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Abstrakt:

Veronika Fuxova

Sledovani exprese endoglinu a eNOS u normocholesterolemickych mysi
Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace (Zadani):
Cilem prace bylo popsat expresi endoglinu a eNOS v aorté u 2 kmenl
myS$i s rozdilnou predispozici k ateroskleréze.

Metody:

Pouzili jsme normocholesterolemické samice mysi ze dvou odliSnych
kmenu, z kmene C3H/HEJ a z kmene CB57BL/6J, ktery je nachylnégjsi
k ateroskler6ze. Obé skupiny mysi byly krmeny stejnou stravou po dobu 12
tydnu. Poté jsme provedli biochemickou analyzu vzorku krve a dale
imunohistochemickou analyzu odebranych segmentu tkané z aorty. Na detekci
endoglinu jsme pouZili metodu Avidin-Biotin (ABC) s detekci pomoci DAB a na
detekci eNOS metodu En Vision opét s detekci pomoci DAB.

Vysledky:

Biochemicka analyza prokazala zvySeni hladin celkového cholesterolu,
VLDL, TG i HDL u kmene C3H/HEJ. Pomoci imunohistochemické analyzy se
prokazala detekce endoglinu a eNOS na cévnim endotelu aorty. Vysledky
ukazuiji, Ze exprese endoglinu i eNOS je vyznamnéjsi u skupiny CB57BL/J6 ve
srovnani se skupinou C3H/HEJ.

Zaver:

Exprese protektivnich proteint endoglinu a eNOS byla vy$Si u kmene
CB57BL/J6, ktery ma vétsi dispozici k ateroskler6ze, ve srovnani s méné
nachylnym kmenem C3H/HEJ.



Abstrakt:

Veronika Fuxova

The study of endoglin and eNOS expression in normocholesterolemic mice
Diploma thesis

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

Background (Task):
The aim of this diploma was describe the expression of endoglin and
eNOS in the aorta in two strain of mice with different predisposition to

atherosclerosis.

Methods:

We used female normocholesterolemic mice from strain C3H/HEJ and
from strain CB57BL/6J, which is more susceptible to atherosclerosis. Both
groups of mice were fed with chow diet for 12 weeks. Then we performed
biochemical analysis of blood specimen and imunohistochemical analysis of
segments of tissue from the aorta. To detect expression of endoglin was used
Avidin-Biotin Method (ABC) with DAB visualization, to detect expression of
eNOS was used En Vision Method again with DAB visiualization.

Results:

Biochemical analysis showed increase levels of total cholesterol, VLDL,
TG and HDL in the strain C3H/HEJ. The imunohistochemical analyse
demonstrated expression of endogline and eNOS in endothel of aorta. The
results showed that expression of endogline and eNOS is more significant in
strain CB57BL/J6 than in strain C3H/HEJ.

Conclusion:
The expression of endoglin and eNOS was higher in strain CB57BL/6J,
which is more susceptible to atherosclerosis compared with strain C3H/HEJ.
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1 UVOD

Kardiovaskularni choroby (KVO) jsou fazeny mezi civilizani choroby.
Postihuji pfedevsim obyvatele pradmysloveé rozvinutych zemi, ve kterych jsou
také hlavni pri¢inou umrtnosti. Celkové jsou kardiovaskularni onemocnéni
zodpoveédna za 30% vSech umrti. Na nejvyS§§im misté pomysiné stupnice
mortality KVO je ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) (1). Vznik& na podkladé
nepoméru metabolickych narokd myokardu a moznostmi prokrveni koronarnimi
tepnami, které zasobuji myokard kyslikem a Zivinami. Tento nepomér je
vétSinou dan zuzenim lumen koronarnich cév aterosklerotickymi platy. Dochazi
k vyvoji ischémie nebo ve vaznéjsim pfipadé k nekrdze srde€niho svalu, kterd
provazi infarkt myokardu (2).

Aterosklerdéza mize poskozovat i jiné cévy, prabéh je ale vzdy stejny. Ve
sténé tepny vznikne ateroskleroticky plat, ktery zuzuje tepnu a mize
hemodynamicky ovlivhovat pratok krve. Nebezpeci ale vznika teprve pfi erozi
nebo prasknuti platu. Odhalena tkan je vysoce trombogenni a na misté ruptury
rychle vzniké krevni srazenina, ktera maze cévu ucpat. Mize se také od cévni
stény odtrhnout a krevnim obéhem se dostava do mensich perifernich cév,
které ucpava. V pfipadé tepen dolnich koncetin se vyviji onemocnéni ICHDK
(ischemicka choroba dolnich koncetin), v pfipadé mozkovych tepen maze dojit
ke vzniku cévni mozkové prihody (2).

Ovlivnit prabéh onemocnéni Ize na zakladé farmakologické i
nefarmakologickeé 1é¢by rizikovych faktord. Ovlivnit mizeme
hypercholesterolemii, koufeni, arterialni hypertenzi, diabetes mellitus, obezitu, a
s tim souvisejici fyzickou inaktivitu. Nékteré faktory v8ak ovlivnit nejdou, jedna
se 0 vék, pohlavi a genetickou dispozici.

V soucasné dobé se vylepSuje situace a pokles umrti na KVO klesa.
Tento stav je vysvétlovan predevsim stale se zlepSujici zdravotnickou pédi,
zlepsujici se farmaceutickou péci a zavadénim novych 1éka, dobrou prevenci a

informovanosti vefejnosti (1).



2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

2.1 Typy cév

RozliSujeme cévy krevniho a lymfatického vaskularniho systému (3).

Krevni vaskularni systém tvofi srdce a krevni cévy, které délime na
artérie, vény a kapilary. Artérie jsou eferentni cévy, které dopravuji krev
s zivinami a kyslikem do tkani. Vény naopak odvadgéji krev s oxidem uhli¢itym a
dal§imi produkty metabolismu smérem k srdci. Kapilary spojuji arterialni a
venoOzni oddil obéhového systému, vytvari rozvétvenou sit v tkanich a jejich
prostiednictvim dochézi k vyméné latek mezi krvi a tkanémi.

Lymfaticky vaskularni systém je tvofen systémem lymfatickych cév. Ty
vznikaji jako slepé zacinajici lymfatické kapilary, které se spojuji do cév vétsich,
ustici do velkych vén krevniho systému. Jejich funkce spoc€iva v navraceni
tkanového moku a cirkulaci lymfocyta a jinych imunitnich faktoru (3,4).

V této Casti se podrobnéji podivame na krevni vaskularni systém.

2.2 Histologicka stavba krevnich cév

2.2.1 Obecna stavba krevnich cév
Tunica intima:

Stavba vSech krevnich cév endothelium
that lines the
je v podstaté stejna a sklada se lumen of all

vessels
ze 3 vrstev (4).

— Tunica
Nejvnitiné&jsi tunica intima, Tunica media: ri  adventitia:
) _ _ smooth muscle collagen
uprostfed tunica media a cells and elastic 7/ fibers
fibers

vnéjsi vrstva se nazyva

tunica adventitia. #ADAM

Obrazek 1: stavba cévni stény
http.//www.healthline.com/adamimage ?contentld=1-000159&id=19194 (20.4.2011) (5)




m Tunica intima je nejvnitfn&jSi vrstva, ktera ohraniCuje lumen cévy, je
tvofena vrstvou endotelovych bunék. Jedna se o ploché buriky, obvykle
protazené ve sméru toku krve. Obsahuiji velky po¢et mikrofilament, coz patrné
souvisi s predpokladanou kontraktilitou endotelové vrstvy. Buriky lezi na bazalni
membrané, také oznaCovana jako lamina basalis. Jsou spolu propojeny
prostfednictvim zonula occludens umoZzriujici transport latek.

Pod endotelem se nachazi subendotelova vrstva tvofend fidkym kolagennim
vazivem, muze obsahovat i buriky hladké svaloviny. Oba elementy se vyznaduiji

podélnym uspofadanim (4).

m Tunica media je stfedni vrstva leZici vné od intimy, od niz je oddélena
vrstvou lamina elastica interna. Jak nazev napovida je tvofena elastickymi
vldkny, mezi nimi jsou otvory (fenestrae), které umoznuji difuzi zivin do hlubSich
partii stény cév. Hlavni slozkou medie jsou buriky hladké svaloviny skladajici se
do koncentrickych vrstev (3,6).

m Tunica adventitia je vnéjSi vrstva cév, od medie byva oddélena
vrstvou lamina elastica externa. Adventicie je tvofena predevsim podélné
orientovanymi kolagennimi viadkny, mohou se zde vyskytovat i buriky hladké
svaloviny. Postupné pfechazi do vaziva organu, kterym céva prochazi (3).

Vyziva stén drobnych cév je zajiStovana difuzi latek z krve protékajici
cévou. Cévy s praimérem vétsi nez 1 mm maiji vyvinuty systém vlastnich cév,
které nazyvame vasa vasorum. Vétvi se v adventicii a zevnich oblastech medie

(3). Tyto vrstvy jsou totiz pfilis silné na to, aby se uzivily difuzi z lumen (4).

2.2.2 Specificka stavba krevnich cév

m Kapilary

Pfedstavuji zakladni cévni jednotku s pfi€nym prafezem 7 um i méné (6).
Jejich délka se obvykle pohybuje mezi 0,25 — 1 mm, ve vyjime&nych pfipadech
muze dosahovat i délky 50 mm (4).



Mohou byt usporadany ve formé ploché sité nebo houbovité struktury.
Obecné plati, Ze intenzita metabolismu daného organu podmiriuje hustotu
kapilarni sité (6).

Kapilary jsou tvofeny jednou vrstvou endotelovych bunék nasedajici
vétsSinou na bazalni membranu. Podél kapilar nachazime také pericyty, jednéa se
o mezenchymové buriky s dlouhymi vybézky, které obklopuji sténu kapilar a
nahrazuji vrstvu tunica media, ktera u kapilar chybi. Pericyty jsou zajimavé tim,
Ze maji schopnost se transformovat v jiné burnky. Vrstva tunica adventitia u
kapilar rovnéz chybi a je nahrazena jen tenkou vrstvou kolagennich viaken (4).

