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Seznam zkratek

AP
AGEs

AMP
AP-1
APS
ATP
Bcl-2
BSA
DMEM
DMSO
DNA
Erk1/2

FCS
FLuc

HIF-1a
HMGB1
JAK
LPS
LUC
MAPK

MEM
MFI
m-RNA
NF-xB
NK bunky
PBS
RAGE

B-amyloid

advanced glycation end products; produkty pokrocilé glykace
proteinil

adenosin monophosphate; adenosinmonofosfat

activator protein 1; proteinovy aktivator 1

ammonium persulfate; persiran amonny

adenosine triphosphate, adenosintriosfat

B-cell lymphoma 2; anti-apopticky gen

bovine serum albumine; hovézi sérovy albumin

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina
extracellular signal-regulated kinase 1/2; extracelularni signal
regulujici kinaza 1/2

fetal calf serum, fetalni hovézi sérum

reporter firefly luciferase from Photinus pyralis; reportér svétluskové

luciferazy z Photinus pyralis

hypoxia-inducible factor 1;hypoxii indukovany faktor 1
High Mobility Group Box, amfoterin

Janus kinase; Janusova kinaza

lipopolysacharid

svétluskova luciferasa

Mitogen-Activated Protein Kinase, mitogenem aktivovana protein
Kinasa

Minimum Essential Medium

median intenzity fluorescence

messenger RNA, mediatorova RNA

Nuclear Factor Kappa B, nuklearni faktor kappa B
Natural Killer Cells, pfirozeni zabijeci

Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

Receptor for Advanced Glycation End Products, receptory pro AGEs



RIPA buffer

RLA
SDS -PAGE

sRAGE
Stat3

TBS
TEMED
TLR9

Radioimmunoprecipitation assay buffer; lyza¢ni pufr pro Western
blot

relativni luciferasova aktivita

sodium dodecyl sulphate-g lyacrylamide gel elektrophoresis;
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti SDS
soluble RAGE; rozpustna forma RAGE

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

Tris-Buffered saline; Tris pufr obsahujici chlorid sodny
tetramethylethylendiamin

Toll-like receptor 9



1 UvVOoD
Tato diplomova prace se v teoretické ¢asti zabyva problematikou RAGE receptoru. Tento
multiligandovy receptor je zapojen nejen ve fyziologickych procesech podilejicich se na
udrZeni homeostasy, ale také hraje také dilezitou roli v mnoha patologickych stavech jako
je napf. Alzheimerova choroba, cukrovka, rakovina apod. Jeho exprese Vv postiZzenych
tkdnich je velmi vysokd. Mnoha studie dokazuji, Ze zamezeni interakce RAGE s jeho
ligandy vede ke zmirnéni ¢i utlumeni ptfiznaki onemocnéni. RAGE receptor proto
pfedstavuje pomérné atraktivni terapeuticky cil.

Predmétem experimentalni casti bylo pripravit reportérovou bunécnou esej
odvozenou od linie lidského plicniho karcinomu pro HTS testovani potencidlnich RAGE

inhibitord.
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2 CILE

e Vypracovani literarni reSerSe na danou problematiku.

e Osvojeni zakladnich technik prace v laboratofi tkanovych kultur a vybranych
molekularné biologickych metod.

e Transdukce vybrané nadorové bunécné linie lentivirovym reportérovym vektorem.

e Selekce a validace klond.

e Testovani komer¢ni knihovny Lopac90 na vybraném klonu.

e Zpracovani vysledki a sepsani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 RAGE

RAGE (receptor for advanced glycation end product) je transmembranovy receptor, patiici
k nad¢eledi imunoglobulinovych receptord, kterou poprvé popsal v roce 1992 Neeper et al.
RAGE vaze produkty pokrocilé glykace (AGEs) (Chuah et al. 2013) a je tak klicovou
molekulou v celé fad¢ patologickych stavi v¢etné diabetes mellitus, chronickych zanétd,
aterosklerdzy i rakoviny.

RAGE je béhem vyvoje organismu vysoce exprimovan a to zejména v mozku.
V dospélosti je vsak jeho exprese regulovana a indukovana kumulaci ligandii a zanétlivych
mediatort (Huttunen et al. 1999). Nizka troven exprese byla nalezena v neuronech,
buiikdch hladkého svalstva, mononukledrnich fagocytech, hepatocytech a srde¢nich
myocytech (Brett et al. 1993). Vyjimkou je plicni tkan, kde dochazi v dospélosti k vysoké

expresi, ale pfesna funkce zatim neni zndma.

3.1.1 Struktura
Tento multiligandovy receptor seskldda z jedné hydrofobni transmembranové domény,
cytosolické domény, nezbytné pro intracelularni signalizaci (Schmidt et al. 2001) a

extracelularni ¢asti. Extracelularni oblast RAGE receptoru se sklada z C1, V domény, které

jsou hlavnim mistem interakce mezi RAGE a potencialnimi ligandy a jedné C2 domény

(Dattilo et al. 2007; Ostendorp et al. 2007). Schéma RAGE je zobrazeno na obrazku 1.

'I Ligand

|

V-doména —

C1l-domena

A

C2-domeéna —

Transmembranova
domeéna

Cytoplazmaticky
konec

Obr 1: Schéma RAGE receptoru. C: konstantni; V: variabilni. Pfevzato a upraveno podle

Chuah et al. 2013.
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3.1.2 Izoformy RAGE
RAGE receptor se skladd z extracelularni, transmembranové a cytosolové domény,
takovému se fika full-lenght RAGE (fl-RAGE). Na urovni DNA se gen RAGE sklada z 11
intront/exont, které mohou alternativnim sestfihem vytvafet rizné varianty (Sugaya et al.
1994). Celkem existuje devatenact piirozené¢ se vyskytujicich sesttihovych variant pro
lidsky RAGE, identifikovanych na urovni proteind a mRNA (Sterenczak et al. 2013).

Izoformy se vyznacCuji zkracenim N nebo C-konce. Endogenni sekre¢ni RAGE
(esRAGE, RAGEv1) nebo cRAGE jsou rozpustné¢ formy, oznacované jako sRAGE
(soluble RAGE). Maji stejné V a C typy extracelularni oblasti jako fI-RAGE, ale chybi jim
cytosolova a transmembranova doména (Hanford et. al 2004). Alternativnim sestifihem
MRNA v exonu 9 vznika esRAGE a proteolytickym $tépenim fl-RAGE na povrchu bunék

CRAGE. Izoformy jsou znazornény na obr. 2 a dale popsany v textu.

sRAGE

' Ligand ,, )
f \

V-doména -—1

C1l-domeéna 5

|

(C2-domeéna =

Transmembranova [

Bunééna

domeéna | membrina
Cytoplazmaticky {
konec |
fIRAGE ntRAGE Proteolyticky rozstépeny ¢RAGE nebo esRAGE
fIRAGE

Obr. 2: Schematické znazornéni fIRAGE a jeho sestfihovych variant. Pfevzato a upraveno

podle Chuah et al. 2013.

3111 esRAGE
esRAGE je rozpustna izoforma genu RAGE a postrada tak transmembranovou doménu.
esRAGE muze interagovat sligandy RAGE. Zvysena sRAGE se vyskytuje

u bronchoalveolarni lavazi v plazmé a poskozené plicni tkani (Mukherjee et al. 2008).
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3.1.22 CcRAGE
cRAGE vznika proteolytickym Stépenim flI-RAGE prostiednictvim metaloproteinazy
nazvané ADAM 10 (Raucci et al. 2008; Zhang et al. 2008).

3.1.2.3 ntRAGE (N-truncated RAGE)
ntRAGE obsahuje intron 1, novy stop kodon stejné jako intron 9, coz vede ke ztraté obou
exonu. Tato izoforma je identicka s fl-RAGE, jen postrada V typ extracelularni domény a
tim je vyrazné snizena schopnost vazat RAGE ligandy (Yonekura et al. 2003). ntRAGE
muze komunikovat s jinymi molekulami a zasahovat do normalnich funkci, které mohou

byt nezédvisle na signalizaci zprostiedkované typickymi RAGE ligandy.

3.1.3 RAGE ligandy
RAGE patii do skupiny receptori rozeznavajici molekularni vzory (pattern-recognition
receptor), takze 1épe rozeznava spole¢né rysy jako je a-helix nebo B-struktura nez
specifickou primarni sekvenci (Schmidt et al. 2001). RAGE byl objeven jako receptor pro
AGEs, pozdéji se vSak zjistilo, Ze vaze 1 jiné ligandy jako jsou S100 proteiny, Amyloid 3 a
HMGB1. Aktivace RAGE spousti celou fadu bunéénych signalnich drah, které reguluji
dulezité bunééné funkce, vcetné proliferace, preziti, migrace, pohyblivosti, a invazivité. Z

tohoto diivodu jsou RAGE a RAGE ligandy potencialnimi cili pro 1é€bu rakoviny.

3.1.3.1 AGEsSs (produkty pokrocilé glykace proteinii)
AGEs je heterogenni skupina RAGE ligandii odvozenych od kondenzacnich a oxidac¢nich
procestt mezi proteiny/peptidy s cukry (Garlick et al. 1984). Prvnim krokem pii tvorbé
AGEs je nespecificka reakce cukru pomoci jejich funkéni aldehydové skupiny a aminové
nebo guanidinové skupiny lyzinovych nebo argininovych zbytkt proteinu. Tento
nespecificky a neenzymaticky proces se nazyva glykace. ZvySené hladiny glykovanych
bilkovin jsou pozorovany u starnoucich osob a pacientd s diabetem (Toth et al. 2006).

AGEs se KRAGE vazi svysokou afinitou a zahajuji tak aktivaci prozanétlivé
signalizaCni kaskady. Aktivace RAGE pomoci AGEs je pficinou zavaznych komplikaci
diabetu v¢etné aterosklerdzy, kardiovaskularnich onemocnéni (Yan et al. 2009), nefropatie

(Penfold et al. 2010) a chronického zanétu (Riehl et al. 2010).

3.1.3.2 S100 proteiny
U lidi existuje az 25 riznych ligandl patiici mezi S100 proteiny. Jedné se o malé molekuly
s kyselym charakterem a se dvéma misty schopnymi vazat vapnik. VétSina S100 proteinti

tvofi homodimery, ale existuji i ve formé heterodimer a oligomerd (Ostendorp et al.
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2007). Skupina S100 proteind je charakterizovana Sirokou diverzifikaci, ktera se odrazi
v riznych funkcich, expresi a ¢asoprostorovém rozlozeni v bunice. VétSina S100 proteinti
je lokalizovano v cytoplazmé bunék, kde piisobi jako citlivé senzory vapniku. Existuji vSak
1 typy, které se vyhradné vyskytuji v extracelularnim prostoru a maji vlastnosti podobné
cytokininli. Vazba vapniku na S100 proteiny indukuje konformacni zménu, méni se
dostupnost hydrofobnich zbytkii a povrchovy naboj. V extraceluldrnim prostoru jsou
vysoké koncentrace vapniku vedouci k vazbé na S 100 a to je nezbytnym ptedpokladem
pro vazbu na RAGE (Leclerc et al. 2009). Extracelularni S100 proteiny tvoii oligomery,
které jsou povazovany za zasadni pro jejich vlastnosti podobné cytokinim. In vivo nebo in
vitro interaguji s RAGE tyto proteiny: S100B, S100P, S100A1, S100A2, S100A4,
S100A5, S100A6, S100A7, SI00A8/A9, SI00A12 a S100A13. Vykazuji riznou afinitu a
vyvolavaji rizné bunééné odpovédi napt. SIO0AS, S1I00A6 a S100P miize podporovat rist
nadoru (Fritz et al. 2011).

3.1.3.3 Amyloid
Charakteristickym znakem v iniciaci a progresi Alzheimerovy choroby je extracelularni
depozice nerozpustnych extracelularnich agregati amyloidnich B peptidii v mozkové tkani.
K tvorbé téchto plakti dochazi proteolytickym St€penim prekurzoru amyloidu ve dvou
isoformach o velikosti 40 a 42 aminokyselinovych zbytkd, kdy obé maji sklon k agregaci a

tvorb& amyloidovych vlaken a pozdgji plaki (Haupt et al. 2011)

3.1.34 HMGB1
Nedavny vyzkum ukazal, ze HMGBI ma extracelularni regulacni funkci a pisobi jako
prozanétlivy aktivator (Bianchi, Manfredi 2007). HMGBI se sklada ze dvou N-koncovych
domén, které se podileji na vazbé DNA a jedné C-koncové domény na kterou se vaze
RAGE (Banerjee et al. 2010).

