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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a I¢kaiskych véd

Kandidat:  Mgr. Michala Varejckova

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Nazev disertac¢ni prace: Sledovani vlivu statini a solubilniho endoglinu na markery

endotelové dysfunkce u vybranych bunécnych linii a kultur.

Tato disertacni prace se zabyva studiem vlivu atorvastatinu a solubilniho
endoglinu na markery endotelové dysfunkce in vitro u primarni buné¢né kultury HUVEC
a u bunééné linie HEK293T. Nékteré experimenty zahrnuté v této disertacni praci byly
provedeny v ramci spoluprace v laboratofi prof. Carmela Bernabeu ve vyzkumném centru

Centro de Investigaciones Biologicas v Madridu.

Endotelova dysfunkce je poskozeni funkce endotelu, kdy je narusena rovnovaha
mezi vazokonstrikénimi a vasodilatacnimi mechanismy, dochéazi ke zvySené agregaci
trombocytl, adhezi leukocyti a zvySené permeabilit¢ endotelu. VSechny tyto d&je
predstavuji prvni krok v rozvoji ateroskler6zy a jsou soucasti dalsich kardiovaskularnich
onemocnéni, jako je napft. preeklampsie, diabetes mellitus typu 2. DlleZitou roli pti téchto
onemocnénich hraje endoglin, eNOS a solubilni endoglin (sEng), ktery je pomoci
MMP — 14 odstépovan z membranového endoglinu a uvoliovan do cirkulace. Bylo
zjisténo, ze sEng je schopen zvySovat expresi bunénych adheznich molekul

a modifikovat TGF-f signalizaci v endotelu.

Vyznamnou tlohu v terapii vySe zminénych onemocnéni hraji statiny, které svymi
ucinky snizuji LDL cholesterol a mirn€ zvysuji HDL cholesterol a snizuji 1 riziko vzniku

koronarni ptihody.

V této disertacni praci jsme se zaméfili na to, zda atorvastatin a vysoké hladiny
sEng zplisobi zmény v expresi markerti endotelové dysfunkce, zanétu, oxidacniho stresu,
a zda sEng pusobi zmény v TGF-B signalizaci in vitro u primarni bunééné kultury
HUVEC abunééné linie HEK293T. K ovlivnéni bunék jsme pouZili lidsky rekombinantni

endoglin.



Aterosklerdza je povazovana za zanétlivé onemocnéni, a abychom napodobili
zanétlivé podminky, pouzili jsme pro ovlivnéni bun€k tumor nekrotizujici faktor o
cytokin (TNFa), coz mélo za nasledek snizeni exprese endoglinu i eNOS. Preventivni
podavani atorvastatinu, pied podavanim TNFa endotelovym bunkdm HUVEC, zabranilo

poklesu exprese endoglinu a eNOS.

Dale jsme zjistili, ze ovlivnéni bun¢k 40 ng/ml a 500 ng/ml sEng ma za nasledek
narust transkrip¢ni aktivity genii pro NFxB a IL-6, vyznamnych prozanétlivych markert,
stejné tak doSlo ke zvySeni exprese téchto markeri na proteinové urovni.
Proto se domnivame, ze vysoké hladiny sEng mohou pfispivat ke vzniku
zanétu/endotelové dysfunkei u lidskych endotelovych bunék in vitro. Po ovlivnéni bunék
sEng doslo i k vyznamnému zvyseni exprese membranového endoglinu. Ovlivnéni bunék
sEng vSak nemélo vyznamny vliv na zménu exprese markerti oxidacniho stresu HO-1,
p22-PHOX, adheznich molekul VCAM-1, ICAM-1, markert zanétu MCP-1, COX-2,
markeri funkce/dysfunkce endotelu eNOS, peNOS a vybranych clendt TGF-
signaliza¢ni kaskady ALK-1, ALK-5, TGFBRII, BMPR-2, PAI-1, BMP-2, BMP-4,
pSmad1/5. Prekvapivym vysledkem bylo zvySeni exprese fosforylované formy proteinu
Smad2/3 bez vyznamného vlivu na PAI-1, coZ mlze znamenat, zZe po ovlivnéni bunck
sEng nedochazi k uplné aktivaci této signalizacni kaskady. Dal$im piekvapivym

vysledkem byla snizené exprese ID-1.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze pozitivni ptisobeni atorvastatinu na signalizaci
endoglinu a eNOS je zajimavym vysledkem naSich experimentli, které by mohly
byt podkladem pro klinické studie. Vysledky této disertacni prace také poukazuji na to,
ze ovlivnéni bun¢k sEng ma za nasledek aktivaci prozanétlivych marker NFxB a IL-6,
jejichz  zvySend exprese muze prispivat ke vzniku endotelové dysfunkce,
jakozto pocatecnimu kroku rozvoje aterosklerdzy. Je vSak potieba zjistit piesny

mechanismus aktivace téchto markeri a jejich nasledk.
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Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
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Candidate: Mgr. Michala Varejckova

Supervisor: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Title of Doctoral Thesis: Monitoring the effect of statins and soluble endoglin

on markers of endothelial dysfunction in selected cell line and culture.

This doctoral thesis studied the effect of soluble endoglin on endothelial
dysfunction markers in vitro in primary cell culture HUVEC and cell line HEK293T.
Some experiments included in this thesis were made in cooperation in the laboratory
of prof. Carmelo Bernabeu in the research center Centro de Investigaciones Bioldgicas

(CIB) in Madrid.

Endothelial dysfunction is damage of endothelium when the balance between
vasoconstrictor and vasodilatory mechanisms is disrupted, it’s leading to platelet
aggregation, leukocyte adhesion and increased permeability of the endothelium. All these
events represent the first step in the development of atherosclerosis and they
are part of other cardiovascular diseases such as preeclampsia, type 2 diabetes mellitus,
familial hypercholesterolemia. An important role in these diseases play endoglin, eNOS
and soluble endoglin (sEng), which is cleaved by MMP- 14 from the membrane endoglin
and released into the circulation. It was found that sEng is able to increase expression

of cellular adhesion molecules and modify the TGF-f signaling in the endothelium.

Statins, which reduce LDL cholesterol and slightly increase HDL cholesterol
and reduce the risk of a coronary event, play a significant role in the treatment

of the above-mentioned diseases.

In this thesis, we focused on whether atorvastatin and high levels of sEng cause
changes in the expression of markers of endothelial dysfunction, inflammation, oxidative
stress, and whether sEng causes changes in TGF-B signaling in vitro in HUVEC

and HEK293T. In our experiments, we worked with human recombinant endoglin.



Atherosclerosis is considered as an inflammatory disease. To mimic
the inflammatory conditions we used TNFa cytokine for the treatment of cells,
this resulted in decreased expression of both endoglin and eNOS. Preventive
administration of atorvastatin, prior to administration of TNFa to HUVEC, prevented

the decrease in endoglin and eNOS expression.

Furthermore, we found out that 40 ng/mL and 500 ng/mL of sEng increased
a transcriptional activity of the NFkB and IL-6, that are major proinflammatory markers.
We found out increased expression of these markers on the protein level. Therefore,
we hypothesized that high levels of sEng can contribute to inflammation/endothelial
dysfunction in vitro in human endothelial cells. The treatment with sEng induced
significant increase in expression of the membrane endoglin. Moreover, we didn’t found
any significant effect in expression of markers of oxidative stress HO-1, p22-PHOX,
adhesion molecules VCAM-1, ICAM-1, inflammatory markers MCP-1, COX-2, markers
of the endothelial function/dysfunction eNOS (Ser'!”’) phosphorylation, and some
of members of the TGF-J signaling cascade ALK-1, ALK-5, TGFBRII, BMPR2, PAI-1,
BMP-2, BMP-4, pSmad1/5. Surprisingly, sEng treatment also resulted in an increased
expression of the phosphorylated Smad2/3, but without any significant effects on PAI-1,
suggesting that this pathway is not fully activated after sEng treatment.

Another surprising result was decreased expression ID1.

In conclusion, the positive effect of atorvastatin on endoglin and eNOS signaling
is an interesting result of our experiments, which could be the basis for clinical trials.
We further showed that sEng treatment results in an activation of the proinflammatory
markers NF«xB and IL-6. Increased expression of this markers can contribute
to the development of endothelial dysfunction, as an initial step in the development
of atherosclerosis. The precise mechanism of this activation and its consequences remains

to be elucidated.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

18S (18S)

endogenni kontrola, v zavorce oznaceni pro pfislusny gen

Akt

serin/threonin kinaza

ALK-1 (ACVRLI)

aktivin receptor-like kindza 1, v zavorce oznaceni
pro piislusny gen

ALK-5 (TGFBRI)

aktivin receptor-like kindza 5, v zavorce oznaceni
pro piislusny gen

Ang II angiotenzin II

ApoE apolipoprotein E

ATV atorvastatin

BAEC endotelové buiky praseci aorty

BMP-2 (BMP2)

kostni ristovy protein 2

BMP-4 (BMP4)

kostni rGstovy protein 4, v zavorce oznaceni pro ptislusny gen

BMPR-2 (BMPR?)

receptor pro kostni riistovy protein 2, v zavorce oznaceni
pro piislusny gen

cGMP

cyklicky guanosin monofosfat

COX-2 (PTGS2)

cyklooxygendza 2, v zdvorce oznaceni pro piisluSny gen

DM 2

diabetes mellitus typu 2

DMSO dimethylsulfoxid

Eng (ENG) endoglin, v zavorce oznaceni pro pfislusny gen

eNOS (NOS3) endotelova NO syntdza, v zdvorce oznaceni pro piisluSny gen

FBS fetalni hovézi sérum

GAPDH (GAPDH) glyceraldehyd fosfat dehydrogenéza, v zdvorce oznaceni
pro prislusny gen

HAEC endotelové buiiky lidské aorty

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté

HEK293T lidsk4 embryonalni linie ledvinovych bunék

HMG-CoA hydroxy-methylglutaryl-koenzym A

HO-1 (HMOXI) hemoxygenaza 1, v zavorce oznaceni pro ptislusny gen

Hsp90 protein teplotniho Soku 90

HUVEC endotelové buiiky lidské pupecnikové Zily

ICAM-1 (ICAMI)

mezibunééna adhezni molekula, v zavorce oznaceni
pro piislusny gen

ID-1 (ID1)

inhibitor DNA vazby, v zdvorce oznaceni pro piislusny gen

IL-6 (IL6)

interleukin 6, v zavorce oznaceni pro ptislusny gen
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iNOS inducibilni NO syntaza
LDL lipoproteiny o nizké hustoté¢
LDLr LDL receptor

MCP-1 (CCL2)

monocytarni chemotakticky protein 1, v zavorce oznaceni
pro piislusny gen

MMP

proteolyticky enzym, matrix metaloproteaza

NADPH

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NF«B (NFKB3)

nuklearni transkrip¢ni faktor kappa B, v zdvorce oznaceni
pro piislusny gen

NO oxid dusnaty
NOS NO syntaza
oxLDL oxidovany LDL

p22-PHOX (CYBA)

podjednotka NADPH oxidazy, v zdvorce oznaceni
pro piislusny gen

PAI-1 (SERPINEI)

inhibitor plazminogenového aktivatoru, v zavorce oznaceni
pro piislusny gen

PBS fostatovy pufr

PI3 phosphatidylinositol 3-kindza

pSmad forsforylovana forma Smad

qRT-PCR kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case
ROS reaktivni formy kysliku

sEng solubilni endoglin

Smad protein regulujici funkci TGF-3

TGF-B transformujici ristovy faktor beta

TGF-BRI receptor typu I pro transformujici ristovy faktor beta
TGFBRII receptor typu II pro transformujici ristovy faktor beta,
(TGFBR2) v zavorce oznaceni pro piisluSny gen

TNFa tumor nekrotizujici faktor a

VCAM-1 adhezni molekula cévnich bunék 1, v zavorce oznaceni
(VCAM1I) pro piislusny gen

VEGF rastovy faktor endotelu
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1 UVOD

Ateroskleroza je chronické zanétlivé komplexni onemocnéni, které je jednou
z nejcastéjSich pricin imrti na celém svété. Béhem tohoto zanétlivého procesu dochazi
ke kumulaci lipida, pfedevsim ve formé LDL lipoproteint/cholesterolu (low density
lipoprotein, LDL) v cévni sténé a k rozvoji kardiovaskularnich ptihod, jakymi jsou
napt. infarkt myokardu nebo cévni mozkova piihoda. Lékem volby v terapii téchto
onemocnéni jsou léCiva ze skupiny inhibitora 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
(HMG-CoA) reduktazy — statiny. Uéinky statinGi spoéivaji predevsim ve snizovani
hladiny LDL cholesterolu, mirn¢ zvysSuji i HDL lipoproteiny/cholesterol (high density
lipoprotein, HDL). Mezi dalsi dualezité ucinky statind patfi tzv. pleiotropni neboli
nelipidové Uucinky, jako jsou mnapf. UCinky imunomodula¢ni, neuroprotektivni,

v

antidiabetické, antiproliferacni, protizanétlivé a antitrombotické (Bedi et al., 2016).

Recentni prace ukazuji, Zze v procesu endotelové dysfunkce a aterosklerdzy
sehrava vyznamnou roli tkanovy (membranovy) endoglin (Eng), ¢len TGF-f signalizacni
kaskady. K jeho expresi dochazi predev§im v endotelovych buiikach a v bunkach hladké
svaloviny cév. Bylo zjiSténo, Ze exprese endoglinu je spojena i stadou jinych
patologickych onemocnéni, naptf. preeklampsie nebo hereditdrni hemoragicka
teleangiektazie (HHT), coz je genetické cévni onemocnéni charakteristické
napft. krvacenim z nosu (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010). Vyznamnou ulohu v téchto
patologiich sehrava také solubilni endoglin (sEng), cozZ je extracelularni ¢ast tkanového
endoglinu, které je pomoci matrix metaloproteinazy — 14 (MMP-14) §tipana a uvolfiovana

do cirkulace in vivo nebo do média pti kultivaci bun€k in vitro (Venkatesha et al., 2006).

Bylo publikovdno velké mnoZstvi studii zabyvajicich se vztahem sEng
a hypercholesterolémii, familidrni hypercholesterolémii, ateroskler6zou, diabetem
mellitem typu II (DM 2), hypertenzi, kde hladiny sEng koreluji se zavaZnosti téchto
onemocnéni (Blann et al., 1996; Venkatesha et al., 2006; Blaha et al., 2008) a prave tyto
studie nas pfim¢ly k tomu provést nékolik experimentd, a zjistit tak mechanismus, jakym
sEng zasahuje do TGF-P signalizace, zda plsobi na markery zanétu, oxida¢niho stresu

a jakou tlohu pii té€chto procesech sehrava membranovy Eng.

Nutno zminit, ze dilezitou roli v terapii vySe zminénych onemocnéni sehravaji

statiny, které¢ svymi ucinky sniZuji hladinu cholesterolu, maji pozitivni vliv na funkci

13



endotelu a produkci NO, ktery je produkovan endotelovou NO syntdzou (eNOS).
NO ma antihypertenzni a antitrombotické ucinky a byla popsdna souvislost
mezi endoglinem a eNOS. Statiny jsou tak vyznamnymi 1éCivy v prevenci a terapii

kardiovaskularnich onemocnéni.

K pochopeni detailniho mechanismu ptsobeni statind, pfedevSim atorvastatinu,
a sEng jsme pouzili metodiky, jako jsou stanoveni transkripni aktivity pomoci
luciferdazy, kvantitativni polymerazova tetézova reakce v redlném case (qRT-PCR),

Western blot (WB) analyzu, pratokovou cytometrii, ELISA a Luminex analyzu.

Vsechny experimenty zahrnuté v této disertacni praci byly provedeny
na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, Katedfe biologickych
a lékarskych véd jako soucast dlouhodobého vyzkumu aterosklerézy pod vedenim
prof. PharmDr. Petra Nachtigala, Ph.D. a RNDr. Ivany Némeckové, Ph.D. a ve spolupraci
s prof. Carmelem Bernabeu a Dr. Eunate Maria Gallardo Vara z vyzkumného centra

Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) v Madridu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Endotel a poruchy funkce endotelu
Cévni endotel je hlavnim regulatorem homeostdzy a udrzuje rovnovéhu
mezi vazodilataci a vazokonstrikci v cévnim fecisti, inhibici a stimulaci proliferace

a migrace bunék hladké svaloviny, dale mezi tvorbou trombii a fibrinolyzou (Luscher and

Barton, 1997; Kinlay et al., 2001).

Endotel reguluje cévni tonus a vykazuje antikoagulacni, antiagregacni
a fibrinolytické vlastnosti. Endotelové bunky produkuji celou Skalu faktord,
které se na regulaci cévniho tonu podileji. Hlavnim vazodilatatorem je oxid dusnaty (NO),
dale bradykinin a prostacyklin (Drexler, 1998). Prostacyklin spolu s NO inhibuji agregaci
desticek (Luscher and Barton, 1997). Bradykinin stimuluje uvolfiovani NO
a prostacyklinu (Drexler, 1998). Déle endotel produkuje vazokonstrikéné ptsobici latky,
jako napft. endotelin-1 (ET-1) a angiotenzin II (Ang II), které podporuji proliferaci bunék
hladké svaloviny a prispivaji tak k tvorbé aterosklerotick¢ho platu (Drexler, 1998).
Mezi vazokonstrikéné pilisobici latky patii také reaktivni formy kysliku (ROS),
napt. superoxidovy radikdl (O2) (Endemann and Schiffrin, 2004). Endotel uvoliuje
1 substance, které jsou vyznamnymi modulatory zanétlivych procesti a endotelové
dysfunkce, napt. bunééné adhezni molekuly (intercellular adhesion molecule-1,
ICAM-1), cévni adhezni molekulu (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1),
E-selektin, nukledrni transkripéni faktor (nuclear factor NF-kappa-B (NF«kB)),
monocytarni  chemotakticky protein 1 (MCP-1) (Bhaskar et al, 2016),
cyklooxygenazu-1 (COX-1), cyklooxygenazu-2 (COX-2) (Feletou et al., 2011).

Pokud je narusena rovnovdaha mezi vazokonstrikénimi a vazodilataCnimi
mechanismy, dochazi ke vzniku endotelové dysfunkce a k poSkozeni funkce cévni stény.
Endotelova dysfunkce tedy znamené poskozeni funkce endotelu, které mé za nésledek
snizenou vazodilataci, zvySeni agregace trombocytd, zvySeni permeability endotelu,
zvySenou adhezi leukocytl a je povazovana za poc¢atecni krok pti rozvoji aterosklerdzy

(Davignon and Ganz, 2004).

Bylo popsano, Ze aktivace exprese prozanétlivych molekul, jakymi jsou
VCAM-1 a ICAM-1 jsou kone¢nym diisledkem aktivace NFxB signalizace (Xia et al.,
2001; Brasier, 2010). NF«B je transkrip¢ni faktor, ktery hraje roli v mnoha biologickych
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procesech, jako je napft. zanét, bunécny ruast, diferenciace, imunita a apoptdza (Karin and
Lin, 2002; Hoesel and Schmid, 2013). Bylo prokazano, ze na expresi NFkB a NF«kB
signalizaci ma vliv i transformujici faktor beta (TGF-B). NFkB spolupracuje s mnoha
dalSimi signalnimi molekulami, signalnimi drahami a transkripnimi faktory, je také
dalezitym reguldtorem genu pro interleukin-6 (IL-6), ktery ma pro NFkB vazebna mista
(Libermann and Baltimore, 1990). IL-6 je cytokin s mnoha funkcemi, ktery hraje zasadni
roli v procesu zanétu a imunitni odpovédi (Simpson et al., 1997). Béhem zanétu uvolnuji
bunky cévni stény IL-6 do cirkulace. Zda se tedy, ze NF«xB/IL-6 signalizace je dulezita

pro aktivaci zanétu cévni stény (Brasier, 2010).

