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Souhrn

Transfekce patii jiz vice nez Ctyii desetileti k popularnim vyzkumnym nastrojim
pro objasnovani genové struktury, regulace a funkce. K vlozeni cizorodé nukleové kyseliny
do bunky lze obecné vyuzit metody biochemické, fyzikalni nebo biologické. Z posledné
jmenovanych se velké oblibé t&si predevsim vyuziti lentivirovych vektorti. Tyto vektory
se konstruuji tak, aby se eliminovala rizika (inzeréni mutageneze, onkogeneze) spojena
s zivotnim cyklem lentiviri a manipulace s nimi je pak zcela bezpe¢na. Jednou z fady
moznosti vyuziti lentivirovych vektort je studium bunééné signalizace. V tomto ohledu jsou
bézné komeréné dostupné rizné systémy umoziujici monitoring riiznorodych signalnich drah
Vv bunice. Pro tyto ucely jsou lentivirové vektory navrzeny a konstruovany tak, Ze umoziuji
studium aktivace/inhibice kli¢ového transkripéniho faktoru dané signalni drahy v buiice,
kvantitativné méfitelnou prostiednictvim signédlu reportéru, nejcastéji svétluskové luciferazy.
Uspé&sné vpraveni takto navrzenych vektort do buiiky umoziuje studovat mechanismus
pusobeni riznych nizkomolekuldrnich latek ¢i ligandt. V této praci jsem vyuzila komeréné
dostupny lentivirovy vektor kédujici inducibilni AP-1 (proteinovy aktivator 1) responsivni
konstrukt exprimujici luciferdzu, ktery byl transdukovan do linie potkaniho glioblastomu
za ucelem monitoringu signalni drahy MAPK/JNK (mitogenem aktivovana protein
kinaza/c-Jun N-terminalni kinaza). Tato drdha pfedstavuje jeden z downstream cili RAGE
(receptor for advanced glycation end product) signalizace. Na pfipravené senzorické bunééné
linii byl testovan Uc¢inek vybranych derivatl pyrimidinu jako potencidlnich RAGE inhibitort.
RAGE receptor a jeho signalizace jsou zapojeny do patogeneze nékterych zavaznych
onemocnéni. Az na vyjimky byva exprese RAGE pfi téchto onemocnénich zvySena a proto

predstavuje tento receptor zajimavy terapeuticky cil.



Summary

Transfection is a popular research tool for clarifying structure, regulation and function
of genes. For insertion of foreign nucleic acid into a cell we can use biochemical, physical
or biological methods. Very popular is the use of lentiviral vectors. These vectors
are designed to eliminate risks associated with the life cycle of lentiviruses (insertional
mutagenesis, oncogenesis), so the manipulation is completely safe. One of the many
possibilities of using lentiviral vectors is the study of cell signaling. Currently, there
are various commercially available systems, which enable monitoring of signal pathways
in the cell. For these purposes, lentiviral vectors are designed and constructed to enable
the study of activation or inhibiton of a key transcription factor of the signaling pathway
in the cell, which is quantitatively measurable through the signal of a reporter (mostly firefly
luciferase). Succesful insertion of these vectors into the cell allows us to study the mechanism
of action of various small molecules or ligands. In this bachelor’s thesis, I used commercially
available lentiviral vector, which encodes inducible AP-1 (protein activator 1) responsive
construct expressing the luciferase. This vector was transduce into rat glioblastoma cell line
for monitoring of the MAPK/JNK (mitogen-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase)
signaling pathway. This signaling pathway is a downstream target of the receptor RAGE
(receptor for advanced glycation end products) signalization. The effect of two pyrimidine
derivatives as potential RAGE inhibitors was tested on a prepared sensory cell line. RAGE
and its signalization are involved in pathogenesis of some serious diseases. With a few
exceptions, the expression of this receptor is increased during these diseases,
SO it is an interesting therapeutic target.
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1. Uvod

Nédorova onemocnéni tvoii i pfes pokroky v 1é¢bé a diagnostice jednu z nejcastéjSich
pfi¢in amrti. I kdyZ soucasnd klinicky pouzivana protinddorova lé¢iva dosahuji znacnych
uspécha, je zadouci vyvijet nova 1éCiva, ktera budou mit napiiklad jiny mechanismus uc¢inku
¢1 budou vykazovat nizsi cytotoxicitu.

Zajimavym terapeutickym cilem pro 1é€bu nékterych typt nadort je receptor RAGE
(receptor for advanced glycation end products). Tento receptor vazajici Siroké spektrum
ligandii a jeho downstream signalizace hraji dulezitou roli v patogenezi nejen nadorovych
onemocnéni, ale i jinych zavaznych civilizaénich chorob jako je diabetes mellitus,
kardiovaskularni ¢i Alzheimerovo onemocnéni. Exprese RAGE byva v tkanich dospélého
Clovéka az na vyjimky potlatena, bylo vSak zjiSténo, ze pravé jeho zvySend exprese
je spojovana s patogenezi vySe jmenovanych onemocnéni. Downregulace ¢i inhibice tohoto
receptoru se tedy zdé byt jednou z moznosti, jak zabranit naptiklad metastdzi nadorovych
bun¢k nebo rozvoji Alzheimerova ¢i jinych onemocnéni. Mnohé studie se soustfedi
na navrzeni nizkomolekularnich latek schopnych inhibovat piimo RAGE nebo nékterou
komponentu downstream signalnich drah & vyvazovat jeho ligandy. Zadna z latek
experimentalné ovétenych jako RAGE inhibitory vSak dosud neproSla uspéSn€ masSinerii
klinického testovani. Jako nadéjné inhibitory RAGE se jevi derivaty pyrimidinu, z nichz
vybrané 4,5,6-trisubstituované-2-aminopyrimidiny byly testovany na senzorické linii
odvozené z bunék krysiho glioblastomu v ramci experimentalni ¢asti této bakalaiské prace.

Utinnou metodou, pomoci které mizeme studovat mechanismus piisobeni téchto
inhibitord v buiice je transfekce (nevirdlni metody), respektive transdukce (virdlni metody).
Transfekce, tedy proces vlozeni cizorodé nukleové kyseliny do bunky je vyznamnym
védeckym nastrojem pro kontrolu regulace, exprese ¢i funkce genll a objasnéni mechanismu

pusobeni riznych latek ¢i ligandii v buiikéach.



2. Literarni prehled

2.1 Transfekce

Transfekce je proces vlozeni cizorodé nukleové kyseliny do bunék. Termin
Ltransfekce® se pouziva pro oznaCeni metod vyuzivajicich jiné nez virové vektory, tedy
syntetické vektory. Naopak metody vyuzivajici virové vektory oznaCujeme terminem
qtransdukce®. Uginnost obou metod se odviji od Gspé&snosti vpraveni nukleové kyseliny
do bunky a nasledné uspésnosti jeji exprese. (Luo et Saltzman, 2000) Transfekce se provadi
pomoci raznych fyzikdlnich ¢i chemickych metod. Transfekce nam umoziuje studovat
expresi gend, transkripéni faktory, promotory, transkripci, translaci ¢i interakci proteini.

(Groskreutz et Schenborn, 1999)

2.1.1 Fyzikalni metody

Z fyzikélnich metod jsou nejrozsitené;jsi elektroporace, mikroinjekce a ,,genové délo®.
Patrn¢ nejvyuzivanéj$i z vySe jmenovanych metod je elektroporace. Jedna se o metodu,
kdy za wvyuziti pulz o vysokém napéti dochdzi k docasné propustnosti plazmatické
membrany a tim je dosazeno zvySené absorbce makromolekul, véetné nukleovych kyselin.
Pti této metod€ dochazi k vyS$i umrtnosti bun€k a proto je potieba pouzit vy$si mnozstvi
bunék a také vyssi koncentraci nukleovych kyselin neZ naptiklad u chemickych metod. Dalsi
variantou je elektrickd permeabilizace, kterd vyuZziva ke zvySeni absorbce elektrické pulzy
o nizkém napéti ale vysoké frekvenci. (Luo et Saltzman, 2000)

Casticové bombardovani nebo-li ,,genové délo“ je metoda, pii které jsou mikro¢astice
tvofené nukleovou kyselinou a kovem, napft. zlatem, pfendseny vysokou rychlosti do mnoha
bunék zaroven. Pfi takto vysoké rychlosti prochazeji ¢astice 1 bunéénou sténou rostlin. Tato
metoda nachazi uplatnéni v in vivo i in vitro aplikacich. (Luo et Saltzman, 2000; Yang et al.,
1990)

Jednoduchou mechanickou metodou je pifimd injekce DNA do jadra,
tzv. mikroinjekce, kdy lze vSak najednou transfekovat pouze 1 buiiku a neni tedy vhodna
pro studie vyzadujici velké mnozstvi transfekovanych bunék. Pro vpraveni nukleové kyseliny
do buriky se vyuziva velmi tenka jehla o praméru cca 0,5 — 5 um. (Luo et Saltzman, 2000;
Davis et al., 2000)



2.1.2 Chemické metody

DEAE-dextran (diethylaminoethyl-dextran) a fosfore¢nan vapenaty byly jedny
z prvnich chemikalii pouzitych k pienosu nukleovych kyselin do bunék. Interaguji s DNA
a tvori tak komplexy, které se endocytdézou dostavaji do builkky. Mechanismus plisobeni
spo¢iva v neutralizaci negativniho naboje DNA vedouci k usnadnéni transportu pftes
bunénou membranu. Jedna se o jednoduchou, efektivni a nendkladnou metodu, ktera je stale
pouzivana pro in vitro transfekci. Hlavni nevyhodou branici vyuziti pro in vivo experimenty
je cytotoxicita. (Luo et Saltzman, 2000) DEAE-dextran navic inhibuje bunéény rust
a indukuje heterogenni morfologické zmény v bunce. (Guilick, 2001)

Komplexace DNA s liposomy, coz jsou sférické vezikuly tvofené fosfolipidovou
dvojvrstvou, je jedna z nejpouzivangjSich metod DNA transferu, ktera byla pouzita
I v klinickych studiich. Velkym pokrokem pro vyziti liposomu k transfekci bylo vytvoteni
syntetického kationtového lipidu. Kationtova skupina lipidu interaguje s negativné nabitym
fosfatem DNA a tvoii tak komplex. (Felgner et al., 1987) Pouziti liposomu je efektivni,
bezpecné a aplikovatelné in vitro i in vivo. (Luo et Saltzman, 2000)

Pro zvyseni absorbce DNA pfes plazmatickou membranu lze vyuzit kationnich
peptidd, napi. poly-L-lysin (PLL). Zna¢nou vyhodou PLL konjugati je moznost jejich
chemické modifikace ¢imzZ lze docilit transfekce specifické pro dany typ bunék. (Wagner
etal., 1998)

Polyamidoaminové (PAMAM) dendrimery, vysoce rozvétvené kationni polymery,
jsou soblibou vyuzivané z davodu jejich mnohostranné vyuzitelnosti a jednoduchosti
transfekce. Tyto dendrimery jsou schopné dopravit kondenzovanou DNA do riznych

buné&¢nych linii s minimalni cytotoxicitou. (Kukowska-Latallo et al., 1996)

2.1.3 Viralni metody

Viry pouzivané ke konstrukci virovych vektori délime do dvou skupin v zéavislosti
na tom, zda svilj genom zaclenuji do chromatinu hostitelské bunky (onkoretroviry, lentiviry)
nebo jejich genom pretrvava v bunécném jadie jako extrachromozomalni jednotka (adenoviry,
adeno-asociované viry, herpes simplex virus-1). (Thomas et al., 2003) V ptipad¢é pienosu
nukleové kyseliny do hostitelské buitky pomoci virovych vektort hovotime o transdukci.

Virové vektory dosahuji vysoké tUc€innosti pienosu, nicméné jsou limitovany

potencionalni toxicitou, omezenym tropismem jen k ur€itym bunénym typlim, omezenou
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kapacitou pro prenasenou DNA, rekombinaci a vysokou pofizovaci cenou.(Luo et Saltzman,
2000)

2.1.3.1 Lentivirové vektory

Lentivirové vektory (LV) jsou odvozené od lentivira patticich do Celedi Retroviridae.
Jedna se o Celed’ RNA virt, které se vyznacuji schopnosti prepsat svou genetickou informaci
do DNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy a vclenit ji do genomu hostitelské bunky.
Mezi hlavni ptednosti, diky kterym jsou LV v soucasnosti jedny z nejpouzivanéjsich
prosttedkt genového transferu jak v oblasti vyzkumu, tak v oblasti genové terapie, patii
schopnost stabilni integrace do délicich se stejné jako nedélicich se bunék a dlouhotrvajici
transgenova exprese. (Pauwels et al., 2009)

V soucasné dobé jsou nejpouzivangj$i vektory odvozené z viru lidské imunitni
nedostate¢nosti typu 1 (HIV-1), jelikoz je tento virus velmi dobie prostudovany. Vektory vsak
(FIV), virus konské infekéni anémie (EIAV), virus kravské imunitni nedostatecnosti (BIV)
nebo virus lidské imunitni nedostate¢nosti typu 2 (HIV-2). (Quinonez et Sutton, 2002)

Nepriznivé disledky pouzivani LV jsou spojovany s zivotnim cyklem lentivird,
zalozeném na zaclenéni genetické informace viru do genomu hostitelské buiiky. To pfinasi
riziko v podobé inzeréni mutageneze, transaktivace sousedicich genovych sekvenci
¢1 onkogeneze. Rizikem je také pienos a ndsledné rozsiteni vektorovych castic do necilenych
bunék ¢i tkani. (Pauwels et al., 2009)

LV jsou tedy konstruovany tak, aby se zamezilo témto rizikiim a bylo dosazeno
maximalni ucinnosti transdukce. Nahrazeni plvodniho HIV-1 obalu proteinem virové
vezikularni stomatitidy G (VSV-G) je povazovano za prilom ve vyvoji lentivirovych vektora.
(Cockrell et Kafri, 2007) Takto pozménéné LV je mozno pouzit k transdukci prakticky vsech
typll sav€ich bun¢k a je znemoznéna tvorba tzv. wild-type HIV. Tyto LV mohou byt
inaktivovany lidskym sérem, pokud jsou produkovény v lidskych buiikdch. Zamezeni rizika
generovani a mnozeni replikace schopnych lentivirih (RCL) je dosaZeno odstranénim genil
nepottebnych k transferu genii, ale odpovidajich za virulenci HIV-1. ZvySeni bezpecnosti
bylo dosazeno rovnéz eliminaci tat genu kodujiciho transkripéni aktivator Tat protein, ktery
je zodpovédny za vysokou miru replikace HIV. Dalsi strategii ke zvySeni bezpecnosti
LV je delece promotorovych a enhancerovych elementi lokalizovanych na 3'LTR (dlouhé

terminalni repetice, long terminal repeats) U3 oblasti vektoru. Béhem reverzni transkripce
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je tato delece kopirovana z3'LTR na 5'LTR a vznikaji tak vektory s redukovanou
(az na 10 %) promotorovou aktivitou. Vektory s touto deleci se nazyvaji SIN vektory
(self-inactivating vectors). (Pauwels et al., 2009)

HIV vektory nebyly puavodné konstruovany jako prostiedky pro pienos gent,
ale pro studium samotnych HIV. Jako prvni byly Gspé$né transdukovéany ptirozené cilové
buiiky pro HIV, tedy CD4" buiiky. (Quinonez et Sutton, 2002) Nyni jsou LV vektory
vyuzivany ve vyzkumu in vitro, in vivo i v klinickych aplikacich jako mozné prostifedky

pro lécbu nékterych onemocnéni.

Cignal Lenti Reporter Assays

Cignal Lenti Reporter Assays jsou komer¢ni lentivirové ¢astice odvozené z HIV-1,
které jsou pseudotypované VSV-G s potlacenym replikaénim potencidlem. Vyuzivaji
se k transdukeci prakticky vSech typ bun¢k bez zjevné nespecifické stresové odpovédi. Jsou
navrzeny pro presné, senzitivni a kvantitativni stanoveni aktivace signalnich drah v cilové
buiice. Lentivirové castice exprimuji reportérovy konstrukt, ktery koduje reportérovy gen
— luciferdzu ¢i GFP pod kontrolou bazalni promotorové jednotky — TATA boxu, ktera
je ptipojena k tandemovym repeticim specifického TRE (Transcriptional Response Element)
cilového genu. Cignal Lenti Reporter Assay je ucinny nastroj pro objasnéni funkce gend,
zjiSténi mechanismu uc¢inku proteind, peptidl, ligandd a nizkomolekuldrnich slou€enin

v bunikach. (Cignal Lenti Reporter, handbook; 2012)
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2.2 Reportérové geny a gene reporter assays

Pti studiu ucinku riiznych latek jako napf. potencialnich 1é¢iv v eukaryotnich buiikach
je mnohdy dutlezité¢ sledovat pribéh a regulaci genové exprese. Regulace genové exprese
je zprostiedkovana vazbou transkripéniho faktoru ¢i receptoru do promotorové oblasti
cilového genu, coz vede ke spusténi ¢i potlaceni exprese genu a nasledné transkripce. Pomoci
techniky gene reporter assay mizeme tuto expresi sledovat. Jedna se o univerzalni a citlivou
metodu studia riznych cild jako jsou transkripéni faktory, promotory ¢i enhancery.
Predmétem studia jsou obvykle nddorové bunécné linie, které byly pfechodné nebo trvale
transfekovany reportérovym plasmidem. Ten ma ve své struktufe zabudovanou promotorovou
sekvenci  specifickou pro studovany receptor ¢i transkripéni faktor. Té&sné
za touto sekvenci se nachazi reportérovy gen. (Liu et al., 2009)

Jako reportérové geny se voli takové geny, které udéli transfekovanym buiikdm
vlastnost, ktera se da snadno identifikovat ¢i méfit, pokud dojde k expresi tohoto genu.
Muzeme tak stanovit transkripéni aktivitu sledovaného receptoru ¢i transkripcniho faktoru,
ktera koreluje s mirou exprese reportérového genu. Na reportérové geny jsou kladeny rtizné
pozadavky — nesmi byt vici buiice toxické, exprese reportérového genu musi nutné pochdzet
z plasmidu, nikoliv z DNA transfekované buiiky a musi se dat snadno kvantifikovat. Mezi
beézné vyuzivané reportérové geny patii zeleny fluorescen¢ni protein GFP (green fluorescent
protein), ktery po ozafeni svétlem modré barvy emituje zelenou fluorescenci. (Allard
et Kopish, 2008)

Hojné vyuZivany je také enzym luciferdza, ktery katalyzuje reakci se substratem
(Photinus pyralis), tzv. firefly luciferaza. Katalytické schopnosti luciferazy je dosazeno ihned
po uvolnéni zribozomu a proto luciferazovy test poskytuje téméf okamzitou odezvu.
Po treatmentu bun¢k muZeme studovat efekt biologického stimulu kvantifikaci mnoZstvi

aktivni exprimované luciferazy. (Luciferase Assay System, Promega; handbook)

HO. s, N~ COCH Svétluikova luciferdza Y ___.;N--'/
[\J \o) +ATP+02 - ___[_ ' gl +AMP +PP +CO;
“ : 2+ -~
Me +SVETLO
Luciferin Oxyluciferin

Obr. 1 — Luciferazova monooxigenace luciferinu za vyuziti co-substrata O,a ATP.

