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ABSTRAKT

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

Nazov diplomovej prace: Vplyv glukézy na expresiu biomarkerov endotelové
dysfunkcie u endotelovych buniek

Autor: Kristina Schmidtova

Vedici diplomovej prace: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Ciel prace: Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit,, ¢i novd monoklonélna protilatka
carotuximab ovplyviiuje expresiu endoglinu a jeho transkripénych faktorov (KLF6 a
RELA) a taktiez expresiu enzymu MMP-14 ahladinu solubilného endoglinu, u
Pudskych aortadlnych endotelovych buniek, ktoré boli po dobu 3 dni vystavené
posobeniu vysokej hladiny glukozy.

Metddy: V tejto diplomovej praci boli pouzité l'udské aortadlne endotelové bunky
(HAEC), ktoré boli po dobu 3 dni vystavené¢ pdsobeniu vysokej hladiny glukézy (45
mmol) a po dobu 12 hodin vystavené pdsobeniu carotuximabu (300 pg/ml). Vysledky
boli porovnavané s kontrolnou skupinou, ktora bola vystavena normalnym hladindm
glukézy (5 mmol). Metodou real-time PCR sme zmerali mRNA expresiu endoglinu,
KLF6, RELA a MMP-14. Pomocou prietokovej cytometrie sme vyhodnotili proteinoveé
hladiny endoglinu a enzymu MMP-14. Pre meranie hladiny sEng sme pouzili metodu

ELISA.

Vysledky: Génova expresia endoglinu, transkripénych faktorov a enzymu MMP-14 bola
signifikantne zvysSena po pdsobeni vysokych hladin glukézy. Po pridani carotuximabu
ku skupine s vysokou hladinou gluk6zy nastalo signifikantné znizenie mRNA expresie
KLF6. V pripade mRNA expresie endoglinu, RELA a MMP-14 nebol zaznamenany
signifikantny rozdiel. Metddou prietokovej cytometrie sme zaznamenali signifikantné
zvysenie proteinovej hladiny endoglinu a po pridani carotuximabu nastal signifikantny
pokles v proteinovej hladine endoglinu. Proteinova hladina MMP-14 sa po vystaveni

vysokej hladine glukézy signifikantne znizila, avSak po pridani carotuximabu sa



zvysila. Hladiny solubilného endoglinu v médiu sa po vystaveni vysokej glukoze

zvysili.

Zaver: Vysledky preukazali, Zze carotuximab ma vplyv na expresiu endoglinu
a transkripénych faktorov, predovSetkym KLF6, ale aj na enzym MMP-14 u gluk6zou
vyvolanej endotelovej dysfunkcie. Mechanizmus, ktorym carotuximab tieto zmeny

spdsobuje, musi byt predmetom d’alsich stadii.

KTItacové slova: carotuximab, endoglin, endotelovd dysfunkcia, hyperglykémia, MMP-

14, solubilny endoglin



ABSTRACT

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

Title of Diploma Thesis: Glucose effects on the expression of biomarkers of
endothelial dysfunction in endothelial cells

Author: Kristina Schmidtova

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 its
transcription factors (KLF6 and RELA), as well as the expression of enzyme MMP-14
and soluble endoglin, in human aortic endothelial cells that were exposed to high

glucose levels over the period of 3 days.

Methods: We used human aortic endothelial cells (HAEC), passage 5, and we exposed
them to high glucose levels (45 mmol) for the period of 3 days and to carotuximab (300
pg/ml) for 12 hours. The results were compared with a control group which was
exposed to normal glucose levels (5 mmol). Real-time PCR was used to measure the
mRNA expression of endoglin, KLF6, RELA and MMP-14. Protein levels of endoglin
and the enzyme MMP-14 were measured by flow cytometry. ELISA method was used

to measure the level of soluble endoglin.

Results: Gene expression of endoglin, transcription factors and the enzyme MMP-14
was significantly increased after exposure to high glucose levels. Following the addition
of carotuximab to the high glucose group, there was a significant decrease in KLF6
mRNA expression. No significant difference was observed for endoglin, RELA and
MMP-14 mRNA expression. Significant increase in endoglin protein level was
observed in high glucose group but after addition of carotuximab there was a significant
decrease in endoglin protein level. The protein level of MMP-14 decreased significantly

after exposure to high glucose, however the addition of carotuximab led to increase in



MMP-14 protein level. Soluble endoglin levels in the medium were increased in high

glucose group.

Conclusions: The results showed that carotuximab has an effect on the expression of
endoglin and its transcription factors, especially KLF6, but also on the enzyme MMP-
14 in high glucose-induced endothelial dysfunction. The mechanism by which the TRC

causes these changes needs to be the subject of further studies.

Keywords: carotuximab, endoglin, endothelial dysfunction, hyperglycemia, MMP-14,

soluble endoglin
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1 UVOD

Diabetes mellitus je chronické metabolické ochorenie, ktoré sa v Ceskej
republike objavuje asi u 9% populacie. Diabetes mellitus vznikéd v dosledku absolitneho
(diabetes mellitus 1. typu) alebo relativneho (diabetes mellitus 2. typu) nedostatku
inzulinu. Castejsie vyskytujicou sa formou je diabetes mellitus 2. typu, pre ktory je
okrem poskodenej sekrécie inzulinu typicka aj inzulinova rezistencia [1, 2]. Hlavnym
prejavom diabetu mellitus je hyperglakémia, ktorej Castym dosledkom je poskodenie

cievného endotelu a nésledne sposobena endotelova dysfunkcia [1].

Cievy maju vnutorny povrch vystlany endotelom [3]. Endotel je dolezity pre
udrziavanie homeostadzy v organizme prostrednictvom produkcie signalizacnych
molekul [4]. Endotelové bunky produkuju vazodilatacne aj vazokonstrikéne posobiace
latky a pri nerovnovéhe v ich tvorbe dochadza k endotelovej dysfunkcii [5]. Na rozvoji
endotelovej dysfunkcie sa podiel'a napriklad oxidativny stres, ktory spdsobuje rozklad
tetrahydrobiopterinu. Ten je potrebnym kofaktorom pre tvorbu oxidu dusnatého, ktory
je najdolezitejSim vazodilatatorom [6]. Na vzniku endotelovej dysfunkcie sa dalej
podiel'aju aj zapalové procesy, ktoré zahfiiaji tvorbu cytokinov a expresiu adhéznych
molekul, pomocou ktorych prestupuju leukocyty a monocyty do subendotelovej vrstvy

a tym poSkodzuju endotel [6, 7].

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktory méa vyznamni ulohu ako
koreceptor receptorového systému transformacného rastového faktoru B [8]. Zmeny
v jeho expresii su vyvolané nie len hypoxiou, ale aj poranenim ciev, zapalom alebo
nadormi [9, 10]. Pri zniZenych hladinach endoglinu dochadza k nedostato¢nej produkcii
oxidu dusnatého prostrednictvom TGF- signalizacnej drahy ato vedie krozvoju
endotelovej dysfunkcie in vivo [11]. Na druhej strane bolo dokazané, ze Eng sa
zucastiuje zapalovej infiltracie leukocytov in vitro a teda mdze potenciondlne zohravat’

aj negativnu ulohu pri endotelovej dysfunckii [12].

Carotuximab je monoklondlna protilditka viazuca sa na endoglin [13].
Carotuximab niekol’kymi mechanizmami inhibuje angiogenézu a pdvodne bol vyvijany

za ucelom pouzitia v onkologickych indikéciach [14, 15].
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Tato diplomova praca sa zameriava na vplyv carotuximabu na expresiu
endoglinu, jeho transkripénych faktorov a enzymu MMP-14 u endotelovych buniek

vystavenych vysokym davkam glukdzy.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Endotel a jeho fyziologicka funkcia

Endotel je tvoreny tenkou suvislou vrstvou buniek podlhovastého tvaru, ktoré
vystielaji vnatorny povrch kardiovaskularnej sustavy a lymfatickych ciev (vid’ obrazok
1) [3]. Endotel nie je len bariérou, ale je vel'mi vyznamnym metabolickym orgdnom
[16]. Nepretrzite reaguje na mechanické a biochemické stimuly produkciou réznych

signaliza¢nych molekul, aby udrziaval stale vnutorné prostredie [3, 4].

Obrazok 1: Endotel

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

Endothelium

External elastic
membrane Internal elastic

membrane

Obrazok zobrazuje prierez artérie. Stena artéria sa sklada z 3 vrstiev: tunica intima,
tunica media a tunica externa. Tunicu intimu tvori endotel (Endothelium), ktory vystiela
vautro cievy. Endotel je tvoreny jednou vrstvou endotelovych buniek, spojenych tesnymi
spojmi. Pod endotelom sa nachddza este tenka vrstva subendotelového viziva. Tunica
media je tvorend predovsetkym hladkymi svalmi (Smooth muscle), ktoré su ohranicené
vautornou elastickou membranou (Internal elastic membrane) a vonkajsou elastickou
membranou (External elastic membrane). Tunica externa je tvorena predovsetkym

vdzivom a ma funkciu upevnenia cievy do okolia.

Prevzaty z: Artery [online] Dostupny na: https://en.wikipedia.org/wiki/Artery
[2021-03-10].
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2.1.1 Funkcie endotelu

2.1.1.1 Permeabilita

Jednou z hlavnych funkcii endotelu je regulacia transportu latok cez
semipermeabilnt membranu [5]. Tato membrana oddeluje krv a krvné elementy od
prilahlych tkaniv [3]. Bunky maji medzi sebou tesné spoje, vdaka ¢omu reguluji
transport latok [17]. Kvapaliny a elektrolyty prechddzaju cez membranu pomocou
pasivnej difuzie, ale transport vacSich molekal musi byt sprostredkovany pomocou
membranovo viazanych receptorov [5, 18]. Takyto transport sa vyuziva pre proteiny,
ako napriklad koagulacné a antikoagulacné faktory, lipidové castice (LDL), hormény

(endothelin-1) a iné metabolity (serotonin, oxid dusnaty) [5].

Krvné bunky pre svoj prestup cez membranu vyuzivaju tzv. adhézne molekuly,
ktoré sa nachddzaju na povrchu endotelovych buniek. Medzi adhézne molekuly patri
napriklad cievna adhézna bunkovd molekula-1 (vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1), medzibunkovd adhézna molekula-1 (intercellular adhesion molecule-1,
ICAM-1), P-selektin alebo E-selektin. Adhézne molekuly umozZiiuju leukocytom dostat’
sa z krvného riecCiska cez endotelovi membranu na miesto zapalu, kde sa nasledne
hromadia. Okrem kumuldcie leukocytov dochiddza v cievnej stene aj k hromadeniu

monocytov, ktoré sa nasledne premieniaji na makrofagy [19].

2.1.1.2 Reguldacia cievneho tonusu

Dal$ou funkciou endotelu je regulacia cievneho tonusu pomocou vazoaktivnych
mediatorov. Medzi hlavné vazodilatatory patri oxid dusnaty (nitric oxide, NO),
prostacyklin (PGl2) a endotelovy hyperpolarizacny faktor (endothelium-derived
hyperpolarizing factor, EDHF), ktoré sposobuju nie len relaxaciu cievnej svaloviny, ale

zaroven aj inhibuju ¢innost’ krvnych dosticiek [5].

NO je tvoreny v endotelovych bunkédch oxidaciou L-argininu enzymom NO
syntaza (NOS) [5]. Existuji 3 druhy NOS a to endotelialna NOS (endothelial nitric
oxide synthase, eNOS), neurondlna NOS (neuronal nitric oxide synthase, nNOS) a
indukovatel'na (inducible nitric oxide synthase, iNOS) [20]. K syntéze NO st potrebné
kofaktory nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate, NADPH), flavinmononukleotid (flavin mononukleotide, FMN),
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flavinadenindinukleotid (flavin adenine dinucleotide, FAD), tetrahydrobiopterin
(tetrahydrobiopterin, BH4) a kalmodulin. Vytvoreny NO prechddza cez endotelova
membranu k hladkym svalovym bunkam, kde aktivuje guanylat cyklazu (guanylate
cyclase, GC). GC vedie k tvorbe druhého posla, cyklického 37,5 -guanozin monofosfatu
(cyclic guanosine monophosphate, cGMP), ktory sprostredkovava posobenie NO. eNOS
je aktivovana signdlnymi molekulami ako je bradykinin, serotonin ¢i vaskuldrny
endotelovy rastovy faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) [21]. NO ma tiez
schopnost’ znizovat' expresiu adhéznych molekul, a inhibovat' adhéziu a agregaciu

trombocytov [22].

Prostacyklin sposobuje relaxaciu hladkej svaloviny a uvolfiuje sa pri hypoxii a
zvySenom krvnom prietoku. Posobi prostrednictvom zvySovania cyklického 3°5’-

adenozin monofosfatu (cyclic 3’5 -adenosine monophosphate, cAMP) [23].

EDHF sposobuje vazodilataciu hyperpolarizaciou cievnych hladkosvalovych
buniek prostrednictvom stimulacie ATP senzitivnych K kanalov alebo Na'/K" ATPazy
[5].

Okrem vazodilatatne pdsobiacich substancii, endotelové bunky uvoltiuju aj
latky vyvolavajuce vazokonstrikciu. NajvyznamnejSimi latkami ztejto skupiny su
endotelin-1 (endothelin-1, ET-1), tromboxan A (thromboxane A, TXA»),
prostaglandin H2 (prostaglandin H2, PGH2) a angiotenzin II.

ET-1 je peptid, zlozeny z 21 aminokyselin a je produkovany len endotelovymi
bunkami pri hypoxii [5, 24]. ET-1 sa vo vySSej] miere viaze na receptor endotelin-A
(endothelin-A, ET-A) umiestneny v cievnej hladkej svalovine, prostrednictvom ktorého
pdsobi vazokonstrikéne. Okrem vazokonstrikéného pdsobenia ma ET-1 aj prezapalové a

premitogénne vlastnosti [24].

TXA> a PGH:> aktivuju tromboxanové receptory krvnych dosticiek a hladkych

svalov ciev a teda posobia ako antagonisti NO [21].

Na povrchu endotelu sa nachadza angiotenzin-konvertujuci enzym (angiotensin-
converting enzyme, ACE), ktory posobi vazokonstrikéne dvoma mechanizmami ucinku.
Prvym je jeho schopnost’ premienat’ angiotenzin I na vazokonstrikéne posobiaci
angiotenzin II. Druhym mechanizmom je, ze ACE rozklada vazodilatatne pdsobiaci

bradykinin a tym potenciuje vazokonstrikéné posobenie [22].
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2.1.1.3 Hemostaza

Hemostaza je jeden z mechanizmov, ktoré zabezpecCuju celistvost a stalost’
vnatorného prostredia [5]. Vyznamnou ulohou endotelu je zabezpecenie
antikoagulacného a antitrombogénneho prostredia a tym zaistenie optimalneho krvného
toku [25]. Antitrombotické a antikoagulacné Ucinky maju TXA», trombomodulin,
aktivator plasminogénu alebo molekuly podobné heparinu. Endotel produkuje
trombomodulin, ktory pri vytvoreni komplexu s trombinom straca schopnost’ Stiepit
fibrinogén, a tym inhibuje koagulaciu. Pri Stiepeni fibrinu sa taktiez uplatituje plazmin,
ktory vznikéd z plazminogénu pdsobenim tkanivového aktivatoru plazminogénu (tissue
plasminogen activator, t-PA). Jeho aktivita moze byt zniZend inhibitorom aktivatoru

plazminogénu, ktory je taktiez syntetizovany endotelom [19].

2.1.1.4 Angiogenéza

Angiogenéza je tvorba novych ciev vyvoland stavom hypoxie, ktora vznika
napriklad pri nadorovych ochoreniach a ich metastdzach alebo pri reparacii
poskodenych ciev [5]. Tvorba ciev je sprostredkovana pomocou rastovych faktov, ako
je VEGF. Spolu s transformujicim rastovym faktorom beta (transforming growth factor
beta, TGF-B) stimuluju rast buniek hladkej svaloviny a tym dochadza k hypertrofii
cievnej steny [19, 24].

2.2 Endotelova dysfunkcia

Pri endotelovej dysfunkcii (endothelial dysfunction, ED) dochadza k funkénému
poskodeniu samotného endotelu, sprevadzaného nadmernou permeabilitou cievnej steny
a  dysbalanciou medzi  vazokonstrikénymi a  vazodilatnymi  Cinitel'mi,
protrombogénnymi a antitrombotickymi faktormi a proliferaciou buniek [19, 25]. V
miestach poskodenia cievneho endotelu dochddza k adherencii dosticiek k
subendotelovému spojivu, ktora je potrebna k obnoveniu cievnej integrity [26]. Tejto
adhézie sa zucastiiuje aj von Willebrandov faktor (von Willebrand factor, vWF), ktory
je skladovany vo Weibel-Paladeho telieskach [27]. Adhézia dostiCiek je vyvolavana

kolagénom, trombinom, ale aj hypoxiou. ZvySené expresia vVWF, tkanivového faktoru a
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inhibitoru aktivatoru plazminogénu, vyvolava zvysené riziko vzniku trombov [26]. ED
sa podiela na vzniku ranych aj pokrocilych faz aterosklerézy a podnecuje arteridlnu
hypertenziu, chronické srdecné zlyhanie, rendlne zlyhanie a komplikéacie diabetu

mellitus (DM) [28].

Pricin ED moze byt mnoho. Za systémové pri¢iny sa povazuju napriklad
arterialna hypertenzia, zvySené hladiny LDL, DM, obezita, hypoxia, faj¢enie, ionizacné
Ziarenie, cytostatikd, starnutie ¢i ro6zne infekcie (vid’ obrazok 2). Medzi lokalne pric¢iny
patri napriklad Smykové napétie krvného prudu (shear stress), turbulencia krvného toku,
anomalie ciev a angioplastiky [19]. NajvyznamnejSie pri¢iny su dalej popisané

detailnejsie.

2.2.1 Priciny endotelovej dysfunkcie

2.2.1.1 Oxidativny stres

Oxidativny stres je jeden z najvyznamnejSich vyvolavajucich faktorov ED. Za
fyziologického stavu sa v tele nachadzaji antioxidanty, ktoré neutralizuji volné
radikaly. V pripade, Ze telo vykazuje nedostatok antioxidantov, dochadza k narusSeniu
funkcie NO, zvySenej tvorbe peroxynitritu (ONOO-) prostrednictvom reaktivnych
foriem kysliku (reactive oxygen species, ROS). TaktieZ sa zvySuje expresia ET-1, o ma
za nasledok poskodenie endotelu [25, 29]. Peroxynitrit inhibuje syntézu NO
degradaciou BH4, ktory sa ako kofaktor podiel'a na syntéze NO. Pri nedostatku NO
dochadza k poskodeniu vazodilata¢nej funkcie endotelu, co mdze nasledne viest’ ku

zvySenému riziku vzniku vazospazmov [6].
2.2.1.2 Zapal

Pri akitnom alebo chronickom zadpale dochddza k produkcii cytokinov,
rastovych faktorov a histaminu. Ich pésobenim sa uvolfiuju tesné spoje medzi bunkami
a zvySuje sa permeabilita membrany [30, 31]. ROS zvySuju permeabilitu endotelovej
membrany, zvySuju aktivitu cytokinov ako su tumor nekrotizujtci faktor-alfa (tumor
necrosis factor alpha, TNF-a) a interleukin-1 (interleukin-1, IL-1). Cytokiny vyvolaju
zvysSenu expresiu adhéznych molekul (ICAM-1, VCAM-1, P-selektin, E-selektin) na
povrchu endotelovych buniek [6]. To zapricifiuje prestup monocytov a lipidov (LDL

castic oxidovanych ROS), podielajicich sa na vzniku aterosklerdzy, cez endotelovi
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vrstvu. Z dovodu nedostatku NO a EDHF, ktoré maji antiproliferativne ucinky
dochadza k proliferdcii hladkosvalovych buniek a tym k zvySeniu extracelularneho

vaziva. Takéto poskodenie endotelu vedie k vzniku zapalu [7].

