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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra biologickych

a lekarskych vied

Nazov diplomovej prace: Vplyv dlhodobého posobenia solubilného endoglinu

na expresiu adhéznych molekul cievneho endotelu

Autor diplomovej prace: Dominika Tuschlova

Vedici diplomovej prace: PharmDr. Iveta Najmanova, Ph.D.

Ciel prace: Ciel'om diplomovej prace bolo zistit’, aky vplyv ma dlhodobé posobenie
solubilného endoglinu (sEng) na expresiu adhéznych molekul cievneho endotelu (ICAM-1,
VCAM-1, P-selektin). Pracovali sme s kontrolnou a s experimentalnou skupinou mysi

chovanych na Standardnej diéte, ktoré sa liSili hladinami sEng.

Metody prace: Na analyzu boli pouzité geneticky modifikované samice mysi z kmena
CBAxCS57BL/6] s vysokou produkciou 'udského sEng. Tieto mysi tvorili experimentalnu
skupinu, zatial’ co myS$i s nizkou hladinou sEng tvorili skupinu kontrolnt. ISlo o 12
mesacné samice. Biochemicku analyzu sme vyuzili na zistenie hladiny celkového
cholesterolu a triacylglycerolov (TAG). Pomocou ELISA analyzy boli stanovené hladiny
markérov sVCAM-1 u vSetkych skimanych mysi a expresiu adhéznych molekal ICAM-1,
VCAM-1 a P-selektin sme sledovali a vyhodnotili pomocou metody Western blot, kde ako

kontrolu sme pouzivali Strukturdlny protein GAPDH.

Vysledky prace: Biochemicka analyza nepreukédzala vyrazny rozdiel medzi transgénnymi

mySami so zvySenym sEng a kontrolnou skupinou mysi, bez zvySeného sEng.
Signifikantny rozdiel medzi pozorovanymi skupinami nepreukazala ani ELISA analyza.
Podobne aj analyza Western blot nepreukézala signifikantny rozdiel v expresii molekuly

ICAM-1, VCAM-1 a P-selektin.

Zaver: Na zéklade vysledkov nemo6Zeme potvrdit’ nasu hypotézu. Zistili sme, ze dlhodobé
pdsobenie sEng nemé znaény dopad na dysfunkciu endotelu a zaroven, ze vysoké hodnoty
endoglinu v plazme nemaju vyrazny vplyv na expresiu adhéznych molekul cievneho

endotelu ICAM-1, VCAM-1 a P-selektinu.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Title of Diploma Thesis: Effect of long-term exposure to soluble endoglin on the

expression of adhesion molecules on endothelial cells

Author of Diploma Thesis: Dominika Tuschlova

Supervisor of Diploma Thesis: PharmDr. Iveta Najmanova, Ph.D.

Background: The aim of this thesis was to find out the effect of long-term exposure to
soluble endoglin (sEng) on the expression of adhesion molecules on endothelial cells
(ICAM-1, VCAM-1, P-selectin). We have worked with a control and experimental group

of mice on a standard diet, with different levels of sEng.

Methods: Genetically modified female mice from the CBAXC57BL/6J strain with high
production of human sEng were used for analysis. These mice formed an experimental
group, while mice with a low level of sEng formed a control group. They were 12 months
old females. We used biochemical analysis to determine the level of total cholesterol and
triacylglycerols (TAG). Levels of sVCAM-1 markers in all mice studied were determined
by ELISA. The expression of the adhesion molecules [ICAM-1, VCAM-1 and P-selectin
was monitored and evaluated by Western blotting, where the structural protein GAPDH

was used as a control.

Results: Biochemical analysis did not show a significant difference between the transgenic
mice with increased sEng and the control group of mice, without increased sEng. ELISA
analysis did not show any significant difference between the observed groups. Similarly,
Western blot analysis did not show a significant difference in expression of the ICAM-1,

VCAM-1 and P-selectin molecules.

Conclusions: Based on the results, we cannot confirm our hypothesis. We have found that
the long-term exposure of sEng has no significant impact on endothelial dysfunction and
that high plasma endoglin values have no significant effect on the expression of adhesion

molecules endothelial cells ICAM-1, VCAM-1 and P-selectin.
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1. UVOD

Kardiovaskularne ochorenia predstavuji hlavnt pric¢inu tmrti a chorobnosti na
celom svete. Kazdoro¢ne sposobuju az 16,7 miliona umrti (1). Primarnou pri¢inou ochorenia
je aterosklerdza a jej manifestacie. Aterosklerdza je chronické zapalové ochorenie krvnych
ciev a predstavuje jeden z najvyznamnejsich zdravotnych problémov (2). V dneSnej dobe
vnimame ateroskler6zu ako imunitni odpoved’ na narusent funkciu endotelu (1).

Endotel hra dolezitt ulohu pri regulacii vaskuldrnej homeostazy. Za
fyziologického stavu produkuje latky s antiaterosklerotickymi vlastnostami. Preto je
pritomnost’ endotelovej dysfunkcie spojena s aterosklerézou a so zvySenym rizikom
kardiovaskularnych chorob (3). Endotelové bunky produkuju a reaguju na rdzne biologicky
aktivne latky, ktoré maju vplyv na cievnu permeabilitu, cievny tonus, hemostazu, fibrinolyzu
¢1 angiogenézu. Poskodenie alebo aktivacia endotelovych buniek narasa tieto normadlne
regula¢né mechanizmy a vedie k morfologickym a funkénym zmenam, a teda k endotelove;j
dysfunkcii (4). Endotelova dysfunkcia je charakterizovana posunom ucinkov endotelu
smerom k zniZenej vazodilatacii, prozapalovému stavu a protrombickym vlastnostiam.

Cievny endotel hra rozhodujicu tlohu pri modulacii zapalovej reakcie. Endotelové
bunky st aktivované cytokinmi, aby exprimovali bunkové adhézne molekuly. Bunkové
adhézne molekuly zabezpecuji a ulahcuju prilnutie zapalovych buniek z obehu aich
transendotelovi migraciu na miesto zapalu (5). V tejto diplomovej praci sme sa blizSie
venovali expresii adhéznych molekul ICAM-1, VCAM-1 a P-selektinu.

V aterosklerotickych cievach, prevazne v endotelovych bunkach a v bunkach
hladkého svalstva v roznych typoch krvnych ciev bola preukdzana expresia endoglinu.
Endoglin je homodimérny transmembranovy glykoprotein a je ko-receptorom pre
transformujtiice rastové faktory (6). Do obehu sa uvolfiuje z bunkovej membrany ako
rozpustny endoglin (sEng). Jeho hladiny su zvySené pocas rdznych patologickych stavov
cievneho endotelu a ukézalo sa, Ze plazmatické koncentracie sEng mozno povazovat’ za
biomarkér poskodenia endotelu (7).

Tato préca je venovana téme vplyvu dlhodobého pdsobenia solubilného endoglinu

na expresiu adhéznych molekul cievneho endotelu.



2. CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, aky vplyv ma dlhodobé podsobenie
solubilného endoglinu (sEng) na expresiu adhéznych molekul cievneho endotelu (ICAM-1,
VCAM-1, P-selektin) v aorte mysi. Na analyzu boli pouzité geneticky modifikované 12
mesacné samice my$i z kmena CBAxC57BL/6J s vysokou produkciou 'udského sEng. Tieto
mysi tvorili experimentalnu skupinu, zatial’ ¢o mysi s nizkou hladinou sEng tvorili skupinu
kontrolna. Obidve skupiny mysi boli chované na Standardnej diéte.

Biochemickt analyzu sme vyuzili na zistenie hladiny celkového cholesterolu
a triacylglycerolov (TAG). Pomocou ELISA analyzy boli stanovené hladiny markérov
sVCAM-1 u vsetkych skimanych mysi a expresiu adhéznych molekul ICAM-1, VCAM-1

a P-selektin sme sledovali a vyhodnotili pomocou metody Western blot.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Krvné cievy

Kardiovaskularny systém je tvoreny srdcom, krvnymi a lymfatickymi cievami (8).
Krvné cievy delime na artérie, ktorych funkcia je privadzat kyslik a vyzivné latky do
systétmového a plicneho obehu, vény, ktoré prenaSaju krv s obsahom oxidu uhli¢ité¢ho
a produktov metabolizmu naspét’ do srdca a kapilary, siet’ medzi artériami a vénami, ktoré
zabezpecuju vymenu latok medzi krvou a tkanivami (8, 9).

Krvné cievy sa v niektorych parametroch odliSuju a st prispdsobené fyziologickym
potrebam. Napriklad pl'icne artérie maji tensiu stenu ako systémové artérie, kvoli odliSnosti

tlakov v cievach (10).

3.2. Obecna stavba ciev — histologicka stavba ciev

Stena ciev je zloZzena ztunica intima, tunica media atunica adventitia.
NajvnutornejSia ¢ast’ cievy tunica intima je v kontakte s krvou a je tvorend endotelom
a subendotelovou vrstvou. Endotel je tvoreny jednou vrstvou plochych endotelovych
buniek, ktoré st pretiahnuté v smere toku krvi a st uloZzené na bazalnej lamine. Riedke
kolagénové vizivo je sucast'ou subendotelu (8, 9).

Stredna vrstva tunica media je tvorend z koncentrickych vrstiev hladkych svalovych
buniek a priestory medzi nimi vypliiaji elastické a kolagénové vlakna a proteoglykany.
V kapilérach je tato tunica zastipend bunkami, ktoré sa nazyvaju pericyty (10).

Povrch cievy tvori tunica adventitia (externa), ktord je tvorena kolagénovymi
a elastickymi vlaknami (8). Sucast'ou adventicie a vonkajsej vrstvy tunica media u vel'kych
ciev, prevazne vo vénach, su cievy ciev (vasa vasorum). Ich funkciou je zdsobovat tieto
vrstvy metabolitmi, pretoZe cez ich silné vrstvy potrebné latky neprejdi. Na vazokonstrikcii
a vazodilatécii ciev sa podiel’aju nervy ciev (nervi vasorum), ktoré inervuju vény a artérie.

V adventicii sa nachddza kolagén typu I a v medii typu II. V artériach najdeme
medzi tunicou intimou a tunicou mediou dvojrozmernu siet’ lamina elastica-interna, ktora je
tvorena elastinom a je fenestrovand, ¢o umoznuje difuziu latok (10). TenSia lamina elastica-
externa medzi tunicou mediou a tunicou adveticiou je viditeI'ne vytvorend iba v mohutnych

artériach (11). Histologicka stavba ciev je zobrazena na obrazku €. 1.

-10 -



Obrazok €. 1: Priecny rez krvnej cievy

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

Smooth muscle T { Endothelium

External elastic

membrane Internal elastic

membrane

Smooth muscle — hladka svalovina, External elastic membrane — vonkajsia elasticka membrana, Internal
elastic membrane — Vnutorna elasticka membrana, Endothelium — endotel, Tunica externa, media, intima —
Vonkajsia, stredna a vnutornd vrstva.

Prevzaté z: (12)

3.3. Specificka stavba ciev

Na transport Zivin, plynov, tepla, metabolitov, hormoénov a inych potrebnych latok
po celom tele naSe telo vyuZziva krv. Krv zo srdca vychadza z 'avej komory hlavnou artériou
aortou, ktora sa postupne vetvi na Coraz uzsie cievy, arterioly. Tie prechadzaju do siete
kapilar, ktoré zabezpecuju vymenu latok medzi krvou a tkanivami. Nasledne odkysli¢ena
krv sa vracia venulami, ktoré sa spajaji do vacSich a mohutnejSich vén az vznik4 horna
adolnd duta zila, ktoré prichddzaji do srdca, presnejSie do pravej predsiene. Do pluc
prichadza krv kvoli okysliceniu a okyslicend krv pokracuje naspat do srdca, do lavej
predsiene (11). Tuto zlozita siet’ ciev a srdca popisuje obrazok €. 2.

V tesnej blizkosti krvnych ciev sa nachadzaji cievy lymfatické, ktoré vznikaju
v slepo zakoncenych kanélikoch v tkanive a koncia v krvnych cievach v blizkosti srdca. Za

ulohu maji odvadzat prebytocny tkanivovy mok do krvného obehu (10).
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Obrazok €. 2: Krvny obeh

JAK OBIHA KREV

Homi duta zila

Prava
komora

Leva
komora

Dolni duta zila

Ako obieha krv v nasom tele - artérie cervené, vény modré.