Podle struktury endotelovych bunék a charakteru bazalni laminy se
kapilary rozdéluji do 4 skupin (3).

continuaus capillary SOUViSIé nebo" Somatické - jsou
| charakterizované endotelovymi burikami lezici na

bazalni membrané, nenachazime ani fenestrace

external
lamina . ; ., L.
B _ ani pory. Setkavame se s nimi ve svalech,

tight junctions _| a;’ /| vazivech, exokrinnich Zlazach a nervové tkani.

pinocytotic vesicles—— " %/

Transport zajistuji pinocytarni vacky.

fenestrované neboli visceralni — jsou

Sfenestrated
capillary

tvofené endotelovymi burikami, mezi kterymi se
it B nachazi otvory (fenestrace) o velikosti 60-80 nm

uzaviené prepazkou (diafragmou). Tento typ

i ot || kapilar nachazime v organech, kde dochazi

k rychlé vyméné latek mezi tkanémi a krvi, jedna

se o stfeva nebo Zlazy s vnitini sekreci (3).

obrazek 2 -3 souvisla a fenestrovana kapilara
http.//www.mc.vanderbilt.edu/histology/labmanual2002/labsection2/Cardiovascular03.h
tm (20.4.2011) (7)

kapilary s pory — jako péry si prfedstavime otvory podobné fenestracim s tim

rozdilem, Ze nejsou prepazeny diafragmou. Jsou charakteristické pro ledvinovy
glomerulus (3).
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sinusoidni kapilary — jsou typické nepravidelnym az 30 um Sirokym prusvitem

(6), typické jsou Cetné fenestrace bez diafragmat, bazalni lamina neni souvisla
a mezi endoteliemi se mohou vyskytovat makrofagy. Jejich struktura usnadnuje
vymeénu latek mezi krvi a tkanémi. Vykytuji se pfedevsim v jatrech a

hematopoetickych systémech jako je kostni dfefi a slezina (4).

Kapilary plni troji dilezitou funkci, v prvé fadé jde o vymeénu latek mezi
tkanémi a krvi a to pomoci pérd, fenestraci, pinocytarnich va¢ka nebo volnou
difuzi. Déle se jednéd o funkci metabolickou. Endotelové burky napfiklad
odbouravaiji lipoproteiny, &i aktivuji nebo inhibuji fadu latek viz. serotonin,
bradykinin, prostaglandiny atd (8). Treti funkci je Uloha pfi hemostaze,
endotelova vrstva zabranuje koagulaci (4).

m Artérie

Artérie délime na arterioly, svalové artérie a elastické artérie (4).

Arterioly maji v priméru méné nez 0,5 mm. Obsahuji vS§echny tfi vySe
zminéné vrstvy. Endotelova vrstva je zajimava tim, Ze obsahuje tyc€inkovita
Weibel- Paladeho granula obsahujici Willebrandav faktor nezbytny pro
koagulaci krve. Subendotelova vrstva je velmi tenk& a lamina elastica interna
vétSinou chybi. Tunica media je tvofena 1-5 vrstvami cirkularné usporfadanymi

burikami hladké svaloviny a na ni navazuje rovnou tunica adventitia (3).

Artérie svalového typu jsou artérie malého a stfedniho kalibru, od arteriol

se lisi zfetelné vyvinutou vrstvou lamina elastica interna a mohutnou vrstvou
medie, ktera je tvofena az 40 koncentricky uspofadanymi vrstvami bunék
hladké svaloviny, obsahuje také elasticka vlakna v zavislosti na kalibru arterie,
tunica adventitia je typicky tenka, tvofena kolagennimi a elastickymi viakny.

Tohoto typu je vétSina arterii v lidském téle (3).

Artérie elastického typu jsou artérie velkého kalibru, patfi mezi né aorta,

jeji velké vétve a truncus pulmonalis (3).
Vyznaduiji se silné vyvinutou subendotelovou vrstvou s podélné orientovanymi
vazivovymi vlakny, které hraji dilezitou roli pfi deformaci endotelu béhem

rytmickych kontrakci a dilataci tepen (4).
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Na ni navazuje lamina elastica interna, ktera se ale vétSinou neda odlisit
od ostatnich elastickych blan nachazejici se v medii. Medie je tedy sloZzena
z koncentricky usporadanych perforovanych elastickych membran
oznacovanych také jako membranae fenestrae. ZvétSuji se s postupnym
ukladanim elastinu, s vékem se také zvysuje jejich pocet. Vysokym obsahem
elastinu je podminéno Zlutavé zbarveni arterii. Mezi elastickymi lamelami se
nachazi také buriky hladké svaloviny a retikularni vidkna. Tunica adventitia je
pomeérné slaba a obsahuje elasticka a kolagenni vidkna (4).

Funkce artérii velkého kalibru spociva v odvadéni krve smérem od srdce,
tlumi velké tlakové rozdily vznikajici srde¢ni ¢innosti. BEéhem systoly jsou
elastické lamely rozpinany a snizuji tak tlakovou vychylku, pfi diastole zase
elasticka bandaz udrzi arterialni tlak na potfebné vysi. Svalové artérie slouzi
predevsim jako distribu€ni cévy rozvadéjici krev s Zivinami k danym organam.
Jejich svalova vrstva navic umoznuje regulovat krevni zasobeni organt pomoci

kontrakce a relaxace (4,8).

m Vény

Vény se déli podle prasvitu na venuly, malé, stfedni a velké vény.

Je zde nékolik strukturni a také funkénich odliSnosti od artérii. Vény maji
vzdy siln&jsi vrstvu adventicie na rozdil od artérii, u kterych dominuje medie.
Dale pfi stejném praméru vény i artérie ma véna celkové sténu slabsi a vétsi
lumen nez artérie. Diky tomu maji vény podstatné vétsi kapacitu krve nez

artérie, viz obrazek 4 (4).
Venuly maji primér 0,2 — 1 mm, jednd se o slabosténné cévy slozené
z endotelu, tenké medie a adventicie, ktera je tvofena podélné uspofadanymi

kolagennimi viakny.

Malé a stiedni vény jsou charakterizované pramérem 1-9 mm, stavbou

se podobaji venulam, jejich endotel se ale vyznacuje pfitomnosti chlopni.
Chlopné jsou polomésicité zahyby intimy, které vy&nivaji do lumen vény.
Obsahuiji elastické vazivo, kryté po obou stranach endotelem. Umozniuji
jednosmeérny tok krve (4,6).
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Velké vény maji dobfe vyvinutou intimu, vrstva medie je mnohem tenci

v

adventicie. Vény leZici pod urovni srdce maji v této vrstvé i podélné svazky

hladké svaloviny, které slouzi k zesileni stény, zabranéni roztazeni vény a

spolu s chlopnémi a kontrakcemi okolnich pfi¢né pruhovanych kosternich svalu

umoznuji Cerpat krev proti plsobeni gravitace zpét do srdce. U dutych a

plicnich Zil, které usti €i vychazeji ze srdce se v této oblasti nachazi v adventicii

i srdec¢ni svalovina (3,4).

Copyright @ The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Tunica intima

Endothelium

Subendothelial layer:

Internal elastic lamina

Tunica media

External elastic lamina

Endothelium

Basement S ==
membrane

Caplllar\r
Obrazek 4 — rozdil ve stavbé artérie a vény

http.//academic.kellogg.edu/herbrandsonc/bio201_mckinley/Cardiovascular%20
System.htm (20.4.2011) (9)
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V posledni dobé se zménil nazor na funkci hladké svaloviny cévni stény,
zajistuje nejen kontrakci a dilataci, ale syntetizuje fadu produktd, jako je
kolagen, elastin, ¢i mukopolysacharidy. Pfi reakci na poSkozeni cévni stény
maji buriky hladké svaloviny schopnost migrace z medie do intimy, kde

proliferuje a fagocytuje, tim se mj.u¢astni v patogenezi aterosklerézy (8).

3 ATEROSKLEROZA

Aterosklerdza je pomalu postupujici onemocnéni tepen, které je pficinou
vice nez poloviny umrti v zapadnich primyslovych statech (10). Jedna se
0 proces, pfi kterém se do stény tepen ukladaji krevni lipidy a vyviji se
aterosklerotické platy, které jednak zuzuji lumen cévy a omezuji pratok krve a
jednak mohou prasknout, pfiéemz v misté ruptury se vytvofi krevni srazeniny,
kterd mohou tepnu zcela uzavfit (1).

Casto se v praxi stavd, Ze je zaménovan pojem aterosklerdza a
arteriosklerdza. Ateroskler6za je onemocnéni velkych a stfednich tepen,
muzeme jmenovat napfiklad véncité tepny, aortu, krkavice, artérie dolnich
koncetin, i ilické tepny. Arteriosklerdza je pojem Sirsi, ktery zahrnuje vySe
uvedenou aterosklerdzu, dale arteriolosklerézu, ktera postihuje malé artérie a
arterioly a Ménckebergovu mediokalcinézu (11). Ta se projevuje kalcifikaci
medie, lumen cévy i pratok krve je zde normalni, ale kalcifikace medie je
provazena ztratou arterialni elasticity a jeji zvySenou rigiditou. Jedna se
predevsim o tepny koncetin (12,13).

Ateroskleréza je onemocnéni charakterizované loziskovou tvorbou
vazivovych plata intimy, uvnitf t&chto platl se nachazi kasovita hmota bohata
na tukové latky. Z této skute€nosti vychazi nazev aterosklerozy, konkrétné
z feckého slova athero prekladano jako kase. Skleréza pochazi z feckého slova

skleros neboli tvrdy, coz souvisi s kalcifikaci platd a naslednym ztvrdnutim cévy

(11).
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3.1 Epidemiologie

Ve vyspélych zemich Evropy a Severni Ameriky patfi ateroskleréza mezi
nejCastéjsi pficiny smrti. Umira na ni témér 50% lidi, pfiCemz ve 20-25% se
jedna o ateroskler6zu véncitych tepen srdce. Naopak v rozvojovych zemich
neni vabec. Tyto geografické rozdily jsou pfedevSim dany zevnimi faktory,
hlavné zpusobem Zivota. Aterosklerdza je dana v epidemiologickych studiich
obvykle ¢etnosti infarktu myokardu. Incidence zacala prudce stoupat ve
20.stoleti, nékteré zdroje tvrdi, Ze se aterosklerdza stala nejhorsi epidemii
20.stoleti. V soucasné dobé je patrny pozvolny pokles onemocnéni, zfejmé jako
disledek osvéty a boje proti rizikovym faktorlim v ramci prevence
kardiovaskularnich onemocnéni (1,13).

3.2 Rizikové faktory aterosklerozy

K rozvoji ateroskler6zy napomahaji rizikove faktory. RozliSujeme rizikové

faktory neovlivnitelné (endogenni) a ovlivnitelné (1).

3.2.1 Neovlivnitelné rizikové faktory

m vék Casné aterosklerotické zmény zacinaji jiz v détstvi, ale
klinicky se projevuji az v dospélosti (13). U muza se klinické projevy
aterosklerozy objevuji dfive nez u Zen, zvy8eneé riziko maji jiz muzi starsi 45 let,
u zen je rizikova hranice stanovena 55. rokem zivota, tento desetilety rozdil je
pripisovan protektivnimu vlivu Zenskych pohlavnich hormonu.

m pohlavi jak uvadim vySe, Zeny maji mensi riziko rozvoje
aterosklerozy diky ochrannému vlivu Zenskych pohlavnich hormonu. Situace se
meéni po menopauze, kdy sekrece pohlavnich hormon( ustava a ¢astost
kardiovaskularnich nemoci se zacina zvySovat (1,13).

m rodinna dispozice vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni u

pfibuznych prvniho stupné, u muzu do 55 let véku, u Zen do 65 let véku (1).
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3.2.2 Ovlivnitelné rizikové faktory

m hyperlipidemie jedna se pfedevsim o hypercholesterolemii, €im
vy$Si je hladina cholesterolu v séru, tim vyS$Si je riziko ateroskler6zy. Pricinou
hypercholesterolémie je nej¢astéji Spatna zivotosprava souvisejici s nadmérnou
spotiebou Zivoc&iSnych tukd, vajec &i jednoduchych cukrd.

