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ABSTRAKT

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

Nazov diplomovej prace: Sledovanie zmeny expresie vybranych ukazovatelov
u glukézou indukované endotelové dysfunkcie in vitro.

Autor: Alexandra Hudecova
Veduci diplomovej prace: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Ciel prace: Ciefom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i nova monoklonalna protilatka
carotuximab ovplyviuje expresiu endoglinu a dalSich biomarkerov endotelovej
dysfunkcie (eNQOS, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin), u ludskych aortdlnych endotelovych

buniek, ktoré boli vystavené pbésobeniu vysokej hladiny glukdzy.

Metddy: Ludské aortdlne endotelové bunky (HAEC) boli po dobu 72 hodin vystavené
posobeniu vysokej hladiny glukézy (45 mmol) apo dobu 12 hodin p6sobeniu
carotuximabu (300 pg/ml). Pomocou real-time PCR sme zmerali génovl expresiu
endoglinu, eNOS, ICAM-1, VCAM-1, E-selektinu. Metddou prietokovej cytometrie sme

zmerali proteinové hladiny endoglinu a ICAM-1.

Vysledky: Génova expresia endoglinu a vSetkych biomarkerov endotelovej dysfunkcie
bola po poOsobeni vysokej glukdzy signifikantne zvySena. Po pridani carotuximabu
k vysokej glukdze doslo k signifikantnému zvySeniu génovej expresie u eNOS, zatial ¢o
u endoglinu ani ostatnych markerov endotelovej dysfunkcie nebol zaznamenany
signifikantny rozdiel. Proteinova hladina endoglinu bola po pdsobeni vysokej glukdzy
signifikantne zvysena a po pridani carotuximabu doslo k vyraznému poklesu endoglinu.
Podobne, proteinova hladina ICAM-1 bola po vysokej glukdze signifikantne zvysen3,
avsak pridanie carotuximabu viedlo k jej dalsSiemu narastu.
Zaver: Tieto vysledky dokazuju, Ze carotuximab ma vplyv na glukdzou-indukovanu
expresiu endoglinu a ostatnych biomarkerov endotelovej dysfunkcie, avSak presny

dopad tychto dejov musi byt dalej preskimany.

Klucové slova: endoglin, endotelova dysfunkcia, hyperglykémia, carotuximab (TRC 105)



ABSTRACT

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

Title of Diploma Thesis: Monitoring the change in expression of selected indicators in
the glucose induced endothelial dysfunction in vitro.

Author: Alexandra Hudecova
Supervisor of Diploma Thesis: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Background: The aim of this diploma thesis was to determine, whether the new
monoclonal antibody carotuximab affects the expression of endoglin and other
biomarkers of endothelial dysfunction (eNOS, ICAM-1, VCAM-1, E-selectin) in human

aortic endothelial cells exposed to high glucose.

Methods: Human aortic endothelial cells (HAEC) were exposed to high glucose levels (45
mmol) for 72 hours and carotuximab (300 pg/ml) for 12 hours. We measured the gene
expression of endoglin, eNOS, ICAM-1, VCAM-1, E-selectin by real-time PCR. We

measured endoglin and ICAM-1 protein levels by flow cytometry.

Results: Gene expression of endoglin and all biomarkers of endothelial dysfunction was
significantly increased after high glucose. After the addition of carotuximab to high
glucose, we observed a significant increase in gene expression of eNOS, while no
significant difference was measured in endoglin or other markers of endothelial
dysfunction. Protein levels of endoglin were significantly increased after high glucose
and after the addition of carotuximab we observed a significant decrease in protein
levels of endoglin. The protein levels of ICAM-1 were significantly increased after high
glucose and the addition of carotuximab led to a further increase of ICAM-1 protein

levels.

Conclusion: These results demonstrate that carotuximab has an effect on high glucose-
induced expression of endoglin and other biomarkers of endothelial dysfunction, but

the consequences of these results need to be further investigated.

Key words: endoglin, endothelial dysfunction, hyperglycemia, carotuximab (TRC 105)



1. UVOD

Endotel, najvacsi organ v tele, je umiestneny medzi stenou krvnych ciev a krvnym
obehom [1]. Endotelové bunky sa podielaju na regulovani vaskuldrneho tonu, trombdzy
a hemostazy ale aj zapalovych reakcii scielom zachovat normalne fungovanie
v obehovom systéme [2]. NajznamejSou vazodilatacnou latkou produkovanou
endotelom je oxid dusnaty. Na druhej strane endotel uvolfiuje vazokonstriktory ako su

endotelin-1, angiotenzin I, tromboxan A2 a reaktivne formy kysliku [1].

Rozne skodlivé podnety ako je oxidacny stres azapal moézu viest krozvoju
endotelovej dysfunkcie [2]. Dysfunkcia mdZe nastat pri nerovnovahe medzi dilatacne a
vazokonstrikéne poOsobiacimi faktormi ¢i medzi antikoagulatne a prokoagulacne
posobiacimi faktormi [3]. Endotelova dysfunkcia je doleZitym predstupfiom v
patogenézii aterosklerézy a podiela sa aj na patofyzioldgii rbéznych foriem
kardiovaskuldrnych choréb: arteridlnej hypertenzie, ischemickej choroby srdca, zlyhani
srdca a diabete mellitus [1]. Pri zapalovom procese sa na prestupe leukocytov do
subendotelovej Casti podielaju aj adhézne molekuly a zucastfiuju sa teda aj rozvoja

dysfunkcie endotelu [4].

NajcastejSou formou diabetu mellitus (DM) je DM 2.typu, ktory predstavuje 90%
diabetikov. Vznikda na zaklade rezistencie periférnych buniek na inzulin ajeho
nedostatoénej sekrécie [5]. Toto ochorenie je teda charakteristické chronickou
hyperglykémiou. Predpokladd sa, Ze hyperglykémia vytvara nerovnovdhu medzi
dostupnostou NO a reaktivnymi formami kysliku (ROS), ale aj reaktivnych foriem dusiku,
¢o vedie kendotelovej dysfunkcii. Hyperglykémia spoOsobuje vysSSiu produkciu
adhéznych molekul a cytokinov, ¢o aktivuje zadpalové bunky v cievnej stene. Pri stave

hyperglykémie je zvysena aj nachylnost k tvorbe trombov [6].

Endoglin je transmembranovy protein, ktory je pritomny u endotelovych buniek
a podiela sa na aktivacii TGF-B signalizacnej drahy [7]. Zmeny expresie a funkcie
endoglinu su spojené sroznymi patologickymi stavmi ako napriklad: nadorové

ochorenia, angiogenézia, zdpalové stavy a endotelova dysfunkcia [8]. Dolezitu ulohu



zohrava aj pri arteridlnej hypertenzii, metabolickom syndrome, cukrovke a inych

kardiovaskularnych ochoreniach [9].

Carotuximab (TRC 105) je monoklonalna protilatka, ktord sa viaze na humanny a
mysi endoglin. Po naviazani dochadza k zablokovaniu signaliza¢nej kaskady endoglinu
avysledkom je inhibicia angiogenézie [10, 11], takie sa jedna o potenciondlne

protinddorové liecivo [12].

Tato diplomovad praca sa venuje sledovaniu zmien v génovej expresii
a proteinovych hladinach u biomarkrov dysfunkcie endotelu pod vplyvom pdsobenia

vysokych hladin glukdzy a lie¢iva TRC 105.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Endotel

Endotel je tvoreny tenkou vrstvou endotelovych buniek (endothelial cells, EC),
ktora oddeluje cievny limen od okolitych tkaniv [13]. Cievne endotelové bunky lemuju
cely obehovy systém - od srdca aZ po tie najmensie kapilary. V minulosti bol povazovany
za obal a nemal Ziadne Specifické funkcie iba poskytovanie selektivnej permeability pre
vodu a elektrolyty. Postupné pokroky viedli k lepSiemu pochopeniu komplexnej funkcie

tohto velkého endokrinného organu [14].

Endotel je tvoreny tesne priliehajucimi bunkami [13]. Tie su navzdjom prepojené
roznymi typmi adhéznych Struktur alebo spojmi typu bunka - bunka. Na zaklade

morfoldgie a ich funkcie boli popisané tri zakladné typy spojov medzi bunkami.

1. Tesné spoje - tight junctions
2. Adherencné spoje - adherens junctions

3. Spojovacie medzery - gap junctions [15]

EC su polarizované - luminalnu membrdnu maju priamo vystavenu k cirkulacii
krvi, bazolaterdlny povrch smeruje k tkanivam a je od nich oddeleny bazolateralnou
glykoproteinovou membranou, ktora je ukotvend a vyluCovand samotnymi EC. V
zavislosti od organu a tkaniva sa ich tvar meni, ale vo vSeobecnosti mdzeme povedat, Ze
su tenké a mierne pretiahnuté. Ich rozmery st popisané zhruba dizkou 30-50 pm, $irkou

10-30 pum a hrubkou 0,1-10 um [16].

Stena tepny (viz. obrazok ¢. 1) pozostava z troch vrstiev — tunica externa
(vonkajsia vrstva) je tvorena tzv. spojivovym tkanivom, v ktorom prevladaju kolagénne
a elastické vlakna. Stredna vrstva - tunica media, je tvorenda bunkami hladkého svalstva

a vnutorna vrstva - tunica intima obsahuje EC tvoriace lem cievnej steny [17].

Okrem celej rady dalSich procesov endotel reguluje aj bariérové vlastnosti
vaskularnej steny. V zdravom stave reguluje priechod tekutin a Zivin nie len do tkaniv a
organov, ale aj von z nich. Za patologickych podmienok moze byt funkcia endotelovych

buniek vaine narusend a modZe nastat akutny vaskuldarny stav — tazkd sepsa a
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anafylakticky Sok alebo chronicky vaskuldrny stav - diabetickd retinopatia Cdi

aterosklerdza [13].

Obrazok 1: Stavba steny tepny

The Structure of an Artery Wall

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

Endothelium

External elastic
membrane Internal elastic

membrane

Obrdzok zndzorriuje stavbu steny tepny (The structure of an artery wall). Viavo je
vonkajsia vrstva (tunica externa), potom nasleduje vonkajsia elasticka membrdna (external
elastic membrane), dalej strednd vrstva (tunica media), ktord obsahuje bunky hladkého
svalstva (smooth muscle). Nasleduje vnutorna elastické membrdna (internal elastic membrane)
a monovrstva jednotlivych endotelovych buniek, ktord je stucastou vnutornej vrstvy (tunica

intima).

Prevzaté z: en.wikipedia.org, Tunica externa [online] dostupné na:

https://en.wikipedia.org/wiki/Tunica_externa#Structure [17.3.2021]
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2.1.1 Funkcie endotelu

Hemostadza

Aby bola zachovana bariérova funkcia endotelu je potrebné po naruseni cievy
rychlo toto poskodenie opravit. Ak dojde k poraneniu tkaniva, ¢asto dochddza aj k
poraneniu cievy. To iniciuje, aby endotel zahdjil procesy zamerané na zastavenie
krvadcania. Tento proces sa nazyva koaguldcia — tvorba pevnych krvnych zrazenin, ktoré
upchavaju otvor v cieve a tak zastavuju krvacanie. Avsak je doleZité aby tato funkcia bola
aktivovana v spravnej chvili, pretoZe ked' je aktivovand aberantne moze byt nebezpecnd
a mat fatalne nasledky. V pripade ak sa zrazeniny tvoria nekontrolovane, m6zu upchdvat

cievy, hlavne uzke kapildry, a viest tak k trombdze [18].

Proces hemostazy je prisne regulovany a zdvisly na Uplnej kaskade proteazovych
aktivit a na proenzymoch. Na tvorbe zrazeniny sa podielaju prokoagulaéné molekuly.
Proces je iniciovany odhalenim tkaninového faktoru (TF), ktory je exprimovany
subendotelovymi bunkami, a normalne je teda skryty v neporusenej vrstve. Ked
dochadza k zraneniu, tento tkanivovy faktor je vystaveny krvi a interaguje s dalSim

faktorom - Vlla. Tymto do6jde k aktivacii koagulacnej kaskady [18].

Aktivacia koagulaénej kaskady je zakonéend tvorbou fibrinu z fibrinogénu.
Fibrinogén sa meni na lepkavu latku, ktord vytvara siet pre aktivované krvné dosticky.
Podporuje tym tvorbu zrazeniny. Vzniknuté tromby moéziu byt behom hojenia

degradované protedzami, napriklad plazminom [18].

Vaskularny tonus

Vaskuldrny tonus je rovnovazne regulovany prostrednictvom vazodilatacnych a
vazokonstrikénych faktorov. Hlavnym cielom je udrzanie krvného tlaku a prietoku krvi.
EC vysielaju parakrinné signaly do buniek hladkého svalstva. Tie m6zZu vyvolat stah cievy

alebo naopak jej uvolnenie [18].

NajdélezitejSi vazodilataény Ccinitel je oxid dusnaty (NO). EC ho produkuju
neustdle, ale jeho produkcia méze byt ovplyvnena dalsimi faktormi. NO je syntetizovany

z kysliku a aminokyseliny L-argininu pomocou enzymu endotelova NO syntaza (eNOS).
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NO prechadza do buniek hladkého svalstva, kde stimuluje guanylat cykldzu (GC), ¢o
vedie k tvorbe cyklického guanozin 3°5’- monofosfatu (cGMP) a ndsledne k relaxacii ciev

[15].

V pripade nedostatku kyslika v tkanivach, endotel generuje nie len NO, ale aj
prostaglandin 12, hlavne z dévodu zvySeného prietoku krvi [3]. V bunkach hladkého
svalstva spOsobuje aktivaciu adenylat cyklazy (AC) a naslednu tvorbu cyklického

adenozin 3°5’- monofosfatu (CAMP).

Medzi najdélezitejSie Cinitele, ktoré p6sobia vazokonstrikéne patri endotelin-1
(ET-1), tromboxan A2 (TXA2), prostaglandin H2 (PGH2) a angiotenzin Il. ET-1 je tvoreny
vyluéne EC ajednd sa o peptid. Posobi silne konstrikéne, ¢im moZze vyvolat aZ stav
ischémie alebo arytmie. ET-1 vykazuje aj prozdpalové a promitogénne vlastnosti.
Existuju dva rézne typy receptorov v EC pre ET-1, prvy typ ET-A a druhy ET-B, ktoré vedu
k vazokonstrikcii a proliferécii buniek hladkého svalu ciev [3]. TXA2 a PGH2 vedu k
aktivacii tromboxanovych receptorov na dosti¢kach a bunkach hladkého svalstva ciev, a
posobia teda antagonisticky vo¢i NO. Angiotenzin | je premiefany na angiotenzin Il
prostrednictvom angiotenzin konvertujiceho enzymu. To vedie k degradacii
bradykininu, ktory ma vasodilata¢né ucinky. Angiotenzin Il nasada na angiotenzinové
receptory a tie dalej stimuluju tvorbu ET-1 a dalSich mediatorov. Nastdva
vazokonstrikcia [3]. Mechanizmus vazodilatdcie a vazokonstrikcie je zobrazeny na

obrazku ¢. 2.
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Obrazok 2: Vazodilatdcia a vazokonstrikcia
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Obrdzok A popisuje proces vazodilatdcie (relaxation). Po stimuldcii receptorov
endotelovych buniek (endothelial cells) agonistami (agonists) sa aktivuje enzym NO syntdza a
dochddza k tvorbe NO z L-argininu. NO ndsledne prechddza do buniek hladného svalstva v
cievach (vascular smooth cells), kde aktivuje GC, ktord premieria GTP (guanozin-trifosfdat) na
cGMP. To vedie k dilatdcii buniek. Obrdzok B popisuje kontrakciu buniek hladkého svalstva
(contraction). V endotelovych bunkdch po aktivdcii receptorov angiotenzinom I, adrenalinom
alebo trombinom, dochddza k premene preproEndotelinu (preproET) na proEndotelin (proET) a
ndsledne z tejto formy vznika Endotelin-1 pomocou Endotelin konvertujuceho enzymu (ECE).
Endotelin-1 prechddza do buniek hladkého svalstva, stimuluje svoje receptory (ET-A) ¢o vedie k
aktivdcii fosfolipdzy C (PLC) a dochddza k zvySeniu hladiny inozitol-trifosfatu a Ca2+ idnov.

