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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Studentka: Aneta Hornova

Skolitelka: PharmDr. Lucie HyrSova, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Studium transportu proteinovych molekul pies bunééné
membrany

Transportéry v ledvinach se nachazi predevSim v proximalnich tubulech a podileji
se na sekreci a reabsorpci endogennich i exogennich latek. Existuje velké mnozstvi
ledvinnych transportérii, nicméné tato diplomova préce je zamétena predev§im na megalin.
Konkrétné jsme se zabyvali stanovenim transportu peptidi pies tento rendlni transportér

v bunéénych liniich HK-2 a JEG-3.

Megalin je glykoprotein, jehoZ hlavni funkci je tubuldrni reabsorpce glomerularné
filtrovaného albuminu a dalSich vysokomolekuldrnich latek. Mezi endogenni substraty
megalinu déale patfi napf. transkobalamin — vitamin Biz, inzulin nebo lehké fetézce
imunoglobulind. Je také schopen transportovat néktera 1é¢iva, jako jsou aminoglykosidova

a peptidova antibiotika.

V ramci této prace jsme zkoumali vliv snizeni exprese megalinu na transport
albuminu a anti-VEGFR2 aptameru. SniZzeni exprese bylo dosazeno transfekci bunck
pomoci siRNA proti LRP2 genu. Niz§i exprese LRP2 vede ke sniZeni transportu albuminu
a anti-VEGFR2 aptameru, coz bylo nésledné stanoveno pomoci akumulaénich studii.
Akumulace pouZzitych peptidii sice naristd s C¢asem, ale v men$i mife ve srovnani s

kontrolnimi bunkami.



V dalsi casti prace jsme sledovali viabilitu bunéénych linii HK-2 a JEG-3 po jejich
vystaveni zvySujici se koncentraci albuminu a anti-VEGFR2 aptameru, aby se vyloucil
potencionalni toxicky ucinek studovanych latek na buiiky. Koncentrace testovanych latek
pouzité v prvni ¢asti experimentu jsou pro obé bunécné linie naprosto netoxické, hodnoty

ICso ptevysuji testovanou koncentraci o dva fady.



Abstract
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Title of diploma thesis: Study of transport of protein molecules across cell
membranes

Kidney transporters are found mainly in the proximal tubules, they participate in
the secretion and reabsorption of endogenous and exogenous substances. Plenty of kidney
transporters have been identified, however this diploma thesis is focused on megalin.
Specifically, we dealed with determination of transport of peptides via this renal

transporter in HK-2 and JEG-3 cell lines.

Megalin is a glycoprotein whose main function is tubular reabsorption of albumin
filtered in glomerules and other high molecular weight substances. Another endogenous
substrates of megalin are e.g. transcoblamine — vitamin B, insulin or light chains of
immunoglobulins. It is also able to transport some drugs like aminoglycoside and

polypeptide antibiotics.

Within this work, we investigated the influence of reduced expression of megalin
on the transport of albumin and anti-VEGFR2 aptamer. Reduction of expression was
achieved by transfection of cells with siRNA against the LRP2 gene. Lower expression of
LRP2 led to reduction of transport of albumin and anti-VEGFR2 aptamer into cells, which
was subsequently determined by accumulation studies. Although the accumulation of used

peptides increased with time, it was in lower extent compared to control cells.



In the next part of the thesis, viability of the cell lines HK-2 and JEG-3 was
examined after their exposure to increasing concentration of albumin and anti-VEGFR2
aptamer to exclude potential toxic effect of studied substances on the cells. The
concentrations of tested substances, which were used in the first part of the experiment, are
not toxic for both cell lines, ICso values exceed tested concentration by two orders of

magnitude.
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1 Seznam zkratek

ABC ATP-binding cassette transportéry

ATP adenosintrifosfat

BCA ,,bicinchoninic acid*

BCRP ,breast cancer resistance protein®

BSA bovinni sérovy albumin

CUB ,complement subcomponents Clr / Cls, Uegf and bone

morphogenic protein-1*

DMEM ,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*
DNaza enzym deoxyribonukledza

dsRNA dvouvlaknova RNA

endo-siRNA endogenni siRNA

FBS fetalni bovinni sérum

FITC fluorescein isothiokyanat

HSA humanni sérovy albumin

LDL ,low density lipoprotein*

LRP2 »lipoprotein receptor-related protein-2*
MEM »Minimum Essential Medium Eagle*
mRNA messengerova RNA

miRNA mikro RNA

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat



Opti-MEM
PBS
PEG
PLB
RdRP
RISC
RNAI
RNaza
SELEX
shRNA
siLRP2
siRNA
siSc
SLC

VEGFR2

,Opti-Minimal Essential Medium*

fostatovy pufr (,,phosphate buffered saline*)
polyethylenglykol

pasivni lyzovaci pufr (,,passive lysis buffer®)
RNA dependentni RNA polymeraza
RNA-indukovany tlumici komplex

RNA interference

ribonukledza

»Systematic evolution of ligands exponential enrichment*
kratka vlasenkova RNA (,,short hairpin RNA®)
siRNA proti genu LRP2

kratk4 interferujici RNA (,,short interfering RNA*)
nahodna RNA (,,scrambled RNA*)

transportéry nadrodiny solute carrier

receptor pro cévni endotelidlni rastovy faktor 2



2 Uvod

Ptechod latek pfes membranu buitky mize byt zprostfedkovan mnoha zptsoby.
Jednou z moznosti je vyuziti prosté difuze po koncentratnim gradientu, tento zpiisob
transportu vSak neni mozny pro vSechny latky bez rozdilu. Neékteré latky potitebuji
k pfestupu pies membrany specialni proteiny, které nazyvame transportéry. Ty jsou
umistény ve fosfolipidové dvojvrstvé membrany, pro ¢innost nékterych z nich je nezbytna

hydrolyza ATP jako zdroj energie (Klaassen a Aleksunes 2010).

Transportéry mohou byt influxni (pfendsi latky smérem do bunky) nebo efluxni
(zprostiedkovavaji transport latek smérem ven z buiiky). Obecné je lze rozdélit do dvou
zakladnich skupin, na solute carrier (SLC) a ATP-binding cassette (ABC) transportéry
(Klaassen a Aleksunes 2010).

Transportéry v ledvinach se primarné nachazi v proximalnich tubulech a podileji se
na sekreci a reabsorpci latek obsazenych v krvi. Bazolateralni influx organickych kationti
a aniontll pomoci transportérat OAT1, OAT3 (organic anion transporters) a OCT2 (organic
cation transporters) je prvnim krokem pfi rendlni sekreci. Efluxni transportéry na apikalni
membran¢ bunék proximalniho tubulu, zahrnujici MRP2, MRP4 (multidrug resistance-
associated proteins), MATE1, MATE2-K (multidrug and toxin extrusion transporters),
MDRI1 (multidrug resistance proteins) a BCRP (breast cancer resistance protein), vylucuji
chemikalie do moci. Reabsorpce chemickych latek v ledvindch miize byt provedena
apikalnimi transportéry CNT1-3 (concentrative nucleoside transporters), OAT4 (organic
anion transporters), URATI1 (urate transporter 1), OATP1A2 (organic anion transporting
polypeptides), PEPT1 a PEPT2 (peptide transporters), OCTN2 (organic cation/carnitine
transporters), ENT1 (equilibrative nucleoside transporters) a LRP2 (lipoprotein receptor-
related protein-2) a nasledné pies bazolaterdlni membranu pomoci MRP6 (multidrug
resistance-associated proteins), OSTa a OSTP (organic solute transporters) (Klaassen a
Aleksunes 2010, Fisher a Howie 2006). Lokalizace transportéri v proximalnich tubulech je

znazornéna na Obr. 1.
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Obr. 1 Schématické znazornéni subcelularni lokalizace influxnich a efluxnich

transportnich proteint v rendlnich proximalnich tubulérnich bunkach.

Upraveno dle: (Klaassen a Aleksunes 2010)

K reabsorpci di- a tripeptidi v proximalnich tubulech na apikalni strané¢ membrany
slouzi PEPT1 a PEPT2 transportéry. Mohou v podstaté piepravovat vSechny mozné di- a
tripeptidy (ale nikoliv aminokyseliny nebo tetrapeptidy). Mezi dalSi substraty téchto
transportérti patii napf. inhibitory angiotenzin-konvertujiciho enzymu (kaptopril, enalapril
a fosinopril), fotosenzitizacni ¢inidlo kyselina 5-aminolevulové nebo cytostatikum bestatin

(Klaassen a Aleksunes 2010).

Megalin (LRP2) je primarné exprimovan na apikalni strané¢ polarizovanych
epitelidlnich bunék (Fisher a Howie 2006). V ledvinach se nachazi ptfedev§im v
glomerulech a proximalnich rendlnich tubulech. Mezi jeho hlavni funkce patii tubularni
reabsorpce glomerularné filtrovaného albuminu a dalsSich nizkomolekularnich proteint (De
et al. 2014). Megalin vaze Sirokou Skalu substratii, véetné endogennich latek a nékterych

xenobiotik (Mahadevappa et al. 2013).



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Transportéry v ledvinach

Jak jiz bylo zminéno v tivodu této prace, prechod latek pfes membranu bunky miize
byt zprostiedkovan mnoha zplisoby. Nekteré latky mohou prechazet pires bunécné
membrany prostfednictvim prosté difuze po koncentratnim gradientu. Jiné, kvili své
velikosti, naboji nebo hydrofilni povaze, potiebuji k pfestupu specialni proteiny, které

nazyvame transportéry (Klaassen a Aleksunes 2010).

Transportéry lze obecné rozdélit do dvou zakladnich skupin, na solute carrier
(SLC) a ATP-binding cassette (ABC) transportéry. Existuji vSak i transportéry, které
nespadaji ani do jedna nadrodiny, napt. LRP (lipoprotein receptor-related protein), kam

nalezi i ¢len LRP2, megalin (Klaassen a Aleksunes 2010, Farquhar et al. 1994).

SLC transportéry zprostiedkovavaji predevSim uptake (pfijem) latek do bunky.
Existuji ovSem 1 piipady, kdy tyto transportéry zajiStuji obousmérny pienos. Piepravuji
pres biologické membrany velmi riznorodé latky, jak endogenniho ptivodu (napft. peptidy)
tak 1 xenobiotika, vCetné¢ 1€¢iv a riznych rostlinnych sekundarnich metabolitii (Bai et al.

2018).

ABC transportéry se nachdzeji na apikdlni 1 bazolateralni strané¢ bunécnych
membran. Jejich hlavni funkce je eflux (vyluCovani) latek ven z buiiky nebo z organel

(Klaassen a Aleksunes 2010).

Transportéry v ledvinach (viz Obr. 1) se primarné nachézi v proximalnich tubulech
a podileji se na sekreci a reabsorpci endogennich i exogennich latek. Na bazolateralni
membrané jsou primarnimi influxnimi aniontovymi transportéry OAT1 a OAT3 (organic
anion transporters), zatimco kationtovym transportérem je primarné¢ OCT2 (organic cation
transporters). Bazolateralni uptake pomoci téchto transportéri je prvnim krokem pfii renalni
sekreci. OAT transportéry zajist'uji pienos fady organickych aniontli s malou molekulou,
véetné antivirotik (aciklovir, adefovir), antibiotik (penicilin G, tetracyklin) a konjugati
rtut-thiol do ledvin. Z toho vyplyva, Ze tyto transportéry jsou dulezitym pocateCnim
prvkem pii akutnim poSkozeni ledvin v disledku akumulace toxickych latek v nefronu.
OCT2 zprostiedkovava transport nékterych antidiabetik (metformin), antivirotik

(lamivudin), cisplatiny, memantinu a dalsich latek (Klaassen a Aleksunes 2010).



Efluxni transportéry na apikalni membrané¢ bunck proximélniho tubulu, vcetné
MRP2, MRP4 (multidrug resistance-associated proteins), MATE1, MATE2-K (multidrug
and toxin extrusion transporters), MDR1 (multidrug resistance proteins) a BCRP (breast
cancer resistance protein), vylucuji latky do moci. Nejvice prozkoumané in vitro jsou
MRP4 a BCRP transportéry. Napiiklad diuretika jako hydrochlorothiazid a furosemid se
fadi soucasné mezi substraty a kompetitivni inhibitory téchto dvou transportéri. MRP4 je
také dilezity pro renalni sekreci antivirovych 1éCiv, jako jsou napiiklad adefovir a
tenofovir. BCRP se v in vitro studiich prokézal jako dulezity transportér pii renalni sekreci
uratu. MATE]1 a MATE2-K slouzi k efluxu organickych kationtd. Z 1éCiv ptepravuji
napiiklad antivirotika (aciklovir, ganciklovir), antidiabetika (metformin) a platinové

cytostatikum oxaliplatinu (Klaassen a Aleksunes 2010).

