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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Hodnoceni exprese iNOS a HO-1 v aorté mysi s vysokymi hladinami sérového

endoglinu pomoci Western blot analyzy
Autor diplomové prace: Kristyna Tysonova

Vedouci prace: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Cil prace: Zamérem této diplomové prace bylo zhodnotit rozdily exprese iNOS a HO-1
(markery nitra¢niho/oxida¢niho stresu) v aorté dvou skupin geneticky modifikovanych

mysi na cholesterolové dieté, které se 1iSily hladinami lidského sérového endoglinu.

Metody: Pro studii se pouzily 6 mésici staré transgenni my$i samice kmene
CBAXC57BL/6J s vysokou hladinou lidského solubilniho endoglinu. Pomoci ELISA
analyzy byla stanovena hladina tohoto endoglinu a mysi byly rozd€leny do dvou
srovnavanych skupin. Sledovand skupina (Sol-Eng*) vykazovala vysoké hladiny
lidského  solubilniho endoglinu a jejich sourozenecké mysi s nizkymi
(nedetekovatelnymi) plazmatickymi hladinami lidského endoglinu byly pouZity jako
mySsi kontrolni. Po dobu 3 mésici byly obé& skupiny krmeny specidlni stravou
s vysokym obsahem tuku a cholesterolu. Biochemickou analyzou byla zjisténa hladina
celkového cholesterolu. Pro detekci a kvantifikaci exprese markert iNOS a HO-1 byla

pouzita analyza Western blot.

Vysledky: Po tfimési¢ni cholesterolové dieté se skupina mysi Sol-Eng* v hladinach
celkového cholesterolu nelisila v porovnani se skupinou kontrolnich mysi. Western blot
analyza prokézala statisticky vyznamné vy$si expresi HO-1, a to v hodnoté 222,6% i
signifikantné vy$si expresi iINOS ve skupiné Sol-Eng® v hodnoté 221,5% oproti
kontrolni skupiné (100% pro oba markery).

Zavér: Vysledky uvedené v této praci dokladaji, ze pti podani cholesterolové diety
muzZe zvySeny sérovy endoglin indukovat expresi markeri oxida¢niho/nitra¢niho stresu
Vv aorté transgennich mysi, coz teoreticky muze piispivat k dysfunkci endotelu. Zda se
sérovy endoglin skute¢né podili na indukci funkéniho poskozeni cév, to mohou naznacit

dalsi studie.



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

Department of Biological and Medical Sciences

Western blot analysis of iINOS and HO-1 protein expression in aorta of mice with high

soluble endoglin levels
Author of diploma thesis: Kristyna Tysofiova

Supervisor: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Background: The aim of this thesis was to evaluate differences in the expression of
INOS and HO-1 (markers of nitration/oxidative stress) in the aorta of two groups of
genetically modified mice on cholesterol diet that differed in levels of human soluble

endoglin.

Methods: For the study we used 6 months old female transgenic mice on a
CBAXC57BL/6J strain backgroud with high level of human soluble endoglin. Using the
ELISA analysis, soluble endoglin levels was determined and mice were divided into
two groups according to the levels. The study group (Sol-Eng™) showed high levels of
human soluble endoglin and their sibling mice with low (undetectable) plasma levels of
the human endoglin were used as control group. Both groups were fed a special high fat
and cholesterol diet for a period of 3 months. Biochemical analysis revealed total
cholesterol levels. For detection and quantification of iNOS and HO-1 Western blot

analysis was used.

Results: After three months on cholesterol diet, the Sol-Eng™* group did not differ in the
levels of total cholesterol in comparison with the control group. Western blot analysis
showed a statistically significant higher HO-1 expression in the Sol-Eng* mice in the
value of 222,6% as well as INOS expression increase 221,5% in comparison with the

control group (100% for both markers).

Conclusions: The results presented in this study demonstrate that on cholesterol diet the
increased soluble endoglin may induce the expression of markers of oxidative/nitration
stress in transgenic mice aorta, which theoretically may contribute to endothelial
dysfunction. Further studies may indicate whether the soluble endoglin is really

involved in the induction of functional vascular damage.
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SEZNAM ZKRATEK

APS= persiran amonny (ammonium persulfate)

AT ll=angiotenzin Il

BH2= dihydrobiopterin

BH4= tetrahydrobiopterin

BSA= bovinni sérovy albumin

BVR= biliverdin reduktaza

CD 105= endoglin

cGMP= cyklicky guanosinmonofosfat

CO= oxid uhelnaty

EDHF= endotelialni hyperpolariza¢ni faktor

EGR-1= transkrip¢ni faktor (early growth response-1)
ELISA= enzymova metoda detekce antigenu (enzyme — linked immuno sorbent assay)
eNOS / NOS-111= endotelialni syntdza oxidu dusnatého
ET-1= endotelin-1

FAD= flavinadenindinukleotid

FMN-= flavinmononukleotid

GAPDH-= glyceraldehyd — 3 — fosfat dehydrogenaza

GM-CSF= faktor stimulujici kolonie granulocyt a makrofagu (granulocyte

macrophage-colony stimulating
HDL= lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins)
HHT-1= hereditarni hemoragicka telangiektazie

HO= hemoxygenaza



HRP= kienova peroxidaza (horseradish peroxidase)

HSP= heat-shock proteiny

ICAM-1= leukocytarni adhezni molekula-1 (intercellular cell adhesion molecule-1)
IFN-y= interferon gama

IgG= imunoglobulin G (protilatka)

IL-1=interleukin-1

IL-10= interleukin-10

IL-6= interleukin-6

INOS / NOS-IlI= inducibilni syntaza oxidu dusnatého

LDL-= lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)

MCP-1= monocytarni chemotakticky protein-1 (monocyte chemotactic protein-1)
M-CSF= faktor stimulujici kolonie makrofaga (macrophage-colony stimulating factor)
MMP-14 / MT1-MMP= membranovy typ matrix metaloproteinazy-1

NADPH= nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NF«B= nuklearni faktor kappa B

NNOS / NOS-I= neuronalni syntaza oxidu dusnatého

NO= oxid dusnaty

NOS= syntaza oxidu dusnatého

PAI-1= inhibitor aktivatoru plazminogenu

PDGF= rtstovy faktor uvolnény z trombocytt

PGI,= prostacyklin

PLGF= placentarni ristovy faktor

RNS= reak¢ni formy dusiku (reactive nitrogen species)



ROS= reak¢ni formy kysliku (reactive oxygen species)

RTG= rentgenové

SDS= dodecylsiran sodny (sodiumdodecylsulfate)

SENG / sCD 105= sérovy (solubilni) endoglin

sFIt1= solubilni receptor tyrozinkinazového typu-1

SGC-= solubilni guanylatcyklaza

Smad= intracelularni signalni protein

TEMED= N, N, N", N" — tetramethylethylendiamin

TGF-B= transformujici ristovy faktor beta

TNF-0= tumor nekrotizujici faktor

t-PA= tkanovy aktivator plazminogenu

TRIS base= tris(hydroxymethyl)aminomethane

TWEEN= polyoxyethylensorbitanmonolaurate

TXA ll= tromboxan A2

TBR-1= receptor typu | pro transformujici ristovy faktor beta
TBR-11= receptor typu Il pro transformujici ristovy faktor beta
TBRR-111= receptor typu Il pro transformujici ristovy faktor beta
VCAM-1= vaskularni bunétna adhezni molekula-1 (vascular cell adhesion molecule-1)
VEGF= vaskularni endotelialni ristovy faktor

ZP= zona pellucida
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1. UVOD

I kdyz se v poslednich letech snazime zajistit kvalitni terapii a dochézi k
nespornému zlepSeni prevence, zustava kardiovaskularni onemocnéni nejcastéjsi
pfi¢inou morbidity a mortality v fadé vyspélych zemi svéta. Pricina a progrese
vaskularniho onemocnéni tzce souvisi se stavem vnitini stény cévy a jeji normalni
funkci. Zanétlivé onemocnéni arterialni stény, jako je aterosklerdza, vede ke zménam
cévniho lumen a naslednym komplikacim, které Casto vylsti v zdvazné akutni
ischemické syndromy. Bohuzel v inicialnich fazich rozvoje tohoto procesu nejsou
ptiznaky a komplikace klinicky zfejmé. Jsou zjistitelné pouze na zdklad¢ funkéni zmény
cévy, ktera souvisi s porusenim bunék endotelu, znamé také pod pojmem endotelova

dysfunkce.

Za poskozenim endotelu stoji fada faktor. MiiZze se jednat o mechanické,
biochemické, toxické nebo imunologické vlivy, pisobeni rizikovych faktort
aterosklerézy a oxidacni stres. Aktivované endotelové builkky se potom vyznacuji
zvySenou propustnosti cévni stény, proliferaci bun¢k hladkého svalstva, prozanétlivym

stavem a zvySenou expresi adheznich molekul a cytokinii.

V této diplomové praci jsme se vénovali studiu TGF-B receptoru III, ktery je
soucasti signalizace TGF-B cytokinu, konkrétn€ jeho sérové (solubilni) formé,
Smoznym vlivem na funk¢ni stav cévy. Tento receptor, nazyvany endoglin, je
transmembranovy glykoprotein lokalizovany na povrchu bunék endotelu a fadou studii
je dokazano, Ze jeho exprese hraje dulezitou roli v patogenezi kardiovaskularnich
chorob (Barbara et al., 1999; Llorca et al., 2007). Je oznacovan za potencionalni marker
s ateroprotektivnim charakterem (Conley et al., 2000; Nachtigal et al., 2012). Konkrétni
uloha vsak jesté nebyla zcela vyjasnéna. Zaméfili jsme se na jeho sérovou slozku, kterd
se odstépuje do cirkulace proteolytickym $tépenim. Jde o jeho extracelularni doménu,
kterou nalezneme v krevnim ob&hu. Zménéné hladiny tohoto sérového endoglinu
(SENG) byly popsany u fady zavaznych onemocnéni, véetné aterosklerézy (Blann et al.,
1996; Strasky et al., 2011), téhotenské preeklampsie (Venkatesha et al., 2006), diabetes
mellitus, hypertenze (Blazquez-Medela et al., 2010) a dalsich. Bylo prokéazano, ze
SENG vede k poskozeni TGF-B signalizace v cévach a mize tak vyvolavat poskozeni
endotelu (Levine et al., 2006; Hawinkels et al., 2010). Jestli bude SENG v klinické praxi

povazovan pouze za marker endotelové dysfunkce a kardiovaskularnich chorob, nebo se
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bude na funkénim poSkozeni i podilet, naptiklad prostiednictvim indukce endotelové

dysfunkce, je stale otazkou a ptedmétem badani.

My jsme v experimentélni praci sledovali expresi proteinii iNOS (inducibilni
NO-syntazy) a HO-1 (hemoxygenazy-1) a mozné zmény jejich exprese v souvislosti se
zvySenou hladinou sENG. Tyto molekuly oxida¢niho a nitra¢niho stresu maji totiz
vyznam V patogenezi onemocnéni cév, dysfunkci endotelu a rozvoji kardiovaskularnich
chorob (Giuliano et al., 1995; Wever et al., 1998; Ryter and Choi, 2009). iNOS je
molekula uvolfiovana na zakladé prozanétlivych stimult. Jeji exprese byla zjisténa i
v bunikach hladkého svalstva cév u aterosklerotickych lézi. ZvySena tvorba oxidu
dusnatého katalyzovaného iNOS se obvykle vyskytuje v oxidaénim prostiedi a je
cytotoxicka (Wever et al., 1998; Forstermann and Sessa, 2012). Exprese HO-1 je reakci
na oxidacni stres, hypoxii, cévni poranéni nebo plsobeni prozanétlivych cytokind. Je
povazovana za moduldtora zanétlivé reakce a funguje jako cytoprotektivni molekula

s antioxida¢nim u¢inkem (Ryter et al., 2006; Pae et al., 2008).
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Stavba cévni stény

Cévni sténa je slozena ze tii zakladnich vrstev, které se nazyvaji tunica intima,
tunica media a tunica adventitia (Konradova et al., 2000). Pomér jednotlivych vrstev se

u tepen a zil 1i$1 podle funk¢énich narokti cévy (Trojan et al., 2003).
Tunica intima

Tunica intima je vystelkou, kterd lemuje vnitini povrch cévy. SloZena je z vrstvy
endotelovych bunék a subendotelové vrstvy, kterd je tvofena fidkym kolagennim

vazivem a buitkami hladké svaloviny (Konradova et al., 2000).
Tunica media

Tato stfedni vrstva je slozena pievazné z bunék hladké svaloviny, které produkuji
mezibunéénou hmotu tvofenou proteoglykany a chondroitinsulfaitem. Dale se sklada
z vldken retikularnich a elastickych. Elasticka vlakna se mohou koncentrovat na
hranicich meédie a vytvafet tak wvnitini a vn&jsi elastickou membranu oddé€lujici
jednotlivé vrstvy cévy (viz nize Obrazek 1). Tunica media tepny je mnohem silné&j$i nez
zily (Konradova et al., 2000; Lullmann-Rauch, 2012).

Tunica adventitia

Je vnéj§i vazivova vrstva, ktera je tvorena siti elastickych a kolagennich vlaken.
U veétsich cév jsou piitomny i malé krevni cévy (tzv. vasa vasorum) vyZivujici tuto

vrstvu a nervova vlakna inervujici buiiky hladké svaloviny (Trojan et al., 2003).
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Obrézek 1: Stavba stény artérie

Tri zdkladni vrstvy cévni stény: vnitini tunica intima, stiedni tunica media a vnéjsi tunica
adventitia. Smooth muscle — hladké svalstvo cév; Internal elastic membrane — vnitini elasticka
membrana; External elastic membrane — vnéjsi elasticka membréna; Endothelium — endotel;

Elastic fiber — elasticka vldkna.

