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Abstrakt

Petr Fiala

Sledovani exprese endoglinu u normocholesterolemickych a hypercholesterolemickych
mysi

Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Sledovali jsme zmény exprese endoglinu u normocholesterolemickych a
hypercholesterolemickych mysi. Zmény exprese byly pozorovany v aort¢ mysi za pomoci

imunohistochemickych metod. Kvantifikace zmén exprese byla provedena pomoci Western blot

analyzy.

Metody: Pro pokus bylo pouzito 8 samic normocholesterolemickych mysi kmene
C57BL/6J a 8 samic Apo-E receptor deficientnich mysi kmene C57BL/6J. Mysi z apoE-
deficientni skupiny byly krmeny 8 tydnt standardni dietou s obsahem 1% cholesterolu.
Dale byla provedena biochemick4 analyza krev. Pro imunohistochemickou analyzu byly
nakrajeny fezy obsahujici semilunarni chlopné s aortou. Nasledné byly pofizeny pti¢né
fezy a umistény na podloZzni sklicko potazené vrstvou Zelatiny. Pro detekci exprese
endoglinu byla pouzita metodika Avidin-Biotin (ABC) s detekénim ¢inidlem
diaminobenzidinem (DAB).

Vysledky: Exprese endoglinu byla viditelnd pouze na cévnim endotelu u
normocholesterolemickych mysi. U Apo-E deficientnich mysi byla exprese endoglinu
detekovéana na cévnim endotelu aterosklerotické 1éze, endotelu aortalnich chlopni a dale
V oblastech mimo 1éze a v kapilarach myokardu. Exprese endoglinu byla vyznamné
vyrazn€j$i u apoE-deficientnich mysi ve srovnani s normocholesterolemickymi jedinci.
Kvantifikaci anylyzou Western blot bylo zjisténo, ze exprese endoglinu u
hypercholesterolemickych Apo-E deficientnich mysi byla signifikantné¢ zvySena ve

srovnani s normocholesterolemickymi jedinci.

Zaveér: Vyssi exprese endoglinu u hypercholesterolemickych mysi miize ukazovat na
potencialni obrannou reakci cévniho endotelu na hypercholesterolemii, coz by mohlo do

jisté miry predstavovat protektivni ptisobeni endoglinu v iniciaci aterogeneze.
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Background: We studied the changes of expression of endoglin in
normocholesterolemic and hypercholesterolemic mice. The changes of endoglin
expression were detected in aorta by means of imunohistochemical methods and

followed by quantification by Western blot analysis.

Methods: We used 8 female normocholesterolemic mice C57BL/6J and 8 female ApoE
deficient mice C57BL/6J. ApoE deficient mice were fed during a 8 weeks by chow diet
with 1% of cholesterol. Biochemical analysis of blood samples was performed. Then we
prepared cuts of aorta with segment of semilunar valve for immunohistochemical
analysis. Detection of expression of the endoglin was performed by Avidin- Biotin
method (ABC) with detection by DAB.

Results: The expression of endoglin was detected only on endothelium of
normocholesterolemic mice. The expression of endoglin in apo-E deficent mice was
detected on endothelium of atherosclerosis plaque, aortic semilunar valves and also in
endothelium with no atherosclerosis and in capillaries in myocardium. The stronger
expression of endoglin was visible in Apo-E deficient mice when compared with
normocholesterolemic mice. The Western blot analysis confirmed significant increase

fo endoglin expression in hypercholesterolemic Apo-E deficient mice.

Conclusions: We propose that higher expression of endoglin in hypercholesterolemic
might be considered as potentional protective reaction of endothelium in early

atherosclerosis suggesting the role of endoglin in early atherogenesis.
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1 UVOD

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) tfadime dle epidemiologického profilu
k takzvanym civilizatnim onemocnénim. Toto onemocnéni je jednou z nejcastéjSich
pficin tmrti v modernich primyslovych zemich. Dle evidence Svétové zdravotnické
35% umrti ve Velké Britanii. Nejcastéjsi typem KVO postihujicim populaci je
ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), které¢ vznika na podklad¢ aterosklerotickych zmén
v krevnim fecisti (1).

ICHS je v Evropé nejcastéjsim pii¢inou tmrti ze vSech KVO. Ro¢né zemie v

Evropé na komplikace spojené s vyskytem ICHS 1,95 miliont lidi a ve Velké Britanii

wrwe
cvwr

Mrwe

muzeme také nahlizet z hlediska sociologického. Zde dojdeme k zavéru, ze timrtnost je
veétsi ve skupiné muzl nez Zen a roste s piibyvajicim vékem. DalSim hlediskem
ovliviiyjicim ICHS mortalitu jsou socio-ekonomické faktory. Paradoxem je, ze Gimrti
jsou cast¢jsi v modernich primyslovych zemich s vyssi mirou stresu kladeného na
populaci (1).

ICHS je onemocnéni vzniklé na podklad¢ akutniho nebo chronického omezeni,
pfipadné zastaveni pritoku krve véncitymi tepnami zasobujicimi srde¢ni sval. Toto
omezeni vede kischemii aZ nekrotizaci srdecni tkané. K vyslednému poskozeni
srdeCniho svalu tedy dochazi na zékladé nedostatku dodavaného kysliku do srde¢niho
svalu vzhledem k jeho spotiebé. Hovofime tedy o poruse perfuze srdeéniho svalu (2).

Hlavni projevy ICHS lze délit dle jejich symptomatologie na bolestivé a
nebolestivé formy. Nebolestivé formy se projevuji jako néma ischemie, srde¢ni selhani,
srdeCni arytmie a nahld koronarni smrt. Bolestivé formy pak jsou angina pectoris
stabilni a nestabilni, akutni koronarni syndrom, Prinzmetalova angina pectoris a infarkt
myokardu (2).

ZuzZeni ¢i uzavér korondrnich tepen vznika nejcastéji na podklade aterosklerdzy.
DalS$imi pfi¢inami mohou byt spazmy koronarnich tepen, hypertrofie myokardu ci
onemocnéni malych cév (2).

K vyskytu ICHS jsou predispozi¢ni urcité rizikové faktory. Tyto rizikové faktory

délime na neovlivnitelné a ovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné fadime vek, pohlavi a



genetické faktory. Do skupiny ovlivnitelnych rizikovych faktorG spadaji
hyperlipoproteinémie, arteridlni hypertenze, kouieni, diabetes mellitus, obezita, télesna
inaktivita, emo¢ni stres a dale také hyperhomocysteinémie, stopové prvky atd. (2).

Aterosklerdza je onemocnéni, pii kterém dochazi k ukladani krevnich lipida ve
stén¢ tepen. Tento jev vyvold zanétlivou reakci a kaskaddu dalsich dé&u, jejichz
vysledkem je vznik aterosklerotického platu. Tento plat postizenou tepnu zuzuje a muze
dojit aZ k jeji uplné obturaci.

Rozvoj aterosklerdzy vyznamné ovliviiuji rizikové faktory aterosklerdzy. Tyto
faktory délime na neovlivnitelné¢ a ovlivnitelné. Neovlivnitelnymi faktory jsou vék,
pohlavi a genetické predispozice. Mezi faktory ovlivnitelné pak tadime
hyperlipoproteinémii, arterialni hypertenzi, koufeni, diabtes mellitus, obezitu a
porusenou glukézovou toleranci (2).

Jiz vznikla ateroskler6za je d&jem nevratnym. Proto se vramci terapie
zaméfujeme na vlastni prevenci vzniku platd a to jak rezimovymi opatienimi, tak

farmakologickou 1é¢bou zamétenou na sniZeni rizikovosti ovlivnitelnych faktort.

2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

Hlavni funkci cévniho fecisté je rozvod krve tkanim a ptevod pulzniho proudéni
ze srdce na kontinualni proudéni Vv periferii. Cévy tedy v tomto ptipadé plni funkci
pruzniku. Pruznikova funkce tepen je déna elastickymi vlastnostmi jejich stén. Pravé
elasticita dava cévnimu systému moZnost flexibiln€ reagovat na tlakové zmeény
Vv krevnim fecisti (3).

Na zékladé typu a velikosti rozliSujeme v ramci cévniho fecisté

. Arterie
. Vény
o Kapilary



2.1 Zakladni stavba cév

Stavba cévni stény vychazi ze tii zakladnich vrstev:
e Tunica intima
e Tunica media

e Tunica adventitia

Obrazek 1: Stavba cévni steny

(4.1.2012),http://www.taramrusso.com/VascularWall.htm

The vascular wall

Obrdazek 2: Mikroskopicky preparat cévni stény (4.1.2012)

http://www.kumc.edu/instruction/medicine/anatomy/histoweb/vascular/vasc06.htm



http://www.taramrusso.com/VascularWall.htm
http://www.kumc.edu/instruction/medicine/anatomy/histoweb/vascular/vasc06.htm

Tunica intima
Tunica intima je vnitini vrstva cévni stény. Jeji zékladni vlastnosti vychézi
z faktu, Ze je pfimo vystavena mechanickému piisobeni krevniho proudu. Tvoii ji vrstva
endotelovych bun¢k nasedajicich na bazalni laminu a vrstva subendotelova.
e Endotel je charakterizovan jako jednovrstevny dlazdicovity epitel. Bunky jsou
zde polygonalni, ploché a jsou protazené ve sméru proudéni krve.
e Lamina basalis je produktem endotelovych bunék.
e Subendotelova vrstva je tvorena fidkym kolagenovym vazivem a cCastecné i
bunikami hladké svaloviny. Tato vrstva dodava intimé mechanickou pevnost a

odolnost (3).

Tunica media

Tunica media je stfedni vrstvou cévni stény a zéroven je vrstvou nejmohutng;si.
Jeji zakladni sloZeni propajcuje medii dilezitou funkéni vlastnost, kterou je elasticita.
Prave tato vrstva diky cirkularné usporadanym bunikam hladké svaloviny a vimezetenym
elastickym vlaknim umoziuje cévni sténé flexibilné¢ reagovat na tlakové zmény

Vv krevnim fecisti (3).