Prevzaté z: (13)

3.3.1. Artérie

Artérie su cievy, ktoré odvadzaju krv zo srdca do periférie. Tie cievy, ktoré
vychadzaju z l'avej komory patria do systému aortalneho a tie cievy, ktoré vychadzaji
z pravej komory do systému pulmondlneho (14). Podl'a vel'kosti rozliSujeme 4 typy artérii.
Arterioly, svalové artérie malého kalibru, svalové artérie stredného kalibru a velké artérie
elastického typu. V porovnani s vénami su steny artérii silnejsie (10).

Prvym typom su arterioly, cievy s priemerom mensim ako 0,5 mm a so Sirokou
a pruznou stenou (9). Lumen je vystlany endotelom a subendotelova vrstva je vel'mi tenka
(10). Membranu elasticu internu ndjdeme iba u vacsich arteriol a membrana elastica externa
v tomto type artérii nie je eSte vyvinutd. Jedna az pat’ vrstiev hladnych svalovych buniek
tvori tunicu mediu (9). Tieto vrstvy st usporiadané cirkularne. NajvrchnejSia vrstva tunica

adventitia je vel'mi tenucka.
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Dalsimi typmi st artérie, ktoré tvoria va¢sinu artérii v tele ¢loveka. Nazyvame ich
artérie svalového typu, pretoze tunica media moze byt tvorend az 40 vrstvami hladkych
svalovych buniek. Moézeme tu ndjst’ elastické membrany, retikuldrne vlakna, Cci
proteoglukany (10). Podl'a priesvitu ich delime na artérie malého kalibru s priesvitom 0,5-
2 mm a artérie stredné¢ho kalibru s priesvitom 2-10 mm (9). Tunica intima je podobné ako
u arteriol, s tym rozdielom, ze subendotelova vrstva je trosku hrubsia a moéze obsahovat’
hladké svalové bunky. Pri tomto type artérii je uZ membrana elastica intima uplne vyvinuta,
ale membrana elastica externa je viditelnd iba vo vécSich svalovych artériach (10).
Kolagénové a elastické vlakna spolu s fibroblastami a tukovymi bunkami adipocytmi
vytvaraju tunicu adventiciu. V stenach su badatelné cievy ciev, lymfatické kapilary
anervové vldkna, ktoré niekedy zasahuju az do najvrchnejSej Casti tunica media (9, 10).
Tento typ ciev zabezpecuje prenos krvi az k organom (9).

Poslednym typom st vel'ké artérie elastického typu, ktorych tunica media je tvorena
velkym mnozstvom elastinu, ktory sposobuje nazltlé sfarbenie na priereze. Pocet
elastickych membran rastie s vekom (zo 40 az na 70) a nazyvaji sa membranae fenestratae,
pretoze obsahuju otvory (9, 10). Vekom dochiadza aj k d’alSiemu ukladaniu elastinu
a vzhl'adom k tomu st tieto artérie Coraz silnejSie. Takymto typom artérii je aorta, jej vel'ké
vetvy a truncus pulmonalis (9). Tunica intima je silnejSia ako v predchadzajtcich typoch
artérii (10). Subendotelova vrstva je hruba a niekedy dosahuje az 100 um (9). Stcast'ou
velkych artérii elastického typu st aj hladké svalové bunky, retikuldrne vlakna a zédkladna
hmota, ktord obsahuje chondroitin sulfat. Membrana elastica externa je tazko odliSiteI'na od
elastickych vlakien. Tunica adventitia je tenka a je tvorena elastickymi a kolagénovymi
vlaknami. Je ve'mi mélo vyvinutd a da sa povedat’, Ze miestami tato vrstva uplne chyba.
Maji vyznamnl ulohu pruznika, ¢o vyplyva z vysokého obsahu elastickych vlakien.

Zabezpecuju tok krvi v priebehu diastoly a vyrovnavaja vel'ké tlakové rozdiely (9, 10).

3.3.2. Vény

Vény su na rozdiel od artérii cievy tenkostenné a maju slabsiu stenu (9). Ich lohou
je navracat’ krv z periférie do srdca pomocou hladkého svalstva a chlopni (10). Delime ich
na venuly, malé, stredné a vel'ké vény. U artérii je najhrubSou vrstvou tunica media, zatial
¢o u vén tunica adventitia. Membrana elastica interna a externa u vén nie su pozorované.

Prvym typom vén st venuly s priemerom 0,2-1 mm. Tunica intima sa sklada

z endotelu a z vel'mi malej Casti subendotelu (9). Tunica media je zloZzena z tenkej vrstvy
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hladkej svaloviny alebo v niektorych pripadoch hladka svalovina Gplne chyba. NajsilnejSou
vrstvou je tunica adventia, ktord je tvorena kolagénovymi vlaknami (10).

Prechod kapilar na postkapilarne vény je postupny. Postkapilarne vény (do 50 pum)
maju stavebné a ostatné biologické vlastnosti totozné s kapilarami, prechadzaju na zberacie
venuly (50-100 um) a tie pokracuji na muskularne venuly (do 200 um) (9, 10). AZ potom
nasleduju uz vyssie popisané skutocné venuly (0,2-1 um) (9).

Vicsina vén je malého alebo stredného typu s priemerom 1-9 mm (10). Tunica intima
je tvorena endotelom a subendotelovou vrtsvou, ktord ale moze aj Gplne chybat. Tunica
media je tvorend z buniek hladkého svalstva, z retikularnych a elastickych vlakien. Tunica
adventitia obsahuje kolagénové vldkna a moze obsahovat’ aj bunky hladkého svalstva (9,
10). V tomto type vén su typické vychlipky vrstvy tunica intima, ktoré nazyvame chlopne
(9). Dve polmesiacikové chlopne leZiace oproti sebe, ktoré umoziuji vol'ny tok krvi k srdcu
a brania spatnému toku (11). Vo vySSom zastiipeni sa vyskytujui prevazne vo vénach dolnych
koncatin.

Poslednym typom vén su velké vény, ktoré maji priemer 10 mm a viac. Pre nich je
charakteristickd dobre vyvinuté tunica intima (10). T4 je tvorené endotelom a subendotelova
vrstva je hrubSia ako pri predchadzajicom type. Mo6Zu byt pritomné aj bunky hladkého
svalstva. Hladké svalové bunky st sucastou aj vrstvy tunica media, ktora je eSte tenSia ako
u malych vén (9, 10). Obsahuje aj vysoké mnozstvo viziva. Najsilnej$ia a najlepSie vyvinuta
vrstva je tunica adventitia (10). Vény st bohatSie na cievy ciev v porovnani s artériami, ale
naopak inervacia vén je chudobnejsia (11).

Vo velkych vénach pod srdcom je adventitia tvorena zvidzkami buniek hladkého
svalstva, ktoré robia stenu pevnejSou a zabranuji tak roztiahnutiu cievy. Typické
usporiadanie buniek hladkého svalstva spolu s chlopfiami zabezpecujii tok krvi proti
gravitacii, zdola nahor smerom do srdca (9, 10). K l'ahSiemu toku krvi prispieva aj
kontrakcia okolitych kostrovych svalov (9). Porovnanie stavby tepien a zil zobrazuje

obrazok ¢. 3.
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Obrazok ¢. 3: Zobrazenie vrstiev tunica intima, media a adventitia vo véne

(vlavo) a v artérii (vpravo)

O A
‘_‘ § - Tunica intima

-~

Tunica

Vein — zila, Artery — tepna, Tunica intima, media, adventitia- vnutornd, strednd a vonkajsia vrstva.

Prevzaté z: (15)

3.3.3. Kapilary

Kapilary (vladsoc¢nice) obsahuju iba jednu vrstvu endotelovych buniek, bazalnu
laminu a pericyty (Rougetove bunky) (11). Pericyty st mezenchymové bunky, ktoré
v tychto malych cievach nahradzaji vrstvu tunica media (10). Nachéadzaji sa na r6znych
miestach pozdiZ kapilar a malych venul. Maju dlhé vybezky a niekedy mézu splyvat
s bazalnou laminou endotelovych buniek. Sucastou tychto buniek je aj aktin, myosin
a tropomyosin, ¢o naznacuje schopnost’ kontrakcie (9). Namiesto vrstvy tunica adventitia je
na povrchu kapilar tenkd vrstva kolagénovych vldkien. Ich priemer sa pohybuje od 7 do 9
um (14). Vd’aka ich tenkej stene, zabezpecuju vymenu latok a plynov (11).

Podl’a struktary endotelovych buniek a podla pritomnosti, ¢i naopak nepritomnosti
bazélnej laminy rozdel'ujeme kapilary na Styri skupiny (10). Zobrazené st na obrazku €. 4.

Somatické (suvislé¢) kapilary st charakteristické tym, ze nie st fenestrované
a priepustnost’ sa 1i§i podl'a lokalizacie. Tento typ kapilér je typicky pre svaly, exokrinné
zl'azy, nervové tkanivo, ¢i vizivo (10, 11).

DalSim typom su fenestrované (visceralne) kapilary, ktoré st tvorené rozsiahlymi
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fenestraciami v endotelovych bunkach. Su uzavreté diafragmou, membranou tensou ako je
biologickd membrana (10). N4jdeme ich napriklad v ¢reve, v zl'azach s vnatornou sekréciou,
v obli¢kach, a teda v orgénoch s rychlou vymenou latok medzi tkanivami a krvou. Tretim
typom su kapilary s pormi, s pravymi otvormi, ktoré na rozdiel od predchadzajiceho typu,
nie st uzavreté diafragmou. Tento typ najdeme iba v glomeruloch oblic¢iek.

Stvrtym typom kapilar si sinusoidné kapilary (sinusoidy), nepravidelné kapilary,
ktoré su v niektorych miestach rozsirené az na 30-40 um (9). Pre nich je charakteristicky
vyrazne spomaleny prietok krvi a vysoky pocet fenestracii bez diafragmy a porov (10).
Vsetky tieto vlastnosti naznacuju tomu, ze vymena latok medzi krvou a tkaniva je tu vel'mi
ulahcend a vyhodna. Takyto typ kapilar ndjdeme v peceni, kostnej dreni, slezine a v pars
distalis adenohypofyzy (9, 10).

Podr’a toho, akli metabolicku aktivitu ma dané tkanivo, sa odvija aj bohatost’ kapiléar.
Napriklad myokard, oblicky a celkovo organy s vysokou metabolickou aktivitou sa
vyznacuju bohatou siet'ou kapilar, zatial' ¢o u svalového tkaniva je to uplne naopak (9).
Schematické znazornenie steny ciev a ich vzdjomné porovnanie je zobrazené na obrazku

¢. 5.

Obrazok ¢. 4: Typy kapilar

sténa kapilary

\ viscerélniho typu

basalni lamina

kapilara
somatického typu
(se souvislou vystelkou)

sténa kapilary s péry

sténa sinusoidni kaiiry;—//

Rozdelenie kapilar podla struktury endotelovych buniek a podla pritomnosti/nepritomnosti bazalnej laminy.

Prevzaté z: (16)
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Obrazok €. 5: Schematické znazornenie steny krvnych ciev. Porovnanie

tepny, zily a kapiléary

Figure 18.1b Generalized structure of arteries, veins, and capillaries.

Tunica intima
* Endothelium
* Subendothelial layer
¢ Internal elastic membrane
Tunica media
(smooth muscle and
elastic fibers)
* External elastic membrane
Tunica externa
(collagen fibers)
* \asa vasorum

Vein

== Capillary
network

(b)

© 2014 Pearson Education, Inc

Artery — tepna, Vein — zila, Capillary — kapilara, Tunica intima, media, adventitia- vnutornd, stredna
a vonkajsia vrstva, Endothelium — endotel, Subendothelial layer — subendotelova vrstva, Internal and external
elastic membrane — vnutornd a vonkajsia elasticka membrana, smooth muscle and elastic fibers — hladka
svalovina a elastické viakna, collagen fibers — kolagénové viakna, Vasa vasorum — cievy ciev, Capillary
network — siet kapilar, Basement membrane — bazdalna membrana, Endothelial cells — endotelové bunky, Valve
— chlopna

Prevzaté z: (17)

3.3.4. Lymfatické cievy

St to kanaly stenkymi stenami tvorené endotelom. Tkanivovy mok sa v nich
zhromazd’uje a putuje naspit’ do krvného obehu (9). Obsahuju lymfu, tekutinu, ktora
pozostava prevazne z plazmatickych bielkovin a z buniek imunitného systému (11). Lymfa
na rozdiel od krvi smeruje len do srdca. Lymfatické cievy delime na lymfatické kapilary a na
lymfatické cievy, ktoré st vacsie (9).