Medzi d’alsie zapalové markery, ktoré sa uplatituji pri vzniku ED, patri aj C-
reaktivny protein (C-reactive protein, CRP), ktory mé priamy vplyv na biologicku
dostupnost’ NO a znizuje aktivitu eNOS [6, 32].

2.2.1.3 Infekcie

K ED mozu tiez prispievat’ infekcie spdsobené baktériami rodu Chlamydia
pneumoniae ¢i Helicobacter pylori a z virusov to st hlavne cytomegalovirus a herpes
simplex virus-1. Tieto patogény vyvoldvaji tvorbu imunoglobulinov, ktoré naruSuja
integritu endotelu [32]. Tym vedu k vzniku zapalu a tvorbe cytokinov, ako uz bolo

popisané vyssie [6].

2.2.2 Prejavy endotelovej dysfunkcie

2.2.2.1 Ateroskleroza

Zhorsena funkcia endotelovych buniek méze viest’ k vzniku kardiovaskularnych
ochoreni. ED je prvym stupiiom ateroskleroticky poskodenych ciev, ktory postupne
prechadza do klinicky manifestujicej sa aterosklerozy. Ako uz bolo spominané, po
poSkodeni endotelu dochddza k zvySenej expresii adhéznych molekal a tvorbe
cytokinov, ¢o nasledne spdsobuje zvySeny prechod monocytov cez endotel [33]. V
cievnej stene sa monocyty menia na makrofagy, ktoré pohlcuju oxidovany LDL za
vzniku tzv. penovych buniek. Kumulaciou tychto penovych buniek sa vytvaraja prvé
makroskopické prejavy aterosklerézy vo forme tzv. tukovych prazkov [19]. Pri
ateroskler6ze sa zvySuje migracia hladkosvalovych buniek do subendotelovej vrstvy, a
to vedie k vzniku tzv. fibrinovych platov [34]. V pokrocilych fazach ateroskler6zy moze
dojst az k ruptire aterosklerotickych platov, ¢o modze spdsobit’ vznik dalSich

kardiovaskularnych ochoreni [19].
2.2.2.2  Arteridlna hypertenzia

Stuvislost medzi ED a arteridlnou hypertenziou je vyznamna. Na zaklade

dostupnych stadii vSak v sucasnosti nie je jasné, ¢i je hypertenzia rizikovym faktorom
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ED alebo ED vyvolava hypertenziu [25]. Hypertenzia, ako rizikovy faktor pre vznik
ED, suvisi s mechanickym poskodenim endotelu, znizenou dostupnostou NO, ale aj

zvysenou produkciou ROS. Tieto u¢inky vedu k rozvoju zépalu a vazokonstrikcii [32].

Obrazok 2: Rizikové faktory vzniku endotelovej dysfunkcie
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Na obrazku su zndzornené rizikové faktory, ktoré vedu k rozvoju endotelovej dysfunkcie:
fajcenie (smoking), obezita (obesity), mechanické poskodenie (mechanical stress), zapal
(inflammation), hypertenzia (hypertension), oxidovany LDL (oxLDL), hyperglykémia
(hyperglycemia). Pri endotelovej dysfunkcii (endothelial dysfunction) je znizena
dostupnost' NO, sposobena narastom poctu reaktivnych foriem kysliku (ROS) a zniZenou
cinnostou endotelovej NO syntdazy (eNOS). Porusena endotelova funkcia vedie k
zvySenej permeabilite membrany (1 permeability), tromboze (1 thrombosis), zvysenej
adheézii leukocytov (1 leukocyte adhesion), k poskodeniu vazodilatacie (impaired
vascular relaxation). Dalej sa zvySuje aj oxidativny stres (1 oxidative stress), ¢o vedie k

rozvoju zapalu (1 inflammation).

Prevzaty z: Vascular cytoprotein, autoimmune disease, and premature atherosclerosis

[35].
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2.3 Endoglin

Endoglin (Eng) je transmembranovy glykoprotein znamy aj ako cluster of
differentiation 105 (CD 105) alebo ako receptor transformujiceho rastového faktoru f3
typu III (TGF-BRIII) [8]. Povodne bol objaveny v druhej polovici 80. rokov 20. storocia

pomocou monoklondlnej protilatky 44G4 vytvorenej na liecbu leukémie [36, 37].

2.3.1 Struktiira endoglinu

Eng je 180 kDa homodimérny, transmembranovy receptor [37]. Disulfidové
mostiky tvoria spojenie medzi dvomi 95 kDa monomérmi a tym stabilizuju Struktiru

Eng (vid’ obrazok 3) [38, 39].

Eng pozostava z troch Casti. NajvdcSou Cast'ou je extraceluldrna doména, ktora
sa skladd z 561 aminokyselin. Rozdel'uje sa na orphan doménu (OD) a zonu pellucidu
(ZP). Nazov orphan (sirota) vyjadruje, ze tato Cast’ nejavi ziadnu podobnost’ s inou
proteinovou rodinou [40]. ZP je zloZena z 260 aminokyselin a obsahuje tripeptid
zloZeny z argininu, glycinu a kyseliny asparagovej [12, 40]. Tento tripeptid moZze
vytvarat’ vizbu s integrinmi, ktoré sa nachadzaju na povrchu proteinov, ako napriklad
fibronektin, vWF, fibrinogén, protrombin a dalSie. Tato integrinmi sprostredkovana
adhézia sa podiela na zipale, hemostdze a trombdze [12]. NajmenSiou Castou Eng je
transmembranova hydrofébna Cast, ktord je zloZzena z 25 aminokyselin [41, 42].
Poslednou c¢astou Eng je kratka cytoplazmatickd doména (C-koniec) zloZend zo 47
aminokyselin [43]. Obsahuje serinové a treoninové zvysky, ktoré su fosforylované

prostrednictvom serin/treoninovej kinazy pri TGF-f signalizécii [10].
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Obrdzok 3: Struktira endoglinu
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Na obrazku je vidiet Strukturu Eng. Dve podjednotky endoglinu su spojené
disulfidovymi vizbami (-S-S-) vdaka, ktorym tvoria dimérnu Strukturu. Cytoplazmaticka
doména (CYT) je v miestach serinovych a treoninovych zvyskov fosforylovand (P). Cast
Eng, ktora prechiadza membranou sa nazyva transmembranova doména (TM).
Extracelularna doména (EC) sa sklada z orphan casti (orphan domain) a casti zona
pellucida (ZP). Na extraceluldrnej casti su zobrazené aj miesta glykozylacie (N-linked

glycans a O-linked glycans).

Prevzaty a upraveny z: The physiological role of endoglin in the cardiovascular system

[10].

Existuyjt 2 formy Eng. Prvou prevladajicou formou je L-Endoglin (long-
endoglin, L-Eng), ktorého cytosolické ¢ast’ obsahuje 47 aminokyselin. Druhou formou
je S-Endoglin (short-endoglin, S-Eng), ktorému chybaji miesta ur¢ené na fosforylaciu a
interakéné miesta pre proteiny v dosledku kratSej cytosolickej domény, pozostavajuce;j
zo 14 aminokyselin [41]. Tieto rozdiely st pri¢inou odliSnosti v pdsobeni L-Eng a S-

Eng [39].
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2.3.2 Expresia endoglinu

Endoglin je predovsetkym exprimovany v endotelovych bunkach, monocytoch a
makrofagoch, v hladkosvalovych bunkach ciev a je aj sucastou vrstvy placenty [44].
Endotelova expresia je riadend prostrednictvom TGF-B, kostnych morfogenetickych
proteinon (bone morphogenetic proteins, BMPs) alebo hypoxiou [9]. ZvySovanie hladin
Eng vyvolavaju aj dalSie patologické stavy, ako s poranenia ciev, zapal alebo nadory
[10]. Na indukciu expresie Eng su nevyhnutné transkripéné faktory medzi, ktoré patri
napriklad hypoxiou indukovatelny faktor 1 alfa (hypoxia-inducible factor 1 alpha, HIF-
la), Kriippel-like faktor 6 (KLF6), nuklearny faktor kappa B (NF-kB) a pecenovy X
receptor (liver X receptor, LXR) [8].

2.3.3 Funkcia endoglinu

Eng hra dolezitu ulohu pri tvorbe ciev, ich reparicii a taktiez zabezpeCuje
udrziavanie homeostazy v organizme [43]. Zmeny v expresii Eng mo6zu viest’ k rozvoju
ED a podnecuji rozvoj ochoreni, ako su napriklad, hereditdrna hemoragicka
teleangiektazia ¢i naddorové ochorenia [45, 46]. Eng je aj vyznamnym Cinitelom pri
kardiovaskularnych ochoreniach, konkrétne preeklampsii, metabolickom syndréme

a diabete mellitus [41, 45].

Eng je pomocny receptor, ktory je sicastou TGF-B signaliza¢nej kaskady, kde
sa podiela na uprave vdzby ligandov na TGF-B receptory (vid’ obrazok 4) [47]. Eng
pomaha viazat’ r6zne cytokiny z nadrodiny TGF-f, medzi ktoré patria napriklad: TGF-
B1, TGF-B3, BMP-9 alebo BMP-10 [39]. Tieto cytokiny sa viazu na transmembranové
receptory TGF-B (TGFBRI a TGFBRII), ktoré vykazuju serin/threonin kindzovu
aktivitu. Existuje 7 typov TGFBRI, oznaované ako aktivinu podobné kinazy (activin-
like kinase, ALK), z ktorych v endotelovych bunkach su pritomné ALK-1 a ALK-5
[10]. TGF-B receptor typu III, Eng, nevykazuje vnutornt kindzovu aktivitu a preto sluzi
len ako pomocny receptor prezentujuci TGF- cytokiny ostatnym receptorom [39]. Po
naviazani TGF-f cytokinov na dané receptory dojde k aktivacii transkripénych faktorov
Smad [48]. Existuju 3 skupiny tychto proteinov a to regulacné - Smad 1, 2, 3, 5, 8,
mediatorové - Smad 4 a inhibi¢né - Smad 6 a 7 [49]. Po naviazani TGF-f na jednotlivé

receptory, dojde k fosforylacii Smad proteinov. Na fosforylovany heterodimer sa
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naviaze medidtorovy Smad 4. Tento vzniknuty komplex prechddza do jadra, kde priamo

reguluje transkripciu cielového génu [48].

Pokial' dojde k aktivacii TGFBRI typu ALK-1, aktivuje sa signdlna kaskada
Eng/ALK-1/Smadl/5, ktord podnecuje migraciu a proliferaciu endotelovych buniek.
Druhou moznostou je aktivacia kaskady Eng/ALK-5/Smad2/3, ktora inhibuje tvorbu

ciev a brani migracii a proliferacii endotelovych buniek [10, 41].

Obrazok 4: TGEp signalizacnd kaskada
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Na obrazku je znazornena TGF-p signalizacna kaskada. TGF-f sa viaze na komplex
receptorov Eng/TGFBRII/ALK-5 alebo na Eng/TGFBRII/ALK-1. Aktivacia ALK vedie k
fosforylacii transkripcnych faktorov Smadl (u ALK-1) a Smad2/3 (u ALK-5). Nasledne
fosforylované proteiny vytvaraju komplex s mediatorovym Smad4. Tento komplex
vstupuje do jadra, kde riadi transkripciu konkrétnych génov. Signalizacna kaskada
ALK-1/Smadl/5 vedie k aktivacii endotelovych buniek (activated ECs), zatial’ co
aktivacia ALK-5/Smad2/3 utlmuje ¢innost endotelovych buniek (Quiescent ECs).

Prevzaty a upraveny z: TGF beta signaling at the summit [50].

22



2.3.4 Endoglin a endotelova dysfunkcia

Ako uz bolo popisané vyssie, NO je dolezitym vazodilatitorom a je
syntetizovany enzymom eNOS. Viaceré¢ in vivo a in vitro Studie dokazuju spojitost’
medzi Eng a eNOS [41]. Eng prostrednictvom vplyvu na proteinové hladiny Smad2/3
ovplyviiuje aj expresiu a stabilitu eNOS [45]. Pri znizenej hladine Eng, teda dochadza k
nedostatoc¢nej produkcii NO, ¢o moze viest' k ED [11]. Naopak, pri aktivacii signélnej
drahy Eng/ALK-5/Smad2/3 dochadza k syntéze eNOS a naslednej ochrane endotelu,
protizépalovému posobeniu spdsobenému inhibiciou NF-xB a tvorbe kolagénu, ktora

vedie k stabilizacii aterosklerotického platu (vid’ obrazok 5) [41, 51].

V stcasnosti stile nie je uUplne jasné, ¢i Eng pdsobi aterogénne alebo
antiaterogénne. Piao et al. zistili, ze v normalnych artériach bola expresia Eng znizena,
zatial’ ¢o v ateroskleroticky poskodenych cievach bola expresia Eng zvySena. Taktiez
preukazali zvySeni expresiu Eng v makrofdgoch, hladkosvalovych bunkach a
endotelovych bunkach v skorych $tadidch aterosklerdzy [41]. Podobne, Vicen et. al.
ukazali, ze pri premedikacii lTudskych aortdlnych endotelovych buniek 7-
ketocholesterolom, ktory simuluje efekt oxLDL, dochddza k zvysenej expresii Eng,
eNOS a dalsich biomarkerov ED (ICAM-1, P/E-selektin). Na druhej strane, chronicka
hypercholesterolémia in vivo vyvolala zniZenie expresie Eng a eNOS. Sucasne
dochéadzalo k zniZeniu produkcie NO, indukcii zapalu, a zvySeniu plazmatickych hladin

sEng [8].

Endoglin zohrava vyznamni ulohu pri prestupe leukocytov z krvi do
subendotelove] vrstvy. Integriny na povrchu krvnych buniek sa viazu na tripeptid
pritomny na extraceluldrnej Casti Eng a tak dochadza k transmigracii leukocytov cez

endotel pri aktitnej faze zépalu [8, 12].

Vztah medzi Eng a hyperglykémiou zatial nebol dopodrobna preStudovany.
Existuje niekol'ko S§tudii, ktoré poukazuji na urcitu savislost. Alvarez-Munoz et al.
pozorovali expreiu Eng u pacientov s ochorenim diabetes mellitus 1. typu s diabetickou
nefropatiou a bez nej. Tato Studia ukdzala zvysené hladiny expresie Eng u pacientov
s niz§im rizikom nefropatie, v porovnani s pacientmi s vysokym rizikom rozvoja
nefropatie. V §tudii in vitro kde boli bunky vystavené vysokym hladindm glukozy (25
mmol/l) alebo oscilujucim hladinam glukdézy sa preukazala zvySend mRNA expresia

Eng, HIF-1a a KLF-6. Obezita vyvolava rozvoj inzulinovej rezistencie, ktora sa podiel’a
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na vzniku diabetu mellitus 2. typu (diabetes mellitus type 2, DM2). Stadie poukazali na
signifikantny narast v expresii Eng v tukovom tkanive u obéznych mysi v porovnani

s chudymi mySami [45].

Obrazok 5: Funkcia endoglinu pri aterosklerdze

Obrazok zobrazuje dve TGF-f signalizacné drahy. Pri aktivacii ALK-1/Smadl/3,
dochadza k zvysenej tvorbe VEGF. Ten sa podiela na neovaskularizacii
(neovascularization) a ochrane endotelu prostrednictvom eNOS (endothelial protection
via eNOS). V druhom pripade sa aktivuje signalizacna kaskada ALK-5/Smad2/3, ktora
ma viaceré ucinky. Jednak ma protizapalovy ucinok sprostredkovany NF-kB (anti-
inflammatory effects via NF-kB), zvysuje produkciu eNOS, ktory sa posdiela na ochrane
endotelu (endothelial protection) a proteinu skorej rastovej odozvy (early growth
response protein 1, EGR-1), ktory stabilizuje ateroskleroticky plat (plaque
stabilization). Predpoklada sa, Ze aktivacia ALK-5/Smad2/3 signalne kaskady ma

ateroprotektivny charakter (atheroprotection).

Prevzaty z : The role of endoglin in atheroserosis [41].
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2.3.5 Solubilny endoglin

Solubilny endoglin (sEng) vzniké odstiepenim NH2-konca extracelularnej ¢asti
membranového Eng. Vézba je proteolyticky Stiepend matrixovou metaloproteinazou 12
alebo 14 (matrix metalloproteinase, MMP-12, MMP-14) a po odstiepeni dochadza k

uvolneniu sEng do krvného rie€iska (vid’ obrazok 6) [44].

sEng sa pouziva ako biomarker kardiometabolickych ochoreni, ako napriklad

DM2, preeklampsia, hypercholesterolémia, arteridlna hypertenzia a d’alSie [44, 52].

sEng ma v TGF-f signalizacii opa¢né ufinky ako membranovy Eng. sEng viaze
molekuly TGF-f1, BMP-9 a BMP-10 v plazme, ¢im znemoziuje ich vdzbu na prislusny
TGF-B receptor [53, 54]. KedZe nedochddza k naviazaniu ligandov na receptor,
nedochadza ani k aktivacii signalizacnej kaskady veducej k tvorbe eNOS a naslednej

produkcii NO, ¢o moze vyustit’ v rozvoj ED [55].

Pri DM2, ktory je vyznamnym rizikovym faktorom kardiovaskularnych
ochoreni, boli pozorované zvysené hladiny sEng v plazme. Hladiny sEng boli zvysené
nie len pri hyperglykémii ale aj pri hypoglykémii. Narast tychto hladin je vysvetl'ovany

tym, Ze v oboch pripadoch dochadza k tvorbe oxidativneho stresu [56].

sEng sa uplatiiuje aj pri rozvoji arteridlnej hypertenzie. Zistilo sa, Ze hladiny
sEng odpovedaju systolickému tlaku krvi a hypertrofii 'avej komory. Nakolko sEng
znizuje mnozstvo NO, nedochddza k dostatocnej vazodilatacii ciev a teda prevlada
zvySena cievna rezistencia. To ma za nasledok vznik a progresiu arterialnej hypertenzie

[45].
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Obrazok 6: Vznik solubilného endoglinu
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Obrdazok zobrazuje vznik sEng. Na lavej strane je zobrazeny membranovy Eng, ktory je
Stiepeny matrixovou metaloproteindzou 14 (MMP-14). Po rozstiepeni vizby dochadza k
uvolneniu sEng (soluble endoglin), ktory sa pouziva ako biomarker pri roznych

kardiometabolickych ochoreniach.

Prevzaty aupraveny z: Atlas of Geneticss and Cytogenetics in Oncology and

Haematology- Endoglin [online]

Dostupny na: http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC_ENG.html [2021-13-03].

2.4 Transkripéné faktory regulujuice expresiu endoglinu

Ulohou transkripénych faktorov je kontrola génovej expresie. Ich aktivita uréuje
funkciu buniek a ich reakciu na vnitorné a vonkajsie stimuly [57]. Jedné sa o proteiny,
schopné viazat’ sa na Specifické sekvencie DNA a tym regulovat’ transkripciu urcitych

génov [58].
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2.4.1 Kriippel-like Factor 6

Kriippel-like Factor 6 (KLF6), tiez zndmy aj ako Zinc-finger transcription
factor-9 (ZF9), je transkripény faktor, ktory ma vo svojej Struktire naviazany zinok na
dva cysteinové a dva histidinové zvysky a tak vytvara tzv. zinc finger (zinkovy prst)
[59]. KLF6 obsahuje 3 zinc fingers na C-konci svojej Struktury, ktorymi sa Specificky

viaze na GC-box promotora cielového génu [60].

