UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

DIPLOMOVA PRACE

Vliv atorvastatinu na expresi a funkci endoglinu
u endotelové dysfunkce indukované
hyperlipidémii

Adéla Holadova
Vedouci diplomové prace: PharmDr. Katarina Tripska, PhD.

HRADEC KRALOVE, 2024



Podékovani

V prvni fadé bych rada podékovala PharmDr. Katariné Tripské, PhD. za jeji odborné vedeni,
obétovany cas, pripominky, pratelsky pristup, rychlou zpétnou vazbu, a hlavné za trpélivost,
kterou mi vénovala pfi experimentdlni c¢asti a odpovidani na odborné i praktické dotazy
souvisejici s vypracovanim této diplomové prace. Podékovani patfi i moji rodiné a mym
nejblizSim za neustalou podporu, kterou mi poskytovali béhem celého studia.



,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskych dilem. Veskera literatura a dalsi zdroje,
z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury a v praci jsou
radné citovany. Prace nebyla pouZita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové 2024



OBSAH

ABSTRAKT ...iiiiienueiiiiiiitnneiiiiiiiesnssiiiiiressssisiimmesssssssssmressssssssstsssssssssssssssnssssssssssnnssses 6
1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ...cveevruerrerenernenesssesessesesseessssesssssesssessssessssses 8
7 U 1V 0 | 0 N 10
3. TEORETICKA CAST ...ttt e es et e s s e e s e e sssessssssessssessssenis 11
3.1 ENDOGLIN ..cceeteteceseccesssssssssssscccssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
3.1.1 Struktura a exprese endoglinu.................cccccueeeeeseciuireeeesiiiiieeeesssiiieneeennans 11
3.1.2 Regulace eNdOglinu ..........cccuuueeeeeeciiiiieeessiiieeeeeseiiee e eseiiaa e essiaeee e e 12
3.1.3 Signalizace a funkce endoglinu................ccccueeeeessciveeseeesiiiiiieseessiiiiieeeennans 13
3.1.4  SolUbilNi @NAOGIiN........coveeeeeiiiiieeeeiieee ettt 14

3.2 ENDOTEL ..ccitteeenncnieccesssssssssssscccsssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 15
3.2.1 Fyziologickd funkce endotelu..............cccovveeuveeeeessciiiiiieesciiieeeeeessiiieeeeean, 15
3.2.2 Endotelova dYSfUNKCE ............ceeueeeeciiiiiieesiiiiieeessiiaeeeesciveae e ssssiavae e e 16
3.2.3 Biomarkery endoteloveé dySfunKCe............cccuueeeevecuvveeeessciiiieeesssiiiiineennnans 17
3.2.4 Uloha endoglinu v endotelové dySfunkCi..............coceeveeveeverecverereeiverannnn. 18

3.2.5 Typy endotelovych bunék pouzivanych ve vyzkumu kardiovaskuldrniho

SYSEOIMU. .veeeeeetiieee e ettt e e ettt e e e et e e e s sttt e e e e sataeaaeessasbaeaeesssatteaaeeannsrraaeeas 19
3.3 HYPERLIPIDEMIE — DEFINICE, KLASIFIKACE, PROJEVY ...ccuueeeeecersaneecccnns 20
G Y B - 1 (ol UP P UPPPRRPR 20
3.3.2  Klasifikace hyperlipid@mii ............ccccuueeeeeeesciviieeesiciiiieeeesciiieeeeesssiieeeeeenans 21
3.3.3 PrOJEVY e ettt e e e e e e e e eeeaaaaes 22
3.3.4 Uloha endoglinu u hyperlipid@mie................cocoeeeeeveereeeeeereeeereeverannnn. 23
34 ATORVASTATIN aeeeeieeecessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 24
3.4.1 Indikace, nezddouci ucinky, kontraindikace....................ccccovuveeveevenenaannn.. 25
3.5  METODY DETEKCE ENDOGLINU ...cuueeesueessaeessaesssscsssnsssssssssssssassssassssssssassss 26
3.5.1  PrutOKOVA CYLOMELIIE ....ccccvveeeeriieeeiieesiie e eeieeeeee e e staa e s saaaesssea e 26
35,20 ELISA ..ttt ettt et sneas 28
35,3 PRttt ettt ettt steas 29
4.  ZADANI = CIL PRACE ..ottt nas 32



7 v s

5. EXPERIMENTALNI CAST......ooiieeeeeeiertseestsseeseeeeseessseessesaesaesaesasssesnesnssssssenns 33

5.1 PRIPRAVA VZORKU «euueueeneneeeeeeeeccesssssssssssssssessssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssss 33
5.1.1  ROZMIAZOVEANT DUNGK.....cco.ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeee e eeeeee e e aeetaseaasseieeeaaneenas 33

B, 0.2 POASGZOVON .coveeeeeeeeeeeeeeeee e e ee e e et e e aeeeteeeeaesees et esseesseassenassnassenasrnaseenns 34
5.1.3 Priprava zdsobniho roztoku kyseliny palmitove................ccccceveveevvvvveennnnns 34
5.1.4  PremMediKACE DUNECK. ...t eee et e eeeeeee e e aeetsaeeaassenesraaseenas 35

5.2  PRUTOKOVA CYTOMETRIE eceeerereeeeeeeereccccssssssssssssssssscssssssssssssssssssssssssssnne 40
5.3  PCRouueeeeeeeeeeeeeeeceesscnsssssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 42
5.4 SENDVICOVA ELIS A ...aaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 45

6.  VYSLEDKY A DISKUSE ....cccceeeeeeeeeeeeessseesessesssssessssessssnsssssssssssnnssssssssssnsessssssssnneses 51
6.1  PROTEINOVA EXPRESE ENDOGLINU ..ceceeeerureecescnseeccsssssssscsssssssssssssssnessens 52
6.2 MRNA EXPRESE ENDOGLINU A JEHO TRANSKRIPCNICH FAKTORU......... 55
6.3 MRNA EXPRESE ZANETLIVYCH MARKERU eeceeereuueneeeeeeercccsssssssssssssesessns 57
6.4 ANALYZA SOLUBILNIHO ENDOGLINU eeeeeeeeeeeeeeeeeeeesessssssssssssssssssssssssssssssss 59

T ZAVER e e ee st s s e e seee s e s ese s ees s e s seaseee st as s esaeeaseaeaneasaeenseasaseasasearaes 61
8. SEZNAM TABULEK ......oeeeeeeeeeeeeeeeteeeteteessesesesssasesesesesessssssasasasssssesssssssssssssssssassssssssssssssss 62
9. SEZNAM OBRAZKU ... eeeee s eeseesseeseessesseesenssesssasensessesssssessessssssssssssssessesssnses 63
10.  SEZNAM GRAFU.....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesseessessesssssesssssessssssssessssaseasessssaseasessssssssesssssssans 64
11. POUZITA LITERATURA ... eeeeeeeseeeeseeseseesessesesesensessaseasessasessssesessnseassseseseasessns 65



ABSTRAKT

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

Nazev diplomové prace: Vliv atorvastatinu na expresi a funkci endoglinu u endotelové dysfunkce
indukované hyperlipidémii

Autor: Adéla Holadova
Vedouci diplomové prace: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jakym zplsobem atorvastatin ovliviiuje expresi
a funkci endoglinu a s nim souvisejicich biomarker( zanétu/endotelové dysfunkce v rGznych
koncentracich a Casech u lidskych endotelovych bunék z aorty, u kterych byla indukovana
hyperlipidémie pomoci kyseliny palmitové.

Metody: V diplomové préci jsme pracovaly s lidskymi aortalnimi endotelovymi burikami. Ty jsme
premedikovaly atorvastatinem/kyselinou palmitovou v rliznych c¢asech a koncentracich. Za
vyuziti prltokové cytometrie jsme méfily proteinovou expresi endoglinu. Dale jsme vyuzivaly
metodu gRT-PCR ke zjisténi miry mRNA exprese endoglinu, jeho transkripcnich faktorl a
biomarker(i zanétu. Pomoci metody ELISA, jsme detekovaly hladiny solubilniho endoglinu.

Vysledky: Prokazaly jsme, Ze atorvastatin o koncentraci 5uM po 16h premedikaci signifikantné
zvySil mMRNA expresi endotelidlni syntazy oxidu dusnatého, a naopak snizil expresi CCL2 (C-C
motif chemokine ligand 2). Déale jsme zjistily, Ze 25uM koncentrace kyseliny palmitové po
24hodinové inkubaci vedla ke sniZeni proteinové exprese endoglinu oproti kontrole. Metodou
ELISA jsem prokazaly u skupiny bunék premedikovanych 24h 25uM kyselinou palmitovou a
zaroven i 5uM atorvastatinem pokles hladiny solubilniho endoglinu oproti skupiné
premedikované pouze 5uM atorvastatinem. Ve sledovanych ¢asech a u vybranych koncentraci
nemél atorvastatin, ani atorvastatin s kyselinou palmitovou signifikantni vliv na mRNA expresi
endoglinu a jeho transkripcnich faktor(, stejné tak ani na proteinovou expresi endoglinu.

Zavér: Vysledky prokdzaly, Zze u bunék, u kterych byla indukovand hyperlipidémie
prostfednictvim kyseliny palmitové, nemél atorvastatin ve sledovanych casech a zvolenych
koncentracich zasadni vliv na expresi endoglinu ani jeho transkrip¢nich faktor(, ale na druhou
stranu zasadné ovlivnil mMRNA expresi souvisejicich biomarker( zanétu eNOS a CCL2.

Klicova slova: endoglin, hyperlipidémie, endotelova dysfunkce, atorvastatin



ABSTRACT

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

Title of Diploma Thesis: Effect of atorvastatin on endoglin expression and function in
hyperlipidemia-induced endothelial dysfunction

Author: Adéla Holadova
Supervisor of Diploma Thesis: PharmDr. Katarina Tripska, Ph.D.

Aim: The aim of this thesis was to determine how atorvastatin affects the expression and
function of endoglin and related biomarkers of inflammation/endothelial dysfunction at
different concentrations and times in human endothelial cells from the aorta, in which
hyperlipidemia was induced by using palmitic acid.

Methods: In the diploma thesis, we worked with human aortic endothelial cells. We
premedicated them with atorvastatin/palmitic acid at different times and concentrations. Using
flow cytometry, we measured the protein expression of endoglin. Furthermore, we used the
gRT-PCR method to determine the level of mMRNA expression of endoglin, its transcription factors
and biomarkers of inflammation. Using the ELISA method, we detected the levels of soluble
endoglin.

Results: We demonstrated that atorvastatin at a concentration of 5uM after 16 hours of
premedication significantly increased the mRNA expression of endothelial nitric oxide synthase,
and conversely decreased the expression of CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2). Furthermore,
we found that a 25uM concentration of palmitic acid after 24 hours of incubation led to a
decrease in the protein expression of endoglin compared to the control. Using the ELISA
method, we demonstrated a decrease in the level of soluble endoglin in a group of cells
premedicated for 24 hours with 25uM palmitic acid and at the same time 5uM atorvastatin
compared to the group premedicated only with 5uM atorvastatin. At the observed times and at
the selected concentrations, atorvastatin, nor atorvastatin with palmitic acid had no significant
effect on the mRNA expression of endoglin and its transcription factors, nor on the protein
expression of endoglin.

Conclusion: The results showed that in cells in which was induced hyperlipidemia by palmitic
acid, atorvastatin did not have a significant effect on the expression of endoglin or its
transcription factors at the observed times and selected concentrations, but on the other hand,
it significantly affected the mRNA expression of the related inflammatory biomarkers eNOS and
CCL2.

Key words: endoglin, hyperlipidemia, endothelial dysfunction, atorvastatin



1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vyznam zkratky Cesky vyznam zkratky
ALK activin receptor-like kinase Y poiz?gstzl:ﬂvmovemu
ALK1 activin receptor-like kinase 1 LTI poli(::l:gioarttlvmovemu
ALK5 activin receptor-like kinase 5 LIS poizt;g;a;l;tlvmovemu
API aqua pro injectione voda pro injekci
ATV atorvastatin atorvastatin
BMPR bone morphogenetic protein receptor kostniho morfogenetického
receptor proteinu
BSA bovine serum albumin hovézi sérovy albumin
cDNA complementary DNA komplementarni DNA
CRP C-reactive protein C-reaktivni protein
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
EBM-2 endothelial cel! growth basal zakladni medium provrﬁst endotelovych
medium bunék
ED endothelial dysfunction endotelova dysfunkce
ELISA iz il CeMlnulTiestlis s imunoenzymatické stanoveni
assay
Eng endoglin endoglin
eNOS endothelial nitric oxide synthase endotelova syntaza oxidu dusnatého
FBS fetal bovine serum fetdIni hovézi sérum
FC flow cytometry pratokova cytometrie
FGF fibroblast growth factor fibroblastovy rlistovy faktor
FSC forward scatter predni rozptyl
HAEC human aortic endothelial cells lidské aortalni endotelové burky
HDL high density lipoprotein lipoproteiny s vysokou hustotou
hEGF human epidermal growth factor lidsky epidermalni rlistovy faktor
T hereditary hemorrhagic hereditarni hemoragicka
teleangiectasia teleangiektazie
HIF-1a hypoxia-iducible factor 1 alpha hypoxii indukovatelny faktor faktor alfa
HUVEC human umbilical vein endothelial endotelové buriky lidské pupecnikové
cells zily
ICAM-1 intercellular adhesion molecule -1 mizibunécna adhézni molekula-1
IDL intermediate density lipoprotein lipoproteiny se stfedni hustotou
IL-1 interleukin-1 interleukin-1
KLF6 Kruppel-like factor 6 faktor podobny Kruppelovi 6
L-Eng long endoglin dlouhy endoglin
LDL low density lipoprotein lipoproteiny s nizkou hustotou
LXR liver X receptor jaterni X receptor
m-Eng membrane endoglin membranovy endoglin




Zkratka

Vyznam zkratky

Cesky vyznam zkratky

MM RT | master mix for reverse transcription master mix na reverzni transkripci
MMP12 matrix metalloproteinase 12 matrixova metaloproteindza 12
MMP14 matrix metalloproteinase 14 matrixova metaloproteinaza 14
MRNA messenger ribonucleic acid mediatorova ribonukleova kyselina
NF-kB nuclear factor kappa B nuklearni faktor kappa B
NO nitric oxide oxid dusnaty
NR1H3 nuclear receptor subfamily 1 group | nuklearni receptorv podrodiny 1 skupiny
H member 3 H ¢len 3
PA palmitic acid kyselina pamitova
PBS phosphate buffered saline fosfatovy tlumivy roztok
PCR polymerase chain reaction polymerdazova retézova reakce
quantitative reverse transcription kvantitativni reverzni transkripce s
GRT-PCR polymerasechain reaction polymerdzovou retézovou reakci
R3-IGE recombinant insulin-like growth rekombinovany rlstovy faktor faktor
factor podobny inzulinu
RD reagent diluent reakcni Cinidlo
RELA nuclear factor kappa B subunit 65 L SEED kggpa HpotiSe o
RGD arginyl-glycyl-aspartic acid arginin-glycin-asparagova kyselina
RNA ribonucleic acid ribonukleova kyselina
S-Eng short endoglin kratky endoglin
skEng soluble endoglin solubilni endoglin
Sp1l specific protein 1 specificky protein 1
SSC side scatter bocni rozptyl
TGF-B transforming growth factor beta transformujici ristovy faktor beta
TNF-a tumor necrosis factor alpha tumor nekrotizujici faktor alfa
VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1 | vaskularni bunécénd adhézni molekula-1
VEGF vascular endothelial growth factor cévni endotelovy rlstovy faktor
VLDL very low density lipoprotein lipoproteiny s velmi nizkou hustotou
WB wash buffer promyvaci roztok
ZP zona pellucida

z6na pellucida




2. UvoD

Endoglin je transmembranovy protein, ktery je c¢lenem superrodiny transformujiciho
rastového faktoru beta (1, 2). Je exprimovan na burikdch endotelu a jeho exprese je ovlivnéna
rznymi transkripénimi faktory. Zmény exprese a funkce endoglinu jsou spojeny s rlznymi
patologickymi stavy jako je napriklad zanét, endotelova dysfunkce, angiogeneze a nadorova
onemocnéni (3). Dllezitou roli sehrava také pfi metabolickém syndromu, kardiovaskularnich
onemocnénich a diabetu (4).

Endotel, je tvofeny souvislou monovrstvou endotelovych bunék. Tvori vystelku vsech cév a
oddéluje extravaskularni a intravaskuldrni prostfedi (5, 6). Endotel je v neustalém primém
kontaktu s krvi/lymfou a cirkulujicimi burikami, a jeho zéakladni funkci je vyména plyn(,
elektrolyt a makromolekul mezi krvi a organy (7, 8). Endotel ovliviiuje také krevni srazlivost
pomoci antikoagulacnich a prokoagulacnich faktort (7). Déle je endotel jednim z hlavnich aktér(
v regulaci imunologickych reakci, vaskularniho tonu, zanétu a angiogeneze. Pokud je jedna
z fyziologickych funkci endotelu poskozena, mlze dochazet k rozvoji endotelové dysfunkce (9,
10). MUzZe dochazet k zménam v plsobeni endotelu smérem ke zvysené vazokonstrikci, rozvoji
zanétu a veétsi pravdépodobnosti vzniku krevnich srazenin. Endotelova dysfunkce je spojena s
vétsinou kardiovaskularnich onemocnéni, jako je hypertenze, onemocnéni koronarnich tepen,
chronické srdecni selhani, ischemickd choroba dolnich koncetin, dale i diabetes mellitus,
chronické selhani ledvin a zavazné virové infekce (9, 10).