HMGBI se podili na riznych biologicky dulezitych procesech veetné transkripce,
opravy DNA, diferenciaci, nervového vyvoje a extraceluldrni signalizace. Jeho potencialni
role v rakoviné byly neddvno ptfezkoumany. HMGBI1 jako jaderny protein se vaze
k vedlejsimu zlabku DNA a usnadiuje tak vazbu specifickych DNA proteint, jako je p53,
V jejich prirozenych vazebnych mistech v chromatinu (Thomas 2001). HMGB1 muize byt
také secernovdn aktivovanymi zéanétlivymi bunkami nebo milZe byt uvolnén
z nekrotickych ¢i apoptickych bunék (Scaffidi et al. 2002) a muze pusobit jako
extracelularni cytokin (Lotze, Tracey 2005). Po uvolnéni z poskozenych bunék, bylo

zjisténo, ze HMGBI piisobi jako ""nekroticky marker’” pouzivany imunitnim systémem
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kK rozpoznani poskozené tkan¢€, iniciaci reparativni odpovédi a podpofeni maturace
lymfocytd (Ulloa, Messmer 2006). Extracelularni HMGB1 tak pisobi jako silny
prozanétlivy cytokin, ¢imz prispiva k patogenezi celé fady zanétlivych onemocnéni.

HMGBI1 ma nékolik efektl, které zvysuji agresivitu rakoviny. Je zapojen do ucinku
metastatické kaskady, ¢imz stimuluje metastaze (Evans et al. 2004) dale bylo zjisténo, Ze
jeho nadmérnd exprese je spojena s niz§i Urovni pro-apoptotickych genii a zvySenou
hladinou anti-apoptotickych gent a tim ovliviluje pieziti rakovinnych bun¢k (Brezniceanu
et al. 2003).

RAGE byl prvni znamy receptor pro HMGBI1, bylo pozorovano, ze tyto dvé
molekuly ko-lokalizuji ve vyvijejicim se mozku potkanti a jejich interakce zprosttedkovava
rast neuritd (Hori et al. 1995). Nedavna studie prokazaly, Ze blokovani signaliza¢ni
kaskady mezi HMGB1 a RAGE snizuje rust nador a metastaz v bunkach gliomu (Taguchi
et al. 2000) V této studii byly bunky krysiho glioblastomu (C6) stabilné transfekované s
mutovanymi RAGE konstrukty a injekovany do bezsrstych mysi. In vitro byl zietelné
snizen rust nadorli a metastaz, in vivo bylo ukazano, ze blokovani HMGBI1-RAGE

interakce snizuje bunécnou proliferaci, migraci a invazi.

3.1.4 RAGE signalni drahy
RAGE je multifunk¢ni receptor, ktery interaguje s celou fadou ligandl a zprostiedkovava
tak odpovéd na poskozeni bun¢k a stresové podminky. Aktivuje programy odpovédné za
akutni a chronicky zéanét, je zapojen do ftady patologickych onemocnéni, vcetné
diabetickych komplikaci, mrtvice, ateroskler6zy, artritidy a neurodegenerativnich poruch.
RAGE signalizace je pomérné komplexni a zahrnuje napt. JAK/STAT (Janus Kinase/signal
transducer and activator of transcription), Erk 1/2 (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) (Fritz et al. 2011). Signalni drahy vedou k aktivaci
cilovych transkripénich faktord (NF-xB, AP-1, STAT3), které spousti expresi genl
podilejicich se na regulaci proliferace, zanétu nebo bunécné smrti. Jak je patrné ze schématu
signalizace (Obr. 3), velka c¢ast signalnich drah konverguje na trovni transkripéniho faktoru

NF-xB, ktery patrné sehrava klicovou ulohu v odpovédi buiiky na vazbu RAGE ligandt.
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Akt Erk1/2 p38 Mkké !
/ (p38

RAGE

Ligand pro RAGE
SRAGE
Blokujici protilitica &=

Nizkomolekularni
inhibitor

V/th —~ -AAA

Obr. 3: RAGE signalizace. Plna ¢ara signalizuje pfimou aktivaci, pferusovana cara
nepiimou aktivaci. Pfevzato a upraveno podle Riehl et al. 2009.

Legenda: AP-1 — proteinovy aktivator 1, Cdc42 — protein regulujici déleni bunék, Erk 1/2 —
extracelularni signal-regulujici kindza 1/2, JAK — Janusova kinaza, JNK — c-Jun N-
terminalni kinaza, MAPK — mitogenem aktivovana protein kinaza, MKK — mitogenem
aktivovana protein kinaza kinaza, NF-xB — nuklearni faktor kappa B, PI3K -
fosfatidylinositol-3-kinaza, Racl — Ras-piibuzny C3 botulotoxin substrat 1, ROS —
reaktivni formy kysliku, Stat3 — ptenaSe¢ signalu a aktivator transkripce 3. pro translaci

extracelularniho signalu do transkripéni odpovédi. (Rawlings et al. 2005).

3.1.4.1 Signalni draha NF-xB
Nuklearni faktor kappa B (NF-kB) je skupina transkripénich faktort, které se vazi na
promotory RNA polymerazy II a tim ovliviluji expresi geni dulezitych pro imunitu,
zanétlivou odpoveéd’, bunécny rist a bunénou smrt, embryonalni vyvoj a dalsi procesy.

Bylo 7zjisténo, Ze NF-xB drdha miZe byt aktivovdna extracelularné¢ ligandy,
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prostiednictvim ¢lend TNFR (receptor for tumor necrosis factor), TLR (Toll-like receptor)
a IL-1R (interleukin-1 receptor) nebo intracelularn¢ a to reakci na poskozenou DNA,
reaktivnimi formami kysliku ¢i rozpoznanim intracelularnich patogenti zprostiedkované
NOD a RIG-I-like (NLR) proteiny.

Zéakladni prvky NF-kB drahy jsou IKK komplex, IkB proteiny a NF-«B dimery.
Rada meziprodukttl, rodina RIP a TRAF proteinii, které slouzi pro aktivaci IKK komplexu
jsou spolecné pro odlisné drahy. TRAF proteiny se ucastni kanonické a nonkanoické
drahy, zatimco RIP proteiny se tcastni v NEMO-zavislych kanoickych drahach. Narok
pro RIP proteiny vyzdvihuje dvé zcela odlisné mechanismy zahajeni NF-«kB signalizace:
asociativni a agregatni.

Inaktivace drahy vyzaduje deaktivaci IKK komplexu, resyntézu IkB proteinl a
pfemisténi NF-kB dimert z obou stran DNA a transkripéni koaktivatory.

Intracelularni signalizace RAGE vede k aktivaci prozéanétlivého transkripéniho
faktoru NF-xB, pozdé&ji aktivovan jako ¢ast obrany prvni bunééné linie (Bierhaus et al.
2001). Za normalnich okolnosti je NF-kB umistén v cytoplazmé v neaktivni formé vazany
s molekulou inhibitoru IkBa. Po aktivaci je IkBa rychle fosforylovan a degradovan, to
vede K uvolnéni a translokaci NF-«kB (pfednostné NF-«B-heterodimer p50/p65) do jadra.
V nédvaznosti na nukledrni translokaci se NF-kB véaze na decamerickou DNA sekvenci a
aktivuje transkripci NF-xB regulované cilovymi geny, jako jsou cytokiny, adhezni
molekuly, protrombické a vasokonstrikstrikéni genové produkty, dale aktivuje RAGE a
IkBa (Barnes, Karin 1997). Pod kontrolou transkripéniho faktoru NF-kB je také fada anti-
apoptickych gend, vcetné Bel-XL, Bcl-2 a Bel-2 homology Al (Li, Schmidt 1997). Proto
aktivace NF-xB umoziiuje rychlou a citlivou bunéénou odpovéd’ v nepiitomnosti syntézy
novych proteinli, které podporuji pteziti bun€k. Jednou z unikatnich vlastnosti aktivace
RAGE prostfednictvim NF-kB je prodlouZzeni doby drahy, coZ pfemlze endogenni
autoregulacni inhibici zpétné vazby. Aktivace NF-kB po ligaci RAGE je zahijena
degradaci IxkBa a IkBP, nasleduje nova syntéza NF-xBp65 vV pfitomnosti nové

syntetizované IkBf (Bierhaus et al. 2001).

3.1.5 RAGE v patogenezi onemocnéni a zanétu
Vzestup exprese RAGE byl pozorovan v cel¢ fad¢ akutnich a chronickych zanétlivych
onemocnéni jako jsou aterosklerdza (arterioskler6za), revmatoidni artritida, vaskulitida,

chronické renalni onemocnéni a mnoho dalsich (Bierhaus et al. 2006).
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RAGE se exprimuje ve vétsing bunc¢k imunitniho systému naptiklad v monocytech,
makrofazich, neutrofilech, dendritickych bunkach a T a B lymfocytech (Collison et al.
2002). RAGE je také exprimovan v endotelovych burikach, kde ptsobi jako adhezni
receptor pro leukocyty k interakci s B2 integrinem Mac-1. Tato interakce je indukovana
prozanétlivymi RAGE ligandy (Chavakis et al. 2003). Vétsina extracelularnich ligandd, jez
aktivuji signalizaci RAGE jsou funkéné spojeny s akutni a chronickou imunitni odpovédi
(Gebhardt et al. 2006). Zapojeni RAGE indukuje aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB a
nekteré z jeho cilovych gent, které jsou dobie znamé jako regulatory adaptivniho a
vrozeného imunitniho systému (Bierhaus et al. 2005). U normalnich dospé€lych tkani
s vyjimkou plic je exprese RAGE velice nizkd az zadn4a, kdezto v ptipadé stresovych a
patologickych stavi se exprese tohoto receptorti vyrazné zvysuje (Brett et al. 1993). To je
dano tim, Ze RAGE vykazuje vazebné misto NF-kB v jeho proximalnim promotoru a je
ptimym cilovym genem v NF-kB signalizaci (Li, Schmidt 1997). Bylo prokazano, ze
vV misté¢ poskozeni a zdnétu se RAGE ligandy hromadi a zptsobuji intracelularni aktivaci
NF-kB (Schmidt et al. 2000), to umoziuje prodlouzeni bunécné odpovédi na vytvaieni

chronickych zmén tkani (Bierhaus et al. 2005).

3.15.1 Ateroskleroza
Ateroskleroza je zanétlivé onemocnéni vyznacujici se hromadénim cholesterového plaku
na vnitini strané tepen. RAGE se vyskytuje na povrchu bunék podilejicich se na
aterogenezi a progresi aterosklerdzy jako jsou napiiklad endotelové bunky, lymfocyty,
buniky hladkého svalstva (Goldin et al. 2006). V mist¢ cévniho poranéni dojde
prostfednictvim interakce RAGE s ligandy (AGEs, S100 a amphoterin) Kk vytvoteni
oxidacniho prostiedi, coz vede ke zvySené intracelularni tvorbé reaktivnich kyslikovych
radikala (ROS) a jejich hromadéni spusti redox-senzitivni transkripéni faktor NF-kB, ktery
vede K transkripéni aktivaci celé fady genli vedoucich k rozvoji zanétu a aterosklerdzy,
jako jsou tumor nekrotizujici faktory (TNF-a, TNF-B), interleukiny (IL-1, IL-6, IL-8)
interferon (IFN-y) a bunécné adhezni molekuly (Siebenlist et al. 1994). Z tohoto divodu

1ze fici, ze oxidacni stres je klicovym mediatorem aterogennich zmén v cévach.

3.1.5.2 Alzheimerova choroba
Alzheimerova choroba (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni mozku, kdy
dochazi k postupnému poklesu kognitivnich funkci a je nejcastéjsi pri¢inou demence u

starSich lidi (Hebert et al. 2003).
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U AD dochazi ke kumulaci neurotoxického peptidu AP (B-amyloidu) a to
zpusobuje bunécné poskozeni. RAGE zde funguje jako membranovy receptor pro Ap.
Jejich interakci dochazi k zesileni Skodlivych efekti na nervovou soustavu, kdy RAGE
zprostiedkovava transport Af do mozku pfes BBB (blood-brain barrier) a tim zvySuje
koncentraci Ap v mozkové tkani a naslednou tvorbu plakt. Interakce RAGE a AB indukuje
oxidativni stres, tim stimuluje aktivaci NF-kB a ten indukuje uvolnovani riznych cytosint
v BBB. Aktivace NF-kB je zapojena do neuronalni plasticity a bunétné odpovédi na
neurodegeneraci (Mattson et al. 2001), zatimco prodlouzena exprese RAGE muze vést
k bunécné dysfunkci (Bierhaus et al. 2009). Zvysena exprese RAGE, AGEs a abeta
ligandy byly identifikovany v AD v hipokampu, kde zptuisobuji neuronalni dysfunkci a tim
ztratu kratkodobé paméti (Vallente et al. 2010).

3.1.53 Artritida
Artritida je zanétlivé onemocnéni, které se projevuje predev§im zanétem a bolestivosti
kloubd a jejich postupnym poskozenim. Mezi dva nejbéznéjsi typy patii osteoartritida
(OA) a revmatoidni artritida (RA), pficemz obé formy maji stejné dysfunkce.

