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Diplomova prace

Vliv dlouhodobého plsobeni solubilniho endoglinu na signalizaci membranového

endoglinu v mysi aorté.

Cil prace: Cilem prace bylo sledovat a vyhodnotit vliv dlouhodobého (12mésicniho)
plUsobeni vysokych hladin solubilniho endoglinu na signalizaci membranového
endoglinu v mysi aorté. Tedy sledovat a porovnat expresi proteind endoglin, eNOS,

pSmad2/3 mezi kontrolni a testovanou Sol-Eng* skupinou mysi.

Metody: Pro tuto praci byly pouzity dvé skupiny mysi starych 12 mésici navzajem se
liSici hladinou lidského solubilniho endoglinu. Obé skupiny pochdzely ze stejné linie
transgenniho mysiho kmene CBAxC57BL/6J a byly krmeny béZznou laboratorni dietou.
Pro stanoveni a porovnani exprese jednotlivych proteini endoglin, eNOS a pSmad2/3
byla pouzita metoda Western blot. Koncentrace lidského solubilniho endoglinu a
solubilni formy molekuly VCAM-1 byla vyhodnocena analyzou ELISA. Celkové hladiny

cholesterolu a triacylglycerold v plazmé byly uréeny biochemickou analyzou.

Vysledky: Western blot analyza nezaznamenala statisticky vyznamné rozdily v expresi
membranového endoglinu, enzymu eNOS a pSmad2/3 v aorté mezi kontrolni a
testovanou Sol-Eng* skupinou. Také ELISA analyza neukazala Zzadné signifikantni rozdily
v hladiné molekuly sVCAM a stejné tak biochemicka analyza nezaznamenala statisticky

vyznamné rozdily hladin cholesterolu a TAG mezi kontrolni a testovanou skupinou.



Zavér: Praci jsme ukazali, Zze vysokda hladina solubilniho endoglinu v plazmé nema za
nasledek naruseni funkénosti endotelu u Sol-Eng* mysi starych 12 mésic(l. U téchto mysi

nedoslo ke zméné v endoglin/Smad2/3/eNOS signalizaci.

Klicova slova: krevni cévy, endotel, endotelova dysfunkce, endoglin, solubilni endoglin,

Western blot
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Diploma Thesis

Soluble endoglin effects on membrane endoglin signaling in mouse aorta.

Background: The aim of this study was to observe and evaluate the influence of the long-
term (12 months) effect of high levels of soluble endoglin on membrane endoglin
signalization in the mouse aorta. Specifically, we observed and compared the expression

of proteins endoglin, eNOS, and pSmad2/3 in control and a test Sol-Eng* group of mice.

Methods: Two groups of 12-months-old mice with a difference in the level of soluble
endoglin were used in this study. Both groups were originated in the same line of
transgenic mouse strain CBAxC57BL/6J and fed with ordinary laboratory diet. Western
blot technique was used to analyse the expression of individual proteins endoglin, eNOS,
and pSmad2/3. The concentration of human soluble endoglin and soluble form of
VCAM-1 molecule was evaluated by ELISA analysis. Total cholesterol levels and

triglycerides in the plasma were detected by biochemical analysis.

Results: Western Blot analysis showed no statistically significant differences in the
expression of the membrane endoglin, eNOS enzyme and pSmad2/3 in the aorta
between control and test Sol-Eng* group. ELISA analysis also showed no significant
differences in level of sVCAM-1 molecule and biochemical analysis showed no
statistically significant differences in cholesterol and TAG levels between control and

test group as well.



Conclusions: We showed that a high level of soluble endoglin in the plasma does not
negatively affect the function of the endothelium in 12-months-old Sol-Eng* mice. No

alteration appeared in the endoglin/Smad2/3/eNOs signalization in these mice.

Keywords: blood vessels, endothelium, endothelial dysfunction, endoglin, soluble

endoglin, Western blot
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TEORETICKA CAST

1 Uvod

Endotel se vyznacuje fadou fyziologickych funkci, které zabezpecuji ochranu
krevnich cév. Jeho ulohou je udrzovat tyto funkce v rovnovainém stavu, a pokud dojde
k naruseni takové rovnovahy, rozviji se endotelova dysfunkce. Oxid dusnaty je hlavnim
relaxacnim produktem endotelovych bunék, ktery vedle vazodilatace ovliviiuje dalsi
fyziologické procesy souvisejici s inhibici zanétlivych reakci a protrombogennich stavu.
Je syntetizovan enzymem endogenni NO syntazou (eNOS) a endotelové buriky jsou

hlavnim mistem exprese takového enzymu (1).

Endotelova dysfunkce je charakteristicka snizenou dostupnosti molekuly NO v
dlsledku nizké aktivity enzymu eNOS ¢i z dlivodu interakce NO s reaktivnimi molekulami
kysliku (ROS). Hraje duleZitou roli v patogenezi chronického zanétlivého onemocnéni
cév, aterosklerdzy, ve které hyperlipidémie a hyperglykémie jsou nejvyznamnéjSimi
kardiovaskularnimi faktory zodpovédnymi za rozvoj a progresi aterosklerotickych lézi

(1),

Endoglin predstavuje transmembranovy glykoprotein, ktery zaujima vyznamné
postaveni jako pomocny receptor rodiny TGF-B (transformujicich ristovych faktord B).
Hlavnim mistem exprese tohoto proteinu jsou endotelové buriky a exprese je zahdjena
raznymi patologickymi procesy, jako hypoxie ¢i pfimé poskozeni cév. Je duleZity pro
proces angiogeneze a je také dulezitou komponentou eNOS aktivacniho komplexu.
Mimo to stimuluje expresi eNOS regulaci signélnich drah, konkrétné pres Smad2/3

transkripéni faktory (2).

N-termindlni ¢ast membranového endoglinu mlze byt uvolnéna do cirkulace za
vzniku solubilni formy. Ta pUsobi opacnym uclinkem v porovnani s membranovou
formou a zaujima postaveni antagonisty TGF-f signalnich drah. Vysoké hladiny
solubilniho endoglinu byly pozorovany u mnoha patologickych procesq, jako napfriklad
preeklampsie, aterosklerdza, onemocnéni koronarnich tepen, diabetes mellitus Il typu

¢i hypertenze (2).
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2 Histologie cév

Kardiovaskularni systém hraje dllezitou roli v pfisunu Zivin a kysliku tkanim,
stejné tak zajistuje odvod oxidu uhli¢itého a ostatnich zplodin metabolismu (3). Takovy
systém je tvoren soustavou krevnich cév, v nichZ je obéh krve uskutecnén ¢innosti srdce,
tedy svalového organu, ktery pracuje jako pumpa a jehoz ukolem je vhanét krev do cévni

soustavy (4).

Krevni cévy mlzZeme rozdélit do tfi zakladnich kategorii: tepny, Zily a kapilary.
Tepny se vétvi do mensich a mensich cév a distribuuji krev smérem ze srdce spolu
s zivinami a kyslikem. Kapilary se skladaji z velmi tenkych trubic a spolecné vytvati difuzni
sit, kterd realizuje latkovou vyménu plynd, Zivin, zplodin metabolismu, hormonu a
signalnich substanci mezi krvi a okolni tkdni. A konecné Zily, které pak privadi krev zpét

do srdce (5,6).

2.1 Obecna stavba cév
Mezi zakladni vrstvy tvofici sténu krevnich cév patfi tunica intima, tunica media

a tunica adventitia (6).

2.1.1 Tunica intima

Tunica intima, kterou také nékdy oznadujeme jako tunica interna, je vnitini
vrstvou cévni stény. Povrch, ktery sméfuje do cévniho lumen, pokryva jednoduchy
dlazdicovy epitel, zndmy pod pojmem endotel, jehoZ endotelové bunky nasedaji na
basdlni laminu predstavujici spojujici ¢lanek mezi epitelovou a pojivovou tkani.
K endotelu tésné priléha subendotelova vrstva, kterd obsahuje pojivovou tkan a hladké
svalové bunky a jejich vzdjemné usporadani je v této vrstvé longitudindlni, tedy podélné

(5-7).

Vrstva elastickych vldken, kterd vytvafi rozhrani mezi intimou a medii, se nazyva
lamina elastica interna. MlZeme ji pozorovat u velkych tepen, to predevsim svalového
typu, a jeji hlavni obsahovou slozkou je elastin. Objevujeme zde mezery, fenestrace,

zabezpecujici vyzivu bunék ulozenych hluboko v cévni sténé (5-7).
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2.1.2 Tunica media

Tunica media zaujima stfedni ¢ast cévni stény. Tvofi ji koncentrické vrstvy
Sroubovité usporadanych hladkych svalovych bunék, mezi nimiz najdeme elastickd a
kolagenni vldkna typu Ill spolu s proteoglykany. Ve stavbé velkych cév, zejména u
velkych svalovych tepen, je tunica media vymezena od tuniky adventitie elastickou

membranou, kterou zndme pod ndzvem lamina elastica externa (5,6).

2.1.3 Tunica adventitia

Zevni vrstva cévni stény neboli tunica externa, ktera obsahuje podélné ulozena
elasticka a kolagenni vlakna, pfevainé s kolagenem typu |, je dllezita pro upevnéni cévy

v okolni tkani (5-7).

Vasa vasorum

Pojem vasa vasorum predstavuje struktury zajistujici vyZivu velkych cév.
Doslovné se jedna o cévy cév a jejich hlavnim Ukolem je zasobovat stfedni a vnéjsi vrstvu
potfebnymi metabolity, jelikoz pouhd difuze latek z cévniho lumen je u téchto cév
nedostacujici. U tepen zasahuji do oblasti adventitie, avSak u Zil mohou dosahovat az na
uroven medie. JelikoZ se Zilni krev vyznacuje nizkym obsahem kysliku a samotnych Zivin,

cévy cév nachazime predevsim u Zilnich struktur (4,5).

2.2 Specificka stavba cév
Slozitost ve stavbé cévni stény stoupa srostouci velikosti cév, a to od

nejjednodussiho slozeni kapildr az po velké cévy (4).

2.2.1 Tepny
Tepny délime podle velikosti na tepénky (arterioly), tepny svalového typu (tepny

s malym az stfednim primérem) a tepny elastického typu (tepny s velkym primérem).

Pro vSechny je charakteristicka prevladajici mohutnost stredni vrstvy (4).
Tepénky (arterioly)

Pramér takovych krevnich cév je obvykle mensi nez 0,5 mm. Tunica intima je
tvorena endotelovymi burikami s velmi slabou subendotelovou vrstvou a laminu elasticu

internu spatfime pouze u téch nejvétsich tepének. Az dvé cirkuldrné usporadané vrstvy
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hladkych svalovych bunék vytvari stfedni vrstvu a posledni vrstva tunica adventitia je u

téchto cév velice tenka (5).
Tepny svalového typu

Jedna se o distribucni vétve elastickych tepen (8). Jejich spole¢nym znakem je
rozsahla stfedni vrstva (tunica media), kterd obsahuje az 40 cirkularné usporadanych
vrstev hladkych svalovych bunék. Podle narustajici velikosti cév zde nachazime i rGzné
mnoZstvi elastickych vldken (5,8). Jako dalsi charakteristiku mizeme uvést zietelnou

laminu elasticu internu s fenestracemi, ktera zabezpecuje difazi rdznych latek (4,9).
Tepny elastického typu

Hlavnimi zastupci jsou aorta a plicni tepny (7). Oproti tepen svalového typu se
elastické tepny vyznacuji vysokym obsahem elastinu a SirSi vrstvou tuniky intimy
s vyraznou subendotelovou vrstvou (5,8). Tunica media obsahuje cetné mnoZstvi
koncentricky usporadanych elastickych a soucasné fenestrovanych lamel, kde prostory
mezi nimi jsou vyplnény fibroblasty, hladkymi svalovymi burikami a kolagennimi vlakny

(4).Tunica adventitia je tenkd a nachazime zde zna¢né mnozstvi vasa vasorum (4,9).

2.2.2 Zily

Dle priaméru a tloustky stény rozdélujeme Zily do tfi skupin: malé (venuly),
stfedni a velké (6). Vyrazné zuzend cévni sténa a vyssi kapacita cévniho lumen jsou
hlavnimi charakteristikami, které odliSuji stavbu Zil od stavby tepen odpovidajici
velikosti. Stejné jako u tepen, tak i ve strukture Zilni stény nachdzime 3 zakladni vrstvy:

tunica intima, tunica media a tunica adventitia (6,9).

U malych az stfednich Zil je tunica intima velmi tenkd, pouze u Zil vétSiho

priméru je tato vrstva dobre vyvinuta (5).

Tunica media je vyrazné tenci v porovnani se stfedni vrstvou tepen a nachazime

zde jen svazky hladkych svalovych bunék (5,9).

.....

nachazime longitudinalné usporadana svalova vlakna (5,9).
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Pro malé a stfedni Zily jsou typické specifické utvary, které zabezpecluji
jednosmeérny tok krve smérem k srdci a souasné zamezuiji jeji ndvrat. Mluvime o Zilnich
chlopnich a pozorujeme je zejména u Zil v oblasti koncetin. Takové utvary jsou tvoreny
ze dvou naproti sobé a do lumen cévy vycnivajicich zahybU tuniky intimy. Strukturu
chlopni posiluji kolagenni a elasticka vldakna a na jejich povrchu nachazime vrstvu

endotelovych bunék (5,6,9).

Obrazek 1: Porovnani stavby tepen a Zil

Tunica intima je tvofena jednovrstevnym dlaZdicovym epitelem, zvany endotel.
Tunica media zaujimd stfedni ¢dst cévni stény a vyrazné vynikd ve stavbé tepen. Tunica
lumen a tenci cévni sténou, pokud je porovndme se stavbou tepen odpovidajici velikosti.

Navic obsahuji specifické struktury, Zilni chlopné.

