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Reseni se tyka pouziti inhibitoru receptoru integrinu a1f1 pro
vyrobu farmaceutického prostfedku pro 1é&eni poruch ledvin.
Regeni se rovné? tyké farmaceutického prostiedku, ktery je
uren pro léCeni poruch ledvin a jako svou tidinnou slozku
obsahuje inhibitor receptoru integrinu a.1B1, popiipadé spolu
s inhibitorem TGF-B1.




Farmaceuticky prostredek PV Loy~ 4358

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka onemocnéni ledvin (to Jje poruch
ledvin) charakterizovanych glomerulonefritidou a/nebo
fibrézou. Tento vyndlez se zvlasté tyka pouZiti integrinovych
inhibitort alfl v kombinaci s inhibitory TGF~B1l p¥i poruchach

ledvin.

Dosavadni stav techniky

vV soudasné dob& ve Spojenych statech Zije pfiblizné 12 000
1idi trpicich Alportovym syndromem. Tato dé&dicna porucha vede
k progresivnimu ren&lnimu onemocn&ni, které dje moZné 1lécit
pouze dialyzou a transplantaci ledvin. Transplantované ledviny
jsou ve vétdiné pfipadd odmitdny. Proto je pot¥eba vytvoEit
alternativni 1éc&bu. V soulasné dobé neexistuje lé&ba, ktera je
vhednad pro 1é¢bu mechanizmu vzniku onemocné&ni nebo jeho
postupu. Je nutna lédebnd metoda, kterd ovliviuje mechanizmus
vzniku a/nebo postupu onemocnéni a kterd dokaZe podstatné
zpomalit prubéh stavu onemocnéni, jako je rendlni

glomerulonefritida a rendlni fibrodza.

fada onemocnéni ledvin je spojena se zm&nami v homeostaze
matrice, kde je porusena citliva rovnovdha syntézy a pieména
strukturalnich molekul. Alporttv syndrom Jje onemocnéni, které
vede k progresivnimu selhani ledvin a je spojené s
senzoneuralni nedoslychavostl. Nejvice jsou ovlivné&ni nosici
muZského pohlavi a ultrastrukturalni studie ukézaly
abnormality Vv glomerulani bazalni mempbréné (GBM) postiZenych
jednotlivcih. pPribliZné Jjeden =z 20 000 1lidi trpi Alportovym

syndromem, coZ toto onemocné&ni ¢ini jednim =z prevladajicich




onemocnéni vzniklych na z&kladé genetickych poruch (popisuje
se napriklad v publikaci Atkin et al., ,Alport Syndrome“ R. W.
Schrier and C.W. Gottschalk (Eds.), Diseases of the Kidney, 4%
ed. Chap. 19, Little Brown, Boston, pp. 617-641, 1988.
Alportliv syndrom spojeny s poruchou na chromozomu X je
zpisoben libovolnou serii mutaci v genu kolagenu 4A5 (popisuje
se v publikaci Barker et al., Science, 348: 1224-1227, 1990).
V genu se identifikovalo alespoﬁ 60 riiznych ﬁutaci.
Autozomélni forma Alportova syndromu vykazuje stejné rozmezi
fenotyp jako forma spjatd s chromozémem X a vznika Jjako
vysledek mutaci genu kolagenu bazalni membrany 4A3 (COL4A3)
nebo 4A4 (COL4A4) (popisuje se napfiklad v publikaci Lemmink et
al., Hum. Mol. Gen., 3: 1269-1273, 1994 a Mochizuki et al.,
Nature Genet., 8: 77-81, 1994). Jiné onemocnéni Dbazalni
membrany zahrnuje Goodpastur(v syndrom, ktery zpusobuje akutni
autoimunitni odpové&d Fizenou proti epitopu na doméné NCI
kolagenu 4A3 (popisuje se v publikaci Hudson et al., Kidney
Int., 43: 135-139, 1993) a difuzni leiomyomatdza, benigni
naddor hladkého svalstva, ktery je spojen s deleci obou gent
kolagenu 4A5 a 4A6 (popisuje se v publikaci Zhou et al.,
Science, 261: 1167-1169, 1993).

Bazalni membrany jsou specializované extrabunécné
struktury spojené skoro s kaZdym orgdnem a tkani v téle.
Obvykle se nachdzeji na hranici mezi bufikami a konektivni
tkani, ale také se nachazeji mezi epitelidlnimi a
endotelidlnimi bufkami, Jjako Jje v pripadé glomeruli (to IJe
klubi&ko kapilar). Predominantni vystavba blokd bazalnich
membran zahrnuje kolagen typu IV, laminiﬁ, proteoglykan
sulfatu heparinu, entaktin a nékdy fibronektin a kolagen typu
V. Komponent nejvice pfitomny v bazalni membrané Jje kolagen
typu IV, coZ Je typ kolagenu, ktery se nachdzi pouze
v bazalnich membrénidch. Ve své nativni formé kolagen typu IV,
stejn& jako v3echny kolageny se sklada ze t¥i molekul

kolagenu, které jsou uspofddény do trojitého helixu, ktery




obsahuje rdzné kombinace Sesti alfa Ffetézcu (4A1-4A6) .
NejbéZné&jsi Jjsou Fet&zce 4Al a 4A2 (které se také nazyvaji
fetézec al(IV) a a2(IV) (popisuje se v publikaci Timpl, J.
Biochem., 180., 487-502, 1989). Kolageny typu IV se 1isi od
intersticidlnich kolagend fradou faktord. Helikd&lni struktura
spojeni alfa retézce nemusi adherovat pouze na motiv glycin-X-
Y pozorovany u jinych kolageni. Tento typ kolagenu obsahuje 3-
hydroxyprolin spis%e neZ 4-hydroxyprolin a Jje bohaty na
sacharidy. Vysledn& superstruktura kolagenu je sit kolagent
bazé}nal membrany podobnd kufecimu peru. Tato sit tvofi
podklad, na ktery se vazZou dal3i molekuly (laminin, sulfat

heparinu atd.).

Bazalni membrany jsou velmi heterogenni struktury, které
jsou dtleZité vzhledem k jejich odlisnym funkénim vlastnostem.
Komplexnost téchto struktur neni stale =zcela pochopena.
V soucasné dob& se objevilo nékolik novych kolagenovych
feté&zcl zakladni membrany (jsou to Yetézce alfa 3, 4, 5 a 6)
(popisuje se naptiklad v publikaci Gunwer et al., J. Biol.
Chem., 266: 15318-15324, 1990, Hostikka et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87: 1606-1610, 1990, Butkowski et al., J.
Biol. Chem., 262: 7874-7877, 1987 a Zhoe et al., Science, 261:
1167-1169, 1993). Je zajimavé, Ze nové rfetézce se =zjistily
pouze v nékterych tkanich (napfiklad glomeruly ledvin ,
Decimetovy membrény oc¢i, o&nich <&ocek, klZe, plic, varlat a
kochlea) (popisuje se napfiklad v publikaci Kleppel et al.,
Am. J. Pathol., 134: 813-825, 1989 a Tryggvason et al., Kidney
Int., 43: 38-44, 1993). Uloha té&chto novych Fetézcu
v usporaddani a funkci bazadlni membrany neni v soucasné dobé

znama. Véri se, Ze tyto nové druhy kolagend bazadlni membrany

tvori odd&lené sité kolagenll typu 4A1 (ol (IV)) a 4A2((a2(IV)).

Ledvinové glomeruldrni bazdlni membrany (GMB) se UCastni
ultrafiltraéniho procesu (to znamend procesu, kde se krev

filtruje, aby se odstranily metabolity pfi Vyluéovéni




naptiklad ve formé& mocde). Alportiv syndrom vede k masivni
akumulaci extrabun&fné matrice a oslabeni baz&lni membrany,
ptigemz vysledek je fokdlni a segmentovd glomerulonefritida
(to znamend& zanét kapilarnich klic¢ek v glomerulich), coZ vede
k fatalni uremii (to znamend prebytek mocoviny v krvi
nadsledkem selhdni ledvin). Rada stejnych molekul extrabunééné
matrice (napfiklad kolagen typu I, fibronektin, lamini a
kolagen typu IV) se také progresivné akumuluje v GBM pacientl
s IDDM (inzulindependentni cukrovka) nefritidou. Pri tomto
onemocnéni GBM se zvét3uje tlouStka GBM, ale ztraci se fokadlni
zeslabni a rozd&leni GBM, které ije charakteristické pro

Alportav syndrom.

Integriny patti do rodiny heterodimernich
transmembranovych glykoproteinovych receptor, které se vazZou
na komponenty bazdlni membrany a extrabuné&éné matrice. Funguji
jako adhezivni molekuly, které se podileji na agregaci a
zakotveni bunék na bazalni membfénu. Pfenadeji také signaly do
jadra a podileji se na Upravé exprese genu, 2zvlasté exprese
genu v pripadé bunéné migrace a bunécné diferenciace
(popisuje se v publikaci Hynes, Cell, 69: 11-25). Je znamo
vice ne? 20 rflznych integrinovych receptorli, které zahrnuji
priblizné& 14 rtznych podjednotek alfa a piibliZn& 8 rlznych
podjednotek beta (popisuje se v publikaci‘ DiSimone, Curr.

Opin. Cell. Biol., 6. 182-194, 1994).

V rendlnich glomerulach existuji rozdilné sady
integrinovych receptorll. Ty se spojuji bud s mesangialni
matrici (to znamend membrana, kterd pomdhé& podporit kapilarni
kli¢ky ledvinovych klubigek) nebo visceldrni epitelialni bunky
(popisuje se v publikaci Patey et al., Cell Adhesion Commun.,
2: 159-167, 1994). Nejvét8i zastoupeni integrinového receptoru

na dospé&lych glomeruldrnich visceldrnich epitelidlnich bunkach

mé& heterodimér 3Bl (popisuje se v publikaci Adler, Am. J.
Pathol., 141: 571-578, 1992 a Patey et al., Cell Adhesion




Commun., 2: 159-167, 1994). Ukazalo se, Ze podjednotka PB5 se
exprimuje u dospélych viscerdlnich epitelidlnich bunék
(popisuje se v publikaci Yamada et al., ‘Cell Adhesion

Communic., 3: 311-325, 1995) a integrinové receptory ol, a3,

a5, aV, Bl a B3 se exprimuji postupné béhem morfogeneze ledvin
(popisuje se v publikaci Korhonen et al., Lab. Invest., 62:
616-625, 1990, Wada et al., J. Cell. Biol., 132: 1le6l-1176,
1996 a Yamada et al., Cell Adhesion Communic., 3: 311-325,
1995). Heterodimérovy integrinovy receptor olfl Je pouze
integrinovy receptor identifikovany na povrchu mesangidlnich

bunék v glomeruléch.

Vytvorili se mySi s vyfazenym genem integrinove
receptorové podjednotky a3. Narozena mladata zem¥ela na
zdkladé dysfunkce ledvin brzy po narozeni (popisuje se

v publikaci Kreidberg et al., Dev., 122: 3537-3547, 1996).
Ultrastrukturdlni patologie GBM u novorozenct v tomto modelu
je znateln& stejnd jako u pokro¢ilého Alportova syndromu.
Bazadlni membrana se jevi porudena (to je abnormdlné ztlustéla,
zeslabend nebo rozd&lend) a procesy retence vody viscerélnich
epitelidlnich buné&k fuzuji. ProtoZe jeden ligand receptoru a3fl
je kolagen typu IV (popisuje se v publikaci Krishnamurti et
al., Lab. Invest., 74: 650-665, 1996 a Rupprecht et al.,
Kidney Int., 49: 1557-1582, 1996) a protoZe tento receptor se
nachazi podél kontaktni plochy mezi visceldrnimi epitelidlnimi
bufikami a GBM (popisuje se v publikaci Baraldi et al.,
Nephron, 66: 295-301, 1994), pozorovani uvedené shora v textu
v pripadé my3i s vytazenym integrinem podporuje model, kde
takové interakce integrin/ligand maji dbleZitou ulohu pfi

vyvoji bazdlni membrany.

U norméalniho zvitete cely Fet&zec al(IV) a o2(IV) (zde
popsany jako klasicky kolagenovy tetézec) obsahuje

v embryogenni glomeruldrni bazdlni membréné (GBM) az do




okamZiku narozeni kolagen typu IV. Kratce po narozeni dojde
k vaojové zméné&, kdy se v GBM jasné detekuji fetézce a3(IV),
od (IV) a a5(IV) (zde uvedené jako nové kolageﬁové Yetézce) a
fet&zce al(IV) a a2(IV) se prevdin& lokalizuji na mesangialni

matrici (popisuje se v publikaci Minor and Sanes, J. Cell.

Biol., 127: 879-891, 1994).

V ledvinadch dospé&lého jedince tenkd vrstva GBM obsahujici
Fet&zce al(IV) a a2(IV) leZi vedle vrstvy endotelidlnich
bunék, zatimco vétdina GBM plné 3itky obsahuje Fretézce a3(IV),
ad (IV) a ab5(IV) (popisuje se v publikaci Desjardins and
Bendayan, J. Cell. Biol., 113: 689-700, 1991 a Kashtan et al.,
J. Clin. Invest., 78: 1035-1044, 1996). Existuje biologicky
dikaz naznadujici, Ze dva ruzné sety kolagenovych fetézch
tvori odd&lené sité& (Kleppel et al., J. Biol. Chem., 267:
4137-4142, 1992). U obygejné nefritidy nulové mutace (to
znamena mutace, které porudily expresi genu) v genech a3(IV),

o4 (IV) nebo a5(IV) vedou k nepfitomnosti vSech t¥i feté&zcl
v GBM, co? Jje pravdépodobné zplsobeno obligatorni asociaci
v makromolekuldrnim uspofaddani superstruktury GBM. To vede
k pritomnosti Ffeté&zch al(IV) a a2(IV) po celé tloustce GBM.
Receptory kolagenu typu v na povrchu - viscerédlnich
epitelidlnich bun&k u Alportovy ledviny (to znamenad ledvina
jednotlivce s Alportovym syndromem) Jjsou Vv pfimém kontaktu
s GBM s retézci kolagenu typu IV, ktery mneni pro GBM
charakteristicky. Alespoii jedna studie se vénoval zkoumani
relativni schopnosti visceralnich epitelidlnich bunék
adherovat na kolagen typu IV s témito ruznymi kompozicemi a
zjistilo se, Ze adheruji podstatné lépe na bazalni membranu,
ktera obsahuje nové Fetdzce, kdyZ se porovnavajil pfimo
s klasickymi Ffetézci oal(IV) a a2(IV). Tato adheze se maze

zablokovat protildtkami proti integrinovému receptoru o3.




My3i model pro autozomdlni formu Alportova syndromu se
vytvoril cilenou mutagenezi prokolagenového genu CPL4A3
(popisuje se v publikaci Cosgrove et al., Genes Dev., 10:
2981-2992, 1996). Ve zvifecim modelu se po <ctyfech tydnech
Zivota wvyvinula progresivni glomerulonefritida se vznikem
proteinurie, pficemZ primérnd délka Zivota do uUmrti na selhani
ledvin trva 8,5 tydni s inbrednim pozadi 129S8v/dJ.
Ultrastrukturalni zmény v GBM se pozorovaly d¥ive neZ ve stari
jednoho tydne, po tfech tydnech Zivota se mé&ni struktura

glomeruli po celé GBM, coZ je dlouho pfevdtgtim, neZz dojde k

proteinurii. Komponenty extrabunééné matrice zahrnujici
laminin-1, proteoglykan sulfatu heparinu, fibronektin a
entaktin se akumuluji v GBM. Tato my$ se zde nazyva

+Alportova™ myS3.

Akumulace extrabun&dné matrice v GBM a mesangiu Jako
funkce postupu onemocnéni ledvin je rys sdileny rhznymi druhy
onemocnéni ledvin, jak u pacientd tak v experimentéalnich
zvifecich systémech (popisuje se naptiklad v publikaci Goyal
and Wiggins, Am. Soc. Naphrol., 1: 1334-1342, 1991, Wilson et
al., Contrib. Nephrol. Basel Karger, 118: 126-134, 1996,
Razzaque et al., Clin. Nephrol., 46: 213-214, 199¢, Yoshioka
et al., Kidney Int., 35: 1203-1211, 1989 a Klahr et al., N.
Engl. J. Med., 318: 1657-1666, 1988. V pripadé&. cukrovky
primdrni medidtor tohoto u&inku Jje prodlouZend expozice
neenzymaticky glukosylovanym sérovym proteinlm, coz je
vysledek chronicky vysokého mnoZstvi glukdézy (popisuje se
v publikaci Doi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 2873~
2877, 1992 a Roy et al., J. Clin. Invest., 93: 483-442, 1994).

V ptipad& vétsiny progresivnich glomeruldrnich poruch se
zd4a, Ze nadmérnd produkce transformaéniho ruastového faktoru
TGF-Pl se zdad blizce spojena s akumulaci extrabuné&fné matrice
vedouci k fibréze (to znamenad tvorba fibrézni tkéné (popisuje

se naptiklad v publikaci Border and Ruoslahti, Nature




(London), 346: 371-374, 1992, Yang et al., J. Am. Soc.
Nephrol., 5: 1610-1617, 1995 a Yamamoto et al., Kidney Int.,

45: 916-927, 1994). Ve zvitecim modelu v pfipadé autoimunni

nefritidy injekce bud s protildtkami proti TGF-Bl nebo s

antisense oligonukleotidy k odpovidajici mRNA inhibuji
progresivni glomerulonefritidu a akumulaci extrabunélné
matrice (popisuje se v publikaci Border et al., Nature

(London), 346: 371-374, 1990 a Akagi et al., Kidney Int., 50:
148-155, 1996).

Polo¢as rozpadu kolagenu bazélni membrany v GBM krys se
odhadl na 16 az 40 dni na zakladé spulse-chase"™ studie s 3H-
prolinem (popisuej se v publikaci Daha et al., Nephron. 22:
522-528, 1978). To je velmi dlouhd doba v porovnadni s pfeménou
proteoglykand heparinsulfatu (ti, = 20 hodin) nebo Jjinych
sulfatovanych molekul v GBM (ti;, = 20 az 60 hodin). Akumulace
proteind bazédlni membrany v GBM Alportova my$iho modelu
(popisuje se v publikaci Cosgrove et al., Genes Dev., 10:
2981-2992, 1996) ije pravdépodobné& ucinek zmé&n pfi syntéze 1
degradaci té&chto proteind. Z protedz, které se podileji na
pfeméné matrice GBM a mesangidlni matrici, Jsou nejvice
charakterizovany metaloproteindzy MMP-2 (kolagenéza o
molekulové hmotnosti 72 000) a MMP-9 (kolagendza o molekulove
hmotnosti 92 000), stejné Jjako MMP-3 (stromolyzin-1). Tyto
enzymy budou rozklddat kolagen typu IV vedle rGznych jinych

komponentl extrabunécné matrice.

Mesangidlni buniky (a pravdépodobné jiné typy
glomeruldrnich buné&k) také produkuji prirozené inhibitory
metaloproteindz. Ty se nazyvaji TIMP (tkahové inhibitory
metaloproteindz). Jsou to glykoproteiny s relativné nizkou
molekulovou hmotnosti. TIMP-3 je specificky pro stromolyzin-1
a MMP-9, zatimco TIMP-2 a TIMP-3 inhibuje MMP-2 (popisuje se
v publikaci Goldberg et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:
8207-8211, 1989, Staskus et al., J. Biol. Chem., 266: 449-454,




1991 a Stetler-Stevenson et al., J. Biol. Chem. 264: 17374-
17378, 1989).

Uprava metaloproteindz a jejich odpovidajicich inhibitort
pravdépodobné hraje daleZitou W0lohu pfi udrZovédni vhodného

stupné premény GBM. Zatimco o regulaci gén& kédujicich tyto

o wbroteiny v ledvinnych klubilkach je znamo pouze mélo, signalni

transdukce ptes interakci integrinovy receptor/ECM
(extrabun&&nd matrice) miZe byt klicovym aspektem v tomto

procesu.

Stale vdak je nutné vytvofit zvifeci modely pro Alportav
syndrom, zvl1&3té& ten, kde postup onemocnéni se podstatneé
zpomalil. Také existuje potfeba nové terapie vhodné pro lécCbu
onemocnéni ledvin spojeného s expanzi mesangidlni matrice a
progresivni akumulace matrice v glomeruldrni bazédlni membrané
a tubulointerstitium. Tato onemocnéni zahrnuji napfiklad

Alportlv syndrom a inzulindependentni cukrovku.

Podstata vynalezu

Vyndlez popisuje ruzné 1lécebné metody pro 1lécbu nebo
omezeni (to =znamend oddaleni vzniku onemocnéni, zpomaleni
postupu onemocné&ni a/nebo reverzi onemocnéni) poruch ledvin
pacienta (jako pacient se upfednostiiuje savec, vice se
uprednostiiuje &lovék). Poruchy ledvin pfednostné& zahrnuji
rendlni glomerulonefritidu, rendlni fibrézu nebo oboji. Tyto

stavy mohou byt spojeny s napfiklad Alportovym syndromem, IDDM

nefritidou, mesangidlni proliferativni nefritidu,
membranoproliferativni glomerulonefritidou, srpkovitou
glomerulonefritidu, diabetickou nefropatii a rendlni

intersticidlni fibrdbzou.

V jednom provedeni vyndlezu metoda =zahrnuje aplikaci

pacientovi U&inného mnoZstvi inhibitoru receptoru integrinu
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alBl. Tento inhibitor receptoru integrinu alPfl mbZe byt

bloka&ni ¢&inidlo, které se vaZe na vazebne misto receptoru
integrinu «lfl na povrchu ledvinnych buneék. Biokaéni ¢inidlo
miZe byt alesponl nanomérovy pebtidovy " fragment proteinu
vybrany zé skupiny zahrnujici laminin, fibronektin, entaktin a
kolagen typu 4. V jiném pfipadé& blokaénim cinidlem mohou byt
protildtky. Mohou se také pouzit jind ¢inidla, kterd inhibuji
(to je deaktivuji) receptor integrinu alfl pomoci Jjinych

mechanizmi.

V jednom provedeni vyndlezu metoda =zahrnuje aplikaci
pacientovi ac¢inného mnozstvi inhibitoru TGF-B1 vedle
integrinového receptorového inhibitoru alfl. Tyto inhibitory se
mohou aplikovat sou&asné& (napfiklad jako smés) nebo postupne.
Inhibitor TGF-B1 miZe byt <&inidlo, které se nevratné vadZe na
TGF-B1l a inhibuje jeho schopnost véazat se na jeho receptér.
V jiném pripadé inhibitor TGF-Bl mtZe byt ¢&inidlo, které
inhibuje schopnost TGF-Bl1 transdukovat signaly do Jadra
ledvinové  bunky. Pozdé&jsi typ inhibitoru Jje prfednostne
kalcineurinovy inhibitor, jako je takrolimus (b&Zné& dostupny
jako FK506). Mohou se také pouZit jina cinidla, ktera inhibuji

(to je deaktivuji) TGF-Pl pomoci jinych mechanizmi.