RAGE byl detekovan v synovidlni tkani, makrofazich, T, B a dalSich bunkéch
poskozenych kloubli u pacientii s OA 1 RA, pficemZ vSechny tyto buniky se podileji na
rozvoji synovialniho zanétu u OA i RA, coz naznacuje ulohu RAGE u artritidy (Drinda et
al. 2005). Pritomnost RAGE a AGEs ligandu byla potvrzena v synovialni tkani, endotelu a
zvysena koncentrace téchto ligandl nalezena v séru, synovidlni tekuting a také moc¢i u OA
pacientli (Chen et al. 1999). Akumulace AGEs ligandli byla nalezena také v kolagenu
chrupavky (Verzijl et al. 2000), kde mohou ménit mechanické vlastnosti a metabolismus
chrupavky pomoci RAGE signalizace (Bank et al. 1998). Také bylo zjisténo, ze akumulace
AGEs snizuje syntézu molekul matrice kloubnich chondrocytli, coZ ma za nasledek sniZeni
premény kolagenu a miry syntézy proteoglykanu (DeGroot et al. 1999).

Zvysend hladina HMGB-1 a n&kterych S100 ligandd je spojena s osteoartrézou
chrupavky. Vazba S100A11 s RAGE spousti hypertrofii chondrocyta (Cecil et al. 2005),
kdezto HMGB-1, S100A4 a S100B stimuluji kloubni chondrocyty k produkci matrix

metaloproteinazy 13 a to zpusobuje zvysenou degradaci chrupavek (Loeser et al. 2005).

3.1.5.4 Plicni onemocnéni
VétSina plicni tkan€ vykazuje ve fyziologickém stavu relativné nizkou expresi RAGE.
Vyjimku tvofi alveolarni pneumocyty typu I (Mukherjee et al. 2008). Zmény exprese
RAGE a interakce RAGE a ligandli maji vyznamnou roli u nékterych plicnich chorob,
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mezi které patii akutni poranéni plic, syndrom akutni respiracni tisn¢ (ARDS), syndrom
akutniho respiracniho selhani, naruSeni alveoldrniho clearance tekutiny a poSkozeni
alveolarnich pneumocytt typu I (Bernard et al. 1994).

Zvysena hladina RAGE byla prokdzana v bronchoalveolarni lavazi v raznych
modelech plic poskozenych oddélenim intratrachedlnim  vStipenim  kyseliny
chlorovodikové, lipopolysacharidu ¢i Escherichii coli nebo hyperoxii (Su et al. 2009).

Zesileni exprese plicniho S100A 12 byla prokazana u pacienti s ARDS (Wittkowski
et al. 2009). RAGE ligand HMGB-1 zptusobuje neutrofilni zanét dychacich cest a mize tak
hrat roli v neutrofilnim astmatu (Watanabe et al. 2011). Mnoho studii ukazalo, Ze ztrata
RAGE muze pfispét k patogenezi plicni fibrozy.

V modelu hlodavce s astmatem bylo prokazano, Ze delece RAGE chrani mysi tim,
ze eliminuje remodelaci dychacich cest, eozinofilni zanét a precitlivélost dychacich cest a
to bez ohledu na typy zapojenych alergeni. Stejna studie také ukazala, Ze inhibice RAGE u
myS$i mize vyrazné snizit zanét pii astmatu (Milutinovic et al. 2012). Vsechny tyto
vysledky ukazuji, Ze RAGE-ligand osa hraje roli v neutrofilnim zanétu dychacich cest,
stejné tak jako v patogenezi astmatu.

Piesnd role RAGE v patogenezi plicnich chorob zlstava nejasnd vzhledem k
protichtidnym vysledkiim z riznych soucasnych studii. Nicmén¢, RAGE nepochybné hraje

dulezitou roli ve fyziologii a patologii plic.

3.1.5.5 Sepse
Sepse je systémova zanétliva odpovéd’ vyvoldna infekci. RAGE se na patogenezi sepse
podili diky své roli v pfenosu signalu ze substratu patogenii k aktivaci bun€k v prubehu
zanétu. U septickych pacientli byly prokdzany zvysené hodnoty S100 a HMBG-1 ligandii
(Wang et al. 1999), avsak piesna role RAGE stale zlistava nezjisténa.

3.1.6 Regulace a funkce RAGE v nadorech
Zvysena exprese RAGE byla zjiSténa v lidskych nadorech mozku, prsa, tlustého stieva,
plic, prostaty, oralnich dlazdicovych bunék, melanomu a lymfomu vaje¢niku. Funkce
RAGE béhem neoplastické transformace a maligni progrese na molekularni tirovni neni
jeste uplné prostudovana, ale nedavna experimentalni data in vitro analyz na mySich
modelech potvrzuji pifimé spojeni mezi aktivaci RAGE a proliferaci, pfezitim, migraci a
invazivitou nadorovych bunék (Logsdon et al. 2007). Studie genové exprese na lidskych a

mySich vzorcich prokézaly nadmérou expresi RAGE ligandGi u solidnich nadori
(Gebhardt et al. 2006).
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Taguchi a jeho kolegové zjistili, Ze blokada osy HMGB-1-RAGE potlacila rist
nadoru ve dvou nezdvislych mysich modelech a tim poskytly prvni in vivo experimentalni
informace o funkci RAGE béhem vyvoje rakoviny (Taguchi et al. 2000). Na druhou stranu
RAGE jako potencialni stimul ristu nadoru a maligni konverzor ma také nadorové
supresivni funkce a to naptiklad u rakoviny alveolarniho epitelu plicni tkané, kde exprese
je vyznamné snizena (Schraml et al. 1997). To naznacuje, ze progrese u rakoviny plic
muze byt podpofena ztratou funkce RAGE a tim padem reexprese RAGE v plicnich
nadorovych bunkach, snizuje jejich proliferaci, coz sniZilo rust nadoru u mysi (Bartling et
al. 2005). Krom¢ toho, funkéni inaktivace RAGE v myoblastech ma za nasledek snizenou
myogenesi a zvysSenou proliferaci a invazi in vitro a zvySeny nadorovy rast in Vivo (Riuzzi
et al. 2006). Nicméné tkanové specifické rozdily v RAGE expresi, sestfihové varianty a
ligandy davaji prostor pro spekulace, Ze RAGE muZe vykazovat nadorové supresivni
funkce v tkanich charakterizované konstitutivni expresi RAGE, i kdyZ spliuje nadorovou

propagacni roli ve tkanich se schopnosti vyvolavat expresi RAGE.

3.1.7 Inhibitory RAGE
O slouceniny schopné blokovat interakci RAGE-ligand je ¢imdal vétsi zajem. Takové
slouceniny by mohly inaktivovat bud’ ligand nebo RAGE a tim zabranit jejich interakci
nebo po jejich interakci inhibovat signalni kaskadu. Existuji dvé skupiny inhibitord RAGE.
Prvni z nich jsou proteinové, kam patii SRAGE a protilatky proti RAGE. Druhou skupinou
jsou nizkomolekularni inhibitory, z nichz dva (PF-04494700, FPS-ZM1) dosahly druhé

faze klinického testovani (Alexiou et al. 2010).

3.1.7.1 sRAGE
SRAGE je rozpustna izoforma RAGE receptoru, ktera se ptirozené vykytuje u lidi a vznika
alternativnim sestfihem intronu 9 nebo exonu 10 genu RAGE. sSRAGE pusobi nejen jako
biomarker, ale zda se byt atraktivnim farmaceutickym cilem. sSRAGE muze fungovat jako
,,decoy* receptor a zabratiovat vazbé ligandii k RAGE (Hudson et al., 2008). Nedavné
studie na zvifecich modelech prokdzaly, Ze podavani SRAGE vedlo k fadé uspéSnych
vysledk, naptiklad zabranéni cévnim komplikacim u diabetu, ochrana proti ristu nadoru a
tvorby metastaz ¢i potlaceni rozvoje Alzheimerovy choroby. V fadé patologickych
onemocnéni byla prokazana snizena koncentrace SRAGE a cilena 1é¢ba by tak mohla byt
povedena bud pfimym podanim rekombinantniho lidského SRAGE nebo za pomoci
sRAGE modulacnich 1éka. V klinické praxi se jiz pouzivaji né&ktera léc¢iva ke zvySeni
koncentrace sSRAGE napiiklad pioglitazon u diabetes mellitus 2 (Alexiou et al. 2010).
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3.1.7.2 Protilatky proti RAGE
Jinym typem inhibitoru RAGE-ligand interakce je pouziti protilatek proti RAGE. Abe a
jeho kolegové prokazali na lidskych kultivovanych bunkach melanomu, ze pouziti anti-
RAGE protilatek vedlo k inhibici tvorby nadoru a metastaz (Abe et al. 2004).
Pouziti mySich monoklonalnich protilatek pro 1é¢bu lidskych onemocnéni je vsak
omezené a to z divodu kratké zivotnosti, neschopnosti vyvolat efekt v lidském organismu
a indukeci lidské anti-mysi imunitni odpovédi a tak humanizace téchto protilatek by mohla

zlepsit jejich terapeuticky potencial (Alexiou et al. 2010).

3.1.7.3 FPS-ZM1

FPS-ZM1 (N-Benzyl-4-chloro-N-cyclohexylbenzamid) je vysoce afinitni inhibitor RAGE,
ktery se specificky vaze k jeho V doméné, prochazi hematoencefalitickou bariérou a
inhibuje bunéény stres zprostiedkovany AB40 AB42 v buikach exprimujicich RAGE in
vitro a in vivo v mys$im mozku. Testovanim na mysich bylo prokazano, ze FMS-ZM1 je
vysoce efektivni inhibitor u onemocnéni mozku zptisobenych akumulaci AP a Ze to mize
pomoct Vv 1écbé Alzheimerovy choroby. (Deaene et al. 2012). Z divodu vysoké toxicity
byly studie inhibitoru FPS-ZM1 ukonceny v druh¢ fazi klinického testovani.
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Obr. 4: Chemicka struktura N-Benzyl-4-chloro-N-cyclohexylbenzamidu. Pievzato a

upraveno podle Ross et al. 2013.

3.1.7.4 PF-04494700 (Azeliragon)
PF-04494700 jehoz chemicka struktura je zobrazena na obr. 5., je inhibitor, ktery je
povazovan za potencidlni 1ék Alzheimerovy choroby. Inhibuje RAGE tim, ze blokuje
interakci receptoru s ligandy Ap, S100, AGEs a HMGBL1 (Sabbagh et al. 2011). Douglas
Galasko a jeho kolegové testovali ucinnost PF-04494700 u Alzheimerovy choroby.

Pacienti byli rozdéleni do tii skupin, kdy jedna dostdvala vysokou davku terapeutické latky
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(20 mg/den), druha skupina dostavala placebo a tfeti skupina niz$i davku ucinné latky (5
mg/den). Po dvanacti mésicich byla vSak studie ukoncena z diivodu vedlejsich u¢inkid u
vysSich terapeutickych dévek. Pozdéji bylo vSak prokézano, Ze nizs$i davka ucinné latky

m¢éla pozitivni efekt na kognitivni funkce pacienti (Perrone et al. 2012).
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Obr. 5: Chemicka struktura 3-(4-(2-butyl-1-(4-(4-chlorofenoxy)fenyl)-1H-imidazol-4-
yl)fenoxy)-N,N-diethylpropan-1-aminu. Pfevzato a upraveno z MedKoo Biosciences.

3.1.7.5 Derivaty pyrimidinu

Dalsi nadéjnou skupinu potencialnich inhibitord RAGE ptedstavuji derivaty pyrimidinu.
Korejsti védci ve svych studiich nasyntetizovali 60 derivatd pyrimidinu (4, 6-
distribuovanych 2-aminopyrimidiny). Pro in vivo testovani vybrali ti, ktefi méli nejlepsi
inhibi¢ni G¢inek In vitro a oznadili je Cisly 53, 59, 60. Testovani prob&hlo na mysich
modelech, kdy nejdtive byl intraperitonealné¢ podan jeden z inhibitord RAGE a poté
injekovan lidsky AP. Hladina Ap byla sledovana z extraktu mozkové tkané a nasledné byl
stanoven inhibi¢ni u¢inek testovanych inhibitord. VSechny tfi analogy vykazovaly sniZeni
hladiny Ap bez vyznamné zmény mnozstvi periferni Af. Toto pozorovani bylo podpoteno
tim, ze snizeni hladiny AP bylo zplsobeno inhibici RAGE receptoru interakci s
pyrimidinovymi derivaty (Han et al. 2012).

Dalsi studie vyuzily pro svoje testovani mysi modely s vyvolanou Alzheimerovou
chorobou pro ovéfeni pozadovanych IéCebnych ucinki pyrimidinovych analogu.
Nejlepsiho inhibi¢niho u¢inku dosahl analog 59. Po oralnim podani po dobu 3 mésict bylo
pozorovano, ze snizuje akumulaci AP Vv mozku a zlepSuje kognitivni funkce bez

vyznamnych vedlejsich ucinka (Han et al. 2012).
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Obr 6: Obecna struktura derivati pyrimidinu.

