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ABSTRAKT

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

Nazev diplomové prace: Vliv glukézy na expresi endoglinu a biomarkerti endotelové

dysfunkce u endotelovych bunék
Autor: Adriana Adamcova
Vedouci diplomové prace: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit expresi endoglinu a biomarker(
endotelové dysfunkce (eNOS, VCAM-1) u lidskych aortdlnich endotelovych bunék,

které byly vystaveny plsobeni oscilujici glukdzy.

Metody: Pro tuto praci byly pouzity lidské aortdlni endotelové bunky (HAEC), které byly
po dobu 7 dni vystaveny pusobeni média stfidavé s normalni (5 mM) a vysokou (2 mM)
glukdézou. K porovnani vysledkd slouZila kontrolni skupina, kterd byla po celou dobu
vystavena konstantni hladiné normalni glukdzy. Genova exprese endoglinu, eNOS,
VCAM-1, HIFla, KLF6, RELA a LXR byla zméfena metodou real-time PCR. Pro zméreni

proteinové hladiny endoglinu a VCAM-1 byla pouzita metoda pritokové cytometrie.

Vysledky: Metoda PCR prokazala signifikantni zvySeni mRNA expresi endoglinu, eNOS,
VCAM-1, HIF1a, RELA a LXR u bunék exponovanych vysoké hladiné glukdzy ve srovnani
s kontrolni skupinou. Metodou pratokové cytometrie byl zaznamenan signifikantni

rozdil v proteinové hladiné endoglinu i VCAM-1.

Zavér: Vysledky této diplomové prace prokazaly, Ze oscilujici glukdza zpUlsobuje zménu
v expresi endoglinu a dalSich biomarker( endotelové dysfunkce a tim potencidlné
sehrava roli v jeji patogenezi. Pfesna role endoglinu ve vztahu k endotelové dysfunkci

je predmétem dalsich studii.

Klicova slova: endoglin, endotel, endotelovd dysfunkce, hyperglykémie, VCAM-1,

ICAM-1, P/E-selektin, diabetes, PCR, pritokova cytometrie



ABSTRACT

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

Title of Diploma Thesis: Effect of glucose treatment on endoglin and biomarkers of

endothelial dysfunction in endothelial cells
Author: Adriana Adamcova
Supervisor of Diploma Thesis: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Background: The aim of this thesis was to evaluate the expression of endoglin and
biomarkers of endothelial dysfunction (eNOS, VCAM-1) in aortic endothelial cells

exposed to oscillating glucose.

Methods: Human aortic endothelial cells (HAECs) were treated with alternating normal
(5 mM) and high (25mM) glucose for 7 days. The control group, was treated with a
constant level of normal glucose. Gene expression of endoglin, eNOS, VCAM-1, HIFla,
KLF6, RELA and LXR was measured by quantitative real-time PCR. Flow cytometry was

used to detect endoglin and VCAM-1 protein levels.

Results: Treatment with high levels of glucose resulted in significantly increased
expression of endoglin, eNOS, VCAM-1, HIF1la, RELA and LXR by means of PCR. The
flow cytometry method showed a significant difference in protein levels in both

endoglin and VCAM-1.

Conclusions: The results of this diploma thesis showed that oscillating glucose
increases the expression of endoglin and other biomarkers of endothelial dysfunction
and thus potentially play a role in its pathogenesis. However, the exact role of endoglin

with respect to endothelial dysfunction has to be further evaluated.

Keywords: Endoglin, endothelium, endothelial dysfunction, hyperglycemia, VCAM-1,
ICAM-1, P / E-selectin, diabetes, PCR, flow cytometry



1. UVOD

Vyskyt diabetu mellitu se celosvétové neustale zvySuje. Nejc¢astéjsi formou je
diabetes mellitus 2. typu, ktery predstavuje az 90 % vsSech forem diabetu. Toto
onemocnéni zahrnuje hyperglykémii, inzulinovou rezistenci, uvolfiovani volnych
mastnych kyselin a dal$i metabolické abnormality, které vedou k poskozeni cévni

stény a zpUsobuji endotelovou dysfunkci [1].

Endotel tvofi souvislou vrstvu bunék, kterd vystyla vnitfni povrch cév. Dfive byl
povazovan pouze za anatomickou bariéru oddélujici krev od okolnich tkani. Vyzkum
vsak prokazal, Zze endotel je dulezity metabolicky , orgdn“ s vyznamnym vlivem na

fadu fyziologickych i patologickych funkci [2],[3].

Nejdulezitéjsi vazodilatacni latkou produkovanou endotelem je oxid dusnaty.
NejzndméjSim vazokonstrikéni faktorem je endotelin-1 [3]. Nerovnovdha mezi
vazodilataénimi a vazokonstrikénimi faktory vede k rozvoji endotelové dysfunkce,
ktera je spojovana s fadou kardiovaskularnich onemocnéni [4],[5]. V patogenezi
endotelové dysfunkce hraje dllezitou roli i oxidativni stres, ktery snizuje produkci
oxidu dusnatého, vede ke vzniku zanétu, agregaci krevnich desti¢ek a dalSim
patologickym jevim [4],[6]. V procesu zanétu jsou dilezité také adhezni molekuly,
které reguluji prostup leukocytl do subendotelového prostoru a podili se tak na

endotelové dysfunkci [7].

Endoglin je transmembrdnovy glykoprotein exprimovany prevainé v
endotelovych bunkach [8]. K jeho expresi dochazi za rliznych patologickych jevd,
jako je hypoxie a cévni posSkozeni [9]. Endoglin je zapojen do signalni drahy
prostiednictvim které stimuluje expresi endotelové syntazy oxidu dusnatého [8].
Ovliviiuje také angiogenezi, cévni permeabilitu, migraci a proliferaci endotelovych

bunék [10].

Pasobeni endoglinu, jeho transkripénich faktor a adheznich molekul na
endotelové bunky pod vlivem vysokych koncentraci glukdézy se vénuje tato

diplomova prace.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Endotel

Endotel je ,orgdn“, ktery tvofi jednu souvislou vrstvu bunék a vystyla vnitini
povrch cév [3]. Po mnoho let byl endotel vnimdn pouze jako jednoducha bunécna
bariéra. Rozsahly vyzkum v poslednich letech vSak odhalil jeho komplexni roli. Endotel
tvori vysoce selektivni bariéru, je metabolicky aktivni a hraje vyznamnou roli v udrZeni
vaskularni homeostazy udrzovanim rovnovahy mezi vazokonstrikci a vazodilataci [6].
Pochopeni endotelové funkce a dysfunkce bylo dllezitym bodem k zjisténi, proc
patologické stavy jako je arteridlni hypertenze, hyperlipoproteinémie ¢i diabetes

mellitus vedou k uniformnim cévnim zménam [3].

Endotelové bunky jsou nepravidelného, podlouhlého tvaru a lemuji cely obéhovy
systém od srdce az po ty nejmensi kapilary (viz obr. €.1) [2],[5]. Jsou propojeny
pevnymi spoji a ukotveny k bazalni membrané [11]. Role endotelu je uskutecriovana
prostfednictvim membrdnové-vazanych receptord pro fadu molekul zahrnujici
proteiny, ¢astice transportujici lipidy, metabolity a hormony. Endotel se také podili na
zprostredkovani rdznych interakci a to prostfednictvim specifickych proteind a

receptort [5].

Obrdzek 1: Endotel

Capillaries
Arteriole @ Venule

Smooth muscle cells Smooth muscle cells
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Obrdzek zndzorriuje endotelovou vrstvu tvorenou jednou souvislou vrstvou endotelovych bunék
(endothelial cells), které lemuji vsechny krevni cévy. Pod endotelovymi burikami se nachdzi

vrstva bunék hladkého svalstva (smooth muscle cells), které tvori krevni cévu.

Prevzato z: What are endothelial cells and their function [online] Dostupné na:
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/GB/en/what-are-endothelial-cells-and-their-function

[14.3.2020]

2.1.1 Fyziologicka funkce endotelu

2.1.1.1 Permeabilita

Jednou z dllezitych funkci endotelu je fizeni propustnosti mezi krvi a okolnimi
tkanémi. Endotel Fidi prostup bunéénych i nebunécénych krevnich ¢astic [2]. Tekutiny a
malé molekuly mohou pasivné prostupovat bariérou. Pro makromolekuly jsou za
normalnich podminek endotelové spoje nepropustné. Ve stavu akutniho i
chronického zanétu dojde vSak k uvolnéni téchto spojd, coz zvétsi mezibunécny
prostor a ndsledné permeabilitu, kterd umozni abnormalni extravazaci tekutin a

makromolekul [11].

Pro prostup krevnich ¢astic - leukocytl jsou potfebné adhezni molekuly, jako
napf. mezibunééna adhezni molekula (intercellular adhesion molecule- 1, ICAM-1)
nebo cévni adhezni bunécnd molekula (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) [2].
Tyto molekuly jsou exprimovany na povrchu endotelu a umozniuji leukocytlim

prostoupit skrze cévni sténu do mista zanétu &i infekce [2],[5].

Mezi regulatory permeability patfi cytokiny, rlstové faktory, histamin Cci
bradykinin [12]. Tyto faktory jsou produkovany predevsim pfi akutnim ¢&i chronickém
zanétu [13]. Relativni rozsah propustnosti mlzZe byt také nepfimo regulovan krevnim
tlakem a vyslednym prltokem krve. Zvyseny pratok krve, napf. vlivem vazodilatace

mUzZe zvySovat cévni permeabilitu [12].
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2.1.1.2 Hemostaza

Endotel hraje vyznamnou roli pro spravnou hemostatickou rovnovahu [5]. Za
fyziologickych podminek je endotelovy povrch antikoagulaéni a antitrombogenni a tim
zabranuje pfilnuti a agregaci krevnich desticek [11]. Prostfednictvim von
Willebrandova faktoru (vWf), fibrinogenu, trombomodulinu, tkanového faktoru,
tromboxanu A a prostacyklinu se podili na fizeni hemostdazy. Zasahuje také do procesu
fibrinolyzy, kdy plsobenim tkanového aktivatoru plasminogenu (tPA), ktery je v
endotelu syntetizovan, vznikd z cirkulujiciho plasminogenu klicovy enzym plasmin,
ktery stépi molekulu fibrinu [3], [2]. Dalezitym zpUsobem, kterym endotelové buriky
fidi proces koagulace je regulace exprese vazebnych mist antikoagulaénich a
prokoagulacnich faktord na povrchu bunky. Nedavné studie ukazuji, ze zmény v
endotelovych koagulacnich vlastnostech miZou byt vyvolany konecnymi produkty
pokrocilé glykace (advanced glycation end products, AGEs), coZ jsou akumulované
proteiny zménéné glukdézou (GLU) v cévach diabetikll. To znaci, Zze by mohli mit

potencidlni vyznam v mechanismu periferniho cévniho onemocnéni [5].

2.1.1.3 Angiogeneze

Dalsi funkci endotelu je ovlivnéni angiogeneze a to prostfednictvim rdstovych
faktor( - vaskularni endotelovy rlstovy faktor (VEGF) ¢i transformuijici ristovy faktor-
beta (TGF-B) [3]. Tyto faktory stimuluji rlist bunék hladké svaloviny jejimz nasledkem je
hypertrofie cévni stény. Naopak faktorem, ktery rist bunék inhibuje je oxid dusnaty

(NO) [2].

2.1.1.4 Regulace cévniho tonu

Endotel produkuje fadu vazodilatacnich i vazokonstrikénich ciniteld,
oxid dusnaty (NO) [3]. NO je syntetizovan z aminokyseliny L-arginin prostfednictvim
enzymu — endotelova NO syntaza (eNOS). Syntéza NO vyzaduje také mnoho dalSich
faktorq, jako je nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid

(FMN), flavin adenin dinukleotid (FAD) a dalsi. Po syntéze NO difunduje pfes
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endotelovou membranu a vstupuje k hladkym svalovym bunkam, kde dale aktivuje
enzym guanylat cyklazu (GC). Aktivace GC vede k tvorbé cyklického guanosin 3'5'-
monofosfatu (cGMP), ktery jako druhy posel zprostifedkovava biologické plisobeni NO.
Mezi signdlni molekuly aktivujici eNOS se fadi napfiklad bradykinin, serotonin,
adenosin nebo VEGF [4]. Hlavni biologickou funkci NO je tedy vazodilatace, inhibice
exprese adheznich molekul, inhibice adheze a agregace trombocytl a zamezeni

proliferativnich procesu v cévni sténé [3], [2].

Kromé NO pusobi vazodilatacné také prostacyklin (PGlz) [3]. Ten je uvolfiovan
za podobnych situaci jako NO, tedy vlivem hypoxie, zvySenym prltokem a fadou
plUsobkd. Jejich Ucinek s NO se tedy navzajem potencuje [3], [2]. Prostacyklin plsobi v
burikdch hladké svaloviny a v trombocytech prostfednictvim zvyseni hladiny cyklického

3’5’-adenosin monofosfatu (cAMP) [3].

Pro zachovani rovnovahy vznikaji v endotelu také latky s vazokonstrikénim
disponuje mitogennimi i vazokonstrikénimi vlastnostmi. K regulaci vaskularniho tonu
pfispiva prostfednictvim dvou hlavnich receptori — endotelin-A (ET-A) a endotelin-B
(ET-B). Receptory ET-A jsou lokalizovany v cévnim hladkém svalstvu a
zprostredkovdvaji vazokonstrikci. Receptory ET-B zpUsobuji vazokonstrikci na burikdch
hladkého svalstva, ale zaroven jsou také umistény na endotelovych burikdch kde
prostrednictvim NO pfispivaji k vazodilataci. Prevazné ale plisobi ET-1 vlivem receptoru

ET-A, tedy vazokonstrikéné [6].

Dalsimi vazokonstrikénimi plsobky jsou tromboxan A, (TXAz), prostaglandin H;
(PGH3z) a angiotensin Il. TXA; a PGH; aktivuji tromboxanové receptory desti¢ek a hladké
svaloviny cévni, ¢imZ pusobi antagonisticky proti NO [3]. Dulezity je i angiotensin-
konvertujici enzym na povrchu endotelu, jehoz vlivem dochdzi k preméné
angiotensinu | na vazokonstrikéné pusobici angiotensin Il a ktery také degraduje

dilatacné pusobici bradykinin [3], [2].
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2.2 Endotelovad dysfunkce (ED)

Endotelova dysfunkce (ED) muize byt charakterizovdna jako nerovnovaha mezi
vazodilatacnimi a vazokonstrikénimi faktory [4]. Je asociovdna s vétSinou forem
kardiovaskularnich onemocnéni, jako je arteridlni hypertenze, ischemickd choroba
srdecni, chronické srdecni selhani, diabetes mellitus, chronické ledvinové selhani a
také zavainé virové infekce [5]. Predstavuje casnou, morfologicky némou fazi

aterosklerdzy (AS) [2].

2.2.1 P¥iciny vzniku ED

2.2.1.1 Oxidativni stres

Endotel, ktery jak je jiz zminéno v predchozi kapitole, reguluje prichod
makromolekul a cirkulujicich bunék z krve do tkani, je hlavnim cilem oxidativniho
stresu, ktery hraje klicovou roli v patofyziologii cévnich onemocnéni [14]. VétSina
kardiovaskularnich (KVS) rizikovych faktord (viz obr.¢.2) je spojena s up-regulaci
oxidativniho stresu a reaktivnich forem kysliku (ROS), které podporuji nékolik
mechanismu, jako je inaktivace NO, tvorba peroxynitritu (ONOO-), stimulace exprese

endotelinu a dalsi [6].