Vynadlez popisuje metody odddleni vzniku onemocnéni a
zpomaleni postupu Alportova syndromu u pacienta. V jednom
provedeni vyndlezu tato metoda zahrnuje aplikaci u¢inného
mno¥stvi &inidla, které inhibuje signélni transdukci pomoci
integrinového receptoru afl ledvinovych bunék. V jednom
provedeni vyndlezu tato metoda zahrnuje blokacni vazebné misto
receptoru integrinu na povrchu ledvinovych bunék pacienta.

Tyto metody se mohou dale zesilit aplikaci pacientovi u¢inného

mno#stvi inhibitoru TGF-B1.
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Vyndlez dale popisuje metody vhodné pro oddaleni wvzniku
onemocnéni ledvin a/nebo zpomaleni jeho postupu u pacienta
trpiciho inzulindependentni  cukrovkou. V jednom provedeni
vyndlezu se popisuje metoda, kterd zahrnuje aplikaci u&inného
mnozstvi ¢&inidla, které inhibuje signdlni transdukci pomoci
receptoru integrinu alfl ledvinovych bunék. V jiném provedeni
vynadlezu tato metoda zahrnuje na povrchu ledvinové bunky

bloka&ni vazebné misto receptoru integrinu alfl. Tyto metody se

mohou dale zesilovat aplikaci inhibitoru TGF-Bl pacientovi.

Vynadlez popisuje metody vhodné pro omezeni renalni

fibrézy. V jednom provedeni vynadlezu metoda zahrnuje u
pacienta redukci aktivity TGF-fl, =zatimco dochazi k inhibici
receptord integrind alfl na povrchu ledvinovych bunék pacienta.
Tuto aktivitu je moZné redukovat aplikaci pacientovi <&inidla,
které se nevratn& vaZe na TGF-Bl a inhibuje jeho schopnost
vdzat se na svij receptor. V jiném pripadé se muZe tato
aktivita redukovat tak, Ze se pacientovi aplikuje <¢&inidlo
schopné inhibovat schopnost TGF-Bl, transdukovat signaly do

jadra ledvinové bunky.

Dalsi provedeni vyndlezu popisuje metody omezeni akumulace
matrice v GBM u pacienta trpiciho Alportovym syndromem. Jedno

provedeni vyndlezu popisuje metodu zahrnujici redukci aktivity
TGF-Bl u pacienta. Toho je moZné dosdhnout aplikaci inhibitoru

TGF-B1.

Ve zv1lasté preferovaném provedeni vyndlezu se popisuje

zpUsob omezeni rendlni fibrézy aplikaci pacientovi
kalcineurinového inhibitoru, pticemz se upfednostnuje
takrolimus.

Vyndlez dale popisuje my8i model ledvinového onemocnéni,

kde my3i neexprimuji normalni kolagen typu 4 v GBM, coZ Je




*
800068

12

vysledek vyfazeni genu kolagenu o3 (IV). To znamena, e my3

nezac¢lenila do glomeruldrni bazalni membrany fetézce kolagenu
typu a3(IV), ad4(IV) nebo aS(IV)' (tak GBM je' zcela tvorena
feté&zci al(IV) a a2(IV) s ohledem na kompozici s Tretézcem
kolagenu typu IV). D&le neexprimuje integrinovy receptor alfl,

coz je vysledek vyrazeni podjednotky genu al.

U my3i s vyrazenymi dvéma geny dochéazi k oddéleni
proteinuremie, coZ se porovnadvd s predchozim stavem techniky
v pripadé& Alportova my3iho modelu. Dale =zvifata Ziji skoro
dvakrat tak dlouho jako Alportovi mladata. Po ptribliZné osmi
tydnech, coZ je primérné std¥i Alportovych my3i, kdy umiraji,
my3i s vyrazenymi dvéma geny, vykazuji =znatelné omezenou
glomeruldrni patologii. To znamena, ze ve srovnani
s Alportovymi mysmi stejného véku my$i s vyFfazenymi dvéma geny
vykazuji znateln& redukovatelné poSkozeni s daleko men3i
rarefikaci GBM a velmi malym omezenim procesu vyZivy podocytu.
Atenuovand akumulace fibronektinu, lamininu-1 a proteoglykanu
sulfatu heparinu se vyskytuje v GBM, zatimco akumulace
entaktinu a kolagenu typu 4 se neméni ve srovnani s Alportovou
myéi.. Tyto vysledky indikuji, Ze existuje specifické uloha
receptoru integrinu alfl pf¥i patogenezi Alportova rendlniho

onemocnéni. Ukazuje se, Ze vyfazeni jediného genu integrinu ol

nemd jasny ucinek na fyziologie a funkci ledvin.

Tato my$ se miZe pouzit pro studium Alportova syndromu,
inzulindependentni  cukrovky a Jjinych  poruch, které se
charakterizuji glomerulonefritidou a/nebo fibrézou. Tato mysS
se mhzZe také pduéit p¥i testovani <&inidel, které se mohou
pouZit p¥i 1é&b& Alportova syndromu a inzulindependentni
cukrovky a Jjinych poruch, které se charakterizuji ukladanim

extrabunédné matrice a/nebo fibrdzou.
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Vyndlez popisuje metody 1lécby, které atakuji mechanizmus
rendlniho onemocnéni (to je onemocnéni ledvinj a které Jjsou
schopny podstatné& zpomalit vznik onemocn&ni a/nebo Jjeho
postup. Timto onemocnénim mize byt naptiklad
glomerulonefritida a rendlni fibréza. V&fi se, Ze metody podle
vynadlezu mohou dokonce zvratit stav spojeny s onemocnénim.
Vyndlez zvla3té popisuje zpusoby 1é¢by onemocnéni ledvin
spojené s pritomnosti nebo se' zvy3enym nebezpeCim vyvoje
glomerulonefritidy a rendlni fibrézy v ledvinovych klubickach
tak, jak k tomu dochdzi pf¥i mesangidlni proliferativni
glomerulonefritid&, membranoproliferativni glomerulonefritidé,
krescentrické glomerulonefritid&, diabetické nefropatii a
rendlni insterstinalni fibrdze. Glomerulonefritida =zahrnuje
poskozeni  glomaruli, coz je v typickém pripadé spojeno
s abnormdlnim ztlusténim, zGZenim a/nebo rozdé&lenim GBM. To
miZe kulminovat v b&Zné draze tubulointersticidlni fibroézy.
Tyto stavy se Vv typickém pripadé charakterizuji objevenim
myofibroblastl a akumulaci matrice (zahrnujici kolagen typu I,
fibronektin, laminin a kolagen typu 1IV) v tubulointerstitu.
U&¢innost terapeutickych ¢&inidel pouZivanych v metodach podle
vyndlezu se mbZe stanovit hodnocenim Jjednoho nebo vice

charakteristik.

Vynadlez dale poskytuje my3i model vhodny pro studium metod
a testovani &inidel pro o3et¥eni pacientd s onemocnénim ledvin
spojenych s pfitomnosti nebo se zvySenym rizikem pro vyvo]
akumulace extrabunéEné matrice a zvla3té v glomarulédch a
tubulointerstitu. Tak v jednom provedeni vyndlezu se popisuje

my$i model Alportova syndromu. Tento my$i model zahrnuje

deaktivovany receptor integrinu alPfl v kombinaci
s deaktivovanou molekulou kolagenu (typu IV). V preferovaném

provedeni molekula kolagenu typu IV se deaktivuje poruSenim

exprese podjednotky kolagenu a3 (typ IV). Vysledkem je, Ze mys
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neza&¢lefiuje fet&zce kolagenu a3(IV), od4(IV) nebo a5(IV) do

GBM.

Tento my$i model se pou?ivd pfri metoddch pro testovani
Sinidel p#i 1é¢b& rendlni dysfunkce, Jjak k tomu dochazi pfi
Alportové syndromu, pfi inzulindependentni cukrovce a Jinych
renalnich onemocnéni, kde casné stadium onemocnéni se
charakterizuje expanzi mesangidlni matrice a proliferaci
mesangidlnich bunék ve spojeni s poSkozenim glomerulové
bazalni membrany charakterizované ztludténim, ztenCenim

rozdélenim bazadlni membrany.

Preferované provedeni vyndlezu dale popisuje inhibitory,
které blokuji nebo jinak deaktivuji funkci receptoru integrinu
alfl, jako metodu oddaleni vzniku (mé&fi se vyskytem albuminu
v mo¢i) nebo zpomalenim postupu (m&fi se rychlost, pfi které
vzroste mnoZstvi sérového albuminu v mod¢i) nebo dokonce ustup
(m&¥i se rychlost, pfri které se sniZi mnoZstvi sérového
albuminu v mo&i) glomerulonefritidy a/nebo fibrdzy (coZ Je
nédsledek objeveni myofibroblastd a akumulace extrabuné&cné
matrice, kterd zahrnuje lamini, fibronektin, kolagen typu I a
kolagen typu IV v tubulointerstitu) v postupu glomerularniho
onemocn&ni. Mohou se pouZit rliznd jind syntetickd a prirozena

¢inidla, kterd& se popisujl dale v textu.

V jednom provedeni vyndlezu se popisuje Gloha TGF-B1 pZi
patogenezi Alportova rendlniho onemocnéni a jinych onemocnéni
ledvin. Zminé&né zvy3eni mnoZstvi mRNA v pfipadé TGF-f1, coZ
souvisi s poCatkem protinurie, se pozorovalo v mySich
modelech. Hybridizace in situ indikuje, Ze podocyty, ktereé
pfed vznikem proteinurie neprodukuji ani malé mnoZstvi mRNA
pro TGF-Bl, pEicemZ od vzniku proteinurie aZz do konecného
staddia selhé&ni ledvin se exprimuje v pfipadé TGF-Bl nadbytek

mRNA. V pfibliZn& stejnou dobu se pozorovala aktivace mRNA
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kédujici fibronektin COL4A1 a COL4A2 a entaktin. Metody
sniZzujici mnoZstvi TGF-Bl je dal3i mechanizmus lé&by rendlnich
stavy, jako je glomerulonefitida a/nebo fibréza. U&inky
inhibice aktivity TGF-f1 se mohou mé&fit stanovenim okamZiku
objeveni a rychlosti rastu mnoZstvi albuminu v mo¢i a/nebo
objeveni myofibroblastl (v tubulointerstiiu) a/nebo akumulaci

molekul extrabunédné matrice v GBM a tubulointerstitiu.

V jiném provedeni vyndlezu pomoci inhibitord TGF-f1 u
Alportovych my3i deficitnich na integrin ol se popisuje
synergizmus kombinace 1é&by inhibitord integrinu alfl a
inhibitort TGEF-B1 pri zpomaleni vzniku a postupu

glomerulonefritidy a/nebo preventivni fibroézy.

My$i model

DileZitym aspektem fizeni pacientd s Alportovym syndromem
a Jjinych onemocné&ni spojenych s progresivnim glomerularnim
poskozenim je spojeno se ztludténim a zeslabenim nebo
rozdélenim nepravidelnosti v GBM a kulminaci béZné drahy
tubulointersticialni fibrézy, jak se charakterizuje objevenim
myofibroblastd a akumulaci matrice (zahrnujici kolagen typ I,
fibronektin, laminin a kolagen typ IV) v tubulointersticiu, je
stanoveni  zplsobu a/nebo mechanizmu postupu onemocnéni.
Zatimco mutace v genech kolagenu a3(IV) nebo a4(IV) vede
k autozomdlnim recesivnim formam Alportova syndromu a
vysledkem mutace genu a5(IV) je forma onemocnéni spojena
s chromozomem X, pric¢emZ samotné tyto mutace nezplsobuji
progresivni selhdni ledvin. Nepfitomnost kolagenu a3(IV),
ad (IV) nebo o5(IV) se jevi byt vysledkem pretrvavani sloZeni
GBM, které dje podobné embryogennimu stédiu vyvoje, pricemz
obsahuje kolagenové fetézce al(IV) a a2(IV). Tato GBM podobna
embryogeni je vhodnym glomeruldrnim filtrem pro obdobi prvni

dekédy Zivota &lovéka (nebo pribliZné& obdobi prvnich t¥i tydnd
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v my3im modelu). Po této dob& GBM podobnd embryogenni
nefunguje S dostateénou  uc¢innosti. U jednoho pacienta
s Alportovym syndromem ultrastrukturdlni = studie GBM

devitilétého pacienta s Alportovym syndromem ukédzaly relativné
normdlni ultrastrukturu (popisuje se v publikaci Cangiotti et
al., Nephrol. Dial. Transplant., 11: 1829-183, 1996). Ve veéku
18 let se vdak ultrastruktura GBM stejného pacienta indikovala

pti pokro&ilé Alportové glomerulonefritidé.

U Alportova syndromu bazalni membrana u 1lidi je relativné
normadlni mezi péti a deseti lety Zivota, pficemZz ztratu
integrity bazalni membrany Jje moZné monitorovat progresivnim
zvy$enim mnoZstvi albuminu v mo&i. Studie biopsii potvrdily,
Ze ultrastruktura bazdlni  membrany je v pripadé pre-
proteinurovych pacientl trpicich Alportovym syndromem
normalni. Onemocné&ni GBM se dokazuje nepravidelnym ztlusSténim
a zeslabenim GBM. Rozd&leni membrany se p¥i¢itd na ucet
nmikrohematurie (to znamend, Ze v modi je moZné detekovat malé
mnoZstvi  erytrocytid), kterou Jje mozné pozorovat spolu

s proteinurii.

Pouze malo se vi o mechanizmu o vzniku Alportova renéiniho
onemocnéni avsak spekuluje se, Ze akumulace komponentu GBM a
poskozeni GBM muZe byt zplsobeno zvySenou citlivosti membrany
k proteolyze a/nebo zesilenou syntézou matricovych molekul

zptsobenych zm&nami normdlnich regulacnich drah.

Je nutné vytvofit model Alportova syndromu, protoZe
existuji omezeni moZnosti provést studii na lidech. Lide
vykazuji rozmezi véZnosti onemocnénl pri postupu onemocnéni,
pri¢em? se predpokléda, Ze to zplsobujil rozdily v genetickém
pozadi. Studie, které zkoumaji molekularni podstatu vzniku
onemocnéni a Jjeho postup; neni moZné logicky provést u
Elovéka, coz zpomaluje postup zkoumani Alportova lidského

onemocnéni u Zlovéka.
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My3i model Alportova syndromu vznikl cilenou mutagenezi

genu kédujiciho retézec kolagenu a3 (IV) typ IV (popisuje se

-

v publikaci Cosgrove et al., Genes Devel., 10: 2981-2992,
1996) . U zvitreciho modelu se vyvinula progresivni
glomerulonefritida. Ultrastrukturdlni zmény v GBM se

pozorovaly uz ve stdfi jednoho tydne. Tato my$ se zde nazyva

Alportovou mySi.

My3 také wvznikla «cilenou mutagenezi genu kdédujiciho
receptorovou podjednotku al (popisuje se v publikaci Gardner
et al., Dev. Biol., 175: 301-313, 1996). Tato integrinova

podjednotka tvori heterodimér s integrinovou podjednotkou Bl za

vzniku biologicky aktivniho integrinového heterodiméru alfl,
ktery se nachdzi na povrchu mesangidlnich bunék v ledvinnych
kli¢kadch. 1Integrinovy receptor oalfl Jje pouze integrinovy
receptor nalezeny v mesangidlni matrici, kde byly Jako na
jediném misté lokalizovany. vedle zmé&néné adheze fibrocytld na
kolagenovou matrici, my3i s vyfazenymi geny nemaji Jasny
fenotyp. My3i se vyvijeji normdlnim zpuisobem a rozmnozuji se a
7191 normdlnim Zivotem. Nedochdzi k Z&dné nedostatelnosti
funkce ledvin ani ke zJjevnym rozdillim v molekuldrnim sloZeni
nebo ultrastuktuf¥e ledvinnych klic¢ek u téchto my3i. Vzhledem
k heterodimérovému integrinovému receptoru alfl na povrchu
mesangidlnich bun&k v ledvinnych kli&kdch bylo prekvapujici,
e nepritomnost uvedeného receptoru neovlivnila normalni vyvoj
a/nebo funkci ledvin. To naznééuje, e pritomnost receptoru
neni nutnd nebo redundantni drdhy mohou kompenzovat Jeho

nepritomnost.

Vynadlez popisuje novy my3i model s dvojitou mutaci. Tento
model se vyvinul kfiZenim my$iho kmene s vyfazenym genem al

s kmenem, ktery m& vyfrazeny gen kolagenu a3(IV) (Alportova

my3) za vzniku mutantd defektnich v genu podjednotky receptoru

*

[ A XXX X3
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integrinu ol a genu kolagenu a3(IV). Ackoli nepfitomnost
integrinového receptoru olfl nem& zjevné Zadnou uUlohu pfi
normdlnim vyvoji a funkci ledvin, protoZe mesangialni matrice

je misto syntézy metaloproteindz a cytokinl, jako je TGF-f1 a

¢asné stadium Alportovy glomerulonefritidy zahrnuje
mesangialni bunécnou proliferaci a expanzi mesangialni
matrice. Vé&ri se, Ze integrinovy receptor «alPl miZe vykazovat

specifickou Glohu u renadlni patogenezi. Studie integrinu ol

kolagenu a3 (IV) s dvojitou mutaci jsou =zvla3té Jjedinecné a

dilezité. Nésledujici diskuze popisuje fradu chrarakteristik

my3i s dvojitou mutaci podle vyndlezu.

Hodnoceni integrity rendlniho filtru Jje proteinurie (to

znamend pritomnost nadbytku sérovych proteind v moci). Jak se

ilustruje na obrazku ¢. 1, vznik proteinurie u my$i s dvojitou

mutaci se oddalil alesponl o jeden tyden a vrchol Jje mezi 9

tydny a 9,5 tydny na rozdil od mladat Alportovi my$i, kde Jje

vrchol mezi 6 aZz 6,5 tydny (to znamend, Ze chybi gen kolagenu

o3 (IV), ale obsahuje gen integrinové podjednotky al). Vznik a
rychlost zvy3ujici se protinurie (to znamend pIitomnost.
sérového albuminu v moci) je dobrd mira pro hodnoceni

G&innosti metod podle vynadlezu. MnoZstvi sérového albuminu se

mazZe merit pomoci gelové elektroforézy a barvenim

Coomassieovou mod#i (pouZivéd se ekvivalent 1 mikrolitru moce)

nebo komer&né dostupné testy. Primérny vék umrti zpusobeny

selhdnim ledvin Jje pfibliZzné 8 aZ 9 tydnd v pfipadé& Alportovi
my3i s ohledem na skutecnost,

129 SV/J nebo 129 SV

zda se jako pozadi pouziji mys3i
(Do koneéného stadia se dostalo alespon

deset my3i). Zivot my3i s dvojitou mutaci Jje v praméru

priblizné 15 tydnd aZz 16,5 tydna.

Odstran&ni integrinového receptoru alfl mé&lo velky ulinek

na vznik a postup Alportova rendlniho onemocnéni. Dale mys bez

receptoru «lBfl mé&la zdokonalenou glomeruldrni funkci ve
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srovnani s jinou testovanou my3i. U zvifat, kterad neexprimuji

gen a3(IV) a jsou heterozygotni v pfipadé mutace al, existuje

bezprostfedni zlepSeni glomeruléarni funkce a postupu

onemocnéni, co? nazna&uje, Ze integrin al vykazuje davku

z4vislou na udinku na postupu Alportova ren&lniho onemocnéni

(to znamena redukce exprese integrinu al na polovinu poskytuje
ochranny G&inek mezi Alportovou my$i a my$i s dvoji mutaci).
Tento zprostfedkovany ochranny ucinek V Alportovych =zvifatech

v pripadé mutace integrinu al ilustruje, e CGastednd inhibice

integrinového receptoru alfl vykazuje Jjistou vyhodu. To Jje

podstatné zjisté&ni a miZe se pouZit pfi terapii zahrnujici

inhibici integrinového receptoru alfl, kdyZz se pouZije u

clovéka.

Analyza transmisni elektronovou mikroskopii se uskutecnila

s ledvinami, které pochdzeji =z my3i, Jjeniz jsou sedm tydnu

staré. Ledviny byly v pfipad& obou alel normalni

nevykazovaly kolagen a3(IV) a byly normalni v piipadeé

integrinu al (Alportova my$) nebo nevykazovaly ani kolagen

a3 (IV) ani integrin al (dvojita mutace). Tento casovy bod se

vybral proto, Ze Alportova my$ v tomto véku dosahla kone&ného

stiddia onemocn&ni. Panely vybrané z obrazku C. 2 Jjsou

reprezentativni alespofl v péti ruznych glomerularnich polich

Jak se ilustruje na obrazku ¢&. 2 ledvinné kapilarni kliéky

normélni my3i (zobrazeno na obrazku ¢. 2) m&li trilamindrni
bazalni membranu v jednotné tloustce. Kapilédrni klicka
Alportovi my3i (zobrazeno na obrazku &. 2B) ukazuje poruSenou
bazdlni membranu s fokdlnim ztlusténim a zeslabenim (coZ Je
charakteristické pri pokroc¢ilém stadiu onemocnéni). Chodidla
byla natekld nasledkem ovlivnéni G&innosti rendlni filtrace. U

my3i s dvojitou mutaci (zobrazeno a obrazku &. 2C) Jje bazalni

membrana znatelné mén& ovlivnéna nei je tomu u Alportovi my31i

(Obrazek ¢&. 2B). Zatimco bazalni membrana je hslab3i nez

(kontrola),'
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bazédlni membrana kontroly, byla daleko méné poSkozena a
podocyty se Jjevi ve velké mife normalni. U Alportovi my3i
pFibliZné 40 % glomeruli je fibrotickyc, zatimco u mySi
s dvojitou mutaci je fibrotickych pouze 5%. Imunofluorescencni
analyza se uskuteénila za pouziti zmrazeného rendlniho
kortexu, ktery se odebral =ze stejného =zvirfete, které se
pouzilo na obrazku &. 2. Tkan reagovala s protilatkami, které
jsou specifické pro proteiny, které jsou znamé, Ze akumuluji
GBM Jjako funkci postupu Alportova rendlniho onemocnéni.
Vysledky na obrazku <&. 3 ukazuji, Ze distribuce fetézce
kolagenu COL 4Al (al(IV)) a 4A2 (a2(IV)) byla stejnad v pfipadé
Alportova glomerulu a u glomerulil my3i s dvojitou mutaci.
V obou ptipadech ledvinné kapiléarni klicky (oznagené na vsech
panelech na obrazku ¢. 3 Sipkou) a mesangidlni matrice byly
pozitivni (Obrézek ¢&. 3B, C). Léminin—l ukazuje znacnou
akumulaci v GBM Alportovi my3i ve srovnani s kontrolou
(porovnavajil se obrazek &. 3D a 3E), av3ak akumulace lamininu-
1 u dvojitého mutantu byla znaéné utlumena ve srovnani s
akumulaci v Alportovych lomerulach (zobrazeno na obrazku ¢.
3E) . Fibronektin se v normdlnim pfipadé nachazi  pouze
v mesangidlni matrici, ale také se zjistil v GBM a mesangidlni
matrici Alportovi my$i (Obrazek ¢&. 3H). Je prekvapivé, Ze
v pripadé dvojitého mutantu se nepozorovala akumulace
fibronektinu v kapildrnich klickach (zobrazeno na Obrazku ¢&.
3I). Tento vysledek je silné& reprodukovatelny. Naopak barveni
proteoglykanu sulfétu heparinu vykazuje tlumené barveni
mesangidlni matrice dvojitého mutantu (obrazek ¢&. 3L) ve
srovnani s kontrolou (obrazek ¢&. 3J) nebo Alportovou mySi
(obrazek ¢&. 3K). Akumulace entaktinu v GBM se pozorovala u
vzorka Alportovi my$i a dvojitych mutantd, pficemZ neni moZno

vid&t mezi nimi rozdily (zobrazeno na obréazku C. 3a a 3e).