3.1.8 RNA interference

RNA interference (RNAI) je pfirozeny proces, kterym mizeme s vysokou specifi¢nosti a
selektivitou regulovat expresi cileného genu, coz predstavuje cenny ndstroj pro
personalizovanou 1écbu nadori. Mechanismus uml¢ovani genli probiha pomoci malych
interferujicich molekul, které na zdkladé komplementarity nasedaji na transkripty mRNA a
brani jejich piepisu do proteinti. Zptisob umlcovani gend probihd na zdklad¢ interakce
dsRNA s RNazou III enzymi Drosha (pro miRNA) a Dicer (pro miRNA, siRNA) a vzniku
malych siRNA, ty tvofi ribnukleoproteinovy komplex RISC, ktery nejprve zplsobi
rozdé¢leni kratké dvousroubovice siRNA na jednotliva vlédkna a s jednim vlaknem, k némuz
zUstane navazan, se specificky navazena na cilovou mRNA a zpusobi jeji degradaci (Ichim
et al. 2004). Preklinické studie potvrzuji, ze techniky RNAi mohou byt pouzity pro cilené
umlcovani genl souvisejicich s rakovinou (Martinez et al. 2002). In vivo studie ukazaly
ptiznivé vysledky RNAi zacileni komponent kritickych pro rist nadorovych bunék
(Brummelkamp et al. 2002), metastazy (Salisbury et al. 2003), angiogenezi (Filleur et al.
2003) a chemorezistenci (Lakka et al. 2004).

Aplikace RNAi1 miZe byt zprostfedkovana dvéma typy molekul. Bud’ chemicky
syntetizovanymi dvouvldknovymi malymi interferujicimi RNA (siRNA) nebo kratkou
vlasenkou RNA (shRNA). Jedna se o rtizné molekuly a tak mechanismy ptsobeni jsou

odlisné.

3.1.8.1 siRNA vs. shRNA
siRNA se svoji délkou 19-21 nt a ptfesahem 2 az 3 nt se zd4 byt vhodna pro zapojeni do
RISC komplexu pro spravnou funkci RNAi bez interakce s enzymem Dicer, TRBP nebo
PACT. Nicméné tento proces je 10 x méné efektivni nez u shRNA avsak zvétSenim délky
siRNA duplexu na 29-30 nt s2-3 nukleotidovym piesahem pouze na jednom konci
(konkrétné antisense (Sano et al. 2008)) ma zlepSovat ucinnost. ZvétSena délka siRNA

S pfresahem na jednom konci vede k termodynamické nestabilité a tim zlepSi spojeni
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s DICER/TRBP/PACT komplexem pro efektivnéjsi zapojeni do RLC (Kim et al. 2005).
shRNA asimiluje do endogenni miRNA drahy a tim je podstatné G¢inngjsi (Siolas et al.
2005).

Pochopeni mechanismu siRNA a shRNA na buné¢né a molekularni trovni pfispéla
K vyraznému zvysSeni Usili pii vyrobé terapeutickych siRNA  k riznym chorobam.
Modifikace mohou byt provedeny s cilem zlepSit Gc€innost a stabilitu RNAi Ciniteld.
Chemicky syntetizované siRNA je mnohem snazs$i upravovat nez velké komplexy
modifikované sRNA. Vektorovou shRNA je obtizné upravit, protoze zavisi na
mechanismu exprese hostitelské buriky, modifikace je zde mozna jen prostiednictvim
manipulacni expresni strategie, prepracovanim shRNA struktury nebo zménou regulace
promotoru.

RNAI 1é¢iva jsou dobie tolerovatelné zvifecimi modely umoznujici piechod na
kliniku. Aktudlné nejméné deset RNAi [éCiv je vrané fazi klinického testovani
(Breakdown of RNAi-Based Drugs in the Clinic, RNAI News, 2008.), z nichz 2 souvisi
s rakovinou. Prvni je namifen proti M2 jednotce ribonukleotidové reduktazy (RRM2), kdy
studie na zvitatech s inhibitory siRNA pro RRM2 jsou U¢inné a bezpecné pro nehuménni
primaty (Heidel et al. 2007). Druhy je namiten proti tenascinu-C (Zuikel et al. 2006). Pro
klinické studie u FDA byla také schvalena shRNA po 1é¢bu hepatitidy B.

3.2 Reportérové geny
Reportérové geny jsou diileZitym néstrojem pro sledovani zmén genové exprese na zakladeé
kvantifikace finalniho produktu genu (mRNA, protein).

Reporter gene assay je systém informujici o genové expresi. Jedna se o
molekularné biologickou techniku vyuzivajici mnoho nastroji pro studium regula¢nich
sekvenci promotord, enhanceri a transkripénich faktord, zejména u eukaryotnich
nadorovych bungk, ty jsou piechodné ¢i stabilné pieneseny reportérovym plasmidem.
Reportérovy plasmid obsahuje DNA sekvenci poskytujici informaci o proteinu, ktery je
produkovan a specifickou vazebnou promotorovou sekvenci pro studovany gen.

Idedlni reportérovy gen je takovy, ktery je inertni vaci hostitelské burice, je
pfedmétem zajmu a je piistupny pro testy, které jsou citlivé, kvantitativni, rychlé,
jednoduché, reprodukovatelné a bezpecné. Nejvice Se pouzivaji geny pro svétluskovou
luciferazu. Reportérové proteiny mohou byt testovany na zdklad¢ detekce inherentnich
charakteristik, jako je enzymatickd aktivita, spektrofotometrické aktivity, nebo nepiimo

S testy na bazi protilatek (Promega, Luciferase Assay Systém).
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3.2.1 Svétluskova luciferaza
Hlavnim pouzivanym bioluminiscen¢nim reportérem je svétluskova luciferdza odvozena ze
severoamerické svétlusky (Photinus pyralis) a protoze nevyzaduje posttransla¢ni
modifikace je snadno a rychle detekovatelny ihned po translaci. Tento 61kDa monomerni
enzym katalyzuje dvoustupiiovou reakci. Prvnim krokem je aktivace luciferinu s ATP za
vzniku luciferin-adenylatu a pyrofosfatu. Ve druhém kroku reaguje luciferin-adenyl se
vzdusnym kyslikem za vzniku oxyluciferinu v elektronicky excitovaném stavu a CO,.
Excitovany luciferin se pak vrati do zakladniho stavu se soucasnym uvolnénim svétla
vV rozmezi vlnovych délek 550 — 570 nm (tj. oblast od zelené k Zluté). Intenzita
emitovaného svétla je pfimo umérna koncentraci luciferdzy (Promega, Luciferase Assay
Systém)
o]
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Obr 7: Bioluminiscen¢ni reakce katalyzovana svétluskovou luciferazou za pfitomnosti co-

substratu ATP a kysliku. Pfevzato a upraveno podle Promega, Lucferase Assay System.

3.3 Vysokokapacitni skrining (high-throughput screening)

Vysokokapacitni skrining (HTS) je proces, ktery je od roku 1900 Siroce vyuZzivany ve
farmaceutickém pramyslu pro objev novych 1ékti. HTS umoziuje skrining velkych
chemickych knihoven proti vybranym cilim. Mezi zakladni znaky HTS patfi:
miniaturizace, robotika a citliva metoda pro detekci signalu (Mayr et Boyanic 2009).

K miniaturizaci HTS testli vedla potieba zvySeni poctu chemickych sloucenin a
s tim souvisejici zvySeni po¢tu molekuldrnich cili. Na zacatku devadesatych let byly
hlavnim skriningovym formatem mikrotitrani desticky s 96 jamkami (Sittampalam et al
1997). Ty vSak byly v poslednich letech nahrazeny 384 destickami a v n€kterych ptipadech
dokonce 1536 destickami. VSechny tyto desticky maji stejnou velikost, ale vyssi kapacitu a
niz§i pracovni objem, tim umoziuji miniaturizaci testi (Mayr et Boyanic 2009).

Pomoci HTS lze otestovat desetitisice az statisice sloucenin za den. Z tohoto
divodu je potieba zafizeni, které umozni otestovat takové mnozstvi latek za kratky casovy
usek, to je umoznéno diky automatizaci systému (Shaffer 2005). Automatizace zahrnuje

presné pipetovaci zafizeni, roboticky systém, citlivy detektor a software (Hong et al.
2009).
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LOPAC (Library Of Pharmacologically Active Compounds) je jedna z typu
komerénich chemickych knihoven. LOPAC knihovny obsahuji hodné 1¢ékt, které jsou dnes
ve stadiu klinického testovani nebo dokonce na trhu. LOPAC90 pisobi bud jako
samostatnd knihovna, nebo k doplnéni knihovny LOPAC1280, ktera obsahuje 1280
farmakologicky uc¢innych latek (Sigma-Aldrich 2014).

3.4 Reprofilovani 1é¢iv
Jeden z pristupl vyuzivajicich se pro hledani novych 1éCiv se nazyva reprofilovani. Diky
tomuto pfistupu byla fada 1é¢iv pouzivanych jako antidiabetika ¢i antiepileptika a dalsi
reprofilovana pro 1é€bu nadorovych onemocnéni a naopak.

De novo identifikace je klasicky zptsob vyvoje nového 1éku, avsak tento postup je
finan¢n¢ i Casové velice naro¢ny (Kato et al. 2015). Vyuziti znamych 1é¢iv je jeden ze
zpusobu jak je mozné zmenSit ndklady i ¢as na vyvoj novych onkologickych 1écCiv.
Vyhodou tohoto pfistupu je znalost mechanismt ucinkd, toxikologicky a farmakologicky
profil jiz u schvalenych 1é¢iv. Lze bud’ pouzit zavedené 1é¢ivo proti novym terapeutickym
cilim, nebo hledat 1é¢ivo s dosud nepopsanym mechanismem ucinku u jiz existujicich
latek (Geetharamani et al. 2015). Vyuziva se zde ,,knihoven”” 1é¢iv u kterych byla zahajeno
nebo uz ukonéeno klinické testovani. Casto se stavé, ze pouziti 1é¢iva je hodné vzdalené od
puvodni indikace. Prikladem mtize byt fentolamin, u kterého byla ptivodni indikace 1é¢ba
akutni hypertenze a koronarniho syndromu. U této latky bylo zjisténo, ze v nadorovych
buiikach prostaty zpiisobuje blok bunééného cyklu v mitéze, indukei hyperdiploidnich
bunék a diky stabilizaci ¢i polymerizaci tubulinu aktivuje apoptozu (Ho et al. 2015).

Cileni nadorovych kmenovych bunck, které maji rezistenci ke standardni
chemoterapii a zpusobuji relapse a metastazy po ukonceni terapie je dalsi zajimavou
aplikaci. Nektera antidiabetika ¢i antimalarika u¢inné blokuji specifické signalni dréhy
nadorovych kmenovych bunék a tim dochézi k jejich eradikaci, pfikladem je niclosamid ¢i
chlorochin (Lv et al 2015; Patel et al. 2015).

Mnoho latek je takto testovano v novych indikacich v probihajicich klinickych

studiich a dnes uz existuje i par ,,1é¢iv’" majici uplatnéni v klinické praxi viz tab 1.
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Tab. 1: Priklady reprofilovanych 1é¢iv v souvislosti s protinadorouvou terapii.

Lécivo Pivodni indikace Nova indikace Reference
Thalidomid | Ranni nevolnost v té¢hotenstvi, | Terapie mnohoc¢etného | (Geetharam
hypnotikum. myelomu, ani et al.
imunomodulac¢ni G¢inky, 2015).
terapie erythema
nodosum leprosum.
Kyselina Epilepsie, stabilizace nalad u Protinadorva terapie. (Guptaet al.
valproovd bipolarni poruchy, migréna. 2013; Sun et
al. 2015)
Metformin Inhibitor 5-AMP-aktivované | Protinddorova terapie. (Lvetal
proteinkindzy, antidiabetikum. 2015; Patel et
al. 2015)
Celecoxib Inhibitor cyklooxygenazy 2, Protinadorova terapie, | (Geetharam
antiflogistikum. inhibitor STAT3. ani et al.
2015).
Ketorolac | Inhibitor cyklooxigenazyl a 2, Inhibitor komplexu (Opreaet al.
nesteroidni antiflogistiku, Racl/Cdc42, 2011)
analgetikum. protinddorova terapie.
Fentolamin A-andrenergni antagonista, Protinadorova trapie (Ho et al.
hypertenze, 2015)
akutnikoronarnisyndrom.
Chlorochin Antimalarikum. Protinadorova terapie. (Lvetal.
2015)
Itrakonazol Inhibitor 14-a-demethylazy, Protinadorova terapie. | (Pantziarka et
antimykotikum. al. 2014)
Mebendazol Inhibitor polymerizace Protinadorova terapie. | (Pantziarka et

tubulinu, antiparazitikum.

al. 2014)
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4  EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Seznam pristroju a vybaveni
- automaticky ¢ita¢ bunék ViCell XR — Beckman Couler, USA
- automatické pipety — Eppendorf, Némecko
- blotovaci zafizeni Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell — Bio-Rad, USA
- centrifuga Rotina 420 R — Hettich, Némecko
- gel dokumantacni systém Odyssey Fc — Li-Cor, USA
- flowbox s laminarnim proudénim MSC-Advantage — ThermoScientific, USA
- inkubator s atmosférou CO, HERAcell 150i — ThermoScientific, USA
- multikanalové pipety — Eppendorf, Némecko
- sestava pro elektroforézu mini-PROTEAN Tetra Cell — Bio-Rad, USA
- svételny mikroskop — Olympus, Japonsko
- termoblok Bio TDB-100 — BioSan, Lotyssko
- ttepacka orbitalni Unimax 1010 — Heidolph, Némecko
- vortex V-1 plus — BioSan, Lotyssko
- zdroj pro elektroforézu a western blot PowerPac HC — Bio-Rad, USA
- Echo 550 — LabCyte, USA
- FACS Calibur flow cytometr — BD, USA
- FACS Ariall - BD, USA
- Multidrop — Thermo Fisher Scientific, USA

