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1. ABSTRAKT

VLIV C-REAKTIVNIHO PROTEINU NA ENDOTEL V AORTE SPONTANNE HYPERTENZNICH
POTKANU

Diplomova prace

Autor: Ales Kosan
Studijni obor: Farmacie
Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Endotelova dysfunkce a chronicky zadnét jsou faktory hrajici roli v patogenezi
metabolického syndromu. Tato prdace je koncipovana jako pilotni studie, jejimz cilem je
navrhnout dalsi smér zkoumani v oblasti vlivu C-reaktivniho proteinu na endotel.

Pomoci metody Western blot byla sledovéna exprese ctyr latek, v minulosti spojenych
se vznikem endotelové dysfunkce: endotelinu-1, hemoxygenazy-1, endoglinu
a fosforylované syntdzy oxidu dusnatého. Méreni bylo provedeno na vzorcich
z homogenizovanych potkanich aort transgennich spontanné hypertenznich potkanu
exprimujicich lidsky C-reaktivni protein. Jako kontrolni skupina byl vyuzit kmen
standardnich spontanné hypertenznich potkand. Detekce byla provedena pomoci
chemiluminiscenéniho substratu na RTG filmy a ziskand data byla semikvantitativné
vyhodnocena denzitometrickou metodou.

U endoglinu jsme zaznamenali zvySenou expresi v hodnoté 186,3 % oproti kontrolni
skupiné. Exprese fosforylované formy endotelové syntazy predstavovala 325,6 %
v porovnani s kontrolni skupinou. U hemoxygendzy-1 byl narlst exprese minimalni
(109,0 %) a exprese endotelinu-1 byla prekvapivé nizsi nez u kontrolnich zvifat
(87,4 %). Tyto vysledky by mély pomoci stanovit dalsi cile vyzkumu a naznacit dopady
plUsobeni C-reaktivniho proteinu na endotel.

Klicova slova: C-reaktivni protein, endotelova dysfunkce, metabolicky syndrom, oxid
dusnaty, endoglin, hemoxygenaza-1, endotelin-1, endotelova syntaza oxidu dusnatého,
spontanné hypertenzni potkan



2. ABSTRACT

C-REACTIVE PROTEIN EFFECTS ON AORTIC ENDOTHELIUM IN SPONTANEOUSLY
HYPERTENSIVE RATS

Diploma thesis

Author: Ales Kosan

Study program: Pharmacy
Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Endothelial dysfunction and chronic inflammation are factors figuring in pathogenesis
of metabolic syndrome. This paper is outlined as a pilot study, which represents basis
for further research in the question of C-reactive protein influence on endothelium.

The expression of four proteins previously associated with the development
of endothelial dysfunction, was studied using the Western blot method: endothelin-1,
heme oxygenase-1, endoglin and phosphorylated nitric oxide synthase. Analysis was
carried out on the samples of homogenized rat aortas of transgenic spontaneously
hypertensive rats with expression of human C-reactive protein. A standard
spontaneously hypertensive rat strain was used as a control group. The detection was
made by chemiluminescence substrate on the X-ray films and data were
semiquantitatively evaluated by densitometry.

We found increased expression in endoglin levels, valued at 186.3 % contrary
to the control group. The expression of phosphorylated nitric oxide synthase was
325.6 % in comparison with the control group. The increase of expression was minimal
(109.0 %) in the heme oxygenase-1 levels and the expression of endothelin-1 was
surprisingly decreased when compared to control animals (87.4 %). These results
should help todetermine further research objectives and suggest theimpact
of C-reactive protein on the endothelium.

Key words: C-reactive protein, endothelial dysfunction, metabolic syndrome, nitric
oxide, endoglin, heme oxygenase-1, endothelin-1, endothelial nitric oxide synthase,
spontaneously hypertensive rat



3. UvoD

Metabolicky syndrom je soubor faktorl, které hraji roli v rozvoji kardiovaskularnich
onemocnéni a diabetu mellitu 2. typu. Ackoliv neni zatim zcela znama patogeneze
tohoto onemocnéni, byla popsdna cela fada provazejicich jevd, mezi které patfi
i endotelova dysfunkce. Mechanismy spjaté se selhanim funkci endotelu jsou velmi
komplexni, ale spole¢nym rysem je snizend vazodilatace vznikajici v dUsledku
nedostate¢ného plisobeni oxidu dusnatého. Ten za pfirozenych podminek vyznamné
ovliviiuje napéti cévni stény a zachovava homeostdzu kardiovaskularniho systému.
V této pilotni praci se zaméruji na vliv jednoho z prozanétlivych cytokind, C-reaktivniho
proteinu, na buriky endotelu. Soustfedim se na latky, které jiz byly v minulosti spojeny
s rozvojem endotelové dysfunkce, predevsim skrze ovlivnéni vazodilatacné plsobiciho
oxidu dusnatého. Sleduji vazokonstrikéni plsobek endotelin-1, transmembranovy
protein endoglin, enzym hemoxygendzu-1 a expresi fosforylované endotelové syntazy

oxidu dusnatého.



4. ZADANi DIPLOMOVE PRACE - CiL PRACE

Cilem této pilotni studie bylo navrhnout dal$i smér vyzkumu vlivu C-reaktivniho
proteinu naendotel. Byla sledovdna exprese nasledujicich Ilatek: endotelinu-1,
endoglinu, hemoxygenazy-1 a fosforylované endotelové syntdzy oxidu dusnatého

pomoci metody Western blot.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom (MS) je soubor vzajemné propojenych faktorl, které hraji roli
v rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni a diabetes mellitus 2. typu (DM2). Pfedevsim
je to obezita, porucha glukézové homeostazy, dyslipidémie a vysoky krevni tlak.
Z dalSich patofyziologickych jevi, které byly v souvislosti s MS popsany je nejcastéji
zminovana mikroalbuminurie,  hyperurikémie, zvySena srazlivost krve, znamky
chronického zdnétu nebo endotelova dysfunkce (ED). Jako celek byl syndrom poprvé
popsan pod ndzvem syndrom X Geraldem Ravenem v roce 1988 a dnes je v mnoha
studiich spojovdn se zvySenym rizikem vzniku DM2 a onemocnéni kardiovaskuldrniho
systému (CVS) (Gami, a dalsi, 2007). V soucasné dobé existuje nékolik definic
metabolického syndromu vydanych rlznymi institucemi, mimo jiné World Health
Organization (WHO), the European Group for the study of Insulin Resistence (EGIR),
the National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Il (NCEP:ATPIII),
the American Association of Clinical Endocrinology (AACE), the International Diabetes
Federation (IDF) a dalsi. Kazda z nich se lisi diagnostickymi kritérii a v dUsledku toho
i populaci, kterou zachycuje. Seznam vybranych kritérii viz Tabulka 1.

Hodnoty prevalence MS zavisi do znacné miry na zvolenych kritériich a strukture
sledované populace. Statistiky se vyznamné lisi v zavislosti na véku, pohlavi, rase
a etnické pfrislusnosti osob (Cornier, a dalsi, 2008), nicméné dostupna data naznacuji
vyznamny vzestup incidence syndromu v zdpadnim svété (Hillier, a dalsi, 2006).
Tti kohortové studie NHANES provedené odroku 1988 doroku 2006 podle
zrevidovanych kritérii NCEP:ATPIIl vyhodnotily vzestup vyskytu MS od zadatku prvni
studie o 5 % (Kassi, a dalsi, 2011). V metaanalyze provedené Mottillem se uvadi,
Ze riziko onemocnéni CVS je u pacientl s MS 1,5-3krat vyssi (Mottillo, a dalsi, 2010).
Riziko vzniku DM2 je uddvano az 5krat vyssi v zavislosti na uzité definici (Ford, a dalsi,
2008). Tato Cisla ukazuji potfebu véasné diagnostiky MS a aktivniho zachytu rizikovych
pacientd, ktefi jsou ohrozeni MS a v dlisledku onemocnénimi CVS a DM2.

