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ABSTRAKT

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

Western blot analyza vybranych molekul oxida¢niho stresu v aorté apoE/LDLR

deficientniho mysSiho modelu
Autor diplomové prace: Bc. Martina Cermikova

Vedouci prace: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Cil préace: Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit expresi vybranych molekul
oxida¢niho stresu (SOD-3, iNOS, katalaza, HO-1) v aort¢ a hladiny nitratd a nitritt
v plazmé u dvou skupin mysi. Tyto dvé skupiny mysi se liSily v genetické vybavé —
sledovand skupina méla, oproti skupiné kontrolni, vypnuté geny pro apolipoprotein E

a LDL receptor.

Metody: Pro studii se pouzili 2 mésice staii samci mysi, kteti byli krmeni standartni dietou
pro hlodavce. Samci byli rozdéleni do dvou skupin — kontrolni (C57BL/6J) a sledované
(apoE”/LDLR™). Pro zhodnoceni a kvantifikaci molekul iNOS, SOD-3, kataliza a HO-
1 v aorté byla pouzita metoda Western blot. Pro kvantifikaci nitrath a nitrith v plazmé

byla uzita metoda HPLC.

Vysledky: Metoda HPLC neprokazala statisticky vyznamné rozdily v hladinach nitrati
a nitritd v plazmé¢ mezi obéma hodnocenymi skupinami mysi. Western blot analyza tkané
aorty prokazala statisticky vyznamné vyssi expresi SOD-3 (208,39 %) i signifikantné
vy$si expresi iNOS (207,62 %) u skupiny apoE”/LDLR”" mysi oproti skupiné kontrolni
(100,00 %). Naopak, u molekuly HO-1 doslo k signifikantné nizsi expresi (42,22 %)
u skupiny apoE”/LDLR™" mysi oproti skupiné kontrolni (100,00 %). Analyza exprese
molekuly kataldza neprokdzala signifikantni rozdil v expresi mezi hodnocenymi
skupinami mysi.

Zavér: Vysledky naSich analyz neprokézaly jednozna¢né zvySeni oxida¢niho stresu
u apoE”/LDLR"* mysi oproti skupiné C57BL/6]J mysi. Pro u¢inéni finalnich zavéra viak
bude potieba vysledky rozsitit o dalsi metodiky.

Kli¢ova slova: endotelova dysfunkce, ateroskler6za, oxLDL, oxida¢ni stres, HO-1,

katalaza, SOD3, iNOS



ABSTRACT

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

Western blot analysis of selected oxidative stress markers in aorta of apoE/LDLR

deficient mice
Author of diploma thesis: Be. Martina Cermikova

Supervisor: PharmDr. Jana Rathouska, Ph.D.

Background: The aim of this diploma thesis was to evaluate expression of selected
oxidative stress molecules (SOD-3, iNOS, catalase, HO-1) in cardiac aorta and nitrate
and nitrite levels in plasma in two groups of mice. These two groups of mice varied in
genetic features - the monitored group was, compared to control group of mice, deficient

for apolipoprotein E and LDL receptor.

Methods: For the study, 2 months old male mice were fed a standard rodent diet. The
males were divided into two groups — control (C57BL/6J) and monitored (apoE”/LDLR"
). Western blot method was used to evaluate and quantify iNOS, SOD-3, catalase and
HO-1 molecules in the aorta. HPLC method was used to quantify nitrate and nitrite levels

in plasma.

Result: HPLC method did not show statistically significant differences in the nitrate and
nitrite levels in plasma between the two groups of examined mice. Western blot analysis
of aortic samples showed statistically significantly higher SOD-3 expression (208.39 %)
and a significantly higher iNOS expression (207.62 %) in the apoE”/LDLR"" mice group
compared to the control group (100.00 %). In contrast, HO-1 molecule showed
significantly lower expression (42.22 %) in the apoE”/LDLR” mice group compared to
the control group (100.00 %). Analysis of the catalase molecule expression did not show

a significant difference in expression between the groups of examined mice.

Conclusions: The results of our analyses did not show a clear increase in oxidative stress
in apoE”/LDLR”" mice compared to the C57BL/6J group of mice. However, in order to

make the final conclusions, the results will need to be broadened by other methods.

Key words: endothelial dysfunction, atherosclerosis, oxLDL, oxidative stress, HO-1,
catalase, SOD-3, iNOS
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1 Uvop

Je znamo, Ze oxidacni stres a volné radikaly hraji dalezitou roli ve vyvoji aterosklerdzy
(Soyding et al., 2007), ktera je hlavnim zdrojem morbidity a mortality ve vyspélém svéte.
Ateroskleroza je charakterizovana akumulaci lozisek cholesterolu v makrofazich ve
velkych a stfednich arteriich. Toto ukladani vede k proliferaci ur¢itych bunécénych typi
v arteridlni stén€, které¢ postupné zasahuji do lumen cévy a brani pritoku krve. Tento
proces muze byt pomérné zakeiny, trvd po celd desetileti, az dojde k naruSeni
aterosklerotické léze fyzikalnimi silami z krevniho ob&hu (Stocker a Keaney, 2004).
Zanét a oxidacni stres, které se navzdjem zesiluji uvnitt vaskulatury a visceralniho tuku,
jsou kli¢ovymi procesy, které fidi iniciaci, progresi a naslednou rupturu aterosklerotické

1éze (Hajjar a Gotto, 2013).

Béhem poslednich let bylo prokazéno, ze oxidacni stres je jednim z nejucinngjSich
induktort endotelové dysfunkce a podili se na vSech stupnich vyvoje aterosklerotického
platu. Zvifeci modely poskytuji jasny vztah mezi mnozstvim oxida¢niho stresu
a reverzibilni vaskularni dysfunkci, ktera miize byt pozorovana pted trvalymi zménami

na cévni sténé (Schnabel a Blankenberg, 2007).

Pii aterosklerdze dochazi ke zvySeni oxidac¢niho stresu charakterizovaného oxidaci
lipidi a proteinti v cévni sténé (Stocker a Keaney, 2004). Nadprodukce reaktivnich forem
kysliku (ROS) za patofyziologickych podminek tvofi nedilnou soucast vyvoje
kardiovaskularnich onemocnéni (CVD), zejména aterosklerozy (Rocha a Libby, 2009).
Oxidacni stres se podili na patogenezi endotelové dysfunkce a hypertenze, coz jsou dva
dalezité faktory u mnoha pacientii s ateroskler6zou. Dale pfispiva k mechanismim

progrese onemocnéni, jako je vaskularni remodelace (Schulze a Lee, 2005).

