Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biochemie
Studijni obor: Biochemie

Bc. Barbora Mikulova

Exprese vaskularniho endotelového ristového faktoru
a jeho vyuziti v cévnim tkanovém inZenyrstvi
Vascular Endothelial Growth Factor Expression

and its Application in Vascular Tissue Engineering

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: doc. RNDr. Jan Konvalinka, CSc.
Skolitel: doc. MUDTr. Lucie Bat¢akova, CSc.

Praha, 2015



Tato diplomova prace byla vypracovana na Odd¢€leni biomaterialt a tkanového inzenyrstvi

na Fyziologickém ustavu AV CR, v Praze v obdobi fjen 2013 - zati 2015.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné pod vedenim
mych Skoliteld doc. RNDr. Jana Konvalinky, CSc. a doc. MUDr. Lucie Bacakové, CSc.
Vsechny pouZité prameny jsem fadné€ ocitovala. Tato prace ani jeji podstatnd ¢ast nebyla

predloZena k ziskani stejného nebo jiného akademického titulu.

V Prazedne .................. Podpis



Podékovani

Rada bych vyjadiila své podékovani vSem kolegiim a kolegynim, ktefi se na této
diplomové praci jakymkoliv zpusobem podileli, za piijemnou spolupraci a pomoc, kterou
mi béhem prace ochotné poskytli. Rada bych podékovala svému vedoucimu doc. RNDr.
Janu Konvalinkovi z Katedry biochemie (PiF UK) za cenné rady a podporu, mé velké diky
patfi také na§im spolupracovnikim z Ustavu makromolekularni chemie, zejména
Ing. Tomasi Riedelovi, Ph.D., Ing. Milanu Houskovi, CSc. a RNDr. Eduardu Bryndovi,
CSc., za mnoho uzite¢nych rad v oblasti tykajici se modifikace povrchu biomaterialu.
Dalsi, komu patii slova dikt, je prof. Ing. Vladimir Kten, DrSc., FRSC, vedouci
Laboratofe biotransformaci (MBU AV CR), za podporu a odborné rady pfi expresi
proteinu.

Velké podékovani patii mym konzultantim Ing. Jan€ Havlikové z Oddéleni
biomaterialt a tkafiového inZenyrstvi (FgU AV CR) a Ing. Ondifeji Kaplanovi, Ph.D.
z Oddgleni biomateriald a bioanalogickych systémti (UMCH AV CR), za vzdy vstiicnou
spolupréci, trpélivost, cenné rady, ptatelskou atmosféru a cas, ktery mi béhem prace
vénovali.

Nejhlubsi pod€kovani bych radda vénovala své Skolitelce doc. MUDr. Lucii
Bacakové, CSc., vedouci Oddéleni biomaterialii a tkanového inzenyrstvi (FgU AV CR),
za peclivé vedeni celé diplomové prace, cenné rady, podporu a motivaci.

Dale bych radda pod€kovala své rodiné a ptatelim za podporu béhem studia

a v neposledni fad¢ d€kuji svym rodi¢lim za dlouholetou podporu v mé cesté¢ za vzdélanim.



ABSTRAKT

Tato prace se zabyva expresi vaskuldrniho endotelového rlstového faktoru
(vascular endothelial growth factor, VEGF) a jeho vyuzitim v tkafiovém inzenyrstvi cévni
stény. V pribéhu prace byla sledovana interakce endotelovych bunék s modifikovanym
biomateridlem na bazi fibrinu, do kterého byl inkorporovan rustovy faktor cévniho
endotelu (VEGF-A121). Tato modifikace podpoftila adhezi a rist endotelovych bungk.

Vaskularni endotelovy rustovy faktor VEGF-A121 je signalni glykoprotein, ktery
aktivuje transmembranové receptory na endotelovych bunkach. VEGF-A121 je klicovym
regulatorem pii vaskulogenezi, angiogenezi, proliferaci, migraci a pteziti endotelovych
bun¢k. V ramci této prace byl tento protein heterologné exprimovan s fiznim partnerem
thioredoxinem v expresnim systému E. coli Origami B (DE3). Rekombinantni
VEGF-A121 byl navic koexprimovén s bakteridlnimi chaperony GroEL/GroES pro mozné
zvyseni jeho rozpustnosti a biologické aktivity.

V dalsi ¢asti této prace byla na povrchu polystyrenu katalytickym ptsobenim
trombinu navazanym na adsorbovanou monovrstvu fibrinogenu pfipravena tenka fibrinova
sit’. Takovato sit’ byla dale obohacena o rustovy faktor cévniho endotelu (VEGF-A121),
ktery do ni byl kovalentné¢ inkorporovan pomoci enzymové aktivity transglutaminasy
(faktoru Xll1a).

Posledni ¢ast je vénovana cévnimu tkanovému inzenyrstvi, kdy byl sledovan vliv
rustového faktoru VEGF-A121 na rist endotelovych bunék pomoci testli metabolické
aktivity. Aktivita VEGF-A121 byla nasledné porovnana s komeréné dostupnym ristovym
faktorem. Rekombinantné pfipraveny rastovy faktor VEGF-A121 vykazoval vyssi
biologickou aktivitu a podpofil rust endotelovych bun€k na povrchu substratu, a sice

polystyrenu.

Kli¢ova slova: rustovy faktor, VEGF-A121, endotelové bunky, povrchovd modifikace,

heterologni exprese, cévni tkanové inzenyrstvi



ABSTRACT

This paper deals with the expression of vascular endothelial growth factor
(vascular endothelial growth factor, VEGF) and its use in tissue engineering of vascular
wall. During the work interaction of endothelial cells with the modified fibrin-based
biomaterial into which vascular endothelial growth factor (VEGF-A121) has been
incorporated was monitored. This modification supported the adhesion and growth of
endothelial cells.

Vascular endothelial growth factor VEGF-A121 is signal glycoprotein that activates
transmembrane receptors on endothelial cells. VEGF-A121 is a key regulator in
vasculogenesis, angiogenesis, proliferation, migration and survival of endothelial cells.
In this work, this protein was heterologously expressed at a thioredoxin fusion partner in
an expression system of E. coli Origami B (DE3). Recombinant VEGF-A121 was
additionally coexpressed with bacterial chaperones GroEL/GroES for potential increase of
its solubility and biological activity.

In the next part of this work thin fibrin network was prepared by catalytic action of
thrombin on the polystyrene-bound monolayer of fibrinogen. This network has been
further enriched by vascular endothelial growth factor (VEGF-A121), which was
covalently incorporated in it by enzyme activity of transglutaminase (factor Xllla).

The last part of the thesis is devoted to the vascular tissue engineering.
The influence of the growth factor VEGF-A121 on endothelial cell growth was monitored
using tests of metabolic activity. The activity of VEGF-A121 was then compared with a
commercially available growth factor. Recombinantly prepared growth factor VEGF-A121
showed higher biological activity and promoted endothelial growth of cells on the substrate

surface, namely polystyrene.

Keywords: growth factor, VEGF-A121, endothelial cells, surface modification,
heterologous expression, vascular tissue engineering
(in Czech)
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1. LITERARNI UVOD

1.1 Stavba cév
Cévni soustava je rozsahly sytém trubic, kterymi proudi télni tekutiny. Podle

obsazené tekutiny se cévni soustava déli na systém krevnich cév, ve kterych cirkuluje krev
v uzavieném ob&hu a na systém lymfatickych cév obsahujicich lymfu, ktera se sbira
z mezibunéénych S$térbin vaziva vétSiny organt a tkédni do miznich vlasecnic. Z nich
postupné protékd miznimi cévami do vétSich miznich kmend, které nakonec vyust'uji do
krevnich cév. Vnitini povrch kazdé cévy tvoii jedna vrstva endotelovych bunék.

Cévni stény odpovidaji svoji strukturou funkénim néarokim jednotlivych useka
cévniho fecisté. K témto stavebné charakteristickym tsekim patii tepny (arterie), které se
postupné vétvi ve stale ten¢i az v nejtenci, zvané arterioly. Ty nasledné ptrechazeji ve
vlaseénice a kapilary, které pokraduji do nejtenéich zil, které se nazyvaji venuly?.

Ve sténach vétsiny cév se rozliSuji tii vrstvy, jsou to vnitini tunica intima, stiedni

tunica media a vné&jsi tunica externa (adventitia) (Obr. 1.1)%2,

1.1.1 Tunica intima
Tunica intima (vnitini vrstva) je sloZzena z jedné vrstvy endotelovych bunck, které

jsou podlozeny siti elastickych a kolagennich vldken nebo elastickymi blankami. Elasticka
vlakna a blanky se souhrnné oznacuji jako membrana elastica interna. Na strané dotykajici
se lumen je vystlana endotelem, ktery se nachazi na bazalni membrané (lamina basalis).
Bazalni membrana, tvofena kolagenem typu IV a lamininem, naseda na subendotelovou
vrstvu vaziva a mize obsahovat hladké svalové buiiky. Vnitini vrstvé cévni stény dodava
dostatecnou pruznost pii objemovych zménach. Ve vétsich tepnach je jesté mezi endotel
a elasticka vldkna vloZzena jemna vrstva vazival 2. Tato vrstva subendotelového fidkého
vaziva se sklada pievazné z mezibunééné hmoty (ECM), ktera je tvoiena kolagenem,
elastinem, lamininem, fibronektinem a glukosaminoglykany, které produkuji endotelové

buiiky (heparinsulfat) a buiiky hladkého svalstva (kyselina hyaluronova)® 4.

1.1.2 Tunica media
Tunica media (stiedni vrstva) je nejsilnéjsi vrstva stény tepny. Sklada se z hladké

svaloviny, jejiz buniky probihaji cirkularné nebo v nizkych spirdlovitych zavitech a mezi
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nimiz a kolem nichZ je mezibuné¢na hmota, ktera je tvofena kolagenem typu Il1, elastinem
a proteoglykany. VSechny tyto slozky produkuji buniky hladké svaloviny. Pomér mezi
bunikami hladké svaloviny a ECM zalezi na typu cévy. Membrana elastica externa je
dvourozmérna sit’ z elastickych vlaken, syntetizovanych hladkymi svalovymi bunikami
medie. Membrana je prostoupena otvory, které umoznuji difuzi latek skrze cévni sténu.

Tunica media dod4va cévé schopnost kontrakce, diky které odolavéa krevnimu tlaku® 24,

1.1.3 Tunica externa
Tunica externa (cévni adventitia, zevni vrstva) je povrchovou vrstvou cévy,

tvotenou z fibrilarniho vaziva s kolagennimi (kolagen typu I) a elastickymi vlakny, ktera se
na povrchu cévy sitovité prekiizuji a prechazeji do vaziva v nejbliz§im okoli cévy, jimz ji
pruzn¢ fixuji k okoli. Adventitia obsahuje fibroblasty, proteoglykany, ptfevazné
orientovana elasticka vlakna a kolagenni vldkna poskladana do podoby harmoniky. Kromé
toho jsou v této vrstvé obsazeny i dalsi podpturné struktury jako jsou nervy a krevni nebo
lymfatické cévy cévni stény (vasa vasorum). Vasa vasorum neboli cévy cév zasobuji cévni

sténu Zivinamil 2 4,

Obr. 1.1: Schéma obecné stavby cévni stény.
Vrstvy cévni stény u arterie stiedni velikosti, svalového typu; vpravo zobrazeny proporce
jednotlivych vrstev stény (upraveno podle [1]).
Atunicaintima: (1) endotel, (2) lamina basalis endotelu a subendotelova vrstva vaziva,

(3) membrana elastica interna, B tunica media: (4) buiikky hladké svaloviny, C tunica externa:

(5) membrana elastica externa, (6) vazivo adventicie
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1.2 Tkanové komponenty cévni stény

vvvvvv

hladkd cévni svalovina a mezibunéénd hmota. Endotelové buiky vystylaji cévy
a predstavuji bariéru mezi intra- a extravaskularnim prostorem. Hladka cévni svalovina, je
zodpovédna za napéti cévni stény, regulaci prasvitu cévy a tvorbu mezibunééné hmoty.
Mezibunééna hmota je tvoiena proteoglykany, kolagennimi a elastickymi vlakny,

a spoluuréuje mechanické vlastnosti cévni stény?.

1.2.1 Endotel

Endotel, epitel mezenchymadlniho ptvodu, se skldda z jedné vrstvy polygondlnich
bun¢k. Tyto buniky lezi na bazalni lamin¢ a jsou svoji dlouhou osou orientovany ve sméru
proudu krve. Mezi endotelovymi buiikami existuji tfi typy bunéénych spojeni: adhezivni
(desmozomy), které zajistuje transmembranovy protein (VE-Kadherin), t€sna spojeni (tight
junctions) a komunikaéni (gap junctions). Tyto spoje ovliviiuji prinik slozek plazmy
a zabranuji styku krevnich bun€k s mezibunécnou hmotou.

Endotel je pokryt silnou vrstvou glykokalyxu slozeného z oligosacharidd,
glykoproteini a proteoglykanii. Jeho funkci je chrénit builku pfed mechanickym
a chemickym poskozenim. Glykokalyx proptjcuje endotelovym bunkdm nesmacivy
povrch a silny zaporny naboj, ktery je dileZity pro selektivni propustnost endotelu. Rada
procest uvnitt krevnich cév, je ovlivnéna vazbou protizanétlivych latek, ristovych faktord,
cytokind, chemokini a enzymi. Vazba téchto molekul je také zprostfedkovana pomoci
glykokalyx? 3.

Endotelové bunky tvoii s mezibunéénou hmotou bunécéné spoje nazyvané fokalni
adheze, které ovliviuji pritok a napéti v tepnach? °. Ke komunikaci s okolim a interakcim
bunék s mezibunéénou hmotou dochéazi pomoci bunéénych receptorti, mezi néz patii velka
skupina adheznich receptorti (integriny). Tvofi rozsahlou nadrodinu pfiblizné 20
rozdilnych heterodimerti glykoproteinové povahy, z nichz kazdy obsahuje nekovalentné
véazanou alfa a beta (o a B) podjednotku®. Integriny spojuji ECM vné buiiky s cytoskeletem
uvniti bunky. Za spojeni zodpovidé fibronektin, u n€hoz jedna ¢ast molekuly se vaze
na kolagen, zatimco jiné Casti jsou pfichytnymi misty pro buniku. Extracelularni doména
integrinu se vaze k fibronektinu, druhy konec integrinové molekuly, ten v cytosolu, vytvari

prichytné misto pro aktinova vlikna (Obr. 1.2)". Déle pak endotelové buiiky odpovidaji
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za vznik fady dalSich molekul, mezi které patii ristové faktory nebo vazoaktivni latky
pusobici na prasvit cév jako napf. prostaglandiny, tromboxany, oxid dusny (NO)

a endoteliny? °.

1.2.2 Hladka cévni svalovina
Hladka cévni svalovina se vyskytuje téméf ve vSech Castech ob&hové soustavy,

jedinou vyjimkou jsou kapilary, kde ji nahrazuji pericyty, které obklopuji endotelové
bunky. Hladké svalové bunky tvoii jedinou bunécnou slozku tunica media elastickych
tepen a hlavni slozku této vrstvy ve svalovych tepnach. V mensi mife se vyskytuje
1 v intim¢ a adventicii cév.

Kazda hladka svalova bunika je obklopena extracelularni vrstvou, kterou sama
vytvari, a kde se vyskytuje pfedev§im kolagen typu III, ktery umoznuje ukotvit buiiku
k sousednim elastickym vlaknim. Toto uspofadani zajistuje smrStovani siti elastickych
vlaken a membran. Komunikaci mezi bunikami a pfenos nervovych signalii umoziuji tzv.

nexy, které spojuji svalové buiiky?®.

1.2.3 Mezibunééna hmota
Mezibunéénd hmota (extracelularni matrix, ECM) je zdkladnim strukturnim

elementem tkani, a je sloZena z polysacharidii a proteinl. Extraceluldrni matrix poskytuje
bunikdm mechanickou oporu, obsahuje molekuly jako proteoglykany, fibronektin, kolagen
¢1 laminin, majici urcité funkéni domény, které slouzi jako vazebné ligandy pro adhezi
bun¢k. Mechanickd pevnost tkan¢ je ur¢ena mnozstvim a typem kolagend v piislusné
tkani, zatimco pruznost tkané je déna prostfednictvim proteoglykanii. Tuhost a pruznost
jednotlivych struktur je ddna stupném agregace a vzdjemnym pomérem vlaknitych
a amortfnich slozek ECM.

Mezibunéénd hmota se uplatiiuje pii procesu hojeni ran. PoSkozeni tkané je
provdzeno porusenim cévnich stén a srdzenim krve. Krevni desticky produkuji proteiny
mezibunééné hmoty. Spolu s témito proteiny napomahaji hojeni i bilé krvinky, neutrofily,
fibroblasty, endotelové buiilky, keratinocyty a makrofagy fidici vystavbu nové tkane.
Slozky ECM hraji vyznamnou roli v kazdém stupni hojeni, béhem tohoto procesu vytvofi
docasnou matrici ("leSeni"), kterd je nezbytna k regeneraci poSkozené tkané. Zminéné

komponenty ECM také zastavaji komunikacni funkci tim, Ze ptendSeji signaly béhem
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probihajicich biologickych reakci. V procesu hojeni slozky ECM stimuluji adhezi
a migraci bunék a zdroven zprostfedkovavaji interakci mezi bunikami a matrici, dale pak
slouzi jako modulétory cytokina a rastovych faktorti. Docasna matrice, tvoiena predevsim
fibrinem a fibronektinem, je nahrazena kolagenem. Kolagenni vldkna navic obsahuji
proteoglykany, glykosaminoglykany a nekolagenni glykoproteiny (laminin). Prozatimni
tkan se nazyva granulacni, tvofend hlavné kolagenem typu I a III, kterd je zpiisobena
vrastanim cévnich pupent. Matrice granulacni tkan¢ obsahuje velké mnozstvi kyseliny
hyaluronové a fibronektinu. Molekuly kyseliny hyaluronové maji schopnost bobtnani
a vytvari strukturu, ktera umoziuje proniknout buitkdm do poranéné oblasti. Po Case se

tkan stahuje a nakonec vytvoii jizvu®.

kolagenove vlakno
(pevné)

fibronektin

integrin
plasmaticka
membrana (slaba)

adaptorovy protein

aktinové viakno
(pevné)

Obr. 1.2: Molekulové spojeni mezibunééné hmoty a cytoskeletu.
Transmembranové spojeni zprostiedkované integrinovou molekulou. Molekula integrinu

prendsi napéti pres plazmatickou membranu, uvnitf buniky je pripojena k cytoskeletu a vné

pres fibronektin k extracelularni matrix (upraveno podle [7]).

1.3 Patologie cév

Kardiovaskularni onemocnéni pfedstavuji pfi¢inu ptiblizné¢ 50 % umrti. Jednim
ze zpusobl, jak tomuto problému zabranit, je zlepSeni preventivnich opatifeni, kterd vedou
k odhaleni nemoci v pocatecnich fazich a pfispé&ji k vcasnému zahdjeni 1écby.

