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Abstrakt

Lenka Vecetova

Sledovani exprese endoglinu béhem aterogeneze

Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil préace:
Sledovali jsme expresi endoglinu béhem aterogeneze Vv cévni sténé mysi
a pokusili se nalézt ptipadné rozdily v expresi zvifat s riznymi hladinami cholesterolu

a riznym stupném rozvoje aterosklerdzy.

Metody:

Pouzili jsme samice kmene C57BL/6) a dale samice s dvojitym deficitem
apolipoproteinu E a LDL-receptoru, ve véku 8 a 16 tydnd. Byla provedena biochemicka
analyza vzorkl krve a imunohistochemickd analyza odebranych segmentt tkané, které

tvofila aorta spolu s horni polovinou srdce. Pro detekci exprese endoglinu byla pouZzita

metodika Avidin-Biotin (ABC) s detekci pomoci DAB.

Vysledky:

Pomoci biochemické analyzy jsme zjistili signifikantni nardst hladin
cholesterolu u 8 a 16 tydenni hyperchol. skupiny ve srovnani s 16 tydenni C57BL/6J.
Podavani cholesterolu ve stravé také vedlo k signifikantnimu narastu hladin
cholesterolu u 16 tydennich apoE/LDLr deficientnich mySi ve srovnani S 8 tydenni
skupinou se standardni dietou. Imunohistochemicka analyza ukazala velmi silnou
expresi endoglinu na endotelu aorty v aortalnim sinu, u vSech skupin zvitat. Exprese
byla nejsilng$i u skupiny zvifat snejvy$Sim cholesterolem a nejvétSimi
aterosklerotickymi platy. Dale jsme zjistili, ze exprese endoglinu je mimo aortalni sinus

velmi nizka a viditelna jen na endotelu plata.

Zaver:
Exprese endoglinu tedy ukéazala na jisté rozdily v jeho lokalizaci ve vztahu

k hladindm cholesterolu a pfitomnym aterosklerotickym platim.



Abstract
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The endoglin expression during atherogenesis

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Pharmacy

Background:
The aim of this diploma thesis is to analyze the endoglin expression in mice
aorta and try to describe differences in the expression between animals with various

levels of cholesterol and with different stage of the development of atherosclerosis.

Methods:

Female C57BL/6J mice and female apoE/LDLr deficient mice, ages 8 and 16
weeks were used in the study. Biochemical analysis of blood samples and
immunohistochemical analysis, of aorta were performed. For identification of endoglin

expression was used Avidin-Biotin (ABC) method with DAB visualization.

Results:

Biochemical analysis revealed significantly increased levels of cholesterol
in 8 and 16 weeks hypercholesterolemic groups compared to 16 weeks C57BL/6J mice.
There were also significantly increased levels of cholesterol in cholesterol-fed 16 weeks
apoE/LDLr deficient mice compared with 8 weeks group fed with chow diet.
Immunohistochemical analysis demonstrated very intensive expression of endoglin
on the endothelium in aorta in aortic sinus, in all groups of mice. The expression was
the most intensive in animal group with the highest cholesterol and with the largest
atherosclerotic plagues. Expression of endoglin outside aortic sinus was very low and

if ever it was detected on the surface of plaque only.

Conclusion:
This work demonstrates some differences in localization of endoglin expression

in relation to cholesterol levels and atherosclerosis plaques presence.
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1. Uvod

V pramyslové vyspélych zemich jsou kardiovaskuldrni onemocnéni (KVO)
hlavni pfi¢inou mortality. U nas i v dalSich zemich Evropy je nejCastéjsi piic¢inou
kardiovaskularni mortality ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), kterda je zplisobena
koronarni ateroskler6zou. Na druhém misté je ischemicka cévni mozkova ptihoda (1).
Tato onemocnéni se také podileji na nemocnosti, pracovni neschopnosti a stupiiujicich
se vydajich na zdravotnictvi.

Ateroskler6za je chronické onemocnéni cévni stény, respektive intimy.
Je doprovazeno nahromadénim cholesterolu, fibrozni tkan€, nékterych dalsich krevnich
komponent a zménami V medii cévni stény. Vznikd jako specificka reakce
na nespecifické poskozeni cévni stény (1).

Toto onemocnéni ma tfadu let asymptomaticky pribé&h, poté se manifestuje
svymi komplikacemi: ischemickou chorobou srdecni, ischemickou cévni mozkovou
ptihodou nebo ischemickou chorobou dolnich koncetin.

Jde o onemocnéni, kde neni piesné znama pii¢ina vzniku, ale je popsana fada
faktoril, které se na jejim rozvoji podileji. Dle soucasnych znalosti jde o faktory, které
poskozuji cévni endotel a navozuji tak prvni stddium tohoto onemocnéni — endotelialni
dysfunkci. Dominantni postaveni mezi témito rizikovymi faktory ma zvysena
koncentrace LDL cholesterolu (1).

Terapie aterosklerézy spociva v ovlivnéni rizikovych faktord, pfedevsim
se vyuziva hypolipidemicka, anti-hypertenzni a antikoagula¢ni 1écba. OvSem tyto
pfistupy samo onemocnéni nelé¢i, pouze ovliviuji vznik komplikaci. Mnohem vétsi
vyznam ma prevence, nejcastéji zminované omezeni zivoc€iSnych tukli a dostatek
fyzické aktivity.

Zvyseny vyskyt a zdvaznost onemocnéni srdce a cév davaji podnét ke zkoumani
jejich vzniku a rozvoje. Porozuméni molekularnim mechanismim, které jsou
odpovédné za vznik zanétlivé reakce béhem aterogeneze, ndim miiZe pomoci rozvinout

nové terapeutické piistupy pro kontrolu, 1é€bu a prevenci ateroskler6zy do budoucna.



2. Mikroskopicka anatomie cév

Stény krevni cévy se obvykle skladaji z n€kolika vrstev neboli tunik (2).

Tunica intima: Vnitini vystelku cévni stény tvofi jedind vrstva endotelovych
bunék tunika intima. Tyto bufiky jsou uloZeny na bazalni membrané tvoiené predevsim
kolagenem IV, glykoproteinem lamininem a proteoglykany. Pod endotelem se nachazi
vrstva subendotelového fidkého vaziva, kterd mize obsahovat i hladkosvalové elementy
a to zejména u artérii svalového a elastického typu.

Tunica media: Sklada se ze Sroubovité vyvinutych koncentrickych hladkych
svalovych bunék. Mezi hladkosvalovymi elementy se nachéazeji v rizném mnozstvi
vlakna elasticka, kolagenni vldkna (pfedev§im kolagen typu III) a proteoglykany.
Zdrojem tohoto extracelularniho materidlu jsou hladkosvalové buiiky. Tunica media
je oddélena od zevni adventicie elastickou blankou nazvanou lamina elastica externa
a od intimy elastickou blankou nazvanou lamina elastica interna.

Tunica adventicia: Je tvofena podéln¢ orientovanymi kolagennimi (pfedevsim
typ I) a elastickymi vlakny. U cév s vétSim prisvitem se zde nachazeji fibroblasty
a tukové buiky, ale také lymfatické cévy, nervy a vasa vasorum. Adventicie poté
plynule piechazi do vaziva, kterym céva prochazi (2).

Obchovy systém obvykle délime na oddil makrocirkulaéni (cévy
o pruméru > 0,1 mm), ke kterému lze pfitadit arterie a zily, a oddil mikrocirkula¢ni

(cévy viditelné jen ve svételném mikroskopu), ke kterému patii zejména kapilary.