Lymfaticky systém zac¢ina na periférii v tkanivach slepo zakon¢enymi lymfatickymi
kapilarami. St to jemné cievy vystlané jednou vrstvou endotelu s priesvitom vac¢s$im ako
u krvnych kapilar (14). N4jdeme ich skoro vo vsetkych organoch okrem cievnej nervovej

sustavy a kostnej drene (9). Tieto kapilary sa spajaji a vytvaraju siet’ lymfatickych kapilar.
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Viacsie lymfatické cievy vznikaju zoskupenim kapildr lymfy a maji podobny
charakter ako krvné vény vratane chlopni, ktoré su pocetnejSie v lymfatickom systéme (9,
14). Lymfatické kmene sa vytvaraju spdjanim lymfatickych ciev (14). Tok lymfy

zabezpecuju kontrakcie hladkych svalov, okolitych kostrovych svalov a chlopne (9).

3.4. Endotel

Endotel bol kedysi povazovany za takzvany celofanovy obal, ktory nemd iné
Specifické funkcie ako poskytovanie selektivnej priepustnosti pre vodu a elektrolyty.
Obrovsky pokrok vsak viedol od 80. rokov k pochopeniu komplexnych funkcii (18, 19).

Endotel je vrstva plochych, polygonalnych buniek vystielajicich cievy, ktory sa
nachddza na rozhrani medzi krvou a tkanivami (10, 20). Je zobrazeny na obrazku ¢&. 6.
Endotelové bunky su véacsinou pretiahnuté v smere toku krvi (9). Ich Struktira a funkéna
integrita su dolezité pre udrzanie steny cievy, zachovanie toku krvi a prevenciu trombdzy.
Endotelové bunky st dynamické a maju metabolické aj syntetické funkcie (21). Tento
,organ“ s velkym povrchom (350 m?) sa aktivne podiela na Zivotne ddlezitych funkcidch
kardiovaskularneho systému, vratane regulacie perfuzie, vymeny tekutin a rozpustenych

latok, hemostazy a koagulacie, zapalovych reakcii, vaskulogenézy a angiogenézy (20).

Obrazok €. 6: Endotel vystiel'ajlici cievy

Endotel

Prevzaté z: (22)

-18 -



3.4.1. Fyziologicka funkcia endotelu

Endotel sa vyznacuje autokrinnym, parakrinnym a endokrinnym pdsobenim a
ovplyviiuje bunky hladkého svalstva, krvné dosticky a periférne leukocyty (21). Ako hlavny
regulator vaskuldrnej homeostazy udrzuje endotel rovnovahu medzi vazodilaticiou a
vazokonstrikciou, inhibiciou a stimuldciou proliferacie a migracie buniek hladkého svalstva,
trombogenézou a fibrinolyzou (23, 24).

Ako bariéra je endotel permeabilny a reguluje prenos malych a velkych molekul
(21). Produkuje mnozstvo vazodilatatnych a vazokonstrikénych latok, ktoré reguluju
vazomotoricky tonus (25). Endotelové bunky produkujii a reaguji na rézne cytokiny a
adhézne molekuly. M6zu vyvolat’ protizdpalové, prozapalové a ochranné reakcie (21).

Hlavné vazodilata¢na latka uvolfiovana endotelom je oxid dusnaty (NO), povodne
identifikovany ako relaxacny faktor odvodeny od endotelu (26). Oxid dusnaty sa tvori v
endotelovych bunkdch z jeho prekurzora L-argininu prostrednictvom enzymatického
posobenia endotelovej NO syntazy (eNOS) (27). Medzi d’alSie vazodilatatory odvodené od
endotelu patria prostacyklin a bradykinin (26).

Endotel tiez produkuje vazokonstrikéné latky, ako je endotelin (doteraz najsilnejsi
endogénny vazokonstriktor) a angiotenzin II. Angiotenzin II pdsobi nielen ako

vazokonstriktor, ale je tiez prooxidant a stimuluje produkciu endotelinu (28).

3.4.2. Endotelova dysfunkcia

Nekontrolovana reakcia endotelovych buniek sa podiel'a na mnohych chorobnych
procesoch vratane aterosklerdzy, hypertenzie, pl'icnej hypertenzie, sepsy, zapalovych
syndromov, rakoviny a metastdz, vaskulogenézy a angiogenézy (20, 21). Tieto choroby
suvisia s poSkodenim endotelu, dysfunkciou a aktivaciou (21). Dokonca niektoré Studie
hovoria o tom, ze endotelova dysfunkcia je skorym markérom aterosklerozy a Ze je mozné
ju diagnostikovat’ skor, ako sa prejavia Strukturdlne zmeny steny ciev (29).

Endotelova dysfunkcia modze byt sposobend niekolkymi stavmi. Rizikovymi
faktormi st napriklad cukrovka, metabolicky syndrém, hypertenzia, faj¢enie ¢i fyzicka
necinnost’ (30).

V predchadzajicej kapitole sme sa venovali fyziologickej funkcii endotelu. Pre
spravnu funkciu endotelu je dolezitd prave rovnovaha medzi spomenutymi dejmi. Naopak

pri endotelovej dysfunkcii dochédza k naruSeniu tejto rovnovahy smerom k prozapalovym,
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proliferativnym a prokoagula¢nym c¢innostiam. Vysledkom tychto neziaducich dejov moze
byt zvySend cievna permeabilita, nefyziologicka cievna konstrikcia sposobend zvySenou
produkciou vazokonstrikénych latok, nedostatocna inhibicia subendotelovej proliferacie a
tendencia k tromboze (30-32).

Vyznamnu ulohu zohrdva aj nerovnovaha medzi antioxidantmi a radikalmi. Vol'né
radikaly mézu narusit’ rovnovahu NO, poskodit’ endotel a nechat’ ho prili§ priepustny, ¢o
umoziuje toxinom prenikat’ do telesnych tkaniv (33). Vo vicsSine pripadov ma l'udské telo
primerany prisun antioxidantov ziskanych z rdéznych potravin na neutralizaciu tychto
vol'nych radikélov, ale ak mnozstvo volnych radikalov prekroci antioxida¢nt kapacitu, tak
moze dojst’ k poskodeniu endotelu a zmene rovnovahy NO (34). Oxid dusnaty pdsobi proti
ucinkom vazokonstriktorov odvodenych od endotelu a inhibuje oxidéciu lipoproteinov s
nizkou hustotou (29). Ak ddjde k poSkodeniu endotelu a nerovnovahe hladiny NO, tak
bunky, ktoré by mali zostat’ v krvi, mézu prechadzat’ krvnymi cievami do susedného tkaniva
tela (34). Znizena biologickd dostupnost NO suvisi so zaciatkom, progresiou a
komplikéciami aterosklerdzy.

Zaciatok aterosklerdzy suvisi s ndborom zépalovych buniek z obehu a ich
transendotelovou migraciu. Tento proces je sprostredkovany predovSetkym bunkovymi
adhéznymi molekulami. V reakcii na zépal dochddza na vaskuldrnom endoteli a na
cirkulujtcich leukocytoch k zvySenej expresii tychto adhéznych molekul (29, 31). BliZsie si

ich popiSeme v d’alSej kapitole.

3.5. Adhézne molekuly

Adhézne molekuly su molekuly, ktoré st exprimované na povrchu bunky,
zabezpecuju adhéziu bunky a teda maju klI'ai€ovu funkciu na rozhrani bunky a jej prostredia.
Prostredim moéZzeme rozumiet inu bunku, z podobného alebo odlisSného typu
bunky, extracelularnu matrix alebo niekedy aj z rozpustné prvky (32). Indukcia adhéznych
molekual na endotelovych bunkdch pocas zdpalu je sprostredkovand vaskuldrnym
endotelovym rastovym faktorom (VEGF) (31).

Adhézne molekuly a adhézne receptory sa podielaji na organizicii Zivotne
dolezitych biologickych fenoménov ako je embryogenéza, rast a diferencicia buniek a
hojenie ran. (35). Sprostredktivaji rozne fyziologické a patologické funkcie. Ddlezitt tlohu
zohrdvaji v imunitnej odpovedi organizmu. Zabezpecuju prichytenie leukocytov k endotelu

a nasledne ich prienik k miestu z4palu. Strata adhéznych interakcii, ako aj stimulacia adhézie
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mozu viest’ k chorobnym stavom. Podl'a §tudii velku tlohu zohravaji adhézne molekuly aj
pri vyvoji a progresii aterosklerdzy.

Schopnost’ charakterizovat’ molekuly bunkovej adhézie (CAMs) na molekularnej
urovni nam umoznila klasifikovat’ molekuly do niekol’kych skupin, ktoré zahfnaja integriny,
kadheriny, ¢leny imunoglobulinovej superrodiny a selektiny (36). Clenovia kazdej rodiny
boli pocas angiogenézy a zapalu detegovani v krvnych cievach (37).

V tejto praci sa blizSie budeme venovat adhéznym molekuldm, s ktorymi sme
pracovali ato sadhéznymi molekulami zo skupiny selektinov s P-selektinom, ktory
zabezpecuje rolovanie a prilnutie leukocytov a s molekulami imunoglobulinového typu
VCAM-1 (vaskuldrna bunkova adhézna molekula-1) a ICAM-1 (intercelularna adhézna

molekula-1), ktoré¢ zabezpecuji pevnt adhéziu leukocytov k povrchu cievy (31).

3.5.1. VCAM-1 (CD106)

VCAM-1 je transmembranovy protein typu 1 patriaci do imunoglobulinovej
superrodiny s velkostou 100-110 kDa. Struktira extracelularnej amino-koncovej Gasti
molekuly pozostava zo siedmich domén podobnych imunoglobulinu (Ig) a je stabilizovana
disulfidovymi védzbami. Nasleduje typickd hydrofébna transmembranova doména a kratka
cytoplazmatickd doména (38).

Funkcia VCAM-1 je spojend predovsetkym s interakciami endotelovych buniek a
leukocytov v reakcii na zépal a so skorym dozrievanim T- a B-buniek. Intenzivne sa podiel'a
na zapalovych procesoch, ako st procesy spojené s artritidou, odmietnutim transplantatu,
aterosklerdzou ¢i astmou (39, 40).

V plazme je pritomna solubilna forma molekuly VCAM-1 (sVCAM-1), ktora vznika
odstiepenim extracelularnej ¢asti VCAM-1 z povrchu endotelu.

Molekuly VCAM-1 st exprimované v pokojnych endotelovych bunkach iba
minimalne, ale ich expresia sa méZe zvysit’ ich aktivaciou. Tato adhézna molekula moZze byt
tieZ exprimovana inymi typmi buniek, ako st napriklad makrofagy, myoblasty, oocyty ¢i
dendritické bunky (21). Expresia VCAM-1 je aktivovana prozépalovymi cytokinmi vratane
TNF-0, reaktivnymi formami kyslika, oxidovanym lipoproteinom s nizkou hustotou
(oxLDL) ¢i vysokou koncentraciou glukozy (40).

VCAM-1 sa viaze na ligand - vel'mi neskory antigén (VLA-4) pritomny na povrchu
lymfocytov, eozinofilov a monocytov (vid’ obrazok €. 7). Po naviazani indukuje signaly v

endotelovych bunkach, ktoré spustaji zmeny tvaru a umoziuji migraciu leukocytov (41).
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Obrazok €. 7: Konformacna zmena ligandu VLA-4

VCAM-1

Introduction of
’ SDF-1

CONFORMATIONAL CHANGE

»
>

Plasma Membrane

L V LA-4 Interactions with

in &
Unavailable for ic?l'
ligand binding IR

Available for
ligand binding

Podjednotky alfa a beta menia svoju konformaciu v reakcii na chemokiny, ako je SDF-1 (Faktor-1 odvodeny
zo stromalnych buniek), aby mohli interagovat’ s ligandami, ako je VCAM-1 (vaskularna bunkovad adhézna
molekula-1).

Plasma Membrane — plazmaticka membrana, Unavailable/available for ligand binding — nedostupny/dostupny
pre naviazanie ligandu, Interaction wih — interakcie s, Conformational change — zmena konformdcie,
Introduction of — predlozenie, VLA-4 - velmi neskory antigén-4

Prevzaté z: (42)

3.5.2. ICAM-1 (CDS54)

Intercelularna adhézna molekula ICAM-1 rovnako ako VCAM-1 patri do
imunoglobulinovej superrodiny a je exprimovand niekol’kymi typmi buniek vratane
leukocytov a endotelovych buniek (43).