Zdroj: http://www.kardiosystem.websnadno.cz/Cevy.html [1. Gnor 2019]

2.2.3 Kapilary
Tyto velmi tenké krevni cévy s primérem v rozmezi 7 az 9 mikrometrd jsou
tvoreny jedinou vrstvou endotelovych bunék nasedajicich na bazdIni laminu (5,8). U

kapilar se setkdvame se specifickym typem mezenchymovych bunék s dlouhymi vybézky
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a svlastni bazalni laminou, které z ¢asti obklopuji endotelové bunky. Mluvime o
pericytech a v jejich struktufe najdeme tropomyosin, isomyosin a proteinové kinazy.
Diky tomu se pericyty vyznacuji vlastni kontraktilni schopnosti, tudiz mohou regulovat
pratok krve kapildrami. DalSi vyznamnou vlastnosti takovych bunék je jejich schopnost

proliferace a diferenciace (5,6,8,9).Kapilary délime do ¢tyr skupin:

Prvnim typem jsou souvislé kapilary, které nachazime ve svalech, mozku ¢i
nervech. Neobsahuji Zadné fenestrace, zato jsou bohaté na pritomnost vezikul

zabezpecujici obousmérny pridchod mnoha molekul (5,6,8).

Dalsim typem jsou fenestrované kapilary s uzavienymi pory. Ty se vyznacuji
vysokym obsahem fenestraci, které jsou navic pokryty tenkou membrdanou, diafragmou.
Najdeme je v mistech s potfebou rychlé vymény latek mezi krvi a tkdnémi, jako napft.

stfeva Ci endokrinni zlazy (5,6).

Jim podobné fenestrované kapildry s otevienymi péry, které nejsou prekryté

diafragmou, jsou pak typické pro glomerulus (5,6).

Poslednim typem jsou sinusoidni kapilary s nesouvislou endotelovou vystelkou a
nesouvislou bazdlni laminou. Hlavni charakteristikou jsou rozsahlé fenestrace bez
diafragmy. Takové kapildry nachdzime v kostni dreni, lymfatickych organech, jatrech ¢i

slinivce (5,6,8).

3 Endotel a jeho fyziologicka funkce

Endotel predstavuje souvislou jednovrstevnou vystelku vyskytujici se u vSech
typu cév lidského téla, které zahrnuiji jak krevni, tak i lymfatické cévy. Bazalni lamina plni
funkci pevného leseni a kotvi tvarové protazené a uzké endotelové burky (EB). Tyto
dynamické utvary uvoliuji fadu rozmanitych substanci, které ovliviuji dulezité

fyziologické procesy lidského téla (10,11).

EB syntetizuji vSechny proteiny tvofici bazalni laminu, a pfislusné enzymy, které
naopak zajistuji jeji rozruseni. Tato vlastnost je velmi daleZitd pro proces novotvorby
krevnich cév, angiogenezi, ktera je jednou z mnoha funkci, kde endotel hraje vyznamnou

roli (10). Mezi takovy angiogenni produkt endotelovych bunék patfi vaskuldrni

15



endotelidlni rGstovy faktor (VEGF), ktery se vaZe na VEGF-receptory predstavujici rodinu
tyrozin kinazovych receptord. Po navazani ligandu se spousti signalizacni kaskada, ¢imz

dochazi k regulaci proliferace, migrace a diferenciace bunék (11,12).

Endotel je nepostradatelnym ¢lankem v procesu hemostazy, koordinuje
trombdzu a trombolyzu, a jako odpovéd na poskozeni tkané participuje pfi rozvoji
zanétlivych a imunitnich reakci (13,14). Je také vysoce selektivni bariérou, ktera reguluje
prestup malych a velkych molekul, a dokonce i celych bunéénych struktur. Jako napftiklad
prestup leukocytl, kdy sekreci adheznich molekul zajisti jejich pfilnuti k endotelu.
Mluvime o P-selektinu a E-selektinu, ICAM-1 (intracelularni adhezni molekula 1) a VCAM

(vaskuldrni bunécna adhezni molekula) (11,15).

Stejné tak je dullezity pro usmérnovani napéti cévni stény a proudéni krve
produkci vazoaktivnich molekul. Oxid dusnaty (NO) a prostacyklin (PGl:) jsou
vyznamnymi vazodilatacnimi substancemi a vedou k relaxaci cévni stény. Naproti tomu
tromboxan (TXAz) a endotelin-1 (ET-1) plsobi jako vazokonstrikéni latky, které cili

ke stahu svalovych vilaken (13,14,16).
Oxid dusnaty (NO)

Hlavnim relaxa¢nim faktorem hladkého svalstva cévni stény je oxid dusnaty (NO).
Vyznacuje se fadou vlastnosti, které zabezpecuji ochranu krevnich cév. Takovymi
vlastnostmi jsou inhibice bunécné adheze, inhibice destickové agregace a inhibice

migrace hladkych svalovych bunék. Také zamezuje oxidacni preménu LDL ¢astic (17,18).

Vznikd pusobenim enzymu NO syntdzy (NOS = nitric oxide synthase, syntdza
oxidu dusnatého), ktery katalyzuje pfeménu aminokyseliny L-argininu praveé na NO (16).
N-terminalni oxygenazova a C-terminalni reduktazova doména tvofi dimérni strukturu
enzymu a obsahuji specificka vazebnd mista pro substrat L-arginin, dlleZité kofaktory
tetrahydrobiopterin (BH4), flavinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid (FAD) a

nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) a pro protein kalmodulin (13,19).

Dnes zndme tfi izoformy takového enzymu: neuronalni (nNOS), indukovatelna
(iINOS) a endotelova NO syntaza (eNQOS). Vsechny formy podporuji relaxaci hladkého
svalstva cév a jejich vyslednou vazodilataci. Indukovatelna NOS je exprimovdana bunkami
pfi zanétlivych procesech, neuronalni NOS je dllezZita pro synaptickou neurotransmisi a
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konecné endotelova NO syntaza, kterd je z prfevazné Casti exprimovana endotelovymi
burikami. Endotelova NO syntaza je hlavnim enzymem, ktery zabezpecuje tvorbu NO

v endotelu cév a tim NO zprostfedkovanou vazodilataci (16,20).

Neaktivni formu eNOS nachdzime v membranovych vaccich, které nazyvame
kaveoly. V nich je enzym vazan na protein kaveolin-1 a takovou vazbou je zabezpecena
inaktivni podoba enzymu (13,21). NO agonisté, jako bradykinin, acetylcholin,
adenosintrifosfat, adenosindifosfat, substance P a trombin, podporuji vyplaveni
vapenatych iontl z endoplazmatického retikula, a pravé zvysenda koncentrace Ca?* uvnit¥
buriky umozni tvorbu komplexu Ca?*/kalmodulin. Ten nasledné narusi interakci mezi
eNOS a kaveolinem-1, ¢imZ podpofi aktivitu enzymu (16,21). Se zvy3enou hladinou Ca?*
souvisi také konformacni zména kalmodulinu, ktery se nasledné vaze na eNOS, enzym
aktivuje a umozni preménu substratu L-argininu na NO. Vznikly NO nasledné difunduje

do hladké svalové buriky a zpusobi jeji relaxaci (Obrazek 2) (16,18).

Protein kalmodulin mizZe rovnéz aktivovat CAM kindzu Il a pres ni fosforylovat
eNOS (22). Pravé fosforylace je dalSim mechanismem vedoucim k aktivaci enzymu a
takova reakce je uskutecnéna enzymy skupiny proteinkindz. Fosforylace serinového
zbytku (Ser1177) eNOS ma za nasledek zvySeny proud elektronl pres reduktazovou
doménu, zvysenou citlivost enzymu k Ca?* iontdm a jeho nédslednou aktivaci. Naopak

fosforylace threoninového zbytku (Thr495) aktivitu enzymu inhibuje (20,21).

Smykové treni, které vznika vlivem zvyseného proudu krve, aktivuje eNOS jak
fosforylaci, tak zvy3enou koncentraci Ca?* pfes Ca?* aktivované K* kandly (Obrazek 2)
(16). Také protein Hsp90 interakci a navazanim na enzym eNOS vyznamné posiluje jeho
aktivitu tim, Ze zesiluje afinitu kalmodulinu k eNOS a také redukuje inhibi¢ni ucinek

kaveolinu-1 pfes komplex Ca®*/kalmodulin (21).
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Obrazek 2: Syntéza NO a relaxace hladké svalové bunky

NO agonisté: Ach (acetylcholin), BK (bradykinin), ATP (adenosintrifosfdt), ADP
(adenosindifosfat), SP (substance P) stimuluji vyplaveni Ca?* iont(i z ER (endoplazmatické
retikulum). SOCa2* kandly propoustéji extraceluldrni Ca?* do buriky, jestliZe jsou zdsoby
z ER vyCerpdny. Smykové tfeni (shear stress) zvysuje jak hladinu Ca®*, tak enzym aktivuje

fosforylaci. Vlivem zvysené hladiny Ca?* se protein kalmodulin vdZe na eNOS.

Shear Stress
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Vyse popsanymi mechanismy dochdzi k aktivaci endotelové NO syntdzy (eNOS),
ktera katalyzuje pfeménu L-argininu na NO a vznikly NO ndsledné difuzi pronika do
hladké svalové buriky. Zde se vdZze na solubilni guanyldtcykldzu (sGC), kterd zajisti
pfeménu guanosintrifosfatu (GTP) na cyklicky guanosinmonofosfdat (cGMP). Snizi se
koncentrace Ca?* iontii a klesd aktivita lehkého Fetézce myosinu (MLCK). Vysledkem je

relaxace hladké svalové buriky.

Zdroj: (16)
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Endotelin-1

V lidském téle nachazime 3 zakladni formy endotelinu (ET-1, ET-2 a ET-3), avSak
cévni endotel uvolfiuje pouze endotelin-1 (ET-1). Zanétlivé mediatory, napftiklad
interleukiny nebo TNF-2, stimuluji produkci ET-1 a naopak NO a PGl; jeho produkci
snizuji (16). Zname tti typy receptorl pro ET-1. ETa a ETs, receptory najdeme v hladké
svaloviné cév, kdy navazanim ET-1 se zvysi koncentrace Ca%* uvnitf svalové buriky a
vyslednym efektem je kontrakce hladkého svalstva cév. Naproti tomu ETg1 receptory
jsou umistény v endotelu a jejich aktivace ma za nasledek uvolnéni NO a PGl; a s nimi

spojenou vazodilataci (11,13,16).

ET-1 je povaZovan za vyznamny vazokonstriktor, ale endotelové ETg receptory
jsou dulezité pro udrzenifyziologické funkce cév. Ukazalo se, Ze jejich inhibice u zdravych
jedinc wvyvolala zvySeni krevniho tlaku, coZ nastalo v dlsledku prevladajici
vazokonstrikéni aktivity (13,16). ET-1 mimo vliv na cévni tonus povzbuzuje bunécnou
proliferaci a zanét, tudiz jeho nadmérnd aktivita mlze byt zodpovédnd za rozvoj

endotelové dysfunkce (16).
Prostacyklin a tromboxan

Mezi dals$i modulatory endotelovych funkci patfi prostacyklin (PGlz) a tromboxan
(TXA>), jejichz navzajem protichidny efekt napomaha udrzovat fyziologickou rovnovahu
u zdravych cév. PGIl, a TXA; vznikaji z kyseliny arachidonové (AA) reakci katalyzovanou
enzymem cyklooxygendzou (COX). Zname dvé izoformy COX-1 a COX-2. COX-2 katalyzuje
preménu AA pres prostaglandin H; (PGHz) na PGl a COX-1 pak katalyzuje syntézu TXA;
(13,16).

PGI; plsobi v synergii s molekulou NO, ¢imzZ pusobi relaxa¢né na svalstvo cév.
Navic inhibuje adhezi molekul k cévni sténé, rovnéz sniZzuje agregaci desti¢ek, omezuje
proliferaci a migraci hladkych svalovych bunék a snizuje produkci ristovych faktord.

Tromboxan plsobi efektem opacnym (11,13).
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4 Endotelova dysfunkce

Jak jiz bylo vySe uvedeno, endotel hraje velmi dilezitou roli v regulaci cévni
propustnosti, napéti cévni stény, v procesu hemostazy a stejné tak usmériuje zanétlivé
a imunologické reakce. VSechny tyto funkce endotelu udrzuji fyziologickou cévni
homeostdzu, a pokud dojde k vychyleni jedné z nich, rozviji se endotelova dysfunkce
(ED). ED se vyznacuje zesilenou vazokonstrikéni aktivitou, zvySenou adhezi leukocyt(,
aktivaci desticek, oxidacnim stresem, zanétem a koagulaci, tedy procesy vedoucimi

k rozvoji kardiovaskuldrnich onemocnéni (15,23).

Hlavnimi rizikovymi faktory podilejicimi se na vzniku ED jsou snizena fyzicka
aktivita, diabetes mellitus Il typu, hypertenze, koureni, zanét a proces starnuti
organismu, které prostfednictvim rlznych patofyziologickych mechanisml vedou
k naruseni az uplné ztraté ochrannych vlastnosti endotelu. Nizka syntéza NO a oxidacni
stres a s nim spojeny pokles biologické dostupnosti NO jsou hlavnimi mechanismy.
NejenZe dochazi k poklesu vazodilatace, ale dochazi také k aktivaci prozanétlivych a
protrombogennich procesu. Faktory jako asymetricky dimetylarginin, angiotenzin Il a
endotelin-1, hypercholesterolémie a hyperglykémie vyrazné podporuji mechanismus

vzniku a rozvoje ED (23,24).

4.1 NO aoxidacni stres

Velmi ¢asto pozorovanym jevem vyskytujicim se u mnoha kardiovaskularnich
onemocnéni je pokles biologické dostupnosti oxidu dusnatého (23). Nizkd aktivita
endotelové NO syntazy, kterd nastava v dusledku plsobeni endogennich nebo
exogennich inhibitorl nebo také vlivem nedostatecného prisunu substratu L-argininu,
ma za nasledek snizenou syntézu NO. Oxidacni stres, jako jeden z hlavnich mechanisml
vzniku ED, je spojeny s produkci reaktivnich molekul kysliku (ROS). Tyto reaktivni
molekuly, zejména superoxid, reaguji s NO za vzniku peroxynitritu, ¢imz biologicka
dostupnost NO znacné poklesne. Navic molekula peroxynitritu cili na dilezity kofaktor
tetrahydrobiopterin (BH4) a zpUsobi jeho uvolnéni z domény enzymu eNOS (23,25,26).