Vznik MS je podle soucasnych poznatkl podminén vice pfi¢inami, nicméné spojitosti
mezi nimi nejsou zatim zcela jasné. Jako jejich spoleny jmenovatel je nejcastéji
zminovana inzulinova rezistence, popsana mimo jiné Bonnorou jiz vroce 1998,
a obezita centrdlniho typu (Bonora, a dalsi, 1998). Komplexni schéma patofyziologie
MS a interakce jednotlivych faktor( viz Obrazek 1.
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Tabulka 1 - Kritéria metabolického syndromu podle vybranych instituci

Zakladni Inzulinova rezistence Hyperinzulinémie Zadné Centralni
pozadavky obezita
Vyzadovana |Inzulinova rezistence Hyperinzulinémie Jakékoliv tfi | Obezita a dvé
kritéria nebo diabetes a dvé a dvé ze Ctyr zvybranych | ze Ctyr kritérii
z péti vybranych vybranych kritérii kritérii
kritérii
Obezita Pomér pas/boky: Obvod pasu: 294 cm | Obvod pasu: Pritomna
> 0,9 (M) nebo (M) nebo >80 cm (Z) | > 40 palcti (M) centralni
> 0,85 (Z) nebo BMI nebo > 35 obezita,
> 30 kg/m2 palcti (2) obvod pasu >
94 cm (M)
nebo > 80 cm
(2)
Hyperglykémie | Pritomné znamky Pritomné znamky Glukdza na Glukdza na
inzulinové rezistence | inzulinové rezistence la¢no > la¢no >
(IGT, IFG, DM2) (plasmaticky inzulin 100 mg/dl 150 mg/dl
> 75 percentil nebo Rx nebo Rx
nediabetickych
pacient()
Dyslipidémie |TG =150 mg/dl nebo | TG > 177 mg/dl nebo HDL-C < 40 TG 2150
HDL-C < 35 mg/dI HDL-C < 39 mg/dI mg/dl (M) mg/dl nebo
(M) nebo < 39 nebo HDL-C < Rx
mg/dl (Z) 50 mg/dl (2)
Rx
Hypertenze > 140/90 mmHg > 140/90 mmHg nebo | >130 mmHg | > 130 mmHg
uziva léky systolicky systolicky
nebo > 85 nebo > 85
diastolicky tlak | diastolicky
nebo Rx tlak nebo Rx
Dalsi kritéria Mikroalbuminurie

(M) — hodnota pro muZe, (Z) — hodnota pro Zeny, TG — triglyceridy, BMI — body mass index, IGT —
porucha glukdzové tolerance, IFG — porucha glukdézy na lacno, DM2 — diabetes mellitus 2. typu, Rx —

preskripce léku

Prevzato a upraveno z Huang, 2009
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Obrdzek 1 — Schéma faktoru ovliviiujicich patofyziologii MS

IR — inzulinovd rezistence, HTN — vysoky krevni tlak, HPA axis — hypotalamo-hypofyzdrni osa, DM2 —
diabetes mellitus 2. typu, CVD — onemocnéni kardiovaskuldrniho systému, CRH - kortikotropin uvoliiujici
hormon, AVP — arginin vazopresin

Behavioral changes - zmény chovdni, fetal programing — zdrodeciné predurceni (zde dédicnost),
Symphatetic system activation — aktivace sympatiku, appetite — chut k jidlu, visceral obesity — obezita
viscerdIniho typu, adipose tissue — tukovd tkdn, inflammatory cytokines — zdnétlivé cytokiny, sleep
apnoea — spdnkovd apnoe, renin-angiotenzin-aldosterone system dysregulation — dysregulace renin-
angiotenzin-aldosteronového systému

Prevzato a upraveno z Kassi 2011

5.1.1 Metabolicky syndrom a C-reaktivni protein

Jednou z pravdépodobnych pficin MS se zda byt dlouhodoby chronicky zanét.
V souvislosti s nim bylo sledovano nékolik markerd zanétu, z nichZ nejlépe popsany je
C-reaktivni protein (CRP). CRP patfi do pentraxinové rodiny a jeho nazev je odvozen
od jeho schopnosti vdzat C-polysacharid druhu Streptococcus pneumonie.
CRP se Ucastni v lidském téle jak specifické imunitni odpovédi (je schopen opsonizace
bakterii), tak té nespecifické (aktivaci Clq casti komplementu). Primarné je CRP
produkovany vjatrech jako odpovéd na stimulaci dalSimi  cytokiny
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(napft. interleukinu 6 - IL-6 nebo tumor nekrotizujiciho faktoru a - TNFa), ale zvyseny
vyskyt byl nalezen ilokalné napf. v aterosklerotickych platech nebo bunkach hladké
svaloviny cévni stény (Yasojima, a dalsi, 2001; Calabro, a dalsi, 2003).

Jak jiz bylo pfedesldano, tento prozanétlivy cytokin byl v minulosti spojovdn s MS
(Festa, a dalSi, 2000). Pravé Festa naznacil korelaci jednotlivych symptomd MS
s hladinou high sensitivity CRP (hs-CRP) v krevnim obéhu. Velmi vyraznd shoda je
patrnd predevsim s vyskytem centralni obezity a inzulinové rezistence. Hladina také
pozitivné koreluje s vyskytem infarktu myokardu a dalSimi onemocnénimi CVS
(Fichtlscherer, a dalsi, 2000). Otazkou z(istava, zda je zvysena hladina CRP dusledkem
nebo naopak plvodcem onemocnéni (Ci nékteré z jeho dilCich ¢asti). Vysledky dalSich
skupin (Pravenec, a dalsi, 2011) vtomto sméru zatim naznacuji spiSe aktivni roli
v patogenezi onemocnéni.

Spojnici mezi MS a CRP na urovni endotelovych bunék naznacilo jiz nékolik autoru
(Pravenec, adalsi, 2011; Devaraj, a dalsi, 2010). Vliv CRP na fyziologické funkce
endotelu je popsan dale v samostatné kapitole.

5.2 Cévni endotel

Cévni endotel je souvisld vrstva bunék na rozhrani krevniho fecisté a pevné tkané cévni
stény nebo endokardu. Podle své lokalizace v téle se buriky mohou odliSovat svoji
stavbou, tvarem a do jisté miry i funkci (Fejfar & Prerovsky, 2002). PGvodni predstava
endotelu jakoZto pouhé nesmacivé bariéry bez dalSiho vyznamu byla prehodnocena
na zakladé prace Furchgotta a Zawadzkiho, ktefi popsali vazodilatacni odezvu endotelu
v krali¢i aorté na plsobeni acetylcholinu (Furchgott & Zawadzki, 1980). Dnes vnimame
endotel jako multifunkéni organ hrajici vyznamnou roli v udrZzovani homeostazy.
Jednou z jeho zéakladnich uloh je zajistovani priniku nizko i vysokomolekularnich latek
mezi krevnim fecistém a tkdnémi. Endotel tak slouZi jako semipermeabilni membrana
umoznujici korigovany prestup nejen Zivin, ale také monocytll a leukocytl. Déle je
znamo, Ze je tkani, ktera odpovidd na mechanické i chemické podnéty a reguluje
vazomotorické funkce cévy produkci mnoha vazoaktivnich plsobk(l. Zasahuje také
do imunologickych a zanétlivych proces(i, angiogeneze ¢i tvorby trombu. Souhrn
funkci endotelu viz Obrazek 2. Dysfunkce tohoto systému vede k selhdni ochrany
pfirozeného prostiedi organismu a rozvoji CVS onemocnéni a MS.