ROS jsou vytvareny v mistech zanétu a zranéni. V nizkych koncentracich pUsobi
jako signalni molekuly uUcastnici se regulace zakladnich bunécnych aktivit, jako je
bunéény rlst a adaptace. Ve vysokych koncentracich mlzZou zpUsobit bunécné
poskozeni az bunécnou smrt [14]. Vyznamnym zdrojem ROS jsou volné mastné

kyseliny, jejichz hladina je signifikantné zvySena pfi obezité [4].
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Obrdzek 2: Pisobeni oxidativniho stresu
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Obrdzek popisuje rizikové faktory (diabetes, smoking - koureni, hypertenze, dyslipidémie,
obezita, aging - stdrnuti) vedouci k oxidativhimu stresu a ndsledné endotelové dysfunkci
(endothelial dysfunction), pfi které dochdzi typicky ke sniZovdni produkce NO (reduced NO
bioavailability) a dalsich jevu: leukocyte adhesion & inflammation — adheze leukocytii & zdnét,
lipid deposition — uklddani lipidd, vascular smooth muscle cell proliferation — proliferace
vaskuldrnich hladkych svalovych bunék, vasoconstriction — vazokonstrikce, platelet aggregation
& thrombosis- agregace krevnich desticek & trombdza. Vysledkem je progrese aterosklerézy a

dalsich KVS onemocnéni (progression of atherosclerosis and cardiovascular disease)
Prevzaté z: Endothelilal dysfunction: Clinical implications in Cardiovascular disease and

therapeutic Approaches [6].

2.2.1.2 Zadnét

Zanét je dalsim velmi dulezitym mechanismem ED. Existuje pfimy vztah mezi
zanétem a oxidativnim stresem. Za fyziologickych podminek endotel reguluje
vaskularni zanét uvolfiovanim NO. Avsak dysfunkéni endotel bude podporovat vznik

ROS a tim zanét zhorsovat [6].
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Existuje mnoho zanétlivych markerl spojenych s ED a aterosklerézou.
C-reaktivni protein (CRP) je bilkovina akutni faze zdnétu. Bylo publikovano, Ze CRP
pfimo pfispiva k rané fazi aterosklerdzy. Kromé toho CRP pfimo ovliviuje biologickou

dostupnost NO, cozZ vede k oxidativnimu stresu a tudiz ED [6].

Zanét je také spojovan s nadmérnou expresi tumor nekrotizujici faktoru-alfa
(TNF-a) a inteleukinu-1 (IL-1), ktery podporuje adherenci a migraci leukocytd. Navic
tyto zanétlivé cytokiny indukuji expresi adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-1), E-
selektinu a P-selektinu [6]. Tyto adhezni molekuly a cytokiny dale usnadiuji pfilnuti
monocytl k endotelu, kumulaci v cévni sténé a jejich naslednou preménu v makrofagy

a pénové bunky, které vedou ke vzniku aterosklerotického platu [2].

2.2.1.3 Infekce

ED je také ovlivnéna infekci. Dle studii, infekéni agens mohou predisponovat k
aterosklerdze a jejim klinickym dopadim [6]. PUsobit mohou primymi ¢i nepfimymi
mechanismy. Pfimy ucinek znaci schopnost mikroorganismu infikovat vaskularni
buriky, nepfimy pak zase v nevaskularnim misté podporenim tvorby cytokin( a jinych

proteinl akutni faze, coz ma za nasledek zrychleni procesu aterosklerdzy [15].

Metodou detekce nukleovych kyselin ¢ antigend byla v lidském
aterosklerotickém plaku nalezena Sirokd Skdla patogen(. Prikladem z virG je
cytomegalovirus ¢i herpes simplex, z bakterii potom Chlamydia pneumoniae ¢di

Helicobacter pylori [15].

2.2.2 Projevy ED

ED Ize samo o sobé povazovat za klinicky syndrom, ktery je spojen se zvySenym

rizikem nezadoucich KVS pfihod [16].

2.2.2.1 ED a aterosklerdza

Dysfunkéni endotel zplsobuje vyssi prinik aterogennich lipidd, zvySenou
expresi adheznich molekul a produkci cytokinli. Tim dochazi ke kumulaci monocytl v

cévni sténé, které se nasledné preménuji na makrofagy [2]. Makrofagy pohlcuji
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oxidované LDL c¢astice (low density lipoprotein, nizkodenzitni lipoprotein) a preménuji
se tak na pénové buriky. Nahromadénim pénovych bunék vznikaji tzv. tukové prouzky,

které jsou prvnim makroskopickym projevem AS [17].

V dalsi fazi aterogeneze hraji roli i buriky hladkého svalstva cévni stény, které
proliferuji, migruji do subendotelového prostoru a vytvari mezibunécnou hmotu. Tim

vznikaji tzv. fibrézni platy [17].

Byla identifikovana fada rizikovych faktorll souvisejici s patogenezi
aterosklerdzy, véetné hypertenze, koufreni, zvySené hladiny cholesterolu, diabetu,
obezity ¢i véku. VSechny tyto rizikové faktory ovliviiuji funkci endotelovych bunék a
vyUstuji v jejich zvySenou permeabilitu, adhezi leukocytl a expresi prokoagulaénich

molekul [18].

AS je pfi¢inou fady dalSich KVS onemocnéni, jako je ischemicka choroba

srdecni, infarkt myokardu, angina pectoris ¢i rizné poruchy srde¢niho rytmu [17].

2.2.2.2 ED a hypertenze

Hypertenze je velmi dobfe zndmym rizikovym faktorem pro mnoha
kardiovaskularni onemocnéni. Jiz spousta studii odhalila zdsadni roli endotelové
dysfunkce u arteridlni hypertenze [19]. Neni vSak jasné, zda je hypertenze pficinou,
nebo vysledkem endotelového poskozeni [5]. Hypertenze je spojovana s nizSimi
hladiny NO a zvySenou produkci ROS. Snizeni syntézy NO vede k vazokonstrikci. NO
také usnadnuje vylucovani sodiku, takZe systémova inhibice syntazy NO podporuje
zadrZovani vody a soli v téle. ROS téz podporuje vazokonstrikci a také cévni hypertrofii

[20].

2.2.2.3 ED a diabetes mellitus typu 2

U pacientl s diabetem se projevuje porucha vazodilatace zavisld na endotelu.
To castecné souvisi s Castou asociaci tohoto typu diabetu s dalsSimi kardiovaskularnimi
rizikovymi faktory, v€etné hypertenze, obezity ¢i dyslipidémie. Vysoka nabidka GLU je

spojena s produkci ROS. Mechanismy vedouci k endotelovému poskozeni u diabetu

17



zahrnuji insulinovou rezistenci a hyperglykémii [5]. Podrobnéji o vztahu endotelové

dysfunkci k diabetu je vénovana kapitola 2.5.
2.3 Endoglin

Endoglin (ENG), také oznacovany jako CD105 nebo TGF-B receptor Il je
transmembranovy glykoprotein exprimovan prevdiné endotelovymi burikami cév [8].
Zdrojem ENG jsou i jiné typy bunék, jako napfiklad hladké svalové bunky, fibroblasty ci
makrofagy [21]. ENG hraje klicovou roli pfi rliznych fyziologickych i patologickych
procesech jako je angiogeneze, aterosklerdza, diabetes ¢i hypertenze [22], [21]. Na

angiogenezi se podili regulaci proliferace a migraci endotelovych bunék [23].

ENG je vysoce exprimovan v endotelovych bunkach za rdznych patologickych
jevu jako je hypoxie, cévni poranéni Ci probihajici angiogeneze v tkanich pfi hojeni ran,
infarktu a u Siroké skaly nador( [21], [9]. Exprese ENG je regulovana fadou
transkripénich faktorl véetné Kriipple-like faktoru 6 (KLF6), hypoxii indukovatelného
faktoru la (hypoxia-induced factor 1a, HIF-1a), podjednotky nukledrniho faktoru kapa-
B (NF-kB) fosforylovanou na uhliku 65 (RELA), jaterniho X jaderného receptoru (liver X
nuclear receptor, LXR, faktor spojeny s metabolismem cholesterolu), ¢i stimula¢niho
proteinu 1 (stimulating protein 1, Sp1) [8], [9]. Vzajemna interakce mezi Spl a KLF6
transkripénimi faktory je povazovana za rozhodujici pro zprostfedkovani transkripéni

aktivace ENG po poskozeni cév [9].

ENG hraje dulezitou roli v regulaci TGF-B signdlni drahy kdy je schopen
modulovat vazbu a signalizaci ligandu spojenim s TGF receptory typu | a Il a vytvaret
tak funkéni receptorovy komplex (viz obr.€.3) [21], [9]. U lidi byly popsany 3 izoformy
TGF—B (TGF—B1, TGF—B2 a TGF—B3), které si jsou strukturalné i funkéné velmi podobné
a svou funkci vykonavaji vazbou na specifické receptory typu |, Il a lll [24]. Co se tyce
receptoru typu lll, v podstaté byly popsany dva typy, a to ENG a betaglykan, ktery ale
neni exprimovan ve velkych cévdach a jeho role v procesu aterogeneze zatim neni jasna
[9]. Receptory | a Il jsou serin/threonin kinazy [25]. Je znamo 7 typu TGF-B receptoru |,
zndmé jako ALK (activin-like kinase, kindza podobna aktivinu) [23]. ENG moduluje

vazbu a signalizaci ligandu asociaci s ALK-1 a ALK-5. Tyto receptory typu | aktivuji
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signalni drahu pres proteiny Smad1/5/8 prostfednictvim ALK-1, nebo Smad2/3
prostiednictvim ALK-5 [25]. Rodina proteinl Smad jsou transkripcni faktory, pomoci
nichz je signal veden do jadra bunék kde je regulovdna genovd exprese [10]. Drdha
ENG/ALK-1/Smad1/5 stimuluje migraci a proliferaci endotelovych bunék. Naopak
aktivace drahy ENG/ALK-5/Smad2 aktivitu endotelovych bunék inhibuje, blokuje
angiogenezi a zabranénim migrace a proliferace udrzuje endotel v pokojovém stavu.
Kromé toho ma ENG inhibi¢ni ucinky na TGF-B/ALK-5/Smad3 bunécénou odpovéd, coz
ma za nasledek opacné ucinky na endotelové buriky ve srovnani se signalizaci skrze
Smad2 [9]. ENG a ALK-1 jsou navic schopni vazat a zprostfedkovavat proliferacni signal
kostniho morfogenetického proteinu 9 (bone morphogenetic protein 9, BMP9), ktery
je také znamy jako rustovy diferenciacni faktor 2 (growth differentiation factor 2,

GDF2) a to s mnohem vyssi afinitou nez u TGF-B1 [10].

Obrdzek 3: TGF-8 signalizace
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Obrdzek zndzorriuje TGF-8 signdini dréhu. ENG tvori funkéni komplex s TGF-61 a TGF-8II. Tento

komplex mizZe ddle aktivovat signdlni drdhu prostfednictvim ALK-1 nebo ALK-5. Aktivace
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signdlni drahy ALK-1/Smad1/5 je spojovdna se zvysSenou expresi VEGF podilejici se na
neovaskularizaci (Neovascularization) a protekci endotelu vlivem zvyseni exprese eNOS
(endothelial protection via eNOS). Role této drdhy ve vztahu k aterogenezi neni zcela jasnd.

Aktivace signdlni drdhy ALK-5/Smad2/3 je spojovdna se zvysenou expresi eNOS,

.....

transkripéniho faktoru casné odezvy ristu (early growth response-1, EGR-1). Tato dréha by

mohla prezentovat ateroprotektivni pisobeni (atheroprotecion).

Prevzaté z: The role of endoglin in atheroslerosis [9].

2.3.1 Struktura endoglinu

ENG je homodimer slozeny ze dvou disulfidové vazanych podjednotek o
velikosti 95kDa (viz obr.¢.4) [23]. Sklada se z dlouhé extracelularni domény obsahujici
561 aminokyselin, hydrofobni transmembranové domény a kratké cytosolické domény
[21]. Cytosolicka doména je konstitucné fosforylovana a mize tak byt v odpovédi na
TGF-B zacilena serin/threonin kindzami, prestoZze ENG sam vnitini kindzovou aktivitu
nema [25],[9]. Ukazalo se, Ze stav fosforylace ENG muizZe ovlivnit jeho subcelularni

lokalizaci a bunéénou migraci [9].

Lidsky ENG také obsahuje peptidovou sekvenci Arg-Gly-Asp (arginin — glycin —
kyselina asparagova, RGD motiv), kterd je znama jako misto pro bunécné rozpoznavani
fady adheznich proteinl pfitomnych v extracelularni matrix. Tato sekvence chybi u

mysi, prasat i potkan( [25].

Existuji dvé izoformy, objeveny jak v lidskych, tak v mysich tkanich: dlouhy
(long, L-) ENG a kratky (short, S-) ENG. Proteiny S-ENG a L-ENG se vzajemné lisi z
hlediska jejich cytosolickych zbytkd, kdy S-ENG obsahuje 14 AMK a L-ENG obsahuje 47
AMK. L-ENG je dominantné exprimovanou izoformou a podnécuje signalizaci
prostifednictvim ALK-1 drdhy zatimco S-ENG podnécuje spiSe ALK-5 signalizaci [23].
Obé tyto izoformy jsou schopné vazat ligand ale liSi se v Urovni fosforylace a v jejich

schopnosti regulovat urcité odezvy zavislé na TGF-B [9].

Strukturdlné se ENG fadi do rodiny zona pellucida (ZP) proteint pro kterou je

typickd doména 260 AMK zbytk( v jejich extracelularni ¢asti. Terminalni NH-2 doména
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naproti tomu nevykazuje Zzadnou signifikantni homologii k jakékoli proteinové

rodiné/doméné a proto je pojmenovana jako orphan domain (, o0sifeld” doména) [25].

Obrdazek 4: Struktura ENG
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Obrdzek zobrazuje strukturu ENG. ENG je dimer sloZeny ze dvou stejnych jednotek a spojeny
disulfidickou vazbou (-S-S-). Skladd se z dlouhé extraceluldrni domény (EC), kterd obsahuje ZP
doménu o velikosti 260 AMK (ZP domain) a orphan doménu (orphan domain) na termindinim
konci. Jsou zde zobrazena i mista N-a O-glykosylace (popis v pravém hornim rohu) v
extraceluldrni ¢dsti. Pod extraceluldrni doménou se nachdzi transmembrdnovad ¢dst (TM) a pod

ni je cytosolickd ¢dast (CYT) kterd je fosforylovdna (P) na mistech serin/threonin zbytka.

Prevzaté z: The physiological role of endoglin in the cardiovascular system [25].

2.3.2 Solubilni ENG

Solubilni ENG (sENG) vznikd proteolytickym Stépenim nedaleko TM (3sti
membranové vazaného ENG za rlznych patologickych stavi pUsobenim matrixové
metaloproteindzy-14 (matrix metalloproteinase-14, MMP-14, MT1-MMP) jako hlavni
protedzy uvolnujici SENG do krevniho obéhu (viz obr.c.5) [8]. ZvySené hladiny
cirkulujiccho sENG byly nalezeny pfi rGznych patologickych stavech souvisejici s
kardiovaskularnim systémem jako je hypertenze, preeklampsie, diabetes mellitus II.
typu, ateroskleréza ¢i hypercholesterolémie. Predpoklada se tak, Zze vysoké hladiny

SsENG by mohly byt povaZovéany za biomarker souvisejici s rozvojem ED [22].
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Obrazek 5: sSENG
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Obrdzek zndzorfiuje vznik sENG ssoluble endoglin, pravd strana obrdzku) z membrdnové
vdzaného ENG (endoglin, levd strana obrdzku) plsobenim matrixové metaloproteindzy

(protease, MT1-MMP), kterd odstépi extraceluldrni doménu ENG.
Prevzaté z: The physiological role of endoglin in the cardiovascular systém [25].

Zajimavé je, ze sENG md potencionalné opacné ucinky na endotel oproti
membranové vazanému ENG. sENG totiz inhibuje vazodilataci zavislou na eNOS a
zvySuje expresi adheznich molekul [26]. Toto je pravdépodobné vysledkem naruseni
vazby TGF-B1 na jeho receptor a naslednym narusenim signdlni drahy, véetné ucinkd
na aktivaci eNOS. Stale ovSsem neni jasné, zda sENG predstavuje pouhy biomarker,

nebo je mechanicky zapojen do vaskularni patologie vlivem indukce ED [27].

