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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lekarskych vied

Nazov diplomovej prace: Vplyv dlhodobého posobenia solubilného endoglinu na

markery endotelovej dysfunkcie v mySacej aorte
Autor diplomovej prace: Lenka Kalmanova

Veduci diplomovej prace: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Ciel’ prace: Ciel'om tejto diplomovej prace bolo identifikovat’ a nasledne vyhodnotit
expresiu markerov endotelovej dysfunkcie (ICAM-1, VCAM-1, P-selektin) v aortach
dvoch skupin transgénnych mysi. Kontrolnd a experimentdlna skupina mysi sa lisili

hladinou l'udského solubilného endoglinu.

Metody: Pre experiment boli pouziti 12 mesiacov stari samci mySaciecho kmena
CBAxCS57BL/6J, ktorym bola do organizmu vlozena geneticka informécia pre expresiu
I'udského sEng. Pomocou ELISA analyzy hladin sEng v plazme boli mysi rozdelené do
dvoch skupin - experimentidlna skupina (vysoké hladiny sEng) a kontrolna skupina
(nizke hladiny sEng). Obidve skupiny mysi boli kfmené Standardnou laboratdrnou
diétou pre hlodavce. Bola vykonand Western blot analyza adhéznych molekal ICAM-1,
VCAM-1 a P-selektin v mySacej aorte a nasledne ELISA analyza plazmatickych hladin
molekuly sVCAM-1. Hladiny celkového cholesterolu a triacylglycerolov boli stanovené

pomocou biochemickej analyzy.

Vysledky: Western blot analyza nepreukéazala signifikantné rozdiely v expresii
adhéznych molekul ICAM-1 a VCAM-1 medzi kontrolnou a experimentalnou (Sol-
Eng") skupinou mysi. V pripade adhéznej molekuly P-selektin doslo k signifikantne
nizSej expresii u Sol-Eng" skupiny oproti kontrolnej skupine jedincov. ELISA analyza
nepreukazala Statisticky vyznamny rozdiel v plazmatickej hladine molekuly sVCAM-1
medzi porovnavanymi skupinami myS$i. Biochemickd analyza hladin celkového

cholesterolu a TAG nepreukazala signifikantny rozdiel medzi sledovanymi skupinami.

Zaver: Vysledky ukazali, Ze vysoka hladina solubilného endoglinu nespdsobuje

signifikantné zvySenie expresie markerov endotelovej dysfunkcie ICAM-1, VCAM-1



v mySacej aorte. Zaroven sa preukdzalo, ze sposobuje signifikantné zniZenie expresie
markeru P-selektin. Na zaklade tychto vysledkov sa da usudit’, ze dlhodobé pdsobenie
sEng nevedie k rozvoju endotelovej dysfunkcie v mySacej aorte. Tento neoCakavany

zaver vSak bude potrebné overit’ aj d’alsSimi metodami.

Klucové slova: endotel, endotelovd dysfunkcia, VCAM-1, ICAM-1, P-selektin,

solubilny endoglin, Western blot



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Title of Diploma Thesis: Soluble endoglin effects on endothelial dysfunction

markers in mouse aorta
Author of Diploma Thesis: Lenka Kalmanova

Supervisor of Diploma Thesis: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Background: The aim of the presented diploma thesis was to identify and subsequently
evaluate the expression of endothelial dysfunction markers (ICAM-1, VCAM-1, P-
selectin) in aortas of two groups of transgenic mice. The difference between control and

experimental group was in the level of human soluble endoglin.

Methods: 12 months old male mice of transgenic strain CBAxC57BL/6J with inserted
genetic information for the expression of human soluble endoglin were utilized for the
experiment. The mice were divided into two groups - the experimental group (high
levels of sEng) and the control group (low levels of sEng) by ELISA analysis of levels
of sEng in plasma. Both groups of mice were fed with standard laboratory rodent diet.
Western blot analysis of adhesion molecules ICAM-1, VCAM-1 and P-selectin in
mouse aorta and subsequently ELISA analysis of plasma levels of sVCAM-1 molecule
were performed. Total cholesterol and triacylglycerol levels were demonstrated by

biochemical analysis.

Results: Western blot analysis showed no significant difference in the expression of
ICAM-1 and VCAM-1 adhesion molecules between the control and the experimental
(Sol-Eng") group of the mice. P-selectin adhesion molecule showed significantly lower
expression in the Sol-Eng" group compared to the control group. ELISA analysis did
not show statistically significant difference in plasma level of sVCAM-1 molecule
between the control and the Sol-Eng” group. Biochemical analysis of total cholesterol

and TAG levels did not show significant difference between the two groups.

Conclusions: Results revealed that the high level of soluble endoglin does not cause a

significant increase in the expression of endothelial dysfunction markers ICAM-1,



VCAM-1 in mouse aorta. Moreover, significant decrease in the expression of P-selectin
marker was demonstrated in Sol-Eng® group of mice. Based on these results it can be
concluded that long-term exposure to high levels of sEng does not induce endothelial
dysfunction in the mouse aorta. However, this unexpected conclusion will have to be

verified by other methods.

Keywords: endothelium, endothelial dysfunction, VCAM-1, ICAM-1, P-selectin,

soluble endoglin, Western blot



2.

3.

4.

TEORETICKA CAST

2.1 HiStOIOZIA CIBV ..eieeiiieiiieeiiie ettt tee et e e e e rae e s aeeesnbeeesnseeennseeenes
20101 ATEETIC et ettt nees
20120 VALY ettt ettt et
B T T L 1)1 USSR

B 2 1T [0 7<) PSPPSR
2.2.1 Fyziologicka funkcia endotelt ...........cccueeviiiiieniieeiiiiieeeceeeee e
2.2.1.1 Endotel a permeabilita............ccceevviieiiieiiieiieniieiiecie e
2.2.1.2 Endotel a regulacia cievneho tOnuUSU...........ccccvreviierieerieenieeieeie e
2.2.1.3 Endotel @ hemoOStazZa..........cccoueieiiiieiiieeiee e

2.2.1.4 Endotel a angiogeneéza............cceereiriiienieiiienie et
2.3 Endotelova dysfunkcia a aterogenéza ..............cceevvveeieenieeeiieenieeieenieeieenenens

2.4 Adhézne MOICKULY .....cocviiiiiiiieiiecie et
241 TCAME-T ittt ettt
2.4.1.1 Regulacia expresie ICAM-1 vo vztahu k endotelu............ccocceeeneeee.
242 VCAM-T ettt
2.4.2.1 Regulacia expresie VCAM-1 vo vztahu k endotelu...........cccceoveennee.
243 P-SCIEKEIN .ot

2.4.3.1 Regulacia expresie P-selektinu vo vztahu k endotelu .............ccccc.ece..e.

2.5 ENdOGHN oo e
2.5.1 Struktira endOGINU .........c.oveieeeeeeeeeeeeeeee e
2.5.2 Solubilny endoglin........coceiviiiiiriiiiiieie e

2.6 MySacie modely ateroSKIErOZY .........cccooviviiviiriiniiiiiicreccteeeceee e
2.6.1 Prehl'ad mySacich modelov aterosklerdzy.........coovvveevieeeiieeniiienieeeieeeee,

2.6.2 MysSaci model s vysokymi hladinami solubilné¢ho endoglinu ......................
2.7 WESEEIM DLOT ...

ZADANIE — CIEL; PRACE

EXPERIMENTALNA CAST

10

11

11
12
13
13

15
15
16
16
18
18

19

25
26
27
29
30
31

32
33
35

47

48



A1 POUZIE ZVIETALA coooeeieiiiiieieieieeeeeeeeeeee e 48

4.2 ELISA QNALYZA ...ooiiiiiiieiieeieeeeee ettt ettt st e snae e eneeens 48
4.3  Biochemickd analyza ...........ccccoeeeiiiiiiiiiicie et 49
4.4 Western blot analyza.........cceeeeiiieiiiiiiiiccie e 49
4.4.1 Homogenizacia a stanovenie koncentracie proteinu ...........cceeeveerveecveennennn. 49
4.4.2 GeElova eleKtroforeza ..........ccoovuiriieiiiiiiniiieeeeeee s 51
4.4.3 Prenos proteinov Na MEMDIANU ..........ccuveeruiieerieeeiieeeiieeeieeeereeesreeesereeeenes 55
4.4.4 Detekcia PrOteINOV....ccccuiiieeii et eeieeeeiee et et e e e rtae e e e s e e sreeessseeenns 56

5. VYSLEDKY uucuiuncrinscsssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 60
ST VARA ettt 60
5.2  Biochemickd analyza .........ccccoeoiiiiiiiiiiiiiiiee e 61
5.2.1 Biochemicka analyza hladin celkového cholesterolu............ccccoceeueennnnnnen. 61
5.2.2 Biochemicka analyza hladin triacylglycerolov .........c.cccccoevieriiiiienieenenne. 62

5.3 ELISA QNALYZA ..c.uiiiiiiiiicieee ettt s 62
5.3.1 ELISA analyza hladin SENgG........cccccoooiiiiiiiiiiiiiee e, 63
5.3.2 ELISA analyza hladin SVCAM-1....c.ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiniecccceeeeeeae 64

54  Western blot analyzZa ........ccceccvieeiiiiiieiiieiie e 64
5.4.1 Western blot analyza molekuly ICAM-1 ......ccccoooiieviiieiiieeieecee e 65
5.4.2 Western blot analyza molekuly VCAM-1 ........ccccooiiiiniiniiniiiiiieciicnene 66
5.4.3 Western blot analyza molekuly P-selektin ...........ccccoocerviniininiiniininicnnns 67

6. DISKUSIA ....cuuieitictrninninnnnesssissstssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 68
7. ZAVER....cescrnccnnne. 71
8. POUZITE SKRATKY 72
9. ZOZNAM TABULIEK 74
10. ZOZNAM OBRAZKOV 74
11. ZOZNAM GRAFOV 74

12.

POUZITA LITERATURA 76




1. UVOD

Kardiovaskuldrne ochorenia su v suCasnosti povazované za celosvetovo
najvyznamnejsiu pricinu mortality. Velky podiel na patogenéze tychto ochoreni ma

aterosklerdza, ktora vznika na podklade endotelovej dysfunkcie (Ghosh et al., 2017).

V minulosti bol endotel chapany len ako mechanicka bariéra oddel'ujuca stenu
cievy od krvi. Dnes sa vSak vie, Ze je aj metabolicky vel'mi aktivnym organom (Karasek
et al., 2004). Jeho funkcia je zaistovanad prostrednictvom uvolfiovania biologicky
aktivnych latok, ktoré maji vplyv napriklad na cievnu permeabilitu, cievny tonus,
hemostazu, fibrinolyzu ¢i angiogenézu (Cines et al., 1998; Deanfield et al., 2007,
Michiels, 2003). Posobenim roznych skodlivych faktorov moze dojst’ k naruseniu jeho

funkcie, ¢im dochadza k rozvoju endotelovej dysfunkcie (Ghosh et al., 2017).

Jednym z prejavov endotelovej dysfunkcie je zvySenie cievnej permeability, ktord
hrd zasadn Ulohu v rozvoji zapalového procesu. Pre zépalové reakcie je typicka
nadmernd expresia adhéznych molekal. Tie umozZiuji prichytenie leukocytov
k endotelu a ich nasledny prienik k miestu zapalu (Karetova, 2002). Povazujeme ich
teda, rovnako ako ich solubilné formy, za markery endotelovej dysfunkcie. V tejto praci
sme sledovali expresiu adhéznych molekal ICAM-1, VCAM-1, P-selektin a hladinu
solubilnej formy VCAM-1 u dvoch skupin transgénnych mysi.

Na zéklade S§tadii zaoberajucich sa kardiovaskuldrnymi ochoreniami spojenymi
s endotelovou dysfunkciou sa zistilo, Ze na poSkodeni endotelu sa médZe podielat
molekula solubilny endoglin. Ide o solubilnii formu transmembranového glykoproteinu
endoglinu, pridatného receptora TGF-f signalizatnej kaskady (Strasky et al., 2011).
Utinky endoglinu a jeho solubilnej formy sii povazované za protichodné. Predpoklada
sa, Ze sEng je zodpovedny za naruSenie TGF-f signalizacie, €o je spajané s rozvojom

dysfunkcie endotelu (Ruiz-Remolina et al., 2017).

Téme vplyvu dlhodobého pdsobenia solubilného endoglinu na markery

endotelovej dysfunkcie je venovana aj tato praca.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Histologia ciev

Systém krvnych ciev zaistuje rozvod krvi vtele aplni doélezitat tulohu v
udrziavani homeostéazy (Cihak er al., 2016; Tortora and Derrickson, 2011). Medzi
zékladné typy krvnych ciev patria artérie (tepny), ktorych ulohou je viest krv smerom
zo srdca. Tie sa vetvia v stale tenSie arterioly a tie prechadzaji v kapilary (vlasoc¢nice).
Kapilary si mikroskopické cievy, ktoré spajaju arteridlny prietok s venéznym. Vény
(zily) vedu krv spét’ do srdca, td je do nich privadzand z najtenSich zil nazyvanych

venuly (Tortora and Derrickson, 2011).

Stenu krvnych ciev tvoria tri vrstvy (vid. Obrazok ¢. 1), ato vnutorna vrstva
tunica intima (tunica interna), strednd vrstva funica media a vonkajSia vrstva tunica
adventitia (tunica externa) (Cihék et al., 2016; Tortora and Derrickson, 2011; Tucker
and Mahajan, 2018; Van de Graaff, 2000). OdliSnosti vich Struktare koreluji
s rozdielmi vo funkcii jednotlivych sekov cievneho rie€iska (Tortora and Derrickson,

2011).

Tunica intima tvori vnltornu vystelku krvnych ciev a je teda v priamom kontakte
s krvou, ktora pradi v lumen cievy (Tucker and Mahajan, 2018). NajvnuatornejSia cast’
tejto vrstvy sa nazyva endothelium (endotel). Je to tenka vrstva plochych buniek, ktoré
pokryvaji vnutorny povrch vSetkych ciev. Endotelové bunky aktivne participuja
v modulécii prietoku krvi prostrednictvom sekrécie lokdlne posobiacich chemickych
mediatorov, ktoré¢ ovplyviiuju vazodilaticiu ¢i vazokonstrikciu cievy (Tortora and
Derrickson, 2011), trombogenézu a fibrinolyzu, aktivaciu ¢i inhibiciu bunkovych
elementov krvi (Karetova, 2002). NavySe, ich hladky lumindlny povrch ul’ahuje
efektivny krvny prietok (Tortora and Derrickson, 2011). Endotel teda netvori len
bariéru, ktord oddeluje stenu cievy od krvi, ale je i metabolicky vel'mi aktivnym
organom s mnozstvom fyziologickych funkcii (Karasek et al, 2004). Druhym
komponentom vrstvy funica intima je bazalna membrana, ktorej zdkladnt kostru tvoria
kolagénne vlakna zabezpecujuce pruznost’. Predstavuje fyzicka podporu pre epitelova
vrstvu. Hranicu medzi vrstvami tunica intima a tunica media tvori lamina elastica

interna, ktora je tvorend elastickymi vldknami (Tortora and Derrickson, 2011).
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Tunica media je vrstva, ktorad vykazuje najvicsie odliSnosti v ramci jednotlivych
typov ciev. Vo vVicSine ciev je to relativne hruba vrstva obsahujuca hlavne
hladkosvalové bunky, ktoré reguluji priemer /lumen cievy (Tucker and Mahajan, 2018),
na zaklade coho dochadza bud’ k cievnej vazokonstrikcii alebo k vazodilatacii (Tortora
and Derrickson, 2011; Van de Graaff, 2000). Dalej obsahuje elastické a kolagénne
vlakna (Cihak et al., 2016; Tortora and Derrickson, 2011). Hranicu medzi vrstvami
tunica media a tunica adventitia tvori lamina elastica externa (Tortora and Derrickson,

2011).

Tunica adventitia pomaha upevnovat cievy k okolitému tkanivu. Pozostava
z elastickych 1kolagénnych vldkien a prebiehaju tu autondémne nervy (Tortora and
Derrickson, 2011; Tucker and Mahajan, 2018). Kyslik a vyzivu pre steny ciev (hlavne
pre cievy vicSieho priemeru) privadza tzv. vasa vasorum. S to slabé cievy, ktoré

pozdizne prebiehajii v cievnych stenach (Cihak et al., 2016).

2.1.1 Artérie

Artérie su cievy, ktoré vedu krv smerom zo srdca (Tortora and Derrickson, 2011;
Van de Graaff, 2000). NajsilnejSou vrstvou ich cievnej steny je tunica media. Na
zaklade toho, ¢i v nej prevazuje elasticka alebo svalova zlozka, delime artérie na
elastické a svalové. Vel'ké tepny, ako napriklad aorta, su elastického typu. Naopak,
s vetvenim tepien na mensie cievy pribuda svalova zloZka a tieto tepny radime medzi
artérie svalové. U stredne velkych artérii je elasticka asvalovad zlozka v rovnovahe

(Cihék et al., 2016).

Elastické artérie plnia doleziti funkciu. Pri systole su schopné sa rozpinat
anaopak pri diastole st schopné vratit sa do povodného stavu. Tym dochadza ku
kontinudlnemu prudeniu krvi, zachytdvaniu systolického vzostupu tlaku a zaroven
zabezpeduju rovnomernejsie pridenie krvi (Cihak et al., 2016; Tortora and Derrickson,
2011; Van de Graaff, 2000). Tento typ artérii ma dobre vyjadrent lamina elastica

interna 1 lamina elastica externa (Tortora and Derrickson, 2011).

Svalové artérie maju taktiez dobre vyjadrent lamina elastica interna, ale lamina
elastica externa je utohto typu tepien tenkd. V porovnani s elastickymi artériami, ich

cievna stena zaplia vicsie percento celkového priemeru cievy. Pre svalové artérie je
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typické vyraznejSia vrstva tunica adventitia, ktora obsahuje fibroblasty, kolagénne

a elastické vlakna longitudinalne orientované (Tortora and Derrickson, 2011).

Artérie sa vetvia v arterioly. Tie tvori endotel atenka vrstva hladkosvalovych
buniek. Typicka je pre ne silna cievna stena a maly priesvit (Cihak ef al., 2016). Majt
tenku vrstvu tunica intima s taktieZ tenkou, fenestrovanou lamina elastica interna, ktora
sa na distalnom konci vytraca (Tortora and Derrickson, 2011). Arterioly prechadzaja

v prekapilary a napajaju sa na kapilarne rie¢isko (Cihék et al., 2016).