13



adheze adheze cévni
koagulace fibrinolyza leukocyté aagregace permeabilita
trombocyti

A

© nativni LDL

QL0

bunka
cévniho
endotelu

cévni tonus regulace stabilizace OOO
proliferace makrofagi O
bunék hladké

oxidace LDL
svaloviny

Obradzek 2 - Intralumindlni a extralumindlni plisobeni endotelu

Prevzato a upraveno z Bultas 1999

5.2.1 Role oxidu dusnatého v regulaci tonu cévy

Nejvice zfetelnou ulohou, kterou endotel zastava, zlistavd regulace pratoku krve
cévou. Jsou-li bunky endotelu eufunkéni, reaguji na namdahani a hemodynamické
zmény uvolfiovanim latek, které nastavuji adekvatni napéti svalovych bunék v cévni
sténé a v konecném dusledku ovliviiuji krevni tlak. Cely systém se nachdzi v kiehké
rovnovaze udrzované celou fadou vazodilatacnich a vazokonstrikénich pasobki. Mezi
nimi md vyznamnou roli oxid dusnaty (NO) patfici mezi tzv. endotelem derivované
relaxacni faktory (EDRF). Opacny efekt na cévni svalovinu pak maji endotelem
derivované kontrakéni faktory (EDCF), angiotenzin Il nebo endotelin-1 (Tang
& Vanhoutte, 2010). Viz Obrazek 3.
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Obrdzek 3 - Vliv plsobkii endotelu na hladkosvalové buriky

EC — bunka endotelu, SMC — burika hladké svaloviny, NO — oxid dusnaty, EDRF — endotelem derivovany
relaxacni faktor, EDCF — endotelem derivovany kontrakéni faktor, EDHF - endotelem derivovany
hyperpolarizujici faktor, UP4A - uridin adenosin tetrafosfdt

Prostacyclin — prostacyklin, angiotensin Il — angiotenzin Il, Endothelin-1 — Endotelin-1, relaxation -
uvolnéni, contraction — staZeni, COX-derived EDCFs — cyklooxygendzou derivované endotelem derivované
kontrakcni faktory

Prevzato a upraveno z Tang & Vanhoutte 2010

NO je vsoucasné dobé nejvice sledovanym fyziologickym vazodilatantem, za jehoz
identifikaci byla v minulosti udélena Nobelova cena za chemii. Jedna se o biologicky
aktivni plyn, ktery diky své nizké molekulové hmotnosti a neutrdlnimu ndboji molekuly
snadno prestupuje membranou bunék, kde reguluje mnozstvi vapenatych iontu
v cytosolu, a tak v hladké svaloviné cévni stény plsobi relaxaci. Regulace tonu skrze NO
ma v lidském téle misto jak pfti fyziologickych (napf. fyzicka zatéz), tak pti patologickych
situacich (napf. zanét). Svym vlivem na hladkosvalové burnky udrzuje NO prlichodnost
cév a jejich bazalni relaxaci. Cim vice je céva namahdana krevnim proudem (tzv. shear
stress, ktery lze vyjadfit jako treci silu vdyn/cmz), tim vétsi aktivitu NO sledujeme.
Kromé tohoto vyznamu se NO podili také na inhibici trombogeneze, inhibici hromadéni
leukocytd v subendotelové vrstvé nebo na sniZzeni permeability endotelu
pro aterogenni molekuly (Esper, a dalsi, 2006).
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Syntéza NO probihd v endotelovych burikdch z aminokyseliny L-argininu oxidativnim
procesem, v kterém hraje hlavni roli enzym NO syntaza (NOS). Reakci ovliviiuje
pfitomnost koenzym(, predevSim nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADP)
a tetrahydrobiopterinu (BH4) (Vanhoutte, a dalsi, 2009). NOS se u C¢lovéka vyskytuje
ve tfech izoformach. Neuronalni NOS (nNOS, NOS1) a endotelova NOS (eNOS, NOS3)
patfi mezi konstitutivni formy, které reaguji na stimulaci stdlou produkci malého
mnozstvi NO. Inducibilni forma NOS (iNOS, NOS2) je tvorena v makrofazich a endotelu
jako odpovéd na prozanétlivé cytokiny a uvolfiuje NO v nékolikandsobné wvyssi
koncentraci nez ostatni formy. (Vojacek, Maly, a kolektiv, 2004). V regulaci krevniho
tlaku se angaZuje predevsim NO tvoreny eNOS. MnoiZstvi produkovaného enzymu se
v €ase meéni v zavislosti na pfijimanych podnétech a potfebach organismu. Produkce
NO je tak ovliviiovana jak pozitivné, tak negativné celou radou faktor(. Aktitvitu eNOS
zvySuje hemodynamické namahani (tzv. shear stress), nékteré hormony (estrogeny),
cytokiny (trasnforming growth fator B - TGFB), dostate€né mnoiZstvi substratd
a koenzymU nebo fosforylace enzymu Akt signdlni kaskddou. Snizenou aktivitu
pozorujeme u pacientll svysokou hladinou cukru a lipidQ v krvi, hypertenznich pacientt
nebo pfi zvySeném oxidativnim stresu (Bultas, a dalsi, 1999). Nedostatecnd tvorba NO
se Ucastni na rozvoji selhani fyziologickych funkci endotelu, ¢astéji popisovanych jako
endotelova dysfunkce (Vanhoutte, a dalsi 2009).

5.2.2 Endotelova dysfunkce

Endotelova dysfunkce (ED) je patologicky stav, kdy schopnost endotelu zachovavat
homeostazu je oslabena. Jako prvni popsal ve své praci tento fenomén Panza v roce
1990 (Panza, a dalsi, 1990). K ED muze dochazet z divodu poskozeni nebo uplné ztraty
endotelovych bunék, ale svou ulohu pfi vzniku muizZe hrat také oxidativni stres,
nadbytek volnych mastnych kyselin, zanétlivé cytokiny nebo glykace pozménujici
nitrobunécné drahy endotelu (Huang, 2009). ED je jednim z faktord, ktery pfispiva
k tvorbé aterosklerotického platu, ale ucastni se také patofyziologie hypertenze,
dyslipoproteinémie a diabetu mellitu (Endemann & Schiffrin, 2004; Panza, a dalsi,
1990). Neni nahodou, Ze disledky ED sleduji do zna¢né miry projevy MS. ED je treba
vnimat v SirSim kontextu jako jev, ktery je jeho soucdsti. Rozvoj ED je spojen
s nedostatec¢nou vazodilata¢ni odpovédi na NO. To mlze byt zplsobeno na nékolika
urovnich: ovlivnénim aktivity eNOS nebo snizenou biodostupnosti NO jako takového,
viz Obrazek 4. Dale popisuji nékteré z jevl podilejicich se na vzniku ED, které nezridka
pUsobi synergicky. Vlastni kapitola je vénovana ptsobeni CRP.
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Obrazek 4 — Mechanismy endotelové dysfunkce

Biodostupnost NO produkovaného eNOS miZu byt ovlivhéna na riznych drovnich, véetné (i) eNOS mRNA
nebo exprese proteinu; (ii) dostupnosti L-argininu, ktery je substratem eNOS; (iii) dostupnosti kofaktor(
(BH4); (iv) interakce protein-protein (napf. s caveolinem nebo hsp90); (v) posttranslacnich modifikaci
(napr. fosforylace na S1177) a (vi) oxidacnim stresem.

ADMA — asymetricky dimetylarginin, BH4 — tetrahydrobiopterin, eNOS — endotelovd syntdza oxidu
dusnatého, GTP — guanosin trifosfdt, hsp90 — protein teplotniho Soku 90, NO — oxid dusnaty, O, -
superoxidovy anion, OONO' - peroxonitritovy anion, PKG — protein kindza G, SOD — superoxid dismutdza,
CaM — vapnikem aktivovany kalmodulin

Cyclohydrolase cofactors — kofaktory cyklohydroldzy, Guanylate cyclase — guanyldt cykldaza

Prevzato a upraveno z Huang 2009

Vyznamnym faktorem v patogenezi ED je oxidativni stres. Mnoho enzym( v lidském
téle (napf. NADPH oxiddza, xantin oxiddza, cyklooxygendza, ale i samotnd NOS
pfi nedostatku L-argininu) jsou pavodci volnych radikall, které vychytavaji NO
za vzniku peroxynitritového aniontu ONOO™ (Vanhoutte, a dalsi, 2009). Ten je
vyznamnym oxidantem a mulZe transformovat dullezity kofaktor eNOS, BH4,
na oxidovanou formu BH2. Ten nemulZe plnit svoji funkci adochazi tak ktzv.
uncouplingu eNOS, stavu, kdy eNOS tvofi O, a zvySuje oxidacéni stres. Vysledkem je
dalsi snizeni mnozstvi NO (Munzel, a dalsi, 2005).

Aktivita eNOS je spojena zejména s fosforylaci enzymu na serinu 1177 a threoninu 495
a mUze byt ovlivihovana celou fadou faktoru. K fosforylaci dochazi v ramci inzulinové
signalni drahy PI3K-Akt, ktera je paralelni k draze zakoncené produkci vazokonstriktoru
endotelinu-1 (ET-1), viz Obrdzek 5. Inzulinova rezistence vede k oslabeni PI3K-Akt
drahy a snizené aktivité eNOS (Huang, 2009; Boo, a dalsi, 2006). Signalni drahu
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PI3K-Akt mohou ovliviiovat také nékteré cytokiny, predevsim adipokiny. TNFa, IL-6
nebo rezistin negativné ovliviuji fosforylaci enzymu, zatimco adiponektin plsobi
na fosforylaci pozitivné (Huang, 2009).