Oxidacni modifikace lipoproteinti s nizkou hustotou (LDL) v cévni sténé se zda byt
klicovym faktorem pii vyvoji aterosklerézy. Oxidované LDL (oxLDL) pfijimaji
aktivované makrofagy a pfeménuji se na pénové bunky. Navic oxLDL vykazuji
cytotoxicky potencidl, ktery je pravdépodobné zodpoveédny za poskozeni endotelovych

bunck a za degeneraci makrofagi v aterosklerotickém platu (Cherubini et al., 2005).

Produkce a u¢inek ROS zavisi na expresi a spravné funkci enzymi podilejicich se na
regulaci ROS ve vaskuldrnich buiikdch. Navic bunky obsahuji cetné antioxidacni

enzymy, které detoxikuji ROS nebo snizuji jejich ucinky. Nerovnovédha mezi ROS
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a elimina¢nim mechanismem nastava v disledku zmény celkové redoxni rovnovahy

a modifikace cilovych molekul (Kang a Kang, 2013; Li et al., 2014).

Jednou z prvnich charakteristickych ryst ateroskler6zy je endotelova dysfunkce, ktera
je také synonymem pro nedostatek biologicky dostupného oxidu dusnatého (NO)
odvozené¢ho z endotelové syntdzy oxidu dusnatého (eNOS). Proto je ateroskler6za
spojena se snizenymi hladinami endogenniho NO. Tvorba NO endotelem hraje kli¢ovou
ulohu pii udrzovani kardiovaskularniho zdravi podporou vazodilatace, antitrombotickych
a dulezitych protizanétlivych ucinkl. Snizeni biologicky dostupného NO uvolnéného
z endotelu mé souvislost s fadou jevll spojenych s aterogenezi. Obnova biologicky
dostupnych hladin NO pfi ateroskler6ze mtze tedy nabidnout terapeuticky pfistup ke

zlepseni zanétu, a tudiz k prevenci potencialni nemoci (Khambata et al., 2017).

Inducibilni NO syntaza (iNOS) pfitomna v lidském aterosklerotickém platu by mohla
prispét k zanétlivému procesu vyvoje platu. NO, ktery produkuje eNOS, je spojen
s prevenci dysfunkce endotelovych bunék, coz mize byt prospésné pii ateroskleroze.
Avsak iNOS je vysoce vykonny enzym, ktery mize po dlouhou dobu produkovat velké
mnozstvi NO. Velké mnoZstvi NO se miize spojit s peroxidem vodiku (H202) za vzniku
peroxynitritu (ONOQO"), aduktu se zvySenou oxidacni schopnosti. Takto produkovany NO
ma tedy potencial zhors$it ateroskler6zu podporou zanétu a nekrézy v misté 1ézi (Detmers

et al., 2000).

Ackoli cetné experimentalni studie ukazaly, Ze pisobeni antioxidantii na ROS by
mohlo zabranit patologickym udalostem vedoucim k ateroskler6ze, vneseni tohoto
konceptu do 1é¢by lidskych onemocnéni bylo problematické. ROS maji vyznamné
signaliza¢ni vlastnosti a neselektivni pfistup k odstranéni vSech ROS by mohl mit
Skodlivé ucinky. Je obecné uznavéno, Ze Cetné zmény hladin ROS jsou pozorovany
v pokrocilych stadiich CVD. V pocatecnich stadiich, které zahrnuji zahajeni onemocnéni,
muze byt zména v urovni ROS vysoce lokalizovanou udalosti v jednotlivych bunécnych
kompartmentech, nebo dokonce zalezitosti individudlnich antioxida¢nich enzymii, aniz
by byl ovlivnén celkovy stav bunééného redoxu. Pfipadné naruseni téchto lokalnich zmén
ROS urcitymi antioxida¢nimi enzymatickymi systémy mtize vést k naruseni redoxni

signalizace a potencialn¢ patologickym nasledkiim (Kang a Kang, 2013).

V této diplomové praci jsme se, za pouziti mySiho experimentalniho modelu

aterosklerézy, zaméfili na vybrané antioxidani enzymy, které hraji ulohu pfi
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odstraniovani volnych radikal. Zaroven cilem prace bylo zhodnotit expresi iNOS, ktera
muze prispet k procesu vyvoje platu v mysi aorté. Zameftili jsme se také na hladiny nitritil

a nitrat, jakozto kone¢nych produktii odbourani NO, v plazmé téchto mysi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1. Stavba aorty

Cévni systém lidského téla je tvofen uzavienou soustavou trubic, jejichz sténa

se v jednotlivych usecich 1isi stavbou, a tim i propustnosti (Dylevsky, 2009).

Hrudni aorta je velkd elasticka tepna s tiivrstvou sténou slozenou z tunica intima,
tunica media a tunica adventitia. Tyto ti1 vrstvy jsou oddé€leny vrstvou elastinového
vldkna, vnitinich a vnéjsich elastickych lamel. Funkce kazdé vrstvy jsou urceny jejimi

endogennimi slozkami (Wheeler et al., 2014).

Tunica intima je nejvnitingj§i vrstva skladajici se z jedné vrstvy plochych
endotelovych bun¢k. Endotelové bunky jsou podlozeny siti elastickych a kolagennich
vlaken (Cihak et al., 2016). Reguluji difizi rozpusténych latek, vody a koagulaci podél
luminového povrchu (Wheeler et al., 2014). PoSkozeni této endotelové vystelky je jednou

z primarnich pfi€in tvorby srazenin.

Tunica media je nejsilngj$i vrstvou skladajici se z bun€k hladkého svalstva, cév,
fibroblastl, kolagenu, elastickych lamel a podkladové hmoty. Tato stfedni vrstva je
pfevazné zodpovédna za biomechanické vlastnosti arterie. Stfidavé soustfedné listy
hladkého svalstva a elastinu, zndmé jako lamelérni jednotky, jsou radidlné interkalovany

kolagenem a poskytuji tak roztaznost (Wheeler et al., 2014).