Reabsorpce xenobiotik v ledvinach miize byt provedena apikalnimi transportéry
CNTI1-3 (concentrative nucleoside transporters.), OAT4 (organic anion transporters),
URAT]1 (urate transporter 1), OATP1A2 (organic anion transporting polypeptides), PEPT1
a PEPT2 (peptide transporters), OCTN2 (organic cation/carnitine transporters), ENT1
(equilibrative nucleoside transporters) a LRP2 (lipoprotein receptor-related protein-2) a
nasledn¢ pres bazolaterdlni membranu pomoci MRP6 (multidrug resistance-associated

proteins), OSTa a OSTP (organic solute transporters) (Klaassen a Aleksunes 2010).

OATP1A2 transportuje Siroké spektrum substratii, véetné endogennich sloucenin a
1é¢iv. Zprostiedkovava transport zlucovych soli, hormont §titné zlazy, konjugatt steroidd a
prostaglandind (Franke et al. 2009). Z Ié€iv se jedna napiiklad o inhibitory HMG-CoA
(hydroxymethylglutaryl-CoA)  reduktdzy (napf. rosuvastatin), antihistaminikum
fexofenadin a cytostatikum metotrexat. OCTN2 slouzi jako transportér ptredevSim pro
karnitin, dale napiiklad pro diuretikum spironolakton, blokator vapnikovych kanalt
verapamil a antiepileptikum kyselinu valproovou. OAT4 piepravuje predevS§im sulfatové
konjugaty (estron sulfat, dihydroepiandrosteron sulfat). URAT1 muze ovlivnit reabsorpci a
tim 1 mnoZstvi uratu v organismu. V piipadé¢ akumulace uratu v téle dochazi k jeho
krystalizaci v kloubech, coz vede ke vzniku dnavého zachvatu. CNTI1 je transportér pro
pyrimidiny a nukleosid adenosin, CNT2 pro puriny a nukleosid uridin a CNT3 transportuje
pyrimidiny 1 puriny. ENT1 pfenasi endogenni nukleosidy a cytostatickd a antivirova

analoga nukleosidl po koncentra¢nim gradientu (Klaassen a Aleksunes 2010).



Efluxni transportéry na bazolaterdlni membrané proximdlnich rendlnich tubult
zustavaji z velké Casti neprobadané a jsou oblasti vyzkumu (Klaassen a Aleksunes 2010).
OSTa a OSTP hraji Gstiedni roli pii transportu zluCovych kyselin, konjugovanych steroida
a strukturné pfibuznych molekul. V zavislosti na koncentratnim gradientu

zprostifedkovavaji jejich transport dovniti i ven z burniky (Ballatori 2011).

3.2 Megalin

Megalin je také znamy jako glykoprotein 330 nebo lipoprotein receptor related
protein-2 (LRP2). Jde o ¢len rodiny receptort, kterd ma strukturni podobnost s LDL
receptorem. Megalin je kdodovany genem LRP2, ktery se nachdzi na 2. chromozomu,

konkrétn¢ se jedna o polohu 2¢31.1 (Farquhar et al. 1994).

LRP2 koduje velky glykoprotein o molekulové hmotnosti kolem 600 kDa.
Struktura megalinu je zndzornéna na Obr. 2. Sklada se z velké extracelularni domény, malé
transmembranové domény a intracelularni domény, kterda je shodna s doménou clent

nadrodiny LDL receptoru (De et al. 2014).
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Obr. 2 Schématické znazornéni struktury megalinu.

Megalin se skldda z velké extraceluldrni domény zakoncené¢ aminoskupinou (N-konec),
malé transmembranové domény a intracelularni domény na C-konci. Extracelularni
doména obsahuje 36 na cystein bohatych repetic segmenti komplementového typu
obsahujici 4 segmenty nezbytné pro vazbu substratu, dale 16 opakujicich se segmenti typu
EGF (epidermalni ristovy faktor) a 8 segmentd typu YWTD, které jsou dulezité pro
uvoliovani substratu v endozomalnich kompartmentech v zavislosti na pH (McCarthy
2003). YWTD segmenty obsahuji repetice Tyr (tyrosin) - Trp (tryptofan) - Thr (threonin) -
Asp (kyselina asparagova) (Andersen et al. 2013).

Upraveno dle: (McCarthy 2003)

Megalin je receptor, ktery hraje roli pfi internalizaci svych substratd do bunék
(Suzuki et al. 2013). U LRP2 jde o odlisny proces transportu latek dovnitt buiky, nez
v ptipad¢ transportérovych nadrodin SLC a ABC. LRP2 vyuziva transport pomoci
endocytézy, coz je jednoduchy proces, pii kterém bunky pfijimaji ziviny a molekuly
dovnitt bunky. Jednd se o koordinovany proces, ktery hraje klicovou roli v bunécné
signalizaci a homeostdze (De et al. 2014). Endocytozu Ize rozdélit na 3 hlavni skupiny:
pinocytozu (mechanismus pro uklddani a internalizaci extracelularni tekutiny a v ni
rozpusténych latek), fagocytdozu (mechanismus pohlcovani ¢astic, mikrobli a poskozenych
¢i odumftelych bun€k) a receptorem zprostiedkovanou endocytdzu, coz je ptipad LRP2 (viz

Obr. 3) (Buckley a King 2017, Cossart a Helenius 2014).

Nejlépe studovanym mechanismem pro receptorem zprostiedkovanou endocytozu

je endocytoza zprostfedkovana klatrinem. Receptory jsou soustiedény v jamkéch, kde se na



jejich cytosolové stran¢ nachézi protein klatrin a dalSi s nim asociované proteiny. Tyto
jamky se po vazb¢ substratu na receptor invaginuji a vytvoii endocytické vezikuly, ze
kterych se po ztrat¢ klatrinového plasté stanou endosomy. Endosomy dodévaji latky v nich

obsazen¢ k jejich spravnému cili (Casartelli et al. 2008).

Three types of endocytosis
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Obr. 3 Grafické znazornéni tii riznych typd endocytézy: A) fagocytoza, B) pinocytdza,

C) receptorem zprostiedkovand endocytoza.

Ptevzato z: (Anonym 2014a)

3.2.1 Funkce megalinu a jeho lokalizace v organismu

Megalin je primarné exprimovan na apikdlni strané polarizovanych epitelialnich
bune¢k, v organismu ho mizeme nalézt v celé fad¢ tkani (Fisher a Howie 2006). Jelikoz je
hlavni funkci megalinu tubularni reabsorpce, najdeme tento protein piredevs§im v ledvinach,
a to konkrétné v glomerulech a proximalnich rendlnich tubulech. Kromé ledvin se také
nachdzi ve vnitinim uchu, neuralni trubici, dychacich cestach plic, epididymis, Zloutkovém
vaku, v choroidnim plexu, endometriu, §titné zlaze, v oCich a stfevech (Farquhar et al.

1994, Mahadevappa et al. 2013).
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Tento glykoprotein hraje kliCovou roli pfi tubuldrni reabsorpci glomerularné
filtrovaného albuminu a dalSich nizkomolekuldrnich proteint (De et al. 2014). Dale slouzi
k vychytavani filtrovanych molekul v proximalnim tubulu, véetné nefrotoxind, cytokinii a

dalSich (Mahadevappa et al. 2013).

Megalin je dale dilezity pro spravnou funkci oka (Storm et al. 2014). Jeho
pritomnost v o¢ni tkdni je nezbytna pro vidéni a normalni vyvoj o¢i. Bylo zjisténo, Ze
odstranéni LRP2 genu z ocni tkané mysi ma za nasledek vznik kratkozrakosti. Presny

mechanismus ptsobeni megalinu v oku v§ak neni znam (Cases et al. 2017).

LRP2 miizeme také nalézt v embryu, kde zajistuje vyzivu vyvijejicimu se plodu a
muze mit roli v samotném implantacnim procesu (uhnizdéni oplozeného vajicka v délozni
sliznici). Dale ma dilezitou ulohu pfi vyvoji reproduk¢nich organi, predevsim diky své
schopnosti internalizovat pohlavni steroidy navazané na nosice, jako je globulin vazajici
sexualni hormony (SHBQ), a specificky je pienaset do cilovych tkédni. Pfi vyvoji plodu je
obecné povazovany za dulezity faktor pro spravny rozvoj pfedniho mozku a proximélniho

tubulu ledvin (Fisher a Howie 20006).

U lidi je mutace genu pro megalin spojovdna s Donnai Barrow/facio-ocular-
acustico-renalnim syndromem. Tento syndrom je extrémné vziacny stav spojeny s
charakteristickymi rysy obli¢eje, ztratou sluchu, kratkozrakosti a proteinurii bilkovin s
nizkou molekulovou hmotnosti (Mahadevappa et al. 2013). Proteinurie je zplisobena

dysfunkci megalinu pfii reabsorpci filtrovanych proteinii v ledvinach (Storm et al. 2014).

3.2.2 Substraty megalinu

Endocytéza zprosttedkovana pomoci LRP2 je dulezitd pro ucinnou reabsorpci
nekolika vitamini a hormont vazanych na jejich nosné proteiny. Tato funkce je nezbytna
pro udrZzeni homeostazy vitamind a zivin. Napiiklad se jednd o zpétné vychytavani
vitaminu D (silného reguladtoru homeostdzy vapniku a kostniho obratu) a retinolu (vitamin
A) z primarni moci, dale se uplatituje 1 pi1 vychytavani androgenti a estrogenti (Farquhar et
al. 1994, Kur et al. 2014). Je zapotiebi také pro reabsorpci vitaminu Bi2 a vapniku (Fisher a
Howie 2006).
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Megalin vaze Sirokou Skalu latek, v€etné nosicovych proteini, peptidi, hormond,
signaliza¢nich molekul, enzymt, imunologicky ptibuznych proteint atd. Znamé substraty
megalinu, které jsou normalné filtrované v glomerulech, zahrnuji retinol-vazebny protein,
vitamin Bi2, inzulin, 1- a 2-mikroglobulin, epidermalni rastovy faktor, albumin, lysozym,
cytochrom c¢, cystatin C, B-amylazu, prolaktin, myoglobin, hemoglobin a lehké fetézce

imunoglobulinti (Mahadevappa et al. 2013).

Mnoho substrati megalinu jsou aniontové proteiny, coz naznacuje, ze vazba zavisi
spiSe na distribuci naboje nez na celkovém izoelektrickém bod¢ (Mahadevappa et al.

2013).

Krom¢ zminovanych endogennich latek jsou i latky exogenniho piivodu substraty
LRP2, vcetné¢ léCiv a toxind. Z léCiv je tfeba zminit aminoglykosidova antibiotika
(gentamicin, tobramycin, streptomycin, neomycin, kanamycin), polypeptidové
antibiotikum polymyxin B a antifibrinolytikum aprotinin. Toxiny, které patii mezi
substraty LRP2, jsou napt. kyselina aristolochova (sekundarni metabolit rostlin rodu
Aristolochia) a trichosanthin (protein deaktivujici ribozom, ktery je ziskavan z hliz rostliny

Trichosanthes kirilowii) (Mahadevappa et al. 2013, Fang et al. 2012).

Ackoli je transportérem pro Sirokou Skéalou latek, jeho primarni role spociva ve

vychytavani lipoproteinovych slozek, zejména cholesterolu (Fisher a Howie 2006).

3.2.3 Cubilin

Cubilin je multiligandovy, endocyticky membranovy glykoprotein (Christensen a
Birn 2002). Byl poprvé identifikovan jako receptor pro komplex vnitini faktor — vitamin

B2 (De et al. 2014).

Spolu s megalinem je exprimovan na apikalnich epitelidlnich buiikdch nékolika
tkani, véetné ledvin, stfeva, plic, mozku, smyslovych orgdna a pohlavniho systému (De et
al. 2014). Cubilin patii mezi asociované molekuly megalinu. Nemé transmembranovou
doménu a je proto zavisly na megalinu pro endocytozu urcitych latek. Pro funkci megalinu
vSak pfitomnost cubilinu neni nezbytna, dochdzi pouze ke kooperaci mezi témito proteiny
(Fisher a Howie 2006). Mezi substraty cubilinu patii napiiklad albumin, transferin,

apolipoprotein A-I a protein vazajici vitamin D (De et al. 2014).
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Cubilin je koédovany genem CUBN. Sklada se z 27 CUB (complement
subcomponents Clr / Cls, Uegf and bone morphogenic protein-1) domén (ty slouzi pro
vazbu substratu), 8 EGF (epidermal grow factor) opakovani a kratké 110-aminokyselinové

N-koncové sekvence, ktera je dllezita pro asociaci s membranou (Fisher a Howie 2006).