Tato data ukazuji, Ze nulovad mutace al ve dvojitém mutantu

vede ke zpomaleni postupu Alportova rendlniho onemocnéni. To




saee

21

je zFrejmé, jak na urovni fyziologie (zpozdéni  vzniku
proteinurie, Jak je zobrazeno na obréazku c. 1) a
ultrastruktury (omezené poSkozeni GBM a u&¢innosti procesu
vyZivy, jak Jje zobrazeno na obrazku &. 2). Imunofluorescencni
studie zobrazené na obrazku ¢&. 3 ilustruji, Ze eliminace
integrinového receptoru alpl vedou ke specifickym zménam
v akumulaci komponentl extrabunééné matrice v GBM a
mesangidlni matrici. Vynalez zahrnuje 1é&ebné metody, kde
vazebné misto integrinového  receptoru alfl na povrchu
ledvinovych bun&k Je blokovano. Takové 1éCebné metody se

popisuji dale v textu.

Didle na obrézku &. 9 je zobrazeno, Ze zatimco TGF-Bl se
indukuje v Alportové mySi, neindukuje se v Alportové mysi;
kterd nese mutaci integrinu al. Tak v nepfitomnosti integrinu

alfl neni moZné pozorovat indukci TGF-Bl, co? znamend podstatné

zpomaleni postupu renalniho onemocnéni.

Uloha TGF-B1

7de uvedena data jasné& naznacujl, zZe TGF-Pl se indukuje ve
specifickém typu glomerulédrnich bunék (podocyt) v
pou?ivanych myd$ich modelech. Indukce mRNA TGF-Bl se sleduje
indukci gent, které kéduji matricove molekuly, které jsou
znamé tim, Ze se akumuluji v glomeruldrni baz&dlni membrane,
jako funkce progresivni glomerulonefritidy v modelu (jsou to
napfiklad laminin, fibronektin, entaktin a kolageﬁ typu IV).
7de uvedend data ukazuji, Ze TGF-B1 se indukuje Vv lidském
Alportové rendlnim kortexu. To podporuje platnost zviteciho
modelu v jeho schopnosti napodobovat, co se déje v lidské

Alportové ledviné.

Aby se ukézala uloha TGF-B1, celkovd RNA se izolovala
2 ledvin Alportovych zvifat a testovaly se S radioaktivne

znadenymi sondami, které jsou specifické pro Ffetézce kolagenu
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ol (IV) nebo a2(IV), entaktin, Ffetézce laminu Bl nebo P2,
fibronektinu nebo TGF-Bl. Vysledky na obréazku &. 4 ilustruji,
¥Ye mRNA v pripad& viech uvedenych proteind s vyjimkou lamininu
Bl se vyvolavaji vznikem proteinurie v Alportové my3im modelu.
Northernovy bloty se v tomto Casovém prubéhu také provedly pro
laminin «l, laminin B2, laminin  y1, jaderny  protein
proteoglykan sulfatu heparinu a Ffeté&zcl kolagenu ad(IV) a
a5(IV). V pripadé daldich proteinl baz&lni membrany, kdyZ se
porovnavala kontrola s mutantem, nejsou zjevné Zadné podstatné
rozdily. \

Vysledky northernovy analyzou, kterou se primo
kvantifikovaly relativni zmé&ny ve specifické expresy mRNA
v ¢asovém prubé&hu, ilustruji na obrazku &, 5, Ze vyvolani
specifckého mnozstvi mRNA 'je Jjasné uz v Sesti tydnech véku.
V osmém tydnu mnoZstvi mRNA tvori pik s mRNA kédujici TGE-Bl a
fibronektin indukovany 6,6 a 9,4 krat ve srovnani s kontrolni
my3i. MnoZstvi mRNA v ptipadé kolagenu al(IV), a2 (IV) a
entaktinu se indukovalo 3 krat vic ne? ve stafi osmi tydnu.
Naopak v libovolném bod& renalniho onemocnénivse nepozorovaly
74dné podstatné zmény v mRNA, ktera kéduje Fetézce lamininu B1
a P2, jak se stanovilo té&mito stejnymi northernovymi bloty

celkové RNA.

Glomeruli tvofi pouze malé procento celkového mnozZstvi
ledvin. Jednotlivé bunécné typy v glomeruldch obsahuji dokonce
i men3i procento. Northernovy bloty celkové RNA ledvin

nedetekovaly indukci mRNA, kterd miZe byt specificka pro

- glomeruli nebo pro urdity glomeruldrni bunécny typ. Aby se

testovalo, zda se indukovala mRNA kédujici TGF-Bl nebo razné
komponenty bazadlni membrany Vv ur&itém glomeruldrnim typu
bunék, provedla se in situ hybrydizace za pouziti antisense

sond znaéenych digoxygeninem, které jsou specifické pro mRNA.

J
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Vysledky jsou uvedeny na obrdzku &. 6. U normdlnich my3i se
transkripty TGF-Pl (obrdzek &. 6D), fibronektin (obrazek &. 6G)
a laminin Pl (obrazek ¢&. 6M) nachéizeji pouze.v mesangidlnich
bunkdch, zatimco u Alportovi my$Si tyto stejné transkripty
(obrazek &. 6 E, H a A) jasné lokalizuji podocyty (kruh bunék
na vné&j8i strané glomerul), coZ znadzoriuje aktivaci genu
v tomto typu bunék glomerul. Aktivace podocytd kolagenu ol (IV)
je také evidentni (porovnava se obrazek &. 6B a 6A). Aktivace
gent, které kéduji matricové proteiny v glomerularnich

podocytech by mohly byt vysledkem zmén v poloze GBM.

Data proteinu TGF-Pl zaloZend na detekci imunoperoxidazou
za pouZiti protilatek specifickych pro aktivni izoformu
cytokinu podporuje data ziskand analyzou mRNA TGF-Bl ziskana
hybridizaci. Data =zobrazend na obrazku ¢&. 7 ilustruji, Ze
hodnocend exprese mRNA TGF-Bf1 v podocytech se prekladaji do

proteinu.

ProtoZe data v pripad® TGF-fl se shromdZdila za pouZiti
analyzy RN&zové ochrany my3iho modelu, kterd se provedla za
O&elem stanoveni, zda mnoZstvi mRNA v pfipadé& cytokinu se
zvy3uje v lidském rendlnim kortexu u Alportova pacienta ve
srovndni s kontrolnimi pacienty. Data na obrazku ¢. 8
ilustruji 3 aZ 4 nésobné =zvySeni mRNA TGF-B1 v lidském
Alportové rendlnim kortexu, coZ se vztahuje ke kontrole. To
prokazalo, e cytokin se nadmérné exprimuje v lidskych
Alportovych ledvinadch. Inhibice aktivity TGF-Bl1 poskytuje
vyznamnou 1é&bu Alportova syndromu, zvladté pri omezeni a

prednostné dokonce pfi omezeni akumulace matrice v GBM.

Jak se diskutuje shora v textu, na obrazku ¢. 9 Je

zobrazeno, %e zatimco TGF-Bl se indukuje v Alportové mySi,

neindukuje se v my3i s dvojitou mutaci, kterd nese také mutaci

integrinu ol. P¥i nepfitomnosti integrinu alfl se nepozorovala




24

indukce TGF-$1, coZ ma za nasledek akumulaci matrice
v glomerulédrni bazdlni membrané a tak podstatné sniZeni

rychlosti, kterou dochdzi k postupu renadlniho onemocnéni.

Blokace (nebo jina deaktivace) receptoru integrinu alfl a
inhibice TGF-BPl je synergické p#i tlumeni vzniku renalniho
onemocnéni (zvlasté Alportova rendlniho onemocnéni), jeho
postupu a/nebo jeho zvratu. Tento synergicky ucinek se
demonstruje pouZitim naptiklad dvou rlznych <cinidel, ktera
blokuji aktivitu TGF-Bl tfemi rlznymi zpusoby. Provedla se
studie, aby se dokazalo, Ze vysledky vedou k inhibici aktivity

TGF-Bl, spile nez vedlejdimu ucinku lécby léky.

Prvnim prikladem Jje 1ék produkovany firmou Fujisawa
Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, Japan, ktery se nazyva
takrolimus nebo FK506. Tento 1ék se bé&Zné& pouZiva Jako
imunosupresivni ¢inidlo, aby predchazel odmitnuti
transplantovanych orgadnt. Funguje na zakladé inhibice kritické
podjednotky receptoru T bunky, kterd se nazyvad kalcineurin,
kterd Jje serinova-threoninovd fosfataza a kritickd cast
signalni transdukce receptoru T bunky. V publikaci Crabtree,
Cell, 96: 611-614, 1999) se popisuje, Ze kalcineurin je
podjednotka rlznych receptoru. Ukazalo se, Ze jeden z téchto
receptord je receptor pro TGF-Bl (popisuje se Vv publikaci Wang
et al., Cell, 86: 435-444, 1996). Lék FK506 se testoval jako
inhibitor TGF-BPl. U my3i lé&enych vhodnou davkou FK506 se

inhibuje receptor signalni transdukce TGF-f1l typ I/typ II.

Protore FK506 ma vedle inhibice TGF-BPl i jiné biologicke
G&inky (silnd imunosuprese prostfednictvim inhibice receptoru
T bufiky), hodnotil se druhy inhibitor TGF-Bl. Tento druhy
inhibitor je 1lék, ktery se vyviji u firmy Biogen Inc.,
Cambridge, MA. Tento lék jJe kompetetivni inhibitor cytokinu

prosakovani aktivniho cytokinu Jako neaktivniho rozpustného
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receptorového komplexu. Je to rozpustny chimerovy my$i fuzni
protein TGF-BRII/IgGl (popisuje se v dokumentu mezinarodni
pfihlaska WO 98/48024). My3im se injekci do ocasni cévy jednou

tydné& aplikovalo 25 mikrogramid inhibitoru.

ProtoZe mdéd aktivity a potenciondlnich vedlej$ich ucinka
FK506 a rozpustného inhibitoru TGF-Bfl Biogenu Jje odlisny,
provedla se pozorovani pomoci systémd zvifecich modeld, které
jsou konzistentni s obé&ma 1léky, pficemZz dochdzi k inhibici

aktivity TGF-B1.

Provedly se dva typy experimentd. Obé ¢inidla se testovala
za pouziti my3iho modelu 129 Sv/J (Alportova my$) za uCelem
testovat biologické ucinky samotné inhibice TGF-Bl. Obé cinidla
se testovala v my3im modelu s dvojitou mutaci, pricemi se
testovaly biologické G&inky inhibice integrinu alfl kombinované
s inhibici TGF-Bl. Ve v8ech pripadech se zde prezentovana data

opakovala alespont trikrat s vysokym stupném shody.

V pripad&, Ze se TGF-Pl inhibuje v Alportové my3im modelu,
dochdzi k pozitivnim uU¢inkim. Existuje zlep3eni morfologie
bazadlni membrany, ale stédle dochézi k podstatnému poruseni
procesu vyZivy. Tak TGF-Bl mliZe vylepSit morfologii GBM
sniZenim rychlosti. akumulace matrice, ale nemd podstatny
u&inek na mechanizmy porudeni procesu vyZzivy. To znamena, Ze
samotné TGF-B1l, ackoli poskytuji zlep3eni nejsou schopny
dosdhnout zlepfeni v3ech charakteristik Alportova syndromu
nebo jinych takovych poruch. U my3i s dvojitou mutaci ve véku
deseti tydnli vé&t3ina procest krmeni se Jjevi byt normalni,
avSak dochazi k podstatné akumulaci matrice v GBM. KdyZ se
o%et?i tato stejnad zvirata libovolnym inhibitorem TGF-p1,
s &imZ se zadne ve véku zvirat &ty? tydnd a tkan se shromazdi
ve véku deseti  tydng, priblizné 30 % glomerul je

ultrastrukturdlné nerozliditelnych od glomerul normalnich
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ny$i. Zde popsané podstatné zlepSeni v lédebnych protokolech
lze dosadhnout za pouZiti inhibitord TGF-f1 v kombinaci

s inhibitory receptoru integrinu oalfl.

Data ziskand northernovou Dblotaci  specifické  mRNA
pochadzejici =z ledvin odebranych z Alportovi my3i nebo z my3i
s dvojitou mutaci oSetfenou inhibitory TGF-B1l ukazuji, Ze
existujici rozdily mezi mutaci TGF-B1 nebo dvojitou mutaci
integrinu alPfl ovlivAuji expresi téchto mRNA, které kdéduji
matricové molekuly, JjenZ se akumuluji v GBM. mRNA kédujici
metaloproteinazy (zahrnujici matricovou metaloproteindzu
2 (MMP-2)) a Jjejich odpovidajici inhibitory (zahrnujici TIMP-2
a TIMP-3), o nichz se vi, Ze moduluji rychlost premény
molekul, které Jsou obsaZeny v GBM, Jjsou také odli3né
ovlivnény u Alportovi my3i na rozdil od my$i s dvojitou mutaci
o3etfenou inhibitory TGF-Pl. Specificky Timp-3, ktery se
exprimuje ve velmi velkém mnoZstvi u normdlni myS3i, Je
potladen u Alportovi my3i a u my$i s dvojitou mutaci. Lécba
my$i s dvojitou mutaci s inhibitory TGF-Bl bréni potlaceni
TIMP-3, ©pficemZ mnoZstvi mRNA Jje srovnatelné s mnoZstvim

pozorovanym u kontrolni mySi (obrdzek ¢&. 21).

Exprese lamininu a2 Jje v normédlnim pripadé omezena na
mesangidlni matrici. UloZeni lamininu o2 Jje nejcasné&ji
identifikované molekularni zmeéna spojovana se vznikem
Alportova onemocnéni GBM, kterd se projevi ve stejny cas jako
prvni ztlu$téni bazdlni membrény. UlozZeni lamininu a2 v GBM
my3i s dvojitou mutaci se nepozorovalo ani v sedmém tydnu
stafi (obrazek &. 18, skupina 1D). Aplikace inhibitorl TGF-B1
Alportové my3i SV/J neinhibuje uloZeni lamininu a2 (obréazek ¢.
18, skupina 1C). To zdaraziuje Jjiné rozdily Jjak funkce
integrinu alfl verzus TGF-PBl p#i zpomaleni postupu onemocnéni

oduvodiiuje pro¢ kombinovand lécba poskytuje synergicky Gcinek.
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Véri se, Ze nedostatek TGF-B1l vedouci k inhibici poruchy
vyzivy podocytu Jje pfimo spojen s pozorovanim, které se tyka
lamininu «@2. Lamininy tvo¥i heterotriméry, které obsahuji
retézec alfa, beta a gama. V bazdlni membrdné se vzadjemné
situji a tvofi superstrukturu podobnou listu, kterd Jje
integrdlni ¢a&st bazalni membrény. Je 2zndmo, Ze lamininy
interaguji s integrinovymi receptory a hraji daleZitou ulohu
pfi diferenciaci a udrZeni funkce tkdné. U normalni my3i GBM
obsahuje pfrevadzné laminin-11, Theterotrimér a heterotrimér

fetézcl a5, B2 a yl. Je =zndmo, Ze tento laminin se vaZe
s velkou afinitou na receptor integrinu a3fl na povrchu
podocytu. Véri se, Ze tato interakce hraje klicovou ulohu pfti
udrZovani komplexni cytoskeletové architektury, kterd Je
spojena s retenci vody. Heterodiméry lamiﬁinu, které obsahuji
fetézec a2 (jsou laminin-2 a laminin-4), se navdZou na
integrin «a3Bl. PIitomnost fretézce lamininu-2 v GBM miZe vést
k poruSeni procesu retence vody inhibici navazéni integrinu
a3pfl na jeho normdlni substrat (laminin-11). Jak se zminuje
v pripadé dvojité mutace inhibuje se uloZeni lamininu a2, cozZ
dobre koreluje s udrZenim normdlni retence vody u tohoto

my3iho kmenu.

Dal3i pozorovani se vztahuje ke +tkéni interstinalni
fibrézy. Interstindlni fibréza se objevuje v pozdé&jsim stadiu
Alportova syndromu. V Alportové mySim modelu 129 Sv/J se
pozorovala mald fibréza dfive neZ my3i dosédhly véku 7 tydnt,
pri¢emZz prumérny vék umrti je 8 tydnG. P¥i dvojité mutaci
dochazi v3ak ke vzniku fibrdézy mezi 8 aZ 9 tydnem a postupuje
a? se dosadhne prumérného véku 15 tydnl. Tak se dvojita mutace
jevi byt skvélym modelem p¥i studiu fibrézy. Existuje
podstatny prub&h fibrézy u my3i s dvojitou mutaci a tomu Je

mozné pfedchézet pouZitim inhibitord TGF-BL1.

]
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Lécebné metody

Vynalez popisuje pouziti inhibitorl (naptfiklad blokacnich

¢inidel), aby blokovaly nebo Jjinak deaktivovaly funkci-

receptoru integrinu oalfl, Jako metody pro oddaleni wvzniku
(mérenim detekovatelného mnozstvi sérového albuminu v modi,
-pfi¢emZz se pouZije komeréné dostupny papirkovy test nebo

gelovd elektroforéza a postup barveni gelu), coZ zpomaluje

postup (jak se stanovi méfenim rychlosti, p¥i které roste

mnoZstvi albuminu v moc¢i, jako funkce c¢asu, jak se méri shora
v textu) nebo dokonce zvracenim glomeruldrniho onemocnéni,
zv14asté pak progresivni glomeruldrni nefritidy a/nebo fibrézy.
Mezi tyto 1inhibitory patfi napfiklad dévitimérni peptidy
z proteint, které se vaZou na integrinovy receptor alfl, jako
je laminin, kolagen typu IV, fibronektin a entaktin. Malé
molekuly vazajici se na misto receptor/ligand receptoru alfl
mohou vznikat na zdkladé studie protein/integrinovy receptor
alPl. Vyndlez popisuje protilatky a protilétkové fragmenty,
které se specificky vazZou na vazebné misto receptoru integrinu
alBl. Tyto protildtky a protildtkové fragmenty zahrnuji
polyklondlni, monoklondlni, =~ anti-idiotypové, zvireci,

humanizované a chimérové protiléatky.

Cinidlo (umé&ly ligand), které blokuje vazebné misto pro
receptor integrinu alBl se miZe pouZit p¥i metodadch podle
vyndlezu. Priklady takovych ¢&inidel =zahrnuji, ale nejsou
omezeny na neutralizujici protilédtky, peptid, proteolyticky
fragment nebo podobné. VEéri se, Ze takova éinidla blokuji
signdlni transdukci prost¥ednictvim receptoru. UZinost takové
1éEby se miZe stanovit hodnocenim u¢inkd na genovou expresi
naptriklad v ptipadé TGF-Bl, fibronektinu, fetézcl lamininu
atd., pomoci morfometrickych  zmén glomeruldrni  bazalni
membrany a/nebo zlep8enim glomeruldrni filtraci, coZ slouzi

jako dikaz rychlosti vzniku a postupu proteinurie.
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Protilatky, které neutralizuji funkci integrinu oalfl, se
popisuji v ptikladech a na obrazku ¢&. 10. Jako ptriklad
ilustrace, se ukadzalo, Ze rozpustné <&inidlo schopné blokovat
interakci integrinu alfl se svym ligandem, bude produkovat
stejné G&inky pPri patogenezi rendlniho onemocnéni jako pfi
vyfazeni genu al. Ziskaly se protildtky popsané v publikaci
Fabbri et al., Tissue Antigens, 48: 47-51, 199¢6. Tato
protiladtka se =zavedla injekci (400 ng v injekci, kterd se
aplikuje tf¥ikradt tydné&, intraperitonedlné a ukazuje inhibici
posikozeni glomeruldrni bezalni membrény v modelu Alportovi
my§i, stejnym zpusobem, Jjako se pozorovalo ve dvojitém

mutantu.

Vyndlez dale popisuje pouziti &inidel, které .sniZuji
mnozstvi TGF-B1l, jako zphsob zpomaleni akumulace matrice pri
postupu glomeruldrniho onemocnéni, zvlasté p¥i postupujici
glomerulonefritidé. Takova cinidla se mohou pouZit p¥i 1lécbé
pacientt s Alportovym syndromem a pacientl
s inzulindependentni cukrovkou, stejné jako dal3ich
jednotlived trpicich 2zv1a3té progresivni glomerulonefritidou
nebo libovolnou takovou poruchou charakterizovanou expanzi
mesangidlni matrice, pomnoZenim mesangidlnich buné&k, uloZenim
matrice v glomeruldrni bazdlni membrané&, coZ vede k ztludténi,
zeslabeni, rozdé&leni nebo nékterym takovym nepravidelnostem,
k porudeni procesu retence vody podocytl nebo kombinace shora
uvedenych poruch, coZ kulminuje v bé&Zném prib&hu renalni
fibrézy (prevence, pfi které je zv1lasté& ucinnd kombinovana
terapie inhibitory integrind oalfl a inhibitort TGF-B1) .
,Antisense terapie“, jak se zde popisuje, se mlZe pouZit pfi
blokovéni exprese proteinu receptoru integrinl TGF-f1 a alfl.

Mohou se pouZit riznd syntetickd nebo pfirodni ¢inidla.

Sinidlo, které neutralizuje _schopnost cytokinu TGF-Bl

interagovat s jeho receptorem se miZe pouZit pfi metodé podle
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vyndlezu. P¥iklady takovych ¢inidel =zahrnuji, ale neJsou
omezeny na neutralizujici protilatky, kalcineurinovy inhibitor
(napfiklad mikrolid), jak se popisuje v dokumentu US patent ¢.
5,260,301 (Nakanishi et al.,) (napfiklad FK506 nebo takrolimus
a strukturné pribuzné sloudeniny), rozpustny receptor, jako je
rozpustny rekombinantni receptor TGF-Pl, ktery se popisuje
v dokumentu mezindrodni p¥ihladka WO 98/4802 (Biogen Inc.)
(napfiklad rozpustny chimérovy fuzni protein TGF-BRII/IgG1),
peptidovy fragment receptoru nebo né&jaky takovy fragment,
ktery mé& schopnost se vratné& (nebo nevratné&) vazat na cytokin
a inhibovat svou schopnost véazat se na svlj receptor. Navic se
miize  pouZzZit ¢inidlo, které inhibuje schopnost  TGF-f1
transdukovat signaly do jadra. U&innost takové 1écby se muZe
stanovit hodnocenim G&inkim na expresi genu napfiklad.
fibronektinu, Ffetézcl lamininu, atd. pomoci morfomet;ick?ch
zm&n v glomeruldrnich bazdlnich membranidch a/nebo zlep3enim
glomeruldrni filtrace, coZ prokazuje sniZeni rychlosti nastupu

a postupu proteinurie.