Tunica adventitia je vazivova vrstva tvorend siti elastickych a kolagennich vlaken,
které zajiStuji prevazn€ mechanické vlastnosti cévni stény a také pruzné zakotveni cévy
v jejim okoli (Trojan et al., 2003). Vazivova vrstva je zaroven tkani, ve které probihaji
autonomni nervy pro inervaci hladké svaloviny cév (Merkunova a Orel, 2008; Dylevsky,
2009). Od svalovych bunék je tato vrstva oddélena tenkou vrstvou zvanou membrana

elastica externa (Cihék et al., 2016).
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Obrazek 1 Schéma obecné stavby cévni stény (pievzato z: Cihdk et al., 2016)
A — tunica intima, 1 — endotel, 2 — lumina basalis endotelu a subendotelova vrstva vaziva,
3 — membrdana elastica interna, B — tunica media, 4 — bunky hladké svaloviny, C — tunica

adventitia, 5 — membrana elastica externa, 6 — vazivo, v ném vasa vasorum

2.2. Fyziologie endotelu a jeho dysfunkce

Endotel hraje zésadni roli pfi zajiStovani spravné hemostatické rovnovahy (Rajendran
et al., 2013). Tvofii jednovrstevnou vnitini vystelku cévniho lumen (Karasek et al., 2004)
a zajistuje tak antitrombogenni a nesmacivy povrch. Endotelové bunky nejenom ze tvori
mechanickou bariéru, ale predstavuji metabolicky velmi aktivni tkan regulujici cévni
tonus, permeabilitu a ostatni cévni funkce. Funkéni poskozeni endotelové vystelky je
pocatkem cévnich zmén, které mohou vyustit v aterotrombotické cévni komplikace.
Poskozeni je spousténé fadou mechanickych, fyzikalné-chemickych a imunologickych

faktord (Vrablik et al., 2011).

2.2.1. Endotelova funkce
Cévni endotel se podili na uvoliiovani riznych pisobki, které reguluji bunécnou
adhezi, tromborezistenci, proliferaci bunc¢k hladkého svalstva a zanét cévni stény
(Deanfield et al., 2007). Udrzuje normalni vaskularni tonus a tekutinu v krvi, bez nebo

s malou expresi prozanétlivych faktort (Hadi et al., 2005).
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Za fyziologickych podminek zabraiuji endotelové buniky trombdze pomoci riznych
antikoagulacnich a antiagrega¢nich mechanismii (Rajendran et al., 2013). Hlavnimi
antiagrega¢nimi molekulami vylucovanymi endotelovymi buitkami jsou prostacyklin
(PGI2) a NO (Michiels, 2003). PGI2 zvysuje hladinu cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP) v bunkéch hladké svaloviny a v trombocytech, ¢imz puasobi relaxacné, ale
zejména ma tlumivy vliv na patologicky zvysenou aktivitu destic¢ek. V prevenci trombdzy
se endotel uplatiiuje prostiednictvim tvorby NO, ktery inhibuje adhezi a agregaci
trombocytl cestou tvorby cyklického guanosinmonofosfatu (¢cGMP) (Karetova, 2002).
Kromé toho mohou endotelové buiiky uvoliiovat i nékteré faktory indukujici kontrakci

napft. endotelin, tromboxan A2, angiotensin II, superoxid (O:™) (Rajendran et al., 2013).

Endotel se rovnéz podili na fibrinolyze, a to uvolnénim tkanového aktivatoru
plazminogenu (tPA) a urokinazy, coz umoznuje transformaci plazminogenu na plazmin,
ktery degraduje tromby $tépenim fibrinové sité. tPA se uvolnuje konstitutivné, zatimco
urokinaza je syntetizovana pouze aktivovanymi endotelovymi bunkami. Je tfeba
poznamenat, Ze pfirozeny inhibitor aktivatoru plazminogenu typu 1 je téZ konstitutivné

sekretovan endotelovymi buiikami (Michiels, 2003).

Dalsi funkci endotelu je zajiSténi integrity cévniho fecisté (Karasek et al., 2004). Po
aktivaci, kterd mize byt indukovana cytokiny nebo nasledkem poranéni cévy, mize byt
rovnovaha endotelovych vlastnosti prevaZena ve prospéch agregace trombocytil a tvorby
srazenin. Medidtory, které podporuji aktivaci desti¢ek, jsou faktor aktivujici krevni

desticky a von Willebrandiiv faktor (Michiels, 2003).

Endotel reguluje prostup pro bunécné elementy, tak 1 pro nebunétné krevni
komponenty. Nebunééné komponenty vyuzivaji pro svou cestu paracelularni
1 transcelularni transportni mechanismy. Prostup krevnich elementl, leukocytl, je
realizovan za pomoci adheznich molekul, které endotel exprimuje na svém povrchu (E-

selektin, [CAM-1, VCAM-1, PECAM-1) (Karések et al., 2004).

Angioneogeneze fizena endotelem je zprostiedkovana rastovymi faktory - VEGEF,
PDGEF a TGF-B (Karetova, 2002). Tyto mitogeny stimuluji rst bun¢k hladké svaloviny,
jejich migraci do subendotelového prostoru s naslednou hyperplazii intimy. Naopak
velmi vyznamnym antimitogenem je NO, ktery inhibuje proliferaci bunék hladkeé
svaloviny (Karasek et al., 2004). Schematicky funkce endotelové bunky zachycuje
Obrazek 2.
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Obrazek 2 Fyziologické funkce endotelové bunky (pfevzato z: Vrablik et al., 2011)

2.2.2. Mechanismy endotelové dysfunkce
Endotelova dysfunkce je definovana jako funkéni poskozeni endotelu,
charakterizované zvySenou propustnosti cévni stény, nerovnovahou mezi vazoaktivnimi

a hemokoagula¢nimi ptisobky (Karasek et al., 2004).

Hraje roli v Casné fazi aterosklerdzy, avSak podili se 1 na vyvoji aterosklerotickych
lézi a pfispiva ke klinické manifestaci aterosklerozy. DuleZitou roli hraje také
v patogenezi hypertenze, srde¢niho selhani, rendlniho selhani, komplikaci diabetes

mellitus, sepse a dalSich chorob (Karasek et al., 2004; Allen et al., 2012).

Endotel udrzuje normalni vaskularni tonus a tekutinu v krvi za normalnich
homeostatickych podminek (Hadi et al., 2005). Nicméné jak tradi¢ni, tak nové
kardiovaskularni rizikové faktory, vcetné koufeni, starnuti, hypercholesterolémie
hypertenze, hyperglykémie a rodinné anamnézy predcasné aterosklerotické nemoci, jsou
spojeny se zménami endotelové funkce (Obrazek 3). (Kardsek et al., 2004; Hadi et al.,
2005). Tyto faktory zpisobuji oxidacni stres, ktery méni kapacitu endotelovych bunék
a vede k tzv. endotelové dysfunkci, kterd snizuje jeho schopnost udrzovat homeostazu
a vede k rozvoji patologickych zanétlivych procest a cévnich onemocnéni (Esper et al.,

2006). Vysledkem je chronicky zanétlivy proces doprovazeny ztratou antitrombotickych
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faktorii a zvySenim vazokonstrik¢énich a protrombotickych produktl, ¢imz se zvySuje

riziko kardiovaskularnich ptihod (Hadi et al., 2005).