2.3.3 Funkce ENG a jeho vztah k dysfunkci endotelu

Jak je jiz popsano vyse, endotelovd syntdza NO (eNOS) je klicovy enzym pro
produkci NO, ktery je velmi dlleZity pro ochranu a spravnou funkci endotelu a jeho
snizena exprese je spojena se vznikem ED. Bylo popsano, ze exprese ENG silné souvisi s
expresi eNOS [9]. ENG je zapojen do signalizace Smad2/3, kterd vyustuje pravé v
regulaci exprese a spravné funkce eNOS v endotelovych bunkach. ENG by tak mohl byt

povazovan za vazoprotektivni, nebo endotel-protektivni agens [8].

Na druhé strané mizou membrdnovy ENG a sENG pUsobit jako ligandy pro
integriny leukocytld [8]. Integrinem zprostfedkovana adheze je zahrnuta v procesu

hemostazy, trombdézy a zanétu Cili v procesech, ve kterych hraje endotel zdsadni roli.
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Existuje nékolik publikaci ukazujicich na vazbu ENG na leukocytové integriny a
naslednou extravazaci leukocytl, jakoZto funkce ENG nezdvisla na TGF-B draze.
Exprese ENG je totiZ vyrazna v endotelovych burikach tkani s probihajicim zanétem a s
pfidruzenym infiltratem zdnétlivych bunék. Navic byla zvySena exprese ENG v

kapilarach, ve kterych dochazi k infiltraci leukocytd do organt [10].

Srovnavaci studie odhalily rozdil ve funkci u jednotlivych izoforem ENG. S-ENG
ma antiangiogenni efekt, naproti tomu L-ENG disponuje proangiogennim efektem [25].

Navic také S-ENG v porovnani s L-ENG sniZuje expresi eNOS [9].

ENG je spojovan s nékolika proteiny, které jsou zapojeny do adheze
endotelovych bunék, proliferace, migrace, angiogeneze a vaskularni permeability. Jsou
to naptiklad integriny, VEGF receptor typu 2 (VEGFR-2) nebo vaskuldrni endotelovy

kadherin ( vascular endothelial-cadherin, VE-cadherin) [10].

Stdle také neni zndma definitivni role ENG v procesu aterogeneze. Exprese ENG v
krevnich cévach se zda byt soucasti procesu neoangiogeneze, protizanétlivého
plUsobeni a zlepSovani endotelové dysfunkce. Naproti tomu uvolfiovani sENG vlivem
aterosklerdzy, hypertenze, diabetu ¢i preeklampsie vede pravdépodobné k indukci
endotelové dysfunkce a prozanétlivého plsobeni [9]. Bylo zjisténo, Ze exprese ENG v
pokrocilych aterosklerotickych placich byla sniZzena, zatimco hladiny sENG byly zvySeny

[8].
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2.4 Adhezni molekuly

VSechny bunky neustale interaguji se svym okolnim prostifedim, zejména se
specifickymi molekulami a dals$imi burikami v jejich bezprostfedni blizkosti. Bunécné
adhezni molekuly (cellular adhesion molecules, CAMs) jsou nedilnou regula¢ni soucasti
téchto interakci. Jak jiz vypovida jejich ndzev, CAMs podporuji tyto adhezni interakce
vytvofenim vazeb mezi sousednimi burfikami nebo mezi buikami a extracelularni
matrix. Nékteré adhezivni interakce jsou stabilni a maji dlouhou Zivotnost, napfiklad
mezi svalovymi bunkami. Jiné adhezni interakce jsou prechodnéjsi a slabsi, jako je
interakce leukocytll s endotelem (viz obr.¢.6) [28]. CAMs jsou latky proteinového

charakteru a jsou exprimovany na bunééném povrchu vsech tkani [7].

CAMs funguiji jako receptory, jenz ovliviiuji intraceluldrni drahy a jsou tak zasadni
pro celou fadu biologickych proces(, jako je organogeneze, migrace, bunécny rast a
diferenciace, bunécnda smrt ¢i homeostatické procesy jako napftiklad zachovani
integrity endotelu. CAMs také hraji zasadni roli pfi vzniku zanétu. Jsou spojovany s
endotelovou dysfunkci a Ucastni se patogeneze fady onemocnéni jako je aterosklerdza,
ischemickd choroba srdec¢ni ¢i diabetes mellitus [7], [28]. Solubilni formy CAMs jsou
uvolnovany do cirkulujici krve a jejich hladiny by tak mohly byt povaZovany za markery
ED [7]. Nadorové buriky navic vyuzivaji CAMs ke svému ruastu a Sifeni po celém téle

[29].

Ackoli redukce ci blokada funkce specifické CAM je mozinym terapeutickym
zpUsobem jak omezit infiltraci ¢i aktivaci zanétlivych bunék pro Gcel zmirnéni zanétu,
tento pfristup je komplikovan skuteénosti, Ze vétSina CAMs jsou exprimovana na vice
nez jednom typu bunék, ddle vétsina bunék exprimuje na svém povrchu vice nez jednu

CAM a také Ze nékolik molekul mlze fungovat jako ligand pro jednu CAM [29].

CAMs jsou klasifikovany do péti zakladnich skupin: integriny, CAMs

imunoglublinového typu, kadheriny, selektiny a muciny.

Integriny jsou glykoproteiny sloZzené z a a B fetézce. Podili se na adhezi
leukocytd, usnadnuji prisednuti krevnich desticek na membranu poskozenych krevnich

cév a dalSich proces dulezitych pro hemostdzu a opravu poskozenych cév.
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Imunoglobulinové CAMs zahrnuji fadu adheznich molekul, z nichz jsou pro nas

nejdulezitéjsi ICAM-1 a VCAM-1, které budou popsané pozdéji.

Kadheriny jsou rodina CAMs zdvislych na vapniku. Patfi tu E-, N-, P-, T — i VE-
kadherin, pfi¢emz vaskularni endotelové buriky exprimuji VE-kadherin. Podileji se na

udrZovani integrity tkané, mezibunécné komunikaci ¢i angiogenezi.

Selektiny jsou skupina, ktera se vaZze na sacharidové zbytky na povrchu
sousednich bunék. Zahrnuje E-selektin, exprimovany na endotelovych burnkach a P-

selektin exprimovany endotelovymi bufikami i destickami.

Mezi muciny (glykoproteiny) s vysokou molekulovou hmotnosti se radi napf.
epitelovy mucin. Jsou vdzany na povrch bunék ¢i vyluCovany epitelovymi burikami
dychaciho ¢i gastrointestinalniho traktu a hraji roli v obrané proti cizorodym

organismum [28].

Obrazek 6:Adheze leukocyti a jejich prestup pres endotel
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Obrdzek zndzorniuje proces adheze a prostupu leukocytu pres endotel. V levé cdsti obrdzku
vidime cirkulujici leukocyt (leukocyte) a pod nim jsou zobrazeny adhezni molekuly, které maji
vliv na ndslednou adhezi leukocytu (E-selectin, ICAM-1, VCAM-1). Selektiny jsou zapojeny do
prvnich dvou krok( kaskddy. Interakci s P/E-selektiny je umoZnéno zachyceni (capture)

leukocytu na sténu endotelu a ndsledné pohybovdni (rolling) podél endotelu. Ndsleduje krok
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prilnuti (firm adhesion) zprostiedkované molekuly ICAM-1 a VCAM-1 a ndslednd transmigrace
(transmigration) pres poskozenou cévni sténu do subendotelového prostoru (suebndothelial
space). Zde dochdzi vlivem zdnétu (inflammation) ke kumulaci monocyti (monocytes), jejich
prfeménu na makrofdgy (macrophage) a poté na pénové buriky (foam cell), které vedou ke

vzniku aterosklerotického pldtu (plaque formation).
Prevzaté z: Cell adhesion molecules and exercise [30].

Pro ucely této diplomové prace jsou dulezité zejména molekuly ICAM-1, VCAM-1,

P-selektin a E-selektin, které jsou dale podrobnéji popsany.

2.4.1 VCAM-1

Jak je jiz zminéno v kapitole 2.4, VCAM-1 je <¢lenem nadrodiny
imunoglobulinovych proteini. Jeho struktura zahrnuje nékolik extraceluldrnich
imunoglobulinovych domén predstavujici smycky spojené disulfidickymi vazbami, dale
transmembranovou doménu, a nakonec cytoplazmatickou doménu sloZzenou z 19 AMK
s karboxylovymi konci [31]. Transmembranovd doména napomahd ukotveni molekuly
k plazmatické membrané, cytoplazmatickd doména se zase Ucastni bunécné signalizace
[28]. U lidi existuji dvé formy VCAM-1 (viz obr ¢.7): VCAM-1 se sedmi extraceluldrnimi

domény, nebo VCAM-1 se Sesti domény, ktery postrddd doménu ¢.4. [31].
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Obrazek 7: Struktura VCAM-1 a jeho varianty
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Obrdzek zndzorriuje moziné struktury VCAM-1. Vievo molekula obsahuje sedm domén,
ocislovanych D1-D7. Viytvari smycky a jsou spojeny disulfidickymi vazbami (-S-S-). Tato varianta
se nachdzi u lidi i mysi (7 domain, human, mouse). Vpravo je molekula se sesti domény, kterd se
vyskytuje pouze u lidi (6 domain, human). D40, L43 znaci AMK na které se vdZou integriny, o

nichZ je psdno niZe v kapitole.

Prevzaté z: Vascular cell adhesion molecule-1. Expression and signaling during disease:

Regulation by reactive oxygen species and antioxidants [31].

Obecné je VCAM-1 exprimovan na lumindlni a lateralni strané endotelovych
bunék pri zanétu [32]. Exprese je indukovana cytokiny produkovanymi ve tkanich, ROS,
oxidovanymi lipoproteiny o nizké hustoté (oxidized low density lipoprotein, oxLDL),
vysokymi koncentracemi GLU, nebo mikrobidlni stimulaci [31]. U silného zanétu ¢&i pfi
chronickych stavech je VCAM-1 exprimovan také na povrchu dalSich bunék, véetné
tkanovych makrofagli, dendritickych bunék, fibroblastl, myoblast, Kuppferovych

bunék i nadorovych bunék [33].

Exprese je regulovana transkripénim nuklearnim faktorem kappa B (NF-kB),
aktivdtorovym proteinem 1 (activator protein 1, Ap-1), specifickym proteinem 1
(specific protein, SP-1) a regulacnim interferonovym faktorem1. Uvadi se, Ze vysoké
koncentrace ROS mohou aktivovat NF-kB a nasledné indukovat expresi VCAM-1 v

aortalnich endotelovych burikach [31].
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VCAM-1 je hlavni regulator adheze leukocytl a jejich migrace do
subendotelového prostoru. Toto vykondvd prostfednictvim interakce s integrinem
a4B1. Tento integrin je exprimovany na povrchu leukocytli a adheruje k VCAM-1 na
povrchu endotelovych bunék. Vaze se na doménu 1 a/nebo 4 [33]. Integrin ad4B7se
také vadze na VCAM-1, ale s mensi afinitou nez na ostatni adhezivni molekuly [31].

Adheze leukocytl je popsand na obr.C.6 v predeslé kapitole.

VCAM-1 hraje roli pfi kardiovaskularnich onemocnénich ale i embryonalnim
vyvoji KVS systému. VCAM-1 je prvni adhezni molekula, ktera je exprimovana pred
vyvojem aterosklerotickych plakl. V pokrodilych stadiich aterosklerdzy je exprimovana

i hladkosvalovymi bunikami [31].

Studie zalozeny na kultivaci endotelovych bunék s vysokou koncentraci GLU
jasné ukazaly nadprodukci adheznich molekul, coZz naznacuje moznou patogenezi mezi
hyperglykémii a ateroskleré6zou u diabetu mellitu [34]. Adhezni molekuly, které se

sleduji pro souvislost s diabetem jsou pravé VCAM-1, ICAM-1 a P-/E-selektin.

2.4.2 ICAM-1

ICAM-1 je stejné jako VCAM-1 transmembranovy protein z nadrodiny
imunoglobulind. Jeho molekulovd hmotnost je 80-114 kDa, podle stupné glykosylace.
Neglykosylovany ICAM-1 ma 60kDa [18]. Je lokalizovany na apikalnim i bazolateralnim
povrchu endotelovych bunék, coZ je idedlni poloha pro usnadnéni transendotelové
migrace leukocytll [29]. Jeho extracelularni ¢ast je slozena z 453 AMK, které formuiji
pét imunoglobulinovych domén spojenych disulfidickymi vazbami (viz obr.c.8).
Extracelularni ¢ast je pripojena na hydrofobni transmembranovou cast a kratkou
cytoplazmatickou c¢ast. Tento cytoplazmaticky konec je dlouhy pouze 28 AMK a
postrada jakoukoli vnitfni kindzovou aktivitu ¢i doménu pro interakci s proteiny, skrze
které by mohl pfijimat signalizaéni molekuly. Ma ale tyrozinovy zbytek, ktery se

signalizace ucastni. [18].

Ukdazalo se, ze ICAM-1 existuje i v solubilni formé (sICAM-1) v krevnim obéhu
nasledkem proteolytického Stépeni neutrofilovymi protedzami [29]. Tento sICAM-1

obsahuje extracelularni doménu membranové vazaného ICAM-1, ale chybi doména
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transmembranova a cytoplazmaticka. Zvysené hladiny sICAM-1 byly zjiStény v séru
pacientll s KVS, nadorovymi a autoimunitnimi onemocnénimi. Rada studii proto

zkouma mozné poutziti sICAM-1 jako biomarkeru KVS chorob [18].

Obrazek 8: Struktura ICAM-1

Cell Membrane

Cytoplasm
COOH

Obrdzek zndzornuje strukturu ICAM-1. D1-D5 zobrazuji jeho imunoglobulinové domény
vycnivajici nad bunécnou membrdnou (cell membrane) a spojené disulfidickymi vazbami (S S).
Jsou zde také zobrazeny ligandy Mac-1 vdzajici se na treti doménu a LFA-1 vdzajici se na prvni

doménu. Znak niZek oznacuje misto Stépeni pro vznik sICAM-1.
Prevzaté z: ICAM-1 signaling in endothelial cells [18].

ICAM-1 je exprimovan na endotelovych ale i epitelovych bunkach, lymfocytech,
monocytech, eozinofilech, hematopoetickych burkach, jaternich burikdch & na
fibroblastech [7]. Na rozdil od VCAM-1 je v nizkych hladinach konstitutivné pfitomny
na endotelovych bunkach ale jeho exprese je zvySovana stimulaci bunék zanétlivymi
ICAM-1 jsou na leukocytech exprimovany B-integriny — antigen spojeny s funkci
lymfocytd 1 (lymphocyte function-associated antigen 1, LFA-1), ktery ICAM-1 vaze
prostrednictvim své prvni imunoglobulinové domény. Dale je také dulezZity antigen
makrofdgu 1 ( macrophage-1 antigen, Macl) vazajici se na treti imunoglobulinovou

doménu [7], [35].

ICAM-1 hraje dulezitou roli pfi odpovédich jak vrozené, tak adaptivni imunitni

reakce. Podili se na migraci leukocytl pres endotel do mista zanétu i na interakci mezi
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burikami prezentujici antigen a T-burfikami [18]. Zvysend exprese ICAM-1 pfi zanétu
vede k adherenci leukocytl na endotel, coZ je nezbytny krok pro jejich naslednou

migraci do mista zanétu [7]. Tento proces je popsan na obr.c.6.

ICAM-1 je spojovan stejné jako VCAM-1 s KVS onemocnénim. Bylo tézZ prokazano,
Ze dochazi ke zvySeni hladiny ICAM-1 v lidskych aortalnich bunkach kultivovanych ve
vysoké hladiné GLU. Tato data ukazuji na vysokou GLU jako na silny induktor adheze
leukocytl na endotelové bunky v zavislosti na up-regulaci ICAM-1, VCAM-1 a selektint

[34].