Vysledkom je kontrakcia buniek hladkého svalstva.

Prevzaté z: Endothelial cell functions [15]
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Angiogenéza

Jednd sa o tvorbu novych krvnych ciev, ktora je potrebnd behom vyvoja a rastu,
ale je spojena aj s opravou tkaniv a obnovenim dodania kysliku a metabolitov napriklad

pri ischemickych stavoch alebo v pripade zéapalu.

Pri angiogenéze dochddza k aktivacii EC a jednotlivé bunky z existujucich ciev
zaénu migrovat v smere gradientu vaskularneho endotelového rastového faktoru
(vascular endothelial growth factor, VEGF), ktory je produkovany pri hypoxickych
podmienkach [18].

Permeabilita

EC vytvaraju vo vacsine organov dynamickd bariéru medzi krvou a tkanivami. Za
normalnych podmienok dochadza ku konstantnému prepustaniu rozpustnych latok a
malych molekul, ale prechod vacésich molekul a buniek je uz obmedzeny [19]. Malé
molekuly prechadzaju pomocou difuzie, ktord je riadena koncentraénym gradientom
[20]. Malé lipofilné latky sa moZu rozpustat v membranach EC a tak prechadzat z

cievneho liumen do intersticia [20].

Leukocyty maju schopnost migrovat z cievneho systému do miesta poranenia, ¢o
je nevyhnutné napriklad pri zapale. Ich prestup vyZzaduje molekuldarne mechanizmy,
ktoré umoinia rozpoznat miesta zapalu. Rozpoznanie a vytvorenie kontaktu sa
uskuto€nuje prostrednictvom adhéznych molekudl. Patria sem molekuly, ktoré su
exprimované na bunkdch endotelu - napriklad medzibunkova adhézna molekula
(intercellular adhesion molecule-1. ICAM-1) alebo cievna adhézna bunkova molekula

(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) [15].

Permeabilita je ovplyvnena aj zapalovymi cytokinmi ako je bradykinin a histamin
ale napriklad aj rastovym faktorom VEGF. TaktieZ stav po akitnom infarkte myokardu

moze spdsobovat zmeny v permeabilite endotelu [19].
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2.2 Dysfunkcia endotelu

Endotelova dysfunkcia (endothelial dysfunction, ED) nastava pri nerovnovahe
medzi dilatatne a vazokonstrikéne poOsobiacimi faktormi, medzi antikoagulaéne a
prokoagulac¢ne posobiacimi faktormi a medzi rastovymi faktormi. Poskodenie endotelu
méze byt mechanické (fyzikdlne), napriklad pri ochoreni ako je arteridlna hypertenzia.
Na druhej strane sa moZe jednat o poskodenie biochemické, napriklad pri
hypercholesterolémii, diabete mellitus alebo fajéeni [3]. Vznik ED schematicky

znazornuje obrazok €. 3.

2.2.1 Priciny vzniku ED
Oxidativny stres

Oxidativny stres vznikd, ked produkcia reaktivnych foriem kysliku (reactive
oxygen species, ROS) prevysi vlastnu antioxidaénu obranu. ROS su druhymi poslami v
signalnych kaskadach na udrzanie homeostdzy v bunkach. Zvysenie ich mnoZstva mozie
viest k poskodeniu bunkovych Struktur a zhorseniu ich funkcie. Vysoka reaktivita kysliku
tiez predstavuje riziko napadnutia akejkolvek molekuly (protein, lipid, DNA-
(deoxyribonukleova kyselina)). Rovnovahu udrziava prave antioxidacny systém. Niekedy
moze byt tdto rovnovdha narusend a vtedy hovorime o zmene prooxidacnej-
antioxidacnej rovnovahy [21]. ZvySeny oxidativny stres bol popisany pri réznych
ochoreniach, napriklad arteridlnej hypertenzii, aterosklerdze, cievnej mozgovej prihode

Ci diabete mellitus [14].

Nedostatok oxidu dusnatého

Endotel uvolfiuje jednu z najdélezitejsich vazodilataénych [atok a to je NO. Ten
poOsobi vazodilatacne, inhibuje zapalovu reakciu a ma antiagregacné ucinky na krvné

doticky.

Enzym NO syntaza sa podiela na tvorbe NO. Funkcia tohto enzymu moéze byt
znizena endogénnymi alebo exogénnymi inhibitormi. Nedostatok NO ale méze sp6sobit

aj nepritomnost substratu L-argininu [1].
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Taktiez bolo publikované, Ze oxidativny stres potlacduje tvorbu NO tym, Ze sa
namiesto neho tvori peroxynitrit, cytotoxicky oxidant. Ten sp6sobuje nitraciu bielkovin
a nasledné posSkodenie endotelu. Peroxynitrit je dolezity medidtor oxidacie
lipoproteinov s nizkou hustotou (low density lipoproteins, LDL) a ma teda
proaterogénne vlastnosti. Oxidacny prebytok priamo suvisi s pro-zapalovym stavom v
stendch ciev. ROS zvySuje expresiu adhéznych molekul (ICAM-1 a VCAM-1) a
chemotaktickych molekul (monocyte chemoattractant peptide-1, MCP-1). Pri zapale je
pritomny aj C-reaktivny protein (CRP), u ktorého bolo dokdzané priame zniZovanie

aktivity eNOS [1].

2.2.2 Nasledky ED
Arteridlna hypertenzia

Na jednej strane niektoré Studie uvadzaju, Ze ED spOsobuje arteridlnu
hypertenziu (AH). Na strane druhej iné Studie tvrdia, Ze AH vedie k poskodeniu funkcie
endotelu. Nie je preto zname, Ci je AH vysledkom alebo pri¢inou tohto poskodenia. U
pacientov s hypertenziou sa casto zistila nizSia produkcia endotelovych vazodilata¢nych
faktorov, popripade ich neucinnost a nadprodukcia vazokonstrikénych Iatok.
Hypertenzné stavy tiez vedu k zvySenému oxidaénému stresu z dbévodu zniZenej
dostupnosti NO. Vyssi oxidaény stres moZe byt tieZz spbésobeny pritomnostou

angiotenzinu Il, ktory stimuluje NADPH-oxidazu k tvorbe ROS [14].

Ateroskleroza

Aterosklerdza (ATS) postihuje hlavne velké a stredne velké artérie a je pre fu
typicka ED, vaskuldrny zapal, hromadenie lipidov, vapniku a bunkového odpadu v cievnej

stene [22].

Zmeny funkcie endotelu nastavaju uz pred samotnym zaciatkom Strukturalnych
aterosklerotickych zmien. Pri ED sa priepustnost endotelu vyrazne zvysuje, pretoze
dochadza k nepomeru medzi vazoaktivnymi a hemokoagulaénymi ¢initelmi. To vedie k
vy$Sej adhézii a priepustnosti pre lipidy a makrofagy [23]. Za mozné priciny poskodenia

endotelu sa povazuju tukové &astice LDL, infekéné agens a toxiny. Monocyty prestupuju
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do subendotelovej vrstvy, kde pohlcuju lipidy a vznikaju z nich tzv. ,penové bunky”. Tie
vylucuju latky, ktoré mozu endotel poskodzovat alebo mo6zu podporovat proliferaciu

hladkych svalovych buniek [22].

Obrazok 3: Vznik a ndsledky endotelovej dysfunkcie
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Obrazok popisuje zmenu normdlnej funkcie endotelu na dysfunkény. DLP (dyslipidémie),

hypertenzia, diabetes a fajcenie su pricinami vzniku ED.

Prevzaté z: Endotelidlni dysfunkce- prvni stadium aterosklerozy [23]

Diabetes mellitus 2.typu

Diabetes mellitus 2.typu (DM2) je charakteristicky vyskytom hyperglykémie,
dyslipidémie a inzulinovej rezistencie. Tieto faktory p6sobia aterogénne a narusuju

funkciu artérii. U diabetikov je znizené mnozstvo NO z troch dévodov:
1. zvySend degradacia
2. znizena biologicka dostupnost
3. pritomnost asymetrického dimetylargininu, ktory priamo inhibuje eNOS

Zucastnuju sa na tom prave vysokd hladina glukdzy, volné mastné kyseliny
a adipokiny (cytokiny z tukového tkaniva).
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Dal3ou pri¢inou ED u DM2 je priame pdsobenie glukdzy na proteiny endotelu,
nasledkom c¢oho proteiny uvolfuju latky, ktoré potenciuju produkciu zdpalovych

cytokinov a expresiu adhéznych molekul pre leukocyty [24].

2.3 Endoglin

Endoglin (Eng) je protein znamy aj ako CD 105 (cluster of differentiation 105)
alebo receptor typu Il transformujiceho rastového faktoru beta (transforming growth
factor B, TGF-B) [25]. Podiela sa na regulacii proliferacie, diferenciacie a migracie buniek.
V tele sa nachddza v endotelovych bunkach, makrofagoch, bunkach hladkého svalstva a
daldich [7, 26]. Eng je sucastou signdlnej drahy, ktora ovplyviiuje expresiu eNOS
v endotelovych bunkach. Podla in vitro Studii Eng zohrava Ulohu v procese zapalovej
adhézie trombocytov k cievnej stene a pri infiltracii leukocytov [27]. Zistilo sa, Ze zmeny
v expresii Eng su spojené s roznymi patologickymi stavmi ako napriklad: hereditarna
hemoragicka telangiektdzia, nadorové ochorenia, angiogenézia, zdpalové stavy, ED a
fibréza [8]. Eng zohrdva ulohu aj pri AH, preeklampsii, metabolickom syndréme, diabete

mellitus a inych kardiovaskularnych ochoreniach [9].

2.3.1 Struktura endoglinu

Eng je 180kDa homodimérny, transmembranovy receptor, ktory prestupuje
membranu jedenkrat. Obsahuje kratku cytoplazmaticki doménu (47 aminokyselin),
membranovu hydrofébnu doménu a vacsiu extraceluldrnu doménu (561 aminokyselin).

Disulfidické mostiky zabezpecuju jeho stabilizaciu [7].

Extraceluldrna doména pozostava z tzv. orphan ¢asti (oprhan = sirota, nie je
zndama podobnost so Ziadnymi inymi proteinovymi rodinami) a zo zona pellucida (ZP),
ktora sprostredkovava protein-protein interakcie. Sucastou ZP domény je sekvencia
arginin-glycin-asparagova kyselina (RGD), ktora zabezpecuje rozpoznanie a viazanie

integrinov alebo inych RGD receptorov [28] [8].

Okrem ,beznej formy”“ endoglinu (L-endoglinu) existuje aj kratSia varianta S-
endoglin (short endoglin, S-Eng). M4 kratSiu cytoplazmaticki doménu (14 aminokyselin)

a chyba mu miesto pre fosforylaciu a interakéné miesta proteinov. To ma za nasledok
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funkéné rozdiely medzi S- a L-endoglinom [7]. Struktura Eng je zobrazena na obrazku ¢.

4.

Obrdzok 4: Struktira endoglinu a solubilny endoglin

Soluble Endoglin Soluble Endoglin
dimer monomer

Orphan __ RGD motif
domain
Matrix \
metalloprotease
ZP. — cleavage
domain

Vlavo na obrdzku je zobrazeny membrdnovy Eng (membrane endoglin) ako dimer

Membrane Endoglin

spojeny disulfidickymi mostikmi, ktory prestupuje mebrdnou 1x a ktorého extraceluldrna
doména sa deli na ,,orphan” doménu (orphan domain) a zona pellucida doménu (ZP domain).
RGD motif (arginyl-glycyl-aspartic acid), je Struktura, ktord umoZriuje rozpoznat miesto viazania
integrinov. Matrixovd metalloproteindza (matrix metalloprotease) zabezpecluje Sstiepenie
membrdnového Eng za vzniku rozpustného (soluble endoglin) a uvoltiuje ho do cirkuldcie.

V cirkuldcii sa sEng méZe vyskytovat ako dimer alebo ako monomer.

Prevzaté z: Membrane and soluble endoglin role in cardiovascular and metabolic
disorders related to metabolic syndrome [8]

2.3.2 Signaliza¢na kaskada

Cytoplazmaticka doména je pomocnou zlozkou TGF-B receptorového komplexu.
Fosforylacia serin/threoninu pomocou Scr kinazy, reguluje interakciu so signalnymi
receptormitypu | - ALK 1 a ALK 5 (activin receptor-like kinase 1 a 5) a receptormi typu I,
napriklad TGFBRII, prostrednictvom ktorych moduluje bunkové odpovede. Tento
receptorovy komplex je teda schopny viazat rézne ligandy z TGF-B nadrodiny ako
napriklad TGF-B1, TGF-B3, BMP-9 a BMP-10 (bone morphogenetic protein). Naviazanie

tychto ligandov vedie bud k aktivacii SMAD1/5/8 signaliza¢nej kaskady a nasledne;j
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migracii, proliferacii a angiogenéze endotelovych buniek alebo k aktivacii SMAD2/3

signalnej drahy a navodeniu pokojového fenotypu [7, 26, 28] (viz. obrazok €. 5).

L-Eng vedie k aktivacii drahy Eng/ALK-1/SMAD 1/5/8 v EC. Aktivacia tejto
signaliza¢nej kaskddy vedie k migracii, proliferdcii aangiogenéze buniek. S-Eng
pravdepodobne inhibuje migraciu, proliferaciu a angiogenézu aindukuje starnutie
buniek prostrednictvom Eng/ALK-5/SMAD2/3 signdlnej drahy [7, 9]. L-Eng ma
proangiogénne ucinky a zvysuje expresiu eNOS v tele, zatial ¢o S-forma vykazuje ucinky

opacnej povahy [9].

Obrazok 5: Signdlna kaskdada endoglinu
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Naviazanie TGF-8 alebo BMP ligandov vedie k fosforyldcii bud’ ALK-5 (vlavo na obrdzku)
alebo ALK-1 (vpravo na obrdzku) receptorov. Fosforyldcia ALK-5 vyvold ndslednu fosforyldciu
SMAD 2/3, ktory potom vytvori komplex so SMAD 4, a ndsledne spolo¢ne prechddzaju do jadra
bunky. Po fosforyldcii ALK-1 sa fosforyluje SMAD 1/5/8 a po vytvoreni komplexu so SMAD 4, spolu
prechddzaju do jadra. Na obrdzku vpravo je zobrazeny aj enzym MMP14 (matrix
metalloproteinase 14, matrixova metaloproteindza 14), ktord je zodpovednd za Stiepenie Eng a

tvorbu jeho rozpustnej formy — solubilného endoglinu (sEndoglin), ktory cirkuluje v plazme [29].

Prevzané z: Endoglin Targeting: Lessons Learned and Questions That Remain [11]
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2.3.3 Expresia endoglinu

Zvysend hladina Eng bola zistend za urcitych patologickych stavov, ako je
napriklad hemoragickd hereditarna telangiektazia, nddorové ochorenia, hypoxia ci
poranenie cievnej steny. Pre spravnu expresiu Eng je potrebnd pritomnost jeho
transkripénych faktorov ako je Kruppel-like faktor 6 (KLF6) [9], podjednotka 65
nukledrneho faktoru kappa-B (RELA) a peceriovy X receptor (liver X receptor, LXR) [27].