2.1 Kapilary

Kapilary se skladaji z jediné vrstvy endotelovych bunck stoenych do trubice
uzavirajici cylindricky prostor. Kapilary maji maly prisvit, v priméru od 7 do 9 pum.
Jejich délka se obvykle pohybuje mezi 0,25 az 1 mm. Na riznych mistech jsou podél
kapilar a malych venul rozmistény pericyty, mezenchymové bunky s dlouhymi
vybézky, které Castecné obepinaji endotelie. Pfitomnost myosinu, aktinu
a tropomyosinu v pericytech naznacuje, Ze maji kontrakéni schopnost. Pericyty
zastupuji v téchto nejmenSich cévach tuniku medii. Kapilary jsou také obklopeny

tenkou vrstvou kolagennich vlaken, které jsou ekvivalentem adventicie (3).



2.2 Arterie

Arterie délime podle velikosti na arterioly, svalové arterie stiedniho, ¢i velkého
kalibru a velké elastické arterie (3).

a) Arterioly: Maji obecné primér mensi nez 0,5 mm a relativné Gzky prusvit.
Jejich lumen je vystlan endotelovymi bunikami. Subendotelova vrstva je velmi tenka
a vnitini elastickd blanka vétSinou zcela chybi. Svalova medie je tvofena 1-5 cirkularné
usporddanymi vrstvami hladkosvalovych bunék. Adventicie je tenkd a nemé vyvinutou
zevni elastickou blanku.

b) Arterie svalového typu: Intima téchto arterii je shodna s arteriolami az na to,
ze subendotelova vrstva je pon€kud tlustsi a mize obsahovat i hladkosvalové bunky.
Membréana elastica je zieteln¢ vyvinuta. Medie muze obsahovat az 40 vrstev
hladkosvalovych bunék. Tyto buiiky jsou proloZeny rliznym poctem elastickych blanek,
retikuldrnich vldken a proteoglykanli. Membrana elastica externa je piitomna jen
ve vétSich svalovych arteriich. Adventicie je tvofena z kolagennich a elastickych vlaken
1 malého poctu fibroblastii a tukovych bunék. V adventicii najdeme lymfatické cévy,
vasa vasorum a nervy, které mohou pronikat az do zevnich vrstev medie.

C) Velké arterie elastického typu: K tomuto typu fadime aortu a jeji hlavni vétve.
Intima, siln€j§i nez v arteriich svalového typu, je vystldna endotelovymi bunikami.
Subendotelova vrstva je silné¢ vyvinuta. Vazivova vldkna subendotelové vrstvy jsou
orientovana podélné a hraji dalezitou roli pii deformaci endotelu béhem rytmickych
kontrakei a dilataci tepen. Medie je tvofena z fady perforovanych koncentricky
uspofadanych elastickych blanek, jejichZz pocet s vékem nariistd. Mezi elastickymi
blankami se nachdzeji hladkosvalové bunky, retikularni vldkna a zakladni hmota

obsahujici pfedev§im chondroitin sulfat (2).



2.3 Zily

Zily, mizeme délit podobné jako arterie na venuly, vény malého, stiedniho
a velkého kalibru.

a) Venuly: Maji pramér 0,2-1 mm. Jsou tvofeny intimou skladajici se z endotelu,
tenké medie, neobsahujici zadnou nebo jen né€kolik vrstev hladké svaloviny. Adventicie
je nejsilnéjsi a je tvorena kolagennimi vldkny.

b) Vény malého a stredniho kalibru: Tyto vény maji pramér 1-9 mm. Intima je
obvykle opatiena tenkou subendotelovou vrstvou. Medie sestava z malych svazecki
hladkych svalovych bun¢k smisenych s retikularnimi vlakny a jemnou sitovinou vlaken
elastickych. Kolagenni vrstva adventicie je dobfe vyvinuta.

C) Velké vény: Jsou opatfeny dobfe vyvinutou intimou. Tunica media je
mnohem ten¢i nez u arterii a obsahuje jen n¢kolik vrstev hladkosvalovych bunék
a spoustu vaziva. Nejsiln€ji a nejlépe vyvinutd je v zildch adventicie. V ziladch
ulozenych pod urovni srdce obsahuje adventicie podélné svazky hladké svaloviny, ktera

se podili spole¢né s zilnimi chlopnémi na ¢erpani krve smérem k srdci (2).
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3. Ateroskleroza a zanét

Ateroskleroza a jeji komplikace jsou nejCastéjsSi pri¢inou umrti ve vyspélé
spolecnosti. Toto onemocnéni je doprovazeno fadou rizikovych faktort, proto objasnit
cely proces jejiho vzniku je velmi obtizné. Obecné je pfijimana predstava,
ze aterosklerdza je specifickym typem chronického zanétlivého procesu. Ktery vznika
vzajemnym pusobenim mezi plazmatickymi lipoproteiny, bunéénymi komponentami

(monocyty/makrofagy, T-lymfocyty, endotelové buiikky a hladké svalové bunky)

a extracelularni matrix bunééné stény (4).

Jde o onemocnéni, kde neni pfesn¢ znama pficina vzniku, ale je popséna fada
faktori, které se na jejim rozvoji podileji. Dle souc¢asnych znalosti jde o faktory, které

poskozuji cévni endotel a navozuji tak prvni stadium tohoto onemocnéni — endotelidlni

dysfunkci (5).

wvrve

nedostatekk  LDL diabetes koureni

;:34 Y ¥ i Aﬁ__
[ endotel . bunka ]

hyperienze

estrogent ' [ homocystein

- —

DYSFUNKCE
rist 4 T~ adheze
aproliferace o avstupu
X A monocyti
akumulace tromhoza
lipidu vazokontrikce

Hlavni rizikové faktory jsou lipidové, kromé zvyseného LDL cholesterolu jsou
to zvySené triacylglyceroly, snizeny HDL cholesterol, pfitomnost malych denznich
LDL3 i zvySené VLDL. Mezi dalsi rizikové faktory patii vék, muzské pohlavi, koufeni,

rodinna anamnéza, hypertenze, diabetes mellitus, obezita a fyzicka inaktivita (6).
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Tabulka 1: Zdkladni rizikové faktory aterosklerozy (1).

modifikovatelné rizikové faktory nemodifikovatelné rizikové faktory
hypercholesterolemie vek > 45 let muzi, > 55 let Zeny
koufeni rodinnd anamnéza predcasné ICHS*
hypertenze muzské pohlavi

diabetes mellitus,
porusend glukozova tolerance

fyzicka inaktivita

obezita

* Vyskyt ICHS u prvostupiiovych piibuznych (sourozenci, rodice), u muzti do 55 let

veéku, u zen do 65 let véku.

Piivodné existovaly dvé teorie vzniku aterosklerdzy, teorie lipidova (primarni
ptic¢inou aterosklerozy je akumulace lipidd v cévnim endotelu) a teorie endotelidlniho
poskozeni. Pozd¢ji vznikla sjednocena teorie aterosklerézy, ktera predpoklada,
ze zékladnim krokem v rozvoji aterosklerézy je endotelidlni dysfunkce. Jde
o lokalizované postizeni endotelu, jsou obménény jeho funkce, ale neni poskozena jeho
integrita. Vznikd nerovnovaha mezi vazoaktivnimi mechanismy a hemokoagula¢nimi
pusobky, vysledkem je ptfevaha vasokonstrikénich a protrombotickych mechanismi,
a aktivace zanétlivych a prolifera¢nich d&i. V soucasné dobé se dostava do popredi
infekéni teorie (zdkladnim etiologickym agens jsou bakteridlni a virové infekce).
Vsechny tyto teorie se prolinaji a maji mnoho spoleénych rysu (7).

