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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva endoglinem, transmembranovym glykoproteinem,
ktery mize byt Stépen za vzniku tzv. solubilniho endoglinu, jenz poté cirkuluje v krvi.
V teoretické ¢asti prace jsou nejprve kapitoly vénujici se kardiovaskularnim a jaternim
onemocnénim souvisejicim se zménami v expresi ¢i hladiné endoglinu v krvi, nasleduji
kapitoly shrnujici dosavadni poznatky o tomto proteinu ve vztahu krlznym

onemocnénim.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo vybrat vhodnou protilatku proti endoglinu
uréenou pro western blot (WB). K dispozici byly celkem ¢tyfi primarni protilatky od tfi
vyrobctl. Ugelem bylo protildtky otestovat a urcit, kterd z nich ma nejlepsi schopnost

detekovat endoglin ve vzorcich mysi tkané, jako jsou jatra nebo aorta na WB.

Pro ovéreni jejich schopnosti vazat endoglin a také pro porovnani jejich afinit
k tomuto proteinu byl pouzit affiblot. Nové vyvinuté a patentované zatizeni fungujiciho
na bazi dot blotu. Vazba pouzitych protildtek na endoglin byla ovéfena pomoci metody
WB a poté byly vysledky obou metod porovnany. Ze ziskanych vysledk( vyplynulo,
ze protildtka od Abcam ma nejvhodnéjsi parametry, co se tyka specifity a citlivosti

pro identifikaci endoglinu.

Kli¢ova slova: endoglin, solubilni endoglin, NASH, cirhéza, nealkoholova

steatohepatitida, protilatka, affiblot



ABSTRACT

The diploma thesis deals with endoglin, a transmembrane glycoprotein that can
be cleaved to form so-called soluble endoglin, which then circulates in the blood. The
theoretical part of the thesis is devoted to cardiovascular and liver diseases related to
changes in the expression or level of endoglin in the blood and summarizes current

knowledge about endoglin and its relation to various diseases.

The experimental part of the thesis describes the selection of a suitable antibody
against endoglin intended for western blot (WB). We have four anti-endoglin primary
antibodies available from three manufacturers. The purpose was to test the antibodies
and determine, which one had the best ability to detect endoglin in mouse tissue

samples such as liver or aorta on WB.

Affiblot was used to verify their ability to bind endoglin and also to compare
their affinities to this protein. Newly developed patented dot-blot-based device. The
binding of the used antibodies to endoglin was verified using the WB method and then
the results of both methods were compared. The obtained results showed that the
Abcam antibody has the most suitable parameters regarding specificity and sensitivity

for the identification of endoglin in mouse tissue on WB.

Keywords: endoglin, soluble endoglin, NASH, cirrhosis, non-alcoholic steatohepatitis,

antibody, affiblot



UuvoD

Endoglin je transmembranovy glykoprotein s povrchovym znakem CD105, ktery
funguje jako koreceptor pro ligandy nadrodiny transformujiciho rdstového faktoru B (&
protein, ktery je soucasti cytoplazmatické membrany bunék nebo jako rozpustny
neboli solubilni endoglin, ktery vznikd plsobenim membranové vazanych enzyma —

metaloprotedz na extraceluldrni &ast endoglinu 47 8),

PGvodné byl objeven na prekurzorovych burikidch B-lymfocytd ©), pozdéji
se prokdzala jeho vysoka exprese na aktivovanych endotelidlnich burikdch cév. Jeho
pfitomnost byla zaznamenana i na zralych bunkach vrozeného (makrofagy) a ziskaného
(T-lymfocyty) imunitniho systému, na bunikdch jaternich, nddorovych a také

na fibroblastech (1 25 69, 10),

V organismu zastdva rUzné funkce. Je dlleZity pro spravnou funkci endotelu,
hraje vyznamnou roli pfi regulaci angiogeneze, podili se na spravné strukture cév, jejich
integrité a vyznamné se podili na spravném vyvoiji srdce (%1, Uplatfiuje se pfi zastavé
krvaceni, ale pfi jeho zménéné expresi mlize dat vzniku zanétlivym ¢i trombotickym
zméndm v cévach. Objevuji se studie, které tvrdi, Ze endoglin produkovany

hvézdicovymi burikami jater, ma protektivni G¢inek proti fibrotizaci jater ().

Abnormality v expresi endoglinu jsou spojovany s vaskularni dysfunkci, jako
je hereditdrni  hemorhagickd teleangiektdzie 1 nebo preeklampsie ©. Solubilni
endoglin je fyziologicky pfitomen v krevnim obéhu zdravych lidi, kam se uvoliuje
z endotelidlnich bunék. Za patologickych stavl, jako je na priklad nadorova
transformace, se mize uvolfiovat do krve ve zvySeném mnoizstvi pravé z rakovinnych
bunék. Jeho hladina vkrvi stoupd také pfi kardiovaskuldrnich a jaternich

onemocnénich 4,



ZADANI - CiL PRACE

Cilem této prace je shromaidit zdkladni informace o endoglinu a jeho roli
v lidském téle, shromazdit nejnovéjsich informace o jeho Uloze v kardiovaskularnich
onemocnénich, jatrech v souvislosti s fibrotizaci jater a metabolickym syndromem,
ktery mlze prejit v nealkoholovou steatohepatitidu. Cilem praktické ¢asti je porovnat
protilatky proti endoglinu od raznych vyrobcl a zvifecich model( a vybrat vhodné
pro identifikaci endoglinu na WB ve vzorcich jater, aorty a bunécnych kontrol

pro vyzkum této skupiny zavaznych onemocnéni.



1. TEORETICKA CAST

1.1 Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni jsou celosvétové jednou zhlavnich pficin
pred¢asnych amrti. Témér vSechna kardiovaskuldrni onemocnéni, jejich patogeneze
a progrese, jsou prevazné aterosklerotického pavodu, ktery vede k rozvoji onemocnéni
koronarnich tepen, cerebrovaskuldrnich onemocnéni a onemocnéni perifernich cév
kongici infarktem myokardu, arytmii nebo cévni mozkovou pfihodou. Rizikové faktory
podporujici rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni jsou v dnesni dobé dobfe znamy
a radime mezi né hypertenzi, hyperlipidémii, diabetes, obezitu a Spatny Zivotni styl
zahrnujici nedostatek fyzické aktivity, koufeni, nadmérny pfijem potravy bohaté
na tuky. Tyto faktory se spole¢né podileji na vzniku kardiovaskularnich onemocnéni

z vice nez 90 % (12),

1.1.1 Endotelidlni dysfunkce a aterosklerdza

Zdravy cévni endotel je udriovan vklidovém stavu predevsim vlivem
vazodilata¢nich mediatoru jako jsou oxid dusnaty a prostacykliny. Pti aktivaci endotelu,
vlivem obranné reakce nebo pritomnosti kardiovaskularnich rizikovych faktord jako
hyperlipidémie, hypertenze, hyperglykémie, dochazi k pfepnuti signalizace a uplatiuje
se vazokonstrikce zprostfedkovana uvolnénim endothelinu [, angiotenzinu |l
a trombinu. Chronickd aktivace endotelovych bunék vede kendotelidlni dysfunkci,
kterd predchazi rozvoji aterosklerézy. Ta muiZze mit za nasledek onemocnéni
koronarnich ¢i perifernich tepen, akutni infarkt myokardu nebo cévni mozkovou

ptihodu — mrtvici ).

Aterosklerdza je chronické zanétlivé onemocnéni postihujici velké a stredné
velké tepny 13 14 nejastdji se jednd o aortu a to predevdim o jeji bfisni ¢ast (1),
Nemoc se zaklada jiz v détstvi a progreduje dale v dospélosti (1& 1) byva podkladem
vétsiny kardiovaskularnich onemocnéni © 18 Komplikace doprovazi pacienta
v prib&hu dospélosti i stafi 7). Onemocnéni je charakterizovano ukladanim tukd

do vnitfni vrstvy stény tepny, tzv. intimy 1% 18, &m? se zuZuje prisvit cévy a zhoriuje
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pratok krve, tkdn za takto postizenym mistem je nedostate¢né zasobena Zivinami
a kyslikem, coz muze koncit akutni ischemickou prihodou. Patogenezi aterosklerézy
mGZeme rozdélit do t¥i fazi: iniciace, progrese a komplikace 1®). Ateroskleréza zacina
poskozenim endotelu (3, ndsledné se za¢ne uklddat LDL (lipoprotein o nizké hustoté)
cholesterol do cévni stény. LDL cholesterol je sféricky lipoprotein transportujici
molekuly cholesterolu v krvi, tomu odpovidd i jeho slozeni, kdy stfed LDL castice
je tvofen prevdiné cholesterolem a triacylglyceroly obalenymi hydrofilni vrstvou
fosfolipidG proloZzenou bilkovinnou molekulou - apolipoproteinem B (13 18 Tukové
¢astice se do cévni stény zaéinaji ukladat jiz po narozeni 17 a oznaéuji se jako ¢asné
léze v tzv. predilekénich mistech pro dalsi zavazné&;jsi 1éze (16), Nasledné do cévni stény
vstupuji monocyty produkujici fadu prozanétlivych molekul (prozanétlivé cytokiny,
reaktivni formy kysliku) a vykazuji zvySenou produkci enzyml — matricovych
metaloprotedz. Tyto cirkulujici monocyty se vazou na adhezivni molekuly exprimované
aktivovanym endotelem. Monocyty se po prestupu z krevniho fecisté do intimy cév
stavaji makrofagy, které exprimuji tzv. scavengerové receptory, pres které se vazou
na lipoproteinové ¢astice, jez pohlti (1318 19), 73 fyziologického stavu mGzou makrofagy
opét vycestovat zpét do krevniho recisté. AvSak v patologickém stavu, kdy je jejich
rozmér pfilis velky kvuli pohlcenym tukim, zlstavaji vintimé cévy a stavaji se z nich
tzv. pénové buriky (13 16 18 19) v dal3i fazi pfechazeji do intimy i hladkosvalové buriky
ze stredni vrstvy cévni stény, zméni sviij fenotyp a zacnou produkovat mezibunécnou
hmotu obsahujici kolagen, elastin, proteoglykany, glykosaminoglykany, to ma
za nasledek ztlusténi intimy. Vznikaji aterosklerotické platy, vdalsi progresi
onemocnéni pokracuje akumulace tuk( v cévni sténé. S postupem léze buriky v platu
podléhaji apoptdze a tvofi nekrotické jadro ateromu bohaté na lipidy jevici se jako
kasovitd hmota (kase = athera fec.) (13 15 18 19V typickém ateromovém jadru
se nachdzi drt z krystall volného cholesterolu, lymfocyty, makrofagy a buriky hladké
cévni svaloviny 19, Povrch endotelu nad ateromovym pladtem je znaé&né& ponicen
a usnadfiuje tak vznik nasténné trombdzy %), V pozdé&jdich fazich kornaténi tepen
muzZe dojit k prasknuti aterosklerotického platu, coz mlzZe byt usnadnéno plsobenim
matricovych metaloprotedz produkovanych pénovymi burfikami (*°). Na prasklém platu
vznikne destickova zatka — trombus (Obr. 1), kterda zabraniuje prGtoku krve k mistu

za trombem (13:18) Ne v3echny tromby uzaviraji cévu, nékteré podléhaji lyze v dusledku
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fibrinolytické ochrany, takto se rozkladajici trombus stava zdrojem transformujiciho
rastového faktoru B. Krozvoji onemocnéni znacné pfispiva nezdravy Zivotni styl,
vysoky krevni tlak, stres, cukrovka, centralni obezita, inzulinova rezistence zvysSena
hladina cholesterolu a triacylglycerold v krvi (13 16 18] Tyto stavy mGZeme oznadit jako
ovlivnitelné rizikové faktory, mezi neovlivnitelné patfi napriklad vék ¢i pohlavi (¢astéjsi
vyskyt u muz(l) 16), Pfiznaky se odvijeji od mista, kde doslo k poskozeni cévy, v pfipadé
zasazeni koronarnich tepen vznikd angina pectoris ¢i infarkt myokardu projevujici
se bolesti na hrudi, pfi uzavéru tepen mozku vznikd cévni mozkovad prihoda
a pfi postizeni cév na nohou vznika ischemicka choroba dolnich koncetin projevujici

sebolesti  pfi  chGzi a  pozd&i i  kldovou  bolesti & 19

Fibrézni  Ruptura, komplikace
plat nad platem

Aterom

Pénové

————

Endotelialni dysfunkce
Ou T decenia | 0d 3. decenia ] _Od 4 decenia__|
Proliferace T h o
Rist akumulaci lipidu sval. bb
a kolagenu

Obrdzek €. 1 Rozvoj aterosklerézy (pfevzato z Vojacek et al, 2017 17)

1.1.2 Hereditarni hemoragicka teleangiektazie

Jednd se o dédi¢né autozomélné dominantni onemocnéni cév 2% zndmé také
jako Rendu-Osler-Webertv syndrom ©* 7 10; 2L 22) " s incidenci okolo 1:5000-8000
obyvatel (2% 21 Teleangiektdzie je obecn& onemocnéni charakterizované vyskytem
drobnych cév a vlasecnic nachazejicich se tésné pod sliznici ¢i kizi, kde vytvareji tenké
pavucinovité ,carky” — metlicky (Obr. 2 A), které mohou byt v odstinech modré,
Cervené Ci fialové barvy a po stisknuti bélat. Tyto drobné cévky jsou nachylnéjsi
k prasknuti projevujici se jako drobné krvaceni. Metlicky se nejéastéji objevuji
na pokoZce obli¢eje, dale pak na krku, bradé, hrudniku a koncetindch. Ve vétsiné
pfipadl nejsou teleangiektazie nebezpecné, vyjimkou je hereditarni hemoragicka
teleangiektazie (HHT) (Obr. 2 B), pfi kterém vznikaji v kGizi abnormalni krevni cévy (23

Tato vzdcna nemoc je charakterizovana rlznymi vaskularnimi defekty zahrnujici
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epistaxi, dilataci cév a aterovendzni malformace 2% 2. Pacienti s HHT trpi &astym
krvacenim z nosu (az 95 % pacient() a to uz od 12 let a arteriovendznimi malformacemi
v jatrech, plicich a mozku, ale i ptfes tyto komplikace ma vétsina pacientd normalni
délku Zivota 7 21 22 pulmonalni aterovendzni malformace se vyskytuji u 15-45 %
pacientl a jsou Casto nediagnostikované a asymptomatické, naopak aterovendzni
malformace jater se vyskytuji u vice jak 70 % pacientl, ale symptomy jaterniho

onemocnéni se projevi pouze u 8 % nemocnych (21 22),

A

Obrdzek €. 2 A Pavucinovité metlicky; B HHT rtii a brady (pfevzato z Oakley, DermNetNZ, 2014 24)

1.1.3 Fibroza srdecniho myokardu

Fibréza myokardu muzZe zapfiCinit ztratu normalni srde¢ni funkce a vést tak
k selhani srdce. Patii mezi Castda onemocnéni starSich pacientd a nejcastéjsi pfriciny
umrti po celém svété. Rizikovymi faktory rozvoje srde¢ni fibrézy a ndsledné srde¢niho
selhani jsou koronarni choroba srdecni a hypertenze. Fibréza myokardu muize
vzniknout jako duUsledek infarktu myokardu. Infarkt myokardu vznikd pfi okluzi
koronarni tepny, srdecni myocyty jsou v dané c¢asti srdce nedostatecné zasobeny

a odumiraji, to vede kremodelaci srdce. Tato remodelace mlze zapfiCinit fibrézu

srdce, sniZit kontraktilitu levé srde¢ni komory a skongit srde¢nim selhdnim ().
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1.2 Jatra

Pravy lalok

Levy lalok

" Ligamentum
falciforme

Obrdzek é. 3 Tvar a anatomie jater (pfevzato z HealthJade, 2022 %)

Jsou jednim z nejvétsich organll a nejtézsi zlazou, tvori zhruba 3 % hmotnosti
dospélého clovéka, jejich vaha se pohybuje vrozmezi 1200 — 1800 g v zavislosti
na pohlavi a télesné konstituci (2% 27 28) Tento orgdn je tvofen parenchymovou tkani
a je uloZen intraperitonealné 26, vpravo pod branici (2% 28) — svou polohu mirné méni

kvali dychacim pohyblm branice 26). Jednd se o kiehky organ hnédocervené barvy 23),

Tvarem (Obr. 3) jatra pripominaji trojboky jehlan se zakladnou k pravé bfisni
sténé a vrcholem k levé bfisni sténé. Horni plocha jater se dotyka branice, dolni plocha
je obracena k organim dutiny brisni. Zepredu jsou kryta peritoneem a jejich zadni ¢ast
pfirGsta kbranici 8. Pomoci vazu ligamentum falciforme jsou z ptedni strany
asymetricky rozdélena na pravy a levy lalok (2% 28), Mistem vstupu a vystupu cév, nervi
a Zlutovodu do jater je porta hepatis. Jatra jsou prokrvena vendzni i arteridlni krvi ()
a jejich krevni ob&h mizeme rozdé&lit na funkéni a nutritivni %), Funkéni obéh jater
zajiStuje zaprvé portalni Zila (vena portae), kterd shromazduje Zilni krev bohatou
na Ziviny prichazejici z neparovych bfrisnich organu. Zasobni neboli nutritivni funkci ma
arteria hepatica propria, kterd do jater pfivadi tepennou krev bohatou na kyslik. Zilni
systém jater Usti do dolni duté Zily (vena cava inferior) % 28, Zlu¢ vznikajici v jatrech
je odvadéna zjaternich laldckd (Obr. 4) nejprve kapildrnimi prostory bez vlastni
vystelky, typicky bilidrni epitel se zacind objevovat aZ na periferiich lallickl, smérem
k portobilidrnimu prostoru 8). Zlu¢ové cesty nakonec Usti do Zlu¢niku, kde se Zlu¢

hromadi a zahustuje (26 28),

14



Jaterni sinusoidy

Jaterni laliéek Portalni lalGéek
)
7 @
% o t )
Flugové kandly * e ; - N ®
[ [ 2}
Centralni / \\ Y - 5 ®
iila
7~ N - o0 : oo e
\ Zlutovod o0 1 . t ()
\_/ \ / - S Q- >
. (=] o [ ]
-/' /' \ \ . - - -
% o o e
..0 .O. * .O v
Vétev portalni
iily @ Termindlni portélni venula

@ Jaterni arteriola

o . @ Termindlni Zlu¢ovod
Vétev jaterni tepny

Obrdzek €. 4 Schéma jaterniho lalii¢ku (pfevzato z Hillek a kol, 2018 ?°)

Jaterni buriky jsou oznalovany jako hepatocyty (27 28, ty jsou sefazeny do fad
a nasledné tak tvofi tramce, mezi témito tramci probihaji krevni cévy a Zlu¢ové kapilary
(28)  Hepatocyty plni v organismu nejrozmanitéjsi funkce, kromé tvorby Zlu¢i zajistuji
metabolismus cukr(, tukd, bilkovin a detoxikaci organismu. Za pomoci dalSich jaternich
bunék se vjatrech skladuji vitaminy rozpustné vtucich, Zelezo a podileji

se na odstrafiovani starych &ervenych krvinek ¢innosti Kupfferovych bunék 7).