Hyperlipidémie je onemocnéni charakterizované zvySenim jednoho nebo vice plazmatickych
lipidd, véetné triglyceridd, cholesterolu, estert cholesterolu, fosfolipid( a/nebo plazmatickych
lipoproteind. Toto zvySeni plazmatickych lipidd patfi mezi hlavni rizikové faktory
kardiovaskularnich onemocnéni (11).

Atorvastatin je synteticky inhibitor 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktazy, coz je
klicovy enzym pro syntézu cholesterolu. Atorvastatin je uZivan pro jeho schopnosti snizovat
plazmatické hladiny VLDL cholesterolu, LDL cholesterolu, triacylglyceroll a apolipoproteinu B.
Atorvastatin je zndmy pro své pleiotropni ucinky (tzn. ucinky, které nezahrnuji hypolipidemicky
efekt) (12). Konkrétné u atorvastatinu bylo prokazano, Zze zvysuje produkci oxidu dusnatého
zvySenim aktivity endotelové syntazy oxidu dusnatého, ¢imzZ pUsobi relaxacné na cévni sténu.
Pravdépodobné také pozitivné ovliviiuje endotelidlni dysfunkci snizenim tvorby volnych
kyslikovych radikald a tlumi migraci a proliferaci bunék hladké svaloviny cév (13).

V této diplomové praci budeme sledovat vliv atorvastatinu na expresi a funkci endoglinu a

s nim souvisejicich biomarker(i endotelové dysfunkce u lidskych aortalnich bunék, u kterych
budeme indukovat hyperlipidémii pomoci kyseliny palmitové.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Endoglin

3.1.1 Struktura a exprese endoglinu

Endoglin (Eng), také znamy jako CD105, predstavuje transmembranovy glykoprotein, ktery
hraje roli v regulaci bunécné signalizace a angiogeneze a uplatiiuje se i ve spousté patologickych
stavll jako je napfiklad metabolicky syndrom, diabetes mellitus, nadorova onemocnéni,
preeklampsie, a rlizna kardiovaskularni onemocnéni (4, 14).

Eng je homodimerni transmembranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 180kDa, ktery
prochazi jedenkrat skrze cytoplazmatickou membranu. Sklada se z nékolika domén — kratsi
cytoplazmatické domény (47 aminokyselin), membranové hydrofobni domény a objemnéjsi
extracelularni domény (561 aminokyselin). Celd molekula je pak stabilizovana disulfidickymi
mustky (14) (Obr. 1). V extracelularni ¢asti je pfitomna sirot¢i doména, ktera neni typicka pro
Zadnou jinou proteinovou rodinu. Dalsi stavebni prvek extracelularni ¢asti je zona pellucida,
ktera obsahuje 226 aminokyselin a zprostfedkovava interakce s ostatnimi proteiny (15-17). Jeji
soucasti je RGD sekvence (arginyl-glycyl-aspartic acid), coZ je struktura, ktera zprostifedkovava
vazbu na integriny.

Exprese Eng byla zaznamendna na bunkach endotelu, v burikach hladké svaloviny cév,
fibroblastech, v aktivovanych monocytech a makrofazich (18-21).

Soluble Endoglin Soluble Endoglin
dimer monomer

RGD motif
Matrix \‘
metalloprotease Swm S 5 S
cleavage
SemS Sy s S

V levé casti obrazku je zobrazemy membranovy Eng (Membrane Endoglin) ve formé dimeru
spojeny disulfidickymi miistky prostupujici cytoplazmatickou membranou. Je tam vyznaceno i
rozdeleni domény na sirotci (orphan) a zona pellucida (ZP domain). RGD sekvence (RGD motif),
je struktura, ktera zprostredkovava vazbu na integriny. Matrixova metalloproteindza (Matrix
metalloprotease) zprostredkovava rozdéleni membranového Eng za vzniku solubilntho Eng
(Soluble Endoglin), jenz putuje do cirkulace. V pravé casti obrazku je znazornéno, ze v cirkulaci
se solubilni Eng muze vyskytovat jako dimer nebo jako monomer (3).

Membrane Endoglin

Orphan
domain

domain

Obrazek 1: Struktura endoglinu

Existuji dvé izoformy Eng — dlouhy Eng (L-Eng) a kratky Eng (S-Eng). Navzajem se lisi afinitou k
cilovym receptorlim, poctem stavebnich aminokyselin v intracelularni doméné a mozZnosti
fosforylace (22, 23). S-Eng ma zkraceny C-konec, ktery nem(ze byt fosforylovany a postrada i
mista pro interakci s proteiny, coz vede k funkénim rozdiliim ve srovnani's L-Eng. L-Eng stimuluje
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angiogenezi, migraci a proliferaci endotelovych bunék, naopak S-Eng tyto déje potlacuje a
podporuje tak bunécéné starnuti. L-Eng je majoritni forma Eng a z tohoto dlivodu se v této praci
budeme vénovat pouze jemu (24).

Déale rozliSujeme membranovou a solubilni formu Eng. Membranovy Eng (membrane
endoglin, m-Eng) je dimer prostupujici membranou a solubilni Eng (solubile endoglin, sEng) je
forma, ktera cirkuluje v plazmé, popfipadé v kultivaénim mediu bunék (25).

3.1.2 Regulace endoglinu

Gen pro Eng je lokalizovany na chromozomu 9. Sklada se z 15 exon(, z nichz 13 kéduje
extracelularni doménu (26).

PFi zkoumani mozné regulace exprese Eng hypoxii bylo zjisténo, Ze promotor Eng je aktivovan
za hypoxickych podminek, coz vede k zvySené mRNA (messenger ribonucleic acid, mediatorova
ribonukleova kyselina) expresi Eng v burice a zvysené proteinové expresi Eng na bunécném
povrchu. Timto byl objeven prvek v genu Eng, ktery reaguje na hypoxii a mlzZe regulovat Eng
expresi na transkripéni Urovni. Vzhledem k tomu, Ze signalni drahy hypoxie a transformujiciho
rGstového faktoru B (transforming growth factor B, TGF-B) jsou zprostfedkovany hypoxii
indukovatelnym faktorem 1 alfa (Hypoxia inducible factor 1 subunit alpha, HIF-1a) a proteiny
Smad, bylo zapojeni téchto faktor( zkoumano v kombinaci se specifickym proteinem 1 (specific
protein 1, Sp1). V dusledku toho byl identifikovan multiproteinovy komplex Sp1/Smad3/HIF-1
na promotoru Eng (27).

Sp1 je povaZovan za kriticky prvek pro bazalni transkripci Eng. Mutace v této sekvenci nebo
pridaniinhibitoru Sp1 vedou k eliminaci bazalni transkripc¢ni aktivity a schopnosti promotoru Eng

reagovat na TGF-B (28).

Exprese Eng je regulovana také dalSimi transkripénimi faktory. Ty maji schopnost zvysSovat,
popfipadé sniZovat expresi genu pro Eng a tim ovlivnit naslednou proteosyntézu (29). Konkrétné
se jednd o:

Clen rodiny faktort podobnych Kruppelovi 6 (Kruppel-like factor 6, KLF6), je nuklearni protein,
ktery se pfi poskozeni endotelu presouva do jadra buriky, kde reguluje angiogenezi a vaskularni
remodelaci. Ovliviiuje i slozky membranového komplexu receptoru TGF-B, mezi které se radi i
Eng (30). KLF6 se sklada ze tti ,zinkovych prsti“, které jsou zodpovédné za vazbu na guanin-
cytosin (GC) oblasti v promotorech riznych gen( (31). Gen pro Eng obsahuje dvé GC oblasti, a
navic je s KLF6 indukovan béhem poskozeni cév. Bylo zjisténo, Ze KLF6 je schopen pozitivné
regulovat expresi genu pro Eng (32).

Nuklearni faktor kappa B (Nuclear factor kappa B, NF-kB), je rodina proteind, ktera hraje
klicovou roli v regulaci imunitniho systému a zanétu (33). Ma vliv na mnoho procesl, véetné
buné&né diferenciace, riistu, apoptdzy a tvorby novych cév (34). U&astni se patologickych dé&jd,
které souvisi se zanétlivym procesem, jako jsou onkologickd nebo autoimunitni onemocnéni
(35). Prokazalo se, Ze NF-kB, konkrétné podjednotka 65 (NF-kB p65) mizZe byt aktivovan mimo
jiné i pomoci KLF6. NF-kB p65 se nachazi v cytoplazmé, kde je vazana na inhibi¢ni proteiny
nazyvané | kappa B. Po pfijeti signalu (zprostfedkovaného predevsim tvorbou reaktivnich forem
kysliku podléha | kappa B degradaci, coZ vede ke vstupu NF-kB p65 do bunécéného jadra, kde se
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muZe vazat na deoxyribonukleovou kyselinu (deoxyribonucleic acid, DNA) a modulovat expresi
rGznych gen( (36), mimo jiné také HIF-1a (37) a Eng (38).

Jaterni X receptor (liver X receptor, LXR), je nuklearni receptor, ktery ma za ukol regulovat
homeostazu cholesterolu, Zlucovych kyselin (39) a glukdézy v organismu. LXR je intenzivné
zkouman jako cil pro Iéky na terapii aterosklerdzy, diabetu a Alzheimerovy choroby (40).
Oxysteroly, oxidované formy cholesterolu (41), které aktivuji LXR, jsou upregulovany enzymem
metalloproteinaza 14, ktery mimo jiné stépi Eng na seng (42). Pfi vyzkumu novych genli LXR v
placenté bylo taky zjisténo, Ze LXR je transkripénim faktorem Eng. LXR je schopen se vazat na
LXR responzivni element v promotoru Eng, a tak zprostfedkovat aktivaci Eng exprese (43).

3.1.3 Signalizace a funkce endoglinu

Eng je pridatny receptor pro TGF-B (44). Receptory pro TGF-B mizeme rozdélit na tfi odlisné
subtypy: receptory typu |, nazyvané téz jako kindzy podobné aktivinovému receptoru (activin
receptor like kinase, ALK 1-7), receptory typu Il napt. TGF—B receptor typu Il nebo receptor pro
kostni morfogeneticky protein typu ll, a receptory typu lll (Eng a B-glykan) (45, 46).

Vazba ligandll na Eng v komplexu s receptorem typu Il vede k aktivaci a zméné konformaci
receptoru typu | (47). Receptor typu | pak mize fosforylovat transkripéni faktory Smad, které
prendseji signal do jadra, kde mohou ovlivnit transkripci gent (48, 49).

Eng nema vnitini kindzovou aktivitu a k navazani svych ligandl vyZaduje koexpresi receptor(
typu | a typu Il. Eng je schopen vytvorit komplex bud's receptorem ALK1 nebo ALKS, a tak mlze
ovlivnit, ktera signdlni drdha Smad bude zpusténa (50, 51). Vazba Eng na ALK1 vede k aktivaci
signalni drahy ALK1/Smad1/5, ktera stimuluje proliferaci a migraci endotelovych bunék (52).
Naopak vazba Eng na ALK5 vede k aktivaci signalni drahy ALK5/Smad2/3, ktera inhibuje
proliferaci a migraci endotelovych bunék. Takovym zplsobem Eng udrZuje rovnovahu mezi
signaliza¢nimi drahami, ¢imZ reguluje, zda budou endotelové buriky v aktivovaném nebo
klidovém stavu (Obr. 2) (53).

Fakt, Ze se Eng podili na signalizaci prostfednictvim Smad2/3, mlze vést ke zménam v expresi
a funkci endotelové syntazy oxidu dusnatého (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) v
endotelovych bunkach a nasledné k regulaci na oxidu dusnatém dependentni vazodilataci (54,
55).

Eng také hraje roli pfi hereditarni hemoragické teleangiektazii typu 1 (Hereditary hemorrhagic
telangiectasia type 1, HHT1), coZ je autosomalné dominantni onemocnéni charakterizované
epistaxi (krvacenim z nosu), teleangiektaziemi (rozsirenymi kapilarami, které jsou viditelné na
k(zi) a multiorganovou cévni dysplazii (56, 57).

Onemocnéni je zplisobeno mutacemi v genech pro Eng (HHT1) nebo ALK-1 (HHT2). HHT1 je
spojena s vaskularnimi abnormalitami v plicich, mozku a jatrech (58). Dale byly zmény v expresi
Eng zaznamenané napt. u nadorovych onemocnéni, zanétu, arteridlni hypertenze, preeklampsii
a diabetu (3, 4).
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Obrazek 2: Signdlni drahy endoglinu

Endoglin je koreceptorem z rodiny transformujiciho rustovéeho faktoru p (TGF-p). Na bunécném
povrchu se cirkulujici TGF-p1 a TGF-f3 vdzou na receptory TGF-f typu Il a typu I (jako je ALKS
a ALKI). Endoglin vaze molekuly TGF-f s vysokou afinitou pouze tehdy, kdyz jsou ligandy
pripojeny k receptorim TGF-f typu Il. Tvorba takovych komplexii mezi endoglinem, TGF-f
ligandy a TGF-f receptory typu I a Il vede k fosforylaci ALK5 nebo ALKI. To vede k aktivaci
signalnich drah ALKS a ALK, které zahrnuji fosforylaci SMAD proteini (SMAD 1/5, 2/3 a 4) a
jejich prenos do bunécného jadra (Nucleus). Tam fosforylované SMAD proteiny ovliviuji
transkripcni aktivitu a modifikuji expresi genii (59).

3.1.4 Solubilni endoglin

sEng vznika vlivem enzymatického Stépeni m-Eng matrixovymi metaloproteindzami (matrix
metalloproteinase, MMP) (Obr. 3). Existuji dva druhy MMP, které Stépi Eng — matrixova
metaloproteinaza 12 a 14 (MMP12 a MMP14) (60). Misto stépeni se nachazi na aminokyselinach
586-587 coZ znamena, Ze se témér celd extraceluldrni doména po proteolytickém stépeni uvolni

do obéhu a cirkuluje v plazmé (60).

Zvysené hladiny sEng byly pozorovany u arterialni hypertenze, (61) diabetes mellitus 2. typu
(38), familiarni hypercholesterolémie, (59) preeklampsie a obezité (61). Neni vsak ale jisté, jakym
zplUsobem se na patofyziologii téchto onemocnéni podili.
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Obrazek 3: Vznik solubilniho endoglinu

Solubilni endoglin (SOLUBLE ENDOGLIN) vznika proteolytickym Stépenim membranového
endoglinu  (MEMBRANE ENDOGLIN) pusobenim metaloproteinaz (MMP). Matrixova
metaloproteinaza 14 (MMP-14), previadajici enzym zprostiedkujici uvoliiovani endoglinu,
hydrolyzuje  peptidovou vazbu glycin-leucin  blizko  jeho transmembranové domény
(Transmembrane domain). V diisledku toho se dlouha extracelularni doména (Extracellular

domain) membranového endoglinu uvolnuje do obéhu (Realeased in circulation) a tvori solubilni
endoglin (59).

3.2 Endotel

3.2.1 Fyziologicka funkce endotelu

Vaskularni endotel je sloZzen z jednotné vrstvy endotelovych bunék, ktera tvofi vnitfni
bunécnou vystelku krevnich a lymfatickych cév (Obr. 4). Vzhledem k tomu, Ze je v neustalém
pfimém kontaktu s krvi/lymfou a cirkulujicimi burikami, je jeho zakladni funkci vyména plyn,
elektrolyt(l a makromolekul mezi krvi a organy (7, 8).

Endotel ovliviiuje krevni koagulaci pomoci regulace exprese vazebnych mist pro
antikoagulacni a prokoagulacéni faktory na bunécéném povrchu. V klidovém stavu endotelidlni
buriky udrZuji optimalni reologické vlastnosti krve podporou aktivity antikoagulacnich drah, jako
je draha proteinu C nebo proteinu S (7). Dale je endotel hlavnim aktérem v regulaci
imunologickych reakci, vaskularniho tonu, zanétu a angiogeneze. Diky produkci inzulinotropnich
faktord, rastovych faktor(l a enzymu je také dllezitym endokrinnim organem.

Jak je jiz vySe uvedeno, endotelidlni bunky fidi vaskularni tonus pomoci syntézy a sekrece
relaxacnich a kontrakcnich faktord (8). Mezi nejvyznamnéjsi molekuly navozujici vazodilataci
patfi oxid dusnaty, prostacykliny a hyperpolarizujici faktor odvozeny od endotelinu. Naopak
vazokonstrikci navozuje endotelin 1, angiotensin Il a prostaglandin H2 (62). Nerovnovaha v
syntéze a/nebo uvolfiovani téchto faktord muze vést k endotelidlni dysfunkci a naslednému
rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni (od hypertenze po aterosklerdzu), popfipadé jejich
pretrvavani (8, 63).
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Obrazek 4: Stavba cévni stény

Na obrazku vidime prirez krevni cévou. Tunica intima je tvorena monovrstvou endotelovych
bunéek (Endothelial cells), které lemuji viechny krevni cévy. Od bunek hladkého svalstva je
oddélena bazalni laminou (Basal lamina), na kterou navazuje tunica media, obsahujici burky
hladké svaloviny (Smooth muscle cells). Posledni vrstvu predstavuje Tunica adventitia, ktera je
tvorena kolagennimi vidkny, elastickymi viakny (Collagen and elastic fibres) a fibroblasty
(Fibroblast) (64).