V jednom provedeni vyndlezu se miZe pouZit FK506 nebo
cyklosporin A p?¥i inhibici kalcineurinové <Casti receptoru TGF-
B1, pricemz dochazi k inﬂibici signdlni transdukce
prostfednictvim receptorového komplexu, jak se popisuje
v pfipadé& né&kterych jinych onemocnéni ledvin (popisuje se
v publikaci Wang et al., Cell 86: 435-444, 1996 a Miller et
al., Endocrinol., 3: 1926-1934, 1989), cimZz se také inhibuje
(prostfednictvim neznamého mechénizmu) nastup proteinurie, jak
se popisuje v pripadé stejnych onemocnéni ledvin (popisuje se
v publikéci Callis et al., Pediatr. Nephrol., 6: 140-144,
1992). Takové doporudeni neflo ud&lat v pripadé& Alportova
syndromu, cukrovky nebo onemocnéni spojenym se vzrlustem
extrabundéné matrice u glomerul dfive neZ se popisuje v tomto

vynalezu.
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Vynéalez zvlaste popisuje Cinek kombinace terapie
inhibujici receptor integrinu alPfl a TGF-Bl, kterd vykazuje
synergicky u&inek p¥i prevenci glomeruldrniho onemocnéni a
fibrézy spojené s Alportovym syndromem. Libovolné onemocnéni,
které zahrnuje expanzi mesanglidlni matrice, proliferaci
mesangidlnich bunék , progresivni poSkozeni bazdlni membrany,
jako vyjadfeni =ztlusténi, ztendeni, rozd&leni GBM, poskozeni
retence vody podocytl nebo libovolnou shora popsanou kombinaci
je vyhodné také 1é¢it uvedenou metodou. Navic se popisuje
uc¢innost kombinace lécby - pfi prevenci fibroézy
tubulointerstitia u Alportova syndromu. Fibrdéza Jje béinad draha
u onemocnéni, kde Jje fibréza =zahrnuta, pficemZ se VvE&ri, Ze
mechanizmus takového onemocné&ni je shodny u vSech renalnich
onemocnéni. U&innost této kombinadni terapie u 1lécby fibrdézy
je moZné proto aplikovat na vSechny formy rendlni fibrézy, bez

ohledu na libovolné =zpusoby, které iniciuji drdhy vedouci

k fibréze.

Cinidla pouZivanad u téchto metod podle vyndlezu se mohou
aplikovat v kombinaci s farmaceuticky pfrijatelnym nosicem.
Cinidla podle vynadlezu se pouZivaji ve farmaceutickych
kompozicich (to jsou ptipravky) a pak vzhledem k metodé& podle
vynadlezu se aplikuji savci, jako Jje napfiklad lidsky pacient
v raznych formach, které se upravily pro vybrany zpusob
aplikace. Pfipravky v typickém ptipadé zahrnuji ty, které jJsou
vhodné pro parenterdlni (zahrnujici podkozZni, intramuskularni,
intraperitonedlni a intravendzni) aplikaci nebo jiné metody,

které umoziuji stabilitu c¢inidel.

Vhodné farmaceuticky pfijatelné nosile se mohou vyskytovat
ve form& roztokl, jako semipevné latky, Jjemn& rozpojené pevné
latky nebo jejich kombinace. Pripravky vhodné pro parenterdlni
aplikaci b&Zn& obsahuji sterilni vodné pifipravky Cinidel nebo
disperze sterilnich praska, které obsahuji <¢inidlo. Tyto

pripravky Jjsou pfednostné izotonické s krvi recipienta.
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Izotonicka ¢&inidla, kterd mohou byt zahrnuta v kapalnych
pfipravcich obsahuji cukry, pufry a chlorid sodny. Roztoky
¢inidla se mohou ptripravit ve vodé, mohou se smichat
s netoxickym povrchovym <&inidlem. Disperze <cinidla se mohou
p¥ipravit ve vodé&, etanolu, polyolu (jako Je (glycerol,
propylenglykol, kapalna polyetylenglykol a podobneé),
v rostlinnych olejich, glycerolesterech a v jejich smési.
Mezni davkovid forma Jje sterilni a stabilni =za vyrobnich
podminek a podminek skladovéni. V pfipadé disperze 1lze
dosdhnout nezbytné fluidity napfiklad pouzZitim lipozomu,
pouzitim vhodné velikosti ¢astic nebo pouZitim povrchoveé
aktivniho &inidla. Sterilizace kapalného pripravku se maZe
dosahnout libovolnou vhodnou metodou, kterd brani bioaktivite
¢inidla, pric¢emZ? se upfednostiuje sterilizace filtraci.
Preferované metody pripravy prasdkd zahrnuji vakuové suSeni a
liofylizaci sterilnich injektovatelnych roztokd. Nasledna
mikrobidlni kontaminace se miZe zabranit pouzZitim rhznych
antimikrobidlnich ¢&inidel. Jsou to napfiklad antibakterialni,
antivirovad a antifungicidni ¢inidla zahrnujici parabeny,
chlorbutanol, fenol, kyselinu sorbovou, thimerosal a podobné.
Absorpce ¢&inidel po prodlouZenou dobu je moZné dosahnout
pouzitim zpoZdovacich &inidel, Jjako je napfiklad monostearat

hliniku a Zelatina.

Vedle drive uvedenych sloZek ptripravky podle vynalezu

mohou dale zahrnovat jednu nebo vice p¥idavnych ingredienci,

jako jsou Fedidla, pufry vazebna <¢inidla, rozvoliovadlo,
povrchové aktivni ¢inidla, zahustovadla, lubrikanty,
konzervacdni <¢inidla (zahrnujici antioxidanty) a podobné.

Pripravky se mohou bé&Zné vyskytovat v jednotkové davkové formeé
a mohou se pripravit libovolnym zpQsobem, ktery je dobfe zném

v oboru farmakologie.

Pou¥itelné davky (to znamend G&inné mnoZstvi, které

vykazuje Za&dany G¢inek) zde popsanych ¢inidel se mohou
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stanovit porovnanim Jjejich aktivity in vitro a in vivo ve
zvifecich modelech. Metody extrapolace ucinnych davek u mysi a
jinych zvifat a 1idi Jjsou =zndmy v oboru. Jsou to napriklad
davky okolo 150 mg/kg aZz 300 mg/kg dvakrdt denné intravendzni
injekci. Vhodné dé&vky pro aplikaci jsou v obecném pripadé ty,
které jsou dostatelné pro produkci poZadovaného ucinku, Jjako

je indukce podstatného zvySeni exprese enzymu faze II nebo

jiné zde popsané charakteristiky.

Prehled obrazkt na vykrese

Obrdzek <&. 1 zobrazuje, Ze vytvofeni proteinurie u
Alportovi my3i ve srovnadni s my3i dvémi mutacemi, ktera se
studovala hromadénim mode my$i v tydennich intervalech. Cisla
oznad¢uji vé&k (v tydnech) my3i v dobé hromadéni mole. A =
Alportova my3, B = my3 s dvémi mutacemi, Mr = standardy

molekulové hmotnosti.

Na obrazku &. 2 Jsou zobrazeny podkozeni glomerularni
kapilarni kli&ky u kontrolni my3i a u my3i se dvojitou mutaci.
Renadlni kortex pochéazejici z normdlni (A), Alportovi my$i (B)
a z my3i s dvojitou mutaci (C) se =ziskal po dobu 7 tydna,
zalily se do epoxidové pryskyfice. Ultratenkée vrstvy se
obarvily a analyzovaly se transmisni elektronovou mikroskopii.
symbol C zna&i kapilarni lumen, symbol U zna¢i urinarni

prostor. m&Fitko zvétSeni predstavuje 0,5 mikrometrul.

Na obrazku &. 3 jsou uvedeny vysledky imunofluorescencni
analyzy extrabun&énych matricovych proteint normdlni a
Alportové my3i a my3i s dvojitou mutaci. Zamrazené kryosekce
rendlniho kortexu se nechaly reagovat s protilatkami, které
jsou specifické pro extrabunééné matricové proteiny uvedené na
ose Y. Signal se vyvinul za pouZiti vhodnych sekundarnich
protilatek, které jsou konjugované s fluoresceinem a obrazky

se zaznamenavaly digitdlné& a zpracovavaly se za pouziti

2008 se
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softwaru Cytovision Ultra (Applied Imaging, Inc.). Sipky znacdi
glomeruladrni kapildrni klicky. 4Al,2 = fetézec kolagenu al(IV)
a a2(Iv), Lam-1 = lamanin-1, Fib = fibroﬁektin, HSP =
proteoglykan sulfdtu heparinu, ent. = entaktin. oal+/+ =
homozygotni normadlni gen integrinu al, ol-/- = homozygotni
mutant genu integrinu al, a3 (IV)+/+ = homozygotni normalni
genu kolagenu a3(IV), a3(IV)-/- = homozygotni mutant v genu

kolagenu a3 (IV)

Na obrazku &. 4 jsou zndzorné&ny vysledky analyzy mRNA
7z celé ledviny béhem pruab&hu progerese Alportova rendlniho
onemocnéni. Celkova RNA izolovana z ledvin ziskanych
v oznadenych &asovych bodech (v tydnech) se rozdélila na
fragmenty na denaturaénich agarézovych gelech, pfenesly se na
nylonovou membranu a testovaly se sondou tvofenou my$i cDNA ,
kterd koéduje bud TGF-Bl nebo ruzné komponenty glomerulové
bazalni membrany a/nebo extrabunécnou matrici. Sondy, které se

pouzily. pro vytvofeni dat ilustrovanych na panelu Jsou

nasledujici: A, TGF-Pl; B, kolagen al(IV); C, kolagen aZ(IV);"

D, fibronektin; E, entaktin; F, fetézec lamininu Bl; G, fetézec

lamininu B2.

Na obrazku &. 5 je zobrazena kvantitativni analyza indukce
mRNA  béhem ‘progrese Alportova renadlniho onemocnéni. Po
expozici filmu paprsky X se membréany pouzite pro vytvoreni
obrazku &. 4 analyzovaly za pouZiti zobrazovale fosforu BioRad
GS-525. Vynesené hodnoty indikuji nésobnou indukci specificke
mRNA v Alportové vzorku ve srovnani se vzorky normélnich
mladat. Véechny pruhy se odecetly proti pozadi. Specifické

druhy analyzované mRNA Jjsou poznamenané v priloze.

Na obrazku &. 6 je zobrazena analyza hybridizace in situ
specifickych transkriptd u Alportovych mysi, které prodélaly

proteinuremii. Ledviny pochézejicl z normalnich mladdat (A, D,
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G a J) se analyzovaly dpolu s ledvinami z Alportovy mySi (B.
E. H a K). Antisense sondy Jjsou specifické pro oblast NC1
kolagenu ol (IV) (A a B), TGF-B1 (b a E), fibroﬁektin'(G a H),
entaktin (J a K) nebo fetézec 1 lamininu (M a A). Sonda
specifickd pro nakteridlni p-galaktoziddzu se pouzila jako

kontrola pfi nespecifickém navazani (C, ¥, I, L a O).

Na obrazku &. 7 Je zobrazena imunoperoxidizové barveni
TGF-B1l v sekcich tka&né& pochazejicich 2z normdlni a Alportovi
my3i. Sekce zalité v parafinu se barvily za ucelem prokazani
aktivni formy TGF-Pl za pouZiti imunoperoxidazové detekée. P =

podocyty, M = mesangidlni bunky.

Na obrazku &. 8 je zobrazena RNAazova detekéni analyza mRNA
TGF-B1 provedena s normdlnim a Alportovym lidskym renalnim
kortexem. Celkovd RNA se 1izolovala normdlniho a Alportova
lidského rendlniho kortexu a 10 pg kazdé ziskané RNA se
vystavilo plsobeni  analyze RNazové ochrany =za pouZiti
radioaktivné& znadenych <&asti, kdy se Jjako sonda pouzije
,antisense message" lidského TGF-fl. Test porkdzal chranény
fragment o velikosti 264 bp. Markery molekulové hmotnosti jsou
radiocaktivn& znadené fragmenty Stépeného PBR322. Symbol A

znamend normalni my3. Symbol A znamend Alportova mys.

Na obrazku <¢. 9 Jje zobrazen northerntiv. blot RNA
z rendlniho kortexu normdlni my3i, Alportovi my3i a my3i
deficitni pro integrin al a my3i deficitni pro integrin ol a
kolagen a3 (IV). Celkovad RNA se izolovala z rendlniho kortexu 7
tydn starych my3i (mladat) s indikovanym genotypem: +/+ =
normalni v pripad& obou alel, -/- = mutantni v pfipadé obou

alel.

Na obrazku &. 10 je transmise elektronového mikrografu GBM

7 tydnd starého Alportova zvifete kterym se injekci aplikovaly
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neutraliza&ni protiladtky specifické pro integrin al. Je mozZné
vidét reguldrni trilamindrni vzhled GBM a nepritomnost fokalné

zeslabenych oblasti. Zvét3eni je 10 500 x.

Na obrazku &. 1llje zndzorné&ny ucinek inhibitortd TGF-Bl na
ultrastrukturu GBM u Alportovi mys$i 129 Sv/J. Zvifata se
o%et¥ila bud FK506 nebo rozpustnym receptorem TGEF-f1l. Renalni
kortex se zalil do epoxidu, krajel se a obarvil se
uranylacetdtem a oSetril se citrdtem a analyzoval se
transmisni elektronovou mikroskopii. Symbol A =znac¢i kontrolu,
symbol B znadi neoetfenou Alportovu my3, symbol C znacil
Alportovu o3et¥enou my$ pomoci FK506, symbol D znaci Alportovu
ofetfenou my$ pomoci rozpustného receptoru TGF-Bl. ZvétSenl je

11 000x.

Na obrazku &. 12 Jje tadkovaci elektronovy mikrograf
glomerulu pochazejici z o3et¥ené nebo neoSetfené Alportovi
my3i 129 Sv/J. Rendlni kortex z my3i uZivané na obrazku ¢&. 11
se liofylizoval, nafezal a obarvil uranylacetdtem a oSetfil se
citrdtem a provedla se identifikace ledvinovych klicek a vse
se fotografovalo za pouzZiti fadkovaciho elektronového
mikroskopu. Symbol A je kontrola, symbol B znac¢i Alportovu mys

bez aplikace injekce, symbol C zna¢i Alportovu my$ oSetfenou

rozpustnym receptorem TGF-Bl. ZvétSeni 25 000x.

ﬁa obrazku &. 13 je zobrazen ucinek oSetfeni 1lékem na
urinadrni albumin u Alportové my&i 129 Sv/J. Bé&hem pribéhu
odetfeni lékem se shromdZdila mo¢, 1lyofilizovala se a
ekvivalent 0,5 pul frakce se nanesl na polyakrylovy gel. Gel se
obarvil Comassieovou modfi. V prvnich dvou drahéch se
nachdzeji kontroly, kterym se neaplikovaly injekce, v dalsich
dvou drahdch (skupina 1) Jsou vzorky s my3i (skupina I),
kterym se injekci zavedlo FK506 a tfeti skupinu (skupinu II)

tvori mydi, kterym se zavedl injekci rozpustny receptor TGF-B1.
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Cisla uvedend na dné& reprezentuji std?i my3i v dobé sbéru mocle
v tydnech.

Symbol C znac¢i kontrolu a symbol A znaci Alportovu mys.

Na obrazku &. 14 je zobrazen U&inek inhibitortd TGF-Bl na
ultrastrukturu GBM u my3i s vyfazenim dvou gent. Zvifata,
kterd se neodetfila nebo se odet¥ila bud FK506 nebo rozpustnym
receptorem TGF-Pl. Rendlni kortex se zalil do epoxidu, nafezaly
sekce a obarvily se uranylacetdtem a o3etfily se citratem a
analyzovaly se transmisni elektronovou mikroskopii. Symbol A
znadi kontrolu, které se neaplikovala injekci. Symbol B Je
vzorek z my3i s dvojitou mutaci, které se neaplikovala
injekce. Symbol C je vzorek z my3i s dvojitou mutaci, které se
aplikovala injekce. Symbol D Je vzorek =z my3i s dvojitou
mutaci, kterd se o8etfila rozpustnym receptorem TGF-B1.

Zvétseni je 8 000x.

Obrazek ¢&. 15 zobrazuje ptriklad normadlni architektury
ledvinnych klubi&ek u deseti tydnd starych my3i s dvojitou
mutaci genu ofet¥enych inhibitory TGF-fl. P¥ibliZné 25 3
ledvinnych klubi&ek u my$i o3etfenych inhibitorem TGF-Bl tvoii
morfologicky nerozliSitelnou formu. Zvifata se neoSetfila nebo
o8et¥ila FK506. Renalni kortex se =zalil do pryskyfice,
nefezaly se sekce a obarvily se uranylacetdtem a oSetfily se
citratem a analyzovaly se transmisni elektronovou mikroskopii.
Symbol A zna&i kontrolu, které se neaplikovala injekce, symbol

B znac¢i my3i s dvojitou mutaci o3etfené FK506.

Na obrazku ¢&. 16 je =zobrazen ulinek aplikace léku na
modovy albuminu u my3i s dvojitou mutaci. Béhem pribéhu
oSetfeni lékem se shromazdila moé&, 1lyofilizovala se a
frakciovany ekvivalent 0,5 ul se nanesl na polyakrylamidovy
gel. Gel se barvil Coomassievou modfi. Stari my$i v dobé

sbirani mode se oznad¢il na spodni <&&sti obrazkd (vyjadfeno
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v tydnech). Symbol A znadi my3i s dvojitou mutaci, které se

neaplikovala injekce. Symbol B zna¢i my$ s dvojitou mutaci,

které se aplikovala injekce s rozpustnym recepforem. Symbol C

znadi kontrolni my$, které se aplikovala injekce FK506. Symbol
D zna&i my3 s vyrazenym genem, které se injekci aplikoval

FK506.

Na obrazku ¢&. 17 Jje znazorné&n radkovaci elektronovy

mikrograf ledvinnych kli¢ek pochéazejici z mysi s dvojitou

mutaci. Rendlni  kortex =z my3i starych sedm tydnd se
lyofilizoval, tfezal, barvil wuranylacetatem a oSetfil se
citréatem. Exponované glomeruli se identifikovaly a

fotografovaly za pouziti Ffadkovaciho elektronového mikroskopu.
Sumbol A znadi kontrolu. Symbol B znal&i Alportovu my$ a symbol

C zna¢i my3 s dvojitou mutaci.

Na obrazku ¢&. 18 je zndzornéno dualni imunofluorescendéni

barveni FPetézce o2 lamininu u normé&lni a mutantni mySi.
Glomeruldrni bazalni membrdna se barvila na zeleno za pouziti

primarnich protildtek specifickych pro entaktin a sekundarnich

protilatek konjugovanych FITC. Ret&zec o2 lamininu se obarvil
Gervenou za pouZiti sekundarnich protilatek konjugovanych
Texas &erveni. Ko-lokalizace v kapilarnich klickach vede
k ¥lutému obarveni. Skupina I jsou glomeruli z my3i ve stdri 7
tydna. Symbol A znamend kontrolu, které se neaplikovaly
injekce. Symbol B znamena Alportovu my3, které se neaplikovala
injekce. Symbol C znamend Alportovu mys, které se injekci
aplikoval rozpustny receptor. Symbol D znamend my3 s dvojitou
mutaci, které se neaplikovala injekce. Skupina II Jsou
glomeruli =z my$i starych dva tydny. Symbol A je kontrola a
symbol B je Alportova mys. Sipky znaci imunozbarveni

v kapilarnich klickdch v glomerulach.

Na obrazku &. 19 je transmisni elektronovy mikrograf GBM

normalnich verzus Alportovych my3$i. Renalnil kortex se zalill
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do pryskyfice, natezal se a obarvil se uranylacetatem a

oSetFil se citratem a analyzoval se transmisni elektronovou
mikroskopii. Symbol A Jje kontrola a symbol B zna&i Alportovu

mys.

Obrazek &. 20 demonstruje u&inek inhibitord TGF-Bl na
expresi RNA kédujici molekuly bunécné matrice v ledvinach nebo
metaloproteindzové inhibitory u normédlni verzus Alportovi
my$i. Celkovd RNA se 1izolovala 'z ledvin 7 tydna starych
normalnich (C) a Alportovych my$i (A), které se o8et¥ily FK506
(I) nebo se neodetfily (NI). RNA se rozdé&lila na fragmenty ne
denatura&nim agardézovém gelu a analyzovala se hybridizaci
s radiocaktivné& znalenymi sondami, které koédujl bud molekuly
extrabun&né matrice nebo inhibitory metaloproteinéaz. Po

hybridizaci se membrany promyly a exponovaly se na film vhodny

pro X-paprsky. Pouzivané sondy se oznalily na levé - strané

paneli. Symbol oal(IV) znaCi kolagen al(IV). Symbol fn znacli
fribronektin a symbol ent znacli entaktin. Symbol Timp2 znaci
inhibitor metaloproteinazy Timp-2. Symbol Timp3 znaci

inhibitor metaloproteindzy Timp-3.

Na obrazku &. 21 je znizorn&n G¢inek inhibitortd TGF-Bl na
expresi RNA kédujici molekuly buné&éné matrice v ledvindch nebo
inhibitory metaloproteindz u normalni ny$i verzus myS$i
s dvojitou mutaci. Celkova RNA se izolovala z ledvin 10 tydnu
starych normalnich mysi (C) a my3i s dvojitou mutaci (Dko),
Které se bud osetrily FK506(I), rozpustnym receptorem TGF-P1
(II) nebo neodetfily. RNA se pak naStipala na denaturacnich
agarbézovych gelech a analyzovala se hybridizaci s radioaktivné
zna&enymi sondami, které koéduji bud molekuly extrabunééné
matrice nebo inhibitory metaloproteinéz. Po hybridizaci se
membrany promyly a exponovaly se na film vhodny pro paprsky X.

Pou?ité sondy se pak uvedly na levou stranu panelu. Symbol

al(IV) zna&i kolagen al(IV). Symbol f£n zna&i fibronektin,
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symbol ent znaci entaktin a symbol Timp2 znaci

metaloproteinédzovy inhibitor Timp-2 a symbol Timp3 znaci

metaloproteinézdvy inhibitor Timp-3.

B Obrazek &. 22 znézornuje inhibici akumulace matrice
v tubulointerstitu my3i s dvojitou mutaci za pouziti
inhibitora TGF-Pl. Ledviny z deset tydnt starych normalnich
ny$i a my3i s dvojitou mutaci se zalily do plastiku a narezaly
se sekce o tloudtce jeden mikrometr a obarvily se za pouZitil
Jonesovi metody barveni metenaminem sttibra. Symbol A znaci
normalni ledvinu, symbol B snadi ledvinu my3i s dvojitou
mutaci, kterym se neaplikovala injekce, symbol C znaci ledvinu
z my5i s dvojitou mutaci ofettenou FK506 a symbol D znaci

ledvinu my3i s dvojitou mutaci oSet¥enou rozpustnym receptorem

TGF-B1.

