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Abstrakt

RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products) je multiligandovy povrchovy
receptor imunoglobulinového typu, ktery byl pivodné objeven jako receptor pro produkty
pokrocilé glykace proteini (AGEs). Tento receptor hraje klicovou roli v celé tadé
patologickych stavli zahrnujicich cukrovku, Alzheimerovou chorobu a nadorova
onemocnéni. Zatimco za fyziologickych podminek je jeho exprese nizka, v postiZenych
tkanich RAGE-ptibuznych patogennich stavii dochazi k vyrazné overexpresi. Diky tomu
predstavuje RAGE zajimavy terapeuticky cil. RAGE signalizace je znané komplexni
a zahrnuje aktivaci riznorodych transkripénich faktorii regulujicich proliferaci, imunitni
odpoveéd’ a zanét.

V chemické knihovné UMTM byla identifikovana skupina latek strukturné
odvozenych od pyrimidinu, které vykazuji protizanétlivé uc€inky a nékteré z nich plsobi
jako uc¢inné inhibitory RAGE signalizace. Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim
ucinku vybranych 4,5,6-trisubstituovanych-2-aminopyrimidini na signalni drahu
JAK/STAT3, ktera ptedstavuje vyznamny cil RAGE signalizace. Prostfednictvim
ptipravené senzorické bunécné linie bylo prokazano, ze tyto latky vyznamnym zpiisobem

inhibuji JAK/STAT3 signalizaci.
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Abstract

RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products) is a multiligand receptor
and a member of the immunoglobulin superfamily of cell surface molecules. It was
originally discovered as receptor for advanced glycation end products (AGESs). This
receptor is crucial for many pathological conditions, including diabetes, Alzheimer’s
disease and cancer. While in physiological conditions the RAGE expression is low,
in pathological conditions there is a significant over-expression. Therefore, RAGE is very
interesting as therapeutic target. RAGE signaling is very complex and leads
to the activation of many various transcriptional factors which regulate proliferation,
immune answer and inflammation.

A group of substances structurally deduced from pyrimidine was identified
in chemical library of UMTM. These substances possess anti-inflammatory properties
and some of them work as effective inhibitors of RAGE signaling. This thesis aims
at determining the effect of 4,5,6-trisubstituted-2-aminopyriminides on JAK/STAT3 (Janus
Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) signaling pathway, which
represents an important target of RAGE signaling. With the aid of the prepared sensor cell

line it has been proven that these substances inhibit JAK/STAT3 signaling.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAV Adeno-Associated Virus, adeno-asociované viry

Abeta Amyloid

AGEs Advanced Glycation Endproducts, produkty pokrocilé glykace proteina

AMP Adenosine Monophosphate, adenosinmonofosfat

AP-1 Activator Protein 1, proteinovy aktivator 1

APS Ammonium Persulfate; persiran amonny

ATCC American Type Culture Collection; americka sbirka tkanovych a bunécnych
Kultur

ATP Adenosine Monophosphate, adenosintrifosfat

Bcl-2 B-cell lymphoma 2, antiapopticky gen

BIV The Bovine Immunodeficiency Viruses,virus imunitni nedostateénosti skotu

CAEV Caprine Arthritis-Encephalitis Virus, virus artritidy a encefalitidy koz
Cdc42 Cell Dividion Cycle 42, protein zapojeny do bunééného cyklu

cRAGE cleaved RAGE, rozpustna forma RAGE, ktera vznikla proteolyzou RAGE
DEAE 2-(diethylamino)ether dextran

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMSO dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
DOPE L-dioleoylfosfatidylethanolamin
EIAV Equine Infectious Anemia Virus, virus infekéni anémie koni

ERK1/2 Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2, extracelularni signal-regulujici

kinasa 1/2
FCS Foetal Calf Serum, fetalni hovézi sérum
FIV The Feline Immunodeficiency Viruses, virus ko¢i¢i imunitni nedostate¢nosti
GFP Green Fluorescent Protein, zeleny fluorescencni protein
GUS [-galaktosidasa
HIV-1 Human Immunodeficiency Virus Type [, virus lidské imunitni

nedostatecnosti typu I

HIV-2 Human Immunodeficiency Virus Type II, virus lidské imunitni
nedostatecnosti typu II

HMGB1 High Mobility Group Box, amfoterin

HSV herpes simplex viry

IC50 half maximal inhibitory concentration
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JAK/STAT Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription

JNK c-Jun NH»-Terminal Kinase, c-Jun N-terminalni kinasa

lacz gen kodujici enzym B-galaktosidazu

LTR Long Terminal Repeats, dlouhé terminalni repetice

LUC svétluSskova luciferasa

LV lentiviralni vektor

MAPK p38 Mitogen-Activated Protein Kinase, mitogenem aktivovana protein kin
asa

MOI Multiplicity of Infection

m-RNA messenger RNA, medidtorova RNA

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid

NF-xB Nuclear Factor Kappa B, nuklearni faktor kappa B

NK buiiky  Natural Killer Cells, pfirozeni zabijeci

ONPG o-nitrofenol-p-D-galaktopyranosid

PAMAM  polyamidoamine dendrimers, dendrimery polyamidoaminu

PBS Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

PEI polyethylenimin

PLL poly-L-lysin

PPi pyrofosfat

RAGE Receptor for Advanced Glycation End Products, receptor pro AGEs
Ras Related C3 Botulinum Toxin Substrate 1

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay Buffer

SAPK Stress Activated Protein Kinases, stresem aktivované protein kinasy
SDS dodecylsulfat sodny

SEAP Sectreted Embryonic Alkaline Phosphatase, sekretovana alkalicka fosfatasa
S-gal 3,4-cyclohexenoesculetin-p-D-galaktopyranosid

SIv Simian Immunodeficiency Virus

SMODCH smérodatna odchylka

SPR surface plasmon resonance, rezonance excitace povrchovych plazmonti
SRAGE soluble RAGE, rozpustna forma RAGE

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3

TBS Tris Buffered Saline

TEMED tetramethylethylendiamin

X-gal 5-brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid

B-Gal B-glukuronidasa



1 UvOoD

Tato bakalarskéd prace se zabyva v teoretické Casti problematice RAGE receptoru, jehoz
nadmérna exprese vede k aktivaci signalnich drah a transkripénich faktorti podilejicich
se na zanctu a vzniku chronickych onemocnéni jako je cukrovka, Alzheimerova choroba
anckteré druhy rakoviny. RAGE receptor proto pifedstavuje pomérné atraktivni
terapeuticky cil.

V odborné literatute 1ze nalézt fadu studii zamétenych na inhibici RAGE receptoru
ucinkem inhibitorG proteinové povahy jako je rozpustna forma RAGE (sRAGE)
nebo humanizované anti-RAGE protilatky. Dalsi skupinu potencidlnich RAGE inhibitort
predstavuji nizkomolekuldrni latky. Jako velmi nad&né inhibitory z této skupiny se jevi
latky strukturné odvozené od pyrimidinu.

Predmétem praktické c¢éasti této bakalaiské prace bylo studium potencidlniho
inhibi¢niho ucinku vybranych 4,5,6-trisubstituovanych-2-aminopyrimidinti

na JAK/STAT3 signalni drahu, ktera je jednou z kli¢ovych v ramci RAGE signalizace.
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2 CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem bakalaiské prace je zjistit, zda vybrané derivaty pyrimidinu s potencidlnim
inhibi¢nim u¢inkem na RAGE signalizaci inhibuji signélni drahu JAK/STAT3 a za timto
ucelem pfipravit senzorickou bunécnou linii odvozenou od C6 bunck za pouziti
komeréniho lentivirového reportérového systému. Takto pfipravena senzorickd bunécna
linie bude slouzit k monitorovani aktivace JAK/STATS3 signalni drahy. Na respondujicich

klonech senzorické linie budou findln¢€ testovany vybrané derivaty pyrimidinu.

11



3 TEORETICKA CAST

3.1 RAGE

RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products, receptor pro produkty pokroc¢ilé
glykace proteinil) je centralni signalni molekula vrozeného imunitniho systému podilejici
se na vzniku a udrzovani zanétlivé odpovédi. Tento receptor patii do skupiny receptorti
rozeznavajici molekularni vzory (Pattern Recognition Receptors), to znamena,
Ze rozpoznava spise spolecné rysy jako je PB-struktura nebo a-helix nez specifickou
aminokyselinovou sekvenci. Ve zdravych tkanich je mira exprese RAGE ve vétsing

piipadi nizké, naopak za patologickych stavii je exprese zvysena 1t 2010,

3.1.1 Struktura RAGE

Gen kodujici tento protein se nachdzi na chromosomu 6. RAGE receptor patii do skupiny
imunoglobulini a skladd se zjedné domény typu V, dvou domén typu C,
transmembranové domény a z koncové oblasti smérované do cytosolu (Neeper et al. 1992)
Schéma RAGE je zaznamenén na obrazku 1. Za vazbu extracelularniho ligandu zodpovida
z velké c¢asti doména typu V, uplatiiyji se ale i domény typu C, které jsou také klicové
ve stabilizaci V-domény. Cytoplazmaticka koncova ¢ast hraje kli¢ovou roli v intracelularni
signalizaci. Byly identifikovany rtzné rozpustné izoformy RAGE, které¢ se vyznacuji
absenci transmembranové domény nebo cytosolického konce. VSechny zkracené formy
RAGE jsou odvozené odjednoho genu, to znamena, ze pre-mRNA je podrobena

alternativnimu sestiihy (®erhaus etal. 2005)

V-doména

C-doména

Extracelularni
prostor

I

Cytosol

C-doména

Transmembranova doména

@g@ Plazmaticka membrana

Cytoplazmaticky konec

Obr. 1: Schéma RAGE receptoru. Vlastni zpracovani dle Logsdon et al., 2007
12



3.1.2 RAGE ligandy

RAGE byl ptivodné objeven jako receptor pro AGEs (Advanced Glycation End Products,
produkty pokrocilé glykace proteinli) pozd€ji vSak bylo zjisténo, ze interaguje
I s jinymi ligandy jako jsou néktefi zastupci rodiny proteinti S100, amyloid f nebo protein
HMGBL1. Tyto ligandy se ucastni chronickych zanétlivych a imunitnich reakci a maji
tendenci se akumulovat v tkanich v prab&hu starnuti a pii chronickych degenerativnich