DuleZitost jater spociva v jejich hlavni roli vintermediarnim a energetickém
metabolismu, vykonavaiji ale i fadu dalSich funkci, jako je napfiklad tvorba a vylu¢ovani
zluci, biotransformace xenobiotik, tvorba, skladovani a preména rlznych signalnich
molekul ( napt. angiotenzinogen, erytroportin, trombopoetin, hepcidin) a také imunitni
funkce zprostiedkovana tkanovymi makrofagy - Kupfferovymi burikami. Vétsinu téchto
funkci zajistuji hepatocyty — parenchymové bunky jater. Bunécnou populaci jaterni
tkdné ale také predstavuji neparenchymové burky jako jiz zminéné Kupfferovy buriky,
dale epitelové buriky Zlucovych cest, tzv. cholangiocyty , hvézdicové Itovy buriky,
endotelové buriky tvofici bariéru mezi krvi a hepatocyty a Pit buniky — vysoce pohyblivé
lymfocyty ze skupiny NK bunék (prirozeni zabijeci) uplatriujici se pfi virovych infekcich
a likvidaci nadorovych bunék. Zvlastni pozornost si zaslouzi hvézdicové bunky, které
obsahuji kontraktilni proteiny aktin a myozin a produkuji bilkoviny extracelularni
matrix. Pfi poSkozeni hepatocytl ztraceji tyto buriky tukové kapénky, nasledné
proliferuji a migruji do perivenézniho prostoru, zméni se na buniky podobné
myofibroblastiim a za¢nou produkovat kolagen |, lll, IV typu a laminin, ¢imzZ prispivaji
k rozvoiji fibrézy a cirhdzy jater (29),
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1.2.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je stav zahrnujici spoustu symptomi a stavd, které
se Casto vyskytuji soucasné, jako napriklad inzulinovd rezistence (nebezpecny
prozanétlivy stav vedouci k peroxidaci tukd a vzniku volnych radikal(), arteridlni
hypertenze, endotelialni dysfunkce, hyperglykémie, hypercholesterolémie a jiné, které
predstavuiji rizikové faktory pro rozvoj kardiometabolickych poruch, jako je napfiklad
ateroskleréza, nealkoholova tukovd nemoc jater a jiné ©). Byva také oznacovan jako
syndrom X, Reavenlv syndrom, syndrom inzulinové rezistence nebo ,smrtelné
kvarteto” — souhrnny nazev zahrnujici abdominalni obezitu, inzulinovou rezistenci
(nebo diabetes 2. typu), systémovou hypertenzi a dyslipidémii. Jednd se o prozanétlivy
a protromboticky stav doprovdzeny zvySenou aktivitou zanétlivych cytokind. Vyskyt
metabolického syndromu se celosvétové odhaduje az na 50 % populace nad 60 let.
Rizikové faktory metabolického syndromu se znacné odvijeji od Zivotniho stylu. Riziko
tak zvysuje koutreni, fyzicka necinnost, konzumace slazenych ndpoju ¢i nadmérna
konzumace alkoholu. Sv{j vliv maji i faktory, které ovlivnit nelze, jako je napftiklad

pozitivni rodinnd anamnéza, rostouci vék nebo postmenopauzélni stav (2,

Metabolicky syndrom je charakterizovdn pfitomnosti minimalné tfi z nasledné
uvedenych parametr(i zaroven spojenych sinzulinovou rezistenci: hypertenze
(nad 130/85 mmHg/lééenad hypertenze), obvod pasu vétsi jak 94 cm u muzl a jak
80 cm u Zen (visceralni ukladani tukd, obezita), sérové triacylglyceroly nad 1,7 mmol/I,
vic jak 5,6 mmol/I &i 1é¢eny diabetes mellitus 2. typu (2% 3% 3% 32) Na vzniku inzulinové
rezistence se z velké ¢asti podili patologicky zmnozend tukova tkan, ve které vznika
velké mnoiZstvi prozanétlivé aktivnich adipokin neboli adipocytokinl, coZ jsou
hormony tukové tkané (adipocytd) 2% 33 v disledku prebyte¢né vyZzivy podléhaji
adipocyty hypertrofii a hyperplazii, krevni zasobeni neni tak schopné pokryt naroky
tukové tkané coz vede k hypoxickému stavu. Buriky kvali hypoxii podléhaji nekréze
s infiltraci makrofagl a tvorbou adipokind, mezi které patfi prozanétlivy interleukin-6,
tumor nekrotizujici faktor a a protromboticky inhibitor aktivatoru plazminogenu | %9,
Nasledné mlze dochazet k rozvoji endotelidlni dysfunkce, pfitomnost adipokin(i navic

zvy$uje trombogenicitu krve 4. Nadmérné ukladani tuk(l do jiné neZ tukové tkang,
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jako jsou napf. jatra, srdce, ledviny, vede klipotoxicité, ktera je charakterizovdna
aktivaci metabolickych, oxida¢nich a zanétlivych drah, mohou vyustit v bunéénou smrt
zpUsobenou mastnymi kyselinami a jejich meziprodukty a narusit tak spravnou funkci
postizenych orgdnl 33 3%, Vétsina cirkulujicich volnych mastnych kyselin je pfestavena
kyselinou palmitovou, olejovou a linolovou. Kyselina palmitova je schopna aktivovat
zanétlivou reakci v endotelidlnich  burikdch, navic ma toxické ucinky
na endoplazmatické retikulum, ¢imz muze stimulovat tvorbu reaktivnich forem kysliku,
to vede ke stresu endoplazmatického retikula. V pripadé, Ze se burika s timto stresem

nedokaZe vyrovnat, spousti drahu apoptdzy 3.

Vyznamnym prozanétlivym medidatorem souvisejicim s inzulinovou rezistenci
je jiz zminény tumor nekrotizujici faktor a, ktery je produkovany aktivovanymi
makrofagy, ale i tukovou tkani a ma klicovou roli v poskozeni jater, nekréze hepatocytt
a dalsim zhorSovani inzulinové rezistence. DalSim duleZitym medidatorem souvisejicim
s jaterni fibrézou je angiotenzin Il zvySujici proliferaci a migraci hvézdicovych ltovych

bunék a jejich naslednou produkci kolagenu (29,

1.2.2 Nealkoholové ztucnéni jater a nealkoholova steatohepatitida

Nealkoholovd tukova onemocnéni jater (NAFLD) jsou metabolickd jaterni
onemocnéni charakterizovand nadmérnym ukladanim tuku (triacylglycerold) v jatrech
u pacientll bez vyznamné konzumace alkoholu (& % 26 32 36; 37; 38)  Byyaji spojend
s inzulinovou rezistenci a jsou definovana pritomnosti tuku v jaternich burikach
s viditelnymi intraceluldrné uloZzenymi triacylglyceroly. Na zakladé histologického
vysetfeni nebo protonovou magnetickou rezonanéni spektroskopii se zjistuje
procentudlni obsah tuku, pficemz jako hrani¢ni hodnota je povazovana 5 % tuku
z celého objemu jater (26 30; 3% 39 NAFLD zahrnuje patologické stavy jako
je nealkoholové ztucnéni jater (NAFL), zanétlivd progresivni forma oznacovana jako
nealkoholovd steatohepatitida (Obr. 5), jaterni fibrdzu, cirhézu a hepatocelularni
karcinom. (26 32 33; 38 39) y soygasné dob& onemocnéni postihuje 25-30 % populace
vyspélych zemi, coz souvisi se zmé&nou Zivotniho stylu a ndrustem obezity v populaci G%
32; 36; 38; 39, 40) NAFL mUze byt oznaované také jako jednoduché ztuénéni jater, neboli

steatdza, charakterizované pfitomnosti 5 % a vice tuku v jatrech s malym nebo Zzadnym
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zanétem ¢&i poskozenim jaternich bunék 7). Casto se jednd o jaterni projev
metabolického syndromu charakterizovany profibrotickymi zmé&nami v jatrech (% 26:30;
32 33, 38) J4tra se steatézou jsou nachyln&jsi k oxidaénimu poskozeni, &asto pfitomna
inzulinova rezistence zvySuje oxidacni stres v hepatocytech a to bud snizenim Urovné
B-oxidace nebo stimulaci mikrozomalnich peroxidaz. Steatdza je povazovana za benigni
onemocnéni, tedy tento stav je vratny a jaterni tkdd se mdZe zregenerovat (26 27),
Rizikovymi faktory rozvoje NAFL jsou predevsim nizka fyzicka aktivita a vysoky kaloricky
pfijem prevysujici energeticky vydej, ktery organismus fesi ukladanim energeticky
bohatych triacylglycerolll do jater a tukové tkané. Neovlivnitelnym faktorem
je geneticka predispozice, napf. geneticky polymorfismus v genech kédujicich dulezité
proteiny uplatiiujici se v lipidovém metabolismu (2% 33 38) Mezi dal$i obecné& zndmé
rizikové faktory rozvoje NAFL patfi abdomindlni obezita, diabetes mellitus 2.typu,

dyslipidémie, pfitomnost metabolického syndromu a inzulinové rezistence 3% 40),

vevys

jako nealkoholovd steatohepatitida (NASH). NASH je pojem oznacujici poskozeni jater
v SirSim rozsahu, ktery je spojen se vznikem zanétu v jatrech a jejich fibrotizaci. Byva
oznacovdn jako steatohepatitida, kterda s postupem fibrotizace jater mulze prejit
v cirhdzu a pozdéji i v HCC. NASH lIze rozdélit dle pokrocilosti fibrézy do nékolika stadii
oznacovanych jako F0-4: Stddium FO a F1 zahrnuje jen mirnou fibrézu, F2 je NASH
s vyznamnou fibrézou, F3 je NASH s pokrodilou fibrézou a F4 NASH s plné rozvinutou
cirhdzou (26 30 33 37) 7atimco stddia FO-3 jsou stdle reverzibilni, stadium F4 je jiz
ireverzibilni. Dochazi totiz k nezvratnym zménam struktury a funkce jater zplsobenych
mohutnou fibrotizaci tkdné, ktera je pricinou jejich destrukce bez moznosti regenerace
a hrozi selhani jater & 26 NASH také predstavuje vysoké riziko rozvoje
hepatoceluldrniho karcinomu az u 20 % pacientd #2). | toto onemocnéni byva &asto
spojovano s cukrovkou 2. typu a inzulinovou rezistenci, ktera podporuje jaterni de novo

lipogenezi a lipolyzu v tukové tkéni, tim se zvy3uje tok mastnych kyselin do jater 39,

NASH se muZe projevovat i extrahepatalnimi projevy, jako je hypertenze,
dyslipidémie, spankova apnoe a odliSny mikrobiom oproti zdravym lidem, ktery
je prerGstajici a produkujici hepatotoxicky ethanol (% 32 33 38 40 Odbourdvani

endogenniho ethanolu podporuje vznik a rozvoj steatdzy a oxida¢niho stresu v jatrech.
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Dysbidza je u pacientll zodpovédna za zvySenou stfevni permeabilitu, vyssi absorpci
monosacharidd a také za vyssi produkci hepatotoxickych produktd. To mlze mit
u nékterych vnimavych jedinct za nasledek aktivaci zanétlivych mediator(i a podpofit

tak rozvoj fibrézy a nasledné cirhdzy 3% 40),

Zdrava jatra

Mg
3w

Obrazek ¢. 5 Porovndni vzhledu a histologického prepardtu zdravych jater s NAFL a NASH (prevzato z
HealthJade, 2022 %7)

Rozvoj NAFL v NASH a cirhdézu je znazornén na obrazku spolu s vratnosti
jednotlivych patologii (Obr. 6). Na obrazku je vidét, Ze u NAFL se v hepatocytech
hromadi pfebyteény tuk (tukové kapénky), to vede ke steatéze jater Y, kterd
se vdlsledku akumulace tukl zvétSi. Typickym nalezem, pfi pouziti sonografie,
je ndpadné svétla barva jater zasazenych steatézou %), V daldim stadiu — NASH dochdzi
k dalsimu rozvoiji steatdzy, hepatocyty s nahromadénym tukem bobtnaji (jatra se tak
zvétsuji) a ndsledné umiraji, to vede kzanétlivé reakci. Odumfrelé bunky jsou
nahrazovany kolagennimi vlakny jevicimi se jako jizvy — fibréza. V rdmci let Ci desetileti
se odumrelé hepatocyty dale odbourdvaji a hromadi se zjizvend tkan, kterad tuhne.
Tento stav je zndmy jako cirhéza a zvysSuje riziko vzniku hepatocelularniho karcinomu
(41) Cirhoticka jatra jsou charakterizovdna uzlovitou pfestavbou parenchymu jater.
Na takovych jatrech jsou vidét useky, kde se stfida nekrdza tkané s regeneraci
hepatocytll a zvySenou tvorbou vaziva vedouci ke zminéné tuhosti jater. V pokrocilém

stadiu cirhdzy jsou jatra mald, tuhd a hrbolatd s pfitomnosti uzlovitych struktur (),
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Obrdzek €. 6 Progrese onemocnéni NAFLD (pfevzato z Drew, 2017 4?)

1.2.3 Hepatocelularni karcinom

Hepatocelularni karcinom (HCC) je jednim z nejcastéjSich zhoubnych nador( jater
a celosvétové je druhou a? tieti nejéast&jsi pfi¢inou umrti na zhoubné nadory (26 38; 42
43) Incidence tohoto nadoru v Ceské republice je 0,8/100 000 obyvatel 2¢). Onemocnéni
se vyskytuje castéji u muzli nez u Zen s rostouci incidenci se zvySujicim se vékem.
Nej¢astdji se HCC vyskytuje u pacientl okolo 70 let % 43 44 Na vzniku HCC
se z podstatné casti podili virova onemocnéni jater a to predevsim virus hepatitidy B,
0 néco méné &asto virus hepatitidy C (15 26 42 45) které jsou celosvétové zodpovédné
za zhruba 80 % hepatoceluldrnich karcinomd “2. Dal$imi rizikovymi faktory jsou
nadmeérnd konzumace alkoholu, koureni, metabolicky syndrom, abdominalni obezita,
diabetes a NAFLD (43 4% 45 Toto riziko se zna¢né zvy3uje jesté vice u pacientli s NAFLD
a s dal$im pridruzenym onemocnénim, jako je zminény diabetes, obezita, dyslipidémie
&i hypertenze 3, Dale maji vysoké riziko pacienti s jaterni cirhdzou, ta pfechdzi do HCC
u 95 % pacientd % 42y zbylych 5 % pacientl se HCC vyskytuje nezdvisle
na pritomnosti onemocnéni jater. Ohrozenou skupinou jsou i pacienti s NASH,
u kterych se da jen tézko predvidat ¢asovy pfechod onemocnéni do cirhdzy, ktera
zvySuje riziko rozvoje onemocnéni do HCC. U pacientl bez predchoziho jaterniho

onemocnéni se vyskytuje tzv. fibrolameldrni forma, typickad spiS pro mladsi nemocné
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a v pripadé, Ze jatra nejsou zasazena cirhézou, da se nddor odstranit chirurgickou
resekci, jedna se tedy o formu s lepsi progndzou. U cirhotickych jater mize kazidé
lozisko predstavovat hepatocelularni karcinom a progndza je u symptomatickych
pacientll $patnd, proto je velice dlileZitd v€asnd diagndza (2%). Ranna stadia nemoci jsou
asymptomaticka (2% 38 44 pokrocilejsi stadia se mohou projevovat jako b&Zna jaterni
onemocnéni. Bolesti bficha, nechutenstvi, ubytek na vadze a uUnava byvaji pfiznaky

pozdni (26 38),

Pro hepatocelularni karcinom je typicka hypervaskularizace, angiogeneze
je pro HCC nezbytna pro jeho rozvoj, metastazovani a uréeni prognézy onemocnéni ().
Rizikovy pacienti, jejichz stav umoziuje pfipadnou lécbu, by méli byt zahrnuti
do pravidelného sledovani — surveillance, kterd ma za cil brzy odhalit HCC, zahjjit

potfebnou [é¢bu a sniZit tak riziko Umrti na toto onemocnéni (26:42),

1.3 Endoglin

Endoglin (CD105) je transmembranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti
180 kDa, ktery funguje jako koreceptor pro ligandy nadrodiny transformujiciho
rlstového faktoru B (TGF-B) & % 3 4 5 6 7 8 9 Gen pro endoglin se u lidi nachazi

na 9 chromozomu 7,

Z hlediska struktury (Obr. 8 A) se jednd o homodimer spojeny disulfidovymi
mustky skladajici se z hydrofilni extracelularni ¢asti, hydrofobni intramembranové ¢asti
a kratké cytoplazmatické oblasti, kterd je bohata na aminokyseliny serin/threonin,
ta je zodpovédnda za jeho funkci jako koreceptoru modulujiciho odpovéd. Endoglin
se mlze vyskytovat jako membranovy, ktery je exprimovan na membrané rliznych
bunék nebo jako solubilni endoglin (sEng), ktery po enzymatickém odstépeni
z extraceluldrni &asti molekuly, cirkuluje v plazmé & 4 57 9 Enzymy $tépici endoglin
jsou tzv. membrdnové vdzané matricové metaloproteazy MMP-1, MMP-12 a MMP-14
(1;2;4;7;9;10)  které jsou vylu€ovany zané&tlivymi makrofagy. Enzymy $t&pi membranovy
endoglin v extraceluldrni ¢asti v blizkosti cytoplazmatické membrany. Vznika tak tzv.
rozpustna forma endoglinu neboli solubilni endoglin “* 7 8, To mudZe narusit vaskularni
remodelaci a vést a? ke vzniku vaskuldrnich abnormalit ). Tato forma endoglinu se

nachdazi vkrevnim obéhu zdravych lidi, ale i u pacientl trpicich jaternim nebo
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kardiovaskuldarnim onemocnénim, sEng se uvoliuje do krve nejen ze zdravych bunék
(endotelidlni burky), ale i z bunék rakovinnych, které na svém povrchu exprimuji

endoglin .