3.3 Peptidické transportéry

Peptidické transportéry 1 a 2 (PEPT1 a PEPT2) patii mezi SLC transportéry.
Zprostiedkovavaji transport di- a tripeptidii dovnitt bun€k. Primérn€ byly identifikovany
jako klicové peptidové nosice v tenkém stfevé a ledvinach. PEPT1 byl dale detekovan
v lysozomech a v mensi mife je exprimovan také v plicich, tlustém stfeve, pankreatu a
jatrech. PEPT2 je lokalizovan podél apikalni membrany epitelidlnich bunék choroidniho
plexu, v enterickém nervovém systému, tlustém stievé, jatrech, pankreatu, plicich, nosni
sliznici a mlé¢éné Zlaze. Déle je PEPT2 exprimovan ve specifickych typech bun¢k mozku,

jako jsou astrocyty, subependymalni a ependymalni bunky (Klaassen a Aleksunes 2010).

Jednim z vyraznych ryst sav€ich peptidovych transportérit je jejich zdanliva
promiskuita, protoZe oba transportéry mohou v podstaté prepravovat vSechny mozné di- a
tripeptidy (ale nikoliv aminokyseliny nebo tetrapeptidy). To znamena, Ze existuje alespon
400 raznych dipeptidi a 8 000 riiznych tripeptidi, které mohou slouzit jako substraty
peptidovych transportérii. Tyto peptidy se zna¢né liSi velikosti molekuly, ndbojem a
polaritou. Transport je pfedevS§im enantioselektivni (peptidy odvozené od o-L-
aminokyselin), ale di- a tripeptidy obsahujici a-D-aminokyselinu, zvlasté¢ kdyZz jsou
umistény na NH-konci, jsou také akceptovany jako substraty, i kdyz s niz§i afinitou

(Daniel a Rubio-Aliaga 2003).

PEPT1 a PEPT-2 transportuji své substraty proti koncentratnimu gradientu. Hnaci
silou transportu je elektrochemicky protonovy gradient a rozdil negativniho
transmembranového potencialu. Transport peptidi pfes tyto transportéry je vzdy spojen s
kotransportem protonii. Pfenos substratu siln€¢ zavisi na extracelularnim pH a
membranovém potencidlu. Optimélni pH je 4,5 — 6,5, v zévislosti na celkovém néboji
substratu. Vzhledem k tomu, Ze prostfedi na okraji membrany je pomé&rné stabilni a mirné
kysel¢ (pH ~ 6,5), je pfijem peptidi a latek s podobnou strukturou optimalni pro
slouceniny, které pti tomto pH nabité nejsou (Rubio-Aliaga a Daniel 2002).



13

Ptestoze PEPT1 a PEPT2 maji podobnou funkci, vykazuji velké rozdily v
substratové specifité, afinité a transportni kapacité. PEPT1 ma nizkou afinitu (milimolarni
rozsah), ale velkou kapacitu a PEPT2 ma vyssi afinitu (mikromolarni rozsah), ale nizsi

transportni kapacitu (Rubio-Aliaga a Daniel 2002).

Predpoklada se, ze pritomnost peptidové vazby (vazeb) je dulezitym faktorem pfi
rozpoznavani substrati peptidovymi transportéry. Avsak i substraty bez peptidové vazby
mohou byt pfenaSeny (napi. kyselina 5-aminolevulova a valaciklovir) (viz Obr. 4) (Terada

a Inui 2004).

Mezi substraty téchto transportéra patii fada lé¢iv, véetné B-laktamovych antibiotik
(napt. cefadroxil, cefixim, ceftibuten) (Klaassen a Aleksunes 2010). Zakladni struktura
téchto antibakterialnich 1é¢iv pfipomina hlavni fetézec tripeptidu s C-koncovou peptidovou
vazbou zabudovanou do B-laktamového kruhu. Transportéry rozliSuji mezi f-laktamovymi
antibiotiky, pficemz PEPT2 ma vys$i afinitu nez PEPT1 u vSech B-laktamil tvoficich
amfoterni ionty (celkovy néboj je neutrdlni). V piipad¢ aniontovych sloucenin, jako je
cefixim a ceftibuten, je afinita pro PEPT1 mnohem vyss$i nez u PEPT2. Jak PEPTI, tak
PEPT2 hraji roli ve farmakokinetice B-laktamti. PEPT2 odstraiiuje B-laktamy z obchu
transportem do cilovych bunék a spole¢né s PEPT1 zprostfedkovava jejich reabsorpci do

tubuldrnich bunék po glomerularni filtraci (Rubio-Aliaga a Daniel 2002).

Mezi dal$i substraty téchto transportérii patfi inhibitory angiotenzin-konvertujiciho
enzymu (ACE). Kaptopril a enalapril jsou substraty PEPT1. Fosinopril patfi mezi substraty
obou téchto transportérii. DalSimi substraty jsou napiiklad fotosenzitiza¢ni ¢inidlo

kyselina 5-aminolevulova a cytostatikum bestatin (Rubio-Aliaga a Daniel 2002).
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Strukturni podobnost s peptidy
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Obr. 4 Chemické struktury nepeptidovych substrati PEPT1 a PEPT2.

Upraveno dle: (Rubio-Aliaga a Daniel 2002)

Jak jiz bylo zminéno vySe, na transportu peptidickych latek se podileji 1 dalsi
transportéry, tzv. lipoprotein receptor-related proteiny (LRP) (Klaassen a Aleksunes 2010).
Do této skupiny s transportni funkci lze zahrnout LRP1, LRP2, LRPS5, LRP6, LRPS,
LRP10 a LRPI12.
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LRP1 se nachdzi v mozku a mé vyznamnou roli pii degradaci B-amyloidu, coz je
hlavni slozka amyloidnich plakd nachazejicich se u pacienti s Alzheimerovou chorobou

(Kang et al. 2000).

LRPS5 hraje klicovou roli v kosterni homeostaze (Foer et al. 2017). Spolu s LRP6
funguji jako koreceptory pro transdukci signalu pomoci Wnt (Wingless/Integrated)
proteinti a hraji tak Glohu v signalizaci Wnt drahy, kterd je dalezitd v Sirokém spektru
biologickych procestit béhem pre- a postnatidlniho zivota u bezobratlych a obratlovct

(regulace bunééné diferenciace a proliferace) (Kokubu 2004).

LRP8 (také apolipoprotein E receptor 2) je dulezity pro rozvoj mozku

v embryondlnim stadiu a po narozeni pro jeho spravnou funkci (Qiu et al. 20006).

Funkce LRP10 neni zatim pfesné znama. Podle studii na mysich se predpoklada, ze
LRP10 zprostiedkovava absorpci lipoproteinti obsahujicich apolipoprotein E (Sugiyama et
al. 2000).

LRPI12 slouzi k pfenosu signdlu a endocytdze. Jeho gen je exprimovan v

mnoha nadorovych buiikach (Battle et al. 2003).

3.4 Albumin

vvvvvvvvv

plazmé, kde slouzi k udrzovani onkotického tlaku (tlaku, ktery brani tiniku tekutiny mimo
cévy) a funguje zde jako nosi¢ mnoha endogennich a exogennich slou¢enin (Fanali et al.
2012). Albumin je syntetizovan a vyluovan z jater. Kone¢nd molekulovd hmotnost
huménniho sérového albuminu (HSA) je pfiblizné 66 700 Da. Jedna se o jediny

neglykosylovany protein krevni plazmy (Lee a Wu 2015).

Mezi latky, které se vazou na albumin v plazmé, patii napiiklad volné mastné
kyseliny, hormony (trijodtyronin, tyroxin a steroidni hormony) a nekonjugovany bilirubin
(Fanali et al. 2012). Daéle albumin slouzi jako nosi¢ pro nékteré anorganické ionty,
napiiklad vapenaté, zine¢naté, méd’naté a hofec¢naté (Handing et al. 2016). Léciva, ktera se
vazou na albumin, jsou napfiklad antikoagulans warfarin, penicilinova antibiotika,
benzodiazepin diazepam, inzulin detemir, analog kyseliny listové metotrexat, nesteroidni

antiflogistika (napf. ibuprofen), sulfonamidy a dalsi. Lécivé latky tedy existuji v krevni
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plazm¢ ve dvou formach — vazané a nevazané na plasmatické proteiny. Pouze nenavazana
1é¢iva mohou pasivné difundovat pfes membrany bunék do orgént, kde mohou vyvolat
terapeuticky G¢inek nebo muzZe dochazet k jejich metabolizaci (Yasseen a El Ghossain

2016, Ghuman et al. 2005).

Albumin je klinicky Siroce pouzivan k 1é¢bé rtiznorodych stavii, jako jsou napf.
hypovolémie, Sok, popaleniny, krvaceni a chirurgické ztraty krve. Mezi jeho dalsi indikace
patfi napt. akutni selhani jater, chronické onemocnéni jater, podpora vyzivy,

hypoalbuminemie a dalsi (Fanali et al. 2012).

Albumin je monomer sklddajici se ze tfi homolognich domén I, I a III, které
zprostfedkovavaji vazbu HSA s rGznymi endogennimi a exogennimi latkami. Bylo
prokazano (i ptes jejich podobnou strukturu), ze kazdd doména je schopna vazat jiné latky

(Lee a Wu 2015).

Pfitomnost albuminu v moc¢i (albuminurie) indikuje onemocnéni ledvin, jeho

reabsorpce v ledvinach je zprostfedkovana megalinem (Fanali et al. 2012, Zhai et al. 2000).

3.5 Aptamery

Aptamery jsou jednovlaknové molekuly deoxyribonukleové kyseliny (DNA),
ribonukleové kyseliny (RNA) nebo malé proteiny. S vysokou afinitou se specificky vazou
na proteinové cile diky své specifické trojrozmémné strukture. Maji schopnost své cile

specificky inhibovat (Nimjee et al. 2017, Reverdatto et al. 2015).

Aptamery jsou nejcastéji izolovany metodou, ktera se nazyva SELEX (systematic
evolution of ligands exponential enrichment). Jedna se o opakujici se proces, ve kterém se
sekvence nukleovych kyselin inkubuji s cilovymi proteiny. Molekuly nukleové kyseliny,
které se vdzou na protein, se oddé€li, amplifikuji pomoci metody PCR (polymerase chain
reaction) a cely proces se opakuje 8-12 krat, dokud nejsou izolovany aptamery s vysokou

afinitou pro cilovy protein (Nimjee et al. 2017).

Jednd se o atraktivni alternativu k protilatkam. Na rozdil od protilatek jsou
aptamery méné imunogenni, mensi (10-50 kDa), mohou byt zcela vyrobeny in vitro a
mohou byt pro zvyseni stability snadno modifikovany béhem a po chemické syntéze.

Nejveétsi vyhodou je jejich vysoka stabilita a rychlost in vitro generovani. Diky témto



17

vyhoddm jsou dnes aptamery Siroce pouzivany v terapii, diagnostice a cileném podéavani

1€éka (Reverdatto et al. 2015).

3.5.1 Anti-VEGFR2 aptamer

Anti-VEGFR2 aptamer patii do skupiny proteinovych aptamerd, je schopny se
specificky vazat na receptor pro cévni endotelidlni ristovy faktor 2 (vascular endothelial
growing factor receptor 2, VEGFR2) (Kim et al. 2013). Jedna se o receptor, ktery je
exprimovan na vaskuldrnich endotelovych bunikéch. Je dulezity pro vyvoj cév v embryu
(vaskulogeneze) a novotvorbu cév z jiz existujicich cév (angiogeneze). Angiogeneze hraje
fyziologickou roli napt. pii hojeni ran nebo pii zdnétech. Vyznam ma i pfi patologickych

stavech, jako je rist nadorové tkan¢ (Holmes et al. 2007).

Anti-VEGFR2 aptamer se jevi jako slibné latka, kterd by mohla nalézt uplatnéni
v terapii nadorovych onemocnéni, doposud jsou terapeuticky vyuzivany latky ze skupiny
inhibitorti tohoto receptoru. Mezi jeho inhibitory patii naptiklad nizkomolekularni latky
sorafenib a sunitinib a lidskd monoklonalni protilatka ramucirumab, které jsou schvaleny
pro 1écbu naddorovych onemocnéni. Sorafenib je schvaleny pro 1é€bu nadort ledvin, jater a
Stitné zlazy, sunitinib pro 1é¢bu nadord ledvin, slinivky bfis$ni a gastrointestinalnich nadort

a ramucirumab pro nadory zaludku a plic (Holmes et al. 2007, Fuchs et al. 2014).

3.6 Metody bunééné transfekce

Transfekce je metoda, kterd slouzi kzaneseni genetické informace do
eukaryotickych bunék. Lze ji provadét bud’ in vivo, na Zivém organismu, nebo in vitro, za

laboratornich podminek (Kaestner et al. 2015).