V pocatecnich fazich rozvoje procesu, ktery mize vyustit v komplikované aterosklerotické
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1éze, jsou zjistitelné pouze funkéni zmény. Toto stadium, které vzniku aterosklerotickych
1ézi piedchazi, se nazyva endotelova dysfunkce.

Poskozenim struktury endotelu vznikd aterosklerotickd 1éze, ktera muze byt
zpusobena riznymi Skodlivinami. V misté poruseni adheruji trombocyty a uvoliuji
mitogeny (latky navozujici mitoézu), které stimuluji proliferaci hladkého svalstva
a produkci mezibunééné hmoty. Nadbytek mezibunééné hmoty zplisobuje vyssi syntézu
kolagenu, elastinu i proteoglykant'® 1,

Dysfunkce endotelu je vnimana jako plné reverzibilni piedstupent aterosklerozy,
ktera pfedchdzi vzniku prvnich morfologicky patrnych zmén arteridlni cévni stény. Vznik
a rozvoj endotelové dysfunkce je podminén souhrou fady faktord, zndmych jako rizikové

faktory aterosklerdzy. Nejdulezitéjsi rizikové faktory endotelové dysfunkce a aterosklerdzy

jsou kouteni, diabetes mellitus 2. typu, arterialni hypertenze, obezita a strest’.

1.3.1 Endotelova dysfunkce
Endotelova dysfunkce je definovana jako funkéni poskozeni endotelu. Toto

poskozeni zplisobuje zvySenou propustnost cévni stény, nerovnovdhu mezi vazoaktivnimi,
hemokoagulaénimi a proliferaci inhibujicimi nebo stimulujicimi latkami'?. Dysfunkéni
endotel v pocatecni fazi vzniku ateroskler6zy ma vyssi propustnost pro aterogenni lipidy
a makrofagy®®.

Pfi endotelové dysfunkci dochdzi ke zvySené expresi adhezivnich molekul
a produkci cytokinu, které usnadiiuji hromadéni monocytti v cévni sténé a jejich pfeménu
v makrofagy a pénové buiky. Nedostatecna produkce NO vede k uplatnéni fady rastovych
faktorti, stimulujicich bunky hladkého svalstva k migraci do subendotelovych prostora

a k produkci extracelularni vazivové komponenty aterosklerotickych 1ézi'2.

1.3.2 Aterosklerdza
Ateroskler6za je jednou z hlavnich pfi¢in kardiovaskularnich onemocnéni. Jde

o chronické zanétlivé onemocnéni, charakterizované endotelovou dysfunkci s naslednym

hromadénim lipida, leukocytii, hladkych svalovych bunék a extracelularni matrix v intimeé

cév, coz vede k zuzovani az k Uplnému ucpani cévni stény a zamezeni krevniho pritoku.
Mechanismus vzniku a rozvoje ateroskler6zy neni dosud jednoznacn€ objasnén.

v

Nejrozsitengjsi je tzv. response-to-injury teorie. Poskozeni endotelu zptisobuje vaskularni
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zanét s naslednou fibroproliferativni odpovédi. Za mozné pficiny tohoto poskozeni se
povazuje LDL (Low Density Lipoprotein = nizkodenzitni lipoprotein), infekéni agens,
toxiny vcetné produktti cigaretového koufe, hyperglykemie a hyperhomocysteinemie.
Cirkulujici monocyty prestupuji do intimy a pusobi jako uklidové buiky, pohlcuji
cholesterol a méni se v lipofagy, tzv. pénové bunky. Tyto bunky produkuji mnoZzstvi
faktorti, n€které mohou endotel poSkozovat, nékteré plisobi jako ristové faktory stimulujici
hladké svalové bunky k proliferaci.

Mista aterosklerotického poSkozeni nejsou nahodna. Aterosklerotické platy se
charakteristicky vyskytuji v mistech vétveni ¢i zakfiveni tepen a tam, kde krevni proud
podstupuje rychlé zmény ve sméru a rychlosti toku. Typicky ateroskleroticky plat se sklada
z me&kkeého lipidového trombogenniho jadra pokrytého smérem k cévnimu lumen fibréznim
krytem, ktery obsahuje hladké svalové burniky a zanétlivé buiky, pifedev§im makrofagy.
Makrofagy obsahuji pfevazné oxidované LDL. Ateroskler6za miize postihovat tepny

mozku, srdce, ledvin i dalsich organt a také kondetin4-1°.

1.4 Tkanové inZenyrstvi
V nékterych piipadech, v pokrocilych stavech nemoci, je nutné nevratné

poskozenou cévu nahradit a to nahradou autologni nebo nahradou umélou'’.
Problematikou pfedev§im umélych nahrad se zabyva tkanové inZzenyrstvi.

Tkéanové inzenyrstvi vzniklo jako reakce na nedostatek tkani a organti vhodnych pro
transplantace. Jedna se o mezioborovou disciplinu, kterd kombinuje inzenyrské metody
s pfirodnimi védami za Gcelem vyvoje biologickych nihrad. Biologické ndhrady by mély
obnovit & zlepsit funkci poskozenych tkani a organG!®. V tkafiovém inZenyrstvi se
k vytvoteni takové biologické ndhrady pouzivaji biomaterialy jako podptirné struktury
v kombinaci s buitkami, které prortistaji materidlem, az dojde k vytvoteni nové tkané. Pro
ucely nahrad se pouzivaji bud’ biologické nosice jako napt. decelularizované tkané, nebo se
jako nosice vyuzivaji umélé materidly, které maji stimulovat mezibuné¢nou hmotu dané¢ho
stépu'®.

Umély nosi¢ bun€k neslouzi pouze jako mechanickd opora, ale mél by
také napodobovat funkci mezibunééné hmoty. To znamena, ze umély material reguluje
rozsah a silu adheze bunék, jejich rstovou aktivitu, diferenciaci a maturaci bun¢k do

ur¢itého fenotypu a dalsi bunééné funkce. Materialy, které se v soucasnosti pouzivaji
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vV cévnim tkanovém inzenyrstvi pro vyvoj umélych cévnich nahrad, lze rozdélit do dvou

zékladnich skupin: syntetické a pfirodni polymery?® 2,

1.5 Cévni nahrady a materialy pro jejich konstrukei
V klinické praxi se za nejkvalitn€jsi ndhradu poskozenych cév povazuje autologni

céva. Typickym ptikladem je aortokoronarni bypass vytvofeny z podkoznich Zil dolnich
koncetin pacienta. Nicméné tyto ndhrady maji fadu nevyhod. Znaénym problémem je
dostupnost kvalitni cévy pro vytvoreni nédhrady, protoze znacné ¢ast star$i populace trpi
cévnimi chorobami (aterosklerdza). U zdravych pacienti byva problémem odebrani
dostateéného mnozstvi tkané pro vytvofeni umélé cévni nahrady?’. Pokud pacient nema
vhodné cévy, které by mohly byt pouzity jako cévni $tép, je mozné mu implantovat cévni
nahradu z umélého materialu, ktera neni osazena buiikami.

V soucasné dobé se vyuzivaji cévni ndhrady vyrobené ze syntetickych polymert,
jako jsou polyethylentereftalat (PET) nebo polytetrafluoroethylen (PTFE). Tyto materialy
maji pomérné dobré mechanické vlastnosti a jsou odolné proti tlaku v cévnim fedisti?2.
Tyto cévni protézy maji vSak pomérné mnoho negativnich fyzikalnich vlastnosti.
Piedev§im zabranuji uspé$nému vhojeni a jsou vysoce hydrofobni. To je hlavni faktor,
ktery omezuje adhezi bunék, tedy i ptipadny vznik souvislé zralé endotelové vrstvy. Vrstva
endotelu je povazovana za nejkvalitnéjsi povrch, na kterém nedochazi ke vzniku krevnich
srazenin. Umélé cévy s velkymi priméry nemaji uvniti vrstvu endotelovych bunék, avsak
jeji absence neni faktorem, ktery by omezoval dlouhodobou prichodnost cévy. Samotna
rychlost prutoku krve totiz zamezuje adhezi trombocytt a dal$ich krevnich bunék v cévni
nahrade?® 2L,

U cévnich nahrad o priméru mensim nez 6 mm, je vSak prutok krve pomalejsi, a tak
muze dojit k hromadéni trombocytli, krevnich elementli a bun€k imunitniho systému pfi
sténdch cévni nahrady. Po urcité dobé miize dojit k zaZeni az uplnému uzavieni cévy?..

Cévni nahrada je oznaCovana Vv tkanovém inzenyrstvi jako protéza, ktera se sklada
z umélého nosic¢e a bunék. Umély nosi¢ by mél byt vyroben v podob¢ trojrozmérné porézni
nebo vlaknité sité. Tomuto uspofadani se vV odborné literature fika ,,scaffolds® (leseni),
nebot’ skuteéné prestavuje podptrnou strukturu pro uchyceni bunék. Vnitini ¢ast umélého
materidlu je urCena pro osidleni hladkymi svalovymi buiikkami, které by mély vytvaret
nékolikavrstevnou kontraktilni strukturu. Dale zde dochazi k vrlstani vyZivujicich kapilar

(tzv. vasa vasorum) a nervovych vlaken. Vnitini povrch takovéto nahrady pak bude pokryt

17



bunikami endotelovymi, které budou vytvaret souvislou, fenotypicky vyzrdlou a tudiz
polopropustnou, neimunogenni a netrombogenni vrstvu. Cévni ndhrada by méla slouzit
jako podptirna struktura stimulujici regeneraci poskozené cévy?® 2L,

Bunécna slozka cévni ndhrady je predstavovana diferencovanymi endotelovymi
a hladkymi svalovymi bunkami, které jsou obvykle odebrany pacientovi pted operaci
z podkoznich zil. Buiiky jsou poté namnozeny v podminkach in vitro a nasazeny na umély
nosi¢. Po urcité dob¢, kdy buiikky dozraji do pozadovaného stavu, muze byt piipraveny
konstrukt implantovan do organismu pacienta. Po Case 1ze ocekavat, ze se synteticky nosic¢
vstieba a pacientovi se v mist¢ implantované umé¢lé nadhrady vytvoii nova vlastni
plnohodnotnd céva?®. Pokud pacient nema dostatek diferencovanych endotelovych
a hladkych svalovych bunék, 1ze vyuzit i jeho vlastni kmenové bunky ptitomné v kostni
dfeni, krvi nebo tukové tkani, které jsou nasledné v kultivatnim mediu diferencovany
v pozadovany fenotyp. Avsak tyto cévni nahrady jsou spiSe otdzkou budoucnosti,
v soucasnych podminkach jsou na urovni experimenti in vitro ¢i na laboratornich

zvitatech?l %4,

1.5.1 Syntetické polymery
Jak jiz bylo uvedeno vyse, dnes se v klinické praxi vyuzivaji cévni nahrady

vyrobené z polyethylentereftalatu (PET) a polytetrafluorethylenu (PTFE). Vhodnym
materidlem pro pfiprava cévnich protéz je polyuretan (PU), ktery byl v souvislosti
s cévnim systémem zatim aplikovan ve formé hemodialyza¢nich katétra?. Dalsi polymery,
kter¢ jsou také testovany pro konstrukci cévnich protéz, jsou tzv. biostabilni
(polypropylen) nebo tzv. degradabilni (polylaktidy, polyglykolidy, polykaprolakton
a jejich kopolymery)?®.

Polyethylentereftaldt (PET)

Polyethylentereftalat byl poprvé predstaven v roce 1939 v Anglii. Nasledné byl
v roce 1950 patentovan jako Dacron spole¢nosti DuPont (Obr. 1.3). PET je termoplasticky
polymer z rodiny polyestert, vznikly procesem polykondenzace, katalyzatorem je kyselina
ftalova. Jedna se o vysoce hydrofobni polymer?®.

Pro vyrobu cévnich nahrad se vyuziva predevsim ve formé tlustSich vlaken, ktera se
nasledné zpracovéavaji tkanim pifes sebe nebo pletenim do pozadovaného tvaru, ktery

napodobuje skuteénou cévu?l 2, Velkym problémem pii konstrukci protéz je propustnost
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vysledného materialu, predevsim pro vodu, ktera je vyssi u pletenych nahrad. Proto jsou
protézy impregnovany nékterymi proteiny, jako jsou albumin, kolagen nebo Zzelatina.
Dlouhodoba ptitomnost téchto proteint, obvykle xenogenniho plivodu, v organismu je
nezadouci, proto je vhodné tyto proteiny pfedem upravit, napi. albumin pomoci
glutaraldehydu nebo formaldehydu, aby doslo k jeho samovolné degradaci za nékolik
tydni po implantaci. AvSak tato Uprava zpusobuje samovolné nezadouci uvoliovani
cytotoxickych latek z materialu?’.

Po interakci jakéhokoliv materidlu s krvi je okamzité spusSténa kaskada
hemokoagulac¢nich reakci, tj. proces adsorpce a desorpce plazmatickych proteini, ktera je
nasledovana depozici krevnich desti¢ek, bilych a cervenych krvinek a adhezi, migraci
a pokrytim endotelovymi nebo hladkymi svalovymi buiikami. Béhem prvnich hodin po
implantaci se vytvofi fibrinova depozita, kterd obsahuji krevni desti¢ky a krevni builky, az
se utvofi tzv. vnitini fibrinova vrstva. Volnd mista cévni nahrady jsou také vyplnéna
fibrinem. Po nékolika mésicich dochazi k prorustani kapilar a fibroblastii a k vytvoreni
fibrinové vrstvy. AvSak vnitini vrstva kompaktniho fibrinu u Dacronu pfedstavuje omezeni

napojeni kapilar na malo endotelizovany krevni povrch cévni nahrady?® 22,

Polytetrafluorethylen (PTFE)

Polytetrafluorethylen je znamy pod obchodnimi nazvy Teflon a Goretex. Teflon byl
patentovan firmou DuPont v roce 1937 a Goretex je patentem firmy Gore, kterd ho uvedla
na trh v roce 1969. Jedna se o termoplasticky fluorovany polymer, ktery ma vysoké
kyslikové ¢islo, je téméf nehoflavy a je teplotn€ odolny.

Pro klinické vyuziti je molekula PTFE biostabilni, povrch tohoto materidlu ma
nizkou reaktivitu ke krevnim komponentdm. Pro vyrobu cévnich ndhrad se pouziva
expandovany polymer (ePTFE). Technologie jeho vyroby spocivad v tom, Ze se tepelné
upravuje, natahuje a protlacuje, za vzniku porézni struktury. Pro vyrobu cévnich protéz ma
PTFE dobré mechanické vlastnosti®. Fyzikaln&-chemické vlastnosti jsou podobné jako
u PET. PTFE je velmi hydrofobni, coz je vlastnost tohoto polymeru, ktera limituje adhezi
bunék k povrchu materidlu, a to v pfipad¢ jeho vyuziti pro pfipravu uméle vytvoienich

cévnich protéz?t 2329,
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Polyuretany (PU)

Polyuretany jsou elastické polymery, které obsahuji uretanovou skupinu. Tato velka
skupina polymerta byla vyvinuta ve 30. letech v Némecku, uvedena na trh byla v roce 1962
firmou DuPont. V klinické praxi se pouziva od 60. let. PU jsou kopolymery, které se
skladaji ze tfi riznych monomert. Jedna se o segment amorfni (mékky) odpovidajici
za flexibilitu, krystalicky (tvrdy), ktery odpovida za rigiditu a tfeti monomer prodluzujici
fetézec.

Prvni generace PU byla na bazi polyesteru, jeji velkou nevyhodou vsak byla
hydrolytické degradace, kterd vedla k preruseni klinického pokusu. Poté vznikla generace
PU na bazi polyetheru, ktera byla odolna proti hydrolyze nicméné nachylna k oxidaci.
Uspé&sné prosla klinickym hodnocenim jako hemodialyzagni cévni piistup, v roce 2000
byla schvalena agenturou Food and Drug Administration (FDA). Nejnovéjsi generace PU
je na bazi polykarbonatu. Je odolna viic¢i hydrolytické degradaci a je i oxidacn¢ stabilni.

Polyuretany mizeme na zaklad¢ jejich struktury rozdélit na vlaknité a pénovité. Po
implantaci je krevni povrch vldknitého PU pokryt fibrinovou vrstvou®. Cévni protézy
vyrobené¢ z PU maji tfadu dobrych vlastnosti, napf. pfitomnost souvislé vrstvy
endotelovych bunck i za neptiznivych podminek, dobré vhojovani atd. Klinicka cévni
chirurgie vSak dosud nema dostatecné zkusSenosti s timto materidlem, a proto je nutny jeho

dalsi vyzkum?! 3132,

) SHE
£ &

Obr. 1.3: Uméla cévni nahrada.

Cévni protéza vyrobena z PET (Dacron) (pfevzato z [33]).

1.5.2 Prirodni polymery
Bunika se k pfipravenym biomaterialim vaZe pomoci proteinii mezibunééné hmoty,

tyto proteiny se spontanné adsorbuji k povrchu materialu. V podminkach in vivo se
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proteiny ECM adsorbuji z télnich tekutin (krev, intercelularni tekutina), v ptipadé
podminek in vitro jsou obsazeny v biologickych roztocich (kultivaéni medium). Také
mohou byt syntetizovany a na polymer ukladany pfimo buiikkami. Buiiky se mohou zachytit
na povrchu materidlu 1 bez adsorbovanych proteinii pomoci slabych chemickych interakci
mezi molekulami bunéné membrany a povrchem materidlu. Jedna se o vazbu
nespecifickou a tato vazba neni zprostfedkovana adheznimi receptory. Tudiz nemohou byt
do bun¢k pienaseny signaly, které zarucuji jejich zivotaschopnost, rtst, diferenciaci a dalsi
funkce, které butika nezbytné potiebuje® 23 34,

Mezi proteiny mezibunééné hmoty, které zprostredkovavaji adhezi bunék na povrch
materidlu, patfi kolagen, elastin, fibronektin, vitronektin, laminin a fibrin. Tyto proteiny
vyrazn€é ovliviiuji funkci buné€k, jako je jejich rozprostfeni, tvar, uchyceni, migrace,
prolifera¢ni a metabolickd aktivita, Zivotaschopnost, diferenciace a fenotypickd maturace.
Jedna se o molekuly, které se u€astni procesu hojeni ran. Tyto proteiny se proto pouzivaji
pro vhodnou modifikaci povrchu biomaterialu®> 6. Proteiny ECM jsou soucasti cévni

stény in vivo, a tudiZ jsou nezbytné pii jeji rekonstrukci a regeneraci®.