Podle Vicena a kol. obsahuje extracelularni ¢ast osifelou doménu a doménu zéna
pellucida (ZP), které odpovidaji za interakce s TGF-B a RGD receptory. Cast této ZP
domény, kterda je tvorena arginyl-glycyl-asparagovou kyselinou (RGD), slouZi jako
rozpozndvaci struktura pro vazbu integrinO a dalSich RGD receptoru
(napf. na monocytech) ). Takto popsana struktura je znazornéna na obrazku (Obr. 7).

Solubilni Endoglin Solubilni Endoglin
dimer monomer

RGD motlv
/ Stépeni
matrlcovou
metaloprotazou

Obrdzek €. 7 Struktura endoglinu podle Vicena a kol. (pfevzato z Vicen et al, 2020°)

Membranovy Endoglin

Osifela
doména

ZP
doména

1.3.1 Nukleotidova sekvence dlouhé izoformy

V lidské a mysi tkani se nachazi dvé izoformy, a to kratky a dlouhy endoglin,
ktery je exprimovan prevainé. Obé izoformy endoglin se od sebe lisi délkou
cytoplazmatické domény — kratky 14 a dlouhy 47 aminokyselin & 4 5 7 9 10),
Nukleotidova sekvence dlouhé izoformy endoglinu je znazornéna na obrazku

(Obr. 8 B).
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>AAC63386.1 endoglin [Homo sapiens]

MDRGTLPLAVALLLASCSLSPTSLAETVHCDLQPVGPERGEVTYTTSQVSKGCVAQAPNAILEVH
VLFLEFPTGPSQLELTLQASKQNGTWPREVLLVLSVNSSVFLHLQALGIPLHLAYNSSLVTFQEPP
GVNTTELPSFPKTQILEWAAERGPITSAAELNDPQSILLRLGQAQGSLSFCMLEASQDMGRTLE
WRPRTPALVRGCHLEGVAGHKEAHILRVLPGHSAGPRTVTVKVELSCAPGDLDAVLILQGPPYV
SWLIDANHNMOQIWTTGEYSFKIFPEKNIRGFKLPDTPQGLLGEARMLNASIVASFVELPLASIVSL
HASSCGGRLQTSPAPIQTTPPKDTCSPELLMSLIQTKCADDAMTLVLKKELVAHLKCTITGLTFW
DPSCEAEDRGDKFVLRSAYSSCGMQVSASMISNEAVVNILSSSSPQRKKVHCLNMDSLSFQLGL
YLSPHFLQASNTIEPGQQSFVQVRVSPSVSEFLLQLDSCHLDLGPEGGTVELIQGRAAKGNCVSLL
SPSPEGDPRFSFLLHFYTVPIPKTGTLSCTVALRPKTGSQDQEVHRTVFMRLNIISPDLSGCTSKG

YIYSHTRSPSKREPVVAVAAPASSESSSTNHSIGSTQSTPCS
TSSMA

Extracelularni cast, , Intracelularni ¢ast

Obrdzek & 8 A 3D struktura transmembrdnového endoglinu (pfevzato z UniProt, 2022 *1);
B Nukleotidovd sekvence dlouhé izoformy (pfevzato z NCBI, 2022 #6)

1.3.2 Vyskyt Endoglinu a jeho role ve fyziologickém stavu

Endoglin je exprimovan na membrané rlznych bunék, mezi které patfi
endotelové bunky hladké vaskularni svaloviny, jaterni burky, fibroblasty, aktivované
monocyty a makrofagy & % % % 10) v t&chto zdravych burikdch se vyskytuje pfedeviim
dlouhd izoforma endoglinu, krdtkd izoforma se hojné vyskytuje ve starnoucich

endotelovych burikach &4,

Funguje jako cévni endotelovy glykoprotein hrajici dllezitou roli pftiregulaci
angiogeneze & 2 - reguluje proliferaci a migraci endotelovych bunék ). Podili
se na normalni strukture cév a jejich integrité a je také dilezity pro spravnou
extraembryondlni angiogenezi a normalni embryonalni vyvoj srdce (Y. Studie
na mysich ukdzala, Ze Uplnd ztrata endoglinu je embryonalné letdlni, a to kvdli
zhorsenému vyvoji vaskularniho plexu do zralé cévni sité, to vede kosmotické
nerovnovaze, ktera narusuje pfirozeny vyvoj srdce 7). Je tedy dilezity pro fyziologickou

funkci endotelu ©,

Endoglin hraje roli i v hemostdze a mlze se podilet na vzniku zanétlivych nebo
trombotickych zmén v cévach, nebot extraceluldrni ¢ast lidského endoglinu podporuje

adhezi krevnich desti¢ek k endotelu cév pomoci desti¢kového integrinu auppBs 4.

Na regulaci exprese endotelidlniho endoglinu se podili TGF-B, kosterni

morfogeneticky protein (BMP)-9 a hypoxie % 7). Endoglin produkovany jaternimi
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hvézdicovymi burikami md pravdépodobné protektivni roli proti fibrotickému
poskozeni a to zfejmé modulaci signalizace TGF-B. Studie na mysich prokazala,
Ze nedostatek endoglinu u jaternich hvézdicovych bunék znaéné zhorsuje fibrézu

po poranéni u mysi s jaterni fibrézou 4,

1.3.3 Signalizace endoglinem a jeho ligandy

ProtoZze endoglin funguje jako koreceptor, kindukci signalizace vyzaduje
spoluprdci s dalSimi receptory, jedna se o transmembrdnové receptory anaplastické

lymfomové kindzy (ALK). Ligandy vazajici se na tyto receptory jsou TGF-B a BMP-9 (7).

Po navazani ligandu vznika heterotetramerni receptorovy komplex, to vede
k transfosforylaci transmembrdnového ALK receptoru na serinovych/threoninovych
zbytcich v intracelularni oblasti. Dlouhy endoglin zajistuje signalizaci prostrednictvim
drahy ALK-1 a kratky endoglin pres ALK-5 (Obr. 9). Aktivace téchto drah vede
k fosforylaci SMAD 1/5/8 (ALK-1 drdaha) nebo SMAD 2/3 (ALK-5 draha), které
se nasledné translokuji do jadra, kde spusti transkripci réiznych gend (34 579 200 SMAD
jsou ttidou protein( fungujicich jako intracelularni signalizaéni efektory pro nadrodinu
TGF-B polypeptidii 7). Faktory TGF-B reguluji bun&&nou proliferaci a diferenciaci.
Dlouhy endoglin stimuluje endotel k migraci bunék, proliferaci a angiogenezi, zatimco
u kratkého endoglinu se zda, Ze inhibuje endotel k bunééné migraci a proliferaci
a zifejmé indukuje starnuti endotelidlnich bunék, nicméné presna funkce Kratkého
endoglinu neni zatim dikladné& prostudovana * 5 9. Jak jiz bylo Fe€eno, dlouhy
endoglin podporuje aktivaci drahy ALK-1 a zaroveri inhibuje aktivaci drahy ALK-5 (3 % 10),
Studie na hlodavcich prokazaly, Ze kratky endoglin pUsobi jako anti-angiogenni Cinidlo

proti dlouhému endoglinu 3 4),
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Obrazek ¢. 9 Signalizacni drdha dlouhym endoglinem (L-endoglin) a krdtkym endoglinem (S-Endoglin)
(pfevzato z Leite et al, 2020 °)

BMP se vaze pfimo prostfednictvim komplexu ALK-1 (Obr. 10), tento komplex
dokaze vazat BMP-9 & BMP-10 s mnohem vétsi afinitou neZz TGF-B 7 20, V tomto
pfipadé se zd4, Ze endoglin spi$ zesiluje signalizaci ALK-1 po vazbé& BMP-9, BMP-10 29,

Né&které studie zaznamenali inhibiéni G&inek BMP-9 na angiogenezi (7).

“ BMP9
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Receptor

Smad1/5/8 G ¥ Smad1/5/8
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',.

2O — —>

——  Hepcidin

Smad1/5/8
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Obrdzek €. 10 Signalizace BMP ligandem (pfevzato z Bi et al, 2014 #)

Endoglin ma vliv na endotel i nezdvisle na drahdch TGF-B — moduluje
reorganizaci cytoskeletu, inhibuje apoptézu a ovliviiuje expresi endotelialni syntazy

oxidu dusného 34,
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1.3.4 Endoglin a kardiovaskularni onemocnéni

Mezi kardiovaskuldrni onemocnéni, u kterych se zkouma vliv endoglinu na jejich
rozvoj patfi napfiklad ateroskleréza, kterou predchdzi hypercholesterolémie
a nasledna endotelidlni dysfunkce, vratny predstupen aterosklerdzy. DalSi onemocnéni,
u kterych byly zaznamenany zmény bud vexpresi endoglinu na bunécénych
membranach, v hladiné skng v plazmé ¢i v mutaci genu pro endoglin jsou napftiklad

HHT, myokardidlni fibréza a srdecni selhani.

1.3.4.1 Endotelialni dysfunkce a ateroskleroza v souvislosti s Endoglinem

V aterogenezi se uplatiuji ucinky TGF-B, které jsou komplexni. TGF-B podporuje
stabilni fenotyp aterosklerotickych 1ézi tim, Ze stimuluje syntézu a ukladani
extracelularni matrix, potlacuje zanétlivé pochody a produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS). Exprese obou forem endoglinu je nejprve v aterosklerotickych platech zvysena,
v pribéhu onemocnéni se ale méni. Proaterogenni medidtory se mulzou podilet
na uvolnéni sEng, ktery plsobi jako ,lapac” TGF-B ligandu. Tato molekula je podobna
kratkému endoglinu a podporuje aterogenezi tim, Ze inhibuje expresi endotelidlni
syntdzy oxidu dusnatého eNOS a signalizaci pomoci TGF-B, ktery se vyvazuje
do komplexu se sEng. U pacientd s aterosklerézou byla zjiSténa snizend hladina
aktivniho TGF-B v dusledku tvorby komplexd s uvolnénym sEng, ¢imzZ je znemoznéna
jeho vazba na transmembrdnovy endoglin. Podle studie od Stefoni a kol. byla
u pacientll s rendlnim onemocnénim v konecném stadiu nizkd hladina TGF-B v séru
rizikovym faktorem pro aterosklerézu. Solubilni endoglin pfispiva k zanétlivym
procestim v endotelidlnich bunkach a zhorsuje vazodilataci zprostfedkovanou oxidem
dusnym, predevsim v pfitomnosti dalSich kardiovaskularnich rizikovych faktord, jako

je naptiklad hypercholesterolémie ©,

Hypercholesterolémie vyustila v rdmci dvou mésicl u mysi ve vyvoj endotelialni
dysfunkce v aorté se snizenou expresi endoglinu a eNQOS, ktera je nezbytna pro udrzeni
spravné funkce cévniho endotelu. Endotelidlni dysfunkce je prvnim projevem
aterosklerdzy. SniZzenou expresi endoglinu a eNOS se snizila produkce oxidu dusnatého
a zvysila hladina solubilniho endoglinu v plazmé, zaroven doslo k indukci zanétu. Tento

poznatek naznacuje, Ze duleZitou roli v prevenci endotelidlni dysfunkce hraje spravna
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exprese endoglinu, snizena exprese endoglinu je spojena se snizenou tvorbou oxidu
dusnatého a endotelialni dysfunkci, a to jesté pred vznikem aterosklerotickych lézi.
Rozvoj aterogeneze a nasledné zvétSovani aterosklerotickych lézi je spojeno
se snizenou expresi endoglinu vaorté a zvySenou koncentraci seng v plazmé. Tyto
poznatky by se mohly interpretovat zplisobem, Ze sniZzena exprese endoglinu a zvysena
hladina solubilniho endoglinu v plazmé je znakem rozvoje endotelidlni dysfunkce

a nasledné aterogeneze ©,

Arteridlni hypertenze, hypercholesterolémie, diabetes mellitus a zanét jsou
stavy, u kterych byly zaznamenany zvysené hladiny sEng v plazmé, nicméné je dllezité
zminit, Ze vysledky zrlGznych studii se vtomto ohledu neshoduji, ¢imZ se sniZuje
reprodukovatelnost vysledku seng jako biomarkeru endotelidlni dysfunkce. V dusledku
toho probéhly dalsi studie scilem vysvétlit tuto heterogenitu vysledkd
a nejprijatelnéjsim zdvérem je, Ze skng je ¢asnym indikatorem vaskuldrnich zmén
a s dalSim rozvojem onemocnéni jeho hladina klesd. To muZe byt zpuUsobeno
jiz zminénou zvysenou tvorbou komplext sEng/TGF-B, coZz zhorSuje funkci TGF-B
a prispiva k aterogenezi. Tato teorie byla podpofena studii od Li a kol., kde méfili
hladinu seng u pacientli s onemocnénim koronarnich tepen (CAD). Hladina sEng byla
vy$s$i u pacientl s bolesti na hrudi, ktera pfipominala anginu pectoris, pozitivnim
zatéZzovym elektrokardiogramem, ale normalnim angiogramem koronarnich tepen.
Naopak u pacientl s vyznamnym CAD (dokumentovanym v angiografii) byly hladiny

sEng nizsi ©).

Zavérem muzZeme fict, Ze sEng mlze byt uzitecnym biomarkerem endotelidlniho
poranéni, aktivace, zanétu ¢i starnuti, ale k celkovému objasnéni role sEng

v endotelialni dysfunkci a u kardiovaskuldarnich chorob bude potreba provést vice studii

(5).
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1.3.4.2 Hereditdrni hemoragicka teleangiektazie a endoglin

Jednd se o vzacné dédi¢né onemocnéni, pfi kterém dochdzi k mutacim v genech
pro endoglin 719 — mutace na chromozomu 9q34ter ® (HHT-1) nebo ALK-1 (HHT-2) %
10; 20) pfi¢em? varianta HHT-1 je zavain&jsi a je charakterizovdna vaskuldrnimi
abnormalitami v mozku a plicich 7). Florian a kol. uvadéji, ze z 90 % se vyskytuje
varianta spojena s heterozygotni mutaci gent pro endoglin (HHT-1) ¢i serin/threonin-
proteinkindzovy receptor R3 (ACVRL-1) (HHT-2). ACVRL-1, jehoZ exprese je omezena
na vaskularni a lymfaticky endotel, kéduje receptor pro BMP ligand ALK-1, gen
pro endoglin kdéduje endoglinovy koreceptor. Méné castd varianta vyskytujici
se u zbyvajicich 10 % pacientl ovliviiuje gen pro SMAD 4 kdédujici transkripéni faktor
SMAD 4, ktery je soucasti transkripéniho komplexu aktivovaného ALK cestou.
Nejcastéjsi typy mutaci postihujici geny pro ACLR-1 a endoglin jsou zaména jednoho
paru bazi vedouci k substituci jiné aminokyseliny ve vysledném proteinu nebo uUplna
geneticka delece. Vétsina téchto mutovanych proteint byla exprimovana na bunécném
povrchu, ale nebyly schopny aktivovat fosforylaci SMAD 1/5/9 a expresi genu
reagujiciho na BMP. Nékteré endoglinové mutanty nejsou schopny béhem své
biosyntézy dosahnout bunécéného povrchu a zlstavaji tak uvniti bunky. Pokud jsou
uvéznény v endoplasmatickém retikulu, mohou tvofit dimery a reagovat
s transmembranovym endoglinem a zhorsit tak jeho expresi na buné¢ném povrchu.

