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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarskych véd

Oxidacni stres a stav endotelu v myokardu mysi svysokymi plazmatickymi hladinami

solubilniho endoglinu
Autor diplomové prace: Iveta Dusilkova
Vedouci prace: PharmDr. Jana Rathouskad, Ph.D.

Cil prace: V soucasné dobé je solubilni endoglin mimo jiné povazovdn za marker endotelové
dysfunkce a hraje vyznamnou roli v mnoha kardiovaskularnich onemocnénich. Cilem této prace
bylo zhodnotit expresi vybranych marker(i protekce endotelu, zanétu a oxidacniho stresu
v srdeéni sténé transgenniho modelu mysi s vysokymi plazmatickymi hladinami lidského

sulubilniho endoglinu, které byly krmeny vysokotukovou dietou.

Metody: Pro tuto praci byly pouzity samice transgenniho mysiho kmene CBAxC57BL/6)
vykazujici vysoké plazmatické hladiny lidského solubilniho endoglinu krmené dietou s vysokym
obsahem tuku (40 %) a cholesterolu (1,25 %). Jako kontrolni skupina byly pouzity sourozenecké
samice vykazujici nedetekovatelné hladiny lidského solubilniho endoglinu. Hodnocena byla
exprese vybranych molekul eNOS, peNOS, VCAM-1, HO-1, SOD-3 a kataldza pomoci metody
Western blot. Hladiny celkového cholesterolu byly zjistovany biochemickou analyzou. Dale byly

hodnoceny hladiny lidského solubilniho endoglinu pomoci ELISA analyzy.

Vysledky: Biochemickd analyza neukdazala signifikantni rozdil v hladindch celkového
cholesterolu mezi obéma skupinami mysi. Western blot analyza také neprokazala signifikantni
rozdil v expresi vybranych protein( v srde¢ni sténé mezi skupinou mysi s vysokymi hladinami

solubilniho endoglinu a skupinou kontrolni.

Zavér: Z uvedenych vysledkl Ize usuzovat, Ze vysoké hladiny solubilniho endoglinu v kombinaci
s vysokotukovou dietou nemaiji vliv na expresi markerl protekce endotelu, zdnétu a oxidacniho
stresu v srdecni sténé transgenniho mysiho kmene. Findlni zavéry vsak budou predmétem

dalsich navazujicich studii.

Klicova slova: solubilni endoglin, endotelovd NO syntdza, fosforylovana endotelovd NO
syntdza, cévni adhezni molekula 1, hemoxygendza 1, superoxiddismutaza 3, kataldza,

vysokotukova dieta, Western blot, oxidacni stres, srdce



2. ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Oxidative stress and endothelial condition in myocardium of mice expressing high levels of

soluble endoglin in plasma
Author of diploma thesis: Iveta Dusilkova
Supervisor: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Background: In recent years, soluble endoglin is among others considered as a marker
of endothelial dysfunction and plays a crucial role in many cardiovascular diseases. This study
aimed to evaluate the expression of specific markers of endothelium protection, inflammation
and oxidative stress in cardiac wall of transgenic model of mice with high plasma levels

of human soluble endoglin, which was fed a high fat diet.

Methods: For this work, we used a female transgenic mouse model on a CBAxXC57BL/6)
background with high plasma levels of human soluble endoglin, fed a high fat (40%) and high
cholesterol (1.25%) diet. As a control group, we used their female littermates showing
undetectable levels of human soluble endoglin. The expression of the selected molecules
eNOS, peNOS, VCAM-1, HO-1, SOD-3 and catalase was evaluated by Western blot analysis.
Total cholesterol levels were detected by biochemical analysis. The levels of human soluble

endoglin were detected by ELISA analysis.

Results: Biochemical analysis didn’t show any significant difference in total cholesterol levels
between both groups of mice. Western blot analysis also failed to demonstrate significant
difference in the expression of selected proteins in the cardiac wall between the group of mice

with high soluble endoglin levels and the control group.

Conclusion: From these results, there is possible to suggest that high levels of soluble endoglin
in combination with high fat diet do not affect the expression of markers of endothelium
protection, inflammation and oxidative stress in cardiac wall of transgenic mouse strain.

However, final conclusions are the subject of ongoing studies.

Keywords: soluble endoglin, endothelial NO synthase, phosphorylated endothelial NO
synthase, vascular cell adhesion molecule 1, heme oxygenase 1, superoxide dismutase 3,

catalase, high fat diet, Western blot, oxidative stress, heart



3. UvoD

Onemocnéni srdce a cév, pti kterych hraje vyznamnou roli i oxidaéni stres, jsou nejcastéjsi
pric¢inou umrti v rozvinutych zemich. Srdce je organ, ktery je pro své energetické ndroky,
vysokou spotfebu kysliku a velky pocet mitochondrii nachylny k oxidaénimu stresu. Oxidacni
stres je spolecné s hypertenzi nebo hyperlipidémii rizikovym faktorem, ktery mize vést
k endotelové dysfunkci. Buriky srdec¢niho endotelu se podileji na metabolismu, ristu,
staZitelnosti i rytmicité srdce, diky ¢emuz se mize dysfunkce endotelu podilet na remodelaci

srdce i srdecnim selhani (Brutsaert, 2003).

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktery slouZi jako koreceptor pro cleny
nadrodiny proteind transformujiciho rlstového faktoru beta (TGF-B). Endoglin je spojeny
s riznymi fyziologickymi a patofyziologickymi procesy, které souviseji s kardiovaskularnim
vyvojem (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2010), aterosklerézou (Nachtigal et al., 2012), ischemickou
chorobou srdeéni (lkemoto et al., 2012) nebo preeklampsii (Venkatesha et al., 2006). Ve vztahu
k srdci se ukazalo, Ze endoglin reguluje srdeéni remodelaci pfi srde¢nim selhani (Kapur et al.,

2012) a po infarktu myokardu (van Laake et al., 2006).

Solubilni forma endoglinu (sEng) je tvofena odStépenim extraceluldrni domény
membranové vazaného endoglinu, ktera je poté uvolnéna do extracelularni tekutiny a plazmy
(Hawinkels et al., 2010). ZvySené hladiny cirkulujictho sEng byly nalezeny za rlznych
patologickych podminek spojenych s kardiovaskularnim systémem, véetné preeklampsie,
hypertenze (Venkatesha et al., 2006), aterosklerézy (Blann et al., 1996), hypercholesterolémie
(Bldha et al., 2008) a srdecniho selhdni (Kapur et al., 2012). Pfedpoklada se, Ze by zvysené
hladiny sEng mohly byt povaZovany za biomarker souvisejici s endotelovou dysfunkci

(Nachtigal et al., 2012).

Pro studium solubilniho endoglinu byl specidlné vytvoren transgenni mysi model
exprimujici lidsky solubilni endoglin. V nasem pfipadé byla zvifatim navic podavana dieta

s vysokym obsahem tuku a cholesterolu.

Tato prace se vénuje posouzeni vlivu kombinace vysokych hladin solubilniho endoglinu
a vysokotukové diety na stav mysiho myokardu. Stav myokardu byl hodnocen sledovanim

exprese marker(l protekce endotelu, zanétu a oxidacniho stresu.



4. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo porovnat expresi vybranych molekul v srde¢ni sténé
dvou skupin mysi pomoci metody Western blot. Pro porovnani byla pouZzita skupina geneticky
modifikovanych mysi svysokymi hladinami lidského solubilniho endoglinu a jejich
sourozenecka skupina s nizkymi hladinami lidského solubilniho endoglinu. Obé skupiny byly
krmeny dietou svysokym obsahem tuku a cholesterolu. Hodnocenymi molekulami byly

markery protekce endotelu, zanétu a oxidaéniho stresu.
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Srdce

5.1.1 Stavba srdce

Srdce je duty svalovy orgdn tvaru nepravidelného kuzele ulozeny v mediastinu
za sternem. Je uloZeno v obalu zvaném pericardium — osrdecnik, prostfednictvim kterého
nasedd na brénici (Cihak et al., 2004). Obsahuje ¢tyfi dutiny — pravou a levou predsifi a pravou
a levou komoru. Svalovina predsini je od svaloviny komor oddélena vazivovym srdecnim
skeletem (Trojan et al., 2003), ktery slouzi jako vychodisko chlopni a misto zacatku a Uponu

kardiomyocytll (Junqueira et al., 1999).

5.1.1.1 Srdecni sténa
Srdedni sténa se sklada ze tii vrstev: endokard, myokard a epikard (Cihak et al., 2004).
Endokard

Endokard je hladka, leskld a prlsvitnd membrana, kterd vystyla srdecni dutiny. Spojeni
se svalovinou je pevné, endokard neni posunlivy (Cihdk et al., 2004). Je homologni s tunica
intima velkych cév. Je sloZeny zjediné vrstvy plochych endotelovych bunék a tenké
subendotelové vrstvy fidkého vaziva. Ta obsahuje kolagenni a elastickd vldkna a bunky
hladkého svalstva. Mezi endokardem a myokardem se nachazi vrstva subendokardového
vaziva, kterym prochazeji vény, nervy a Purkyfova vlakna prevodniho systému srdecniho

(Junqueira et al., 1999).
Myokard

Myokard je nejsilnéjsi slozkou srdec¢ni stény a je tvoren srdecni svalovinou. Bunky
srdecniho svalu (kardiomyocyty) tvofi slozita spojeni, kterd jsou usporaddna do tésné
protkanych svazk(, které umoznuji vznik charakteristickych kontrakcnich vin. Kontrakéni viny
jsou zajistovany kontraktilnimi elementy a burikami, které generuji vzruchy a prevadéji
elektrické signdly vyvolavajici srde¢ni pulz. Buriky myokardu maiji pfi¢né pruhovani, stejné jako
bunky kosterniho svalstva, ale obsahuji pouze jedno az dvé ve stfedu umisténa jadra.
Kardiomyocyty ddle obsahuji interkalarni disky, coZ jsou spojovaci komplexy mezi jednotlivymi
bufikami srdeéniho svalu. Cetné mitochondrie zaujimaji 40 % i vice objemu cytoplazmy, co? je

odrazem potreby nepretrzitého aerobniho metabolismu. Mastné kyseliny, které jsou hlavnim

11



srde¢nim zdrojem energie, jsou v srde¢nich burikach skladovany jako triacylglyceroly v ¢etnych

tukovych kapénkach (Junqueira et al., 1999).

Myokard komor je vyrazné silnéjSi neZ myokard predsini a je ¢lenén na tfi vrstvy —
povrchovou, stfedni a hlubokou. Myokard predsini je tenci, mezi pruhy svaloviny obsahuje vice
vaziva a je ¢lenén pouze na hlubokou a povrchovou vrstvu. Myokard je pfipojen k srdec¢nimu
skeletu, ktery zcela oddéluje myokard komor a predsini. Jediné spojeni obstarava

atrioventrikuldrni svazek prevodniho systému srde¢niho (Cihak et al., 2004).
Epikard

Epikard je serosni povlak srde¢ni stény a tvofi viscerdlni list perikardu. Smérem
k myokardu se nachazi subepikardova vrstva z fidkého vaziva, kterou prochazeji vény, nervy

a nervova ganglia. K epikardu patfi i tukova vrstva, kterd obaluje srdce (Junqueira et al., 1999).

Dalsi struktury srdecni stény:
Srdecni skelet

Srdecni skelet je sloZzen ztuhého vaziva se silnymi kolagennimi vlakny. SlouZi jako

vychodisko chlopni a misto zacatku a Uponu kardiomyocytl (Junqueira et al., 1999).
Chlopné

Chlopné jsou ploché duplikatury endokardu vyztuZzené ploténkou vaziva (Cihdk et al.,
2004). Jsou tvorené tuhym fibréznim vazivem a po obou stranach jsou kryty vrstvou endotelu.
Jsou upevnény k vazivovym prstencim srdeéniho skeletu (Junqueira et al., 1999). Nachazeji se
mezi predsinémi a komorami, a také mezi komorami a velkymi tepnami. Zajistuji smér toku
krve, a to propousténim pouze z pfedsini do komor a dale z komor do velkych tepen (Trojan

et al., 2003).
Pfevodni systém srdecni

Jednd se o soubor specializovanych ¢asti myokardu, které vytvareji vzruchy vedouci
ke kontrakcim myokardu a rozvadéji je srdec¢ni svalovinou. Myokard tedy nepotfebuje ke své
rytmické cinnosti nervy, ty cinnost srdce pouze zrychluji nebo zpomaluji. Buriky prevodniho

systému se strukturou pfilis nelisi od bunék pracovniho myokardu.
Pfevodni systém tvofi tyto ¢asti:

e sinusovy uzel — zakladni Utvar udavajici rytmus srdce, uloZzeny ve sténé pravé predsiné
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e atrioventrikuldrni sinokomorovy uzel — uloZzeny v predsinovém septu

e spoje ze sinového uzlu k atrioventrikuldrnimu uzlu a k atrioventrikuldrnimu svazku
e atrioventrikularni svazek — kmen, ktery se v komorovém septu déli na dvé raménka
e pravé a levé raménko

e Purkyriova vldkna — konecné vétveni ramének, ktera se vétvi pod endokardem komor
a vstupuji do kontaktu s burikami pracovniho myokardu, do ného? se zanotuji (Cihak

et al., 2004).

5.1.1.2 Cévy a nervy srdce

VyzZivu stén srdecnich obstardvaji leva a prava véncita tepna. Obé vystupuji ze samého
zaatku aorty. Probihaji po povrchu srdce vfidkém vazivu a tuku, a to vinovité, ¢imzZ jsou
prizpGsobeny tepovym zméndm objemu srdce. Jejich vétveni funguje jako konecné.
To znamen3, Ze mezi sousednimi vétvemi nemaji vyznamné spojky. Pfi uzavéru vétve koronarni

tepny je proto pfislusny okrsek myokardu zbaven zdsobeni kyslikem.

Za odvod krve ze srdecnich stén jsou zodpovédné Zily srdce. Déli se do tfi skupin podle
vyusténi. Hlavni sbérny kmen Zilniho odtoku pfedstavuje Siroky Zilni splav, ktery Usti do pravé
predsiné. Druhou skupinou jsou Zily Ustici samostatné do pravé komory a tieti skupinu

predstavuji drobné Zilky ustici jednotlivé do vSech dutin srdce.