The structure of the wall of an artery

Tunica intima

Internal elastic
membrane

External
elastic
membrane

Tunica media
Endothelium

Elastic fiber

Tunica externa

) P s, .

Prevzato:
<http://www.highlands.edu/academics/divisions/scipe/biology/faculty/harnden/2122/images/art
tunics.jpg> [2015-04-15]

Obréazek 2: Tunica intima — endotelové buiiky s jadry

Ploché, vzajemné pevné propojené buiiky, které jsou protahlé v podélném sméru cévy, s jadrem

uprostied. Vystylaji vnitini povrch cév.

Prevzato: <http://www.pathguy.com/histo/096z.jpg> [2015-04-18]
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2.2 Endotel

Endotel je tvofeny jednou vrstvou bunck z plochého epitelu. Vystyla vnitini
povrch krevnich, lymfatickych cév a kryje mnoho télesnych dutin ¢i srdeéni chlopné.
Endotelové bunky tvoii nesmacivé a netrombogenni rozhrani mezi cirkulujici krvi a

okolnimi tkanémi (Karetova, 2002; Karasek et al., 2004; Vrablik et al., 2011).

2.2.1 Role a funkce endotelovych bunék

Donedéavna se predpokladalo, Ze endotel slouzi pouze jako mechanicka bariéra
bez dalSich specifickych funkci. V poslednich letech vSak vyzkum prokazal, ze buiiky
maji odlisné a jedinecné fyziologické funkce (Rajendran et al., 2013). Predstavuji
metabolicky velmi aktivni tkan (Vrablik et al., 2011), ktera je schopna reagovat na
fyzikalni a chemické signdly a diky mnoha faktorim udrzovat homeostdzu, regulovat
permeabilitu, cévni tonus, bunécnou adhezi, proliferaci bunék hladkého svalstva cévni
stény, tromborezistenci a ostatni cévni funkce (Deanfield et al, 2007). Uloha endotelu se
déje prostfednictvim pfitomnosti membranové vazanych receptori (Rajendran et al.,
2013) a ptedevsim syntézou lokalné plsobicich chemickych substanci (Vréablik et al.,
2011).

Jednou ze zékladnich funkci endotelu je zajisténi regulované propustnosti mezi
krevnim feciStétm a okolnimi tkanémi. Endotel kontroluje prinik bunéénych i
nebunéénych komponent, makromolekul, ionti a tekutin. Prostup latek je umoznén
celou fadou transportnich mechanismt a pomoci adheznich molekul (Bultas et al., 1999;
Karasek et al., 2004).

Endotelové bunky hraji kli¢ovou roli v regulaci napéti cévni stény a pritoku
krve (Rajendran et al., 2013). Dochézi k produkci vazoaktivnich latek zajist'ujici
dusnaty (NO), jehoz role byla objevena jiz v roce 1980 v prikopnickém experimentu
Furchgotta a Zawadzkiho, ktefi zkoumali dilataci krali¢i aorty v reakci na acetylcholin
(Furchgott and Zawadzki, 1980; Celermajer, 1997). Mezi dalsi vyznamné puisobky patii
také prostacyklin (PGl.), ktery ma antitrombotické, antiagregacni vlastnosti a uvoliiuje
se zvySenym prutokem krve ¢i vlivem hypoxie. Synergicky mohou piisobit latky, jako

je bradykinin, natriureticky peptid typu C (Celermajer, 1997; Karetova, 2002; Karasek
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et al., 2004; Deanfield et al., 2007) ¢i endotelialni hyperpolariza¢ni faktor (EDHF),
ktery muize kompenzovat ztrity NO zprostfedkované vazodilatace, je-li sniZena
biologicka dostupnost NO (Halcox et al., 2001). K zachovéani rovnovahy jsou endotelem
produkovany vazokonstrikéni latky angiotenzin II (AT II), tromboxan A2 (TXA II),
superoxid (-O2 ~) a piedevsim endotelin-1 (ET-1), ktery ptisobi konstrikéné, zaroven je
vSak mirnén soucasnou stimulaci NO a PGI,. Dysfunkce téchto regulac¢nich systému

endotelu mize hrat tlohu u fady kardiovaskuldrnich onemocnéni (Celermajer, 1997;

Rajendran et al., 2013).

Pro zajisténi integrity cévniho fecist¢ musi neustale fungovat rovnovaha mezi
pro- a anti-koagula¢nimi systémy. Za fyziologickych podminek maji endotelové buiky
antikoagulacni, antiagregacni 1 fibrinolytické vlastnosti (Rajendran et al., 2013).
Ochrana pied vznikem trombozy se d&je prostiednictvim NO, inhibici adheze a
agregace trombocytt, obdobné i PGI2 ¢i puisobenim tkanového aktivatoru plazminogenu
(t-PA), ze kterého vznika plazmin §tépici molekuly nerozpustného fibrinu. Opacné
potom pusobi AT II, a to skrze potenciaci tvorby inhibitoru plazminogenového
aktivatoru (PAI-1) (Bultas et al., 1999; Karasek et al., 2004; Vojac¢ek and Fiedler,
2004). Endotel vaze na svém povrchu trombomodulin s vysokou afinitou k trombinu.
Jakmile dojde k jeho navazani, ma trombin omezenou schopnost $tépit fibrinogen a
pusobit v koagula¢ni kaskadé a navic aktivuje protein C, ktery v komplexu s proteinem
S inaktivuje faktory Va, Vlla a tim dojde k inhibici koagulace (Stary et al., 1992).

Endotelové bunky mohou zasahovat i1 do reparativnich procesii, angiogeneze a
mitogeneze. Tyto pochody jsou zajistovany fadou cytokini a rstovych faktort, jako je
napiiklad transformujici rustovy faktor beta (TGF-B), ristovy faktor uvolnény
z trombocytt (PDGF), vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), interleukin-1 (IL-
1), apod. Maji stimula¢ni G¢inky na rist a migraci bunék hladké svaloviny z médie do
subendotelového prostoru, dochazi k hyperplazii intimy a hypertrofii cévni stény. Za
fyziologickych podminek tvofi endotel i antimitogeny, jako napiiklad NO, ktery
zabranuje proliferaci a riistu cévni stény, a tim opét zachovava rovnovahu (Bultas et al.,

1999; Karetova, 2002).
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2.2.2 Endotelova dysfunkce

Endotelova dysfunkce je Siroky pojem. Vede k poruse dilatace cév, podporuje
agregaci trombocyti, zvySuje proliferaci hladké svaloviny a dochazi k expresi
povrchovych adheznich molekul (Masopust et al., 2003; Verma et al., 2003). Lze ji
charakterizovat jako generalizovany defekt vSech mechanismt homeostazy, kterou
endotel zajistuje. Dochazi k nerovnovaze mezi inhibitory a stimulatory rastu,
vazoaktivnimi faktory, hemokoagula¢nimi Ciniteli, zvySuje se propustnost cévni stény a
vysledkem je ptevaha protrombotickych, aterogennich vlastnosti a prozanétlivého stavu
(Verma et al., 2003; Karetova, 2002).

Za poskozeni endotelu a jeho aktivaci stoji mnoho faktord. Kromé
mechanického vlivu, jako je zvySeni smykového napéti pii arterialni hypertenzi, to
mohou byt i imunologické, toxické, biochemické vlivy ¢i infek¢éni agens a pusobeni
nékterych cytokint. Velkym dilem mezi né tadime rizikové faktory aterosklerézy,
napiiklad hyperlipoproteinémii (oxidované, glykované LDL c¢astice), hyperglykémii,
hyperinzulinémii, hypoxii, hyperhomocysteinémii, koufeni, obezitu a dalsi (Ceska,
1999; Karetova, 2002; Rajendran et al., 2013).

Aktivovane endotelové buiky se vyznacuji zvySenou permeabilitou pro
aterogenni lipidy, vyssi proliferaci a migraci bunék vazivové tkang, protrombotickym
ucinkem a znacna je i zvySena exprese adheznich molekul (Karetova, 2002; Karasek et
al., 2004). Piikladem je leukocytarni adhezni molekula (ICAM-1), vaskularni bunééna
adhezni molekula (VCAM-1) a P-, L-, E- selektiny, které usnadnuji adhezi a kumulaci
krevnich bunék k povrchu endotelu, jejich pfeménu v makrofdgy a pénové buiky.
Dochézi i k syntéze cytokind, jako je IL-1, tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a),
monocytarni chemotakticky protein-1 (MCP-1) a faktor stimulujici kolonie makrofagt
(M-CSF), faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagi (GM-CSF), které maji
prozanétlivé vlastnosti a prispivaji k aktivaci makrofagi (Karések et al., 2004; Vojacek
and Fiedler, 2004).
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Dle nékterych autori se endotelovd dysfunkce povazuje za prvni stadium
aterosklerdzy. V dostate¢ném piedstihu piedchazi strukturalni manifestaci a v inicialni
fazi rozvoje, kdy nejsou piiznaky jesté klinicky ziejmé, mize slouzit jako nezavisly
marker tohoto onemocnéni. (Verma et al., 2003; Vrablik et al.,, 2011). Kromé
aterogeneze je funkéni poSkozeni endotelu spojeno i s patogenezi kardiovaskularnich
chorob, jako je ischemicka choroba srde¢ni, hypertenze, chronické srde¢ni selhavani,
onemocnéni perifernich cév, potom i komplikaci diabetes mellitus, chronického
selhavani ledvin, zavaznych virovych infekci, sepse a dalSich onemocnéni (Rubanyi and
Vanhoutte, 1986; Karasek et al., 2004).

Obrazek 3: Vznik endotelové dysfunkce a nasledky

DLP
\ hypertenze
| diabetes
Normdlniendotel % 4 kauteni
o el
Abnormadlni endotel
Dysfunkce
= " / i pidd
VAZOKONSINKCE
dheze trombo

Prevzato: (Vréablik et al., 2011)
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2.2.3 Oxidaéni, nitracni stres a dysfunkce endotelu

Oxidanty, superoxid (-O2 ~anion), peroxid vodiku (H20.), hydroxylovy radikal
(-HO) a radikal -NO, oznacovany jako reak¢ni formy kysliku (ROS= reactive oxygen
species) a dusiku (RNS= reactive nitrogen species), jsou molekuly vyrabéné normalnim

aerobnim metabolismem a byvaji vysoce reaktivni s jinymi biologickymi molekulami.

Za fyziologickych podminek je produkce ROS vyvazena ucinnym systémem
antioxidantti, molekul, které jsou schopné neutralizovat a brénit tak Skodam oxidantt.
Ptikladem mohou byt enzymatické antioxidanty, pfirozené se vyskytujicich ve tkanich,
jako je superoxid dismutaza a glutathionperoxidaza. Snizuji reaktivni formy kysliku
generované oxidacnim stresem a inhibuji aktivaci endotelovych bunék. Ne&kolik
neenzymatickych antioxidantd, vitamin E, C ¢&i B-karoten, které chrani lipidy pted
peroxidaci. Nebo HDL cholesterol a apolipoprotein A-1, které maji ochranné G¢inky
proti rozvoji chorob srdce a cév, odebiraji nadbyte¢ny cholesterol ve tkanich a tlumi

dysfunkci endotelu (Esper et al., 2006).

Reaktivni formy kysliku jsou syntetizovany v lidském organismu fadou enzymd,
xantin oxidazou, monoaminooxidazou nebo cyklooxygendzou (Ledvina et al., 2004;
Vanhoutte et al., 2009). V patologickych stavech mohou byt ROS pfitomny v relativnim
ptebytku. Tento posun rovnovahy ve prospéch oxidace je nazyvan oxidacni stres. Miize
mit Skodlivé UCinky na bunééné ¢i tkanové funkce a je vyznamnym faktorem
V patogenezi mnoha chorobnych stavii, véetné¢ endotelové dysfunkce, ischemie, zanétt,
oxidaci lipidd, aterosklerdzy, nddorového onemocnéni a dalSich (Verma et al., 2003;

Esper et al., 2006).

Nadmérna tvorba oxidovych aniont a zvlasté pak superoxidového anionu, ktery
je produkovéan nikotinamidadenindinukleotidfosfat-oxidazou, mutze vést K inhibici
syntézy oxidu dusnaté¢ho a podilet se na ztraté protektivnich ucinkt NO na endotel.
Vedle oxida¢niho stresu se pak rozviji i nitra¢ni stres, pii kterém vznikaji reaktivni
formy dusiku. Superoxidovy anion zpisobuje oxidaci NO a pfeménu na peroxynitrit
(‘NO + :0O27 — -OONQO"), nestabilni molekulu, ktera mize vést k dalsi oxidaci latek.
Reaguje s tyrozinem polypeptidi za vzniku cytotoxického nitrotyrozinu, degraduje
sacharidy, st€pi DNA a navozuje peroxidaci lipidi (Masopust et al., 2003; Esper et al.,
2006). Peroxynitrit oxiduje kofaktor endotelialni NO-syntazy tetrahydrobiopterin (BH4)
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na dihydrobiopterin (BH2), snizi jeho dostupnost a dojde k transformaci funkce
endotelialni NO-syntazy, kterd produkuje O2  misto NO a zvySuje oxidacni stres
(Ledvina et al., 2004; Esper et al., 2006).

Endotelova ROS signalizace muze byt iniciovana vyplavenim zanétlivych
cytokind a rustovych faktord ¢i interakci endotelu s leukocyty. Bez ohledu na zdroj
nadprodukce oxidantli, v konecném dusledku vzdy zélezi na vzdjemném pusobeni s
antioxidanty, které maji ochranné uc¢inky a zachovavaji rovnovahu (Esper et al., 2006;

Deanfield et al., 2007).