Insulin

u Insulin receptor

(i) l l (ii)

IRS-1 IRS-1 Ras Ras
, ! ! |
PI3 kinase PI3 kinase Raf Raf
l . Altered Unaffected ) l \’
Y inIR by IR Y
Akt kinase Akt kinase MEK MEK
! ! |
Y Y
GLUT4 eNOS S1177 ERK ERK
ENDOTHELIAL CELL l ¢

Y

Glucose uptake e Mitogenesis
SKELETAL MUSCLE - SMOOTH MUSCLE

Vasodilation Vasoconstriction

Obrazek 5 — Signdlni draha inzulinu v endotelu

Inzulin aktivuje dvé paralelni dréhy: (i) PI3-Akt a (ii) Ras/Raf/Map kindzu. Viyznam drdhy v jinych tkdnich
je naznacen na okrajich obrdzku.

IRS-1 — substrdt inzulinového receptoru 1, GLUT4 — na inzulinu nezdvisly glukézovy transportér, ET-1 —
endotelin-1, MAP kindza — mitogenem aktivovand protein kindza, PI3K — fosfatidylinositol-3-kindza,
eNOS — endotelovd syntdza oxidu dusnatého

Skeletal muscle — kosterni sval, smooth muscle — hladky sval, altered in IR — zménéno pfi inzulinové
rezistenci, unaffected by IR — neovlivnéno inzulinovou rezistenci, endothelial cell — endotelova bufika

Prevzato a upraveno z Huang 2009

5.2.2.1 Vliv C-reaktivniho proteinu na ED

V predchozi ¢asti prace jiz byla zminéna souvislost CRP s vyskytem onemocnéni CVS.
Moznym vysvétlenim tohoto jevu je, Ze CRP pfispiva k uncouplingu eNOS. Bylo zjisténo,
Ze zvysené hladiny CRP zvysuji expresi NADPH oxidazy, jejiz aktivita vede v dasledku
k zvySenému oxidacnimu stresu (Singh, a dalsi, 2007; Hein, a dalsi 2009). Vzniklé
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radikdly pak sniZuji koncentraci NO a aktivitu BH4, jak bylo popsano vySe. DalSim
vysvétlenim je, ze CRP pfimo ovliviiuje drahu BH4, ktera tak nemlze vykonavat svoji
Ulohu kofaktoru v tvorbé NO. CRP sniZuje aktivitu guanosin trifosfat cyklohydrolazy 1 -
GTPCH1 (Singh, a dalsi, 2007), kterd je klicovym enzymem v syntetické draze BH4
(Thony, a dalsi, 2000). Toto sniZeni vede opét k nedostatku BH4 jako kofaktoru. Podil
obou mechanism{ na uncouplingu eNOS viz Obrazek 6.

$NADPH Oxidase +GTPCHI Activity

| .

+ p47 phox + BH4 levels
\_\\\-H /,/
;\‘1 /
eNOS uncoupling
(4 Dimer: Monomer)

l

+Ser 1177 & 1 Thr 495 eNOS phosphorylation

l

+ eNOS activity
Obrdzek 6 — Schéma mozné inhibice eNOS viivem CRP

CRP — C-reaktivni protein, NADPH oxidase — nikotinamiddinukleotid fosfdt oxiddza, GTPCH1 - guanozin
trifosfat cyklohydroldza, eNOS - endotelovd syntdza oxidu dusnatého, ser - serin, thr - threonin

Prevzato a upraveno z Singh 2007

5.3 Endotelin-1

Endothelin-1 (ET-1) patfi mezi vyznamné vazokonstrikéni latky organismu. Podili se
na regulaci napéti cévni stény, hraje roli vangiogenezi aremodelaci cévni stény
(Rodriguez-Pascual, adalsi, 2011). Tento peptid se vyskytuje v hladkosvalovych
bunkach, ve fibroblastech a pfedevsim vendotelu (Miyauchi & Masaki, 1999).
Jeho cilovou strukturou jsou dva typy receptor( oznacované jako ET, a ETg. Oba patfi
mezi receptory sprazené s G proteinem (Yanagisawa, a dalsi, 1990), avsak jejich
aktivace vyvolava rozdilné ucinky, jak je uvedeno ddle. Exprese ET-1 je fizena mnoha
faktory. Pozitivné ji ovliviiuje napf. transformujici rGstovy faktor B, tumor nekrotizujici
faktor a, angiotenzin Il, bradykinin nebo stav hypoxie (Rodriguez-Pascual, a dalsi,
2011).
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Ackoliv je ET-1 obecné pfijiman jako vazokonstriktor, jeho efekt na jednotlivé tkané se
doznacné miry odviji od poméru exprimovanych receptorid. Predpoklada se,
Ze v endotelu prevladd exprese ETg, ktery stimuluje uvolfiovani vazodilatacnich latek
NO a prostacyklinu a odstranuje zcirkulace ET-1 (Thorin & Webb, 2010). Tuto
myslenku potvrzuji studie provedené na ETg defektnich zvifatech (Kelland, a dalsi,
2010; Bagnall, a dalsi, 2006). Souhra téchto mechanismu vede v disledku k dilataci
cévy a snizeni krevniho tlaku. V hladkosvalové burice cévy je situace opacna: prevlada
ETo typ receptoru (Bacon & Davenport, 1996), ktery zpUsobuje prevahu
vazokonstrikéni odpovédi. PUsobeni ET-1 skrze jednotlivé receptory je zndzornéno
na Obrazku 7.

ETg { ET,
- Endothelium
\d
Vasodilation (NO and PGs)
Clearance of ET-1/ET receptors
Angiogenesis PreproET-1
EYI' 1
///// >
ET,
ETa TEr el /
v
. Vasoconstriction Fibrosis
Proliferation
Cardiac hypertrophy .

Smooth muscle cell/cardiomyocyte

Obrdzek 7 — Pusobeni endotelinu-1 na kardiovaskuldrni systém

Odpoved' endotelovych bunék na podnét je ddna predevsim receptory ETg zatimco odpovéd
hladkosvalové buriky zprostfedokdva receptor ET,. Endotelové buriky se podileji na vazodilataci
uvolnénim NO a prostaglandinii a sniZovdanim hladin ET-1. Hladkosvalové buriky se ucastni

vazokonstrikce.
Smooth muscle cell — hladkosvalovd burika, cardiomyocyte — burika srdecni svaloviny,
fibrosis - zvazivovaténi, endothelium - endotel, vasodilatation - vazodilatace,

vasoconstriction - vazokonstrikce, proliferation — proliferace, cardiac hyperthrophy — srdecni hypertrofie,
clearence — odstranéni, receptors — receptory, angiogenesis — novotvorba cév, PGs — prostaglandiny

Prevzato a upraveno z Rodriguez-Pascual 2011
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Plsobeni ET-1 na rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni bylo jiz popsano v mnoha
studiich. ET-1 je spojovan s aterosklerdzou, diabetem a hypertenzi (Rodriguez-Pascual,
a dalsi, 2011). Spojnici mezi témito onemocnénimi mulzie byt ED, potvrzena
v souvislosti se zvySenou expresi ET-1 na zvifecim modelu (Amiri, a dalsi, 2004). O vlivu
ET-1 na vznik ED svéddi i fakt, Ze ET-1 se podili na tvorbé oxidacniho stresu aktivaci
NADPH oxidazy (Li, a dalsi, 2003) a xantin oxidazy (Touyz, a dalsi, 2004). Oba enzymy
mohou prohlubovat ED snizovdnim biodostupnosti NO jeho pfeménou na ONOO’
(Vanhoutte, a dalsi, 2009).