3.2.2 Endotelova dysfunkce

Endotel zastupuje v organismu mnoho funkci. Endotelidlni dysfunkce znamena, Ze schopnost
vykonavat jednu nebo vice z téchto funkci je snizena. MUZe dochazet k zménam v plsobeni
endotelu smérem ke zvySené vazokonstrikci, rozvoji zanétu a vétsi pravdépodobnosti vzniku
krevnich srazenin. Je spojena s vétSinou kardiovaskularnich onemocnéni, jako je hypertenze,
onemocnéni koronarnich tepen, chronické srdec¢ni selhani, ischemickda choroba dolnich
koncetin, diabetes mellitus, chronické selhani ledvin a zavazné virové infekce. Volné radikaly
mohou narusit homeostazu oxidu dusnatého (nitric oxide, NO), poskodit endotel a zplsobit jeho
zvySenou permeabilitu, coZ umozniuje toxindm prochazet do okolnich tkani (Obr. 5) (9).

Ve vétsiné pripadu lidské télo prijima z potravy dostatecny pfisun antioxidant(, které volné
radikaly neutralizuji. Pokud je ale organismus o antioxidanty ochuzen nebo pokud je pfitomnych
pfili§ mnoho dalsich rizikovych faktord, dochazi k poskozovani endotelu. Mezi faktory, které
mohou zvysit pocet volnych radikald v téle se fadi napf. obezita, koureni, nedostatek spanku,
akutni mikrobidlni infekce, vysoky pfijem cukru, fyzicka necinnost a expozice tézkym kovam (9).
Endotel mliZze byt poskozeny i vlivem probihajicich chronickych onemocnéni. Typicky se uvadi
arteridlni hypertenze, kde se endotel poskozuje mechanicky nebo diabetes mellitus a
hypercholesterolémie, kde dochazi k biochemickému poskozeni (10).

Dale také hypercholesterolémie a inzulinova rezistence prispivaji k vzniku zanétu v cévni sténé
a k zvysené oxidaci lipoprotein(, k proliferaci bunék hladkého svalstva, bunécné adhezi a tvorbé
trombU v cévach (65). U endotelovych bunék, které byly vystaveny hyperglykémii, byla zjisténa
snizena schopnost eNOS tvofit NO, hlavni vasodilatacni mediator. V fadé studii bylo potvrzeno,
Ze endotelova dysfunkce ma Uzkou spojitost s aterosklerézou u diabetik( (66).
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Obrazek 5: Vyvoj endotelové dysfunkce ze zdravého endotelu.

Na obrazku vidime vznik dysfunkcniho endotelu (Abnormalni endotel) z normalniho zdravého
endotelu vilivem piisobeni rizikovych faktorii (DLP — dyslipidémie, hypertenze, diabetes a
koureni). Obrazek dale shrnuje zakladni funkce normdalniho endotelu a disledky endotelové
dysfunkce (67).

3.2.3 Biomarkery endotelové dysfunkce

Biomarkery endotelové dysfunkce mohou poskytovat vice informaci o riziku rozvoje
kardiovaskularnich onemocnéni (68, 69). Ztohoto dlivodu je duleZité hledani novych
biomarker(i, protoZze endotelova dysfunkce predchazi a pravdépodobné i stimuluje rozvoj
aterosklerotickych platd (70). Kardiovaskularni rizikové faktory zplsobuji zvySenou produkci
zanétlivych mediator(, jako je tumor nekrotizujici faktor alfa (tumor necrosis factor o, TNF-a),
interleukin-1 (IL-1) a C-reaktivni protein (C-reactive protein, CRP). Tyto zanétlivé cytokiny se
nasledné vazou na prislusné receptory, ¢imz se aktivuje NF-kB, coZ nasledné vede k stimulaci
transkripce adheznich molekul jako je E-selektin, intercelularni bunécéna adhezni molekula-1
(Intercellular Cell Adhesion Molecule , ICAM-1) a vaskularni bunééna adhezni molekula-1
(Vascular Cell Adhesion Molecule 1, VCAM-1) (Obr. 6) (71).

Hlavni pfi¢inou vétSiny béznych kardiovaskularnich onemocnéni je aterosklerdza, zanétlivy
stav, ktery se vyviji postupné v prilbéhu mnoha let. Je charakterizovan tvorbou platu ve vnitrni
vystelce tepen, cozZ vede k jejich kornaténi nebo zuzeni. BEhem tohoto procesu jsou migrujicimi
burikami vyluovany zanétlivé mediatory a matrixové metaloproteinazy, coz napomaha k
progresi onemocnéni, nasledné rupture platu a rozvoji trombu. Rlzné studie ukazaly, Zze méreni
hladin ICAM-1, VCAM-1 a E-selektinu m(Ze poskytnout dobry obraz o probihajicich zanétlivych
procesech v endotelu. Dalsim znakem endotelové dysfunkce a probihajici aterosklerdzy je
zvySend adheze monocytl k endotelu. Bylo zjisténo, Ze endotelidlni dysfunkce, ktera je
spojovana s rozvojem aterosklerdzy, je také spojovana se zvySenou tvorbou reaktivnich forem
kysliku (71).
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Obrazek 6: Biomarkery endotelové dysfunkce

Rizikové faktory pro kardiovaskularni onemocnéni (hypertenze, hyperglykémie a hyperlipidémie)
zpuisobuji endotelovou dysfunkci. Dochazi ke zvyseni produkce interleukinu 1 (IL-1), tumor
nekrotizujictho faktoru alfa (TNF-a) a C reaktivniho proteinu (CRP). Prozanétlivé cytokiny se
vazou na jejich receptory a tim aktivuji NF-kB, ktery stimuluje transkripci selektinu-E,
intercelularni adhezni molekuly-1 (ICAM-1) a vaskularni bunécné adhezni molekuly-1 (VCAM -
1). CRP snizuje transkripci endotelialni syntazy oxidu dusnatého (eNOS), coz vede ke snizeni
syntézy oxidu dusnatého (NO) (72).

3.2.4 Uloha endoglinu v endotelové dysfunkci

V mnohych in vitro a in vivo studiich byla prokazana signifikantni souvislost mezi expresi Eng
a syntézou oxidu dusnatého. Zména exprese Eng pozitivné koreluje se zménou exprese eNQOS,
ktera je zodpovédna za syntézu NO. Ten lze pro jeho vasodilatacni plsobeni povaZovat za
protektivni faktor pro ochranu endotelu (3, 54, 55).

K protichdnym vysledktim dosly studie, kde se ukazalo, Ze zvySena exprese Eng pfi navozeni
zanétu vedla ke zvysené adhezi a transendotelové migraci leukocyt( (3). Pravdépodobné se tak
déje z dlivodu pFitomnosti RGD oblasti (tripeptidova sekvence arginin-glycin—aspartat), ktera je
schopna vazat integriny leukocytl (73).

Zaroven bylo také zjisténo, Ze adheze a transmigrace leukocytl byla sniZzena po pfidani sEng.
RGD oblast je obsaZzena i v sEng, protoZe je soucasti extracelularni domény m-Eng, kterd sEng
tvori (73). Integriny leukocytl jsou tedy obsazeny sEng a nemohou se pak pozdéji navazat na m-
Eng, ktery by podpofil adhezi a transmigraci leukocytl. Dale bylo taky zjisténo, Ze pfi stimulaci
HUVEC sEng dochazelo ke zvySovani prozanétlivych cytokinl NF-kB a interleukinu 6 (3, 74).
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3.2.5 Typy endotelovych bunék pouzivanych ve vyzkumu
kardiovaskularniho systému

Vhodné a spolehlivé in vitro modely jsou dulezité pro lepsi pochopeni molekularnich
mechanismu, které jsou zakladem riznych kardiovaskularnich patologickych stavl a jsou i klicem
k naslednému vyvoji novych Iéciv (75).

Kardiovaskularni systém se sklada z vice typl bunék, které jsou vSechny potireba pro jeho
spravnou funkci jako celku. Dysfunkce, byt jen jednoho typu bunék, maze vést k rozvoji riznych
onemocnéni. Pro poznani patologického déje se jevi jako nejpresnéjsi feseni pouziti bunék, které
byly izolované pfimo z prislusné ¢asti nativni tkané, tzv. primarni kultury (75, 76). Jejich vyhoda
spociva v jejich standardni morfologii a zachovani si vSech potfebnych funkci (77, 78). Naopak
jejich nevyhodou je omezena Zivotnost a jejich nizsi dostupnost, protoZe se odebiraji béhem
operaci nebo transplantaci organt (75, 76). V pribéhu poslednich let se vSak proces ziskavani
bunék z tkani, jako je pupecnikova Zila, aorta nebo koronarni artérie stdva dostupnéjsim.
PrestoZze mlze byt prace s primarnimi burikami narocnéjsi, poskytuji vysledky, které presnéji
reflektuji in vivo podminky (75).

Dalsi mozZnosti je vyuziti bunécnych linii. Ty jsou tvofeny bufikami odvozenymi od nativnich
bunék, které ziskaly navic schopnost se neomezené délit a Ize je tak opakované pasazovat (79,
80). Simulace fyziologickych procesli neni na bunécnych liniich tolik pfesna jako na primarnich
kulturach. MizZe tomu tak byt z dlivodu mutaci a genetického prizplsobovani se béhem sérii
kultivaci (75, 76).

Mezi jedny z nejpouzivanéjSich bunék pro vyzkum myokardu se radi endotelové bunky lidské
pupecnikové Zily (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) (Obr.7B). RGzné tkané v
organismu obsahuji odlisné typy endotelovych bunék, presto Ize i tak HUVEC vyuzit jako funkéni
model pro vyzkum vlastnosti cévniho endotelu a biologickych drah zapojenych do jeho funkce
(81). Pro vyzkum aterosklerdzy jsou ale vyhodnéjsi bunky arteridlni, protoZe aterosklerdza
postihuje primarné tepenné recisté a stavba Zil a tepen se od sebe odlisuje (82, 83). Pro vyzkum
tohoto onemocnéni se tedy casto vyuzZivaji lidské aortalni endotelové buriky (human aortic
endotelial cells, HAEC) (Obr. 7A), které produkuji trombotické a antitrombotické faktory a také
reaguji na stimulaci TNF-a expresi ICAM-1, snizenou produkci NO a endotelinu-1. Z tohoto
dlvodu se hodi kromé aterosklerdzy i pro vyzkum endotelidlni dysfunkce a zanétu (84).
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Obrazek 7: Typy bunék
A) Lidské aortalni endotelové bunky HAEC (viastni zdroj), B) Endotelové buiiky lidské
pupecnikove zily HUVEC (85).

3.3 Hyperlipidémie — definice, klasifikace, projevy

3.3.1 Definice

Hyperlipidémie je onemocnéni charakterizované zvysenim jednoho nebo vice plazmatickych
lipidd, véetné triglyceridd, cholesterolu, estert cholesterolu, fosfolipid( a/nebo plazmatickych
lipoproteinu, véetné lipoprotein( s velmi nizkou hustotou (very low density lipoproteins, VLDL)
a lipoproteind s nizkou hustotou (low density lipoproteins, LDL) (Obr. 8). Toto zvyseni
plazmatickych lipidd patfi mezi hlavni rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni. Obvykle
souvisi i se snizenymi hladinami lipoproteinl s vysokou hustotou (high density lipoproteins, HDL)
(11).

Chylomikrony jsou nejvétsi lipoproteiny (>100 nm v prdmeéru). Jsou syntetizovany ve strevé a
jejich ulohou je transport triglycerid(i a cholesterolu z mista absorpce ve stfevnim epitelu do
raznych bunék téla (86).

VLDL lipoproteiny jsou castice o velikosti 30 az 90 nm, které transportuji triglyceridy a
cholesterol z jater do rlznych tkani. V plazmé jsou triglyceridy z VLDL hydrolyzovany na volné
mastné kyseliny pomoci lipoproteinové lipazy za vzniku série mensich lipoproteini obohacenych
cholesterolem vcetné lipoproteind se stfedni hustotou (intermediate density lipoprotein, IDL) a
LDL (86).

LDL predstavuji konecny produkt (¢astice o velikosti 20 nm) katabolismu VLDL a jsou hlavnimi
lipoproteiny transportujicimi cholesterol v plazmé (86).

HDL jsou nejmensi (8—12 nm v prlmeéru) z lipoproteind. Jsou soucasti procesu ozna¢ovaného

jako reverzni transport cholesterolu, kde HDL sbira cholesterol z perifernich tkani a transportuje
jej prfimo nebo nepfimo do jater k eliminaci (86).
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Obrazek 8: Rozdily mezi jednotlivymi typy lipoproteinii.

Na svislé ose je znazornéna hustota castic (Density) a na vodorovné prumeér castic (Particle
diameter). Ze schématu vychazi, Ze nejvice triglyceridii (total lipid) obsahuji chylomikrony
(Chylomicrons) a nejvice proteinit (Total protein) obsahuji HDL lipoproteiny, které jsou dle
nékterych studii povazovany za kardioprotektivni (87).

3.3.2 Klasifikace hyperlipidémii

Hyperlipidémie lze rozdélit na:

A) Primarni

lejich pfi¢inou je monogenni/polygenni geneticky defekt, z tohoto dlivodu jsou casto
oznacovany také jako familiarni hyperlipidémie. Podrobnéjsi klasifikace je uvedena nize na Obr.9
(88).

B) Sekundarni

Na rozdil od primarnich hyperlipidémii jsou ziskané. Jsou zplsobeny jinym pridruzenym
onemocnénim, jako je napftiklad diabetes, nefriticky syndrom, chronicky alkoholismus,
hypotyredza nebo uzivanim |éku, jako jsou systémové kortikoidy, betablokatory a peroraini
antikoncepce. Sekundarni hyperlipidémie spolu s vyznamnou hypertriglyceridémii mohou
zpUsobit pankreatitidu (88).
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Fenotype Excess Lipoproteins Disease CV Risk Pancreatitis

Familial
I Chylomicrons chylomicronemia + ++
syndrome
Familial
i LOL hypercholesterolemia Tt )
b LDL + VLDL Coutined + i
hyperlipidemia
il Beta-VLDL (IDL) e ++ +
dysbetalipoproteinemia
Familial
W WL hypertriglyceridemia * =
. Familial
\Y VLDL + chylomicrons hypertriglyceridemia + ++

Low-density lipoprotein (LDL), Very-low-density lipoprotein (VLDL), intermediate-density lipoprotein (IDL),
cardiovascular (CV) risk. + = present, ++ = high, ++++ = very high, - = absent

Obrazek 9: Fredricksonova klasifikace hyperlipidémie a souvislost s manifestaci
kardiovaskularnich onemocnéni a pankreatitid.

Obrazek znazornuje, Ze nejvyssi kardiovaskularni riziko predstavuje fenotyp Ila, tedy familiarni
hypercholesterolémie. V pripadé pankreatitidy jsou nejrizikovejsi fenotypy V a 1V, tedy familiarni
hypertriglyceridémie a také fenotyp I, predstavujici familiarni chylomicronémii (89).

3.3.3 Projevy

Hyperlipidémie nema u vétsiny pacientll Zadné zjevné priznaky. Obvykle je diagnostikovana
béhem preventivnich prohlidek u Iékafe nebo az v momenté, kdy se objevi cévni mozkova
pfihoda nebo infarkt myokardu. U pacient( s dlouhodobé vysokou hladinou cholesterolu v krvi
nebo u pacientll s familidarnimi formami hyperlipidémie se mohou vyvinout xantelasmata (Obr.
10A), co? jsou depozita cholesterolu, ktera se tvori v podkozi, zejména pod o¢ima (88).

Soucasné se u pacientll s velmi vysokymi hladinami lipidi mdze vyvinout xantomatdza (Obr.
10B). Projevuje se jako drobné léze, které vznikly vlivem zbytnéni pojiva spolu s podkoznim
nahromadénim cholesterolu do jejich okoli (90).

Dale se muZe vyskytovat arcus lipoides corneae (Obr. 10C), Sedobild kruZnice na okraji

rohovky, pfitomna obvykle oboustranné. Vznika difuzi lipidd z pfilehlych cév a vznikaji tukova
depozita v parenchymu samotné rohovky (91).
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Obrazek 10: Projevy hyperlipidémie
A) Xantelasmata na ocnich vickach (podkozni depozita cholesterolu) (92), B) Xantomatoza na

dolnich koncetinach (90), C) Arcus lipoides corneae (depozita cholesterolu koncentrovana do
Sedobilého prstence) (71).

3.3.4 Uloha endoglinu u hyperlipidémie

Jak jiz bylo zminéno, hypercholesterolémie je rizikovym faktorem pro endotelovou dysfunkci
a aterosklerdzu. Pacienti s aterosklerézou nebo familidrni hypercholesterolémii obvykle vykazuji
vysoké hladiny sEng, které se zvySovaly spolu s hladinami celkového cholesterolu. Oxidacni stres
a zanét hraji velmi dulezitou roli v patofyziologii jak endotelové dysfunkce, tak nasledné
aterosklerdzy. Prokazalo se, Ze pfitomnost TNF-a (mediatoru zanétu) a indukce oxidacniho
stresu, vedou k narlstu hladin sEng (93).