Na obrazku &. 23 Jje zobrazena inhibice akumulace kolagenu
typu I v tubulointerstitiu my3i s dvojitou mutaci za pouZiti
inhibitora TGF-Pl. Ledviny pochazejici z deseti tydnt starych
normédlnich my%i nebo z my$i s dvojitou mutaci se zaliiy do
plastu a sekce O tloudtce jednoho mikrometru se imunologicky
obarvily za pouZiti protilétek specifickych pro kolagen typu
I. Barva se vyvinula za pouzitl parviciho kitu streptavidin
AEC od firmy Vector laboratories. Symbol A znaci ledviny
pochdzejici z normédlnich my3i. Symbol B znadi ledviny. s my31i
s dvojitou mutaci, kterym se neaplikovala injekce. Symbol C
znaci ledviny z my3il s dvojitou'mutaci o%ettené FK506 a symbol
D znadi ledviny z mySi s dvojitou mutacil odetfené rozpustnYm

receptorem TGF-f1.

Obrazek &. 24 zobrazuje inhibici akumulace fibronektinu
v tubulointerstitu mySi s dvojitou mutaci za pouziti
inhibitora TGF-Pl. Ledviny pochézejici z deseti tydnd starych
normalnich my3i a my3i s dvojitou mutaci se zalily do plastu a

jedno mikrometrove sekce se imunologicky obarvily za pouziti
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protilatek specifickych pro fibronektin. Barveni se vyvinulo
za pouziti barviciho kitu se streptavidinem AEC od firmy
Vector laboratories. Symbol A znamend normalni iedviny, symbol
B  znamend ledviny z my3i s dvojitou mutaci, kterym se
neaplikovala injekce a symbol C znamenad ledviny my$i

s dvojitou mutaci o$etfené FK506 a symbol D znamend ledviny

z my3i s dvojitou mutaci oSetfené rozpustnym receptorem TGF-B1.

priklady provedeni vynalezu

V ptikladech se popisuji dva rhzne zvi¥eci modely. Prvnim
je Alportlv my3i model, ktery neexprimuje kolagen a3(IV) a Je
normalni v pripad®d integrinu ol (popisuje se Vv publikaci
Cosgrove et al., Genes Dev., 10: 2981-2992). Druhym modelem Jje
myé s dvojitou mutaci, kterd se ziskala k#¥iZenim Alportovi
my3i s my3i, kterd nese nulovou mutaci v genu integrinu al.
Existuji zde rozdily mezi Alportovou my3i a my3i s dvojitou
mutaci, které slouzi k ilustraci uUcinnosti blokovani funkce
integrinu alfl na zpomaleni postupu glomeruldrniho onemocnéni.

Tyto u&inky se popisuji dale v textu.

Alportova my3 tvofi &isté genetické pozadi 129Sv/J a myS$
s dvojitou mutaci je z 97,5 % &isté pozadi 129 Sv. Vyjimkou
jsou zvitata, kterd se mohou pouZit pti vytvofeni obrazka <&.
4, 5 a 6. Tyto experimenty se provedly Gasné v historii
Alportova my3iho modelu a tak se vytvorily  kfiZenim
chimerickych samcu se samicémi c57 B1l/6 a pak kfiZenim
vzniklych heterozygotl za vzniku homozygot Alportova my3iho
modelu, coZz Jje dJenerace F2. To je stejnd generace zvifat
pouzivand pfi plvodnim popise Alportova my3iho modelu
(popisuje se v publikaci Cosgrove et al., Genes Dev., 10:
2081-2992, 1996). To je vhodné pro studii mutace ¢asného genu,
protoze zrychluje identifikaci mutovaného fenotypu. Vysledky

ziskané z téchto populaci F2° s ohledem na indukci specifické
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mRNA jsou konzistentni s vysledky ziskanymi &istou mutaci 129
Sv/J. Je nutné poznamenat, Ze v3echny experimenty, které
poskytuji srovnatelnou analyzu Alportovi myéi verzus mySi

s dvojitou mutaci se uskuteénily v inbrednich kmenech.

Uloha TGF-Bl pfi postupu rendlniho onemocnéni stejné& jako
pt¥i vyvoji fibrézy v obou testovanych zvifecich modelech. To
se provedlo testovénim dvou ruznych inhibitord TGF-P1l, které
plsobi velmi odlisnym zpQsobem. Za pouZiti dvou raznych
inhibitord (FK506 a rozpustny inhibitor TGF-f1) poskytuji
dikaz, Ze tento U&inek zpusobuje inhibitor TGF-Bl spi3e nezZ
vedlejdi G&inek pouzitého &inidla. FK506 mGZe plsobit jako
terapeutické c¢inidlo p#i 1é¢&b& postupujici fibrdézy, kterd je

spojena s nadm&rnou expresi TGF-fB1.

V probéhu analyzy riiznych zvifecich modell a popsané lécCby
léky existuje specificky zplsob hodnoceni, které zustava po
cely prub&h konstantni. Hodnotily se t¥i razné oblasti. Za
prvé se testovala rendlni funkce, ktera poskytuje odhad
integrity glomeruldrniho filtru. To se provedlo testovanim
sérovym albuminem v mo¢i. Za druhé se testovala strukturdlni
integrita tk&n& své&telnou a elektronovou mikroskopii. PouZila
se oba postupy transmisni a Ffadkovaci elektronova mikroskopie.
Tyto postupy se navrhly tak, aby slouZily ke stanoveni stupné
rendlni histopatologie za rlznych podminek. Nakonec se
uskute&nil experiment molekularni analyzy, za uCelem testovat
k jakym zméndm dochazi ve >specifickYCh genech a Jim
odpovidajicich proteinech, coZz Je vysledek pusobeni téchto
rtiznych podminek. Tyto zmé&ny se testovaly vyhledavanim
specifické RNA za pouziti northernovych blotd, in situ
hybridizace a RN&zové ochrany a pouZitim imunohistochemické
detekce v pfripadé& specifickych proteind. Specifické postupy se
opakovaly v pfipadé analyzy ruznych zvifecich modeld a rhznych

1é&ebnych postupt za pouZziti 1ékd u rhznych zvifecich modeld.

[ XXX XY}
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Aby se =zabranilo redundanci, postupy se uskutelnily shodnym
zpUusobem ve v3ech pfipadech a popisuji se v dadle uvedenych

pfikladech.

Existuje fada rlznych postupu, které Jsou dob¥e znamy
v oboru, které podobné umoZnuji UGspé3né& pouZit popsany
vynalez. V3echna <¢inidla se ziskala od firmy Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO a nejsou specifikovdna jinym zpusobem. PBS
pouZivand ve vSech popsanych studiich se pouzivad ve formé
tablet, pticemZ kaZdd tableta se rozpusti wve 200 ml vody,
pricemz wvznikd PBS, jehoZ hodnota pH je 7,4. Tablety se
ziskaly od firmy Sigma Chemical Co, St. Louis MO, ¢&. produktu
P~-4417.

Metody
I. Funkce ledvin
A. Analyza proteinl

Pot4dtedni mé&feni proteinl v mo&i se porvedlo za pouZiti
Albustix (Miles Laboratories, Elkhart, 1IN) a relativni
mnozstvi se odeditd =z barevné stupnice, kterd Jje obsaZena

v kitu.

Vzorky moe se shromdZdily v tydennich intervalech a 0,5
pul vzorku se rozdélilo na frakce elektroforézou na 10 %
denaturac¢nich akrylamidovych gelech. Protein v gelech se
barvil Coomassieovou mod¥i a gely se fotografovaly. Bovinni

sérovy albumin se pouZil jako standart molekulové hmotnosti.

II. Strukturdlni integrita

A. Transmisni elektronové mikroskopie

o

Cerstvy externi rendlni kortex se ponofil do 4
paraformaldehydu, nechal se zafixovat po dobu 2 hodin a
uchovaval se pri teplot& 5 °C v PBS (pH 7,4). Tkan se
extenzivné promyla (pétkrat po dobu deseti minut pfi teploté 4

°C) 0,1 M Sorensonovym pufrem (Sorensontv pufr se pripravil
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kombinaci 100 ml 200 mM monobazického fosfored&nanu sodného a

400 ml 200 mM dibazického fosforenanu sodného s 500 ml vody

o1]

ov

pH se wupravilo na hodnotu 7,4) a pak se fixovala 1
tetraoxidem osmia v Sorensové pufru po dobu 1 hodiny. Tkan se
pak dehydratovala v stupniujici koncentraci etanolu (70-%, pak
80 %, pak 90% a pak 100 % po dobu deseti minut pfi kaZdé
koncentraci) a nakonec propylenoxid a zafixovaly se
v epoxydové pryskyfici Poly/Bed 812 (Polysciences, Inc.,
Wafringéoﬁ; PA) podle postupu, ktery se popisuje.G§?%bcem. 42
ml pryskyfice Polybed 812 se smichalo s 26 ml
dodecylsukcinanhydridu (DDSA, Polysciences, Inc.) a 24 ml
nadického metylanhydridu (Polysciences Inc.). 1,5 ml 2,4,6-
tri(dimetylaminometyl)fenolu se p¥idalo jako katalyzadtor a
aktivovala se pryskyfice v 10 ml alikvotech, kterd je nutna
pro zaliti vzorkQ. V sekcich o tlou3tce Jjeden mikrometr
barvenych toluidinovou modfi se identifikovaly glomeruli a
sekce se pak narezaly na tloustku 70 nm za pouZiti
ultramikrotomu Reichert Jung Ultracut E (Cambridge Instrument
Co, Vienna, Austria). Sekce se nanesly na mfizky a barvily se
uranylacetidtem a prelily se citrdtem za pouZiti postuph dobfe
zndmych v oboru. Sekce nanesené na m¥fiZku se testovaly a
fotografovaly se za pouZiti elektronového mikroskopu Phillips

CM10.

B. Radkovaci elektronovd mikroskopie

Malé kousky (kostic¢ky o rozmé&ru dva milimetry) ledvinového
kortexu se fixovaly ve 3% glutaraldehydu pufrovanym fosfatem,
pak se fixovaly v 1 % tetraoxidu osmia pufrovanym
fosforednanem. Vzorky se pak dehydratovaly ve vzrustajici
koncentraci etanolu a sudily se v oxidu uhlicitém. KosticCky se
pak rozlémaly na malé kousky =za pouziti ostii Ziletky a
p¥ipevnily se lepidlem na blok s popraskanym povrchem smérem

nahoru. Povrch se pokryl rozpradovanim iontovym bombardovanim

[ XXX T
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‘ve vakuu latem/palddiem za pouZiti dob¥e znamych postupt a

vizualizoval se fadkovaci elektronovou mikroskopii.

C. Barveni methenaminem stfibra podle Jonese

V parafinu zalité ledviny se obarvily Jonesovym barvenim
za pouzZiti metod popsanych v publikaci Burns and
Bretschschneider, Thin is in: plastic embedding of tissue for
light microscopy, Educational Products Division, American
Society of Clinical Pathologists, Chicago, 1Il, pp. 24-25,
1981.

III. Molekulovéa analyza
A. Analyza northernovym pfrenosem

Vynaly se ledviny, zamrazily se v kapalném dusiku a
rozmélnily se na praSek v kapalném dusiku za pouZiti tloudtku
a misky. PréaSek se rozpustil v &inidle TRIZOL (GibCo/BRL,
Grand Island, NY) za pouziti 5 ml ¢&inidla najednu ledvinu.
Celkova bunécna RNA se extrahovala podle instrukci vyrobce.
Dvacet mikrogramd RNA se rozdélilo na frakce v 1% gelu
sloZeném z agardza/formaldehyd/MOPS (3= (N-morfolinpropan-
sulfonova kyselina) elektroforézou, kterd probé&hla pfri napéti
80 V po dobu 4 hodiny. Gely se namoCily do vody po dobu 45
minut a pfenesly se na membranu Hybond A (nylonovd membrana
bez ndboje, New England Nuclear. Inc., Boston, MA) kapilarnimi
bloty pfes noc, kde se jako transferovy pufr pouzil acetat
amonny o koncentraci 750 mM (ve vod&). RNA se =zachytila UV
zatenim na membrédné za pouéiﬁi Stratalinkeru (Stratagene,
Inc., LaJdolla, CA). Bloty se pfredem hybridizovaly v roztoku,
ktery obsahuje 50 % fdrmamid, 10 x koncentrovany5 Denhardttv
roztok, 1M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 1% SDS a 200 pg/ml
sonikované a denaturované DNA sperma lososa (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). Sondy (fragmenty cDNA znacené 2py  se

znad¢ily nédhodnym zavedenim, pfidemZ kone&nd koncentrace je 10°

cpm/pg za pouZiti kitu pro znaceni DNA nadhodnym zaclenénim




46 AR

(Boehringer Mannheim, Indianapolis, 1IN). Prehybridizace a
hybridizaé¢ni pufry obsahuji 5x koncentrovany fyziologicky
roztok pufrovany citréatem sothm (SsC), 5% koncentrovany
Denhardtav roztok, 0,5 % dodecylsulfat éodny (SDS) a 200 pg/ml
sonikované a denaturované DNA sperma lososa. Membrany se
predem hybridizovaly po dobu alespoil 5 hodin a pak se nechaly
hyrbidizovat pfes noc za pouziti 1 miliénu DPM (rozklad =za
minutu) sondy na mililitr hybridizaéniho roztoku. Filtry se
pak promyly pri vysoké pfisnosti (dvakrdt po dobu 30 minut pfi
teploté 65 °C v roztoku, ktery obsahuje 300 mM NaCl, 30 mM
citradt sodny a 0,2 % dodecylsulfat sodny ve vod&) a exponoval
se na film vhodny pro paprsky X. Kvalita ptipravy RNA a
konzistence naneseni se odhadla barvenim geld ethidiumbromidem
a sledovanim pruhl ribozom&lni RNA podjednotek 18S a 28S za
pouziti digitdlniho systému =zobrazeni Gel Imager 2 000 a
pfrisludného software (Applied 1Imaging, Santa Clara, CA).
Vhodné poméry ribozomalnich pruhl potvrdily, Ze pfipravky RNA
byly vysoké a konzistentni kvality. Kvantitativni
denzitometrické sledovani potvrdilo vice jak 10 % odchylku pfi
naneseni vzorku. Tyto nastroje se pouZily spise neZ kontrolni
sondy, protoZe je zfejmé, Ze zmény ve fyziologii bunék
souhlasné s postupujici fibrdézou <&ini takové kontrolni sondy
nespolehlivymi. Kvantitativnl rozdily pfi expresi se odhadly
analyzou =zobrazeni fosforu za pouZiti =zafizeni BioRad GS-525

(Bio Rad, 1Inc., Hercules, CA) a odecetla se hodnota pozadi

hybridizace.

Sondy se izolovaly z knihovny 5 pruht cDNA my3ich ledvin
(Clontech) ©pomoci PCR amplifikace za ©pouziti publikované
sekvence za pouZiti rdznych c¢cDNA kolagenu bazadlni membrany a
dadle sekvence kédujici asociované proteiny. V pfipadé sond
vhodnych pro kolagen bazalni membridny se amplifikovaly
sekvence koédujici konzervativni oblast NCl. PouzZivané primery

a podminky byly stejné jako se popisuje v publikaci Miner and
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Sanes, J. Cell Biol., 127: 879-891, 1994. V p#ipad& kolagenu
COL4Al  se pouiily primery (popisuje se v publikaci
Muthukumaran et. al., J. Biol. Chem., 264: 6310-6317, 1989)
»~Sense" primer 5 TCTGTGGACCATGGCTTC3 " (SEQ ID NO: 1),
.antisense primer“ 5°TTCTCATGCACACTTGGC3® (SEQ ID NO: 2).
V ptipadé kolagenu COL4A2 se pouzily primery (popisuje se
v publikaci Saus et al., J. Biol. Chem. 264: 6318-6324, 1989):
»sense" primer 5 GGCTACCTCCTGGTGAAG3” (SEQ ID NO: 3) a
nantisense primer“ 5 TTCATGCACACTTGGCAG3” (SEQ ID NO: 4). Oba
kolageny COL4Al a COL4A2 se amplifikovaly za stejnych
podminek. Viridény (a x 106) se amplifikovaly ve 35 cyklech PCR‘
za pouziti horkého startu (p¥i teplot& 95 °C po dobu 10
minut), pak nasleduji cykly: teplota 95 °C po dobu 30 vtefin,
teplota 55 °C po dobu 30 vtefin a teplota 72 °C po dobu jedné
minuty. Sondy se subklonovaly a ovérily se sekvencni analyzou

DNA.

Sondy vhodné pro proteiny asociované s bazalni membranou
se amplifikovaly =ze stejné knihovny Jjako kolageny bazdlni
membrany. Primery se ziskaly z 3 sekvence. V ptipadé& jaderného
proteinu HSPG se pouzily primery (popisuje se v publikaci
Nooman et al., J. Biol. Chem., 263: 16379-16387, 1988) ,sense
primer® 5° CGGGCCACATTCTCC3” (SEQ ID NO: 5), rantisense
primer® 5" GGAGTGGCCGTTGCATT3” (SEQ ID NO: 6). V pripadé
lamininu B2 se pouziji (popisuje se v publikaci Sasaki and
Yamada, J. Biol. Chem., 262: 17111-17117, 1987) ,sense“ primer
5 ACCAGTACCAAGGCGGA3" (SEQ ID NO: 7) a ,antisense“ primer
5 TCATTGAGCTTGTTCAGG3  (SEQ ID NO: 8). V pfipadé lamininu Bl se
pouzily (popisuje se v publikaci Sasaki et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 84: 935—939, 1987) ,sense® primer
5 TAGAGGTTATTTTGCAGCAGA3 " (SEQ ID NO: 9) a ,antisense“ primer
5 TTGGATATCCTCATCAGCTTG3 ~ (SEQ ID NO: 10). V pfipadé entaktinu
se pouZzily (popisuje se v publikaci Mann et al., EMBO Journal,
8: 65-72, 1989) "Sense“ primer 5 GTGGTTTACTGGACAGACATC3  (SEQ
ID NO: 11) a ,antisense“ primer 5 CCAATCTGTCCRAATAAAGG3 " (SEQ
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ID NO: 12). V pfipadé fet&zce A lamininu se pouzily (popisuje
se v publikaci Duetzmann et al., Eyr. J. Biochem., 177: 35-45,
1988) ,sense™ primer 5 ACACACTCCAAGCCCACAAAAGCAAG3’ (SEQ 1ID
NO: 13) a ,antisense“ primer 5 GAGGGAAGACTCCTTGTAGGTCAAS’ (SEQ
ID NO: 14. V pfipadé S-lamininu se pouZily (popisuje se
v publikaci Hunter et al., Nature, 338;: 229-234, 1989) ,sense"
primer 5 GCAGAGCGGGCACGGAGC3” (SEQ ID NO: 15) a ,antisense"
primer 5 TGTACCTGCCATCCTCTCCTG3  (SEQ ID NO: 16). Podminky PCR
jsou shodné s podminkami pouZitymi pro shora popsané fetézce

kolagenu typu IV.

Sondy vhodné pro MMP-2, Timp2 a Timp3 se izolovaly za
pouziti celkové RNA, kterd pochdzi z mySich embryi ve vé&ku 13
dni pomoci RT-PCR. Za pouZiti sady primert vhodnych pro
amplifikaci MMP-2 se amplifikoval fragment mRNA o velikosti
237 bp (popisuje se v publikaci Reponen et al., J. Biol.
Chem., 267: 7856-7862, 1992) a =zahrnuje primer proti sméru
exprese genu 5° CCC CTA TCT ACA CCT ACA CCA 3° (SEQ ID NO: 17)
a primer po sméru exprese genu 5°TGT CAC TGT CCG CCA AAT AAA3”
(SEQ ID NO: 18). Sada primerl pro Timp-2 amplifikuje fragment
o velikosti 195 bp mRNA (popisuje se v publikaci Shimizu et
al., Gene, 114: 291-292, 1992) a zahrnuje primer proti sméru
exprese genu 5°'CAG AAG AAG AGC CTG AAC CAC A3’ (popisuje se
v publikaci SEQ ID NO: 19) a primer po sm&ru exprese genu
5'GTA CCA CGC GCA AGA ACC3° (SEQ ID NO: 20). Sada primert
v pfipadé Timp-3 amplifikuje fragment o wvelikosti 337 bp
z mRNA  (popisuje se v publikaci Apte et al., Development
Dynamics, 200: 177-197, 1994) a zahrnuje primer proti sméru
exprese genu 5°'GGT CTA CAC TAT TAA GCA GAT GAA G3° (SEQ ID NO:
21l) a primer po sméru exprese genu 5 AARA ATT GGA GAG CAT GTC
GGT (SEQ ID NO: 22). V pripadé vSech t#i sond jeden mikrogram
celkové RNA se reverzné pfepisuje za pouZiti reverzni
transkriptazy Gibco Superscript plus a primeru po sméru

exprese genu podle protokold popsanych vyrobcem. Jedna
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desetina objemu reakce se podrobila 40 cykldm PCR s horkym

koncem za pouZiti polymerdzy PFU (Strategene, Inc.).

Sonda TGF-B1 se ziskala jako darek od H.L. Moses (popisuje
se v publikaci Miller et al., Mol. Endocrinol., 3: 1926-1934,
1989) s vyjimkou RNazové ochrany, kterd poZaduje lidskou

sondu. V pripadé& této sondy se fragment o velikosti 24 paru

bazi TGF-Bf1 amplifikoval PCR za pouZiti knihovny cDNA lidské
ledviny (Clontech, Palo Alto, CA). PouZivaly se néasledujici
sady primert GCA GAA GTT GGC ATG GTA G (SEQ ID NO: 23) (nizdi)
a GGA CAT CAA CGG GTT CAC TA (SEQ ID NO: 24) (horni). Fragment
se znovu amplifikoval polymerdzou PFU (Stratagene) a tupy

konec se ligoval do plazmidu pBluescript SK+.

B. Hybridizace in situ

Ledviny se na pocatku fixovaly pomalou transkardidlni
perfazi (za pouZiti 4% paraformaldehydu v PBS).  Zvifata
nejdfive uspala hlubokou anestezi za pouZiti Avertinu (2, 2,
2-tribromoetanol, Aldrich Chemical Co, Milwalkee, WI). Otevrel
se hrudnik a pichnutim tuberkulinovou jehlou se vytvoF¥ila
v pravé srde¢ni komore mald dira, coZ umoZiiuje odsat perfuzat.
Do apexu levé srdecni komory se zavedla druhd& tuberkulinova
jehla spojend s injekci o objemu 30 ml, kterd obsahuje
perfuzni pufr. Jeden mililitr fixadéniho &inidla se perfluizovalo
na jeden gram télesné hmotnosti rychlosﬁi okolo 3 mililitry za
minutu. Dobfe fixované ledviny Dbyly pevné a vykazovaly
mramorovany vzhled. Po perfuzi se rendlni kapsule odstranila
pinzetou, ledviny se podélné pfephlily (rozpulila se péanev,
ledvinova dfen a kortex) a umistily se do fixdtoru pfi teploté
4 °C po dobu jedné hodiny. Fixované poloviny se zalily do
parafinu, nafezaly se na sekce o tloudtce 8Sest mikrometrl a
pfenesly se na mikroskopickd sklic¢ka SUPERFROST PLUS (Fisher
Scientific, 1Inc., Pittsburg, PA). Sklic¢ka se =zapekla pZfi
teploté 60 °C po dobu 20 minut a uchovavaly se pri teploté 4

°C az do okamZziku pouZiti (skli¢ka se mohou pouZit po dobu

cEsase
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" 8esti tydnd). Ledviny z kontrolnich a . Alportovych mléadat se
zalily vedle sebe tak, aby se daly porovnat i malé rozdily,

které se mohou vzniknou v prubehu hybridizace.