(Bierhaus et al., 2005)

onemocnénich Ligandy se vazi kreceptoru RAGE nejCastéji

prosttednictvim V-domény pomoci elektrostatickych sil, které vznikaji mezi kladné

nabitou ektodoménou RAGE a negativné nabitym ligandem % 2011,

3.1.2.1 AGEs

AGEs ligandy tvofi heterogenni skupinu molekul, které vznikly neenzymatickou
kondenzacni a oxidaéni reakci proteind/peptidi s cukry. ZvysSené hladiny glykovanych
bilkovin jsou pozorovany u starnoucich osob a u pacienti s diabetem. AGEs se vazi
s vysokou afinitou k RAGE a aktivuje se tak prozanétliva signalizac¢ni kaskada. Aktivace
RAGE prosttednictvim AGEs vede k tadé diabetickych komplikaci, aterosklerdze,
kardiovaskularnicm onemocnénim, nefropatii a chronickému zanétu (Friz. 2011 D4 se také
ocekavat, ze v neoplastickych bunikach bude zvySeny vyskyt AGEs, protoze tyto buiiky

se vyznacuji vysokou mirou vychytavani glukosy (-o9sdon etal. 2007,

3.1.2.2 S100 proteiny

Je zndmo vice nez 25 riznych lidskych proteini S100. Tyto proteiny maji kysely charakter
a obsahuji dvé riiznd mista schopna vézat vapnik. Vétsina S100 proteinti existuje ve formé
homodiméri, ale existuji 1 formy hetero nebo oligomerni. I kdyZ proteiny S100 predstavuji
evoluéné mladou skupinu vyskytujici se u obratlovcl, tato proteinova rodina
je charakterizovana Sirokou diverzifikaci, ktera se odrazi v riznych funkcich, expresi
a Casoprostorového rozlozeni v buiice. S100 jsou lokalizovany v cytoplazmé, kde plsobi
jako citlivy senzor vapniku nebo se mohou vyskytovat i vyhradné extracelularni typy
vykazujici vlastnosti podobné cytokinim. Vazba vapniku na S100 zpiisobuje konformacni
zménu, méni se tak povrchovy néboj a dostupnost hydrofébnich zbytki. Vysoké
koncentrace vapniku v extracelularnim prostoru vedou k vazbé na S100, coZ je nezbytné
pro interakci s RAGE receptorem. Je znamo, Ze in vivo i in vitro interaguji s RAGE tyto
proteiny: S100B, S100P, S100A1, S100A2, S100A4, S100A5, S100A6, S100A7,

13



S100A8/9, S100A12 a S100A13. Vykazuji ruznou afinitu k receptoru a mohou vyvolat

rtizné bundéné odpovédi (Fritz, 2011)

3.1.2.3 Amyloid B (Abeta)

Amyloid B je peptid skladajici nejcastéji z 36-43 AMK a jeho akumulace v mozku
v podobé amyloidnich plakt je jednou z charakteristik Alzheimerovou choroby. Vyskytuje
se vV monomerni nebo rozpustné oligomerni form¢, také mize vytvaret nerozpustné
agregaty a fibrily. V neuronech integruji oligomery a agregaty s V nebo C-doménou

RAGE a generuje se tak oxidativni stres, ktery aktivuje NF-xB (SParvero etal. 2009)

3.1.2.4 HMGBI (Amfoterin)

HMGBI je jediny zéstupce ze skupiny HMGB (High Mobility Group), ktery je schopny
aktivace RAGE receptoru. HMGBI se vyskytuje jak extracelularné tak intracelularné

(v cytosolu nebo v jadie). ZvySena exprese byla prokazana ve slezing, brzliku a varlatech

a v poskozenych tkanich (Sparvero etal. 2009)

Cytosolicky HMGBI mé pozitivni vliv na regulaci autofagie. Exprese tohoto

. o tewp A (S tal., 2009
proteinu se znacné lisi v zavislosti na typu a stavu tkang (Sparvero etal. 2009)

Amfoterin je sekretovan aktivné makrofagy, NK bunkami a zralymi dendritickymi

(Sparvero et al., 2009)

bunkami, pasivné¢ rovnéz nekrotickymi buikami . Pasobi jako silny

prozanétlivy aktivator, coz prispiva k patogenezi nejriznéjSich zanétlivych onemocnéni
(Logsdon et al., 2007)
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3.1.3 RAGE signalizace

Rage signalizace je pomérné komplexni. Bylo prokdzano, ze vazba ligandu na RAGE
receptor vede k aktivaci celé fady signalnich drah, jako jsou ERK1/2 (Extracellular Signal-
Regulated Kinase 1/2), Cdc42/Racl (Cell Dividion Cycle 42/Ras Related C3 Botulinum
Toxin Substrate 1), SAPK/INK (Stress Activated Protein Kinase/c-Jun NH2-Terminal
Kinase), MAPK (p38 Mitogen-Activated Protein Kinase), JAK/STAT (Janus

(Fritz, 2011) * Aktivace téchto

Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription)
rozmanitych signalnich drah je zplsobena jednak Sirokou Skadlou RAGE ligandd,
ale i prostiedim a typem bun¢k. Nemala ¢ast RAGE signalnich drah konverguje na trovni
aktivace NF-kB (Nuclear Factor Kappa B) transkripéniho faktoru, dile mohou vést
k aktivaci transkripéniho faktoru AP-1 (Activator Protein 1), STAT3 (Signal Transducer
and Activator of Transcription 3) pfipadng dalgich ®eaus et al. 2005 " 710806 transkripéni

faktory se podileji na regulaci transkripce zanétlivych cytokind, proliferace, bunééné

diferenciace, migrace, fagocytosy a autofagie o' etal- 2013)

Extracelularni @ @

prostor

N N o Y S S e o I Y I )

B ﬁ o

o S o O S A R e O R O o O O ) | R e T o o o ) - A T S

-

Obr. 2: Schéma RAGE signalizace. Plna cara znazoriuje, ze doslo k pfimé aktivaci,

pteruSovana ¢ara znazornuje nepiimou aktivaci. Vlastni zpracovani dle Riehl et al., 2009
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3.1.3.1 Signalni draha JAK/STAT3

JAK/STAT(Janus Kinase/Signal Transducers and Activator of Transcription) je signalni
dréha, jejiz regulace je zprostfedkovana fadou receptort jako je naptiklad RAGE a nékteré
cytokinové receptory. JAK patii do skupiny enzymu, ktery se vyznacuje tyrosin kinasovou
aktivitou. U savcu se rodina proteinu JAK sklada ze 4 ¢lent: JAK1, JAK2, JAK 3 a TYK2.
Kaktivaci JAK dochazi nasledkem konformacni zmény receptoru po navazani
pfislusného ligandu, timto zpisobem se dostanou do tésné blizkosti dvé molekuly JAK
asociované stimto receptorem a navzajem se fosforyluji. Takto aktivovany JAK dale
fosforyluje STAT (Rawlings etal., 2005)

STAT je transkripcni faktor, ktery je umistén v neaktivni formé& v cytoplazmé.
Existuje sedm sav¢ich STAT (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b a 6), které nesou zbytek tyrosinu
Vv blizkosti C konce, tento tyrosin je fosforylovan JAK. Fosforylovany STAT vstupuje
ve form¢ diméru do jadra, kde se vaze na specifické regulacni sekvence vedouci k aktivaci

. . I - (Rawlings etal., 2
nebo potladeni transkripce cilovych geng (Rawlings etal. 2005)

3.1.4 Fyziologicka funkce RAGE

Poté, co se zjistilo, Ze RAGE receptor vaze AGEs se vyzkum zaméfil nejen na patologické
stavy, ale i na potencialni roli RAGE v homeostase. Studie prokazaly riznou miru exprese
RAGE v zavislosti na typu tkani #eo &t @l 2010 7atimco se obecnd zvysend exprese
nachazi v embryondlnich bunkach, v pribéhu zivota ve vétSin€ tkani pozvolna klesa
a v pribshu starnuti se obvykle znovu zvyguje Elemausetal. 2009,

ZvySenou expresi vykazuji buiky centralniho nervového systému béhem jeho
vyvoje. Fyziologickym ligandem nervovych bunék je HMGBI1 a S100, vazba téchto
ligandi k RAGE vede ke zvySeni pifeZivani bunék prostiednictvim antiapoptického
proteinu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Bylo prokazano, Ze aktivace RAGE vede ke zvysené
ochran¢ neuritd pfed Skodlivymi vlivy, k opravdm neuronli v pribc¢hu rané faze
a diferenciaci béhem vyvoje. Dale bylo zjisténo, ze RAGE ma dulezitou roli v regeneraci
a plasticite bun&k periférniho nervového systému (Alexiou etal. 2010)

Zajimavé je, zZe byla nalezena vysokd hladina traskriptu RAGE,
jak v endotelialnich, tak v alveolarnich epitelarnich plicnich bunikach dospé€lych jedinc.
Pozdé&ji bylo zjiSténo, Ze se podili na alveolarni stabilité a pfi efektivni vymeéné plyni.
Inaktivace genu RAGE ve studiich na transgennich mysich se vSak neprokézala v ranych
fazich jako letalni. V pozdé&jsim pozorovani ztrdita RAGE byla spojovéana s idiopatickou

pliCl’li fibrosou (Alexiou et al., 2010)
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V kosternim svalstvu byla prokazana zvysSend exprese, ktera je regulovéana
Vv pribeéhu vyvoje organismu a zcela chybi v dospélé tkani. Fyziologickou funkci
Vv kosternim svalstvu je, Ze se podili v prenatalnim i postnatalnim obdobi na myogenezi.
Inhibice funkce RAGE méla za nasledek zvySenou proliferaci, migraci, invazivitu
a snizenou apoptozu a adhesi. A v neposledni fad¢ bylo prokazano, ze RAGE se podili

na aktivaci a zrani osteoklasti a remodelaci kosti (A&xiou etal, 2010)

3.1.5 Uloha RAGE v patogenezi onemocnéni

Ackoliv se RAGE ucastni mnoha zakladnich biologickych procest, jeho porucha exprese
vede K naruseni homeostasy a ke vzniku nejriznéjSich chronickych onemocnéni zahrnujici
cukrovku, Alzheimerovou chorobu a nadorovd onemocnéni ©parvero et al.  2009)
Za fyziologickych podminek endoteliadlni buniky, monocyty, makrofagy, bunky hladkého
svalstva, fibroblasty a nervové buniky nevykazuji vyznamnou expresi RAGE, ale ta muze
byt indukovana v situacich, kdy se hromadi jeho ligandy nebo jsou aktivovany transkripéni

faktory regulujici RAGE (Blemausetal. 2005)

