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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarskych véd

Nazov diplomovej prace: Vplyv blokacie endoglinu na zapalom indukovanu

endotelovi dysfunkciu u Pudskych aortalnych endotelovych buniek
Autor: Andrea Skubova
Veduci diplomovej prace: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Ciel' prace: Cielom tejto diplomovej prace bolo popisat vplyv zapalu indukovaného
prostrednictvom TNF-a a LPS na expresiu endoglinu a jeho transkripénych faktorov,
expresiu biomarkerov endotelovej dysfunkcie, hladinu solubilného endoglinu a adhéziu a
transmigraciu monocytov cez 'udské aortalne endotelové bunky. Dalej sme chceli objasnit’
vplyv blokacie endoglinu prostrednictvom monoklondlnej protilatky TRC105 (carotuximab)

na tieto procesy.

Metddy: V tejto diplomovej praci boli pouzité 'udské aortalne endotelové bunky (HAEC),
ktoré boli vystavené po dobu 16 hodin pésobeniu TNF-a (10 ng/ml) a LPS (100 ng/ml) a po
dobu 12 hodin p6sobeniu TRC105 (300 pg/ml). Metodou real-time qRT-PCR sme merali
mRNA expresiu endoglinu a jeho transkripénych faktorov (KLF6, RelA, NR1H3), mRNA
expresiu zépalovych adhéznych molekal (ICAM-1, VCAM-1, SELE) a mRNA expresiu
enzymu MMP-14. Pomocou prietokovej cytometrie sme detekovali proteinové hladiny
endoglinu, proteinové hladiny zapalovych adhéznych molekul (ICAM-1, VCAM-1), pocet
adherovanych THP-1 monocytov a pocet transmigrovanych THP-1 monocytov cez bunky.

Pre meranie hladiny solubilného endoglinu sme pouzili metodu ELISA.

Vysledky: Samotné TRC105 nemalo signifikantny vplyv na mRNA expresiu endoglinu a
jeho transkripénych faktorov, no v pripade proteinovej expresie endoglinu viedlo k
signifikantnému zniZeniu hladin. TRC105 zésadne neovplyvnilo proteinovu expresiu
adhéznych molekul ani transmigraciu, avSak bolo schopné znizit" adhéziu monocytov k

endotelovym bunkdm. Stimulédcia buniek prostrednictvom TNF-a a LPS spdsobila



signifikantné zniZenie proteinovej expresie endoglinu, zvySenie hladin solubilného
endoglinu a proteinovej expresie zapalovych adhéznych molekal a zvySenie adhézie
monocytov, no nemala vplyv na transendotelovll migraciu monocytov. Pridanie TRC105 k
bunkam stimulovanym TNF-a a LPS viedlo k signifikantnému zniZzeniu proteinovej expresie
endoglinu, no nemalo zasadny vplyv na expresiu adhéznych molekul. Len v pripade TNF-a
indukovaného zapalu viedla pritomnost’ TRC105 k zniZeniu adhézie monocytov. TRC105

signifikantne neovplyvnil ani TNF-a, ani LPS stimulovanu transmigraciu.

Zaver: Vysledky preukazali, Ze pridanie TRC105 k bunkdam stimulovanym TNF-a viedlo k
vyraznému zniZzeniu proteinovej expresie endoglinu, ¢o moZe predchddzat TNF-a
indukovanej adhézii monocytov. Tieto vysledky naznacuju, ze endoglin sa podiel'a na rozvoji
endotelovej dysfunkcie navodenej TNF-a, a teda ze endoglin by potencionalne mohol byt’

zaujimavym farmakologickym cielom u ochoreni so zapalovou etioldgiou.

KrIacéové slova: TRC105, endoglin, endotelova dysfunkcia, zapal




ABSTRACT

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

Title of Diploma Thesis: Effect of endoglin blockage on inflammation-induced

endothelial dysfunction in human aortic endothelial cells
Author: Andrea Skubovi
Supervisor of Diploma Thesis: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Aim: The aim of this thesis was to describe the effect of TNF-a and LPS-induced
inflammation on the expression of endoglin and its transcription factors, the expression of
biomarkers of endothelial dysfunction, the levels of soluble endoglin, and the adhesion and
transmigration of monocytes through human aortic endothelial cells. We further investigated
the effect of endoglin blockage by the monoclonal antibody TRC105 (carotuximab) on these

processes.

Methods: In this thesis, human aortic endothelial cells (HAEC) were used, and they were
exposed for 16 hours to TNF-a (10 ng/ml) and LPS (100 ng/ml) and for 12 hours to TRC105
(300 pg/ml). The mRNA expression of endoglin and its transcription factors (KLF6, RelA,
NR1H3), mRNA expression of inflammatory adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1,
SELE) and mRNA expression of MMP-14 enzyme were measured by real time qRT-PCR.
Using flow cytometry, we detected protein levels of endoglin, protein levels of inflammatory
adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1), the number of adherent THP-1 monocytes, and the
number of transmigrated THP-1 monocytes. We used the ELISA method to measure soluble

endoglin levels.

Results: TRC105 alone had no significant effect on mRNA expression of endoglin and its
transcription factors but led to a significant decrease in endoglin protein expression levels.
TRC105 did not significantly affect protein expression of adhesion molecules or
transmigration but was able to reduce monocyte adhesion to endothelial cells. Stimulation of

cells by TNF-a and LPS led to a significant decrease in protein expression of endoglin, an



increase in soluble endoglin levels and protein expression of inflammatory adhesion
molecules, and an increase in monocyte adhesion, but had no effect on monocyte
transendothelial migration. Addition of TRC105 to TNF-a- and LPS-stimulated cells resulted
in a significant decrease in protein expression of endoglin but had no significant effect on the
expression of adhesion molecules. Only in the case of TNF-a-induced inflammation did the
presence of TRC105 led to a decrease in monocyte adhesion. TRC105 did not significantly

affect either TNF-a- or LPS-stimulated transmigration.

Conclusion: The results demonstrated that the addition of TRC105 to TNF-a-stimulated cells
led to a significant reduction in endoglin protein expression, which may prevent TNF-a-
induced monocyte adhesion. These results suggest that endoglin is involved in the
development of TNF-a-induced endothelial dysfunction, and thus endoglin could potentially

be an interesting pharmacological target in diseases with inflammatory etiology.

Key words: TRC105, endoglin, endothelial dysfunction, inflammation
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2. UVOD

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktory je c¢lenom superrodiny
transformujuceho rastového faktoru beta (1, 2) a zohrava rozhodujicu ulohu pri udrziavani
kardiovaskularnej homeostazy (3). Je exprimovany na endotelovych bunkach a jeho expresia
je regulovand r6znymi transkripénymi faktormi ako KLF6, NF-kB, LXR a iné (4). Endoglin
sa zucastnuje zapalom indukovanej adhézie a transmigracie leukocytov (5), a taktiez bol
identifikovany pri aterosklerdze, kardiovaskularnych ochoreniach (6) a endotelovej

dysfunkcii (7).

Endotel je tvoreny monovrstvou endotelovych buniek, ktoré vystielaju vnutorny
povrch vsetkych ciev (8). Endotel vytvara selektivne priepustna bariéru medzi
extravaskuldrnym a intravaskuldrnym prostredim (9). K jeho hlavnym funkcidm patri
reguldcia transendotelovej migracie leukocytov cez endotelové bunky. Klucovi ulohu
zohrava aj pri udrziavani vaskularnej (10) a metabolickej homeostdzy (11), pri udrziavani
hemostazy a optimalneho prietoku krvi (12), pri prenose rozpustnych latok a makromolekul

do krvi a v neposlednom rade sa zucastiiuje procesu angiogenézy (13).

Endotelova dysfunkcia je charakteristickd naruSenou funkciou endotelu, ktora
sposobuje prechod endotelu z pokojového do prozapalového stavu. Prozapalovy stav je
charaketristicky zvySenou vaskularnou permeabilitou, produkciou prozapalovych cytokinov
a adhéznych molekul, zvySenou produkciou chemokinov, adhéziou leukocytov k endotelu a
agregaciou krvnych dosticiek (14, 15). NaruSenie vaskuldrnej homeostdzy zapalovymi
procesmi a kardiovaskularnymi faktormi vedie k rozvoju ateroskler6zy a kardiovaskularnych

ochoreni (16).

Zapal je stbor meniacich sa reakcii reagujicich na poSkodenie tkaniva (17).
Predstavuje obranny mechanizmus, ktorym sa organizmus dokaze ochranit’ pred infekciou a
poranenim. Niektoré reakcie moZeme povazovat za prospeSné (hojenie ran, kontrola
infekecii), no pri chronickych chorobnych stavoch sa zapal prejavuje vo forme patologickych
reakcii. Odpoved’ organizmu spociva v zmenach prietoku krvi, zvySeni priepustnosti krvnych

ciev a migracii tekutiny, bielkovin a leukocytov z krvného obehu do miesta poskodenia (18).
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Ku klinickym prejavom zapalu patri zaCervenanie, teplo, opuch, bolest’ a porucha funkcie

tkaniva (19). Podl'a dizky trvania delime zapal na akuatny, subakutny a chronicky (20).

TRCI105 (carotuximab) je monoklondlna protilatka, ktord sa viaze na endoglin a
pOsobi viacerymi mechanizmami G¢inkov. Povodne bol vyvinuty pre onkologick terapiu so
zameranim na proliferujuci endotel v cievach nadorov (21-23). Samostatne podavany
TRC105 nemal lepsi klinicky prinos ako sucasna liecba, a preto sa v sti€asnych klinickych
Stidiach kombinuje s inymi lieivami (24, 25). V jednej zo $tadii bol TRC105 pouzity ako
model farmakologickej latky, ktora je schopna modulovat’ endoglin a jeho signalizaciu pocas

rozvoja endotelovej dysfunkcie (26).

V tejto diplomovej praci sa budeme zaoberat vplyvom zapalu indukovaného
prostrednictvom TNF-a a LPS na expresiu endoglinu a jeho transkripénych faktorov,
expresiu biomarkerov endotelovej dysfunkcie, hladinu solubilného endoglinu a adhéziu a
transmigraciu monocytov cez l'udské aortalne endotelové bunky. Dalej sa pokusime objasnit’
vplyv blokacie endoglinu prostrednictvom monoklonalnej protilatky TRC105 (carotuximab)

na spominané procesy.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Endoglin

Endoglin (Eng), znamy tiez ako CD105, je transmembranovy glykoprotein, ktory je

¢lenom superrodiny transformujiceho rastového faktoru beta (TGF-B) (1, 2).

2.1.1 Struktira a expresia endoglinu

Eng je prevazne exprimovany na endotelovych bunkach (EC), no jeho pritomnost
bola zaznamenana aj v bunkéach hladkého svalstva ciev (27), fibroblastoch (28), steldrnych

bunkach pecene (29) a v aktivovanych monocytoch a makrofagoch (30).

Eng je 180-kDa homodimérny integralny membranovy glykoprotein (3) viazany
disulfidickymi védzbami (31). Obsahuje velku extracelularnu cast' zlozenu z 561
aminokyselin, hydrofébnu membranovlii cast’ tvoren 26 aminokyselinami a kratku

cytoplazmaticku ¢ast’ bohatt na serin/treonin (32).

Extracelularna ¢ast’ Eng obsahuje tzv. sirotskii doménu (OD) a doménu nazyvan
zo6na pellucida (ZP) (33). OD nevykazuje vyznamnu podobnost’ so Ziadnou inou rodinou
proteinov a je zodpovedna za vizbu ligandov TGF-f (konkrétne TGF-B1, TGF-B3), kostnych
morfogenetickych proteinov (BMPs) a aktivinu-A. ZP pozostiva priblizne z 226
aminokyselin, pricom zvySky aminokyselin cysteinu sa nachadzajo v blizkosti
transmembranovej oblasti (34). ZP mdzeme d’alej rozdelit’ na ZP-N (blizsie k N-koncovej
oblasti Eng) aZP-C (blizSie k C-koncovej oblasti Eng). Stcastou aminokyselinovej
sekvencie ZP-N domény je arginyl-glycyl-aspartat (RGD) v polohe Arg399-Asp401, ktory
je zékladnou rozpoznavacou Struktirou pre vézbu s integrinmi a inymi RGD receptormi (32,
33).

Existuji dve rozdielne formy Eng: membranovy Eng (Obr. 1) a solubilny endoglin

(sEng) cirkulujuci v plazme alebo kultivaénom médiu buniek (35).
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Dalej rozlisujeme dve rozne izoformy Eng v zavislosti od stavu fosforylacie, poétu
aminokyselin v cytoplazmatickej doméne (36) a afinity k receptorom (37). Prevazne
exprimovany je dlhy endoglin (L-Eng) so 47 aminokyselinami, ktory stimuluje migraciu,
proliferaciu a angiogenézu EC. Kratky endoglin (S-Eng) je minoritna izoforma Eng so 14
aminokyselinami, ktory inhibuje migraciu a proliferaciu EC, ¢o vedie k ich starnutiu. S-Eng
ma skrateny C-koniec, na ktorom chybaju miesta fosforylacie a interakcie s proteinmi, ¢o
vedie k funkénym rozdielom v porovnani s L-Eng (38). Presna uloha S-Eng zatial' nebola

uplne objasnend, a preto sa v tejto praci budeme zaoberat’ L-Eng (36, 37, 39, 40).

1 -
A sy s
oD
-5-5
360 —
. 44— RGD
ZP-N
457 —
7p-C Extracellular
536 S-S5 Extraceliular domain Plasma|Membrane
D : Transmembrane domain

e Cytoplasmatic domain Cytosol

Obrdzok 1: Struktiira endoglinu

A) Schematické znazornenie Struktury endoglinu (Eng). Eng pozostiva z extraceluldrnej,
transmembranovej a cytoplazmatickej domény. Extracelularnu doménu tvori zona pellucida (ZP)
rozdelend na casti ZP-C (blizsie k C-koncovej oblasti Eng) a ZP-N (blizsie k N-koncovej oblasti Eng)
s arginyl-glycyl-aspartdatovym tripeptidom (RGD), sirotska doména (OD) a signdlny peptid (SP)
(Autor: Katarina Tripskd, obrazok pouzity so suhlasom autora). Eng je zloZeny z dvoch monomérnych
Jjednotiek, ktoré su viazané disulfidickymi vizbami (S-S) (41). B) 3D Struktura Eng monoméru
zndzornuje umiestnenie malej C-terminadlnej intracelularnej domény a tri extraceluldrne domény,
ktoré zahnaju ZP-C (zelend), ZP-N (oranzova) a OD (Zltd) (33).

14



2.1.2 Regulacia endoglinu

Gén pre Eng je lokalizovany na l'udskom chromozome 9 a obsahuje 15 exoénov,
z ktorych 13 koduje extracelularnu doménu. Taktiez obsahuje dve oblasti bohaté na guanin-

cytozin (GC) (42).

Expresia membranového Eng je regulovana réznymi transkripénymi faktormi ako
KLF6 (¢len rodiny faktorov podobnych Kruppelovi tzv. Kruppel-like factors, ktoré su
exprimované vo vSetkych l'udskych tkanivach), nuklearny faktor kappa B (NF-kB),
pecenovy X receptor (LXR) (4), Specificky protein 1 (Spl), hypoxiou indukovatel'ny faktor
1 o (HIF-1a — zapalovy a oxidacny faktor drahy stresu) (43-45) a prvky citlivé na TGF-p,
glukokortikoidy, vitamin D a estrogén (42).

KLF6 je nukledarny protein skladajuci sa z troch ,,zinkovych prstov®, ktoré st
zodpovedné za vdzbu na GC oblasti v promotoroch réznych génov (46). Gén pre Eng
obsahuje dve GC oblasti, a navyse je s KLF6 indukovany pocas vaskuldrneho poskodenia.
Na zaklade tychto faktov bolo preukazané, ze KLF6 je schopny pozitivne regulovat’ expresiu

génu pre Eng (47).

NF-kB predstavuje rodinu dimérnych transkripénych faktorov, ktoré st klI'aicovym
regulatorom imunitného systému a zic¢astituju sa zapalovych reakcii, bunkovej diferenciécie,
proliferacie a angiogenézy. Signalizicia NF-kB je prisne regulovana ajej nespravna
modulécia sa podiel'a na Sirokom spektre chorob, od zépalovych a imunitnych procesov po

nadorové ochorenia (48).

LXR je nuklearny receptor, ktory stvisi s metabolizmom cholesterolu. Viaze sa na
oxysteroly (znadme tiez ako prirodzene sa vyskytujuce oxidované formy cholesterolu)
a aktivuje expresiu cielového génu. Pri identifikdcii novych cielovych génov LXR
v placente sa poukdzalo na to, ze LXR je transkripénym faktorom Eng. LXR je schopny
viazat’ sa na LXR responzivny element v Eng promotore, a tak sprostredkovat’ aktivaciu Eng

expresie (49).

Mutécia v sekvencii kritického miesta Spl alebo pritomnost’ inhibitora Spl viedla

k eliminécii bazalnej transkripcnej aktivity a citlivosti promotora Eng na TGF- (50).
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2.1.3 Signalizacia a funkcia endoglinu

Ako uz bolo spomenuté, Eng je dblezitym regulatorom signalizacie TGF-f pri
roznych fyziologickych aj patologickych stavoch (51). Receptory TGF-§ m6zeme rozdelit
na tri odliSné podtypy: receptory typu I, nazyvané aj ako kindzy podobné aktivinovému
receptoru (ALK 1-7), receptory typu II (TGF-BRII, BMPRII) a receptory typu III (Eng, B-
glykén) (52, 53).

TGF-f receptory typu I a II tvoria spolu s Eng funkény receptorovy komplex. Kratka
Cast’ cytoplazmatickej domény Eng sa zc¢astiiuje modulacie prenaSaného signalu (54), ale

nie je samotnym spustacom signélnej kaskady.

Proces signalizacie zacina, ked’ sa TGF-B alebo TGF-B3 naviaze na receptorovy
komplex na bunkovom povrchu. Fosforylaciou sa aktivuje skupina pribuznych proteinov
Smad (Smadl1/5/8 a Smad2/3), ktoré boli identifikované ako mediatory transdukcie
intracelularneho signdlu. Fosforylované proteiny Smad sa viazu na Smad4 a vytvéraju
proteinovy komplex, ktory sa transportuje do bunkového jadra. V jadre sa proteinovy
komplex Smad viaZe na Specifické oblasti DNA, kde riadi aktivitu konkrétnych génov
areguluje diferenciaciu a proliferaciu buniek (50). Eng moduluje tato signalizaciu
prostrednictvom vizby s ALK1 (kindza 1 podobna aktivinovému receptoru) alebo s ALKS
(kindza 5 podobna aktivinovému receptoru) (40). Vizba Eng na ALKI1 vedie k aktivacii
signéalnej drahy Smad1/5/8, ktoréd stimuluje proliferaciu a migraciu EC (55). Vézba Eng na
ALKS vedie k aktivacii signalnej drahy Smad2/3, ktora inhibuje proliferaciu a migraciu EC.
Vdaka tymto mechanizmom udrZiava Eng rovnovahu medzi spominanymi signalnymi

drahami a reguluje tak aktivny ¢i pokojny stav EC (56).

Okrem TGF-B je Eng schopny viazat aj BMP9 a BMP10 priamo pomocou vézby
s ALK (57, 58). ALK1 nasledne fosforyluje Smad1/5/8, ktory potom vytvara komplex so
Smad4. Proteinovy komplex je transportovany do jadra, kde zvySuje proliferacné signaly

v EC (Obr. 2) (59).
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Obrazok 2: Signdlne drahy endoglinu v endotelovych bunkdach

V lavej casti obrdzka vytvara endoglin (Eng) komplex s TGF-f receptormi typu Il (TpRII, BMPRII)
a TGF-p receptormi typu I (ALKS, ALKI1). Ak po naviazani TGF-f1 alebo TGF-S3 Eng vytvori
komplex s ALKS, dochaddza k iniciacii drahy Smad2/3. V pripade, Ze Eng vytvori komplex s ALK,
dochaddza k aktivacii drahy Smadl/5/8. Smad2/3 alebo Smadl/5/8 potom vytvoria komplex so Smad4,
ktory je zodpovedny za prenos komplexov Smad do jadra, kde prebicha regulacia génovej
transkripcie (60). Vpravej Ccasti obrazka sa BMP9 viaze na komplex Eng, ALKI
a BMPRII. Dochadza k aktivacii signalizacnej drahy Smadl/5/8 vytvorenim komplexu so Smad4 a
naslednému prenosu do jadra, co vedie k regulacii génovej transkripcie (61).

Viaceré Studie preukdzali, Ze Eng hrd rozhodujucu ulohu pri udrziavani
kardiovaskularnej homeostazy (3). Podiela sa na fyziologickej funkcii endotelu, no zmeny

v jeho expresii a funkecii st spojené aj s niekol’kymi patologickymi stavmi (35).

Hereditarna hemoragické teleangiektazia (HHT) je genetické ochorenie, ktoré je
charakteristické mutaciami v génoch pre Eng (HHT-1) alebo ALK-1 (HHT-2). HHT-1 je

spojend s vaskuldrnymi abnormalitami v pl'icach, mozgu a peceni (39).

Eng sa zucastiuje aj zapalom indukovanej adhézie a transmigracie leukocytov, ktora
je sprostredkovana vizbou RGD tripeptidu v Eng s integrinmi nachadzajucimi sa na povrchu

leukocytov (5). Eng bol taktiez identifikovany pri ateroskleréze (6), angiogenéze (62),

17



fibroze (63), srdcovej remodelacii (64), preeklampsii, plicnej hypertenzii ¢i endotelovej

dysfunkcii (ED) (7).

2.1.4 Solubilny endoglin

Extracelularna doména Eng moze byt proteolyticky Stiepend matrixovou
metaloproteindzou (MMP12 a MMP14) v blizkosti bunkovej membrany a cirkulovat
v krvnom obehu ako sEng (Obr. 3) (65).
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Obrazok 3: Vznik solubilného endoglinu

Solubilny endoglin vznika Stiepenim membrdnového endoglinu posobenim matrixovych
metaloproteindz (MMPs). Matrixové metaloproteindazy 14 a 12(MMP14 a MMP12) su enzymi, ktoré
hydrolyzuju peptidovi vizbu medzi aminokyselinami glycin-leucin v pozicii 586-587 endoglinu
v blizkosti jeho transmembranovej domény. Vysledkom je, ze dlhd extracelularna doména
membranovéeho endoglinu sa uvoliuje do obehu ako rozpustna forma endoglinu (60).

ZvySené hladiny sEng boli detekované pri preeklampsii u tehotnych zien (51),
obezite, hypertenzii (66) a pri metabolickych poruchach ako hypercholesterolémia a diabetes
mellitus (DM) (7). Na druhej strane, sEng je schopny inhibovat’ adhéziu leukocytov na EC.
sEng sa viaze na integriny leukocytov, ¢im blokuje ich vdzbu na membranovy Eng a néslednti
migraciu do miesta zapalu (5). Nedavne stadie preukazali, ze uCinky sEng (aktivécia alebo

inhibicia signalizéacie) st zavislé od toho, ¢i sEng cirkuluje v monomérnej alebo dimérnej

18



forme. To by mohlo poskytnit’ novy pohl'ad na ulohu a mechanizmy sEng pri regulécii nie

len signalizacie, ale aj angiogenézy (67).

2.2 Endotel

Cievny endotel tvori monovrstva EC, ktoré vystielaji vnltorny povrch celého
kardiovaskularneho systému (8). EC st charakteristické svojim pretiahnutym polygonalnym
tvarom (68). Endotel dosahuje hmotnost priblizne 1,5 kg a jeho celkova plocha sa odhaduje
na 700 - 1000 m?. Na ziklade plosnej velkosti méZzeme endotel povazovat za najvicsi

sekre¢ny organ v 'udskom tele (69).

Vo vicsich cievach, ako su zily a tepny, sa cievna stena sklada z EC, buniek hladkého

svalstva a elastickych vlakien (Obr. 4). Stenu krvnych kapilar tvoria len EC (11).

Capillaries
Arteriole

Endothelial cells

Smooth muscle cells Smooth muscle cells

Obrazok 4: Cievny endotel

Endotel je tvoreny monovrstvou endotelovych buniek (EC), ktoré lemuju vietky krvné cievy - tepny,
arterioly, venuly, Zily a kapilary. Bunky hladkého svalstva su uloZené pod vrstvou EC, ktora je
oddelena od okolitych vonkajsich vrstiev bazalnou laminou (70).
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Medzi EC sa nachadzaji medzibunkové spojenia, alebo rézne adhézne Struktiry.
Adhézne Struktury su tvorené transmembranovymi adhéznymi molekulami, ktoré su
prepojené so siet'ou cytoplazmatickych alebo cytoskeletarnych proteinov (71, 72). Adhézne
Struktary sa podielaji na komunikacii medzi bunkami a na riadeni vaskularnej permeability

buniek (73).

Medzi EC boli na zédklade morfologickych a funkénych charakterizécii popisané tri

typy spojeni (Obr. 5):

= tesné spoje (tight junctions)
= adhézne spoje (adherens junctions)

= medzerové spoje (gap junctions) (71, 72)

Zistené rozdiely v medzibunkovych spojeniach viedli ku klasifik4cii endotelu na

kontinudlny, fenestrovany a diskontinualny (74).
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Obrazok 5: Medzibunkové spojenia medzi endotelovymi bunkami

Obrazok znazornuje adhézne molekuly, ktoré prispievaju k bariérovej funkcii endotelu a vytvaraju
kontakt medzi endotelovymi bunkami. VE-kadherin a nektin vytvaraju medzi bunkami adhézne spoje.
Centralnymi zlozkami tesnych spojov su klaudiny (klaudin-5) a okludin. Integritu endotelového
spojenia podporuje aj adhézna molekula krvnych dosticiek a endotelovych buniek-1 (PECAM-1),
endotelova selektivna adhézna molekula (ESAM) a spojovacie adhézne molekuly JAM (junctional
adhesion molecule) (75).
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EC sa morfologicky, fyziologicky a fenotypovo liSia nie len medzi r6znymi organmi
vtele (76, 77), ale aj medzi tepnami a zilami, arteriolami a venulami, a navySe aj
medzi kapilarami rovnakych cievnych riecisk (78). Tieto rozdiely sa prejavuji vo variabilne;j
permeabilite, citlivosti a biosyntéze (79). Génovu expresiu ovplyviiuje tiez vek, pohlavie
a druh (80). Potencidlne medzidruhové rozdiely, dokonca aj medzi cicavcami, su obzvlast
dolezité, pretoze mnohé zo §tadii boli vykonané na mySiach alebo inych hlodavcoch

a prislu$né zistenia sa nemusia nevyhnutne prenasat’ na l'udské bunky (81).

