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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lekarskych vied

Kandidat: Rebeka Klingova
Skolitel’: PharmDr. Petra Fikrova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Efekt solubilného endoglinu na endotelové bunky in vitro

Ciel’ prace:

V diplomovej praci sme zistovali U¢inky solubilného endoglinu na endotelové
bunky pomocou zapalovych markerov. Cielom bolo poukazat’ na moznu spojitost’
solubilného endoglinu s dysfunkciou endotelu.

Metody:

Na Studium dysfunkcie endotelu sme si vybrali 'udské endotelové bunky ziskané
z pupocnikovej Zily — HUVEC. Bunky boli ovplyvnené solubilnym endoglinom
v dvoch koncentraciach av dvoch réznych casovych intervaloch. Vysledky sme
hodnotili v Statistickom programe, porovnavanim kontrolnej skupiny s ovplyvnenymi
bunkami a dvoma koncentraciami navzajom. Analyzu expresie zapalovych markerov
sme vykondvali na trovni mRNA pomocou metody real-time PCR.

Vysledky:

Signifikantné zmeny v expresii markerov nastali pri cievnej a intracelularnej
adhéznej molekule pri obidvoch koncentraciach v porovnani s kontrolou. ZvySené
hodnoty transkripcie boli aj v pripade cyklooxygendzy 2 v porovnani s kontrolou a
znizené hodnoty boli v pripade cadherinu 5.

Zaver:

Zmeny v expresii markerov dysfunkcie endotelu nds vedii k moznému vplyvu

solubilného endoglinu na endotelové bunky, ateda k predpokladu, Ze ovplyviiuje

funkciu endotelu. Je nutné previest’ d’alSie metodické pristupy na tto problematiku.



ABSTRACT
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Supervisor: PharmDr. Petra Fikrova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Effect of soluble endoglin to endothelial cells in vitro

Aim:

We determined the effects of soluble endoglin on endothelial cells, by the means
of inflammatory markers. The aim of the study was to point out the possible association
of the soluble endoglin with endothelial dysfunction.

Methods:

For our study we have selected the human endothelial cells from umbilical
vein - HUVEC. We have influenced the cells with soluble endoglin in two
concentrations and at two different time intervals. The results were evaluated in the
statistical program, in which we have compared the control group with influenced cells
and two concentrations between each other. The expressions of inflammatory markers
were analyzed on the level of mRNA, using the real-time PCR method.

Results:

Significant changes in the expression of markers were observed on the vascular
and intracellular adhesion molecule at both concentrations compared to the control
group. Increased values of transcription were available also for cyclooxygenase 2 and
decreased values for cadherin 5 compared to the control group.

Conclusion:

Changes in expression of endothelial dysfunction markers are leading us to the
possible influence of soluble endoglin on endothelial cells, and thus to the assumption,
that it affects the function of the endothelium. Further methodical approaches are

necessary to be carried out on this issue.
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1. Teoreticka c¢ast’

1.1 Uvod

Endotelova dysfunkcia je charakterizovand poruchou funkcie dilaticie ciev
a protrombogénnym S$tadiom dochadza pri nej k zvySovaniu zapalovych a adhéznych
molekul. Je jednym z v€asnych Stadii ateroskler6zy (Higashi, ef al. 2009).

Dysfunkcia endotelu je dobrym prediktorom srdcovocievne] diagnostiky,
nezéavisle od ostatnych faktorov aj ked’ do klinickej praxi nebola s velkym doérazom
zavedena. Funk¢éné poruchy ciev su povazované za dolezité v progresii, inicicii
a tvorbe komplikacii pri ischemickej chorobe srdca a aterosklerdze. Stupeni dysfunkcie
endotelu koreluje so zvySenym rizikom umrtnosti srdcovocievneho aparatu (Dobias, et
al, 2016).

Podl'a terajSich predstav je ateroskleréza chronicky proces charakterizovany
modifikovanymi makrofagmi, lipoproteinami a inymi krvnymi komponentami a je
odpovedou na rozne impulzy posobiace na stenu ciev (Hulin, et al 2005).
Ateroskleroza a jej dosledky su v zépadnych krajinach vedicimi pri¢inami chorobnosti
a umrtnosti. V Clenskych Statoch Eurdpskej tnie v roku 2014 doslo v priemere k 37%
umrti nasledkom ochoreni srdcovocievneho aparatu V Slovenskej a Ceskej republike sa
toto Cislo pohybuje medzi 45%, ¢o mdze byt sposobené aj stravou bohatou na tuky
alebo nizSou pohybovou aktivitou tunajSich I'udi (Eurostat, 2017).

Ddélezita ulohu v homeostaze ciev zohrava transformaény rastovy faktor .
Endoglin ako koreceptor tejto signalizanej drahy spifia taktieZ vyznamnd wlohu.
Po6sobenie solubilného endoglinu je v pripade cievnych ochoreni otdzne uz viac ako 30
rokov po objave tohto glykoproteinu. Endoglin (CD105) je exprimovany hlavne
na endotele ciev. Je nevyhnutny pre kardiovaskularny vyvoj a mutdcia génu sposobuje
hereditarnu  hemoragicka telangiektaziu. Je exprimovany aj pocas gravidity
v syncytiotrofoblaste a hladina solubilnej formy je zvySena pri preeklampsii (Berg, et

al. 1997, Gregory, et al. 2014, Venkatesha, ef al. 2006).



1.2 Cievy

Sucastou kardiovaskularneho a lymfatického systému su cievy, ich zlozenie
pozostava z nasledujucich vrstiev:

1. Tunica intima - samotnd vrstva endotelovych buniek. Pod fiou sa nachadza vrstva
subendotelu, méze obsahovat’ vrstvu hladkého svalstva. Usporiadanie buniek je
pozdizne.

2. Tunica media - skladd sa hlavne z hladkej svaloviny, medzi bunkami hladke;j
svaloviny sa nachadzaju aj elastické a kolagénne vlakna.

3. Tunica adventicia - je tvorend kolagénnymi a elastickymi vlaknami, ktoré st
orientované pozdizne. V bunkach adventicie a medii st odli$né typy kolagénu

(Mescher, 2013).

1.3 Endotel

Endotel tvori vnutornt vrstvu vSetkych krvnych ciev (artérie, zily, kapilary) a ciev
lymfatického systému, je tvoreny jednou vrstvou endotelovych buniek. Je v priamom
kontakte s krvou a cirkulujicimi bunkami. Termin endotel bol prvy krat spomenuty
Wilhelmom Hisom, §vaj¢iarskym odbornikom v anatomii v roku 1865 (Feletou, 2011).

Endotel tvori semipermeabilni vrstvu medzi dvoma prostrediami - krvnou
plazmou a intersticidlnou tekutinou. Endotelové bunky st zakotvené¢ do bazélnej
membrany, ktord ma Sirku 80nm. Bazalna membréana je doleZitou sucast'ou ciev, tvori
kostru kazdej artérie, Zily ¢i kapilary. Tvar endotelovych buniek sa meni, ale zvicSa
predstavuje tenké polygonalne predizené bunky o dizke 50-70 pm, $irke 10-30 pm
a hrubke 0,1-10 pm. Obsahuja vakuoly a vytvaraju so susednymi bunkami rézne spoje,
taktiez obsahuji Weibel-Paladeho telieska, slizia na skladovanie von Willebrandovho
faktoru. Endotel vznikéd z mezenchymu, nezarad’uje sa medzi pravy epitel. V cievach st
endotelové bunky orientované po dizke z dévodu minimalizovania zat'aZenia pradiacou
krvou. Hoci endotel predstavuje jednu vrstvu buniek s poctom priblizne 10-60.10'
v 'udskom tele obsadzuje povrch o velkosti 300 - 1000m?. Tieto morfologické udaje len
poukazuju na ddleziti rolu vo vymene a transporte latok (Feletou, 2011).

Pozorovanim v elektronovom  mikroskope boli zistené rozdiely
v medzibunkovych spojeniach, ktoré viedli k rozdeleniu endotelu a urcitej klasifikacii
na kontinualny, perforovany a diskontinualny. Kontinudlny endotel najdeme

vo viacerych Zzilach, artéridch a kapilarach mozgu, koze, pluc, srdca a svalov.
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Perforovany endotel je charakterizovany pormi. Tento typ pozorujeme najcastejSie
v tkanivach s endokrinnym a exokrinnym vylu€ovanim ai. Diskontinudlny endotel je
charakterizovany velkymi penetraciami, typicky pre sinusoidy v pecCeni ale aj
pre slezinu a kostnt dren (Feletou, 2011).

Medzibunkové spojenia su zlozené ztesnych spojeni (zona occludens),
adherentnych spojeni a priepustnych spojeni. Tieto komplexy udrziavaju rozliéné
bunkové mechanizmy ako st adhézia, medzibunkovy prenos alebo signalizacné drahy

(Beese, et al. 2010).

1.3.1 Funkcia endotelu

Endotel ciev predstavuje anti-tromboticky povrch, v ktorom na zdravom tkanive
nedochédza k zrazaniu krvi. Jednotlivé funkcie zahtiaji:

1.  Aktivne vylu€ovanie sekrétu kontrolujuce formovanie zrazeniny ako napriklad:
heparansulfat- glykozaminoglykén s podobnymi ti¢inkami ako ma heparin

2. Za urcitych podmienok bunky endotelu uvolfiuju mediatory s proagrega¢nymi
a proadhezivnymi vlastnost'ami ako su:

- von Willebrandov faktor stimulovany estradiolom alebo fibrinogénom,

- faktor aktivujuci trombocyty, dokaZe aktivovat’ taktieZ aj monocyty a neutrofily

3. Bunky reaguju lokédlne na vaskularny tonus a prietok krvi sekréciou rozli¢nych
typov latok stimulujticich kontrakcie hladkej svaloviny. Napriklad:

- endotelin I - je to peptid zlozeny z 21 aminokyselin a je mimoriadne efektivny
vazokonstriktor, 50-80% produkuje endotel,

- angiotenzin konvertujuci enzym - nachadza sa na povrchu endotelu, umoziuje
lokalnu aktivaciu reninovo-angiotenzinového systému.

4.  Relaxaciu cievnej steny umoznuju tzv. endotelové vazodilatatory. Medzi ne patri:
oxid dusnaty (dominantnd uloha vo vazodilaticii ciev), prostacyklin(PGI,),
hyperpolariza¢ny faktor a prostaglandiny (PGE,).

5. Endotel plni rézne role pri imunitnej odpovedi ako aj pri zépale. Bunky endotelu
podnecuju biele krvinky k predchadzaniu transendotelidlnej migracii na miesta
poskodenia alebo infekcie vo venulach. V takomto pripade sa vylucuje P-selektin,
ktory je vyluCovany na lamindlny povrch k Weibel - Paladeho telieskam, ktoré
pohltia bunku do membrany. Endotelové bunky taktieZ vylucuji rdzne faktory

zvan¢ interleukiny lokdlne ovplyviiujuce leukocyty pocas zéapalu.
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6.  Endotel vylucuje rozliéné rastové faktory zahritujic proteiny, ktoré dopoméahaju
proliferacii bielym krvinkam alebo udrzuju stenu ciev.

7.  Bunky endotelu dokazu produkovat proteiny potrebné pre bazalnu membranu.
Produkciou enzymov ako napriklad metaloproteindzy, ktoré¢ degraduju
extracelularnu matrix, plnia doleziti tilohu pri udrziavani plasticity ciev (Feletou,

2011, Hulin et al., 2005, Junquiera, 2013).