Metody transfekce je obtizné rozdélit do jednotlivych skupin. Lze je rozdé€lit napf.
na virové a nevirové, avSak nejCastéji se rozd€luji na fyzikalni, chemické a biologické
metody. Jako prvni byla UspéSnd transfekce pomoci chemickych metod a to metoda
precipitace fosfore¢nanem vapenatym, kterd byla provedena na pocatku sedmdesatych let

Grahamem a Van der Ebem (Kaestner et al. 2015, Palchetti et al. 2017).
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Je nutné zminit, Ze ne vSechny transfekéni metody 1ze aplikovat na vSechny typy
bunck. Je tfeba predevSim brat ohled na dosazenou zivotaschopnost bun¢k a urovei
exprese dané¢ho genu. UrCeni nejvhodnéjSich transfekéni metody zavisi na nékolika

faktorech, jako je typ buiiky nebo adherencni schopnost bun¢k (Basiouni et al. 2012).

3.6.1 Biologické metody

K biologickym metodam patii pfenos genetické informace pomoci viru. Transfekce
za pouziti virovych vektorli se nazyva transdukce. PouZiva se pfedev§im Semliki Forest
virus, lentivirus a adenovirus. Pfi pouziti viru Semliki Forest je mozné detekovat expresi
genu béhem nékolika hodin od transdukce. Naproti tomu transfer lentivirovych genii
vyzaduje piiblizn¢ jeden tyden k dosazeni detekovatelnych hladin, ale typicky se projevuje
az za n¢kolik mésict. AvSak transdukce prostfednictvim téchto virovych vektori ma vyssi
ucinnost. U adenovirti se detekovatelnych hladin dosdhne béhem 24 hodin. Exprese
zprostitedkovand adenovirem je pomérné stabilni po dobu alespoil jednoho tydne a
nezadouci reakce (schopnost vyvolat imunitni odpovéd’, genetické mutace) zplsobené
virovou transdukci nebo indukovanou genovou expresi béhem tohoto obdobi se obvykle
nepozoruji. Proto se genovy ptenos zprostfedkovany adenovirem jevi jako nejvhodné;jsi
zpusob pro expresi proteini v kultivovanych primarnich buiikach, které nedosahuji

optimalnich vysledk pfti transfekci pomoci lipofekce (Kaestner et al. 2015).

Systémy pienosu genli zprostiedkované viry jsou obecné vyhodné vzhledem k
jejich vysoké transdukéni G€innosti a jednoduchému mechanismu infekce. Virové vektory
jsou ale ndhodné integrovany do genomil hostitele a neofekavané integrace mohou

zpiisobit abnormalni imunogenni odezvu a mutagenezi (Han et al. 2015).

3.6.2 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody zahrnuji elektroporaci, magnetofekci, mikroinjekei, optickou
transfekci, ¢asticové pistole (ballistic gene delivery) a sonoporaci (Kaestner et al. 2015).
Vyhodou fyzikdlni transfekce je to, Ze nezdvisi na konkrétnich chemickych a

biologickych vlastnostech buriky, a proto mohou byt takto transfekovany burky, které jsou
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obtizné transfekovany jinymi metodami, napiiklad buiikky imunitniho systému (Kaestner et

al. 2015).

Fyzikalni metody, jako sonoporace na bazi ultrazvuku, magnetofekce zalozené na
magnetickém poli a elektroporace na bazi elektrického pole, mohou transfekovat velké
mnozstvi bun¢k tim, ze vytvoii pfechodné otvory v bunécné membrané, které umoznuji

prachod nukleovych kyselin (Chow et al. 2016)

Elektroporace k vytvofeni pfechodnych port v plazmatické membrané vyuziva
elektrickych pulst. Pres pfechodné pdéry mohou nukleové kyseliny piimo vstoupit do
cytoplazmy. Hlavni vyhodou této metody je jeji univerzalnost, jelikoz parametry
elektroporace mohou byt efektivné optimalizovany pro urcity typ a velikost molekuly,
ktera ma byt zachycena, dale pro dany typ bunky, atd. Mezi vyznamné nedostatky této
metody patii vysoké ndklady na pofizeni elektroporatoru a potencidlné muize dojit k trvalé
permeabilizaci plazmatické membrany, coZ ndsledn¢é mlze vést k usmrceni

transfekovanych bun¢k (Han et al. 2015).

Mikroinjekce (dodani biologického materidlu vlozenim mikropipety do Zivych
bunék v kultute) a opticka transfekce (proces internalizace nukleovych kyselin do bunék za
pouziti laseru) jsou metody, kdy je obvykle transfekovana pouze jedna bunka. Je zde
jistota, ze dana buiika je skute¢né transfekovéana. Proto jsou tyto metody oblibené pfti
pfenosu genil, pokud je k dispozici jen omezeny pocet bunék. Napiiklad pii tvorbé
transgennich zvifat, kdy je DNA piimo vstfikovana do samciho pronukleu (jadra zralé

pohlavni buniky) (Kaestner et al. 2015, Stevenson et al. 2010).

3.6.3 Chemické metody

Metody chemické transfekce zahrnuji techniky, které katalyzuji transmembranovy
pifenos DNA pomoci fosfore¢nanu vapenatého, polykationi nebo dendrimerti (Kaestner et
al. 2015). Dendrimery jsou syntetické polymery s pravidelnou a vysoce rozvétvenou
strukturou (Palmerston Mendes et al. 2017). Transfekce pomoci fosforecnanu vapenatého
je jednim z nejméné nékladnych, a proto se vyuziva ptredevsim tehdy, pokud je potieba
soucasn¢ transfekovat velké mnozstvi bun¢k, naptiklad pro produkci (a pozdé;si purifikaci)
urcitych proteint nebo viru. Metoda je uc¢inna u mnoha riiznych typt kultivovanych bunék

(Kaestner et al. 2015).
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3.6.3.1 Lipofekce

Lipofekce je metoda, ktera se nékdy zatazuje mezi chemické metody a n¢kdy mezi
metody biologické. Jde o velmi popularni metodu transfekce, kterd ve srovnani s jinymi
chemickymi metodami vede k 5 az 100 nasobnému zvyseni transfekcni rychlosti (Kaestner

etal. 2015).

Tato metoda je zalozena na kationtovych lipidech, které se skladaji z kladné nabité
¢asti a jednoho nebo dvou uhlovodikovych fetézct. Kladné nabita skupina interaguje
s negativné nabitym fosfatovym fetézcem nukleovych kyselin, ¢imz dochdzi k vytvofeni
kompaktni struktury. Spolu s dal§imi pomocnymi neutralnimi lipidy tvoii transfekéni
unilameldrni (tvofen jednou lipidovou dvojvrstvou) komplex - liposomalni strukturu
s kladnym povrchovym nabojem ve vodnych roztocich. Tento pozitivni ndboj pak
zprostiedkovava interakci liposomu s bunéénou membranou (obsahujici negativné nabité

zbytky kyseliny kiemicité) (Kaestner et al. 2015).

Obecné lze fici, ze kationtové lipidy maji tfi segmenty: skupinu interagujici s DNA
s Cistym pozitivnim ndbojem ve fyziologickych podminkach nebo pii nizSim pH, jaké se
nachazi v prostfedi endosomu; hydrofobni skupinu pro ukotveni lipidd, jako jsou fetézce
cholesterolu nebo mastné kyseliny; a spojovaci skupinu, ktera vaZze polarni skupinu na
lipidovou skupinu. Pozitivné nabité polarni skupiny jsou rizné typy, zahrnujici: kvartérni
amoniove ionty, polykationy (napf. spermin) nebo kationtové polymerni slou€eniny (napf.

polyethylenimin, polylysin nebo jejich derivaty) (Kaestner et al. 2015).

Liposomy jsou jednim z nejvice zkoumanych nosi¢li pro dodavani siRNA.
Povrchové vlastnosti liposomalnich nosicli, véetné povrchového néboje, PEGylace a
modifikace ligandu, mohou vyznamné ovlivnit efektivitu tlumeni genové exprese.
Kationtové formulace dominuji pro dodavani siRNA. Neutralni maji také dobry ucinek, ale

aniontové formulace obecné nejsou pro dodavani siRNA vhodné (Xia et al. 2016).

Byla syntetizovana tada kationtovych lipidi, vc€etné monovalentnich a
polyvalentnich kationtovych lipidf, derivati cholesterolu nebo sloucenin obsahujicich
guanidin. Néktera tato transfek¢ni ¢inidla jsou komeréné dostupnd, jina se vlastnorucné

pripravuji ptimo v laboratotich pred transfekci (Kaestner et al. 2015).
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Lipofectamine (Life Technologies), FuGene 6 (Promega) nebo Nanojuice (Merck
Millipore) jsou piiklady komeréné dostupnych transfekénich formulaci, které se bézné

pouzivaji v biomedicinském vyzkumu k transfekci bunéénych linii (Kaestner et al. 2015).

Lipofectamin je tzv. zlaty standard mezi transfekénimi cinidly. Navzdory
intenzivnimu Usili a syntéze stovek rtiznych kationtovych lipidi, zaddny lipidovy systém
nemuze soutézit s ucinnosti transfekce jakou ma Lipofectamin. Transfek¢ni Cinidla na bazi

Lipofectaminu se staly nejpouzivanéjSimi po celém svété (Palchetti et al. 2017).

Ptenos genetické informace lipofekci je vSak ve vétSin€ terminédlné
diferencovanych (dale se nedélicich) bunck nedostatecny, jako jsou naptiklad dospélé
srde¢ni monocyty. Pak se miize uplatnit metoda ,,redlné“ biologické transfekce, jako je

prenos virového genu (Kaestner et al. 2015).

I ptes dvacetilety vyzkum je Ui€innost transfekce dosazitelna kationtovymi liposomy
stale velmi neuspokojiva. Zavisi to predevsim na tom, ze lipofekce je slozity proces, ktery
ovliviiuji rizné piekazky transfekce (tj. bunééné vychytavani, endosomalni unik, vstup do
jadra). Kationtové liposomy vSak vykazuji né€kolik vyhod, vcetné toho, Ze nejsou

imunogenni, nejsou toxické a biologicky odbouratelné (Palchetti et al. 2017).

Obecné je pouziti transfekénich ¢inidel vyhodné, jelikoz jsou levna a transfekce je
snadno proveditelnd pfi porovnani s fyzikélnimi metodami bunécné transfekce (Han et al.

2015).

Ve srovnani s virovymi vektory jsou ty nevirové obecné mén¢ u¢inné pii dodavani
genetické informace a iniciovani genové exprese, zejména pii pouZiti in vivo. Navic je
dobte znamo, Ze transfekcni ucinnost je zna¢né odlisnd mezi riznymi bunéénymi liniemi.

Proto je diilezité pro transfekci vybirat vhodné bunécné linie (Horibe et al. 2013).

3.7 RNA interference

RNA interference (RNAi) je proces tlumeni gentli, ktery hraje zdsadni roli v
ruznych funkcich eukaryotickych bun&k, vcetné obrany proti virim, remodelaci
chromatinu, pfeskupeni genomu, vyvojového cCasovani, morfogeneze mozku a udrzbé

kmenovych bun¢k (MacRae et al. 2006).
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RNAIi byla poprvé pozorovana rostlinnymi biology v osmdesatych letech 20.
stoleti, ale mechanismus na molekularni Grovni zlstal nejasny az do konce devadesatych
let, kdy prace zabyvajici se nematodou Caenorhabditis elegans ukazala, ze RNA1 je
evoluéné zachovany mechanismus tlumeni genii. Sekvencné specifické posttranskripcni
tlumeni genti pomoci dvouvldknové RNA je zachovano v fad¢ organismi, vcetné rostlin,

Neurospora, Drosophila, C. elegans a savcu (Leung a Whittaker 2005).

Obecné se v procesu RNAI $té€pi dlouhé transkripty dvouvldknové RNA (dsRNA)
na malé interferujici RNA neboli short interfering RNA (siRNA) nebo na mikro RNA
(miRNA) pomoci endoribonukledzy dicer. Vysledna molekula siRNA je potom vnesena do
RNA-indukovaného tlumiciho komplexu (RISC) za vzniku komplexu RISC-siRNA, kde
dochazi k duplexnimu odvijeni fetézcl siRNA. To je zakonceno stabilnim spojenim pouze
jednoho z obou fetézcii (vedouciho fetézce) s argonaut efektorovym proteinem. Tento
vedouci fetézec fidi rozpoznavani cili pomoci Watson-Crickova parovani bazi, zatimco
druhy fetézec origindlni dsRNA je vyfazen. Pomoci kratkych jednovldknovych fetézct
jsou proteiny argonaut vedeny k jejich cilim, kde zptisobi rozstépeni cilové mRNA, ¢imz
klesa exprese odpovidajiciho proteinu. Tento postup je vysoce uc¢inny a velmi specificky,
protoze jen jeden nukleotidovy nesoulad mezi cilovou mRNA a siRNA muze zabranit

rozpozndvani, a tudiz procesu tlumeni (Carthew a Sontheimer 2009, Wu et al. 2013).