Velky vyznam v rozvoji aterosklerozy maji také fyzikalni faktory. Ty rozhoduji
o lokalizaci aterosklerotického lozZiska. Ateroskler6za nepostihuje plosné vSechny
arterie, jde o lokalizovany proces, pfi¢emz aterosklerotickd loziska maji predilekcni
mista svého vzniku. Jde pfedev§im o mista vétveni arterii. Tato lokalizace svéd¢i o tom,
ze nejen jednotlivé rizikové faktory, ale i fyzikalni faktory, hraji ulohu v rozvoji
ateroskler6zy. Patii sem tlakové a hemodynamické faktory, smykovy stres (shear

stress), zmé&ny v proudéni krve. Fyziologickou adaptaci na tyto podnéty je zesileni
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intimy, zmnoZenim bunék hladké svaloviny. Pokrocilé aterosklerotické 1éze se vyviji

z tukovych prouzkt praveé v mistech adaptivniho zesileni intimy (8).

3.1 Pocatecni faze aterosklerozy

Charakteristickym morfologickym znakem casné faze ateroskler6zy jsou tukové
prouzky, které tvoii bunky obsahujici lipidy. Vyskytuji se pod endotelovou vrstvou
ve velkych cévach. Je prokazano, ze tyto bunky pochazeji z krevnich monocyti, které
se diferencovaly na makrofagy (9). V subintimalnim prostoru tyto makrofagy pohlcuji
velké mnozstvi tukovych ¢astic a pfeménuji se na tzv. pénové bunky.

Tti hlavni lipoproteiny, které jsou povazovany za aterogenni (LDL, Lp(a)
a p-VLDL), jsou ¢asto pozorovany v aterosklerotickych lezich (10). V prostoru intimy
dochazi k jejich chemické modifikaci, nejcastéji oxidaci, vedouci k fad€é biologickych
reakci.

Tyto zmény LDL castic vedou ktomu, ze tyto oxLDL nejsou rozpoznany
pivodnimi LDL receptory a jejich metabolismus a eflux z cévni stény je narusen.
Namisto toho, tyto modifikované LDL jsou rozpoznany modifikovanymi LDL
receptory (acetyl-LDL receptor), které se nazyvaji ,,scavenger receptory” (9). Dochazi
k jejich kumulaci v cévni sténé.

V patogenezi aterosklerdzy je zapojena i bunéna imunita. V l1ézich v blizkosti
makrofagu a pénovych bun€k byvaji roztrouSeny T-lymfocyty. Bylo prokazano
vzajemné plUsobeni mezi T bufikami a makrofagy. Kdy T buiiky se aktivné zapojuji
do rozvoje aterosklerotické 1éze uvoliovanim ftady rGznych cytokinu. Jednim
hraje roli v procesu tvorby pénovych bungk, v inhibici proliferace hladkych svalovych

bungk a produkci enzymi ovliviijicich stabilitu platu (11).

3.2 Mechanismus vzniku a rozvoje aterosklerozy

Na pocatku dochazi k adhezi monocyti, ktera je spusténa ptitomnosti adheznich
molekul na endotelovych buiikkdch. Mezi nejvyznamnégjsi patii napiiklad VCAM-1,
ICAM-1, P-selektin, E-selektin (12). ZvySena exprese téchto molekul je povazovana

za pfiCinu adheze T-lymfocytli a makrofagl k endotelovym buitkkdm. ZvySené hodnoty
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aterogennich lipoproteinii a cytokinl souvisi se zvySenym vyskytem téchto adheznich
molekul in vitro (13).

Pro potvrzeni teorie, ze tyto adhezni molekuly hraji dilezitou roli v pocatecni
fazi, byly pouzity mysi modely s deficitem VCAM nebo ICAM-1. Bylo zjisténo,
ze VCAM ma vétsi vyznam nez ICAM-1 v iniciaci adheze monocytl na bunky endotelu
(14).

Po navazani monocytu a T-lymfocyth na povrch cévni stény, dochazi k jejich
migraci do subendotelialniho prostoru. Zde jsou diferencovany a pfeménény
na makrofagy a pénové bunky. Migrace je vyvoldna pfitomnosti chemoatraktantli
Vv intimé, vSechny musi spliiovat dvé podminky. A to pfitomnost v intim¢ a pusobit
specificky jako chemoatraktanty pro monocyty nebo lymfocyty. Patii sem oxLDL,
Lp(a), cytokiny (IL-1, TNFa, MCP-1) a degradovany kolagen a elastin (4).

3.3 Histologicka klasifikace aterosklerotickych 1ézi

Diky ,,American Heart Association byla v roce 1995 stanovena podrobna
histologicka klasifikace aterosklerotickych zmén, kde je popsano 6 zakladnim typt 1ézi
(15, 16).

Léze typu |: Vyvoj aterosklerdzy lze pozorovat jiz v détském véku ve formé
izolovanych pénovych bun¢k. Tyto 1éze nejsou patrné pouhym okem, jsou to pouze
mikroskopicky, ¢i biochemicky detekovatelna prvni depozita lipidi v intimé cévy.

Léze typu II: Postupné vznikaji souvislé vrstvy pé€novych bunék tzv. ,fatty
streaks® (tukové prouzky) z makrofagi v intimé. Jsou viditelné makroskopicky jako
zlutavé prouzky, tecky nebo skvrny na povrchu intimy. Lipidy jsou zde uloZeny
vyhradné intracelularn€. Jedna se hlavné o estery cholesterolu, cholesterol a fosfolipidy.
Tukové kapénky se rovnéZ objevuji v buiikach hladké svaloviny medie. RozliSuji se
1éze typu Ila a IIb, pficemz 1éze typu Ila jsou obecné vice nachylné k progresi.

Léze typu III: Pro dals$i stupeil vyvoje aterosklerozy je charakteristicka
pfitomnost extracelularné ulozenych lipidii pod prouzky makrofagh a pénovych bunek,
casto mezi vrstvami hladkych svalovych bunék. Tyto lipidy obsahuji vice volného
cholesterolu. Nazyva se také jako stiedni 1éze, pfechodna 1éze a preateroma. Tento typ

jiz muze vést k rozvoji a manifestaci ischemie.
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Léze typu IV (ateromy): Pfi nahromadéni extraceluldrnich lipidd a rozpadu
pe€novych bunék vznikd lipidové jadro, obsahujici krystaly cholesterolu a depozity
kalcia. Makrofagové pénové buriky a T-lymfocyty jsou husté koncentrovany na periferii
léze. Bunky hladké svaloviny jsou pifitomny malo a také je zde malé¢ mnozstvi
extracelularni matrix. U tohoto typu hrozi prasknuti.

Leéze typu V: Déle rozvijejici se 1éze se projevuje vystupujici pojivovou tkani,
obsahuje zvysené mnozstvi kolagenu a hladkych svalovych bunék. Tento typ 1éze se
jeste dale rozdéluje na typ Va (fibroaterom), ktery obsahuje lipidové jadro. DalSim
histologickym znakem je rozruseni a poskozeni hladké svaloviny medie pfiléhajici
k platu. V medii i adventicii 1ze nalézt rozsahlé akumulace makrofagt, T-lymfocytl,
¢i zirnych bunék. Typ Vb je kalcifikovanym typem léze, kde se kalcifikace objevuje
zejména v mistech ptfedchoziho vyskytu nekrotické tkané. Typ Vc je charakteristicky
nizkym obsahem lipid, ale zplsobuje Casto vyznamné zuzovani arterii. Obecné
je typ V jiz klinicky velmi vyznamny, mize se z n¢j vytvorit ruptura, hematom anebo
trombus (spiSe u VI typu).