Kolagen

Kolagen je protein, ktery je dilezitou slozkou mezibunééné hmoty nejriiznéjsich
tkani. Tvoti az 30 % vSech proteint v sav¢im organismu. Lidsky genom obsahuje vice nez
dvacet forem genu pro kolagen, pifiblizné devét z nich vznika v cévni sténé (kolagen typu I,
1, 1v, V, VI, VI, X1, X1 a XIV)¥. V piipadé poranéni cév se jednotlivé krevni
komponenty dostavaji do kontaktu s fibrilarnimi kolageny I a III. NejrozSitenéjsi je
kolagen typu | - tento typ kolagenu piedstavuje 90 % kolagenu v organismech (v kuzi,
Slachéch, kostech a zubech). Je také soucasti mezibunééné hmoty cévnich vrstev tunica
media a tunica adventitia. Vlaknity kolagen je tvofen tfemi polypeptidovymi fetézci, které
jsou kolem sebe ovinuty. Molekuly kolagenu polymeruji v extracelularni kolagenové
fibrily, které jsou navzajem spojeny kovalentnimi vazbami. Tyto vazby davaji celé siti

dobrou mechanickou pevnost. Kolagen typu IV spolu s lamininem je pfitomen v bazalni

membrané bunék?®,
Elastin

Elastin je nerozpustny protein, ktery je majoritni slozkou elastickych vlaken

v zivoCisnych tkanich, jako jsou vlakna Slach, pradusek, plic a cévnich stén. Obsahuje
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alifatické aminokyseliny (alanin, valin, leucin a isoleucin), glycin, prolin a dale bazické
aminokyseliny (lysin). Velké mnozstvi elastinu se vyskytuje v cévni sténé¢ velkych cév

u srdce (hrudni aorta)®.

Fibronektin

Fibronektin je nerozpustny heterodimerni glykoprotein, ktery se nachazi v plazmé
a ECM. Tento glykoprotein obsahuje vazebna mista pro jiné molekuly ECM a pro
fibronektinovy receptor bunck. Fibronektin umoznuje vazbu mezi buitkami a molekulami
ECM do souvislé sit¢. Kromé vyskytu v mezibunééné hmot¢ ho miizeme nalézt na povrchu

bun&énych membran nebo volné v t&lnich tekutinach?,

Vitronektin

Vitronektin patfi mezi plazmatické glykoproteiny cirkulujici v krvi. Je to jeden
z hlavnich glykoproteinti, ktery umoziuje bunécnou adhezi. Vitronektin je hlavnim
ligandem vitronektinovych receptorit bun¢k. Mezi jeho dalsi funkce patii vazba k heparinu

a kolagenu®®.

Laminin

Laminin je vysokomolekularni glykoprotein, ktery se sklada ze tfi samostatnych
fetézcl, které jsou propojeny disulfidickymi mistky. Spolu s kolagenem IV
a proteoglykany je soucasti bunécné bazalni membrany. Spole¢né s dalSimi molekulami,
udrzuje v cévni stén¢ hladké svalové bunky v klidovém diferencovaném kontraktilnim

stavu'®.

Fibrin

Fibrin (aktivni forma koagula¢niho faktoru I) je vlaknity nerozpustny protein, ktery
vzniké z fibrinogenu (neaktivni forma koagula¢niho faktoru I) proteolytickym ptsobenim
serinové proteasy trombinu v posledni fazi koagula¢ni kaskady*’. Trombin odstépuje
z fibrinogenu dva fetézce, fibrinopeptid A a fibrinopeptid B. Dochazi ke zméné vlastnosti
fibrinogenu a po aktivaci vznikaji monomery fibrinu, které spolu spontanné polymeruji
za vzniku nerozpustné fibrinové sité (krevni srazenina)*?. Vznik fibrinu z fibrinogenu je
fyziologicky velmi dulezity déj, ktery je soucasti procesu hemostdzy. Hemostaza je slozity,

vysoce regulovany sled soucasné probihajicich reakci, které vedou ke vzniku krevni
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srazeniny pfi poranéni cév*®. V experimentalnich podminkich zavisi strukturni i

mechanické vlastnosti fibrinové sit¢ na polymeracnich podminkach, na pocatecni
koncentraci fibrinogenu a trombinu, iontové sile pufru, pH a koncentraci vapniku*46,
Fibrin spolu s fibrinogenem hraji vyznamnou roli pii sraZeni krve, fibrinolyze,
zandtech, hojeni ran, regeneraci a tvorbé nové tkan&*l. Fibrin je znamy jako
biokompatibilni a biologicky odbouratelny material. Pti kontaktu s tkdni nevyvolava zanét,
trombozu, nekrozu ani fibrozu*” *. Fibrin je pouzivan v celé fadé biomedicinskych
aplikaci. Diky své vnitini schopnosti poskytnout buiice vhodné podminky pro regeneracni
procesy, se vyuziva pfi hojeni, napt. po operacich. Fibrin tvofi provizorni mezibunéénou

i49

hmotu pfi poranéni tkdni™ a Ize ho izolovat pacientim piimo z krve, coz je vyhodou pfi

konstrukci cévni nédhrady, protoze pii pokryvu protézy vlastnimi molekulami fibrinu

nedochézi ke vzniku negativni reakce imunitniho systému®.

1.6 Vyuziti fibrinovych siti v tkdfiovém inZenyrstvi

Proces hojeni poranéni se sklada z vysoce organizovaného sledu reakci vedouciho
k obnové poskozené tkan&®" 2. Proces hojeni lze rozdélit do &tyt fazi, na tyto jednotlivé
etapy nelze pohliZet jako na ptesn¢ oddélené faze, ale pfechod z jedné etapy do druhé je
postupny. Pti poranéni dochézi k poruseni integrity cévniho systému, coZ zplisobuje unik
tekutiny mimo cévni fecisté do okoli poranéného mista. Organismus se s timto stavem
snazi vyrovnat tak, Ze aktivuje sled reakci koagula¢ni kaskady, které vedou ke vzniku
fibrinové sit& a agregaci desti¢ek®. Po n&kolika minutich od poranéni dojde ke kontrakci
sousednich cév, a tim ke snizeni ztrat krve. Poté zacnou krevni desticky vylucovat latky,
které zpiisobuji vasodilataci a zvySeni permeability cév.

V misté poranéni vznika krevni srazenina (fibrinovy klot ¢i fibrinova zatka), ktera
ucpava poranéné misto a tim chrani cévy pred krvacenim. Vznikla fibrinova sit’ neslouzi
pouze k zastaveé krvaceni, ale také podporuje migraci leukocytt, fibroblastl a endotelovych
bunék do mista poranéni, kde slouzi jako do¢asna podpurna struktura pro jejich zachyceni
a proliferaci®®®.

Na fibrinovou sit’ se vaZzou rizné proteiny mezibunééné hmoty a rastové faktory,
spolecné tak ptispivaji k obnoveé poranéné tkané. Téchto vlastnosti fibrinové sité se velmi
vyuzivéa v tkaflovém inZzenyrstvi®’. V mediciné se pouzivaji tzv. fibrinova lepidla k zastavé
krvaceni, jako nahrada seSiti poranénych tkani, k lécbé tiiselné kyly a k lécbeé poskozeni

i58-60.

jater, chrupavek a kost Nejcastéji se aplikuji vysoce koncentrované roztoky
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fibrinogenu, ktery se smichd s trombinem a tato smés se poté velmi rychle pfeméni na
fibrinovy gel®. Fibrinové lepidlo miize zna¢né urychlit endotelizaci cévnich protéz a sniZit
nezadouci reakce, které vznikaji v misté poranéné cévni stény (intimalni hyperplazie).
Nadmérny proces hojeni vede k lokalnimu ztlusténi intimy cév, kterd zasahuje do lumen
cévy a dochazi k patologickému zizeni priachodnosti cévy (stendza). Pro cévni ndhrady se
tloustka vrstvy fibrinu pohybuje v rozmezi 4-800 um®?,

Na fibrinovou sit muzeme navdzat rizné proteiny, jako napf. fibronektin,
vitronektin, riistovy faktor cévniho endotelu (VEGF)®*®°. Tyto proteiny se mohou navazat
kovalentné pies transglutaminasovou doménu pomoci faktoru XIIIa%®. V jiném ptipadé lze
vyuzit vazby pies heparin, ten plsobi jako spojka, pro navazani proteinl, které se

za béznych podminek na fibrin nevazou.

1.6.1 Vazba proteini na fibrin
Fibrinova sit’ je kovalentné stabilizovana vazbami mezi jednotlivymi molekulami

fibrinogenu. Vytvofena fibrinova sit’” je nasledn¢ stabilizovana pomoci plazmatické
transglutaminasy faktoru Xllla (EC 2.3.2.13), ktera zvySuje mechanické vlastnosti krevni
srazeniny a zarovei ji ¢ini odolnéjsi proti proteolyse. Faktor XIII je pfeménén na aktivni
faktor XIIla pomoci trombinu za piitomnosti vapenatych iontl a fibrinu®’. Molekulova
hmotnost faktoru XIII je 326 kDa a je pfitomen napf. v krevni plazmé®e,

Neékteré proteiny reaguji s fibrinem a méni jeho vlastnosti a strukturu. Na fibrinovou
sit’ se vazi proteiny mezibunééné hmoty a proteiny, které jsou zodpovédné za proces hojeni
poranéni. Takovymi proteiny jsou fibulin-1%°, vitronektin™® a fibronektin™, ktery je
kovalentné ukotven do fibrinové sit€¢ pomoci faktoru Xllla, dale pak ristovy faktor
fibroblasta (fibroblast growth factor, FGF) a rustovy faktor cévniho endotelu (vascular
endothelial growth factor, VEGF). Rustové faktory jsou pfitomny pii procesu hojeni,
pritahuji endotelové bunky do poranéného mista a podporuji jejich proliferaci

a angiogenezi (tvorba novych cév)®* 72,
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1.7 Rustové faktory

Rastové faktory (RF) jsou latky, nejCastéji bilkovinné povahy, které jsou
produkovany riznymi bunikami téla. V lidském organismu ovliviiuji a reguluji proliferaci,
diferenciaci a zrani bun¢k ¢i tkéni. Plsobi na vice druhti bunék, maji svou nezastupitelnou
roli v pribshu vyvoje organismu a podileji se téZ na regeneraci poskozenych tkani’®".
Ristové faktory mohou na buiiku pusobit autokrinné (bunka RF sama vyrabi), parakrinné
(RF syntetizuje sousedni buiika) i endokrinné¢ (RF jsou syntetizovany vzdalenymi
)78

bunikami)®. Po objeveni rastovych faktorti, po¢atkem 90. let 19. stoleti, a po zjisténi jejich

biologické aktivity, byly uskuteénény prvni pokusy s jejich terapeutickym vyuzitim’""°,

Pro buriky in vitro (v kultiva¢nim mediu) i in vivo jsou ristové faktory hlavnimi
regulacnimi molekulami riistu. Netransformované bunky vyzaduji obvykle pfitomnost
nékolika ristovych faktorti. Pfi béznych podminkach kultivace jsou rustové faktory
nejrychleji vy€erpany v porovnéni s ostatnimi slozkami media, coz je limitujici faktor pro
rychlost proliferace®®. Ristové faktory jsou nezbytné pii metabolickych procesech.
Od esencialnich latek, kofaktort a zivin se lisi tim, Ze nedostacuji pro iniciaci bunécného
déleni. Spolecné se zivinami mohou zah4jit mitosu v klidovych bunkach.

Ristové faktory hraji vyznamnou roli pfi procesu hojeni ran a regeneraci poskozené
tkang. UCastni se procesu srazeni krve a vyvolavaji degranulaci krevnich desticek.
V granulich krevnich desti¢ek jsou obsaZeny napf. riistovy faktor odvozeny od krevnich
desticek (platelet-derived growth factor, PDGF), transformujici rastovy faktor-f3
(transforming growth factor-g, TGF-f), epidermalni ristovy faktor (epidermal growth
factor, EGF) a insulinu podobny ristovy faktor-1 (insulin-like growth factor-1, 1GF-I).
Tyto rastové faktory se uvolnuji z krevnich desticek a zahajuji kaskddu reakci vedouci
k regeneraci tkan€. Sled reakci je zahdjen pohybem (chemotaxi) zéanétlivych bunék,
fibroblastt, epitelovych a endotelovych bun€k na misto poranéni. Poté jsou degradovéany
proteasami. Nové rastové faktory, prevazné bilkovinné povahy, které jsou dulezité pro
dokonceni regenerace tkan€, jsou nasledné syntetizovany fibroblasty, buitkami zanétlivymi
a epitelovymi’®.

K zachovéni normdlniho krevniho zasobeni musi v rostouci tkani dochézet
k proliferaci krevnich cév. Tvorba novych cév (angiogeneze) je vyznamna, jak béhem
fetalniho vyvoje, tak pro rist po narozeni. V dospélosti je dulezita pii procesu hojeni ran,

tvorb& zlutého téliska po ovulaci a v fadé dalSich procesti. V pribéhu embryonalniho
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vyvoje vznikaji cévy z angioblastii vytvaiejicich trubice, které se spojuji. Tomuto procesu
se fikd vaskulogeneze. Jinymi slovy, angiogeneze je tvorba cév ristem zjiz diive
existujicich cév, kdezto vaskulogeneze je tvorba zcela novych cév z jejich mezodermalnich
prekursort.

Mnoho rustovych faktord angiogenezi stimuluje (VEGF, angiogenin, FGF) nebo
inhibuje (angiostatin, destikovy faktor 4)81. Uginek rtstovych faktort je nejprve zahajen
vazbou na jejich receptory, které se nachazeji na plazmatické membrané cilovych bunck.
Ristovy faktor (ligand) a jeho receptor maji k sob& vysokou afinitu. Po aktivaci této vazby
je stimulovana fada dé&ji vcetné jiz zminéného procesu hojeni ran. Pfesny mechanismus,
ktery vede k regeneraci tkan¢ v ptitomnosti ristovych faktort, neni jest¢ zcela objasnén.

Existuje minimalné pét rodin rastovych faktort, které vyznamné pfispivaji
k regeneraci poskozené tkan¢. Jsou to EGF, TGF-B, IGF, PDGF (VEGF) a FGF. Rodina
PDGF zahrnuje dva ristové faktory, PDGF a VEGF. Oba tyto ristové faktory maji
podobnou strukturu, ale vazi se na rtizné receptory a stimuluji odlisné déje. PDGF je
predevsim mitogenem (latka navozujici mitosu) pro buniky mezenchymalniho ptvodu

a VEGF je mitogen vyhradné pro endotelové buiiky’® (Obr. 1.4).

Obr. 1.4: 3D projekce a stuzkovy model vaskularniho endotelového ristového faktoru.
3D projekei (vlevo) jsou modie a zelené zvyraznény dva monomery rustového faktoru VEGF-A
a Cervené jsou naznaCena vazebna mista. Na stuzkovém modelu (vpravo) jsou modfe a zluté

znazornény dva monomery rustové faktoru VEGF-A (ptfevzato z [82]).
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1.7.1 Vaskularni endotelovy ristovy faktor
Vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF) je signalni glykoproteinovy ligand

aktivujici transmembréanové receptory v plazmatické membrané na endotelovych buiikach.
Rodina VEGF obsahuje sedm glykoproteint VEGF A-F a placentarni rustovy faktor
(placental growth factor, PIGF)8 8, VEGF-A je kli¢ovym regulatorem pii vaskulogenezi
a angiogenezi. Angiogeneze je piisn¢ regulovany proces, ktery vede k tvorbé novych cév.
VEGEF a jeho receptory hraji také dulezitou roli v priibé¢hu patologickych stavi, pifi rustu
nador a metastdz. VEGF také ovliviiuje proliferaci, migraci a pfeziti endotelovych
bun&k® 8. Biologické tcinky jsou zprosttedkovany tiemi receptorovymi tyrosinkinasami
VEGFR-1, VEGFR-2 a VEGF-3, které se li§i v signalnich vlastnostech®’. VEGF-A se vaze
na receptory VEGFR-1 a VEGFR-2. Po vazbé VEGF-receptor vzniké receptorovy dimer
a dochézi k autofosforylaci. Po této vazbé byl sledovan vliv na rist endotelovych bunék
a zahgjeni angiogeneze.

Lidsky gen pro VEGF-A se sklada z osmi exond. Prostfednictvim alternativniho
sestfihu MRNA z VEGF-A genu vznika pét hlavnich isoforem, majici 121, 145, 165, 189
a 206 aminokyselin (VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A189 a VEGF-
A206). Jednotlivé isoformy se 1iSi molekulovou hmotnosti i biologickymi vlastnostmi.
Exony 1-5 jsou konzervovany ve vSech isoformach a alternativni sestiih se vyskytuje
v exonu 6 a 7. VEGF-A206 je nejdelsi isoformou kodujici exony E1-E8a. VEGF-A189
obsahuje exony E1-E6a, E7 a E8. VEGF-A165 postrada exon 6 (E1-E5, E7, E8) a VEGF-
Al121 neobsahuje exony 6 a 7 (E1-E5 a E8). VEGF-Al121 neobsahuje heparin
rozpoznavajici doménu a tudiz nevaze heparin®® (Obr. 1.5).

Prvni Ctyfi exony koduji signalni peptid, tato sekvence rozpoznavd VEGFR-1,
VEGFR-2, dimeriza¢ni a glykosyla¢ni mista. Exon 5 koduje deset aminokyselin, tato
sekvence obsahuje hlavni §tépné misto pro plasmin®-°!. Sekvence exonu 6 a 7 obsahuje
heparin vazajici doménu. Vazebna doména NRP-1 (neuropilin-1) byla pivodné popsana
v koédované sekvenci exonu 7%, nicméné nejnovéjsi tdaje potvrzuji jeji vyskyt
i na C-termindlnim konci exonu 8, obsahujicim 6 aminokyselin®*%. Role a vyznam exonti
8a a 8b je stale predmétem zkoumani. Pfedpoklada se, ze Sest aminokyselin z E8a piisobi
tzv. angiogenné¢ a tedy stimulacné na vznik novych cév, zatimco Sest aminokyselin
koédovanych E8b jsou mnohem méné aktivni nebo dokonce neaktivni tzv. antiangiogenni.
Jejich mechanismy a fyziologicky vyznam je stale predmétem diskuze®® %. Proteiny

VEGF-A165 a VEGF-A121 jsou fyziologicky nejvice aktivni®®, VEGF-121 je homodimer
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obsahujici disulfidickou skupinu, a majici molekulovou hmotnost 28 kDa. Ve své

monomerni formé méa molekulovou hmotnost 16 kDa®,
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Obr. 1.5: Struktura lidského genu kédujiciho VEGF a jeho sestfihové varianty VEGF-A.

Na obrazku je zobrazen (A) gen pro VEGF-A (B) dvé rodiny isoforem VEGF-A, angiogenni (a)
a antiangiogenni (b). Lidsky VEGF gen obsahuje osm exonti E1-E8. Prostfednictvim alternativniho
sestfihu mRNA z VEGF genu vznika sedm isoforem VEGF-A121, VEGF-A145, VEGF-A148,
VEGF-A165, VEGF-A183, VEGF-A189 a VEGF-A206. Exon E1-E5 obsahuji vSechny isoformy
VEGF-A. Tato sekvence rozpoznava VEGFR-1, VEGFR-2, dimerizac¢ni a glykosyla¢ni mista.
Exon E5 obsahuje hlavni $tépné misto pro plasmin. Sekvence exonti 6 a 7 koduji heparin
rozpoznavajici doménu a sekvence exoni 7 a 8 rozpoznavaji vazebnou doménu NRP-1 (upraveno

podle [100]).
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2. CIL PRACE

e Heterologni exprese rastového faktoru VEGF-A121 v E. coli
e Potvrzeni biologické aktivity rekombinantniho VEGF-A121
e Inkorporace VEGF-A121 do fibrinové sité

e Stanoveni mnozstvi inkorporovaného VEGF-A121, piipadné sledovani kinetiky jeho

uvoliovani z fibrinové sité

e Sledovani vlivu VEGF-A121 na riist endotelovych bun¢k
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3. MATERIAL

3.1 Chemikalie a materialy

3.1.1 Mikroorganismy a plasmidy
Pouzity bakteridlni expresni kmen E. coli Origami B (DE3) (Novagen, USA)

pochazi z komeréniho zdroje a byl uchovavan bud’ na LB agaru s pfislusnymi antibiotiky
pii 4 °C nebo jako kryokonzerva - suspenze bunék v LB mediu v 10 % glycerolu pii
-80 °C. Kompetentni bunky E. coli byly udrzovany v transforma¢nim pufru a skladovany
pfi - 80 °C (viz odstavec 3.1.2).