4.1.2 Pouzité chemikalie
- DTT (dithiotreitol) — Sigma-Aldrich, USA
- APS (persiran amonny) - Sigma-Aldrich, USA
- BSA (hovézi sérovy albumin) - Sigma-Aldrich, USA
- Coomassie Brilliant Blue — Bio-Rad
- DMSO (Dimethylsulfoxid) - Sigma-Aldrich, USA
- FCS (fetalni teleci sérum) - Sigma-Aldrich,USA
- L-glutamin — Sigma-Aldrich, USA
- chemiluminiscen¢ni substrat (ECL) — Amersham, UK
- luciferasovy substrat - PerkinElmer, USA
- luciferasovy pufr - PerkinElmer, USA
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- proteinovy marker (Full Range Rainbow Recombinant Protein) — Bio-Rad, USA
- ACRYL/BIS 37,5:1 (30:0,8) — Bio-Rad, USA

- methanol — Lach-Ner, CR

- Ponceau S - Sigma-Aldrich, USA

- Puromycin - Sigma-Aldrich, USA

- SDS (dodecylsulfat sodny) - Sigma-Aldrich, USA
- TEMED Ultra pured — Life Technologies, USA

- Tryple — Gibco, Life Technologies, USA

- Tris - Sigma-Aldrich, USA

- Tween 20 - Sigma-Aldrich, USA

- ECL Prime reagencie - Amersham, USA

- SUreENTRY reagencie - SA Bioscience, USA

4.1.3 Pouzité roztoky
-1 x PBS (1000 ml): v 800 ml H,O rozpustit 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na,HPO,; 0,24 g
KH,POy; upravit pH na 7,4; doplnit do 1000 ml H,O
-1 x TBS + 0,1% Tween (1001 ml): 100 ml 10 x TBS + 900 ml H,O + 1 ml Tween 20, dat
michat na magnetickou michacku
- 10 x TBS (1000 ml): v 800 ml H,O rozpustit 60,6 g Tris; 87,6 g NaCl; pomoci 1
mmol/HCI upravit pH na 7,6 a doplnit do 1000 ml H,O
- 10 x TG: 25 mmol/l Tris; 192 mmol/I glycin; pH 8,3 — Bio-Rad
- 10 X TGS: 25 mmol/l Tris; 192 mmol/I glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3 — Bio-Rad
- 4 x TRIS/SDS pH = 6,8: 45,5 g 1,5 mol/l Tris + 1 g 0,4% SDS rozpustit v neionizované
H.0, upravit pH a doplnit do 250 ml
- 4 x TRIS/SDS pH = 8,8: 15,13 g 0,5 mol/Tris + 1 g 0,4% SDS rozpustit v neionizované
H.0, upravit pH a doplnit do 250 ml
- APS 10%: 0,1 g APS + 1 ml H,O
- blokovaci puftr (5% roztok odtu¢néného suseného mléka): 95 ml roztoku 1 x TBS + 0,1%
Tween + 5 g suSeného mléka, dat michat na magnetickou michacku
- blotovaci pufr (500 ml): 50 ml 10 X TG smichat s trochou H,0, poté ptidat 100 ml
metanolu a doplnit do 500 ml H,0
- elektroforeticky pufr (1000 ml): 100 ml 10 x TGS + 900 ml H,0O
- 4 x Laemmli pufr: 277,8 mmol/l TRIS-HCI, pH 6,8; 44,4% glycerol; 4,4% LDS; 0,02%

bromfenolova modi — Bio-Rad

31



- RIPA lyza¢ni pufr: 1% NP-40; 0,1% SDS; 50 mmol/l Tris-HCI pH 8,0; 150 mmol/l
NacCl; 0,5% deoxycholat sodny

- zamrazovaci médium (40 ml): 37,2 ml FCS + 2,8 ml DMSQO, pftefiltrovat

- promyvaci pufr: 20 ml promyvaciho roztoku Cell Wash + 100 mg BSA + 20 ul NP-40

- blokovaci roztok: 100 ml promyvaciho roztoku Cell Wash + 500 mg BSA

- roztok FC receptor saturacni reagencie: 10 ul cinidla pro FC receptor + 30 pul
blokovaciho pufru na jeden vzorek

- roztok izotypové kontroly: 16 ul izotypové kontroly IgG + 1000 pl blokovaciho roztoku

4.1.4 Kultivaéni média
- F12 HAM's (Hyclone): 900 ml médium + 100 ml 10% FCI + L-glutamin o vysledné
koncentraci 2 mM, steriln€ zfiltrovat
- RPMI 1640 (Sigma-Aldrich): 450 ml média + 50 ml FCS, sterilné zfiltrovat
- MEM (Minimum Essential Medium; Sigma-Aldrich): 450 ml média + 50 ml FCS,

sterilné zfiltrovat

4.1.5 Pouzity biologicky material
K experimentim v této praci byly pouzity nasledujici bunééné linie: A549 odvozena
z lidského karcinomu plic, HeLa linie odvozend z lidského cervikalniho karcinomu,
leukemickd bunécnd linie Jurkat a bunécéné linie CHO odvozena z epitelidlnich bunck
vajeCniku kiecka ¢inského (Cricetulus griseus). Vsechny bunétné linie pochazeji
z americké sbirky tkanovych a bunéénych kultur (ATCC).
Lentivirové cCastice pouzité v této praci byly zakoupeny od SABiosciences a

rekombinantni svétluskova luciferasa (FLuc) od Sigma-Aldrich.

4.1.6 Protilatky
Primérni protilatky anti-RAGE (Tab. 2) pouZit¢ v metodé Western blot byly fedény
roztokem 5% BSA v TBS s 1% TWEENem. K vizualizaci primarnich protilatek byly
pouzity sekundarni protilatky anti-rabbit a anti-mouse konjugované s kienovou
peroxidazou. Sekundarni protilatky byly fedény v roztoku 5% BSA v TBS s1%
TWEEnem, viz. tab. 2.
Pro detekci exprese RAGE pomoci priitokové cytometrie byla pouzity primarni
protilatka anti-RAGE (Abcam) fedéna v koncentraci 1 pg/10° bungk a sekundarni
protilatka ALEXA 488 (ThermoFisher) fedéna 1:250 v blokovacim pufru.
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Tab. 2: Popis a fedéni protilatek pouzitych pro Western blot.

Primarni protilatka Redéni Firma
Rabbit anti-RAGE 1:1000 Abcam
Rabbit anti-RAGE 1:2000 Sigma-Aldrich
Rabbit anti-RAGE 1:5000 Origene, TA327041
Rabbit anti-RAGE 1:250 Life Technologies
Rabbit anti-RAGE 1:1000 Cell Signaling

Mouse anti-GAPDH 1:5000 OriGene

Sekundarni protilatka Redéni Popis
Anti-rabbit 1:10 000 Sigma-Aldrich
Anti-mouse 1:10 000 Sigma-Aldrich

4.1.7 RAGE ligandy
Pro stimulaci RAGE byly pouzity nasledujici ligandy: AGE-BSA (Merck Millipore),
S100B (Sigma-Aldrich), B-amyloid (AnalytikJena), LPS (Sigma-Aldrich). Koncentrace

zasobnich roztoku jsou uvedeny v tab. 3.

Tab. 3: Koncentrace zasobnich roztokt pouzitych ligandu.

Ligand Koncentrace

AGE-BSA 10 mg/ml ve sterilnim PBS

S100B 10 mg/ml (50 mM Tris-HCI, pH 7.5,
50 mM NaCl, 100 uM DTT)

p-amyloid 1 mM v DMSO

LPS 1 mg/ml v RPMI1640 mediu

4.1.8 Testované latky
Pripravena reportérova bunécna esej byla vyuzita k testovani latek z knihovny LOPAC90
(Library Of Pharmacologically Active Compounds; Sigma-Aldrich). Jedna se o komeréni
knihovnu, ktera obsahuje 90 farmakologicky aktivnich latek, z nichZ vice jak 25 je volné

prodavanych 1¢ékii. Latky jsou prezentovany pod kodovym oznacenim LEM.
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Jako pozitivni kontroly k ovéfeni funkc¢nosti ptipravené¢ NF-kB reportérové
bunééné eseje byly vyuzity komeréné dostupné, literarné popsané inhibitory RAGE, 3-(4-
(2-butyl-1-(4-(4-chlorofenoxy)fenyl)-1H-imidazol-4-yl)fenoxy)-N,N-diethylpropan-1-
amin (Azeliragon; Cayman chemical) a RAGE antagonista FPS-ZM1 (Calbiochem).

4.2 Metody

4.2.1 Kaultivace bunéénych linii
Vsechny bunééné linie byly kultivovany v inkubatoru v atmosféie 5% CO, pii 37°C.
Bunééné linie A549 a CHO byly kultivovany ve standardnim médiu F12 HAM's, pro
kultivaci HeLa bunék bylo pouzito médium MEM a pro linii Jurkat RPMI1640. Média

byla doplnéna o 10 % fetalniho teleciho séra.

4.2.1.1 PasaZovani, poc€itani bunék

Bun&né linie byly kultivovany v kultivaénich lahvich s riistovou plochou 75 ¢cm? Pro
experimenty byly pouzity tfi adherentni (A549, CHO, HeLa) a jedna suspenzni (Jurkat)
bunécnd linie.

Adherentni bufiky postupné porustaji dno kultiva¢nich lahvi a aby nedochazelo k
100% konfluenci, byly buiiky pravidelné jednou za 2 — 3 dny pasdzovany na piibliznou
hustotu 5 x 10* na ml.

Médium ze stiedni kultivaéni 1ahve bylo slito, bunky 2 x oplachnuty roztokem PBS
a byl pfidain 1 ml Tryple reagencie Naklanénim ldhve bylo dosazeno rovnomérného
rozprostieni Tryple po celé plose lahve. Po inkubaci v CO; inkubatoru, byla lahev
zkontrolovdna pod mikroskopem, zda jsou builkky uvolnény ze dna. Néasledné bylo
nadbytkem média zastaveno plisobeni Tryplu. Ke stanoveni hustoty a viability bun¢k byl
vyuzivan elektronicky ¢ita¢ ¢astic ViCell. Podle zjisténé koncentrace byly buriky nasledné
vyfedény na poZadovanou koncentraci ¢erstvym kultivaénim médiem.

PasadZovani suspenznich Jurkat bun€k probihalo 2 - 3 x tydné prostym nafedénim

bunék na poZadovanou hustotu.

4.2.1.2 ZamraZovani
Pro zamrazovani bunéénych suspenzi bylo pouZzito zamrazovaci médium, které se skladalo
z Cistého fetalniho séra (FCS) a dimethylsulfoxidu (DMSO) v poméru 93:7.
Po dosazeni témétr 80% konfluence byly buiiky promyty PBS a pomoci Tryplu
pfeneseny do 5 ml média. Buné¢na suspenze byla nasledné pienesena do falkony a

centrifugovéna pfi laboratorni teploté¢ po dobu 5 minut, 1500 rpm. Supernatant byl slit do
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odpadu a peleta rozsuspendovana v zamrazovacim médiu na vyslednou hustotu 3 - 5 X

10°%/ml, nasledng rozpipetovana po 1 ml do kryozkumavek a ulozena do kapalného dusiku.

4.2.1.3 Rozmrazovani
Kryozkumavka se zamrazenou bunécnou suspenzi byla vyjmuta z kapalné¢ho dusiku a
rychle rozpusténa v dlani nebo v 37°C vodni lazni, nasledné byla suspenze pfenesena do
falkony s 10 ml ptedehiatého média a centrifugovana 5 minut pfi 1500 rpm. Supernatant
byl slit do odpadu a peleta rozsuspendovana v predehfatém médiu, vznikla suspenze byla

prenesena do nadbytku média ve stiedni kultiva¢ni ldhvi a vloZzena do CO; inkubatoru.

4.2.2 Western blot
SDS-PAGE a nasledny Western blotting se pouZivaji k separaci proteinii z bunéénych
lyzath na zéklad€ jejich rozdilné molekulové hmotnosti a detekci proteinii pomoci

specifickych protilatek.