Sklic¢ka se zapekla ve vakuu v troub& pri teploté 60 °C po
dobu Jjedné hodiny, pak se ddstranil vosk treml promytimi
nadbytkem xylenu po dobu 2 minut. Tkan se dehydratovala
v etanolu, odstranily se-proteiny inkubaci v 0,2 N HCl po dobu
15 minut, promyly se v PBS a &tépily se proteindzou K o
koncentraci 3 pg/ml (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) po
dobu 10 minut pri teploté 37 °C. Sté&peni se zastavilo promytim
glycinem v PBS o koncentraci 2 mg/ml. N&sleduje dehydratace
tkané roztokem etanolu se stoupajici koncentraci (70 %, 80 %,
90 %, 100 % po dobu 10 minut p¥i teploté& mistnosti). Pak se
provedla prehybridizace tk&né, jeji hybridizace a tkain se
promyla v souladu s protokolem popsanymi v publikaci Genius in
situ Hybridization Kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN)
s nasledujicimi modifikacemi. V pfipadé prehybridizaéniho nebo
hybridiza¢niho roztoku se pouzZivd tRNA kvasinek extrahovanych
smési fenolu a chloroformu v koncentraci 10 mg/ml. Tento krok
podstatné redukuje nespecificky signdl. Po hybridizaci se tkéan
promyla dvakrat 2x koncentrovanym roztokem SSC pf¥i teploté 50
°C, pak se &té&pila RNazou A po dobu 6 minut p¥i teploté
mistnosti. MnoZstvi RNAazy A se stanovilo v pfipadé& kaZdé sondy
(rozmezi je 200 ng/ml aZz 5 pg/ml). Sondy pro negativni kontrolu

zahrnuji kédujici sekvenci bakteridlni f-galaktozidazy nebo
neomycin fosfotransferazy. Véeéhny sondy obsahujl pribliZné
200 bazi a klonovaly se do mist rozezndvanych restrikénim
enzymem Sacl plazmidu BlueScript SK+ (Stratagene, Inc.,
LaJdolla, CA) a ptepsaly se (po linearizaci) =ze strany T3.
Jedinou vyjimkou je TGF-fBl, ktery vykazuje 974 bazi a klonoval

se do vektoru pmT.

C. Test RNazové ochrany
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Experimenty se provedly za pouZiti kitu RPAII (Ambion,
Inc., Austin, TX) podle protokolu uvedeném v kitu. V pIiipadé
sondy se fragment TGF-f1 o velikosti 264 pard bazi amplifikoval
pomoci PCR =z knihovny c¢DNA lidskych ledvin (Clonetech, Palo
Alto, CA). PouzZivala se sada primerd, ktera zahrnuje GCA GAA
GTT GGC ATG GTA G (SEQ ID NO: 25) (niZ8i) a GGA CAT CAA CGG
GTT CAC TA (SEQ 1ID NO: 26) (horni). Fragment se znovu
amplifikoval pomoci polymerdzy PFU (Startagene) a tupé konce
se iigovaly do plazmidu pBluescript SK+ (Stratagene) .

~Antisense"™ sonda se pfipravila z promotoru T7.

D. Imunofluorescenc¢ni analyza

Vyhala se Cerstvd ledvina a nafezala se na pricné sekce o
tlouStce 3 mm a sekce se zalily do vodné latky Tissue Tek OCT.
(produkt ¢&. 4583, Miles Laboratories, Elkhart, IN) a zamrazily
se v mrazdku -150 °C. Sekce se nakradjely na tlo3tku 3 mikrénd
za pouzitl kryostatu Microm typ HM505a (Zeiss, Inc., Walldorf,
Némecko) a nechaly se roztdt na skli¢kdch potaZenych poly-L-
lyzinem. Sklic¢ka se fixovaly po dobu 15 minut a nechaly se
namoCené v chlazeném (p¥i teploté -20 °C) 95 % etanolu
v ptipadé, Ze se pouZiji pro barveni pomoci protilatek
specifickych pro kolagen bazdlni membrany, nebo smadely
chladnym acetonem (20 °C) za ucelem barveni protilatkami
specifickymi pro proteiny asociovanymi s bazadlni membranou.
Sklicka se nechaly uschnout na vzduchu pfes noc a uchovavaly
se ve vysuSené formé pfi teploté -80 °C aZ do okamZiku

pouZiti.

Vzorky se nechaly stat, aby se ohtdly na teplotu okoli,
pak se trikrat promyly v PBS (pH 7,4) p¥i teplot& mistnosti.
V pripadé barveni protilatkami proti kolagenim typu IV se tkan
pfedem oSetrila 0,1 M glycinem a 6 M mo&ovinou (pH 3,5),
pficemZ se denaturovaly proteiny a odhalily se antigenni
mista. Vhodnd fedéni primdrnich protildtek se aplikovaly na

vzorek a ten se nechal reagovat po dobu 3 hodin p¥i teplot& 5
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°c v humidizovaném boxu. Protildtky se fedily do roztoku 5 %
netudného suseného mléka v PBS (pH '7,4). PouZitim netuc¢ného
sudeného mléka podstatné redukovalo pozadi  fluorescence.
Vzorky se promyly <&tyfikrat v PBS (pH 7,4) po dobu 10 minut
pri teploté& mistnosti, <&imZ se odstranily primarni protilatky
a pak reagovaly s vhodnym sekundarnim cinidlem konjugovanym
s FITC. V3echny sekunddrni <&inidla se pouzily v ¥fedéni 1:100
za pouziti 7 % netu&ného suSeného mléka v PBS, ktery slouZi
jako redidlo. Sekunddrni ¢&inidla se nechaly reagovat po dobu 2
hodin pri teploté 4 °C. Skli¢ka se pak promyla CtyFikrat
chlazenym PBS (pH 7,4) a pak se aplikovalo médium, které brani
zeslabeni signdlu (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA).
Vzorky se zatavily pod sklenéné kryci skli¢ko za pouZiti laku
na nehty. Sklic¢ka se vyfotografovala p¥i =zvét3eni 1 000x.

V plastu zalité vzorky se barvily methenaminem stfibra podle

Jonese.

Kozi antiséra proti Feté&zclm COL4Al a COL4A2 se ziskala od
Southern Biotechnology, Inc., Birmingham, AL. U téchto
protiladtek se testovala zk¥iZend reaktivita a tyto protilatky
produkuji barevny patern v glomeruldch, pPi¢emZ patern je
konzistentni s jinymi protildtkami proti uvedenym Ffeté&zcim
(popisuje se v publikaci Miner and Sanes, J. Cell Biol., 127:
879-891, 1994). Protildtky proti  proteoglykanu sulfatu
heparinu (HSPG) Jjsou krysi monoklondlni protilatky, které
vznikly proti jadernému proteinu HSPG <&iSté&nému z mySiho
naddoru EHS. U protildtek se ‘testovala zk¥iZend reaktivita
s lamininem, kolagenem typu IV, fibrinektinem a entaktinem
westernovym blotem a imunologickym testem dot blot (Chemicon
International, Temecula, CA) (jak se popisuje v publikaci
Horiguchi et al., J. Histochem. Cytochem., 37: 961-970, 1989).
Protildtkou proti lamininu-1 Jje kr&li¢i antisérum. Imunogen se
&istil =z bazalni membrany EHS a ziskal se od firmy Sigma
Immunochemicals (St. Louils, MO). Imunologické testy Dot blot

se provedly vyrobcem (Sigma) a potvrdily nepfitomnost zk¥izené
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reaktivity s kolagenem typ IV, fibronektinem, vitronektinem a
sulfdtem chondroitinu typy A, B a C. Anti-fibronektin je
kralidi sérum vzniklé proti fibronektinu ziskanému =z lidské
plazmy. Vyrobce (Sigma Immunocjemicals) také testoval
zk¥iZenou reaktivitu s kolagenem typu Iv, lamininem,
vitronektinem a sukfatu chondroitinu A, B a C =za pouziti
imunologického testu dot blot. Anti-entaktinové protilatky
jsou krysi monoklondlni protildtky produkované za pouziti
entaktinu ziskaného z EHS, Jjako imunogenu. Toto <¢inidlo se
ziskalo od firmy Upstate Biotechnology Incorporated, Lake
Placid, NY a testovala se vhodna imunologickd reaktivita
stejn& jako absence zkfiZené reaktivity s jinymi hlavnimi
komponenty bazalni membrany analyzou westernovym pfenosem
(popisuje se v publikaci Ljubimov.et al., Exp. Cell Res., 165:
530~-540, 1986).

Imunofluorescence a zobrazeni Jonesova barveni se
zaznamenavalo a zpracovalo za  pouZiti fluorescenéniho
mikroskopu Olympus BH2 RFLA propojeného se systémem pro
analyzu zobrazeni Applied Imaging Cytovision Ultra (Applied
Imaging Inc.). Obrazky se snimaly =za pouziti Cernobilé
videokamery s vysokym rozliSenim. Tyto obrazky se upravily za
pouziti systémového software. PIi zpracovani obrazkd se
hodnotila i priblizZna fluorescence pozorovana pfimo

v mikroskopu.

E. Imunoperoxidazova detekce

Imunoperoxidazovd detekce se pouZivala pri imumologickém
barveni TGF-Bl v glomeruldcj stejneé jako fibronektin a kolagen
typu I v tubunointerstitu. Protilatky proti kolagenu typu I
jsou krali¢i anti-my3i a ziskaly se od firmy Biogenesis, Inc.
(Sandown, NH). Antiséra se pouZila v fedéni 1 : 100 pfri
imunopero%idézovém barveni. Protilatky proti fibronektinu Jsou

ty samé jako p¥i imunofluorescencnim barveni (kralic¢i anti-

cene
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" lidské = fibronektinové antisérum od firmy Sigma Chemical

Company, St. Louis, MO a pouZily se Vv fedéni 1:100. Sekundéarni
&inidla byly protikr&li&i protilatky znacené biotinem, které
se ziskaly od firmy Vector laboratories (Burlingame, CA) a
pou?ily se pfi fedé&ni 1:100. Tato tkadn se zalila do parafinu
(za pouZiti stejného postupu), Jak se popisuje v pfipadé in
situ hybridizace a ptipravily se sekce o tloudtce 3 mikrény.
Sekce po odstranéni parafinu se ptedem o3et¥ily 5 mikrogramy
proteindzy K (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) ve 100 mM
Tris-HC1 (pH 7,4), pficemz se odhall epitopy. Proteindzové
tépeni se zastavilo inkubacl v glycinu o koncentraci 2'mg/ml
v PBS po dobu 30 vtefin. Tkan o%etfend proteinazou K po
odstran&ni vosku se t¥ikrat promyla PBS a reagovala primarnimi
protilatkami po dobu 1 hodiny pfi teploté mistnosti, dadle se
promyla t¥ikrdt PBS a pak se nechala reagovat se sekundarnimi
protilatkami znaenymi biotinem po dobu Jjedné hodiny p¥i
teploté& mistnosti. Po tri ndsobném promyti PBS (pH 7,4) se
sklidka inkubovala s kfenovou peroxidazou streptavidinu (3
pg/ml, Vector Laboratories) po dobu 30 minut p¥i teploté
mistnosti). Po trech promytich PBS se navadzané protilatky
vyvinuly C SK-4200, Vector Laboratories) pak nésleduji postupy

popsané vyrobcem.

V pripadé TGF-Bl primérni protilatky byly kureci a-lidské
TGF-B1 (R&D Systems, Minneapolis, MN) uzivané v fedé&ni 1:15 v
7% netudéném sudeném mléce v PBS (které se pouZiva jako fedidlo
pro vdechny protilatky). Sm&s se nechala reagovat po dobu
alespoi t¥i hodin pfi teploteé mistnosti. Sekundarni protilatky
byly kozi anti-kufeci protilatky pro TGF-B1 znacené biotinem
(Vectro Laboratories Burlingame, CA) a aplikovaly se Vv fedéni
1: 100 a nechaly se reagovat po dobu alespon jedné hodiny. Po
t¥ech promytich se provedla imunoperoxidazova detekce za

pouziti kitu AEC (Vector TLaboratories, Burlingame, CA).
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" Priklad 1: Produkce dvojitého mutantu Alport/integrinu ol

My$i model autozomalni formy Alportova syndromu se
vytvoril cilenou mutagenezi genu prokolagenu COL4A3, jak se
popisuje napfiklad v publikaci Cosgrove et al., Genes Dev.,
10: 2981-2992, 1996. Tento model se nazyva ,Alportova mys“t a
je ji moZno ziskat z Jackson Labqratories v Bar Harbor, Maine
s pristupovym &islem 2908. Tato my3 s vypudténym genem o3 (IV),
kterd tvofi pozadi 129 SV/J, se k¥iZzila (pét uspésnych
zpétnych k¥iZeni s pivodnim 129 Sv a pak s my$i s nulovou
mutaci integrinu al, kterou je puvodni 129 Sv), za vzniku mysSi
s dvojitou mutaci, kterd z 97,5 % Cista 129 3v. Mutovand mysS
ol se ziskala z instituce Humphrey Gardner of the Scripps
Institute in LaJolla, CA a popisuje se v publikaci Gardner et

al., Dev. Biol., 175: 301-313, 1996¢.

P¥iklad 2: Odhad postupu Alportova renalniho onemocnéni

v my3ich modelech

My5i studované v tomto prikladu zahrnovaly Alportovu mys§,
kterd neexprimuje kolagen a3(IV) a Jsou normé&lni v pripadé
integrinu al (dostupné u instituce Jackson Laboratories of Bar
Harbor, Maine), a dvojitého mutanta, ktery neexprimuje kolagen
a3(IV) a integrin al. Dvojity mutant je z 97,5 % 129 Sv a 2,5
Sv/J.

Mo& se shromdzZdila v tYdeﬁnich intervalech a provedla se
proteinova analyza, jak se popisuje v sekci pecpisujici metody.
Jak je zobrazeno na obrazku ¢&. 1, v pripad& zvirat, ktera
neexprimuji kolagen a3(IV) a Jsou normdlni pro integrin al
primérny vék vzniku Alportova renédlniho onemocnéni (zaloZeno
na studiu &esti jednotlivcd) a udévd se vznik proteinurie, je
3,5 tydnd az 4 tydny. Proteinurie rychle postupuje, pficemz

dosahuje maxima ve véku mezi 6 a 6,5 tydny. Primé&rny veék
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odumirani nasledkem selhani ledvin je mezi 8 ‘a 9 tydny. Zadné

zvite uvedeného genotypu (devét testovanych) neprezilo devet

tydnti. Mo&ovina v krvi jako mnozstvi dusiku (BUN) se hodnotila
v 7 a 7,5 tydné veéku. U dvojitYCh mutantt (v ptipadé tohoto
mé¥eni se testovaly Ctyfi jedinci)vdoélo ke vzniku proteinurie
mezi 5-ti a 5,5 tydny a pokracovala daleko pomaleji, pricemz

maxima se dosadhlo mezi 9 a 9,5 tydny. Prumérny vék uUmrti

zpisobené selhédnim ledvin je 15 az 16,5 tydnta. U zvifat se

projevila hodnotitelna hodnota BUN mezi 10 a 11 tydnem.

P¥iklad 3: Charakterizace my3iho modelu s dvojitou mutaci

Ve 4 a? 7 tydnech vé&ku se za pouziti riiznych metod

testovaly t¥i sady zvifat (normalni kontroly, zvifata, ktera

neexprimuji gen a3(IV) a normédlni v ptripadé integrinu ol

(Alportova my3) a dvojitil mutanti) .

za UucCelem

(data

Transmisni elektonovd mikroskopie se provedla
stanovitintegritu bazdlni membrany. Ve 4 tydnech vé&ku

nejsou uvedena) Alportovi mladata vykazuji rozfedéné bazalni

membrany do 100 % glomerularnich kapilarnich klicek. Dvojiti
mutanti vykazuji poSkozeni nékteré glomerulédrni bazalni
membrany (GBM) (to znamena neregulérni ztlusténi, ztenceni a
rozdé&leni), pricemz tento jev neni casty a ¥idce rozsahly.

P¥iblizn& 20 % glomeruli u dvojitych mutanta nevykazujeiédné

zjevné poskozeni bazalni membrany. PribliZné 5 % glomerulil u
Alportovy my$i byly v tomto tase fibrotické, =zatimco u mladat
dvojitych mutant se nezjistily 54dné fibrotické glomeruli. Na
obrazku &. 2 je zobrazen stupefi poskozeni glomerulérni bazalni
membrany, které jsou charakteristické pro tyto ruzné my3i ve
véku sedmi tydnG. Zobrazuji se typické glomerularni kapilérni
kli¢ky. Glomeruldrni bazalni membrana u Alportovy mySi v tento
okazmZik vyvoje je té&Zce poskozena prakticky u vSech glomerul.

Na obrazku ¢&. 2B Jje evidentni makroskopické nenormalni

stlusténi a ztendeni a extenzivni retence podocytd. U
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”dvojitYCh mutantd Jje véak GBM (na obrazku &. 2C) ve vét3ine
pfipadlt  ultrastrukturalné normélnich s vyjimkou né&kolika
malych abnormalit si podocyty udrzuji normalni -architekturu
(porovnavaji se oblasti) oznacené Sipkou v p¥ipadé normalni
my3i na obrazku ¢. 2A s my$3i s dvojitou mutaci na obrazku ¢&.

Q

2C). V tomto &ase je 30 a 50 % glomeruli u Alportovy my3i

fibrotickych, zatimco méné neZz 5 % glomeruli je fibrotickych

v ptripad& dvojitych mutanti.

Badkovaci elektronovd mikroskopie aplikovand v pripadé
sedmitydnd starych my$i (data nejsou uvedena) indikovala, Ze
Alportova my3 vykazuje podstatny zbytnéni podocytlt jako
nasledek retence vody, pfifemZz dochazi k porudeni normalné
elegantni a komplexni  struktury téchto bunék. PoruSeni
normdlni retence vody se popisuje v pfipadé Alportovy
glomerulonefritidy. U dvojitych mutant@, zatimco architektura
nebyla perfektni, byla velmi blizka architektufe pozorované
v glomerulach, které pochazejl z kxontrolnich my3i. Bobtnani
nisledkem retence vody odpovidd za blokovani glomerularnich
filtra a vede k urémii. Proto toto =zji3téni Je podstatné
s ohledem na zlep$enou glomeruldrni funkci u dvojitého

mutantu, které se porevnavaji s Alportovymi mladaty.

Mikroskopicky preparadt celych ledvin zalitych v parafinu,
které se ziskaly v sedmitydennich my3ich se obarvily za
pouZ?iti Jonesovi metody a zpoCitalo se celkového mnozstvi

fibrotickych glomerul (data nejsou uvedeny) .

Viechny glomeruli poché&zejici z Alportovy my3i byly
ovlivnény do stejného stupné. VétSina glomeruli vykazujil
hyperbun&¢nost a expanzi mesangidlni matrice a pribliZné jedna
t¥etina Je fibrotickd. Naopak glomeruli pochézejici =z mySi
s dvojitou mutaci byly normalni s ohledem na mesangialni
matrici a bunédnost. PFibliZné& 25 % my3i vykazuje dakaz o

mesangidlni bun&né proliferaci a 5 % Je fibrotickych. Analyzy
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se opakovaly ve dvou ruznych saddch mysi a dosadhlo se velmi

podobnych vysledkl.

Imunofluorescenéni anal?za' se provedla za pouZiti
smrazeného renalniho kortexu, ktery se odebral ze stejnych
svirat. Tkan reagovala s protilatkami, které jsou specifickeé
pro proteiny, o nichZ se vi, %e se akumuluji v GBM, jako
funkce postupu Alportova renadlniho onemocn&ni. Tké&né& =zahrnuji
laminin-1 (Lam-1) (uZivany v fedéni 1:200), *retézce kolagenu
al (IV) a a2 (IV) (COL4A1,2) (uZivané v Fedéni 1:15),
fibronektin (Fib) (uzivany v fedéni 1:200), proteoglykan
sulfdt heparinu (HSP) (pouZivaneé v fedéni 1:100) a entaktin
(ent) (uZivany v fedéni 1:200). Viechny protildtky se fedily Vv

9

o

netuéném sudeném mléce rozpusténém v PBS. Vysledky Jsou
uvedeny na obrazku ¢&. 3. V sedmi tydnech véku se vyskyt v3ech
t&chto komponentld podstatn& zvysil v GBM Alportovy myS$i
vzhledem ke kontrole. Ve fibrotickych ledvinnych kanalcich
jsou vsechny komponenty Vv nadbytku. U dvojitych mutantd se
imunologické barveni Ffetézcu kolagenu ol (IV) a a2 (IV)
porovnéavalo s barvenim Alportovy nysi v nefibrotickych
ledvinnych  klubickach. To se odekdvalo, protoZe soZeni
kolagenu typu IV GBM u dvojitého mutantu je stejné jako u
Alportovy mySi (to znamena, e obsahuje celé Fet&zce kolagenu
al (IV) a o2(IV)). Barveni lamininu-1 a sulfatproteoglykanu
heparinu se podstatné redukovalo v GBM dvojitych mutantu ‘ve
srovnani s Alportovou mySi (porovnava se obrazek ¢&. 3F
s obrazkem &. 3E, obrazek &. 3L s obrazkem 3K) a neexistovalo
zde zjevné barveni fibronektinu v GBM u dvojitych mutantd
(obrazek ¢&. 3I), ktery se vyskytuje v GBM Alportovy my3i
v nadbytku (obrazek ¢&. 3H). Imunologické barveni mesangialni
matrice za udelem zjidténi téchto proteind se porovnavalo mezi
dvojitym mutantem a Alportovou  my$i, avsak v pripade

sulfatproteoglykanu heparinu se mesangialni barveni redukovalo
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u dvojitych mutantt (obrazek &. 3L) relativnd k bud normé&lnim

kontrolam (obrézek &. 3J) nebo Alportové my3i (obrazek ¢. 3K).