Bakterialni DNA vektory pET-32a(+) (Novagen, USA) a pGro7 (Takara, Japonsko),
které byly v prubéhu této prace pouzity, pochazeji z komercnich zdroja. Konstrukt pro
expresi riastového faktoru VEGF-A121 byl navrzen Ing. Ondfejem Kaplanem, Ph.D.
(Ustav makromolekularni chemie, oddé&leni Biomateridlii a bioanalogickych systémii)

a zhotoven spole&nosti Shanghai Generay Biotechnology (Shanghai, Cina).

3.1.2 Kultivaé¢ni a udrZovaci media
Kultiva¢ni media pro praci s bakterialnimi kulturami

LB medium
Komponenta (a/l)
Trypton 10,0

Kvasni¢ny autolyzat 5,0

NaCl 10,0

(Agar pro ztuzeni  15,0)

(Pro skladovani bakterialni kultury ve form¢ kryokonzerv byl ptidan glycerol 100,0 g/l)
Vyse uvedené komponenty byly rozpustény v destilované vodé, objem byl upraven na 1 |
a pH 7,0, roztok byl sterilizovan (121 °C, 20 min), pfipadné byly pfidany roztoky aditiv
(antibiotika, L-arabinosa, IPTG) sterilizované filtraci.
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2YT medium
Komponenta (a/l)
Trypton 16,0

Kvasni¢ny autolyzat 10,0

NaCl 50

(Pro skladovani bakterialni kultury ve form¢ kryokonzerv byl ptidan glycerol 100,0 g/1)
Vyse uvedené komponenty byly rozpustény v destilované vodé, objem byl upraven na 1 |
a pH 7,0, roztok byl sterilizovan (121 °C, 20 min), pfipadné byly pfidany roztoky aditiv
(antibiotika, L-arabinosa, IPTG) sterilizované filtraci.

SOB medium (pro ptipravu kompetentnich bun¢k)

Komponenta (a/l)
Trypton 20,09
Kvasni¢ny autolyzat 5,0 g
NaCl 059
pH 7,4

Vyse uvedené komponenty byly rozpustény v 990 ml destilované vody, pH roztoku bylo
upravit na 7,4 pomoci 40 % KOH, nasledn¢ byl roztok sterilizovan (121 °C, 20 min).

Po sterilizaci byly pfidany filtraéné sterilizované roztoKy:

1 M MgSQO4 . 5H.0 10 ml

1 M MgCl; 10 ml

Kultiva¢ni media pro praci s tkafiovymi kulturami
EBM-2 medium (Lonza, Ceska republika)

EGM-2 medium (Lonza, Ceska republika)
VascuLife medium (LifeLine, Némecko)
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3.1.3 Roztoky a pufry
PBS

10 mM fosfatovy pufr (1 tableta byla rozpusténa ve 200 ml deionizované vody)

2,7 mM KCI

137 mM NaCl

pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 7,2-7,4, roztok byl sterilizovan (121 °C, 20 min).

Pufr A" - Tris/HCI pufr (50mM, pH 7,2 - 9,0)
(50 mM Tris, 100 mM NaCl, 2,5 mM CaClz, pH 7,4)

Tris 6,10
NaCl 58¢g
CaCl 0449

Vyse uvedené komponenty byly rozpustény v 500 ml destilované vody, pH roztoku bylo
upravit na 7,4 pomoci koncentrované HCI, objem byl doplnén destilovanou vodou na 1 |,

roztok byl sterilizovan filtraci.

Transformacni pufr

Hepes 0,72 ¢
CaCl> 0,66 g
KCI 5,60 g

Vyse uvedené komponenty byly rozpustény v 250 ml destilované vody, pH roztoku bylo
upraveno na 6,7 pomoci 40 % KOH.
Poté byl ptidan MnCl» 3,3 g.

Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 300 ml a sterilizovan filtraci.

Tris/glycinovy elektroforézovy pufr pro SDS-PAGE

(25 mM Tris, 250 mM glycin, pH 8,3)

Zasobni roztok (5 x koncentrat):

Tris 1519

Glycin 94,09

10 % roztok SDS 50,0 ml

Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 1 | a pted pouzitim byl 5 x zifedén

destilovanou vodou.
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2 x redukujici vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

Tris/HCI (pH 6,8) 100 mM
Dithiothreitol 200 mM
SDS (pro elektroforézu) 4 % hm.
Bromfenolova modf 0,2 % hm.
Glycerol 20 % hm.

Separacni gel pro SDS-PAGE (12 %), cca 20 ml (4 gely):

Komponenta (ml)

H20 6,6

1,5 M Tris (pH 8,8) 5,0

30 % akrylamid* 8,0

10 % SDS 0,2

10 % (NH4)2S20g 0,2  (Cerstvy roztok)
TEMED 0,016

-prrevrstvit n-butanolem

*) vodny roztok obsahujici 3,3 % hm. N,N’"-methylenbisakrylamidu

Koncentracni gel pro SDS-PAGE (5 %), cca 12 ml (4 gely):

Komponenta (ml)

H20 8,2

1,0 M Tris (pH 6,8) 1,5

30 % akrylamid* 2,0

10 % SDS 0,12

10 % (NH4)2S20s 0,12 (Cerstvy roztok)
TEMED 0,024

*) vodny roztok obsahujici 3,3 % hm. N,N’"-methylenbisakrylamidu

SDS-PAGE barvici roztok:
Coomassie Brilliant Blue R-250 3,09

Methanol 450 ml
H20 450 ml
Ledova kyselina octova 100 ml
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SDS-PAGE odbarvovaci roztok:

Methanol 450 ml
H20 450 ml
Ledova kyselina octova 100 ml
Antibiotika

Zasobni roztoky pouzitych antibiotik (Biotika, Slovenska republika) (Tab. 3.1) byly

sterilizovany filtraci (primér pora 0,22 um) a skladovany pfti -20 °C.

Tab. 3.1: Pouzité zasobni roztoky antibiotik.

Zasobni Koncentrace v
Antibiotikum Zkratka Rozpoustédlo koncentrace kultivaénim mediu
(mg/ml) (mg/ml)
Chloramfenikol CAM EtOH 35 mg/ml (1000x) 35 mg/I
Tetracyklin TET EtOH 5 mg/ml (400x) 12,5 mg/I
Kanamycin KAN H20 50 mg/ml (1000x) 50 mg/I
Ampicilin AMP H20 150 mg/ml (1000x) 150 mg/I

Zasobni roztok L-arabinosy (150,13 g/mol) (P-LAB, Ceska republika)

Zasobni 100 x koncentrat L-arabinosy pro indukci rekombinantnich chaperont
GroEL/GroES byl ptipraven rozpusténim L-arabinosy v deionizované vodé na vyslednou
koncentraci 0,17 g/ml. Vznikly roztok byl sterilizovan filtraci (pramér port 0,22 pm).
Pro indukci chaperonti byl pouzivan ve finalni koncentraci 1,7 g/l bakterialniho

kultivacniho media.

Zasobni roztok IPTG (238,3 g/mol) (P-LAB, Ceska republika)

Zasobni koncentrat pro indukci rekombinantniho VEGF byl pfipraven rozpusténim
IPTG v deionizované vodé¢ na vyslednou 0,5 M koncentraci. Vznikly roztok byl
sterilizovan filtraci (primér pérGd 0,22 pum) a uskladnén pifi -20 °C. Pro indukci
rekombinantniho VEGF byl IPTG v bakteridlnim kultivatnim mediu pouZivan ve

finalni 0,02 mM koncentraci.
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3.1.4 Chemikalie, Kity a dalsi material
Agar (Oxoid, UK)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Alexa Fluor 488 (Invitrogen™, USA)

Ampicilin (Biotika, Slovenska republika)

APS (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Bromfenolova modi (Lachema, Ceska republika)

BSA (New England Biolabs, USA)

Cell Proliferation Kit Il (XTT) (Roche, Svycarsko)
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, USA)

Cinidlo dle Bradfordové (Bio-Rad, Némecko)

DMSO (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

DTT (Serva, USA)

ELISA Kit, Human VEGF (Invitrogen™, USA)
Endotelové buitky "HUVEC" (Lonza, Ceska republika)
Glycerol (Lach-Ner, Ceska republika)

Glycin (Fluka, Svycarsko)

HEPES (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Hydroxid draselny, KOH (Merck, Némecko)
Chloramfenikol (Biotika, Slovenska republika)

Chlorid draselny, KCI (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Chlorid hoteénaty, MgCl, (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Chlorid manganaty, MnCl (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Chlorid sodny, NaCl (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Chlorid vapenaty, CaCl, (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
IPTG (P-LAB, Ceska republika)

Kanamycin (Biotika, Slovenska republika)
Koncentrator Amicon Ultra (cut-off 10 kDa) (Millipore, USA)
Kvasni¢ny autolyzat (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Kyselina chlorovodikova, HCI (Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina octova, CHsCOOH (Lach-Ner, Ceska republika)
L-arabinosa (P-LAB, Ceska republika)
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Matrice Talon Metal Affinity Resin (Clontech, USA)
Membranovy filtr (pramér péra 0,22 um) (Millipore, USA)
Methanol (Lach-Ner, Ceské republika)
N,N’-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
PBS tablety (Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Phalloidin (Invitrogen™, USA)

Proteinovy marker (GE Healthcare, UK)

Quant-iTMT PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits (Invitrogen™, USA)
Rustovy faktor VEGF-A121 (Protein Specialists, USA)
SDS (Jersey Lab Supply, USA)

Siran hote¢naty, MgSO4 (New England Biolabs, USA)
TEMED (Serva, USA)

Tetracyklin (Biotika, Slovenska republika)

Tris (Roth, Némecko)

Trypton (Oxoid, UK)

3.2 Pristroje a pomiicky
24-jamkové plastové desti¢ka (TPP, Svycarsko)

Analytické vahy AE 200 (Mettler, Némecko)

Biohazardni box tiidy II (Dynex Technologies, CR)

Centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Hettich 16 R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Digitalni kamera (AxioCam MRc5, ZEISS, Némecko)

Flow box MSC 9 (Jouan, Némecko)

Fluorescen¢ni mikroskop (Axioplan2, ZEISS, Némecko)
Mikrocentrifuga Mini Spin Plus (Eppendorf, Némecko)

Mrazak na -80°C Jouan VX 380 E/S (Thermo Fisher Scientific, USA)
Orbitélni tiepacka IKA KS 4000i (MERCI, CR)

Parni sterilizator Kestrel (LTE Scientific, UK)

Parni sterilizator PS 261A (Chirana, Ceska republika)

pH metr pH/ION 3401 (WTW, Némecko)

Ptistroj na pfipravu deionizované vody a vody pro HPLC, Watrex Rowapur 200 and

Watrex Ultrapur (Watrex, Ceska republika)
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Souprava pro SDS-PAGE (Bio-Rad, Némecko)

Spektrofotometer UV-1202 (Shimadzu, Japonsko)

Steri-Cycle CO; Incubator HEPA class 100 (Thermo Electron Corporation, USA)
Svételny mikroskop Olympus IX 51 (OLYMPUS, Japonsko)

Synergy HTX Multi-Mode Microplate Readers (BioTek, USA)
Thermomixer Compact a Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)
Ttepacka Lab-Shaker (Adolf Kithner AG, Svycarsko)

Ultrazvukovy homogenizator 4710 Series (Cole — Parmer, USA)

Vahy MXX-412 (Denver Instrument, USA)

Versa Max Microplate Reader (Molecular Devices Corporation, USA)
Vi-CELL XR (Beckman Coulter, USA)

XCELLigence RTCA DP Instrument (Roche, Svycarsko)
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4. METODY

4.1 Navrh a priprava konstruktu pro expresi VEGF-A121
Ristovy faktor VEGF-A121 byl exprimovan jako fuzni protein sestavajici z téchto

soucasti (smérem od N-terminalniho konce): fizni partner thioredoxin, histidinova kotva,
zasahové misto pro proteasu trombin, zasahové misto pro faktor XIII a samotny rustovy
faktor cévniho endotelu, varianta A121 (,,VEGF-A121%) (Obr. 4.1). Fuzni partner
thioredoxin zajist'uje zvyseni rozpustnosti nékterych exprimovanych proteinti, ¢imz mize
byt potlacena tvorba inkluznich télisek. Histidinovd kotva umoznuje purifikaci pomoci
afinitni chromatografie. Fazni protein byl navrzen tak, aby bylo mozné fuzni Cast
zahrnujici thioredoxin a histidinovou kotvu po purifikaci odstépit trombinem v zasahovém
misté ,,THR*. Zasahové misto ,,FXIII*“ umoznuje kovalentni uchyceni rastového faktoru
do fibrinové sité pomoci transglutaminasové aktivity faktoru XIII (Obr. 4.1). Navrzeny
expresni konstrukt byl zhotoven spolecnosti Shanghai Generay Biotechnology (Shanghai,
Cina) zaklonovanim syntetického genu kédujiciho modifikovanou variantu VEGF-A121
mezi restrikéni mista Msc | a Xho | vektoru pET-32a(+). Insert byl zaklonovan ve stejném
¢tecim ramci jako fuzni partner thioredoxin, ktery je kodovan na vektoru pET-32a(+).

U syntetického genu byla provedena optimalizace zastoupeni kodont pro expresi v E. coli.

TRX 6xHIS THR FX1I VEGF-A121

Obr. 4.1: Schematické znazornéni primarni struktury rekombinantniho VEGF-A121
s fiuznim partnerem a pridruZenymi peptidovymi sekvencemi.

Jednotlivé zkratky predstavuji soucasti expresniho konstruktu smérem od N-terminalniho konce:
fazni partner thioredoxin (TRX), hexahistidinova kotva pro afinitni purifikaci (6xHIS), zasahové
misto pro trombin (THR), zasahové misto pro faktor XIII (FXIII) a ristovy faktor VEGF varianta
Al121 (VEGF-A121) (detailn¢ Obr. 5.1).
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4.2 Piiprava kompetentnich hostitelskych bunék E. coli
Nejprve bylo pfipraveno inokulum, bakterialni kolonii byl zaockovan 1 ml LB

media (s pfislusSnymi ATB). Roztok byl ponechan inkubovat pfes noc v 15-ml plastové
zkumavce v Thermomixeru pii 500 RPM a 37 °C. Pomoci 0,1 ml vySe uvedeného inokula
bylo zaockovano 200 ml SOB media v 1-1 Erlenmeyerové baice. Kulturu byla ponechana
inkubovat na orbitalni tiepacce pii 18 °C a 220 RPM, dokud nedosahla ODe10 = 0,6 — 0,7.
Kultura s pozadovanym OD byla odstavena a umisténa na 10 min na led. Kultura byla
centrifugovana ve sterilnich kyvetach pii 2 500 x g, 10 min a 4 °C. Bunky byly opatrné
resuspendovany v 10 ml transformaéniho pufru (0 °C) a umistény na 10 min na led.
Roztok bung¢k byl centrifugovan ve sterilnich kyvetach pti 2 500 x g, 10 min a 4 °C. Bunky
byly opét resuspendovany v 10 ml transformacéniho pufru (0 °C) a opatrné byl po kapkach
ptidan 1 ml DMSO a roztok byl opatrné promichan, nasledné¢ byl umistén na 10 min
na led. Vzorky o objemu 0,1 - 0,4 ml byly zamrazeny pomoci tekutého dusiku a
uskladnény v -80 °C.

4.3 Transformace kompetentnich bunék E. coli tepelnym Sokem
Transformace kmene E. coli Origami B (DE3)

Mikrozkumavka kompetentnich bunék byla ptevedena na led a ponechana zvolna
roztat (0 °C, 15 - 20 min). Do mikrozkumavky obsahujici rozmrazené kompetentni burnky
(100 pl) bylo ptidano 1 - 5 ul s cca 2 ng/ul rekombinantniho vektoru a roztok byl opatrné
promichan. Déle byla smés ponechana inkubovat 15 - 20 min na ledu. Poté byl proveden
tepelny Sok nasledujicim zpisobem: mikrozkumavka s burikami a vektorem byla umisténa
na 40 - 50 s do 42 °C a vracena zpét na led (0 °C, 2 min). Poté byly bunky resuscitovany:
byl pfidan 1 ml sterilniho LB media (bez ATB) a roztok byl ponechan inkubovat 1 hod
v Thermomixeru pti 37 °C a 400 RPM. Burky byly centrifugovany pii 5000 X g, po dobu
1 - 2 min a poté resuspendovany v 1 ml sterilniho LB media. Suspenze bun¢k (1 ml) byla
nanesena na Petriho misku s LB-agarem obsahujicim pfislu$nad antibiotika. Bunky byly

inkubovany pii 37 °C ptes noc.

Transformace kmene E. coli Origami B (DE3) dvéma plasmidy
Pro ucely koexprese rekombinantniho proteinu s chaperony byly bunky E. coli
Origami B (DE3) transformovany soucasné¢ dvéma plasmidy. Pouzity postup byl

analogicky jako pfi transformaci jednim plasmidem, bylo vSak pouzito soucasné 10 ng/pl
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rekombinantniho vektoru pro VEGF a 30 ng/ul vektoru rekombinantnich chaperonti
pGro7.

4.4 Kultivace bakterialnich bunék E. coli na tuhém mediu
Pro kultivaci E. coli na tuhém mediu byly pouzivany sterilni plastové Petriho misky

o priuméru 9 cm s cca 20 ml LB media ztuzeného agarem. Povrch ztuZzeného media byl
inokulovan za pomoci ockovaci kli€ky pfislusnou kulturou. Petriho misky pak byly

inkubovany 16 - 48 hodin pii 37 °C a poté skladovany pfti 4 °C.

4.5 Priprava kryokonzerv bunék E. coli
Inokulum pro vyrobu kryokonzerv bylo pfipraveno pienesenim oddélené kolonie

bunék z LB agaru do 50-ml plastové zkumavky s 10 ml LB media obsahujiciho piislusna
antibiotika. Bunky byly kultivovany pfes noc v Thermomixeru pii 28 °C a 400 RPM.
Z tohoto inokula byly pfidavkem 10 % glycerolu pfipraveny kryokonzervy, které byly
dlouhodobé¢ skladovany pii -80 °C.