V jedné studii zahrnujici mysi krmené dietou bohatou na cholesterol, byly pozorované zvysené
hladiny cholesterolu a sEng spolu se zvétSenymi aterosklerotickymi platy. Naopak, exprese m-
Eng v aortach téchto mysi byla snizena (94). Bylo také prokazano, Ze spolu s progresi
aterosklerézy se exprese Eng sniZuje, co lze to vysvétlit inhibici na Eng zavislé TGF-beta
signalizace (18).

Dle dalsi prace, se poddvanim atorvastatinu docililo sniZeni hladin cholesterolu, redukce
velikosti aterosklerotickych platl a také snizeni hladin sEng a zaroven doslo ke zvySeni exprese
m-Eng v aorté (95).

U bunék hladké svaloviny miZeme pozorovat v loZiscich zasaZzenych aterosklerézou zvysenou
expresi Eng, zatimco u bunék zdravé cévni stény je jeho exprese nizsi. To naznacuje, Ze ke
zvysené expresi Eng u bunék hladké svaloviny dochdzi v reakci na cévni poranéni, které je
zpUsobeno hypercholesterolémii a oxidac¢nim stresem (4, 96).

Eng muZe aktivaci signalizacnich kaskad také zvySovat hladinu transkripéniho faktoru EGR-1

(early growth response -1), ktery podporuje déleni bunék svaloviny cév a tvorbu kolagenu, coz
nasledné zvysuje stabilitu aterosklerotického platu, co naznacuje protektivni funkci Eng (18).
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3.4 Atorvastatin

Atorvastatin je synteticky inhibitor 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktazy (3-
hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase, HMG-CoA reduktaza), coz je klicovy enzym
pro syntézu cholesterolu. Statiny pomoci inhibice tohoto enzymu sniZuji syntézu cholesterolu v
jatrech, coz ma za nasledek zvysenou regulaci povrchovych LDL receptort vedouci ke zvysenému
vychytavani aterogenniho LDL cholesterolu z plazmy (Obr. 11) (13).

Atorvastatin je uzivan pro jeho schopnosti snizovat plazmatické hladiny VLDL cholesterolu,
LDL cholesterolu, triacylglycerolt a apolipoproteinu B. V mnoha studiich byl také prokazan
pozitivni vliv atorvastatinu na dlouhodobé snizovani kardiovaskularniho rizika. V studii
REVERSAL bylo dokazéano, Ze po 18mésicnim podavani atorvastatinu v maximalnich davkach
(80mg) dochazelo k redukci rozsahu aterosklerotického platu, které bylo viditelné i na
ultrazvukovém vysetfeni (13).

DulleZité je také zminit tzv. pleiotropni Gcinky statin( (tzn. Ucinky, které nezahrnuji
hypolipidemicky efekt). Radi se mezi né napfiklad Gcinky protizanétlivé, antiagregacni,
antiproliferacni, antioxida¢ni a imunomodulacni (12).

U atorvastatinu bylo prokazano, Ze zvySuje produkci NO zvysenim aktivity eNOS, ¢imz plsobi
relaxacné na cévni sténu. Pravdépodobné také pozitivné ovliviiuje endotelidlni dysfunkci
snizenim tvorby volnych kyslikovych radikal(i a tlumi migraci a proliferaci bunék hladké svaloviny
cév. Podavani atorvastatinu ma z dlouhodobého hlediska také pozitivni vliv na deformabilitu
erytrocyt(, ¢im dochazi ke zlepseni reologickych vlastnosti krve (13).
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Ribosomes

HMG CoA Reductase

Obrazek 11: Mechanismus ucinku atorvastatinu (statinit)

Statiny inhibuji HMG-CoA reduktazu v jatrech, ¢imz snizuji intracelularni syntézu cholesterolu a
vedou ke zvySené syntéze LDL-receptorii (Increased LDL receptor synthesis). LDL receptory
vazou LDL a odstranuji ho z krevniho recisté. V pravé casti obrazku lze videét jakym zpiisobem
statiny (STATINS) zasahuji do syntézy cholesterolu. Statiny inhibuji HMG-CoA reduktazu (HMG-
CoA reductase), ¢imz blokuji syntézu kyseliny mevalonové (Mevalonic acid) a nasledné i
cholesterolu (97).
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3.4.1 Indikace, nezadouci ucinky, kontraindikace
Atorvastatin ma dle FDA schvalené tyto indikace:

1. Primarni hyperlipidémie (heterozygotni familiarni a nefamiliarni) a smisena
dyslipidémie.

Hypertriglyceridémie

Primarni dysbetalipoproteinémie

Homozygotni familiarni hypercholesterolémie

Heterozygotni familiarni hypercholesterolémie u pediatrickych pacientld (po selhani
reZimovych opatreni)

vk wnN

Dale jej Ize pouzit v rdmci sekundarni prevence u pacientll s vy$sim mnozstvim rizikovych
faktorl nebo s onemocnénim diabetes mellitus 2. typu (bez vyznamného koronarniho nélezu)
na snizeni pravdépodobnosti rozvoje infarktu myokardu, cévni mozkové prihody a anginy
pectoris. Pacientim je podavan i v ramci terciarni prevence za ucelem predchazeni
opakovanému infarktu myokardu nebo cévni mozkové prihody (98).

Ackoliv je atorvastatin obvykle dobre snasen, jako s kaZzdou Ucinnou latkou se i s jeho uzivanim
poji uréitd rizika. Casto se mohou objevit alergické reakce, nasofaringitida, hyperglykémie,
bolesti hlavy, myalgie, abnormality jaternich testl a gastrointestinadlni obtize (99).
progredovat aZz k rabdomyolyze. Rabdomyolyza je vzacny stav, pti kterém dochazi k poskozeni
sarkolemy bunék kosterniho svalstva, obsah svalovych bunék se uvolni do krevniho obéhu, coz
mUZe vést aZ k akutnimu selhani ledvin (100). Rabdomyolyza se nej¢astéji vyskytovala u pacient(
uzivajicich cerivastatin (ktery byl nasledné stazen z trhu), poptipadé pfi soucasném uzivani léCiv,
které brani biodegradaci statin( prostfednictvim cytochromu P450. Dochazi pak ke zvySeni
plazmatickych a tkanovych koncentraci statinG a jejich aktivnich metabolitd na toxické hladiny
(101).

Mezi kontraindikace I|écivych pripravk obsahujici atorvastatin samoziejmé patfi
precitlivélost na kteroukoli jejich slozku. Ackoliv se mezi kontraindikace radi také aktivni
onemocnéni jater, prinosy hypolipidemické terapie u chronickych jaternich onemocnéni, jako je
nealkoholické ztucnéni jater a hepatitida, pravdépodobné prevaZzuji nad moznymi riziky
vychazejicimi z 1écby (98). Atorvastatin je kontraindikovan béhem téhotenstvi, laktace, a u
pacientek, které planuji otéhotnét. Toto riziko je nejvyznamnéjsi v prvnim trimestru téhotenstvi,
proto soucasné doporucené postupy doporucuji ukoncit IéCbu statiny alespon 3 mésice pred
otéhotnénim. Nedavna metaanalyza vsak toto tvrzeni zpochybnila a k presnému posouzeni
poméru rizika a pfinosu uzivani statin béhem téhotenstvi bude pravdépodobné zapotrebi dalsi
vyzkum (98). Dalsi kontraindikaci je souc¢asné uzivani antivirotik glekapreviru nebo pibrentasviru
spolu s atorvastatinem (99).
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3.5 Metody detekce endoglinu

3.5.1 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie (flow cytometry, FC) je metoda umoziujici rychlou analyzu a tridéni
bunék v suspenzi dle rdznych parametrl v ramci heterogenni populace. Vyhodou FC je
schopnost zanalyzovat velké mnozZstvi bunék za kratky ¢as (102, 103).

Kazda bunka je analyzovana na zakladé rozptylu viditelného svétla anebo fluorescence.
Fluorescence, emitovana z fluorescencni protilatky, je pfimo Umérna mnozstvi protilatky
navazané na bunécny povrch. Rozptyl viditelného svétla je méren ve dvou rliznych smérech —v
pfimém sméru (Forward Scatter, FSC), ze kterého mZeme vycist relativni velikost bunky, a pfi
Uhlu 90° (Side Scatter, SSC), ktery udava vnitfni sloZitost nebo granularitu burnky (Obr. 12) (102).
Rozptylené svétlo se po dopadu na detektor prevede na elektricky impulz, ktery je nasledné
vyhodnocovan specialnim pocitacovym programem. Vysledky se pak zobrazuji nejcastéji jako
bodové grafy, kde kazda tecka predstavuje jednu buriku nebo pomoci histogramu (Obr.13) (104,
105).
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Obrazek 12: Schéma vicebarevného prutokového cytometru

Kazdou buriku ze vzorku (Sample) prochdzejici laserem (Laser) pristroj zaznamenda jako uddalost.
Pro kazdou uddlost se nasledné zaznamenava primy rozptyl (Forward Scatter) a bocni rozptyl
(Side Scatter). Pokud je bunka fluorescencne oznacena, laser excituje fluorofor a emitované
svetlo se zaznamend jako intenzita fluorescence. Aby pristroj detekoval specifickou vinovou délku
emitovanou fluoroforem, emitované svétlo prochazi radou zrcadel (Dichromic Mirror) a filtru
(Colour filtres), dokud nedosdhne prislusného detektoru (Detectors). Detektory jsou znamé jako
fotonasobice (PMT) a detekuji fluorescenci pri urcité vinové délce (106, 107).
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Pritokovy cytometr se sklada ze tfech hlavnich ¢asti — fluidiky, optiky a elektroniky.

1.Fluidika — zajistuje pridchod bunék ze vzorku konstantni rychlosti pres priitokovou komoru.
Buniky jsou unaseny pomoci proudu fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku dal do
pfistroje. Pro serazeni bunék do jedné linie se vyuZivad jev hydrodynamické fokusace, kterd
umozni jednotlivy prichod bunék a zanalyzovani kazdé bunky zvlast (108).

2. Optika — obsahuje zdroje svétla (lasery) a systém cocek, zrcadel a optickych filtrd. Optika u
prochazejicich bunék zachyti rozptyl zareni/fluorescenci a prenasi ji na detektor. Nejcastéji
pouzivané lasery v tradi¢nich pratokovych cytometrech jsou 355 nm (ultrafialovy), 405 nm
(fialovy), 488 nm (modry), 561 nm (zelenozluty), 640 nm (Eerveny) (102, 108). Dale se v FC
vyuzivaji dichroické filtry, které nasméruji fluorescenéni svétlo na pasmové filtry, které blokuji
urcité vinové délky a jiné propoustéji. KdyzZ je dichroicky filtr umistén pod spravnym uhlem,
funguje jako zrcadlo, které umoznuje prichod specifickym vinovym délkam a zaroven odrazi
ostatni. Spravny typ a poradi dichroickych filtri umozniuje detekci vice signal( najednou (106).

3. Elektronika — zpracovdava optické signdly a transformuje je do grafické podoby, ze které lze
nasledné vyhodnotit vysledky méreni (108).
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Obrazek 13: Dot plot a Histogram

A) Obrazek znazornuje tzv. dot plot (bodovy graf), kde kazdy bod predstavuje jednu buriku.
Umoznuje odlisit populaci bunek podle jejich velikosti (FSC) a granularity (SSC) (Viastni
vysledky). B) Obrazek znazornuje histogram. Na ose x je vynesend fluorescence, osa y znaci pocet
castic (Count), které odpovidaji intenzité svétla. Signaly se stejnou intenzitou se shromazduji ve
stejném bode. V idealnim pripadé se vytvori jeden pik (Viastni vysledky)
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3.5.2 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je citlivd imunologickd metoda vyuZivajici
specifickou vazbu antigen-protilatka pro kvantitativni nebo kvalitativni stanoveni rdznych
molekul v biologickych tekutinach. Velikou vyhodou této metody je schopnost detekovat latky
ve velmi nizkych koncentracich. M{ze se jednat napfiklad o proteiny, vitaminy, hormony a léCiva
(109-112).

Obecny princip ELISA spociva ve vysoce specifické interakci antigen( a protilatek. Jedna z nich
je kovalentné navazana na enzym, ktery zprostiedkuje chemickou pfeménu substratu v reakéni
smési na barevny produkt. Intenzita zabarveni je Umérna mnoizstvi antigenu ve vzorku. Na
stanoveni koncentrace antigenu ve vzorku je potreba sestavit kalibracni krivku z rdznych
standardd o zndmé koncentraci. Nasledné je méFena absorbance spektrofotometrem. Cim
tmavsi je barva vzorku, tim vyssi je koncentrace antigenu ve vzorku (111, 113, 114).

K méreni se obvykle vyuZivaji 96jamkové mikrotitracni desticky. V zavislosti na typu ELISA
metody se vyzaduje pfitomnost primarni a/nebo sekundarni detekéni protilatky. Metodu ELISA
Ize pouzit v nékolika riznych usporadanich z nichz tti nej¢astéjsi jsou zobrazeny na Obr. 14 (109).

(substrél
enzym
substrat O
sy s
Ce.ubsmil /JL\
sekundarna
enzym © /J N protilatka OIJL\
‘JL\ primarna PN A\Y /4
Ag ©) protilatka O zachytna protilatka
priama ELISA nepriama ELISA sendvicova ELISA

Obrazek 14: Piehled druhit ELISA

Na obrazku je zndazornén prehled tFi ELISA metod — prima, neprima a sendvicova ELISA. Ag =
Antigen (115).

PFima ELISA je vhodna pro detekci antigend s vysokou molekularni hmotnosti (110). Antigen,
ktery je prichycen na dno desticky, reaguje s primarni detekéni protilatkou oznacenou enzymem,
ktery zreaguje se substratem, ¢imz vznikd méfitelnd barevna zména. Mezi vyhody patfi
eliminace zkfizené reaktivity sekundarnich protilatek, a i diky mensimu poctu krokd se jedna o
rychlou metodu. Nevyhodou je nizsi citlivost ve srovnani s jinymi typy ELISA metod a relativné
vysoké naklady (116, 117).

Nepfima ELISA vyZaduje pouZiti dvou protilatek. Antigen je opét navazany na dno jamky, na
ktery se navaze primarni detekéni protilatka. Na primarni protilatku se navaze komplementarni
sekundarni protilatka s konjugovanym enzymem. Vyhodou této metody je vyssi citlivost v
porovnani s pfimou ELISOU, nizsi cena a vyssi flexibilita. Nevyhodou je riziko zkfizené reaktivity
mezi sekundarnimi protilatkami (116, 117).
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U sendvicové ELISA se antigen nachazi mezi dvéma protilatkami. Zachytna protildtka je
navazana na dno jamky a vychytava antigen ze vzorku, na ktery se navaze detek¢ni protilatka
znacena enzymem. Tento typ ELISA ma 2-5krat vyssi citlivost v porovnani s pfimou a nepfimou
ELISA. Je velmi specificka, protoZze na detekci jednoho antigenu se vyuZziva dvou protilatek. Hlavni
nevyhodou je ¢asova narocnost a vyssi naklady (116, 117).

U Kompetitivni ELISA soutéZi antigen zanalyzovaného vzorku sreferenénim znamym
antigenem o vazbu na specifické mnozstvi znacené protilatky. 96jamkova deska se potahne
referencnim antigenem a zbyvajici vazebna mista se zablokuiji. Vzorek, ktery obsahuje neznamou
koncentraci antigenu, se inkubuje s definovanym mnoZstvim protilatek. Nasledné se do
potazenych jamek prida smés vzorku a protilatky a deska se necha inkubovat. Protilatky, které
se v predchozim kroku nenavazaly na vzorek antigenu, se nyni navazou na referencni antigen
(krok 1 na obrazku 15). Deska se promyje a protilatky navazané na antigeny ve vzorku budou
vymyty, protoZe nejsou imobilizovany na desce (krok 2 na obrazku 15). V poslednim kroku se
prida substrat a méfi se intenzita zabarveni reakéniho produktu. Cim intenzivnéjsi je barevna
zména, tim méné antigenu bylo ve vzorku pfitomno a naopak (Obr.15) (118).

Sample I \ ed Samp a d .
antigen antibody antiger antibody antibe
Reference I \ Reference l \ Reference l \

antigen antigen antigen

Obrazek 15: Kompetitivni ELISA

V prvni casti obrazku je zndazornéna enzymem oznacend protildatka, ktera se vaze na referencni
antigen (reference antigen) a antigen vzorku (Sample antigen). Nasledné se deska promyje a
protilatky, které nejsou prichycené k desce se timto odstrani (Wash away unbound antibody).
V poslednim kroku se prida substrat (Substrate), ktery zpiisobi barevnou zménu (118).

353 PCR

3.5.3.1 Obecné principy

Polymerdazova retézcova reakce (Polymerase chain reaction, PCR) je metoda, ktera umoznuje
nakopirovat konkrétni Usek molekuly DNA nebo ribonukleové kyseliny (ribonucleic acid, RNA)
(119). PCR je citliva metoda, pro kterou staci jen velmi malé mnozstvi vstupniho vzorku, aby se
vytvoril dostatecny pocet kopii pro analyzu (120). Geneticky material mGze byt rizného plvodu
a z rliznych zdroja jako napfiklad: krev, vlasy, mikroby nebo rostliny (121).