Timto mechanismem vznikd tzv. rozpojeny (uncoupled) enzym eNOS, tedy nefunkéni
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forma enzymu, kterd se stava samotnym producentem superoxidu namisto molekuly
NO (18). Mimo to stoupa koncentrace BH2 jako produktu oxidace. BH2 poté soutézi
s BH4 o vazbu na eNQS, ¢imz se znacné prohlubuje inaktivace enzymu. Peroxynitrit je

také zodpovédny za oxidaci LDL molekul (23,25,26).

Zvysend produkce ROS stimuluje expresi genu pro adhezni (ICAM-1, VCAM-1) a
chemotaktické molekuly, jako je makrofagovy chemoatraktant (MCP-1). Touto cestou se
oxidacni stres podili na rozvoji zanétu v cévni sténé. ROS navic fidi specifickou formu
apoptézy nazyvanou anoikis, ktera spociva v cileném oddéleni endotelovych bunék od

extracelularni matrix (25).

Za produkci reaktivnich molekul kysliku jsou zodpovédné hlavné enzymy NADPH
oxiddza, xantinoxidaza a mitochondridlni enzymy. Mezi takové zdroje rfadime i vyse

uvedeny rozpojeny (uncoupled) enzym eNOS (14).

4.2 Asymetricky dimetylarginin

Asymetricky dimetylarginin (ADMA) je kompetitivnim endogennim inhibitorem
eNOS. Soutézi s molekulou L-argininu, a tim inhibuje vazbu tohoto substratu na eNOS.
Proto vysoké hladiny ADMA maji za nasledek pokles v produkci vazodilatatoru NO a
naruseni protektivnich funkci endotelu. Navic podporuji vznik dysfunkéni formy enzymu.
Vysokd hladina ADMA tak vyrazné pfrispiva k rozvoji endotelové dysfunkce a byla
pozorovana u mnoha patologickych procesli vcetné aterosklerézy, c¢imz znacné

podporuje riziko akutnich koronarnich pfihod (21,25).

4.3 Angiotenzin ll, hypertenze

Endotelova dysfunkce je spojena se zvySenou expresi vazokonstrikéniho peptidu
angiotenzinu ll, tedy faktoru ucéastniciho se rozvoje arterialni hypertenze. Vysoké hladiny
pozorujeme v patogenezi aterosklerdzy, kde pravé modulaci rizikovych faktortd zesiluje
jeji proces a stejné tak zvySuje propustnost a remodelaci krevnich cév, trombdzu a zanét

(23,24).

4.4 Hypercholesterolémie, aterosklerdza
Vime, Ze endotelova dysfunkce ve spojitosti s hypercholesterolémii hraje
vyznamnou roli v patogenezi aterosklerézy a mliZeme zde pozorovat vsechny vyse

uvedené mechanismy rozvoje ED. Ateroskleréza je chronickym zanétlivym
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onemocnénim tepen, ktera je charakteristicka hromadénim tukovych ¢astic ve sténé cév
a tvorbou aterosklerotického platu. ZvySena hladina cholesterolu v krvi je Uzce spojena

se zvySenou produkci ROS, ¢imzZ vede k poskozeni protektivnich funkci endotelu (23,27).

V ¢asné fazi aterosklerotického procesu pozorujeme zvySenou propustnost
endotelu vzhledem k lipoproteinovym ¢asticim a leukocytlim. Vzestup sekrece
specifickych adheznich molekul VCAM, ICAM, E-selektinu a P-selektinu podporuje adhezi
leukocytl k cévni sténé. Lipoproteinové castice se vazi s proteoglykany tuniky intimy,

kde snadno podléhaji chemickym modifikacim, zejména oxidaci (26).

Oxidované LDL ¢astice jsou vychytavany LOX-1 receptory. Intenzivni vychytavani
stimuluje dalsi expresi adheznich molekul, soucasné inhibuje expresi eNOS a také
stimuluje produkci ROS. Ukazalo se, Ze LOX-1 receptory se ve zvySené mire vyskytuji u
pacientd s hypertenzi, diabetem mellitem 1l typu a dyslipidémii. Angiotenzin Il a

endotelin-1 stimuluji expresi téchto receptort (15,25).

Makrofagy, které vznikly diferenciaci monocytd, pohlcuji oxidované LDL castice
za vzniku pénovych bunék, které produkci prozanétlivych markerd, ROS, cytokin(,

chemokin( a rdstovych faktor( prohlubuji rozvrat cévni rovnovahy (26,27).

Zvysena syntéza kolagenu a migrace hladkych svalovych bunék
usnadnuji progresi aterosklerotického platu, jehoZz ruptura je hlavni pfi¢inou vétsSiny
koronarnich trombdz. Ruptura aterosklerotického platu nastava oslabenim vlaken
fibrézni Cepicky, kdy v disledku nizké koncentrace NO a pfitomnosti oxidacniho stresu
dochazi k produkci prozanétlivych cytokinud. Ty pak aktivuji expresi enzymi schopnych
degradovat kolagenni vldkna cepicky. Mluvime o enzymu matrix metaloproteindzy
(MMP). Navic se snizenou aktivitou NO souvisi i zvySena agregace desti¢ek pfispivajici
zavaznosti aterosklerotického onemocnéni. ED je tedy dllezitym ¢lankem jak v zahajeni,

tak v progresi aterosklerdzy (25,26).

4.5 Hyperglykémie

Hyperglykémie reprezentuje dalsSi mechanismus podilejici se na rozvoji ED, a to
prostiednictvim proteinkinazy C (PKC), ktera aktivuje enzym NADPH oxidazu k produkci
ROS a NO zprostfedkovana vazodilatace je takovym mechanismem narusena. Navic

vysoka hladina glukodzy v krvi souvisi se vznikem koneénych produktl pokrocilé glykace
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(AGEs). AGEs podporuji oxidaci LDL molekul, zvySuji permeabilitu cévni stény, stimuluji

produkci ROS, rozvoj zanétu a proces koagulace (28).

5 Endoglin

Endoglin, nebo také CD105 ¢i TGF-B receptor 1ll, je homodimérni
transmembranovy glykoprotein nadrodiny proteind TGF-B, ktery zaujima vyznamné

postaveni jako reguldtor TGF-f signdlnich drah (2,29).

Je dulezitym ¢lankem v mnoha patologickych, ale i fyziologickych procesech a
jeho aktivita velmi Uzce souvisi s vyvojem kardiovaskularniho systému, s angiogenezi a
s regulaci cévni homeostazy (2,29,30). ZvySena exprese endoglinu byla pozorovdna
v Casné fazi tvorby aterosklerotickych |ézi, avSak jeho presnd role v procesu
aterosklerézy dosud nebyla objasnéna. Byla naznacena moznd role takového proteinu
ve stabilizaci aterosklerotického platu pres transkripéni faktory Smad2/3 a pres
zvySenou produkci kolagenu (2,31,32). Také u srde¢ni nedostatecnosti byla pozorovéna
spojitost endoglinu se zvySenou produkci kolagenu a s fibrézou srdce pres aktivaci
faktort Smad2/3 (33). Endoglin se taktéz ucastni procesu hojeni rany zvySenou produkci
extracelularni matrix, expresi protedz, chemotaxi, proliferaci, migraci a diferenciaci
bunék (34). Navic stimuluje expresi eNOS, dokonce tento enzym stabilizuje a usnadnuje
jeho sdruzeni s Hsp90. Z tohoto divodu ma znacny vliv na regulaci cévniho tonu (2,35).
Byla pozorovdana mutace genu pro endoglin, ktera ma za nasledek vaskularni
onemocnéni hereditarni hemoragickou teleangiektdzii typu 1 (30,36). Dale byla
potvrzena spojitost takového proteinu s kardiovaskuldrnimi a metabolickymi
onemocnénimi, kterymi jsou hypertenze, diabetes mellitus Il typu a preeklampsie

(2,30,37).

5.1 Struktura

Endoglin obsahuje dvé rovnocenné 95 kDa podjednotky, které jsou vzajemné
propojeny disulfidovymi mustky. RozliSujeme tfi zakladni domény ve strukture
endoglinového proteinu: velkd extraceluldrni doména, transceluldarni a kratka
intracelularni doména (31). Extracelularni doména, ktera se sklada z 561 aminokyselin,

obsahuje tripeptidovou sekvenci Arg-Gly-Asp, ktera je specificka pro strukturu lidského
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endoglinu a u mysi, prasat ¢i jinych druh( se s ni nesetkame. Sekvence je rozpoznavacim
mistem mnoha adheznich molekul (30,33). Endoglin je soucasti rodiny proteinl zvanych
zona pellucida (ZP) a ZP doména, ktera je ¢asti endoglinové struktury v extracelularni

oblasti, obsahuje 260 aminokyselin a 8 cysteinovych zbytk( (30).

Geneticky kod pro lidsky endoglin nachdazime na chromozomu 9. Obsahuje 15
axonl a 13 znich kéduji pravé extraceluldrni doménu (2). Také bylo zjisténo, Ze
homologa endoglinu, kterd byla nalezena u mysi a prasat, vykazuji vice nez 70% shodu

v sekvenci aminokyselin v porovnani s lidskym endoglinem (31).

Rozpozndvame 2 izoformy endoglinu, dlouhd (L-izoforma) a kratka (S-izoforma).
Ilzoformy se navzajem lisi po¢tem aminokyselin tvoficich intracelularni (cytosolovou)
doménu a také urovni fosforylace. 47 aminokyselin obsahuje cytosolovd doména L-
izoformy a vyznacCuje se vysokym stupném fosforylace, naproti tomu S-izoforma
obsahuje pouze 14 aminokyselin a stupen fosforylace je nizky. Obé izoformy interaguji s
receptory ALK-1 a ALK-5, avsak lisi se v afinité ke kazdému z nich. Zatimco L-izoforma
podporuje TGF-B/ALK-1 signalizaci a vyznacuje se pro-angiogennim efektem, S-izoforma

stimuluje cestu TGF-B/ALK-5 a ma anti-angiogenni efekt na buriky endotelu (31,33,38).

5.2 Exprese

Expresi endoglinu pozorujeme zejména u endotelovych bunék, nicméné i ostatni
buiky mohou endoglin exprimovat. Mezi né Ffadime hladké svalové buriky,
mezenchymalni a hematopoetické kmenové bunky ¢i monocyty, tedy i makrofagy,

stejné tak buriky nachdzejici se v srdecni tkdni, jako je endokard a fibroblasty (29,33,39).

Hypoxie, poskozeni cév i jiné patologické procesy stimuluji expresi endoglinu
v krevnich cévach (2). Bylo zjisténo, Ze samotnd hypoxie mirné stimuluje expresi
endoglinu prostfednictvim HIF-1 komplexu. Také TGF-f signalizace vedouci pfes Smad
transkripcéni faktory vyrazné stimuluje jeho expresi. V kombinaci hypoxickych podminek
s TGF-B1 signalizaci dochazi k vytvoreni transkripéniho multikomplexu, ktery vyrazné
stimuluje transkripci endoglinu. Transkripéni multikomplex zahrnuje Smad3/Smad4,
stimulating protein-1 (Sp1) a hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), ¢imzZ nastava synergicky
ucinek dvou signalnich drah (30,40). Pfi poskozeni cév dochazi k interakci mezi Spl a

Kruppel-like factor 6 transkripénich faktorl a vysledkem je aktivace transkripce
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proteinu. Dale bylo zjisténo, Ze TNF-a ma opacny efekt na vyslednou transkripci

v porovnani s TGF-f1 (2,31,41).

5.3 Regulacni funkce

Endoglin jako takovy postrada vnitfni kinazovou aktivitu. Jeho ulohou je fidit TGF-
B signalizaci, a to interakci s proteiny uUcastnicich se téchto signalnich drah. Spolu
s transmembranovymi serin/treonin kindzovymi receptory, jako jsou TGF-B receptory |
(activin-like kindazové receptory ALK-1 a ALK-5) a TGF-B receptor Il, endoglin tvofi
receptorovy komplex (2,31). Vime, Ze endoglin neni pravym receptorem, ovliviiuje vSak
aktivitu TGF-B receptoru Il a TGF-B receptoru | (ALK-1 a ALK5), tedy uroven fosforylace

transkrip¢nich faktor@ (2).

Zname dvé signdlni drahy, ve kterych endoglin uplatiiuje svou regulaéni funkci.
Prvni cesta endoglin/ALK-1/Smad1/5, stimuluje EB k proliferaci a migraci, naopak druha
cesta endoglin/ALK-5/Smad2 pusobi inhibi¢nim uGc¢inkem na aktivitu EB a angiogenezi.
Nicméné se ukazalo, Ze endoglin vykazuje inhibic¢ni vliv na TGF-B/ALK-5/Smad3, tudiz

vysledny Ucinek na aktivitu endotelovych bunék je opacny (2,31)

Navazanim TGF-B proteind na receptory signalnich drah dochazi k zahajeni
signaliza¢ni kaskady. Byly rozliSeny 3 izoformy TGF-B vyskytujicich se u savc(, a to TGF-
B1, TGF-B2, TGF-B3, které ovliviiuji migraci, proliferaci a diferenciaci bunék (42,43).
Z nich endoglin vaze pouze TGF-B1 a TGF-B3, a to jediné za pfitomnosti receptoru TGF-
B Il (42,44). Po navazani ligandu je spusténa formace funkéniho receptorového
komplexu, kdy TGF-B receptor Il fosforylaci ALK-1 nebo ALK-5 v misté na serin/treonin

bohaté cytoplasmatické domény vyvola konformacni zménu receptoru (2,42).