Né&které mutanty se exprimuji normaln& na bun&&ném povrchu, ale nejsou aktivni 2%,

1.3.4.3 Fibroza srdecniho myokardu a exprese endoglinu

Dalezitou roli pti vzniku srdecni fibrézy hraje TGF-B, ktery se muZe primo
podilet na remodelacnim procesu pfi srde¢nim selhdni. Klicovym medidtorem vzniku
srdecni fibrézy je angiotensin Il, ktery moduluje srdecni remodelaci zpUsobem,
ze vyvold hypertrofii srdecnich myocytl a zvysi expresi TGF-B. Angiotensin Il spolu
s TGF-B zvysuji migraci srdecnich fibroblastd, proliferaci a produkci kolagenu, coz vede
k srdecni fibréze. Zaroven bylo zjisténo, Ze angiotensin Il a TGF-B1 zvysuji expresi
endoglinu v srdecnich fibroblastech a také expresi endoglinové mRNA, navic TGF-B1
se vyznamné podili na indukci kolagenu I. Toto zjisténi naznacuje, Ze endoglin funguje

jako fibrogenni mediator TGF-B1 na srdecni fibroblasty. Pfi sniZzeni exprese endoglinu
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byla syntéza kolagenu | v srdecnich fibroblastech mensi, coZ ukazuje na potencidlni roli

endoglinu v remodelaci srdce ®.

1.3.4.4 Endoglin pri srdec¢nim selhani

U pacientl s téZzkou systolickou dysfunkci levé komory byla zjisténa zvySena
exprese endoglinu. ZvySend exprese endoglinu byla také nalezena vlevé komore
pacientl s terminalnim srdecnim selhanim. Po chirurgické aplikaci zafizeni na podporu
levé komory se exprese tohoto proteinu sniZila. Endoglin by mohl byt potencionalnim
biomarkerm pro akutni selhdni srdce a jeho rozpustna forma by mohla byt markerem
predikce kardiovaskularnich prihod. U pacientt s dysfunkci levé komory byly naméreny
vyssi hladiny solubilniho endoglinu. Zaroven pacienti, u kterych byla koncentrace sEng
v krvi vys$si, méli vyznamné vyssi vyskyt zavainych kardiovaskularnich ptihod, jako
akutni infarkt myokardu, méstnavé selhani srdce nebo cévni mozkovou prihodu
ne? pacienti, u kterych byla koncentrace proteinu nizsi ®. U pacientl se srde¢nim
selhdanim se snizenym ejekénim objemem byla zjiSténa silnd korelace mezi vyssi
hladinou seng a nékterymi prediktory umrtnosti jako napf. vyssi diastolicky tlak v levé
komore nebo nizsi ejekéni frakce levé komory. To naznacuje, Ze dulezZitou roli

v patofyziologii srde¢niho selhani mdZe mit jak samotna tkan, tak solubilni endoglin ©.

Vicen a kol. navrhuji, Ze solubilni endoglin by mohl také slouzit jako biomarker
symptomU  souvisejicich s  metabolickym  syndromem, jako napfiklad

hypercholesterolémie, arteridlni hypertenze a diabetes mellitus ©.

1.3.5 Role Endoglinu u nealkoholové steatohepatitidy

Jaterni hvézdicové bunky jsou hlavnim producentem kolagenu a extracelularni
matrix, které se pfi poskozeni jater ukladaji do jaterni tkané a vyvolavaji tak fibrézu
10, TGF-B funguje jako profibrogenni cytokin, ktery moduluje aktivaci klidovych
jaternich hvézdicovych bunék na aktivované myofibroblasty. Klicové profibrogenni
signaly jsou v hvézdicovych bunkach regulovany predevsim drahou TGF-B/ALK-5,
ale své uplatnéni ma vtéto signalizaci i draha TGF-B/ALK-1. Vzhledem ktomu,

ze endoglin je koreceptorem pro TGF-B, jeho exprese muze hrat dllezitou roli v fadé
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patologickych stavd zahrnujicich i fibrézu, ktera je zdvainym projevem progredujici

NASH (10),

Spousta studii in vitro naznaduje, Ze transmembranovy endoglin m3a
antifibroticky ucinek, ale studie vyuZivajici nadmeérnou expresi dlouhého endoglinu
v jaternich hvézdicovych burikdch zaznamenavaiji spie profibrogenni roli endoglinu 19,
U pacientl s jaterni fibrézou &i cirhdzou byly detekovany vysoké hladiny solubilniho
endoglinu % 19, U mysi trpicich jaternim onemocnénim byla zaznamenéna zvy3ena
exprese endoglinu v jaternich hvézdicovych burikach, navic zvySena exprese dlouhé
formy endoglinu v téchto burikdch mysiho a potkaniho plivodu ukazuje, Ze endoglin
stimuluje signalizaci TGF-B 19, Bylo prokdzéno, 7e b&hem NASH se zvy3uje exprese
endoglinu v jatrech, coz ma za nasledek zvySeni hladiny solubilniho endoglinu
v plazmé. Nadmérné zvySeni hladiny solubilniho endoglinu ma vliv na zhorSeni

jiz vyvinutého NASH zvy$enim obsahu cholesterolu a triacylglycerol( v jatrech ).

Alsamman a kol. ve své studii pozorovaly expresi mRNA obou forem endoglinu
(dlouhé a kratké) v jaterni tkani ziskané biopsii od pacientl trpicich akutnim selhanim
jater, NASH a HCV infekci. Jejich vysledky ukazuji, Ze exprese dlouhé formy endoglinu
byla vyznamné zvySena jak u pacientl s akutnim selhanim jater, tak u chronickych
jaternich onemocnéni, jako je NASH, ve srovnani s kontrolnimi vzorky zdravych jater.
Naopak kratka forma endoglinu byla ve zvySené mife exprimovana pouze u vzork
s akutnim jaternim selhanim, nikoliv u pacient( trpicich NASH nebo HCV infekci. Toto
zjiSténi ukazuje na rozdilnou regulaci jednotlivych forem endoglinu, coz je dulezité
pro zhodnoceni funkce obou forem. Exprese endoglinu v jatrech byla zaznamendna
v hvézdicovych burikdch a Kupfferovych burikach, hepatocyty endoglin neexprimuiji.
Vdalsi studii se snaZili prokazat vliv endoglinu na jaterni fibrézu u mysi
s knockoutovanym endoglinem v jaternich hvézdicovych bunkach a zjistili,
Ze nedostatek endoglinu zhorsuje jaterni fibrézu. Endoglin v hvézdicovych bunkach
posouva signalizaci TGF-B z ALK-5 a SMAD 2/3 smérem k ALK-1 a SMAD 1/5/8. Zvysena
exprese dlouhé formy endoglinu v této bunécné linii vedla ke sniZzeni exprese kolagenu
po stimulaci TGF-B, coZz naznaduje ochranny ucinek endoglinu pfi jaterni fibroze.
V nepfitomnosti endoglinu se pravdépodobné podporuje signalizace TGF- pres drahu

zahrnujici SMAD 2/3, ktera podporuje tvorbu kolagenu (19,

30



Ve studii provadéné Igreja Sa a kol. byly mysi krmeny dietou s vysokym obsahem
nasycenych tukd, fruktézou a vysokym obsahem cholesterolu. Dieta vyvolala u mysi
hypercholesterolémii a vedla ke zvét$eni jater (2. Tyto mys3i vykazovaly zvy$ené hladiny
mysiho solubilniho endoglinu % 2. Navic zminénd dieta zvysila expresi mRNA
transkripéniho faktoru tzv. Krueppelova faktoru 6 (KIf6), ktery reguluje expresi
endoglinu a to 0 166 % a mnozZstvi samotného proteinu endoglinu v jatrech se zvysilo
0 42 %. Zvysila se také exprese mRNA profibrotickych marker(, jako je napfiklad TGF-B.
Zaroven mysi vykazovaly zvySeny obsah cholesterolu a triacylglycerold v jatrech a LDL
cholesterolu v plazmé. Z histologického hodnoceni fezu jater bylo patrné, Zze dieta

vyvoldva steatdzu jater s mirnou indukci fibrotického procesu (2.

Ve studii se také prokdazalo, Ze KIf6 zvySuje expresi metaloprotedzy MMP-14,
takZze se spolu ziejmé podileji na tvorbé solubilniho endoglinu béhem NASH. Proto
Igreja Sa a kol. navrhuiji, Ze zvySena hladina solubilniho endoglinu by mohla slouZit jako
cirkulujici biomarker pro NASH ), Jin studie vedend DoleZalovou a kol. tvrdi, Ze vy3si
hladina cirkulujiciho endoglinu pfi hypercholesterolémii aktivuje mechanismy vedouci
k redistribuci cholesterolu z plazmy do hepatocytll, coZz vede ke snizeni hladiny LDL

cholesterolu v plazmé (),

1.3.6 Endoglin a hepatocelularni karcinom

Studie zabyvajici se endoglinem v souvislosti s karcinogenezi nadorli mizeme
pomysliné rozdélit do dvou skupin, kdy se prvni skupina zaméfruje na endoglin jako
na marker angiogeneze a na jeho roli v diagnostice a prognostice, zatimco druhad

skupina zkouma jeho proangiogenni ¢i antiangiogenni pdsobeni 4,

U hepatoceluldarniho karcinomu ma angiogeneze velky vyznam v ¢asné progresi
onemocnéni, pooperacni recidivé a metastazovani nadoru. Nové vznikajici karcinom
trpi nedostatkem Zivin, a tak nadorové burky produkuji hypoxii indukovany faktor 1a,
ktery stimuluje novotvorbu cév smérem kndadoru, tyto buriky mohou pfipadné
Caste€né tvofit stény cév B Nadorové burky jsou také schopny vytvéaret
tzv. vaskulogenni mimikry — avaskularni kanalky, kterymi protéka krev - jinymi slovy,
jednd se o proces, pfi kterém vznikaji z nddorovych bunék nové cévy & %), P¥itomnost

vaskulogennich mimiker je u HCC povaZovana jako negativni prognosticky marker (4.
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Zdrava jaterni tkan je vyZivovana portalni Zilou, HCC je vyZivovan predevsim jaternimi
tepnami ). Z toho lze vyvodit, 7e rozvoj vaskularizace umoZiuje rozvoj karcinomu

a mdZeme ji povaZovat za prognosticky ukazatel 4.

V nové vytvofenych mikrocévdch HCC je hojné exprimovdn endoglin,
coz nadruhou stranu umoznuje kvantifikovat nadorovou angiogenezi pozorovanim
tzv. mikrovaskuldrni hustoty & 4, u které se endoglin jevi jako idedlni ukazatel.
UmoZnuje zndzornit endotelové buriky nové vytvorené ndadorové vaskulatury
a koreluje s expresi endotelidlniho rlstového faktoru. Hustota nové vytvorenych
mikrocév se jevi jako dalSi uziteCny prognosticky marker, vysoké hodnoty
mikrovaskuldrni hustoty predstavuji negativni prognosticky marker — pooperacni
progndza pacientu s HCC s niz8i mikrovaskuldrni hustotou (vychazejici z hodnoceni
endoglinu) byla vyznamné lepSi nez u pacientu svysokou hustotou mikrocév.
Angiogeneze u HCC je dynamickd a exprese endoglinu se liSi v zavislosti na stadiu
onemocnéni i mezi malignimi a benignimi lézemi. Eng je exprimovan jak v tkani HCC,
tak i v prekancerdznich loZiscich, tedy i u jater zasazenych fibrézou ¥ 4. Endoglin
Ucastnici se neovaskulariza¢niho procesu u hepatocelularniho karcinomu je markerem
bunécéné proliferace pro vaskulaturu nadoru. Nékteré bunky odvozené od karcinomu
jsou schopné produkovat in vivo endoglin, to ma za nasledek aktivaci endotelidlnich
bunék, které jsou oznacovany jako nadorové endotelidlni bunky. Tyto nadorové
endotelidlni bunky exprimuji endoglin, a také dalsi geny podilejici se na angiogenezi,
které zvysuji tvorbu ,trubicovych formaci“ a migraci bunék. Pro ¢asnou angiogenezi
u HCC je charakteristicka hypoxie a kyselé mikroprostredi, které podporuje ,puceni”
endotelu, nasledné se zvySuje exprese hypoxii indukovaného faktoru 1a

a endoglinovych promotort @,

Nejvyssi exprese endoglinu je u dobie diferencovanych nador( a naopak u malo
diferencovanych nador( je exprese endoglinu nizka ?: 4. Asi u 75 % pacient s malo
diferencovanym HCC byla exprese endoglinu velmi nizka, v dané studii oznaéena jako
»,hegativni“. Ztéto studie vyplyva, Ze se zavainou progresi karcinomu se exprese
endoglinu snizuje “. Endoglin se u HCC vyskytuje hlavné na periférii nadoru v jeho
mikrocévach a ligand TGF-B1 se nachdazi v nadorovych hepatocytech. Podle studie

Benetti a kol. od HCC odvozeny TGF-B1 pracuje jako chemoatraktant pro endotelidlni
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buriky, které exprimuji endoglin a také jako promotor nddorové angiogeneze. Yagmur
a kol. naznacuji, Zze endoglin by mohl byt potenciondlnim komplementarnim
biomarkrem pro hodnoceni rizika hepatoceluldrniho karcinomu u pacientl s cirhdézou

jater 3,

U pacient s HCC byl zaznamenan i cirkulujici sEng ve zvySené koncentraci, ktery
by mohl mit potencial jako diagnosticky Ci prognosticky faktor. Tento sEng se uvoliuje
jak z endotelidlnich bunék, tak z bunék rakovinnych & 4. Cirkulujici sEng byl ve zvy$ené
koncentraci zaznamenan i u pacientl s cirhdzou jater s rizikem HCC a studie Teama
a kol. zjistila, Ze zvySeny Eng a mRNA TGF-B podporuji hepatokarcinogenezi a tim
zvySuji riziko hepatoceluldrniho karcinomu. Studie Li a kol. prokazala, Ze endoglin
podporuje invazi a metastazovani bunék HCC pomoci zvySené exprese vaskularniho
endotelidlniho rlstového faktoru. Tato studie také prokazala vyznamnou korelaci mezi

expresi endoglinu a diferenciaci a metastazovanim nadoru ©).

Nadmérna exprese endoglinu v tkanich, které nebyly doposud zasazeny nadorem
naznacuje, Ze toto mikroprostredi podporuje rozvoj HCC. Z téchto dlivodu se zda byt
uzZite¢né stanoveni jak tkanové exprese endoglinu, tak hladiny sEng v krvi pro diagnézu

ale i progn6zu onemocnéni 3:4),

Bylo prokazano, Ze jadrovy (kapsidovy) protein viru hepatitidy C (HCV) stimuluje
endoglinovou signdlni drahu a podporuje roli endoglinu v kmenovych rakovinnych
bunkach asociovanych s HCV, kdy v téchto bunkach je vyznamné zvySend regulace
endoglinové mRNA projevujici se zvySenou expresi endoglinu na bunééném povrchu

bunék HCC typu HepG2.

Nadorové endotelidlni buriky exprimujici endoglin byly v porovnani s normalni
endotelidlni tkani exprimujici endoglin odolnéjsi vici apoptéze a mély silnéjsi
proangiogenni vlastnosti, zaroven také vykazovaly silnou adherenci k nddorovym

bufikam a lepsi pFeziti v prostiedi nadoru @)
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1.4 Protilatky

Imunoglobuliny neboli protilatky jsou nezbytnou soucdsti imunitniho systému.
Produkuji je B-lymfocyty po tzv. antigenni stimulaci. Tyto diferencované bilé krvinky
jsou oznacovény jako plazmatické buriky “°). Protilatky zastavaji rGzné funkce jako
je neutralizace, opsonizace % 51) aktivace komplementu nebo blokace adheze

mikroorganizm V).,

Z biochemického hlediska se jedna o glykoproteiny “°), které jsou tvofené &tyfmi
polypeptidovymi fetézci — dvéma tézkymi a dvéma lehkymi k nebo A (Obr. 12 B) —
propojené disulfidickymi mistky mezi dvéma molekulami cysteinu % 50 5L 52) Tyto
mustky se nachdzi i uvnitf fetézcl, &im? vznikaji kruhovité smyé&ky zvané domény % 5%

52) Molekula imunoglobulinu pfipomina tvarem pismeno Y.

Polypeptidové fretézce se vidy skladaji zvariabilni a konstantni domény.
Variabilni doména lehkého a tézkého retézce spoluutvari paratop, pres ktery se vazou
na antigeny. Vrchni ¢ast molekuly tvorend jednou variabilni a jednou konstantni
doménou lehkého a tézkého fetézce se nazyvd Fab fragment (Obr. 12 A). Obsahuje
specifické usporadani aminokyselin, které slouzi jako vazebné misto pro antigen,
tzv. paratop. Paratop je specificky pro urcitou ¢&ast antigenu, tzv. epitop. Jedna
se o0 extrémné variabilni misto, diky kterému jsou imunoglobuliny schopny rozeznat

miliény rliznych antigend ve stejné tfidé protilatek.