KLF6 je primarne exprimovany v placente, srdci, plicach, oblickach, ale aj v
endotelovych bunkach a v peceni [59]. Riadi dolezité procesy buniek ako je vyvoj,

proliferacia, diferenciacia a programovana bunkova smrt’ [61].

Vd’aka spolupraci medzi KLF6 a Specifickym proteinom 1 (specific protein 1,
Spl) dochédza k aktivacii génov ako st: TGF-B, receptory pre TGF-B (TPRI, TPRII,
Eng), urokinazovy typ plazminogénového aktivatora (urokinase plasminogen activator,
uPA) a kolagén 1. K aktivacii tychto génov dochddza najmai pri poskodeni tkaniv a ciev

[62].

KLF6 dalej prispieva k rozvoju zapalovych procesov prostrednictvom aktivacie

NF-«B a zarovei riadi expresiu a funkciu HIF-1a v makrofagoch [63].

2.4.2 Nuklearny faktor kappa B

Nuklearny faktor kappa B (NF-xB) je skupina Strukturne podobnych
transkripénych faktorov, ktoré sa vyznamne uplatituja v biologickych procesoch vratane
vyvoja, zapalu a imunity [63]. Rodina NF-kB sa sklada z proteinov: p65(RelA), RelB,
c-Rel, p50 a p52 [64]. VSetky tieto proteiny obsahuju vo svojej Strukture Rel-
homolognu doménu na N-terminadlnom konci, pomocou ktorej sa viazu na DNA. AvSak
len p65, RelB a c-Rel obsahujii na C- terminalnom konci aj transkripént aktivacn
doménu. Ako uz bolo spominané, zvysSena expresia KLF6 podporuje aktivaciu NF-«xB, a
to tak ze KLF6 v jadre interaguje s p65 a tento komplex sa potom viaze na promotor

génu [63].

NF-kB proteiny sa v cytoplazme nachadzaju ako neaktivne dimery, nakol’ko su
spojené s inhibitorom kappa B (IkB). Po aktivacii bunky do6jde k oddeleniu IxkB od NF-

kB diméru a nésledne NF-kB moéze prechadzat’ do jadra bunky, kde sa viaze na
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promotor génov [65]. NF-kB priamo ovplyviiuje expresiu HIF-1o naviazanim sa na

podjednotky jeho promotoru [66].

2.5 Diabetes mellitus

2.5.1 Definicia

Diabetes mellitus (DM) je metabolické a endokrinné ochorenie spojené s
chronickou hyperglykémiou a glykostriou. ZvySené hladiny cukru v krvi su sposobené
bud’ absolutnym alebo relativnym nedostatkom inzulinu [67]. Absolitny nedostatok
inzulinu je charakteristicky pre diabetes mellitus 1. typu (DM1), vyvolany destrukciou
B-buniek Langerhansovych ostrovéekov pankreasu. Relativny nedostatok inzulinu je

zapri¢ineny inzulinovou rezistenciou typickou pre diabetes mellitus 2.typu (DM2) [68].

Inzulin je polypeptid, ktory je syntetizovany v pankreatickych bunkach ako
preproinzulin. Po odStiepeni 24 aminokyselin vznikne proinzulin, ktory v
endoplazmatickom retikule vytvori konformaciu spojent tromi disulfidickymi mostikmi
(vid’ obrazok 7). Pomocou endopeptidazy je proinzulin Stiepeny na dvoch miestach.
Dojde k uvolneniu C-peptidu a aktivneho inzulinu, zlozen¢ho z dvoch retazcov
spojenych disulfidickymi mostikmi. Retazec A ma 21 aminokyselin a retazec B je
zloZzeny z 30 aminokyselin. Takto vytvoreny inzulin je skladovany v B-bunkéch

pankreasu [69].
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Obrazok 7: Syntéza inzulinu
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Obrazok popisuje vznik inzulinu. Preproinzulin sa sklada zo 4 casti. N-termindlny
signalny peptid (N-terminal signal peptide), B-retazec (B-chain), C-peptid (C-peptide)
a A-retazec (A-chain). V  endoplazmatickom retikule [p-buniek pankreasu
(endoplasmatic reticulum of beta cells) nastane odstiepenie N-termindlneho signdlneho
peptidu. Vytvorenim disulfidickych vizieb sa vytvori proinzulin. V Golgiho aparate
p-buniek pankreasu (Golgi apparatus of beta cells) sa proinzulin Stiepi na 2 miestach za

vzniku C-peptidu a inzulinu.

Prevzaty a upraveny z: MICROSCOPIA IWM — Human insulin production [online]
Dostupny na: https://microscopiaiwm.com/2020/11/17/human-insulin-production/
[2021-20-03].

Pankreas vylucuje inzulin kontinudlne v malych mnozstvach, ¢im udrzuje
bazélne hladiny cukru v krvi. AvSak po prijme potravy je nutné ndhle zniZenie hladin
glukozy v krvi a vtedy sa uplatiuje stimulovana sekrécia inzulinu [67]. Na membrane
pankreatickych B-buniek sa nachadzaju transportéry pre gluké6zu GLUT-1 [70, 71].

Prostrednictvom transportérov sa dostane glukéza do bunky, kde je fosforylovana
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glukokinazou na glukozu-6-fosfat (vid’ obrazok 8). Po metabolizme glukozy sa zvysi
koncentracia ATP, ktora vyvola uzatvorenie ATP-senzitivneho K* kanalu. Tym sa znizi
eflux K™ a dochadza k depolarizacii membrany [71]. Depolarizaciou sa otvaraju Ca**
kanaly, ktorymi pradi Ca** do buniek a ten spdsobi uvolnenie inzulinu do plazmy

exocytozou [72].

Obrazok 8: Uvolnenie inzulinu 7 pankreasu
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Obrazok zobrazuje uvolnenie inzulinu z pankreatickych buniek. Po vstupe glukozy
(glucose) do bunky dochadza k jej metabolizmu v mitochondrii za vzniku ATP.
ZvySenie ATP vedie k zablokovaniu K kandlu zavisiého na ATP (Karp gated channel),
¢o povedie k narastu K= vo vautri bunky. To vyvold depolarizaciu membrany, ktorou sa
otvoria napdtovo riadené Ca’* kanaly. Viapnik sa dostane do bunky a spésobi uvolnenie

inzulinu z buniek exocytozou (Calcium induces insulin exocytosis).

Prevzaty z: Medline Plus- Type 2 diabetes [online] Dostupny na:
https://medlineplus.gov/genetics/condition/type-2-diabetes/#causes [2021-01-04].

Utinok inzulinu v bunkach je sprostredkovany prostrednictvom vizby na
inzulinovy receptor. Receptor sa skladd z dvoch a a dvoch B podjednotiek. Inzulin sa

viaze na o podjednotky a vyvola autofosforylaciu B podjednotiek [73]. To umozni
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aktivaciu fosforylacie intracelularnych druhych poslov, znamych ako substraty
inzulinového receptoru (insulin receptor substrate, IRS). IRS sa viazu na d’alSie signalne
molekuly, ktoré sprostredkovavaju uc¢inky inzulinu v  bunkdch. Enzym
fosfatidylinositol-3-kindza (phosphoinositide 3-kinase, PI3K) podporuje translokaciu
glukézovych transportérov do membrany bunky, kde nasledne zabezpecuju vstup
gluko6zy do bunky, napriklad GLUT-4 v adipocytoch a bunkach hladkého svalstva (vid’
obrazok 9) [74].

Obrazok 9: Inzulinova signalizdcia
GLUT Insulin malecule
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Obrazok popisuje inzulinovu signalizaciu. Po naviazani inzulinu (insulin molecule) na
inzulinovy receptor (insulin receptor) zloZeny z a. a f podjednotiek sa spusti inzulinova
signalizacia, ktora posobi na metabolizmus proteinov (effects on protein metabolism),
lipidov (effects on lipid metabolsm) a na rast buniek (effects on growth). Taktiez
aktivuje translokaciu GLUT-4 transportérov do bunkovej membrany (translocation of
GLUT-4 vesicle to cell membrane) a tym sa zvysi mnozstvo glukozy (glucose moleule)

prechadzajucej do bunky.

Prevzaty z: Diabetes mellitus and other disorders of metabolism [online] Dostupny na:
https://clinicalgate.com/diabetes-mellitus-and-other-disorders-of-metabolism/  [2021-
04-03].
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Stanovenie diagnézy DM je zalozené na stanoveni hodndt glykémie zo Zilnej
plazmy u pacientov po minimélne 8 hodinovom la¢neni, alebo pomocou oralneho
gluk6zového toleranéného testu (oGTT). Pri oGTT je podanych pacientovi 75g
glukozy rozpustenych v 250 ml vody po no¢nom la¢neni. Krv sa odobera tesne pred
vypitim gluk6ézového roztoku a nasledne v 120. minute po jeho vypiti [67]. Normalne
hodnoty glykémie stanovenej nala¢no minimalne po 8 hodinovom la¢neni, by mali byt
v rozpiti 3,9-5,5 mmol/l a v pripade oralneho glukézového tolerancného testu (oGTT)
by mali byt hodnoty glykémie v 120. mintite oGTT menSie ako 7,8 mmol/l. V pripade
DM su hodnoty glykémie nalacno rovné alebo vicsie ako 7,0 mmol/l, v 120. minute
oGTT rovné alebo véc¢sie ako 11,1 mmol/l. Stanovenie diagndézy mdze byt zalozené aj
na manifestécii typickych priznakov DM a ndhodne zmeranej glykémii, ktorej hodnota
je rovna alebo vacsia ako 11,1 mmol/l. Stav mierne zvySenych hodnoét glykémie sa
nazyva prediabetes. Hodnoty glykémie nala¢no sa pohybuju v rozmedzi 5,6-6,9 mmol/l

a v 120. minate oGTT su hodnoty medzi 7,8-11,0 mmol/l [75] (vid’ tabul’ka 1).

Tabulka 1: Hodnoty glykémie

Glykémia (mmol/l) nalac¢no V 120. minate oGTT
Norma 3,9-5,5 <78
Prediabetes 5,6-6,9 7,8-11,0
DM >7,0 >11,1

2.5.2 Typy DM

Medzi zékladné typy DM patri DM1, DM2, gestatny DM, DM vyvolany
lie¢ivami ako su napriklad glukokortikoidy alebo neuroleptikd. Dalej existuju aj
Specialne formy DM ako napriklad MODY — (Maturity-Onset Diabetes of the Young)
a LADA — (Latent Autoimmune Diabetes of Adults) [76].
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2.5.2.1 DM 1. typu

DMI1, nazyvany aj inzulin-dependentny DM, patri medzi ochorenia s
autoimunitnou etiologiou [67, 77]. Prejavit’ sa méze v kazdom veku, avSak najcastejsie

dochadza k prejavom uz v detstve [76].

Existujit 2 podtypy DMI1. Vo vicsine pripadov sa jednd o tzv. imunitne
podmieneny DM, ktory vykazuje pozitivitu na autoprotilatky, zatial' co druhy podtyp,
idiopaticky DM, je na autoprotilatky negativny [2].

Pri. DM1 dochiadza k zni¢eniu [-buniek Langerhansovych ostrovéekov
pankreasu, ktorych hlavnou funkciou je tvorba inzulinu. DeStrukcia buniek je
sprostredkovana T-bunkami imunitného systému a makrofagmi, ktoré prechadzaju do
pankreasu [78]. V krvi diabetikov mdZeme detekovat’ protilatky proti glutamatoxidaze
(anti GAD) a protilatky proti tyrozin fosfataze 1A-2 a 1A-2f3 aj mesiace predtym ako

dojde ku klinickej manifestacii ochorenia [2, 68].

DM1 vznikd najCastejSie pri sucinnosti genetickych faktorov a faktorov
zivotného prostredia [77]. Z dedi¢nych faktorov vzniku DMI1 je vyznamny human
leukocyte antigen (HLA) systém, najmd HLA-B8 a HLA-DR3. AvSak jeho pritomnost’
nemusi nutne indikovat DM u pacienta, ale zvySuje jeho pravdepodobnost’ vyskytu
[67]. Medzi faktory Zivotného prostredia (ziskané faktory) patria predovsetkym virusy,
ako napriklad enterovirusy, rotavirusy a virus rubeoly [78]. K zvySenému poSkodeniu
pankreasu virusovymi infekciami prispievaji niektoré HLA antigény. Virusové antigény
sposobuju tvorbu protilatok Langerhansovymi ostrovéekmi, ktoré deStruuji B-bunky

[67].

PoSkodenim tychto buniek sa znizuje schopnost’ organizmu regulovat’ hladiny
glukozy v tele, o sa moze prejavovat jednak ako ketoacidoza alebo ako tazka
hypoglykémia [77]. Nedostatok inzulinu vedie k zvySenému rozkladu tukov a taktiez
nartiSa metabolizmus proteinov. Hlavnym prejavom DM je hyperglykémia. Vznika pri
porusenom transporte glukozy do pecenovych a hladkosvalovych buniek. Pri DMI je
porusena resorpcia glukozy v ladvinach, ktora sa prejavuje u pacientov glykosuriou.
Glukoéza je osmoticky aktivnou molekulou, preto spolu s glykosuriou dochadza aj k

zvySenému moceniu a dehydratacii. ZvySenim katabolizmu tukov dochadza k zvySenej
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oxidacii mastnych kyselin a tym sa zvySuje koncentracia ketolatok v krvi a v moci [68].

U deti a adolescentov je prave ketoaciddza jednym z prvych priznakov diabetu [2].
2.5.2.2 DM 2. typu

DM2, tiez nazyvany aj non-inzulin dependentny, sa prejavuje az u 90% vsetkych
pacientov s diagnostikovanym DM [67, 79]. Pre typ DM2 je typickd inzulinova

rezistencia a relativny nedostatok inzulinu [80].

Pri inzulinovej rezistencii sa produkuje urCit¢ mnozstvo inzulinu, avSak bunky
maju znizenu citlivost’ na G¢inky inzulinu. Telo na tento stav reaguje zvySenou tvorbou
inzulinu a vznikd hyperinzulinémia. Zvysend koncentracia inzulinu potlaci inzulinova
rezistenciu a tak v organizme nastane normoglykémia [68, 81]. Tato kompenzacia vSak
nie je dlhodobo udrzatelnd. V urcitom bode pankreas uz nedokaze syntetizovat’

dostato¢né mnozstvo inzulinu, ¢o sa prejavi hyperglykémiou [68].

Pre vznik DM2 s vyznamné nie len dedi¢né (neovplyvnitelné) rizikové faktory,
ako st vek ¢i pohlavie, ale aj ovplyvnitel'né, ako je napriklad obezita, ktora je pri¢innou
az u 80% pripadov (vid’ obrazok 10). Dal§imi faktormi su tiez nizka fyzicka aktivita a
poruchy vyzivy [67, 79]. DM2 stvisi aj s d’alS§imi metabolickymi poruchami ako je
hypertriacylglycerolémia, inzulinova rezistencia a arteridlna hypertenzia [71]. Spolo¢ne
sa tieto metabolické poruchy nazyvaji ako metabolicky syndrom (syndrom X). Na
stanovenie diagndézy metabolického syndréomu pacient musi spihat aspon 3 z 5

priznakov v nasledujtcej tabul’ke 2 [74].

Tabulka 2: Diagnostické kritéria metabolického syndromu

muZzi zeny
Abdominélna obezita: Obvod pésu > 102 cm > 88 cm
Zvysena glykémia nalacno > 6,1 <7 mmol/l
Zvyseny krvny tlak > 130/80 mmHg
Zvysené triacylglyceroly > 1,7 mmol/l
Znizeny HDL cholesterol < 1,0 mmol/l < 1,3 mmol/l
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Prvé priznaky DM2 su Casto prehliadané a tak je pacient ¢asto diagnostikovany
az v pokrocilych fazach ochorenia [2]. DM2 sa Casto prejavuje az mikrovaskuldrnymi
komplikaciami ako nefropatia ¢i diabeticka retinopatia [71]. Podobne ako pri DM1, aj u
DM2 sa vyskytuji symptémy ako je polyuria, glykosuria, polydipsia a tnava. K
diagnéze Casto dochadza pri preventivnom vySetri, kde sa zisti pritomnost’ glukézy v

moci [67].

Obrazok 10: Patofyziologia DM?2
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Obrazok zobrazuje patofyziologiu DM2. Na vzniku DM?2 sa podielaju genetické
predispozicie (genetic predisposition), ale aj faktory prostredia (environmental factors).
Faktory prostredia sa podielaju na vzniku obezity (obesity) u pacientov, ¢o vyvolava
rozvoj inzulinovej rezistencie (insuline resistance). Geneticka predispozicia, casto vedie
k naruSeniu uvolnovania inzulinu (deranged insuline release) z pankreasu, ¢im sa

znizuje aj vstup glukozy do svalovych buniek (decreased glucose uptake), na com sa ale
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podiela aj inzulinova rezistencia. ZvysSené uvolnovanie glukozy pecenou spolocne s
nedostatocnym vstupom glukozy do buniek vyvola ndrast glykémie (hyperglycemia) v
krvi a to vedie k vzniku DM?2 (type 2 diabetes).

Prevzaty a upraveny z: Nurseslabs- Diabetes Mellitus [online] Dostupny na:

https://nurseslabs.com/diabetes-mellitus/ [2021-04-20)].

2.5.3 Hyperglykémia a jej vplyv na patogenézu diabetu mellitus a

vzt'ah k endotelovej dysfunkcii

Pri hyperglykémii vznikaju produkty pokrocilej glykacie (advanced glycation
end products, AGEs) [32]. AGEs sa viazu na Specifické povrchové receptory,
nachddzajice sa na monocytoch, makrofagoch a hladkych svaloch ciev, ktoré iniciuji
uvolnenie IL-1 a TNF [32, 71]. Tieto cytokiny maju uc¢inok na bunky cievneho endotelu
a vyvolavaji zvySeni cievnu priepustnost, oxidativny stres a zéapal [32]. V
endotelovych bunkach je zdrojom oxidativneho stresu predovsetkym NADPH oxidadza a
xantin oxidaza, ktorych aktivita je pri DM zvySena [1]. Vplyv hyperglykémie na rozvoj
DM pozorujeme hlavne pri jeho chronickych komplikaciach, ktoré stvisia s mikro a

makrovaskularnymi poSkodeniami [71].
2.5.3.1  Mikrovaskularne poSkodenia

Charakteristickym rysom pri mikroangiopatii je zhrubnutie bazélnej membrany s
ukladanim glykoproteinov v cievnej stene. Vyskyt mikroangiopatii sa najmé pri DM1
casom zvySuje. Moze postihovat’ vSetky kapilary, ale predovSetkym kapilary

nachddzajuce sa v retine a 'advinovych glomeruloch [67].