K provedeni PCR testu je potieba zajistit templatovou DNA, primery, nukleotidy a DNA
polymerazu (Obr. 16). Jednotlivé slozky se smichaji a spolu se vzorky se napipetuji do 96jamkové
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desky, v které se umisti do termocykléru. Ten opakuje cykly, pti kterych dochazi k amplifikaci
DNA (122). DNA polymeraza je klicovy enzym, ktery vaze jednotlivé nukleotidy a na zakladé
komplementarity bazi dotvari samotny produkt PCR (120). Nejcastéji se ziskava z termostabilni
bakterie Thermus aquaticus (Tag DNA polymeraza) (119). Primery jsou kratké jednovlaknové
Useky nasedajici na komplementarni sekvenci templatového fetézce, na které se nasledné
navaze DNA polymeraza, slouzZici k elongaci fetézce DNA (120, 121). Pokud je templatem RNA,
je v prvnim kroku nutny prepis do komplementarni DNA (complementary DNA, cDNA) pomoci
enzymu reverzni transkriptazy (123).

Kazdy cyklus ma 3 zakladni kroky:

1. Denaturace — pfi teploté 95 °C dochazi k rozpadu vodikovych mstkd, které drzi obé vldkna
DNA pospolu. Na konci této faze se z dvouvlaknové DNA stava jednovlaknova (124).

2. Hybridizace — teplota se sniZuje na 55-72 °C, coz umozZni navazani specifickych primer( na
jedno vlakno templatové DNA. K Uspésné hybridizaci dochazi jen na komplementarnich Usecich
primeru a vlakna nukleové kyseliny (124).

3. Elongace — teplota se zvySuje na hodnotu 75-80°C. Pfi této teploté je Taq polymeraza aktivni,
a tedy schopna prodlouzit primery a zabudovat nukleotidy do nové vznikajiciho
komplementarniho fetézce DNA (124).

Tyto kroky predstavuji jeden cyklus a kazdym dalsim cyklem se pocet molekul DNA zdvojnasobi
(125, 126).
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Obrazek 16: Schéma PCR

Na levé strané obrazku se nachdzeji komponenty potrebné pro PCR (PCR Components), které
zahrnuji vzorek DNA (DNA sample), primery (primers), nukleotidy (nukleotides), Taq polymerazu
(Taq polymerase), pufi (mix buffer) a zkumavky na PCR (PCR tubes), kde se komponenty smichaji
a napipetuji do 96jamkove desky, ktera se viozi do termocykléru (Thermal cycler). Pristroj
pracuje v cyklech (PCR cycle) a jeden cyklus ma 3 faze. Prvni faze — denaturace (denaturing) -
dojde k rozvolnéni dvouviaknové DNA (strands separate) vlivem vysoké teploty. Druha faze —
hybridizace (Annealing) — teplota se snizi na 55 °C, coz umozni nasednuti primeru na vidkno
(primers bind template). Treti faze — elongace (extension) — dochazi k prodluzovani nového
vidkna (synthesise new strand) pri teplote 72°C (127).
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3.5.3.2 Real time kvantitativni RT-PCR

Jedna se o modifikaci pavodni metody PCR pro jednodussi kvantifikaci sledovaného Useku
DNA. Méreni PCR v koncovém bodé nevypovidd o mnozstvi sledovanych molekul v piivodnim
vzorku, udava jen informaci o jeji pfitomnosti/nepfritomnosti (123, 128). Oproti klasické metodé,
kde se vyhodnocoval aZ vysledny produkt pomoci elektroforézy, je pfi gRT-PCR (quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction, kvantitativni reverzni transkripce s
polymerazovou retézovou reakci) analyzovan a zaznamendavan kazidy amplifika¢ni cyklus v
realném cCase (128, 129). Béhem prvnich cykll je signal fluorescence maly a splyva s pozadim. S
pribyvajicim poctem cykll se zvySuje i mnozstvi produktu a signal exponencialné vzrista. Pocet
cykll k dosahnuti prahové hodnoty pro detekci se nazyva CT hodnota (Cycle threshold) (123).

VyuZziva se tzv. sond (fluorescenéné znacenych oligonukleotidli, napf. TagMan) vybavenych
fluoforem (reporter) a zhaseCem (quencher). Do té doby, co je sonda v celku, fluorescencéni
signal produkovany fluoforem je tlumeny zhasecem (Obr. 17). Béhem prodluZovani
komplementarniho vlidkna DNA Taqg polymeraza zpUsobi rozdéleni sondy, tedy je rozdélen i
fluofor a zhasec. Nasledné zacne fluofor vyzarovat signal, ktery je zachyceny termocyklérem.
Mnozstvi zachyceného signalu je pfimo umérné vytvorenému produktu (123). Tento proces
probihda v termocykléru vybavenym optickym zafizenim, ¢imZ je moiné spojit detekci a
amplifikaci do jednoho kroku (130).
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Obrazek 17: Princip sondy TagMan

Sonda (Probe) se sklada z 25 az 30 nukleotidii. Na 5 konci je oznacena fluorescencnim
reportérovym (Reporter) barvivem (napviklad 6-karboxyfluorescin — FAM) a na 3 konci zhasecim
(Quencher)  barvivem  (napriklad  6-karboxy-tetramethyl-rhodamin- TAMRA). Béhem
prodluzovani komplementdarniho viakna DNA Taq polymerdza zpiisobi rozdéleni sondy, dojde k
rozdeleni reportéru a quencheru a nasledné zacne reportér vyzarovat fluorescencni signal, ktery
Jje zachyceny termocyklérem (131).

Na kvantifikaci a zvySeni presnosti vysledkl se vyuzivaji tzv. housekeeping geny. Jedna se o
geny, které jsou prepisovany konzistentné ve vsech burnkach napfic jejich vyvojovymi cykly.
Nemély by byt ovlivnény rlznymi experimentalnimi podminkami a jejich produkty jsou zdsadni
pro esencialni funkce burky (132).

31



4. ZADANI — CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jakym zplUsobem atorvastatin v rliznych koncentracich
a Casech ovliviiuje expresi a funkci endoglinu, jeho transkripénich faktor( (KLF6, RELA, NR1H3,
SP1, HF1H), biomarker( zanétu/endotelové dysfunkce (eNOS, CCL2) a hladiny solubilniho
endoglinu u lidskych endotelovych bunék z aorty, u kterych byla indukovana hyperlipidémie
pomoci kyseliny palmitové.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Piiprava vzorkit

5.1.1 Rozmrazovani bunék

Na zacatku bylo potfeba nahtat zelatinu a médium pro HAEC (PromocCell, kat.¢.: C-12271) na
37 °C ve vodni lazni. Nahtivani ve vodni lazni trvalo cca 20 minut.

SloZeni 0,1% Zelatiny:

* 95 ml sterilniho PBS (phosphate-buffered saline = fosfatovy tlumivy roztok)
* 5 ml 2% zelatiny

SloZeni HAEC média:

* 200 ml EBM-2 (endothelial cell growth basal medium =zdklani médium pro rist
endotelovych bunek)

» 22 ml FBS (fetal bovine serum = fetalni hovezi sérum)

* 800 ul FGF (fibroblast growth factor = fibroblastovy ristovy faktor)

* 80 ul hydrokortizonu

* 200 ul VEGF (vascular endothelial growth factor = cévni endotelialni riistovy faktor)
* 200 ul R3-IGF (recombinant insulin-like growth factor = rekombinantni ristovy
faktor podobny inzulinu)

* 200 ul kyseliny askorbové

* 200 ul hEGF (human epidermal growth factor= lidsky epidermalni riistovy faktor)

* 200 ul GA-1000 (gentamicin sulfat, amfotericin)

V dal3im kroku jsme do petriho misky (60 cm?) napipetovaly 1,5 ml Zelatiny. Poklepanim o dlar
jsme dosahly rovnomérného pokryti celého povrchu nadoby. Nasledné jsme kultiva¢ni nadobu
vlozily na 20 minut do inkubatoru (teplota 37 °C, 5% CO,). Po uplynuti ¢asu jsme prebytecnou
Zelatinu odsaly, pridaly 8 ml média pro HAEC a petriho misku jsme vratily zpét do inkubatoru.

Buriky, uchovavané v mrazaku pfi -80 °C, jsme rozmrazily ve vodni lazni (37°C) tak, aby v
kryozkoumavce zUstala jen mala kuli¢ka ledu. Po vyjmuti petriho misky z inkubatoru jsme obsah

kryozkoumavky prenesly pipetou do petriho misek s pfipravenym médiem. Petriho misku s
burikami jsme vratily zpét do inkubatoru, kde se inkubovala po dobu 2 dnd.
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5.1.2 Pasazovani

Aby byly buniky vhodné na pasaZzovani, je potfeba, aby bylo dno kultiva¢ni nddoby pokryté
bunkami alesponl z 80 %. Z tohoto dlvodu kazdému pasazovani predchazela kontrola
kultivacnich nadob pod mikroskopem.

Kdyz byly buriky dostatec¢né narostlé, daly jsme si do vodni [azné nahfat enzym akutazu, PBS,
PBS s 2% FBS a médium pro nase bunky.

Do kazdé kultivacni nadoby (12 nebo 6jamkové desky) jsme pipetou pridaly Zelatinu, kterou
bylo potfeba rozprostfit po povrchu celého dna. Do 6jamkovych desek, které jsme pouzivaly na
PCR, jsme pipetovaly do kazdé jamky 600 pl Zelatiny a do 12jamkovych desek, které jsme
vyuzivaly na pratokovou cytometrii, 400 pl Zelatiny. Nadoby jsme vlozily do inkubatoru na 20
minut.

Poté bylo nutné z petriho misek s burikami odsat staré médium a ptidat 3 ml PBS, kterym jsme
oplachly kultivacni desky. VSechny nadoby jsme proplachly stejnym zplsobem, abychom
zachovaly konzistentni podminky pro vsechny burnky a aby byly nasledné experimenty co
nejpresnéjsi. Nasledné jsme PBS odsaly. Tento postup jsme zopakovaly, aby doslo k
dostatecnému odstranéni mrtvych bunék a zbytku média. V dalSim kroku jsme k burikam pfridaly
1,5 ml enzymu akutdzy, ktera slouzi k oddéleni bunék ze dna nadoby. Kultivaéni nadoby jsme
vloZily do inkubatoru na 5 minut, kde jsme nechaly enzym plsobit.

Mezitim jsme z nové pripravenych kultivacnich nadob odsaly Zelatinu a do kazdé jamky ve
12jamkové kultivacni nadobé pridaly 400 pl nahfatého média. V pripadé 6jamkové nadoby jsme
pridavaly do kazdé jamky 900 pl nahratého média.

Po 5 minutach jsme petriho misky s burikami vyndaly z inkubatoru. Pod mikroskopem bylo
potfeba zkontrolovat, Ze probéhlo oddéleni bunék od dna. Pokud byly buriky zakulacené a
pohybovaly se volné v roztoku, tak odlouceni od dna probéhlo v poradku. Nasledné jsme
napipetovaly do kazdé jamky 3ml PBS s 2 % FBS na zastaveni aktivity enzymu. Petriho misku jsme
proplachly pipetou a obsah prenesly do 15ml falkonky. Do petriho misek jsme znovu pridaly 3
ml PBS s 2 % FBS a obsah prenesly do stejné falkonky. Falkonku jsme vloZily do centrifugy a
centrifugovaly 3 minuty pfi 300 rcf.

Po centrifugaci buriky sedimentovaly na dno zkumavky a vytvofrily tzv. peletku. Supernatant
nad bunkami jsme odsaly pomoci vakuové odsavacky a kazdou peletku jsme resuspendovaly v
novém médiu. Nasledné jsme do kazdé jamky nové pripravenych kultivacnich nadob
napipetovaly 100ul pfipravené bunécné suspenze. V poslednim kroku jsme desku popsaly
nazvem bunék, datem, ¢islem pasdze, svym podpisem a vloZily do inkubatoru.

5.1.3 Priprava zasobniho roztoku kyseliny palmitové

Nejprve jsme 0,0641 g kyseliny palmitové (P5585-10G, Merck, Némecko) rozpustily ve 2,5 ml
100% ethanolu pro dosazeni koncentrace 100 mM. Roztok jsme nasledné smichaly s 22,5 ml 10%
hovéziho sérového albuminu bez mastnych kyselin v PBS. Smés jsme zahfivaly 1 hodinu pfi 50
°C. Na konci jsme ziskaly zasobni roztok kyseliny palmitové o koncentraci 10 mM.

Kontrolni vehikulum jsme ptipravily smichanim 2,5 ml 100% ethanolu s 22,5 ml 10% hovéziho
sérového albuminu bez mastnych kyselin v PBS a zahfivanim po dobu 1 hodiny pfi 50°C. Vsechny
zasobni roztoky byly skladovany pfi -20 °C.
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5.1.4 Premedikace bunék

5.1.4.1 Premedikace na priitokovou cytometrii
1. Experimentdlni design

Prvni experimentalni design slouzil k vybéru vhodné koncentrace kyseliny palmitové pro dalsi
experimenty.

Do ctyr falkonek jsme si pripravily premedikacni roztoky dle koncentraci uvedenych v Tabulce
1. Do kazdé falkonky jsme napipetovaly potfebny objem média a pfislusného lééiva/vehikula.
Kontrola obsahovala kromé média i vehikulum, aby se pfi experimentu eliminoval jeho vliv.
Z kultivacnich nadob s burikami jsme odsaly staré médium, desku jsme vhodné popsaly a z
falkonek napipetovaly prislusné premedikacni roztoky do jamek (objem jamky = 500 pl). Vzorky
jsme nechaly inkubovat 24 a 48 hodin.

1. Skupina kontrolni (Ctrl) — Neobsahovala uc¢inné Iatky, pipetovany objem vehikula byl 35 pl
(odpovida nejvyssi koncentraci kyseliny palmitové), skupina zahrnovala 6 kultivacnich jamek.

2. Skupina kyseliny palmitové 100 uM (PA 100uM) — koncentrace PA byla 100 uM, pipetovany
objem zasobniho roztoku byl 35ul, skupina zahrnovala 6 kultivacnich jamek

3. Skupina kyseliny palmitové 50 uM (PA 50uM) — koncentrace PA byla 50 uM. Pipetovany
objem byl 10 pl. Tato skupina zahrnovala 3 kultivacni jamky.

4. Skupina kyseliny palmitové 25 uM (PA 25uM) — koncentrace PA byla 25 uM. Pipetovany
objem byl 6,25 pl. Tato skupina zahrnovala 4 kultivacnich jamek

Tabulka 1: Piehled skupin vzorkii pro exp. design 1.

Cislo vzorku |nazev vzorku premedikace protilatka
1 Neznacené bunky |vehikulum zadna
2 Pl Cisté medium PI
3 Eng vehikulum Eng
4-6 Ctrl vehikulum Eng
7-9 PA 100 uM PA 100 pMm Eng
10-12 Ctrl vehikulum Pl, Eng
13-15 PA 100 pM PA 100 puM PI, Eng
16-18 PA 50 uM PA 50 pM PI, Eng
19-22 PA 25 uM PA 25 pM PI, Eng

Ctrl = kontrola, PI = propidium jodid, Eng = Endoglin, PA = kyselina palmitova

Zasobni roztok kyseliny palmitové mél koncentraci 10 mM = 10 000 uM
Pti vypoctu objem( jsme vidy pocitaly s jednou jamkou navic pro pohodInéjsi pipetovani.
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Vypocet objemu PA 100uM Vypocet objemu PA 25uM

c1*V1=c2*V2 c1*V1=c2*V2
_ 100pM *3500pl _ _ 25uM % 25004 _
>~ 10000puM 35 Va=—15 000pM 6,25 ul
Vypocet objemu PA 50uM Vypocet objemu vehikula pro kontrolu
c1*V1=c2*V2 c1*V1=c2*V2
50uM * 2000ul 100uM * 3500l
p= 2 o Vy= —& =350

10 000uM 10 000uM

2. Experimentdlni design

Druhy experimentalni design slouzZil k vybéru vhodného casu kultivace a vhodné koncentrace
atorvastatinu.

Do ctyr falkonek jsme si pripravily premedikacni roztoky dle koncentraci uvedenych v Tabulce
2. Déle jsme postupovaly obdobné jako u experimentalniho designu 1. Vzorky jsme nechaly
inkubovat 24 hodin.

1. Skupina kontrolni (Ctrl) — Neobsahovala ucinné latky, pipetovany objem DMSO byl 7 ul
(odpovida nejvyssi koncentraci atorvastatinu), skupina zahrnovala 6 kultivacnich jamek.

2. Skupina atorvastatinu 5 uM (ATV 5uM) — koncentrace ATV byla 5 uM. Pipetovany objem byl
1 pl. Tato skupina zahrnovala 3 kultivaéni jamky.

3. Skupina atorvastatinu 10 uM (ATV 10uM) — koncentrace ATV byla 10 uM. Pipetovany objem
byl 2 pl. Tato skupina zahrnovala 3 kultivacni jamky.

4. Skupina atorvastatinu 20 pM (ATV 20uM) — koncentrace ATV byla 20 uM, pipetovany objem
zasobniho roztoku byl 9 pl, skupina zahrnovala 8 kultivacnich jamek.



Tabulka 2: Piehled skupin vzorkii pro exp. design 2.