RNAi mutze byt indukovana v sav¢ich builkkach zavedenim syntetickych
dvouretézcovych malych interferujicich RNA (siRNA) o délce 21-23 parid bazi (bp) nebo
plazmidovymi a virovymi vektorovymi systémy, které exprimuji dvoufetézcové kratké
vlasenkové RNA (shRNA) (ty jsou nasledné na siRNA preménény) (Leung a Whittaker
2005).

V sav€ich bunkach je na tlumeni genli pomoci RNAi mozné uzit jen malé
interferujici RNA o velikosti 20-30 bazi, jelikoz dsSRNA s poctem bézi vice nez 30 aktivuji
imunitni systém (Leung a Whittaker, 2005).

Vzhledem ke svym specifickym vlastnostem nemohou byt vSak siRNA piimo
pouzity v terapii nukleovymi kyselinami. siRNA nejsou stabilni a mohou se Stépit
endonukledzou v séru (s poloCasem asi jen 15 minut). VétSina siRNA je zaporné nabita a
tudiz pomérn€ malo pronika do bun¢k v disledku jejich elektrostatického odpuzovani proti
negativné nabitym bunéénym membrandm. Chemické modifikace vSak mohou c¢éaste¢né

vyftesit vyse uvedené problémy (Xia et al. 2016).
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Pro uspésné klinické vyuziti RNAI je dulezité mit i€inné a bezpecné vektory, které
dopravi siRNA do cilovych bun¢k. Existuje nckolik kli¢ovych pozadavkli na siRNA
vektory:

o mély by chrénit siRNA pted degradaci béhem systémového cirkulace;

o dale by mély transportovat siRNA do cilovych mist a zabranit
nespecifickému dodani;

o nosice genil by také mély mit dostatecné vysoké bunééné vychytadvani a
efektivni endosomalni Gnik, aby umoznily uvolnéni siRNA z endosomu;

o m¢ély by uvolnit siRNA a zajistit snadny ptistup siRNA pro bunééné RNAI,
aby se dosédhlo u¢inného tlumeni gent;

o idedlni nosi¢ by mél byt dostatecné stabilni v séru (napf. rezistentni na

endonukledzy) (Wu et al. 2013, Xia et al. 2016).

RNAi se stala dilezitou strategii jak v zakladnim vyzkumu, tak pifi vyvoji
efektivnich lé¢ebnych postupli pro genovou terapii. Jednd se o potencialni ndstroj pro
zvladnuti zavaznych onemocnéni, jako jsou nadorova a genetickd onemocnéni, ke kterym

neni bézna 1écba uc¢inna (Wu et al. 2013).

Jelikoz se siRNA muize ménit podle sekvence cilové mRNA, md moZnost po
spravném navrhu utlumit urcité cilové geny. Mnoho funk¢nich siRNA bylo navrzeno tak,
aby se zaméfily jak na onkogeny, tak na dalsi kli¢ové geny, které se podileji na proliferaci
nadorovych bunék, pfeZiti, invazi, angiogenezi, metastazach a rezistenci na chemoterapii ¢i
radioterapii. Kromé& toho siRNA mixy, které obsahuji vice typil terapeutickych siRNA,
jsou ucinngjsi nez jednotlivé siRNA pfi inhibici funkci cilovych mRNA a proteind, protoze

mohou souc€asné¢ snizit expresi vice gent (Xia et al. 2016).

Béhem posledniho desetileti se kratké RNA projevily jako jedny z nejdilezitéjSich
regulator exprese a funkce eukaryotickych genomu. Existuji dvé primarni kategorie
téchto malych RNA — short interfering RNA (siRNA) a mikro RNA (miRNA). Pisobi jak
v somatické, tak v zarodecné linii bunc¢k v Sirokém spektru eukaryotnich druhti, aby
regulovaly endogenni geny a branily genom od invazivnich nukleovych kyselin (Carthew a

Sontheimer 2009).

miRNA jsou endogenni malé nekodujici RNA o délce 18-25 nukleotidt, které
reguluji expresi genu sekvencné specifickym zpiisobem prostfednictvim degradace

cilovych mRNA nebo inhibice translace proteinu (Zhong et al. 2016). miRNA jsou
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produkovany endogenné z nekddujicich RNA a vyuzivaji tedy dva mechanismy plisobeni.
Prvni je stejny, jako v pfipad€ siRNA (viz nize). U druhého mechanismu se miRNA také
navaze na mRNA, nedojde vSak k jeji degradaci, ale zplsobi to, Ze neprobéhne translace

(Carthew a Sontheimer 2009).

3.7.1 Kratké interferujici RNA

Kratké interferujici RNA (siRNA) jsou malé, dvouvlaknové a nekodujici RNA,
skladajici se z 21-23 bp. Hraji dilezitou roli v procesu RNA interference, kde ovliviuji
expresi uréitého genu. U¢inky malych RNA na genovou expresi jsou obecné inhibiéni a
prislusné regulacni mechanismy jsou proto spoleéné zahrnuty pod spole¢nym nazvem

RNA silencing (tlumeni) (Carthew a Sontheimer 2009).

siRNA a miRNA jsou rozdilné, maji vSak podobnou velikost a sekvenéné
specifické inhibi¢ni funkce, takze maji pfibuznost v mechanismu ptisobeni. U obou tiid
ncRNA (non-coding) bylo také zjiSténo, ze zavisi na stejnych dvou rodindch proteinti:
dicerovych enzymech, které je Stépi z prekurzorii, a Ago proteinech na podporu tlumeni

efektorovych funkci (viz Obr. 5 A) (Carthew a Sontheimer 2009).

siRNA smétuji vazané efektorové proteiny na cilové molekuly nukleové kyseliny
prostfednictvim Watson-Crickova parovani bazi. Jadrova slozka efektorového proteinu je
¢lenem nadrodiny proteini argonaut. Mechanismus plisobeni je takovy, Ze se vaZou na
3’UTR-konec (untranslated region) mRNA a tim zpuasobi jeji degradaci. 3"UTR-konec je
regulacni oblast, ktera se do proteinu nepieklada (Carthew a Sontheimer 2009).
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Obr. 5 Hlavni vlastnosti tlumeni pomoci siRNA a miRNA.

(A)Dvouftetézcové prekurzory RNA riaznych druhdi jsou zpracovany dicerovym
proteinem na kratké (20-30 nukleotidi) fragmenty. Jeden fetézec zpracovaného
duplexu je vlozen do proteinu argonaut, coz umoziuje rozpoznani cilové RNA
pomoci Watson-Crickova parovani bazi. Jakmile je cil rozpoznan, dochazi k jeho

ovlivnéni jednim ze znazornénych mechanisml, v zéavislosti na biologickém

kontextu.

(B) Struktura dicerového enzymu.

(C) Struktura proteinu argonaut.

Ptevzato z: (Carthew a Sontheimer 2009)

3.7.2 Dicer

Dicer je ribonukledza, ktera S$tépi dvouvldknovou RNA (dsRNA) na malé
fragmenty a tim v podstaté zahajuje cely proces interference. Délka téchto fragmentl je
dostatecnd na to, aby poskytla komplexni sekvenci poZadovanou pro jednoznacnou

identifikaci jednoho genu v eukaryotickém genomu (MacRae et al. 2006).
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Dicer patii do rodiny RNaz III, ktera je charakterizovana nékolika doménami ve

specifickém poradi od amino ke karboxy konci:

. ATPazova doména DExD/H (DEAD-like and helicase domain), kterd ma
helikazovou aktivitu (rozvinuti dvousroubovice),

o doména DUF283 (domain of unknown function), jejiz funkce neni zatim
zcela objasnéna, ale nedavno se wukdzalo, Ze je schopna vazat
jednovlaknovou nukleovou kyselinu,

o doména PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille), ktera vaze dsRNA,

o dvé domény RNazy III, které¢ $tépi dsRNA na charakteristicky dlouhé
miRNA nebo siRNA,

o dsRNA-vazebnd doména (dsRBD), kterd ma pouze pomocnou ulohu pro
vazbu a $tépeni dsSRNA (viz Obr. 5 B) (Carthew a Sontheimer 2009, Song
and Rossi 2017).

3.7.3 Argonaut

Argonaut je rodina proteinti, které jsou pfitomny v urcit¢ formé u vSech forem
pozemského Zivota a které tvofi soucést tzv. RISC komplexu, kde slouzi k rozStépeni
cilové mRNA. VaZou malé RNA - siRNA, miRNA, piRNA (PIWI-interacting RNA), které
pak tyto proteiny vedou k jejich cilim. Rodina argonaut proteini se dale mize d€lit na
podrodiny Ago. U lidi se vyskytuje 8 podrodin Ago, avSak §tépici aktivitu cilové mRNA
ma pouze podrodina Ago2 (Carthew a Sontheimer 2009, Hock a Meister 2008).

Argonaut proteiny maji ¢tyfi domény:

. PAZ doménu, kterou sdileji s dicerem,

o PIWI (P-body-induced wimpy testes) doménu, kterd je jedinecnd pro
argonaut proteiny a ma nukledzovou aktivitu (je schopna stépit nukleové
kyseliny) diky strukturni podobnosti s RNazou H ,

° N-terminalni doménu,

o Mid (middle) doménu, kterd spolu s PAZ doménou vaze RNA fetézec

(Carthew a Sontheimer 2009, Sheu-Gruttadauria a MacRae 2017).
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Celkova struktura proteinu je zndzornéna na Obr. 5 C. Struktura je tvoiena ze dvou
lalokt, pticemz jeden lalok se skldda z domény PAZ a druhy lalok se sklddd z domény

PIWI ohrani¢ené N-terminalni (N) a stiedni (Mid) doménou (Carthew a Sontheimer 2009).

3.7.4 Zdroje prekurzoru siRNA

Prekurzor siRNA je dlouh4, linedrni, dokonale parova dsRNA, nachazejici se ptimo
v cytoplazmé nebo dodand z vnéjsiho prostiedi. Tato dsSRNA je zpracovavana dicerovym
enzymem do siRNA. Zdroje siRNA mohou byt tedy exogenni i endogenni. Exogenni
prekurzory pochazeji nej€astéji z virti. Pivodné tyto prekurzory byly nalezeny u rostlin,
kde RNA interference slouzi jako obranny mechanismus. V letech 2002 a 2003 byly
odhaleny endogenni prekurzory siRNA. Patii mezi n¢ napiiklad centromery (oblast
chromozomu spojujici obé chromatidy), transpozony (mobilni tseky DNA, které jsou
schopny ménit své pozice v genomu) a dalsi repetitivni sekvence. Kratce poté funkéni
studie v rostlindich vedly k objeveni trans-plisobicich siRNA (ta-siRNAs), které jsou
vysttizeny ze specifickych genomickych transkripti a reguluji urcité skupiny cilovych

genll (Carthew a Sontheimer 2009).

Endogenni siRNA (endo-siRNA) jsou podobné miRNA, li§i se vSak biogenni
cestou. Na rozdil od savcti a much, kde produkce endo-siRNA zavisi pouze na ¢innosti
enzymu dicer, Cervy (Caenorhabditis elegans) a rostliny (Arabidopsis thaliana) produkuji
fadu endo-siRNA pomoci diceru ve spojeni s RNA-dependentni RNA polymerazou
(RdRP). Enzym dicer zajiStuje St€peni dSRNA na primarni siRNA. RdRP ma pak za kol

spojeni siRNA s proteinem argonaut a interakci s cilovou mRNA (Réther a Meister 2001).

U savcll byly endo-siRNA diive povazovany za nepravdépodobné, protoze
pritomnost dlouhych prekurzori dSRNA by vyvolala odpovéd’ interferonu uvnitt bunky.
Tato odpovéd’ se vSak nevyskytuje u oocytli a embryonalnich kmenovych bunék a ve
zminovanych bunéénych typech byla skute¢né popsana pfitomnost endo-siRNA (Ré&ther a

Meister 2001).
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3.7.5 Posttranskrip¢ni tlumeni pomoci siRNA

Béhem RNAi komplex RISC-siRNA rozpozna mRNA pomoci komplementarni
siRNA. Po rozpoznani dojde k rozstépeni mRNA. Nasledné se funk¢ni RISC-siRNA
komplex regeneruje, zatimco fragmenty mRNA se dale degraduji. Diky tomu dochazi
k tzv. posttranskripénimu umlceni dané¢ho genu. Gen se tedy piepisuje, ale mRNA je poté
roz$tépena a bilkovina se tudiz nemize vytvafet. Byly také odhaleny zpisoby, kdy siRNA
blokuje samotnou transkripci (transkripéni umlceni), jelikoZ navozuje vznik

heterochromatinu, ktery neni piepisovan (Carthew a Sontheimer 2009).