Léze typu VI (komplikované): Jde vlastné o komplikace 1ézi IV a V. Léze Vla je
ruptura, VIb hematom nebo hemoragie, VIc je tromboza a kombinaci vSech 3 typt
predstavuje 1éze VI abc. Prave tyto 1éze jsou tedy koneénym a klinicky zcela zasadnim
problémem ateroskler6zy. Dojde-li K ruptute aterosklerotické 1éze, iniciuje se tvorba
trombu. NarUstajici trombus uzavird prisvit arterie a v daném misté vznika ischemie.
Trombdza nasedajici na 1ézi je pfic¢inou infarktu myokardu, nestabilni anginy pectoris

nebo nahlé smrti.

Obrazek 2: Vyvoj aterosklerozy (1).

pénové  tukové intermedidrmi stabilni  vulnerah.plat/
buwiiky prouzky poskozeni atherom plat ruptura
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3.4 Stabilita aterosklerotického platu

Typicky plat (aterom, fibrézni plat) obsahuje lipidové nebo nekrotické jadro
kryté fibrozni vrstvou tzv. Cepickou. Ta se sklada ze smési hladkych svalovych bunék
a mimobunécné hmoty. Zaklad léze tvoii pénové buiiky a T-lymfocyty. Tyto slozky
ovliviuji stabilitu platu (17).

Rozlisujeme dva typy platd. Stabilni plat se nejcasteji sklada z malého tukového
jéadra a silné fibrozni ¢epicky obsahujici hladké svalové buitkky a mimobunéénou hmotu.
Predstavuje riziko z(Zeni az uzavieni cévy. Nestabilni plat tvoii velké lipidové jadro,
tenkd Cepicka a velké mnoZstvi bun€k zanétu (makrofagy a lymfocyty). Hrozi jeho

prasknuti a vznik trombodzy (18).

Obrazek 3: Schéma stabilniho a nestabilniho aterosklerotického platu (1).

Nestabihu plat Stabilmi plat

Makrofagy produkuji matrix metaloproteinazu (MMP), ktera ptispiva k rozkladu
tenké Cepicky a zesiluje tak moznost prasknuti platu. Rada cytokinu (TNF, IL-1,
MG-CSF) také zvySuje sekreci MMP (19). T-lymfocyty uvoliiuji INF-y,
prostfednictvim kterého tlumi proliferaci hladkych svalovych bunék a ovliviiuji tak

stabilitu platu.
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Obrazek 4: Bunécné elementy v aterosklerotickém pldtu (1).

makrofagy
proteolytické enzymy (MMP), hladké svalové buiiky
cytokiny (TNF), syntéza kolagenu
T-lymfocyty
INF-y, IL-2

zanétlivy proces reparativni proces

3.5 Lipoproteiny a zanét

Neni pochybnost o souvislosti mezi hladinou krevnich lipidi a rozvojem
ateroskler6zy. Bylo prokazano, ze aterogenni lipoproteiny typu oxidovany LDL,
zbytkovy B-VLDL a lipoprotein Lp(a) vykazuji pfimé ¢i nepfimé pro-zanétlivé ucinky.
Zatimco lipoprotein typu HDL ma4 protizanétlivou funkei.

Vysoké plazmatické hladiny aterogennich lipoproteini spoustéji fadu dé&ji
vedoucich k rozvoji aterogeneze Vv cevni sténé. Dochazi kadhezi monocyta
a lymfocyti k endotelu a nasledné migraci téchto bun€k do intimy. Tento proces je
zprostfedkovan adheznimi molekulami a cytokiny v arterialni stén¢ (20).

Oxidované LDL castice mohou vyvolat zvySenou expresi adheznich molekul
na endotelovych bunkach, dale spoustéji migraci monocytli do intimy a stimuluji
produkci zanétlivych mediator (napf. endotelin-1), které vyvolavaji rizné reakce
v cévni sténé. Lp(a) vede také k rozvoji zanétlivého procesu. Zvysuje expresi adheznich
molekul, pfitahuje monocyty a ovliviiuje proliferaci hladkych svalovych bungk (21).

Naproti tomu HDL jako anti-aterogenni lipoprotein chrani proti rozvoji

ateroskler6ézy. Ma schopnost zpétné transportovat cholesterol z tkani, ptisobi tak jako

w1

-----

latky mohli byt z tohoto pohledu v budoucnu pouzity pfi terapii aterosklerozy (22).
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4. TGF-p a jeho vyznam v aterogenezi

Clenové rodiny transformujicich ristovych faktort, TGF-B a BMPs (bone
morphogenetic proteins), jsou cytokiny s riznou funkci na cévni buiiky. Vyznamné
reguluji vyvoj cév, jejich remodelaci a maji klicovou roli v procesu aterosklerozy
a restendzy. TGF-B kontroluje odpovéd’ T bunék a stimuluje hladké svalové bunky

k produkci kolagenu, tim ovliviiuje fenotyp aterosklerotické 1éze (23).

4.1 Cytokiny z rodiny TGF-p

TGF-B a BMPs jsou nejvice studované cytokiny z této skupiny. Ovliviuji fadu
klicovych funkci a jsou spojeny s poruchami cév jako je aterosklerdza, plicni
hypertenze, hereditdrni hemoragicka teleangiektdzie (HHT) a restenoza.

Izoformy TGF-B jsou TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3. Jsou exprimovany bunikami
cévni stény, endotelovymi buiikami, hladkymi svalovymi buiikkami (VSMCs),
makrofagy a lymfocyty. Maji schopnost modulovat vyvoj cévy, diferenciaci bunék,
proliferaci, migraci, tvorbu extracelularni matrix a ovliviiuji i buné¢nou imunitu.

Jejich signdl je zprostfedkovan heteromernim receptorovym komplexem typu I
nebo typu II. Ten aktivuje signalni cestu na Smad proteinech zavislou nebo nezavislou.
Nasleduje kaskada déju, ktera vede k interakci s transkripénimi faktory v jadre. Dochazi

bud’ k aktivaci cilovych gent, nebo k zastaveni transkripce (24).

4.2 TGF-p a aterogeneze

TGF-B a jeho receptory jsou hojné exprimovany hladkymi svalovymi buitkami,
makrofdgy a T builkami v aterosklerotické 1€zi pravé béhem vyvoje tukovych prouzkl
a vzniku platu (25).

TGF-B stimuluje chemotaxi leukocytii a produkci proteoglykanu hladkymi
svalovymi bunkami, tim pravdépodobné pfispivda k ¢asné migraci makrofagh
a hromadéni tukovych latek v 1ézi (23).

TGF-B se zda se byt dillezity i pro stabilitu platu, kde se pravdépodobné podili
na tvorbé vaziva fibromuskularni Cepicky. Hladké svalové builky exprimuji véEtsi

mnozstvi TGF-B v stabilni 1ézi neZ v nestabilni (26). Prostfednictvim cytoplazmatickych
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proteini Smad zvySuje TGF-B genovou expresi kolagenu. Hladké svalové bunky
vykazuji riznou schopnost reagovat na TGF-P v zavislosti na typu aterosklerotické 1éze.
Uvniti fibrézniho platu produkuji hladké svalové bunky Smad proteiny, které jsou
dalezité¢ pro funkci TGF-B. V 1ézi bohaté na tuky a makrofagy neexprimuji hladké
svalové bunky Smad proteiny a tak schopnost produkovat kolagen jako odpovéd
na TGF-B je snizena (27).

Neptitomnost TGF-B vede k deregulaci T-lymfocytt a nasledné k rozvoji zanétu.
ZvétSuje se rozsah 1éze a vyviji se nestabilni typ platu (28). Byly identifikovany
markery typu CD4+ CD25+ regulujici vyvoj a funkci T bunék. TGF-B ovliviiuje expresi
Foxp3, coz je transkripéni faktor inhibujici funkci CD4+ CD25+ regulovanych
T bungk.