Tunica adventitia

Tunica adventitia je nejsvrchngj$i vrstvou cévni stény. Stoji v pfimém kontaktu
s okolni tkani a diky této vrstvé je céva do tkané fixovana. U velkych arterii je tunica
adventitia prostoupena soustavou drobnych cév (vasa vasorum), ktery vyzivuji cévni
sténu. Jeji struktura je tvofena fidkym kolagennim vazivem. Pievladaji zde
longitudinalné uloZend kolagenni a elastickd vlakna. Déle zde nalezneme fibroblasty,

adipocyty a buriky hladké svaloviny (3).
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2.2 Arterie

Arterie délime na zékladé rozdilti v architektufe, priméru a poméru zastoupeni

svalové a elastické slozky (3).

Tabulka 1: Typy arterii (4.1. 2012), (3)

Typ arterie Tunica intima Tunica media Tunica adventitia
Velkeé elastické Silna, lnmen Velké mnoZstvi Tenlca, obsalmje
(napi. aorta). vystyla endotel koncentrickych kolagenni a elasticka

(jednovrstevoy elastickoych vidken vlikna.

dlazdicovity a mezi nimi

epitel). hladkosvalove buiky.
Stiredni, svalové  Meéné vyrazna, Silna, tvofi ji vice Tenka, obsahuje
(napf. arteria lamina elastica vrstev hladkeé kolagenni a elasticka
brachialis, arteria  interna fvofi hranici  svaloviny (az 40). vidkna.
mesenterica mezi intimou a Podil elastini
superior) medii. a proteoglykami je

zavisly na velikosti
arterie.

Arterioly Typicky endotel, 1-3 vrstvy Velmi tenka. slozena
(malé cévy lamina elastica hladkosvalovych z kolagennich viiken
s prisvitem 0.1 —  interna nmze bunek, lamina elasfica
0.5 mm) chybét. extarna chybi.
Metarterioly Typicky endotel, Jedna nesouvisla MNesouvisla vistva
(malé vétve neni subendotelova  vrstva hladké fidkého vaziva, kterou
arteriol, jejich vazivova tkafi ami svaloviny. nelze odlidit od medie.

stah fidi pritok membrana elastica

krve kapilarami interna.

2.3 Vény

Z morfologického hlediska jsou vény blizké tepnam. Zakladni odliSnosti je tenci
a flexibilngjsi sténa. Je zde také méné svalovych vlaken. Pravé na zaklad¢ téchto
morfologickych odliSnosti se na zilach dolnich koncetin nachédzi chlopné k usmérnéni

toku krve (3).
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Tabulka 2: Typy vén (4.1. 2012), (3)

Typ vény Tunica intima Tunica media Tunica adventitia
Velké vény (napf. Dobie vyvinuta se MNeékolikavrstevna, Silna, obsahuje
vena cava superior a  silnou vrstvou obsahujici hlavné kolagen
inferior) subendotelowve retikularni a a logitudalni svazky
tkané_ Jeji vibéZky  kolagenni vlikna hladké svaloviny,
do lumina se mené elastickych. které ji zesihyji
nazyvaji chlopné.
Malé a stiedni Typicky endotel, Tenka obsahiyici Relativné silna,
vény (napf. vena meéné chlopnd, kolagenni obsalnje hlavné
portae) membrana elastica a elastinovi vlakna  kolagen nezli
mterna neni. svalovinu.
Venuly Typicky endotel Velmi tenka. Je nejsilnéjsi,
(promér 0.2 - 1 mm) bez chlopni. sloZzena hlavné
z kolagenu.

2.4 Kapilary

roM o Ww 4

Kapilarni fecisté je oznacovano jako mikrovaskularni ¢ast obehu. Tvofi spojeni
mezi arteridlnim a ven6znim oddélenim krevniho feciSté. Kapilary se stavaji findlnim
mistem latkové vymény, tedy vymény plynd a Zivin. Primér kapilar se pohybuje
v rozmezi 7-9 um a jejich délka se pohybuje kolem Imm. Sténa kapilary je tvofena
buiikami plochého dlazdicovitého epitelu endotelu nasedajicimi na bazalni laminu.
Struktura je déale doplnéna nepravidelné rozmisténymi pericyty. Pericyty jsou
mezenchymové butiky s dlouhymi vybézky tvorici vlastni bazalni laminu. Obsahuji
kontrakéni proteiny a svou funkci tedy supluji medii. Dle struktury stény délime

kapiléry na tfi zédkladni typy:
e Kapilary se souvislou vystelkou (somatické) - svaly, mozek, plice.
e Kapilary fenestrované (visceralni) — glomerulus, endokrinni Zlazy.

e Kapildry sinusoidni — jatra, slezina.

(4)
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3 ENDOTEL

Endotel hraje zasadni roli v regulaci funkci cévniho systému a v patogenezi
kardiovaskularnich onemocnéni. NejcastéjSim projevem poruchy endotelu zptisobené
vlivem rizikovych faktorii je endotelidlni dysfunkce. Rizikové faktory jsou hypertenze,
hyperlipoproteinémie, diabetes a koufeni. Tyto faktory svym chronickym plisobenim
poskozuji fyziologické funkce endotelu a vedou ke vzniku dysfunkce. Jako endotelialni
dysfunkci oznacCujeme stav lokalizovaného ¢i generalizovaného postizeni endotelu
charakterizovaného zvysenou permeabilitou cévni stény a vznikem nerovnovahy mezi
vazoaktivnimi a hemokoagula¢nimi mechanismy. Endotelialni dysfunkce tedy hraje

dulezitou roli v patogenezi aterosklerozy (5,6).
3.1 Stavba a funkce endotelu

Z histologického hlediska je endotel jednovrstevny dlazdicovity epitel. Tento
epitel je také nazyvan plochy. Ma mozaikovity vzhled a oplostélé jadro ulozené
uprostied (6).

Tyto specializované buniky maji celou fadu regulacnich funkci. Endotel reguluje
cévni tonus a permeabilitu, ovliviluje strukturu cévni stény, udrzuje rovnovahu

koagula¢nich procesi a zajistuje interakci Sbunkami v krevnim ob&hu (5).

Obrazek 3: Endotel na povrchu cévni steny (4.1. 2012),
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Anatomy_artery.png

elastica interna

Lumen

smooth muscle cells

fibroblast

adventitia
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1. Regulace cévniho tonu

Hlavnim ukolem endotelu je udrzeni cévniho tonu produkci vazoaktivnich latek.
Mezi tyto latky fadime vazodilatatory a vazokonstriktory. Hlavni vazodilatacni latkou je
oxid dusnaty (EDRF/NO) a stejny ucinek vykazuji také bradykinin a prostacyklin
(PGI2). Protipolem a nejsilngjsi vazokonstrik¢éni latkou je endotelin- 1. Do skupiny
vazokonstrikéné ptsobicich latek dale patii angiotensin II, acetylcholin nebo tromboxan
A2. V ptipadé¢ poskozeni funkce endotelu dochdzi k naruseni rovnovahy mezi
vazoaktivnimy faktory. Tento stav vede k naruseni vazorelaxa¢ni schopnosti endotelu a
tedy ke spazmu. Nejéastéji k tomuto jevu dochazi na zakladé snizené tvorby oxidu
dusnatého a zvysené produkci vazokonstrikénich faktort (5).

2. Ovlivnéni struktury cévni stény

Struktura cévni stény je ovlivnéna schopnosti endotelu tvofit latky s rist
stimulujicimi a rust inhibujicimi uc¢inky. Odpovédi na zvySené mechanické napéti cévni
stény je produkce rustovych faktori jako je PDGF (rastovy faktor tvofeny destickami) a
IGF-1 (inzulinu podobny riistovy faktor). Mitogenni G¢inek na hladné svalové buiiky a
endotel vykazuji také endotelin-1 a angiotensin II. Mezi latky inhibujici proliferaci a
bunééné deleni bunck cévni stény fadime ERDF/NO, prostacyklin a TGF-
(transforming growth factor)- homodimerni protein pracujici jako cytosin (5,6).

3. Antitrombotické a fibrinolytické vlastnosti

Endotel vytvaii uvnitf krevniho ftecist¢ dokonale nesmacivy povrch, ktery
udrzuje rovnovahu mezi faktory regulujicimi trombotické a fibrinolytické procesy.
Dulezitym koagulacnim déjem je kaskdda adheze a agregace trombocytli. Praveé této
kaskadé¢ zabraiiuje endotel tvorbou ERDF/NO a prostacyklinu. Tyto dva faktory tedy
pusobi antikoagulacni aktivitou. Tato aktivita spoCivd ve vytvareni bariéry mezi
cirkulujicimi koagulacnimi faktory a tkaniovym faktorem a v produkci antikoagulacné
pusobiciho heparan sulfatu a trombomodulinu. Protichidnym déjem koagulace je
fibrinolyza. Na jeji regulaci se endotel podili tvorbou plazminogenového aktivatoru
(tPA) a inhibitorti plazminogenovych aktivatora (PAI-1,2) (5).

4. Interakce s buiikami krevniho obé&hu

Dulezitou funkci cévniho endotelu je exprese adhezivnich molekul na jeho
povrch. Tyto molekuly zprostiedkovavaji interakce s bunkami krevniho ob&hu. Za
bézného fyziologického stavu je na povrchu endotelu pouze minimum adheznich
molekul. Za této situace je adheze mezi bunikami krevniho obéhu a endotelem

minimalni. V pfipadé aktivace endotelu dochazi ke zvySené expresi adheznich molekul
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(E-selektin, ICAM-1 - intercelularni bunécna adhezivni molekula,
VCAM-1 — vaskularni bunééna adhezivni molekula) na povrchu endotelu a leukocyti.
Dochazi tak k usnadnéni adheze a praniku leukocytti do cévni stény (5, 6).

5. Requlace permeability

vvvvvv

krevnim fecistém a cévni sténou. Endotel zde funguje jako selektivni bariéra branici
praniku Skodlivych latek do cévni stény. V piipadé patologickych zmén vzniklych
poskozenim endotelu, aktivaci zanétlivymi ptisobky ¢i ischemii, se zvySuje propustnost
endotelu pro aterogenni lipidy a monocyty. Endotel tedy ztraci svou funkci selektivni
bariéry. Vysledkem téchto déji je subendotelidlni kumulace vyse uvedenych fragmenti
vedouci k rozvoji zéanétlivé reakce a iniciaci pochodl sméfujici k vytvoreni

aterosklerotického platu (5).