Najzavaznej$im prejavom oc€nej mikroangiopatie je diabetickd retinopatia. Jej
vyskyt je Castej$i u pacientov trpiacich DM a je jednou z naj€astejSich pricin slepoty v
dospelosti. Retinopatiu casto sprevadza proteintria, ktord je znakom diabetickej
nefropatie. Pri diabetickej nefropatii (glomeruloskler6ze), dochadza predovsetkym k
poskodeniu kapildr glomerulov. Okrem zhrubnutia bazalnej membrany kapilar

dochadza aj k hyalinizacii interkapilarneho spojiva glomerulov [67].
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Dal3im dosledkom hyperglykémie je tzv. ,,diabeticka noha“. Pri diabetickej nohe
sa spajaju mikrovaskuldrne, makrovaskuldrne a periférne neuropatické zmeny [67]. Na
nohe st poSkodené najmé periférne cievy. Klasifikacia diabetickej nohy podl'a Wagnera
ma 5 stupnov. V zaciatkoch sa prejavuje len znizenou citlivostou a suchou kozou, ale v
dalsich stupnioch sa problémy zhorSuju, vznikaji abscesy, lokalizované gangrény a

moze to viest' az ku gangréne celej nohy [67].
2.5.3.2  Makrovaskularne poSkodenia

Makrovaskularne poskodenia pri DM moézu vyustit’ v aterosklerézu. Avsak na
vzniku ateroskler6zy sa podiela viacero mechanizmov ako st hypertenzia,

hypertriglyceridémia, hyperglykémia a d’alSie cievne zmeny.

Hyperglykémia sa viacerymi heterogénnymi mechanizmami podiela aj na
vzniku ED. Po¢as DM dochadza k poskodeniu endotelu znizenou aktivitou eNOS a
zvySenou produkciou ROS, ktoré vedu k zniZovaniu biologickej dostupnosti NO a
vaskularnym zmenam. Pri DM je pritomny bazalny prozapalovy stav, ktory spaja
endotelova dysfunkciu so zvySenou agregaciou krvnych dostic¢iek. ZvySuje sa mnoZzstvo

adhéznych molekul, vWF, CRP a TNF-a, ktoré d’alej podporuju zhlukovanie dosti¢iek
[1].

Inzulinova rezistencia je sprevadzand znizenymi hladinami tetrahydrobiopterinu,
ktory je kofaktorom eNOS a taktieZ je inhibovand stimulacia eNOS, prostrednictvom
PI3K. Pri inzulinovej rezistencii sa zvySuju aj hladiny volnych mastnych kyselin, ktoré
sa podiel’aji na zniZenej aktivite eNOS a tym zniZenej syntéze NO. Pri inzulinovej
rezistencii nastdva docasne hyperinzulinémia, ktord stvisi so zvySenim hladin
prokoagulaénych faktorov. Inzulin podporuje tvorbu ET-1, ktory pdsobi

vazokonstrikcne [74].

Pri inzulinovej rezistencii sa zvysuje aj tok vol'nych mastnych kyselin v peceni a
dochadza k produkcii lipoproteinov o velmi nizkej hustote (very low density
lipoprotein, VLDL). Tukov¢ tkanivo produkuje okrem vol'nych mastnych kyselin (FFA)
aj cytokiny, ktoré ovplyvituju inzulinovu rezistenciu. Medzi tieto cytokiny patria IL-6,
TNF-a, inhibitor aktivatoru plazminogénu 1 (PAI-1). Casto st spojované s porusenim

inzulinovej signalizacie, lipolyzy a endotelovej funkcie [74].
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2.6 Carotuximab

Carotuximab (TRCI105) je humanizovana chiméricka IgGl monoklonalna
protilatka, ktord sa viaze na Eng [13, 82]. Tato monoklonalna protilatka bola vyvinuta

spolo¢nostou Tracon Pharmaceuticals Inc na pouzitie v onkologii [83].

2.6.1 Mechanizmus ucinku

Eng, ako uz bolo vysSie spominané, je koreceptor TGF-B signaliza¢nej drahy.
Jeho ulohou je prezentovanie cytokinov ako s TGF-f1, TGF-$3, BMP-9 ¢i BMP-10
TGF-p receptorom [84, 85].

TRC105 inhibuje viacerymi mechanizmami angiogenézu, ktora je nevyhnutna
pri fyziologickej, ale aj pri nadorovej tvorbe ciev. Jednym z mechanizmov je priama
vizba TRC105 na Eng. Po naviazani TRC105 na Eng sa zniZi moznost naviazania
BMP-9, atym ned6jde aktivacii Smadl/5/8 signalizacnej kaskady, ktora za
fyziologickych podmienok spdsobuje proliferaciu endotelovych buniek (vid® obrazok
11). Mdze sa ale aktivovat Smad 2/3 signaliza¢nd kaskada, ktora brani angiogenéze.
Druhou moznostou pdsobenia je spojenie membranového Eng s enzymom MMP-14,
ktory Stiepi Eng. Vyvola to zniZenie mnoZstva membranového Eng a vznik sEng, ktory

ma antiangiogénne ucinky [15].
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Obrazok 11: Mechanizmus ucinku TRC105
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Organized endothelial cell proliferation

Obrazok popisuje posobenie TRCI05 na receptorovy komplex. Na lavej strane je
zobrazena endoglinom (ENG) sprostredkovana fyziologicka kaskada, ktord vedie k
proliferacii endotelovych buniek (organized endothelial cell proliferation). Kostny
morfogeneticky protein 9 (bone morphogenic protein, BMP9) sa viaze na receptorovy
komplex zloZeny z endoglinu (ENG), BMP receptoru 2 (BMPR2) a aktivinu podobnej
receptorovej kindzy 1 (activine like receptor kinase 1, ALKI). Tato vdzba vyvola
fosforylaciu SMADI1/5/8 (phosphorylated SMADI/5/8), ktora vedie k expresii génov
potrebnych na proliferaciu endotelovych buniek. Avsak ak dojde k naviazaniu TRC105
na ENG, BMP9 sa uz nemozZe naviazat na receptorovy komplex a tym nedojde k
aktivacii tejto signalizacnej kaskady. Inhibuje sa tvorba a dozrievanie endotelovych

buniek a angiogenéza, ktord je klucova pri raste nadorov a ich metastaz.

Prevzaty a upraveny: Endoglin for Targeted Cancer Treatment [86].

2.6.2 Klinické pouzitie

Tracon Pharmaceuticals Inc povodne vyvijala carotuximab (TRCI105) na
pouzitie v onkoldgii, napriklad na liecbu rakoviny plic, angiosarkomu alebo karcinomu

renalnych buniek. Doteraz prebehlo 24 klinickych stadii, ktoré sledovali bezpecnost’
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a ucinnost’ pouzivania TRC105 v spominanych indikaciach. Tieto $tadie sledovali
uc¢inok TRC105 v monoterapii, ale aj v kombinacii s inhibitormi VEGF alebo
chemoterapiou. AvSak po ukonceni 3. fazy klinického skuSania v Studii TAPPAS sa
nepreukazala klinicky vyznamna ucinnost TRCI105 u pacientov, atak sa Tracon

Pharmaceuticals Inc rozhodli v $tadii d’alej nepokracovat’ [14, 87].

Farmaceuticka firma Santen ale pokracuje pri vyvoji carotuximabu (DE-122) na
lie¢bu vlhkej formy vekovom podmienenej degeneracie makuly, v ktorej by mohlo mat’
pouzitie carotuximabu vicsi prinos ako v onkoldgii. Aj v tomto pripade sa uplatiuju
antiangiogénne a antifibrinogénne U¢inky sposobené inhibiciou Eng. Zatial’ je DE-122
v druhej faze randomizovanej Stidie AVANTE, kde sa hodnoti jeho ucinnost’

a bezpecnost’ v kombinacii s inhibitormi VEGF [14].

2.7 PCR - zdakladné principy

Polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction, PCR) je
jednoduchad, vel'mi citliva, enzymatickd metoda, ktord umoznuje amplifikaciu nie len
jednovldknovej alebo dvojvlaknovej DNA, ale aj RNA. Velkou vyhodou PCR je, Ze
postacuju aj vel'mi malé mnoZstva pociatocnej DNA na vytvorenie velkého mnozstva

képii [88, 89].

Jej spektrum vyuZitia je vel'mi rozsiahle. PouZziva sa napriklad pri molekularnom
klonovani, sekvenovani DNA, analyze zmien génovej expresie v nadoroch a

mikroorganizmoch ¢i stanovovani infekéného agens [88, 90].

Na PCR su nevyhnutné nasledujtce zlozky:

1. DNA polymeraza - v stcasnosti sa vyuzivaji termostabilné DNA polymerazy,
ktoré katalyzuju syntézu DNA. Najviac pouzivana je tzv. Taq polymeraza, ktora
bola povodne ziskana z termostabilnej baktérie Thermus aquaticus.

2. Primer - je doleZitou zloZkou pre Specificitu reakcie. Primery su kratke,
jednoret’azcové sekvencie DNA, komplementarne k templatovej DNA. Od nich
prebieha syntéza novej DNA pomocou DNA polymerazy

3. Deoxynukleotid trifosfaty (ANTPs) - pridavaju sa v konkrétnych doporucenych
mnozstvach, podl'a DNA polymerazy.
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4. Dvojmocné Kkationy - najddlezitejsie s Mg?>" kationy pre ¢&innost
termostabilnych DNA polymeraz. Mg?* kationy sG vyznamné pre tvorbu
komplexov s dNTPs, ktoré s nasledne substratmi pre Taq polymerazu a taktiez
stabilizuju komplex primer-templat. Je dolezité zabezpecit’ idealnu koncentraciu
katiénov, nakol'ko nizke koncentracie Mg?** vedu k nedostatoénému naviazaniu
primeru na templat. Ak st hladiny Mg?* prili§ vysoké dochadza k nedostato¢nej
denaturacii teplom.

5. Pufry na udrzanie stabilnej hodnoty pH.

6. Monovalentné kationy.

7. Templatovd DNA - moéze vstupovat do reakcie ako jednoretazcova alebo

dvojretazcova [88, 90].

PCR prebicha v termocykléry v 25-45 cykloch. Termocyklér reguluje ¢as a teplotu
pocas PCR. PCR vyuziva zmenu teplot na zacatie a ukoncenie cyklov. Kazdy cyklus sa

sklada z 3 fazi (vid’ obrazok 12):

1. Denaturacia (Denaturation),
2. Hybridizacia alebo nasadnutie primeru (Annealing),

3. Elongécia primeru (Extension) [91].

Pri denaturacii dochéddza posobenim vysokej teploty k rozdeleniu vodikovych
viazieb v Struktire DNA medzi komplementarnymi bazami, za vzniku dvoch
jednovldknovych DNA [89]. Pri pouzivani termostabilnej Taq polymerazy, prebieha
denaturacia maximalne pri 94- 95°C, aby nedoSlo k poSkodeniu polymerazy pocas

vietkych cyklov. Cim dlhsia je molekula DNA, tym dlhsie trva tato faza [90].

V druhej faze nasada oligonukleotidovy primer, zloZzeny z 20-25 nukleotidov, na
denaturovanii DNA [90]. Teplota v tomto kroku hra vel'mi ddlezitu tlohu a je zavisla na
type pouZzitého primeru [91]. Véac¢Sinou prebieha pri teplote o 3-5°C niZSej, ako je teplota
urcend na oddelenie primeru od templatu. Ak je teplota nizSia ako optimalna, dochadza
k ne$pecifickej vizba primeru na templat, a tak k prediZzeniu nespravnych ¢asti DNA
[90].

Pri elongacii predlzuje DNA polymeraza primery od ich 3" konca, postupnym
pridavanim dNTPs na zdklade komplementarity. Teplota sa pohybuje medzi 55-75°C
pri pouziti termostabilnych DNA polymeraz [90].
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Po prvom cykle vznikni dve dcérske DNA vlakna, ktoré v nasledujucich
cykloch sluzia ako templat. Pri kazdom d’alSom cykle dochédza k exponencidlnemu

rastu templatovych DNA [92].

Obrazok 12: Fazy PCR
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Na obrazku su zobrazené jednotlivé faze cyklu a potrebné elementy pre PCR. V prvom
kroku dochddza k denaturdcii (Step 1: denaturing) dvojvidknovej DNA (parent DNA)
pri 95°C. Vzniknu nam dve DNA templatové viakna (DNA template strand), ktoré sluZia
ako predloha pre syntézu DNA. Pri druhej faze (Step 2: annealing) sa teplota znizi na
55°C a k zmesi sa pridaju DNA primery (DNA primers), DNA polymerdza (DNA
polymerase) a nukleotidy (nucleotides-dTTP,dCTP,dACTP,dGTP). V tejto faze dojde k
nasadnutiu DNA primerov na 3’konce templatovej DNA. Tretim krokom (Step 3:
synthesizing) je predlzovanie novych DNA viakien pomocou Taq polymerazy (Taq), pri
teplote 72°C. Vlavo dole mozZeme vidiet uz kompletne nasyntetizované nové vlakna DNA

(new DNA strands). Cyklus sa vicsinou opakuje 20-40krdt (repeat cycle 20-40 times).

Prevzaty z: Encyclopadia Britannica-Polymerase chain reaction [online] Dostupny na:

https://www.britannica.com/science/polymerase-chain-reaction [2021-04-15].
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Kvantitativna real-time PCR

Kvantitativna real-time PCR (qRT-PCR) je jednym z typov PCR, ktory
umoznuje kvantifikdciu nukleovych kyselin vel'mi jednoducho a presne [93, 94]. Pri
gRT-PCR dochadza k amplifikacii a detekcii DNA sucasne v jednom kroku [93].
Detekciu DNA umoziuju Specidlne fluorescencné farbiva, ako napriklad SYBR Green
I, ktory sa viaze na dvojvlaknova DNA. Druhou moznost'ou st fluorescen¢ne znacené
sondy, ktoré sa viazu k Specifickym oligonukleotidom [95]. Aby boli vysledky co
najpresnejSie je nutné aby kazdd vzorka obsahovala rovnaké mnoZzstvo nukleovych

kyselin [96].

Pri qRT-PCR sa moZe ako substrat pouZitit' aj mRNA. Najskor je ale potrebné
prepisat mRNA do cDNA pomocou reverznej transkriptazy [97]. Na detekciu a
kvantifikdciu mRNA sa pouzivaju fluorescencné sondy, ktoré emituju svetlo priamo

umerne mnozstvu PCR produktu, ktory vznikne pocas amplifikacie [90].

NajcastejSie pouzivanou sondou je TagMan sonda. Na svojom 5’-konci ma
naviazané fluorescenéné farbivo, tzv. ,reporter”, a na 3'konci ma tzv. ,,quencher*
(zhasac) [97]. Fluorescentné farbivo reportéru je tlmené pomocou quencheru metodou
transferu fluorescen¢nej rezonancnej energie (FRET), pokial neddjde k uvolneniu
reportéru prostrednictvom Taq polymerazy pri predlZzovani primeru [97, 98]. Po
rozStiepeni sondy sa od seba reportér a quencher vzdialia, fluorescencia reportéru uz
teda nie je dalej tlmend quencherom a dochddza k jej uvolneniu. Toto rozstiepenie
umoziuje pokracovat v syntéze nového retazca az po koniec templatového retazca

(vid’ obrazok 13) [97].
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Obrazok 13: TagMan sonda
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Obrazok znazornuje pouzitie TagMan sondy na stanovenie fluorescencie. Na obrazku su
dve templatové viakna DNA. V prvej faze nastava polymerizacia (polymerization). Na 3’
koniec nasada priamy primer (forward primer), ktory syntetizuje nové vlakno DNA od
3" konca k 5" koncu povodného templatu. Spdtny primer (reverse primer) syntetizuje
nové viakno DNA taktiez od 3" konca, ale komplementarneho templatového vidkna
DNA. V druhom kroku dochaddza k odstiepeniu sondy (probe cleavage) a jej uvolneniu z
DNA viakna. Po vzdialeni sa reportéru (R) od quencheru (Q) sa vyziari fluorescencia. V
poslednej faze dochadza k dosyntetizovaniu celého komplemetarneho vidkna a

dokonceniu polymerizacie (Completion of Polymerization).

Prevzaty z: ScienceDirect-TagMan, [online] Dostupny na:
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-

biology/tagman [2021-04-16].

Pristroj pouzivany pri qRT-PCR sa sklada z termocykléru, zdroju excitaéného
ziarenia, detekéného systému pre fluorescenciu a softwaru, ktory zaznamenava data

fluorescencie. Vysledky zobrazi ako krivku amplifikacie DNA [99].
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Krivka amplifikacie DNA sa sklad4d zo 4 casti. Inicidlna faza, exponencidlna

faza, linearna faza a faza platd (vid’ obrazok 14).

Inicidlna faza trva vacsinou 10-15 cyklov, kedy hodnota fluorescencnej emisie
neprekroc¢ila fluorescenciu pozadia. Nasleduje exponencidlna faza, kedy sa
fluorescencia zvysila priblizne na 10 nasobok Standardnej fluorescencie zakladnej fazy.
Cyklus v ktorom toto prebehne sa nazyva prahovy cyklus (cycle treshold, Ct). Prave
hodnota Ct sa vyuziva pri vyhodnocovani vysledkov. Jednou z moznosti stanovenia
hodnoty Ct je nakreslenie priamky rovnobezZnej s osou x na grafe intenzity fluorescencie
[93, 94]. Pocas exponencialnej faze prebieha amplifikacia za idedlnych podmienok.
V linearnej faze sa amplifikdcia spomal’uje, nakolko klesa dostupnost’ reakénych
¢inidiel. Pri platdo faze su uz reakéné ¢inidla vycerpané a hodnoty fluorescencie sa

nevyuzivaju pri vypoctoch [94].

Obrazok 14: Graf amplifikdcie
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Graf zobrazuje zmeny krivky amplifikacie pri PCR. Na ose x ma vyjadrené pocty cyklov
PCR (No. of PCR cycles) a na ose y ma relativnu fluorescenciu (relative fluorescence

units) Zaciatok krivky (Initiation phase) je linearny, nakolko sa este neda detekovat
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fluorescencia. So zvysujucim sa mnozstvom produktov narasta aj krivka exponencialne
(exponential phase) az dosiahne prahového bodu (treshold). V tomto bode sa ziska
hodnota Ct (Cycle treshold), ktora nam udava pocet cyklov potrebnych na dosiahnutie
dostatocnej fluorescencie. Po exponencialnej faze nastava lineara faza (linear phase) a
nasledne az plato faza (plateau phase), nakolko uz doslo k vycerpaniu reakcnych
cinidiel. Negativna kontrola (Baseline/negative control) ma v priebehu vsetkych cyklov

PCR len linearny tvar.

Prevzaty z: Nordicbiosite-The lowdown on Real-Time PCR-Part 1 [online] Dostupny
na: https://www.nordicbiosite.com/blog/the-lowdown-on-real-time-pcr-part-1-2 [2021-
04-20].

Ako uz bolo spominané, PCR je vel'mi citlivd metdda, ¢o je v urcitych pripadoch
ziaduce, ale zaroven to méze byt aj nevyhodou. Preto je nutné byt pri spracovavani
vzoriek extra opatrny, aby nedochadzalo ku kontaminacii vzoriek inou DNA, ¢o by
mohlo viest’ k nespravnym vysledkom [90]. Pri qRT-PCR sa mo6zZe chyba objavit’ uz pri
prepise mRNA do c¢DNA. Dalsie chyby moézu stvisiet s nepresnostou merania
pristrojmi. Na minimalizovanie tychto chyb sa vyuzivaju tzv. housekeepové gény, ktoré
su dolezité pre procesy spojené s prezivanim buniek. Prikladom housekeepového génu
je napriklad glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH), hypoxantin fosforybosyl
transferdza (HPRT), B-aktin (ACTB) a dalSie. Ich dolezitou vlastnostou je, Ze sa
exprimuju rovnako vo vSetkych tkanivach a aj pri meniacich sa podmienkach pocas

experimentu [95].