Cislo vzorku |nazev vzorku premedikace protilatka
1 Neznacené buriky vehikulum zadna
2 Pl Cisté medium PI
3 Eng vehikulum Eng
4-6 Ctrl vehikulum Eng
7-9 ATV 20 uM ATV 20 uM Eng
10-12 Ctrl vehikulum Pl, Eng
13-15 ATV 5 uM ATV 5 pM PI, Eng
16-18 ATV 10 uM ATV 10 uM PI, Eng
19-23 ATV 20 uM ATV 20 uM PI, Eng

Eng = Endoglin, Ctrl = kontrola, ATV = atorvastatin, Pl = propidium jodid,

Zasobni roztok atorvastatinu mél koncentraci 10 mM =10 000 uM

Vypocet objemu ATV 5

c1*V1=c2*V2

_ 5uM==2000pul

10 000uM ul
Vypocet objemu ATV 10
cl1*V1=c2*V2

10uM * 2000ul
v, - 10uM > 20004l _ ) |

10 000uM
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Vypocet objemu ATV 20

c1*V1=c2*V2

_ 20uM *4500pl

v
>~ 10000puM

ol

Vypocet objemu vehikula pro kontrolu

c1*V1=c2*V2

_ 20pM *3500p1

v
>~ 10000puM

7 ul



3. Experimentdlni design

V tomto experimentalnim designu jsme jiz pracovaly s koncentracemi atorvastatinu a kyseliny
palmitové, které se jevily jako nejslibnéjsi v pfedchozich experimentech. Rozhodly jsme se pro
kyselinu palmitovou o koncentraci 25 uM a atorvastatin o koncentraci 5 uM.

Do ¢tyr falkonek jsme si pripravily premedikacni roztoky dle koncentraci uvedenych v Tabulce
3. Déle jsme postupovaly jako v experimentalnim designu 1. Vzorky jsme nechaly inkubovat 24
hodin.

1. Skupina kontrolni (Ctrl) — Neobsahovala Géinné latky, pipetovany objem vehikula byl 7,5 ul a
1,5 pul DMSO, skupina zahrnovala 5 kultivacnich jamek.

2. Skupina atorvastatinu 5 pM (ATV 5uM) — koncentrace ATV byla 5 uM, pipetovany objem
zasobniho roztoku ATV byl 1,5 pl a vehikula 7,5 ul, skupina zahrnovala 5 kultivacnich jamek

3. Skupina atorvastatinu 5 uM a kyseliny palmitové 25 uM (ATV 5uM + PA 25uM) - koncentrace
ATV byla 10 uM. Pipetovany objem ATV byl 1,5 ul a PA 7,5 pl. Tato skupina zahrnovala 5
kultivacnich jamek.

4. Skupina kyseliny palmitové 25 uM (PA 25uM) - koncentrace PA byla 25 uM. Pipetovany

objem byl 6,25 ul zasobniho roztoku PA a 2,5 ul DMSO. Tato skupina zahrnovala 4 kultivaéni
jamky.

Tabulka 3: Piehled skupin vzorkit pro exp. design 3.

Cislo vzorku nazev vzorku premedikace protilatka
1 Neznacené buriky vehikulum zadna
2 PI Cisté medium Pl
3 Eng vehikulum Eng
4-8 Ctrl vehikulum Pl, Eng
9-13 ATV 5 uM ATV 5 pM PI, Eng
14-18 ATV 5 UM +PA 25 uM | ATV 5 uM + PA 25 uM PI, Eng
19-22 PA 25 uM PA 25 pM PI, Eng

Neznacené B. = neznacené bunky, Ctrl = kontrola, Pl = propidium jodid, Eng = Endoglin, PA
= kyselina palmitova, ATV = atorvastatin




Vypocet objemu PA 25uM

c1*V1=c2*V2

_ 25uM = 2500l

Vypocet objemu ATV 5uM

c1*V1=c2*V2

_ 5uM *3000pl

2T T 1oo00pM 6,25 ul Va=00 ooopM Lol
Vypocet objemu ATV 5uM + PA 25uM Vypocet objemu DMSO
cl*V1=c2*V2 cl*V1=c2*V2
_ 5uM*3000pl _ _ 5pM=3000ul _
Vz——lo 000pM 1,5 ul ATV Va2 ~oooouM 000pM 1,5 ul
Vypocet objemu vehikula
cl*V1=c2*V2
cl*V1=c2*V2
25uM * 3000ul
vy =22 — g5 1 PA

10 000puM _ 25uM *3000ul

v
>~ 10000puM

=75u

5.1.4.2 Treatment na PCR

Do tfech falkonek jsme si pripravily premedikacni roztoky dle vypocitanych koncentraci. Do
kazdé falkonky jsme napipetovaly 5000ul média a ptislusné léc¢ivo/vehikulum dle Tabulky 4.
Objem jedné jamky=1000pl. Dale jsme postupovaly jako v experimentalnim designu 1. Prvni sérii
vzorkl jsme nechaly inkubovat 8 hodin, druhou sérii 16 hodin.

1. Skupina kontrolni (Kontrola) — Neobsahovala Gc¢inné latky, pipetovany objem DMSO byl 2,5
ul, vehikula 12,5 pl, skupina zahrnovala 4 kultivaéni jamky.

2. Skupina atorvastatinu (ATV) — koncentrace atorvastatinu byla 5uM, pipetovany objem
zasobniho roztoku byl 2,5 pl, vehikula 12,5 pl. Skupina zahrnovala 4 kultivacni jamky.

3. Skupina atorvastatinu a kyseliny palmitové (ATV+PA) — koncentrace atorvastatinu byla 5uM,
kyseliny palmitové 25uM. Pipetovany objem byl u atorvastatinu 2,5 ul a u kyseliny palmitové
12,5 pl. Tato skupina zahrnovala 4 kultivacni jamky.



Tabulka 4: Experimentdlni design bunék, pipetované objemy

Skupina DMSO ATV 5um Vehikulum PA 25uM
Kontrola 2,5ul X 12,5 ul X
ATV X 2,5 ul 12,5 ul X
ATV+PA X 2.5 ul X 12,5 pl
ATV = atorvastatin, PA = kyselina palmitova, DMSO= dimethylsulfoxid
Vypocet objemu DMSO Vypocet objemu vehikula
c1*Vi=c2*V2 c1*Vi=c2*Vz
V2 = 5000;11*5u1v1=2,5 ul g — 5.000ul «25uM _ 12,5l

10 000pM 10 000pM

Vypocet objemu ATV 5uM Vypocet objemu ATV 5uM a PA25 uM

c1*Vi=c2*Va c1*Vi=c2*Va

5000pl * 5uM _

5000yl * 5uM ATV (25uM PA) _
Toooopm 20 Ml vz =

vz = 10 000puM

Varv=2,5 ul, Vieay=12,5 pl

5.2 Prutokova cytometrie

Z 12jamkovych desek jsme odsaly médium, pfidaly 500 pl PBS a pomalu jsme proplachly
povrch misek. Potom jsme PBS odsaly odsavackou v laminarnim boxu. Tento postup jsme
zopakovaly pro preciznéjsi promyti. Nasledné jsme k burikdm pridaly 150 pl enzymu akutaza.
Mirnym pohybem jsme akutazu rozprostrely po celém povrchu misek a nechaly jsme je 5 minut
inkubovat.

Po 5 minutdch jsme k akutaze pridaly 100 pul PBS s 2% FBS. Smés akutdzy a PBS s 2% FBS jsme
resuspendovaly pipetou a prenesly do 96jamkové desky se dnem ve tvaru, V“. Desku jsme vloZily
do centrifugy pfi 300 rcf po dobu 3 minut a vznikly supernatant jsme odsaly odsavackou. Peletky
vzniklé na dné jamek jsme resuspendovaly poklepanim desky o tvrdy povrch a do kazdé jamky
jsme napipetovaly 200 ul PBS se 2% FBS a znovu nechaly zcentrifugovat (300 rcf, 3 minuty). Tento
proces jsme opakovaly 2krat.

Po druhém resuspendovani peletky jsme do kazdé jamky napipetovaly 100 pl odpovidajici
primarni protilatky s navazanym fluoroforem. Jednotlivé protilatky jsme naredily podle Tabulky
5. Tento proces probihal za tmy, aby nedoslo k excitaci vzork(. Dale jsme si pfipravily mastermix,
ktery obsahoval smichané protilatky v PBS s 2% FBS (Tabulka 6). Nasledné jsme desku inkubovaly
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ve tmé v lednici pti 4 °C po dobu 30 minut. Po pll hodiné jsme desku znovu vloZily do centrifugy
(300 rcf, 3 minuty), supernatant odsaly a peletku znovu resuspendovaly poklepanim desky o
tvrdy povrch. Odsanim supernatantu jsme odstranily prebytecné protilatky, které se nenavazaly
na buriky.

Tabulka 5: Piiprava jednobarevnych kontrol

Nazev Protilatka na jamku PBS na jamku
Eng 1l 99 ul
Pl 0,5 ul 99,5 ul

Eng=endoglin; PI= propidium jodid, PBS= phosphate buffered saline (fosfatovy tlumivy roztok)

Tabulka 6: Priprava mastermixu pro exp. design 1

Pfiprava mastermixu

Protilatka/ PBS na 1 jamku v ul | Protilatka/ PBS na 13 jamek v pl
Eng 1 13
Pl 0,5 6,5
PBS 98,5 1280,5

Eng=endoglin; PI = propidium jodid, PBS =phosphate buffered saline (fosfatovy tlumivy roztok).
Tabulka znazornuje pripravu mastermixu pro experimentalni design 1. Pro ostatni dva
experimentalni designy jsme vypocitaly potiebné objemy podle poctu pouzitych jamek.

V dalSim kroku jsme do kazdé jamky pfidaly 200 ul PSB s 2% FBS, desku jsme opét
zcentrifugovaly pti 300 rcf, 3 minuty, odsaly jsme supernatant a tento krok jsme jesté jednou
zopakovaly. Nakonec jsme k peletce pridaly 150 pl PBS a vzorky byly pfipravené na méreni
pomoci cytometru (CytoFlex LX, Beckman Coulter, Kalifornie, USA).

Ziskané vysledky jsme vyhodnotily v programu (CytExpert Acquisition and Analysis Software)
verze 2.4, Beckman Coulter, Kalifornie, USA) a exportovaly je do aplikace Excel. Z namérenych

hodnot jsme vypocitaly % kontroly.

Vysledky jsme dale zpracovavaly v programu GraphPad Prism 9 (verze 9.1.0; GraphPad
Software Inc., Kalifornie, USA).
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5.3 PCR

Den pied experimentem jsem vlozila chloroform, isopropylalkohol a 75% ethanol do mrazaku.
75% ethanol jsme si pfipravily z 96% ethanolu.

Vypocet piipravy 75 % ethanolu

V1 * 75% ethanol = V; * 96% ethanol

_ 50ml*75%

V2 26%

= 39 ml 96% ethanolu + 11 ml vody

Pred zacatkem experimentu bylo nutné nahfat roztok PBS ve vodni lazni na alespor 20 minut.

VSechny 6jamkové desky jsme proplachly 500 pl nahfatého PBS a nasledné ho odsaly
odsavackou. Tento krok jsme zopakovaly, abychom odstranily co nejvice plivodniho média.

Déle jsme do kazdé jamky pFidaly 0,5 ml Trizolu — TRI Reagent™ Solution (AM9738, Invitrogen,
USA), ktery narusil bunécnou strukturu a dojde k uvolnéni DNA, RNA a protein(. Kultivacni
nadoby jsme nechaly po dobu 5 minut stat za ob¢asného promichani.

V dal$im kroku jsme do vhodné popsanych 1,5 ml mikrocentrifugacnich PCR clean zkumavek
prenesly 0,5 ml této smési z kazdé jamky.

Vzorky jsme zhomogenizovaly v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut. Déle jsme ke kazdému
vzorku pfidaly 100 pl studeného chloroformu, protrepaly je a nasledné jesté zvortexovaly po
dobu 10 s. Po pétiminutovém stani jsme vzorky zcentrifugovaly pti 4°C a otackach 12 000 rpm
po dobu 15 min. Po centrifugaci bylo mozné pozorovat oddélujici se faze s prstencem DNA
tvoricim mezifazi.

Do nové sady vhodné oznacenych mikrocentrifugacénich zkumavek jsme napipetovaly 5 pl
GenElute™-LPA (56575-1ML , Merck, Nemécko) pro zvy$eni stability RNA a dale jsme do nich
prenesly horni vrstvu z plvodnich zkumavek. Poté jsme pridaly 250 pl studeného
isopropylalkoholu a vzorky jsme promichaly. Nechaly jsme je stat 10 minut pti pokojové teploté
a nasledné jsme vzorky zcentrifugovaly pfi 4°C a 12 000 rpm po dobu 10 minut. Po centrifugaci
jsme isopropylalkohol opatrné odsaly a k peletkam vzniklym na dné jsme pftidaly 0,5 ml 75 %
etanolu. Kazdou zkumavku jsme 10 sekund promichaly pomoci vortexu.

Ethanol jsme odsaly a peletky nechaly vyschnout. Potom jsme je rozpustily ve 20 ul vody pro

injekce (agqua pro injectione, API), zvortexovaly a vloZily na 20 minut do lednicky. Cely proces
extrakce RNA je znazornén na Obrazku 18.
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Obrazek 18: Extrakce RNA

Obrazek znazornuje cely proces izolace RNA. V prvnim kroku dojde k rozpadu bunek (Lysis) a
uvolnéni DNA a RNA. Po pridani chloroformu a vytiepavani se oddeli 3 vrstvy (Phase
Separation) — vodni, kterd obsahuje RNA, mezifaze obsahujici DNA a spodni organicka vrstva.
Odebranim vodni vrstvy a naslednym pridanim isopropanolu dojde k precipitaci RNA
(Precipitation) za vzniku pelety (RNA pellet). Peleta se necha vysusit a poté se rozpusti ve vodé
pro injekce — API (water) (133).

Po extrakci nasledovalo méreni koncentrace RNA ve vzorcich pomoci spektrofotometru
(NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH, Némecko). Na pfistroji jsme nastavily faktor zfedéni
1.000, jednotky: ng/ul a lid factor: 40. Vzorky jsme méfily v objemu 1,5 pl. Nejprve byla potfeba
zmérit tzv. slepy vzorek (API), aby se odstranil vliv vehikula pfi méreni. Po kazdém vzorku jsme
dikladné otrely optickou plochu bunicinou.

Po méreni koncentrace nasledoval prepis RNA do cDNA. Vzorky jsme naredily do 0,2 ml PCR
clean mikrozkumavek na koncentraci 100 ng/pl v objemu 10 pl podle Tabulky 7. Nasledné jsme
si podle Tabulky 8 pfripravily mastermix pro reverzni transkripci (MM RT). Do 0,2 ml
mikrozkumavek jsme napipetovaly 10 pl pfipraveného MM RT. Vzorky jsme zcentrifugovaly a
nasledné vlozZily do termocykléru (Biometru TOne 96G, Analytik Jena, Némecko). Po skonéeni
prepisu jsme vzorky naredily na koncentraci 5 ng/ul pfidanim 180 ul API.

V poslednich krocich jsme si pfipravily dvé mikrocentrifugacni zkumavky, v kterych jsme si
pripravili mastermix na PCR dle Tabulky 9. Nasledné jsme do kazdé jamky pipetovaly smés
slozenou z 5 pl master mixu a 0,5 pl primeru (oba TagManTM Gene Expression Master Mix,
Applied Biosystems, USA).

Nakonec jsme pipetovaly vzorky v objemu 4,5 pl do jamek v duplikatech (Tabulka 10).
96jamkovou desku jsme prelepily folii a nechaly zcentrifugovat 2 minuty pfi 1000 rpm. Po
centrifugaci byla deska pfipravena na samotny experiment. Vlozily jsme ji do termocykléru
(QuantStudioTM Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystems, USA) a namérené vysledky
jsme exportovaly do excelu a dale vyhodnocovaly v programu GraphPad Prism 9 (verze 9.1.0;
GraphPad Software Inc., Kalifornie, USA).
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Tabulka 7: Redéni RNA

8h-ctrl 1 312,5 3,20 6,30
8h-ctrl 2 342 2,92 7,08
8h-ctrl 3 340 2,94 7,06
8h-ctrl 4 - - -
8h-5 ATV 1 148,5 6,73 3,27
8h-5 ATV 2 310 3,23 6,77
8h-5 ATV 3 - - -
8h-5ATV 4 330 3,03 6,97
8h-PA 1 258 3,88 6,12
8h-PA 2 330 3,03 6,97
8h-PA 3 352,5 2,84 7,16
8h-PA 4 335 2,99 7,01
16h-ctrl 1 138 7,25 2,75
16h-ctrl 2 413 2,42 7,58
16h-ctrl 3 4425 2,26 7,74
16h-ctrl 4 4475 2,23 7,77
16h-5 ATV 1 403 2,48 7,52
16h-5 ATV 2 406 2,46 7,54
16h-5 ATV 3 371 2,70 7,30
16h-5 ATV 4 309 3,24 6,76
16h-ATV+PA 1 361 2,77 7,23
16h-ATV+PA 2 368 2,72 7,28
16h-ATV+PA 3 360 2,78 7,22
16h-ATV+PA 4 377 2,65 7,35

Kontroly (Ctrl) jsou zndzornéné Sedou barvou. Ciselny vidaj 8h/16h vyjadiuje dobu kultivace.
Vzorky 8h-ctrl 4 a 8h-5 ATV 3 nebyly k méreni pouzity, protoze doslo k odsati peletky.