2.1.2 Vény

Vény su cievy, ktoré vedu krv spét’ do srdca. Krv je do nich privadzané z malych
a tenkych zil nazyvanych venuly. Zasadnym rozdielom v stavbe artérii a zil je hrubka
ich cievnej steny v pomere k priemeru cievy (Van de Graaff, 2000). Priemerna hriibka
steny Zily je menej ako jedna desatina jej priemeru (Tortora and Derrickson, 2011).
Tunica media 7il je tensia a obsahuje menej hladkosvalovych buniek ako tunica media
artérii (Cihak et al., 2016; Van de Graaff, 2000). Podobne aj tunica intima je
v porovnani s artériami, u vén tensia. Ich najSirSou vrstvou je tunica adventitia, ktora
pozostava zkolagénnych a elastickych vlékien. Dal$im rozdielom medzi tepnami
a zilami je chybajuca lamina elastica interna a lamina elastica externa u zil (Tortora

and Derrickson, 2011).

V porovnani s artériami je objem Zilného rieCiska asi trojndsobne vyssi.
Priemerny tlak v Zilach je 5-20 mmHg, pricom arteridlny tlak dosahuje okolo 100
mmHg (u aorty az 140-150 mmHg). Pohonu krvi vo vénach pomahaju tzv. valvulae
venosae (zilné chlopne) (Cihak et al., 2016; Van de Graaff, 2000). Ide o vybezky
intimy, ktoré st pokryté endotelom a wvnutri vystuZzené vizivom. Ich mnoZstvo

a vzdialenost’ sa u jednotlivych il 1ii (Cihak et al., 2016).

2.1.3 Kapilary

Kapilary spdjaju venodzne a arteridlne rieCisko. Tok krvi z metarterioly cez
kapilary do postkapilarnych ventl sa nazyva mikrocirkuldcia a predstavuje vyznamni
stucast krvného obehu. Spojenie medzi metarteriolou a kapildrami tvoria prstence

vldkien hladkého svalstva, ktoré sanazyvaju prekapilarne sfinktery. Hraji dolezita
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ulohu v kontrolovani prietoku krvi cez kapilary (Gutterman et al., 2016; Tortora and
Derrickson, 2011). Primarnou funkciou kapilar je vymena latok medzi krvou
a intersticidlnou tekutinou (Gutterman et al., 2016). Ich mnoZstvo =zavisi na
metabolickej aktivite daného tkaniva. Tkanivd s vysokymi metabolickymi
poziadavkami (napr. mozog, pecen ¢i oblicky) st typické rozsiahlou siet'ou kapilér, na
rozdiel od tkaniv s niz§imi metabolickymi poziadavkami (napr. Slachy ¢i vézy). Tieto
cievy neobsahuju vrstvy tunica media a tunica adventitia. St tvorené len jednou vrstvou

endotelovych buniek a bazalnou membranou (Tortora and Derrickson, 2011).

Miestami na kapilaru priliehaju tzv. pericyty (Armulik ef al., 2011), ktorym sa
hovori aj Rougetove bunky podla ich objavitel'a, francizskeho anatéma a histologa,
Charlesa Rougeta (Cihak er al, 2016). Tvori ich bunkové telo s jadrom, malym
obsahom cytoplazmy a niekol’kymi vybezkami, pomocou ktorych obopinaju kapilaru.
Priamym fyzickym kontaktom a parakrinnymi signalizatnymi cestami komunikuji
s endotelovymi bunkami a plnia dolezité metabolické, signalizacné a mechanické ulohy

(Attwell et al., 2016; Bergers and Song, 2005).

Obrazok ¢. 1 - Morfologicka stavba krvnych ciev

Tunica intima
Endothelium
Subendothelial layer
Internal elastic membrane

Tunica media

External elastic membrane
Tunica externa

Basement membrane
Endothelial cells

Capillary
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Obrazok zobrazuje morfologicki stavbu ciev. Na lavej strane obrdazku je zobrazena stavba
artérie (artery), na pravej strane stavba Zily (vein) a v spodnej casti obrazku stavba kapilary
(capillary). Tunica intima - vnutorna vrstva, endothelium - endotel, subendothelial layer -
subendotelova vrstva, internal elastic membrane - vautorna elasticka membrana, tunica media -
strednd vrstva, external elastic membrane - vonkajsia elasticka membrdna, tunica externa -
vonkajsia vrstva, valve - chloprnia, lumen - priesvit cievy, capillary network - kapilarna siet,

basement membrane - bazalna membrana, endothelial cells - endotelové bunky.

Prevzaté a upravené z: The Cardiovascular System: Blood Vessels [online]. Dostupné z:

<https://anatomyandphysiologyi.com/cardiovascular-system-blood-vessels/> [2019-03-02]

2.2 Endotel

Endotel je tvoreny jednou suvislou vrstvou buniek, ktoré pokryvaji vnutorny
povrch krvnych a lymfatickych ciev (Cihék et al., 2016; Karasek et al., 2004; Karetova,
2002; Tortora and Derrickson, 2011; Van de Graaff, 2000). Pre endotelové bunky je
typicky nepravidelny, podlhovasty tvar. Ako uz bolo uvedené, endotel nie je len
bariérou, ktora oddel'uje cievnu stenu od krvi, ale je aj metabolicky vel'mi aktivhym

organom s mnozstvom fyziologickych funkcii (Karések et al., 2004).

Endotel predstavuje endokrinny orgédn nevyhnutny pre udrzanie homeostazy
v celom organizme. Funguje prostrednictvom Sirokého spektra signalizacnych molekul
(Bernatova et al., 2014). Je vysoko dynamicky a nepretrZite reaguje na rézne zmeny
v mechanickych ¢1 biochemickych stimuloch (Kerr ef al., 2011). Senzoricka aktivita
jednotlivych endotelovych buniek je obmedzena, avSak vdaka ich vzajomne;j
komunikacii aneustdlemu zdielaniu informdcii medzi sebou, je zabezpecena

mimoriadna senzorickd schopnost’ endotelu (McCarron et al., 2017).

2.2.1 Fyziologicka funkcia endotelu

Funkcia endotelu je zaistovana prostrednictvom uvolfiovania biologicky
aktivnych latok, ktoré maju vplyv napriklad na permeabilitu, cievny tonus, hemostazu,

fibrinolyzu ¢1 angiogenézu (Cines et al., 1998; Deanfield ef al., 2007; Michiels, 2003).
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2.2.1.1 Endotel a permeabilita

Medzi najvyznamnejSie homeostatické funkcie endotelu patri regulacia vymeny
latok medzi krvou a okolitymi tkanivami. Endotel predstavuje semipermeabilnu bariéru
medzi krvou a okolitym tkanivom a reguluje prestup bunkovych inebunkovych
elementov. Nebunkové krvné komponenty prestupuju paraceluldrne ¢i transcelularne.
Krvné elementy - leukocyty pre svoj prestup vyzaduji adhéziu na povrch endotelu,
pricom vyuzivaju adhézne molekuly, ktoré endotel exprimuje na svojom povrchu.
Medzi tieto adhézne molekuly patri napriklad vaskularna bunkova adhézna molekula-1
(VCAM-1), intercelularna adhézna molekula-1 (ICAM-1), dostickova endotelova
adhézna molekula-1 (PECAM-1) ¢i E-selektin (Félétou, 2011; Karasek et al., 2004).
Prestup leukocytov cez stenu cievy sa nazyva diapedéza a prave adhézia leukocytov na
povrch endotelu predstavuje prvy krok tohto viacstupiiového procesu (Rajendran et al.,
2013). Interakcie medzi leukocytmi a vaskularnym endotelom prispievaji k imunitnej
odpovedi, reparacii ran, ako aj k rozvoju akatneho a chronického zapalu (Félétou, 2011;

Karasek et al., 2004).

2.2.1.2 Endotel a reguldcia cievneho tonusu

Dalsou dolezitou funkciou endotelovych buniek je regulicia prietoku krvi
anapitia cievnej steny (Rajendran et al., 2013). Ich stimulacia horménmi,
neurotransmitermi, pdsobkami odvodenymi =z krvnych dosti¢iek a koagula¢ného
systému vedie k uvolflovaniu substancii, ktoré posobia ako relaxacné faktory (Karetova,
2002). Prikladom je oxid dusnaty (NO). Tento endogénny vazodilatator, ktory
produkuju anésledne ako odpoved na rdzne fyziologické i patofyziologické zmeny
uvolnujii endotelové bunky, spOsobuje prostrednictvom solubilnej guanylatcyklazy
relaxaciu hladkého svalstva ciev (Pirahanchi and Brown, 2018). NO je syntetizovany
z L-argininu pomocou NO syntazy (Daff, 2010; Oliveira-Paula et al., 2016; Stuehr and
Vasquez-Vivar, 2017). NajdolezitejSou izoformou NO syntdzy je endotelovda NO
syntaza (eNOS), ktora je kodovand génom NOS3 (Oliveira-Paula et al, 2016).
Vazodilatitor NO inhibuje expresiu adhéznych molekal endotelu, apoptozu
endotelovych buniek, adhéziu a agregaciu trombocytov a taktieZ svojim protizapalovym
posobenim inhibuje proliferativne procesy v cievnej stene (Kardsek et al, 2004;

Karetova, 2002).
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Dal$ou vazodilatane posobiacou latkou produkovanou endotelom je prostacyklin
(PGL) (Karasek et al., 2004; Karetova, 2002; Kerr at al, 2011). Je produktom
metabolizacie kyseliny arachidonovej pomocou enzymu cyklooxygenaza (COX).
Napriek tomu, ze endotelové bunky konstitutivne exprimuju COX-1 izoformu tohto
enzymu, je zndme, ze vaskularny PGI; je generovany hlavne prostrednictvom izoformy
COX-2 (Brock et al., 1999; Toniolo et al., 2013). Okrem toho, Ze tento vazodilatator
pOsobi relaxacne, pdsobi aj ako vyznamny inhibitor agregacie trombocytov (Moncada et

al., 1977).

Tretim relaxatnym faktorom je endotelovy hyperpolariza¢ny faktor (EDHF). Jeho
hlavné funkcia je pravdepodobne dilaticia ciev v koronarnom rie€isku (Karasek et al.,

2004). Uvedené substancie NO, PGl a EDHF posobia synergicky (Karetova, 2002).

Okrem produkcie vazodilatacnych faktorov, endotel pre zachovanie rovnovahy
produkuje i faktory vazokonstrikéné (Rajendran et al., 2013). Prikladom je peptid
endotelin-1 (ET-1) a vazokonstrikéné prostanoidy — prostaglandin H», tromboxan A;
(TXAz). ET-1 ma okrem vazokonstrikéného posobenia aj prozépalové a promitogénne
vlastnosti. Jeho syntézu stimuluje napriklad trombin (aterogénny protein) ¢i oxidované
lipoproteiny s nizkou denzitou (oxLDL) (Karasek et al, 2004; Karetova, 2002).
Prostanoidy prostaglandin H> a TXA> pdsobia antagonisticky vo¢i NO prostrednictvom
aktivacie tromboxanovych receptorov dosticiek a cievnej hladkej svaloviny (Karetova,

2002).

Vazokonstrikéne posobi aj konverzia angiotenzinu I na angiotenzin II na povrchu
endotelu, ¢im dochéddza k degradacii vazodilatacne posobiaceho bradykininu (Igic and
Skrbic, 2014; Qu et al., 2015). Tieto substancie pdsobia predovsetkym lokélne, ale do
uritej miery mézu vykazovat iuCinky systémové apodielat’ sa tak na regulacii

arterialnej Struktiry a remodelacie (Deanfield et al., 2007).

Z uvedeného vyplyva, Ze modulacia cievneho tonusu prostrednictvom endotelu je
vysledkom produkcie auvolfiovania vazodilatatorov (NO, PGl,, EDHF),
vazokonstriktorov (ET-1, prostanoidy) a konverzie angiotenzinu I na angiotenzin II na

povrchu endotelu (Deanfield et al., 2007; Mombouli and Vanhoutte, 1999).
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2.2.1.3 Endotel a hemostaza

Endotel ma klIi¢ova tlohu pri zabezpeCovani spravnej hemostatickej rovnovahy.
Za fyziologickych podmienok endotelové bunky zabrafuji vzniku trombodzy
prostrednictvom réznych antikoagulaénych a protidostickovych mechanizmov. Tieto
bunky maji zaroven ddlezité miesto vo vSetkych hlavnych hemostatickych drahach
vyvolanych vaskularnym poskodenim a limituju tvorbu zrazenin v oblastiach, kde je
potrebna hemostdza pre obnovenie cievnej integrity (Rajendran et al., 2013).
V prevencii trombdzy sa endotel z velkej Casti uplatiiuje prostrednictvom uvolfiovania

uz uvedenych vazodilatdtorov NO a PG> (Karetova, 2002; Kerr et al., 2011).

Naviac, endotelové bunky syntetizuju glykoprotein nazyvany von Willebrandov
faktor (VWF), ktory je skladovany vo Weibel-Paladeho telieskach. Jeho uvolnenie
sposobuje napriklad trombin ¢i histamin prostrednictvom zvySenia cytosolickej
koncentracie vapenatych i6nov, ale aj iné faktory ako napriklad hypoxia. Glykoprotein
vWF sposobuje agregaciu krvnych dosti¢iek a nésledne stabilizuje koagula¢ny faktor
VIII (Vischer, 2006). Jeho zvySena expresia, podobne ako zvySend expresia

tkanivového faktoru, navodzuje protrombogénny stav (Karasek et al., 2004).

Dalej sa na riadeni hemostazy vyznamne podielajii faktory ako napriklad uz
uvedeny TXA; ¢i trombomodulin. Trombomodulin je protein exprimovany endotelom,
komplex trombomodulin-trombin inhibuje koagulaciu (Karasek et al., 2004). Endotel
naviac kontroluje aj fibrinolyzu prostrednictvom uvolfiovania tkanivového aktivatoru
plazminogénu, ¢o umoziuje transformaciu plazminogénu na plazmin, ktory Stiepi
molekuly fibrinu (Nordt and Bode, 2000; Yakovlev and Medved, 2018). Tkanivovy
aktivator plazminogénu moéze byt inhibovany svojim inhibitorom, ktory sa nazyva
inhibitor plazminogénového aktivatoru a tiez je syntetizovany endotelom (Larsson et

al., 2016).

Pre spravnu funkciu cievneho rieCiska musi byt zachovand rovnovdha medzi

prokoagula¢nymi a antikoagulacnymi faktormi (Rajendran ef al., 2013).

2.2.1.4 Endotel a angiogenéza

Endotel zohrava ulohu aj pri angiogenézi. Tento proces sprostredkiivaju rastové

faktory ako napriklad vaskularny endotelovy rastovy faktor, dostickovy rastovy faktor
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¢i transformujuci rastovy faktor-beta (TGF-B). Ide o mitogény stimulujice rast
hladkosvalovych buniek, ¢o vedie k hypertrofii cievnej steny. Na druhej strane,
dolezitym antimitogénom je NO, ktory zabranuje hypertrofii steny cievy tym, Ze

proliferaciu hladkosvalovych buniek inhibuje (Karasek et al., 2004).

2.3 Endotelova dysfunkcia a aterogenéza

Endotelovt dysfunkciu chapeme ako komplexné poskodenie funkcie endotelu. Ide
o multifaktoridlny proces, ktory je asociovany s vyskytom ochoreni, ako napriklad
arteridlna hypertenzia, chronické srdcové =zlyhévanie, ischemicka choroba srdca,
komplikacie ochorenia diabetes mellitus ¢i chronicka rendlna insuficiencia (Bernatova
et al., 2014; Endemann and Schiffrin, 2004; Hadi et al., 2005; Rajendran et al., 2013).
Medzi rizikové faktory asociované s poSkodenim endotelovej funkcie patri fajcenie,
obezita, starnutie, hypercholesterolémia, hypertenzia ¢i hyperglykémia (vid’. Obrazok ¢.

2) (Gokce et al., 2002; Libby et al., 2002; Sorensen et al., 1994; Steinberg et al., 1996).

Z predchadzajucich podkapitol vyplyva, Ze pre spravnu funkciu endotelu je
nevyhnutnd rovnovdha medzi vazodilatacnymi a vazokonstrikénymi faktormi,
prokoagulaénymi a antikoagulaénymi ¢initelmi 1rovnovdha medzi inhibitormi
a promotormi rastu. Endotelova dysfunkcia predstavuje stav, ktory je charakterizovany
prave naruSenim tejto rovnovahy (Karetovd, 2002). Ide o posun k Cinitelom
prozapalovym, proliferativnym a prokoagulacnym (Anderson, 1999; Daiber et al., 2017,
Rajendran et al., 2013). Prejavuje sa zvySenou cievnou permeabilitou, sklonom
k vazospazmu, nedostatocnou inhibiciou subendotelovej proliferacie a tendenciou

k tromboze (Karasek et al., 2004).

Vyznamnu Ulohu v rozvoji endotelovej dysfunkcie méa oxidativny stres, teda
nerovnovaha medzi antioxidacnou kapacitou a mnoZstvom volnych radikalov
(Rajendran et al., 2013). Nasledkom toho dochadza k znizeniu dostupnosti NO,
k zvySeniu vaskuldrnej permeability a k podpore adhézie leukocytov (Lum and
Roebuck, 2001; Rajendran et al., 2013). ZniZzenim dostupnosti NO dochadza
k poskodeniu vazodilataénej schopnosti endotelu. Ide o kl'icovy prejav endotelovej

dysfunkcie (Anderson, 1999; Lerman and Burnett, 1992).
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Endotelova dysfunkcia vyustuje v chronicky zapalovy proces charakteristicky uz
spominanym zvySenim vazokonstrikénych a protrombotickych faktorov, ¢o zvysuje
riziko kardiovaskularnych prihod (Bonetti et al., 2003). Predchddza vzniku
aterosklerotickych 1ézii a zaroven prispieva ku klinickej manifestacii ateroskler6zy

(Bonetti et al., 2003; Daiber et al., 2017; Hadi et al., 2005; Sorensen et al., 1994).