(Ptevzato a upraveno z Luciferase Assay System, Promega; handbook)
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Znacné rozSifenym reportérovym genem je také LacZ kodujici enzym B-galaktosidazu.
Tento enzym §tépi laktozu na glukozu a galaktozu. Kolonie bakterii, exprimujicich tento
enzym se pfi rustu na zivném agarovém médiu obsahujicim substrat X-Gal zbarvi modie,
jelikoz dojde k Stépeni substratu -galaktosidazou. Pokud tento enzym neexprimuji zlistanou
krémové bile. Tento proces se nazyva modro-bilé selekce.

Chloramfenikol-acetyltransferaiza — CAT je enzym pfirozené exprimovany
Vv prokaryotech, katalyzujici pienos acetylovych skupin na chloramfenikol. CAT je stabilni
genovy reportér vhodny spiSe k pfechodné transfekci eukaryotickych bunék. (Van Dorst,
2012) Dalsimi reportérovymi geny vyuzivanymi u sav¢ich bun€k jsou Cerveny fluorescencni
protein RFP (red fluorescent protein), lidsky ristovy hormon hGH ¢i sekretované alkalicka
fosfatiza SEAP (secreted alkaline phosphatase). Ve struktuie plazmidu byvd obvykle
zabudovan také gen rezistence vici né€jakému antibiotiku (napf. puromycin), diky kterému
muzeme po transfekci provést selekci timto antibiotikem za ucelem ziskani bunééné linie

stabiln¢ exprimujici dany plazmid.
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2.3 RAGE

RAGE (receptor for advanced glycation end products), je multifunk¢ni receptor, ktery
se nachazi na povrchu cytoplazmatické membrany. Tento receptor véaze Siroké spektrum
ligandti a zprostiedkovava odpovéd’ na bunécné poskozeni a stresové podminky. Interakce
RAGE sjeho ligandy aktivuje rGzné bunécné procesy, jako je proliferace, apoptdza
¢i migrace. RAGE hraje také roli v patogenezi fady onemocnéni jako je rakovina,
kardiovaskularni onemocnéni, Alzheimerova nemoc ¢i diabetes mellitus. (Lee et Park, 2013;
Riehl et al., 2009)

2.3.1 Struktura a vlastnosti RAGE

Receptor RAGE patii k nadCeledi imunoglobulinovych receptort (Fritz, 2011)
a skldda se z5 domén (obr. 2) — nestala extracelularni V doména, kterd ptedstavuje hlavni
vazebné misto pro ligandy; dvé stalé C domény majici diileZitou roli ve stabilizaci V domény;
kratka cytoplazmaticka doména, ktera je klicova v signalizaci a transmembranova doména
ukotvujici cely receptor v cytoplazmatické membrané. Obé C domény a V doména jsou

imunoglobulinového typu. (Alexiou et al., 2010; Deane et al., 2012)

RAGE

V doména

\ e e
ransmembrénova
domena

‘l-l‘-u LA St (A
A

. Cytoplazmaticka
[ doména

Obr. 2 — Struktura RAGE

(Ptevzato a upraveno z Lee et Park, 2013)
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RAGE je klicovou molekulou ve vyvoji mnohych chronickych patologickych procesil,
jako jsou napiiklad komplikace pii diabetu, ateroskler6za, chronické zanéty,
neurodegenerativni onemocnéni ¢i nadorové bujeni. (Fritz, 2011) RAGE je za fyziologickych
podminek exprimovan v mnoha bunécnych typech a tkanich. B€hem embryonalniho vyvoje
je exprimovan konstitutivné, naopak v pozd¢jsich stadiich vyvoje je jeho exprese potlacena.
U dospélého organismu je exprese RAGE spojena s patologickymi stavy. Vyjimku tvofii plice,
kde je za fyziologickych podminek exprese vysokd a naopak snizena exprese RAGE

je spojovana s karcinogenezi. (Bierhaus et al., 2005; Logsdon et al., 2007)

2.3.2 RAGE a jeho ligandy

RAGE byl primarné¢ objeven jako receptor na povrchu bunky vézajici AGEs
(advanced glycation end products), kter¢é jsou produkovany ve zvySené mife
pti hyperglykemickych podminkéach. S100 proteiny, znamé svou roli pfi zanétech, byly prvni
alternativni ligandy pro RAGE. Pocet ligandi pro RAGE se poté dale rozsitil naptiklad
0 dalsi S100 proteiny, HMGBI1 (high mobility group box 1), f-amyloid a amyloidové fibrily.
Krom¢ B-amyloidu a amyloidovych fibril, které se Uc€astni nervovych onemocnéni, jsou

vSechny tyto ligandy spojovany s nadorovym bujenim. (Logsdon et al., 2007)

AGEs

AGEs predstavuji heterogenni skupinu molekul vznikajici kondenzaci a oxidaci mezi
proteiny (peptidy) a cukry. Prvnim krokem tvorby AGEs je reakce aldehydoveé skupiny cukru
s aminovou nebo guanidinovou skupinou lysinu ¢i argininu. Tento neenzymaticky proces
je zakoncen glykaci a ovliviiuje mnoho proteind. ZvySend mira glykace proteint
je pozorovéana u starnoucich jedinct a predeviim u diabetickych pacientli. Rada diabetickych
komplikaci jako je aterosklerdza, kardiovaskularni onemocnéni, chronické zanéty
¢1 nefropatie je spojovana s aktivaci RAGE prostiednictvim AGEs, které¢ se vazi k V domén¢

receptoru. (Fritz, 2011)

S100 proteiny

S100 proteiny tvofi rodinu fyziologickych RAGE ligandi vazajicich se kVa C;

doméné receptoru. (Alexiou et al., 2010) Jedna se o malé signalni molekuly vazajici vapnik
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a nachézejici se jak v intracelularnim tak v extracelularnim prostoru. Jako intracelularni
signalni nebo ochranné proteiny hraji roli v bunééném cyklu, bunééné diferenciaci ¢i mobilité.
Nekteti zastupci z rodiny S100 proteinti (napi. S100P; S100A4) jsou zapleteny do procesu
vyvoje nadoru. Na zvifecich modelech byla prokazana korelace mezi expresi S100P
v nadorovych buiikach a zvySenym rastem nadoru slinivky. Potlaceni exprese S100P naopak
vedlo ke snizeni rdstu nadoru. (Arumugam et al.,, 2005) Ligand S100A4 je povazovan
za metastaze indukujici molekulu. (Garrett et al.,, 2006) S100B je vysoce exprimovan
vV melanomech a je potencialnim nadorovym biomarkerem. U pacienti s normalni hladinou
S100B byva pieziti zna¢né delsi nez u pacientii se zvySenou hladinou cirkulujiciho S100B.
(Harpio et Einarsson, 2004) Ne vsechny S100 proteiny pfispivaji k rakoving, napiiklad
u S100A2 byla zjisténa protinadorova funkce u spinocelularniho karcinomu. (Logsdon et al.,

2007)

HMGB1

HMGBI1 (amphoterin) je dal§im fyziologickym ligandem RAGE. (Alexiou et al.,
2010) HMGBI1 pusobi v jadie jako DNA vazajici protein, ma také extracelularni regulacni
funkci a pasobi jako prozanétlivy aktivator. HMGBI je slozen z 2 N-terminalnich domén,
které jsou podstatné pro vazani DNA a C-terminalni oblasti slozené =z kyselych
aminokyselinovych rezidui, které fidi vazbu k RAGE. HMGBI1 s navdzanou DNA se vaZe na
RAGE a Toll-like receptor 9 (TLR9) a tim se formuje HMGBI-RAGE-TLR9 komplex
aktivujici autoreaktivni B bunky. (Fritz, 2011) HMGBI1 také zvySuje agresivitu nadort
transkripci mnoha genti zapojenych do riznych krokli metastatické kaskady a tim stimuluje
tvorbu metastdz. HMGBI1 rovnéz potlacuje apoptézu u nadorovych bun€k sniZzenim exprese
pro-apoptotickych genli a naopak zvySenim hladiny genid anti-apoptotickych. Bylo zjisténo,
ze inhibice signalizace mezi HMGBI a RAGE vede ke zpomaleni rlstu néadoru
a metastazovani gliomovych bunék. (Logsdon et al., 2007) HMGBI je rovnéz sekretovan

v odpovédi na infekei nebo poranéni tkané. (Rojas, 2011)

p-Amyloid

Jednim z hlavnich znaki Alzheimerovy choroby je extracelularni tvorba
amyloidovych plakii v mozkové tkani pacienta. K tvorbé téchto plaki dochéazi proteolytickym
Stépenim prekurzoru amyloidu ve dvou isoformach o velikosti 40 a 42 aminokyselinovych
zbytkl, pficemZz ob& maji sklon k agregaci a tvorbé amyloidovych vldken a pozdéji plakd.
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Na mysich modelech bylo prokazano, Ze se B-amyloid vaze k V doméné RAGE a jeho
prostfednictvim je transportovan pies krevni mozkovou bariéru, tj. zkrevniho fecisté

do centralniho nervového systému. (Fritz, 2011)

2.3.3 RAGE signalizace

RAGE je zndmy svou schopnosti interagovat se Sirokym spektrem extracelularnich
ligandii a jeho signalizace je pomérné komplexni. Obsazeni RAGE jeho ligandy vede
k aktivaci fady signalnich drah jako napf. Erk 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2),
p38 MAPK/INK (mitogen-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase), JAK/STAT
(Janus kinase/signal transducer and activator of transcription) ¢i Rac/Cdc42 (Ras related
C3 botulinum toxin substrate/cell dividion cycle 42). (Win et al., 2012; Obr. 3) Na Grovni
transkripéni regulace pusobi NF-kB (nuclear factor kB), AP-1 (activator protein-1) a Stat3
(signal transducer and activator of transcription) jako klicové cile RAGE signalizace, nicmén¢
zde mohou pusobit i dalsi alternativni transkripéni faktory (Obr. 3). Aktivace vyse zminénych
transkripénich faktor spousti expresi genti, které maji centralni Glohu ptedevsim v regulaci

imunitni odpovédi a zanétu. Patrné klicovou ulohu plni transkripéni faktor NF-kB.

2.3.3.1 MAPK/JNK signalni drdha

JNKs znamé také jako stresem aktivované protein kindzy (SAPKs) jsou ¢leny Siroké
rodiny mitogeny aktivovanych protein kinaz (MAPKSs). (Zine et Van De Water, 2004)
MAPKSs fosforyluji specifické seriny a threoniny cilovych proteinovych substrati ¢imz
reguluji riznorodé bunécné procesy, jako je genova exprese, metabolizmus a programovana
buné¢na smrt. (Johnson et Lapadat, 2002)

Typické MAPK signalni drahy zahrnuji kaskadu tif po sobé nasledujicich
fosforylacnich kroki, ve kterych jsou zapojeny MAPK kinazy kindzy (MAPKKKSs), MAPK
kindzy (MAPKKs) a MAPKs. MAPKs poté fosforyluji neproteinové kindzové substraty nebo
dalsi protein kinazy. (Gerits et al., 2008)

JNK proteiny jsou kédovany MAPKS, MAPK9 a MAPKI10 a tvoifi deset riznych
isoforem odvozenych ze tfi genti: JNKI1 (Ctyfi isoformy), JNK2 (Ctyii isoformy) a JNK3
(dvé isoformy). JNK1 a JNK2 jsou exprimovany témeét ve vSech bunéénych typech, kdezto
JNK3 pfevazné v mozku. JNKs mohou byt aktivovany pomoci MAPKK4 a 7. Hlavnim cilem
aktivovanych ~ JNKs  je  transkripéni  faktor ~ AP-1, ktery je  zapojeny
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do zanétlivého procesu provazejiciho diabet ¢i rakovinu. (Rojas et al., 2011) JNK signalni
drahy reguluji aktivitu a expresi klicovych zanétlivych medidtorti, jako jsou cytokiny
a proteazy, které vyznamnym zpiisobem ovliviiuji proces nadorového bujeni. Role signdlnich
drah MAPK/INK byla testovana in vivo na transgennich mySich modelech, coz vedlo
k prokazani jejich vyznamu v procesu tumorogeneze Vv riznych organech. Bylo prokézano,
ze JNKs mohou plnit funkce onkogenni a rovnéz tumor supresivni. Mutace v JNKs signalnich
drahach mohou byt zapojeny ve vyvoji nadoru — napiiklad ztrata funkce JNK3 podporuje
progresi nadoru. Vysledky dosazené na mySich modelech rovnéz prokazaly spoluucast
MAPK/JNK signalnich drah u celé¢ fady onemocnéni, jako napi. revmatoidni artritida nebo

aterosklerdza. (Wagner et Nebreda, 2009)
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Obr. 3 — RAGE signalizace
(Pfevzato a upraveno z Riehl et al., 2009)

Legenda: AP-1 (activator protein 1) — proteinovy aktivator 1, Cdc42 (cell division cycle 42) — protein
regulujici déleni bunék, Erk 1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2) — extracelularni
signal-regulujici kinaza 1/2, JAK (Janus kinase) — Janusova kinaza, JNK (c-Jun N-terminal kinase)
— ¢-Jun N-terminalni kindza, MAPK (mitogen-ativated protein kinase) — mitogenem aktivovana
protein kinaza, MKK (mitogen-activated protein kinase kinase) — mitogenem aktivovana protein
kinaza kinaza, NF-xB (nuclear factor kappa B) — nuklearni faktor kappa B, PI3K (phosphoinositide
3-kinase) — fosfatidylinositol-3-kinaza, Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1)
— Ras-ptibuzny C3 botulotoxin substrat 1, ROS (reactive oxygen species) — reaktivni formy kysliku,
Stat3 (signal transducer and activator of transcription 3) — pfenase¢ signalu a aktivator transkripce 3.
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2.3.4 Fyziologicka funkce RAGE

RAGE nehraje roli pouze v patogenezi onemocnéni, signalizace RAGE se podili také
na homeostaze a regeneraci n¢kterych tkédni. Béhem embryonalniho vyvoje je RAGE vysoce
exprimovan (pfedevsim v nervové soustaveé), v pozdéjsich stadiich vyvoje je vSak jeho
exprese potlacena. (Rojas et al., 2011) Ve stafi se exprese RAGE opét zvySuje, nicméné neni
znamo, zda diky akumulaci RAGE ligandii nebo jako kompenzacni mechanismus, ktery
chrani starnouci bunky pied bunécnou smrti. Aktivace RAGE prostiednictvim HMGB1 nebo
S100s totiz podporuje pieziti bunék zvySenou expresi anti-apoptotického genu Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2).

RAGE je za fyziologickych podminek exprimovan v malém mnozstvi v neuronech
a mikrogliich mozku. (Sorci et al., 2013) Interkace RAGE s HMGBI pravdépodobné
doprovazi tvorbu axoni pii vyvoji neuronti. Bylo také zjisténo, ze inhibice RAGE
prostiednictvim sRAGE (soluable RAGE, rozpustny RAGE) nebo F(ab’), fragmenty
protilatek vede ke snizené schopnosti regenerace periferniho nervu.