1.3.1.1 Cievna permeabilita

Pri transcelularnej ceste je transport makromolekul endotelom uskutoctiovany
receptor - dependentnymi (protein GP60 viazuci albumin) alebo indepentnymi
mechanizmami (transcytéza tekutin). Caveoly s mikrodomény bohaté na cholesterol
a glykosfingolipidy. Pokryvaji cytoplazmaticky povrch s proteinom caveolin - 1.
Zahfnaji Strukturdlne komponenty atvoria 15% povrchu endotelu. MnoZstvo
signaliza¢nych molekul je zdruzenych s caveolinom - 1 ako iontové kanaly, G-proteiny,
eNOS, kinazy. Reguléaciou protein-protein interakcii optimalizuje ich funkcie (Feletou,
2011).

Pri paracelularnej ceste aktinové vldkna v cytoskelete reaguju s medzibunkovymi
spojeniami (adherentné, tesné¢). Tvoria urcita bariéru pre makromolekuly. Za okolnosti
ako je akutny alebo chronicky zapal, angiogenéza, ischémia atd. moézu mediatory,
cytokiny, kyslikové radikdly alebo iné spdsobovat’ zmrstenie endotelovych buniek ¢o
nartiSa permeabilitu a prestup latok. Vysledkom, v najhorSom pripade, je vznik edému
popripade tkanivove] dysfunkcie. Integrita endotelu je dana tvarom endotelovych
buniek ale aj adhezivnou silou jednotlivych buniek medzi sebou (Feletou, 2011).

Koordinécia a integracia informacii medzi bunkami a tkanivami (medzibunkova
komunikacia) je dolezitd pre spravne fungovanie organu vratane steny ciev. Bunky
dokazu komunikovat’ medzi sebou réoznymi sposobmi. Moze sa jednat o uvoliiovanie
hormoéonov a mediatorov, alebo komunikacia moze prebiehat za pomoci kanalov
medzibunkovych spojeni chemickymi poslami alebo elektrickym signalom. Spojenia su
priepustné pre io6ny a taktiez pre tzv. druhych poslov ako st cyklicky adenozin
monofosfat, malé peptidy o velkosti 10 aminokyselin, IP3 ¢i dokonca siRNA.
Medzibunkové spojenia st tvorené proteinami konexinmi. Expresia konexinov koreluje

s rozli€énymi cievnymi ochoreniami (Feletou, 2011).
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1.3.2 Dysfunkcia endotelu

Dysfunkcia endotelu je odpovedou na kardiovaskularne rizikové faktory
a predchddza vzniku aterosklerdozy a d’alSich srdcovocievnych poruch. Zasluhu
na tvorbe 1€zii ma aj dysfunkény endotel, ktory umoziiuje podporu skorych a neskorych
mechanizmov ateroskler6zy. Dochadza pri nej k zniZzeniu biologickej dostupnosti
vazodilatdtorov anaopak k zvySeniu faktorov vazokonstrikcie. Zmeny vedu
k poskodeniu endotel - dependentnej vazodilatacii, ¢o je funkcnou charakteristikou
dysfunkcie. DalSou zmenou zo zapalového hladiska je vysoka adhezivna schopnost
endotelu k bunkdm leukocytov a syntéza prozapalovych cytokinov (Hadi, et al. 2005,
Hulin et al. 2005).

Mnozstvo faktorov zvySuje koncentraciu volnych radikalov v organizme. M6zu to
byt napriklad obezita, akutna mikrobidlna infekcia, fajcenie, vysokd koncentracia
glukozy vkrvi. Je moZzné vykonavat vySetrenia, ktorymi ziskame odozvu ciev
vazoaktivnymi substanciami (acetylcholin, bradykinin, atd’.) schopnymi reagovat’
s endotelom. VySetrenie sa robi angiografom na zaklade Dopplerovho efektu. Pacienti
s dysfunkciou mézu paradoxne vykazovat vazokonstrikciu, u zdravych I'udi dochadza
po posobeni acetylcholinu k vazodilatacii. Ako sme si uz spomenuli, endotel ma
vyznam pri dlhodobej a kratkodobej kontrole kardiovaskularnych funkcii. Dysfunkcia je
preto evidentne pritomnd pri nasledovnych poruchach: hypertenzia, hyperlipidémia,
diabetes mellitus, plicna hypertenzia, cerebrdlny a koronarny vazospazmus,
vaskulitidy, hemolyticko-uremicky syndrom atd’. (Rajendran, et al. 2013, Roquer, et
al.2009).

Hypertenzia

Je to stav neprimeraného miestneho cievneho zapalu, oxida¢ného stresu alebo
systétmového zapalu. Spojitost medzi hypertenziou a dysfunkciou endotelu je
predpokladand, ale dokazy na toto tvrdenie st neuplné. TerajSie poznatky poukazuju
na to, Ze sa tieto dva stavy v organizme navzajom posiliiuji a prejav zavisi na kondicii

samotného jedinca. (Dharmashankar&Widlansky, 2010).

Diabetes mellitus
Z dovodu dlhodobej expozicie hyperglykémie dochddza ku komplikdciam
diabetu, ktord zahriiuje produkciu reaktivnych foriem kyslika a dusika (ROS, RNS).
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Porucha vaskularnej homeostazy zapri¢inend oxidativnym stresom sposobuje
poskodenie vazodilaticie. Rezistencia na inzulin naruSuje signalizacnti drahu, ktora
za normalnych okolnosti aktivuje NO syntazu, taktiez aktivuje MAP kinazu, stimuluje
latky ako st endothelin 1, zvySuje koncetraciu PAI-1 a adhéznych molekul (Sena, et al.
2013). Pri stadii Blazquez-Medela, et al. (2010) bola u pacientov s diabetom alebo
hypertenziou pritomna dysfunkcia endotelu, hodnotila sa analyzou PWV. Hodnota

PWYV udava arterialnu tuhost’.

Ateroskleroza

Je zépalovy proces s pritomnostou nepriaznivo pozmenenych makrofagov,
endotelovych buniek, lipoproteinov, buniek hladkej svaloviny alebo roéznych inych
bunkovych molekil. Koneénym Stddiom zapalového procesu je  vznik
aterosklerotického platu. Ateroskler6za je progredujuce a mnoholoziskové ochorenie,
niekde je pritomny cely plat aniekde je pritomna len dysfunkcia endotelu.
Ateroskler6za je zapriCinena viacerymi faktormi, jednou z pri¢in vzniku je aj
modifikacia LDL castic. Oxidacny stres podporuje tvorbu oxida¢nych modifikacii
(oxidované LDL castice). Receptory pritomné na makrofagoch (scavengerové) maju
vysoku afinitu k oxidovanym LDL ¢asticiam. Dochadza k zachyteniu castic a vzniku
penovych buniek. Penové bunky sa hromadia adochadza k produkcii rastovych
faktorov a cytokinov. Molekuly spdsobuji proliferdciu hladkého svalstva ciev
a produkciu kolagénu (Hulin, et al. 2005). Zapalové cytokiny st nastrojom progresie
aterosklerdézy ako je to dokdzané¢ vo viacerych Studiach napriklad, blokovanim
interferébnu y atumor nekrotizujuceho faktoru o sa zlepSuje rozvoj aterosklerozy.
Inhibicia aktivity metaloproteindaz a blokovanie signalnych cytokinovych proteinov

moze zlepSovat’ priebeh chronického zapalu v stene ciev (Vidal-Vanaclocha, 2009).

Periférne ochorenie ciev

Kompenza¢né mechanizmy umoznujuce remodeléciu ciev su zdvislé na aktivite
NO syntdzy. Pacienti s dysfunkciou maju oslabené tieto obranné mechanizmy.
Pri ischemickej chorobe dolnych koncatin sa stimuluju kompenza¢né mechanizmy, tie
su vSak oslabené. Dysfunkcia zhorSuje klinicky stav pacientov trpiacich na periférne
ochorenie ciev kvoli neschopnosti remodelacie a formovani vedl'ajSich ciev. K ischémii
tkaniv moZze prispiet’ aj zvySend expresia protrombickych a prozapalovych faktorov

(Rajendran, ef al. 2013).
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Infek¢né ochorenia

Strata cievnej bariéry a permeability hraja dolezitu rolu v patogenéze virusov
hemoragickych horucok. Priznaky mézu byt sposobené priamo virusovou infekciou
a poskodenim endotelu alebo nepriamo dysreguldciou imunitného systému a teda
k vzniku prehnanej reakcii endotelu. K rozvratu bariéry endotelu dochddza pri dengue

horucke a hantavirusovom pl'icnom syndrome (Basu, 2008).

Rakovina

Dysfunkéne aktivované endotelové bunky podporuju prozépalova signalizaciu.
Aktivaciou zépalovych drah v stromalnych bunkdch dochddza k indukcii drahy
nukledrneho faktoru kappa B (NF-kB) ¢o vedie k zvySeniu invazivnosti a tvorbe
metastaz. Pokojovd forma endotelu vyvoldva miernu aktivaciu zapalovych drédh
v nadorovych bunkéch a inhibuje proliferaciu, na druhej strane dysfunkény endotel
vyvolava silnll zapalova aktivaciu. Stimuluje apoptézu v nadorovych bunkéch, ale
prezivSie bunky s omnoho agresivnejSie. V tejto S$tadii zahffia autor stromy
endotelovych buniek ako aktivneho spolutiCastnika nadorového mikroprostredia

(Frances, et al. 2013).

1.4 Signalizacna draha transformacného rastového hormonu f8
(TGF p)

Do rodiny TGFB moéZeme zaradit' 33 rastovych faktorov, ktoré rovnakymi
mechanizmami plnia pleiotropné funkcie. Specificita signalizanej drahy je dosiahnuta
za pomoci odliSnej afinity ligandov k 7 typom I receptorov (ALK 1-7) ak 5 typom II
receptorov  (ActRIIA, ActRIIB, TBRI, BMPRII, AMHRII) pozri obr. ¢ 1,
co-reguléciou na kazdej Grrovni, Specifickymi transkripénymi aktivatormi a represormi,
¢o vdosledku umoziiuje kvantitativnu odpoved. Receptory su charakterizované
cytoplazmatickou doménou so silnou serin/threoninovou kindzovou aktivitou a slabSou
tyrozin kinazovou aktivitou (Horbelt, ef al. 2012).

TGFB/BMP - ligandy kostného morfogenetického proteinu (Bone morphogenetic
protein) signalizaéné drahy zahffiajt SMAD transkripéné faktory, ktoré umoziuju
transkripént odpoved’ na rozdiel od NON-SMAD faktorov ktoré umoznuju aktivaciu

MAP kinaz, JNK, malych GTP-az a d’alsich faktorov (Horbelt, et al. 2012). SMAD
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proteiny su teda intracelularne medidtory TGF signalizacie (Moustakas&Heldin,
2009).

BMP a TGFp signalizacné drahy reguluji u dospelych homeostazu kontrolou
bunkovej diferencidcie alebo proliferacie. Tato signalizacna cesta slizi v organizme
na produkciu kolagénu, tvorbu inhibitor aktivatoru plasminogénu 1 a negativne pdsobi
na angiogenézu a migraciu buniek (Gregory, et al. 2014). Narusenie tejto signalizacne;j
drahy vedie kzavaznym ochoreniam kardiovaskuldrneho, muskularneho alebo
fibrotického typu (Horbelt, ef al. 2012). Maju dolezit rolu aj pri pdsobeni na ochorenia
autoimunitného pdvodu alebo rakoviny rdézneho typu, ked’ze pdsobia v mnohych typoch

tkaniv odliSnymi spdsobmi (Moustakas, et al. 2009).