Nervy, které k srdci pfichazeji, ovliviiuji frekvenci a intenzitu srdecnich stahid a tim vydej
krve podle potfeb organismu. Plsobi na tkan prevodniho systému, na véncité tepny nebo
pfimo na myokard. Do srdce vedou vldkna sympaticka i parasympatickd. Sympaticka vldkna
obecné plsobi zrychleni a zintenzivnéni srde¢ni akce a rozsifeni véncitych tepen.
Parasympaticka vlakna pusobi zpomaleni frekvence srdecnich stahl a zizeni véncitych tepen.
Ze srdce vedou i dostfedivd vldkna vedouci podnéty ze srdce do vazomotorickych

a kardiomotorickych oblasti v prodlouzené mi$e (Cihdk et al., 2004).

5.1.2 Patologicka fyziologie srdce

Obéhova soustava umoznuje zdsobovat tkané kyslikem, Zivinami, vitaminy, odstranuje
zplodiny latkové premény, pomdha udriovat stalou koncentraci iontl, acidobazickou
rovnovahu, teplotu a zajistuje predavani informaci prostfednictvim aktivnich latek (Rokyta

et al., 2000). Srdce zde funguje jako Cerpadlo pro dva paralelné zapojené okruhy. Pumpou
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velkého systémového obéhu je leva polovina srdce a pumpou malého plicniho obéhu je prava
polovina srdce. Spojeni obou cerpadel do jediného orgdnu umoznuje jejich dokonalou
synchronizaci. Cerpaci ¢innost srdce je zaloZena na rytmickém stiiddni relaxace a kontrakce
svaloviny komor (Trojan et al, 2003). Nemoci vznikajici na zakladé poruch krevniho obéhu se

nazyvaji nemocemi kardiovaskularnimi (Macak a Macakova, 2004).

Kardiovaskularni choroby tvofi svou incidenci, zdvainosti orgdnovych postizeni
a disledky pro zdravotni stav obyvatelstva jeden z nejzasadnéjsich problémU nasi populace.
V naSem staté se kardiovaskuldrni onemocnéni podileji na celkové mortalité vice nez 54 %

a jsou jednou z hlavnich pficin kratsi stfedni délky Zivota u nas (Klener et al., 2006).

5.1.2.1 Hyperlipoproteinémie

Hyperlipoproteinémie (HLP) predstavuji skupinu metabolickych onemocnéni, ktera jsou
charakterizovana zvySenymi hladinami lipidd a lipoprotein( v plazmé. Jsou disledkem zvysené
syntézy nebo sniZzeného katabolismu ¢astic, které transportuji cholesterol a triacylglycerol

v plazmé.

Hyperlipoproteinémie lze rozdélit dle klasifikace Evropské spolecnosti pro aterosklerézu

do tifi skupin na hypercholesterolémie, smiSené hyperlipidémie a hypertriacylglycerolémie.

Dalsi déleni je mozné na zakladé patogeneze na primarni a sekundarni. Primarnich, tedy
geneticky podminénych HLP je vétSina. Je ale nutno podotknout, Ze se na jejich manifestaci
mUZe podilet fada faktorl zevniho prostfedi. Sekundarni HLP vznikaji na podkladé jiného
zakladniho onemocnéni, které ovliviiuje lipidovy a lipoproteinovy metabolismus (napft.

diabetes mellitus, hypothyredza, alkoholismus) (Klener et al., 2006).

Hyperlipoproteinémie jsou ale predevsim jednim z nejzavainéjsich rizikovych faktord
kardiovaskularnich onemocnéni. Napfiklad autofi Mansego a kol. (2011) prokazali u vybranych
pacientd s familiarni hypercholesterolémii a familiarni kombinovanou hyperlipidémii zvyseny

oxidacni stres, ktery se ddle podili na patofyziologii kardiovaskularnich chorob.

Byl také zkouman pfimy vliv HLP na funkci srdce. Autofi Huang a kol. (2004)
popsali pfimou souvislost mezi hypercholesterolémii vyvolanou potravou a vznikem
tzv. cholesterolové kardiomyopatie. Ta je charakterizovdna oslabenou systolickou i diastolickou
srde¢ni funkci nezavisle na déni v cévach. Obdobné Liu a kol. (2014) potvrdili zhorSenou

systolickou funkci levé komory vlivem hypercholesterolémie navozené potravou.
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5.1.2.2 Ateroskleroza a jeji vztah k poskozeni srdce

LAterosklerdza je oficidlné definovdna jako riiznorodd kombinace zmén arteridlni intimy,
kterd vyustuje v mistni akumulaci lipidd, dalSich komponent krve a fibrézni tkdné, provdzend
soucasné zménami v medii cévni stény. Tyto zmény jsou vysledkem interakce metabolickych
a strukturdlnich viastnosti cévni stény s krevnimi komponentami a hemodynamickymi silami.”
Jde tedy o degenerativni onemocnéni probihajici dlouhodobé, u kterého dochdzi k tuhnuti
a ztlusténi cévni stény. Dale vznikaji aterosklerotické platy, které snizuji prlsvit cévy a brani

normalnimu pratoku krve. (Klener et al., 2006)

Je zndma celd fada rizikovych faktorG aterosklerézy. Mezi neovlivnitelné patfi vék,
pohlavi (muZi jsou postiZeni Castéji) a geneticka predispozice. Mezi ovlivnitelné, tedy ziskané
rizikové faktory se fadi pfedevsim hypercholesterolémie, arteridlni hypertenze, koureni cigaret

nebo diabetes mellitus.

Patogeneze aterosklerdzy zacind poSkozenim endotelu a jeho naslednou dysfunkci.
Zdravy endotel brani adhezi a aktivaci trombocytd, ovliviiuje kontrakci hladkych cévnich svald,
tvori bariéru pro vstup slozek krevni plazmy do cévni stény, exprimuje specifické adhezivni
molekuly pro bilé krvinky nebo vytvari nékteré cytokiny. Tyto jeho funkce jsou naruseny
mechanickym, metabolickym a zanétovym poskozenim. Nastdvd zvySeni permeability
pro lipoproteiny pfitomné v plazmé a adheze monocytd a trombocytl. Nakupenim
lipoproteind (LDL nebo VLDL) v mezibunééném matrix intimy se zac¢ina tvofit aterosklerotické
loZisko. Aterogeneze je zahajena strukturni modifikaci lipoprotein( vlivem kyslikovych radikald.
Vysledkem muzZe byt tvorba nékterych cytokinl a adheznich molekul na burikdch endotelu
(VCAM-1, ICAM-1, P-selektin). Monocyty také pronikaji do intimy, kde se méni na makrofagy,
které fagocytuji pfitomné lipoproteiny (Necas et al., 2006) a vznikaji z nich tzv. pénové bunky.
Soucasné je spusténa migrace hladkych svalovych bunék z medie do intimy, kde jsou
stimulovany k proliferaci. Vychytdvanim zoxidovanych lipoproteini se z nich také stavaji
pénové bunky, které tvorbou extracelularniho matrix (kolagen, elastin, proteoglykany),
prispivaji k tvorbé aterom(. Nasledkem tvorby plak( je zuZeni cévniho prlsvitu, coz muze
v pfipadé postiZzeni korondrnich cév vést kischemické chorobé srdecni. DalSimi moznymi

nasledky jsou kalcifikace cévni stény nebo tvorba trombd (Silbernagl a Lang, 2001).

5.1.2.3 Ischemicka choroba srdecni

Pro ischemickou chorobu srdecni (ICHS) je charakteristicky kriticky snizeny pratok krve

koronarnim fecistém. To ma za nasledek vznik nerovnovdhy mezi spotfebou kysliku
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myokardem a jeho dodavkou. Etiopatogeneze mlzZe byt rlzna, ale nejcastéjsi pri¢inou vzniku
ICHS byva ateroskleroticky plat véncité tepny, popfr. s nasedajicim trombem nebo spazmem.
Jednotlivé formy miZeme rozdélit na akutni a chronické.

Chronické formy ICHS:

e stabilni angina pectoris — prfechodné ischemie myokardu vyvolané fyzickou ndmahou

nebo emocdni zatézi s pocitem bolesti ¢i tlaku za hrudni kosti
e néma ischemie myokardu — zmény pozorovatelné na EKG bez obvyklych vnéjsich
priznak
e variantni angina pectoris — zplUsobena spazmy véncitych tepen se stenokardiemi
pfi ndmaze i v klidu
Akutni formy ICHS:

e nestabilni angina pectoris — nové vznikla nebo zhorseni jiz existujici anginy, ¢asty prechod

k infarktu myokardu a vysoké riziko nahlé smrti
e nahla smrt — pficinou je ze 70 % ICHS

e akutni infarkt myokardu — nekrdéza ¢asti myokardu na podkladé poruchy koronarni

perfuze (Klener et al., 2006)

Dusledky ischemie v zavislosti na délce jejiho trvani

Mezi nékolik desitek sekund trvajici hypoxii a 20 az 40 minut trvajicim uplnym
prerusenim privodu kysliku, které vede kireverzibilnimu poskozeni myokardu, existuje celd

fada stavud s rdznou Urovni zavaznosti.

Zajimavosti je, Zze po kratkodobé expozici hypoxii vznikd urcitd forma adaptace,
oznacovana jako ,pfivykani” (preconditioning). Ochranny Ucinek, ktery mize pretrvavat az 24

hodin, spociva v udrzeni dostatecné koncentrace ATP béhem nasledujici ischemie.

Po prechodné ischemii myokardu muzZe nasledovat prechodné obdobi tzv. omraceného
myokardu. Prechodna dysfunkce je pfricitdna porusené homeostdze intraceluldrniho kalcia
nebo reperfuznimu poskozeni myokardu volnymi kyslikovymi radikadly. Navrat k normalni

funkci je nepfimo Umérny trvani ischemie.

Zatimco v Casnych stadiich ischemie napomaha reperfuze minimalizovat Skody

v myokardu, pfi prolongované ischemii mlze vést kischemicko-reperfuznimu poskozeni.
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Poskozeni je dano celou fadou déja, véetné zvySeného mnoizstvi reaktivnich forem kysliku

(ROS), endotelové dysfunkce nebo aktivace komplementu a zanétovych bunék.

Tzv. hibernujici myokard zahrnuje reverzibilni dysfunkci nasledkem chronické hypoxie.
Dochazi k periodam stézkou ischemii a reperfuzi, pfi kterych dokdzi ke kumulativnimu
poskozovani myokardu. Pokud je postizena velka ¢ast myokardu, mlze vyustit v chronické

srdecni selhani.

PFi prolongované ischemii dochazi k ireverzibilnim zméndm a s prodluZujici se dobou
ischemie vzrista pocet postizenych bunék v ischemickém loZisku. Pfi utlumu dychaciho retézce
vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS), které poskozuji mastné kyseliny membranovych
fosfolipid(. Rozpad bunécnych organel vede k bunécéné smrti a nekrdza je poté nahrazena

vazivem.

Remodelace myokardu muizZe byt adaptacni nebo patologickou reakci srdecni tkané.
Nemusi byt spojena pouze s infarktem myokardu, zpUsobit ji mize také objemové ¢i tlakové
pretizeni. Vede kfunkcni a strukturdini prestavbé tkdné, kterd postihuje kardiomyocyty
avazivové burky. Dochazi ke zméné genové exprese a posttranslacni modifikaci protein,
cozma za nasledek hypertrofii kardiomyocytll a proliferaci fibroblastl. Zmény mnoZstvi
a funkce kolagenu mohou zpUsobit poruchy poddajnosti a zmény v energetickém metabolismu
mohou vést k depleci ATP. Tyto zmény mohou vyustit v srdecni selhani (Necas et al., 2006;

Stejfa et al., 2007)

5.1.2.4 Srdecni selhani

Srdecni selhani (srdecni nedostatecnost) oznacuje neschopnost srdce precerpavat krev
v mife vyZadované aktualni metabolickou aktivitou tkani (Klener et al., 2006). Postihuje
prfevazné levou komoru a nejcastéjSimi pricinami jsou ischemicka choroba srdecni
a hypertenze. K srde¢ni nedostatecnosti vSak mohou vést téméf vSechny kardidlni choroby.
Rozlisuje se systolicka, neboli dopfedna nedostatecnost z objemového pretizeni, tlakového
pretizeni nebo z onemocnéni myokardu, a diastolickd, neboli zpétna nedostatecnost, napfiklad

pfi zvySené tuhosti stény komory (Silbernagl a Lang, 2001).

5.1.2.5 Kardiomyopatie
Jde o onemocnéni myokardu provazena poruchou srdecni funkce.

e Dilatacni kardiomyopatie — dilatace srdce s tézkym poskozenim systolické i diastolické

funkce myokardu komor. Vede k rozvoji srde¢ni nedostatecnosti.
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e Hypertrofickd kardiomyopatie — disproporcni hypertrofie ¢asto postihujici mezikomorové
septum. Typické je postizeni diastolické funkce a obstrukce vytokového traktu levé

komory.

e Restriktivni kardiomyopatie - charakteristickd je rigidita myokardu, kterd brani

normalnimu diastolickému plnéni komor (Klener et al., 2006).

5.1.2.6 Oxidacni stres

Aerobni organismy maji antioxidaCni obranné systémy, které se zabyvaji reaktivnimi
formami kysliku (ROS) produkovanymi jako dlsledek aerobniho dychani a substratové oxidace.
Nizké hladiny ROS jsou nepostradatelné v mnoha biochemickych procesech, jako intraceluldrni
signalizace, obrana pred mikroorganismy a pro nékteré bunécéné funkce (Fukai et al., 2002).
Naopak pfi nadbytku ROS reaguji radikaly s lipidy bunéénych a subcelularnich membran, jimiz
do bunék nekontrolovatelné vstupuje vapnik. Napadaji guanin v DNA, fragmentuji DNA
a mohou vést k mutacim a chromozomovym aberacim. Dale poskozuji proteosyntézu, vedou

k expresi cytokinl a mohou fragmentovat nékteré polysacharidy.

Superoxidovy anion 0, wvznikd ve vSech bunkdch a dale je enzymem
superoxiddismutdzou prevadén na peroxid vodiku. Peroxid vodiku je intermediarni produkt,
ktery sdm reaktivni neni. Spousti viak expresi a transkripci mnoha rlznych plsobkl a vznika
z né&j vysoce reaktivni hydroxylovy radikél -OH (Stejfa et al., 2007). Mezi enzymy, které mohou
generovat ROS a zahrnuji ¢asti mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce, patfi
xantinoxiddza, monooxygendzy cytochromu p450, lipoxygendzy, NO syntdza a NADPH oxidaza

(Kojda a Harrison, 1999; Griendling et al., 2000).

