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Abstrakt

Séarka Zajicova

Zmény exprese endoglinu na cévnim endotelu v pribéhu aterogeneze
Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace: Sledovali jsme expresi endoglinu varteria brachiocephalica
uapoE "/LDLr" deficitnich mys$i po podavani vysokoproteinové diety s nizkym

obsahem cukru.

Metody: Pouzili jsme samice apoE~ /LDLr "~ deficitnich mysi, které jsme rozdélili do
dvou skupin po 6 zvifatech. Jedna ztéchto skupin byla krmena AIN-93G stravou
(kontrolni skupina) a druha vysokoproteinovou dietou s nizkym obsahem cukri. Byla
provedena stereologicka a imunohistochemickd analyza tkanovych ftezli arteria

brachiocephalica pomoci metody ImmPRESS™

s detekci pomoci DAB.

Vysledky: Biochemickd analyza prokazala vyznamné zvySeni hladiny celkového
cholesterolu po podavani vysokoproteinové diety snizkym obshem cukri.
Imunohistochemickou analyzou jsme prokazali expresi endoglinu v endotelidlnich
buiikach, pfevazn€ na povrchu aterosklerotickych plati u obou skupin pouzitych
apoE/LDLr™™ deficitnich my3si. Stereologickd analyza u mysi krmenych
vysokoproteinovou dietou s nizkym obsahem cukra ukazala slabsi expresi endoglinu ve

srovnani se skupinou krmenou standardni dietou.

Zavér: Mysi krmené vysokoproteinovou dietou prokdzaly zvySené hladiny
plazmatického cholesterolu a statisticky nevyznamné sniZzeni exprese endoglinu, ve
srovnani s mySmi krmenymi standardni dietou. Hypercholesterolémie a vyvoj
aterosklerotické 1éze ma vliv na snizeni endotelialni exprese endoglinu, coZ naznacuje

jeho roli v procesu aterosklerozy.



Abstract

Séarka Zajicova

Changes of endothelial expression of endoglin during atherogenesis
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Specialist in Laboratory Methods

Background: We observed the expression of endoglin in arteria brachiocephalica in the
apoE"/LDLr "~ deficient mice after feeding them with the low carbohydrate, high

protein diet.

Methods: We used the female apoEf/ “/LDLr"" deficient mice, which we divided into
two groups after 6 animals. One of these groups were fed by AIN-93G diet (control
group) and the second one by low carbohydrate, high protein diet. Stereological and
immunohistochemical analysis was performed in tissue sections of arteria

brachiocephalica by means of InmPRESS™ method with DAB detection.

Results: Biochemical analysis showed a significant increase levels of total cholesterol
after feeding with low carbohydrate, high protein diet. Immunohistochemical analysis,
we demonstrated endoglin expression in endothleial cells, mostly covering
atherosclerotic plaques in both groups apoEf/f/LDLr_/_ deficient mice. Stereological
analysis in mice fed with low carbohydrate, high protein diet showed weak endoglin

expression when compared to group on chow diet.

Conclusions: Mice fed with low carbohydrate, high protein diet showed increased
plasma levels of cholesterol and non-significant decrease of endoglin expression when
compared with mice on chow diet. Hypercholesterolemia and progression of
atherosclerotic lesion seems to affect endothelial expression of endoglin suggesting its

role in the process of atherosclerosis.
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1 UVOD

Ateroskler6za je dlouhodobé onemocnéni cévni stény, které postihuje tepenny
systém (1) (2). Klinicky se projevuje svymi komplikacemi jako ischemicka choroba
srdecni, cévni mozkova piihoda nebo ischemicka choroba dolnich koncetin (1) (2).
Ateroskler6za, jeji prevence, zpomaleni jejiho vyvoje a ochrana pfed trombotickymi
komplikacemi ateroskler6zy patii v dne$ni dobé k hlavnim problémim kardiologie.
Ma za nasledek zkraceni zivota a mnohdy pted tim 1 snizeni jeho kvality (3).

Aterosklerdza je typicka pro ,,moderniho* ¢lovéka a je hlavni pti¢inou jeho smrti
ve vyspélych zemich Evropy a Severni Ameriky (2) (3) (4). Ptispiva k tomu styl Zivota,
slozeni stravy a prostiedi, ve kterém jedinci Ziji (5). Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) ptedpoklada Siteni epidemie kardiovaskularnich onemocnéni 1 v rozvojovych
zemich, a to v disledku globalniho plisobeni zadpadni kultury na tyto staty (6).

Klinické stadium aterogeneze se vyskytuje v souvislosti s vyznamnou stendézou
tepny (vice nez 75 % prisvitu) nebo s komplikacemi ateromového platu (7). Vice nez
polovina populace umira na komplikace zpiisobené trombdzou, embolizaci a naslednou
ischémii (2) (8). Prvni pfiznaky choroby u vice nez poloviny muzii a u poloviny zen
ptichazeji nahle a projevi se jako akutni cévni ptihoda (2).

Pted lety se na ateroskler6zu nahlizelo jako na mechanicky déj charakterizovany
prostym hromadénim tukti. V soucasné dobé je toto onemocnéni vnimano jako imunitné
zanétlivy proces, ktery je odpovédi na poskozeni nejvnitin€j$i vrstvy cévy (tunica
intima) (9). Nové poznatky v poslednich letech prezentuji vzdjemny vztah mezi sténou
artériec a vyvojem ateromové 1éze jako dynamickou rovnovédhu endotelidlnich bunék
a bun¢k hladkého svalstva, ale 1 krevnich desti¢ek a monocytli, které adheruji ke sténé
a prostupuji z lumen cévy do jejich vnittnich struktur (10).

Lécba rizikovych faktor aterosklerdzy (hypolipidemika, antihypertenziva) vede
ke zlepSeni funkce endotelu a tak ptiznivé ovlivituje pribéh aterosklerdzy uz od jeji
inicialni faze (11). Pokud je lécba zahdjena vcas, pfed vznikem ireverzibilnich
aterosklerotickych zmén, tak se zmensuje pravdépodobnost vzniku vlastnich komplikaci
aterosklerozy (12).

Aterosklerdza patii k jednomu z nejvétsSich témat soucasného vyzkumu po celém
sveté (13). Existuje mnoho védeckych tymit, které se zabyvaji nejenom lécbou, ale

1 v€asnym zachytem a popiipad€ monitorovanim tohoto onemocnéni.



2 ATEROSKLEROZA

Ateroskleréza (fecky athere = kaSe, latinsky scleros = tvrdy) je onemocnéni tepen
charakteristické tvorbou ateromti (tukové usazeniny kaSovité konzistence ve sténé
tepen). Dochazi ke ztlusténi nejvnitingj$i vrstvy cévy (tunica intima) prostifednictvim
fibrozniho materidlu, ktery zuzuje prusvit cévy a v neékterych piipadech mohou tyto
cévy podléhat kalcifikaci (,.kornaténi tepen) (13) (14) (15) (16). Soucasné jsou takto
modifikované cévy mistem vzniku krvaceni a tvorby trombi (16). Pfed tim, nez se
objevi prvni klinické projevy, miize proces aterogeneze probihat mnoho let v disledku
dlouholetého plisobeni rizikovych faktort (6).

Nejde o nemoc pouze cévni intimy. Postizena je 1 medie, kterd degeneruje,
ztencuje se, vazivove se méni a ztraci svoji pevnost (7). U kazdého jedince mlze mit
onemocnéni jiny pribeh, ktery je zavisly na piisobeni rizikovych faktorti a na geneticky
podminéné citlivosti cévni stény k jejich piisobeni (12).

Ustiedni roli v rozvoji aterosklerdzy hraji lipidy. Vysoka hladina krevnich lipida
pfedstavuje vyssi riziko pro vznik aterosklerdzy, pricemz sniZeni jejich hladiny vede
ke zpomaleni rozvoje aterosklerotickych zmén. Tento pokles, zprostredkovany
u¢innymi a bezpecnymi léky, vede ke snizeni vyskytu korondrnich ptihod a ke snizeni
kardiovaskularni i1 celkové mortality (3). Dalsimi faktory plisobicimi na vyvoj platu
mohou byt endotelidlni dysfunkce, zvySena oxidacni zatéz a stimulace reparacnich

pochodi probihajicich v cévni sténé prozanétlivymi cytokiny (2).

2.1 Etiopatogeneze

Aterosklerdza je multifaktorialn€ podminény proces a jeji rizikové faktory patii
k nejvyznamnéj$im zdravotnim problémim vyspélych stati (13). Rizikové faktory
podporuji vlastni aterogenezi a mnohdy 1 trombogenezi a jsou zodpovédné nejenom
zarozvoj aterosklerozy, ale 1 za komplikace sni souvisejici (ischemicka choroba
srdecni (ISCH), cévni mozkova ptihoda, ischemické onemocnéni dolnich koncetin)
(17). S vysokou pravdépodobnosti se ocekava, ze ¢im je piitomno vice rizikovych

faktort, tak tim je pravdépodobnost rozvoje aterosklerozy vyssi (4).



2.1.1 Neovlivnitelné rizikové faktory

Vék

Pravdépodobnost manifestace aterosklerézy vzrista s vékem (13). Casné zmény
se zacCinaji rozvijet uz v détstvi, ale klinické projevy onemocnéni se vyskytuji
az v dospélosti (4). U muza se za rizikovy vék povazuje 45 let a vice a u Zen 55 let

a vice (13).

Pohlavi

U muzii bylo prokazano vyrazné¢ vyssi riziko aterosklerézy nez u zZen
do menopauzy. Riziko se u Zen po menopauze, které jsou bez substitucni 1é€by pomoci
estrogenti, zvySuje. Estrogeny maji protektivni efekt, ktery souvisi s vySSimi
koncentracemi HDL cholesterolu (high density lipoproteins — lipoproteiny o vysoké
hustoté) u zen (13).