Obrézek 4: Oxidacni stres jako diisledek rizikovych faktorii aterosklerozy

Oxidacni stres a jeho Skody jsou diisledkem mnoha jevii, mezi které muzZeme radit i rizikové
faktory aterosklerdzy (hypertenze, hyperglykémie, hyperinzulinémie, hyperlipidémie, obezita a
zanetlivé  stavy). Nadmérnd tvorba ROS vede koxidaci NO, sniZi jeho intracelularni

Koncentraci, narusi vazodilataci artérie a dalsi fyziologické ucinky NO.

Prevzato: <http://www.intechopen.com/source/html/18542/media/image2.png> [2015-04-18]
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2.3 Oxid dusnaty (NO)

Oxid dusnaty (diive oznacovany jako EDRF — endotelium-derived relaxing
factor) je dulezitou signalni molekulou a ma vliv na fadu fyziologickych funkci, véetné
traveni, krevniho obéhu, paméti, uceni a zdnétu (Forstermann and Sessa, 2012). Jak uz
bylo zminéno, hlavni biologickou funkci NO je mohutny vazodilatatni uUcCinek
a udrzeni cévni stény v klidovém stavu, a to prostiednictvim inhibice adheze, agregace
trombocyti a exprese adheznich molekul (Karetova, 2002; Deanfield et al., 2007;
Karasek et al., 2004).

Prekurzorem NO je aminokyselina L-arginin, ktera se pfeménuje na L-citrullin
pusobenim enzymu NO-syntdzy (NOS) v pfitomnosti nékterych kofaktort, jako je
napiiklad tetrahydrobiopterin (BH4), nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH),
flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid (FAD) (Forstermann and
Munzel, 2006).

vewr

napéti krevniho proudu (hemodynamickd namaha, tzv. ,shear stress®) (Esper et al.,
2006). Uvolnovan mize byt i signalnimi molekulami, jako je bradykinin, acetylcholin,
substance P, TGF-B, HO-1 nebo VEGF v reakci na hypoxii ¢i serotoninem pfi agregaci
desticek (Govers and Rabelink, 2001).

Koncentrace NO zavisi na fad€ okolnosti (dostupnost kofaktorti, oxidaéni stres,
difuzibilita, koncentraci dalSich bioreaktant apod.) a v ptipadé nedostate¢né produkce
¢1 naruSeni aktivity vede ke vzniku endotelové dysfunkce a projeviim

kardiovaskularniho onemocnéni (Karések et al., 2004; Vanhoute et al., 2009).

Pro studium patofyziologické Ulohy NO systému védci ¢asto vyuzivaji geneticky
modifikovanych pfistupii u mysi, které nabizeji nepfeberné mnoZstvi informaci a
neocenitelné nastroje pro dalsi studium NOS. V riznych experimentalnich modelech
maji moznost posouzeni piinosu jednotlivych forem NOS a jejich hlavnich roli
(Mungrue et al., 2002).
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2.3.1 NO-syntaza a jeji izoformy

NOS jsou skupinou piibuznych proteinti, které produkuji NO. U savcl jsou
znamy tfi izoformy této genové rodiny (Mungrue et al., 2002). Neurondlni NOS
(NNOS/NOS-I), endotelialni NOS (eNOS/NOS-I111) a inducibilni NOS (iNOS/NOS-II).
nNOS a eNOS jsou konstituén¢ exprimované formy z nervové tkan¢ a endotelovych
bunék. Forma iNOS je uvoliiovana na zaklad¢ prozanétlivych cytokini, makrofagl a
stimulovana koncentrace NO je pak trvale vysoka (Celermajer, 1997; Vojacek and
Fiedler, 2004). nNOS a eNOS produkuji NO na kratkou dobu, kdy jsou indukovany
vazodilatatory, jako je acetylcholin nebo bradykinin. Indukovatelnd iNOS muze

syntetizovat NO po delsi dobu a konstantnim zptisobem (Esper et al., 2006).

NNOS

Je spojen s plazmatickou membranou a slouzi piedevS$im pro bunécnou
komunikaci (Southan and Szabo, 1996). NO je uvoliiovan v nervoveé tkani v centralnim

i perifernim nervovém systému (Forstermann and Sessa, 2012).

eNOS

Je zndma pro mnoho dileZitych biologickych funkei, véetné cévni homeostazy,
regulace angiogeneze a hlavné pii kontrole cévniho tonu. NO difunduje do buné&k
hladkého svalstva cév a aktivuje guanylatcyklazu, coz vede k tvorbé cyklického 3¢, 5°-
guanosin monofosfatu (cGMP), ktery snizuje koncentraci intracelularniho Ca?*, aktivuiji
se K+ kanaly, dojde k hyperpolarizaci a zprostiedkované vazodilataci (Celermajer,
1997; Corson et al., 1996).

INOS

Tato izoforma je syntetizovana viadé bunétnych typu, véetné endotelu,
hepatocytti, makrofagii, neutrofild, fibroblasti ¢i zirnych bunék (Toborek and Kaiser,
1999; Colman et al., 2006). Exprese je aktivovana prozanétlivymi cytokiny tumor
nekrotizujicim faktorem-o. (TNF-a), IL-1 a interferonem gama (Esper et al., 2006). Déale
pak bakteridlnimi patogeny, které generuji vysoké koncentrace NO prostiednictvim

aktivace indukovatelnych nuklearnich faktori, vcéetné NFxB, a pomoci dalSich
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prozanétlivych stimuld. Aktivace tohoto enzymu se upravuje zejména na transkripéni
urovni prostfednictvim u¢inkl na stabilitu, dimerizaci, fosforylaci proteinu a dostupnost
kysliku a L-argininu jako substrati (Aktan, 2004; Esper et al., 2006).

Zvysena tvorba NO, ktera je katalyzovana iNOS v reakci na prozanétlivé
procesy, se obvykle vyskytuje v oxidaénim prostiedi a je cytotoxicka pro fadu
intracelularnich patogent, paraziti a pro n¢které nadorové buiky. iNOS zastava funkci
vrozené imunitni odpovédi a NO produkuje jako obranny mechanismus. Pokud dojde
k nadprodukci NO a uvolnéni na nespravném misté, mize poSkozovat i okolni tkan a
zdravé bunky. Tyto vlastnosti mohou definovat roli iNOS v imunit¢ hostitele,
umoznujici Gcast v antibakteridlni a protinddorové aktivit¢ (Nathan and Hibbs, 1991;

Forstermann and Sessa, 2012).

Kromé role v zanétu a infekci je NO produkovany iNOS davan do spojeni
s cévnim onemocnénim a aterosklerézou. Byla zjisténa indukce iNOS v buikach
hladkého svalstva cév u aterosklerotickych 1ézi a vzdjemny vyskyt oxidovanych lipidi
s expresi INOS v nekrotickych jadrech ateromovych plati. Stimulace exprese v platech
muze byt zplisobena zvySenymi hladinami oxidovych aniont, které vedou ke zvySeni
oxida¢niho stresu a poskozeni tkané (Wever et al., 1998). Exprese iNOS koreluje se
snizenym obsahem kolagenu, proapoptickym ucinkem a nestabilitou platu. Nékteré
studie vSak uvadi, ze NO muze v ateromovych platech naopak fungovat jako
antioxidant a zabrafiovat zanétlivym a imunologickym reakcim v cévni sténé. Je tedy
nejasné, zda iNOS odrazi patologické ¢i ochranné ucinky nebo oboji. Pfesné role iNOS

u aterogeneze neni zcela definovana (Colman et al., 2006).

Nadmeérna tvorba NO je spojena i s endotoxemii, sepsi a obéhovym Sokem.
Tento stav je charakterizovany masivni hypotenzi, snizenou perfuzi tkani a selhavanim
organl. V patogenezi se uplatiiuji cytokiny, histamin, prostaglandiny a mediatory TNF-
a nebo interferony, které se uvoliuji z bunék makrofagii, plisobenim bakteridlnich
endotoxind. To souvisi 1 s aktivaci a uvolnénim iNOS v bunkach hladkého svalstva cév
a naslednym zvySenim tvorby NO. V tomto procesu pfispiva k systétmové hypotenzi
(Wong and Billiar, 1994; Forstermann and Sessa, 2012).
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2.4 Hemoxygenaza (HO)

Hemoxygenaza (HO) je zésadnim enzymem v metabolismu hemu, cyklického
tetrapyrolového porfyrinu s centralné navazanym atomem Zzeleza (Maines, 1988; Vitek,
2009). Katalyzuje prvni urcujici krok v oxida¢ni degradaci volného hemu, za vzniku
ekvimolarnich mnozstvi zlu¢ového pigmentu biliverdinu, oxidu uhelnatého (CO) a
zeleza (Abraham and Kappas, 2008; Pae et al., 2008). Tato reakce vyzaduje molekuldrni
kyslik a stejné tak reduk¢ni ekvivalenty z NADPH a cytochrom P450 reduktazy.
Vznikly biliverdin se nasledn¢ pfevede pomoci NADPH biliverdin reduktazy (BVR) na
bilirubin a volné Zelezo se recykluje pro syntézu hemu (Maines, 1988; Pae et al., 2008).
HO se nevyznacuje pouze enzymovou aktivitou. Na bunééné membrané se miize
uplatnit jako signalni molekula nebo funguje jako transkripéni faktor v jadie bunky

(Vitek, 2009; Lundvig et al., 2012).

V lidském organismu byly popsany dvé hlavni geneticky odli§né izoformy HO:
indukovatelna forma, hemoxygenaza-1 (HO-1) a Kkonstituéné tvoiena forma,
hemoxygenaza-2 (HO-2) (Pae et al., 2008). HO-1 a HO-2 jsou produkty dvou gent a
lisi se v primarni aminokyselinové sekvenci a biochemickych nebo biofyzikalnich
vlastnostech. HO-2 (protein 36 kDa) je vysoce exprimovana za bazéalnich podminek a
vyskytuje se ve vétSin€ lidskych tkani, véetné jater, sleziny, varlat a kardiovaskularnim

¢i nervovém systému (Ryter and Choi, 2009).

2.4.1 HO-1 a jeji u€inky

HO-1 patii do skupiny heat-shock proteinti (HSP) o molekulové hmotnosti 32
kDa (Barton et al., 2003). Vyskytuje se na vysoké urovni exprese ve slezing a dalSich
tkdni, které¢ degraduji zestarlé Cervené krvinky, vcetné¢ specializovanych
retikuloendotelovych bungk jater a kostni dfené. Jinak je za fyziologickych podminek
ve veétsin¢ ostatnich tkani a bunkach exprimovana v nizkych, nékdy az
nedetekovatelnych koncentraci (Ryter et al., 2006; Ryter and Choi, 2009). Aktivni je
vSak 1 pfi nizkych koncentraci substratu, jeji aktivita se zvySuje, jakmile se zvySuje
fyziologickd koncentrace hemu (Maines et al., 1988). HO-1 patii do SirSi rodiny
stresovych proteinti, je schopnd rychle reagovat na mnoho chemickych a fyzikalnich
stimulll a potencionalné tak fungovat jako transkripcni regulator (Barton et al., 2003).

Genova exprese HO-1 byla doposud popsana jako jedna z nejvice indukovatelnych
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enzymu v téle, zahrnuje mnozstvi signalnich drah (Maines et al., 1988; Wagener et al.,

2003) a je bunééné i druhové specificka (Morse and Choi, 2002).

Indukce HO-1 je reakci na oxidacni stres, teplotni Sok nebo hypoxii (Abraham
and Kappas, 2008). Probiha celou fadou faktort, jako jsou naptiklad reaktivni kyslikové
metabolity (ROM), hem (Barton et al., 2003), ultrafialové svétlo, bakteridlni
lipopolysacharidy (Vitek, 2009), tézké kovy, NO, CO nebo prozanétlivé cytokiny,

zanéty a rizna poranéni (Ryter et al., 2006). HO-1 indukci mohou vsak zajistovat i

rrrrr

w1

pomoci upregulace HO-1 (Vachharajani et al., 2000; Wagener et al., 2003).

Vzhledem k tomu, Ze mnoho z indukénich podminek je spojeno se stimulaci
peroxida¢niho stavu, je HO-1 povazovana za inducibilni ochranny systém pied
oxidaénim stresem (Ryter and Choi, 2009). Radou studii je prokazano, ze se HO-1
podili na ochrané rtznych tkani a organii a funguje jako kriticka cytoprotektivni

s w1

ucinky (Pae et al., 2008).