V plicni tkéni je exprese RAGE 1 v dospélosti pomérné vysoka (hlavné v alveolarnim
epitelu) a hraje dilezitou roli v plicni homeostaze. Naopak downregulace tohoto receptoru
je charakteristicka pfi nemalobunééném karcinomu plic. (Bierhaus et al., 2005; Bartling et al.,
2005) Ztrata exprese RAGE je také spojovana s rozvojem idiopatické plicni fibrézy. (Alexiou
etal., 2010)

RAGE je konstitutivné exprimovan i v bunikdch endotelu. Indukuje zde expresi
endotelového rhstového faktoru a tim napomahd tvorbé novych krevnich kapilar, napft.
pti zanétlivych procesech. (Riehl et al., 2009)

RAGE je exprimovan také ve vlaknech hladkého a kosterniho svalstva, pficemz jeho
exprese vyvojoveé klesa a v dosp€lé svalové tkani chybi Upln€. RAGE je exprimovan
I v myoblastech a interakce s HMGBL1 stimuluje jejich diferenciaci. Tento fakt poukazuje
na ulohu RAGE ve vyvoji kosterniho svalstva, kdy pravdépodobné dochazi ke spolupraci
RAGE a HMGBI1 v ramci prenatalni i postnatdlni myogeneze. RAGE se rovnéz podili

na zrani osteoklastti a kostni prestavbé. (Alexiou et al., 2010)

21



2.3.5 Uloha RAGE v patogenezi onemocnéni

Krom¢ dulezité funkce RAGE ve fyziologickych procesech se tento receptor podili
na vyvoji celé fady patologickych stavii. V mnoha bunéénych typech jako jsou makrofagy,
endotelové bunky, buiikky hladkého svalstva, fibroblasty nebo neurony je exprese RAGE
za fyziologickych podminek nizka. Jeho zvySend exprese vSak muze byt indukovana
v situacich, kdy dochazi k akumulaci RAGE ligandi nebo aktivaci transkripcnich faktort
RAGE signalizace. Patogeneze onemocnéni je  dusledkem interakce RAGE
s nefyziologickymi ligandy (AGEs) nebo fyziologickymi ligandy pfi jejich dysregulaci
za stresovych podminek nebo pii onemocnéni. RAGE ligandy se akumuluji pfedev§im
Vv prozanétlivém prostiedi doprovazejicim napt. diabetes mellitus, aterosklerdzu, chronické
onemocnéni ledvin, neurodegenerativni ¢i nadorové onemocnéni. (Alexiou et al., 2010;
Bierhaus et al., 2005)

K ovéfeni ulohy RAGE v patogenezi onemocnéni byl pouzit SRAGE, ktery funguje
jako navnada zabranujici interakci ligandit s RAGE. Na modelu hlodavct zabranil sSRAGE
rozvoji mikrovaskularniho a makrovaskularniho onemocnéni, coz poukézalo na roli RAGE
ve vyvoji chronickych cévnich poruch. Stejné tak SRAGE ochranil hlodavce pred rozvojem
komplikaci u indukovaného diabetu, pfed metastazemi tumoru a rustem primarniho tumoru.
sRAGE navic potlacil projevy spojené s patogenezi Alzheimerova onemocnéni u transgennich
hlodav¢ich modeld a omezil transport B-amyloidu pifes krevni mozkovou bariéru.

Tyto vysledky poukazaly na RAGE jako na mozny terapeuticky cil. (Bierhaus et al., 2005)

2.3.5.1 Alzheimerova nemoc

Alzheimerova nemoc (AN) je neurodegenerativni onemocnéni projevujici
se akumulaci f-amyloidu (AB) ve form¢ plakd v mozku. AN je charakteristicka postupnym
upadkem kognitivnich funkci, jako jsou ztrata paméti a zména osobnosti. (Deane et al., 2012;
Yan et al, 2012) AP je neurotoxicky peptid, jehoz akumulaci dochazi k bunéénému
poskozeni, které zahrnuje naruseni funkce mitochondrii, oxidativni stres, synaptické selhani
¢1 neurodegeneraci. Akumulace AP vedouci k synaptické dysfunkce a odumirani neuront
hraje klicovou roli ve vyvoji AN. (Yan et al., 2012)

V AN hraje RAGE dtlezitou roli jako membranovy receptor pro A. Jejich interakci
v neuronech, mikrogliich a endotelu mozku dochazi k akceleraci a amplifikaci Skodlivych

efekti na nervovou a synaptickou funkci. V endotelu mozku zprosttedkovava RAGE
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transport cirkulujicich AR do mozku, v neuronech zprostfedkovava AB-indukovany oxidativni
stres a transport AP vedouci k naruSeni funkce mitochondrii. V mikrogliich RAGE zase
potencuje zanétlivou odpoveéd’ zprotiedkovanou AB. Exprese RAGE je v mozkovém endotelu
a neuronech znacné¢ zvySena v mistech s vysokou koncentraci AP. Interakce AP s RAGE,
indukuje oxidativni stres a vede k aktivaci NF-kB projevujici se produkci prozanétlivych
cytokinti v krevni mozkové bariéfe. Rovnéz je popsano, ze signalni draha p38 MAPK pfispiva
ke zvysené produkci cytokinii a neurodegenerativnim projevim typickym pro AN. Aktivace
p38 MAPK byla nalezena v ranych stadiich AN u mySich model. (Deane et al., 2012;
Yan et al., 2012)

V patogenezi AN hraji roli i dalsi RAGE ligandy. V astrocytech mozku postizeného
AN byly nalezeny kromé& AP také AGEs spolecné s RAGE, coz poukazuje na jejich
potencidlni zapojeni v progresi AN. AGEs mohou také zvySovat toxicitu AP modulaci
exprese vazebnych mist pro AP. (Sasaki et al., 2001; Alexiou et al., 2010)

S100s a predevsim S100B jsou rovnéz hojné€ exprimovany v nervovém systému. Diky
zvysenym hladinam S100B RAGE nejspi§ také ptispiva k neurotoxicité. (Huttunen et al.,
2000) S100B stimuluje transkrip¢ni aktivitu NF-kB v mikrogliich. (Alexiou et al., 2010)

2.3.5.2 Kardiovaskularni onemocnéni

RAGE a jeho ligandy hraji podstatnou roli v patogenezi vaskularnich dysfunkci.
Kromé¢ aterosklerézy ma interakce RAGE s jeho ligandy vliv 1 na srde¢ni dysfunkci. RAGE
je exprimovan ve vysoce dualezitych bunéénych typech: v buikich endotelu,
v monocytech/makrofazich a v bunikach hladkého svalstva. (Yan et al., 2009)

V patogenezi aterosklerdzy ovliviiuje interakce AGEs s RAGE eflux cholesterolu
z makrofagi. Podobny efekt byl popsan také pro ligandy S100A12, S100B a HMGBI.
(Yan et al., 2009; Alexiou et al., 2010)

Exprese RAGE tzce souvisi se srde¢ni dysfunkci a srde¢nim selhdanim. Interakce
AGEs s RAGE vede k fibréze a ovliviiuje metabolismus vapniku v srde¢nich myocytech.
To vede k diastolické, systolické a cévni dysfunkci, které mohou nakonec vést az k selhani
srdce. (Alexiou et al., 2010) Na transgennich mysich modelech s nadmérné exprimovanym
RAGE v srde¢ni tkani bylo simulovano experimentalni selhdni srdce. Nadmérna exprese
RAGE snizila systolickou a diastolickou intracelularni koncentraci vapniku a zpisobila tak
znacné zpozdéni zpétného vychytavani vapniku. Vysledkem byla delsi doba polarizaéni faze

srde¢ni kontrakce vedouci k diastolické dysfunkci. (Petrova et al., 2002; Yan et al., 2009)

23



2.3.5.3 Diabetes mellitus

Pro pacienty trpici diabetem je charakteristickd prodlouzend doba hyperglykémie,
kterda vede k masivni intracelularni a extracelularni tvorbé AGEs a jejich akumulaci
v cirkulujici krvi a riznych tkanich. (Barlovic et al., 2011; Yamamoto et al., 2001) Krom¢
AGEs jsou Vv diabetickych tkanich ve zvySenych hladinach rovnéz piitomny ligandy S100s,
predevsim S100A12 a HMGBI. (Alexiou et al., 2010)

Ateroskler6za, nefropatie, neuropatie a retinopatie jsou jedny z dlouhodobych
komplikaci diabetu. Nefropatie je zivot ohrozujici diabetickd komplikace charakteristicka
naptiklad zvétenim ledvin, glomerularni hypertrofii a albuminurii. Cast&j§i je vyskyt
u mysiho modelu s diabetem a nadmérnou expresi RAGE v cévach, ale u mysi postradajicich
RAGE byla redukovana. (Bierhaus et al., 2005; Yamamoto et al., 2001)

Diabetické retinopatie je Castou mikrovaskularni komplikaci pti diabetu zpisobujici
az oslepnuti. Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) nasledkem interakce AGEs s RAGE
se podili na ztraté pericytli v Casné fazi diabetické retinopatie. (Yamagishi et al., 2008)

Dalsi dlouhodobou komplikaci pifi diabetu je neuropatie a ztrata citlivosti k bolesti.
Aktivace NF-«kB a zvySena genova exprese jeho cild v perifernich nervech diabetickych mysi
byla vyvolana pomoci AGEs a inhibice RAGE vedla k potla¢eni tohoto projevu. Bylo
zjisténo, ze RAGE se exprimuje v perifernim nervstvu ve Schwannovych a endotelovych
burikach a interakci s AGEs piispiva k endoneuronalni dysfunkci vedouci k mikroangiopatii

Vv perifernim nervstvu. (Alexiou et al., 2010)

2.3.5.4 RAGE a nadorova onemocnéni

Exprese RAGE byla detekovana v riznych typech lidskych nddorti zahrnujicich
nadory mozku, prsu, tlustého stieva a konecniku, prostaty, plic, lymfomy ¢i melanomy.
Vysledky in vitro experimentl, studie na mySich modelech a stejné tak klinicka data
poukazuji na ptimé spojeni mezi aktivaci RAGE a proliferaci, pfezitim, migraci a invazivitou
nadorovych bunék. (Riehl et al., 2009) Rovnéz RAGE ligandy (AGEs; HMGBI; S100s) hraji
v nadorovych onemocnénich dtlezitou roli. (Alexiou et al., 2010)

Bylo prokazéano, Ze chronicky zanét a procesy pfi ném probihajici pfispivaji k vyvoji
nadoru. (Riehl et al.,, 2009) RAGE hraje dutlezitou roli v jednom z téchto procestu
— angiogenezi, kdy indukuje expresi endotelového ristového faktoru a tim zvySuje pocet

bunc¢k endotelu. Dochazi k tvorb&é novych krevnich kapilar a nadorové bunky jsou tak
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dostate¢né okysliCovany a vyzivovany. Aktivace RAGE také zvySuje permeabilitu
endotelu pro makromolekuly, ktera je bézné¢ pozorovéana u tumord. Vytvoreni mikroprostredi
pro rust nadoru zavisi na aktivaci n¢kolika transkripcnich faktord, zejména NF-kB, ke které
dochazi po stimulaci RAGE. Mnoho transkrip¢nich cili RAGE signalizace pravdépodobné
pfispiva k interakci mezi buitkami nadoru a cévnim endotelem, coz miize podporovat tvorbu

metastaz. (Logsdon et al., 2007)

RAGE signalizace a karcinogeneze

RAGE je exprimovan ve vSech bunécnych typech zapojenych do procesu vyvoje
nadoru. Jedna se o bunky vlastniho nddoru, endotelové buiky, myeloidni buiiky, supresorové
bunky odvozené z myeloidnich bunék (MDSCs, myeloid derived suppressor cells)
a lymfocyty. Signdlni drahy downstream RAGE jsou aktivovany po akumulaci liganda
(AGEs, HMGB1, S100s) v mikroprostiedi nadoru a reguluji buné¢né interakce v prub&hu
nadorové transformace a progrese (Obr. 4). Tvorba mikroprostfedi nddoru zévisi na aktivaci
nékolika transkripcnich faktord, zejména NF-kB, Stat3 a HIF-1a (hypoxicky indukéni faktor;
hypoxia inducible factor-1) a je utvafeno sekreci dulezitych cytokint, jako jsou tumor
nekrotizujici faktor o (TNF a, tumour necrosis factor a), interleukin-1 a interleukin-6 (IL-1,
IL6). RAGE a jeho ligandy aktivuji endotelové a myeloidni buriky, coz vede k akumulaci
dalsich typt myeloidnich bun¢k (MDSCs), které inhibuji T a NK (natural killers) bunky
a vysledkem je tolerance T bunék a naruSeni protinddorové imunity. Aktivace RAGE ligandy
a nasledna signalizace také podporuji proliferaci a pfeziti bun¢k nddoru pomoci autokrinniho

a parakrinniho zpétného pisobeni. (Riehl et al., 2009)
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Obr. 4 — Signalni drahy RAGE a karcinogeneze

(Pfevzato a upraveno z Riehl et al., 2009)

Legenda: AGEs, HIF-1a (hypoxia-inducible factor-1) — hypoxicky indukéni faktor 1, HMGBI (high
mobility group box 1) — amfoterin, IL-1 — interleukin 1, IL-6 — interleukin 6, MDSCs (myeloid
derived suppressor cells) — supresorové butiky odvozené z myeloidnich bunék, NF-kB (nuclear factor
kappa B) — nuklearni faktor kappa B, S100s (S100 proteins) — S100 proteiny, Stat3, TNFo (tumour
necrosis factor o) — tumor nekrotizujici faktor.

V nasledujicim textu uvadim piiklady nekterych typt nadort, v jejichz patogenezi

hraje RAGE dileZitou roli.

Glioblastom

Exprese RAGE a HMGBI1 byla pomoci Western blottingu nalezena také v liniich
lidskych gliomovych bunc¢k. HMGBI1 ptlisobi jako autokrinni faktor a po jeho navazani
na RAGE dochazi ke zvyseni proliferace a migraci bun¢k. Gliomové bunky obsahuji HMGB1
pfevazné v jadie a nemohou jej sekretovat konstitutivné nebo nésledkem stimulace, nicméné
nekrotické gliomové bunky mohou uvolnovat HMGBI1 po translokaci z jadra do cytosolu.

HMGB1 tedy mutze hrat dialezitou roli ve vztahu mezi nekrézou a malignitou
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v glioblastomech tim, ze plsobi jako autokrinni faktor, ktery je schopny podporovat rust

a migraci nadorovych bunék. (Alexiou et al., 2010; Bassi et al., 2008)

Nadory plic

Nadory plic predstavuji ve srovnani s nadory jinych organt ¢i tkani vyjimku v expresi
RAGE. U nemalobunééného karcinomu plic je exprese RAGE silné potlacena v porovnani
s expresi ve fyziologické plicni tkani. Potlaceni exprese RAGE vede k vysSim stadiim
tumoru, zatimco zvySend exprese RAGE v plicnich nédorovych builkach zplsobuje
za urcitych podminek zpomaleni ristu naddoru. Potlaceni exprese RAGE lze tedy povazovat
za rozhodujici faktor pfispivajici k reorganizaci bunék a tvorbé plicnich nadord. Snizeni
exprese RAGE bylo popsano rovnéz u spinoceluldrniho karcinomu a adenokarcinomu plic.
(Bartling et al., 2005) RAGE ligandy S100P a S100A4 jsou nadmérné exprimovany

u nemalobunééného karcinomu plic coz souvisi s nizkym ptezitim. (Logsdon et al., 2007)

Nadory tlusteho streva

U nadort tlustého stfeva je RAGE spojovan s invazivitou a metastdzovanim
nadorovych bungk. Invazivni aktivita buné€k je pfisuzovana interakci RAGE s HMGBI, ktera
je rovné€Z spojovana se zhoubnym potencialem kolorektalniho adenomu. Dal$i RAGE ligandy,
které hraji dilezitou roli u nadort tlustého stieva, jsou z rodiny S100 proteinti. Bylo popsano,
ze interakce S100P s RAGE zvySuje ristovy potencial buné€k, migraci a aktivaci NF-xB
in-vitro. Aktivace RAGE prostfednictvim S100A8 a S100A9 vede k RAGE signalizaci
zapojené do karcinogeneze sdruzené s kolitidou. (Alexiou et al., 2010) RAGE nejspi$ také

pusobi na rozhrani mezi zanétem a karcinogenezi v tlustém stieve. (Logsdon et al., 2007)

Nadory slinivky

RAGE je exprimovan také nadorovymi buiikami slinivky bfisni a jeho interakce
s AGEs stimuluje rastovy potencidl téchto bun¢k. Ligand S100P je exprimovan ve vice nez
90 % néadorovych bunék slinivky a ovliviiuje riist, mobilitu, invazivitu a pteziti téchto bun¢k
in vitro. Vin vivo podminkach ovliviiuje pfimou interakci s RAGE rust a metastazovani

tumort. (Alexiou et al., 2010)
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Melanom

Zvysena exprese RAGE byla detekovéana v cytoplazmé bunék lidského melanomu.
Po vystaveni AGEs byly tyto bunky stimulovany k proliferaci a migraci. V buikach
melanomu jsou exprimovany také ligandy HMGB1, S100A4, S100A6 a S100B. (Logsdon
et al., 2007; Alexiou et al., 2010)

2.3.6 RAGE jako potencialni terapeuticky cil

Skutecnost, ze vystaveni bun¢k nadmérné exprimujicich RAGE rozpustné formé
tohoto receptoru — sRAGE, ktery blokuje interakci RAGE s jeho ligandy, vede k utlumeni
¢1 zmirnéni pfiznakli patogeneze rlznych typli onemocnéni, poukazuje na RAGE jako
na potencidlni terapeuticky cil.