Nékolik konstantnich domén tvorenych zase na druhém konci dvou tézkych
fetézcl vytvari Fc fragment (Obr. 12 A). Molekula imunoglobulinu se pfes Fc konec
mUZe vazat na Fc receptory bunék a umoznuje tak urcité specifické funkce protilatky
(4% 52) jako je napf. aktivace komplementu, opsonizace atd. ®Y a také komunikaci
s ostatnimi slozkami imunitniho systému “% 50 53) Fc &3sti protildtek se mohou lisit
ve svych tzv. konstantnich doméndach — na zakladé téchto rozdil( rozliSujeme pét trid

protilatek — IgA, 1gD, IgE, 1gG a IgM (Obr. 11) (4% 50;51),
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Obrazek ¢. 11 Tridy protilatek (prevzato z Kapingidza et al, 2020

A B
Fab Fab

é’k 1%%

V| —variabilni doména lehkého Fetézce Lehké Fetézce — modrd a tyrkysova barva
C, —konstantni doména lehkého fetézce Tezké retézce — fialova a Seda barva

V\, —variabilni doména tézkého Fetézce

Cyy1.2 — konstantni doména tézkého fetézce

Obrdzek ¢. 12 A Fab a Fc cdsti protildtky IgG; B 3D struktura protildtky 1gG (prevzato z Kapingidza et al,
2020%)

1.4.1 Vazba protilatek

Protilatky se svym vazebnym mistem tvofenym Fab fragmentem nazyvanym
paratop specificky vazou na antigenni determinantu neboli epitop antigenu. Antigen
je latka schopna vyvolat v organismu specifickou imunitni reakci. V pfipadé, Ze je tvar
a fyzikalné-chemické vlastnosti epitopu a paratopu komplementarni, vytvofi se mezi
nimi sit nekovalentnich vazeb mezi aminokyselinami s rlznymi postrannimi fetézci,
¢imZ vznikne imunokomplex antigenu a protilatky, ktery ma vyuZiti vimunoterapii
nebo imunodetekci. Nejcastéji se jedna o slabé vazebné interakce, mezi které radime
van der Waalsovy sily, vodikové mustky, hydrofobni interakce a elektrostatické sily.
Oznadenim pro pevnost vazby mezi antigenem a protildtkou je pojem afinita. Cim

je afinita vy33i, tim je vazba pevnégjsi Y,
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1.4.2 Priprava protilatek

Protilatky pro vyzkumné ucely se ziskavaji nejcastéji nékolika zplsoby. Imunizaci
zvifat s naslednou izolaci ze séra se pfipravuji polyklonalni protilatky. Polyklondlni
protilatky maji schopnost vazat se na vice antigennich determinant cilového proteinu,
tim se zvysSuje jejich Sance navazat se na specificky epitop. To déla polyklondlni

protilatky citlivéjsi a stale tak vyuZivaji pro Fadu aplikaci (5% %),

Dale pfipravou hybridomu nejéastéji po imunizaci mysi nebo krdlika, ze kterych
se odeberou plazmatické bunky produkujici potfebné protilatky, se spoji s nddorovymi
burikami. Ziskdvaji tak schopnost se neomezené mnozit a pak se mohou protildtky
vyrabét opakované kultivaci klonu. Takové protilatky nazyvdame monoklonalni a postup
jejich pfipravy poprvé predstavili Kéhler a Milstein ¢, Monoklonalni protildtky maji
presné definovanou strukturu a jsou tvoreny klonem jedné buriky. Ma schopnost vazat
se na jeden konkrétni epitop sledovaného proteinu ©% 39, Ve zdravotnictvi
i ve vyzkumu se vyuZzivaji pro jejich schopnost se zcela jednoznacné navazat na vybrané

bunééné znaky ®V.

V poslednich letech se rozviji vyroba rekombinantnich protilatek. Jedna
se o fragmenty protilatek (napf. Fab nebo ScFv fragment), které jsou vysoce specifické
a citlivé. Jsou vytvareny synteticky, in vitro se stanovi sekvence dané protilatky
a vytvori se gen, ktery je prenesen, neboli transfekovan, do bunécné kultury. Buriky
nasledné zac¢nou produkovat cilovou rekombinantni protilatku. Burfiky mohou byt
savéiho, hmyziho, bakteridlniho plvodu se zajistujici potfebnou posttranslacni
modifikaci protilatky. Vyhodou téchto protilatek je jejich reprodukovatelnost
a kontrola nad strukturou protilatky, lze se vyhnout pouziti laboratornich zvirat a také
zménou hybridomd u dlouhodobé kultivace apod. Stim souvisi vysoka

reprodukovatelnost a specifita protilatek ©8 57:58),
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1.4.3 Imunodetekce

Ve vyzkumu se muZeme setkat s pojmy primarni a sekundarni protilatka.
Primarni protildtka je ta, ktera se pfimo vdZe na epitop proteinu, ktery chceme
detekovat. Sekundarni protildtka rozpozndvd cast pouZité primarni protilatky,
nejcastéji Fc fragment urcité zvireci protilatky a vaze se na ni. Primarni protilatky byvaji

monoklondlni, rekombinantni nebo polyklonalni a sekundarni nejcastéji polyklonalni

(55),

1.5 Dot blot — affiblot

Affiblot je blotovaci metoda zaloZzena na bazi dot blotu, ktery je rychly,
jednoduchy a levny. Vyuziva interakci mezi bilkovinnymi molekulami, z nichzZ je jedna
imobilizovand na membrané a druhd je v roztoku ©°. PouZivd se bud pro kvalitativni
stanoveni vice vzorkl najednou, ale Ize ho vyuZit i pro kvantitativni analyzu, tedy
pfi stanoveni koncentrace sledovanych latek. Metoda funguje na principu
imunoanalytickych metod zaloZenych na interakci antigen-protilatka, kdy se antigen
vaze fyzikalné-chemickymi silami na blotovaci membrdnu, po blokaci se membrana
inkubuje s primdrni a nasledné sekundarni protilatkou. Poté ndsleduje detekce
sekundarni protilatky kolorimetrickou, chemiluminiscenci, fluorescenci ¢i jinou
amplifikaéni metodou % ) _ Cilem stanoveni touto metodou mohou byt purifikované
¢i rekombinantni peptidy, proteiny, ale i celd bakterialni burika. V ptipadé affiblotu
Ize zafizeni vyuZit nejen jako dotblot ale i pfisledovani afinity a zkfizené reaktivity

protilatky (60,
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Obrdzek ¢. 13 A Konstrukce zafizeni; B Spodni strana vika; C Horni strana vika s 1 ml rezervodry;
D Umisténi antigenu; E Odvod roztoku s reagenciemi pomoci drendznich kandlk( do vypusti (prevzato
z Svobodova et al, 2021 )

Affiblot je patentové chranéného zafizeni, které je tvoreno tfemi plastovymi
komponentami opatfenymi kulatymi jamkami (5 x 5) — vrchni dil tvofi viko, stfedni dil
nese membranu a spodni dil obsahuje komoru, kde se pfipojuje vakuum (Obr. 13 A).
Na zafizeni se nachazeji dva vyvody pro vakuum, jedno je na vi¢ku a slouZi pro otah
reagencii po ukonceni inkubace z povrchu membrany zatimco spodni vyvod je urcen
pouze pro naneseni antigenu na membranu. (Obr. 13 D; E). Vrchni viko obsahuje pét
rezervoar(, pro kazdy radek 5ti jamek a umoznuje aplikaci rdznych primdarnich
protilatek od rlznych vyrobcl a jejich pfislusnych sekundarnich protilatek do kazdého
rezervodru a pétice jamek separatné (Obr. 13 B; C), coz je znacnou vyhodou této
metody. V kazdém rezervodru se tedy nachazi pét kruhovych jamek o priméru 3 mm
schopnych pojmout 10 — 100 ul vzorku a jeden rezervoar pojme 1 ml tekutiny.
Na spodni strané vika se nachdzi systém mikrokanalk(, které po ukonceni inkubace
a zapnutii vakua odvadéji reagencie do kolektorovych kanalkd a nasledné do odpadu.
Dalsi vyhodou apartury je moznost otoceni vrchniho vika o 90 °C, ¢imZ je umoZnéna
aplikace chaotropniho ¢inidla ve sméru kolmém kfaddm testovanych protilatek,

co? je krok nezbytny ke stanoveni afinity protildtek (Obr. 14) (69),
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Obrdzek €. 14 Schéma stanoveni principu afinity (pfevzato z Svobodova et al, 2021 ©°)

1.6 Western blot

WB nebo také imunoblot je nejcastéji vyuzivana metoda v molekularni biologii
a proteomice ©1). Casto se pouzivda pro identifikaci a kvantifikaci specifickych protein(
v komplexni smési latek (2. Metoda vyuzZiva specifické interakce protildtek s antigeny

nachéazejicich se ve smési vzorku (3,

S @Transfér proteind -
S blotovani

——

@ Extrakce proteint @E[ektroforéza @Separované proteiny

Obrdzek €. 15 Schéma pribéhu WB (pfevzato z Hossein-Meftahi, 2021 )

Zahrnuje nékolik krokl (Obr. 15). Nejprve je vzorek obsahujici smés
extrahovanych proteini separovdn na polyakrylamidovém gelu na zdkladé velikosti
jednotlivych proteini pomoci elektroforézy, nasleduje transport separovanych
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proteinl z gelu na nitrocelulézovou nebo PVDF blotovaci membranu a jeji nasledna
blokace pfi inkubaci s blokacnim roztokem. Detekce cilového proteinu se uskutecnuje
inkubaci membrany s primdarni a nasledné sekundarni protilatkou. Finalni vizualizace
se provadi na zakladé pouzZité sekunddarni protilatky znacené sondou, a to bud

kolorimetricky nebo fluorescenénimi ¢ luminiscenénimi metodami (6% 62 63),

Nevyhodou této techniky je, Ze se jedna o vicekrokovy, ¢asové narocny postup,
kdy v kazdém kroku muUze dojit k zaneseni chyby ¢i odchylky, coz znacné snizuje
spolehlivost a reprodukovatelnost této metody. Zminéné parametry jsou ovlivnény
pfipravou vzorku a pouZitymi protilatkami k detekci. Proto je velice dulezitad spravna
pfiprava vzorku. Vhodnym zplUsobem Upravy vzork(i je homogenizaéni metoda,
kdy vznikaji homogenaty tkani, pfi které se ucinné uvoliuje intraceluldarni obsah

zlyzovanych bunék (61,
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Seznam pouzitych protilatek

2.1.1 Primarni protilatky

Nazev (katalogové cislo, vyrobce, stat, mésto)

Anti-Gapdh krali¢i mAb (2118, Cell Signaling Technology, Massachusetts, Danvers)
Anti-HuEndoglin/CD 105 kralic¢i pAb (H-300) (sc-20632, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas)
Anti-HuEndoglin/CD 105 mysi mAb (P4A4) (sc-20072, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas)
Anti-mEndoglin/CD 105 kozi pAb (M-20) (sc-19793, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas)
Anti-mEndoglin/CD 105 krali¢i mAb [EPR21846] (ab221675, Abcam, Velka Britanie, Cambridge)

Anti-mEndoglin/CD 105 krali¢i pAb (PA5-79203, Thermo Fisher SCIENTIFIC, Massachusetts,
Waltham)

Anti-mEndoglin/CD 105 mysi mAb (P3D1) (sc-18838, Santa Cruz Biotechnology, Texas, Dallas)

2.1.2 Sekundarni protilatky
Nazev (katalogové cislo, vyrobce, stat, mésto)

Anti-krali¢i 1gG/HRP produkovana v oslovi, Amersham ECL (NA931-1ML, GE HealthCare, lllinois,
Chicago)

Anti-kozi IgG/HRP produkovana v krélikovi (A5420, Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis)
Anti-krali¢i 18G/HRP produkovana v koze (7074S, Cell Signaling Technology, Massachusetts, Danvers)

Anti-mysi IgG/HRP (FAB specificka) produkovana v koze (A9917-1ML, Sigma-Aldrich, Missouri, St.
Louis)
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2.2 Seznam pouZitych proteinii endoglinu
Nazev (katalogové Cislo, vyrobce, stat, mésto)

Rekombinantni lidsky endoglin/CD 105 produkovan v bunécné linii mysiho myelomu, Glu26-
Gly586, 61kDa, extracelularni doména (1097-EN, R&D Systems, Minnesota, Minneapolis)

Rekombinantni mysi endoglin/CD 105 produkovan v bakuloviru, Glu26 — Tyr607, 61 kDa,
extracelularni doména (CYT424.10, BioShop, Kanada a USA, Ontario)

2.3 Seznam chemikalii

7

Nazev (katalogové cislo, vyrobce, stat, mésto)
D Dodecyl sulfat sodny (20783, SERVA, Némecko, Heidelberg)

Dodecyl sulfat sodny (L3771-25G, Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis)

F Fosfatové pufrované fyziologické tablety (P4417-50TAB, SIGMA Life Science, Massachusetts,
Burlington)

H Hovézi sérovy albumin — lyofilizovany bez mastnych kyselin (PM-T1727/100, Biosera Francie,
Nuaille, Pays De La Loire)

M Methanol p. a. (67-56-1, Lach-Ner s. r. 0., Ceska republika, Neratovice)
N N, N, N, N*-Tetramethylethylendiamin (35925.01, SERVA, Némecko, Heidelberg)
P Precision Plus Protein™ Standardy dvou barev 500 pl (1610374, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
R RozliSovaci gelovy pufr pro PAGE (1610798, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
40 % roztok bis akrylamidu (1610148, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)

S SuperSignal™ West Pico chemiluminiscenéni substrat (34580, Thermo Fisher SCIENTIFIC,
Massachusetts, Waltham)

SuSené odtu¢néné mléko (99995, Cell Signaling Technology, Massachusetts, Danvers)

T Thiokyanat amonny (1762-95-4, Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis)
10x Tris/Glycin/Pufr pro WB 5l (pufr pro transfer) (1610771, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
10x Tris/Glycin/SDS 5l (elektroforeticky pufr) (1610772, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
Tween®20 (39796.01, SERVA, Némecko, Heidelberg)

Z Zaostrovaci gelovy pufr pro PAGE (1610799, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
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2.4 Seznam vybaveni
Nazev (katalogové cislo, vyrobce, stat, mésto)
A Affiblot (Prototyp, Ustav analytické chemie AV CR, Brno, CR)
E Extra silny blotovaci filtracni papir, 15x20 cm (1703960, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)

CH ChemiDoc MP stanice (BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)

| Immun-Blot® PVDF membrana pro blotovani protein(, 26 cm x 3,3 m, 0.2 um (1620177, BIO-RAD,
Kalifornie, Hercules)

M Mini-PROTEAN® hteben, 15-well, 1.0 mm, 26 ul (1653360, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
Mini-PROTEAN® slabsi skla (1653308, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)
S Skla pro elektroforézu, 1.0 mm integrovana skla (1653311, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)

T Tenky filtracni papir 7,5x10 cm (1703932, BIO-RAD, Kalifornie, Hercules)

2.5 Priprava pouZitych roztokd, pufru a geli

Tabulka €. 1 Priprava pracovniho pufru (PBS)
PBS tableta 1ks

Deionizovana voda 200 ml

Tabulka ¢. 2 Priprava promyvaciho pufru ( 0,1 % PBST)
PBS 200 ml

Tween 20 pul

Tabulka €. 3 Priprava blokacniho roztoku (PBST + 5% BSA)
PBST 50 ml

BSA (sypky prasek) 2 500 mg

Tabulka c. 4 Priprava pufru pro fedéni protilatek (0,25% BSA v PBS)
5% BSA 2,5 ml

PBS 47,5 ml

Tabulka ¢. 5 Priprava chaotropniho roztoku pro testovdni afinity

1,5M NH,4SCN 1M NH,;SCN 0,5M NH;SCN
3M NH,4SCN 3 ml 1,33 ml 0,66 ml
PBS 3ml 2ml 2ml
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Tabulka €. 6 Priprava rozdélovacich geli 10%
miliQ*

RozliSovaci gelovy pufr

Roztok bis-akrylamidu

10% Dodecylsulfat sodny (SDS)

10% Persiran amonny (APS)

TEMED**

4,9 ml
2,5 ml
2,5 ml
0,1 ml
0,03 ml
0, 015 ml

*Deionizovana voda; **Tetramethylethylendiamin

Tabulka €. 7 Priprava zaostfovacich gelt 5%

MiliQ 6,15 ml
Zaostrovaci gelovy pufr 2,5 ml
Roztok bis-akrylamidu 1,25 ml
10% SDS 0,1 ml
10% APS 0,03 ml
TEMED 0,015 ml
Tabulka ¢. 8 Priprava SDS elektroforetického pufru
Elektroforeticky pufr 100 ml
MiliQ 900 ml

Tabulka ¢. 9 SloZeni nandseciho pufru a funkce jednotlivych sloZek

10% SDS

Glycerol
2-merkaptoethanol
Bromfenolova mod¥
MiliQ

Tabulka ¢. 10 Pfiprava pufru pro transfer
Pufr pro transfér

100% Methanol

MiliQ

Tabulka €. 11 Priprava promyvaciho roztoku (TBST)
TBS (10x zfedény) (Tris Buffered Saline)

0,1% Tween

MiliQ

Tabulka ¢. 12 Priprava TBST-5% mléka
Susené odtucnéné miéko

TBST

Zaporny naboj
Usmérnuje pohyb
Denaturace
Barvivo

100 ml
200 ml
700 ml

100 ml
1ml
899 ml

58
100 ml
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2.6 Metodika

Porovnani primarnich protildtek proti endoglinu bylo provedeno pomoci
affiblotu. Jednalo se o protilatky monoklonalni ¢i polyklondini, pochazejici z kralika
¢i mysi od riznych vyrobcu. Jako konfirmacéni metoda byl zvolen WB. Kazdy experiment
provadény metodou affiblot se pro ovéreni vysledk( trikrat opakoval. Vysledky ziskané

pomoci softwaru Imagelab byly ddle zpracovdny v programu Microsoft Excel.

