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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékarskych véd
Autor: Barbora Uhlifova

Skolitel: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Hodnoceni exprese ICAM-1 a P-selektinu v aorté mysi

s vysokymi hladinami sérového endoglinu pomoci Western blot analyzy

Cil prace: Detekce a ndsledné vyhodnoceni exprese adheznich molekul ICAM-1 a P-
selektinu v aorté dvou skupin transgennich mysi lisicich se hladinami lidského sérového

endoglinu, které byly krmeny specidlni dietou s vysokym obsahem tuku a cholesterolu.

Metody: Pouzili jsme 6 mésici staré samice transgennich mysi schopnych exprese
lidského endoglinu, ktery po odstépeni do cirkulace (tzv. solubilni endoglin - SENG)
bylo moZné stanovit pomoci ELISA analyzy a rozdélit mysi do dvou skupin - sledovand
(vysoké hladiny sENG) a kontrolni (velmi nizké hladiny sENG). Obéma skupindm byla
po dobu 3 mésicll poddvana specialni dieta s vysokym obsahem tuku a cholesterolu.
Byla provedena biochemickd analyza (hladiny celkového cholesterolu) a Western blot

analyza molekul ICAM-1 a P-selektinu v homogenatu mysich aort.

Vysledky: Biochemickd analyza celkového cholesterolu v krvi neprokdzala statisticky
vyznamné rozdily v namérenych hodnotach mezi obéma zkoumanymi skupinami mysi.
Western blot analyza prokazala signifikantné zvySenou expresi adhezni molekuly ICAM-

1 090 % a adhezni molekuly P-selektinu 0 47 % v porovnani s kontrolni skupinou.
Zaveér: Vysledky této studie poukazuji na mozny podil zvySenych hladin sérového
endoglinu v kombinaci s cholesterolovou dietou na zvySenou expresi zanétlivych

markerU v aorté mysi, a tedy na mozné ovlivnéni endotelu ve smyslu indukce zanétu.

Klicova slova: endotelova dysfunkce, zdnétliva reakce, ICAM-1, P-selektin, solubilni

endoglin



2. ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences
Author: Barbora Uhlifova

Supervisor: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Western blot analysis of ICAM-1 and P-selectin protein

expression in aorta of mice with high soluble endoglin levels

Background: Detection and subsequent evaluation of the expression of adhesion
molecules ICAM-1 and P-selectin in aorta of two groups of transgenic mice differing by

levels of human serum endoglin that were fed a special high fat and cholesterol diet.

Methods: We used six-month-old female transgenic mice capable of expressing of
human endoglin, which was able to be determined after cleavage in the circulation
(Soluble endoglin - sSENG) by the use of an ELISA assay. Therefore, we were able to
divide the mice into two groups - an experimental group (high levels of sSENG) and
a control group (very low sENG levels). For 3 months, both groups were given a special
high fat and cholesterol diet. Biochemical analysis (total cholesterol levels), and
Western blot analysis of molecules ICAM-1 and P-selectin in the homogenate of mouse

aortas were carried out.

Results: Biochemical analysis of total cholesterol in the blood revealed statistically no
significant differences in the measured values between both groups of mice. Western
blot analysis demonstrated a significantly increased expression of the adhesion
molecule ICAM-1 by 90 % and the adhesion molecule P-selectin by 47 % in comparison

with the control group.

Conclusions: The results of this study suggest a potential share of increased levels of

serum endoglin in combination with cholesterol diet to increased expression of



inflammatory markers in mice aorta, and thus a possible effect on the endothelium in

terms of an induction of inflammation.

Keywords: endothelial dysfunction, inflammatory response, ICAM-1, P-selectin,

soluble endoglin



3. UvoD

Endotelova dysfunkce je dnes popisovana jako soubor zmén endotelovych
funkci, které nastavaji jesté pred zacatkem aterosklerotickych zmén. Nékterymi autory
je oznacovana jako prvni stadium aterosklerdzy. Jedna se o funkéni posSkozeni
endotelové vystelky, jehoZz spoustéem muzZe byt fada mechanickych, fyzikalné-
chemickych a imunologickych faktor(. Za jeji rozvoj a casto i za komplikace s ni
souvisejicich je zodpovédna souhra rady faktor(, jez jsou znamy jako rizikové faktory
rozvoje aterosklerdzy. Nasledkem funkéné poskozeného endotelu je zvysSend
propustnost cévni stény a vznik nerovnovdhy mezi vazoaktivnimi mechanismy
a hemokoagula¢nimi pUsobky, jez vede k pfevaze vazospastickych, protrombotickych

a aterogennich mechanisma (Vrablik et al., 2011).

Mechanismy spjaté se selhanim endotelovych funkci jsou tedy velmi komplexni,
pricemz za spolecny rys je povazovan rozvoj zanétlivé reakce jako odpovéd endotelu
na poskozeni cévni stény. Bylo prokazano, Ze v tomto procesu hraje kli¢ovou roli fada
adheznich molekul a cytokinG - mediatorl exprimovanych pfi zanétu endotelovymi

burikami (Frenette et al., 1996).

Podle rady literarnich zdrojd je za jakysi marker patologickych stav(
kardiovaskuldrniho systému povazovan solubilni endoglin (SENG) neboli netkanova tzv.
sérova forma endoglinu, transmembrdnového glykoproteinu (receptoru pro TGF-f
cytokin). Existuje tedy fada onemocnéni souvisejicich s timto markerem, pricemz jeho
zvysené hladiny byly prokazany rovnéz béhem procesu aterogeneze (Blaha et al., 2008;
Blann et al., 2006; lkemoto et al., 2012). Vzhledem k tomu, Ze ucinky sérové formy
endoglinu jsou ¢asto povazovany za protichlidné oproti plisobeni jeho tkarové formy,
byla fadou studii zkoumdna spojitost sENG s endotelovou dysfunkci, a tedy

poskozenim kardiovaskularniho systému (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala otazkou vlivu vysokych hladin
solubilniho endoglinu na expresi prozanétlivych adheznich molekul, konkrétné ICAM-1

a P-selektinu, a tedy ovlivnénim endotelu ve smyslu indukce zanétu.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Ateroskleroza a principy rozvoje

4.1.1 Morfologicka stavba arterie

Sténa arterie je vymezena tfemi soustfednymi vrstvami: vnitfni (tunica interna -
intima), stfedni (tunica media - media) a zevni (tunica externa - adventitia). Jednotlivé
vrstvy jsou pak dale oddéleny soustfednymi vrstvami elastinu, pficemZ mezi intimou
a medii se nachazi vrstva lamina elastica interna a mezi medii a adventitii je vrstva
lamina elastica externa. Luminalni povrch arterie predstavuje souvisla vrstva plochych
tésné pfriléhajicich endotelovych bunék, jez naseda na bazdlni membranu
extracelularni matrix a je vymezena spodni hranici - vrstvou lamina elastica interna.
Tato vrstva endotelovych bunék tedy hraje roli jakési dynamické bariéry mezi lumen
arterie a stromatem arteridlni stény. Mimo to je dnes jiz znam také vliv téchto bunék
na celou fadu funkci v arterialni sténé, mezi nejvyznamnéjsi patfi napriklad regulace

cévniho tonu, krevni srazeni, prlichod leukocytd do cévni stény (Keaney, 2000).

e Vnitini vrstva (tunica interna - intima) neboli vystelka, tzv. endotel - je tvofena
jednou vrstvou plochych bunék s hladkym a nesmacivym povrchem.
Pod endotelem je uloiena subendotelovd vrstva fidkého vaziva, v niz se
prilezitostné mohou vyskytovat elementy hladkého svalstva (Merkunova and

Orel, 2008).

e Stfedni vrstva (tunica media - media) je sloZzena z hladké svaloviny
a elastickych vlaken, pfiéemi zastoupeni obou tkani zdvisi na typu cévy -
v mensich a strfednich tepnach a predevsim tepénkach se nachazi mohutna
vrstva svaloviny, kterd naproti tomu zcela chybi napfiklad ve vlasecnicich

(Merkunova and Orel, 2008).

e Vnéjsi vrstva (tunica externa - adventitia) je vrstva tvofena vazivem, v niZ se
rozvétvuji pletené sympatickych nervovych vidken. Diky tomu je pak tato vrstva
schopna ovliviiovat napéti hladké svaloviny ve sténé cév (Merkunovd and Orel,

2008).
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Obrazek 1 - Struktura arteridlni stény

The Structure of an Artery Wall

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

Smooth muscle T Endothelium

External elastic

membrane Internal elastic

membrane

Pfevzato z http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blausen_0055_ArteryWallStructure.png
[vid. 11-03-2015]

endothelium - endotel, external elastic membrane - vnéjsi elastickd membrana, internal elastic
membrane - vnitfni elastickd membrana, smooth muscle - hladka svalovina

4.1.2 Aterosklerdza a jeji zakladni formy

Aterosklerdza je dle starsi, nicméné Siroce akceptovatelné definice popisovdna
jako rliznorodd kombinace zmén arteridlni intimy, jenZ vylstuje v mistni akumulaci

lipid@, daldich komponent krve a fibrézni tkané (Perugic¢ova and Ceska, 2009).

Duasledkem akumulace téchto elementl v cévni sténé dochazi tedy ke ztlusténi
nejvnitiné;jsi vrstvy arterie (tunica intima), jenz postupné zuzuje prusvit cévy. Neni vsak
zasazena pouze vrstva cévni intimy. PostiZzena je i stfedni vrstva - tunica media, ktera

degeneruje, ztenéuje se, vazivové se méni a ztraci svoji pevnost (Steiner, 2010).

Pribéh tohoto onemocnéni muize byt znacné individualni, zavisly je predevsim
na pUsobeni rizikovych faktord a na geneticky podminéné citlivosti cévni stény k jejich
pusobeni. Proces aterogeneze tak mlze progredovat i nékolik let, aniz by se objevily

prvni klinické projevy (Keaney, 2000; Vrablik, 2009).
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Nasledkem dlouhodobého progredujiciho procesu aterogeneze pak miuze
dochazet ke komplikacim, jenz se klinicky manifestuji jako ischemicka choroba srdecni
(ICHS), cévni mozkova ptihoda (CMP) nebo ischemickd choroba dolnich koncetin

(ICHDK) (Perusi¢ova and Cegka, 2009).

Z patologicko-anatomického hlediska se rozliSuji 3 zakladni stupné

aterosklerotickych lézi:
e (asné léze - tukové prouzky
o fibrdzni a ateromové platy

e stadium komplikaci, tzv. komplikované léze

Tukové prouzky

Casné léze aterosklerézy neboli tukové prouzky jsou popsany jako Zlutava
loZiska nachazejici se v intimé predevsim velkych cév, jejichz zakladem jsou pénové
bunky vzniklé z makrofaglh a bunék hladké svaloviny. K dal$im bunéénym elementim,
jez se mohou vyskytovat v tukovych prouzcich, patfi T-lymfocyty, ojedinéle to mohou
byt také extraceluldrni lipidové kapénky. Vzhledem k tomu, Ze tato lozZiska nezasahuji
do lumen arterie, nemohou vyznamnym zplsobem ovlivnit pritok krve. Tukové
prouzky predstavuji v podstaté reverzibilni léze, které mohou byt prekurzorem
pro vznik dalSiho stupné tohoto onemocnéni - aterosklerotického platu. Je vsak také
mozné jejich vymizeni. Tato nejéastéji se vyskytujici forma aterosklerdzy je bézna jiz

u déti (Ceska, 2005; Steiner, 1994).