Ztrata biologické dostupnosti NO (snizena syntéza nebo zvySena degradace) je
klicovym projevem endotelové dysfunkce, ktera pfispiva k patogenezi a klinické expresi

aterosklerozy (Allen et al., 2012).

ROS, které se vytvareji v mistech zan€tu a poranéni mohou v nizkych koncentracich
fungovat jako signaliza¢ni molekuly podilejici se na regulaci zdkladnich bunécnych
aktivit. Zatimco pfi vySsich koncentracich mizou ROS zplsobit poranéni bunck a smrt.
Cévni endotel, ktery reguluje prichod makromolekul a cirkulujicich bunék z krve do
tkani, je hlavnim cilem oxida¢niho stresu a hraje klicovou roli v patofyziologii nékolika
vaskuldrnich onemocnéni a poruch. Konkrétné¢ oxidacni stres zvySuje vaskularni

endotelovou propustnost a podporuje adhezi leukocyttl (Hadi et al., 2005).
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Obrazek 3 Mechanismy endotelové dysfunkce indukované oxidaénim stresem
u kardiovaskularnich onemocnéni (ptevzato z: Cai a Harrison, 2000)

Hypercholesterolemia — hypercholesterolémie, Hypertension — hypertenze, Heart failure — srdecni selhani,
Diabetes — diabetes mellitus, Cigarette smoking — koureni cigaret, Nitrate tolerance — tolerance nitrati,
Angiotensin Il — angiotenzin I, Xanthine oxidase — xantinoxidiza, NADH/NADPH oxidase —
nikotinamidadenindinukleotid/nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxiddaza, Other sources — jiné zdroje,
Uncoupled eNOS — nedostatek endotelové NO syntazy, H>O: — peroxid vodiku, SOD — superoxiddismutaza,
O>" - superoxidovy radikal, BH, — tetrahydrobiopterin, Oxidation — oxidace, OONO - peroxynitrit, LOO" -
lipoperoxylovy radikal, LO" - alkoxylovy radikal, OH" - hydroxylovy radikal, Oxidant stress — oxidacni
stres, NO* — radikal oxidu dusnatého, ROS - reaktivni formy kysliku, Bioavailable NO — dostupnost oxidu
dusnatého, Remodeling — prestavba, Endothelial dysfunction — endotelova dysfunkce, SMC growth - rust
bunék hladkého svalstva, Platet aggregation — agregace desticek, Loss of vasodilation — ztrata

vazodilatace, Inflammation — zanét

2.2.3. Oxid dusnaty
NO, biologicky aktivni, t€kavy plyn, je pfitomny prakticky ve vSech tkanich téla. Diky
sveé nizké molekulové hmotnosti a lipofilnim vlastnostem snadno difunduje pfes bunécné
membrany. NO piechéazi pies intimu endotelu, degraduje guanosintrifosfat uvoliujici
c¢GMP, ktery naopak reguluje cytosolické Ca®*, a tim zplisobuje relaxaci vlaken hladkého
svalstva (Esper et al., 2006).

Jeho tvorba je zprostiedkovana smykovym napétim krevniho proudu (tzv. shear-
stress), hypoxii a celou fadou lokalnich pusobku (Karasek et al., 2004). Substratem pro

jeho tvorbu je aminokyselina L-arginin, zprostfedkovana pisobenim syntazy NO, ¢imz
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vznikd NO a L citrulin. Tato reakce vyzaduje molekularni kyslik a redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfostat (NADPH), které piisobi jako kosubstraty. Proces je
podporovan kofaktory - flavinadenindinukleotidem (FAD), flavinmononukleotidem
(FMN), tetrahydrobiopterinem (BH4), cysteinem a dalSimi (Esper et al., 2006;
Forstermann a Sessa, 2012) — Obrazek 4.

NO je hlavnim faktorem podilejicim se na antiaterosklerotickych vlastnostech
endotelu. Pasobi jako dilezita signalni molekula regulujici vaskuldrni zanét, funkci
trombocytl, angiogenezi a bunéné dychdni. Rizikové faktory kardiovaskuldrnich
onemocnéni, jako je hypercholesterolémie, diabetes mellitus, hypertenze a koufeni, jsou

spojeny se zhorSenou aktivitou NO (Allen et al., 2012).

Arginine
02

Citrulline
NO (or NO7)

Obrazek 4 Schéma tvorby NO katalyzované kofaktory a NO syntdzou (pievzato z:
Alderton et al., 2001)

Elektrony jsou doddavany NADPH na reduktdazovou 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 elektronii pres reduktizovou doménu vyzZaduje
pFitomnost navazaného Ca’*/kalmodulinu. NADPH/NADP+ - nikotinamiddinukleotidfosfat, Calmodulin—
kalmodulin, Ca®" - vapenaty ion, FAD — flavinadenindinukleotid, FMN — flavinmononukleotid, Reductase
—reduktazova doména, Oxygenase — oxygendzova doména, BH,; — tetrahydrobiopterin, Fe — Zelezo,

Arginine —arginin, Citrulline — citrulin, O — kyslik, NO — oxid dusnaty
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2.23.1. NO syntaza a jeji izoformy
NO, znama také jako signalizacni molekula, je produkovan tiemi izoformami NO
syntazy, které se mirn¢ liSi ve fyziologické roli a profilu exprese (Shu et al., 2015).

Vsechny NOS vézi kalmodulin a obsahuji hem (Forstermann a Sessa, 2012).

nNOS

Neuronalni NO syntdza (nNOS) je konstitutivné exprimovana v centralnich
a perifernich neuronech a v n€kterych dalsich typech bunék. Funkce zahrnuji synaptickou
plasti¢nost centralniho nervového systému, centralni regulaci krevniho tlaku, relaxaci
hladkého svalstva a vazodilataci prostfednictvim perifernich nitrergickych nervii. NO
produkovany nNOS v nitrergickych nervovych buiikdch miiZze byt povazovan za
neobvykly neurotransmiter, ktery stimuluje v jeho efektorovych bunkéach
guanylylcyklazu citlivou na NO, ¢imz se snizuje tonus ruznych typd hladkych svali

vcetné krevnich cév (Forstermann a Sessa, 2012).

eNOS

eNOS je primarnim endogennim zdrojem tvorby NO ve vaskuldrnim systému. Jeho
exprese byla definovana jako pfimo imérnd hladindm dusitantt (NO2) v plazmé, coz
naznacuje, ze NO;” muze odrazet kardiovaskuldrni biologickou dostupnost NO (Allen et

al., 2012).