2.6.1 Metoda affiblot

Nejprve se sestavila aparatura, kterd se skldda ze tfi Casti — spodni cast
s komlrkou na odsatou kapalinu, prostfedni cast sotvory (3 mm v prdméru)
usporadané do 5-ti fad a sloupch ve tvaru Ctverce aotocného vika srezervoary
a jamkami, které kopiruji stfedni ¢ast. Viko ve spodni ¢asti obsahuje kanalky pro odvod
kapalin pres bocni hadicky. Pfi sestavovani se prostiedni ¢ast priSroubovala ke spodni,
navrch se pfilozila polypropylenovda membrana svyfezanymi body. Nasledné
se prilozila PVDF membrdna, kterda se nechala predem aktivovat v methanolu
(cca 2 minuty) a pfikryla se dal$i polypropylenovou membranou. PfiloZilo se viko
a do kazdého rezervoaru (fadku) se pridalo PBS, to se nasledné odsdlo spodnim
odsavanim pomoci vakua. Tento krok slouZi k ekvilibraci membrany. Do jamek vika
se za pritomnosti vakua napipetovaly vzorky podle pfislusnych schémat. Vidy
se pipetovalo do kazdé jamky 2x 50 ul vzorku/slepé kontroly, aby se ¢ast pipetovaného
objemu stacCila odsat a nedoslo tak k preteCeni vzoru do sousedni jamky. Odpojilo
se vakuum a zvedly predni kanalky. Nasledovala blokace pomoci PBST + 5% BSA
na 1 hodinu. Blokacni roztok se odsal vakuem pomoci kanalkl z vrchu. Kazdy rezervoar
se 2x promyl 1 ml promyvaciho roztoku PBST. Odpojilo se vakuum, zvedly predni
kandlky a napipetoval 1 ml potifebné ziedéné primarni protildtky do rezervoara.
Nasledovala hodinova inkubace, poté odsati primdarni protildtky vrchnim vakuem
a 7x proplachnuti rezervoarli pomoci PBST. Odpojilo se vakuum, zvedly kanalky
a do kazdého rezervodru se pridal 1 ml pfislusné zredéné sekundarni protilatky.
Po hodinové inkubaci se opét odsala vrchnim vakuem a rezervoary se 7x promyly PBST,

affiblot se demontoval a na PVDF membrané se odstfihl levy horni roh pro snazsi
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orientaci. Samotnd membrana se vloZila do vanicky s PBST a nechala se 3x po péti

minutdch promyvat na tfepacce.

K detekci byl vyuzit ChemiDoc MP. Systém je zaloZen na technologii detekce
pomoci chlazeného CCD kamery s vysokym rozliSenim a citlivosti. Pfistroj umoZnuje
detekci metodou chemiluminiscence, fluorescence, kolorimetrie ¢i denzitometrie.
Systém je fizen softwarem Imagelab pro optimalizaci vykonu snimace a pro rychlé,
integrované a automatické snimani obrazu. Systém je vybaven reZimem akumulace
signalli, ktery stanovi optimalni dobu expozice s potizenim pozadovaného obrazu

vzorku. (64 65)

V této praci probihala detekce vzork(i chemiluminiscenci za pouZziti sekunddarni
protilatky znacené enzymem kfenova peroxidaza (HRP). Enzym reaguje se substratem
za vzniku produktu, ktery emituje fotony svétla, ty dopadaji na detektor a vytvari

signal.

2.6.2 Metoda western blot

Tato metoda se provadéla vramci tfi dnl. Prvni den se pftipravily alikvoty,
separacni a zaostfovaci gely. Druhy den probéhla elektroforéza, transfer na membranu
a inkubace membran s primarnimi protildtkami. Treti den se membrany inkubovaly
se sekundarnimi protildatkami, poté nasledovala detekce na ChemiDoc stanici.

Nejprve se pripravily separacni (Tab. 6) a délici (Tab. 7) gely. Zaostrovaci gel,
ktery ma nizsi koncentraci polyakrylamidu a nizsi pH, k tzv. zaostfeni vzorku, tedy
nanesené vzorky se dostanou do stejné Urovné gelu, na pomysinou ,startovaci ¢aru”,
tak se do separacniho gelu dostanou ve stejny okamzik. Separacni gel slouZi pfimo

k rozdéleni proteinl na zakladé jejich velikosti a tvaru.

Jedno silnéjsi sklo (se spacerem o tloustce 1 mm) a jedno kryci sklo se priloZily
k sobé tak, aby mezi nimi vznikl prostor o definovaném objemu. Skla se umistila
do zeleného drzdku se svorkami a nasledné do stojanu s gumovou podlozkou utésnujici
spodni hranu mezi skly. Aparatura se pomoci MiliQ otestovala, zda tésni a neproték3,
poté se kom(rka mezi skly vysusila filtratnim papirem. Do suché komurky se po okraj
zeleného drzaku napipetoval pfipraveny roztok pro rozdélovaci gel, ktery se prevrstvil

isobutanolem (tato polymerizace musela probihat za nepfistupu vzduchu) a nechal
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se 30 minut polymerizovat. Odstranil se isobutanol a zbyly prostor se proplachl MiliQ,
opét se vysusil filtranim papirem. Nasledné se napipetoval pfipraveny roztok
pro zaostfovaci gel tak, aby mirné pretékal a do roztoku se vloZil hfeben pro tvorbu
15-ti davkovacich jamek. Polymerizace probihala 30 minut. Gely se uskladnily

ve vlhkém ubrousku, ktery se obalil félii a ulozZily se do druhého dne v lednici.

Za laboratorni teploty se nechaly jednotlivé rozmrazit vzorky homogenizovanych
mysich tkani, ze kterych se pfipravilo dvanact alikvotl — 3x tkan zdravé aorty slouzici
jako kontrola, 3x aorta s Apolipoprotein E (ApoE), 3x tkan zdravych jater (kontrola)
a 3x jatra s NASH. Vzorky se naredily MiliQ a nasledné se z kazdého naredéného vzorku

udélaly dva alikvoty, které se ihned umistily do bedny s ledem a ndsledné do mrazaku.

Gely se vlozZily po dvojicich do drzaku elektroforetické vany, vytahly se hiebeny
a do prostoru mezi gely se nalil pfipraveny SDS elektroforeticky pufr ,,running buffer”

(Tab. 8), tim se zkontrolovalo, Ze aparatura neprotéka.

Vzorky se vytahly zmrazdku a ke viem se napipetovalo potifebné mnoistvi
nanaseciho pufru ,sample buffer” (Tab. 9) vpoméru 1:1 (24 ul). Sample buffer
obsahuje merkaptoetanol, ktery vytvari vroztoku redukcni prostiedi a zpUsobuje
rozruSeni disulfidickych mustkl v proteinech. V kazdém gelu se do jedné pozice
aplikoval marker ,proteinovy Zebticek” (6 ul markeru + 6 pl nandseciho pufru) a MiliQ.

Schéma aplikovanych vzorkd je na obrazku (Obr. 14).
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Obrazek €. 16 Aplikace vzorki( tkdni, markeru a vody do gelu pro WB pfi detekci mysiho endoglinu
(mEng)

Do kazdé jamky gelu se napipetovalo 10 pl pozadovaného vzorku. Ptipravily
se tanky pro elektroforézu, do nich se umistily stojany s gely a cely tank se zalil
elektroforetickym pufrem. Tank se pfipojil ke zdroji a elektroforéza probihala za pouziti

proudu 30 mA konstantni, napéti 200 V limitni po dobu 1 h 20 min.

Pfed vlastnim prenosem proteinli zgelu na membranu se pfipravil pufr
pro transfer (TB) ,transfer buffer” viz. Tab. 10. Nasledovala ekvilibrace gell, kdy
se nejprve odfiznul zaostfovaci gel a separacni gel se na 15 minut ponofil do TB, PVDF
membrana se aktivovala 15 sekund ve 100% methanolu, poté se ponofila

na 10-15 minut do TB (ekvilibraci membrany).

Nasledoval WB tzv. mokrou cestou, kdy vSechny ¢&asti ,sendviée” se nechaly
nasaknout TB. Kazeta na blot ma dvé desky — ¢ernou a priihlednou, ¢erna strana byla
spodni stranou a na tu se prikladaly dalsi komponenty sendvi¢e v tomto poradi: ¢ernd
houba, silny filtracni papir, gel, membrana, 2 ks tenkého filtracniho papiru a éernd
houba. Kazeta se pfilozila prihlednou stranou, uzavrela se a umistila do tanku pro WB.
Kazdda pfilozena vrstva sendvice se prejela valeckem, aby doslo k odstranéni bublin
apo celou dobu pfipravy se pracovalo ve vani¢ce naplnéné TB. Tank se naplnil
TB a pfipojil ke zdroji. Pfi WB se aplikoval proud o 300 mA, napéti o 140 V a probihal

1 h 30 min. Tanky s probihajicim blotem se ze vSech stran chladily ledem.
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Nasledovala pfiprava promyvaciho roztoku ,,TBST“ (Tab. 11) a obarveni membrdan
v Ponceau S. Obarvené membrany se nejprve omyly v MiliQ a poté v TBST. Poté

se odstfihly nepotiebné useky membrany (zajimal nas Usek od 37 do 250 kDa).

Pfed inkubaci membrdn s protildtkami muselo nejprve dojit k zablokovani
nespecifickych vazebnych mist na membrané pomoci 5% mléka v TBST, které
se pripravilo podle Tab. 12. Inkubace trvala 1 h. Nasledné se zfedila primdrni protilatka
(Ab) v TBST-5% mléce a probéhla inkubace s membranou po dobu 1h. Po uplynuti dané
doby se primarni protilatka odséala a uloZila do mrazdku, membrana se promyla v TBST
a poté inkubovala 1 h se sekunddrni protildtkou, podle jejiho konkrétniho tfedéni.
| sekundarni protilatka se fedila TBST-5% mlékem. Sekundarni protilatka se slila
a membrdna se promyla v TBST, poté se vloZila do transportniho boxu s TBST, nasledné

probéhla detekce pomoci ChemiDoc stanice stejné jako u metody affiblot.
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3. VYSLEDKY A DISKUSE

Pro detekci a zobrazeni endoglinu v burikach, tkanich ¢i lyzatech se nejcastéji
vyuzivaji protilatky, molekuly schopné specificky najit urcitou strukturu mezi ostatnimi
proteiny a navazat se na ni. PouZivaji se v metodach zaloZenych na imunodetekci, jako
je napf. imunohistochemie, WB, ELISA ¢i pratokova cytometrie. Problém vsak
predstavuje jejich pfipadnd zkfizena reaktivita nebo mald afinita k cilové strukture,
proto je tfeba vhodné vybrat protilatku pro kazdou aplikaci. V nasi praci jsme pouzili
metodu affiblot pro screening a vybér nejvhodnéjsi anti-Eng protilatky pro WB.
Nejprve byla provedena optimalizace parametr( affiblotu s lidskym endoglinem
a protilatkou P4A4. Poté byly otestovany anti-Eng protilatky na kalibrac¢ni Ffadé
na mysim rekombinantnim endoglinu (mEng) v affiblotu a poté pro jejich afinitu
k endoglinu za poutziti chaotropniho ¢inidla o rostouci koncentraci. Nasledné byly
provedeny WB se vSemi protilatkami na vzorcich mysich tkani a vysledky obou metod

byly porovnany.

3.1 Optimalizace daffiblotu s lidskym solubilnim endoglinem

Lidsky endoglin (HuEng, 61 kDa) byl pouZit pro optimalizaci metody. Hledalo
se optimalni pracovni rozmezi koncentrace endoglinu, které by bylo dobfe
detekovatelné chemiluminiscenci pomoci kitu SuperSignal™ West Pico obsahuijici

chemiluminiscencni substrat.

3.1.1 Kalibracni krivka

Cilem bylo zjistit zavislost koncentrace endoglinu na intenzité skvrn. Prvnim
krokem bylo vytvofit sedmibodovou kalibracni kfivku. Ktomu byl pouZit lidsky
endoglin, ze kterého se vytvoftila kalibra¢ni rada v triplikadtu (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 15;
20 ng/jamku) podle schématu (Obr. 17 A). K detekci byla pouzita primarni protilatka
anti-Eng pAb (H-300) v poméru fedéni 1:1000 a sekundarni protilatka kozi anti-krdlici
IgG/HRP v poméru fedéni 1:2000.
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Vysledky Imagelabu jsou na obrazku (Obr. 17 B). Na membrané je patrné,
Ze s rostouci koncentraci endoglinu roste i intenzita jednotlivych skvrn. Graficky jsou

vysledky zobrazeny v grafu (Obr. 17 C).
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Obrazek ¢. 17 A Schéma naneseni endoglinu (ng/jamku) na membrdnu; B PVDF membrdna vyfocend na
Imagelabu,; C Sedmibodovd kalibracni krivka s pouzitim lidského endoglinu

Na zakladé ziskanych vysledkd bylo pouZito pro dalsi stanoveni pracovni rozmezi

kalibracni fady 0,5 — 10 ng/jamku.

3.1.2 Testovani optimalniho fedéni primarni protilatky P4A4

Cilem experimentu bylo najit optimalni fedéni primarni protilatky pro dalsi
pokusy. Byla porovnavana intenzita primarni protilatky anti-Eng mAb (P4A4) o rGznych
pomérech fedéni reagujici slidskym endoglinem o rlznych koncentracich. Jako

sekundarni protilatka byla pouZita anti-mysi IgG/HRP v poméru redéni 1:5000.

Ve vsech péti radcich bylo stejné rozlozeni vzorku lidského endoglinu. V kazdém

radku byla koncentrace: 0,5-1,0-5,0-10 ng endoglinu na jamku a v posledni pozici byla
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slepd kontrola 0,9 ug BSA. V prvnim fadku se fedila primdrni protildtka v poméru
1:1000, ve druhém a tretim radku 1:3000, ve ¢tvrtém radku bylo Fedéni 1:5000 — tedy
nejvétsi a v poslednim fadku 1:400 — nejnizsi fedéni. Toto schéma je znazornéno
na obrazku (Obr. 18 A).

Nejintenzivnéjsi signal byl dosazen v prvnim radku s nejnizSim fedénim primarni
protilatky (1:400), kde byla protilatka v nejvyssi koncentraci. S rostoucim redénim
protilatky se intenzita skvrn sniZovala, jak je patrné na obrazku z Imagelabu (Obr. 18 B).

Porovnani intenzit jsou zndzornéna v grafu (Obr. 18 C).
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Obrdazek ¢. 18 A Schéma naneseni jednotlivych koncentraci sEng (ng/jamku) a aplikace primdrni
protildtky o riznych pomérech redéni; B Fotka PVDF membrdny z porovndni intenzit primdr. Protildtek;
C Grafické zndzornéni porovnadni intenzit signdlu protildtky anti-Eng (P4A4)

Redéni 1:400 dava nejvyssi signal, ale zase s ohledem na spotiebu protilatek bylo
zvoleno fedéni 1:1000, které stale dava dostatecné vysoky signal, ale umoznuje nizsi
spotfebu ndkladnych protildtek. Ostatni fedéni protilatek uz mély vyznamné nizsi

intenzitu signdlu.
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3.2 Vybér anti-Eng protilatky pro detekci endoglinu na WB

Pti vyzkumu patofyziologickych procest a studiu vlivu IéCiv u kardiovaskularnich
a jaternich onemocnéni se na tomto pracovisti pouZivaji jako zvifeci model mysi.
K tomu je potfebna vhodna protilatka, kterd by byla schopnd jednoznacéné a specificky
detekovat molekulu mEng, a to tkanového i solubilniho. Cilem tedy bylo vybrat
vhodného kandidata mezi rliznymi vyrobci a porovnat schopnost protilatek specificky

detekovat vybranou molekulu.

3.2.1 Detekce mEng ve tkani aorty a jater mysSiho piivodu metodou WB

V ramci vyzkumu onemocnéni jater a kardiovaskularniho systému byla sledovana
zména miry exprese daného proteinu ve tkanich u zdravé a nemocné mysi. Ovsem
pfi poutziti jinych protilatek byly zjiStény nesrovnalosti ve vysledcich odhalujici nékdy
az protichdné vysledky. Bylo zapotrebi zjistit, ktera protilatka spolehlivé detekuje
endoglin. Vzali jsme proto sadu stejnych vzork( jater, aorty a jejich zdravych kontrol
a provedli jsme WB analyzu. Detekce byla provedena za poutziti protilatek od rdznych
vyrobcl — pouzZily se primarni protilatky od ThermoFisher Scientific, Abcam a dvé

od Santa Cruz Biotechnology.