Vzacnéji se mize jednat o vlivy genetické, napfiklad u familiarni
hypercholesterolemie. Hypercholesterolemie byva spojena s vysokymi
hladinami aterogennich lipoproteinu s nizkou denzitou tedy LDL a naopak

s nizkymi hladinami protektivnich HDL lipoprotein s vysokou denzitou (13).

Rizikova hladina celkového cholesterolu se pohybuje kolem 6,2 mmol/l,
spravné by méla byt niz§i nez 5 mmol/l, hladina LDL cholesterolu niz8i nez 3
mmol/l, naopak hladina HDL cholesterolu by méla byt vyssi nez 1 mmol/l (1).

Zvlastnim rizikovym faktorem jsou pfedevsim LDL lipoproteiny, jejichz
bilkovinna sloZzka apo(a) se podobé plazminogenu, vaze se na fibrin a ucinkuje
tak antifibrinolyticky, tedy trombogenné (10).

m koureni - zvySuje riziko umrti nasledkem koronarni aterosklerézy az
2,4x u silnych kufakl az 3,5x (10). Naopak po nekoureni po dobu jednoho roku
klesd mortalita na ischemickou chorobu o 50%, po 10-15 letech se vyrovnava
s nekuraky (13). Skodlivy tginek ma nejen nikotin se sympatomimetickymi
ucinky, které se v obéhovém systému projevi zvySenim krevniho tlaku a srdecni
frekvence, ale Skodlivé U¢inky ma i CO a ostatni latky obsazené v cigaretovém
koufi, napfiklad vytésnénim kysliku oxidem uhelnatym na hemoglobinu,
zvySenou prilnavosti trombocytl, ¢i zvy$enou propustnosti endotelu a jeho
poskozovanim (10). Koufeni zvySuje hladinu plazmatického fibrinogenu a
zanétlivého indikatoru C- reaktivniho proteinu (CRP) (14).

m arterialni hypertenze - u hypertonikl, pacientt s tlakem vys$Sim nez
160/95, je riziko klinické manifestace ateroskler6zy 5x vy8Si nez u normotoniku
(13).

m diabetes mellitus - nebezpedi infarktu myokardu je u diabetikl
2-3x vyssi (12) ,Aterogenni ucinek se uplatriuje vice mechanismy, napfiklad
glykaci LDL &astic, které se tak stavaji vice aterogenni nebo diabetickou
dyslipidémii“ (15).
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m obezita (BMI vice jak 29) pfedevSim abdominalniho typu pusobi svym
negativnim vlivem na krevni tlak, na lipidy i na gluk6zovy metabolismus. Podil
nadvahy se na zvySeném riziku ischemické choroby srde¢ni odhaduje az na
45% (16).

m fyzicka inaktivita - pohyb zvySuje hladinu HDL a snizuje inzulinovou
rezistenci (13). V soucasné dobé se doporucuje alesporn 30 minut, 3-4x
tydné,nejlépe denné (15).

m stresovy zpUsob zivota ma nepfiznivy vliv pfedevSim na krevni tlak

m hyperurikémie je soucasti metabolického syndromu, jeji vyskyt byva
také spojovan s obezitou a triacylglycerolemii, jeji role v patogenezi
ateroskler6zy vSak neni jasna (17).

m hyperhomocysteinemie - homocystein je aminokyselina vznikajici pfi
metabolismu methioninu, zvySené hladiny homocysteinu plsobi akceleraci
ateroskler6zy fadou mechanismu jako je napfiklad pfimé po8kozeni cévniho
endotelu, stimulace oxida¢niho stresu ¢i proliferace bunék hladké svaloviny
v cévach. | kdyz nejsou pfimé dukazy o poklesu mortality na kardiovaskularni
onemocnéni pfi snizeni hladiny homocysteinu, je hyperhomocysteinemie
fazena mezi rizikové faktory aterosklerdzy (18).

Rizikovym faktorem muaze byt i infekce, pfi patrani po etiologii zanétlivého
aterosklerotického procesu byly v platech prokazany nékteré mikroorganismy
jako cytomegalovirus, Helicobacter pylori a pfedevs§im Chlamydia pneumoniae.
Zatim ale nejde s jistotou fici, zda se jedna o skutecné etiologické agens

aterosklerozy, nebo o sekundarni kolonizaci platu témito infekénimi agens (13).
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3.3 Patogeneze aterosklerézy

Drive se patogeneze aterogeneze vysvétlovala jako degenerativni
onemocnéni tepen v disledku viceméné pasivniho ukladani lipidd do cévni
stény. V soucasné dobé se vi, Ze kromé poruch lipidového metabolismu se na
patogenezi podili vyznamné i zanét, ktery ovliviuje chovani endotelu, ale i

bunék hladké svaloviny vrstvy intimy a medie (13).

3.3.1 Lipoproteiny a jejich vyznam v patogenezi aterosklerézy

Lipidy jsou nezbytnymi strukturalnimi sou¢astmi organismu a
nejvyznamnéjSim zdrojem energie (1). V krvi jsou lipidy transportovany ve
formé kulovitych molekularnich komplexu vytvarejici ve fyziologickém prostredi
krve jakési mikroemulze, oznacujeme je jako lipoproteiny (LP) (10). Lipoproteiny
jsou tedy pro organismus nezbytné, ale jejich nadbytek je jednim z faktoru
pfispivajici k rozvoji aterosklerozy (1).

Obal lipoproteint je tvofen
amfifilnimi fosfolipidy a
cholesterolem, a déle
apolipoproteinem, coz je bilkovinna
sloZka lipoproteinu. Ta kromé

; strukturni funkce pusobi jako
Apoprotein
kofaktor nékterych enzymd, které se
u€astni metabolismu tukd a nebo
jako ligand bunéénych receptoru, na
které se lipoproteiny vazi. V jadre LP
jsou pak transportovany hydrofobni
lipidy jako triacylglyceroly (TG) a
estery cholesterolu (10).

Obrazek 5 — struktura lipoproteinu

http.//www.peprotech.com/content/focusarticles.htm?id=75 (21.4.2011) (19)
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Jednotlivé lipoproteinove castice maji odlisné slozeni lipidové i bilkovinné
slozky, odliSnou velikost i funkci. Rozdéluji se podle flotace pfi ultracentrifugaci
na lipoproteiny vysoce denzitni (HDL), intermediarné denzitni (IDL), nizko
denzitni (LDL) a velmi nizko denzitni (VLDL) a dale na chylomikrony a
chylomikronové remnanty (1).

"
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http://ladulab.anat.uic.edu/researchO.html ( 24.4.2011) (20)

Chylomikrony jsou syntetizovany v enterocytech a slouzi k transportu
lipidu pfijatych potravou ze stfeva k perifernim tkdnim. U cilovych tkani aktivuji
svym apolipoproteinem (apoCll) endotelovou lipoproteinovou lipazu (LPL),
ktera zplsobuje odstépeni volnych mastnych kyselin z TG obsazenych
v chylomikronech.

Z chylomikront se poté stavaji chylomikronové zbytky, které se vazi na
prisludné jaterni receptory a nasledné jsou pohlceny endocytézou. Jatra pak
z téchto importovanych i nové nasyntetizovanych TG a cholesterolu vytvofi
VLDL c&astice, které uvolnuje do krve (1,10).

VLDL slouZi k transportu lipidu z jater k perifernim tkanim, kde svym
apoClI aktivuji lipoproteinovou lipazu, ktera od$tépuje mastné kyseliny z TG.
ApoCll se ztraci a je exponovan ApoE a ¢astice se méni na IDL, které se
priblizné z 50% vraci do jater, kde se vazi prostfednictvim ApoE na LDL-
receptory. V jatrech pfijmou ,naklad“ a vraci se opét jako VLDL. Z druhé
poloviny IDL vznikaji LDL ¢astice charakteristické apolipoproteinem ApoB, ty
transportuji cholesterol jednak do jater a jednak do perifernich tkani vazbou na
LDL-receptory (10).
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LDL ¢astice zajistuji pfisun cholesterolu vSem extrahepatalnim burfikam,
které nejsou schopny tvofit cholesterol v mnozstvi dostate¢ném pro bunécny
metabolismus. Na druhou stranu tyto ¢astice stoji na pocatku rozvoje
aterosklerotickych zmén (14). P¥fi jejich nadbytku dochazi k jejich modifikaci,
nejsou rozpoznavany LDL receptory a jsou pfednostné vychytavany
scavengerovymi receptory makrofagu, ze kterych pak vznikaji pénové bunky
tvofici ateroskleroticky plat. Vidime tedy, Zze aterogenni ucinek neni vazan na
normalni LDL &astice, ale jen na ¢astice modifikované (21). Nepfiznivé pusobi
modifikované LDL &astice i na integritu endotelu cévy a podili se na rozvoji
zanétlivé reakce (14).

Je tfeba fici, Ze LDL nepredstavuji homogenni skupinu lipoproteina.
Rozdéluji se na nékolik subfrakci a to podle poméru apoB/lipidy, ktery ovliviiuje
jejich velikost a hustotu. Nejvétsi aterogenni potencial maji malé husté Castice
(subfrakce Il a IV) oznaCované také jako sdLDL (small dense LDL). Je to dano
tim, ze jsou nejmensi a dobfe pronikaji endotelem a jsou také nejvice nachylné
k oxidaci ( 21, 22).

Opacné pusobi HDL castice, které se u€astni na reverznim transportu
cholesterolu z perifernich tkani do jater. Cholesterol je pfenaSen na molekulu
apoA pomoci pfenasece ABCA1 za vzniku HDL, cholesterol je nasledné
esterifikovan enzymem LCAT (lecitin-cholesterol-acyl-transferaza). Druhou
moznosti pfenosu intracelularniho cholesterolu na HDL je pomoci
scavengerového receptoru SR-BI. Estery cholesterolu mohou byt také
prenaseny z HDL na jiné LP pomoci CETP (cholesterol ester transfer protein),
stejné tak ale mize HDL ostatnim lipoproteinovym ¢asticim cholesterol odebirat
(22).

Cast HDL je pfimo vychytana jatry jejich vazbou na HDL-receptory (1).
Antiaterogenni pusobeni HDL zvyrazriuji jesté jeho antioxidaéni vlastnosti,
kterymi snizuje mnoZzstvi volnych radikald. Toto puasobeni umozniuji enzymy

paraoxonaza (PON 1) a acetylhydrolaza PAF (platelet activating factor) (22).
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3.3.2 Dysfunkce endotelu

Chronické nebo opakované poskozeni endotelu a jeho dysfunkce je
spoustécim mechanismem aterosklerézy (13).