Chromozomalni material mize byt bud’ euchromaticky nebo heterochromaticky, v
zavislosti na kondenzaci béhem interfaze (faze mezi dvéma délenimi buniky). Euchromatin
je dekondenzovany a ma oblasti, které jsou transkripéné aktivni. Heterochromatin je
kondenzovany a transkripéné inaktivni. Pfesny mechanismus, kterym je heterochromatin

tvoren béhem RNAI, neni piesné¢ znam (Locke a Martienssen 2006).
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4 Cile prace

1. Stanoveni transportu proteinovych a peptidickych latek pomoci ledvinného

transportéru megalinu v modelovych bunécnych liniich HK-2 a JEG-3.

2. Stanoveni potencialni cytotoxicity pouzitych latek na bunéénych liniich HK-2 a

JEG-3.



S5 Experimentalni ¢ast

5.1 Material
5.1.1 Pomiicky, pFistroje a spotiebni material

24, 96 jamkova kultivaéni plata (TPP, Svycarsko)
Analytické vahy (Boeco, Némecko)

Automatické pipety (Eppendorf, USA)

Centrifuga¢ni zkumavka se Sroubovacim uzavérem (TPP, Svycarsko)
Destickovy analyzator Synergy 2 BioTek (USA)

Destickovy spektrofotometr Infinite M200 Tecan (Némecko)
Inkubétor (Sanyo, Japonsko)

Jednorazové pipety (TPP, Svycarsko)

Kultivaéni lahve (TPP, Svycarsko)

Laminarni box (TopSafe 1.8 Bioair Instruments, Italie)
Mikrozkumavky (Eppendorf, USA)

Pasteurovy pipety (Sigma Aldrich, USA)

pH metr Oakton pH510 (Eutech Instruments, Singapur)
Plynovy kahan

Svételny mikroskop (Optika Microscopes, Italie)

Spi¢ky (Eppendorf, USA)

Vakuova odsavacka

Vodni lazen TW12 (Julabo, Némecko)
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5.1.2 Reagencie

Anti-VEGFR?2 aptamer znageny FITC (Generi Biotech, Ceska republika)
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, USA)
FITC-albumin (Sigma Aldrich, USA)

HEPES (kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-l-piperazethansulfonova) (Sigma Aldrich, USA)
KCI (Sigma Aldrich, USA)

Kultivacni médium DMEM (Sigma Aldrich, USA)

Kultivaéni médium MEM (Sigma Aldrich, USA)

Lipofectamin (ThermoFisher Scientific, USA)

NaCl (Sigma Aldrich, USA)

Na;HPOy4 (Sigma Aldrich, USA)

NaH>PO4 (Sigma Aldrich, USA)

NaOH (Sigma Aldrich, USA)

Opti-MEM Medium (Gibco, USA)

Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega, USA)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, USA)

siLRP2 (ThermoFisher Scientific, USA)

siSc (scrambled RNA) (ThermoFisher Scientific, USA)

Triton X (Sigma Aldrich, USA)

5.1.3 Bunéc¢né linie

Buiiky jsou kultivovany v kultivacnich lahvich spolu s pfislusnym médiem. Pokud
jsou bunky v jedné lahvi uz piili§ namnoZené, je potieba je presadit a nasadit do novych
lahvi. Pfi pfesazovani se odsaje staré médium a ptida se PBS, které slouzi k oplachnuti

bunék od zbytku média. Pomoci PBS chvili buitkky oplachujeme a poté se také odsaje.
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Ptidame trypsin, ktery se jako jediny pipetuje piimo na buiky, slouzi k rozstépeni
peptidickych vazeb a uvolnéni bunék piilnutych k povrchu kultiva¢ni lahve. Poté se do
lahve ptidd médium k neutralizaci ptsobeni trypsinu. Do nové kultivacni lahve se nejprve
pfida nové médium a poté rozsuspendované builkky. PBS, médium a trypsin musi byt
predehiaty na 37 °C, aby meély stejnou teplotu, jako je teplota bunck, které jsou

inkubovany pii 37 °C, 5 % COz a ve vlh¢ené atmosfére.

U obou bunécnych linii bylo pouzito maximalné 25 pasazi od zakoupeni a

rozmrazeni dané bunééné linie.

5.1.3.1 JEG-3

Jedna se o bunéénou linii, ktera byla izolovdna =z epitelidlnich bunék
lidské placenty, konkrétné zlidského choriokarcinomu. Buiky linie JEG-3 maji
zachovanou produkei lidskych placentarnich hormonti: choriového gonadotropinu (hCG) a

choriového somatomamotropinu (hCS) (Kohler 2016).

Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito MEM médium (Minimum Essential Medium
Eagle) doplnéné o 2 mM glutamin, 1 % neesencidlni aminokyseliny (NEAA), 1 mM
pyruvat sodny (NaP) a 10 % fetalni bovinni sérum (FBS).

5.1.3.2 HK-2

Jedna se o lidské epitelidlni bunky, které pochdzi z klry a proximalniho tubulu
ledvin. Buniky byly imortalizovany transdukci genem E6 / E7 lidského papilomaviru 16
(HPV-16). HK-2 buiiky si zachovavaji funkéni charakteristiky proximalniho tubularniho
epitelu (Zager 2016).

Pouzitym typem média pro kultivaci této bunééné linie bylo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) doplnéné o 2 mM L-glutamin a 10 % FBS.
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5.2 Priprava roztoki
5.2.1 Fosfatovy pufr
V destilované vod¢ byly rozpustény nasledujici soli: NaCl, KCI, Na,HPOs a
NaH>PO4. Navazky na 1 1 pufru jsou uvedeny v Tab. 1. Po uplném rozpusténi vSech soli,

bylo upraveno pH roztoku na 7,4 pomoci NaOH. Nasledné byl pufr rozdélen do

sklenénych lahvi a autokldvovan, aby byla zajisténa sterilita ptipravovaného roztoku.

Tab.1 Slozeni fosfatového pufru (PBS)

Koncentrace (mM) Navazka (g) Molekulova

hmotnost (g/mol)

NaCl 137 8,01 58,44
KCl 2,7 0,21 77,55
Na;HPO4 10 3,58 358,14
NaH2PO4 10 1,56 156,01

5.2.2 Desintegracni roztok

Tento roztok ma za ukol buiiky rozpustit, jedna se o roztok NaOH a Tritonu X ve

vodé (Tab. 2). Triton X je detergent, ktery slouZi k rozpusténi membran a celé burky.

Tab 2. SloZeni desintegrac¢niho roztoku

Mnozstvi Molekulova
hmotnost (g/mol)
NaOH 0,8¢g 39,997
Triton X 1 ml 624
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5.2.3 STOP roztok

STOP roztok je vodny roztok 137 mM NaCl a pufrovaciho ¢inidla 10 mM HEPES
(kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-lI-piperazethansulfonova). Navazky na jeden litr roztoku jsou

uvedeny v Tab. 3. I tento roztok se musi upravit na hodnotu pH 7,4 pomoci NaOH.

Tab. 3 Slozeni STOP roztoku

Koncentrace  Navézka (g)  Molekulova

(mM) hmotnost (g/mol)
NaCl 137 8,01 58,44
HEPES 10 2,38 238,31

5.3 Transfekce

5.3.1 Princip metody

Transfekce je metoda, kterd slouzi k zaneseni genetické informace do
eukaryotickych buné¢k, v naSem piipad€ §lo o vpraveni siRNA do bunéénych linii JEG-3 a
HK-2. Lipofectamin jako transfek¢ni Cinidlo ma za tkol obalit siRNA a tim umozni
internalizaci siRNA do buiiky. V buiice se pak siRNA dostava do jadra, kde zphsobi
sniZzeni exprese genu (viz Obr. 6), ktery koduje ur€ity protein, v naSem piipadé snizi

expresi LRP2.



35

LIPOFEKCE

Bunééna membrana
=

b % - Proteoglykan -
+

- : S ...!“0....
s b n,
% & »
\+ i 4 — _Pi, Endocytdza :‘>( kY
/’ + 3 - > § 3
f ; L= ::
Lipozom Lipoplex 3 % 7
& S - . .‘-i“..“.li'
¥ A Endozom

Obr. 6 Pribéh lipofekce.

Upraveno dle: (Anonym 2014b)

5.3.2 Pracovni postup

Vse se musi provadét ve sterilnim prostfedi lamindrniho boxu a za pouziti sterilnich

pomtcek. Ob¢ kultivaéni média a Opti-MEM se musi nejprve predehiat na 37 °C.

1.

Veskeré experimenty byly na obou bunécnych liniich 2-3x opakovany.

Ptipravili jsme si suspenzi bun¢k o pozadované koncentraci 170 000 bunék na 1 ml
a na 24 jamkové plato jsme do kazdé jamky ptidali 0,5 ml této suspenze. V ptipadé
HK-2 bunék jsme pouzili médium DMEM, které mélo stejné slozeni jako to pouzité
pro kultivaci HK-2 bunék, resp. MEM pro JEG-3 bunécnou linii.

Ob¢ plata s bunéénymi liniemi jsme nechali 24 hodin inkubovat pii 37 °C ve

vlh¢ené atmosféie obsahujici 5 % COo.

. Po uplynulé dobé jsme vyménili médium. Pro bunécnou linii HK-2 jsme médium

odsali a pridali cerstvy DMEM tak, aby vysledny objem média i s transfekénim
roztokem byl 0,5 ml, pro buné€nou linii JEG-3 jsme pouzili médium MEM. Poté
jsme provedli prvni transfekeci.

Do 4 mikrozkumavek jsme si pfipravili médium Opti-MEM (Opti-Minimal
Essential Medium). Do prvni jsme pak pfidali siLRP2 (siRNA proti genu LRP2), do
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druhé siSc (scrambled siRNA) a do tieti a ¢tvrté odméfené mnozstvi Lipofectaminu
ptesné podle pokynill vyrobce.

siSc slouzi jako negativni kontrola, tedy usek bez shody s jakymkoliv lidskym
genem, coz znamena, ze sice dojde k transfekci bunék, ale nesnizi se exprese
zadného genu. Jako dal$i kontrolu jsme pouzili pouze Opti-MEM, tedy
netransfekované bunky.

5. Sm¢s s siLRP2 jsme piidali do jedné mikrozkumavky s Lipofectaminem a stejné tak
smés ssiSc jsme piidali do druhé predem pfipravené mikrozkumavky
s Lipofectaminem. Je dulezité, aby se roztok, ve kterém je siRNA, ptidaval
k roztoku s Lipofectaminem, ne obracené. Potfadné jsme roztoky promichali a
nechali 5 minut stat.

6. Rozdélili jsme si plato s bunkami na dvé poloviny a do 1. poloviny plata jsme
pipetovali smés siLRP2 s Lipofectaminem a na druhou polovinu smés siSc s
Lipofectaminem. Nechali jsme plato inkubovat 48 hodin pti 37 °C a 5 % CO..

7. Po uplynulém case jsme pouze vyménili na plat€¢ médium. Staré jsme odsali a pfidali
0,5 ml nového média.

8. Dalsi den jsme provedli druhou transfekci. Za dalsi 3 dny se opét jen vyménilo
médium a nasledujici den se provedla tieti transfekce. Plata se nechala 48 hodin

inkubovat pfed provedenim akumulacni studie.

5.4 Akumulacni studie

5.4.1 Princip

Transfekci bunék doSlo ke snizeni exprese genu kodujici LRP2, ktery
zprostfedkovavd endocytéozu mj. i albuminu. Pomoci akumulacni studie (provadéné u
transfekovanych a netransfekovanych bunck) zjistime, v jaké mife se u transfekovanych

bunék zmeénilo hromadéni albuminu v bunce.

Pomoci akumula¢ni studie stanovime, zda je i anti-VEGRF2 aptamer substratem

tohoto transportéru.
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5.4.2 Pracovni postup

Akumulace se vzhledem k rychlé realizaci provadi v nesterilnim prostiedi.

1. Bunky jsme 2x proplachli 0,5 ml Opti-MEMu piedehiatého na 37 °C. Nejprve se
musi odsat staré médium, pridat 0,5 ml Opti-MEMu, opét odsat a zopakovat.
K buiikkdm bez média jsme poté ptidali 500 pul Opti-MEMu a nechali je 10 minut
preinkubovat.