Zvyseni tvorby molekul oxidaéniho stresu nastava za patofyziologickych podminek, které
zahrnuji i kardiovaskuldrni rizikové faktory. ZvySeny oxidacni stav je v pritomnosti
kardiovaskularnich rizikovych faktor( dan jak aktivaci prooxidacnich mechanisma, tak redukci

téch antioxidacnich (Mansego et al., 2011).

Reaktivni formy kysliku mohou v srdci vznikat mnoha mechanismy vcetné oxidativni
fosforylace v mitochondriich, jako vedlejsi produkt bézného aerobniho metabolismu (Davies,
1995). Znacny pocet studii in vitro a na zvifatech prokazal aktivaci ROS u selhdvajiciho srdce.
ROS také mohou hrat dulezitou roli pti vzniku a progresi ischemické choroby srde¢ni nebo
srdec¢ni hypertrofie (Khatri et al., 2004; Li et al., 2002.). Pti ischemii a reperfuzi je oxidacni stres
jednou z pficin ischemicko-reperfuzniho poskozeni a omraceného myokardu (Stejfa et al.,

2007).
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5.2 Vybrané markery protekce endotelu, zanétu a oxidacniho
stresu

5.2.1 eNOS

Oxid dusnaty (NO), nejmensi znama signalni molekula, je produkovan tfemi izoformami
NO syntdzy (NOS). Nazyvaji se neuronalni NO syntaza, inducibilni NO syntaza a endotelovd NO
syntaza (eNOS). Endotelova NO syntaza je exprimovana predevsim v endotelovych bunkach
a je také jednim ze zdroji NO v srdci. Je pfitomna v cévnim endotelu kapilar a venul myokardu
a v endokardialni vystelce. Ddle byla detekovdna v hlodav¢im myokardu a v lidskych atridlnich
i ventrikularnich kardiomyocytech. Jeji U¢inky na srdce vSak zatim nebyly zcela objasnény

(Sarkar et al., 2001; Carnicer et al., 2013).
Struktura a tvorba NO

Endotelova NO syntdza katalyzuje biosyntézu NO reakci zahrnujici pfeménu L-argininu
na L-citrulin (Mayer a Hemmens, 1997). Enzym funguje jako dimer sloZeny ze dvou identickych
monomerl a mulzZe byt funkéné rozdélen na domény: C-termindlni reduktdzovd doména
a N-termindlni oxygenazova doména (Hemmens a Mayer, 1998). Mezi témito oblastmi lezi
doména vazici kalmodulin (CaM), ktery hraje klicovou roli ve struktufe i funkci enzymu
(Andrew a Mayer, 1999). L-arginin je vyuZzivan jako substrat, molekuldrni kyslik a redukovany
nikotinamidadenindinukleotid fosfat (NADPH) jako kosubstraty. Flavinadenindinukleotid (FAD),
flavinmononukleotid (FMN) a tetrahydrobiopterin (BH4) jsou kofaktory. Funkéni NOS prenasi
elektrony z NADPH ptes FAD a FMN na C-termindlni reduktizové doméné na hem
v N-termindlni oxiddzové doméné. Oxygendzovd doména také vaze nezbytny kofaktor BH,,
molekuldrni kyslik (O;) a substrat L-arginin (Alderton et al., 2001). Na strané hemu jsou
elektrony vyuzivany k redukci a aktivaci Oz a k oxidaci L-argininu na L-citrulin a NO (obrazek 1).
V prvnim kroku eNOS hydroxyluje L-arginin. V druhém kroku je hydroxylovany L-arginin
oxidovan na L-citrulin a NO (Stuehr et al., 2001). Vazba kalmodulinu je vyvoldna zvySenim
intraceluldrniho Ca%". Zvy3enim afinity kalmodulinu k eNOS se usnadni tok elektrond z NADPH
v reduktazové doméné k hemu v oxigendzové doméné. | nékteré dalsi proteiny mohou
interagovat a regulovat aktivitu eNOS (napt. heat shock protein 90, kalveolin-1) (Férstermann

a Sessa, 2012).
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Obrdzek 1: Reakcni schéma tvorby NO

Elektrony jsou doddvdny NADPH na reduktdzovou doménu a pokracuji pres redoxni prenasece FAD
a FMN na oxygendzovou doménu. Tam elektrony interaguji s hemovym Zelezem a BH4 a katalyzuji reakci
kysliku s L-argininem za tvorby citrulinu a NO. Tok elektroni pres reduktdzovou doménu vyZaduje
pfitomnost navdzaného Ca?*/kalmodulinu. NADPH/NADP* - nikotinamiddinukleotidfosfdt, Calmodulin —
kalmodulin, Ca®* - vdpenaty ion, FAD — flavinadenindinukleotid, FMN — flavinmononukleotid, Reductase —
reduktdzovd doména, Oxygenase — oxygendzovd doména, BH, — tetrahydrobiopterin, Fe — Zelezo,

Arginine — arginin, Citrulline — citrulin, O, — kyslik, NO — oxid dusnaty.

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO")

Zdroj: Alderton et al., 2001 (prevzato)

Regulace aktivity eNOS

Endotelovd NO syntdza je obecné aktivovana zvy$enim intraceluldrniho Ca®*, vstupem
extraceluldrniho Ca** nebo uvolnénim intraceluldrnich zdsob. Aktivace eNOS receptorovou
aktivaci G-proteinu mulzZe byt vyvolana hormony, jako katecholaminy nebo vazopresin,
lokdlnimi pusobky, jako bradykinin a histamin, nebo mediatory, jako serotonin a ADP
(Boulanger a Vanhoutte, 1997). Mechanickou aktivaci eNOS zpUsobuje smykové napéti
a zvySena zatéz cévni stény, také aktivaci G-proteinu (Nishida et al., 1992; Ohno et al., 1993).
Enzym se nachazi vkaveolach cytoplazmatické membrany, v blizkosti molekul, které
zprostifedkovavaji  aktivaci. Toto umisténi je regulovdno posttranslaéni modifikaci
N-termindiniho fetézce, kterd je charakteristickh pro endotelovou izoformu NOS.
Charakteristicky obsah lipid( v kaveolach je pro spravnou funkci eNOS dlleZity. Je moziné,
Ze napriklad pti hypercholesterolémii miZe za narusenou aktivitu eNOS zména lipidového

prostfedi (Andrew a Mayer, 1999).
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Funkce eNOS a ucinky NO

NO uvolfiovany endotelovymi burikami je hlavnim endogennim vazodilataénim systémem
a jako protivaha vazokonstrikci zplsobené sympatickym nervovym systémem a renin-
angiotensinovym systémem. Vyznamna je také zpétna vazba, kterd zabranuje periferni
vazodilataci zplsobené NO. Je na ni vyuZivana velka ¢ast uvolnéného noradrenalinu. Také
blokada syntézy NO inhibi¢nimi analogy L-argininu vede k vyznamné periferni vazokonstrikci

(Halbriigge et al., 1991; Forstermann et al., 1994).

Endotelovd NO syntdza je homeostatickym reguldtorem mnoha nezbytnych
kardiovaskularnich funkci. NO dilatuje vSechny typy krevnich cév stimulaci rozpustné
guanylatcyklazy a zvySovanim hladiny cyklického guanosinmonofosfatu (cGMP) v hladkych
svalovych burikdch (Férstermann et al., 1986). NO uvolnény do cévniho lumen je silnym
inhibitorem destickové agregace a adheze na cévni sténu. Mimo to predchdzi uvolfiovani
desti¢kovych rlstovych faktor(, které stimuluji proliferaci hladkych svalovych bunék a jejich
produkci extracelularniho matrix. NO také muiZe inhibovat adhezi leukocytli na cévni sténu,
ktera probihd na pocatku rozvoje aterosklerézy (Alheid et al., 1987; Rudic et al., 1998).
Porusena integrita vrstvy endotelu miZe iniciovat prozanétlivé déje. Endotelem produkovany
NO zabrafiuje apoptéze bunék endotelu vyvolané  prozdnétlivymi  cytokiny
a proaterosklerotickymi faktory zahrnujicimi reaktivni formy kysliku (ROS) a angiotensin II. Oxid
dusnaty také zabranuje formaci fibréznich plakl. Na zakladé vsech téchto Ucinkl se mize NO
produkovany endotelovymi bunkami povazovat za antiateroskleroticky zdklad (Dimmeler

a Zeiher, 1999; Forstermann a Sessa, 2012).
Oxidacni stres a NO

V pfitomnosti rizikovych faktord (napfiklad hypertenze, hypercholesterolémie, diabetes
mellitus nebo koufeni) nebo pfi onemocnéni s dysfunkci endotelu se rozviji neschopnost
endotelu tvofit adekvatni mnozstvi bioaktivniho NO. Kardiovaskularni rizikové faktory a cévni
onemocnéni jsou také spojeny se zvySenou tvorbou ROS. Je nékolik enzymovych systémd,
které mohou tvofit ROS v cévni sténé. Zahrnuji NADPH oxidazy, xantinoxiddzu, enzymy
mitochondridlniho dychaciho fetézce a tzv. rozpojeni eNOS. Bylo prokazano, Ze vlivem
oxidaéniho stresu se eNOS méni na enzym vytvarejici superoxidovy radikal O,". Tento déj
se nazyva rozpojeni eNOS (Mueller et al., 2005; Foérstermann a Sessa, 2012). Rozpojeni lze
popsat jako ztratu dimeru a vzrist poméru monomer — dimer nebo zménu kvarterni struktury
enzymu (McMillan et al., 2000). Vznika nasledkem sniZeni biodostupnosti BH4. Rozpojeni

se Sifi, protoZe produkovany superoxid oxiduje zbyvajici BHs (Landmesser et al., 2003).
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Superoxid mlZe také reagovat s NO za vzniku peroxynitritu ONOO™ (Beckman a Koppenol,
1996). Zvysena aktivita enzyml, jako napf. NADPH oxidaz, podniti kaskadu radikalG tvorbou
superoxidu. Peroxynitrit oxiduje BH4 na BHs, coz ddle zvysuje rozpojeni eNOS, ktera produkuje
stale vice radikal(l (obrazek 2). Peroxynitrit také mUzZe vést k nevratné nitraci tyrosinovych
zbytkd na dalSich molekulach eNOS, coz miize zpUsobit Spatnou fosforylaci a dysfunkci enzymu

(Kuzkaya et al., 2003; Gielis et al, 2011).

Obrazek 2: Mechanismus rozpojeni eNOS

Rizné rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni aktivuji ptoteinkindzu C (PKC), kterd zvysuje
expresi a aktivitu NADPH oxiddz. NADPH oxiddzy tvori superoxid, ktery muZe byt dismutovdn enzymem
superoxiddismutdzou na peroxid vodiku, ktery ddle zvysuje expresi eNOS a tvorbu NO. Rekombinaci
produkti NO a superoxidu je tvoren peroxynitrit, ktery miZe oxidovat kofaktor BH, na BHs; a BH..
Vdisledku toho je funkéni eNOS preménéna na enzym tvorici superoxid, ktery se ddle podili na
oxidacnim stresu. Zvysend exprese eNOS tedy dle tohoto schématu celou situaci zhorsuje. Cardiovascular
risk factors — kardiovaskuldrni rizikové faktory, Hypercholesterolemia — hypercholesterolémie, Cigarette
smoking — kourfeni cigaret, Hypertension — hypertenze, Aging — stdrnuti, Metabolic syndrome —
metabolicky syndrom, PKC — proteinkindza C, NADPH — nikotinamiddinukleotid fosfdt, oxidases
expression and activity — exprese a aktivita oxiddz, O," - superoxid, SOD — superoxiddismutdza, H,0, —
peroxid vodiku, eNOS expression — exprese endotelové NO syntdzy, NO — oxid dusnaty, ONOO" -
peroxynitrit, BHy 3, — tetra/tri/dihydrobiopterin, uncoupled — rozpojeny, Enhanced oxidative stress —

zvysSeny oxidacni stres.
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Zdroj: Férstermann a Li, 2011 (prevzato)
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5.2.2 peNOS

Fosforylace eNOS, tedy tvorba fosforylované endotelové NO syntazy (peNOS) je jednou
z posttranslacnich modifikaci, kterd muzZe ovliviiovat regulaci aktivity eNOS (Fulton et al.,

2001).
Fosforylace eNOS

RGzné extraceluldrni podnéty zahrnujici smykové napéti a dalsi stimuly, jako cévni
endotelovy rastovy faktor (VEGF), estrogen, bradykinin, histamin nebo aldosteron, moduluji
produkci NO enzymem eNOS rlznymi signdlnimi drahami. Bunécné studie ukazaly,
Ze fosforylace eNOS na specifické aminokyseliné reguluje enzymovou produkci NO (Garcia-
Cardena et al., 1998; Fulton et al., 2001; Chen et al.,, 2008). Protein eNOS mlzZe byt
fosforylovdan na serinovych (Ser), threoninovych (Thr) a tyrosinovych (Tyr) zbytcich
(Forstermann a Sessa, 2012). Bylo identifikovano nékolik mist s potencidlem pro fosforylaci
a posttranslaéni regulace — Ser-1177, Thr-495 a Ser-114, 615 a 633. Bylo dokdazano,
Ze modifikace Ser-1177 a Thr-495 maji klicovy vyznam. VSeobecné je pfijato, Ze endotelova
produkce NO je inhibovana fosforylaci Thr-495 a indukovana fosforylaci Ser-1177 (Lin et al.,
2003; Michell et al., 2001).

V kultivovanych endotelovych burkach bylo popsdno poprvé u bradykininu, Ze zvySuje
fosforylaci serinu na eNOS. Bradykininem indukovand fosforylace eNOS je déj zavisly na Ca?*
aje inhibovan antagonisty kalmodulinu nebo odstranénim extraceluldarniho Ca?* (Fleming
a Busse, 1999). Fosforylace Ser-1177 stimuluje tok elektronl v ramci reduktazové domény,
zvysuje citlivost enzymu na Ca* a pfedstavuje jeden z nezavislych mechanism( aktivace eNOS
(McCabe et al., 2000). Estrogen a VEGF fosforyluji eNOS predevsim prostrednictvim kindzy Akt
(Akt = proteinkinaza B), inzulin pravdépodobné aktivuje Akt i adenosinmonofosfatem-
aktivovanou proteinkindzu (AMPK), bradykininem vyvoland fosforylace Ser-1177 je
zprostfedkovéna Ca?*/kalmodulinovou proteinkindzou Il a smykové napéti vyvolava fosforylaci
aktivaci proteinkinazy A (Forstermann a Sessa, 2012). Bylo vSak prokdzdno, ze kindza Akt je

zasadnim reguldtorem aktivity eNOS v Zivych organismech (Schleicher et al., 2009).