Pod poskozovanim endotelu si miZzeme predstavit napfiklad opakované
poskozovani intimy mechanickymi vlivy, ¢i vlivy hemodynamickymi souvisejici
s vysokym krevnim tlakem nebo turbulenci krve v mistech ohyba a vétveni
tepen. Casto jde také o latky kolujici v krevni plazmé, endotel je poskozovan pfi
hypercholesterolemii, kdy dochazi ke zvySenému ukladani LDL ¢astic do intimy,
muze se jednat i 0 vazoaktivni aminy, endotoxiny, imunokomplexy nebo o
chemické soucasti cigaretového kouie (13).

Jako odezva na toto poSkozeni se endotelové bunky aktivuji a zacinaji
produkovat fadu faktorl ovliviujici jejich vlastnosti. Na jejich povrchu se
exprimuji adhezivni molekuly, které na sebe navazuji krevni monocyty a dalsi
bufky imunitniho systému. Jedna se o adhezivni molekuly VCAM -1 (vascular
cell adhesion molecule 1), ICAM -1( intercellular cell adhesion molecule 1), &i
selektiny E a P. Dale produkuji PDGF (platelet derived growth factor), FGF
(fibroblast growth factor) a TGF ( transforming growth factor), které zptsobuiji
proliferaci vazivové tkané intimy. A dale jsou syntetizovany buriky vedouci
k rozvoji zanétu a chemotaxi monocytu, napfiklad IL 1 (interleukin 1), TNF a
(tumor necrosis factor a) a MCP — 1 (monocyte chemotactic protein 1), &i
faktory podporujici aktivaci makrofagu (14).

Poskozeny endotel je charakterizovany také zvySenou permeabilitou,
ktera usnadriuje prachod lipidl a monocytl a dalSich latek. Za fyziologickych
podminek ¢astice LDL prostupuiji intimou cévni stény. Zde se vazi na LDL-
receptory, poté jsou pfeneseny do intracelularniho prostoru, kde se uvolni
z Castice cholesterol. Nejsou li zachyceny timto receptorem, vazi se na
scavengerové receptory monocyto — makrofagové linie nebo prostupuji dale do
adventicie a vasa vasorum, odkud se dostavaji opét do krevniho obéhu(14, 23).

Pfi dysfunkci endotelu je situace jina, permeabilita cévni stény je zvySena

a LDL ¢&astice prestupuji do stény cévy v mnohem vétsi mife a vlivem okolnich
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faktorl je vétSina z nich modifikovana. Jedna se o modifikaci oxidaci nebo
glykaci (14).

Glykace probiha nejcastéji vazbou glukdzy na bilkovinnou ¢ast
lipoproteinu apoB (21). Jedna se o neenzymatickou glykaci za vzniku AGE
(advanced glycation end produkt), neboli produkttu pokrocilé glykace. Dochazi
k ni pfi hyperglykemii, proto je tato modifikace ¢asté u diabetikd a pacientu
s porusenou glukézovou toleranci (28).

Oxidace postihuje lipoproteiny ¢astéji a probiha hlavné v cévni sténé
v subendotelovém prostoru. Dfive se pfedpokladalo, Ze k oxidaci LDL ¢astic
dochazi v plazmé, ale tam tomu brani vysoka koncentrace antioxidantu.
Oxidace je vyvolana reaktivnimi formami kysliku, které vznikaji pisobenim
enzymu nebo ionty pfechodnych kovd, &i volnymi radikély vznikajici pfi koureni
(21).

Oxidované molekuly pusobi aterogenné diky tomu, Ze jsou pfednostné
vazany makrofagy, ale také diky mnoha jinym faktordm mezi néz pat¥i produkce
adhezivnich molekul a chemotaktickych faktord, jsou imunogenni a navozuji
tvorbu protilatek, indukuji proliferaci hladkych svald cévni stény, vyvolavaji
poskozeni endotelovych bunék, podporuji vstup monocytl do intimy a jejich
diferenciaci na makrofagy (21, 22). Zpusobuji pokles tvorby NO (snizenim
expresi genu pro eNOS), coz vede opét ke zvySené adhezi trombocytt a
monocytl na endotel a k inhibici jeho vazodilatagniho pasobeni na hladkou

svalovinu cév (10).

3.3.3 Monocyty a makrofagy v patogenezi aterosklerozy

Pod vlivem faktor( produkujici buriky endotelu i modifikované lipidy
dochazi ke kumulaci a zvy$ené adhezi monocytu a trombocytl k cévni sténé
(13). Monocyty pfechazi do intimy cévni stény, kde dochazi pusobenim M-CSF
a nékterych cytokina (TNF a, INF a) k jejich diferenciaci a pfeméné
v makrofagy. V této fazi je predevsim dllezit4 exprimace specifickych
scavengerovych receptord na povrch makrofagu. Jako nejvyznamnéjsi
scavengerové receptory jmenujme receptory tfidy A (SR A I/ll) a tfidy B
(CD 36, SR B1/CLA1) (22).
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Tyto receptory maji podobnou strukturu jako LDL — receptory, odliduji se
vSak tim, Ze jejich pocet neni regulovan hladinou cholesterolu jako u LDL
receptory. Plati tedy pfima uméra, ¢im vétsi mnozZstvi LDL &astic, tim vyssi
pocet scavengerovych receptorli. Makrofagy maji tak vétsi vazebnou kapacitu a
prednostné vychytavaji LDL Castice. Po vazbé dochazi k fagocytéze Castice a
jeji uskladnéni v makrofagu (14, 23).

Za fyziologickych podminek, kdyby makrofag fagocytoval normalni LDL
Castice, by se po urcité dobé zpétnou vazbou ukoncila fagocyt6za a makrofag
by se vratil zpét do cirkulace. Modifikované LDL ¢astice ale nemaji schopnost
zpétnou vazbou zablokovat fagocytdézu a dochazi k pfeplnéni makrofagu lipidy
a k jeho pfeméné na pénovou bunku, ktera zlistava v subendotelialnim prostoru
(24).

Makrofag nema ale jen funkci fagocytujici buniky, jedna se o aktivni
bufku produkujici Fadu biologicky aktivnich latek (22).

Jedna se o chemokiny stimulujici dal$i migraci monocytt a T-lymfocytl
do intimy, zanétlivé cytokiny (IL-6, TNF a), mitogeny podporujici proliferaci
bunék hladkého svalstva, reaktivni formy kysliku,prohlubujici oxidaci LDL &astic
a poSkozovani endotelu a fadu enzyma (22). Jedna se o0 matrixové
metaloproteinazy (MMP), které se vyznamné podileji na destabilizaci a
nasledné ruptufe ateromového platu (14).

3.3.4 Bunky hladké svaloviny v patogenezi aterosklerézy

Chemotaktické faktory monocytl a trombocytd vyvolavaji migraci bunék
hladké svaloviny z medie do intimy. Zde pak dochazi k jejich proliferaci na
zakladé rastovych faktoru, které jsou produkovany makrofagy, aktivovanymi
bunfkami endotelu, ¢i trombocyty. Nejvyznamnéji plsobi PDGF (platelet —
derived growth factor) nebo FGF a TGF (14,25).

Buriky hladké svaloviny v intimné produkuji kolagen, elastin a
proteoglykany, které jsou pozdéji jednou z hlavnich soucasti sklerotického platu
(13).
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Obrazek 7 — Proces aterogeneze
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http://macrophages.eu/Research/research.html (23.4.2011) (26)

3.3.5 Morfologie aterosklerotickych zmén

m tukové prouzky

Vznikaji nahromadénim pénovych bunék, jedna se o prvni
makroskopické projevy aterosklerdzy (1).

Nalezneme je i u malych déti, pfedevsim v hrudni aorté, s pfibyvajicim
vékem se jejich rozsah a pocet zvySuje. MiZzeme je pozorovat jako vyvySena
Zlutava loZiska v intimné, ktera dosahuiji velikosti nékolika mm az cm. Zlutavou
barvu zpUsobuji prave lipidy, které se nachazeji v plazmé pénovych bunék
v podobé jemnych kapicek (27). Vyznam tukovych prouzka ve vyvoji
ateroskler6zy neni zatim plné objasnén, neplati, ze by vzdy po jejich vytvoreni
nasledovala preména na ateromovy plat. Jednéa se tedy o strukturu, ktera maze

byt prekurzorem ateromového platu, ale maze také vymizet (13).
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m ateromovy plat

Je charakterizovany vysokym obsahem lipidl, v centru platu v rozSifené
intimné se nachazi rizné velka dutina, ktera obsahuje zlutavou kasovitou hmotu
bohatou na cholesterol a jeho estery (13).

Lipidy nejsou orientovany intracelularné ale extracelularné, protoze fada
makrofagu preplnénych lipidy byla apoptézou zni€ena (28). Velikost platu je
opét v fadu mm az po nékolik cm, platy jsou vSak vyrazné vyssi nez tukové
prouzky a mohou omezovat krevni cirkulaci v lumen cévy. Histologicky se plat
popisuje jako nekrotické lozisko bohaté na lipidy, které je od lumen oddéleno
vrstvou hyalinniho vaziva, nazyvana jako vazivovéa éepicka. Casto dochazi

k rozSifeni ateromového platu i do medie (27).

- FIBROUS CAP
{smooth muscle cells, macrophages,
foam cells, lymphocytes, collagen,
elastin, proteoglycans, neovascularization)

- MECROTIC CENTER
{cell debris, cholesterol crystals,
foam cells, calcium)

- MEDIA

© Elsevier 2005

Obrazek 8 — stabilni ateromovy plat

http://www.biology.estranky.cz/clanky/patologie/patologie-aterosklerozy.html
(23.4.2011) (29)

Charakter vazivové Cepicky urcuje stabilitu platu (13).

Stabilni plat je charakterizovan silnou vazivovou ¢epi¢kou zpevnénou
kolagenovymi vlakny, elastinem a proteoglykany (14).Byvaji hemodynamicky
vyznamné, ale stalé (30).

Nestabilni plat ma Cepicku tenkou, prostoupenou makrofagy, jejichz
produkce enzym0 metaloproteinaz ztencuje vazivovou €epicku Stépenim
kolagenu a mohou tak vyvolat destabilizaci ateromového platu. K nestabilité
pfispiva i zanétlivy proces v ateromovem platu, kdy bufiky imunitniho systému
produkuji interferony gama, které snizuji tvorbu kolagenu a také zeslabuji

vazivou ¢epicku (14,30).
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Thusté fionczni Eapha

Obrazek 9 — rozdil mezi stabilnim a
nestabilnim ateromovym platem

http://www.zdn.cz/clanek/postgradualni-
medicina-priloha/fosfolipaza-a2-

\ asociovana-s-lipoproteiny-novy-marker-
Tromizuis '-'_?5515'-- amere | kardiovaskularniho-rizika-454141
ok (24.4.2011) (31)

m ateromovy vied

pokud dojde k ruptufe vazivové Cepicky, odhali se ateromova hmota,
ktera je vysoce trombogenni a zpusobi masivni agregaci trombocytl a vznik
krevni srazeniny. Tato srazenina muze lumen cévy Uplné zablokovat, coz vede
k ischemii zasobované oblasti.Nej¢astéji k tomuto dochazi v cévach
koronarnich a mozkovych (13).