Kromé zapojeni RAGE do patologickych procesti ma tato molekula rovnéz dulezité
fyziologické funkce podilejici se na homeostaze. V piipadé¢ vaZnych onemocnéni jako
je rakovina jsou vSak potencidlni negativni disledky inhibice RAGE v normalnich tkénich
pfevazeny pozitivy plynoucimi z jeho inhibice v tkdnich postizenych. Je tedy Zzadouci
vynalézt prostfedky interferujici s aktivitou RAGE. Pisobeni na RAGE jako na terapeuticky
cil mize probihat na né€kolika trovnich (Obr. 5). Nekteré molekuly se mohou piimo vazat
na RAGE nebo vyvazovat jeho ligandy. Timto mechanismem pulsobi protilatky,
nizkomolekularni slouc¢eniny ¢i sRAGE. Dalsi molekuly mohou plisobit jako antagonisté
receptoru a to ve form¢ blokujicich protilatek, peptidii nebo nizkomolekularnich sloucenin.
Také pozitivni zpétnovazebny systém zodpovédny za zvySenou expresi RAGE by mohl byt
dobrym terapeutickym cilem. Na této trovni mohou pisobit antioxidanty ¢i NF-kB blokatory.
(Logsdon et al., 2007)
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Obr. 5 — Cileni na RAGE jako potencialni terapeuticky cil.

(Ptevzato a upraveno z Logsdon et al., 2007)

2.3.7 Inhibitory RAGE

2.3.7.1 Proteinové inhibitory RAGE

sRAGE

sRAGE je rozpustnd forma RAGE pfirozené se vyskytujici u lidi, ktera vznika
alternativnim sestfthem intronu 9 ¢ exonu 10 genu RAGE. sRAGE postrada
transmembranovou doménu a proto pusobi jako nadvnada RAGE ligandl, diky cemuz
predstavuje atraktivni farmaceuticky cil. V celé fadé patologickych stavli se koncentrace
sRAGE snizuje. Mnoho studii na zvifecich modelech poukazuje na fakt, Ze piisobeni SRAGE
zabranuje napiiklad rozvoji cévnich komplikaci pii diabetu, potlacuje rst nddoru a tvorbu
metastdz a také brani rozvoji Alzheimerova onemocnéni. Je popséno, ze nékterd léCiva
pouzivand v klinické praxi (napf. pioglitazon; atrovastatin) zvySuji koncentraci sRAGE.

(Alexiou et al., 2010)

Protilatky proti RAGE

Dalsi cestou k zamezeni interakce RAGE s jeho ligandy je pouziti protilatek proti
RAGE. Na lidskych butikdch melanomu bylo prokdzano, Ze protilatky proti RAGE inhibuyji

formovani nadoru a rovnéz metastazovani téchto bun¢k do plic. (Abe et al., 2004) Pouziti

29



monoklondlnich mysich protilatek k 1é€bé lidskych onemocnéni je limitovano kratkou
zivotnosti, neschopnosti vyvolat efekt v lidském organismu ¢i indukci lidské anti-mysi
imunitni odpovédi a ke zlepSeni terapeutického potencidlu je proto nezbytnd jejich

humanizace. (Alexiou et al., 2010)

2.3.71.2 Nizkomolekularni inhibitory RAGE

Dosud popsanych nizkomolekuldrnich inhibitori RAGE je velmi omezeny pocet
a pouze PF-04494700 a FPS-ZM1, dosahly 2. faze klinického testovani. V¢tSina
nizkomolekularnich inhibitort cili na interakci RAGE - p-amyloid, klicovou pfi

Alzheimerové chorobé a jinych neurodegenerativnich onemocnénich.

FPS-ZM1

FPS-ZM1, ktery ucinkuje jako RAGE antagonista, je vysoce afinitni inhibitor RAGE,
ktery se specificky vaze k jeho V doméné. Vzhledem k tomu, ze AP se vaze k V doméng,
nikoliv k C doménam RAGE, FPS-ZM1 tuto vazbu blokuje. Vazba na RAGE zamezi piitoku
cirkulujiciho Ap do mozku. FPS-ZM1, jehoz chemicka struktura
je znazornéna na obr. 6, prochazi krevni mozkovou bariérou a inhibuje bunécny stres
indukovany A v buiikach exprimujicich RAGE in vitro a v my$im mozku in vivo. FPS-ZM1
také vyznamné snizuje expresi nékterych prozanétlivych cytokind (TNF-a, IL-1B, IL-6)
Vv kortexu a hipokampu na trovni mRNA 1 proteinu. Z toxikologického hlediska nevykazuje
FPS-ZM1 toxicitu ani ve velmi vysokych koncentracich.

Testovani na mySich modelech prokazala vysokou efektivitu FPS-ZM1
u progredujicich nemoci mozku zplsobenych akumulaci AP a pfidruZzenych
neurovaskularnich a kognitivnich dysfunkci u mysi s plné vyvinutou AP patologii. FPS-ZM1
také blokuje vazbu dalSich RAGE ligandd, jako jsou S100B, AGE a HMGBI, které ptispivaji
k dlouhodobym poskozenim tkani u riznych onemocnéni. (Deane et al., 2012; Ross et al.,
2013) FPS-ZM1 dosahl 2. faze klinického testovani, z divodi vysoké toxicity bylo vsak

pferuseno.
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Obr. 6 — Chemicka struktura FPS-ZM1 (N-Benzyl-4-chloro-N-cyclohexylbenzamid)
(Ptevzato z Ross et al., 2013)

Pyrazol-5-karboxamidy

Y. T. Han a kolegové ve své studii popsali skupinu pyrazol-5-karboxamidl jako
inhibitortt RAGE. Reprezentativni analog N-(2-butoxy-4-(3-diethylamino)propoxy)fenyl)-3-
(4-(4-fluorofenoxy)fenyl)-1-methyl-1H-pyrazol-5-karboxamid vykazoval vysokou inhibi¢ni
aktivitu (79,3 %) in vitro, coz je pravdépodobné zpisobeno piimou interakci analogu
s RAGE. Byl také prokazan ¢inek tohoto analogu na sniZeni vtoku AP do mozku, kdy byl
po intraperitonedlnim podani mySim zaznamenan pokles hladiny A v mozkové tkani téméf
0 40 %. Vysoka rozpustnost tohoto analogu navic usnadiiuje jeho piipadné terapeutické

pouziti. (Han et al., 2014)

PF-04494700

PF-04494700 je nizkomolekularni inhibitor RAGE, ktery byl vyvinut jako potencialni
lé¢ivo Alzheimerovy choroby a je jednim ze 2 inhibitord, které dosahly klinického testovani
(2. faze). D. Galasko a kolegové v nedavné studii testovali jeho ucinnost, bezpecnost
a toleranci u mirné az stfedné tézké formy Alzheimerovy choroby. Celkem 399 osob bylo
nahodné rozdéleno do 3 skupin. Prvni skupina uZzivala vysokou davku lé¢iva: 60 mg/den
po dobu 6 dnt, poté 20 mg/den; druhd skupina uZzivala nizkou davku: 15 mg/den a poté
5 mg/den a tfeti skupina uZzivala placebo. Testovani probihalo 18 mésic. Analyza skupiny
uzivajici vysokou davku PF-00494700 ukazala po 6 mésicich vyssi miru vedlejSich ucinki
a pokles kognitivnich funkci. Druha analyza porovnéavala po 12 mésicich skupinu uzivajici

nizkou davku inhibitoru a skupinu uzivajici placebo. JelikoZ nebyly zaznamenany Zadné
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vyznamné rozdily, bylo testovani pferuseno. Avsak analyza po 18 mésicich odhalila zmirnéni
poklesu kognitivnich funkci u skupiny uzivajici nizkou davku inhibitoru, ktera vykazovala

také dobry bezpecnostni profil. (Galasko et al., 2014)

Derivaty pyrimidinu

K navrzeni pyrimidinovych inhibitort RAGE poslouzil jako ptedloha argpyrimidin,
monomerni forma AGE. Divodem je jeho snadna syntéza a vlastnosti velmi blizké 1é¢ivu
na rozdil od jinych monomernich forem AGEs. Ve studii publikované Hanem a kolegy v roce
2012 vykazoval analog pyrimidinu 4-(4-(2-Cyklohexylethoxy)fenyl)-N-(3-(2-
(diethylamino)ethoxy)-fenyl)-6-methylpyrimidin-2-amin (A), 4,6-Bis(4-chlorofenyl)-N-(3-(2-
(diethylamino)ethoxy)fenyl)-pyrimidin-2-amin ~ (B) a  4,6-Bis(4-chlorofenyl)-N-(2-(2-
(diethylamino)ethoxy)fenyl)-pyrimidin-2-amin (C) nejvyssi in vitro RAGE inhibi¢ni aktivitu
ze skupiny 60ti testovanych 2-aminopyrimidint odvozenych od argpyrimidinu. (Han et al.,
2012) Na C6 gliomovych buiikach bylo prokazano, ze aktivace NF-kB indukovana
B-amyloidem (AP) byla potlac¢ena v§emi tfemi analogy bez patrné cytotoxicity.

Tyto analogy byly rovnéZ testovany v in vivo studiich. Byl zhotoven mysi model
s vyvolanym Alzheimerovym onemocnénim, na kterém se testoval inhibi¢ni efekt tfech
nejucinnéjSich latek na vstup AP do mozku. Kazda ze tfi latek byla aplikovana
intraperitonealné¢ wild-type mySim a nasledné byla aplikovdna injekce lidského ApP.
Poté se zjiStovala inhibi¢ni aktivita téchto latek jako mira hladiny AP v mozku mysi. VSechny
tf1 latky zplsobovaly sniZeni hladiny AB v mozku zatimco mnoZstvi periférniho AP nebylo
vyznamné zmeéneéno. Tyto vysledky podporuji teorii, Ze vstup AP do mozku byl zplsoben
inhibici RAGE analogy pyrimidinu.

Analog “B* prokazal nejvétsi inhibi¢ni potencial, kdy zredukoval vyskyt Ap v mozku
priblizné o 34 %. Oralni podavani tohoto analogu alzheimerovskym mysim po dobu 3 mésict
vedlo k efektivnimu snizeni akumulace AP a zlepSeni kognitivni funkce bez vyznamnych
vedlejSich uc¢inkti jako je toxicita. Byla rovnéZ prokazana piima interakce analogu B
s RAGE. (Han et al., 2012)
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3. Cil prace

Cilem prace bylo vypracovani literarni reSerSe zabyvajici se charakteristikou
a vyznamem receptoru RAGE a jeho dosud popsanymi inhibitory a dale pak metodami
transfekce, se zaméfenim na lentivirové vektory a genové reportéry. Cilem praktické Casti
bakalaiské prace bylo pfipravit senzorickou bunécnou linii odvozenou od bunck krysiho
glioblastomu (C6) pro monitoring signalni drahy MAPK/JNK a na funk¢nich klonech pak

otestovat vybrané derivaty pyrimidinu jako potencialni inhibitory RAGE receptoru.
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4. Material a metody

4.1 Pouzity biologicky material

Veskeré experimenty byly provadény na nadorové bunécéné linii C6, odvozené
z glioblastomu potkana obecného (Rattus norvegicus), pochazejici z americké sbirky
tkanovych kultur (ATCC).

Pti ovérovani exprese receptoru RAGE v C6 buikach, byla jako negativni kontrola
pouzita linie CHO odvozena z vaje¢niku kiecka ¢inského (Cricetulus griseus) a jako pozitivni
kontrola linie A549 odvozena z lidského karcinomu plic. Obé¢ linie pochézeji rovnéz z ATCC.

K transdukci byly pouzity komer¢ni lentivirové ¢astice Cignal Lenti Reporter Assays

(SABiosciences).
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4.2 Testované latky

e Derivaty pyrimidinu s kédovym ozna¢enim LEM 814 a LEM 815 byly syntetizovany
a poskytnuty Dr. Kolmanem z Ustavu organické chemie a biochemie AV CR.

Strukturné se jedna o0 4,5,6-trisubstituované-2-aminopyrimidiny (Obr. 7)
R1
R2
N2>

I
H2NJ\"N R3

Obr. 7 — Obecna struktura testovanych derivatd pyrimidinu.
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4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

detekéni systém Odyssey Fc (Li-Cor, USA)

automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

automaticky ¢ita¢ bunék — Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter,
USA)

blotovaci zafizeni — Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad, USA)
centrifuga — Rotina 420 R (Hettich, Némecko)

fluorescen¢ni mikroskop — Axio Observer D1 (Zeiss, Némecko)

flowbox s laminarnim proudénim — MSC-Advantage (ThermoScientific, USA)
inkubator s atmosférou CO, — HERAcell 150i (ThermoScientific, USA)
inverzni mikroskop — IX51 (Olympus, USA)

magnetickd michacka — RCT Basic Safety control (IKA, Némecko)
multikanalové pipety (Eppendorf, Némecko)

sestava pro elektroforézu — mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
spektrofotometr — EnSpire (Perkin Elmer, USA)

spektrofotometr — iIEMS Reader MF (Labsystems, Finsko)

termoblok — Bio TDB-100 (BioSan, Lotyssko)

trepacka orbitalni — Unimax 1010 (Heidolph, Némecko)

vortex — V-1 plus (BioSan, LotySsko)

zdroj pro elektroforézu a western blot — PowerPac HC (Bio-Rad, USA)

36



4.4 Seznam pouzitych chemikalii

e 2-merkaptoethanol — Sigma-Aldrich

e Acryl/Bis 37,5:1 40% (w/v) — Amresco

e AGE-BSA — Millipore

e APS (persiran amonny) — Sigma-Aldrich

e [B-amyloid — rPeptide

e BSA (hovézi sérovy albumin) — Sigma-Aldrich

e Coomassie Brilliant Blue — Bio-Rad

e cCinidlo Bradfordové — Sigma-Aldrich

e DMSO (Dimethylsulfoxid) — Sigma-Aldrich

e FCS (fetalni teleci sérum) — Sigma-Aldrich

e luciferazovy pufr — Promega

e chemiluminiscen¢ni substrat (Luminata Forte Western HRP Substrate) — Millipore
e lyofilizovany substrat luciferazy — Promega

e lyzacni pufr (Cell Culture Lysis Reagent) — Promega

e lyzacni pufr (Reporter Lysis Buffer) — Promega

e proteinovy marker (Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard) — Invitrogen

e kultivaéni médium DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) — Sigma-Aldrich
e methanol — Lach:Ner

e MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) — Sigma-Aldrich
e Ponceau S — Sigma-Aldrich

e Puromycin — Sigma-Aldrich

e S100B - Sigma-Aldrich

e SDS (dodecylsulfat sodny) — Sigma-Aldrich

e TEMED - Sigma-Aldrich

e transdukcni reagencie SureENTRY — SABioscience

e Tryple — Gibco

e Tris— Sigma-Aldrich

e Tween 20 — Sigma-Aldrich
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4.5 Seznam pouzitych roztokii

e 1x PBS (1000 ml): v 800 ml H,O rozpustit 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Nay;HPOy;
0,24 g KH,PQOy; upravit pH na 7,4; doplnit do 1000 ml H,O

e 1x TBS + Tween (1001 ml): 100 ml 10x TBS + 900 ml H,O + 1 ml Tween 20, dat
michat na magnetickou michacku

e 4x Tris/SDS, pH 6,8: 45,5 g 1,5 mol/l Tris + 1 g 0,4% SDS rozpustit v deionizované
H.0O, upravit pH a doplnit do 250 ml H,O

e 4x Tris/SDS, pH 8,8: 15,13 g 0,5 mol/l Tris + 1 g 0,4% SDS rozpustit v deionizované
H.0O, upravit pH a doplnit do 250 ml H,O

e 10x TBS (1000 ml): v800 ml H,O rozpustit 60,6 g Tris; 87,6 g NaCl; pomoci
1 mmol/lI HCI upravit pH na 7,6 a doplnit do 1000 ml H,O

e 10x TG: 25 mmol/l Tris; 192 mmol/I glycin; pH 8,3 (Bio-Rad)

e 10x TGS: 25 mmol/l Tris; 192 mmol/l glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3 (Bio-Rad)

e APS10%:0,1gAPS+1mlH0

e Dblokovaci pufr (5% roztok odtu¢néného suseného mléka): 200 ml roztoku 1x TBS
+ Tween + 10 g suSeného mléka, dat michat na magnetickou michacku

e Dblotovaci pufr (500 ml): 50 ml TG smichat s trochou H,O, poté piidat 100 ml
methanolu a doplnit do 500 ml H,O

e ELFO pufr (1000 ml): 100 ml 10xTGS + 900 ml H,O

o fyziologicky roztok (1000 ml): 9 g NaCl + 991 ml H,O

e kultivaéni médium DMEM (500 ml): sterilné piidat 50 ml FCS k 450 ml média
DMEM, pfefiltrovat

e Laemmli pufr: 625 mmol/l TRIS-HCI pH 6,8; 10% glycerol; 1% LDS;
0,005% bromfenolova modt (Bio-Rad)

e RIPA lyza¢ni pufr: 1% NP-40; 0,1% SDS; 50 mmol/l Tris-HCI pH 7,4; 150 mmol/Il
NaCl; 0,5% deoxycholat sodny; 1 mmol/l EDTA (Sigma-Aldrich)

e zamrazovaci médium (40 ml): 37,2 ml FCS + 2,8 ml DMSO, prefiltrovat
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4.6 Pouzité metody

4.6.1 Kultivace bunéénych linii

Vsechny experimenty jsem provadéla na nadorové adherentni bunécéné linii
C6 odvozené z glioblastomu potkana obecného (Rattus norvegicus).