Poskodeny endotel je zodpovedny za prienik aterogénnych lipidov i za zvySenu
expresiu adhéznych molekal (ICAM-1, VCAM-1, P-selektin ¢i E-selektin) a produkciu
cytokinov. Tym umoznuje kumuldciu monocytov v stene cievy. Tie sa menia na
makrofagy, ktoré po pohlteni oxLDL castic tvoria penové bunky, Co vedie k tvorbe
tukovych pruzkov. Tukové prazky su prvou rozpoznatelnou aterosklerotickou 1éziou.
Mozu regredovat’, ostat’ statické ale moze dojst’ aj k ich progresii. Ich extracelularnym
rastom vznikd lipidové jadro. Dochadza k proliferacii buniek hladkého svalstva, ich
migrécii do subendotelovych priestorov a tvorbe extracelularneho véziva. Formuje sa
tzv. fibrézna Ciapocka. Ako nasledok tychto dejov sa mdze klinicky manifestovat’ sklon
k vazospazmom (napr. mikrovaskularna angina pectoris) (Cockerill and Xu, 2011;

Féabryova, 2009; Karasek et al., 2004; Karetova, 2002).

V pokrocilych fazach ateroskler6zy dochadza ku kumulécii lipidov v lipidovom
jadre, €o je nasledované apoptézou penovych buniek. Rastie lipidové jadro a rozvija sa
ateroskleroticky plat (vid. Obrazok ¢. 3). Nasledne moze dojst’ k jeho ruptire az
uplnému uzavretiu tepny. Podiela sa na tom nedostato¢na produkcia vazodilatatorov
(NO, PGD) azvySena expresia vVWF a tkanivového faktoru (Cockerill and Xu, 2011;
Fabryova, 2009; Karések et al., 2004; Karetova, 2002).
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Obrazok ¢. 2 - Schéma vzniku aterosklerozy

Hypertension Dyslipidemia
Smoking Obesity

Diabetes Aging

T~

Oxidative stress

¥

Endothelial dysfunction
Reduced NO bioavailability

Leukocyte adhesion & Platelet aggregation &
inflammation thrombosis

Lipid deposition Vasoconstriction

Vascular smooth
muscle cell proliferation

h 4

Progression of atherosclerosis and cardiovascular disease

Na obrazku je zobrazend progresia od rizikovych faktorov endotelovej dysfunkcie (diabetes -
diabetes, smoking - fajcenie, hypertension - hypertenzia, dyslipidemia - dyslipidémia, obesity -
obezita, aging - starnutie) az po vzmnik aterosklerozy. Tato progresia je sprostredkovand
oxidativnym stresom (oxidative stress) a rozvojom endotelovej dysfunkcie (endothelial

dysfunction).

Reduced NO bioavailability - znizend biodostupnost oxidu dusnatého, leukocyte adhesion &
inflammation - adhézia leukocytov & zapal, lipid deposition - ukladanie lipidov, vascular
smooth muscle cell proliferation - proliferacia vaskularnych hladkosvalovych buniek,
vasoconstriction - vazokonstrikcia, platelet aggregation & thrombosis - agregdcia dosticiek &
tromboza, progression of atherosclerosis and cardiovascular disease — progresia aterosklerozy

a kardiovaskularneho ochorenia.

Prevzaté z: Endothelial Dysfunction: Clinical Implications in Cardiovascular Disease and

Therapeutic Approaches (Park and Park, 2015).
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Obrazok & 3 - Rozdiel medzi zdravou a aterosklerozou poskodenou cievou

normal human artery narrowed by
atherosclerotic

plague

damaged
endothelium

smooth
muscle cells

fibrous

cap
macrophages
transformed lipids, calcium,
smooth muscle into foam cells cellular debris

® 2010 Encyclopzedia Britannica, Inc.

Na lavej strane obrazku je zobrazend neposSkodend ludska atéria (normal human artery).

Endothelium - endotel, smooth muscle - hladky sval.

Na pravej strane obrazku je zobrazend artéria ziZend aterosklerotickym pldtom (artery
narrowed by atherosclerotic plaque). Damaged endothelium - poskodeny endotel; smooth
muscle cells - hladkosvalové bunky; fibrous cap - fibrozna ciapocka; macrophages transformed
into foam cells - makrofagy premenené na penové bunky; lipids, calcium, cellular debris —

lipidy, vapnik, bunkové ulomky.

Prevzaté aupravené z: Atherosclerosis. Encyclopaedia Britannica [online]. Dostupné z:

<https://www.britannica.com/science/atherosclerosis> [2019-03-09]

2.4 Adhézne molekuly

Adhézne molekuly su bunkové povrchové Struktiry, ktoré sprostredkuju
interakcie medzi bunkami alebo medzi bunkami a extracelularnou hmotou
(extracelularnou matrix). Tieto interakcie vedt k vzajomnému prilnutiu buniek, cize
k adhézii. Bunkové adhézne molekuly (CAMs) patria medzi transmembranové
glykoproteiny. Podiel’aju sa na fyziologickych a patologickych procesoch, ako napriklad

diferenciacia, proliferacia, apoptdza, angiogenéza ¢i zapalové procesy (Golias et al.,
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2007; Hua, 2013; Ohene-Abuakwa and Pignatelli, 2000; Windisch et al., 2019).
Doélezita tlohu hraji v imunitnej odpovedi organizmu, nakol'’ko umoziuju prichytenie
leukocytov k endotelu a tym ich nésledny prienik k miestu zépalu (Karetova, 2002).
Expresia konkrétnych CAMSs, ako napriklad ICAM-1, VCAM-1, P-selektin ¢i E-
selektin, je v oblastiach zapalu lokalne indukované alebo zosilnend. Su teda dobrymi
markermi endotelovej dysfunkcie. Up-regulacia alebo nadmernd expresia CAMs je
typicka pre mnohé zapalové ochorenia, ¢i uz kardiovaskularneho systému (vid’. tvorba
aterosklerotického platu - podkapitola 2.3), koze, obliCiek, gastrointestinalneho traktu,

mozgu alebo pecene (Bloemen et al., 1995; Koning et al., 2002).

CAMs delime na zéklade rozdielov v ich Struktire do Styroch hlavnych skupin:
kadheriny, selektiny, integriny aadhézne molekuly imunoglobulinového typu

(Windisch et al., 2019).

Selektiny (P-selektin, E-selektin, L-selektin) a ich ligandy (hlavne P-selektinovy
ligand) sa podielaji na rolovani a prilnuti leukocytov k endotelu. Adhézne molekuly
imunoglobulinového typu (ICAM-1, VCAM-1) ako aj niektoré integriny indukuji
pevnu adhéziu leukocytov k cievnemu povrchu. K aktivacii integrinov exprimovanych
na povrchu leukocytov dochadza prostrednictvom chemokinov. Nésledne pomocou
PECAM-1 dochédza k ich extravazacii cez endotel do subendotelového priestoru (vid'.
Obrazok ¢. 4) (Blankenberg et al., 2003; Lawson and Wolf, 2009; Oettgen and Broide,
2012).

Tato diplomova praca je zamerana na adhézne molekuly imunoglobulinového
typu, konkrétne ICAM-1 a VCAM-1 a molekulu zo skupiny selektinov - P-selektin. Ich

lokalizécia a funkcia je zhrnutd v Tabulke €. 1.
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Obrazok ¢ 4 - Prestup leukocytov cez endotel do subendotelového priestoru

Sialylated carbohydrate
E-selectin ligand

Schéma znazornuje prestup leukocytov do subendotelového priestoru za pomoci adhéznych
molekul. V lavej Casti obrazku je zndazorneny cirkulujici leukocyt (leukocyte), ktory sa spociatku
viaze k endotelu (endothelium) pomocou selektinov aich ligandov. V strednej casti je
znazornend pevnd vizba (adhézia) leukocytu k endotelu prostrednictvom integrinov (omfs, oifs>
a a4f;) a molekul imunoglobulinového typu (ICAM-1, VCAM-1). V pravej casti obrdzku je

vidiet transendotelovu migrdciu leukocytu za pomoci molekuly PECAM-1.

Sialylated carbohydrate E-selectin ligand - sialylovany karbohydratovy E-selektinovy ligand,
PSGL-1 - P-selektinovy glykoproteinovy ligand-1, L-selectin - L-selektin, P-selectin - P-selektin,
E-selectin - E-selektin, L-selectin ligand - L-selektinovy ligand, ICAM-1 - interceluldrna
adhézna molekula-1, VCAM-1 - vaskuldarna bunkovda adhézna molekula-1, PECAM-1 -

dostickova endotelova adhézna molekula-1.

Prevzaté a upravené z: Introduction to mechanisms of allergic disease (Oettgen and Broide,

2012).

Tabul’ka ¢é. 1 - Lokalizdcia a funkcia vybranych adhéznych molekul

Adhézna molekula Lokalizacia Funkcia
Skupina selektinov
P-Selektin Endotelové bunky a dosticky Rolovanie
Rodina Ig adhéznych molekul
ICAM-1 Endotelové bunky a monocyty Adhézia/migracia
VCAM-1 Endotel Adhézia
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Rodina Ig adhéznych molekul - rodina imunoglobulinovych adhéznych molekul, ICAM-1 -

intercelularna adhézna molekula-1, VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula.

Prevzaté a upravené z: Leukocyte and Endothelial Cell Adhesion Molecules in Inflammation

Focusing on Inflammatory Heart Disease (Golias et al., 2007).

24.1 ICAM-1

ICAM-1 (oznacovany tiez CD54) je najintenzivnejSie preStudovand molekula z
dokopy piatich identifikovanych intercelularnych adhéznych molekal (Hubbard and
Rothlein, 2000; Koning et al., 2002; Muro and Muzykantov, 2005). Tento
transmembranovy glykoprotein, patriaci medzi adhézne molekuly imunoglobulinového
typu, ma velkost 80-114 kDa v zavislosti od stupna jeho glykozylacie. Jeho
extracelularnu Cast’ tvori 453 prevazne hydrofébnych aminokyselin, ktoré vytvaraji pat
imunoglobulinovych domén stabilizovanych disulfidovymi vézbami. Nasleduje
hydrofébna transmembranova ¢ast’, ktora tvori 24 aminokyselin a cytoplazmaticka Cast’

tvorena 28 aminokyselinami (vid’. Obrazok €. 5) (Lawson and Wolf, 2009).

Adhézna molekula ICAM-1 je exprimovana predovsetkym na povrchu leukocytov
a endotelovych buniek (Lawson and Wolf, 2009; Windisch et al., 2019). Na povrchu
endotelovych buniek je lokalizovana apikalne i bazolaterdlne, ¢o vytvara idedlne

podmienky pre umoznenie transendotelovej migracie leukocytov (Hua, 2013).

V cirkulacii je pritomna solubilnd forma ICAM-1 (sICAM-1), ktora je vysledkom
proteolytického Stiepenia molekuly Specifickymi protedzami. Na rozdiel od ICAM-1
neobsahuje transmembrdnovl a cytoplazmaticki doménu (vid. Obrazok ¢&. 5)

(Witkowska and Borawska, 2004).

Zvysené hladiny sSICAM-1 st pozorované u pacientov s ateroskler6zou, srdcovou
insuficienciou, ischemickou chorobou srdca ¢i transplanta¢nou vaskulopatiou (Lawson
and Wolf, 2009; Muro and Muzykantov, 2005; Witkowska and Borawska, 2004).
Hladiny cirkulujucich adhéznych molektl povazujeme za markery endotelovej

dysfunkcie alebo aktivacie (Pankow et al., 2016).
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Obrdzok & 5 - Struktira ICAM-1 a sSICAM-1

Casa

| cell membrane

Na lavej strane obrazku je zobrazena Struktura molekuly ICAM-1, ktora sa sklada
z extracelularnej, transmembranovej (cell membrane - cytoplazmaticka membrana) a
cytoplazmatickej Casti. Na pravej strane obrazku je znazormena Struktura sICAM-1, ktorej
transmembranova a cytoplazmaticka cast molekuly chyba. Extraceluldarnu cast' tvori pdt
imunoglobulinovych domén (na obrazku su ocislované 1-5). Pismenami ,, s su vyjadrené
disulfidove vizby, ktorymi je stabilizovana extracelularna cast molekuly. Pismeno ,,g* oznacuje

miesta glykozylacie.

Prevzaté z: Soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1) (Witkowska and Borawska,
2004).

2.4.1.1 Regulacia expresie ICAM-1 vo vzt’ahu k endotelu

Ako uz bolo uvedené, adhézna molekula ICAM-1 zohrava dolezita ulohu
v transendotelove] migracii leukocytov. Tuto molekulu na svojom povrchu
konstitutivne exprimuje niekol’ko typov buniek, pricom jej expresia je najvyraznejsia vo
vaskularnych endotelovych bunkach. Za fyziologickych podmienok je exprimovana
v nizkych mnozstvach, avSak pdsobenim urcitych stimulaénych podnetov moze dojst

k narastu tejto expresie (Hua, 2013).

Jej expresiu v endotelovych bunkach zvySuji patologické stimuly, ako napriklad

pritomnost’ prozépalovych cytokinov, konkrétne interleukinu-1, tumor nekrotizujiceho
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faktoru-a a interferénu-y (Golias et al., 2007; Muro and Muzykantov, 2005; Scholz et
al., 1996), ¢i posobenie oxidacného stresu (Hubbard and Rothlein, 2000). Expresiu
adhéznej molekuly ICAM-1 dalej zvySuje oxidovand inativna forma lipoproteinov

s nizkou denzitou (LDL) (Galkina and Ley, 2007).

Prozapalové podsobenie molekuly ICAM-1 potvrdila S§tidia vykonand za
pouzitia apolipoprotein E (ApoE) deficientnych mysi. Mysi experimentéalnej skupiny sa
na rozdiel od kontrolnej skupiny vyznac¢ovali deficitom ICAM-1. Stidia preukézala, e
deficit tejto adhéznej molekuly u experimentalnej skupiny mysi redukuje vyskyt
aterosklerotickych 1ézii 0 30 % v porovnani s kontrolnou skupinou. Mysi boli kfmené
Standardnou vyzivou pre hlodavce do 20. tyzdia veku. Tento vysledok zdéraznuje
ulohu ICAM-1 v rozvoji aterosklerézy a teda potvrdzuje predpoklad, ze tdto molekula

pdsobi prozapalovo (Collins ef al., 2000).

ICAM-1 interaguje s B2 integrinmi exprimovanymi na leukocytoch (vid’. Obrazok
¢. 4), ¢o vedie k podpore adhézie leukocytov k endotelu (Galkina and Ley, 2007; Golias
et al., 2007; Hubbard and Rothlein, 2000; Lawson and Wolf, 2009; Oettgen and Broide,
2012).

V pripade pritomnosti zapalu, pozorujeme silni up-regulaciu molekuly ICAM-1
uz v priebehu 24 hodin (Scholz et al., 1996). Na rozdiel od selektinov, pre ktoré je
typické rychla down-regulécia po indukcii, ICAM-1 (aj VCAM-1) zostadva na povrchu
bunky po dobu dlhsiu ako 48 hodin (Koning et al., 2002; Mojcik and Shevach, 1997).

2.4.2 VCAM-1

VCAM-1 (oznaCovany aj CD106) je transmembranovy glykoprotein patriaci
medzi adhézne molekuly imunoglobulinového typu. Jeho velkost je 100-110 kDa
(Mantovani and Dejana, 1998; Windisch et al., 2019). Extracelularnu cast tohto
integralneho  glykoproteinu, ktora je rovnako ako ulICAM-1 stabilizovana
disulfidovymi vézbami, tvori sedem imunoglobulinovych domén. Nasleduje
transmembranova cCast, ktord pokracuje v cytoplazmaticki doménu tvorent 19

aminokyselinami (Kumar ef al., 1994).

Charakterizovana molekula VCAM-1 so siedmimi doménami je prevladajicou

formou. U l'udi sa vS8ak okrem extracelularnej ¢asti so siedmimi imunoglobulinovymi
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doménami vyskytuje aj molekula VCAM-1 so Siestimi doménami. U mysi byva okrem
sedem-doménovej extracelularnej Casti molekuly, pritomna aj troj-doménova forma

(vid’. Obrazok ¢. 6) (Cook-Mills et al., 2011).

V plazme je pritomnd solubilnd forma molekuly VCAM-1 (sVCAM-1), ktorej
hladiny narastaji v pripade ochoreni asociovanych s aktivaciou endotelu. Vznika
odstiepenim extracelularnej ¢asti VCAM-1 z povrchu endotelu a rovnako ako sSICAM-1
predstavuje biomarker endotelovej dysfunkcie a aktivacie (Arora et al., 2010; Jha et al.,

2010; Pankow et al., 2016).

Obrazok & 6 - Struktira VCAM-1

D1-7, domains 1-7
?. N-glycosylation

w3 oy

143 ]SS
S
§ D2
g D3
36 aa linker
%
7 domain 6 domain 3 domain

VCAM-1 VCAM-1 VCAM-1
(human, mouse) (human) (mouse)

VIavej casti obrazku je zndzornena sedem-doménova (7 domain) forma VCAM-1 (human -
ludskda, mouse - mySacia). V strednej casti je zobrazena ludska Sest-doménova forma (6
domain), ktorej na rozdiel od prvej formy chyba doména cislo 4. MysSacia troj-doménova forma
extracelularnej casti VCAM-1 je na pravej strane obrazku. DI-D7 su ocislované
imunoglobulinové domény. Integrin ouf3; sa na extraceluldarnu cast molekuly viaze v miestach

D1 a D4. Taktiez su zndzornené miesta glykozyldacie (vid. legenda v hornej casti obrazku).

Prevzaté z: Vascular Cell Adhesion Molecule-1 Expression and Signaling During Disease:

Regulation by Reactive Oxygen Species and Antioxidants (Cook-Mills et al., 2011).
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2.4.2.1 Regulacia expresie VCAM-1 vo vit’ahu k endotelu

Napriek tomu, ze VCAM-1 je Struktirne podobna s adhéznou molekulou ICAM-1
1sinymi adhéznymi molekulami, spdsob regulacie jej expresie je jedinecny. Za
fyziologickych podmienok nie je exprimovana (na rozdiel od ICAM-1), avSak
v miestach predisponovanych k ateroskler6ze dochadza k rychlej indukcii jej expresie
(Iiyama et al., 1999; Ley and Huo, 2001). Tato indukcia expresie je pritomna u kralikov
(Cybulsky and Gimbrone, 1991), mysi (Nakashima et al., 1998) i u I'udi (O'Brien et al.,
1993).