Zda se tedy, ze TGF-B ma v rozvoji aterosklerdzy protektivni ulohu. Z vyse
uvedeného vyplyva, ze TGF-B podporuje stabilni fenotyp platu dvéma mechanismy.
Stimuluje biosyntézu kolagenu prostfednictvim hladkych svalovych bunék a inhibuje

aktivaci T bun¢k, bud’ piimo, nebo ptes CD4+ CD25+ (29).

19



5. Endoglin

Endoglin (CD105) je 180-kDa homodimérni transmembranovy glykoprotein,
ktery je primarné exprimovany na endotelovych bumkach. Je zapojen do procesu
angiogeneze, do vyvoje kardiovaskularniho systému a ovlivituje cévni homeostazu (30).

Endoglin je soucasti TGF-B receptorového komplexu. Spole¢né¢ s TGF-
receptory typu I a II je schopen vazat TGF-f1 a TGF-B3 (31).

Je tvofen tfemi doménami. Extracelularni doména se sklada z 561 aminokyselin,
transmembranova doména z 25 aminokyselin, a 47 aminokyselin tvofi intracelularni
¢ast. Studie ukézaly, ze endoglin se vyskytuje ve dvou riznych isoformach, L (long)
a S (short), ty se 1isi v po¢tu aminokyselin v intracelularni ¢asti (32).

Endoglin byl nejdiive nalezen na lidskych pre-B leukemickych bunkach.
Nasledné byla popsadna jeho exprese endotelovymi buiikami, aktivovanymi makrofagy,
fibroblasty, cévnimi hladkymi svalovymi buiikami a bunikami syncytiotrofoblastu (33).

Jeho vyskyt i mimo endotel podpofil teorii, ze exprese endoglinu ovliviiuje
i dalsi chorobné procesy jako je ateroskleroza. Exprese endoglinu byla nalezena
v lidskych aterosklerotickych platech spoleéné¢ s TGF-B1 a TGF-BRII, zatimco tato
exprese byla velmi nizkd ve zdravych cévach (34). Dale byla exprese endoglinu
pozorovana také v hladkych svalovych bunikach aterosklerotickych platu (35). Zatim Ize
pouze fici, ze role endoglinu v procesu aterogeneze zatim neni zcela jasna. V poslednich
letech byla dale sledovana role endoglinu ve vztahu k preeklampsii (36)

Vyznam endoglinu béhem proliferace endotelovych bunék byl podpofen jeho
zvy$enym nalezem v novych cévach tumort (33).

Endoglin ma regulujici funkci v signélni drdze TGF-B. Sdm nedokaZze navazat
TGF-B1 nebo TGF-B3, je nutnd pritomnost TGF-BRII. Vyznamna role endoglinu

spociva v regulaci TGF-B navozené inhibici migrace hladkych svalovych buné¢k (37).
5.1 Endoglina HHT

Hereditarni hemoragicka teleangiektazie (HHT) neboli Rendu-Osler-Webertv
syndrom. Jde o autozomalné-dominantné¢ dédi¢né onemocnéni, pro které je
charakteristické opakujici se krvaceni znosu, mukokutdnni rozSiteni kapilar

a malformace arterii a vén riznych organi (mozek, jatra, plice) (33).
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Podstatou tohoto onemocnéni je mutace dvou genti (ENG a ALK1). Rozlisuje se
nékolik typt, pfi¢emz typ HHT1 zavisi na mutaci endoglinu. Gen kédujici endoglin byl

identifikovan jako cilovy pro rozvoj tohoto vaskularniho onemocnéni (38).

5.2 TGF-p a endoglin

Uloha endoglinu v angiogenezi a dalsich vaskularnich poruchich neni piesné
znama, ale bylo popsano, zZe souvisi s TGF-f.

TGF-B ucinkuje prostiednictvim svych receptord, které se oznacuji TGF-BRI,
TGF-BRIL. Kromé téchto dvou existuje také tzv. ,,pomocny* TGF-BRIII - endoglin
(CD105) (39).

Endoglin je funkéni soucasti TGF-f membranového receptorového komplexu.
Signalni kaskada je zahdjena aktivaci TGF-B receptoru typu I nebo II (serin/treonin
kinazovy). Nasleduje indukce Smad proteini a jejich piremisténi do jadra. Endoglin
reguluje pienos toho signalu od TGF-B1 zesilenim cesty pfes ALK1/Smadl, tlumi cestu
pres ALK5/Smad3 (26, 40) a zvySuje signalizaci pies ALKS5/Smad2 (41).

Obrazek 5: Endoglin jako funkéni soucast TGF-f receptorového komplexu.
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http://www.roswellpark.org/Education/Graduate Education/Departments/Immunology/Immunology Res
earch/Seon_Lab (7.5.2009)
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5.3 Endoglin aeNOS

Endotelialni syntetaza oxidu dusnatého (eNOS) tvoii oxid dusnaty (NO), coz je
endogenni latka uvolfovana endotelovymi buitkami s vyraznymi vasodilatacnimi
ucinky. Reguluje tak primér krevnich cév a udrzuje anti-trombotické, anti-proliferativni
a anti-apoptotické prostiedi v cévni sténé (42).

Endotelové bunky jsou vystaveny fyziologicky hemodynamickym silam,
kterymi ptsobi proudici krev. Tzv. ,,shear stress* mtize aktivovat signaliza¢ni kaskadu,
ktera vede k indukci eNOS. Tuto aktivaci muze vyvolat fada dalSich stimuld, naptiklad
vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF), estrogen, sfingosin-1-fosfat, bradykinin
(43).

eNOS zpracovava molekularni kyslik a elektron z NADPH a oxiduje substrat
L-arginin na meziprodukt OH-L-arginin, ktery je poté oxidovan na NO a L-citrulin (44).

L —arginin + 0, + NADPH - L — citrulin + NADP* + NO
Bylo zjisténo, ze endoglin reguluje vasodilataci zavislou na NO i expresi eNOS.

Pozdé&ji byl popsan i pravdépodobny mechanismus, kterym endoglin zvySuje expresi

eNOS na cévnim endotelu prostiednictvim Smad2 proteinti (in vitro) (45).
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Obrazek 6: Mechanizmus plisobeni endoglinu a moZny zpiisob ovlivnéni exprese eNOS.

(Nachtigal, nepublikovana data)
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Aktivace eNOS zavisld na endoglinu nastdvd na Urovni transkripce a je
regulovana TGF-B receptorem typu I (ALKS) prostfednictvim Smad2. Specificka
Smad2 signalizacni kaskada je up-regulovana ptitomnosti endoglinu na endotelidlnich
bunkach, zatimco pfi genové supresi endoglinu je tato cesta potlacena. Vysledky studii
naznacuji, Ze endoglin zvySuje hladinu Smad2 posilenim TGF-B signalni drahy, to vede

ke zvysené expresi eNOS v endotelidlnich bunikach (45).
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6. MysSi modely aterosklerozy

Soucasnym nejrozsitenéj$im modelem ke studiu aterosklerdzy jsou mysi, které
se zacaly v experimentech pouzivat koncem 90. let 20. stoleti.

Bézna mys neni schopna rozvoje aterosklerézy (46). Duvodem je nizka hladina
cholesterolu (kolem 1-1,15 mmol/l) a to hlavné¢ v HDL frakci. Je to typické pro vSechny
hlodavce (47).

Prvni experimenty na mysich byly publikovany v roce 1985. Bylo prokazano,
e nejcitlivéj$im kmenem k rozvoji aterosklerézy byl kmen C57BL/6J (48). Uspéchem
téchto studii bylo, ze kmen C57BL/6J se stal zakladem genetickych modifikaci, které
mély za cil vytvotit vhodny model aterosklerdzy.