3.1.5.1 Zaneét

RAGE je exprimovan u mnoha typu bunék imunitniho systému a podili se na vzniku
akutniho a chronického zanétu, napt. revmatoidni artritidy, arteriosklerézy a chronického
onemocnéni ledvin. V endotelovych bunkach pisobi RAGE jako receptor pro adheze
leukocytii a je indukovan prozanétlivymi RAGE ligandy. Pii stresovych podminkéch
dochdzi k ptechodné syntéze a uvolfovani RAGE ligandl, které aktivuji opravny
mechanismus. Nicméné v prostiedi chronického stresu dochazi k nadmérné akumulaci

ligandii, to vede ke spusténi trvalé bundené odpovédi a nasledné tkanové dysfunkei G e

al., 2009)

3.1.5.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni mozku, pii kterém dochdzi
Kk postupné ztraté kognitivnich funkci. V endotelu mozku zprostiedkovava RAGE piiliv
Abeta do mozkové tkan¢, které se akumuluji ve formée plakt. Inhibice RAGE muize vést
k zlepseni kognitivnich funkci, ale je problém pfi jejich aplikaci, nebot spousta latek

. . . D 1., 2012
neprochazi hematoencefalitickou bariérou (P& el 2012)
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3.1.5.3 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je jednim z nejrozsitenéjSich chronickych onemocnéni na celém svété.
Nasledkem chronické hyperglykémie, kterou trpi pacienti s diabetem, se zvysuje produkce
AGEs, které¢ mohou za rozvoj mikrovaskularnich a makrovaskularni komplikaci, jako je

nefropatie, retinopatie a neuropatie, cévni mozkova piihoda a akutni infarkt myokardu
(Oliveira et al., 2013)

3.1.5.4 Exprese RAGE v nadorech

Prestoze nase poznatky o molekularni funkci RAGE béhem karcinogeneze a maligni
progrese je omezeny, posledni experimentalni tidaje in vitro analyzy na mysich modelech
podporuji ptimou souvislost mezi aktivaci RAGE a proliferaci, migraci ¢i invazivitou
nadorovych bungk. Je dulezité zminit, Ze nejen nadmérna exprese RAGE, ale i koncentrace
nefyziologickych tak fyziologickych ligandii vede ke karcinogenezi. Bylo potvrzeno, ze
zamezeni interakce ligand/RAGE inhibuje rtst nékterych nadorta. Overexprese RAGE byla
prokazana u mnoha typu nadori, jako jsou nadory prostaty, vaje¢niku, zaludku, tlustého
stfeva, mozku, lymfomu a melanomu (-095¢on etal. 2007 Riehl etal. 2009)

Plicni nadory ptedstavuji vyjimku v expresi RAGE a jeho ligandi. Ve srovnani
s jinymi tkdnémi je exprese za fyziologickych podminek vysokd a potlaceni souvisi
s neoplastickou transformaci buiiky. V plicich jsou exprimovany ve vysokém mnoZstvi
ligandy S100A12 a HMGBLI, velmi nizka exprese nebo jiné ligandy (S100P, S100A4)
vedou ke karcinogenezi (-0gsdon etal. 2007)

V ptipad¢ rakoviny tlustého stfeva byla hlaSend zvySena exprese RAGE pouze
v nékterych nadorech. U téchto nadorG je spojovan RAGE sinvazi a metastasemi.
Signalizace je zprostfedkovana vazbou ligandi S100A8/A9, HMGBI1, AGEs a S100P.

Interakce S100A8/A9 s RAGE je spojovana s kolitidou asociovanou s rakovinou & ®

al., 2010)

U rakoviny prsu je prokdzana zvySena exprese RAGE a RAGE ligandl jako jsou

S100A4, S100P, HMGBI1 a S1009. Vhodnym markerem tohoto onemocnéni se zda byt

S100A4, ktery je detekovan jiz pii casnych metastasich rakoviny prsu (-095¢on etal. 2007)
Stimulace riistu pankreatickych nddorovych bunék byva zprostiedkovana ligandy

AGEs a S100P. Signalizace prostiednictvim vazby S100P/RAGE ma vliv na motilitu,

invazivitu a metastasy u 90% nadori slinivky “edouetal. 2010)
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3.1.6 RAGE jako potencialni terapeuticky cil

RAGE receptor je =zapojen primarn¢ ve fyziologickych procesech podilejicich
se na udrzeni homeostasy. Na druhé stran¢ jeho nadmérnd exprese hraje velkou roli pfi
patogenezi rtznych onemocnéni. Cetné studie dokazuji, Ze zamezeni interakce RAGE
sjeho ligandy vede ke zmirnéni ¢i utlumeni jejich pfiznaki. RAGE receptor proto
piedstavuje pomémé atraktivni terapeuticky ci] (-09sdon etal. 2007)

Experimentalné¢ miize byt aktivita RAGE inhibovana riznymi zpiisoby. Molekuly,
jako jsou protilatky, nizkomolekularni latky a SRAGE, jsou schopné interagovat s ligandy,
¢imz je znemoznéna jejich vazba K receptoru. Dal§im zplisobem mize byt obsazeni
vazebného mista RAGE receptoru pomoci antagonisti. Nedochazi tak ke spusténi
biologické odpovédi. Mezi tyto antagonisty fadime anti-RAGE protilatky, peptidy
a nizkomolekularni latky. Poslednim pfistupem je aplikace antioxidantii a inhibitortt NF-
kB. Reaktivni formy kysliku vedou ke spusténi signalnich drah, které mohou aktivovat
transkripcni faktor NF-kB podilejici sena zadnétu a vzniku nékterych chronickych
onemocnéni. Pouzitim inhibitorit NF-kB nebo antioxidantii miizeme narusit pozitivni

. , . s » : L 1., 2007
zp&tnovazebny systém zodpovédny za zvysenou expresi RAGE (Lovsdon etal. 2007)

3.1.7 Inhibitory RAGE receptoru

3.1.7.1 Proteinové inhibitory

3.1.7.1.1 sRAGE

Mezi proteinové inhibitory RAGE patii rozpustné formy RAGE, které vznikly bud
alternativnim sestfihem genu pro RAGE (sRAGE, soluble RAGE) nebo proteolyzou
RAGE vazaného v plazmatické membrané (cRAGE, cleaved RAGE). Radime je mezi
tzv. decoy receptory, coz jsou analogy receptort RAGE, které postradaji cytoplazmatickou
Cast, a po navazani ligandu nedojde k pfenosu signalu do nitra bunky. V patologickych
stavech se SRAGE vyskytuje v nizké koncentraci az na n¢kolik malo vyjimek, proto
je sSRAGE vyuzivan jako biomarker riiznych onemocnéni. Cetné studie dokazuji, Ze podani
SRAGE vedlo k zabranéni mikro a makrovaskularnich komplikaci u diabetu, k inhibici

riistu tumord a jejich metastasi a k potladeni Alzheimerovy choroby exicu etal. 2010)

3.1.7.1.2 Anti-RAGE protilatky
Vazbou protilaitky na RAGE se zabrani navédzani ligandu na tento receptor, a proto

nedochazi k Sifeni signdlu do bunky. Pouziti téchto protilatek je unikatni ve vysoké
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specifité, ale je limitovano kratkym poloCasem rozpadu. Ke zvySeni terapeutického
potencidlu je nutnd rovnéz humanizace, nebot pouziti ZivociSnych protilatek

indukuje imunitni odpoved® Afexiov etal. 2010)

3.1.7.2 Nizkomolekularni inhibitory

3.1.7.2.1 FPS-ZM1

FPS-ZM1 je latka odvozena od slouceniny FPS2, ktera byla zkoumana béhem primarni
faze testovani inhibi¢ni aktivity Abeta/RAGE, kdy se testovalo piiblizn¢ 5 000 latek.
Ve srovnani s FPS2, vykazuje dvojnasobné vyssi afinitu k RAGE a pftiblizné 53 krat 1épe
penetroval ptes hematoencefalickou bariéru. Molekuldrni hmotnost FPS-ZM1 ¢ini 327 Da.
Véze se do specifické oblasti V-domény RAGE receptoru, ale nikoliv do oblasti C1 a C2-
domény. Afinita této latky po podani jinych ligandi (S100B, HMBGI) byla vyrazné nizsi
nez po podani Abeta. Po aplikaci latky FPS-ZM1 ve vysokych terapeutickych davkach
do transgennich mysi byly testy toxicity v ramci fyziologického rozmezi. Prokazano bylo
také, ze po podani této latky je podstatné snizena hladina proteini riznych prozanétlivych

cytokinii v kortexu a hipokampu (Peane etal. 2012)

Cl

Obr. 3: Chemicka struktura FPS-ZM1

3.1.7.2.2 PF-04494700

PF-04494700 je nizkomolekularni inhibitor, jehoZ struktura neni zcela objasnéna. Tento
inhibitor dosahl jiz klinické faze II. Proces klinického testovani byl ukoncen po 12
meésicich 1écby pacientd v stfedné téZkém stadiu Alzheimerovy choroby na zdkladé
vedlejs$ich ucinkd projevujicich se pii vyssich terapeutickych davkach. Nicméné podani

nizkych terapeutickych davek mélo pozitivni efekt na kognitivni funkce pacientq ¢t

2012; Perrone et al., 2012)
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3.1.7.2.3 Derivaty pyrimidinu

Studie korejskych védcl se zaméfila na inhibitory, které byly inspirovany modifikaci
ligandu interagujici s RAGE receptorem. Jelikoz jsou ligandy RAGE ve vétsiné piipadi
makromolekulérni latky, pro navrh téchto inhibitorti byl zvolen templat monomérni AGEs.
Jako nejvhodnéjsi kandidat byl zvolen argpyrimidin (obr. 4), ktery piedstavuje oproti

ostatnim AGEs relativng snadnou syntézu a disponuje vlastnostmi blizkymi 16ivu " et