2.4.3 P/E-selektin

Selektiny jsou transmembranové lektiny zavislé na vapenatych iontech (Ca?*),
které se vazou na specifické sacharidové skupiny na povrchu endotelovych bunék [36],
[28]. Exprese E-selektinu je omezena na endotelové buriky, kde funguje jako ligand pro
leukocyty [28]. Je také konstitutivné exprimovdn na povrchu endotelovych bunék
kostni dfené a klGiZze. V mnoha orgdnech ale musi byt k expresi E-selektinu endotelové
bunky stimulovany TNF-a, IL-1B nebo lipopolysacharidy (LPS) [36]. P-selektin je
exprimovan endotelovymi bunkami i krevnimi destickami [28]. Je také uloZen v
granulich, odkud muZe byt rychle mobilizovdn na bunécny povrch v reakci na zanétlivé

stimuly, jako je trombin, histaminové faktory, volné radikaly a cytokiny [7].

Oba selektiny se sklddaji z N-termindlni lektinové domény zdvislé na Ca?,
domény podobné epidermdlnimu rGstovému faktoru (epidermal growth factor-like,
EGF-like), série opakujicich se extracelularnich domén, transmembranové domény a
cytoplazmatického konce (viz obr.€.9) [36], [7]. Studie naznacuiji, Ze lektinova i EGF-like

doména jsou zapojeny do bunécéné adheze a mlzZou urcit specificnost vazby ligandu

[7].
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Obrdzek 9: Struktura P/E-selektinu
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Na obrdzku je zobrazena struktura obou selektind. Vlevo je vidét termindlini lektinovd doména
(lectin domain), pod ni se nachdzi EGF-like doména (EGF), série opakujicich se domén

(consensus repeat units), transmembrdanovd doména (TM) a cytoplazmaticky konec (Cyto).

Prevzaté z: Distinct kinetic and mechanical properties govern selectin-leukocyte interactions

[online]. Dostupné na: https://jcs.biologists.org/content/117/12/2503 [19.3.2020]

Selektiny jsou rozhodujici pro interakci leukocytli s endotelovymi burikami.
Umoznuji fazi rolovani leukocytu po povrchu endotelu, jako pfedpoklad pro pevné
pfilnuti a ndslednou transendotelidlni migraci z krevniho recisté do mista zanétu [28].
Toto rolovdani je umoznéno interakci selektind s jejich glykosylovanymi ligandy [36]. Za
ligand P-selektinu je povaZovan P-selektin glykoproteinovy ligand 1 (PSGL-1). U E-
selektinu je to bud PSGL-1 nebo E-selektin ligand 1 (ESL-1) [7].

Tyto selektiny jsou spojovany se vznikem patologického zanétu a trombdzou.
Pacienti se zdanétlivymi a trombotickymi poruchami obvykle maji vyssi hladiny
aktivovanych desticek exprimujicich P-selektin [36]. Tyto desti¢ky jsou také hlavnim
zdrojem cirkulujiciho P-selektinu. E-selektin mizZe byt také uvolfiovan do krve, a to
proteolytickym Stépenim nebo uvolnénim z bunééného povrchu aktivovanymi burikami

[37].

Stejné jako VCAM-1 a ICAM-1, selektiny jsou studovany ve spojitosti s vyskytem
diabetu mellitu Il. typu. Solubilni formy selektinli jakoZto biomarkery, byly hlaseny v
pfipadech mikroangiopatickych zmén pozorovanych u pacientl s diabetem mellitem II.

typu [38].
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2.5 Diabetes mellitus

2.5.1 Definice

Diabetes mellitus (DM) je onemocnéni charakterizované absolutnim ¢ci
relativnim nedostatkem inzulinu [39]. Lze ho povaZovat za obecny termin pro skupinu
metabolickych poruch s hlavnim rysem chronické hyperglykémie pramenici bud z

narusené sekrece inzulinu (INZ), nebo snizené ucinnosti INZ, nejcastéji vSak oboji [40].

Chronickd hyperglykémie zplsobuje dlouhodobé poskozeni, dysfunkci az
selhani rdznych organu [41]. Ovliviiuje endotelovou funkci jak ve velkych krevnich
cévach, tak v drobnych cévach tedy mikrocirkulaci. Makrovaskuldrni onemocnéni se
podobd aterosklerotickym lézim jak morfologicky, tak funkéné. Mikrovaskuldrni
komplikace se projevuje jako retinopatie, nefropatie, neuropatie, kardiomyopatie,

vaskularni abnormality dolnich koncetin a dalsi [42].

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO) definuje
DM jako stav, kdy hodnota plazmatické GLU nalac¢no je rovna, nebo vyssi nez 7 mmol/I,
nebo kdy hodnota plazmatické GLU ve 120. minuté po provedeni ordlniho glukézo-
tolerancéniho testu (oGTT), kdy pacient vypije 300ml vody se 75g GLU, je rovna, nebo
vyssi nez 11,1 mmol/l [43],[17]. Hodnota GLU ve 120.minuté oGTT 7,8-11 mmol/l je
povazovana za porusenou glukdézovou toleranci neboli také prediabetes, ktery ma za

nasledek urychleny vyvoj aterosklerdzy a zejména vznik DM (viz tab.¢.1) [17].

Tabulka 1: Diagnosticka kritéria pro DM

Glykémie (mmol/I) Norma Prediabetes DM
Nala¢no <5,5 5,6-6,9 >7
120.min. oGTT <7,8 7,8-11 >11

Tabulka prehledné ukazuje hodnoty GLU pouZivané pro diagnostiku DM.

Pocet diabetik(i se neustdle zvySuje, za poslednich 20 let se jejich pocet az
zdvojnasobil [17]. Navic v nékterych zemich je nediagnostikovanych az 30% pacient(

[43].
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2.5.2 Typy DM

Zname DM 1. a Il. typu, gestacni diabetes a specifické typy diabetu se zndmymi
pfi¢inami, jako je diabetes vyvolany poskozenim pankreatu, léky (neuroleptika,
glukokortikoidy...), genetickymi defekty B-bunék pankreatu, infekci nebo autoimunitné
zprostfedkovany [40]. DM 2.typu je nej¢astéjsi formou a predstavuje 90-95 % ze vSech

typd [1].

2.5.2.1 DM I. typu (DM1)

DM L. typu je charakterizovan absolutnim nedostatkem INZ zplsobeny znicenim
B-bunék pankreatu jako nasledek pusobeni autoimunitni reakce T-lymfocytll proti
antigenim B-bunék [39]. Jako mnoha jinych imunitné zprostfedkovanych chorob, DM1
vykazuje heterogenitu ve smyslu véku nastupu, zdvaznosti a ucinnosti terapie [44].
BéZné se hovoti o tzv. imunitné podminéném DM1 s detekovatelnymi protilatkami, ci
idiopatickém DM1, ktery pfritomnost protilatek nevykazuje. Idiopaticky typ je mnohem

méné casty [17].

Jako u prevainé vétsSiny autoimunitnich chorob, primarni pfi¢ina DM1 neni
zcela zndma [44]. Predpoklada se, Ze autoimunitni reakce maze byt spusténa virovou
infekci, vyZivou ¢&i chemikdliemi (viz obr.¢.10) [39]. Autoprotildtky mohou byt
detekovany jiz mésice Ci roky pred klinickou manifestaci DM1 [44]. Nejcastéji se
objevuji protilatky proti glutamatdekarboxyldze exprimované na B-burikdch pankreatu

[39].

Absolutni nedostatek INZ vede k porusenému vyuzivani GLU, lipolyze a
odbouravani proteind. Prekroceni ledvinného prahu reabsorpce GLU se projevi jako
glykosurie. GLU v moci zplsobi zvySenou osmotickou nabidku pro ledviny, a to vede
k polyurii, ktera je disledkem dehydratace a pocitu Zizné. Vlivem odbouravani protein(
je nemocny unaveny a hubne. MK uvolfiované v dusledku lipolyzy jsou vice oxidovany a
stoupd tak hladina ketolatek v krvi [17]. U nékterych pacientl, zejména déti Ci

adolescentd(, je prvnim projevem nemoci ketoacidéza [41].
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Obrazek 10: Vznik DM1
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Na obrdzku jsou zndzornény vzdjemné propojené faktory vedouci ke zni¢eni 8-bunék pankreatu.
Ndsledkem je absolutni nedostatek INZ vedouci ke zvysSené lipolyze, hyperglykémii a

odbourdvani proteind.

Vytvoreno na zdkladé obrdzku: Atlas patofyziologie [39]

2.5.2.2 DM II. typu (DM2)

DM?2 je nejcastéjsi formou diabetu. V tomto pfipadé je nedostatek INZ relativni
[39]. Projevuje se inzulinova rezistence, kdy bunky ztraceji citlivost na Ucinky INZ a tim
je znemozinén vstup GLU z periferie do bunék. Na hyperglykemii se navic podili i
masivni tvorba GLU v jatrech protoZe je omezen inhibiéni vliv INZ na glukoneogenezi a
glykogenolyzu [39], [17]. Sekrece INZ muZe byt oproti DM1 normalni, ze zacatku
dokonce zvysena, protoze zvySena nabidka GLU v krvi stimuluje pankreas k dalsi tvorbé
INZ, ¢emu se fika hyperinzulinémie. Ta je schopna nejprve inzulinovou rezistenci
prekonat a udrZzet normalni hladiny glykémie do té doby, neZ sekrece INZ poklesne a

vyvine se hyperglykémie [17].

Tato forma diabetu je <¢&asto mnoho let nediagnostikovana, protoze

hyperglykémie se vyviji postupné a v Casnych fazich nemoci nejsou priznaky tak
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markantni, aby si pacient vSiml nékterého z klasického symptomu diabetu. Presto jsou
tito pacienti jiz v riziku vzniku makrovaskularnich i mikrovaskularnich komplikaci [41].

Proto je také ¢asto DM2 diagnostikovan az pfi objeveni komplikaci [17].

Na vzniku onemocnéni se podileji genetické i civilizacni faktory [45]. NejvétSimi
rizikovymi faktory jsou obezita, hypertenze, dyslipidémie a koufeni [43]. Soubor
rizikovych faktor(, ktery se casto vyskytuje spolecné a vede ke vzniku DM2 i
aterosklerdzy se oznacuje jako metabolicky syndrom. Jeho hlavni kritéria jsou: obezita
centralniho typu, arteridlni hypertenze, dyslipidémie, hyperglykémie a hyperurikémie

[17].

PFi obezité vede ukladani visceralniho tuku ke vzniku zanétu, ktery také hraje
roli pfi vzniku diabetickych komplikaci. Nejvice zasazenymi organy pfi nahromadéni
lipid( jsou svaly, tukova tkan a jatra, coz vede k dalSimu zhorSeni INZ rezistence, a to
snizenim exprese i celkového poctu receptorli pro INZ. Prebytecny tuk aktivuje tzv.

Toll-like receptory na makrofazich v tukové tkani, které poté produkuji TNF-a [46].

Ptrevladajici formou LDL cholesterolu jsou u diabetickych pacientd malé ¢astice
o vysoké hustoté, které jsou vice aterogennéjsi nez velké LDL ¢astice. Tyto malé ¢astice
jsou nachylnéjsi k oxidaci, coz ptitahuje monocyty ménici se nasledné na makrofagy,

jak je jiz zminéno v kapitole 2.2 [43]

AZ 80 % vsech umrti diabetickych pacient(l je zplsobeno KVS komplikacemi.
Pacienti s DM2 maji aZ ¢tyfnasobné vyssi riziko opakujicich se aterotrombotickych

prihod a vaskularnich komplikaci ve srovnani s pacienty bez DM [1].

2.5.3 Hyperglykémie a jeji vliv v patogenezi diabetes mellitus a

vztah k endotelové dysfunkci

Pro pochopeni bunécnych i molekularnich mechanism( odpovédnych za DM je
dalezité zminit, jak je glykémie regulovana [47]. Hormonalni regulace je zajistovana
INZ, ktery predstavuje hypoglykemizujici faktor, a glukagonem jakoito
hyperglykemizujicim faktorem [17]. GLU vstupuje do B-bunék pankreatu pomoci
transportéru GLUT-2, kde je GLU fosforylovana glukokinazou a ddle metabolizovdna za

tvorby adenosintrifosfatu (ATP). ATP je nezbytny pro dodani energie potiebné pro
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uvolnéni INZ, a navic se podili na buné¢né membranové depolarizaci. Uzavienim
draslikovych kandld B-bunék dojde k depolarizaci a otevieni vapenatych kanalQ, které

vede k uvolnéni granuli obsahujici INZ [47], [17].

Je znamo, Ze hlavnim mistem ucinku INZ je membrdana bunék kosternich svald,
tukovych a jaternich bunék [17]. INZ receptor je specificky membranovy receptor
umistény na téchto burikach a disponuje tyrozinkindzovou aktivitou [48], [17]. INZ tuto
tyrozinkinazu stimuluje, coz vede k fosforylaci intraceluldrniho substratu pro INZ
receptor (IRS1). Aktivaci dalSich proteinl poté dojde k pfesunuti transportéru pro GLU

do bunééné membrany a tim je umoznén prestup GLU do burky [17].

INZ signalizace zahrnuje dvé hlavni cesty: cesta zavisla na fosfatidylinositol-3-
kindze (PI3K), kterd je odpovédna za metabolické a hemodynamické ucinky a cesta
zavisla na mitogenem aktivované proteinové kindze (MAPK) coZ je cesta pro regulaci
genové exprese, diferenciace a bunécény rust. Obecné prostrednictvim drahy PI3K INZ
podporuje produkci NO a skrze signalizaci pres MAPK podporuje produkci ET-1. Za
podminek INZ rezistence je ovSem draha PI3K naruSena, a naopak se aktivuje draha

MAPK. To ma za nasledek snizeni produkce NO a zvySeni ET-1 a tim vliv na ED [1].

Pretrvavajici hyperglykémie zpUsobuje makrovaskularni i mikrovaskuldrni
komplikace jak u DM1, tak DM2 [46]. U téchto komplikaci studie ukazuji na porusenou
endotelovou dysfunkci v souvislosti s hyperglykémii, a to jak na zvifecich modelech, tak
u lidi. Predpoklada se, Ze hyperglykémie zplsobuje poskozeni cév vytvarenim
nerovnovahy mezi biologickou dostupnosti NO a kumulaci ROS, které vznikaji oxidacni
metabolizaci GLU a to dale vede k poskozeni B-bunék pankreatu [48], [1].
Hyperglykémie také aktivuje NF-kB, ktery zpUsobuje produkci CAMs a cytokinl, coz
vede k aktivaci zanétlivych bunék a tvorbé vaskuldrniho zanétu. Navic vede taky ke
zvysené expresi koagulacnich tkanovych faktord, coz je nasledkem protrombotického

stavu [1].

Jak uz bylo zminéno v predeslych kapitolach, zvySena produkce ROS je hlavnim
zdrojem oxidativniho stresu. Existuje nékolik mechanism(, kterymi GLU wvyvoldva

oxidacni stres. Zahrnuji autooxidaci GLU, tvorbu produktl pokrocilé glykace (AGEs),
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zvyseni exprese receptord pro AGE (RAGE), zvySeni hladiny volnych mastnych kyselin

(free fatty acids, FFA) a mitochondrialniho generovani ROS [46], [1].

AGEs jsou dlsledkem chronické hyperglykémie. Primarni aminoskupiny
proteinl podléhaji v hyperglykemickém prostiedi reverzibilni nonenzymatické

glykosylaci [49].

AGE po navazani na receptor RAGE zvySuje produkci superoxidu, ktery
podporuje vaskuldrni zanét. AGEs navic sniZuji produkci eNOS a zvysuji produkci ET-1,

coz prispiva k ED [1].