Zjistilo se, ze béhem zanétu dochazi i ke zvysSené expresi hemoxygenazy-1
(HO-1), enzymu, ktery je za normalnich podminek v malé mife exprimovan ve vétsing
tkani a organt. Bylo popsdno, Ze zvySena exprese HO-1 je ochrannou reakci bunky
na oxidacni stres a zanét (Ryter et al., 2006). Recentni prace ukazuji, Zze geneticky
zpuisobeny deficit HO-1 u c¢lovéka ma za nasledek zvySenou nachylnost k rozvoji
chronického zanétu a ateroskler6zy (Kawashima et al., 2002; Radhakrishnan et al., 2011;

Wu et al., 2011).

Dalsi molekulou, jejiz exprese je spojena s reakci na oxidacni stres je p22-PHOX
(Calo et al., 2004). Tento enzym je zdkladni soucasti membranové vazané NADPH
oxidazy  fagocytl, ktery vyuzivd nikotinamidadenindinukleotid = (NADH)
nebo nikotinamidadenindinukleotid fostat (NADPH) k produkci ROS (Q1u et al., 2015).
p22-PHOX je exprimovan napt. i v endotelovych bunikach, bunikach hladké svaloviny
cév, makrofazich a fibroblastech (Yokoyama et al., 2000). Vysoka exprese tohoto
proteinu byla pozorovana i v aterosklerotickych koronarnich artériich (Ushio-Fukai et al.,

1996; Azumi et al., 1999; Xu et al., 2014).

2.1.1 Vyznam NO a eNOS v patogenezi endotelové dysfunkce

Endotelovd NO syntaza je nejvice exprimovana v endotelovych bunkach,
nicméné tento isoenzym byl detekovany i v kardiomyocytech, krevnich desti¢kach,
v nékterych nervovych bunkach mozku, trofoblastech lidské placenty a buiikach epitelu

ledvin (Forstermann et al., 1994).

eNOS je soucasti kaveol v bunéénych membranach a pomoci proteinu kaveolinu

1 (cav-1) je udrzovdna v inaktivnim stavu v komplexu s kalmodulinem (CaM).

16



Zvyseni hladiny véapenatych ionti (Ca?") ma za nasledek vazbu CaM k eNOS a jeji
aktivaci. Dalsi protein, ktery mtize interagovat s eNOS a regulovat jeji aktivitu je napf.
heat shock protein 90 (hsp90). K aktivaci eNOS miize ale dochazet i bez zavislosti na
koncentraci Ca*". Takovym ptikladem aktivace je fosforylace eNOS, kterou zpiisobuje
napft. rustovy faktor endotelu (VEGF), estrogen, bradykinin, inzulin nebo shear stress
(te¢na sila tekouci krve cévni sténou). Dilezitym mistem fosforylace eNOS u ¢loveka
jsou aminokyseliny serin — Ser1177 a treonin — Thr495. Tuto fosforylaci zprostiedkovava
serin/threonin kindza Akt. Aktivace Akt md za nasledek aktivaci signdlni dréhy,
jejiz soucasti je stimulace PI3-kinazy. A prave prostfednictvim této signalizace mohou
napf. statiny zvySovat fosforylaci eNOS a tudiz pusobit protektivné ve vztahu
k endotelové dysfunkci (Brouet et al., 2001; Wolfrum et al., 2003). Nutno zminit,
ze v klidovych endotelovych bunkéach k fosforylaci Ser1177 nedochazi. Fosforylace
na Thr495 v lidskych endotelovych buiikach je konstitutivni. Thr495 je mistem negativni
regulace a jeji fosforylace je spojena se snizenim aktivity eNOS (Forstermann and Sessa,

2012).

calcium-dependency phosphorylation-dependency

- (calcium-indep.) -

Ca?* J @
!eNos!L.!eNos! . . L
Thrd495  Seri177 .
NO production

Obrazek 1: Aktivace eNOS zavisla na Ca’*a na fosforylaci. (Balligand et al., 2009).
cav-caveolin, CaM-calmodulin, hsp90-heat shock protein 90, Akt-serin/threonin kindza,
P-fosforylace.
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Aktivace eNOS mé za nasledek produkci NO, ktery diftizi prestupuje do bunék
hladké svaloviny, kde zpusobi relaxaci aktivaci guanylat cykldzy (GC) a zvyseni
cyklického guanosin monofosfatu (¢cGMP) (Davignon and Ganz, 2004). Bylo zjisténo,
ze exprese eNOS je ovlivnéna také transformujicim ristovym faktorem-, ktery aktivuje

Smad2, coz ma za nasledek indukci eNOS v endotelovych bunkach (Saura et al., 2002).

Oxid dusnaty je nejmensi znama signalni molekula, kterd je neptetrzité
produkovana endotelovymi bunkami a je tvofena z L-argininu pomoci eNOS
(Forstermann and Sessa, 2012). Tato reakce vyzaduje tadu kofaktord,
jako je napft. tetrahydrobiopterin (BH4) a NADPH. BH4 je dilezitym kofaktorem
pro syntézu NO. Pokud chybi BH4, dochézi k tzv. “uncoupling® eNOS a vznikd O>” misto
NO coz vede k indukci tzv. nitra¢niho stresu. Zdrojem O>" v cévach je ale také NADPH
oxidaza, jejiz stimulaci mize zpisobit i Ang II (Touyz and Schiffrin, 1999; Touyz et al.,
2002). Superoxidové radikély reaguji s NO za vzniku peroxynitritu (Koppenol et al.,
1992), ktery je dialezitym medidtorem oxidace LDL c¢astic, coz dokazuje jeho
pro-aterogenni ucinek (Griendling and FitzGerald, 2003). Peroxynitrit ma také
za nasledek degradaci BH4 (Milstien and Katusic, 1999), coz opét vede k “uncoupling®,
jak jiz bylo zminéno vyse.

Bylo popséno, Ze NO blokuje adhezi leukocytl k cévni sténég, a pokud NO chybi,
dochazi k rozvoji aterosklerdzy. NO je také silnym inhibitorem agregace trombocytl
a brani tvorbé fibroznich plati v intimé cév (Forstermann and Munzel, 2006). NO také
brani vzniku oxidované formy LDL (oxLDL) cholesterolu. Oxidace LDL castic je
povazovana za jeden z hlavnich krokt v iniciaci ateroskler6zy (Steinberg and Witztum,
2002). Vyskyt oxLDL castic v plasm¢ a makrofazich koreluje se zdvaznosti onemocnéni
nazvané¢ho akutni koronarni syndrom (Ehara et al., 2001). Pokud je naruSena produkce
nebo aktivita NO, dochazi k vazokonstrikei, agregaci desticek, proliferaci a migraci
bun¢k hladké svaloviny cév, adhezi leukocyti a oxida¢nimu stresu, coZ jsou faktory,

které piispivaji ke vzniku ateroskler6zy (Endres et al., 1998).
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Obrazek 2: Produkce NO endotelovymi buiikami. (Prevzato a upraveno z
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/50/EDRF regulation_diagram.png,
2.3.2017)

2.1.2 Vyznam bunéénych adheznich molekul ve vztahu

k endotelové dysfunkci

Adheze je zivotné¢ dulezitou vlastnosti bun€k, vytvaii vhodné prostiedi
pro bunéény rust, diferenciaci a migraci. Pfilnavost bunc¢k jedna k druhé, k jejich
extracelularni matrix a kpovrchu endotelu je zprosttedkovana nejriznéjSimi
membranovymi proteiny, které se souhrnné oznacuji jako bunécéné adhezni molekuly.
Tyto adhezni molekuly jsou exprimovany na bunééném povrchu vSech tkani. Funguji
jako receptory, které spousti vnitrobunééné signalni drahy a Uc€astni se kontroly
zakladnich Zzivotnich procest, jakymi jsou embryogeneze, migrace, bunécny rast,
diferenciace, bunécnd smrt a zajist'uji kontakt bunék s jejich okolim (Mareckova et al.,
1999; Rojas and Ahmed, 1999; Golias et al., 2007).

Adhezni molekuly hraji zasadni roli v procesu zanétu i pfi onemocnénich
kardiovaskularniho a kozniho systému. Jak je jiz zndmo, né&které poruchy
kardiovaskularniho systému jsou spojeny s poSkozenim struktury a funkce endotelovych
bunék a nasledné vznikem endotelové dysfunkce (Jang et al., 1994), ta je prvotnim déjem
vzniku ateroskler6zy. Endotelova dysfunkce hraje roli i pfi vzniku ischemické choroby
srdecni (ICHS), zanétu myokardu a hypertrofie myokardu (Hope and Meredith, 2003;
Jaitovich and Jaim Etcheverry, 2004).
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Endotel hraje kli¢ovou roli v regulaci zanétlivé odpovédi a adhezni molekuly jsou
exprimovany na povrchu endotelovych bunék. Za normalnich podminek
zprostiedkovavaji mezibunécné interakce a reguluji permeabilitu cév. Ke zméné jejich
exprese vSak dochazi béhem zanétu, kdy adhezni molekuly zprostiedkovéavaji migraci
leukocytli z krevniho fecist¢ smérem k zanétlivému lozisku (Gonzalez-Amaro et al.,
1998; Jaitovich and Jaim Etcheverry, 2004; Golias et al., 2007). Bunécné adhezni
molekuly hraji zasadni roli v procesu aterogeneze. Exprese molekul jakymi jsou
P-selektin, VCAM-1, ICAM-1 je charakteristickym znakem zanétu endotelu
nebo endotelové dysfunkce (Galkina and Ley, 2007).

integriny a adhezni molekuly ze skupiny imunoglobulinti.

» Selektiny
Selektiny zprostfedkovavaji poc¢atecni fazi interakce mezi leukocyty a endotelovymi
buiikami, ktera se oznacuje jako “kutdleni* leukocytl, ta je nasledovana adhezi
leukocyt a jejich prostupem pies endotel. Do této tfidy adheznich molekul patii
L-selektin (exprimovany pfevazné na leukocytech), E- a P-selektin (exprimovany
pfevazné na endotelovych buitkach béhem akutniho i chronického zanétu, po stimulaci

zanétlivych cytokint jako je napt. TNFa (McEver, 2002)).

» Integriny
Integriny jsou membranové receptory slozené z a a B podjednotek, které se vazou
na extracelularni matrix nebo vytvafi vazbu s jinymi bunkami, reguluji interakci
leukocytli s endotelovymi buiikami, Gi€astni se migrace a fagocytdzy (Galkina and Ley,

2007).

» Adhezni molekuly

Mezi adhezni molekuly ze skupiny imunoglobulinii patii napf. molekuly ICAM-1,
VCAM-1, PECAM-1 (adhezni molekula krevnich  desticek). Jedna
se o transmembranové proteiny, které zajist'uji pevné pfilnuti leukocytii k endotelu.
Jsou exprimovany na povrchu endotelovych bun¢k, makrofagii a hladkych svalovych
bun¢k (Jang et al., 1994; Galkina and Ley, 2007). ZvySena exprese téchto molekul je
ovlivnéna faktory, které se uplatiiuji i v patogenezi aterosklerozy, jako je napt. oxLDL
a DM 2 (Libby, 2002), ale i ptisobenim zanétlivych cytokini (TNFa a interleukin-1
(IL-1)) (Golias et al., 2007).
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Obrazek 3: Schéma prostupu leukocytu pies endotel. Prevzato a upraveno. (Fotis et al.,
2012).

2.2 TGF-p signalizacni kaskada

Clenové rodiny TGF-p jsou strukturalné a funkéné ptibuzni a podili se na regulaci
proliferace, diferenciace, migrace, adhezi bunék a také na organizaci

a programovani bunééné smrti (Massague, 1998; Lebrin et al., 2005).

U savct byly objeveny tfi isoformy TGF-f - TGF-1, TGF-B2, TGF-B3, které jsou
kédovany tfemi riznymi geny. In vitro vSechny tfi isoformy védZzou a aktivuji
ty samé TGF-f receptory, aktivuji stejné signdlni drdhy, coz mé za nasledek stejné
chovani u vSech bunék. Nicméné u mysi vypnutim genli kodujicich jednotlivé isoformy
dochazi k vyraznym rozdiliim v jejich fenotypu (Sheppard, 2006). Experimentalni studie
u TGF-f deficientnich mySi dokazuji dllezitost téchto proteinti. Napt. cilené poskozeni
genu kodujiciho TGF-B1 cytokin ma za nésledek poskozeni krvetvorby a naruseni tvorby
a vyvoje cévniho systému a béhem deseti dni intrauterinniho vyvoje dochazi ke smrti
nasledkem rozsahlé infekce (Shull et al., 1992). TGF-B2 deficientni myS$i umiraji béhem
perinatalniho vyvoje nasledkem nedostatecnosti plic a srdce a diky vyskytu dalSich
abnormalit urogenitalniho, sluchového, nervového a kosterniho systému (Sanford et al.,
1997). Nasledkem TGF-B3 deficience byl u mySiho modelu pozorovan rozstép patra
se 100% penetraci a mlad’ata umirala bezprostfedné po narozeni z divodu neschopnosti

sani (Proetzel et al., 1995).
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Bylo zjisténo, ze TGF-B cytokiny jsou uvoliovany pii imunitni odpovédi
a detekovany v exsudatu rany, zvlasté pak béhem zanétu a pii regeneraci tkané. VSechny
tfi isoformy se podili na hojeni rany, TGF-B1 hraje v tomto procesu vyznamnou roli.
Naproti tomu TGF-2 a TGF-B3 maji klicovou tllohu pii vyvoji embrya a pfi hojent jizvy
(Tandon et al., 2010). Nejvetsi mnozstvi TGF-B1 cytokinu najdeme v cévni sténé,
zatimco TGF-B2 zde ptitomen neni a TGF-B3 je zde jen v nepatrném mnozstvi. TGF-p1
je ucinny regulator vyvoje cév a cévni remodelace a v regulaci funkce endotelovych

bunék, bun¢k hladké svaloviny, makrofagt a T-bunék (Bobik, 2006).

TGF-B1 cytokin hraje vyznamnou roli v procesu aterosklerdzy a jeho zvysSenou
expresi lze pozorovat v aterosklerotickych platech jak u ¢lovéka, tak u mysiho modelu
ateroskler6zy (Mallat et al., 2001). Navzdory kontroverznim pfistupiim k tloze TGF-p1
cytokinu, byla publikovana studie s endotelovymi buitkami HUVEC (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells) a BAEC (Bovine Aortic Endothelial Cells), ktera dokazuje
zvySeni exprese eNOS mRNA v piitomnosti tohoto cytokinu (Inoue et al., 1995), coz lze

oznacit jako protektivni ulohu TGF-B1 na cévni endotel.

TGF-B cytokiny jsou vytvareny jako neaktivni dimerni prekurzory bez jakékoliv
biologické aktivity, které jsou postupné aktivovany protedzami nebo trombospondinem.
Aktivované cytokiny pak vykondvaji své ucinky prostfednictvim receptord typu I a II
se serin/threonin kindzovou aktivitou (Grainger, 2004; Lebrin et al., 2005). V TGF-$
signalizaci existuje pét typtt TGF-B II receptoru (TGFBR2), a to ActR-1IA, ActR-IIB,
BMPRII, AMHR-II a TGF-BRII a sedm typtt TGF-f I receptoru (TGF-BRI), a to ALK1
— ALK7 (Massague and Gomis, 2006). Po navazani ligandu TGF-BRII fosforyluje
a aktivuje TGF-BRI, a pomoci Smad proteinti (transkripcnich faktoril) je signal veden
do jadra bunék, kde dochdzi k regulaci genti, v€etné téch, které hraji dulezitou roli
v procesu aterosklerdzy.

Smad proteiny jsou vnitrobunécnymi posly pro TGF-f cytokiny a lze je rozd¢lit
do tii skupin: R-Smad (regulujici) — Smadl, 2, 3, 5, 8, Co-Smad (mediatorové) — Smad4
a [-Smad (inhibujici) — Smad6, 7 (Lebrin et al., 2005).
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Obrazek 4: TGF-f signalizace. Prevzato a upraveno. (ten Dijke and Arthur, 2007).
Clenové TGF-p signalizace jsou rozdéleni do dvou hlavnich intraceluldrnich signalizacnich drah
podle medidatorii Smad proteinii — Smad2/3 a Smad1/5/8. Clenové TGF-f signalizace se viZou
ke specifickym serin/threonin kinazovym receptorum typu I a Il. Signdaly TGF-f jsou vedeny
pres TGFBR2 a ALKS5 (nékdy oznacovany jako TGFBRI) a signaly BMP proteinii jsou vedeny
pres BMP receptory typu Il (BMPR2) a ALK1,2,3,6. Pomocné receptory betaglykan a endoglin
mohou modulovat signalizaci pres receptory typu I a Il. Aktivovany receptor typu I indukuje
fosforylaci R-Smad. Ve vetsiné typit bunek TGF-f indukuji Smad2/3 fosforylaci a BMP indukuji
Smad1/5/8 fosforylaci. Aktivované (fosforylované) R-Smad vytvari komplex se Smad4, ktery je
prenesen do jadra a dochazi k regulaci exprese cilovych genil, jako jsou SERPINE 1 (PAI-1)
a ID1. Smad6 a Smad7 mohou inhibovat TGF-p signalizaci inhibici aktivace R-Smad.

2.2.1 Signz’llni draha ALK a Smad

vvvvvv

a ALKS.

TGF-BRII aktivuje v endotelovych bunkach jak ALKI1, tak ALKS, ten
ma ale opacny vliv na chovani bun¢k nez ALK1 (Lebrin et al., 2005). ALK1 i ALKS5

aktivuji rzné typy Smad proteint. Bylo zjiSténo, ze ALKS zastava dilezitou ulohu
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v zaclenéni ALK 1 do TGF-p receptorového komplexu a jeho kindzova aktivita je zasadni
pro aktivaci ALK1 (Massague and Gomis, 2006). ALKI a ALKS jsou dulezité
pro regulaci endotelovych bunék, kde jsou popisovany dvé rozdilné signaliza¢ni kaskady.
TGF-B/ALK1 signalizace stimuluje proliferaci a diferenciaci. TGF-B/ALKS tento proces
inhibuje. ALK1 stimuluje expresi ID-1 (inhibitor DNA vazby), ktery inhibuje nékteré
proteiny, a to ma za nasledek podporu proliferace endotelovych bunék a jejich migraci
(Valdimarsdottir et al., 2002). ALKS indukuje expresi proteini extracelularni matrix,
fibronektinu (Lebrin et al., 2005) a PAI-1 (inhibitor plazminogenového aktivatoru),

ktery negativné reguluje migraci endotelovych bun¢k a angiogenezi (Watabe et al., 2003).

Jak jiz bylo zminéno vySe, TGF-f1 aktivuje TGF-BRII a nésleduje aktivace
ruznych typt TGF-BRI, napt. ALK1 a ALKS s naslednou fosforylaci Smad proteinti
(Goumans et al., 2009). Do téchto signalnich drah miizou zasahovat pomocné¢ TGF-3

receptory III, zejména endoglin (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

Obecné lze fici, Ze TGF-B/ALKS signalizace indukuje fosforylaci Smad2/3
komplexu a blokuje angiogenezi tim, Ze inhibuje proliferaci, migraci a formovani
endotelovych bunék (Goumans et al., 2009). Naopak, TGF-B/ALK1 signalizace indukuje
fosforylaci Smadl/5 komplexu, a to ma za nasledek stimulaci, proliferaci a formovani

endotelovych bunék (Goumans et al., 2003).