2012).
NA\N OH
H

NH,

Obr. 4: Chemicka struktura argpyrimidinu

Han a kolektiv nasyntetizovali 60 derivatii pyrimidinu, které aplikovali v in vitro
studiich. Proin vivo testovani vybrali celkem 3 derivaty, které vykazovaly vysokou
inhibi¢ni aktivitu. Jednalo se o latky oznacené Cislem 53, 59 a 60. Nazvy téchto latek jsou

uvedeny v tabulce 1 (Hanetal. 2012)

Tab. 1: Latky aplikované in vivo

Cislo Nazev

4-(4-(2-Cyklohexylethoxy)fenyl)-N-(3-(2-(diethylamino)ethoxy)-fenyl)-6-
methylpyrimidin-2-amin

53

59 4,6-bis(4-chlorofenyl)-N-(3-(2-(diethylamino) ethoxy)fenyl)-pyrimidin-2-amin
60 4,6-bis(4-chlorofenyl)-N-(2-(2-(diethylamino) ethoxy) fenyl)-pyrimidin-2-amin

Nejprve byl mySim standardniho genotypu podan intraperitonealné¢ jeden
z vybranych inhibitord, nasledné injekce lidského Abeta. Hladina lidského Abeta byla
sledovana z extraktu mozkové tkan€, poté stanovena inhibi¢ni aktivita testovanych
inhibitord. VSechny tfi analogy vykazovaly vyznamné snizeni hladiny Abeta

bez vyznamné zmény mnozstvi periferni lidské Abeta. Tato pozorovani podporuji
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hypotézu, Ze snizeni hladiny Abeta bylo zplsobeno inhibici RAGE receptoru interakci
s pyrimidinovymi derivaty 2" etal- 2012,

Byly provedeny dalsi dlouhodobé studie vyuzivajici transgenni mysi s vyvolanym
Alzheimerovym onemocnénim pro ovéfeni pozadovanych terapeutickych c¢inkt
pyrimidinovych analog. U¢innost analogi byla hodnocena na zékladé miry akumulace
Abeta vmozku a sledovani zmén kognitivnich funkci. Nejsiln€j$i inhibi¢ni G¢inek
vykazoval analog 59. Peroralni podani tohoto derivatu po dobu 3 meésicti vedlo ke snizeni
akumulace Abeta v mozku a bylo sledovano vyrazné zlepSeni kognitivnich funkci
bez vyznamnych vedlejsich G&inkg Han etal- 2012,

Mechanismus inhibice RAGE analogem 59 byl zkoumdn pomoci rezonance
povrchovych plazmoni (SPR, surface plasmon resonance), coz dokdzalo pfimou vazbu

inhibitoru na VV-doménu receptoru RAGE (Han étal. 2012)
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3.2 Transfekce a transdukce

Transfekce a transdukce predstavuji obecné proces vkladani cizorodé nukleové kyseliny
do cilové bunky. Tyto dvé metody se lisi zptisobem vkladani vektoru. Transdukce vyuziva
viralniho vektoru a transfekce je definovana pouzitim nevirovych, nejcastéji chemickych

a fyzikalnich. Tyto technologie jsou nezbytnou soucasti studia promotord, transkripénich

faktort, m-RNA, protein-proteinovych interakci, translace a rekombinace (Croskrevz and

Schenborn, 1997) * Schopnost efektivng vnaset cizorodou DNA do bundk zavisi na mnoha

faktorech (Obr. 5). Pocet exogennich DNA molekul se snizuje v kazdém kroku transportu

do jadra tfemi hlavnimi pfekdzkami: nizké vychytdvani pies plazmatickou membranu,

W r W 4 1 4 r : r r r L d
nedostate¢né uvolnéni DNA s omezenou stabilitou a nedostatecné jaderné cileni (Luo-an

Saltzman, 1999)

Vychytavani pies Uvolfiovani molekul DNA Jaderné cileni
plazmatickou membranu S omezenou stabilitou

Obr. 5: Schéma ptenosu exogenni DNA do bunky: (A) transport DNA komplexu
pres plazmatickou membranu. (B) Endocytosa. (C) Lyze endosomi. (D) Degradace
v endosomu. (E) Intracelularni uvolnéni komplexu. (F) Degradace v cytosolu. (G) Jaderné

cileni. (H) Vstup do jadra a exprese. Vlastni zpracovani dle Luo and Saltzman, 1999.
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3.2.1 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody jako jsou genové d¢lo, elektroporace a mikroinjekce vyuzivaji
mechanickych nebo elektrickych vlivi, které zplsobi piechodnou penetraci bunécné
membrany, ¢imz se usnadni vstup nukleové kyseliny do cytoplazmy nebo do jadra
cilovych bungk (H° and Saltzman. 1999) “ira744 7 t&chto technologii je popsana v nasledujicich

podkapitolach.

3.2.1.1 Mikroinjekce

Mikroinjekce je metoda vyuzivajici pifimé vstfikovani nekomplexovanych nukleovych

(Cappechi, 1980). Tato metoda je velmi

kyselin do bunécného jadra za pomoci tenké jehly
ucinnd, ale jedna z nevyhod tohoto pfistupu je, Ze pomoci mikroinjekce lze transfekovat
pouze jednu buiku, coz znatné¢ omezuje moznosti aplikace. Oproti jinym metodam
je navic pomémé pomalé a pracna, a rovnéz nevhodna pro in vivo aplikace (- and Saltzman.
1999) Mikroinjekce se hojné vyuziva napf. pro pfenos DNA do embryonalnich kmenovych

bunék slouzici k piipravé transgennich organismg (Bockamp etal. 2002)

3.2.1.2 Elektroporace

Princip elektroporace je zalozen na aplikaci elektrického pulzu indukujiciho vznik
pfechodnych pori v plazmatické membrané, které umoziuji priichod molekul nukleovych
kyselin do cilové buiiky (Shoekawa and Dower, 1988) ‘pa¢y metoda byla poprvé popsana pii studiu
prenosu gend do mysich bungk (Wend and Neumann, 1982) “pr., Jednotlivé typy bundk je klidova
optimalizace této metody, pfedev§im délka a intenzita pulzu. Nevyhodou této metody
je vyrazna umrtnost, proto je nutné pouziti véts§iho poctu bunék. Elektroporace se Casto
pouziva pro buiky, které lze obtizné transfekovat, jako jsou rostlinné protoplasty, dale

se pouziva pro transfekei napitklad kmenovych bungk (- and Saltzman, 1999)

3.2.1.3 Genové délo

Genové délo (také Biolistic Particle Delivery) je metoda, pti které jsou mikrocastice zlata

nebo wolframu o priméru 1-3 um potazené plasmidovou DNA urychlovany na vysokou

rychlost. Takto vystielené mikroprojektily jsou schopné proniknout do cilovych bungk "

etal, 1990; Wolff et al. 1992) ‘pomoci této metody Ize transfekovat adherentni bun&éné kultury,

ale i rostlinné buiiky (-u° et Saltzman, 1999)
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3.2.2 Chemické metody

Principem chemickych metod transfekce je tvorba komplexu mezi zaporné nabitou DNA
a pozitivné nabitou chemickou latkou, obvykle polymérni povahy. K prvnim chemickym
latkdm pouzivanym pii transfekci patii  2-(diethylamino)ether dextran (DEAE)
a fosforeGnan vapenaty. Dnes se vyuzivaji pfevazné Cinidla na bazi polykationtovych
lipidii, které usnadiiuji vstup nukleové kyseliny do buiiky endocytosou (-° 21 Saltzman, 1999)
Vyhodou kondenzovanych komplexti je nejen usnadnénd absorpce do cilovych
bungk, ale také tento komplex chrani DNA pted intracelularni degradaci zprostiedkovanou

nukleasami (Wangetal, 2013)

3.2.2.1 DEAE dextran a fosfore€nan vapenaty

Chemickéd metoda vyuzivajici k pfenosu nukleové kyseliny téchto Cinidel je jednoducha
a efektivni, avSak omezena mirou cytotoxicity, tudiz neni vhodna pro in vivo studie. Dalsi

nevyhodou je, ¢ DEAE dextran neumoZfiuje stabilni transfekce (U0 ad Saltzman, 1999)

3.2.2.2 Kationtové lipidy (liposomy)

Kationtové lipidy se obecn¢ skladaji ze ti¥i zakladnich c¢asti: hydrofilni hlavicky,
hydrofobniho konce a linkeru (Va9 # @k 2013) ' wationtové lipidy tvori lipidové dvojvrstvy,
které ve vod§ vytvaii koloidni Sstice (e and Weissmann. 1968) Njooativng nabité fosfaty
nukleové kyseliny asociuji s kladné nabitou hlavickou lipidu pomoci elektrostatickych sil
a vznika tzv. lipoplex. Bunky transfekované pomoci lipozomovych technik jsou vhodné
I pro dlouhodobé studie, které jsou zalozeny na integraci DNA do chromozomu. Metoda
liposomii je také vhodna pro in vivo aplikace Fel9mer et @l 199) Neicastsji se vyuzivaji lipidy
s vyslednym kladnym nabojem za fyziologického pH, ale mohou se kombinovat
s neutralnim lipidem jako je L-dioleoylfosfatidylethanolamin (DOPE), ktery zlepsuje
pienos genu nékterych syntetickych kationtovych lipida (Feloner et al. 1994; Wheeler et al. 1996)
Ke vstupu liposomdalnich komplexii do bunky mize dojit endocytosou nebo fuzi

s plazmatickou membranou (62 @ Huang. 1995)

3.2.2.3 Kationtové polymery

Do této skupiny patti pfirodni polymery jako je chitosan, dendrimery polyamidoaminu
(PAMAM), poly-L-lysin (PLL), polyethylenimin (PEI), polyphosphoester a dalsi.
Chemickou tpravou kationtovych polymerG je mozné docilit zvySeni jejich

transfekovatelnosti a sniZeni toxicity. Podobné jako u kationtovych lipidi dochazi
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k elektrostatické interakci kladné nabitych ¢asti polymert (aminové skupiny) s negativné
nabitymi fosfaty nukleové kyseliny a vytvafi se tzv. polyplexy. Obvykle polyplexy maji

vy$i stabilitu neZ lipoplexy (Va9 etal 2013)