2.8 Prietokova cytometria — zakladné principy

Prietokové cytometria (flow cytometry, FC) je metdéda pomocou, ktorej vieme
rychlo zanalyzovat’ jednotlivé bunky, ktoré prechadzajii cez detektorovy systém [100].
Umoznuje nam rychlo a kvantitativne preskimat’ znaky velkého mnozstva
individualnych buniek v heterogénnej vzorke [101]. Vyuziva sa v r6znych odvetviach

vedy ako su imunologia, virologia, molekularna biologia ¢i monitorovanie rakoviny a
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infekénych ochoreni [102]. Vzorkami m6zu byt rézne druhy tkaniv, krv, kostna dren,

ale aj rozne bunkové kultury [100].

Pomocou FC vieme ziskat’ informéacie o procesoch prebiehajiucich v bunkéch,
taktiez aj o expresii Specifickych markerov na povrchu buniek, intracelularnych

cytokinoch, signalnych proteinoch a celom bunkovom cykle [100].

Pri FC je dolezité zacat’ s vyberom vhodnej fluorescencne znacenej protilatky,
ktora je Specificka pre povrchovy marker bunky. Fluorofor sa viaze na protilatku a je
vybrany podl'a $pecifickej vlnovej dizky laseru, ktory je pouzity pri FC. Ak sa na
povrchu buniek nachiadza skimany marker, tak potom fluorofér absorbuje energiu z
laseru a nasledne tito energiu uvolni vo forme S$pecifickej vinovej dizky svetla.
Emitované svetlo je detekované pomocou optického systému, ktory je citlivy pre rozne
vlnové dizky [100]. Existuji viaceré druhy fluoroférov. Patria medzi nich polymérne
farbiva, fluorescencné proteiny, farbiva nukleovych kyselin, ktoré sa mézu viazat’ na
DNA a RNA, alebo aj malé organické molekuly ako st fluorescein alebo Alexa Fluor

488 (analodg fluoresceinu) [102].

Modzeme rozliSovat’ dva typy cytometrie - triediacu a netriediacu. Pri netriediacej
sa vyuziva len svetelny rozptyl a fluorescencia, zatial' ¢o pri triediacej sa bunky eSte

rozdel'uji podla naviazaného fluoroforu [103].

Prietokové cytometry sa skladaja z 3 hlavnych casti: fluidika, optika

a elektronika (vid’ obrazok 17).

1. Fluidika:

Pre analyzu je potrebné zabezpecit' aby vzorka bola vo forme suspenzie. Vo
fluidike je dolezité aby bunky prechddzali laserom postupne po jednej [104]. Toto
zabezpecuje nosna tekutina (sheat fluid), ktorou je najcastejSie PBS (phosphate-buffered
saline). Pod tlakom su vstrekované vzorky a zaroven aj nosna tekutina do prietokove;j
komory. Vzorka je vstrekovand pod niz§im tlakom ako nosnd tekutina, o umoziuje
vytvorenie koaxidlneho prudu. Tento proces sa nazyva hydrodynamicka fokusacia [102,

103]. Nasledne st bunky jednotlivo dopravené k laseru (vid’ obrazok 15) [105].
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Obrazok 15: Hydrodynamicka fokusdcia
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Do prietokovej komory je nasavana vzorka (sample) so znacenymi bunkami v suspenzii
(stained cells in suspension) a nosna tekutina (sheat fluid), ktord zabezpecuje, aby
bunky prechadzali cez laser jednotlivo (in single file), comu sa hovori hydrodynamicka
fokusacia (hydrodynamic focusing). Vlavo na obrazku je znazorneny zdroj svetla (laser
light source) a na druhej strane je detekovany priamy a bocny rozptyl svetla ziskany zo
vSetkych buniek (forward and side scattered light from all cells detected) a

fluorescencia z oznacenych buniek (fluorescence emitted from stained cells detected).

Prevzaty z: Abcam-Introduction to flow cytometry [online] Dostupny na:
https://www.abcam.com/protocols/introduction-to-flow-cytometry [2021-04-06].
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2. Optika

Skladd sa z excitatnych zdrojov (laserov), SoSoviek a zbernej optiky
(fotonasobiCov a fotodiod). Laser je zdrojom svetla, ktoré sa po narazeni na bunku
rozptyli. Existuju 2 typy rozptylu a to rozptyl v priamom smere (forward scatter, FSC) a
boc¢ny rozptyl (side scatter, SSC). FSC urcuje velkost buniek a SSC urcuje granularitu
buniek (vid' obrazok 16). Sosovky sa vyuZivaju na usmernenie Ziarenia laseru [103].
Zbernd optika zachytava rozptylené ziarenie a privadza ho k detektorom [104].
Pomocou filtrov sa dosahuje Specifickost’ detektoru na konkrétne fluorescencné farbivo

podra jeho vinovej dizky [103].

Obrazok 16: Laserovy rozptyl
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Obrazok zobrazuje priamy a bocny laserovy rozptyl u buniek prechadzajucich
prietokovou komorou (flow chamber). Laser pri prechode bunkou vytvara priamy
rozptyl (forward scatter), ktory nam podava informacie o velkosti (size) bunky. Bocny

rozptyl (side scatter) popisuje granularitu bunky (granularity).

Prevzaty z: Ex Vivo Studies. In: Fluorescent Tools for Imaging Oxidative Stress in

Biology [106].

3. Elektronika:

Jej tlohou je premienat’ signdl z detektoru na signal digitalny, ktory méze byt

vyhodnoteny pomocou pocitaca [102].

49



Obrdzok 17: Casti prietokovej cytometrie
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Obrazok zndzornuje 3 hlavné Ccasti prietokového cytometra. Vzorka (sample) je
nasavand pomocou fluidiky (fluidics system) do pristroja a vytvara prud buniek (cell
stream), ktoré jednotlivo vstupuju do optického systému (optical system). Opticky
system je zloZeny z laseru, ktorého luce prechadzaju cez jednotlivé bunky. Systém
zaznamenava signdl z priameho (forward scatter) a z bocného rozptylu (side scatter).
Fluorescencné Ziarenie je odrazané pomocou dichroickych zrkadiel (dichroic mirrors) a
zachytavané fluorescencnymi detektormi (fluorescence detectors). Na spracovanie sa
najcastejsie pouziva elektronika (signal processing equipment). Bunky sa v pripade

triediacej cytometrie rozdeluju (sorted cells) a zvySok odchddza do odpadu (waste).

Prevzaty z: Newport- Flow Cytometry [online] Dostupny na:
https://www.newport.com/n/flow-cytometry [2021-04-06].
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Vysledky FC mézeme vyhodnocovat’ vo forme jednoparametrového histogramu
alebo dvojparametrového bodového grafu (dot plot).

U histogramu je na ose x zobrazend intenzita fluorescencie. Z osi y mozeme
odc¢itat’ hodnoty poctu Castic s odpovedajucou intenzitou svetla (vid’ obrazok 18) [107].
Niektoré programy umoznuju porovndvat hodnoty medzi dvomi alebo viacerymi

histogramami [108].

Obrazok 18: Histogram
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Na obrazku je zobrazeny jednoparametrovy histogram. Na ose x je zndzornend

fluorescencia a na ose y je pocet castic, ktoré odpovedaju danej intenzite svetla (vilastné

vysledky).

Pri zobrazovani pomocou bodového grafu predstavuje 1 bodka grafu vzdy jednu
bunku [109]. Bodovy graf ma na ose x zobrazeny FSC a na ose y SSC (vid’ obrazok 19).

Na selekciu skimanej populacie sa vyuziva tzv. ,,gating [100].

51



Obrazok 19: Bodovy graf
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Obrazok znazornuje bodovy graf, ktory vyjadruje strukturu a velkost bunkovej
populdcie. Na osu x su vynesené hodnoty ziskané pomocou predného rozptylu (FSC-A)
a vyjadruju velkost buniek. Osa y zobrazuje hodnoty ziskané z bocného rozptylu (SSC-
A), ktory popisuje granularitu buniek (vilastné vysledky).

Na meranie expresie proteinov pomocou imunofluorescencie (IF) sa vyuzivaju
bud’ priame (primarne) alebo nepriame (sekundarne) znacenie. Priama IF vyuziva jednu
protilatku, ktora sa Specificky viaze na bunky a zaroven je fluorescenéne oznacena.
Nepriama IF vyuZiva dve protilatky, primarnu a sekundarnu. Primarna protilatka sa
priamo viaZe na bunku, ale nie je oznacend fluoroférom. Sekundarna protilatka je

oznacena fluoroférom a viaze sa na primarnu protilatku (vid’ obrazok 20) [110].
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Obrazok 20: Priama a nepriama prietokovd cytometria
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Obrazok zobrazuje priame a nepriame znacenie buniek pomocou protilatok. Na priame
znacenie (direct staining) sa vyuziva len primdrna protilatka (primary antibody), ktord
sa naviaze na antigén (antigen) na povrchu cielovej bunky (cell) a je zaroven oznacena
fluoroforom (fluorophore). Pri nepriamom znaceni (indirect staining), sa primarna
protilatka viaze na antigén cielovej bunky, ale sama nie je znacend fluoroforom. Preto
je nutné pouZitie sekundarnej protilatky (secondary antibody) s naviazanym

fluoroforom.

Prevzaty z: SinoBiological- Flow Cytometry (FACS) Secondary Antibody [online]

Dostupny  na:  https.//kr.sinobiological.com/category/fcm-facs-secondary-antibody
[2021-04-07].

2.9 ELISA — zakladné principy

Imunotesty st analytické metody zalozené na protilatkach a maju vyuzitie v
kvalitativnych ale aj kvantitativnych analyzach [111]. Medzi tieto testy sa zarad’uje aj
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), ktord je vel'mi vyuzivana pre detekciu a

kvantifikdciu proteinov, protilatok, horménov a antigénov [112].

Na metodu ELISA st potrebné viaceré zlozky. V prvom rade su potrebné
testovacie nddoby. Vyuzivaju sa 96-jamkové dosky, ktorych povrch je Specidlne
upraveny na viazanie proteinov. Antigén je protein, ktorého hodnoty stanovujeme vo

vzorke. Protilatky su proteiny, ktoré sa viazu s antigénom a st pren Specifické. Taktiez
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st potrebné aj enzymy, ktoré sa naviazu na protilatky a zapri€inuji zmenu farby
substratu. Vyuziva sa aj tzv. Standard, ktory mé zndmu koncentraciu a pomocou jeho
riedenia sa vytvori dilu¢na rada, z ktorej sa vytvori graf pre vyhodnocovanie vysledkov
absorbancie. Absorbancia ndm popisuje intenzitu farebnych zmien pri ELISA [113,

114].
Princip metddy:

ELISA je zaloZena na vizbe antigén-protilatka [111]. Na testovanie sa pouziva
najCastejSie 96-jamkova doska, ktorda ma Specidlne pokryty povrch aby sa nan mohli
pevne viazat' proteiny [112]. Do testovacej dosky sa prida sérum/médium so skimanym
antigénom (vid’ obrazok 21). Po inkubdcii a ndslednom preplachnuti dosky by mal
antigén zostat' naviazany na povrchu dosky. Nasledne sa pridd enzymom znafena
primarna protilatka, ktord je Specificka pre dany antigén a zostava na iom naviazana aj
po premyti [113]. Ako enzymy na oznacovanie protilatok sa pouzivaju predovsetkym
zasadita fosfataza (alkaline phosphatase, ALP), chrenova peroxidaza (horseradish
peroxidase, HRP) a B-galaktozidaza [111]. Medzi kazdym krokom metddy je nutné
premyt dosku pomocou tlmivého roztoku PBS, na odstranenie nenaviazaného
materidlu. Na detekciu sa vyuziva substrat, ktory po reakcii s enzymom vytvori
zafarbenie roztoku [112]. Napriklad ALP hydrolyzuje p-nitrophenyl fosfat na p-
nitrofenol, ktory sfarbi roztok na zlto. Tieto enzym-substratové reakcie trvaji priblizne
30-60 minat a reakcia sa zastavuje pridanim roztoku hydroxidu sodného, kyseliny
chlorovodikovej alebo kysliny sirovej. Farebné alebo fluoreskujuce produkty sa

detekuji pomocou ¢itacky 96-jamkovych dosticiek [111].
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Obrazok 21: Princip priamej metody ELISA
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Obrazok popisuje proces priamej metody ELISA. V prvom kroku sa na povrch

testovacej nadoby naviaze antigén (antigen) a imobilizuje sa. V druhom kroku sa na
antigén naviaze primarna protildatka oznacena enzymom HRP (HRP-labeled primary
antibody). V poslednom kroku sa do testovacej nadoby prida substrat (substrate), ktory

po reakcii s enzymom vytvara farebny produkt (colored product).

Prevzaty a upraveny z: AAT Bioquest- What is a Direct ELISA? [online] Dostupny na:
https://'www.aatbio.com/resources/faq-frequently-asked-questions/What-is-a-Direct-

ELISA [2021-04-10].

Pomocou sériového riedenia sa vytvori Standardnd krivka, kde osa x grafu je
koncentracia vyjadrena pomocou logaritmickej stupnice a osa y je linearna a zodpoveda
absorbancii. V tomto pripade hovorime o kvantitativnom vyhodnocovani pomocou
metddy ELISA. Pri kvalitativnom hodnoteni sa potvrdzuje len pritomnost’ alebo
nepritomnost’ dané¢ho antigénu vo vzorke. Pri semikvantitativnom hodnoteni sa

porovnava intenzita signalu s relativnymi hladinami antigénu vo vzorke [112].

Medzi vyhody tejto metddy patria vysoka citlivost’, relativne nizke naklady na
jednotlivé testy a fakt, Ze neohrozuje personal pracujuci s touto metédou. Nevyhodou je
naro¢na priprava antigénov a nestabilita protilatok ¢i riziko ziskania falo$ne pozitivneho

alebo negativneho vysledku [113].
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Typy ELISA (vid’ obrazok 22):

1.

Priama ELISA

Pri priamej metode sa doska na zaciatku pokryje antigénom. Nasledne sa
doska musi premyt’ aby sa odstranili nenaviazané antigény a pridé sa napriklad
albumin, Zelatina ¢i iné ZivociSne proteiny [111, 112]. To zabrani nespecificke;j
vizbe protiladtok na dosku a minimalizuje to riziko faloSne pozitivnych
vysledkov. Doska sa opidtovne premyje a po premyti sa pridd primarna protilatka
konjugovana s enzymom. Doska sa necha inkubovat’ a nésledne sa premyje a
pridd sa substrat, ktory vyvold zmenu farby. Zmena farby nastdva napriklad
hydrolyzou fosfatovej skupiny substrdtu pomocou ALP alebo oxidaciou
substratu pomocou HRP. So zvySujicim sa mnozstvom cielového antigénu sa
zosiliuje signal [111].

Vyhodou oproti inym typom je jej rychlost, nakolko sa pouZziva len

jedna protilatka, ale nevyhodou je nizka citlivost’ a vysSia cena [112].

Nepriama ELISA

Proces metody je takmer identicky ako pri priamej metdde. Rozdiel je, ze
u nepriamej ELISA st potrebné dve protilatky. Priméarna protilatka, ktord sa
viaZe na cielovy protein a sekundarna, ktora je enzymovo znacend a viaZe sa na
primarnu protilatku.

Nepriama ELISA je citlivej$ia a menej finan¢ne ndkladna v porovnani s
priamou. Vyhodou je aj jej flexibilita, nakol’ko mdze vyuzit' Siroké mnoZstvo
primarnych protilatok. Nevyhodou ale je moZnad skriZzend reaktivita medzi
sekundarnymi protilstkami [112]. Casto sa tito metéda vyuziva k

diagnostikovaniu endokrinnych ochoreni [111].

. Sandwich ELISA

V tomto pripade je cielovy antigén detekovany prostrednictvom
zakotvenia medzi dvomi protilatkami. Specifikom tejto metody je, Ze sa povrch
dosky pokryva protilatkou, ktoré sluzi na imobilizaciu cielového antigénu, ktory
sa na flu naviaze. Na antigén sa ale eSte viaze aj sekundarna protilatka, ktora je
enzymaticky znacena. Naviazany enzym katalyzuje premenu substratu, ktory

potom generuje signal [111].
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4.

Je mozné vyuzit’ aj nepriamu metodu sandwich ELISA, kedy sa vyuziva
primarna protilatka, ktord sa priamo viaze na antigén a sekunddrna protilatka,
enzymaticky oznacena, viazuca sa na primarnu protilatku [111].

Vyhodami oproti klasickej ELISE je schopnost’ protilatky sa selektivne
viazat’ na antigén aj v pripade nespracovanej alebo znecistenej vzorky [115]. Ma
najvyssiu citlivost’ z réznych typov ELISA. Nevyhodou je ale ¢asova a financna

narocnost’ [112].

Kompetitivna ELISA

Pri kompetitivnej metode ELISA medzi sebou antigény stuperia o vizbu
na imobilizovanu protilatku. Rozhoduje sa o vézbe cielového antigénu a
antigénu enzymovo zna¢eného. Cim viac cielovych antigénov sa nachadza v
skimanej vzorke tym menej enzymovo znacenych antigénov sa moze naviazat,

¢o vedie k mensiemu sfarbeniu pridaného substratu [114].
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Obrazok 22: Typy metody ELISA

: Substrabe

; Subsirate
Substrate Substate
( +— Secondory [
* anfibody *

conjugale antigen *

Ag

Primary » .
antbody Coplure

Ag Ag * anlbody Ag

Direct ELISA Indirect ELISA Sandwich ELISA Compefitive ELISA

Obrazok znazornuje 4 typy metody ELISA. Prvym typom je priama ELISA (Direct
ELISA), pri ktorej sa najprv viaze na povrch antigén (Ag), na neho sa naviaze primdrna
protildtka, ktora je znacend enzymom. Ndsledne sa k nim prida substrat, ktory reaguje s
enzymom za vzniku farebného produktu. Druhym typom je nepriama ELISA (Indirect
ELISA), u ktorej sa na antigén viaze primarna protildatka, ktora ale nie je oznacenda
enzymom. Preto je nutné pridat’ este enzymovo znacenu sekunddrnu protilatku, ktora
reaguje so substratom. Pri sendvicovej ELISA (Sandwich ELISA) je na testovacej doske
naviazand protilatka (capture antibody). Antigén sa naviaze na protilatku a primarna
protilatka sa Specificky viaze na antigén. Nakolko primadrna protilatka nie je oznacena
enzymom pridd sa k nej eSte sekundarna protildatka s enzymom, ktory reaguje so
substratom. Pri kompetitivnej metode ELISA (Competitive ELISA) superia o miesto
naviazania nami stanovovany antigén a antigen, ktory je znaceny enzymaticky a tak

moze reagovat so substratom.

Prevzaty z: Advasta- ELISA Technical Tips [online] Dostupny na:
https://advansta.com/elisa-technical-tips/ [2021-04-10].
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3 ZADANIE A CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit, ¢i novd monoklondlna protilatka
carotuximab (TRC105) ovplyviiuje expresiu endoglinu a jeho transkripénych faktorov
(KLF6 a RELA) a taktiez expresiu MMP14 (enzymu, ktory je zodpovedny za Stiepenie
membranového endoglinu) a solubilného endoglinu, u Tudskych aortalnych
endotelovych buniek, ktoré boli po dobu 3 dni vystavené pdsobeniu vysokych hladin

glukozy (45 mmol).
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 HAEC

Human Aortic Endothelial Cells (HAECs) st endotelové bunky podlhovastého
tvaru ziskané z l'udskej aorty (vid’ obrazok 23) [17]. Tieto bunky sme si vybrali pre nas
experiment, nakol'ko sa podielaji na regulacii vazokonstrikcie a vazodilatacie ciev.
Svoje pdsobenie uplatnuju pri imunitnych odpovediach a zapalovych procesoch
prostrednictvom expresie adhéznych molekul. Aj ztohto dovodu su vhodné na

pozorovanie rozvoja endotelovej dysfunkcie a aterosklerozy [16].