Vysledky stadie Cybulsky et al. preukézali, ze nedostatok VCAM-1 u LDL-
receptor deficientnych mysi znizuje pociatocnu tvorbu penovych buniek. Zistené udaje
teda naznaCuju, ze adhézna molekula VCAM-1 zohrava hlavni ulohu v iniciacii

aterosklerotického procesu (Cybulsky ef al., 2001).

Podobne ako u ICAM-1, pritomnost’ molekuly VCAM-1 nie je limitovana len na
bunky endotelu, avSak k jej expresii dochiddza predovSetkym pradve na povrchu
aktivovanych endotelovych buniek (Ley and Huo, 2001; Windisch et al., 2019).
Expresia tejto molekuly je indukovana cytokinmi, reaktivnymi formami kyslika, oxLDL

¢i vysokou hladinou glukézy (Cook-Mills et al., 2011; Windisch et al., 2019).

Viaze sa prevazne s a4f1 integrinom, ktory je konStitutivhe exprimovany na
leukocytoch (vid. Obrazok €. 4). Tato interakcia vedie k spusteniu kaskady veducej

k migracii leukocytov (Chen et al., 1999; Windisch et al., 2019).

Z uvedeného vyplyva, ze ICAM-1 a VCAM-1 st Struktirne podobné, cytokinmi
indukovatel'né¢ adhézne molekuly imunogobulinového typu viazuce sa na integriny
leukocytov. Zucastiiuju sa narozvoji aterosklerézy a to tym, Zze sprostredkuju
akumulaciu monocytov v cievnej vrstve tunica intima. Ich spoloénym znakom je aj fakt,
ze obidve molekuly st exprimované v oblastiach predisponovanych k rozvoju
ateroskler6zy ana periférii danych lézii. Pre molekulu ICAM-1 je vSak typicka jej
mohutnejSia expresia (Cybulsky et al., 2001). Prave tieto dva markery endotelovej
dysfunkcie (ICAM-1, VCAM-1) st povazované za najvyznamnejsSie adhézne molekuly
sprostredkujuce transendotelovy prestup leukocytov k miestu zapalu (Koning et al.,

2002). Napriek svojim odliSnostiam spolu vzajomne spolupracuji pri rdznych
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zapalovych stavoch, tak ako je tomu aj v pripade P-selektinu a E-selektinu (Dong et al.,

1998).

2.4.3 P-selektin

P-selektin (CD62P) patri spolu s E-selektinom a L-selektinom medzi Ca®"
dependentné transmembranové glykoproteiny (Mojcik and Shevach, 1997; Windisch et
al., 2019). Ako uz bolo uvedené, selektiny sprostredkuji rolovanie leukocytov po
vaskularnom povrchu, ¢o predstavuje prvy adhézny krok pocas zapalového procesu.
Tento krok je nasledovany adhéziou leukocytov a ich transendotelovym prestupom

(Blankenberg et al., 2003; Lawson and Wolf, 2009; McEver, 2015).

Zakladna struktira vSetkych troch selektinov je zhodna. V ich molekule sa
nachadza N-termindlna Ca®" dependentnd lektinovd doména, d’alej doména podobna
epiderméalnemu rastovému faktoru (epidermal growth factor-like domain), série
zhodnych opakujucich sa domén, transmembranova doména a cytoplazmatickd cast
(McEver and Zhu, 2010; Ushiyama et al., 1993). P-selektin ma velkost’ priblizne 90
kDa (Ghoshal et al., 2014) a jeho $truktira je znazornend na Obrazku €. 7.

Obrazok & 7 - Struktira P-selektinu

C

Na obrazku je zobrazenda Struktura P-selektinu. Extraceluldrnu cast' tvori zelenou farbou
zndzorneny N-koncovy C-typ  lektinovej domény, ruZovou farbou zndzornena EGF-like
(epidermal growth factor-like) doména a modrou farbou zndzornenych devit zhodnych

opakujucich sa domén (consensus repeat domains). Cytoplazmatickou membrdanou prechddza

transmembrdanovd doména a zndazornend je i kratka cytoplazmaticka cast molekuly.

Prevzaté a upravené z: P-selectin [online]. Dostupné z:

<http://www.functionalglycomics.org/CF Gparadigms/index.php/P-Selectin> [2019-03-13]
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2.4.3.1 Regulacia expresie P-selektinu vo vzt'ahu k endotelu

P-selektin je exprimovany predovsetkym na povrchu endotelovych buniek
a krvnych dosti¢iek. Skladovany je v intracelularnych granulach (o granuly krvnych
dostic¢iek a Weibel-Paladeho telieska endotelovych buniek), ¢o umoziuje jeho rychlu
mobilizaciu po stimulacii cytokinmi ¢i reaktivnymi formami kyslika. P-selektin sa po
stimulécii integruje do bunkovej membrany a umozni interakciu medzi leukocytmi a
krvnymi dostickami i cievnou stenou (Galkina and Ley, 2007; McEver and Zhu, 2010;
Windisch et al., 2019).

Molekula P-selektin je exprimovana pri akuatnych i chronickych zapalovych
procesoch (Galkina and Ley, 2007). Prispieva k rozvoju aterosklerdzy, ischemicko-
reperfuzneho poskodenia, arteridlnej trombdzy ¢i hlbokej zilovej tromboézy (Dong et al.,
1998; Falati ef al., 2003; Thiagarajan et al., 1997; Wakefield ef al., 2009). Pacienti so
zapalovymi a trombotickymi ochoreniami maju typicky vyssie hladiny solubilného P-

selektinu v periférnej krvi (McEver, 2015).

Solubilnd forma P-selektinu vznika alternativnym zostrihom informacnej
ribonukleovej kyseliny (mRNA - messenger ribonucleic acid) a je pritomnd v plazme
akrvnych dostickach. Tato forma molekuly neobsahuje transmembranovia doménu.
Dalsim sposobom tvorby solubilného P-selektinu je enzymatické oditiepenie fragmentu

(Ushiyama et al., 1993).

Predpoklad, Ze P-selektin pdsobi prozapalovo bol potvrdeny aj Stadiou
publikovanou v roku 2000, v ktorej sa porovnaval vyskyt aterosklerotickych 1¢ézii medzi
kontrolnou a experimentalnou skupinou ApoE deficientnych mysi. Experimentalna
skupina bola, na rozdiel od kontrolnej skupiny, P-selektin deficientna. VSetky mysi
zahrnuté v $tadii boli kfmené Standardnou vyzivou pre hlodavce. Vysledok Studie
ukazal, Ze u P-selektin deficientnych mysi doslo k redukcii vyskytu aterosklerotickych
1ézii 0 45 % v porovnani s kontrolnou skupinou ApoE deficientnych mysi (Collins et

al., 2000).

P-selektinovy glykoproteinovy ligand-1 je najlepSie charakterizovany ligand
spomedzi ligandov troch uvedenych selektinov. Tato transmembranova molekula,
exprimovand neutrofilmi, monocytmi a lymfocytmi, mé& dolezitt ulohu

v sprostredkovani interakcii medzi leukocytmi a aktivovanymi krvnymi doSti¢kami ¢i
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medzi leukocytmi a endotelom exprimujucim P-selektin. Tym indukuje rolovanie
leukocytov po povrchu endotelu (vid. Obrazok ¢. 4). Prave k P-selektinu mé tento
ligand najvicsiu afinitu (Frenette et al., 2000; Galkina and Ley, 2007; McEver, 2015;
Ramos et al., 1999).

2.5 Endoglin

Endoglin (Eng, oznaCovany aj CD105) je transmembranovy glykoprotein
o velkosti 180 kDa. Je sucastou TGF-B signalizacie ako pridatny receptor typu III
(TGF-B receptor III). Predstavuje regulacni zlozku tohto TGF-B receptorového
komplexu. V ramci neho sa podiel'a na modulédcii bunkovych odpovedi na rastovy
faktor TGF-B (Bot et al., 2009; Guerrero-Esteo et al., 2002; Lopez-Novoa and
Bernabeu, 2010; Miller et al., 1999). Tento rastovy faktor je faktorom multifunkénym,
nakol’ko reguluje proliferaciu, migraciu, diferencidciu, produkciu extraceluldrnej matrix

a preZivanie roznych typov buniek (Strasky et al., 2011).

TGF-f ma tri izoformy - TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3 (Miller et al., 1999).
Signalizécia tychto ligandov je umoznena ich vdzbou na Specifické receptory. TGF-3
interaguje s TGF-B receptorom II a nasledne dochadza k tvorbe komplexu s TGF-$
receptorom I. Po jeho fosforylacii dochadza k prenosu signalu z membrany az do jadra
bunky prostrednictvom fosforylovanych Smad proteinov. V jadre dochadza
k transkripcii cielovych génov. Endoglin interaguje s vysokou afinitou s izoformami
TGF-B1 a TGF-B3, ale len ked’ je asociovany s TGF-3 receptorom II (Bot ef al., 2009;
Fonsatti ez al., 2010; Miller et al., 1999).

V endotelovych bunkach boli identifikované dva typy TGF- receptoru I, ktorych
aktivacia ma opacny efekt. Ide o tzv. aktivin receptoru podobné kinazy (skratka ALK —

z anglického ,,activin receptor-like kinase*):

e ALK-1 — indukuje fosforylaciu Smad 1/5, ¢im prispieva k proliferacii

endotelovych buniek a k ich migracii

e ALK-5 — indukuje fosforylaciu Smad 2/3, ¢o vedie k utlmu tychto

procesov
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Endoglin nepriamo inhibuje signalizdciu TGF-B/ALK-5 anaopak zvySuje
signalizaciu drahy TGF-B/ALK-1. Je dolezity pre udrzanie rovnovadhy medzi tymito

signalizacnymi drahami (Fonsatti et al., 2010).

Zistilo sa, ze Eng je exprimovany hlavne v endotelovych bunkach malych a
velkych ciev u I'udi i u mysi. Jeho zvySena expresia je typicka pre endotelové bunky
nachadzajice sa v tkanivach kde prebicha angiogenéza. Dalej bola preukazana jeho
expresia aj v aktivovanych monocytoch, tkanivovych makrofagoch, erytroidnych
prekurzoroch ale aj u vaskularnych hladkosvalovych buniek, a to predovSetkym tych,
ktoré sa nachadzaju v cievach s aterosklerotickymi platmi (Lopez-Novoa and Bernabeu,

2010; Miller et al., 1999).

Rada Studii preukazala, ze tento glykoprotein zohrdva klIGcovua ulohu vo
fyziologickych a patologickych procesoch, ako napriklad angiogenéza, hematopoéza,
kardiovaskularny vyvoj, ateroskleréza, ischemicka choroba srdca, preeklampsia,
hypertenzia ¢i diabetes mellitus (De Vivo et al., 2008; Guerrero-Esteo et al., 2002;
Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010; Miller et al., 1999; Nachtigal et al., 2012).

2.5.1 Struktiira endoglinu

Ludsky endoglin je homodimér zloZeny z dvoch retazcov. Kazdy znich ma
vel'kost' 95 kDa asu spojené dvomi disulfidovymi vdzbami (Cheifetz et al., 1992;
Gougos and Letarte, 1990). Pre tento integralny protein je charakteristicka vel'ka
extracelularna doména  tvorend 561  aminokyselinami, dalej hydrofébna
transmembranova doména a kratka cytoplazmatickd doména (Gougos and Letarte,
1990). Zo Struktary endoglinu je zrejmé, Ze patri medzi proteiny rodiny zona pellucida,
pre ktoré je charakteristickd doména pozostavajuca z 260 aminokyselin nachadzajuca sa
v extracelularnej casti proteinu. Nakolko NH»-termindlna doména nevykazuje
homolégiu so Ziadnou rodinou proteinov, bola nazvana ,,orphan*“ doména (v preklade
sirotskd doména) (vid. Obrdzok ¢. 8) (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010). Cudsky
endoglin vykazuje vo svojej Struktire vysoku mieru homologie s mySacim endoglinom.
Najvécsie rozdiely medzi nimi su v proteinovej sekvencii extracelularnej domény

(Nachtigal et al., 2012).

Cytoplazmatickd doména endoglinu je fosforylovand v miestach serinovych

a treoninovych zvySkov. Tieto casti proteinu moézu byt zacielené serinovymi
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a treoninovymi kindzami, v odpovedi na naviazanie ligandu TGF-1. Endoglin samotny
nema vnutornu kindzovu aktivitu (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010; Nachtigal et al.,

2012).

V l'udskych 1mySacich tkanivach bola popisana expresia dvoch izoforiem
endoglinu, ato L-izoforma (pomenovanie podla anglického slova long - dlhy) a S-
izoforma (podla anglického slova short - kratky). Expresia L-izoformy endoglinu
prevazuje. Lisia sa v dizke ich cytoplazmatickej domény - u L-izoformy je tito Cast
molekuly dlha 47 aminokyselin, u S-izoformy 14 aminokyselin (Aristorena et al.,
2014). Okrem toho sa odlisuju aj uroviiou fosforylacie, schopnostou regulovat’ TGF-3
signalizaciu a afinitou k ALK-1 a ALK-5 receptorom (Nachtigal et al., 2012). Na
rozdiel od S-izoformy endoglinu, ktorému sa pripisuje antiangiogénny ucinok, L-

izoforme endoglinu sa pripisuje tloha proangiogénna (Blanco ef al., 2008).

Obrdzok ¢ 8 - Struktiira endoglinu
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Na obrazku je schematicky zndzornenda Struktiura endoglinu. Extraceluldrna cast proteinu (EC)
pozostava z domény zona pellucida (ZP domain) a N-termindlnej domény (orphan domain).
Endoglinové podjednotky su spojené dvomi disulfidovymi vizbami (-S-S-). Nasleduje
transmembranova doména (TM) a doména cytoplazmaticka (CYT), ktord je fosforylovana
v miestach serinovych a treoninovych zvyskov (fosforylacia je na obrazku zndzornend pismenom
P). Na obrazku su taktiez zndzornené miesta glykozylacie (N-glykozylacia a O-glykozylacia,

vid' legenda v pravej hornej casti obrazku).
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Prevzaté a upravené z: Physiological role of endoglin in the cardiovascular system (Lopez-

Novoa and Bernabeu, 2010).

2.5.2 Solubilny endoglin

Okrem vyssie uvedenej membranovej formy endoglinu, existuje aj jeho solubilna
forma. Solubilny endoglin (sEng) vznikd z membranovo viazaného endoglinu
proteolytickym Stiepenim jeho extraceluldrnej domény. Hlavnou endoglinovou
protedzou je matrix metaloproteindza-14. Extracelularnu c¢ast molekuly odstepuje
v blizkosti transmembranovej domény, ¢o vedie k uvolneniu extracelularnej domény
endoglinu v jej plnej dizke (vid’. Obrazok ¢. 9) (Hawinkels et al., 2010; Ruiz-Remolina
et al., 2017). K tomuto Stiepeniu dochadza pocas poskodenia endotelu ¢i zapalového

procesu. Nasledne sEng vstupuje do cirkulacie (Vitverova et al., 2018).

Obrazok ¢ 9 - Membranovy a solubilny endoglin
Soluble Endoglin

Endoglin
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Na lavej strane obrazku je zobrazeny membranovy endoglin (EC - extraceluldrna doména, TM -

transmembranovda doména, CYT - cytoplazmatickd doména). Sipka zndzorituje odstiepenie
extracelularnej domény endoglinu pomocou protedzy MMP-14 (matrix metaloproteindza-14),
¢o vedie k vzniku solubilného endoglinu. Na obrdzku su zndzornené i disulfidové vizby (-S-S-),

ktoré spajaju dve 95kDa podjednotky endoglinu.

Prevzaté a upravené z: The physiological role of endoglin in the cardiovascular system (Lopez-

Novoa and Bernabeu, 2010).
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Solubilny endoglin moze interagovat s niekol’kymi ligandmi, napriklad
s ligandom TGF-B1. V situdcii, ked spolu interaguji sa znizuje dostupnost’ tohto
ligandu pre interakciu s jeho membranovymi receptormi. Dévodom je fakt, Ze solubilny
endoglin nie je schopny priamo interagovat’ s extracelularnou ¢ast’ou receptorov TGF-f3
signalizacie (Ruiz-Remolina et al., 2017). Plati vSak, ze vizba TGF-f receptoru II s
ligandom TGF-f je omnoho silnejsia ako vdzba medzi sEng a TGF- (Rathouska et al.,
2015). Preukazalo sa, ze sEng sa priamo viaze s inou biologicky aktivnou molekulou,
ato s tzv. ,,bone morphogenetic protein 9%. Tato vizba vedie k stimulécii sekrécie ET-1
(vid. podkapitola 2.2.1.2). Hladina tohto vazokonstriktoru je zvySend napriklad
u pacientiek s preeklampsiou. Zarovei sa zistilo, ze zvySend hladina sEng u tychto zien
koreluje s vaznostou daného ochorenia (Gregory et al., 2014; Valbuena-Diez et al.,
2012). Naviac, u pacientieck stymto ochorenim bolo zaznamenané signifikantné
zvySenie expresie adhéznej molekuly VCAM-1, ¢o znaci pritomnost endotelovej

dysfunkcie (Endresen et al., 1998).

Na zéklade zistenia, ze ochorenia, u ktorych boli zaznamenané zvySené hladiny
sEng v plazme su spojené s endotelovou dysfunkciou, vznikol predpoklad, ze zvySenie
hladiny sEng moZzno povazovat za marker endotelovej dysfunkcie. Medzi tieto
ochorenia patri uz spominand preeklampsia, d’alej ateroskler6za, familidrna
hypercholesterolémia, hypertenzia ¢i diabetes mellitus 2. typu. ZvySenie hladin
solubilnej formy endoglinu koreluje s morfologiou aterosklerotického platu a spaja sa
taktieZ s nestabilnou anginou pectoris, akutnym infarktom myokardu i srdcovou

remodelaciou po jeho prekonani (Rathouska et al., 2015).