Funkéni forma eNOS je homodimer s monomerem obsahujicim N-koncovou
oxygenazu a C-terminalni reduktazovou doménu spojenou centralni sekvenci vazajici se
na kalmodulin. Dimer eNOS je stabilizovan BH4 a zinkem, vdzanym na oxygenazovou

doménu (Shu et al., 2015).

Nékolik dalSich proteinti pfimo vaze eNOS a moduluje jeji aktivitu (napf. B-aktin,
hemoglobin). Jednim z nejvyrazngji charakterizovanych inhibitort eNOS aktivity je
caveolin-1 (cavl). Cavl je hlavnim obalovym proteinem kaveol, coZ jsou stabilni
struktury na plazmatické membrané. Lipidové slozeni kaveoldrnich membranovych
domén je rozhodujici pro normalni lokalizaci a aktivaci eNOS. Za normalnich okolnosti
jsou kaveoly obohaceny o cholesterol. NaruSeni nebo vycerpani koncentraci cholesterolu
zpuisobuje redistribuci eNOS do intracelularniho prostoru, a tim i snizenou produkci NO

(Shu et al., 2015).
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eNOS se zda byt homeostatickym reguldtorem mnoha zakladnich kardiovaskularnich
funkci (Forstermann a Sessa, 2012). Kromé vazodilatacniho plisobeni mé NO vyznamny
protizanétlivy ucinek na mikrovaskulaturu (Shu et al., 2015). NO uvolnény do lumen cév
je silnym inhibitorem agregace trombocyti a adheze k cévni sténé. Kromé ochrany pred
trombozou také zabraiiuje uvoliiovani ristovych faktord z trombocytl, které stimuluji
proliferaci hladkého svalstva (Forstermann a Sessa, 2012). Bylo prokézéano, ze nadmérna
exprese eNOS inhibuje expresi adheznich molekul leukocytii a infiltraci monocyti
v souvislosti s hypercholesterolémii (Shu et al., 2015). Adheze leukocytli je ¢asnou
udalosti ve vyvoji aterosklerdzy, a proto NO muze chranit pfed nastupem aterogeneze

(Forstermann a Sessa, 2012).

iNOS

iINOS mutze byt exprimovana v mnoha bunéénych typech v odezvé na
lipopolysacharidy, cytokiny nebo jiné latky (Forstermann a Sessa, 2012).
U aterosklerotickych 1ézi je iNOS exprimovana leukocyty a buiikami hladkého svalstva
(Kuhlencordt et al., 2001). Jakmile je iNOS exprimovéna, je konstantné aktivni a neni

regulovana intracelularnimi hladinami Ca®" (Forstermann a Sessa, 2012).

iINOS generuje velké mnoZzstvi NO, které maji cytostatické ucinky na buiiky napadené
parazity. Pfispiva téZ k patofyziologii zanétlivych onemocnéni a septického Soku
(Forstermann a Sessa, 2012). Mezi dalsi prospé$né ucinky patii cytoprotekce, sniZzena
adheze leukocytl, aktivita proti destickam, snizend vaskularni permeabilita, antioxida¢ni

aktivita a zlepSena srde¢ni diastolicka funkce (Shah, 2000).

INOS muze piispét k tvorbé 1ézi zvySenim oxidac¢niho napéti ve sténé cévy. Reaktivni
meziprodukty odvozené od NO zrychluji oxidaci LDL. NO miize reagovat s O>" za
vzniku ONOO, silného oxida¢niho €inidla, s vyslednou generaci hydroxylovych radikalt
(OH"). ONOO" také podporuje oxidaci LDL lipidid in vitro a tvorbu nitrosylatl
proteinovych tyrosinovych zbytkl u aterosklerotickych 1ézi. Vzhledem k tomu, Ze O>™
reaguje s NO za vzniku ONOO rychleji, rychlost tvorby O2™ ve sténé cévy mize hluboce
ovlivnit osud NO (Kuhlencordt et al., 2001).

V cévni sténé¢ mize iINOS zabranovat zanétlivym a imunologickym reakcim
a fungovat jako antioxidant, coz uvadi n¢které studie. Je tedy nejasné, zda iNOS odrazi

patologické ¢i ochranné ti¢inky nebo oboji (Colman et al., 2006).
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2.2.3.2.  Dusitany a dusi¢nany
Az donedavna byly dusi¢nany (NO3") a NO,” povazovany za inertni kone¢né produkty
metabolismu NO (Lundberg et al., 2009; Ahluwalia et al., 2016). Nicmén¢ se objevuje
novy pohled, ze metabolismus NO3;™ a NO;™ se vyskytuje v krvi a tkanich za vzniku NO
a dalSich bioaktivnich oxidii dusiku, coz predstavuje alternativu ke "klasické" signalizaci

tvorby NO (Lundberg et al., 2009).

Snizeni produkce a biologické dostupnosti NO je charakteristickym znakem mnoha
hlavnich chronickych onemocnéni. Tento nedostatek NO je zpasoben hlavné
dysfunk¢énimi NO syntdzami a zvySenym zachytavanim NO za tvorby ROS. Anorganické
NOs™ a NO;z se objevuji jako substraty pro in vivo nezavislou tvorbu NO (Omar et al.,
2016). Bioaktivace stabilnéjSiho NOs3™ zahrnuje pocatecni redukei na NO2™ symbiotickymi
bakteriemi v dutiné ustni. V roce 2001 bylo zjisténo, ze NO> poskytuji dilezity
alternativni zdroj NO, zvlasté tam, kde jsou snizeny hladiny kysliku (Lundberg et al.,

2009; Lidder a Webb, 2013).

Tyto produkty endogenni tvorby NO jsou také pfitomny v nékterém druhu stravy
(pfedeviim zelening). Uginky NOs™ a NOy™ jsou rtizné a zahrnuji vazodilataci, zlepsené
endotelové funkce, zvySenou mitochondrialni u¢innost a snizenou tvorbu ROS. Podavani
NOs™ nebo NO;™ na zvifecich modelech kardiovaskuldrnich onemocnéni vykazuje slibné

protektivni vysledky, v soucasné dobé& probihaji klinické zkousky (Omar et al., 2016).

V dutsledku své reaktivity je obtizné pfimo métit NO in vivo. Relativné stabilnimi

reak¢énimi produkty NO v lidské plazmé jsou tedy NO3™a NO>™ (Allen et al., 2009).