U pacientl s rozsahlymi tukovymi lézemi byla pozorovéna silna exprese Smad2
a Smad3 v makrofazich, naproti tomu u zdravych jedincii tato exprese pozorovana nebyla.
Silna exprese Smad2 a Smad3 byla pozorovana v bunkéch hladké svaloviny fibr6zniho

platu aorty, coZ poukazuje na jejich vyznam pii tvorbé kolagenu (Kalinina et al., 2004).

In vitro bylo potvrzeno, Ze Smad3 hraje vyznamnou roli v potlaceni zanétlivé
odpovédi makrofagli, inhibici inducibilni NO syntazy (iNOS), MCP-1 a matrix
metaloproteindsy-9 (MMP-9) (Werner et al., 2000; Feinberg et al., 2004). Pro Smad1
obecné plati, ze jeho aktivaci mize zpUsobit pfitomnost ligandu kostniho rastového
proteinu (BMP), dale také aktivace TGF-B/ALK1 (Goumans et al., 2002). Tato aktivace

souvisi s aktivaci bunécéné proliferace a angiogeneze (Oh et al., 2000).
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2.3 Tkanovy endoglin

Endoglin (Eng, CD105, TGF-B receptor III) je homodimerni transmembréanovy
glykoprotein, ktery slouzi jako pomocny receptor v receptorovém komplexu pro TGF-f3
signaliza¢ni kaskadu. Eng vytvaii komplexy zejména s TGF-BRI a TGF-BRII (Cheifetz
et al., 1992). Signaliza¢ni kaskdda Eng/ALK-1/Smad1/5 hraje roli ve stimulaci migrace,
proliferace a formovani endotelovych bunék, coz ma za nasledek podporu angiogeneze
(ten Dijke et al., 2008). Naopak signaliza¢ni kaskada Eng/ALK-5/Smad2/3 ma opacny

ucinek a tento proces inhibuje (Goumans et al., 2009; Tian et al., 2010).

2.3.1 Struktura

Struktura Eng je slozena ze dvou identickych 95 kDa podjednotek spojenych
disulfidickymi mistky (Cheifetz et al., 1992). Lidsky Eng ma dlouhou extracelularni
doménu ¢itajici 561 aminokyselin, jednoduchou hydrofébni transmembranovou doménu
a kratkou cytosolickou doménu (Gougos and Letarte, 1990). Extracelularni doména
obsahuje tripeptid sloZeny z aminokyselin Arg-Gly-Asp, ktery je dileZitym mistem
pro rozpoznavani adhezivnimi molekulami nachdzejicimi se v extracelularni matrix.
Nutno zminit, ze tato sekvence peptidi chybi u mysi, psa, prasete a krysy (Ge and
Butcher, 1994; Yamashita et al., 1994; Llorca et al., 2007). Extracelularni doména dale
obsahuje Ctyfi mista pro N-glykosylaci a jedno misto pro O-glykosylaci. Intracelularni
doména obsahuje serin a threonin (Koleva et al., 2006). Lidsky gen pro Eng je umistény
na chromosomu 9 a sklada se z patnacti exond. Extracelularni doména je kdédovana exony
1 — 13 (Fernandez-Ruiz et al., 1993). Homology Eng byly objeveny u mysi a prasete.
Zajimavé je, Ze sekvence aminokyselin t€chto homologl je z vice jak 70% identicka
s lidskym Eng (St-Jacques et al., 1994). Byly pozorovany dvé isoformy endoglinu: long
(L)- Eng a short (S)- Eng, které se 1ii v délce cytoplasmatické domény. L — Eng obsahuje
47 aminokyselin, vyznacuje se vysokym stupném fosforylace a je pfevazné exprimovan
v endotelovych buiikach, zatimco S — Eng obsahuje pouze 14 aminokyselin a jeho
intracelularni doména vykazuje nizky stupen fosforylace (Cheifetz et al., 1992; Bellon et

al., 1993).
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Obrazek 5: Schéma struktury endoglinu. Prevzato a upraveno (Lopez-Novoa and Bernabeu,
2010). EC — extracelularni, TM- transmembranova, CYT — cytoplasmaticka doména.

2.3.2 Exprese endoglinu u lidi a zvirat

Zvysenou expresi Eng lze pozorovat béhem vyvoje cév, angiogeneze. Eng je
v malém mnozstvi exprimovan v nedélicich se endotelovych bunkéch, jeho exprese je
vSak ndhle zvySena v endotelovych buiikdch v misté aktivni angiogeneze, béhem
embryogeneze (Jonker and Arthur, 2002), ve tkanich postiZenych zanétem, hojicich se
ranach (Torsney et al., 2002) a naddorech (Bernabeu et al., 2009). Vysokou expresi Eng

najdeme i po ischemii a reperfuzi v ledvinach u mysi (Docherty et al., 2006).

Védecké prace ukazuji, Zze behem vyvoje kardiovaskularniho systému lidského
embrya lze pozorovat expresi Eng v cévnim endotelu, a v pribéhu Ctyt tydnh se jeho
exprese stale zvySovala (Qu et al., 1998). Exprese byla pozorovana i u lidského plodu
se srde¢ni vadou (Barresi et al., 2008). U ¢lovéka nebyla exprese Eng zaznamendna
ve zdravé aorté bez aterosklerotickych platd, ani v endotelu, ani v bunkéach hladké
svaloviny, zatimco aterosklerotické platy vykazovaly silnou expresi Eng, a to bez zjevné
zavislosti na morfologii bunék hladké svaloviny a stupni infiltrace leukocyt (Conley et
al., 2000). Bylo také zjisténo, ze v aterosklerotickych 1ézich lidské aorty 1ze pozorovat
jeho koexpresi s TGF-B1 a TGF-BRII. Neékteré studie popisuji, Ze makrofagy, bunky
hladké svaloviny a endotelové buniky vykazuji vysokou expresi Eng ve fazi ¢asné tvorby
1éze (Piao and Tokunaga, 2006). Silnou expresi Eng vykazovaly i platy, které obsahovaly
velké mnoZstvi kolagenu a méné trombd, a proto se zda, Ze exprese Eng je spojena s vyssi
stabilitou platu. Exprese Eng také koreluje s fosforylovanou formou proteinu Smad2/3,

proto se predpoklada, ze Eng aktivuje Smad2/3 signaliza¢ni kaskadu (Bot et al., 2009).

26



Vysoka exprese Eng byla detekovana taky v srdecnich fibroblastech potkana,
kde reguluje ptisobeni angiotenzinu II smérem k tvorbé fibrinu (Chen et al., 2004). Byla
studovana i tloha Eng v procesu aterosklerdzy u prasat. V endotelovych buiikach zdravé
koronarni artérie, buiikach hladké svaloviny médie a v pfilehlych fibroblastech byla
pozorovana nizka exprese Eng. AvSak po nasledné provedeném mechanickém poskozeni
(balonkovy katetr) byla po 3, 7 a 14 dnech od zakroku pozorovana zvysena exprese Eng,
dokazujici ucast endoglinu v procesu hojeni (Ma et al., 2000). Exprese Eng u mysi je
omezena vyhradné na endotelové bunky, které se nachdzi ve zdravé i aterosklerotické
céve. Neni vSak pritomen v buiikkach hladké svaloviny a makrofazich (Nachtigal et al.,
2007; Nachtigal et al., 2009b; Strasky et al., 2011). Exprese Eng v endotelu aorty mtze
byt ovlivnéna hladinou cholesterolu. Zvysend exprese Eng v endotelu aorty byla
pozorovana soucasné¢ se zvySenou hladinou cholesterolu u mySiho modelu
na cholesterolové dieté, kde ale nebyly pozorovany aterosklerotické 1éze (Nachtigal et al.,
2007). Naopak u ApoE/LDLr deficientnich mysi méla zvysena hladina cholesterolu
a velikost platu za nasledek snizenou expresi Eng soucasné se snizenim Smad2 (DiChiara
et al., 2000; Bot et al., 2009) a Smadl exprese, coz miize znamenat zavislost této
signalizace na pfitomnosti Eng v procesu aterosklerdzy (Strasky et al., 2011). Toto
snizeni exprese endoglinu bylo doprovazeno zvySenim hladiny Eng v krevnim séru,
proto se nékteti védci domnivaji, ze hypercholesterolémie zvysuje hladiny Eng v krvi,

a naopak sniZuje jeho expresi v cévach (Nachtigal et al., 2012).

Exprese Eng muze byt také ovlivnéna pouzitim hypolipidemik, statind,
které snizuji hladinu cholesterolu u ¢lovéka i mysi (Koh et al., 2004; Nachtigal et al.,
2008). Nasledkem podéavani atorvastatinu ApoE/LDLr deficientnim mysSim doSlo
ke sniZeni hladiny cholesterolu, zmenSeni velikosti plati a sniZzeni hladiny sérového Eng
v aorté a zaroven doslo ke zvyseni exprese tkanového Eng, ALK, Smad proteinti, VEGF

a eNOS (Nachtigal et al., 2009a; Rathouska et al., 2011).

2.3.3 Endoglin a NO

Jak jiz bylo zminéno vySe, eNOS je kli¢ovy enzym zodpoveédny za produkci NO
endotelovymi bunikami. Jeho exprese a aktivita je dllezitd v procesu ochrany endotelu.
Jeho snizena exprese je spojend s endotelovou dysfunkci, kterd je stézejnim krokem

v procesu aterogeneze. Spolecnd exprese Eng a eNOS je predmétem badani mnoha studii.
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Bylo prokazano, Ze exprese Eng je uzce spojena sexpresi eNOS u mysi.
U mysiho modelu s haploinsuficienci endoglinu (Eng*") byla potvrzena snizen4 hladina
eNOS, coz mélo za nésledek poruchu vazodilatace (Jerkic et al., 2004). Je tedy ziejmé,
ze NO hraje spolu s Eng dulezitou roli v procesu vazodilatace, angiogeneze a celkové
funkce endotelu (Jerkic et al., 2006). Jiné studie ukazuji, ze Eng je zdkladni slozkou
komplexu aktivujici eNOS, stabilizujici eNOS protein a usnadiiuje spojeni eNOS
s Hsp90, coz dokazuje zasadni roli Eng pro funkci endotelovych bun€k a regulaci tonu
cévy (Toporsian et al., 2005). Dalsi in vitro studie endotelovych bun¢k ukazuje
pravdépodobny mechanismus, jakym Eng zvySuje expresi eNOS a také jeho funkci. Eng
zvySuje Smad2, fosforylaci Smad2 a stabilitu Smad2, coz ma za nésledek zvySenou

expresi eNOS i v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti TGF-B1 cytokinu (Santibanez et al., 2007).

2.4  Solubilni endoglin

2.4.1 Vznik a struktura

Solubilni endoglin (sEng) predstavuje extracelularni c¢ast tkanového Eng,
ktera se odstépuje a je soucasti systémové cirkulace pfi riznych stavech spojenych
s poskozenim, aktivaci, zanétem nebo starnutim endotelu (Venkatesha et al., 2006).
K odstépeni extracelularni ¢asti dochazi na leucinu v pozici 586 pomoci MMP-14,

ktera je nejvice exprimovana v endotelovych bunkach.

Bylo zjisténo, Ze MMP-14 hraje dlleZitou roli v odstépovani Eng u pacient

s preeklampsii nebo nddorovym onemocnénim (Hawinkels et al., 2010).

Na druhou stranu bylo in vitro u bunééné kultury HUVEC z;jisténo, ze MMP-14
neni hlavni proteindzou odsté€pujici extracelularni ¢ast tkdnového Eng (Brownfoot et al.,
2014) a tedy role MMP-14 ve §té€peni endoglinu je stale predmétem dalSich studii. 80kDa
molekula sEng odstépovana z povrchu HUVEC je $tipana v pozici 586, coZz znamena,
ze je odstépovana celd extracelularni doména (Hawinkels et al., 2010). Tento konstrukt

byl vzorem pro vytvoifeni rekombinantniho sEng.

Dale se podafilo izolovat sEng ze séra preeklamptickych Zen a zjistit,
ze jeho molekulova hmotnost je 65kDa, coz znamenad, ze tato forma sEng neni Stipana

v pozici 586 (Gregory et al., 2014).
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Nutno zminit, ze hladina sEng v plazmé u zdravych jedinct byla zjisténa okolo

5ng/ml (Rana et al., 2012).

Soluble Endoglin
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Obrazek 6: Vznik solubilniho endoglinu proteolytickym Stépenim 7 tkanového endoglinu
(Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

2.4.2 Solubilni endoglin, hypercholesterolémie a endotelova

dysfunkce
Hypercholesterolémie je povazovéna za jeden z hlavnich rizikovych faktord,

jehoz nasledkem dochazi k rozvoji endotelové dysfunkce a aterosklerdzy.

Byl studovan vztah mezi vysokou hladinou cholesterolu a sEng u pacient
s ateroskler6zou a zjistilo se, Ze hladina jinych markeri endotelové dysfunkce
nebo poskozeni endotelu zvySend neni, napt. E-selektin (Blann et al., 1996). Dale bylo
zjisténo, Ze je hladina sEng zvySena jen v Casné fazi aterosklerozy jako nasledek
poskozeni endotelovych bunck, v pozdgSich fazich tohoto onemocnéni dochézelo
k jejimu snizeni nasledkem zvySené tvorby Eng/TGF-B1 komplexii (Li et al., 2000b).
sEng se povaZzuje za marker, ktery se zvySuje pii vysoké hladin€ celkového cholesterolu

u pacientd s familiarni hypercholesterolémii (Blaha et al., 2008).

V dalsi studii byly vysoké hladiny sEng pozorovany i u primérni kultury HUVEC,
u které byl navozen oxidacni stres pouzitim H2O: a nésledné byly buiniky ovlivnény
TNFa cytokinem (Ikemoto et al., 2012). Studie provedena v laboratofi prof. Nachtigala
také potvrzuje nartist sEng po ovlivnéni bunék TNFa cytokinem (Zemankova et al.,

2015).
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V dalsi studii byly pouzity jak bunky HUVEC, tak explantity z mysi placenty
a bylo zjisténo, ze HO-1 inhibuje uvoliiovani sEng a plisobi tak protektivné z hlediska

endotelové dysfunkce (Cudmore et al., 2007).

Co se tyka endotelové dysfunkce a aterosklerdzy, tak dilezitou roli hraji i dalsi
rizikové faktory jako je napt. hypertenze nebo DM 2. Byla provedena studie u pacienta
s DM 2, hypertenzi a u zdravych jedinct a zjistilo se, ze hladina sEng vyznamné koreluje
s endotelovou dysfunkci, glykémii, glykovanym hemoglobinem, systolickym krevnim
tlakem a hypertrofii levé komory. Hladina sEng byla také zvySena u pacientii s DM 2,
u kterych se projevila retinopatie a u pacienti s DM 2 a hypertenzi (Blazquez-Medela et
al., 2010).

sEng je také povazovan za marker zanétu, oxidacniho stresu a starnuti endotelu
v srde¢nich cévach, kde tyto procesy piispivaji k nezddoucim ucinkiim u pacientli

s ICHS. (Ikemoto et al., 2012).

ZvySena hladina sEng je také spojena se zménou morfologie aterosklerotického
platu a jeho hladina koreluje s vyskytem nestabilniho platu a také u jeho ruptury
u pacientl s nestabilni anginou pectoris, akutnim infarktem myokardu (AIM) a u stavu

po infarktu myokardu (Cui et al., 2008).

Hladina sEng byla sledovana i u pacientd s AIM. Snizena hladina tkanového Eng,
ale i sEng, byla detekovéana u pacientli se Spatnou prognézou, coZ milZe znamenat jistou
spojitost mezi tkanovou a solubilni formou. Ve srovnani se zdravymi pacienty, byla
pozorovana nizsi hladina sEng u pacientii s AIM. Nizsi hladina sEng miZe tedy znamenat
poskozeni funkce endotelu. Védci dosli k zavéru, Ze sniZzena hladina sEng v asné fazi

AIM miize byt povazovana za marker casného umrti (Cruz-Gonzalez et al., 2008).

Bylo také zjisténo, Ze provedenim LDL aferézy dochazi nejen ke sniZeni hladiny
cholesterolu v krvi, ale 1 ke snizeni sEng a dalSich markerti endotelové dysfunkce
(napf. hs-CRP, CD40L) u pacientl s familiarni hypercholesterolémii. Pozorovany pokles
sEng neni vSak pfic¢itin LDL aferéze, ale snizené aktivit€¢ endotelovych bunék

a imunitnimu systému po odstranéni aterogennich markert (Blaha et al., 2008).

Na lidskych explantatech placenty a u primarni kultury HUVEC bylo pozorovano,
ze hladinu sEng mohou zvySovat i oxysteroly, nicméné ovlivnéni pravastatinem nemeélo

zadny efekt na pokles sEng (Brownfoot et al., 2014).
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Bylo provedeno i velké mnozstvi studii na mysich a bylo zjisténo, Ze hladina sEng
byla signifikantné zvySena u ApoE/LDLr deficientnich mysi krmenych cholesterolovou
dietou, u téchto mysi byla také pozorovana vysoka hladina cholesterolu. Zajimavé je,
ze vysoka hladina sEng a cholesterolu neméla vliv na velikost aterosklerotického platu

(Rathouska et al., 2015).

2.4.3 Solubilni endoglin jako moZny induktor endotelové

dysfunkce v riiznych ¢astech cévniho recisté
Jak jiz bylo zminéno vyse, sEng miize byt povazovan za biomarker poskozeni
endotelu. Dalsi studie se vSak zabyvaji otdzkou, zda sEng mize byt alespon Caste¢né

zodpovédny za navozeni nebo vyvoj endotelové dysfunkce.

sEng je  schopen inhibovat tvorbu  kapildr, coz  poukazuje
na jeho antiangiogenni efekt. Vin vivo experimentu bylo zjisténo, Ze mysi
se zvySenou expresi sEng maji zvySenou propustnost kapilar v plicich, ledvinach
a jatrech. Na izolovanych potkanich kapildrach a mezenterickych cévach bylo dale
zjiSténo, Ze ovlivnéni rekombinantnim sEng zvySovalo vazbu TGF-B1 cytokinu
k TGF-BRII, coz vedlo k redukci Smad2/3 a nasledné inhibici eNOS a poté k vazodilataci
(Venkatesha et al., 2006). V tomto ptipadé lze fici, ze sEng mlze mit vliv na rozvoj
hypertenze (Rathouska et al., 2015). Hypertenze a endotelova dysfunkce jsou stavy,
u kterych hladina sEng koreluje s jejich zavaznosti, a pravé tyto stavy lze pozorovat

u preeklampsie (Levine et al., 2006).

Dale byla provedena studie na endotelu mezenterickych cév s pouZzitim adenoviru
exprimujiciho sEng, nésledkem toho byly utlumeny uclinky TGF-B a VEGF
se soucasnym zvysenim exprese P-selektinu a zvySenim mnozstvi leukocytii adherujicich
k endotelu, déle se zvysily hladiny solubilniho E-selektinu a solubilniho VCAM-1 a doslo
k poruseni vazodilatace (Walshe et al., 2009).

Jini autofi zjistili, Ze sEng je schopen inhibovat adhezi leukocytli ve venulach,

avSak mechanismus, jakym se tak déje, ziistava stale neznamy (Rossi et al., 2013).