Zvysend exprese HO-1 mize fungovat jako modulator zéanétlivé reakce u
nekterych patologickych stavii, kde ptispiva k potlaceni zanétu. Hraje roli naptiklad u
ateroskler6zy, ischemie myokardu, reperfuznim poskozeni, hypertenze, diabetes
mellitus (Giuliano et al., 1995; Yet et al., 2001) nebo u transplantace organu (Wagener
et al.,, 2001; Abraham and Kappas, 2008). HO-1 zprostiedkovanou ochranu proti
tkdnovému posSkozeni potvrdila fada studii. Byly pouzity naptiklad transgenni mysi se
srde¢ni specifickou nadmérnou expresi lidského HO-1, které prokazovaly ochranu pied
ischemicko-reperfuznim poskozenim a zlepSeni funkéniho zotaveni (Yet et al., 2001). U
plicni specifické nadmérné exprese zase dochazelo k ochrané proti plicni hypertenzi a
cévni hypertrofii vyvolané chronickou hypoxii (Zampetaki et al., 2003). Nedavné studie
nadmémé exprese cilené HO-1 v kizi potvrdily i to, ze HO-1 podporuje hojeni ran a
neovaskularizaci (Grochot-Przeczek et al., 2009). Tyto studie se tedy shoduji na

ustfedni uloze HO-1 v cévni a tkanové homeostaze (Ryter and Choi, 2009).
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Obrézek 5: Navrhovana ochrannd tloha HO-1 v regulaci NO a iNOS u aterosklerézy

HO-1 inhibuje reaktivni formy kysliku (ROS), iNOS a dalsi kroky v patogenezi aterosklerdzy,
véetné aktivace endotelu, proliferace bunék hladkého svalstva cév, migrace leukocyti, oxidace
LDL, tvorby pénovych bunck, prozanétlivych cytokinii a vytvoreni platu. Angiotenzin
konvertujici enzym (ACE) umoziiuje konverzi angiotenzinu I na vazokonstrikcni angiotenzin 11,
ktery pusobi pri vzniku a rozvoji aterosklerozy a zvysuje hladiny prozanéetlivych cytokini. HO-1

prispiva k potlaceni zanétlivé infiltrace.
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Prevzato: (Abraham and Kappas, 2008)

2.4.2 Protektivni u¢inky HO-1 p¥i zanétu a poSkozeni cévy

Ackoliv byly ochranné u¢inky HO-1 potvrzeny v nékolika experimentélnich
modelech, mechanismus, kterym HO-1 tyto G¢inky poskytuje, neni zcela objasnén.
Nedavné dikazy akorat naznacuji, ze reak¢éni produkty HO aktivity (zelezo, CO,
bilirubin) pfispivaji, at’ uz samostatné nebo ve vzajemné shod¢, k obnoveni bunééné
homeostazy (Ryter et al., 2006; Pae et al., 2008; Ryter and Choi, 2009).

Dulezitou roli hraje schopnost katabolizace hemu, ktera vede k uvolnéni volného
zeleza a oxidu uhelnatého. Zvysena dostupnost volného Zeleza nabizi toxické ucinky na

J 4

tkan¢ a organy. Prostfednictvim oxidacniho stresu vytvati reaktivni molekuly, které
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vedou k sérii radikdlovych reakci a poskozeni tkané, ¢imz se podili i na progresi
zanétlivé reakce a oxidaci LDL v aterosklerdze. Zelezo je tedy obecné povazovano za
katalyzatora skodlivych prooxidac¢nich reakci a HO-1 je dualezitym antioxidantem
(Barton et al., 2003; Wagener et al., 2003). Pokud by doslo k inhibici aktivace HO-1,
zvysila by se permeabilita cév a ve tkanich by stoupla hladina peroxidu vodiku a
zanétlivych cytokint (Wagener et al., 2001). Na druhé strang, volné Zzelezo, i pies
vlastni toxicitu, mize potencionalné piispivat k cytoprotekci prostiednictvim nepiimych
mechanismu, jako je stimulace syntézy ferritinu, ktery doprovazi indukci HO-1 a
reaktivni zelezo izoluje (Ryter and Choi, 2009).

Dalsim kone¢nym produktem degradace hemu je nazelenaly biliverdin, ktery se
rychle pievede biliverdin reduktdzou na nazloutly bilirubin. Skupina Ryter et al.
prokazala, ze tento pigment puasobi jako silny antioxidant a lze jej farmakologicky
pouzit pro ochranu kultivovanych bunék pied oxida¢nim nebo nitraénim stresem (Ryter
et al., 2007). Tyto pigmenty jsou schopné vychytavat reaktivni oxidanty a taktéz
zabrafiovat oxidaci LDL. Kromé toho jsou plazmatické koncentrace bilirubinu spojeny
s nizkym vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni, jako je ateroskleréza nebo

ischemicka choroba srde¢ni (Pae et al., 2008).

Posledni produkt degradace hemu je oxid uhelnaty. Obvykle se na CO pohlizelo
jako na nebezpeény jedovaty plyn (Johnson et al., 1999). Nedavné studie vsak ukéazaly,
antiapoptické a antiprolifera¢ni funkce (Wagener et al., 2003; Pae et al., 2008).
Aplikace CO v nizkych koncentracich mize ovlivnit mnozstvi signalnich drah
v kultivovanych bunkach, véetné téch, které upravuje solubilni guanylatcyklaza (SGC).
CO stimuluje SGC ke zvyseni produkce cGMP, ktery zpusobuje ochrannou cévni
relaxaci, inhibici proliferace bunék hladkého svalstva a agregace desticek (Ryter and
Choi, 2009; Abraham and Kappas., 2008). Navic CO muze indukovat expresi HO-1 a

prohlubovat tak jeji antioxida¢ni G¢inky (Pae et al., 2008).
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2.5 Transformujici rastovy faktor beta (TGF-p)

2.5.1 Vyznam a charakteristika

Transformujici rustovy faktor-p nadrodina se skladd z mnoha multifunkénich
cytokinti (Bobik, 2006). Podporuji rist tkani a morfogenezi jiz béhem embryonalniho
vyvoje, reguluji diferenciaci mezenchymalnich bun¢k a v dospélosti se podileji na
imunitnich funkcich organismu (Massague and Gomis, 2006). Biologické akce TGF-
zahrnuji regulaci bunécné proliferace, degradace, kontrolu produkce extracelularni
matrix ¢i ovlivnéni ¢innosti bunék imunitniho systému (Shull et al., 1992). NaruSeni
TGF-B signalizace pak muze vést k fad¢ vaskularnich poruch, jako je aterosklerdza a
restendza nebo k hereditarni hemoragické telangiektazii (HHT) a dal$im vyvojovym
vadam (Lebrin et al., 2005; Marek et al., 2010).

U savct byly identifikovany tfi TGF-B izoformy, TGF-B1, TGF-f2 a TGF-p3,
které spolu navzajem strukturné i funk¢éné souviseji (Wang et al., 1997). Obvykle jsou
vylucovany bez biologické aktivity jako dimerni latentni prekurzory. Aby se mohly
navazat na své specifické receptory typu | (TBR-I) a Il (TBR-II) serin/treonin kinazy,
musi se pro uvolnéni liganda nejprve v extracelularnim prostredi aktivovat (Grainger,
2004; Lebrin et al., 2005). Aktivaci a uvolnéni zralého TGF-f lze proveést
prostiednictvim zmény pH, tepla, aktivaci integrinit nebo piimo proteolytickymi
enzymy a fadou dalSich mechanismt (Wang et al., 1997; Bobik, 2006; Jenkins, 2008).
Aktivace tohoto komplexu je klicovym kontrolnim bodem pro fizeni biologické
dostupnosti jednotlivych forem TGF-B a pro vazbu na jejich receptory (Jenkins, 2008).
Jakmile dojde knavazani liganda a aktivaci receptord, signaly TGF-f jsou
transdukovany z membrany do jadra pies intracelularni efektory nazyvané Smady
(Lebrin et al., 2005).

o 24

prakticky ve vsech typech bun¢k (Wang et al., 1997) — cévnich, endotelovych, bunék
hladkého svalstva cev, v¢etné makrofagl a ruznych typi lymfocytt (Bobik, 2006). Ve
vysokych koncentracich ho nalezneme ve zdravé cévni stén¢ (Gorelik and Flavell,

2000) a je hlavnim druhem TGF-f konstitutivné ptitomny v séru (Graigner, 2004).

28



TGF-B1 ma velky vyznam na regulaci imunitniho systému. Mize aktivovat i
deaktivovat buitky makrofagtl, které jsou na n¢ho velmi citlivé a samy ho i produkuji.
Béhem zanétu podporuje adhezi monocyti a pomoci jaderného efektoru Smad3
stimuluje jejich chemotaxi. Zanét mtize potencovat i prostfednictvim indukce sekrece
interleukinu-6 (IL-6) a IL-1 (Bobik, 2006). Mnohé studie prokazuji nekontrolovatelnou
aktivaci T-bun¢k, jejich diferenciaci a proliferaci, zpisobenou dysregulaci a narusenim
TGF-B signalizace. Tento proces vede k fadé autoimunitnich onemocnéni a zvysuje
zavaznost kardiovaskularnich chorob (Bobik, 2006; Gorelik and Flavell, 2000).

V zéavislosti na experimentalnich podminkach bylo prokazano, ze TGF-B1
pusobi jako inhibitor nebo stimulator angiogeneze. U angiogeneze stimuluje fazi
rozliSeni, kterd zahrnuje inhibici proliferace endotelovych bunc¢k a diferenciaci
mezenchymalnich bun¢k do bunék hladkého svalstva a pericytl. Podili se tak na tvorbé
novych cév a udrZeni strukturalni integrity organismu (Lebrin et al., 2005). Obecné na
proliferaci a migraci endotelovych bunék ma TGF-B1 bifunkéni Uc¢inky. Pfi nizké
koncentraci tyto procesy stimuluje, zatimco pii vySSich hladinach inhibuje (Bobik,
2006). Tyto uéinky TGF-B projevuje napiiklad béhem vyvoje nadoru. V pocate¢nich
fazich se chova jako inhibitor proliferace, nicméné v pokrocCilych fazich nadorové
bunky vylucuji velké mnoZstvi TGF-B1 podporujici invazi bunék, metastdze a nepiimo
vytvaii piiznivé mikroprostfedi nadoru prostiednictvim podpory neovaskularizace

(Lebrin et al., 2005; Laverty et al., 2009).

2.5.2 TGF-p a ateroskleroza

Ateroskleroza je zanétlivé onemocnéni arteridlni stény, které vede ke vzniku
tukovych plati a naslednému zuZeni cévniho lumen (Ross, 1999; Vicek et al., 2010).
Pokro¢ilé 1éze s rizikem ruptury platu mohou omezit tok do klicovych organt, uzaviit
tepnu a vyvolat okluzivni trombozu, jejimz vysledkem jsou klinicky zavazné akutni
ischemicke syndromy (Mallat et al., 2001; Toma and McCaffrey, 2012). Jednim
z hlavnich rizikovych faktorti v iniciaci a progresi aterosklerotické léze je endotelova
aktivace a zvySeni plazmatickych koncentraci cholesterolu. LDL o nizké hustoté se
ukladaji se do stény artérii, oxidované zvysSuji adhezi mononuklearnich bun¢k z ob&éhu a
vyvolavaji zanétlivou reakci (Ross, 1999; Blankenberg et al., 2003; VIcek et al., 2010).

Zanét je kritickym faktorem stability platu. Cytokiny, jako zanétlivé medidtory, mohou
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tedy ovlivnit n¢které biologické procesy regulujici stabilitu a odolnost proti roztrzeni
(Libby, 2006).

Obrazek 6: Ateroskleroticky plat

Nestabilni plat je slozen z protrombogenniho lipidového jadra s velkym mnozstvim zanétlivych
bunéek, makrofagu a kryty je fibrozni Cepickou s malym mnozstvim kolagenu a hladkych

svalovych bunék.

Krevni

Endotelové desticky

bunky

Hladke

svalové buiky Ruptrura tenkého

fibrazniho krytu

Zanétlivée
bunky -

Lipidové jadro

Prevzato: <http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/wp-content/uploads/2011/12/6.bmp> [2015-04-
18]

Soucasné poznatky zduraziuji dilezitost aktivity TGF-B1 v patogenezi
aterosklerdzy. Je to cytokin s Sirokou aktivitou na burnky a tkané v kardiovaskularnim
systtmu a ma silné imunomodulacni u¢inky, coz je dulezit¢é pro tvorbu
aterosklerotickych 1ézi, v nichz mtze byt detekovan (Mallat et al., 2001; Feinberg and
Jain, 2005). Uloha tohoto cytokinu v procesu aterosklerozy je vsak predmétem zna¢né
debaty (Grainger, 2004). Byva slozité urcit, zda zvySeni aktivity TGF-f1 vzhledem

k aterogenezi je ochranné nebo skodlivé (Wang et al., 1997).
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Na jedné strané nadprodukce TGF-B1 v cévni sténé muze Vést k nadmérné
produkci extracelularni matrix, zvétSovat velikost platd a pfispivat k progresi
aterosklerozy (Wang et al., 1997). Existuji dukazy, Ze tento pleiotropni cytokin
podporuje roli zanétu (Feinberg and Jain, 2005), ktery v kaskadé udalosti nakonec vede
K erozi a protrhnuti aterosklerotického platu. Muze tomu pfispivat skuteénost, ze
zvySena koncentrace TGF-B v lézich stimuluje syntézu proteoglykanu pohlcujiciho
lipoproteiny, jejich modifikaci a naslednou lipoperoxidaci v cévni sténé (Williams and
Tabas, 1995; O’brien et al., 1998). Tyto poznatky pak mohou vést k jeho potencionalni
proaterogenni funkci (Mallat et al., 2001).

Na druhé strané je prokazano, ze se TGF-B1 zapojuje do udrzovani normalni
struktury cévni stény a zachovani funkce endotelu (Wang et al., 1997). Studie u
apolipoproteinu E-deficientnich mysi prokézaly dilezitou roli TGF-f v udrzovani
rovnovahy mezi zanétem a fibrézou v aterosklerotickych platech. Tento silny fibroticky
cytokin muze mit vyznamny dopad na obsah kolagenu a tim padem na stabilitu platu.
Studie tak doké&zala, ze inhibice TGF-B signalizace anti-TGF-p protilatkami u mysi
urychluje tvorbu platu a jeho nestabilni progresi (Cipollone et al., 2004). K pozitivnim
vlivaim TGF-B1 patii i inhibice aktivace makrofagli prostifednictvim nékolika
aktiva¢nich markert, jako je TNF-a, IL-1, matrix metaloproteinazy, v¢etn¢ inducibilni
NO syntadzy (Werner et al., 2000). Tyto vysledky vedly knavrzeni TGF-B1 jako
modulatora imuno-zanétlivé rovnovahy spise s ateroprotektivni funkci (Mallat et al.,
2001).