Thr-459 je negativni regulacni misto a jeho fosforylace je spojena se snizenim toku
elektrond a enzymové aktivity eNOS. Ma tendenci byt fosforylovan bez aktivujiciho podnétu
proteinkindazou C a interferuje svazbou kalmodulinu na doménu vazici kalmodulin.

Defosforylace Thr-495 je spojena se stimuly, které zvySuji intraceluldrni koncentraci Ca?*
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a zvysuji aktivitu eNOS. Vyrazné vice se kalmodulin vaze na eNOS s defosforylovanym Thr-495.

Fosfatazou, ktera defosforyluje Thr-459 je fosfataza 1 (Fleming a Busse, 2003).
Oxidacni stres a fosforylace eNOS

Pfi oxidac¢nim stresu je vyCerpdn zasadni kofaktor BHs a NADPH oxidace je rozpojenim
eNOS prevedena z produkce NO na produkci O,". Bylo zjisténo, Ze za podminek nedostatku
BH,4 vede fosforylace Ser-1177 kindzou Akt k vyraznému zvyseni produkce O,*. Ddle fosforylace
Ser-1177 vyrazné ovliviiuje citlivost enzymu k Ca?*, takZe se produkce O,* stava ve velké mife
nezdvislou na koncentraci Ca*'. Fosforylace Ser-1177 je tedy stéZejni pro p¥imou regulaci
tvorby NO a 0,", jak zménou citlivosti enzymu k Ca?*, tak zménou rychlosti tvorby produktu.
Fosforylace kindzou Akt vyrazné zvy3uje tvorbu O, enzymem za nizkych koncentraci Ca®'.
Na druhé strané, fosforylace eNOS na zbytku Thr-495 proteinkindzou C nemd Zadny efekt
na maximalni aktivitu nebo citlivost na Ca?*. SniZuje viak vazbu kalmodulinu a zvy$uje asociaci
s kaveolinem. Fosforylaci Thr-495 proteinkinazou C nedochdazi kinhibici tvorby O,
ale nepfimo ovliviiuje tento proces regulaci interakce skalmodulinem a kaveolinem.
Fosforylace proteinkindzou C tedy méni citlivost enzymu k dalSim negativnim regulacnim

signaldm (Chen et al., 2008).
Fosforylovany eNOS v srdci

Zmény ve fosforylaci eNOS mohou hrat dualeZitou roli pfi uréovani a regulaci aktivity
dysfunkéni eNOS pfi onemocnéni srdce. Doposud vétsina dlkazl vychazi ze studii cév a presna
role téchto posttranslacénich modifikaci v kardiomyocytech zlstava stale nejasna (Carnicer et
al., 2013). NO a peroxid vodiku (H,0,) jsou syntetizovany uvniti kardiomyocytd a hraji klicovou
Ulohu pti modulaci kardiovaskuldrni signalizace. Aktivace eNOS vyvoland peroxidem vodiku
zavisi na fosforylaci kindzou Akt a AMP-aktivovanou proteinkindzou a vede k masivni
fosforylaci eNOS (Sartoretto et al., 2011). Srdecni produkce peroxidu vodiku muZe ovliviiovat
aktivitu eNOS a inotropii. Nedavné studie prokazaly, Ze srdce vystavené rlznému trvani
ischemie vykazuje casové zdvislou redukci hladiny BH4 coZ spousti zvySenou produkci
superoxidu prostifednictvim eNOS. | zde plati, ze za podminek nedostatku kofaktoru BH4,
fosforylace zprostfedkovana kindzou Akt, kterd by obvykle zvysila eNOS produkci NO, dale
zvysSuje produkci superoxidu. To znadi, Ze i zde je fosforylace Ser-1177 zasadnim regulatorem

funkce dimerni i rozpojené eNQOS (Chen et al., 2008; Carnicer et al., 2013).
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5.2.3 VCAM-1

Adhezni molekuly a endotel

Imunoregulacni funkce endotelu spociva v branéni infiltraci leukocytl inhibici funkce
cévnich adheznich molekul, a tim brani zdnétu tkdné. Funkce endotelovych bunék béhem
infiltrace leukocytl je regulovana reaktivnimi formami kysliku (ROS) a antioxidanty. V mistech
zanétu a lymfatickych uzlik je endotel stimulovan k expresi adheznich molekul, které
zprostredkovavaji vazbu leukocytd. Pri vazbé leukocytll tyto adhezni molekuly aktivuji pfenos
signdlu burikami endotelu, které pak méni sv{j tvar pro otevirani kanal(, kterymi poté mohou
migrovat leukocyty (obrazek 3). Pokud je stimulace otevrieni kanali blokovana, je blokovan

i rozvoj zanétu (Cook-Mills et al., 2011).

Obrazek 3: Migrace leukocytii

Béhem zdnétu vyvoldvaji cytokiny produkované tkdni expresi cévnich adheznich molekul. Mimo to,
chemoatraktanty uvolnéné tkdni a endotelovymi burikami zvysuji afinitu adheznich molekul leukocytt
a urcuji smér migrace leukocytt. Tato cévni infiltrace leukocytu je trifazovy proces. Zahrnuje tzv. kutdleni
leukocytu po endotelu ndsledované zadrZenim leukocytu na endotelu pomoci vysoké afinity a poté
migraci leukocytu pres endotel. L — leukocyt, blood flow — proud krve, rolling — kutdleni, adhesion —
adheze, migration — migrace, adhesion molecules — adhezni molekuly, endothelial cells — endotelové
buriky, intracellular signals — intraceluldrni signdly, cytokines — cytokiny, tissue — tkar, chemoattractans —

chemoatraktanty.
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Zdroj: Cook-Mills et al., 2011 (prevzato)
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Struktura VCAM-1

Cévni adhezni molekula 1 (VCAM-1) je ¢lenem imunoglobulinové (Ig) nadrodiny protein(.
Je sloZena ze sedmi extracelularnich domén podobnych Ig. Ty zahrnuji disulfidové klicky,
samostatnou transmembranovou doménu typu | a C-termindlni cytoplazmatickou doménu

obsahujici 19 aminokyselin (Kumar et al., 1994).
Funkce, exprese a regulace VCAM-1

Exprese VCAM-1 je vyvolana na endotelovych burikdch béhem zanétlivych onemocnéni
prostiednictvim rlznych mediatorl zahrnujicich ROS. Poté VCAM-1 na endotelu funguje jako
Lleseni“ k migraci leukocytl a jako spousté¢ endotelové signalizace pro tvorbu ROS NADPH-
oxidazou. Tyto ROS vyvolavaji signdly pro otevieni mezibunéénych kandalld pro migraci
leukocytl. Prenos signdlu VCAM-1 a zanét vyvolany VCAM-1 mohou byt blokovany
antioxidanty (Cook-Mills et al., 2011).

Expresi VCAM-1 vyvolavaji cytokiny produkované tkani, jako tumor nekrotizujici faktor a
(TNF-a) a interleukin-1b, dale vysoké hladiny ROS nebo oxidované castice LDL. Vyvolani
exprese témito stimuly je zprostfedkovano a regulovano transkripénimi faktory, jakym je

nukledrni faktor kappa B (Marui et al., 1993; Lee et al., 2007; Lee et al., 2001).

VCAM-1 muiZze byt také uvolfiovana zpovrchu endotelu  desintegriny
a metaloprotedzou 17. Proto je VCAM-1 pfitomna v plazmé v rozpustné formé (sVCAM-1) a je
pouZivana jako prediktivni biomarker onemocnéni. Hladina sVCAM-1 v plazmé stoupa aktivaci
endotelu u mnohych chorob. Tento sVCAM-1 bud omezuje vazbu leukocytarnich integrint
na endotelové VCAM-1 vazbou na leukocyty nebo stimuluji chemotaxi leukocytll (Gearing

et al., 1992; Nadali et al., 1994).
VCAM-1 v srdci

Skodlivé uginky TNF-a na fibroblasty miZe zhorsit srdeéni zanét zplsobeny zvy$enou
expresi VCAM-1. ZvySeni exprese VCAM-1 a TNF-a bylo pozorovdno v srdecnim cévnim
endotelu u pacientld s chronickym srdecnim selhdnim. Zvyseni exprese adheznich molekul
na povrchu srdec¢nich bunék muaze hrat klicovou roli v pfijmu a infiltraci leukocytli v mistech
zanétu pri zanétlivych srde¢nich onemocnénich. Zvysena hladina VCAM-1 byva ¢asto nalezena
vséru pacientd sneischemickym srde¢nim selhdnim. Tato zvySend hladina koreluje
se zanétlivymi infiltrdty ve tkani myokardu a s klinickymi a hemodynamickymi pfiznaky
srdecniho selhani. To potvrzuje spojeni mezi srde¢nim selhanim a zanétlivymi zménami

myokardu (Klein et al., 1998). Dale mUZe byt zvySena endokardialni exprese VCAM-1 dllezitym
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¢ldankem mezi zahajenim zanétlivych a protrombogennich mechanism( zodpovédnych

za tvorbu trombu béhem remodelace endokardu (Goette et al, 2008).

5.2.4 HO-1

Funkce HO-1

Hemoxygenaza (HO) je enzym, ktery katalyzuje krok limitujici rychlost oxidativni
degradace bunécného hemu, ktery uvolriuje Zelezo, oxid uhelnaty (CO) a biliverdin. V sav¢im
systému byly identifikovany dvé odlisné izoformy HO. V porovnani sHO-2, kterd je
exprimovana konstitutivné, je HO-1 protein citlivy na stres, ktery je vysoce indukovan
mnohymi [atkami, jako cytokiny, endotoxiny, tézké kovy, NO a vlastni substrat hem. Kromé roli
v katabolismu hemu a vobratu erytrocytl, ma HO-1 také dulezZité funkce pri rlznych
fyziologickych a patofyziologickych stavech spojenych s bunéénym stresem. Bylo jednoznacné
prokazano, Ze indukce HO-1 predstavuje dllezity obranny mechanismus pred dalSim
oxidativnim poskozenim tkani a bunék nasledované rlznymi poruchami. K ochrannym funkcim
dochazi na zakladé protizanétlivé a antioxidacni kapacity CO, biliverdinu a jeho metabolitu
bilirubinu. V souladu se zavéry zakladniho vyzkumu, ¢etné studie potvrdily dileZitost HO-1
pti rdznych onemocnénich, jako ischemicka choroba srdecni, srdeéni hypertrofie, diabetes

mellitus, ateroskleréza a rakovina (Wang a Chau, 2010).

Cinnost hemoxygenazy slouZi pf¥i zakladnich metabolickych funkcich jako krok uréujici
rychlost degradace hemu Stépenim na o-methenovém mdastku uhliku za wvniku CO,
biliverdinu-IXa a Fe?* (Tenhunen et al., 1969). Reakce vyZaduje molekuldrni kyslik a redukéni
ekvivalenty z NADPH reduktazy cytochromu p450. Biliverdin tvofeny reakci hemoxygenazy je
redukovan na bilirubin-IXa prostfednictvim NADPH biliverdin reduktazy (Tenhunen et al., 1969;

Ryter a Choi, 2009).

Pfesny molekuldrni mechanismus, kterym HO-1 zajistuje protekci tkani, neni dosud
kompletné objasnén. Stocker a kol. (1987) navrhli moznost, Ze antioxidacni funkce HO-1
by mohla byt prendsena pomoci zvysené produkce Zlucovych barviv. Ukazali, Ze biliverdin
a bilirubin, konecné produkty degradace hemu, mohou plnit funkci antioxidantd.
Farmakologicka aplikace téchto pigmentl muzZe chranit kultivované bunky pred oxidacnim
a nitra¢nim poskozenim (Foresti et al., 2004). Antioxidac¢ni funkci také poskytuje aktivita HO-1
urychlenim odstranéni hemu k omezeni oxidac¢niho stresu vzniklého na zakladé mechanismu

hem-Zelezo (Ryter a Tyrrell, 2000). Aktualni pohled na protekci zprostfedkovanou HO-1 je,
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Ze kazdy z reakcnich produktd HO aktivity (biliverdin, CO, Zelezo) pfispivd samostatné

nebo v soucinnosti k obnové bunécné homeostazy (Ryter et al., 2007).

Obradzek 4: Schéma uéinki koneénych produktii degradace hemu

Tyto tri koncové produkty aktivity HO mohou pfispivat k cytoprotektivnim mechanismim. CO je zapojeny
do protizdnétlivych, antiapoptickych a antiproliferacnich drah. Biliverdin-IXa a bilirubin-IXa, silné
antioxidanty, mohou uplatnit protizénétlivé a antiproliferaéni ucinky. Zelezo uvolnéné aktivitou HO
stimuluje cytoprotektivni drahu, kterd zahrnuje syntézu ferritinu. Heme — hem, Heme Oxygenase —
hemoxygendza, Fe — Zelezo, CO — oxid uhelnaty, BVR — biliverdin reduktdza, anti-oxidation — antioxidacni,
cytoprotection — cytoprotektivni, anti-apoptosis - antiapopticky, anti-inflammation — protizanétlivy,
anti-coagulation — antikoagulacni, anti-proliferation — antiproliferacni, tissue protection — tkdriovd

protekce.
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Zdroj: Ryter a Choi, 2009 (prevzato)

Exprese a regulace HO-1

Ve tkanich, které nejsou pfimo zodpovédné za metabolismus hemoglobinu, je bazalni
exprese HO-1 velmi nizka, ale stimulaci mUzZe rapidné vzrist. Zjisténi, Ze Sirokd fada podnétd
muze indukovat HO-1, znadi, Ze exprese je podrobena regulaci mnoha bunéénymi signdlnimi
drahami (Maines, 1988). Regulace exprese HO-1 signdlni drdhou mitogenem aktivovanou
proteinkinazou (MAPK) byla rozpoznana jako prvni, schopna zprostfedkovat indukci HO-1
po extraceluldrnim stimulu (Gong et al., 2003). MAPK patfi k evoluéné konzervovanym
serin/threonin proteinkindzam, které reguluji mnohé bunééné funkce jako proliferaci,
apoptoézu, diferenciaci a odpovédi na okolni stimuly. MAPK jsou sloZeny ze tfi rodin enzym.