2.3.4 Solubilny endoglin

Solubilny endoglin (sEng) vznikd odstiepenim extraceluldrnej domény
membranovo viazaného Eng za pomoci matrixovej metaloproteindzy 12 alebo 14 (matrix
metalloproteinase 12 or 14, MMP12 or 14) a ndsledne volne cirkuluje v plazme. ZvySend
koncentracia sEng bola nameranda u pacientov sroznymi kardiovaskuldrnymi
a metabolickymi ochoreniami ako napriklad AH, familidarna hypercholesterolémia,
preeklampsia a diabetes mellitus typu 2 [29], avSak nie je zname, ako sa sEng podiela na
patogenézii tychto ochoreni. Niektoré Studie uvdadzaju, Ze vyvoldva antagonistické
ucinky membranového endoglinu alebo viaZze ligandy TGF-B signalizacnej kaskady. sEng
sa mozZe viazat napriklad na volne cirkulujuci TGF-B1 a vznik tejto vdzby znemozni
naviazanie TGF-B1 na membranovy endoglin, ktory nasledne nie je schopny aktivovat

SMAD2/3 signélnu kaskadu, ktorej sicastou je aj eNOS[30].

2.3.5 Funkcia endoglinu a jeho vztah k endotelovej dysfunkcii

Bolo publikovanych niekolko Studii, ktoré sa zaoberaju ulohou Eng v ATS,
konkrétne ¢i Eng pbsobi aterogénne alebo antiaterogénne, avsak vysledky tychto studiu
su v celku kontroverzné [9]. Hypoteticky model arola Eng u ATS je zndzornend na

obrazku ¢. 6.

Enzym eNOS je klucovy pre tvorbu NO. Znizenie expresie eNOS je spojené
s rozvojom ED a aterogenézie [9]. Niekolko $tudii sa zameralo na skimanie vztahu medzi
Eng, eNOS a spravnou funkciou endotelu. Tieto Studie preukazali, Ze v pripade zmien
hladin Eng méze dojst k rozvoju poruchy funkcie endotelu. [31] Zistilo sa, Ze Eng sa

podiela na aktivacii a stabilizacii eNOS, a Ze po in vitro stimuldcii tumor nekrotizujucim
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faktorom a (tumor necrosis factor a, TNF-a) sa expresia Eng/eNOS znizuje [32]. Ind in
vivo Studia taktieZ preukazala, Ze navodenie hypercholesterolémie (po dobu 2 mesiacov)
vedie k znizenej expresii Eng/eNOS/SMAD 2/3 v aorte a k zvysSeniu hladiny sEng v plazme
[33].

Na druhej strane, Eng ale zohrava zasadnu ulohu aj pri zapalom indukovane;j
adhézii a transmigracii leukocytov cez endotel a pri akutnej faze zapalu, takie je

dolezitou zlozkou pri regulacii odpovedi na Skodlivé podnety [33].

Dodatocne, solubilnd forma Eng hra délezitu ulohu v preeklampsii, hypertenzii a
inych ochoreniach spojenych s ED. Zvysené hladiny sEng v plazme dalej m6Zzeme ndjst

u pacientov s hyperglykémiou ¢i hypercholesterolémiou [9].

Avsak mozna uloha Eng ako potencidlneho spustaca ED musi byt predmetom

dalSieho skimania [34].
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Obrazok 6 : Hypoteticky model roly endoglinu u aterosklerézy

Na obrdzku je zndzornend funkcia Eng. Eng tvori komplex s TGF-BRIl a TGF-81 a tento
komplex méze aktivovat bud'signdlnu kaskddu ALK1/pSMAD1/5, ktord povedie k aktivdcii VEGF
a teda ochrane endotelu prostrednictvom eNOS, alebo neovaskularizdcii. Na druhej strane sa
mébZe aktivovat kaskdda ALK5/pSMAD2/3, ¢o povedie k zvyseniu produkcie eNOS a ochrane
endotelu, protizdpalovému efektu inhibiciou NF-kB (nuclear factor kappa B, nukledrny faktor
kappa B) a stabilizdcii platu aktivdciou transkripcného faktoru skorej rastovej odozvy (early
growth response-1, EGR-1). Aktivdcia tejto kaskddy méZe predstavovat ochranny mechanizmus

pred aterosklerdzou.

Prevzaté z: The role of endoglin in atheroslerosis [9]
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2.4 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) je skupina metabolickych choréb charakterizovana
chronickou hyperglykémiou [5]. Za hyperglykémiu sa povaZuje stav, kde nie je glukdza
transportovana do buniek a zostava teda v extracelularnej tekutine. Pri¢inou méze byt
celd rada dovodov spojenych s absolitnym alebo relativnym nedostatkom inzulinu [35],
ako napriklad porucha sekrécie inzulinu, porucha pésobenia inzulinu alebo kombinacia

oboch tychto faktorov [5].

Glukéza v nasom tele pochadza bud' z rozloZzeného Skrobu, sachardzy alebo
dalsich sacharidov prijatych z potravy. V ¢ase lacnenia si ju vSak telo mdze vytvarat samo,
bud prostrednictvom glykogenolyzy (rozklad glykogénu) alebo prostrednictvom

glukoneogenézy (syntéza glukdzy de novo), na com sa podielaju pecen a oblic¢ky [35].

B-bunky pankreasu su jediné miesto, kde dochadza k syntéze a sekrécii inzulinu.
Hormon sa syntetizuje najskor vo forme preproinzulinu a z neho je vytvarany proinzulin,
(viz. obrazok €. 7). Biosyntéza preproinzulinu prebieha v cytozole bunky. Nasledne je tato
forma inzulinu premiestnend do endoplazmatického retikula bunky, kde sa tvori
proinzulin. Ten sa sklada z B-retazca, A- retazca a C-peptidu. Odstiepenim C-peptidu z

proinzulinu vznikd aktivna forma inzulinu [36].
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Obrazok 7: Biosyntéza inzulinu
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Na obrdzku sa nachddza schéma syntézy inzulinu. Najskér vznikd preproinzulin
(preproinsulin), ktory sa skladd zo signdlnej sekvencie (signal sequence), B-retazca (B-chain), A-
retazca (A-chain) a C-peptidu (C-chain). Odstrdnenim signdlnej sekvencie vznikd proinzulin

(proinsulin). Ndslednym odstiepenim C-peptidu vznika samotny inzulin (insulin).

Prevzaté z: Paty’s endocrinology, [online] dostupné na:

http://patysendocrinology.blogspot.com/2015/ [28.3.2021]

Délezitou funkciou B-buniek pankreasu je vylucovat inzulin, aby udrzoval
fyziologickd hladinu glukdzy v relativne Uzkom rozmedzi [37]. B-bunky inzulin vylucuju
dvojfazovym sp6sobom ako odpoved na stimulaciu glukézou. Glukdza vstupuje do B-
buniek prostrednictvom glukdézového transportéru GLUT-1 a jej rychlym

zmetabolizovanim dochadza k zvySeniu koncentracie ATP (adenosine triphosphate,
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adenozin trifosfat) v bunke. Draslikové kanaly citlivé na ATP sa uzatvoria a draslik sa
hromadi v bunke, ¢o spdsobi depolarizaciu membrany a otvorenie napatovo zavislych
vapnikovych kanalov. Nahromadeny vapnik spusta exocytozu granul s inzulinom (viz.
obrazok €. 8). To vedie k rychlemu narastu a sekrécii inzulinu v tzv. ,prvej faze” [38],
ktord sa tiez oznacduje ako postprandidlna - po jedle [39], ku ktorej dochadza priblizne 5-
10 minut po stimuldcii glukdzou. Postupne rychlost vylucovania inzulinu klesa a nastava
tzv. ,druhd faza“ [38], v ktorej sa inzulin uvolfiuje trvale pocas celého driia v malych
davkach (nazyvana aj pulzna sekrécia inzulinu). Vyznamom tejto faze je udrzat citlivost
inzulinovych receptorov a potlacit glukoneogenéziu v peceni, a tym zabezpedit

normalne hladiny glykémie pocas obdobia la¢nenia [39].

Obrazok 8: Sekrécia inzulinu
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Pomocou transportérov GLUT vstupuje glukdza (glucose) do B-buniek pankreasu.
Glykolyzou (glycolysis) sa glukéza zmetabolizuje za vzniku ATP, ktoré zablokuje ATP-senzitivny
draslikovy kandl, co spésobi hromadenie draselnych ionov, a to vedie k depolarizdcii napétovo
riadenych vdpenatych kandlov. Zvysend koncentrdcia vdpenatych idnov vyvold exocytdzu

(exocytosis) granul naplnenych inzulinom.

Prevzaté z: Insulin secretion- the untold story [online] dostupné na:

https://www.firstclassmed.com/articles/insulin-secretion [28.3.2021]
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Prevazna vacsina pripadov DM spada do dvoch Sirokych etiopatogenetickych

kategorii:

2.4.1 Diabetes mellitus 1.typu

Diabetes mellitus 1.typu (DM1), predstavuje jedno z viac ako 80 ochoreni, ktoré
sa povazuju za autoimunitné [37]. Tato forma predstavuje 5-10% pacientov s DM. DM1
sa najCastejSie objavuje v detstve a v dospievani, ale mdze sa vyskytnut aj neskér. Je
znamy tiez ako diabetes zdavisly na inzuline ¢i juvenilny diabetes. Nastdva z dévodu
bunkovo-sprostredkovanej autoimunitnej destrukcie B-buniek pankreasu [5]. Za
markery imunitnej destrukcie B-buniek sa povazuju autoprotilatky proti B-bunkam
Langerhansovych ostrovéekov pankreasu, vratane autoprotildtok proti inzulinu,
autoprotilatok proti dekarboxylaze glutdmovej kyseliny a autoprotilatky proti
tyrozinfosfatdzam IA-2 and IA-2B. Jedna alebo zvycajne aj viac z tychto autoprotilatok je
pritomnda u 85-90% jedincov (ked sa na zaciatku zisti hyperglykémia nalac¢no).
Autoimunitna destrukcia sa spaja s genetickymi predispoziciami, ale suvisi aj s
environmentalnymi faktormi, ktoré vsak momentalne nie su jasne definované. Rychlost
znic¢enia B-buniek je u pacientov variabilna. U niektorych (hlavne deti) je rychla, u inych
(hlavne dospelych) byva pomalsia. V poslednom $tadiu ochorenia nedochadza k Ziadnej

alebo skoro Ziadnej sekrécii inzulinu a tito jedinci sa stanu zavisli na terapii inzulinom [5].

Typické priznakmi DM1 su polydria, polyfagia, dehydratacia a polydypsia,
pretoze dochadza k rychlemu rozvoju zdvaznej hyperglykémie. Ketoaciddza je spojend s
vyskytom ketolatok v mo¢i a pri prehibenej acidéze dochadza aj k predizeniu dychu, tzv.
Kussmaulovmu dychaniu. Pri acidéze sa mbze vyskytnut aj tzv. foetor acetonaemicus —
aceténovy dych [35]. Dal$imi symptédmami byvaju nevysvetlitelné a vyrazné chudnutie,

Unava, nepokoj, bolest tela [40] alebo ¢asté infekcie [5].

Po zniceni B-buniek pankreasu, organizmus straca kontrolu nad hladinou glukdzy
v krvi, o mOZe mat za nasledok akitne stavy (hyperglykémia, ketoaciddza), ale aj
sekundarne komplikacie (r6zne srdcové ochorenia, poruchy videnia az slepota, zlyhanie

obliciek a dalsie) [37].

29



2.4.2 Diabetes mellitus 2.typu

Touto formou diabetu trpi 90-95% pacientov. V minulosti bol tiez oznacovany
ako diabetes nezavisly od inzulinu, ¢ diabetes zacinajuci u dospelych [5]. Casto sa
objavuje od 6. decénia a rozvoj do 30. roku Zivota je vzacny. Napriek tomu, s ndrastom
obezity v detskom veku, uz boli popisané pripady diabetu 2.typu (DM2) aj u deti [35].
Tato forma diabetu vznikd na zdklade pdsobenia dvoch patogenetickych faktorov:
rezistencie periférnych buniek na inzulin a nedostatoCnej sekrécie inzulinu
posptrandidlne [5]. Inzulinova rezistencia je stav, pri ktorom sa vyZaduje vacsie
mnozstvo inzulinu, na dosiahnutie normalnej odpovede (respektive normalna
koncentracia inzulinu vedie k mensej biologickej odpovedi). Podla poslednej definicie
Medzindrodnej diabetologickej federacie platia pre syndrom inzulinovej rezistencie
kritéria zobrazené v tabulke ¢. 1. V B-bunkdch Langerhansovych ostrovéekov boli tiez

zistené nalezy amyloidu, ktory interferuje so sekréciou inzulinu [35].

Tabulka 1: Kritéria pre syndrom inzulinovej rezistencie

Obvod pdsu =94 cm u eurdpskych muzov
Centralna obezita

Obvod pdsu = 80 u eurdpskych zZien

+ najmenej 2 kritérid z nasledujucej Casti tabulky

bud’ alebo

Triacylglyceroly > 1,7 mmol/I Specificka lie¢ba

HDL cholesterol < 1,03 mmol/I —muzi | Specifickd lie¢ba

HDL cholesterol < 1,29 mmol/l — Zeny

Krvny tlak > 135/85 mmHg Antihypertenzna liecba

Glykémia na la¢no 2 5,6 mmol/I Diagnostikovany DM2.typu

Akutne komplikacie u DM2 su vzacne, pretoze ochorenie ma pozvolny nastup. U
tychto pacientov byvaju hlavné priznaky Unava, mensia telesna popripade aj dusevna
vykonnost, niekedy sa objavi polyudria, polydipsia. Menej casto sa objavuje

hyperglykémia ¢i glykosuria. Vo vela pripadoch k diagnostike dochadza aZ po prejaveni
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sa chronickych komplikacii, najma diabetickej neuropatie a retinopatie, ¢i koznych a
slizni¢nych zdpalov. U tychto jedincov ¢asto dochadza k rozvoju aterosklerézy a s fou
spojenymi organovymi komplikdciami. Znamenda to frekventovanejsi vyskyt infarktu
myokardu, ischemickej choroby dolnych koncatin asrdca alebo cievnej mozgove;j

prihody [35]. Prehlad komplikacii DM je uvedeny na obrdazku €. 9.

Nameranim opakovanej nahodnej glykémie nad 11,1 mmol/l alebo pri
opakovanej glykémii nala¢no nad 7,0 mmol/| je diagndza nepochybna. Zakladom liecby
je Uprava diéty a edukdcia pacienta. AZ v pripade nedostato¢nej kompenzacie diétou sa

zahdji lie¢ba antidiabetikmi [35].

Rizikové faktory pre vznik DM typu 2 su: vek, obezita, nedostatok fyzickej aktivity.
Vyskytuje sa cCastejSie u Zien, ktoré prekonali DM v tehotenstve, u pacientov s
hypertenziou a dyslipidémiou. Casto je spojena s genetickou predispoziciou. Genetika

tejto formy je zlozitd a nie je jasne definovana [5].
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Obrazok 9: Priciny vzniku DM
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Rizikové faktory ako su gény (genes) a Zivotné prostredie (environment), virusy (viruses),

mikrobiom (microbiom), fyzicka aktivity (physical activity) Ci diétne faktory (dietary factors),

méZu viest k zdpalu (inflammation) a autoimunitnej reakcii (autoimmunity) co vedie k zniceniu

B-buniek panreasu (B-cell destruction) alebo tieto rizikové faktory mézZu spésobit zdpal a

metabolicky stres (metabolic stress), co povedie k nefunkcnosti 8-buniek (8-cell dysfunction).

Vysledkom je hyperglykémia (hyperglycemia) a diabetes réznych typov (type 1, type 2, other

forms). Pri dlhodobej hyperglykémii sa rozvijaju komplikdcie (complications). Rozdelujeme ich na

mikrovaskuldrne (microvascular) - retinopatia, nefropatia, neuropatia a makrovaskuldrne

(macrovascular) — ischemicka choroba srdecnd (coronary artery disease), periférne artériové

ochorenie (peripheral arterial disease) a cievna mozgova prihoda (stroke).

Prevzaté z: Differentiation of Diabetes by Pathophysiology, Natural History, and

Prognosis [41]
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2.4.3 Hyperglykémia a jej vztah k endotelovej dysfunkcii

Prevalencia a vyskyt DM sa celosvetovo zvysuje alarmujlcou rychlostou. Prave
DM 2.typu je najcastejsie vyskytujucou sa formou a okrem ovplyvnenia schopnosti tela
spracovat glukdzu je spojeny aj s mikro- a makro-vaskularnymi komplikaciami, a je tiez

povazovany za rizikovy faktor ischemickej choroby srdecnej [6].