Ve vétSich cévéach, jako aorta, neni problém zUzeni cévy, ale odtrhnuti
krevni srazeniny a nasledné periferni embolizace. U cév dochazi také na
podkladé poskozené, zeslabené medie k jejimu vyklenuti a vzniku vyduté neboli
aneuryzmatu, které pokud praskne, dochazi k velmi nebezpe&nému vnitinimu
krvaceni (10,13).

MuUze dojit také k uvolnéni velkého mnozstvi lipidd do krevniho obéhu,
které mohou zpusobovat v periferii embolizaci (27).

m Kalcifikace ateromovych hmot

Je poslednim vyznamnym jevem v morfologickém obraze ateroskler6zy.
Jedna se o ukladani vapenatych soli jak do ateromové hmoty tak do hyalinniho
vaziva. Ve vétSich cévach dochazi ke vzniku tvrdych desti¢ek ve sténé platu.

U cév mensiho kalibru mize dojit az k pfeméné na tvrdé trubicky (13, 27).
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3.4 Klinicka manifestace aterosklerézy

.Klinické projevy ateroskler6zy jsou vlastné nasledkem zmenseni

cévniho prusvitu nebo uzavéru, poruchy kontinuity a embolizace.” (27)

m ateroskler6za v koronarnich tepnach je pfic¢inou ischemické choroby
srdecni, k jeji manifestaci dochazi pfi zazeni koronarnich tepen o vice nez 60%,
snizeny prutok krve neuspokoji metabolické naroky myokardu a dochazi
k ischémii. Pfi ruptufe aterosklerotického platu a vzniku trombu dochazi

k nekréze a rozvoji infarktu myokardu (1,2).

m ateroskler6za mozkovych tepen muze v pfipadé vzniku trombu ¢i
embolu vyvolat cévni mozkovou pfihodu, postiZzeni s liSi podle toho, ktera oblast
mozku byla zasazena. Muze jit o poruchy feci, citéni ¢i hybnosti, demenci, ale i
amrti (1,13).

m ateroskler6za tepen dolnich koncetin vede k ischemické chorobé
dolnich koncetin (ICHDK), je charakterizovana intermitentni klaudikaci. Zuzena
tepna neni schopna pfivadét dostate¢né mnozstvi krve do svall a pfi zvySené
namaze dochazi k ischémii a bolesti. Cim vyraznéjsi z(zeni, tim se vice
zkracuje klaudika¢ni vzdalenost ( vzdalenost chlze, kterou pacient ujde bez

bolesti). Vyrazné zuzeni vede i ke klidové bolesti a Uplné uzavieni k nekréze

(1).

m ateroskler6za renalnich tepen vyvolava nefrosklerdézu, stenéza
renalnich tepen snizuje pritok ledvinami a vyvola se tak aktivace systému
renin-angiotenzin, ktery vyvola sekreci vazokonstrikénich pusobku, dochazi tak
k vytvofeni bludného kruhu a ke zhorSovani aterosklerozy (27).

Charakter onemocnéni a jeho prabéh zavisi predevsim na rozsahu
postizeni tepen, misté stendzy &i uzavéru. Aterosklerdza postihuje vétsinu
tepen a proto, pokud dojde ke klinické manifestaci v jednom typu fecisté,
napfiklad v koronarnim, je zde vysoke riziko, Ze i ostatni tepny jsou postizeny

v wrw

ateroskler6zou a ke komplikacim muaze dojit i v jinych Fecistich (1).
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4 MYSi MODELY

4.1 obecny uvod k modelim aterosklerozy

Pro studium patogeneze aterosklerézy a moznosti jeji IéCby bylo pouzito
mnoho zvifecich druhd. Prvni dikaz experimentalni aterosklerézy byl popsan jiz
v roce 1908 na zvifecim modelu kralika, krmeném stravou bohatou na Zivoc&isné
bilkoviny, v jehoz aorté Ignatowski popsal velké jasné bunky zpusobujici
rozSifeni intimy (32).

Jako dal$i zvifeci modely byly pouzivany primati, prasata, kralici, zfidka
pak kiecci, holubi, krysy, €i psi. Vyhodou pfi pouzivani prasat jako modelu byla
tvorba 1ézi, které byly podobné aterosklerotickym |ézim lidskym, navic pfi
pouziti tohoto modelu byla odhalena a popsana infiltrace monocytu, jedna
z primarnich fazi aterogeneze (33). AvSak nevyhody tohoto modelu jako
problémy s udrZzovanim chovu a naklady na chov, prevazily plusy a prestaly se
pouzivat. Modely opic a kralik také byly dilezité pfi studiu a definovani vzniku
a rozvoje aterosklerotickych 1ézi (34,35). Nicméné i tyto modely predcilo
pouzivani modelu mysiho, ktery pfekonal problémy a nedostatky model(
vétsich zvirat (36).

4.2 mysi modely

Prvni mysi modely byly pouZzity béhem 60.let 20.stoleti ve Wisslerové
laboratofi. Jsou vyhodné piedevSim diky své reprodukovatelnosti (36). MysSi
jsou vysoce odolné vici ateroskler6ze na rozdil od lidi, coz je dano pfedevsim
odlisSnym lipidovym profilem. Zatimco u lidi tvofi 75% plazmatického
cholesterolu LDL-cholesterol, u myS$i vétSina plazmatického cholesterolu se
vyskytuje ve formé antiaterogenniho HDL cholesterolu. Proto také pfi podavani
krmeni s nizkym obsahem cholesterolu nepfesahuje plazmaticka hladina
cholesterolu hodnot 100 mg/dl, je tvofena majoritni frakci HDL a nevyviji se
léze. Vyjimkou je inbredni kmen mysi C57BL/6 (37). Tyto genotypoveé stejné
my8i, vytvofené pfibuzenskou plenitbou (38) vytvari pfi podavani krmeni
s vysokym obsahem cholesterolu aterosklerotické Iéze.

U jinych inbrednich kmend jako napfiklad C3H/Hed se |éze nevyvinuly (37).
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Pro kvantifikaci I1ézi v mySich modelech vytvofily Paigen a spol.Siroce
pouzivané testy. Jedna se o méfeni prifezu Iéze v oblasti kofene aorty. Postup
zacCina izolaci srdce, ktera se fixuji do formalinu a poté vkladaji do Zelatiny,
nechaji se zamrazit a nakonec se kraji na tenké fezy na pfesné anatomicky
definovanych mistech (v aortélnim sinu a oblasti chlopni). Léze se méfi
mikroskopicky (39).

| kdyZ jsou mySi modely Siroce pouzivané, najdeme také nékolik jejich
nevyhod. PfedevSim se jedna o to, ze Iéze jsou vétSinou malé, v rozsahu
nékolik set az tisic um &tvere€nich, které se rozviji jen do formy pénovych
bunék a tukovych prouzku a nerozrustaji se do dalSich stadii, ktera zname u
lézi u lidi. Vznik |ézi navic byva formovan potravou, ktera obsahuje
nefyziologické mnozstvi cholesterolu a kyselinu cholovou. A dale na rozdil od
Clovéka se vyskyt 1ézi u mySiho modelu omezuje jen na oblast aortalniho
kofene. Nevyhodou je také jejich mala velikost, kterd muze Cinit obtize pfi
chirurgickych manipulacich a zobrazovani in vivo (36).

Mezi vyhody pouzivani mySich modelu patfi pfedevsim jednoduchost
chovani zvifat a moznost chovu i vétSich skupin. Aterosklerotické 1éze se u nich
vyvijeji v relativné kratkém €asoveém horizontu a velky vyznam m@ pfedevsim
podrobna prostudovanost mysiho genomu. To umozZiuje rozvoj genetického
inzenyrstvi, které posunuje mysi modely na dal§i dUroven charakterizovanou tzv.
knock-out modely, u kterych je vyfazen urcity gen dulezity pro spravnou funkci
lipoproteint (36).

RozliSuji se 3 knock-out modely, ApoE deficitni mysSi, LDL-receptor
deficitni mysi a mysi, které maji deficit jak ApoE tak LDL-receptoru. Tyto modely
jsou dllezité, protoze vytvari uz i pokrocilé aterosklerotické |éze s ateromovym
jadrem (36). U posledniho typu neni tfeba podavat k vytvoreni |éze ani
aterogenni potravu (40).

Nas vyzkum se ale zaméfil na normocholesterolomické mysi, proto

nebudeme knock-outové modely vice rozvadét.
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5 ENDOGLIN

Endoglin (CD 105) je membranovy glykoprotein, ktery je dilezitou

soucasti receptorut rodiny proteintl TGF-beta, transformujiciho ristového

faktoru. Také je soucasti rodiny proteind zona pellucida (41).

Struktura lidského endoglinu je ¢lenéna na 3 ¢asti. RozliSuje se velka

extracelularni doména, rozdélena na orphan a ZP (zona pellucida) doménu,

nasleduje hydrofobni transmembranova doména a kratké cytosolové domény

(42).
Endeglin
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Obrazek 10 — struktura endoglinu
http://www.zsf.jcu.cz/jab/8_3/bernabeu.html(27.4.2011)
(43)

Endoglin vytvari dimery,
spojené disulfidickymi mustky.
Cytoplazmatickd doména je
fosforylovana a vaze se na ni
serin/threonin kinaza, ktera je
soucasti TGF — beta receptoru.
(napf. ALK1)

Jsou popsany dveé izoformy
endoglinu, S a L. Lisi se od
sebe cytosolovou doménou.

S (short) izoforma je menSi, jeji
cytosolova doména se sklada
ze 14 aminokyselin, L (long)
izoforma obsahuje 47

aminokyselin. Pfevaznou ¢ast

exprese tvofi L forma. Pokud tedy neni uvedeno, ze se jedna o S formu,

vztahuji se dané studie na L formu (41).

Diky tomu, Ze endoglin pusobi jako pomocny receptor TGF-

(oznaCovany také jako receptor TGF-BIIl), mUze ovliviiovat plsobeni TGF-B a

signaliza¢ni kaskadu po vazbé na jeho receptor.
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Receptory pro TGF-B jsou heterodimerni komplexy na buné&ném povrchu,
rozliSujeme typ | a Il (41).

Jedna se o serin/threonin kinazy, které fosforyluji uvnitf buriky Smad proteiny a
aktivuji tak signaliza¢ni kaskadu (44). Receptor typu | je znamy také jako
,activin receptor-like* kinaza (ALK) a zahrnuje 7 typu, receptor Il pak zahrnuje 5
typu (41).