Signalizace se Siti pres aktivaci Smad protein( (transkripénich faktor() a jejich
naslednou translokaci do jadra, kde jsou schopny regulovat genovou expresi (42,45).
Zname celkem 8 Smad protein(, které mizeme rozdélit do tfi skupin: Smad proteiny
regulované receptory (R-Smad), tzv. common-partner Smad (Co-Smad), a inhibi¢ni Smad
proteiny (I-Smad). Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 a Smad8 patfi mezi R-Smad proteiny,
které podléhaji fosforylacni aktivité aktivovaného receptorového komplexu. Smad4
plsobi jako Co-Smad a vazbou na aktivované R-Smad proteiny umozni jejich prestup do

jadra, a nakonec inhibi¢ni Smad6 a Smad7 (42,46,47).
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Jak bylo vySe zminéno, endoglin ovliviuje TGF-B signalni drahy vedouci pres
kindzové receptory ALK-1 a ALK-5. Signalni draha TGF-B/ALK-5 pres fosforylaci Smad2/3
signdlnich mediator( udrzuje endotel v klidovém stavu, nedochazi k bunééné proliferaci
¢i migraci bunék. Naopak signdlni draha TGF-B/ALK-1 pres fosforylaci faktord Smad1/5

ma za nasledek aktivaci endotelu (33,48).

Endoglin je klicovy pro udrieni rovnovahy mezi témito drahami, kdy negativné
ovliviiuje ALK-5 signalizaci, a naopak podporuje ALK-1 signalni drahu (33,49). Inhibi¢ni
ucinek endoglinu na ALK-5 je nepfimy a je zprostifedkovany pres drahu ALK-1. Takovym
kombinovanym ucinkem je vyrazné podpofen proces angiogeneze, ktery je doprovazen
zvySenou propustnosti cév, migraci a proliferaci bunék (48,49). Navic bylo zpozorovano,
Ze potladenim endoglinové exprese se znacné zvysi inhibi¢ni pisobeni na aktivitu EB, a
naopak jeho nadmérnd exprese ma za nasledek zvySenou bunécnou proliferaci. Coz
zdUraziuje jeho plsobeni jako negativni regulator TGF-B/ALK-5 signalni drahy (33,42).
To doklada i skutecnost, kdy endoglin deficientni mysi mély potlaéenou proliferaci
endotelovych bunék pravé kvili zeslabené signalni cesté TGF-B/ALK-1 a zvySené TGF-
B/ALK-5 signalizaci (38,50). S tim souvisi onemocnéni vyznacujici se poruchou cévni
homeostdzy v dasledku mutace genu pro endoglin, hereditarni hemoragicka

teleangiektazie typu 1 (33,50).
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Obrazek 3: Model regulace angiogeneze endoglinem

A TGF-f B TGF-f
TER-I TpR-II
Endoglin
¥ 4 ¥
ALKS ALK1 ALKS ALK1

' v v

Smad2/3 s....... Smadise Smad2 /3 e Smad1/5/8

| \

Proliferation Proliferation
migration migration
Quiescent endothelium Angiogenesis

Schéma A zndzorniuje signalizaci TGF-8 v klidovém stavu endotelu. Signalizace
pres ALK-5 potlacuje bunécnou proliferaci a ALK-1 naopak proliferaci podporuje.
Absence endoglinu znacné zesiluje inhibi¢ni vliv signdlni drahy ALK-5 na aktivitu

endotelovych bunék.

Schéma B zndzorriuje angiogenni endotel. Endoglin je ve zvysené mire
exprimovdn pri angiogennim procesu a je dileZity pro ALK-1 signdlni dréhu
vedouci k proliferaci bunék endotelu. Navic zvysend exprese endoglinu inhibuje
ALK-5 signalizaci, a to nepfimo pres ALK-1, ¢imZ podpofi  pro-angiogenni

efekt.

Zdroj: (50)
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5.4 Endoglin/Smad/eNOS signalizace v cévnim systému

Mnohé studie prokdazaly spojitost mezi expresi endoglinu a expresi eNOS, tedy
expresi enzymu zprostiedkujicim syntézu hlavniho relaxacniho faktoru, oxidu dusnatého
(2). Takova souvislost byla prokdzana ve studii Jerkic et al. na modelu endoglin
haploinsuficientnich mysi, které vykazovaly oslabenou vazodilataéni schopnost endotelu
pravé v dusledku poklesu hladin enzymu eNOS (2,51). Bylo tedy zjisténo, Ze hladina
eNOS je zavisla na mnozstvi endoglinu, avSsak mechanismus, kterym endoglin reguluje
expresi eNOS, nebyl zcela jasny. Studii in vitro byla navrZena mozna regulacni cesta, ve
které endoglin ovliviiuje expresi eNOS cestou pres Smad2/3 transkripéni faktory, a to jak

za pfitomnosti, ale i nepfitomnosti TGF-f1 (51,52).

Ukazalo se, Ze endoglin zvySuje stabilitu, hladinu a fosforylaci transkripéniho
faktoru Smad2 (2). Dokonce byl navrzen mechanismus, kdy endoglin stabilizuje Smad2
protein blokaci tzv. Smurf2 (Smad ubuquitination response factor 2), ktery je
zodpovédny za degradaci proteinu Smad2. Nasledkem zvySené stability se zvysila
hladina tohoto proteinu a zesilila se signalizacni cesta TGF-B/Smad2. Transkrip¢ni faktor
Smad2 je nasledné aktivovan fosforylaci a umozni vytvofit komplex se Smad4. Takovy
komplex poté prechdzi do jadra, kde aktivuje jadernou transkripci enzymu (39,52).
Dostalo se tak zavéru, Ze endoglin stimuluje expresi eNOS v endotelovych burikdch pres
zvysenou hladinu faktoru Smad2, ¢imz studie potvrdila vyznam endoglinu

v kardiovaskularnim systému (52).

Nicméné do té doby nebyl prokazan pfimy vztah mezi expresi endoglinu a expresi
proteinl zucastnénych v navrzené signdlni draze. Tuto korelaci potvrdila studie in vivo u
normocholesterolemickych, ale i hypercholesterolemickych mysi, tedy potvrdila korelaci
mezi expresi endoglinu a expresi proteind Smad2, pSmad2/3 a eNOS v endotelu mysi
aorty. Tim studie soucasné stvrdila dulezitost téchto protein( pro udrzeni fyziologickych

funkci endotelu a také jejich vyznamnou roli pfi aterogenezi (46).
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6 Solubilni endoglin

6.1 Tvorba solubilniho endoglinu a jeho vztah k dysfunkci endotelu

Jak jiz bylo feceno, endoglin je transmembranovy glykoprotein, jehoZ struktura
se sklada ze tfi domén. Odtrzenim extracelularni domény membranového endoglinu od
intaktni membrany a jeho naslednym uvolnénim do krevni plazmy vznika solubilni
endoglin. Hlavnim enzymem zodpovédnym za odstépeni domény je metaloproteinaza
MMP-14 (membrane-type metalloproteinase-14) a ke Stépeni dochazi na pozici 586

(Obrazek 4) (2,53).

Obrazek 4: Uvolnéni extraceluldrni domény endoglinu do cirkulace

Membrdnovd metaloproteindza typu 14 (MMP-14) Sstépi  strukturu
membrdnového endoglinu v pozici 586, ¢imZ uvolriuje extraceluldrni doménu do

cirkulace.
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(EC) extraceluldrni doména, (TM) transceluldrni doména, (CYT) cytoplazmatickd,

intraceluldrni doména.

Zdroj: http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/GC _ENG.html [1. Gnor 2019]

Spojitost endotelové dysfunkce s vysokou hladinou solubilniho endoglinu

v plazmé byla prokdazana u mnoha kardiovaskuldrnich onemocnéni. Mezi né patfi
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preeklampsie, hypertenze Ci diabetes mellitus Il typu a solubilni endoglin je u téchto
onemocnéni oznacovan za biologicky ukazatel dysfunkce endotelu (29,37,53). Zvysena
hladina solubilniho endoglinu byla rovnéz pozorovana u pacientl s vysokou hladinou
celkového cholesterolu, tedy s rizikovym faktorem vedoucim krozvoji endotelové
dysfunkce a ke vzniku aterosklerdzy (54,55). Také u dalSich patologickych procest se
solubilni endoglin stal ukazatelem dysfunkénosti endotelu. Napfiklad pacienti s akutnim
infarktem myokardu vykazovali nizkou koncentraci solubilniho endoglinu v porovnani se
zdravymi jedinci a takova snizend hladina pak miZe poukazovat na zdavaznost
onemocnéni. Stejné tak u chronického srde¢niho selhani byla objevena spojitost se
zménami hladin solubilniho endoglinu a jeho mozZny vliv na aktivitu membranového
endoglinu, jehoZ exprese byla zvySena pravé u tohoto onemocnéni ve spojitosti

s remodelaci srdce (33,37).

Solubilni endoglin ma opacny efekt na TGF-B signalizaci v porovnani
s membranovou formou. Jako antagonista blokuje vazbu TGF-B na receptor, v dusledku
¢ehoZ dochazi k preruseni TGF-B signalizace pres transkripéni faktory Smad2/3 a
vysledkem je sniZena exprese eNOS. Stim souvisejici pokles NO zprostfedkované
vazodilatace mlzZe mit za nasledek zvySenou cévni rezistenci, ktera vede k rozvoji
arteridlni hypertenze. Pravé preeklampsie je onemocnéni charakterizované hypertenzi
a endotelovou dysfunkci (33,37,54). Solubilni endoglin zvySuje propustnost cév
zesilenou expresi adheznich molekul a vyznacuje se anti-angiogennim Gcinkem, coz je

pfipisovano prdvé mechanismu blokace signalni drahy TGF-B (29,54).

Solubilni endoglin se stal predmétem mnoha studii. Nicméné odpovéd na otazku,
zda samotnad hladina solubilniho endoglinu m{iZze mit za nasledek naruseni fyziologickych
funkci endotelu, nebyla dosud jednoznacné zodpovézena. Vysledek prace Nemeckova
et al. ukazal, ze samotna vysoka hladina lidského solubilniho endoglinu bez pfitomnosti
rizikovych faktord nezplsobi dysfunkci endotelu v aorté mysi starych od 4 do 6 mésicu
(29,53). Nasledné dalsi studie ukazala, Ze kombinace vysoké hladiny plazmatického
endoglinu s hypercholesterolémii zhorsila endotelovou dysfunkci narusenim signaini
drahy membranového endoglinu/eNOS. Dospéli tak k zavéru, Ze vkombinaci

s rizikovymi faktory by solubilni endoglin mohl vést k rozvoji cévnich zmén (56).
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7 Mysi modely aterosklerozy

Aterosklerdza je progresivni zanétlivé onemocnéni, u néhoz je charakteristickd
akumulace tukovych ¢astic ve sténé tepen. Onemocnéni progreduje tvorbou
aterosklerotického platu, ktery muize prejit ze stabilni formy do formy nestabilni.
Ruptura platu nasledné spousti formaci tromb0 (57). Ateroskleroticka kardiovaskularni

onemocnéni jsou hlavni pfi¢inou Umrti zapadniho svéta (58).

Pro ziskani informaci tykajicich se patogeneze a potencidlni [écby
aterosklerotickych l1ézi bylo béhem mnohaletych studii pouZito velké mnoZstvi zvifecich
modeld (58). Tato zvifata umoznila pochopit mechanismy tvorby aterosklerotického
pldtu a progrese onemocnéni, a to na molekularni Urovni (57). Dfive byla znacna
pozornost vénovdna velkym zvifecim modelim, jako jsou kralici, prasata a opice (59).
Krali¢i modely vSak vykazovaly zna¢nou odliSnost v aterosklerotickych |ézi v porovnani
s témi lidskymi. A i kdyZ se prasata a opice zdaly byt vhodnymi modely, v dnesni dobé se
nepouzivaji z dlivodu vysoké ceny, naro¢ného chovu a zejména u opic z divodu obav

tykajicich se jejich existence (58).

Hlavnim zvifecim modelem vyuZivanym ve vyzkumu mechanismu aterosklerézy
se stala mysS. Takové zvife se vyznacuje velkym mnoZstvim pozitivnich vyhod
vyZzadovanych pro vyzkum. Mezi né patfi nenarocnost k pofizeni i na chov, kratka
generacni doba a schopnost vyvinout aterosklerotickou |ézi za velmi kratky ¢as (60).
Dokonce mohou byt geneticky upravovany vnesenim exogennich transgenli nebo
inaktivaci ¢i nahrazenim endogennich gena. Hlavni nevyhodou je jejich drobnost, ktera

znacné ztéZzuje manipulaci s nimi (58).

Normalni (wilde type) mysi jsou charakteristické vysokou rezistenci k rozvoji
aterosklerdzy z divodu vysoké hladiny anti-aterogenniho HDL cholesterolu (az 85 %), a
naopak nizké hladiny pro-aterogennich LDL a VLDL molekul v plazmé (61). Z toho
vyplyva, Ze vSechny mysi modely urcené pro vyzkum aterosklerézy musi mit naruseny

lipoproteinovy metabolismus (62).

Pro vyzkum je nezbytnd rychlost tvorby aterosklerotického platu, kterd mize byt

u zvirecich modell podporena tzv. ,Western type” potravou bohatou na cholesterol,
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manipulaci genl tykajicich se metabolismu cholesterolu ¢i navozenim pfridatnych

rizikovych faktor( aterosklerézy (57).

V 60. letech byl popsan nejstarsi mysi model aterosklerézy (58). Ukazalo se, Ze
urcity inbredni mysi kmen, konkrétné C57BL/6, m{ze vyvinout aterosklerotické léze po
podavani vysokotucné diety. Tato strava obsahovala vysokou koncentraci cholesterolu,
tuku a cholové kyseliny (61). U inbredniho kmene se vytvorily 1éze pénovych bunék,
kdeZto u ostatnich pozorovanych kmen( takového stavu dosazeno nebylo (63). Nicméné
vzniklé léze vykazovaly znacné rozdily v porovnani stémi lidskymi: byly mensi,
vyskytovaly se pouze u aortalni chlopné a nevedly k rozvoji fibrézniho plaku. Navic
samotna dieta puUsobila toxicky a zpUsobila chronicky zanét, coz vedlo k domnéni, ze
genetické rozdily mezi jednotlivymi kmeny maji za nasledek spiSe dietné navozeny zanét

(58,63).