Dale byla provedena studie u myS$i, které maji vysoké hladiny sEng
(vice nez 2000 ng/ml) nebo metaloproteinazy MMP-14. Vysoka hladina MMP-14 m¢la

za nasledek zvyseni hladiny sEng a zvySeni systolického krevniho tlaku v porovnani
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s ”wild type* skupinou mysi. Vyssi systolicky krevni tlak byl pozorovan i u mysi,

které mély vysokou hladinu lidského sEng (Valbuena-Diez et al., 2012).

V jiné studii byl opét potvrzen zvyseny systolicky krevni tlak u mysi s vysokou
hladinou sEng v porovnani se skupinou mysi s nizkymi hladinami sEng. AvSak vysledky
této studie ukazuji, Ze sEng neni jedinym faktorem, ktery ma vliv na rozvoj endotelové

dysfunkce (Nemeckova et al., 2015).

Je tedy ziejmé, Ze sEng piisobi v riznych ¢astech cévniho feciste rizné a vzdy je
nutné zhodnotit, zda kombinace vice faktori, které pfispivaji k endotelové dysfunkci,
napft. hypercholesterolémie, mize mit aditivni vliv spolu se zvySenou hladinou sEng

(Rathouska et al., 2015).

2.4.4 Predpokladany mechanismus piisobeni solubilniho

endoglinu v endotelu
Prvni prace o interakci sEng — TGF-B popisuji, ze zvySena hladina sEng
ma za nasledek snizeni G¢inktit TGF-B spojenych s proaterogennim efektem (Li et al.,
2000b; Stefoni et al., 2002). Dalsi hypotézou bylo, Ze sEng je schopen sniZovat
koncentraci nevazané, aktivni formy TGF-B, coZ vede k rozvoji procesu aterogeneze (Li

et al., 2000a; Rathouska et al., 2015).

Pozdéji bylo ale zjisténo, ze TGF-B vykonava dvoji funkci v pribéhu rozvoje
aterosklerdzy. V prvnich fazich aterogeneze mitize TGF-B aterogenezi podporovat,
a to stimulaci produkce kolagenu a zvétSovanim velikosti platu. V pozdéjsich fazich miize
pusobit proti tomuto procesu a pispivat tak k vetsi stabilité platu. Naopak v posledni fazi
aterogeneze prispiva opét k tvorbe platu a tvorbe okluze (Majesky et al., 1991; Grainger,

2004, 2007; Redondo et al., 2007).

Je dulezité zminit, Zze TGF-f signalizaci Ize z hlediska protekce cév ovlivnit také
lé¢ivy,  napt.  acetylsalicylovd  kyselina  indukuje = TGF-B  signalizaci,
coz ma za nasledek inhibici proliferace bun€k hladké svaloviny cév a pravdépodobné
brani ristu aterosklerotického platu (Redondo et al., 2003). Podobny protektivni ucinek
ma 1 perordlni antidiabetikum pioglitazon podavany u DM 2, ktery zprostiedkovava
aktivaci TGF-B/Smad2 signalizace, nasledkem c¢ehoz je proapoptotické piisobeni

na buiky hladké svaloviny cév (Redondo et al., 2005).
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Z vyse uvedeného vyplyva, ze sEng mize kompetovat o vazebna mista s TGF-1
cytokinem a ptredpoklada se, ze zasahuje dale do signalizace tak, ze plsobi zeslabeni

aktivace eNOS v endotelovych buiikach (Venkatesha et al., 2006).

Pokles funkce eNOS je spojena se zvySenim exprese adheznich molekul, zvysuje
se 1 propustnost cév, rozviji se endotelova dysfunkce, arteridlni hypertenze
a ateroskleréza (Forstermann and Sessa, 2012). VSechny tyto u¢inky mohou byt do jisté

miry pfisuzovany ptusobeni sEng (Rathouska et al., 2015).

Recentni prace Gregory et al. ukazuje, Ze sEng vytvari ptfimou vazbu s jinou
biologicky aktivni molekulou, a to s BMP9. V této studii bylo zjisténo, Ze solubilni
TGF-BRII muze vytvaret vazbu s TGF-B1 cytokinem a blokovat fosforylaci Smad1/5/8,
zatimco sEng tohoto procesu schopen neni. Vi se vSak, ze sEng blokuje fosforylaci
Smad1/5/8 a to tak, ze vytvaii vazbu s BMP9 (Gregory et al., 2014).

Vazbu sEng-BMP9 potvrzuje i1 pfedchozi studie z roku 2011 (Castonguay et al., 2011).
Je ale zfejmé, Ze pokud je sEng soucasti komplexu sEng-TGFBRII, neni schopen ptimo

vychytavat TGF-B1 cytokin (Castonguay et al., 2011).

Bylo také zjisténo, ze BMP9 (jako soucast kaskddy ALK-1/BMPR-2,
p38 a MAPK) muze indukovat endotel k produkci vyznamného vazokonstriktoru ET-1

(Star et al., 2010), ktery hraje dileZitou roli v regulaci krevniho tlaku (Gregory et al.,
2014).

2.5 Statiny

Statiny jsou kompetitivnimi reverzibilnimi inhibitory enzymu HMG-CoA
reduktazy, ktery katalyzuje pfeménu HMG-CoA na mevalonat, a tak dochdzi k syntéze
cholesterolu v jatrech. Inhibice tohoto enzymu ma pak za nasledek pokles syntézy
cholesterolu v jatrech (Obrazek 7), zvySeni exprese LDL receptorti (LDLr) a zvySené
vychytavani LDL ¢astic z plazmy (Zhou and Liao, 2010). Prvni inhibitory tohoto enzymu
jsou ptirodniho ptivodu, pochézi z plisné Penicilinum citrinum a byly objeveny v roce
1976 (Bedi et al., 2016). Od té¢ doby bylo publikovano velké mnozstvi studii zabyvajicich

se vyuzitim statinQ v klinické praxi.

Klinické studie uvadé¢ji, Ze statiny jsou prospéSné v primarni a sekundarni
prevenci ICHS (Shepherd et al., 1995; Downs et al., 1998; Liao and Laufs, 2005). Statiny

jsou bezpec¢na a Ucinnd 1é¢iva Siroce predepisovana pro snizeni hladiny cholesterolu.
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Mezi dalsi dalezité ucinky statind patii napt. i€¢inky imunomodulaéni, neuroprotektivni,
remodelace a nachéazi vyuziti pti chronickych zanétlivych onemocnénich, jako je napf.
revmatoidni artritida nebo systémovy lupus erytematosus. Tyto tzv. nelipidové
(na hypolipidemickém efektu statinli nezavislé) ucinky oznacujeme jako pleiotropni
(Bedi et al., 2016).

HMG-CoA
HMG-CoA Reductase Isoprene
Mevalonate synthesis
IPP Ras g .
l' famesylation Proliferation
Cholesterol Migration
synthesis Fép / Activlation Hypertrophy
+IPP of signaling |[—+< Vasoconstriction
/\ molecules Oxidation
Squalene GPP\‘ $ Inflammation
Coagulation
Cholesterol Rho, Rac, Rab \
l geranylgeranylation
Cholesterol deposits Vasculopathy, thrombosis

Obrazek 7z Schéma inhibice n~ HMG-CoA reduktazy statiny. Prevzato

z  https://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC1993933 vhrm0101-029-f1 &req=4,
20.3.2017.

2.5.1 Rozdéleni, farmakokinetika, pouzivané statiny

Statiny 1ze rozdelit do tii kategorii, a to na zaklad¢ jejich chemické struktury,

ptuvodu a rozpustnosti (Bedi et al., 2016).

Klasifikace statinii na zakladeé jejich chemické struktury

a) statiny obsahujici hexahydronaftalenovy kruh: mevastatin, simvastatin,

lovastatin, pravastatin.

b) statiny obsahujici fluorfenylovy kruh: fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin.
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b)

Klasifikace statinii na zakladé jejich privodu nebo zdroje
ptirodniho piivodu: lovastatin, simvastatin, pravastatin.

syntetického piivodu: atorvastatin, fluvastatin, cerivastatin.

Klasifikace statinii na zaklade jejich rozpustnosti
lipofilni: atorvastatin, simvastatin, lovastatin, fluvastatin, cerivastatin,
piatavastatin.

hydrofilni: pravastatin, rosuvastatin.

Vsechny statiny maji ale rozdilné charakteristické vlastnosti na zaklad¢ jejich

mechanismu plsobeni, renalni exkrece, priniku do CNS a dalSich terapeutickych,

farmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnosti. Vlastnosti vybranych statinl jsou

shrnuty v tabulce 1 (Bedi et al., 2016).

Tabulka 1: Terapeutické, farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti statinii.

Prevzato a upraveno (Bedi et al., 2016).

Atorvastatin Simvastatin Rosuvastatin Pravastatin Pitavastatin Fluvastatin

Davkovaci
rozmezi 10 - 80 10 - 80 5-40 10 - 80 5-10 20 - 80
[mg/dl]
Maximalni
redukce 60 47 55 34 43 24
LDL-C (%)
Redukce
triglyceridii 29 18 43 24 18 10
v séru (%)
ZvySeni
HDL-C 6 12 9,2 12 5 8
v séru (%)
Prinik do CNS Ne Ano Ne Ne Ano Ne
Renalni
exkrece (%) 2 13 10 20 10 <6
Biotransform Cytochrom Cytochrom Cytochrom Cytochrom Cytochrom Cytochrom
OWANSIONMACE  pAs)3A4  P4503A4  P4503A4 P4502C9 P4503A4  P450 3A4
Hydrofilni/
lipofilni Lipofilni Lipofilni Hydrofilni Hydrofilni Hydrofilni  Lipofilni
vlastnosti

LDL-C — LDL cholesterol, HDL-C - HDL-cholesterol
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2.5.2 Vliv statinu na endotel

Jak uz bylo popsano vyse, velmi dtlezitym mediatorem endotelové funkce je NO,
a existuje mnoho klinickych studii, které popisuji mechanismy, jakymi statiny zvysuji

produkci eNOS, tedy i NO, a nésledné tak zlepSuji funkci endotelu.

Jednim z mechanismii je Rho/ROCK signaliza¢ni kaskada. Rho kindzy jsou
serin/threonin  kindzové proteiny. Kritickym krokem pro funkci téchto proteini
je posttranslacni modifikace zprostfedkovana isoprenylaci (Hall, 1998), kterou statiny
mohou inhibovat (Laufs et al., 2002).

Dusledkem této inhibice je pak zvysSeni stability eNOS mRNA, coz ma
za nasledek zvyseni exprese a aktivity eNOS (Laufs and Liao, 1998). DalSim
mechanismem, kterym statiny mohou aktivovat eNOS je prostfednictvim serin/thereonin
kindzy Akt a PI3-kinazy. Statiny zvySuji regulaci P13-kinazy a tim podporuji aktivaci Akt
v endotelovych bunkach, coz vede k fosforylaci eNOS a zvySeni angiogeneze (Kureishi
et al., 2000). Dokonce i inhibice Rho/ROCK signalizace vede k aktivaci PI3/Akt
signalizace a nasledné kardioprotekci (Wolfrum et al., 2004). Statiny mohou regulovat
aktivitu eNOS ptsobenim na cav-1. Jak jiz bylo popséno v kapitole 2.1.1, cav-1 je
membranovy protein, ktery se vaze na eNOS v kaveolach, a tim dochazi k negativni
regulaci tohoto enzymu a nasledné¢ inhibici produkce NO (Plenz et al., 2004). In vitro
experimenty ukdzaly, Ze v pfitomnosti atorvastatinu dochdzi k redukei cav-1, coz ma
za nasledek obnoveni aktivity eNOS v endotelovych butikach. Tento Uc¢inek byl zrusen
pfidanim mevalonatu, coz poukazuje na pleiotropni efekt statinli v tomto uc¢inku (Feron

etal., 2001).

2.5.3 Statiny a ateroskleroza

Ateroskler6za je komplexni zanétlivé onemocnéni vyznacujici se nadmérnou
kumulaci lipidi ve sténé cév (Schonbeck and Libby, 2004). Bylo zjisténo, ze statiny
dokazou svym ptisobenim na cévni sténu inhibovat zanétlivou reakci v aterosklerotickém
platu (Vaughan et al., 2000). Mechanismem tohoto plsobeni je sniZzeni exprese adheznich
molekul, napt. VCAM-1, ICAM-1, E-selektinu (Rasmussen et al., 2001; Rezaie-Majd et
al., 2003). Statiny dale snizuji expresi P-selektinu a adhezi leukocytt zvySenim produkce
NO (Scalia et al., 2001). Experimenty u eNOS deficientnich mysi prokazaly, ze eNOS
zprostfedkovava nekteré protektivni ucinky statini na cévni endotel — predevSim

protizanétlivé ucinky (Stalker et al., 2001).
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2.5.4 Statiny a endoglin

Experimentalni studie na ApoE/LDLr deficientnich mySich modelech potvrzuji
vliv atorvastatinu na hladiny tkdnového i solubilniho Eng, a to zejména v cévnim endotelu
aterosklerotickych plati v aorté. Podavani atorvastatinu mélo také za nasledek snizeni
hladiny cholesterolu, sérového Eng a zmenSeni velikosti aterosklerotickych plati.
Zaroven dochazelo v aort¢ ke zvySeni exprese tkanového Eng, eNOS, VEGF, ALK
a Smad proteina (Nachtigal et al., 2009a; Rathouska et al., 2011; Vecerova et al., 2012).

2.6 Modely pro in vitro studium endotelu

Endotelové ~ builkky  produkuji  velké  mnozstvi antikoagulacnich
a antitrombotickych molekul (napt. prostacyklin) (Riederer et al., 2010),
protrombotickych molekul (napt. PAI-1) (Smyth et al., 1997), regulatory zanétlivych
a imunitnich procest (napt. adhezivni molekuly nebo IL-1) (Akeson et al., 1992; Sprague
and Khalil, 2009) a regulatory bunécného ristu (napi. TGF-B) (Pintavorn and
Ballermann, 1997).

Velmi ¢astym modelem pro in vitro studium endotelu jsou lidské endotelové
buiky aorty Human Aortic Endothelial Cells (HAEC) a lidské endotelové bunky
pupecnikové zily HUVEC. Jejich vyuziti najdeme v experimentalnich pracich,
které se zabyvaji endotelovou dysfunkci a jejim vztahem ke kardiovaskuldrnim
onemocnénim, jako je napt. DM 2, ateroskler6za (Rabini et al., 2002; Cai et al., 2005;
Onat et al., 2011) nebo preeklampsie (Sanchez-Aranguren et al., 2014). Nicméné&, pouZiti
modell pro in vitro studium endotelu byva velmi ¢astym cilem kritiky z divodu relevance

vysledkd ve vztahu ke klinickym studiim (Onat et al., 2011).

Vhodnym modelem pro realizaci transfekce je bunéénd linie Human Embryonic
Kidney (HEK293T), jedna se o lidskou embryondlni linii ledvinovych bunék (Lin et al.,
2014).

2.6.1 HAEC

Lidské endotelové buiiky aorty jsou primarni bunécna kultura obvykle ziskana
od jednoho darce. Kultivace probiha ve specidlnim médiu s ristovymi faktory

a suplementy pfi stalé vlhkosti, teplot¢ 37 °C a za kontinudlni dodavky 5% CO..
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Pro spravny riist a vyvoj buné€k je nezbytnou soucasti média fetalni bovinni sérum (FBS).
Pro zajisténi optimélnich podminek pro rist a vyvoj by mélo byt médium meénéno kazdy
druhy den. Bunky vytvari v kultiva¢ni nadobé¢ jednu souvislou vrstvu. Vzhledem k tomu,
ze se jednd o primarni kulturu, jsou bunky udrzovéany v kultivaci mezi druhou az osmou
pasazi. K pasazovani bun¢k se obvykle pfistupuje nejdiive pii 70% - 80% konfluence
(Kowalsky et al., 2008; Linden et al., 2008; Stratmann et al., 2016). Nevyhodou pouziti
téchto bunck a interpretace vysledkii miize byt fakt, Ze se jedna o kulturu ziskanou

pouze od jednoho darce.

2.6.2 HUVEC

Lidské endotelové buniky pupecnikové zily jsou také primarni bunéénd kultura,
jejich zdrojem ale mize byt jeden déarce nebo 1 vice darcti. Kultivace probiha za stejnych
podminek jako u bunék HAEC, tj. pii stalé vlhkosti a teplote 37 °C a 5% CO> (Babbitt et
al., 2015). Buiky rostou v kultiva¢nich nadobach potazenych zelatinou, ktera poméaha
bunkam pfisednout a zaroven plni tlohu extracelularni matrix. Velmi ¢asto se do média
pfidava 1% penicilin/streptomycin jako prevence infekci (Inglis et al., 2016). Vyhodou

pouziti téchto bunék je vétsi variabilita diky plivodu od rtiznych darct.

2.6.3 HEK293T

Lidska embryonalni linie ledvinovych bunék je Casto pouzivanou bunécnou linii
pro biologicky vyzkum, diky svym vlastnostem je vhodna zejména pro transfekci.
Soucasti této bunécné linie je T antigen, ktery indukuje maligni transformaci téchto bun¢k
a zajiStuje tak jejich nesmrtelnost. Kultivace probihd v podminkach stalé teploty 37 °C
a 5% CO2 v Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM). Médium obvykle obsahuje
10% FBS, 2 mM L-glutaminu, 100 U/ml penicilinu G, 110 mg/l pyruvatu sodného
a 100 pg/ml streptomycinu (Lin et al., 2014).

Tato bunécna linie byla pouZzita pro méfeni luciferdzové aktivity IL-6 a NF«xB.
Experimenty byly provedeny v ramci spoluprace v laboratofi prof. Carmela Bernabeu,

CIB v Madridu.

38



3 CILE STUDIE

Analyza soucasné odborné literatury zabyvajici se ulohou endoglinu v procesu

aterosklerdzy a problematikou vlivu solubilniho endoglinu na cévni endotel.

Analyza exprese endoglinu a eNOS po ovlivnéni bunék atorvastatinem

a TNFa cytokinem.

Analyza potencialniho mechanismu plisobeni solubilniho endoglinu u lidskych
endotelovych bun¢k za vyuziti metod PCR, Western blot, imunofluorescen¢ni

pratokové cytometrie, Luminex analyzy, ELISA a méfenim luciferazové aktivity.

Sledovani zmén exprese vybranych ¢lentt TGF-B signaliza¢ni kaskady, Smad
proteini a markeri dysfunkce endotelu po ovlivnéni bunék riznymi

koncentracemi solubilniho endoglinu in vitro.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Bunéc¢né kultury

K experimentim byla pouzita primdrni bunécnd kultura HUVEC (Lonza,
Svycarsko) a bunééna linie HEK293T (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA).

Buiikky HUVEC byly kultivovany v zakladnim médiu Endothelial Basal Medium
— 2 (EBM-2) (Lonza, Svycarsko) spolu s dal§imi suplementy uréenymi pro kultivaci
endotelovych bunék (EGM-2 SingleQuot Kit, Lonza, Svycarsko). Seznam suplementt je
uvedeny v tabulce 2. Médium obsahovalo 10% FBS (Sigma-Aldrich) nutného pro rtst
bunck. Kultivace probihala v Petriho miskdch potazenych 0,1% Zelatinou
(Sigma-Aldrich) pii teploté 37°C v podminkach 5% CO». VSechny experimenty byly
provedeny mezi 4. a 9. pasazi. Pro detekci exprese fosforylovanych forem proteinti byly
bunky vystarvovany, tzn. pfed ovlivnénim bunék sEng byly HUVEC inkubovany
24 hodin v médiu, které obsahovalo 0% FBS. Tento zplsob kultivace je standardni
metoda, kterd se bézn¢ pouziva ke zvyseni bunééné odpoveédi na ptritomnost solubilnich
faktort. Bunky HEK293T byly kultivovany v médiu Dulbecco modified Eagle’s
(DMEM) (Gibco, Massachusetts, USA) s 10% FBS (Gibco), 100 jednotek/ml penicilinu
a 100 jednotek/ml streptomycinu (Gibco) pii teploté 37°C v podminkéach 5% CO?2.