5.4 Hemoxygenadza

Hemoxygendza (HO) je enzym ucastnici se metabolismu hemu, ktery rozklada na oxid
uhelnaty (CO), biliverdin (BV) a volné Zelezo (Pae, a dalsi, 2008). HO i vzniklé
metabolity zastdvaji v lidském organismu vyznamnou cytoprotektivni funkci, vykazuji
protizdnétlivé a antioxida¢ni ucinky. HO existuje ve vice izoformach: HO-2 je
konstitutivni forma vyskytujici se hojné v celém organismu, zatimco HO-1 je forma
inducibilni (Ryter, a dalsi, 2006). Expresi HO-1 zvySuji mimo jiné faktory casto
spojované s onemocnénimi CVS: diabetes mellitus, dyslipidémie, hypertenze a dalsi
(Ryter, a dalsi, 2006). Vliv HO-1 a jednotlivych metabolitd degradace hemu
na udrzovani kardiovaskularni homeostazy je zachycen na Obrazku 8.

SMC constriction
SMC proliferation
Vascular cell apoptosis

HO 1 Platelet aggregation
Heme Cyotokine release

Blllverdln

Oxidative |Stresses

Biliverdin reductase
Leukocyte infiltration

BI|II’UbIn —> Vascular cell apoptosis
Oxidation

Obrazek 8 — Vliv hemoxygenazy a jejich produkti na kardiovaskuldrni systém

Oxidative stresses — oxidativni stresy, heme — hem, biliverdin reduktase — biliverdin reduktdza, SMC
constriction — staZeni hladkosvalovych bunék, SMC proliferation — proliferace hladkosvalovych bunék,
vascular cell apoptosis — apoptdza cévni buriky, platelet aggregation - shlukovdni desticek, cytokine
release — uvolnéni cytokind, leukocyte infiltration - pronikani bilych krevnich bunék, oxidation — oxidace

Prevzato a upraveno z Ohta & Yachie, 2004
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5.4.1 Role hemoxygenazy-1 v regulaci tonu cévy

HO-1, potazmo latky vzniklé jejim plUsobenim, ovliviiuji tonus cévnich hladkosvalovych
bunék na nékolika synergickych urovnich. Ovliviuji a) mnoZstvi produkovaného NO,
b) expresi eNOS, c) mohou svoji funkci zastoupit NO.

a) Produkty pusobeni HO-1 inhibuji NADPH oxiddzu (Datla, adalsi, 2007),
vyznamny zdroj O, ktery zvySuje hladiny ONOO™ na ukor NO (jak bylo popsano
vySe). Na mechanismu pulsobeni se podili bilirubin, pfirozeny metabolit BV a CO
(Wang, a dalsi, 2007). Kromé toho HO-1 zvySuje expresi superoxid dismutazy
(SOD) a katalazy, enzymG podilejicich se naodbouravani O, a snizovani
oxidacniho stresu (Turkseven, a dalsi, 2005).

b) Snizeni koncentrace ONOO™ ma pozitivni vliv na hladiny BH4, koenzymu
vyznamného pro funkénost eNOS (Huang, 2009). Zaroven HO-1 muzZe
pod vlivem jaderného transkripéniho faktoru Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 -
- related factor 2) sniZovat expresi eNOS a pfispivat k jejimu couplingu
zachovanim stechiometrie mezi BH4 a eNOS (Heiss, a dalsi, 2009).

c) CO vykazuje obdobné vazorelaxa¢ni ucinky jako NO. Plsobi prostfednictvim
cGMP (cyklického guanozin monofosfatu) a v pfipadé snizené dostupnosti NO
mUZe tuto ztratu castecné kompenzovat (Pae, a dalsi, 2010).

Mechanismy, kterymi HO-1 udrzuje aktivitu NO, znazorriuje Obrazek 9.
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Obrazek 9 — Vliv hemoxygendzy na aktivitu oxidu dusnatého

Decreases — sniZeni, blocks — zdbrany, increases — zvyseni, produces — produkce, risk factors - rizikové
faktory, anti-apoptosis — protiapoptoticky, antiproliferation — antiproliferacni, anti-inflammation —

katalase — kataldza

Prevzato a upraveno z Pae 2010

5.5 Endoglin

Endoglin (ENG), oznacovany také jako CD 105, je transmembranovy glykoprotein
slouzici jako doplnkovy receptor TGFB (Santibanez, a dalsi, 2011). Vyzkumy poukazuji
na jeho duleZitou roli v angiogenezi (Jonker & Arthur, 2002), aterogenezi (Nachtigal,
a dalsi, 2012) a také v modulaci napéti cévni stény (Jerkic, a dalsi, 2004; Toporsian,
a dalsi, 2005). ENG je svoji strukturou homodimer spojeny dvéma disulfidickymi
mUstky s extracelularni ¢asti o velikosti 561 aminokyselin, hydrofobni
transmembranovou a kratkou intracelularni ¢asti (Lopez-Novoa & Bernabeu, 2010).
Byly identifikovany jeho dvé izoformy, které se lisSi sestfihem, atedy délkou
aminokyselinového tetézce v cytosolické casti. Oznacujeme je short (S-ENG,
14 AMK) a long (L-ENG, 47 AMK). Rozdilné jsou nejen svoji strukturou, ale i svoji funkci
a afinitou k receptorim (Blanco, a dalsi, 2008). Specificky vyskyt ENG naznacuje jeho
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ulohu v angiogenezi, ale signdlni draha TGFB, jejiz je soucasti, se ucastni celé fady jeva.
ENG byl detekovan v bunkach endotelu (predevsim v burikach aktivné se podilejicich
na novotvorbé cév) (Jonker & Arthur, 2002), v srdecnich fibroblastech (Chen, a dalsi,
2004) nebo hladkosvalovych burikach cév postizenych aterosklerézou (Conley, a dalsi,
2000). ZvySend exprese také doprovazi stavy hypoxie a cévniho poranéni (Botella,
a dalsi, 2002).

5.5.1 Funkce endoglinu v CVS

Konecny vyznam ENG pro CVS zatim nebyl zcela objasnén. Ze soucasnych sledovani
vime, Ze ENG se Ucastni formovani CVS, angiogeneze a patrné hraje také dalezitou roli
v procesu aterosklerézy. Kritickou roli ma ve formovani CVS béhem fetdlniho vyvoje
(Arthur, a dalsi, 2000). VétSina soucasnych studii se zaméfruje predevsim na L-formu
ENG, ktera vykazuje protektivni uc€inky na endotel. Za zminku stoji zavislost exprese
eNOS na ENG popsand rlznymi autory predevsim v souvislosti s hereditarni
hemoragickou teleangiektdzii a novotvorbou cév (Toporsian, a dalsi, 2005; Jerkic,
a dalsi, 2004). Tyto studie naznacuji spojitost mezi expresi ENG a produkci NO, ackoliv
uspokojivé zavéry zatim nebyly prezentovany. V pokusu na ENG-haploidnich mysich
bylo prokdzano snizeni aktivity eNOS spolu se snizenou dilatacni odezvou cévy (Jerkic,
a dalsi, 2004). V dalsi studii pak pfi vyzkumu dédi¢né hemoragické teleangiektazie bylo
zjisténo, Ze ENG stabilizuje komplex eNOS/heat shock protein 90 a sniZuje tvorbu
reaktivniho O, (Toporsian, a dalsi, 2005). Ovlivnéni eNOS bylo zaznamenano také
na drovni transkripce. ENG zvysuje stabilitu Smad2, ktery je soucasti TGFB signdlni
drahy udrzujici vaskuldrni homeostazu (Santibanez, a dalsi, 2007). V souvislosti se
zanétem bylo zjisténo, Ze exprese ENG je zvySena a koreluje s hladinou T-lymfocytu
(Torsney, a dalsi, 2002). Je mozné, Zze podobné mechanismy se uplatiuji i v patogenezi
MS a ED. S-ENG vykazuje oproti L-ENG antagonistické ucinky. Rozdilnost v chovani
obou izoforem je patrné dana rozdilnou afinitou k receptorlim TGFB 1. typu, viz
Obrazek 10 (Blanco, a dalsi, 2008). Je moziné, Zze pomér obou forem ENG urcuje
rovnovahu v signalni draze TGFB a v disledku toho i fyziologickou odpovéd.
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Obradzek 10 - Hypoteticky model plisobeni S a L izoformy ENG

Cox-2 — cyklooxygendza 2, PAI-1 - inhibitor plazminogenového aktivdtoru, ECM — mimobunécnd matrix,
senescence — stdrnuti, angiogeneze — novotvorba cév, fibrosis — fibréza/zvazivovaténi, hypertension —
vysoky krevni tlak, Id1 — inhibitor diferenciace

Prevzato a upraveno z Blanco 2008
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6. EXPERIMENTALNI CAST

Vliv CRP na endotel vpotkani aorté byl sledovan metodou Western blot
s chemiluminiscen¢ni detekci. Vzorky potkani aorty byly homogenizovany s inhibitory
protedz a fosfatdz. Proteiny byly rozdéleny pomoci gelové elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného (metoda SDS-PAGE)
a prevedeny na polyvinylidendifluoridové membrany. Membrany byly blokovany
a poté inkubovany primarnimi protilatkami. Kontrola nanasky protein( byla provedena
pomoci glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendzy. Vizualizace proteind byla umozZnéna
sekunddarnimi protildtkami znacenymi kienovou peroxidadzou. Detekce byla provedena
pomoci chemiluminiscen¢niho substratu na RTG filmy a vysledky byly kvantifikovany
denzitometrickou metodou.