Geneticky zdsah do lipoproteinového metabolismu umoznil vytvofit dva
nejvyuzivanéjsi mysi modely aterosklerdzy. Jedna se o apoliporotein E deficientni a LDL
receptor deficientni mysi modely, které znacné pozvedly ateroskleroticky vyzkum

(60,62).

7.1 Apolipoprotein E deficientni (ApoE -/-) mysi

Apolipoprotein E (apoE) je dllezity glykoprotein vyskytujici se na povrchu
lipoproteinovych ¢dstic, zejména na povrchu chylomikront, VLDL a HDL c¢astic. Jeho
syntéza probiha hlavné v jatrech a rozpoznavame 3 izoformy: apoE,, apoEs a apokEs,
z nichz apokEs je nejéastéjsi (57,59,63). ApoE vystupuje jako ligand pro lipoproteinové

receptory a je nezbytny pro vychytavani aterogennich ¢astic z cirkulace (57,62).

Po podavani nizkocholesterolového a nizkotukového krmiva ApoE-/- mysim byl
zaznamenan narlst plazmatického cholesterolu na hodnotu 22,2-33,3 mmol/I. Tento
narust je pfipisovan nahromadéni chylomikron( a VLDL lipoproteinovych zbytk( vlivem
nepfitomnosti apolipoproteinu E (63). B&Zna hladina plazmatického cholesterolu u mysi
se pohybuje okolo 4,2-5,6 mmol/l, tudiz vidime, Ze doslo ke zna¢nému vzestupu hodnot
(57). Dale byly pozorovany jak tukové prouzky, tak i rozsirené fibrozni platy, které se
vyskytovaly po celém aortalnim kmeni i v jeho vétvich, tedy podobné jako u lidi (61,63).

Po 5 aZz 6 tydnech krmeni byla zfetelnd adheze monocytl ke sténé a jejich migrace pres
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endotel. Lipidové prouzkovani bylo u patrné po 10 tydnech a léze, které obsahovaly
pénové buriky a hladké svalové buriky, po 15 tydnech. A konecné fibrézni platy, které se

objevily po 20 tydnech (58,63). Nicméné ruptura platu zpozorovana nebyla (58).

Dale byla napodobena situace, kdy strava bohatd na cholesterol a tuky tzv.
»Western type” ma za ndsledek zhorseni aterosklerotického procesu. Obsahovala 0,15
% cholesterolu a 21 % tuku, ale ne kyselinu cholovou, takie neplsobila toxicky.
Vysledkem byla tézka hypercholesterolémie, léze nabyly na velikosti a progrese
aterosklerotickych lézi se znacné urychlila (61,63). ApoE deficientni model mysi byl

prvnim modelem, u néhoz byly Iéze podobné tém lidskym (58).

7.2 LDL receptor-deficientni (LDLr -/-) mysi

Takovy mysi model vykazoval pouze mirnou hypercholesterolémii po podani
nizkotuéného krmiva (57). Koncentrace celkového cholesterolu v plazmé dosahovala
hodnoty okolo 13,9 mmol/l, hlavné akumulaci LDL cholesterolu, a aterosklerotické léze
zpozorovany nebyly. Zato Western type strava vyvolala vzrist hodnoty cholesterolu
v plazmé na 55,6 az 66,7 mmol/l, tedy vainou hypercholesterolémii, a rozsahlé
aterosklerotické léze sloZzené hlavné z lipidovych prouzku. Jednd se o model s vysokou
citlivosti na dietné navozenou aterosklerézu a predstavuje model familidrni

hypercholesterolémie (61,63).

7.3 ApoE/LDL receptor double knockout mysi

ApoE/LDL receptor double knockout mysi predstavuji kombinovany model, ktery
modely ApoE -/- a LDLr -/-. Pravidelnym krmenim nizkotu¢nou stravou doslo k zfetelné&;jsi
progresi aterosklerézy u kombinovaného modelu nez u samotného modelu ApoE-/-.
Predstavuje tak model vhodny pro studii anti-aterogennich ucink( potencialni

farmakoterapie (57).

7.4 ApoE-Cys142 a ApoE-Leiden
Dalsimi modely jsou ApoE-Cys142 a ApoE-Leiden. Tyto transgenni mysi modely
exprimuji defektni formy apolipoproteinu E, které jsou charakteristické u pacientd

trpicich hyperlipoproteinémii lll typu. Mysi vykazovaly mirnou hyperlipidémii po podani
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nizkotucné potravy, naopak vaznou hypercholesterolémii a lipidové |éze jako dlisledek

potravy bohaté na cholesterol a tuk (61).

Pro doplnéni, existuje model ApoB transgennich mysi, které exprimuji lidsky
apolipoprotein B. ApoB je ligand nachazejici se na povrchu LDL a umoznuje vychytavani

téchto ¢astic z cirkulace (63).

7.5 Mysi model s vysokymi hladinami solubilniho endoglinu

Jedna se o model transgennich mysi s nadmérnou expresi lidského solubilniho
endoglinu. Tato linie byla vytvofena genetickou modifikaci, konkrétné vnesenim
exogenniho transgenu, ktery nese kdéd pro extraceluldarni doménu endoglinu, do
oplozenych vajicek CBAxC57BL/6J mysiho kmene (29,58,64). Vznikl tak mysi model
fenotypové podobny onemocnéni preeklampsii vyznacujici se hypertenzi, proteinurii a
posSkozenim ledvin (29). Je dllezZité zminit vysokou urovern homologie mezi lidskym a
mysim solubilnim endoglinem a také schopnost lidského solubilniho endoglinu pUsobit
na signalizaci u mysi (56). Takovy model ndm dava jedinecnou mozZnost studovat
postaveni solubilniho endoglinu v problematice vzniku a vyvoje endotelové dysfunkce a

s ni spojeny rozvoj kardiovaskuldrnich a metabolickych onemocnéni (29).

8 Western blot

Western blot predstavuje analytickou techniku velmi casto vyuZivanou ve
vyzkumnych laboratofich pro identifikaci proteint urcitého vzorku (65). Jeho proces lze
rozdélit a charakterizovat ve tfech zakladnich krocich. V prvnim kroku je smés proteint
rozdélena podle molekulové hmotnosti, a to za pouziti gelové elektroforézy. Separované
proteiny jsou nasledné preneseny na membranu, coZ reprezentuje druhy krok. A v
poslednim kroku jsou proteiny oznadeny za vyuziti specifickych protilatek pro hledany

protein (66).

Samotné Western blot analyze predchdzi pfiprava vzorkl, v nichz chceme
proteiny detekovat (66). Buriky a tkané, ze kterych proteiny extrahujeme, jsou zmrazeny
tekutym dusikem a lyzovany, a to co nejrychleji (67). Pro zajisténi lyzy bunék a naruseni
bunéénych membran se nejcastéji pouzivd mechanickd homogenizace. Ta se
uskutecniuje za nizké teploty a v pufru obsahujicim inhibitory protedz, které zabranuji

denaturaci proteint (66,68,69). Po extrakci se spektrofotometricky stanovi koncentrace
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proteinu ve vzorku, ktera je duleZitd pro vypocet hmotnosti proteinu na jamku v gelu
(68). Nasledné se vzorky fedi na pozadovany objem, opatfi se barvivem pro vizualizaci
postupu elektroforézy, a nakonec se vzorky zahfeji na vysokou teplotu, ¢imz se

zajisti denaturace proteinl a zisk zaporného naboje (66).

8.1 Gelova elektroforéza

Princip gelové elektroforézy je zaloZen na rliznorodosti dvou gell navzajem se
liSicich v koncentraci akrylamidu. Jedna se o horni stacking (zaostfovaci) a spodni
separating (separacni) gel. Horni gel ma slabé kysely charakter, niz$i koncentraci
akrylamidu, a tudiZ je vysoce pordzni. Tato vrstva je dlleZitd pro formovani tenkych a
ostfe definovanych bandl (66). Naopak spodni gel ma bazicky charakter, vyssi
koncentraci akrylamidu a slabsi porozitu gelu, ktera zajisti snadny pohyb proteind a
jejich rozdéleni podle molekulové hmotnosti. Nasledné plati, Ze proteiny mensi velikosti

putuji gelem rychleji (66,68).

Do jednotlivych jamek v gelu se nanasi marker a extrahované proteiny v pufru,
které denaturaci ziskaly zaporny naboj. Zapojené napéti donuti tyto zdporné nabité
proteiny k pohybu smérem k pozitivni elektrodé a rozdilna rychlost proteini zajisti jejich
rozdéleni do jednotlivych linii tzv. band( (66,68). Marker predstavuje smés proteinli o
zndmé molekulové hmotnosti, ¢imz umozni dobre rozlisit a identifikovat sledované

bandy protein( (69).

8.2 Blotovani

Negativné nabité proteiny jsou v druhém kroku metody Western blot pfinuceny
k dalsSimu pohybu, a to k presunu zgelu na membranu za soucasného pusobeni
elektrického proudu (65). Elektricky proud je orientovany kolmo k povrchu gelu a
proteiny se zapornym nabojem nasledné putuji k pozitivni elektrodé (Obrazek 5) (66).
Membrana je umisténa mezi gelem a pozitivni elektrodou, a tudiz prochazejici proteiny
zastavi a navaze (65). Pro takovy elektroforeticky transfer proteinl se pouzivd metoda
Semi-dry nebo spolehlivéjsi mokra cesta (66). Nejcastéji pouzivanou membranou je

membrana z nitrocelulézy nebo PVDF (polyvinylidenfluoridova) membrana (68).
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Obrazek 5: Elektroforeticky transfer metodou mokré cesty

Obrdzek ukazuje sestaveni tzv. sendviCe, ktery se skladd z houbicek a filtri
pfedem namocenych v pufru a v nich se membrdna nachdzi mezi gelem a pozitivni
elektrodou. Prochdzejici proud je orientovany kolmo k povrchu gelu a proteiny se
zdpornym ndbojem putuji k pozitivni elektrodé, v disledku cehoZ jsou ndsledné

zachyceny membrdnou.
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Zdroj: (66)

8.3 Blokace, naneseni protilatek a detekce

Pfed nanesenim samotnych protildtek na membranu je dllezité predejit
nezadoucim interakcim mezi protildtkou a membranou. Pravé blokace maskuje
nespecifické vazby protilatek na membrdanu, a tim predchazi vzniku falesné pozitivniho
vysledku. Pro takovou blokaci se pouZiva zfedény roztok proteinu, nejéastéji roztok

netu¢ného mléka (66,68).

Poté je membrdna inkubovdna s predem stanovenou koncentraci primarni
protilatky, ktera se navaze na hledany protein. Nasleduje promyti membrany, aby se
odstranily nenavazané protilatky, a cyklus se opakuje se sekundarni protilatkou pocinaje
blokaci membrany, inkubaci s protilatkou a kon¢e promyvanim. Sekundarni protilatka se
vaze na primarni protilatku cileného proteinu a obvykle nese oznaceni enzymem HRP
(horseradish peroxidaza, kienova peroxidaza). Po pfidani chemiluminiscenénich Cinidel,
HRP Stépi takovy substrat za produkci barevného signdlu, ktery je nasledné zachycen
fotografickym filmem. Tato senzitivni metoda se nazyva chemiluminiscenéni detekce

(66,68).
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Ziskané udaje se oznacuji jako semi-kvantitativni. Neposkytuji informace o
absolutnim mnozZstvi proteinu, ale umozZni nam relativné porovnat jeho hladiny mezi
jednotlivymi vzorky. Western blot je proto velmi ¢astou metodou vyuZivanou pro

stanoveni a porovnani exprese specifickych proteint riznych bunék a tkani (66,67).

9 Cil prace, zadani prace

Cilem prace bylo sledovat a vyhodnotit vliv dlouhodobého (12mési¢niho)
plsobeni solubilniho endoglinu na signalizaci membranového endoglinu. Tedy sledovat
a porovnat expresi proteind této signalni drahy: endoglinu, eNOS a pSmad2/3 v aorté
transgennich mysi s vysokou hladinou solubilniho endoglinu starych 12 mésicu.
Vysledky exprese jednotlivych proteinl byly porovnany s kontrolni skupinou stejné
starych transgennich mysi s naopak nizkou hladinou lidského solubilniho endoglinu. Pro
stanoveni a porovnani exprese jednotlivych proteint byla pouZita metoda Western blot
analyzy. ELISA byla pouZita pro stanoveni koncentrace lidského solubilniho endoglinu a
solubilni formy molekuly VCAM-1 a hladina celkového cholesterolu a triacylglyceroll

v krvi byla ur¢ena biochemickou analyzou.
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EXPERIMENTALNI CAST

10 Pouzitda zvirata a metody

10.1 Zvirata a etické principy

Pro diplomovou praci byl pouzit model transgenniho mysiho kmene
CBAXC57BL/6J, ktery byl vytvoren genetickym zdsahem ve Spanélsku na Univerzité
v Salamance. Pro nas vyzkum byly pouzity dvé skupiny mysich jedincli, konkrétné 5
samcll jako testovana skupina a 5 samcu jako kontrolni skupina. Obé skupiny pochazely
ze stejné linie transgennich mysi se stejnym genotypem navzdjem se liSici pouze
v hladiné solubilniho endoglinu. Mysi staré cca 12 mésict s vysokou hladinou solubilniho
endoglinu (Sol-Eng*) predstavovaly testovanou skupinu a stejné staré mysi, s naopak

nizkou hladinou solubilniho endoglinu, zastupovaly skupinu kontrolni.