4.6 Submerzni kultivace bakterialnich bunék E. coli
Pro expresi rekombinantniho proteinu bylo 45 pl obsahu kryokonzervy

rekombinantnich bakterii E. coli Origami B (DE3) zaoc¢kovano 2YT medium na pocateéni
ODe10 = 0,001 - 0,01. Submerzni kultivace probihala v 500-ml Erlenmeyerovych bankach
s 200 ml 2YT media pii 37 °C a 220 RPM na orbitalni tfepacce. Jakmile bakterialni kultura
dosahla ODe10 = 0,4 - 0,6, byl steriln¢ pfidan 0,02 mM IPTG (induktor rekombinantniho
proteinu), popifipadé¢ 0,02 mM IPTG a L-arabinosa 1,7 g/l (induktor rekombinantnich
chaperontl). Teplota byla nasledné snizena na 25 °C. Pro produkci potiebného mnozstvi
cilového proteinu rostla kultura cca 24 hod. VSechny pouzité kmeny bakterii byly
dlouhodobé uchovavany ve formé Kryokonzervy (suspenze bunék v LB mediu s 10 %

glycerolu) pii -80 °C.

4.7 Heterologni exprese rekombinantniho proteinu VEGF-A121
Pro expresi rekombinantniho proteinu VEGF-A121 byl v této praci vyuzit expresni

systétm pPET-32a(+), na bazi promotoru T7, kdy je pfislusny zaklonovany gen pod

kontrolou silnych transkripénich a transla¢nich signall bakteriofaga T7.
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Rekombinantni protein VEGF-A121 byl exprimovan v expresnim kmeni E. coli
Origami B (DE3). Expresni kmen byl transformovan plasmidem pET-32a(+) a kultivovan
ve 2YT mediu s piislusnymi antibiotiky. Exprese proteinu byla indukovana piidavkem
0,02 mM IPTG. Kultivace probihala na orbitalni tfepacce pii 25 °C a 220 RPM. Cca 20 -
24 hod po indukci byla kultura sklizena, bunky desintegrovany sonikaci a protein
purifikovan pomoci afinitni chromatografie.

Pomoci oddélené kolonie rekombinantnich bun¢k E. coli Origami B (DE3)
(obsahujici plasmid pET-32a(+)) bylo zaockovano 10 ml LB media v 50-ml plastové
zkumavce s prislusnymi antibiotiky a roztok byl inkubovan v Thermomixeru pti 28 °C
a 400 RPM pies noc. Pro piipravu kryokonzerv bylo smichano 400 ul suspenze bunék
a 100 pl sterilniho LB media s 50 % glycerolu (vysledna smés obsahuje 10 % glycerolu),
vysledny roztok byl zamrazen pii -80 °C. Poté bylo 200 ml 2YT media s pfislusnymi
antibiotiky v 500-ml Erlenmeyerovych bankach zaockovano 45 pl obsahu kryokonzervy
na pocateéni ODg10 = 0,001 - 0,01. Kultura byla inkubovana pii 37 °C a 220 RPM, dokud
nedosahne ODs10 = 0,4 - 0,6. Byl odebran 1 ml kultury (kontrolni vzorek pted indukei),
a zaznamenano ODg10. Nasledné byla indukovana exprese proteinu pomoci ptidavku IPTG,
popiipadé L-arabinosy a bylo pokracovano v kultivaci. Inkubovat kultura bylo inkubovana
pii 25 °C a 220 RPM ptes noc. Cca 24 hod po indukci byla zaznamenana finalni ODs10
v rozmezi cca 6,0 az 9,0. Bylo odebrano 0,5 ml buné¢né suspenze pro analyzu. Poté byla
sklizena kulturu timto postupem: kultura byla centrifugovana 4 min, 4000 RPM a 4 °C,
resuspendovana v 8 ml pufru "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CacClz, pH 7,4)
a centrifugovana 8 min, 4500 RPM a 4 °C. Bunky byly bud’ zpracovany, nebo zamrazeny
pii -80 °C.

4.8 Koexprese rekombinantniho proteinu VEGF-A121 s molekularnimi

chaperony
Rekombinantni protein VEGF-A121 byl koexprimovan s molekularnimi chaperony.

Expresni kmen E. coli Origami B (DE3) byl transformovan dvéma plasmidy: pET-32a(+),
ktery koduje rekombinantni VEGF a plasmidem pGro7 kodujicim molekularni chaperony
GroEL/GroES. Rekombinantni bunky byly nasledné¢ kultivovany ve 2YT mediu
s ptislusnymi antibiotiky. Chaperony byly indukovany ptidavkem L-arabinosy (1,7 g/l)
a protein VEGF-A121 pomoci 0,02 mM IPTG. Kultivace probihala pii 37 °C a 220 RPM,
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po indukci byla teplota snizena na 25 °C a cca 24 hod po indukci byla kultura sklizena.
Poté byla provedena elektroforeticka analyza vzorki bun¢k odebranych pied a po indukci.

Obsahem kryokonzervy (E. coli Origami B (DE3) obsahujici plasmid pET-32a(+)
a plasmid pGro7; 45 ul) bylo zao¢kovano 200 ml 2YT media v 500-ml Erlenmeyerovych
bankach obsahujiciho kanamycin 50 pg/ml a chloramfenikol 20 pg/ml na pocate¢ni
ODs10 = 0,001 - 0,01. Kultura byla inkubovana pii 37 °C a 220 RPM dokud nedosahne
ODs10 = 0,4 - 0,6. Byl odebran 1 ml vzorku kultury, byla zaznamenana ODe10, poté byly
indukovany chaperony piidavkem L-arabinosy (1,7 g/l) a exprese proteinu VEGF-A121
ptidavkem 0,02 mM IPTG. Teplota byla snizena na 25 °C, déale bylo pokracovano Vv
kultivaci pfi této teploté. Cca 24 hod po indukci byla zaznamenana finalni ODs10 v rozmezi
cca 6,0 az 9,0. Bylo odebrano 0,5 ml kultury. Nasledné byla kultura sklizena: kultura byla
centrifugovana pii 4000 RPM, 4 °C a po dobu 4 min, resuspendovana v 8 ml pufru "A"
(100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CacCl, pH 7,4) a poté centrifugovana pii 4500 RPM,
4 °C, po dobu 8 min. Buriky byly bud’ zpracovany, nebo zamrazeny pii -80 °C.

4.9 Gravimetrické stanoveni bunééné susiny
Peleta bun¢k ze 14 ml bakterialni biomasy byla promyta 8 ml pufru "A" (100 mM

Tris, 50 mM NaCl, 25 mM CaCl;, pH 7,4) a vpiedvazenych 15-ml plastovych
zkumavkach vlozena do suSarny (120 °C, 4 hod). Hmotnost suSiny byla nasledné

stanovena z vahového rozdilu.

4.10 Extrakce proteini z rekombinantnich bakterii E. coli
Bakterialni biomasa bunék E. coli Origami B (DE3) byla po submerzni kultivaci

sklizena centrifugaci (4 min, 4000 RPM, 4 °C). Bunky byly nasledné resuspendovéany
v pufru "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, pH 7,4) a opét zcentrifugovany
(8 min, 4500 RPM, 4 °C). Ziskana promyta bakterialni biomasa byla ve formé pelety
nasledné¢ zamrazena pfi -80 °C.

Pro extrakci proteinti byla suspenze bakterialnich bunék resuspendovana v 75 pl
pufru "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4) desintegrovana sonikaci
v 1,5-ml plastovych zkumavkach umisténych na ledu. Intenzita pulzu byla nastavena
na 80 %. Po péti jednosekundovych pulzech byla zkumavka umisténa zpét na led. Tento

proces byl opakovan 4 krat. Po desintegraci byly bunééné zbytky odstranény centrifugaci
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(13 400 RPM, 10 min, 4 °C). Supernatant (75 pl) byl odebran do Ccisté plastové
mikrozkumavky. Vzorky byly nasledné pouzity pro SDS-PAGE (viz odstavec 4.12).

Pro ptipravu vétsiho mnozstvi bunéného extraktu pro ucely purifikace byl proces
preveden do vétsiho méfitka. Biomasa bakterialni kultury byla resuspendovana ve 20 ml
pufru "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4) a desintegrovana pomoci
200 jednosekundovych pulzit za souCasného chlazeni ledem. Intenzita pulzu byla
nastavena na 80 %. Po desintegraci byl ziskany roztok ziedén pufrem "A" (100 mM Tris,
50 mM NacCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4) na 8,0 ml, promichana bunééné zbytky odstranény
centrifugaci (5 000 RPM, 30 min, 4 °C). Supernatant (cca 8,0 ml) byl poté odebran do ¢isté

15-ml plastové zkumavky a dale zpracovan.

4.11 Purifikace proteini
Afinitni chromatografie

Rekombinantni protein VEGF-A121 exprimovan s polyhistidinovou fazni sekvenci
byl purifikovan pomoci afinitni chromatografie na matrici Talon Metal Affinity Resin.

Bunéény extrakt (19,8 ml) s promytou matrici Talon (5,0 ml) v 50-ml plastové
zkumavce byl za mirného michani inkubovan 30 min pii 4 °C na tiepacce geli. Matrice
Snavazanym proteinem poté byla ptfenesena do 25-ml sklenéné kolony s fritou.
Nenavazané proteiny (TAL 1, 38 ml) a proteiny vykazujici slabou interakci (TAL 2, 15,6
ml) s matrici byly vymyty vySe uvedenym pufrem (8 ml) a potom stejnym pufrem s 1 mM
imidazolem (8 ml). Cilovy protein (TAL 3°, 16,2 ml) byl nasledné eluovan pomoci 8 ml
pufru "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CaCl, pH 7,4) s 200 mM imidazolem.
Pfitomny imidazol byl ze vzorku nasledné odstranén dialyzou a zakoncentrovan pomoci
centrifugacéni filtra¢ni jednotky koncentratort Amicon Ultra (cut-off 10 kDa) a pfitomny
imidazol byl nasledné nafedén pufrem "A" : ziskany roztok (TAL 3, 13,2 ml) byl pienesen
do dialyzacniho stfeva (cut-off 1 kDa) a dialyzovan proti 8 1 pufru "A" (4 °C, 16 hod,
pomalé michani). Pribeh purifikace byl sledovan pomoci SDS elektroforézy (viz odstavec
4.12) a byla zméfena koncentrace proteinu metodou podle Bradfordové!!'! (viz odstavec
4.13).

Stépeni fiizni &asti proteinu VEGF-A121 v analytickém méFitku
Pro $té€peni fuzni ¢asti proteinu v malém méfitku bylo smichano 10 pg (31,2 ul,

0,32 mg/ml) rekombinantniho proteinu VEGF-A121 a 0,6 ul (0,06 U/ml), 3,0 ul (0,3
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U/ml) a 15,0 pl (1,5 U/ml) trombinu, jednotlivé vzorky byly doplnény na celkovy objem
50 wl pufrem "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, pH 7,4). Tyto reakce
probihaly v Thermomixeru pii 22 °C. V prub¢hu reakci byly provedeny c¢tyii odbéry
vzorka (10 ul) v 0, 4, 16 a 70 hod. Reakce byly ukonceny piidavkem 10 pl 2 X
redukujiciho vzorkového pufru, vzorky byly nasledné inkubovany v Thermomixeru (5 min,
95 °C). Z odebranych vzorkl byla provedena kontrolni SDS elektroforéza (viz odstavec
4.12), pomoci které byl sledovan pribéh odstépovani fuzniho proteinu. Na zékladé
vysledkt z SDS elektroforézy a praktického vyuziti byla zvolena koncentrace 1,5 U/ml

trombinu a reak¢ni doba 4 hod.

Stépeni fizni &asti proteinu VEGF-A121 v preparativnim méFitku

Pro urychleni ptfipravy finalniho proteinu VEGF-A121 z fuzniho proteinu byla
pfipravena reak¢éni smés obsahujici rekombinantni protein VEGF-A121 (¢, = 0,32 mg/ml,
13,2 ml), trombin (50 U/ml, 280 l), pufr "A" (100 mM Tris, 50 mM NacCl, 2,5 mM CaCls,
pH 7,4) (8188 ul) a navic matrici Talon Metal Affinity Resin (3332 ul). Z davodu
pritomnosti imidazolu z piedchozi ¢asti purifikace byla souc¢asné provedena dialyza proti
1000-nasobnému piebytku pufru "A". Doba reakce i dialyzy byla 4 hod pii laboratorni
teploté. Obsah dialyza¢niho stfeva byl pieveden do 15-ml plastové zkumavky a
zakoncentrovan pomoci centrifugaéni filtra¢ni jednotky Amicon Ultra (cut-off 10 kDa).
Vysledky purifikovany proteinu byl sterilizovan filtraci (primér pért 0,22 pm) do sterilni
15-ml plastové zkumavky, poté byl roztok proteinu rozdélen po 100 ul do 2-ml plastovych
zkumavek a zamrazen pifi -80 °C. Cistota proteinu byla sledovana pomoci SDS
elektroforézy (viz odstavec 4.12) a byla zméfena koncentrace proteinu metodou podle

Bradfordové!!! (viz odstavec 4.13).

4.12 SDS elektroforéza

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného byla
provadéna podle Laemmliho. Vzorky byly inkubovany 5 min pii 95 °C se vzorkovym
pufrem obsahujicim dithiothreitol. Na gel bylo aplikovano 5 nebo 10 pl vzorku. Jako
marker byly pouzity standardy proteinii o molekulovych hmotnostech v rozsahu 14,4 - 97
kDa (GE Healthcare). Velikost proteini byla prokazana na zakladé evaluace s vyuzitim

programu GelAnalyzer®,
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Gely byly barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250 a odbarvovany smési

destilovana voda, methanol a kys. octova.

Podminky elektroforetické separace

Slozeni geld, vzorkového a elektrodového pufru, barvicich a odbarvovacich roztoka
je uvedeno v odstavci 3.1.3. Pro fokusaci 4 gelt bylo pouzito 80 V, 60 mA a 3 W, po dobu
cca 10 min a poté pro separaci 130 V, 100 mA a 7 W, po dobu cca 70 min.

Barveni geli pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250

Gel byl ponoten na cca 1 hod do barviciho roztoku obsahujiciho Coomassie
Brilliant Blue R-250, poté byl barvici roztok vyménén a ponechan barvit pfes noc.
Nasledné byl gel odbarven pomoci roztoku obsahujiciho destilovanou vodu, methanol a
kys. octovou (viz odstavec 3.1.3).

Peleta bunécné suspenze byla resuspendovana v 75 ul pufru "A" (100 mM Tris, 50
mM NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4), nasledné byl vzorek desintegrovan sonikaci v 1-ml
plastovych zkumavkach umisténych na ledu (viz odstavec 4.10), roztok byl centrifugovan
pii 13 400 RPM, 10 min. Bylo odebrano 75 ul supernatantu do ¢isté zkumavky a piidano
75 wl 2 x redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Ke zbylé peleté¢ z kazdého
odbéru bylo pfidano 150 ul 1 x redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE a peleta
byla resuspendovana. Pelety bunék pfed indukci byly resuspendovany ve 30 ul 1 X
redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE (tyto drahy slouzily jako negativni
kontroly). Vsechny vzorky pro SDS-PAGE byly inkubovany 5 min pii 95 °C a pak
centrifugovany pii 13 400 RPM, 20 s. Byla provedena SDS-PAGE supernatantu i pelety,
vzdy bylo naneseno 5 ul vyse uvedeného vzorku. Gely byly obarveny pomoci Coomassie
Briliant Blue R-250. Byla provedena vizualni analyzu geli a byly urCeny prouzky
odpovidajici ptislusnému rekombinantnimu proteinu s vyuzitim neindukované kultury jako

negativni kontroly.

4.13 Stanoveni proteini
Proteiny byly stanovovany podle Bradfordové!'! (1976) pomoci Coomassie

Brilliant Blue R-250 (Serva, USA). Kalibrace byla provedena pomoci standardu hovéziho
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sérového albuminu (BSA) v rozsahu koncentraci 0,12 — 0,96 mg proteinu/ml. Méfeni

probihalo na spektrofotometru Shimadzu UV mini-1240 pfi 595 nm.

4.14 Stanoveni aktivity rekombinantniho proteinu VEGF-A121

(xCELLigence)
Biologickd aktivita rekombinantné ptipraveného rastového faktoru VEGF-A121

byla ovéfena monitorovanim proliferace endotelovych bunck v redlném case pomoci
piistroje xCELLigence (Roche, Svycarsko). Tento p¥istroj umoziiuje sledovat adhezi a rist
bunék na zaklad¢ zvysujici se impedance, tedy odporu, ktery klade buiika adherovana na
zlatém ¢ipu kultivacni desticky pftistroje.

Buinky byly nasazeny v chudém EBM-2 médiu bez rustovych faktorti v koncentraci
3500 bunék/jamka 96 jamkové destiCky. Pak byly natedény ristové faktory a byly
ptipipetovany do odpovidajicich jamek tak, aby vysledna koncentrace byla 20 ng/ml, 50
ng/ml a 100 ng/ml. Nasledn¢ byla monitorovana proliferace bunék po dobu 7 dni a byly
porovnany rustové kiivky bunck, které rostly vjamkach s pfidanym rekombinantné
pfipravenym VEGF-A121 s buiikami rostoucimi v médiu obohaceném o komercné
dostupny VEGF-A121 o stejné koncentraci a ristem bun¢k v chudém médiu bez ptidavku
VEGF-A121.

4.15 PFiprava fibrinovych siti*®

Povrch substratu (napf. polystyrenu) byl inkubovan s roztokem fibrinogenu
0 koncentraci 5 pg/ml, 90 min pfi pokojové teploté. Poté byl odstranén roztok fibrinogenu
a povrch byl 2 x promyt pufrem "A" (100 mM Tris, 50 mM NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4).
Povrch byl inkubovan s roztokem trombinu o aktivité 2 U/ml, 15 min p#i pokojové teploté.
Byl odstranén roztok trombinu a povrch byl 2 x promyt pufrem "A". Povrch byl inkubovan
s roztokem fibrinogenu (640 pg/ml), antitrombinu 111 (0,5 U/ml) a eventualn¢é heparinu
(60 pg/ml), 60 min pii pokojove teploté.

V piipadé inkorporace VEGF-A121 dale: byla pfiddna smés obsahujici PBS,
trombin (2 U/ml), FXIII (5 U/ml) a rastovy faktor VEGF-A121 (0,02 pg/ml), roztok byl
inkubovan 2 hod pii 37 °C. Smés byla odsata a promyta PBS. Povrch byl sterilizovan
pomoci UV zafeni v lamindrnim boxu (Biohazardni box tiida II, Dynex Technologies, CR)

15 min a pak inkubovan pies noc v CO2-inkubatoru (37 °C, 5 % CO»).
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4.16 Stépeni fibrinové sité
Digesce fibrinové sité pro nasledné stanoveni mnozstvi inkorporovaného riistového

faktoru VEGF-A121 byla provadéna enzymaticky za pouziti serinové proteasy plasminu
(Sigma-Aldrich). Fibrinova sit’ na dné jamek desticky pro tkanové kultury byla 2 x
promyta roztokem PBS. Poté bylo ptidano 300 ul roztoku plasminu (50 ug/ml) a vzorek
byl inkubovan pies noc na tfepacce v COo-inkubatoru (37 °C, 5 % CO2). Po digesci
plasminem byl vzorek solubilizované fibrinové sité¢ nafedén piislusSnym mnozstvim PBS
a ulozen do -80 °C. Poté bylo provedeno imunologické stanoveni VEGF pomoci VEGF
ELISY.