Pri nasom experimente sme pracovali s bunkami v laminarnom boxe, aby
nedochadzalo ku kontamindcii vzoriek. Féza proliferacie buniek prebiehala v
inkubdatore, nakol’ko v fiom boli idedlne podmienky pre ich rast (37°C a 5% COy).
Bunky sme kultivovali v médiu, ktoré je nevyhnutné pre ich zivot a delenie. Pracovali
sme s bunkovou pasazou cislo 5. Pravidelne sme sledovali mnozstvo buniek v Petriho
miskéach, aby nedochidzalo k vzijomnému negativnemu ovplyvneniu rastu buniek.

Najvhodnejsie bolo pracovat’ s bunkami pri 80-90% konfluencii [8].

Obrazok 23: HAEC

Na obrazku vidiet' proliferované HAEC v Petriho miskach pod optickym mikroskopom
(vlastné vysledky).
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4.2 Priprava vzoriek

4.2.1 Rozmrazovanie

Pred samotnym rozmrazovanim buniek sme si najprv museli pripravit’ Zelatinu

a médium pre HAEC.
Zlozenie Zelatiny:

e 76 ml sterilného PBS

e 4 ml 2% zelatiny

Zlozenie HAEC média:

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

o 22 ml fetdlne hovidzie sérum (fetal bovine serum, FBS)

e 800 pl fibroblastovy rastovy faktor (fibroblast growth factor, FGF)

e 80 pl hydrokortizonu

e 200 pl cievny endotelidlny rastovy faktor (vascular endothelial growth factor,
VEGF)

e 200 pl rekombinantny rastovy faktor podobny inzulinu (recombinant insulin-like
growth factor, R3-1GF)

e 200 pl acidum ascorbicum (kyselina askorbova)

e 200 pl ludsky epidermalny rastovy faktor (human epidermal growth factor,
hEGF)

e 200 ul GA-1000 (roztok gentamicinu a amfotericinu)

e 200 pl heparinu

Po pripraveni Zelatiny a média sme si dali nahrievat’ médium a PBS do vodného
kupela. Do kultivaénych Petriho misiek sme napipetovali 2 ml zelatiny, ktora napoméha
uchyteniu buniek k Petriho miskam. Miernym poklepavanim po bokoch Petriho misiek

sme rozprestreli Zelatinu po celom povrchu a vlozili do inkubatora na 20 mint.

Po uplynuti 20 minut sme Petriho misky vybrali z inkubatora a vlozili do
laminarneho boxu. Nadbyto¢nl zelatinu sme odsali pomocou vakuovej odsavacky.

Nasledne sme pridali 8§ ml média do kazdej Petriho misky a nechali ich v lamindrnom
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boxe pokym sme vybrali bunky, ktoré boli zmrazené¢ pri -80°C. Bunky sme
rozmrazovali vo vodnom kupeli kruzivym pohybom az pokym nam v kryoskimavkach
nezostal maly kiisok 'adu. Potom sme bunky pomocou pipety opatrne resuspendovali
apreniesli cely obsah jednej skimavky do jednej Petriho misky. Riadne sme ich
oznacili, ulozili do inkubatora av priebehu dni pozorovali ako sa mnozia. Bunky

narastli do 80-90% konfluencie priblizne za 2 dni.

4.2.2 Pasazovanie

Pred pasdzovanim sme si museli vo vodnom kupeli nahriat’ médium, PBS
aenzym akutdzu, ktory umoziiuje uvolnenie buniek od dna nadoby rozstiepenim
peptidovych vézieb.

Pripravili sme si nové Petriho misky a potiahli ich povrch 2 ml zelatiny a vlozili
do inkubétora na 20 minut.

Z Petriho misiek, v ktorych sa nachadzali nase HAEC bunky sme odsali
povodné médium pomocou vakuovej odsavacky (vid’ obrazok 24). Do Petriho misiek
sme napipetovali 3 ml PBS, ktoré slizi na odstranenie mftvych buniek a odsali ho.
Tento krok sme zopakovali eSte jedenkrat. Nasledne sme pridali 2 ml akutazy a vloZili
kultiva¢né misky na 10 minat do inkubatora. Medzi€asom sme si odsali Zelatinu
z Petriho misiek a napipetovali do nich 8 ml nového média.

Po 10 minutach sme Petriho misky skontrolovali pod mikroskopom a ked’ boli
vSetky bunky odlepené od dna, tak sme k akutdze napipetovali 3 ml PBS, aby sme
zastavili jej u€inok. Niekolkokrat sme oplachli dno Petritho misky pomocou pipety
anasledne sme preniesli cely objem do 15 ml falkonky (konickej skimavky). Pridali
sme d’alSie 3 ml PBS do Petriho misky a poriadne oplachli dno misky, aby sme preniesli
¢o najviac buniek. Falkonky sme potom vlozili do centrifigy na 5 minat pri 1000
otaCkach za minutu (revolutions per minute, rpm). Po 5 minatach sme skontrolovali, Ze
sa nam bunky usadili na dne falkonky. Odsali sme supernatant nad bunkami a nasledne
sme k bunkam pridali 3 ml nového média. Pomocou pipety sme resuspendovali bunky
v médiu a napipetovali 500 pl suspenzie do kazdej pripravenej Petriho misky. Misky

sme oznadili a vlozili do inkubatora na 4 dni.
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Obrazok 24: PasdaZovanie buniek
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Obrazok popisuje postup pasazovania. Najprv sa odsaje povodné médium a kultivacna
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miska sa premyje pomocou PBS. PBS sa odsaje a k bunkam sa napipetuje akutdza. Po
uplynuti 10 minut sa k akutaze prida PBS. Obsah kultivacnej misky sa prenesie do
falkonky a zcentrifuguje. Vzniknuty supernatant sa odsaje a k bunkovej peletke sa prida
médium a resuspenduje sa. Obsah falkonky sa premnesie do novej kultivacnej misky
s médiom.

Prevzaty a upraveny z: Passaging adherent cancer cell lines [online] Dostupny na:

https://'www.protocols.io/view/passaging-adherent-cancer-cell-lines-bgtbjwin. html

[2021-03-05].

4.2.3 Premedikacia

Po dosiahnuti 80% konfluencie sme bunky vystavili po€as 3 dni pdsobeniu
vysokej koncentrécie glukézy. Do kontrolnych skupin sme pridavali 40 mmol manitol,
ktorého tlohou je vyvolat’ osmotické javy ako pri podani glukézy. Pri experimentélne;j
Casti sme pracovali s 12 Petriho miskami (pri PCR aj pri FC) a do kazdej sme pridavali
8 ml pripraveného média podl'a experimentalneho designu. Pocet experimentalnych
skupin sa pri metddach PCR a FC lisil. Pri PCR sme pracovali s 3 experimentalnymi
skupinami, takZe na kazdu skupinu pripadli 4 Petriho misky. Pri FC sme pracovali so 4
experimentalnymi skupinami a teda na kazda skupinu pripadli 3 Petriho misky. U oboch
metod sme z kazdej Petriho misky pripravili 2 vzorky.

Na metodu ELISA sme pouzili 10 vzorick média pre kazda z 2

experimentalnych skupin. Médium bolo ziskané z vybranych experimentalnych skupin
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z predchadzajucich experimentov. Pouzili sme vacsi pocet vzoriek, aby bola dosiahnuta

¢o najvyssia presnost’ vysledkov.

Experimentalny design PCR:

1.
2.
3.

Kontrolna skupina (kontrola): 40 mmol manitol a 5 mmol glukoéza.
Experimentalna skupina (HG): 45 mmol glukdza.

Experimentalna skupina + TRC105 (HG/TRC): 45 mmol glukéza a 12 hodin
pred PCR sme pridali 96 pl TRC105 (300 pg/ml).

Tabul’ka 3: Experimentalny design premedikdcie PCR

MAN [mmol] GLU [mmol] TRC105 [ul]
kontrola 40 5 0
HG 0 45 0
HG/TRC 0 45 96

MAN — manitol, GLU — glukoza, HG — vysoké hladiny glukozy, TRC105 — carotuximab,
HG/TRC — vysoké hladiny glukozy a pridané TRC

Experimentalny design FC:

1.
2.

Kontrolna skupina (kontrola): 40 mmol manitol a 5 mmol glukoéza.

Kontrolné skupina + TRC105 (TRC): 40 mmol manitol a 5 mmol glukéza. 12
hodin pred samotnou FC sme do Petriho misiek pridali 96 pl TRC105
o koncentracii 300 pg/ml.

Experimentalna skupina (HG): 45 mmol glukoza.

Experimentalna skupina + TRC105 (HG/TRC): 45 mmol glukéza a 12 hodin
pred FC sme pridali 96 ul TRC105 (300 pg/ml).
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Tabulka 4: Experimentdalny design premedikdcie FC

MAN [mmol] GLU [mmol] TRC105 [ul]
kontrola 40 5 0
TRC 40 5 96
HG 0 45 0
HG/TRC 0 45 96

MAN — manitol, GLU — glukoza, TRCI105 — carotuximab, TRC — kontrolna skupina
s TRC105, HG — vysoké hladiny glukozy, HG/TRC — vysoké hladiny glukozy a pridané

TRC

Experimentalny design ELISA:

1. Kontrolna skupina (kontrola): 40 mmol manitol a 5 mmol glukéza.

2. Experimentalna skupina (HG): 45 mmol glukéza.

Tabulka 5: Experimentdlny design premedikdcie ELISA

MAN [mmol] GLU [mmol] TRC105 [ul]
kontrola 40 5 0
HG 0 45 0

MAN — manitol, GLU — glukoéza, TRC105 — carotuximab, HG — vysoké hladiny glukozy

Vypocet navazky glukozy a manitolu:

m = c*V*Mp

m — hmotnost’ navazky
¢ — koncentracia v roztoku
V — objem roztoku

M — molarna hmotnost’ (glukézy alebo manitolu)
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Pri vypocte navazky manitolu a glukézy sme nepocitali so stanovenou
koncentraciou 45 mmol, nakol'’ko sme k navazkam pridavali médium, ktoré obsahovalo
5 mmol glukdzy. Z tohto dovodu sme do vzorcov dosadzovali hodnotu koncentracie 40

mmol.

a) Mnozstvo glukozy u HG
m=40%26*180,16
m=187,4 mg GLU

b) Mnozstvo manitolu v kontrolnej skupine
m=40%26*182,17
m= 189,5 mg MAN

Vypocet potrebného mnozstva média:

V=8*n + 2 ml média
V — objem média
n — pocet Petriho misiek v danej skupine

Priddvame 2 ml média naviac aby sme mali mierny nadbytok pri pipetovani.

Vypocet potrebného mnozstva TRC105 zo zasobného roztoku 25 mg/ml:

c1*Vi=e2*V,
c1 — koncentracia zdsobného roztoku TRC105
Vi —objem TRC105
c2— vysledné koncentracia TRC105

V> — vysledny objem média v Petriho miske
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8000yl = 300ul/ml
1= 25000 pul/ml

V, =96 ul TRC105

Pred premedikéciou sme si museli nahriat’ médium a PBS. Vypocitané mnozstva
gluk6zy a manitolu sme si navazili na analytickych vahach. K navazkam sme pridali 26
ml nahriatetho média a rozpustili glukézu a manitol. Z Petriho misiek sme si odsali
povodné médium a preplachli ich 3 ml PBS. PBS sme odsali pomocou vakuovej
odsavacky a do Petriho misiek sme pridavali 8 ml pripraveného média podl'a tabulky

¢.3 alebo ¢.4.

12 hodin pred meranim sme pridali do prislusnych skupin 96 pl TRC105. Po
pridani sme médium v kultivaénych miskach dokladne premiesali a vlozili spat’ do

inkubétora.

4.3 PCR

Pred zaciatkom samotnej pripravy vzoriek na PCR sme si dali na 20 min0t nahriat’
PBS vo vodnom kupeli a vybrali TRI Reagent™ Solution (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) z chladnicky a nechali zohriat’ pri izbovej teplote.

Z Petriho misiek sme si odsali médium pomocou vakuovej odsavacky. Premyli
sme ich pomocou 3 ml PBS a nasledne sme ho odsali. Pre dokonalejSie premytie sme
tento krok eSte raz zopakovali. Potom sme pridali 2 ml TRI Reagentu do kazdej Petriho
misky. Jeho pdsobenim doSlo k uvolneniu RNA z buniek. TRI Reagent sme nechali
pdsobit’ 5 minlt na 'adovej podloZke za obcasného premiesania. Pomocou pipety sme
oplachli povrch Petriho misky a preniesli 1 ml zmesi do pripravenej 1,5 ml PCR
mikrocentrifugacnej skimavky (VWR International, Pennsylvania, USA). Z 1 Petriho
misky nam teda vznikli 2 mikrocentrifuga¢né skimavky so vzorkou.

Nésledne sme vzorky zhomogenizovali pomocou ultrazvukovej ihly (UP100H,
Hielscher Ultrasonics, Nemecko) a inzulinovej striekacky.

Ku vsetkym vzorkdm sme pridali 0,2 ml chloroformu a potom sme vzorky 10
sektnd pretrepavali. Vzorky sme nechali stat’ 5 mintt pri izbovej teplote a nasledne sme

ich vlozili do centrifigy na 15 mintt pri 12 000 rpm a 4°C. Po centrifugéacii sme
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pozorovali 3 vzniknuté vrstvy. Hornd priehl'adna faza obsahovala naSu extrahovanu
RNA. Medzifaza bielej farby obsahovala zvySky DNA a spodnd organicka vrstva
obsahovala proteiny (vid’ obrazok 25).

Obrazok 25: Rozdelenie faz po chloroforme
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Na obrazku mozZeme vidiet rozdelenie fazi po pridani chloroformu a naslednej
centrifugacii. Vrchna vodna faza (Aqueous phase), ktoru sme odoberali, obsahuje RNA.
Medzifaza (Interphase) je zlozena z bunkovej DNA a spodna organicka faza (Organic
phase) obsahuje bielkoviny. K odobranej RNA sa pridava isopropanol potrebny na
precipitaciu.

Prevzaty z: ZYMO REASEARCH- What is TRIZOL [online] Dostupny na:
https://www.zymoresearch.com/pages/what-is-trizol [2021-03-10].

V lamindrnom boxe sme si pripravili a oznacili nové mikrocentrifugacné
skimavky a pridali do nich 5 pl GenElute™-LPA (Sigma-Aldrich, Missouri, USA),
ktory sluzi na stabilizaciu extrahovanej RNA. Opatrne sme pomocou pipety odobrali 3 x
100 pl vrchnej vodnej fazy tak, aby sme nenarusili medzifazu. Nasledne sme pridali 500
pl studeného isopropylalkoholu (IPA) na precipitaciu RNA a vzorky sme na 10 sekind
premiesali. Nechali sme vzorky 10 mintt pri izbovej teplote a potom sme ich umiestnili

do centrifugy na 10 minat pri 12 000 rpm a teplote 4°C. Na dne sme mohli vol'nym
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okom vidiet’ vzniknuta peletku obsahujicu RNA. Opatrne sme odsali IPA tak, aby sme
neposkodili peletku. K peletke sme pridali 1 ml 75% studené¢ho etanolu a premiesali.
Nasledne sme etanol odsali a peletku sme nechali vol'ne vyschnut na vzduchu. Po
odpareni etanolu sme peletku rozpustili v 20 ul aqua pro injectione (voda pre injekcie,
API), resuspendovali a nechali 20 minut v chladnicke.

Dalsim krokom bolo meranie koncentricie RNA pomocou spektrofotometra
(NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH, Nemecko). Zvolili sme si faktor riedenia
(dilution factor) 1000, lid faktor 40 a jednotky ng/pl. Ako prvii sme merali tzv. blank
vzorku (slepu vzorku), ktora slizi na spresnenie merania, nakol'ko obsahuje pouzité
rozpustadlo bez stanovovanej zlozky. V nasom pripade sme ako blank vzorku pouzili
1,5 ul APIL Pred samotnym meranim sme vzorky poriadne zvortexovali, resuspendovali
a pipetovali v objemoch 1,5 pl. Po kazdej vzorke sme optickll plochu utreli buni¢inou.

Po namerani koncentracii a zapisani vysledkov vsetkych vzoriek do tabuliek sme
zistili, aké mnozstvo vzorky a API budeme potrebovat’, tak aby vyslednad koncentracia
vSetkych vzoriek bola 100 ng/pl.

Dalsou ¢astou pripravy vzoriek bol prepis RNA do cDNA (komplementarnej
DNA). Po nariedeni vzoriek na kone¢nt koncentraciu 100 ng/pl, podla tabul’ky ¢.6 sme

si pripravili master mix na reverznu transkripciu podla tabulky ¢.7.
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Tabul’ka 6: Riedenie vzoriek

Riedenie
Vzorka Oznacenie vzorky ng/pl Objem mRNA | Objem 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 HGI1 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 HGS5 629 1,59 8,41
14 HG6 660 1,52 8,48
15 HG7 656 1,52 8,48
16 HGS 650 1,54 8,46
17 HG/TRCI1 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/TRCS 596 1,68 8,32
22 HG/TRC6 610 1,64 8,36
23 HG/TRC7 643 1,56 8,44
24 HG/TRCS 682 1,47 8,53

K — kontrola, HG — vysoké hladiny glukozy, HG/TRC — skupina s vysokymi hladinami
glukozy a pridanym TRC
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Tabulka 7: Priprava master mixu

mnoz. [ul] | nadb. [ul] |celkovy objem [pl]
1 nuclease free water 4.2 4,536 127,008
2 RT buffer 2 2,16 60,48
3 RT random primers 2 2,16 60,48
4 dNTP mix 0,8 0,864 24,192
5 Reverse transcriptase 1 1,08 30,24

Nuclease free water — voda bez nukleaz, RT buffer — pufor pre reverznu transkripciu,
RT random primers — ndhodné primery pre reverznu transkripciu, dNTP mix — mix

deoxynukleotidtrifosfatov, reverse transcriptase — reverznd transkripdza

Do 0,2 ml PCR mikrocentrifiga¢nych skiimaviek sme napipetovali vzorku a API
podl’a tabul’ky €.6, 10 pl master mixu a vlozili sme ich do termocykléru.

Po prepise RNA na cDNA sme k vzorkdm pridali 180 pl API, aby vysledna
koncentracia vzoriek bola 5 ng/ul.

Podl'a tabulky ¢&. 8 sme si d’alej zmie3ali master mix na PCR (TagMan™ Gene
Expression Mater Mix, Applied iosystems, Kalifornia, USA) s prisluSnym primerom.
Do 96-jamkovej dosky MicroAmp™ Optical 96 Well Reaction Plate (Applied
Biosystems, Kalifornia, USA) sme napipetovali 5,5 pl zmesi master mixu a primeru.
Nésledne sme pipetovali naSe vzorky v duplikatoch do prisluSnych jamiek podla
tabul’ky ¢.9. 96-jamkovu dosticku sme riadne zakryli adhezivnou foliou a vlozili do
centrifigy na 2 minuty pri 1000 rpm. Potom sme 96-jamkovu dosku vlozili do pristroja
QuantStudio™ Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Kalifornia, USA)

a spustili program.