Ateroskleroticky plat

Dalsim stupném aterosklerotickych lézi jiz zasahujicim do lumen arterie jsou
obvykle ostfe ohranicena loZiska ve sténé cév - aterosklerotické platy. Jejich velikost
na délku se pohybuje od nékolika milimetrl po nékolik centimetrd, tloustka vétsinou
okolo 1 -5 mm, pficemz s progresi onemocnéni dochazi k zvétSovani, ztlustovani ale

také pribyvani téchto loZisek. Nasledkem tohoto déje pak dochazi ke ztlusténi cévni
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stény, jenz spolecné s vyklenutim do lumen cévy vede k ¢aste€né nebo Uplné obstrukci

jejiho prasvitu (Cedka, 2005; Steiner, 1994).

Hlavni slozku aterosklerotického platu tvofi extracelularni mezibunééna hmota,
jejiz syntéza a odbouravani predstavuji za fyziologického stavu pomaly proces. BEéhem
aterogeneze je vSak zvySend tvorba jejich hlavnich slozek - elastinu, kolagenu
a proteoglykan(. Diky plsobeni zanétlivych bunék (pénové burnky, makrofagy) vznika
uvnitf platu prostfedi bohaté na cytokiny a rlstové faktory, jez maji nasledné

vyznamny vliv na syntézu i degradaci zminéné matrix (Keaney, 2000).
Podle obsahu lipid( rozliSujeme dva typy aterosklerotickych platu:
e ateromovy (nestabilni) plat
o fibrézni (stabilni) plat

Prvni typ - ateromovy (nestabilni) plat obsahuje velké mnozstvi lipida Zlutavé
barvy a mékéi konzistence. Zaklad tohoto platu predstavuje hyalinni vazivo na povrchu
(vazivova cepicka) a centrdlné uloZzené nekrotické ateromové lozZisko bohaté
na cholesterol a jeho estery. Pro tento typ platu jsou typické Casté ruptury na okraji
platu a nasledny vznik trombdzy projevujici se akutni cévni ptihodou (Ceka, 2005;

Svacdina, 2010; Steiner, 2010).

Fibrézni (stabilni) plat s malym obsahem lipid( svétleSedé barvy tuhé
konzistence naopak nema tendence k rupture a nasledné trombdze, jez by uzavirala
lumen cévy. Tento typ platu se sklada z hyalinizovaného kolagenniho vaziva, velkého
mnozstvi proliferujicich bunék hladké svaloviny a makrofagu, jez mohou byt v rizném

stupni pfemény v p&nové buriky (Svaéina, 2010; Steiner, 2010).

Stadium komplikaci

Poslednim stupném aterosklerotickych lézi jsou léze komplikované, které
vznikaji z aterosklerotického platu kalcifikaci, ulceraci (zviedovaténim) a naslednou

rupturou vazivové &epicky platu (Ceska, 2005; Steiner, 1994).

Ruptura aterosklerotického platu zplsobi vyplaveni lipidd a tkanového faktoru

do lumen arterie, ¢imZ se nasledné aktivuje koagulacni kaskada. Tento proces vede

13



spolec¢né s adherenci a agregaci trombocytl ke vzniku trombdzy. Ta se poté projevi

nahlym uzavienim cévy (Cegka, 1999; Keaney, 2000).

Mezi dalsi mozné komplikace patfi krvaceni do platu, k némuz dochazi
pfi prasknuti cévy ve vaskularizovaném platu, nebo krvaceni z lumen arterie pfi rupture
povrchu platu. Nasledkem krvaceni se plat zvétSuje a do periferie tepny se uvolfuje
ateromova hmota. Tento proces se posléze manifestuje vznikem embolie (Steiner,

2010).

Negativni vliv na povrch aterosklerotického platu, jehoz plsobenim muze dojit
k prasknuti platu, ma tenka cepicka (tloustka < 65 um), hemodynamické plsobeni
krevniho proudu na okraj platu a aktivni biologické procesy uvniti platu (zanét,

pfitomnost metaloproteinaz z makrofagl atd.) (Ceka, 1999; Steiner, 2010).

Obrazek 2 - Ateroskleroza - porovnadni arterii

Naormdini
priftok krve

Abnorrnslni
pritok kree Ateroskleralicky plat

B 2usujici
s tepna

Zikrna Plat
lurmen

Pfevzato z http://www.wikiskripta.eu/images/c/c2/Atherosclerosis_diagram.gif

[vid. 11-03-2015]
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4.2 Cévni endotel

4.2.1 Endotel za fyziologickych podminek

Cévni endotel je definovan jako souvisla vrstva bunék na rozhrani krevniho
reCiSté a pevné tkdné cévni stény nebo endokardu. Podle toho kde se endotelové
buriky v téle nachazi, mohou se navzdjem liSit svoji stavbou, tvarem a do jisté miry

i funkci (Fejfar and Prerovsky, 2002).

Za fyziologického stavu maji endotelové bunky funkci nejenom mechanické
bariéry, ale predstavuji metabolicky velmi aktivni tkan, jenz aktivné reguluje cévni
tonus a tedy i pratok krve, permeabilitu, ovliviiuje procesy koagulace a fibrinolyzy
i reparaéni pochody. Na téchto déjich se podili fyzikdlné chemické vlastnosti endotelu
a hlavné tvorba mnoha chemickych substanci vétSinou lokalné a kratkodobé
pusobicich. Endotel se tak stava mistem, kde dochazi ke vzniku vazodilata¢nich (NO)
i vazokonstrikénich pusobkd (endoteliny), proliferaci stimulujicich cytokinG (zejména
PDGF). Ddle je zde také tvoren napfiklad tkanovy aktivator plazminogenu (tPA) i jeho
inhibitor (PAI-1). Endotelové burky jsou vSak mimo tuto sekrecni aktivitu schopny
vykondvat také degradaci nékterych vazoaktivnich plisobkd (napf.bradykininu). Je tedy
zfejmé, Ze pro organismus je nesmirné dullezitd souhra a rovnovdha mezi tvorbou
chemotaktickych, pro- a antiagregacnich a pro- a antiproliferac¢nich pasobk( (Vrablik et

al., 2011).

4.2.2 Role endotelu pfi zanétu

Za fyziologickych podminek je za normdlni odpovéd endotelu v pfipadé
poskozeni cévni stény povazovan rozvoj zdnétlivé reakce, pficemi jeji podstatou je
predevsim snaha udriet homeostazu. Tento proces zahrnuje strukturalni reparaci
arovnéz obnovu funkce cévni stény. Skuteénost, Ze kliCovou roli zde hraje fada
adheznich molekul a cytokinl, byla prokdazana na mysich, u nichz deficit adheznich
molekul ze skupiny selektin( vedl k opakovanym infekcim (Frenette et al., 1996). AvSak
z dlouhodobého hlediska neni hyperreaktivita endotelu Zadouci. Jeho prozanétlivym

pusobenim je totiz spusténa kaskdda dalSich imunitnich déji vedouci k poskozeni
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tkdné, ndsledné dysfunkci endotelu a v konecném dlsledku k moZzné iniciaci

aterosklerdzy (Hill and Whitten, 1997).
K nejvyznamnéjsim medidtorlim exprimovanym pti zanétu endotelem patfi:

Adhezni molekuly

Za medidtory zajistujici pevnou vazbu lymfocytd a monocytl na endotel jsou
povazovany adhezni molekuly ze skupiny imunoglobulin(i: ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3,
VCAM-1 a PECAM-1. Jejich exprese jsou vsak kromé endotelovych bunék schopny téz
bunky hladké svaloviny nebo makrofagy (Cybulsky et al., 1999; Dejana et al., 1997).
Vzhledem k tomu, Ze byla prokazana spojitost zvysené exprese adheznich molekul
ICAM-1 a VCAM-1 se zanétlivymi pUsobky (TNF, IL-1, pfitomnost oxidovanych LDL
Castic atd.), je role téchto molekul v procesu rozvoje aterogeneze nezpochybnitelna
(Ahmad et al.,, 1998; Dustin et al., 1986). To vSak nelze s jistotou tvrdit u adhezni
molekuly PECAM-1, u niz nékterymi studiemi nebyly zaznamendny vyrazné zmény
exprese béhem procesu aterogeneze u lidi i zvifat (Davies et al., 1993; Nakashima et

al., 1998).

Pokud jde o molekulu ICAM-1 (CD54), byly jeji zvySené hladiny detekovany
i u dalSich zanétlivych stavll - at uz lokalnich, nebo generalizovanych, jako je alergické
astma, septicky Sok, autoimunitni choroby, zanétlivé a alergické kozni onemocnéni,
i infarkt. Exprese této molekuly maze byt podle dostupnych dat naopak inhibovdna
glukokortikoidy. Ve struktufe tohoto transmembranového glykoproteinu se rozlisuje
pét extraceluldrnich imunoglobulinovych ¢&3asti, transmembrdanova doména a jedna
mald intracelularni doména nesouci na svém konci karboxylovou skupinu. Kromé
doposud popisované tkanové formy ICAM-1 je tfeba zminit také jeji dalsi, netkanovou,
tzv. sérovou formu ICAM-1 (sICAM-1), jenz vznikd budto proteolytickym Stépenim,
nebo je pfimo produkovana bunkami. Jeji pfitomnost byla detekovdna v télnich
tekutinach (mozkomi$ni mok, synovialni tekutina, sliny, mo¢ atd.) (Fotis et al., 2012;

Scholz et al., 1996).
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Selektiny

Samotné adhezi a prostupu leukocytll pres endotel predchdzi interakce
a nasledné tésné prilnuti obou typd bunék, jenz vyusti v tzv. "kutaleni" (rolling)
leukocytl po endotelu. Tento pohyb leukocytl umoziuji adhezni molekuly ze skupiny
selektinG: E-, L- a P-selektin. Jejich pfitomnost je vazana na aktivované endotelové
buriky, napfiklad molekuly E- a P- selektinu byly detekovany na endotelu
aterosklerotickych |ézi. Pokud jde o syntézu jednotlivych typl selektind, je vyvoldna
vidy konkrétnimi zdnétlivymi podnéty. Takovym podnétem muizZe byt v pripadé
molekuly P-selektinu plsobeni histaminu nebo thrombinu, jenZz se tedy v kone¢ném
dlsledku podili i na pohybu leukocytll po endotelu. Pfitomnost adhezni molekuly P-
selektinu vSak neni limitovdna pouze na endotelové burky, byla prokdzana i v krevnich

destickach (Jang et al., 1994; Wood et al., 1993; Yao et al., 1996).