Glukéza vstupuje do EC pomocou GLUT-1 transportéru, ktorého aktivita je
riadena hlavne extracelularnou koncentraciou glukézy. Vstup glukézy do EC cez tento
transportér nie je zavisly na inzuline. EC su teda nachylnejsie k poSkodeniu vyvolanému

hyperglykémiou ako ostatné bunky v tele [42].

Bunky st schopné sa do urcitej miery prispésobit zmenam v prostredi. Ked'je ale
prekrocena ich schopnost adaptacie, dochadza k ich poSkodeniu, ktoré sa prejavi zo

zaciatku ako dysfunkcia a neskér vo forme morfologickych zmien [43].

Za normalnych podmienok spdsobuje inzulin zvySenu aktivaciu eNOS, a teda
zvysenu produkciu NO. Avsak inzulinova rezistencia u diabetikov tento fyziologicky
proces potlacuje, ¢o spbsobuje znizenu sekréciu NO. Okrem toho inzulin aktivuje

signalnu drahu, ktorej vysledkom je expresia vazokonstrikéného ET-1 [43].

Predpoklada sa, Ze hyperglykémia vytvara nerovnovahu medzi dostupnostou NO
a ROS, ale aj reaktivnych foriem dusiku, ¢o vedie k ED [6]. Dal3ie poskodenie endotelu
moze byt nasledkom zvysenej produkcie koncovych produktov pokrocilej glykacie (AGEs,
advanced glycation end products) a zvySenej expresie AGE receptorov. Vazbou AGEs na
vlastny receptor dochddza k zvysSenej tvorbe superoxidu, ktory podporuje zdapal.
Hyperglykémia tiez aktivuje NK-kB, ktory spOsobuje zdpal v cievach. Aktivacia tohto
faktoru vedie k zvySenej produkcii adhéznych molekul a cytokinov, ¢o aktivuje zapalové
bunky v cievnej stene. Hyperglykémia dalej zvySuje expresiu koagulaénych faktorov,
vysledkom ktorej, je nachylnost k tvorbe trombov [6]. U diabetikov dochadza dalej k
zvysenej hladine volnych mastnych kyselin v cirkuldcii. Tento jav sa pripisuje
nadmernému uvolfiovaniu z tukového tkaniva a znizenému prijmu kostenymi svalmi.
Nadmerné mnoizstvo volnych mastnych kyslin narusuje normalnu funkciu endotelu

rovnakym sposobom ako hyperglykémia [6].
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Poskodenie funkcie EC vedie k zvySenej adhézii a migracii leukocytov, nadbytku
vazokonstrikénych latok a k strate antiagregacnych vlastnosti endotelu. Zapalové
medidtory ako napriklad TNF- a, interleukin-1 (IL-1) a endotoxiny, aktivuju EC, ¢im
dochadza k zvySenej expresii adhéznych molekdl ICAM-1, VCAM-1, E-selektin a P-
selektin, sekrécii cytokinov a chemokinov, ¢i produkcii ROS. To dalej sposobuje oxidaciu
LDL casti v subendotelovej vrstve. Poskodeny endotel teda produkuje menej NO (ma
znizenu vazodilataénu schopnost) a naopak sa zvySuje vazokonstrikcia a agregacia
trombocytov. Vsetky tieto popisané mechanizmy sa podielaju na patogenéze ATS [43]

a zobrazené su v nasledujucom obrdazku €. 10.

Obrdzok 10: Rizikova faktory pre rozvoj ED
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. ENDOTHELIAL
DYSFUNCTION

Na obrdzku su zndzornené rizikové faktory spojené s DM2, ktoré su schopné navodit
endotelovu dysfunkciu (endothelial dysfunction) tym, Ze vedu k rozvoju zdpalu (inflammation) a
oxidativneho stresu (oxidative stress). Medzi tieto rizikové faktory radime: koncové produkty
pokrocilej glykdcie (AGEs), hyperglykémiu (hyperglycemia), dyslipidémiu (dyslipidemia), zvysené
hladiny volnych mastnych kyselin (free fatty acids), hyperinzulinémiu (hyperinsulinemia) a

hypertenziu (hypertension).

Prevzaté: Endothelial Dysfunction in Type 2 Diabetes: Targeting Inflammation [44]

34



2.5 Adhézne molekuly

Prepojenie medzi bunkami navzdjom a medzi bunkami a extraceluldrnym matrix
je sprostredkované r6znymi membranovymi proteinmi, ktoré si zname ako bunkové
adhézne molekuly (cell adhesion molecules, CAMs) [4, 45]. Rozhodujucu uloh pri
bunkovych interakciach maju nie len CAMs, ale aj dalSie bunkové medidtory ako
napriklad cytokiny, fibronektin a kolagén. Fyziologicky stav zavisi od udrzania rovnovahy
medzi tymito systémami. Narusenie jedného zo systémov moze vyvolat patologicky stav

[4].

Adhézne molekuly su latky glykoproteinovej povahy a nachadzaju sa na povrchu
vSetkych buniek [46]. CAMs sa podielaju prakticky na kazdej interakcii typu bunka-
bunka. Zucastfiuju sa kontroly Zivotne délezZitych procesov ako je embryogenéza,
migracia, rast buniek, diferenciacia a bunkova smrt [4]. TaktieZ hraju zasadnu rolu pri
vzniku zapalu, pri patofyziolégii kardiovaskularnych, neoplastickych, infekénych a
koznych ochoreni [45, 47]. V pripade nekontrolovatelnych interakcii medzi bunkami
moéZu viest k ED, poskodeniu tkaniva alebo k rozvoju ATS, hypertenzie, ischémii,
hypercholesterolémii a diabetickej vaskulopatii [48]. Adhézne molekuly sa tiez uplatfiuju

pri raste a Sireni nddorovych ochoreni [49].

Podla Struktirnych znakov a funkcii ich rozdelujeme do tychto zdkladnych

skupin: integriny, selektiny, kadheriny, muciny a nadrodina imunoglobulinov (Ig) [50].

Integriny su zloZené z a a B retazca a rozdeluju sa do nadrodin, ktoré maju rézne
funkcie. Zabezpecuju adhéziu buniek a extraceluldrnych proteinov ako kolagén,
fibronektin, laminin alebo adhéziu medzi bunkami navzajom. Dalej sprostredkovavaju
adhéziu leukocytov, ich infiltraciu a aktivaciu glykoproteinového IIb/Illa receptoru, ¢o

vedie k agregacii trombocytov [45].

Selektiny, molekuly podobné lektinu, su exprimované na leukocytoch (L-
selektin), endotelovych bunkdach (E-selektin) a trombocytoch (P-selektin). Cirkulujuice
rozpustné formy selektinov sa nachadzaju v plazme vtedy, ked' je pritomné zdpalové -
ochorenie. Cytokiny a bakteridlne toxiny podporuju syntézu E- a P-selektinu v

endotelovych bunkdach [48].
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Do skupiny kadherinov sa zaraduje viac ako 80 molekul ako napriklad: E-, N-, P-,
T-, a VE-kadherin. Expresia kadherinov zavisi od typu buniek - epitelové bunky exprimuju
E-kadherin, vaskularne endotelové bunky exprimuju VE-kadherin. Tento typ adhéznych
molekul vytvara silné medzibunkové vazby. Podielaju sa na komunikdcii medzi bunkami

a na angiogenéze [50].

Medzi muciny (glykoproteiny s velkou molekulovou hmotnostou) patri napriklad
epitelovy mucin, ktory sa nachddza na povrchu buniek dychacieho a
gastrointestindlneho traktu. Hlavnu ulohu zohrava pri ochrane pred mikrobidlnymi

patogénmi a zabezpecuje Cistenie inhalovanych ¢astic [50].

Nadrodina imunoglobulinov zahffa medzibunkovid adhéznu molekulu
(intercellular adhesion molecule, ICAM-1), vaskuldrnu bunkovd adhéznu molekulu
(vascular cell adhesion molecule, VCAM-1) a bunkovu adhéznu molekulu trombocytov
a endotelovych buniek (platelet endothelial cell adhesion molecule, PECAM-1). V nasej
diplomove] praci sa budeme zaoberat hlavne s ICAM-1 a VCAM-1, ktoré budu

podrobnejsie popisané v nasledujucich kapitolach [45].
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Obrdzok 11: Adhézia a transmigrdcia leukocytu cez endotel
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Obrdzok zndzornuje prechod leukocytu (leukocyte) z cirkuldcie, cez endotel
(endothelium), do subendotelového priestoru (subendothelial space). Inicidlna fdza tejto
adhéznej kaskddy je zachytenie a rolovanie (capture and rolling), na ktorom sa podiela E-selektin.
V druhej faze dochddza k adhézii (firm adhesion) a zmene tvaru zo sférického k splostenému.
Tento proces vyZaduje pritomnost c¢lenov Ig nadrodiny (ICAM-1 a VCAM-1). Ndsledne leukocyt
prechddza endotelovou vrstvou (transmigration) cez pevné spoje buniek do subendotelového
priestoru. Tu dochddza ku kumuldcii monocytov (monocytes) pri zdpale (inflammation) a tie sa
premieriaju na makrofdgy (macrophages) a ndsledne na penové bunky (foam cell). Vysledkom je

vznik aterosklerotického pldtu (plaque formation).

Prevzaté z: Cell adhesion molecules and exercise [46]

2.5.1 ICAM-1

ICAM-1 je transmembranovy protein typu | s molekulovou hmotnostou 80-114
kDa, v zdvislosti na Urovni glykozylacie. Neglykozylovand forma ma 60 kDa.
Extracelularna ¢ast pozostava zo 453 aminokyselin (hlavne hydrofébnych), ktoré tvoria
pat domén, ktoré si podobné imunoglobulinu (viz. obrazok ¢. 12). Tato extraceluldrna
Cast je pripojena k transmembranovej oblasti a ku kratkemu cytoplazmatickému koncu
molekuly. Kazda Ig doména ma tvar listu a je stabilizovana pomocou disulfidovych
mostikov. Cytoplazmaticka ¢ast molekuly ICAM-1 nema klasické signalne motivy, ale ma

jeden tyrozinovy zvysok, ktory mobze byt dolezity pre signdlnu kaskadu. Bolo
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identifikovanych niekolko ligandov pre ICAM-1, napriklad antigén spojeny s funkciou
lymfocytov (lymphocyte function-associated antigen 1, LFA-1) a makrofagovy antigén 1

(macrophage-1 antigen, Mac-1) [51].

Obrdzok 12: Struktira ICAM-1
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Extraceluldrna cast ICAM-1 sa rozdeluje do 5 domén (D1-D5), ktoré su stabilizované S-S
vdzbami. Mala cast molekuly prechddza membrdnou bunky (cell membrane) a v cytoplazme
(cytoplasm) sa nachddza chvost tejto molekuly. LFA-1 a Mac-1 su ligandmi. NozZnice
reprezentuju, Ze enzymatickym odstiepenim extraceluldrnej casti vznikd rozpustnd forma -

SICAM-1.
Prevzaté z: ICAM-1 signaling in endothelial cells [51]

ICAM-1 hrd délezitu ulohu ako vo vrodenej imunitnej odpovedi, tak v ziskane;j.
Sprostredkovava interakcie medzi antigén-prezentujucimi bunkami a aktivovanymi T-
bunkami a podiela sa na transendotelovej migrécii leukocytov do miesta zdpalu, kde je
dolezity pre prvotny krok transmigracie. Dalej sa predpokladd, Ze hra kostimulaénu
Ulohu pri aktivacii NK buniek. Zapalové cytokiny pritomné u ATS (TNF-alfa, IL-1) a LDL
Castice, mOzZu prispievat k zvyseniu expresie ICAM-1, ¢o potvrdzuje skutoc¢nost, Ze jeho
pritomnost bola detekovana v aterosklerotickom plate. ZvySena expresia ICAM-1 tiez
podporuje tvorbu depozit monocytov, ktoré potom prestupuju do subendotelovej

vrstvy. Tento proces je zasadny pri vyvoji aterosklerotickych Iézii [52].
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ICAM-1 exprimuju EC, epitelové bunky, makrofagy, monocyty, fibroblasty,
dendritické bunky u ludi v lymfatickych uzlinach, ¢revach, koZi, oblickach, peceni a

kostnej dreni.

V plazme sa zistila aj solubilnd forma ICAM-1 (sICAM-1). Zdrojom su najma uz
spominané EC, keratinocyty, hepatocyty a bunky melandmu. Cirkulujica forma
pozostava z vacSiny extraceluldrnej Casti. Presny povod tejto rozpustnej formy je
potrebné objasnit, ale predpoklada sa, Ze je vysledkom proteolytického Stiepenia. Vela
Studii uvadza asocidciu medzi sICAM-1 a zapalovymi alebo malignymi poruchami. Tie
pravdepodobne odrazaju zvysenu expresiu membranového ICAM-1, ktory je zvySeny pri

kardiovaskuldrnych, zdpalovych a nddorovych ochoreniach [52].

2.5.2 VCAM-1

VCAM-1 je rovnako ako ICAM-1, transmembranovy protein z rady
imunoglobulinov. Sklada sa z extracelularnej ¢asti z niekolkych imunoglobulinovych
domén, ktoré su stabilizované disulfidickymi vidzbami. Daldou ¢astou je
transmembranova doména a cytoplazmatickd doména tvorena 19 AMK s karboxylovym
koncom. Extracelularna cast pozostava zo 7 Ig domén, medzi ktorymi je pozorovana
homolégia u 1. a 4. domény, u 2. a 5. domény a u 3. a 6. domény. Su zndme 2 formy
VCAM-1 u ¢loveka. Jedna obsahuje 7 domén a druha varianta ma iba 6 domén s tym, Ze
chyba 4. doména (viz. obrazok ¢. 13) [53]. Transmembranova ¢ast ukotvuje molekulu k

membrane bunky a cytoplazmaticka cast molekuly sa mozZe podielat na signalizacii [50].
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Obrdzok 13: Struktira a formy VCAM-1
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Na obrdzku su dve formy molekuly VCAM-1. Obe su tvorené extraceluldrnou castou,
ktord pozostdva z domén stabilizovanych disulfidickymi mostikmi. Vlavo sa nachddza sedem-
doménova (7 domain) forma VCAM-1, ktord sa vyskytuje u mysi (mouse) aj u ludi (human).

Vpravo je sest-doménovda (6 domain) forma, ktorej chyba doména Cislo 4.

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

regulation by reactive oxygen species and antioxidants [53]

VCAM-1 sa nachddza na povrchu EC [50]. Expresiu VCAM-1 indukuju cytokiny
produkované bunkami (TNF-a , IL-1, adipokinin), vysoké hladiny ROS, oxidované LDL
Castice a vysokd hladina glukdézy. Mechanizmus pravdepodobne spociva v aktivacii
transkripéného faktoru NF-kB [53]. Pri vysokom stupni zdpalu alebo u chronickych
ochoreni je VCAM-1 exprimovany aj na povrchu inych buniek ako su napriklad

makrofagy, dendritické bunky, fibroblasty, bunky kostnej drene a rakovinové bunky [54].

VCAM-1 méze byt tiez uvolneny do cirkuldcie pomocou enzymatického stiepenia
za vzniku rozpustnej formy (sVCAM-1) [53]. Je pritomny v plazme a mbZe byt povaZovany

za biomarker ED a zapalu [55].

VCAM-1 zohrava regulaénu ulohu pri zadpalovych stavoch a pri roznych

ochoreniach [53]. Leukocyty sa pomocou leukocytového ligandu a4p1 integrinu viaZu na
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molekulu VCAM-1 a dochddza k ich adhézii k endotelovej vrstve a naslednej
transmigracii do miesta zapalu (viz. obrazok ¢. 11) [50]. VCAM-1 taktieZ zohrdva dolezitu
ulohu aj pri ochoreniach kardiovaskularneho systému. Je prvou adhéznou molekulou,
ktora je exprimovand eSte pred samotnym rozvojom aterosklerotického platu. V

pokrocilych Stadidch sa dokonca nachadza aj na povrchu buniek hladkého svalstva [54].