Ctrl= kontrola, PA=kyselina palmitova, SATV=atorvastatin 5uM, ATV+PA=atorvastatin SuM +
kyselina palmitova 25uM

Tabulka 8: Piiprava Mastermixu na reverzni transkripci

mnoz. ul | nadb. pl | Celkovy objem (pul)
Voda bez nukleaz 4,2 4,536 117,9
Pufr pro reverzni transkripci 2 2,16 56,2
Nahodné primery pro reverzni transkripci 2 2,16 56,2
Mix deoxynukleotidtrifosfatl 0,8 0,864 22,5
Reverzni transkriptaza. 1 1,08 28,1

Tabulka zndzornuje sloZeni mastermixu na reverzni transkripci.
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Tabulka 9: Priprava Mastermixu na PCR

Objem na jeden | Celkovy objem
vzorek [ul] pro 22 vzork [U]

MM 5 240
Primer 0,5 24
MM-Master mix

Tabulka 10: RozloZeni vzorkii na desce pro PCR

CTRL 1 16HCTRL 2 16H CTRL 3 16HCTRL 4 16HATV 1 16H|ATV 2 16H ATV 3 16H [ATV 4 16H|P+A 1 16H [P+A 2 16H (P+A 3 16H |P+A 4 16H
CTRL 1 16HCTRL 2 16H CTRL 3 16HCTRL 4 16HATV 1 16H|ATV 2 16H ATV 3 16H [ATV 4 16H|P+A 116H [P+A216H (P+A316H |P+A 4 16H

1 2 3 4 5 B 7 B 9 10 11 12

A CTRL1BH [CTRL 2 8H |CTRL3 8H |[ATV 18H [ATV 28H ATV48H [P+A18H |P+A28H |P+A38H P+A 4 BH  |x X

B CTRL 1 BH |[CTRL 2 8H |CTRL 3 8H |[ATV 2 BH [ATV 2 BH ATV 48H [P+A18H |P+A28H |P+A 3 BH P+tA 4 BH  |x X

C CTRL 1 16HCTRL 2 16H CTRL 3 16HCTRL 4 16HATV 1 16H|ATV 2 16H ATV 3 16H [ATV 4 16H|P+A 1 16H [P+A 2 16H (P+A316H |P+A 4 16H
D CTRL 1 16HCTRL 2 16H CTRL 3 16HCTRL 4 16HATY 1 16H|ATV 2 16H ATV 3 16H [ATV 4 16H|P+A116H [P+A216H (P+A316H |P+A 4 16H
E CTRL1BH [CTRL 2 8H |CTRL 3 8H |ATV 1 8H [ATV 28H ATV 48H (P+A18H |P+A28H |P+A38H P+A 4 BH  |x X

F CTRL1BH |[CTRL 2 8H |CTRL3 8H |[ATV 18H [ATV 28H ATV48H [P+A18H |P+A28H |P+A 3 8H P+tA48H  |x X

G

H

Vzorky jsme pipetovaly v duplikatech zvlast pro kazdy primer. A-D — primer 1, E-H —primer 2.
Ctrl= kontrola, 8 H/16 H= cas kultivace, ATV=atorvastatin SmM, P+A= kyselina palmitova
25mM a atorvastatin SmM, x = prazdna jamka

5.4 Sendvicova ELISA

Vzorky pro tento experiment jsme si odebraly pred pratokovou cytometrii. Konkrétné jsme si
odebraly 2x150 pl supernatantu do mikrocentrifugacnich zkumavek a ulozily je do mrazaku (-80
°C) aZ do ELISA experimentu. Den pred experimentem jsme si vyndaly vzorky z mrazaku, prenesly
je do lednicky (4 °C). Dale bylo nutné pfipravit roztok zachytné primarni protilatky. K dispozici
jsme mély roztok protilatky o koncentraci 360 pg/ml a potfebovaly jsme 12 ml roztoku s
koncentraci 2 pg/ml.

Vypocet mnozstvi zachytné primarni protilatky:

c1*V1=c2*V2

~12000ug * 2ug/ml
360ug/ml

= 66,7 ml
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Do 15 ml falkonky jsme napipetovaly 12 ml PBS, z toho jsme odebraly 66,7 ul PBS a pridaly
66,7 ul roztoku primarni protilatky. Tento postup jsme zvolily pro co nejpfesnéjsi napipetovani
objemd. Jesté ten den jsme potahly 96jamkovou desku roztokem zachytné primarni protilatky v
PBS. Do kazdé jamky jsme napipetovaly 100 ul roztoku. Desku jsme prelepily a nechaly pres noc
inkubovat pfi pokojové teploté za stalého michani (RT, 500 rpm).

V den experimentu jsme si pfipravily promyvaci roztok (Wash buffer, WB). 20 ml
koncentrovaného WB jsme pfidaly ke 480 ml deionizované vody, abychom dostaly vysledny
objem 500 ml.

Nasledné jsme si pfipravily roztok reagencniho Ccinidla (Reagent diluent, RD). 8 ml
koncentrovaného RD (10% BSA) jsme pridaly do 72 ml roztoku PBS, aby vysledny objem
odpovidal 80 ml.

Ve chvili, kdy jsme mély vSechny potfebné roztoky pripravené, jsme rychlym Svihem do
umyvadla wylily roztok z mikrotitracni desticky a promyly vSechny jamky 250 ul WB pomoci
multikanalové pipety. Tento proces jsme provedly celkem tfikrat. Po promyti jsme do jamek
pridaly 250 ul RD, desku jsme prelepily a inkubovaly pfi pokojové teploté za stalého michani (RT
500 rpm) 1 hodinu.

V dalSim kroku jsme jamky znovu ttikrat promyly WB. Takto jsme si pfipravily mikrodesticku,
do které jsme v dalSim kroku pipetovaly nase vzorky a kalibra¢ni fadu.

Pro vytvoreni kalibra¢ni fady jsme mély k dispozici zasobni roztok standardu o koncentraci 380
ng/ml a potfebovaly jsme ziskat roztok 1000 pl roztoku o koncentraci 8 ng/ml.

Vypocet mnozstvi standardu:

c1*V1=c2*V2

_1000ul «8ng/ml
380ng/ml

V, =21 ul

Kalibrac¢ni fadu jsme vytvorily fedénim standardu do mikrozkumavek. Do prvni kalibraéni
mikrozkumavky jsme napipetovaly 1000 ul RD a do vSech ostatnich (2. — 8. mikrozkumavka) 500
ul RD. Z prvni mikrozkumavky jsme odebraly 21 pl RD, ptidaly 21 pl standardu o koncentraci 380
ng/ml a promichaly pomoci vortexu. V dalsim kroku jsme do kazdé nasledujici mikrozkumavky
prenesly 500 pl z predchozi mikrozkumavky (Obr.19). Posledni mikrozkumavka obsahovala uz
jen cCisty RD a byla vyuzita jako slepy vzorek.

46



500 pL 500pL 500 pL 500 plL 500 pL 500 pL

—__—
3 MD ' u m ' '
Reconstituted 8000 4000 2000 1000 500 250 125
Standard pg/mL pa/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Obrazek 19: Sériové Fedéni

Priklad sériového rFedeéni ze zasobniho roztoku standardu (Reconstituted standard) pro vytvoreni
kalibracni fady. V prvnim kroku se k 979 ul RD (Reagent diluent; reagencni cinidlo) prida 21 ul
standardu, ktery predstavuje prvni bod kalibracni rady. Nasledné se v kazdém dalsim kroku
odebere 500 ul z predchazejici mikrozkumavky a prida se k 500 ul RD, az dokud nevznikne roztok
o koncentraci 125 pg/ml. Posledni mikrozkumavka se samotnym RD slouzi jako slepy vzorek
(134).

Vzorky do desky jsme pipetovaly v duplikatech. Do prvnich dvou sloupcli jsme napipetovaly
50 ul RD a 50 pl nafedénych standardi taktéz v duplikatech. Do zbylych jamek jsme pipetovaly
50 pl RD a 50 pl vzorku (Tabulka 11). Desku jsme zalepily a nechaly inkubovat 2 hodiny pfi
pokojové teploté za stalého michani (RT 500 rpm).

Po 2 hodinach jsme desku tfikrat promyly WB. Pro dalsi postup bylo potreba pfipravit roztok

detekéni protilatky. K dispozici jsme mély roztok protilatky o koncentraci 9 pg/ml a potrebovaly
jsme 12 ml roztoku s koncentraci 0,05 pg/ml.

Vypocet mnozZstvi detekcni sekunddrni protilatky:

c1*V1=c2*V2

_12000ug * 0,05ug/ml
9ug/ml

= 66,7 ml

Do 15 ml falkonky jsme napipetovaly 12 ml RD, 66,7 ul RD jsme odebraly a pridaly 66,7 ul
roztoku detekéni protilatky. V dalsim kroku jsme pridaly do jamek 100 pl detekéni protilatky.
Desku jsme prelepily a nechaly inkubovat 2 hodiny pfi pokojové teploté za stalého michani (RT,
500 rpm).

Po uplynuti 2 hodin jsme vSechny jamky znovu tfikrat promyly WB. Pro dalsi kroky bylo potifeba
si pripravit roztok streptavidinu-HRP v RD (Obr. 20). Pozadovana koncentrace byla udana jako
200nasobné ziedéni zasobniho roztoku. Na zakladé poméru jsme si vypocitaly, Ze potifebujeme
pridat 60ul streptavidinu-HRP.
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Vypocet roztoku Streptavidin-HRP:

12000pl
~ 200

X =60 ul

Nasledné jsme tedy odebraly 60ul z 12ml roztoku RD a napipetovaly jsme tam 60ul
streptavidinu — HRP.

T™B Colored
Substrate Product

\dﬂ

Streptavidin — HRP

Detection Antibody

Capture Antibody

Obrazek 20: Priklad vyuZiti Streptavidinu u ELISA

Obrizek zndzoriuje vyuziti systému nékolika protildtek. Uplné dole se nachdzi zdchytnd
protilatka (Capture Antibody), na kterou se vaze detekcni protildatka (Detection Antibody) s
navazanym enzymem. V tomto pripadé se vyuzil komplex streptavidin-biotin, ktery zvysuje limit
detekcni citlivosti. Na protilatku je pripojen biotin, na ktery se silnou vazbou vaze streptavidin,
ke kterému se vaze do dalsich vazebnych mist enzym nebo fluorofor (135, 136)

Do vsech jamek jsme nasledné pridaly 100 pl roztoku Streptavidin-HRP, desti¢ku jsme zalepily
folii a inkubovaly ji ve tmé 20 minut pfi pokojové teploté za stalého michani.

Po uplynuti ¢asu jsme desku znovu tfikrat promyly WB. Po promyti jsme do jamek
napipetovaly 100 pl tetramethylbenzidinu, ktery slouZil jako substrat. Po pfidani substratu jsme
desticku znovu zalepily a nechaly inkubovat 20 minut ve tmé pfi pokojové teploté za stalého
michani (RT, 500 rpm). Po pfidani substratu probéhla barevna reakce, jejimz vysledkem byla
modra barva.

Po 20 minutach jsme do jamek napipetovaly 50 ul roztoku kyseliny sirové, ktera reakci
zastavila. Po pfidani kyseliny sirové doslo k barevné zméné z modré na Zlutou. Desku jsme jemné

poklepaly o dlan a vzorky sly méfit.

Meéfily jsme optickou hustotu kazdé jamky pomoci spektrofotometru (Synergy HTX Multi-
mode reader, BioTek, USA) pfi vinové délce 450 nm a 540 nm.

48



Tabulka 11: RozloZeni vzorkii na desce na ELISA

1 2 3 4 5 6 7 8
A 0 0 K1 K1 ATV3 ATV3 PA1 PA1
B 125 125 K2 K2 ATVA4 ATV4 PA2 PA2
C 250 250 K3 K3 ATVS ATVS PA3 PA3
D 500 500 K4 K4 ATV/PA1 ATV/PA1 PA4 PA4
E 1000 1000 K5 K5 ATV/PA2 ATV/PA2
F 2000 2000 K6 K6 ATV/PA3 ATV/PA3
G 4000 4000 ATVI ATV1 ATV/PA4 ATV/PA4
H 8000 8000 ATV2 ATV2 ATV/PAS ATV/PAS

Prvni dva sloupce zahrnuji kalibracni Fadu v jednotkach pg/ml.
KI1-K6= kontrola, ATV 1-5= atorvastatin, ATV/PA 1-5 = atorvastatin + kyselina palmitova, PA
1-4= kyselina palmitova. Vsechny vzorky i kalibracni radu jsme pipetovaly v duplikatech.

Nejprve jsme z vyslednych hodnot absorbanci pti 540nm a 450nm vytvorily tabulku tak, Ze
jsme odecetly hodnoty koncentraci pfi 540nm od hodnot pfi 450nm (Tabulka 12). Rozdil
jednotlivych hodnot nam opravil optické nedokonalosti desky.

Tabulka 12: Rozdil naméiené optické hustoty pii 540 nm a 450 nm.

0,241 0,242 0,493 | 0498 | 0,493 | 0,477 | 0,452 | 0,454
0,308 0,297 0,422 | 0,418 | 0,408 | 0,409 | 0,418 | 0,41

0,386 0,376 0,473 | 0,465 | 0,403 | 0,405 | 0,418 | 0,436
0,522 0,537 0,435 | 0,428 | 0,353 | 0,354 | 0,398 | 0,404
0,832 0,812 0,493 | 0,467 | 0,378 | 0,386
1,472 1,387 0,457 | 0,449 | 0,388 | 0,401
2,479 2,502 0,493 | 0,493 | 0,393 | 0,414

3,785 3,808 0,51 | 0,496 | 0,404 | 0,412

T O Mmoo w>»

Vzorky odpovidaji rozloZeni viz tabulka 11

Nasledné bylo nutné odecist namérené hodnoty od slepého vzorku, ktery nam eliminuje vliv
vehikula (Tabulka 13). V dalsim kroku jsme hodnoty duplikat(i z predchozi tabulky zprliimérovaly
(Tabulka 14). Zpridmérované hodnoty jsme vlozZily do online softwaru Assayfit Pro, ktery nam
sestavil kalibracni kfivku, na zakladé které jsme ziskaly vysledné koncentrace vzorka (Tabulka
15).
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Tabulka 13: Odcitani optické hustoty od slepého vzorku

A [ -0,0005 | 0,0005 |0,2515|0,25650,2515 0,236 |0,2105|0,2125
B | 0,0665 0,0555 |0,1805)0,1765 |0,1665 | 0,168 | 0,1765 | 0,1685
C | 0,1445 0,1345 |0,2315)0,2235|0,1615| 0,164 | 0,1765 | 0,1945
D | 0,2805 0,2955 |0,1935)0,1865|0,1115| 0,113 |0,1565 | 0,1625
E [ 0,5905 0,5705 |0,2515]0,2255 |0,1365 | 0,145
F [ 1,2305 1,1455 |0,21550,2075]0,1465 | 0,16
G| 2,2375 2,2605 |0,2515)0,2515|0,1515 0,173
H | 3,5435 3,5665 |0,2685)0,2545 10,1625 | 0,171

Od kazdé hodnoty jsem odecetla hodnotu slepého vzorku (0,2415). Rozlozeni vzorkii odpovida

tabulce 11.

Tabulka 14: Findlni hodnoty optické hustoty

A 0,0000 0,254 0,2435 0,2115
B 0,0610 0,1785 0,167 0,1725
Cc 0,1395 0,2275 0,1625 0,1855
D 0,2880 0,19 0,112 0,1595
E 0,5805 0,2385 0,1405
F 1,1880 0,2115 0,153
G 2,2490 0,2515 0,162
H 3,5550 0,2615 0,1665

Tato tabulka zahrnuje zpriumérované hodnoty duplikatii po odecteni slepého vzorku

Tabulka 15: Vysledna koncentrace z online softwaru Assayfit Pro

466.475251315

448.353274776

392.322623538

94.9646133177

332.983669527

311.840797754

321.986366469

260.045539584

420.499438622

303.491282757

345.726235262

524.419127749

353.870760895

205.979633107

297.899521008

998.848099014

439.681237481

261.964091402

1979.59391532

392.322623538

285.710685768

4018.00644349

462.171115849

302.560759589

I O Mmoo WP

7992.16962715

479.349561518

310.91527833

Vysledky jsme déle zpracovavaly v statistickém programu GraphPad Prism 9 (verze 9.1.0;

GraphPad Software Inc., Kalifornia, USA).
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6. VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky v této praci uvadime jako median s mezikvartilovym rozpétim. Hladinu statistické
vyznamnosti (p) jsme stanovily pomoci Mann-Whitney nebo Kruskal-Wallis testu. Za statisticky
vyznamny rozdil se povazuje hodnota p < 0,05. V pfipadé, Ze hodnota statisticky vyznamna
nebyla, je oznacena symbolem ,ns“, pficemz plati, Ze p > 0,05.

Statisticky vyznamné hodnoty se oznacuji symbolem ,,*“, pficemz plati, Ze: * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,001.