6.1 Material

6.1.1 Zvirata

V experimentu byli vyuziti spontdanné hypertenzni (SHR) potkani samci ve véku 16
mésicl a transgenni potkani samci exprimuijici lidsky C-reaktivni protein. Transgenni
potkani byli ziskani mikroinjekcemi obsahujicimi cDNA pro lidsky CRP do zygot SHR.
Exprese CRP byla korigovana do jaterni tkané za vyuziti promotoru apolipoproteinu E.

Zvirata byla rozdélena do 2 skupin:
Skupina 1 (n = 6) — potkan SHR, kontrolni skupina
Skupina 2 (n = 4) — potkan transgenni SHR + CRP lidsky

Potkani byli chovani za konstantni teploty a vlhkosti ve 12ti hodinovém svételném
cyklu. BEhem chovu méli volny pfistup k vodé a byli na standardni dieté. Zvirata byla
usmrcena v hluboké narkéze a byla jim odebrdna aorta, kterd byla zmraZena v tekutém
dusiku a uchovavana pfi -80 °C.

Veskera manipulace se zvifaty byla provadéna v souladu s pravidly pro praci se zviraty
(Zakon €. 246/1992 Sb., Vyhlaska MZ ¢. 311/1997)“ a schvalena etickou komisi
Fyziologického ustavu Akademie véd Ceské republiky.
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6.2 Pracovni postup

6.2.1 Gelova elektroforéza

Zpracovani vzorku

Vzorky potkani aorty byly zhomogenizovany v RIPA lyzac¢nim pufru (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) sinhibitory protedz (SERVA Electrophoresis, Némecko) a fosfataz
(Thermo Fisher Scientific Inc.,, IL, USA). Koncentrace protein byla stanovena
bicinchoninovou metodou (BCA) (Thermo Fisher Scientific Inc.).

Priprava gel

Hfeben a skla se odmastily lihem a nechaly volné oschnout. Sestava se upevnila
ve stojanu otocenim dvifek do boku tak, aby byla zarovndna s podlozkou a dobre
tésnila. Namichal se separacni gel (separating gel) v koncentraci 10 %, viz Tabulka 2.
Pomoci 1ml pipety se jim naplnila komora do % vrchniho zeleného trdmu stojanku
(asi 5ml/gel). Gel se opatrné prekryl vrstvou sekundarniho izobutanolu saturovaného
destilovanou H,0, aby se zamezilo pfistupu vzduchu. Hladina izobutanolu se zarovnala
s okrajem skel, aby pod nim nezlstaly Zadné vzduchové bubliny. Gel se nechal
polymerizovat pfiblizné 1 hodinu, poté se slila vrstva izobutanolu a gel se oplachnul
destilovanou vodou (zbytky lze odsat gdzou). Vrstva separacniho gelu se prekryla
vrstvou 5% kryciho gelu (stacking gel) tak, aby ve vrstvé opét nebyly pfitomné
vzduchové bubliny. Gel se pfipravil pro vSechny koncentrace separac¢niho gelu stejné
koncentrovany, viz Tabulka 2. Do gelu se vloZil hifebinek a kaidé 2 minuty se
po stranach dopliioval pipetou kryci gel az do jeho zatuhnuti.

Pfiprava vzorku

Vzorky se fedily do 0,5ml mikrozkumavek typu Eppendorf. Vzorek se smisil v poméru
1:1 se vzorkovym Laemmli pufrem s B-merkaptoetanolem, promisil na tfepacce a stocil
na centrifuze. V termostatu se povafil 5 minut pfiteploté 95 °C. Vzorky se pred
nanasenim nechaly vychladnout na laboratorni teplotu.

27



Tabulka 2 - Pfiprava geli

10% (ml) 5% (ml)

Destilovana voda 9,8 12,3
Separating gel buffer 5 -
Stacking gel buffer - 5
Acrylamide-bis

So::tion > o
10% SDS 0,2 0,2
10% APS 0,06 0,06
TEMED 0,03 0,03

Pozn. mnoZstvi je uvedeno pro 2 separacni minigely

Elektroforéza a naneseni vzorku

Pfipravil se horni elektroforeticky pufr a nechal se vychladit. Ze zpolymerizovaného
gelu se vysunul hiebinek, aniz by se poskodily vzniklé jamky. Obé skla se vyjmula
ze stojanku a jamky se promyly pfipravenym pufrem. Skla se umistila do aparatury tak,
aby kratsi sklo smérovalo k tésnéni. Zajisténa skla vytvofila prostor pro horni pufr 1D
SDS-PAGE, ktery se dolil az kjejich okraji. Bylo tfeba dobfe zkontrolovat tésnost
aparatury, aby pufr pod skly nepodtékal. Elektroforetickd vana se naplnila dolnim
pufrem 1D SDS-PAGE do jedné poloviny.

Do jamek vzniklych vgelu se pipetovalo 5 pg standardu o zndamé molekulové
hmotnosti (Bio-Rad, CA, USA) a vzorky po 10 pg. Hladina dolniho pufru se zarovnala
po znacku na elektroforetické vané, ktera se nasledné uzavrela vikem s elektrodami.
Nastavily se podminky pro separaci:

e konstantni napéti 200 V
e maximalni proud 60 mA/gel

Aparatura se béhem separace oblozila chladitky z hlubokomraziciho boxu. Po vyjeti
cela (znac¢eného bromfenolovou modfi ve vzorkovém pufru) se vypnul zdroj a slily se
oba pufry. Obé skla se opatrné oddélila tak, aby se gel neporusil. Odfiznul se
zaostrovaci gel a okraje. Takto upraveny gel se prenesl do transferového pufru.
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6.2.2 Western blot

PVDF membrana (Milipore, NY, USA) se nastfihala, aby odpovidala velikosti gelu,
a oznacila se v rohu obycejnou tuzkou. S membranami se zachdzelo citlivé pinzetou
nebo lopatkou. Membrany se postupné aktivovaly 15 sekund ve 100 ml metanolu,
pak 2 minuty v destilované H,0 anakonec se 20 minut tfepaly na tfepacce
v transferovém pufru. BEhem trepani se pufr 3x vyménil.

V misce se smocily silné filtracni papiry v transferovém pufru (jsou potfeba 2 na jednu
membranu). Do transferového pfristroje se pak na anodu umistily silné filtracni papiry
podle poCtu membran. Na né se poloZily membrany a vytlacily se vzduchové bubliny
pod nimi. Gel se opatrné poloZil na membranu, pfikryl dalSim silnym filtracnim papirem
a opét se vytlacily bubliny vzduchu. Umistila se katoda a uzavielo se viko pfistroje.
Parametry pro 4 blotované gely: konstatni napéti 25 V a 200 mA po dobu 75 min.
Po uplynuti predepsaného casu se pfistroj rozlozil a membrany se promyly
v destilované vodé. Membrany se vysusily mezi filtraénimi papiry a byly skladovany
p¥i 2-8 °C.