Genetické faktory

Existuji stovky gend, které mohou ovlivnit proces aterogeneze, ale jen nckteré
znich mohou mit u daného jedince rozhodujici vyznam (13). Rodinna dispozice
k ateroskleroze a k ischemické chorobé srdce je vétSinou spojovéana s geneticky
podminénou  poruchou metabolismu lipoproteini  (napf. mutace v genu
pro LDL-receptor) (4) (13). Nasledkem této poruchy se v krvi vyskytuje vysoka hladina
krevnich lipidi (4).

2.1.2 Opvlivnitelné rizikové faktory

Dyslipidémie

Mezi rizikové faktory aterosklerézy se v dne$ni dobé zahrnuje jak zvySeni
celkového a LDL cholesterolu (low density lipoproteins — lipoproteiny o nizké hustotg),
tak snizeni HDL cholesterolu, hypertriacylglycerolémie a zména velikosti LDL ¢éstic
(13). Vysoka hladina cholesterolu v séru mtize byt dasledkem genetickych vliva, ale
také dietniho rezimu snadmérnou spotifebou zZivociSnych tukG a bilkovin, vajec
a jednoduchych cukrt. Nizky ptijem vysokomolekularnich cukri a vladkniny je taktéz

zodpovédny za vysokou hladinu sérového cholesterolu (4).
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Koureni

Koufeni cigaret je dulezitym faktorem v Casnych stadiich aterosklerdzy
u dospivajicich a mladych dospélych osob (4). Vede k endotelialni dysfunkci, zvySuje
cévni tonus, pusobi prooxidacné¢ na LDL castice, snizuje hladinu HDL cholesterolu
azvySuje hladinu fibrinogenu (18). Zodpovidd za vyrazné zvySeni pifitomnosti
ischemické choroby srde¢ni 1 umrtnosti na onemocnéni spojena s kardiovaskularnim
syst¢tmem. Niz8i obsah nikotinu v cigaretich nema vliv na snizeni rizika rozvoje

aterosklerozy (13).

Arteridlni hypertenze
s hodnotami krevniho tlaku 140/90 mm Hg a vyss$i (13). Vysoky krevni tlak vede
k endotelidlni dysfunkci, zvySeni propustnosti cévni stény pro lipoproteiny, ke zvySené

tvorb€ endotelinu a zvySené prilnavosti leukocytl k cévni sténé (18).

Diabetes mellitus

Pfedcasna manifestace aterosklerdézy se miize vyskytovat v souvislosti s diabetes
mellitus, inzulinovou rezistenci, hyperinzulinismem a také s poruchou gluk6zové
tolerance (13). Hyperglykémie je zodpovédnd za tvorbu modifikovanych
makromolekul, které¢ zvysuji produkci cytokinli v endotelidlnich bunkach (9). Na rozvoj
aterosklerozy ma vyznamny vliv soucasné¢ se vyskytujici porucha tukového

metabolismu nebo obezita (13).

Obezita

Dilezitym faktorem pro rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni je distribuce tuku.
Osoby s velkym mnozstvim abdominalniho tuku patii do skupiny s vyS$Sim rizikem.
Obezita sama o sob&é miiZe byt samostatnym nezavislym rizikovym faktorem ICHS, ale
muze pusobit 1 jako faktor pro manifestaci dalSich dulezitych rizikovych faktord
(inzulinové rezistence, diabetes mellitus 2. typu, hypertenze, hyperlipidémie s nizkym

obsahem HDL cholesterolu) (13).

Dalsi ovlivnitelné rizikové faktory

Mezi dal$i rizikové faktory patfi metabolicky syndrom, vysoka koncentrace
fibrinogenu v séru zodpovédna za trombdzu, nedostatek pohybu a sedavy styl zivota
a vneposledni fad¢ také zvySena hladina homocysteinu v plazmé, ktera hraje roli

v rozvoji predCasné aterosklerozy (13).
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Tabulka 1: Utinek rizikovych faktoru na aterogenezi (3) (18).

Rizikovy faktor Utinek
Zvyseni LDL, IDL a VLDL cholesterolu - zvy$eny prostup cholesterolu do cévni stény
Snizeni HDL cholesterolu - snizeny transport cholesterolu z cévni stény
- podpora vstupu cholesterolu do cévni stény
Hypertenze
- poskozeni endotelu artérii
- poskozeni endotelu artérii
Kouteni cigaret - hypoxie cévni stény
- tromboza
- vice u¢inki
Diabetes mellitus (napft. hyperlipoproteinémie, poskozeni

endotelu artérii, snizeni HDL cholesterolu)

2.2 Patofyziologie

V 18. stoleti vznikly dvé teorie, které vysvétlovaly vznik a vyvoj aterosklerozy.
Jednou z nich byla Rokitanského trombogenni (inkrustacni) teorie, ktera vysvétlovala
vznik plath jako nasledek organizace trombil, pficemz nahromadéné lipidy pochéazely
z rozpadlych krevnich buné€k. Druhou teorii byla Virchowova lipidova (insudacéni)
teorie, podle které se lipidy dostavaji do stény tepny z krve a dochézi tak k jejich
hromadéni v intimé cévy a vzniku aterosklerotickych platt (4).

V soucasné dobé¢ jsou obé vySe uvedené hypotézy spojené¢ do teorie popisujici
patogenezi aterosklerdzy jako imunitné zanétliva reakce na poskozeni intimy (4) (13).
Tato reakce probihd ve Cctyfech krocich: poSkozeni endotelu, zvySeny prinik
lipoproteinil z plazmy do cévni stény, bunécné reakce v misté poskozeni a proliferace

hladkych svalovych bunék v intimé se vznikem vazivovych platt (4).

Poskozeni endotelu

Chronické nebo opakované poskozeni endotelu, s naslednou poruchou funkce
endotelu, stoji na pocatku celého procesu aterogeneze. K nejcastéjSim piicinam naruseni
celistvého endotelidlniho povrchu patfti mechanické vlivy (poranéni intimy),
hemodynamické vlivy (hypertenze) a vlivy elementti pfitomnych vkrevni plazmé
(hypercholesterolemie, endotoxiny, imunokomplexy, volné radikdly vznikajici
pii koufeni cigaret aj.) (4) (7). Poskozeny endotel je poté vice adhezivni pro monocyty,

T-lymfocyty a krevni desticky, produkuje cytokiny a ristové faktory, ziskava
12



prokoagulaéni vlastnosti a je propustnéjsi pro latky zastoupené v krvi (7). Adherované

monocyty a T-lymfocyty nasledné migruji pfes endotel a usazuji se subendotelidlné

(18).

Lipoproteiny

Poskozeny endotel zvySuje svoji permeabilitu pro prostup lipoproteinli z plazmy
do tunica intima cévni stény. NejCastéji se jedna o aterogenni LDL s vysokym obsahem
cholesterolu (4). LDL c¢astice, uloZzené v tunica intima a vazané na proteoglykany,
podléhaji oxidativni modifikaci, ktera vede k expresi adhezivnich molekul, cytokind,
chemokinil a dal§ich mediatorii zanétu v makrofazich a buiikéch cévni stény. Oxidativni
modifikaci mohou podléhat 1 VLDL ¢{astice (very low density lipoproteins —
lipoproteiny o velmi nizké hustoté) a IDL (intermediate density lipoproteins —

lipoproteiny o sttedni hustoté) (13).

Bunécénd reakce v misté poSkozeni

Pisobenim chemotaktickych latek z endotelii a lipidi dochazi k hromadéni bunék
v intim¢ cévni stény. Jde hlavné o krevni monocyty (makrofagy), které fagocytuji cast
nahromadénych tukovych latek a trombocyty (4). Makrofagy s akumulovanymi lipidy
(pfedevsim ve formé estert cholesterolu) se posléze pfeménuji v pénové buiky a ty
tvoti podstatu Casné aterosklerotické 1éze (4) (9). Bunécné reakce se také uicastni hladké

svalové buriky z tunica intima a tunica media (4).

Proliferace hladkych svalovych bunék

Hladké svalové bunky migruji ztunica media do tunica intima pusobenim
rustovych faktori, které jsou uvolnovany z makrofagi, trombocyti a endotelii. V intimé
posléze dochazi k proliferaci hladkych svalovych bunék a tvorbé kolagenu, elastinu
a proteoglykanti. Tyto vytvofené latky vytvareji podstatu vlastniho aterosklerotick¢ho
platu. Buiky hladké svaloviny taktéz fagocytuji lipidy a mohou se pieméiovat

na pénové bunky spolu s makrofagy (4).
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Tabulka 2: Patogeneze aterosklerdzy (13).

Endotelialni poskozeni

l

Obranna odpoveéd’ s naslednou produkei cytoadhezivnich molekul

l

Adheze monocyt a T-lymfocyti k povrchu endotelialnich bunék

l

Migrace arterialni sténou do subendotelialniho prostoru

!
Makrofagy pfijimaji oxidovany LDL cholesterol

!
Pénové bunky bohaté na lipidy

!
Tukové prouzky a ateroskleroticky plat

Obrazek 1: Aterosklerdza - porovnani artérii.

Zdrava lidska artérie Artérie ziizena aterosklerotickym platem

Porugeny endotel

Hladké svalové
buriky s,

Makrofagy preménéné s
Hladki svalovina v pénove buriky Lipidy. vapnik_
rozpadlé buriky

http://media-1.web.britannica.com/eb-media/83/98483-004-FD45DAAS.jpg (23.3. 2013)
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2.2.1 Patologie aterosklerotické 1éze

Aterosklerdza je povazovana za celkové onemocnéni, ale vyskyt
aterosklerotickych 1ézi je lokalizovan pouze ve specifickych mistech velkych a stfedné
velkych artérii (9). Ateroskleroticky plat se do své charakteristické formy, kterad
ovliviiuje priichodnost artérii, vyviji velmi pomalu (10). Jsou rozliSovany tti zdkladni
formy aterosklerozy, kterymi jsou tukové prouzky (Casné léze), fibrozni a ateromoveé

platy a stadium komplikaci (9).