2.2.1 Fyziologicka funkcia endotelu

Endotel je dynamicky organ, ktory vytvara selektivne priepustnu bariéru medzi
extravaskuldrnym a intravaskuldrnym prostredim. Predstavuje niekol’ko jedine¢nych funkcii

a produkuje rozne hormoény, neurotransmitery a vazoaktivne faktory (9).

Jednou zhlavnych funkcii endotelu je reguldcia transendotelovej migracie
leukocytov cez spojenia medzi EC. Interakcia medzi leukocytmi a vaskularnym endotelom
prebieha pocas akutneho a chronického zapalu a prispieva k imunitnej odpovedi. Leukocyty

sleduju signdly chemoatraktantov a migruju z krvného obehu do miesta zapalu (82).

Endotel zohrava kl'icovu ulohu aj pri udrziavani vaskularnej homeostazy. EC st
schopné udrziavat’ rovnovédhu medzi vazodilataciou a vazokonstrikciou endotelu (10). Medzi
molekuly podielajuce sa na vazodilatacii patria oxid dusnaty (NO), hyperpolarizujici faktor
odvodeny od endotelu a prostacykliny. Vazokonstrikény stav je sprostredkovany

endotelinom 1, angiotenzinom II a prostaglandinom H2 (83, 84).

Dal$ou funkciou endotelu je kontrola prenosu rozpustnych latok a makromolekual do
krvi. Vaskularny endotel riadi vymenu plynov, tekutin, elektrolytov a makromolekul medzi
krvnym obehom a okolitym tkanivom orgénovo Specifickym spdsobom (79, 85, 86).
Permeabilitu endotelu vieme rozdelit' na bazalnu, ktord sa vyskytuje na Urovni kapilér
(hlavné miesto vymeny vo vaskuldrnom riecCisku) a indukovani permeabilitu spojent so

zapalom, ktora sa vyskytuje predovSetkym na Grovni postkapildrnych venul (87, 88).

EC mdzu d’alej produkovat’ faktory, ktoré posobia ako parakrinné alebo endokrinné

regulatory pre bunky a aktivne sa podielaju na udrziavani metabolickej homeostazy. K tymto
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sekre¢nym endotelovym faktorom radime inzulinotropné faktory, rastové faktory a enzymy

(11).

Medzi dalSie vyznamné vlastnosti a funkcie endotelu patri schopnost udrziavat
spravnu hemostazu, a tym aj optimalny prietok krvi. EC reguluju hemostazu syntézou
prokoagula¢nych a antikoagulacnych molekul, ataktiez syntézou protrombickych

a antitrombotickych molekul (12).

V neposlednom rade je ddleZitou funkciou EC angiogenéza — proces tvorby novych
ciev zpredchadzajiceho endotelu (13). EC sa za normalnych okolnosti vyskytuja
v pokojovom stave a patria medzi geneticky najstabilnejSie bunky tela, pretoze ich doba
premeny trva stovky dni. Pocas angiogenézy vSak moézu EC rychlo proliferovat’ s dobou
obratu kratSou ako 5 dni (89). Angiogenéza je sprostredkovana rastovymi faktormi
s angiogénnymi vlastnostami, ako su vaskularny endotelovy rastovy faktor, TGF-$

a dostickovy rastovy faktor (90).

2.2.2 Endotelova dysfunkcia — definicia, prejavy, biomarkery

ED je stav charakterizovany narusenou funkciou endotelu, ktord vedie k prechodu
endotelu z pokojového stavu do prozapalového stavu. Prozéapalovy stav je definovany
zvySenou vaskularnou permeabilitou, produkciou prozépalovych cytokinov a adhéznych
molekul, zvySenou produkciou chemokinov, adhéziou leukocytov k endotelu a agregéciou

krvnych dosticiek (14, 15).

NaruSenim vaskularnej homeostdzy zapalovymi procesmi a kardiovaskularnymi
rizikovymi faktormi sa endotel stava nachylny na rozvoj aterosklerdzy (ATS). Zapalové
mediatory hraji zésadntl ulohu pri iniciécii, progresii a pripadnej ruptare aterosklerotickych
platov. Studie, ktoré skimajii zapalové procesy a ED s aterogenézou ndam mozu poskytnat
informacie o riziku rozvoja kardiovaskularnych ochoreni (KVO) a novych cieloch

a moznostiach liecCby (16).

Medzi KVO, ktoré suvisia s rozvojom ATS patri arteridlna hypertenzia (AH),
chronické srdcové zlyhanie, DM typu II, ischemicka choroba dolnych koncatin, cievna

mozgova prihoda, chronické zlyhanie obli¢iek a iné (91, 92). Hypercholesterolémia
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a inzulinova rezistencia tiez prispievaju k vzniku zapalu v cievnej stene a k zvySenej oxidacii
lipoproteinov, proliferacii buniek hladkého svalstva, bunkovej adhézii a tvorbe trombov

v cievach (93).

Medzi faktory, ktoré¢ mézu viest' k ED patri obezita, fajcenie, nedostatok spanku,
akutna mikrobidlna infekcia, vysoky prijem glukdézy, zvySené hladiny C-reaktivneho

proteinu (CRP) alebo vystavenie kovom a latkam znecist'ujiicim ovzdusie (91).

DM je charakteristicky zvySenym sklonom k oxidacnému stresu z ddévodu
pritomnosti vysokych hladin oxidovanych lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL).
Hyperglykémia a vysoké hladiny mastnych kyselin prispievaji k oxidacii fosfolipidov
a proteinov, ¢o vedie k protrombickym stavom a zvySenej agregéacii krvnych dosticiek.
V EC, ktoré¢ boli vystavené hyperglykémii, bola zaznamenand znizend schopnost
endotelovej syntazy oxidu dusnatého (eNOS) produkovat NO. Na zéklade studii sa tiez
potvrdilo, Zze ED je tizko spojend s ATS u diabetickych pacientov (91).

Na ED sa podielaju aj reaktivne formy kyslika (ROS), ktoré stimuluji viaceré
signalne drahy zapojené do zapalového procesu, bunkového rastu a vaskularnej remodelacie.
Pri vys$Sich koncentraciach moéZu spdsobit’ nie len poSkodenie buniek, ale aj ich smrt’ (92).
Hlavnym zdrojom produkcie ROS je nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oxidaza, ktorej
expresia je zvySena pri hypertenznych stavoch niekol’kymi stimulmi vratane stresu, renin-
angiotenzinového systému a aktivicie endotelinu. Zmeny vnutrobunkovej homeostazy
vapnika taktieZ prispievaju k zapalu a vazokonstrikcii, ¢o vedie k rozvoju hypertenzie a

naslednému poskodeniu organov (94-96).

V pritomnosti ED bola zaznamenand znizend biologicka dostupnost’ NO, ktory je
zakladnym vazodilataénym a antiagregaénym mediatorom endotelu. Pri¢inou nedostatku NO
moze byt znizena aktivita enzymu eNOS alebo znizena dostupnost’ jeho substratu L-argininu
(14). CRP taktiez destabilizuje eNOS mediatoroviit RNA (mRNA) a znizuje tak transkripciu
eNOS, ¢o vedie k poklesu NO (97). Syntézu NO znizuji aj ROS tvorbou cytotoxického
oxidantu peroxydusitanu (98), ktory ovplyviiuje nitraciou proteinov ich funkciu, a tym aj

funkciu endotelu. Peroxydusitan je délezitym mediatorom oxidacie LDL, ¢o zdoraziiuje jeho
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proaterogénnu ulohu. Z tychto poznatkov vyplyva, Ze oxidacny stres svojimi komplexnymi

mechanizmami vedie k rozvoju ED (Obr. 6) (99).
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Obrazok 6: Kardiovaskularne rizikové faktory

Progresia od rizikovych faktorov k ateroskleroze a inym kardiovaskularnym ochoreniam je
sprostredkovana oxidacnym stresom, ktory vznika prostrednictvom diabetes mellitus, fajcenia,
arteridalnej hypertenzie, dyslipidémie, obezity a starnutia. Oxidacny stres vedie k endotelovej
dysfunkcii, ktora je charakterizovand znizenim dostupnosti oxidu dusnatého (NO), co vedie k adhézii
leukocytov k endotelovym bunkam pocas zapalu, ukladaniu lipidov, proliferacii buniek hladkého
svalstva ciev, vazokonstrikcii ciev, agregacii krvnych dosticiek a tromboze (100).

Kardiovaskuldrne rizikové faktory vedu k zvySenej produkcii zépalovych
mediatorov, ako je tumor nekrotizujuci faktor alfa (TNF-a), interleukin-1 (IL-1) a CRP (9,
101). Tieto prozapalové cytokiny sa viazu na ich prislusné receptory, ¢o vedie k aktivacii
NF-«B, po ktorej nasleduje stimuldcia transkripcie adhéznych molekul E-selektinu,
medzibunkovej adhéznej molekuly-1 (ICAM-1) a vaskularnej bunkovej adhéznej molekuly-
1 (VCAM-1) (15, 102). Integrita cievneho endotelu je v priebehu zdpalovych procesov
znizend. Tento jav vedie k oslabeniu medzibunkovych spojov, ¢o umoziuje leukocytom

migrovat’ do subendotelového priestoru (Obr. 7) (103).
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Obrazok 7: Biomarkery endotelovej dysfunkcie

Kardiovaskularne rizikové faktory (hypertenzia, hyperglykémia, hyperlipidémia) sposobuju
endotelovu dysfunkciu, ktorad vedie k zvysenej produkcii interleukinu-1 (IL-1), tumor nekrotizujuceho
faktoru alfa (TNF-a) a C-reaktivneho proteinu (CRP). Prozapalové cytokiny sa viazu na ich receptory
a vedu k aktivacii nukledrneho faktoru kappa B (NF-xB), ktory stimuluje transkripciu E-selektinu,
medzibunkovej adhéznej molekuly-1 (ICAM-1) a vaskularnej bunkovej adhéznej molekuly-1
(VECAM-1). CRP znizuje transkripciu endotelovej syntazy oxidu dusnatého (eNOS) a destabilizuje
mediatorovu RNA (mRNA) eNOS, c¢o vedie k znizZeniu oxidu dusnatého (NO) (104).

Prechod leukocytov z krvného obehu do okolitého tkaniva prebieha v niekol’kych
krokoch. Prva faza zahfiia adhéziu leukocytov k povrchu EC, ktorda pozostava zo
zachytavania (capture), rolovania (rolling) a zadrzania (arrest) leukocytov. Za pociato¢né

zachytavanie a rolovanie leukocytov st zodpovedné selektiny (105, 106).

E-selektin je exprimovany iba na povrchu EC, ktoré su aktivované zapalovymi
cytokinmi. Na povrchu EC v pokojovom stave sa zvycajne nenachadza. P-seletin sa sice
nachadza v granulach neaktivovanych EC a krvnych dosti¢iek, no nie je exprimovany na ich
povrchu za pokojového stavu. Po stimulacii EC zapalovymi medidtormi sa moze P-selektin

rychlo transportovat’ na ich povrch. Jeho expresia bola preukdzana aj v poSkodenom endoteli
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aterosklerotického platu, Co naznacuje, ze zvysena expresia P-seletinu sa moze povazovat’ za

indikator ED (82, 105, 107).

Dal§imi adhéznymi molekulami, ktoré sa z(&astiuji adhézie leukocytov na povrchu
EC si VCAM-1 a ICAM-1. VCAM-1 je prevazne exprimovany na EC aktivovanych
prozapalovymi cytokinmi alebo ROS. Jeho zvySend expresia bola zaznamenand aj na
povrchu endotelu s prejavom ATS. ICAM-1 je sice konStantne exprimovany v nizkych
hladinach na povrchu EC, no aktivacia endotelu zapalovymi medidtormi a ROS vedie taktiez
k vyznamnému zvySeniu jeho expresie, podobne ako u VCAM-1. ICAM-1 sa nachadza aj
v aterosklerotickych platoch, kde sa podiela na ich progresii. Na zaklade tychto informécii
mbzeme adhézne molekuly VCAM-1 a ICAM-1 povazovat’ za dolezité biomarkery ED
a ATS (108, 109). Adhézna molekula krvnych dosticiek a endotelovych buniek-1 (PECAM-
1) sa zucastnuje fazy diapedézy leukocytov (105, 107). Fazy endotelovej transmigracie

leukocytov st znazornené na Obr. 8.
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Obrazok 8: Mechanizmus transendotelovej migrdcie leukocytov

Leukocyty sa najprv kotulaju, a potom sa aktivuju a prilnu k endotelu. Tento proces vicsinou zavisi
od expresie adhéznych molekul selektinov na endotelovych bunkich (EC) a integrinov
na leukocytoch. Po adhézii leukocyty transmigruju medzi EC a prenikajii cez bazalnu membranu
(110). Leukocyty migruju smerom k chemoatraktantom, ktore vychddzaju zo zdroja poranenia. Pri
tomto procese su pritomné rézne molekuly, ktoré zohravaju svoju ulohu pri jednotlivych krokoch:
selektiny pri kotulani, chemokiny pri reguldcii migracie, integrinové ligandy (medzibunkova adhézna
molekula-1; ICAM-1) v pevnej adhézii a adhézna molekula krvnych dosticiek a endotelovych buniek-
1 (PECAM-1) pri transmigracii (111).
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2.2.3 Uloha endoglinu v endotelovej dysfunkcii

Niekol'ko in vivo a in vitro $tadii poukézalo na rozdielne tilohy Eng v ED. Eng sa
podiel’a na prevencii rozvoja ED aktivaciou signaliza¢nej drahy ALKS5/Smad2/3, ¢o moze
predstavovat’ ochranny mechanizmus proti ATS v stenach ciev. Pritomnost’ Eng vedie
k zvySeniu produkcie eNOS, ¢o vedie k zvysenej tvorbe NO (6, 112). Expresia a aktivita NO
je vel'mi dolezitd z hl'adiska ochrany endotelu, z coho vyplyva, Ze jeho znizend expresia
suvisi s rozvojom ED a naslednou aterogenézou (6). Znizena expresia eNOS viedla k
znizenej vazodilatacii endotelu v in vivo $tadii na Eng heterozygotnych mysiach (Eng™")
(113). Taktiez in vitro zniZenie expresie Eng u endotelovych buniek I'udskej pupocnikovej
zily (HUVEC) stimulovanych prostrednictvom TNF-a, viedlo k indukcii zapalovych

procesov a sucasnému poklesu eNOS (114).

Na druhej strane, niekol’ko §tadii in vitro ukazalo, ze zvySend expresia Eng pri
zapalovych stavoch vedie k zvySenej adhézii a transendotelovej migracii leukocytov (115).
Uvéadza sa, ze rozne stimuly suvisiace s ED, ako je vaskuldrny stres ¢i pritomnost
oxysterolov, zvySuju transkripciu Eng prostrednictvom transkripénych faktorov KLF6, LXR
(NR1H3) a NF-kB (RelA) (7). In vivo $tadia na Eng™" a Eng™" mysiach stimulovanych
prostrednictvom lipopolysacharidu (LPS) a karagenanu (induktory zapalu) ukézala, Ze
transendotelova migréacia leukocytov bola vyznamne nizsia u mysi Eng™", z ¢oho vyplyva,
ze Eng sa podiela na transendotelovej migracii leukocytov (5). ZvySené hladiny Eng boli
zaznamenané aj pri hyperglykémii a zvySenom systolickom krvnom tlaku u pacientov s AH

a DM (47).

Uloha sEng v ED je rovnako protichodna ako tuloha membranového Eng. Niektoré
publikdcie sa zaoberali interakciou Eng s leukocytmi a krvnymi dostickami prostrednictvom
jeho RGD oblasti. Ukazalo sa, Ze zvySend adhézia a transmigracia leukocytov k povrchu EC
moze byt blokovana pridanim sEng. Kedze sEng pozostdva z extraceluldrnej domény
membranového Eng, obsahuje vo svojej Strukture aj RGD oblast. Vdaka tomu je sEng
schopny interagovat’ s integrinmi leukocytov a krvnych dosticiek, ¢o vedie k zniZeniu
adhézie a transmigracie leukocytov cez endotel. Ak st integriny obsadené vézbou so sEng,
nebudt uz dostupné pre interakciu s membranovym Eng a nebudu sa tak podielat’ na adhézii

a transmigréacii leukocytov (5).
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Avsak, vysoké hladiny sEng boli zaznamenané aj pri niekolkych patologickych
stavoch suvisiacich s ED. Napriklad, zvySené plazmatické hladiny sEng sa preukazali
u tehotnych zien s preeklampsiou a u pacientov s pokro¢ilym DM, hypercholesterolémiou
a AH (66, 115, 116). Ukazalo sa, ze stimulacia HUVEC prostrednictvom sEng viedla k
zvySenym hladindm NF-kB a interleukinu-6, ¢o naznacuje, Ze sEng ma tiez prozapalovy
potencial. Na zaklade tychto $tadii mézeme predpokladat’, ze sEng podporuje rozvoj ED, ¢o

moze prispiet’ k rozvoju zapalovych procesov a metabolického syndrému (115, 117).

2.2.4 Typy endotelovych buniek pouZivanych vo vyskume

kardiovaskularneho systému

Do patogenézy KVO zasahuje mnozstvo genetickych a environmentalnych faktorov,
vratane Strukturnych a metabolickych zmien, zapalovych procesov, fibrézy a prestavby
tkaniva. Pochopenie molekularnych mechanizmov je klI'aicom k terapeutickému pokroku. Pre
skimanie molekuldrneho zdkladu KVO st potrebné spol'ahlivé in vitro ain vivo modely

chorob, aby bolo mozné modelovat’, ¢o sa deje v 'udskom organizme (118).

Kardiovaskularny systém (KVS) tvoria pocetné typy buniek, ktoré spolu prispievaja
k spravnej funkecii celého aparatu. Stuhra vsetkych typov buniek KVS je ddlezitd pre spravnu
fyziologiu srdca. Prikladom st EC a bunky hladkého svalstva, ktoré sice maju odlisné ulohy
v KVS, no aj napriek tomu je pritomnost oboch typov buniek klucova pre spravne
fungovanie systému ako celku. Dysfunkcia ¢o len jedného typu moze viest’ k rozvoju réznych
patologii. NajintuitivnejSou metédou na charakteriziciu patologie je priama analyza
I'udskych buniek postihnutého organu. Primérnu kultiru tvoria bunky priamo izolované z
nativneho tkaniva, ktoré najpresnejSie simuluji fyziologické procesy prebiehajice
v organizme. Primarne bunky KVS su tazko dostupné a ziskavaju sa, napriklad, pocas
operacie alebo transplanticie organov. Pre vytvorenie neobmedzeného zdroja srdcovych
buniek vyvinuli vyskumnici imortalizované postmitotické linie kardiomyocytov, avSak
simulacia fyziologickych procesov za ich vyuzitia nie je tak presnd, kedZe pocas ich

subkultivacie moze dojst’ k roznym mutaciam alebo genetickym zmenam (119) (120).
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Vaskularne EC hraju dolezita tulohu v koagulacnej regulacii, pri regulacii
vaskularneho tonu, pri aterogenéze ¢i u nddorovej angiogenézy. EC sa ¢asto pouzivaju na
Studium patofyzioldgie ATS, DM a adhézie leukocytov pri zapalovych ochoreniach. Vacsina
Studii bola vykonana na primérnych arteridlnych a vendéznych endotelialnych bunkovych
kultarach (121). EC boli izolované z r6znych zdrojov, napriklad z pupocnikovej Snury, aorty,

koronarnych artérii a inych (122).

HUVEC patria medzi najpouzivanejSie bunky v KVS vyskume (122). St povazované
za uzitocny model pre vyskum l'udského endotelu a hlavnych biologickych drah zapojenych
do funkcie endotelu (123). Kedze arteridlne a ven6zne EC maji odliSny embryonalny povod
a vykazuju odlisni molekularnu a funként identitu, je dolezité vybrat’ spravny endotelovy
podtyp buniek pre modelovanie KVO (124). Na zaklade $tadii vieme, ze arteridlne bunky su
lep$im modelom pre vyskum ATS neZ vendzne bunky, ked’Zze ATS typicky postihuje hlavne
steny artérii (125).

Prikladom buniek pouZitych vo vyskume ATS st l'udské aortalne endotelové bunky
(HAEC), ktoré lemuju cievnu stenu aorty a zachovavaju si svoje diferencované vlastnosti in
vitro. Ked’ze st HAEC v organizme neustale vystavené vysokym hemodynamickym silam,
produkuju vazoaktivne latky ako endotelin a NO (126). Okrem toho, produkuju
antritrombotické a trombické faktory areaguji na TNF-o produkciou cytokinov
a modulaciou expresie bunkovych adhéznych molekul. Tieto fyziologické vlastnosti
umoznuju, aby sa kultiry HAEC vyuzivali pri §tudiu mechanizmov dysfunkcie endotelu,
patogenézy vaskuldrnych ochoreni, zépalovych procesov, ATS apri vyvoji novych
liecebnych postupov (121, 124). Na zéklade tychto vlastnosti a predchadzajtcich $tadii sme
st HAEC zvolili pre nase experimenty (Obr. 9) (26, 115).
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Obrazok 9: Typy endotelovych buniek casto pouZivanych vo vyskume KVS

A) HUVEC (endotelové bunky ludskej pupocnikovej zZily) B) HAEC (ludské aortalne endotelové
bunky)(127, 128).

2.3 Zapal
2.3.1 Definicia, klinické prejavy, fazy zapalu

V sucasnosti sa zapal povaZzuje za komplexny subor reakcii na poskodenie tkaniva,
ktoré je primarne spdsobené toxickymi chemikaliami, mikroorganizmami, imunologickymi
reakciami, traumou alebo infekciou (17). Infekéné agens, ako st virusy a baktérie, st jedny

z najbeznejsich stimulov zapalu (19).

Niektoré z tychto reakcii mozu byt prospesné (hojenie ran, kontrola infekcii), alebo
patologické, ako pri mnohych chronickych chorobnych stavoch. Zapalova odpoved je
obranny mechanizmus, ktory sa vyvinul vo vys$Sich organizmoch, aby ich chréanil pred
infekciou a poranenim. Jeho cielom je lokalizovat’ a eliminovat’ Skodlivého pdvodcu
a odstranit’ poskodené zlozky tkaniva, aby sa telo mohlo zacat’ hojit. Odpoved spociva
v zmenach prietoku krvi, zvySeni priepustnosti krvnych ciev a migrécii tekutiny, bielkovin

a leukocytov z krvného obehu do miesta poskodenia tkaniva (18).
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Ku klinickym prejavom zépalu radime 5 hlavnych znakov: zalervenanie (rubor),

teplo (calor), opuch (tumor), bolest’ (dolor) a porucha funkcie (functio laesa) (19).

Zacervenanie sa prejavuje hyperémiou zapalového loziska a je spdsobené rozsirenim
malych krvnych ciev v oblasti poranenia. Teplo vznikéa v désledku zvySeného prietoku krvi
danou oblastou. Prejavuje sa zvySenou intenzitou katabolickych procesov, vznikom
pyrogénnych latok a je lokalizované len v periférnych castiach tela, ako je koza. Horacku
sposobuju chemické medidtory zapalu, ktoré prispievaju k zvySeniu teploty pri poraneni.
Opuch, nazyvany aj ako edém, stvisi so zvySenym prietokom krvi v loZisku a ndslednym
vystupom tekutiny a krvnych buniek mimo krvny obeh do tkaniv. Tento proces sa taktiez
nazyva ako exsudacia a inflitracia. Bolest’ spojend so zapalom je ¢iasto¢ne vysledkom
deformacie tkaniv spdsobenej edémom. Taktiez je vyvolana ur¢itymi medidtormi zapalu ako
cytokiny, histamin, bradykinin, prostaglandiny a leukotrieny (18, 129). Porucha funkcie je
spOsobend poskodenim tkaniva, poruchami krvného a lymfatického obehu a reflexnym

utlmom aktivity postihnutého organu (18).

Podr'a dizky trvania delime zépal na akutny, subakutny a chronicky. Jednotlivé zlozky

a funkcie akutnej a chronickej zépalovej reakcie su popisané na Obr. 10 (20).

Akutny zépal ma rychly nastup v priebehu mintt alebo hodin. Prejavuje sa klasickymi
znakmi a symptomami zapalu a zvycajne vymizne do niekolkych dni. Je charakteristicky
erytémom, exsudaciou tekutin a plazmatickych proteinov, a taktieZ akumulaciou leukocytov
(20). Subakutny zapal je obdobie medzi akutnym a chronickym zipalom a méze trvat

niekol’ko dni az tyzdnov (18).