3.2.3 Viralni metody

Virdlni metody vyuzivaji k pfenosu genu rizné tfidy vird, jako jsou adenoviry, retroviry,
lentiviry, adeno-asociované viry (AAV) a herpes simplex viry (HSV). Viralni vektory jsou

modifikovany odstranénim nékterych oblasti jejich genomu tak, aby jejich replikace byla
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(Nayerossadat et al., 2012)

ktera zpisobuje indukci zanétlivé reakce a riziko inzer¢ni mutageneze,

transaktivace sousedni sekvence genomu a onkogeneze. Inzerce virového vektoru

do hostitelskych bundk je &isté ndhodna Fauwels etal. 2009)

3.2.3.1 Lentiviralni vektory (LV)

Lentivirové vektory jsou odvozené od piirozené se vyskytujicich lentivirt (Lentoviridae),
které fadime do podtiidy retrovirti (Retroviridae). Ve srovnani s jinymi virovymi vektory
vykazuji schopnost infikovat dé€lici i nedé€lici se bunky, jsou vysoce efektivni a zajist'uji
dlouhodobou stabilni expresi transgenti. Nevyhodou je silny tropismus, (Nverossadat etal. 2012)
Do skupiny Lentoviridae patii HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus Type 1), HIV-2
(Human Immunodeficiency Virus Type II), SIV (Simian Immunodeficiency Virus), visna
virus, EIAV (Equine Infectious Anemia Virus), CAEV (Caprine Arthritis-Encephalitis
Virus) FIV a BIV (The Feline and Bovine Immunodeficiency Viruses). Prvni vyvinuté
lentivirové vektory byly zaloZeny na viru HIV-1 (Cockrell and Kafri, 2007)

Na koncich virdlniho genomu zacleniujiciho se do genomu hostitelské bunky
se nachazeji LTR (Long Terminal Repeats) ohranicujici kodujici oblast viru, které jsou
nezbytné pro replikaci a transkripci genti. Dale obsahuji sekvence kodujici strukturni geny:
GAG, POL a ENV. GAG sekvence kdduje matrix, kapsidu a nukleokapsid. POL sekvence
koduje 3 zakladni enzymy: proteasy, reverzni transkriptasu a invertasu. Genom
LV obsahuje 2 regulacni geny a to tat a rev, které jsou nezbytné pro replikaci
a 4 doplnkové geny vif, vpu, vpr, nef, které jsou rovné€z dulezité pro replikaci a také
v patogenezj (Pauwels etal. 2009)

LV byvaji specialné¢ upraveny tak, aby se snizila jejich patogenita a virulence.
(Quinonez and Sutton, 2002) - Aby bylo vyrazné zvyseno spektrum cilovych bunék, jsou nahrazeny

geny pro povrchové glykoproteiny geny jiného virového genomu napt. viru vezikularni
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stomatidy. Dale byvaji deletovany urcité geny a odtstranény termindlni signalni sekvence
(Gardlik et al., 2005)

3.3 Reportérové geny

Reportérové geny se staly neocenitelnym néstrojem pfi studiu genové exprese. Jsou Siroce
vyuzivany ve farmaceutickém a biomedicinském vyzkumu, VvV molekularné-biologickych
a biochemickych aplikacich “!1adand Kopish, 2008)

RG slouzi ke sledovani zmén genové exprese a nejjednodus$im piistupem
je tak kvantifikace finalniho produktu genu: m-RNA nebo proteinu. Systém informujici
0 genové expresi, tzv. reporter gene assays je molekularné biologické technika, vyuZzivajici
rozsahly soubor nastrojii ke studiu regulacnich sekvenci promotorti, enhanceri
a transkrip¢nich faktorti. Tato technika vyuzivd nejCastéji eukaryotické bunécné linie
transfekované prechodné nebo stabilné reportérovym plasmidem.

Reportérovy plasmid se sklada ze dvou zékladnich funkénich €asti. Prvni funkéni
oblast je DNA sekvence poskytujici informace o proteinu, ktery je produkovéan. Druhd ¢ést
je specifickd DNA promotorova sekvence pro studovany receptor. Promotor je fuzovany
s kédujici sekvenci. Vazbou transkripénich faktori nebo receptori do této oblasti
promotoru dochazi ke spusténi nebo potlateni exprese genu - ¢ 2 299 Na zakladé
spravného designu reportérového systému odpovidd exprese reportérového genu
tanskripcni aktivité sledovaného receptoru nebo transkripéniho faktoru.

Strukturni oblast RG je navrZena tak, aby po expresi byl produkt snadno
detekovatelny pomoci meéfeni luminescence, absorbance ¢i fluorescence. Nejcastéji
se vyuziva geny pro svétluSkovou luciferasu (LUC), pB-galaktosidasu (GUS), B-
glukuronidasu (B-Gal), zeleny fluorescenéni protein (GFP, Green Fluorescent Protein)
nebo sekretovanou alkalickou fosfatasu (SEAP, Sectreted Embryonic Alkaline
Phosphatase).

Svétluskova luciferasa (LUC) je enzym Siroce vyuzivany pro reportérové
systémy, jelikoz nevyzaduje posttranslacni modifikace a proto je detekovatelny ihned
po translaci. Reporterové systémy vyuzivajici svétluSkovou luciferasy jsou velmi citlivé
a snadno kvantifikovatelné. Principem metody je detekce bioluminescence generované
oxidaci luciferinu v p¥itomnosti ATP a O, na oxyluciferinu, AMP, PP;, CO, (Promega. Luciferase

Assay System Protocol) g heama reakce je zaznamenan na obrazku 6.
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Obr. 6: Bioluminescen¢ni reakce katalyzovana svétluSkovou luciferasou za pritomnosti

co-substranu ATP a O,. Pfevzato a upraveno z Luciferase Assay System, Promega.

Dalsi RG vyuzivajici fuzovany protein je gen kodujici SEAP (Sectreted
embryonic alkaline phosphatase). SEAP protein je extrémné tepelné stabilni
aje vyluovan do supernatantu bunétné kultury, coz piedstavuje vyhodu oproti
intracelularnim reportérim a také je vhodny pro studium kinetiky. Reportérova aktivita

je detekovana pridanim chemiluminescenéniho substratu bez nutnosti lyze bungk (Y29 € @k

1997)

GUS (B-galaktosidasa) kodovany genem lacZ je enzym zodpovédny za hydrolyzu
laktosy na glukosu a galaktosu, ale muze hydrolyzovat i jiné substraty jako jsou
chromogeny ONPG (o-nitrofenolu-B-D-galaktopyranosid), X-gal (5-brom-4-chlor-3-
indolyl-B-D-galaktopyranosid), resp. S-gal (3,4-cyclohexenoesculetin-p-D-

galaktopyranosid) coz se projevi typickym zlutym, modrym, resp. ¢ernym zbarvenim (Ghim

etal., 2010)
Jako reportéry jsou také Siroce vyuZivané fluorecsenéni proteiny, které jsou obecné
stabilni. Mezi nejznaméjsi patii zeleny fluorescencni protein GFP (Green Fluorescent

. G e y , . . him et al., 201
Protein), pficemz existuje vice nez 10 barevnych variant tohoto proteinu (Ghim etal., 2010)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Pristrojové vybaveni

V experimentdlni ¢asti bylo pouzito nasledujici pfistrojové vybaveni: analyzator
luminescence EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer Enspire), aparatura
pro vertikalni elektorforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad), automaticky cita¢
bun¢k ViCell XR (Beckmann Coulter), blotovaci aparatura Transblot SD Semi Dry
Transfer Cell (BioRad), centrifuga Rotina 420R (Hettich), CO, inkubator Heracell 150i
(Thermo Scientific), elektorforeticky zdroj Power Pac HC (BioRad), flowbox s laminarnim
proudénim vzduchu MSC Advantage (Thermo Scientific), inverzni mikroskop IX51
(Olympus), inverzni mikroskop Primo Vert (Zeiss), IR spektrofotometr Direct Detect
(Merck Millipore), laboratorni vdha K0003 (AND), magnetickd michacka RTC Basic
(IKA), mini centrifuga C-1200 (National Labnet Co.), pipetor (Hirschmann Laborgereate),
pfistroj na kvantifikaci exprese proteinti Oddyssey Fc (Li-Cor), sada automatickych pipet
(Eppendorf), termo blok DB-2A (Techne), tfepacka Titramax 100 (Heidolph), tfepacka
UNIMAX 1010 (Heidolph), vodni lazen (Memmert), vortex Genie 2 (Scientific
Industries).

4.1.2 Chemikalie

V experimentech byly pouzity nasledujici chemikalie: 2-merkaptoethanol 98% (Sigma-
Aldrich), Acryl/Bis 40% (Amresco), AGE-BSA (Millipore), APS (Sigma-Aldrich),
DMEM médium (Sigma-Aldrich), DMSO (Sigma-Aldrich), FCS (Sigma-Aldrich),
chemiluminiscencni substrdt Luminata Forte Western HRP Substrate (Millipore),
luciferdzovy pufr (Promega), lyofilizovany substrat luciferazy (Promega), lyzacni pufr Cell
Culture Lysis Reagent (Promega), lyza¢ni pufr Reporter Lysis Buffer (Promega), methanol
(Lach-Ner), MTT (Sigma-Aldrich), Ponceau S (Armesco), proteinovy marker Novex Sharp
Pre-Stained Protein Standard (Invitrogen), Puromycin (Sigma-Aldrich), S100B (Sigma-
Aldrich), SDS (Sigma-Aldrich), SureENTRY (SABioscience), TEMED (Sigma-Aldrich),
Tris (Sigma-Aldrich), Tryple (Gibco), Tween 20 (Sigma-Aldrich).
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4.1.3 Roztoky

Pti praci byly pouzity tyto roztoky:

blokovaci pufr: 5% susené mléko v TBS s 0,1% Tween,;

blotovaci pufr: 50 ml 10x TG, 200 ml deionizované vody, 100 ml methanolu,
doplnéno na 500 ml deinonizovanou vodou;

délici gel (10%, 10 ml na 2 gely): 4,9 ml H,0; 2,5 ml Acryl/Bis 40%; 2,5 ml Tris
pH 8,8; 4 ul TEMED; 200 ul APS;

DMEM médium: 450 ml DMEM média, 50 ml FCS, ptefiltrovano;
elektroforeticky pufr: 100 ml 10x TGS + 900 ml deionizované vody;

Laemmli pufr: 625 mmol/l Tris-HCI pH 6,8; 10% glycerol; 1% LDS; 0,005%;
50mM DTT

PBS pufr: 8 g NaCl + 800 ml H20, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4, 0,24 g KH2PO4;
upraveno pH na 7,4 a doplnéno do 1 1 H20;