2.2.1.1 Tukové prouZky

Tukové prouzky jsou zlutavé loZiska v intimé predevsim velkych cév, které jsou
2 - 10mm dlouhé (4) (9). Nezasahuji do lumen arterie, takZ’e nemohou vyznamné
ovlivnit pritok krve. Zaklad tukovych prouzki tvoti pénové buiiky vzniklé z makrofagh
a bunék hladké svaloviny a dale T-lymfocyty (9). Tukové prouzky vznikaji 1 v mistech,
kde nebyva pokrocila ateroskler6za, a proto se zkazdého nemusi vyvijet
ateroskleroticky plat. Tyto prouzky jsou ve své podstaté reverzibilni zménou, kterd
muze byt prekurzorem pro vznik aterosklerotického platu, ale je mozné i jejich

vymizeni (4). Jde o nejCastéjsi formu aterosklerdzy, jejiz vyskyt je bézny jiz u déti (9).

2.2.1.2 Ateroskleroticky plat

Aterosklerotické platy jsou obvykle ostie ohranicend loZiska ve sténé cév, kterad
zasahuji do lumen artérii (4) (13). Velikost plati je od n¢kolika milimetri po nékolik
centimetrll na délku, s tloustkou vétSinou okolo 1 — 5 mm. S pfibyvajicim vékem
dochazi k ptibyvani aterosklerotickych plata, jejich zvétSovani a ztlustovani (4).
Skutecnost, ze dochazi ke ztlusténi cévni stény spole¢né s vyklenutim do lumen cévy je
pricinou ¢astecné nebo uplné obstrukce jejiho priasvitu (9).

»Rist platu je dynamicky proces, jehoz se UcCastni hladké svalové bunky,
makrofagy, lymfocyty, syntéza a degradace mezibunécné hmoty (matrix)
a neovaskularizace z vasa vasorum (7).

Extracelularni mezibunééna hmota patii mezi hlavni slozky aterosklerotického
platu a za normalnich podminek je jeji syntéza a odbouravani pomaly proces. V ramci
procesu aterogeneze vSak dochazi ke zvySené tvorbé jejich hlavnich slozek (elastin,
kolagen a proteoglykany). Populace zanétlivych bunc¢k (pénové bunky, makrofagy)
vytvareji uvnitt platu prostiedi, které je bohaté na cytokiny a riistové faktory a tyto latky

poté mohou vyznamné& ovlivnit produkci 1 degradaci matrix (6).
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Rozlisuji se dva typy aterosklerotickych plati podle obsahu lipidd. Jednim z nich
je ateromovy (nestabilni) plat bohaty na lipidy se Zlutavou barvou a mek¢i konzistenci
(4). Zaklad typického ateromového platu tvoii hyalinni vazivo na povrchu platu
(vazivova CepiCka) a centralni nekrotické ateromové lozisko bohaté na cholesterol
a jeho estery (4) (7). Ateromovy plat vedle pénovych bunék naplnénych lipidy obsahuje
i lymfocyty (9). Casto u n&j dochazi k rupturdm na okraji platu, které nasledné davaji
vznik tromboze a projevuji se akutnimi cévnimi piihodami (1) (13). Druhy typ
zastupuje fibréozni (stabilni) plat tvofeny hyalinizovanym kolagennim vazivem
a velkym mnoZstvim proliferujicich bunc¢k hladké svaloviny a makrofagli s malym
obsahem lipida (4) (9). Bunikky se nachéazeji v rtizném stupni ptemény v pénové bunky
(9). Tento typ nema tendenci k ruptuife a vytvofeni nésledné trombdzy, kterd by
uzavirala lumen cévy (13). Fibrozni plat je svétleSedé barvy a tuhé konzistence oproti

nestabilnimu platu (4).

2.2.1.3 Stadium komplikaci

Stadium  komplikaci se vyviji z aterosklerotického platu  kalcifikaci,
zviedovaténim (ulcerace) a naslednou rupturou vazivové Cepicky platu (1) (4) (7).
Ruptura aterosklerotického platu vede k vyplaveni lipida a tkanového faktoru do lumen
cévy (6). Tkanovy faktor nasledn¢ aktivuje koagulacni kaskadu, kterd spole¢né
s adherenci a agregaci trombocytli vede ke vzniku trombdzy (1) (6). Trombdza je poté
zodpovédna za ndhlé uzavieni cévy (1) (4).

Dalsi komplikaci mize byt krvaceni do platu, ke kterému dochazi pti prasknuti
cévy ve vaskularizovaném platu nebo krvaceni z lumen cévy pfi ruptutfe povrchu platu
(4). Krvaceni posléze zpusobi akutni zvétSeni platu a uvolnéni ateromovych hmot
do periferie tepny, kde dochéazi k embolizaci (7).

Mezi faktory, které mohou ptlisobit negativné na povrch aterosklerotického platu
a zapfiCinit tak jeho prasknuti, patfi hemodynamicky vliv krevniho proudu na okraj
platu, tenkd cepicka (tloustka < 65 um) a aktivni biologické procesy uvnitf platu (zanét

a pritomnost metaloproteinaz z makrofagi) (7).
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Obrazek 2: Céva v procesu aterogeneze.
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Vyvoj vzniku aterosklerotické 1éze (tukové prouzky, ateroskleroticky plat,

stadium komplikaci) je v soucasné dob¢ nahrazovano podrobné;jsi klasifikaci American

Heart Association (10) (13). Tato klasifikace rozd€luje cely proces do Sesti typi.

Za prekurzorové 1éze jsou oznacovany typy I — III a za vyvinuté léze typy IV — VI, které

mohou deformovat intimu a v pozdéjsich stadiich i hlubsi vrstvy cévy (13).
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Léze typu I jsou prokazatelné pouze mikroskopicky a nachéazi se u nich chemicky
detekovatelna prvni depozita lipidd v intim€ cévy (13). Jejich lokalizace je predev§im
vazdna na mista pozd¢jSiho vyskytu 1ézi typu II (10). Léze typu Il zahrnuji tukové
prouzky, obsahujici vét$i mnozstvi tuku, makrofagy a pénové bunky, T-lymfocyty,
mastocyty a buiiky hladké svaloviny (13). Lipidy jsou v nejvétsi mife uloZeny
intracelularné (9). Léze typu III jsou pfimym prekurzorem vyvinutych 1ézi a obsahuji
mikroskopicky viditelné tukové kapénky, které jsou lokalizované extracelularné a mala
depozita lipidi mezi vrstvami bun¢k hladkych svalt (13).

Pro 1éze typu IV (ateromy) je charakteristické jejich lipidové jadro, ve kterém
se hormadi dalsi lipidy. Mezi touto tukovou hmotou a povrchem endotelu se vyskytu;ji
makrofagy, pénové bunky, ptilezitostné buiniky hladké svaloviny a pouze minimalni
mnozstvi kolagenu. Tento typ 1éze je nachylny k rupturdm. Léze typu V maji na rozdil
od typu IV vétsi zastoupeni pojivove tkané a rozdéluji se na typ Va, Vb a Ve. Typ Va
(fibroaterom) obsahuje lipidové jadro, pficemz typ Vb je jiz kalcifikovanou lézi.
Typ Vc ma dva podtypy, pfi€emZ prvni podtyp md minimdlni zastoupeni tuku a je
pri¢inou vyznamného zuzovani artérii. Druhy podtyp je nazyvan jako gelatin6zni 1éze,
ktera obsahuje velké mnozstvi fibrinogenu a edemat6zni tekutiny. Komplikacemi 1ézi
typu IV a V se nasledné¢ vytvaieji 1éze typu VI (komplikovana 1éze), které se mohou
rozdélovat na léze Vla (ruptura), VIb (hematom nebo krvaceni do 1éze) a Vlic

(trombdza). Je moznd ptitomnost vSech tii komplikaci na jedné 1ézi (13).

2.3 Lipoproteiny a aterogeneze

Lipidy jsou latky nerozpustné ve vod¢, které se rozpoustéji v pfitomnosti
organickych rozpoustédel. Tato heterogenni skupina latek obsahuje cholesterol,
triacylglyceroly, fosfolipidy a mastné kyseliny, jakoZto latky pfitomné v plazmé. Jejich
transport ve vodném prostiedi (z mist jejich syntézy nebo pii vstiebavani do mist,
kde dochazi k jejich katabolismu) a jejich rozpustnost je zprostfedkovana pouze
ve vazbé na bilkovinu ve formé specifickych ¢astic — lipoproteint (18) (19). Bilkovinna
slozka lipoproteinoveé ¢astice je oznacovana jako apolipoprotein (apoprotein) (19).

Lipoproteiny jsou makromolekularni komplexy, které zajiStuji metabolismus
lipida. Jsou tvofené hydrofilnim obalem obsahujicim fosfolipidy, volny cholesterol

a apolipoproteiny, a jadrem, ve kterém jsou transportovany hydrofobni latky
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(esterifikovany cholesterol a triacylglyceroly). Jednotlivé lipoproteinové céstice
se od sebe odliSuji svym slozenim a biologickou funkci a déle pak i svoji schopnosti
zasahovat do procesu aterosklerozy (20).

Bilkovinnéd slozka lipoproteinii (apolipoproteiny) plni v tukovém metabolismu
fadu funkci. Jako strukturalni bilkoviny jsou soucasti lipoproteinovych ¢astic, iiCastni se
pfenosu nebo vymény lipidovych c¢astic mezi jednotlivymi typy lipoproteint,
zprostiedkovavaji interakci mezi specifickym receptorem a lipoproteinovou molekulou

a pusobi jako kofaktory enzym, které se ucastni lipoproteinového metabolismu (19).