Studie na endotelovych bunkdch premedikovanych vysokou hladinou glukdzy
viedli k zvysenej expresii adhéznych molekul ICAM-1 a VCAM-1, ¢o mozZe poukazovat na

urcitu spojitost medzi hyperglykémiou a aterosklerézou u DM [56].
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2.6 Carotuximab
2.6.1 Mechanizmus ucinku

Carotuximab (TRC 105, Tracon Pharmaceuticals, San Diego, CA, USA) je
chimérickd monoklondlna 1gG1 protilatka, ktord sa viaze na humanny a mysi Eng s

vysokou afinitou.

TRC 105 moéZe priamou vazbou na Eng blokovat vazobné miesto pre BMP9, ¢o
vedie k potlaceniu SMAD1/5/8 signalizacnej kaskady, a naslednej inhibicii angiogenézy

[10, 11]. Daldie moZné mechanizmy tcinku TRC 105 predstavuje obrazok €. 14.

Obrazok 14: Carotuximab - mechanizmus ucinku
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Na obrdzku su navrhované mechanizmy ucinku TRC105. Ako prvé, vizbou na Eng TRC
105 indukuje na protildtkach zdvislt bunkami sprostredkovant cytotoxicitu (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity) pomocou NK buniek (NK cells), neutrofilov (neutrophil) a monocytov
(monocyte), co vedie k usmrteniu cielovych buniek. Po druhé, inhibicia signalizdcie (signaling
inhibition) prostrednictvom blokdcie vizby BMP-9 na Eng, ¢im sa inhibuje spustenie ndslednej
signalizacnej kaskady SMAD1/5/8. Tretim moZnym mechanizmom je MMP14-sprostredkované
Stiepenie (MMP14-mediated shedding). Po naviazani TRC105 dochddza k stiepeniu
membrdnového Eng na sEng, ktory méZe fungovat ako ,lapac” ligandov, a tak inhibovat

signalizdciu prostrednictvom Eng.

Prevzaté z: Endoglin Targeting: Lessons Learned and Questions That Remain [11]
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2.6.2 Klinickeé pouzitie

Carotuximab bol vyvijany za ucelom pouzitia u naddorovych indikacii [12]. Za
jednu z moznych indikacii bol zvaZzovany angiosarkdm (AS). Jedna sa o obzvlast agresivnu
formu sarkému makkych tkaniv s incidenciou asi 2000 pripadov ro¢ne v USA a EU.
Sucasna forma terapie AS pomocou pazopanibu, inhibitoru receptoru vaskuldrneho
endotelového rastového faktoru (VEGFR), ktory je schvdleny v tejto indikacii, je
nedostacujuca. Preto bola vykonand klinicka studia (faza | a Il), v ktorej sa pazopanib
kombinoval s TRC105. Tato kombindacia viedla k prediZenia medidnu preZivania bez
progresie (progression- free survival) v porovnani so samotnym pazopanibom. Navyse,

u pacientov s koZznymi léziami sa zdal byt benefit vyssi ako u pacientov bez lézii [57].

Avsak farmaceuticka spolocnost Tracon sa rozhodla klinické skusanie faze 3
carotuximabu a pazopanibu zastavit, z dévodu nedostatoc¢nej Gcinnosti carotuximabu.
Toto ukoncenie navrhol nezavisly vybor pre monitorovanie udajov klinickych skusok

[58].

Vsucasnosti je carotuximab zaradeny do predklinickych 3tudii v novej
oftalmologickej formuldcii. Ocakava sa, Ze by mohol zvysit Ucinok inhibitorov VEGF,
ktoré su schvalené na liecbu vlhkej vekom podmienenej makuldarnej degeneracie.
Randomizovana stadia hodnoti Gcéinnost a bezpeénost intravitreadlnej injekcie

carotuximabu a ranibizumabu oproti monoterapii ranibizumabom [58].
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2.7 Prietokovad cytometria

Prietokovd cytometria (flow cytometry, FC) umoznuje rychlu analyzu viacerych
parametrov jednotlivych buniek [59] a lokalizaciu velkej Skaly antigénov na ich povrchu
alebo vo vnutri [60, 61]. Pomocou FC je dalej mozné oddelit zmes buniek a roztriedit ju
na jednotlivé populacie (napr. bunky krvi) [59]. Velkou vyhodou FC je, Ze umoziuje
meranie velkého mnoZstva buniek v kratkych ¢asovych intervaloch (sto az tisic buniek za

sekundu) [62].

FC sa uplatiuje v réznych oblastiach vedy - imunolégia, viroldgia, bakterioldgia,

molekuldrna biolégia, vyskum rakoviny a monitorovanie infekénych ochoreni [59].

NajvhodnejSie na meranie su krvné bunky, pretoze sa prirodzene vyskytuju v
suspenzii a nevyzaduju dalSiu manipulaciu pred meranim. Bunecné linie a bunky v
kultdrach je tieZz mozné analyzovat, avsak pri adherentnych bunkach je potreba ich
najprv oddelit od povrchu, na ktorom boli kultivované. V sucasnej dobe sa FC pouZiva aj
pri analyze baktérii, virusov, fragmentov DNA alebo chromozémov. Jedinou
podmienkou je, aby bunky alebo ¢astice boli pred meranim vo forme suspenzie a ich
velkost bola v rozmedzi 1-30 um. Vacsie bunky by sa mohli zaseknit, mensie by nemuseli

byt zachytené [63].

Cytometer analyzuje bunky, ktoré prechadzaju jednotlivo zdrojom svetla [63].
Fluorescenéné a rozptylené signaly su zachytdavané detektorom. Tie sa menia na
elektronické signdly a su spracovdavane pocitacom. Populdcia buniek mbéze byt

analyzovana na zaklade rozptylu svetla alebo fluorescencie [59].
Prietokovy cytometer ma 3 zakladné casti, ktoré st vzajomne prepojené:

1. Fluidika - transportuje bunky zo vzorky azabezpecuje ich prechod prietokovou
komorou, kde bunky prechadzaju konstantnou rychlostou laserovymi luémi (viz.
obrazok €. 15).

2. Optika - zahfia lasery (zdroje svetla) a zberné optické drahy - systém SoSoviek,
zrkadiel a optickych filtrov. Pocas prechodu buniek laserovym li¢om, optika
zachytava fluorescenciu/rozptyl Ziarenia a privadza ich na opticky aktivnu vrstvu

detektorov (fotonasobicov a fotodiod).
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3. Elektronika - premienia optické signaly na elektronické, zosilfiuje ich a spracuje ich

do grafickej formy reprezentujucej jednotlivé bunky [60].

Obrazok 15: Prudenie vzorku cytometrom

Suspenzna vzorka j

Laser

Rozptyl a

fluorescencia

Smer toku castic

Obrazok popisuje ako jednotlivé Castice prechddzaju laserom postupne za sebou a

dochddza k meraniu rozptylu svetla a fluorescencie.

Prevzaté z: Flow cytometry: basic principles and applications [64]

Na oznacenie antigénov na bunkdach sa pouzivaju fluorescencné farbiva. Tie su
schopné absorbovat svetlo o $pecifickej vinovej dizke a vyZiarit svetlo inej vinovej dizky
[63]. Prikladom su: fluorescin, cyaniny, farby typu Alexa, fykobiliproteiny, nanokrystaly
a dalsie [60].

Vysledkom merania je velky pocet parametrov, ktoré popisuju jednotlivé bunky.
Pri analyze vysledkov sa zameriavame na dva rozptylové parametre —rozptyl v priamom
smere (forward scatter, FSC), ktory je priamo umerny velkosti buniek, a boc¢ny rozptyl

(side scatter, SSC), ktory vypovedd o granularite bunky (viz. obrazok ¢. 16). Pri
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spracovavani vysledkov je potreba odstranit tzv. konfliktné pripady: napriklad dublety

(zdvojené bunky) ¢i mrtve bunky [60].

Obrdzok 16: Rozptylové parametre u FC

Side scatter
(20" Light scatter)
* Granularity

Forward scatter
* Size

Laser beam

v

Na obrdzku je vidiet ako laserovy Iu¢ (laser beam) dopadd na bunku. Bocny rozptyl (side
scatter) vypovedd o granularite (granularity) a povrchu/strukture buniek. Druhy parameter,
ktory méZzeme vidiet na obrdzku je priamy rozptyl (forward scatter), ktory popisuje velkost (size)

buniek.
Prevzaté z: Flow cytometry: basic principles and applications [64]

Na analyzu dat sa vyuziva histogram (obrdzok ¢. 17) a bodovy graf (dot plot-
obrazok €. 18). Osa x na histograme odraza fluorescenciu (alebo intenzitu rozptylu), osa
y hovori o pocte Castic s danou intenzitou svetla [64]. Ak teda sledujeme urcity znak na
bunkach, intenzita fluorescencie je priamo Umernd mnoiZstvu naviazanej protilatky.
Sleduje sa aj kvalitativna informdacia, ato ¢i dochadza k fluorescencii alebo nie. To

vypoveda o (ne)pritomnosti sledovaného znaku [60].
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Obrazok 17: Histogram
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Na obrdzku je vidiet priklad histogramu. Jednd sa o vystup z prietokovej cytometrie. Na
ose x je vynesend fluorescencia, osa y znaci pocet Castic, ktoré odpovedaju intenzite svetla.
Signdly s rovnakou intenzitou sa akumuluju v rovnakom bode. Signdly, ktoré maju rovnaku

intenzitu sa hromadia v rovhakom bode. V idedlnom pripade sa vytvori jeden pik [64].

(Viastné vysledky)
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Obrazok 18: Bodovy graf- dot plot
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Obrazok zndzorriuje bodovy graf, ktory umozruje odlisit populdciu buniek podla ich
velkosti a granularity. Predny rozptyl (FSC-A) hovori o ploche bunkového povrchu cCi velkosti.

Bocny rozptyl (SSC-A) uddva granularitu bunkovych struktur [64].

(Vlastné vysledky)

2.7.1 Typy prietokovej cytometrie

V zdvislosti na pouZitych protilatkach sa prietokova cytometria rozdeluje na dve

metddy:

1. Priama metdéda — primarna protilatka, na ktorej je naviazany fluorofdr, sa
priamo viaZe na cielovy antigén na bunke

2. Nepriama metdda - primarna protilatka sa viaze na antigén a sekunddrna
protildatka s konjugovanym fluoroférom sa viaze sa na primarnu protilatku
[65]. Typy prietokovej cytometrie (priama a nepriama) su zndzornené na

obrazku ¢. 19.
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Obrdzok 19: Typy prietokovej cytometrie

Priama Nepriama
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Na obrdzku s priamou metddou je vidiet vazbu primdrnej protildtky s farbivom na
antigén. U nepriamej metddy sa najskér naviaze primdrna protildtka na antigén bunky a na riu

sa naviaZe sekunddrna protildtka s farbivom.

Prevzaté z: Overreview of flow cytometry [online] dostupné na: Overview of Flow

Cytometry | Cell Signaling Technology [18.3.2021]

Najvacsie uplatnenie imunofluorescencie v prietokovej cytometrii je pri
identifikacii konkrétneho znaku na povrchu bunky (viz. obrazok ¢. 21). Avsak rovnaky
postup sa mdze pouzit aj na detekciu intracelularnych zloZiek bunky (viz. obrazok ¢. 20).
Protilatky mozu byt teda proti antigénom na povrchu buniek alebo antigénom priamo
v bunkdach. Na detekciu sa potom pouziva bud priama alebo nepriama metdda, ktora
bola popisovana vysSie [65]. Intraceluldarne farbenie znakov bunky vyZzaduje navyse
fixaciu a permeabilizaciu buniek, aby mohlo dochdadzat kvzniku interakcii medzi

protiladtkou a cielovou molekulou vo vnutri bunky [66].
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Obrdzok 20: Intraceluldrna prietokova cytometria

Na obrdzku vidime protildtku, na ktorej je naviazané farbivo. Pred samotnou detekciou
je potrebné bunky zafixovat a permeabilizovat, o umozni prechod protildtky cez plazmaticku
membrdnu do vnutra bunky. Po prechode protildtky do bunky sa protildtka naviaZe sa na cielovu

Strukturu a pomocou FC sa detekuje fluorescencia protildtok.

Prevzaté z: |Intracellular Flow Cytometry Overview [online] dostupné na:
https://www.rndsystems.com/resources/protocols/flow-cytometry-protocol-staining-

intracellular-molecules-using-alcohol [14.4.2021]
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Obrdzok 21: Extraceluldarna prietokovd cytometria

Na obrdzku je vidiet bunka, ktord md na svojom povrchu antigén. KedZe povrchové znaky
su lahko dostupné pre protildtky, nevyZzaduje sa krok fixdcie ani permeabilizdcie. Protildtka sa

naviaZe na cielovu Strukturu a pomocou FC sa detekuje fluorescencia.

Prevzaté z: Intracellular Flow Cytometry Overview [online] dostupné na:
https://www.rndsystems.com/resources/protocols/flow-cytometry-protocol-staining-

intracellular-molecules-using-alcohol [14.4.2021]

51



2.8 Polymerdzovd retazovd reakcia

Polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction, PCR) je jednoducha
a domyselna technika, ktord umoznuje namnozit urcity usek molekuly DNA alebo RNA
(ribonukleova kyselina) [67]. Geneticky materidl moéze byt z rdoznych zdrojov ako
napriklad: krv, vlasy, tkanivo, mikréby, zvierata, rastliny, ale aj taky, ktory je niekolko
miliénov rokov stary [68]. PCR sa uplatiiuje napriklad pri odhalovani polymorfizmov
alebo bodovych mutdcii genetického materialu, patogénov infekénych choréb alebo vo

forenznej analyze vzoriek [67].

Pre kazdu PCR je potrebna pritomnost vzorovej DNA alebo RNA, ktord chceme
namnozit [68]. Dalej si potrebné 2 typy primerov. Jeden z primerov by mal byt
komplementarny k plusovému vldknu DNA, v smere 5' - 3' (tieZ nazyvany ako sense) a
dalsi primer ma doplfiovat minus vldkno, v smere 3' - 5' (antisense) [69]. Primery su
kratke jednovldaknové retazce obsahujice 4 zakladné komponenty, ktoré sa nazyvaju
nukleotidy. ZloZenie a poradie tychto nukleotidov v primeroch je dblezité, pretoze iba v
pripade spravneho poradia sa primer bude viazat k cielovému viaknu DNA alebo RNA
[68]. Na vytvorenie kdpie vzorovej DNA alebo RNA su tiez potrebné samotné nukleotidy,
konkrétne adenin, thymin, cytozin a guanin (A, T, C, G), ktoré sa nachadzaju v DNA. Pri
PCR sa tiez nezaobideme bez DNA polymerazy, ¢o je kluéovy enzym, ktory viaie
jednotlivé nukleotidy a najCastejSie sa ziskava z termostabilnej baktérie Thermus
aquaticus (Tag DNA polymeraza) [67]. V pripade ak je templatom RNA, musi byt najskor
prepisand do cDNA (komplementarna DNA) pomocou enzymu nazyvaného reverzna

transkriptdza (RT) [70].

Jednotlivé komponenty sa zmieSaju a nasledne sa spolu so vzorkami napipetuju
do 96-jamkovej dosti¢ky, v ktorej su umiestnené do termocykléra. Ten opakuje cykly,

aby doslo k prepisu DNA [71]. Cely proces PCR znazorriuje obrdzok ¢. 22.
Kazdy cyklus ma 3 zakladné kroky:

1. Denaturdcia —V prvej faze dochadza pri teplote 90-96°C k rozvolfiovaniu

vodikovych vazieb dvojvldknovej DNA [68].
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2. Hybridizacia - Pocas druhej faze sa teplota znizi na 30- 65°C, ¢o umozni
komplementdrne naviazanie primeru na jedno vlakno DNA.