Obé skupiny byly chovany pfi neménné teploté a vlhkosti s dvandactihodinovym
cyklem den a noc, s volnym pfistupem k vodé a byly krmeny béZnou laboratorni dietou.
VSechny pokusy byly provedeny v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady
2010/63/EU a také vSechny vyzkumné postupy byly vsouladu s Etickou komisi na
ochranu zvifat proti tyrdni (Farmaceutickd fakulta Univerzity Karlovy v Praze) a
Bioetickou komisi (Univerzita v Salamance). Chirurgické zakroky byly vykonany pod

anestézii s cilem minimalizace zvitecich utrap.

10.2 Analyza Western blot

10.2.1 Pf¥iprava vzorka

Jak jiz bylo vySe uvedeno, Western blot analyze predchazi priprava vzorkd,
v nichZ chceme proteiny detekovat. Vzorky aortdlni tkdné mysich jedincl, kontrolni a

testované skupiny, byly po preparaci zmrazeny tekutym dusikem.

Takové vzorky se nejprve zvazily a dbalo se pfi tom na to, aby byly udrzovany
neustdle na ledu. Nasledné se zvdzené vzorky umistily do pfedem pfipravenych
ependorfovych zkumavek o objemu 2 ml, ke kterym se pridal lyzaéni pufr RIPA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). RIPA pufr je dllezity pro zajisténi lyzy bunék a plati pravidlo, kdy
na 1 gram tkané je treba pridat 20 ml pufru RIPA.
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Abychom zabranili rozkladu bilkovin, do zkumavek byly ndasledné pridany
inhibitory protedz (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko) a fosfataz (Thermo Fisher
Scientific Inc., IL, USA). Také zde plati pravidlo, kdy na 1 ml pufru RIPA se pfida 10 pl

inhibitoru protedz a 10 pl inhibitoru fosfataz.

Homogenizace a centrifugace

Takto pfipravena tkan aorty spolu s pufrem a inhibitory se nejprve nastfihala za
pomoci nuzek a homogenizace byla nasledné dokoncena v mixéru (rotor-stator).
Vysledkem ndm byla homogenni tekutina a pro oddéleni jednotlivych vrstev byly
jednotlivé vzorky podrobeny centrifugaci s poétem otdcek 10 000 RPM pfi teploté 4 °C.
Po uplynuti 10 minut se nasledné odsala oddélena vrstva supernatantu, kterd se umistila
do prfedem vychlazenych zkumavek o objemu 1,5 ml. Pficemz zkumavky s extrahovanymi

proteiny v RIPA pufru musely byt drzeny neustale na ledu.

Stanoveni kalibracni krivky a celkové koncentrace proteinu

Po extrakci proteinu bylo nezbytné zjistit celkovou koncentraci proteinu v daném
extraktu. Koncentrace je duleZitd pro uréeni mnoiZstvi proteinu pripadajici na jamku

v gelu a fedéni vzorku pred aplikaci na gel.

Nejprve se pripravila kalibraéni kfivka albuminu, kdy roztok albuminu
predstavoval standard o zndmé koncentraci. Redéni vzorkd na mikrotitraéni desticku
bylo 10x (10 ul vzorku a 90 pl miliQ H20) a vse bylo pipetovano v duplikatu. Nasledné se
pridalo 200 pl reagentu na jamku, ktery byl ddlezity pro zahajeni barevné enzymatické
reakce. Pfipravena mikrotitraéni desticka se vzorky se zabalila do alobalu a nechala se
inkubovat po dobu 30 minut. Poté se pomoci ptistroje TECAN spektrofotometricky
zméfrila celkova koncentrace proteinu a prostfednictvim pocitace se vytvofila tabulka

pro fedéni vzorkd nanasenych na jamky gelu.

10.2.2 Priprava gelu na elektroforézu, aplikace vzorku na gel

Priprava sady a sklicek

Pred pfipravou gelu na elektroforézu je nezbytné si nejprve pfipravit a spravné
sestavit sadu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) skladajici

se z prlihledného stojanu a dvou mensich zelenych stojank(. Pro jeden gel jsou potreba
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dvé velikostné odlisna sklicka, 1 delsi a 1 kratsi sklicko. Delsi sklicko bylo po stranach
opatfeno vyvysenymi pruhy, na které se poloZilo sklicko kratsi. Mezi sklicky tak vznikl
prostor pro naliti gelu. Takto na sebe poloZena skli¢cka se opatrné zasunula do zeleného
stojanku, kratSim sklickem v pozici dopfedu, a uzavienim postrannich dvifek byla sklicka
fixovana. Nasledné se zelené stojanky umistily do prdhledného stojanu tak, Zze spodni
Cast tésné nasedala na tésnici podlozku. Sprdvné nasazeni zelenych stojankd na

podlozku je dilezité pro zamezeni odtékani nalitého gelu.

Priprava separacniho gelu = SEPARATING GEL

Do takto pfipravenych sklicek nejprve pipetujeme prvni (spodni) separacni gel.
Pro nasi praci byl pouzit 10% gel, nicméné Ize pouZit i jiné koncentrace separacniho gelu

urcené vzdy dle molekulové hmotnosti stanovovaného proteinu.

Priprava 10% separacniho gelu se fidila rozpisem dle tabulky pro pfipravu 2 gelt
(viz Tabulka 1). V prvnim kroku se v kadince smisily jednotlivé slozky: akrylamid
(Acrylamide/Bis Solution), ultra ¢ista voda (miliQ H20), separacni pufr (Separating gel
buffer, 1,5 M Tris/HCl pH 8,8) a dodecylsiran sodny (10% SDS). V druhém kroku bylo
nezbytné predpftipravit pipety a Spic¢ky a co nejrychleji v tésném poradi za sebou pridat
peroxodisiran amonny (10% APS) a N, N, N’ N‘-tetrametyl-etylendiamin (TEMED).
Rychlost byla dilezZita, jelikoz priddnim TEMED dochdzi k zahajeni polymerace gelu.
Vsechny pfridané slozky se opatrnym vifenim promichaly tak, aby se zamezila

inkorporace vzduchu do roztoku.

Pfipraveny roztok gelu se nasledné pipetoval mezi sklicka. Hrot pipety byl
umistén mezi skla podél jedné strany a postupné se pfidaval roztok do faze, kdy hladina
dosahovala urovné 1,5 cm pod horni hranou kratSiho skli¢cka. Timto zplsobem byly
napipetovany oba gely a pro minimalizaci pfistupu vzduchu, vyhnani bublin a pro
vyrovnani hladiny gelu byl separaéni gel po celé délce pokryt sekundarnim butanolem
(isobutanol). Doba polymerizace gelu byla rGizna (30-60 minut) a jako kontrola postupu
polymerizace gelu nam slouzil maly zbytek gelu vkadince. Jakmile byl gel
zpolymerizovan, isobutanol se vylil do umyvadla, sklicka se proplachla destilovanou
vodou a pomoci gazového Ctverecku byla nasledné odsata prebytecna tekutina mezi

sklieky.
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Tabulka 1: Rozpis separacniho gelu na 2 gely

Separacni gel 10%

Akrylamid/Bis Solution

(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)

miliQ H.0
Separating gel buffer
(Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA)

10% SDS

(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
10% APS

(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)

TEMED
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)

Priprava zaostrovaciho gelu = STACKING GEL

5 ml

9,8 ml
5 ml

200 pl

60 pl

30 ul

Stejné jako priprava separacniho gelu, tak i pfiprava gelu zaostfovaciho se fidila

rozpisem na pripravu 2 gelli s koncentraci tentokrat 5 % (viz Tabulka 2). Smisily se slozky:

akrylamid, ultra Cista voda, zaostfovaci pufr (Stacking gel buffer, 0,5 M Tris/HCI pH 6,8),

SDS a tésné za sebou byly pfidany APS a TEMED. Opét se roztok promisil mirnym vifenim

a ihned byl nanesen na separacni gel, a to aZz po okraj kratsiho skli¢ka. Vzapéti se do gelu

zatlacil teflonovy hieben a 3 aZz 4 sekundy se hieben v gelu podrzel. V disledku smrsténi

gelu bylo nutné kazdé 3 az 4 minuty doplriovat roztok do pravého i levého rohu hiebinku.

Polymerizace trvala 30 aZ 60 minut a opét jako kontrola faze polymerace ndm byl zbytek

gelu v kadince.
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Tabulka 2: Rozpis zaostrovaciho gelu na 2 gely

Zaostrovaci gel 5%

Stacking gel buffer 2,5ml
(Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA)
MiliQ H20 6,15 ml
Akrylamid/Bis Solution 1,25 ml
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
10% SDS 100 pl
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
10% APS 30 pl
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
TEMED 15 pl
(SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)

Aplikace vzorkd na gel

Podle tabulky, kterd byla vytvofena za pomoci pocitate po
spektrofotometrickém stanoveni koncentrace proteinu, byly jednotlivé vzorky nafedény
tak, Ze do novych a fixou popsanych ependorfovych zkumavek se napipetoval stanoveny
objem vzorku a objem vody. Nasledné se zkumavky zvortexovaly a k takto pfipravenému
objemu (16 pl) byl pridan stejny objem nandaseciho pufru (Laemmli sample buffer).
Nanaseci pufr obsahoval stacking gel buffer, milliQ H,O, 2-merkaptoetanol, glycerol,
bromfenolovou modi a 10 % SDS. Glycerol zajistil snadné nandseni vzorku do
jednotlivych jamek v gelu, SDS jako anionicky detergent zarucil denaturaci proteinli a
zisk zaporného naboje a bromfenolova modi umoznila vizualizaci postupu elektroforézy

(66,68).

Zfedéné vzorky se nasledné vlozily do centrifugy a poté byly na 5 minut umistény
do vodni [azné predehraté na 95 °C. Pak se opakovala centrifugace a takto pfipravené

vzorky mohly byt nanaseny na gel.
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Nasledovala priprava SDS elektroforetického pufru. Do odmérného valce bylo
odméreno 100 ml pufru €. 1 (10x Tris/Glycine/SDS, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA)

a doplnéno do 1000 ml ultra Cistou vodou (miliQ H,0).

Jakmile zpolymerizoval druhy zaostfovaci gel, teflonové hrebinky byly velmi
opatrné a jednim smérem vytazeny z gelu, ¢imzZ vznikly zfetelné jamky pro nanaseni
vzorkd. Pomoci pipety se jamky opatrné proplachly predem pfipravenym SDS
elektroforetickym pufrem. Zelené stojanky se vyjmuly zprihledného stojanu a
opatrnym otocenim dvifek se sklicka spolu s gely ze stojank( uvolnila. Ta se nasledné
umistila do Mini-PROTEAN® Tetra Cell nastavce tak, Ze kratsi sklicka smérovala dovnitr.
Sklicka s gely se nasledné fixovala uzavienim postrannich pacek a nastavec byl viozen do
tanku. Prostor, ktery vznikl mezi sklicky, se vyplnil pfipravenym SDS elektroforetickym
pufrem tak, aby se jamky nachdzely pod hladinou pufru. Nasledné byl pufrem vyplnén

zbyly prostor tanku, a to po rysku oznacujici 2 gely.

Do ptipraveného tanku s gely a s pufrem se nejprve na gel napipetovalo 5 pl
markeru (do prvni jamky v gelu zleva), tedy standardu se znamymi molekulovymi
hmotnostmi (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad Laboratories, Inc.,
CA, USA). Ve sméru zleva doprava byly postupné napipetovany jednotlivé vzorky o
objemu 14 pl tak, Ze Spicka pipety se vlozila mezi sklicka pod hladinou pufru a pomalym
tempem se do jamek vpoustély jednotlivé vzorky. Nakonec se opatrné doplnil pufr

uprostred sklicek.

10.2.3 Gelova elektroforéza

Tank obsahujici nastavec s gely, nanesenymi vzorky a pufrem se uzavrel vikem
s elektrodami podle barevného oznaceni (¢ervenad k cervené, Cerna k Cerné) a pfistroj
byl zapojen ke zdroji. Na displeji se nastavily hodnoty napéti, proudu a pfedpokladany
Cas elektroforézy (viz Tabulka 3). Jelikoz se po dobu gelové elektroforézy pfistroj

zahtival, musel byt ochlazovan, a to za pomoci chladicich desticek.

Bromfenolova modf, ktera je slozkou nandseciho pufru ve vzorcich nanesenych
na gel, umozZnila vizualizaci postupu separace. Jakmile se tzv. bromfenolové celo
pfiblizovalo konci gelu, bylo nutné proces peclivé sledovat a po ,vyjeti” takového cela

z gelu do pufru byl pfistroj od zdroje odpojen.
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Tabulka 3: Hodnoty podminek elektroforetické separace
200V

120 mA
1 hod

10.2.4 Blotovani (elektroforeticky transfer)

Priprava membran

Pfed samotnym elektroforetickym transferem protein(i je nutné pfipravit si a
aktivovat membrany. Dle $ablony odpovidajici velikosti gelu (s rezervou 3 mm na kazdé
strané) byla vystfizena membrdna z PVDF (Immobilon®-P PVDF Membrane, Sigma-
Aldrich Inc., MO, USA). Membrana byla z obou stran pokryta modrou félii zabranujici
pfimému dotyku a zneciSténi membrdan. Takto nastfihané membrany jsou intaktni a
pfed pouZitim je potfeba je aktivovat. Pomoci pinzety byla membrana opatrné vyjmuta
z folie a na 15 sekund byla vloZzena do vanicky s metanolem. S vanickou se muselo tfast,
jelikoz membrana neni pfimo smaciva. Po uplynuti 15 vtefin byla membrana pinzetou
prenesena do druhé vani¢ky s obsahem ultra Cisté vody, kde se nechala stat, minimalné

vSak 2 minuty. Aktivace se opakovala s druhou membranou.