Obrazek 3: Struktura lipoproteini.
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http://www.reproduccionasistida.org/wp-content//colesterol-bueno-470x308.jpg
(12.3.2013)

Lipoproteiny jsou nejcastéji klasifikovany podle svych fyzikdlnich a chemickych
vlastnosti. OdliSuji se ve své pohyblivosti pii elektroforéze a svym chovanim
pii ultracentrifugaci. Dle ultracentrifugace je rozliSovano 5 tfid lipoproteind, kterymi
jsou: chylomykrony, VLDL (lipoproteiny o velmi nizké hustoté¢), IDL (lipoproteiny
o stfeni hustot&), LDL (lipoproteiny o nizké hustoté¢) a HDL (lipoproteiny o vysoké
hustoté) (19).

LDL ¢astice tvoii heterogenni skupinu lipoproteinti a mohou se dale rozdélovat
(9). LDL se rozd¢luji na 3 subfrakce podle svého poméru apolipoprotein B/lipidy. Tento
pomér ovlivituje hustotu a velikost lipoproteini LDL. Nejvétsi aterogenni potencial

z nich maji tzv. malé denzni LDL (LDL-III), které jsou nejmenSimi ¢asticemi a maji
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tudiz nejsnazsi schopnost pronikat arterialni intimou (9) (21). Vzhledem ke zmenSeni
velikosti apolipoproteinu B (apoB) jsou S$patné rozpozndvany a vychytdvany
LDL receptory a tak je jejich prostup do nékterych bunék, hlavné makrofagi, umoznén
prostfednictvim scavengerovych receptort, coz muze urychlovat rozvoj aterosklerozy

(9) (20). Mimoto je tato subfrakce nejvice nachylna k oxidaci (21).

2.3.1 Metabolismus lipoproteini

Centralni roli v metabolismu lipoproteint hraje apoB, jehoz kompletni molekula
je oznacovana jako apoB100. Vznika v jatrech a spolecné s triacylglyceroly, estery
cholesterolu, volnym cholesterolem a fosfolipidy se uvoliiuje do krve ve formé VLDL
(10). Tyto lipoproteinové €astice transportuji z jater do mimojaternich tkani nadbytecné
triacylglyceroly, které se tvofi z volnych mastnych kyselin, nevyuzitych pro produkci
energie, uvolnénych z tukové tkané (10) (19).

VLDL Ccastice spolecné s chylomikrony jsou vystaveny ptisobeni lipoproteinové
lipazy, kterd Sté€pi jejich triacylglyceroly na volné mastné kyseliny, které jsou ihned
vyuzity ve tkénich (10) (19). Dochazi tak k postupnému zmenSovani chylomikrona
a VLDL c¢astic. Z VLDL lipoproteinti vznikaji IDL a z chylomikroni remnantni
(zbytkové) lipoproteiny. Remnantni lipoproteiny a ¢ast lipoproteinti IDL se vazi na své
receptory a jsou transportovany zpét do jaterni bunky (10). Na zbylé ¢astice IDL plisobi
lipoproteinova a jaterni lipaza, které maji za nasledek dalSi Stépeni triacylglyceroli
a tim 1 zmenSovani IDL az do podoby LDL C¢astic, které jsou obohacovany o estery
cholesterolu (10) (19).

LDL jsou hlavnimi casticemi zodpovédnymi za transport esterti cholesterolu
z krevniho ob&hu do perifernich tkani, které nejsou schopné tvofit dostatecné mnozstvi
cholesterolu (10) (21). Jejich ptestup do téchto tkdni je zprostiedkovan specifickym
receptorem piftomnym na membrané vSech bunék. LDL receptor je glykoprotein, ktery
je svym karboxylovym zakoncenim ukotven do bunééné membrany a sviij NH, konec
ma sméfovany extraceluldrné. Receptor ma na svém konci vazebné misto pro apoB100
a apolipoprotein E (apoE), které zodpovida za vazbu LDL. Takto navazana ¢astice LDL
je 1 s receptorem transportovana do intracelularniho prostoru, kde se lipoprotein uvolni
areceptor se vraci zpét na povrch membrany. Uvolnény LDL je nasledné Stépen
v lysozomu na jednotlivé molekuly (aminokyseliny, mastné kyseliny a cholesterol) (10).

Tim je buiice poskytnuto dostatené mnozstvi cholesterolu, které vyuZiva k syntéze
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membran a je zaroven 1 prekurzorem pro fadu produktd bunky (ZluCové kyseliny,
steroidy) (19). Volny cholesterol se v buiice mize esterifikovat na estery cholesterolu,
které se v bunice ukladaji (10). Mnozstvi LDL receptorti je regulovano v zavislosti
na koncentraci ptitomného LDL. Vysoka koncentrace LDL lipoproteint vede ke sniZeni
poctu receptori na bunéfnych membranach (6). Pocet LDL receptori je takeé
ovliviiovan genetickymi vlivy a vlivy vnéj$iho prosttedi (10). Cestou LDL receptoru
je odbouravano 80 % celkového LDL v plazmé, zbytek je odbouravan prostfednictvim
scavengerovych receptori na makrofazich, kter¢ se davaji do souvislosti
s ateroskler6zou (19). Scavengerovy receptor se svoji strukturou podobd LDL
receptoru, avSak na rozdil od n¢j neni jejich pocet zpétnovazebné regulovan zvySenim
intracelularni koncentrace cholesterolu. Pocet téchto receptorti se tedy nesnizuje se
zvysenym zasobovanim monocytli a makrofagt cholesterolem (10).

Lipoproteinové castice HDL mohou vznikat oddélenim povrchovych struktur
VLDL c¢astic a chylomiker pii jejich degradaci, ale také je jejich syntéza mozna
,de novo®. Tato tvorba HDL ve formé¢ tzv. ,,nascentnich® ¢astic probiha v jatrech nebo
v bunikach tenkého stfeva. Jejich podstatnou funkci v metabolismu lipidd je vychytavani
volného cholesterolu z perifernich tkani, cévni stény a ostatnich lipoprotein. Volny
cholesterol nasledné esterifikuji, ukladaji do nitra HDL a zajist'uji tak jeho reverzni
transport zpét do jater. Timto mechanismem, spole¢né¢ s ochranou LDL ¢éstic

pied oxidativni modifikaci, piisobi protektivné pied rozvojem aterosklerozy (20).

2.3.2 Modifikované LDL a ateroskleroza
Modifikované LDL c¢astice hraji podstatnou ulohu v iniciaci a dalSim rozvoji

zanétlivych zmén v cévni stén€. Muze dochazet jak ke glykaci, tak k oxidaci téchto

castic (21).

Glykace
Glykace lipoproteinli (pfedev§im LDL a HDL) je proces, ktery se podili

na rozvoji ateroskler6zy u diabetika. Pro tento d¢&j hraje zésadni roli hyperglykémie (9).
,»Glykace LDL inhibuje klasické odbouravani LDL ¢astic cestou LDL receptort (9).*
Tyto lipoproteiny se posléze hromadi v plazmé nebo se odbouréavaji alternativni cestou

zprostiedkovanou scavengerovymi receptory s naslednym vznikem pénovych bunék (9).

21



Oxidace

Oxidace LDL je nejcastéjsi typ modifikace lipoproteintl, ve kterém se uplatiiuje
hlavné hydroxylovy radikal (*OH) a kyselina chlorna. Tento d& mulZe postihovat
vSechny soucasti lipoproteinovych castic (21). Proces oxidace LDL probihd hlavné
v arteridlni sténg, protoZe v plazmé a extracelularni tekutiné je vysokd koncentrace
antioxidant, které chrani tyto ¢astice (6) (21). Prostup LDL ¢éstic do subendotelialniho
prostoru je umoznén v piipadé poskozeni endotelu (21).

Oxidované LDL castice nejsou rozpoznavané LDL receptory, ale maji schopnost
vazby na tzv. scavengerové receptory aktivovanych monocytli (makrofagll) ve sténé
cévy. Timto mechanismem dochazi ke vzniku pénovych bunék, jakozto prvniho stadia
aterosklerozy. Dale se tyto modifikované¢ LDL castice mohou ucastnit aterogenniho

procesu diky svym biologickym a prozanétlivym a¢inkiim (21).

Tabulka 3: Biologické u¢inky oxidovanych LDL ¢astic (21).

Stimulace uvolnéni M-CSF (faktor stimulujici monocyty)

— diferenciace monocytti na makrofagy

Indukce proliferace hladké svaloviny cévni stény

Vyvolani poskozeni endotelovych bunék az jejich apoptéza

Inhibice diferenciace kmenovych bunék v progenitorové endotelové buiiky

— zabranéni mozné reparace poSkozeného endotelu

SniZeni exprese genu pro endotelovou NOS

— snizeni koncentrace NO — vazokonstrikce, podpofeni agregace trombocytd

Tabulka 4: Prozanétlivé u¢inky modifikovanych LDL ¢astic (21).

Stimulace produkce volnych radikala

— poskozeni buniky a vyvolani zanétlivé reakce

Stimulace exprese CD40 (vyznamny pro imunitni a zanétlivou odpovéd’ T i B lymfocytit)

Podpora adheze leukocyti

— prostfednictvim adheznich molekul a chemokinti

Upregulace genii kodujicich zanétlivé cytokiny (IL-6, TNF-a)), CRP a fibrinogen

Vznik imunokomplext

— bunécna zanétliva odpoved

22



3 ENDOTEL A ENDOTELIALNI DYSFUNKCE

3.1 Charakteristika cévniho endotelu

Endotel je souvisla jednovrstevnad vnitini vystelka vSech krevnich cév, kterd je
tvofena vysoce specializovanymi buitkami (13) (22) (23). Endotelialni buiiky jsou
nepravidelného podlouhlého tvaru, jejichz celkovy povrch tvofi plochu asi

500 - 1000 m” a jejich hmotnost je pfiblizng 1,5 - 3 kg (22).