TGF-f1/p3 TGF-p1/p3

_— BMP9
‘ P H% . e
E- Endoglin Endaoglin

AL

K5 BMPRII

T|3RIII TpRI ALK ALK1

Smad 2,3 Smad 1,5,8 Smad 1,5,8
Smad 4 Smad 4

\ /

Regulation of gene transcription

Obr. ¢. 1 TGFP signalizacnd draha popisujica dva druhy receptorov spolu

s transkripénymi faktormi a véazbou endoglinu (Gregory, ef al. 2014)
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1.5 Membranovy endoglin

Endoglin alebo CD105, Eng, TGFp receptor III. Je homodimérovy membranovy
glykoprotein, ktory ma doélezitu rolu v signalizanej drahe TGFB (Nachtigal, et al.
2012).

1.5.1 Expresia endoglinu

Expresia na cievhom endotely viedla k tomu, Ze sa endoglin klasifikoval ako
endotelovy marker CD105. Preukdzala sa vysoka reaktivita protilatok s odliSnymi typmi
endotelovych buniek z kapilar, artérii, zil ziskanych z r6znych tkaniv (Gougos&Letarte.
1988). Endoglin je v nizkej koncentracii exprimovany v endotelovych bunkach, ale
zvySena expresia je v poSkodenom cievnom tkanive pri zapale, embryogenéze a
angiogenéze. Pritomnost’ membranového endoglinu bola objavend v hladkom svalstve,
makrofagoch, vizivovom tkanive a aj v hematopoetickych bunkach. V neposlednom
rade je pritomny endoglin aj v placentarnom synciotiotrofoblaste, kde solubilna forma
endoglinu spdsobuje preeklampsiu. Endoglin je dolezity pri fyziologickej ale aj
nadorovej angiogenéze. Sluzi ako biomarker vaskularizacie a progresie tumoru, miery
prezivania a schopnosti tvorit’ metastdzy (Kumar, et al. 2014, Venkatesha, et al. 2006).
Stadiom na endoglin knockout mysiach bola zistend ddleZitost proteinu. Mlad’ata sa
nerodia kvoli defektnej angiogenéze. Mutécia v géne endoglinu sposobuje hereditarnu

hemoragicku telangiektaziu I (Oujo, ef al. 2013).

1.5.2 Struktira endoglinu

LCudsky gén endoglinu bol za pomoci metdody FISH lokalizovany na 9
chromozoéme. Z primarnej Struktiury proteinu vieme, Ze endoglin patri do rodiny zona
pellucida (ZP). Endoglin pozostdva z N-terminalneho signalneho peptidu, tzv. domény
siroty, domény zony pellucida, kratkej cytoplazmatickej domény a hydrofobne;j
transmembranove] domény. Membranovy endoglin je homodimér s disulfidickymi
mostikmi o velkosti 180kDa (Gregory, et al. 2014).

U l'udi boli opisané dve izoformy proteinu ato L (large) — endoglin, ktory je
najcastej$i a S (short) — endoglin, ktory vznika alternativnym zostrihom. Rozdiely
medzi tymito izoformami vyplyvaja z cytoplazmatického chvosta. S-forma je o 33

aminokyselin kratSia. Obidve izoformy vykazuju odlisnu afinitu k receptorom TGFp1
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ALKI a ALKS. Zo vSeobecného hladiska ma S-izoforma antiangiogénne vlastnosti a L-

izoforma mé proangiogénne vlastnosti (Oujo, ef al. 2013).

1.5.3 TGFpB signalizacna draha ainterakcia s membranovym
endoglinom

Endoglin sa podiel'a na komunikacii s TGFB1 a TGFB3 izoformami. Odpovede
TGFB cesty su riadené cez receptory II typu (TPRII) a taktiez za pomoci I typu
receptorov (ALKS). Endoglin potencuje tuto signalizacnu cestu (Chen, et al. 1998).
V endotelovych bunkdch nachadzame aj pridavnt signalizacnu cestu, ktora je tiez
ovplyvnena expresiou endoglinu, draha prebiecha cez TPRII a ALKI. Mutacia
v receptore ALK 1 spdsobuje ochorenie HHT 2 typu, endoglin zahrnuty do tejto drahy
taktieZ ovplyviiuje ochorenie. Drdha ALKS/ Smad 2,3 antagonizuje drahu ALK 1/ Smad
1,5,8. Pozri obr. €. 1 (Berg, ef al. 1997).
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1.6 Solubilny endoglin

1.6.1 Struktiira solubilného endoglinu

Membranovy endoglin je Stiepeny metaloproteinaizou MMP - 14 zakotvenou
v membrane a do cirkulacie je uvol'nend solubilna forma endoglinu (sEng). Preferuje sa
nazov solubilny, aj ked’ nikdy nebola stanovend jeho rozpustnost’. Miesto Stiepenia je
na pozicii 586 aminokyseliny, odstiepena oblast’ zahfiia celi extracelularnu doménu
pozri obr. €. 2. V takejto forme sa vytvara rekombinantnd forma sEng s velkostou
80kDa (Hawinkels, et al. 2010). AvSak purifikovany solubilny endoglin zo séra
pacientok s preeklampsiou ma dizku 406 aminokyselin ajeho velkost predstavuje
65kDa (Venkatesha, et al. 2006). Stiepenie molekal spdsobuje zniZenie expresie
receptorov a tvorbu rozpustnych foriem. Solubilné formy moéZzu tvorit’ i€¢inné signalne

komplexy s molekulami alebo pdsobit’ antagonisticky (Castillo, et al. 2015).

Soluble Endoglin
Endoglin
5-5
\:_ A f'\.&.\l
- 5-5
M N J
U o
oyt

Cyroplasmic domain

Obr. ¢. 2 Membranovy a solubilny endoglin na obrazku je zndzornené miesto

odstiepenia (Venkatesha, ef al. 2006)

1.6.2 TGFp signaliza¢na draha a interakcia so solubilnym endoglinom

Solubilny endoglin na rozdiel od membranového nepodporuje rozvoj angiogenézy
a k jednotlivym drdham sa viaZze s omnoho vysSou afinitou. V nedavnych Stadiach sa
dokazalo pomocou metdody SPR (surface plasmon resonance), Ze solubilny endoglin sa
priamou vdzbou viaze na BMP9 signaliza¢ni drahu a nie na cestu TGFB. sENG tlmi

signaliza¢nt cestu BMP9/Smad 1/5/8 a tym inhibuje angiogenézu. VSeobecne sa vSak
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da skonStatovat’, Ze Stiepenie endoglinu ma vyznamna Ulohu v angiogenéze TGFf
signaliza¢nej drahy (Kumar, et al. 2014). V d’alsej stadii za pomoci metddy western blot
sa potvrdil nazor, Ze sEng nema ziadny efekt na TGFB1 cestu, dokédze to vSak v pripade,

ked’ je v komplexe s receptorom II typu (sTBRII) (Gregory, et al. 2014).

1.6.3 U¢inok solubilného endoglinu

Ako sme si uviedli v predoslej kapitole, sEng ovplyviiuje priebeh preeklampsie,
¢o je zavazné ochorenie Specifikované vysokym krvnym tlakom a zdvaznymi zmenami
v placentarnom obehu (Blazquez-Medela, ef al. 2010). Je to odoévodnené aj vzhl'adom
k tomu, Ze sEng ovplyviiuje cestu BMP9, ktord je ddlezita v regulécii endothelinu 1.
Pri preeklampsii je hodnota endotelinu zvySend a spdsobuje vazokonstrikciu (Gregory,
et al. 2014). Zvysend koncentracia sEng a sFItl (solubilna forma receptoru 1
vaskularneho endotelového rastového faktoru - VEGF) u pacientok s preeklampsiou
prispieva k patogenéze proteinirii, HELLP syndrém, glomeruldrnej endotelioze
ataktiez sa spomaluje fetdlny rast. ZvySené mnozstvo sEng koreluje s vaznostou
ochorenia (Venkatesha, et al. 2006). sEng ma aj anti-angiogénne vlastnosti, ktoré sa
Studovali pri mySiach s adenokarcindomom kolonu, kde umoznil redukciu rastu tumoru
(Castonguay, et al. 2011). Solubilné forma endoglinu bola zisten4 v plazme, moci a sére
pacientov s rakovinou. ZvySend koncentracia sEng koreluje so vznikom metastaz
pri kolorektalnom karcindme a pri rakovine pfs (Takahashi, et al. 2001). Pri akutnej
myeloidnej leukémii alebo chronickom myeloproliferativnom ochoreni taktiez
pozorujeme zvySenie hladin solubilného endoglinu (Calabro, et al 2003).
V biologickych tekutinach sa detekovala peptidova sekvencia, ktord poukazuje, ze sa
jedna o N-terminélny produkt Stiepenia, membranovo viazeného endoglinu. sEng bol
urceny ako marker u pacientov s familidrnou hypercholesterolémiou, pretoze sEng sa
zvySuje zaroven s hladinou cholesterolu. Na zaklade porovnavania koncentracii sEng
v plazme pacientov s diabetes mellitus a hypertenziou sa usudilo, ze ma negativny
vplyv na rézne ochorenia oproti kontrolnej skupine. Je zjavné spojenie solubilného
endoglinu s glykémiou, zvySenou hodnotou pulzu, Tlavostrannou ventrikuldrnou

hypertrofiou (Blaha, ef al. 2008, Blazquez-Medela, ef al. 2010).
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1.6.4 Solubilny endoglin a dysfunkcia endotelu

Podévanie adenovirusového solubilného endoglinu negravidnym mySiam
spdsobovalo zvysenie expresie markerov charakterizujucich dysfunkciu endotelu
(VCAM-1, solubilného E- selektinu, P-selektinu) a poskodenie autoregulacie ciev
zéavislej na endotele. Je predpokladanéd suvislost’ s neutralizaciou TGFp signalizacne;j
drahy. Inhibicia drahy pravdepodobne blokuje aktivaciu eNOS v endotelovych bunkéch
(Walshe, et al. 2009). Na zédklade Stadie Nemeckovej et al. (2015) na transgénnych
mysiach so zvySenou expesiou 'udského endoglinu sa preukazali odlisné vysledky ako
doteraz. Po vykonani analyzy western blot, vysledky neukazali rozdiely v expresii
markerov dysfunkcie endotelu (ICAM-1, VCAM-1 eNOS) a endoglinu oproti
kontrolnej skupine v aorte mysi. Teda by sa dalo predpokladat’, ze zvysenie endoglinu
v plazme neovplyviiuje expresiu membranového endoglinu a taktieZ ani eNOS a

adhéznych molekul na endotele aorty.

1.6.5 Markery funkcie endotelu

Efekt sEng na endotelové bunky in vitro je Studovany za pomoci vybranych

markerov TGF signaliza¢nej drahy, ktoré dokaZzu zhodnotit’ stav endotelovych buniek.

1.6.5.1Cievna (VCAM-1) a intracelularna (ICAM-1) adhézna molekula

Endotelové bunky st regulované reaktivnymi formami kyslika (ROS)
a antioxidantmi pocas zvySene] koncentracie leukocytov. Na mieste zapalu, endotel
podporuje expresiu adhéznych molekul, aby mohlo dojst k vdzbe leukocytov
na endotel. Adhézne molekuly umoznia migraciu leukocytov aktiviciou endotelove;j
signalnej transdukcie. Aktivaciu VCAM-1 spdsobuje viacero medidtorov zahfiiajuc
ROS. VCAM-1 sluzi ako spusta¢ endotelovej signalizacie pomocou NADPH oxidazy
vyvolavani ROS. Zéapal a signdlna transdukcia indukovand VCAM-1 je blokovana
antioxidantmi (Cook-Mills, et al. 2011).