4.17 ELISA VEGF-A121
Mnozstvi VEGF-A121, které bylo imobilizovano do fibrinové sité, bylo

stanovovano pomoci kitu "VEGF ELISA" (ELISA Kit, Human VEGF, Invitrogen, USA).
Do prislusnych jamek bylo pfidano 50 pl inkuba¢niho pufru a 100 pl standardniho
pufru. Déle bylo nutné pfipravit kalibra¢ni fadu: do fady jamek ELISA-desticky bylo
piidano 100 ul kalibra¢niho standardu VEGF (0 — 1500 pg/ml). Pro ptipravu vzorki bylo
do jamek ELISA-desticky vzdy piidano 50 ul vzorku a 50 ul standardniho pufru. Vzorky
byly inkubovany 2 hod ve tmé& pfi laboratorni teploté. Dikladné byl odstranén roztok
z jamek, 4 x byla desticka promyta 400 pl promyvaciho pufru. Nasledné bylo pfidano 100
ul roztoku protilatky proti VEGF konjugované s biotinem. Vzorky byly inkubovany 1 hod
ve tm¢ pii laboratorni teploté. Dikladn€ byl odstranén roztok z jamek, 4 x byla desticka
promyta 400 ul promyvaciho pufru. Pak bylo pfidano 100 ul roztoku streptavidinu-HRP
(streptavidinem znacend kienova peroxidasa) a roztok byl inkubovan 30 min ve tmé pfi
laboratorni teploté. Dlkladné byl odstranén roztok z jamek, 4 x byla desticka promyta 400
ul promyvaciho pufru. Bylo ptidino 100 pl stabiliza¢niho roztoku a vzorky byla
ponechany 20 - 25 min inkubovat ve tmé pfi laboratorni teploté. Pak bylo pfidano 100 pl
STOP pufru. Nakonec byla spektrofotometricky stanovena koncentrace, méfenim
absorbance pii vinové délce A =450nm (Versa Max Microplate Reader, Molecular

Devices Corporation, USA).

4.18 Nasazovani bunék
Endotelové buiiky (HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cell, Lonza, CR)

v kultiva¢ni lahvi byly oplachnuty roztokem PBS. Byly pfidany 3 ml roztoku trypsinu
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v EDTA a mirnym naklanénim ze strany na stranu byly bunky roztokem pievrstveny.
Kultivaéni lahev s bunikami byla ponechana inkubovat cca 5 min v COz-inkubatoru (37 °C,
5 % CO3), dokud nedoslo k oddéleni bunék ze dna. Bylo pfidano 8 ml kultiva¢niho media
EGM-2 (Lonza, CR). Bunééna suspenze byla centrifugovana pii 300 X g, 5 min a 21 °C.
Poté byl odstranén supernatant. Peleta bunék byla resuspendovana v 10 ml kultiva¢niho
media EGM-2 (Lonza, CR). Bylo odebrano 700 pl bunééné suspenze na stanoveni
populaéni hustoty bunék (,,koncentrace bunék byla méfena pomoci automatického
analyzatoru Vi-Cell XR; Beckman Coulter, USA). Buné¢na suspenze byla nafedéna
kultivatnim mediem tak, aby v jedné jamce desticky pro tkanové kultury bylo 20 000
bunék/cm?. Desti¢ka S nasazenymi buiikami byla umisténa do CO,-inkubatoru (37 °C, 5 %

COo).

4.19 Barveni bunék
Bunky v kultiva¢ni lahvi byly oplachnuty roztokem PBS a bylo pifidano 300 pl

70 % ethanolu. Pro fixaci vzorku byly buniky ponechany inkubovat 15 min. Bunky byly
oplachnuty roztokem PBS. Poté byly pfidany barvici roztoky fluorescencnich barviv:
Phalloidin (barvi buné¢na aktinova vldkna cCerven€) a Hoechst (barvi bunécnd jadra
modrie), nebo Alexa Fluor 488 (barvi proteiny bunééné membrany a cytoplazmy zelen¢)
a Hoechst 33342 (barvi buné¢na jadra modie). Barvici roztoky byly pfipraveny fedénim
komer¢nich koncentratii pomoci PBS (Phalloidin 1:500, Hoechst 33342 1:200, Alexa Fluor
488 1:500). Vzorky byly inkubovany 1 hod p#i pokojové teploté. Bunky byly oplachnuty
roztokem PBS. Nasledné¢ byly bunky pozorovany fluorescenénim mikroskopem
(Axioplan2, ZEISS, Némecko; objektiv s digitalni kamerou AxioCam MRc5, ZEISS,

Némecko).

4.20 Méreni relativniho po¢tu bunék na zakladé jejich metabolické
aktivity (XTT assay)

Relativni mnoZzstvi endotelovych bun€k bylo primarné stanovovano metodou, ktera
je zaloZena na principu sledovani metabolické aktivity bun¢k pomoci chromogenniho
substratu  XTT (2,3-Bis(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid).
Pro toto stanoveni byla pouzita komeréné dodavana souprava (Cell Proliferation Kit II,

XTT, Roche).
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Z roztokli komer¢ni soupravy byl ptipraven pracovni roztok XTT: bylo smichano
19 600 ul roztoku ,, XTT labeling reagent™ a 400 pl roztoku ,,electron-coupling reagent®.
Buiiky ve 24-jamkové desti¢ce pro tkanové kultury byly promyty 500 ul PBS. Bylo
pfidano EGM-2 bez rastovych faktorta (500 pl / jamka) a poté roztok XTT (250 ul /
jamka). Desticka se vzorky byla umisténa na 2 hod do COz-inkubatoru (37 °C, 5 % COy).
Po inkubaci bylo pfevedeno 150 ul obsahu kazdé jamky do 96-jamkové desti¢ky a byla
meéfena absorbance pii 470 nm. Vyhodnoceni metabolické aktivity bylo provedeno jako
relativni srovnani s kontrolnimi vzorky (Versa Max Microplate Reader, Molecular Devices

Corporation, USA).

4.21 Méreni relativniho po¢tu bunék na zakladé kvantitativniho

stanoveni DNA (PicoGreen assay)
Relativni mnozstvi endotelovych bunék bylo experimentalné ovéfovano nezavislou

metodou, kterd je zaloZena na principu kvantifikace celkového mnozZstvi bunééné dsDNA.
Pro kvantitativni stanoveni DNA byla pouzita komeréné dodavana souprava (Quant-iT
PicoGreen dsDNA Reagent and Kits, Invitrogen, USA).

Byl ptipraven 1 x konc. TE pufr (z 20 x konc. zasobniho koncentratu), 1 % roztok
SDS a 1 x konc. roztok PicoGreen (z 200 x konc. zasobniho koncentratu ziedit TE
pufrem). Dale byl ptipraven roztok DNA A (standard) o koncentraci 2 pg/ml a jeho
fedénim byla vytvofena kalibra¢ni fadu. Pro lyzaci bunék: k bunkam na 24-jamkové
desti¢ce pro tkanové kultury bylo ptidano 0,05 % SDS (300 ul / jamka), vzorky byly
inkubovany 15 min pti pokojové teploté. Po inkubaci bylo pfevedeno 100 ul bunécného
lyzatu do nové, tmavé 96-jamkové desticky. Tésné pied métenim (3 - 5 min) byl ptidan ke
standardim a stanovovanym vzorkum roztok PicoGreen (1 x konc.; 100 ul / jamka). Pak
byla métena fluorescence, excitace: 480 nm, emise 520 nm (reader mikrotitra¢nich
desti¢ek Synergy HTX Multi-Mode Microplate Readers, BioTek, USA).

Statistika

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit program SigmaStat (Jandel Corporation,
U.S.A.) a program R%. Pro zjisténi statistické vyznamnosti rozdilti mezi skupinami byla
pouzita jednoparametricka ANOVA a nasledné Dunnettiv test'® nebo Tukeyho post hoc

test na hladiné vyznamnosti a = 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Navrh genu kdédujici ristovy faktor VEGF-A121
Pro expresi rastového faktoru VEGF-A121 v hostitelskych bakteriich E. coli byl

nejprve navrzen vhodny expresni konstrukt. Rustovy faktor byl exprimovéan jako fizni
protein (detailni popis viz odstavec 4.1), jehoz primarni struktura je zndzornéna na Obr.
5.1. Konstrukt byl navrzen konzultantem diplomové prace, Ing. Ondiejem Kaplanem,
Ph.D. (Ustav makromolekuldrni chemie), a zhotoven spole¢nosti Shanghai Generay
Biotechnology (Shanghai, Cina). Synteticky gen kodujici modifikovanou variantu
VEGF-A121 byl zaklonovan mezi restrik¢ni mista Msc | a Xho | do expresniho vektoru
pET-32a(+).

MSDKITIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQNPG
TAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGS

GHMHHHHHHS SGEMBPRES G
APMAEGGGQONHHEVVKFMDVYQRSYCHPIETLVDIFQEYPDEIEYIFKPSCVPLMRCGGCCNDE
GLECVPTEESNITMQIMRIKPHQGQHIGEMSFLOHNKCECRPKKDRARQEKCDKPRR*

Obr. 5.1: Primarni struktura rekombinantniho proteinu VEGF-A121 s faznim partnerem
a pridruZenymi peptidovymi sekvencemi.

Na zakladé peptidové sekvence byl navrzen synteticky gen kodujici modifikovanou variantu
VEGF-A121, ktery byl zaligovan mezi restrikéni mista Msc | a Xho I expresniho vektoru
PET-32a(+). Zastoupeni kodoni v syntetickém genu bylo optimalizovano pro expresi V bakteriich
E. coli, (,,** oznaduje stop kodon). Zelené je vyznaCen fuzni partner thioredoxin kodovany
vektorem pET-32a(+), 109 aminokyselin, molekulova hmotnost 11,8 kDa, zluté je oznacen ristovy
faktor VEGF-A121 s nasledujicimi ptidruzenymi peptidovymi sekvencemi: Sedé hexahistidinova
kotva pro afinitni purifikaci, riZzové zésahové misto pro trombin (misto St€peni: LVPR/GS),
Cervené zasahové misto pro faktor XIII a sekvence vyznacend zlut€¢ a zaroven podtrzena

predstavuje VEGF-A121, 121 aminokyselin, molekulova hmotnost 14,1 kDa.

5.2 Produkce proteinu VEGF-A121
Exprese rekombinantniho proteinu VEGF-A121 byla provedena vyuzitim vektoru

PET-32A(+) a hostitelského kmene E. coli Origami B (DE3). Rekombinantnim vektorem
kodujicim VEGF-A121 byly metodou tepelného Soku transformovany kompetentni bunky
E. coli Origami B (DE3). S ohledem na pfedchozi experimentalni zkusenosti byly buiky
dale kotransformovany komerénim plasmidem pGro7 kodujicim bakteridlni chaperonovy

tandem GroEL/GroES. Koexprese s molekularnimi chaperony vedla v pfipadé exprese
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nékterych proteint ke zvySeni jejich rozpustnosti, ¢i biologické aktivity. Transformované
bunky byly vysety na Petriho misku s LB agarem a antibiotiky (ampicilin, kanamycin,
chloramfenikol a tetracyklin), zajist'ujici selekci zadanych klond. Po 16 - 48 hodinach byl
na miskach pozorovan narist vice nez 200 pozitivnich transformantt, tedy kolonii bun¢k
obsahujicich oba dva plasmidy (navrzeny konstrukt a plasmid pGro7). Dva ndhodné klony
byly izolovany a po nasledné submerzni kultivaci a indukci u nich byla pomoci SDS
elektroforézy potvrzena ptitomnost proteinti velikostné odpovidajicich rastovému faktoru
VEGF-A121 a chaperonim GroEL a GroES. Submerzni kultivaci téchto izolovanych
bakterialnich bunék byly pfipraveny kryokonzervy, které byly uchovany pfi -80 °C.

Pro expresi rekombinantniho proteinu VEGF-A121 bylo obsahem kryokonzervy
rekombinantnich bakterii E. coli Origami B (DE3) zaockovano 2YT medium na pocate¢ni
ODe¢10 = 0,001 - 0,01. Kultivace bakteridlni kultury probihala ve 200 ml 2YT media
v 500-ml Erlenmeyerovych bankach pii 37 °C a 220 RPM. Jakmile rostouci kultura
dosahla optické denzity ptiblizné¢ ODs10 = 0,5, byla zahajena exprese rustového faktoru
VEGF-A121 ptidavkem induktoru, 0,02 mM IPTG, a molekuldrnich chaperont piidavkem
L-arabinosy. Kultivaéni teplota byla po pfidavku induktorti snizena z 37 na 25 °C
a kultivace probihala pfi této teploté dal$ich 20 - 22 hodin. Teplota byla snizena na zakladé
predchozich uspéSnych kultivaci. Bakterialni kultura dosahla finalniho ODe1o = 5,22 +
0,04. Po kultivaci byla bakterialni kultura sklizena, promyta pufrem 50 mM Tris, 100 mM
NaCl, 2,5 mM CaClz, pH 7,4 a ve form¢ pelety uchovana pti -80 °C pro dalsi zpracovani,
tedy extrakci proteinti a purifikaci.

Hruby bunéény extrakt byl pfipraven sonikaci bakterialni suspenze (viz odstavec
4.10). Proteiny obsazené v bun&fném extraktu expresnich bunck byly vizualizovany
pomoci SDS elektroforézy a naslednym barvenim pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250
(viz kapitola 4.12). Na polyakrylamidovy gel byl ve vzorkovém pufru nanesen vzorek
supernatantu a solubilizované pelety po extrakci, tedy vzorek rozpustné a nerozpustné
proteinové frakce. Zpracovani nanaseného vzorku bylo zvoleno tak, aby intenzity prouzki
rekombinantniho proteinu v rozpustné a nerozpustné frakci odpovidaly poméru mnoZstvi
proteinu v rozpustné a nerozpustné proteinové fazi uvnitt expresnich bunék. Pomoci SDS
elektroforézy byla prokazala pfitomnost proteinu o velikosti 31,5 kDa, coz bylo v souladu
s ocekavanim - teoreticka velikost fuzniho proteinu je 29,2 kDa. Koncentrace proteinli byla
stanovena pomoci SDS elektroforézy (Obr. 5.2) na zdklad¢ porovnani intenzit prouzkii

na gelu s kalibra¢nim standardem, kterym byl hovézi sérovy albumin. K vyhodnoceni dat
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byl vyuzit program GelAnalyzer'®. Velikost jednotlivych proteini (fizniho VEGF-A121 a
chaperonu GroEL a GroES) byla stanovena porovndnim s proteinovym markerem.
Vyuzitim programu GelAnalyzer bylo zjiSténo, Ze rozpustna proteinova frakce obsahovala
0,5 mg/ml rekombinantniho fuzniho proteinu (43 %) a nerozpustnd proteinova frakce
obsahovala 0,7 mg/ml rekombinantniho fuzniho proteinu (57 %). Bylo tedy dosazeno
stavu, kde je témét polovina produkovaného fazniho VEGF-A121 rozpustna (Obr. 5.2).
V rozpustné i nerozpustné frakci byl navic pfitomen protein o velikosti piiblizné 60 kDa,

patrn¢ rekombinantni bakterialni chaperon GroEL.
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Obr. 5.2: SDS elektroforéza extraktu bakteridlni kultury exprimujici ristovy faktor
VEGF-A121 koexprimovany s bakterialnimi chaperony GroEL/GroES.

Zaznam z SDS elektroforézy zachycujici mnoZzstvi rekombinantniho proteinu v bakteriich tésné
ptred indukei a 20 - 22 hodin po indukci. Hostitelsky kmen: E. coli Origami B (DE3), velikost
nanasky 5 pl (barveno Coomassie Brilliant Blue R-250). Draha 1: marker, draha 2: BSA (c = 0,24
mg/ml), draha 3: BSA (c = 0,48 mg/ml), draha 4: BSA (c = 0,96 mg/ml), draha 5: bunky E. coli
pted indukei, draha 6: bunky E. coli po indukei fazniho VEGF-A121 a chaperont GroEL/GroES,
rozpustna proteinova frakce VEGF-A121 (supernatant), draha 7: buriky E. coli po indukci fzniho
VEGF-A121 a chaperonit GroEL/GroES, nerozpustna proteinova frakce VEGF-A121 (peleta).
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5.3 Purifikace proteinu VEGF-A121
Purifikace rekombinantniho fzniho proteinu VEGF-A121 z bakterialni kultury byla

provedena pomoci sonikace a afinitni chromatografie ziskaného bunécného extraktu.
Bunécna peleta ziskana z 200 ml 2YT media byla promyta pufrem 50 mM Tris, 100 mM
NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4 a zamrazena pii -80 °C, kde byla ulozena do okamziku
purifikace.

Tato peleta bunék byla nasledné resuspendovana ve 20 ml pufru 50 mM Tris, 100
mM NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4 a sonikaci byl pfipraven hruby buné¢ny extrakt (viz
odstavec 4.10). Bunééné zbytky byly odstranény centrifugaci (5000 RPM, 30 min, 4 °C).
Supernatant (bunécny extrakt) byl oddélen a dale zpracovan. Koncentrace proteind
v bun&éném extraktu byla zméfena metodou podle Bradfordové!!! (¢, = 2,1 mg/ml), kdy
byl pro kalibraci pouzit roztok BSA 0 koncentraci 0,67 mg/ml (viz odstavec 4.13).

Bunéény extrakt (CFE) byl inkubovan 30 min pii 4 °C s matrici Talon, ktera byla
promyta pufrem 50 mM Tris, 100 mM NacCl, 2,5 mM CaCl,, pH 7,4. Matrice s navazanym
proteinem byla pievedena na sklenénou kolonu s fritou. Poté byly oddéleny nenavazané
proteiny (podil TAL 1) a matrice byla promyta pufrem 50 mM Tris, 100 mM NacCl,
2,5 mM CaCly, pH 7,4. Proteiny vykazujici slabou interakci (podil TAL 2) s matrici byly
poté eluovany pufrem 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, pH 7,4 s imidazolem
o nizké koncentraci (1 mM). Cilovy protein (podil TAL 3") byl eluovan pufrem 50 mM
Tris, 100 mM NacCl, pH 7,4 s imidazolem o vysoké koncentraci (200 mM). Cilovy protein
byl zahu$tén pomoci centrifugaéni filtraéni jednotky Amicon Ultra (cut-off 10 kDa),
piitomny imidazol byl ze vzorku béhem zahustovani v né€kolika krocich vyfedén pufrem
50 mM Tris, 100 mM NaCl, 2,5 mM CaCly, pH 7,4. Poté byl odstépen fuzni partner
thioredoxin obsahujici histidinovou kotvu, ktery byl za soucasné dialyzy z reakéni smési
vyvazan matrici Talon (viz odstavec 4.11).