Za zmienku nepochybne stoji zistenie, Ze €inky Eng a sEng na cievny endotel st
opatné¢ (Ruiz-Remolina et al., 2017; Vitverova et al., 2018). Kym expresia Eng
vcievach sa spdja s neoangiogenézou, stabilizaciou aterosklerotickych platov,
protizapalovymi uc€inkami, expresiou eNOS v endoteli aso zlepSovanim stavu
endotelovej dysfunkcie, tak expresia sEng vyustuje v inhibiciu TGF-$ signalizacie.
Inhibicia tejto signalizacnej drahy ma vel'ky vyznam pri ateroskleroze, kedy vyustuje

v prozapalovy stav a v tvorbu aterosklerotickych platov (Nachtigal et al., 2012).

Preukazalo sa, ze solubilny endoglin sa spdja s inhibiciou eNOS dependentnej
vazodilatacie, vySSou expresiou bunkovych adhéznych molekul, zvySenou adhéziou

leukocytov k cievnemu endotelu 1 antiangiogénnymi vlastnostami (Valbuena-Diez et
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al., 2012; Vitverova et al., 2018). Navyse, jeho zvySené hladiny st spojené so zlou
prognézou pacientov s metastdzujicimi solidnymi nddormi i s rozsiahlej$im orgdnovym

poskodenim u pacientov s hypertenziou a diabetom (Valbuena-Diez et al., 2012).

Spominana inhibicia eNOS dependentnej vazodilaticie je pravdepodobne
doévodom zvySenia arteridlneho tlaku krvi u mysi s vysokou hladinou sEng, nakolko
zvysenie tlaku krvi je nasledkom zvySenia vaskuldrnej rezistencie. Zistilo sa, ze prave
zvysené hladiny sEng mozu prispievat’ aj k rozvoju hypertenzie u Zien s preeklampsiou

(Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

Ako je uvedené v podkapitole 2.3, hypercholesterolémia je jednym z rizikovych
faktorov endotelovej dysfunkcie. Stiidia Strasky et al. preukazala, Ze zvysena hladina
cholesterolu v krvi zvySuje hladiny sEng a sucasne zniZuje expresiu Eng v aorte. U
experimentalnej skupiny mysi kfmenych diétou s vysokym obsahom cholesterolu doslo
k zvac¢Seniu aterosklerotickych platov v aorte. Tato Stidia je dokazom, Ze inhibicia
endoglinovej signalizdcie je jednym z mechanizmov zodpovednych za vznik

endotelovej dysfunkcie (Strasky ef al., 2011).

UZzito¢ny model pre Stadium endotelovej dysfunkcie predstavuje transgénny
mySaci model exprimujuci P'udsky sEng (Sol-Eng") (Valbuena-Diez ef al., 2012). Tento
model bol pouzity aj v stadii publikovanej v roku 2015, ktord sa zaoberala vplyvom
vysokych hladin sEng na indukciu endotelovej dysfunkcie. Studia vsak preukézala, Ze
vysokd koncentracia samotného sEng (bez kombinécie s hypercholesterolémiou) nie je
schopna indukovat’ endotelovi dysfunkciu. Pouzité boli aorty mysi starych Styri az Sest’
mesiacov (Nemeckova et al., 2015). V tejto diplomovej praci bol pouzity rovnaky
transgénny mysSaci model pre zistenie vplyvu pdsobenia vysokych hladin sEng na
markery dysfunkcie endotelu, avSak v aorte mysi starych 12 mesiacov (vid’. podkapitola

2.6.2)

2.6 MySacie modely aterosklerozy

NajcCastejSie pouzivanym zvieracim modelom pre Stadium aterosklerozy je
v sucasnej dobe mys. Zaroven, vacsina sucasnych chapani mechanizmov tykajucich sa
aterosklerézy vyplyva prave zo S§tadii, v ktorych boli pouzité mySacie modely

(Daugherty, 2002; von Scheidt et al., 2017). Mysacie modely aterosklerdézy sa
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pouzivaji pre identifikdciu dolezitych buniek a molekil podielajucich sa na
jednotlivych Stadidch ateroskler6zy, ako aj za uc¢elom identifikacie enviromentalnych a
genetickych faktorov, ktoré podporuju tvorbu aterosklerotickych 1ézii. Taktiez mozu
poskytnit’ pohl'ad na vplyv hormoénov ¢i liekov na dané ochorenie (Breslow, 1996).
Pouzivanie mySacich modelov je vyhodné zddvodu ich rychlej reprodukcie,
jednoduchej  genetickej manipulacie amoznosti monitorovania aterogenézy

v primeranom ¢asovom ramci (Emini Veseli ef al., 2017).

Mysi predstavujii  zivociSne druhy, ktoré su vysoko rezistentné k rozvoju
aterosklerdzy (Jawien et al., 2004). Na nizkotuc¢nej, nizkocholesterolovej strave, sa ich
hladiny cholesterolu zvyc¢ajne pohybuji v hodnotach nizsich ako 5,55 mmol/l s tym, ze
vicsina je obsiahnuta v antiaterogénnej frakcii lipoproteinov s vysokou denzitou, takze
nedochéddza k vzniku aterosklerotickych 1ézii. Napriek tomu sa podarilo vyvinat linie

mysi, ktoré st nadchylné k vzniku tohto ochorenia (Breslow, 1996).

V situdcii, ked’ boli geneticky nemodifikované mysi kimené stravou, ktord
obsahovala vysoky obsah tuku, cholesterolu a kyselinu cholovu, ich hladiny
cholesterolu vyznamne stipli a vacSina uz nebola v antiaterogénnej frakcii
lipoproteinov s vysokou hustotou. Po mesiacoch na tejto diéte sa u inbredného kmena
myS$i C57BL/6 objavilo niekol'ko vrstiev penovych buniek v subendotelovom priestore,
ato konkrétne v blizkosti cipov aortalnej chlopne. Na druhej strane, u mysSi z kmena
C3H/Hel, tento fenomén pozorovany nebol (Breslow, 1996). Po tychto zisteniach sa
inbredny kmen C57BL/6 zacal Siroko pouzivat’ vo vyskume zaoberajicom sa rozvojom
aterosklerozy (Daugherty, 2002). Zistilo sa vsak, Ze rozvoj 1ézii u tohto kmena mysi nie
je podobny rozvoju aterosklerdézy u T'udi. OdliSnost’ sa prejavuje vo velkosti 1ézii, v
ich histologickej povahe ¢i lokalizacii (Breslow, 1996; Jawien et al., 2004). PouZivanie
tohto mySacieho kmena sa obmedzilo s vyvojom inych mySacich modelov ateroskler6zy

(Daugherty, 2002).

Vzhladom ktéme tejto diplomovej prace si uvedieme prehl'ad vybranych
transgénnych mySacich modelov aterosklerdzy (vid. Tabulka ¢&. 2) andasledne
sa zameriame na transgénny mySaci model s vysokymi hladinami 'udského solubilného

endoglinu pouzity v tejto praci.
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2.6.1 Prehlad mySacich modelov aterosklerozy

ApoE deficientny mysaci model (ApoE™") patri medzi najpouzivanejsie mysacie
modely aterosklerézy (von Scheidt et al., 2017; Zadelaar et al., 2007). ApoE,
tvoreny primarne v peceni, je povrchovou zlozkou lipoproteinovych castic
azaroven ligandom pre lipoproteinové receptory. Tieto receptory su po
naviazani ligandu schopné odstranit’ lipoproteiny z cirkuldcie (Breslow, 1996).
V dosledku delécie génu pre tento apolipoprotein je pre ApoE” mysi typické
oneskorené¢ odplavenie aterogénnych castic zobehu. Dochddza unich
k akumulacii chylomikrénov a lipoproteinov s vel'mi nizkou hustotou (VLDL),
¢o je nasledované spontannym vyvojom aterosklerotickych 1ézii ato aj na
Standardnej strave, ktord obsahuje nizky obsah tuku (Breslow, 1996; Zadelaar et
al., 2007). Este vyraznejSia hyperlipidémia a taktiez vyraznej$i rozvoj
aterosklerézy je typicky pre mysi, u ktorych je okrem ApoE génu, vypnuty aj
gén pre LDL-receptor (ApoE/LDL-receptor deficientny mySaci model) (Emini
Veseli et al., 2017).

ApoE*3-Leiden mysaci model je taktiez vyuzivany v mnohych stadidch (Emini
Veseli et al., 2017). ApoE*3-Leiden mutacia je mutacia v 'udskom ApoE3 géne,
spojend s familiarnou dysbetalipoproteinémiou. Tento transgénny mysSaci model
vznikol vloZenim l'udského ApoE*3-Leiden génu do gendému mys$i z kmena
C57BL/6 (Zadelaar et al., 2007). U tych znich, ktoré boli kfmené stravou
obsahujucou vysoky obsah cholesterolu a kyselinu cholovu, sa ako nasledok
zvySenia VLDL a LDL frakcii vyvinuli tukové pruhy a fibrozne plaky. U mysi
boli pozorované zvysené hladiny cholesterolu a triacylglycerolov. U jedincoch
na Standardnej diéte komplexné a pokrocilé 1ézie pozorované neboli (Breslow,

1996, Zadelaar et al., 2007).

LDL-receptor deficientny model (LDLr"") patri spolu s modelom ApoE”" medzi
najcastejSie pouzivané mySacie modely k Studiu ateroskler6zy (von Scheidt et
al., 2017; Zadelaar et al., 2007). LDL receptory si membranové receptory, ktoré
rozpoznavaju apolipoprotein B (ApoB) a ApoE na povrchu lipoproteinov. Viazu
ich s vysokou afinitou a procesom internalizacie dochédza k odstraneniu tychto
lipoproteinov z cirkuldcie. LDLr”" mySaci model bol vytvoreny za tcelom

indukovania vysokych plazmatickych hladin aterogénnych lipoproteinov
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(Breslow, 1996). Mysi, ktorym gén pre LDL receptor chyba vykazuji na
Standardnej diéte len mierne zvySenu hladinu cholesterolu v plazme (Zadelaar et
al., 2007). K vyznamnej zmene lipoproteinového profilu dochddza, ked st
LDLr” jedinci kfmeni stravou svysokym obsahom tuku, cholesterolu.
Dochadza tak k vyraznému zvySeniu hladin cholesterolu a rychlemu rozvoju
aterosklerézy (Breslow, 1996; Daugherty, 2002; Jawien et al., 2004; Zadelaar et
al., 2007).

Medzi mySacie modely aterosklerdzy patri aj transgénny model, ktory vo svojom
genéme obsahuje ludsky ApoB gén. ApoB je apolipoprotein, ktory riadi
metabolicky osud LDL a VLDL. Jeho zvySené hladiny st spojené s rozvojom
kardiovaskularnych ochoreni. U mySi na Standardnej diéte sa nevyvijaji

aterosklerotické 1ézie, na rozdiel od mysi kfmenych stravou obsahujiicou vysoky

obsah cholesterolu a kyselinu cholovt (Breslow, 1996; Daugherty, 2002).

Tabul’ka ¢. 2 - Zhrnutie vybranych mySacich modelov aterosklerozy

11,10 - 16,65 (vysoka . . o
CS7BL/6 ’ ’ tukové pruhy (cipy aortalne
VLDL, LDL hladina cholesterolu, ve pruby (cipy !
model . ; chlopne)
kyselina cholova)
tukové pruh duju
22,20 - 33,30 (nizka S IR
i do fibréznych plakov,
hladina tuku, . ,
ApoE i ) cholesterolu) v miestach rozvetveni
deficientny ylomixronove hlavnych ciev
a VLDL remnanty . ; .
model typ 1ézii ako pri predoslej
83,25-110,10 s, e 1,
(. Western type* diéta) diéte, ale rozsiahlejSie 1ézie
? typ a rychlejsia progresia
ApoE*3- Chylomikrénové e tukové pruhy, fibrozne
[Eolilcinnnefl a VLDL remnanty (VYSOk?’ cholesterol, plaky
kyselina cholova)
83,25 (vysoky tukové pruhy progredujuce
LDLr cholesterol, kyselina | do nekrotického jadra, bez
deficientny IDL, LDL cholova) fibroznej ¢iapocky
model e
66,60 (,,W?stern type il iy
diéta)
ApoB 16,65 - 27,75 (vysoka | tukové pruhy progredujuce
transgénny LDL hladina cholesterolu, | do nekrotického jadra, bez
model kyselina cholova) fibroznej ¢iapocky
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VLDL - lipoproteiny s velmi nizkou hustotou, LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou, ApoE -
apolipoprotein E, LDLr - LDL receptor, IDL - lipoproteiny so strednou hustotou, ApoB -

apolipoprotein B, ,, Western type “ diéta - strava obsahujuca 0,15 % cholesterolu a 21 % tuku.

Prevzaté a upravené z: Mouse Models of Atherosclerosis (Breslow, 1996).

2.6.2 Mysaci model s vysokymi hladinami solubilného endoglinu

Ako uz bolo uvedené podkapitole 2.5.2, vtejto praci bol pouzity transgénny
mySaci model exprimujuci l'udsky sEng. Bol vytvoreny vlozenim endoglinového
konstruktu (obsahujuceho aminokyseliny 26-437) do oplodnenych vajicok mysi z
kmena CBAxC57BL/6J. Dany Eng konStrukt bol riadeny aktinovym promotorom
(Valbuena-Diez et al., 2012). Tieto mySi pochadzaju z Oddelenia pre vyvoj geneticky
modifikovanych organizmov (University of Salamanca, Spanielsko) (Jezkova et al.,

2016).

Jedinci, ktorym bola pre vedecké ucely do organizmu inkorporovana geneticka
informécia pre expresiu l'udského sEng majt vysoké hladiny sEng v krvi. Vyznacuja sa
fenotypom podobnym preeklampsii (hypertenzia, poSkodenie obli¢iek, proteintria, mala
vel'kost’ mlad’at). Tento transgénny mysSaci model bol vytvoreny pre stidium ucinkov

sEng na endotel (Valbuena-Diez et al., 2012).

Vdaka tomu, ze l'udsky a mySaci solubilny endoglin vykazujia vysokil mieru
homolodgie vo svojej Struktire, je mozné Sol-Eng” model s vyhodou pouzit’ pre $tadium
ucinku sEng u mysi. Z hl'adiska funkcie je I'udsky a mySaci sEng ekvivalentny a teda
Pudsky sEng moze interagovat’ so signalizdciou mySacieho sEng (Gougos and Letarte,

1990; St-Jacques et al., 1994).

2.7 Western blot

Western blot, nazyvany aj imunoblot, predstavuje dolezitu techniku vyuZivanu
v bunkovej 1 molekularnej biologii. Je jednou z najCastejSie pouzivanych laboratornych
technik k identifikécii proteinov (Bell, 2016; Ghosh et al., 2014; Mahmood and Yang,
2012; Jensen, 2012). Tato metdoda mdze byt pouzitd napriklad k zisteniu urovne
expresie sledovaného proteinu, k skiimaniu kindzovej aktivity, bunkovej lokalizacie ¢i k

monitorovaniu posttranslacnych modifikacii (Bass et al., 2017). Western blot je
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zalozeny predovSetkym na identifikacii proteinov v komplexnych vzorkéach, akymi st
tkaniva ¢ bunkové extrakty. Dalej moze byt pouzity k identifikicii proteinov v menej
komplexnych vzorkach, ako napriklad purifikované proteazomové komplexy (Gomes et

al., 2009; Gomes et al., 2006).

Tato technika je pouzivana v praxi uz viac ako tri dekady, pocas ktorych doslo
k signifikantnému pokroku v metodoldgii i v interpretacii zistenych tdajov (Taylor and

Posch, 2014).
Western blot pozostava z troch zékladnych krokov (vid’. Obrazok ¢. 10):
e separacia proteinov na zaklade ich velkosti gélovou elektroforézou
e prenos proteinov na pevny nosic¢ - protein viazucu membranu

e detekcia cielového proteinu pomocou primarnej a sekundarnej protilatky
(Mahmood and Yang, 2012; Ghosh et al., 2014; Kurien and Scofield,
2006)

Nakol’ko su jednotlivé kroky metédy podrobne popisané v experimentélnej Casti

prace, v tejto podkapitole sa zameriame na zakladné principy metodiky.

Uvedenym trom hlavnym krokom predchddza samotnd priprava vzoriek
a stanovenie koncentracie proteinu. Extrakcia proteinov ztkaniv vyZaduje lyzu
a rozruSenie bunkovych membran pomocou homogenizaénych technik. Toto naruSenie
bunkovych membran vSak spdsobuje uvolnenie protedz a fosfatdz a napriek zniZenej
skladovacej teplote mdze dochadzat’ k degradacii proteinov. Preto sa k vzorkdm musia
pridat’ protedzové a fosfatdzové inhibitory (Bass ef al., 2017). Stanovenie koncentracie
proteinu napomaha odhadnit’ objem vzoriek nevyhnutny pre nanesenie na gél
(Quintero-Ronderos et al., 2013). Meria sa za pomoci spektrofotometra alebo

kolorimetricky (Mahmood and Yang, 2012).

42



Obrazok ¢ 10 - Schéma metédy Western blot
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4. Incubate the membrane with 5. Incubate the membrane with 6. Incubate the blot with
primary antibody specific to HRP-labeled secondary antibody chemiluminescent HRP
target protein. Wash. specific to primary antibody. Wash. substrate and expose to film.