Chronicky zapal mad pomaly nastup v priebehu dni a méze pretrvavat’ niekol’ko
tyzdiov az rokov. Nema tak vyrazné klasické znaky a symptémy. Bunkovy infiltrat je
primarne zloZzeny z monocytov alebo makrofagov a lymfocytov. Typickym znakom je

vaskulérna proliferdcia a fibr6za tkaniva (18).
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Obrazok 10: ZloZky akutnej a chronickej zapalovej reakcie a ich hlavné funkcie

Na obrazku sa nachddzaju rozne typy buniek, ktoré sa podielaji na zapalovom procese. Mastocyty,
zname tiez ako Zirne bunky, produkuji histamin — mediator zapalu. Polymorfonukledrne leukocyty sa
podielaju na elimindcii mikrobov a odumretého tkaniva. Plazmatickeé proteiny (komplement, zrazacie
faktory a kininogény) sa podielaju na regulacii zapalu a na eliminacii mikrobov. Lymfocyty
sprostredkovavaju imunitnu odpoved’ prostrednictvom lymfokinov a protilatok - imunoglobulinov.
Makrofagy, ktoré sa hromadia v mieste poskodenia pochadzaju z cirkulujiicich monocytov. Okrem
stimulacie imunitného systému a zvySovania zapalu mozu makrofagy uvolnovat cytokiny a podielat
sa na elimindacii mikrobov a odumretého tkaniva. Na obnove poskodeného tkaniva a produkcii
stavebnych zloziek medzibunkovej hmoty sa zucastiuju fibroblasty a extracelularne proteiny (111).

2.3.2 Uloha endoglinu u zapalu

Cievny endotel riadi pohyb leukocytov z krvného obehu do okolitych tkaniv
anaopak. Migracia leukocytov zahffia adhéznu interakciu bunkovych povrchovych
receptorov s ligandami, ktoré su exprimované na povrchu EC v zapalovom procese. Faktor
1 alfa odvodeny zo stromalnych buniek (SDF1a), tieZ zndmy ako chemokinovy ligand 12
s motivom C-X-C (CXCLI12) je silnym chemoatraktantom pre rézne bunky vratane
lymfocytov, monocytov, dendritickych buniek a hematopoetickych kmenovych buniek.
CXCLI12 a jeho receptor CXCR4 su dolezitou sucast'ou imunitnych a zapalovych odpovedi,

ktoré¢ zahtfiiaju adhéziu a transendotelovi migraciu leukocytov (130). Proces migracie
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leukocytov cez endotelovi monovrstvu zahffia interakciu medzi integrinmi leukocytov
areceptormi EC (131). In vitro Stadia preukézala, ze leukocyty stimulovan¢ CXCLI12

vyrazne adherovali na Eng potiahnuté kultivacné dosky a na EC exprimujuce Eng (5).

Stadie in vivo a in vitro ukazali, e Eng sa dokaZe viazat na integriny leukocytov
prostrednictvom RGD tripeptidu, ktory je umiestneny v jeho extracelularnej doméne, ¢o

umoziuje leukocytom migrovat’ cez cievnu stenu do prislusného tkaniva (5, 32).

Zaujimavym pozorovanim je vlastnost sEng inhibovat adhéziu a transmigraciu
leukocytov cez monovrstvu EC. sEng sa viaze na integriny leukocytov, ¢im blokuje ich
moznost’ naviazat’ sa na Eng nachadzajuci sa na EC a nasledne prechadzat’ cievnou stenou

(Obr. 11) (5).
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Obrdzok 11: Uloha endoglinu pri extravazdcii leukocytov

Obrazok znazornuje hypoteticky model transmigrdcie leukocytov cez endotel cievy. A) Pri zapalovych
stimuloch sa uvolfuju rézne rozpustné faktory vratane chemokinového ligandu 12 s motivom C-X-C
(CXCL12), co vedie k aktivacii a extravazdcii leukocytov zavislej od endoglinu. B) Proces
transmigracie leukocytov zah¥ia vizbu CXCL12 na jeho receptor CXCR4, ktory nasledne aktivuje
Bl integriny. Po aktivacii sa 1 integrin viaze na RGD (tripeptidova sekvencia arginin-glycin-
aspartat) oblast endoglinu, ktory sa nachdadza na povrchu endotelovych buniek. C) Solubilny
endoglin sutazi s membranovym endoglinom o vizbu na integriny leukocytu fl1, ¢im interferuje s
adhéziou a transmigrdciou leukocytov (35).
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2.4 TRCI105

2.4.1 Mechanizmus u¢inku

TRCI105 (carotuximab) je chimerickd monoklonalna protilatka (IgG1), ktora sa viaze
na Eng. Eng sa okrem bunkovych typov spominanych v tivode, vyskytuje aj u naddorovych

buniek, ¢o viedlo k vzniku tejto monoklonélnej protilatky pre Eng (21, 22).

TRC105 posobi viacerymi mechanizmami u¢inkov. Po prvé, vizba TRC105 na Eng
indukuje bunkami sprostredkovani cytotoxicitu zavisla od protilitok (ADCC)
prostrednictvom NK buniek (prirodzeni zabijaci), neutrofilov a monocytov, ¢o vedie k
usmrteniu cielovych buniek. Po druhé, TRC105 sa viaZze na Eng a zabranuje tak molekule
BMP?9 interagovat’ s hydrofébnym povrchom na OD Eng (23), ¢o ma za nasledok inhibiciu
Eng signalizacie prostrednictvom ALK1/Smadl/5 signaliza¢nej drahy. Po tretie, TRC105
indukuje Stiepenie Eng prostrednictvom MMP14, ¢im dochédza k tvorbe sEng. Jednotlivé

mechanizmy st schematicky zndzornené na Obr. 12 (21, 132).

Uloha TRC105 nie je zatial dostatoéne objasnena. Na zaklade niektorych studii
inhibuje TRC105 len ALK5/Smad2/3 fosforylaciu (133, 134), zatial’ ¢o iné Stadie ukézali, Ze
TRC105 je schopny blokovat obe signalizatné kaskddy (ALKS/Smad2/3
a ALK1/Smad1/5/8) (26, 135).

34



Signaling inhibition

Antibody-dependent { 'E‘-E)
-

cell-mediated cytotoxicity 3 . MMP14-mediated

shedding

Type |l

MK cellf reepon

neutrophilf monoote Endoglin

Obrazok 12: Mechanizmus ucéinku TRC105

V prvej casti obrazku indukuje vizba TRCI105 na endoglin bunkami sprostredkovanu cytotoxicitu
prostrednictvom NK buniek (prirodzeni zabijaci), neutrofilov a monocytov. V druhej casti sa TRC105
viaze na endoglin a brani vizbe BMP9Y na receptor. V poslednej casti obrazku TRCI105 indukuje
Stiepenie endoglinu prostrednictvom enzymu matrixovej metaloproteindazy 14 (MMP14) a vznika
solubilny endoglin (sEng) (21).

2.4.2 Klinické pouzitie

TRC105 bolo pdvodne vyvinuté ako monoklonalna protilatka pre onkologicku
terapiu so zameranim na proliferujici endotel v cievach nadorov. V klinickych stadiach bolo
testované aj na lie¢bu vekom podmienenej makuldrnej degeneracie (21, 22). TRC105 bolo
dobre tolerované v klinicky relevantnych davkach, no ukazalo sa, Ze samostatne nema
klinicky prinos v porovnani so sucasnou lie€bou. Momentalne prebieha klinicka $tadia, ktora
testuje TRC105 v kombinacii s osimertinibom pri nemalobune¢nom karcindme pl'uc (24,

25).

V kontexte vyvoja ED a stvisiacich rizikovych faktorov nie je vel'a dostupnych Studii
o potencidlnej tlohe liecby TRC105 na expresiu, signalizaciu a funkciu Eng. Preto sa nova
vetva vyskumu zaoberd vyuzitim TRC105 v stavoch, ktoré nesuvisia s nadorovymi

ochoreniami, ale s rozvojom ED (26).

V jednej zo Studii bol TRC105 pouzity ako model farmakologickej latky, ktora je

schopna priamo modulovat’ Eng a jeho signalizaciu pocas rozvoja ED. Hypercholesterolémia
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a hyperglykémia stimuluju proteinovu expresiu Eng, proteinov Smad, VCAM-1 a P-selektinu
v EC astimuluju tiez adhéziu a transmigraciu monocytov cez monovrstvy EC. Po
premedikacii EC TRC105, ktoré boli vystavené vysokym hladinam glukozy a cholesterolu
sa zistilo, Ze pritomnost TRC105 zniZzuje expresiu Eng a proteinov Smad, ale zvysuje
expresiu adhéznych molekial VCAM-1 a P-selektinu. Stimulacia buniek prostrednictvom
TRC105 znizuje adhéziu a transmigraciu monocytov cez endotel, bez ohl'adu na zvySenu
expresiu molekul bunkovej adhézie. Tieto vysledky naznacuji, Ze zniZzena expresia Eng
pomocou TRCI105 vedie k =zniZzenej bunkove; adhézii a transmigracii spojenej
s hyperglykémiou a hypercholesterolémiou, ¢o znaci ze Eng by mohol byt potencidlny

farmakologicky ciel’ u ochoreni charakteristickych zvysenou glukézou a cholesterolom (26).

2.5 Metody pouZivané na detekciu endoglinu

2.5.1 PCR - zakladné principy

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je zdkladna metdéda molekularnej biologie,
ktord ndm umoziuje amplifikovat’ Specificky fragment deoxyribonukleovej kyseliny (DNA)
z komplexnej DNA (136). PCR test prvykrat pouZzil Dr. Kary Mullis, ktory uviedol, Ze nam
PCR dovol'uje vybrat’ si akykol'vek kisok DNA, ktory nas zaujima a mat’ ho v takom
mnozstve, v akom chceme (137). Ako zdroj DNA méZeme pouZit’ rozne tkaniva organizmov,
vratane periférnej krvi, koze, vlasov, slin a mikrébov. PCR je citlivy test, pre ktory st
dostacujtice len stopové mnozstva DNA, aby sa dokézal vytvorit’ dostatocny pocet kopii pre

analyzu (136).

Kazdy PCR test si vyzaduje pritomnost’ templatovej DNA, primerov, nukleotidov a
DNA polymerdazy. DNA polymerdza je kl'uCovym enzymom, ktory spaja jednotlivé
nukleotidy a na zéklade komplementarity primerov k templatovej DNA vytvara produkt
PCR. Nukleotidy zahfnaju Styri bazy — adenin, tymin, cytozin a guanin. Primery su kratke
fragmenty DNA s definovanou sekvenciou a sluzia ako predlzovaci bod pre DNA

polymerazu (136).

36



Vyssie uvedené zlozky sa zmieSaju v skimavke alebo 96-jamkovej doske, a potom
sa umiestnia do termocykléra, ktory umoziuje opakované cykly amplifikacie DNA v troch
zakladnych krokoch. Zariadenie zvySuje a znizuje teplotu bloku v presnych a vopred
naprogramovanych krokoch, ktoré zahffiaju denaturdciu, hybridizaciu a elongaciu (138).

Jednotlivé kroky su zndzornené na Obr. 13.
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Obrazok 13: Schematické znazornenie polymerdzovej ret’azovej reakcie (PCR)

Na obrazku su zndzornené 3 zakladne kroky opakujicich sa cyklov PCR metody. Prvym krokom je
proces denaturdcie dvojretazcovej deoxyribonukleovej kyseliny (DNA), ktory prebieha priblizne pri
95 °C. Druhy krok predstavuje proces hybridizacie medzi primermi a cielovou DNA, ktory prebieha
pri teplote medzi 50-60 °C. Posledny krok sa nazyva elogndcia, v ktorom enzym DNA polymeraza
predlzuje primery pomocou nukleotidov, ktoré vklada do nového vidkna DNAna zdklade
komplementarity (139).

V procese denaturacie sa zahriatim DNA na teplotu okolo 95 °C rozpadnu vodikové
mostiky medzi vldknami DNA, ¢o vedie k rozdeleniu retazcov a z dvojvlaknovej DNA sa
stava jednovlaknova DNA. Potom sa teplota znizi priblizne na 50-60 °C, ¢o ma za nésledok
vizbu Specifickych primerov na segmenty templatovej] DNA. Tento proces je znamy ako
hybridizacia alebo aneléacia. K uspeSnej hybridizacii medzi primermi a cielovou DNA

dochadza len na komplementarnych miestach v sekvencii. Néasledne sa teplota opit’ zvysi na
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priblizne 70 °C, pri ktorych je DNA polymeraza schopna predizit’ primery zabudovanim
nukleotidov do vyvijajuceho sa vlakna DNA. Tento proces nazyvame ako elongécia alebo
synteticka faza. Kvoli vysokym teplotdm v denaturacnej faze sa dnes pouziva Specialna
termostabilnd DNA polymeraza, tzv. Taq polymeraza. Tieto tri kroky predstavuju jeden
cyklus PCR a s kazdym opakovanim sa pocet skopirovanych molekil DNA zdvojnéasobi

(140, 141).

PCR moze prechadzat’ reverznd transkripcia, pokial’ je potrebné namiesto DNA
amplifikovat’ mRNA. V prvom kroku prebieha izoldcia celkovej ribonukleovej kyseliny
(RNA) alebo mRNA zo vzorku tkaniva. V d’alSom kroku nasleduje prevedenie mRNA na
komplementarnu DNA (cDNA) pomocou reverznej transkriptazy (RT) (142).

Kvantitativna reverznd transkripcia s naslednou PCR (qRT-PCR) sa vyuziva na
presnu analyzu génovej expresie. qRT-PCR udéva, kol'ko konkrétnej sekvencie DNA je
pritomnej vo vzorke a umoziuje detekciu a kvantifikaciu produktu PCR v redlnom ¢ase pocas
jeho syntézy (143). VyuZiva fluorescencne znacené oligonukleotidy, tzv. sondy (probes)
modifikované fluoroférom a zhaSacom. Sondy produkuju fluorescencny signal, ktory odraza
mnozstvo vytvoreného produktu pocas kazdého cyklu PCR. Tymto sposobom sa spajaja

kroky amplifikacie a detekcie nukleovych kyselin do jedného testu (144, 145).

Pocas pociatocnych cyklov je signal slaby anedd sa odlisit od pozadia. So
zvySujucim sa mnozstvom cyklov sa produkt hromadi a vzniké signél, ktory sa spociatku
zvySuje exponencialne a neskor sa vyrovna a saturuje. Meranie PCR v koncovom bode ndm
teda nehovori ni¢ o pociatoénych mnozstvach cielovych molekul, ktoré boli pritomné vo
vzorkach. RozliSuje iba pozitivhu vzorku od negativnej. Na druhej strane, krivky odozvy,
ktoré popisuju, ako sa hromadi produkt, su v rastovej faze reakcie oddelené, vd’aka comu
moézeme merat’ mnozstvo templatovych molekul. Rozdiel sa kvantifikuje porovnanim poctu
amplifikacnych cyklov potrebnych na to, aby krivky odozvy vzoriek dosiahli urciti prahovi
uroven fluorescencného signalu. Pocet cyklov potrebnych na dosiahnutie prahovej hodnoty

sa nazyva hodnota CT, viz Obr. 14 (145, 146).
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Obrazok 14: Amplifikacna krivka

Prahova urovern (treshold) je nastavenda dostatocne nad pozadim. Pristroj zaznamenava pocet cyklov
potrebnych na dosiahnutie prahovej hodnoty, Ct (vlastné vysledky).

Na kvantifikaciu vysledkov ziskanych PCR metodou sa pouziva tzv. konStitutivny
gén (houskeeping gen), ktory sa konStantne prepisuje vo vsetkych typoch a vyvojovych
Stadiach buniek. Produkty kodované konStitutivnymi génmi st nevyhnutné pre zakladné
funkcie bunky. V nasom pripade sme pouzili glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu
(GAPDH), ktory sa casto pouZiva pre qRT-PCR analyzu. Expresia génu GAPDH sa medzi
jednotlivymi bunkami nemeni aje konzistentna vroéznych casovych bodoch

a experimentalnych podmienkach (147).

2.5.2 Prietokova cytometria — zakladné principy

Prietokové cytometria (FC) je metdda, ktord je schopnd merat’ a detekovat’ optické
a fluorescencné vlastnosti jednej bunky v ramci heterogénnej populécie. Dokaze analyzovat
vel'kost’ buniek, granularitu buniek a taktiez fluorescenciu, ktora moze byt dand naviazanim

fluorescencnej protilatky na urcité proteiny na/v bunke (148, 149).

Zakladny princip FC spoc¢iva v tom, ze laserovy lu¢ prechadza pohybujucou sa

bunkou a dochddza k rozptylu svetla, ktoré dopada na detektor. Rozptylené svetlo sa
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premiena na napatovy impulz, ktory je analyzovany pomocou Specifickych softvérovych
programov. Tie sa najéastejSie zobrazuju ako bodové grafy (kazda bodka predstavuje jednu
bunku) alebo v podobe histogramu. Rozptyl svetla priamo suvisi so Strukturdlnymi a
morfologickymi vlastnostami bunky, =zatial Co emisia fluorescencie vyzarovana
z fluorescencnej protilatky je tmernd mnozstvu protilatky naviazanej na bunku alebo

bunkovi zlozku (148, 149).

FC rozdel'ujeme na triediaci a netriediaci typ. Netriediaca FC mo6ze merat’ rozptyl
svetla a fluorescen¢énll emisiu, zatial’ ¢o triediaca FC ma schopnost’ aj Specificky roztriedit’
jednotlivé Castice na zdklade pozadovaného parametru. Fluorescen¢ne aktivované bunkové
triedice maju schopnost’ triedit’ fluorescencne znacené bunky zo zmieSanej bunkovej

populacie (149).

Prietokovy cytometer pozostava z niekol’kych kl'aicovych komponentov — fluidiky,
optiky a elektroniky. Po umiestneni vzorky do prietokového cytometra pristroj kratko
premieSa a nasaje vzorku, ktora sa vnesie do prudu fosfaitom pufrovaného fyziologického
roztoku. Tlak tekutiny v pristroji je vzdy viac¢si ako tlak vzorky, ¢o umoZni bunkam

prechadzajucim cez zuzujuci sa kanal vytvorit’ jednu liniu (149, 150).

Kazda bunka prechadza cez laserovy luc¢ jednotlivo, ¢o umoziuje individudlnu
analyzu vSetkych buniek vo vzorke. Ked’ bunka prejde laserovym lucom, 1a€ sa rozptyli do
viacerych smerov. Prietokovy cytometer detekuje dva typy rozptyleného svetla: svetlo
rozptylené v priamom smere, nazyvané ako predny rozptyl (FSC — forward scatter) a svetlo

rozptylené do stran, nazyvané ako bo¢ny rozptyl (SSC — side scatter), viz Obr. 15 (149).

Svetlo rozptylené v priamom smere dopad4 na detektor, ktory sa nachadza pozdiz
rovnakej osi ako laserovy lu¢. Detektor premiena rozptylené svetlo na napatovy impulz,
ktory je priamo umerny mnozstvu predného rozptyleného svetla. Z toho vyplyva, Ze ¢im je
FSC vicsi, tym je vacsia aj vel'kost’ bunky. Mnozstvo bo¢ného rozptyleného svetla dopada
na detektor, ktory je umiestneny kolmo na drahu laserového luca. Na zaklade ziskanych
udajov z FSC a SSC mdzeme bunky rozdelit’ na jednotlivé populacie s réznou velkostou,

tvarom a Struktarou (149, 151).
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Bunky prechadzaju laserovym liicom jednotlivo, o umoziiuje analyzu vietkych buniek vo vzorke. Po
prechode laserového luca bunkou dochadza k rozptylu svetla, ktoré dopada na detektor. Prietokovy
cytometer detekuje dva typy rozptyleného svetla: predny rozptyl (forward scatter) a bocny rozptyl
(side scatter). Fluorescencné svetlo sa odraza pod rovnakym uhlom ako bocny rozptyl svetla.
Detektory sii schopné zachytdvat emitované Ziarenie o urcitej vinovej dizke podla toho, aké filtre sii
pred nimi umiestnené (152).

Prietokovy cytometer dokaze detekovat’ aj emitované svetlo z excitovanych
fluorescenénych molekul ako su fluorescencne znacené protilatky, fluorescenéné farbiva
a in€. Fluorescen¢né svetlo sa detekuje pod rovnakym uhlom ako SSC. Po excitacii laserom
je svetlo vyzarované fluoroféorom nasmerované k emisnym filtrom. Prietokovy cytometer
moéze detekovat’ pritomnost’ fluoroférov, a taktiez kvantifikovat’ ich relativne mnoZstvo
v bunke. Na zédklade fluorescencie mdZeme medzi sebou rozlisit’ rozdielne populécie buniek,

a taktieZ zmenu expresie proteinov na/v bunke (149, 151).

Detektor dokaze zachytavat emitované Ziarenie o uréitej vinovej dizke tak, Ze sa pred
neho umiestni vhodny filter, ktory méze byt dlhopriepustny, kratkopriepustny alebo
pasmovy. Pasmové filtre absorbujii alebo odrazaju neziaduce vinové dizky a prepustaju len
pozadované asti spektra viditelného svetla. Kratkopriepustné filtre prepustaju vinové dizky
svetla rovné alebo kratsie, ako je $pecifikovana vinové dizka, zatial’ ¢o dlhopriepustné filtre

prepustaji vinové dizky svetla rovné alebo dlhsie ako $pecifikovana vinova dizka (151).
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2.5.3 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je metoda, ktord sa vyuziva ku
kvantitativnemu stanoveniu roznych antigénov a na identifikaciu pritomnosti a koncentracie
molekul v biologickych tekutinach. Molekuly s vel'mi nizkou koncentraciou, ako su
peptidy/proteiny, hormony, vitaminy a lieCiva, vykazuji vysoka uroven Specificity voci
protilatkam, ktoré boli pre ne vyvinuté. Na zaklade toho je mozné ELISA metodu pouzit’ aj

na meranie latok vo vel'mi nizkych koncentracidch (153-155).

Zakladny princip je zalozeny na vysoko Specifickej interakcii antigénu a protilatky,
pricom na jednom znich je kovalentne naviazany enzym. Enzym katalyzuje chemicku
premenu substratu, pridaného do reak¢nej zmesi na farebny produkt. Vysledny signal
mozeme stanovit spektrofotometricky alebo na zdklade fluorescencie. K meraniu sa
najcCastejSie vyuzivaju 96-jamkové mikrotitracné polystyrénové dosky (153). V zavislosti od
typu ELISA metoédy sa vyzaduje pritomnost primarnej a/alebo sekundarnej detekcnej
protilatky. Metodu ELISA mo6Zeme vyuzit' v niekol’kych roznych usporiadaniach (154, 156,
157).

Priama ELISA je vhodna pre detekciu antigénu s vysokou molekuldrnou hmotnost'ou
(153). Zékladnym principom je reakcia antigénu, prichyteného na pevnhom povrchu,
s primarnou detekénou protildtkou znacenou enzymom, ktory nasledne reaguje so substratom
za vzniku meratel'nej farebnej zmeny (Obr. 16). Medzi vyhody patri eliminécia krizove;j
reaktivity sekundarnych protilatok. Vd’aka menSiemu poctu krokov je priama ELISA
rychlejSia v porovnani s nepriamou. MoZeme ju pouzit' pre kvalitativne a kvantitativne
stanovenie antigénu ¢i protilatky vo vzorke, a taktieZ k mapovaniu epitopov. Medzi
nevyhody patri nizka citlivost’ v porovnani s ostatnymi typmi ELISA metdd a vysoka cena

(154, 157, 158).

42



O Analyt/Antigén () Enzym A8 Konjugovana primarna protilatka

Obrazok 16: Schematické zndzornenie priamej ELISA metody
Vizba antigénu na povrch jamky (vlavo), pridanie enzymaticky znacenej protilatky (uprostred),
pridanie substratu (vpravo)(159).

Nepriama ELISA si vyzaduje pritomnost’ dvoch protilatok. Primérna detekéna
protilatka sa naviaze na antigén a sekundarna protilatka, ktord je komplementarna
k primarnej protilatke, je spojend s enzymom (Obr. 17). Nepriama ELISA ma vyssiu citlivost’
v porovnani s priamou ELISA metddou a je vhodna pre stanovenie celkovej koncentracie
protilatok vo vzorke. Je tieZ menej nadkladna a flexibilnejSia vd’aka mnohym réznym
primarnym protilatkam, ktoré je mozné pouzit’ s jednou znac¢enou sekundarnou protilatkou.
Nevyhodou nepriamej metody je riziko skrizenej reaktivity medzi sekundarnymi detekénymi

protilatkami (154, 157, 158).
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Obrazok 17: Schematické znazornenie nepriamej ELISA metody

Vizba antigénu na povrch jamky (vliavo), pridanie primarnej protilatky (oranzova) a enzymaticky
znacenej sekundarnej protilatky (modra), aplikacia substratu (vpravo) (160).
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Sendvi¢ova ELISA sa nazyva ako ,,sendvic¢ preto, ze antigén je vlozeny medzi dve
protilatky (zachytnu a detekénu protilatku). Protilatky su Specifické pre rozne epitopy
jedného antigénu. Zachytna protilatka je naviazana na povrch jamky dosky a vychytava
antigén zo vzorky. Detek¢na protilaitka znaCena enzymom sluzi k detekcii pritomného
antigénu. Ak pri sendvi¢ovom usporiadani pouzijeme len jednu znacenu detekénu protilatku,
jedné sa o priame sendvi¢ové usporiadanie (Obr. 18). V pripade nepriamej sendvicovej
metody je znaCena az sekundarna protilatka proti primarnej detekénej protilatke. Sendvicova
ELISA ma 2 az 5-krat vysSiu citlivost’ v porovnani s ostatnymi typmi ELISA. Vykazuje
vysoku S$pecificitu, pretoze k detekcii jedného antigénu sa pouzivaju dve protilatky.

Hlavnymi nevyhodami su ¢as a naklady (154, 157, 161).

er Zachytna protildtka O Analyt/Antigén ) Konjugovana detekéna protilatka
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Obrazok 18: Schematické znazornenie priamej sendvicovej ELISA metody
Vizba protilatky na povrch jamky (viavo), vizba antigénu na protilatku a pridavok enzymaticky
znacenej protilatky (uprostred), pridavok substratu (vpravo) (162).