2. Mezitim jsme si piipravili roztok Opti-MEMu s FITC-albuminem o koncentraci 25
pg/ml. Tento roztok jsme ziskali smichanim 15 ml Opti-MEMu a 3,75 ml FITC-
albuminu o koncentraci 125 pg/ml.

3. Rozdélili jsme si plato na 4 fadky. Do kazdého fadku (jak ke kontrolnim bunikdm,

tak k buitkdm transfekovanym siLRP2) jsme pfidali v urcitych casovych
intervalech 0,5 ml roztoku Opti-MEM + FITC-albumin. Nejprve jsme roztok
nechali inkubovat 90 minut. U dalSiho pokusu 60 a 30 minut. Poté 90, 30, 10 a 0
minut. U poslednich experimentd jsme ptidavali roztok v ¢asovych intervalech 10,
5,2 a 0 minut pfed ukon¢enim pokusu.
U akumulacni studie anti-VEGFR2 aptameru jsme pouZili stejny postup jako
v ptipad¢ albuminu. Pouze v tomto kroku jsme misto roztoku Opti-MEM + FITC-
albumin pfidali roztok FITC-anti-VEGFR2 aptameru natfedén¢ho vodou o
koncentraci 100 pmol/ul a roztok nechali inkubovat v ¢asovych intervalech 10, 5, 2
a 0 minut.

4. Poté jsme vSechen roztok na platé odsali a 2x proplachli 1 ml STOP roztoku
vychlazeného na 4 °C. STOP roztok jsme si pfipravili pfedem do zkumavek
zapusténych do plata, abychom soucasné zastavili vS§echny jamky.

5. Po proplachnuti jsme vSechny jamky pomoci odsavacky vysali do sucha a
napipetovali jsme do kazdé 200 pl desintegracniho roztoku a nechali 60 minut
pusobit.

Desintegracni roztok zpisobil to, Ze struktura vzorkid byla moc gelovita a kvili
tomu nebylo pipetovani pfili§ piesné. TakZe jsme pouzili 1 jiné zpusoby
desintegrace bun¢k, a to vcetné lyzy mrazem za pouziti pouze PBS. Takto
pfipravené vzorky jsme dali zmrazit a data vyhodnotili aZ po 6 dnech. U ostatnich
pokusti jsme misto desintegraéniho roztoku pouzili pasivni lyzovaci pufr (PLB)

vychlazeny na 4 °C, plata byla nasledn¢ také zmrazena.
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U pokusu s FITC-anti-VEGFR2 aptamerem jsme pro desintegraci bunck pouzili

kombinaci PLB a plisobeni mrazu.

6. Poté jsme si pfipravili dvé 96 jamkové desticky pro meéieni absorbance a

fluorescence. Pruhlednou desticku jsme pouzili na zméfeni mnozstvi proteinu

(absorbance) a ¢ernou na zméieni fluorescence.

5.4.3 Méfeni mnoZstvi proteinu

Mnozstvi proteinu v jednotlivych vzorcich bylo stanoveno pomoci standardni

metody Bicinchoninic Acid Assay (BCA) pouzivané v molekularni biologii. Konkrétné byl

pouzit Pierce™ BCA Protein Assay Kit.

1. Nejprve jsme si piipravili 7 roztok bovinniho sérového albuminu tak, Ze jsme

natedili standard bovinniho sérového albuminu (BSA) o koncentraci 2000 pg/ml

pomoci PBS, abychom mohli vytvofit kalibra¢ni kiivku. Redéni jsme provadéli

podle Tab. 4.

Tab. 4 Redéni BSA pomoci PBS

Roztok  Objem PBS (ul) Objem BSA Vysledna

2000 pg/ml (ul)  koncentrace
(ug/ml)

A 0 300 2000

B 125 375 1500

C 325 325 1000

D 175 175 zroztoku B 750

E 325 325 zroztoku C 500

F 325 325 zroztoku E 250

G 325 325 zroztoku F 125

H 400 100 z roztoku G 25

I 400 0 0

2. Na prvni dva fadky 96 jamkového plata jsme napipetovali 25 ul z kazdého roztoku

A-I. Na dalsi fadky jsme ptidali 10 pl vzorku z kazdé jamky 24 jamkového plata.
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Vzorky bun¢k pied pipetovanim musi byt dobfe promichané. K testovanym
vzorkim jsme pridali 15 ul PBS, abychom méli ve vSech jamkach stejné objemy.

3. Dale jsme si podle navodu BCA Protein Assay Kitu pfipravili pracovni roztok
smisenim reagenti A a B piedepsanym zpusobem (v poméru 50:1). Do kazdé
jamky jsme dali 200 pl pracovniho roztoku a nechali plato 30 minut inkubovat pii
37 °C. Po vychladnuti jsme mé¢fili absorbanci pfi 562 nm. Na zaklad¢ namétenych

hodnot byla nasledné sestavena kalibracni kiivka (viz Obr. 7).

2,5
y =0,001x + 0,1772
R?=0,9934
2
3
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Obr. 7 Kalibra¢ni kiivka zavislosti koncentrace BSA na absorbanci.

VysSe zndzornéna kalibrani kiivka zobrazuje zavislost koncentrace BSA na
absorbanci. Z rovnice y = 0,001x + 0,1772, kde y je hodnota naméfené absorbance a x je
koncentrace, vypo&itdme koncentraci proteinu v ug/ml. R? je korelaéni koeficient, ktery
udava miru linedrni zavislosti mezi proménnymi, ¢im je dané ¢islo blizsi 1, tim je vyssi
mira spolehlivosti kalibra¢ni kiivky. Mnozstvi proteinu stanovujeme proto, abychom na
n¢j mohli poté vztahnout vysledky méfeni fluorescence, kterym zjistime mnozstvi

naakumulované testované latky.
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5.4.4 Méreni fluorescence

Zméienim fluorescence zjistime, jaké mnozstvi fluorescenéné znaceného albuminu

(FITC-albuminu) a FITC-anti-VEGFR2 aptameru se naakumulovalo v buiikach.

Na 96 jamkové cerné plato jsem napipetovali 100 pl vzorku z kazdé jamky 24
jamkového plata (plata s bunéénym lyzatem). Vzorky bun¢k musi byt pfed pipetovanim
dobie rozpustény a promichany. Poté jsme zméfili fluorescenci (excitace 485 nm, emise

528 nm).

5.5 Viabilita bunék

Pro urceni piipadné cytotoxicity pouzitych peptidickych latek jsme ovéfovali
zivotaschopnost bun¢k pii riznych koncentracich FITC-albuminu a anti-VEGFR2

aptameru. Experiment jsme provadéli u obou bunéénych linii (JEG-3 1 HK-2).

5.5.1 Princip

Kur€eni viability se pouzivd kolorimetricky test CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay. Roztok CellTiter 96® obsahuje tetrazolovou slou¢eninu
oznacovanou jako MTS. Chemicky se jednd o [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium. MTS je pfeménovan Zzivymi
buiikami na barevny rozpustny produkt formazan. Pti této reakci dochdzi k redukci MTS,
které je dosazeno pomoci NADPH nebo NADH produkovanych dehydrogenazami v
metabolicky aktivnich bunkéch. Probihd tedy jen v Zivotaschopnych bunkach a mira

zbarveni kultivaéniho média je pfimo umérna zivotaschopnosti buné¢k (Anonym 2018).

5.5.2 Postup prace

1. Pfipravili jsme si suspenzi bunék o koncentraci 1,5:10° na 1 ml. Takto pfipravenou

suspenzi bun¢k je potfeba pofadné promichat a poté napipetovat 100 pl do kazdé
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jamky 96 jamkového plata. Pocet bun¢k, které se nasazuji na jednu jamku, je tedy
1,5-10* Buniky jsme nechali 24 hodin inkubovat pti 37 °C a 5 % COs..

. Dalsi den jsme ze vSech jamek odsali médium a ptidali jsme 100 pl nového média.
Do jednotlivych jamek jsme pfidali rizné koncentrace albuminu (fedéného vodou)
a Triton X (toxickd kontrola) podle Obr. 8. Podle Obr. 9 jsme ptidali rGzné
koncentrace anti-VEGFR2 aptameru (fedéného vodou) a opét Triton X. Poté jsme

dali plata inkubovat po dobu 24 hodin.
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Obr. 8 RozloZzeni 96 jamkového plata pro stanoveni piipadné cytotoxicity

albuminu.
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Obr. 9 Rozlozeni 96 jamkového plata pro stanoveni piipadné cytotoxicity anti-
VEGFR2 aptameru.
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3. Po uplynuti této doby jsme do kazdé jamky piidali 20 ul CellTiteru 96® a nechali
jsme bunky inkubovat 90 minut. Poté jsme zméfili absorbanci pii 490 nm a

vyhodnotili jsme ziskana data.
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6 Vysledky

6.1 Vyhodnoceni akumula¢nich studii

K vyhodnoceni akumulac¢nich studii jsme pouzili zmétfeni absorbance a fluorescence.
Zmétenim absorbance jsme zjistili celkové mnozstvi proteinu v jednotlivych jamkach,
abychom mohli néasledné vysledky méteni fluorescence vztdhnout na mnozstvi proteinu
v jednotlivych jamkach. Je to potieba pro eliminaci chyby z toho divodu, ze by v n¢které
jamce bylo vice bun€k a tim padem 1 vétSi mnoZstvi proteinu. Zméfenim fluorescence

zjistime mnozstvi naakumulované fluorescencné znacené latky.

Pro vyhodnoceni akumulace FITC-albuminu i FITC-anti-VEGFR2 aptameru
postupujeme stejnym zpusobem. Vysledky jsou znazornény jako procentudlni akumulace

puvodniho roztoku, ktery byl pouzit k akumula¢nim studiim.

6.1.1 Vyhodnoceni akumulace albuminu

10

[e)]
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N w & (9]
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ctrl SiRNA

Obr. 10 Akumulace FITC-albuminu u bunécné linie JEG-3 po 90 minutach inkubace.
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4

Z prvniho experimentu, jehoz vysledky jsou znazornény na Obr. 10, vidime, Ze u

transfekovanych bun¢k vychazi akumulace o néco vyssi, ackoliv témef neznatelné. OvSem
vysledky jsou zatizeny vétsi chybou, nez je velikost rozdilu, takZe miZeme piedpokladat,

ze v tomto piipad¢ nedoslo k zadné zméné€ v akumulaci.
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Obr. 11 Akumulace FITC-albuminu u buné¢né linie JEG-3.

Nasledné jsme se zaméfili na testovani kratSich intervaldi. Obr. 11 nam ukazuje, Ze
se akumulace albuminu u bunék transfekovanych siLRP2 (po inkubaci 60 a 30 minut)

snizila oproti kontrolnim bunikam.
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Obr. 12 Akumulace FITC-albuminu u buné¢né linie JEG-3.

Na Obr. 12 vidime, ze akumulace u transfekovanych bun¢k se snizila pouze v 10.
minuté. U Cast inkubace 30 a 90 minut se albumin dostavad do bunck v podstatné vétsim

mnozstvi nez u kontrolnich bunék.
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Obr. 13 Akumulace FITC-albuminu u bunééné linie HK-2.
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Z Obr. 13 je patrné, ze akumulace postupné nardstd. Pouze v prvnim casovém
intervalu je u bunék transfekovanych nizs$i nez u kontrolnich. Od 10. minuty se vSak
akumulace albuminu u transfekovanych bun¢k zvySuje oproti akumulaci u kontrolnich

bunék.
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Obr. 14 Akumulace FITC-albuminu u bunééné linie JEG-3.

U nasledujicich pokusii jsme pro eliminace efektu transfekce zmeénili zplsob
ptipravy kontrolnich bunék, a to za pouZiti transfekce pomoci siSc, kterd slouzi jako
negativni kontrola. Na Obr. 14 vidime, ze akumulace postupn¢ nartsta v zavislosti na Case
inkubace. U transfekovanych bunék pomoci siLRP2 je vSak akumulace albuminu niz$i nez

u kontrolnich bunék transfekovanych pomoci siSc.
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Obr. 15 Akumulace FITC-albuminu u bunééné linie HK-2.

Obr. 15 nam ukazuje kolisani akumulace albuminu. Pouze ve 2. minuté byla
pozorovéana mirn¢ niz§i akumulace albuminu u bun¢k transfekovanych siLRP2. V ostatnich

ptipadech nebyl pozorovan zadny rozdil v akumulaci.

6.1.2 Vyhodnoceni akumulace anti-VEGFR2 aptameru
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Obr. 16 Akumulace FITC-anti-VEGFR2 aptameru u bunééné linie JEG-3.
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Na Obr. 16 vidime, ze mnozstvi naakumulované¢ho anti-VEGFR2 aptameru se u
kontrolnich bunék nijak zvlast neméni s ¢asem. U transfekovanych bunék pomoci siLRP2

se akumulace od druhé minuty s Casem zvysuje.
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Obr. 17 Akumulace FITC-anti-VEGFR2 aptameru u buné¢né linie HK-2.