Atorvastatin (trihydrat vépenaté soli) (ATV) byl zakoupen od spolecnosti
Sigma-Aldrich. Byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 10mM v dimethylsulfoxidu

(DMSO) (Sigma-Aldrich) a aliquoty byly uchovavany pii -20°C.

Pouzité koncentrace ATV a doba inkubace byly vybrany na zakladé
JiZ publikovanych studii (Hernandez-Perera et al., 1998; Heeba et al., 2007).

Rekombinantni lidsky endoglin (sEng) a TNFa byly zakoupeny od spolecnosti
R&D Systems (Minnesota, USA). Pouzitim sterilniho PBS (Sigma-Aldrich),
které obsahovalo 0,1% bovine serum albumin (BSA) (Biosera, Francie) byly pfipraveny
zéasobni aliqouty sEng o koncentraci 250 ng/ml a TNFa o koncentraci 10 pg/ml. Aliqouty
byly uchovavany pii -20°C.

Pouzité koncentrace sEng (40 ng/ml a 500 ng/ml) byly vybrany s ohledem
na rozmezi koncentraci sEng v plazmé preeklamptickych pacientek a podle mysSiho
preeklamptického modelu, kde plazma experimentalnich zvifat obsahovala vysoké
hladiny lidského sEng (Valbuena-Diez et al., 2012; Nemeckova et al., 2015; Jezkova et
al., 2016).
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Tabulka 2: Seznam suplementit obsaZenych v EGM-2 SingleQuot Kit

Suplement Objem (ml)
GA-1000 0,5
Heparin 0,5
Hydrokortison 0,2
Kyselina citronova 0,5
R3 —IGF-1 0,5
rthEGF 0,5
rhFGF-B 2,0
VEGF 0,5

GA — gentamycin/amfotericin, R3-IGF-1 — rekombinantni long R inzulin like ristovy faktor,
rhEGF - rekombinantni lidsky epidermalni rastovy faktor, rhFGF-B — rekombinantni lidsky
rustovy faktor fibroblastii-B
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4.2 Western blot

K semikvantitativnimu hodnoceni exprese nami sledovanych proteint
jsme pouzili WB analyzu.

Bunky HUVEC byly inkubovany se 40 ng/ml nebo 500 ng/ml sEng. Pro stanoveni
exprese fosforylovanych forem proteinii (peNOSS!'”7, pSmad1/5, pSmad2/3) byly buiiky
inkubovéany 2 hodiny v podminkach 0% FBS. Doba inkubace 16 hodin a 10% FBS byla
zvolena pro stanoveni exprese proteini BMPR-2, COX-2, Eng, eNOS, ID-1, VCAM-1.
48 hodin a 10% FBS byly vzorky inkubovany v pfitomnosti sEng pro stanoveni exprese
BMPR-2, fosforylované a nefosforylované formy proteinu NFkB. Médium pro kontrolni
skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS.

Vzorky byly homogenizovany v RIPA pufru (Sigma-Aldrich) s inhibitory proteaz
(SERVA, Némecko) a inhibitory fosfataz (ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
USA), nésledné byl pouzit ultrazvukovy homogenizator UPSOH (Maneko; nastaveni:
0,5 cyklu, 80% amplituda). Nasledovala extrakce proteinli a méteni jejich koncentrace
BCA analyzou (ThermoFisher Scientific).

Homogenaty byly nafedény destilovanou vodou na vyslednou koncentraci
proteinu 20pug a inkubovany se vzorkovym pufrem 5 minut pii 95°C. Proteiny byly
separovany pomoci gelové elektroforézy (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) na 10% polyakrylamidovych gelech. Proteiny byly
preneseny na PVDF membranu (Millipore, Némecko) pomoci Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell nebo pomoci Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad, California,
USA), ktera byla nasledn¢ inkubovédna 1 hodinu v 5% roztoku suSené¢ho mléka pii
pokojové teploté. Nasledovala inkubace membrany s priméarni protilatkou, 16 hodin pfi
teploté 4°C, promyti membran v roztoku 0,1% tris buffer saline - tween (TBS-T), a pak
inkubace se sekundarni protildtkou 1 hodinu pfi pokojové teploté. Po promyti membran
vroztoku 0,1% TBS-T byla navdzana protilditka vizualizovana za pouZiti
chemiluminiscencnich ¢inidel (ThermoFisher Scientific) s naslednou expozici na film
(Foma, Ceska Republika).

Vyhodnoceni bylo provedeno za pouZiti softwaru NIS — Elements software,

version 4.0 (Laboratory Imaging, Ceska Republika).
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4.2.1 Pouzité primarni a sekundarni protilatky

Seznam pouzitych primarnich a sekundarnich protilatek je uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Piehled primdrnich a sekunddrnich protilatek

Primarni Katalogové R.ede'tm . Sekundarni Katva}logove Rede1,11 .
rotilatka ¢islo, vyrobce primarnt rotilatka Cislo, sekundarni
P vy protilatky P vyrobce protilatky
A9917
BMPR-2 ab78422 1:200 anti-mys (Sigma- 1:1000
(Abcam, UK) Aldrich)
12375-1-AP o ab6112
COX-2 (Proteintech, 1:500 anti-kralik (Abcam) 1:1000
I1linois, USA)
sc-20635
: (Santa Cruz ) o ab6112 )
endoglin Biotechnology, 1:500 anti-kralik (Abcam) 1:2000
Texas, USA)
sc-654
eNOS (Santa Cruz 1:200 anti-kralik (aAbb6c1a1n21) 1:1000
Biotechnology)
A9917
GAPDH . G879 . 1:10000 anti-mys (Sigma- 1:20000
(Sigma-Aldrich) Aldrich)
ab134163 o ab6112 )
ID1 (Abcam) 1:1000 anti-kralik (Abcam) 1:2000
ab86299 ) ot ab6112 )
NF«xB p65 (Abcam) 1:2000 anti-kralik (Abcam) 1:4000
sc-21871-R
peNOSS!7? (Santa Cruz 1:200 anti-kralik (aplbfclaﬁ) 1:1000
Biotechnology)
9516
(Cell Signaling, ) S ab6112 )
pSmad1/5 Massachusetts, 1:500 anti-kralik (Abcam) 1:2000
USA)
8828 ) ot ab6112 )
pSmad2/3 (Cell Signaling) 1:500 anti-kralik (Abcam) 1:1000
ab106777 . ot ab6112 )
VCAM-1 (Abcam) 1:500 anti-kralik (Abcam) 1:1000
A9917
B-actin . A3316 . 1:10000 anti-mys (Sigma- 1:10000
(Sigma-Aldrich) Aldrich)
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4.3 Kvantitativni real-time PCR

Pro stanoveni exprese sledovanych gent (Tabulka 4) byla pouzita metoda
kvantitativni polymerazové fetézové reakce v redlném case (QRT-PCR). Bunky HUVEC
pro qRT-PCR analyzu byly inkubovany se 40 ng/ml nebo 500 ng/ml sEng po dobu
3 nebo 16 hodin. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS.

Celkova RNA byla izolovana z bunék pouzitim TRI reagent (Sigma-Aldrich)
a jeji koncentrace byla méfena pomoci spektrofotometru. Pomoci aqua pro injectione
(Braun, Italie) byly vzorky nafedény na stejnou koncentraci messengerové RNA
(mRNA). 10l mRNA bylo pouzito do jedné reakéni smési pro piepis do komplementéarni
DNA (cDNA) pomoci T100 Thermal Cycler (Bio-Rad). Piepis tedy probihal ve 20ul
reakéni smési. K pfepisu vzorkii z mRNA do cDNA byl pouzit komeréné dostupny kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Massachusetts,
USA).

Do reakce pro detekci exprese jednotlivych genti bylo pouzito 30ng cDNA.
Jako endogenni kontrola — housekeep gen byl pouzit GAPDH nebo 18S.
Oligonukleotidy pro /L6 gen byly navrhnuty v centru CIB pomoci Roche software
pro qRT-PCR, sekvence oligonukleotidt byla: Fw 5'-GAAGGCAGCAGGCAACAC-3’
a Rw 5'-CAGGAGCCCAGCTATGAACT-3". Pro amplifikaci na 7500 Fast Real-Time
PCR systému (Applied Biosystems) byl pouzit nasledujici Casovy a teplotni profil: 3 min
95°C, nasledovalo 40 cykli:7 s 95°C, 25 s 60°C.

Relativni kvantifikace genové exprese byla vyhodnocena pomoci metody

dle Pfaffla (Pfaffl, 2001). Vzorec pro vypocet je uveden pod odkazem Vzorec 1.
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Vzorec 1: Vzorec pro vypocet relativni kvantifikace genové exprese (Prevzato

a upraveno z http://www.gene-quantification.de/chapter-3-pfaffl.pdf, dne 5.3.2017).

ACttarget(kontrola—vzorek)
target

R =
ACthousekeeping (kontrola—vzorek)

housekeeping

E — efektivita, target — stanovovany gen, housekeeping — referencni gen (GAPDH, 18S),
Etarget @ Enousekeeping - hodnoty efektivity stanovené z kalibra¢ni kiivky pro kazdy gen,
C; (cycle threshold) — prahové hodnoty urcitych specifickych cykl,

AC target @ ACt nousekeeping— 10zdily v prahovych hodnotich C; mezi kontrolou a vzorkem
pro kazdy gen

4.3.1 Pouzité primery
Seznam pouzitych primert je uvedeny v tabulce 4. VSechny primery byly
zakoupeny od spole¢nosti Applied Biosystems a nafedény roztokem TaqMan® Fast

Universal PCR Master Mix v pomé&ru 1:10.

Tabulka 4: Seznam pouZitych primeri

Oznaceni genu (ozn.acem prislusného Cislo eseje/Sekvence oligonukleotidi
proteinu)

185 (18S) Hs03003631 gl
ACVRLI (ALK-1) Hs00953798 ml
BMP4 (BMP-4) Hs00370078 ml
BMPR2 (BMPR-2) Hs00176148 ml
CCL2 (MCP-1) Hs00234140 ml
CYBA (p22-PHOX) Hs03044361 ml
ENG (Endoglin) Hs00923996 m1
GAPDH (GAPDH) Hs02758991 ¢l
HMOXI (HO-1) Hs01110250 m1
1CAMI (ICAM-1) Hs00164932 ml

ID] (ID-1) Hs03676575 sl

116 (IL-6) Fw 5'-GAAGGCAGCAGGCAACAC-3’
Rw 5'-CAGGAGCCCAGCTATGAACT-3'

NFKB3 (NFxB) Hs00153294 ml
NOS3 (eNOS) Hs01574659 ml
PTGS2 (COX-2) Hs00153133 ml
SERPINE] (PAI-1) Hs01126606 ml
TGFBRI (ALK-5) Hs00610320 ml
VCAM1 (VCAM-1) Hs01003372 ml
TGFBR2 (TGFBRII) Hs00234253 ml
BMP2 (BMP-2) Hs00154192 ml
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4.4 Imunofluorescencni pritokova cytometrie

Pro analyzu vzorka za pouziti imunofluorescencni pritokové cytometrie bylo

vytvoreno nékolik experimentalnich skupin:

e ATV 5 uM - bunky byly inkubovany 24 hodin v pfitomnosti 5 uM ATV,
nasledovala 16 hodinova inkubace v médiu s 0,1% (v/v) DMSO

e TNFa — bunky byly inkubovany 24 hodin v médiu s 0,1% (v/v) DMSO,
nasledovala 16 hodinova inkubace v prostedi 10 ng/ml TNFa

e ATV 5 uM/TNFa — buiiky byly inkubovany 24 hodin v médiu s ATV
o koncentraci 5 pM a s 0,1% (v/v) DMSO, pak nasledovala 16 hodinova inkubace
v prostfedi 10 ng/ml TNFa

e kontrolni skupina — buiiky byly inkubovany 40 hodin s médiem s 0,1% (v/v)
DMSO

V ptipadé téchto experimentalnich skupin byly buitky po oplachu PBS inkubovény
s trypsinem (Biosera, Francie), nasledovala inkubace s primarni protilatkou po dobu
1 hodiny pii 4°C, poté byly buiky inkubovany 30 minut pfi 4°C s kompatibilni
sekundarni protilatkou. Byla pouzita mysi monoklonalni protilatka anti-endoglin (P4A4,
protilatku laskavé poskytl prof. Carmelo Bernabeu z CIB, Madrid) nebo anti-eNOS
(ab76198, Abcam) nebo anti-VCAM-1 (BBAS, R&D Systems). Jako sekundarni
protilitka byla pouZzita kozi anti-mysi protilatka Alexa Fluor® 488 (A11001, Life
Technologies, Massachusetts, USA) nebo kozi anti-mysi Alexa Fluor® 647 (A20173, Life
Technologies). Pro detekci exprese endoglinu a VCAM-1 nebyly bunky fixovany
ani permeabilizovany. Pro detekci exprese eNOS byly burniky pted inkubaci s primarni
a sekundarni protilatkou fixovany 4% paraformaldehydem a nésledné permeabilizovany

roztokem 0,1% Tween 20 v PBS.
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Dalsi experimentalni skupiny:

e skupina 40 ng/ml — bunky byly inkubovany 16 hodin v médiu se 40 ng/ml sEng

e skupina 500 ng/ml — buniky byly inkubovany 16 hodin v médiu s 500 ng/ml sEng

e kontrolni skupina pro skupiny 40 ng/ml a 500 ng/ml — bunky byly inkubovany
16 hodin v médiu s 0,1% BSA v PBS

V piipad¢ téchto experimentdlnich skupin byly buniky po oplachu PBS inkubovany
strypsinem a po blokaci nespecifickych vazebnych mist nésledovala inkubace
s mysi monoklonalni protilaitkou anti-endoglin (P4A4, protilatku laskavé poskytl
prof. Carmelo Bernabeu z CIB, Madrid) po dobu 1 hodiny pii teploté 4°C. U vzorka
pro detekci exprese endoglinu nésledovala inkubace s fluorescenéné znacenou
sekundarni protilatkou kozi anti-mysi Alexa 488 (A11001, Life Technologies) po dobu

45 minut pii teploté 4°C. Buiiky nebyly fixovany ani permeabilizovany.

Exprese sledovanych proteinti byla vyhodnocena za pouziti Cell Lab Quanta SC
Flow Cytometer (Beckman Coulter, Inc., California, USA). Vysledky byly hodnoceny
pomoci softwaru Kaluza (Beckman Coulter) a ziskané hodnoty jsou prezentovany
jako relativni index exprese, kde je pocet pozitivnich bun€k nasoben prumérem hodnot

fluorescence a ziskané hodnoty jsou vztaZzeny ke kontrolni skupiné.

4.5 Luminex analyza

Pro detekci solubilnich forem proteini byly buitky HUVEC ovlivnény sEng
v koncentracich 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 16 a 48 hodin, médium pro kontrolni
skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS, nésledné byl odebran supernatant a centrifugovan
pfi 13200RPM a teploté 4°C po dobu 10 minut. K detekci proteint BMP-4, BMP-2,
MCP-1, ICAM-1, VCAM-1 byl pouzit komercné dostupny kit Luminex Screening Assay
(R&D Systems), ktery umoznuje detekci hned nékolika proteinii najednou.

Reakce probiha v 96ti jamkové desce, kde kazda jamka obsahuje smés barevnych
magnetickych kulicek pfedem potazenych smési protilatek dle vlastniho navrhu.
Po pfidani supernatantu — analytu dochéazi k navazani analytu na protilatku. Nasleduje
pfidani biotinylované protilatky a vznikd vazba protilatka-antigen. Poté je piidan
streptavidin s navdzanym phycoerythrinem, které se vazi k biotinylované protilatce

a zesiluji tak reakci za vzniku signalu.

47



Mgéieni bylo provadéno na Ustavu klinické imunologie a alergologie ve Fakultni
nemocnici Hradec Krdlové. K méfeni jsme vyuzili Luminex BioPlex 200 System
(Bio-Rad), ktery ma v sobé zabudované dva lasery. Prvni laser slouzi ke snimani signalu
fluorescence samotné kulicky a druhy snima signal zesileny pomoci streptavidinu
s phycoerythrinem. Signaly byly vyhodnoceny pomoci softwaru BioPlex Manager 6.1
Software (Bio-Rad). Ziskané hodnoty byly vztazeny ke kontrolni skuping.

4.6 ELISA

Metodou ELISA jsme detekovali mnozstvi solubilnich forem proteinti — endoglin,

BMP4 a IL-6 v supernatantu bunék HUVEC.
Pro stanoveni exprese sEng v supernatantu byly zavedeny nésledujici skupiny:

e ATV 5 uM - buiky byly inkubovany 24 hodin v pfitomnosti 5 uM ATV,
nasledovala 16 hodinova inkubace v médiu s 0,1% (v/v) DMSO

e TNFa — bunky byly inkubovany 24 hodin v médiu s 0,1% (v/v) DMSO,
nasledovala 16 hodinova inkubace v prostfedi 10 ng/ml TNFa

e ATV 5 uM/TNFa — buiky byly inkubovany 24 hodin v médiu s ATV
o koncentraci 5 pM a s 0,1% (v/v) DMSO, pak nasledovala 16 hodinova inkubace
v prostiedi 10 ng/ml TNFa

e kontrolni skupina — buniky byly inkubovany 40 hodin s médiem s 0,1% (v/v)
DMSO

Nasledn¢ byl odebran supernatant a centrifugovan pii 13200RPM a teploté¢ 4°C
po dobu 10 minut. Pro detekci endoglinu byl pouzit komeréné dostupny kit Human

Endoglin/CD105 Quantikine ELISA Kit (DNDGO00, R&D Systems).

Pro stanoveni exprese BMP4 a IL-6 byly buniky inkubovany se sEng o koncentraci
40 ng/ml a 500 ng/ml, nasledné byl odebran supernatant a centrifugovan pti 13200RPM
a teplot¢ 4°C po dobu 10 minut. 48 hodinova inkubace byla zvolena
pro detekci proteinu BMP-4, 24 hodin byly buiiky inkubovany se sEng v médiu bez FBS
pro detekci proteinu IL-6. K detekci proteinii byly pouzity komeréné dostupné kity
Human BMP-4 Quantikine ELISA Kit (DBP400) a Quantikine Human IL-6 assay
(D6050), oba zakoupené od firmy R&D Systems. Kultivace bunék pro analyzu proteinu
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IL-6 a samotné méfeni bylo provedeno v laboratofi prof. Carmela Bernabeu v CIB

v Madridu.

Signal byl vyhodnocen pomoci spektrofotometru a ziskané hodnoty byly vztazeny

ke kontrolni skupiné.

4.7 Meéreni luciferazové aktivity

Pro méfeni luciferazové aktivity byly bunky HEK293T ovlivnény sEng
v koncentracich 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 48 hodin. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita stejnd bunécna linie, ktera byla ovlivnéna TNFa v koncentraci 5 ng/ml
po dobu 24 hodin. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS.