Na obrazku su znazornené jednotlive kroky metody Western blot. 1. Load and separate protein
samples on SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) gel -
Nanesenie proteinov na gél a ich nasledna elektroforeticka separacia v polyakrylamidovom géli
v pritomnosti dodecylsiranu sodného, 2. Electrophoretically transfer fractionated proteins onto
PVDF (polyvinylidene difluoride) or nitrocelullulose membrane - Elektroforeticky prenos
frakcionovanych proteinov na polyvinyliden difluoridovi alebo nitrocelulozoviic membranu, 3.
Block the membrane with neutral protein (BSA - bovine serum albumin or milk) - Blokovanie
membrany neutralnym potreinom (bovinny sérovy albumin alebo mlieko), 4. Incubate the
membrane with primary antibody specific to target protein. Wash. - Inkubdcia membrany
s primarnou protilatkou Specifickou k cielovému proteinu. Premytie., 5. Incubate the membrane
with HRP-labeled (horseradish peroxidase-labelled) secondary antibody specific to primary
antibody. Wash. - Inkubdcia membrany so sekundarnou protilatkou, konjugovanou s chrenovou
peroxidazou, Specifickou k primarnej protilatke. Premytie., 6. Incubate the blot with
chemiluminescent HRP substrate and expose to film - Inkubdacia membrdany

s chemiluminiscencnym HRP substratom a exponovanie filmu.
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Prevzaté a upravené z: How Western Blotting Works [online]. Dostupné z:

<https://www.biolegend.com/en-us/western-blot> [2019-03-19]

Separacia proteinov prebiecha polyakrylamidovou gélovou elektroforézou
(PAGE). Vyuzivaji sa dva typy gélov - separaény (,separating gel“) spH 6,8
a zaostrovaci (,,stacking gel®) s pH 8,8. Spodny separa¢ny gél ma nizsiu koncentraciu
akrylamidu a vacSie poéry, naopak vrchny zaostrovaci ma vysSiu koncentraciu
akrylamidu a uzsie pory (Quintero-Ronderos et al., 2013). Po naneseni proteinov na gél,
nasleduje ich separdcia podla molekulovej hmotnosti (Mahmood and Yang, 2012).
Pohybuju sa prostrednictvom migracie cez poéry vytvorené polymérnymi retazcami
gélu. Proteiny nanesené na gél maju negativny naboj a preto sa po aplikovani napitia
budli pohybovat’ smerom k pozitivnej elektrode. Velkost napédtia je velmi dolezita,
nakol’ko prili§ vysoké napétie moze spdsobit’ zdeformovanie bandov (Bass ef al., 2017;

Mahmood and Yang, 2012).

Po separacii proteinov nasleduje elektroforeticky prenos proteinov z gélu na
membranu. Pre tento prenos sa najCastejSie pouzivaji dva typy membran -
polyvinyliden difluoridova (PVDF) alebo nitrocelul6zova, na ktoré sa priklada gél.
Dolezité je zabezpecit Uzky kontakt gélu s membranou a vlozit membranu medzi
pozitivnu elektrodu a gél (vid. Obrazok ¢. 10) (Quintero-Ronderos et al., 2013).
Vyhodou PVDF membrany je jej vdc¢sia inertnost’ a robustnost’ (Kurien and Scofield,
2006). PVDF membrany viaZu proteiny pomocou hydrofobnych interakcii (MacPhee,
2010) a st schopné viazat’ vi¢Sie mnozstvo proteinov ako iné substraty (Matsudaira,
1987). Jej nevyhodou vSak byva zvysSenie nechcené¢ho pozadia, preto je velmi dolezité
starostlivé premyvanie tejto membrany (Mahmood and Yang, 2012). Vyhodou
nitrocelul6zovej membrany je jej vysoka afinita k proteinom, naopak nevyhodou je jej

krehkost’ (Quintero-Ronderos et al., 2013).

Pri elektroelucii je mozné pouzit’ bud’ tzv. polosuchu ,,semi-dry* metddu alebo
,wet transport™ (mokra cesta). Mokra cesta je obvykle spolahlivejSia, pretoze pri jej
pouziti je menej pravdepodobné, ze dojde k vyschnutiu gélu. Zaroven je vhodné pre
vicsie proteiny (Mahmood and Yang, 2012). Pri mokrej ceste dochadza ku
kompletnému ponoreniu gél-membranového ,,sendvic¢a® do pufru, kdezto pri ,,semi-dry*

sposobe transportu sa gél-membranovy ,,sendvi¢* ulozi medzi absorbujice papiere

nasiaknuté transferovym pufrom. Mokra cesta prebieha vo vertikdlnom umiestneni,
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»semi-dry transport® v horizontdlnej polohe (Kurien and Scofield, 2006). S pouzitim
rovnakého principu ako u PAGE sa negativne nabité proteiny z gélu prenaSaju na

membranu (Bass et al., 2017).

Velmi dolezita Cast Western blot metody predstavuje blokovanie membrany.
Zabranuje neSpecifickej vizbe protilatok na membranu (Jensen, 2012). Dolezitost’ tohto
kroku spociva v zabraneni faloSne pozitivnym vysledkom (Quintero-Ronderos et al.,

2013).

Tretim krokom metody je detekcia cielového proteinu,
prostrednictvom naviazania primarnych a sekundarnych protilatok na stanovovany
protein. Po inkubécii membrany s primarnou protilditkou nasleduje premyvanie
membrany. Pocas tohto kroku sa odstrani nenaviazana protilatka (Quintero-Ronderos et
al., 2013). Sekundarna protilatka sa viaze na primarnu protilatku a je zna¢ena enzymom
(vid. Obrazok ¢. 11) (Mahmood and Yang, 2012). Medzi najCastejSie pouzivané
enzymy patri alkalickéd fosfatdza a chrenova peroxidaza (HRP) (Kricka, 1991). Enzym
nasledne reaguje so Specifickym substratom. Pouziva sa bud kolorimetricky alebo
chemiluminiscencny sposob detekcie (Mahmood and Yang, 2012). V sucasnosti
existuje aj jednokrokovy sposob detekcie, kedy uz samotnd primarna protilatka

obsahuje deteként molekulu (Quintero-Ronderos ef al., 2013).

Obrazok & 11 - Detekcia proteinu pomocou primdrnej a sekundarnej protilatky

Detection Signal
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Na obrazku vidime membranu obsahujucu preneseny protein (Membrane Containing
Transferred Protein). Na cielovom proteine (Target Protein) je naviazand primdrna protilatka
(Primary Antibody), na ktori sa viaze sekundarna protildatka konjugovana s enzymom (Enzyme-
conjugated Secondary Antibody). Tento enzym pri dostupnosti substratu (Enzym Substrate)

zaisti detekcny signdl (Detection Signal).

Prevzaté z: How to Choose an Antibody for Scientific Research? [online]. Dostupné z:
<https://'www.cusabio.com/c-20675.html> [2019-03-18]

Ako pozitivna kontrola sa pouziva znamy cielovy protein, ato napriklad
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) alebo B-aktin (Quitero-Ronderos et
al.,2013).

Vo vicsine laboratorii zaoberajiicich sa Western blot metddou je pre stanovenie
a porovnanie expresie Specifickych proteinov v roznych bunkéch a tkanivach vyuzivané

semikvantitativne hodnotenie dat (Ghosh ez al., 2014).
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3. ZADANIE — CIEL: PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo identifikovat’ a nasledne vyhodnotit’ expresiu
markerov endotelovej dysfunkcie (ICAM-1, VCAM-1, P-selektin) v aorte samcov
transgénnych mysi s vysokymi hladinami l'udského solubilného endoglinu. Expresia
uvedenych adhéznych molekul bola zéarovenn sledovana u kontrolnej skupiny
transgénnych mysi s nizkou hladinou l'udského solubilného endoglinu. Pouzité mysi

boli staré 12 mesiacov a boli kimené standardnou laboratérnou diétou pre hlodavce.

Pre vyhodnotenie a porovnanie expresie vymenovanych markerov v mysSacich
aortdch bola pouzitd metdda Western blot. Pre stanovenie plazmatickej hladiny
I'udského solubilného endoglinu a solubilnej formy molekuly VCAM-1 bola zvolena
ELISA analyza. Biochemicka analyza bola pouzitd pre stanovenie hladin celkového

cholesterolu a triacylglycerolov.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité zvierata

Ako uz bolo uvedené, pre experiment boli pouziti 12 mesiacov stari samci
mysacieho kmenia CBAxC57BL/6J. Tieto mysi boli geneticky modifikované. Metodami
genetického inzinierstva bol do ich organizmu zavedeny gén pre expresiu l'udského
solubilného endoglinu. Tento transgénny kmen bol vytvoreny Oddelenim pre vyvoj

geneticky modifikovanych organizmov (University of Salamanca, Spanielsko).

V tejto diplomovej praci sme pouzili dve skupiny danych transgénnych mysi -
experimentalna a kontrolné skupina. Tieto dve skupiny mali identicky genotyp, lisili sa
len hladinou l'udského sEng. Experimentalna skupina vykazovala vysoké hladiny sEng
(Sol-Eng"), na rozdiel od kontrolnej skupiny, u ktorej boli hladiny sEng nizke. Mysi
boli kfmené Standardnou laboratérnou diétou pre hlodavce a mali volny pristup k vode.
Chované boli pri konStantnej teplote a vlhkosti a zaroven bol u nich dodrziavany 12
hodinovy denny cyklus. Medzi experimentdlnou a kontrolnou skupinou mys$i neboli
zaznamenan¢ signifikantné vahové rozdiely (vid. kapitola 5). Bolo pouzitych desat
jedincov - pét znich ako sucast’ experimentalnej skupiny (M22, M25, M31, M35,
M37), pat’ ako stcast’ kontrolnej skupiny (M50, M52, M54, M58, M59).

S pouzitymi zvieratami sa manipulovalo v sulade so Smernicou 2010/63/EU
o ochrane zvierat pouzivanych pre vedecké ucely. VSetky zakroky boli vykonavané

v anestézii a dbalo sa na to, aby utrpenie zvierat bolo minimalizované.

4.2 ELISA analyza

Pre stanovenie hladiny l'udského solubilného endoglinu a pre stanovenie hladiny
sVCAM-1 u pouzitych mysi bola pouzita enzymova imunoanalytickd metoda (ELISA
analyza). MySiam bola odobratd krv anésledne sa pracovalo so vzorkami plazmy.
Koncentracia danych proteinov bola stanovend spektrofotometricky a vysledky boli

vyjadrené v nanogramoch na mililiter [ng/ml].

K stanoveniu hladin solubilného endoglinu bol pouzity Human Endoglin/CD105
Quantikine ELISA Kit (Bio-Techne R&D Systems Inc., MN, USA). Detekény limit
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tohto kitu je 0,007 ng/ml. Postupovalo sa podla instrukcii vyrobcu. Na ziklade
vysledkov ELISA analyzy boli transgénne mysi rozdelené do dvoch skupin -

experimentalna (vysoké hladiny sEng) a kontrolna skupina (nizke hladiny sEng).

K stanoveniu plazmatickych hladin molekuly sVCAM-1 bol pouzity Mouse
sVCAM-1/CD106 Quantikine ELISA Kit (Bio-Techne R&D Systems Inc., MN, USA).
Detekény limit tohto kitu je 0,03 ng/ml. Podobne ako v predchddzajucom pripade sa
postupovalo podl'a instrukcii vyrobcu. Nasledne boli porovnané hladiny tohto markeru

medzi experimentalnou a kontrolnou skupinou pouzitych transgénnych mysi.

4.3 Biochemicka analyza

U experimentalnej i kontrolnej skupiny pouzitych transgénnych mysi bola pre
stanovenie hladin celkového cholesterolu a triacylglycerolov (TAG) pouzita
biochemickd analyza. Koncentracia cholesterolu a TAG v plazme jedincov bola
stanovend enzymaticky s vyuzitim diagnostickej supravy (Lachema a.s., CZE) a bola
vykonana spektrofotometrickd analyza (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB
Biotechnology, SWE). Hodnoty boli namerané pri vinovej dizke 510 nm a koncentréacie

boli nasledne vyjadrené¢ ako milimolarne [mmol/1].
4.4 Western blot analyza

4.4.1 Homogenizacia a stanovenie koncentracie proteinu

Este pred samotnou analyzou bolo nutné pripravit' si vzorky. Konkrétne iSlo
o vzorky mySacich aort, ktoré sme po zvadzeni vloZili do mikroskimaviek typu
Eppendorf o objeme 2 ml. Nasledne sme k vzorkam pridali RIPA pufor (Radio Immuno
Precipitation Assay Buffer; Sigma-Aldrich Inc., MO, USA). Tento lyza¢ny tlmivy
roztok sposobil potrebnt lyzu buniek. Jeho mnozZstvo je dané nasledujicim spdsobom:
na 1 gram tkaniva pripadd 20 ml RIPA pufru. Aby nedoSlo k rozkladu proteinov
prostrednictvom protedz a fosfatdz, boli do skumaviek pridané inhibitory tychto
enzymov nasledovne: na 1 ml RIPA pufru pripadd 10 pul inhibitorov proteaz (SERVA
Electrophoresis GmbH, DEU) a 10 pl inhibitorov fosfatdz (Thermo Fisher Scientific
Inc., IL, USA).
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V d’alSom kroku boli vzorky tkaniva nastrihané noznicami na ¢o najmensie Casti
a nasledne zhomogenizované pomocou rotor-stator homogenizatoru. Vysledkom bola
homogénna tekutina. Nasledovala centrifugacia, ktord prebiehala pri otackach 10 000
RPM (revolutions per minute), teplote 4°C po dobu 10 minat. Odsal sa supernatant,
s ktorym sme d’alej pracovali. Vzorky boli rozpipetované do vopred vychladenych

mikrosktimaviek typu Eppendorf o objeme 1,5 ml.

Po celu dobu spracovania tkaniva sa pracovalo pri nizkych teplotach (vzorky boli

uchovavané na l'ade), aby sa zabranilo degradacii proteinov.

Koncentracia proteinov vo vzorkdch bola stanovena spektrofotometricky. Na
zaklade hodndt absorbancie bola pomocou pocitaca vypocitand koncentrécia proteinu
ariedenie potrebné pre pripravu vzoriek pred gélovou elektroforézou. Stanovenie
koncentracie zaroven napomdha odhadnit objem vzoriek, ktory sa nanasa do
jednotlivych jamiek gélu (vid. Tabulka ¢. 3). Potrebné riedenie vzoriek aorty na
mikrotitracni dosticku 10x (10 pl vzorky + 90 pl Milli-Q H20O) bolo stanovené
pomocou kalibra¢nej krivky Standardu - roztoku o znamej koncentricii, v naSom
pripade i$lo o roztok albuminu. Predtym ako sme pristtpili k meraniu absorbancie sa za
ucelom zahajenia farebnej enzymatickej reakcie napipetovalo do jednotlivych jamiek
mikrotitracnej dosticky 200 pl zmesi reakénych cCinidiel (reagent A+B, A:B = 50:1). Ta
sa nasledne zabalila do alobalu a nechala sa po dobu 30 minut inkubovat’ v termostate

pri 37°C.
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Tabulka é. 3 - Tabul’ka riedenia vioriek

Koncentricia Aplikovany Aplikovany Pripraveny  Riedenie vzoriek

proteinu protein objem objem vzorka voda

Experimentialna skupina

Kontrolna skupina

4.4.2 Gélova elektroforéza

Pripravili sme elektroforeticka aparatiru (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad
Laboratories Inc., CA, USA) (vid. Obrazok ¢. 12). Pre kazdy gél sme si nachystali dve
suché a Cisté skld - jedno dlhSie ajedno kratSie, ktoré sme umiestnili do zeleného

stojanu tak, aby kratSie sklo smerovalo dopredu.

Obrazok ¢ 12 - Elektroforeticka aparatira
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Na obrazku je zobrazeny elektroforeticky systém - sada Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad
Laboratories Inc., CA, USA).

Prevzaté z: Mini-PROTEAN® Tetra Cell [online]. Dostupné z:
<http://www.bio-rad.com/de-at/product/mini-protean-tetra-cell? ID=d5d6580e-b8f6-4f1c-bbc4-
f63d360ea788> [2019-03-24]

Zasadnym krokom gélovej elektroforézy je priprava separaéného a zaostrovacieho
gélu. Pre ich pripravu sme potrebovali Milli-Q vodu (redestilovand, ultracistd voda),
pufor pre separacny a zaostrovaci gél (Separating Gel Buffer, Stacking Gel Buffer; Bio-
Rad Laboratories Inc., CA, USA), akrylamid (Acrylamide-Bis Solution), 10 %
dodecylsiran sodny (SDS), 10 % peroxodisiran amoéonny (APS) aN, N, N, N' -
tetrametyletylendiamin (TEMED) (akrylamid, SDS, APS, TEMED - SERVA
Electrophoresis GmbH, DEU). Presné objemy jednotlivych komponent, prepocitané na

pripravu dvoch gélov, su uvedené v Tabulke €. 4.

Ako prvy sme pripravili separaény gél. ZmieSali sme jednotlivé komponenty,
pricom ako posledné zlozky sme pridali APS a TEMED. Po pridani zlozky TEMED
zacala polymerizacia gélu. Roztok sme premiesali, avSak len opatrne, aby nedoslo
k naruseniu prebiehajicej polymerizacie. Koncentraciu separacného gélu (10 %) sme
stanovili na zaklade molekulovych hmotnosti sledovanych proteinov. Pripraveny roztok
sme nasledne pomocou pipety naniesli medzi pripravené skla, tesne pod okraj kratSieho
znich. Gél sme prevrstvili izobutanolom (sekundarny butanol saturovany Milli-Q
vodou) za UCelom zamedzenia pristupu vzduchu ku gélu pri jeho polymerizacii,
k vyrovnaniu hladiny po celej dizke gélu ak odstraneniu vzduchovych bublin z
jeho povrchu. Polymerizacia trvala 30 - 60 minut, priCom zvySok gélu v kadicke ndm
sluzil ako kontrola, ¢i uz doSlo k stuhnutiu gélu. Nasledne sme vyliali izobutanol,

sustavu oplachli destilovanou vodou a osusili gazou.

Nasledovala priprava 5 % zaostrovacieho gélu. Postupovali sme rovnako ako pri
priprave separacného gélu. Pomocou pipety sme ho naniesli medzi skla a nasadili sme
teflonovy hrebienok, ktorého ulohou bolo vytvorit’ v géli jamky pre nanesenie vzoriek.
Polymerizacia prebiehala opédt’ 30 - 60 mintt, pri¢om priblizne kazdé tri minuty sme

dopliiovali zaostrovaci gél po okrajoch hrebienka, aby sme zamedzili pristupu vzduchu.
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Tabul’ka ¢. 4 - ZloZenie separacného a zaostrovacieho gélu

Rozpis na 2 gély: Separacny gél (10 %) Zaostrovaci gél (5 %)
[ml] [ml]

Milli-Q voda 9,800 6,150

Pufor pre separacny gél 5,000 -

Pufor pre zaostrovaci gél - 2,500
Akrylamid 5,000 1,250

10 % SDS 0,200 0,100

10 % APS 0,060 0,030
TEMED 0,030 0,015

Milli-Q voda - redestilovanda, ultracista voda; SDS - dodecylsiran sodny, APS - peroxodisiran
amonny;, TEMED - N, N, N', N' - tetrametyletylendiamin.