Obrazek 4: Stavba arterialni stény.

elastica interna

endotel

fibroblast
intima

media

adventitia
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Endotelidlni bunky vytvareji nejenom mechanickou bariéru mezi cirkulujici krvi
a hladkou svalovinou cévni stény, ale jsou zaroven i1 metabolicky velmi aktivni tkani
(11) (24). ,.Endotel kontroluje jak prostup nizkomolekularnich latek (vody, elektrolyti,
zivin €1 1éktl) a makromolekul (zejména proteinti a lipoproteinti), tak bunck (zejména
monocytll a lymfocytl) (23).“ Vnitini povrch cévy dale zajiStuje nesmacivy
a netrombogenni povrch, kontroluje optimalni pritok krve cévou (cévni kontrakci
a relaxaci uvoliovanim oxidu dusnatého, prostacyklinu a endotelinu), ovliviiuje procesy
koagulace a fibrinolyzy, zabezpecuje propustnost mezi krvi a okolnimi tkdnémi a mtize

se ucastnit reparativnich procesii a angiogeneze (18) (22) (11) (24). Endotelidlni bunky
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jsou ale taktéz schopné modifikovat (oxidovat) lipoproteiny, které jsou transportovany
z krve do cévni stény (18). VSechny tyto vlastnosti jsou dany fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi endotelu a také tvorbou mnoha chemickych substanci s kratkou dobou
pusobeni (11).

Endotel syntetizuje vazokonstrikéni (endoteliny, tromboxan A, (TXA2)
a angiotenzin II) 1 vazodilata¢ni latky (oxid dusnaty (NO), zendotelu derivovany
hyperpolarizujici faktor (EDHF) a prostacyklin), piisobky pro fizeni hemostazy
(von Willebrandtiv faktor (vWF), fibrinogen, trombomodulin, tkdnovy faktor, TXA2
a prostacyklin) a latky ovliviujici fibrinolyzu (tkanovy aktivator plazminogenu tPA
a inhibitor aktivatoru plazminogenu PAI-I) (11) (24). Proces angiogeneze je
zprostiedkovan rastovymi faktory VEGF (vaskularni endotelidlni faktor), PDGF
(rastovy faktor desticek) a TGF-B (transformujici riistovy faktor ). Endotelova vystelka
cévy se také podili na zanétlivych mechanismech prostfednictvim selektini P a E
a adhezivnich molekul (VCAM (vaskularni adhezivni molekula), ICAM (intercelularni
adhezni molekula) a nuklearni faktor kappa B) (24). V endotelialni bufice je mozna

1 degradace né€kterych vazoaktivnich latek (napt. bradykininu) (11).

3.2 Endotelialni dysfunkce

Endotelidlni dysfunkce a poSkozeni endotelu je soubor zmén, které souvisi
s pocateCnim stadiem procesu aterogeneze a objevuji se difive, nez samotné
aterosklerotické zmény (13) (11). Endotelidlni dysfunkce nasledné¢ provazi i pozdni
stadia aterosklerotického procesu svoji zvySenou vazospastickou reaktivitou, zvySenou
trombotickou a snizenou fibrinolytickou aktivitou (11). Funkéni poskozeni endotelu
nehraje dulezitou roli pouze v procesu aterogeneze, ale projevuje se 1 v patogenezi
arteridlni hypertenze, komplikaci diabetes mellitus, srde¢niho selhdani a dalSich
onemocnéni (22).

Na poskozeni endotelu se mize podilet mnoho faktorii, mezi které se fadi hlavné
rizikové faktory aterosklerozy (hypertenze, hyperlipoproteinémie, hyperglykémie,
hypoxie aj.) (22). Dale plsobi vlivy mechanické (napf. zvySeni tzv. smykového napéti
pi1 vysokém krevnim tlaku), vlivy imunologické, chemické, metabolické, infekéni aj.

(13) (11).
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Pti poruSe funkce endotelu miize dochazet ke zvySeni propustnosti cévni stény,
ktera vede k poruSeni rovnovahy mezi vazoaktivnimi mechanismy, hemokoagula¢nimi
latkami a proliferaci inhibujicimi, resp. stimulujicimi pisobky ve prospéch
protrombotickych, vazospastickych a aterogennich mechanismt (22) (11). Nejprve je
endotelidlni vystelka propustnéjsi pro aterogenni lipidy a makrofagy. Nasleduje zvySeni
mnozstvi oxidovaného LDL-cholesterolu spole¢né se snizenim NO (11). Tyto pozdéjsi
procesy vedou ke zvySeni proliferace hladkych svalovych buné€k, jejich migraci
do subendotelidlnich prostor a tvorbé extraceluldrniho vaziva (22) (11). Dale je
poskozend endotelidlni vystelka vice adhezivni pro nékteré elementy (hlavné monocyty,
T-lymfocyty a trombocyty) a produkuje vétSi mnozstvi cytokinl a rastovych faktort
(7).

I v pozdéjSich fazich aterogeneze se endotelidlni dysfunkce podili na dalSim
vyvoji aterosklerotickych 1ézi. Utastni se na kumulaci makrofagi a pénovych bungk
v aterosklerotickém platu. Prostfednictvim proteolytickych enzymi (metaloproteinaz)
z makrofaglh muize nasledné dochazet k rozruSeni fibrozni Cepicky platu a zvySeni
nachylnosti k jeho ruptufe. Vznikajici protrombogenni stav je umocnén nedostateCnou

produkci NO, prostacyklinu a dalSich latek, které jinak inhibuji adhezi a agregaci

desticek a zvySenou expresi tkdnového faktoru a vWF (22).

Obrazek 5: Pfreména funk¢niho endotelu v endotel dysfunkéni (11).
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4 ENDOGLIN

4.1 Struktura endoglinu

Endoglin (CD 105) je homodimerni transmembranovy glykoprotein typu I, ktery
strukturalné patifi do rodiny proteinti zona pellucida (ZP) charakteristickych svoji
ZP doménou v extracelularni oblasti proteinu, obsahujici 260 aminokyselin (25) (26).
Endoglin je tvofeny jednou velkou extraceluldrni doménou (561 aminokyselin), jednou
hydrofobni transmembranovou doménou a kratkou intracelularni doménou (27). Tento
vysoce glykosylovany homodimerni protein méa své podjednotky spojené disulfidickou
vazbou. Ve struktuie endoglinu existuje pét N-vazebnych glykosylacnich mist
v NH, terminélni oblasti extracelularni domény a jedno O-vazebné glykosyla¢ni misto
v blizkosti membrany (26). Intracelularni doména endoglinu obsahuje serinové
a threoninové zbytky, z mnichZz jsou nékteré fosforylovany prosttednictvim
TGF-B receptor kinaz (28). Tato doména na svém karboxylovém konci obsahuje
PDZ oblast (Ser-Ser-Met-Ala), ktera zprostfedkovava interakci endoglinu s proteiny
obsahujicimi taktéZ PDZ doménu a ucastni se fosforylace threoninovych zbytkl (26)

(28).

Obrazek 6: Struktura endoglinu (26).
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Existuji dvé izoformy endoglinu, L-endoglin (long) — ptevladajici izoforma

a S-endoglin (short). Tyto izoformy se od sebe odliSuji sekvenci své intracelularni
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domény, kterda je u S-endoglinu tvofena 14 aminokyselinami a u L-endoglinu
47 aminokyselinami (25) (26). L-izoforma je exprimovana pfevazné endotelidlnimi
buiikami, zatimco S-izoforma je exprimovana v plicich a jatrech (28).

Gen kodujici endoglin (ENG) byl u lidi lokalizovan na chromozomu 9 (9q34ter)
a obsahuje 15 exont, z nichZz 13 kdduje extracelularni doménu proteinu (25) (26).
Tento gen je spolu s genem kodujicim activin receptor like kindzu 1 (ALK1) zmutovan
u onemocnéni, nazyvanych jako dédicnd hereditarni teleangiektazie typu 1 a typu 2
(29).

Hlavnim zdrojem exprese endoglinu jsou endotelidlni bunky a déale buiky hladké
svaloviny, fibroblasty a makrofagy (27). Kjeho nejvétsi expresi dochazi
v proliferujicich endotelialnich buiikach, které jsou soucasti tkani, ve kterych probiha
angiogeneze (po infarktu myokardu, pfi hojeni ran, u ristu nadort, pti aterosklerdze)
(27) (26). Dale je jeho exprese zvySena pii preméné monocytu v makrofagy
a v hladkych svalovych bunkiach lidskych cév, ve kterych jsou pfitomny
aterosklerotické platy (26).

4.2 Endoglin — TGF-BRIII

Endoglin je soucasti receptorové kaskady transformujiciho ristového faktoru-3
(TGF-B) a je oznacovan jako receptor III pro TGF-B nebo taktéZz jako pomocny
TGF-BRIII (27).

Transformujici rastovy faktor-f je multifunkéni cytokin, ktery je zapojeny
do regulace proliferace, diferenciace a migrace bunck, produkce extraceluldrni matrix
a prezivani riznych typt bunck v lidském téle (29) (30). U savci jsou pfitomny tii jeho
izoformy — TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3. TGF-B je produkovan v neaktivni formé, ktera
musi byt nejprve aktivovana proteazami nebo trombospondinem pied tim, nez se mize
vazat na sv¢é specifické receptory. Role TGF-B v proliferaci endotelovych bunék je jak
inhibi¢ni, tak stimula¢ni. Nizkd hladina TGF- stimuluje proliferaci a migraci
endotelovych bunék, zatimco vysoké hladiny TGF-f tyto reakce inhibuji (29).