Zanétlivé cytokiny

Skupinu zdnétlivych cytokinl predstavuji medidtory vyplavované v reakci
na zanét. Vzhledem k tomu, Ze jsou kromé endotelovych bunék exprimovany téz
leukocyty, zejména aktivovanymi monocyty a makrofagy, pfispivaji k udrzeni
prozanétlivého procesu v cévé a k jeho dalSimu rozvoji. Pokud jde o endotelovou
dysfunkci, za nejvyznamnéjsi mediatory jsou povaziovany Interleukin-8 (IL-8)
a monocytarni chemotakticky protein-1 (MCP-1), jenZ se aktivné podileji na prostupu
leukocytl a monocytl do cévni stény. MCP-1 muzZe byt kromé vySe zminénych bunék
exprimovan téz cévnimi fibroblasty a hladkymi svalovymi burikami, které maji rovnéz
vliv na rozvoj endotelové dysfunkce a s ni souvisejici komplikace. V rdmci této skupiny
viak nelze opomenout ani cytokin TGF-B8, jemuZz bude vénovana pozornost v dalsi

kapitole (Lukacs et al., 1995; Tracey and Cerami, 1992).
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Obrdzek 3 - Prostup leukocytu endotelem za ucasti zanétlivych medidtori

Step 1: Step 2 Step 3: Step 4:
Capture/tethering : Rolling . Firm adhesion ¢ Transmigration

OOg'ﬂowO Q y

L-selectin
P-selectin

E-selectin ICAM
Integrins, ICAM,VCAM PECAM

(Fotis et al., 2012)

Krok 1: zachyceni (capture/tethering), krok 2: "kutaleni" (rolling), krok 3: pevné

prilnuti (firm adhesion), krok 4: prostup endotelem (transmigration)

4.2.3 Endotelova dysfunkce

Z hlediska etiologie je rozvoj aterosklerdzy multifaktoridlni, proto se neda jeji
patogeneze objasnit jedinym faktorem. Je tedy pochopitelné, Ze byla formulovana
i fada teorii a hypotéz o vzniku aterosklerdzy, pricemzi za dvé nejrozsirenéjsi jsou
povaZovany: Lipidova hypotéza a Rossova hypotéza endotelového poskozeni (Cedka,

1999).

Autorem Lipidové hypotézy je Rudolf Virchow, ktery jiz v roce 1856 vyslovil
myslenku, Ze primarni pri¢inou aterosklerdzy je infiltrace cévni stény lipidy. Ve své
teorii se zabyval predevsim vyznamnym vlivem lipoprotein( o nizké hustoté - LDL ¢astic
na pocatecni rozvoj aterosklerdzy a dusledkem jejich zvysené plazmatické koncentrace.
Ta podle néj vede ke zvySenému pronikani téchto &astic pfimo do endotelu arterii

a k nasledné progresi onemocnéni (Cegka, 1999).
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Rossova hypotéza endotelového poskozeni neboli prvni hypotéza o tom, ze
primarni pficinou vzniku aterosklerotické |éze je strukturdlni poskozeni endotelu, byla
definovana v poloviné 70. let minulého stoleti. Podle Rosse muze dojit k poskozeni
endotelu noxami rlzného plvodu (mechanického, chemického, fyzikalniho,
imunologického atd.), které nasledné spusti kaskadu aterosklerotickych zmén. V misté
poruseni souvislého nesmadcivého povrchu endotelu nastava adherence trombocyt(
uvolnujicich mitogeny (napf. destickovy rlstovy faktor - PDGF). Jejich pUsobenim pak
dochazi ke zvySené proliferaci bunék hladkého svalstva, produkci extraceluldrni matrix,
zvysuje se také syntéza kolagenu, elastinu a proteoglykand. DalSim stupném progrese
je aktivace monocytl a makrofagl, kterd vzhledem k jejich lokdlnimu plsobeni

a produkci cytokin(, zplsobi dalsi rozvoj aterosklerotické léze (Vrablik et al., 2011).

Rossova hypotéza tedy povazuje za primarni inzult poskozeni endotelové
vystelky, kterd se pak diky nému stava vice propustnd pro lipoproteinové castice.

Akumulace lipid( v cévni sténé je vnimdna jako sekundarni (Vrablik et al., 2011).

Vzhledem k tomu, Ze ani jedna z vySe zminénych hypotéz vSak neobjasnila
velmi komplexni proces rozvoje aterosklerdzy, doslo ke sjednoceni ndzord obou teorii v
tzv. Jednotnou hypotézu. Ta se nejvice ztotoZriuje se soucCasnymi predstavami

o aterogenezi (Ceska, 1999).

Endotelova dysfunkce je dnes popisovana jako soubor zmén endotelovych
funkci, které nastavaji jesté pred zacdtkem aterosklerotickych zmén, pficemi je
nékterymi autory oznacovdna jako prvni stadium aterosklerézy. Jednd se tedy
o funkéni poskozeni endotelové vystelky, jehoz spoustééem mize byt fada
mechanickych, fyzikdlné-chemickych a imunologickych faktor(. Za rozvoj endotelové
dysfunkce a ¢asto i za komplikace s ni souvisejici (ischemickd choroba srdecni - ICHS,
ischemické onemocnéni dolnich koncetin - ICHDK, cévni mozkova pfihoda - CMP) je
zodpovédna souhra fady faktorl, jez jsou znamy jako rizikové faktory aterosklerdzy

(Vrablik et al., 2011).

Je dokazano, Ze pravdépodobnost rozvoje aterosklerdzy je tim vyssi, ¢im je

pfitomno vice téchto rizikovych faktorG (Steiner, 1994).
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VySe zminéné rizikové faktory aterosklerézy délime na neovlivnitelné
(endogenni) a ovlivnitelné (exogenni).
Mezi neovlivnitelné rizikové faktory patfi:
o vék
e pohlavi

e geneticka faktory

e rasové faktory

Vék patfi neodmyslitelné mezi rizikové faktory pro rozvoj aterosklerdzy,
priCemzZ plati, Ze s vékem se pravdépodobnost manifestace onemocnéni zvysuje.
PrestoZe ¢asné léze se zacinaji rozvijet uz v détstvi, klinické projevy aterosklerdzy jsou
typické az v dospélosti. Za rizikovy vék se u muzl povazuje 45 let a vice, u Zen 55 let

a vice (Svacina, 2010; Steiner, 2010).

Pohlavi

Je prokazan fakt, Ze muzi maji vyrazné vyssi riziko rozvoje aterosklerézy nez
Zeny do menopauzy. U Zen po menopauze bez substituéni lécby estrogeny se vsak
riziko zvySuje. Za pri¢inu tohoto jevu je povaZzovan protektivni vliv estrogenll a jeho
souvislost s vyssimi koncentracemi HDL cholesterolu (high density lipoproteins -

lipoproteiny o vysoké hustot&) u Zenského pohlavi (Ceska 2005; Svacina 2010).

Genetické faktory

PfestoZe existuje velké mnoistvi genl, které mohou ovlivnit proces
aterogeneze, u daného jedince mohou mit rozhodujici vyznam jen nékteré z nich.
Ve vétsiné pripadl je rodinnd dispozice k rozvoji aterosklerdzy a ischemické choroby

srde¢ni podminéna genetickou poruchou metabolismu lipoproteinl. Takovou
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poruchou je napfiklad mutace v genu pro LDL receptor, jejimz nasledkem je vysoka

hladina krevnich lipidd v krvi (Svaéina, 2010; Steiner, 2010).

Rasové faktory

Mezi skupinu neovlivnitelnych rizikovych faktor( pro rozvoj aterosklerézy radi
néktefi autofi i faktory rasové, které vychazi predevsim ze studii v USA. Vzhledem
k tomu, Ze lze vSak velmi tézko odlisit vzajemné plsobeni vlivu prostfedi a vrozené
dispozice u rlaznych skupin obyvatelstva, neni otdzka rasového vlivu na rozvoj

aterosklerézy jednoznaéné vyre$ena (Ceska, 1999).

Do druhé skupiny patfi podle riznych autor( fada ovlivnitelnych faktor(

rozvoje aterosklerdzy, priCemz mezi ty nejdulezitéjsi radime:
e dyslipidémie
e koureni
e arterialni hypertenze
e diabetes mellitus

e oObezita

Dyslipidémie

Za dyslipidémii je v dnesni dobé povaZzovana jednak zvySena hladina celkového
a LDL cholesterolu, hypertriacylglycerolémie, ale také snizena hladina HDL cholesterolu
a zména velikosti LDL ¢éastic. Jak jiz bylo zminéno vyse, za vysokou hladinu cholesterolu
v séru zodpovidaji genetické faktory. Mimoto je vSak také vysledkem nespravnych
stravovacich ndvykd (nadmérnd spotfeba ZivociSnych tukl, jednoduchych cukri
a naopak nizky pFijem vldkniny, & vysokomolekuldrnich cukr() (Svadina, 2010; Steiner,

2010).
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Koureni

Koureni cigaret ma vyznamny vliv na rozvoj aterosklerdzy. Vzhledem k tomu, zZe
zpusobuje endotelovou dysfunkci, vede ke zvysenému cévnimu tonu, snizené hladiné
HDL cholesterolu, plisobi prooxidacné na LDL ¢dstice a zvySuje hladinu fibrinogenu, je
koufeni spojovano se zvySenym vyskytem ischemické choroby srdecni i umrtnosti

na kardiovaskuldrni onemocnéni (Svacina, 2010; Widimsky, 2002).

Arterialni hypertenze

vevs

povazovana arteridlni hypertenze s hodnotou krevniho tlaku nad 140/90 mm Hg.
Endotelova dysfunkce, zvySena propustnost cévni stény pro lipoproteiny, zvysena
tvorba endotelinu, zvySend pfilnavost leukocytl k cévni sténé - to vSe jsou mozné

dlsledky vysokého krevniho tlaku (Svacina, 2010; Widimsky, 2002).

Diabetes mellitus

S predcasnou manifestaci aterosklerézy je spojovan také diabetes mellitus
a porucha glukdézové tolerance. Vlivem hyperglykémie dochdzi totiz k tvorbé
modifikovanych makromolekul, které jsou ndsledné zodpovédné za zvySenou produkci

cytokin@l v endotelovych burikach (Cegka, 2005).

Obezita

Pro rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni je velmi ddleZitym faktorem
distribuce tuku, pfiéemz se za nejrizikovéjsi povazuje muisky typ obezity s velkym
mnozstvim abdominalniho tuku. Obezita predstavuje jednak samostatny nezavisly
rizikovy faktor ICHS, muze se vSak také podilet pti manifestaci dalSich vyznamnych
rizikovych faktor( (arteridlni hypertenze, diabetes mellitus 2.typu, inzulinova

rezistence) (Svacina, 2010).
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DalSsi rizikové faktory

Kromé vySe zminénych muZeme fadit mezi rizikové faktory také vysokou
hladinu fibrinogenu v séru, jeZ se uplatiuje v procesu trombogeneze. Ddle napftiklad
metabolicky syndrom, zvySenou plazmatickou hladinu homocysteinu vedouci k rozvoji

pfedcasné aterosklerdzy ¢i nedostatek pohybu (Cegka, 1999; Svacina, 2010).

Obzvlast za nebezpecnou se povazuje u jednotlivce kombinace nékolika
rizikovych faktorl soucasné. Jejich vliv se totiz v tom pfipadé nescitd, ale ndsobi

(Cedka, 1999).

Nasledkem funkéné poskozeného endotelu je zvySena propustnost cévni stény
a vznik nerovnovahy mezi vazoaktivnimi mechanismy a hemokoagula¢nimi pusobky,
jez vede k prevaze vazospastickych, protrombotickych a aterogennich mechanismu

(Vrablik et al., 2011).