Ptipravilo se pét gell pro WB. Vjednom se detekoval tzv. ,housekeeping”
protein — glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza (Gapdh) slouZici jako kontrola,
ve zbylych gelech se detekoval zminény mEng. Kazidy gel obsahoval 15 jamek
pro vzorky, ty se nasledné pfipravily zhomogenat( tkani, vidy v triplikatu — 3x zdrava
aorta, 3x aorta s ApoE, 3x zdrava jatra a 3x jatra s NASH. Tyto vzorky, které obsahovaly
v sample buffer redukujici merkaptoetanol, se napipetovaly do gell pro WB podle
schématu (Obr. 14). V kazdém gelu byl také aplikovan molekulovy marker, coz je smés
proteinl o zndmé molekulové hmotnosti tvofici Zebticek molekulovych hmotnostni pro
urceni molekulové hmotnosti proteinl ve vzorku. Do postrannich jamek se aplikovaly

vzorky vody.

Nasledovala elektroforéza, transfer proteinl zgeld na PVDF membrany
a inkubace membran s pfisluSnymi primarnimi a sekundarnimi protilatkami uréenymi

pro chemiluminiscencni detekci.
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Pti kvantifikaci u WB se jako vnitfni kontrola pouziva Gapdh, jenZ je uznavan jako
tzv. ,housekeeping” protein (provozni/konstitutivni protein) majici v burice bazalni
funkci, a ktery je tvofen ve vSech typech bunék ve vSech vyvojovych stadiich. Jeho
hodnota se pouziva pro normalizaci koncentrace proteinu ve vzorku pfi kvantifikaci.
Slouzi také jako kontrola, Ze izolace proteind ze tkani probéhla v poradku. To,
se projevi tak, Ze na membrané je viditelny jasny pas v oblasti 37 kDa, u kterého
se vyznamné nemeéni intenzita mezi jednotlivymi vzorky. WB membrdana s Gapdh nam
ukazala, Ze izolace proteind ze vzorku probéhla kvantitativné, jejich koncentrace
v jednotlivych vzorcich se neméni a vysledek je vidét na obrazku (Obr. 19 A). Pro jeho
detekci byla pouzita primarni protildtka anti-Gapdh v poméru rfedéni 1:8000 a jako

sekundarni protilatka osli anti-krali¢i 1gG/HRP v poméru fedéni 1:10.000.

Na WB s protilatkou od Thermo Fisher (Obr. 19 B) je vidét, Ze na membrané
se nachazi velké mnoistvi pasd pro kazdy vzorek sjinym vyskytem a intenzitou.
Ocekdvana molekulova hmotnost pro detekci endoglinu je podle vyrobce 95 kDa.
PFi této molekulové hmotnosti vSak byl vidét jen slaby pas — prouzky vykazovaly slabé
signaly a ménily se nepravidelné — zejména mezi jednotlivymi vzorky NASH byla velka
variabilita. Protilatka detekovala mnohem vyraznéji jiné proteiny nez by odpovidalo
molekulové hmotnosti endoglinu. Doslo tedy k nespecifické vazbé protildtky na velké
mnozstvi neidentifikovanych proteind. Primdarni protilatka byla pouZita v poméru
fedéni 1:1000 a sekundarni kozi protilatka anti-krdli¢i 1gG/HRP v poméru fedéni

1:2000.

Na WB membrdané s protildtkou od Abcam (Obr. 19 C) je vidét jasny pds v oblasti
95 kDa, co? je oblast deklarovana vyrobcem pro redukovanou formu endoglinu. Doslo
tedy ke specifické vazbé, kdy je zvyraznén jeden pruh s Cistym pozadim, u kterého
se neméni intenzita vramci stejnych vzorkd. Tato protilatka byla pouzita v poméru
fedéni 1:1000 a zcela urcité vaze mysi endoglin. Jako sekundarni protilatka byla opét

pouzita kozi anti-krali¢i IgG/HRP v poméru redéni 1:2000.

Na membrané sprimarni protildtkou od Santa Cruz Biotechnology
(sc-19793) (Obr. 19 D) byl identifikovan jeden pas s Cistym pozadim v oblasti 130 kDa.
Podle vyrobce je molekulovd hmotnost redukovaného Endoglinu 84 kDa

a neredukovaného 130 kDa, coZ odpovidd nami zjiSténé oblasti. Problém je vtom,
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ze vzorky jsou zpracovany vredukujicim prostiedi s merkaptoethanolem, ktery
rozrusuje disulfidické mustky, tedy teoreticky by se detekovany endoglin mél nachazet
v oblasti 84 kDa, nikoliv 130 kDa. Neni tedy jisté, zda protilatka vaze specificky endoglin
a bude lepsi tuto moznost Iépe prozkoumat. Primarni protilatka byla fedéna v poméru

1:200 a sekundarni protilatka (anti-kozi 1gG/HRP) 1:5000.

Na WB membrané, kde se testovala protildtka od Santa Cruz (sc-18838)
vpoméru fedéni 1:1000 a sekundarni protilatka (anti-mysi 1gG/HRP) 1:2000
(Obr. 19 E). Na blotu bylo detekovano velké mnozstvi prouzkd v riznych molekulovych
hmotnostech u tkani zaorty a slabsi u vzorku jaterni tkané. Podle vyrobce
je molekulova hmotnost redukovaného Endoglinu 84 kDa a molekulovd hmotnost
neredukovaného Endoglinu 130 kDa. U vzorku by se tedy mél vysledny pruh vyskytovat
v oblasti 84 kDa. Jedina oblast prouzk(ll, které odpovidaji této molekulové hmotnosti
se nachazi u vzorkQl aorty s ApoE, u ostatnich vzork(l se v dané oblasti prouzky
nenachazeji, coz neni mozné, protoze endoglin je pfitomen vidy vSech testovanych
tkanich, jen se méni mira exprese. To znamena, Ze tato protilatka nevaze mEng a nelze

ji pouzit k metodé WB.
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A

Primdrni protilatka:
Anti-Gapdh

Cell Signaling (#2118)
[1:8000]

Sekundarni protilatka:
Anti-rabbit
GE-HealthCare(NA934-1ML)
[1:10.000]

B
Primarni protildtka:
Anti-Endoglin
ThermoFisher (PA5-79203)
[1:1000]

Sekunddrni protildtka:
Anti-rabbit
Cell Signaling (#7074) [1:2000]

C

Primdrni protildtka:
Anti-Endoglin

Abcam (ab221675) [1:1000]

Sekunddrni protilatka:
Anti-rabbit
Cell Signaling (#7074) [1:2000]
D
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Obrazek ¢. 19 A Vysledek membrdny s kontrolnim proteinem Gapdh; B Vysledek membrdny s mEng
a primdrni protildtkou od ThermoFisher; C Vlysledek membrdny s mEng a primdrni protildtkou od Abcam;

D Vysledek membrdny s mEng a primdrni protildtkou od Santa Cruz

Biotechnology (sc-19793);

E Viysledek membrdny s mEng a primdrni protildtkou od Santa Cruz Biotechnology (sc-18838)
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Kazda ztestovanych protildtek, doporucovanych pro WB, ddvd na zcela
identickych vzorcich naprosto odlisné vysledky. Jediné protilatky, které umély
detekovat jeden konkrétni prouzek byly protildtky od Abcam a sc-19793. U téchto dvou
protilatek jsme museli zvazit, kterd z nich sprdvné detekuje endoglin. Neni mozné,
aby na stejnych vzorcich za stejnych redukujicich a délicich podminek na elektroforéze
byl endoglin detekovan jednou pfi 130 jako vyhradné neredukovand forma a podruhé
pfi 95 kDa jako naopak kompletné redukovand forma. Z vySe uvedenych ddvodl jsme

se rozhodli specifitu a afinitu jednotlivych protilatek vice prozkoumat pomoci affiblotu.

3.2.2 Otestovani anti-mEng protilatek na affiblotu

Experiment mél za cil odhalit schopnost protilatek detekovat rekombinantni

mEng (61 kDa) v urcitém koncentracnim rozmezi metodou dot-blot na affiblotu.

Testovala se stejna rada primarnich anti-Eng protilatek jako u WB. K porovnani
intenzit signald pouzitych protilatek byl pouZit roztok mEng o rlznych koncentracich,
které byly aplikovdny na membranu dle schématu (Obr. 20 A). Posledni radek byl
pouzit pro slepé vzorky. K detekci signdld kazdé primdrni protilatky jsme pouZily

prislusnou sekundarni protilatku, jak je znazornéno na obrazku (Obr. 20 A).
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Obrdzek €. 20 A Zndzornéni aplikace mEng (ng/jamku) a pouZitych protildtek v jejich pomérech redéni;
B Fotka PVDF membrdny po chemiluminiscencni detekci; C Grafické zndzornéni stoupajicich intenzit
signdld primdrnich protildtek

Vysledky affiblotu (Obr. 20 B) jsme u jednotlivych protilatek konfrontovali
s vysledky na WB. U protildtky Thermo Fisher, kterda na WB méla radu nespecifickych
pruhl, na affiblotu vykazovala citlivou detekci rekombinantniho proteinu. D(vody
mohou byt rGzné. Jednim z nich je problematika vyroby pAb, kdy imunizace probihd
vpravenim rekombinantniho proteinu. Takové protildtky vyborné reaguji

s rekombinantni formou proteinu, ale mohou mit obtize s jeho nativni formou

ve vzorcich proteinovych extrakt( z tkané.

Protilatka od Abcam, kterda na WB vykazovala pouze jeden pruh odpovidajici
pozici endoglinu od vyrobce, reagovala specificky i v podminkach affiblotu a jeji
intenzita rostla Umérné srostouci koncentraci endoglinu, dokonce i Vvice

nez u protilatky od Thermo Fisher.

Protilatka od Santa Cruz (sc-19793) v podminkach affiblotu vykazovala velmi
intenzivni signaly ve vSech pozicich, které ovsem nekorespondovaly s koncentra¢nim

gradientem mEng. Dale, velmi intenzivni signal opakované vykazoval i slepy vzorek.
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Rozhodli jsme se objasnit, pro¢ k tomuto jevu dochdzi, zda neprotékd jamka ¢i neni
problém u sekundarni protilatky apod (viz kap. 3.2.4). Tato protildtka na WB
vykazovala jediny pruh sendoglinem, ovsem u jiné molekulové hmotnosti
nez u protildtky Abcam, coZ je nezvyklé, protoZe teoreticky by se endoglin mél
vyskytovat pouze vredukované formé v oblasti okolo 84-95 kDa a v pfipadé
neredukujictho prostfedi voblasti 130 kDa, coz nebyl nas pripad, protoze
se do vzorkového pufru na SDS-PAGE pouzivd merkaptoetanol. Neni zcela prikazné,
Ze protilatka reaguje s endoglinem, navic vyroba této protilatky byla ukoncena a neni

dostupnad na trhu.

U protilatky Santa Cruz (sc-18838) byly ve vsSech pozicich blotu naméreny
jen slabé signdly, které neodpovidaly rostouci koncentraci mEng. To odpovidd
i vysledkim z WB, kde protildtka ve sledované oblasti nedetekovala témér zadné
pruhy. Zato byly detekovany vyrazné pruhy v ostatnich ¢astech WB. Protilatka zfejmé

nevaze mEng a neni vhodna pro jeho detekci na WB ani affiblotu.

V poslednim fadku byly pouze slepé vzorky se sekundarni anti-kozi 1gG/HRP
protilatkou. Namérené signdly byly slabé a byly pouzity pro vypocty intenzit
jednotlivych skvrn u endoglinu. VSechny tyto vysledky jsou zndzornény na obrazku

pofizeném v Imagelabu (Obr. 20 B).

Grafické zndzornéni vysledkll je na obrazku (Obr. 20 C). Vgrafu muzeme
pozorovat, Ze nejvétsi citlivosti v detekci protilatek bylo dosazeno s protilatkami
od Abcam a od ThermoFisher. Vysledky obou protilatek od Santa Cruz
nekorespondovaly srostoucim koncentraénim gradientem endoglinu. Protildtka
s sc-18838 nevykazovala témér zadny signal, protildtka s sc-19793 naopak zase méla
ve vsech pozicich opakované velmi wvysoky signdl, ktery neodpovidal rostouci

koncentraci endoglinu. Navic mél opakované vysoké hodnoty slepého vzorku

srovnatelné s hodnotami u endoglinu.

Z toho dlvodu byl proveden dalsi experiment, ve kterém se v poslednim radku
se slepymi vzorky pouZila tato primdrni protilatka a sekundarni protilatka opét
anti-kozi IgG/HRP v poméru fedéni 1:5000 (Obr. 21 A). Az na tuto zménu se vychazelo

ze stejného schématu, jako v predchozim experimentu.
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Obrdzek €. 21 A Zndzornéni aplikace mEng (ng/jamku) a pouZitych protildtek v jejich pomérech fedéni;
B Fotka PVDF membrdny po testovadni intenzit signdlt primdr. protildtek

Cilem tohoto opakovani bylo ovéfit, Ze primarni protildatka Santa Cruz
sc-19793 skutecné velmi silné reaguje sBSA. To se timto pokusem potvrdilo,
na vyfocené membrdné zlImagelabu byly skutecné vidét intenzivni signaly této
primarni protilatky, a to ve vSech pozicich s BSA (Obr. 21 B). U této protilatky dochazi
k nespecifické sorpci na BSA. Otazkou tedy je zda vysoky signdl u této protilatky neni
zpUsoben tim, Ze blokace membrany se provadi také BSA a tedy, jestli protilatka
nereaguje stimto proteinem misto endoglinu anebo spoleéné snim. Vysledky

ostatnich protilatek byly stejné jako vysledky v pfedchozim experimentu.

3.2.3 Testovani afinity anti-eng protilatek

Cilem experimentu bylo zjistit afinitu primdrnich protilatek pouZitych
v pfedchozim experimentu k mysimu endoglinu. Jako vzorek bylo pouZito 5 ng/jamku
mEng, ktery se napipetoval do vSech pozic, kromé pozic v poslednim sloupci
a poslednim fadku — zde se nachazel slepy vzorek 0,9 pug BSA. Primarni a sekundarni

protilatky byly napipetovany dle schématu (Obr. 22 A).

Pro mérfeni afinity jednotlivych primdrnich protilatek jsme pouZily chaotropni
Cinidlo thiokyanat amonny (NH4SCN), ktery byl napipetovdn kolmo na smér protilatek
dle schématu (Obr. 22 B), a jehoZ koncentrace stoupala vramci sloupcl v rozmezi

0-0,5-1,0-1,5M.V prvnim a poslednim sloupci nebyl pfitomen Zadny thiokyanat.

Vzhledem k tomu, Ze na membranu bylo nadavkovano vSude stejné mnozstvi
endoglinu, by mély mit vSechny skvrny stejnou intenzitu. OvSem, pfidanim

chaotropniho ¢inidla, které ma schopnost rozrusit imunokomplex endoglin a anti-Eng
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protilatka, se mnoZstvi imunokomplexu na skvrnach ve sloupci 2-4 bude sniZovat

umeérné rostouci molarité chaotropniho ¢inidla.

A Primarni Sekundarni
protilatka protilatka
( ) Thermo Fisher Anti-rabbit
O O O G Gi000) 2 (2000)
- ~ >
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\ J (1:1000) £
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Obrazek ¢. 22 A Schéma napipetovaného endoglinu a pouZitych protilatek pri testovani afinity k mEng;
B Aplikace NH4SCN na PVDF membrdnu pfi testu afinity k mEng; C PVDF membrdna po stanoveni dfinity
protildtek (mEng)

S rostouci koncentraci NH4sSCN tedy na obrazku 22 C méla intenzita skvrn
u jednotlivych protilatek klesat. Nejsilngjsi intenzita signalll méla byt v prvni pozici
kazdého radku, kam se NH4SCN nepfidava a nejslabsi intenzita ve Ctvrté pozici kazdého
radku, kde je naopak koncentrace NHsSCN nejvyssi a dochazi k nejvyssSimu stupni
rozruSeni imunokomplexu. O tom, jak moc bude imunokomplex rozrusen rozhoduje
afinita kaidé protilatky. Cim vy$$i afinita, tim vy$§i sila vazby mezi antigenem
a protilatkou, tim vyssi odolnost vici chaotropnimu Cinidlu a tim i vyssi intenzita skvrn.
PFfi porovnani afinity sledujeme jednak intenzitu signalu a potom sklon sestupného

trendu u jednotlivych protilatek.
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V grafu (Obr. 23) je patrné, Ze protilatka od Santa Cruz (sc-19793) vazala endoglin
velmi silné. S pfiddvanym NH4SCN afinita sice mirné klesala, ale namérené signaly byly
stale velmi intenzivni. OvSem protilatka se se stejnou intenzitou vazala i na slepy
vzorek s BSA. Zkusili jsme affiblot zopakovat jesté jednou a do jednoho Fadku jsme dali
pouze BSA a do jiného radku endoglin. Intenzity obou fadk( byly témér shodné
(Obr. 24). Ani chaotropni ¢inidlo nedokdazalo vazbu mezi BSA a sc-19793 rozrusit. Jesté
jsme zvaZzovali moZnost, Ze je to spojené se sekundarni protilatkou. Vysledky tohoto
experimentu jsou v nasledujici kapitole. Protilatka od Abcam z neznamych ddvodu
nevytvarela zadny signdl ani v prvni jamce, kde by mél byt nejvyssi. Pro toto chovani
nemdame vysvétleni, bylo by tfeba provést dalsi experimenty, které mohou byt souéasti
dalSich studii. Protilatka od ThermoFisher méla s rostouci koncentraci chaotropniho
¢inidla sestupnou tendenci stejné jako protildtka sc-18838, ktera v predchozich
affiblotech vykazovala vidy jen slabé signaly.