Prubéh transfekce: IL-6 vektor obsahuje IL-6 promotor a koduje luciferazovy
reportérovy gen. NFkB reportér kdduje luciferazovy gen a je fizen regulacni sekvenci
obsahujici motiv pro vazbu NFkB, a proto je citlivy k aktivaci NFkB. Plasmid
pKBF-Luc/NF-xB obsahuje tfi opakujici se jednotky NF«kB, které se nachazi v H-2Kb
genu, ktery byl vlozen do herpes simplex genu thymidin kindzou. Konstrukt pGL3-1L-6-
Luc reportéru tfizeny 651-bp promotorem fragmentu lidského IL-6 laskavé poskytl Dr.
Manuel Fresno (Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CSIC-UAM),
Cantoblanco, Madrid). Ptechodna kotransfekce z bunék HEK293T byla provedena
za pouziti Lipofectamine 2000 (ThermoFisher) ptfidanim 0,8 pg pKBF promotoru
luciferazového vektoru nebo pGL3-IL-6-Luc reportérového vektoru s 50 ng pCMV-fgal
vektoru (Clontech, Kalifornie, USA) k normalizaci G¢innosti transfekce, v§e provedeno
dle instrukci v manudlu vyrobce.

48 hodin po transfekci a inkubaci bunék v pfitomnosti sEng nasledovalo méteni
luminiscenc¢ni aktivity na pfistroji Glomax multidetection system (Promega, Wisconsin,
USA). Vysledek je prezentovan jako pomér luminiscencni aktivity v buikach
inkubovanych v pfitomnosti sEng a v buiikach kontrolnich.

Kultivace bun¢k, transfekce 1 nasledné méteni byly provedeny v ramci spoluprace

s vyzkumnym centrem CIB v laboratofi prof. Carmela Bernabeu.
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4.8 Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provedeno pouzitim softwaru GraphPad Prism 7.0
(Graph-Pad  Software, Inc., California, USA). Vysledky jsou uvedeny
jako pramértsmérodatnd odchylka priméru (SEM, standard error of mean).
Pti porovnavani tiech skupin byla data hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem
a porovnavacim Dunn’s testem. Pii porovnavani dvou skupin byla data hodnocena

neparametrickym Mann-Whitney testem. Pro urceni statistickych vyznamnosti

byla stanovena hladina P<0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Zanét sniZuje expresi membranového endoglinu a eNOS

Ateroskleroza je povazovana za zanétlivé onemocnéni, proto jsme jako model

zanétu zvolili ovlivnéni bunék TNFa.

Zjistili jsme, ze podavani TNFa v koncentraci 10 ng/ml po dobu 16 hodin mélo
za nasledek signifikantni snizeni exprese membranového endoglinu (Obr. 8A) a eNOS
(Obr. 8B) na proteinové urovni u endotelovych bunék HUVEC. Abychom potvrdili
zanétlivy efekt TNFa, provedli jsme analyzu VCAM-1 pouzitim pratokové cytometrie,

kde doslo k signifikantnimu nardstu exprese tohoto proteinu (Obr. 8C).
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Obrazek 8: Exprese membrdanového endoglinu, eNOS a VCAM-1 po ovlivnéni bunék
HUVEC TNFa cytokinem. Buiiky byly kultivovany v médiu s 10 ng/ml TNFa po dobu
16 hodin. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% (v/v) DMSO. Byla provedena
WB analyza exprese membranového endoglinu (A) a eNOS (B). Reprezentativni obrazek
grafu znédzoriiuje jeden ze tii na sobé nezavislych experimentl s celkovym poctem
6 vzorkli pro kazdou skupinu. Graf znazoriiuje vysledky denzitometrické analyzy,
kde je kontrolni skupina vyjadfena jako 100%, obrazek pod grafem predstavuje
reprezentativni immunoblot. Stejnou nandsku proteinu jsme potvrdili pomoci detekce
B-actinu. Byla provedena i pritokova cytometrie, exprese proteinu VCAM-1 byla métena
po 16 hodinach inkubace s 10 ng/ml TNFa (C). Data jsou prezentovdna jako index
relativni exprese, coZ vyjadiuje pocet pozitivnich bun€k ve stanovovaném vzorku
nasobeny stiedni intenzitou fluorescence, vztazeno ke kontrolni skupin€. Reprezentativni
obrazek grafu znazoriiuje jeden ze tfi na sob& nezavislych experimentl s celkovym
poctem 6 vzorkl pro kazdou skupinu. Vysledky jsou uvedeny jako primér+=SEM. Data
byla hodnocena neparametrickym Mann-Whitney testem. *P<0,05, ***P<0,001

v porovnani s kontrolni skupinou.
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5.2  Atorvastatin zvySuje expresi membranového endoglinu
a eNOS a brani poklesu exprese membranového endoglinu

a eNOS u bunék ovlivnénych TNFa

Pomoci pritokové cytometrie jsme sledovali expresi membranového endoglinu
aeNOS u bunék ovlivnénych ATV, déle jsme sledovali expresi membranového endoglinu

a eNOS u bun¢k ovlivnénych kombinaci ATV a TNFa.

Po provedeni koncentra¢ni zavislosti exprese membranového endoglinu na ATV
jsme zjistili, ze k signifikantnimu nartGstu exprese membranového endoglinu dochazi
pii koncentraci 5 uM ATV (Obr. 9A). Proto jsme tuto koncentraci zvolili do kombinace
s TNFa (10 ng/ml) a zjistili jsme, Ze dochézi k signifikantnimu nartGstu exprese
membranového endoglinu, a to jak v porovnani s kontrolni skupinou, tak i se skupinou
ovlivnénou pouze TNFa, zaroveil doSlo k signifikantnimu poklesu membranového
endoglinu po ovlivnéni bunék jen 10 ng/ml TNFa (Obr. 9B), ¢imZ jsme potvrdili vysledky
pfedchoziho experimentu — WB analyzy (Obr. 8A). Po ovlivnéni bunék kombinaci
5 uM ATV s 10 ng/ml TNFa (ATV5uM/TNFa) doslo i signifikantnimu néarastu exprese
eNOS, a to jak v porovndni s kontrolni skupinou, tak i se skupinou ovlivnénou
pouze TNFo, zarovenn doSlo k signifikantnimu poklesu eNOS po ovlivnéni bunck

jen 10 ng/ml TNFa (Obr. 9C).
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Obrazek 9: Efekt ATV a TNFa na expresi membranového endoglinu a eNOS,
hodnoceno metodou pritokové cytometrie. Exprese membranového endoglinu (A).
Bunky byly inkubovany v pfitomnosti ATV o koncentraci 1 uM, 3 uM a 5 uM po dobu
24 hodin, pak nasledovala 16 hodinova inkubace bun¢k v médiu s 0,1% (v/v) DMSO.
Exprese membranového endoglinu (B) a eNOS (C). Pro skupinu ATV 5 uM plati,
ze bunky byly inkubovany 24 hodin v pfitomnosti ATV, nasledovala 16 hodinova
inkubace vmédiu s 0,1% (v/v) DMSO. Pro skupinu TNFa plati, Ze buiiky byly
inkubovany 24 hodin v médiu s 0,1% (v/v) DMSO, nésledovala 16 hodinova inkubace
v prostfedi 10 ng/ml TNFa. A pro skupinu ATV 5 uM/TNFa plati, Ze bunky byly
inkubovany 24 hodin v médiu s ATV o koncentraci 5 uM a s 0,1% (v/v) DMSO,
pak nasledovala 16 hodinova inkubace v prostiedi 10 ng/ml TNFa. Médium pro kontrolni
skupinu obsahovalo 0,1% (v/v) DMSO (A, B, C). Byly provedeny dva na sob¢€ nezavislé
experimenty s celkovym poctem 12 vzorkl pro kazdou skupinu. Data jsou prezentovana
jako index relativni exprese, coz vyjadiuje pocet pozitivnich bun¢k ve stanovovaném
vzorku nésobeny stfedni intenzitou fluorescence, vztazeno ke kontrolni skupiné.
Vysledky jsou uvedeny jako primér=SEM. Data byla hodnocena neparametrickym
Mann-Whitney testem. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 v porovnani s kontrolni

skupinou. #P<0,01, *#P<0,001 v porovnani se skupinou ovlivnénou TNFa.
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5.3 Spolecny efekt atorvastatinu a TNFo na hladiny

solubilniho endoglinu
Pro stanoveni exprese sEng v kultivaénim médiu jsme pouzili metodu ELISA.
Sledovali jsme expresi sEng po ovlivnéni bunék ATV, TNFa nebo po kombinaci

ATV5uM/TNFoa.

Vysledky ukézaly, Ze doslo k signifikantnimu nartstu exprese tohoto markeru
1 po ovlivnéni bun¢k ATV o koncentraci 5 uM také po ptuisobeni TNFa o koncentraci
10 ng/ml. Navic jsme zjistili, Ze po ovlivnéni bunék kombinaci ATV5SuM/TNFa doslo

k signifikantnimu narastu exprese sEng ve srovnani s kontrolou a TNFa. (Obr. 10).
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Obrazek 10: Efekt ATV a TNFa na hladiny sEng. Pro skupinu ATV 5 puM plati,
ze bunky byly inkubovany 24 hodin v pfitomnosti ATV, nasledovala 16 hodinova
inkubace vmédiu s 0,1% (v/v) DMSO. Pro skupinu TNFa plati, Ze bunky byly
inkubovany 24 hodin v médiu s 0,1% (v/v) DMSO, nasledovala 16 hodinova inkubace
v prostiedi 10 ng/ml TNFa. A pro skupinu ATV 5 uM/TNFa plati, ze buiiky byly
inkubovany 24 hodin v médiu s ATV o koncentraci 5 uM a s 0,1% (v/v) DMSO,
pak nasledovala 16 hodinova inkubace v prostiedi 10 ng/ml TNFa. Médium pro kontrolni
skupinu obsahovalo 0,1% (v/v) DMSO. Byly provedeny dva na sobé nezavislé
experimenty s celkovym poctem 12 vzorku pro kazdou skupinu. Vysledek je uveden
v ng/ml supernatantu. Vysledky jsou uvedeny jako primér+=SEM. Data byla hodnocena
neparametrickym Mann-Whitney testem. *P<0,05, ***P<0,001 v porovnani s kontrolni

skupinou. #P<0,01 v porovnani se skupinou ovlivnénou TNFa.
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5.4 Vliv rekombinantniho lidského endoglinu na markery

zanétu a adhezni molekuly

Sledovali jsme expresi markerti zanétu NFKB3 (NFxB), IL6 (IL-6), PTGS?2
(COX-2), CCL2 (MCP-1) a adheznich molekul VCAMI (VCAM-1), ICAMI
(ICAM-1) po ovlivnéni sEng pomoci qRT-PCR analyzy, métili jsme transkripcni aktivitu
vybranych molekul, a pomoci WB, Luminex a ELISA analyzy jsme sledovali expresi

markert na proteinové Grovni.

Zjistili jsme, ze ovlivnéni bun¢k sEng v koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml
ma za nasledek aktivaci NFkB promotorového vektoru, coz znamena, ze sEng stimuluje
jeho transkripcni aktivitu (Obr. 11A). Doslo 1 k signifikantnimu nartistu exprese NFKB3
(NFxB gen) na urovni mRNA v pfitomnosti 40 ng/ml a 500 ng/ml sEng (Obr. 11B).
Po 48 hodinové inkubaci bun¢k se sEng v koncentraci 500 ng/ml doslo

také k signifikantnimu nartistu exprese fosforylované formy proteinu NF«xB (Obr. 11C).

Zaznamenali jsme signifikantni nartst exprese VCAMI mRNA po 3 hodinové
inkubaci se 40 ng/ml sEng (Obr. 12A) a po 16 hodinové inkubaci s koncentraci 500 ng/ml
sEng (Obr. 12B). Buiiky byly inkubovany 16 hodin i pro stanoveni exprese proteinu,
ale ani WB analyza (Obr. 12C) ani Luminex analyza (Obr. 12D) nepotvrdily zvySenou
expresi VCAM-1. Dokonce ani 48 hodinova inkubace a naslednd Luminex analyza

(Obr. 12E) zvysenou expresi této adhezni molekuly nepotvrdily.

Druhou ze sledovanych adheznich molekul byl ICAM-1. K signifikantnimu
narastu genoveé exprese doslo pouze po 3 hodinovém ovlivnéni bun¢k sEng v koncentraci
40 ng/ml (Obr. 13A) a po 16 hodinové inkubaci s koncentraci 500 ng/ml sEng (Obr. 13B).
Byla provedena 1 Luminex analyza, kterd ale nepotvrdila signifikantni nardst exprese

ICAM-1 na proteinové urovni (Obr. 13C, 13D).

sEng je také stimuluje transkripéni aktivitu genu /L6, a to po ovlivnéni bunék
v koncentracich 40 ng/ml 1 500 ng/ml (Obr. 14A). Zaznamenali jsme i signifikantni nartst

exprese IL-6 mRNA (Obr. 14B), ale 1 na urovni proteinu (Obr. 14C).
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DalSim z markert zanétu je i COX-2. Jeho exprese na urovni mRNA byla
signifikantné zvySena po ovlivnéni bunék sEng v koncentraci 500 ng/ml po dobu 3 hodin
(Obr. 15A), po 16 hodinové inkubaci doSlo k signifikantnimu nartstu,
a to jak po 40 ng/ml, tak i po 500 ng/ml (Obr. 15B). WB analyza vSak nepotvrdila

zvysSenou expresi tohoto markeru na proteinové tirovni (Obr. 15C).

sEng nemél vliv na expresi MCP-1, dal§tho zmarkeri zanctu,

a to ani jak na Grovni exprese genu, tak i proteinu (Obr. 16A, 16B, 16C).
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Obrazek 11: Aktivita a stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu NFKB3 (NFkB)
v buiikaich HEK293T a buiikaich HUVEC. Bunky HEK293T byly transfekovany
pGL2-KBF-luc reportérovym vektorem a inkubovany 24 hodin v pfitomnosti sEng
o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml (A). Vysledky jsou prezentovany jako nasobky
kontroly. Reprezentativni obrazek grafu znazoriiuje jeden ze tii na sobé nezavislych
experimentl s celkovym poctem 9 vzorkl pro kazdou skupinu. Exprese mRNA NFKB3
(B). Buiky HUVEC byly inkubovany 16 hodin v pfitomnosti sEng o koncentraci
40 ng/ml a 500 ng/ml. Obrazek 10B je reprezentativni graf, bylo provedeno Sest
na sob¢ nezavislych experimentl s celkovym poctem 18 vzorkl pro kazdou skupinu.
Exprese proteinu NF«kB a jeho fosforylované formy (C). Bunky byly inkubovany
v prostiedi 500 ng/ml sEng po dobu 48 hodin. Nasledné byla provedena WB analyza.
Reprezentativni obrdzek grafu znazornuje jeden ze tii na sobé nezavislych experimenti
s celkovym poctem 9 vzorki pro kazdou skupinu. Graf znézornuje vysledky
denzitometrické analyzy, kde je kontrolni skupina vyjadiena jako 100%, obrazek
pod grafem pak znazorfuje reprezentativni immunoblot. Stejnou nanasku proteinu jsme

potvrdili pomoci detekce GAPDH. Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM.

59



Pti porovnavani tfech skupin byla data hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem
a porovnavacim Dunn’s testem. Pfi porovnavani dvou skupin byla data hodnocena
neparametrickym Mann-Whitney testem. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 v porovnani

s kontrolni skupinou.

60



A VCAM1 B VCAM1 c VCAM-1

o
S

Exprese mRNA
2
8

(% z kontroly)
Exprese mRNA
(% z kontroly)

Exprese proteinu
(% z kontroy)

[}
kontrola 40 ngiml| 500 ng/ml kontrola 40 ngiml 500 ng/ml kontrola 500 ng/ml

VCAM-1 p—

GAPDH i S —

D VCAM-1 E VCAM-1
1500 2500

2000

E 1500 T
g 1000

—l_ 500

0
kontrola 40 ngiml| 500 ng/mi kontrola 40 ng/ml 500 ngiml

1000

paiml

500

Obrazek 12: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu VCAMI (VCAM-1)
v busikach HUVEC. Pro analyzu exprese mRNA byly buniky inkubovany v pfitomnosti
sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky
grafit qRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo provedeno Sest na sob& nezavislych
experimentl s celkovym poctem 18 vzorkli pro kazdou skupinu. Exprese proteinu
VCAM-1 (C). Reprezentativni obrazek grafu znazornuje jeden ze tii na sobé nezavislych
experimentll s celkovym pocétem 12 vzorkll pro kazdou skupinu. Graf zndzornuje
vysledky denzitometrické analyzy, kde je kontrolni skupina vyjadiena jako 100%,
obrazek pod grafem znézoriuje reprezentativni immunoblot. Stejnou nanaSku proteinu
jsme potvrdili pomoci detekce GAPDH. Byla provedena i Luminex analyza, exprese
proteinu VCAM-1 byla méfena po 16 hodinach (D) a 48 hodindch (E) inkubace
se 40 ng/ml a 500 ng/ml sEng. Reprezentativni obrazek grafu znazoriiuje jeden ze tii
na sob¢ nezavislych experimentd s celkovym pocétem 12 vzorkll pro kazdou skupinu.
Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B, C, D, E). Vysledky
jsou uvedeny jako primér=SEM. Pii porovnavani tfech skupin byla data hodnocena
ANOVOU s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem. Pfi porovnavani
dvou skupin byla data hodnocena neparametrickym Mann-Whitney testem. *P<0,05,

**%P<0,001 v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 13: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu ICAMI1 (ICAM-1)
v buiikach HUVEC. Pro stanoveni exprese mRNA byly buiiky inkubovany v pfitomnosti
sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky
grafit qRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych
experimentll s celkovym poctem 18 vzorkil pro kaZzdou skupinu. Exprese proteinu
ICAM-1 byla méfena pomoci Luminex analyzy, a to po 16 hodinach (C) a 48 hodinach
(D) inkubace se 40 ng/ml a 500 ng/ml sEng. Reprezentativni obrazek grafu znazoriiuje
jeden ze tii na sob¢ nezavislych experimentti s celkovym poétem 12 vzorkl pro kazdou
skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B, C, D).
Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla hodnocena ANOVOU
s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem. **P<0,01 v porovnani

s kontrolni skupinou.
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Obrazek 14: Aktivita a stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu IL6 (IL-6)
v buiikaich HEK293T a buiikaich HUVEC. Bunky HEK293T byly transfekovany
pGL2-KBF-luc reportérovym vektorem a inkubovany 24 hodin v pfitomnosti sEng
o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml (A). Vysledky jsou prezentovany jako nasobky
kontroly. Reprezentativni obrazek grafu znazoriiuje jeden ze tii na sobé nezavislych
experimentl s celkovym poctem 9 vzorki pro kazdou skupinu. Exprese mRNA /L6 (B).
Bunky HUVEC byly inkubovany 16 hodin v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml
a 500 ng/ml. Obrazek 13B je reprezentativni graf, bylo provedeno Sest
na sobé nezavislych experimentl s celkovym poctem 18 vzorkil pro kazdou skupinu.
Exprese proteinu IL-6 byla méfena pomoci ELISA analyzy (C). Vysledek je uveden
v pg/ug proteinu v supernatantu. Reprezentativni obrazek grafu znézornuje jeden
ze tfi na sob¢ nezavislych experimentii s celkovym pocétem 12 vzorkli pro kazdou
skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B, C).
Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla hodnocena ANOVOU
s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem. *P<0,05, **P<0,01,

**%P<0,001 v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 15: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu PTGS2 (COX-2) v buiikdach
HUVEC. Pro stanoveni exprese mRNA byly buniky inkubovany v pfitomnosti sEng
o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky graft
qRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo provedeno Sest na sob& nezavislych
experimentl s celkovym pocétem 18 vzorkd pro kazdou skupinu. Exprese proteinu
COX-2 (C). Reprezentativni obrazek grafu zndzoriuje jeden ze tfi na sob& nezavislych
experimentl s celkovym poctem 9 vzorki pro kazdou skupinu. Graf znazornuje vysledky
denzitometrické analyzy, kde je kontrolni skupina vyjadiena jako 100%, obrazek pod
grafem predstavuje reprezentativni immunoblot. Stejnou nanasku proteinu jsme potvrdili
pomoci detekce GAPDH. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS
(A, B, C). Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla hodnocena ANOVOU
s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem. *P<0,05, **P<0,01 v porovnani

s kontrolni skupinou.
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Obrazek 16: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu CCL2 (MCP-1) v buiikdach
HUVEC. Pro stanoveni exprese mRNA byly buniky inkubovany v pfitomnosti sEng
o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafi
gRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych
experimentl s celkovym poctem 18 vzorkd pro kazdou skupinu. Exprese proteinu
MCP-1 byla méfena pomoci Luminex analyzy (C). Vysledek je uveden v pg/ml
supernatantu. Reprezentativni obrazek grafu znazoriiuje jeden ze tii na sobé nezavislych
experimentl s celkovym poctem 12 vzorkl pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni
skupinu obsahovalo 0,1% BSA vPBS (A, B, C). Vysledky jsou uvedeny
jako primér=SEM. Data byla hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem

a porovnavacim Dunn’s testem.
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5.5 Vliv rekombinantniho lidského endoglinu na markery

oxidaéniho stresu

Pro stanoveni exprese markerti oxida¢niho stresu jsme pouzili gqRT-PCR analyzu.