6.2.3 Imunodetekce, chemiluminiscencni detekce

Blokace vazebnych mist, inkubace s protilatkami

Membrany se zachycenymi proteiny se zaktivovaly 1 minutu v 100 ml metanolu a poté
10 minut ve 100 ml TBS. Nasledné se membrany blokovaly pfi pokojové teploté
po dobu 3 hodin ve 100 ml pfipraveného roztoku 5% mléka s obsahem TBS s 0,1%
Tween-20 (TBS-T). Doslo k vyvazani nespecifickych vazebnych mist na membrané.
Nasledné se membrany inkubovaly 16 hodin s primarni protilatkou pfi teploté 4 °C.
Nanesly se protilatky redéné 5% mlékem v TBS-T:

e Rabbit polyclonal anti-phospho-eNOS 1:100 (Santa-Cruz Biotechnology, Inc., CA,
USA)

e Goat polyclonal anti-endoglin 1:100 (Santa-Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA)
e Rabbit polyclonal anti-heme-oxygenase-1 1:2000 (Abcam, Cambridge, UK)
e Mouse monoclonal anti-endothelin-1 1:3000 (Abcam, Cambridge, UK)

K potvrzeni nandsky protein(i imunodetekci se pouzila mysi monoklondlni anti-GAPDH
protilatka v redéni 1:10000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Inkubace se sekundarni protilatkou se provedla na tfepacce pfi pokojové teploté.
Nejprve se membrany na tfepacce 8x promyly po 5 minutach v roztoku TBS-T, a poté
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se inkubovaly 1 hodinu. Sekundarni protilatky se redily na pfislusShou koncentraci 5%
mlékem v TBS-T:

e HRP-linked goat anti-rabbit I1gG — (Fab)’2 1:2000 (Abcam, Cambridge, UK)
pro phospho-eNOS

e HRP-conjugated rabbit anti-goat IgG 1:4000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
pro ENG

e HRP-conjugated goat anti-mouse 1gG 1:20000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
pro GAPDH

e HRP-linked goat anti-rabbit I1gG — (Fab)’2 1:1000 (Abcam, Cambridge, UK)
pro HO-1

e HRP-conjugated goat anti-mouse IgG 1:6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
pro ET-1

Provedlo se dalsi promyti na tfepacce: 8x promyti po 9 minutach v TBS-T a 1x promyti
5 minut v TBS.

Detekce na RTG filmy

Slozky detekéniho kitu (Thermo Fisher Scientific Inc., IL, USA) se smichaly v poméru 1:1
a substrat se nanesl do velké parafilmové vanicky (1,6 ml na membranu). Promytd
membrana se pak vloZila do kapky proteiny doll a nechala se inkubovat. Bylo tfeba
dobre ponofit celou membranu. Po uplynuti ¢asu se membrana lehce osusila a vlozila
do pruhledné folie. Pretfenim gazou se vytlacily bubliny vzduchu a folie se upevnila
do kazety. Vtemné komore se do tfi vani¢ek pfipravila vyvojka, ustalova¢ a voda.
RTG filmy (Foma, CR) se ptikladaly na membrany a po expozici vyvolaly.

6.3 Vyhodnoceni, statistické vyhodnoceni

Vyhodnoceni RTG filmG probihalo denzitometrickou metodou. Pruhy byly naskenovany
a semikvantitativné vyhodnoceny pomoci NIS-Elements software, version 4.0
(Laboratory Imaging, CR). Statistické hodnoceni bylo provedeno pouZitim softwaru
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Vysledky jsou uvedeny jako
primér * smérodatna odchylka priméru (SD, standard deviation). Pro urceni
statistickych vyznamnosti byla stanovena hladina p < 0,05. Pro hodnoceni statistické
vyznamnosti zmén mezi skupinami byl pouzit Mann-Whitneyho test.
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7. VYSLEDKY

Vysledky zndazornuji expresi sledovanych latek ve vzorcich potkani aorty v zavislosti
na jednotlivych skupinach. Nase méreni ukazala, Ze aorty SHR potkant s lidskym CRP
vykazuji vyssi expresi ENG, kterd v priiméru dosahovala téméf dvojnasobnych hladin
oproti kontrolnim SHR potkanim (viz Graf 1). Velmi vyrazny ndrdst jsme sledovali
u exprese phospho-eNOS, kde jsme zaznamenali vice neZ 3x vyssi expresi enzymu nez
v kontrolni skupiné (viz Graf 2). Exprese hemoxygendzy-1 nevykazuji vyraznéjsi rozdily
mezi skupinami (viz Graf 3). Exprese ET-1 byla jen 87,4 % oproti kontrolni skupiné
(viz Graf 4). Zaznamy z detekce na RTG filmu jsou vyobrazeny na Obrazku 11,
Obrdzku 12, Obrazku 14 a Obrazku 14. Potvrzeni nandsky proteini pomoci GAPDH
viz Obrazek 15.
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Graf 1 — Exprese endoglinu

Sloupec 1 odpovidd expresi ENG u standardnich SHR potkand. Sloupec 2 odpovidd expresi ENG u SHR
potkani se zvysenymi hladinami lidského CRP, kterd dosahovala 186,3 % kontroly.
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Obrdzek 11 — Detekce endoglinu (84 kDa) na RTG filmu

Z leva nandseno: zvife 1 aZ 6 — potkan SHR, zvife 7-10 potkan transgenni SHR+CRP.
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Graf 2 — Exprese phospho-eNOS

Sloupec 1 odpovidd expresi phospho-eNOS u standardnich SHR potkanu. Sloupec 2 odpovidd expresi
phospho-eNOS u SHR potkan( se zvySenymi hladinami lidského CRP, kterd dosahovala 325,6 % kontroly.
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Obrdzek 12 — Detekce phospho-eNOS (140 kDa) na RTG filmu

Z leva nandseno: zvife 1 aZ 6 — potkan SHR, zvife 7-10 potkan transgenni SHR+CRP.
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Graf 3 — Exprese hemoxygendzy-1

Sloupec 1 odpovidd expresi HO-1 u standardnich SHR potkanu. Sloupec 2 odpovida expresi HO-1 u SHR
potkanu se zvySenymi hladinami lidského CRP, kterd dosahovala 109,0 % kontroly.
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Obrazek 13 — Detekce hemoxygendzy-1 (32 kDa) na RTG filmu

Z leva nandseno: zvife 1 aZ 6 — potkan SHR, zvife 7-10 potkan transgenni SHR+CRP.
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Graf 4 — Exprese endotelinu-1

Sloupec 1 odpovida expresi ET-1 u standardnich SHR potkanu. Sloupec 2 odpovida expresi ET-1 u SHR
potkani se zvysenymi hladinami lidského CRP, kterd odpovidala 87,4 % kontroly.
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Obradzek 14 — Detekce endotelinu-1 (23 kDa) na RTG filmu

Z leva nandseno: zvife 1 aZ 6 — potkan SHR, zvife 7-10 potkan transgenni SHR+CRP.
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Obrazek 15 — Kontrola nandasky proteinii GAPDH (37 kDa)
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8. DISKUSE

Mnohé studie prokdazaly, Ze u pacientl vykazujicich jednotlivé symptomy MS se také
ve velkém procentu naleznou zvySené hladiny CRP (Haffner, 2006). Predpoklada se,
ze CRP by mohlo byt pfi¢inou snizené vazodilatace cév a rozvoje ED, jevl spojenych
s patogenezi MS. Mezi mechanismy zminénymi v této souvislosti patfi zvySeny
oxidativni stres a uncoupling klicového enzymu v produkci NO - eNOS (Devaraj, a dalsi,
2009).

Vhodnost studia CRP na mysich modelech byla opakované zpochybnéna z ddvodu,
Zze CRP se u mysi neucastni akutni faze zanétu (Tennent, a dalsi, 2008; Reifenberg,
a dalsi, 2005). Z toho divodu probihala tato studie na aortach transgennich potkant se
zvySenou expresi lidského CRP. Tento zvifeci model byl navrien pro sledovani
dlouhodobého plsobeni CRP aumoznuje sledovani chronickych onemocnéni,
mezi které MS patfi (Pravenec, a dalsi, 2011).