Mechanismy odpovédné za ochranné a protizanétlivé Uc¢inky tohoto cytokinu
nejsou jeSté plné objasnény. Jejich presnd identifikace by vSak v budoucnu mohla
poskytnout nové terapeutické cile pro omezeni chorobnych cévnich onemocnéni a
rozvijet imunomodula¢ni strategie zalozené na podpoie aktivity TGF-p (Mallat et al.,
2001; Grainger, 2004; Feinberg and Jain, 2005).
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2.6 Endoglin

Endoglin (CD 105) je homodimerni transmembranovy glykoprotein (Lebrin et
al., 2004), ktery je soucasti receptorového komplexu TGF-B. Je znamy jako tzv.
ptidatny receptor (TBR-III) a podili se na TGF-B signalni transdukci (Lebrin et al.,
2005). Ne¢kolik dikazt svéd¢éi o vyznamné roli endoglinu v cévni remodelaci,
angiogenezi a kardiovaskularnim vyvoji. Je cilovym genem pro dominantné dédi¢nou
cévni poruchu (HHT-1) a dulezitym markerem v patologickych procesech, vcetné
nadorové angiogeneze, srde¢nich a cévnich abnormalit, téhotenské preeklampsie a
dalsich stavt (Barbara et al., 1999; Llorca et al., 2007).

2.6.1 Struktura, exprese a funkce endoglinu

Lidsky endoglin je tvoteny ze dvou 95 kDa disulfidicky vazanych podjednotek
(Guerrero-Esteo et al., 1999) slozenych zvelké extracelularni domény o 561
aminokyselin, jedné hydrofobni transmembranové domény (25 minokyselin) a kratké
intracelularni cytosolové domény (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010). Strukturalné
patii endoglin do zona pellucida (ZP) rodiny proteinti, které sdileji ZP doménu
skladajici se z 260 aminokyselin s 8 cysteinovymi zbytky v blizkosti transmembranové
oblasti (Llorca et al., 2007). Primarni struktura naznacuje, ze intracelularni doména je
bohata na serinové a treoninové zbytky, které mohou byt prostfednictvim TGF-p kinaz

fosforylovany (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

Hlavnim zdrojem endoglinu jsou vaskularni endotelové buiiky, buniky hladkého
svalstva, stromalni buiiky (Diez-Marquez et al., 2002) a dalsi typy bunék zapojenych do
kardiovaskularniho systému, jako jsou fibroblasty (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010),
makrofagy, prekurzory erytroblasti a leukemické buiky lymfoidni a myeloidni linie
(Cheifetz et al., 1992).

Bunécna a tkénova distribuce endoglinu naznacuje svou roli ve
spravném rozvoji cév, angiogenezi a v cévni homeostaze. Endoglin je v klidovém
endotelovém systému a burikach hladké svaloviny zdravych cév exprimovan v nizkych
hladinach. Vysoka exprese je naopak v proliferujicich buiikach endotelu, v mistech
aktivni angiogeneze, po poranéni cév, zanctu tkani, pii nadorovém bujeni, v priabéhu

embryogeneze a k nadmérné expresi dochdzi i v endotelovych bunikdch u psoriatrické
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kiaze ¢i po ischémii a reperfuzi v srdci a ledvinach (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).
Jeho hladina je zvySena i v lidskych aterosklerotickych platech, kde ukazuje na ilohu
pii udrzovani cévni integrity a reparaci v odezve na poranéni cévni stény (Conley et al.,

2000).

Endoglin, jako TPR-III, je dulezity také pro regulaci vzniku heteromerniho
komplexu TGF-f a pro modulaci bunééné odpovédi TGF- u endotelovych bunék
(Bobik, 2006). Funguje jako pomocny receptor, nevaze ligand, ale ve spojeni s dalSimi
signalnimi TGF-B receptory TBR-1 a TPR-Il usnadiuje vazbu TGF-p1 a TGF-B3,
pomahd tedy vytvaret funkcni receptorovy komplex (Llorca et al., 2007). Vazbou
s receptory reguluje fosforylaci TBR-Il1 a TBR-I a ovliviuje i aktivitu Smad proteind,
jadernych efektora TGF-p signalizace (Lebrin et al., 2004).

2.6.2 Endoglin a NO

Uloha endoglinu pii udrzovani cévni homeostazy Gizce souvisi i se vztahem k
endotelialni NO syntaze (eNOS). Endoglin hraje dilezitou roli v regulaci exprese tohoto
enzymu, zodpovidajiciho za produkci NO, ktery ma protektivni u¢inky na endotel a
snizena exprese muze vést az k aterogenezi (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010;
Nachtigal et al., 2012).

Tuto skuteénost potvrdila Jerkic et al. ve své in vivo studii u endoglin
haploinsuficientnich mysi (Eng*"), kdy v disledku snizené cévni eNOS exprese
dochéazelo k mensi produkci NO a poruchdm NO-dependentni vazodilatace (Jerkic et
al., 2004; Kapur et al., 2013).

In vitro studie jinych autord prokazala, ze k endoglin zavislé indukci eNOS
dochdzi na transkripéni Urovni, je zprosttedkovdana TGF-f receptorem typu | a
naslednou aktivaci jaderného efektoru Smad?2 se exprese eNOS zvysi (Santibanez et al.,
2007). Spolu s regulaci eNOS aktivity muze endoglinova exprese korelovat také s
expresi vaskularni bunééné adhezni molekuly (VCAM-1) ¢i inducibilni syntazy oxidu
dusnatého (iNOS) v pribéhu ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Tyto vysledky tak
mohou byt davany do souvislosti s dysfunkci endotelu v ateroskleréze. (Kapur et al.,
2013).
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2.6.3 Role CD 105 v aterogenezi

Pusobeni endoglinu ve vztahu Kk ateroskleréze neni zcela jasné a je stale
pfedmétem badani. Dosavadni poznatky a vysledky studii ndm vSak naznacuji, ze by
role endoglinu, co by regulétora signalizace TGF-fB, mohla mit spiSe ateroprotektivni
charakter. Toto tvrzeni se potvrdilo i v ramci studie, kdy 1é¢ba pomoci statint zvysila
expresi endoglinu v aorté. ZvySenim TGF-f signalizace a jejiho ateroprotektivniho
vlivu se u zkoumanych mysi ateroskleréza snizila (Nachtigal et al., 2012). Pokud by
doslo k inhibici této signalizacni kaskady, naptiklad zvySenou hladinou cholesterolu
Vv krvi, mohlo by to vést k prozanétlivému stavu ve stén¢ cévy, dysfunkci endotelu a

aterogenezi (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010; Nachtigal et al., 2012).

Bylo prokazano, Ze zvySend exprese endoglinu nastdva u proliferujicich bunck
endotelu, pfi zanétu ¢i poranéni cévy, coz naznacuje reakci na stres a poskozeni
zpusobené pusobky aterogeneze. Vysoké hladiny CD 105 exprimuji i v lidskych
aterosklerotickych lézich (Conley et al., 2000). Naopak jeho nizk& exprese nastava
Vv klidovém stavu endotelového systému, kdy udrzuje cévni homeostazu a podili se na

spravném rozvoji cev (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

Endoglin se podili i na reparaci cévni stény a stabilizaci 1ézi. Aktivace jeho
signaliza¢nich cest totiz vede ke zvySené expresi transkripéniho faktoru EGR-1 (early
growth response-1). Vyssi hladiny EGR-1 pak stimuluji proliferaci bunék hladkého
svalstva a syntézu kolagenu, ktery snizi riziko trombt a aterosklerotické platy
stabilizuje (Bot et al., 2009).

Studie Paigen et al. prokazala, Zze u mysitho kmene C57BL/6
hypercholesterolémie v cévach neposkozenych aterosklerotickymi platy zptsobuje vyssi
expresi endoglinu v aorté, zatimco v cévach jiz postizenych 1ézemi, zpisobuje inhibici
exprese. U lidi je exprese endoglinu prokazana i v bunkach hladké svaloviny cév, u
téchto mysi vSak byla prokazéna jen na endotelu aorty (Paigen et al., 1987; Conley et
al., 2000).
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2.6.4 Seérovy endoglin

Kromé membranové vazaného endoglinu, ktery byl doposud zminovan, existuje
v krevnim ob¢hu i netkanova sérova (tzv. solubilni) forma endoglinu (SENG nebo sCD
105) (Blaha et al., 2008; Hawinkels et al., 2010). Do ob&éhu se SENG dostava ¢innosti
membranové matrix metaloproteinazy-1 (MT1-MMP nebo MMP-14), kdy je
proteolyticky $tépen ze své tkanové formy endoglinu (Lopez-Novoa and Bernabeu,
2010). Jedna se o jeho extracelularni doménu (Hawinkels et al., 2010). SENG lze
detekovat pomoci Western blot analyzy ¢i metody ELISA v plazmé, séru a modi,
pfiCemz zménéné hladiny sENG byly popsény ufady patologickych stava (Lopez-
Novoa and Bernabeu, 2010), jako je preeklampsie (Venkatesha et al., 2006), rakovina
(Bernabeu et al., 2009), aterosklerdza a ischemicka choroba srde¢ni (Blann et al., 1996;
Strasky et al., 2011), diabetes, hypertenze (Blazquez-Medela at al., 2010) a dalsi.

Obrazek 7: Vznik solubilniho endoglinu

Vznik solubilniho endoglinu cinnosti membranové matrix metaloproteindzy-1 (MT1-MMP), kdy
Jje proteolyticky Stépen z tkdnové formy endoglinu. Jedna se o jeho extracelularni doménu (EC).
Solubilni endoglin mad antiangiogenni ucinek a miize zasahovat do cévni homeostdzy.

TM= transmembranova cast retezce a CYT= cytoplazmaticka cast Fetézce.

Soluble Endoglin

Endoglin
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Prevzato: <http://ajpheart.physiology.org/content/299/4/H959> [2015-04-01]
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Jednou z nejcastéji zminovanych patologii v souvislosti se zvySenymi hladinami
solubilniho endoglinu a dysfunkci endotelu je preeklampsie. Vyrazné zvySené hladiny
sENG byly detekovany u téhotnych Zen trpicich timto onemocnénim, které se vyznacuje
hypertenzi, proteinurii, celkovou endotelovou dysfunkci a ¢asto vede k iumrti matky a
ditéte (Hawinkels et al., 2010). Solubilni endoglin je zvySeny v séru téchto
preeklamptickych jedinct, koreluje se zavaznosti onemocnéni a jeho hladina klesé po
porodu (Venkatesha et al., 2006). Pied vznikem tohoto onemocnéni dochdzi ke
zvySovani hladin nejen sENG, ale 1 n¢kterych cirkulujicich faktorti placenty, jako je
placentarni rustovy faktor (PLGF), solubilni VEGF receptor 1 (SVEGFR1 nebo sFitl),
které indukuji endotelovou dysfunkci a zasahuji do patogeneze onemocnéni (Levine et

al., 2006; Perucci et al., 2014).

Sérovy endoglin hraje hlavni roli jako antiangiogenni faktor a to prostfednictvim
inhibi¢niho G¢inku na TGF-B1, kdy narusuje vazbu na jeho receptory, v€etné ucinki na
aktivaci eNOS a vazodilataci. Vede k poskozeni TGF-p signalizace v cévach a spolu
s sFIt1 vyvolava endotelovou dysfunkci a pfispiva k syndromu preeklampsie (Levine et
al., 2006). Nadmérna exprese SENG a sFItl interferuje s vaskularni funkci snizenim
prokrveni cév, zvySenim jejich propustnosti a zpusobuje tak vazné poskozeni cév,
vyvolava hypertenzi nebo lokalni vazospasmus (Venkatesha et al., 2006; Hawinkels et
al., 2010).

Bylo prokéazano, ze hypoxie mize hrat roli pfi zvySeném uvoliovani sENG a ze
endotelova dysfunkce u preeklampsie miize byt pficitdna oxida¢nimu stresu placenty,
kdy dochazi knadmérné produkci skodlivych reaktivnich kyslikovych radikalu.
Hemoxygenaza-1 (HO-1) a jeji metabolit oxid uhelnaty vyviji proti oxida¢nim
stimuliim ochranny ucinek. V této souvislosti bylo uvedeno, Ze mysi postradajici HO-1
produkovaly vyss$i hladiny sENG a sFltl. Inhibice exprese HO-1 v endotelovych
bunkach tedy zesiluje uvoliiovani sFltl a sSENG z endotelu placenty. Naopak po aktivaci
HO-1 signalizace dochazi Kk potlaceni exprese téchto pisobkli a ochrané pied

poskozenim endotelu (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010; Perucci et al., 2014).

Nékteré studie ukédzaly zvySené hladiny i u pacientl s nadorovym onemocnénim,
kde sENG figuroval jako marker Spatné progndzy. Bylo vSak rovnéz popséano, ze SENG
inhibuje angiogenezi a mohl by tedy byt uzite¢nym nastrojem k inhibici nédorové

angiogeneze. Prestoze piesnd uloha sSENG u malignit je zatim nejasnd, bylo naznaceno,
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7¢ inhibice MMP-14 muze byt terapeutickou strategii pro patologické stavy se

zvySenym uvoliiovanim endolinu, jako je preeklampsie (Hawinkels et al., 2010).