V roce 1992 byl vytvofen kmen apolipoprotein E — deficitnich mysi (apoE'/‘)
(49). Apolipoprotein E (apoE) se vyskytuje na povrchu chilomikront, VLDL, HDL, je
dialezity pro interakci téchto castic s LDL receptorem v jatrech a tzv. ,,LDL-related
proteinem®. Dale je apoE dulezity pro zpétny transport cholesterolu z bunck a tkéani
pomoci HDL, ovliviiuje lipoproteinovou lipazu a mize stimulovat produkci VLDL (50,
51). ApoE je také produkovan makrofagy a inhibuje jejich pfeménu na pénové buiky.
Jeho deficit vede Kk poruse clearence chilomikroni, VLDL i IDL (52). Rozvoj
ateroskler6zy u tohoto modelu je tedy dan naristem hladin cholesterolu hlavné VLDL
frakce (53) a je snizen zpétny transport cholesterolu z intimy cév (54). U tohoto modelu
jsou dana predispozicni mista rozvoje aterosklerotickych lezi, nej¢astéjSim referenénim
mistem je aortalni sinus, pii odstupu aorty ze srdce. Dale vznikaji 1éze v oblasti malého
zakiiveni aortalniho oblouku, pfi odstupu karotid, interkostalnich, mesenterickych
a renalnich arterii, také v koronarnich, femoralnich a brachiocefalickych arteriich (55).

Rychlost rozvoje aterosklerézy a jeji zavaznost zavisi na typu diety, jde-li
o standardni nebo ,,vysokotukovou* dietu (56). Pfikladem je pouziti tzv. ,,Western type
diet* obsahujici 21% tuku (11% nasycenych) a 0,15% cholesterolu, ktera napodobuje
slozeni diety u lidi (57). Podéni této diety vede k rychlejsi progresi aterosklerozy
u téchto mysi (46).

Dal$im mySim modelem vyuZivanym pro studium aterosklerdézy jsou LDL
receptor deficientni mys8i (LDLR™) (58). Povrchové bun&né LDL receptory
rozpoznavaji apolipoprotein B (apoB) na LDL c¢asticich a apoE na IDL casticich
a odstranuji je z krevniho obéhu. (LDLR'/') predstavuje zaroveil model lidské familiarni

hypercholesterolemie  (nefunkéni  LDL  receptor). Po  podani  vysoko-
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tukové/cholesterolové diety dochédzi k nartstu LDL a ¢astecné i VLDL cholesterolu
(20).

Poslednim modelem, ktery je experimentaln¢ také Casto vyuzivan, je kmen
s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL receptoru (apoE’/LDLR™) (59).
Dochazi zde spontanné k vyssi hypercholesterolemii a rychlejSimu rozvoji aterosklerdzy
nez u vySe zminénych modela (60).

K mySim modelim aterosklerdzy jsou jisté vyhrady, hlavné z hlediska velikosti,
mnozstvi odebraného materidlu a nemoznost studovat aterogenezi jinde nez v aort¢.

Vyhodou zvifecich modelll je moznost studovat rozsdhlou problematiku
aterogeneze in vivo. Pficemz mysSi modely umoziuji v experimentu dostate¢ny pocet

zvitat a jsou vhodné ke genetickym modifikacim.
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/. Cil prace

Cilem této diplomové préace bylo sledovat expresi endoglinu béhem aterogeneze
vcévni sténé mysSi. Sledovali jsme jeho expresi vkofenu aorty U normo-
cholesterolemickych C57BL/6J a u hypercholesterolemickych apoE/LDLr deficientnich

mys$i ve véku 8 a 16 tydnt.
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8. Experimentalni Cast

V této diplomové praci jsme pouzili samice kmene C57BL/6J (Velaz) a dale
samice s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL-receptoru, vazici 15-20 gramu.
Byly zakoupeny v Jackson Laboratories (USA) a ustijeny ve zvéfinci Farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové.

8.1 Zvirata a predepsana dieta

Samice kmene C57BL/6J byla krmena standardni dietou az do véku zvitat
16 tydni (n=8). ApoE/LDLr deficientni mysi byly rozdéleny nahodné do 2 skupin.
Jedna skupina (n=8) byla krmena pouze standardni dietou a byla utracena ve véku
8 tydnd zivota. Druha skupina (n=8) byla po 8 tydnech standardni diety krmena

aterogenni dietou s obsahem 0,15% cholesterolu po dobu 8 tydnt.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylaénéna a bylo provedeno
usmrceni predavkovanim v parach éteru. Zviratim byly odebrany ze srdce vzorky krve
pro biochemické vysetieni. Dale byly odebrany segmenty tkané tvotfené aortou spolu
s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica, Praha,
Ceskd republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény

pifi minus 80°C.

8.2 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorkli krve byla provedena na gerontologické
a metabolické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Celkové koncentrace
cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zékladé¢ konvencnich diagnostickych
metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol

pfi 510 nm) (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).
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8.3 Imunohistochemie

Pro imunohistochemickou analyzu byly odebrany segmenty tkané, které tvofila
aorta spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty byly ponofeny do zmrazovaciho
média (tissue freezing medium) (Leica, Praha, Ceskd republika), nasledné byly
zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pii minus 80°C. Pro hodnoceni byly nakrajeny

série pricnych fezil o tloustce 7 um na zmrazovacim mikrotomu.

Pro detekci exprese endoglinu byla pouzita metodika Avidin-Biotin (ABC)
s detekci pomoci DAB, ktery poskytuje v misté detekce antigenu ve tkani hnédou

barevnou reakci.
Primarni protilatky

K detekci exprese markeru endoglinu v cévni sténé byla pouzita pro svételnou
mikroskopii monoklonalni protilatka rat anti-mouse endoglin ve zfedéni 1/100

(Pharmingen, USA).
Detekcni systémy

K vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu byl pouzity

diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA).

Fotodokumentace a digitalizace snimkt z fluorescencniho mikroskopu Olympus
BX byla provedena digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA)
za pomoci softwaru NIS (Laboratory Imaging Prague, Ceskd republika).
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Pracovni postup

ABC metodika — detekce exprese endoglinu

suseni tkanovych fezt v termostatu (60 minut)

fixace v acetonu (-20°C; 30 minut)

oschnuti fezt (15 minut)

© © N o g~ w D

N S N e
w N Bk O

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

PBS

10% serum v PBS (900 ul PBS + 100 pl sera)
inkubace s anti-avidinem

PBS

inkubace s anti-biotinem

PBS

primarni protilatka (fedi s v BSA)

PBS

10% serum v PBS (900 ul PBS + 100 pl sera)

. sekundarni protilatka (fedi se v BSA + 2% mouse serum)
.PBS

. 3% H,0, (8 ml H,0,+ 70 ml PBS)

. PBS

14.

ABC komplex elite

(10 pl A + 10 pl B do 500 pl PBS nechat stat (30 minut)
PBS

DAB (10 pl DAB in 500 pl buffer)

Destilovana voda

Hematoxylin

Modrani pod tekouci vodou z kohoutku

aceton

aceton-xylen (10:1) (vzdy délat znova)— aceton-xylen (1:10)
3x xylen
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5 minut
30 minut
15 minut
2x5 minut
15 minut
oplach

60 minut
2x5 minut
15 minut
30 minut
5 minut
15 minut
2x5 minut

30 minut

2x5 minut
30 sekund

5 sekund
1 minuta
oplach

3 minuty

2 minuty



8.4 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena za vyuziti statistického softwaru GraphPad.
Ke vzajemnému porovnani parametrti u jednotlivych skupin zvifat byla pouzita ANOVA
analyza s naslednym pouzitim Tukeyho testu pro stanoveni rozdilu mezi skupinami.

Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v ptipad¢, ze p < a, kde a=0,05.
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9. Vysledky

9.1 Biochemicka analyza

U vSech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu.
Vysledky zcela dle o¢ekavani ukazaly vyrazny a vyznamny narist hladin cholesterolu
U apoE/LDLr deficientnich mysi ve srovnani s 16 tydennimi C57BL/6J (***P<0,001).
Piedpokladany statisticky vyznamny nartst byl také pozorovan u apoE/LDLr
deficiencich mysi krmenych cholesterolem ve srovnani se skupinou bez cholesterolu
(*""P<0,001) (viz. Graf 1).

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u tit‘ech skupin mysi. Signifikantni ndriist je obecné
pozorovin u 8 a 16 tydennich hyperchol. skupin ve srovndni s 16 tydennimi C57BL/6J
(***%P<0,001). Podavani cholesterolu ve stravé také vedlo k signifikantnimu ndristu hladin

cholesterolu u 16 tydennich apoE/LDLr mysi ve srovndni s 8 tydenni skupinou (" P<0,001).
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9.2 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemické barveni endoglinu v oblasti aortilniho sinu

Vysledky morfologické analyzy korelovaly S biochemickymi nalezy.
U 16 tydenni normochol. skupiny mysi nebyly nalezeny zddné morfologické zmény
Vv aortalnim sinu. Pfekvapive u 8 tydenni skupiny apoE/LDL receptor deficientnich mysi
byly nalezeny pouze velmi malé 1éze charakteru tukovych prouzkli a to zejména
v oblasti kofene aorty. V descendentni cCasti aorty jsme pozorovali cévy bez
aterosklerotickych platti. Naproti tomu v 16 tydenni skupiné byly nalezeny velké
a pokrocilé aterosklerotické platy s nekrotickymi jadry. Tyto nélezy poté do jisté miry
korelovaly s vysledky detekce endoglinu.

Exprese endoglinu byla obecné velmi podobna u 16 tydenni normochol. skupiny
zvifat a U 8 tydenni skupiny apoE/LDLr deficientnich mysi. Exprese endoglinu byla
relativné vyrazna na cévnim endotelu v aortdlnim sinu, na srdecnich chlopnich, a také
v malych cévach a kapilarach v okolnim myokardu (obr 7 a 8). Analyza oblasti
descendentni ¢asti aorty prokazala, Ze v obou vySe zminénych skupinach byla nalezena

pouze velmi nizka exprese endoglinu (obr 9 a 10).

Naopak exprese endoglinu byla do jist¢ miry rozdilnd u 16 tydennich
apoE/LDLr deficientnich mysi. Zde byla rovnéz silnd exprese na cévnim endotelu
Vv aortalnim sinu a to zejména na povrchu (endotelu) aterosklerotickych plati. Dale byla
exprese detekovana na srdeCnich chlopnich a také v malych cévach a kapilarach
v okolnim myokardu (obr 11 a 12). Exprese byla nalezena i v oblasti descendentni
aorty. Byla slab$i neZ v aortalnim sinu, nicméné i zde byla vidét hlavné na povrchu

aterosklerotickych platd (obr 13).
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Obrazek 7. Piiklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni normochol.
skupiné a 8 tydenni hyperchol. skupiné v oblasti koiene aorty. Exprese endoglinu byly
V téchto skupindch téméy identické. Exprese endoglinu byla relativné vyraznd na cévnim
endotelu v aortdlnim sinu, na srdecnich chlopnich a byla také silnda v malych cévich

a kapildardch v okolnim myokardu (Sipky). Zvétseno 40X.
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Obrazek 8: Piiklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni normochol.
skupiné a 8 tydenni hyperchol. skupiné v oblasti koiene aorty. Exprese endoglinu byly
V téchto skupindch témér identické. Detail exprese endoglinu zejména na cévnim endotelu

a na srdecnich chlopnich (Sipky). ZvétSeno 200x.
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Obrazek 9. Priklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni normochol.
skupiné a 8 tydenni hyperchol. skupiné v oblasti descendentni aorty. Exprese endoglinu byly
V téchto skupindch témév identické. Exprese endoglinu byla velmi slabad a detekovdna pouze

u nékolika endotelid\nich bunék (Sipky). Zvétseno 100X.
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Obrazek 10: Priklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni normochol.
skupiné a 8 tydenni hyperchol. skupiné v oblasti descendentni aorty. Exprese endoglinu byly
V téchto skupindch témé¥ identické. Detail exprese endoglinu ukazujici slabou expresi pouze

u nékolika endotelid\nich bunék (Sipky). Zvétseno 200x.
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Obrazek 11: Priklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni hyperchol.
skupiné v oblasti aortilniho sinu. Silnd exprese byla detekovina na cévnim endotelu
v aortdilnim sinu a to zejména na povrchu (endotelu) aterosklerotickych platii. Dale byla

exprese detekovina na srdecnich chlopnich a byla také silnda v malych cévach a kapilardach

v okolnim myokardu (Sipky). ZvétSeno 40X.
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Obrazek 12: Priklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni hyperchol.
skupiné v oblasti aortdilniho sinu. Detail silné exprese endoglinu na povrchu

aterosklerotického pldtu (Sipky). Zvétseno 200x.
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Obrazek 13:. Priklad imunohistochemického barveni endoglinu v 16 tydenni hyperchol.
skupiné v oblasti descendentni aorty. Silnd exprese byla detekovidna zejména na cévnim

endotelu na povrchu aterosklerotickych platii (Sipky). ZvétSeno 100x.
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10. Diskuze

Ateroskleroza jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozsifenym jevem,
ktery urcitym zpusobem postihuje vSechny vékové skupiny obyvatelstva. Klinické
priznaky aterosklerozy, které se ve vétsiné piipadi objevuji az v pozdéjsSich letech
zivota, jsou dnes velmi frekventované a aterosklerdza je v souc¢asné dob¢ pricinou témer
50% vsech umrti. Rozsahly vyzkum v oblasti aterosklerdzy odhalil v poslednich letech
fadu novych poznatkii, které piispivaji k pochopeni déji, ke kterym dochazi béhem
aterogenniho procesu. Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu zduraziuji

ulohu zanétlivé reakce v procesu aterogeneze (61).

Od roku 1986 se védecké skupiny v rlznych laboratofich snazily vyvolat
ateroskler6zu u mysi za ucelem zavedeni nového zvifeciho modelu. Mysi jsou obvykle
vysoce rezistentni vic¢i ateroskleroze. Pii piijmu bézné stravy maji nizkou hladinu
celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivniho HDL cholesterolu, tudiz se u nich
nevyvijeji aterosklerotické 1éze. OvSem pokud jsou mySi krmeny stravou s vysokym
podilem cholesterolu a tukl, kterd téz obsahuje Zluové kyseliny, hladina jejich
celkového cholesterolu roste. Po nékolika mésicich se u vybranych kment mysi za¢nou
tvofit vrstvy pénovych bunék, zejména v subendotelu cév v okoli aortalniho sinu (48).
Velkou vyhodou je, Ze mySi jsou v laboratornich podminkédch velmi dobie
kontrolovatelné, krmené ptesné definovanou stravou, coz je u dlouhodobych studii na
lidech nereédlné. V lidské populaci se ale provadi velké mnozstvi studii asociacnich,
které sleduji geneticky vliv na ateroskleroticky rozvoj. Jak jiz bylo zminéno vyse, mysi
jsou vuci rozvoji aterosklerdzy velice odolné. Z experimentli vyplynulo, Ze nejlépe se
da aterogeneze indukovat u kmene mysi C57BL/6J. Pokud je tento mysi druh krmen
stravou bohatou na cholesterol obsahujici kyselinu cholovou, dochazi k rozvoji 1ézi.
Od lidského stavu se ale liSi, a to jak lokalizaci, tak histologickou povahou. Tento

proces se také spise pfisuzuje zanétlivé reakci, nez genetické predispozici (62).