Velkost molekuly ICAM-1 sa pohybuje od 80 do 114 kDa v zavislosti stupiia
glykozylacie (44). Extracelularna ¢ast ICAM-1 pozostdva zo 453 hlavne hydrofébnych
aminokyselin, ktoré tvoria pat’ domén podobnych imunoglobulinom (Ig). Extracelularna
oblast’ je naviazana na jednu hydrofébnu transmembranovu oblast’ s 24 zvySkami a kratky
cytoplazmaticky chvost s 28 zvySkami. Kazdd doména je stabilizovana disulfidovymi
vizbami. Celkom je identifikovanych 5 ICAM molekul (44, 45).

V plazme sa nachddza rozpustnd forma ICAM-1 (sICAM-1), ktora vznika

odstiepenim z ICAM-1 aje tvorena iba jej extraceluldrnou castou, konkrétne piatimi
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doménami. Hladiny sSICAM-1 su zvysené v sére pacientov s kardiovaskularnym ochorenim,
autoimunitnymi poruchami a rakovinou (46).

ICAM-1 je pritomny v aterosklerotickych 1éziach a podiela sa na ich progresii.
Intercelularna adhézna molekula-1 (ICAM-1) sa viaze na -2 integriny, ako st leukocytovy
funkény antigén-1 (LFA-1) a antigén makrofagu-1 (Mac-1) pritomné na vSetkych bielych
krvinkach. Prva doména je zodpovedna za vizbu na LFA-1 a tretia doména za vdzbu k Mac-
1 (47). Zobrazenie domén a ligandov molekuly ICAM-1 je na obrazku €. 8.

Hlavnou ulohou ICAM-1 je zabezpecit transmigraciu leukocytov z krvnych ciev do
tkaniv (43). ICAM-1 je za fyziologickych podmienok exprimovana iba v nizkych hladinach.
K stimulacii endotelovych buniek a niektorych lymfocytov a monocytov dochadza
pdsobenim zépalovych cytokinov, ako je napriklad interleukin (IL-1), tumor nekrotizujtci
faktor alfa (TNF-a), interferon vy i lipopolysacharidovy komplex (endotoxin). P6sobenim

tychto stimula¢nych dejov méze dojst’ k zvysenej expresii ICAM-1 (48).

Obrazok €. 8: Zobrazenie domén a ligandov molekuly ICAM-1

Cell Membrane

Cytoplasm
COOH

Noznice predstavuju tvorbu sICAM-1 Stiepenim extraceluldrnej domény ICAM-1 z bunkového povrchu.

Cell membrane — bunkova membrana, Cytoplasm — cytoplazma, LFA-1 - leukocytovy funkcny antigén-1, HRV
— ludsky rinovirus, Mac-1 — makrofagovy antigen, Ery — erytrocyty

Prevzaté z: (43)
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3.5.3. P-selektin (CD62P)

P-selektin (CD62P), skratka P pochadza z anglického ndzvu platelets (trombocyty),
z ktorych bol po prvykrat izolovany. Obsahujue N-koncovi doménu, ktord sa v pritomnosti
Ca?" zicastiiuje na adhéznych interakciach s oligosacharidmi, ktoré sa nachadzaju
v receptoroch partnerskych buniek (49). Dalej obsahuje motiv epidermalneho rastového
faktora, sériu zhodnych opakujicich sa domén, transmembranovii doménu a
cytoplazmaticky chvost. M4 velkost’ priblizne 90 kDa a jeho Struktira je zobrazend na
obrazku €. 9.

Okrem P-selektinu do tejto skupiny patria aj L- a E-selektin. L-selektin je
exprimovany na leukocytoch a E-selektin na endotelovych bunkidch. Ide o jednu
z najnovsich rodin adhéznych molekul (50).

Lewisov antigén X (CDI15) je protireceptor na povrchu neutrofilov, monocytov,
eozinofilov a lymfocytov, na ktory sa Specificky viaze molekula P-selektinu. (51)

P-selektin je adhézna molekula prevazne exprimovana na aktivovanych krvnych
dostickach, ale v urcitej miere aj na endoteli. Je zname, Zze hra dolezita ulohu pri
ateroskleréze (52). Rovnako ako vysSie popisani ¢lenovia imunoglobulinovej rodiny aj
selektiny su exprimované v nizkych hladindch na povrchu bunky. Po aktivacii buniek so
zapalovymi stimulmi sa P-selektin, uloZeny v a-granulach krvnych dostic¢iek a vo Weibel-
Paladeho telieskach endotelovych buniek, za¢ne v priebehu niekolkych minit vo vicSom
mnozstve exprimovat’ (31). Na rozdiel od P-selektinu, u molekil VCAM-1 a ICAM-1
dochadza k zvySenej expresii az o 4 az 6 hodin po stimulécii.

P-selektiny maji za ulohu sprostredkovat’ pociatocné pripojenie leukocytov k
endotelovym bunkam pred ich pevnou adhéziou v miestach poSkodenia tkaniva a zapalu.

P-selektin uvolniovany z bunkového povrchu cirkuluje v plazme ako rozpustna
molekula (53). Nedavno sa ukézalo, ze rozpustny P-selektin (sP-selektin) moze vykazovat
prokoagula¢nu aktivitu, a preto moze hrat’ dolezit tilohu pri tromboze a akutnej koronarnej

udalosti. Tiez sa casto pouziva ako markér aktivacie krvnych dosti¢iek (54).
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Obrizok & 9: Struktara adhéznej molekuly P-selektinu

Sushi domains EGF
domain

CRD

Extracelularnu cast tvori: N-koncovy C-typ lektinovej domény (zelend farba), EGF-domain (epidermal
growth factor-domain) doména epidermdlneho rastového faktora (ruzova farba) a devdt zhodnych
opakujucich sa domén (modrd farba). Cytoplazmatickou membranou prechddza transmembranova doména a
zndzornend je aj krdtka cytoplazmaticka cast molekuly.

Prevzaté z: (55)

3.6. Endoglin (CD105)

Momentalne st Studované dve formy CDI105. Membranovy typ, ktory je
exprimovany v réznych tkanivach a rozpustné forma (sEng), ktord je pozorovana v plazme
u zdravych l'udi, tak ako aj u I'udi s r6znymi chorobami (56).

Endoglin (CD105, TGF-B R III) je homodimérny transmembranovy glykoprotein s
molekulovou hmotnostou 180 kDa, ktory patri do rodiny receptorov pre transformaciu
faktoru beta (TGF-B) a je schopny asociovat’ so signalnymi receptormi typu I (TGF-f RI) a
II (TGF-B RII) v pritomnosti ligandu a moduluje bunkové reakcie na TGF- B1 (57, 58). Je
to protein s velkou extracelularnou doménou (561 aminokyselin), jednou hydrofébnou
transmembranovou doménou a kratkou cytosolickou doménou. Primérna Struktira
endoglinu naznaCuje, Ze v NHa-termindlnej doméne existuje pat N-viazanych
glykozylacnych miest a pravdepodobna O-glykozylovana doména, ktoré si bohaté na
serinové a treoninové zvysSky v blizkosti membranovej domény. LCudsky endoglin tieZ
obsahuje peptidovt sekvenciu Arg-Gly-Asp, ktord je zndma ako miesto na rozpoznavanie
buniek mnohych adhéznych molekul pritomnych v extracelularnej matrix (59). Endoglin
tvori diméry a zodpovedajuce monoméry su spojené disulfidovymi mostikmi (60).

Struktirne endoglin patri do rodiny proteinov ZP (zona pellucida) (61). Kazda
podjednotka obsahuje jednu doménu ZP v juxtamembrdnovej oblasti. NH>-terminalna
doména nevykazuje ziadnu vyznamndi homoldgiu s inou proteinovou rodinou/doménou, a

preto bola oznacena ako ,,orphan* doména. Cytosolicka doména endoglinu je konstitutivne
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fosforylovana a moze byt’ zacielena serin a treoninkindzami vratane receptorov TGF-8 typu
I[all(62,63).

Boli identifikované dve izoformy endoglinu, ktoré¢ sa lisSia v sekvencii svojich
cytosolickych domén (56). V L-izoforme (dlhd) ma cytosolicka doména 47 aminokyselin,
zatial’ o cytosolickd doména S-izoformy (kratka) pozostdva zo 14 aminokyselin (62, 64).
Obidve izoformy Eng interaguju s ALK-5 a ALK-1 (aktivin receptoru podobné kinazy),
avSak srozdielnou afinitou. S-endoglin vykazuje vyssiu afinitu k ALK-5 anaopak L-

endoglin k ALK-1 (65). Strukturalne zobrazenie endoglinu je zobrazené na obrazku ¢. 10.

Obrizok &. 10: Struktira endoglinu

A . @ N-linked glycans B
Sl =, O-linked glycans Cytoplasmic domain
Ser/Thr P
f=2 -
o -= Orphan 1 \
- e domain
o & S-endoglin. . . YIYSETREYPRPPQ
L -

i

8. L-endoglin. . .¥I v IGSTQSTPCSTSSMA
EC
_S- zZP )
] domain

PDZ binding motif

-
=
—

L 4= PDZ

Orphan
domain

A: Strukturdlne znéazornenie endoglinu. B: Aminokyselinové sekvencie z kratkych (S)-endoglinovych a dlhych
(L)-endoglinovych cytoplazmatickych chvostov. Sekvencie, ktoré sa lisia medzi izoformami L a S su modré. C
a D: Trojrozmerny model endoglinu.

N-,0-linked glycans — N-,O-naviazané glykany, Orphan domain - sirotcia doména, Cytoplasmic domain —
cytoplazmatickda doména, PDZ binding motif — PDZ vizbovy motiv.

Prevzaté z: (60)
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3.6.1. Reguldcia endoglinovej expresie

Expresia endoglinu bola preukazand v aterosklerotickych cievach, prevazne
v endotelovych bunkach a v bunkach hladkého svalstva v r6znych typoch krvnych ciev a ma
klacovt tilohu vo fungovani a homeostaze endotelu (66). Hra doleziti tlohu v angiogenéze,
remodelovani ciev a vaskularnej patolégii (67). CD105 sa mdze uvolnovat’ z bunkovej
membrany do obehu ako rozpustny endoglin (sEng) (57).

Endoglin je exprimovany v nizkych hladinach v pokojovych endotelovych bunkach,
jeho expresia sa zvysuje v miestach aktivnej angiogenézy, pocas embryogenézy, v tkanivach
so zapalom a ranach, v psoriatickej kozi, pri synovialnej artritide, pri poraneni ciev a v
nadorovych cievach. Endoglin je tiez nadmerne exprimovany po ischémii a reperfizii
v oblickéach, zadnych koncatindch asrdci (12). Endoglin sa exprimuje v srdcovych
fibroblastoch (68) a v inych tkanivach podstupujucich fibrozu, ako st oblicky (69) a pecen
(70). Endoglin je pritomny v monocytoch a po¢as prechodu monocytov na makrofagy je
upregulovany (71). Signalizacia TGF- prostrednictvom Smad transkripénych faktorov tiez
silne stimuluje expresiu endoglinu (72). Naproti tomu tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-

o) znizuje hladinu endoglinovych proteinov v endotelovych bunkéch (73).

3.6.2. TGF-p signalizacna draha

Transformujuci rastovy faktor (TGF) je multifunkény cytokin, ktory sa podiel’a na
regulacii proliferacie, diferenciacie, migracie a prezitia mnohych réznych typov buniek (74).
Superrodina secernovanych rastovych faktorov TGF beta je zlozend z viac ako 30 ¢lenov
vratane aktivinov, uzlov, kostnych morfogenetickych proteinov (BMP) a rastovych
diferenciacnych faktorov (GDF) (75).

TGF signalizuje prostrednictvom heteromérneho komplexu transmembranovych
receptorov serin/treoninkindzy typu I a typu II (76). Komplex receptorov TGF-B tiez
obsahuje dva pomocné ko-receptory s nazvom endoglin a betaglykan (64, 77). Su to
transmembranové proteiny s vel'kymi extracelularnymi doménami a cytoplazmatické oblasti
bohaté na serin/treonin. Endoglin viaze TGF-1, TGF-3, aktivin-A, BMP-2 a BMP-7 v
pritomnosti signalnych receptorov typu I a II (77, 78).