® ThermoFisher
6 000000

Abcam
SantaCruz 19793
SantaCruz 18838
4000000
©
=
[ ]
c
Q
L
=
2 000000
®..........
.............. R
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.............. .
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¢ NH,SCN [mol/I]

Obrdzek ¢. 23 Postupny pokles afinity primdrnich protildtek k sEng po aplikaci NHASCN s rostouci
koncentraci pfi pouZit mEng
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Obradzek ¢. 24 Vysledek intenzity vazby sc-19793 na mEng a BSA

3.2.4 Ovéreni nespecifické sorpce sc-19793 a sekundarnich protilatek

Cilem experimentu bylo zjistit, pro¢ v pfedchozich affiblotech vykazovaly slepé
kontroly (BSA) v kombinaci s primarni protildtkou sc-19793 tak vysoké signdly
a zaroven vyloucit moznost, Ze za silnou intenzitu signal( je zodpovédna sekundarni
protilatka anti-kozi 1gG/HRP pouZivana v kombinaci stouto primarni protilatkou.
Zaroven se stejnym zpUsobem otestovaly i ostatni sekundarni protilatky pouzivané
v affiblotech — anti-krali¢i 1gG/HRP (produkovana v koze) a anti-mysi IgG/HRP. Vzorky
a protilatky byly napipetovany dle schématu (Obr. 25 A).

Sekundarni protilatka anti-kozi IgG/HRP byla testovana v radku 1, 3 a 5. V prvnim
fadku dle schématu (Obr. 25 A) byly prvni dvé jamky bez proteinu, pipetoval
se jen pufr. V dalSich dvou jamkach bylo 2,5 ug BSA. Zde se mélo ovéfit, zda zdlezi
na koncentraci BSA ¢i nikoliv a pipetovaly se obé protilatky — primarni i sekundarni.
Ve vSech jamkach byl detekovan silny signdl navzdory faktu, Ze v prvnich dvou jamkach
nebyl pipetovan Zadny antigen, ovsem tim, Ze se blokuje 5 % BSA by vysledky
odpovidaly faktu, Ze se protilatka nespecificky vaze na BSA. V fadku 3 byl pfitomen
endoglin v rostouci koncentraci a byla k nému pridana jen sekundarni protilatka. Tento
radek mél prokdzat ptipadnou nespecifickou sorpci sekundarni protilatky anti-kozi
IgG/HRP na endoglin, to se vSak neprokazalo (Obr. 25 B). V 5. fadku byly prazdné jamky
bez BSA Ci jiného antigenu a byly inkubovany pouze se sekundarni protilatkou. Tento
radek mél prokdzat pfipadnou nespecifickou sorpci sekundarni protilatky
na membranu, to vSak také nebylo prokdzano. U fadku 3 a 5, kde nebyl Zadny obdobny
signal jako u radku 1, tedy nespecifickd vazba anti-kozi IgG/HRP protilatky byla
minimalni a tedy neni zodpovédna za silnou intenzitu signal( v pozicich se slepymi

kontrolami. Z vyse uvedenych vysledklh mame podezieni, Ze protildtka sc-19793
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v prostiedi affiblotu nespecificky reaguje s BSA, cozZ je potiz, protoZe se BSA pouziva

pfi blokaci zafizeni. Zkusili jsme proto ovéfit tuto vazbu i na WB (viz. kap. 3.2.5).

A Primarni Sekundarni
BSA protilatka protilatka

?::/j] —%@ @ @ @ @ Santa Cruz Anti-goat c . . . .

(kat.&.: 19793) (1:5000)
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[ng/i] (1:5000)

PBST Anti-mouse
(1:5000)

©
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]
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]
)

PBST Anti-goat
(1:5000)

Obrazek ¢. 25 A Aplikace BSA (ug/jamka) a mEng (ng/jamka) pfi testovdni primdrni protildtky od Santa
Cruz a sekunddrni anti-goat protildtky; B Vysledek reakce mEng a BSA s primdrni protildtkou od Santa
Cruz a se sekunddrnimi protildtkami

Ve druhém fradku, kde byla aplikovana pouze sekunddarni protilatka kozi
anti-krali¢i 1gG/HRP, nebyl Zadny signal. Zato u anti-mysi IgG/HRP sekundarni protilatky
byla zaznamenana urcitd nespecificka sorpce u endoglinu i BSA, nebyla avsak

povazovana za vyznamnou (Obr. 25 B).

3.2.5 Testovani vazby primarni protilatky od Santa Cruz na BSA metodou
WB

Cilem experimentu bylo ovéfit metodou WB, zda se protilatka sc-19793 véze

na BSA, nebot v podminkach dot-blotu vykazovala vzdy silné signaly v reakci se slepymi

vzorky s BSA.

Pfipravil se gel pro WB. Gel obsahoval 15 jamek pro vzorky, byly pouzity triplikaty
homogendtl tkani 3x zdravd aorta (kontroly), 3x aorta s ApoE, 3x zdrava jatra
(kontroly) a 3x jatra s NASH. Tyto vzorky se napipetovaly do gelu pro WB podle
schématu (Obr. 26) V kazdém gelu byl také aplikovan molekulovy marker. Do prvni

jamky se aplikoval vzorek BSA (2,5 pg) a do druhé mEng (0,5 pg).

Nasledovala elektroforéza, transfer proteinli zgelu na PVDF membranu
ainkubace  membrany spfislusnou  primarni a  sekundarni  protilatkou
pro imunodetekci. Membrdana se inkubovala s primarni protilatkou sc-19793 v poméru
fedéni 1:1000 a sekundarni protilatkou anti-kozi 1gG/HRP v poméru fedéni 1:5000.

Po dokonceni experimentu byla membrana opét vyfocena pomoci softwaru Imagelab.
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Obrazek ¢. 26 Aplikace vzork( tkdni, markeru, BSA a mEng do gelu pro WB pfi detekci BSA primdrni
protildtkou s kat. ¢. 19793

Na membrané se testovala protilatka sc-19793 a jeji pripadna schopnost vazat
kromé& mEng i BSA. Na Obr. 27 vijamce sBSA se nespecifickd sorpce na BSA
(MW = 66,5 kDa) z affiblotu nepotvrdila, membrana byla pouze slabé zabarvena. Zato
u rekombinantniho proteinu se nachazi specificky pruh voblasti redukovaného
rekombinantniho endoglinu (MW = 61 kDa). Otazka nespecifické sorpce BSA
protilatkou sc-19793 nebyla potvrzena. MoZznym dlvodem je jiny postup inkubace
a promyvani u WB a affiblotu, takie se BSA mlZe vazat ve vétSim mnozZstvi
na membrdnu a nespecificky navazand protildtka se hlfe odmyva z povrchu
membrany, tim by mohl vzniknout vysoky signdl. Zvlastni je, Zze odmyti primarni
protilatky nepomahd ani chaotropni cinidlo, ani zvySeny pocet promyvacich kroku
z péti na sedm. Na fotce z Imagelabu (Obr. 27) je ddle vidét pas v oblasti molekulové
hmotnosti kolem 130-140 kDa typicky pro endoglin v homogenatech tkani vzorku
z aorty ajater. Problematické stouto oblasti detekce je, Ze endoglin v redukujicich
a denaturujicich podminkach gelu by se mél vyskytovat spiSe jako monomer, nikoliv
jako dimer, protoZe dochazi kredukci disulfidickych muastkd molekuly. Zda se,
Ze pouziti této protildtky nelze doporucit, kvili nejasnostem ohledné nespecifické
sorpce a detekce proteinu v oblasti 130-140 kDa. Nicméné vyroba a distribuce této

protilatky byla stejné v prlbéhu experimentl zastavena a nebude jiZz dostupna.
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Obrazek ¢. 27 Vysledek membrdny s mEng, BSA a primdrni protildtka od Santa Cruz Biotechnology
(sc-19793)
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4. ZAVER

Endoglin je transmembranovy glykoprotein fungujici jako koreceptor pro ligandy
nadrodiny TGF-B. Tento protein je exprimovdn na membrané fady bunék, predevsim
na endotelovych bunkach hladké vaskuldrni svaloviny a jaternich burkach.
Extracelularni ¢ast endoglinu maze byt Stépena vlivem metaloproteaz za vzniku skEng,
ktery cirkuluje v krvi. Zmény v expresi endoglinu nebo v hladiné sEng mohou souviset

s vyskytem kardiovaskularnich a jaternich onemocnéni.

V ramci diplomové prace bylo provedeno porovnani protilatek proti endoglinu
za UcCelem zjisténi, kterd ztéchto protildtek nejspolehlivéji detekuje endoglin
ve vzorcich mysi tkané. Byly testovany protilatky od Abcam, Thermo Fisher, sc-19793
a sc-18838. Exprese endoglinu je odliSnd ve zdravé a nemocné tkani. Napfiklad
pfi rozvoji aterosklerézy dochazi nejprve ke zvyseni exprese endoglinu v postizené
céve, ale sendotelidlni dysfunkci a naslednym zvétSovanim aterosklerotickych lézi
dochazi ke sniZeni exprese endoglinu a zvySeni hladiny sEng v plazmé. Pro zdrava jatra
je dllezitd spravna exprese endoglinu v hvézdicovych a Kupfferovych burikach. Jeho
zvySenad exprese v jaterni tkani ma profibrogenni Gcinek. U pacientl trpicich NASH byla
zaznamenana zvysend exprese endoglinu v jatrech a také zvySena koncentrace sEng
v cirkulaci oproti jeho hladiné v plazmé zdravych lidi. U HCC exprese endoglinu kolisa
v zavislosti na stadiu onemocnéni a jeho zhoubnosti. U dobfe diferencovanych nadort
byla zaznamendna vysoka exprese endoglinu, zatimco u nadorl nediferencovanych
je exprese tohoto proteinu nizka. Tedy se zdvaznou progresi karcinomu se exprese

endoglinu snizuje.

Pro porovnani protilatek a otestovani jejich afinity k endoglinu byl vyuzZit affiblot.
Prototypové zafizeni fungujici na bazi dot-blotu. Pro ovéreni, Ze se pouzité protilatky

vazou na endoglin pfitomny v tkanich byl pouzit WB.

Nejprve bylo zapotrebi zjistit, ktera ztestovanych primarnich protilatek
spolehlivé vaze mEng. K tomu byl vyuzit WB. Protilatky, u kterych byl detekovan jediny
prouzek, byly protilatky od Abcam, kterd detekovala endoglin v oblasti 95 kDa
a sc-19793 v oblasti 130 kDa. JelikoZ se experiment provadél za stejnych podminek,

je nemozné, aby kazda protildtka detekovala stejny protein v jiné oblasti. Bylo tedy
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nezbytné prozkoumat specifitu a afinitu téchto protilatek a zvazit, kterd znich
skute¢né detekuje endoglin. Zbylé dvé protilatky od Thermo Fisher a sc-18838 jsou
pro pouZiti na WB nevhodné. Protildtka od Thermo Fisher reagovala nespecificky,
vazala se na velké mnoistvi neidentifikovanych protein. Na membrané zvyraznila
velké mnoizstvi pasu pro kazdy vzorek s jinym vyskytem a intenzitou, v oblasti typické
pro endoglin (95 kDa) byl pouze slaby pds. Protilatka sc-18838 zvyraznila velké
mnozstvi prouzkd o rlznych molekulovych hmotnostech u tkani z aorty, u vzorku
jaterni tkané byly prouzky jen velmi slabé, v molekulové hmotnosti pro endoglin
(84 kDa) v podstaté zadné. Endoglin se vyskytuje v obou téchto tkanich, a proto

absence prouzk(l u tkani z jater znadi, Ze tato protilatka endoglin nevaze.

Pfed ovérenim specifity a afinity protilatek k mEng metodou affiblot se provedla
optimalizace affiblotu za pouziti HuEng. Hledalo se optimalni pracovni rozmezi
koncentrace endoglinu, kdy se vytvofila kalibracni fada Citajici koncentrace endoglinu
od 0,1 do 20 ng/jamku. Na zakladé ziskanych vysledkl se zvolilo pracovni rozmezi
0,5-10 ng/jamku. Dale bylo potfeba najit optimalni fedéni primarni protilatky.
Testovalo se redéni protilatky v pomérech 1:400, 1:1000, 1:3000 a 1:5000 aplikované
na rostouci koncentraci HuEng. Podle intenzity ziskanych signall a sohledem

na spotrebu protilatky se vybralo fedéni 1:1000.

Schopnost primarnich protildtek detekovat mEng v koncentraénim rozmezi
0,5-10 ng/jamku byla testovdna metodou affiblot. V kazdém radku byl prostor
pro slepou kontrolu. Protilatka od Thermo Fisher vykazovala oproti WB citlivou detekci
mEng, kdy intenzita namérenych signald rostla umérné s koncentraci mEng. Protilatka
od Abcam, kterd se ovéfila v podminkach WB, reagovala specificky i v podminkach
affiblotu. | zde rostla intenzita signdld umérné s koncentraci mEng. Protilatka sc-19793
vykazovala velmi silné signdly ve vSech pozicich bez ohledu na vzrlstajici koncentraci
mEng. Silny signal vykazovala opakované i v pozici se slepym vzorkem. Vzhledem
ktomu, Ze protilatka v podminkach WB vykazovala pouze jeden pruh, ktery
se ale nachazel spi$ v oblasti pro neredukovany endoglin, coZ v naSem pfipadé neni
mozné, mlZeme fict, Ze tato protilatka zfejmé s endoglinem nereaguje. Vzhledem
k vysokému signalu v pozici se slepym vzorkem se provedl experiment, ve kterém

se testovala vazba protilatky na slepé vzorky obsahujici BSA o koncentraci 9 ul. Timto
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experimentem se potvrdilo, Ze dochazi k nespecifické sorpci protilatky na BSA.
U posledni testované protilatky sc-18838 byly ve vSech pozicich naméreny jen slabé
signdly, které nekorespondovaly s koncentracnim gradientem mEng, to odpovida

i vysledkiim z WB a potvrzuje domnénku, Ze protilatka nevaze endoglin.

Dale se testovala afinita protilatek k mEng metodou affiblot. Ktomu se pouzil
mEng o koncentraci 5 ng/jamku. Krozruseni vazby mezi endoglinem a pfislusnou
protilatkou se pouzilo chaotropni Cinidlo thiokyanat amonny o vzrustajici koncentraci
v kazdém sloupci. Intenzita skvrn méla v kazdém fadku postupné klesat s rostouci
koncentraci thiokyandtu. Takového vysledku bylo dosazeno u protildtky od Thermo
Fisher a sc-18838, ktera ale v pfedchozich experimentech vykazovala jen slabé signaly.
Protilatka od Abcam z nezndmych dlvodu nevyddavala Zadny signdl, a naopak protilatka
sc-19793 vykazovala velmi silné signaly ve vSech pozicich, véetné pozice se slepou
kontrolou. | zde se opakoval pokus se vzorky s BSA, kdy chaotropni Cinidlo nedokazalo

rozrusit vazbu mezi BSA a sc-19793.

Ve snaze zjistit, pro¢ slepé kontroly vykazuji tak silné signaly v kombinaci
s s¢c-19793 byl proveden dalsi experiment, jehoz soucasti bylo i vyloucit, Ze je za tyto
signaly zodpovédna sekundarni protilatka anti-kozi 1gG/HRP. Zaroven se otestovaly
i ostatni sekundarni protilatky. Dle vysledku experimentu lze usuzovat, Ze se sc-19793
skutecné vaze na BSA, jehoZz 5% roztok se pouZiva i k blokaci membréany. Sekundarni
anti-kozi protilatka 1gG/HRP totiZ nevykazovala Zadné signdly v pozicich s endoglinem
ani v prazdnych pozicich bez antigenu. Tim se prokazalo, Ze se tato protilatka nevazie
sama o sobé na endoglin ani na membranu. Kozi anti-krali¢i 1gG/HRP protilatka
nevykazovala Zadné signdly na rozdil od anti-mysi IgG/HRP, u které byla zaznamenand
mirna nespecificka sorpce u endoglinu i BSA. V pfitomnosti primarni protilatky se vSak

vaze prednostné na cilovou strukturu.

Vazba sc-19793 na BSA se jesté ovérovala pomoci WB. Nespecifickd sorpce
protilatky na BSA z affiblotu se vSak nepotvrdila. Pficinou vysokych signalll muize byt
rozdilny postup inkubace a promyvani u WB a affiblotu. Jeji pouZiti tedy zlstava velmi
diskutabilni, zejména kvali vyhradni detekci pfi 130 kDa a zadné pfi 84 kDa, pficemz
v redukujicim prostfedi by aspon vétSi ¢ast endoglinu méla byt zredukovana.

V prabéhu méreni se zjistilo, Ze protilatka se prestala vyrabét.
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Pfi vybéru nejvhodnéjsi protilatky pro identifikaci endoglinu na WB se jako
nejvhodnéjsi jevi protildtka od Abcam. Signdl na membrdné koresponduje
s deklarovanymi hodnotami pro redukovany Eng od vyrobce. Na affiblotu bylo
ovéreno, Ze protilatka se opravdu specificky vaZze na Eng a navic citlivé detekuje rozdily
v koncentraci rekombinantniho mEng, coz je velmi dllezité, pokud maji byt
detekovany rozdily v expresi proteinu ve tkanich aorty a jater u zdravych a nemocnych

jedinc(.
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