K vyhodnoceni vysledkl jsme pouzivaly statisticky program GraphPad Prism 9 (verze 9.5.1;
GraphPad Software Inc., Kalifornie, USA).
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6.1 Proteinova exprese endoglinu
a) kyselina palmitova

Proteinovou expresi Eng jsme detekovaly pritokovou cytometrii. Nejprve jsme si stanovily
koncentrace a Casy inkubace dle odborné literatury, pfi kterych jsme ocekavaly pravdépodobné
zmény v hladinach protein( (137). U kyseliny palmitové (PA) jsme pouzily fadu koncentraci 25
UM, 50 uM a 100 uM a méreni jsme provedly po 24 a 48 hodinach.

V pripadé 24 hodinové inkubace u koncentrace 25 uM PA bylo prokazano signifikantni (p <
0,05) snizeni proteinové exprese Eng v porovnani s kontrolou. Z tohoto dlivodu jsme tuto
koncentraci vybraly pro dalsi experimenty. Koncentrace 50 uM a 100 uM vici kontrole

nevykazovaly signifikantni zmény (p > 0,05) (Graf 1).

U proteinové exprese Eng po 48 hodinach jsme nezaznamenaly v Zadnych koncentracich
signifikantni (p > 0,05) zménu oproti kontrole.

Graf 1: Proteinova exprese Eng po 24h a 48h
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Graf zndzornuje miru proteinové exprese Eng v kontrolni skupiné a ve skupinach PA 25 uM, PA
50 uM a PA 100 uM. Vysledky jsou vyjadirené v % kontroly, n = 3-5, Kruskal-Wallis test, pricemz
plati Zens p > 0,05 a * p <0,05. PA= kyselina palmitova

Byla publikovana studie, ve které se zkoumala exprese Eng u diabetickych mysi krmenych
olejem z vaje¢ného Zloutku, jehoZ jednou ze sloZek je kyselina palmitova. V této studii dochazelo
ke zvyseni exprese Eng, cozZ je oproti ndmi namérenym hodnotam protichidny vysledek (138).

MuzZe tomu tak byt z vicerych divodu. Jednim z nich mizZe byt sloZeni oleje z vajecného
Zloutku, ktery kromé kyseliny palmitové obsahuje i kyselinu olejovou a linolenovou, zatimco my
jsme poutzivaly jenom kyselinu palmitovou. Dédle byl nas experiment provadény na zdravych
aortalnich bunkach, ale zkoumanym mysim byl indukovan diabetes, coz mohlo také ovlivnit
vysledky.
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b) Atorvastatin
Podobné jako v predchozim pripadé jsme si stanovily koncentrace a cas, pfi kterych jsme
predpokladaly zmény v proteinové expresi Eng. U atorvastatinu (ATV) jsme pouZily fadu

koncentraci 5uM, 10uM a 20uM a méreni jsme provedly po 24 hodinach.

Ani u jedné z koncentraci ATV nebyla detekovana po 24 hodinach 7adna signifikantni zména
(Graf 2), ale u vyssich koncentraci jsem pomoci cytometru zaznamenaly vyssi pocet mrtvych
bunék, a proto jsme pro dalsi experimenty zvolily koncentraci 5uM.

Graf 2: Proteinova exprese Eng po 24h
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Graf znazoriiuje miru proteinové exprese Eng v kontrolni skupiné a ve skupinach ATV 5 uM, ATV
10 uM a ATV 20 uM. Vysledky jsou vyjadrené v % kontroly, n = 2-3, Kruskal-Wallis test, pricemz
plati ze ns p > 0,05. ATV= atorvastatin

U ndmi namérenych vysledkl v proteinové expresi Eng po 24 hod premedikaci ATV ve
vybranych koncentracich nebyla zaznamenana zadna signifikantni zména.

V jiné studii na HUVEC bylo zaznamenané zvyseni exprese Eng po podavani ATV v koncentraci
1uM,3 uM a5 pM (139).

K rozdilnym vysledkdim jsme mohly dojit kvali odliSnému experimentalnimu designu a jinému
typu pouZitych bunék. N&s experiment probihal na zdravych aortalnich burkach, ale ve
zminované studii byly pouZity burnky z pupecnikové Zily, které byly premedikované pomoci TNF-
Q.
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¢) ATV s PA

Dale jsme pracovaly se zvolenymi koncentracemi PA 25 uM a ATV 5 uM. Méreni jsme provedly
po 24 hodinach.

Ani u jedné ze skupin nebyla po 24 hodinach detekovana signifikantni (p > 0,05) zména
v proteinové expresi Eng oproti kontrole, stejné tak nebyla zaznamenana signifikance (p > 0,05)
pfi porovnavani jednotlivych skupin mezi sebou (Graf 3).

Graf 3: Proteinova exprese Eng po 24h
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Graf znazornuje miru proteinové exprese Eng v kontrolni skupiné a ve skupindach ATV 5 uM,
ATVS5 uM/PA 25 uM, PA 25 uM navzdjem. Vysledky jsou vyjadiené v % kontroly, n = 4-5, Mann-
Whitney test, pricemz plati ze ns p > 0,05. ATV - atorvastatin, PA - kyselina palmitova

Pti experimentu, kdy jsme sledovaly vliv atorvastatinu na hyperlipidémii indukovanou pomoci
kyseliny palmitové, jsme nezaznamenaly Zadné signifikantni vysledky, ani u skupiny se samotnou
kyselinou palmitovou. To mohlo byt zplsobené vyssim mezikvartilovym rozpétim v porovnani
s prvnim experimentem, kdy byla k premedikaci pouZitd jenom kyselina palmitova.

V literatufe jsme nasly jenom jednu obdobnou studii, ve které byl zaznamenany narust
proteinové exprese endoglinu po podavani atorvastatinu v davce 100mg/kg mysim na zapadni
dieté (dieta bohata na tuky) (139).

Za pozorované rozdily mlze byt zodpovédny fakt, Ze vySe zminéna studie byla provadéna in
vivo, zatimco co my jsme pracovaly in vitro. Zapadni dieta také obsahuje dalsi slozky, nez jednom
kyselinu palmitovou a v neposlednim rade se liSila i koncentrace a ¢as expozice atorvastatinu (2

mésice vs 24 hodin).

54



6.2 mRNA exprese endoglinu a jeho transkripcnich faktori

a) Premedikace 8 hodin

Pomoci metody gqRT-PCR jsme mérily mRNA expresi Eng a jeho vybranych transkripcnich
faktor(.

Po osmi hodinové premedikaci nebyl prokazany zadny signifikantni (p > 0,05 ) vliv na expresi

Eng a jeho transkrip¢nich faktord KLF6, RELA, NR1H3, SP1 a HIF1A u samostatné pouZitého ATV,
tak ani u ATV/PA v porovnani s kontrolni skupinou (Graf 4).

Graf 4: mRNA exprese Eng a transkripcnich faktorii po 8h
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Grafznazornuje miru mRNA exprese endoglinu a jeho transkripcnich faktorii v kontrolni skupineé,
ve skupiné ATV 5 uM a ve skupiné s ATV 5uM/PA 25 uM po osmi hodinové premedikaci. Vysledky
Jjsou vyjadrené v % kontroly, n = 3-4, Mann-Whitney test, pricemz plati, Ze ns p > 0,05. Eng —
endoglin, KLF6=faktor 6 podobny Kruppelovi (Kruppel — like factor 6), RELA= podjednotka
nukledarniho faktoru kappa B fosforylovana na uhliku 65 (Nuclear factor kappa B subunit
phosphorylated on carbon 65) NRIH3= clen 3 podrodiny jadernych receptorii 1 skupiny H
(Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member), SP1= specificky protein 1 (Specific protein
1), HIFIA=hypoxii indukovatelny faktor 1 alfa (Hypoxia-iducible factor 1 alpha), ATV=
atorvastatin, PA= kyselina palmitova.

b) Premedikace 16 hodin

Ani po Sestnacti hodinové kultivaci nedoslo u bunék stimulovanych ATV nebo ATV/PA k zadné
signifikantni (p > 0,05) zméné mRNA exprese Eng ani jeho transkripcnich faktor( oproti kontrolni
skupiné (Graf 5).
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Graf 5: mRNA exprese Eng a transkripcnich faktorit po 16h
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Grafzndzornuje miru mRNA exprese endoglinu a jeho transkripcnich faktorii v kontrolni skupiné
a ve skupine ATV 5 uM a ATV 5uM/PA 25 uM po Sestndcti hodinové kultivaci. Vysledky jsou
vyjadrené v % kontroly, n = 3-4, Mann-Whitney test, pricemz plati, Ze ns p > 0,05. Eng= endoglin,
KLF6=faktor 6 podobny Kruppelovi (Kruppel — like factor 6), RELA= podjednotka nuklearniho
faktoru kappa B fosforylovana na uhliku 65 (Nuclear factor kappa B subunit phosphorylated on
carbon 65) NRIH3= clen 3 podrodiny jadernych receptorii 1 skupiny H (Nuclear Receptor
Subfamily 1 Group H Member), SP1= specificky protein 1 (Specific protein 1), HIF1A=hypoxii
indukovatelny faktor 1 alfa (Hypoxia-iducible factor 1 alpha), ATV= atorvastatin, PA= kyselina
palmitova.

V dané koncentraci a pouzitych casech, jsme nepozorovaly u Zadné skupiny signifikantni
zménu v mRNA expresi endoglinu nebo jeho transkripnich faktord. Namérené vysledky
odpovidaly vysledklim pozorovanym na udrovni proteinové exprese, a protoZze jsme
nezaznamenaly Zadnou zménu v expresi Eng, tak fakt, Ze se neménily ani jeho transkrip¢ni
faktory nebyl prekvapivy.

Odlisnych vysledk( bylo dosazeno v jiz zminéné studii, kdy byly HUVEC buriky stimulované
prostfednictvim TNF-a a atorvastatinu. Po 24hodinové kultivaci autofi zaznamenali vzestup
MRNA exprese endoglinu u skupiny premedikované 5uM atorvastatinem s TNF-a (139). Za tyto
rozdily jsou pravdépodobné zodpovédné jiz zminéné faktory, a sice pouZiti jiného typu bunék,
rozdilnych ¢asli premedikace a jiny zpUsob stimulace bunék (TNF-a vs PA).

Jina studie, ktera byla provadéna na stejnych bunkach jako jsme pouzivaly v této diplomové
praci, zkoumala vliv oxysterolu na expresi Eng a jeho transkripcnich faktor(. Autofi prokazali, Ze
stimulace pomoci oxysterolu vedla k zvysenym hladinam mRNA exprese Eng a transkripcnich
faktord KLF6, RELA a NR1H3 (38). V této praci byly ale burniky stimulované 7-ketocholesterolem,
coz je v porovnani s kyselinou palmitovou jiny typ latky, s odliSnym mechanismem ucinku, jimz
plsobi na lidské zdravi, a proto jsou pozorované rozdily ocekavatelné.
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6.3 mRNA exprese zanétlivpch markerit

a) Premedikace 8 hodin

Skupina bunék premedikovana atorvastatinem nevykazovala signifikantni (p > 0,05) zménu
exprese mRNA zanétlivého markeru CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2) v porovnani
s kontrolou. V pripadé eNOS se mRNA exprese u stejnych skupin taktéz signifikantné (p > 0,05)
nezménila.

P¥i porovnani skupiny premedikované ATV se skupinou ATV/PA nebyla zaznamenina
signifikantni (p > 0,05) zména v mRNA expresi ani u zanétlivého markeru CCL2, ani u eNOS (Graf

6).

Graf 6: mRNA exprese zanétlivych markerit po 8h
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Graf znazoriuje miru mRNA exprese zanétlivych markerii v kontrolni skupiné a ve skupiné ATV
SuM a ATV 5uM/PA 25 uM po osmi hodinové kultivaci. Vysledky jsou vyjadrené v % kontroly, n
= 3-4, Mann-Whitney test, pricemz plati, ze ns p > 0,05. ATV= atorvastatin, PA= kyselina
palmitovd, eNOS=endotelidlni syntdza oxidu dusnatého (endothelial nitric oxide synthase),
CCL2= monocytarni chemotakticky protein 1 (C-C motif chemokine ligand 2).

b) Premedikace 16 hodin

Po delsi inkubaci byl zaznamenan signifikantni rozdil (p < 0,05) v mRNA expresi eNOS u skupiny
ATV 5uM v porovnani s kontrolou. To znaci, Ze by 5uM ATV mohl potencialné zvySovat expresi
eNOS, jakozto protektivniho faktoru pro ochranu endotelu. Mezi skupinami ATV a ATV/PA nebyl

signifikantni (p > 0,05) rozdil.

Co se tyka CCL2, v pripadé skupiny se samotnym ATV doslo s signifikantnimu poklesu (p <0,05)
MRNA exprese. MliZzeme tedy predpokladat, Zze by ATV mohl mit vliv na sniZeni exprese CCL2.
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P¥i porovnani skupiny ATV se skupinou ATV/PA nebyla zaznamenana signifikantni (p > 0,05)
zména (Graf 7).

Graf 7:mRNA exprese zanétlivych markerii po 16h
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Graf znazoriuje miru mRNA exprese zanétlivych markerii v kontrolni skupiné a ve skupiné ATV
S uM a ATV S5uM/PA 25 uM po Sestndcti hodinové kultivaci. Vysledky jsou vyjadrené v %
kontroly, n = 3-4, Mann-Whitney test, pricemz plati, Ze ns p > 0,05 a * p <0,05.
ATV=atorvastatin, PA=kyselina palmitovd, eNOS=endotelialni syntdza oxidu dusnatého
(endothelial nitric oxide synthase), CCL2=monocytarni chemotakticky protein 1 (C-C motif
chemokine ligand 2)

MRNA exprese se u zanétlivych markerd ménila podle olekavani. eNOS produkuje oxid
dusnaty, ktery plUsobi vasodilatacné a tim pUsobi na endotel protektivné. CCL2, téZz znamy jako
monocytarni chemotakticky protein 1, je prozanétlivy chemokin, ktery sehrava roli vimunitnim
systému tim, Ze pfitahuje monocyty (a jiné leukocyty) do mista zanétu. Podili se tedy na rliznych
onemocnénich vcéetné aterosklerdzy (140).

K podobnym zavérim v pripadé eNOS dosla studie, kde se porovnavaly mRNA exprese eNOS
u dvou skupin mysich samicek krmenych vysokotucnou dietou. Jedna skupina byla léc¢ena
atorvastatinem a druha dostavala pouze vysokotuc¢nou dietu bez jakékoliv 1éCby. Vysledkem bylo
signifikantni zvyseni eNOS u mysi, které byly lé¢eny atorvastatinem oproti neléené skupiné
(141).

V pripadé CCL2 byla publikovana jina studie, kde byly na 44 pacientech se stabilni anginou
pectoris ovérovany protizanétlivé ucinky atorvastatinu. Po 10 tydnech uZivani 20mg
atorvastatinu byl u pacientl zaznamenan signifikantni pokles CCL2 oproti kontrolni skupiné bez
atorvastatinu (142).
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6.4 Analyza solubilniho endoglinu

Pomoci metody ELISA jsme méfily hladinu sEng po 24 hodinové premedikaci HAEC u skupin
kontrola, ATV 5uM, ATV 5uM/PA 25uM a PA 25uM.

Zjistily jsme, Ze v tomto Case a o této koncentraci nemél 5uM ATV signifikantni (p > 0,05) vliv
na hladinu sEng v porovnani s kontrolou.

PFi porovnani kontrolni skupiny se skupinou PA 25uM jsme zaznamenaly hrani¢ni hodnotu p
(p=0,076), pfi které jsme pozorovaly klesajici trend sEng oproti kontrole (Graf 8).

PFi porovnani skupiny ATV s ATV 5uM/PA 25uM byl ale zaznamenan signifikantni (p < 0,05)
pokles hladin sEng.

U skupiny vzork( premedikovanych ATV 5uM/PA 25uM nebyla detekovana signifikantni (p >
0,05) zména v porovnani se skupinou PA 25uM, ale zaznamenaly jsme hrani¢ni hodnotu p
(p=0,063).

Graf 8: Hladiny sEng po 24h
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Graf znazoriuje miru hladin sEng v kontrolni skupiné a ve skupindch kontrola, ATV 5 uM, ATV
UM/PA 25 pa, PA 25 uM. Vysledky jsou vyjadiené jako koncentrace [pg/ml], n = 4-5, Mann-
Whitney test, pricemz plati Ze ns p > 0,05 a * p < 0,05. ATV= atorvastatin, PA= kyselina
palmitova.

K podobnym zavérim dospéla studie s aterosklerotickymi mysmi, u kterych doslo po lécbé
statiny k poklesu sEng (95).
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Naopak, zvyseni sEng po premedikaci atorvastatinem v koncentraci 5uM po 24h bylo
dosazZeno v jiné studii na HUVEC bunkach, co mohlo byt zplisobeno pouzitim jiného typu bunék,
rozdilnych ¢ast premedikace a jiného zpUsobu stimulace bunék (139).

60



7. ZAVER

Vysledky prokazaly, Ze u bunék, u kterych byla indukovana hyperlipidémie prostifednictvim
samotné kyseliny palmitové, nemél atorvastatin ve sledovanych c¢asech a zvolenych
koncentracich zasadni vliv na expresi endoglinu ani jeho transkrip¢nich faktor(, ale na druhou
stranu zasadné ovlivnil mMRNA expresi souvisejicich biomarker( zanétu eNOS a CCL2.

Na definitivni potvrzeni anebo vyvraceni faktu, Ze endoglin sehrava roli u hyperlipidémie
|éCené atorvastatinem, jsou potiebné dalsi in vitro a in vivo studie.
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