Tabulka 8: Priprava master mixu PCR

Objem na 1 vzorku [pl]

Celkovy objem [pl]

MM

5

260

Primer

0,5

26

MM — master mix
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Tabulka 9: Predloha na pipetovanie 96-jamkovej dosky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 HG1 HG2 HG3 HG4
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 HG1 HG2 HG3 HG4

HGS HG6 HG7 HG8 |HG/TRC1|HG/TRC2|HG/TRC3|HG/TRC4[HG/TRC5|HG/TRC6(HG/TRC7 HG/TRC8

HGS HG6 HG7 HG8 |HG/TRC1|HG/TRC2|HG/TRC3|HG/TRC4(HG/TRCS5|HG/TRC6(HG/TRC7 HG/TRC8

Q=S O|w| >

K — kontrola, HG — vysoké hladiny glukozy, HG/TRC — skupina s vysokymi hladinami
glukozy a s TRC

Po ukonc€eni programu sme ziskané data s cycle treshold (Ct) exportovali do
programu Microsoft Excel. Hodnota Ct nam udéva, v ktorom cykle doslo k nahlemu
zvySeniu fluorescencie. Nase vysledky sme vyhodnocovali pomocou metddy delta-delta
Ct. Tato metdda ndm umoZiluje zistit' zmeny v génovej expresii pocas kvantitativnej
real-time PCR. Pri vypocte sme postupovali v niekol’kych krokoch. Na porovnanie
hodnét je nutné mat kontrolni skupinu bez premedikdcie ahodnoty Ct pre
housekeepovy gén, ktory by mal byt” stabilny. Ako prvé sme si vypocitali hodnotu delta
Ct. Jednalo sa orozdiel medzi hodnotami Ct ndsho pozorovaného génu a Ct

houskeeepového génu.
A Ct = Ct (pozorovany gén) — Ct (housekeepovy gén)
Nésledne sme si vypocitali priemer z hodnét delta Ct kontrolnej skupiny. Potom
sme pocitali delta-delta Ct ako rozdiel medzi hodnotou delta Ct vzorky a priemernej
hodnoty delta Ct kontrolnej skupiny.

AA Ct= A Ct (pozorovany gén) — priemer A Ct (kontrolna skupina)

Poslednym krokom bolo pocitanie negativnej druhej mocniny delta-delta Ct

[116].
2 —AACt

72




Pri vyhodnocovani vysledkov sme pouzili Statisticky program GraphPad Prism

verzia 9.0.2 (GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).

4.4 Prietokova cytometria

Ako prvy krok sme si dali nahrievat médium, PBS a akutdzu do vodného
ktpela. Z Petriho misiek sme si pomocou vakuovej odsavacky odsali povodné médium.
Na odstranenie mftvych buniek sme Petriho misky preplachli dvakrat pomocou PBS
ato sme nasledne odsali odsavackou. Potom sme pridali 2 ml akutdzy na oddelenie
buniek od dna Petriho misiek a vlozili ich na 10 minat do inkubdtora.

Po uplynuti 10 minit sme k akutdze napipetovali 3 ml PBS a pomocou pipety
oplachli dno Petriho misiek. Objem Petriho misiek sme preniesli do 15 ml falkonky
a pre dokonalejSie prenesenie buniek sme tento oplach zopakovali eSte raz. Oznacené
falkonky sme vlozili do centrifagy pri 1000 rpm na 5 minut.

Po vybrati falkoniek z centrifigy sme videli usadené bunky, ktoré na dne
vytvorili peletku. Vzniknuty supernatant nad peletkou sme opatrne odsali a pridali
k bunkdm 500 pl chladného fosfatom pufrovaného sol'ného roztoku s 1% hoviddzim
sérovym albuminom (1% BSA v PBS). Peletku sme resuspendovali a rozdelili do 2
mikrocentrifugacnych skimaviek po 250 pl a vlozili do centrifiigy na 5 minut pri 1000
rpm a 4°C. Odsali sme PBS nad peletkou a pridali 1 kvapku R.T.U. 2,5% Normal Goat
Serum (Vector Laboratories Ltd, UK). Ulohou séra je blokovanie ne$pecifickych miest
na bunkach, aby sme zabranili neSpecifickému viazaniu protilatok. Nasledne sme pridali
150 ul 1% BSA v PBS, zvortexovali a nechali 20 minut pri 4°C. Po uplynuti 20 minut
sme premiestnili mikrocentrifuga¢né skiimavky do centrifigy na 5 minuat pri 1000 rpm
a4°C. Po centrifugacii sme odsali supernatant ak peletke sme pridali primarnu
protilatku (bud’ 20 pl Eng mouse anti human (P4A4) alebo 10 ul MMP-14 mouse anti
human conjugated with APC (FAB9181A, R&D Systems, Minnesota, USA)). Od tohto
kroku bolo nutné pracovat’ v tme, aby nedo$lo k pred¢asnému vyziareniu fluoroféru
naviazané¢ho na protilatke. Precizne sme zmes zvortexovali a inkubovali 1 hodinu pri
4°C. Kazdych 20 minut sme zmes zvortexovali, aby nedochazalo k usadovaniu buniek
na dne mikrocentrifugacnych skimaviek.

Po uplynuti 1 hodiny sme k vzorkam pridali 0,25 pl 1% BSA vPBS

a scentrifugovali po dobu 5 mintt pri 1000 rpm, 4°C a nésledne odsali supernatant.
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Pri stanovovani proteinovych hladin Eng, sme ku vSetkym vzorkdm okrem
negativnej kontroly (kde sa nenachddzala priméarna protilatka) pridali 100 pl
sekundarnej protilatky Alexa Fluor 488 (goat anti mouse) (Invitrogen, Kalifornia, USA)
nariedentl s PBS v pomere 1:600. Opét’ sme vzorky nechali inkubovat’ 30 minut v tme
pri 4°C. Po 30 minatach sme pridali 200 pl 1% BSA v PBS, vzorky sme vlozili do
centrifugy na 5 minat pri 1000 rpm a 4°C. Pri stanovovani hladin MMP-14 sme tento
krok vynechali, kedze fluorofor bol naviazany priamo na primarnej protilatke.

Po stofeni sme odsali supernatant a vzorky nariedili 300 pl PBS. Zmes sme
resuspendovali a preniesli do FACS tib, v ktorych prebehlo meranie.

Na samotné meranie sme si vzali aj zriedeny propidium jodid s PBS v pomere
1:1 a pridali sme 2 pl do vzoriek, aby sme vedeli vylucit’ z nasich merani mftve bunky.
Propidium jodid je farbivo, ktoré sa pouziva na oznafenie neZivych buniek
u prietokovej cytometrie. Meranie prebiehalo na prietokovom cytometry CytoFlex LX
(Beckman Coulter, Kalifornia, USA).

Vysledky sme vyhodnocovali prostrednictvom programu CytExpert Acquisition
and Analysis Software (verze 2.3, Beckman Coulter, Kalifornia, USA). Vypocitali sme
st index relativnej expresie vyndsobenim mnoZstva buniek pozitivnych na protilatku
apriemernej fluorescencie. Tento index sme previedli na percentd kontroly
(vzorku/priemer kontroly*100).

Dalej sme pri vyhodnocovani pouzili $tatisticky program GraphPad Prism verzia

9.0.2 (GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).

4.5 ELISA

Na ELISA analyzu sme pouzili médium z predchadzajticich experimentov, ktoré
bolo odobrané z premedikovanych Petriho misiek podla experimentdlneho dizajnu
v tabul’ke €.5, zcentrifugované pri 13200 rpm po dobu 10 minut a nasledne uchovavané

pri -80°C.

Pre ucely tejto diplomovej prace, nebola stanovovand koncentracia u skupin
TRC a HG/TRC, kedZe u TRC105 bola popisana interferencia pri tomto type eseji
[117].

Vecer pred experimentom sme vzorky premiestnili z -80°C do 4°C, kde sme ich

nechali cez noc rozmrazit'.
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Dalej sme tzv. ,,capture” protilatku rekonstituovali pomocou 1 ml sterilného PBS
a nechali 15 minut pri izbovej teplote. Potom sme 66,7 pul tejto protilatky pridali do 12
ml PBS, zvortexovali a pridali 100 pl do kazdej jamky na 96-jamkovej dosticke. Dosku

sme prekryli adhéznou foliou a nechali inkubovat’ cez noc pri izbovej teplote a 500 rpm.

Na druhy deil rano, sme vybrali vSetky komponenty potrebné na ELISA z
chladnicky a nechali ich pri izbovej teplote. Najprv sme si pripravili premyvaci roztok
pridanim 20 ml koncentratu k 480 ml destilovanej vody. Dalej sme si pripravili 150 ml
tzv. ,reagent diluentu” a to tak, Ze koncentrovany roztok sme nariedili s MiliQ v

pomere 1:10.

Nésledne sme 96-jamkovl dosku trikrat premyli s premyvacim roztokom (250
pl/jamka). Potom sme zablokovali neSpecifické miesta v jamke pridanim reagent
diluentu (300 pl/jamka), ktory sme nechali pdsobit’ 1 hodinu pri izbovej teplote a pri
500 rpm.

Pocas inkubécie sme najprv zrekonstituovali Standard endoglinu s 500 pl reagent
diluentu. 21 pl tohto Standardu sme pridali k 979 pl reagent diluentu. Tak sme vytvorili
prvy bod nasej kalibra¢nej krivky o koncentracii 8000 pg/ml. 500 pl tohto roztoku sme
potom pridali k 500 pl reagent diluentu a vytvorili tak roztok o koncentracii 4000 pg/ml,
podla obrazku 26. Podobnym spdsobom sme si pripravili aj ostatné roztoky naSej

sedem bodovej kalibra¢nej krivky.
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Obrazok 26: Riedenie Standardu

500 pL So0pL 500 pL 500 L 500 L 500 pl

—
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Standand pgfml pagiml [T pgfmlL pafmL parnl el

Obrazok znazornuje riedenie roztoku na kalibracnu krivku. Ako prvé sa odoberie 21 ul
zrekonsStituovaného Standardu (reconstituted standard) a prida sa k 979 ul reagent
diluentu. Tato koncentrdacia je prvym bodom kalibracnej krivky. Nasledne sa v kazdom
bode odoberie 500 ul z predchadzajucej skumavky a prida sa k 500 ul reagent diluentu.
Az kym nam nevznikne roztok o koncentracii 125 pg/ml. Ako slepa vzorka bol pouzity

roztok samotného reagent diluentu.

Prevzaty z: Human Endoglin/CD105 DuoSet ELISA [online] Dostupny na:
https://www.rndsystems.com/products/human-endoglin-cd 1 05-duoset-elisa_dy1097 [2021-04-
10]

Po uplynuti inkubacnej doby nasledovalo premytie 96-jamkovej dosky
premyvacim roztokom (250 pl/jamku), ktoré sme zopakovali 3 razy. Potom sme do
dosky v duplikéatoch napipetovali pripravenu kalibra¢nt krivku, nase vzorky (ktoré boli
nariedené s reagent diluentom v pomere 1:1) a nizky, stredny a vysoky Standard (100
pl/jamka) podla tabulky ¢. 10. Dosku sme opit’ prelepili adhéznou féliou a nechali
inkubovat’ po dobu 2 hodin pri izbovej teplote a pri 500 rpm.
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Tabulka 10: Predloha na pipetovanie 96-jamkovej dosky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0 0 K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10
B 125 125 K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10
C 250 250 HG1 HG2 HG3 HG4 HG5 HG6 HG7 HG8 HG9 HG10
D 500 500 HG1 HG2 HG3 HG4 HG5 HG6 HG7 HG8 HG9 HG10
E 1000 1000 nizky $t. 1 | nizky St. 1 | stred. st. 1|stred. st. 1|vysoky st. 1|vysoky st. 1

F 2000 2000 nizky $t. 2 | nizky St. 2 | stred. st. 2|stred. $t. 2|vysoky st. 2lvysoky St. 2|

G 4000 4000 nizky 8t. 3 | nizky $t. 3 | stred. St. 3|stred. St. 3|vysoky St. 3|vysoky St. 3]

H 8000 8000 nizky $t. 4 | nizky $t. 4 | stred. st. 4|stred. $t. 4|vysoky St. 4|vysoky’ st. 4|

K — kontrola, HG — vysoka hladina glukozy, nizky st. — nizky Standard, stred. st. —
stredny Standard, vysoky st. — vysoky Standard

Opét’ nasledovalo 3-nasobné premyvanie 96-jamkovej dosky. Potom sme do
kazdej jamky pridali 100 pl roztoku detekénej protilatky (66,7 pl rekonStituovanej
protilatky bolo pridanych k 12 ml PBS), prikryli adhéznou f6liou a inkubovali 2 hodiny
pri izbovej teplote a 500 rpm.

Po premyti sme do dosky napipetovali 100 pl/jamku roztoku Streptavidin-HRP
(60 pl koncentratu bolo pridanych do 12 ml reagent diluentu) a prelepentt dosku sme

nechali inkubovat’ 20 mintt pri izbovej teplote, 500 rpm a v tme.

Nasledne sme dosku opét’ 3krat premyli a potom sme do kazdej jamky pridali
100 pl roztoku substratu (ktory sme si pripravili zmieSanim 6 ml reagentu A a 6 ml
reagentu B za tmy tesne pred pouzitim). 96-jamkovi dosku sme prelepili adhéznou

foliou a nechali inkubovat’ d’alSich 20 mintt pri izbovej teplote za tmy pri 500 rpm.
Nakoniec sme do kazdej jamky pridali 50 pl Stop roztoku (kyselina sirova).

Dosku sme umiestnili do spektrofotometra, ktory umoznuje Citanie 96-jamkove;j
dosky, kde boli vzorky premiesané a potom bola od¢itand absorbancia pri 450 a 540

nm.

Po skonceni merania sme data s hodnotami absorbancie exportovali do
programu Microsoft Excel. Najprv sme odcitali hodnoty namerané pri 540 nm od
hodnét nameranych pri 450 nm. Dalej sme od vietkych vzoriek odéitali hodnotu tzv.

blank vzorku (sucast’ kalibracnej krivky). Nasledne sme vSetky duplikaty spriemerovali
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a tieto hodnoty sme vlozili do online softwaru Assayfit Pro, pomocou ktorého sme za
vyuzitia Stvor-parametrovej logistickej krivky (four parametric logistic curve, 4-PL),
ziskali hodnoty koncentracii u naSich vzoriek. Na vyhodnotenie rozdielu medzi naSimi
skupinami sme pouzili Statisticky program GraphPad Prism verzia 9.0.2 (GraphPad

Software Inc., Kalifornia, USA).

78



5 VYSLEDKY

Vysledky v tejto praci uvadzame ako priemer + Standardnd odchylka priemeru.
Hladinu Statistickej vyznamnosti (p) sme stanovili Mann-Whitney testom
(neparametricky t-test). Za Statisticky vyznamny rozdiel sa povazuje hodnota p < 0,05.
Statisticky vyznamné hodnoty sa ozna¢uji symbolom ,,*“, pri¢om plati, Ze: ns p>0,05; *
p < 005 ** p< 0,01; *** p < 0,00l. Na vyhodnotenie vysledkov sme pouzili
Statisticky program GraphPad Prism verzia 9.0.2 (GraphPad Software Inc., Kalifornia,
USA).

5.1 qRT-PCR:

Pomocou metddy gqRT-PCR sme stanovovali génovi expresiu Eng a jeho
transkripénych faktorov, konkrétne KLF6 a RELA, a expresiu enzymu MMP-14. Z

dovodu vyssej presnosti sme vysledky normalizovali na tzv. housekeepovy gén HPRT1.
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5.1.1 mRNA expresia Eng

Pomocou qRT-PCR metdédy sme preukazali signifikantny rozdiel v génovej
expresii Eng medzi kontrolnou skupinou a skupinou HG (p<0,001). Expresia Eng bola u

skupiny HG signifikantne vysS$ia ako u kontrolnej skupiny.

Pri porovnavani skupin HG a HG/TRC sa nepreukézal ziadny signifikantny
rozdiel (p=0,442). Vysledky su zobrazené v grafe €.1 a su vyjadrené v % kontroly.

Graf 1: Expresia Eng
Eng mRNA expresia
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Graf vyjadruje mieru expresie Eng v jednotlivych experimentdlnych skupindch. Stipec
nalavo, oznaceny ako kontrola, predstavuje kontrolnu skupinu s normalnymi hladinami
glukézy. Druhy stlpec (HG) predstavuje experimentdlnu skupinu vystavenii vysokym
davkam glukézy a posledny stipec (HG/TRC) predstavuje experimentdlnu skupinu s
vysokou hladinou glukozy a liecivom TRC105. Vysledky su vyjadrené v % kontroly.
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5.1.2 mRNA expresia KLF6

Pri vyhodnocovani génovej expresie transkripéného faktoru KLF6 sme
preukazali Statisticky vyznamne vySSie hodnoty u experimentdlnej HG skupiny

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

Génova expresia KLF6 u experimentalnej skupiny HG/TRC bola signifikantne
nizsia ako u skupiny HG (p<0,001). Vysledky st zobrazené v grafe ¢.2 a su vyjadrené v
% kontroly.

Graf 2: Expresia KLF6
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Lavy stlpec grafu zobrazuje mieru expresie KLF6 v kontrolnej skupine (kontrola).
Stlpec oznaceny HG predstavuje experimentdlnu skupinu, ktord bola vystavend vysokym
hladindam glukézy. Stlpec vpravo predstavuje experimentdlnu skupinu vystavent
vysokym hladinam glukozy a pridanému liecivu TRCI105 (HG/TRC). Vysledky su
vyjadrené v % kontroly.
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5.1.3 mRNA expresia RELA

Statisticky ~vyznamné zvySenie expresic RELA bolo preukdzané u

experimentalnej skupiny HG v porovnani s kontrolnou skupinou (p<0,001).

U experimentdlnej skupiny HG/TRC sa neprejavil signifikantny rozdiel v
expresii RELA oproti skupine HG (p=0,721). Vysledky st zobrazené v grafe ¢.3 a su

vyjadrené v % kontroly.

Graf 3: Expresia RELA
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Na lavej strane grafu je zobrazena expresia génu RELA v kontrolnej skupine (kontrola).
Stredny stlpec grafu predstavuje expresiu v experimentdlnej skupine, vystavenii vysokym
hladindm glukézy (HG). Stlpec vpravo zobrazuje expresiu génu v experimentdlnej
skupine vystavenej vysokym davkam glukozy a liecivu TRC105 (HG/TRC). Vysledky su

vyjadrené v % kontroly.
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5.1.4 mRNA expresia MMP-14

Pomocou metdody qRT-PCR sme preukazali signifikantne vySSiu expresiu

enzymu MMP-14 u experimentalnej skupiny HG oproti kontrolnej skupine (p=0,021).

Pri porovnéavani vysledkov expresie MMP-14 u experimentalnych skupin HG a
HG/TRC sa signifikantny rozdiel nepreukazal (p=0,645). Vysledky su zobrazené v

grafe ¢.4 a st vyjadrené v % kontroly.

Graf 4: Expresia MMP-14
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Lavy stlpec grafu zobrazuje mieru expresie MMP-14 v kontrolnej skupine (kontrola).
Prostredny stlpec oznaceny HG predstavuje experimentdlnu skupinu, ktord bola
vystavend vysokym hladindm glukézy. Stlpec tiplne vpravo predstavuje experimentdlnu
skupinu vystavenu vysokym hladinam glukozy a pridanému liecivu TRC105 (HG/TRC).
Vysledky su vyjadrené v % kontroly.
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5.2 Prietokova cytomeria

Metodou prietokovej cytometrie sme stanovili proteinové hladiny Eng a enzymu
MMP-14. V prvom rade sme porovnavali proteinové hladiny medzi skupinou
vystavenou normalnym hladindm gluk6zy bez pridaného lieciva (kontrola) a skupinou s
normalnymi hladinami glukézy a lie¢éivom (TRC). Dalej sme porovnavali kontrolnt
skupinu a skupinu vystaventi vysokym hladinam glukézy bez pridaného lieciva (HG).
Nakoniec sme porovnali skupinu HG a experimentalnu skupinu s vysokymi hladinami
glukézy a lie¢ivom (HG/TRC). Vysledky sme zobrazili vo forme grafov a vyjadrili v %
kontroly.
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5.2.1 Proteinova hladina Eng

Medddou prietokovej cytometrie sme preukazali signifikantne nizsie (p=0,004)
proteinové hladiny Eng v skupine s TRC105 (TRC) v porovnani s kontrolnou skupinou
(kontrola).