Z Obr. 17 je patrné, Zze akumulace anti-VEGFR2 aptameru se s ¢asem zvysuje. U
kontrolnich bunék transfekovanych pomoci siSc je akumulace anti-VEGFR2 aptameru

vy$§i nez u transfekovanych pomoci siLRP2.

6.2 Vyhodnoceni bunéc¢né viability

K vyhodnoceni viability jsme opét pouzili zméfeni absorbance, z kterého zjistime
mnozstvi Zivotaschopnych bunék pifi pouZiti jednotlivych koncentraci testovanych
peptidickych latek. Pro eliminaci toxického efektu rozpoustédla na né byly vSechny
vysledky vztaZzeny. Hodnoty ICso (koncentrace latky, kterd je schopna snizit vialibitu

bunék o 50 %) byly stanoveny s vyuzitim pocitacového programu GraphPad Prism 8.
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Obr. 18 Urceni viability u bunééné linie JEG-3 po 48 hodinovém pisobeni albuminu.
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Obr. 19 Urceni viability u bunééné linie HK-2 po 48 hodinovém pusobeni albuminu.

Triton X je pro bunky toxicky a slouzi tedy jako negativni kontrola. Z Obr. 18 a
Obr. 19 mizeme vidét, Ze pro tyto buiiky zacind byt albumin toxicky aZ v koncentraci 500
pg/ml. Nami pouzivana koncentrace v akumulacnich studiich 25 pg/ml je jak pro bunécnou

linii JEG-3, tak pro buné¢nou linii HK-2 naprosto netoxicka.
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Obr. 20 Urceni viability u bunécné linie JEG-3 po 48 hodinovém puisobeni anti-

VEGFR2 aptameru.
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Obr. 21 Urceni viability u bunééné linie HK-2 po 48 hodinovém pulsobeni anti-

VEGFR2 aptameru.

Na Obr. 20 a Obr. 21 slouzi opét jako negativni kontrola Triton X. Zadna
koncentrace anti-VEGFR2 aptameru pouzitd v tomto pokusu neni pro buniky toxickd. Nami
pouzivanad koncentrace v akumula¢nich studiich 25 pg/ml je tedy pro obé bunécné linie

naprosto netoxicka.
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7 Diskuze

Megalin (LRP2) je glykoprotein, ktery je primarné exprimovan na apikalni strané
polarizovanych epitelidlnich bunék (Fisher a Howie 2006). Jednd se o receptor, ktery
zprostiedkovava internalizaci svych substrati do bunék pomoci endocytézy (Suzuki et al.
2013). Mezi jeho hlavni fyziologické funkce patii tubularni reabsorpce glomerularné
filtrovaného albuminu a dalSich nizkomolekularnich proteinti v ledvinach (De et al. 2014).
Albumin je nejhojnéji zastoupenym proteinem v krevni plazmé, kde slouzi k udrzovéni
onkotického tlaku (tlaku, ktery brani uniku tekutiny mimo cévy) a funguje zde jako nosic¢

mnoha endogennich a exogennich sloucenin (Fanali et al. 2012).

Metodou transfekce (konkrétné lipofekce) pomoci siRNA proti LRP2 jsme se
snazili snizit expresi genu, ktery koduje tento glykoprotein. Snizeni exprese LRP2 jsme
zkoumali pomoci zmény akumulace albuminu u transfekovanych a kontrolnich bunék.

Jako kontrola nam slouzily jednak buniky netransfekované a jednak buiiky transfekované

siSc (scrambled siRNA).

Nejprve jsme se zabyvali vlivem snizeni exprese transportéru LRP2 na schopnost
bun¢k akumulovat standardni substrdt megalinu, fluorescencné znaceny albumin
(FITC-albumin). Tento efekt byl zkouman na dvou buné¢énych liniich exprimujicich LRP2,

a to na ledvinné HK-2 linii a na placentarnich bunkéach JEG-3.

Akumulaci jsme provadéli v riznych ¢asovych intervalech. V prvnim pokusu jsme
nechali buniky s FITC-albuminem inkubovat 90 minut. Z Obr. 10 je patrné, ze akumulace u
transfekovanych bunck vychazi mirné vyssi nez u kontrolnich. AvSak vzhledem k velikosti
odchylek je jisté, Ze pokus byl zatizen znacnou chybou. Lze tedy piedpokladat, ze v tomto
pfipad¢ nedo$lo k zZadné zmén€ v akumulaci. V dalSich pokusech jsme se zaméfili na
testovani kratS$i intervalti. Inkubaci jsme provadéli 30 a 60 minut. Na Obr. 11 muzeme
vidét, ze se akumulace u bunék transfekovanych siLRP2 oproti kontrolnim bunkam sniZila,
coz potvrdilo nasSe oCekéavani, Ze vlivem sniZeného mnozstvi megalinu v bunikach bude

dochazet k niz§i akumulaci jeho substratu.

Nasledné¢ jsme zkouseli 1 dalsi Casové intervaly inkubace 90, 30, 10 a 0 minut. Obr.
12 nam ukazuje, Ze se akumulace u transfekovanych JEG-3 buné¢k snizila pouze v 10.
minuté. U ostatnich Casii inkubace se albumin dostavd do bunék v podstatné veétSim

mnozstvi nez u kontrolnich bun¢k. Podobné je to na Obr. 13 (HK-2 bunécna linie), kde se
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od 30. minuty akumulace albuminu u transfekovanych bunék razantné zvySuje oproti
akumulaci u kontrolnich bun¢k. ZvysSeni akumulace u bun¢k transfekovanych pomoci
siLRP2 mohlo byt zplisobeno vlivem transfek¢niho ¢inidla. Jako kontrola byl v tomto

experimentu pouzit pouze Opti-MEM.

Abychom eliminovali efekt transfekce, u dal§ich pokusiti jsme zménili ptipravu
kontrolnich bunék. V prvnich pokusech jsme u metody transfekce jako kontrolu pouzivali
pouze doplnéni objemu médiem Opti-MEM. V dalSich pokusech jsme jako kontrolu
pouzili siSc (scrambled). Jedna se o Gsek siRNA bez shody s jakymkoliv lidskym genem,
coz znamena, ze sice dojde k transfekci bunck, ale nesnizi se exprese zadného genu. Pii
pouziti siSc jako kontroly a ¢asovych intervali 10, 5, 2 a 0 minut inkubace je z Obr. 14
patrné, Ze je akumulace u transfekovanych JEG-3 bun&€k pomoci siLRP2 niz$i nez u

kontrolnich.

Na Obr. 15 mzeme vidét kolisani akumulace albuminu u HK-2. Pouze ve 2. minuté
dochazi k mirné snizené akumulaci albuminu. V ostatnich pifipadech nebyl pozorovan
zadny vyznamny rozdil v akumulaci. V tomto piipad€ jsme vSak pouzili linii HK-2, coz
muze také ovlivnit studovany efekt, protoze bunécna linie HK-2 obsahuje vétsi mnozstvi
megalinu, ani u¢innost transfekce nemusi byt u obou stejna. Rozdily v akumulaci u obou
linii nebyly pfili§ vyrazné, coz miZe byt zplisobeno napf. stale dostate¢né vysokou expresi
LRP2 nebo 1 v disledku dlouhodobé Zivotnosti a rychlé obnovy tohoto lipoproteinového

receptoru (Perez Bay et al. 2016).

Vysledky ndm mohl ovlivnit i1 pracovni postup v bod¢, kdy jsme nejprve k buitkam
pridavali desintegracni roztok, ktery je pro tento druh experimenti obecné¢ doporucovan.
Dezintegracni roztok zptisobil to, Ze struktura vzorkli byla moc gelovita a z toho divodu
nebylo pipetovani presné. Navic je pouziti desintegracniho roztoku nevhodné také z toho
divodu, Ze fluorescence mize byt ovlivnéna i hodnotou pH, kterou desintegracni roztok
méni kvili obsahu NaOH (Fisar 2009). Proto jsme u dal§iho pokusu zkouseli jiné zplisoby
desintegrace bun¢k. Nejprve jsme pouzili pouze PBS a vzorky poté nechaly zmrazit, zde
doslo k lyze mrazem. U ostatnich pokusii jsme misto desintegracniho roztoku pouzili
pasivni lyzovaci pufr (PLB) vychlazeny na 4 °C a vzorky nechali pfejit mrazem. Jako
nejlepsi se prokazal ptistup vyuZzivajici PLB, jelikoz vzorky pak mély nejlepsi konzistenci

na pipetovani a pti jeho pouziti jsme naméfili nejvice konzistentni hodnoty.



53

Nejprve jsme tedy pomoci zndmého substratu megalinu zjistili, jaké budou nejlepsi
podminky pro akumulaci a poté jsme testovali, zda je substratem i anti-VEGFR2 aptamer.
Na Obr. 16 vidime, ze u transfekovanych JEG-3 bun¢k pomoci siLRP2 se akumulace
anti-VEGFR2 aptameru s Casem zvySuje. U kontrolnich bunék transfekovanych pomoci
siSc se akumulace s c¢asem neméni. U tohoto pokusu jsme vSak nemohli vztadhnout
mnozstvi naakumulovaného anti-VEGFR2 aptameru na celkovy protein, jelikoz mnozstvi
proteinu neslo urcit, protoze nebylo mozné bunécny lyzat zhomogenizovat. Z tohoto
divodu je tedy experiment zatizen zna¢nou chybou. Obr. 17 nam ukazuje, ze akumulace
anti-VEGFR2 aptameru nartsta s casem. U HK-2 bun¢k tranfekovanych pomoci siLRP2 je
akumulace niz$i nez u kontrolnich bun¢k transfekovanych pomoci siSc. Tento pokus nam
potvrzuje, Ze anti-VEGFR2 aptamer je ziejmé& také substratem pro megalin, ackoliv je

tteba jesté ziskané vysledky potvrdit pomoci dalsi metody.

Néami zavedend metoda stanovovani akumulace proteinovych a peptidickych latek
do bunék ptirozené exprimujicich lipoproteinovy receptor megalin se jevi jako slibna pro
dalsi zkoumdni, coz je vzhledem k pomérné malému rozsahu doposud publikovanych

informaci o LRP2 transportéru velmi diilezité.

V nésledujici ¢asti prace jsme se zabyvali pfipadnou toxicitou pouzitého albuminu
a anti-VEGFR2 aptameru na ndmi studované bunécné linie JEG-3 a HK-2. Na Obr. 18 a
Obr. 19 mizeme pozorovat, ze mirné toxicka je pro bunécéné linie az koncentrace albuminu
500 pg/ml. Z Obr. 20 a Obr. 21 je vidét, ze zadna pouZitd koncentrace anti-VEGFR2
aptameru neni pro bunécné linie toxickd. V naSich experimentech jsme (jak u stanoveni
akumulace albuminu, tak i anti-VEGFR2 aptameru) pouzili koncentraci pouze 25 pg/ml.

Z toho vyplyva, Ze snizeni akumulace neni vyvolano toxickym plsobenim téchto latek.
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8 Zavér

V této diplomové praci jsme zkoumali transport albuminu a anti-VEGFR2
aptameru pomoci ledvinného transportéru megalinu. V prvni ¢asti experimentu jsme se
zaméfili na snizeni exprese tohoto transportéru metodou transfekce pomoci siRNA proti
LRP2 genu a tim 1 snizeni akumulace peptidickych latek v buiice. Pomoci nékolika pokust
provedenych za riznych podminek jsme stanovili ty optimalni, kde se snizeni exprese
megalinu na funk¢ni irovni nejlépe potvrzuje. Akumulace pouzitych peptidi sice nariista
s Casem, ale je mensSi nez u kontrolnich netransfekovanych bunék. Nejprve jsme tedy
zjistovali optimalni podminky pro akumulaci albuminu (zndmého substratu megalinu) a

poté jsme zkouseli, zda je substratem také anti-VEGFR2 aptamer, coZ se nam potvrdilo.

Ve druhé poloviné experimentu jsme zjistovali, zda pouzité koncentrace albuminu
a anti-VEGFR2 aptameru nejsou toxické pro bunééné linie JEG-3 a HK-2. Pro bunécnou
linii JEG-3 byly vSechny ndmi pouZité koncentrace obou latek netoxické. U bunééné linie
HK-2 se prokézala toxicita pouze u albuminu o koncentraci 500 pg/ml. Nami pouzité

koncentrace pro prvni ¢ast experimentu jsou pro obé bunééné linie naprosto netoxické.
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