Priprava transférového (blotovaciho) pufru

Pro prenos proteinli z gelu na membranu je nezbytna priprava transférového
pufru. Do odmérného vélce se odméri 100 ml pufru ¢. 2 (10x Tris/Glycine/ Buffer for
Western Blots and Native Gels, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) a nasledné se doplni
do 500 ml ultra Cistou vodou. Pfida se 200 ml metanolu a vSe se doplni ¢istou vodou do
1000 ml. Je dlleZité dodriet presné poradi jednotlivych roztokl, protoze pridanim

metanolu pfimo na pufr ¢. 2 by doslo k jeho vysrazeni.
Mokra cesta

Pro tuto diplomovou praci byla pro elektroforeticky prenos proteint z gelu na
membranu pouzita metoda mokré cesty za vyuziti sady Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad
Laboratories, Inc., CA, USA). Na Cernou stranu kazety, pro sloZeni tzv. sendvice, se

umistily dvé namocené cerné houbi¢ky a namoceny bily filtr. Houbicky a filtry byly
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namodeny v predem pfipraveném transférovém pufru. Cernd strana kazety

predstavovala negativni pdl a prihlednd strana pdl pozitivni.

Sklicka, v nichZ se nachdzel gel, se opatrné otevrela, hifebinky gelu se odstranily
a po strandach vycnivajicich pruh( delsiho skla se gel od kraje skla uvolnil. Poté se sklicko,
a to s gelem smétujicim dold, namacelo ve vanicce s transférovym pufrem tak dlouho,
dokud se gel do pufru neuvolnil. Gel byl nasledné prenesen do stfedu bilého filtru
sendvice, na ktery se poloZila aktivovand membrdana. Jakmile byla membrana jednou na
gel poloZena, jiz se s ni nesmélo hybat. Na ni pak pfFisel bily filtr a za pomoci valecku se
opatrné vytlacily vzduchové bubliny. Nakonec se na filtr polozily dvé ¢erné houbicky a
sendvi¢ se uzavrel. Takto pripravené kazety se umistily do stojanu podle barev tak, ze
¢ernd strana kazety byla orientovdna k ¢erné strané a Cird strana kazety k ¢ervené strané
stojanu. Stojan byl umistén do tanku, ktery byl nasledné doplnén transférovym pufrem,
tentokrat po rysku pro 4 gely. Po uzavieni tanku a zapojeni elektrod ke zdroji se na
pfistroji nastavily hodnoty napéti, proudu a ¢asu (viz Tabulka 4). Po uplynuti doby
elektroforetického transferu se membrdany opatrné vyjmuly ze sendvice a umistily se do

vanicky s vodou.

Tabulka 4: Hodnoty podminek pro elektroforeticky transfer

140V
300 mA
1,5 hod

10.2.5 Blokace, naneseni protilatek a detekce

Promyvaci pufr TBS-T

Pro naslednou pfipravu tzv. blokovaciho pufru a promyvani membran bylo
zapotiebi si predptipravit promyvaci pufr (TBS-T). 100 ml 10 x koncentrovaného TBS (Tris
buffer saline) pufru se smisilo s 900 ml ultra Cisté vody, pfidal se 1 ml Tween® 20 (SERVA

Electrophoresis GmbH, Némecko) a roztok se nechal misit na michacce.

Strihani a blokace membran

Membrany se vyjmuly z vani¢ky s vodou a musely byt orientovany tak, aby

umisténi markeru bylo na pravé strané. Dle ocekdvané molekulové hmotnosti
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sledovaného proteinu se v misté markeru tuzkou vyznacily pocatecni pismena
sledovanych proteinl (viz Tabulka 5) a takto oznacené membrany se nasttihaly na

prouzky.

Tabulka 5: Molekulové hmotnosti sledovanych proteind

Endoglin 100

eNOS 140
pSmad2/3 52-60
*GAPDH 30-40

*GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendza) predstavuje kontrolu nandsenych

vzorka.

Pro zamezeni nespecifickych reakci mezi membranou a protilatkou se nastfihané
prouzky umistily do pfedem pripraveného blokovaciho pufru (TBS-T-5% mléko), ktery
byl pfipraven rozpusténim 5 g nizkotu¢ného suseného mléka (Blotting-Grade Blocker,
Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) ve 100 ml promyvaciho pufru (TBS-T), a membrany
byly blokovany po dobu 1 hodiny na tfepacce. Mezitim se pfipravily vanicky z parafilmu

pro inkubaci membran s primarni protilatkou.

Inkubace membran s primarni a sekundarni protilatkou

Primarni protilatky, které se specificky vazi na sledovany protein na membranég,
se musely nejprve naredit na poZadovanou koncentraci, a to pomoci predem
pfipraveného blokovaciho pufru (viz Tabulka 6). Poté se membrany umistily do
predpfipravenych vaniéek z parafilmu tak, aby vyznacena pismena byla orientovdna
smérem nahoru a ihned se na membranu napipetovala pfislusna primarni protilatka.
Takto pripravené vanicky byly umistény na kyvacku a nechaly se inkubovat do
nasledujiciho rana v lednici. DalSi rano se membrany z vanicek premistily do krabicek
s promyvacim pufrem (TBS-T) a po dobu 1 hodiny se membrany promyvaly na kyvacce,
kdy kazdych 10 minut bylo nutné pufr vyménit za novy. Nasledovala inkubace se
sekundarni protilatkou snavazanou HRP, kterd se vazie na protilatku primarni.
Sekunddarni protildtky byly stejné jako primarni narfedény blokovacim pufrem na

stanovenou koncentraci (viz Tabulka 7) a naneseny na membrany umisténych do nové
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pfipravenych parafilmovych vanicek. Tentokrat trvala inkubace 1 hodinu, jiz za
laboratorni teploty, a nasledovalo promyvani stejnym zplsobem jako po inkubaci
s primarni protilatkou.

Tabulka 6: Primdrni protildtky a redéni

Primarni protilatka

GAPDH 1:10000 Mouse anti Anti GAPDH Antibody, Mouse

GAPDH monoclonal

(Sigma-Aldrich Inc., MO, USA)

Endoglin 1:200 Goat anti Endoglin Antibody (M-20)
Endoglin (Santa Cruz Biotechnology, Inc., TX, USA)
eNOS 1:200 Rabbit anti NOS3 Antibody (C-20)
eNOS (Santa Cruz Biotechnology, Inc., TX, USA)
pSmad2/3  1:1000 Rabbit anti Phospho-Smad2 (Ser465/467)/Smad3
pSmad2/3 (Ser423/425) antibody

(Cell Signaling Technology, MA, USA)

Tabulka 7: Sekunddrni protildtky a redéni

Sekundarni protilatka*

GAPDH 1:20000 Anti Mouse Anti-Mouse IgG-Peroxidase antibody
(Sigma-Aldrich Inc., MO, USA)

Endoglin 1:5000 Rabbit anti Anti-Goat IgG-Peroxidase antibody
Goat (Sigma-Aldrich Inc., MO, USA)
eNOS 1:2000 Anti Rabbit  Goat F(ab')2 Anti-Rabbit IgG F(ab')2 (HRP)
preadsorbed

(Abcam, Cambridge, Velkad Britdnie)
pSmad2/3 1:2000 Anti Rabbit  Goat F(ab')2 Anti-Rabbit IgG F(ab')2 (HRP)
preadsorbed

(Abcam, Cambridge, Velka Britdnie)
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*Sekunddrni protildtky byly oznaceny enzymem HRP (kfenovou peroxiddzou), zajistujici

stépeni detekcniho Cinidla a barevnou reakci

Chemiluminiscenéni detekce

Po promyti se jednotlivé membrany osusily a poloZily se na pevnou podlozku
s proteiny orientovanymi smérem vzh(ru. Pti pokladani na podlozku bylo dllezité
pracovat tak, aby se minimalizoval vznik bublin mezi membranou a podlozkou. Na takto
pfipravené membrany byly rovhomérné naneseny chemiluminiscencni ¢inidla (Thermo

Fisher Scientific Inc., IL, USA), Piko ¢i Femto:

Piko (Super Signal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate)

Femto (Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate)

Substraty se musely pfed nanesenim na membranu nejprve pfipravit smisenim
detekéniho roztoku €. 1 a €. 2 ve sklenéné lahvicce v poméru 1:1 a roztok se dikladné
promisil. Pro kazdy sledovany protein byla ur¢ena doba expozice Piko ¢i Femto cinidla,
tedy substratQ nasledovné stépenych kfenovou peroxiddzou navazanou na sekundarni
protildtce. Doba reakce mohla byt pfipadné upravena (viz Tabulka 8). Po uplynuti doby
se ¢inidlo z membrany nechalo okapat a membrana se ihned vloZila do pfipravené félie
v kazeté. Pomoci gdzového ctverecku byly z félie vytlaceny prebytecné bubliny, félie se

fixovala lepici paskou a kazeta se nasledné uzaviela pro minimalizaci pfistupu svétla.

Dalsi krok se jiz odehraval vtemné komore. Modrocitlivé fotografické filmy AGFA
CP-BU 18x24cm (Foma Bohemia s.r.o., Hradec Krdlové, Ceskd republika), na nich? byl
signal reakce detekovan, se posupné vkladaly do kazety, a to na pfedem stanovenou
dobu. Podle vyraznosti band(i a pozadi membran se tato doba expozice filmu mohla
pripadné poupravit. Fotografické filmy se z kazety nasledné jeden za druhym vsouvaly
do pfistroje OPTIMAX 2010 X-Ray Film Processor (PROTEC GmbH & Co. KG, Oberstenfeld,
Némecko). Takto ziskané filmy s imunoreaktivnimi bandy byly nasledné naskenovany
pomoci zatizeni Epson Perfection V5000 Photo (EPSON Inc., CA, USA) a denzitometricky
kvantifikovany pouzitim pocitacového obrazového analytického programu, Imaging
Software NIS-Elements AR verze 4 (Laboratory Imaging s.r.o., Praha, Ceskd republika).
Nasledné byly ziskané vysledky statisticky vyhodnoceny pomoci programu GraphPad

Prism 8.
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Tabulka 8: Doba reakce cCinidla (chemiluminiscencniho substrdtu)

Protein Doba reakce cinidla/uprava

GAPDH Piko 1 minuta/ 30 sekund
Endoglin Piko 15 minut/ 7 minut
eNOS Piko 15 minut/ 7 minut
pSmad2/3 Femto 7 sekund

10.3 ELISA
Imunoanalytickd metoda ELISA umozZnila stanovit koncentrace lidského
solubilniho endoglinu a molekuly sVCAM-1 v plazmé jak kontrolnich, tak testovanych

mysi, kterym byla odebrana krev.

Za vyuziti Human Endoglin/CD 105 Quantikine ELISA Kit (Bio-Techne R&D
Systems, MIN, USA), kdy se postupovalo podle ndvodu uvedenym vyrobcem, se nasledné
zjistila koncentrace lidského solubilniho endoglinu a stejnym postupem, za pouziti
Mouse sVCAM-1/CD 106 Quantikine ELISA Kit (Bio-Techne R&D Systems, MIN, USA), byla

urcena koncentrace molekuly sVCAM-1 v plazmé sledovanych mysi.

Ziskané vysledky v jednotkach ng/ml byly nasledné porovnany mezi kontrolni a

testovanou skupinou Sol-Eng*.

10.4 Biochemicka analyza
Biochemickou analyzou, po odebrani krve a ziskani plazmy, byly zjistény hladiny
celkového cholesterolu a triacylglycerold v plazmé transgennich mysi jak kontrolni, tak

testované skupiny.

Tato koncentrace byla stanovena enzymaticky za vyuZiti diagnostickych souprav
(Lachema, Brno, Ceskd republika) a spektrofotometrické analyzy s pfistrojem
ULTROSPECT Il (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Svédsko). Cholesterol byl

méren pfi vinové délce 510 nm a TAG pfi 540 nm vinové délky.

Vysledné koncentrace byly stanoveny v jednotkdch mmol/l a byly porovnany

mezi kontrolni a testovanou skupinou Sol-Eng*.
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10.5 Statisticka analyza

Ziskané uUdaje se nasledné statisticky vyhodnotily pomoci pocitacového
programu GraphPad Prism 8 (verze 8.1.0, GraphPad Software, Inc., CA, USA) a vysledky
byly vyjadreny jako primér + SEM (standard error of mean), tedy standardni chyba

praméru.

Zda byly rozdily mezi sledovanymi skupinami statisticky vyznamné, to bylo
vyhodnoceno pomoci neparametrického T-testu, kdy vysledné hodnoty p (hodnoty
statistické vyznamnosti) byly povaZovany za statisticky signifikantni, jestlize se rovnaly

nebo byly mensi nez 0,05.

11 Vysledky

11.1 Western blot analyza

Jednotlivé vzorky aortdlni tkané ziskanych ze samcl transgennich mysi byly
pouzity pro analyzu Western blot za Ucelem vyhodnoceni rozdilnosti exprese proteinu
endoglin, eNOS a pSmad2/3. Hodnoty ukazujici Grover exprese téchto proteinl jsou

uvedeny jako primér + standardni chyba priiméru (SEM) v %.

Pfesnost nanesenych vzorkl na gel byla potvrzena detekci proteinu GAPDH a
nasledné kvantitativni vyhodnoceni imunoreaktivnich band( kazdého proteinu bylo
pfepoditdno na signdl tohoto proteinu (GAPDH). Tim se zajistila pfesnost koneénych

vysledk.
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ENDOGLIN

Western blot analyza neprokazala signifikantni rozdil v expresi endoglinu v aorté
mysi mezi kontrolni a testovanou skupinou Sol-Eng* (100,00 + 22,00 % vs. 104,70 + 7,52

%) (viz sloupce Grafu 1).

Graf 1: Exprese membranového endoglinu v aorté kontrolnich a Sol-Eng* mysi
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Kontrolni skupina predstavuje samce transgenniho modelu mysi s nizkou
hladinou solubilniho endoglinu (levy sloupec), Sol-Eng* skupina predstavuje samce
transgenniho modelu mysi s vysokou hladinou solubilniho endoglinu (pravy sloupec).
Mezi skupinami nebyl zaznamendn signifikantni rozdil exprese membrdnového

endoglinu.