C6 bunky byly kultivovany v rastovém médiu DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium) obsahujicim 10 % fetdlniho teleciho séra (FCS). Tento suplement se do média
pridava z diivodu vysokého obsahu ristovych faktord a nizkého obsahu protilatek. Dalsi
slozkou je L-glutamin a fenolova cerven, coz je acidobazicky indikator. Buiky byly

kultivovéany za standardnich podminek v inkubatoru pti 37 °C a v atmosféie 5% CO..

Rozmrazeni bunék

Bunécné linie se dlouhodobé uchovavaji zamrazené v kryoprotektivnim médiu

Vv parach kapalného dusiku (-180 °C).

1) Zkumavku se zamrazenou bunéénou suspenzi jsem ponechala nékolik minut v dlani
do tplného rozpusténi jejiho obsahu.

2) RozmraZenou bunéénou suspenzi jsem resuspendovala a pienesla do 10 ml
predehiatého média.

3) Falkonu jsem 3 x obratila a nechala 3 minuty stat.

4) Nasledné jsem falkonu centrifugovala 5 minut pii 1500 otackach.

5) Supernatant jsem slila, odsala pipetou a pfidala 8 ml média, ve kterém jsem peletu
rozsuspendovala.

6) Vzniklou suspenzi jsem pienesla do malé kultivacni lahve a dala inkubovat.

Pasazovani bunecnych linii

C6 bunky s kterymi jsem pracovala, jsou adherentni buiiky, které postupné portistaji
dno kultivaéni lahve. Aby nedochazelo k jejich pfertstani, coz miize mit podstatny vliv
na vysledky experimentti, je zapotiebi provadét pravidelné pasdzovani bun€k. Pasazovani
C6 bunék jsem provadéla jednou za 2 — 3 dny na koncentraci pfiblizné 50 000/ml. Buiiky byly

udrZovany v koncentra¢nim rozmezi 50 000 — 500 000/ml.
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1)
2)

3)

4)

M¢édium z malé kultivacni lahve jsem slila a buniky 2 x oplachla roztokem PBS.
Ptidala jsem 0,5 ml Tryple reagencie, ktera zpisobuje uvolnéni bun¢k z povrchu lahve
a nechala 5 minut inkubovat.

Po uplynuti doby inkubace jsem zkontrolovala pod mikroskopem, zda jsou buiky
dostatecné odd¢lené.

Ptidavkem malého mnozstvi média jsem zastavila ptisobeni Tryplu a buiiky natedila

na pozadovanou hustotu.

Stanoveni poctu a viability bunék

Ke stanoveni koncentrace a viability bun¢k jsem pouzivala automaticky ¢ita¢ bunék

ViCell, ktery analyzuje buriky na zakladé barvitelnosti Trypanovou modii.

1)

2)
3)

Z kultivaéni ldhve jsem odebrala 0,5 ml bunécné suspenze do specidlni zkumavky
k pristroji ViCell.

Zkumavku jsem vlozila do ViCell analyzatoru a spustila méfeni.

Na zaklad¢ zjisténé koncentrace byly buiiky vyfedény na pozadovanou vyslednou

koncentraci Cerstvym kultivaénim médiem.

Zamrazeni bunék

Aby nedoslo pifi zamraZeni k poSkozeni buné€k krystaly vody, je tfeba pouZzit

kryoprotektivum, napt. dimethylsulfoxid. ZamraZovaci médium, které jsem pouzivala, se tedy

skladalo z ¢istého fetalniho teleciho séra (FCS) a dimethylsulfoxidu (DMSO) v poméru 93:7.

1)

2)
3)
4)
5)

Kompletné nebo téméf kompletné porostlou malou lahev jsem pomoci Tryple
reagencie pienesla do 5 ml média.

Tuto bunécnou suspenzi jsem centrifugovala 5 minut pii 1500 otackach.

Supernatant jsem slila a zbytek média odsala pipetou.

Peletu jsem rozsuspendovala ve vhodném objemu zamraZovaciho média.

Vzniklou bunécnou suspenzi jsem rozpipetovala po 1 ml do kryozkumavek a dala

zamrazit do -80 °C.
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4.6.2 Ovéreni exprese receptoru RAGE v C6 burikach

K ovéfeni exprese receptoru RAGE byla pouzita metoda Western blotu, bézné

pouzivana k detekci proteinu zajmu ve smési jinych proteind.

Prvnim krokem byla SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi

dodecylsulfatu sodného, pomoci které se rozdé€lily proteiny podle jejich molekulové

hmotnosti. V dalsim kroku byly proteiny pieblotovany z gelu na nitrocelul6zovou membranu,

na kterou byla po vyblokovani aplikovana primarni protilaitka a sekundarni protilatka

S navazanou kienovou peroxiddzou. Detekce chemiluminiscenéniho signdlu prob¢hla pomoci

ptistroje Odyssey Fc (Li-Cor).

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Priprava lyzatu

Médium z kultivaéni misky (10 cm) jsem slila a zbytek odsala pipetou.

Misku jsem ponechala na ledu a 2x oplachla roztokem PBS. Zbytek PBS jsem
pokazdé odsala pipetou.

Na misku jsem napipetovala 800 pl smési RIPA lyza¢niho pufru s koktejlem
inhibitord protedz a fosfataz.

Lyzaéni pufr jsem nechala piisobit po dobu 20 minut, po tuto dobu byla miska stale
na ledu. Vzdy po 5 minutach jsem misku zvortexovala.

Poté jsem buniky na misce pomoci Skrabky seskrabala a ptepipetovala do vychlazené
mikrozkumavky. Tu jsem dala centrifugovat do vychlazené centrifugy
na 4 °C na dobu 10 minut pii1 14 000 otackach.

Odebrala jsem 600 pl supernatantu do dals$i vychlazené mikrozkumavky a 20 pl
pro stanoveni koncentrace proteint.

V mikrozkumavce jsem smichala 360 pul 4x koncentrovaného Laemmli pufru a 40 pl
2-merkaptoethanolu. 200 pl této smeési jsem pridala do mikrozkumavky s 600 pl
odebraného supernatantu.

Mikrozkumavku jsem dala povatit na 5 minut v 95 °C.

Takto ptipraveny lyzat jsem dala zamrazit na -20°C.
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Stanoveni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

Metoda Bradfordové je zalozena na tvorbé komplexu mezi proteiny a barvivem

Coomasie Brilliant Blue, kdy vznika modré zbarveni. Cim je ve vzorku vice proteinu,

tim je modré zbarveni intenzivnéjSi. Vznikly komplex mezi proteinem a barvivem

ma absorbéni maximum pii 595 nm.

1)

2)
3)

4)

5)

1)
2)

3)

A) Stanovani koncentrace proteint v lyzatu pro Western blot.

Pomoci standardniho roztoku BSA ve fyziologickém roztoku (2mg/ml; Sigma) jsem si
pripravila koncentra¢ni fadu v rozmezi 0,00125 az 0,04 mg/ml. Jako blank jsem
pouzila fyziologicky roztok (0,9% NaCl v H;0).

Poté jsem napipetovala 1 pl roztoku kazdé koncentrace na 96-jamkovy panel ve tiech
opakovanich, postupné od nejnizsi koncentrace po nejvyssi.

Jako posledni jsem ve 3 opakovanich pipetovala nezndmy vzorek.

Do kazdé jamky jsem ptidala 200 pl ¢inidla Bradfordové a nechala inkubovat
priblizné 10 minut. Poté jsem zméfila absorbanci na spektrofotometru (EnSpire;
Perkin Elmer) pfi 595 nm.

Z regresni rovnice kalibraéni kiivky jsem na zdkladé namétené absorbance vypocitala

koncentraci proteint v pfipravenych lyzatech.

B) Stanoveni koncentrace proteinti pro normalizaci hodnot relativni luciferdzové

aktivity u testovanych derivatd pyrimidinu.

Jamky s prisedlymi butikami jsem promyla 200 ul 1x PBS a odsala.

Do kazdé jamky jsem napipetovala 20 pl lyza¢niho pufru (Reporter Lysis Buffer;
Promega) a dala zmrazit, aby doslo k lyze bunék.

Nasledujici den jsem odebrala 2 pl rozmraZeného lyzatu a piidala 100 pl Cinidla
Bradfordové. Nechala jsem inkubovat 10 minut a poté zmé&fila absorbanci pfi 595 nm

na spektrofotometru (EnSpire; Perkin Elmer).
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1)

2)
3)

4)

5)

1)

2)

1)

2)

3)

4)
5)

6)

SDS-PAGE elektroforéza

Standardnim postupem jsem piipravila dva 10% polyakrylamidové gely o tloustce
0,75 mm.

Drzak s gely jsem dala do elektroforetické vany a zalila elektroforetickym pufrem.

Do jamek jsem nanesla vzorky a marker molekulovych hmotnosti (10 pl). Uhrnné
mnozstvi proteinu v jednotlivych jamkéch ¢inilo 20 pg.

Gely byly podrobeny elektroforéze za konstantniho napéti 80 V pii priachodu proteinti
zaostfovacim gelem a 120 V pii priuchodu délicim gelem.

Po ukonceni elektroforézy jsem uvolnila gel ze skel a oddélila zaostfovaci gel.

Blotovani

Blotovaci ,,sendvic* se skladal z chromatografického papiru (Whatman 3 MM),
nitrocelul6zové membrany o porozité 0,2 um (Bio-Rad), gelu a chromatografického
papiru. Chromatografické papiry a nitrocelul6zové membrany byly po dobu 1 hodiny
ponofeny v blotovacim pufru, gel byl ponoifen pouze n¢kolik sekund.

Blotovani probihalo za konstantniho proudu 300 mA (150 mA/membranu) po dobu

30 minut.

Imunodetekce

Membrany s pfenesenymi proteiny jsem obarvila pomoci Ponceau S pro ovéfeni
ucinnosti blotovani a poté oplachla deionizovanou vodou. Membrany jsem promyvala
v 1x TBS az do uplného odbarveni.

Nasledovalo blokovani pro zamezeni nespecifické vazby protilatek na membranu.
Membrany jsem ponechala v blokovacim pufru na tfepacce po dobu 1 hodiny.

Na membrany jsem aplikovala primarni protilatky natedéné v blokovacim pufru
a nechala pfes noc inkubovat v lednici (4°C).

Dalsi den jsem membrany promyla 4 x v nadbytku 1x TBS + Tween a poté 1x TBS.
Aplikovala jsem sekundarni protilatky a nechala inkubovat 45 minut pfi pokojové
teploté.

Poté jsem membrany promyvala stejnym zplisobem jako po aplikaci primarnich

protilatek.
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Pro vyvolani chemiluminiscenéni reakce jsem pouzila reagencii Luminata Forte
(Millipore), kterou jsem aplikovala na membrany a nechala plsobit 5 minut. K néasledné

detekci signalu byl pouzit ptistroj Odyssey Fc (Li-Cor) a doba expozice byla 2 min.

Pouziteé primarni protilatky a jejich redeni:

e krali¢i anti RAGE (Sigma Aldrich), fedéni: 1:1000
e mysianti TUBULIN (Cell Signaling), fedéni: 1:1000

Pouzité sekundarni protilatky a jejich redeni:

e anti krali¢i (Sigma Aldrich), fedéni: 1:10 000
e anti my$i (Sigma Aldrich), fedéni: 1:10 000

4.6.3 Transdukce

Pro studium aktivace/inhibice signalni drahy MAPK/INK byly pouzity komeréné
dostupné lentivirové castice (Cignal Lenti Reporter Assays; SABiosciences) kodujici
inducibilni AP-1 responsivni konstrukt exprimujici luciferazu pod kontrolou promotorové
jednotky — TATA boxu. Ten je pfipojeny k tandemovym repeticim specifické jednotky TRE
(Transcription Response Element). Aktivace/inhibice signalni drdhy plsobenim latek vede
k modulaci aktivity luciferazového reportéru coz lze kvantitativné a rychle méfit.

Pouzité lentivirové vektory maji vSak 1 jiné duleZit¢ komponenty (Obr. 8). Centralni
polypurinovy usek (cppt) se podili na translokaci a integraci transdukovaného virového
genomu V jadie. Funkce lidské fosfoglycerat kindzy (hPGK) jako eukaryotického promotoru
spo¢iva v umoznéni vysoké miry exprese savéiho selekéniho markeru — puromycinu.
Gen rezistence k puromycinu (PuroR) umoznuje selekci savCich bunék, gen rezistence
k ampicilinu (AmpR) umoziuje selekci plazmidu v E. coli. 3" autoinaktivujici se dlouha
termindlni repetice (SIN/3'LTR) byva obecné soucasti vektoru z divodu biologické
bezpec¢nosti. fl pocatek replikace (fl1 ori) je mistem, kde se zafind replikovat DNA
pro bakteriofaga fl. Hybridni ,,Rous sarcoma Virus®“ zesilova¢/promotor-U5 LTR
(RSV-5'LTR) umozinuje obaleni viru a reverzni transkripci virové mRNA. Psi signal
umoziuje obaleni viru. Jednotka RRE (Rev response element) je zapojena do obaleni

virového transkriptu. (Cignal Lenti Reporter, handbook; 2012)
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Obr. 8 — Struktura lentivirového vektoru pouzitého k transdukci.
(Ptevzato z Cignal Lenti Reporter, handbook; 2012)

Transdukce se provadéla na 12-jamkovém panelu. Do 3 jamek jsem den pted
transdukci napipetovala 1 ml bunééné suspenze o koncentraci ptiblizné 10 000/ml. Vzhledem
K proliferaéni aktivit¢ C6 bun€k se dalo piedpokladat, Zze se pocet bunék pfiiblizné
zdvojnasobil a jejich koncentrace v den transdukce Cinila ptiblizné 20 000/ml.

Pro zjiSténi uspéSnosti trandukce byla jako pozitivni kontrola paralelné provedena
transdukce lentivirdlnimi ¢asticemi konstitutivné exprimujicimi zeleny fluorescenéni protein
(GFP). Pfesny objem pfidané suspenze lentivirovych ¢astic jsem vypocitala vzhledem
K rozdilnym titram zvlast' pro pozitivni kontrolu a AP-1 reporter a dle doporuceni vyrobce
zvolila 2 rizné hodnoty multiplicity infekce (MOI) — 10 a 20. MOI udava pocet lentivirovych
¢astic na bunku.

Transdukce byla provedena v pfitomnosti SureENTRY reagencie, coz je mala pozitivné
nabitd molekula, kterd se vaZe na bunécny povrch a neutralizuje tak povrchovy naboj bunky

a tim zvySuje Gc¢innost transdukce.

1) Zetii jamek 12-jamkového panelu jsem odpipetovala médium a piidala jsem suspenzi
lentivirovych ¢astic v pfedem vypocitanych objemech pro pozitivni kontrolu a AP-1
pfi MOI 20 a 10, nasledné jsem pfidala 0,5 ml rGstového média a SureENTRY

reagencii (vysledna koncentrace 8 pg/ml) a jemné propipetovala.
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2)

3)

4)

5)

Dalsi den jsem vyménila médium za nové. K bunkdm transdukovanym AP-1
reportérem (MOI 10 a MOI 20) jsem pfidala puromycin o vysledné koncentraci
2 umol/l pro ziskani homogenni populace transdukovanych bunék.

Po 3 dnech selekce jsem provedla limitni fedéni za Géelem ziskani jednotlivych klond.
Pro limitni fedéni byla vybrana jamka s MOI 20. Po uvolnéni bun€k jsem pfipravila
suspenzi o hustot¢ 40 bunék/ml. Do kazdé¢ jamky 96-jamkového panelu jsem
napipetovala 20 pl této bunétné suspenze a 180 pl média (vysledna koncentrace
0,8 buiiky/jamku). Celkem jsem takto pfipravila Sest 96-jamkovych panelt.

Postupné jsem vybirala klony. V jamkach kde konfluence dosahla minimalné 50 %
jsem bunky po uvolnéni dale expandovala nejdiive na 12-jamkovych panelech poté
na malych kultivacnich lahvich. Takto jsem vybrala celkem 31 klonli. Buiiky v malé
lahvi jsem nechala doriist do témét 100% konfluence a poté je zamrazila
V zamrazovacim médiu.

Funk¢nost jednotlivych klonti byla ovéfena pomoci vybranych RAGE ligandi
(B-amyloid; S100B; AGE-BSA). Klony snejlepsi odezvou byly finaln¢ pouzity
k testovani potencialniho inhibi¢niho vlivu derivati pyrimidinu na signdlni drahu

MAPK/INK (viz déle).

46



Vyseti a kultivace bunék

T 3339 Cignal Lenti Reporter
I 308 zZivé lentivirové
Eastice

1 Aplikace ligand@
&i latek

Analyza
aktivace/inhibice signalni
drahy MAPK/INK

Obr. 9 — Schéma experimentu pro monitoring aktivace/inhibice signalni drahy MAPK/JINK
v bunikéch.

(Ptevzato a upraveno z Cignal Lenti Reporter, handbook; 2012)

Vypocty objemii suspenze lentivirovych castic pro transdukci:

e Pozitivni kontrola pro MOI = 20:

- Titr (pocet lentivirovych Castic/ml) = 2,6 x 10

- Pfiblizny pocet bunék v jamce = 20 000 -> 20 000 x 20 = 400 000

- 2,6X10 . 1000 pl
400 000......ccocorrsrerrees Xy ul
X1 =15,38 Ml
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e AP-1 reporter pro MOI = 10:

- Titr=3,1x 10’

- 20000 x 10 = 200 000

- 31X10 . 1000 pl
200 000.......cccerrrrenns Xo ul
X2 =6,5 ul

e AP-1 reporter pro MOI = 20:

- Titr=3,1x 10’

- 20000 x 20 = 400 000

- 31X10" 1000 pl
400 000.......c0errereneee. X3 ul
X3=12,9 ul

4.6.4. Test citlivosti C6 bunék k puromycinu

Test citlivosti C6 bun€k k puromycinu byl proveden za G¢elem nalezeni koncentrace
koncentrace puromycinu, kterd po 3 dnech kultivace usmrti vSechny buiky. Testovala jsem
3 koncentrace puromycinu (1 pmol/l, 2 umol/l a 4 pmol/l) a 1 jamka bez pFidavku
puromycinu slouzila jako kontrola. Vychozi koncentrace bunék v jamkach byla 20 000/ml.
Po 3 dnech jsem zhodnotila mikroskopicky obraz v jednotlivych jamkach a zvolila vhodnou

koncentraci pro selekci.