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

roztok MTT: 5mg/ml 3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid
v PBS;

TBS pufr + TWEEN: 100 ml 10x TBS + 900 ml H,O + 1 ml Tween 20,;

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

TGS (10x): 25 mmol/l Tris, 192 mmol/I glycin, 0,1% SDS, pH 8,3 (Bio-Rad);
TRIS/SDS pH = 6,8 (4x): 15,13 g 0,5 M Tris, 1g 0,4 % SDS, rozpusténo
Vv deionizované vod¢, upraveno pH a doplnéno do 250 ml;

TRIS/SDS pH = 8,8 (4x): 45,5 g 1,5 M Tris, 1g 0,4 % SDS, rozpusténo
Vv deionizované vod¢, upraveno pH a doplnéno do 250 ml;

zamrazovaci médium: 3,5 ml DMSO, 46,5 ml FCS, piefiltrovano.

zaostiovaci gel (5%, 6 ml na 2 gely): 3,1 ml H,0; 625 ul Acryl/Bis 40%; 1,25 ml
Tris pH 6,8; 5 ul TEMED; 100 pl APS;
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4.1.4 Protilatky

Vsechny protilatky, které byly aplikované v experimentech, byly fedéné roztokem
5% suseného mléka v TBS s 1% TWEENem. Primarni protilatky krali¢i anti-RAGE
(Sigma Aldrich) a mysi anti-B-TUBULIN (Sigma Aldrich) byly ftedéné¢ 1:1000.
K vizualizaci primarnich protilatek byly pouzity sekundarni protilatky anti-kralik (Sigma
Aldrich) a anti-mys (Sigma Aldrich) konjugované s kienovou peroxidasou. Sekundarni
protilatky byly fedény 1:10000.

4.1.5 Ligandy

Pro aktivaci receptoru RAGE byly pouzity dva ligandy: AGE-BSA (Millipore) a S100B
(Sigma Aldrich). Koncentrace zasobnich roztok ligandi cinila 10 mg/ml a byly

rozpustény v PBS.

4.1.6 Inhibitory RAGE signalizace

Byly testovany dva potencidlni inhibitory RAGE s kodovym ozna¢enim LEM814
a LEM815. Jednalo se o 4,5,6-trisubstituované-2-aminopyrimidiny (obr. 7), syntetizovany
Dr. Kolmanem z UOCHAB. Koncentrace zasobnich roztokt inhibitorti ¢inila 10 mmol/l a

byly rozpustény v DMSO.

Obr. 7: Obecna struktura 4,5,6-trisubstituovanych-2-aminopyrimidind
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4.1.7 Pouzité bunécné linie

K experimentu byla pouzita bunécna linie C6. Jednd se o adherentni linii odvozenou
z glioblastomu potkana obecného (Rattus norvegicus). Veskera prace byla provedena
za sterilnich podminek ve flow boxu s laminarnm proudénim vzduchu. Nadorova linie
C6 byla kultivovana v DMEM médiu (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) s ptidavkem
10% FCS (Foetal Calf Serum) v CO; inkubatoru pii 37°C, 5% CO..

K ovéreni exprese RAGE metodou western blotu byly vyuzity také bunécné linie
A549 a CHO. Obg¢ tyto linie jsou adherentni, A549 je odvozena z lidského karcinomu plic.
CHO byla odvozena z epitelialnich bunék vaje¢niku kiecka ¢inského (Cricetulus griseus).
Vsechny zminéné bunécné linie pochdzely z americké sbirky tkanovych a bunéénych

kultur (ATCC).
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4.2 Metodika

4.2.1 Pasazovani, pocitani

Na zéklad¢é rychlého rastu byla bunécéné linie pasazovana 2 - 3x do tydne. Médium bylo
slito do odpadu, lahev s bufikami promyta roztokem PBS a byl pfidan maly objem TRYPL
reagencie. Lahev byla ponechana v CO; inkubatoru pii 37°C po dobu piiblizn¢ 3 minut.
Po uvolnéni bunék ze dna kultivacni ladhve byla reakce zastavena pifidavkem nadbytu

média. Denzita a viabilita bun¢k byla spocitana pomoci automatického analyzatoru ViCell.

4.2.2 Zamrazovani

Po dosaZeni pfiblizn€ 80% konfluence byly bunky promyty PBS a pfiddno malé mnoZstvi
TRYPLu. Piiblizné po 3 minutich inkubace byla reakce zastavena nadbytkem média.
Suspenze bun¢k byla pielita do falkony a centrifugovana 5 minut pfi laboratorni teploté,
1500 RPM. Supernatant byl slit do odpadu. Peleta byla resuspendovana v malém mnozstvi
7% roztoku DMSO ve FCS a poté pfidano vhodné mnozstvi tohoto roztoku. Suspenze byla

pipetovana do kryozkumavek a ulozena na -80°C.

4.2.3 Rozmrazovani

Po vyjmuti zamrazené suspenze bunék z vysokomrazictho boxu byla kryozkumavka
vlozend do teplé vodni lazné nebo byla rozmrazena v dlani, poté byla piepipetovana
do falkony s pfiblizné 8 ml teplého média. Po ptiblizné 3-5 minutach byla falkona vloZzena
do centrifugy na 5 minut pii 1500 RPM. Po centrifugaci byl slit supernatant do odpadu,
peleta byla suspendovéna v Cisttm médiu a poté pienesena do nadbytku média

do kultiva¢ni nadoby, ktera byla nasledné pienesena do CO; inkubatoru.
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4.2.4 MTT test

Pro uréeni vlivu zkoumanych latek na viabilitu a proliferaci C6 bunék byl pouzit MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-difenyl tetrazolium bromid) test. Test je zaloZzeny na redukci
MTT dehydrogenasovym systémem mitochondrii na nerozpustné krystalky formazanu,
které jsou dale rozpusStény v roztoku SDS. Vlastnost redukce MTT ma pouze zZiva burika,
proto rostouci absorbance je pifmo Umérna viabilitg Mosmann. 1983)

Byla pouzita 96 jamkova prihledna mikrotitrani desticka. Do jamek B1-G1 bylo
pipetovano 80 pl média a do jamek B2-G11 80 pl bunécéné tak, aby na jamku ptipadalo
3000 bungk. Nasledujici den bylo ptidano 20 pl média do jamek B1-G2 a byla vytvotena
koncentra¢ni fada testované latky LEM 814 a LEM 815 dle nasledujiciho schématu (faktor

fedéni: 2).

50.000 pmol/1 0.781 pmol/l
25.000 umol/1 0.391 pmol/1
12.500 pmol/1 0.195 pmol/l

6.250 pmol/l
3.125 umol/l
1.563 pmol/l

BLANK
KONTROLA

ITOTMTMmMOOT >

Obr. 8: Schéma pipetovani testovanych latek. Zelené je znazornéna koncentrace LEM814,

modfe koncentrace LEM&15.

Po 72 hodinové inkubaci bylo pfidano 10 ul MTT do vSech jamek. Mikrotitraé¢ni
desticka byla vlozena na 2 minuty na tfepacku a poté pienesena do inkubatoru.
Po 3 hodinach inkubace byly krystalky formazanu rozpustény ve 100 ul 10% SDS.
Absorbance byla méfena pifi 540 nm pomoci spektrofotometru iEMS Reader
MF (Labsystem). Pomoci programu Chemorezist byla stanovena hodnota IC50, ktera

vyjadiuje koncentraci latky, po jejiz aplikaci dojde k usmrceni 50 % nadorovych bunék.
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4.2.5 Detekce exprese RAGE metodou western blot

4.2.5.1 Priprava vzorki

Bunécna kultura C6 byla nafedéna na hustotu 70 000 bun¢k/ml, 10 ml takto natfedéné
kultury bylo kultivovano v Petriho misce. Po 4 dnech inkubace bylo médium slito
a bunécna kultura byla promyta 4,5 ml vychlazeného PBS. Pomoci skrabky byly buiiky
ze dna misky seSkrabdny, bylo ptfiddno 4,5 ml vychlazeného PBS, piepipetovano
do vychlazené falkony a vlozeno do pfedem vychlazené centrifugy na 4°C / 1700 RPM /
4 minuty. Po centrifugaci byl odpipetovan supernatant.

K pelet¢ bylo piidano 300 ul RIPA pufru a smés byla za obCasného vortexovani
ponechana na ledu. Po 20 min. inkubace byla smés centrifugovana 4°C/14 000 RPM/10
minut, poté byl supernatant pfenesen do Cisté vychlazené mikrozkumavky a povaren
(5 minut/95°C) se 100 ul Laemmliho pufru. Koncentrace proteini byla stanovena metodou

BCA. Stejny postup byl aplikovén pro ptipravu lyzath z bunéénych linii CHO a A549.

4.2.5.2 Elektorforéza, western blot

Elektroforéza proteini byla provedena na polyakrylamidovém gelu. Byl pouzit
5% zaostiovaci gel a 10% délici gel o tloustce 0,75 mm. Do jamky bylo vzdy naneseno
20 pg proteinu. Nejprve probihala separace pii 80V 30 minut, po pfechodu vzorka
do déliciho gelu bylo napéti zvyseno na 120 V po dobu pfiblizné¢ 90 minut. Po dokonceni
separace byly bandy pomoci metody western blotu pifeneseny na nitrocelulosovou
membranu o velikosti pord 0,45 pum. Prenos probihal 35 minut pfi konstantnim proudu

300 mA.

4.2.5.3 Imunodetekce na membrané

Membrany byly blokovany 5% roztokem suseného mléka v TBS-T po dobu 60 minut.
Nasledné promyty v TBS-T, 3x po dobu 10 minut a nakonec 10 minut v TBS. Membrany
byly pfeneseny na parafilm a byly na n€ naneseny primarni protilatky fedéné 5% roztokem
susené¢ho mléka v TBS-T, faktor fedéni 1:1000. Na prvni membranu byly naneseny kralic¢i
anti-RAGE  protilatky na  druhou  membranu  anti-B-tubulin.  Inkubovano
pii 4°C do nasledujiciho dne. Po inkubaci byly membrany promyvany 3x po dobu
10 minut v TBS-T, a 10 minut promyvany pouze v TBS. Na membrany byly naneseny
sekundarni protilatky. Po hodinové inkubaci byla membrana promyta stejnym zplsobem

jako po aplikaci primarnich protilatek. Na membranu byl findln€ nanesen substrat
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pro peroxidasu (Luminata forte-Millipore), po 5 minutach se detekoval signal pouzitim

ptistroje pro kvantifikaci exprese proteinti Oddyssey Fc (Li-Cor).