Po naviazani ligandu na receptor typu II sa indukuje spojenie medzi receptormi typu
I a typu II, ¢o vedie k fosforylacii a aktivacii receptora typu I pomocou konstitutivne
aktivneho receptora typu II. Potom aktivovany receptor typu I propaguje intracelularny

signal do jadra fosforylaciou ¢lenov proteinov rodiny Smad (79).
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V endotelovych bunkach sa TGF moze viazat’ a prendsat’ signaly prostrednictvom
dvoch réznych receptorov typu I, konkrétne ALK-1 a ALK-5, ktoré maju opacné ti¢inky na
proliferaciu a migraciu endotelovych buniek (80). Aktivovany ALK-5 indukuje fosforylaciu
Smad 2 a Smad 3 a aktivovany ALK-1 indukuje fosforylaciu Smad 1 a Smad 5.

Po aktivécii tvoria fosforylované Smads heteromérne komplexy so spoloénym
mediatorom Smad 4, ktoré v jadre posobia ako komplexy transkripénych faktorov regulujice
transkripénu aktivitu cielovych génov. Zatial' ¢o draha TGF-B / ALK-5 vedie k inhibicii
bunkovej migracie a proliferacie, draha TGF-B / ALK-1 indukuje migraciu a proliferaciu
endotelovych buniek (81).

PreruSenie drédhy TGF-B je spojena s niektorymi l'udskymi patoldégiami vratane
autoimunitnych, kardiovaskularnych a fibrotickych chorob, ako aj rakoviny (75). TGF-B

signaliza¢na dréhu popisuje obrazok €. 11.

Obrazok €. 11: Schematické hypoteticka uloha endoglinu (CD105) v signalnych drdhach
TGF-B/ALK-1 a TGF-B/ALK-5 v endotelovych bunkach

Plasma
membrane

/ Gene Transcription ‘ Nucleus
Quiescent ECs Activated ECs

Plasma membrane — plazmaticka membrana, Nucleus — jadro, Quiscent — pokojny, Activated — aktivovany,
Gene Transcription — génova transkripcia.

Prevzaté z: (82)
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3.7. Solubilny endoglin

Rozpustna forma endoglinu (sEng) je extracelularna doména kompletného
membranového endoglinu vstupujiiceho do systémovej cirkulécie. Rozpustny endoglin je N-
terminalny endoglinovy produkt Stiepeny v polohe 586 prevazne metaloproteinazou typu 14
membranového typu (MMP-14). Preukézalo sa, Ze tato proteindza je najviac exprimovanou
proteinazou v endotelovych bunkach. Membranovo viazana a rozpustna forma endoglinu je
zobrazena na obrazku ¢. 12.

Jeho hladiny st zvySené pocas rdznych patologickych stavov tykajucich sa
vaskularneho endotelu. Ukézalo sa, Ze plazmatické koncentracie sEng mozno povazovat za
biomarkér poskodenia endotelu (7). Rozpustna forma endoglinu tieZ zohrava tstrednu ulohu
v preeklampsii, chorobe charakterizovanej hypertenziou apri zavaznych zmenéach
placentarnej cirkulacie. Stadie in vitro ukazuju, Ze sEng zhorSuje mnoZenie endotelovych
buniek a tvorbu kapilar (83). SEng hra svoje antiangiogénne a prohypertenzivne ucinky
prostrednictvom interakcie s cirkulujicimi molekulami, ktoré viazu endoglin, ako je
superrodina proteinov TGF-f, ¢im brani vizbe tychto molekul na bunkovy membranovy
TGF-B receptorovy komplex (84). Studie in vitro v skutoénosti ukazali, e sEng inhibuje
signalizaciu TGF-B a sutazi o naviazanie TGF-f na svoje receptory, ¢im sa odstranuju
reakcie zavislé od signalizacie ALKS v endotelovych bunkéach a nésledne proangiogénne
ucinky TGF-B v normalnom endoteli (83). Taktiez boli hldsené zmenené hladiny sEng pri
niekol’kych patologiach, ako su rakovina, ateroskleréza a korondrna choroba, hepatitida,

diabetes, systémové sklerdza, malaria, bilidrna atrézia alebo kosacikovitd choroba (12).
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Obrazok €. 12: Membranovo viazand a rozpustna forma endoglinu

&oluble Endeglin

Endoglin
P Canzer,
Preeclampsia
EC L 3-3 Su 5
™ i
i
YT I
Cyteplasmic domamm

r&-irﬁqﬂn. . XTYSETREYPRIRG )
L-Endoglin, . YIYSHTRSPEKEEFVVAVAAPASSEEES TNHE1GATQETPCETEEMA

PDZ binding matif

Tvorba rozpustného endoglinu proteolytickym spracovanim endoglinu viazaného na membranu.

Cytoplasmic domain — cytoplazmaticka doména, Membrane metalloprotease — membranova metaloprotedza,
Soluble endoglin — rozspustny endoglin, Cancer — rakovina, Preeclampsia — preeklampsia, PDZ binding motif-
PDZ vizbovy motiv.

Prevzaté z: (60)

3.8. Waestern blot

Western blotting alebo imunoblotting bol zavedeny Towbinom a kol., v roku 1979 a
odvtedy sa stala beznou technikou pouZivanou vo vyskumnych laboratériach na celom svete.
V poslednych troch desatrociach sa citlivost, robustnost’ a flexibilita prisluSnych systémov
vyrazne zvysila (85). Western blot je metoda, ktord sa pouZiva na kvalitativnu alebo
semikvantitativnu detekciu Specifického proteinu z komplexnej biologickej vzorky ana
poskytnutie informacie o jeho molekulove; hmotnosti (86).

Zmes proteinov sa separuje na zaklade molekulovej hmotnosti gélovou
elektroforézou. Tieto vysledky sa potom prenesti na membranu produkujicu pas pre kazdy
protein. Membrana sa potom inkubuje s primarnymi a nasledne sekundarnymi protilatkami,
ktoré su Specifické pre dany protein. Nenaviazané protilatky sa vymyji a zanechaju sa iba
naviazané protilatky na proteine, o ktory mame zaujem. Naviazané protilatky sa potom
detegujil vyvojom filmu. PretoZe sa protilatky viazu iba na poZadovany protein, mal by byt
viditelny iba jeden pés. Hrubka pruhu zodpoveda mnozstvu pritomného proteinu a pre
porovnanie pouzivame Standard. Schéma tejto metody je zobrazend na obrazku €. 13.

Podrobnejsie popisanie postupu prace je v experimentalnej ¢asti diplomovej prace.
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Obrazok €. 13: Schéma metody Western blot

A
&
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WESTERM BLOT
- ] | — |
é;__- - _: — _
_
v_ —
Detection Secondary antibody Primary antibody
incubation incubation

Electrophoresis — elektroforéza, Transfer — prenos, Gel — gél, Membrane — membrdna, Sponge — Spongia,
Blocking — blokovanie, Primary antibody incubation — inkubdcia s primdarnymi protilatkami, Secondary
antibody incubation — inkubdcia so sekundarnymi protilatkami, Detection — detekcia.

Prevzaté z: (87)
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Zvierata

Na analyzu boli pouzité geneticky modifikované mysi z kmena CBAxXCS57BL/6J s
vysokou hladinou F'udského solubilného endoglinu (Sol-Eng"). Tento kmeni bol vytvoreny
na Univerzite Salamanca v Spanielsku na oddeleni pre vyvoj geneticky modifikovanych
organizmov (Genetically Modified Organisms Generation Unit). Metdédami genetického
inZinierstva bol do ich organizmu vpraveny gén pre expresiu 'udského sEng. Bol vytvoreny
vloZenim endoglinového konstruktu (obsahujuceho aminokyseliny 26-437) riadené¢ho
aktinovym promotorom do oplodnenych vajicok mysi z kmeiia CBAxXC57BL/6J (88).

Chov mysi bol premiestneny na Lekarsku fakultu Univerzity Karlovej v Hradci
Kralové, kde prebiehala aj ich genotypizécia. Po genotypizacii boli dovezené a udrziavané
vo vivariu Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej v Hradci Kralové v kontrolovanych
okolitych podmienkach v miestnosti s regulovanou teplotou, s konstantnou vlhkostou,
s dvanasthodinovym svetelnym rezimom a mali pristup k vode a strave podla potreby.

ISlo o 12 mesa¢né samice, ktoré boli chované Standardnou laboratérnou diétou pre
hlodavce. Kontrolnd skupina mysSi bola génotypovo rovnakd, ale na rozdiel od
experimentalnej skupiny mala nizku hladinu sEng. Pouzili sme 12 samiciek. Z toho 6
samiciek tvorilo experimentalnu skupinu a 6 kontrolnu skupinu. Medzi experimentalnou a
kontrolnou skupinou mys$i neboli zaznamenané signifikantné vahové rozdiely (vid'. kapitola
Vysledky graf ¢.1).

S pouzitymi zvieratami sa manipulovalo v sulade so Smernicou 2010/63/EU o
ochrane zvierat proti tyraniu a pod odbornym dohl'adom Etickej komisie Farmaceutickej
fakulty Univerzity Karlovej v Hradci Kralové. VSetky operacné zakroky boli vykonané pod
ketaminovou a xylazinovou (100/10 mg/kg) anestéziou.

Po navodeni celkovej anestézie boli otvorené v oblasti brusnej dutiny a bola im
odobrata krv z dolnej dutej Zily. Krv bola scentrifugovand pri 10 tisic otd¢kach po dobu 10
minut, pri teplote 4 °C. Potom bola odobrané plazma a nasledne bola vybrata aorta. VSetky

vzorky boli uchovéavané pri -80°C.
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4.2. Biochemicka analyza

Biochemickt analyzu sme vyuzili na zistenie hladiny celkového cholesterolu
a triacylglycerolov (TAG) u vSetkych skimanych mysi. K tejto analyze sa vyuzivala
odobrand plazma hlodavcov s cielom enzymatického stanovenia obsahu cholesterolu
a TGA.

Pomocou diagnostickych stprav (Lachema a.s., Ceska repubika) a nasledovnej
spektrofotometrickej analyzy (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB Biotechnology,
Svédsko) boli stanovené ich hladiny. Absorbancia cholesterolu bola merana pri vlnovej
dizke 510 nm a TAG pri 540 nm. Vysledné koncentracie boli vyjadrené v mmol/l. Nasledne
boli hladiny tohto markéru porovnané medzi experimentdlnou a kontrolnou skupinou

pouzitych transgénnych mysi.

4.3. ELISA analyza

Pomocou ELISA analyzy, enzymovej imunoanalytickej metody, boli stanovené
hladiny markérov sVCAM-1 u vSetkych skiimanych mysi. K stanoveniu plazmatickych
hladin molekuly sVCAM-1 bol pouzity Mouse sVCAM-1/CD106 Quantikine ELISA Kit
(Bio-Techne R&D Systems Inc., MN, USA). Vysledné koncentracie boli vyjadrené v ng/ml.
Nasledne boli hladiny tohto markéru porovnané medzi experimentdlnou a kontrolnou

skupinou pouZitych transgénnych mysi.
4.4. Western blot

4.4.1. Homogenizdacia vzorkov

Na analytickych véhach sme si zvazili nase vzorky mysSacich aort a vlozili do nove;j
sady eppendorfiek s objemom 2 ml. Ku zvaZzenym vzorkdm sme pridali lyzacny RIPA pufor
(Radio Immuno Precipitation Assay Buffer; Sigma-Aldrich Inc., MO, USA), ktory
umoziuje efektivnu lyzu buniek a rozpustenie proteinov. Na 1 gram tkaniva sme pouzili 20
ml tohto pufru. Aby sme zabrénili Stiepeniu vzorku vlastnymi enzymami, pridali sme
inhibitory proteaz a fosfatdz. Na 1 ml RIPA pripada 10 pl inhibitorov proteaz (Leupeptin;
SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko) a 10 pl inhibitorov fosfataz (Halt Phosphatase
Inhibitor Coctail; Termo Fisher Scientific Inc., IL, USA). RIPA sa pipetovala rovno na
vytiahnuté vzorky.