Signalizaéni kaskada zacina nejprve tim, Ze aktivovany receptor Il
fosforyluje typ |, ktery nasledné Sifi signal prostfednictvim Smad proteinu.
Smad 1/5 a ALK 5 aktivuje Smad 2/3. Cely proces je zakon¢en spojenim
danych Smad proteini se Smad 4 a tento komplex pfechazi do jadra, kde
reguluje transkrip&ni aktivitu cilovych genu (45).

Bylo potvrzeno, ze ALK 1 stimuluje proliferaci a migraci endotelovych
bunék, na rozdil od ALK 5, ktera tento proces inhibuje (46).

Endoglin podporuje vazbu ligandu a signalizaci pfes ALK 1 a pfes ALK 5
spojenou se Smad 2 (47) naopak tlumi kaskadu ALK 5 spojenou s Smad 3 (48).

Obrazek 11 — schéma signalizacni kaskady TGF- a endoglinu

Plasma
membransa

-
p— -

Gene Transcription ‘ MNucleus

Quiescent ECs Activated ECs

http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content/86/1/12.full (27.4.2011) (49)
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Hlavni role endoglinu se pfipisuje angiogenezi a cévni remodelaci
ovlivnéné TGF-B. PfedevSim stimuluje signaliza¢ni kaskadu TGF-B/ALK-
1/Smad1/5, ktera vede ke stimulaci migrace a proliferace endotelidlnich bunék
(41).

Dikazy o jeho zvySené expresi v endotelu cév jsou jiz z obdobi
angiogeneze embrya, dale je zvySena v misté zanétu, pfi poranéni cévy a
hojeni (50), také v cévach tumoru, coz vede k mysSlence, Ze endoglin podporuje
neoangiogenezi v rostoucich tumorech (51). Jeho syntéza byla také zjisténa
v ischemizovanych tkanich. Naopak v klidovych endotelialnich burikach se
exprimuje endoglin velmi mélo. Vidime tedy, Ze jako spoustéci faktory vystupuji
Casto cévni poskozeni, hypoxie a cytokiny (41).

Jeho duleZitost byla prezentovana na mysich, kterym byl vyfazen gen
pro endoglin. Tyto mySi umiraly jiz v embryonalnim stadiu z dvodu vadné
angiogeneze (41). S mutaci genu pro endoglin je také spojovano vzacné
dédi¢né onemocnéni nazyvané hereditarni hemorrhagicka telangiektazie typu |,
znama také jako Oslerova-Renderova-Weislerova nemoc. Je charakterizovana
cévnimi Iézemi a ztratou kapilarni sité, klinicky se projevuje ¢astym a nahlym
krvacenim z nosu a mukokutanni telangiektazii (52).

Endoglin se netvofi pouze v endotelialnich burikach, jeho exprese je
popsana také u bunék hladké svaloviny cév (VSMC), u kardialnich fibroblasta,
kde moduluje pusobeni angiotenzinu Il a také u monocytl pfi jejich diferenciaci
na makrofagy (41, 53).

Mimo vyznamnou roli pfi angiogenezi byla také popsana jeho role pfi
erytropoéze ale predevsim byla pozorovana regulace exprese a aktivity eNOS
(endotelialni NO-syntazy), ktera ma protektivni U€inky na cévni endotel, pusobi
vazodilatacné a antiaterogenné. Na druhou stranu zvySena exprese endoglinu
v aterosklerotickych platech muze naznacovat opak, tedy proaterogenni
pusobeni. Jeho Uc€inek v procesu aterosklerdzy neni zatim pIné objasnén (41).
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6 ENDOTELIALNIi NO — SYNTAZA (eNOS)

Endotelialni NO — syntaza patfi do rodiny enzymu produkujici oxid dusnaty
(NO) z aminokyseliny L-argininu (54).

6.1 lzoformy NO - syntazy

RozliSujeme 3 izoformy, neurondlni (nNOS), inducibilni (iNOS) a
endotelialni (eNOS) (2).

m neuronalni NO — syntaza byla poprvé pozorovana v neuronech, je
exprimovana v centralnim i perifernim nervovém systému a v kosternim
svalstvu, produkuje konstitutivné NO, hlavni funkci je ale pfedevsim funkce
neurotransmiteru (55).

m inducibilni NO — syntaza je enzym, ktery neprodukuje NO konstitutivné
v malych mnozstvi, naopak tvofi NO ve vysokych koncentracich jako odpovéd
na patologické stimuly, mezi néz fadime bakteridlni endotoxiny a zanétlivé
cytokiny (interferon, TNF-a, interleukin 1) (55). INOS byla nejprve popsana
v makroféazich, kromé nich maze byt exprimovana v Kupferovych burikach,
neutrofilech, hepatocytech &i fibroblastech (2).

m endotelidlni NO — syntaza produkuje konstitutivni mnozstvi NO
v endotelu, mimo endotel cév byla jesté eNOS popsana také
v kardiomyocytech, ledvinovych mezangialnich burikach, osteoblastech,
osteoklastech a také v krevnich desti¢kach (2).

6.2 Tvorba oxidu dusnatého a jeho funkce v organismu

Oxid dusnaty je mala lipofilni molekula, ktera se uvolfuje pfi enzymatické
pfeméné aminokyseliny L-argininu na L-citrulin. Jedna se o oxidacni reakci, kdy
kyslik vyuzZiva atomu dusiku quanidinového konce L-argininu (13).

K funkéni reakci je potfeba fada kofaktoru, jedna se o flavinadenindinukleotid
(FAD), flavinmononukleotid (FMN), tetrahydrobiopterin (BH4) a zeleznaty
protoporfyn (hem) (2).
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L-Arginine L-Citrulline

FAD, FMN, BH4, heme

Obrazek 12 - syntéza NO
http:/fwww.snv. jussieu.fr/bmedia/cmlv/cmlv-c2.htm (30.4.2011) (56)

Uginky NO jsou dany jeho reakei s guanylcyklazou. NO reaguje
s hemovou ¢asti tohoto enzymu, coz vede k jeho aktivaci a enzymatické
pfemeéné guanosintrifosfatu (GTP) na cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP),
ktery je zodpovédny za G&inky NO (2). U&inek cGMP je ukonéen jeho
odbouranim na guanosinmonofosfat (GMP), které je katalyzovano enzymy
fosfodiesterazami (PDE) (57).

V prvé fadé plsobi vazodilatatné na hladkou svalovinu cév, toto
pusobeni umoziuje snizeni odpovédi vapenatych iontd na kontraktilni agonisty
vedouci k hyperpolarizaci membran bunék hladké svaloviny. Uginek byl
pozorovan i u inhalacniho podani, kdy dochazi k vyznamné plicni vazodilataci,
¢ehoz by se mohlo vyuzivat u nemocich, jako je syndrom respiracni tisné u
dospélych (2).

Mezi dalSi pusobeni NO patfi inhibice adheze a agregace krevnich
destiek, neutrofilnich leukocytd a monocyta. Vysvétleni spociva v inhibici
exprese endotelialnich adhezivnich molekul (VCAM 1, ICAM 1) (58) a ve
snizeni pusobeni chemokini a MCP 1 (monocyte chemotactic protein) (59).

Tyto ucinky jsou velmi dalezité v ochrané pred trombdzou i pred
aterogenezi a tvorbou aterosklerotickych plati a mohou mit také vliv na

Oxid dusnaty vSak maze mit i nepfiznivé Uc€inky, pfi vzniku patologickych
koncentraci NO se mohou projevit cytotoxické ucinky, dané bud pfimym
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pusobenim (napf. nitrosylace nukleovych kyselin) nebo nepfimym pusobenim
vznikem peroxynitritovych anionu, které vznikaji reakci NO se superoxidem.
Tyto anionty mohou poSkozovat buriky a tkané pres lipidové peroxidace,
inaktivace enzymu a jinych protein( oxidaci a nitraci, ¢i aktivaci matrixovych

metaloproteinaz (MMP) a vést k apoptoze (2, 57).

6.3 Struktura a funkce NO — syntazy

V8echny tfi izoformy tvofi dimerické enzymy (2). Pro vytvofeni spravné
trojrozmérné struktury a pro stabilizaci eNOS je dulezity molekularni chaperon —
heat shock protein, protein teplotniho Soku (hsp 90) (60).

Molekularni chaperony jsou specialni proteiny navazujici se jiz na
Castecné slozené proteiny. Jednak je udrzuji v rozvinuté formé pfi pohybu
cytoplazmou a pres bunééné membrany a jednak umoznuji spravné slozeni

peptidového fetézce do trojrozmérné podoby (61).

charged region

I Stiichg 4 o Hsp 90 ma ATP/ADP aktivitu, je schopen

L | | M I | FMEEVD

tedy na sebe vazat ATP. Pfi navazani

" substrate binding ~
ATP dochazi k vzniku uzaviené
konfirmace hsp 90, ktera obklopi eNOS
a pomaha mu ve spravném slozeni, ve

MP stabilizaci a dozrani. Po odbourani ATP

= @
4 na ADP se konformace hsp 90 otevie
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Obrazek 13 — funkce hsp90
http://jb.oxfordjournals.org/content/137/4/443/F | .expansion( 29.4.2011) (63)

Na ATP vazebné misto se mohou vazat i jiné slouceniny, ty vSak
vedou k poru$e funkce hsp 90 a k destabilizaci dozravajiciho proteinu, v naSem
pfipadé enzymu eNOS.
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se uvadi antibiotikum geldanmycin. Pfi podani inhibitord hsp 90 bylo pozorovani
snizeni sekrece NO a s tim souvisejici potence aterogeneze (64).

K funkénimu komplexu eNOS a dalSich dvou izoforem jsou nezbytné
kofaktory, které jsme uvadély vyse, tzn. FAD, FMD, BH4 a hem, dale nesmi
chybét vazebna mista pro substrat L-arginin, pro NADPH a kalcium —
kalmodulin (2). Pravé dostupnost ¢i nedostupnost substratt a kofaktort je
vyznamnym regulaénim mechanismem ovliviujici funkci eNOS.

Nezbytnym pro spravnou funkci eNOS je tetrahydrobiopterin (BH4). Jeho
funkci je stabilizace dimerické struktury eNOS a usnadnéni navazani substratu
L-argininu (57). Vyznam BH4 podtrhla studie s hypertenznimi potkany, u
kterych doslo pfi podavani BH4 v potravé ke zlepseni endotelové dysfunkce.
Naopak chybéni a nedostatek BH4 vedlo ke zvySeni produkce superoxidu a
zhor$eni endotelové dysfunkce (65).

Samozfejmou vé&ci je, Ze pro potifebnou funkci enzymu eNOS je nezbytny
dostatek substratu. PFi nedostatku L-argininu je i snizena produkce NO, ta
muze byt i Uplné zablokovana podanim podobnych latek jako L-arginin, tedy
podanim analogu L-argininu. Mezi tyto latky patfi L-NMMA (N- monometyl- L-
arginin) L-NAME ( N-nitro-L-arginin- metyl-ester) nebo ADMA (asymetricky
dimetylarginin) (13). Po podani analogu L-argininu bylo pozorovano vyvolani
vazokonstrikéniho uc¢inku, zvy$eni tvorby trombl a zvySeni progrese

aterosklerozy (66).