3. Elongdcia - V poslednej faze sa teplota zvySi na hodnotu 72°C. T4 je
doleZita pre spravnu funkciu enzymu Taq polymeraza, ktord za vyuZitia
dostupnych  nukleotidov  nasyntetizuje  nové  vldkno  DNA

komplementarne k pévodnému vldknu [67] [68] [71].

Obrazok 22: Prevedenie PCR
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Na lavej strane obrdzka sa nachddzaju komponenty (PCR components), ktoré su
potrebné pre PCR, konkrétne vzorka DNA (DNA sample), primery (primers), nukleotidy
(nukleotides), Taq polymerdza (Taq polymerase), pufer (mix buffer) a skumavky na PCR (PCR
tubes), kde sa komponenty zmieSaju a napipetuju do 96-jamkovej dosky, ktord sa vloZi to
termocykléra (thermal cycler). Pristroj pracuje v cykloch (PCR cycle) a jeden cyklus mad 3 fazy.
Prvd fdza — denaturdcia (denaturing) - zvysi sa teplota, ¢im déjde k rozvolneniu dvojvidknovej
DNA (strands separate). Druhd fdza — hybridizdcia (annealing) - teplota klesne na 55°C, to umozZni
nasadnutie primeru na vildkno (primers bind tamplate). Tretia fdza — elongdcia (extension) —
dochddza k predlZovaniu nového vidkna (synthesise new strand) pri teplote 72°C a Taq
polymerdza ukladd nukleotidy podla komplementarity a spolocne ich viaZe. Tym sa tvori nové

komplementdrne vidkno.

Prevzaté z: PCR [online] dostupné na: https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-3-
genetics/35-genetic-modification-and/pcr.html [15.3.2021]
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2.8.1 Real time kvantitativna PCR

P6vodna amplifikdcia DNA pomocou PCR a detekcia gélovou elektoforézou mala
svoje nevyhody a nebola presnd, a tak v roku 1992 popisali Higuchi et al. [72] koncept
PCR v redlnom case (gRT-PCR, quantitative real time PCR). Jedna sa o zaclenenie
fluorescenéného reportérovho systému a ndslednym vyvinutim termocyklérov, ktoré
boli schopné detekovat tuto fluorescenciu v redlnom ¢ase sa metdda zdokonalila, stala

sa citlivejSou a jednoduchsou na kvantifikaciu [73].

Pocas prvych cyklov je signal fluorescencie maly, ale s narastajucim poctom
cyklov sa kumuluje aj mnozZstvo produktu a signal rastie exponencidlne. Pocet cyklov k
dosiahnutia prahovej hodnoty detekcie sa nazyva CT hodnota (cycle treshold) [70] (viz.

obrazok €. 23).
Obrazok 23: Real-time PCR, CT hodnota
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Na obrdzku méZeme vidiet, Ze na osy y je fluorescencia (fluorescence), na osy x je pocet
cyklov (cycle number). Vo fdze s exponencidlnym rastom (exponential growth phase) rastie
fluorescencia exponencidlne na zdklade mnoZstva tvorby vysledného produktu. V pripade ked’
sa prekond prahové mnoZstvo fluorescencie, zaregistruje sa pocet cyklov, ktory bol potrebny k
zachyteniu fluorescencie (CT). Na obrdzku je hodnota CT v 10. a 15. cykle. Potom nastdva fdza
plateau (plateau phase), kde sa trovefi signdlu uz nemeni, pretoZe dochddza k vycerpaniu

jednotlibych komponen potrebnych pre PCR a nasyteniu signdlu.

Prevzané z: The real-time polymerase chain reaction [70]
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Ako uZ bolo spominané, pre real-time PCR je potrebnd pritomnost
fluorescenéného reportéra, ktory generuje fluorescenciu [70]. PouZivaju sa dve zdkladné
skupiny fluorescenénych markerov. Do prvej skupiny patria latky ako napriklad SYBR
GREEN | alebo BEBO. Ak sa tieto farbivd nachadzaju volne v roztoku, nevykazuju Ziadnu
fluorescenciu, ale ked' sa interkalacne naviazu na DNA, za¢nu fluoreskovat [74]. Druhu
skupinu tvoria znacené primery/sondy na baze nukleovych kyselin alebo ich syntetickych
derivatov. Radime sem aj oligonukleotidovi sondu Tagman (viz. obrazok ¢. 24). Tato
sonda mda na sebe naviazané dve fluorescencné farbiva - tzv. ,reportér” (generuje
fluorescenciu) a ,quencher” (zhasina fluorescenciu). V pripade ak je sonda v celku,
fluorescenény signdl od reportéra je tlmeny quencherom. Pri predlZzovani
komplementarneho vldkna DNA, Taqg polymerdza spdsobuje rozdelenie sondy, kedy sa
oddeli reportér a quencher a reportér zacne vyzarovat fluorescencny signal, ktory je
zachytavany v redlnom ¢ase pomocou termocykléra. MnoZstvo zachyteného signalu je

priamo umerné vytvorenému produktu [70].
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Obrazok 24: Tagman fluorescencnd sonda
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Na obrdzku su vidiet 2 vidkna DNA, na ktoré nasadaju primery (forward primer, reverse
primer) a TagMan sonda (Tagman probe), ktord sa specificky naviaZe na vidkno (specific binding
of probe). Fluorofor na sonde (fluorophore) vyZaruje fluorescenciu a quencher, ktory tuto
fluorescenciu timi kym je sonda neposkodend. Postupnym predlZovanim vidkna (extension during
PCR) déjde k rozstiepeniu sondy (probe displacement and cleavage) a quencher nie je v
dostatocnej blizkosti reportéra. Dochddza tak k uvolneniu fluorescencie, ktord je zachytend
pristrojom v redlnom case. Proces PCR je dokonceny za vzniku vysledného produktu (PCR

product). Zbytok sondy je rozstrihany na mensie fragmenty (cleavage products).

Prevzaté z : The Vector Population Monitoring Tool (VPMT): High-Throughput DNA-
Based Diagnostics for the Monitoring of Mosquito Vector Populations - Scientific Figure on
ResearchGate [online] dostupné na: https.//www.researchgate.net/figure/TagMan-SNP-
genotyping-The-TagMan-assay-is-a-PCR-method-employing-oligonucleotide-
probes_figl 221845071 [15.3.2021]
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3. ZADANIE - CIEL PRACE

Ciefom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i novd monoklonalna protilatka
carotuximab ovplyviiuje expresiu endoglinu a dalSich biomarkerov endotelovej
dysfunkcie ako su eNOS, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin, u ludskych aortalnych
endotelovych buniek, ktoré boli vystavené posobeniu vysokej glukézy (45 mmol/l) po

dobu 72 hodin.

57



4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 HAEC

Pre uUcely tejto diplomovej prace sme pouzivali ludské aortdlne endotelové bunky
(human aortic endothelial cells, HAEC). Tieto bunky produkuji antitrombotické
a trombotické faktory, s schopné reagovat na faktory korelujice so zapalovym
procesom (napr. TNF-a), nasledkom ¢oho HAEC méZu na svojom povrchu exprimovat
adhézne molekuly, ¢i produkovat NO a ET-1. Preto je tato bunkova kultira vhodna na

Studium patogenézy vaskularnych ochoreni alebo dysfunkcie endotelu [75].

Manipuldcia s bunkami prebiehala v lamindrnom boxe, ktory znizuje riziko
kontamindcie buniek neziadlicimi mikroorganizmami [76]. Ked sa s bunkami
nepracovalo, boli uloZzené v inkubatore - zariadeni, ktoré udrziava optimalne podmienky

pre rast buniek, konkrétne teplotu 37°C, 5% obsah CO2 a 95% vlhkost [76].

Na sledovanie rastu buniek sme pouzivali inverzny mikroskop. Objektivy su u
tohto typu mikroskopu uloZené v spodnej casti, co umozZiiuje pozorovat bunky zo
spodnej strany, a nie je teda potrebné prekonavat vysokd masu kultivacného média,

akoby to bolo potrebné pri mikroskope klasickom [76].

Zdrojom Zivin pre bunky bolo médium, ktoré sme museli pravidelne menit kvoli
zmenam v pH. Sucastou vacsiny médii byva aj fenolova cerven, ktord pri kyslom pH
prechadza z ruZzovej cez oranzovu az do Zltej farby. Alebo v pripade zasaditého pH sa

meni do fialovej farby [76].

Ked bunky pokryvali celd plochu kultiva¢nej nadoby, museli sme ich pasaZovat,

pretoze vtomto momente uz nemohli dalej proliferovat [76] viz. obrazok ¢. 25.
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4.2 Priprava vzoriek

4.2.1 Rozmrazovanie buniek

Nahriali sme si Zelatinu a médium pre HAEC bunky na 37°C vo vodnom kupeli.

ZloZzenie 0,1% Zelatiny:

76 ml sterilného PBS (phosphate-buffered saline = fosfdtovy timivy roztok)

4 ml 2% Zelatiny

Zlozenie HAEC média:

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

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

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

80 ul hydrokortizénu

200 ul VEGF (vascular endothelial growth factor = cievny endotelovy rastovy
faktor)

200 ul Rs-IGF (recombinant insulin-like growth factor = rekombinantny rastovy
faktor podobny inzulinu)

200 ul acidum ascorbicum

200 ul hEGF (human epidermal growth facto r= ludsky epidermdlny rastovy
faktor)

200 ul GA-1000 (gentamicin sulfdat, amfotericin)

200 ul heparinu

Nasledne sme do kaZde] kultivacnej nadoby pridali 2 ml Zelatiny. Miernym

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

kultivaéné nadoby vloZili na 20 minut do inkubatora, kde doslo k prichyteniu Zelatiny na

dno kultivacnej nddoby. Po 20 minutach sme prebytocnu Zelatinu odsali a pridali 8 ml

média do kazdej nadoby.
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Bunky, ktoré su uchovavané v -80°C sme rozmrazili vo vodnom kupeli tak, aby
tam zostala mald gulicka ladu. Cely obsah skimavky sme potom preniesli do
kultivacnych nadob s pripravenym médiom. Nasledne sme ich umiestnili do inkubatora

a nechali inkubovat dalsie 2 dni..

4.2.2 Pasazovanie

Pred samotnym pasazovanim sme si museli skontrolovat bunky pod

mikroskopom, ¢i pokryvaju 80% plochy kultivacnej nadoby.

Obrdzok 25: HEAC bunky

Na obrdzku sa nachddzaju HAEC bunky, ktoré maju pretiahnuty tvar a pokryvaju priblizne

80-90% povrchu kultivacnej nddoby.
(vlastné vysledky)

Ked boli bunky dostatoéné narastené, tak sme si do vodného kupela dali nahriat

médium, PBS a enzym akutazu.
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Pripravili sme si potrebny pocet kultivacnych nadob na pasaZovanie a do kazdej
sme pridali 2 ml Zelatiny, ktord sme rozprestreli po povrchu celej nddoby. Kultivacné

nadoby sme potom na 20 minut vlozili do inkubatora.

Z kultivaénych nadob s HAEC bunkami sme odsali staré médium, pridali sme 3ml
PBS, preplachovali sme pohybovanim kultivacnych nadob a potom sme PBS odsali.
Postup sme opakovali dvakrat. Tymto sme odstranili mrtve bunky. Nasledne sme pridali
2 ml enzymu akutazy, ktord oddelila bunky z dna nadoby a kultivaéné nadoby sme vlozili

do inkubatora na 10 minut.

Potom sme z novo-pripravenych kultivacnych nadob odsali Zelatinu a pridali do

kazdej z nich 8 ml nahriatého média.

Po 10 mindtach sme vytiahli kultivacné nadoby sbunkami z inkubatora a
napipetovali sme do nich 3ml PBS, ¢im doslo k zriedeniu akutazy a jej inaktivacii.
Nasledne sme cely obsah preniesli z kultivaénej nddoby do 15 ml centrifugacnej
skimavky. Znovu sme do kultivanych nadob pridali 3ml PBS a preniesli obsah do
rovnakej skimavky. T sme vloZili do centrifigy na 5 minut pri 1000 otackach za mindtu

(revolutions per minute, rpm).

Po centrifugacii bolo na dne skiimavky vidiet peletku buniek, ktoré sa tam usadili.
Prebytocné PBS s akutdazou nad bunkami (supernatant) sme odsali pomocou védkuovej
odsavacky. K bunkam sme pridali 3 ml nového média, resuspendovali sme ich a
napipetovali 0,5 ml do kazdej pripravenej kultivacnej nadoby. Postup pasazovania

zobrazuje aj obrazok ¢. 26.

61



Obrdzok 26: Postup pasdZovania buniek

odah modia — Juskang

kmenovd burika peleta ik

plrd bunék

A ed e Buindk

o

plenesend jen maldho

poity bundk na P

Obrdzok popisuje postup pasdZovania buniek. Do Petriho misky, kde sa nachddzaju
bunky, sa pridd enzym trypsin (my sme pracovali s akutdzou, ktord je k bunkam Setrriejsia). Tym
déjde k uvolneniu buniek z povrchu kultivacnej nadoby. Centrifugdciou vznikne peleta buniek a
nad riou sa nachddza médium (u nds PSB) a enzym, ktoré sa odsaje. K pelete buniek sa pridd nové

meédium a do pripravenych Petriho misiek sa prenesie cast média s bunkami.

Prevzaté z: On-line atlas ruznych typt kmenovych bunék a vybranych diferencia¢nich

postupu [76]

4.2.3 Premedikacia buniek na PCR/FC

Pre obe metddy, tzn. PCR aj FC, sme si napasazovali bunky do 12 kultivacnych
nadob. Samotny experimentdlny dizajn vSak nebol pre obe metddy rovnaky. Pri metéde
PCR sme si 12 kultivac¢nych nadob rozdelili do 3 experimentalnych skupin, tzn. na kazdu
skupinu pripadali 4 Petriho misky. V pripade FC metédy sme mali 4 experimentdlne
skupiny, ateda na kazdu pripadali 3 Petriho misky. Podla nizSie popisaného
experimentdlneho dizajnu sme do kazdej kultivaénej nadoby priddvali premedikované

médium v objeme 8 ml. Médium sme nechali pésobit 72 hodin.
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Experimentadlny dizajn (PCR):

1. Skupina kontrolnd (K) — Koncentracia glukézy bola 5 mmol a koncentracia
manitolu bola 40 mmol (manitol sme pridavali, aby sa odstranil vplyv

osmotickych javov spésobenych glukdzou), obsahovala 4 kultivaéné misky

2. Skupina s vysokou glukézou (HG) — koncentracia glukdzy bola 45 mmol,

obsahovala 4 kultiva¢né misky

3. Skupina s vysokou glukézou a TRC 105 (HG+TRC) — koncentracia glukdzy bola
45 mmol a koncentracia TRC 105 bola 300 pg/ml, obsahovala 4 kultivacné

misky

Tabulka 2: Experimentdlny dizajn premedikdcie buniek na PCR

Skupina Glukéza (mmol) Manitol (mmol) TRC 105 (pg/ml)

K 5 40 X

K - kontrolnd skupina, HG - skupina s vysokou glukézou, HG+TRC - skupina s vysokou
glukdzou a TRC 105
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Experimentalny dizajn buniek premedikovanych na FC:

1. Skupina kontrolnd (K) — Koncentracia glukézy bola 5 mmol a koncentracia

manitolu bola 40 mmol, obsahovala 3 kultiva¢né misky

2. Kontrolnad skupina s TRC 105 (TRC) — koncentracia glukézy bola 5 mmol,
koncentracia manitolu bola 40 mmol a koncentracia TRC 105 bola 300 pg/ml,

obsahovala 3 kultiva¢né misky

3. Skupina s vysokou glukézou (HG) — koncentracia glukdzy bola 45 mmol,

obsahovala 3 kultiva¢né misky

4. Skupina s vysokou glukézou a TRC 105 (HG+TRC) — koncentracia glukdzy bola
45 mmol a koncentracia TRC 105 bola 300 pg/ml, obsahovala 3 kultivacné

misky

Tabulka 3: Experimentadlny dizajn premedikdcie buniek na FC

Skupina Glukéza (mmol) Manitol (mmol) TRC 105 (pg/ml)
K 5 40 X
TRC 5 40 300

K- kontrolna skupina, TRC- kontrolnd skupina s liecivom TRC 105, HG- vysokd glukoza,

HG + TRC — skupina s vysokou glukézou a TRC 105
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Vypocet mnoZstva glukozy a manitolu:
m = c*V*M,,

1. Vypocet navazky 40 mmol glukdzy:

m=40*0,035*180,16= 252, 224 mg

2. Vypocet navazky 40 mmol manitolu:

m=40*0,035*182,17= 255,038 mg

Vypocet mnoZstva TRC 105:

c1*Vi=c*V;

8000 ul x 300 pg/ml
V1= =96
25000 pg/ml

Pri navaZovani manitolu a glukdézy sme nepocitali so 45 mmol koncentraciou, ale
so 40 mmol, pretoZe v médiu, v ktorom sme ich rozpustali sa uz 5 mmol glukdzy

nachadzalo.