NejvyznamnéjSimi specifickymi receptory pro TGF-f jsou serin/treonin kindzové
receptory typu I a typu II. Na TGF-f signalizaci se podili jeden TGF-B receptor typu II
a dva rizné TGF-B receptory typu I - activin receptor like kindza 1 (ALK1) a activin
receptor like kindza 5 (ALKS) (29). Po vazbé ligandu (TGF-B) na TGF-B receptor
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typu Il a aktivaci (fosforylaci) TGF-B receptort typu I jsou signdly pirevedeny
z membrany do jadra bunky prostfednictvim intracelularnich signéalnich proteint,
nazyvanych SMAD (25) (29). TGF-B/ALK1 prostfednictvim SMAD1 a SMADS
stimuluje proliferaci a migraci endotelovych bunék, zatimco TGF-B/ALKS
prostifednictvim SMAD2 a SMAD?3 inhibuje jejich proliferaci a migraci (29).

Endoglin (TGF-BRIII) interaguje s ostatnimi TGF-B receptory a intracelularnimi
signalnimi proteiny, ¢imz ovliviiuje TGF-B signaliza¢ni drahy (25). Endoglin sam
o sob¢ na sebe nemuze vazat ligand, ale ve spojeni s TGF-} receptory typu II a I mize
usnadiiovat vazbu izoforem TGF-Bf1 a TGF-B3 (25) (31). TGF-BRIII se vaze
s TGF-BRII a tim silné reguluje aktivitu (stav fosforylace) TGF-BRII, ALK-1 a ALK-5,
¢imz ovliviiuje fosforylaci SMAD proteind (25) (30) (32). Endoglin/ALK-1/SMAD1/5
kaskada podporuje proliferaci a migraci endotelovych bunék, coz je zodpovédné za
angiogenezi a naopak aktivaéni cesta endoglin/ALK-5/SMAD2/3 vede k inhibici téchto
buné¢k a vytvoreni klidového endotelu (30).

Bylo také prokazano, ze endoglin mize mit i funkce nezavislé na TGF-B1 signalni
kaskad¢, coz naznacuje, ze endoglin ma dalsi nedefinované fyziologické ligandy (32).

Studie u lidi prokézaly, ze endoglin, TGF-BRII a TGF-BRI jsou exprimovany
v aterosklerotickych cévach, zatimco jejich exprese je nizkd v cévach, ve kterych
neprobiha aterogeneze. Toto zjiSténi naznacuje ti¢ast endoglinu v aterogennim procesu

(30).

Obrazek 7: TGF-p signaliza¢ni kaskada.
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4.3 Endoglin a endotelialni NO syntaza

Endotelidlni syntdza oxidu dusnatého (eNOS) je klicovym enzymem
zodpovidajicim za produkci oxidu dusnatého (NO) endotelem a regulujicim angiogenezi
a kardiovaskuldrni homeostazu (25) (33). Produkovany NO ma vazodilatacni ucinky
na cévy a udrzuje anti-trombotické, anti-proliferativni a anti-apoptotické prostiedi
v cévni sténé (33).

Exprese eNOS je regulovana extracelularnimi podnéty (hypoxie, nékteré
hormony, ristové faktory, ad.) a jeji pokles souvisi s rozvojem endotelidlni dysfunkce,
ktera je podstatna pro vyvoj a progresi aterosklerdzy (25) (33) (34).

Endoglin reguluje vazodilataci zavislou na produkovaném NO stejné tak jako
expresi a aktivitu eNOS (34). Bylo prokazano, ze endoglin zvySuje expresi eNOS
v endotelidlnich bunikach prostfednictvim zvySeného mnozstvi SMAD2 proteind,
coz naznacuje roli endoglinu v regulaci exprese eNOS (34) (33). Naopak je mnozstvi

eNOS vyznamné sniZzené v endotelidlnich buiikach s deficitem endoglinu (35).
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5 MYSI MODELY ATEROSKLEROZY

Mys se stala vynikajicim modelem pro experimentdlni vyzkum aterosklerozy
a hledani uc¢innych terapeutickych ptistupt pro svoji velikost a genetickou
reprodukovatelnost (36) (37). Je ale nutné brat ohled na anatomické rozdily, odliSny
metabolismus lipidi a rozdily v genové expresi, které komplikuji pievedeni
experimentalnich vysledkl ziskanych u mysi na ¢loveéka (37). 1 ptes tyto nedostatky
existuje mnoho vyhod pro vyuzivani mySich modeli ve vyzkumu experimentdlni
aterosklerozy. Mezi tyto vyhody patii jejich kratkd generacni doba, snadny chov
pocetnéjSich skupin mysi a rozvoj aterosklerdézy ve velmi kratkém casovém useku (36).

Pti vyuziti mysi v experimentech je dileZité si uvédomit vyznamné rozdily mezi
mysi a lidmi. Primérnad délka zivota mysi je pfiblizn€ 2 roky, ve srovnani se 75 lety
u lidi a mysi vazi v dospélosti pouhych 30g na rozdil od Clovéka (38). ,,Normalni* mysi
jsou velmi odolné viici aterosklerdze v diisledku vysoké koncentrace anti-aterogenniho
HDL a naopak malych koncentraci pro-aterogennich LDL a VLDL (37). Z tohoto
davodu jsou vSechny pouzivané mysi modely aterosklerdzy zaloZzeny na odchylkach
v metabolismu lipoproteint, které jsou zplisobeny stravou nebo genetickou modifikaci
(39).

Mezi nejpouzivan¢€j§i mysSi modely pro aterosklerozu patii mySi deficitni
pro apolipoprotein E (apoEf/f) a mySi deficitni pro LDL receptor (LDer/f).
U apoEf/f mySi je odstranén apoE gen, coz vede k zavazné hypercholesterolemii
a spontannimu rozvoji ateroskler6zy 1 pti krmeni standardni stravou s nizkym obsahem
tuku a bez cholesterolu. Deficit apoE genu vede u mySi k vyraznému zvySeni
plazmatickych koncentraci LDL a VLDL, které je pfipisovano selhdni funkce
LDL receptoru. LDLr " mySi jsou naopak modelem, u kterého chybi gen
pro LDL receptor a k rozvoji aterosklerézy dochazi aZz po krmeni téchto mysi stravou
bohatou na lipidy (37). Patologie aterosklerotické 1éze u LDLr "~ mySiho modelu neni
tak dobie charakterizovana jako u apoEf/ - mysSi, ale 1 pfesto existuje urcitd podobnost
ve vyvoji aterosklerotického platu od tukovych prouzkii obsahujicich pénové buiky
k fazi fibroproliferace (38).
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5.1 MysSi deficitni pro apoE i LDL receptor

My3i deficitni jak pro apolipoprotein E, tak pro LDL receptor (apoE " /LDLr ")
pouzité v naSem experimentu piedstavuji model, ktery vyviji silnou hyperlipidemii
a aterosklerozu (36). Bylo zjisténo, ze 1 pii krmeni tohoto apoEf/f/LDer/f mySiho
modelu béZznou stravou je progrese aterosklerdézy u téchto mySi vyraznéjs$i nez u
apoEf/ - mySi a vyvoj aterosklerotickych 1€zi je rychlejsi oproti apoEf/ - mySsim (36) (40).
Proto je tento model vhodny pro studium latek s anti-aterosklerotickymi G€inky, aniZ by

bylo nutné krmit zvifata aterogenni stravou (36).
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6 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie je velice jednoduchd metoda, kterd svymi principy zahrnuje
tf1 védecké discipliny — imunologie, histologie a chemie (41). Jde o metodu zaloZzenou
na vzajemné reakci mezi bunéénym nebo tkanovym antigenem a znacenou protildtkou
s naslednou vizualizaci takto vzniklého komplexu (42) (43). Vazba protilatky
k antigenu je charakteristickd svoji vysokou specifitou a je zprostfedkovana vodikovymi
mustky, hydrofobnimi interakcemi a iontovymi silami (43). Vznikly komplex
je detekovan pomoci histologické reakce a pozorovan pomoci svételného nebo
fluorescencniho mikroskopu (41).

Pro schopnost detekce vzniklého komplexu ve svételném mikroskopu musi byt
tento komplex oznacen. Mohou byt pouzity razné typy znacek (fluorescencni latky,
enzymy nebo kovy), které jsou umistény na primarni, sekundarni nebo terciarni
protilatce pouzitého detekéniho systému. Nejcastéji pouzivané znacky jsou enzymy
(napt. peroxiddza, alkalickd fosfatdza), které v pfitomnosti specifického substratu

a chromogenu vytvoii barevnou reakci v misté vzniklého komplexu antigen-protilatka

(41).

6.1 Typy imunohistochemickych metod
K imunohistochemickym metodam patii dva zakladni typy, pfimd a nepiima

metoda prukazu antigenu (44).

Primd metoda

Pfima metoda je nejjednodussi metoda pro detekci konkrétniho antigenu ve tkani.
Vyuzivéa se primarnich protilatek, které jsou piimo znafeny fluoresceinem, enzymem
nebo kovem (42). Tato metoda je pomérné malo citliva a lze ji vyuzit pouze v ptipadech

dostate¢né vysoké koncentrace antigenu ve tkani (43).