Ketoaldehyd je produktem autooxidace GLU a je také clenem AGE, kdy
poskytuje vysoce reaktivni oxidanty, které se stavaji zdrojem pro vyvolani oxidacniho

stresu [46].

Glukotoxicita a hyperinzulinémie indukovdna INZ rezistenci je spojend s
fosforylaci serin/threoninu IRS1. To zhorsuje interakci s tyrozinkindzou INZ receptoru a
nasledné vede k preruseni normalni INZ signalizace [47], [46]. Za normdlnich podminek
se jedna o velmi dllezity mechanismus, ktery zastavi ¢innosti INZ. OvSem za podminek
DM2 hyperfosforylace IRS proteinl vede k chronické bunééné desenzibilizaci na INZ

[46].

FFA také ovliviuji signdlni INZ kaskadu (viz obr.¢.11). FFA inhibuji inzulinem
stimulovany metabolismus GLU v kosternich svalech a stimuluji glukoneogenezi v

jatrech [47].

Nadmérné mnoistvi FFA zplsobuje lipotoxicitu, kterda narusuje normalni
endotelovou funkci stejnym zplsobem jako glukotoxicita, tedy produkci ROS. FFA také
aktivuji NF-kB co vede k aktivaci zanétlivé kaskady [1]. Tukovd tkan navic uvoliuje
cytokiny (tzv. adipokiny), zahrnujici napf. TNF-a a interleukiny [43]. Ve vysledku tedy
FFA zpUsobuji snizeni biologické dostupnosti NO, zvySeni oxidacniho stresu a zesileni

vaskularniho zanétu [1].
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Obrazek 11: Patofyziologie hyperglykémie a FFA

Diabetes genes
TG, Adipokines
fssasnass 1’r B-cell \-‘ < Inflammation
« _ dysfunction . Hyperglycaemia

S A Free fatty acids
Other factors
Pancreas l

- -

3 "
fresnaasnsssannsnnnssannnssans ! Insulin resistance )
g .

Glucose

Lipolysis :
production Glucose uptake
Liver .
Fa \ Muscle
Fatty acids Blood glucose

V pravém hornim rohu jsou uvedeny faktory vedouci k INZ rezistenci (insulin resistance) a k
dysfunkci 6-bunék (B-cell dysfunction): diabetes genes — geny pro diabetes, adipokines —
adipokiny (cytokiny produkované tukovou tkdni), inflammation — zdnét, hyperglycaemia —
hyperglykémie, free fatty acids — volné mastné kyseliny, other factors — jiné faktory. Tyto

faktory tedy ovliviiuji jak sekreci INZ, tak jeho ptsobeni.

Za normdlnich okolnosti sekrece INZ z pankreatu sniZuje produkci GLU v jdtrech, zvysuje
absorpci GLU v kosternich svalech a potlacuje uvolfiovani mastnych kyselin z tukové tkdné.
SniZend sekrece INZ bude sniZovat jeho signalizaci v cilovych tkdnich. INZ rezistence vede tedy
ke zvyseni FFA a hyperglykémie a také obrdcené zvysend koncentrace GLU a FFA v cévnim

recisti zhorsuje sekreci INZ a INZ rezistenci.

Lipolysis — lipolyza, Fat — tuk, Fatty acids — mastné kyseliny, Glucose production — produkce

GLU, Liver — jatra, Blood glucose — GLU v krvi, Muscle — sval, Glucose uptake — absorpce GLU
Prevzaté z: Type 2 diabetes: principles of pathogenesis and therapy [47].

Z uvedeného tedy vyplyva, Ze hyperglykémie, nadbytek FFA a INZ rezistence
zvySuji oxidacni stres, narusuji transdukci intracelularnich signdld, zvysuji produkci
AGEe a expresi RAGE. Dlsledkem je snizeni syntézy NO a vznik abnormalit v cévnim

endotelu [43].
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2.6 PCR
2.6.1 Zakladni princip

Polymerdzova retézova reakce (PCR) je nejrozsifrenéjsi in vitro metodou pro
zmnozeni Useku DNA. Disponuje Sirokym vyuZitim véetné sledovani genové exprese,

detekce somatickych mutaci ¢i kvantitativni méreni infekénich agens [50].

Tato technika zahrnuje poufZiti kratkych usek( syntetizované DNA zvanych
primery a termostabilni DNA polymerazu k dosaZzeni enzymatické amplifikace cilové
DNA [51]. Volba DNA polymerazy zdvisi na cili experimentu. Existuje celd fada
komercné dostupnych enzyma liSici se napf. tepelnou stabilitou. Nejbéznéji
pouzivanym a nejstudovanéjsSim enzymem je tzv. Tag DNA polymeraza pochazejici z
bakterie Thermus aquaticus. Primery se skladaji z 15-25 nukleotidd. Aby byla

polymerace Ucinn3, jejich 3’konec musi odpovidat cili [52].

Diky vysoké citlivosti, i maly kousek DNA relativné Spatného stavu muze byt
amplifikovan [51]. Jako vzorek mUze byt pouZita jednovldknova ¢i dvouvlaknovd DNA
jakéhokoli plvodu, ale také RNA molekuly po konverzi na komplementarni DNA (cDNA)

enzymem reverzni transkriptaza [52].
Proces PCR zahrnuje 3 faze (viz obr.¢.12):

1. Denaturace dvouvlaknové DNA (ne pokud se jedna o amplifikaci RNA, protoze

je to mensi molekula)
2. Nasednuti primeru
3. Prodlouzeni primeru [51]

Pro tento proces je duleZité dodrzet nalezZité teploty. Nejprve se pouzije vysoka
teplota (95 °C) pro denaturaci vldken DNA, poté se teplota snizi (55-65 °C) aby primery
mohly nasednout na templat a nakonec se teplota nastavi na 72°C, coz je optimalni
teplota pro DNA polymerazu, kterda prodluZzuje primery za  vyuziti
deoxynukleotidtrifosfatli (dNTPs) [53]. DNTPs jsou pfidavany na 3’konec kazdého

primeru ktery je komplementarni k cili, takZe cilova sekvence je zkopirovana. 5konec
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primeru definuje cilovou délku PCR produktu. Tyto 3 kroky tvofi jeden PCR cyklus.
Obvykle se provadi 30 - 40 cykla [51].

Obrdzek 12: Proces PCR
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Obrdzek graficky zndzorriuje potrebné reagenty (PCR Components) k analyze
provddéné v termocykléru (thermal cycler). Vedle je zndzornén vyse zminény zdkladni
proces PCR (PCR Process). Prvni je fdze denaturace, kdy dojde rozdéleni jednotlivych
vlidken DNA pri teploté 95 °C (denaturing). Ndsleduje nasednuti primeru na vidkna DNA
pri teploté 55-65 °C (annealing). Ndsledné vzriistem teploty na 72 °c dojde k prodlouZeni

primert zac¢lenénim dNTPs na jejich 3 'konec (extension).

Prevzaté  z: PCR  fundamental  principles. [online] Dostupné na:
https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/molecular-biology-

principle-pcr [18.3.2020]
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2.6.2 Real-time PCR

vvvvvv

real-time PCR neboli PCR provadéna v realném case. Je to postup amplifikace, ktery je
monitorovan jiz béhem procesu PCR pomoci fluorescenéni techniky [54]. UmozZnuje
sensitivni, specifickou a reprodukovatelnou kvantifikaci nukleovych kyselin [55]. Hlavni
vyhodou real-time PCR v porovndani s konvenéni PCR je vyrazné vyssi spolehlivost
vysledkll protoZe zndme cely profil amplifikace [54]. Disponuje Sirokym vyuZitim, z

nichZ nejbéznéjsi je analyza genové exprese [56].

Metody pro detekci DNA jsou rozdéleny do dvou hlavnich skupin dle
pouzivaného fluorescenéniho markeru a specifity detekce. Prvni skupina pouzivd
interkala¢ni cinidla dvouvldknové DNA (double stranded DNA, dsDNA), napft.
SYBRGreen, umoziujici specifickou i nespecifickou detekci amplifikovanych produktd.
Druha skupina pouZzivd sondy znacené fluorofory navazané k oligonukleotidim a

detekuje pouze specifické produkty PCR [57].

Nejcastéji pouzivanou oligonukleotidovou sondou je tzv.TagMan (viz obr.¢.13).
Tato sonda ma dvé kovalentné navazana fluorescencni barviva - tzv. “reporter” na
5’konci primeru a tzv. “quencher“(zhasec) na 3’konci primeru. Fluorescencni signal
mulzZe byt detekovan pouze po rozstépeni této sondy. KdyZ je sonda neporusena,
fluorescencni emise casti “reporter” je zachycovana zhdaseci ¢asti mechanismem
transferu fluorescencni rezonanéni energie (fluorescence resonance energy transfer,
FRET) a puUsobi tak preventivné pred vyzarovanim fluorescenc¢niho signalu jesté pred
dokoncéenim celého jednoho PCR cyklu. K rozstépeni sondy dojde plsobenim Taq
polymerazy. Céast “reporter” je oddélovana s kazdym PCR cyklem a vede ke zvyseni

intenzity fluorescence umérné mnozstvi amplifikovaného produktu [55].
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Obrdzek 13: TagMan fluorescence
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Na obrdzku je vlevé cdsti zndzornéna fdze nasednuti primeru a TagMan sondy
(TagMan probe) na vidkno DNA. Je zde vidét, Ze sonda je neporusend, ¢dsti ,reporter” a
,quencher” jsou blizko sebe jako prevence emise jakékoli fluorescence. Vpravo je vidét
rozpojeni ¢dsti béhem PCR fdze prodluZovdni vlivem Taq DNA polymerdzy kdy, jiz je

detekovdna fluorescence dle mnoZstvi amplifikovaného produktu.

Prevzato z : Basic principles of real-time quantitative PCR [55].

PouZivané nastroje zahrnuji termocyklér s integrovanym zdrojem excitacniho
svétla (napf. laser), dale fluorescencni detekini systém a software ktery zobrazuje

zaznamenana data fluorescence jako krivku amplifikace DNA (viz. Obr €.3) [57].

Pokud mame RNA vzorek, musime ho nejprve zkopirovat do cDNA, abychom
mohli méfit genovou expresi. Tento krok prepisu pomoci reverzni transkriptazy je pro
presnou kvantifikaci kriticky. MnoZstvi produkované cDNA musi spravné odrazet
vstupni mnozZstvi RNA. Reakce muzZe probihat bez ptidaného primeru, ale vyssi
ucinnosti se dosahne, kdyZz je primer pridan. Tfi zakladni strategie jsou zaloZeny na

oligo(dT) primeru, ndhodné sekvence primeru a genové specifického primeru [53].

Pti real-time PCR se objevuji specifické chyby vzhledem k minoritnim rozdiliim v
pocatecnim mnozstvi RNA, kvality RNA nebo rozdillim v Ucinnosti cDNA syntézy. Za
ucelem minimalizace téchto chyb a normalizaci hodnot RNA se pouziva tzv. housekeep
genu. Mezi nejcastéji pouzivané se fadi glyceraldehyd-3fosfat dehydrogenaza (GAPDH),
hypoxanthin fosforibosyltransferdza 1 (HPRT1), cytoskeletalni protein ¢i ribozomalni

RNA (rRNA). Tyto geny by mély byt exprimovany na konstantni hladiné napfi¢ rdznymi
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tkdni organism(, ve vSech fazich vyvoje a jejich hladina exprese by také méla zUstat

relativné konstantni za rliznych experimentdalnich podminek [55].

Vystup real-time PCR je ve formé grafu, ktery se také nazyva jako graf
amplifikace (viz obr.¢.14). Z pocatku je kfivka plochd a na zdkladni urovni, protoze
mnozstvi amplifikovaného produktu se dosud nenakumuloval do bodu, ve kterém je
fluorescenéni signal detekovatelny. Poté se kfivka prudce zvySuje — predstavuje
exponencidlni fazi reakci. Ukazuje pfimy vztah mezi intenzitou fluorescenéniho signdlu
a mnozstvim akumulovaného produktu. Nakonec se kfivka znovu vyrovnd, tzv. platé
faze, kdy dojde k vyCerpdni reakcnich ¢inidel [58]. V grafu je téZz zaznamenand prahova
urovenn (tzv. threshold) ktera znac¢i pocet cykld potiebnych pro dosazeni

fluorescencéniho signalu. Pocet téchto cykll se oznacuje hodnotou Ct [53].

Obrazek 14: Graf amplifikace
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Graf predstavuje pribéh zmény krivky fluorescence béhem poctu cykli. Poldtek krivky
(zdkladni droven) predstavuje prvnich 0-15 cykld, kdy jesté neni mozZné detekovat
fluorescenci. Jakmile je mnoZstvi produktu dostatecné amplifikovdno, vstoupi do
exponencidlni fdze. Posledni fdzi kfivky je faze plato, kdy dojde k vycerpdni reakénich
Cinidel. Prahovd urovern (threshold) znaci pocet cykli potfebnych pro dosazZeni

fluorescencniho signdlu vyjadrenou hodnotou Ct.

Prevzaté z: What is A Cycle Threshold (Ct) Value in qPCR? [online] Dostupné z:
https://toptipbio.com/ct-value-qpcr/ [19.3.2020]
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2.7 Pratokovd cytometrie

2.7.1 Zakladni princip

Pratokova cytometrie je metoda, ktera poskytuje rychlou analyzu jednotlivych
bunék ¢i ¢astic v roztoku [59]. Castym cilem analyzy je klasifikace bunék jako pozitivni
¢i negativni pro dany marker nebo urceni pfesného poméru pozitivnich a negativnich
bunék [60]. Bunécné populace mohou byt analyzovany na zakladé jejich fluorescence

¢i rozptylu svétla [59].

Pro pritokovou cytometrii na bazi fluorescence, jsou bunky ¢i bunééné ¢astice
specificky oznaceny. Pouziva se celd rada fluorescencnich cinidel. Prikladem muzZou byt
fluorescenéni konjugované protilatky, barviva vazajici DNA, ¢i fluorescencni proteiny.
Casto pouzivanym reagentem pro konjugaci protilatky je napf. Alexa Fluor 647 kterd

ma konzistentni emisni spektrum [59].

Pratokové cytometry vyuZivaji lasery jako zdroje svétla k produkci rozptylenych
i fluorescencnich svételnych signdl( které jsou snimany detektory. Tradi¢ni pritokovy
cytometr se sklada ze trech systému: fluidika, optika a elektronika (viz obr.c¢.15).
Fluidika obsahuje tekutinu, ktera soustfedi vzorek na laser, kde je analyzovan. Systém
optiky generuje viditelny a fluorescenc¢ni signal pouzivany k analyze vzorku. Sklada se z
excitacni optiky tvofenou lasery a sbéraci optiky tvofenou fotodiody ¢i fotonasobici
(photomultiplier tubes, PMT). Elektronicky systém prevadi signal do digitdlni formy a

mUze tak byt snimam pocitacem [59].

V kazidém cytometru je dulezité, aby burnky nebo castice, které maji byt
analyzovany byly ve formé suspenze a poté byly pod tlakem vpraveny do proudu
tekutiny [61]. Ale i nomindlni suspenze jednotlivych bunék obsahuje bunky ve shlucich.
Tekutina obsaZend v cytometru napomaha, aby nedoslo k obstrukci v priitokové trubici
a aby kazda burika byla ozarena stejné [62]. Vzorek se nastfikuje jako zakladni proud
do vétSiho sloupce nosni tekutiny [61]. Soustfedény tok bez ucpdni je zaloZen na
principu hydrodynamiky - pouzivd se termin tzv. hydrodynamické fokusace = uzky
proud bunék tekouci v jaddfe o SirSim pouzdru [62]. Vzduch, nebo jiny plyn, tlakuje oba

proudy a je to praveé tlakovy rozdil mezi témito proudy, ktery tidi rychlost vsttikovani
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vzorku. Laserové paprsky jsou soustfedény tak, aby osvétlovaly pouze jednu konkrétni

Castici v dany okamzik [61].