Pocas polymerizacie zaostrovacieho gélu sme si pripravili vzorky. Po ich
nariedeni podl'a Tabulky ¢. 3, sme ku kazdej z nich pridali nanaSaci pufor (Sample
Buffer) v pomere 1:1, tzn. do kazdej mikroskimavky obsahujucej 16 pl vzorky sme
pridali 16 pl nanaSacieho pufru. Pouzity Laemmliho nanédsaci pufor (Laemmli Sample
Buffer) obsahuje Styri zékladné zlozky. Prvou znich je 2-merkaptoetanol, ktory
redukuje disulfidové viazby v proteinoch, d’alej SDS, ktory proteiny denaturuje
a zaist'uje ich zaporny néaboj, brémfenolova modra, ktord zafarbuje vzorky a umoziuje
sledovat’ postup elektroforézy a glycerol, ktory zvysSuje hustotu vzoriek. Takto
pripravené mikroskimavky so vzorkami sme scentrifugovali a vlozili na pat’ minat do

termostatu pri teplote 95°C. Vychladnuté vzorky sa opét’ scentrifugovali.

Po ukonceni polymerizacie zastrovacieho gélu sme opatrne vytiahli teflonovy
hrebeit a vzniknuté jamky sme preplachli vopred pripravenym elektroforetickym
pufrom. Bol to roztok 100 ml komer¢ného elektroforetického pufru (Tris/Glycine/SDS
Buffer 10x Concentrated; Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA) a 900 ml Milli-Q vody.
Skla sme vlozili do drziaku elektroforetickej vane a to tak, aby kratSie sklo smerovalo
do vnutra. Priestor vane medzi dvojicami skiel sme zaplnili elektroforetickym pufrom.
Nasledovalo nanesenie vzoriek na gél. Do prvej jamky sme napipetovali hmotnostny
marker (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad Laboratories Inc., CA,
USA) (vid'. Obrazok ¢. 13) o objeme 5 pl a do d’alSich jamiek sme napipetovali vzorky
oobjeme 14 pl. Pred nanesenim kazdej vzorky sme mikroskimavku zvortexovali.

Potom sme do elektroforetickej vane doplnili elektroforeticky pufor po rysku pre dva
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gély. Vanu sme uzatvorili, oblozili chladiacimi jednotkami a pripojili k zdroju.
Elektroforéza prebiehala za nasledujucich podmienok: konStantné napdtie - 200 V,

maximalny prud - 120 mA, ¢as - cca 60 minut.

Obrazok & 13 - Hmotnostny marker

DUAL COLOR

now Brighter

Na obrazku je zobrazeny hmotnostny marker (Standard o znamych molekulovych hmotnostiach)
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA). Vidime
rozdelenie jednotlivych bandov podla molekulovych hmotnosti, ku ktorému dochadza v priebehu

elektroforézy.

Prevzaté z: Precision Plus Protein™ Dual Color Standards [online]. Dostupné z:
<http://www.bio-rad.com/de-at/sku/1610374-precision-plus-protein-dual-color-standards-500-
ul?ID=1610374> [2019-03-25]

Priebeh elektroforézy sme sledovali vd’aka hmotnostnému markeru a
bromfenolovej modrej nachadzajucej sa v nandSacom pufri. K jej ukonceni doslo, ked’
brémfenolové ¢elo dorazilo na koniec gélu. Skld sme vybrali z aparatary, opatrne sme
ich od seba oddelili a gél sme preniesli do pripravenej misky s transferovym pufrom.
Bol to roztok 100 ml komer¢ného transferového pufru (Tris/Glycine Buffer 10x
Concentrated, Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA), 200 ml metanolu a 700 ml Milli-Q
vody.
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4.4.3 Prenos proteinov na membranu

Po elektroforetickej separacii proteinov nasledoval elektroforeticky prenos
proteinov z gélu na membranu (blotting). Pre tento prenos sme zvolili tzv. mokra cestu
(wet transport) za pouzitita PVDF memrany (vid. podkapitola 2.7). Pouzili sme
aparatiiru Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA) (vid. Obrazok
¢. 14).

Obrazok & 14 - Aparatura pre prenos proteinov na membranu

Na obrazku je zndazorneny Mini T rans-Blot® Cell (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA).

Prevzaté z: Mini Trans-Blot® Cell [online]. Dostupné z: <http://www.bio-rad.com/de-
at/product/mini-trans-blot-cell?ID=589ca8f7-5751-487a-a453-571eeScc8b7e> [2019-03-25]

V prvom rade bolo nutné pripravit si membranu (Immobilon®-P PVDF
Membrane; Sigma-Aldrich Inc., MO, USA). Nastrihali sme ju pomocou $ablony, ktora
vyjadrovala velkost’ gélu a nasledne sme ju zaktivovali ponorenim do metanolu na 15
sekund a nésledne do Milli-Q vody na miniméalne dve mintty. Potom sme pristupili
k vytvoreniu tzv. ,,sendvica“. Kazetu sme polozili ¢iernou stranou nadol (vid’. Obrazok
¢. 14), na nu sme polozili dve penové podlozky vopred zvlh¢ené v transferovom pufri
ana ne sa polozil, rovnako zvlhceny, silny filtraény papier. Na filtrany papier sme
opatrne preniesli gél, na ktory sme €o najpresnejSie polozili zaktivovanii membranu.
Nasledovala vrstva filtracného papiera, opdt dve penové podlozky a kazetu sme

uzatvorili. Takto pripraveny ,,sendvi¢* sme vlozili do elektroforetickej vane, ktorti sme
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naplnili transferovym pufrom po rysku. Vanu sme uzatvorili, oblozili chladiacimi
jednotkami a pripojili k zdroju. Prenos proteinov z gélu na membranu prebichal za
nasledujticich podmienok: konstantné napétie - 140 V, maximalny prad - 300 mA, cas -
90 minat. Po ukonceni prenosu sme otvorili kazetu a membranu vlozili do misky
s Milli-Q vodou. Nasledne sme pomocou hmotnostného markeru (vid’. Obrazok ¢. 13),
ktory bol napipetovany do prvej jamky gélu, nastrihali membrany na prazky podla
molekulovej hmotnosti sledovanych proteinov: GAPDH (30-40 kDa), ICAM-1 (80-114
kDa), VCAM-1 (100-110 kDa), P-selektin (cca 90 kDa). Strukturalny protein GAPDH
predstavoval kontrolu nanesenia proteinov. Nastrihanim membran sme zaistili niz$iu

spotrebu primarnych a sekundarnych protilatok v d’alsich krokoch.

4.4.4 Detekcia proteinov

Prvym krokom v procese detekcie proteinov je zablokovanie neSpecifickych
viazobnych miest, ¢im sa zaisti Specifické naviazanie protilatok na svoje antigény (vid'.
podkapitola 2.7). K tomuto Gcelu sme pouzili blokovaci pufor (Blocking Buffer). ISlo
05 % roztok suSeného netuéného mlieka (Blotting-Grade Blocker; Bio-Rad
Laboratories Inc., CA, USA) v TBS-T roztoku. TBS-T roztok sme pripravili
nasledovne: 100 ml 10 % TBS (Tris-Buffered Saline) pufru + 900 ml Milli-Q vody + 1
ml TWEEN® 20 (Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate; SERVA Electrophoresis
GmbH, DEU). Membrany sa nasledne blokovali na trepacke, v miske s blokovacim

pufrom, po dobu jednej hodiny.

Pocas blokécie sme si pripravili vanicky z parafilmu podl'a velkosti nastrithanych
membran. Dalej sme v skimavkach nariedili priméarne protilatky 5 % roztokom
suSené¢ho netu¢ného mlieka s obsahom 0,1 % TBS-T roztoku. Skiimavky sme dokladne
pretrepali. Vyber primarnych protilatok zavisel na konkrétnom antigéne (vid. Tabul'ka
¢. 5). Po skonceni blokéacie sme membrany opatrne preniesli do vaniciek s primarnymi

protilatkami a nechali za staleho kyvania inkubovat’ pocas noci pri teplote 4°C.
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Tabul’ka ¢. 5 - Nastavenie primdrnych protilatok

Mouse Monoclonal Sigma-Aldrich Inc.,

GAPDH :
Anti-GAPDH MO, USA

G8795 1:10 000

Bio-Techne R&D
ICAM-1 | Goat Polyclonal IgG AF796 .
e e Systems, MN, USA 1:500

VCAM-1 | Goat Polyclonal TgG | D10~ Techne R&D AF643 1:500
Systems, MN, USA

P-selektin | Rabbit Polyclonal IgG | Abcam Plc., UK ab59738 1:200

PA (primary antibody) - primarna protilatka, 1gG - imunoglobulin G, GAPDH - glyceraldehyd-
3-fosfat dehydrogenaza, ICAM-1 - intercelularna adhézna molekula-1, VCAM-1 - vaskularna

bunkova adhézna molekula-1.

Na druhy deii sme membrdny premiestnili do plastovych misiek s TBS-T
roztokom. Membrany sa hodinu premyvali na trepacke, pricom kazdych desat’ mintt
sme vymienali TBS-T roztok. Tento krok je dolezity pre zaistenie Cistoty signdlu. Pocas
premyvania sme si opat’ pripravili vanicky z parafilmu a nasledne sme 5 % roztokom
suseného netu¢ného mlieka s obsahom 0,1 % TBS-T roztoku nariedili sekundarne
protilatky (vid. Tabulka €. 6). Tie boli konjugované s HRP, vd’aka ¢omu bola neskor
umoznena vizualizacia proteinov. Pripravené skimavky sme dokladne pretrepali. Po
skonceni blokacie sme membrany preniesli do vaniciek so sekundarnymi protilatkami.
Inkubécia prebiehala za laboratdrnej teploty, za staleho kyvania a trvala jednu hodinu.
Po inkubécii nasledovalo premyvanie, ktoré bolo vykonané rovnakym sposobom ako po

inkubacii membran s primarnymi protilatkami.
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Tabul’ka ¢. 6 - Nastavenie sekunddrnych protildtok

GAPDH HRP-conj. Goat Anti- | Sigma-Aldrich Inc., A9917 1:20 000
Mouse Polyclonal IgG | MO, USA
ICAM-1 HRP-conj. Rabbit Anti- | Sigma-Aldrich Inc., A5420 1:5 000
Goat Polyclonal IgG MO, USA
VCAM-1 HRP-conj. Rabbit Anti- | Sigma-Aldrich Inc., A5420 1:5 000
Goat Polyclonal IgG MO, USA
P-selektin HRP'_COHj' Goat Antic Abcam Plc., UK ab6112 1:2 000
Rabbit Polyclonal IgG

SA (secondary antibody) - sekundarna protilatka, IgG - imunoglobulin G, GAPDH -
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendaza, ICAM-1 - intercelularna adhézna molekula-1, VCAM-1
- vaskularna bunkova adhézna molekula-1, HRP-conj. (horseradish peroxidase - conjugated) -

sekunddrna protilatka konjugovand s chrenovou peroxidazou.

Po inkubicii membran s primarnymi i sekundarnymi protilatkami nasledovala
samotnd detekcia. Zlozky detek¢éniho kitu (Thermo Fisher Scientific Inc., IL, USA) sme
zmiesali v pomere 1:1 a to v dostato¢énom mnozstve pre pokrytie celej membrany. Takto
pripraveny detekény roztok sme pipetou naniesli na membranu umiestnent na tvrdej
podlozke. Membrana bola umiestnena tak, aby proteiny boli orientované smerom nahor.
Pouzity chemiluminiscen¢ny substrat (detekéné ¢inidlo) a doba jeho pdsobenia st pre
jednotlivé proteiny uvedené v Tabulke €. 7. Prebytocné detekéné Cinidlo sme potom
opatrne odsali pomocou gazy a takto pripraveni membranu sme vlozZili do priehl'adne;j
folie a nasledne do uzatvaratelnej kazety. Dalsie kroky prebiehali v temnej komore. Na
zaklade reakcie HRP s detekénym cinidlom sme priloZzenim fotografického filmu
(AGFA CP-BU; Foma Bohemia s.r.0., CZE) na membranu detekovali
chemiluminiscenénti reakciu. Dobu expozicie sme upravili podla intenzity bandov,
u jednotlivych proteinov sa lisila. Vyvolavanie filmov prebiehalo pomocou pristroja

OPTIMAX 2010 X-Ray Film Processor (PROTEC GmbH & Co. KG, DEU).
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Tabul’ka ¢. 7 - Vyber a doba posobenia detekéného cinidla

Doba
posobenia

Protein Detekéné ¢inidlo

SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 30 sekiind
SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 5 mintt
SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 7 min0t
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate 10 sekiind
SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate 5 mintt

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza, ICAM-1 - interceluldrna adhézna molekula-
1, VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1.

Vyvolané filmy (pruhy bandov) boli semikvantitativne vyhodnotené
denzitometrickou metédou (Imaging Software NIS-Elements Advanced Research,
verzia 4.00.11; Laboratory Imaging s.r.o., CZE). Nasledne sme ich Statisticky spracovali

v programe GraphPad Prism 8 (verzia 8.1.0; GraphPad Software Inc., CA, USA).
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5. VYSLEDKY

Vysledky st uvedené ako priemer + Standardnd chyba priemeru. Hladina
Statistickej vyznamnosti (p) bola stanovend neparametrickym t-testom (Mann-Whitney).
Rozdiely medzi skupinami st Statisticky vyznamné ak p < 0,05. V grafoch su Statisticky
vyznamné hodnoty oznacené symbolom ,,*“, pricom plati: * p < 0,05; ** p <0,01; ***

p<0,001.

5.1 Vaha

Medzi kontrolnou a experimentdlnou skupinou transgénnych mysi nebol
zaznamenany signifikantny vahovy rozdiel (49,00 + 2,67 g vs. 46,85 + 0,93 g; p =
0,4848). Porovnanie hmotnosti mysi kontrolnej a Sol-Eng” skupiny je znazornené

v Grafe ¢. 1. Hodnoty su uvedené v gramoch [g].

Graf ¢. 1 - Hmotnost’ mysi [g]
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Kontrolna skupina  Sol-Eng”

V lavom stlpci je zndzornend hmotnost mysi kontrolnej skupiny, v pravom stipci hmotnost

Jjedincov experimentdlnej (Sol-Eng") skupiny. Vyjadrend je v gramoch [g].
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5.2 Biochemicka analyza

U experimentalnej 1 kontrolnej skupiny pouzitych transgénnych mysi boli
pomocou biochemickej analyzy stanovené plazmatické hladiny celkového cholesterolu
a triacylglycerolov. Nasledne boli tieto hodnoty porovnané medzi sledovanymi
skupinami mysi. Obidve skupiny jedincov boli kimen¢ Standardnou laboratérnou diétou
pre hlodavce. Vysledky su vyjadrené graficky. Koncentracie cholesterolu a TAG su

vyjadrené ako milimolarne [mmol/1].

5.2.1 Biochemicka analyza hladin celkového cholesterolu

Biochemicka analyza plazmatickych hladin celkového cholesterolu nepreukézala
signifikantny rozdiel medzi kontrolnou a experimentalnou (Sol-Eng") skupinou
pouzitych mysi (3,02 £ 0,24 mmol/l vs. 2,66 £ 0,09 mmol/l; p = 0,6263). Vysledky

analyzy st vyjadrené v Grafe €. 2.

Graf ¢. 2 - Hladiny celkového cholesterolu [mmol/l]

Celkovy cholesterol
4_
3_
=
: 2
E
1 -
0

Kontrolna skupina  Sol-Eng”

Lavy stlpec grafu zndzoriiuje hladinu celkového cholesterolu u kontrolnej skupiny mysi. Pravy
stlpec vyjadruje jeho hladinu u skupiny experimentdlnej (Sol-Eng”). Koncentrdcia je vyjadrend

v [mmol/l].
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5.2.2 Biochemicka analyza hladin triacylglycerolov

Prostrednictvom biochemickej analyzy plazmatickych hladin triacylglycerolov
nebol preukéazany signifikantny rozdiel medzi kontrolnou a experimentalnou (Sol-Eng")
skupinou pouzitych transgénnych mysi (2,13 £ 0,24 mmol/l vs. 2,15 £ 0,16 mmol/l; p =
0,6454). Vysledky analyzy st vyjadrené v Grafe €. 3.

Graf ¢. 3 - Hladiny TAG [mmol/l]
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Lavy stlpec grafu zndzoriiuje hladinu triacylglycerolov (TAG) u kontrolnej skupiny mysi. Pravy
stlpec zndzoriuje hladinu TAG u skupiny experimentdlnej (Sol-Eng”). Koncentrdcia je

vyjadrena v [mmol/l].

5.3 ELISA analyza

Prostrednictvom ELISA analyzy boli vyhodnotené koncentracie molekul sEng a
sVCAM-1 vplazme transgénnych mysi. Nasledne boli hladiny tychto markerov
porovnané medzi experimentalnou (Sol-Eng”) a kontrolnou skupinou. Vysledky su

vyjadrené graficky v nanogramoch na mililiter [ng/ml].
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5.3.1 ELISA analyza hladin sEng

ELISA analyza hladin sEng preukézala signifikantny rozdiel v hladinach tohto
markeru medzi porovndvanymi skupinami transgénnych mysi (** p < 0,01). Hodnoty
Pudského sEng boli u Sol-Eng" skupiny signifikantne vysSie ako u kontrolnej skupiny
(1818,00 = 291,60 ng/ml vs. 5,74 + 11,76 ng/ml; p = 0,0079). Vysledok je zobrazeny
v Grafe €. 4.

Graf ¢. 4 - Plazmatické hladiny Pudského solubilného endoglinu [ng/ml]
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Lava strana grafu znazornuje plazmaticku hladinu ludského sEng u kontrolnej skupiny. Pravy
stlpec vyjadruje hladinu tohto markeru u experimentalnej (Sol-Eng") skupiny transgénnych
mysi. Hodnoty sEng sii u Sol-Eng” skupiny signifikantne vysSie ako u kontrolnej skupiny (** p <
0,01). Koncentracia je vyjadrend v [ng/ml].
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5.3.2 ELISA analyza hladin sVCAM-1

ELISA analyza hladin molekuly sVCAM-1 nepreukazala signifikantny rozdiel
v plazmatickych hladindach tohto markeru medzi experimentalnou (Sol-Eng")
a kontrolnou skupinou transgénnych mysi (421,90 + 19,28 ng/ml vs. 474,80 + 25,26
ng/ml; p = 0,1282). Vysledok analyzy je zobrazeny v Grafe ¢. 5.