Plazmaticky NO;™ je hlavnim oxida¢nim produktem NO. Prokazalo se, ze odrazi
zmény v eNOS aktivité. NO2” mé nizkou koncentraci v plazmé, kvili jeho potencidlu
oxidace na NO;37, zejména v piitomnosti hemi, a proto vyzaduje relativné rychlé
skladovani nebo analyzu vzorku. Bylo prokézano, ze NO; odrdzi akutni zmény
v biologické dostupnosti NO po chemickych a fyziologickych hyperstimulech (Allen et
al., 2009).

Pouziti NO3™ v plazmé jako markeru produkce NO pochdzi hlavné z jeho chemické
stability a pomérn¢ dlouhého polocasu. Avsak NOs™ je produkovan i nékolika jinymi
zdroji nez je vaskulatura, véetné dietniho pfijmu, tvorby slin, inhalace a produkce ve
sttevé. Tyto vedlejsi cesty tvorby NOs3™ vedou k vysokym hladindm v plazmé, které

mohou ztizit stanoveni zmén produkce vaskuldrniho NO (Allen et al., 2009).
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2.3. Oxidacéni stres

Nerovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty ve prospéch oxidantii se nazyva "oxida¢ni
stres" (Birben et al., 2012; Rahman et al., 2012), ktery vede k tvorbé toxickych ROS
(Rahman et al., 2012). ROS a dalsi volné radikaly vznikaji v lidském organizmu neustéle
v prubéhu ftady biochemickych procesi. Vysoce ROS hraji dualezitou roli
v antimikrobidlni ochrané lidského organizmu, pomahaji totiz usmrcovat
mikroorganizmy béhem fagocytozy (Hlubik et al., 2007). Oxidacni stres se podili na
poskozovani bilkovin, lipidli a nukleovych kyselin, na akceleraci aterosklerdzy, ale také

na degenerativnich onemocnénich a karcinogenezi (Hlubik et al., 2007).

2.3.1. Reaktivni formy kysliku
ROS jsou skupiny riznych molekul a volnych radikali odvozenych od molekuldrniho
kysliku. Molekulédrni kyslik je v zakladnim stavu biradikal, ktery obsahuje dva neparové
elektrony ve vnéj$im plasti. Tyto elektrony maji stejny spin, a proto kyslik neni pftili$
reaktivni. Pokud dojde k excitaci jednoho z téchto elektronil, zméni se spin a kyslik se
stava silnym oxidovadlem — jelikoZ dva elektrony s opaénymi spiny mohou rychle

reagovat s jinymi pary elektront (Turrens, 2003).

Oxidacni produkty, O>", H2O,, HO", kyselina chlorna a lipidové radikaly, jsou
produkovany v disledku aerobniho metabolismu (Obrazek 5). Tyto molekuly jsou vysoce
reaktivni s jinymi biologickymi molekulami a jsou oznacovany ROS. Za normalnich
fyziologickych podminek je produkce ROS vyvaZena ucinnym systémem antioxidanti,
které jsou schopné neutralizovat, a tim zabranit poskozeni oxidanty (Esper et al., 2006).

Oxidacni a antioxida¢ni systémy jsou uvedeny v Tabulce 1.

Za patologickych stavii mohou byt ROS ptitomny v relativnim pfebytku. Tento posun
rovnovahy, ve prospéch oxidace, nazyvany "oxidacni stres", mlize mit Skodlivé ucinky
na bunécnou a tkanovou funkci (Esper et al., 2006). Zvlasté dilezitou patofyziologickou
udalosti spojenou s ROS je oxidace lipidii, zejména LDL, coz je proces, ktery je kliCovy

pii tvorbé aterosklerotickych 1€zi (Fukai et al., 2002).

Kromé generalizované oxidace vedouci k bunééné dysfunkei, nekrdze nebo apoptoze,
indukuji ROS také specifické posttranslacni modifikace, které méni funkci dilezitych

bunéénych proteinti a signalnich cest v srdci (Ho et al., 2013).
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Tabulka 1 Oxidac¢ni a antioxidacni systémy (pfevzato a upraveno z: Esper et al., 2006)

Oxidacni vedlejsi produkt

Superoxidovy radikal Superoxiddismutaza

Peroxid vodiku Glutation peroxidaza
Hydroxylovy radikal Katalaza

Kyselina chlorna

Lipidové radikaly

Enzymové oxidanty Antioxidanty rozpustné v tucich
Xantindehydrogenazy Vitamin E

NADPH oxidazy -karoten

Myeloperoxidaza

Monoaminooxidédza Antioxidanty rozpustné ve vodé
NO syntazy Vitamin C

Ptehled vybranych typi ROS je uveden nize:

Singletovy kyslik (102)

10, neni volnym radikdlem v pravém slova smyslu, nemd 7adné pary elektront.
Excitaci elektronu v molekule kysliku dochazi ke se zméné spinu jednoho z vnéjsich
elektronti a k odstranéni spinové restrikce. Jeho oxida¢ni schopnost je tak daleko vyssi

nez u kysliku v zdkladnim stavu (Halliwell, 2006).

Superoxidovy radikal (02™)

Primarnim ROS produkovanym v pribéhu metabolismu kysliku je O>", ktery je
vysoce reaktivni a cytotoxicky (Rahman, et al., 2012). O2™ je prekurzorem vétSiny ROS
a mediatort v oxida¢nich fetézovych reakcich. Je tvofen sledem reakci, kde je redukovéan
molekularni kyslik. Tento proces je zprosttedkovan NADPH oxiddzami, které jsou
lokalizované¢ na bunééné membran€é polymorfonukledrnich bunék, makrofagi
a endotelovych bunc¢k a oxygenazami zavislymi na cytochromu P450 (Droge, 2002;
Turrens, 2003), ale mtiize vznikat 1 neenzymaticky (xenobiotika, mitochondridlni

respiracni fetézec) (Turrens, 2003).

0," je preveden na mnohem mén¢ reaktivni produkt, H>O», a to bud’ spontanné nebo

reakci katalyzovanou superoxiddismutazou (SOD) (Turrens, 2003). VSudyptitomné SOD
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jsou tak rozhodujici pro ochranu buné€k pied toxickymi produkty aerobniho respira¢niho
vzplanuti (Rahman et al., 2012). O;" sdm neni piili§ reaktivni, a tedy ani Skodlivy.

Nebezpeci O2" spociva v tom, ze z néj mohou vznikat mnohem skodlivéjsi ROS (Racek

a Holecek, 1999).