4.2.2.1 Priprava lyzatu
Médium z kultivaéni misky (80 - 90% konfluence) bylo slito, 2 x oplachnuta roztokem
PBS, byl pfidan 1 ml Tryple reagencie a vlozena do inkubatoru. Pusobeni Tryplu bylo
zastaveno 10 ml média. Bunécna suspenze byla prenesena do falkony a centrifugovana
4°C, 1600 rpm, 5 minuty. Médium bylo odsato a bunky byly 2 x promyty 5 ml
vychlazeného PBS. Supernatant byl odpipetovan, k peleté bylo pfidano 140 pl smési RIPA
lyza¢niho pufru s koktejlem inhibitorit proteas (Roche). Po 30-ti minutové inkubaci na
ledu za obcasného vortexovani byla smés prenesena do vychlazenych mikrozkumavek a
centrifugovana 20 minut pii 4°C, 14 000 rpm. Bylo odebrano 100 pl supernatantu do nové
mikrozkumavky piidano 33,3 ul 4 x Laemmli pufru s DTT o kone¢né koncentraci 50 mM

a povafeno 5 minut pii 95°C.

4.2.2.2 SDS-PAGE elektroforéza, Western blot
Elektroforéza byla provedena na polyakrylamidovém gelu o tloust'ce 1 mm. Byl pouZit 4%
zaostfovaci gel a 10% separacni gel (viz. Tab. 4) Po zatuhnuti byly gely vlozeny do
elektroforetické vany a zality elektroforetickym pufrem. Do jamky bylo naneseno 5 ul
markeru a 8 ul vzorku. Elektroforéza nejdiive probihala pti 50 V a po pfechodu vzorki do
separacniho gelu bylo napéti zvySeno na 150 V na pfiblizné¢ 60 minut. Po skonceni
elektroforézy byly proteiny metodou western blot pfeneseny na nitrocelul6zovou
membranu o velikosti pora 0,2 um (Bio-Rad). Pfenos pobihal 15 minut pii konstantnim

proudu 0,15 A na jednu membranu.
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Tab. 4: Slozeni gelt pro elektroforézu.

Zaostiovaci gel 4% (10 ml) Separacni gel 10% (16 ml)
H,0O 6 H>0O 6,3
Akrylamid (30%) 1,33 Akrylamid (30%) 5,33
0,5M Tris pH =6,8 2,5 1,5M Tris pH = 8,8 4
10 % SDS 0,1 10 % SDS 0,16
10 % APS 0,1 10 % APS 0,16
TEMED 0,01 TEMED 0,016

4.2.2.3 Imunodetekce na membrané

Membrany s pfenesenymi proteiny byly blokovany v 5% roztoku suseného mléka
v TBS/T po dobu 60 minut na tfepacce. Nasledné oplachnuty TBST/T a pteneseny do
Petriho misky s 10 ml primarni protilatky (viz tab. 3) fedéné roztokem 5% BSA v TBS/T a
inkubovany ptes noc na kyvacce pii 4°C. Po inkubaci byly membrany promyty 3 x 5 minut
TBS/T a poté¢ 1 x 5 minut TBS. Nasledné¢ byly membrany inkubovany se sekundarnimi
protilatky v roztoku 5% suSeného mléka v TBS/T po dobu 60 minut. Po nasledném
promyti stejnym zpiisobem jako po inkubaci primarnich protilatek byl nanesen substrat pro
peroxiddzu a po 5 minutich byla membréna vysuSena buni¢inou a chemiluminiscenéni

signal detekovan piistrojem Oddysey Fc (Li-Cor). Doba expozice byla 10 minut.

4.2.3 Detekce RAGE metodou pritokové cytometrie
Bunécné kultury byly fixovany metanolem na vyslednou hustotu 1 X 10%ml a ulozeny pies
noc na -20°C. Odpovidajici objem fixovanych bungk (1 x 10° bungk/analyzu) byl
centrifugovdn 5 min pii pokojové teploté, 1 500 rpm a promyt promyvacim pufrem. K
peletam bylo pfidano 0,5 ml 1 x permeabilizacniho roztoku a buniky byly inkubovany 10
minut pii pokojové teploté. Poté zcentrifugovany za stejnych podminek a promyty 2 mi
promyvaciho pufru. Nasledovala opét centrifugace a odsati. Ke kazdé peleté bylo pfidano
40 pl roztoku ¢inidla pro FC receptor v blokacnim pufru. Po 10-ti minutové inkubaci pii
pokojové teploté byly pfidany 2 ml promyvaciho pufru a buniky byly rozdéleny do dvou
sad. K prvni sadé centrifugovanych pelet bylo pfidano 100 pl nafedéné primarni protilatky
(1 pg/10° bundk) a kdruhé sadé 100 ul roztoku isotypové kontroly IgG o stejné
koncentraci jako roztok primarni protilatky. Po 30 minutové inkubaci pii pokojové teplote

bylo k buikdm pfidano 2 ml promyvaciho pufru. Nasledovala centrifugace a odsati
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supernatantu. Do vSech zkumavek bylo ptfiddno 100 pl nafedéné (1:250) sekundarni
protilatky anti-rabbit a vzorky byly inkubovany 30 minut pfi pokojové teploté. Buiiky byly
promyty 2 ml promyvaciho pufru, po centrifugaci a odstati supernatantu bylo piidano 500
ul blokovaciho roztok a ulozeno na 15 minut pii 4°C. Nakonec byly vzorky méfeny na
pritokovém cytometru pii 488/525 (excitace/emise) nm. V kazdém vzorku bylo nacteno

20 000 bungk.

4.2.4 Transdukce linie A549 lentivirovymi reportéry (NF-kB-FLuc a FLuc)

Pro transdukci byly pouzity komeréné dostupné lentivirové Castice (Cignal Lenti Reporter
Assay; SABiosciences). Pro pfipravu bunécné eseje k monitorovani RAGE-Spfazené
aktivace NF-kB byly pouzity lentivirové ¢astice kodujici inducibilni NF-xB responsivni
konstrukt exprimujici svétluskovou luciferasu jako reportér. Schéma lentivirového vektoru
pouzitého k vytvoreni reporterové eseje znazoriiuje obr. 8.

K vytvoteni reportérové linie stabilné exprimujici FLuc byly pouzity lentivirové
Castice konstitutivné exprimujici FLuc (obecna struktura vektoru viz obr. 9).

K ptipravé obou vySe zminénych reportérovych bunéénych eseji byl pouzit stejny,
dale uvedeny obecny postup. Do kazdé¢ jamky 12-ti jamkového panelu byl napipetovan 1
ml suspenze A549 bunck o hustoté 5 000 /ml. Panel byl nésledn€ vlozen do inkubatoru.

Dalsi den bylo zjamek médium odsito a byla pfidéna suspenze lentivirovych
partikuli v objemech odpovidajicich MOI (Multiplicity Of Infection) 10 a 20 a piedem

vypocitanych z titri uvedenych vyrobcem (kalkulace MOI viz nize).

_ pocet transdukujicich ¢astic

MOI =

pocet cilovych bunék

Dale bylo do jamek pfidano 0,5 ml predehfatého média bez antibiotik a sureENTRY
reagencie o kone¢né koncentraci 8 pg/ml pro zvyseni ucinnosti transdukce. Ptiblizn¢ 17-20
hodin po transdukci bylo médium obsahujici lentivirové Castice odsato a nahrazeno

standardnim kultiva¢nim médiem.
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Obr. 8: Struktura lentivirového reportéru, ktery byl pouzit k piipravé NF-kB reportérové

bunécné eseje. Pfevzato a upraveno podle Cignal Lenti Reporter Handbook, 2012.
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Obr. 9: Obecna struktura vektoru pouzitého pro ptipravu FLuc exprimujici linie. Prevzato

a upraveno podle Cignal Lenti Reporter Handbook, 2012.

4.2.5 Selekce transdukovanych bunék a priprava klonu
Po tfech dnech od transdukce byla provedena selekce transdukovanych bunék
pomoci puromycinu o konecné koncentraci 3 pumol/l (koncentrace diive zjiSténa z testd
citlivosti bunek A549 vici koncentracni fadé puromycinu). Buiikky byly kultivovany pod

tlakem puromycinu pod dobu 3 - 5 dnt a nasledné vyuzitim sorteru FACS Aria II (BD)
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roztfidény do 5-ti 96-jamkovych panelti po 1 buiice na jamku. Panely s rozsortovanymi
buikami byly ponechény v inkubdtoru 10 - 14 dni a nasledné mikroskopovany pro
nalezeni individudlnich klonid. Klony s minimalné 50% konfluenci v jamce byly nejdiive
pieneseny z 96-jamkového panelu na 12-jamkové panely a poté do malych kultiva¢nich

lahvi.

4.2.6 Validace kloni
Jednotlivé klony pochazejici z bunék transdukovanych ¢asticemi kodujicimi NF-kB-FLuc
konstrukt byly prubézné testovany na citlivost vi¢i 4 riznym RAGE ligandim — AGE-
BSA, B-amyloid, LPS, S100B. Jednotlivé bunécné klony byly vysety na 384-jamkové bilé
panely v koncentraci 70 000 bunék/ml (20 pl na jamku).

Druhy den byly pomoci piistroje Echo 550 ptidany jednotlivé ligandy ve finalnich
koncentracich — 2,5 umol/l B-amyloid; 1 ng/ml LPS; 0,05 mg/ml S100B; 0,05 mg/mi
AGE-BSA. VSechny treatmenty byly provedeny v triplikatech. Trojice jamek byla
ponechédna bez ptidavku ligandu jako kontrola. PO 6-ti hodinové inkubaci bylo do jamek
pomoci automatického pipetoru Multidrop pfidano 20 pl luciferasového substratu Britelite
(PerkinElmer), nasledné¢ byly panely ponechény 1-2 minuty na tfepacce a poté zmétena
luminiscence na analyzatoru EnSpire Multimode Plate Reader. Takto bylo postupné
vybrano a otestovano cca 100 klont. Klony u kterych byl zaznamenan vici kontrole
minimalné 4-ndsobny nardst luminiscence po pusobeni alespoit jednoho z testovanych
ligandl byly dale expandovany do mnoZstvi potfebného k zamraZeni.

Klony pochazejici zbun€k transdukovanych ¢&asticemi exprimujicimi FLuc byly
testovany na citlivost vii¢i Resveratrolu, literarné popsanému inhibitoru FLuc. Pro kazdy
klon byl pouzit Resveratrol v koncentracich 1 a 10 uM a inkubace probihala 6 a 24 hodin.
Vyseti bun¢k a detekce luminiscence bylo provedeno, jak je uvedeno vySe. Bylo vybrano a
otestovano cca 20 klont. Klon nejvice senzitivni vii¢i Resveratrolu byl expandovéan do

mnozstvi potiebného k zamraZeni.

4.2.7 Testovani RAGE ligandii v koncentrac¢ni a ¢asové zavislosti
Klon nejlépe odpovidajici na vSechny 4 testované RAGE ligandy byl podroben
detailnéjsi analyze. VSechny ligandy byly testovany v koncentra¢ni Skale (tab. 5; dvojkové
fedéni) pro nastaveni vhodné koncentrace k testovani potencidlnich RAGE inhibitord.
Vzhledem k rizné kinetice pisobeni testovanych ligandii byly zvoleny 2 ¢asové intervaly —
6 a 24 hodin. Vyseti bun¢k do paneli, treatment a detekce byly provedeny stejné, jak je

popsano v predeslé podkapitole.
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Tab. 5: Koncentra¢ni rozmezi testovanych RAGE ligandh.

Ligand Koncentraéni rozmezi
AGE-BSA 1,56.10” - 5.10” mg/ml
S100-B 1,56.10” - 2.10" mg/ml
p-amyloid 7,8.107-5uM

LPS 1,6.10" - 5ng/ml

4.2.8 Testovani komerénich RAGE inhibitori
Pro ovéfeni funkcnosti pfipravené s RAGE spiezené NF-kB reportérové eseje byly vyuzity
komeréné dostupné, literarné popsané RAGE inhibitory FPS-ZM1 a Azeliragon. Testovani
bylo provedeno na 384-jamkovych panelech v koncentra¢ni $kale inhibitort, které byly
pfeneseny k buitkdm 30 minut po pifidavku jednotlivych RAGE ligandi (koncentrace
zvolené na zaklade vysledki 4.2.7). Po 6-ti hodinach byla provedena detekce luminiscence

(viz 4.2.6).

4.2.9 Testovani knihovny Lopac90 na NF-kB responsivni reportérové bunécné
eseji
Lopac90 je jednou zkomerénich experimentalnich knihoven vyuZivanych pro
vysokokapacitni testovani na riznych reportérovych systémech za ucelem reprofilovani
1é¢iv nebo hledani novych bunéénych cili. Tato knihovna obsahuje 90 farmakologicky
aktivnich latek, znichz vice jak 25 je volné prodavanych Iékti. Mnohé z nich jsou
protinddorova 1é¢iva s riznymi mechanismy Gcinku.

Bunécna suspenze A549 NF-kB-Fluc odvozeného senzitivniho klonu byla nasazeny
na 384-jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo naneseno 25 pl bunécné suspenze a
desticky byly vlozeny do inkubétoru.