Pribéh purifikace byl monitorovan pomoci SDS elektroforézy, kdy byl v kazdém
kroku odebran vzorek frakce, ktery byl nanesen na polyakrylamidovy gel (Obr. 5.3).

Purifikaci z 200 ml bakteridlni biomasy bylo ziskédno 4,2 mg fuzniho proteinu, ze
kterého bylo pfipraveno 0,3 mg Cist¢ého VEGF-A121 bez fuzni ¢asti. To odpovida vytézku
1,4 mg/1 bakterialni kultury. Bilance purifikace je uvedena v Tab. 5.1.
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Tab. 5.1: Purifika¢ni bilance rekombinantniho VEGF-A121.
Purifikace rekombinantniho VEGF-A121 z 200 ml bakterialni kultury E. coli Origami B (DE3).

Proteiny stanovovany metodou dle Bradfordové!!!,

Objem Koncentrace | Proteiny
Frakce frakce proteinu celkem
[mi] [mg/ml] [mg]
CFE (bunécny extrakt) 19,8 2,1 41,6
TAL 1 (nenavdazané proteiny) 38,0 - -
TAL 2 (eluce 1 mM imidazolem) 15,6 - -
TAL 3 (eluce 200 mM imidazolem, zahusténo
pomoci jednotky Amicon; purifikovany VEGF- 13,2 0,3 4,2
A121 s fuznim partnerem)
TAL 4 (odstépeni fuze + dialyza; purifikovany
4,0 0,1 0,3
VEGF-A121 bez fuzniho partnera)
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Obr. 5.3: Purifikace rustového faktoru VEGF-A121 monitorovana pomoci SDS elektroforézy.
Zaznam z SDS elektroforézy zachycujici prabéh purifikace ristového faktoru VEGF-A121
(molekularni hmotnosti proteinii: VEGF-A121 s fiznim partnerem cca 31,5 kDa, molekularni
chaperony GroEL a GroES cca 58 kDa a 16 kDa, velikost nanasky 10 ul (barveno Coomassie
Brilliant Blue R-250). Draha 1: BSA (c = 0,96 mg/ml), draha 2: marker, draha 3: hruby bunécny
extrakt VEGF-A121 (CFE), draha 4: podil TAL 1, nenavazané proteiny, chaperony GroEL/ES
a rekombinantni fuzni protein VEGF-A121 (31,5 kDa), draha 5: podil TAL 2, proteiny se slabou
interakci, eluované 1 mM imidazolem, chaperony GroEL/ES, draha 6: podil TAL 3, rekombinantni
fazni protein VEGF-A121 (31,5 kDa) eluovany 200 mM imidazolem.

5.4 Stépeni fizni ¢asti rekombinantniho proteinu VEGF-A121

Expresni konstrukt byl navrzen tak, aby exprimovany fuzni protein obsahoval
zasahové misto pro trombin. Toto Stépné misto bylo vyuzito pro odstépeni flzni Casti
rekombinantniho proteinu, ktera obsahovala thioredoxin a histidinovou kotvu (Obr. 5.1).

Pro spravnou volbu experimentalnich podminek bylo nejprve odstépeni fuzni casti
provedeno v analytickém méfitku (objem reakéni smési 50 pl). Bylo smichano vzdy 10 ug
rekombinantniho fuzniho proteinu VEGF-A121 (31,2 ul, 0,32 mg/ml) a tfi rizna mnozstvi
trombinu (0,003 U, 0,015 U a 0,075 U). Objem reak¢ni smési byl doplnén na 50 ul pufrem
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50 mM Tris, 100 mM NaCl, 2,5 mM CaCl;, pH 7,4. Reakce probihala ve 1,5-ml
plastovych zkumavkach v Thermomixeru pfi 22 °C a 850 RPM. V pribéhu probihajici
reakce byly provadény odbéry vzorku (10 ul), v ¢ase 0, 4, 16 a 70 hod. Reakce byla
ukonc¢ena ptidavkem 10 ul 2 x redukujiciho vzorkového pufru pro SDS elektroforézu
a naslednou inkubaci 5 min pfi 95 °C. Z odebranych vzorkl byla provedena kontrolni SDS
elektroforéza, kterd méla prokdzat odsStépeni flzni ¢asti proteinu (Obr. 5.4). V piipadé
odbéru vzorku v 70 hod byly na polyakrylamidovém gelu piitomny jen prouzky
odpovidajici thioredoxinu (11,8 kDa) a VEGF-A121 (14,1 kDa), coz naznacuje, Ze trombin
skute¢n¢ $tépil pouze ve specifickém misté navrzeného proteinu a nedoslo k rozstépeni
proteinu na mens$i fragmenty. Prouzek na gelu odpovidajici trombinu na gelu pozorovan
nebyl. Na zaklad¢ vysledkid z SDS elektroforézy bylo potvrzeno odStépeni fuzni ¢asti
proteinu. Cilem tohoto experimentu bylo nalezeni vhodnych podminek pro $tépeni fuzni
¢asti proteinu, jednak s pfihlédnutim na mnozstvi pouzitého trombinu a na dobu reakce.
Z praktického vyuZiti a s ohledem na vysledky kontrolni SDS elektroforézy byla zvolena
koncentrace 1,5 U/ml trombinu a reak¢ni doba 4 hod.

Pro praktické urychleni ptipravy findlniho rastového faktoru VEGF-A121 z fazniho
proteinu byla do reakéni smési pfidana matrice Talon pro afinitni chromatografii, ktera
na sebe rovnou vazala odstépenou fuzni Cast rekombinantniho proteinu v prubéhu
proteolytického Stépeni. Z divodu mozné ptitomnosti imidazolu z ptredchozi casti
purifikace, kterd by mohla rusit interakci odStépené fuzni Casti obsahujici histidinovou
kotvu s matrici Talon, probihalo odstépovani fuzni ¢asti p¥imo v dialyzaénim stfevu
za soucasné dialyzy proti 1000-nasobnému piebytku pufru 50 mM Tris, 100 mM NacCl,
2,5 mM CaCly, pH 7,4. Reakéni smés tedy obsahovala fazni protein VEGF-A121 (0,32
mg/ml), trombin (50 U/ml), matrici Talon a pufr 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 2,5 mM
CaCly, pH 7,4. Reakce probihala 4 hod pfi laboratorni teploté. Obsah dialyzac¢niho stieva
byl poté pfeveden do 15-ml plastové zkumavky, centrifugovan (5000 RPM, 30 min, 4 °C)
a zahuStén na centrifugacni filtra¢ni jednotce Amicon Ultra (cut-off 10 kDa). Vysledny
purifikovany protein byl nakonec zfiltrovan pies sterilni filtr (velikost pora 0,22 um),
rozdélen do sterilnich 1,5-ml plastovych zkumavek a uloZen pti -80 °C. Pfi zahu$téni na
centrifugacni filtracni jednotce Amicon Ultra byl pozorovan vznik bilého zakalu, coZ
naznacuje, Ze mohlo dojit k precipitaci cilového proteinu. Tato skutecnost by se projevila
snizenym vytézkem, k ¢emuz skutecné¢ doslo. RovnéZ mohlo dojit ke ztraté cilového

proteinu v pribéhu koncentrovani tim, Ze protein prosSel pies pory centrifugacni filtracni
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jednotky Amicon Ultra, protoze velikost pori (cut-off 10 kDa) je o néco malo mensi nez

byla velikost cilového proteinu (14,1 kDa).

Obr. 5.4: Odstépovani fuzni ¢asti rekombinantniho VEGF-A121 v analytickém méritku
monitorované pomoci SDS elektroforézy.

Zaznam z SDS elektroforézy zachycujici prubéh odstépovani fuzniho partnera v analytickém
méfitku (VEGF-A121 s fznim partnerem (10 pg), trombin (0,06; 0,3 a 1,5 U/ml), reakéni objem
50 ul, reakéni podminky: 22 °C, 850 RPM, odbéry vzorku: 0 hod, 4 hod, 16 hod a 70 hod),
molekularni hmotnosti proteinti: VEGF-A121 s fiznim partnerem cca 31,5 kDa, thioredoxin cca
11,8 kDa a VEGF-A bez fazni ¢asti cca 14,1 kDa, velikost nanasky 5 ul (barveno Coomassie
Brilliant Blue R-250). Draha 1: marker, draha 2: trombin 0,06 U/ml, reakéni doba 0 hod, draha 3:
trombin 0,06 U/ml, reakéni doba 4 hod, draha 4: trombin 0,06 U/ml, reak¢ni doba 16 hod, draha 5:
trombin 0,3 U/ml, reakéni doba 0 hod, drdha 6: trombin 0,3 U/ml, reakéni doba 4 hod, draha 7:
trombin 0,3 U/ml, reakéni doba 16 hod, draha 8: trombin 1,5 U/ml, reakéni doba 0 hod, draha 9:
trombin 1,5 U/ml, reakéni doba 4 hod, draha 10: trombin 1,5 U/ml, reak¢ni doba 16 hod, draha 11:

trombin 0,06 U/ml, reakéni doba 70 hod, draha 12: trombin 0,3 U/ml, reak¢ni doba 70 hod, draha
13: trombin 1,5 U/ml, reakéni doba 70 hod.

Purifikaci byly ziskdny 4 ml rekombinantniho proteinu VEGF-A121 s odStépenou
fizni &asti o vysledné koncentraci 0,07 mg/ml. Cistota purifikovaného proteinu byla

ovetovana pomoci SDS elektroforézy (Obr. 5.5). Koncentrace cilového proteinu byla vSak
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pro vizualizaci velmi nizka, tudiz jej nebylo mozné touto metodou uspokojivé detekovat
(draha 6). Jako kontrola byl pouzit vzorek VEGF-A121 s fazni ¢asti (draha 7) a reakéni
smés po odstépeni fizniho partnera (draha 8, Obr. 5.5).

Celkem bylo tedy z 200 ml 2Y T media ziskano 0,3 mg purifikovaného VEGF-A121
(bez fuzni c¢asti), coz odpovida koncentraci cca 1,4 mg proteinu/l | kultivacniho media
2YT.
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Obr. 5.5: Odstépovani fuzni ¢asti rekombinantniho VEGF-A121 v preparativnim mé¥itku
monitorované pomoci SDS elektroforézy.

Elektroforeogram odstépeni fGzniho partnera v preparativnim métitku [VEGF-A121 s fiznim
partnerem 4,22 mg, trombin 1,5 U/ml, reak¢ni objem 25 ml, teplota 22 °C, reakéni ¢as 4 hod,
molekularni hmotnosti proteinii: VEGF-A121 s fuznim partnerem cca 31,5 kDa, thioredoxin cca
11,8 kDa a VEGF-A bez fuzni ¢asti cca 14,1 kDa, velikost nanasky 10 ul (barveno Coomassie
Brilliant Blue R-250)]. Draha 1: marker, draha 2: BSA (c = 0,24 mg/ml), draha 3: BSA (c = 0,48
mg/ml), dradha 4: BSA (c = 0,96 mg/ml), draha 5: Purifikovany VEGF-A121, draha 6: Purifikovany
VEGF-A121, draha 7: VEGF-A121 s fuzni Casti, draha 8: VEGF-A121 reakéni smés po odstépeni

fazniho partnera.
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5.5 Ovéieni biologické aktivity rekombinantniho proteinu VEGF-A121

Aktivita rekombinantn¢ ptipraveného VEGF-A121 byla ovéfena méfenim
proliferace endotelovych bunék Vredlném case pomoci pfistroje xCELLigence
(viz odstavec 4.14). Aktivita rekombinantniho proteinu VEGF-A121 byla porovnana
s biologickou aktivitou komeréné dostupnych ristovych faktorac VEGF-A121. K tomuto
ucelu byly zakoupeny rekombinantni rastové faktory exprimované v E. coli a v sav¢ich
bunkach (HEK). Jako negativni kontrola bylo pouzito EGM-2 medium bez rustovych
faktord. Pro sledovani vlivu rustového faktoru na proliferaci endotelovych bunék byly
pouzity tii koncentrace rustového faktoru: 20, 50 a 100 ng/ml. Srovnani ukézalo, Ze nami
vyrobeny ristovy faktor mél silngj$i vliv na proliferaci endotelovych bunck nez komercné
dostupné ristové faktory (Obr. 5.6, uvedena koncentrace 50 ng/ml). Tento vliv byl patrny
pfi vSech tfech sledovanych koncentracich. Porovndni relativni aktivity béhem
exponencialni faze proliferace ukazalo, ze ristovy faktor vyrabény v ramci této prace ma

zhruba 4 x silnéjsi vliv nez komeréné dostupny VEGF-A121.
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Obr. 5.6: Stanoveni biologické aktivity rekombinantniho proteinu VEGF-A121 pomoci
XCELLigence senzorického systému.

Vliv VEGF-A121 na proliferaci endotelovych bunék. Na zaznamu z XCELLigence je zobrazeno
kontinualni méfeni proliferace endotelovych bunék. Ktivka modra znazorituje EGM-2 médium bez
rastovych faktord (blank), fialova komeréné dostupny rustovy faktor VEGF-A121 exprimovany
v savCich bunkach HEK, koncentrace 50 ng/ml, rGzovd komeréné dostupné VEGF-A121
exprimované v bakteriich E. coli, koncentrace 50 ng/ml a zelena rustovy faktor VEGF-A121
exprimovany v ramci této prace, koncentrace 50 ng/ml. Na ose X je ¢as vhod a na ose Y je
bezrozmérny parametr Cell Index (Cl), ktery je odvozen jako relativni zména v méfené elektrické

impedanci zastupujici stav bunek.
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5.6 Zabudovani rekombinantniho proteinu VEGF-A121 do fibrinové sité
Rekombinantni VEGF-A121 sovéfenou biologickou aktivitou byl nésledné

imobilizovan do fibrinové sité postupem popsanym v kapitole 4.15.
Imunologickym stanovenim (viz odstavec 4.17) bylo prokazano, ze se rustovy
faktor VEGF-A121 podaftilo imobilizovat do tenké fibrinové sit¢ v mnozstvi odpovidajicim

412 pglcm? (Tab. 5.2).

Tab. 5.2: Imunoanalytické stanoveni koncentrace rustového faktoru VEGF-Al121
imobilizovaného do tenké fibrinové sité.

Naméfené mnozstvi imobilizovaného VEGF-A121 pomoci faktoru Xllla a bez pouziti faktoru
Xllla. Jako negativni kontrola byl pouZit polystyren a fibrinova sit” inkubovana s EGM-2 mediem,
které obsahovalo VEGF-A (viz odstavec 4.17).

Absorbance” Koncentrace Koncentrace
Vzorek

(450 nm) (pg/ml) (pg/cm?)
Fibrinova sit+ FXIII+VEGF-A121 0,5443 2556,4 412
Fibrinova sit+VEGF-A121 0 0 0
Fibrinova sit 0 0 0
Polystyren 0 0 0

* Vzorky byly 5 x naredény pufrem PBS

5.7 Proliferace endotelovych bunék s imobilizovanym VEGF-A121
na fibrinovych povrsich
Vliv  ristového faktoru VEGF-A121 inkorporovaného do fibrinové sité

na proliferaci endotelovych bunék byl sledovan dvéma nezavislymi metodami: méfenim
metabolické aktivity bun¢k (XTT assay, viz odstavec 4.20) a kvantitativnim stanovenim
koncentrace DNA na vzorku (PicoGreen assay, viz odstavec 4.21). Vysledky se
statistickym vyhodnocenim téchto stanoveni jsou uvedeny na grafech na Obr. 5.7 - 5.9.
XTT testem byl zjistén vyznamny vliv VEGF-A121 imobilizovaného do fibrinové
sit¢ pomoci faktoru XlIIla na proliferaci endotelovych buné¢k. Fibrinova sit’ + VEGF bez
faktoru XIlIIa vykazoval stejné hodnoty absorbance jako polystyren. Oba tyto vzorky se

rovnéz vyznamneé lisily od kontrolni fibrinové sité.
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Obr. 5.7: Test metabolické aktivity endotelovych bunék (XTT assay).

Z grafu je patrna metabolicka aktivita endotelovych buné¢k kultivovanych na jednotlivych povrsich,
ktera je imerna poc¢tu bun€k. * oznacuje vzorky, které se statisticky signifikantné li§i od kontrolni
fibrinové sité (p < 0.05). FB je kontrolni fibrinova sit’, PS je plasmovany polystyren, standardni
kultivacni povrch, FB+VEGF je fibrinova sit’ inkubovana s mediem obsahujicim VEGF-A121
a FB+FXIII+VEGEF je fibrinova sit, do které byl navazan rustovy faktor VEGF-A121 pomoci

FXIlla.

Test metabolické aktivity endotelovych bunék (XTT assay)

%k
T
L
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Obr. 5.8: Krabicovy graf znazornujici rozdily mezi datovymi soubory pro XTT assay.

Rozdily v naméfenych souborech dat znazornuje boxplot, ze kterého je patrny rozdil naméfenych
hodnot absorbanci na kontrolnim fibrinovém povrchu oproti ostatnim povrchiim. Tento fakt byl
potvrzen pomoci jednofaktorové ANOVY (pravdépodobnost, ze rozptyly namefenych hodnot jsou
shodné, byla mens$i nez hladina vyznamnosti o= 0,05). Dunnetiv test potvrdil statistickou
vyznamnost rozdilii hodnot namétfenych na fibrinovém povrchu vii¢i v§em ostatnim studovanym
povrchiim. Statistickd vyznamnost téchto rozdild byla potvrzena rovnéz parovym post hoc

Turkeyho testem, ktery za statisticky vyznamné (a = 0,05) oznacil vSechny kombinace kromé PS

a FB+VEGF.
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Kvantifikace bunééné DNA pomoci PicoGreen testu potvrdila vysledky ziskané pomoci

testu metabolické aktivity XTT.

Kvantifikace mnoZstvi bunééné DNA endotelovych bunék

na em? vzorku
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Obr. 5.9: Kvantifikace celkového mnozstvi dsDNA endotelovych bunék kultivovanych na
testovanych vzorcich (PicoGreen assay).

Mnozstvi DNA koreluje s poctem bunék na vzorcich. * oznacuje povrchy, které se statisticky
signifikantné lisi od kontrolni fibrinové sit¢ (p < 0.05). FB je kontrolni fibrinova sit, PS je
plasmovany polystyren, standardni kultivaéni povrch, FB+VEGF je fibrinova sit" inkubovana
s mediem obsahujicim VEGF-A121 a FB+FXIII+VEGF je fibrinova sit, do které byl navazan
rustovy faktor VEGF-A121 pomoci FXIlla.