K markerom zépalu patri spolu s VCAM-1 aj intraceluldrna adhézna molekula-1
(ICAM-1) spolu patria medzi najddlezitejSie adhézne molekuly, ktoré st stimulované
pri aktivacii endotelu. Pri vyuziti ICAM-1 ako markera pri modele in vivo si treba
uvedomit, Ze je produkovany aj bunkami ako su eozinofily, lymfocyty a monocyty.

VCAM-1 je exprimovany aj na bunkach ako su hladka svalovina, makrofagy, neurony
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alebo fibroblasty, najCastejSie je exprimovany na endotelovych bunkiach. VCAM-1 je
v porovnani s ICAM I lep$im markerom vzhladom na expresiu mRNA, povrchovi
expresiu a uvolfiovanie solubilnej formy do média, v modele HUVEC (Fries, et al.
1993). Findlne formy proteinu VCAM-1 aICAM-1 maju odlisSny casovy priebeh
povrchovej expresie. V humannych endotelovych bunkach sa zo zaciatku VCAM-1
objavi po 4-6 hodinidch, maximum nadobudne po 12-18 hodinach a postupne klesa
v priebehu niekol’kych dni (Osborn, ef al. 1989). ICAM-1 ma svoje maximum pri 18-24
hodindch a zotrvava v tejto hodnote az dokym st pritomné cytokiny (Pober, et al.

1986).

1.6.5.2 Cievny endotelovy rastovy faktor - VEGF

Molekula VEGF je exprimovana réznymi druhmi buniek. Jeden gén (VEGF)
kéduje Styri izoformy. Dve izoformy sa viazu predominantne na endotelové bunky
amaju odlisné funkcie ato napriklad stimuldcia diferenciacie, proliferacie alebo
migracie. VEGF ma délezita rolu v mnohych fyziologickych a patologickych procesoch
ako st vyvoj embrya, hojenie ran, psoridza, diabetickd retinopatia a rast nadorov
(Brekken et al. 1998). VEGF je Specificky peptid, ktory stimuluje taktiez angiogenézu,
vazodilataciu  a sposobuje  hyperpermeabilitu. ZvySuje fosforylaciu a aktivitu
fosfolipazy 2, tym stimuluje uvolfiovanie kyseliny arachidonovej ateda zvySuje

produkciu prostaglandinu v endotelovych bunkach (Wheeler-Jones, ef al 1997).

1.6.5.3 Prostaglandin — endoperoxid syntaza 2 - PTGS2

Dal$im zapalovym markerom je cyklooxygenaza II, ktori koduje gén PTGS2-
prostaglandin- endoperoxid syntiza 2. Je stimulovany ako odpoved’ na zéapaloveé
a mitogénne podnety (Cerebrian et al. 2017). Cykloxygendza metabolizuje kyselinu
arachidonovi  k tvorbe prostacyklinu a tromboxanu. Existuji  dve izoformy
cyklooxygenazy COX-1, COX-2 . COX-2 je exprimovana pri roznych stimuloch ako st
zépalové cytokiny, ktoré sa mnohokrat spdjaju s patologickymi stavmi. ZvySenie
produkcie PTGS? je spojované so zvysSenou adhéziou buniek, fenotypovymi zmenami,
rezistenciou k apoptdze a nddorovej angiogenéze (Akarasereenonta et al, 2002, Kim, et
al. 2005).

Neovplyvnend endotelova bunkova kultura neobsahuje protein cyklooxygenazu 2.

V §tudii Akarasereenonta et al (2002) ovplyviiovali kultiru endotelovych buniek
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vaskuldrnym endotelovym rastovym faktorom — VEGF, pri tomto oSetreni bol protein
COX-2 pritomny, ale COX-1 nie. Aktivita cyklooxygenazy sa zvySovala na zaklade
koncentracie VEGF v médiu. Aktivita COX a zvySenie expresie PTGS2 v endotelovych
bunkach, oSetrenych VEGF bola mediovana protein tyrozin kindzou (Akarasereenonta

et al, 2002).

1.6.5.4 Cadherin 5 - CDH5

K markerom funkcie endotelu patri cadherin 5, ktory koéduje gén CDHS5. Patri
do skupiny cadherinov, ktoré si zavislé od vépenatych katidnov. UmozZiuje
endotelovym bunkam adherovat’ a ma délezita rolu pri bunkovych spojeniach (RefSeq
Gene, 2016). Mechanizmy regulujice cadherinom 5 mediovant adhéziu su dolezité
pri regulécii extravazacie leukocytov alebo cievnej permeability. Okrem toho reguluje
d’alsie bunkové procesy ako je apoptoza alebo proliferdcia (Vesteweber, 2008).
Reportérova génova analyza dokazuje, ze cadherin 5 je exprimovany vo vsetkych
cievnych $trukturach, vratane zitkového vaku, mozgovych kapilarach alebo vyvijajtce;
aorte. U dospelych jedincov je expresia cadherinu v celom cievnom systéme (Fleming,

2005).

1.6.5.5 NO syntaza 3 - NOS3

Endotelova NO syntdza je kodovana génom NOS3, umoziuje tvorbu oxidu
dusnatého z L-argininu. Oxid dusnaty je volny radikal, ktory je medidtorom
vo viacerych procesoch ako s antimikrobna, protinddorova aktivita alebo
neurotransmisia. Zmeny v géne sa spajaju s vyssou citlivostou na spazmy koronarnych
ciev (GeneCards NOS3 Gene, 2016). NO je povazovany za relaxacny faktor endotelu.
Inhibiciou kontrakcii hladkého svalstva a agregacie krvnych dosti¢iek reguluje prietok

krvi a vazomotoricky tonus (Janssens, et al. 1992).

1.6.5.6 Dalsie endotelové markery

K d’al§im markerom charakterizujucim funkciu endotelu patri HMOX-1 a NOX4.
Ich posobenie je spojené s oxidativnym stresom. HMOX-1 je gén pre hem oxygenazu ¢o
je enzym, ktory katalyzuje premenu hemu na oxid uholnaty a biliverdin. Hem
oxygenaza vel'mi rychlo posobi na oxida¢ny stres. Je mozné ho vyuzit' ako indikator

pri oxidativnom poskodeni tkaniva a zmenou koncentracie niektorych enzymov dokéze
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menit’ antioxidaény stav organizmu. Je produkovany ubikvitarne (Yachie, et al. 1999).
Produkt génu NOX4 je NADPH oxidéaza 4. Je lokalizovany na bunkéch, ktoré nemaji
vlastnost’ fagocytdzy a umoznuje redukciu kyslika pre tvorbu oxidativnych foriem.
Reaktivne formy kyslika sa vyuzivaju pri diferenciacii buniek alebo aj pri raste nadorov
(GeneCards NOX4 Gene, 2009). NOX4 je vendotelovych bunkach spajany
s kardiovaskuldrnymi ochoreniami (Touyz & Montezano, 2012).

Dal§im markerom je faktor indukujuci hypoxiu, kédovany génom HIFI. Je to
transkripény faktor, tvoreny dvoma izoformami HIF1a a HIF1B. Produkt tohto génu je
vyznamny regulator homeostazy kyslika. Tkanivova ischémia alebo systémova hypoxia
zvySuju koncentracie tohto proteinu, zvySenie koncentracie je odlisSné podla
napadnutého tkaniva (YU, et al. 2004). K d’alsim markerom patri cytochrom B-245 a
retazec, kodujici gén tohto proteinu je CYBA. Cytochrom B pozostiva z dvoch
retazcov a a . Gén CYBA kdduje I'ahky a retazec. Mikrobicidny systém, ktory vznika
za pomoci cytochromu slizi ako primarny obranny nastroj pre fagocyty (NCBI, 2008).
Transkript génu bol objaveny vo viacerych bunkach (peceniové, endotelové, B-
lymfocytoch, atd’), ale samotny produkt génu bol najdeny iba vo fagocytoch (Parkos et
al. 1988).

Chemokiny hraju dolezita rolu v regulacii endotelovych buniek pdsobenim
na migréciu, proliferaciu a diferenciaciu buniek pocas angiogenézy. Dal§im markerom
je chemokin, kddovany génom CCL2. CCL2 je charakterizovany dvoma cysteinovymi
zvySkami, z tohto dovodu vznikol aj ndzov chemokin s C-C motivom 2. VSeobecne sa
skupina chemokinov zapéja do zapalovych a imunoregulacnych procesov. Endotelové
bunky na svojom povrchu exprimujl receptory pre tieto chemokiny (Gupta, ef al. 1998).
Hlavnym glykoproteinom endotelu je endoglin, ktory je kodovany ENG génom. Jeho

uloha v endotelovych bunkach uz bola popisana v kapitole 1.5.

1.6.6 MMP-14

Ako sme uz spominali metaloproteaza MMP-14 je zodpovedna za Stiepenie
endoglinu pozri obr. ¢. 2. MMP-14 patri medzi membranové metaloproteazy, patri do 1.
triedy kolagendz. Jeho tuloha v cievach spociva v: zapalovej odpovedi endotelovych
buniek, komunikacii medzi bazalnymi bunkami a endotelovymi bunkami v dychacich
cestach, ovplyviluje zranitelnost aterosklerotického platu. Stimulacia MMP-14 je

zvySena na mieste poraneni v porovnani s neporuSenou kozou, signalizuje to jeho
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katalytickt aktivitu v procese hojenia. Vzdjomna expresia membranovo lokalizovaného
MMP14 a endoglinu zvySuje v médiu hodnotu solubilného endoglinu (Lukas, et al.
2010).

1.7 Bunkové modely pre Studium endotelovych funkcii

Bunkové kultiry maji v dneSnej dobe nenahraditelné miesto. Si vyhodné
po stranke rychlosti kultivacie, nedochddza k interakciam sinymi bunkovymi
populaciami, tkanivami alebo orgdnmi. Praca s bunkovymi kultGrami je vSak aj
limitujuca. Bunky nerastii za fyziologickych podmienok a st kultivované v umelom
médiu. Médium neodrdZa identické prostredie organizmu. Fenotyp bunkovej linie
nemusi odpovedat’ bunkdm v 'udskom organizme. Mdze sa menit’ morfoldgia alebo
citlivost’ na rozli¢né podnety. Je nutné brat’ do ivahy, ze sa pracuje s modelom in vitro
a nie na modeloch in vivo (Vejrazka).

HUVECs (Human umbilical vein endothelial cells, 'udské endotelové bunky
ziskané z pupocnikovej zily) bunky sltzia uz dlhé roky ako model endotelu, pomahaji
Sirokej vedeckej komunite po celom svete. Vlastnosti HUVECs urcite nie su
reprezentativne pre vSetky metabolické kapacity a odpovede vo fyziopatologii
a toxicite. Dovodom je aj fakt, Ze v organizme sa nachadzaju odlisné typy endotélii.
Model HUVECs je jednym z jednoduchs$ich a pristupnejSich typov endotélii, jeho
vyuZitie je pri vyskumoch vSeobecnych vlastnosti l'udskych endotélii. V pripade stadii
na poskodenych endotélidch sa osved¢ili modely endotelu so Specifickou patoldgiou
(Baudin, et al. 2007).