Obecné je SENG v posledni dob& popisovan jako marker endotelove dysfunkce a
jeho zvySené hladiny byly zjistény i u fady pacienti s ateroskler6zou. SENG muze
interagovat s TGF-B1 a inhibovat jeho signalizaci v cévach, coz vede k prozanétlivému
stavu ve sténé cévy a vzniku nestabilniho aterosklerotické¢ho platu. Jeho vliv na
endotelovou dysfunkci a aterosklerotickou aktivitu potvrdil i Blaha et al., ktery SENG
zkoumal jako marker pro hodnoceni ucinnosti 1é¢by u pacienti s familiarni
hypercholesterolémii 1é¢enych mimotélni eliminaci LDL-cholesterolu, tzv. LDL
aferézou (Mallat et al., 2001; Blaha et al., 2008).
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3. CIL A ZADANI PRACE

Cilem této diplomove prace bylo zhodnotit a kvantifikovat expresi iINOS a HO-1
v aorté dvou skupin geneticky modifikovanych mysi, které se liSily hladinami lidského
sérového endoglinu, a kterym byla podavana speciélni strava s vysokym obsahem tuku
a cholesterolu. Hladina lidského solubilniho endoglinu v plazmé byla stanovena pomoci
ELISA analyzy, biochemickym stanovenim se u mysi zjistila hladina celkového
cholesterolu v krvi a k vyhodnoceni exprese zadanych marker jsme pouzili analyzu
Western blot.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzita zvirata

V tomto experimentu byly pouzity samice normocholesterolemickych mysi
(n=12), které tvorily dvé srovnavané skupiny. Jednalo se o 6 mésicu staré transgenni
mysi kmene CBAxC57BL/6J s vysokymi hladinami (primémé 3480 ng/ml) lidského
sérového endoglinu Sol-Eng™ (n=5) a jejich sourozenecké mysi s velice nizkymi
(nedetekovatelnymi) plazmatickymi hladinami sENG, pouzité jako mySi kontrolni
(n=7). Plazma byla extrahovana ze Spi¢ky ocasu a pomoci anylyzy ELISA Kit (R&D
Systems, USA) byly u mysi stanoveny hladiny lidského sENG (Valbuena-Diez et al.,
2012). Nasledné¢ byly mysi rozdéleny do zminénych skupin. Linie téchto geneticky
modifikovanych mysi byly ziskany z laboratofe (Genetically Modified Organisms

Generation Unit) Univerzity v Salamance (Spanélsko).

Mysi byly krmeny experimentalni dietou s dostatkem vody po celou dobu
studie. Po dobu 3 mésici byla ob&éma skupinam mysi podavana specialni strava
s vysokym obsahem tuku 40% a cholesterolu 1,25% (Research Diets, Inc, USA).
Chovény byly v klecich pii konstantni teploté, vlhkosti a byl u nich dodrzovan 12-ti
hodinovy svételny cyklus. Po usmrceni jim byly z hrudni ¢asti aorty odebrany vzorky
tkang, které se pro Western Blot analyzu zmrazily v tekutém dusiku a do provedeni
experimentu byly uskladnény pii -80°C. Krev byla rovnéZ odebrana do heparinovych

zkumavek pro biochemicke stanoveni hladin celkového cholesterolu.

Veskeré experimenty byly provedeny v souladu s ¢eskym Zakonem ¢. 246/1992
Sb. a pouzivani zvifat bylo schvéleno Etickou komisi na ochranu zvifat proti tyrani na
Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Praze a Vyborem pro bioetiku Univerzity

v Salamance.
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4.2 Pracovni postup pro Western blot analyzu

42.1

lyzéaty.

4.2.2

Homogenizace a izolace proteini

Nejcastéjsi formou pouzitého vzorku pro Western blot analyzu jsou bunécné

Vzorky mysich tkani se zvazily a nasledné pifidaly do 2 ml mikrozkumavek
s lyza¢nim RIPA pufrem (Radio Immuno Precipitation Assay buffer; Sigma-
Aldrich, USA). RIPA pufr umoznuje efektivni lyzu bunék a rozpousténi
protein. Jeho soucasti byly po piidani také inhibitory protedz (SERVA
electrophoresis, Némecko) a fosfataz (Thermo Fisher Scientific, USA), které
zabranuji $tépeni vzorku vlastnimi enzymy.

Po dobu zpracovani tkané se pracovalo pii nizkych teplotach, aby se zabranilo
denaturaci a degradaci bilkovin.

Na 1g tkané se pouzilo 20 ml RIPA pufru (na Iml RIPA - 10 pl inhibitora
protedz).

K extrakci proteinid bylo potieba vzorky dobfe zhomogenizovat. Nejprve se tedy
tkan¢ nastiihaly nidzkami a poté pomoci rotor - statoru rozmixovaly do
homogenni tekutiny.

Hruby homogenat 1ze rozdélit centrifugaci. Odstfedivou silou doslo k urychleni
sedimentace a odd¢leni Castic ze suspenze. Centrifuga se zapnula 30 min pted
pouzitim a nastavila se na 10 000 RPM (Revolution per minute) otacek pii 4°C
na 10 minut. Vznikly supernatant (izolované proteiny v RIPA pufru) se bez
tukové vrchni vrstvy odsdl a vzorky se nasledné rozpipetovavaly do predem

vychlazenych 1,5 ml mikrozkumavek.

Stanoveni koncentrace proteinti ve vzorku

Pro izolaci proteinu je velmi dulezité mit pfedstavu o jeho koncentraci. Ta byla

stanovena bicinchoniovou metodou (BCA), ktera je zalozena na spektrofotometrickém

stanoveni (méteni absorbance).

Nejprve se stanovovala kalibrani kiivka albuminu. Pouzily se standardni

roztoky o zndmé koncentraci, jako je bovinni sérovy albumin (BSA).
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e Dle stoupajici koncentrace standardniho roztoku (0 - 1500 pg/ml) se
redestilovanou vodou natedil roztok albuminu.

e Pro fedéni vzorka se z kazdé skupiny mysi vybral vzorek referenéni - céva ve
vétsim mnozstvi RIPA roztoku (vzorek €. 26 a €. 30).

e Do jamky prvni mikrotitracni desticky se aplikovalo 25ul vzorku a natfedéného
roztoku albuminu. VSe se pipetovalo v duplikatu.

e Pro zahgjeni barevné enzymatické reakce bylo potieba ptidat do kazdé jamky
200 pl reagentu (roztok standardi A a B) v poméru 50:1.

e Vzorky byly fadné promichany a v termostatu se pti 37°C nechaly 30 minut
inkubovat.

e Po probchlé inkubaci se pomoci spektrofotometru prométila kalibracni fada
jamek, davajici vznik kalibracni ktivce. Dle intenzity zbarveni stfedu kalibracni
kiivky byla nalezena barevna reakce vzorku - purpurové zbarveni, které je ptimo
umérné mnozstvi bilkoviny a detekovatelné pti 562 nm. Z danych vysledki bylo
vybrano fedéni 10x, které se pro aorty ve vétsiné ptipadi, jako i u nasich vzorkd,

ukdazalo jako nejlepsi.

Nésledné se stejnym zplisobem pfipravila a proméfila absorbance vzorki
napipetovanych na druhé mikrotitracni desticce a ze vzniklé kalibracni kiivky pomoci
aplikace Microsoft Office Excel pfistroj prepocital fedéni a hodnotu koncentrace

proteini ve vzorku v mg/ml.

Tabulka 1: Redici tabulka vzorkit

Koncentrace = =
. Aplikovany | Aplikovany | Pfipraveny | Redéni vzorku | Redéni vzorku
Sol-Eng+ proteinu . i i
protein (ul) | objem (ul) | objem () | vzorek (i) voda (pl)
(mg/ml)
8,32 20 10 60 28,83 31,17
9,68 20 10 60 24,81 35,19
8,46 20 10 60 28,36 31,64
8,78 20 10 60 27,34 32,66
8,08 20 10 60 29,70 30,30
Kontrolni sk.
Myz 27 7,07 20 10 60 33,95 26,05
My 28 7,91 20 10 60 30,35 29,65
Myz 29 9,32 20 10 60 24,45 35,55
Myz 30 8,03 20 10 60 29,90 30,10
My 31 8,14 20 10 60 29,47 30,53
Myz 32 8,07 20 10 60 29,75 30,25
My 33 8,39 20 10 60 28,61 31,39
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4.2.3 Zpracovani vzorku

Vzorky se nafedily (viz vySe Tabulka 1) do zasoby. Pro analyzu Western blot

tak byly pfipravené na n¢kolik pouziti.

e Vzdy se vzalo x pl vzorku a y pl redestilované vody do celkového objemu 60 pl.
Ptipraveny objem se rozdé¢lil do 8 ptipravenych 0,5 ml mikrozkumavek, kde
kazda obsahovala 7,0 pl smési.

e Naredéné a oznaCené vzorky se ihned uskladiiovaly do uzaviratelného sacku a

davaly do hlubokomraziciho boxu s -80°C.

4.2.4 Western blot analyza

Western blot je dilezitd technika pouzivana v bunéné a molekularni
biologii. Pouzitim této techniky jsou védci schopni identifikovat specifické proteiny ve
vzorku homogenatu tkdn¢ nebo slozité smeési proteinti v extraktu. Provedeni metody

Western blot zahrnuje kombinaci tfi kroku:

e Prvné dochézi k separaci proteini na zakladé molekulovych hmotnosti, a to za
pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy.

e Tyto proteiny jsou pak pieneseny (blotovany) z gelu na pevny nosi¢ —
membranu, ktera se nasledné inkubuje s protilatkami specifickymi k proteinu.

e Dojde k navazéani protilatek a oznaceny cilovy protein se muze detekovat.
Tloust’ka pasu odpovidd mnozstvi pfitomného proteinu. Pomoci standardu se tak

muze indikovat mnozstvi obsazenych bilkovin (Mahmood and Yang, 2012).

4.2.4.1 Priprava roztoki pro analyzu Western blot

e Akrylamid (AA); Acrylamide-Bis Solution (Bio-Rad, USA)

e 15M TRIS/HCI pH 8,8 pufr (Separating gel buffer):
o 45,0 g TRIS base (Sigma-Aldrich, USA)
o Milli-Q voda - doplnit do 250 ml
o Upravit pH pomoci koncentrovane HCI
o Skladovat pti 4°C
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0,5 M TRIS/HCI pH 6,8 pufr (Stacking gel buffer):
o 15,0 g TRIS base (Sigma-Aldrich, USA)
o Milli-Q voda - doplnit do 250 ml
o Upravit pH pomoci koncentrované HCI
o Skladovat pii 4°C

10% Dodecylsiran sodny (SDS); Sodiumdodecylsulfate for electrophoresis:

o 0,19 SDS (Sigma-Aldrich, USA)
o Milli-Q voda — doplnit do 1 ml

10% Persiran amonny (APS); Ammonium persulfate:
o 50 mg APS (Bio-Rad, USA)
o Milli-Q voda — doplnit do 0,5 ml
o Skladovat pti -70°C

Isobutanol; sekundarni butanol saturovany H»O:
o 50,0 ml 2-butanol (Sigma-Aldrich, USA)
o 10,0 ml Milli-Q voda
o Skladovat pii 4°C

Nanaseci (vzorkovy) pufr (Sample buffer):

o 1,25 ml Stacking gel buffer

o 2,0ml 10% SDS (Sigma-Aldrich, USA)

o 1,15 ml Glycerol (USB, USA)

o 0,5 mg Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, USA)
o 0,35 ml Milli-Q voda

o Skladovat pti -20°C

Transferovy pufr; pH 8,3 (Transfer buffer):

15,15 g TRIS (25 mM) (Sigma-Aldrich, USA)
72,00 g Glycin (192 mM) (Sigma-Aldrich, USA)
o 1000 ml Metanol (20%) (Sigma-Aldrich, USA)
Milli-Q voda — doplnit do 5000ml

o

o

o
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e Pufr pro 1D SDS-PAGE mini; pH 8,3 (Running buffer):
o 15,0 g TRIS (25 mM) (Sigma-Aldrich, USA)
o 72,0 g Glycin (192 mM) (Sigma-Aldrich, USA)
o 2,59 SDS 0,1% (Sigma-Aldrich, USA)
o Milli-Q voda - doplnit do 2500 ml
o Skladovat pii 4°C

e 10x koncentrovany TBS pufr; pH 7,5 (TBS-Tris-buffered saline):
o 48,8 g TRIS (20 mM) (Sigma-Aldrich, USA)
o 160,0 g NaCl (137 mM) (Sigma-Aldrich, USA)
o Milli-Q voda doplnit do 2000ml
o Upravit pH koncentrovanou HCI
o Skladovat pti 4°C

e Roztok TBS:
o 200 ml 10x Koncentrovany TBS pufr
o 1800 ml Milli-Q voda
o Skladovat pti 4°C

e Roztok TBS s 0,1% TWEEN 20 (TBS-T):
o 200 ml 10x Koncentrovany TBS pufr
o 1800 ml Milli-Q voda
o 1 ml TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, USA)
o Skladovat pii 4°C

e Roztok 5% mléka v TBS s0,1% TWEEN 20 (TBS-T 5% mléko); Blocking
solution/buffer
o 5,0 g Netuéné mléko (Bio-Rad)
o 100 ml roztok TBS-T
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4.2.4.2 Priprava geli

Slozeni aparatury:

e V prvé fad¢ se nachystala skla, které¢ byly omyté destilovanou vodou, ocisténé
96% etanolem a gazou vylestény do sucha. Pro pfipravu 1 gelu je potfeba dvou
skel - kratsi a delsi.

e Skla se polozila na sebe a zasunuly se do zelené¢ho stojanku s kratSim sklem
smérem doptfedu. Dviika stojanu se uzavirala smérem do boku. Nasledn¢ se
zeleny stojanek ptipevnil do prihledné aparatury.

e Mezi skla se stfickou vstiiklo mensi mnozstvi vody, aby se zjistilo, zda aparatura
dobfe tésni a gel nebude vytékat. Poté se vysusila filtranim papirem ¢i suchou

gazou.