Obrdzek 4 - Vznik a disledky dysfunkéniho endotelu
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(Vrablik et al., 2011)
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4.3 Endoglin

4.3.1 Struktura endoglinu, jeho isoformy a exprese

Endoglin (ENG, TGF-BRIII), pridatny receptor pro TGF-B, ktery je oznacovan téz
jako CD105, je tfazen do rodiny proteini zona pellucida (ZP). Spole¢nym znakem
protein( této rodiny je ZP doména v extracelularni oblasti proteinu skladajici se z 260
aminokyselin. Ve strukture endoglinu se rozliSuje velkd extracelularni doména tvorena
561 aminokyselinami (AMK), jedna hydrofobni transmembranova doména a kratka
intraceluldrni doména. V NH; termindlni oblasti extraceluldarni domény se nachazi pét
N-vazebnych glykosylacnich mist, dale je tu jedno O-vazebné glykosylaéni misto
v blizkosti membrany. Co se tyce intraceluldarni domény endoglinu, jsou zde obsazeny
serinové a threoninové zbytky, které podléhaji fosforylaci (aktivaci) prostfednictvim
TGF-B receptorovych kindz. Za klicovou je dle hypotézy povazovana serinova
fosforylace endoglinu, ktera predstavuje rozhodujici proces TGF-B signaliza¢ni kaskady,
podili se totiz na regulaci aktivit jednotlivych receptor(i. Endoglin jakozto homodimerni
vysoce glykosylovany protein je tvofen dvéma podjednotkami o molekulové hmotnosti
95 kDa, které jsou spojeny dvéma disulfidickymi mustky (Koleva et al., 2006; Lopez-
Novoa and Bernabeu, 2010; Nachtigal et al., 2012)
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Obrazek 5 - Struktura endoglinu

Endoali @ N-linked glycans B
e = O-iinksd glycans Cytoplasmic domain
Ser/Thr
o -
- - Orphan r Al
= | o domain S-endoglin. . . YIYSHTREYPREPQ
[=S - L-endoglin. . . YI¥SETRSPSKREPVVAVAAPASSESSSTNHSIGSTQSTPCSTSSMA

]
o

< I 2 i

™ PDZ binding motif

o ® ®

zpP
ZP-N ™, domain

"
0
.

Orphan |
domain i H
“586 ¢
C-ter _ﬂ,.-"’

Tapmmuns

(Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010)

A: EC - extraceluldarni doména, TM - transmembranova doména, CYT - cytoplazmaticka
doména, orphan domain - orfan doména, ZP domain - ZP doména typicka pro proteiny rodiny
zona pellucida, PDZ - PDZ oblast intracelularni domény, diky niz dochazi k interakci endoglinu
s proteiny, P - mista podléhajici fosforylaci (aktivaci), N-linked glycans - N-vazebna glykosylac¢ni
mista, O-linked glycans - O-vazebné glykosyla¢ni misto

B: Cytoplazmatikcd doména - aminokyselinova sekvence isoforem L- a S- endoglinu véetné PDZ
vazebné oblasti

C: Orfan doména - zahrnuje aminokyselinové zbytky Glu26-1le359 (Cervené), ZP doména -
obsahuje aminokyselinové fragmenty GIn360-Gly586. ZP-N a ZP-C subdomény jsou naznaceny
Zluté a modfre.

D: Mapa elektronové hustoty (Seda barva) - model dimerni struktury endoglinu

Byly rozpoznany dvé isoformy endoglinu lisici se sestfihem neboli délkou
aminokyselinové sekvence svych intraceluldarnich domén. Rozlisuje se tedy prevladajici
L-isoforma endoglinu (long) tvofena 47 aminokyselinami a S-isoforma endoglinu
(short), jejiz intraceluldrni doménu tvofi pouze 14 aminokyselin. Isoformy endoglinu

vSak nejsou rozdilné jen z hlediska strukturdlniho (Blanco et al., 2008), ale lisi se
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i na urovni fosforylace a svou schopnosti regulovat TGF- 8 signalizaci. Obé jsou pfitom

schopny vazat svij ligand (Nachtigal et al., 2012).

Kromé vySe uvedeného byly také objeveny rozdilné efekty téchto dvou
isoferem. Dostupnd data totiz poukazuji na jejich protichlidné plsobeni napftiklad
v procesu angiogeneze, podle nichz L-isoforma endoglinu vykazuje proangiogenni
ucinek, zatimco S-isoforma endoglinu Ucinek antiangiogenni (Perez-Gomez et al.,

2005).

Endoglin (ENG) je kédovan genem, ktery se u lidi lokalizuje na chromozomu 9
(9g34ter) a je tvofen 15 exony, z nichz 13 kéduje extracelularni doménu proteinu.
Dasledkem mutace tohoto genu dochdzi ke vzniku hereditarni hemoragické
teleangiektazie typu | (HHT-1). Jednd se o autosomdlné dominantni onemocnéni
projevujici se dilataci postkapildrnich cév a arterio-vendéznimi malformacemi

(Fernandez-Ruiz et al., 1993).

Bylo prokdzano, Ze endoglin je exprimovan hlavné endotelovymi burikami, ddle
pak burkami hladké svaloviny, srde¢nimi fibroblasty a makrofagy, pficemz za zdroj
jeho nejvétsi exprese jsou povazovany proliferujici endotelové bunky nachazejici se
v tkanich, v nichZz probihd angiogeneze (napf. pfi hojeni ran, pfi ateroskleréze, po
infarktu myokardu). Jeho zvySend exprese byla dale zaznamenana v hladkych svalovych
bunkach lidskych cév s aterosklerotickymi platy a také béhem premény monocytl
v makrofagy (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010). Co se vsak tyce prlkaznosti endoglinu

v mysi aorté, byl pozorovan pouze na endotelu aorty (Pospisilova et al., 2006).

4.3.2 Endoglin - pomocny TGF-BRIII

Endoglin jakoZto receptor Il pro TGF-B neboli pomocny TGF-BRIII je nedilnou
soucasti signaliza¢ni kaskady transformujiciho ristového faktoru-p (TGF-B) (Rathouska

et al., 2011).

Transformujici rlstovy faktor-B je definovan jako multifunkéni cytokin Ucastnici
se fady dllezitych proces(, mezi které patfi regulace proliferace, diferenciace, migrace,

tvorba extraceluldrni matrix a také prezivani rGznych typQ lidskych bunék. Podle
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dostupnych dat byly v sav¢ich bunkach rozpoznany tfi isoformy tohoto rlistového

faktoru - TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3 (Lebrin et al., 2005; Strasky et al., 2011).

Konecény efekt TGF-B na proliferaci endotelovych bunék muze byt v zavislosti
na jeho hladinach jak inhibi¢ni, tak stimulacni. Zatimco nizka hladina TGF-B bude
proliferaci a migraci endotelovych bunék stimulovat, vysoké hladiny TGF-B budou mit
na tento proces naopak inhibi¢ni vliv. Vzhledem k tomu, Ze tento rulstovy faktor je
produkovan v neaktivni formé, je nutné jej pfed vazbou na své specifické receptory
zaktivovat prostfednictvim protedz nebo trombospondinu. Ze zminénych specifickych
receptoru jsou za nejvyznamnéjsi povazovany serin/threonin kinazové receptory typu |
a typu Il podilejici se na TGF-B signalizaci. Konkrétné se jednd o jeden TGF- receptor
typu Il a dva rGzné TGF-B receptory typu | - activin receptor like kindza 1 (ALK1)

a activin receptor like kindza 5 (ALK5) (Lebrin et al., 2005).

Prestoze funkce endoglinu je pro TGF-B signalizaci nezbytnd, je oznacovan jako
doplnikovy receptor. S vysokou afinitou vaze TGF-B1 a TGF-B3 cytokin a v prabéhu
signalizacni kaskady se poji s TGF-B receptorem typu Il (TGFBRII), ¢imZ reguluje jeho
aktivitu. Mimoto se podili na regulaci aktivity i obou receptorl typu | - ALK1 i ALK5
(Barbara et al., 1999; Cheifetz et al., 1992; Lebrin et al., 2005).

Spoustécem TGF-B signalizace je vazba ligandu (TGF-B) na TGF-B receptor typu
Il a aktivace (fosforylace) TGF-B receptor( typu I|. Nasledné jsou signaly prevedeny
zmembrdny do jadra buniky intracelularnimi signdlnimi proteiny, které jsou

oznacovany jako SMAD proteiny (Lebrin et al., 2005; Nachtigal et al., 2012).

TGF-B signalizace zprostfedkovana fosforylaci receptoru ALK1 a prevodem
signdlu pomoci SMAD1 a SMADS vede ke stimulaci proliferace a migrace endotelovych
bunék a je v kone¢ném dlsledku zodpovédnd za angiogenezi. Opacny efekt - tedy
inhibici proliferace a migrace endotelovych bunék zpUsobi fosforylace receptoru ALK5
a prevod signalu prostrednictvim SMAD2 a SMAD3. Tato kaskada tak vede k vytvoreni

klidového endotelu (Lebrin et al., 2005).

Tuto teorii potvrdila studie s endotelovymi bufkami, u nichz se zamérné vyradil

endoglin z funkce. Tim byla narusena signalizace pres ALK1 a v konecném dUsledku
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doslo k zastaveni rUstu a migrace téchto bunék. Soucasné se tak potvrdilo také

inhibi¢ni plsobeni kaskady prostfednictvim ALK5 (Goumans et al., 2002).

Endoglin (TGF-BRIIl) tedy svou schopnosti interagovat s ostatnimi TGF-B
receptory a signdlnimi intracelularnimi proteiny (SMAD) ovliviiuje TGF-B signaliza¢ni

drahy (Nachtigal et al., 2012).

Na ucast endoglinu v procesu aterogeneze poukazuji vysledky dostupnych
studii, podle nichz je exprese endoglinu, TGF-BRII i TGF-BRI zaznamendna v lidskych
aterosklerotickych cévach. Naopak v cévdach, ve kterych tento proces neprobih3, byla

jejich exprese nizka (Strasky et al., 2011).
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Obrdzek 6 - TGF-8 signalizacni draha

Co-R (Endoglin)*

Endoglin) —»HHT1
ALK1)* —»HHT2

R-l (ALK1)* —
o-Smad

Gene Responses

(Fernandez-L. A. et al., 2006)

Ucast endoglinu na TGF-B signalni transdukci: TGF-B se vaZe na TGF-B receptor typu Il (TBRII),
navazany ligand (TGF-B) ovlivni touto vazbou specificky TGF-B receptor typu I, vytvori se
komplex téchto dvou typu receptord - TBRII a TBRI a nasledné dochazi k aktivaci TBRI. TRRII
a aktivovany TPBRI fosforyluji serin/threoninové zbytky cytosolické domény endoglinu.
Za prenos signalu z membrany do jadra burky jsou zodpovédné intracelularni signdlni proteiny
- SMAD proteiny. Rozlisuji se tfi rozdilné typy téchto SMAD proteinli: R-SMADs - receptory
regulované proteiny, Co-SMADs - komediatorové proteiny a I-SMADs - inhibi¢ni SMAD
proteiny. R-SMADs jsou fosforylovany (aktivovany) receptorem typu | (ALK1 nebo ALKS5)
ainteraguji s Co-SMADs za vzniku komplexu R-SMAD/Co-SMAD, jenz translokuje do jadra.
Jadro je tedy mistem, kde dochdzi k regulaci transkripéni aktivity rady cilovych gend.
Duasledkem mutace genu kddujiciho endoglin je vznik hereditarni hemoragické teleangiektazie
typu | (HHT-1). Mutace TGF-B receptoru typu I, a to konkrétné podtypu ALK-1, je pficinou
vzniku hereditarni hemoragické teleangiektazie typu Il (HHT-2). Ta se vyznacuje abnormalni
tvorbou cév a krvacivymi stavy (Bobik, 2006; Fernandez-L. A. et al., 2006; Shi and Massaqué,
2003).