Tak ako vécSina bunkovych linii, si bunky HUVECs vhodné na vytvaranie
subkultir. PasaZovanie moze prebiehat’ za pouZitia trypsinu alebo aj bez neho. Primarna
kultra sa preferuje z dovodu nizSej koncentracie proteinov, jednotlivym pasdzovanim
dochadza k zrychleniu starnutia a pribadaniu jednotlivych proteinov. Napriklad
pri angiotenzin konvertujuicom enzyme alebo prostacykline dochadza k zniZzeniu
syntézy v zavislosti na mnoZstve pasazovani. Pridavanim rastovych faktorov moze
dojst’ taktiez k zmene syntézy urcitych proteinov. Bunkovi liniu HUVECs sa da
identifikovat’ za pomoci endotelovych markerov metodami imunofluorescencie. Viac ¢i
menej Specifické pre endotelové bunky st antigény CD-31, CD-34, CD-54 alebo to
moze byt ICAM-1, E- selektin, VCAM-1, ktoré su casto exprimované na HUVECs
bunkach po stimulacii (Baudin, et al. 2007).
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Ako prvy sa o kultiviciu HUVECs buniek postaral Jaffe a kolektiv v 70-tych
rokoch. Na zaklade ich Stadie st endotelové bunky izolované z 'udskej pupocnej Snury,
vnutro pupocnej zily sa natravi kolagenazou. Bunky rastti ako homogénna populacia 5
mesiacov a niektoré z linni su pasazované az 10krat. Bunky rast v médiu kde po dobu
92 hodin zdvojnéasobia svoj pocet. Na kultivovanych endotelovych bunkach boli
exprimované ABH antigény darcu. Tato Studia dokéazala, ze je mozné vytvorit
imunologicky aj morfologicky jednotnu kultiru endotelovych buniek (Jaffe, et al,
1973). Na zéklade tejto Studie spravili Baudin a kolektiv protokol. Endotelové bunky
izolované zcievnej steny pupocnej zily su natrdvené kolagenazou, nasledne su
ockované do platniciek s fibronektinom a nakoniec su kultivované s fetadlnym telacim
sérom, a Earlesovym roztokom, bez pridavku rastovych faktorov sa nechaju kultivovat’
v inkubatore 7 dni pri 37 stupiioch Celzia, pri atmosfére 5% CO, Monitorovanie sa

prevadza fazovym kontrastnym mikroskopom (Baudin, et al. 2007).
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1.8 PCR- polymerase chain reaction

Polymerazova retazova reakcia (PCR) je metoda, ktora ndm slazi kin vitro
amplifikacii DNA. Touto reakciou dokdzeme DNA fragment namnozit' a vytvorit
mnozstvo kopii tej istej sekvencie. Umoziluje Studovat’ gény a proteiny sposobom, ktory
dovtedy nebol mozny. Za objavitela tejto metddy sa povazuje Kary Mullis v kolektive
s Randal K.Saiki, Fred Faloona a Henry A. Erlich v 1983. Sam Mullis sa vyjadril, Ze
metoda je l'ahko realizovatelnd, vyzaduje par jednoduchych ¢inidiel, skimavky a zdroj

tepla (Mullis, 1990).

1.8.1 ZloZenie reakénej zmesi

Zlozenie zakladnej zmesi pre PCR nazyvanej aj mastermix pozostava:

1.  Templatovd DNA — obsahuje fragment, ktory potrebujeme namnozit'.

2. Primer — $pecifickost’ metdédy zavisi vo velkej miere na vybere primerov, musia
byt komplementdrne ku koédujucemu atemplatovému vldknu. Dolezité je
dodrziavat’ niektoré pravidla ako napriklad, Ze primery nemaju byt
komplementarne medzi sebou, ich dizka by mala byt priblizne 17-30 nukleotidov,
obsah GC baz by mal byt’ priblizne 50% atd’.

3.  DNA polymeraza — sluzi na katalyzu syntézy DNA, doleZitou vlastnostou je
termostabilita a presnost. NajCastejSie vyuzivana je Taqg polymeraza izolovana
z baktérie Thermus aquaticus popripade Tth - Thermus thermophilus, Pfu
Pyrococcus furiosus.

4.  Deoxyribonukleotid trifosfat — dNTP, sliZia na vytvorenie nového retazca.
Do zmesi sa priddva mix Styroch dNTPs v ekvivalentom mnoZstve.

5. Pufrovaci roztok — zaist'uje optimalne chemické prostredie.

6.  Divalentné i6ny - najCastejSie vyuzivané su hore¢naté ionty, sluzia ako kofaktory
pre polymerazovu aktivitu aj v pripade aktivity reverznej transkriptdzy. Ako
alternativa nam posluzia napriklad Mn*", Cu**, Co*", Zn*". Ich nevyhoda je, ze
zniZuju presnost’ polymeraz.

7.  Monovalentné i6ony — vyuzivaji sa draselné ionty, ktoré stimuluji aktivitu
polymerdzy a chrania negativne nabiti DNA fosfatovi kostru. Ich zvySena
koncentracia zdokonal'uje vytazok kratkych DNA sekvencii
(Achuthan&DeStefano, 2015, Pelt — Verkuil, et al. 2008, Primrose&Twyman,
2006, Shafique, 2012).
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1.8.2 Princip

Princip metody spociva v opakovani cyklov, kde sa v kazdej faze menia teploty.
Utinnost metody klesa, ked amplifikovany fragment prekroéi velkost Skb. PCR

pozostava z jednotlivych krokov: (Primrose&Twyman, 2006)

1.  Iniciany krok — je to prvy krok reakcie, kde sa teplota zvySuje az na 94-98 °C.
V tomto kroku sa aktivuje enzym DNA polymeraza.

2. Denaturacia — teplota ostdva na 94-98°C. Dochadza k uvoltiovaniu vodikovych
vézieb, oddeleniu dvojvlaknovej DNA a vzniku jednotlivych vldkien.

3. Anelacia — v tejto faze teplota klesne na 50-65°C. Dochadza k nasadaniu primerov
(kratke DNA sekvencie) na komplementarnu sekvenciu jednovlaknovej DNA.

4.  Elongacia — dochadza k predlzovaniu retazca pomocou DNA polymerazy.
Optimalna teplota enzymu 7ag polymeraza je priblizne 75-78°C. V tejto faze sa
vyuziva teplota v zavislosti na pouzivanom enzyme. Pri optimalnej teplote dokaze
DNA polymeraza syntetizovat’ tisic baz za minutu.

5. Findlna elongécia — nasleduje po zévere¢nom teplotnom cykle. Trva dlhSie ako
klasicka faza elongacie. V tomto kroku sa uistujeme, Ze cyklus prebehol spravne
a vSetky retazce su syntetizované. Nasledne sa reakénd zmes nechava vychladit’

na 4-15°C (Sahoo, 2010).

1.8.3 Vyuzitie

PCR metéda umoziiuje uplatnenie v mnohych odboroch. Aplikdcia PCR
umoziuje izolovat DNA, tato vlastnost sa vyuziva pri Southern a Northern
hybridizacii, kde sa izolované fragmenty pouzivaju ako proby. Umoziluje to zaistenie
vel'kého mnozstva kopii Specifickej sekvencie (Shafique, 2012). Dlho zndme je vyuzitie
PCR v kriminalistike alebo v prenatalnej diagnostike. Idedlnym prikladom vyuZzivania
PCR je analyza tumorov, kde sa po izolacii a amplifikacii stanovuje DNA tumor
supresorovych génov alebo protoonkogénov. Na druhej strane vyuZitie real-time PCR
nam umoznuje kvantifikovat’ izolovany konkrétny gén (Stahlberk, et al. 2012).

Klasifikdcia organizmov pomocou roéznych polymorfizmov. PCR umoZni

zaradenie organizmov na zaklade taxonomickych vzt'ahov. Vyuzitie v mikrobioldgii
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tiez nie je zanedbatelné a to napriklad v pripade HIV dokdzeme detekovat’ virus skor

ako klasickym ELISA testom (Sahoo, 2010).

1.8.4 Modifikacie zakladnej verzie PCR

Hot- start technika bola vyvinutd z ddévodu zvySenia Specifickosti hned’
v ivodnom kroku. Alternativna PCR vyuziva viazanie protilatok na DNA polymerazu.
Protilatka sa inaktivuje zvySovanim teploty. Pripadne sa m6ze DNA polymeraza pridat’
az po dosiahnuti aneladnej teploty. Dalsia metoda zavedend ku zlepseniu $pecifickosti
a zvySeniu vytaznosti je nested PCR. Vyuziva dve za sebou idice PCR reakcie. Prva
reakcia slizi na vytvorenie templatu pre druhu reakciu (Primrose&Twyman, 2006).
K dals$im metédam patri multiplex PCR, svoje vyuzitie nasla napriklad aj
vo vyhl'adavani mitochondridlnych mutacii. Na rozdiel od klasickej PCR pouziva set
primerov, sliziacich na amplifikdciu r6znych DNA fragmentov (Ramprasath, et al.
2011). Alelovo Specificka PCR sluZi najcastejSie k detekcii bodovych mutéacii, moze
sa vykonavat’ v dvoch alebo vo viacerych reakciach. Pri prvej reakcii je k Standardne;j
alebo zdravej sekvencii komplementarny prvy primer a v druhej reakcii je iny primer
komplementarny k polymorfnej alebo mutovanej sekvencii. Asymetrickda PCR je
vhodna metdda pre sekvenovanie podl'a Sangera. Pri tejto metdde st prednostne tvorené
ssDNA len jedného retazca. OdliSnostou je koncentracia primerov, ktora je 100 krat

vyssia pri jednom primery ako pri druhom (Smarda, et al. 2005).

1.8.5 RT-PCR

RT- PCR nam umoziuje ziskat komplementarnu DNA z mRNA za pomoci
enzymu zvaného RNA-dependentnd DNA-polymeraza. Fragment RNA ndm posluzi ako
templatova DNA. Metoda je vel'mi citliva, z jedinej bunky je mozné detekovat’ expresiu
génu (Lorsch, 2013). V pripade tejto metdédy médme na vyber z dvoch druhov primerov.
Génovo Specifické primery funguji lepSie pri zvySenych teplotach, ale je potrebné
pre kazdy gén samostatnu reakciu. V pripade génovo neSpecifickych primerov moézu
byt vyuzivané ndhodné hexaméry, oktaméry, dekaméry popripade poly- T
oligonukleotidy ich vyhodou je, Ze sa zvySuje mnoZzstvo detekovate'nych génov (Pfaffl,
2004). U¢innost’ pitnast’ nukleotidového primeru je o polovicu lepsia v porovnani s Sest’

nukleotidovym primerom (Saunder&Lee, 2013). Enzymy vyuzivané k prepisu mRNA
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sa ziskavaju najéastejSie z virusu vtacej myeloblastozy (AMV) alebo z Moloneyho
virusu mysacej leukémie (M- MuLV, MMLV). Mo6Zeme vyuzit aj termostabilnu 7th
(Thermus thermophilus). Jej vyhodou je, Ze pri jednej reakcii dokdze prepisat mRNA
a aj amplifikovat’ cDNA. Nema vSak schopnost’ RNazy H a taktiez prepisuje fragmenty

v omnoho mensej vel'kosti (Zima et al. 2013).

1.8.6 Kvantitativha PCR

qPCR umoznila uskuto¢nit’ mnoZstvo pokrokov v diagnostike chordb, fyziologii
a patologii ochoreni, vo forenznych vedach a kriminalistike. NajlepSie vyuzitie nasla
v stanoveni génovej expresie (Miller&Andre, 2014). Predpokladé sa, ze je tisic krat
citlivejSia ako blotovacie techniky (Wong&Medrano, 2005). Kvantitativna
polymerazova retazova reakcia alebo aj real- time PCR je citliv4, rychla a presna
metéda umoznujuca kvantifikdciu sekvencie nukleovej kyseliny. ZloZenie reakénej
zmesi je rovnaké az na jednu polozku, ktorou je fluorescencnd sonda. Sondam a ich

rozdeleniu sa budeme venovat’ v d’alSich kapitolach (Miller&Andre, 2014).