Déle miize O>" reagovat s jinymi radikdly jako je napf. radikal oxidu dusnatého.
Oxidanty pochézejici z NO jsou nazyvany reaktivnimi formami dusiku. O™ miize také
reagovat s NO za vzniku ONOO" a ten mize oxidovat BHy4 - kriticky kofaktor pro NO
syntazu (Esper et al., 2006). Nizké koncentrace ONOO™ se chovaji velmi podobn¢ jako
NO - mohou zpisobit vazorelaxaci, snizuji agregaci trombocytl a adhezi leukocytii na
sténu cévy, maji cytoprotektivni ucinky a ve skute¢nosti mohou pisobit jako donor NO.
Naproti tomu vy$s§i koncentrace ONOO™~ mohou byt velmi toxické. MuizZe tvofit
cytotoxickou peroxynitrinovou kyselinu, zplsobit toxicitu OH" a fragmentaci proteinli
nitraci aminokyselin. Je mozné ptredpokladat, ze takové skodlivé koncentrace ONOO"

mohou byt dosazeny u aterosklerotickych 1ézi (Wever et al., 1998).

02" podléha tzv. Haber-Weissové reakci a Fentonové reakce, pii které vznika OH'.
Ten je nejreaktivngj$im kyslikovym radikdlem schopnym piimé oxidace lipidd,

uhlovodikovych fetézct, proteini i DNA (Chmatalovéa a Skoumalova, 2014).

Hladiny O,™ se v krevnich cévach zvysuji v mnoha patofyziologickych stavech, véetné
hypertenze, ateroskler6zy, diabetes mellitus, hyperhomocysteinémie, srde¢niho selhani,
sepse, subarachnoidalniho krvaceni a Alzheimerovy choroby, stejné€ jako béhem starnuti.
Nékteré studie naznacuji, Ze O2" nebo jiné ROS inaktivuji NO, coZ pfispiva
k patologickému poskozeni cévni funkce (Faraci a Didion, 2004). O>™ v extracelularnim
prostoru (uvolnéném ze zanétlivych a vaskuldrnich bun€k nejspiSe prostiednictvim

NADPH oxidéazy) vyznamné ptispivéa k oxida¢nimu stresu v cévni sténé (Qin et al., 2008).

Peroxid vodiku (H202)

H>0; vznikly dismutaci, mtize byt pln¢ redukovan na vodu nebo ¢astecné redukovan
na OH’ (Turrens, 2003). H,O: je signalizacni molekulou a reguldtorem genové exprese
a muze byt dilezitym medidtorem hypertrofie cévniho svalu. Mlze aktivovat vybrané
transkripéni faktory a miize také fungovat jako endotelovy hyperpolariza¢ni faktor
v nékterych cévach (Faraci a Didion, 2004).

Ackoliv H2O2 nemd neparovy elektron, je silnym oxida¢nim ¢inidlem schopnym

oxidace velkého mnoZstvi biomolekul (Chmatalova a Skoumalova, 2014).
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V kombinaci s nékterymi piechodnymi kovy (Zelezo nebo méd’), mize H>O- reagovat
za vzniku OH’, a tim podporovat bun&éné poskozeni pomoci Fentonovy reakce. Uginky
zprostiedkované H>O» jsou regulovany aktivitou raznych glutationovych peroxidaz nebo

katalazy (CAT) (Faraci a Didion, 2004).

1
0; H,0
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“APX
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G 0,* dismutation H>05
Mnlcc:ul;lr Supcroxidc H}'dm‘_gcn
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Fenton
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*OH
Hydroxyl
radical

Weiss
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Obrazek 5 Generovani ROS (pfevzato z: Sharma et al., 2012)

Aktivace O; nastava dvéma riuznymi mechanismy. Redukce O, vede k tvorbe O, H>0;
a OH', zatimco pienos energie na O, vede k tvorbé 0. O>" je snadno dismutovin na H>O, bud
neenzymaticky nebo reakci katalyzovanou SOD. H>O: je preveden katalazou, glutation peroxiddzou
a askorbdtperoxiddzou na H>O. Singlet oxygen ('0;) — singletovy kyslik, Energy absorption — absorpce
energie, Molecular oxygen (O;) — molekularni kyslik, Superoxid anion (O;") — superoxidovy anion,
Spontaneous dismutation — spontanni dismutace, Hydrogen peroxide (H>0;) - peroxid vodiku, Water (H:0)
—voda, H" - vodikovy iont, SOD — superoxiddismutdza, Fenton reaction — Fentonova reakce, HaberWeiss
reaction — Haber-Weissova reakce, Hydroxyl radical (OH’) — hydroxylovy radikal, Water — voda, CAT-

katalaza, GPx — glutation peroxidaza, APx — askorbdtperoxidaza

2.3.2. Buné¢né ucinky ROS
ROS jsou pfi nizké nebo stiedni koncentraci Zivotné dulezité pro lidské zdravi. Jsou
nezbytné pro proces dozravani bunécnych struktur a mohou se podilet na obran¢ hostitele.
Fagocyty totiz uvoliuji volné radikaly s cilem znicit patogenni mikroorganismy (Pham-

Huy et al., 2008).
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Nejsou pouze toxickymi vedlejSimi produkty bunééného metabolismu, ale podileji se
na bunééné signalizaci, funkci bunék a ptispivaji k dalsim klicovym funkcim, jako je
regulace aktivity transkripénich faktori a exprese nékterych gent. Naproti tomu vyssi
hladiny ROS piispivaji k vaskularni dysfunkci a abnormalnimu ristu bunék, vcetné

hypertrofie cévniho svalu (Faraci a Didion, 2004).

Snad nejrozsitenéjsi biologické ucinky ROS jsou vsak ty, které se vyskytuji, kdyz jsou
bunécné antioxidacni obrany vycerpany a ROS reaguji piimo s bunécnymi lipidy,
bilkovinami a DNA, coZ zplsobuje poSkozeni bun€k a smrt. Napiiklad peroxidace vede
k poskozeni bunééné membrany. Stejn¢ tak ROS mohou pfispet k mutagenezi DNA, coz
ma za nasledek pteruseni fetézce, zesiténi proteini a DNA. Modifikace proteinti pomoci
ROS muiZe zpusobit inaktivaci kritickych enzymi a miiZe indukovat denaturaci, ktera ¢ini

proteiny nefunkcénimi (Giordano, 2005).

2.3.3. Zdroje ROS

Volné radikaly jsou generovany bud z endogennich, nebo exogennich zdroji.
Endogenni volné radikaly jsou generovany v dusledku aktivace imunitnich bunék, zanétu,
dusevniho stresu, nadmérného cviceni, ischémie, infekce, rakoviny a starnuti (Kabel,
2014). K déjim endogenné¢ produkujicim volné radikaly patfi naptiklad respirace
mitochondrii, ¢innost NADPH oxidédzy, xantinoxidazy, NO syntazy (Elahi et al., 2009),
lipoxygendzy a myeloperoxidazy (Vogiatzi, 2009). Exogenni volné radikaly jsou
vysledkem znecisténi ovzdusi a vody, koufeni cigaret, alkoholu, tézkych kovi, urcitych

1€kt a ozafovani (Birben et al., 2012; Rahman et al., 2012; Kabel, 2014).