Obrézek 8: Aparatura, skla, hiebinky a elektroforetickd vana

Prevzato.: <http://www.bio-rad.com/en-us/product/electrophoresis-chambers/mini-protean-
tetra-handcast-systems> [2015-04-02]
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Naliti separacniho gelu: Koncentrace gelu se vybira na zakladé molekulové hmotnosti

(kDa) sledované protilatky. Cim bude velikost proteinu mensi, tim rychleji a snadngji

projde gelem. V tomto ptipadé¢ by tedy byla potieba koncentrovanéjsiho gelu, aby se

zachytila jejich separace.

Protein 25 — 200 kDa / 8% gel; 15 — 100 kDa / 10% gel; 10 — 70 kDa / 12% gel,
12 — 45 kDa / 15% gel; 4 — 40 kDa / 20% gel

Dle vybéru sledovaného proteinu byl vybran separacni gel:

— HO-1 (33 kDa) 12%

— iNOS (100 — 130 kDa) 8%

Pro pfipravu roztoku se nejprve napipetoval akrylamid s pufrem, vodou a SDS a
nakonec se lehce vmichal TEMED s APS (viz nize Tabulka 2), po jejichz
pfidani zacala polymerace gelu.

Napipetovani separacniho gelu do aparatury skel muselo probihat co nejrychleji.
Gel se plnil asi 1,5 cm pod horni hranu kratSiho sklicka (1 mm nad zeleny
okraj).

Gel se nasledn€ prevrstvil (vrstva cca 1 cm) isobutanolem, ktery vyhnal ptipadné
vzniklé bubliny a vyrovnal hladinu po celé délce.

Polymerace gelu trvala pfiblizné¢ 40-60 minut. Kontrolou bylo ztuhnuti zbytku
gelu v kadince.

Isobutanol se vylil, nékolikrat proplachl destilovanou vodou a v zeleném stojanu

zbyl pouze separaéni gel.

Naliti zaostfovaciho gelu: jeho koncentrace (5%) je pro vSechny separacni gely stejna

(viz nize Tabulka 2).

Zaosttovaci gel se pipetou naléval na separacni gel az po horni okraj skel, kde
zacal z aparatury vytékat.

Ihned se do gelu vlozil teflonovy hiebinek s poctem zubi dle poctu nanasenych
vzorkli. Po vloZeni se nesmélo s zebiikem vibec hybat. Nutné bylo dopliovat
gel po okrajich hiebinku, kde dochdzelo diky tuhnuti ke sniZovani hladiny a
tvorbé nezadoucich bublinek.

Aby se vytvorily pekné jamky pro aplikaci vzorku, gel se musel nechat poradné
zatuhnout. Polymerace probihala 45-60 minut, n€kdy i mnohem déle.
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Tabulka 2: SloZeni gelii

Milli-Q= redestilovana voda; SDS= Sodiumdodecylsulfate; APS= Ammonium persulfate;
TEMED= N, N, N, N" — tetramethylethylendiamin.

Separachni gel Zaostfovaci gel
8% (ml) 12% (ml) 5% (ml)
lgel /2 gely 1gel /2 gely

Milli-Q 5,400 / 10,300 4,400 / 8,800 6,150
Separating gel buffer 2,500/ 5,000 2,500 / 5,000 /

Stacking gel buffer / / 2,500
Acrylamid 2,000 / 4,000 3,000/ 6,000 1,250
10% SDS 0,100 / 0,200 0,100 / 0,200 0,100
10% APS 0,020/ 0,060 0,020/ 0,060 0,030
TEMED 0,015 / 0,030 0,015 / 0,030 0,015

4.2.4.3 Priprava vzorki

e Piedchystané natedéné vzorky se nechaly rozmrazit.
e 7,0 pl vzorku se promisilo v poméru 1:1 s nanaSecim pufrem (Sample buffer).
e Vzorky se zvortexovaly a nasledné povatily v termobloku pti 95°C 5 minut.

e Nechaly se ochladit na pokojovou teplotu a poté¢ se stoCily na centrifuze.

4.2.4.4 Aplikace vzorku a elektroforéza

e Hieben se opatrn€ vytdhl z gelu a vytvofené jamky se vyplachly pfipravenym
1D SDS-PAGE elektroforetickym pufrem.

e Ze zeleného stojanu se vytahla skla se ztuhlym gelem a ptenesla se do drzaku
elektroforetické vany. Kratsi skla smétovala dovnitf vany, delsi tlustsi skla ven.
Vnititnimi skly se tak vytvofila tzv. horni komora.

e Zda je aparatura dobfe sestavena a nepotece, se zjistilo naplnénim horni komory
1D SDS-PAGE pufrem. Poté se doplnila az 0,5 cm pod okraj, aby byly jamky
pod hladinou.

e Prostor elektroforetické vany se naplnil stejnym pufrem po rysku.
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Nasledn¢ se do 15-ti vzniklych jamek nanasely mikropipetou vzorky a standard
0 znamé molekulové hmotnosti, hmotnostni marker (Precision Plus Protein
Standards; Bio-Rad).

5 pg standardu se aplikovalo obvykle do prvni jamky, kde po elektroforéze
rozjel viditelnou $kalu prvku o konkrétni molekulové hmotnosti.

Do zbylych jamek se aplikovaly nafedéné vzorky po 10 pl.

Hladina horni komory se doplnila pufrem po okraj a vzniklé bublinky se
odstranily.

Nakonec se elektroforeticka vana uzaviela vikem s elektrodami, zapojila do
zdroje a oblozila chladitky zmraziciho boxu. Nastavily se podminky
elektroforézy:

— Konstantni napéti: 200 V

— Maximalni proud: 15 mA/gel

— Cas separace: 1,15 hod

Po nastaveném case a vyjeti ¢ela (znacené bromfenolovou modii v nanasecim
pufru) se zdroj vypnul.

Oba pufry se slily a skla se od sebe kyvavym pohybem opatrné odd¢lila.

Sklo, na kterém ziistal gel, se poloZilo na stll a zaostfovaci gel se odfizl. Okraje
gelu separacniho se odchliply, aby se 1épe pienesl do vanicky s pfipravenym

transferovym pufrem.

4.2.4.5 Blotovani polosuchou cestou

Proteiny se z gelu na membranu pienaseji pomoci piistroje Trans-Blot SD Semi-

Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad).

Byla pouzita PVDF (polyvinylidenfluoridovd) membrana (Millipore, USA).
Muselo se s ni zachazet velmi citlivé, pracovat nejlépe s pinzetou ¢i plastovou
lopatkou.

Membrana se nastfihala podle velikosti gelu a pro transfer proteint ji bylo nutné
aktivovat. Postupné se smocila v misce s metanolem (15 sekund) a poté
Vv destilované vodé (2 minuty).

Mezitim se dle poctu gelti nastiihaly extra silné filtra¢ni papiry, ty se namocily

do transferového pufru a polozily na anodu blotovaciho pfistroje.
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e Na filtra¢ni papiry se opatrné¢ polozily zaktivované membrany, s kterymi se uz
dale nehybalo. Na né¢ se za pomoci lopatky pienesly gely a ty byly prekryty
dal$im filtracnim papirem. Vznikl tzv. sandwich, ktery se nakonec lehce piejel
valeckem pro vytlaceni bublin.

e Priklopila se katoda, zavielo viko a nastavily se podminky pfenosu:

— Pro 2 gely: 170 mA, 25 V, 30 minut
— Pro 4 gely: 200 mA, 25 V, 75 minut

e Po uplynuti doby transferu se otevielo viko, elektrody oplachly destilovanou
vodou a ptilepeny gel na filtracnim papiru se odstranil.

e Membrana se zachycenymi proteiny se vlozila do destilované vody. Diky
hmotnostnimu markeru a jeho barevné rozjeté Skdle proteinli, se membrany
nastiihaly dle potfebnych kDa (viz niZze Obrazek 9).

— HO-1 (33 kDa) membrany stfizeny v rozmezi lehce pod 25 kDa a lehce nad
50 kDa

— iNOS (130 kDa) membrany sttizeny v rozmezi lehce nad 75 kDa a lehce nad
150 kDa

Obrézek 9: Hmotnostni marker zndzorfiujici Skdalu proteinovych bandii

Prevzato: <http://www.bio-rad.com/en-cn/sku/161-0374-precision-plus-protein-dual-color-
standards> [2015-03-31]
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4.2.4.6 Imunodetekce

e Membrany se ihned po nastiithdni ponofily do vytvoienych parafilmovych
vanic¢ek, kde byly blokovany roztokem TBS-T-5% mléka. Blokace trvala 1
hodinu a doslo k vyvazani nespecifickych mist na membrang.

e Mezitim se nafedily primarni protilatky (cilené na mysi tkan) v roztoku TBS-T-
5% mléka:

— Rabbit polyclonal anti-HO-1 (Abcam, UK) v fedéni 1:2000

— Rabbit polyclonal anti-iNOS (Santa-Cruz Biotechnology, USA) v fedéni
1:200

+ pro potvrzeni jednotné nanasky proteini: Mouse monoclonal anti-GAPDH
(Sigma-Aldrich, USA) v fedéni 1:10000

e Membrany se vlozily do vani¢ek proteiny nahoru a s nafedénou primarni
protilatkou se nechaly inkubovat ptes noc pii 4°C za stalého kyvani.

e Druhy den se vlozily do nadob s TBS-T roztokem, 3x po sobé se promyly a
nechaly 10 minut na tfepacce pii pokojové teploté. Promyvani a vyména roztoku
probihala 5x po 10 minutach.

e Mezi promyvanim se nafedily sekundarni protilatky v roztoku TBS-T-5%
mléka:

— HO-1: HRP (Horseradish peroxidase) conjugated goat anti-rabbit IgG
(Abcam, UK) v fedéni 1:1000

— INOS: HRP conjugated goat anti-rabbit 1gG (Abcam, UK) v fedéni 1:1000
— GAPDH: HRP conjugated goat anti-mouse 1gG (Abcam, UK) v fedéni
1:20000

e Poté prob¢hla inkubace se sekundarnimi protilatkami, a to 1 hodinu pfi pokojové
teploté na kyvacce.

e Membrany se vloZily do nadob s TBS-T roztokem, 3x po sobé se promyly a
nechaly 10 minut na tfepacce pii pokojové teploté. Promyvani a vyména roztoku

probihala 5x po 10 minutach.
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4.2.4.7 Chemiluminiscenéni detekce

e Promyté a okapané membrany se polozily proteiny vzhliru na nachystané
plastikove folie.

e Slozky detek¢éniho kitu (Thermo Fisher Scientific, USA) se smichaly v poméru
1:1, a to v dostatecném mnozstvi pro zaliti celé membrany.

e Detekéni roztok se nanesl na membrany a v zéavislosti na volbé
chemiluminiscen¢niho substratu (Pico/Femto) se nechal inkubovat predepsany
Cas, ktery musel byt pfesny, aby nedoslo k prepéleni membrény.

— HO-1: Femto (SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate)
20 sekund

— iNOS: Femto (SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate)
5 sekund

— GAPDH: Pico (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate)
1 minuta

e Prebytecné mnozstvi reagens se odsdlo gazou, membrany se zabalily do
prahlednych folii a ihned vlozily do kazety na film. Zafixovaly se lepici paskou
a pro vytlaceni bublin ptetiely gazou.

e V temné komofte se nachystaly vani¢ky s vyvojkou, ustalova¢em a ¢istou vodou.

e Na membrany se piikladaly RTG filmy (Foma, CR), které se po expozici ihned
vyvolaly.

Sekundarni protilatky, které jsou véazané na primarni protilatky sledovaného
proteinu, jsou znacené kienovou peroxidazou (HRP). Mezi timto enzymem
a chemiluminiscen¢ni latkou prob&hla chemicka reakce (oxidace luminolu), ktera
bandli, po srovnani se standardem, vede k identifikaci proteinu a odpovida jeho
mnozstvi. Jejich kvantifikace byla provedena pomoci programu pro analyzu obrazu NIS

(Laboratory Imaging, CR).
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Obrézek 10: Princip Western blot detekce chemiluminiscenéni reakci

Primarni protilatka se vaze k proteinu, ktery je prenesen a imobilizovan na nosic¢i membrany.
Sekundéarni protilatka konjugovana s krrenovou peroxidizou (HRP) je namiiena proti primdrni
protilatce a detekuje jeji umisténi. HRP substrat se aplikuje na blotu a generovand
luminiscence je produktem enzymatické reakce (oxidace luminolu), ktera se detekuje za pomoci
RTG filmi.
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Prevzato: <http://advansta.com/Chemiluminescent Western_Detection.html> [2015-04-02]

4.2.4.8 Statisticka analyza

Hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér + SEM (stfedni chyba
v priméru) pro kazdou skupinu zvifat, tedy pro 7 (kontrolni skupina) a 5 (Sol-Eng™)
mysi dané skupiny. Statistickd vyznamnost rozdili ve skupindch se hodnotila
neparovym tzv. T-testem v programu GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc.,
Kalifornie), ktery stanovil hodnotu p-hladiny. Rozdily mezi skupinami jsou tedy
statisticky vyznamné, pokud je p hodnota 0,05 nebo mensi. V grafu jsou hodnoty p
znacené symbolem ,,**, kde plati: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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5. VYSLEDKY

5.1 Biochemicka analyza

Biochemickou analyzou byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu u vSech
zkoumanych mysi. Skupina transgennich mysi Sol-Eng*, tfi mésice krmena specidlni
dietou bohatou na tuky a cholesterol, vSak nevykazovala zasadni rozdil v hladindch
celkového cholesterolu v porovnani se skupinou kontrolnich mysi, bez zvySenych
hladin lidského SENG krmenych stejnou dietou. Jejich rozdily hladin byly statisticky
nevyznamné (3,947 + 0,539 mmol/l vs. 3,322 + 0,324 mmol/l; p=0,3308). Vysledky

v Grafu 1 jsou uvedené v mmol/I.