1.8.6.1  Princip

Je to metoda, ktord v jednom kroku zahfiia amplifikdciu a detekciu. Umoziuji
nam to fluorescencné sondy, ich signal koreluje s mnozstvom vyprodukovane; DNA.
Reakcia je charakterizovana hodnotou Ct - cycle of treshold. Tato hodnota ndm udéava
pocet cyklov, v ktorych fluorescencia dosiahla vysSiu intenzitu ako je prahova hodnota

(Wong&Medrano, 2005).

1.8.6.2  Porovnanie qPCR a klasickej PCR

Najvicsou odchylkou medzi metdodami je detekcia amplifikovanej DNA. Klasicka
PCR ma takzvant end point analyzu. Po amplifikacii je sekvencia separovand pomocou
gélovej elektroforézy a produkty su identifikované na zaklade velkosti pruhov v gély.
V pripade kvantitativnej PCR méZeme sledovat’ ndrast produkt v redlnom case. Oproti
klasickej PCR umozniuje produkt reakcie kvantifikovat’ a uzavrety systém pristroja

taktiez zabezpecuje znizenie kontaminacie vzorky (Nolan, et al. 2013).
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1.8.6.3  Pristroje pre ¢qPCR

Pristroje potrebné pre kvantitativnu PCR pozostavaju z termocykléru, teda
zariadenia potrebného k striedaniu teplot. K termocykléru je integrovany excitacny
zdroj (monochromaticky zdroj - didda, polychromaticky zdroj s filtrami). K zdznamu
fluorescencnej emisii ndm posluzi fluorimeter alebo fluorescencny detekény systém
a nakoniec musi byt pritomny software, ktory ndm zobrazuje data ako amplifikacnt

krivku (Libra, 2015/2016, Navaro, et al. 2015).

1.8.6.4 Sondyv qPCR

Je dolezité, aby v reakénej zmesi bolo pritomné interkalacné farbivo alebo
fluorescen¢ne znacend proba. Fluorescenéné sondy st rozdelené do dvoch skupin podla
Specificity detekcie PCR. Do prvej skupiny patria interkalacné farbiva, ktoré su schopné
viazat’ neSpecifické produkty. Druha skupina ¢inidiel vyuziva oligonukleotidy viazané

s fluoroforom, dokézu detekovat’ iba Specifické produkty PCR (Navaro, ef al. 2015).

Interkalacné farbiva

Na trhu je v dnesnej dobe velké mnoZstvo fluorescenénych farbiv ako napriklad
ethidium bromid, BEBO, BOXTO, SYBR Green, SYBR Gold, EVA Green.

NajcastejSie vyuzivanym interkalanym farbivom je SYBR Green I, je to
asymetrické kyaninové farbivo. Viaze sa velkou afinitou na dvojvldknovi DNA
za pomoci dvoch pozitivne nabitych pozicii vo svojej molekule. Absorbuje svetlo
vo vinovej dizke 497nm a emituje o vinovej dizke 520nm, kedy ma zelené Ziarenie.
Farbiva vol'ne v zmesi nevykazuju fluorescenciu. Nevyhodou SYBR Green I je nutnost’
optimalizécie a taktiez nutnost’ analyzy teploty topenia. Je za potreby overit, ¢i nie su
pritomné nesSpecifické produkty PCR (Navaro, ef al. 2015).

Na rozdiel od Specifickych prob, ktoré su syntetizované na jedno konkrétne
miesto, farbiva ako SYBR Green I neSpecificky interkalujii do dvojzavitnice DNA a st
lacnejSie ako proby. Nevyhodou je detekcia neSpecifickych produktov alebo dimérov
pouzitych primerov. Vo vysledkoch vychadza falo§na pozitivita. Dalou nevyhodou je
inhibicia PCR reakcie pri niektorych farbivach (Smith, 2010). Podl’a §tadii Monis, et al
(2005) farbivo SYTO 9 v porovnani so SYBR Green I udava vysoko reprodukovatel'né

hodnoty v analyze teploty topenia DNA. Posobi menej inhibi¢ne v reakcii a nedetekuje
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selektivne konkrétne amplikony. Po porovnani s novsimi typmi farbiv nevykazovali

ziadne z nich lepsie parametre ako SYTO 9.

Fluorescen¢ne znacené sondy

Fluorofory st malé molekuly, ktoré su pripojené k oligonukleotidom.
Fluorescencné oligonukleoty mézu byt v podobe primerov, analégov nukleovych
kyselin alebo sond. Fluorofory rozdelujeme do skupiny donorov alebo reportérov
a do skupiny akceptorov alebo zhasacov. Ak je medzi dvoma fluoroformi, urcita
vzdialenost’ najéastejsie 10- 100A, prenos excitovanej energie z reportéra na zhasa¢ je
pomenovany ako FRET prenos z anglického fluorescence resonance energy transfer.
Existuju dva druhy FRET prenosu energie na akceptor. Energia zh4Saca je rozptylend
vo forme tepla alebo prendSand energie je emitovana vo forme fluorescencie (Navaro, et
al. 2015). Obidve sondy, aj hydrolyza¢na aj hybridiza¢na, funguju na FRET prenose.
Ten vsSak pracuje odliSne pri hydrolyzacnych sondach, kde znizuje intenzitu

fluorescencie a pri hybridiza¢nych zvySuje fluorescenciu (Wong & Medrano, 2005).

Hydrolyza¢né sondy

Pri tomto druhu prob je najddlezitejSia 5°-3 exonukledzova aktivita, umoziuje
detekciu PCR produktov hydrolyzou prob. Sekvencne Specifickd sonda je znacena
reportérom s fluoroforom na 5’konci ana 3’konci zhaSa¢om, ktory utlmuje intenzitu
fluorescencie reportéru v pripade, ked’ je celistva. Pri anelacii sonda nasadne na retazec
podla komplementarity. TaktieZ nasadnii primery adochiddza k elongacii
a k postupnému vychylovaniu sondy pomocou exonukledzovej aktivity. Reportér
azhasa¢ sa od seba oddelia, co umozni zvySenie emisie fotonou. NajznamejSou
hydrolyzaénou prébou je TagMan® je znézorneny na obr. & 3 (Wong & Medrano,

2005).

Hybridiza¢né sondy

Znacenie vlakna je trochu odlisné ako v pripade hydrolyza¢nych sond, na DNA
nasadaju dve znacené sondy. Prvy oligonukleotid je zna¢eny fluoroforom na 3’konci to
je takzvany donor. Akceptor je na 5 konci znaceny fluoroforom a je fosforylovany
na 3 ’konci, aby nedoslo k ich predlZzovaniu. Tento prenos energie zvany aj FRET prenos
ma za nasledok emitéaciu fluoroforu o vinovej dizke $pecifickej pre fluorofor akceptoru

(Biogene). Fluorescencia je vyzarovand hybridizaciou sondy na teplat, moze sa merat
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v priecbehu aneldcie alebo pri elongacnej faze. Potom ako donor prijme energiu
zo sveteleného zdroja dostava sa do excitatného stavu. Aby sa vratil opat’ do svojho
zékladného Stadia emituje fluorescencné ziarenie. Emitované Ziarenie z donora mdéze
byt prevedené na akceptor, kde dochddza opiat k excitdcii, méd nizSiu energiu
a frekvenciu a dlh$iu vlnova diZku ako na zadiatku prijaté Ziarenie. Fluorescencia sa
postupne zniZuje so zvySujucou sa teplotou topenia (Wong & Medrano, 2005). Medzi
najznamejsie hybridizacné proby patri molecular beacons alebo FRET sondy.

Molecular beacons je préoba zlozena zo slucky kde sa nachadza sekvencia
komplementarna k cielovej sekvencii. Konce tejto slucky st komplementarne k sebe
a na jednom sa nachadza fluorofor a na druhom zhasac (Bonnet, ef al. 1999).

Odlisnym typom prob su scorpions sondy kombinuji v sebe primer a sondu.
Na 5’konci sa nachddza fluorofor nasleduje Struktira podobnd sonde molecular
beacons, slucka komplementarna k cielovej sekvencii, zhasa¢ ana 3” konci primer

(Wong & Medrano, 2005).

I. SYBR Green

Frras FTTTFTETTETS rri

II. Hybridization Probes

I1I. TagMan Probes

Polymerase

Obr. €. 3 SYBR Green I a TagMan a hybridiza¢né proby a ich odliSna aktivita znacenia

pri real-time PCR (Gene-quantification)

HRM - Hight resulution melting
HRM je modifikacia real-time PCR. K reakcii dochddza v homogénnom a

uzavretom priestore. Umoziiuje analyzu kratkych amplikénov s r6znymi mutaciami.
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Analyza o krivke a priebehu teploty topenia je pri denaturdcii omnoho podrobnejSia
a s vi¢sou informaénou hodnotou. Vzorky st odlisované podla dizky, sekvencie alebo
obsahu GC baz. LCahko identifikovat’ sa d4 aj zmena jednej bazy. Pri HRM metdde sa
vyuzivaju klasické farbivda ako EvaGreen, SYTO9 atd. Mo6zu sa vyuZzivat aj

fluorescenéne znagené sondy ako TagMan® alebo FRET sondy (Gene-quantification).

1.8.6.5  Priebeh krivky

Pozostava zo Styroch faz, je zndzornena v obr. €. 4. Zo zaciatku reakcie sa emisia
fluorescencie nezvysuje apreto prvych 10-15 cyklov je krivka vo fazi linearne;j.
V zaciato¢nej exponencialnej faze sa fluorescencia dviha nad hodnotu pozadia
(background). V tejto fadze sa zbiera aj hodnota Ct - treshold cycle, pouZiva sa
na vyhodnotenie vysledkov. V linedrnej log fdze dochddza ku optimalnej amplifikacii
a k zdvojnéasobeniu produktu v kazdom cykle. Nakoniec platé faza, kde dochadza
k ubudaniu jednotlivych zloziek ahodnota fluorescencie uz nie je potrebna pre

hodnotenie experimentu (Wong&Medrano, 2005).

Exponenciilna rastovi fiza

Plato fiza
signil > pozadie
40 -
30~
CT CT
8 Cc
g
o 20
(=]
=
i
10
prahovi linia
0 U LA RSP doluaiah beion
T T T r T . T r T r T
0 10 20 30 40 50

Pocet cyklov

Obr. €. 4 Priebeh krivky pri real-time PCR
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1.8.6.6  Kvantifikdacia gPCR

Kvantifikovat’ produkt PCR je mozné dvoma metddami, absolutna kvantifikacia

alebo relativna kvantifikacia.

Absolutna kvantifikdcia

Kvantifikacia je nutné pre uréenie mnozstva neznamej vzorky. Meranim hodnoty
Ct apouzitim Standardnej krivky dokazeme stanovit mnozstvo zaciato¢nych kopii.
Plazmid sa vyuziva ako druh ,,znamej vzorky* teda Standardu. Pomocou riedenia
pociatocnej hodnoty si dokazeme vytvorit’ Standardnu krivku. Ako Standard sa mozu
vyuzivat' aj syntetické jedno-retazcové vldkna alebo genomova DNA, ktoré predstavuju
jednoduchsiu moznost’ v porovnani s plazmidom. Standard v podobe plazmidovej
alebo gendémovej DNA mé vyhodu v stabilite arezistencii voc¢i neSpecifickému
Stiepeniu. Vyhoda syntetického DNA vldkna je v tom, ze ma definovani koncentraciu
a dizku. Spravnym meranim a vypotom z kalibraénej krivky je mozné vypoéitat
mnozstvo kopii templatu v nezndmej vzorke, nie je to vSak absolutne Cislo kopii (Arya,

et al. 2005).