4.3.3 Role endoglinu v procesu aterogeneze

Jak jiz wvyplyvd z vySe uvedeného, endoglin ma dlleZity vyznam
pro kardiovaskularni systém. Nejenze se podili na zachovani cévni homeostazy, vyvoji
srdce, srdecnich chlopni a ucastni se procesu angiogeneze (Qu et al., 1998), kromé

toho je také spojovan s fadou metabolickych a kardiovaskuldrnich onemocnéni, mezi
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néz patfi hypertenze, preeklampsie i ateroskleréza (Conley et al., 2000; De Vivo et al.,

2008; Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010).

VétsSina dostupnych dat se shoduje na tvrzeni o antiaterogennim Gcinku TGF-f1
cytokinové kaskady, a tedy predpoklddd, Ze endoglin jakoito regulator TGF-B
signalizace, mlze mit na ucinek tohoto cytokinu vliv. Pfesto stale neni otazka role
endoglinu v procesu aterogeneze definitivné vyjasnéna (Mallat and Tedgui, 2002;

Nachtigal et al., 2012).

Uloha endoglinu v procesu aterogeneze je viak jisté vyznamna z hlediska vlivu
tohoto receptoru na produkci a aktivitu endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého (eNOS).
Jednd se o klicovy enzym v produkci NO endotelem, jenz mimo jiné reguluje
angiogenezi a téz kardiovaskularni homeostdzu. Jeho puUsobenim tedy vznikd NO
se svymi vasodilatacnimi ucinky na cévy, ktery se dale podili na udrzeni anti-
trombického, anti-proliferativniho a anti-apoptického prostredi v cévni sténé. Hypoxie,
rastové faktory, nékteré hormony a dalsi extraceluldrni podnéty jsou dle dostupnych
dat povazovany za reguldtory exprese tohoto enzymu, pficemz s jejim poklesem je
spojovan rozvoj endotelové dysfunkce (Nachtigal et al., 2009; Nachtigal et al., 2012;

Santibanez et al., 2007).

Byla doloZena teorie, Ze endoglin svym pUsobenim zvySuje expresi eNOS
v endotelovych burikdch za pomoci zvySeného mnoistvi SMAD2 proteinu. Stejné tak
byl potvrzen i fakt, Ze v téch samych bunkach s deficitem endoglinu bylo mnozZstvi
tohoto enzymu vyznamné sniZzené. Endoglin tedy plni funkci reguldatoru nejen
vazodilatace zavislé na vzniklém NO, ale také exprese a aktivity eNOS (Nachtigal et al.,

2009; Santibanez et al., 2007; Toporsian et al., 2005).

4.3.4 Role sérového endoglinu v procesu aterogeneze

Pokud jde o ulohu endoglinu v procesu aterogeneze, je tfeba odlisit od tkarnové
transmembranové formy tohoto glykoproteinu, o niz se pojednavalo aZ doposud,

formu netkanovou, tzv. sérovou (solubilni).

Ze strukturalniho hlediska predstavuje sérovou formu endoglinu (sENG)

extracelularni doména jeho tkanové formy, jenz se do cirkulace uvolnila
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prostifednictvim membranové vazané metaloproteinazy (MMP-14) (Hawinkels et al.,

2010).

Existuje fada onemocnéni souvisejicich se sérovym endoglinem, pficemz
za hlavni nemoc s jeho zvySenymi hladinami je povazovana preeklampsie, zavazny stav
vznikajici v téhotenstvi. K projevim tohoto onemocnéni patfi dale hypertenze
a endotelova dysfunkce (Venkatesha et al., 2006). Dalsi nemoci, u které byly prokazany

zvysené hladiny sENG je aterosklerdza (Blann et al., 1996).

Ucinky sérové formy endoglinu jsou €asto povaZovany za protich@idné vzhledem
k pasobeni jeho tkdanové formy (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010). Na zakladé tohoto
tvrzeni byla zkoumana spojitost SENG s endotelovou dysfunkci, a tedy poskozenim
kardiovaskularniho sytému u pacientll s hypertenzi a cukrovkou, ¢i vztah angiogenniho
ucinku seNG k nadorovému bujeni (Blazquez-Medela et al., 2010; Hawinkels et al.,

2010;).

Podle fady literarnich zdroju je tedy sérovy endoglin oznacovan za jakysi marker
patologickych stav( kardiovaskuldrniho systému, napfiklad aterosklerotického procesu
¢i kardiovaskuldrnich pfihod (Blaha et al., 2008; Ikemoto et al., 2012). Je v3ak treba
brat v dvahu fakt, Zze hladiny volného sENG mohou byt v pridbéhu onemocnéni
ovliviiovany rlznymi pfi¢inami. Jednou z nich muiZe byt vazba sENG na cirkulujici TGF-$3
cytokin a ndsledna tvorba komplexud vyplyvajici z prabéhu signalizaéni kaskady. Rovnéz
regulace odstépovani endoglinu z jeho tkanové formy muaze mit vliv na hladiny sENG
v pribéhu nemoci (Hawinkels et al., 2010; Li et al., 2000). Klinicky dopad téchto déja

v pribéhu endotelové dysfunkce/aterosklerdzy je v soucasnosti predmétem vyzkum.
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Obrazek 7 - Vznik sérového ENG odstépenim z jeho tkdniové formy

Soluble Endoglin

Endoglin

-S-§-
Protease .S-S-
(MT1-MMP)
EC -8-8-
-5-S- J— e S —y
Ligand binding (TGF- B superfamily)
g WY © P 1

Anti-angiogenic activity
CYT Regulation of vascular homeostasis

(Lopez-Novoa & Bernabeu, 2010)

Tkanova forma endoglinu: EC - extracelularni doména, TM - transmembranova doména, CYT -
cytoplazmaticka doména

Protease (MT1-MMP) neboli (MMP-14) - membranové vazana metaloproteinaza, diky niz se
z tkanové formy endoglinu odstépuje jeho sérova forma a vznika tak solubilni endoglin

Funkce sérového endoglinu: vazba s TGF-B, inhibice angiogeneze, regulace cévni homeostazy
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5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo popsat a kvantifikovat expresi zanétlivych
markert - ICAM-1 a P-selektinu v aorté transgennich mysi s vysokymi hladinami
lidského sérového endoglinu (sledovana skupina) po podavani specidlni diety
s vysokym obsahem tuku a cholesterolu. Sou¢asné méla byt sledovana exprese téchto
markerU u transgennich mysi s velmi nizkymi (nedetekovatelnymi) hladinami lidského
sérového endoglinu (kontrolni skupina), které byly rovnéz krmeny touto dietou.
Pro ucely hodnoceni a porovndni exprese zadanych markerd u téchto dvou skupin mysi
byla zvolena Western blot analyza. Pro Ucéely zhodnoceni vlivu diety na hladiny
celkového cholesterolu u kontrolni i sledované skupiny byla vyuZita biochemicka

analyza.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Bylo provedeno imunoanalytické stanoveni SENG v odebrané krvi pomoci ELISA
analyzy, pficemz na zakladé jejiho vyhodnoceni (hodnoty hladin lidského solubilniho
endoglinu) byly zkoumané mysi rozdéleny do dvou skupin - sledovand a kontrolni
skupina. Po odbéru krve na konci experimentu (po podani diety) byla v plazmé obou
skupin mysi provedena biochemicka analyza se stanovenim hladin celkového

cholesterolu.

Vzorky mysSich aort byly nejprve homogenizovany s inhibitory proteaz
a fosfatdz, aby se zabrdnilo rozkladu proteint, s nimiz se nadale pracovalo. Ziskany
homogenat byl poté zkouman Western blot analyzou za uéelem detekce specifického
proteinu ve smési s dalSimi proteiny vzorku homogenatu. K separaci proteint dle jejich
molekulové hmotnosti byla pouZita gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
za pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE metoda), pficemz jednotlivé
proteiny vytvofily v gelu tzv. bandy (zény). Separované proteiny byly nasledné
preneseny "preblotovany" pomoci blotovaciho zafizeni z gelu na povrch polyvinyliden
difluoridové membrany (PVDF). Pred vlastni detekci konkrétniho proteinu pomoci
specifické protilatky bylo nutné membranu zablokovat, aby nemohlo dojit k pozdé&jsi
nespravné (nespecifické) vazbé protilatky, ktera je téz proteinem. Membrana ma totiz
schopnost vazat na svlj povrch nespecificky veskeré proteiny. Poté byla pres noc
provedena inkubace s primarni protilatkou - specifickou protilatkou proti uréitému
proteinu. DalSi den byly membrany promyty v TBS-T. Nasledovala inkubace
se sekunddarni protildtkou neboli protilatkou proti primarni protilatce znadenou
kfenovou peroxidazou, diky niZz je umozZnéna detekce navazani primarni protilatky
na hledany protein. Membrany byly opét promyty. Proteiny na membrdné ani
protildtky na né navazané vsak nejsou samy o sobé viditelné. Vizualizaci vysledku
reakce ,detekovany protein-primdarni protildtka-sekundarni protilatka" umoznuje
detekéni systém. Jde obvykle o enzym schopny po pfidani specifického substratu
katalyzovat reakci. V pfipadé chemiluminiscen¢ni detekce, jez byla pro tento
experiment vyuzita, vznikd v misté vyskytu proteinu svétlo, které lze detekovat
pfilozenim RTG filmu na membranu v temné komore. Pro kvantifikaci vysledk

(vyvolanych RTG filmG) byla zvolena denzitometrickd metoda. Pruhy band( byly
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naskenovany a semikvantitativné vyhodnoceny. Zavérem bylo provedeno statistické
vyhodnoceni ziskanych vysledkl - byly porovnany hladiny exprese zkoumaného
proteinu (markeru) u sledovanych skupin a byly formulovany zdvéry plynouci z tohoto

experimentu.