Vypocitané mnozstvo glukdzy a manitolu sme si navazili na analytickych vahach.

Nasledne sme ich rozpustili v 35 ml média.

Z nasich kultivatnych misiek sme odsali staré médium. Pridali sme 3 ml PBS,
oplachli misky a PBS sme odsali. Nasledne sme pridali do kaZzdej kultivacnej nddoby 8 ml

média podla planu (viz. tabulky 2 a 3). Médium sme nechali pésobit 72 hodin.

Na poslednych 12 hodin sme do média pridali 96 ul TRC 105. Vypoditané
mnozZstvo TRC 105 sme nasali do pipety a pridali priamo do kultiva¢nych nadob. Potom

sme kultivaéné misky dokladne premiesali a vlozZili do inkubatora.
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4.3.PCR

Kazdu kultivaénd misku sme prepldchli s 3 ml PBS a to sme odsali. Tento postup
sme opakovali 2 krat. Potom sme do kaZzdej kultiva¢nej nddoby pridali 2 ml TRI Reagent™
Solution (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), ktory sp6sobuje rozpad buniek
a uvolnenie RNA. Misky sme nechali na zamrazenej doske po dobu 5 minut a obcas sme
ich premiesali. Do mikrocentrifugacnej skimavky sme preniesli 1 ml tejto zmesi, takze z

jednej Petriho misky sme ziskali 2 skimavky.

Dalej sme vzorky zhomogenizovali pomocou ultrazvukovej ihly (10 pulzov, 80 %

amplitida) a nasledne pomocou natiahnutia do inzulinovych striekaciek (3krat)

Potom sme pridali ku kazdej vzorke 200 pl chloroformu a pretrepali. Vzorky sme
nechali stat 5 minat pri izbovej teplote a nasledne sme ich vioZili do centrifugy
vychladenej na 4°C pri 12000 rpm na 15 minut. Po centrifugdcii sme pozorovali
oddelenie vodnej a organickej vrstvy a na ich rozhrani bielu medzivrstvu (viz. obrazok €.

27).
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Obrdzok 27: Oddelenie vodnej a organickej vrstvy a precipitacia RNA v isopropanole

— Agueous phase: RNA
Interphase: DNA

Cganic phase: protein, lipids

Na obrdzku su zndzornené 3 vrstvy, ktoré sa ndm oddelia po centrifugdcii. Hornd fdza je
vodnd (aqueous phase), kde sa nachddza izolovand RNA, potom nasleduje medzifdza
(interphase) — ktord obsahuje DNA a v spodnej Casti je fdza organickd (organic phase), ktora

obsahuje proteiny a lipidy (protein, lipids).

Prevzaté z: Total protein extraction by TRIzol [online] dostupné na:

https://www.creative-diagnostics.com/total-protein-extraction-by-trizol.htm [15.3.2020]

Do novych mikrocentrifuga¢nych skimaviek sme napipetovali 5 pl GenElute™-
LPA a pridali sme 300 ul hornej — vodnej vrstvy, ktora obsahovala izolovand RNA.
Nasledne sme pridali 500 ul isopropanolu a vzorky sme premiesali. Potom sme ich
nechali stat 10 minut pri izbovej teplote a nasledne sme vzorky zcentrifugovali pri 12

000 rpm a 4°C po dobu 10 mindat.

Po centrifugdcii sme isopropanol opatrne odsali a k peletke sme pridali 1 ml 75%
etanolu na odstranenie soli. Etanol sme odsali a pelety nechali vyschnut na vzduchu
pokial neboli priehladné. Vyschnuté peletky sme rozpustili v 20 ul vody pre injekcie
(aqua pro injectione, API), zvortexovali a vlozili na 20 minut do chladnicky. Cely proces

izolacie RNA je zndzorneny na obrdazku ¢. 28.
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Obrazok 28: RNA izoldcia
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Obrdzok zndzornuje proces izoldcie RNA. Najskér déjde k rozpadu buniek (lysis) a
uvolneniu DNA a RNA. Pridanim chloroformu a vytrepdvanim sa oddelia 3 vrstvy (phase
separation) — vodnd, ktord obsahuje RNA, medzifdza a organickd vrstva. Odobratim vodnej
vrstvy a pridanim izopropanolu déjde k precipitdcii RNA (precipitation) za vzniku pelety (RNA

pellet). Peleta sa nechd vysusit a potom sa rozpusti v APl (water).

Prevzaté z:  RNA  extraction without a kit [online] dostupné na:

https://www.addgene.org/protocols/kit-free-rna-extraction [15.3.2021]

Nasledovalo meranie koncentracie RNA vo vzorkach pomocou spektrofotometra
(NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH, Nemecko). Na pristroji sme nastavili faktor
zriedenia 1000, jednotky: ng/ul a lid factor: 50. Vzorky sme merali v objeme 1,5 pl. Ako
prvé sme si zmerali tzv. blank vzorku (API), aby sa eliminovala absorbcia ostatnych latok
a tym sa zvysila presnost merania. Po kazdom merani sme dokladne utreli bunicinou

optickud plochu. Vysledky sme zapisovali do tabulky ¢. 4.
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Tabulka 4: Riedenie RNA

Riedenie
éislo vzorku| Vzorka ng/ul objem objem
mRNA vody
1 K1 643 1,56 8,44
2 K2 625 1,60 8,40
3 K3 654 1,53 8,47
4 K4 649 1,54 8,46
5 K5 676 1,48 8,52
6 K6 672 1,49 8,51
7 K7 635 1,57 8,43
8 K8 649 1,54 8,46
9 HG1 629 1,59 8,41
10 HG2 670 1,49 8,51
11 HG3 629 1,59 8,41
12 HG4 616 1,62 8,38
13 HG5 629 1,59 8,41
14 HG6 660 1,52 8,48
15 HG7 656 1,52 8,48
16 HGS8 650 1,54 8,46
17 HG/TRC1 635 1,57 8,43
18 HG/TRC2 668 1,50 8,50
19 HG/TRC3 616 1,62 8,38
20 HG/TRC4 606 1,65 8,35
21 HG/TRC5 596 1,68 8,32
22 HG/TRC6 610 1,64 8,36
23 HG/TRC7 643 1,56 8,44
24 HG/TRC8 682 1,47 8,53

Vzorky kontrolnej skupiny (K) a experimentdlinych skupin (HG) a (HG/TRC) sme si nariedili
na koncentrdciu 100 ng/ul pridanim vypocitaného mnoZstva vzorku a API, ktoré je uvedené

v tabulke.

Po merani koncentracie nasledoval prepis RNA do cDNA. Vzorky sme nariedili na
100 ng/pl podla tabulky ¢. 4. Dalej sme si podla tabulky €. 5 pripravili master mix na

reverznu transkripciu (master mix for reverse transcription, MM RT).
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Tabulka 5: Mix na reverznu transkripciu

MM RT 24 SAMPLES
mnoz. nadb. |samp. (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

Zmiesanim jednotlivych komponent, ktoré su v tabulke uvedené sme si pripravili MM RT.
Nuclease free water — voda bez nukledz, RT buffer — pufer pre reverznu transkripciu, RT random
primers —nahodné primery pre reverznu transkripciu, dNTP mix — mix deoxynukleotidtrifosfdtov,

reverse transcriptase — reverznd transkriptdza.

Do 0,2 ml mikroskimaviek sme pridali 10 pl nariedenej vzorky a 10 pl
pripraveného MM RT. Vzorky sme zcentrifugovali a vloZili do termocykléra (Biometra

TOne 96G, Analytik Jena, Nemecko).

Po skonceni prepisu sme ziskali 1000 ng cDNA v objeme 20 ul (koncentrdcia = 50

ng/ul). Vzorky sme nariedili na 5 ng/ul pridanim 180 pl API.

Takto pripravené vzorky sme pipetovali do 96-jamkovej dosticky. Do kazdej
jamky sme pipetovali zmes 5 pl master mixu (TagMan™ Gene Expression Master Mix,
Applied Biosystems, Kaliforna, USA) a 0,5 ul primeru. Vzorky sme pipetovali v objeme
4,5 pl do jamiek, v duplikatoch, podla tabulky ¢. 6. 96-jamkovu dosticku sme prelepili

féliou a umiestnili do centrifigy na 2 minuty pri 1000 rpm.
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Tabulka 6: 96-jamkova dosticka

Cisla (1-12) oznacuja stipce dosticky a pismend (A-H) oznaluju jej riadky — dosticka teda
obsahuje 12 stlpcov po 8 jamkdch. Vzorky sme pipetovali v duplikdtoch — tzn. kaZdu vzorku do

dvoch jamiek.

Takto pripravenu 96-jamkovu dosku sme vloZili do termocykléra (QuantStudio™
Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Kaliforna, USA). Namerané vysledky
sme exportovali do Excel tabulky. Jednym z vysledkov bola aj hodnota CT. Z tejto

hodnoty sme ndsledne vypoditali relativnu génovu expresiu vzoriek:

Najprv sme si museli vypocitat hodnotu delta CT. Ta popisuje rozdiel medzi CT

ciefového génu a CT referenéného génu:
ACT = CT (cielovy gén)-CT (referencény gén)

Druhd hodnota — delta delta CT je dana rozdielom medzi delta CT cielového génu

a priemerom delta CT kontrolnej skupiny:
AACT = A CT (ciefovy gén) — priemer A Ct (kontrolnd skupina)
Nakoniec sme si vypocitali negativnu druhtd mocninu delta delta CT:

2—AACT

Tieto hodnoty vyjadruju expresiu cielového génu vztiahnutd na expresiu

referencného génu [77].
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4.4 Prietokovad cytometria

Z Petriho misky sme odsali médium, pridali 3 ml PBS a pomaly sme preplachovali
povrch misky. Potom sme PBS odsali. Tento postup sme opakovali 2krat. Potom sme k
bunkam pridali 2 ml akutdzy . Miernym pohybom sme akutazu rozprestreli po celom

povrchu misiek a nasledne sme ich vloZili na 10 minut do inkubatoru.

Po 10 mindtach sme k akutaze pridali 3 ml PBS, ¢im sme enzym inaktivovali. Zmes
akutazy a PSB sme preniesli do 15 ml falkonky. Do Petriho misky sme pridali znovu 3 ml
PSB, oplachli a preniesli do rovnakej falkonky. Nasledne sme falkonky vlozili do

centrifdgy na 5 minut, pri 1000 rpm. Vzniknuty supernatant sme odsali.

K peletke buniek sme pridali 0,5 ml PBS a tento objem sme rozdelili do 2
centrifugacnych skumaviek. TakZze z 1 Petriho misky sme ziskali 2 centrifugacné
skimavky. Tie sme vlozili do centrifugy vychladenej na 4°C po dobu 5 minut, pri 1000
rpm. Supernatant sme odsali. K vytvorenej pelete sme pridali 1 kvapku R.T.U. 2,5 %
Normal Goat Serum (blokuje nespecifické viazanie protilatok) a 150 pl PBS. Vzorky sme

zvortexovali a ponechali 20 minuat pri 4°C.

Po uplynuti 20 minat sme skimavky vloZili do centrifigy (5 minat, 1000 rpm,
4°C). Vzniknuty supernatant sme odsali a k peletke sme pridali 10 ul primarnej protilatky
s naviazanym fluoroférom. Museli sme pracovat vtme, pretoze inak by mohlo dochadzat
k vyzarovaniu fluorescencie. Do vzorky K1 sme protilatku nepridavali, ale namiesto toho
sme pridali 10 pl PBS. Tato vzorka sluZila ako negativna kontrola. Skimavky sme
ponechali 1 hodinu pri 4°C a kazdych 20 minut sme vzorky zvortexovali, aby sa bunky

neusadzali a aby sa primarna protilatka mohla naviazat na povrch vsetkych buniek.

Po uplynuti 1 hodiny sme primarnu protilatku nariedili pridanim 250 pl PBS a opat
vlozili do centrifugy (4°C, 5 minut, 1000 rpm). Supernatan nad peletou sme odsali a k
pelete sme pridali 300 ul PBS. Vzorky sme resuspenodvali a obsah sme preniesli do
Specidlnych skimaviek, ktoré si vhodné na meranie v prietokovom cytometri. Vzorky
sme ulozZili do ladu a pripravili sme si zmes propidium jodidu a PBS v pomere 1:1. Tuto
zmes sme pridavali k vzorkdam az pri merani, aby sme mohli odlisit bunky Zivé od mftvych

(propidium jodidu zafarbuje iba mrtve bunky).
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Vzorky sme merali na prietokovom cytometri CytoFlex LX (Beckman Coulter,
Kalifornia, USA). Vysledky, ktoré sme ziskali z pristroja sme vyhodnotili pomocou
programu CytExpert Acquisition and Analysis Software (verzia 2.4, Beckman Coulter,
Kalifornia, USA). Vysledky sme exportovali do programu Excel a z nameranych hodn6t
sme vypocitali index relativnej expresie (bunky pozitivne na protilatku v % X priemerna

fluorescencia) a ten sme nakoniec previedli na % kontroly (vzorka/priemer kontroly X

100).

Vysledky sme dalej spracovavali v Statistickom programe GraphPad Prism 9

(verze 9.1.0; GraphPad Software Inc., CA, USA).
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5. VYSLEDKY

Nase vysledky sme uvadzali ako priemer * Standardna chyba priemeru. Pomocou
neparametrického t-testu (Mann-Whitney) sme stanovili hladinu Statistickej
vyznamnosti (p). Statisticky vyznamné su rozdiely medzi skupinami, ked p < 0,05.
V pripade ak je hodnota Statisticky vyznamna, tak je oznacena symbolom ,*“ a vtedy
plati Ze: *p < 0,05; **p <0,01; ***p< 0,001. V pripade ak hodnota Statisticky vyznamna
nebola, je oznacenda symbolom ,ns“ pricom plati, Ze p >0,05. Hodnotu Statistickej
vyznamnosti (p) sme ziskali zo Statistického programu GraphPad Prism 9 (verze 9.1.0;

GraphPad Software Inc., CA, USA).

5.1 PCR

Pomocou PCR metddy sme vyhodnotili expresiu mRNA endoglinu a dalSich
markerov endotelovej dysfunkcie ako su enzym eNOS, adhézne molekuly — ICAM-1,

VCAM-1 a E-selektin

Dalej sme vyhodnotili aj tzv. housekeep gen — HPRT (hypoxantin guanin
fosforibozyl transferdza) na ktory boli ostatné gény normalizované. Normalizacia ndm
umoznila spresnit namerané vysledky. Vysledky jednotlivych skupin — K (kontrola), HG

(vysoka glukdza), HG/TRC (vysoka glukdza a TRC 105) sme medzi sebou porovnavali.
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5.1.1 mRNA expresia Eng

PCR metdéda preukdazala signifikantny rozdiel v expresii Eng medzi kontrolnou

skupinou a skupinou HG (p < 0,001). Expresia bola signifikantne vyssia u skupiny HG ako

u kontrolnej skupiny.