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u zkoumanych mysi (mmol/l)

Trimésicni podavani specialni diety a zvysené hladiny lidského sérového endoglinu u mysi
skupiny Sol-Eng™ statisticky vyznamné neovlivnily hladiny celkového cholesterolu v porovnani

se skupinou kontrolnich mysi.

Celkovy cholesterol

mmol/l

0 T
Kontrolni skupina Sol-Eng’
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5.2 Western blot analyza

Vysledky Western blot analyzy znazoriiuji expresi sledovanych proteinit ve

vzorcich hrudni aorty danych skupin mysi.

Nase métfeni prokdzalo statisticky vyznamny nértst exprese hemoxygenazy-1
(HO-1) u skupiny mysi Sol-Eng* se zvySenou hladinou lidského solubilniho endoglinu.
V porovnani s kontrolni skupinou exprese tohoto enzymu dosahovala v priméru vice
nez dvojnasobnych hladin (100,0 £ 7,80 % vs. 222,6 + 29,20 %; p=0,0025 — viz Graf 2).
Statisticky vyznamny nardst jsme zaznamenali i U enzymu iNOS, kde byla exprese
taktéz dvakrat tak vyssi jak u skupiny kontrolni (100,0 + 9,85 % vs. 221,5 + 31,50 %;
p=0,0025 — viz Graf 3). Foto RTG snimkl s vyobrazenymi bandy proteinli z
chemiluminiscenéni detekce jsou na Obrazku 12 (HO-1 detekce) a Obrazku 13 (iNOS
detekce). Potvrzeni jednotné nanasky proteinii (GAPDH detekce) nize na Obrazku 11.

Obrazek 11: Foto RTG snimku — detektce GAPDH (30-40 kDa)

Kontrolni skupina — vzorky ¢. 1 — 7 a Sol-Eng™* skupina — vzorky 8 — 12. Potvrzeni jednotné

nanasky proteini

1 2 3 456 7 8 9 10 11 12
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Graf 2: Western blot analyza exprese HO-1 (%)

Sloupec 1 znazornuje expresi HO-1 u skupiny mysi kontrolnich a sloupec 2 expresi HO-1 u

skupiny mysi se zvySenou hladinou lidského solubilniho endoglinu. Ve srovnani se skupinou

kontrolni do§lo u skupiny Sol-Eng” k signifikantnimu zvySeni exprese HO-1 v cévé (** p< 0,01).
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Obrézek 12: Foto RTG snimku - detekce HO-1 (33 kDa)

Kontrolni skupina — vzorky ¢ I —7 a Sol-Eng* skupina — vzorky 8 — 12.
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Graf 3: Western blot analyza exprese iNOS (%)

Sloupec 1 znazornuje expresi iNOS u skupiny mysi kontrolnich a sloupec 2 expresi iNOS u
skupiny mysi se zvySenou hladinou lidského solubilniho endoglinu. Ve srovnani se skupinou

kontrolni doslo u skupiny Sol-Eng™ k signifikantnimu zvyseni exprese iNOS v cévé (** p< 0,01).
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Obrazek 13: Foto RTG snimku - detekce iNOS (100-130 kDa)

Kontrolni skupina — vzorky ¢ I —7 a Sol-Eng* skupina — vzorky 8 — 12.
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6. DISKUZE

Endotelova dysfunkce muze slouzit jako nezavisly marker onemocnéni cév a
kardiovaskularnich poruch. Lze ji charakterizovat jako generalizovany defekt vSech

mechanisml homeostazy, kterou endotelové buiiky zajistuji (Verma et al., 2003).

Uzky vztah krozvoji endotelové dysfunkce ma i oxidaéni stres. Pievaha
reaktivnich forem kysliku ma S$kodlivé u¢inky na bunéné a tkanové funkce.
Superoxidovy anion reaguje v endotelové buiice s oxidem dusnatym, rozviji se nitraéni
stres a vznikaji reaktivni formy dusiku. Vznikly nestabilni peroxynitrit reaguje
S tyrozinem polypeptidii za vzniku cytotoxického nitrotyrozinu, degraduje sacharidy,
Stépi DNA a navozuje peroxidaci lipida. Prostfednictvim oxidace kofaktoru pro eNOS a
jeji funkéni zmény se podili na patogenezi endotelu ztratou NO a jeho vazodilata¢nich a
dalsich protektivnich ucinkti (Esper et al., 2006). Krom¢ snizené¢ exprese eNOS
oxidac¢ni stres ovliviiuje fadu dalSich signalnich molekul. Aktivuje endotelin-1, indukuje
expresi adheznich molekul a aktivuje nukleéarni faktor NFkB, ktery mimo jiné indukuje
transformujici rastovy faktor TGF-p a expresi inducibilni NO-syntdzy (iNOS)
(Beckman et al., 2002; Chew and Watts, 2004).

iINOS je molekula uvoliiovdna na zaklad€é prozanétlivych stimuld. Zastava
funkci vrozené imunitni odpovédi a NO produkuje jako obranny mechanismus. NO
katalyzovany iNOS se obvykle vyskytuje v oxida¢nim prostiedi a je cytotoxicky. Pokud
by doslo k jeho nadprodukci na nespravném misté, mize poskodit kromé patogent i
zdravé bunky (Nathan and Hibbs, 1991; Forstermann and Sessa, 2012). iNOS je davéna
do souvislosti s aterogenezi a onemocnénim cév. Jeji exprese byla zjisténa v burnkach
hladkého svalstva cév a potvrdil se i vzajemny vyskyt s oxidovanymi lipidy
Vv ateromovém platu. Muze se jednat o expresi iINOS stimulovanou zvySenymi
hladinami oxidovych anionl v platech, které vedou ke zvySeni oxidac¢niho stresu a
poskozeni tkdn¢ (Wever et al., 1998; Colman et al., 2006). iNOS muze hrat roli i
V patogenezi hypertenznich stavii, véetné preeklampsie a esencidlni hypertenze. Slouzi
jako vyznamny zdroj NO v endotelovych burikach a cévach placenty. Podili se tak na
regulaci toku krve. Bylo pozorovéno, Ze inhibice NO u btezich potkanl zplsobuje
ptiznaky podobné tém, které jsou u téhotenstvim indukované hypertenze, vcetné
proteinurie a trombocytopenie. Aktivace a uvolnéni iNOS v bunkach hladkého svalstva
cév a kardiomyocytl je spojovano i s obéhovym Sokem, ktery je pfi¢itan nadmérné
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tvorbé NO, nasledné systémové hypotenzi a snizené perfuzi tkdni (Wong and Billiar,
1994; Forstermann and Sessa, 2012).

Dalsim potencionalnim markerem patogeneze endotelové dysfunkce, ktery jsme
v experimentalni praci sledovali, je HO-1. Exprese této molekuly je reakci na oxida¢ni
stres, hypoxii nebo je indukovadna prozanétlivym stavem cévy a riznym poranénim
(Abraham and Kappas, 2008; Ryter et al., 2006). Radou studii je prokazano, Ze zajist'uje
ochranu pied oxidacnim stresem, ischemicko-reperfuznim poskozenim, cévni
hypertrofii, pfispiva k potlaceni zanétlivé reakce a podporuje hojeni ran a
neovaskularizaci (Pae et al., 2008; Ryter and Choi, 2009). HO-1 inhibuje reaktivni
formy kysliku, iNOS a dalsi kroky v rozvoji aterosklerdzy. Jeji exprese je zvySena pii
aktivaci endotelu, proliferaci bun€k hladkého svalstva a pifi uvolnéni zénétlivych
cytokinii (Abraham and Kappas, 2008). Krom¢ aterosklerozy je HO-1 spojovana
stadou jinych poruch a onemocnéni — hypertenze, ischemie myokardu, diabetes
mellitus (Giuliano et al., 1995), astma, pii transplantaci organt a dalsich (Wagener et
al., 2001).

Sérovy endoglin (SENG) je v soucasné dob& povazovan za potencionalni marker
endotelové dysfunkce u fady onemocnéni, jako je napiiklad preeklampsie (Venkatesha
et al., 2006), ateroskleroza (Blann et al., 1996; Strasky et al., 2011),
hypercholesterolémie (Blaha et al., 2008) nebo diabetes mellitus a hypertenze
(Blazquez-Medela at al., 2010). Zjistilo se, Ze patrné prostiednictvim inhibi¢niho G¢inku
na TGF-B1 pusobi sENG jako antiangiogenni faktor a vede k posSkozeni TGF-j
signalizace v cévach. Nadmérna exprese sENG interferuje s vaskularni funkci, vyvolava
hypertenzi a piispiva k syndromu preeklampsie (Venkatesha et al., 2006; Valbuena-
Diez at al., 2012). Zvysené uvoliiovani sSENG bylo popsano v souvislosti s hypoxii a
endotelovd dysfunkce u preeklampsie byla pfic¢itdna oxidacnimu stresu placenty.
Zvysené hodnoty hladin SENG byly zjistény také u hypercholesterolemickych pacientd,
kde korelovaly s hladinou cholesterolu. sENG byl u téchto pacienti davan do
souvislosti s aterosklerotickou aktivitou a rozvojem dysfunkce endotelu (Blann et al.,
1996; Blaha et al., 2008). Vyznamné zvySené hladiny sENG se projevily i po
cholesterolové dieté u apoE/LDLR deficientnich mysi (Strasky et al., 2011) a zfetelné
klesaly po podani statini (Rathouska et al., 2011).

Z uvedenych studii tedy vyplyva, Zze by sENG mohl byt markerem endotelové
dysfunkce a jeho vysoké hladiny by mohly indukovat endotelovou dysfunkci v aorté
mysi.
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S ohledem na moznou roli SENG ve vyvoji systémové endotelové dysfunkce
byla zac¢atkem roku 2015 publikovéana studie na transgennich mysich vykazujicich
vysoké hladiny lidského sérového endoglinu (Sol-Eng™). Cilem této nedavné studie bylo
posoudit, zda se endotelova dysfunkce projevi v aorté mysi Sol-Eng* v porovnani
s kontrolni skupinou — jejich transgennimi sourozenci s nizkymi hladinami SENG. Tyto
mysi byly krmeny standardni (tzv. chow) dietou. Studie vSak poukézala na nevyznamny
nebo zadny rozdil exprese markeri endotelové dysfunkce v aorté mysi, véetné jejiho
funkéniho poskozeni, ¢imz naznacila, Ze vysoka koncentrace lidského sérového
endoglinu v plazmé ziejmé sama o sob& nemuize vyvolat funkéni zmény endotelu aorty

téchto transgennich mysi (Nemeckova et al., 2015).

Na podkladé vyse zminéné studie jsme v nasi studii u transgennich mysi Sol-
Eng™ sledovali expresi molekul oxida¢niho a nitraéniho stresu (HO-1 a iNOS), jako
potencialnich markerd endotelové dysfunkce a jejich zmény pii vysokych hladinach
lidského sENG. Oproti ptedchozi studii vSak byla pouzita cholesterolova dieta, kdy po
dobu 3 mésici dostavala skupina Sol-Eng™ i kontrolni skupina mysi specilni stravu
bohatou na tuky a cholesterol. Podle vysledki biochemické analyzy tato strava
vV kombinaci se zvySenymi hladinami lidského sENG vyznamné neovlivnila hladiny
celkového cholesterolu v porovnani u skupiny mysi kontrolnich. Western blot analyzou
jsme se vsak posunuli o krok dal a zjistili jsme pomérné vyznamné rozdily v expresi
markerti oxidaéniho a nitra¢niho stresu. Exprese iNOS i HO-1 dosahovala u Sol-Eng*
VvV priméru vice nez dvojnasobnych hladin oproti skupiné kontrolni. Coz znamena, ze
pravdépodobné nikoliv SENG samotny, ale az v kombinaci s cholesterolovou dietou
ovliviiuje endotel ve smyslu indukce oxida¢niho/nitra¢niho stresu. Potvrzeni, zda se
zvysSeny sérovy endoglin spole¢né s cholesterolovou dietou skute¢né podili na funkénim

poskozeni cévy, vSak bude vyZzadovat komplexnéj$i metodické zhodnoceni.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit a kvantifikovat expresi INOS a HO-1
Vv aorté transgennich mysi se zvySenou hladinou lidského sérového endoglinu (Sol-
Eng™), kterym byla podéavéna specidlni strava s vysokym obsahem tuku a cholesterolu,

V porovnani se skupinou kontrolni (s nizkymi hladinami SENG) na téze diet¢.

Zjistilo se, ze tiimé&si¢ni cholesterolova dieta u mys$i Sol-Eng* nijak vyznamné
neovlivnila hladiny celkového cholesterolu v porovnani se skupinou kontrolnich mysi.
Lze tedy fici, ze faktorem, kterym se ob¢ skupiny mysi od sebe liSily, byly pouze

hladiny lidského SENG.

Meéfeni prokazalo statisticky vyznamny nardst exprese HO-1 a iNOS u
sledované skupiny oproti skupiné kontrolni, coZ naznacuje, Zze pod vlivem
cholesterolové diety muze zvySeny sérovy endoglin indukovat expresi markerli
oxidaéniho/nitra¢niho stresu a tim potencialné stimulovat endotelovou dysfunkci. Zda
se sérovy endoglin skute¢né podili na indukci funkéniho poskozeni cév, vSak ukazi dalsi

studie.
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