6.1 Material - Pouzita zvirata

Jak jiz bylo vySe zminéno, k experimentu byly pouzity dvé skupiny mysi -
sledovana a kontrolni skupina. V obou pfipadech Slo o samice transgennich mysi
kmene CBAXC57BL/6) ziskané z pracovi$té University of Salamanca ve Spanélsku
(Genetically Modified Organisms Generation Unit). Témto zvifatlm byla pro védecké
Ucely do organismu inkorporovana geneticka informace pro expresi lidského
solubilniho endoglinu, pracovalo se tedy s geneticky modifikovanymi organismy.
Sledovanou skupinu predstavovaly samice téchto transgennich mysi exprimujici
ve vysokych hladinach lidsky solubilni endoglin (skupina Sol-Eng®, hladiny v priiméru
3480 ng/ml). Tato Sestimésicni zvirata byla po dobu nasledujicich tfi mésic krmena
specialni dietou, jez byla tvorfena z 1,25% cholesterolem a ze 40% tukem (Research
Diets, Inc, USA). Kontrolni skupinu predstavovaly stejné staré samice, které rovnéz
dostavaly po stanovenou dobu tuto specidlni dietu, u nich byl vSak solubilni endoglin
detekovdan ve velmi nizkych (nedetekovatelnych) hladinidch. Obé skupiny se tedy lisily
pouze hladinami tohoto markeru. Mysi byly chovany za konstantni teploty a vlhkosti
a byl dodrZzovan cyklus 12 hodin svétlo/12 hodin tma. Po celou dobu experimentu mély
volny pfistup k vodé. Veskerd manipulace s témito zviraty byla provedena v souladu
se smérnici Evropské unie (86/609/EEC) o ochrané zvifat vyuZivanych pro védecké
ucely, rovnéz vsechny protokoly byly schvaleny etickou komisi na ochranu zvifat proti
tyrdni Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy v Praze, a vyborem pro bioetiku

na vy$e zmin&ném pracovisti ve Spanélsku.
Rozdéleni zvifat do 2 skupin:
e skupina 1: n=7 - kontrolni skupina mysi s nizkymi hladinami lidského sENG

e skupina 2: n=5 - sledovana skupina mysi vysoce exprimujici lidsky SENG
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6.2 Imunoanalytické stanoveni - ELISA analyza

U sledovanych transgennich mysi byly provedeny odbéry krve a nasledné
kvantitativni stanoveni plazmatické koncentrace lidského solubilniho endoglinu.
Pro toto méreni byla zvolena imunoanalytickd metoda s vyuzitim tzv. ELISA analyzy,
ato konkrétné stanovovaci souprava Human Endoglin/CD105 Quantikine ELISA Kit
(R&D Systems, MN, USA), stanoveno pracovniky KBLV. Na zdkladé vysledk( této
analyzy bylo 12 zkoumanych transgennich mysi rozdéleno do dvou skupin podle
rozsahu exprese lidského solubilniho endoglinu. Mysi vysoce exprimujici tento marker
predstavovaly sledovanou skupinu, ktera byla porovndvdna s kontrolni skupinou,

do niz patfily mysi s nizkymi plazmatickymi hladinami tohoto markeru.

6.3 Biochemicka analyza

U obou skupin transgennich mysi byly enzymaticky stanoveny koncentrace
celkového cholesterolu s vyuzitim diagnostické soupravy (Lachema, Czech Republic)
a byla provedena spektrofotometrickd analyza (ULTROSPECT Ill, Pharmacia LKB
Biotechnology, Sweden). Hodnoty cholesterolu byly naméreny pti vinové délce 510
nm, hodnoty triglyceridd byly stanoveny pfi vinové 540 nm. Ziskané vysledky
biochemické analyzy byly porovnavany mezi obéma skupinami sledovanych mysi,

viz kapitola Vysledky.

6.4 Pracovni postup pro Western blot analyzu

6.4.1 Gelova elektroforéza

Zpracovani vzorka

Vzorky mysich aort byly ziskany odebranim ze zkoumanych transgennich mysi
a nasledné byly zhomogenizovany v RIPA lyzacnim pufru s inhibitory protedz a fosfataz,

aby bylo zabranéno rozkladu bilkovin. Dale se jiz pracovalo s jejich homogenaty.

Priprava gelQ

Pro pfipravu 1 gelu se pouzilo 1 kratsi a 1 delsi sklo, u nichZ se pred pouzitim

odstranila mastnota a zbytkové nedistoty. Na delSi sklo se poloZilo sklo kratsi a takto
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pfipravena skla se zasunula do zeleného stojanku s ndslednym uzavienim dvirek.
Zeleny stojanek se umistil do prihledného stojanku tak, aby byla sestava zarovnana
s podloZzkou a aby kratsi sklo smérovalo dopredu. Nasledné se pomoci destilované
vody dukladné ovéfilo, zda sestavend aparatura tésni. Touto kontrolou se zabranilo
pfipadnému pozdéjSimu vytékani gelu. Dle molekulové hmotnosti sledovaného
proteinu se zvolila prislusnd koncentrace separacniho gelu (Separating gel), jez se
pfipravil postupnym pfidanim danych latek dle rozpisu pro jednotlivé koncentrace.
V pfipadé adhezni molekuly ICAM-1 se pfipravoval 8% gel (84kDa), pro P-selektin byl
pouZzit 10% gel (85-110kDa), viz Tabulka 1. Po pfidani TEMEDu zacal gel polymerizovat,
bylo tedy tfeba pracovat co nejrychleji. Pomoci pipety se gel aplikoval do vyse asi jedné
poloviny vrchniho zeleného trdmu stojanku. Nasledné byl po celé ploSe prevrstven
izobutanolem saturovanym destilovanou vodou za Uc¢elem zamezeni pfistupu vzduchu,
a tedy odstranéni vzduchovych bublin. Hladina gelu se diky tomu po celé délce
zarovnala s okrajem skel. Gel se nechal polymerizovat minimdlné 30 minut aZ hodinu,
poté se vylil izobutanol a separacni gel se diikladné promyl destilovanou vodou. Zbytky
vody byly odstranény gazou. Nasledné se pfipravil dle rozpisu kryci gel (Stacking gel),
ktery byl pro vSechny koncentrace separaéniho gelu vidy stejné koncentrovany.
Pfipraveny kryci gel se ihned pipetou po celé délce skla nanesl na vrstvu separacniho
gelu tak, aby opét nebyly pfitomné vzduchové bubliny. Do gelu se vlozZil hfebinek a gel
se nechal zatuhnout, pficemz bylo nutné prabéiné doplfiovat pipetou kryci gel
po stranach, aby se zamezilo pfistupu vzduchu. Gel tuhl pfiblizné 1 hodinu. Jako
pomlcka pti posouzeni dostate¢ného ztuhnuti gelu poslouzila pouzita Spicka

z nanaseni, ktera se nechala stat v kadince s prebyteénym gelem.

Pfiprava vzorku

Vzorky se pripravily az béhem tuhnuti kryciho gelu z toho dlivodu, aby byly
po co nejdelsi dobu v chladu. Pfipravily se smisenim vzorku se 7 ul vzorkového pufru
v mikrozkumavce. Smés se promisila na trfepacce, stocCila na centrifuze a nechala se
povafit 5 minut v termostatu pfi teploté 95 °C. Takto pfipravené vzorky se poté

nechaly ve stojanu vychladnout na laboratorni teplotu.
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Tabulka 1 - PFiprava geli

8% (ml) 10% (ml) 5% (ml)

Milli-Q voda 10,800 9,800 6,150
Separating gel buffer 5,000 5,000 -

Stacking gel buffer - - 2,500
Acrylamide-Bis Solution 4,000 5,000 1,250
10% SDS 0,200 0,200 0,100
10% APS 0,060 0,060 0,030
TEMED 0,030 0,030 0,015

Pozn. mnozstvi je vidy uvedeno pro 2 minigely

Naneseni vzorki a elektroforéza

Po dostateéné polymerizaci kryciho gelu se hfebinek opatrné vysunul
a zkontrolovala se kvalita vzniklych jamek pro nanaseni vzorkl. Jamky se vyplachly
elektroforetickym pufrem. Skla se vyjmula ze stojanku a vloZila se do elektroforetické
vany tak, aby kratsi sklo sméfovalo smérem dovnitf (k tésnéni). Provedla se kontrola,
zda takto sestavena aparatura dobre tésni nalitim elektroforetického pufru
do vzniklého prostoru vany. V ptipadé, Ze pufr pod skly neprotékal, mohly se zacit

nanaset vzorky.

Do prvni jamky v gelu se nanesl pipetou marker molekulovych hmotnosti
o objemu 5 ul, do dalSich jamek se pak jiz pipetovaly vzorky o objemech 10 pl. Jamky
se plnily ve sméru zleva doprava. Po naneseni vzork( se elektroforeticky pufr doplnil
po rysku na elektroforetické vané. Vana se uzaviela vikem s elektrodami, které se

zasunuly do zdroje.

38



Na pfistroji se nastavily dané podminky pro elektroforetickou separaci

protein(:
e konstantni napéti - 200 V
e maximalni proud - 15mA/gel
e doba elektroforézy - 1h 15 min

Spustila se elektroforéza. K zajisténi nizké teploty v pribéhu elektroforézy se

vana oblozila ledy.

Po uplynulém case/po vyjeti Cela, jeZ je viditelné diky bromfenolové modfi
vzorkového pufru se zdroj vypnul. Skla se vydélala z aparatury a opatrné se oddélila
od sebe. IdedIné zUstal po oddéleni gel na vétsim skle. Gel se odistil, natizl po stranach

a prenesl do misky s pufrem 2 (transferovy pufr), kde se od skla odlepil.

6.4.2 Blotovani

Blotovani neboli pfenos proteinl na membranu se uskutecnil tzv. polosuchou
cestou (,,semi-dry“). Tento postup je vyhodnéjsi z hlediska homogenniho elektrického
pole, nizsi spotfeby transferového pufru a téZ mozZnosti sou¢asného prenosu az 6 mini

gelll. Tato metoda vSak neni vhodna pro proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti.

Pro pfenos jiz separovanych proteinli z gelu se pouZila PVDF (polyvinyliden
difluoridovd) membrana, jez se nastfihala tak, aby odpovidala velikosti gelu.
S membranou se manipulovalo velmi opatrné, pomoci pinzety se odstranila horni
a spodni kryci vrstva membrany. Membranu bylo tfeba prfed pouZitim zaktivovat

smocenim v methanolu po dobu 15 sekund, pak 2 minuty v destilované vodé.

Podstatou blotovani bylo sestaveni "sandwiche", jehoZ spodni vrstvu tvofil silny
filtraCni papir namoceny v blotovacim pufru a nasledné preneseny na anodu
blotovaciho pfistroje. Tato vrstva se prekryla aktivovanou membranou. Dalsi vrstvu
predstavoval gel, ktery se velmi opatrné a pokud moino co nejpfesnéji pfilozil
na membranu. Posledni vrstvu tvofil opét navlhéeny silny filtraéni papir, po jehoz

povrchu se nékolikrat pfejelo "vale¢kem", aby se vytlacily vzduchové bubliny.
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Na takto pfipraveny "sandwich" se umistila katoda a uzavielo se viko

blotovaciho pfistroje.
Pro pfenos 4 gell se nastavily tyto podminky:
e maximalni napéti-25V
e konstantni proud - 200 mA
e doba blotovani - 75 min

Po presné dodrieném ¢asu prenosu se zdroj vypnul, viko katody se odstranilo
a oddélily se jednotlivé ¢asti "sandwiche", pfiéemz se dale pouzivala uz jen membrana,
na niz se béhem blotovani pfenesly separované proteiny z gelu. Membrana se pinzetou
prenesla do vody, aby doslo k projasnéni. Ddle ji bylo moZno pouzit budto ihned
k imunodetekci, nebo se nechala vysusit mezi filtra¢nimi papiry a uchovat pfi teploté

2-8°C pro pozdéjsi pouziti.