Kazda rodina se sklada z nékolika funkéné pfibuznych kinaz zfetelné spojenych s fosforylaci
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jejich specifickych «cild a transkripcnich faktorl (Hazzalin a Mahadevan, 2002).
Fosfatidylinositol-3-kindza/Akt signalni draha se také podili na regulaci HO-1 (Geraldes et al.,
2008). Muze byt aktivovana mnoha ristovymi faktory a cytotoxickymi stimuly. Akt také mize
primo fosforylovat HO-1 na Ser-188 a modulovat jeji aktivitu (Salinas et al., 2004). Kromé toho
dalsi signalni molekuly, jako je proteinkindza C nebo tyrosinkindza, jsou také schopné

ovliviiovat expresi HO-1 (Wung et al., 2006).

Ackoliv dfive bylo za hlavni misto vyskytu HO-1 povaZovano hladké endoplazmatické
retikulum, nedavné studie otevrely zajimavou moznost, Zze HO-1 se mUze vyskytovat i v jinych
subceluldrnich oddilech, jako kaveoly plazmatické membrany, mitochondrie a jadro. Jadernd
forma HO-1 pravdépodobné plsobi jako regulator transkripce. Funkéni vyznam HO-1 v téchto
specializovanych oddilech zlistdva nejasny. Rané studie vsak silné naznacuji, Zze by HO-1
v mitochondriich a kaveolach mohla mit dilezité biologické a fyziologické funkce (Kim et al.,

2004; Slebos et al., 2007; Lin et al., 2007).
Vliv HO-1 na srdce

Nadmérna exprese HO-1 chrani myokard pred ischemickym a reperfuznim poskozenim
(Yet et al., 2001). Protizanétlivé ucinky CO a antioxidacni Ucinky bilirubinu pravdépodobné
zprostiedkovavaji myokardidlni ochranu vyvolanou HO-1. Byla demonstrovana i role HO-1
pti remodelaci myokardu. Srdec¢ni hypertrofie vyvolana angiotensinem Il miZe byt vyrazné
potlacena nadmérnou expresi HO-1 a bilirubin zprostfedkovava alespon zCasti
antihypertroficky ucinek HO-1 pomoci inhibice produkce ROS po stimulaci angiotensinem Il (Hu
et al.,, 2004). ROS jsou zapojeny do rlznych patologickych dysfunkci myokardu, a proto
zeslabeni produkce ROS diky HO-1 je povaZovano za potencionalni terapeuticky pfistup

u onemocnéni myokardu (Wang a Chau, 2010).

5.2.5 SOD-3

Nadmérna produkce a/nebo nedostatecné odstraniovani ROS, zvlasté superoxidového
anionu 0,%, je zapojeno do patogeneze mnoha kardiovaskuldarnich onemocnéni, jako
ateroskleréza, hypertenze, diabetes nebo endotelovda dysfunkce, diky snizeni biologické
dostupnosti NO. NO reaguje se superoxidovym anionem O," za extrémné vysoké rychlosti.
TudiZ, rovnovdaha mezi okolnimi Urovnémi O," a bunécna antioxidacni kapacita vyznamné

reguluji biologickou aktivitu NO (Fukai et al., 2002).

Superoxiddismutaza (SOD) je enzym katalyzujici dismutaci superoxidu na peroxid vodiku
podle reakce 0" + 02" + 2H" = H,0, + O,. Peroxid vodiku poté musi byt odstranén enzymy
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kataldazou nebo glutathionperoxidazou (Young a Woodside, 2001). VSechny savéi tkané
obsahuiji tfi formy superoxiddismutazy, které se lisi lokalizaci. Cu/ZnSOD (SOD-1) se nachazi
v cytosolu, MnSOD (SOD-2) v mitochondriich a extracelularni SOD (SOD-3) se vyskytuje
v extraceluldrnim prostoru. Aktivita SOD-3 je desetindsobné vyssi v cévni sténé nez v ostatnich
tkanich, kde plsobi SOD-1 a SOD-2. Proto v cévni sténé hraje SOD-3 zasadni roli v regulaci
redoxnich podminek a biologické dostupnosti endotelového NO (Stralin et al., 1995; Fukai

et al., 2002).
Struktura enzymu SOD-3

Sekrecni extracelularni SOD (SOD-3) je tetramer sloZeny ze dvou dimerl spojenych
disulfidovym mistkem (Oury et al., 1996a). Kazda podjednotka je sloZzena z N-terminalniho
signalniho peptidu, ktery umoifuje exkreci z bufiky. Dale se skladd z aktivni domény,
kterd vaze méd a zinek, a z C-terminalni oblasti, kterd je zahrnuta do vazby na sulfatovany
proteoglykan (heparan sulfat). Vorganismu se vyskytuje cirkulujici a vazana forma,
kterd prevazuje z 99 % (Karlsson a Marklund, 1987). Sekvence domény vaZici heparan sulfat je
pfitomna pouze ve vazané formé plné délky. Proteolyzou zkraceny cirkulujici typ nema k vazbé

na néj Zadnou afinitu (Oury et al., 1996a).
Exprese a regulace tvorby SOD-3

SOD-3 je pfitomna na povrchu mnoha bunék. Prevladajici misto produkce SOD-3 jsou
hladké svalové buriky zdravych cév. Studie nasvédcuji, Ze endotelové buriky SOD-3 neprodukuji
(Stralin et al., 1995; Marklund, 1990). Vaze se vSak na heparin na povrchu endotelovych bunék
a mUzZe byt do nich zaclenén. Proto tento silny antioxidaéni enzym mazZe byt vytvoren v cévnich
hladkosvalovych burkach a skoncit v pfilehlych burkach endotelu (Ohta et al., 1994; Fukai
et al., 2002).

Urceni lidského genu pro SOD-3 odhalilo nékolik potencionalnich regulac¢nich mist. Tento
gen zahrnuje elementy citlivé na cyklicky adenosismonofosfat (cAMP), aktivacni protein 1,
glukokortikoidy, xenobiotika nebo antioxidanty. PFitomnost téchto regulacnich prvki
naznaduje, Ze exprese SOD-3 mUze byt vyrazné regulovana mnoha stimuly (Folz a Crapo, 1994).
Je potvrzeno, Ze endotelovy NO moduluje expresi SOD-3 v organismu. Imunohistochemické
studie ukazaly, Ze SOD-3 se vyskytuje ve vysokych koncentracich mezi endotelem a hladkymi
svaly, kde endotelem produkovany NO musi prechazet k hladkym svallim, aby stimuloval jejich
relaxaci. SOD-3 tedy hraje podstatnou roli v protekci NO pfed O," v extraceluldarnim prostoru.

Da se predpokladat, Ze podminky spojené s dlouhodobym ubytkem NO mohou vést ke snizeni
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exprese SOD-3 s nepfiznivym dopadem na cévni redoxni podminky (Oury et al., 1996b; Fukai

et al., 1998; Fukai et al., 2002).
Vliv SOD-3 na srdce

Vyznamnym objevem Brahmajothiho a Campbella (1999) je souvisejici exprese izoforem
eNOS a SOD-3 napfic¢ sténou levé srdecni komory. Bylo demonstrovano, ze exprese eNOS
a SOD-3 je vyrazné hetorogenni mezi vnéjskem a vnittkem myocyt( levé komory a je specificky
lokalizovdna do sarkolemy (plazmatickd membrana svalovych bunék). To silné naznacuje
funkéni korelaci mezi aktivitami endogennich myocytarnich eNOS a SOD-3 v regulaci

extraceluldrnich a/nebo membranovych NO*/0," interakci (Campbell et al., 1996).

Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS) hraji duleZité role v patogenezi ischemicko-
reperfuzniho poskozeni. Endogenni antioxidanty, jako SOD-3, jsou vyznamné pfi ochranné
funkci pred ischemickou reperfuzi. Rlznymi pfistupy byla prokazana redukce ischemicko-
reperfuzniho poskozeni diky SOD-3. Bylo demonstrovano, Zze ma pfiznivé ucinky na zachovani
srdecni funkce a omezuje rozsah infarktu myokardu po ischemické reperfuzi (Dhalla et al.,

2000; Sjoquist a Marklund, 1992; Fukai et al., 2002).

5.2.6 Katalaza

Kataldza (CAT) je antioxidacni enzym, ktery generuje molekularni kyslik jako vedlejsi

produkt disproporcionace peroxidu vodiku.
Struktura katalazy

Aktivita enzymu je zavisla na strukturni konformaci tfi nezbytnych domén: skupina hemu
v aktivnim misté, doména vdézici redukovany NADPH a komplex sekundarni struktury
formovany retézenim a proplétanim dlouhych peptidovych klicek v prlibéhu tetramerizace.
Aktivni katalaza je homotetramer a jeho samostatné monomery nemaji peroxid degradacni

aktivitu.
Funkce a lokalizace katalazy

Kataldza je zndmad predevsSim pro svoji jednoduchou schopnost pfeménovat peroxid
vodiku na vodu a kyslik (katalyticka aktivita) a dale pro aktivitu oxidace alkoholl o nizké
molekuldrni hmotnosti v pfitomnosti nizkych koncentraci peroxidu vodiku (peroxidacni
aktivita). Kataldza je jednim z nejlépe popsanych antioxidacnich enzym{ a patti do rodiny
proteini obsahujicich Fe-protoporfyrin IX, kterd zahrnuje celou fadu cytochromdu, globin(

a peroxidaz. Pfeména peroxidu vodiku na vodu a kyslik pomoci kataldzy je dvoustupriovy
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proces, pfi némjz kataldzovy hem Fe** redukuje jednu molekulu peroxidu vodiku na vodu pfi
soucasné tvorbé meziproduktl oxoferrylu Fe**O a kationického radikdlu porfyrinu. Tyto
meziprodukty jsou oznacovany jako sloucenina I. Poté je oxidovana druhd molekula peroxidu
vodiku za vzniku molekularniho kysliku a dalsi molekuly vody, viz niZze (Jamieson et al., 1986;

Zamocky et al., 2008; Kirkman a Gaetani, 2007; Heck et al., 2010).
CAT-Fe(lll) + H,0; = sloucenina |
sloucenina | + H,0, > CAT-Fe(lll) + 2 H,0 + O,

Rychlostni konstanta pro kataldzové reakce je extrémné vysokd, coZ znamen3, Ze je
prakticky nemozné enzym v organismu saturovat. Kataldza je z velké ¢asti lokalizovana uvnitf
bunék v peroxisomech, které rovnéz obsahuji vétSinu enzym( schopnych generovat peroxid
vodiku. Nejvyssi aktivita je pfitomna v jatrech a erytrocytech, ale je mozZné ji nalézt ve vSech

tkanich (Young a Woodside, 2001).
Vliv katalazy na srdce

Ischemicka reperfuze miZe mit za nasledek kontraktilni dysfunkci, arytmie, ztratu
adrenergnich drah, zmény v genové expresi nebo apoptickou i nekrotickou bunécnou smrt.
Endogenni antioxidanty, jako kataldza, predchazeji takovymto zménam. Ackoliv se uvadélo,
Ze aktivita kataldzy v myokardu je nizkd, mnoho dfivéjsich studii objasnilo jeji podstatnou roli

pfi ochrané srdce pred ischemickou reperfuzi (Dhalla et al., 2000).

5.3 Endoglin

Endoglin (CD105, TGF-B receptor Ill, ENG) je homodimerni transmembranovy
glykoprotein, ktery reguluje signdlni drahy TGF-B (transformujici rastovy faktor beta) (Ma et al.,
2000). TGF-B je multifunkcni rastovy faktor, ktery reguluje proliferaci, diferenciaci, migraci,

produkci extraceluldrniho matrix a preziti riznych druh( bunék (Oklu et al., 2010).

Endoglin je dimer sloZeny z podjednotek spojenych disulfidovym mastkem. Jeho primarni
struktura se sklada z rozsahlé extracelularni domény, jednotné transmembranové oblasti
a kratké cytosolické domény (Gougos a Letarte, 1990). Solubilni forma endoglinu (sEng) je

odstépena extracelularni doména, uvolnéna do systémové cirkulace (Venkatesha et al., 2006).

Byly identifikovany dvé izoformy endoglinu, kratsi S-izoforma a prevazujici L-izoforma,
které se lisi sekvenci jejich cytosolickych domén. Obé izoformy jsou schopné vazat ligand,
ale lisi se mirou fosforylace a schopnosti regulovat urcité odezvy TGF-B (Lastres et al., 1996).

Obecné ma L-izoforma proangiogenni a S-izoforma antiangiogenni tGcinky. Také, na rozdil od
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L-izoformy, sniZzuje S-izoforma expresi eNOS (Blanco et al., 2008). Vysledky studii naznacuji,
Ze membranové vazany S-endoglin a sEng se podileji na rlznych patologickych stavech a maji

opacné role vzhledem k membranové vazanému L-endoglinu (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2010).

Endoglin je exprimovan predeviim bunkami nachdzejicimi se v cévni sténé, jako
endotelové burky, monocyty, makrofagy a také rGzné mezenchymalni bunky, vdéetné

fibroblastll a cévnich hladkych svalovych bunék (Conley et al., 2000).

Bylo demonstrovdno, ze endoglin hraje roli vfadé metabolickych a kardiovaskuldrnich
onemocnéni, jako preeklampsie (De Vivo et al., 2008), hypertenze nebo diabetes mellitus
(Blazquez-Medela et al., 2010). Je zfejmé, Ze endoglin ma kli¢ové funkce pfi vaskularnim vyvoji

i onemocnéni (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2010).