Obradzek 15: Systém pritokové cytometrie
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Obrdzek zndzorriuje proces pri pritokové cytometrii. Systém fluidiky (fluidics system) pomoci
tekutiny soustredi vzorek na laser. Obsahuje pritokovou komoru (viz obr.c.16) do které je
vstriknut vzorek. Systém optiky (optics system) se skldda z riznych filtri, svételnych detektort a
zdroji, kterym je povétsinou laserovd linie produkujici konkrétni vinovou délku svétla pri
specifické frekvenci. Prichod laserovym paprskem excituje kompatibilni fluorescencni sondy,
které jsou konjugované s protildtkami. To zpusobuje, Ze sonda emituje svétlo pfi specifickych
vinovych délkdach. PMT znaci fotondsobice, coZ jsou senzory, které detekuji fluorescenci. Tyto
signdly jsou ndsledné elektronickym systémem prevedeny do digitdlni formy a snimdny

pocitacem.

Prevzaté z: Flow cytometry fundamental principle, How FACS works [online] Dostupné na:
https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/flow-cytometry-principle

[19.3.2020]
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Obrdzek 16: Pratokova komora
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Obradzek zndzornuje priutokovou kyvetu se vstriknutym vzorkem (sample) do nosni
tekutiny (sheath fluid) a formujici se centrdini jadro v nosnim proudu. Maly priimér
pritokové komory na jejim vystupnim otvoru zplsobuje zuZeni nosniho proudu a jadra
vzorku tak, Ze bunky proudi rychle a jsou oddélené od sebe, cozZ je duleZité pro ndsledny

prichod laserovym paprskem.
Prevzato: Flow cytometry, an introduction [62].

Vystupem cytometrie je histogram nebo bodovy graf (dot plot). V pripadé
histogramu, osa x predstavuje fluorescenci (¢i intenzitu rozptylu) a osa y predstavuje
pocet Castic s odpovidajici intenzitou svétla. Pokud je napfiklad burika oznacena
fluorescencné znacenou protildatkou zamérenou na povrchovy protein, intenzita
fluorescence bude tedy pfimo umérna urovni exprese tohoto proteinu. Pfi pouziti vice
protilatek je tak mozné stanovit expresi vice membranové vazanych ¢&i intracelularnich

markerd jedné bunky [61].
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Obrazek 17: Histogram
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Obrdzky zndzornuji pfiklad histogramd, jakoZto vystup z pritokové cytometrie. Osa x znaci
fluorescenci, osa y pocet Cdstic, které odpovidaji intenzité svétla. Signdly se stejnou intenzitou

se akumuluji ve stejném bodé. Idediné se vytvori jeden znatelny pik [63].
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Obrazek 18: Bodovy graf

Na obrdzku je zobrazen bodovy graf, ktery se pouZivd k rozliseni riznych bunécnych
populaci dle velikosti a struktury. FSC-A, forward scatter znaci predni rozptyl, SSC-A,
side scatter znaci postranni rozptyl (viz obr.c.8). FSC je umérny plose bunécného

povrchu Ci velikosti, SSC je umérny rozmanitosti bunécné struktury[63].
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Obrazek 19: FSC, SSC rozptyl

Side scatter
(90° Light scatter)
+ Granularity

A

v

/I/ l —
7/
'/
Vi
E //W ‘ Forward scatter
% ( ‘ *Size
3 1 '
] ‘ !
— 3 w
——

A 4

Obrdzek zndzorriuje vyse popsany laserovy rozptyl. Laserovy paprsek (laser beam) prochdzejici
burikou vyvolava predni rozptyl (Forward scatter), ktery je proporciondini velikosti buriky(size),
a ddle postranni rozptyl (side scatter), jeZ je proporciondlni granularité buriky (granularity,

neboli rozmanitost struktury)

Prevzaté z: Flow cytometry: basic principles and applications [63].

2.7.2 Typy prtitokové cytometrie

Nejvétsi aplikace imunofluorescence v pritokové cytometrii je identifikace
specifickych ryst bunécného povrchu, ale i uréeni existence ¢i syntézy intracelularnich
slozek. Protilatky mohou byt tedy pfipraveny k identifikaci specifickych determinant
uvnitf, ¢ na povrchu bunék. Jak jiz zminuji vySe, tyto protilatky jsou barveny
fluorescencnimi Cinidly, aniz by doslo k poSkozeni jejich specifity. Dle tohoto barveni

mUzZe byt cytometrie rozdélovana na:

1. pfimou — jednokrokovy proces, kdy je jiz protilatka fluorescenéné oznacena a

pfimo namifena proti cilové molekule

2. nepfimou — poutziti druhého ¢inidla. Nepfima metoda tedy spociva v oznaceni
sekundarni protilatkou, kterd je fluorescenéné znacena, namifenou proti

primarni protilatce, kterd neni spojena s fluorochromem [64].
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Obrdzek 20: PFima a nepfimd pritokovd cytometrie
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Obradzek zndzorriuje primou (direct) a neprimou (indirect) prutokovou cytometrie. U pfimé
Ize vidét primdrni protildtku (primary antibody) jiZz oznacenou fluorochromem (fluorophore) a
navdzanou na antigen cilové buriky (cell antigen). U cytometrie nepfimého typu je na primdrni
protildtku jesté navdzdna protildtka sekunddrni (secondary antibody), kterd je znacena

fluorochromem.

Prevzato z: Overeview of flow cytometry [online]. Dostupné na:
https://www.cellsignal.com/contents/ /overview-of-flow-cytometry/flow-cytometry-overview

[20.3.2020]
Dle typu pouZitého cytometru, se dale metoda muze rozdélovat na:

1. Tradi¢ni pratokovou cytometrii, kterda se sklada ze systému fluidiky, optiky a

elektroniky (viz kapitola 2.7.1.)

2. Fluorescencni tfidéni bunék, které umozniuje tfidéni bunék na ty, které jsou

pozitivni/negativni pozadovanému parametru

3. Obrazovou cytometrii, ktera kombinuje tradi¢ni cytometrii s fluorescencni

mikroskopii

4. Hmotnostni cytometrii, kterd kombinuje hmotnostni spektrometrii a pritokovou
cytometrii. Bunky jsou oznaceny kovové znacenou protildtkou namisto

fluorescencni.

5. Spektrdlni cytometrii, kde spektralni analyzator méfi celé fluorescenéni emisni

spektrum pro kazdy fluorochrom [59].
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3. ZADANI A CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zméfit expresi markerd endotelové dysfunkce
ENG, eNOS, adhezni molekuly VCAM-1, HIFla a transkripénich faktort regulujicich
expresi endoglin, jako KLF6, RELA, LXR v endotelovych burkach lidské aorty, které byly
vystaveny pusobeni oscilujici glukdzy. Jejich exprese mRNA byla zméfena
prostfednictvim kvantitativni real-time PCR. Proteinové hladiny ENG a VCAM-1 byly
zméreny metodou priitokové cytometrie. U obou metod byla experimentalni skupina
porovndna s kontrolni skupinou bunék, které byly vystaveny konstantnim hladinam

normalni glukdzy.

50



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 HAEC

V nasem experimentu byly pouZity lidské endotelové buriky aorty, tzv. HAEC.
Tyto bunky obecné v zZivém organizmu hraji dalezitou roli pfi regulaci vaskularniho
tonu, moduluji expresi bunéénych adheznich molekul a vyvolavaji zménu v produkci
latek odvozenych od endotelu, ¢imzZ hraji roli v zanétlivych procesech, vazokonstrikci, i
rastu cév. Produkuji antitrombotické a trombotické faktory, reagujici s TNF-a, ktery
koreluje se zanétlivym procesem produkci cytokin( jako je faktor stimulujici kolonie
granulocytll a makrofagl (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF)
a reguluji produkci oxidu dusnatého a endotelinu. Tato bunécnd kultura je proto
vhodnd pro studium endotelové dysfunkce a patogenezi vaskularniho onemocnéni

[65].

Burikky jsou schopné proliferovat po mnoho generaci a pod optickym
mikroskopem maji homogenni morfologii (viz obr.c.21) [65]. VeSkera manipulace s
burikami probiha v laminarnim boxu. Dalsi dalezZity pfistroj je inkubator, ktery udrzuje
teplotu na 37 °C a 5 % CO;, cozZ je optimum pro rlst bunék. Pro kultivaci je nutné
médium, které poskytuje burikdm substrat potrebny k Zivotu i rdstu. Buriky postupné
pokryji celé dno kultivaéni nddoby a vytvofi jednu souvislou vrstvu. To je stadium, kdy
jiz neni mozné dalSiho rlistu a je nutno provést pasazovani, kterym se rozumi

preneseni ¢asti bunék z kultivaéni nadoby do nové [66].
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Obrazek 21: HAEC

Na obrdzku Ize vidét kultivaci HAEC bunék pod optickym mikroskopem.

Prevzaté z: Human aortic endothelial cells [online]. Dostupné na:

https://innoprot.com/product/human-aortic-endothelial-cells/ [22.3.2020]

4.2 Priprava vzorki

4.2.1 Rozmrazovani bunék

Nejprve jsme si museli pro nas experiment rozmrazit buriky —HAEC.
Prvni krok zahrnoval nahtati zelatiny a HAEC média ve vodni lazni.
SloZeni 0,1% Zelatiny:

e  Sterilni PBS (=fosfdtovy tlumivy roztok) + 2% Zelatina, takZe napriklad 76 ml PBS

+4ml 2% Zelatiny
SloZeni HAEC média:

e 200 ml EGM-2 (endothelial cell growth medium = medium pro rist endotelovych

bunék)
e 22 ml FBS (fetal bovine serum = fetdIni hovézi sérum)

e 800 ul FGF (fibroblast growth factor= fibroblastovy ristovy faktor)
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e 80 ul hydrokortison

e 200 ul VEGF (vascular endothelial growth factor= cévni endotelidlni ristovy

faktor)

e 200 ul R3-IGF (recombinant insulin-like growth factor= rekombinantni ristovy

faktor podobny insulinu)

e 200 ul acidum ascorbicum

e 200 ul hEGF (human epidermal growth factor= lidsky epidermdini rustovy
faktor)

e 200 ul GA-1000 (= gentamicin sulfdt amfotericin)

200 ul heparin

Nasledné jsme do kultivacnich misek pfidali Zelatinu — do kazdé misky 2ml.
KrouZivym pohybem se zajistilo pokryti celého povrchu misky, aby se na ni pozdéji
buriky dobfe uchytily. Nasledovalo 20 minut inkubace pfi teploté 37 °C pro sprdvné

pfilnuti.

Po uplynuti 20 minut jsme prebytecnou Zelatinu odsali. Pfidali jsme 8 ml EGM-2
média. Kultivaéni misky jsme ponechaly v boxu a zmrazené bunky jsme lehce rozmrazili
na vodni lazni tak, aby ve zkumavce stdle zUstala mald kulicka ledu. Nasledné jsme

veskery obsah ze zkumavky pfenesli do kultivacnich misek a umistili do inkubatoru.

4.2.2 Pasazovani

Pfed vlastnim procesem pasazovani jsme museli buiky pod mikroskopem
zkontrolovat, zda dosahuji pozadované 80-90 % konfluence. Pasazovali jsme po 2

dnech.

Do vodni 1dzné jsme dali nahfat médium, Zelatinu, PBS a enzym akutdzu.
Pripravili jsme potrebny pocet kultivacnich misek na pasazovani a ty se nasledné
pokryly 2ml Zelatiny a daly na 20 minut do inkubatoru, stejné jako v postupu pfi

rozmrazovani bunék.
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Z kultiva¢nich misek s HAEC burikami jsme odsali staré médium, pridali 3 ml PBS
pro odstranéni mrtvych bunék a nasledné jsme PBS odsali. Poté jsme pfidali 2 ml
enzymu akutazy pro oddéleni HAEC bunék ode dna nadoby a nechali na 10 minut v
inkubatoru pfi 37°C. Mezitim jsme odsali Zelatinu z kultiva¢nich misek a napipetovali

do nich 10 ml nového média.

Po uplynuti 10 minut jsme do misek s akutdzou pfidali 3 ml média na zastaveni
akutazy, nékolikrat proplachli a nasledné prenesli do kdnické zkumavky - tzv. falkonky
o objemu 15 ml. Pro zajisténi preneseni vSech bunék do falkonky jsme stejny postup
opakovali jesté jednou. Ndsledné jsme falkonky umistili do centrifugy na 5 minut pfi
1000 otackach za minutu (revolutions per minute, rpm). Po uplynuti 5 minut se buriky
usadily na dné ve zkumavce a medium s akutdzou, které zlstalo nahore jsme odsali. K
burikdm jsme ndsledné pfidali 3 ml média, resuspendovali a nasledné pipetou rozdélili
po 0,5 ml do pfipravenych misek s médiem. Misky jsme na nasledujici 4 dny ulozili do

inkubatoru a pribézné kontrolovali.

Obrazek 22: Pasdazovdni bunék

odsatimédia = zlstane
kmenova burika peletabunék

trypsinizace centrifugace

— )

Petriho miska (PM)
plna bunék

nafﬂnék w

pfeneseni jen malého
poctu bunék na PM

Obrdzek zndzorfiuje postup pasdZovani. Bunky narostlé na Petriho misce jsou rozvolnény (zde
na obrdzku pomoci enzymu trypsin, my jsme pouZili akutdzu), a po priddni média k zastaveni

reakce pfeneseny do konické zkumavky a zcentrifugovdny. Médium je ndsledné odsdto a peleta
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bunék je naredéna pridanim nového média. Vznikld suspenze je prenesena do nové petriho

misky.

Prevzaté z: On-line atlas ruznych typi kmenovych bunék a vybranych diferenciacnich postupt

[66].

4.2.3 Vyména média

Po dobu jednoho tydne jsme bunkdm kazdych 24 hodin ménili médium,

stfidavé roztokem s normalni a vysokou glukézou.

Pocitali jsme s 20 kultivacnimi miskami (na PCR i prGtokovou cytometrii) a do

kazdé misky jsme pridavali po 5ml roztoku glukdzy.

Experimentalni design:

1. Kontrolni skupina — Normalni glukéza (NG) = 5 mmol glukézy (GLU) + 20 mmol

mannitolu (MAN); pfipadalo na ni 10 kultiva¢nich misek

2. Experimentdlni skupina — Vysokd glukéza (HG) = 25 mmol GLU; pfipadalo na ni

10 kultivaénich misek

Tabulka 2: PouZité médium s GLU podle dnii

Den 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
Kontrolni skupina NG NG NG NG NG NG NG
Experimentdlni skupina | HG NG HG NG HG NG HG
NG — normadini glukdza, HG — vysokd glukoza
Vypocet potiebného mnozstvi GLU:
m = c*V*M,,

a) Mnoistvi GLU do HG:

=25*50*180,16

=225,2 mg GLU
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b) Mnozstvi GLU do NG: ¢) Mnoizstvi MAN do NG:

=5%50*180,16 =20*50*182,17
=45,0 mg GLU =182,2 mg MAN

Vypocitanou GLU a MAN jsme navazili na analytickych vahach a nasledné
rozpustili v potfebném mnozstvi média. Z kultivacnich misek jsme odsali staré médium,
proplachli PBS, odsali a poté pfidali 5 ml roztoku glukézy do kazdé misky dle planu —
tedy vysokd glukdéza experimentalni skupiné jeden den ¢i normalni glukdza vsem

skupinam den druhy a tak ddle (viz tabulka ¢.2).
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4.3 PCR

Prvni krok zahrnoval pfipravu vzorku. Kultiva¢ni misky jsme proplachli PBS, odsali
a do kazdé misky pridali 2 ml TRI Reagent™ Solution (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), ktery zajistil izolaci potfebné RNA z bunék. Na 5 min jsme
kultivacni misky ponechali na ledé a nasledné prenesli do centrifugacnich
mikrozkumavek (VWR International, Pennsylvdnia, USA) po 1 ml, tedy z jedné petriho

misky jsme dostali 2 vzorky.