Neprima metoda

Nepifimd metoda je dvojstupiiova metoda, u které se nejprve na tkanovy antigen
vaze primarni neznacena protilatka a teprve poté je moznad vazba sekundéarni znacené
protilatky na Fc fragment primarni imunoglobulinové molekuly (42) (43). Sekundarni
protilatka je obvykle imunoglobulin, ktery pochazi ze zvifete imunizovaného primarni

protilatkou (44).
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Sekundarni protilatka je zna¢end fluorochromem (napt. fluorescein-isothiokyanat)
nebo enzymem (napi. kienova peroxidaza, alkalicka fosfatdza) (42) (43). V ptipadé
pouziti kfenové peroxidazy jako enzymového znaceni protilatky je nutné zablokovat
aktivitu fyziologicky pfitomné peroxiddzy ve tkani. Tato inaktivace peroxidazy
se nejCastéji provadi roztokem peroxidu vodiku v metanolu. Pii pouziti alkalické
fosfatdzy je taktéZ potieba zablokovat fyziologicky pfitomny enzym pomoci
specifického inhibitoru. Tento enzym ale zlstava aktivni spiSe ve zmrazenych
tkanovych fezech (44).

Tato metoda je ve srovnani s pfimou metodou sice komplikovangjsi, ale jeji
vyhodou je vyssi citlivost, ktera je zplisobena tim, Ze na kazdou neznaenou primarni
protilatku se mtize vazat nékolik protildtek sekundarnich (45). Dalsi jeji vyhodou je

schopnost prokazovat nejenom antigeny, ale také protilatky (43).

Obrazek 8: Princip pfimé a nepfimé imunohistochemie.
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Mezi dal$i neptfimé metody se fadi taktéz nepfima trojstupiiova metoda a metoda
avidin- biotin-komplex (42). NepFima trojstupnova metoda spocivd v navazani
sekundarni neznaCené protilatky na primarni protilatku, kterd se vdze na hledany
antigen. Na tento komplex se nasledné vaze znacena tercidlni protilatka (sendviCova
metoda) (45). Jako tercidlni protilatky se nejCastéji vyuzivaji protilatky s kienovou

peroxidazou (45). Metoda avidin-biotin-komplex je také tfistupiovou nepiimou
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metodou, kterd vyuzivd schopnosti neimunologické vazby vajecného bilkovinného
proteinu (avidin) s vitaminem (biotin). Avidin miize vazat az Ctyfi molekuly biotinu
(42). U této metody se na primarni protilatku vaze protilatka sekundarni, kterd je
konjugovand s biotinem. Poslednim  krokem je  vazba  komplexu
avidin-biotin-peroxidaza na sekundéarni biotinovou protilatku (45). Poslednim krokem

u obou téchto metod je nasledna vizualizace konjugovaného enzymu (45).
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7 ZADANI DIPLOMOVE PRACE - CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo popsat a kvantifikovat expresi endoglinu
v arteria brachiocephalica u hypercholesterolemickych apoE " /LDLr "~ deficitnich mysi
po podavani vysokoproteinové diety s nizkym obsahem cukri. Pro tuto préaci jsme
standardizovali  imunohistochemicky protokol pro stanoveni endoglinu a

pro kvantifikaci jsme pouZili stereologické metody.
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Pouzita zvirata

K experimentu byly pouZity dvé skupiny apoE " /LDLr "~ mysi, které se od sebe
odliSovali stravou, ktera jim byla podavana. Slo o samice apoEf/ “/LDLr"" mysi,
se schopnosti spontanné¢  vyvijet aterosklerdzu, ziskanych  z pracovisté
v Krakow¢, Polsko (Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics).

Mysi byly umistény v klecich v prostfedi s regulovanou teplotou (22-25°C)
a cykly 12 hodin svétlo/ 12 hodin tma a s volnym ptistupem k vodé a potrave.

Vsechny provadéné postupy na téchto zvifatech byly provadény v souladu
se smérnicemi Evropské unie pro chov a 1é€bu zvifat a byly schvaleny etickou komisi
pro zvirata.

Do véku 16-18 tydni byly vSechny mySi krmeny komercni granulovanou stravou
neobsahujici cholesterol (Sniff M-Z spezialdiditen GmbH; Soest, Némecko). Ve véku
16-18 tydnl byly mysi rozfazeny podle své hmotnosti do skupin po 6 zvifatech. Jedna
z téchto skupin (kontrolni skupina) byla pro nase Ucely krmena standardni stravou
(AIN-93G) a druha byla po dobu 8 tydnii krmena vysokoproteinovou dietou s nizkym
obsahem sacharidi (LCHP).

Tabulka 5: SloZeni pouzitych diet (%).

AIN-93G LCHP
Kukufi¢ny $krob 53 5
Kasein 20 52
Sacharéza 10 12
Sojovy olej 7 -
Maslo - 21
Celulézovy prasek 5 5
Smés minerala 4 4
Smés vitamini 1 1
Cholin 0,25 0,25
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8.2 Biochemicka analyza

Vzorky pro biochemickou analyzu byly ziskany z vypéstovanych mysSi
pfed eutanazii odebranim krevnich vzorki z levé srde¢ni komory. Takto odebrané krve
byly nasledné odstfedény a jejich sérum pro dalsi analyzu bylo zmraZeno (minus 80°C).
Vzorky byly zpracovany na pracovisti v Krakové a vysledky nam byly pro tuto praci
poskytnuty.

8.3 Imunohistochemie

Veskerd imunohostochemickd barveni byla provedena na mysich arteriich (arteria
brachiocephalica). Tyto preparaty byly ponofeny do smési OCT (CellPath, Oxford, UK)
a poté rychle zmrazeny v tekutém dusiku a ulozeny pfi teploté minus 80°C.

Imunohistochemicka analyza byla provedena na pti¢nych fezech o tloustce 7 um,
které byly naneseny na mikroskopickd sklicka Super Frost potazena roztokem
poly-L-lyzinu.

Pro detekci exprese endoglinu byla pouzita metodika ImmPRESS™ s detekci
pomoci diaminobenzidinu (DAB), ktery v misté detekce antigenu ve tkani poskytuje

v mikroskopu viditelnou hnédé€ zbarvenou reakci.

Pracovni postup — InmPRESS™

Zmrazené tkanové fezy na sklicku byly nejprve 20 minut ponechany na vzduchu.
Po rozmrazeni se na 30 minut ponofily do roztoku acetonu uchovavaného v minus
20°C. Poté se fezy nechaly 20 minut usuSit. Timto procesem jsme docilili fixace fezl
a jejich lepsi adhezi k podloznimu sklicku. Po usuSeni takto zpracovanych preparata
se sklicka s fezy vlozily do fosfatového pufru (roztok PBS) na 5 minut.

Pfed nanesenim primarni protilaitky bylo nutné nejprve provést inkubaci
s roztokem suSeného netu¢né¢ho mlé¢ka (Blotting-grade blocker, Bio-Rad Laboratories,
Némecko) rozpusténé¢ho v PBS, kterd vedla k zablokovani nespecifickych vazebnych
mist pro protilatku (30 minut).

Teprve poté se mohla pro detekci endoglinu pouzit primarni protilatka
anti ENG rat anti-mouse (Purified Rat Anti-Mouse CD105, BD PharmingenTM, USA),
ktera setedila v BSA (bovinni sérovy albumin) vpoméru 1/50. Tkanovy fez

s nanesenou primarni protilatkou se nechal inkubovat 60 minut. Poté se sklicka s témito
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tezy vloZila do roztoku PBS (2x5 minut) a ndsledné na 15 minut do 3% H»O,, ktery mél
za ukol potlacit reakci fyziologicky pfitomné peroxidazy ve tkani, aby nedochéazelo
k nespecifickému obarveni tkanového fezu 1 v mistech, ve kterych nebyla navézana
primarni protilatka.

Po piisobeni H,O, se sklicka opét oplachla vroztoku PBS (2x5 minut)
a aplikovala se sekundarni protilatka (Mouse serum (Normal), Dako, Déansko) fedéna
v ImmPRESS™ reagentu Anti-Rat Ig (Mouse adsorbed) (Vector laboratories, USA),
ktery obsahuje enzym peroxidazu vézajici se na sekundarni protilatku. Redilo se
v poméeru 1/50. Inkubace se sekundarni protilatkou trvala 30 minut a poté se sklicka
s fezy op¢t oplachla roztokem PBS (2x5 minut).

Pro vizualizaci navazanych protilatek v misté pfitomnosti endoglinu jsme pouzili
chromogen diaminobenzidin (DAB, Dako, Dénsko), ktery se ve tkani pfeménuje
ucinkem peroxidazy na hnédé zbarveni. Tato vizualizace probihala po dobu 15 sekund
a poté se sklicka oplachla v roztoku PBS.

Poslednim krokem se dobarvovala jadra v hematoxylinu po dobu 10 sekund
s naslednym modranim pod tekouci vodou z kohoutku (1 minuta). Sklicka byla na zavér
oplachnuta v acetonu a odvodnéna v aceton-xylenu (10:1) a aceton-xylenu (1:10).
V obou roztocich aceton-xylen byla sklicka ponechana 3 minuty a cely tento postup byl
zakoneny promytim v xylenu (3 x 2 minuty). Poté byla sklicka zamontovana

do Eukitu.

8.4 Kvantitativni analyza imunohistochemie — stereologicka analyza

Kvantifikace velikosti plochy endotelidlni exprese endoglinu byla provedena
prostiednictvim stereologickych metod. Po nakrajeni série o 100 fezech sily 7 um byly
fezy zreferenéniho objemu systematicky nahodné¢ vybrany. Timto vybérem se
pro kazdé barveni prvni fez vybral ndhodné a poté byl vybran kazdy dvanacty fez.
Ke stereologickému hodnoceni se z tohoto diivodu pouzilo osm barvenych fez.