Pod grafem je zndzornén reprezentativni snimek detekce exprese proteinu
membrdnového endoglinu, vZdy 5 bandi pro skupinu kontrolni a 5 bandi pro skupinu
testovanou zndzornény ve snimku. Spodni snimek predstavuje reprezentativni detekci

GAPDH.
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eNOS

Analyza Western blot nepotvrdila statisticky vyznamny rozdil v expresi eNOS
v aorté mezi kontrolni a testovanou skupinou Sol-Eng* (100,00 + 11,68 % vs. 69,35 + 6,20

%) (viz sloupce Grafu 2).

Graf 2: Exprese enzymu eNQOS v aorté kontrolnich a Sol-Eng* mysi
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Kontrolni skupina predstavuje samce transgenniho modelu mysi s nizkou
hladinou solubilniho endoglinu (levy sloupec), Sol-Eng* skupina predstavuje samce
transgenniho modelu mysi s vysokou hladinou solubilniho endoglinu (pravy sloupec).

Mezi skupinami nebyl zaznamendn signifikantni rozdil exprese enzymu eNOS.

Pod grafem je zndzornén reprezentativni snimek detekce exprese proteinu eNOS,
vZdy 5 band( pro skupinu kontrolni a 5 bandi pro skupinu testovanou zndzornény ve

snimku. Spodni snimek predstavuje reprezentativni detekci GAPDH.

52



pSmad2/3

Posledni sledovanou expresi pomoci Western blot analyzy byla exprese
fosforylované formy Smad2/3. Ani zde nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v expresi
pSmad2/3 v aorté mezi kontrolni a testovanou skupinou Sol-Eng* (100,00 + 14,68 % vs.

72,13 + 3,40 %) (viz sloupce Grafu 3).

Graf 3: Exprese pSmad2/3 v aorté kontrolnich a Sol-Eng* mysi
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Kontrolni skupina predstavuje samce transgenniho modelu mysi s nizkou
hladinou solubilniho endoglinu (levy sloupec), Sol-Eng* skupina predstavuje samce
transgenniho modelu mysi s vysokou hladinou solubilniho endoglinu (pravy sloupec).

Mezi skupinami nebyl zaznamendn signifikantni rozdil exprese pSmad2/3.

Pod grafem je zndzornén reprezentativni snimek detekce exprese pSmad2/3, vZdy
5 bandii pro skupinu kontrolni a 5 bandut pro skupinu testovanou zndzornény ve snimku.

Spodni snimek predstavuje reprezentativni detekci GAPDH.
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11.2 ELISA

Metodou ELISA byl potvrzen signifikantni rozdil plazmatickych koncentraci
lidského solubilniho endoglinu mezi sledovanymi skupinami. Plazmatickd koncentrace
lidského solubilniho endoglinu byla signifikantné vyssi u mysi Sol-Eng* (1818,00 + 291,60

ng/ml) v porovnani se skupinou kontrolni (5,74 + 11,76 ng/ml), ukazano v Grafu 4.

Analyzou nebyl prokazan signifikantni rozdil plazmatické koncentrace molekuly
sVCAM-1 mezi kontrolni (474,80 + 25,26 ng/ml) a testovanou Sol-Eng* (421,90 + 19,28
ng/ml) skupinou, znazornéno Grafem 5. Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM

v ng/ml.

Graf 4: Koncentrace lidského solubilniho endoglinu v plazmé mysi
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Graf ukazuje signifikantni rozdil plazmatické koncentrace lidského solubilniho
endoglinu mezi kontrolni a testovanou Sol-Eng* skupinou. Hodnota statistické

vyznamnosti (hodnota p) je < 0,01, proto je graf oznacen **,

Kontrolni skupina je zndzornéna levym sloupcem a testovand skupina Sol-Eng*
sloupcem pravym. Pravy sloupec vykazuje jednoznacné vyssi hladinu solubilniho

endoglinu v plazmé v porovndni s levym sloupcem.
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Graf 5: Koncentrace sVCAM-1 v plazmé kontrolnich a Sol-Eng* mysi
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Kontrolni skupina je zndzornéna levym sloupcem a testovand skupina Sol-Eng*

sloupcem pravym. Mezi skupinami nebyl zaznamendn signifikantni rozdil hladin

molekuly sVCAM-1 v plazmé.
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11.3 Biochemicka analyza

Biochemickda analyza neukdzala signifikantni rozdil v hladiné celkového
cholesterolu v plazmé mezi skupinou testovanou Sol-Eng* (2,66 = 0,09 mmol/l) a

skupinou kontrolni (3,02 + 0,24 mmol/l) (viz Graf 6).

Stejné tak nebyly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v celkové hladiné
TAG v plazmé mezi Sol-Eng* testovanou (2,15 + 0,16 mmol/l) a kontrolni skupinou mysi

(2,13 £ 0,24 mmol/l) (viz Graf 7). Hodnoty jsou uvedeny jako primér + SEM v mmol/I.

Graf 6: Hladiny celkového cholesterolu v plazmé mysi
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Kontrolni skupina predstavuje transgenni model mysi s nizkou hladinou
solubilniho endoglinu (levy sloupec), Sol-Eng* skupina predstavuje transgenni model mysi
s vysokou hladinou solubilniho endoglinu (pravy sloupec). Mezi skupinami nebyl!

zaznamendn signifikantni rozdil v hladiné celkového cholesterolu v plazmé.
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Graf 7: Celkové hladiny TAG v plazmé mysi
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Kontrolni skupina predstavuje transgenni model mysi s nizkou hladinou
solubilniho endoglinu (levy sloupec), Sol-Eng* skupina predstavuje transgenni model mysi
s vysokou hladinou solubilniho endoglinu (pravy sloupec). Mezi skupinami nebyl!

zaznamendn signifikantni rozdil v hladiné TAG v plazmé.
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11.4 Vaha

Také vahy transgennich mysi byly statisticky vyhodnoceny. Nebyly vsak
prokazany signifikantni rozdily mezi kontrolni a testovanou skupinou Sol-Eng* (49,00 +
2,67 g vs. 46,85 + 0,93 g), zndzornéno Grafem 8. Hodnoty jsou uvedeny jako prlimér +

SEM v gramech.

Graf 8: Vahy kontrolnich a Sol-Eng* mysi
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Kontrolni skupina pfedstavuje transgenni model mysi s nizkou hladinou
solubilniho endoglinu (levy sloupec), Sol-Eng* skupina predstavuje transgenni model mysi
s vysokou hladinou solubilniho endoglinu (pravy sloupec). Mezi skupinami nebyl!

zaznamendn signifikantni vahovy rozdil.
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12 Diskuze

Endotelova dysfunkce je povaZovana za prvni a také stéZejni krok pfi rozvoji
aterosklerézy. Je spojovana zejména s posSkozenou endotelem zprostfedkovanou
vazodilataci, za kterou je zodpovédny produkt endotelovych bunék, oxid dusnaty (NO).
Endotel zajistuje produkci NO, a to diky aktivité endotelové NO syntazy, enzymu eNOS,
ktery predstavuje jeden z nejdalezitéjSich faktor(i zabezpecujici normalni relaxaci cév
(18,70). Bylo prokazano, Ze pokles v expresi membranového endoglinu je spojen
s oslabenou na NO zavislou vazodilataci a se snizenou expresi eNOS (51,71). Navic jind
studie ukdazala, Ze endoglin ovliviiuje expresi eNOS v endotelovych bunkach pres

Smad2/3 transkripéni faktory, a to bez Ucasti TGF-B (52).

Existuje nékolik studii, které sledovaly hladiny solubilniho endoglinu v krvi u
pacientu trpicich hypercholesterolémii a aterosklerézou (72—74). Nicméné prvni dlikaz
zvySenych hladin solubilniho endoglinu u pacientd s hypercholesterolémii nam prinesla
studie autor(Q Blann et al. (55). Kromé toho, vysoké hladiny solubilniho endoglinu
korelovaly s hyperglykémii, zvySenym systolickym krevnim tlakem, pulznim tlakem,
rychlosti pulzové viny a hypertrofii levé komory, kterda byla vyhodnocena
elektrokardiografii, u pacientd shypertenzi a diabetem mellitem svysokym
kardiovaskularnim rizikem. Autofi této studie ukazali, Ze solubilni endoglin je ukazatel
cévnich patologii v souvislosti s hypertenzi a diabetem, tedy, Ze solubilni endoglin je

markerem endotelové dysfunkce a poskozeni kardiovaskularniho systému (37).

Zmény v expresi endoglinu reflektuji mozné patologické procesy tykajici se
kardiovaskularniho systému. Pfedchozi prace naznacuji, Zze hypercholesterolémie a
progrese aterosklerézy velmi Uzce souvisi pravé se snizenou expresi endoglinu v mysi
aorté (75,76). Navic bylo prokazano, Ze signalizace membranového endoglinu vedouci
pres transkripéni faktory Smad2/3 ovliviiuje expresi enzymu eNOS a jeho stabilitu (52) a
Ze snizena exprese endoglinu ma za nasledek poskozenou na eNOS zavislou vazodilataci
(35,51). Nedavno se ukazalo, Ze kombinace vysokych hladin solubilniho endoglinu
s mirnou hypercholesterolémii zplsobi naruseni fyziologickych cévnich funkci v aorté
mysi spolu se zménami v endoglin/Smad2/3/eNOS signalizaci (56). Spolecné tak
mulzZeme predpokladat, Ze zména v expresi endoglinu souvisi s potenciadlnim rozvojem ci
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progresi endotelové dysfunkce, coz naznaCuje vyznamné postaveni tohoto proteinu jako

ochranného prvku endotelu cév.

Na druhou stranu, v praci Nemeckova et al. bylo prokazano, Ze kratkodoba
expozice vysokych hladin solubilniho endoglinu neovlivnila endotel, a to jak z funkéniho,
tak i z morfologického hlediska. Také v signalizaci endoglin, Smad2/3, eNOS nebyly

odhaleny zadné signifikantni zmény (29).

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit, zda dlouhodob3d, a to konkrétné
12mésicni expozice vysokych hladin solubilniho endoglinu ovlivni expresi protein
zuCastnénych  vsignalni drdze membrdnového endoglinu, tedy expresi

endoglin/eNOS/pSmad2/3 protein(.

Biochemicka analyza nezaznamenala zZadné signifikantni rozdily hladin celkového
cholesterolu a TAG mezi kontrolnimi a Sol-Eng* mySmi. Tedy podle téchto vysledkd
mlzZeme usoudit, Ze vysoké hladiny solubilniho endoglinu neovliviiuji lipidovy
metabolismus. Rovnéz analyzou Western blotu nebyly prokazany Zadné zmeény v expresi
endoglin/eNOS/pSmad2/3 protein v mysi aorté. Jak bylo vySe zminéno, exprese
proteind endoglin/eNOS/Smad2/3 a jejich signalizace by méla byt rozhodujici pro
spravnou funkci endotelu. Dle vysledku této prace to vypada, Ze ani 12mésicni pasobeni
solubilniho endoglinu nema vliv na endotel krevnich cév. Tudiz se zd3, Ze k tomu, aby
doslo k ovlivnéni exprese proteint endoglin/eNOS/Smad2/3, jejich signalizaci a s tim
souvisejici zhorSeni endotelové dysfunkce, je nezbytna kombinace vysokotukové diety,
ktera vyusti v mirnou hypercholesterolémii, spolu s vysokymi hladinami solubilniho

endoglinu, coZ bylo nedavno publikovédno (56).

V kazdém pfripadé, vysledky této diplomové prace ukazuji, Ze dokonce ani
dlouhodobé puasobeni vysokych hladin solubilniho endoglinu neovlivnilo hladiny
cholesterolu, hladiny TAG a expresi proteind endoglin, eNOS a pSmad2/3 a s nimi
souvisejici signalizaci, coZ naznacuje, Ze solubilni endoglin mlZe pUsobit skodlivé pouze

v kombinaci s dalSimi rizikovymi faktory aterosklerdzy.
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13 Zaveér

Cilem prace bylo sledovat a vyhodnotit vliv dlouhodobého (12mési¢niho)
plUsobeni vysoké hladiny solubilniho endoglinu na signalizaci membranového endoglinu,
tedy stanovit a porovnat expresi proteind zucastnénych v této signalizaci: endoglin,
eNOS a pSmad2/3 v aorté mysi mezi skupinou kontrolni (transgenni samci s nizkou
hladinou lidského solubilniho endoglinu) a skupinou testovanou (transgenni samci
s vysokou hladinou lidského solubilniho endoglinu, Sol-Eng*). Jedinci z obou skupin byli

stafi 12 mésicu a po tuto dobu byli krmeni béZznou laboratorni dietou.

Western blot analyzou nebyly v aorté téchto mysi zaznamenany signifikantné
vyznamné rozdily v expresi membranového endoglinu, enzymu eNOS a pSmad2/3 mezi
kontrolni a testovanou Sol-Eng® skupinou, z cehoZz vyplyvd, Ze signalizace
membranového endoglinu vedouci pres transkripéni faktory Smad2/3 k expresi eNOS
nebyla vlivem dvanactimési¢niho pusobeni vysoké hladiny solubilniho endoglinu

ovlivnéna.

RovnéZz biochemickou analyzou nebyly zpozorovdny statisticky signifikantni
rozdily hladin cholesterolu a TAG, tudiz vysoké hladiny solubilniho endoglinu neovlivnily
lipidovy metabolismus. Stejné tak analyzou ELISA nebyl prokazan signifikantni rozdil
hladin solubilni formy molekuly VCAM-1 mezi skupinou kontrolni a skupinou
testovanou. Mezi témito skupinami byly signifikantni pouze rozdily hladin lidského

solubilniho endoglinu.

Praci jsme ukdzali, Ze vysoka hladina solubilniho endoglinu v plazmé nema za
nasledek zhorseni funkénosti endotelu u Sol-Eng* mysi starych 12 mésicl. U téchto mysi
nedoslo béhem dlouhodobého (12mésicniho) pusobeni vysokych hladin solubilniho
endoglinu ke zméné v endoglin/Smad2/3/eNOS signalizaci a s ni spojenou narusenou

NO zprostiredkovanou regulaci cévniho tonu a homeostazy cévniho systému.
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