My jsme v diplomové praci pouzili jak normocholesterolemicka C57BL/6J
zvitata tak ApoE/LDL receptor deficientni mysSi, které vyviji vyraznou spontanni
hypercholesterolemii a aterosklerotické 1éze jiz v patém tydnu svého zivota. V osmém

tydnu, jiz maji pokrocilé 1éze v oblasti aortalniho sinu, jejichZz vyvoj lze samoziejmé
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jesté urychlit podavanim aterogenni diety. Z tohoto diivodu je tento model povazovan za

velmi dobry zvifeci model pro studium hypolipidemik (59).

Endoglin nebo také TGF-BRIII je schopen ovliviiovat ¢innost TGF-B, coz je
cytokin, ktery ma v procesu aterosklerézy ziejmé protektivni ucinky (63). Je tvoren
ttemi doménami. Extracelularni doména se sklada z561 aminokyselin,
transmembranova doména z 25 aminokyselin, a 47 aminokyselin tvofi intracelularni
¢ast. Studie ukazaly, ze endoglin se vyskytuje ve dvou ruznych isoformach, L (long)
a S (short), ty se li$i v poctu aminokyselin v intracelularni ¢asti (37). Endoglin je
nepostradatelny pro spoustu zivotnich funkci. Mezi hlavni u¢inky patii vliv na normalni
vaskulogenezi a angiogenezi. Endoglin je diilezity i v procesu erytropoézy. Migraci a
proliferaci endotelidlnich bunék také podporuje dostatecné mnozstvi endoglinu, a to

aktivaci signalni kaskady (64).

V této diplomové praci jsme tedy navazovali na pfedchozi studie na KBLV.
Ty wukézaly to, Ze endoglin je exprimovan cévnim endotelem u normo-
cholesterolemickych i hypercholesterolemickych zvitat (65). My jsme se snazili nalézt
ptipadné rozdily v expresi zvifat s riznymi hladinami cholesterolu a riznym stupném

rozvoje aterosklerozy.

Vysledky obecné ukazaly velmi silnou expresi endoglinu na endotelu aorty
v oblasti aortalniho sinu, a to u vSech skupin zvifat. Je potieba ale fici, Ze exprese byla
nejsiln€j$i u skupiny zvitat s nejvyS$$im cholesterolem a nejvétS§imi aterosklerotickymi
platy. Déle se ukazalo, Ze exprese endoglinu je velmi nizkd mimo aortdlni sinus
a v téchto oblastech descendentni aorty je navic jeho exprese viditelna témeét vyhradné
na endotelu plati. Tyto vysledky naznacuji, Ze exprese endoglinu by se mohla zvySovat
spolecné se zvySovanim hladin cholesterolu a navic je vazédna na mista vyskytu
nejvyrazngjSich aterosklerotickych zmén u mysi, tj. do oblasti aortalniho sinu. I takto
ovSem nemuzeme zcela usuzovat na vyznam jeho exprese V aterogenezi. V literatuie
existuje fada praci, které ukazuji, ze exprese endoglinu se nevyskytuje ve zdravych
cévach ale pouze v téch, které obsahuji aterosklerotické platy (23, 35, 66). Na druhou
stranu vSak byla popsana vazba mezi expresi endoglinu a expresi a funkci eNOS, cozZ je
kriticky projektivni enzym v aterogenezi (45, 67, 68). V této souvislosti se nabizi

otazka, zda zvySend exprese endoglinu béhem aterogeneze na cévnim endotelu neni
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ochrannym mechanizmem diky zvySovani mnozstvi NO nasledkem zvySené exprese

eNOS. Tyto spekulace budou predmétem intenzivnich studii v budoucnosti.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze jsme prokazali expresi endoglinu zejména
na cévnim endotelu na povrchu platu v oblasti aortalniho sinu a obecné také na povrchu
platu mimo aortalni sinus. Nejvyssi exprese byla detekovdna u zvifat s nejvétSimi

hladinami cholesterolu a nejvétsimi aterosklerotickymi platy.

Tato prace poukazala na jisté rozdily v lokalizaci exprese endoglinu ve vztahu

k hladinam cholesterolu a pfitomnym aterosklerotickym platim.
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11. Zavér

Cilem této diplomové préace bylo sledovat expresi endoglinu béhem aterogeneze
vcévni stén¢ mySi. Sledovali jsme jeho expresi v kofenu aorty U normo-
cholesterolemickych C57BL/6J a u hypercholesterolemickych apoE/LDLr deficientnich

mys$i ve véku 8 a 16 tydnt.

Vysledky biochemické analyzy ukazaly vyznamny nartst hladin cholesterolu
U apoE/LDLr deficientnich mysi ve srovnani s 16 tydennimi C57BL/6J. Dale byl
prokazan predpokladany statisticky vyznamny nartist u apoE/LDLr deficiencich mysi

krmenych cholesterolem ve srovnani se skupinou bez cholesterolu.

Exprese endoglinu byla obecné velmi podobna u 16 tydenni normochol. skupiny
zvifat a u 8 tydenni skupiny apoE/LDLr deficientnich mysi. Nejvyssi exprese byla
detekovéna u zvitat s nejvét§imi hladinami cholesterolu a nejvétSsimi aterosklerotickymi

platy.

Exprese endoglinu byla relativné vyrazna na cévnim endotelu v aortalnim sinu,
na srde¢nich chlopnich a byla také silna v malych cévach a kapildrach v okolnim
myokardu (obr 7 a 8). Analyza oblasti descendentni Casti aorty prokazala expresi

endoglinu témét vyhradn€ na povrchu plati u 16 tydenni hyperchol skupiny.

Exprese endoglinu tedy ukdzala na jisté rozdily v jeho lokalizaci ve vztahu ke

hladinam cholesterolu a pfitomnym aterosklerotickym platim.
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12.Seznam zkratek

ABC
ALK1
apokE
apoB
BMPs
BSA
CD
DAB
ENG
eNOS
HDL
HHT
ICAM-1
ICHS
IDL

IL
INF-y
KBLV
KVO
LDL
LDLr
LDLR™
Lp(a)
MCP-1
MG-CSF
MMP
NADPH
NO
Ox-LDL

Avidin-Biotin metodika

activin receptor-like kinase 1

apolipoprotein E

apolipoprotein B

kostni rustové proteiny (bone morphogenetic proteins)
bovinni sérum albumin

diferenciacni skupina, oznac¢eni pro skupinu molekul na bunkach
diaminobenzidin

endoglin

endotelidlni syntetaza oxidu dusnatého

lipoproteiny o vysoké hustoté

hereditarni hemoragicka teleangiektazie

intracelularni adhezni molekula

ischemicka choroba srdecni

lipoproteiny o intermediarni hustoté

interleukin

interferon gama

katedra biologickych a lékatskych véd
kardiovaskularni onemocnéni

lipoproteiny o nizké hustoté

LDL receptor

receptor deficientni mysi

lipoprotein (a)

monocyty pfitahujici protein

monocyty-makrofagy kolonie stimulujici faktor
proteolyticky enzym, matrix metaloproteinaza
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, redukovana forma
oxid dusnaty

oxidovany lipoprotein o nizké hustoté

OCT medium zmrazovaci medium

PBS
Smad

fosfatovy pufr
protein regulujici funkci TGF-B , fungujici jako transkripéni faktor
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TNF-a
TGF-p
TGF-BRII
VCAM-1
VEGF
VLDL
VSMCs

tumor nekrotizujici faktor o

rastovy transformacni faktor f3
receptor typu Il pro TGF-B

adhezni molekula cévnich bunck
vaskularni endotelovy ristovy faktor
lipoproteiny o velmi nizké hustoté

hladké svalové bunky cévni
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