Kompetitivna ELISA vyuziva k meraniu koncentracie antigénu interferenciu
signalov. Akdkol'vek zvysSie spomenutych ELISA metdod moéze byt prevedena na
kompetitivne usporiadanie. Pri prevedeni nepriameho usporiadania metody ELISA na
kompetitivne usporiadanie méze antigén zo vzorky sutazit sreferenénym antigénom
o vidzbové miesta na primarnej protilatke. Referencny antigén je imobilizovany na povrchu
jamiek a antigén vo vzorke je najprv zmiesany s protilatkou, a potom pridany do jamky. Po
ustaleni rovnovahy sa nenaviazand analyzovana vzorka z dosky premyje a nasledne sa prida

sekundérna protilatka znacend enzymom. Cim viac primdarnej protilatky sa vyviaze
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antigénom zo vzorky, tym slabsi bude detekovany signal (163). Vyhodou tejto metddy je, ze
toto usporiadanie nie je tak citlivé na riedenie vzoriek a opakovane merané vysledky
vykazuji menSiu variabilitu. Kompetitivne usporiadania st uzitocné pre meranie
koncentracie antigénu v komplexnych zmesiach, kedy su nezname vzorky obsahujice
antigén porovnavané s podobnymi vzorkami, ktoré obsahuju zndme mnozstvo antigénu (154,

158, 163).

2.5.4 Adhézia monocytov k endotelovym bunkam

Aktivacia a dysfunkcia EC vedie k vzniku patologickych procesov. Na zaklade
mnohych stimulov sa cirkulujuce prozapalové cytokiny viazu na svoje receptory na povrchu
EC, ¢o vedie kzvySenej regulacii bunkovych adhéznych molekal a chemokinov.
Akumulacia monocytov a makrofagov v stene ciev vedie k chronickému zédpalu a k rozvoju

a progresii ATS (164).

Pocas iniciacie vzniku aterosklerotického platu su adhézia a nasledna diapedéza
monocytov do subendotelovej vrstvy kI'iCovymi udalostami (93). Celkovy proces adhézie
monocytov k stene ciev zahffia prechodné adhezivne interakcie a rolovanie monocytov.
Zatial’ ¢o proces rolovania je sprostredkovany roznymi selektinmi, naslednd pevnéa adhézia
je regulovand adhéznymi molekulami (VCAM-1 a ICAM-1) lokalizovanymi na povrchu EC
(165). Monocyty sa po prechode do subendotelovej vrstvy diferencuji na makrofagy
a vychytavaju oxidované LDL ¢astice za vzniku penovych buniek, ktoré tvoria tukové pruhy,

¢o vedie k pokrocilejSim aterosklerotickym 1éziam (164).

Adhézia monocytov umoziuje detekciu a kvantifikdciu monocytov, ktoré prilnt na
monovrstvy EC in vitro. Tento experiment sa uskutociiuje bud’ priamym pocitanim
adherovanych monocytov alebo nepriamym meranim fluorescentne znacenych adhéznych
monocytov. Metdda zalozena na fluorescencii je citlivejSia a flexibilnejSia. EC sa kultivuju
a premedikujil pozadovanymi liecivami, cytokinmi alebo inymi stimulmi, ¢o vedie k ich
aktivacii a nasledne sa inkubuju s fluorescencne znacenymi monocytmi. Stanovenie poctu
fluorescencne znacenych adhéznych monocytov na monovrstve EC prebieha pomocou

cytometra (Obr. 19) (166).

45



Preparation of EC Monolayer Preparation of HPEMCs

‘. o~
.
'!‘,‘ -~

¢ }

-----

(ii) Monocytes are labeled

(i) ECs are treated with
the desired drug with Fluorescent dye
L]
/.-"J
s &
i
@ - b —
r 6y @@ @@ a®
(iv) Wash off (v) Detection

(iii) Mix EC monolayer

with labeled PBMCs unlabeled cells

Obrazok 19: Adhézia monocytov k endotelovym bunkdam na baze fluorescencie

Metoda zahina pripravu a premedikaciu monovrstvy endotelovych buniek (EC monolayer)
a fluorescencné znacenie ludskych mononukledrnych buniek periférnej krvi (HPBMCs). Zmes
premedikovanych EC a znacenych prilnutych HPBMCs sa nasledne detekuje a kvantifikuje pomocou

Sfluorescencie (166).

46



2.5.5 Transmigracia monocytov cez endotel

Interakcie medzi monocytmi a EC zahffiaji okrem vysSie spomenutych procesov
(rolovanie a adhézia) aj transendotelovi migraciu monocytov. Pocas transmigracie prenikaju
monocyty prevazne cez medzibunkové spojenia EC (167). Predpoklada sa, ze silné aktivacné
stimuly patologickych procesov ED naruSuju adhézne spoje medzi bunkami, ¢o vedie k

zniZzeniu bunkovej integrity a zvySeniu transendotelovej migracie monocytov (107, 168).

Podstatnou stabilizujucou zlozkou adhéznych spojov je membranovy vaskularny
endotelovy glykoprotein kadherin (VE-kadherin), ktory je spojeny s aktinovym
cytoskeletom prostrednictvom a-kateninu. Procesy, ktoré narusaju thto interakciu zvysuju
vaskuldrnu permeabilitu. Na zaklade $tadii sa preukazalo, Zze zniZzenim VE-kadherinovej

expresie sa zvySuje transmigracnd aktivita monocytov (169, 170).

Dal$ou dolezitou skupinou adhéznych spojovacich molekul st JAM proteiny, ktoré
st exprimované na leukocytoch, krvnych dostickach, epitelidlnych bunkach a EC (171).
Membranovy glykoprotein PECAM-1 je taktieZ ddlezitou sucastou procesu transmigracie
monocytov, ked’Zze monoklonalne protilatky proti PECAM-1 blokuju v niektorych modeloch
transmigraciu monocytov az o070 — 90 %. Protilatky namierené proti dvom d’al§im
membranovym proteinom, CD99 a CD99L2, zhorSuju influx monocytov do miesta zapalu
vo vicsej miere v porovnani s protilatkou anti-PECAM-1. Zatial ¢o protilatky anti-PECAM-
1 a anti-CD155 brénia migracii monocytov uz na povrchu EC, anti-CD99 a anti-CD99L2
inhibuji migraciu monocytov az v cCasti endotelového spojenia (172, 173). PECAM-1,
CD155, CD99 a CD99L2 sa zhcastiuji procesu extravazacie, ale nie zachytdvania alebo

adhézie monocytov k stene ciev (174).

NajrozsirenejSou metddou bunkovej transmigracie je Boyden Chamber test, ktory
pozostava z dvoch kompartmentov oddelenych polopriepustnou membréanou. V hornom
kompartmente sa vytvori monovrstva EC, ktora sa inkubuje v pritomnosti r6znych stimulov.
Po premedikacii a inkubécii EC sa do horného kompartmentu umiestnia monocyty, ktoré
migruju z hornej ¢asti kompartmentu do spodnej asti cez pory membrany a EC. Monocyty,
ktoré migrovali na druht stranu membrany mozeme oznacit’ farbivami a spocitat’ (Obr. 20)

(175, 176).
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Obrazok 20: Transmigrdcia monocytov cez polopriepustniu membrdanu

A) EC sa nanesu na poréznu membranu, premedikuju sa stimulmi a nechaju sa kultivovat.
B) K premedikovanym bunkam sa pridaju monocyty, ktoré migruju na druhu stranu membrany do
spodného kompartmentu. V hornom kompartmente sa nachadzaju monocyty, ktoré nemigrovali cez
membranu. Monocyty, ktoré migrovali cez membranu a nachddzaju sa v spodnom kompartmente
mozZeme oznacit farbivami a spocitat’ (177).
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3. ZADANIE — CIEL, PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i monoklonalna protilatka TRCI105
(carotuximab) ovplyviiuje expresiu endoglinu a jeho transkripénych faktorov (KLF6, RelA
a NR1H3), expresiu biomarkerov zdpalom indukovanej endotelovej dysfunkcie (ICAM-1,
VCAM-1, E-selektin), expresiu enzymu MMP-14, hladinu solubilného endoglinu a adhéziu
a transmigraciu monocytov cez l'udské aortalne endotelové bunky vystavené posobeniu

prozapalovych stimulov TNF-a (10 ng/ml) a LPS (100 ng/ml) po dobu 16 hodin.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Priprava vioriek

4.1.1 Rozmrazovanie buniek

V prvom kroku sme si nahriali Zelatinu a médium pre HAEC (PromoCell, kat.c.: C-

12271) na 37°C vo vodnom kupeli. Proces nahrievania trval vzdy asponl 20 mint.

Zlozenie 0.1% zelatiny:

76 ml sterilného PBS (phosphate-buffered saline = fosfatovy tlmivy roztok)
4 ml 2% zelatiny

Zlozenie HAEC média:

200 ml EBM-2 (endothelial cell growth basal medium = médium pre rast
endotelovych buniek)

22 ml FBS (fetal bovine serum = fetalne hovddzie sérum )

800 ul FGF (fibroblast growth factor = fibroblastovy rastovy faktor)

80 ul hydrokortizonu

200 ul VEGF (vascular endothelial growth factor = cievny endotelovy rastovy faktor)
200 pl R3-IGF (recombinant insulin-like growth factor = rekombinantny rastovy
faktor podobny inzulinu)

200 wl kyseliny askorbovej

200 pul hEGF (human epidermal growth factor= ludsky epidermalny rastovy faktor)
200 ul GA-1000 (gentamicin sulfat, amfotericin)

Nasledne sme do kazdej kultivaénej nadoby (60 cm?) pridali 1,5 ml Zelatiny. Miernym

poklepanim o dlaii sme dosiahli, Ze Zelatina pokryla cely povrch nadoby. Potom sme

kultivacné nadoby vlozili na 20 minut do inkubatora (teplota 37 °C, 5% CO»), kde doslo k

prichyteniu Zelatiny na dno kultiva¢nej nadoby. Po 20 minutach sme prebytocnu zelatinu

odsali a pridali 8 ml média do kazdej nadoby.
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Bunky uchovavané v mraznicke pri -80°C sme rozmrazili vo vodnom kupeli (37 °C)
tak, aby v kryoskiimavke zostala mala guli¢ka 'adu. Cely obsah kryoskiimavky sme nasledne
preniesli do kultivaénych nadob s pripravenym médiom. Kultivacné nddoby s bunkami sme

umiestnili do inkubdatora a nechali ich inkubovat’ po dobu 2 dni.

4.1.2 Pasazovanie

Pred samotnym pasdZovanim sme si skontrolovali bunky pod mikroskopom. Bunky
musia pokryvat’ minimalne 80% plochy kultivacnej naddoby, aby sme ich mohli pasdZovat’

(Obr. 21).

Obrazok 21: Ludské aortalne endotelové bunky po inkubdcii
Na obrazku sa nachdadzaju ludské aortilne endotelové bunky (HAEC; human aortic endothelial
cells), ktoré maju pretiahnuty tvar a pokryvaju priblizne 90% povrchu kultivacnej nadoby (viastné

vysledky).
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Ak boli bunky dostato¢ne narastené, vlozili sme do vodného kupel'a médium, PBS a

enzym akutazu, aby sa ndm nahrali.

Pripravili sme si potrebny pocet kultivaénych nadob na pasdzovanie a do kazdej
nadoby sme pridali Zelatinu, ktori sme rozprestreli po povrchu celej nadoby. Potrebné
mnozstvo Zelatiny zaviselo na type pouzitych kultivacnych nadob. Pri metode PCR sme
pouzili 6-jamkové kultivacné nadoby, pri prietokovej cytometrii a adhézii 12-jamkové
kultiva¢né nadoby a pri transmigraci 24-jamkové kultivaéné nadoby s inzertmi. Kultiva¢né

nadoby sme nasledne vlozili do inkubétora na 20 mint.

Z kultivacnych nddob s HAEC bunkami sme odsali staré médium a pridali sme 3 ml
PBS, ktorym sme preplachovali kultivatné nadoby. VSetky kultiva¢né nadoby sme
preplachovali rovnakym sposobom, aby sme zachovali totozné podmienky pre vSetky bunky.
Nasledne sme PBS odsali. Tento postup sme opakovali dvakrat. Tymto procesom sme
odstranili mftve bunky a zvySky média. V d’alSom kroku sme k bunkdm pridali 1,5 ml
enzymu akutazy, ktord slizi na oddelenie buniek z dna nadoby. Kultivaéné nadoby sme

vlozili do inkubatora na 5 minut.

Medzicasom sme z novo-pripravenych kultivaénych nadob odsali Zelatinu a do
kazdej jamky v 12-jamkovej kultiva¢nej nadobe sme pridali 400 pl nahriatého média.

V pripade 6-jamkovej nadoby sme pridali do kazdej jamky 900 pl nahriatého média.

Po 5 minttach sme kultivaéné nddoby s bunkami vytiahli z inkubéatora a skontrolovali
ich pod mikroskopom, ¢i sa skutoéne oddelili z dna nadoby. Ak sa bunky oddelili, boli

suspendované v roztoku, ¢o pod mikroskopom pozorujeme ako zmenu tvaru, viz Obr. 22.
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Obrazok 22: Ludské aortdalne endotelové bunky po posobeni akutazy

Na obrazku sa nachddzaju ludské aortalne endotelové bunky (HAEC; human aortic endothelial
cells), ktoré sa vplyvom enzymu akutazy oddelili z dna kultivacnej nadoby, c¢o pozorujeme ako zmenu
tvaru buniek (viastné vysledky).

Ak boli bunky dostatocne oddelené, napipetovali sme k nim 3 ml PBS s 2% FBS, ¢im
doslo k zriedeniu akutdzy a jej inaktivacii. Kultivatni nadobu sme nasledne preplachli
pipetou a obsah preniesli do 15 ml centrifugacnej skiimavky. Do kultiva¢nych nadob sme
znovu pridali 3 ml PBS s 2% FBS a obsah preniesli do rovnakej skimavky. Skiimavku sme

vloZili do centrifugy na 3 minuty pri 300 rcf.

Po centrifugécii sa bunky usadili na dne skumavky a vytvorili tzv. peletku.
Supernatant (PBS s akutdzou nad bunkami) sme odsali pomocou vakuovej odsavacky. K
bunkam sme pridali 2,4 ml nového média, resuspendovali sme ich a napipetovali 0,1 ml do
kazdej jamky pripravenej kultivatnej nddoby. Kazda jamka kultivacnej nadoby tak

obsahovala 0,4 ml ¢istého média a 0,1 ml buniek. Postup pasazovania znazorniuje Obr. 23.
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Obrazok 23: Schéma pasaZovania buniek

Adherentné bunky narastené na kultivacnej nadobe v monovrstve su rozvolnené pomocou enzymu
akutdza. Po pridani PBS s 2% FBS (k zastaveniu Stiepiacej reakcie) je suspenzia buniek prenesend
do skumavky a scentrifugovana. Ndsledne sa odsaje supernatant a k peletke buniek sa prida nové
médium. Zo vzniknutej suspenzie je prenesend len urcita cast buniek do novej kultivacnej nadoby,
popripade do jednotlivych jamok novej kultivacnej nadoby (178).
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4.1.3 Experimentalny dizajn buniek na PCR/FC

1. Kontrola — obsahovala ¢isté¢ EC

2. TRC 300 ug/ml —k EC sme pridali TRC105 o koncentracii 300 pl/ml po dobu 12
hodin (koncentraciu sme zvolili na zédklade predoslych studii (26))

3. TNF 10 ng/ml — k EC sme pridali zapalovy cytokin TNF-a o koncentracii 10
ng/ml po dobu 16 hodin (koncentraciu sme zvolili na zédklade predoslych studii
(179))

4. TNF-TRC -k EC sme pridali TNF-a o koncentracii 10 ng/ml (po dobu 16 hodin)
a TRC105 o koncentracii 300 pg/ml (po dobu 12 hodin)

5. LPS 100 ng/ml — k EC sme pridali LPS o koncentréacii 100 ng/ml po dobu 16
hodin (koncentraciu sme zvolili na zdklade predoslych experimentov)

6. LPS-TRC — k EC sme pridali LPS o koncentracii 100 ng/ml (po dobu 16 hodin)
a TRC105 o koncentracii 300 pg/ml (po dobu 12 hodin)

Tabulka 1: Experimentdlny dizajn buniek

TRC 300 ug/mi 12 hodin >
|
TNF-TRC TNF: 16 hodin TRC: 12 hodin
LPS 100 ng/ml 16 hodin >
|
LPS-TRC LPS: 16 hodin l TRC: 12 hodin
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Vypocet mnoZstva TRC 105:

c1*Vi=er:*Vs

500 pl * 300 pg/ml 1000 pl * 300 pg/ml
_ i ng/ml ul V7 = il ng/ _ 124

25000 pg/ml 25 000 pg/ml

Do 500 pl média v 12-jamkovej kultiva¢nej nadobe sme pipetovali 6 pl zasobného
roztoku TRC105 (25 000 pg/ml). Do 1000 pl média v 6-jamkovej kultivacnej nadobe sme
pipetovali 12 pl zdsobného roztoku TRC105 (25 000 pg/ml).

Vypocet mnoZstva TNF-a.:

Ked’ze sme mali k dispozicii len roztok o koncentracii 100 pg/ml, museli sme si ho

najprv nariedit’ na roztok o koncentracii 1 pg/ml (=1000 ng/ml).

Vypocet riedenia zasobného roztoku TNF-a o koncentracii 100 ug/ml (=100 000 ng/ml):

cr*Vi=ex*V;

V2 = 1000 pl * 1000 ng/ml
~ 100000 ng/ml

=10 ul

Zo zasobného roztoku (100 000 ng/ml) sme si odobrali 10 pl a doplnili 990 ml PBS.

Vypocet mnozstva pracovného roztoku TNF-o. o koncentracii 1000 ng/ml:

ci*Vi=ex*V,

500 ul *10ng/ml
1000 ng/ml 1000 ng/ml

1000 ul * 10 ng/ml
_ i g/ — 10
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Do 500 pl média v 12-jamkovej kultivacnej nddobe sme pipetovali 5 pl roztoku TNF-
a o koncentracii 1000 ng/ml. Do 1000 pl média v 6-jamkovej kultivacnej nddobe sme

pipetovali 10 pl roztoku TNF-a o koncentracii 1000 ng/ml.

Vypoclet mnoZstva LPS:

ci*Vi=ex*V;

500l *100ng/ml
10000 ng/ml

_ 1000 ul * 100 ng/ml

=5ul 10 000 ng /ml

=10 ul

Do 500 pl média v 12-jamkovej kultiva¢nej nadobe sme pipetovali 5 pl zasobného
roztoku LPS o koncentracii 10 000 ng/ml. Do 1000 ul média v 6-jamkovej kultivacnej

nadobe sme pipetovali 10 pl zasobného roztoku LPS o koncentracii 10 000 ng/ml.
Pri premedikdcii buniek sme postupovali nasledovne:

Zo vSetkych jamok sme si odsali staré médium a pridali 500 pl (1000 pl) nového

média. Ku kontrole sme nepridavali Ziadne medikamenty, skupina obsahovala ¢isté médium.

Pri skupine TNF a TNF-TRC sme z jamok odobrali 5 pl (10 pl) média a pridali 5 pl
(10 pl) roztoku TNF-a. Zaroven sme v rovnakom case pri skupine LPS a LPS-TRC odobrali
z jamok tiez 5 pl (10 pl) média a pridali 5 pl (10 pl) roztoku LPS. Kultivaéné nddoby sme

po premedikdcii vlozili do inkubatora.

Po 4 hodinach sme z jamok, ktoré mali obsahovat’ TRC105, odsali 6 pl (12 pl) média
apridali 6 pl (12 pl) roztoku TRC105. Jednotlivé €asové rozostupy sme museli presne
dodrziavat’, aby sme zabezpecili stanoventl inkuba¢nt dobu pri jednotlivych medikamentoch

(TNF-a a LPS sa s bunkami inkubovali po dobu 16 hodin a TRC105 po dobu 12 hodin).

Na Obr. 24 st pod mikroskopom zobrazené HAEC bunky jednotlivych skupin po

premedikécii.
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Obrazok 24: Experimentdlny dizajn Pudskych aortilnych endotelovych buniek
1. Kontrola 2. TRC 300 ug/ml 3. TNF 10 ng/ml 4. TNF-TRC 5. LPS 100 ng/ml 6. LPS-TRC (viastné

vysledky)

4.2 PCR

Deii pred experimentom sme vlozili chloroform, izopropylalkohol a 75% etanol do

mrazni¢ky. Ked’Zze sme 75% etanol nemali k dispozicii, nariedili sme si ho z 96% etanolu.

Vypocet pripravy 75% etanolu:

Vi *75% etanol =V * 96% etanol

_50ml*75%

96 % =39ml
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Pred zahajenim prvého kroku sme si vlozili roztok PBS do vodného kupela na 20
minut. Medzicasom sme si odobrali vzorky pre experiment ELISA. Konkrétne sme preniesli
2x150 pl supernatantu do mikrocentrifugacnej skimavky a ulozili ich do mraznicky (-80 °C)

az do vykonania ELISA experimentu.

Vsetky 6-jamkové kultivacné nadoby sme preplachli 500 ul PBS a odsali
odsavackou. Premyvaci krok sme znovu zopakovali, aby sme odstranili ¢o najviac starého
média. Pouzili sme osem 6-jamkovych kultivacnych nadob, priCom kazda experimentalna

skupina obsahovala 8 vzoriek. Spolu sme teda mali 48 vzoriek.

V dalSom kroku sme do kazdej jamky pridali 1 ml TRI Reagent™ Solution
(Invitrogen, kat. ¢.: AM9738, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), ktory
spOsobuje rozpad buniek a uvolnenie DNA, RNA a proteinov. Kultivatné nadoby sme
nechali polozené na zamrazenej doske po dobu 5 minut a obcas ich premiesali. Potom sme
do 1,5 ml mikrocentrifugac¢nej skimavky (DNase/RNase-free) preniesli 1 ml tejto zmesi
z kazdej naSej jamky. Vzorky sme zhomogenizovali v ultrazvukovom kupeli po dobu 10

minut.

Nasledne sme ku kazdej vzorke pridali 200 pl studeného chloroformu a pretrepali ich.
Vzorky sme nechali stat’ 5 mintt pri izbovej teplote a nasledne sme ich vlozili do centrifigy
vychladenej na 4°C astocili pri 13 200 rpm po dobu 15 minut. Po centrifugicii sme

pozorovali oddelenie vodnej a organickej vrstvy a na ich rozhrani bielu medzivrstvu.

Do novych mikrocentrifuga¢nych skimaviek sme napipetovali 5 pl GenElute™-LPA
(Merck, kat. ¢.: 56575-1ML) a preniesli vodnu vrstvu, ktord obsahovala RNA. Nésledne sme
pridali 500 pl studeného izopropylalkoholu a vzorky sme premieSali. Nechali sme ich stat
10 mintt pri izbovej teplote a nasledne sme vzorky zcentrifugovali pri 4°C a 13 200 rpm po
dobu 10 minut. Po centrifugéacii sme izopropylalkohol opatrne odsali a k peletke sme pridali

1 ml 75 % etanolu na odstranenie soli.

Kazdl vzorku sme premieSavali pomocou vortexu priblizne 10 sekind. Etanol sme
odsali a peletky nechali vyschnat’ na vzduchu pokial’ neboli priehl'adné. Vyschnuté peletky
sme rozpustili v 20 pl vody pre injekcie (API), zvortexovali a vlozili na 20 minut do

chladnicky. Cely proces izolacie RNA je zndzorneny na Obr. 25.
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Obrazok 25: Proces izoldcie RNA

Najskor sme k bunkam pridali trizol (TRI Reagent Solution), ktory spésobil rozpad (lyzu) buniek a
uvolnenie DNA, RNA a proteinov. V separacnej faze sme k bunkam pridali chloroform a jeho
vytrepavanim sa oddelili 3 vrstvy — vodnd, ktora obsahuje RNA, medzifaza a organicka vrstva.
Odobratim vodnej vrstvy a pridanim izopropylalkoholu doslo k precipitacii RNA za vzniku peletky.
K peletke sme pridali 75% etanol, vzorky sme zvortexovali a etanol odsali. Peletku sme nechali
vysusit’ a potom ju resuspendovali v API (180).

Nasledovalo meranie koncentracie RNA vo vzorkdch pomocou spektrofotometra
(NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH, Nemecko). Na pristroji sme nastavili faktor

zriedenia 1, jednotky: ng/ul a lid factor: 50. Vzorky sme merali v objeme 1,5 pl.

Na zaciatku sme si zmerali tzv. blank vzorku (API), aby sa eliminovala absorbcia
pozadia, a tym sa zvyS$ila presnost’ merania. Po kaZdom merani sme dokladne utreli opticka

plochu bunic¢inou. Vysledky sme zapisovali do Tabulky 2.

Po merani koncentracie nasledoval prepis RNA do cDNA. Vzorky sme nariedili v 0,2
ml mikroskiimaviek na koncentraciu 100 ng/ul v objeme 10 pl podl'a Tabul'ky 2. Nésledne

sme si podl'a Tabul'ky 3 pripravili master mix na reverznu transkripciu (MM RT).

Do 0,2 ml mikroskiimaviek sme pridali 10 pl pripraveného MM RT. Vzorky sme

zcentrifugovali a vlozili do termocykléra (Biometra TOne 96G, Analytik Jena, Nemecko).
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Tabulka 2: Riedenie RNA

Kontrola je znazormena tmavosivou farbou, skupina TRC svetlosivou, skupina TNF
tmavozelenou, skupina TNF-TRC svetlozelenou, skupina LPS Zltou a skupina LPS-TRC svetloZltou

farbou.