Na druhy den byly latky z Lopac90 (10 mM roztoky v DMSO) pieneseny ze
zdrojovych desticek na panely s pfipravenymi buitkami a to ve dvou raznych
koncentracich — 1 a 10 puM. Po 30 minutach byly pfidany ligandy ve vhodnych
koncentracich (4.2.7) a zaroven byly vytvofeny kontroly s pfidavkem samotného ligandu,
samotnych Lopac90 latek a samotné neovlivnéné buiiky. Po 6-ti hodinach byla provedena

detekce luminiscence dle postupu popsaného v 4.2.6.
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4.2.10 Testovani knihovny Lopac90 na FLuc responsivni reportérové bunécné
eseji
Interakce malych molekul s FLuc mtze vést k falesn¢ pozitivnim vysledkiim u bunéénych
eseji s Fluc reportérem.

Bunécénéd suspenze A549-Fluc odvozeného senzitivniho klonu byla nasazena na
384-jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo naneseno 25 pl bunétné suspenze
(70 000/ml) a desti¢ky byly vloZeny do inkubatoru.

Nasledujici den byly vybrané latky z Lopac90 (10 mM roztoky v DMSO)
pteneseny pomoci Echo 550 ze zdrojovych desti¢ek na panely s pfipravenymi buiikami a
to ve dvou riznych koncentracich — 1 a 10 uM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
Resveratrol v identickych koncentracich a samotné neovlivnéné bunky slouzily jako
negativni kontrola. VSechny treatmenty byly provedeny v triplikatech. Detekce
luminiscence byla provedena v ¢asech 6 a 24 hodin po treatmentu dle postupu popsaného
v 4.2.6.

4.2.11 Luciferasova enzymaticka in vitro esej

Pro ovéfeni mozné interakce latek z Lopac90 s Fluc byla vyuzita in vitro luciferasova ese;.

Byl pfipraven pracovni roztok luciferasy v PBS + 0,1 % BSA o vysledné
koncentraci 0,01 ug/ml. Tento roztok byl rozpipetovan po 25 ul do 384-jamkové desti¢ky
a do jamek byly nasledné pomoci pfistroje Echo 550 pfeneseny vybrané latky z Lopac90
ve vyslednych koncentracich 1 a 10 uM a jako pozitivni kontrola Resveratrol v
koncentracich 1 uM, 10 uM a 100 uM. Panely byly kratce stoceny a inkubovany 30 minut
ve tm¢ pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkubaéni doby bylo do jamek pifidano 25 ul

luciferasového substratu a ihned zmétena luminiscence na EnSpire pfistroji.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni western blotu

Pro ovétfeni exprese RAGE v bunécnych liniich A549 a HeLa byla pouzita metoda
Western blot. Byla provedena optimalizace detekce vyuzitim anti-RAGE primarnich
protilatek od riznych vyrobct (tab. 3) a nejlepsich vysledkt bylo dosazeno s protilatkou od
firmy Origene vftedéni 1:5000 (obr. 10). Na gel byly nanaSeny lyzaty pfipravené
Z bunécnych linii A549, A549 klon 32, Hela a jako negativni kontrola byla pouzita RAGE
neexprimujici linie CHO. Jako normaliza¢ni protein byl pouzit GAPDH.

Protilatky od firmy Sigma (1:1000) a Abcam (1:1000) se v fedénich doporuc¢enych
vyrobcem vézaly velmi nespecificky (Obr. 9), v ptipadé protildtek od Life Technologies
(1:250) a Cell Signaling (1:1000) nebyl na membrané¢ po detekci zaznamenan Zadny signal.

luuwls 3 1 ) !
P ——.
D e
= = 38 kDa =P == .

A B

Obr. 9: Vysledky Western blotu pfi pouziti primarnich protilatek od rtiznych vyrobci. A —
Abcam, B — Sigma-Aldrich; 1 - A549, 2 - A549 klon 32, 3 — Hela.

1 2 3
RAGE 45 kDa
- N
1 2 3

GAPDH 50 kDa
Bl

Obr. 10: Exprese proteinu RAGE v bunénych lyzatech detekovana protilatkou od
Origene. 1 — CHO, 2 — A549 klon 32, 3 — A549.

Vysledky potvrdily vysokou expresi RAGE v A549 buiikach a to jak matefské linii, tak

v odvozeném klonu 32 (obr. 10).
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5.2 Vyhodnoceni priitokové cytometrie
Mira exprese RAGE u rtiznych bunécnych linii odvozenych od solidnich nadora (HeLa,
A549) a rovnéz hematologickych malignit (Jurkat) byla rovnéz analyzovana metodou
pritokové cytometrie. Pro tuto metodu detekce byly testovany protilatky od 2 rtznych
vyrobct, kdy nejlepSich vysledkll bylo dosazeno s protilatkou od firmy Abcam (obr. 11).
Porovnani vzorku a odpovidajici izotypové kontroly slouzici k eliminaci nespecifickych
vazeb protilatky bylo provedeno pomoci programu CellQuest (BD). Vystupem meéieni
na priatokovém cytometru jsou histogramy s vypoctenymi hodnotami mediani
fluorescencni intenzity (MFI; obr. 11; tab. 6). Pro kazdou analyzovanou bunécnou linii
bylo provedeno porovnani MFI pfislusné izotypové kontroly a vzorku a stanoven pomeér

vyjadiujici miru exprese (tab. 6). MFI izotypovych kontrol byl vzdy softwarové nastaven
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Obr. 11: Reprezentativni histogramy exprese RAGE ve vybranych bunécnych liniich.

Modré barva reprezentuje histogram izotypové kontroly, cervena barva histogram vzorku.
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Tab. 6:Vyhodnoceni miry exprese RAGE v riznych bunéénych liniich metodou priutokové

cytometrie. MFI IK = median fluorescencni intenzity izotypové kontroly

Bunécna linie MFI IK MFI Pomér MFI vzorek/MFI
vzorek IK
HelLa 10,46 41,79 4
Jurkat 10,00 36,19 3,6
A549-k32 9,65 50,03 5,2
CHO 10,75 12,86 1,2

5.3 Vysledky testovani RAGE ligandii v ¢asové a koncentracni zavislosti
V ramci postupné validace cca 100 klon pochézejicich z A549 bunék transdukovanych
lentivirovym NF-kB-Fluc vektorem byla cca u 10 klonl zjisténa senzitivita vii¢i 1 nebo
vice RAGE ligandiim, vyjadiena schopnosti aktivovat NF-kB. Pro dalsi experimenty byl
vybran klon s oznacenim ,,A549-klon 32% ktery vykazoval po 6-ti hodinové inkubaci
s jednotlivymi RAGE ligandy vyznamny nartst aktivace NF-«B proti kontrole, a to u
vSech 4 pouzitych ligandt. Pro detailn€jsi analyzu byly zvoleny 2 ¢asové intervaly — 6 a 24
hodin a zaroven byly vSechny ligandy testovany v koncentra¢ni Skale (tab. 5). Kazda
koncentrace byla méfena ve 4 opakovanich. Z hodnot luminiscence byly pro kazdou
koncentraci a Casovy interval vypocitany primémé hodnoty a smérodatné odchylky a
stanoveny nasobky nartsti luminiscence vic¢i primérné hodnoté luminiscence kontroly
(neovlivnénych bunék) a vlozeny do grafit (obr. 12-15). Mira narustu luminiscence

odpovida nartistu s RAGE sprazené aktivace NF-kB.
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Obr. 12: Graf ¢asové a koncentra¢ni zavislosti stimulace bunék A549-klonu 32 pouzitim

AGE-BSA. Jednotlivé body kiivek vyjadiuji nasobky primérné hodnoty luminiscence

stimulovanych bun€k vuéi bunkam kontrolnim (hodnota 1). AGE-BSA byl pouzit

v koncentra¢nim rozmezi 0,0015625 — 0,05 mg/ml.
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Obr. 13: Graf ¢asové a koncentra¢ni zavislosti stimulace bunék A549 klonu-32 pouzitim

B-amyloidu. Jednotlivé body kiivek vyjadiuji nasobky pramérné hodnoty luminiscence

stimulovanych bunék vici bunkam kontrolnim (hodnota 1). p-amyloid byl pouzit

v koncentraénim rozmezi 0,078 — 5 pM.
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Obr. 14: Graf ¢asové a koncentra¢ni zavislosti stimulace bunék A549-klonu 32 pouzitim
S-100B. Jednotlivé body kiivek vyjadiuji nasobky primérné hodnoty luminiscence
stimulovanych bunék vu¢i buikdm kontrolnim (hodnota 1). S-100B byl pouzit

v koncentra¢nim rozmezi 0,0015625 — 0,2 mg/ml.
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Obr. 15: Graf ¢asové a koncentra¢ni zavislosti stimulace bunék A549 klonu-32 pouzitim
LPS. Jednotlivé body kiivek vyjadiuji néasobky primérné hodnoty Iuminiscence
stimulovanych buné€k vu¢i buikam kontrolnim (hodnota 1). LPS byl pouzit

Vv koncentraénim rozmezi 0,15625 — 5 ng/ml.
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Z grafli je patrné, Zze zatimco po 6 hodinové inkubaci dochazi u vSech ligandi
Kk vyraznému, koncentra¢né zavislému nartistu luminiscence vuci kontrole, po 24 hodinach
je stimulace bunék AGE-BSA a S100B pouze minimalni a pro f-amyloid a LPS dosahuje
vice nez 2-ndsobného nartstu pouze u nejvyssich testovanych koncentraci. Na zaklad¢

téchto vysledki byly dalsi experimenty omezeny pouze na casovy interval 6 hodin.

5.4 Vyhodnoceni komerénich RAGE inhibitori
Jako pozitivni kontroly pro ovéfeni funkEnosti pfipravené, s RAGE sprazené, NF-xB
reportérové bunécné eseje byly pouzity dva komercni, literdrné popsané inhibitory — FPS-
ZM1 a Azeliragon, které byly testovany v koncentrac¢ni Skale. Koncentrace jednotlivych
ligandt byly zvoleny na zaklad¢ vysledka z predesié kapitoly tak, aby ocekavané nasobky
narGstu luminiscence proti kontrole (hodnota 1) byly v rozmezi 2-4. Jak je patrné z obr. 16,
koncentrace ligandii pro tento experiment byly zvoleny optimalng, s vyjimkou p-amyloidu,

kde doslo k neocekavané vysokému nartstu, patrn€ v disledku pouziti nové Sarze ligandu.
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Obr. 16: Mira aktivace NF-kB RAGE ligandy ve zvolenych koncentracich po 6,5
hodinach inkubace.

Inhibi¢ni UCinek testovanych komer¢nich inhibitorti je prezentovan ve formé
zbytkové aktivace NF-kB v bunééném klonu 32 (obr. 17 a 18). Hodnoty uvedené v grafech
byly kalkulovany podle nasledujiciho vzorce kde Lum (lig.+inh.) vyjadiuje primérnou
hodnotu luminiscence v buiikach ovlivnénych inhibitorem v pfitomnosti RAGE ligandu,

Lum (inh.) pfedstavuje primérnou hodnotu Iuminiscence v jamkach ovlivnénych
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samotnym inhibitorem, Lum (lig.) je primérna hodnota luminiscence bun¢k stimulovanych

ligandem a Lum (kontrola) pfedstavuje primérnou luminiscenci neovlivnénych bunék.

Lum (lig.+inh.) = Lum (inh)
zbytkova aktivace NFkB [%] = x 100
Lum(lig.) =Lum(kontrola)

120
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Obr. 17: Graf inhibi¢niho G¢inku FPS-ZM1 na, s RAGE spiazenou, aktivaci NF-kB po 6-
ti hodinach inkubace. Koncentra¢ni rozmezi FPS-ZM1 bylo 0,062 — 10 uM, koncentrace
ligandt viz obr. 16.

Z Obr. 17je zfejmé, Ze nejmensi inhibi¢ni t€inek FPS-ZM1 byl u bunék stimulovanych B-
amyloidem. Za jeho plsobeni byla zbytkova aktivace NF-xB v rozmezi 70 — 80 %, coz
odpovida inhibi¢nimu efektu 20 — 30 %. Nejvyssiho inhibi¢niho efektu bylo dosazeno u
bunék aktivovanych S100B ligandem a to v rozmezi 47 — 88 %. U buné¢k stimulovanych
LPS dosahoval inhibi¢ni efekt rozmezi 1 — 65 % a u bun¢k stimulovanych AGE-BSA 13 —
37 %.
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Obr. 18:Graf inhibi¢niho u¢inku Azeliragonu na, s RAGE sptazenou, aktivaci NF-kB po
6-ti hodinach inkubace. Koncentra¢ni rozmezi Azeliragnu bylo 1,25 — 50 uM, koncentrace
ligandi viz Obr. 16.

Z obr. 18 pro Azeliragon je patrné, ze nejvyraznéjsi inhibic¢ni efekt byl u bunék
stimulovanych S100B ligandem. Za jeho putsobeni byla zbytkova aktivace NF-xB
vV rozmezi 10 — 42 %, tudiz inhibi¢ni efekt byl 58 — 90 %. Nejmensiho inhibi¢niho efektu
bylo dosazeno u bungk stimulovanych f-amyloidem ato 17 — 48 %. U bungk aktivovanych
ligandem LPS byl inhibi¢ni efekt v rozmezi 20 — 63 % a u AGE-BSA 8 — 80%.