Signifikancia sa vsak nepreukdazala medzi skupinami HG a HG/TRC (p = 0,442).

Vysledky su vyjadrené v % kontroly a zobrazuje ich graf ¢. 1.

Graf 1: mRNA expresia Eng
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Prvy stlpec zlava zobrazuje mieru expresie Eng u kontrolnej skupiny (kontrola)
predstavujicu normdinu hladinu glukézy. Stredny stipec oznaceny HG zobrazuje expresiu Eng pre
experimentdinu  skupinu s vysokou glukézou a posledny stlpec odrdZa expresiu Eng

v experimentdlnej skupine HG/TRC. Vysledky su vyjadrené v % kontroly.
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5.1.2 mRNA expresia eNOS

Expresia enzymu eNOS bola v pripade experimentdlnej skupiny HG signifikantne

vysSia v porovnani s kontrolnou skupinou (p = 0,005).

Statisticky vyznamny rozdiel expresie eNOS sa ukdzal aj v porovnani
experimentalnych skupin HG a HG/TRC (p = 0,050). Vysledky su vyjadrené v % kontroly

a zobrazuje ich graf ¢. 2.

Graf 2: mRNA expresia eNOS

eNOS mRNA expresia

250- &

200+

2
1

100

% kontroly

14 ]
T

kontrola HG HGITRC

Prvy stipec zlava zobrazuje mieru expresie enzymu eNOS u kontrolnej skupiny (kontrola)
obsahujicej normdinu hladinu glukézy. Stredny stipec oznaceny HG zobrazuje expresiu tohto
enzymu pre experimentdinu skupinu s vysokou glukézou. Posledny stipec (HG/TRC) predstavuje

mieru expresie eNOS pre experimentdlnu skupinu s vysokou glukézou a TRC 105. Vysledky su

vyjadrené v % kontroly.
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5.1.3 mRNA expresia ICAM-1
Hodnoty expresie ICAM-1 boli Statisticky vyznamne vyssie (p < 0,001 ) u skupiny
HG oproti kontrolnej skupine.

PCR metdda neodhalila Ziadnu signifikanciu (p = 0,328) medzi experimentalnymi

skupinami HG a HG/TRC. Vysledky st vyjadrené v % kontroly a st zobrazené v grafe ¢. 3.

Graf 3: mRNA expresia ICAM-1
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Cierny stlpec grafu (kontrola) predstavuje mieru expresie ICAM-1 u kontrolnej skupiny
s normdlnou hladinou glukdzy. Stredny stipec oznaceny HG zobrazuje expresiu ICAM-1 pre
experimentdlnu skupinu s vysokou glukdzou. Stlpec vpravo oznaceny HG/TRC predstavuje

expresiu ICAM-1 v experimentdlnej skupine s vysokou glukézou a TRC 105. Vysledky su vyjadrené

v % kontroly.
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5.1.4 mRNA expresia VCAM-1

Pri porovnavani expresie VCAM-1 molekuly medzi skupinami kontrola a HG sme
preukazali signifikantny rozdiel (p < 0,001 ), pri¢om v skupine HG bola expresia VCAM-1

vyznamne vyssia.

Rozdiel v expresii VCAM-1 uskupin HG aHG/TRC sa preukazal ako
nesignifikantny (p = 0,130). Vysledky su vyjadrené v % kontroly a su zobrazené v grafe €.

4.

Graf 4: mRNA expresia VCAM-1
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Stlpec vlavo (kontrola) zobrazuje mieru expresie VCAM-1 u kontrolnej skupiny
predstavujticej normdinu hladinu glukdzy. Stipec uprostred oznaceny ako HG zobrazuje expresiu
VCAM-1 pre experimentdinu skupinu s vysokou glukézou a stipec vpravo odréza expresiu VCAM-

1 v experimentdlinej skupine s vysokou glukdzou a TRC 105. Viysledky su vyjadrené v % kontroly.
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5.1.5 mRNA expresia SELE

Zmeny expresie E-selektinu medzi kontrolnou a experimentdlnou HG skupinou

sa ukdzali ako Statisticky vyznamné (p < 0,001). Miera expresie bola v skupine HG

Statisticky vyznamne vyssia.

Rozdiel expresie SELE u experimentdlnych skupin HG a HG/TRC sa ukdzal ako

nesignifikantny (p = 0,959). Vysledky su vyjadrené v % kontroly a su zobrazené v grafe €.

5.

Graf 5: mRNA expresia SELE
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Stlpec s oznacenim (kontrola), predstavujicu normdlnu hladinu glukdzy popisuje génovti
expresiu E-selektinu. Stredny stlpec HG zobrazuje expresiu SELE pre experimentdinu skupinu

s vysokou glukézou. Stlpec vpravo odrdZa expresiu SELE v experimentdinej skupine HG/TRC.

Vysledky su vyjadrené v % kontroly.
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5.2 Prietokovad cytometria

Pomocou metdda prietokovej cytometrie sme stanovili proteinové hladiny u Eng

a ICAM-1.

Medzi sebou sme porovnavali 4 skupiny. Prva skupina predstavovala kontrolnu
skupinu (normalna glukdza), voci ktorej sme porovnavali skupinu TRC (normalna glukéza
+ TRC 105) a skupinu HG (vysoka glukdza). Porovnanim skupin kontrola a TRC sme mohli
uréit, ako pdsobi lie¢ivo na bunky. Dalej sme medzi sebou porovnavali skupiny HG
a HG/TRC a rozdiel medzi tymito skupinami vypovedal o tom, ako p6sobi lieivo na
bunky aktivované vysokou glukézou. Vsetky vysledky zobrazené v grafoch su vyjadrené

v % kontroly.
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5.2.1 Proteinova hladina Eng

Proteinové hladiny Eng sa preukazali Statisticky vyznamne nizsie (p = 0,004)

u skupiny TRC oproti skupine kontrolne;j.

Hladiny Eng boli signifikantne vyssSie (p = 0,004) u experimentalnej skupiny HG

v porovnani s kontrolnou skupinou.

Proteinova hladina Eng u experimentalnej skupiny HG sa ukazala signifikantne
vysSia (p = 0,004) v porovnani s Eng u experimentalnej skupiny HG/TRC. Vysledky su

vyjadrené v % kontroly a su zobrazené v grafe €. 6.

Graf 6: Proteinovd hladina Eng
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Prvy stlpec zlava zobrazuje proteinovi hladinu Eng u kontrolnej skupiny s normdinou
hladinou glukézy. Stlpec grafu s oznacenim TRC predstavuje hladinu proteinu pre skupinu
s normdlnou hladinou glukdzy a s pridanym lie¢ivom TRC 105. Stlpec s oznacenim HG zobrazuje
experimentdinu skupinu s vysokou glukézou a stipec experimentdinej skupiny HG/TRC odrdZa

proteinové hladiny Eng po vysokej glukdze a lieCive. Viysledky su vyjadrené v % kontroly.
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5.2.2 Proteinova hladina ICAM-1

Proteinova hladina ICAM-1 bola Statisticky vyznamne vyssi (p < 0,001 ) u skupiny

TRC v porovnani s kontrolnou skupinou.

Proteinova hladina ICAM-1 pri porovndvani kontrolnej skupiny a HG skupiny bola

signifikantne vyssia (p < 0,001) u skupiny HG.

Miera proteinovej hladiny je signifikantne zvySena (p < 0,001) u skupiny HG/TRC
v porovnani so skupinou HG. Vysledky su vyjadrené v % kontroly a su zobrazené v grafe

¢. 7.

Graf 7: Proteinovad hladina ICAM-1
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Prvy stlpec zlava zobrazuje hladinu proteinu ICAM-1 u kontrolnej skupiny. Stlpec grafu
s oznacenim TRC predstavuje hladinu proteinu pre skupinu s normdlnou hladinou glukdzy
a s pridanym lie¢ivom TRC 105. Stlpec s oznacenim HG popisuje proteinové hladiny namerané
u skupiny s vysokou glukézou a stlpec HG/TRC predstavuje proteinové hladiny ICAM-1 u skupiny

s vysokou glukézou a TRC 105. Viysledky su vyjadrené v % kontroly.
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6. DISKUSIA

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktory je silne exprimovany
v aortalnych endotelovych bunkach. Ukazalo sa, Ze za expresiu Eng, ktora bola
zaznamenana v aorte u mySieho modelu aterosklerézy, su zodpovedné hlavne
endotelové bunky a nie iné bunkové typy [9]. Expresia membranového Eng bola znizena
v pokrocilych aterosklerotickych platoch, ¢o naznacuje, Ze jeho expresia s progresiou
aterosklerdzy klesa [26, 34]. Expresia membranového Eng bola navyse znizend, ked
ludské endotelové bunky pupocnej zily boli vystavené zdpalovému faktoru TNF-a po
dobu 24 hodin [32]. Na druhej strane sa ale ukdzalo, Ze membranovy Eng sa podiela na
zapalovej infiltracii leukocytov in vivo aj in vitro [30, 78], ¢o sved¢i o jeho podpornej
Ulohe pri zapalovych stavoch. Tieto Udaje popisuju komplexnu, regulovanu expresiu
a funkciu Eng pocas endotelovej dysfunkcie/zapalu, ¢o su doleZité pociatocné kroky

aterogenézy.

VysSie uvedené udaje jasne ukazuju rozdiely v potencionalnej ulohe Eng
v $tadidch in vivo (simulujucich aterogenézu) a Studiach in vitro (zameranych na roézne
krvné cievy). Presna uloha Eng pri vyvoji alebo ochrane pred endotelovou dysfunkciou

preto nie je znama.

Metabolicky syndrom zahrriuje stavy/priznaky, ktoré sa zvycajne vyskytuju
sucasne (endotelova dysfunkcia, arteridlna hypertenzia, hyperglykémia, obezita
suvisiaca s inzulinovou rezistenciou a hypercholesterolémia alebo hypertriglycerolémia)
a povazuju sa za rizikové faktory pre kardiometabolické poruchy ako je aterosklerdza,

diabetes mellitus 2. typu a poruchy pecene [79].

Novym pristupom v lie¢be urcitych ochoreni je pouzitie monoklonalnych
protilatok presnejsie zameranych na zmenené alebo toxické proteiny. Carotuximab je
terapeutickd monoklondlna protilatka, ktord sa viaze na ludsky a na mysi endoglin
(s vy$Sou afinitou kludskému Eng) [80]. Vsucasnosti neexistuju ZzZiadne Studie

zaoberajuce sa Uc¢inkami carotuximabu na vyvoj endotelove]j dysfunkcie.

V tejto diplomovej praci sme sa zamerali na popisanie ucinkov carotuximabu pri

vysokej expozicii glukézy (simulacia hyperglykémie udiabetu mellitus typu |l
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a metabolického syndromu v podmienkach in vivo) na expresiu Eng, ako aj na expresiu

bunkovych adhéznych molekul ako ICAM-1, VCAM-1, E-selektin a enzymu eNOS.

Expozicia vysokym hladindm glukdzy vyznamne zvysila génovu expresiu Eng,
VCAM-1, ICAM-1, E-selektinu a eNOS v porovnani s kontrolnou skupinou. To naznacuje
uspesnu indukciu endotelovej dysfunkcie u pouzitych aortalnych endotelovych buniek.
Tieto vysledky su vzhode s predchadzajucim vyskumom, ktory dokazuje, Ze 7-
ketocholesterol (simulujuci hypercholesterolémiu) zvysil expresiu Eng a biomarkerov
endotelovej dysfunkcie azapalu ICAM-1 a P/E-selektiny u aortalnych endotelovych
buniek [27]. Tieto Udaje naznacuju, Ze vystavenie endotelovych buniek rizikovym
faktorom pre rozvoj endotelovej dysfunkcie zvySuje expresiu Eng. Dalej bolo tie?
dokazané, Ze toto zvySenie expresie Eng zvySuje adhéziu a transmigraciu monocytov cez

endotel, ¢o naznacuje rozhodujlcu ulohu Eng v tomto procese [27].

Pre ucely tejto diplomovej prace sme sa rozhodli pouzit carotuximab, aby sme
objasnili, ¢i ma vplyv na expresiu Eng abunkovych adhéznych molekdl za
hyperglykemickych podmienok. gqRT-PCR preukazala, Ze carotuximab neovplyviuje
vysokou glukézou stimulovanu génovu expresiu Eng, ¢o naznacuje, Ze carotuximab
neovplyviuje expresiu/produkciu Eng u aortalnych endotelovych buniek. Rovnaky efekt
bol zaznamenany u génovej expresie ICAM-1, VCAM-1 a E-selektinu, ¢o znamen3, Ze
carotuximab neovplyviiuje ani expresiu bunkovych adhéznych molekdl za
hyperglykemickych podmienok. Na vyhodnotenie proteinovych hladin Eng a ICAM-1 za
hyperglykemickych podmienok bola pouZitda prietokova cytometria. Tato analyza
odhalila, Ze carotuximab blokuje expresiu Eng, ako bolo popisané v literattre [81]. Dalej
sme dokazali, Ze po vystaveni buniek vysokym hladindm glukdzy doslo aj k zvySeniu
proteinovej expresie membranového Eng u aortalnych endotelovych buniek. Prvykrat
sme v tejto diplomovej praci ukazali, Ze carotuximab blokuje aj proteinovu expresiu Eng
po vystaveniu vysokym hladinam glukézy v porovnani s bunkami vystavenymi iba
vysokej glukdze. To znamena, Ze méZzeme ocakavat podobné efekty ako uz boli popisané

v minulosti pri blokacii/inhibicii Eng [27].

Taktiez sme potvrdili vysledky ziskané gRT-PCR a preukdzali zvySenu proteinovu

expresiu ICAM-1 po vystaveni vysokym hladinam glukdzy. Prekvapivo, stimuldcia buniek
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carotuximabom viedla k zvysenej proteinovej expresii ICAM-1. V sucasnosti nie su
k dispozicii Ziadne informacie o carotuximabe ajeho vplyve na bunkové adhézne
molekuly, takZze tento ucinok zatial nemdZzeme vysvetlit. Okrem toho sa proteinova
expresia ICAM-1 zvysila aj v kombindcii vysokej glukdzy a carotuximabu, ¢o ukazuje, Ze
carotuximab potenciondlne méze vyvolat zapal a endotelovd dysfunkciu u aortalnych

endotelovych buniek.

V suhrne, carotuximab blokuje expresiu Eng a zvySuje expresiu ICAM-1. Vyvolava
to otazku, aky bude ucinok carotuximabu na rozvoj endotelovej dysfunkcie za
hyperglykemickych podmienok. Analyze funkénych ddésledkov tychto vysledkov sa

budeme venovat v buducich experimentoch.
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7. ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i novd monoklonalna protilatka
carotuximab ovplyviiuje expresiu endoglinu a dalSich biomarkerov endotelovej
dysfunkcie ako su eNOS, ICAM-1, VCAM-1, E-selektin, u ludskych aortdlnych
endotelovych buniek, ktoré boli vystavené pdsobeniu vysokej glukézy po dobu 72 hodin.
Vysledky potvrdili, Ze po navodeni hyperglykémie, doSlo krozvoju endotelovej
dysfunkcie u HAEC. U Eng a ostatnych biomarkerov endotelovej dysfunkcie nebol
preukdzany vplyv carotuximabu na ich génovu expresiu. Prvykrdat sme dokdzali, Ze
carotuximab zniZuje proteinové hladiny Eng po vystaveniu vysokym hladindm glukdzy.
TakZe mdzeme ocakdvat inhibiciu Eng a jeho drahy. Avsak u adhéznej molekuly ICAM-1
viedol carotuximab k zvyseniu proteinovych hladin. Tento jav zatial nemézeme vysvetlit,
ale je pravdepodobné, Ze carotuximab moZe vyvolat zdpal a endotelovi dysfunkciu

u endotelovych buniek. Funkény dopad tychto vysledkov musi byt dalej preskimany.
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