Hodnotili jsme vliv sEng na vybrané markery — HMOXI1 (HO-1) a CYBA (p22-PHOX).

Buiiky byly inkubovany v prostiedi sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml
po dobu 3 a 16 hodin. Ani u jednoho z uvedenych markerti jsme vSak nezaznamenali

signifikantni zménu exprese mRNA (Obr. 17, 18).

66



A CYBA (p22) B CYBA (p22)
150- 150+

T

-
o
o

L

-

(=]

o
1

Exprese mRNA
(4]
b

(% z kontroly)

Exprese mRNA
(% z kontroly)

(1]
o
1

kontrola 40 ng/ml 500 ng/ml kontrola 40 ng/ml 500 ng/ml

Obrazek 17: Genova exprese CYBA (p22-PHOX) v buiikach HUVEC. Pro stanoveni
exprese mRNA byly buiiky inkubovéany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml
a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafii qRT-PCR analyzy jsou
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem 18 vzorkli pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo
0,1% BSA vPBS (A, B). Vysledky jsou uvedeny jako prumér+SEM. Data byla

hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem.
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Obrazek 18: Genova exprese HMOXI1 (HO-1) v buiitkach HUVEC. Pro stanoveni
exprese mRNA byly buiiky inkubovéany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml
a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafii qRT-PCR analyzy jsou
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem 18 vzorkli pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo
0,1% BSA vPBS (A, B). Vysledky jsou uvedeny jako prumér+SEM. Data byla

hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem.
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5.6 Vliv rekombinantniho lidského endoglinu na expresi eNOS

Pro stanoveni exprese NOS3 (eNOS) a jeji fosforylované formy eNOSS!!77
(peNOSS'177y v buiikach HUVEC jsme zvolili qRT-PCR a WB analyzu.

Pomoci qRT-PCR jsme zjistili, ze sEng v koncentracich 40 ng/ml a 500 ng/ml
neovliviiuje expresi NOS3, a to ani po 3 hodinové (Obr. 19A) ani po 16 hodinové
(Obr. 19B) inkubaci.

WB analyza potvrdila vysledky qRT-PCR analyzy, po inkubaci HUVEC
v prosttedi sEng o koncentraci 500 ng/ml nedoslo k signifikantnimu nartistu exprese

peNOSS177 (Obr. 20).
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Obrazek 19: Genova exprese NOS3 v buiikach HUVEC. Pro stanoveni exprese mRNA
byly bunky inkubovany v pfitomnosti SEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu
3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafi qRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo
provedeno Sest na sobé nezdvislych experimenti s celkovym poctem 18 vzorki
pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B).
Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla hodnocena ANOVOU

s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn'’s testem.
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Obrazek 20: Hodnoceni peNOSS'!”7 v buitkich HUVEC po ovlivnéni sEng
o koncentraci 500 ng/ml. Buiky byly inkubovany v pfitomnosti sEng 16 hodin.
Reprezentativni obrazek grafu znazoriuje jeden ze tii na sobé nezavislych experimentl
s celkovym poctem 9 vzorkli pro kazdou skupinu. Graf znazoriiuje vysledky
denzitometrické analyzy, kde je kontrolni skupina vyjadiena jako 100%, obrazek pod
grafem znazornuje reprezentativni immunoblot. Stejnou nanasku proteinu jsme potvrdili
pomoci detekce GAPDH. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS.

Vysledky jsou uvedeny jako primér=SEM. Data byla hodnocena neparametrickym

Mann-Whitney testem.
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5.7 Vliv rekombinantniho lidského endoglinu na membranovy

endoglin

qRT-PCR, WB analyzu a priutokovou cytometrii jsme vyuzili pro sledovani
exprese membranového endoglinu u primarni bunééné kultury HUVEC po ovlivnéni

sEng. Bukky HUVEC byly inkubovany v prostiedi sEng o koncentraci 40 ng/ml a/nebo
500 ng/ml.

3 hodinova inkubace se ukazala jako nedostatecna pro zvySeni exprese mRNA
(Obr. 21A).

Nésledkem 16 hodinové inkubace vSak doslo k signifikantnimu nartistu mRNA,

a to jak po 40 ng/ml, tak i po 500 ng/ml sEng (Obr. 21B).

WB analyza (Obr. 21C) i priitokova cytometrie (Obr. 21D) potvrdily signifikantni

nariist exprese na Urovni proteinu, a to po ovlivnéni 500 ng/ml sEng.
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Obrazek 21: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu membrdanového endoglinu
v busikach HUVEC. Pro stanoveni exprese mRNA byly buiiky inkubovany v pfitomnosti
sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky
grafit qRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo provedeno Sest na sob& nezavislych
experimentl s celkovym poctem 18 vzorki pro kazdou skupinu. Exprese membranového
endoglinu po ovlivnéni sEng o koncentraci 500 ng/ml (C). Reprezentativni obrazek grafu
znazornyje jeden ze tfi na sobé nezavislych experimentl s celkovym poctem 9 vzorki
pro kazdou skupinu. Graf znazornuje vysledky denzitometrické analyzy, kde je kontrolni
skupina vyjadiena jako 100%, obrazek pod grafem =znézornuje reprezentativni
immunoblot. Stejnou nanasku proteinu jsme potvrdili pomoci detekce GAPDH. Expresi
endoglinu jsme méfili i pouzitim pritokové cytometrie, a to po 16 hodinové inkubaci
se sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml (D). Reprezentativni obrazek grafu
znéazornuje jeden ze tii na sob€ nezavislych experimenti s celkovym poctem 18 vzorkl
pro kazdou skupinu. Data jsou prezentovana jako index relativni exprese, coz vyjadiuje
pocet pozitivnich bunék ve stanovovaném vzorku néasobeny stfedni intenzitou

fluorescence, vztaZzeno ke kontrolni skupin¢. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo
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0,1% BSA vPBS (A, B, C, D). Vysledky jsou uvedeny jako prumér+SEM.
Pti porovnavani tiech skupin byla data hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem
a porovnavacim Dunn’s testem. Pii porovnavani dvou skupin byla data hodnocena
neparametrickym Mann-Whitney testem. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 v porovnani

s kontrolni skupinou.
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5.8 Vliv rekombinantniho lidského endoglinu na TGF-§

signalizaci

Sledovali jsme 1 expresi ¢lenit TGF- signaliza¢ni kaskady — ACVRL1 (ALK-1),
TGFBRI (ALK-5), TGFBR2 (TGFpBRII), BMPR2 (BMPR-2), pSmad2/3, pSmadl/5,
SERPINEI (PAI-1), IDI (ID-1), BMP2 (BMP-2), BMP4 (BMP-4) po ovlivnéni bun¢k
HUVEC sEng v koncentracich 40 ng/ml a/nebo 500 ng/ml. gqRT-PCR analyzu jsme

pouzili pro sledovani exprese mRNA, WB, Luminex, ELISA analyzu pro stanoveni

exprese proteinu vybranych molekul.

3 hodinova inkubace bunék v pfitomnosti sEng neméla vliv na zménu exprese
mRNA ACVRLI (Obr. 22A), ale zaznamenali jsme signifikantni narist exprese mRNA
po 16 hodinové inkubaci, a to jak po 40 ng/ml tak i po 500 ng/ml sEng (Obr. 22B).

Pti ovlivnéni bunc¢k sEng v koncentraci 500 ng/ml po dobu 3 hodin doslo
k signifikantnimu poklesu mRNA 7GFBRI (Obr. 23A), ale po 16 hodinové inkubaci

jiz k signifikantni zméné€ nebyla pozorovana (Obr. 23B).

Pii stanoveni exprese mRNA TGFBR2 jsme buiiky inkubovali v prostiedi sEng
o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 a 16 hodin, ale pouze po 3 hodinové
inkubaci bun¢k s 500 ng/ml sEng doslo k signifikantnimu poklesu mRNA (Obr. 24A).

16 hodinové inkubace jizZ neméla vliv na zménu exprese (Obr. 24B).

K signifikantni zméné exprese doslo pifi inkubaci bun€k v prostiedi 500 ng/ml
sEng, po 3 hodinové inkubaci jsme zaznamenali signifikantni pokles exprese mRNA
BMPR?2 (Obr. 25A), po 16 hodinové inkubaci doSlo naopak k signifikantnimu narGstu
mRNA (Obr. 25B). WB analyza nepotvrdila vysledky qRT-PCR, po 16 hodinovém
ovlivnéni bun¢k v prostfedi 500 ng/ml sEng nedoslo k signifikantni zméné exprese
BMPR-2 na trovni proteinu (Obr. 25C). Po 48 hodinéach inkubace buné€k v pritomnosti
500 ng/ml sEng doslo dokonce k poklesu BMPR-2 (Obr. 25D).

Pro stanoveni exprese pSmad2/3 jsme pouzili WB analyzu. Po inkubaci bun&k
s 500 ng/ml sEng po dobu 16 hodin doslo k signifikantnimu naristu exprese tohoto

proteinu (Obr. 26).

Pro stanoveni pSmad1/5 jsme také pouzili WB analyzu. AvSak po inkubaci bunék

s 500 ng/ml sEng nedoslo k signifikantni zmén¢ exprese tohoto proteinu (Obr. 27).
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Po 16 hodinéch inkubace nemél sEng vliv ani na zménu exprese SERPINE [, genu

kédujiciho protein PAI-1 (Obr. 28).

Prekvapujici byl vysledek qRT-PCR analyzy genu /D1. Po 16 hodinové inkubaci
bunék v pritomnosti 500 ng/ml sEng doslo k signifikantnimu nartistu mRNA tohoto genu
(Obr. 29A). Avsak WB analyza tento vysledek nepotvrdila,
naopak po 16 hodinové inkubaci bun€k v pfitomnosti 500 ng/ml sEng doslo

k signifikantnimu poklesu exprese proteinu ID-1 (Obr. 29B).

Luminex analyza neprokézala vliv sEng na expresi proteinu BMP-2 ani po 16,

ani po 48 hodinach inkubace (Obr. 30A, 30B).

Signifikantni zménu exprese jsme nezaznamenali ani u BMP-4, a to jak v pfipadé
gRT-PCR analyzy (Obr. 31A), tak i u Luminex analyzy — pro detekci exprese proteinu
BMP-4 byly buniky inkubovany 16 hodin (Obr. 31B) a 48 hodin (Obr. 31C) v prostredi
sEng. Signifikantni zmény nebyly pozorovany ani v piipadé ELISA analyzy (Obr. 31D).
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Obrazek 22: Genova exprese ACVLRI (ALK-1) v buiitkach HUVEC. Pro stanoveni
exprese mRNA byly buiiky inkubovéany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml
a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafii qRT-PCR analyzy jsou
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem 18 vzorkl pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo
0,1% BSA vPBS (A, B). Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla
hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn'’s testem. *P<0,05,

*#%P<0,001 v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 23: Genova exprese TGFBRI1 (ALK-5) v buiikach HUVEC. Pro stanoveni
exprese mRNA byly buiiky inkubovéany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml
a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafii qRT-PCR analyzy jsou
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem 18 vzorkl pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo
0,1% BSA vPBS (A, B). Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla
hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn'’s testem. **P<0,01

v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 24: Genova exprese TGFBR2 v buiikach HUVEC. Pro stanoveni exprese
mRNA byly bunky inkubovéany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml
po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky grafi qRT-PCR analyzy jsou
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem 18 vzorkl pro kazdou skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1%
BSA v PBS (A, B). Vysledky jsou uvedeny jako primér+SEM. Data byla hodnocena
ANOVOU s Kruskal-Wallis testem a porovndvacim Dunn’s testem. **P<0,01

v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 25: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu BMPR2 (BMPR-2)
v buiikach HUVEC. Pro stanoveni exprese mRNA byly buiiky inkubovany v pfitomnosti
sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 3 hodin (A) a 16 hodin (B). Obrazky
grafit qRT-PCR analyzy jsou reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych
experimentl s celkovym poctem 18 vzorkl pro kazdou skupinu. Pro WB analyzu byly
bunky ovlivnény sEng o koncentraci 500 ng/ml po dobu 16 hodin (C) nebo 40 ng/ml
a 500 ng/ml po dobu 48 hodin (D). Reprezentativni obrazek grafu zndzortiuje jeden ze tii
na sob¢ nezavislych experimenti s celkovym poétem 9 vzorki pro kazdou skupinu. Graf
znazoriiuje vysledky denzitometrické¢ analyzy, kde je kontrolni skupina vyjadifena
jako 100%, obrazek pod grafem pak znadzorfiuje reprezentativni immunoblot. Stejnou
nanaSku proteinu jsme potvrdili pomoci detekce GAPDH. Médium pro kontrolni skupinu
obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B, C, D). Vysledky jsou uvedeny jako prumér=SEM.

Pfi porovnavani tfech skupin byla data hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem
a porovnavacim Dunn’s testem. Pfi porovnavani dvou skupin byla data hodnocena
neparametrickym Mann-Whitney testem. *P<0,05, **P<0,01 v porovnani s kontrolni

skupinou.
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Obrazek 26: Hodnoceni exprese pSmad2/3 v buiikaich HUVEC po ovlivnéni sEng
o koncentraci 500 ng/ml. Buiky byly inkubovany v pfitomnosti sEng 16 hodin.
Nasledné¢ byla provedena WB analyza proteinu. Reprezentativni obrazek grafu
znazoriuje jeden ze tfi na sobé nezavislych experimentii s celkovym poctem 9 vzorkl
pro kazdou skupinu. Graf znazornuje vysledky denzitometrické analyzy, kde je kontrolni
skupina vyjadfena jako 100%, obrazek pod grafem znazornuje reprezentativni
immunoblot. Stejnou nanasku proteinu jsme potvrdili pomoci detekce GAPDH. Médium
pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS. Vysledky jsou uvedeny
jako primé&r+SEM. Data byla hodnocena neparametrickym Mann-Whitney testem.

*P<0,05 v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 27: WB analyza exprese pSmadl/5 v buitkaich HUVEC po ovlivnéni sEng
o0 koncentraci 500 ng/ml. Bunky byly inkubovany v pfitomnosti sEng 16 hodin.
Reprezentativni obrazek grafu znazoriuje jeden ze tii na sobé nezavislych experimentl
s celkovym poctem 9 vzorkii pro kazdou skupinu. Graf znédzoriiuje vysledky
denzitometrické analyzy, kde je kontrolni skupina vyjadiena jako 100%, obrazek
pod grafem znazoriiuje reprezentativni immunoblot. Stejnou nanaSku proteinu jsme
potvrdili pomoci detekce GAPDH. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA
v PBS. Vysledky jsou wuvedeny jako prumér=SEM. Data byla hodnocena

neparametrickym Mann-Whitney testem.
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Obrazek 28: Stanoveni genové exprese SERPINE1 (PAI-1) v buiitkaich HUVEC.
Pro analyzu exprese mRNA byly buiiky inkubovany v pfitomnosti sEng o koncentraci
40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 16 hodin. Reprezentativni obrazek grafu znazornuje jeden
ze tfi na sobé nezavislych experimentii s celkovym poctem 18 vzorkll pro kazdou
skupinu. Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS. Vysledky jsou
uvedeny jako primér=SEM. Data byla hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem

a porovnavacim Dunn’s testem.

83



A ID1 B ID-1
150-

N

(=]

=]
I

-
o
(=]

1

-

=

o

1

Exprese mRNA
(% z kontroly)
2
o
(% z kontroy)
o
b

(4]
T
Exprese proteinu

(=]
I

kontrola 40 ng/ml| 500 ng/ml kontrola 40 ng/ml 500 ng/ml

ID-1 --l--l— -
GAPDH e T e e —

Obrazek 29: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu ID-1 v buitkach HUVEC.
Pro stanoveni exprese mRNA byly buiiky inkubovéany v pfitomnosti sEng o koncentraci
40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 16 hodin (A). Obrazky grafii qRT-PCR analyzy jsou
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem18 vzorkli pro kazdou skupinu. Pro WB analyzu byly bunky ovlivnény sEng
o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml po dobu 16 hodin (B). Reprezentativni obrazek grafu
znazoriuje jeden ze tfi na sob¢ nezavislych experimenti s celkovym poctem 9 vzorkt
pro kazdou skupinu. Graf znazoriuje vysledky denzitometrické analyzy, kde je kontrolni
skupina vyjadfena jako 100%, obrazek pod grafem znazorfiuje reprezentativni
immunoblot. Stejnou nanasku proteinu jsme potvrdili pomoci detekce GAPDH. Médium
pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B). Vysledky jsou uvedeny
jako pramér+SEM. Pfi porovnavani tfech skupin byla data hodnocena ANOVOU
s Kruskal-Wallis testem a porovnavacim Dunn’s testem. *P<0,05, ***P<0,001

v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obrazek 30: Stanoveni mnoZstvi proteinu BMP-2 v buitkich HUVEC Luminex
analyzou. Bunky byly inkubovany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml
a 500 ng/ml po dobu 16 hodin (A) a 48 hodin (B). Grafy znazoriiuji mnozstvi proteinu
v pg/ml supernatantu. Reprezentativni obrazek grafu znazoriuje jeden ze tii
na sob¢ nezavislych experimenti s celkovym pocétem 12 vzorkii pro kazdou skupinu.
Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B). Vysledky jsou
uvedeny jako primér+SEM. Data byla hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem

a porovnavacim Dunn’s testem.
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Obrazek 31: Stanoveni genové exprese a mnoZstvi proteinu BMP-4 v buiikdach
HUVEC. Buiiky byly inkubovany v pfitomnosti sEng o koncentraci 40 ng/ml a 500 ng/ml
po dobu 16 hodin pro qRT-PCR analyzu (A). Obrazek znazoriiujici expresi mRNA je
reprezentativni, bylo provedeno Sest na sobé nezavislych experimenti s celkovym
poctem 18 vzorkd pro kazdou skupinu. Exprese BMP-4 na urovni proteinu byla
hodnocena analyzou Luminex, a to po 16 hodinach (B) a 48 hodinach (C) inkubace
se sEng. Exprese proteinu BMP-4 byla méfena 1 pomoci ELISA analyzy (D). Vysledek
je uveden v pg/ml supernatantu. Reprezentativni obrazek grafu znazoriiuje jeden ze tii
na sobé nezavislych experimentl s celkovym poctem 12 vzorkl pro kazdou skupinu.
Médium pro kontrolni skupinu obsahovalo 0,1% BSA v PBS (A, B, C, D). Vysledky
jsou uvedeny jako primér=SEM. Data hodnocena ANOVOU s Kruskal-Wallis testem

a porovnavacim Dunn’s testem.
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6 DISKUSE

Predkladana disertacni prace si dala za cil sledovat zmény exprese tkanového
(membranového) endoglinu u endotelovych bunék a ve vztahu k zanétu a vlivu
atorvastatinu, ale zejména byla zaméfena na vliv solubilniho endoglinu na endotel
za ruznych experimentalnich podminek, které mély simulovat procesy, které¢ priméarné
probihaji béhem aterogeneze a souvisi se zanétem a endotelovou dysfunkci. Dale jsme
se zametili také na sledovani biomarker zanétu, endotelové dysfunkce
a TGF-B/endoglinové signalizacni kaskady.