Graf ¢. 5 - Plazmatické hladiny molekuly sVCAM-1 [ng/ml]
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Lavy stlpec grafu vyjadruje plazmatickii hladinu sVCAM-1 u kontrolnej skupiny. Pravy stipec
vyjadruje hladinu tohto markeru u experimentdlnej (Sol-Eng”) skupiny mysi. Hodnoty st
vyjadrené v [ng/mlj.

5.4 Western blot analyza

Vysledky Western blot analyzy homogenatu aorty transgénnych mySi nam
poskytli informacie o expresii sledovanych markerov endotelovej dysfunkcie, a to
konkrétne adhéznych molekul ICAM-1, VCAM-1 a P-selektin. Vyhodnotili sme zmeny

v expresii tychto molekdl medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou mysi.
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Okrem vymenovanych molekil sme na kazdej membrane identifikovali aj
Strukturalny protein GAPDH, ako kontrolu nanesenia proteinov. Specifické signaly
proteinov (pruhy bandov) boli normalizované, tzn. prepocitané k signalu GAPDH.

Normalizécia bola vykonana za ucelom spresnenia vysledkov.

5.4.1 Western blot analyza molekuly ICAM-1

Western blot analyza ICAM-1 nepreukazala signifikantny rozdiel v expresii tohto

markeru medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou mysi (100,00 £ 7,29 vs. 104,50
t 8,40; p = 0,8413). Expresia danej molekuly je vyjadrenad v percentach a znazornena

v Grafe €. 6. Pod grafom su zobrazené Specifické signdly proteinov (ICAM-1, GAPDH)

na fotografickom filme.
Graf ¢. 6 - Expresia adhéznej molekuly ICAM-1 [%]
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Lavy stipec grafu vyjadruje expresiu ICAM-1 u kontrolnej skupiny mysi. Pravy stlpec vyjadruje
expresiu tejto adhéznej molekuly u skupiny experimentdlnej (Sol-Eng”). Expresia je vyjadrend

v percentach [%)].

Pod grafom je zobrazeny fotograficky film - Specifické signaly proteinu ICAM-1 (80-114 kDa,
bandy pozorované medzi 100-110 kDa). Pod nim je zobrazeny pruh bandov proteinu GAPDH
(30-40 kDa). Prvych piit bandov patri kontrolnej skupine, druhych pdt patri Sol-Eng" skupine

mysi.
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5.4.2 Western blot analyza molekuly VCAM-1

Analyza expresie molekuly VCAM-1 nepreukézala Statisticky vyznamny rozdiel
medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou (100,00 + 18,00 vs. 94,75 £ 8,76; p =
0,6905). Expresia tejto adhéznej molekuly je vyjadrenda v percentdch a znazornena

v Grafe ¢. 7. Pod grafom st zobrazené Specifické signaly proteinov (VCAM-I,
GAPDH) na fotografickom filme.

Graf ¢. 7 - Expresia adhéznej molekuly VCAM-1 [%]
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Lavy stlpec grafu vyjadruje expresiu VCAM-1 u kontrolnej skupiny mysi. Pravy stlpec
zndzoriuje expresiu tejto adhéznej molekuly u skupiny experimentdlnej (Sol-Eng'). Expresia je

vyjadrena v percentach [%].

Pod grafom je zobrazeny fotograficky film - Specifické signaly proteinu VCAM-1 (100-110
kDa). Pod nim je zobrazeny pruh bandov proteinu GAPDH (30-40 kDa). Prvych pdt bandov
patri kontrolnej skupine, druhych pdt patri Sol-Eng" skupine mysi.
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5.4.3 Western blot analyza molekuly P-selektin

Western blot analyza molekuly P-selektin preukazala signifikantny rozdiel
v expresii tohto markeru medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou mysi (** p <
0,01). Jeho expresia bola ukontrolnej skupiny myS$i signifikantne vysSia ako
u experimentalnej skupiny (100,00 £ 17,26 vs. 55,00 £ 4,24; p = 0,0079). Expresia
molekuly P-selektin je vyjadrend v percentach a zndzornena v Grafe €. 8. Pod grafom st

zobrazené Specifické signaly proteinov (P-selektin, GAPDH) na fotografickom filme.

Graf ¢. 8 - Expresia adhéznej molekuly P-selektin [%]
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Lavy stlpec grafu vyjadruje expresiu adhéznej molekuly P-selektin u kontrolnej skupiny mysi.
Pravy stlpec zndzorfiuje expresiu tejto molekuly u experimentdlnej (Sol-Eng”) skupiny. Expresia
Jje vyjadrend v percentach [%]. U Sol-Eng” skupiny doslo k signifikantnému zniZeniu expresie (o

45%) sledovaného markeru (** p <0,01).

Pod grafom je zobrazeny fotograficky film - Specifické signaly proteinu P-selektin (cca 90 kDa,
bandy pozorované medzi 90-100 kDa). Pod nim je zobrazeny pruh bandov proteinu GAPDH
(30-40 kDa). Prvych pdt bandov patri kontrolnej skupine, druhych pdt patri Sol-Eng" skupine

mysi.



6. DISKUSIA

Cievny endotel hra vyznamnu ulohu pri zachovavani spravnej funkcie krvnych
ciev a kardiovaskularneho systému ako takého. Nie je teda prekvapenim, ze endotelova
dysfunkcia, komplexné poskodenie funkcie endotelu, vyrazne prispieva k rozvoju
mnohych kardiovaskularnych ochoreni ako napriklad ischemickd choroba srdca,
arterialna hypertenzia ¢i diabetes mellitus 2. typu (Bernatova et al., 2014; Davignon and

Gangz, 2004; Hadi et al., 2005).

Endoglin (CD105, TGF-B receptor IIlI, Eng) je transmembranovy glykoprotein
predstavujuci regulacnu zlozku TGF-B receptorového komplexu, v ramci ktorého sa
podiela na regulacii niekolkych signaliza¢nych drah (Albert et al., 2001). Okrem
membranovej formy tohto proteinu viaceré publikdcie demonstrovali v krvi ¢i
kultivaénom médiu aj pritomnost’ jeho solubilnej formy (sEng) (Levine et al., 2006;
Venkatesha et al., 2006). T4 vznika proteolytickym odstiepenim extraceluldrnej domény
membranovo viazaného endoglinu pomocou enzymu matrix metaloproteinaza-14

(Hawinkels et al., 2010; Venkatesha et al., 20006).

Prvd  zmienka o  zvySenych  hladinach  endoglinu  u pacientov
s hypercholesterolémiou pochédza zo stidie Blann ef al. (Blann ef al., 1996). Taktiez
bolo publikovanych niekol'ko $tadii zaoberajucich sa monitorovanim hladin solubilného
endoglinu v krvi pacientov s hypercholesterolémiou a ateroskler6zou. Tie preukazali
jasny suvis medzi danymi patologickymi stavmi a zvySenymi hladinami sEng (Blaha,
2008; Perucci et al., 2014; Valbuena-Diez et al., 2012). Okrem toho sa zistilo, Ze
zvysenie hladin sEng koreluje s hladinou glykémie, s hodnotami systolického tlaku krvi,
pulzného tlaku, rychlostou S§irenia pulznej viny a s elektrokardiograficky stanovenou
hypertrofiou Tl'avej komory u pacientov s arteridlnou hypertenziou a s diabetom, co
u nich vedie k vy$Siemu kardiovaskuldrnemu riziku. Na zaklade tohto zistenia autori
danej Stadie naznacili, Ze solubilnd forma endoglinu je indik4dtorom hypertenzie
acievnych patolégii spojenych s diabetom, ako je endotelovd dysfunkcia

a kardiovaskularne poSkodenie (Blazquez-Medela et al., 2010).

Na druhej strane, vysledky novSej Studie Nemeckova et al. preukazali, ze
kratkodobé pdsobenie vysokych hladin sEng neovplyviluje aortdlny endotel, a to ani

z funk¢ného a ani z morfologického hl'adiska. V danej $tadii boli pouzité aorty mysi
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starych Styri az Sest’ mesiacov (Nemeckova et al., 2015). K odlisnym vysledkom sa vSak
dospelo v pripade, ked’ bola experimentadlnym zvieratdim podévand diéta s vysokym
obsahom tuku. Po troch mesiacoch podéavania takejto stravy vyustila kombinacia
vysokych hladin sEng a hypercholesterolémie v rozvoj prozéapalového fenotypu
v krvnych cievach experimentdlnych mysi (Jezkova et al., 2016). Podobne d’alsia
studia, ktord sktimala kombindciu vysokych hladin sEng a poddvania vysokotukovej
diéty po dobu Sest mesiacov priniesla vysledok, Ze dand kombindcia vedie
k endotelovej dysfunkcii s narusenim endoglinovej signalizacie. Tento vysledok
zaroven naznacuje, ze dlhodobé posobenie vysokych hladin solubilného endoglinu v
spojeni s hypercholesterolémiou indukuje a naviac prehlbuje endotelova dysfunkciu

v krvnych cievach nachylnych k ateroskleréze (Vitverova et al., 2018).

Cielom tejto diplomovej prace bolo vyhodnotit,, ¢i dlhodobé pdsobenie vysokych
hladin solubilného endoglinu ovplyvni expresiu vybranych adhéznych molekul (ICAM-
1, VCAM-1, P-selektin). Tieto molekuly umozZiuju prichytenie leukocytov k endotelu
aich nasledny prienik k miestu zapalu (Karetova, 2002). Ich expresiu sme hodnotili
v aorte experimentalnych zvierat, pricom boli pouziti 12 mesiacov stari samci

transgénnych mysi kfmeni Standardnou laboratérnou diétou pre hlodavce.

Zistilo sa, Ze expresia bunkovych adhéznych molekal ICAM-1, VCAM-1 a P-
selektin sa poas rozvoja endotelovej dysfunkcie a zépalového procesu pri mnohych
patologickych stavoch, vratane aterosklerozy, zvysSuje (Koning et al., 2002; Ling et al.,
2012). Taktiez je dokazané, ze k expresii molekul ICAM-1 a VCAM-1 dochadza
v oblastiach predisponovanych k rozvoju aterosklerézy ana periférii danych 1ézii
(Cybulsky et al, 2001; Nakashima et al., 1998). Studia Cybulsky et al. naviac poukazala
na fakt, ze molekula VCAM-1 zohrava hlavnu ulohu v iniciacii aterosklerotického
procesu (Cybulsky et al., 2001). Prozapalové posobenie molekuly P-selektin bolo
demonStrované aj v Stadii s P-selektin deficientnymi mySami, v ktorej bola u tejto
skupiny experimentalnych mysi pozorovana redukcia vyskytu aterosklerotickych 1€ézii

(Collins et al., 2000).

Z uvedenych poznatkov je zrejmé, ze zvySend expresia adhéznych molekul
ICAM-1, VCAM-1 a P-selektin je charakteristickym znakom endotelovej dysfunkcie.
Predstavujii teda markery tohto patologického stavu. Preto sme pre zhodnotenie

potenciondlneho vplyvu dlhodobého posobenia vysokych hladin solubilného endoglinu
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na rozvoj endotelovej dysfunkcie v mySacej aorte pouzili vymenované bunkové

adhézne molekuly.

Vysledky Western blot analyzy vykonanej vramci tejto diplomovej prace
preukazali, ze expresia molekul ICAM-1 a VCAM-1 sa medzi experimentalnou a
kontrolnou skupinou pouzitych mysi, tzn. medzi 12 mesiacov starymi jedincami
s vysokymi hladinami a naopak s nizkymi hladinami Tl'udského sEng, neliSi. Toto
zistenie je v stlade s uvedenou publikdciou Nemeckova et al., v ktorej bol zhodnoteny
vplyv kratkodobého poOsobenia vysokej hladiny sEng na funkciu endotelu, vratane
expresie bunkovych adhéznych molekul ICAM-1 a VCAM-1. S pouzitim rovnakého
transgénneho mysaciecho modelu ako vtejto diplomovej praci uvedend S$tadia
demonstrovala, ze vysoké hladiny sEng nemaju za danych podmienok vplyv na rozvoj
endotelovej dysfunkcie (Nemeckova et al., 2015). Tieto vysledky poukazuju na to, Ze

solubilna forma endoglinu neindukuje prozapalovy fenotyp v endoteli mySacej aorty.

Western blot analyza molekuly P-selektin priniesla neocakavany vysledok. Sice
doslo k Statisticky vyznamnému rozdielu v jeho expresii medzi sledovanymi skupinami
transgénnych mysi, avSak expresia tohto markeru endotelovej dysfunkcie bola
signifikantne nizsia (o 45%) u experimentalnej skupiny, tzn. u jedincov s vysokymi
hladinami l'udského solubilného endoglinu. Doposial’ nebola publikovand Studia, ktora

by poskytla vysvetlenie tohto neo¢akavaného vysledku.

V kazdom pripade, vysledky tejto diplomovej prace naznacuju, Ze ani dlhodobé
posobenie vysokych hladin solubilného endoglinu nevedie k rozvoju endotelovej
dysfunkcie a zapalového procesu v mySacej aorte. Pre objasnenie danych zisteni a pre
formuléciu finalneho zaveru bude potrebné potvrdit’ tieto vysledky pomocou d’alSich

metod.
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7. ZAVER

Této diplomova praca bola zamerana na stanovenie expresie adhéznych molekul
ICAM-1, VCAM-1 a P-selektin v mySacej aorte. Pre experiment boli pouziti 12
mesiacov stari samci. Tieto transgénne mysi kmena CBAxC57BL/6J, ktorym bola do
organizmu vlozena genetickd informacia pre expresiu 'udského sEng, boli rozdelené do
dvoch skupin. Experimentalna skupina mysi vykazovala vysoké hladiny sEng, zatial
¢o kontrolnd skupina mysi mala nizke hladiny sEng. Hladiny sEng v plazme boli
stanovené pomocou ELISA analyzy. Obidve skupiny mysi boli kfmené Standardnou
laboratérnou diétou pre hlodavce. Biochemicka analyza preukazala, ze podavanie danej
diéty neviedlo k Statisticky vyznamnému rozdielu v hladinach celkového cholesterolu a

TAG medzi experimentalnou a kontrolnou skupinou pouZitych transgénnych mysi.

Western blot analyza homogendtu aorty nepreukdzala signifikantné rozdiely
v expresii adhéznych molekul ICAM-1 a VCAM-1 medzi experimentidlnou a
kontrolnou skupinou mysi. Naviac, u molekuly P-selektin neocakdvane doslo
k signifikantne nizSej expresii u experimentalnej skupiny mysi (Sol-Eng") oproti

kontrolnej skupine.

ELISA analyza plazmatickych hladin solubilnej formy molekuly VCAM-1
nepreukdzala Statisticky vyznamny rozdiel medzi experimentdlnou a kontrolnou

skupinou mysi.

Vysledky tejto diplomovej prace ukazali, Ze vysokd hladina sEng nespdsobuje
signifikantné zvySenie expresie markerov endotelovej dysfunkcie (ICAM-1, VCAM-1)
v aorte pouzitych mysi. Naviac sa preukdzalo, Ze sposobuje signifikantné znizenie
expresie markeru P-selektin. Tieto neocakdvané vysledky, ktoré nenaznacuju korelaciu
medzi dlhodobym po6sobenim vysokych hladin sEng arozvojom endotelove;j

dysfunkcie, bude potrebné overit’ aj d’al§Simi metodami.
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8. POUZITE SKRATKY

slovensky vyznam

skratka vyznam skratky
ALK activin receptor-like kinase aktivin receptoru podobné kindzy
ApoB apolipoprotein B apolipoprotein B
ApoE apolipoprotein E apolipoprotein E
ApoE" apolipoprotein E-deficient mouse apolipoprotein E deficientny
model mysaci model
APS ammonium persulfate peroxodisiran amonny
CAMs cell adhesion molecules bunkové adhézne molekuly
CD cluster of differentiation diferenciacna skupina
COX cyclooxygenase cyklooxygenéza
EDHF endothelium-derived endotelovy hyperpolariza¢ny
hyperpolarizing factor faktor
ELISA enzyme-linked immunosorbent enzymova imunoanalyticka
analyza assay metoda
eNOS endothelial nitric oxide endotelova syntdza oxidu
synthase dusnatého
ET-1 endothelin-1 endotelin-1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenase dehydrogendza
HRP horseradish peroxidase chrenova peroxidaza
ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1 | intercelularna adhézna molekula-1
kDa kilodalton kilodalton
LDL low-density lipoproteins lipoproteiny s nizkou denzitou
LDLr" low-density lipoprotein receptor LDL-receptor deficientny
knockout mouse model model
Milli-Q H20 ,ultrapure® water redestilovana, ultracista voda
NO nitric oxide oxid dusnaty
oxLDL oxidized low-density oxidované lipoproteiny s nizkou
lipoproteins denzitou
PAGE polyacrylamide gel polyakrylamidova gélova
electrophoresis elektroforéza
PECAM-1 platelet endothelial cell adhesion dostickova endotelova adhézna
molecule-1 molekula-1
PGI: prostaglandin I / prostacyclin prostaglandin I» / prostacyklin
PVDF polyvinylidene difluoride polyvinyliden difluoridova
membrana membrane membrana
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skratka vyznam skratky slovensky vyznam
RIPA radio immuno precipitation assay tlmivy roztok pouzivany
buffer k 1yze buniek
SDS sodium dodecyl sulphate dodecylsiran sodny
sEng soluble endoglin solubilny endoglin
sICAM-1 soluble intercellular adhesion solubilna interceluldrna adhézna
molecule-1 molekula-1
sVCAM-1 soluble vascular cell adhesion solubilna vaskuldrna bunkova
molecule-1 adhézna molekula-1
Sol-Eng* transgenic mouse model transgénny mysaci model
expressing human sEng exprimujuci l'udsky sEng
TAG triacylglycerols triacylglyceroly
TEMED N,N,N',N'- N, N, N, N'-
tetramethylethylenediamine tetrametyletylendiamin
TGF-p transforming growth factor-f3 transformujuci rastovy faktor-beta
TBS tris-buffered saline tris pufor hydrochlorid
TXA2 thromboxane A» tromboxan A;
VCAM-1 vascular cell adhesion vaskularna bunkova adhézna
molecule-1 molekula-1
VLDL very low-density lipoproteiny s vel'mi nizkou
lipoproteins hustotou
vVWF von Willebrand factor von Willebrandov faktor
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