6.4 regulace eNOS

Regulace eNOS a spravné hladiny NO jsou dulezité pro zachovani
endotelialni funkce, v pfipadé chybné regulace eNOS muze dochazet
k progresi cévnich onemocnéni jako je pravé ateroskleréza a s ni souvisejici
poruchy (54).

Je znamo, ze funkci eNOS a syntézu NO zvySuji nékteré latky,
jmenujme acetylcholin (Ach), bradykinin, substance P, histamin, serotonin, déle

je aktivita zvySena pfi hypoxii, stimulaci el.proudem a pfi tzv.shear stresu (13).
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Bylo zjidténo, Ze jisty vliv maji i rustové faktory v€etné TGF-B1, kde hraje
dulezitou roli i vySe zmifiovany endoglin (54).

Regulace dana endoglinem je zalozena na 2 rliznych mechanismech.
Prvni mechanismus je regulace tvorby mRNA pro eNOS. Druhym
mechanismem se rozumi ovlivnéni propojeni eNOS aktivity a pfitahovani
cytoplazmatického hsp90 do mist syntézy NO. U mySich s deficitem endoglinu
byla pozorovana porucha eNOS a s tim souvisejici syntéza NO, ale také
zvySovani koncentrace superoxidu a peroxidu vodiku (41).

Regulace endoglinu a eNOS spolu Uzce souvisi, popsaly jsme, jak
endoglin ovliviiuje syntézu NO, byla v8ak také dokazana regulace v opacném
sméru, kdy pfi blokadé tvorby NO analogy L-argininu dochazi ke snizeni
angiogeneze, hlavni tlohy endoglinu (54).

Naopak snizovani tvorby NO a inhibice eNOS bylo prokazano u TNFa i
lipopolysacharidu, ktefi snizuji genovou expresi eNOS, konkrétné snizenim
stability mRNA pro eNOS. Aktivita eNOS je dale snizovana endotelinem 1,
inhibitory COX (cyklooxygenazy),€i oxidovanymi LDL &asticemi (13, 54).

K poru$e funkce tohoto enzymu dochéazi i pfi nedostatku substratu,
napfiklad pfi podani inhibitord L-argininu, nebo pfi nadbyteném pusobeni
enzymu arginazy ,ktery katalyzuje arginin na mocovinu a ornitin (38).

PFi nedostatku nékterého z jeho kofaktort, predevsim tetrahydrobiopterinu.
Vyznamny je i nedostatek molekularniho chaperonu hsp90, ktery zabezpecduje
stabilitu a dozrani eNOS (54). Ke sniZeni tvorby dochazi také pfi
hypercholesterolémii, coz bylo pozorovano u mysi krmenych cholesterolem
(67).

Zavérem lze fici, ze regulace eNOS je vyznamnym ¢initelem
v patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni. Pfi nedostatku NO dochazi
k poru$e relaxace hladké svaloviny cév a k vyvoji hypertenze. Je vy$Si riziko
tvorby krevni srazeniny a je pozorovana dysfunkce endotelu a rozvoj
aterosklerotickych 1ézi. Naopak pfi patologicky zvySenych koncentraci NO
dochazi také k poskozeni endotelu na zakladé tvorby reaktivnich kyslikovych

radikald, chronickd nadprodukce muize vést az k sepsi (54).
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7 CIiL PRACE (ZADANI)

Cilem této diplomové prace bylo popsat expresi eNOS a endoglinu v aorté
u dvou kmenl mysi s rozdilnou predispozici k aterosklerdze. K tomuto Gcelu
byly pouzity imunohistochemické metody.

38



8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Zvirata

Samice normocholesterolemickych mysi (n=16) byly rozdéleny do dvou
skupin po osmi, jednu skupinu tvofily mysi kmene C3H/ HEJ a druhou mysi
kmene C57BL/6J. Obé skupiny mySi byly ve véku 4 mésice od narozeni. Obé
skupiny byly krmeny stejnou dietou po dobu 12 tydnl po odstavu.

Na konci experimentu byla zvifata usmrcena pfedavkovanim v parach éteru.
Zvifatim byly odebrany vzorky krve pro biochemické vySetieni a segmenty
tkani pro imunohistochemické vysetreni. Tyto segmenty se ponofily do OTC
media (Leica, Praha, Ceské republika), nasledné byly zmraZeny v tekutém
dusiku a uskladnény pfi minus 80 °C.

8.2 Biochemicka analyza

Nejdfive byly ziskany jednotlivé frakce sérovych lipoproteina vyuZzitim
analytické ultracentrifugace (Beckman TL 100, Palo Alto, CA, USA).

Koncentrace lipoproteinovych frakci byly zjistény enzymaticky podle
konvenénich diagnostickych metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a pomoci
spektrofotometrické analyzy (cholesterol pfi vinové délce 510 nm, triglyceridy pfi
vinové délce 540 nm, ULTROSPECT IIl, Pharmacia LKB Biotechnology,
Uppsala, Svédsko).
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8.3 Imunohistochemie

Pro imunohistochemickou analyzu byly nakrajeny fezy obsahuijici

semilunarni chlopné s aortou. Nasledné byly pofizeny pficné fezy tlusté 7 um a

umistény na podlozni sklicko potazené vrstvou Zelatiny.

8.3.1 Imunohistochemicka detekce exprese endoglinu

Pro detekci exprese endoglinu byla pouzita metodika avidin-biotin (ABC)

s detekénim c&inidlem diaminobenzidinem (DAB), ktery v pfipadé pozitivni
reakce poskytuje hnédou barevnou reakci.

Primarni protilatka

Pro detekci endoglinu v cévni sténé jsme pouzily primarni monoklonalni

protilatku Rat Anti-Mouse Endoglin (BD Pharmingen) ve zfedéni 1:50.
Sekundarni protilatka

Jako sekundarni protilatka jsme pouzili monoklondlni protilatku
goat anti-rat Ig (Vector laboratoires, USA) ve zfedéni 1:400.

Detekce

K vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu jsme pouzili

diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Dansko).

Fotodokumentace a digitalizace snimkud z mikroskopu byla provedena za
pouZziti digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., Ottawa, Kanada)

pomoci softwaru NIS (Laborytory Imaging, Ceska republika).
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Postup pri detekci exprese endoglinu ABC systémem

Podlozni sklicka s tkanovymi fezy jsme umistili na 15 minut do roztoku
acetonu uchovavaného pfi teploté -20 stupnu Celsia. Po kratkém oschnuti
(15 minut) jsme postup zopakovali, €imz doslo k lepSimu pfilnuti vzorku

na sklicko.

Poté jsme fezy opét kratce osusili (15 minut), nasledné vlozili do roztoku
PBS (2x5 minut) a pfipravili pro analyzu.

Nejprve jsme nanesli 10 % roztok goat séra v PBS (30 minut) za ucelem
blokace nespecifickych vazebnych mist. Nasledné jsme fezy inkubovali
s roztoky anti-avidinu a anti-biotinu (Vector Laboratoires, USA).

Poté jsme provedli inkubaci (1 hodina) s primarni protilatkou Rat Anti-
Mouse Endoglin (BD Pharmingen) pfi pokojové teploté. Nasledoval oplach

v roztoku PBS (2x5 minut) a patnactiminutova inkubace v 3% roztoku H202. Po

dalSim oplachu PBS (2x5 minut) jsme nanesli sekundarni protilatku goat anti-rat

Ig (Vector laboratoires, USA), kterou jsme nechali pasobit po dobu 30 minut.
Poté jsme fezy opét vloZili do roztoku PBS (2x5 minut). Pfi dalSim kroku jsme

nanesli enzym peroxidazu konjugovany s avidin-biotin komplexem. Nasledovalo

pridani detekéniho €inidla DAB (Dako, Dansko).

V dal8i fazi experimentu jsme Fezy oplachli v acetonu a odvodnili v aceton-

xylenu (10:1, 3 minuty), aceton-xylenu (1:10, 3 minuty) a v xylenu (3x2 minuty).

Na zaveér jsme fezy ukotvili pomoci Eukittu.
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8.3.2 Imunohistochemicka detekce exprese eNOS

Pro detekci exprese endotelialni NO syntazy byla pouzita metodika
En Vision s detekci pomoci DAB, ktery poskytuje v misté detekce antigenu

ve tkani hnédou barevnou reakci.
Primarni protilatka

K detekci endotelialni NO - syntazy (eNOS, NOS3) jsme pouzili primarni
protilatku NOS3 (eNOS) - rabbit anti rat (Santa Cruz Biotechnology) ve zfedéni
1:100.

Sekundarni protilatka
Jako sekundarni protilatku jsme pouZzili Anti rabbit - HRP (Dako).
Detekce

Stejné jako u detekce exprese endoglinu jsme pouZzili chromogen
diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, Dako, Carpinteria, USA).
Fotodokumentace a digitalizace snimka z mikroskopu byla provedena za pouZziti
digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., Ottawa, Kanada) pomoci
softwaru NIS (Laborytory Imaging, Ceska republika).

Postup pri detekci exprese eNOS metodou En Vision

Zmrazené tkanové fezy na sklicku jsme nejprve 30 minut susili na
vzduchu. Po rozmraZeni jsme je na 30 minut vlozili do roztoku acetonu
uchovavaného v minus 20°C. Poté jsme fezy nechali 30 minut ususit. Timto
procesem jsme docilili fixace fezl a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Po
ususeni jsme sklicka s fezy vlozili do fosfatového pufru (roztok PBS) na

5 minut.

Pfed nanesenim primarni protilatky jsme nejprve zablokovali nespecificka
vazebna mista inkubaci s 10% roztokem goat séra (kozi sérum) (Sigma Aldrich
Chemie, Steinheim, Némecko) v PBS (30 minut).
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Teprve poté se mohla pro detekci exprese eNOS pouzit primarni protilatka
NOS3 (eNOS) - rabbit anti rat (Santa Cruz Biotechnology), kterou jsme nafedili
v BSA v poméru 1/100. Inkubace s primarni protilatkou probihala 60 minut. Poté
jsme fezy vlozili do roztoku PBS (2x5 minut) a nasledné na 15 minut
do 3% H20..

Po oplachu v roztoku PBS (2x5 minut) jsme aplikovali sekundarni
protilatka Anti rabbit - HRP (Dako). Inkubace s touto protilatkou trvala 30 minut.
Poté jsme skliCka s fezy opét oplachli roztokem PBS (2x5 minut).

Pro vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu jsme
pouzili chromogen diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, Dako,
Carpinteria, USA). Tato vizualizace probihala po dobu 45 sekund. Nakonec
jsme fezy oplachli v roztoku PBS.

Poté jsme provedli dobarveni jader v hematoxylinu po dobu 10 sekund

s naslednym modranim pod tekouci vodou z kohoutku (1 minuta).