Nasledoval krok homogenizace RNA. Pouzili jsme nejprve sonikator (UP100H,
Hielscher Ultrasonics, Némecko) a poté jesté nékolikrat natazeni inzulinovou

strikackou.

Ke vzorklim jsme nasledné pfidali 0,2 ml chloroformu a kratkym tfepanim jsme
do néj RNA vytfepali. Vzorky byly ponechdny 5 minut v klidu a poté jsme je
centrifugovali po dobu 15 minut pfi 4 °C a 15 000 rpm. Po centrifugaci jsme mohli v
mikrozkumavkach pozorovat oddéleni vodni a organické (fenolové) vrstvy a na jejich

rozhrani bily povlak, tzv. bunéény debris (viz obr.¢.23)

Dale jsme si do laminarniho boxu pfipravili nové mikrozkumavky s 4 ul
GenElute™-LPA (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) na stabilizaci nukleovych kyselin (NK) a
opatrné pipetou pfidali vodnou fazi tak, abychom nenabrali zminény bunécény debris.
Poté jsme pfidali 0,5 ml izopropylalkoholu (IPA) na precipitaci RNA, nékolikrat
zhomogenizovali na vortexu a umistili do centrifugy na 10 minut pfi 15 000 rpm a
teploté 4°C. Na dné se vytvorila peletka obsahujici RNA. Odsali jsme od ni IPA a pridali
1 ml 75 % etanolu na odstranéni soli a zkoncentrovani RNA. Ethanol jsme nasledné
odsali a pockali, nez peletka zacala na vzduchu vysychat. Poté jsme peletku rozpustili
ve 20ul aqua pro injectione (voda pro injekci), zhomogenizovali na vortexu a vlozili na

20 minut do lednice.
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Obrazek 23: RNA extrakce

Total RNA Extraction <

.- || .
Add Lysis Add Take the Add Takethe  Wash the Drythe  Add RNA
Chloroform  supematant lsopropancl supernatant  RNA pellet  RMA pellet  hydration
e buffer

A\

Obrdzek zndzorfiuje vyse popsany postup RNA extrakce. Ke vzorku se prida chloroform (add
chloroform), do kterého se RNA vytiepe. Po centrifugaci je patrnd oddélend vodnd a organickad
vrstva. Vodnd fdze se opatrné prenese (take the supernatant) do druhé mikrozkumavky a prida
izopropylalkohol (add isopropanol). Po centrifugaci se opatrné odsaje supernatant (take the
supernatant) a na dné ziistane peletka RNA, ke které je pro vycisténi priddn ethanol (wash the
RNA pellet). Ndsledné se pockd, neZ peletka na vzduchu vyschne (dry the RNA pellet) a poté se
rozpusti ve vodé (add RNA hydration buffer).

Prevzaté z: Blood RNA PrepMate [online] Dostupné na: https://bioneer.com.au/Special-
Pages/Print.aspx?printpath=/Products/DNA-RNA-Preparation-Kits/Solution-type-Nucleic-Acid-
Extraction-Kits/RNA-Extraction-Kits/Blood-RNA-PrepMate [24.3.2020]

Nasledné se mohlo prejit k méreni RNA na spektofotometru (NanoPhotometer
Pearl, Implen GmbH, Nemecko). Byl zvolen dilution factor (faktor redéni) 1000,
jednotky: ng/ul a lid factor: 50. Vzorky jsme méfili po objemech 1,5 ul. Pfed kazdym
vzorkem bylo potfeba kyvetu peclivé utfit kouskem buniéiny, aby byly vysledky co
nejpresnéjsi. Zacalo se zmérenim tzv. blank vzorku, ktery predstavoval pouze aqua pro
iniectione (API) a slouzil k eliminaci absorpce ostatnich latek a tim zajisténi presnosti

méreni. Kazdy vzorek byl nafedén na koncentraci 400-1000 ng/mL.

Po naméreni vsech vzorkd nasledoval krok prepisu RNA na cDNA. Naredili jsme
vzorky na 100 ng/ul dle tabulky ¢. 2. Dale jsme dle tabulky ¢. 3 jsme pfipravili mix na

prepis.
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Tabulka 3: Redéni RNA

NG1 NG2 NG3 NG4 NG5 NG6 NG7 NG8 NG9 NG10 NG11 NG12
ngful | 7256667 | 7095 625 866 | 603,3333| 797 707,25 | 754,6667| 966,22 |614,6667| 790 |7233333
vzorka (ul] 1,38 1,41 1,60 1,15 1,66 1,25 1,41 1,33 1,03 1,63 1,25 1,38
API (ul) 8,62 8,50 8,40 8,85 8,34 8,75 8,59 8,67 8,97 8,37 8,75 8,62
HG1 HG2 HG3 HG4 HG5 HG6 HG7 HG8 HG9 HG10 HG11 HG12
ngful | 999,6667 | 609,6667 | 663,6667 | 486,5 502,5 769,5 531 481 563 583,5 647,5 634
vzorka (ul) 1,00 1,64 1,51 2,06 1,99 1,30 1,88 2,08 1,78 1,71 1,54 1,58
AP (ul) 9,00 8,36 8,49 7,94 8,01 8,70 8,12 7,92 8,22 8,29 8,46 8,42
Vzorky — NG1-NG12 a HG1-HG12. APl — aqua pro iniectione
Tabulka 4: Mix na prepis
mnoz. nadb. vzorek (ul)
1 nuclease free water 4,2 4,536 127,008
2 RT buffer 2 2,16 60,48
3 RT random primers 2 2,16 60,48
4 dNTP mix 0,8 0,864 24,192
5 reverse transcriptase 1 1,08 30,24

Nuclease free water — voda prostd nukledz, RT buffer — pufr pro reverzni transkripci, RT random
primers — ndhodné primery pro reverzni transkripci, dNTP mix — mix deoxynukleotidtrifosfatd,

reverse transcriptase — reverzni transkriptdza

Smichali jsme 10 pl vzorku s 10 pl mixu na prepis (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific) v mikrozkumavkach o objemu 200 pl
(Schoeller Pharma Praha, CZ) a vlozili do termocykléru (Biometra TOne 96G, Analytik

Jena, Nemecko).

Po skonceni procesu prepisu jsme ziskali 1000 ng cDNA v objemu 20 ul
(koncentrace = 50 ng/ul). Vzorky jsme si dale naredili na koncentraci 5 ng/ul pridanim

180 pl API.

Potom jsme do 96jamkovych desti¢ek (MicroAmp™ Optical 96 — Well Reaction
Plate, Applied Biosystems, Kaliforna, USA) napipetovali smés 5 pl master mixu
(TagMan™ Gene Expression Master Mix, Applied Biosystems, Kaliforna, USA) a 0,5 ul
primeru na kazdou pouZzitou jamku dle Tab.4. Poté jsme do kazdé jamky pridali 4,5 pl
naseho vzorku, pricemz vSechny vzorky byli pipetovany v duplikdtech. Desticku jsme

zakryly félii (Adhesive PCR plate seals, Applied Biosystems) a poté centrifugovali po
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dobu 2 minut pfi 1000 rpm. Nasledné jsme vzorky vlozili do pfistroje (QuantStudio™

Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Kaliforna, USA).

Tabulka 5: 96jamkova desticka

T|o|n|m|o|n|e|=

Cisla (1-12) znadi sloupce desticky a pismena (A-H) jeji fddky — desticka tedy obsahuje 12
sloupcti po 8 jamkdch. Vzorky byly napipetovdny v duplikatech — tedy NG do jamek v Fadku A+B
a HG do jamek v fadku C+D.

Ziskana data byla vyhodnocena za pomoci delta-delta Ct metody. Delta-delta Ct
metoda je pohodiny zplsob, jak analyzovat relativni zmény v genové expresi pfi
kvantitativni real-time PCR. Hodnoty Ct ziskané z PCR se snadno importuji do tabulky
programu jako je Microsoft Excel [67]. Ct znadi prahovy cyklus, kdy hladina
fluorescence dosahne urcitého mnoiZstvi [68]. Stanovi se z logaritmicko-linedrniho
grafu signdlu PCR proti poctu cykl( [67]. Prvni delta Ct je rozdilem v prahovém cyklu
mezi cilovym a kontrolnim genem. Delta-delta Ct je poté rozdilem mezi delta Ct a
primérem delta Ct kontrolni skupiny. Konecny vysledek je potom prezentovan jako

zména exprese cilového genu normalizovana ke kontrolnimu genu [68].

Takto vyhodnocend data byla nasledné zpracovand v statistickém programu

GraphPad Prism 8 (verzia 8.4.0; GraphPad Software Inc., CA, USA).
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4.4 Priatokovad cytometrie

Nejprve bylo potifeba oddélit buriky ode dna kultivaéni misky. Do vodni |azné
jsme dali nahfdt médium, PBS a akutdzu. Poté jsme z kultivac¢nich misek odsali
médium, ptidali PBS, odsali PBS a napipetovali 2 ml akutdzy. Misky jsme vloZili na 10

min do inkubatoru.

Po 10 min jsme k akutaze v kultivacnich miskach pfidali 3 ml média, nékolikrat
proplachli a objem prenesli do falkonky o objemu 15 ml. Oznacili jsme si fadu falkonek

NG a fadu HG. Falkonky jsme vlozZili do centrifugy na 5minut pti 1000 rpm.

Vznikly supernatant jsme opatrné odsali, k bunkam pfidali 3 ml PBS a
zhomogenizovali. Objem falkonky jsme rozdélili do 3 mikrozkumavek. Poté nasledovala
centrifugace na 5 minut pfi 1000 rpm a teploté 4 °C. Odsali jsme PBS nad
sedimentovanymi burikami a pridali 1 kapku R.T.U. 2,5 % Normal Goat Serum (Vector
Laboratories Ltd, UK), které zablokovalo nespecificka mista na burice a déle 150 ul PBS.

Zhomogenizovali jsme na vortexu a ponechali na 20 minut v ledu.

Nasledovala centrifugace opét pfi teploté 4 °C na 5 min pfi 1000 rpm. Odsali jsme
supernatant, a to velmi opatrné, abychom zachovali na dné mikrozkumavky malou
peletku. K peletce jsme dale pridali 40 ul PBS a 20 pl primarni protilatky ENG (P4A4,
mouse anti human). Tato smés byla ponechdna 1 hodinu v ledé a kazdych 20 min jsme

ji vortexovali, kvali usazovani bunék na dné zkumavky.

Po hodiné jsme protilatku naredili prfidanim 1 ml PBS a poté nasledovala

centrifugace pfi 4 °C, 5 min a 1000 rpm a odsati supernatantu.

Ke kaidému vzorku obsahujici endoglin jsme pfidali 100 ul fluorescencné
znacené sekundarni protilatky zvané Alexa Fluor 488 (goat anti mouse) (Invitrogen,
Kalifornia, USA) zfedénou s PBS v poméru 1:600. Ke vzorkiim jsme také pridali 5 pl
primarni monoklonalni protilatky VCAM-1 konjugované s Alexa Fluor 700 (Bio-Techne
R&D Systems Inc., MN, USA) (viz tab.¢.6). Tyto vzorky jsme nechali 30 minut inkubovat
v ledé a ve tmé, pfi¢emz po 15 minutdch jsme vzorky vortexovali. Poté jsme do kazidé

mikrozkumavky pridali 500 ul PBS, vzorky umistili do centrifugy pfi 4 °C, 5 min, 1000
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rom a po stoceni jsme odsali supernatant. Nakonec jsme vzorky zfedili 300 pl PBS,

zhomogenizovali a pfenesli do tuby na méreni.

Tabulka 6: Primdrni protildatky ve vzorcich

Vzorek NG1 NG2 NG3 NG4 — NG12
Protilatka | Cisté buriky | ENG VCAM ENG+VCAM
Vzorek HG1 HG2 HG3 HG4-HG12

Protildtka | ENG+VCAM | ENG+VCAM | ENG+VCAM | ENG+VCAM

Samotné méreni se provadélo na pritokovém cytometru CytoFlex LX (Beckman
Coulter, Kalifornia, USA). Data z pfistroje byly vyhodnocené pomoci programu
CytExpert Acquisition and Analysis Software (verze 2.4, Beckman Coulter, Kalifornia,
USA). Byl vypocten index relativni exprese (buriky pozitivni na protildtku v % *
primérnd fluorescence) a ten byl preveden na % kontroly (vzorek/primér

kontroly*100).

Vysledky byly dale zpracované v statistickém programu GraphPad Prism 8 (verze

8.4.0; GraphPad Software Inc., CA, USA).
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5. VYSLEDKY

Vsechny vysledky jsou uvedené jako prlimér + standardni chyba priméru. Hladina
statistické vyznamnosti (p) byla stanovend neparametrickym t-testem (Mann-
Whitney). Rozdily mezi skupinami jsou statisticky vyznamné, kdyz p < 0,05. Statisticky
vyznamnd hodnota je oznacena symbolem ,*“ pricemz plati: *p < 0,05; **p < 0,01;

***p< 0,001.
5.1 PCR

Metodou PCR byla vyhodnocena mRNA exprese ENG a dalSich markert endotelové
dysfunkce jako eNOS, VCAM-1; HIFla a transkripcni faktory endoglinu KLF6, LXR-a,
RELA.

Kromé zminénych molekul jsme na Uvod vyhodnocovali i tzv. housekeep gen —
HPRT1, na ktery byly ostatni geny nasledné normalizované. Tato normalizace byla

provedena za Ucelem zpresnéni vysledk.
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5.1.1 mRNA exprese ENG

PCR metoda prokazala signifikantni rozdil v expresi ENG mezi kontrolni a
experimentalni skupinou (***p< 0,001). Hodnoty byly signifikantné vyssi u HG skupiny

ve srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou vyjadfeny v % kontroly a zobrazeny v

grafu ¢.1.

Graf 1: Exprese ENG

mRNA exprese ENG

150

dkk

% kontroly
)

o

1

(2]
o
1

HG

Levy sloupec grafu zobrazuje miru exprese ENG u kontrolni skupiny (NG) predstavujici normalni
hladinu GLU. Pravy sloupec grafu zobrazuje expresi ENG u experimentdlni skupiny (HG)

vystavené hladindm oscilujici GLU. Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly.

64



5.1.2 mRNA exprese eNOS

PCR metoda prokdzala signifikantni rozdil v expresi eNOS mezi kontrolni (NG) a
experimentalni (HG) skupinou (***p< 0,001). Hodnoty byly signifikantné vyssi u HG
skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou vyjadieny v % kontroly a

zobrazeny v grafu €. 2.

Graf 2: Exprese eNOS
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Levy sloupec grafu zobrazuje miru exprese eNOS u kontrolni skupiny (NG). Pravy sloupec grafu

zobrazuje expresi eNOS u experimentdini skupiny (HG), jenZ byla vystavena oscilujicim

hladindm GLU. Vysledky jsou vyjadreny v % kontroly.
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5.1.3 mRNA exprese VCAM-1

PCR metoda prokazala signifikantni rozdil v expresi VCAM-1 mezi kontrolni (NG) a
experimentalni (HG) skupinou (***p< 0,001). Hodnoty byly signifikantné vyssi u HG

skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou prevedeny na % kontroly a

zobrazuje je graf ¢€.3.

Graf 3: Exprese VCAM-1
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Levy sloupec grafu zobrazuje expresi VCAM-1 u kontrolni (NG) skupiny. Pravy sloupec grafu

ukazuje na expresi u experimentdlni (HG) skupiny. Vysledky jsou vyjadreny v % kontroly.
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5.1.4 mRNA exprese HIF1a

PCR metoda prokazala signifikantni rozdil v expresi HIF1la mezi kontrolni (NG) a
experimentalni (HG) skupinou (**p< 0,01). Hodnoty byly signifikantné vyssi u HG
skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou zobrazeny v grafu ¢.4 a

vyjadieny v % kontroly.