5.3.1 Tkanovy endoglin

Membranové vazany endoglin je koreceptorem se silnou vazebnou afinitou k izoformdm
TGF-B1 a TGF-B3 (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2010). TGF-B1 je silny cytokin, ktery urcuje vyvoj
hypertrofie kardiomyocytd a srdecni fibrozy pfi srdecnim selhani (Kapur et al., 2012). Endoglin,
jako koreceptor, muUZe modifikovat syntézu kolagenu pomoci regulacnich drah TGF-B1
(Benjamin, 2012). TGF-B1 tvofi signalizacni receptorovy komplex s typem | (oznaovanym jako
aktivin receptor-like kinazy) a Il transmembranovych serin/threonin kinazovych receptor(
(Blanco et al., 2005). Aktivace téchto receptorli vede k aktivaci intracelularnich prenasecl
signdlu, nazyvanych proteiny Smad (Feinberg a Jain, 2005). Konkrétné fosforylace Smad-2/3

podporuje syntézu kolagenu typu | a fibrézu (Leask, 2007).

V srdecni tkani je endoglin exprimovan endokardem a fibroblasty, s minimalni expresi
kardiomyocyty (Bernabeu et al., 2007). Exprese endoglinu se zvySuje u lidského selhdvajiciho
srdce, stejné jako u mysiho srdce se srdec¢nim selhanim vyvolanym tlakovym pretizenim
(Benjamin, 2012). Endoglin je také nadmérné exprimovan po ischemii a reperfuzi srdce
(van Laake et al., 2006). Dale moduluje profibrogenni aktivitu angiotensinu Il (Chen et al.,
2004), ktery vyvolavad zvySenou expresi TGF-B1, coz vede k preméné fibroblastl
na myofibroblasty a generuje proteiny extraceluldrniho matrix, jako kolagen typu | (Massague,
1998). Nadmérnd depozita kolagenu zvysuji mechanickou tuhost levé komory, zhorsuji
kontraktilitu myocytQ, narusuji elektrické spojeni a zhorsuji tkanovou hypoxii (Berk et al.,

2007). Tim podporuji srdec¢ni selhani (Kapur et al., 2012).

Navrzené terapie srdecniho selhani neselektivnim blokovanim aktivity TGF-f1
se nepodafilo prokazat jako jednoznacné vyhodné. Byla ale demonstrovana dulezita funkéni
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role endoglinu u srdec¢niho selhani specifickym dlikazem, Ze endoglin podporuje srdecni
fibrézu zprostredkovanou TGF-B1. Déle se ukazalo, Ze sniZzena exprese endoglinu mlze omezit
srdecni fibrézu, zachovat srdec¢ni funkci a zvySit preZiti u srde¢niho selhdni. Tyto poznatky
dokladaji, ze endoglin poskytuje potencidlné jedinecny a novy terapeuticky pfistup pro jedince

trpici srdecnim selhanim (Kapur et al., 2012).

Endoglin je vSak vysoce exprimovan predevsim cévnim endotelem, kde moduluje tGcinky
TGF-B nadrodiny proteini na cévni homeostazu, angiogenezi, remodelaci a patologii (Lopez-

Novoa a Bernabeu, 2010).

5.3.2 Solubilni endoglin

Solubilni endoglin (sEng) se nachazi v plazmé zdravych lidi, stejné jako u pacientl trpicich
rdznymi chorobami. Solubilni forma endoglinu je znama jako extracelularni doména
membranového endoglinu, vstupujici do systémové cirkulace za rGznych podminek
vztahujicich se k poSkozeni endotelu, jako aktivace endotelu, zanét nebo starnuti (Venkatesha

et al., 2006).

Solubilni endoglin je N-terminalni stépny produkt, odstépeny nejcastéji membranovym
typem matrix metaloproteindzy 14 (MMP-14), kterd je nejhojnéji exprimovanou

metaloproteinazou v endotelovych burikdch (Hawinkels et al., 2010).

Bylo dokdzano, Ze sEng interaguje s TGF-B jako pfirozeny antagonista (Li et al., 2000).
Dale kompetuje s TGF-B1 o vazbu na receptory a interferuje s naslednou signalizacni drahou
a oslabuje aktivaci eNOS v endotelovych burkach (Venkatesha et al., 2006). To sméfuje
k predpokladu, Ze inhibice nebo blokovani aktivity eNOS by mohlo zadsadné souviset s moznymi
ucinky seng v cévnim endotelu. Oslabeni funkce eNOS je spojeno se zvySenou expresi
bunécénych adhezivnich molekul, zvySenou cévni permeabilitou, antiangiogennimi ucinky,
zménou vazodilatac¢nich vlastnosti cév, rozvojem endotelové dysfunkce, arterialni hypertenzi

a aterosklerdzou (Forstermann a Sessa, 2012; Rathouska et al., 2015).

Hypercholesterolémie je jednim z nejvice studovanych rizikovych faktor( vedoucich
k endotelové dysfunkci a aterosklerdze. Solubilni endoglin je kvalifikovan jako marker zvysujici
se svysokou hladinou cholesterolu u pacientl s hypercholesterolémii (Blaha et al., 2008).
Kromé hypercholesterolémie mohou mit vliv na hladinu sEng i jiné kardiovaskularni rizikové
faktory. Po vyvolani oxidacniho stresu peroxidem vodiku byla také detekovana zvysena hladina

sEng (lkemoto et al., 2012; Rathouska et al., 2015).
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ZvysSeni hladin sEng také souvisi s morfologii aterosklerotického platu a koreluje
s nestabilni anginou pectoris, akutnim infarktem myokardu a poinfarktovou srde¢ni remodelaci
(Cui et al., 2008). V souvislosti s infarktem myokardu spekulovali autofi Cruz-Gonzales a kol.
(2008), zda mohou hladiny sEng reflektovat expresi membranového endoglinu v srdci.
Demonstrovali, Ze sniZeni hladiny sEng u pacient(l se Spatnou progndézou muze byt spojeno
se snizenou expresi membrdnového endoglinu, coZ naznaluje vyvazieny pomér mezi
membranovou a solubilni formou. Kromé toho se ukdzalo, Ze hladiny sEng u pacientl
s akutnim infarktem myokardu jsou niZsi v porovndni se zdravymi jedinci, coZ naznacuje,
Ze snizené hladiny sEng mohou odrazet zhorSenou funkci endotelu. Zavérem uvedeni autofi
predpokladali, Ze predcasny pokles hladiny sEng mlZe byt prognostickym znakem umrti

z kardiovaskularnich pficin (Cruz-Gonzales et al., 2008; Rathouska et al., 2015).

U srdecniho selhani byly zjistény znacné zvysené hladiny cirkulujiciho sEng u pacientd
s podezienim na dysfunkci levé komory a korelovaly s prediktory mortality na srdec¢ni selhani,
jako zvySeny koncovy diastolicky tlak levé komory, snizend ejekéni frakce levé komory
a celkové zhorseni symptomd dle NYHA (New York Heart Association) (Kapur et al., 2010).
K proteolytickému odstépeni sEng z membranového endoglinu mizZe dojit lokalné v srdec¢ni
tkani nebo systémové, protoZe hladina matrix metaloproteinazy 14 je pfi srdec¢nim selhani
zvySena (Peterson et al.,, 2000). Tato zjisténi také predstavuji dlleZity paradox biologie
endoglinu. Exprese membrdnové vazaného endoglinu je zvySena pfi srde¢nim selhdvani
a koreluje s pfimym zvySenim cirkulujictho sEng. Ackoliv membrdnovy Eng podporuje
nezadouci remodelaci srdce pohanénim srdecni fibrézy, skng muze slouZit jako negativni
zpétna vazba omezenim signalizace TGF-B1/endoglin. V porovnani s funkcni roli tkanového
endoglinu v podpofe signalizace TGF-B1 tedy solubilni endoglin omezuje signalizaci TGF-B1,
syntézu kolagenu typu | a nakonec srdecni fibrézu. Presny funkéni vyznam sEng zbyva jesté
ovérit, ale zda se, Ze slouZi jako potencialné dllezity marker srde¢niho selhani a Ucastni se

srde¢ni remodelace spojené se srdecnim selhanim (Kapur et al., 2012; Kapur et al., 2013).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzita zvirata

V tomto experimentu byl pouzit transgenni mysi model kmene CBAxXC57BL/6J exprimujici
lidsky solubilni endoglin. Byl vytvofen Univerzitou v Salamance ve Spanélsku (Genetically
Modified Organisms Generation Unit), jak popsali Valbuena-Diez a kol. (2012). Sest mésicd
staré samice vykazujici vysoké hladiny lidského sEng byly krmeny dietou pro hlodavce
obsahujici 1,25 % cholesterolu a 40 % tuku (Research Diets, Inc., NJ, USA) po dobu 3 mésicl
(skupina Sol-Eng+). Stejné staré sourozenecké samice s nizkymi plazmatickymi hladinami sEng
byly pouzity jako kontrolni skupina. Skupina Sol-Eng* obsahovala 5 jedincd, kontrolni skupina

obsahovala 6 jedincC.

Zvitata byla chovdna za konstantni teploty a vlhkosti, méla volny pfistup k pitné vodé
abyl dodriovan 12-ti hodinovy svételny cyklus. Zadné rozdily hmotnosti mezi

experimentalnimi skupinami nebyly zaznamenany.

Mysi Sol-Eng+ majici v krvi vysoké hladiny solubilniho endoglinu vykazovaly fenotyp
podobny preeklampsii, coZz zahrnovalo hypertenzi, malou velikost mladat, proteinurii a renalni

poskozeni (Valbuena-Diez et al., 2012).

Tato studie na zviratech splnila vSechna uzndvana kritéria pro péci a experimentalni
pouZiti laboratornich zvifat. VSechny experimenty byly provadény v souladu se smérnici
Evropské unie ¢. 86/609/EEC a vSechny protokoly byly schvéleny Etickou komisi na ochranu
zvitat proti krutosti Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Praze a Bioetickou komisi
Univerzity v Salamance. VSechny chirurgické procedury byly provadény pod anestezii

(ketamin/xylazin) a bylo vyvinuto veskeré usili, aby se minimalizovalo utrpeni zvifat.

6.2 ELISA analyza hladin solubilniho endoglinu

Pro zjisténi hladin lidského a mysiho solubilniho endoglinu v plazmé experimentalnich
zvitat byla pouZzita imunoanalytickd metoda, tzv. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).
Krev byla extrahovdna ze Spicky ocasu a koncentrace sEng v plazmé byla stanovena
prostfednictvim Human Endoglin/CD105 Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, MN, USA) dle

pokyn(l vyrobce.
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6.3 Biochemicka analyza

U obou skupin mysi byly méfeny hladiny celkového cholesterolu v krvi. Byly méreny
enzymaticky pomoci bé&inych enzymatickych diagnostickych souprav (Lachema, Ceskd
republika) a spektrofotometrickou analyzou (510 nm, ULTROSPECT Ill, Pharmacia LKB

Biotechnology, Svédsko).

6.4 Pracovni postup pro Western blot analyzu

Western blot je dlleZitd imunoanalytickd metoda pouzZivana pro detekci urcitého
proteinu ve vzorku. Je tvorena tfemi zdkladnimi kroky: elektroforetickou separaci protein(
v gelu, prfenosem separovanych proteinl na membranu a detekci proteinl. Pro separaci
proteinl byla vyuZita gelova elektroforéza SDS-PAGE (sodiumdodecylsulphate polyacrylamide
gel electrophoresis). Vlivem SDS jsou proteiny denaturovany a ziskavaji naboj, diky kterému
cestuji v elektrickém poli. Pfi elektroforéze jsou proteiny rozdéleny dle své hmotnosti udavané
v kDa. Separované proteiny jsou nasledné preneseny na membranu, kde se zabloku;ji
nespecifickd vazebnd mista. Pfitomnost daného proteinu je na membrané detekovana
nanesenim specifické primarni protildtky. Ta se navdZe na protein a v dalSim kroku je
rozpoznavana sekundarni protilatkou, kterd se navaze na protildtku primarni. Sekundarni
protilatka je poté detekovdana chemiluminiscencéné diky znaceni kifenovou peroxidadzou, ktera

katalyzuje reakci s chemiluminiscenénim cinidlem za vzniku luminiscence.

Obrazek 5: Princip metody Western blot
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Zdroj: < http://labguide.cz/metody/western-blot/> [cit. 2016-08-06]
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6.4.1 Priprava vzorkul

Pro pfipravu analyzovanych vzork( byla pouZita mysi srdce. Odebrana a zvaZend tkan
byla zhomogenizovdna vlyzacnim pufru RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay
buffer) s pridavkem inhibitor( proteaz a fosfataz, které zabranuji proteolyze vzorku vlastnimi
enzymy. Tkan byla homogenizovdna nejprve stfihanim a poté elektrickym rotor-stator
homogenizatorem. Homogenizaty byly umistény do chlazené centrifugy (4°C) na dobu 10 min

a nakonec jsme odebrali vznikly supernatant a pfenesli ho do zkumavky.

6.4.2 Urceni koncentrace proteinti

Stanoveni koncentrace proteinl je potfebné pro pfipravu vzork(i i samotnou gelovou
elektroforézu. Pro stanoveni byla pouZita BCA (bicinchonic acid) metoda. Tato metoda je
zaloZzend na reakci protein( pritomnych ve vzorcich s detekénim cinidlem, které reaguje
s peptidovou vazbou protein(l. Vysledkem reakce je vznik barevného produktu, jehoZz mnoZstvi
bylo urceno spektrofotometricky. TotoZznym zplsobem byla provedena reakce s fedici fadou
roztokd bovinniho sérového albuminu (BSA) o znamych koncentracich. Koncentrace proteind
nasich vzorkd poté byly uréeny z kalibraéni kfivky sestavené z hodnot absorbanci vzorkd BSA.
Na zakladé téchto vysledk( jsme naredili vSechny vzorky vodou do stejného objemu

se shodnou koncentraci proteind.

6.4.3 Gelova elektroforéza

Priprava gell

Pro separaci proteini se vyuZivd elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE).
Polyakrylamid je polymer akrylamidovych jednotek zesitovany bisakrylamidem. Tato smés
polymerizuje pfi pokojové teploté pomoci volnych radikall, které dodava peroxodisiran
amonny (APS). K urychleni polymerizace se pouZiva tetramethylendiamin (TEMED),
ktery katalyzuje tvorbu volnych radikal( APS. Dodecylsiran sodny (SDS) slouzi jako denaturacni
Cinidlo a poskytuje proteinm zaporny naboj. VyuZivd se kombinace zaostfovaciho

a separacniho gelu.