6.4.3 Imunodetekce, chemiluminiscencni detekce

Blokace nespecifickych vazebnych mist

Pfed samotnym blokovanim se membrany nastfihaly dle oblasti sledovanych
kDa tak, aby byly vzniklé membrany pokud moZzno co nejuzsi. Nasledné se membrany
blokovaly pfi pokojové teploté na tfepacce po dobu 1 hodiny v 5% roztoku netu¢ného
mléka s obsahem TBS s 0,05 % TWEEN-20 (TBS-T). Tim doSlo k zablokovani
nespecifickych vazebnych mist a zabrdnilo se tak pozdéjSimu moinému navdazani

proteinli na nesprdvna mista.

Inkubace s primarni protilatkou

Béhem hodinové blokace vazebnych mist se pfipravily vani¢ky z parafilmu dle
rozmérl jednotlivych membran a naredily se do zkumavek primarni protilatky
(specifické protilatky proti danym proteinim v mysi tkani) na potfebnou koncentraci
5% roztokem netuc¢ného mléka s obsahem TBS s 0,05% TWEEN-20. Obsah zkumavek

bylo tfeba pred vylitim do vanic¢ky vzdy dostatecné protfepat.
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Nastaveni primarnich protilatek:

e pro ICAM-1 - rabbit polyclonal anti-ICAM-1 v fedéni 1:500 (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.)
e pro P-selektin - rabbit polyclonal to CD62P v fedéni 1:200 (Abcam, Inc.)

K potvrzeni stejné nandsky protein(i byla pouZita mysi monoklonalni protilatka -

mouse monoclonal anti-GAPDH v fedéni 1:10000 (Sigma-Aldrich).

Po uplynulé dobé blokovani se membrana poloZila pomoci pinzety do vanicky
s nafedénou primarni protildtkou, pfiCemZ nanesené proteiny musely sméfrovat
do tekutiny. V pfipadé potreby se jesté upravily rohy parafilmu tak, aby vanicka presné

kopirovala membranu. Viko s vani¢kami se umistilo na kyvacku do lednice.

Na zavér se po spusténi kyvacky jeSté zkontrolovalo, zda se vSechny membrany
dostate¢né koupou v naredéné primarni protilatce, aby nedosSlo béhem inkubace

k vyschnuti membrany. Poté se jiz nechaly membrany inkubovat pfes noc v lednici.

Inkubace se sekundarni protilatkou

Druhy den rano se pfipravil Cerstvy roztok TBS-T, v némz se membrany promyly
nejprve 3x rychle, poté na tfepaéce 5x po 10 minutdch. Po kazdém promyti se roztok
vymeénil. Mezitim se pfipravily nové vani¢ky z parafiimu a do zkumavek se naredily
sekundarni protilatky (protildtky proti primarnim protildtkdm) znacené kfenovou
peroxidazou s 5% roztokem netu¢ného mléka v TBS-T. Kfenova peroxidaza umoznuje
detekci navazani primarni protildtky na zkoumany protein. Opét bylo nutné obsah

pred vylitim do vanicky dikladné prottepat.
Nastaveni sekundarnich protilatek:

e pro ICAM-1 - HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG - (Fab)'2 v fedéni 1:1000

(Abcam, Inc.)

e pro P-selektin - HRP-conjugated goat anti-rabbit 1gG - (Fab)'2 v fedéni 1:2000

(Abcam, Inc.)

e pro GAPDH - HRP-conjugated goat anti-mouse 1gG v fedéni 1:20000 (Sigma-
Aldrich)
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Po promyti se membrana pomoci pinzety vlozila do vanicky s naredénou
sekundarni protilatkou, nanesené proteiny opét smérovaly do roztoku. Bylo-li tfeba,
upravily se rohy parafilmu dle rozméru membrany. Pfi pokojové teploté probihala
hodinovd inkubace se sekundarni protildtkou. Nasledovalo dalsi promyvani v TBS-T:

nejdrive 3x rychle, poté opét na tfepacce 5x po 10 minutach.

Detekce na RTG filmy

Jiz b&hem promyvani je nutné se pripravovat na nasledujici detekci, pfi niZ je
pak potfeba pracovat rychle. Pfipravila se rovna tvrdd podlozka, na kterou se
naskladaly nastfihané pasy z neprlhlednych félii (vidy jeden pro membranu), jez
poslouzily jako podlozka membrany. Nastfihaly se ddle pdsy vyrobené z prihlednych
folii a prichystala se kazeta. Pfed koncem promyvani se pfipravila detekéni Cinidla
v takovém mnozstvi, aby staCila pro vSechny membrany, pficemz se vidy smichaly
slozky detekéniho kitu (Thermo Fisher Scientific Inc.) v poméru 1:1 a poté se dikladné
promisily. Diky detekéni soupravé tak byla umoZnéna vizualizace vysledku reakce
»detekovany protein - primarni protilatka - sekundarni protilatka". Jedna se obvykle
o enzym schopny po pfidani specifického substratu katalyzovat reakci. Podstatou
chemiluminiscenéni detekce, ktera byla pro tento experiment vyuZita, je vznik svétla
v misté vyskytu proteinu. Po skonceni promyvani se kazda membrana pinzetou
pfenesla na pas poloZzeny na podloZce. Pomoci pipety se na ni nanesl predem
stanoveny objem daného detekéniho ¢inidla, tak aby pokryl celou plochu membrany.
Velmi dulezité bylo presné dodrzet stanoveny cas, po ktery mélo detekéni Cinidlo
pusobit. Prebytecné detekini reagens se pak opatrné odsdlo mirnym zvednutim
membrany a ptilozenim gdzy k dolnimu okraji, membrana se pokryla prihlednou félii
a ihned uzaviela do kazety expozi¢ni stranou vzhlru. Na zavér se membrany v kazeté
upevnily lepici paskou agdzou se jemné vytladily pfipadné bubliny na povrchu
expozicni strany membrany. Kazeta se poté odnesla do temné komory k vyvolani filma,
kde se do tfi vaniéek pfipravila vyvojka, ustalova¢ a voda. Ddle bylo nutné pracovat
ve tmé, aby svétlo neosvitilo RTG filmy (Foma, Czech Republic), jeZ by poté zCernaly.
Z krabice s filmy se opatrné jeden film vyndal, v pravém dolnim rohu se ustfihl "rlizek"
pro pozdéjsi spravnou orientaci a film se pfilozil na membrdnu v kazeté. Kazeta se

ihned zavrela a film se nechal exponovat. Doba prvni expozice se obvykle pohybovala
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okolo 10-15 vtefin, poté se film z kazety pfenesl do vyvojky, kde se nechal vyvijet.
Cekalo se na objeveni pruhu band(, pficemi daleZité bylo ve spravny okamiik film
z vyvojky prenést do vody a poté do ustalovace. Dle intenzity vysledku se odhadla doba
nutna pro dalsi expozici. Na zavér se vSechny filmy rozvésily a nechaly se uschnout.
Na suchych filmech se pak fixem vyznacilo, o jaky protein jde, a naznacily se oblasti

jednotlivych kDa. Filmy jsou takto pfipraveny k vyhodnoceni.

Stripping membrany

Po ukonceni detekce je mozné provést stripovani membrany (vymyti reakénich
slozek), diky némuz je pak moiné na dané membrané zopakovat imunodetekci
s libovolnou primarni protilatkou. Membrana se pinzetou prfenese z kazety a ponofi se
do tzv. stripping pufru, v némzZ se necha inkubovat v termostatu pfi teploté 55°C

po dobu 30 minut.

Po uplynulé dobé se membrdna promyje 2x rychle, poté 2x po 10 minutach
v TBS-T na trepacce. Promyta membrdna se polozi na filtracni papir, kde se nechad
vysusit. Na suché membrdané se pak tuzkou zaznamena, jaky protein zde byl plvodné
detekovan, a naznaci se jednotlivé kDA vcetné oblasti, kde mame zkoumany protein
ocekavat. Na zavér se membrdna vloZzi mezi dva filtraéni papiry, takto je skladovdna
v lednici pfi teploté 2-8°C a pfipravena pro dalsi imunodetekci. V nasem pripadé
pouZito napftiklad pro ovéreni stejné nandsky proteint (mysi monoklonalni protilatka

GAPDH).

6.5 Vyhodnoceni, statisticka analyza

Pro vyhodnoceni vyvolanych RTG filmU byla zvolena denzitometrickd metoda.
Pruhy bandl byly naskenovdny pomoci programu Epson Perfection V5000 Photo
(EPSON Inc.,, CA, USA) a semikvantitativné vyhodnoceny pomoci NIS-Elements
software, version 4.0 (Laboratory Imaging, Czech Republic). Pro statistické
vyhodnoceni byl zvolen software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., CA,
USA). VSechny vysledky jsou vidy uvedeny jako primeér + standardni chyba priiméru.
Pro hodnoceni statisticky vyznamnych zmén mezi obéma sledovanymi skupinami mysi
byl pouZit tzv. t-test, pfiéemz za statisticky vyznamny ukazatel byla stanovena hladina

p <0,05.
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7. VYSLEDKY

7.1 Biochemickad analyza

U obou skupin zkoumanych mysi byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu
v krvi. Vysledky jsou vyjadieny v mmol/l, pficemZ nebyly prokazany statisticky
vyznamné rozdily v naméfenych hodnotach pfi porovnani sledované skupiny (Sol-Eng”)
s kontrolni skupinou (Kontrola) (3,947 + 0,539 mmol/l vs. 3,322 + 0,324 mmol/I;
p=0,3308 - viz Graf 1).

Graf 1 - Hladiny celkového cholesterolu u obou skupin mysi (mmol/l)

Celkovy cholesterol

Kontrola Sol-Eng’

Podani specialni diety s vysokym obsahem tuku a cholesterolu nevedlo k rozdilim v hladinach
celkového cholesterolu mezi obéma skupinami mysi.
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7.2 Western blot analyza

Vysledky Western blot analyzy znazornuji expresi sledovanych zanétlivych
markerl detekovanych v homogenatech mysich aort, pficemz ucelem bylo vyhodnotit
zmény v expresi téchto markerd mezi skupinou mysi s vysokymi hladinami solubilniho
endoglinu (Sol-Eng’) a kontrolni skupinou. Byla zaznamendna signifikantné zvy$end
exprese adhezni molekuly ICAM-1 o 90% u sledované skupiny mysi (Sol-Eng’)
v porovnani s kontrolni skupinou (100,00 + 20,73 % vs. 189,90 + 9,22 %; p=0,0062 - viz
Graf 2). Ddle byla porovnadna exprese adhezni molekuly P-selektinu sledovanou
skupinou mysi, kterd byla taktéz signifikantné zvySena o 47 % oproti kontrolni skupiné
(100,00 + 8,51 % vs. 146,80 + 7,16 %; p=0,0027 - viz Graf 3). Zdznamy z detekce na RTG
filmu jsou vyobrazeny na Obrazku 9 (ICAM-1) a Obrazku 10 (P-selektin). Detekci

kontroly stejné nanasky proteini pomoci GAPDH zobrazuje Obrazek 8.

Obrdzek 8 - Kontrola nandsky proteinii GAPDH (30-40 kDa)
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Zleva nanasena nejdfive kontrolni skupina: n= 1-7, dale nanasena sledovana skupina: n= 8-12
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Graf 2 - Western blot analyza ICAM-1 (%)
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Exprese adhezni molekuly ICAM-1 sledovanou skupinou (Sol-Eng+), ktera byla o 90% zvysena
oproti expresi u kontrolni skupiny (**p<0,01).