Prvni cast disertaéni prace se zaméfila zejména na sledovani zmén exprese
membranového endoglinu, eNOS beéhem zanétlivé reakce a po podéavani statint,
coz probihalo v tzké spolupraci s Mgr. Zemankovou Ph.D., pro kterou byly tyto vysledky
nosnou ¢asti jeji disertacni prace (Zemdnkova, Lenka. 2014) Vzhledem k tomu,
ze Mgr. Vatejckova dokoncila nékteré zasadni experimenty, které byly nutné pro pfijeti
prace k publikaci, prezentujeme zasadni vysledky této publikace i v této disertacni préci.

Protoze je ateroskler6za povazovana za zanétlivé onemocnéni, které se vyznacuje
ptitomnosti vysoké koncentrace zanétlivych cytokini (Andersson et al., 2009), rozhodli
jsme se simulovat tento stav podavanim prozanétlivého cytokinu TNFa. Vysledky WB
analyzy ukdzaly, ze po ovlivnéni HUVEC TNFa po dobu 16 hodin, doslo k poklesu
exprese membranového endoglinu, coZ koreluje s vysledky ptedchozich studii (Bernabeu
et al., 2009; Rossi et al., 2013) a do jisté miry také koreluje s nasimi in vivo daty,
kde rozvoj aterogeneze byl také spjat se snizenim exprese endoglinu v endotelu aorty
(Strasky et al., 2011). Ovlivnéni bun€k TNFa mélo také za nasledek pokles exprese eNOS
a narast exprese prozanétlivé molekuly VCAM-1. Lze tedy konstatovat, ze podavanim
TNFa jsme v rdmci moznosti in vitro studii nasimulovali zmény, které jsou typické pro
rozvoj endotelové dysfunkce. Vzhledem k tomu, ze nase ptedchozi in vivo studie
sledovaly vliv atorvastatinu na expresi endoglinu béhem aterogeneze (Rathouska et al.,
2011), rozhodli jsme se i zde pouZzit atorvastatin a popsat detailngji potencialni vliv
atorvastatinu na membranovou expresi endoglinu u HUVEC bunék.

Existuje n€kolik studii, které popisuji, ze statiny jsou schopné modulovat expresi
endoglinu. Atorvastatin snizuje indukci Eng v srde¢nich fibroblastech (Shyu et al., 2010).

Déle bylo zjisténo, Ze atorvastatin zvySuje expresi endoglinu za riznych
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experimentalnich podminek u ApoE/LDLr deficientnich mysi (Nachtigal et al., 2009a).
V priibéhu procesu ateroskler6zy dochazi i k poklesu eNOS (Vecerova et al., 2012).

V této disertacni praci prezentujeme vysledky analyzy pritokové cytometrie,
které¢ jasn€¢ ukazuji koncentracni zavislost exprese endoglinu po ovlivnéni buné¢k
atorvastatinem, nejvyssi exprese bylo dosazeno po 5 uM. Vzhledem k relativné dlouhému
polocasu endoglinu, pfiblizné 17 hodin (Paquet et al., 2001), jsme pro studium vlivu ATV
na expresi membranového endoglinu zvolili ¢as 24 hodin. Zjistili jsme, ze po ovlivnéni
bunc¢k 5 uM ATV doslo k nartstu exprese jak endoglinu, tak 1 eNOS v endotelovych
buinkach HUVEC, coz koreluje s vysledky nasich in vivo studii (Rathouska et al., 2011).

Abychom zjistili, zda je ATV schopen zvysit expresi endoglinu a eNOS
béhem zanétu, provedli jsme nékolik experimentd. Zjistili jsme, Ze ATV je schopen
zabranit poklesu exprese eNOS, coz koreluje s vysledky ptedchozich studii (Endres and
Laufs, 2004; Dayoub et al., 2011), ale zaroven je schopen zabranit poklesu exprese
endoglinu. Bylo také zjisténo, Ze je ATV schopen zvySovat uvoliiovani NO a snizovat
krevni tlak u diabetickych potkant s hypertenzi (Mason et al., 2015) a ma také vyrazné
anti-fibrila¢ni Uc¢inky v srdci (Benova et al., 2015). Pomoci metody ELISA jsme
také zjistili, ze je ATV schopen zvysit hladiny sEng v bunéfném supernatantu,
ale 1 po ovlivnéni bunék TNFa dochazi k nartistu hladin sEng. Po ovlivnéni bunék
kombinaci ATV a TNFa doSlo dokonce k dvojnadsobnému naristu exprese sEng.
Domnivame se, Ze uvolilovani sEng do supernatantu je zavislé jednak na celkovém
mnozstvi endoglinu (jeho produkci endotelem) a také na mnozstvi a aktivit¢ MMP-14
nebo jinych MMP proteazach, které dokazi odstépit a uvolnit do cirkulace sEng.

Celkové lze konstatovat, Ze vysledky této studie ukdzaly, Ze atorvastatin je
schopen zvySovat expresi endoglinu, coz by vzhledem k jeho ptiznivému vlivu na eNOS
mohlo poukazovat na jeden z dalSich mechanizmt, jak atorvastatin muZze zlepSovat
endotelovou dysfunkei.

Nicméné hlavnim cilem a tématem této disertacni prace bylo sledovat vliv
solubilni formy endoglinu na endotelovou dysfunkci u endotelovych bunck. Existuje
nékolik praci, které poukdzaly na mozZny vyznam solubilniho endoglinu nejen
jako  biomarkeru rtznych patologickych stavli  kardiovaskularni  systému,
ale také jako substanci, kterd mize ptimo ovliviiovat funk¢ni stav cév.

V roce 1996 byla zvetejnéna uplné prvni studie, kterd popisuje zvysenou hladinu
sEng u pacientd s hypercholesterolémii. V této studii autofi spekuluji nad tim,

zda zvySena hladina sEng muze korelovat s poSkozenim/dysfunkci endotelu (Blann et
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al., 1996). Byla publikovana i studie skupiny prof. Blahy, ve které popisuji, Ze je hladina
sEng zvySena u pacientli s familidarni hypercholesterolémii v porovnani s kontrolni
skupinou pacientt. Dale zjistili, Ze je hladina sEng vyrazné sniZzena po extrakorporalni
eliminaci ve srovnani s reoferézou nebo LDL aferézou. Po provedeni eliminace bylo
zjisténo, ze doslo k poklesu nejen sEng, ale i k poklesu hladiny CRP a sCD40. Autofi
se proto domnivaji, Ze pokles hladiny sEng miize byt spojena se zlepSenim funkce
endotelu a poklesem aktivity imunitniho systému po odstranéni aterogennich substanci
po provedeni této extrakorporalni eliminace (Blaha et al., 2008).

Zvysenou hladinu sEng v cirkulaci mtizeme pozorovat u dalSich patologickych
stavi kardiovaskularniho systému, napt. hypercholesterolémie (Rathouska et al., 2015),
hypertenze (Valbuena-Diez et al., 2012), zanétu (Rossi et al., 2013), ateroskler6zy (Jang
and Choi, 2014), poskozeni endotelu (Gallardo-Vara et al., 2016), DM 2 (Blazquez-
Medela et al., 2010) a preeklampsie (Gregory et al., 2014). sEng je povazovan
za potencialniho ukazatele téchto patologickych stavil a bylo zjisténo, Ze interakce sEng
s ¢leny TGF-f signaliza¢ni kaskady ma za nasledek rozvoj zanétu endotelu a endotelové
dysfunkce (Venkatesha et al., 2006; Walshe et al., 2009; Jezkova et al., 2016). Na zaklad¢
téchto praci a nasSich jiz publikovanych vysledkii se domnivame, ze vysoké hladiny sEng
mohou skutecné pfispivat ke vzniku zanétu endotelu a endotelové dysfunkce.

Dalsi studie pfimo prokdzala, ze v cévéach ledvin u potkana sEng interaguje
s TGF-B/Smad2/3 signalizaci a nasledkem toho dochazi inhibici vazodilatace zéavislé
na eNOS (Venkatesha et al., 2006). Déle se uvadi, Ze adenovirem fizend exprese sEng
ma za nasledek neutralizaci TGF-B a VEGF efekti s naslednym zvySenim exprese
P-selektinu, rolovanim leukocyti po endotelu, zvySenou hladinou E-selektinu,
sVCAM-1 a je poSkozena vazodilatace (Walshe et al., 2009). sEng mutze také blokovat
fosforylaci Smad1/5/8, kterd je zprosttedkovana BMP-9 (Gregory et al., 2014).

Na zaklad¢ vysledkt téchto studii jsme se rozhodli provést experimenty,
kterymi bychom ovéfili, zda sEng ovliviluje expresi marker zénétu endotelu
a endotelové dysfunkce. Pro nase experimenty jsme zvolili koncentraci 40 ng/ml, ktera je
blizka hodnotdm namétenym v krvi preeklamptickych pacientek (Hirashima et al., 2008),
a koncentraci 500 ng/ml, kterd je blizkd hodnotdm v naSich in vivo experimentech
(Nemeckova et al., 2015; Jezkova et al., 2016).

Endotelova dysfunkce je predev§im spojena s funkénimi zménami produkce NO
a zménami vazodilatace zavislé na eNOS (Davignon and Ganz, 2004). Bylo zjisténo,

ze zvySend exprese adheznich molekul a dalSich prozanétlivych molekul,
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jako je napt. MCP-1, COX-1, COX-2, hraji roli v endotelové dysfunkci a zanétu endotelu,
které jsou zdsadnim krokem v rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni, jakymi jsou
aterosklerdza a hypertenze (Feletou et al., 2011; Santos-Gallego et al., 2014; Bhaskar et
al., 2016).

Vysledky naSich experimentl ukazuji na to, sEng ptimo zvySuje genovou expresi
a fosforylaci NF«kB, ktery je jednim z klicovych prozanétlivych transkripcnich faktort.
Bylo zjisténo, ze NFxB aktivuje expresi mnoha prozanétlivych molekul, jako napt. IL-6
(Libermann and Baltimore, 1990). Navic jsme v naSich experimentech potvrdili zvySenou
expresi IL-6, a to opét pfimym vlivem sEng. Bylo popséano, ze exprese NFkB a IL-6
souvisi s rozvojem endotelové dysfunkce a akutniho zanétu (Aggarwal and Gehlot, 2009).
Piekvapivé vSak v naSich experimentech nedoSlo po ovlivnéni bunék sEng ke zvySené
expresi jinych prozanétlivych markeri (markerii endotelové dysfunkce), které jsou
regulovany NF«xB, proto se domnivame, zZe ovlivnéni bun¢k pouze samotnym sEng nema
za nasledek kompletni aktivaci zdnétu nebo endotelové dysfunkce.

Ptesto Ize jednoznacné konstatovat, ze sEng je pfimo schopen aktivovat expresi
dvou klicovych medidtori zdnétu, coz by mohlo byt zdsadni pro jeho potencidlné
Skodlivy vliv na cévni endotel v riznych in vivo podminkach, coz v soucasné dobé¢
prokazujeme u mysich modelt s vysokymi hladinami sEng.

Dalsi data z téchto studii ukédzala ptekvapivé zvySeni exprese membranového
endoglinu po ovlivnéni buné¢k sEng. Vysvétlenim mize byt i to, Ze sEng zvySuje expresi
pSmad2/3, ktery je clenem TGF-f signalizace. Bylo dokonce popséano, Zze TGF-3 vyrazné
zvySuje expresi membranového endoglinu (Lastres et al., 1996). Bylo dale zjisténo,
ze membranovy endoglin zesiluje aktivitu, stabilitu a expresi eNOS plisobenim pres
Smad? signalizaci, ktera je dlileZita pro udrZeni fyziologickych vlastnosti endotelu in vivo
(Santibanez et al., 2007). Na druhou stranu je vSak také dulezité zminit,
ze se membranovy endoglin Gcastni i transmigrace leukocytil béhem zanétu (Rossi et al.,
2013). Proto je velmi lakavé spekulovat nad otdzkou, zda zvySena exprese endoglinu
spolu s aktivaci NFkB/IL-6 signalizace muze byt alespoil ¢aste€né spojena s indukci
zanétu po ovlivnéni endotelovych bunck sEng (Mejia-Rangel et al., 2016). Piesto zcela
jasné vysvétleni pro zvySeni exprese membranového endoglinu po podavani sEng
v soucasné dob& nemame.

Vzhledem k tomu, Ze je endoglin ¢lenem TGF-f receptorového komplexu,
rozhodli jsme se pro analyzu exprese vybranych ¢leni TGF- signalizace, abychom

zhodnotili ptipadny vliv zvySené exprese membranového endoglinu na tuto signalizaci
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po podavani sEng. Pfedchozi studie ukazuji, ze endoglin moduluje signalizace
TGFBRIVALK-1/Smad1/5/ID-1 a TGFBRIIVALK-5/Smad2/3/PAI-1 (Lopez-Novoa and
Bernabeu, 2010). Nicmén¢ v naSich studiich nebyla exprese ¢lent té€chto signalizaci
ovlivnéna, s vyjimkou pSmad2/3, kde doslo ke zvySeni exprese a ID-1, kde byla
naopak exprese snizena. Po ovlivnéni bunék sEng byla sice zvySena exprese pSmad2/3,
avSak bez zmény exprese cilového genu pro PAI-1. Domnivame se proto, ze sEng
neaktivuje tuto signaliza¢ni drahu uplné. ID-1 je transkripcni faktor, ktery se je soucasti
TGF-p signalizace, nicmén¢ jeho pfesna uloha v procesu zanétu neni zcela objasnéna.
V nasich experimentech doslo k poklesu exprese ID-1 na proteinové urovni po 500 ng/ml
sEng, nicméné na Grovni mRNA byl zaznamenan narist exprese. Jednim z moznych
vysvétleni je ptfitomnost posttranskripnich a posttranslaénich mechanismi. Za vice
relevantni je vSak povazovédna exprese ID-1 na proteinové urovni. Dle naseho ndzoru
muze redukce proteinu ID-1 souviset se skutecnosti, ze sEng antagonizuje funkci
membranového endoglinu (Goumans et al., 2009; Oujo et al., 2013). Membranovy
endoglin

a ALK-1/Smad1/5/8 se podileji na zvySené regulaci ID-1, proto pfedpokladame, ze sEng
regulaci ID-1 snizuje. Toto tvrzeni je v souladu se skutecnosti, Ze je fosforylace Smad2/3
zvySena, protoze ALK-5 signalizace je zvySena, kdyz ALK-1/endoglin signalizace je
inhibovdna. Nicméné otdzkou stale zlstava, jaky dopad na expresi NFkB a IL-6
ma redukce exprese ID-1. Také jsme zjistili, ze sEng nema vliv ani na expresi peNOS
(Ser''"7y v endotelovych butikach, proto se domnivame, Ze ani Eng/peNOS signalizace
neni aktivovana v nasich experimentalnich podminkéch.

Bylo popsano, ze béhem rozvoje zanctu, oxidacniho stresu a aterosklerdzy
dochazi ke zvysSené expresi markert oxidac¢niho stresu HO-1 a p22PHOX (De Keulenaer
et al., 1998; Azumi et al., 1999; Wu et al., 2011). Nam se vSak nepodatilo potvrdit
zvysenou expresi téchto markert po ovlivnéni bun¢k sEng, coz ziejme poukazuje na to,
ze sEng nevyvolava oxidacni stres za danych experimentalnich podminek.

Jak jiz bylo uvedeno vyse v diskusi, samotny sEng stimuluje zdnét v endotelovych
buiikach jen z ¢asti, proto se domnivame, ze pro uplny rozvoj zanétlivé reakce je
zapotiebi vice stimuli. Bylo popséano, Ze sEng je zodpovédny za zvyseni krevniho tlaku
u mysi (Valbuena-Diez et al., 2012), nicméné piitomnost vysokych koncentraci sEng
vSak nevede k endotelové dysfunkci v mySi aorté (Nemeckova et al., 2015). Je
vSak dulezité zminit, Ze vysokda koncentrace sEng v cirkulaci bude vzdy spojena

jeste spolu s dalsimi rizikovymi faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni, jakymi jsou
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hypercholesterolémie nebo hyperglykémie. V jedné z naSich recentnich studii ukazujeme,
ze kombinace mirné hypercholesterolémie a vysokych koncentraci sEng v mysi aorté
zvysuje expresi marker zanétu endotelu, véetné NFxB (Jezkova et al., 2016). Dle vyse
uvedenych znalosti si dovolujeme tvrdit, Ze pasobeni sEng bude mit vétsi dopad na vznik
kardiovaskularnich onemocnéni za pfitomnosti dalsich potencialnich rizikovych faktord,
jakymi jsou oxLDL, glukéza nebo leukocyty. Nicméné k pochopeni komplexniho
pusobeni sEng jsou zapotiebi dal§i experimenty, a pravé nékolika z nich se v soucasné
dob¢ vénuji védecti pracovnici pod vedenim prof. Nachtigala.

Vysledky této disertaéni prace tedy prokézaly vliv zanétu, atorvastatinu na expresi
membranového endoglinu a zaroven prokazaly vliv sEng na vyznamné komponenty

zanétu.

92



7 ZAVERY

ey e

v nichz bylo poprvé prokazano, Ze atorvastatin zvySuje expresi membranového endoglinu
a eNOS a brani poklesu exprese membranového endoglinu a eNOS v prostiedi zanétu
(Zemankova et al., 2015). ZvySena exprese eNOS po ovlivnéni bunék atorvastatinem je
siln¢ zavisla na expresi endoglinu v endotelovych bunikach. Téchto poznatkl 1ze vyuzit
u patologickych stavii, které jsou charakterizovany snizenou hladinou endoglinu a eNOS,
jako je napf. hereditarni hemoragicka teleangiektazie nebo endotelova dysfunkce.

Na zakladé vysledkid naSich dal§ich experimenti také vyplyva, Ze sEng
pfimo aktivuje expresi prozanétlivych biomarkert NFkB a IL-6, coz muze piispivat
ke vzniku prozanétlivého fenotypu endotelu. Navzdory tomu jsme vSak nepotvrdili
komplexni aktivaci zanétu a endotelové dysfunkce u endotelovych bunék po podavani
sEng.

V soucasné dob¢ probihaji dalsi experimentalni studie zaméfené na sledovani
vlivu kombinace sEng s jinymi kardiovaskularnimi rizikovymi faktory, coz by mohlo vést

k objasnéni vyznamu sEng ve vztahu k rozvoji endotelové dysfunkce.
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