Vybérem vhodné koncentrace separacniho gelu lze optimalizovat separaci proteint
urcité velikosti. Se zvysujici se koncentraci gelu se podry stavaji mensimi a gel se hodi
pro separaci mensich molekul. Byly pouzity separacni gely o koncentraci 8 %, 10 % a 12 %

se sloZzenim uvedenym v tabulce 1. Pfipravenym separacnim gelem se plni prostor mezi skly
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v pfipravené aparature pro elektroforézu zhruba 1,5 cm pod okraj kratSiho skla. Gel se prekryje
vrstvou isobutanolu, aby se zabranilo pfistupu vzduchu, a necha se asi 60 minut polymerizovat.
Po ztuhnuti gelu se vylije isobutanol a gel se oplachne destilovanou vodou. Na separacni gel
se nanese vrstva zaostfovaciho gelu az po okraj skla. Do zaostfovaciho gelu se vlozi hieben,
ktery v gelu vytvori jamky pro nandaseni vzork(. Gel se nechd polymerizovat pfiblizné dalsi

hodinu, poté se hieben vyjme.

Tabulka 1: SloZeni gelii pro elektroforézu

Uvedend mnoZstvi jsou vZdy pro pripravu dvou geld.

SDS — dodecylsiran sodny, APS - peroxodisiran amonny, TEMED — tetramethylendiamin.

Separacni gel Zaostrovaci gel
8 % (ml) 10 % (ml) 12 % (ml) 5% (ml)

Milli-Q voda 10,8 9,8 8,8 6,15

Pufr pro separacni gel 5 5 5 -

Pufr pro zaostrovaci gel - - - 2,5
Akrylamid 4 5 6 1,25

10% SDS 0,2 0,2 0,2 0,1

10% APS 0,06 0,06 0,06 0,03
TEMED 0,03 0,03 0,03 0,015

Uprava vzorki

Aby bylo moZné porovnat expresi proteini mezi rlznymi vzorky, je nutné analyzovat
vzorky obsahujici stejné mnoiZstvi proteind. Z nafedénych vzorkl(i o stejné koncentraci bylo
odebrano 7 pl, které byly smichany se 7 ul nandsSeciho pufru. Ten obsahuje SDS, ktery
denaturuje proteiny a obaluje je zapornym nabojem, a denaturacni ¢inidlo merkaptoethanol,
které redukuje disulfidické vazby v proteinech. Pro Uspésnou separaci je nezbytné, aby zlstala
zachovana pouze primarni struktura proteinu. Pro kompletni denaturaci byly vzorky na zavér

jesté 5 minut zahtivany v termobloku na 95°C.
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Aplikace vzorkt a elektroforéza

Po vyjmuti hfebenu jsme jamky promyli elektroforetickym pufrem a skla s gely vioZili
do elektroforetické vany. Vzniklé komory mezi skly se naplnily pufrem, aby jamky byly
pod hladinou. Do prvni jamky se nanasi jako standard hmotnostni marker (smés proteind
0 znamé molekulové hmotnosti). Do dalSich jamek jsme nanaseli pfipravené vzorky o objemu
10 pl. Poté jsme do vany doplnili elektroferoticky pufr a zahdjili elektroforézu pti konstantnim
napéti 200 Va maximalnim proudu 15mA/gel po dobu 75 minut. K zajisténi nizké teploty
v pribéhu elektroforézy se vana obloZila ledovymi destickami. Rychlost pohybu zaporné

nabitych protein( elektrickym polem zavisi na velikosti molekul.

6.4.4 Blotovani

Blotovani je proces, pfi kterém jsou ptsobenim elektrického proudu proteiny preneseny
z gelu na membranu. PouZili jsme polyvinyliden difluoridové membrany (PVDF), které maiji
nespecifické protein-vazebné schopnosti. Pro pfenos proteinli je mozné pro blotovani vyuzZit
dvé rGzné metody, polosuchou nebo mokrou cestu. Pro prenos mensich proteinld jsme

vyuzivali polosuchou cestu a pro vétsi proteiny cestu mokrou.

V obou ptipadech je nutné si aktivovat membrany ponofenim nejprve na 15 sekund

do methanolu a nasledovné na 2 minuty do destilované vody.

Skla s gely jsme vyjmuli z elektroforetické aparatury. Po oddéleni skel jsme odrezali

okraje a zaostfovaci gel. Separacni gel jsme poté promyli v transferovém pufru a ptrenesli.
Polosucha cesta

Pro tuto metodu jsme vyuzivali blotovaci pfistroj Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad). Pfistroj se sklada zanody a katody, mezi kterymi dojde pomoci

elektrického pole k pfenosu proteind.

Na anodu jsme poloZili silné filtraéni papiry namocené v transferovém pufru. Na tyto
filtracni papiry se umistily aktivované PVDF membrany, na které byly pfimo poloZeny vyjmuté
gely. Vse se prekryje dalsim silnym filtracnim papirem namocenym v transferovém pufru, ¢imz
vznika tzv. sandwich. Nakonec jsme pfiklopili katodu a pfistroj uzavreli vikem. Blotovani 4 gel(i
jsme provadéli za konstantniho napéti 25 V a proudu 200 mA/4 gely po dobu 75 minut.
Po uplynuti stanovené doby transferu jsme membrany vyjmuli a vlozili k promyti

do destilované vody.
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Mokra cesta

Pro blotovani mokrou cestou jsme vyuzivali pfistroj Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad),
ktery se skldda z destickové katody a anody, kazety s pénovymi podlozkami, chladici jednotky

avany.

Do kazety jsme vlozZili pénovou podlozku namocenou v transferovém pufru, na kterou
jsme polozili namoceny silny filtraéni papir, na néj gel, ddle aktivovanou membrdnu, namoceny
silny filtracni papir a druhou pénovou podlozku. Kazetu jsme uzavreli a vlozili mezi katodu
aanodu ve vané. Na zavér jsme pfidali chladici jednotku. Vanu jsme poté naplnili pufrem
a uzavreli vikem. Transfer probihal za konstantniho napéti 130 V, proudu 300 mA po dobu
90 minut. Po ukonéeni transferu jsme, stejné jako u polosuché cesty, vyjmuli membrany

z pfistroje a vloZili je k promyti do destilované vody.

6.4.5 Imunodetekce

Béhem imunodetekce dochazi k navazani primarni protilatky na stanovovany protein.
Na primarni latku se navdie sekundarni protildtka, tj. protilatka proti primarni protilatce.
Sekundarni protildtky jsou konjugované senzymem, schopnym po pfidani substratu

katalyzovat reakci, pti které vznika luminiscence.

Membrany s prfenesenymi proteiny jsme nejprve nastfihali na prouzky podle
molekulovych hmotnosti stanovovanych proteinll. Protoze membrany PVDF vaZou proteiny
zcela nespecificky, je tfeba zablokovat jejich neobsazend vazebna mista. To jsme provedli
pomoci 5 % roztoku suseného nizkotucného mléka v TBS-T (Blocking solution/buffer).
Membrany jsme do tohoto roztoku ponofili a nechali je hodinu pfi pokojové teploté

na kyvacce.

Po skonceni blokace jsme membrany vlozili do parafinovych vanicek s roztokem primarni
protildtky v roztoku TBS-T-5 % mléka, umistili je na kyvacku a nechali inkubovat pres noc

pri teploté 4°C. Nastaveni primdrnich protilatek pro jednotlivé proteiny bylo nasleduijici:
e Goat anti-VCAM-1 (R&D systems, USA): v fedéni 1:500
e Rabbit anti-eNOS (Santa Cruz Biotechnology, USA): v fedéni 1:200
¢ Rabbit anti-phospho(Ser1177) eNOS (Santa Cruz Biotechnology, USA): v fedéni 1:500
¢ Rabbit anti-HO-1 (Abcam, UK): v fedéni 1:2000
e Rabbit anti-SOD-3 (Abcam, UK): v fedéni 1:500
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¢ Rabbit anti-catalase (Abcam, UK): v fedéni 1:2000

e Mouse anti-GAPDH (pro potvrzeni jednotné nanasky protein(, Sigma-Aldrich, USA):
v fedéni 1:10000

Po inkubaci s primarni protilatkou jsme membrany 3x proplachli a 6 x 10 minut na kyvacce

promyvali v roztoku TBS-T.

Dale probéhla hodinova inkubace na kyvacce za pokojové teploty se sekundarnimi
protildtkami v roztoku TBS-T-5 % mléka. Nastaveni sekundarnich protildtek pro jednotlivé

markery bylo nasledujici:
e VCAM-1: Rabbit Anti-Goat IgG-peroxidase (Sigma-Aldrich, USA) v fedéni 1:5000
¢ eNOS: Goat Anti-Rabbit IgG-(Fab’)2 (HRP) (Abcam, UK) v fedéni 1:2000
¢ peNOS: Goat Anti-Rabbit IgG-(Fab’)2 (HRP) (Abcam, UK) v fedéni 1:2000
e HO-1: Goat Anti-Rabbit IgG-(Fab’)2 (HRP) (Abcam, UK) v fedéni 1:4000
¢ SOD-3: Goat Anti-Rabbit IgG-(Fab’)2 (HRP) (Abcam, UK) v fedéni 1:2000
e Catalase: Goat Anti-Rabbit IgG-(Fab")2 (HRP) (Abcam, UK) v fedéni 1:4000
® GAPDH: Goat Anti-Mouse IgG-peroxidase (Sigma - Aldrich, USA) v fedéni
1:20000

Inkubované membrany byly promyty stejnym zplsobem, jako po primarni inkubaci.

6.4.6 Chemiluminiscencni detekce

Nami pouZité sekundarni protildtky byly konjugované s enzymem kfenovou peroxidazou,
ktera reaguje s chemiluminiscenénim substratem za vzniku svétla v misté vyskytu proteinu.
Svétlo je moZné detekovat pfilozenim membrany na fotograficky film. MnoZstvi svétla je

umeérné mnozstvi detekovaného proteinu.

Jako detekéni ¢inidla byly podle potfeby pouZity roztoky dvou rliznych intenzit, tzv. Pico
(Super Signal West Pico Chemiluminescent Substrate; Thermo Scientific), nebo tzv. Femto
(Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate; Thermo Scientific). Slozky 1 a 2
téchto komercné vyrobenych detekénich roztok( jsme smichali v poméru 1:1 a nanesli
na membrany na presné uréenou dobu. Po uplynuti této doby jsme roztok slili, membrany

vlozili do prihledné folie a uzavreli do kazety.
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V temné komore jsme k membranam prikladali fotograficky film, ktery byl poté ihned
vlozen do vyvojky, nasledné byl oplachnut ve vodé a vloZzen do ustalovace. Po ususeni byly

filmy pfipraveny k vyhodnoceni.

6.5 Vyhodnoceni

Pruhy band( zvyvolanych filmG byly naskenovany a semikvantitativné vyhodnoceny
denzitometrickou metodou. Vysledky byly statisticky zpracovany v programu GraphPad Prism
6.0 (GraphPad Software, Inc., CA, USA). Vysledky jsou prezentovany jako pramér
procentualnich hodnot exprese jednotlivych proteini u hodnocené skupiny v porovnani
se skupinou kontrolni + S.E.M. (standardni chyba priméru). Pro hodnoceni byl pouZit
neparametricky Mann-Whitney t-test, pficemz byla stanovena hladina statistické vyznamnosti

p <0,05.
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7. VYSLEDKY

7.1 ELISA analyza

Pomoci ELISA analyzy byla uréena exprese lidského solubilniho endoglinu u obou skupin
mysi. Hodnoty skupiny Sol-Eng* byly signifikantné vyssi (3480 + 501; p < 0,0001) neZ u kontrolni
skupiny, kde byla hladina lidského sEng nedetekovatelna. Vysledek je zobrazen v grafu 1

v ng/ml.

Graf 1: Hladiny lidského solubilniho endoglinu
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7.2 Biochemicka analyza

Biochemickou analyzou byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu u porovnavanych
skupin. Zvitata byla krmena dietou bohatou na cholesterol a tuky po dobu 3 mésich. Rozdily
mezi hladinami celkového cholesterolu mezi kontrolni skupinou a skupinou Sol-Eng* nebyly
statisticky vyznamné. Vysledky jsou uvedeny v grafu 2 v mmo/I (3,947 + 0,5385 vs. 3,322 +
0,3241; p=0,3308).
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Graf 2: Hladiny celkového cholesterolu
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7.3 Western blot analyza

Pomoci Western blot analyzy jsme ziskali informace o expresi vybranych molekul
vsrdeéni tkdni transgenniho mysiho modelu s vysokymi hladinami lidského solubilniho
endoglinu v porovnani s kontrolni skupinou. Pro kontrolu jednotné nanasky proteinl jsme
detekovali protein GAPDH. Fotografie je na obrazku 6 (reprezentativni imunoblot: 1-5 kontrolni

skupina, 5-10 Sol-Eng™).

Obrdzek 6: Kontrola nandsky detekci GAPDH
Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina, vzorky ¢. 5-10 — Sol-Eng*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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7.3.1 Exprese molekuly eNOS

V expresi molekuly eNOS nebyl ve vysledcich méreni zaznamenan signifikantni rozdil
mezi kontrolni skupinou a skupinou Sol-Eng* (100 + 1,410 vs. 100,5 * 3,249; p= 0,8016).
Vysledky jsou zndzornény vgrafu 3 v % exprese proteinu. Reprezentativni snimek

s vyobrazenymi bandy proteinu chemiluminiscencni detekci je pod grafem (obrazek 7).

Graf 3: Exprese eNOS
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Obrdzek 7: Snimek detekce eNOS
Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina; ¢. 5-10 — Sol-Eng*
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7.3.2 Exprese molekuly peNOS

Vysledky analyzy také neprokazaly signifikantni rozdil v expresi peNOS mezi kontrolni
skupinou a skupinou Sol-Eng* (100,0 + 17,33 vs. 98,51 + 18,04; p = 0,9004). Vysledky jsou
znazornény v grafu 4 v % exprese proteinu. Reprezentativni snimek s vyobrazenymi bandy

proteinu chemiluminiscenéni detekci je pod grafem (obrazek 8).
Graf 4: Exprese peNOS
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Obrazek 8: Snimek detekce peNOS
Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina; ¢. 5-10 — Sol-Eng*
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7.3.3 Exprese molekuly VCAM-1

Dale nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v expresi molekuly VCAM-1 mezi kontrolni
skupinou a skupinou Sol-Eng* (100,0 + 8,139 vs. 80,31 *+ 2,853; p = 0,0823). Vysledky jsou
znazornény v grafu 5 v % exprese proteinu. Reprezentativni snimek s vyobrazenymi bandy

proteinu chemiluminiscenéni detekci je pod grafem (obrazek 9).