Relativna kvantifikacia

Touto metddou sa zniZzuje potreba vytvarat’ Standardné krivky alebo matematické
rovnice pouzivané pre relativny vypocet hladiny expresie cielovej vzorky v porovnani
s kontrolou alebo kalibratorom. MnoZstvo cielovej vzorky je optimalizované
na hodnotu housekeeping génu a expresia génu v neznamej vzorke je pomocou tejto
rovnice normalizovana. Expresia housekeeping génu je konStantnd pri roéznych
tkanivach a podmienkach experimentov. NajvhodnejSie interné kontroly pre real- time
PCR st GAPDH, B- aktin, 3, mikroglobulin a rRNA (Arya, ef al. 2005).

NajcCastejSie pouzivanou rovnicou pre optimalizaciu je tzv. delta delta metdda.

Existuji matematické modely s korekciou alebo bez korekcie.

Model bez korekcie

Pomer ex pres je= ZACt TG(kontrola- vzorka) / 2ACt RG( kontola- vzorka)__ Z(ACt TG- ACtRG)_ 2AACt
S korekciou efektivity
Pomer ex pres ie= (ETG)ACt TG(kontrola-vzorka) /(ERG) ACt RG(kontrola- vzorka)

E - Efektivita
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Ct - Treshold cycle
RG - Referen¢ny gén
TG - Cielovy gén
(Libra, 2015/2016)

Najdolezitejsie kroky v navrhovani a hodnoteni experimentu spocivaji vo:

- vybere spravneho interné¢ho kontrolného génu,

- validdcii internej kontroly zdovodu, ze kontrola nebude ovplyviiovana
spracovanim pocas experimentu,

- vykonavani riedenia cielovej vzorky aaj internej kontroly, k zabezpeceniu
rovnakej efektivnosti.

Statistické udaje by sa mali spracovat do formy 2", nemali by byt udavané ako

samotnd hodnota Ct (Livak & Schimttgen, 2001).
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2 Zadanie diplomovej prace, ciel’ prace

Ciel'om diplomovej prace bolo dokazat” zmeny, ktoré nastali na primarnej kultare

HUVECs po posobeni solubilného endoglinu, pomocou markerov dysfunkcie endotelu.
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3 Experimentalna Cast

3.4 Chemikalie

V experimente sme pouzivali rekombinantny l'udsky endoglin ziskany z R&D
system (Minneapolis, MN, USA) nariedeny na koncentraciu 250ul/ml. Na kultivaciu
buniek sme pouzili chemikélie od firmy Sigma — Aldrich (Saint Louis, MO, USA) a
Lonza (Basel, Switzerland). Chemikalie potrebné na izolaciu, prepis a samotni qPCR
sme ziskali od firiem Sigma — Aldrich (Saint Louis, MO, USA), P-LAB (Praha, Ceska
republika) a ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA).

3.5 HUVEC

Na zistenie pdsobenia solubilného endoglinu na dysfunkciu endotelu bola vybrana
primarna bunkova kultira HUVECs- Tl'udské endotelové bunky z pupocénikovej zily
ziskand od spolo¢nosti Lonza (Basel, Switzerland). Bunky boli odobrané¢ od troch
darcov. Na kultivaciu buniek sme pouzivali zédkladné endotelové médium 2 — EBM-2
zo spolo¢nosti Lonza (Basel, Switzerland). Ako suplement k médiu sa pouzival EGM-2
SingleQuotKit od Lonza (Basel, Switzerland). V médiu bol pridavok 10% FBS
od Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Kultiva¢né misky boli potiahnuté 0,1%
zelatinou od Sigma — Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Bunky boli uchovavané
v inkubatore pri 37°C a 5% atmosféry oxidu uhlicitého. Pre experimenty boli pouzité

bunky v pasazi 5-9.

3.6 Design pokusu

Bunkova kultara bola oSetrend solubilnym endoglinom v dvoch koncentraciach.
Zvolené koncentracie boli InM - 50 ng/ml a 10nM - 500ng/ml teda 10x az 100x vysSie
neZ je koncentracia fyziologicka. Casova zavislost medzi jednotlivymi koncentraciami

bola 3 hodiny a 16 hodin. Cely pokus sa opakoval §tyri krat.

3.7 qPCR

RNA pre qPCR bola ziskanad za pouzitia TriReagent-u od firmy Sigma-Aldrich

(Saint Louis, MO, USA). Izolaciu sme vykonavali fenol-chloroformovou metddou,
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ostatné chemikalie boli zakGpené od firiem P-LAB (Praha, Ceska republika)
a Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA).

Cistotu akoncentraciu RNA sme si overovali na pristroji zvanom
Nanophotometer” Classic od firmy Implen (Munich, Germany). Spektrofotometricky
sme stanovovali pomer 260/280 ¢o nam dokazuje znecistenie proteinmi a pomer
260/230 nam dokazuje zneCistenie organickymi rozpustadlami. Na zdklade
vyhodnotenia pomerov boli naSe vzorky Cisté.

Na prepis RNA sme pouzili Hight capacity cDNA reverse trancription kit
od ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA), objem jednotlivych reagencii je
zapisany v Tab.1. K 10ul vzorky sa pridavalo 10ul RT- Master mix-u. Na transkripciu

OTM

sme pouzili T10 Thermal Cycler od firmy Bio-Rad (Wienna, Austria).

Tab.¢. 1 Zlozenie reakénej zmesi na prepis mRNA

RT-Master mix 1 vzorka (pl)
10x RT-Buffer 2
25x dNTP Mix (100mM) 0,8
10x RT Random Primer 2
Multiscribe Reverse Transcriptase 1
Nuclease-free water 4,2
Reakcia 10

Z prepisu sme ziskali teplatova cDNA s koncentraciou 50ng/ul. Pre potrebu
real-time PCR si potrebujeme vzorku nariedit’ na koncentraciu 5ng/pl. Na reakciu sme
pouzili komer¢ne preddvani zmes TagMan® Fast Universal PCR Master Mix od firmy
ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA). Vzorky sa aplikuju do 96- jamkove;j
platnicky v duplikatoch. Primery pouZité pri expresii génov su znazornené v tab.2
od spolo¢nosti ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA) ako referenény gén sme
pouzili GAPDH. Na real-time PCR reakciu sme pouzili pristroj zvany QuantStudio 6
Flex Real-Time PCR System od firmy ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA).
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Tab.¢ 2 Primery pouzité pre real-time PCR ThermoFisher Scientific

(Waltham,MA,USA)

Gén Protein Katalogové Cislo
CDHS5 Cadherin 5 Hs00901465 ml
PTGS2 | Prostaglandin- endoperoxidade syntaza 2 Hs00153133 ml
NOS3 NO syntdza Hs00167166 ml
VEGF Cievny endotelidlny rastovy faktor Hs00900055 m1
ICAM]I |Intracelularna adhézna molekula 1 Hs00164932 ml
VCAMI1 | Cievna bune¢néd adhézna molekula 1 Hs01003372 ml
GAPDH | Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza Hs02786624 gl
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3.8 Statistickd analyza

Vysledky boli spracované za pouzitia GraphPad Prism 6 software (San Diego,
California) podl'a neparametrického Dunnova testu. Vyjadrenie vysledkov bolo
spracované podl'a priemeru + SEM (strednd chyba priemeru). Za Statisticky vyznamnu

hodnotu je povazovana p<0,05.
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3.9. Vysledky

3.9.1 qPCR

Hodnoty expresie jednotlivych markerov dysfunkcie endotelu sme spracovavali
za pomoci metody real-time PCR. Sledovali sme zmeny expresie na génoch NOS3,
CDHS, PTGS2, VEGF, ICAMI, VCAMI. Pozorovali sme rozdiely medzi kontrolou a
oboma koncentraciami a taktiez medzi koncentraciami navzajom.

K statisticky opodstatnenému zvySeniu expresie v trovni génov po 3 hodinovom
osetreni sEng doslo pri markere VCAM - koncentracia 10nM (oproti koncentracii 1nM),
(obr. ¢. 10). Po 16 hodinovom oSetreni sEng boli zvySené expresie génov pri
ICAM1-koncentracia 10nM (oproti kontrole aj koncentracii 1nM) (obr.c. 9),
VCAMI-koncentracia 10nM (oproti kontrole) a taktiez pri PTGS2- koncentracia 10nM
(oproti kontrole) (obr.¢. 7).

K statisticky vyznamnému znizeniu expresic mRNA po 3 hodinovom oSetreni
buniek sEng doSlo pri markeroch ICAMI- koncentracia 1nM (oproti kontrole)
a VCAMI - koncentracia 1nM (oproti kontrole). Pri 16 hodinovom oSetreni buniek sEng
doslo k zniZeniu expresie pri markeroch CDH5- koncentracia 10nM (oproti kontrole)
(obr.c. 6).

Statisticky nevyznamné zmeny z pohl'adu p hodnoty boli pri expresii génov NOS3
(obr.c. 5), VEGF (obr.c. 8).

Tab.¢.3 Percentualne udaje zexpresie génov po 3 hodinovom oSetreni sEng

kvantifikaciou AACt metdodou

Cielovy gén |Kontrola sEng -1 nM sEng — 10nM
NOS3 100 + 1,948 105,6 + 1,769 104,6 + 5,418
VEGF 99,98 + 1,439 100,2 +2 94,19 + 3,832
CDH5 100 + 4,139 91,63 £ 2,32 96,56 + 4,717
ICAM1 100 + 1,107 80,43 + 2,4 107,9 + 13,24
VCAM1 99,99 + 1,824 85,6 + 2,837 132,3+18,13
PTGS2 100 + 1,105 94,09 + 4,04 86,87 + 8,085

Hodnoty st vyjadrené ako priemery percent + stredna chyba priemeru (SEM).

42




Tab.c.4 Percentudlne udaje zexpresie génov po 16 hodinovom oSetreni sEng

kvantifikaciou AACt metdodou

Cielovy gén |Kontrola sEng -1 nM sEng - 10nM
NOS3 99,99 + 1,141 110,9 + 4,517 104,5 + 9,054
VEGF 99,98 + 1,978 107,2 + 8,143 124,4 7,746
CDH5 100 + 1,361 91,61 + 3,642 79,11 + 3,966
ICAM1 100 + 1,168 103,5 + 7,923 181,2+ 12,48
VCAM1 100 + 2,383 99,41 + 3,435 163 + 19,43
PTGS2 100 + 1,614 116,2 + 3,06 135,9 + 8,508

Hodnoty st vyjadrené ako priemery percent =+ stredna chyba priemeru (SEM).

Po 3 hod osetreni sEng Po 16 hod osetreni sEng

NOS3 NOS3
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* porovnanie ku kontrole

T porovnanie InM ku 10nM

Obr.¢. 5 Grafické zndzornenie mRNA expresie vysledkov na marker NOS3
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Po 3 hod oSetreni sEng Po 16 hod osetreni sEng

CDHS CDHS
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Obr. €. 6 Grafické znazornenie mRNA expresie vysledkov na markere CDHS

Po 3 hod osetreni sEng Po 16 hod osetreni sEng
PTGS2 PTGS?
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Obr. ¢. 7 Grafické znazornenie mRNA expresie vysledkov na markere PTGS?2
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Po 3 hod osetreni sEng Po 16 hod osetreni sEng

VEGF VEGF
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Obr. ¢. 8 Grafické znazornenie mRNA expresie vysledkov na markere VEGF

Po 3 hod osetreni sEng Po 16 hod osetreni sEng
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Obr. €. 9 Grafické znazornenie mRNA expresie vysledkov na markere /CAM1

Po 3 hod osetreni sEng Po 16 hod osetreni sEng
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Obr. €. 10 Grafické znazornenie mRNA expresie vysledkov na markere VCAM1
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4. Diskusia

Endoglin je jednym z dolezitych glykoproteinov exprimovanych na ludskych
endotelovych bunkach. Je exprimovany ako povrchovy koreceptor signaliza¢nej drahy
TGFp. Endoglin bol klasifikovany ako endotelovy marker CD105 (Gougos& Letarte,
1988). Jeho tuloha spociva v kardiovaskuldrnom vyvoji. Je vysoko exprimovany
na endotelovych bunkach anachddza sa na povrchu syncytiotrophofoblastu pocas
tehotenstva (McAllister, et al. 1994). Optimalizuje aktivaciu NO syntazy
a vazomotoricky tonus (Gregory, et al. 2014).