Rnalyza northernovym pfenosem se provedla za pouZiti RNA
izolované z celého renadlniho kortexu z normalni a Alportovi
my$i a z my3i s dvojitou mutaci ve vé&ku sedmi tydnh. Dvacet
mikrogrami RNA kaZdého vzorku se rozd&lilo na frakce na
agardzovém gelu, preneslo se na nylonovou membréanu kapildrnim
prenosem a hybridizovalo se s radioaktivné& znaCenou sondou,
kterd odpovidd <&asti mySi cDNA TGF-Pl. Pak néasleduje série
promytd za prisnych podminek a membréna se exponovala na film
vhodny pro paprsky X. Na obrézku E. 9 .je' zndzorné&no, zZe
v Alportové my3i se indukuje TGF-P1l (&tvrtd drdha z leva se
porovnava s druhou drahou z leva, kterd slouzi jako kontrola).
TGF-B1 se neindukuje Vv Alportové my3i, ktera nese mutaci
v integrinu ol (tfeti draha =z leva se porovnava s druhou
drahou z leva, kterd je kontrolni). To jsou data, kterd vedou
ke spekulaci, zda ucinek inhibitord ol mohou zprostfedkovat

potlaceni TGF-Bfl. Pak se provedly experimenty s inhibitorem

TGF-B1l, které klasifikuji tuto tkan.

priklad 4: Uloha TGF-Pl pfi postupu post-proteinuroveho

Alportova rendlniho onemocnéni

Tkand se ziskaly z F-2, které vznikaji zkfiZenim zvirat
1295v/J a C57 B1l/6 (popisuje se shora v textu). Experimenty se
uskute&nily alespofl dvakrat (na zviteti, které pochédzi ze dvou
riznych sad zvifat). Vysledky v p¥ipadé zde uvedenych dat byly

jasné a konzistentni.

Tyto experimenty se uskutecnily za u&elem ilustrovat dva
pbody. Prvni je doCasna korelace mezi indukci mRNA TGF-fl a mRNA
kédujici matricové proteiny, které se akumuluji jako funkce

postupu Alportova rendlniho onemocnéni a za druhé se tyto mRNA

» .
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indukuji v glomerulich. (ProtoZe 5% vlhké hmotnosti ledvin

tvo¥i glomeruli, indukce specifické mRNA Vv celkovém rendlnim
kortexu se vztahuje vice ke problému progresivni fibrézy neZ

ke glomerulonefritidé).

Celkovd RNA se izolovala z ledvin Alportova zvitete a
kontrolnich  mladat ve dvoutydennich intervalech, které
za&inaji v Seti tydnech véku a kon&i ve 12 tydnech véku.
Proteinurie, kterd se objevuje u mySi F2 pfi této studii
zadina, kdyZ my$i jsou p¥ibliZné 5,5 a7 6 tydnu staré (data
nejsou ukazéna) . RNA se rozdélila na denaturovanych
agarézovych gelech, prenesla se na nylonovou membranu a

testovala za pouZiti radioaktivn& znalenych sond, které jsou
specifické bud pro Ffetézce kolagenu al(IV) a o2(Iv),
entaktinu, fet&zct lamininu Bl a B2, fibronektinu nebo TGF-P1.
Vysledky na obrazku &. 1 ukazuji, Ze mRNA pro vsechny uvedené
proteiny s vyjimkou lamininu Bl se indukuji po vzniku

proteinurie v modelu Alportovy mysSi.

Také se provedly northernovy prenosy se stejnym prub&hem
v pripadé lamininu al, lamininu B2, lamininu v1, Jjaderneho
proteinu sulfatproteoglykanu heparinu a Yeté&zclt kolagenu
ad (IV) a a5(IV) (data nejsou uvedena). P¥i porovnéni kontroly
a mutantu nejsou zjevné podstatné rozdily v mnoZstvi mRNA

t&chto jinych proteint bazalni mempbrany.

Vysledky northernovy analyzy se analyzovaly za pouziti
sobrazovade fosforu, priemz dochazi k primé kvantifikaci
relativnich zm&n pf¥i expresi specifické mRNA b&hem jejiho
prib&hu. Obrazek ¢&. 5 ilustruje, Ze 1indukce specifického
mnoistvi mRNA se poprvé objevuje Vv Zesti tydnech vé&ku nebo
pribliZn& v dobé&, kdy protein v urindrnim prostoru dosahuje

maximilniho mnoZstvi u my$i F2 (Cosgrove et al., Genes Dev.,

10: 2981-2992, 1996). V osmém tydnu mnofstvi mRNA doséhlo
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piku. Tento pik zahrnuje mRNA kédujici TGF-P1l a fibronektin v
6,6 a 9,4 nasobném nadbytku ve srovnani s kontrolni mySi.
MnoZstvi mRNA v pripadeé kolagenﬁ al(fV)'a a2 (IV) a entaktinu
pylo v t¥i nasobném nadbytku a vyvolalo se v osmém tydnu.
Naopak nepodstatné zmeny V mnoZstvi mRNA kdédujici feteézce
lamininu Bl a B2, coZ se stanovilo northernovymy pfenosy
celkové RNA, se pozorovaly v libovolném bodé postupu rendlniho

onemocnéni.

Aby se testovalo, zda mRNA kédujici TGF-B1 nebo ruzné
komponenty bazdlni membrany se indukovaly v urc¢itém typu
glomerulédrnich bunék, provedla se hybridizace in situ za
pouZiti antisense sond specifickych pro mRNA  znacenych
digoxigeninem. Ledviny se ziskaly =z deseti dnlt starych

Alportovych my$i F2 a z normélnich kontrolnich mladat po

perfuzi s 4% paraformaldehydem v PBS a zpracovaly se in situ

hybridizaci, Jjak se popisuje Vv gasti tykajici se metod.
Antisensé sondy jsou specificke pro oblast kolagenu ol(IV),
TGF-Pl, fibronektinu, entaktinu nebo fetézce lamininu PBl. Sonda
specifickd pro bakterialni B-galaktoziddzu se pouZila jako
kontrola pro nespecifické navazani ' (negativni kontrola) a
tato sonda nehybridizuje s celkovou RNA Z ledvin my3i na
northornovych blotech (data nejsou uvedena). Kontrolni sonda
se hybridizovala ve stejnou dobu jako kaZda specificka sonda a
o%etfila se stejnou koncentraci RNazy A, pak nadsleduje
hybridizace. O3etfeni RNazou se provedlo pfi koncentraci O, 25

ug/ml v ptipadé al(IV), TGF-Pl a fibronektinu,a v koncentraci 3

pug/ml v pfipadé entaktinu a lamininu Bl. Tyto vysledky Jsou

zobrazeny na obrdzku ¢. 6.

Vysledky zobrazené na obrazku C. 6 ukazuji, Ze v pEkipadé
véech specifickych testovanych mRNA se pozorovalo zvySeni
mnozstvi viscerdlnich epitelidlnich bunék (podocytt) glomeruld

u my3i s jedinou mutacl COL4A3 (Alportova my3). V pripadé
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fetdzce kolagenu al(IV) se exprese mRNA u kontroly pozorovala
4 obou druhd mesangidlnich bunék a endotelidlnich bunék
glomeruld (zobrazeno na obrazku &. 6), které jséu konzistentni
s mistem, kde se tato molekula lokalizuje v normélnim
prirozeném zviteti. V mutantu se mize zvy3it exprese
mesangidlni matrice, cozZ dokazuje daleko tmavsi zbarveni ve
srovnani se zbarvenim mesangidlnich bunék v kontrolnim vzorku.
Aviak nejjasnéjdi rozdil mezi kontrolou a mutantem Je kruh
obarvenych bunék lemujici vné&jsi hranici glomerulu, coZ
odpovida podocytim (obradzek ¢&. 6B). Exprese fibronektinu
v kontrolnim glomerulu se pozoruje primadrné v mesangidlnich
buikadch (obrazek ¢&. 6D). Zatimco u mutantu se pozorovalo
obarveni mesangié&lnich bunék, podocyty jasné exprimuji
podstatné mnosstvi mRNA fibronektinu (zobrazeno na obrazku ¢.
6). Exprese TGF-Bfl je v glomerulach kontrolnich zvitat velmi
slabi avdak n&které specifické obarveni  se pozorovalo
v mesangidlnich bunkach kontrolnich zvirat (zobrazeno na
obrazku ¢&. 6G). U mutantu mnoZstvi mRNA TGF-Bl se podstatné
zvy$ilo v mesangidlnich pufikach, v endotelidlnich bunkach a
v podocytech (obrazek &. 6H). V pripadé& entaktinu se mRNA
lokalizovala v podocytech kontrolnich zvitrat, cozZ se
neotekavalo, protoZe tento protein se lokalizuje specificky
v GBM. Také se neolekdvalo, Ze se U kontrolnich =zvifat
pozorovalo obarveni specifické pro mesangialni burky. Zatimco
obarveni ve visceralnich epitelialnich butikdch u mutantu se
zd4 indikaci zvyseného exprese, nejde O kvantitativni test a
rozdil mezi kontrolnim a mutantnim sviretem je prilid maly,

aby byl definitivnil (porovnava se obrazek C. 6J a 6K).

Northernovy bloty ukdzaly, Ze mnosstvi mRNA v pfipadé

tetézce lamininu se nezm&nilo u kontrolniho ani v pfipade

mutantniho zvirete po celou dobu onemocnéni. Hybridizace in
situ této stejné mRNA ilustrovala odekavanou lokalizaci

specifickou pro mesangidlni bunky v glomerulach v ptipadé
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kontrolnich ledvin (zobrazeno na obrazku &. 6M). V glomeruléch
pochézejicich z mutantni my3i se mRNA jasné indukuje ve

viscelarnich epitelidlnich buﬁkéch (obréazek ¢&. 6a) .

vzorky tkéni se =ziskaly ve véku my3i 3 a 5 tydnd a
analyzovaly se hybridizaci in situ za pouZiti stejnych sond.
Patern barveni glomeruld neni moZneé rozligit od paternu
zjist&ného u normalnich mladat (data nejsou uvedena). To
naznaduje, Ze k aktivaci teéchto genlt v podocytech dochézi po

vzniku proteinurie.

Data ziskand o proteinu 1 zalo?end na detekcl
imunoperoxidézou za pouZiti protildtek specifickych pro
aktivni izoformu cytokinu potvrzuji data ziskand hybridizaci
in situ v pfipadé mRNA TGF-Bl (porovnava se imunologické
barveni obrazku &. 7B s obrazkem <&. TA). To ukazuje, ze
zvydend exprese mRNA TGF-B1 v podocytech se pfevaddi na zvysené

mnoZstvi proteinu.

Analyza RN&zové ochrany se provedla za ucelem stanovit,
zda se také zvy3i mnoZstvi mRNA v pfipade cytokind v lidském
renalnim kortexu ziskaném z Alportovych pacientd ve srovnani
s kontrolnimi pacienty. Lidsky Alportav rendlni kortex se
ziskal béhem transplantace od 15-ti letého chlapce. Ve vzorku
se zjistila mirné mnoZstvi skarifikace, pricemZ pEibliZné& 50 %
ledvinnych klubicek Jje fibrotickych. Vzorek s bezprostfedné po
vyjmuti zamrazil v kapalném dusiku. RNA normdlnich lidskych
ledvin se ziskal od firmy Clonetech (Palo Alto, CA) a uvedena
RNA se spojila se vzorkem ze sbirky normalnich lidskych
zdrojt. RNA z Alportovych pacientl se izolovala za pouziti
stejného postupu, Jako tomu bylo u my3ich ledvin. U RNA se
testovala integrita frakcionaci 10 mikrogram na agardézoveém
gelu a néaslednym barvenim gelu ethidiumbromidem (10 mikrogramui
v jednom mililitru vody). Normélni a Alportovy vzorky zustaly

nepodkozeny, COZ vyplyvad z pruhll podjednotek ribozomélni RNA

.
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28S a 18S. RNazovy ochranny experiment se provedl podle

popsanych metod. Data zobrazena na obrazku &. 8 ilustruji 3 az

4 nasobné zvyseni mRNA TGF-Pl v lidském Alportové renalnim
kortexu ve srovnani s kontrolou. To dokazuje, Ze cytokin se
také nadm&rné& exprimuje v lidskych Alportovych ledvinach. Data

spliiuji o&ekavani, Ze tato technologie funguje i u ¢loveéka.

P¥iklad 5: Pouziti neutralizanich protilatek pfi blokovani
integrinu olfl

Tento priklad popisuje, zZe rozpustné <¢inidlo schopné

blokovat interakci integrinu alfl se svym ligandem bude

produkovat stejné ucinky pri patogenezi Alportova rendlniho

onemocn&ni, jako mutaci genu al, pricemZ se ziskaly protilatky
popsané v publikaci Fabbri et al., Tissue Antigens, 48: 47-51,

1996. Tyto protilatky se zavedly injekci (400 ng Vv jedné

injekci, t¥ikrat tydné, intraperitonealné) do Alportovy mysSi,

pridem? se zaCalo ve v&ku mySi dva tydny. Zvifata se zacala

hromadit ve véku Sesti tydnl a bazdlni membrany se analyzovaly
transmisni elektronovou mikroskopii. Jak je jasné z obrazku ¢.
10, bazalni membrany u té&chto oSetfenych zvirat se regulovaly,

pfitemz vykazuji normdlni trilaminarni vzhled. Pozorovalo se

bobtnani endotelidlnich bunék, coZ Jje zplusobeno imunitni

odpové&di na protildtky. Tyto vysledky ukazuji, Ze rozpustne

&inidlo, které blokuje receptor integrinu alfl zpomaluje postup
Alportova GBM onemocnéni prakticky stejnym zpusobem, Jjak se

pozorovalo u my3i linie s dvojitou mutaci.

priklad 6: U&inky inhibice samotného TGF-Pl v Alportové my3im

modelu (129 Sv/J)

Podle experimentdlniho protokolu se injekcl zavedl FK506
(2 pug/g té&lesné hmotnosti, intraperitoneélni injekci, Fujisawa

Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, Japan) nebo rozpustny
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receptor TGF-Pl (25 pg v jedné injekci, intravenézné do ocasni

Bogen Inc., Cambridge, MA) dvakrat tydné, pticemZz se

zatalo ve véku 3 tydnl. Ledviny se vyhaly ve véku sedmi tydnu

a provedly se popsané analyzy.

Analyza ultrastruktury bazdlni membrény  provedena

transmisni elektronovou mikroskopii je zobrazena na obrazku &. -

11. Obréazek &. 11A wukazuje glomeruldrni kapildrni klicky,

které pochazi z normalniho neoSetfeného zvifete. Zaznamenal se

reguldrni  odchod vody a obarveni trilamindrni = bazélni
membrany. Na obrazku 11B Je zobrazena kapildrni klicka
z typické 7 dni staré Alportovy mySi 129 Sv/J. Dochéazi

k retenci vody a makroskopickému ztlusténi GBM. Na obrazku ¢.
11C je zobrazena typickd kapilarni klicka pochazejici ze sedmi

dni starého Alportova zvifete oSetfeného pomoci FK506.

Nedochazi ke ztlu3téni bazdlni membrény, coZ naznaduje Ze 1léky

redukuji rychlost akumulace matrice v GBM. Dochézi vsak

k podstatnému stupni retence vody, pficemZ se podstatné méni

architektura tlapky. Stejné skute&nosti se pozorovaly u my3i,

kterym se zavedl injekci rozpustny receptor TGF-p1 (Obrézek ¢.

11D). Tyto data ilustruji, Ze inhibitory TGF-B1 mohou bréanit

deregulaci tloustky GBM, nemochou zabranit zmé&nam

v architektufe tlapky spojenou s pokrocilym stadiem Alportovym

GBM onemocnénim.

N&které se vzorkad ledvin se zpracovaly Fadkovaci
elektronovou mikroskopii. Glomeruli se vystavily prasknuti
renadlniho kortexu mrznutim, pfidemZ se odstrani Bowmanova

kapsule a odhali se vn&j3i membrana podocytli, které kryjou

kapilarni kli¢ky glomerulu. Normalni glomerulus je zobrazen na

obrazku &. 12A, kde komplexni architektura podocyta velmi

evidentni, jako vétvici proces okolo kapildrnich klicek. U

sedmi tydnl  starych  Alportovych mysi povrch  podocytt

v glomeruldch neobsahuje vlaknite vétveni, které se odstranilo
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otokem (zobrazeno na obrazku ¢&. 12). V pfipadé Alportova

svitete oZetfeného bud FK506 nebo rozpustnym receptorem TGF-B1,
povrch glomeruld vypadd podobné jako v pfipadé neosetf¥enych
Alportovych my3i (zobrazeno na obrazku ¢&. 12C). Tento obrazek
jasné demonstruje, Ze blokovani samotného TGF-B1l nezabrani
smdnadm v architektu¥e tlapek spojenych s pokroc¢ilym stéadiem

Alportova glomeruldrniho onemocnéni.

Proteinuria se m&fila elektroforézou na polyakrylamidovém
gelu lyofilizovanou mo¢i sebranou jednou tydné& bé&hem prubéhu
o%etteni léky. Jak zmifiuje shora v textu pfitomnost a prebytek
albuminu v mocCi poskytuje celkovy odhad integrity
glomeruldrniho filtru. Obrazek ¢&. 13 ilustruje, Ze zatimco
aplikace inhibitord TGF-Pl oddaluje vznik proteinurie, dochazi
velmi rychle ke =zvy3eni mnoZstvi albuminu v moli (jeden
tyden). Tyto vysledky ukazuji, Ze inhibitory TGF-B1l, kdyZ se
pouziji samotny, nezlepsi glomeruldrni filtraci ackoli se
oddali vznik proteinurie. Je pravdépodobné, Ze tyto vlastnosti
souvisi s neschopnosti té&chto inhibitort pfedchazet retenci
vody v podocytech, coZ se popisuje shora Vv textu a je to

zobrazeno na obrazcich &. 11 a 12.

Mé&lo by se poznamenat, Ze aplikace léku normalnim mladatdim
vedla k nerozliditelnym rozdildm, kdyz se porovnajl

s normdlnimi my3ima, kterym se injekce neaplikovala.

P¥iklad 7: U&inky inhibitord TGF-Pl na mySi s dvojitou mutaci

{DKO)

My3im (my$i DKO vykazujl nulovou mutaci jak genu a3(IV)
tak genu integrinu al) se injekcil zavedli inhibitory TGF-B1
FK506 (2 ug/g télesné hmotnosti, dvakrat tydné,

intraperitonedlni injekci) nebo Biogeniv TGF-Pl rozpustny

receptor (25 mikrogramd v jedné injekci, dvakrat tydné,
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intrévenézni injekci), pfifemZ injekce se zacCaly aplikovat ve
&tyfech tydnech véku. Ve véku deseti tydnd se ledviny odebraly
a podrobily se analyze. V&k deseti tydnd se vybral proto, Ze
v pfipadé dvojitych mutantl onemocnéni v typickém pFipadé
postupuje do bodu, kdy se podstatné méni tlous3tka GBM a
zvifata za&inaji postupovat ke koneénému stadiu selhani
ledvin. V ptipadég, e inhibitory TGF-Ppl poskytuji dalsi
ochranu, tato ochrana by mé&la byt znatelnd v tomto stadiu
postupu onemocnéni  GBM. Analyza transmisni elektronovou
mikroskopii ukazuje velmi Jjasné a konzistentni rozdily mezi
my3i, které se aplikuje injekci inhibitor a neo3etfenou mySi
s dvojitou mutaci. Typicky pfiklad té&chto rozdilld se ilustruje
na obrazku &. 14. Na obrazku &. 14 je zobrazen typicky profil
glomerularnich kapildrnich klicek u my$i s dvojitou mutaci ve
stari deseti tydnd. Na bazdlni membréné se tvori podstatné
kapsy, které charakterizuji postup Alportovy
glomerulonefritidy. Retence vody u podocytt je regularni a
z4visi na &té&rbinovych clondch dokonce 1 v pokrocilém stavu
onemocnéni. Tuto charakteristiku my$i s dvojitou mutacl
nesdili Alportovy my3i (porovnava se retence vody s tim, co je

zobrazeno na obrazku &. 12B).

KdyZz se oZetfila my$ s dvojitou mutaci inhibitory TGF-f,
do3lo k velké redukci fokalni tloudtky GBM a retenci vody
(obrazek &. 14 C zobrazuje aplikaci FK506 a obrazek ¢&. 14 D
zobrazuje aplikacl rozpustneho receptoru TGF-B1l). Zatimco GBM
vétdiny glomeruldl nevykazuje zcela normalnl strukturu u zvitat
s dvojitou mutaci v tomto stadiu onemocnéni zcela chybi vyskyt
podstatné kapsy ve vé&tsiné& glomerularnich kapildrnich klicek
(jak Jje zobrazeno na obrazku g. 14B). U pFibliZné 25 %
testovanych glomerul inhibitory TGF-Bl obnovuji glomerulédrni
ultrastrukturu a? do stupné, kde glomeruli DKO nelze rozlisit
od glomeruli norm&lnich my3i (na obrazku cC. 15 A je zobrazena

GBM deset tydnll staré norm&lni my3i, na obrazku <&. 15B
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zobrazuje GBM desetitydnd staré mysi s dvojitou mutaci

oSetfené FK506). KdyZ uvaZuje, Ze tento vé&k odpovida véku o

dva tydny del3imu neZ je prumérny veék kone&ného selhdni ledvin
Je to

u Alportového zvifeciho modelu, kde se neaplikoval 1lék.

jedine&né a prekvapujici zjisténi.

U té&chto stejnych my3i, které se shromazdily béhem
odetfeni se testovala proteinurie. Vzorek (ekvivalent
pribliZné jedné poloviné mikrolitru) se analyzoval
elektorforézou na polyakrylamidovém gelu. Albumin se

vizualizoval obarvenim Koomassieovou modf¥i. Vysledky zobrazené

na obrazku &. 16 ilustruji, Ze aplikace FK506 (obrdzek ¢&. 16D)
nebo rozpustného receptoru TGF-f1 (obrazek &. 16B) znatelne
zlepdily glomeruldrni filtraci, coZ se porovndvad s mySima
s dvojitou mutaci (obrazek <&. 16A). Na obrazku ¢&¢. 16C je
urindrni protein normdlni my$i oSetfené FK506. Je nutné
poznamenat difdzni  skupinu pruhu, které dJsou evidentni
v dasovém bodé u normdlni my3i a my3i DKO (obrdzek <&. 16D)

odettenych FK506. To je moiné také pozorovat u my31i oSetfenych

lékem a pravdépodobné je to spojeno s G¢inky zmiftovanych u

nékterého pacienta oSetfeného lékem po transplantaci (popisuje
et al., 66: 1736-1740,

se v publikaci Solez

1998) .

Transplantation,

Priklad 8: Mechanizmus synergickych ucinkd blokacnich ¢inidel

integrinu ol a inhibitord TGF-P1 p#i zpomaleni

vzniku a postupu Alpbrtovy glomerulonefritity

Data uvedena na obrdzku &. 11, 12 a 14 spolecné naznacuji,

e vyznam blokadnich ¢&inidel integrinu ol je synergicky

s blokadnimi &inidly TGF-Pl. Inhibice integrinu ol vede ke

zlepdeni architektury podocytt pfi retenci vody, zatimco

v pfipad& inhibice TGF-f1 dochazi k redukci ukladani matric

v GBM. Na obrazku &. 17 je zobrazena dalsi dloha blokaénich
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1éinidel integrinu al pfi zlepSeni architektury podocytt.
Renalni kortex se prfipravil stejnym zplsobem jako ten
zobrazeny na obrazku &. 12. Obrizek &. 17 A iiustruje povrch
glomerulu ziskaného ze sedmi tydnl starych my3i. Na obrazku &.
17 je zobrazen glomerulus ze sedmi tydnd staré Alportovy my3i.
Dochazi ke ztraté architektury podocytd, coz je zpuisobeno
Gcinnosti procesu retence vody. Na obrazku &. 17 je zobrazen
povrch glomerulu ze sedmi tydni starych my3i s dvojitou
mutaci. Doché&zi skoro k celkovému obnoveni normalni
architektury podocytd. Tyto data jsou konzistentni s pohledem
pti¢ného fezu transmisni elektronovou mikroskopii zobrazeného
na obrazku ¢&. 14B, kde procesy probihajici v nohéch vykazuji

excelentni morfologii u my$i s dvojitou mutaci.