Obrazek 9 - Detekce ICAM-1 (85-110 kDa) na RTG filmu
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Zleva nanasena nejdfive kontrolni skupina: n= 1-7, dale nanasena sledovana skupina: n= 8-12
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Graf 3 - Western blot analyza P-selektinu (%)
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Kontrola Sol-Eng’

Exprese adhezni molekuly P-selektinu sledovanou skupinou (Sol-Eng®), kterd odpovidala 147%
exprese kontroly (**p<0,01).

Obrdzek 10 - Detekce P-selektinu (84 kDa) na RTG filmu
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Zleva nanasena nejdfive kontrolni skupina: n= 1-7, dale nanasena sledovana skupina: n= 8-12
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8. DISKUZE

Ustfednim tématem této diplomové prace je role cévniho endotelu
za fyziologického stavu, soubor zmén endotelovych funkci v pfipadé poskozeni
endotelové vystelky a nasledného rozvoje dysfunkce endotelu. Rada studii se zabyvala
spojitosti endotelové dysfunkce s expresi netkanové, tzv. sérové formy endoglinu,
kterd je podle nékterych dostupnych literdrnich zdroji povaZovana za jakysi marker
patologickych stavl kardiovaskularniho systému. Existuje tedy rada onemocnéni
souvisejicich se solubilnim endoglinem, pficemzZ za hlavni nemoc s jeho zvySenymi
hladinami je povaZovdna preeklampsie, zdvainy stav vznikajici v téhotenstvi.
K projeviim tohoto onemocnéni patfi mimo jiné téZ endotelova dysfunkce (Blaha et al.,
2008; lkemoto et al., 2012; Venkatesha et al., 2006). ZvySené hladiny sledovaného
markeru byly prokazany rovnéz ve studii s hypercholesterolemickymi pacienty (Blann
et al., 1996; Blaha et al., 2008). Na zakladé téchto vysledkl se autofi studie priklani
k hypotéze o souvislosti zvySenych hladin sENG s rozvojem endotelové dysfunkce.
Zvysené hodnoty sENG u téchto pacientl korelovaly se zvySenou hladinou cholesterolu
(Blann et al., 1996). Jiné studie hovofi o detekci solubilniho endoglinu ve spojitosti
se zvysenou propustnosti cévni stény, k niz dochazi nasledkem poskozeného endotelu

(Venkatesha et al., 2006).

Na zakladé téchto dostupnych dat se tedy predpokladalo, Ze vysoké hladiny
solubilniho endoglinu maji vliv na endotel ve smyslu indukce jeho dysfunkce.
V ndvaznosti na tuto hypotézu byla provedena studie na aortdch transgennich mysi,
kterym byl do organismu inkorporovan gen pro expresi lidského endoglinu, ktery je
ze tkdné nasledné proteolyticky Stépen a objevuje se v cirkulaci jako lidsky SENG.
Sledovanou skupinu tvofily mysi exprimujici vysoké hladiny lidského sENG (Sol-Eng’).
Tato skupina byla soucasné porovndavana s kontrolni skupinou mysi, které vykazovaly
nizké hladiny daného markeru. Obéma zkoumanym skupinam mysi byla podavana tzv.
chow diet neboli standardni dieta pro hlodavce. Studie prokazala, Ze u sledované
skupiny mysi (Sol-Eng’) doslo k rozvoji mirné hypertenze a proteinurie ve srovnani
s kontrolni skupinou. Nebyla vSak potvrzena hypotéza o tom, Ze vysoké hladiny
solubilniho endoglinu maji samy o sobé vliv na indukci endotelové dysfunkce

(Nemeckova et al., 2015). Na zakladé této studie byla tedy nazna¢ena moznost vlivu
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zvySeného solubilniho endoglinu az v kombinaci s jinym rizikovym faktorem na zménu

endotelové funkce.

Z tohoto tvrzeni jsme tedy vychazeli v nasi studii na aortach stejného kmene
transgennich mysi schopnych exprese lidského endoglinu. Stejné jako v predchozi
studii byly zkoumany dvé skupiny mysi liSici se mezi sebou pouze hladinami lidského
SENG. Byla tedy opét porovnavana sledovana skupina s vysokymi hladinami sENG (Sol-
Eng’) s kontrolni skupinou vykazujici velmi nizké (nedetekovatelné) hladiny
sledovaného markeru. Oproti pfedchozi studii, kdy byla zvifata na standardni dieté,
byla pro ucely naseho experimentu zvifatdim podavana specidlni dieta -
vysokocholesterolova (tvorena z 1,25% cholesterolem a ze 40% tukem). Pfedpokladalo
se, ze diky této specialni dieté bude rizikové pusobeni zvyseného solubilniho endoglinu

na funkci cévniho endotelu markantnéjsi.

Vzhledem k tomu, Ze byla dle dostupnych dat prokazana klicova role fady
adheznich molekul v procesu rozvoje zanétlivé reakce jako odpovédi na poskozeni
cévni stény (Frenette et al., 1996), zamérili jsme se v nasi studii na hodnoceni exprese
vybranych adheznich molekul, konkrétné ICAM-1 a P-selektinu ve vztahu k hladindm

SENG obou zkoumanych skupin mysi.

Pokud jde o molekulu ICAM-1, jejiz exprese jsou kromé endotelovych bunék
schopny téz buriky hladké svaloviny nebo makrofagy (Cybulsky et al., 1999; Dejana et
al., 1997), byla prokazana spojitost zvySené exprese tohoto mediatoru se zanétlivymi
pusobky. Role ICAM-1 je tedy v pfipadé poskozeni cévni stény a ndsledného rozvoje
endotelové dysfunkce nezpochybnitelnd (Ahmad et al., 1998; Dustin et al., 1986).
Zvysené hladiny této molekuly byly detekovany i u dalSich zanétlivych stav( - at uz
lokdlnich, nebo generalizovanych (alergické astma, septicky Sok, autoimunitni choroby,

zanétlivé a alergické kozni choroby, ¢i infarkt) (Fotis et al., 2012).

Studie provadéna na transgennich mysich se standardni dietou neprokazala
statisticky vyznamné rozdily v expresi molekuly ICAM-1 mezi obéma zkoumanymi

skupinami mysi (Nemeckova et al., 2015).
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Nam v nasi studii provddéné na stejném kmeni transgennich mysi, které vsak
dostavaly specidlni vysokocholesterolovou dietu, vysla signifikantné zvysena exprese

adhezni molekuly ICAM-1 0 90% v porovnani s kontrolni skupinou.

Druhym nami hodnocenym proteinem v tomto experimentu je adhezni
molekula ze skupiny selektin(i - P-selektin. Bylo zjiSténo, Ze exprese této molekuly je
vzdy vyvolana konkrétnim zanétlivym podnétem, tim muze byt plsobeni molekuly
histaminu nebo trombinu. Pfitomnost molekuly P-selektinu je dle dostupnych zdroju
vazana na aktivované endotelové burnky, pficemz detekovatelnd byla napfiklad
na endotelu aterosklerotickych lézi. Dalsi studie vSak prokazaly pfitomnost tohoto
mediatoru i v krevnich desti¢kdch. Exprese P-selektinu tedy neni limitovdna jen

na endotelové bunky (Jang et al., 1994; Wood et al., 1993; Yao et al., 1996).

V nasi studii jsme se zaméfili na detekci a ndsledné vyhodnoceni exprese
adhezni molekuly P-selektinu v aorté transgennich mysi s vysokymi hladinami sérového
endoglinu po podavani vysokocholesterolové diety. Soucasné byla opét sledovdna
exprese tohoto markeru kontrolni skupinou vykazujici nizké hladiny sENG. Zajimalo
nas, zda budou prokdzany vyznamné statistické rozdily v expresi P-selektinu

pfi porovnani obou skupin mysi.

Vyhodnocenim naseho méreni bylo zjisténo, Ze exprese molekuly P-selektinu
sledovanou skupinou (Sol-Eng”) pfedstavuje 147 % exprese kontrolni skupinou, jde
tedy o expresi signifikantné vyssi. Byla tedy jako v pfipadé hodnoceni exprese ICAM-1
potvrzena spojitost vysokych hladin sérového endoglinu se zvySenou expresi

prozanétlivé adhezni molekuly.

U obou sledovanych skupin transgennich mysi byla téZ provedena biochemicka
analyza se stanovenim hladiny celkového cholesterolu v krvi, pficemz ziskané vysledky
analyzy neprokazaly statisticky vyznamné rozdily v naméfenych hodnotach

mezi obéma zkoumanymi skupinami mysi.

Vzhledem k tomu, Ze predchozi studie provedena na mysich se standardni
dietou korelaci zvySenych hladin sENG se zvySenou expresi adheznich molekul
neprokazala (Nemeckova et al.,, 2015), zavérem nasi studie je tedy tvrzeni, Ze

pravdépodobné nikoli samotné zvysSeni hladiny sérového endoglinu, ale az v kombinaci
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s vysokocholesterolovou dietou solubilni endoglin ovliviiuje endotel ve smyslu indukce

zanétu.
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9. ZAVER

V diplomové praci byla nejdfive teoreticky popsana souvislost exprese
zanétlivych marker( ICAM-1 a P-selektinu s reakci endotelu na poskozeni cévni stény
za fyziologickych podminek ale téz za stavu endotelové dysfunkce. Byla rovnéz

naznacena role sérového endoglinu, podle fady literarnich zdroja jakéhosi markeru,

u fady patologickych stav( kardiovaskuldrniho systému.

Pomoci Western blot analyzy byla experimentdlné detekovana a nasledné
vyhodnocena exprese vyse zminénych zanétlivych marker( v aorté transgennich mysi,
které vykazovaly vysoké plazmatické hladiny lidského sérového endoglinu, po podavani
specidlni diety s vysokym obsahem tuku a cholesterolu. Soucasné byla sledovdna
exprese téchto marker( u transgennich mysi s nizkymi hladinami lidského sérového
endoglinu, u nichZz byla nasazena rovnéZ tato specidlni dieta. Ziskana data byla
semikvantitativné vyhodnocena a porovndna mezi obéma sledovanymi skupinami

transgennich mysi s témito vysledky:

e Exprese adhezni molekuly ICAM-1 sledovanou skupinou byla

signifikantné zvySena o 90 % v porovnani s kontrolni skupinou.

e Exprese adhezni molekuly P-selektinu sledovanou skupinou byla

signifikantné zvySena o 47 % v porovnani s kontrolni skupinou.

Podani diety svysokym obsahem tuku a cholesterolu nevedlo k rozdilim

v hladinach celkového cholesterolu mezi obéma skupinami mysi.

Vysledky této studie poukazuji na spojitost zvySenych hladin lidského sérového
endoglinu a vysokocholesterolové diety ve smyslu zvySené exprese zanétlivych
markerUl (adheznich molekul) ICAM-1 a P-selektinu, a tedy na potencidlné vyplyvajici
funkéni zménu endotelu ve smyslu indukce zanétu. Skuteény dopad téchto zmén

na funkéni parametry cévy je vSak v soucasné dobé predmétem dalSiho vyzkumu.
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