3.2 Aktivace endotelu a endotelialni dysfunkce

Endotel je v neustalém kontaktu s okolnim prostiedim. Flexibilné tak odpovida
na celou fadu lokalnich i systémovych podnétii. K aktivaci endotelu dochazi pravé na
zakladé téchto podnéti. Vysledkem aktivace endotelu miize byt zména permeability,
vazospasticka reakce, poruSeni hemostatickych mechanismi a uvolnéni rlstovych
faktordi. Aktivace endotelu lze chéapat jako prechodny reverzibilni stav vyvolany napf.
virovou infekci nebo kratkodobou expozici aktiva¢nimi faktory.
Rizikové faktory KVO jako jsou hypertenze, hyperlipidémie, diabetes, koufeni,
hyperhomocysteinémie nebo nedostatek estrogenli svym chronickym plisobenim
poskozuji fyziologické endotelidlni funkce a vedou ke vzniku endotelialni dysfunkce.
Endotelialni dysfunkce je stav lokalizovaného ¢i generalizované¢ho poSkozeni endotelu
charakterizovaného zvySenou propustnosti cévni stény a vznikem nerovnovahy mezi
faktory vazorelaxa¢nimi a vazokonstrikénimi, prokoagulacnimi a antikoagula¢nimi, rist
stimulujicimi a rast inhibujicimi. Vysledkem tohoto déje je proaterogenni Uc¢inek s
pfevahou vazokonstrikénich, protrombickych a proliferacnich pochodii vedouci
k progresi aterosklerdzy. Pravé endotelialni dysfunkce je spoleCnym jmenovatelem celé
fady KVO. Porucha funkce endotelu hraje dileZitou roli v patofyziologii aterosklerozy,

hypertenze, diabetu, ICHS, srde¢niho selhani ¢i cévnich mozkovych piihod (7).
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Obrazek 4: Rizikové faktory pusobici endotelialni dysfunkci (4.1. 2012),
http://www.japi.org/september2007/R-643.htm
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Fig. 1 : Endothelial dysfunction and insulin resistance

3.3 Hyperlipoproteinémie a endotelialni dysfunkce

Pti plsobeni aterogenich lipidi na endotel dochazi ke snizeni aktivity
vasodilataéné plsobiciho faktoru NO. Ke sniZeni aktivity dochédzi vlivem odbouravani
NO prostfednictvim kyslikovych radikali. Tento proces vede k proliferaci riistovych
faktorii a k subendotelianimu priniku monocyti a LDL ¢astic vedoucim k vytvoteni
pénovych bunék. Ptitomnost lipoproteinti vede K inhibici fybrinolytickych pochodii a
dochazi kadhezi a agregaci trombocytl, jejichz vysledkem jsou trombotické

komplikace (8).

3.4 Hypertenze a endotelialni dysfunkce

U pacientl s arteridlni hypertenzi dochazi vlivem tlakové pretizeni cévni stény
velice Casto k poSkozeni endotelu. K hlavni spouStécim mechanismem tohoto poskozeni
je zvySena aktivita osy renin-angiotenzin-aldosteron a snizena aktivita vazodilatacnich
pusobkit (EDRF/NO, prostacyklinu). Vlivem nastalé¢ endotelidlni dysfunkce dochazi ke
zvySené permeabilité¢ cévni stény a k zvySené expresi adheznich molekul cévniho
endotelu. Tento stav vede k adhezi a pruniku zanétlivych bun€k do cévni stény. Dochazi

tak krozvoji zanétlivé reakce a ke strukturnim zménam. Tyto zmény se po
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morfologické strance projevuji hypertrofii a hyperplazii hladkych svalovych bun¢k a

tedy zbytnénim cévni stény (9).

3.5 Diabetes mellitus a endotelialni dysfunkce

Glykosylace proteinu a glykace bilkovin zptsobené hyperglykemickymi stavy
vede ke zvySené permeabilité endotelu pro aterogeni lipidy. Hyperglykémie také
aktivuje cévni endotel k zvySené expresi adheznich molekul a dochazi ke zvySenému
priniku monocytii do lumen cévni stény. NaruSena je také rovnovaha vazoaktivnich a
koagulacnich faktorii. Tato situace usti v patologické spastické stavy cévni stény a v

hyperkoagula¢ni reakci v daném misté (2).

3.6 Ateroskleroza a endotelialni dysfunkce

Chronické plisobeni rizikovych faktori jakou jsou napt. koufeni a hypertenze
vede k poSkozeni fyziologické funkce endotelu. Vznik endotelidlni dysfunkce je
zvySena permeabilita cévniho endotelu ke zvySenému priniku aterogennich lipidi a
monocytl do cévni stény. K rozvoji endotelidlni dysfunkce pfispivd nedostatecna
produkce vazodilata¢né, antiadhezivné a antitromboticky plsobictho NO a zvySena
syntéza kontraktilnich a rast stimulujicich faktord. Toto vSe pfipiva k progresi
patologické reakce. Pii cirkulaci leukocytd v blizkosti aktivovaného endotelu dochazi
Kk interakci s adhezivnimi molekulami, jejichz vysledkem je adheze a migrace do
subendotelového prostoru. V tomto prostoru dochazi k oxidaci LDL ¢astic, které jsou
nasledné¢ fagocytovany monocyty a méni se na pénové bunky. Vysledkem tohoto déje je
vznik tukovych prouzkil. Tyto prouzku signalizuji primarni stadium aterosklerozy a
postupnou agregaci krevnich bunék a lipoproteini dochazi k vytvofeni
aterosklerotického platu. V pokrocilych fazich aterosklerdzy se zvySuje tromboticka
aktivita v mist¢ endotelialni dysfunkce a s ni roste riziko ruptury aterosklerotického
platu. Dochazi tak vytvofeni nestabilniho aterosklerotického platu s vysokym obsahem
lipid a makrofagi, které se klinicky mohou manifestovat akutnimi kardiovaskularnimi

ptihodami (10).
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3.7 Screening endoteliani dysfunkce

V soucasné dobé nam moderni medicina nabizi tfi zakladni metody detekce dysfunkce

endotelu.
e Sledovani cévni reaktivity na vazoaktivni podnéty.
e Laboratorni stanoveni markerti endotelialni dysfunkce.
e Sledovani metabolizmu znacenych prekurzort.

Sledovani cévni reaktivity na vazoaktivni podnéty

Pfi této metodé se pouziva prikaz narusené vazorelaxani schopnosti cév na
farmakologické podnéty (napt. prikaz patologické vazokonstrikce po podani
acetylcholinu) nebo nefarmakologické testy (napf. ,.flow mediated dilatace na
pfedlokti po zvySeni priutoku). Vysledek se hodnoti invazivnimi metodami
(angiograficky) nebo neinvazivné pomoci ultrasonografie.

Laboratorni stanoveni markert endotelidlni dysfunkce

DalSi moznosti je laboratorni stanoveni latek produkovanych endotelem. Stanovuji se
napt. hladiny endotelinu-1, EDRF/NO, adheznich molekul (E a P-selektin, ICAM-1,
VCAM-1), hemokoagulaénich faktort (PAI, t-PA, vWf{) a zanétlivych mediatord c-
reaktivnich proteinii (CRP).

Sledovani metabolizmu znacenych prekurzoru

Jedna se o dynamickeé testy, které sleduji osud radioizotopem znaceného substratu napf.

L-argininu (11).

3.8 Lécba endoteliani dysfunkce

Lécbou endotelidlni dysfunkce mulzeme predejit rozvoji aterosklerozy.
Zabranime pifechodu funkénich zmén ve zmény strukturdlni a mulZeme docilit
stabilizace jiz vytvotfeného aterosklerotického platu. Pravé transformace platu na
stabilni formu mize vyznamné zlepsit prognozu celého onemocnéni. Lécba onemocnéni
spojenych s endotelialni dysfunkci by méla smétovat k obnoveni fyziologickych funkci
endotelu eliminaci rizikovych faktord. Tento smér 1é€by miizeme oznacit jako reZimova

opatfeni. Tyto opatfeni bereme jako zaklad uspésné terapie, k nim pak pfidavame
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vhodnou farmakologickou 1é¢bou stimulujici vazodilatacni, antiadhezivni a
antiagregacni vlastnosti endotelu.

Nefarmakologicka 1é¢ba- rezimova opatfeni

Principem rezimovych opatfeni je odstranéni rizikovych faktori ipravou zivotospravy.
Tato 1écba vyzaduje maximdlni adherenci pacienta k nastavenym rezimovym
opatfenim. Vylouceni vlivu koufeni vede do nékolika mésici k normalizaci
endotelialnich funkci. Zlepseni endotelialni dysfunkce mizeme také dosahnout ipravou
glykémie u diabetiki. U nemocnych se srdeCnim selhdnim a vSech pacientli obecné
klademe diraz na piiméfené zvyseni fyzické aktivity v aerobnim rozsahu. Dulezitd je
také zména dietnich navykli u nemocnych s hyperlipoproteinémii. VSechna vyse
popsana rezimova opatieni slouzi také jako primdrni prevence vzniku aterosklerozy.

Farmakologicka 1é¢ba

Mezi zakladni farmaka pouzivana v 1é¢bé endotelidlni dysfunkce patii tyto:
1. Hypolipidemika
2. Inhibitory ACE
3. Antioxidaéni latky
4. Estrogeny
5. Blokatory kalciovych kanala

(12)

4 ATEROSKLEROZA

Ateroskler6za je pomalu progredujici zanétlivé onemocnéni postihujici cévy
tepenného feciste, které vznikd na podkladé endotelidlni dysfunkce. Samotny pojem
aterosklerdza vznikl jako spojeni feckych slov atharé= kaSe a skleros= tvrdy. Toto
spojeni svym smyslem dokonale charakterizuje vlastnosti hlavni jmenovatele
ateroskler6zy, aterosklerotického platu. Tento plat je vysledkem kaskady reakci kde na
pocatku stoji dysfunkce cévniho endotelu a déale dochazi ke kumulaci lipidickych
slozek, cholesterolu, monocytti, makrofagt, mediatorti zdnétu, bunck hladké svaloviny,

ke zmnoZeni fibrozni tkdné€ a k nahromadéni odpadnich latek a vapniku v cévni sténé.