4.6.5 Stanoveni hodnoty IC50 testovanych latek vyuzitim MTT testu

MTT tetrazoliovy test se standardné pouzivd ke stanoveni bunécné proliferace
a viability bunék. (Mosmann, 1983) Tato metoda se vyuziva ke zjisténi citlivosti bunécnych
linii k riznym chemickym latkdm, kdy ziskavdme hodnotu IC50. Tato hodnota udava takovou
koncentraci testované latky, kterd snizi pocet zivych bun€k na polovinu oproti kontrolnim
bunkam bez ptidané latky.

Tento test vychdzi ze skutecCnosti, Ze v Zivé buiice mitochondridlni dehydrogenazy
funguji, zatimco v buiice mrtvé nebo poSkozené nikoliv. Buiiky se kultivuji s roztokem zluté

methyltetrazoliové soli, kterd je pusobenim dehydrogenaz metabolicky aktivnich bunck
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redukovana na fialovy formazan. Mira konverze MTT na fialovy produkt pfimo odrazi

aktivitu mitochondridlnich dehydrogenéaz bun¢k, tedy jejich zivotnost.

1)

2)

3)

4)

5)

Do kazdé¢ jamky 96-jamkového panelu jsem vysela 3000 bunék v objemu 80 pl. Prvni
sloupec, do kterého jsem napipetovala 80 pl cist¢tho média slouzil jako blank.
Okrajové jamky jsem zakapala sterilni vodou. Panel jsem dala pfes noc inkubovat.
Dalsi den jsem k builkdm ptidala 20 pl roztokl 2 testovanych latek v DMSO.
Testované latky jsem nandSela celkem v 9 koncentracich a kazdou z nich v triplikétu.
Nejvyssi koncentrace latek byla 300 umol/l a faktor fedéni 3x. Do kontrolnich jamek
jsem pipetovala 20 ul DMSO (Obr. 10).

Po tfech dnech pasobeni latek jsem pfidala do kazdé jamky 10 pl roztoku MTT
(0,5% v PBS) a nechala piiblizné 3 hodiny v inkubatoru.

Pisobeni roztoku MTT jsem zastavila pfidanim 100 pl dodecylsulfatu sodného (SDS).
Nechala jsem pies noc inkubovat.

Nasledujici den jsem zméfila absorbanci na spektrofotometru (iIEMS Reader MF;

Labsystems) pti 540 nm a pomoci programu Chemorezist urcila hodnotu IC50.

Obr. 10 — Schéma uspotadani 96-jamkového panelu véetné jednotlivych koncentraci latek
(pmol/).

Legenda: barva zelend — blank, fialovd — kontrola, modra — sterilni H,O, Zlutd — testovana
latka LEM 814, Cervena — testovana latka LEM 815.
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4.6.6 Validace klonti C6 bunék transdukovanych AP-1 reportérem

Funk¢nost jednotlivych klonii byla oveéfovana aplikaci tiech rtznych liganda
(B-amyloid, S100B, AGE-BSA) RAGE receptoru. Vzhledem k odlisné kinetice pusobeni
jednotlivych ligandii (neni ukézdno) byly zvoleny pro métfeni dva rizné cCasové intervaly
— 6 hodin a 24 hodin. Zvolené koncentrace ligandi vykazovaly maximalni narist aktivity

pii studiu kinetiky ptisobeni na C6 buiikach exprimujicich NF-kB reportér (neni ukazano).

1) Jednotlivé klony byly vysety na 96-jamkovy panel v koncentraci 100 000/ml
(80ul/jamku). Nésledujici den byly aplikovany roztoky ligandti v médiu o vyslednych
koncentracich — 2,5 umol/l B-amyloid; 0,05 mg/ml S100B; 0,05 mg/ml AGE-BSA.
Objem pridanych roztokl ligandi byl 20 pl. Do kontrolnich jamek jsem napipetovala
20 pul média.

2) Po 6 hodinach od aplikace ligandd jsem z panelu ur¢eného pro méfeni po 6 hodinach
odsala médium a jamky promyla 200 pl roztoku 1 x PBS. Po odsati jsem ptfidala
do jamek 20 pl lyza¢niho pufru, pfipraveného smichanim 4 dild H,O a 1 dilu
lyzacniho pufru (Cell Culture Lysis Reagent; Promega) a panel dala na 5 minut
na tfepacku. Nakonec jsem do jamek aplikovala 100 pl luciferdzové smési pfipravené
pfidanim 10 ml luciferazového pufru (Promega) do lahvicky s lyofilizovanym
substratem luciferdzy (Promega) a ihned zméfila luminiscenci na pfistroji EnSpire.

Stejnym zpuisobem jsem zpracovala panel pro ¢asovy interval 24h.

4.6.7 Studium potencidlniho inhibi¢niho vlivu vybranych derivatia

pyrimidinu na signalni drahu MAPK/JNK

Pro studium inhibi¢niho vlivu derivati pyrimidinu na signalni drahu MAPK/JNK byly
vybrany klony, které po aplikaci ligandti vykazovaly nejvyssi nardst aktivity. Builkky jsem
fedila na koncentraci 100 000/ml a po 80 pl nanesla na 96-jamkovy panel. K buitkdm jsem
pipetovala ligandy (B-amyloid; S100B; AGE-BSA) ve stejnych koncentracich, které byly
pouzity pfi validaci klonid. Testované derivaty pyrimidinu s vnitinim oznacenim LEM 8§14
a LEM 815 byly fedény v médiu na vyslednou koncentraci odpovidajici hodnoté 1x,
resp. 5x IC50 a aplikovany vzdy 30 minut pied ptfidanim ligandu. Schéma experimentu
znazoriuje obrazek 11. Testovani probihalo opét ve 2 Casovych intervalech — 6 hodin

a 24 hodin a procedura zpracovani panell byla totoZzna jako u validace klond.
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Kontrola (10 ul média) | 10 pl LEM 814 1x IC50

10 ul LEM 814 5x IC50

]
|

Obr. 11 — Schéma experimentu.

Legenda: zluta barva — piidavek 10 pl média; Cervend barva — ptidavek 10 pl f-amyloidu
(vysledna koncentrace 2,5 pumol/l); zelena barva — piidavek 10 pl S100B (0,05 mg/ml );
modra barva — pfidavek 10 ul AGE-BSA (0,05 mg/ml)
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5. Vysledky

5.1 Ovéreni exprese receptoru RAGE v C6 bunkach

Pro ovéfeni exprese receptoru RAGE v C6 buinkach byla pouzita metoda Western
blotu. K imunodetekci byla pouzita krali¢i anti RAGE (Sigma-Aldrich) fedéna v poméru
1:1000 a pro normalizaci mysi anti Tubulin (Cell Signaling) fedény taktéz 1:1000. Sekundérni
protilatky proti anti-rabbit anti-mouse znacené kienovou peroxidazou (obé Sigma-Aldrich)
byly fedény v poméru 1:10 000. VSechny protilatky jsem fedila v blokovacim pufru.

Na akrylamidovy gel jsem nanésela 3 vzorky — lyzat z CHO, A549 a C6 buné¢k. CHO
buiky neexprimuji receptor RAGE a slouzily tedy jako negativni kontrola, A549 bunky
naopak receptor RAGE exprimuji a slouzily tedy jako pozitivni kontrola. VSechny tii vzorky
byly lyzovany v RIPA pufru a stabilizovdny povafenim v Laemmliho pufru
s 2-merkaptoethanolem.

Vysledky potvrdily expresi RAGE v C6 bunkach (Obr. 12) na zakladé ptitomnosti
bandu odpovidajici velikosti (45 kDa). Expresi proteind jsem detekovala pomoci pfistroje
Odyssey Fc (Li-Cor) jako chemiluminiscen¢ni signal rezultujici z reakce kienové peroxidazy

a luminiscen¢niho substratu (Millipore) piidaného na membranu.

1 2 3
1 2 3

TUBULIN S0KDa s s s

Obr. 12 — Western blot analyza exprese RAGE v bunéénych lyzatech.
e 1-CHO buiky
o 22— A549 bunky
e 3 —C6 bunky
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5.2 Ovéreni uspésSnosti transdukce

K transdukci byly pouzity komercné¢ dostupné lentivirové castice (SABiosciences)
kédujici inducibilni AP-1 responsivni konstrukt exprimujici luciferazu. K ovéteni uspésnosti
transdukce byla paraleln¢ provedena transdukce lentivirovymi cCasticemi konstitutivné
exprimujicimi zeleny fluorescencni protein (GFP), slouzici tedy jako pozitivni kontrola
(Obr. 7). Takto transdukované buiiky jsme po 48 hodinach prohlédli pod mikroskopem Axio
Observer D1 (Zeiss) pouzitim odpovidajicitho filtru pro GFP. Transdukované bunky
vykazovaly zelenou fluorescenci diky expresi GFP a jejich pocet se blizil 100 % (Obr. 13).

Tim byla potvrzena uspésnost a vysoka efektivita transdukce.

Obr. 13 — Mikroskopicky obraz C6 bun€k transdukovanych lentivirovymi c¢asticemi

exprimujicimi zeleny fluorescenéni protein (GFP) po 48 hodinach (pozitivni kontrola).
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5.3 Vyhodnoceni testu citlivosti C6 bunék k puromycinu

Test citlivosti C6 bun€k k puromycinu jsem provedla za ucelem selekce pozitivnich
buné¢k po transdukci. Testovala jsem celkem 3 koncentrace puromycinu (1 pmol/l, 2 umol/l,
4 pmol/l) a vychozi koncentrace bunék byla 20 000/ml. Cilem bylo nalezeni nejniZsi
koncentrace puromycinu, kterd zplsobi po 3 dnech kultivace smrt vSech nebo téméf vSech
bunék. Po 3 dnech kultivace jsem zhodnotila mikroskopicky obraz bunék (Obr. 14) a na jeho
zéklad¢ zvolila pro selekci koncentraci 2 pmol/l, pti které doslo k usmrceni téméi 100 %

bunék.

Kontrola 1 umol/I

Obr. 14 — Mikroskopicky obraz bunék 3 dny po aplikace puromycinu v koncentracich
1 pmol/l, 2 pmol/l a 4 umol/l.
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5.4 Vyhodnoceni MTT testu

MTT test jsem pouzila za ti€elem zjiSténi hodnot IC50 u testovanych latek (LEM 814
a LEM 815) na bunééné linii C6. Z vychozich 10 mmol/l roztoku latek v DMSO byla
piipravena fedici fada s faktorem fedéni 3 celkem pro 9 koncentraci v rozmezi
300 — 0,04 pumol/l. VSechny koncentrace byly testovany v triplikdtech. Hodnoty IC50

vypoctené pomoci programu Chemorezist jsou uvedeny v Tab. I.

Tab. | — Hodnoty IC50 zjisténé pomoci MTT testu pro testované latky LEM 814 a LEM 815

na bunééné linii C6.

Bunééna linie Latka IC50 (numol/l)
LEM 814 2,83
C6
LEM 815 7,59

Grafy znazoriiujici zavislost viability bun¢k na koncentraci testovanych latek jsou
na obrazku 15 a 16. Fialova ¢ara zde znazornuje praimérné hodnoty ze 3 opakovani, ¢ervena
pak hodnotu absorbance odpovidajici 1/2 pramérné hodnoty absorbance u neovlivnénych
bun¢k. Hodnota koncentrace odpovidajici IC50 byla kalkulovana z priniku téchto car

promitnutych na osu x.

LEM814
—&— LeB140) T LB (BB 143)
w— | C50 =4 LBu314{mean)
16 ] DR AL DT R =y TS
1.4 4 b
12 ¢ : : : 5 :

OB

02 4

IC

0.0 i ++
0.0 041 1.0 100 100.0 1000.0
Concentration

Obr. 15 — Graf zavislosti viability bun¢k na koncentraci testované latky LEM 814.
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LEM815
—&— LEWE15(1) o LBWB15(2) T LEWB15(3)
— | G50 —4— LB 15(mean)
14 7 1 — e
124 f : f f ]
104 ]
0s + ]
Q ]
06 + E
04 1+ ]
02+ ]
00 | —t .'....i e .i : '._:r" +
0.0 041 10 100 1000 1000.0
Concentration

Obr. 16 — Graf zavislosti viability bun¢k na koncentraci testované latky LEM 815.
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5.5 Vyhodnoceni validace kloni odvozenych z C6 bunék
transdukovanych AP-1 reportérem

Ovéfeni funkcnosti jednotlivych klon jsem provedla pomoci ligandi pro receptor
RAGE (AGE-BSA; B-amyloid; S100B). Jelikoz maji tyto ligandy odlisnou kinetiku ptisobeni,
byly zvoleny dva Casové intervaly méfeni — 6 a 24 hodin. VSechny ligandy byly testovany
ve Ctyfech opakovanich. Relativni luciferdzova aktivita (RLA) odpovidd hodnotam
luminiscence naméfenym na spektrofotometru EnSpire. Cilem bylo nalézt klony odpovidajici
na aplikaci jednotlivych ligandinaristem RLA ve srovnani s nestimulovanymi buinkami
a na téchto klonech poté testovat potencidlni inhibi¢ni vliv derivath pyrimidinu
na signalni drahu MAPK/JNK.

Z hodnot RLA pro jednotlivd opakovani jsem vypocitala primérnou hodnotu RLA
a smérodatnou odchylku (SMODCH) pro vSechny testované klony v asovych inrtervalech
6 a 24 hodin od aplikace jednotlivych ligandi (Tab. II; Tab. III). Jednotlivé klony byly
pro piehlednost rozdéleny do skupin podle bazalnich hodnot RLA u nestimulovanych bunék

a graficky znazornény (Obr. 17 — 26).
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Tab. Il — Primérnéhodnoty relativni luciferazové aktivity (RLA) véetné smérodatnych

odchylek (SMODCH) jednotlivych klont namétené po 6 hodinach od aplikace ligandd.

6 hodin
RLA (a.u.) SMODCH
Klon Kontrola | B-amyloid | S100B AGE-BSA | Kontrola |B-amyloid| S100B AGE-BSA
N. B. 5,79E+03 | 2,00E+03 | 2,73E+03 | 2,27E+03| 6,08E+02 | 1,00E+02 | 2,22E+02 | 3,15E+02
1 5,38E+05 | 5,08E+05 | 3,90E+05 | 4,76E+05| 2,82E+04 | 5,65E+04 | 3,17E+04 | 5,44E+04
2 8,30E+05 | 5,92E+05| 5,78E+05| 5,68E+05| 6,17E+04 | 7,05E+04 | 7,16E+04 | 5,37E+04
3 1,98E+06 | 1,83E+06 | 1,65E+06 | 1,76E+06| 1,53E+05| 2,60E+05 | 3,07E+05 | 2,60E+05
4 2,63E+05 | 2,80E+05 | 3,05E+05| 3,57E+05| 6,14E+04 | 2,80E+04 | 2,77E+04 | 7,03E+04
5 1,14E+06 | 1,12E+06 | 1,20E+06 | 1,30E+06 | 3,56E+04 | 1,85E+05| 1,29E+05| 7,84E+04
6 7,73E+04 | 5,53E+04 | 3,80E+04 | 8,85E+04 | 7,30E+03 | 3,09E+03 | 4,85E+03 | 4,84E+03
7 2,55E+02 | 2,00E+02 | 1,70E+02 | 1,45E+02| 5,50E+01 | 2,30E+01| 1,40E+01| 2,90E+01
10 5,14E+04 | 4,64E+04 | 6,13E+04 | 5,13E+04| 1,50E+04 | 2,18E+03 | 6,28E+03 | 1,02E+04
11 5,91E+03 | 8,76E+03 | 8,47E+03 | 8,01E+03| 6,25E+02 | 1,26E+03 | 1,40E+03 | 8,05E+02
12 1,09E+04 | 1,40E+04 | 1,87E+04 | 1,37E+04| 1,26E+03 | 4,53E+02 | 3,47E+03 | 9,37E+02
13 8,04E+05 | 5,61E+05 | 7,60E+05 | 6,03E+05| 2,78E+04 | 2,49E+04 | 3,32E+04 | 9,78E+03
14 1,31E+06 | 1,26E+06 | 1,15E+06 | 1,41E+06| 1,90E+05| 1,44E+05 | 2,38E+05 | 2,86E+05
15 2,05E+06 | 1,72E+06 | 1,89E+06 | 2,37E+06| 1,58E+05| 1,70E+04 | 1,86E+05 | 2,15E+05
16 2,64E+05| 2,86E+05| 2,38E+05| 2,70E+05| 3,81E+04 | 1,29E+04 | 3,68E+04 | 4,65E+04
17 2,92E+04 | 3,77E+04 | 3,05E+04 | 2,31E+04| 1,81E+03 | 4,73E+03 | 1,58E+03 | 2,84E+03
18 3,67E+04 | 1,56E+04 | 2,62E+04 | 1,63E+04| 2,02E+03 | 9,17E+02 | 1,69E+03 | 1,36E+03
20 2,54E+05 | 2,25E+05 | 2,39E+05 | 2,34E+05| 2,20E+04 | 2,03E+04 | 1,33E+04 | 1,76E+04
21 3,47E+05 | 2,27E+05 | 3,91E+05| 2,13E+06| 1,00E+05| 9,60E+03 | 1,15E+05| 9,19E+05
22 3,83E+05 | 2,30E+05| 3,83E+05| 4,06E+05| 5,10E+04 | 1,45E+04 | 2,40E+05 | 1,47E+04
23 8,18E+04 | 6,40E+04 | 9,77E+04 | 8,84E+04| 9,23E+03 | 5,89E+03 | 4,46E+03 | 1,22E+04
24 1,39E+05 | 5,40E+04 | 4,19E+04 | 4,21E+04 | 2,20E+04 | 5,60E+03 | 9,18E+03 | 3,60E+02
25 2,51E+03 | 1,17E+03 | 1,99E+03 | 1,37E+03| 3,28E+02 | 2,30E+02 | 1,92E+02 | 3,05E+02
26 2,88E+05 | 4,90E+05 | 3,78E+05| 3,57E+05| 6,94E+04 | 2,21E+04 | 8,00E+03 | 2,87E+04
27 3,89E+05 | 1,53E+05| 2,48E+05 | 2,66E+05| 1,66E+04 | 3,45E+04 | 5,84E+04 | 3,78E+04
28 1,30E+05| 1,28E+05| 1,80E+05| 1,49E+05] 1,63E+04 | 7,07E+03 | 1,39E+04 | 2,72E+04
29 8,89E+04 | 5,26E+04 | 1,08E+05| 6,78E+04| 5,96E+03 | 9,56E+03 | 1,89E+04 | 6,78E+03
30 3,90E+05 | 2,88E+05 | 4,08E+05 | 4,09E+05| 4,36E+04 | 1,19E+04 | 1,29E+05| 4,19E+04
31 6,72E+04 | 7,85E+04 | 1,08E+05 | 7,00E+04 | 1,89E+04 | 2,47E+04 | 1,92E+04 | 2,15E+04

Legenda: N. B. = netransdukované C6 buiky.
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Tab. 1l — Praimémé hodnoty relativni luciferazové aktivity (RLA) véetné smérodatnych

odchylek (SMODCH) jednotlivych klonti namétené po 24 hodinach od aplikace ligandt.