Na zavér jsme sklicka s fezy oplachli v acetonu a odvodnili v aceton-
xylenu (10:1) a aceton-xylenu (1:10). Oba trvaly 3 minuty. Ukon&eno to bylo
xylenem (3 x 2 minuty). Poté byla sklicka zamontovana do Eukitu.

8.4 Staticka analyza

VSechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako prdmér + SEM (stfedni
chyba priiméru) pro 8 zvifat v kazdé skupiné. Ke vzajemnému porovnani
parametrd u skupin zvifat byl pouzit neparovy T test. Rozdily byly statisticky
vyznamné v pfipadé, Ze p < a, kde a=0,05. K vypoctu byl pouzit GraphPad
Prism 5.0 software (GraphPad Software, Inc, San Diego, California, USA).
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9 VYSLEDKY

9.1 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza sledovala hladiny jednotlivych lipoproteint u obou
mysich kmena. Vysledky prokazaly signifikantni zvySeni hladin celkového
cholesterolu, VLDL cholesterolu triacyglyceroltd u mySiho kmene C3H. Zaroveri
byla u tohoto kmene zvySena také hladina protektivniho HDL cholesterolu (viz
obr. 14)

Obrazek 14: Hladiny jednotlivych lipoproteinovych frakci u CB57BL/J6 a
C3H. (**%p < 0.001)
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9.2 Imunohistochemicka analyza

Exprese obou protilatek byla pozorovana pouze na cévnim endotelu
aorty v obou skupinach zvirat. Dale byla detekovana na chlopnich a také
v kapilarach okolniho myokardu. Pro srovnani exprese eNOS a endoglinu u
obou skupin jsme pouZili 90 skli¢ek pro kazdou protilatku. Vysledky ukazuji, ze
exprese eNOS je v aorté vyznamnéjsi u skupiny CB57BL/J6 ve srovnani se
skupinou C3H. Podobny nélez byl také zaznamenan u exprese endoglinu.
(obr 15-18).
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Obrazek 15 a 16: Reprezentativni obrazky exprese endoglinu v aorté
u CB57BL/J6 a C3H mysi. Exprese je pozorovana pouze na cévnim
endotelu aorty (Sipky). Zaroven je zirejmé, ze exprese endoglinu je vyssi u
CB57BL/J6 mysi. Jadra jsou dobarvena hematoxylinem. Zvétseni 40x.

Obrazek 15 — exprese endoglinu v aorté u CH3 mysi
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Obrazek 16 — exprese endoglinu v aorté u CB57BL mysi
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Obrazek 17 a 18: Reprezentativni obrazky exprese eNOS v aorté u
CB57BL/J6 a C3H mysi. Exprese je pozorovana pouze na cévnim endotelu

aorty (Sipky). Zaroven je zrejme, Ze exprese eNOS je vyssi u CB57BL/J6
mysi. Jadra jsou dobarvena hematoxylinem. Zvétseni 40x.

Obrazek 17 — exprese eNOS v aorté u CH3 mysi
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Obrazek 18 — exprese eNOS v aorté u C57BL mysi
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10 DISKUZE

Ateroskleréza je podle WHO definovana jako variabilni kombinace zmén
intimy arterii spojena s ukladanim lipidt(cholesterolu), polysacharid a krevnich
elementl a v dalSim vyvoji tvorbou fibrézni tkané provazenou ukladanim
vapenatych slouc¢enin, se zménami v medii arterii.

Postihuje velké a stfedni arterie tvorbou subintimalniho ztlusténi (ateromu),

které muze vést k redukci nebo az obstrukci krevniho pratoku.

Endotelialni dysfunkce se zda byt kli€ovou pfi vzniku kardiovaskularnich
nemoci. Rizikové faktory jako koufeni, vék, hypercholesterolémie,
hyperglykémie nebo hypertenze iniciuji chronicky zanétlivy proces, ktery je
doprovazeny snizenim &i zanikem tvorby vasodilataénich a antitrombotickych

faktord a vzristem tvorby vasokonstriktor a protrombotickych faktord.

Ztrata vasodilatace zavislé na endotelu neni jedinou dysbalanci. Pokud
jsou endotelialni burniky vystaveny prozanétlivym stimuliim, zacnou exprimovat
leukocytarni chemotaktické faktory, adhezni molekuly a zanétlivé cytokiny.

Ukazuje se, Ze endotelialni dysfunkce se diky tvorbé zanétlivych faktorl
ucastni adheze monocytd a T lymfocytu a podili se na jejich pfeméné na
pénové buriky. Dale participuje na migraci a proliferaci hladkych svalovych
bunék a na tvorbé extracelularni matrix, coz vede k formovani

aterosklerotického platu (68).

Endotelidlni dysfunkce je tedy velkou zménou v endotelidlnim fenotypu,
ktera pfispiva k rozvoji a klinickym projevam aterosklerézy. Vyznamné se podili
také na pozdnich stadiich nemoci a hraje roli i pfi akutnich koronarnich

syndromech (69).

Vyznamnym faktorem z hlediska rozvoje je pokles exprese eNOS, tedy

klicového enzymu v homeostaze cévniho endotelu (70).
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Endoglin nebo také TGF-BRIII je schopen ovliviiovat ¢innost TGF-B, coz
je cytokin, ktery ma v procesu aterosklerdzy ziejmeé protektivni ucinky (71). Je
tvofen tfemi doménami. Extracelularni doména se sklada z 561 aminokyselin,
transmembranova doména z 25 aminokyselin, a 47 aminokyselin tvofi
intracelularni ¢ast. Studie ukazaly, Ze endoglin se vyskytuje ve dvou rdznych
isoformach, L (long) a S (short), ty se li§i v po¢tu aminokyselin v intracelularni
casti (72).

Endoglin je nepostradatelny pro spoustu Zivotnich funkci. Mezi hlavni
ucinky patfi vliv na normalni vaskulogenezi a angiogenezi. Endoglin je dilezity i
v procesu erytropoézy. Migraci a proliferaci endotelialnich bunék také podporuje
dostate¢né mnozstvi endoglinu, a to aktivaci signalni kaskady (73).

Rada studii prokazala, ze endoglin zvy$uje tvorbu eNOS a tim reguluje
jeho expresi (74). Posledni prace navic poukazuji na mozny protektivni vliv

endoglinu v aterogenezi, coz by mohlo také souviset s touto regulaci (75).

Cilem této diplomové prace tedy bylo popsat expresi eNOS a endoglinu
v aorté u dvou mysSich kmenu s rozdilnou predispozici k ateroskleréze. Kmen
CB57BL/J6 se ukazal jako nejvice nachylny k rozvoji aterosklerézy a tento
kmen je dnes také zakladem pro vytvareni geneticky upravenych mysich
modell aterosklerdzy (76,77). Naproti tomu u kmene C3H byla prokazana

nejmensi nachylnost k procesu aterogeneze (78).

Vysledky biochemické analyzy prokazaly celkové vy$si hladiny
cholesterolu u C3H/HEJ mySi coz konvenuje s literarnimi udaiji (79). Je nutno
poznamenat, ze byla zaroven takto zvySena hladina HDL cholesterolu, coz
naznacuje, ze z hlediska rizika aterogeneze jsou tyto modely obecné velmi
rezistentni a zaroven z tohoto biochemického hlediska neni mezi nimi vyrazny

rozdil z hlediska predispozice k aterogenezi.
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Vysledky imunohistochemické analyzy byly ovSem prekvapivé. Na jedné
strané se ukazalo, Ze exprese eNOS a endoglinu spolu do jisté miry souvisi, jak
bylo naznaceno dfive (80). Nicméné celkem prekvapivé byla exprese obou
potencialné antiaterogennich proteinti vy$Si u kmene CB57BL/J6, ktery je
k ateroskler6ze vice nachylny. Tyto pfekvapivé vysledky zatim bohuZzel nelze
presné objasnit a bude potifeba dalSich metodickych pfistupl k objasnéni téchto
vysledku.
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11 ZAVER

Cilem této diplomové prace tedy bylo popsat expresi eNOS a endoglinu v aorté

u dvou mySich kmenu s rozdilnou predispozici k ateroskler6ze.

Vysledky biochemické analyzy prokézaly celkové vyssi hladiny cholesterolu u
C3H/HEJ mysi véetné HDL cholesterolu ve srovnani s CB57BL/J6 kmenem.

Exprese endoglinu a eNOS byla pozorovana pouze na cévnim endotelu aorty.

Exprese protektivnich proteind eNOS a endoglinu byla vy8Si u kmene s vétsi
predispozici k ateroskler6ze, CB57BL/J6 ve srovnani s kmenem C3H/HEJ.

Tyto prekvapivé vysledky zatim bohuZzel nelze pfesné objasnit a bude potieba

dalSich metodickych pfistupl k objasnéni téchto zavéru.
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12 PREHLED ZKRATEK

ABC
ADMA
AGE
ALK
AMP
ATP
Apo
BH4
BMI
CETP
cGMP
COX
CRP
DAB
EC
eNOS
FAD
FGF
FMN
GTP
HDL
Hsp 90
ICAM 1
IDL
ICHDK
ICHS
IL 1
INFa
iINOS
KVO

avidin-biotin metodika

asymetricky dimetylarginin

produkty pozdni glykace

activin receptor like kinaza
adenosinmonofosfat

adenosintrifosfat

apolipoprotein

tetrahydrobiopterin

index télesné hmotnosti (body-mass index)
cholesterol ester transferujici protein
cyklicky guanosinmonofosfat
cyklooxygenaza

C — reaktivni protein

diaminobenzidin

endotelova burka

endotelialni NO-syntaza
flavinadenindinukleotid

rstovy faktor fibroblastu
flavinmononukleotid

guanosintrifosfat

lipoprotein o vysoké hustoté (high density lipoprotein)
protein teplotniho Soku (heat shock protein) 90
intercelularni adhezni molekula 1
intermediarné denzitni lipoprotein
ischemicka choroba dolnich koncetin
Ischemicka choroba srdecni

interleukin 1

interferon alfa

inducibilni NO-syntaza

kardiovaskularni onemocnéni
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L-NAME L-nitroarginin metylester

L-NMMA L-NG-monometylarginin

LCAT lecitin-cholesterol-acyl-transferaza

LDL lipoprotein o nizké hustoté (low density lipoprotein)
LP lipoprotein

LPL lipoproteinova lipaza

NADPH nikotinamid adenindinukleotid fosfat

M-CSF faktor stimulujici kolonie makrofagli a monocytu
MCP 1 chemotakticky protein monocyta 1

MMP matrixové metaloproteinazy

NO oxid dusnaty

nNOS neuronalni NO-syntaza

PDE fosfodiesterazy

PDGF desti¢kovy rustovy faktor

PON 1 paraoxonaza 1

Smad intercelularni mediatory zprostfedkuji signalizaci TGF3
TG Triacylglyceroly

TGF B transformuijici rastovy faktor

TNF a tumor nekrotizujici faktor

VCAM 1 adhezni molekula 1 cévnich bunék

VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté

VSMC bufky hladké svaloviny cév

ZP zona pellucida
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