20



Nadfazenym pojmem v problematice aterosklerézy je aterioskleréza. Tento
termin zahrnuje ateroskler6zu, arterioloskle6zu a Monckebergovu mediokalcinozu. Tyto
stavy se od sebe lisi lokaci a velikosti postizenych tepen. Aterosklerdza je onemocnéni
velkych a stiednich tepen a to hlavné svalového a elastického typu, napi. véncitych
tepen, aorty a arterii dolnich koncetin. Arterioloskler6za postihuje malé arterie a
arterioly. Dochdzi ke ztlusténi jejich stén a tedy k postupnému zuZzeni cévniho lumina
vedoucimu az k ischemii dané oblasti. Tyto zmény se nejcastéji objevuji u pacientt
s hypertenzi a diabetem, tedy u pacientli se zvySenym rizikem vyskytu mikroangiopatii.
Monckebergova mediokalcindza je oznaceni stavu, kdy dochdzi ke kalcifikaci a
hyelinizaci tunica media tepen hornich a dolnich koncetin. Toto se projevu zvySenim
tuhosti cévy, v extrémnich piipadech se cévy mohou stat az hmatné, ale nedochazi ke
zOzeni feciste (13).

Ateroskler6za postihuje vétSinou starSi pacienty, ale v nékterych ptipadech lze
Jiz kolem dvacatého roku zaznamenat pii béZném pozorovani zmény na sténé cévy
charakterizované Zlutymi prouzky rizné velikosti a tvaru. Tyto prouzky pozdé&ji
pfechazi ve fibrozni platy, dochézi ke kalcifikaci a nésledné vznikaji ateromové platy.
Na prikladu této kaskddy mutzeme tedy jasné vidét, Ze ateroskleréza je onemocnéni
postupné progredujici (13).

Z anatomického hlediska a lokace postiZenych tepen rozdélujeme ateroskler6zu
na typ centralni a periferni. Jako centrdlni typ oznaCujeme aterosklerotické zmény
probihajici na aorté. Zde je nejvice postiZena bii$ni oblast. Po rozvétveni aorty byvaji
shodn¢ postizeny 1 obé velké tepny sméfujici do koncetin. V piipadé¢ vyrazného
postiZeni stény aorty ateroskler6zou dochdzi ke sniZeni jeji pevnosti a zvySuje se riziko
vzniku vyduti- aterosklerotické aneurysma. Tato situace pacienta piimo ohroZuje na
zivot¢ z diivodu prasknuti vytvofené vyduté a tedy masivnimu vnitfnimu krvaceni.
Druhy ptipadem je periferni typ aterosklerdzy. Zde jsou postiZzeny predev§im mozkové,
veéncité a ledvinové tepny. Aterosklerotické zmény vedou ke zazeni cévniho prasvitu,
nasedajici trombdze a miZe dojit az ke krvéaceni do aterosklerotického platu. Tento stav
vede k ischemickym zménam v organech, které tepny zasobuji kyslikem. Takto vzniklé
zmény jsou vétSinou ireverzibilni a rozsah poskozeni zavisi na dob¢ trvani ischemie a
velikosti postizené tkan€. Pravé komplikace aterosklerdzy jsou jednim z nejcastéjSich

ptic¢in umrti (13).
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4.1 Epidemiologie

KVO z nichz naprosta vétSina je zpisobena ateroskler6zou jsou hlavni pti¢inou
umrtnosti obyvatel v primyslové rozvinutych zemich. Piesné statistiky, jaké procento
pacientl aterosklerozou trpi, nebyvaji prezentovany s ohledem na skutecnost, ze jejich
vypovidaci hodnota je znacné zkreslena. Pfi¢inou zkresleni je fakt, Ze nemocni byvaji
zachyceni az v dobé&, kdy se u nich aterosklerdza klinicky manifestuje formou ICHS,
ICHDK, cévni mozkovou piihodou apod. V Ceské republice je vice nez 50% umrti

zpusobeno vlivem KVO. Kazdych 9 minut zemie jeden ¢loveék na onemocnéni srdce a

cév (2).

Tabulka 3: Piiciny umrtnosti v CR v roce 2000 (%) (2.1. 2012), (2)

timrtnost v CR v r. 2000 (%)

| mui Zeny

kardiovaskularnt onemocnéni 49,6 54,9
nadory 28,1 25,9
ostatni 22,3 29,2

4.2 Rizikové faktory aterosklerozy

Soubor faktorfi, které napomahaji rozvoji aterosklerdzy, oznacCujeme jako
rizikové faktory aterosklerdzy. Vzijemna kombinace téchto faktorti vyrazné zvySuje
predispozici k ateroskleroze u exponovanych jedincl. Jejich pusobeni vyvolava
poskozeni endotelu a nésledny rozvoj zénétlivé reakce v subendotelidlnim prostoru
cévni stény. Zakladni déleni rizikovych faktord vychézi z jejich modifikovatelnosti.
Délime je tedy na rizikové faktory nemodifikovatelné (neovlivnitelné) a rizikové

faktory modifikovatelné (ovlivnitelné) (1).

Nemodifikovatelné (neovlivnitelné) rizikové faktory

o V¢k

e Pohlavi
e Rodinna anamnéza

e Prislusnost k etnické skupiné
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Modifikovatelné (ovlivnitelné) rizikové faktory

e Koufeni

e Dyslipidémi- sniZeni hladiny HDL x zvySeni hladiny LDL
e Hypertenze

o Diabetes mellitus

e Porusena glukdzova tolerance

e Obezita centralniho typu

e Nedostatek télesné aktivity

e Hyperhomocysteinémie

Rizikové faktory maji aditivni charakter. To znamena, ze u pacient u kterého
diagnostikujeme vice rizikovych faktorti zaroven,, ma vyznamné vyssi riziko vzniku a
rozvoje ateroskler6zy nez pacient s jednim diagnostikovanym faktorem (1, 2).

Pokud u pacienta diagnostikujeme nékolik rizikovych faktorGi soucasné, pak
hovotime o takzvaném metabolickém syndromu. Tento stav pfindsi pacientim zvIasté
vysoké riziko vzniku a rozvoje aterosklerdzy a pozdgjsich komplikaci. V Ceské
republice trpi metabolickym syndromem asi 25% populace v produktivnim véku a 40%

senioru (1,2).

Tabulka 4: Metabolicky syndromu, (2.1. 2012), http://www.cims-ops.cz/cz/uvod

Definice metabolického syndromu

Abdominalni obezita: muzi = 102 cm
Zeny = 88 cm
TG 2 1,7 mmol/l (nebo hypolipidemicka lecba)
HDL-ch muzi < 1,0 mmoll ( >3 RE
zeny < 1,3 mmol/l ‘j
TK = 130/ = 856 mmHg nebo antihypertenzni lecba
Glykémie nalaéno = 5,6 mmol/l nebo PGT nebo DM2
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4.3 Tabulka kardiovaskularniho rizika

Tato tabulka je vysledkem projektu Score. Pro spravnou aplikaci této tabulky je
nutné znat:
e Pohlavi pacienta
e V¢k pacienta
e Kufik x nekuidk
e Hladinu cholesterolu
e Krevni tlak
Prinik vSech vySe uvedenych hodnot v daném pasmu nam pak ukaze

procentualni riziko umrti na KVO v piistich deseti letech (2).

Tabulka 5: Tabulka kardiovaskularniho rizika (2.1. 2012),
http://www.athero.cz/odkazy-a-zdroje-informaci/vypocet-rizika/tabulka-

kardiovaskularniho-rizika.html

| Zeny | | Muzi |

[ Hekuraéky | | Kufaéky | V& [ nNekurfaci | | Kuraci
19 23 27 31 36 18 22 25 29 34l 34 39 45 51 57
14 16 19 22 26 65 13 15 18 21 25 25 29 34 39 44
11 13 15 18l 18 21 25 29 33
10 11 13 11 13 13 15 18 21 24

10 10 12 14 16 19

10 12 15 17 20 11 13 15 18 21 29 34 39
10 12 14 11 13 15 21 25 29

10 1 15 18 21

11 13 15

18 21 24
13 15 18
11 12

| Systolicky krevni tlak (mmHg) |

(i}
0 00
4.5 6.7 8 4: 5678 4 5 6 7 8
|celkowy cholesterol (mmol)] >15%
10-14 %
Desetileté riziko fatalniho kardiovaskularniho 5-9%
onemocnéni v CR podle pohlavi, véku, 3-4%
systolického TK, celkového cholesterolu a 2%
kurackych navyki 1%
<1%
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Tabulka 6: Interpretace hodnot (2.1. 2012), http://www.athero.cz/odkazy-a-zdroje-
informaci/vypocet-rizika/tabulka-kardiovaskularniho-rizika.html

Hodnoty absolutniho rizika KVO jsou vy55i neZ hodnoty odeétené z
tabulky SCORE:

* U nsob, které se vékem pribliZuji vwEEi vEkave kategorii

* u asymptomatickych osob = preklinickymi zndmkami aterosklerozy (zjigténymi pfi
sonografickém vyEetfeni nebo pfi nalezu kalcifikaci v tepnach i pfi stanoveni kalciového
skore pomoci CT)

* u osob s pozitivni rodinnou anamnézou KO (pryostupiovi pribuzni ve véku do 55 let u
muZd; do 65 let u Zen)

* U osob & nizkou kencentraci HOL-cholesterclu (= 1,0 mmell u muZd; < 1,2 mmoll u Zen),
zviEenou kencentraci trigheceridd (= 1,7 mmol)

* U osob s poruZenou glukozovou toleranci (ghkemie v Zini plazmé na lacno = 7,0 mmol; pfi
orainim glukdzovém toleranénim testu za 2 hod. 7,8-11,0 mmolT)

* U nsob se zviEenou hladinou C-reaktivniho proteinu (stanoveného vysoce senzitivni
metodou), fibrinogenu, homocysteinu, apolipoproteinu B nebo Lpia)

* u obéznich nebo fyzicky inaktivnich osob

PR RN L= 1

4.4. Nové rizikové faktory aterosklerozy

Je znamou skutecnosti, ze jedinci. Ktefi maji z hlediska spektra klasickych
rizikovych faktort ,,nizké riziko*, mohou byt komplikacemi ateroskler6zy postizeni. To
vedlo ke studiu dalsich faktort, jejichz uréeni poméha zvysit uspésnost v odhalovani
predisponovanych pacientll. Celkové riziko manifestace onemocnéni se pii soucasném
vyskytu né€kolika rizikovych faktorh spiSe nasobi, nez s¢itd. Proto je poslednim trendem
tzv. odhad celkového rizika (global risk assessment), ktery je podkladem pro vytvoreni
algoritmt ke stanoveni preventivnich a terapeutickych opatieni. V soucasné dobé je
tedy vénovano usili na identifikaci novych faktord, které by dale zvySily moznosti
odhaleni rizika KVO. V tomto ohledu je nyni pozornost vénovana faktoriim zanétu jako
jsou C-reaktivni protein (CRP), interleukin 6 (IL-6), markerim preklinické
aterosklerozy (zvysené kalciové skore korondrnich arterii), zvySeni IMT (intima media
thickness), faktorim ukazujicim zménu hemokoagula¢ni rovnovahy, ukazatelim

oxidacniho stresu, hladiné homocysteinu a také hladiné leptinu nebo adiponektinu (14).
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4.5 Patogeneze aterosklerozy

Patogeneze aterosklerdzy vychazi z kaskady na sebe navazujicich reaket, jejichz
vysledek je definovdn jako chronické zanétlivé onemocnéni postihujici cévni sténu.