Graf 4: Exprese HIF1a
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Levy sloupec grafu predstavuje miru exprese HIF1la u kontrolni skupiny (NG). Pravy sloupec

grafu ukazuje na expresi HIF1a u experimentdini skupiny (HG). Vysledky jsou vyjddreny v %

kontroly.
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5.1.5 mRNA exprese KLF6

PCR metodou nebyl prokazan signifikantni rozdil v expresi KLF6 mezi kontrolni

(NG) a experimentdlni (HG) skupinou. Vysledky jsou prevedeny na % kontroly a

zobrazuje je graf ¢.5.

Graf 5: Exprese KLF6
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Levy sloupec grafu zobrazuje expresi KLF6 u kontrolni (NG) skupiny. Pravy sloupec grafu

predstavuje expresi u experimentdlini (HG) skupiny. Vysledky jsou vyjadreny v % kontroly.

68



5.1.6 mRNA exprese RELA

PCR metoda prokazala signifikantni rozdil v expresi RELA mezi kontrolni (NG) a
experimentalni (HG) skupinou (*p< 0,05). Hodnoty jsou vy$si u HG skupiny ve srovnani

s kontrolni skupinou. Vysledky jsou pfevedeny na % kontroly a zobrazuje je graf ¢.6.

Graf 6: Exprese RELA
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Levy sloupec grafu zobrazuje expresi RELA u kontrolni (NG) skupiny. Pravy sloupec grafu

zobrazuje expresi experimentdlini (HG) skupiny. Vysledky jsou vyjadreny v % kontroly.
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5.1.7 mRNA exprese LXR

PCR metoda prokazala signifikantni rozdil v expresi LXR mezi kontrolni (NG) a
experimentalni (HG) skupinou (**p< 0,01). Hodnoty jsou signifikantné vyssi u HR

skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou. Vysledky jsou prevedeny na % kontroly a

zobrazuje je graf ¢.7.

Graf 7: Exprese LXR
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Levy sloupec grafu zobrazuje expresi LXR u kontrolni (NG) skupiny. Pravy sloupec grafu ukazuje

na expresi experimentdlni (HG) skupiny. Viysledky jsou vyjddreny v % kontroly
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5.2 Priatokovad cytometrie

Metodou pratokové cytometrie byla vyhodnocena proteinovd hladina ENG a
VCAM-1. Hladiny byly porovndny mezi experimentalni (HG) skupinou, vystavenou
oscilujicim hladindm GLU a kontrolni (NG) skupinou, predstavujici konstantni hladinu
GLU. Vysledky jsou zobrazeny v grafech a vyjadieny v % kontroly. U obou marker( byl

prokdazdan statisticky signifikantni rozdil.

5.2.1 Proteinova hladina ENG

Vysledky ukdzaly signifikantni narlst v proteinové hladiné ENG u experimentalni
(HG) skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou (NG) a (***p< 0,001). Vysledky jsou

pfevedeny na % kontroly a zobrazuje je graf ¢.8.

Graf 8: Proteinovd hladina ENG

proteinova hladina ENG
200+

kkk

150

100

% kontroly

[24]
o
1

HG
Levy sloupec grafu zobrazuje hladinu proteinu ENG u kontrolni (NG) skupiny. Pravy sloupec

grafu ukazuje na hladinu proteinu u experimentdlni (HG) skupiny. Vysledky jsou vyjddreny v %

kontroly.
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5.2.2 Proteinova hladina VCAM-1
Vysledky ukdzaly signifikantni ndarlst v proteinové hladiné VCAM-1 u
experimentalni (HG) skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou (**p< 0,01). Vysledky

jsou prevedeny na % kontroly a zobrazuje je graf ¢.9.
Graf 9: Proteinovd hladina VCAM-1
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Levy sloupec grafu zobrazuje hladinu proteinu VCAM-1 u kontrolni (NG) skupiny. Pravy sloupec

grafu ukazuje na hladinu proteinu u experimentdlni (HG) skupiny. Vysledky jsou vyjddieny v %

kontroly.
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6. DISKUSE

Endoglin (ENG, CD105, TGF-B receptor Ill) je transmembranovy glykoprotein o
velikosti 180kDa. Je exprimovan endotelovymi burfikami, burfikami hladkého svalstva
[69], fibroblasty [70], jaternimi burikami [71] a aktivovanymi monocyty a makrofagy
[72].

Nékolik studii ukazalo vzajemny vztah mezi ENG, eNOS a spravnou funkci endotelu.
Bylo prokdzano, Zze zmény hladin ENG vedou ke zméndm funkce krevnich cév a

pfipadné k rozvoji ED [73].

Toporsian a kolektiv zjistili, Ze ENG tvofi nezbytnou soucdst aktivacniho komplexu
eNOS, coz naznacuje jeho kli¢ovou roli v regulaci lokalniho cévniho tonu [74]. Jind in
vitro studie, publikovdna Santibanezem a kolektivem ukazala, Zze ENG zvysuje
proteinovou hladinu SMAD2, stav fosforylace a jeho stabilitu, coZ vede ke zvysené
expresi eNOS v pfitomnosti i nepfitomnosti exogenniho TGF-B1 v endotelovych
burikdach [75]. V neposledni fadé byla snizena exprese ENG/eNOS prokazana také v
endotelovych burikach lidské pupecni zily (human umbilical vein endothelial cells,

HUVECs) po simulaci zanétu plsobenim TNF-a [76].

V dalsim experimentu pouzili Rossi a kolektiv transfektanty (= bunky s cizorodou
DNA) myoblastd potkana exprimujici lidsky ENG a odpovidajici simulované
transfektanty k prokazani role ENG v adhezi a transmigraci leukocytl skrze bunécnou
monovrstvu. Poprvé také prokdazali interakci leukocytového integrinu a5B1 a desticek s
ENG exprimovanym na endotelovych bunkach prostfednictvim RGD motivu, coz
naznacuje, Ze ENG lze povaZzovat za adhezni molekulu podnécujici rozvoj endotelové
dysfunkce. Ukazali také, Ze snizend exprese ENG vedla ke snizeni zdnétem navozené
migrace leukocytll skrz endotel, a to naznacduje zdsadni roli ENG pfi transmigraci

leukocytd, ktera je charakteristickym znakem ED [77].

Mimoto bylo prokazano, Ze 7-ketocholesterol (simulujici efekt oxidovaného LDL,

oxLDL) indukuje expresi ENG u bunék HAEC prostrednictvim soucasné aktivace
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transkripénich faktor( souvisejicich s expresi ENG véetné KLF6 [78], [79], RELA-HIF1
[80] a LXR [81].

Vyznamné zvySené hladiny membranové formy ENG po plsobeni 7-
ketocholesterolu byly spojeny s vyznamné zvySenymi hladinami prozanétlivych
molekul bunécné adheze- E/P-Selektiny, VCAM-1 a ICAM-1. Nasledna zvy3ena adheze a
transmigrace monocytl vlivem 7-ketocholesterolu potvrdily rozvoj ED po pUsobeni 7-
ketocholesterolu. PFfi poufZiti tzv. silencingu, kde se snizila exrese ENG bylo rozvoji
adheze a transmigrace zabrdnéno, coZ naznacuje zasadni roli ENG v ED u akutniho

(12hodinového) hypercholesterolemického stavu in vitro [8].

Tato data ukazuji, Ze ENG by mohl byt v endotelu protektivni in vivo a podnécovat

ED in vitro.

Proto jsme se v této diplomové praci zaméfili na zhodnoceni exprese a regulace
ENG pfi hyperglykemickych podminkach simulujicich diabetes mellitus. DM2 je soucasti
metabolického syndromu stejné jako hypercholesterolémie, a proto jsme chtéli
posoudit, zda hyperglykémie ovliviiuje expresi a regulaci ENG podobné jako 7-
ketocholesterol simuloval hypercholesterolémii [8]. Prokazali jsme, Ze vystaveni
endotelovych bunék (HAEC) oscilujicim vysokym koncentracim GLU zvysilo expresi a
proteinovou hladinu ENG podobé jako u pusobeni 7-ketocholesterolu. Kromé toho byla
zvysena také exprese molekuly VCAM-1, kterd je klicovym markerem ED [82], coz

naznacuje, Zze vystaveni GLU simuluje vznik ED.

Rada studii prokazala, 7e exprese ENG je regulovana rdiznymi transkripénimi faktory
vCetné KLF6 [78], [79], RELA-HIF1 [80] a LXR [81]. Zjistili jsme, Ze hyperglykémie zvysSuje
expresi RELA a LXR coZ naznacuje, Ze tyto faktory by mohly byt zodpovédné za

zvySenou hladinu ENG po vystaveni vysoké GLU.

Souhrnné vysledky této diplomové prace ukdazaly, Ze vysoké hladiny GLU zvysuji
expresi a regulaci exprese ENG podobné jako u simulace hypercholesterolémie, a to
naznacuje moznou uUcast ENG na vzniku ED pfi hyperglykémii. Funkéni disledky a
dopady ENG na ED budou vyhodnoceny v nadchazejicich experimentech, které nejsou

soucasti této diplomové prace.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit vliv glukézy na expresi ENG a dalSich
biomarkert (eNOS, VCAM-1, HIF1a), které se podili na vzniku endotelové dysfunkce.
Pro experiment byly pouZité lidské endotelové burnky aorty (HAEC), které byly pred
vlastnim méfenim premedikovany médiem s oscilujici glukézou. Vysledky byly
porovndny s kontrolni skupinou bunék, premedikovanou konstantni hladinou normalni

glukdzy.

Metoda PCR prokdzala signifikantni rozdil v mRNA expresi ENG, eNOS, VCAM-1,
HIF1a, RELA a LXR, ktera byla vétsi u experimentalni skupiny v porovnani se skupinou

kontrolni.

Pratokovou cytometrii byl prokazan signifikantni rozdil v proteinové hladiné u ENG i

VCAM-1. Experimentdlni skupina vykazovala vyssi hodnoty nez skupina kontrolni.

Vysledky diplomové prace potvrdily navozeni endotelové dysfunkce u endotelovych
bunék po expozici vysokym hladindm glukdzy. Zaroven se zvysila exprese ENG a
vybranych transkrip¢nich faktor(, které jeho expresi reguluji, coz naznacuje potencialni
podil endoglinu na rozvoji endotelové dysfunkce za hyperglykemickych podminek
simulujicich diabetes mellitus. Funkéni dlsledek zvySené exprese endoglinu, je vsak

predmétem dalSich studii.
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8. POUZITE ZKRATKY

zkratka vyznam zkratky cesky vyznam
AGEs advanced glycation end products konecné produkty pokrocilé glykace
ALK activin-like kinase kindasa podobna aktivinu
AMK aminokyselina aminokyselina
Ap-1 activator-protein 1 aktivatorovy protein 1
AS atherosclerosis aterosklerdza
ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfat
BMP9 bone morphogenetic protein 9 kostni morfogeneticky protein 9
cAMP cyclic 3'5"-adenosine monophosphate cyklicky 3°5°-adenosin monofosfat
CAMs cellular adhesion molecules bunécné adhezni molekuly
cDNA complementary DNA komplementarni DNA
cGMP guanosine 3’5"-monophosphate guanosin 3’5"-monofosfatu
CRP c-reactive protein c-reaktivni protein
DM diabetes mellitus diabetes mellitus
DM1 diabetes mellitus type 1 diabetes mellitus typu 1
DM2 diabetes mellitus type 2 diabetes mellitus typu 2
dNTPs deoxynucleotide triphosphates deoxynukleotidtrifosfaty
dsDNA double stranded DNA dvouvlaknova DNA
ED endothelial dysfunction endotelova dysfunkce
podobné epidermalnimu
EGF-like epidermal growth factor-like rGstovému faktoru
medium pro rlist endotelovych
EGM-2 endothelial cell growth medium bunék
ENG endoglin endoglin
endotelova syntaza oxidu
eNOS endothelial nitric oxide synthase dusnatého
ESL-1 e-selectin ligand 1 e-selektin ligand 1
ET-1 endothelin-1 endotelin-1
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ET-A/B

endothelin receptor A/B

endotelin receptor A/B

FAD flavin adenine dinucleotide flavin adenin dinukleotid

FFA free fatty acids volné mastné kyseliny

FMN flavin mononucleotide flavin mononukleotid
transfer fluorescen¢ni rezonancni

FRET fluorescence resonance energy transfer energie

FSC forward scatter predni rozptyl
glyceraldehyd-3-fosfat

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase |dehydrogendza

GC guanylate cyclase guanylatcyklaza

GDF2 growth differentiation factor 2 rastovy diferenciacni faktor 2

GLU glucose glukdza

granulocyte-macrophage colony-stimulating | faktor stimulujici kolonie

GM-CSF factor granulocytl a makrofagu

HAEC human aortic endothelial cells lidské endotelové bunky aorty

HG high glucose vysoka glukdza

HIF-1a hypoxia-induced factor lalpha hypoxii indukovatelny faktor 1alfa
hypoxanthin

HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyl transferase 1 | fosforibosyltransferaza 1

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1 mezibunécna adhezni molekula 1

IFN-y interferony interferony

IL-1 interleukin-1 interleukin-1

INZ inzulin inzulin

IRS1 intracellular substrate for INZ intracelularni substrat pro INZ

KLF6 Kripple-like factor 6 Kripple-like faktor 6

KVS kardiovaskularni kardiovaskularni

LDL low density protein nizkodenzitni protein

L-ENG long-endoglin dlouhy endoglin
antigen spojeny s funkci lymfocytt

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen 1 1
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LXR liver X nuclear receptor jaterni X jaderny receptor
Macl macrophage-1 antigen antigen makrofagu 1
MAN mannitol mannitol
mitogenem aktivovana proteinova
MAPK mitogen-activated protein kinase kindza
MMP-14,
MT1-MMP | matrix metalloproteinase-14 matrixovd metaloproteinaza-14
nicotinamide adenine dinucleotide | nikotinamid  adenin  dinukleotid
NADPH phosphate fosfat
NF-kB nuclear factor kappa B nukledrni faktor kappa B
NG normal glucose normalni glukdza
NO nitric oxide oxid dusnaty
oGTT oral glucose - tolerance test oralni glukézo-toleranéni test
oxidované lipoproteiny o nizké
oxLDL oxidized low density lipoprotein hustoté
PBS phosphate buffer fosfatovy tlumivy roztok
PCR polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce
PGH: prostaglandin H; prostaglandin H;
PI3K phosphatidylinositol-3-kinase fosfatidylinositol-3-kindza
PMT photomultiplier tubes fotondasobice
PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand 1 P-selektin glykoproteinovy ligand 1
receptory pro produkty pokrocilé
RAGE receptors for advanced glycation products glykace
nuclear factor kappa-B subunit | podjednotka nukledrniho faktoru
RELA phosphorylated on carbon 65 kapa-B fosforylovana na uhliku 65
ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku
rRNA ribosomal RNA ribozomalni RNA
SsENG soluble endoglin solubilni endoglin
S-ENG short-endoglin kratky endoglin
solubilni  mezibuné¢na adhezni
sICAM-1 soluble intercellular adhesion molecule 1 molekula 1
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Spl stimulating protein 1 stimulaéni protein 1
SP-1 specific protein 1 specificky protein 1
SSC side scatter postranni rozptyl
TGF-B transforming growth factor beta transformujici rGstovy faktor beta
TNF-a tumor necrosis factor-alfa tumor nekrotizujici faktor-alfa
tPA tissue plasminogen activator tkanovy aktivator plazminogenu
TXA2 thromboxane A2 tromboxan A2
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 cévni adhezni molekula 1
VE-cadherin | vascular endothelial-cadherin vaskularni endotelovy kadherin
vaskuldrni  endotelovy  rlstovy
VEGF vascular endothelial growth factor faktor
receptor typu 2 vaskuldrniho
VEGFR-2 vascular endothelial growth factor receptor 2 | endotelového rlistového faktoru
WHO world health organization svétova zdravotnicka organizace
ZP zona pellucida zéna pellucida
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