5.5Vyhodnoceni testovani knihovny Lopac90 na NF-kB responsivni
reportérové bunécné eseji

Latky z knihovny Lopac90 byly testovany na klonu 32 odvozeném z A549 bunék
v koncentracich 1 a 10uM. Koncentrace ligandi byly zvoleny stejné jako v piipadé
testovani komercnich inhibitord. Evaluace naméfenych hodnot luminiscence byla
provedena podle vzorce uvedeného v pfedeslé kapitole a hodnoty byly prezentovany jako
»zbytkova aktivace NF-kB*“. Jako aktivni latky, tj. S vyznamnym inhibi¢nim u¢inkem na
RAGE byly vybrany a prezentovany takové, u nichz byla pii 1 nebo 10 uM koncentraci
alesponi pro jeden ligand zbytkova aktivace NF-kB 40 % a méné (tab. 7).
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Tab.7: Souhrnna tabulka aktivnich sloucenin z knihovny Lopac90. Prezentovana cisla
vyjadiuji procento zbytkové aktivace NF-kB. Hodnoty oznacené hvézdickou vyjadiuji
efekt zatizeny cytotoxicitou testované latky v pouzité koncentraci. Z ditvodu ochrany
dosud nepublikovanych dat jsou latky prezentovany pod LEM kody a nejsou uvedeny
jejich struktury.

A549-NF-kB; 1 uM A549 NF-kB; 10 pM

AGE- S- B- AGE- S- B-

BSA | 100B |amyloid | LPS BSA 100B |amyloid| LPS
LEM7281 55,8
LEM7294
LEM7330
LEM7342 58,2
LEM7366 46,6
LEM7283
LEM7343 34
LEM7296
LEM7332
LEM7356 54,9 31,3
LEM7333 55,7
LEM7345 34,7*
LEM7357 | 414* | 33,6* 46,2*
LEM7286 31,7
LEM7311 55,4 46,2 56,1
LEM7326 | 50,5 51,1 42,5 44 38,5
LEM7364 43,6 30,1* 60,1*

Jak je patrné z tab. 7 z 90 latek knihovny Lopac90 vykazovalo celkem 17 vyznamny
inhibi¢ni G¢inek na, s RAGE sprazené, NF-kB reportérové bunééné eseji. V pripadé 1 uM
koncentrace mely u bun€k aktivovanych AGE-BSA inhibi¢ni efekt pouze latky
LEM735758,6 %alLEM7326 49,5 %. U bunék stimulovanych S100B ligandem byl
nejvyssi inhibicni efekt u latky LEM7357 a to 66,4 %. U bunék aktivovanych f-
amyloidem byl vysoky inhibi¢ni efekt u 8 latek, z nichz nejlépe dopadla LEM7357
s inhibici 99 %. U bun¢k stimulovanych LPS ligandem méla inhibi¢ni efekt pouze jedna
latka LEM7357 a to 53,8 %.

Jak je vidét u koncentrace 10 uM byl pozorovan vétsi inhibi¢ni efekt u mnoha latek.
U bunék stimulovanych AGE-BSA ligandem se inhibice projevila celkem u 10 latek. 92 %
inhibi¢niho efektu dosahla latka LEM7357. V piipadé bunék stimulovanych S100B nejvice
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inhibovala latka LEM7357 82,1 %. Nejvyssiho inhibi¢niho efektu bylo dosazeno u bun¢k
aktivovanych B-amyloidem. LatkaLEM7345 zpisobila 95,5 %, LEM7357 98,5 % a
LEM7364 dokonce inhibici na troven nestimulovanych bunék. U bunék stimulovanych
LPS ligandem byl prokazan inhibicni efekt u 5 latek, znichz nejlépe dopadla latka
LEM7357 s inhibici 97,1 %. Nejzajimavé§jsi latkou mezi vSemi aktivnimi je nepochybné
latka LEM7357, ktera vykazovala vyznamny inhibi¢ni efekt u bunék stimulovanych vSemi
RAGE ligandy, a to i v koncentraci 1 uM. Vysledky dosazené u 10 uM koncentrace je
poticba brat srezervou nebot’ pii této koncentraci byly po 6-ti hodinach inkubace
v mikroskopu pozorovatelné znamky mirné cytotoxicity. Podobné tomu bylo rovnéz u

latek LEM7345 a LEM7364.

5.6 Testovani knihovny Lopac90 na FLuc responsivni reportérové bunécné
eseji
V ramci postupné validace cca 20 kloni odvozenych z A549 bunck transdukovanych
lentivirovym Fluc vektorem byl pro testovani aktivnich latek z knihovny Lopac90 vybran
Klon s oznagenim ,,klon 8%, ktery vykazoval nejvyssi citlivost vii¢i Resveratrolu.

Na A549 Fluc responsivni reportérové bunécné eseji (klon 8) byl sledovan ucinek
celkem 17 aktivnich latek z knihovny Lopac90 pii dvou koncentracich — 1 uM a 10 uM
a ve dvou casovych intervalech — 6 a 24 hodin. Testovani probihalo na 384-jamkovych
destickach a kazda latka byla méfena ve 4 opakovanich pro kaZzdou koncentraci. Relativni
luciferasova aktivita (RLA) odpovida primémym hodnotdm luminiscence naméfenym na

spektrofotometru EnSpire (obr. 19 a 20).
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Obr. 19: Relativni luciferasova aktivita FLuc responsivniho klonu 8 po 6-ti hodinové
inkubaci s aktivnimi latkami z Lopac90. Hvézdickami oznacené latky vykazuji

Vv porovnani s kontrolou statisticky vyznamny efekt.

Po 6-ti hodinové inkubaci v ptipadé 10 uM koncentrace v porovnani s kontrolou
maji statisticky vyznamny efekt latky LEM7332 a LEM7286. V piipadé 1 uM koncentrace
nebyl zaznamenan vyznamny efekt u zadné z vybranych latek. Pokles RLA u latky

LEM7357 je zplsoben jeji cytotoxicitou, jak jiz bylo diive zminéno
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Obr. 20: Relativni luciferasova aktivita FLuc responsivniho klonu 8 po 24-ti hodinové
inkubaci s aktivnimi latkami z Lopac90. Hvézdickami oznacené latky vykazuji

Vv porovnani s kontrolou statisticky vyznamny efekt.

Z vysledkt po 24-ti hodinové inkubaci s aktivnimi latkami z Lopac90 knihovny je
patrné, Ze v pfipadé 1 uM koncentrace byl vyssi narist RLA oproti kontrole pouze u latky
LEM7332. V piipad¢ 10 uM koncentrace byl statisticky vyznamny efekt u latek LEM7330
a LEM7296.

5.7 Luciferasova enzymaticka in vitro esej
Testovani bylo provedeno na 17 latkach z Lopac90, které byly aktivni na zaklad¢ vysledkt
z NF-xB-Fluc reportérové bun&cné eseje (viz tab. 7). Kazda latka byla testovdna
v koncentracich 1 a 10 uM ve 4 opakovanich. Na spektrofotometru EnSpire byly naméfeny
hodnoty luminiscence odpovidajici relativni luciferasové aktivité. Z hodnot luminiscence
byly pro kazdou latku a koncentraci vypocitané primérné hodnoty a smérodatné odchylky

a vlozeny do grafu (obr. 21).
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Obr. 21: :Graf zavislosti RLA na koncentraci vybranych aktivnich latek z Lopac90 ve
smési s rekombinantni luciferasou. Vysledky méfeni mozné interakce aktivnich latek

z knihovny Lopac90 s rekombinantni luciferasou.

Vysledky z obr. 21 naznacuji, ze zadna z testovanych latek nevykazovala v koncentracich
1 ani 10 uM proti kontrole statisticky vyznamnou inhibici RLA, ¢imz lze vyloucit jejich
moznou interakci s rekombinantni FLuc. Resveratrol naproti tomu vykazuje o¢ekavanou

koncentra¢né zavislou inhibici RLA prokazujici jeho interakci s FLuc.
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6 DISKUZE

RAGE patii do skupiny,,pattern-recognition* receptort a vaze tak mnoho ligandu, které se
ucastni chronickych zanétlivych a imunitnich odpovédi a s nimi spojenych onemocnéni.
Rada védeckych publikaci dokazuje, 7e zamezeni interakce mezi RAGE a jeho ligandy
muze projevy onemocnéni zmirnit ¢i dokonce zcela utlumit. O potenciadlni inhibitory
schopné blokovat interakci RAGE-ligand je tak stale vétsi zajem. Dosud jsou vsak literarné
popsané pouze dva, které dosahly druhé faze klinického testovani.

V ramci této diplomové prace byla pripravena reportérova bunécné esej odvozend od
RAGE exprimujici linie A549 pro vysokokapacitni testovani potencidlnich RAGE
inhibitori. Principem eseje je monitorovani aktivace NF-kB, ktery pfedstavuje klicovy
transkripcni faktor RAGE signalizace. Komercni lentivirové ¢astice pouzité k piipravé
eseje koduji inducibilni NF-xB responsivni konstrukt exprimujici svétluskovou luciferasu
jako reportér a tim je umoznéna snadna kvantifikovatelnost miry aktivace NF-kB, sptazené
S RAGE signalizaci. V ramci validace klonG byl vybran ,klon 32% ktery vyborné
odpovidal na ptitomnost vSech RAGE ligandu v testované koncentra¢ni Skale. Funkénost
pfipravené eseje byla prokazdna pouzitim dvou komerénich RAGE inhibitord -
Azeliragonu a FPS-ZM1.

Funkéné ovéfend esej byla ndsledné vyuzita k testovani chemické knihovny
nizkomolekularnich latek Lopac90. Pocet nalezenych aktivnich latek, které z vice nez 60
% snizovaly NF-kB aktivaci v bunkach stimulovanych alespon jednim z testovanych
RAGE ligandu byl piekvapivé vysoky (17). Lze tedy usuzovat, Zze vysledny pozorovany
efekt nemusi u vSech latek nutné souviset s jejich interakci s RAGE, ale dalSimi
bunéénymi cili zapojenymi v signalnich drahach koncicich aktivaci NF-xkB

Pouziti svétluSkové luciferasy (FLuc) jako reportéru je Siroce vyuzivané v molekularni
biologii a ve vysokokapacitnim skriningu malych molekul (HTS). Enzym FLuc katalyzuje
oxidaci luciferinu za vzniku oxyluciferinu a ATP. Jistou nevyhodou pouziti FLuc jako
reportéru v HTS je moznost jeji pfimé interakce s testovanymi nizkomolekularnimi latkami
vedouci k falesné pozitivnim vysledkiim. Z tohoto diivodu byla pfipravena reportérova esej
konstitutivné exprimujici FLuc odvozena rovnéZz od bunécné linie A549. Pro validaci
klont byl pouzit literarné¢ popsany inhibitor FLuc Resveratrol a pro HTS testovani byl
vybran klon nejvice senzitivni vii¢i Resveratrolu. Namisto o¢ekavaného snizeni RLA vici
kontrole byl pozorovan opacny efekt, kdy bunky ovlivnéné Resveratrolem paradoxné

vykazovaly koncentraéné zavislé zvySeni RLA. Vysvétleni lze nalézt v literatufe. Bylo
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zjisténo, ze existuji inhibitory, které mohou fungovat uvnitt buiiky, to vede k prodlouzeni
polocasu rozpadu ektopicky exprimovaného enzymu FLuc a tim ke zvySeni aktivity
luciferasy (Thompson et al. 1991). Testovani aktivnich latek z Lopac90 prokazalo u 5 ze
17 latek statisticky vyznamny nartist RLA vacéi kontrole, avSak tento nariist byl
V porovnani s Resveratrolem pouze nepatrny. Mozna interakce aktivnich latek s FLuc byla
dale ovéfovana v in vitro podminkach vyuzitim rekombinantni FLuc. Efekt pozorovany u 5

latek na FLuc reportérové buééné eseji v in vitro podminkach vSak prokazan nebyl
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7 ZAVER
Cilem této prace bylo testovani komercni knihovny Lopac90 na ptipravenych bunéénych
eseji. Bunécné linie A549 byly transdukovany komer¢nimi lentivirovymi ¢asticemi. Pro
pfipravu bunécného systému k monitorovani aktivace NF-kB byly pouzity lentivirové
Castice kodujici inducibilni NF-kB responsivni konstrukt exprimujici svétluSkovou
luciferazu jako reportér. K vytvofeni reportérové linie exprimujici FLuc byly pouzity
lentivirové cCastice konstitutivné exprimujici FLuc. Nésledné byla provedena selekce a
validace kloni za pomoci RAGE ligandt. Byl vybran klon, ktery vykazoval nejvyssi nartst
aktivace po stimulaci ligandy a ten byl pouZzit pro podrobnégjsi testovani. Byl prokdzan
inhibi¢ni vliv komer¢nich inhibitort 1 n€kolika latek z knihovny Lopac90. Cile vytycené

Vv ramci této diplomové prace byly splnény.
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