Toto onemocnéni postupné progreduje a da se rozdélit do nékolika fazi (14).

Obrdazek 5: Postup aterosklerozy (8.1. 2012), http://www.medista.cz/funkce-
Ipplasub2sub/laboratore/plac%C2%AE-test/produkty/medista-sro/?id=71

4.5.1 Patogenni pusobeni lipoproteinii

Lipidy jsou krvi transportovany v podobé kulovitych molekularnich komplexi,
tyto komplexy nazyvame lipoproteiny (LP). Lipoproteinova partikule se sklada z jadra a
obalu. Obal tvofi amfifilni lipidy- cholesterol a fosfolipidy. Jadro je tvofeno ze silné
hydrofobnich lipidi- triaclygylceroly (TG) a estery cholesterolu, ty tvofi transportni a
skladovaci formu cholesterolu. LP se rozlisuji dle velikosti, denzity, slozZeni lipidd a
rovnéZ na zakladé svych apolipoproteintl. Apolipoproteiny jsou strukturni elementy LP

a slouzi jako ligandy pro LP-receptory v membrané LP-cilovych bunék (15).
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Hlavni tlohu v patogenezi aterosklerdzy hraji LDL (low density lipoprotein)
castice. LDL ¢astice jsou hlavni partikule pro transport cholesterolu, takze pravé diky
LDL ¢asticim vstupuje cholesterol do stény arterie (15).

Prekurzorem LDL castic jsou VLDL (very low density lipoprotein) castice.
Z nich uc¢inkem endotelové lipoproteinové lipazy vznikaji IDL (intermediate density
lipoprotein) Castice a ty jsou dale Stépeny jaterni a lipoproteinovou lipdzou na LDL
Castice (15).

Ve sténé arterie dochazi k odbourdvani pohlcenych LDL castic navazanim na
LDL receptory prostfednictvim ApoB a ApoE. Druhou cestou je pak navazani na
scavengerové receptory bunék monocyto-makrofagové linie. Na rozdil od klasickych
LDL receptorii neni pocet scavengerovych receptorii zpétné regulovan. S rostouci
koncentraci LDL se linearné zvySuje akumulace téchto ¢astic v monocytech a
makrofazich, tim je potencovana jejich zména v pénové bunky a akceleruje se rozvoj
ateroskler6zy (16).

Oxidace a glykace preménuje LDL c¢astice do formy, ve které jsou prednostné
vychytdvany scavengerovymi receptory monocytd a makrofagi. Tato chemicka
modifikace LDL je zpusobena nadbytkem volnych radikald. To vede ke vzniku
oxidované formy LDL castic, které¢ ptisobi jako antigen stimulujici imunitni systém ve
stén€ cévy. Dle nekterych predpokladl je pravé hladina oxidovaného LDL urcujici pro

nastup a rozvoj aterosklerozy (16).

Tabulka 7: Prehled LP a jejich pusobeni (8.1.2012),
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1449

Lipoprotein (LP)  [zdroj sloZeni * funkce riziko
aterosklerozy

Chylomikra -CL stfevo [TAG (90%), FL. CH, Transport neoviiviiuji

CHE,  ApoA, B48 |exogennich lipidd

C.E pfijatych v potravé
CL remnants CL [TAG(T0%), FL, CH. |- ZvSUji ++

CHE
LP o velmi nizké [jatra [TAG(55%), FL, CH, [Transport mirné zvysuji  +
hustoté (VLDL) CHEApoB100, C, E |endogennich lipidd
LP o stfedni hustoté WVLDL [TAG(23%), CH (38), - silng zwisuji  +++
(IDL) FL, CHeApoB100, E
LP o nizké hustoté  |IDL [TAG, CH(50%), [Transport CH do silng zwiuji  +++
(LDL) CHE. FLApoB100  |jater a ostatnich

thkani

LP o wysoké hustoté |jatra, stfevo CH{19%), CHE. FL, [Transport CH silné snizuji —--
(HOL) [TAGApoAl All, C, E [z extrahepatalnich

tkani do jater

*Pozn. CH-cholesteral, CHE —chaolesterolester, TAG-riacylglyceraly, FL-fosfolipidy, Apo-apoprotein
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4.5.2 Vliv endotelu na patogenezi aterosklerdozy

Endotel je jednovrstevny dlazdicovity epitel. Jeho ploché a protahlé bunky tvoii
nejvnitingj$i vrstvu cévni stény. M4 celou fadu fyziologickych regula¢nich funkei a je
mechanicky odolny viéi tlakovym zménam uvniti krevniho fecisté (1).

Diilezitym faktorem v patogenezi aterosklerdzy je aktivace endotelu. Na aktivaci
endotelu se kromé zanétu a oxidované formy LDL ¢astic podili i klasické rizikové
faktory jako jsou kouteni, hypertenze atd. Aktivované buniky endotelu méni svij tvar a
funkci. Stavaji se okrouhlymi, proliferuji a zvySuji svou permeabilitu. Stavaji se tedy
propustnéjsi pro oxidované ¢astice LDL a dalsi elementy aterosklerotického procesu.
Na povrchu dochazi k expresi fady adheznich molekul, které umoznuji navazani
krevnich monocyti a dalSich bun€k imunitniho systému. Mezi adhezivni molekuly
patfi:

e VCAM- 1 (vascular cell adhesion molecul- 1)
e |ICAM- 1 (intercelluar cell adhesion molecul- 1)
e Selektiny E, P

Dalsim faktorem podilejicim se na patogenezi aterosklerdzy je snizend tvorba
vazodilatacné ptisobici molekuly NO. Tento jev je vyvolan pfimou inhibici NO- syntézy
prostfednictvim oxidované formy LDL ¢astic. Snizeni mnoZstvi vazodilata¢né aktivnich
molekul NO vede k rozvratu rovnovahy mezi vazoaktivnimi latkami.Vysledkem je
prevaha vazokonstrikén¢ aktivnich faktori a tedy spazmus cévni stény. Snizenim
hladiny molekul NO také dochazi k agregaci trombocyti a adhezi leukocyti.
Endotelové buiiky se také podili na regulaci koagulacnich a fibrinolytickych aktivit,
které jsou za fyziologického stavu v rovnovaze. Vlivem patologickych zmén v endotelu

vSak dochazi k zvyraznéni prokoagula¢nich vlastnosti (1).

4.5.3 Monocyty a makrofagy v patogenezi aterosklerdozy

Bunky monocyto-makrofagové linie jsou centralnimi bunéénymi elementy, které
se podili na progresi aterosklerozy. Ve vétSim ¢i menSim mnozstvi nalezneme tyto
bunétné elementy ve vSech aterosklerotickych platech. Prvni krokem interakce
monocytl a cévni stény je adheze k aktivovanym endotelovym buiikdm. Po pfechodu do
intimy je zahajena aktivace a diferenciace monocyti a jejich findlni pfeména

v makrofagy. Pravé makrofagy jsou velice aktivnimi elementy v patogenezi
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ateroskler6zy. Tvofti ristové faktory, mediatory zénétu a dalSi enzymy. V nejvéEtsi mife
je makrofagy produkovan rustovy faktor VEGF (vascular endothelia growth factor).
Mediatory zanétu produkovanymi v intim¢ pak jsou IL- 1 (interleukin 1), IL- 2
(interleukin 2), TNF- o (tumor nekrotizujici faktor alfa), INF- y (interferon gama).
Vsechny tyto faktory vedou k dalsi aktivace bun¢k monocyto- makrofagové linie a
akceleraci proaterosklerotickych procesu (16).

Makrofagy maji na svém povrchu specifické LDL receptory. Jejich pocet je
regulovan zpétnovazebné dle hladiny cholesterolu. Druhym receptorovym systémem na
povrchu makrofagli jsou scavengerové receptory. Jejich struktura je blizka LDL
receptorim a jejich mnozstvi neni zpétnovazebné regulovano hladinou cholesterolu.
Proto se v prostfedi s nadbytkem LDL zvétSuje pocet scavengerovych receptort a tim
roste absorbované mnozstvi LDL ¢astic makrofadgem. Vyssi specifitu vykazuji tyto
receptory Kk oxidované formé LDL. Rychla akumulace lipidu vede ke zvétSeni
makrofagu, ktery tak uvazne ve sténé arterie. Postupné zde dochazi k preméné
makrofdgu v pénovou buitku. Makrofag tak podléha apoptoze. Pénové builky se pak
stavaji zakladnim bunéénym elementem aterosklerotické¢ho platu. DuleZitym znakem
pénovych bungk je jejich nestabilita, které vede k rozpadu a vzniku extracelularni masy

ateromu (16).

Obrazek 6: Progrese patogeneze aterosklerozy (8.1. 2012),
http://lancastria.net/blog/atherosclerosis-link-to-alzheimers.html
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4.5.4 Markery zanétu v patogenezi aterosklerozy

Zanét hraje klicovou roli v patogenezi aterosklerozy. Jedna z definic vidi
ateroskler6ézu jako chronické zanétlivé onemocnéni cévni stény. Na vzniku zénétu se
podileji vSechny vyse uvedené mechanismy. Lokalné vznikly zanét alteruje progresi
aterosklerézy a mediatory zanétu puasobi jako mesengery Vv celé kaskadé

aterosklerotickych reakci (17).