24 hodin
RLA (a.u.) SMODCH
Klon Kontrola |B-amyloid [ S100B AGE-BSA | Kontrola | B-amyloid | S100B AGE-BSA
N. B. 6,89E+03 | 2,44E+03 | 1,90E+03 | 2,12E+03| 1,35E+03| 4,61E+02 | 2,64E+02 | 1,88E+02
1 1,10E+06 | 1,07E+06 | 1,12E+06 | 1,12E+06| 3,49E+04 | 2,35E+04 | 5,67E+04 | 1,10E+05
2 1,89E+06 | 1,54E+06 | 1,76E+06 | 2,01E+06 | 8,07E+04 | 3,20E+04 | 1,89E+04 | 8,61E+04
3 4,28E+06 | 5,10E+06 | 7,27E+06 | 4,86E+06| 2,70E+05| 9,00E+04 | 7,04E+05| 1,64E+05
4 1,18E+06 | 3,72E+06 | 2,05E+06 | 1,64E+06| 2,10E+05 | 8,654E+05 | 5,93E+04 | 8,50E+04
5 2,37E+06 | 2,92E+06 | 2,38E+06 | 2,35E+06| 7,71E+04 | 1,51E+05| 1,27E+05| 9,09E+04
6 3,53E+04 | 1,41E+05| 7,55E+04 | 1,31E+05| 4,22E+03 | 8,64E+02 | 1,73E+04 | 3,10E+04
7 2,63E+02 | 2,80E+02 | 2,03E+02| 2,03E+02| 3,30E+01 | 6,20E+01| 2,50E+01| 2,60E+01
10 4,19E+04 | 3,64E+04 | 9,57E+04 | 1,04E+05| 1,37E+04 | 6,99E+03 | 1,58E+04 | 4,92E+03
11 5,83E+03 | 1,14E+04 | 1,05E+04 | 1,19E+04| 7,96E+02 | 2,01E+03 | 1,94E+03 | 9,16E+02
12 2,25E+04 | 1,31E+04 | 2,24E+04 | 2,13E+04| 2,81E+03 | 1,70E+03| 1,73E+03 | 3,37E+03
13 2,51E+06 | 2,10E+06 | 1,78E+06 | 2,26E+06 | 1,31E+05| 3,00E+04 | 3,66E+05| 6,16E+04
14 4,23E+06 | 3,04E+06 | 4,30E+06 | 2,50E+06 | 5,41E+05| 3,15E+05| 4,28E+05| 1,95E+05
15 2,93E+06 | 4,91E+06 | 3,64E+06 | 3,18E+06| 3,11E+05| 4,90E+05| 4,96E+05| 1,78E+05
16 7,40E+05 | 5,65E+05| 6,60E+05 | 6,24E+05| 3,01E+04 | 1,08E+05| 6,44E+04 | 4,72E+04
17 4,63E+04 | 3,54E+04 | 4,97E+04 | 4,69E+04 ]| 2,70E+03 | 6,62E+03 | 6,76E+03 | 1,62E+03
18 6,99E+04 | 1,85E+04 | 4,24E+04 | 4,88E+04 | 5,84E+03 | 3,03E+03 | 5,24E+03 | 9,70E+03
20 2,63E+05 | 3,65E+05 | 3,23E+05 | 3,04E+05| 1,09E+04 | 3,15E+04 | 2,23E+04 | 4,36E+04
21 1,62E+06 | 1,97E+06 | 1,09E+06 | 1,09E+06| 2,19E+05| 7,66E+05 | 2,69E+05 | 2,18E+05
22 1,56E+06 | 9,95E+05| 1,23E+06 | 9,92E+05] 1,86E+05| 1,62E+05| 8,20E+04 | 1,78E+05
23 1,10E+05 | 4,38E+04 | 7,49E+04 | 6,36E+04 | 1,38E+04 | 4,88E+03 | 6,69E+03 | 1,15E+04
24 1,18E+05| 1,04E+05| 1,31E+05| 1,15E+05] 9,84E+03 | 4,76E+03 | 2,31E+04 | 1,05E+04
25 5,07E+03 | 2,44E+03 | 4,31E+03 | 3,53E+03| 1,46E+03| 1,76E+02 | 5,55E+02 | 6,58E+02
26 1,00E+06 | 7,12E+05| 9,56E+05| 7,23E+05| 1,80E+05 | 8,87E+04 | 1,51E+05 | 6,97E+04
27 5,22E+05 | 3,50E+05 | 4,65E+05 | 4,28E+05| 5,51E+04 | 1,75E+04 | 3,96E+04 | 6,15E+04
28 3,11E+05| 2,48E+05| 8,76E+04 | 9,52E+04| 4,13E+04 | 1,67E+04 | 3,35E+03 | 9,31E+03
29 2,49E+05 | 4,31E+05| 3,08E+05| 2,24E+05| 2,51E+04 | 8,63E+04 | 9,50E+03 | 2,67E+04
30 9,38E+05 | 5,75E+05 | 1,08E+06 | 9,55E+05| 6,10E+04 | 1,68E+04 | 1,78E+05| 4,86E+04
31 1,32E+05| 2,07E+05| 1,01E+05| 8,86E+04 | 5,05E+03 | 1,72E+04 | 3,90E+02 | 1,60E+04

Legenda: N. B. = netransdukované C6 buiky.
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Po 6ti hodinové stimulaci nevykazoval zadny klon vyznamny nartist hodnoty RLA
po aplikaci testovanych ligandii. Klon 21 vykazoval vyrazné¢ zvySenou hodnotu RLA
po aplikaci AGE-BSA, avsak tato hodnota je zatizena vysokou SMODCH.

6 hod - netransdukované C6 bunky + klony 11,12,25
S 2,50E+04
s
£ 2,00E+04
3
%
© 1,50E+04 M kontrola
o
S .
g 1,00E+04 M B-amyloid
§ " S100B
E 5,00E+03 m AGE-BSA
2
T 0,00E+00
N.B 11 12 25
Klony

Obr. 17 — Netransdukované C6 bunky a klony 11, 12 a 25; 6 hod — graf znazoriujici zmény
relativni luciferazové aktivity po aplikaci ligandu.

Legenda: N. B. = netransdukované C6 buriky.

6 hod - klony 6, 10, 17, 18, 23, 31
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Obr. 18 — Klony 6, 10, 17, 18, 23 a 31; 6 hod — graf znazornujici zmény relativni luciferazové
aktivity po aplikaci ligandu.
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Obr. 19 — Klony 16, 20, 24, 27, 28 a 29; 6 hod —

luciferazové aktivity po aplikaci liganda.

graf znazoriiujici zmeény relativni
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Obr. 20 — Klony 1, 4, 21, 22, 26 a 30; 6 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové

aktivity po aplikaci ligandu.
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6 hod - klony 2, 3, 5, 13, 14, 15
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Obr. 21 — Klony 2, 3, 5, 13, 14 a 15; 6 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové

aktivity po aplikaci ligandu.

V intervalu 24 hodin vykazovaly nejvy$S§i odezvu na aplikaci vSech testovanych
ligandt klony 4 a 6 a ve vSech pripadech se jedna o vyznamné nartsty RLA. (Obr. 17,
Obr. 19). Klon 7 jsem do grafii nezaradila vzhledem k velmi nizkym hodnotam RLA, patrné

Vv disledku netspésné transdukce a pieZiti pod puromycinovym tlakem.

24 hod - netransdukované C6 bunky + klony 11,12,25
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Obr. 22 — Netransdukované C6 buriky a klony 11, 12 a 25; 24 hod — graf znazorfujici zmény
relativni luciferazové aktivity po aplikaci ligandd.
Legenda: N. B. = netransdukované C6 buiiky
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24 hod - klony 6, 10, 17, 18, 23, 31
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Obr. 23 — Klony 6, 10, 17, 18, 23 a 31; 24 hod — graf znazornujici zmény relativni

luciferazové aktivity po aplikaci liganda.

24 hod - klony 16, 20, 24, 27, 28, 29
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Obr. 24 — Klony 16, 20, 24, 27, 28 a 29; 24 hod — graf znazorfujici zmény relativni

luciferazové aktivity po aplikaci ligandt.
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Obr. 25 —Klony 1, 4, 21, 22, 26, a 30; 24 hod — graf znazornujici zmény relativni luciferazové

aktivity po aplikaci ligandu.
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Obr. 26 — Klony 2, 3, 5, 13, 14 a 15; 24 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové

aktivity po aplikaci ligandt.
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5.6 Vyhodnoceni potencidlniho inhibi¢niho vlivu latek LEMS814
a 815 na signalni drahu MAPK/JNK

Pro testovani byly vybrany klony 4 a 6, které vykazovaly nejvyrazngjsi odezvu
po aplikaci vSech RAGE ligandii. Méfeni RLA probihalo opét ve 2 Casovych intervalech
— 6 hodin a 24 hodin. Z naméfenych hodnot RLA pro 4 jednotliva opakovani jsem vypocetla
primérné hodnoty a smérodatné odchylky pro kazdy klon (Tab. IV a Tab. VI).

Tab. IV — Vysledky kombinovaného ptisobeni RAGE ligandu a latek LEM 814 a 815 u kloni

4 a 6 v ¢asovém intervalu 6 hod.

6 hodin
RLA SMODCH

Klon Latky Kontrola amsioi 4| 51008 |AGE-BSA | Kontrola ams;oi 4| 51008 [AGE-BSA
Kontrola 2,03E+05 | 3,44E+05 | 3,66E+05 | 3,67E+05 | 6,22E+03 | 8,06E+03 | 5,08E+03 | 6,68E+03

LEM 814 1xIC50 | 2,19E+05 | 2,60E+05 | 2,90E+05 | 2,48E+05 | 9,90E+03 | 9,12E+03 | 1,91E+04 | 2,85E+04

4 |LEM 814 5xI1C50 | 1,96E+05 |2,41E+05 | 2,21E+05 | 1,91E+05 | 1,26E+04 | 1,44E+04 | 1,32E+04 | 6,06E+03
LEM 815 1x IC50 | 1,98E+05 | 2,88E+05 | 3,04E+05 | 2,78E+05 | 7,22E+03 | 1,08E+04 | 2,70E+02 | 8,50E+01
LEM 815 5x IC50 | 1,91E+05 | 1,89E+05 | 2,31E+05 | 2,06E+05 | 2,12E+03 | 3,78E+03 | 9,64E+03 | 1,01E+04
Kontrola 3,81E+04 | 3,68E+04 | 4,93E+04 | 4,71E+04 | 2,49E+03 | 2,68E+03 | 7,32E+03 | 2,59E+03

LEM 814 1x IC50 | 4,59E+04 | 3,11E+04 | 4,37E+04 | 3,78E+04 | 3,06E+03 | 1,80E+03 | 4,52E+02 | 6,88E+03

6 |LEM8145xIC50| 4,06E+04 |3,36E+04 | 3,66E+04 | 4,46E+04 | 1,33E+03 | 3,26E+03 | 2,29E+03 | 1,33E+03
LEM 815 1x IC50 | 4,01E+04 | 3,34E+04 | 4,71E+04 | 4,03E+04 | 1,77E+03 | 4,13E+03 | 4,10E+03 | 2,07E+03
LEM 815 5x IC50 | 3,91E+04 | 3,27E+04 | 4,25E+04 | 3,75E+04 | 2,68E+03 | 1,58E+03 | 3,03E+03 | 2,58E+03

Obé¢ latky LEM 814 a LEM 815 v koncentraci 5x IC50 v ¢ase 24 hodin vyznamné

inhibuji proliferaci, ale nezpisobuji bunéénou smrt, coZ bylo zjisténo na zakladé
mikroskopického obrazu. Bylo tedy nutné naméfené hodnoty RLA normalizovat.
K normalizaci byly pouzity hodnoty absorbance naméfené v bunécnych lyzatech
neovlivnénych bunék a bunck ovlivnénych obéma latkami v koncentracich 1x resp. 5x IC50
smichanych s ¢inidlem Bradfordové. Normalizace byla provedena pouze pro interval
24 hodin, jelikoZz po 6 hodinich nebyla na zdkladé¢ mikroskopického obrazu inhibice
proliferace ziejma. Naméfena hodnota absorbance koreluje s poctem bunek v jamce.

Vzhledem ktomu, ze ligandy sami o sob&é nemaji zadny nebo pouze minimalni vliv
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na proliferaci bun¢k, byly pro normalizaci hodnot RLA u kombinovaného pusobeni latky

a ligandu pouzity hodnoty absorbance namétené v lyzéatech po plisobeni latky samotné.

Z namé&ienych hodnot absorbance jsem nejprve odecetla blank, vynasobila faktorem

100 a ziskanou hodnotou podé¢lila RLA pro odpovidajici kombinace ptisobeni, ¢imz doslo

k normalizaci hodnot na obsah proteinu (pocet bun¢k; Tab. V a VI).

Tab. V — Normaliza¢ni faktory pro latky LEM 814 a 815 vypoctené z hodnot absorbance

naméfenych v bunécnych lyzatech

Kontrola | LEM 814 1x 1C50 | LEM 814 5x IC50 | LEM 815 1x IC50 | LEM 815 5x IC50

Abs‘&’::;"ce 0,175 0,179 0,171 0,180 0,171

°de(é;t1:;"k" 0,020 0,024 0,016 0,025 0,016
gﬁ::'ra(')'(z:;g; 2 2,4 1,6 2,5 1,6

Tab. VI — Vysledky kombinovaného ptisobeni RAGE ligandu a latek LEM 814 a 815 u kloni

4 a 6 v ¢asovém intervalu 24 hod po normalizaci na obsah proteinu.

24 hodin
RLA SMODCH
Klon Latky Kontrola B- . S100B | AGE-BSA | Kontrola B- . S100B | AGE-BSA
amyloid amyloid
Kontrola 3,32E+05 |4,67E+05| 6,74E+05 | 6,54E+05 | 3,83E+04 | 2,71E+04 | 3,72E+04 | 5,78E+04

LEM 814 1xIC50 | 2,95E+05

3,01E+05 | 2,84E+05

2,96E+05

4,31E+04 | 2,06E+04 | 4,04E+04 | 1,22E+04

LEM 814 5x IC50 | 3,55E+05

3,69E+05 | 3,62E+05

3,63E+05

2,82E+03 | 3,55E+03 | 1,61E+03 | 2,98E+03

LEM 815 1xIC50 | 3,03E+05

3,54E+05 | 3,07E+05

3,00E+05

9,14E+03 | 2,46E+04 | 3,10E+04 | 3,41E+04

LEM 815 5x IC50 | 3,86E+05

3,54E+05 | 3,92E+05

3,87E+05

3,23E+04 | 1,22E+04 | 1,40E+04 | 1,14E+04

Kontrola 4,89E+04

5,04E+04 | 1,17E+05

1,11E+05

2,70E+03 | 8,49E+02 | 1,58E+03 | 1,30E+03

LEM 814 1x IC50 | 4,36E+04

4,20E+04 | 4,29E+04

4,39E+04

4,19E+03 | 7,52E+02 | 2,47E+03 | 2,65E+03

LEM 814 5x IC50 | 4,60E+04

4,06E+04 | 4,04E+04

4,29E+04

2,38E+03 | 3,10E+03 | 8,08E+02 | 1,44E+03

LEM 815 1x IC50 | 5,03E+04

4,69E+04 | 5,16E+04

5,57E+04

4,05E+03 | 2,25E+03 | 1,97E+03 | 1,00E+03

LEM 815 5x IC50 | 6,48E+04

5,55E+04 | 6,96E+04

7,72E+04

4,33E+03 | 4,57E+03 | 4,71E+03 | 1,71E+04
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V ptipadé¢ klonu 4 vintervalu 6 hodin zplsobovaly obé latky v testovanych
koncentracich pokles RLA u bunék stimulovanych ligandy (Obr. 27). V pfipad¢ p-amyloidu
doslo ke snizeni RLA na hodnoty v rozmezi 63,6 % az -1,34 %, u bun¢k aktivovanych S100B
na 64,16 % az 14,97 % a u bun¢k aktivovanych AGE-BSA na 48,33 % az -3,31 %
rozilu hodnot RLA stimulovanych a nestimulovanych bunék (100 %). (Tab. VII).