Riedenie
Vzorka ng/ul Objem mRNA Objem vod

K1 361

K2 360

K3 407

K4 415,5

K5 447,5

K6 417,5

K7 427

K8 411
TRC1 411 2,43 7,57
TRC2 368 2,72 7,28
TRC3 313 3,19 6,81
TRC4 402 2,49 7,51
TRC5 257 3,89 6,11
TRC6 328 3,05 6,95
TRC7 346 2,89 7,11
TRC8 354
TNF1 207
TNF2 145,5
TNF3 387,5
TNF4 362
TNF5 374,5
TNF6 373
TNF7 414,5
TNF8 379
T-T1 480,5 2,08 7,92
T-T2 458 2,18 7,82
T-T3 486,5 2,06 7,94
T-T4 501 2,00 8,00
T-T5 458 2,18 7,82
T-T6 422 2,37 7,63
T-T7 374 2,67 7,33
T-T8 441 2,27 7,73
LPS1 507 1,97 8,03
LPS2 469 2,13 7,87
LPS3 487 2,05 7,95
LPS4 522 1,92 8,08
LPS5 501 2,00 8,00
LPS6 492 2,03 7,97
LPS7 477 2,10 7,90
LPS8 476 2,10 7,90
L-T1 468 2,14 7,86
L-T2 475 2,11 7,89
L-T3 439 2,28 7,72
L-T4 456 2,19 7,81
L-TS 428 2,34 7,66
L-T6 436 2,29 7,71
L-T7 397 2,52 7,48
L-T8 491 2,04 7,96
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Tabul’ka 3: Master mix na reverznu transkripciu

MM RT 50 SAMPLES | mnoz. [ul] | nadb. [ul] | Celkovy objem [ul]
1 nuclease free water 42 4,536 244,944
2 RT buffer 2 2,16 116,64
3 RT random primers 2 2,16 116,64
4 dNTP mix 0,8 0,864 46,656
5 reverse transcriptase 1 1,08 58,32

Nuclease free water — voda bez nukledz, RT buffer — pufor pre reverznu transkripciu, RT
random primers — ndhodné primery pre reverznu transkripciu, dNTP mix — mix
deoxynukleotidtrifosfatov, reverse transcriptase — reverzna transkriptaza.

Po skonceni prepisu sme ziskali 1000 ng cDNA v objeme 20 pl (koncentracia = 50
ng/pl). Vzorky sme si nariedili na koncentraciu 5 ng/pl pridanim 180 ul APL

Takto pripravené vzorky sme pipetovali do 96-jamkovej dosky. Do kazdej jamky sme
pipetovali zmes zloZenl z 5 pl master mixu na PCR (TagMan™ Gene Expression Master
Mix, Applied Biosystems, Kaliforna, USA) a 0,5 pl primeru (viz Tabulka 4). Vzorky sme
pipetovali v objeme 4,5 pl do jamiek v duplikatoch, podl'a Tabul'ky 5. 96-jamkovi dosku

sme prelepili foliou a umiestnili do centrifigy na 2 minuty pri 1000 rpm.

Tabul’ka 4: Master mix na PCR

Objem na jednu vzorku Celkovy objem [ul]
MM 5 500
Primer 0,5 50

MM- master mix
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Tabul’ka 5: 96-jamkova doska

T-T1 | T-T2 | T-T3 | T-T4 | T-TS | T-T6 | T-T7 | T-T8 | LPS1 | LPS2 | LPS3 | LPS4
T-T1 | T-T2 | T-T3 | T-T4 | T-TS | T-T6 | T-T7 | T-T8 | LPS1 | LPS2 | LPS3 | LPS4
LPS5 | LPS6 | LPS7 | LPS8 | L-T1 | L-T2 | L-T3 | L-T4 | L-T5 | L-T6 | L-T7 | L-T8
LPSS | LPS6 | LPS7 | LPS8 | L-T1 | L-T2 | L-T3 | L-T4 | L-TS | L-Té6 | L-T7 | L-T8

T Q| HE|S|a|w |

Kontrola je zndzornena tmavosivou farbou, skupina TRC svetlosivou, skupina TNF
tmavozelenou, skupina TNF-TRC svetlozelenou, skupina LPS Zltou a skupina LPS-TRC svetlozitou
farbou.

Po centrifugicii sme 96-jamkovi dosku vlozili do termocykléra (QuantStudio™ Flex
Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Kaliforna, USA). Namerané vysledky sme
exportovali do Excel tabulky, pricom jednym z vysledkov bola aj hodnota CT. Z tejto

hodnoty sme nasledne vypocitali relativnu génovu expresiu vzoriek.

Najskor sme si museli vypocitat’ hodnotu delta CT, ktora ndm popisuje rozdiel medzi

CT ciel'ového génu a CT referencného génu:
ACT = CT (ciel’ovy gén)—CT (referencny gén)

Druhé hodnota, delta delta CT, je dana rozdielom medzi delta CT cielového génu a

priemerom delta CT kontrolnej skupiny:
AACT = A CT (ciel’ovy gén) — priemer A Ct (kontrolna skupina)

Potom sme si vypocitali negativnu druhi mocninu delta delta CT:

Z—AA CcT
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Negativnu druhtt mocninu delta delta CT sme vynésobili 100%, aby sme ziskali %

kontroly:
(Z—AA CT) *100%

Tieto hodnoty nam vyjadruju expresiu cielového génu vztiahnutd na expresiu

referencného génu (181).

4.3 Prietokova cytometria

Z kultivaénych nadob sme odsali staré médium, pridali 500 ul PBS a pomaly sme
preplachovali povrch nadoby. Potom sme PBS odsali a tento postup znova zopakovali.
V d’alSom kroku sme k bunkdm pridali 150 pl enzymu akutdzy. Miernym pohybom sme
akutdzu rozprestreli po celom povrchu jamiek v kultivacnej nadobe a nasledne sme ich vlozili

na 5 minut do inkubatora.

Po 5 minatach sme k akutdze pridali 100 pl PBS s2% FBS, ¢im sme enzym
inaktivovali. Zmes buniek s akutazou a PSB s 2% FBS sme resuspendovali pipetou
a preniesli do 96-jamkovej dosky s dnom v tvare ,,V*. Dosku sme scentrifugovali pri 300 rcf

po dobu 3 minut a vzniknuty supernatant sme rychlym Svihom vyliali do umyvadla.

Peletky, ktoré nam vznikli na dne jamiek sme resuspendovali poklepanim dosky
o tvrdy povrch a do kazdej jamky sme napipetovali 200 ul PBS s 2% FBS a znova nechali

scentrifugovat’ (300 rcf, 3 minuty). Tento proces sme opakovali 2-krat.

Po druhom resuspendovani peletky sme do kazdej jamky napipetovali 100 pl
odpovedajucej primarnej protilatky s naviazanym fluoroférom. Jednotlivé protilatky sme si
nariedili podl'a Tabul’ky 6. Tento proces prebiehal za tmy, aby nedochéddzalo k excitovaniu
vzoriek. Dosku sme inkubovali v tme pri 4 °C po dobu 30 minat. Po uplynuti potrebného
casu sme dosku znova scentrifugovali (300 rcf, 3 minuty), supernatant vyliali rychlym
Svihom do umyvadla a peletku znova resuspendovali poklepanim dosky o tvrdy povrch.

Vyliatim supernatantu sme odstranili protilatky, ktoré sa nenaviazali na bunky.
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Tabul’ka 6: Riedenie protilatok

Nazov Fluorofor Kat. ¢. Vyrobca Riedenie/100 ulL
Eng PerCP/Cy5.5 323216 Biolegend 1ulL
VCAM-1 APC 305810 Biolegend 1 uL
ICAM-1 Pacific Blue 322716 Biolegend 1ulL
PI - P4864-10ml Sigma-Aldrich 0,5 uL

Eng — endoglin VCAM-1 — vaskularna bunkova adhézna molekula-1; ICAM-1 —
medzibunkova adhézna molekula-1; PI — propidium jodid

Do kazZdej jamky sme pridali 200 pl PSB s 2% FBS, dosku sme scentrifugovali (300
rcf, 3 minuty), vyliali supernatant aproces znova zopakovali. Na ziver sme

k resuspendovanej peletke pridali 150 pl PBS a vzorky $li zmerat’ pomocou cytometra.

Vzorky sme merali na prietokovom cytometri CytoFlex LX (Beckman Coulter,
Kalifornia, USA). Vysledky, ktoré sme ziskali z pristroja sme vyhodnotili pomocou
programu CytExpert Acquisition and Analysis Software (verzia 2.4, Beckman Coulter,
Kalifornia, USA) a exportovali ich do programu Excel. Z nameranych hodndt sme vypocitali

% kontroly.

Vysledky sme d’alej spracovavali v Statistickom programe GraphPad Prism 9 (verzia

9.1.0; GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).
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4.4 ELISA

V tomto experimente sme pouzili Human Endoglin/CD105 DuoSet ELISA (R&D
Systems, kat.¢.: DY 1097 a DY008B).

Vzorky pre tento experiment sme si odobrali pri PCR metdde. Konkrétne sme si
odobrali 2x150 pl supernatantu do mikrocentrifugacnych skumaviek aulozili ich do
mrazni¢ky (-80 °C) az do vykonania ELISA experimentu. Odobrali sme si len vzorky
z kontrolnej skupiny, zo skupiny TNF azo skupiny LPS, pretoze TRCI105 interferuje
s jednou z protilatok pouzivanych u metdédy ELISA. Den pred experimentom sme si vybrali

vzorky z mrazni€ky (-80 °C) a preniesli ich do chladni¢ky (4 °C).

Roztok zachytnej primarnej protilatky sme si pripravili nasledovne: k dispozicii sme
mali roztok protilatky s koncentrdciou 9 pg/ml apotrebovali sme 12 ml roztoku

s koncentraciou 0,05 pg/ml.

Vypocet mnozstva zachytnej primarnej protilatky:

cr*Vi=ex*V;

_ 12000 pl * 0,05 pg/ml
T oug/mi

= 66,7 ul

Do 15 ml skimavky sme napipetovali 12 ml PBS, odobrali sme 66,7 ul PBS a pridali
66,7 pl roztoku primarnej protilatky. Tento postup sme zvolili pre ¢o najpresnejSie

napipetované objemy roztokov.

96-jamkovu mikroplatnicku sme potiahli roztokom zachytnej primarnej protilatky
v PBS. Do kazdej jamky sme napipetovali 100 pl roztoku. Mikroplatnicku sme prelepili

a nechali cez noc inkubovat’ pri izbovej teplote za staleho mieSania (RT, 500 rpm).

V den experimentu sme si pripravili premyvaci roztok (WB). 20 ml koncentrovaného

WB sme pridali k 480 ml deionizovanej vody, aby sme dostali vysledny objem 500 ml.
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Potom sme si pripravili roztok reagen¢ného c¢inidla (RD). 8 ml koncentrovaného RD (25%
Tween 20 roztok v PBS) sme pridali do 32 ml roztoku PBS, aby sme dostali vysledny objem
40 ml.

Ked’ sme mali vSetky potrebné roztoky pripravené, rychlym svihom do umyvadla sme
vyliali roztok z mikroplatnicky a premyli vSetky jamky 250 ul WB pomocou multikanalove;j

pipety. Tento proces sme opakovali trikrat.

Po premyti sme do jamiek pridali 250 pl RD, platnicku sme prelepili a nechali
inkubovat’ pri izbovej teplote za staleho miesania (RT 500 rpm) 1 hodinu. Nésledne sme
jamky znova trikrat premyli WB rovnakym sposobom, ako je uvedené vyssie. Takto sme si
pripravili mikroplatni¢ku, do ktorej sme v d’alSom kroku pridavali naSe vzorky a kalibra¢nt

radu.

Na vytvorenie kalibra¢nej rady sme mali k dispozicii 1000 pl zdsobného roztoku
Standardu o koncentracii 380 ng/ml a potrebovali sme roztok Standardu o koncentracii 8

ng/ml. Zo zasobného roztoku sme si odobrali 21 pl.

Vypocet mnozstva Standardu:

ci*Vi=ex*V,

1000 ul * 8 ng/ml
x = =21l
380 ng/ml

Nariedenim Standardu do mikroskimaviek sme vytvorili kalibracnu radu. Do prvej
kalibra¢nej mikroskimavky sme pridali 1000 pl RD ado vSetkych ostatnych (2. — 8.
mikroskiimavka) 500 pl RD. Z prvej mikroskiimavky sme odobrali 21 pl RD, pridali 21 pl
Standardu o koncentracii 380 ng/ml a zvortexovali. V d’'alSom kroku sme do kazdej
nasledujucej mikroskiimavky napipetovali 500 pl z predchéddzajicej mikroskimavky (Obr.

26). Posledna mikroskiimavka bola pouzita ako slepa vzorka a obsahovala uz len Cisty RD.
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Obrazok 26: Riedenie Standardu

Obrazok znazornuje riedenie roztoku zrekonstituovaného Standardu (reconstituted standard) na
vytvorenie kalibracnej rady. V prvom kroku sa k 979 ul RD (reagent diluent; reagencné c¢inidlo) prida
21 ul Standardu, co predstavuje prvy bod kalibracnej rady. Nasledne sa v kazdom bode odoberie 500
ul z predchadzajucej mikroskumavky a prida sa k 500 ul RD, az kym nevznikne roztok o koncentracii
125 pg/ml. Mikroskumavka so samotnym RD sluzi ako slepd vzorka (182).

Z kazdej experimentdlnej skupiny (kontrola, TNF a LPS) sme mali 8 vzoriek, ktoré
sme pipetovali v duplikatoch. Do prvych dvoch stipcov na mikroplatni¢ke sme pipetovali 50
ul RD a 50 pl nariedenych Standardov v duplikatoch. Do d’alSich jamiek sme pipetovali 50
ul RD a 50 pl vzorky. Mikroplatnicku sme zalepili a nechali inkubovat’ 2 hodiny pri izbovej
teplote za staleho mieSania (RT 500 rpm). Po uplynuti 2 hodin sme mikroplatnicku trikrat
premyli WB.

Roztok detekénej protilatky sme si pripravili nasledovne: K dispozicii sme mali
zasobny roztok protilatky s koncentraciou 9 pg/ml a potrebovali sme 12 ml roztoku

s koncentraciou 0,05 pg/ml.

Vypocet mnozstva detekcnej sekundarnej protilatky:

ci*Vi=e*V;

12 000 ul = 0,05 ml
x = H he/ = 66,7 ul
9 pg/ml
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Do 15 ml skimavky sme napipetovali 12 ml RD, odobrali sme 66,7 ul RD a pridali
66,7 ul roztoku detekénej protilatky. Nasledne sme v d’alSom kroku pridali do jamiek 100 pul
detek¢nej protilatky. MikroplatniCku sme prelepili a nechali inkubovat’ 2 hodiny pri izbove;j
teplote za staleho mieSania (RT, 500 rpm). Po uplynuti 2 hodin sme mikroplatni¢ku znova

trikrat premyli WB.

Roztok Streptavidin-HRP sme nariedili v PBS v pomere 1:200. Do sklenenej banky
sme napipetovali 12 ml RD, odobrali sme 60 pl RD a pridali 60 pl roztoku Streptavidin-
HRP.

Vypocet roztoku Streptavidin-HRP:

12000 pl

X 200

=60 ul

Do vSetkych jamiek sme potom pridali 100 pl roztoku Streptavidin-HRP,
mikroplatniC¢ku sme zalepili a nechali inkubovat’ v tme 20 minut’ pri izbovej teplote za

staleho mieSania. Po uplynuti ¢asu sme mikroplatnicku znova trikrat premyli WB.

Po premyti sme do jamiek napipetovali 100 pl roztoku substratu. K dispozicii sme mali
roztok peroxidu vodika aroztok tetrametylbenzidinu. Oba roztoky sme spolu zmieSali
v pomere 1:1, aby vysledny objem roztoku substratu bol 12 ml. Po pridani substratu sme
mikroplatni¢ku znova zalepili a nechali inkubovat’ 20 min v tme pri izbovej teplote za staleho
mieSania (RT, 500 rpm). Po pridani substratu prebehla farebna reakcia, ktorej vysledkom

bola modra farba.

Po 20 minatach sme do jamiek napipetovali 50 ul roztoku kyseliny sirovej, ktory nam
sluzil na zastavenie reakcie. Po pridani roztoku kyseliny sirovej doslo k farebnej zmene

z modrej na zIth. Mikroplatni¢ku sme jemne poklepali o dlan a vzorky §li okamzite merat’.

Merali sme opticku hustotu kazdej jamky pomocou spektrofotometra pri vinovej dizke

450 nm a 540 nm. Nameran¢ hodnoty pri 540 nm sme od¢itali od nameranych hodnot pri 450
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nm. Rozdiel jednotlivych hodndét ndm opravil optické nedokonalosti mikroplatnicky
(Tabul’ka 7). Nasledne sme vsetky hodnoty odcitali od priemernej hodnoty slepého vzorku
(0,0660), aby sme odstranili vplyv vehikula, viz Tabulka 8.

Tabul’ka 7: Rozdiel nameranej optickej hustoty pri 540 nm a 450 nm

0,068 | 0,064 0,001 | 0,614 | 0,595 0

0,186 | 0,181 -0,001 | 0,673 | 0,634 | -0,001

0,313 | 0,316 -0,007 | 0,851 | 0,937 | -0,007

0,565 | 0,555 -0,007 | 0,728 | 0,759 | -0,006

1,03 | 1,004 -0,006 | 0,599 | 0,568 | -0,009

1,848 | 1,943 -0,006 | 0,63 | 0,595 | -0,009

2,997 | 2,962 -0,009 | 0,568 | 0,605 | -0,012

= Q= =T 0w (>

3,787 | 3,787 -0,008 | 0,64 | 0,584 | -0,012

Kalibracna rada je zndzornena svetlomodrou farbou, kontrola tmavosivou, skupina TNF
tmavozelenou a skupina LPS Zltou farbou.

Tabul’ka 8: Od¢itanie optickej hustoty od slepého vzorku

0,0020 | -0,002 | -0,067
0,12 | 0,115 | -0,066
0,247 | 0,25 | -0,066
0,499 | 0,489 | -0,068
0,964 | 0,938 | -0,071
1,782 | 1,877 -0,07
2,931 | 2,896 | -0,075
3,721 | 3,721 | -0,076

-0,065 | 0,548 | 0,529 | -0,066
-0,067 | 0,607 | 0,568 | -0,067
-0,073 | 0,785 | 0,871 | -0,073
-0,073 | 0,662 | 0,693 | -0,072
-0,072 | 0,533 | 0,502 | -0,075
-0,072 | 0,564 | 0,529 | -0,075
-0,075 | 0,502 | 0,539 | -0,078
-0,074 | 0,574 | 0,518 | -0,078

== [ N LI | - T |~ (o W |~-T

Kalibracna rada je zndzornena svetlomodrou farbou, kontrola tmavosivou, skupina TNF
tmavozelenou a skupina LPS Zltou farbou.
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Tabul’ka 9: Findlne hodnoty optickej hustoty

0,0000
0,1175
0,2485
0,4940
0,9510
1,8295
2,9135
3,7210

ZIQME =TR[>

Kalibracna rada je zndzornena svetlomodrou farbou, kontrola tmavosivou, skupina TNF
tmavozelenou a skupina LPS Zltou farbou.

Tabul’ka 10: Vysledna koncentrdcia 7 online softvéru Assayfit Pro

A 0 { 573.801035764
B 86.4881906946 ‘ 622.726895934
C 265.272735744 ‘ 860.748862457
D 528.973135411 ‘ 711.902969802
E 983.660272612 ‘ 552.702034244
F 1984.67646323 ‘ 581.815814486
G 4047.72307522 ‘ 555.721880735
H 7940.43534325 ‘ 581.315234573

Kalibracna rada je zndzornena svetlomodrou farbou, kontrola tmavosivou, skupina TNF
tmavozelenou a skupina LPS Zltou farbou.

Vysledky z Tabul'ky 9 sme vlozili do online softvéru Assayfir Pro na vytvorenie 4-PL
kalibracnej krivky. V Tabul'ke 10 s zndzornené vysledné koncentrécie, ktoré sme ziskali

z online softvéru.

Vysledky sme d’alej spracovavali v Statistickom programe GraphPad Prism 9 (verzia

9.1.0; GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).
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4.5 Adhézia

Pri adhézii sme okrem EC pouzivali aj THP-1 bunkovu liniu. THP-1 je monocytarna
I'udska bunkové linia ziskand zkrvi pacienta trpiaceho akutnou leukémiou, ktord sa
morfologickymi a funkénymi vlastnostami podoba primarnym monocytom a makrofagom,
vratane markerov diferenciacie (bunky boli poskytnuté pre KBLV od S. Cejkovej (IKEM,
Praha, Ceska republika).

V tvode experimentu sme si nahriali médium bez FBS vo vodnom kupeli. Na jednu
jamku sme potrebovali 1x10° monocytov z bunkovej linie THP-1. V naSom experimente sme
pracovali so 48 vzorkami (6 skupin), no odobrali sme si THP-1 bunky v nadbytku (pre 50

vzoriek), ktoré nam sluzili ako pozitivna kontrola neskor pri merani.

Na 50 jamok sme potrebovali 5x10° monocytov, ktoré sme si spoéitali v pocitacke
buniek. K dispozicii sme mali 5x10° monocytov/ml, ¢o znaci, Ze sme potrebovali 10 ml

média THP-1 monocytov.

Vypocet mnozstva THP-1 buniek:

100 000 buniek * 50 jamiek )
x = - = 5000 000 buniek
1 jamka

_ 5000 000 buniek * 1 ml — 10mi
*= 77500000 buniek "

THP-1 monocyty sme si oznacili pomocou Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution
(Invitrogen, kat.¢.: V22886) v mnozstve 4 ul na 1x10° THP-1. Ked’Ze sme potrebovali 5x10°
monocytov, pouzili sme 20 ul Vybrant™ DiO. Monocyty sme nechali inkubovat

v inkubatore po dobu 15 mint.
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Vypocet mnozstva Vybrant™ DiO:

_ 4l +5000 000 buniek 20 ul
* = 771000 000 buniek M

Po inkubécii sme THP-1 bunky premyli médiom bez FBS, scentrifugovali ich (300

rcf, 3 mintty) a supernatant sme odsali odsavackou. Tento krok sme opakovali dvakrat.

THP-1 bunky sme pipetou resuspendovali v 5 ml média bez FBS. Aby sme v kazdej
jamke kultivaénej nddoby mali 1x10° monocytov, z roztoku sme pipetovali 100 pl. Do jedne;
jamky, ktord nam sluzila ako kontrola EC, sme monocyty nepridavali. THP-1 bunky a EC

sme potom nechali v inkubatore 1 hodinu.

Vo vodnom kupeli sme si nahriali PBS s 1% BSA (hovédzi sérovy albumin) a enzym
akutdzu (priblizne 20 mintt pred vybratim buniek z inkubdtora). Po hodine sme z jamok
odsali staré médium odsavackou. Aby sme odstranili ¢o najviac neprilnutych THP-1 buniek
a zvySky média, preplachli sme jamky 300 ul PBS aroztok sme odsali. Tento krok sme
opakovali dvakrat. V d’alSom kroku sme k bunkdm pridali 150 pl akutazy a vlozili ich do

inkubatory na 5 minut.

Ked’ sa vSetky bunky odlepili z dna jamiek, pridali sme k nim 300 pl PBS s 1% BSA,

resuspendovali ich pipetou a preniesli do 1,5 ml $pecidlnej nizkoadhéznej mikroskiimavky.

Prenesené bunky v mikroskimavke sme scentrifugovali (300 rcf, 3 minuty)
a vzniknuty supernatant sme odsali odsavackou. Na zaver sme k bunkdm pridali 200 pl
studeného PBS a vzorky S§li merat’ na prietokovom cytometri CytoFlex LX (Beckman

Coulter, Kalifornia, USA).

Na zaklade pozitivnej kontroly znacenych THP-1 buniek a negativnej kontroly EC
sme si vytvorili v programe CytExpert Acquisition and Analysis Software gate, kde sme
potom merali pocet THP-1 buniek. Vzorky sme merali dvakrat, aby sme si mohli vypocitat

priemernl nameranu hodnotu.
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Vysledky, ktoré sme ziskali z pristroja sme vyhodnotili pomocou programu
CytExpert Acquisition and Analysis Software (verzia 2.4, Beckman Coulter, Kalifornia,
USA). Ziskané vysledky sme exportovali do programu Excel a z nameranych hodnot sme

ziskali pocet adherovanych monocytov.

4.6 Transmigrdcia

Bunky sme pri pasazi resuspendovali v novom médiu a preniesli ich do troch 24-
jamkovych kultivacnych nddob, z ktorych kazda obsahovala 12 inzertov. Kedze sme
pracovali so 6 experimentalnymi skupinami a kazd4 skupina sa skladala zo 6 vzoriek, spolu

sme mali 36 vzoriek v inzertoch a 3 jamky bez inzertov nam slazili pre kontrolu rastu buniek.

Do spodnej casti jamodk, ktoré obsahovali inzerty sme napipetovali 400 pl ¢istého
média. Do hornej Casti inzertov a do d’alSich 3 jamok (kontrola rastu buniek bez inzertov)
sme pipetovali 400 pl média s bunkami. Par dni sme bunky nechali inkubovat, aby

konfluencia rastu bola 100%.

Deti pred experimentom sme bunky premedikovali podl'a experimentalneho dizajnu

jednotlivych skupin.

Vypocet mnozstva TNF-o.:

ci*Vi=ex*V,

_ 10000 pl + 10ng/ml
- 1000 ng/ml

x =100 ul

Z pracovného roztoku TNF-o (1000 ng/ml), ktory sme uz mali pripraveny a
vypocitany (viz strana 52), sme odobrali 100 pl a pridali ich k 9 900 pl média. Nasledne sme
pipetovali 400 ul pripravené¢ho roztoku do horného aj spodného kompartmentu 12 jamok

s inzertami (6 jamok pre skupinu 7NF 10 ng/ml a 6 jamdk pre skupinu TNF-TRC).
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Vypocet mnozZstva LPS:

c1*Vi=er:*Vs

_ 10000 pl * 100 ng/ml

x 10 000 ng/ml

=100 p!