4.2.6 Transdukce lentivirovym reportérem, selekce a priprava

klonu

Do Sesti jamek 12 jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovdno 1 ml bunécné
suspenze o hustot¢ 10 000 bun¢k/ml, piedpokladalo se, ze pocet bunék do nasledujiciho
dne se zdvojnasobil. Byly zvolené¢ dvé hodnoty MOI (Multiplicity of Infection)

ato 25 a 50, tato hodnota vyjadiuje pocet virovych ¢astic na 1 bunku.

e . pocet transdukujicich ¢astic
MOI (Multiplicity of Infection) =

pocet cilovych bunék

M¢édium bylo odebrano ze vSech jamek a bylo pfidano 0,5 ml cCistého média
do vSech jamek. Do ¢ty jamek bylo ptfidano SureENTRY, jehoz kone¢na koncentrace
¢inila 8 pg/ml. SureENTRY reagencie obsahuje kladné nabité molekuly vazici
se na povrch buné€k, tim neutralizuje povrchovy ndboj a zvySuje se tak transdukcni
ucinnost lentivirovych ¢astic. Do prvnich dvou jamek byla napipetovana pozitivni kontrola
(MOI 25 a 50) a do dalsich dvou jamek lentivirové Castice (MOI 25 a 50). Struktura
lentivirového reportéru je zaznamenana na obrazku 8.

Nasledujici den bylo médium odstranéno a napipetovano 1 ml Cistého média.

Po 72 hodinach od transdukce byly transdukované buiiky selektovany pfidavkem
puromycinu o konecné koncentraci 2 pumol/l. Koncentrace puromycinu byla zvolena
na zéklad¢ testovani citlivosti netransdukované bunééné linie C6 (neni ukdzano).

Po tfech dnech takto selektovand populace transdukovanych bun&k byla rozpipetovana
do 96 jamkovych mikrotitra¢nich paneld tak, aby vysledna koncentrace bunécné suspenze
¢inila 0,8 bunék/jamku.

Nejprve se vybiraly klony, které pokryly pfiblizné 50% jamky 96 jamkové
desticky, nasledné¢ se premistily do 12 jamkové desticky a poté do malé kultivacni 1dhve.
Po dostatecném narastu, kdy buiiky byly téméf konfluentni, byla buné¢na linie zamrazena

Vv zamrazovacim médiu do 5-6 kryozkumavek. Celkové bylo zamrazeno 29 klond.
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Obr. 8: Struktura lentivirového reportéru, ktery byl aplikovan pti transdukci. Pievzato
ze Cignal Lenti Reporter Handbook, 2012.

4.2.7 Validace klonu

Jednotlivé klony byly postupné rozmraZeny a testovany na citlivost k RAGE ligandim.
Po tydenni kultivacibyly buiiky nasazeny do 96 jamkového panelu v objemu
80 pl o hustoté¢ 80 000 bun€k/ml. VZdy bylo pipetovano od kazdého klonu 12 jamek
(3 sloupce, 4 fadky) ve dvou kopiich.

Tteti den bylo do prvniho sloupce ptidano 20 ul média (kontrola), do druhého
sloupce ligand AGE-BSA a do tietiho sloupce ligand S100B, kone¢na koncentrace obou
ligandu ¢inila 0,05 mg/ml. Po piidavku ligandd byly panely uloZzeny na tfepacku po dobu
2 minut a poté vloZzeny na 6 nebo 24 hodin do inkubétoru.

Po 6 nebo 24 hodinich bylo médium z jamek odtahnuto a jamky byly promyty
200 pl PBS. Po peclivém odstranéni PBS bylo do jamek pipetovano 20 ul lyza¢niho pufru,
protfepano 5 minut na tfepacce a nasledné byla piipravena luciferazovd smés smichanim
luciferasového pufru s lyofilizovanym luciferdsovym substratem. Do kazdé jamky bylo
pipetovano 100 pl substratu a ihned po pfidani substratu se realizovalo méfeni pomoci

analyzatoru luminescence EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer Enspire).
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Obr. 9: Schéma pipetovani ligandi AGE-BSA (Zlut¢) a S100B (modfe).

4.2.8 Testovani potencialniho inhibiéniho ucinku latek LEM814 a
LEM815 na aktivaci STAT3

Z celkové 29 klont byl vybran 1 klon, ktery po pfidavku ligandli vykazoval nejvyssi narist
relativni luciferasové aktivity. Experiment byl proveden analogicky jako validace klond
S tim rozdilem, Ze nejprve byly aplikovany latky LEM814/815 a po 30 minutach nésledné
ligandy. Byly zvoleny 2 rizné koncentrace ligandi: 0,1 a 0,05 mg/ml a dvé rizné

koncentrace LEM814 a LEM8150dpovidajici koncentracim 1x resp. 2x IC50.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky western blotu

K ovéreni exprese RAGE v C6 buiikach byla zvolena metoda western blotu. Jako negativni
kontrola byla zvolena bunééna kultura CHO, jako pozitivni kontrola byla zvolena kultura
A549. Ptitomnost proteinu RAGE v C6 bunkach byla prokazana, coz je patrné z obr. 4.

Pro normalizaci mnozstvi naneseného proteinu byl pouzit B-tubulin (Obr. 10).

1 2 3
RAGE (45 kDa) PE—

B-tubulin (50 kDa) o = Se—

Obr. 10: Exprese proteinu RAGE. (1) lyzat buné&né linie CHO, (2) lyzat bunééné linie
A549, (3) lyzat bunééné linie C6.

5.2 Vysledky MTT testu

Mira cytotoxické aktivity testovanych latek LEM814 a LEMS815 byla stanovena za pouziti
MTT testu. Jednotlivé koncentrace byly testovany ve tiech opakovani. Redici fada
testovanych latek, s faktorem fedéni 2, zacinala koncentraci 50 pmol/l a koncila
koncentraci 0,195 umol/l. Na zakladé zmétenych hodnot absorbance pii 540 nm byl
vytvofen graf zavislosti viability na koncentraci testované latky (obr. 11 a obr. 12)
a stanovena hodnota IC50 pomoci programu Chemorezist. Vysledné primérné hodnoty
IC50 a smérodatnych odchylek byly sestaveny do tabulky (tab. 2).
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V grafech jsou znazornény vysledky 1-3 méfeni tmavé zelené, oranzové a svétle zelen€.

Fialové jsou zaznamenany primérné hodnoty téchto meéfeni. Cervené je zaznamendna

hodnota IC50.
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Obr. 11: Grafické znazornéni zavislosti zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci LEM814

LEM815
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Obr. 12: Grafické znazornéni zavislosti zivotaschopnosti bun¢k na koncentraci LEM815

Tab. 2: Vysledné primérné hodnoty IC50 ziskané pii vyhodnocovani MTT testu. Hodnoty

jsou uvedeny v pmol/I.

Bunécna linie Testovana latka Primér hodnot IC50 + smérodatna odchylka
- LEM814 2,780 + 0,438
LEM815 9,701 + 0,202
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5.3 Vysledky validace klonti

Pro zvoleni nejvhodnéjsiho klonu pro testovani LEM814 a LEMS815 byla nutna jejich
validace, ktera byla provedena piidavkem ligandu o kone¢né koncentraci 0,05 mg/ml.
Aktivace signalni dradhy byla monitorovana nartstem relativni luciferasové aktivity.

Meéteni bylo provedeno ve 4 opakovanich, z téchto hodnot byl vypocten prumér
a smérodatnd odchylka (SMODCH). Jako nejvhodnéjsi klon pro testovani vybranych
derivatl pyrimidinu byl zvolen klon ¢. 20, ktery po pfidani ligandi vykazoval nejvyssi

narust relativni luciferasové aktivity u obou pouzitych ligandu (viz tab. 3 a tab. 4).

Tab. 3: Primérné hodnoty relativni luciferasové aktivity po ptidavku ligandi AGE-BSA
a S100B o konecné koncentraci 0,05 mg/ml po 6. hodinach inkubace se smérodatnymi

odchylkami (SMODCH). Kontrola znac¢i bunky bez pfidavku ligandi. C6 jsou bunky

netransdukované.
Po 6. hodinach inkubace
Kontrola AGE-BSA S100B
Prumér Smodch Prumér Smodch Prumér Smodch
C6 135 37 138 41 163 35
1 33097 2836 28243 1711 34335 3857
2 32000 585 30410 3323 30135 1382
3 35545 3768 28490 590 23827 1835
4 8258 728 6070 777 4873 881
5 12448 1274 13078 1258 13535 599
6 20398 1327 20813 1751 23477 2093
7 31410 3509 31080 2192 32527 4837
8 80960 12521 86893 6879 86293 9231
9 24868 318 25228 3145 24673 961
10 14268 1253 14033 1378 15890 2085
11 23805 1657 21948 445 19793 951
12 55510 2438 45953 4369 60117 1055
13 26320 1996 21723 2395 22045 1556
14 25210 1488 25383 3324 26950 3317
15 1300 256 1187 50 1060 187
16 6507 900 7010 1634 6660 961
17 31590 1486 31248 3234 33690 1556
18 123868 6310 79878 18021 108057 18526
19 11853 1117 10537 851 9448 797
20 142053 6208 190421 8153 178424 6558
21 9983 698 9983 698 9733 545
22 20693 864 21010 2303 21748 1085
23 48163 3178 44490 1620 49453 3314
24 5628 606 5843 622 6018 604
25 157605 11891 154343 8060 152908 5483
26 10991 597 10480 249 10375 319
27 24003 1799 24653 2876 15800 1103
28 60105 3627 62903 5579 62013 6855
29 31135 849 28683 1481 27570 1417
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Tab. 4: Primérné hodnoty relativni luciferasové aktivity po piidavku ligandi AGE-BSA
a S100B o kone¢né koncentraci 0,05 mg/ml po 24. hodinach inkubace se smérodatnymi
odchylkami (SMODCH). Kontrola znac¢i buiikky bez pfidavku ligandi. C6 jsou bunky