V d’alsom kroku bolo treba narusit’ celistvost’ cievy a to za pomoci noznic a nasledne
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aj za pomoci rotor-stator homogenizatoru. V tomto kroku sme vzdy dodrziavali postup 1
minuta strihanie a 1 minata homogenizator. Nasledovala centrifugacia (10 000 otacok, 10
minut, 4°C ) a odsanie supernatantu bez vrchnej tukovej vrstvy a dolnej tmavej usadeniny.
Ziskali sme vzorku s proteinmi, ktoré sme umiestnili do predom ochladenych eppendorfiek
0 objeme 1,5ml.

Manipulacie ako vazenie, strihanie, homogenizacia a podobne prebiehali vzdy na
l'ade. Vzorky, ktoré sme ziskali boli uchovavané pri teplote -20°C, aby nedoslo k denaturacii

a degradacii bielkovin.

4.4.2. Stanovenie koncentracie proteinov vo vzorku

Koncentracia proteinov vo vzorku bola stanovena spektrofotometricky pomocou
pristroja TECAN. Najprv sme stanovili kalibra¢nu krivku Standardu o zndmej koncentracii,
v nasom pripade albuminu. Na zéklade toho sme naSe vzorky aorty riedili na mikrotitra¢ne;j
dosticke 10x (10 pl vzorku + 90 pl mili-Q-destilovanej vody). Do jamiek sme pridavali 25
ul vzorku a nariedeného roztoku albuminu. Vsetko sme pipetovali v duplikate. Nasledne
sme napipetovali 200 pl reakénych Cinidiel (reagent A+B) v pomere 50:1 a doslo k zahéjeniu
farebnej enzymatickej reakcie. Po aplikacii vzorkov na mikrotitra¢ntl dosticku sa dosticka
zabalila do alobalu, aby sa predi$lo vysvieteniu a nechala sa 30 minut inkubovat’ pri 37°C.
Po uplynuti casu bola dosti¢ka z alobalu vybrata a vlozena do spektrofotometra TECAN na
zmeranie absorbancie vzorkov. Vypocitané koncentracie vzoriek sme nariedili podla

potreby. Rozpis riedenia je v tabulke €. 1.
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Tabul’ka €. 1: Rozpis riedenia vzoriek na 1 gél

Riedenie
Koncentracia | Aplikovany | Aplikovany | Pripraveny vzoriek
proteinu protein objem objem
vzorka | voda
[mg/ml] [ng] [ul] [ul] [ul] [ul]
Experimentalna skupina
F 10 5,46 18 10 6 3,95 2,05
F 14 4,45 18 10 6 4,85 1,15
F 16 3,88 18 10 6 5,56 0,44
F 17 4,73 18 10 6 4,56 1,44
F 66 5,01 18 10 6 4,31 1,69
F71 4,76 18 10 6 4,54 1,46
Kontrolna skupina

F 65 4,84 18 10 6 4,46 1,54
F 68 4,38 18 10 6 4,93 1,07
F 69 5,36 18 10 6 4,03 1,97
F 72 5,16 18 10 6 4,18 1,82
F73 4,882 18 10 6 4,42 1.58
F 101 4,402 18 10 6 4,91 1,09

4.4.3. Priprava gélov

Na separaciu proteinov sa najcastejSie vyuziva gélova elektroforéza. Gél je tvoreny
Casto z kombinacie dvoch gélov. Z horného zaostrovacieho gélu s nizkou koncentraciou
akrylamidu s pH 6,8 a z dolného rozdel'ovacieho gélu s vys$Sou koncentraciou akrylamidu
a s vys$§im pH 8,8. Nizka koncentracia horného gélu zabramuje upchatiu porov gélu velkymi
molekulami a tym padom ul'ahcuje vstup a rozjazd malych molekul.

Pripravili sme si elektroforeticktl aparatiru (Mini-PROTEAN Tetra Cell; Bio-Rad
Laboraatories Inc.), ktora je zobrazena na obrazku ¢. 14. Pre kazdy gél sme si pripravili
jedno dlhsie s milimetrovym zarezom a jedno kratSie sklo. Spojili sme ich a vlozili do
zeleného stojana, kratSie sklo smerovalo k ndm dopredu. Upevnili sme to tak, aby sa predislo
neziadicemu vytekaniu gélu pred zatuhnutim.

Nasledovala priprava separacné¢ho a zaostrovaciecho gélu. Na pripravu sme
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potrebovali Mili-Q-destilovanii vodu (redestilovani vodu), separaény a zaostrovaci
(Separating gel buffer, Stacking gel buffer; Bio-Rad Laboratorries Inc., CA, USA),
akrylamid (Acrylamide-Bis Solution; SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko), 10%
dodecylsiran sodny (SDS; SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko), 10% peroxodisiran
amonny (APS; SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko) aN, N, N, N

tetrametyletylendiamin (TEMED; SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko). Presné

objemy su uvedené v tabulke ¢.2.

Tabulka €. 2: ZloZenie separa¢ného a zaostrovacieho gélu

Finalna koncentracia gélu
Komponenty Separacny gél (10 %) Zaostrovaci gél (5 %)
[ml] [ml]

Milli-Q H20 9,800 6,150
Pufor pre separa¢ny gél 5,000 -

Pufor pre zaostrovaci gél --- 2,500

Akrylamid 5,000 1,250

10 % SDS 0,200 0,100

10 % APS 0,060 0,030

TEMED 0,030 0,015

Milli-Q H>O - redestilovand, ultracista voda; SDS - dodecylsiran sodny; APS - peroxodisiran amonny,
TEMED - N, N, N, N' — tetrametyletylendiamin

ZmieSali sme vodu, pufor aakrylamid anasledne sme pridali aj ostatné zlozky
separacného gélu, a to najprv SDS, ktoré¢ho vplyvom dochadza k denaturécii proteinov
a proteiny ziskavaji zaporny naboj. Proteiny sa viazu na aniony SDS a vdaka tomu st
delené na zaklade ich hmotnosti, ktord je uddvana v kilodaltonoch (kDa) a nie na zaklade
naboja. Malé proteiny migruji gélom rychlejSie ako tie vacsie. Z toho nam vyplyva, Ze

koncentracia gélu sa vybera na zaklade molekulovej velkosti protilatky (89).
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Polymerizacia akrylamidu neprebieha spontanne, preto musime pridat’ latky TEMED
a APS, katalyzatory polymerizacie, ktoré iniciuju retazova polymerizaciu. APS napada
molekuly TEMED, ktory tvori i6ny narusujuce reaktivne skupiny akrylamidu, ten potom
reaguje s d’'alSou molekulou akrylamidu, pricom uz sam z nej vytvara d’alSiu reaktivnu latku
az vznika dlhy polymér (90).

Pripraveny separa¢ny gél sme napipetovali medzi pripravené skla, asi 1,5 cm pod
hornt hranu kratSieho skla. Pomalym pohybom sme gél prekryli izobutanolom, za ucelom
zamedzenia pristupu vzduchu ku gélu pri jeho polymerizacii, k vyrovnaniu hladiny po celej
dizke gélu a k odstraneniu vzduchovych bublin z jeho povrchu. Pridali sme ho vo vrstve cca
1 cm a nechali sme polymerizovat’ 30-60 minut. Maly objem gélu sme si nechali stranou,
aby sme mohli skontrolovat’, kedy to spolymerizuje. Ked’ nam gél stuhol, tak sme izobutanol
vyliali a vyplachli aparatiru destilovanou vodou. Po vyplachnuti sme napipetovali asi 2 ml
zaostrovaciecho gélu, ktory bol pripraveny rovnako ako gél separacny, ale za pouzitia
separacného pufru a vlozili sme teflonovy hrebei, ktory nam vytvoril jamky na nanasanie

vzoriek. Opét’ sme nechali 30-60 minut polymerizovat’.

Obrazok ¢. 14: Elektroforeticka aparatura

Prevzaté z: (91)
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4.4.4. Priprava vzoriek a aplikdcia na gél

Predpripravené nariedené vzorky sme si nechali rozmrazit'. Ku kazdému vzorku sme
pridali 5 ul nanaSacieho Laemmliho pufru, ktory je zlozeny zo Styroch zloziek. Z SDS, B-
merkaptoetanolu, glycerolu a bromfenolovej modrej. SDS spdsobuje denaturaciu a dava
proteinom zaporny naboj. B-merkaptoetanol slizi na odstranenie intra a intermolekularnych
disulfidickych mostikov. Glycerol ul'ah¢uje nanaSanie vzorku do jamiek zvySenim denzity
a bromfenolova modra zabezpecuje vizualizaciu vzorku.

Takto pripravené vzorky sme najprv zvortexovali a az potom scentrifugovali a vlozili
na 5 minut do termobloku s teplotou 95°C. Nasledne sme vzorky ochladili pri pokojovej
teplote a znovu sme ich zvortexovali a scentrifugovali pred aplikdciou vzoriek do jamiek.
Ked sme mali vSetko pripravené na nanaSanie, opatrne sme vytiahli hreben z gélu
a vyplachli jamky s elektroforetickym pufrom, ktory sme pripravili zo 100 ml komeré¢ného
elektroforetického pufru (Tris/Glycine/SDS Buffer 10x Concentrated; Bio-Rad Laboratories
Inc., CA, USA) a 900 ml Milli-Q H»O. Skla a gély sme vlozili do tanku tak, ze kratSie skla
smerovali dovnutra. Tank a priestor medzi sklami sme naplnili elektroforetickym pufrom.

Mikropipetou sme naniesli do prvej jamky 5 pl hmotnostného markéru (Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards (Marker); Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA), ¢o je
zmes proteinov o znamej velkosti k vyhodnoteniu velkosti signalov v testovanych vzoriek.
Potom sme postupne zl'ava doprava pridavali 10 pl nariedenych vzoriek do jamiek. Prazdne
jamky sme naplnili €istym nandSacim pufrom. Pred nanaSanim kazdého vzorku sme
mikroskumavky zvortexovali a doplnili pufor do tanku po rysku.

Tank sme uzavreli a obloZili 'adom. Pripojili k zdroju a nastavilina 200 V a 120 mA.
Cca po 45 minutach aZ hodine bromfenolové ¢elo dorazilo k spodnej hrane skla a tank sme

odpojili od zdroja.

4.4.5. Blotovanie — prenos proteinov na membranu

Po elektroforetickej separdcii proteinov nasledoval d’alsi krok, ktory spocival
v prenose proteinov z gélu na membranu. Pouzili sme aparatiru Mini Trans-Blot® Cell
(Bio-Rad Laboratories Inc., CA, USA), ktora je zobrazend na obrazku ¢. 15.

V medziCase, kym prebiehala elektroforéza sme si pripravili transferovy pufor,
ktorym sme navlh¢ili cierne Spongie a filtratny papier. Pozostdva z komeréného
transferového pufru (Tris/Glycine Buffer 10x Concentrated; Bio-Rad Laboratories Inc., CA,
USA), 20% v/v metanolu a Milli-Q H20. Najprv sme si pripravili 100 ml pufru a doplnili
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vodou do 500 ml. Az nésledne sme pridali 200 ml metanolu, aby sme zabranili vyzrazaniu
metanolu v pufri. Nakoniec sme eite doplnili vodu do 1000 ml. Dalej sme si pripravili 2
Cierne Spongie, filtracny papier Whatman 3MM, PVDF (polyvinylidenfluoridovi)
membranu (Immobilon®-P PVDF Membrane; Sigma-Aldrich Inc., MO, USA) a ¢akali, kym
skonci elektroforéza.

Po ukonceni elektroforézy sme vytiahli aparatiru z tanku a rozobrali ju. Odrezali
sme zaostrovaci gél a gél sepacny sme premiestnili do vanicky s transferovym pufrom.
Nitrocelul6zové membrany sme si nastrihali podl'a Sablony, ktora predstavovala vel'kost’
gélu. Potom sme ich na transfer proteinov zaktivovali ponorenim na 15 sekund do metanolu
a na 2 minaty do Milli-Q vody.

Nasledne sme pristipili k zloZzeniu takzvaného sandwicha. Pripravili sme si kazetu
¢iernou stranou nadol a polozili sme na fiu predom zvlhéena Spongiu transferovym pufrom,
rovnako zvlhceny filtraény papier a skimavkou sme opatrne vytlacili bubliny. Na filtracny
papier sme preniesli zvlhéeny gél, na ktory sme opatrne a Co najpresnejSie polozili
aktivovanu nitrocelul6zovii membranu. Nasledne sme s fiou uzZ nemohli hybat’ ani upravovat’
polohu, pretoZe by mohlo dojst’ k rozmazaniu bandov. Opédt’ sme pridali zvlhéeny filtracny
papier, zvlhcenu Spongiu, priklopili kazetu vekom a zaistili.