Pri porovnavani zmien proteinovych hladin Eng medzi kontrolnou skupinou
(kontrola) a experimentalnou skupinou s vysokou glukézou (HG) sme zaznamenali

signifikantny narast (p=0,004) v skupine HG.

Medzi experimentdlnymi skupinami HG a HG/TRC sa prejavil signifikantny
pokles (p=0,004) proteinovej hladiny Eng v experimentalnej skupine HG/TRC.

Vysledky s zobrazené v grafe €.5 a s vyjadrené v % kontroly.

Graf 5: Proteinova hladina Eng
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Lavy stlpec grafu predstavuje proteinové hladiny Eng v kontrolnej skupine (kontrola).
Druhy stlpec zlava oznaceny ako TRC, zobrazuje proteinovii hladinu Eng v skupine
s normdlnou glukézou a pridanym liecivom TRC105. Stlpec v grafe oznaceny ako HG,
predstavuje proteinovu hladinu Eng v experimentadlnej skupine s vysokymi davkami
glukézy. Stlpec vpravo zobrazuje proteinovii hladinu Eng v experimentdlnej skupine
vystavenej vysokym davkam glukozy a liecivu TRCI105 (HG/TRC). Vysledky su
vyjadrené v % kontroly.
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5.2.2 Proteinova hladina MMP-14

Proteinova hladina MMP-14 sa signifikantne neliSila (p=0,228) medzi skupinami
kontrola a TRC.

Medzi kontrolnou skupinou (kontrola) a skupinou s vysokou glukézou (HG) bol
zaznamenany signifikantny pokles (p<0,001) proteinovych hladin MMP-14 u

experimentalnej skupiny HG.

Porovnanie proteinovych hladin MMP-14 medzi experimentalnymi skupinami
HG a HG/TRC preukazalo Statisticky vyznamny nérast (p<0,001) tychto hladin
v skupine HG/TRC. Vysledky st zobrazené v grafe ¢.6 a st vyjadrené v % kontroly.

Graf 6: Proteinova hladina MMP-14
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Vlavo na grafe je stlpec predstavujiici proteinovii hladinu MMP-14 v kontrolnej skupine
(kontrola). Druhy stlpec oznaceny ako TRC, zobrazuje proteinovii hladinu MMP-14 v
kontrolnej skupine s pridanym lie¢civom TRCI05. Stlpec v grafe oznaceny HG,
predstavuje proteinovu hladinu MMP-14 v experimentadlnej skupine s vysokymi davkami
glukézy. Pravy stlpec v grafe zobrazuje proteinovii hladinu MMP-14 v experimentdlnej
skupine vystavenej vysokym davkam glukozy a liecivu TRC105 (HG/TRC105). Vysledky

su vyjadrené v % kontroly.
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5.3 ELISA

Metodou ELISA sme vyhodnocovali hladiny sEng v médiu. Porovnavali sme
mnozstva sEng v médiu ziskaného z kontrolnej skupiny (kontrola), ktord bola vystavena
normdlnym hladindm glukézy a experimentalnej skupiny (HG), ktora bola vystavena
vysokym hladinam glukézy. Vysledok sme zobrazili pomocou grafu a vyjadrili sme ho

v % kontroly.

5.3.1 hladiny sEng v médiu

Pomocou metédy ELISA sme preukazali signifikantny rozdiel koncentracie
sEng u kontrolnej skupiny v porovnani s experimentalnou skupinou HG. V skupine HG
boli hladiny sEng Statisticky vyznamne vysSie (p=0,002). Vysledky st zobrazené v

grafe ¢.7 a st vyjadrené v % kontroly.

Graf 7: Hladiny sEng
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Lavy stlpec grafu ukazuje mnozstvo sEng v kontrolnej skupine (kontrola). Pravy stipec
grafu zobrazuje mnozstvo skEng v experimentalnej skupine (HG). Vysledky su vyjadrené

v % kontroly.
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6 DISKUSIA

Eng je vyznamne exprimovany v arteridlnych endotelovych bunkéach. Bolo
dokazané, ze expresia Eng sa vyskytuje u mySich modelov aterosklerozy len
v aortalnych endotelovych bunkach. U inych buniek aterosklerotickej 1ézie expresia Eng
nebola detekovana [41]. Naviac expresia membranového Eng poklesla v rozvinutom
aterosklerotickom plate, ¢o nasvedCuje, Ze jeho expresia sa zniZuje s progresiou
aterosklerézy [47, 118]. Okrem toho, expresia membranového Eng bola znizena
u l'udskych endotelovych buniek ziskanych z umbilikdlnej Zily (human umbilical vein
endothelial cells, HUVECs), ktoré boli vystavené prezapalovej stimulacii TNF-a po
dobu 24 hodin [119]. Na druhej strane, membranovy Eng sa zucastiiuje zapalovej
infiltracie leukocytov in vitro a aj in vivo, kde sa predpokladé, Ze mé podpornt ulohu pri
zapale [53, 120]. Tieto vysledky poukazuju na komplexnu reguldciu expresie a tieZ

aj funkcie Eng pocas ED a zapalu, ktoré su vyznamné pre rozvoj aterosklerozy.

Hyperglykémia je jednym zo symptémov metabolického syndromu a priznakom

ochorenia DM, ale tloha Eng a sEng pri hyperglykémii nie je presne znama.

Novym pristupom v lie€be urcitych ochoreni je pouZzitie monoklondlnych
protilatok, ktoré cielia presnejSie na pozmenené alebo toxické proteiny. Carotuximab
(TRC105) je Tl'udskd/mysSia terapeutickd monoklonalna protilatka, ktord sa viaZe na
I'udsky ale aj mysi Eng, avSak ma vysSiu afinitu k 'udskému Eng [121]. V stcasnosti
nie su Studie, ktoré by ukazovali ucinky TRCI105 vo vztahu krozvoju ED za

hyperglykemickych podmienok.

V tejto diplomovej praci sme sa zameriavali na popisanie ucinku posobenia
vysokych hladin glukézy, ktorymi sme simulovali hyperglykémiu podobne ako pri
DM2 a metabolickom syndrome v in vivo podmienkach, na expresiu Eng a taktieZ aj
transkripénych faktorov podielajlicich sa na expresii Eng vzhl'adom k lie¢be pomocou

TRC105. Taktiez sme sa ststredili na §tidium zmien hladin sEng pri hyperglykémii.

Vystavenie vysokym hladindm glukoézy signifikantne zvySilo mRNA expresiu
Eng, KLF6 a RELA v porovnani s kontrolnou skupinou. Tieto vysledky poukazuji na
to, ze vysoké hladiny glukézy aktivuju transkripciu faktorov zcastiiujicich sa na
expresii Eng, ¢o bolo potvrdené zvySenymi proteinovymi hladinami Eng po vystaveni

buniek vysokym hladinam glukozy. Podobne ako v predchadzajicich vysledkoch
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publikovanych Vicenom a kol., ktori zistili, ze simulovanie hypercholesterolémie 7-
ketocholesterolom vyvolava expresiu Eng uHAEC prostrednictvom aktivécie
transkripénych faktorov, vratane KLF6 a RELA [66, 122, 123]. Taktiez d’alSia in vitro
Studia, realizovana na HUVECs vystavenych vysokym hladinam glukézy (25 mmol/l)
alebo oscilujucim hladindm glukdzy (5-25 mmol/l), viedla k zvySeniu mRNA expresie
Eng a KLF6 [124]. Tieto udaje poukazuju na to, ze vystavenie endotelovych buniek
rizikovym faktorom, ktoré sa podiel’aji na rozvoji ED, zvy3uje expresiu Eng. Dalej bolo
popisané, Ze zvySena expresia Eng zvySuje adhéziu a transmigraciu monocytov cez

endotel, ¢o naznacuje rozhodujucu tlohu Eng v tomto procese [§].

V dalSej casti tejto diplomovej prace sme sa venovali vyhodnoteniu moznych

zmien hladin sEng v dosledku vystavenia buniek vysokym hladindm glukozy.

Matrixové metaloproteinazy (MMPs) su endopeptidazy zavislé na zinku
s réznymi a ¢asto protichodnymi u¢inkami v organizme. Doteraz sa preukazalo, ze len 2
typy MMPs su schopné Stiepit’ membranovy Eng a tak uvolnit’ sEng, su to MMP-12
a MMP-14 [125, 126]. Zistili sme, Ze vysoka hladina glukézy zvySuje expresiu MMP-
14 a u proteinovych hladin MMP-14 sme zaznamenali len mierny pokles. Tieto
vysledky mohli byt sposobené tym, Zze sme vybrali analyzu vzorky pomocou
extracelularnej prietokovej cytometrie a neuskutocnili sme analyzu intracelularnou
prietokovou cytometriou a nemerali sme aktivitu proteinu. Napriek tomu hladiny sEng
boli zvySené po vystaveni vysokym hladindm glukézy. Tieto vysledky su v stlade
s predchadzajicimi publikaciami, ktoré ukazuja, Ze plazmatické koncentracie sEng boli
zvySené u pacientov s pokroCilym DM a koncentracia sEng pozitivne koreluje so
zavaznymi vaskularnymi zmenami vyvolanymi DM, ako su retinopatie, diabeticka
periférna neuropatia a nefropatia [54, 127-129]. NemdzZeme vSak objasnit’ presny
mechanizmus uvolfiovania sEng, a preto by sa mali uskuto¢nit’ eSte d’alSie vyskumy

s MMP-14 a MMP-12.

Dalej sme sa rozhodli v tejto diplomovej praci vyuzit TRC105 na dokaz, &
modze za hyperglykemickych podmienok ovplyvnit' expresiu Eng, transkripénych
faktorov a MMP-14.

Analyza qRT-PCR preukazala, ze TRC105 neovplyvituje génovl expresiu Eng

vyvolana vysokymi hladinami glukozy. TRC105 znizilo génova expresiu KLF6, avSak
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nie génova expresiu RELA. Bolo dokadzané, ze oba, KLF6 aj RELA, st svojim
spolocnym pdsobenim kl'icové pri ovplyvneni expresie Eng [8]. Preto predpokladédme,
ze nakol’ko TRCI105 nespdsobilo zmeny u oboch transkripénych faktorov rovnako,

nebola expresia Eng ovplyvnena.

Analyza prietokovou cytometriou odhalila, ze TRC105 blokuje Eng, ako bolo
uvedené v inych publikéciach [130]. Preukazali sme, ze vystavenie buniek vysokym
hladindm glukézy zvysilo expresiu Eng v membrane HAEC, ¢o naznacuje vysSie
hladiny Eng v tychto bunkéach. AvSak sme dokazali, ze TRC105 blokuje expresiu Eng aj
po vystaveni buniek vysokym hladindm glukézy v porovnani s HAEC, ktoré boli
vystavené len vysokym hladindm glukézy. To naznaduje, ze moZeme ocakavat

blokovanie alebo inhibiciu u¢inkov Eng, ako uz bolo naznacené skor [8].

Hladiny sEng nebolo mozné merat’ po vystaveni buniek TRC105, nakolko tato

protilatka interferovala s komponentami, ktoré sa pouzivaji pri metéde ELISA.

V tejto diplomovej praci sme preukazali, ze vysoké hladiny glukézy zvysuja
expresiu membranového Eng a hladiny sEng. Okrem toho sme zistili, ze TRC105
blokuje expresiu Eng bez priameho zapojenia transkripénych faktorov. Analyza
funk¢énych dosledkov ziskanych vysledkov v tejto diplomovej praci bude predmetom

dalsich Stuadii.

90



7 ZAVER

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo zistit’ vplyv carotuximabu na expresiu Eng,
jeho transkripcnych faktorov a MMP-14 u endotelovych buniek vystavenych vysokym
hladindm glukozy.

Vysledky tejto diplomovej prace preukazali, ze po posobeni vysokych hladin
glukézy na endotelové bunky bola signifikantne zvySend génova expresia Eng,
transkripénych faktorov a MMP-14 ataktiez proteinovd hladina Eng. AvSak
u proteinovych hladin MMP-14 bol zaznamenany mierny pokles. Hoci sme zaznamenali
pokles génovej expresie KLF6 po podani carotuximabu, nedoslo k zmene génovej
expresie u Eng a k poklesu proteinovych hladin Eng dochadza inymi mechanizmami.
Napriek tomu, ze u buniek vystavenych vysokym hladindam glukézy sa nepreukazal
vplyv carotuximabu na génovli expresiu MMP-14, na proteinovej hladine sme

zaznamenali mierny ndrast, ¢o by potencidlne mohlo znamenat narast hladin sEng.

Tieto vysledky preukazuju, Ze carotuximab ma vplyv na proteinové hladiny Eng

a MMP-14, ale funk¢né dosledky tychto zmien musia byt’ d’alej preskumané.
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8 POUZITE SKRATKY

skratka vyznam skratky slovensky vyznam
ACE angiotensin-converting enzyme angiotenzin-konvertujlici enzym
ACTB beta-actin beta aktin
AGEs advanced glycation end products konetné produkty pokrocile)
glykace
ALK activin-like kinase kindza podobna aktivinu
ALP alkaline phosphatase zéasadita fosfataza
API aqua pro injectione voda pre injekcie
ATP adenosine triphosphate adenozintrifosfat
BH4 tetrahydrobiopterin tetrahydrobiopterin
BMP9 bone morphogenetic protein 9 kostny morfogeneticky protein 9
BSA bovine serum albumin hovédzi sérovy albumin
cyklicky 3’5"-adenozin
cAMP cyclic 3’5 -adenosine monophosphate
monofosfat
cDNA complementary DNA komplementatna DNA
cGMP cyclic guanosine monophosphate cyklicky guanozin monofosfat
CRP C-reactive protein C-reaktivny protein
Ct cycle treshold prahovy cyklus
DM diabetes mellitus diabetes mellitus
DM1 diabetes mellitus type 1 diabetes mellitus 1. typu
DM2 diabetes mellitus type 2 diabetes mellitus 2. typu
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
dNTPs deoxynucleotide triphosphates deoxynukleotidtrifostaty
ED endothelial dysfunction endotelova dysfunkcia
endothelium-derived hyperpolarizing endotelovy hyperpolarizacny
EDHE factor faktor
EGM-2 endothelial cell growth medium medium pre rast endotelovych
buniek
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay imunoenzymetické stanovenie
Eng endoglin

endoglin
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S endotelova syntdza oxidu
eNOS endothelial nitric oxide synthase
dusnatého
ET-1 endothelin-1 endotelin-1
ET-A endothelin-A endotelin-A
FAD flavin adenine dinucleotide flavinadenindinukleotid
FBS fetal bovine serum fetalne hovidzie sérum
FC flow cytometry prietokova cytometria
FFA free fatty acids vol'né mastné kyseliny
FGF fibroblast growth factor fibroblastovy rastovy faktor
FMN flavin mononukleotide flavinmononukleotid
transfer fluorescencnej
FRET fluorescence resonance energy transfer
rezonancnej energie
FSC forward scatter predny rozptyl
lyceraldehyde 3-phosphate lyceraldehyd-3-fosfat
GAPDH gly y phosp gly y
dehydrogenase dehydrogenéza
GC guanylate cyclase guanylat cyklaza
GLU glucose glukéza
GLUT-1 glucose transporter-1 transportér pre glukdzu-1
GLUT-4 glucose transporter-4 transportér pre glukézu-4
HAEC human aortic endothelial cells I'udské endotelové bunky aorty
_ I'udsky epidermalny rastovy
hEGF human epidermal growth factor
faktor
HG high glucose vysoké hladiny glukézy
o hypoxiou indukovatel'ny faktor 1
HIF-1-a hypoxia-iducible factor 1 alpha
alfa
hlavny histokompatilbilny
HLA human leukocyte antigen
systém
hypoxanthine phosphoribosyl hypoxantin
HPRT-1 Y . P
transferase 1 fosforibosyltransferaza 1
HRP horseradish peroxidase chrenova peroxidaza
I'udské endotelové bunky ziskané
HUVECSs | human umbilical vein endothelial cells -
z umbilikalnej zily
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medzibunkové adhézna molekula

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1 .
IF imunofluorescence imunofluorescencia
IL-1 interleukin-1 interleukin-1
IL-6 interleukin-6 interleukin-6
iNOS inducible nitric oxide synthase indukovatelnd syntaza oxidu
dusnatého
IPA isopropyl alcohol isopropylalkohol
IRS insulin receptor substrate substraty inzulinového receptoru
KLF6 Kriipple-like factor 6 Kriipple-like faktor 6
LDL low-density lipoproteins nizko-denzitné lipoproteiny
L-Eng long-endoglin dlhy endoglin
LXR liver X nuclear receptor pecenovy X jadrovy receptor
MAN mannitol manitol
MMP-12 matrix metalloproteinase-12 matrixova metaloproteinaza-12
MMP-14 matrix metalloproteinase-14 matrixova metaloproteinaza-14
mRNA messenger RNA mediatorova RNA
NADPH nicotinamide adenine dinucleotide nikotinamid adenin dinukleotid
phosphate fosfat
NF-xB nuclear factor kappa B nuklearny faktor kappa B
nNOS neuronal nitric oxide synthase neuronalna syntéza oxidu
dusnatého
NO nitric oxide oxid dusnaty
NOS nitric oxide synthase syntaza oxidu dusnatého
oD orphan domain sirotskd doména
oGTT oral glucose-tolerance test oralny glukézo-tolerancny test
PBS phosphate buffer saline fosfatovy tlmivy roztok
PCR polymerase chain reaction polymerazova retazova reakcia
PGH2 prostaglandin H2 prostaglandin H2
PGI2 prostacyclin prostacyklin
PI3K phosphoinositide-3-kinase fosfatidylinositol-3-kinaza
qRT-PCR | quantitative real-time polymerase chain kvantitativna real-time

94



reaction

polymerazova reakcia

' ‘ o rekombinantny rastovy faktor
R3-IGF | recombinant insulin-like growth factor ‘
podobny inzulinu
) podjednotka nuklearneho faktoru
nuclear factor kappa B subunit
RELA kappa B fosforylovana na uhliku
phosphorylated on carbon 65 o
RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina
ROS reactive oxygen species reaktivne formy kysliku
rRNA ribosomal RNA ribozomélna RNA
sEng soluble endoglin solubilny endoglin
S-Eng short-endoglin kratky endoglin
Spl specific protein 1 Specificky protein 1
SSC side scatter bocny rozptyl
) transformujutci rastovy faktor
TGF-p transforming growth factor beta
beta
transforming growth factor beta receptor transformujiuceho
TGF-pR
receptor rastového faktoru beta
TNF-a tumor necrosis factor-alfa tumor nekrotizujuci faktor- alfa
) ) ) tkanivovy aktivator
t-PA tissue plasminogen activator ]
plazminogénu
TXA: thromboxane A2 tromboxan A2
) ) ) urokinatovy typ
uPA urokinase plasminogen activator ) ‘
plazminogénového aktivatora
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 cievna adhézna molekula-1
. vaskularny endotelovy rastovy
VEGF vascular endothelial growth factor
faktor
vWF von Willebrand factor von Willebrandov faktor
VA Y zona pellucida

zona pellucida
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