Priklad 9: Blokac¢ni uc¢inek integrinu al

Pfi testovanl pfijatelného mechanizmu tohoto Jevu se
hodnotil Ffetézec lamininu. ProtoZe je znamo, Ze primarni
laminin nalezeny v glomeruldrni bazdlni membréné& je laminin 11
(popisuje se v publikaci Miner et al., J. Cell. Biol., 137:
65-701, 1997), véri se, Ze vyskyt nového lamininu v Alportové
GBM miZe souviset s uvolnénim podocytd z GBM. Po testovani
sloZeni lamininu Alportovy GBM se zjistilo, Ze v normdlnim
pripadé se reté€zec lamininu a2 nachdzi u normélnich my3i pouze
v mesangialni matrici a nachdzi se u Alportovy my3i v GBM. Na
obrazku &. 18 je zobrazena série paneld glomerul imunologicky

barvenych pomoci dualniho fluorescenéniho protokolu.

Pfi dualni fluorescencni analyze se Cerstvy rendlni kortex
ponotil do vodného roztoku slouceniny Tissue Tek, rychle se
zmrazil a nefezal se na sekce o tloultce 4 mikrény
v kryostatu. Platky se zafixovaly v chladu (pfi teplot& =20
°C) 100 % acetonem po dobu deseti minut a pak se sudily celou

noc na vzduchu. Tkan se opé&tné hydratovala tfemi promytimi
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v PBS po dobu 10 minut. Prim&rni protildtky se fedily v 7 %
netu¢ném suleném mléce (BioRad). Protildtky proti entaktinu
(Chemicon Inc.) se pouzily jako znémy marker -pro glomeruldrni
bazalnl membranu v fedéni 1:200. Protildtky specifické pro
fetézec lamininu a2 je darek od Dr. Petera Yurchenco (popisuje
se v publikaci Robert Wood Johnson Medical School, Piscataway,
NJ). Specifita téchto protildtek v pfipad& fetdzce lamininu o2
se ilustrovala v publikaci Cheng et al., J. Biol. Chem., 272:
31525-31532, 1997. Protilatky se pouZily v koncentraci 1:10.
primdrni protildtky se nechaly reagovat pfes noc pri teploté 4
°C ve vlhkém prostfedi. Platky se promyly tfikrat po dobu 10
minut v chladném PBS, pak se nechaly reagovat se sekundarnimi
protilatkami, které se také pridaly dohromady. Sekundarni
protilatky byly anti-krdliéi protilatky pro laminin o2 spojené
s texaskou cerveni a anti-krysi protildtky proti entaktinu
spojené s FITC. Ob& protilatky se pouZily v Fed&ni 1:100
(Vektor Laboratories, Burlingame, CA). Sekundarni d&inidla se
nechaly reagovat po dobu 4 hodin pFfi teplot& 4 °C. Sklidka se
promyla trikrdt po dobu deseti minut PBS a ptidala se kapka
~vVectashield anti-fade mounting media" 100 (Vektor
Laboratories, Burlingame, ca), které se aplikovalo pred
zatavenim na sklenéné kryci skliéko. Zobrazeni v pripadé
kazdych  protilatek zaznamenalo  pomoci epifluorescencniho
mikroskoupu BH-2 propojenym se systémem analyzy obrazu

Cytovision Ultra (Applied Imaging, Inc.).

Specificky antigen glomerularni bazédlni membrany
(entaktin) je zeleny, zatimco reté&zec lamininu o2 je cerveny.
V mistech, kde se nachdzi jak laminin a2 tak entaktin je Zluté
zbarveni. Na obrazku ¢. 18 skupina I panel A reprezentuje
imunologické barveni glomerulu =ziskaného ze sedmi tydnu
starych normalnich my3i. Laminin a2 se nachézi pouze

v mesangialni matrici. Panel B ilustruje barveni u sedmi tydnl

starych Alportovych mladat. Sipkou se oznad&ila skutecnost, Ze




It

v pfipadé& Alportovy my3i laminin &2 se nachazi jak v
mesangialni matrici tak v glomeruldrni bazdlni membran&, co?
naznacuje, Ze zbarveni kapildrni kli&ky Je ﬁfevééné Zluté.
Panel C ukazuje imunologické barveni glomerul ziskanych
z Alportovy mySi 129Sv/J oSetfené FK506 (kortex se odebral =ze
zvifat wuZivanych v experimentech popsanych shora v textu a
prezentovanych na obréazku &. 11, 12 a 13). Vét3ina
glomerularnich kapilérnich kliZek je Zlutych, coZ indikuje, Ze
inhibice TGF-B1 nebrdni akumulaci lamininu o2 v GBM Alportovy
mysi. U my5i sedm tydnd staré neexistuje v glomerulédrnich
kapilarnich klic¢kach Z&dny imunologicky obarveny laminin a2
(znazornéno na panelu D 3ipkou). PrevaZujici integrinovy
receptor na povrchu podocytd je integrin 3Bl (popisuje se
v publikaci Patey et al., Cell Adhesion and Communication, 2:
159-167, 1994). Véri se, Ze tento integrin m& dilefitou wulohu
pfi zachyceni podocytd na GBM a udrZeni norméini retence vody
(popisuje se v publikaci Smoyer and Mundel , J. Mol. Med., 76:
172-183, 1998). Jako ptfiklad se ukazalo, Ze vylduéeninm genu
integrinu o3 vede k celkové likvidaci architektury podocyta
(popisuje se v publikaci Kreidberg et al., Development, 122:
3537-3547, 1996). V soutasné dob& se produkuji rozpustné

receptory integrinu a3l a vykazuji schopnost vazat se
s vysokou afinitou na fet&zec lamininu a5, ktery obsahuje
lamininy (podobny lamininu 11, ktery je heterotrimér
obsahujici fetézce a5, B2 a yl), ale nikoli afinitou va&i
retézci a2, ktery obsahuji lamininy (popisuje se v publikaci
Eble et al., Biochemistry, 37: 10945-10955, 1998). Spolu

s touto informaci data wukazuji v modelu Alportovy my3i
postupujici uklddadni lamininu «2 v GBM vede k redukované

adhezi prostrednictvim receptord integrinu a3fl, coZ vede

k zesileni procesu retence vody. Blokovani Fet&zce integrinu

al vede k redukovanému uklddéni Feté&zc lamininu o2 v GBM nebo
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k jeho uplnému zruSeni, coZ predchéazi ztraté normalni

architektury.

Dale se hodnotila distribuce fet&zce lamininu a2 u
Alportovych my$i Sv/J dva tydny starych, coZ se porovnavalo
s distribuci u normdlnich my3i. V tomto velmi ranném stadiu
postupu onemocnéni GBM, existuji zminéné kapsy GBM, které se
nachazeji na poloviné glomeruli. Jedna takovd kapsa GBM je
zobrazena na obrazku &. 19B. V tomto st&diu vyvoje jsou GBM a
procesy podocytu v neovlivnénych oblastech glomerul
morfologicky normdlni avsak v oblasti fokd&lniho =ztludténi
dochazi k retenci vody a dochdzi ke zméndm, které je moZné
spatfit v pozdéjsSim stadiu vyvoje onemocnéni GBM. Ukazalo se,
e jestlize wukladani lamininu a2 vede keztraté fokalniho

adhezivniho kontaktu s podocyty, Jje moZné spat¥it fokalni

ukladani lamininu o2 v GBM dva tydny starych Alportovych my$i.
Tento priklad je zobrazeny na obrdzku &. 18 skupina II. Sipky
na panelu B ukazuji fokd&lni uklddéni lamininu o2 v GBM u
Alportovy my3i ve stafi dva tydny. To je nejSasn&jsi
molekulova zména (kterd se 1isi od zmény sloZeni kolagenu typu
IV, kterd wvznikad na zdkladé genetické mutace) detekovana
v modelu Alportovy my3i a odpovida skutecné vzniku

detekovatelného poskozeni GBM.

Pfikald 10: Synergicky u&inek inhibitord TGF-Bl s bloka&nimi

¢inidly integrinu al.

Jak Je zobrazeno na obrazku ¢&. 3 matrice, kterd se
akumuluje v GBM a interstitumu jako funkce patogeneze
Alportova renadlniho onemocnéni =zahrnuje Fetézce kolagenu
al (IV) a wa2(IV), fibronektin a entaktin. Jak se ilustruje na
obrazku ¢&. 20 (prvni dvé drdhy kaZdého gelu) v Alportové
ledviné se indukuje mRNA kédujici kaZdy protein, coZ se

porovnava s normdlnimi kontrolnimi ledvinami. Injekce
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inhi%itor& TGF-B1l redukuje stupefl indukce (zobrazeno na obrazku
¢. 20 v poslednich dvou drahdch gelu). K tomu maZe dojit
nasledkem redukce ztludténi bazalni membrény pozorované u
Alportovy mySi Sv/J oSetfené inhibitory TGF-Bl (ilustruje se na

obrazku &. 11).

Tato podobnad sada northernovych blotd se uskutednila za
pouziti RNA ziskané z ledvin my&i s dvojitou mutaci, které se
bud neoSetfovaly a nebo se jim injekci aplikoval inhibitor
TGF-Bl. Byly to stejné mysi, jako se pouZivaly p¥i ziskavani
data prezentovanych na obrdzku &. 14. Protokol zavadé&ni 1léku
injekci se popisuje v pfikladu 7. Z dat uvedenych na obrazku
&, 21 ije evidentni, Ze aplikace inhibitor TGF-Bl podstatné
neméni mnoZstvi ﬁRNA kédujici matricové proteiny, coZ se
porovnava s kontrolou, které se injekce neaplikovaly, verzus
s my$i s dvojitou mutaci. KdyZ se k sonddm ptrid& inhibitor
Timp-3, dochédzi vSak ke znatelnému G&ink na expresi mRNA
kédujici metaloproteindzu (obrazek &. 21). Jak ije zFejmé
z drahy 1 a 2, dochazi ke =znatelné redukci exprese Timp-3
v ledvinach deseti tydennich neoSetfenych my$i s dvojitou
mutaci ve srovnani s kontrolni my3i (rozdil je devitin&sobny a
je zalozZeny na analyze zobrazeni fosforu). Tato redukce pf?i
expresi Timp-3 se pozorovala u mysi s dvojitou mutaci, kterym
se injekci =zavedl bud FK506 (drdhy 3 a 4) nebo rozpustny
receptor TGF-Bl (drdhy 5 a 6). Tento stejny G&inek na expresi
Timp-3 byl pozorovan u my$i Sv/J (obrazek &. 20, spodni tfada),
ktery ukazuje, Ze schopnost inhibovat supresi mRNA Timp-3 u
Alportovy my3i je vysledekm plsobeni inhibitorlt TGF-Pl spise

nez vysledkem dudlni inhibice integrinu o TGF-B1.

Funk&ni dbleZitost tohoto pozorovani Je zaloZena na
skutecnosti, Ze Timp-3 je moduldtorem matrixovych
metaloproteindz a naznaluje se, Ze je klidovym hradem p#i

homeostéze rendlni bazalni membrény a p¥i eliminaci homeostéazi
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pfi onemocnéni (popisuje se v publikaci Esposito et al.,
Kidney Int., 50: 506-514, 1996 a Elliot et al., J. Am. Soc.
Nephrol., 10: 62-68, 1999) . Redukce exprese inhibitoru
metaloproteindzy Timp-3 vede k odpovidajicimu zvySeni
metaloproteinazové aktivity. Takové zvySeni mlZe zpsobit
poskozeni  bazdlni membrdny, coZ vede k aktivaci TGF-B1
doprovazenou akumulaci matrice. P¥i poruSeni tohoto cyklu
dojde k opé€tnému vzniku homeostdzi bazalni membrany, ktera by
se mé&la projevit opétnému navozeni morfologie GBM, coZ
odpovidd tomu, co bylo pozorovadno (zobrazeno na obrazkach &.

11, 14 a 15).

Pfikald 11: Inhibice interstindlni fibrézy u mydi s dvojitou

mutaci oSetfenych inhibitory TGF-B1

Stanovila se dloha TGF-Bl p¥i pozitivni regulaci
matricovych proteind a p¥fi rendlni fibréze (popisuje se
v publikaci Yand et al., J. Am., Soc., Nephrol., 5: 1610-1617,
1994; Border and Ruoslahti, J. Clin. Invest., 90: 1-7, 1992).
V prfipadé myS$i s dvojitou mutaci se oddalila rendlni
interstindlni fibrdéza, ale v desetitydnech vé&ku se stava
Siroce roz$irenou a postupuje do konedného stiddia selhani
ledvin ve wvé&ku priblizné 15 tydnh. ZzZvifata, kterym se
aplikovaly inhibitory TGF-B1 se analyzovaly =za pouZiti t#i
markerl, které znaC¢i interstindlni fibrézu a vysledky se
porovnavaly s desetitydennimi zvifaty s dvojitou mutaci, které
se neofetfily inhibitory. Zvifatim se aplikovaly injekce podle
stejného protokolu jako se pouzivaly p?i vzniku obréazku &. 14
v prikladu 7. V pfripadé obrazka 22, 23 a 24 slouZi panel A
jako kontrola. Panel B na stejném obrdzku zndzoriuje dvojitého
mutanta a panel C je dvojity mutant oSetfeny s FK506 a panel D
znazoriuje dvojitého mutanta oSetfeného rozpustnym receptorem
TGF-B. V8echny tyto obrdzky reprezentuji 50-ti nasobné zvétdeni

renalniho kortexu. Na obrazku ¢&. 22 je zndzornéno Jonesovo
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barveni metenaminem st¥ibra, coZ je standardni histochemické
barveni matrice. Je evidentni, Ze 'matrice se akumuluje
v interstitiu renalniho kortexu \% heoéetfenYch mySich
(porovndva se panel B a A). Rendlni kortex pochizejici ze
zvirat oSetfenych bud inhibitorem TGF-Bl neni v3ak moZné
odlisit od kontrol, které indikuji malou nebo Za&dnou fibrézu.
BézZneé pouzZivané molekularni markery v pripadé rendlni
interstici&lni fibrézy zahrnuji kolagen typu I a fibronektin
(popisuje se v publikaci VYamamoto et al., Kidney Int., 45:
916-927, 1994). Obréazek ¢&. 23 znédzoriuje imunologické barveni
kolagenu typu I. Je Jjasné, Ze kolagen typu I se akumuluje
v interstitiu rendlniho kortexu neoSetfenych zvirat (porovnava
se panel B s kontrolnim panelem A). Na obrazku &. 23 panelech
B alé se zobrazuje relativni absence akumulace kolagenu typu I
v ledvinach z my3i s dvojitou mutaci oZet¥enou s FK506 nebo
s rozpustnym receptorem. Stejny scéndf se pouZil v pripadd
fibronektinu, ktery se v kortexu neoSetfenych dvojitych
mutantd (obrazek ¢. 24) vyskytuje v nadbytku a vé&t3iny kontrol
v renalnim  kortexu my3i, kterym se aplikovala injekce
inhibitord TGF-Pl (obrézek &. 24 panely C a D). Tato data
indikuji, Ze inhibitory TGF-Bl v kombinaci s bloka&nim Zinidlem
integrinu alfa 1 pfedchdzi (nebo oddaluji) intersticialni

fibrézu v modelu Alportovy mySi.
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PATENTOVE NAROKY
1. PouZiti inhibitoru receptoru integrinu a«lpl pro

vyrobu farmaceutického prostfedku pro léc&eni poruchy

ledvin.

2. Pouziti inhibitoru receptoru integrinu alPfl pro
vyrobu farmaceutického prostfedku pro lédeni
glomerulonefritidy, fibrose ledvin nebo obou té&chto

chorob.

3. PouZiti inhibitoru receptoru integrinu alpfl pro
vyrobu farmaceutického prostfedku pro léceni
glomerulonefritidy ledvin nebo fibrose ledvin, spojené s
Alportovym syndromem, IDDM nefritidou, mesangialni
proliferativni glomerulonefritiddu,
membranoproliferativni glomerulonefritidou, krescentickou
glomerulonefritidou, diabetickou nefropatii nebo

intersticidlni fibrézou ledvin.

4. Pouziti inhibitoru receptoru itegrinu alpl, ktery je
blokujicim &inidlem, ktery se vaZe na vazné misto pro
receptor integrinu alfl na povrchu ledvinovych bun&k pro
vyrobu farmaceutického prostfedku pro lédeni poruch

ledvin.

5. Pouziti latky, kterd blokuje vazné misto receptoru
integrinu alPfl na povrchu ledvinovych bun&k pro vyrobu
farmaceutického prostfedku pro oddédleni nastupu a/nebo
pro zpomaleni progrese alportova syndromu nebo

ledvinoveho onemocnéni u diabetikli, zavislych na

inzulinu.
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6. Pouziti latky, kterd blokuje vazné misto receptoru
integrinu alfl na povrchu ledvinovych bunék, pfidemZ tato
latka m& povahu peptidu, neutralizujici protiléatky nebo
proteolytického fragmentu, pro vyrobu farmaceutického
prostfedku pro oddéleni ndstupu a/nebo pro zpomaleni
progrese alportova syndromu nebo ledvinového onemocné&ni u

diabetikl, zavislych na inzulinu.

7. Pouziti latky, kterd blokuje vazné misto receptoru

integrinu alfl na povrchu ledvinovych buné&k, pfidemZ tato
latka ma& povahu proteinu ze skupiny laminin, fibronectin,
entactin a kolagen typu 4 pro vyrobu farmaceutického
prostfedku pro oddéleni nastupu a/nebo pro zpomaleni
progrese alportova syndromﬁ nebo ledvinového onemocnéni u

diabetikli, zAvislych na inzulinu.

8. Pouziti podle nékterého z ndrokli 1 a% 7, pf¥i némZ

farmaceuticky prostfedek rovnéZ obsahuje inhibitor

TGF-B1.

9. PouZiti podle ndroku 8, pf¥i némZ se inhibitor
receptoru integrinu «lfl a inhibitor TGF-Pl podava

soucasné nebo nésledné.

10. PouZiti podle naroku 8 nebo 9, pfi némZ se inhibitor

TGF-B1l ireverzibilné vaZe na TGF-Bl a inhibuje schopnost

této latky vazat se na receptor.

11. PouZiti podle ndroku 8 nebo 9, p¥i némZ inhibitorem
TGF-B1l je latka, kterd inhibuje schopnost TGF-Bl prevadét

signdly k jadru ledvinové bunky.
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12. PouZiti podle ndroku 11, p¥i né&mZ inhibitorem TGF-B1

je inhibitor kalcineurinu.

13. Pouziti latky, schopné vyvolat inhibici pF¥evodu
signdlu pfes receptor integrinu alBl ledvinové bufiky pro-
vyrobu farmaceutického prostfedku pro zpo#d&dni nastupu
a/nebo zpomaleni progrese Alportova syndromu nebo
ledvinového onemocnéni u diabetikfi, zavislych na

inzulinu.

14. PouZiti latky, sniZujici G¢innost TGF-Bl pro vyrobu
farmaceutického prostfedku pro lé&eni fibrézy ledvin,

pficemZ tento prostfedek je uren k poddvani nemocnym v
dobé inhibice receptorfl pro integrin alPl na ledvinovych

bunkach nemocného.

15. PouZiti podle naroku 14, p¥i ném? se uvedend latka
ireverzibiln& véZe na TGF-Bl a inhibuje schopnost této
latky vazat se na jeji receptor nebo vyvolava inhibici
schopnosti TGF-Bl prevadé&t signaly na jadro ledvinové

bunky.

16. PouZiti inhibitoru kalcineurinu pro vyrobu

farmaceutického prostfedku pro léceni fibrézy ledvin.

17. PouZiti podle naroku 12 nebo 16, pfi némZ je

inhibitorem kalcineurinu tacrolimus.

18. Pouziti latky, sniZujici G&innost TGF-Pl pro vyrobu

farmaceutického prost¥fedku pro omezeni hromad&ni matrice




79 :

na glomeruldrni bazdlni membrané GBM nemocného s

Alportovym syndromem.

19. My$i model, vhodny pro onemocnéni ledvin,
vyznacuijici s e t im, Ze jde o my$, kterad
neexprimuje v glomeruldrni bazdlni membrané normalni

slozeni kolagenu typu 4 a soulasné neexprimuje receptor

integrinu olfl.

20. My3i model podle naroku 30, vy zn a & u jici
S e t im, Ze jde o my3, ktera nezaclenuje do
glomerularni bazédlni membrény ¥et&zce kolagenu a3 (IV),

od (IV) a a5(1IVv).

21. Zplisob testovani ¢inidla, vhodného pro pouziti k
léCeni poruch ledvin, vy zn a & u jici s e

t 1 m, Ze se zkoumand latka podavad my&im podle nédroku 19
nebo 20.

22. Farmaceuticky prostfedek, vy z n a & u jici

s e t i m, Ze jako svou G&innou sloZku obsahuje

inhibitor receptoru integrinu 1Bl a inhibitor TGF-B1.

23. Farmaceuticky prost¥edek podle naroku 22,
vyznacuijici s e t i m, Ze jako inhibitor
receptoru integrinu alPl obsahuje latku, kterd se vaZe na

vazné misto pro receptor integrinu alBfl na povrchu

ledvinové bunky.

24. Farmaceuticky prost¥edek podle naroku 23,




vyznacdcuijici s e t i m, Ze jako inhibitor

receptoru integrinu alBfl obsahuje peptid, neutralizujici

protilatku nebo proteoliticky fragment.

25. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 24,
vyznacuijici s e t 1im, Ze jako peptid
obsahuje 9-mer proteinu ze skupiny laminin, fibronectin,

actin a kolagen typu 4.

26. Farmaceuticky prostfedek podle né&kterého z narokll 22
az 25, vyznadcuijici S e t 1 m, Ze se
inhibitor TGF-PBl ireverzibiln& vaZe na TGF-Pl a inhibuije

schopnost této latky vazat se na jeji receptor.

27. Farmaceuticky prostfedek podle né&kterého z narokt 22
az 25, vyznadcuijici s e t im, Ze jako
inhibitor TGF-PBl obsahuje latku, kterd inhibuje schopnost

TGF-B1l pfevadét signdly na jadro ledvinové buiiky.

28. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 27,
vyznacdcuijicli s e t i m, Ze jako inhibitor

TGF-Bl obsahuje inhibitor kalcineurinu.

29. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 28,
vyznacuijici s e t im, Ze jako inhibitor
kalcineurinu obsahuje tacrolimus.

Zastupuje:
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