Tabulka 8: Markery zanetu (8.1. 2012), http://www.zdn.cz/clanek/postgradualni-
medicina-priloha/fosfolipaza-a2-asociovana-s-lipoproteiny-novy-marker-
kardiovaskularniho-rizika-454141

Skupina markeru Priklad molekuly

adhezni molekuly VCAM-1, selektin-P, selektin-E

cytokiny tumor necrosis factor, IL-1, IL-18,

proteazy MMP-9

messenger cytokiny IL-6

destickové ptisobky CD-40L, MRP (myeloid-related
protein)

adipokiny adiponektin

reaktanty akutni faze CRP, SAA, PAI-1, fibrinogen

markery vaskulamiho zanétu | Lp-PLA2

4.5.5 Faze aterosklerozy

Patologické zmény probihajici v cévni sténé béhem progrese aterosklerdzy se

daji rozdélit do tfi zakladnich stadii:

e |. Stadium- tvorba lipidového prouzku

Ptes endotel pronikaji do cévni stény LDL castice. Jejich pritomnost
aktivuje buniky monocyto-makrofagové linie, které pronikaji pftes
poskozeny endotel a fagocytuji lipidové ¢astice. Rychla akumulace lipid

uvnitt makrofagu vede k jeho zvétSeni. Makrofag je transformovan na
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pénovou buitku a dochdzi k jeho apoptéze. Tim je zahdjen prvni krok
v procesu aterosklerozy, zatim zcela bez klinickych projevi.
Makroskopicky se tyto zmény projevuji jako nazloutlé lokalizované
teCky ¢i prouzky. Lipidové prouzky vzniklé v tomto stadiu pak dale

progreduji v navazujicich procesech (18).

I1. Stadium- tvorba fibrézniho platu

Fibrozni plat jiz prominuje do lumen cévy a zuzuje jeji prusvit.
Dostavuje se tedy manifestace prvnich klinickych ptiznaka. Fibrozni plat
je tvofen proliferujicimi bunkami hladké svaloviny, vazivem, lipidy,
penovymi bunkami a makrofagy v rtizném stadiu transfomace. Dochazi
zde také ke ztlusténi a vyklenuti intimy. Tento prostor je vyplnén prostor
je vyplnén ateromovou masou, tedy zlutou nekrotickou hmotou

obsahujici velké mnozstvi krystalkd cholesterolu (18).

Obrazek 7: Ateroskleroticky plat (9.1.2012)
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1449
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e |ll. Stadium- ateromovy viced

Ateromovy vied vznika z ateromového platu, u kterého dojde k rupture
povrchu. Dochézi tak k odhaleni subendotelovych vldken a ateromové
hmoty. To v daném misté zptisobi kumulaci krevnich elementi a
vytvofeni trombu. Vytvoieni trombu a totalni ischemie dané oblasti je

jednou z nejcastéjSich komplikaci aterosklerdzy (18).

Obrazek 8: Progrese aterosklerdzy (6.1. 2012),
http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1449
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4.5.6 Buiiky hladké svaloviny v patogenezi aterosklerozy

Buniky hladkého svalstva se nachéazi v cévni sténé ve dvou fenotypech. A to
Vv podobé kontraktilni a syntetické. Synteticky typ je stimulovan PDGF, FGF a TGF
k proliferaci a k sekreci komponent extracelularni matrix. Buniky hladkého svalstva tak
zvétsuji celkovou hmotu ateromu. Soucasnou tvorbou extraceluldrni matrix se plat

zpeviiuje a stabilizuje proti ruptuie (16).
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4.6 Typy aterosklerotického platu

Dle morfologie rozliSujeme dva typy aterosklerotického platu. Buiiky hladkého
svalstva cévni stény proliferuji a migruji do subendotelového prostoru. Zde vytvareji
mezibunéénou hmotu (kolagen, proteoglykany, elastin). Zaroven se zde vyskytuji
proteolytické enzymy, které tuto hmotu rozpoustéji a umoziuji bunkdm migraci.
Zmnozovani vaziva vznikaji fibrézni platy. Dale dochazi k postupnému odumirani
pe€novych bunék a akumulovany tuk se uvoliiuje do mezibunécného prostoru. Takto
vzniklym loZiskiim fikdme ateromové platy (2).

Charakter vazivové Cepicky dale urcuje typ platu dle stability. Platy se silnou,
malo bunécnou cepickou zlstavaji stabilni. Nemaji tedy tendenci k ruptufe a pouze
zuzuji prusvit arterie. Platy, jejichz ¢epicka je tenkd a prostoupend ¢etnymi makrofagy,
oznacujeme jako nestabilni. Tyto platy jsou nachylné k erozi a ruptufe. Dochazi zde
k odhaleni subendotelové tkané nebo ateromové hmoty. Tyto substance jsou vysoce
trombogenni. Vysledkem je pak zachyceni a kumulace krevnich desticek vedouci
k vytvoteni krevni srazeniny. V ptipadé tenkych tepen vede tento proces k ischemii
dané oblasti jejimZz vysledkem je ischemicka nekroza. Ve velkych tepnach tromby

prutok krve vyrazné neomezuji, ale mohou se trhat a embolizovat do periferie (2).

Obrazek 9: Typy aterosklerotickych platii (6.1. 2012),

http://www.zdn.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha
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5 ENDOGLIN

Endoglin (CD 105) je homodimerni membranovy glykoprotein, ktery je soucasti
komplexu receptorit pro transformujici rastovy faktor B (TGF- B). Dimerni struktura
endoglinu je tvoifena dvéma podjednotkami o velikosti 95 kDa, které jsou spojeny
disulfidickymi miustky a dale délena do tfi domén. Extracelularni doména cita 561
aminokyselin, transmembranova doména je s poctem 25 aminokyselin doménou
nejmensi a posledni intracelularni doména je slozend ze 47 aminokyselin. Byly také
identifikovany dvé isoformy endoglinu, liSici se sekvenci cytosolickych domén.
Dominantni izoformou je L-izoforma Ccitajici 47 aminokyselin, zatimco minoritni
S-izoforma je slozena ze 14 aminokyselin. Ob¢ izoformy jsou schopny vazat pfirozené
ligandy endoglinu. Lisi se ve stupni fosforylace a v kapacitni moZnosti regulace TGF- 3
dependentnich d¢€ji. Mimo téchto strukturnich odli$nosti se ob¢ izoformy lisi ve svych
funkcich. To demonstruje piiklad, kdy oba endogliny interaguji s ALK- 1 (activin
receptor like kinase- 1) a ALK- 5 (activin receptor like kinase), ale vykazuji rozdilnou
afinitu k témto receptorim. V disledku tohoto tedy L-endoglin podporuje angiogenezi,
zatimco S-endoglin plisobi opacnym efektem. Dal§im rozdilem je plsobeni na eNOS
(endotelialni NO syntéza). S-endoglin snizuje expresy eNOS, ale L-endoglin naopak
expresy eNOS zvysuje (19, 20).

5.1 Exprese endoglinu

Exprese endoglinu se primarn¢ nachazi v buikach, které nalezneme v cévni
sténé. Mezi tyto buniky patii endotelové buniky, buiiky monocyto- makrofagové linie,
fibroblasty a buiiky hladké cévni svaloviny. Kromé toho, exprese endoglinu zahrnuje
také placentarni syncytiotrofoblasty.

Fakticky se exprese endoglinu nejvice promita do vyvoje kardiovaskularniho
systému, cévniho vyvoje, angiogeneze a vaskularni homeostazy. Vysoka exprese je
patrna v zanétlivé tkani, v hojici se tkani v misté cévniho zranéni a v tumorech (21).

Endotelidlni buniky hraji diileZitou roli v patogenezi ateroskler6zy. Endoteliani
dysfunkce charakterizovana zvySenou expresi zanétlivych a adheznich faktord,
alterovana vazokonstrikce a trombogeni aktivita patii mezi zasadni déje aterogeneze. Pfi

téchto stavech je exprese endoglinu indukovand hypoxii. Bylo zji§téno, ze endoglin je
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exprimovan v endotelovych buiikdch aorty a vkapilarach myokardu u
normocholesterolemickych a hypercholesterolemickych mysi (22).

Buniky hladké svaloviny cév jsou zodpovédné za rist aterosklerotické 1éze
prostiednictvim zmnoZeni extracelularniho matrix. Casteéné tak dochazi ke stabilizaci
platu produkci kolagenu a formovanim fibrézni epicky. Pravé endoglin je dilezity pro
vyvoj buné€k hladké svaloviny cévni stény. Tento fakt je podpofen studii, kdy geneticky
modifikované mysi narozené s deficitem endoglinu maji vyssi vyskyt mortality spojené
s defekty angiogeneze a kardiovaskularniho systému. Tyto defekty jsou spojené
s abnormdlnim vyvojem cévnich bunék hladké svaloviny. Je to tedy pravé endoglin,
ktery je exprimovan cévnimi bunkami hladké svaloviny a hraje dilezitou roli v regulaci
rustového faktoru TGF-B. Tim dochazi k inhibici migrace cévnich buné¢k hladké
svaloviny a ovlivnéni cévni integrity (22).

Exprese endoglinu byla nalezena i u bun¢k monocyto-makrofagové linie. Toto je

demonstrovano hlavné v ptipadé diferenciovanych monocytt (21).

5.2 Vliv endoglinu na endotelialni NO syntazu

Endotelialni NO syntaza (eNOS) hraje kli¢ovou roli v produkci NO
endotelidlnimi bunikami. Spravna funkce eNOS je velice dllezity pro zachovani
fyziologickych funkci endotelu. V piipadé snizeni exprese eNOS dochazi k rozvoji
procestt sméfujicim ke vzniku endotelidlni dysfunkce a tedy k prvnimu kroku
aterosklerozy. Prokazatelné tedy existuje spojeni mezi endoglinem a eNOS a to jak
Vv prostiedi in vivo tak in vitro (23).

Na mySim modelu bylo prokézéano, ze exprese endoglinu je v pifimé souvislosti
sexpresi eNOS. Bylo prokazano snizené mnozstvi eNOS u endoglin
haploinsuficientnich mysi, které vedlo k poskozeni vazodilatacnich funkci endotelu. Je
faktem, ze eNOS jako hlavni faktor tvorby NO a hraje dualezitou roli v endoglin
dependentni angiogenezi. Endoglin plsobi jako esencidlni aktivator eNOS. Hraje tedy
dulezitou roli ve fyziologickém fungovani endotelovych bunék a v regulaci lokalniho
tonu cévni stény (23).