Zo zéasobného roztoku LPS (10 000 ng/ml) sme odobrali 100 pl a pridali ich k 9 900
pl média. Nésledne sme pipetovali 400 pl pripraveného roztoku do horného aj spodného
kompartmentu 12 jamok s inzertami (6 jamok so skupinou LPS 100 ng/ml a 6 jamok so

skupinou LPS-TRC).

Po 4 hodinach sme do 6 jamiek pridali roztok TRC105 (300 pg/ml), ktory sme si

pripravili nasledovne:

Vypocet mnozstva TRCI105:

ci*Vi=ex*V,

5000 pl * 300 pg/ml
x = = 60 ul
25000 pg/ml

Zo zé&sobného roztoku TRC105 (25 000 pg/ml) sme odobrali 60 pl a pridali ich k 4
940 pl média. Nasledne sme pipetovali 400 pl pripraveného roztoku do horného aj spodného

kompartmentu 6 jamiek.

Do jamiek TNF-TRC a LPS-TRC sme pridavali roztoky, ktoré sme si pripravili

nasledovne:
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Vypocet mnozstva TNF-a.

_ 5000 ul+ 10ng/ml

= 50 pl
x 1000 ng/ml a

Z pripraveného roztoku TNF-a (1000 ng/ml) sme odobrali 50 pul a pridali ich do 4
890 ul média. Nasledne sme do média pridali aj 60 pl roztoku TRC105 (25 000 pg/ml).
Z takto pripraven¢ho roztoku sme pipetovali 400 pul do horného aj spodného kompartmentu

jamiek TNF-TRC.

Vypocet mnozstva LPS:

5000 pl * 100 ng/ml
x = =50 ul
10 000 ng/ml

Z pripraveného roztoku LPS (10 000 ng/ml) sme odobrali 50 ul a pridali ich do 4 890
ul média. Nasledne sme do média pridali aj 60 pl roztoku TRC105 (25 000 pg/ml). Z takto
pripraveného roztoku sme pipetovali 400 pl do horného aj spodného kompartmentu jamiek

LPS-TRC.

Na d’al$i deni rdno sme si vypocitali potrebné mnozstvo THP-1 buniek. Do kazde;j
jamky sme potrebovali napipetovat’ 1x10° THP-1 buniek. V experimente sme mali 36 jamdk,
takZe sme potrebovali 3,6x10° THP-1 buniek, no aby sme ratali s mensou rezervou, odobrali
sme si 4x10°. Podl'a pocitacky buniek sme mali k dispozicii 1 540 000 THP-1 buniek/ml,

z ¢oho vyplyva, Ze sme potrebovali 2,6 ml.

Vypocet mnozstva odobratych THP-1 buniek:

_ 4000 000 buniek » 1 ml
N 1540 000 buniek

=2,6ml
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Vypocet mnozstva média, v ktorom sme resuspendovali THP-1 bunky:

_ 4000000 buniek + 100 pl
= 100 000 buniek

= 4000 pl

4x10° THP-1 buniek sme resuspendovali v 4 ml média.

Do kazdého horného kompartmentu sme napipetovali 100 pl resuspendovanych THP-

1 buniek a nechali ich v inkubatore 3 hodiny.

V d’alSom kroku sme odstranili vSetky inzerty a250 ul média v spodnom
kompartmente sme preniesli na 96-jamkova dosku s dnom v tvare pismena ,,V*. Dosku sme
scentrifugovali (300 rcf, 3 min) a postup opakovali dovtedy, az kym sme nepreniesli vSetok

objem z dolného kompartmentu jamok na dosku.

V zéavere sme k scentrifugovanym bunkam pridali roztok PBS. Vzorky sme merali na
prietokovom cytometri CytoFlex LX (Beckman Coulter, Kalifornia, USA). Vysledky, ktoré
sme ziskali z pristroja sme vyhodnotili pomocou programu CytExpert Acquisition and
Analysis Software (verzia 2.4, Beckman Coulter, Kalifornia, USA). Ziskané vysledky sme
exportovali do programu Excel a z nameranych hodn6t sme zistili, ko’ko THP-1 buniek

transmigrovalo cez membranu inzertov.
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5. VYSLEDKY

Vysledky v tejto praci uvadzame ako median s medzikvartilovym rozpétim. Hladinu
Statistickej vyznamnosti (p) sme stanovili pomocou Mann-Whitney testu (neparametricky t-
test) medzi nasledujicimi skupinami: kontrola vs TRC, kontrola vs TNF, TNF vs TNF-TRC,
kontrola vs LPS, LPS vs LPS-TRC. Za $tatisticky vyznamny rozdiel sa povazuje hodnota p <
0,05. V pripade, ze hodnota Statisticky vyznamna nebola, je oznaena symbolom ,ns®,

pricom plati, ze p > 0,05.

Symbolom ,,** oznaCujeme Statisticky vyznamné hodnoty voci kontrole, pri¢om plati,

ze: *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.

Symbolom ,,#* oznac¢ujeme Statisticky vyznamné hodnoty voci TNF, pri¢om plati, Ze:

#p<0,05; ## p<0,01; ## p<0,001.

Symbolom ,,§* oznacujeme Statisticky vyznamné hodnoty voc¢i LPS, pricom plati, Ze:

§p<0,05; 8§ p<0,01; §§§ p<0,001.

Na vyhodnotenie vysledkov sme pouZili Statisticky program GraphPad Prism 9
(verzia 9.5.1; GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).
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5.1 mRNA expresia endoglinu a jeho transkripcnych faktorov

Samostatne pouzity TRC105 (300 pg/ml) nepreukdzal ziaden signifikantny vplyv na
mRNA expresiu Eng ani jeho transkripénych faktorov KLF6, RelA a NR1H3 (p > 0,05)

v porovnani s kontrolnou skupinou.

Stimulacia HAEC prostrednictvom TNF-a (10 ng/ml) viedla k signifikantne znizene;j
mRNA expresii Eng (p <0,001) v porovnani s kontrolou. Zatial' <o mRNA expresia KLF6 a
RelA bola signifikantne zvySend (p < 0,001), mRNA expresia NR1H3 bola znizend (p <
0,001). To naznacuje, ze pokles mRNA expresie Eng moze byt ciastocne sposobeny
zniZzenou transkripciou, v ktorej transkripény faktor NR1H3 pravdepodobne zohrava ddlezita

ulohu.

Pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym TNF-a neviedlo k signifikantnej zmene
mRNA expresie Eng v porovnani so skupinou TNF-a. V pripade mRNA expresie jeho
transkripénych faktorov doslo k signifikantnému znizeniu expresie KLF6 (p < 0,01) a k
signifikantnému zvySeniu expresie NR1H3 (p < 0,05). mRNA expresia transkripéného
faktora RelA nebola signifikantne zmenena (p > 0,05). Z toho vyplyva, ze pridanie TRC105
k bunkdm stimulovanym TNF-a sice viedlo k zmendm v mRNA expresii niektorych Eng
transkripénych faktorov (znizenie expresie KLF6 a zvySenie expresie NR1H3), no kedze
tieto zmeny su protichodné, tak v kone¢nom désledku TRC105 signifikantne neovplyvnil
mRNA expresiu Eng indukovani pomocou TNF-a. Na zéklade toho mdéZeme skonStatovat,
ze pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym TNF-o nemé signifikantny vplyv na

transkripciu Eng.

Stimuléacia buniek pomocou LPS (100 ng/ml) viedla k zvySenej mRNA expresii Eng
(p £0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou. Zatial’ ¢o mRNA expresia Eng transkripcnych
faktorov KLF6 a NR1H3 bola signifikantne znizena (p < 0,05; p <0,001), v pripade mRNA
expresie RelA nebola zaznamenand signifikantna zmena (p > 0,05). Z vysledkov teda
vyplyva, Ze za zvySenie mRNA expresie Eng v bunkach po stimulacii LPS nie je zodpovedny
ani jeden zo sledovanych transkripcnych faktorov, a teda Ze za regulaciu Eng transkripcie je

v tychto podmienkach zodpovedny iny mechanizmus.
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V pripade pridania TRC105 k bunkam stimulovanym LPS sa nepreukazala ziadna
Statisticky vyznamna zmena v mRNA expresii Eng ani jeho transkripénych faktorov KLF6,
RelA a NR1H3 (p > 0,05) v porovnani s LPS skupinou. Z toho vyplyva, Ze ani v tomto
pripade pridanie TRC105 k bunkam stimulovanym LPS vyznamne neovplyviuje

transkripciu Eng ani jeho transkripénych faktorov (Graf 1).

Graf 1: mRNA expresia endoglinu a jeho transkripcnych faktorov
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Graf znazornuje mieru mRNA expresie Eng a jeho transkripcnych faktorov (KLF6, RelA,
NRI1H3) v kontrolnej skupine a v skupindch TRC 300 ug/ml, TNF 10 ng/ml, TNF-TRC, LPS 100 ng/m!
a LPS-TRC. Vysledky su vyjadrené v % kontroly, pricom plati Ze ns p > 0,05; * p < 0,05; *** p <
0,001 vs kontrola; #p <0,05; ##p < 0,01 vs TNF-a.
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5.2 mRNA expresia zapalovych molekul

Samostatne pouzity TRC105 nemal signifikantny vplyv na mRNA expresiu
zapalovych molekal ICAM-1 a VCAM-1 (p > 0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou. V
pripade mRNA expresie zapalovej molekuly SELE sa preukazalo signifikantné znizenie (p
< 0,05). Z toho vyplyva, ze stimulacia HAEC prostrednictvom samotného TRC105 médze
potenciondlne znizovat’ expresiu adhéznych molekul, ktoré sa uplatiiuju v pociatocnej faze
ateroskler6zy pri zachytavani a rolovani leukocytov (E-selektin), avSak nema signifikantny
efekt na expresiu molekul zicastiiujicich sa neskorSej fazy aterosklerdzy, ako je pevna

adhézia (ICAM-1, VCAM-1).

Stimuldcia HAEC prostrednictvom TNF-a 10 ng/ml viedla podl'a ofakdvania k
signifikantnému zvySeniu mRNA expresie vSetkych troch zapalovych molekul ICAM-1,
VCAM-1 a SELE (p < 0,001) v porovnani s kontrolou. Z toho vyplyva, ze tento model

funguje a pomocou TNF-a sme v bunkéch uspesne indukovali zapal.

Pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym TNF-a viedlo k signifikantnym zmenam
mRNA expresie zapalovych molekil VCAM-1 a SELE v porovnani so skupinou TNF-a. V
pripade mRNA expresie molekuly VCAM-1 doslo k signifikantnému zvySeniu (p < 0,01),
no v pripade molekuly SELE doslo k signifikantnému zniZeniu mRNA expresie (p < 0,001).
U mRNA expresie ICAM-1 nedoslo k signifikantnej zmene. Na zaklade tychto vysledkov
modzeme skonStatovat, Ze TRC105 aj u TNF-a stimulovanych buniek moéZe zniZovat
expresiu molekul, ktoré sa uplatiiuju v pociatocnej faze ateroskler6zy, no nema signifikantny

efekt alebo zvySuje expresiu molekul zucastiiujicich sa neskorsej fazy aterosklerozy.

Stimulacia buniek pomocou LPS 100 ng/ml taktiez viedla k signifikantne zvySenej
mRNA expresii vSetkych troch zapalovych molekil ICAM-1, VCAM-1 a SELE (p <0,001)
v porovnani s kontrolnou skupinou. Na zdklade toho mo6zeme tvrdit’, ze sme pomocou LPS

v bunkdéch Uspesne indukovali zdpalovy stav.

V pripade pridania TRC105 k bunkdm stimulovanym LPS sa nepreukédzala Ziadna
Statisticky vyznamna zmena v mRNA expresii ICAM-1, VCAM-1 ani SELE (p > 0,05)
v porovnani s LPS skupinou. Z toho vyplyva, Ze pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym
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LPS nema signifikantny vplyv na mRNA expresiu ani jednej z adhéznych zapalovych

molekul v akejkol'vek faze aterosklerdzy (Graf 2).

Graf 2: mRNA expresia zapalovych molekul
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Graf znazornuje mieru mRNA expresiu zapalovych molekul ICAM-1, VCAM-1 a SELE v
kontrolnej skupine a v skupinach TRC 300 ug/ml, TNF 10 ng/ml, TNF-TRC, LPS 100 ng/ml a LPS-
TRC. Vysledky su vyjadrené v % kontroly, pricom plati Ze ns p > 0,05; *p < 0,05; ***p < 0,001 vs
kontrola; ##p < 0,01, ###p < 0,001 vs TNF-.
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5.3 Proteinova expresia endoglinu a zapalovych molekul

Samostatne pouzity TRC105 preukazal signifikantné znizenie proteinovej expresie
Eng (p < 0,01) v porovnani s kontrolnou skupinou, no v pripade proteinovej expresie
zapalovych molekul ICAM-1 a VCAM-1 nedoslo k signifikantnej zmene (p > 0,05). Z toho
vyplyva, ze pritomnost samotného TRCI105 podla ocCakavania signifikantne znizuje
proteinovil expresiu Eng, no neovplyviiuje proteinovu expresiu zapalovych adhéznych

molekul zucastiujucich sa neskorSej fazy aterosklerozy.

Stimulacia HAEC prostrednictvom TNF-o 10 ng/ml viedla k signifikantnému
poklesu proteinovej expresie Eng (p < 0,01) v porovnani s kontrolou, a v pripade oboch
zapalovych molektl, ICAM-1 a VCAM-1, doslo k signifikantnému zvySeniu proteinove;j
expresie (p <0,01). TNF-o v bunkach signifikantne zvysuje expresiu adhéznych molekul, ¢o
znadi, ze zapal bol tspesne indukovany a Ze za tychto podmienok je proteinova expresia Eng

znizena.

Pridanie TRC105 k bunkam stimulovanym TNF-a viedlo k signifikantnému zniZeniu
proteinovej expresie Eng (p < 0,01) v porovnani so skupinou TNF-o, avSak proteinova
expresia zapalovych molektl ICAM-1 a VCAM-1 nebola signifikantne zmenend (p > 0,05).
Tieto vysledky naznacuju, Ze pritomnost’ TRC105 v bunkdch stimulovanych TNF-a zniZzuje
proteinovll expresiu Eng a zaroven nema signifikantny vplyv na proteinovli expresiu

zapalovych molekul zohrévajucich tlohu v pevnej adhézii leukocytov pri aterosklerdze.

Stimulacia buniek pomocou LPS 100 ng/ml viedla k signifikantne znizenej
proteinovej expresii Eng (p < 0,01) a k zvySenej proteinovej expresii molekul ICAM-1 a
VCAM-1 (p < 0,01) v porovnani s kontrolnou skupinou. Z toho vyplyva, Ze stimulacia
buniek pomocou LPS signifikantne zvySuje expresu adhéznych molekul, ¢o znaci, ze zapal
bol uspesne indukovany a Ze u zapalu je proteinova expresia Eng znizena, podobne ako tomu

bolo pri stimul4cii buniek TNF-a.

Po pridani TRC105 k bunkdm stimulovanym LPS doslo k signifikantnému zniZeniu
proteinovej expresie Eng (p < 0,01) v porovnani s LPS skupinou. Co sa tyka proteinovej

expresie zapalovych molekul, v pripade molekuly ICAM-1 doslo k signifikantnému zvySeniu
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proteinovej expresie (p < 0,05), no v pripade molekuly VCAM-1 sa proteinova expresia
nezmenila (p > 0,05). Mozeme teda konStatovat, ze pridanie TRCI05 k bunkdm
stimulovanym LPS signifikantne znizuje proteinovi expresiu Eng a zaroveil nema
signifikantny efekt, alebo dokonca zvysuje expresiu adhéznych molekul zicastiiujacich sa

neskorsSej fazy aterosklerézy (Graf 3).

Graf 3: Proteinova expresia endoglinu a zapalovych molekul
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Graf znazornuje mieru proteinovej expresie Eng a zapalovych molekuil ICAM-1 a VCAM-1 v
kontrolnej skupine a v skupinach TRC 300 ug/ml, TNF 10 ng/ml, TNF-TRC, LPS 100 ng/ml a LPS-
TRC. Vysledky su vyjadrené v % kontroly, pricom plati Ze ns p > 0,05, ** p < 0,01 vs kontrola, ##p
<0,01 vs TNF-0, $ p <0,05; 38 p <0,01 vs LPS.
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5.4 Vznik solubilného endoglinu

Samostatne pouzity TRC105 nepreukézal signifikantny vplyv na mRNA expresiu
MMP-14 (p > 0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou, z ¢oho vyplyva ze TRC105

samostatne nijako neovplyviiuje transkripciu MMP-14.

Stimulacia buniek prostrednictvom TNF-a 10 ng/ml viedla k signifikantnému
zvySeniu mRNA expresie MMP-14 (p < 0,001) a zaroven sa signifikantne zvysila aj hladina
sEng (p < 0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou. Na zaklade toho mdzeme tvrdit, zZe
pritomnost’ TNF-a v bunkach zvySuje transkripciu MMP-14, ¢o moze viest' k zvySenym

hladindm sEng.

Pridanie TRC105 k bunkam stimulovanym TNF-a viedlo k signifikantnému poklesu
mRNA expresie MMP-14 (p < 0,001) v porovnani so skupinou TNF-a, z ¢oho vyplyva, Ze
pritomnost’ TRC105 v bunkéch stimulovanych TNF-o vyrazne zniZuje transkripciu MMP-
14.

Stimulacia buniek pomocou LPS 100 ng/ml viedla k signifikantnému zvySeniu
mRNA expresie MMP-14 (p < 0,001), a taktiez k zvySenym hladindm sEng (p < 0,05)
v porovnani s kontrolnou skupinou. Z toho vyplyva, Ze pritomnost’ LPS v bunkach vyznamne

zvySuje transkripciu MMP-14, ¢o mdZze mat’ za ndsledok zvySené hladiny sEng v médiu.

Po pridani TRC105 k bunkam stimulovanym LPS nedoSlo k signifikantnej zmene v
mRNA expresit MMP-14 (p > 0,05) v porovnani s LPS skupinou. Na zéklade toho m6Zeme
tvrdit’, ze pritomnost TRC105 v bunkach stimulovanych LPS signifikantne neovplyviiuje

transkripciu MMP-14 na rozdiel od toho ako tomu bolo u TNF-a (Graf 4).
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Graf 4: Vznik solubilného endoglinu
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Graf vliavo znazornuje mieru mRNA expresie MMP-14 (v kontrolnej skupine a skupinach
TRC 300 ug/ml, TNF 10 ng/ml, TNF-TRC, LPS 100 ng/ml a LPS-TRC) a graf vpravo zndzornuje
hladiny sEng (v kontrolnej skupine a skupinach TNF 10 ng/ml a LPS 100 ng/ml). mRNA expresia
MMP-14 je vyjadrend v % kontroly a hladiny sEng su vyjadrené v pg/ml, pricom plati Ze ns p > 0,05;
*p <0,05; ***p <0,001 vs kontrola; ### p < 0,001 vs TNF-a.
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5.5 Funkcnd analyza

Samostatne pouzity TRC105 signifikantne znizil adhéziu monocytov (p < 0,05)
k endotelovym bunkdm, ale nemal signifikantny vplyv na transmigraciu monocytov (p >
0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou. Z toho vyplyva, Ze znizovanie hladin Eng pomocou
TRCI105 vedie k znizenej adhézii monocytov, ale nijako neovplyviiuje transmigraciu

monocytov.

Stimulacia buniek prostrednictvom TNF-o 10 ng/ml viedla k signifikantnému
zvySeniu adhézie monocytov (p < 0,001), ale neovplyvnila transmigraciu monocytov
v porovnani s kontrolou. Na zdklade toho moézeme konStatovat, ze napriek zniZenej
proteinovej expresii Eng po stimuldcii TNF-a, adhézia monocytov je zvySena, a teda
prevazuje efekt zvySenych adhéznych molekul. Naopak, transmigradcia monocytov cez
monovrstvu endotelovych buniek bola nezmenena aj napriek zvySenym adhéznym
molekuldm, ¢o znaci ze prevlada efekt Eng (ktorého expresia je znizend) a teda, Ze Eng je

potenciondlne doleZzity pre transendotelidlnu migraciu monocytov.

Pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym TNF-a viedlo k signifikantnému zniZeniu
adhézie monocytov (p < 0,001), no pocet transmigrovanych monocytov sa vyznamne
nezmenil v porovnani so skupinou TNF-a. Z toho vyplyva, Ze dodatocné zniZenie Eng
pomocou pridania TRC105 k bunkdm stimulovanym TNF-oa vedie k zniZeniu adhézie
monocytov, a teda Ze Eng zohravala ¢iasto¢ne tlohu aj u adhézie. Na druhej strane Eng nema
vyznamny vplyv na transmigraciu monocytov, pravdepodobne kvoli tomu, ze transmigracia

nebola signifikantne zmenena ani v skupine s TNF-a.

Stimulacia buniek pomocou LPS 100 ng/ml viedla k signifikantnému zvySeniu
adhézie (p < 0,001) a nemala vyznamny efekt na transmigraciu monocytov, u ktorej nedoslo
k Ziadnym zmenam v porovnani s kontrolnou skupinou. To znaci, ze podobne ako aj TNF-a,
tak aj LPS v bunkéch vyznamne zvySuje adhéziu monocytov (prevazuje efekt adhéznych
molekul), no transmigracia monocytov ostdva aj napriek zvySenym adhéznym molekuldm
nezmenend (prevazuje efekt Eng), zcoho vyplyva, ze Eng moze byt ddlezity pre

transmigraciu monocytov pri zapale.
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Pridanie TRC105 k bunkam stimulovanym LPS nevedie k signifikantnej zmene
v adhézii ani v transmigracie monocytov (p > 0,05) v porovnani s LPS skupinou. M6zZeme
teda skonstatovat, ze dodato¢né znizenie Eng pomocou pridania TRCI105 k bunkdm
stimulovanym LPS nema efekt na adhéziu monocytov k endotelovym bunkdm a nema
vyznamny vplyv ani na transmigraciu, pravdepodobne z dovodu, ze transmigracia nebola

signifikantne zmenen4 ani v skupine s LPS (Graf 5).

Graf 5: Funkéna analyza
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Graf znazornuje adhéziu a transmigrdciu monocytov v kontrolnej skupine a skupinach TRC
300 ug/ml, TNF 10 ng/ml, TNF-TRC, LPS 100 ng/ml a LPS-TRC. V pripade adhézie su vysledky
vyjadrené ako pocet adherovanych monocytov. V pripade transmigrdcie monocytov su vysledky
vyjadrené ako pocet transmigrovanych monocytov, pricom plati, ze ns p > 0,05; *p < 0,05, ***p <
0,001 vs kontrola; ###p < 0,001 vs TNF-a.
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6. DISKUSIA

Eng je transmembrénovy glykoprotein, ktory je vyznamne exprimovany Vv
arterialnych EC (6). Niekol'ko in vivo a in vitro Studii poukazalo na rozdielne ulohy Eng v
ED. Na jednej strane sa Eng podiel’a na prevencii rozvoja ED zvySenou produkciou eNOS,
¢o vedie k zvysenej syntéze NO (113, 114). Na druhej strane, zvySena expresia Eng vedie k

zvysenej adhézii a transendotelovej migracii leukocytov (115).

Stadie zaoberajiice sa sEng ukazali, Ze zvy$ené hladiny sEng boli zaznamenané pri
niekol’kych patologickych stavoch stuvisiacich s ED, ako je preeklampsia u tehotnych Zien,
DM, hypercholesterolémia, AH a zapal (115, 117). Avsak, sEng je vd’aka pritomnosti RGD
oblasti schopny interagovat s integrinmi leukocytov, ¢o vedie k zniZeniu adhézie a
transmigracie leukocytov cez endotel (5). Vyssie uvedené tidaje poukazuji na komplexna

ulohu Eng u patologii stivisiacich s ATS, a teda potrebu d’alSich $tidii v tejto oblasti.

TRCI105 (carotuximab) je monoklondlna protilatka proti Eng, ktord bola pévodne
vyvinuta pre onkologicku terapiu (21, 22). AvSak bolo publikované, ze TRC105 je schopny
priamo modulovat’ Eng a jeho signalizaciu pocas rozvoja ED vyvolanej vysokymi hladinami
glukézy a cholesterolu (26). V tejto diplomovej praci sme pouZzili TRC105 ako model
farmakologickej latky, ktora je schopnd zniZovat expresiu Eng a inhibovat’ jeho signalizaciu,

vd’aka ¢omu sme mohli popisat’ vplyv Eng na zdpalom indukovanu ED.

V prvej casti tejto diplomovej prace sme sa zamerali na expresiu Eng, jeho
transkripénych faktorov a adhéznych molektl pocas zédpalom indukovanej ED. Zapal bol
vyvolany dvoma stimulmi - TNF-a a LPS (114, 183). Ukazali sme, ze premedikacia buniek
oboma stimulmi vedie k zniZenej proteinovej expresii Eng napriek tomu, Ze mRNA expresia

Eng a jeho transkripénych faktorov je odli$na.

Pozorovali sme, Ze stimuldcia buniek TNF-a vedie k vyznamnému znizeniu mRNA
expresie Eng, ¢o bolo pravdepodobne sposobené znizenou mRNA expresiou transkripéného
faktora NR1H3. Podobné u¢inky TNF-a na Eng v EC preukazali uz iné Studie (5, 114), avSak
mechanizmus, ktory je za ne zodpovedny, nebol uplne objasneny. Podl'a o¢akdvania sme

potvrdili, Ze mRNA a proteinova expresia bunkovych adhéznych molektl (ICAM-1, VCAM-
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1 a E-selektinu) sa vplyvom TNF-a vyznamne zvysila, ¢o je v sulade s inymi Stadiami (5,
114, 179). Okrem toho sme preukazali, ze liecba TNF-a vedie k zvysenej mRNA expresii
MMP-14, ¢o by zase mohlo byt’ jednym z mechanizmov zodpovednych za zvySené hladiny
sEng, o potvrdili aj Studie in vivo (184). Funk¢cna analyza odhalila, ze stimulacia TNF-a
viedla k zvysenej adhézii monocytov k EC, o naznacuje, Ze zvysend expresia adhéznych
molekul prevazuje nad zniZenou expresiou Eng. Avsak, napriek vysoko zvySenej expresii
adhéznych molekul sa transendotelova migracia monocytov vyznamne nezmenila, ¢o by

mohlo potencidlne znamenat’, ze Eng moze byt pre tento proces nevyhnutny.