netransdukované.
Po 24. hodinach inkubace
Kontrola AGE-BSA S100B
Priamér Smodch Priamér Smodch Primér Smodch
C6 150 17 163 25 170 37
1 87373 6194 71143 2967 76363 4608
2 75265 2063 75115 2270 73280 2096
3 90618 5031 76385 7445 84375 7750
4 21458 986 19958 1042 20603 2431
5 28620 1198 23795 2843 25790 1637
6 27343 1830 26165 2426 21293 1982
7 111170 7750 101205 1981 93215 5920
8 255905 10466 240840 13982 228313 15113
9 50450 2068 50663 1586 53625 2917
10 43995 1742 42820 2032 37523 865
11 86793 5072 81608 3821 84268 2251
12 169588 4947 154153 12439 151788 16713
13 59925 1155 58493 3160 57523 1849
14 56270 2954 52063 1021 53967 3323
15 3070 488 2745 445 2493 362
16 12095 1101 12128 760 12298 1554
17 87760 2574 87540 4163 91365 5827
18 348538 17054 294320 21578 286453 34654
19 19178 1858 20828 3100 20490 2846
20 338213 44426 477432 23735 510860 85088
21 15295 444 14958 1924 14828 1257
22 47065 4811 47470 3286 54645 4432
23 101648 7258 102870 8976 100388 8515
24 16275 2000 16278 1365 18698 1782
25 260155 5613 249350 7888 240403 12363
26 27783 2310 25740 2186 26255 1554
27 33863 3696 38718 2953 34975 5162
28 97968 3295 92840 2749 92518 4212
29 101553 3052 103315 3936 109048 3289
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5.4 Vysledky testovani potencialniho inhibi€éniho ué€inku
LEM814 a LEM815

Po zvoleni nejvhodnéjsiho klonu (¢. 20) byly aplikovany nejprve testované latky
a po 30 minutach ligandy v kombinacich. Po 6 a 24 hodinach bylo provedeno méfeni
relativni luciferasové aktivity a vysledky byly zaznamenany do grafu (obr. 13 a 14),
Z namétenych hodnot byla také vypoctena procentualni inhibice luciferasové aktivity

ligandy stimulovanych bunék po ptisobeni LEM814 a LEMS815 (tab. 5 a 6).

5.4.1 Vysledky méfreni po 6. hodinové inkubaci

Po 6. hodinové inkubaci testovand latka LEM14 1xIC50 vykazovala pokles relativni
luciferasové aktivity az na 49,5 % u AGE-BSA o koncentraci 0,1 mg/ml. U ostatnich
ligandi nevykazovala vyznamné inhibice. LEM814 2xIC50 vykazovala u obou
koncentraci ligandii vysokou miru inhibice, aktivita byla snizena na 9,1% az na aktivitu

bunck neovlivnénych.

Testovana latka LEM815 o koncentraci 1xXIC50 po aplikaci ligandii o vyssi koncentraci
neméla vyznamny inhibi¢ni efekt. Aktivita byla snizena na 89,5 az 86,5% ve srovnani
s aktivovanymi kontrolnimi bufikami. Naopak tomu bylo u niz§i koncentrace ligandu,
kde byla aktivita vyrazné snizena na 27,4 az 0%. LEM815 o koncentraci 2xIC50 mé&la opé&t

velmi vyznamny inhibi¢ni efekt, aktivita byla srovnatelna s neovlivnénymi bunkami.

5.4.2 Vysledky méreni po 24. hodinové inkubaci

Po 24. hodinové inkubaci testovana latka LEM814 o koncentraci 1xIC50 a 2xI1C50
vykazovala vyznamné inhibice u obou ligandi ve vSech koncentracich. Inhibi¢ni efekt byl

pozorovan na vyrazném poklesu relativni luciferasové aktivity na 43,4 az 8,5%.
Testovana latka LEM815 méla vyznamny inhibi¢ni G¢inek u 1xIC50 i 2xIC50, snizeni

relativni luciferasové aktivity po podani ligandi bylo na 7,1% az na aktivitu kontrolnich

bunék.
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60000 Klon €. 20, po 6. hodinové inkubaci
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30000 Bez pridavku ligandu

1 AGE-BSA 0,1 mg/ml
20000

B AGE-BSA 0,05 mg/ml

Relativni luciferasova aktivita

10000
M S100B 0,1 mg/ml

M S100B 0,05 mg/ml

Kontrola LEM 814 1x IC50 LEM 814 2xIC50 LEM 815 1xIC50 LEM 815 2xIC50

Obr. 13: Graf zavislosti relativni luciferazové aktivity na ptidavku ligandt v kombinaci s LEM814 a LEM815 po 6. hodinach

44



120000

100000

80000

60000

40000

Relativni luciferasova aktivita

20000

Kontrola

Klon €. 20, po 24. hodinové inkubaci

LEM 814 1x IC50  LEM 814 2xIC50 LEM 815 1xIC50 LEM 815 2xIC50

Bez pridavku ligandu

" AGE-BSA 0,1 mg/ml

B AGE-BSA 0,05 mg/ml

M S100B 0,1 mg/ml

m S1008B 0,05 mg/ml

Obr 14: Graf zavislosti relativni luciferazové aktivity na ptidavku ligandi v kombinaci s LEM814 a LEMS815 po 24. hodinach
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Tab. 5: Procentualni inhibice luciferasové aktivity ligandy stimulovanych bun¢k

po pusobeni latek LEM814 a LEMS815 po 6. hodinéch.

AGE-BSA S100-B
0,2mg/ml  0,05mg/ml  0,1mg/ml  0,05mg/ml
LEM 814 1x IC50 495 90.8 127.0 85.5
LEM 814 2x1C50 0.0 9.1 0.0 0.0
LEM 815 1xIC50 89.5 27.4 86.5 0.0
LEM 815 2xIC50 0.0 0.0 0.0 4.4

Tab. 6: Procentualni inhibice luciferasové aktivity ligandy stimulovanych bun¢k

po pusobeni latek LEM814 a LEM815 po 24. hodinéch.

AGE-BSA S100-B
0,1mg/ml  0,05mg/ml  0,1mg/ml  0,05mg/ml
LEM 814 1x IC50 15.4 23.0 8.5 12.6
LEM 814 2xIC50 43.4 23.0 141 33.0
LEM 815 1xIC50 3.5 0.0 0.0 0.0
LEM 815 2xIC50 7.1 0.0 0.0 0.0
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6 DISKUZE

Jednim z nejCastéjSich neurodegenerativnich onemocnéni je Alzheimerova nemoc
charakterizovand extracelularni akumulaci plaki amyloidu B v mozkové tkani. Bylo
zjisténo, Ze koncentrace tohoto cytotoxického proteinu mtize byt vyrazné snizena aplikaci
RAGE inhibitord. Zajimavou skupinou latek se jevi byt v tomto ohledu derivaty
pyrimidinu. V roce 2012 publikovala skupina korejskych védci inhibi¢ni vliv skupiny 4,6-
disubstituovanych-2-aminopyrimidini na RAGE receptor v in vitro a rovnéz in vivo
podminkach (Hanet al. 2012)

Na Ustavu molekularni a translaéni mediciny byla v nedavné dobé& testovéna
skupina 21 latek strukturné odvozenych od pyrimidinu (4,5,6-trisubstituované-2-
aminopyrimidiny), které vykazovaly vyznamny inhibi¢ni ucinek na senzorické linii
monitorujici NF-xB signalni drahu, kterd je v rdmci RAGE signalizace patrné klicova.
Nejvyssi aktivitu vykazovaly derivaty LEM814 a LEMS815, které byly nasledné vybrany
pro dalsi studie. Jednou z moznosti, jak nepfimo prokazat interakci téchto latek s RAGE
je zjistit, zda tyto latky brani aktivaci dalSich transkripénich faktord v ramci RAGE
signalizace. Pfedmétem této prace bylo zjistit, zda latky LEM814 a LEMS815 ovliviiuji
aktivaci STAT3 transkripcniho faktoru. Za timto ucelem byla pfipravena senzoricka
bunécna linie odvozend od bunck krysiho glioblastomu (C6) s prokazanou expresi RAGE.

C6 bunky byly transdukovdny komerc¢nim lentivirovym vektorem kdodujicim
inducibilni STAT3 responsivni konstrukt exprimujici luciferdzu. Transdukované C6 bunky
byly nasledné¢ selektovany pomoci puromycinu pro ziskdni homogenni populace
pozitivnich buné€k a nasledné bylo provedeno limitni fedéni pro ziskani klonalni senzorické
bunécné linie. Celkem 29 takto ptipravenych individualnich klont bylo validovano pomoci
ligandit AGE-BSA a S100B. Klon vykazujici nejvys$si narist relativni luciferasové aktivity
po aplikaci obou ligandl byl zvolen k testovani potencidlnich inhibitordt RAGE.

Byly zvoleny dvé koncentrace inhibitorti odpovidajici hodnotdm 1xI1C50 a 2x1C50
v kombinaci s ligandy AGE-GSA a S100B o koncentraci 0,1 nebo 0,5 mg/ml.
Po 6. hodinové inkubaci byl nejvyraznéjsi pokles relativni luciferasové aktivity u obou
ligandti pro 2x1C50 a to az na aktivitu bun€k nestimulovanych. Po 24 hodinovém piisobeni
inhibitort byl prokazan nejvyrazngjsi efekt jak po ptidavku ligandi AGE-BSA
nebo S100B ve vSech koncentracich na 43,4 % az na aktivitu nestimulovanych bunék.

Vysledky tedy prokazaly vyznamny inhibicni ucinek obou testovanych latek
na aktivaci STAT3 transkripéniho faktoru, ¢imz byla nepiimo potvrzena interakce latek

s RAGE receptorem.
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7 ZAVER

Cilem prace bylo ovéfit, zda maji latky LEM814 a LEMS815 inhibi¢ni G¢inek na signalni
drahu JAK/STATS3, ktera piedstavuje jeden z vyznamnych downstream cili RAGE
signalizace. Experimenty byly provedeny na piipravené senzorické bunécné linii odvozené
od C6 bun¢k, u nichz byla pomoci western blotu prokazana exprese RAGE receptoru.
Vysledky prokazaly vyznamny inhibi¢ni ti¢inek obou testovanych latek na aktivaci STAT3
transkripéniho faktoru, ¢imz byla nepiimo potvrzena interakce latek s RAGE receptorem.

Cile vytyCené v ramci této bakalarské prace byly splnény.
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