Takto pripraveny sandwich sme vlozili do elektroforetického tanku a naplnili
transferovym pufrom po rysku. Rovnako ako pri elektroforéze sme tank zavreli, obklopili
ladom a zapojili do zdroja. Nastavili sme napitie na 140 V, prad na 300 mA a ¢as na 90
minut.

Po uplynuti ¢asu sme tank odpojili od zdroja a vybrali aparatiru. Membrany sme
prelozili do vani¢iek s Milli-Q vodou. Podl'a hmotnostného markéru, ktory sme pridavali do
prvej jamky, sme si zorientovali membrany a nastrihali sme si prazky sledovanych proteinov
podl'a molekulovych velkosti sledovanych proteinov. V okoli 110 kDa sme ocakavali
VCAM, v rozmedzi 85-100 kDa ICAM a 84-91 kDa P-selektin. GAPDH (30-40 kDa) sme

pouzivali ako kontrolu.
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Obrazok €. 15: Aparatira pre prenos proteinov na membranu

Buffer tank lid

Blue cooling unit

Gel holder cassatte

Electrode and foam pads

assembly

Mini Trans-Blot cell.

Prevzaté z: (92)

4.4.6. Imunodetekcia

Prvym krokom imunodetekcie je blokada neSpecifickych védzbovych miest
ponorenim membrany do vanicky s roztokom TBS-T-5%. Existuje Siroka skala blokovacich
roztokov, my sme pouzili roztok 5% suseného nizkotu¢ného mlieka v TBS-T roztoku (TBS-
T-5% mlieko) (Blocking solution/buffer), ktory je nutné pripravit’ kratko pred pouZzitim,
pretoze ma minimalnu trvanlivost. Je zloZeny z 5,0 g nizkotu¢ného suSeného mlieka
(Blotting-Grade Blocker (mlieko na blokaciu neSpecifickych vizieb); Bio-Rad Laboratories
Inc., CA, USA) a 100 ml roztoku TBS-T. TBS-T roztok sme pripravili zo 100 ml 10% TBS
(Tris-Buffered Saline) pufru, 900 ml Milli-Q-destilovanej vody a 1 ml TWEEN® 20
(Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate; SERVA Electrophoresis GmbH, Nemecko).

Nechame posobit’ jednu hodinu pri pokojovej teplote na kyvacke. Membrany maja
vysoku afinitu k proteinom a rovnako tak aj k protildtkam. Tymto krokom sa zaplnia vol'né
miesta na membrane a protilatka sa tak viaze len na svoj Specificky antigén.

Medzitym sme si nariedili nase primarne protilatky v TBS-T-5% roztoku, nasledne
sme ich pretrepali a pripravili sme si vani¢ky z parafilmu. Membrany sme vloZili do
pripravenych vaniciek proteinmi nahor a do kazdej vanicky sme pridali cca 1-2 ml primérne;j
protilatky. Nechali sme inkubovat’ celt noc v chladnicke na kyvacke.

Pomocou primarnych protilatok su nase proteiny na membrane detegované. Vyber
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primarnej protilatky zalezi na prisluSnom antigéne. Primarne protilatky ale obvykle nie je
mozné vizualizovat' a je potrebné vyuzit aj sekundarne protilatky, ktoré rozpoznavaji
primarne protilatky. Sekundarna protilatka je konjugovand s enzymom, v naSom pripade
s chrenovou peroxidazou, ktory umoziuje vizualizaciu. Vyber primarnych protilatok a ich

riedenie je zhrnuté v tabulke €. 3.

Tabul’ka €. 3: Vyber priméarnej protilatky podl'a prislusného antigénu

Protein Typ primarnej protilatky Firma Riedenie

Mouse Monoclonal Anti- . .
GAPDH GAPDH Sigma-Aldrich Inc., MO, USA | 1:10 000

Bio-Techne R&D Systems,

ICAM-1 Goat Polyclonal IgG MN, USA 1:500
Bio-Techne R&D Systems, )

VCAM-1 Goat Polyclonal IgG MN, USA 1:500

P-selektin Rabbit Polyclonal IeG Abcam, Cambridge, Velka | .,

Britania

IgG - imunoglobulin G, GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza, ICAM-1 - intercelularna adhézna

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

Na druhy den rano sme zacali premyvanim TBS-T roztokom. Premyvali sme hodinu
na kyvacke pri pokojovej teplote v nadobkach. Roztoky sme menili kazdych desat’ minut.
Pocas premyvania sme si opdt’ pripravili vanicku z parafilmu a nariedili sekundarne
protilatky. Riedili sme opit’ s roztokom TBS-T-5% len v inom pomere ako pri primarnych
protilatkach. Vyber sekundarnych protilatok a ich riedenie je zhrnuté v tabul’ke ¢. 4. Nechali
sme inkubovat’ 1 hodinu pri pokojovej teplote na kyvacke a nasledne premyvali jednu
hodinu TBS-T roztokom. Rovnako ako pri primarnych protilatkach sme kazdych desat

minat menili roztok.
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Tabulka €. 4: Vyber sekundarnej protilatky podla prislusného antigénu

Protein Typ sekundarnej protilatky Firma Riedenie
HRP-conj. Goat Anti-Mouse Sigma-Aldrich Inc., MO, )
bzl Polyclonal IgG USA 1:20 000
HRP-conj. Rabbit Anti-Goat Sigma-Aldrich Inc., MO, )
L bL Polyclonal IgG USA 135000
HRP-conj. Rabbit Anti-Goat Sigma-Aldrich Inc., MO, )
MCLS Polyclonal IgG USA 115 000
P-selektin HRP-conj. Goat Anti-Rabbit Abcam, Cam?r@ge, Velka 1:2 000
Polyclonal I1gG Britania

IgG - imunoglobulin G, GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza, ICAM-1 - interceluldrna adhézna
molekula-1, VCAM-1 - vaskularna bunkova adhézna molekula-1, HRP-conj. (horseradish peroxidase -

conjugated) - sekundarna protilatka konjugovana s chrenovou peroxidazou
4.4.77. Chemiluminiscencia

Vsetky procedury vtomto bode je nutné previest’ rychlo aneskdr aj v temnej
komore. ZmieSame si zlozky detekéného kitu (Thermo Fisher Scientific Inc., IL, USA) 1 a 2
v pomere 1:1. Membrany si prelozime na tvrdl podlozku proteinmi nahor a pridame pipetou
cca 1-1,5 ml (v zavislosti na velkosti) detekéného roztoku na membranu, tak aby bola
pokryta cela. Nechame inkubovat’ bez mie$ania. DiZka inkubécie zaleZi na sile detekénych
roztokov. Odsajeme prebytocny detekény roztok zdvihnutim membrany do vertikaly
a prilozenim savého papiera. Nasledne polozime membranu do uzatvaratelnej kazety
expozi¢nou stranou nahor a prekryjeme foliou. Vzniknuté bubliny vytlacime, zafixujeme
lepiacou paskou a rychlo zavrieme. DalSie kroky musia prebiehat’ za tmy.

Premiestnili sme sa do tmavej miestnosti s vyvoladvacim pristrojom OPTIMAX 2010
X-Ray Film Processor (Protec GmbH and Co. KG, Oberstenfeld, Nemecko). Rychlo
a opatrne sme prikladali na dané membrany fotografické filmy (AGFA CP-BU; Foma
Bohemia s.r.0., Hradec Kralové, Ceska republika). Dizku expozicie sme upravovali podl'a
viditelnosti bandov. Ked’ sme mali vyrazné pozadie, membranu sme opat premyli

v premyvacom roztoku 2x po 10 minut a redetekovali ako pred tym s trochou niZSou
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citlivost'ou. Ak bol naopak signal vel'mi vyrazny v dosledku vysokej koncentracie proteinu,
tak sme pockali 5-10 minut a az potom sme zacali exponovat’ d’alsi film.

Intenzita zatarbenia bandov vedie k identifikacii proteinov a odpoveda ich mnozstvu.
Kvantifikovali sme ich pomocou programu pre analyzu obrazu Imaging Software NIS-
Elements Advanced Research (verzia 4.00.11; Laboratory Imagine s.r.o., Ceska republika).
Statistick4 analyza bola vykonana v programe GraphPad Prism 8 (verzia 8.2.1; GraphPad
Software Inc., CA, USA).
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5. VYSLEDKY

Vysledky st uvedené ako priemer + Standardnd chyba priemeru. Hladina Statisticke;j
vyznamnosti (p) bola stanovend neparametrickym t-testom (Mann-Whitney). Rozdiely

medzi skupinami su Statisticky signifikantné ak p < 0,05.

5.1. Vaha

Medzi kontrolnou a experimentdlnou skupinou transgénnych mysi nebol
zaznamenany signifikantny vahovy rozdiel (40,71 £4,27 g vs. 37,88 £ 1,61 g; p = 0,6991).
Porovnanie hmotnosti mysi kontrolnej a Sol-Eng" skupiny je znazornené v Grafe ¢.1 .

Hodnoty st uvedené v gramoch [g].

Graf ¢. 1: Hmotnost mysi v [g]

Hmotnost’' mysi

|
Kontrolna skupina  Sol-Eng”

Lavy stlpec - hmotnost jedincov u kontrolnej skupiny mysi, pravy stlpec - hmotnost jedincov u experimentdlnej

skupiny Sol-Eng”. Namerané hodnoty v gramoch [g].

5.2. Biochemicka analyza hladin celkového cholesterolu

Pomocou biochemickej analyzy boli stanovené hladiny celkového cholesterolu
u vSetkych skimanych mysi. Analyza nepreukdzala signifikantny rozdiel medzi kontrolnou

a experimentalnou skupinou transgénnych mysi (2,94 + 0,48 mmol/L vs. 2,14 £ 0,16
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mmol/L; p = 0,2906). Porovnanie hladin celkového cholesterolu kontrolnej a Sol-Eng”

skupiny je zndzornené v Grafe €. 2. Hodnoty st uvedené v [mmol/L].

Graf ¢. 2: Hladiny celkového cholesterolu v [mmol/L]
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Lavy stlpec — hladina celkového cholesterolu u kontrolnej skupiny mysi, pravy stlpec — hladina celkového

cholesterolu u experimentdlnej skupiny Sol-Eng*. Namerané hodnoty v [mmol/L].

5.3. Biochemicka analyza hladin triacylglycerolov (TAG)

Pomocou biochemickej analyzy boli stanovené hladiny triacylglycerolov u vsetkych
skimanych mysi. Analyza nepreukdzala signifikantny rozdiel medzi kontrolnou
a experimentalnou skupinou transgénnych mysi (1,91 + 0,23 mmol/L vs. 2,01 + 0,17
mmol/L; p = 0,9497). Porovnanie hladin TAG kontrolnej a Sol-Eng" skupiny je znazornené

v Grafe €. 3. Hodnoty st uvedené v [mmol/L].
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Graf ¢. 3: Hladiny triacylglycerolov (TAG) v [mmol/L]
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Lavy stlpec — hladina triacylglycerolov u kontrolnej skupiny mysi, pravy stipec — hladina triacylglycerolov

u experimentdlnej skupiny Sol-Eng*. Namerané hodnoty v [mmol/L].

5.4. ELISA analyza hladin sVCAM-1

Pomocou ELISA analyzy boli stanovené hladiny markérov sVCAM-1 u vSetkych
skimanych mySi. Analyza nepreukazala signifikantny rozdiel medzi kontrolnou
a experimentalnou skupinou transgénnych mysi (511,05 + 24,74 ng/mL vs. 423,22 + 35,47
ng/mL; p =0,0513 ). Porovnanie hladin sVCAM-1 kontrolnej a Sol-Eng® skupiny je

zndzornené v Grafe ¢. 4. Hodnoty st uvedené v [ng/mL].
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Graf ¢. 4: Plazmatické hladiny sVCAM-1 v [ng/mL]
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Lavy stlpec — hladina sVCAM-1 u kontrolnej skupiny mysi, pravy stlpec — hladina sVCAM-1
u experimentdlnych skupiny Sol-Eng*. Namerané hodnoty v [ng /L].

5.5. Western blot analyza

Nasou ulohou bolo sledovat’ expresiu adhéznych molekul ICAM-1, VCAM-1 a P-
selektin pomocou Western blotu a vyhodnotit zmeny v expresii medzi kontrolnou
a experimentalnou skupinou mysi. Ako vnutorny Standard sme pouzili Strukturalny protein

GAPDH.