Na druhej strane sme po prvykrat ukazali, Ze stimulacia buniek pomocou LPS vedie
k zvysenej] mRNA expresii Eng. Za tento G¢inok nie je zodpovedny ziadny zo skimanych
transkripénych faktorov. Ked’ze LPS je zndmy prozapalovy stimul, nebolo prekvapenim, ze
premedikacia buniek LPS viedla k zvySenej mRNA a proteinovej expresii adhéznych
bunkovych molekul (183). Okrem toho, pritomnost LPS vyznamne indukovala mRNA
expresiu MMP-14 (185), ¢o viedlo k zvySeniu hladin sEng. Podobne ako pri TNF-a,
stimulécia LPS taktiez viedla k zvySenej adhézii monocytov k EC (prevazuje zvySena
expresia adhéznych molekul nad zniZenou expresiou Eng). Transendotelovd migracia
monocytov sa vyznamne nezmenila, ¢o opéat’ naznacuje, ze Eng moZe byt nevyhnutny pre
proces transmigracie za prozapalovych podmienok, o potvrdzuje aj in vivo Stidia Rossi a
kol., ktord ukazala, ze zniZzené expresia Eng je spojena so znizenou infiltraciou leukocytov

pocas zapalu (5).

V druhej Casti tejto diplomovej prace sme skiimali tlohu Eng v zapalom indukovanej
ED pomocou TRCI105, monoklondlnej protiladtky proti Eng, ktory je schopny znizit
proteinovll expresiu Eng. TRC105 sam o sebe nemal vyznamny vplyv na mRNA expresiu
Eng, ani na jeho transkripcné faktory, o je v sulade s predoslou publikovanou stadiou (26).
mRNA expresia adhéznych molekul sa vS§ak po TRC105 bud’ nezmenila (ICAM-1, VCAM-
1), alebo sa znizila (E-selektin), ¢o je v rozpore so spominanou Stidiou (rozdiely su
pravdepodobne spdsobené pouzitim roéznych metdd). Ukazali sme, ze TRC105 nema
vyznamny vplyv na mRNA expresiu MMP-14, no bolo publikované, ze TRC105 je schopny
indukovat’ hladinu proteinu MMP-14 a vyvolat’ enzymatické Stiepenie membranového Eng

na jeho rozpustnu formu (133). V tejto praci sme nemohli merat’ hladiny sEng v skupinach s
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TRC105, pretoze sa ukazalo, ze TRC105 interferuje s metédou ELISA, ako to opisala Liu
akol (25). Napokon, TRC105 dokazal znizit adhéziu monocytov, no transendotelova

migracia monocytov sa nezmenila, o je opit’ v sulade s vyssSie uvedenou Stadiou (26).

Pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym TNF-a nemalo vyznamny vplyv na
mRNA expresiu Eng, ale vyznamne znizilo proteinovu expresiu Eng, ¢o naznacuje, ze
znizené hladiny proteinu Eng st spdsobené inym mechanizmom ako zniZenou transkripciou.
Podobny ucinok sa pozoroval v §tidii, kde TRC105 vyznamne znizil proteinovl expresiu
Eng, ale nie mRNA expresiu Eng, ktord bola indukovand hypercholesterolémiou alebo
hyperglykémiou (26). TRC105 mal vplyv TNF-a indukovanii mRNA expresiu adhéznych
molekul, ale na trovni proteinov sa to nepotvrdilo, ¢o je v rozpore s predoslou publikovanou
Stadiou (26). Okrem toho stimulacia s TRC105 viedla k signifikantnému znizeniu TNF-a
indukovanej mRNA expresie MMP-14, ¢o je v rozpore so Stadiou Kumara a kol. (133).
Jednym z moznych vysvetleni tychto rozdielov by mohlo byt’ pouZitie inych typov buniek v
uvedenej $tudii v porovnani s touto pracou. Dalsim délezitym bodom je, Ze v tejto diplomove;j
praci sme nemerali proteinovi expresiu proteinu MMP-14, ani jeho aktivitu. Taktiez
nemoZeme vylucit, Ze na Stiepeni Eng sa mohli podielat’ aj iné proteolytické enzymy.
Funk¢&nd analyza ukézala, ze zniZena expresia proteinu Eng pomocou TRC105 dokézala
znizit' a) TNF-a indukovant adhéziu monocytov na EC, ¢o naznacuje, Ze Eng sa ¢iastocne
podiela aj na procese adhézie monocytov, podobne ako pri §tadii s TRCI105 pocas
hypercholesterolémie a hyperglykémie (26). KedZe sa nam nepodarilo navodit
transmigraciu monocytov pomocou TNF-o, nebolo prekvapenim, ze sme nepozorovali

Ziadne vyznamné zmeny v transmigracii monocytov ani po pridani TRC105.

Podobne, pridanie TRC105 k bunkam oSetrenym LPS nemalo vyznamny vplyv na
mRNA expresiu Eng, ale znizilo proteinova expresiu Eng. TRC105 nemal vyznamny Gi¢inok
na LPS indukovani mRNA expresiu adhéznych molekul, avSak dokézal signifikantne zvysit
proteinova expresiu ICAM-1, ¢o podporuju vysledky vysSie spominanej stadie (26). Na
rozdiel od TNF-a, nemal TRC105 vyznamny uc¢inok na mRNA expresiu MMP-14
indukovant LPS. To je v rozpore s inou publikovanou stadiou (133) (mozné vysvetlenia su

popisané vyssie). Na rozdiel od TNF-a, funkéna analyza nepreukdzala vyznamny ucinok
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znizenia proteinovej expresie Eng pomocou TRC105 v bunkéich stimulovanych LPS na

adhéziu monocytov k EC, ani na transendotelovi migraciu monocytov.

V tejto diplomovej praci sme preukazali, ze pritomnost’ TNF-a a LPS v bunkéch
zniZuje proteinova expresiu membranového Eng a zvysuje hladiny sEng. Okrem toho sme
zistili, ze TRC105 vyznamne znizuje proteinovu expresiu Eng bez priamej ucasti jeho
transkripénych faktorov. V bunkach vystavenych TNF-a a LPS sa preukazalo, ze pritomnost’
TRC105 vyrazne znizuje expresiu Eng, a navyse v pripade buniek stimulovanych TNF-a

znizuje adhéziu monocytov.
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7. ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zistit' vplyv TRC105 na expresiu Eng a jeho
transkripénych faktorov (KLF6, RelA a NR1H3), expresiu zépalovych molekul (ICAM-1,
VCAM-1, E-selektin), expresiu enzymu MMP-14, hladinu solubilného endoglinu a na
adhéziu a transmigraciu monocytov cez l'udské aortidlne endotelové bunky (HAEC)

vystavené posobeniu TNF-a (10 ng/ml) a LPS (100 ng/ml) po dobu 16 hodin.

Samotny TRCI105 nemal signifikantny vplyv na mRNA expresiu Eng a jeho
transkripénych faktorov, no v pripade proteinovej expresie Eng viedol k signifikantnému
zniZzeniu hladin. TRC105 zasadne neovplyvnil proteinova expresiu adhéznych molekul ani
transmigraciu, avSak bol schopny znizit' adhéziu monocytov k EC. Stimuldcia buniek
prostrednictvom TNF-a a LPS sposobila signifikantné znizenie proteinovej expresie Eng,
zvySenie hladin sEng a proteinovej expresie zapalovych adhéznych molekul. Sice nemala
vyznamny vplyv na transendotelovli migraciu monocytov, no v pripade adhézie monocytov
doslo k zvySeniu adherovanych monocytov. Pridanie TRC105 k bunkdm stimulovanym
TNF-a a LPS viedlo k signifikantnému zniZeniu proteinovej expresie Eng, avSak nemalo
zasadny vplyv na expresiu adhéznych molekul. Len v pripade TNF-a indukovaného zapalu
viedla pritomnost TRC105 k zniZzeniu adhézie monocytov. TRCI105 signifikantne

neovplyvnil ani TNF-o, ani LPS stimulovanu transmigraciu.

Zaverom teda je, Ze TRCI105 modze predchddzat TNF-o indukovanej adhézii
monocytov, ¢im poukazujeme na to, Ze sa Eng podiel'a na rozvoji ED navodenej TNF-a.
Tymto zistenim moZeme Eng povazovat’ za zaujimavy farmakologicky ciel’ u ochoreni so

zapalovou etioldgiou.
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Skratka
ADCC

AH
ALK
ALK1
ALKS
API
ATS
BMP10
BMPY9
BMPR
BMPs
BSA
cDNA
CRP
CXCL12
DM
DNA
EBM-2
EC

ED
ELISA
Eng
eNOS
ESAM
FBS
FC

Vyznam skratky
antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity

arterial hypertension

activin receptor-like kinase

activin receptor-like kinase 1

activin receptor-like kinase 5

aqua pro injectione

atherosclerosis

bone morphogenetic protein 10

bone morphogenetic protein 9

bone morphogenetic protein receptor
bone morphogenetic proteins

bovine serum albumine
complementary DNA

C-reactive protein

C-X-C Motif Chemokine Ligand 12
diabetes mellitus

deoxyribonucleic acid

endothelial cell growth basal medium
endothelial cells

endothelial dysfunction
enzyme-linked immunosorbent assay
endoglin

endothelial nitric oxide synthase
endothelial cell-selective adhesion molecule
fetal bovine serum

flow cytometry
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

Slovensky vyznam skratky
cytotoxicita zavisla od protilatok

arterialna hypertenzia

kinazy podobné aktivinovému receptoru
kindza 1 podobna aktivinovému receptoru
kindza 5 podobna aktivinovému receptoru
voda pre injekcie

ateroskler6za

kostny morfogeneticky protein 10

kostny morfogeneticky protein 9

receptor kostného morfogenetického proteinu
kostné morfogenetické proteiny

hovédzi sérovy albumin

komplementarna DNA

C-reaktivny protein

chemokinovy ligand 12 s motivom C-X-C
diabetes mellitus

deoxyribonukleova kyselina

médium pre rast endotelovych buniek
endotelové bunky

endotelova dysfunkcia
imunoenzymetické stanovenie

endoglin

endotelova syntaza oxidu dusnatého
endotelova selektivna adhézna molekula
fetalne hoviddzie sérum

prietokova cytometria



FGF
FSC
GAPDH
GC
HAEC
hEGF
HHT
HIF-10
HUVEC
ICAM-1
IgG1
IL-1
JAM
KLF6
KVO
KVS
LDL
L-Eng
LXR
MM RT
MMP12
MMP14
MMPs
mRNA
NF-xB
NK cells
NO

NR1H3

oD

fibroblast growth factor

forward scatter

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

guanine-cytosine

human aortic endothelial cells

human epidermal growth factor
hereditary hemorrhagic telangiectasia
hypoxia-iducible factor 1 alpha
human umbilical vein endothelial cells
intercellular adhesion molecule-1
immunoglobulin G1

interleukin-1

junctional adhesion molecule
Kruppel-like factor 6

cardiovascular diseases
cardiovascular system

low-density lipoproteins

long endoglin

liver X receptor

master mix for reverse transcription
matrix metalloproteinase 12

matrix metalloproteinase 14

matrix metalloproteinases

messenger ribonucleic acid

nuclear factor kappa B

natural killer cells

nitric oxide

Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H
Member 3

orphan domain

fibroblastovy rastovy faktor

predny rozptyl
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
guanin-cytozin

I'udské aortalne endotelové bunky
I'udsky epidermalny rastovy faktor
hereditarna hemoragicka teleangiektazia

hypoxiou indukovatelny faktor 1 alfa

endotelové bunky l'udskej pupocnikovej Zily

medzibunkova adhézna molekula-1
imunoglobulin G1
interleukin-1

spojovacia adhézna molekula

¢len rodiny faktorov podobnych Kruppelovi 6

kardiovaskularne ochorenia
kardiovaskularny systém
lipoproteiny s nizkou hustotou

dlhy endoglin

pecenovy X receptor

master mix na reverznl transkripciu
matrixova metaloproteinaza 12
matrixova metaloproteinaza 14
matrixové metaloproteinazy
mediatorova ribonukleova kyselina
nuklearny faktor kappa B
prirodzeni zabijaci

oxid dusnaty

¢len 3 podrodiny jadrovych receptorov 1
skupiny H

sirotska doména



PBS
PCR

PECAM-1

qRT-PCR

R3-IGF
RD
RelA

RGD
RNA
ROS
RT
SDF1a
sEng
S-Eng
SP

SSC
TGF-B

TGF-BR

TNF-a
VCAM-1
VEGF
WB

zp

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction

platelet and endothelial cell adhesion
molecule-1

quantitative Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction
recombinant insulin-like growth factor

reagent diluent

nuclear factor kappa B subunit
phosphorylated on carbon 65
arginyl-glycyl-aspartic acid
ribonucleic acid

reactive oxygen species
reverse transcription

stromal cell-derived factor 1 alpha
soluble endoglin

short endoglin

signaling peptide

specific protein 1

side scatter

transforming growth factor beta
transforming growth factor beta receptor

tumor necrosis factor alpha
vascular cell adhesion molecule-1
vascular endothelial growth factor
wash buffer

zona pellucida
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fosfatovy tlmivy roztok

polymeréazova retazova reakcia

adhézna molekula krvnych dostic¢iek

a endotelovych buniek-1

kvantitativna reverzna transkripcia s
polymerazovou retazovou reakciou
rekombinantny rastovy faktor podobny
inzulinu

reagencného Cinidlo

podjednotka nukledrneho faktoru kappa B
fosforylovana na uhliku 65
arginyl-glycyl-aspartat

ribonukleova kyselina

reaktivne formy kyslika

reverzna transkripcia

faktor 1 alfa odvodeny zo stromalnych buniek
solubilny endoglin

kratky endoglin

signalny peptid

Specificky protein 1

boc¢ny rozptyl

transformujtici rastovy faktor beta

receptor transformujiceho rastového faktoru
beta

tumor nekrotizujtci faktor alfa

vaskularna bunkova adhézna molekula-1
cievny endotelovy rastovy faktor

premyvaci roztok

z6na pellucida



zona pellucida domain closer to the C- doména zbéna pellucida blizsie k C-koncovej

7P-C ) . :
terminal region oblasti

7PN zona pellucida domain closer to the N- doména zdna pellucida blizsie k N-koncovej
terminal region oblasti

97



9. ZOZNAM TABULIEK

Tabul'ka 1: Experimentalny dizajn buniek.........cccoccevvviiiiiiiiniiiiniiie e 55
Tabulka 2: Riedenie RINA .......ccoiiiiiiiiiiiee s 61
Tabul'ka 3: Master mix na reverznll transKripCitl.......occveeevveerrieeniieeniie e 62
Tabulka 4: Master mix na PCR ......ccociiiiiiiiiiiieee e 62
Tabul'ka 5: 96-Jamkova dOSKa ......cc.c.eevueeiiiiiiiiiieee e 63
Tabulka 6: Riedenie protilatok ...........ccoeeverieriniiinienienseeeeeee e 65
Tabul'ka 7: Rozdiel nameranej optickej hustoty pri 540 nm a 450 nm..................... 70
Tabul'ka 8: Odcitanie optickej hustoty od slepého vzorku .........cccecevveiieriiniennenee. 70
Tabul'ka 9: Finalne hodnoty optickej hustoty .........ccoceeviiiiiininiiieeceeeeee 71
Tabulka 10: Vysledna koncentracia z online softvéru Assayfit Pro........ccceceennee. 71

98


file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892421

Obrazok 1:
Obrazok 2:
Obrazok 3:
Obrazok 4:
Obrazok 5:
Obrazok 6:
Obrazok 7:
Obrazok 8:
Obrazok 9:
Obrazok 10

Obrazok 11:
Obrazok 12:
Obrazok 13:
Obrazok 14:
Obrazok 15:
Obrazok 16:
Obrazok 17:
Obrazok 18:
Obrazok 19:

10. ZOZNAM OBRAZKOV

Struktira endOGINU . ........veivvreeeeieeeeeeeeee ettt 14
Signalne drahy endoglinu v endotelovych bunkach.............cccceeeennnen. 17
Vznik solubilného endoglinu ..........cccocueviviiiiiiiiiiiiiieee e 18
Cievny eNdOtel ......cooviiiiiiiiiiie 19
Medzibunkové spojenia medzi endotelovymi bunkami............c.c.c...ee. 20
Kardiovaskularne rizikoveé faktory..........ccoeevevieniiiinicninncncneceee, 24
Biomarkery endotelovej dysfunkcie .........cooveeeeiiiniiiiniiniiiniceieceee 25
Mechanizmus transendotelovej migracie leukocytov ........cccecveveenennee. 26
Typy endotelovych buniek ¢asto pouzivanych vo vyskume KVS......... 30

: Zlozky akutnej a chronickej zapalovej reakcie a ich hlavné funkcie...32

Uloha endoglinu pri extravazacii leukocytov

Mechanizmus uc¢inku TRC105

Schematické znazornenie polymerazovej retazovej reakcie (PCR) ....37

Amplifikacnd KrivKa.......ccoooceiiiiiiiiii 39
Schéma prietokoveho cytometru........oovveveiieiiiiiiniiiiieceeeen 41
Schematické znazornenie priamej ELISA metody ........cccceevvevieiiennnns 43
Schematické znazornenie nepriamej ELISA metddy.......cccceeevveennnenn. 43
Schematické znazornenie priamej sendvicovej ELISA metody .......... 44

Adhézia monocytov k endotelovym bunkdm na béaze fluorescencie ...46

Obrazok 20: Transmigracia monocytov cez polopriepustnii membranu .................. 48
Obrazok 21: Ludské aortalne endotelové bunky po inkubacii........ccceeevverveneenennee. 51
Obrazok 22: Cudské aortalne endotelové bunky po pdsobeni akutazy..................... 53
Obrazok 23: Schéma pasazovania buniek...........coceeveevieiiniininniniececcneceee, 54
Obrazok 24: Experimentalny dizajn 'udskych aortalnych endotelovych buniek .....58
Obrazok 25: Proces izolacie RINA ........cooviiiiiiiiiieee e 60
Obrazok 26: Riedenie Standardu...........ccoceeevueeriieiienieeeeceeee e 68

99


file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892268
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892269
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892270
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892271
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892272
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892273
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892274
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892275
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892276
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892277
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892278
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892279
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892280
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892281
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892282
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892283
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892284
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892285
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892286
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892287
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892288
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892289
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892290
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892291
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134892292

11. ZOZNAM GRAFOV

Graf 1: mRNA expresia endoglinu a jeho transkripénych faktorov ...........ccecveenneee. 80
Graf 2: mRNA expresia zapalovych molekul ...........ccoveviniiniiiinicniiiiecee, 82
Graf 3: Proteinova expresia endoglinu a zapalovych molektl .........c.cceeviveinneennne. 84
Graf 4: Vznik solubilného endoglinu...........cocceveriiiiiniiiiniiniccceceeee, 86
Graf 5: Funkend analyza ........cocooieviiiiiiiiiiiiiiiici e 88

100


file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134890965
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134890966
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134890967
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134890968
file:///C:/Users/Lenovo/Desktop/Diplomová-práca-AŠ-KT-PN.docx%23_Toc134890969

12. POUZITA LITERATURA

10.

11.

12.

13.

Jeng, K.S., et al. The Role of Endoglin in Hepatocellular Carcinoma. Int J Mol Sci.
2021;22(6).

Tual-Chalot, S., et al. Loss of Endothelial Endoglin Promotes High-Output Heart
Failure through Peripheral Arteriovenous Shunting Driven by Vegf Signaling. Circ Res.
2020;126(2):243-257.

Kapur, N.K., et al. Endoglin: A Critical Mediator of Cardiovascular Health. Vasc
Health Risk Manag. 2013;9:195-206.

Valbuena-Diez, A.C., et al. Oxysterol-Induced Soluble Endoglin Release and Its
Involvement in Hypertension. Circulation. 2012;126(22):2612-2624.

Rossi, E., et al. Endothelial Endoglin Is Involved in Inflammation: Role in Leukocyte
Adhesion and Transmigration. Blood. 2013;121(2):403-415.

Nachtigal, P., et al. The Role of Endoglin in Atherosclerosis. Atherosclerosis.
2012;224(1):4-11.

Vicen, M., et al. Regulation and Role of Endoglin in Cholesterol-Induced Endothelial
and Vascular Dysfunction in Vivo and in Vitro. FASEB J. 2019;33(5):6099-6114.
Reitsma, S., et al. The Endothelial Glycocalyx: Composition, Functions, and
Visualization. Pflugers Arch. 2007;454(3):345-359.

Galley, H.F., Webster, N.R. Physiology of the Endothelium. Br J Anaesth.
2004;93(1):105-113.

Kasprzak, J.D., et al. Clinical Aspects of Assessment of Endothelial Function.
Pharmacol Rep. 2006;58 Suppl:33-40.

Pi, X., et al. Emerging Roles of Vascular Endothelium in Metabolic Homeostasis. Circ
Res. 2018;123(4):477-494.

Feletou, M. The Endothelium: Part 1: Multiple Functions of the Endothelial Cells-
Focus on Endothelium-Derived Vasoactive Mediators. Colloquium Series on
Integrated Systems Physiology: From Molecule to Function to Disease. Integrated
Systems Physiology: From Molecule to Function to Disease. San Rafael (CA)2011.
Egeblad, M., Werb, Z. New Functions for the Matrix Metalloproteinases in Cancer
Progression. Nat Rev Cancer. 2002;2(3):161-174.

101



14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Endemann, D.H., Schiffrin, E.L. Endothelial Dysfunction. ] Am Soc Nephrol.
2004;15(8):1983-1992.

Gimbrone, M.A., Jr., Garcia-Cardena, G. Endothelial Cell Dysfunction and the
Pathobiology of Atherosclerosis. Circ Res. 2016;118(4):620-636.

Szmitko, P.E., et al. New Markers of Inflammation and Endothelial Cell Activation:
Part I. Circulation. 2003;108(16):1917-1923.

Medzhitov, R. Origin and Physiological Roles of Inflammation. Nature.
2008;454(7203):428-435.

Pahwa, R., et al. Chronic Inflammation. Statpearls. Treasure Island (FL)2022.
Hannoodee, S., Nasuruddin, D.N. Acute Inflammatory Response. Statpearls. Treasure
Island (FL)2022.

Markiewski, M.M., Lambris, J.D. The Role of Complement in Inflammatory Diseases
from Behind the Scenes into the Spotlight. Am J Pathol. 2007;171(3):715-727.

Liu, Y., et al. Endoglin Targeting: Lessons Learned and Questions That Remain. Int
J Mol Sci. 2020;22(1).

Rosen, L.S., et al. Endoglin for Targeted Cancer Treatment. Curr Oncol Rep.
2014;16(2):365.

Saito, T., et al. Structural Basis of the Human Endoglin-Bmp9 Interaction: Insights
into Bmp Signaling and Hhtl. Cell Rep. 2017;19(9):1917-1928.

Hong, H., et al. Positron Emission Tomography Imaging of Cd105 Expression During
Tumor Angiogenesis. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2011;38(7):1335-1343.

Liu, Y., et al. Modulation of Circulating Protein Biomarkers Following Trc105 (Anti-
Endoglin Antibody) Treatment in Patients with Advanced Cancer. Cancer Med.
2014;3(3):580-591.

Tripska, K., et al. Monoclonal Anti-Endoglin Antibody Trcl05 (Carotuximab)
Prevents  Hypercholesterolemia  and  Hyperglycemia-Induced  Endothelial
Dysfunction in Human Aortic Endothelial Cells. Front Med (Lausanne).
2022;9:845918.

Bot, P.T., et al. Increased Expression of the Transforming Growth Factor-Beta
Signaling Pathway, Endoglin, and Early Growth Response-1 in Stable Plaques.
Stroke. 2009;40(2):439-447.

102



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

St-Jacques, S., et al. Localization of Endoglin, a Transforming Growth Factor-Beta
Binding Protein, and of Cd44 and Integrins in Placenta During the First Trimester
of Pregnancy. Biol Reprod. 1994;51(3):405-413.

Meurer, S., et al. Endoglin Trafficking/Exosomal Targeting in Liver Cells Depends
on N-Glycosylation. Cells. 2019;8(9).

Lastres, P., et al. Regulated Expression on Human Macrophages of Endoglin, an Arg-
Gly-Asp-Containing Surface Antigen. Eur J Immunol. 1992;22(2):393-397.

Xu, G., et al. Novel Protein Interactions with Endoglin and Activin Receptor-Like
Kinase 1: Potential Role in Vascular Networks. Mol Cell Proteomics.
2014;13(2):489-502.

Gougos, A., Letarte, M. Primary Structure of Endoglin, an Rgd-Containing
Glycoprotein of Human Endothelial Cells. J Biol Chem. 1990;265(15):8361-8364.
Llorca, O., et al. Structural Model of Human Endoglin, a Transmembrane Receptor
Responsible for Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia. J Mol Biol.
2007;365(3):694-705.

Garcia-Pozo, L., et al. [Endoglin: Structure, Biological Functions, and Role in
Fibrogenesis]. Rev Esp Enferm Dig. 2008;100(6):355-360.

Oujo, B., et al. Membrane and Soluble Forms of Endoglin in Preeclampsia. Curr Mol
Med. 2013;13(8):1345-1357.

Bellon, T., et al. Identification and Expression of Two Forms of the Human
Transforming Growth Factor-Beta-Binding Protein Endoglin with Distinct
Cytoplasmic Regions. Eur ] Immunol. 1993;23(9):2340-2345.

Blanco, F.J., et al. S-Endoglin Expression Is Induced in Senescent Endothelial Cells
and Contributes to Vascular Pathology. Circ Res. 2008;103(12):1383-1392.