Graf 5: Exprese VCAM-1
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Obrdzek 9: Snimek detekce VCAM-1
Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina; ¢. 5-10 — Sol-Eng*
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7.3.4 Exprese molekuly HO-1

Ani ve vysledcich méfeni exprese molekuly HO-1 nebyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil mezi kontrolni skupinou a skupinou Sol- Eng* (100,0 + 8,273 vs. 91,68 + 12,99; p =
0,6277). Vysledky jsou znazornény v grafu 6 v % exprese proteinu. Reprezentativni snimek

s vyobrazenymi bandy proteinu chemiluminiscencni detekci je pod grafem (obrazek 10).

Graf 6: Exprese HO-1
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Obrdzek 10: Snimek detekce HO-1
Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina; ¢. 5-10 — Sol-Eng*
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7.3.5 Exprese molekuly SOD-3

Jako dalsi byla hodnocena exprese molekuly SOD-3. Vysledky méreni také neprokazaly
signifikantni rozdil v expresi u kontrolni skupiny a skupiny Sol-Eng* (100,0 + 6,569 vs. 94,35 +
9,267; p > 0,9999). Vysledky jsou znazornény v grafu 7 v % exprese proteinu. Reprezentativni
snimek s vyobrazenymi bandy proteinu chemiluminiscen¢ni detekci je pod grafem (obrazek

11).

Graf 7: Exprese SOD-3
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Obrdzek 11: Snimek detekce SOD-3
Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina; ¢. 5-10 — Sol-Eng*
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7.3.6 Exprese molekuly katalaza

Ani ve vysledcich méfeni exprese molekuly katalazy se neprokdzal statisticky vyznamny
rozdil v expresi mezi kontrolni skupinou a skupinou Sol-Eng* (100,0 + 8,801 vs. 119,3 + 23,18; p
= 0,6494). Vysledky jsou znazornény v grafu 8 v % exprese proteinu. Reprezentativni snimek

s vyobrazenymi bandy proteinu chemiluminiscencni detekci je pod grafem (obrazek 12).
Graf 8: Exprese kataldzy
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Obrazek 12: Snimek detekce kataldzy

Vzorky €. 1-5 — kontrolni skupina; ¢. 5-10 — Sol-Eng*
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8. DISKUSE

Endotelové burky v srdci hraji nezbytnou roli v regulaci a udrzovani srde¢ni funkce. Jednd
se zejména o bunky endokardu a kapilar myokardu, kde endotelové buriky pfimo interaguji
s prilehlymi kardiomyocyty. Srde¢ni endotelové bunky vytvati a uvoliuji, stejné jako burky
cévniho endotelu, celou fadu auto- a parakrinnich pUsobk(l, které primo ovliviiuji srdecni
metabolismus, rlst, kontraktilitu a rytmicitu srdce. Syntéza, sekrece a predevsim aktivita
téchto latek v srdci spolu Uzce souvisi, je vzajemné propojena a interaguje. Kardiovaskularni
rizikové faktory jako hyperlipidémie, hypertenze, oxidacni stres, koufeni nebo diabetes mohou
zpUsobit adaptacni reakce, Casto nasledované srdeéni endotelovou dysfunkci. Vzhledem
k provazanosti vSech endotelovych signalnich drah, aktivace nebo naruseni nékteré z nich
ovlivni i dalsi, coz vede k naruseni rovnovahy a progresi srde¢niho onemocnéni (Brutsaert,

2003).

Oxidacni stres je stav, pfi kterém oxidanty projevuji své toxické ucinky bud v dasledku
jejich zvysené produkce, nebo narusenim mechanism0 bunécné protekce. Reaktivni formy
kysliku (ROS) jsou za fyziologickych podminek generovany jako vedlejsi produkty aerobniho
dychani a substratové oxidace. Jejich zvySena tvorba nastava za rlznych patofyziologickych
podminek nebo narusenim antioxidacnich mechanisml. ROS se mohou ucastnit mnoha
signdlnich procesdi a mohou zpUsobit ireverzibilni poskozeni bunék nebo bunéénou smrt
(Giordano, 2005). V srdci se ROS mohou podilet na vzniku a progresi dysfunkce endotelu,
ischemické choroby srdecni, hypertrofie srdce, srdecniho selhdni (Khatri et al., 2004; Li et al.,

2002.) a ischemicko-reperfuzniho pogkozeni (Stejfa et al., 2007).

Zvysené hladiny solubilni formy endoglinu (TGF-B receptoru Ill) cirkulujici v plazmé byly
zjistény za rdznych patologickych podminek v souvislosti s kardiovaskularnim systémem.
Existuje celd fada studii, které predpokladaji, Ze by sEng mohl byt povazovan za biomarker
endotelové dysfunkce, naptiklad u preeklampsie (Venkatesha et al., 2006), aterosklerdzy
(Blann et al., 1996; Strasky et al., 2011), hypercholesterolémie (Blaha et al., 2008), diabetu
mellitu a hypertenze (Blazquez-Medela et al., 2010) nebo ischemické choroby srdecni (lkemoto
et al., 2012). ProtoZe u vSech téchto onemocnéni hraje vyznamnou roli endotelova dysfunkce,
predpoklada se, ze vysoké hladiny sEng mohou predstavovat znak endotelové dysfunkce, ktera

se podili na rozvoji mnohych kardiovaskularnich onemocnéni (Némeckova et al., 2015).

Vysledky nedavné studie autorl Némeckova a kol. (2015) demonstrovaly, Ze vysoké

hladiny sEng samostatné nevyvolavaji dysfuknci endotelu. Studie byla provedena na aortach

52



transgenniho kmene mysi s vysokymi hladinami seng a kontrolni skupiné bez vysokych hladin
sEng. Obé skupiny byly krmeny standardni dietou pro hlodavce. Bylo porovnavano funkéni
pogkozeni aorty a exprese marker( endotelové dysfunkce mezi jednotlivymi skupinami. Zadné
vyznamné rozdily nebyly zaznamenany. Tato data vSak nevyvratila moZnost, Ze se sEng muze
podilet na zméné endotelové funkce vkombinaci s jinym rizikovym faktorem

kardiovaskularnich onemocnéni, napriklad hypercholesterolémii (Némeckova et al., 2015).

Prvni zminka o souvislosti mezi cholesterolémii a sEng se objevila v praci autor(i Blann
a kol. (1996), ktefi prokazali zvysené sérové hladiny sEng u pacient( s aterosklerézou. Zvysené
hladiny seng byly spojeny s hladinami celkového cholesterolu, ale s markery poskozeni
endotelu a jeho dysfunkci nikoliv (Blann et al., 1996). Nasledné byl sEng kvalifikovan,
jako marker zvySujici se shladinou celkového cholesterolu u pacientld s familiarni

hypercholesterolémii (Blaha et al., 2008).

Kromé hypercholesterolémie, mohou mit na hladinu sEng vliv i jiné kradiovaskularni
rizikové faktory. Z pohledu patofyziologie endotelové dysfunkce jsou zasadni zanét a oxidacni
stres. Hladiny sEng byly zvySeny po poddvani zanétlivého cytokinu TGF-a i po vyvolani
oxidaéniho stresu peroxidem vodiku (lkemoto et al.,, 2012). Také se prokazalo, Ze HO-1
s ochrannou funkci inhibuje uvoriovani sEng z bunék endotelu a placentarnich explantatl

(Cudmore et al., 2007).

V dalSich studiich bylo zjiSténo, Ze je sEng schopny interagovat se signalizaci TGF-§,
pro kterou predstavuje pfirozeného antagonistu. S TGF-B1 kompetuje o vazbu na své
receptory, interferuje s naslednou signalizaci a oslabuje aktivaci eNOS v endotelovych burikach
(Venkatesha et al., 2006). Pfedpoklada se, Ze inhibice aktivity eNOS muzZe byt rozhodujici
pro mozné ucinky sEng na cévni endotel. Snizeni funkce eNOS se vztahuje ke zvySené expresi
adheznich molekul (tvorbé zanétu), zvysené cévni permeabilité, antiangiogennim Gcinktm,
zménam vazodilatacnich vlastnosti arterii, rozvoji dysfunkce endotelu, arteridlni hypertenzi

a aterosklerdze (Forstermann a Sessa, 2012), to vse pficitano sEng (Rathouska et al., 2015).

V nasi experimentdlni praci jsme stavéli na poznatcich predchozich studii, pfestoze
o pusobeni sEng na srdce se prozatim nevi mnoho. Tato prace vznikla v ndvaznosti na studie
tykajici se cévniho endotelu (Némeckova et al., 2015) a na predpoklad, Zze kombinaci vlivu
vysokych hladin sEng a pfitomnosti dal$iho rizikového faktoru kardiovaskularnich onemocnéni
(vysokotukova dieta) by mohlo dojit kiniciaci zanétu a oxidacniho stresu v srdecni sténé,

pfipadné ke zméné funkce endotelu v myokardu mysi.

53



Pro hodnoceni stavu myokardu pod vlivem vysokych hladin solubilniho endoglinu byl
zvolen jiz experimentdlné zavedeny kmen transgennich mysi (Valbuena-Diez et al., 2012;
Némeckova et al., 2015) vykazujici vysoké hladiny lidského solubilniho endoglinu. K posileni
vlivu seng byla, jako dalsi kardiovaskularni rizikovy faktor, zvolena dieta s vysokym obsahem
tuku a cholesterolu, ktera u mysi vedla k mirné hypercholesterolémii (cca 3,5 mmol/l). Mezi
skupinami Sol-Eng+ mysi (vykazujici vysoké hladiny lidského sEng) a kontrolnich mysi
(vykazujici nedetekovatelné hladiny lidského sEng) vsak signifikantni rozdil v hladinach
cholesterolu zaznamenan nebyl. Pomoci metody Western blot byla v homogenatu srdecni
tkané sledovana exprese zvolenych markerd oxidacniho stresu (HO-1, SOD-3, katalaza), zanétu
(VCAM-1) a protekce endotelu (eNOS, peNOS). U zadného z vybranych protein(i vSak nebyl

zaznamenan vyznamny rozdil v expresi mezi obéma skupinami mysi.

Zvysledkl studie vyplyva, Ze vliv solubilniho endoglinu v kombinaci s vysokotukovou
dietou na mysi myokard, ve smyslu indukce zdnétu, oxidacniho stresu, pfipadné dysfunkce
endotelu, se nepodafilo potvrdit. Konecné zavéry, tykajici se vlivu sEng v kombinaci
s vysokotukovou dietou na stav mySiho myokardu, vsak bude vhodné vyvodit az po rozsifeni

vysledkd, pfipadné potvrzeni vysledkld stavajicich také dalsimi metodami.
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9. ZAVER

V této préci byla porovnavana exprese vybranych markerl zanétu, oxidacniho stresu
afunkce endotelu (VCAM-1, HO-1, SOD-3, kataldza, eNOS, peNOS) v myokardu mysi
vykazujicich vysoké hladiny lidského solubilniho endoglinu se skupinou kontrolni
s nedetekovatelnymi hladinami tohoto plazmatického proteinu. Obé skupiny mysi byly krmené
dietou s vysokym obsahem tuku a cholesterolu po dobu tfi mésica. Vysledky studie neukazaly
signifikantni rozdil v expresi proteinl v myokardu mezi skupinami ani u jedné z vybranych
molekul. Dale byly analyzovdny rozdily hladin celkového cholesterolu mezi obéma skupinami.

Ani zde nebyl zjistén signifikantni rozdil hodnot mezi skupinami.

Vysokotukova dieta u obou skupin mysi podnitila tvorbu mirné hypercholesterolémie,
avsak v kombinaci s vysokymi hladinami solubilniho endoglinu u sledované skupiny nevedla
k tvorbé zdnétu, oxidacniho stresu, pfipadné naruseni funkce endotelu v myokardu mysi.
Hodnoceni vlivu vysokych plazmatickych hladin lidského solubilniho endoglinu v kombinaci

s tukovou dietou na mysi myokard je v sou€asnosti predmétem dalSich studii.

55



10. POUZITE ZKRATKY

Akt proteinkinaza B

AMPK adenosinmonofosfatem aktivovana proteinkinaza
APS peroxodisiran amonny (ammonium persulphate)
ATP adenosintrifosfat

BCA kyselina bicinchoninova (bicinchonic acid)

BHy/3/4 di-/tri-/tetrahydrobiopterin

BSA bovinni sérovy albumin

BVR biliverdin reduktaza

CaM kalmodulin

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CAT kataldza

CD 105 endoglin

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

co oxid uhelnaty

ELISA enzymova metoda detekce antigenu (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
ENG endoglin

eNOS endotelova syntaza oxidu dusnatého

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

H,0, peroxid vodiku

HLP hyperlipoproteinémie

HO hemoxygenaza

ICAM-1 intercelularni adhezni molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)
ICHS ischemicka choroba srdecni

Ig imunoglobulin
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LDL nizkodenzitni lipoprotein (low density lipoprotein)

MAPK mitogenem aktivovana proteinkindza

MMP-14 matrix metaloproteinaza 14

NADPH nikotinamiddinukleotid fosfat

NO oxid dusnaty (nitric oxide)

NOS syntaza oxidu dusnatého (nitric oxide synthase)

0" superoxidovy anion

ONOO peroxynitrit

PAGE elektroforéza na  polyakrylamidovém  gelu  (polyacrylamide  gel

electrophoresis)

peNOS fosforylovana endotelova syntdza oxidu dusnatého

PVDF polyvinyliden difluorid

RIPA lyzacni pufr (Radio Immuno Precipitation Assay buffer)

RNS reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

SDS dodecylsiran sodny (sodiumdodecylsulphate)

sEng solubilni endoglin

Ser serin

SOD superoxiddismutdaza

sVCAM-1 rozpustnd cévni adhezni molekula 1 (soluble vascular cell adhesion
molecule 1)

TBS-T promyvaci roztok (Tris-buffered saline + Tween 20)

TEMED tetramethylendiamin

TGF-B transformujici ristovy faktor beta (transforming growth factor beta)

Thr threonin

TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa

Tyr tyrosin
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VCAM-1 cévni adhezni molekula 1 (vascular cell adhesion molecule 1)

VEGF cévni endotelovy ristovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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