5.5.1. Western blot analyza molekuly ICAM-1

Western blot analyza nepreukazala signifikantny rozdiel v expresii molekuly ICAM-
1 medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou transgénnych mysi (100,00 + 7,82 vs.
82,24 + 5,52; p = 0,0931). Porovnanie expresie molekuly ICAM-1 kontrolnej a Sol-Eng”

skupiny je zndzornené v Grafe ¢. 5. Hodnoty st uvedené v [%].
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Graf ¢. 5: Expresia adhéznej molekuly ICAM-1 v [%]
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Lavy stlpec zndzoriuje expresiu adhéznej molekuly ICAM-1 u kontrolnej skupiny mysi. Pravy stlpec zndzoriuje

expresiu adhéznej molekuly ICAM-1 u experimentdlnej skupiny Sol-Eng*. Namerané hodnoty v [%]. Pod
grafom su Specifické signaly molekuly ICAM-1 a pod nim signaly GAPDH. Prvych 5 bandov odpoveda

kontrolnej skupine a druhych 5 bandov odpoveda experimentalnej skupine mysi so zvysenim sEng.

5.5.2. Western blot analyza molekuly VCAM-1

Western blot analyza nepreukazala signifikantny rozdiel v expresii molekuly
VCAM-1 medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou transgénnych mysi (100,00 + 7,23
vs. 101,91 + 8,30; p =0,9307 ). Porovnanie expresie molekuly VCAM-1 kontrolnej a Sol-

Eng" skupiny je znazornené v Grafe ¢. 6. Hodnoty st uvedené v [%].
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Graf ¢. 6: Expresia adhéznej molekuly VCAM-1 v [%]
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Lavy stlpec zndzoriuje expresiu adhéznej molekuly VCAM-1 u kontrolnej skupiny mysi. Pravy stlpec

zndzoriuje expresiu adhéznej molekuly VCAM-1 u experimentdalnej skupiny Sol-Eng”. Namerané hodnoty v
[%]. Pod grafom su Specifické signaly molekuly VCAM-1 a pod nim signaly GAPDH. Prvych 5 bandov

odpoveda kontrolnej skupine a druhych 5 bandov odpoveda experimentdlnej skupine mysi so zvysenim sEng.

5.5.3. Western blot analyza molekuly P-selektin

Western blot analyza nepreukdzala signifikantny rozdiel v expresii molekuly P-
selektin medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou transgénnych mysi (100,00 + 7,99
vs. 104,88 = 7,58; p = 0,9372). Porovnanie expresie molekuly P-selektin kontrolnej a Sol-

Eng" skupiny je znazornené v Grafe ¢. 7. Hodnoty st uvedené v [%].
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Graf ¢. 7: Expresia adhéznej molekuly P-selektin v [%]
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Lavy stlpec zndzorituje expresiu adhéznej molekuly P-selektin u kontrolnej skupiny mysi. Pravy stlpec

zndzoriuje expresiu adhéznej molekuly P-selektin u experimentdlnej skupiny Sol-Eng*. Namerané hodnoty v
[%]. Pod grafom su Specifické signaly molekuly P-selektin a pod nim signaly GAPDH. Prvych 5 bandov

odpovedda kontrolnej skupine a druhych 5 bandov odpoveda experimentdlnej skupine mysi so zvySenim sEng.
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6. DISKUSIA

Endoglin je glykoprotein (180 kDa), ktory zohrava tilohu koreceptoru typu III pre
drahu TGF-B. Ma kla¢ova ulohu pocas angiogenézy, proliferacie, migracie a adhézie
endotelovych buniek. Prevazne je exprimovany aktivovanymi endotelovymi bunkami,
a preto bol navrhnuty ako vhodny endotelovy markér endotelovej dysfunkcie. Stiepenim
endoglinu v extracelularnej doméne pomocou enzymu metaloprotedza-14 (MMP-14),
vznika rozpustné forma endoglinu (sEng) (93).

Podiel'a sa na mnohych vaskuldrnych ochoreniach, najma na dedi¢nej hemoragicke;j
teleangiektazii, preeklampsii a nadorovej angiogenéze. Okrem toho so zvySenymi hladinami
sEng v krvi suvisia hypercholesterolémia, aterosklerdza, ischemicka choroba srdca, diabetes
mellitus a hypertenzia (94).

Ukézalo sa, ze cirkulujice hladiny sEng si vySSie v sére pacientov s
kardiovaskularnymi ochoreniami s vyznamnou zéapalovou zlozkou. Pocas zapalu v tele
dochadza k uvol'iovaniu cytokinov a vazoaktivnych zlucenin, ktoré zvysuju priepustnost’ a
expresiu adhéznych molekul aktivovanim endotelovych buniek (95).

Zistilo sa Ze, vysoké hladiny sEng nemodifikuji zapalovy stav Sol-Eng" a ze
vysledky neukazuju signifikantné rozdiely v zapalovom stave medzi mySami divokého typu
(Wild type) a Sol-Eng"* za presne stanovenych podmienok. Tyka sa to prevazne infiltracie
leukocytov, zéapalovych cytokinov, vaskularnej permeability alebo expresie adhéznych
molekul. Rovnako aj §tadie Nemeckova a kol., 2015 ukazuju, Ze vysoké hladiny sEng
neindukuju rozdiely v infiltracii leukocytov, zapalovych cytokinov, vaskuldrnej
permeabilite alebo expresii adhéznych molekal v tkanivach Sol-Eng” a kontrolnych mysi
(96).

Stadia Ruiz-Remolina akol., 2017 hovori, 7e sEng brani zvySenej expresii
adhéznych molekal (ICAM, VCAM a E-selektin), ktoré su vyvolané zapalovym stimulom.
Znizenie expresie adhéznych molektl mdze viest k znizeniu poctu transmigrovanych
leukocytov a to by mohlo vysvetlit' znizenie zépalovych cytokinov v pritomnosti sEng.
Narusend bariéra endotelovych buniek vedie k pritoku rozpustenych latok a zvySenej
infiltracii neutrofilov. Preto cirkulujuci sEng by mohol brénit zvySeniu zapalovo
indukovanej vaskularnej permeability, ktora bréni zvySeniu zéapalovych cytokinov v
dosledku zniZenia naboru zapalovych buniek (95).

Varejckova a kol., 2017 zistili, Ze lie¢ba rozpustnym endoglinom vedie k aktivacii

expresie NF-kB (nuklearny faktor-kappa B) / IL-6 (interleukin-6), ale taktiez bez vyraznych
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ucinkov na iné markéry endotelovej dysfunkcie a zapalu, vraitane VCAM-1 a ICAM-1 (73).

Na druhej strane, niekol’ko dokumentov ukdzalo, ze podavanie adenovirusového
sEng u gravidnych mysi sposobovalo zvysenu expresiu hladin P-selektinu, rozpustného E-
selektinu a VCAM-1, zvySenie poctu leukocytov a naruSenie endotelovej vaskularnej
autoregulacie (97).

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, aky vplyv méa dlhodobé pdsobenie
solubilného endoglinu na expresiu adhéznych molekul VCAM-1, ICAM-1 a P-selektinu.
Tieto molekuly zabezpecuju prichytenie leukocytov k vaskuldrnemu endotelu a zohravaju
tak ulohu pri zapalovych reakciach (98). Expresiu adhéznych molekul sme sledovali
pomocou metody Western blot. Na testovanie sme pouzivali 12 mesacné transgénne samice
mysi na Standardnej diéte pre hlodavce.

Z vysledkov tejto diplomovej prace moézeme usudit’, ze ani dlhodobé pdsobenie
vysokych hladin sEng nevedie k zvySenej expresii adhéznych molekul v mySacej aorte.

Bude ale potrebné potvrdit’ tieto vysledky pomocou d’al§ich metdd.
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7. ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zistit, aky vplyv ma dlhodobé pdsobenie
solubilného endoglinu na expresiu adhéznych molekul cievneho endotelu. Skumali sme
expresiu molekuly VCAM-1, ICAM-1 a P-selektinu. Pracovali sme s kontrolnou a s
experimentalnou skupinou geneticky modifikovanych samic mysi na Standardnej diéte,
ktoré sa lisili hladinami sEng. I§lo o 12 mesa¢né samice z kmetia CBAXC57BL/6]J.

Na zistenie hladiny cholesterolu a TAG bola vyuzita biochemickd analyza. Této
analyza nepreukézala signifikantny rozdiel medzi transgénnymi mySami so zvySenym sEng
a kontrolnou skupinou mysi, bez zvyseného sEng.

Pomocou analyzy ELISA sme stanovili hladiny markérov sVCAM-1 u vsetkych
skimanych mysSi. Ani ELISA analyza nepreukazala signifikantny rozdiel medzi
pozorovanymi skupinami.

Expresiu adhéznych molekal ICAM-1, VCAM-1 a P-selektin sme sledovali
a vyhodnotili pomocou metddy Western blot. Strukturalny protein GAPDH sme pouzili ako
kontrolu. Podobne aj tato analyza nepreukézala signifikantny rozdiel v expresii adhéznych
molekul medzi transgénnymi mySami so zvySenym sEng a kontrolnou skupinou mysi, bez
zvySeného sEng.

Na zéklade vysledkov nemdzeme potvrdit’ nasu hypotézu. Zistili sme, Zze dlhodobé
posobenie sEng nemé znacny dopad na dysfunkciu endotelu a zaroven, ze vysoké hladiny
endoglinu v plazme nemaju vyrazny vplyv na expresiu adhéznych molekul endotelovej

dysfunkcie ICAM-1, VCAM-1 a P-selektinu.
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8. POUZITE SKRATKY

skratka vyznam skratky slovensky vyznam
ALK activin receptor like kinase aktivin receptor podobné kinazy
APS ammonium persulfate peroxodisiran amonny
BMPs bone morphogenetic proteins kostné morfogenetické proteiny
CAMs cell adhesion molecules bunkové¢ adhézne molekuly
ELISA enzyme-linked immunosorbent , . I .
, . enzymova imunoanalytickd metdda
analyza immunosorbent assay
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate glyceraldehyd-3’-fosfat
dehydrogenase dehydrogenéza
HRP horseradish peroxidase chrenova peroxidaza
HRV human rhinovirus ludsky rinovirus
ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1 intercelularna adhézna molekula-1
IL-1 interleukin-1 interleukin-1
IL-6 interleukin-6 interleukin-6
kDa kilodalton kilodalton
lymphocyte function-associated , NI
LFA-1 . leukocytovy funkény antigén-1
antigen 1|
Mac-1 macrophage-1 antigen antigén makrofagu
Milli-Q ,ultrapure water redestilovana, ultracista voda
H.O
MMP-14 matrix metalloproteinase-14 matrixova metalloproteinaza-14
NO nitrate oxide oxid dusnaty
NF-xB nuclear factor-kappa B nuklearny faktor-kappa B
. . polyakrylamidova gélova
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis

elektroforéza
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PVDF

polyvinylidene difluoride mambrane

polyvinyliden difluoridova

membrana membrana
RIPA radio immuno precipitation assay tlmivy roztok pouzivany k lyze
buffer buniek
SDS sodium dodecyl sulphate dodecylsiran sodny
SDF-1 the stromal cell-derived factor-1 faktor-1 odvodeny z0 stromdlnych
buniek
sEng soluble endoglin solubilny endoglin
soluble intercellular adhesion solubiln4 interceluldrna adhézna
S molecule-1 molekula-1
+ transgenic mouse model with high transgénny mysSaci model s vysokou
Sol-Eng level of human sEng hladinou l'udskyého sEng

sP-selektin

soluble P-selectin

rozpustny P-selektin

soluble vascular cell adhesion

solubilna vaskularna bunkova

sVCAM-1 molecule-1 adhézna molekula-1
TAG triacylglycerols triacylglyceroly
TBS tris-buffered saline tris pufor hydrochlorid
N, N, N, N'- .. .
TEMED tetramethylethylenediamine N, N, N', N' - tetrametyletylendiamin
TGF-$ transforming growth factor-f3 transformujtci rastovy faktor-3
TNF-a tumor necrosis factor-a tumor nekrotizujuci fakto-o
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 vaskuldrna bunkova adhézna
molekula-1
VEGF vascular endothelial growth factor | vaskularny endotelovy rastovy faktor
VLA-4 very late antigen-4 vel'mi neskory antigén-4
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