Endoglin je v organizme Stiepeny metaloproteinizou MMP- 14 zakotvenou
v membrane a do cirkulacie je uvolnena solubilnd forma endoglinu (SENG). Silnou
afinitou sa viaze k BMP9 drdhe, ¢im stimuluje endotel atym uvolfiovanie
vazokonstriktoru endothelinu-1. Vysoké koncentracie blokuji eNOS dependentnu
vazodilatdciu. ZvySené mnozstva sEng vsére boli zaznamenané pri pacientkach
s preeklampsiou, dochadza tu k urcitej nerovnovahe medzi antiangiogénnymi (patri sem
sEng) a proangiogénnymi faktormi (Gregory, et al. 2014, Venkatescha, et al, 2006).

Signifikantne zvySené hodnoty sEng si pozorované pri dysfunkcii endotelu,
zmenach na retine, hypertrofii lavej] komory, zvySenej hodnoty glukozy v krvi
pri pacientoch s hypertenziou a diabetes mellitus (Blazquez-Medela, et al. 2010).
Solubilny endoglin je zodpovedny za zvySenie cievnej permeability o poukazuje
na zhorSenie kondicie endotelu (Venkatescha, ef al, 2006).

V naSej praci sme sa zamerali na efekt solubilného endoglinu na bunky in vitro.
Podobnou problematikou sa zaoberali aj nasledujuce prace, ich Studie boli vykondvané
na modeloch mysi. Pri transgénnych mysSiach so zvySenou hladinou sEng nedoslo
k zmene expresie eNOS, Eng, VCAM-1 a ICAM-1 na endotele aorty. Vysledok sa
nezhoduje zndzorom, Ze by solubilny endoglin dok4zal sam spustit’ dysfunkciu
endotelu (Nemeckova, et al. 2015).

Po podani vysokotukovej diéty transgénnym mySiam s vysokou hladinou
solubilného endoglinu naopak doslo k zmene expresie markerov zépalu a oxida¢ného
stresu v aorte mysi (Jezkova, ef al. 2016).

V naSej experimentalnej cCasti sme pouzili primarnu kultGru Tudskych
endotelovych buniek ziskanych z pupoc¢nikovej zily — HUVEC. Je nutné podotknut’, ze
vlastnosti HUVECs nie su reprezentativne pre vSetky metabolické kapacity a odpovede

vo fyziopatologii a toxicite v stvislosti s odliSnym typom endotélii v organizme. Ich
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vyuzitie je pri vyskumoch vSeobecnych vlastnosti I'udskych endotélii (Baudin, et al.
2007).

Bunky boli oSetrené solubilnym endoglinom v dvoch koncentraciach. Jednotlivé
koncentracie boli stanovené na zéklade in vitro publikacii (Venkatescha, et al, 2006).
Pouzili sme koncentrdcie InM a 10nM, ktoré predstavuju extrémne podmienky
pre bunky. Vysledky jednotlivych koncentrdcii sme porovnavali medzi sebou
a s kontrolou. Casova zavislost’ bola stanovena na 3 a 16 hodin. V praci sme stanovovali
expresiu génov zapalovych markerov pomocou metddy real-time PCR. Markery boli
vybrané podrla toho, ako odrazaju tlohu a stav endotelu.

Ako relaxacny faktor v cievach sa povazuje NO. Jeho tvorba v endotely spociva
v expresii génu NOS3. Tento marker v primarnej kultire nemal zvySenti hodnotu
expresie. Dal§im markerom, pri ktorom nenastali zmeny v transkripcii je vaskularny
endotelovy rastovy faktor. Tento vysledok je zrejme spdsobeny tym, ze solubilny
endoglin v danych koncentraciach nevplyva na vazodilataciu dependentnii na NO, ako
to bolo zistené v praci Nemeckovej et al., kde po vykonani metddy western blot nedoslo
k zmene expresie findlného produktu génu NOS3.

Endotelova dysfunkciu sprevadzaji fenotypové prejavy ako st napriklad
posSkodenie bariérovej funkcie alebo zvySenie bunkovych adhéznych molekul (Bonetti,
et al. 2003).

Pomocou naSho experimentu sa podarilo dosvedcit’ tieto tvrdenia, pozitivny efekt
vzhl'adom na odliSna expresiu bol dosiahnuty pri tychto markeroch. Pri koncentracii
10nM solubilného endoglinu oproti kontrolnej skupine je pozorovana znizena
transkripcia markeru cievneho endotelového cadherinu. Cadherin je zodpovedny
za intracelularne spoje, nesidrZznost’ pri zniZenej expresii mdze znamenat zvySenu
permeabilitu endotelu cievy (RefSeq Gene, 2016).

Po 16hodinovom oSetreni solubilnym endoglinom o koncentracii 10nM sa
transkripcia markerov VCAMI1 alCAMI zvysila. Extrémne podmienky su
pravdepodobne zodpovedné za signifikantny narast. ZvySenie adhezivnych molekul
moze dopomdct’ vo vyvoji aterosklerdzy. V pripade stidie Jezkovej et al. sa potvrdil
zhodny vysledok ucinku solubilného endoglinu na funkciu endotelu, teda doSlo
k zvySeniu expresie adhéznych molekul pri transgénnych mysSiach s vysokotukovou
diétou. V praci Walshe er al. doSlo k zvySeniu solubilnej formy cievnej adhéznej
molekuly 1 po podani adenovirusu uvoliiujuceho solubilny endoglin, autori indikuju

zvysenie hladin povrchovych adhéznych molektl a naruSenie endotelovej funkcie.
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K markerom zéapalu patri aj molekula cyklooxygenazy-2, ktorti koduje gén
PTGS2. Je stimulovany ako odpoved’ na zapalové a mitogénne podnety (Cerebrian et al.
2017). V klinickej studii Florez et al. sa dokézalo, ze produkty COX-2 prispievaju
k rozvoju zapalového Stadia a dysfunkcie endotelu u pacientov s ochorenim periférnych
artérii. Na zvieracich modeloch s experimentdlne vyvolanym ochorenim diabetes
mellitus, bola dokdzana suvislost veku so zvySenou tvorbou cyklooxygendzy 2 a
produkciou vazokonstrikénych prostanoidov (Ramos-Alves, et al. 2012). V naSom
experimente sa po 16hodinovom oSetreni buniek HUVEC solubilnym endoglinom
o koncentracii 10nM, hodnota cyklooxygenazy 2 zvysila oproti kontrolnej skupine, ¢o
by mohlo naznacovat’ iniciaciu zapalového procesu.

Po vyslednom zhodnoteni a porovnani markerov aich odlisnych hodndt na in
vitro modely endotelu sa da povedat’, Ze solubilny endoglin pravdepodobne ovplyviiuje
transkripciu markerov zéapalu, ¢o sa nam podarilo dosvedCit na zaklade zvySenia

expresie génov VCAM1, ICAM1 a PTGS2.
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5. Zaver

V diplomovej praci sme zist'ovali pdsobenie solubilného endoglinu na endotelové
bunky in vitro na primarnej kultire HUVEC. Sledovali sme zmenu transkripcie
niektorych vybranych markerov endotelovej funkcie.

Dysfunkciu endotelu sa da povazovat' za inicidlne Stadium aterosklerozy a je
snahou nedospiet’ do tohto Stadia. Na zaklade vysledkov z experimentalnej Casti, by
mohol solubilny endoglin prispievat’ k endotelovej dysfunkcii. Poukazuju na to zvysené
hodnoty expresie adhéznych molekul ako ukazovatelov vyvoja aterosklerdzy. Zvysené
hodnoty sme zaznamenali aj pri markere zapalu cyklooxygenaza2.

Kzaveru sa da skonStatovat negativny ucinok solubilného endoglinu
na endotelové bunky in vitro. Toto tvrdenie je zaloZené na experimente so Siestimi
markermi aich zvySenie sa tykalo 16 hodinového oSetrenia solubilnym endoglinom
o koncentracii 10 nM, tato hodnota a Casova zavislost’ je velmi vysoka a s neistotou
odraza vplyv na dysfunkciu endotelu. Je nutné preverit dalSie moznosti Stadia
dysfunkcie endotelu. Z hl'adiska rozboru na proteinoch napriklad pomocou
proteomickej analyzy alebo analyzou protilatok ako napriklad metdédou ELISA alebo
western blot. Popripade vyskusat’ pdsobenie solubilného endoglinu na rézne druhy

bunkovych modelov.
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6. Zoznam pouzitych skratiek

ai. ainé
ALK kinaza podobna receptoru pre aktivin
AMV virus vtacej myeloblastozy
BMP kostny morfogeneticky protein
C cytozin
CCL chemokin s C-C motivom
CDH cadherin
cDNA komplementarna DNA
COX cyklooxygendza
Ct cycle of treshold
CYBA cytochrom B-245 o retazec
DNA deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxyribonukleotid trifosfat
Eng endoglin
eNOS endotelova syntaza oxidu dusnatého
FISH fluorescencna in situ hybridizacia
FRET fluorescen¢ny rezonan¢ny prenos energie
G guanin
GAPDH glyceraldehyd trifosfat dehydrogenaza
GTP guanozin trifosfat
HHT hereditarna hemoragicka telangiektazia
HIF faktor indukujtci hypoxiu
HMOX hem oxigenéaza
HRM hight resulution melting
analyza krivky topenia s vysokym rozliSenim
HUVEC I'udské endotelové bunky z pupocnikovej Zily
ICAM intracelularna adhézna molekula
IP3 inozitol trifosfat
JINK c-Jun N-terminélna kinaza
kb kilo baza
LDL lipoprotein nizkej hustoty
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M-, MuLV, MMLV Moloneyho virus mysacej leukémie

MAP kinaza mitogénom aktivované proteinkinazy
MMP-14 metaloproteindza 14

mRNA medidtorova RNA

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NF-xB nukledrny faktor kappa B

NO oxid dusnaty

NOS3 endotelova syntaza oxidu dusnatého
NOX NADPH oxidaza

PAI-1 plasminogén aktivator inhibitor 1
PCR polymerazova retazova reakcia

Pfu Pyrococcus furiosus

PTGS?2 prostaglandin- endoperoxid syntetaza 2
PWV rychlost’ pulznej viny

qgPCR kvantitativna PCR

RNA ribonukleova kyselina

RNS reaktivne formy dusika

ROS reaktivne formy kyslika

rRNA ribozomova RNA

RT-PCR PCR reverzna transkriptaza

sEng solubilny endoglin

sFlt1 solubilna forma receptoru 1 VEGF
siRNA small interfering RNA

SMAD transkripéné faktory

SPR povrchova plazmova rezonancia

T tymin

Taq Thermus aquaticus

TGFpB transformacny rastovy faktor 3

Tth Thermus thermophilus

VCAM cievna adhezivna molekula

VEGF vaskularny endotelovy rastovy faktor
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