V minulosti bylo dokazano, Zze CRP zplsobuje snizeni exprese eNOS jak in vitro,
tak in vivo (Venugopal, a dalsi, 2002; Hein, a dalsi, 2009). Byl popsan fenomén zvany
uncoupling eNOS, ktery byl spojen s plisobenim oxidac¢niho stresu (Munzel, a dalsi,
2005). Zda se, Ze CRP se podili na snizeni aktivity eNOS vice mechanismy: zpUsobuje
zvySenou aktivitu NADPH oxidazy (vyznamného pulvodce oxidacniho stresu) a snizuje
aktivitu GTPCH1 (Singh, a dalsi, 2007), coz vede k snizené produkci kofaktoru eNOS -
- BH4. Pfi sledovani ucinkG HO-1 bylo zjiSténo, Ze muUZe snizovat oxidacni stres
potlacenim funkci NADPH oxidazy (Datla, a dalsi, 2007) a stimulaci enzym( SOD
a katalazy (Turkseven, a dalsi, 2005). Sledoval jsem expresi HO-1, abych vyhodnotil jeji
potencialni protektivni ucinek ve vztahu kzvySenym hladindm CRP, ale oproti
oCekavani jsem nezaznamenal vyrazné zmény v jeji expresi.

Fosforylace (pfedevsim na serinu 1177) vyrazné ovliviiuje aktivitu eNOS (Boo, a dalsi,
2006). Hypoteticky mlzZe fosforylace byt dllezitou spojnici mezi MS a ED. Napovida
tomu nékolik faktd. Fosforylace je sniZzena u zvifecich model( diabetu, aterosklerdzy
a hypercholesterolémie (Kobayashi, a dalsi, 2004; Naoum, a dalsi, 2004). Naopak
zvySeni bylo sledovano vlivem hemodynamického namdhani (Boo & Jo, 2003)
a po terapii statiny (Kureishi, a dalsi, 2000). Ma méreni zaznamenala u transgennich
potkand vice neZ trojnasobny nardst fosforylované eNOS oproti kontrolni skupiné.
Toto zjisténi nekoresponduje s predpoklddanou roli CRP vrozvoji MS. Naopak
predpokladam, Ze zvySeni fosforylace eNOS muZe predstavovat kompenzacni
mechanismus.

Hlavnim zdrojem ET-1 v organismu je endotel, jak bylo potvrzeno na modelu
homozygotné knockoutovanych mysi (Kisanuki, a dalsi, 2010). Zvysené hladiny ET-1
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byly jiz dfive popsany u pacientd s hypertenzi (Ferri, a dalsi, 1997) a aterosklerézou
(Lerman, a dalsi, 1991). Amiri ve své praci popsal vliv tohoto zvySeni na rozvoj ED
(Amiri, a dalsi, 2004). Zaroven formuloval hypotézu, Ze za zhorSeni endotelovych funkci
mUzZe oxidativni stres podporujici ¢innost NADPH oxidazy. Ma méreni vSak prekvapivé
nezaznamenala Zadné zmeény v expresi ET-1. Zd4a se tedy, Ze hladiny CRP neovliviuji
expresi ET-1.

Studie vlivu ENG na cévni systém provedené v ramci vyzkumu hereditarni hemoragické
teleangiektazie naznacuji jeho vyznam pro spravnou funkci CVS. Toporsian ve své praci
zaznamenal snizeni exprese eNOS u ENG haploidnich mysi a zaroven predpoklad3,
Ze ENG pozitivné ovliviiuje vznik komplexu eNOS/Hsp 90. V jeho nepfitomnosti narusta
produkce O, a mlze dochazet k uncouplingu eNOS (Toporsian, a dalsi, 2005). Jeho
vysledky potvrzuje dalsi prace, ve které haploidni mysSi prokdzaly snizenou
vazodilata¢ni odpovéd’ a nizkou expresi eNOS (Jerkic, a dalsi, 2004). V experimentu
invitro bylo demonstrovano, Ze ENG zvySuje expresi eNOS také prostiednictvim
zvyseni hladin a stability Smad 2 proteinu (Santibanez, a dalsi, 2007). Mnou sledovany
narust exprese ENG u CRP transgennich potkanl by mohl souviset s jeho potencialni
protektivni funkci v kardiovaskuldrnim systému. Potvrdil se také uzky vztah ENG
a aktivity eNQOS, nicméné vysledky této pilotni studie si vyzaduji dalsi ovéreni na vétSim
poctu zvitat.
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9. ZAVER

V praci byla vyhodnocena exprese endotelinu-1, endoglinu, hemoxygendzy-1
a fosforylované endotelové syntazy oxidu dusnatého v aortach transgennich potkan,
ktefi vykazovali zvySené hladiny CRP. Proteiny byly separovdny metodou Western blot
a jejich detekce byla provedena pomoci chemiluminiscenéniho substratu. Ziskana data
byla semikvantitativné vyhodnocena s nasledujicimi vysledky:

Exprese endotelinu-1 byla 87,4 % kontroly SHR.
Exprese hemoxygendzy-1 byla 109,0 % kontroly SHR.
Exprese endoglinu byla 186,3 % kontroly SHR.

Exprese fosforylované syntazy oxidu dusnatého byla 325,6 % kontroly SHR.

Vysledky této pilotni studie naznacuji, Zze zvySené hladiny CRP zplsobuji zmény funkce
endotelu zejména ve vztahu k endoglinu a oxidu dusnatému. Zda jsou tyto zmény
pozitivni nebo spiSe negativni, ukazou dalsi studie.
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10. POUZITE ZKRATKY

AACE — the American Association of Clinical Endocrinology
ADMA — asymetricky dimetylarginin

Akt — kindza podobnd aktivinu

AMK — aminokyselina

APS — peroxodisiran amonny

BH2 — dihydrobiopterin

BH4 — tetrahydrobiopterin

BMI —index télesné hmotnosti

BR — bilirubin

BV — biliverdin

CaM — vapnikem aktivovany kalmodulin

cGMP — cyklicky guanozin monofosfat

CO - oxid uhelnaty

CRH — kortikotropin uvolfujici hormon

CRP — C-reaktivni protein

CVD - kardiovaskularni onemocnéni

CVS — kardiovaskularni systém

DM2 — diabetes mellitus 2. typu

ECM — mimobunécna matrix

ED — endotelova dysfunkce

EDCF — endotelem derivovany kontrakéni faktor
EDRF — endotelem derivovany relaxacni faktor
EGIR — the European Group for the study of Insulin Resistence
ENG — endoglin

eNOS — endotelova syntaza oxidu dusnatého
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ET-1 - endotelin-1

ETA — receptor endotelinu typ A

ETg— receptor endotelinu typ B

GAPDH — glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GTP — guanozin-5-trifosfat

GTPCH1 — guanozin trifosfat cyklohydrolaza 1
HO — hemoxygendza

HPA — hypotalamo-hypofyzdarni osa

hs-CRP — vysoce senzitivni C-reaktivni protein
Hsp90 — protein teplotniho Soku 90

HTN — vysoky krevni tlak

IDF — the International Diabetes Federation

IFG — porucha glukdzy nalacno

IGT — porucha glukézové tolerance

IL-6 — interleukin 6

iNOS — inducibilni syntdza oxidu dusnatého

IR —inzulinova rezistence

IRS-1 — substrat inzulinového receptoru 1

LDL — nizkodenzitni lipoprotein

L-ENG — dlouhd izoforma endoglinu

MAP kinase — mitogenem aktivovana protein kinaza
MS — metabolicky syndrom

NADPH — nikotinamiddinukleotid fosfat
NCEP:ATPIIl — the National Cholesterol Education Program Adult Treatmenr Panel 11l
nNNOS — neuronalni syntdza oxidu dusnatého

NO — oxid dusnaty
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NOS - syntdza oxidu dusnatého

PAI-1 —inhibitor plazminogenového aktivatoru
phospho-eNOS — fosforylovana endotelova syntdza oxidu dusnatého
PI3K — fosfatidylinositol-3-kindza

PKG — protein kindza G

SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE — SDS-polykrylamidova gelova elktroforéza
S-ENG — kratka izoforma endoglinu

ser —serin

sGC — rozpustna guanylatcyklaza

SHR — spontdnné hypertenzni potkan

SMC — hladkosvalova burika

SOD - superoxid dismutdza

TBS — tris pufr hydrochlorid

TEMED - tetrametyletylendiamin

TG — trygliceridy

TGFpB — transformuijici rlstovy faktor B

Thr —threonin

TNFa — tumor nekrotizujici faktor a

TRIS — tris(hydroxymetyl)aminometan

UP4A — uridin adenosin tetrafosfat

WHO - Svétova zdravotnicka organizace
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