Nativni mikroskopie testovanych povrchi

Vliv inkorporovaného VEGF-A121 na proliferaci bun€k byl rovnéz vizualné€ ovéren
pomoci nativni mikroskopie. Endotelové buniky byly na testovanych povrSich kultivovany
po dobu 3 dnti a sledovany svételnym mikroskopem Olympus IX 51. Nejvyssi pocet bunék
byl pozorovan na vzorku D (Fibrinova sit+FXIII+VEGF) (Obr. 5.10). Na fibrinovém
povrchu, kde byl VEGF-A121 ptidavany do média, bunky proliferovaly srovnatelné
S polystyrenem, ktery se pouzivéa jako standardni kultiva¢ni povrch. Na nemodifikované

fibrinové siti byl v porovnani s ostatnimi vzorky pozorovan nejnizsi pocet bunék.
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Obr. 5.10: Nativni mikrofotografie testovanych povrchi.
Me¢titko: 100 um, vzorek A: polystyren, vzorek B: fibrinova sit, vzorek C: fibrinova sit+VEGF-
A121, vzorek D: fibrinova sit+FXIII+VEGF-A121.
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6. DISKUZE

Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla vypracovana na tiech pracovistich.
Prvni ¢ast zabyvajici se expresi rekombinantniho proteinu VEGF-A121 byla provadéna
v Laboratoii Biotransformaci (MBU AV CR). Ve druhé &asti byl rekombinantné
pfipraveny rastovy faktor vyuzit k modifikaci fibrinového povrchu (tato cast byla
zpracovana ve spolupraci s oddélenim Biomateriali a bioanalogickych systémti (UMCH
AV CR)) a v zavéretné &asti byla studovan vliv piipravené¢ho biomateridlu na rist
endotelovych bundk (Oddélenim biomaterialt a tkanového inzenyrstvi (FgU AV CR)).

Cévni nahrady, které se pouzivaji v soucasné klinické praxi, vykazuji tadu
nedostatkl. Ty se projevuji pfedevsim u cévnich nahrad o priméru mensim nez 6 mm, kde
je mensi prutok krve a vyssi riziko vzniku trombu a ucpani cévy. Tomu by se vSak dalo
ptedejit vhodnou modifikaci povrchu cévni protézy. Jednou z moznosti, jak zvysit
dlouhodobou pruchodnost umélych cév, je endotelizace povrchu.

Tato diplomova prace se soustiedi na vyvoj povrchové modifikace biomaterialu
na bazi fibrinu S inkorporovanym rustovym faktorem VEGF-A121. Fibrin byl zvolen
proto, Ze se jednd o hemokompatibilni material, ktery se uplatiluje v pfirozeném procesu
hojeni ran. V ptipadé poranéni cévy tvoii provizorni extracelularni hmotu, docasnou
podptrnou strukturu pro hojivé procesy, ktera je kolonizovana endotelovymi buiikami a po
gase zcela nahrazena novou endotelovou tkanil®. Pokud by se podaiilo tento pfirozeny
proces napodobit a adaptovat do klinické praxe, bylo by mozné zhotovit cévni protézy se
zvySenou dlouhodobou prichodnosti. Takovato adaptovana technologie by dale mohla
nalézt uplatnéni pii vyvoji umélych srdecnich chlopni ¢i kardiovaskuldrnich stentd.
Vyhodou fibrinu je jeho dostupnost, 1ze jej totiz snadno izolovat z krve darce. Biomaterial
zalozeny na fibrinu by tedy mohl podpotit kolonizaci protézy endotelovymi burnikami, které
aktivné zabranuji tvorb&é krevni srazeniny. V pfirozeném procesu hojeni vSak figuruje
velké mnozstvi bioaktivnich latek, které proces akceleruji. Jedna se zejména o Sirokou
rodinu ristovych faktorGi a signdlnich proteind, které ovliviiuji proliferaci, migraci a
diferenciaci endotelovych bunc¢k. V této praci jsme se pokusili tento slozity proces
zredukovat na jednodussi experimentalni model, kdy jsme se do fibrinové sit¢ pokusili
navazat vaskularni endotelovy ristovy faktor, variantu A121(VEGF-A121).

Prvni ¢ast této prace je zamétena na expresi rekombinantniho proteinu VEGF-A121.

Vaskularni endotelovy rlstovy faktor je signédlni glykoprotein, ktery aktivuje
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transmembranové receptory v plazmatické membrané endotelovych bunék® #. Tento
rustovy faktor je dulezity pii vaskulogenezi a angiogenezi. Ze strukturadlniho hlediska je
VEGF-A121 homodimer, ktery obsahuje jednu disulfidickou skupinu, kterou jsou obé
podjednotky spojeny. Molekulova hmotnost tohoto dimeru je 28 kDa% %,

Pro expresi rustového faktoru VEGF-A121 byl navrzen expresni konstrukt (navrh:
Ing. Ondiej Kaplan, Ph.D., UMCH, odd. Biomaterialti a bioanalogickych systému), ktery
byl nasledné vyroben spole¢nosti Shanghai Generay Biotechnology (Shanghai, Cina).
Konstrukt mél zajistit, aby byl rustovy faktor exprimovan jako fuzni protein
s pridruzenymi peptidovymi sekvencemi, které umozni jeho produkci, purifikaci a
naslednou inkorporaci do fibrinové sité. Od N-termindlniho konce byl protein kédovany
expresnim Kkonstruktem sestaven z téchto cCasti: fuzni partner thioredoxin, histidinova
kotva, zdsahové misto pro proteasu trombin, zadsahové misto pro faktor XIII a samotny
vaskularni endotelovy rastovy faktor, varianta A121 (Obr. 4.1, Obr. 5.1). Fuzni partner
thioredoxin mél zvysit rozpustnost exprimovaného proteinu, a tim potlacit tvorbu
inkluznich télisek. K tomuto jevu pii expresi rekombinantnich proteinti dochazi velice
asto a s ohledem na dostupnou literaturu byl tento jev v piipadé VEGF ocekavan!®,
Histidinova kotva umoziuje jednoduchou purifikaci pomoci afinitni chromatografie.
Konstrukt pro expresi VEGF-A121 byl navrzen tak, aby bylo mozné po purifikaci
exprimovaného proteinu pomoci trombinu od$tépit fhzni Cast obsahujici thioredoxin
a histidinovou kotvu ve specifickém zasahovém misté. Dale konstrukt koduje zasahové
misto pro faktor XIII, ktery umozZiuje kovalentni imobilizaci ristového faktoru
VEGF-A121 do fibrinové sité pomoci transglutaminasové aktivity faktoru XIII (FXIIIa).
Tato metoda, ktera vyuZzivad unikatni schopnosti faktoru XIIla kovalentné konjugovat
fibrinové monomery a urcité dal$i proteiny, byla v minulosti rozpracovdna v sérii
védeckych praci®’,

Ptirozena tloha faktoru Xllla, coZz je jeden z faktori ucastnicich se koagulacni
kaskady, je kovalentné prokfizit fibrin. Proto se tento faktor také nazyva fibrin-stabilizujici
faktor a z biochemického hlediska se jedna o enzym transglutaminasu. FXIlla je schopen
rozpoznat urc¢ité kratké peptidové sekvence v molekulach proteinli (pfedevsim fibrinu,
inhibitoru plasminu o2, kolagenu a dalSich) a v misté téchto sekvenci proteiny spojit
kovalentni vazbou!®®. Je-1i takovato sekvence, v nasem ptipadé NQEQVSPL odvozena od
inhibitoru plasminu a2 (zvany také a2-antiplasmin), uméle vnesena do jiného proteinu,

napiiklad do molekuly rGstového faktoru, mize byt tento rlstovy faktor kovalentné
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konjugovan k fibrinu. Expresni konstrukt, navrzeny pro tuto praci, byl vytvofen
zaklonovanim syntetického genu kodujiciho modifikovanou variantu VEGF-A121 mezi
restrik¢ni mista Msc | a Xho | vektoru pET-32a(+). Insert byl zaklonovan ve stejném
¢tecim ramci jako fuzni partner thioredoxin, ktery je kodovan na vektoru pET-32a(+).
U syntetického genu byla provedena optimalizace zastoupeni kodonli pro expresi v
bakteriich E. coli.

Pro produkci rekombinantniho proteinu byl zvolen bakterialni expresni systém,
jehoz vyhoda spociva predevSim v experimentalni jednoduchosti, nizkému riziku
kontaminace kultury a ekonomii procesu. Nevyhodou tohoto expresniho systému je
nemoznost zajisténi posttransla¢nich modifikaci, jakymi jsou napiiklad glykosylace, které
jsou casto dulezit¢é pro spravnou funkci proteinu. Dal§im uskalim je vysoka
pravdépodobnost exprese proteinu v nerozpustné forme, ve formé tzv. inkluznich télisek.
V takovém ptipad¢ a je tfeba vznikly protein izolovat a provést jeho renaturaci.

Z tohoto divodu byl rdstovy faktor exprimovan jako flzni protein s fuznim
partnerem thioredoxinem, ktery by mél tvorbu inkluznich télisek potlacit. Navrzenym
vektorem kodujicim VEGF-A121 a vektorem pGro7 kodujicim molekularni chaperony
GroEL/GroES byly transformovany kompetentni bunky E. coli Origami B (DE3). Tento
proces byl navrzen podle ptedchozich uspésnych produkci jinych proteind, napt. FGF-1,
FGF-2 (zatim nepublikovano) a eukaryotnich nitrilas'®®. Pomoci SDS elektroforézy bylo
zjisténo, ze tvorba inkluznich télisek byla snizena pftiblizné na polovinu. Na zakladé

evaluace elektroforeogramu pomoci programu GelAnalyzer'®2

bylo u rekombinantniho
fazniho proteinu uréeno zastoupeni rozpustné (43 %) a nerozpustné proteinové frakce
(57 %). Rekombinantni protein VEGF-A121 byl dale koexprimovan s bakterialnimi
chaperony GroEL/GroES, které mohly zajistit vyssi rozpustnost proteinu, popiipadé zvysit
jeho biologickou aktivitu. Ukazalo se, Zze protein koexprimovany s chaperony vykazoval ve
srovnani s dvéma analogickymi komerénimi preparaty vyssi biologickou aktivitu. Ta byla
studovana na zaklad¢ interakce rastového faktoru s endotelovymi bunikami. Je mozné, ze
toto zvyseni biologické aktivity bylo zpiisobeno lepsim sbalenim proteinu, zajisténym
dodate¢nymi molekularnimi chaperony.

Rekombinantni fizni protein byl podroben purifikaci pomoci afinitni
chromatografie. Principem této metody je reverzibilni interakce histidinového konce

proteinu s kobaltnatymi ionty, které jsou imobilizovany na matrici. Purifikace zahrnovala

nékolik krokl vedoucich k ziskani fuzniho proteinu. Pribéh purifikace byl sledovan
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pomoci SDS elektroforézy (Obr. 5.3). Po vizualizaci byly na gelu pfitomny intenzivni
prouzky odpovidajici velikostem 31,5 kDa (patrné pozadovany fuzni VEGF-A121) a 57,8
kDa (pravdépodobné bakterialni chaperon GroEL). V kone¢né fazi purifikace bylo nutné
odsteépit dale nepotfebnou fluzni ¢ast rekombinantniho proteinu obsahujici thioredoxin a
histidinovou kotvu. Pro tento ucel bylo v expresnim konstruktu cilené¢ navrzeno zasahové
misto pro trombin. Pro nalezeni vhodnych experimentalnich podminek bylo nejprve
provedeno odstépovani fizniho partnera v analytickém métitku (v objemu 50 pl). Ze tii
reak¢nich smési obsahujicich riizné koncentrace trombinu (0,06; 0,3 a 1,5 U/ml) a 10 ug
fazniho proteinu byly v casech 0, 4, 16 a 70 hod odebrany vzorky. Tyto vzorky byly
naneseny na SDS elektroforézu a na gelu byly sledovany prouzky odpovidajici celému
faznimu proteinu (31,5 kDa), thioredoxinu (11,8 kDa) a VEGF-A121 (14,1 kDa; Obr. 5.4).
Pro preparativni odstépeni fuzniho partnera byla zvolena koncentrace trombinu 1,5 U/ml
a reakéni doba 4 hod. Za téchto podminek byly na zdznamu z SDS elektroforézy
pozorovany jen prouzky odpovidajici velikostem thioredoxinu a VEGF-A121, prouzek
odpovidajici fiznimu proteinu jiz pozorovan nebyl. To naznacuje, ze byl veskery fuzni
protein v reakéni smési rozstépen. Vzhledem k pfitomnosti pouze dvou vyraznych prouzkt
na gelu lze pfepokladat, ze trombin Stépil pouze ve specifické sekvenci a u zddaného
proteinu nedoslo k jeho rozstépeni na mensi fragmenty.

Pro pifipravu VEGF-A121 v preparativnim méfitku bylo z divodu ¢asové tspory
soucasn¢ provadéno Sté€peni fuze a jeji vyvazani z reakéni smési za souCasné dialyzy, ktera
méla odstranit zbytkovy imidazol z pfedchozi €asti purifikace. Vysledny roztok proteinu
byl zkoncentrovén na centrifugacni filtraéni jednotce Amicon Ultra (cut-off 10 kDa). Pti
zahusténi byl pozorovan vznik bilého zakalu. Pravdépodobné doslo k precipitaci proteinu,
coz mohlo negativné ovlivnit celkovy vytézek. Neni vylouéena ztrata cilového proteinu v
pribéhu zakoncentrovani proteinu. Cést proteinu by za uréitych podminek mohla projit
ptes pory centrifugacni filtra¢ni jednotky Amicon Ultra, jejiz velikost port (cut-off 10
kDa) je jen o néco malo mensi nez velikost cilového proteinu ve form¢ monomeru (14,1
kDa). Cistota finalniho proteinu byla ovéfena pomoci SDS elektroforézy (Obr. 5.5).

Koncentrace cilového proteinu byla vSak nizk4 a vizualizace pomoci SDS elektroforézy

vvvvvv

metodou podle Bradfordové!!!

na 0,07 mg/ml. Pfepoctem bylo zjisténo, ze z jednoho litru
kultivacniho media 2YT bylo ziskano 1,4 mg proteinu. Takovy vytézek je v porovnani s

publikovanymi vysledky pomérné nizky, nebot’ jini autofi uvadi vytézky kolem 5 mg/I
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medial®. K nejvétsim ztratdm pravdépodobné doslo b&hem zakoncentrovani proteinu, kdy
mohlo dojit k precipitaci znacného podilu cilového proteinu.

Biologicka aktivita rustového faktoru VEGF-A121 byla ovéfena méfenim
proliferace endotelovych bunék v redlném cCase pomoci piistroje xCELLigence. Vliv
rekombinantné ptipraveného VEGF-A121 na proliferaci endotelovych bunék byl porovnan
s aktivitou komer¢né dostupnych rustovych faktordt VEGF-A121 exprimovanych v E. coli
nebo v savéich bunkach HEK. Béhem experimentu byly porovnany t¥i koncentrace
VEGF-A121: 20, 50 a 100 ng/ml (Obr. 5.6). Rekombinantni rastovy faktor piipraveny
VvV ramci této prace vykazoval zhruba 4 x vétsi vliv na stimulaci proliferace endotelovych
bunék nez dva komer¢né dostupné preparaty VEGF-A121.

Ristovy faktor byl nésledné¢ imobilizovan do fibrinové sité. Postup pfipravy
fibrinové sit&, ktery byl pfevzat od nasich spolupracovniki z Ustavu makromolekularni
chemie, spociva v postupné inkubaci polystyrenového povrchu s roztoky reagenti,
fibrinogenem, trombinem a smési fibrinogenu, antitrombinu a heparinu'®. Pomoci aktivity
faktoru FXIlIla (enzymu transglutaminasy) byl do této fibrinové sité nasledné inkorporovan
nami pfipraveny rekombinantni rastovy faktor VEGF-A121. MnozZstvi navadzaného
proteinu bylo sledovano pomoci imunologického stanoveni ELISA. Bylo prokazano, ze se
podarilo rustovy faktor VEGF-A121 imobilizovat do tenké fibrinové sit€é v mnozstvi
odpovidajicim 412 pg/cm? (Tab. 5.2). Ackoliv byl postup imobilizace déle optimalizovan,
ani zvySena koncentrace VEGF-Al12l, ani prodlouZend reakéni doba pro navazani
VEGF-A121 nezvysily vyznamné mnozstvi inkorporovaného VEGF-A121 do fibrinové
sité.

Proliferace endotelovych bunék na fibrinovych povrSich s navdazanym rastovym
faktorem VEGF-A121 byla sledovana dvéma nezavislymi metodami: méfenim
metabolické aktivity (viz odstavec 4.20 a odstavec 5.6) a kvantitativnim stanovenim
koncentrace DNA ve vzorku (viz odstavec 4.21 a odstavec 5.6). Vysledné grafy jsou
uvedeny na Obr. 5.7 a Obr. 5.9. Mé&fenim metabolické aktivity tzv. XTT testem bylo
zjisténo, Ze kovalentn¢ imobilizovany rustovy faktor VEGF-A121 do fibrinové sité pres
faktor XIII vyznamné ovliviiuje proliferaci endotelovych bunék. Jeho absorbance byla
témet dvojndsobna oproti absorbanci, kterd byla namétfena na povrchu, ktery tvofila
fibrinova sit' s VEGF-A121 bez faktoru XIII. Druha metoda, ktera kvantitativné stanovuje
koncentraci DNA pomoci PicoGreen testu, jen potvrdila vysledky ziskané pomoci XTT

testu. Vliv navazaného rekombinantniho rustového faktoru VEGF-A121 na proliferaci
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endotelovych bun¢k byl vizualné oveéten pomoci nativni mikroskopie (Obr. 5.10). Nejvyssi
pocet bunék byl pozorovan na fibrinovém povrchu s imobilizovanym VEGF-A121 pomoci
faktoru XIIIa. Pocty bun€k na fibrinové siti, kde byl ristovy faktor VEGF-A121 ptfidavany
do média a na polystyrenu, ktery zde slouzi jako kontrolni kultivacni povrch, byly
se v této praci podatilo navazat do fibrinové sité jen cca 0,5 ng VEGF-A121/cm?, coz je
vyrazné niz$i koncentrace, nez ma VEGF v komercénich mediich, dle provedenych
experimentt se zda, ze tato koncentrace je dostate¢na k tomu, aby signifikantné ovlivnila
rust endotelovych bunék. To mize byt zpisobeno naptiklad tim, ze se VEGF po navazani
na receptor VEGFR neinternalizuje do bunky, ale zustava ukotven na fibrinovém povrchu

a stimuluje dal§i receptor. Tento efekt byl jiz pozorovan?®®,
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7. ZAVER

Rustovy faktor VEGF-A121 byl uspésné exprimovan v rekombinantnich bakteriich E. coli
Origami B (DE3) v rozpustné formé.

Rekombinantni VEGF-A121 byl purifikovan ve vytézku 1,4 mg/1 bakterialni kultury a jeho
biologicka aktivita byla experimentalné potvrzena na bunkach cévniho endotelu. Tato
biologicka aktivita byla cca 4 X vyssi v porovnani se dvéma komercn¢ dodavanymi

preparaty.

Rustovy faktor byl aktivitou faktoru Xllla kovalentné inkorporovan do fibrinové sité

v mnozstvi odpovidajici cca 412 pg/cm?.

Inkorporaci VEGF-A121 do fibrinové sité byl zvySen vliv na proliferaci endotelovych

bunék.
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