Studie in vitro ukazala mechanismus, kterym dochazi k up-regulaci eNOS a tedy
ke zvySeni exprese a ucinnosti. Bylo prokézano, ze endoglin zvysuje hladinu Smad?2,
zvySuje stupen jeho fosforylace a také stabilitu. Vysledkem toho je rostouci exprese

eNOS. Predpokladem je, ze stejny vztah jako je mezi endoglinem a eNOS je
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aplikovatelny do trojuhelniku endoglin, endotel/endotelové dysfunkce, ateroskleréza

(23).

Obrazek 10: Schema signalizacni drahy (11.1. 2012),
http://www.nhlbi.nih.gov/meetings/workshops/pah-wksp.htm
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5.3 Exprese endoglinu u modelu mysi aterosklerozy

Exprese endoglinu u mysi je hlavné€ lokalizovana v lumen endotelidlnich bunék
jak u zdravych tak ateroskler6zou postizenych cév. Z tohoto diivodu se tedy u mysi
zamé&fujeme hlavné na piisobeni endoglinu na endotelové buniky béhem aterogeneze.

Exprese endoglinu endotelovymi bunkami aorty je ovlivnéna hladinou
cholesterolu v krvi a také tedy stadiem aterosklerdzy. Byla zjist€éna zvySena exprese

endoglinu spolecné se zvySenym obsahem cholesterolu v endotelu aorty a to u
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C57BL/6J mysi s cholesterolovou dietou, u kterych nebyla detekovana ateroskleroticka
léze. Ptredpokladem tedy je, ze exprese endoglinu je na vzestupu na pocatku
aterosklerotického procesu a to v disledku reakce endotelu na stres a na zvySenou
hladinu cholesterolu (24, 25).

Exprese endoglinu muze byt také vyrazn€¢ ovlivnéna 1écbou. Nejcastéji
pouzivanou medikaci z kategorie hypolipidemik jsou statiny. Statiny snizuji hladinu
cholesterolu u pacientii a stejn¢ tak tomu je 1 u mysich modeld. Molekula atorvastatinu
je schopna snizovat hladinu cholesterolu, stabilizovat a zmensovat ateroskleroticky plat,
snizovat sérovou hladinu endoglinu a simultanné taka sniZzuje expresy endoglinu.
Atorvastatin dale zvySuje expresi endoglinu, stimuluje eNOS a pozitivné ovliviiuje

lipidové spektrum, coz pozitivné ovliviiuje velikost aterosklerotického platu (24, 25).

6 MYSI MODELY ATEROSKLEROZY

Na konci 90. let doslo kprvnim krokim sméfujicim k umélému
navozeni aterosklerdzy u mysi. Oblasti z4jmu se staly predevS§im genové modifikace,
které mély zapficinit rychlej$i nastup a rozvoj aterosklerozy.

Mysi jsou obecné rezistentni vici aterosklerdze. Potvrzuje to jejich lipidovy
profil. U mysi nalezneme vysoké hladiny HDL a nizké hladiny LDL a VLDL. Tento
fakt v kombinaci s nizkotu¢nou dietou vede pravé k aterogeni rezistenci. Cestou
K navozeni aterosklerozy u mysi jsou tedy mutace genl realizované genetickym
inzenyrstvim (26).

Prvnim modelem aterosklerdzy se stal mysi kmen C57BL/6. Ten je v rezistenci
vuci aterosklerdze vyjimkou. Vlivem nastaveni diety se zvySenym obsahem lipida doslo
K rozvoji aterosklerotickych plati. Platy se vSak tvofili velice malé, neprogredujici a
pouze v omezeném useku aorty. Nastavend strava také plsobila na myS$i negativné po
strance jejich vitality. To se manifestovalo hlavné chronickymi zanéty. Pfesto poslouZzil
kmen C57BL/6 jako zaklad pro dalsi vyzkum (27).

Pravé rozdil mezi rezistentnimi kmeny a kmenem C57BL/6 bylo pfedmétem
dalsiho vyzkumu. Oblasti zajmu se staly predevSim rozdily v genetické vybave
jednotlivych kment. Vyzkum se pifedevSim soustfedil na zmapovani oblasti
chromozomu 1, kde se nachazi geny kodujici HDL apolipoprotein a apolipoprotein A-
11 (apoA-11) (28).
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Od roku 1992 je v popiedi vyuziti takzvana knockoutova technologie. Tato
genova metoda vedla k vygenerovani mysi s deficitem apolipoproteinu E (ApoE). ApoE
je primarné tvotfeno v jatrech. ApoE deficientni mysi maji prodlouzenou clearence
cholesterolu. Tento fakt znamena, ze i pti nizko-lipidové dieté se hladina cholesterolu u
téchto mysi pohybuje vrozmezi 11-16 mmo/l a to pii soucasné akumulaci
chylomikron, VLDL a LDL c¢astic. Tvoti se zde tedy léze typové velice podobné
aterosklerotickym platim u ¢lovéka (29).

Léze se zde formuji v kotfenu aorty, v aortalnim oblouku, v mozkovych cévach a
karotidach a v rendlni arterii. Rozvoj platu nastupuje zhruba mezi 5 az 6 tydnem stari
mySi. Vtomto obdobi dochazi k dysfunkci endotelu a k transendotelialni migraci.
Zietelné tukové prouzky jsou v cévach patrné kolem 10 tydne. V 15 tydnu se dale
ptidava proliferace bun¢k hladké svaloviny. Fibrézni plat se objevuje po 20 tydnu véku
a skladd se znekrotické tkané, pénovych bunék a makrofadgh v riznych stadiich
transformace a je kryt fibrozni cepickou tvofenou buiikami hladké svaloviny a
kolagenem. S rostoucim vékem mysi pak platy dale progreduji a velice ¢asto dochazi k
vytvofeni aneurysmat. Trombotické komplikace u mysi nebyly zaznamenany. Pokud
jsou tyto mysi krmeny takzvanou ,,Western- type diet”, tedy stravou obsahujici 0,15%
cholesterolu a 21% tuku, tak k progresi aterosklerotické 1éze dochazi jesté rychleji. Je to
dano tim, Ze hladina cholesterolu u takto krmenych ApoE deficientnich mysi roste
zhruba 4 krat — 5 krat rychleji nez u stejnych mysi s béznou stravou. Western- type diet
je de facto modelovym ekvivalentem bézné stravy lidi (30, 31).

Dalsim mySim modelem ateroskler6zy se pak staly mysi s deficitem LDL
receptoru. LDL receptory prostfednictvim reakce s ApoB na LDL casticich a ApoE na
ILD casticich dochazi k odstranéni téchto partikuli z krevniho obéhu. U LDL receptor
deficientnich mysi je tato fyziologicka funkce narusena. Pti bézné nizko-lipidové dieté
maji tyto mysi 2 krat vysSi béznou hladinu cholesterolu s pfevladajicim lipidovym
profilem ve prospéch LDL a ILD ¢astic. Pokud vSak dojde ke zméné stravy na stravu
lipidovou se zvySenym obsahem cholesterolu, pak se hladina cholesterolu v krvi
dostava za hodnotu 39 mmol/l. Pti téchto stavech vznikaji masivni aterosklerotické 1éze
(30, 31).

V laboratorni praxi je také vyuzivano spojeni obou vysSe popsanych modeli.
Spojeni vlastnosti ApoE deficientnich mysi a LDL receptor deficientnich mys$i, vznika
model spontann¢ vyvijejici se aterosklerdzy. Aterosklerdza u téch to mysi tedy vznika

nezavisle na podavani aterogeni stravy (32).
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Mysi modely aterosklerdzy jsou velice cenné pro vyzkum ateroskler6zy in vivo.
Poskytuji jedinenou prilezitost studie aterogeneze a vSech jejich stadii, v ndvaznosti na
moznosti monitorovani ovlivnéni jednotlivych fazi vyvoje a progrese aterosklerdzy

prostiednictvim modifikace faktort a medikace (33).

39



7 CIL PRACE, ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace bylo popsat zmény exprese endoglinu u
normocholesterolemickych a hypercholesterolemickych mysi. Sledovali jsme zmény
exprese Vv aort¢ mysi za pomoci imunohistochemickych metod. Kvantifikace zmén

exprese byla poté provedena pomoci Western blot analyzy.
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8 EXPERIMENTAPNI CAST

8.1 Zvirata

Pro pokus bylo pouzito 8 samic normocholesterolemickych mysi kmene
C57BL/6J a 8 samic ApoE receptor deficientnich mysi kmene C57BL/6J. Mysi z ApoE-
deficientni skupiny byly krmeny 8 tydnt standardni dietou s obsahem 1% cholesterolu.

Vsechna zvifata méla neomezeny pfistup k vodé. B&hem pokusu nebyly
zaznamenany zadné rozdily ve spotieb¢é potravy mezi jednotlivymi zvifaty.

Na konci pokusu byla zvifata pfes noc vyhladovéna a usmrcena éterem. Byly
vyjmuty tkanové vzorky obsahujici aortu spoleéné s horni ¢asti srdce K nasledné
analyze. Vzorky byly umistény do vhodného media (Leica, Praha, Ceska republika) a
poté zmrazeny tekutym dusikem a uskladnény pfi teploté -80 stupni Celsia. Dale byly

odebrany vzorky krve pro biochemické vysetfeni.

8.2 Biochemicka analyza

Nejdiive byly ziskany jednotlivé frakce sérovych lipoproteinli vyuzitim
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 pfii
vlnové délce 540 nm, ULTROSPECT III, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,
Svédsko). Tato analyza byla provedena na Gerontometabolické klinice FNHK (Mrg.

Slanatova).

8.3 Imunohistochemie

Pro imunohistochemickou analyzu byly nakrdjeny fezy obsahujici semilunarni
chlopné s aortou. Nasledn¢ byly pofizeny piicné fezy tlusté 7 um a umistény na
podlozni sklicko potazené vrstvou zelatiny.

Pro detekci exprese endoglinu byla pouzita metodika Avidin-biotin (ABC)
s detek¢nim ¢inidlem diaminobenzidinem (DAB), ktery v pfipadé pozitivity poskytuje

hnédou barevnou reakci.
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8.4 Protilatky

Pro detekci endoglinu byla pouzita primarni monoklonalni protilatka rat anti-
mouse endoglin (BD Pharmingen) ve ziedéni 1:50. Jako sekundéarni protilatka byla
pouzita monoklonalni protilatka goat anti-rat Ig (Vector laboratoires, USA) ve ziedéni

1:400.