6 hodin - klon 4
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0,00E+00
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LEM 814 5x
IC50

LEM 815 1x
IC50

LEM 815 5x
IC50

Kontrola

Obr. 27 — Klon 4; 6 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové aktivity po aplikaci

ligandd a kombinovanim piisobeni ligandi s latkami.

Tab. VII — Klon 4; 6 hod — pokles relativni luciferazové aktivity (%) u stimulovanych bun¢k
po pusobeni latek LEM 814 a 815.

Kontrola | LEM 814 1x IC50 | LEM 814 5x IC50 | LEM 815 1x IC50 | LEM 815 5x IC50

B-amyloid 100 29,15 31,80 63,60 -1,34

l:;: $100B 100 43,14 14,97 64,16 24,30
AGE-BSA 100 17,70 -3,31 48,33 9,25

U klonu 6 nebyl v intervalu 6 hodin zaznamenan vyznamny nartst RLA po aplikaci
ligandu, v ptipad¢ p-amyloidu nedoslo vubec k aktivaci (Obr. 28). Inhibi¢ni efekt obou latek
snizil aktivovanych S100B hodnotu RLA
na 62,37 % az -36,06 %, a u AGE-BSA na hodnoty v rozmezi 44,31 % az -89,59 % oproti

Vv testovanych koncentracich u bunék
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aktivovanym kontrolnim bunkam (Tab. VIII). V pfipadé¢ B-amyloidu jsem inhibici

nestanovovala, jelikoz nezpisoboval aktivaci.

6 hodin - klon 6
3 6,00E+04
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.‘E 1,00E+04 - = AGE-BSA
&  0,00E+00 -

Kontrola ~ LEM 814 1x LEM8145x LEM8151x LEM 815 5x
IC50 IC50 IC50 IC50

Obr. 28 — Klon 6; 6 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové aktivity po aplikaci

ligandd a kombinovanim piisobeni ligandi s latkami.

Tab. VIII — Klon 6; 6 hod — pokles relativni luciferazové aktivity (%) u stimulovanych bunék
po pusobeni latek LEM 814 a 815.

Kontrola | LEM 814 1x IC50 | LEM 814 5x IC50 | LEM 815 1x IC50 | LEM 815 5x IC50
RLA S100B 100 -19,38 -36,06 62,37 31,11
(%) | AGE-BSA 100 -89,59 44,31 2,66 -17,24

V ptipad¢ klonu 4 v intervalu 24 hodin doslo po aplikaci ligandi (pfedevsim S100B
a AGE-BSA) k vyraznému narGstu RLA a to az o 100 % oproti bunikdm neaktivovanym
(Obr. 29). Ob¢ latky v testovanych koncentracich prokazaly znaény inhibi¢ni efekt.
Konkrétné¢ v piipadé¢ aktivace p-amyloidem byla hodnota RLA snizena na 37,88 %
az -23,29 %, u S100B na 1,98 % az -3,21 % a v piipad¢ aktivace AGE-BSA na 2,58 %
az -0,88 % oproti aktivovanym kontrolnim bunikdm (Tab. IX).
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Obr. 29 — Klon 4; 24 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové aktivity po aplikaci

ligandd a kombinovanim piisobeni ligandi s latkami.

Tab. IX — Klon 4; 24 hod — pokles relativni luciferazové aktivity (%) u stimulovanych bun¢k
po pusobeni latek LEM 814 a 815.

Kontrola | LEM 814 1x IC50 | LEM 814 5x IC50 | LEM 815 1x IC50 | LEM 815 5x IC50

B-amyloid 100 4,39 10,26 37,88 -23,29

?‘;: $100B 100 -3,21 1,98 1,17 1,90
AGE-BSA 100 0,42 2,58 -0,88 0,43

V piipad¢ klonu 6 v intervalu 24 hodin byl zaznamenan vice nez 100% nartst RLA

po aplikaci liganda S100B a AGE-BSA (Obr. 30). Ob¢ latky v testovanych koncentracich

op¢t prokdzaly zna¢ny inhibi¢ni efekt, v piipadé¢ S100B poklesla hodnota RLA na 6,96 %

az -8,16 % a v ptripad¢ AGE-BSA na 19,88 % az -4,92 % ve srovnani s aktivovanymi

kontrolnimi buiikami (Tab. X). Ligand B-amyloid nezpusoboval témét zadny nardst RLA,

tudiz v jeho ptipad¢€ nemélo vyznam urcovat inhibicni efekt latek.
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Obr. 30 — Klon 6; 24 hod — graf znazoriujici zmény relativni luciferazové aktivity po aplikaci

ligandli a kombinovanim ptlisobeni ligandl s latkami.

Tab. X — Klon 6; 24 hod — pokles relativni luciferazové aktivity (%) u stimulovanych bunék
po plsobeni latek LEM 814 a 815.

Kontrola | LEM 814 1x 1C50 | LEM 814 5x IC50 | LEM 815 1x IC50 | LEM 815 5x IC50
RLA S100B 100 -1,05 -8,16 1,90 6,96
(%) | AGE-BSA 100 0,37 -4,92 8,76 19,88
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6. Diskuze

Receptor RAGE piedstavuje diky své spoluucasti na vzniku fady lidskych
onemocnéni jako je napiiklad rakovina ¢i Alzheimerova nemoc zajimavy terapeuticky cil.
Vzhledem k faktu, Zze z dosud literarné popsanych inhibitora RAGE dosahly pouze
dva klinického testovani, je velmi motivujici hledat dalsi potencialni inhibitory.

Na Ustavu molekularni a translaéni mediciny LF UP byla testovana skupina celkem
21 latek, strukturné odvozenych od pyrimidinu (4,5,6-trisubstituované-2-aminopyrimidiny)
a syntetizovanych Dr. Kolmanem na prazském UOCHABu, jako potencidlnich inhibitorii
RAGE receptoru. Inspiraci k testovani téchto latek byla studie korejského tymu védct (Han
et al., 2012), ktefi syntetizovali skupinu 4,6-disubstituovanych derivatti pyrimidinu, u nichz
prokazali inhibi¢ni vliv na receptor RAGE in vitro a rovnéZ in vivo na mySich modelech.
Na zakladé vysledkt testovani celé¢ skupiny 4,5,6-trisubstituovanych-2-aminopyrimidint
na senzorické linii monitorujici signalni drahu NF«xB, ktera je v ramci RAGE signalizace
patrné klicova, byly vyselektovany 2 derivaty (LEM 814 a LEM 815), které¢ vykazovaly
nejvyrazngj$i inhibiéni efekt. K nepfimému potvrzeni interakce téchto latek s RAGE
receptorem jsme se rozhodli studovat jejich mozny inhibi¢ni vliv na dal$i signalni dréahu
downstream RAGE - MAPK/INK, coz bylo hlavnim cilem této bakalaiské prace.
Za timto ucelem byla pfipravena senzorickd bunéénd linie odvozend od C6 bunék
exprimujicich RAGE receptor.

C6 bunky byly transdukovany komerénimi lentivirovymi c¢asticemi (Cignal Lenti
Reporter Assays; SABiosciences) kodujicimi inducibilni AP-1 responsivni konstrukt
exprimujici luciferazu. Po selekci byla homogenni populace pozitivnich bunék rozklonovana
za UCelem ziskani individualnich klont. Vyselektovala jsem celkem 31 klont, jejichz
funkénost jsem testovala stimulaci 3 riznymi RAGE ligandy (B-amyloid; S100B; AGE-BSA)
v ¢asovych intervalech 6 a 24h vzhledem k odlisné kinetice ptisobeni jednotlivych ligandu.
Cilem bylo najit takové klony, u nichz doslo k nejvyrazngjsi aktivaci AP-1 transkripéniho
faktoru po stimulaci jednotlivymi RAGE ligandy. U nékterych klonid nebyl pozorovan zadny
narUst aktivace, u jinych byl narlst nepatrny nebo byla aktivita zvySena stimulaci jen jednoho
ligandu. Pro testovani t¢inku pyrimidind na MAPK/INK signalizaci jsem vybrala 2 klony,
které vykazovaly nejvyssi nartst aktivace alespon u dvou RAGE ligandu. Klon 4 vykazoval
pfiblizn¢ trojnasobny narst aktivace oproti kontrole po stimulaci B-amyloidem

a téméf dvojnasobny nartist po stimulaci SI00B. Klon 6 vykazoval vice neZz trojnasobny
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narGst aktivace oproti kontrole po aplikaci f-amyloidu a AGE-BSA a vice nez dvojnasobny
nartst po aplikaci ligandu S100B. U obou kloni bylo maximdlni aktivace dosazeno
Vv ¢asovém intervalu 24 hodin.

Pro testovani potencialniho inhibi¢niho u¢inku latek LEM 814 a LEM 815 jsem
zvolila koncentrace odpovidajici hodnotdm 1x, resp. 5x IC50 zjisténym MTT testem.
Vysledky prokazaly vyznamny inhibi¢ni vliv latek na signalni drahu MAPK/JNK a to v obou
testovanych koncentracich. Inhibice byla nejvyrazné&jsi v intervalu 24 hodin, kdy po stimulaci
ligandy S100B a AGE-BSA ob¢ latky prakticky zcela inhibovaly aktivaci AP-1 na uroven
nestimulovanych bun¢k. V intervalu 6 hodin nebyly efekty tak vyznamné, ptesto vSak u klonu
4 doslo k redukci aktivace AP-1 na pfiblizné 60 — 5 % hodnoty aktivace stimulovanych bun¢k
v zavislosti na pouzitém ligandu. Klon 6 v intervalu 6 hodin nevykazoval vyznamny narist
aktivace po stimulaci zddného z ligandi, proto je zde hodnoceni inhibi¢niho vlivu latek
bezpredmétné.

Obecné vykazovaly ob¢ latky vyraznéjsi efekty v koncentraci 5x IC50, kdy vsak
vzhledem Kk patrné inhibici proliferace byla nutna normalizace naméfenych hodnot
na koncentraci proteinu. Dosazené vysledky jednoznaéné prokazaly inhibiéni vliv
4,5,6-trisubstituovanych-2-aminopyrimidini — LEM 814 a LEM 815 na signalni drahu
MAPK/JINK, ¢imz doslo neptimo k potvrzeni jejich interakce s RAGE receptorem.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo prokazat potencidlni inhibicni vliv  vybranych
4,5,6-trisubstituovanych-2-aminopyrimidinii na  signdlni drdhu MAPK/INK, ktera
predstavuje vyznamnou komponentu RAGE signalizace. Bunky nadorové linie C6 byly
transdukovany lentivirovymi casticemi kodujicimi inducibilni AP-1 responsivni konstrukt
exprimujici luciferazu. Poté probehla selekce klont a jejich validace vyuzitim RAGE liganda
a na 2 vybranych klonech, u kterych byl zaznamenan nejvyraznéj$i narist aktivace
byl testovan inhibi¢ni vliv latek LEM 814 a LEM 815. Ob¢ latky prokazaly vyznamny
inhibi¢ni efekt predevsim v intervalu 24 hodin, kdy u obou klonii prakticky zcela inhibovaly
aktivaci transkripéniho faktoru AP-1 na troven nestimulovanych bunék. Timto byly beze

zbytku naplnény cile vyty€ené v rdmci této bakalaiské prace.
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9. Seznam zkratek

AGEs

AmpR
AP-1
ATCC

APS
ATP
AP
Bcl-2
BIV
BSA
CAT
Cdc42

Cppt

DMEM
DMSO
DNA
EIAV
Erk1/2

FCS
FIV
GFP
HDL
hGH
HIF-1a
HIV
HMGB1
hPGK

advanced glycation end products; prvni objevené ligandy pro receptor
RAGE

ampicilin resistance gene; gen rezistence k ampicilinu

activator protein 1; proteinovy aktivator 1

American Type Culture Collection; americké sbirka tkanovych a bunéénych
kultur

ammonium persulfate; persiran amonny

adenosintrifosfat

B-amyloid

B-cell lymphoma 2; anti-apoptoticky gen

bovine immunodeficiency virus; virus kravské imunitni nedostate¢nosti
bovine serum albumin; hovézi sérovy albumin

chloramphenicol acetyltransferase; chloramfenikol-acetyltransferaza

cell division cycle 42; protein zapojeny do regulace bunééného cyklu

central polypurine tract; centrdlni polypurinovy tUsek na lentivirovém
vektoru

Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium

dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

equine infectious anemia virus; virus koniské infekéni anémie

extracellular signal-regulated kinase 1/2; extracelularni signal-regulujici
kindza 1/2

fetal calf serum; fetalni teleci sérum

feline immunodeficiency virus; virus ko€i¢i imunitni nedostate¢nosti

green fluorescent protein; zeleny fluorescencni protein

high density lipoprotein; lipoprotein s vysokou denzitou

human growth hormone; lidsky ristovy hormon

hypoxia-inducible factor 1; hypoxii indukovany faktor 1

human immunodeficiency virus; virus lidské imunitni nedostate¢nosti

high mobility group box 1; amphoterin

human phosphoglycerate kinase; lidska fosfoglycerat kinéza
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IC50

IL

JAK

JNK

LTR

lacz
MAPK
MAPKKSs
MAPKKKSs
MDSCs

MKK

MOl
MRNA
MTT
NF-xB
PAMAM
PBS
PI3K
PLL
PPAR

Psi
PuroR
Racl

RAGE

RCL

RFP

RIPA buffer

RLA
RNA

polovina maximalni inhibi¢ni koncnetrace

interleukin

Janus kinase; Janusova kinaza

c-Jun N-terminal kinase; c-Jun N-terminalni kinaza

long terminal repeats; dlouhé terminalni repetice

gen kodujici enzym B-galaktosidazu

mitogen-activated protein kinase; mitogenem aktivovana protein kinaza
MAPK kinases; MAPK kindzy

MAPK kinase kinases; MAPK kinaza kindzy

myeloid derived suppressor cells; supresorové builky odvozené z bunck
myeloidnich

mitogen-activated protein kinase kinases; mitogenem aktivovana protein
kinadza kindzy

multiplicity of infection; multiplicita infekce

messenger RNA; medidtorova RNA
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

nuclear factor kappa B; nuklearni faktor kappa B

polyamidoamine dendrimers; polyamidoaminové dendrimery

phosphate buffered saline; fosfatovy pufr

phosphoinositide 3-kinase; fosfatidylinositol 3-kinaza

poly-L-lysin

peroxisome-proliferator ~ activated  receptor;  receptor  aktivovany
peroxizomovym proliferatorem

packaging signal; signal k obaleni virt

puromycine resistance gene; gen rezistence k puromycinu

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1; s Ras souvisejici C3 botulotoxin
substrat 1

receptor for advanced glycation end products; receptor pro AGEs
replication-competent lentiviruses; replikace schopné lentiviry

red fluorescent protein; Cerveny fluorescencni protein
Radio-immunoprecipitation assay buffer; lyza¢ni pufr pouzivany k ptipravé
lyzatu pro Western blot

relative luciferase activity; relativni ludiferdzova aktivita

ribonucleic acid; ribonukleova kyselina
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ROS
RRE

RSV
SAPKs
SDS
SDS-PAGE

SEAP

SIN vectors
SMODCH
SRAGE
Stat3

TBS
TEMED
TLR9
TNFa
TRE
VSV-G

X-Gal

reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

Rev response element; jednotka lentivirového vektoru podilejici se
na obaleni virového transkriptu

Rous sarcoma virus; virus zptsobujici Rousiiv sarkom

stress-activated protein kinases; stresem aktivované protein kinazy

sodium dodecyl sulphate; dodecylsulfat sodny

sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis; elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného

secreted alkaline phosphatase; sekretovana alkalicka fosfataza
self-inactivated vectors; samoinaktivovatelné vektory

smérodatna odchylka

soluable RAGE; rozpustny RAGE

signal transducer and activator of transcription 3; pifenaSe¢ signalu
a aktivator transkripce 3

Tris-buffered saline; Tris pufr obsahujici chlorid sodny
tetramethylethylendiamin

Toll-like receptor 9

tumour necrosis factor a; faktor nadorové nekrozy o

transcriptional response element; jednotka trankripéni odpovédi

vesicular stomatitis virus glycoprotein; glykoprotein viru vezikularni
stomatitidy

substrat vyuzivany k testovani pfitomnosti enzymu -galaktosidazy
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