Di Guglielmo, G.M., et al. Distinct Endocytic Pathways Regulate Tgf-Beta Receptor
Signalling and Turnover. Nat Cell Biol. 2003;5(5):410-421.

Schoonderwoerd, M.J.A., et al. Endoglin: Beyond the Endothelium. Biomolecules.
2020;10(2).

Velasco, S., et al. L- and S-Endoglin Differentially Modulate Tgfbetal Signaling
Mediated by Alkl and AlkS in L6e9 Myoblasts. J Cell Sci. 2008;121(Pt 6):913-919.

103



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Rossi, E., et al. Endoglin Involvement in Integrin-Mediated Cell Adhesion as a
Putative Pathogenic Mechanism in Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia Type 1
(Hhtl). Front Genet. 2014;5:457.

Rius, C., et al. Cloning of the Promoter Region of Human Endoglin, the Target Gene
for Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia Type 1. Blood. 1998;92(12):4677-4690.

Ollauri-Ibanez, C., et al. Endoglin-Based Biological Therapy in the Treatment of
Angiogenesis-Dependent Pathologies. Expert Opin Biol Ther. 2017;17(9):1053-
1063.

Sanchez-Elsner, T., et al. Endoglin Expression Is Regulated by Transcriptional
Cooperation between the Hypoxia and Transforming Growth Factor-Beta Pathways.
J Biol Chem. 2002;277(46):43799-43808.

van Uden, P., et al. Regulation of Hypoxia-Inducible Factor-1alpha by Nf-Kappab.
Biochem J. 2008;412(3):477-484.

Ratziu, V., et al. Zf9, a Kruppel-Like Transcription Factor up-Regulated in Vivo
During Early Hepatic Fibrosis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;95(16):9500-9505.

Botella, L.M., et al. Transcriptional Activation of Endoglin and Transforming Growth
Factor-Beta Signaling Components by Cooperative Interaction between Spl and
Klf6: Their Potential Role in the Response to Vascular Injury. Blood.
2002;100(12):4001-4010.

Mitchell, S., et al. Signaling Via the Nfkappab System. Wiley Interdiscip Rev Syst
Biol Med. 2016;8(3):227-241.

Henry-Berger, J., et al. Endoglin (Cd105) Expression Is Regulated by the Liver X
Receptor Alpha (Nrlh3) in Human Trophoblast Cell Line Jar. Biol Reprod.
2008;78(6):968-975.

Jonk, L.J., et al. Identification and Functional Characterization of a Smad Binding
Element (Sbe) in the Junb Promoter That Acts as a Transforming Growth Factor-
Beta, Activin, and Bone Morphogenetic Protein-Inducible Enhancer. J Biol Chem.
1998;273(33):21145-21152.

Venkatesha, S., et al. Soluble Endoglin Contributes to the Pathogenesis of
Preeclampsia. Nat Med. 2006;12(6):642-649.

104



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Cheifetz, S., et al. Endoglin Is a Component of the Transforming Growth Factor-Beta
Receptor System in Human Endothelial Cells. J Biol Chem. 1992;267(27):19027-
19030.

Townson, S.A., et al. Specificity and Structure of a High Affinity Activin Receptor-
Like Kinase 1 (Alkl) Signaling Complex. J Biol Chem. 2012;287(33):27313-27325.
Massague, J., et al. The Tgf-Beta Family and Its Composite Receptors. Trends Cell
Biol. 1994;4(5):172-178.

ten Dijke, P., et al. Endoglin in Angiogenesis and Vascular Diseases. Angiogenesis.
2008;11(1):79-89.

Tian, F., et al. Endothelial Cells Are Activated During Hypoxia Via Endoglin/Alk-
1/Smadl/5 Signaling in Vivo and in Vitro. Biochem Biophys Res Commun.
2010;392(3):283-288.

Alt, A., et al. Structural and Functional Insights into Endoglin Ligand Recognition
and Binding. PLoS One. 2012;7(2):€29948.

Castonguay, R., et al. Soluble Endoglin Specifically Binds Bone Morphogenetic
Proteins 9 and 10 Via Its Orphan Domain, Inhibits Blood Vessel Formation, and
Suppresses Tumor Growth. J Biol Chem. 2011;286(34):30034-30046.

Li, W., et al. Regulation of the Alkl Ligands, Bmp9 and Bmp10. Biochem Soc Trans.
2016;44(4):1135-1141.

Margioula-Siarkou, G., et al. The Role of Endoglin and Its Soluble Form in
Pathogenesis of Preeclampsia. Mol Cell Biochem. 2022;477(2):479-491.

Gregory, A.L., et al. Review: The Enigmatic Role of Endoglin in the Placenta.
Placenta. 2014;35 Suppl:S93-99.

Bernabeu, C., et al. The Emerging Role of Tgf-Beta Superfamily Coreceptors in
Cancer. Biochim Biophys Acta. 2009;1792(10):954-973.

Alsamman, M., et al. Endoglin in Human Liver Disease and Murine Models of Liver
Fibrosis-a Protective Factor against Liver Fibrosis. Liver Int. 2018;38(5):858-867.
Qu, R, et al. Distribution of Endoglin in Early Human Development Reveals High
Levels on Endocardial Cushion Tissue Mesenchyme During Valve Formation. Cell

Tissue Res. 1998;292(2):333-343.

105



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Hawinkels, L.J., et al. Matrix Metalloproteinase-14 (MtI-Mmp)-Mediated Endoglin
Shedding Inhibits Tumor Angiogenesis. Cancer Res. 2010;70(10):4141-4150.
Blazquez-Medela, A.M., et al. Increased Plasma Soluble Endoglin Levels as an
Indicator of Cardiovascular Alterations in Hypertensive and Diabetic Patients. BMC
Med. 2010;8:86.

Lawera, A., et al. Role of Soluble Endoglin in Bmp9 Signaling. Proc Natl Acad Sci U
S A.2019;116(36):17800-17808.

Adamson, R.H. Microvascular Endothelial Cell Shape and Size in Situ. Microvasc
Res. 1993;46(1):77-88.

Augustin, H.G., et al. Differentiation of Endothelial Cells: Analysis of the Constitutive
and Activated Endothelial Cell Phenotypes. Bioessays. 1994;16(12):901-906.

An Introduction to Primary Endothelial Cells.
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/CH/en/endothelial-cells. Accessed
26.03.2023.

Dejana, E., et al. Endothelial Cell-to-Cell Junctions. FASEB J. 1995;9(10):910-918.
Schnittler, H.J. Structural and Functional Aspects of Intercellular Junctions in
Vascular Endothelium. Basic Res Cardiol. 1998;93 Suppl 3:30-39.

Dejana, E. Endothelial Adherens Junctions: Implications in the Control of Vascular
Permeability and Angiogenesis. J Clin Invest. 1996;98(9):1949-1953.

Bennett, H.S., et al. Morphological Classifications of Vertebrate Blood Capillaries.
Am J Physiol. 1959;196(2):381-390.

Duong, C.N., Vestweber, D. Mechanisms Ensuring Endothelial Junction Integrity
Beyond Ve-Cadherin. Front Physiol. 2020;11:519.

Augustin, H.G., Koh, G.Y. Organotypic Vasculature: From Descriptive
Heterogeneity to Functional Pathophysiology. Science. 2017;357(6353).

Minami, T., et al. Organ/Tissue-Specific Vascular Endothelial Cell Heterogeneity in
Health and Disease. Biol Pharm Bull. 2019;42(10):1609-1619.

Gillich, A., et al. Capillary Cell-Type Specialization in the Alveolus. Nature.
2020;586(7831):785-789.

Kruger-Genge, A., et al. Vascular Endothelial Cell Biology: An Update. Int J Mol
Sci. 2019;20(18).

106



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

9.

90.

91.

92.

93.

94.

Huang, X., et al. Single-Cell Transcriptional Profiling Reveals Sex and Age Diversity
of Gene Expression in Mouse Endothelial Cells. Front Genet. 2021;12:590377.
Song, HW., et al. Transcriptomic Comparison of Human and Mouse Brain
Microvessels. Sci Rep. 2020;10(1):12358.

Voisin, M.B., Nourshargh, S. Neutrophil Transmigration: Emergence of an Adhesive
Cascade within Venular Walls. J Innate Immun. 2013;5(4):336-347.

Sandoo, A., et al. The Endothelium and Its Role in Regulating Vascular Tone. Open
Cardiovasc Med J. 2010;4:302-312.

Bonetti, P.O., et al. Endothelial Dysfunction: A Marker of Atherosclerotic Risk.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2003;23(2):168-175.

Pries, A.R., et al. The Endothelial Surface Layer. Pflugers Arch. 2000;440(5):653-
666.

Nachman, R.L., Jaffe, E.A. Endothelial Cell Culture: Beginnings of Modern Vascular
Biology. J Clin Invest. 2004;114(8):1037-1040.

Aird, W.C. Phenotypic Heterogeneity of the Endothelium: I. Structure, Function, and
Mechanisms. Circ Res. 2007;100(2):158-173.

Minshall, R.D., Malik, A.B. Transport across the Endothelium: Regulation of
Endothelial Permeability. Handb Exp Pharmacol. 2006(176 Pt 1):107-144.
Folkman, J., D'Amore, P.A. Blood Vessel Formation: What Is Its Molecular Basis?
Cell. 1996;87(7):1153-1155.

Fischer, C., et al. Principles and Therapeutic Implications of Angiogenesis,
Vasculogenesis and Arteriogenesis. Handb Exp Pharmacol. 2006(176 Pt 2):157-212.
Hadi, H.A., et al. Endothelial Dysfunction: Cardiovascular Risk Factors, Therapy,
and Outcome. Vasc Health Risk Manag. 2005;1(3):183-198.

Lum, H., Roebuck, K.A. Oxidant Stress and Endothelial Cell Dysfunction. Am J
Physiol Cell Physiol. 2001;280(4):C719-741.

Ross, R. Atherosclerosis--an Inflammatory Disease. N Engl ] Med. 1999;340(2):115-
126.

Poznyak, A.V., et al. Nadph Oxidases and Their Role in Atherosclerosis.
Biomedicines. 2020;8(7).

107



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Touyz, R.M., Schiffrin, E.L. Reactive Oxygen Species in Vascular Biology:
Implications in Hypertension. Histochem Cell Biol. 2004;122(4):339-352.

Ray, P.D., et al. Reactive Oxygen Species (Ros) Homeostasis and Redox Regulation
in Cellular Signaling. Cell Signal. 2012;24(5):981-990.

Venugopal, S.K., et al. Demonstration That C-Reactive Protein Decreases Enos
Expression and Bioactivity in Human Aortic Endothelial Cells. Circulation.
2002;106(12):1439-1441.

Koppenol, W.H., et al. Peroxynitrite, a Cloaked Oxidant Formed by Nitric Oxide and
Superoxide. Chem Res Toxicol. 1992;5(6):834-842.

Griendling, K K., FitzGerald, G.A. Oxidative Stress and Cardiovascular Injury: Part
I: Basic Mechanisms and in Vivo Monitoring of Ros. Circulation. 2003;108(16):1912-
1916.

Park, K.H., Park, W.J. Endothelial Dysfunction: Clinical Implications in
Cardiovascular Disease and Therapeutic Approaches. J Korean Med Sci.
2015;30(9):1213-1225.

Pasceri, V., et al. Direct Proinflammatory Effect of C-Reactive Protein on Human
Endothelial Cells. Circulation. 2000;102(18):2165-2168.

Collins, T., et al. Transcriptional Regulation of Endothelial Cell Adhesion Molecules:
Nf-Kappa B and Cytokine-Inducible Enhancers. FASEB J. 1995;9(10):899-909.
Blake, G.J., Ridker, P.M. Novel Clinical Markers of Vascular Wall Inflammation.
Circ Res. 2001;89(9):763-771.

Medina-Leyte, D.J., et al. Endothelial Dysfunction, Inflammation and Coronary
Artery Disease. Potential Biomarkers and Promising Therapeutical Approaches. Int
J Mol Sci. 2021;22(8).

Ley, K., Reutershan, J. Leucocyte-Endothelial Interactions in Health and Disease.
Handb Exp Pharmacol. 2006(176 Pt 2):97-133.

Hwang, S.J., et al. Circulating Adhesion Molecules Vcam-1, Icam-1, and E-Selectin
in Carotid Atherosclerosis and Incident Coronary Heart Disease Cases: The
Atherosclerosis Risk in Communities (Aric) Study. Circulation. 1997;96(12):4219-
4225.

108



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Carman, C.V., Springer, T.A. 4 Transmigratory Cup in Leukocyte Diapedesis Both
through Individual Vascular Endothelial Cells and between Them. ] Cell Biol.
2004;167(2):377-388.

Zhang, J., et al. Biomarkers of Endothelial Cell Activation Serve as Potential
Surrogate Markers for Drug-Induced Vascular Injury. Toxicol Pathol.
2010;38(6):856-871.

Zhang, J., et al. Biomarkers of Endothelial Cell Activation: Candidate Markers for
Drug-Induced Vasculitis in Patients or Drug-Induced Vascular Injury in Animals.
Vascul Pharmacol. 2012;56(1-2):14-25.

Arts, J.J., et al. Endothelial Junctional Membrane Protrusions Serve as Hotspots for
Neutrophil Transmigration. Elife. 2021;10.

Kumar, V., et al. Inflammation and Repair Robbins  Basic  Pathology  (9th
Edition)2013.

Santibanez, J.F., et al. Endoglin Increases Enos Expression by Modulating Smad2
Protein Levels and Smad2-Dependent Tgf-Beta Signaling. ] Cell Physiol.
2007;210(2):456-468.

Jerkic, M., et al. Endoglin Regulates Nitric Oxide-Dependent Vasodilatation. FASEB
J.2004;18(3):609-611.

Zemankova, L., et al. Atorvastatin-Induced FEndothelial Nitric Oxide Synthase
Expression in Endothelial Cells Is Mediated by Endoglin. J Physiol Pharmacol.
2015;66(3):403-413.

Vicen, M., et al. Membrane and Soluble Endoglin Role in Cardiovascular and
Metabolic Disorders Related to Metabolic Syndrome. Cell Mol Life Sci.
2021;78(6):2405-2418.

Gallardo-Vara, E., et al. Potential Role of Circulating Endoglin in Hypertension Via
the Upregulated Expression of Bmp4. Cells. 2020;9(4).

Varejckova, M., et al. Soluble Endoglin Modulates the Pro-Inflammatory Mediators
Nf-Kappab and 11-6 in Cultured Human Endothelial Cells. Life Sci. 2017;175:52-60.
Jimenez-Tellez, N., Greenway, S.C. Cellular Models for Human Cardiomyopathy:
What Is the Best Option? World J Cardiol. 2019;11(10):221-235.

109



119.

120.
121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Lippi, M., et al. Human Cell Modeling for Cardiovascular Diseases. Int J Mol Sci.
2020;21(17).

Marx, V. Cell-Line Authentication Demystified. Nat Methods. 2014;11(5):483-488.
Donnini, D., et al. A New Model of Human Aortic Endothelial Cells in Vitro.
Biochimie. 2000;82(12):1107-1114.

Liu, B., et al. Downregulated Microrna-133a Induces Huvecs Injury: Potential Role
of the (Pro) Renin Receptor in Angiotensin li-Dependent Hypertension. Mol Med
Rep. 2019;20(3):2796-2804.

Baudin, B., et al. 4 Protocol for Isolation and Culture of Human Umbilical Vein
Endothelial Cells. Nat Protoc. 2007;2(3):481-485.

Torres-Vazquez, J., et al. Molecular Distinction between Arteries and Veins. Cell
Tissue Res. 2003;314(1):43-59.

Deng, D.X., et al. Differences in Vascular Bed Disease Susceptibility Reflect
Differences in Gene Expression Response to Atherogenic Stimuli. Circ Res.
2006;98(2):200-208.

Ando, J., Kamiya, A. Flow-Dependent Regulation of Gene Expression in Vascular
Endothelial Cells. Jpn Heart J. 1996;37(1):19-32.

Human Umbilical Vein Endothelial Cells. https://www.sciencellonline.com/human-
umbilical-vein-endothelial-cells/. Accessed 26.03.2023.

Human Aortic Endothelial Cells. https://www.sciencellonline.com/human-aortic-

endothelial-cells/. Accessed 26.03.2023.

Branco, A., et al. Role of Histamine in Modulating the Immune Response and
Inflammation. Mediators Inflamm. 2018;2018:9524075.

Karin, N. The Multiple Faces of Cxcl12 (Sdf-1alpha) in the Regulation of Immunity
During Health and Disease. J Leukoc Biol. 2010;88(3):463-473.

Ley, K., et al. Getting to the Site of Inflammation: The Leukocyte Adhesion Cascade
Updated. Nat Rev Immunol. 2007;7(9):678-689.

Schoonderwoerd, M.J.A., et al. Targeting Endoglin-Expressing Regulatory T Cells in
the Tumor Microenvironment Enhances the Effect of Pdl Checkpoint Inhibitor
Immunotherapy. Clin Cancer Res. 2020;26(14):3831-3842.

110


https://www.sciencellonline.com/human-aortic-endothelial-cells/
https://www.sciencellonline.com/human-aortic-endothelial-cells/

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Kumar, S., et al. Antibody-Directed Coupling of Endoglin and Mmp-14 Is a Key
Mechanism for Endoglin Shedding and Deregulation of Tgf-Beta Signaling.
Oncogene. 2014;33(30):3970-3979.

Paauwe, M., et al. Endoglin Targeting Inhibits Tumor Angiogenesis and Metastatic
Spread in Breast Cancer. Oncogene. 2016;35(31):4069-4079.

Liu, Y., et al. Effects of the Combination of Trc105 and Bevacizumab on Endothelial
Cell Biology. Invest New Drugs. 2014;32(5):851-859.

Garibyan, L., Avashia, N. Polymerase Chain Reaction. J Invest Dermatol.
2013;133(3):1-4.

Mullis, K.B. The Unusual Origin of the Polymerase Chain Reaction. Sci Am.
1990;262(4):56-61, 64-55.

Delidow, B.C., et al. Polymerase Chain Reaction : Basic Protocols. Methods Mol
Biol. 1993;15:1-29.

Enzoklop. Schematic Drawing of the Pcr Cycle. 2014
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Polymerase chain_reaction.svg. Accessed
28.03.2023.

Killelea, T., et al. Pcr Performance of a Thermostable Heterodimeric Archaeal DNA
Polymerase. Front Microbiol. 2014;5:195.

Yamagami, T., et al. Mutant Taqg DNA Polymerases with Improved Elongation Ability
as a Useful Reagent for Genetic Engineering. Front Microbiol. 2014;5:461.
Bachman, J. Reverse-Transcription Pcr (Rt-Pcr). Methods Enzymol. 2013;530:67-
74.

VanGuilder, H.D., et al. Twenty-Five Years of Quantitative Pcr for Gene Expression
Analysis. Biotechniques. 2008;44(5):619-626.

Bustin, S.A., et al. Quantitative Real-Time Rt-Pcr--a Perspective. ] Mol Endocrinol.
2005;34(3):597-601.

Wadle, S., et al. Real-Time Pcr Probe Optimization Using Design of Experiments
Approach. Biomol Detect Quantif. 2016;7:1-8.

Kubista, M., et al. The Real-Time Polymerase Chain Reaction. Mol Aspects Med.
2006;27(2-3):95-125.

111



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

Zainuddin, A., et al. Effect of Experimental Treatment on Gapdh Mrna Expression as
a Housekeeping Gene in Human Diploid Fibroblasts. BMC Mol Biol. 2010;11:59.
Adan, A., et al. Flow Cytometry: Basic Principles and Applications. Crit Rev
Biotechnol. 2017;37(2):163-176.

Wilkerson, M.J. Principles and Applications of Flow Cytometry and Cell Sorting in
Companion Animal Medicine. Vet Clin North Am Small Anim Pract. 2012;42(1):53-
71.

Shapiro, H.M. Lasers for Flow Cytometry. Curr Protoc Cytom. 2004;Chapter 1:Unit
109.

Reggeti, F., Bienzle, D. Flow Cytometry in Veterinary Oncology. Vet Pathol.
2011;48(1):223-235.

LearnHaem. Flow Cytometers. 2021 https://www.learnhaem.com/courses/flow-
cytometry/lessons/flow-cytometers/. Accessed 28.03.2023.

Hornbeck, P. Enzyme-Linked Immunosorbent Assays. Curr Protoc Immunol.
2001;Chapter 2:Unit 2 1.

Engvall, E. The Elisa, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. Clin Chem.
2010;56(2):319-320.

Lequin, RM. Enzyme Immunoassay (Eia)/Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(Elisa). Clin Chem. 2005;51(12):2415-2418.

Konstantinou, G.N. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Elisa). Methods Mol
Biol. 2017;1592:79-94.

Shah, K., Maghsoudlou, P. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Elisa): The
Basics. Br J Hosp Med (Lond). 2016;77(7):C98-101.

Kohl, T.O., Ascoli, C.A. Direct Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(Elisa). Cold Spring Harb Protoc. 2017;2017(7):pdb prot093740.

Direct Elisa. https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-
sandwich-competition-elisa-formats.html. Accessed 01.04.2023.

Indirect Elisa. https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-

sandwich-competition-elisa-formats.html. Accessed 01.04.2023.
Kohl, T.O., Ascoli, C.A. Immunometric Double-Antibody Sandwich Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay. Cold Spring Harb Protoc. 2017;2017(6):pdb prot093724.

112


https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html
https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-formats.html

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

Sandwich Elisa.  https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-
sandwich-competition-elisa-formats.html. Accessed 01.04.2023.

Kataoka, H., et al. An Indirect Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for
the Determination of Brigatinib and Gilteritinib Using a Specific Polyclonal
Antibody. Biol Pharm Bull. 2022;45(7):904-909.

Mestas, J., Ley, K. Monocyte-Endothelial Cell Interactions in the Development of
Atherosclerosis. Trends Cardiovasc Med. 2008;18(6):228-232.

Ende, G., et al. Tnf-Alpha-Mediated Adhesion of Monocytes to Endothelial Cells-the
Role of Ephrinal. J Mol Cell Cardiol. 2014;77:125-135.

Xu, K., et al. Monocyte Adhesion Assays for Detecting Endothelial Cell Activation in
Vascular Inflammation and Atherosclerosis. Methods Mol Biol. 2022;2419:169-182.
Dejana, E., et al. Organization and Signaling of Endothelial Cell-to-Cell Junctions in
Various Regions of the Blood and Lymphatic Vascular Trees. Cell Tissue Res.
2009;335(1):17-25.

Carman, C.V., et al. Transcellular Diapedesis Is Initiated by Invasive Podosomes.
Immunity. 2007;26(6):784-797.

Vandenbroucke St Amant, E., et al. Pkcalpha Activation of P120-Catenin Serine 879
Phospho-Switch Disassembles Ve-Cadherin Junctions and Disrupts Vascular
Integrity. Circ Res. 2012;111(6):739-749.

Hashimoto, K., et al. Monocyte Trans-Endothelial Migration Augments Subsequent
Transmigratory Activity with Increased Pecam-1 and Decreased Ve-Cadherin at
Endothelial Junctions. Int J Cardiol. 2011;149(2):232-239.

Bazzoni, G. The Jam Family of Junctional Adhesion Molecules. Curr Opin Cell Biol.
2003;15(5):525-530.

Muller, W.A., et al. Pecam-1 Is Required for Transendothelial Migration of
Leukocytes. ] Exp Med. 1993;178(2):449-460.

Schenkel, A.R., et al. Cd99 Plays a Major Role in the Migration of Monocytes
through Endothelial Junctions. Nat Immunol. 2002;3(2):143-150.

Sullivan, D.P., et al. Poliovirus Receptor (Cdl55) Regulates a Step in
Transendothelial Migration between Pecam and Cd99. Am J Pathol.
2013;182(3):1031-1042.

113



175.
176.
177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Chen, H.C. Boyden Chamber Assay. Methods Mol Biol. 2005;294:15-22.

Falasca, M., et al. Boyden Chamber. Methods Mol Biol. 2011;769:87-95.

Deng, Y., et al. An in Vitro Transepithelial Migration Assay to Evaluate the Role of
Neutrophils in Respiratory Syncytial Virus (Rsv) Induced Epithelial Damage. Sci
Rep. 2018;8(1):6777.

Cedikova, M., et al. On-Line Atlas Riznych Typii Kmenovych Bunék a Vybranych
Diferenciacnich Postupu. 2012.

Banerjee, S., et al. Endoglin Is a Novel Endothelial Cell Specification Gene. Stem
Cell Res. 2012;8(1):85-96.

A Diagram of the Different Steps in Rna Extraction.
https://www.addgene.org/protocols/kit-free-rna-extraction/. Accessed 28.04.2023.
Rao, X., et al. An Improvement of the 2"(-Delta Delta Ct) Method for Quantitative
Real-Time Polymerase Chain Reaction Data Analysis. Biostat Bioinforma Biomath.
2013;3(3):71-85.

Human Endoglin/Cd105 Duoset Elisa.
https://www.rndsystems.com/products/human-endoglin-cd105-duoset-
elisa_dy1097#product-datasheets. Accessed 28.04.2023.

Li, C., et al. Quercetin Inhibits Lps-Induced Adhesion Molecule Expression and
Oxidant Production in Human Aortic Endothelial Cells by P38-Mediated Nrf2
Activation and Antioxidant Enzyme Induction. Redox Biol. 2016;9:104-113.

Zhou, C.C., et al. Angiotensin Receptor Agonistic Autoantibody-Mediated Tumor
Necrosis Factor-Alpha Induction Contributes to Increased Soluble Endoglin
Production in Preeclampsia. Circulation. 2010;121(3):436-444.

Lively, S., Schlichter, L.C. The Microglial Activation State Regulates Migration and

Roles of Matrix-Dissolving Enzymes for Invasion. ] Neuroinflammation. 2013;10:75.

114