Ke kvantifikaci se pouzila metoda bodové testovaci miizky, kterd se volila tak,
aby bylo napocitdno ptes 100 priseiki mezi body sit€¢ nabarveného endoglinu
na endotelu jedné cévy. Stanovovana barevna plocha se vypocitala podle vzorce:
estA = a * P, kde a je plocha odpovidajici jednomu testovacimu bodu a P vyjadiuje

pocet prisecikii mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni.
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8.5 Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér £ SEM (stfedni chyba
pruméru) pro 8 zvitat v kazdé skupiné. Statistickd vyznamnost rozdilli ve skupinach
se hodnotila T-testem. Rozdily mezi skupinami byly povazovdny za statisticky
vyznamné, pokud byly hodnoty p < 0,05. Pro tuto analyzu byl pouzit software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., Kalifornie).
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9 VYSLEDKY

9.1 Biochemicka analyza

U vSech mysi pouzitych v tomto experimentu byly stanoveny hladiny celkového
cholesterolu v krvi. Vysledky jsou vyjadieny v mmol/l a prokéazaly statisticky
vyznamné zvySeni hladiny celkového cholesterolu po podéavani LCHP diety,
ve srovnani s kontrolni skupinou (35,23 + 1,4 mmol/l vs 46,61 = 2,8 mmol/l,

p = 0,0044), (viz. Graf 1).

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u obou skupin mysi, **p = 0,0044.
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9.2 Imunohistochemicka analyza

9.2.1 Imunohistochemické barveni endoglinu v arteria brachiocephalica
Imunohistochemicka detekce endoglinu byla provedena na 96 sklickach s tezy
zobou skupin mySi. 96 preparati zahrnovalo 8 sklicek systematicky nahodné
vybranych fezl ze 6 zvitat pro kazdou skupinu. Jak kontrolni skupina mysi, tak mysi
krmené¢ LCHP dietou obsahovaly aterosklerotické platy a exprese endoglinu byla
uobou skupin striktné detekovana na cévnim endotelu. VéEtSinou byla reakce
pozorovana na povrchu aterosklerotickych plath a nikoliv na intaktnim endotelu.

Exprese endoglinu byla vySsi u nékterych cév z kontrolni skupiny, nicméné u jinych cév
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z této skupiny byla exprese endoglinu nizsi (obr 9). U LCHP skupiny byla exprese

homogenné nizsi ve srovnani s kontrolni skupinou (obr 10).

Vsech 96 tkanovych feztli bylo také pouzito pro stereologickou analyzu.

Obrazek 9: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni endoglinu
u kontrolni skupiny zvirat.

Exprese endoglinu se nachdzi na cévnim endotelu platu (Sipky). Rezy jsou

dobraveny hematoxylinem. Zvétseni 100x.

o
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Obrazek 10: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni endoglinu u LCHP
skupiny zviiat.

Exprese endoglinu se nachdzi na cévnim endotelu platu (Sipky). Rezy jsou

dobarveny hematoxylinem. Zvétseni 100x.
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9.3 Stereologicka analyza endotelialni exprese endoglinu v arteria

brachiocephalica

Stereologicka analyza neprokézala statisticky vyznamné rozdily v endotelidlni
expresi endoglinu u mysi, kterym byla podavana LCHP dieta, ve srovnani s kontrolni

skupinou (0,0045 + 0,0005 mm?” vs 0,0037 + 0,0003 mm?, p = 0,1541), (viz Graf 2).

Graf 2: Stereologicka analyza exprese endoglinu v arteria brachiocephalica, p = 0,1541.
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10 DISKUZE

Ateroskler6za je progresivni onemocnéni charakterizované hromadénim lipidi
a fibroznich Castic v tunica intima arterialni stény. V poslednich né€kolika desetiletich
bylo provedeno mnoho studii aterosklerdzy, ke kterym byly pouzZity rGzné zviteci
modely (46).

ApoE”/LDLr" deficitni mysi piedstavuji zvifeci model, ktery rozviji spontanni
hypercholesterolémii a aterosklerézu. Hlavni oblasti pro studium aterosklerozy je kotfen
aorty (aortdlni sinus), ktery byl definovan jako referencni oblast pro studium
aterosklerdzy. Pokud byla pouzita odlisna dieta, tak doslo k intenzivnimu rozvoji velmi
pokrocilého stadia aterosklerozy v aortalnim sinu (37).

V nedavné dobé Chlopicki et al. studovali vliv rozdilné diety na progresi
ateroskler6zy. Porovnavali rizné diety, vcCetné ,western-type® diety (nejcastéji
pouzivana dieta v experimentalni aterosklerdéze) a také vysokoproteinovou dietu
s nizkym obsahem cukrti (LCHP). Tato vyzkumna skupina ptedlozila navrh, ze LCHP
dieta urychluje zanétlivy stav cévy. Kromé toho vyvoj a progrese ateroskler6zy byla
rychlejsi ve srovnani s ,,western-type* dietou (47).

Experimentalni apoEf/f/LDLr_/_ deficitni mys$i pouzité¢ v této diplomové praci
jsme ziskali od prof. Chlopicki. Tyto mysi byly krmeny standardni nebo LCHP dietou.
Zam¢étili jsme se na expresi endoglinu, coz je TGF-3 receptor 111, ktery hraje dalezitou
roli v procesu aterosklerozy (25).

Endoglin (CD 105) je homodimerni transmembranovy glykoprotein, ktery je
schopen ovliviiovat TGF- signalizacni drahy (48). Exprese endoglinu je omezena
predevS§im na builky nachazejici se vcévni sténé, vcetné endotelidlnich bunck,
monocytl/makrofagh a dale riznych mezenchymalnich bunék zahrnujicich fibroblasty
a cévni hladké svalové buiky (32). To znamena, Ze vSechny bunky, které exprimuji
endoglin souviseji s aterosklerotickym procesem. Narozdil od Clovéka a prasat se
exprese endoglinu u mys$i témét vyhradné nachazi v endotelidlnich buiikach v lumen
cév jak ve zdravych, tak v aterosklerotickych cévach, ale ne v bunkach hladkych svala
a/nebo v makrofazich (30) (49) (50). Tato skutecnost poskytuje moznost studovat vliv
endoglinu na endotel v pribéhu aterogeneze.

V této diplomové praci jsme si vytvofili imunohistochemicky protokol
pro sledovani exprese endoglinu v arteria brachiocephalica. Bylo prokazano, Ze v tomto

typu cévy muze byt rozvinuto velmi pokrocilé stddium aterosklerdézy a mize dochazet
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k ruptufe platu. Imunohistochemické barveni potvrdilo expresi endoglinu pouze
v endotelidlnich bunikach, jak bylo diive popsano (49) (50). LCHP dieta méla
za nasledek vyrazné zvySeni hladiny cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou
mysi. Kvantifikace exprese endoglinu byla hodnocena pomoci stereologickych metod.
Zaznamenali jsme podstatny, ale statisticky nevyznamny pokles exprese endoglinu
u my$i krmenych LCHP dietou. Tyto udaje ¢aste¢né potvrzuji predchozi vysledky, které
prokazuji, Ze exprese endoglinu je snizena v aortdlnim sinu po krmeni ,,western-type
dietou (30). Tyto data ukazuji, Ze hypercholesterolémie a progrese ateroskler6zy mohou
snizovat expresi endoglinu v riiznych aterosklerotickych cévach. Vzhledem k silnému
vztahu mezi endoglinem a anti-aterosklerotickym enzymem eNOS (51) je mozZné,
7e sniZeni exprese endoglinu by mohlo souviset se sniZzenim exprese eNOS, kterd byla
studovana v jiné diplomové praci.

Vysledky této diplomové prace ukézaly trend ve snizovani exprese endoglinu
pii hypercholesterolémii a progresi aterosklerdzy. Pribéh aterosklerotického procesu
souvisi s roli endoglinu v ateroskler6ze a zaslouZzi si dalsi studium s cilem odhalit, jak

endoglin s ohledem na mechanismus u¢inku mize ovlivnit proces aterosklerdzy.
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11 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit metodiku pro detekci endoglinu
v arteria brachiocephalica u apoE " /LDLr ™~ deficitnich mysi krmenych standardni nebo
LCHP dietou.

Mysi krmené¢ LCHP dietou prokédzaly zvySené hladiny cholesterolu v krvi,
ve srovnani s mySmi krmenymi standardni dietou.

Exprese endoglinu byla detekovana imunohistochemickym barvenim u vSech
mysi pouze na endotelu, prevazné na povrchu aterosklerotickych plata.

Stereologicka analyza ukazala podstatny, ale statisticky nevyznamny pokles
exprese endoglinu v endotelu u mysi krmenych LCHP dietou.

Zda se, ze hypercholesterolémie a vyvoj aterosklerotické 1éze muize mit vliv
na endotelidlni expresi endoglinu, coz naznacuje jeho roli v procesu ateroskler6zy.

To bude samoziejmée pfedmétem dalSich studii.
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12 SEZNAM ZKRATEK

ALK — activin receptor like kindza 1

ALKS — activin receptor like kindza 5

apoB — apolipoprotein B

apoE — apolipoprotein E

apoE ™"~ mysi — my3i deficitni pro apolipoprotein E

apoEf/ “/LDLr "~ mys$i — mysi deficitni pro apolipoprotein E 1 LDL receptor
DAB — diaminobenzidin

eNOS — endotelidIni syntdza oxidu dusnatého

HDL — high density lipoproteins (lipoproteiny o vysoké hustot¢)

ICHS — ischemické choroba srde¢ni

IDL — intermediate density lipoproteins (lipoproteiny o sttedni hustot¢)
LCHP dieta — vysokoproteinova dieta s nizkym obsahem cukrti

LDL — low density lipoproteins (lipoproteiny o nizké hustot¢)

LDLr "~ mys$i — mysi deficitni pro LDL receptor

NO - oxid dusnaty

SMAD - intracelularni signalni proteiny

TGF-B — transformujici ristovy faktor 8

TGF-BR — receptor pro transformujici rastovy faktor 3

TXA2 — tromboxan A;

VLDL - very low density lipoproteins (lipoproteiny o velmi nizké hustot¢)

vWF — von Willebranduv faktor
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