8.5 Postup

Podlozni sklicka s tkanovymi fezy byla na 15 minut umisténa do roztoku
acetonu uchovavaného pfti teploté -20 stupiii Celsia. Po kratkém oschnuti (15 minut)
byl postup zopakovén, ¢imz doslo k lepSimu pfilnuti vzorku na sklic¢ko.

Poté byly fezy opét kratce osuSeny (15 minut), nasledné vloZeny do roztoku PBS
(phosphate buffer saline) (2x5 minut) a pfipraveny pro analyzu.

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

Poté byla provedena inkubace (1 hodina) s primarni protilatkou pfi pokojové
teploté. Nasledoval oplach v roztoku PBS (2x5 minut) a patnactiminutova inkubace v
3% roztoku H,0O,. Po dalsim oplachu PBS (2x5 minut) byla nanesena sekundarni
protilatka (30 minut). Poté se fezy opét vloZily do roztoku PBS (2x5 minut). Dal§im
krokem bylo naneseni enzymu peroxidazy konjugovaného s avidin-biotin komplexem.
Nasledovalo ptidani detek¢niho ¢inidla DAB (Dako, Dansko).

V dalsi fazi experimentu byly fezy oplachnuty v acetonu a odvodnény v aceton-
xylenu (10:1, 3 minuty), aceton-xylenu (1:10, 3 minuty) a v xylenu (3x2 minuty).
Zavérem byly fezy ukotveny pomoci Eukittu.

Fotodokumentace a digitalizace snimka z mikroskopu byla provedena za pouZiti
digitalni kamery Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., Ottawa, Kanada) pomoci softwaru
NIS (Laboratory Imaging, Ceska republika).
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8.6 Western blot analyza

Vysledky western blot analyzy byly laskavé poskytnuty Mgr. Zbyikem
Straskym.

8.7 Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadifeny jako pramér £ SEM (stfedni chyba
praméru) pro 8 zvifat v kazdé skupin€. Ke vzajemnému porovnani parametrit u skupin
zvitat byl pouzit neparovy T test. Rozdily byly statisticky vyznamné v ptipadé, 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

Na zakladé vysledkii biochemické analyzy byla stanovena hladina celkového
cholesterolu u mysi zapojenych od experimentu. Z vysledk je patrné, ze hladina
celkového cholesterolu je po podavani dané diety rapidné zvysSena ve skupiné ApoE-

deficientnich mysi v porovnani se skupinou normocholesterolemickych mysi.

Graf 1: Hladina celkového cholesterolu
Po osmitydennim podavani standardni diety s obsahem 1% cholesterolu, byla celkova
hladina cholesterolu rapidné zvysena ve skupiné ApoE-deficientnich jedincii

V porovnani Se SKupinou normocholesterolemickych jedincii. (***P<0,001)

celkovy cholesterol
257 * %%

20+

mmol/l

0 .
normocholesterolemické apoE
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9.2 Imunohistochemie

Exprese endoglinu byla sledovana v aorté¢ normocholesterolemickych mysich a v
aort¢ hypercholesterolemickych ApoE-deficientnich mysi obsahujicich aterosklerotické
platy.

Exprese endoglinu byla viditelnd& pouze na cévnim endotelu u
normocholesterolemickych mysi (Obr 11).

U ApoE-deficientnich mysi byla exprese endoglinu detekovana na cévnim
endotelu aterosklerotické 1éze, endotelu aortalnich chlopni a dale v oblastech mimo 1éze
a Vv kapilarach myokardu (Obr 12, 13). Exprese endoglinu byla vyznamné vyraznéj$i u

ApoE-deficientnich mysi ve srovnani s normocholesterolemickymi mySmi.
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Obrazek 11: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni endoglinu
normocholesterolemické mysi. Exprese je pozorovana pouze na cévnim endotelu aorty

(Sipky). Rezy jsou dobarveny hematoxylinem. Zvétsent 4x () a 10x (B).

A

100 pm

100 um
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Obrazek 12: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni endoglinu u
ApoE-deficientnich mysi. U techto mysi byly nalezeny aterosklerotickeé platy. Exprese

byla pozorovana na endotelu téchto platii (Sipky) a také na intaktnim endotelu bez platu

(Sipky). Rezy jsou dobarveny hematoxylinem. Zvétseni 4x.
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Obrazek 13: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni endoglinu u
ApOE-deficientnich mysi. Exprese byla pozorovana na endotelu téchto platii (B) (Sipky)
a také na intaktnim endotelu bez platii (4) (Sipky). Rezy jsou dobarveny hematoxylinem.

Zvétseni 10x.




Obrazek 14: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni endoglinu u
ApoE-deficientnich mysi. Exprese endoglinu byla detekovana na malych arteriolach a

kapilardach myokardu (A) (Sipky). Ddle byla exprese endoglinu viditelnd na aortdlnich
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9.3 Western blot analyza

Western blot analyzou byla detekovdna exprese endoglinu Vv obou skupinach
mysi. Exprese endoglinu u hypercholesterolemickych ApoE-deficientnich mysi byla
signifikantn¢ zvySena ve srovnani s hormocholesterolemickymi jedinci. Vysledky byly

laskave poskytnuty Mgr. Zbyiikkem Straskym.

Graf 2: Porovnani exprese endoglinu
Po ukonceni experimentu byla u skupiny APO-E deficientnich jedincut exprese endoglinu

signifikantné zvySena v porovnani se skupinou normocholesterolemickych jedincu.

(*P>0,5)
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10 DISKUSE

V roce 1983 byl skupinou védct objeven cytokin se schopnosti transformovat
fibroblasty. Studie krevnich desti¢ek pak potvrdily pavod rastovych faktord na
fibroblastech kralika. TGF-f (transforming growth factor beta) byl prvné izolovan
Z neoplastické tkan¢ mysi, vzniklé pod vlivem Moloney sarcoma viru. V soucasné dob¢
jsou v lidském téle popsany tii izofromy TGF-f a to TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3 (34).

TGF-B1 byl z této rodiny ristovych faktorti objeven jak prvni a v soucasné dobé
patii mezi nejlépe prostudované faktory. TGF-B1 je Vv nejvétsi mife exprimovan ve
zdravé cévni sténé, kde izoformy TGF-B2 a TGF-B3 uplné¢ chybéji anebo se vyskytuji
pouze ve velmi nizkych hladindch. Kromé toho je TGF-B1 u€innym regulatorem
vaskularniho vyvoje a remodelace cévni stény. Hraje tedy kli¢ovou roli v patogenezi
aterosklerozy, ovliviiuje vznik stendzy a podili se na regulaci endotelialnich bunék,
bun¢k hladké svaloviny cévni stény, makrofagh a T-lymfocytl. Patrné také ovliviiuje
odpovéd’ cévnich bunék na probihajici kalcifikaci (35, 36).

Endoglin (CD 105) je homodimerni transmembranovy glykoprotein. Vyznamné
interaguje s TGF-B1 a TGF-B3, ale to pouze za piedpokladu asociace s TBR II. Celkové
je endoglin nejvice exprimovan cévnimi endotelidlnimi bunikami, bunkami hladké
svaloviny cévni stény, makrofagy a T-lymfocyty ( 34, 36, 37, 38).

Exprese endoglinu byla také detekovana v normalnich a aterosklerotickych
cévach u lidi, prasat a mysi (39, 40).

V této diplomové praci jsme chtéli porovnat zmény exprese endoglinu u
normocholesterolemickych mysi a hypercholesterolemickych mysi s aterosklerotickymi
platy s cilem pospat jeho expresi a zjistit pfipadnou zménu exprese (41).

U mysi je endoglin exprimovdn pouze na cévnim endotelu v platech, mimo
platy, v srde¢nich chlopnich a kapilarach myokardu, coZ jsme potvrdili 1 v této
diplomové praci (42). Po vyhodnoceni 60 fezl jsme zjistili, ze exprese endoglinu je
velmi silndA na cévnim endotelu platu i mimo n¢ ve  srovnani
s normocholesterolemickymi mySmi. Tyto néalezy byly déle jest¢ potvrzeny Western
blot analyzou. Tyto vysledky, kdy exprese endoglinu je zvySena u aterosklerotickych
cév ve srovnani se zdravymi cévami, jsou v souladu s piedchozi praci, kde ovSem
exprese endoglinu byla detekovdna pouze v hladkych svalovych bunkach, kde se
pravdépodobné endoglin podilel na reparaci cévy po katetrizaci (43, 44). Nékteré

predchozi studie naznacily, ze endoglin by mohl hrat protektivni roli v aterogenezi,
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protoze zvysSuje expresi eNOS, ma antiapoptotické ti€inky na cévni endotel a stabilizuje
aterosklerotické platy. Otazka zni, pro¢ se jeho exprese zvySuje pfi
hypercholesterolemii. V této fazi mizeme pouze spekulovat, Ze by mohlo jit o obrannou
reakci cévniho endotelu na hypercholesterolemii, coz by mohlo do jist¢é miry
predstavovat potencidlni protektivni mechanizmus endoglinu v iniciaci aterogeneze.

Tato hypotéza vsak jesté bude prokazovana v dal$ich studiich (45).

52



11 ZAVER

Tato diplomova priace se zaméfila na sledovani exprese endoglinu u
normocholesterolemickych a hypercholesterolemickych ApoE-deficientnich mysi.

Imunohistochemicka detekce prokazala expresi endoglinu u obou skupin mysi
pouze na cévnim endotelu.

U hypercholesterolemickych mysi byla exprese detekovdna na endotelu plata,
mimo platy, na chlopnich a v kapilarach myokardu.

Exprese endoglinu byla vyrazné siln€jsi u hypercholesterolemickych mysi ve
srovnani s normocholesteromickymi mySmi.

Tento nalez imunohistochemické analyzy byl také potvrzen Western blot
analyzou, kde exprese endoglinu byla signifikantné vyssi u ApoE-deficientnich mysi.

Vyssi exprese endoglinu u hypercholesterolemickych mysi miiZze ukazovat na
potencialni obrannou reakci cévniho endotelu na hypercholesterolemii, coz by mohl do
jisté miry ptredstavovat protektivni mechanizmus endoglinu v iniciaci aterogeneze. Tato

hypotéza vsak jesté bude prokazovana v dal$ich studiich.
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