Ptehled vybranych endogennich zdroji ROS a volnych radikald je uveden nize:

NADH/NADPH oxidaza

Hlavnim zdrojem ROS ve vaskularnich tkanich je prav€ membranové vazana NADPH
oxidaza (Fukai et al., 2002). Cinnost vaskularni NADH/NADPH oxidazy je regulovana
cytokiny, hormony a mechanickymi silami, o kterych je znamo, Ze se podileji na
patogenezi vaskularnich onemocnéni. Stimulace bunék hladkého svalstva cév
angiotensinem II, trombinem, ristovym faktorem trombocytd, nadorovym rlstovym
faktorem-a a lakosylceramidem zvySuje aktivitu tvorby cévnich ROS a aktivitu

NADH/NADPH oxidéazy (Cai a Harrison, 2000).
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Xantin oxido-reduktaza

Xantin oxido-reduktdza existuje ve dvou vzajemné proménlivych formach, a to jako
xantindehydrogenaza nebo xantinoxiddza. Prvni forma redukuje NAD+, zatimco druha
forma reaguje s molekuldrnim kyslikem, coz vede k tvorbé O, a H>,O,. Xantinoxiddza
generuje ROS cestou metabolismu purinti a podili se na vyvolani endotelové dysfunkce
(Cai a Harrison, 2000; Elahi et al., 2009). Tento enzym existuje v plazmatickych
a endotelovych buiikach, nikoliv vSak v bunikach hladkého svalstva (Singh a Jialal, 2006;
Vogiatzi et al.,, 2009). V purinovém katabolismu katalyzuje xantinoxiddza oxidaéni
hydroxylaci hypoxantinu az na kyselinu mocovou, ktera je silnym antioxidantem

a zachytavacem volnych radikalt (Elahi et al., 2009).

Lipoxygenaza

Dalsim dulezitym zdrojem produkce ROS v cévni stén¢ jsou lipoxygenazy. Tyto
dioxygenazy oxiduji polynenasycené mastné kyseliny na derivaty hydroperoxy mastnych
kyselin (Singh a Jialal, 2006). Vytvafeji skupinu biologicky aktivnich lipidd, jako jsou
prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny, které se podileji na zanétlivych reakcich
a zvySuji permeabilitu cév. V experimentalnich modelech 15-lipoxygenaza indukuje

oxidaci LDL enzymatickymi a neenzymatickymi reakcemi (Vogiatzi et al., 2009).

Myeloperoxidaza

Myeloperoxiddza (MPO) je enzym produkovany aktivovanymi leukocyty (Vogiatzi et
al., 2009). Béhem metabolického vzplanuti MPO produkuje kyselinu chlornou z H>O»
a chloridového aniontu. Tyto dva produkty jsou cytotoxické a neutrofily je pouZzivaji
k usmrceni bakterii a jinych patogentl. Také ti¢inkem H>O» oxiduje tyrosin na tyrosylovy
radikal (Jabor et al., 2008). Samotné tyrosylové radikdly se pak mohou ucastnit
sekundarnich oxidac¢nich reakci, v¢etné oxidace LDL (Singh a Jialal, 2006).

MPO je tedy diilezitd pro antimikrobidlni pusobeni, ale také se podili na oxidaci
bilkovin a lipidd, véetné LDL a fosfolipidi. ZvySené cirkulujici hladiny MPO indikuji
endotelovou dysfunkci (Ho et al., 2013).
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Ptehled vybranych exogennich zdroji ROS a volnych radikalt je uveden nize:

Cigaretovy kour

Cigaretovy kouf obsahuje mnoho oxidanti a volnych radikali a organickych
sloucenin, jako jsou O™ a NO. Inhalace cigaretového koute do plic také aktivuje nékteré
endogenni mechanismy, mezi néz patii akumulace neutrofili a makrofagu, které¢ dale

zvySuji poskozeni oxidanty (Birben et al., 2012).

Expozice ozonu

Expozice ozonu mize zpiisobit peroxidaci lipid a vyvolat tok neutrofilti do epitelu
dychacich cest. Kratkodoba expozice ozonu také zpusobuje uvoliiovani zanétlivych
mediatort - MPO, eozinofilniho kationtového proteinu a také laktatdehydrogendzy

a albuminu (Birben et al., 2012).

Ionizujici zareni
V ptitomnosti kysliku pievadi ionizujici zateni OH’, O2™ a organické zbytky na H20:
a organické hydroperoxidy. Tyto hydroperoxidové slouceniny pak reaguji s kovovymi

ionty (Fe a Cu) (Birben et al., 2012).

Tonty tézkych kovii

Zelezo, méd’, kadmium, rtut, nikl, olovo a arzen mohou také vyvolat tvorbu
reaktivnich radikali a zptsobit bunééné poskozeni prostifednictvim peroxidace lipidd
volnych radikall zprostfedkovanych kovem je Fentonova reakce. O2 a H202 mohou
interagovat s zZelezem a médi tzv. Haber-Weissovou a Fentonovou reakci za vzniku OH’

(Birben et al., 2012).
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Obrazek 6 Nékteré zdroje a disledky oxida¢niho stresu (pfevzato z: Leiva et al., 2015)

Free radical generators — generdtory volnych radikalii, Aerobic metabolism — aerobni metabolismus,
lonizing radiation — ionizacni zdient, 'Oz — singletovy kyslik, O>" - superoxidovy radikal, H,O; — peroxid
vodiku, HO" - hydroxylovy radikdl, ROH — alkohol, Protein modification — modifikace proteinii, DNA

damage — poskozeni DNA, Viral activation — aktivace virii, Lipid peroxidation - peroxidace lipidii

2.3.4. PosSkozeni biomolekul

Peroxidace lipidia

Snadnym teréem oxida¢niho poskozeni jsou polynenasycené mastné kyseliny, protoze
obsahuji dvojné vazby. Peroxidace membranovych lipidii vede ke ztrat€¢ membranové
fluidity a elasticity, naruSeni bunécné funkce a dokonce 1 k prasknuti bun€k (Chmatalova
a Skoumalova, 2014).

Lipoperoxidace je radikélova fetézova reakce a probiha ve tfech stupnich - iniciace,
propagace a terminace. Iniciacni reakce zahajuje reakéni kaskddu a spociva v ataku
uhlovodikového fetézce reaktivni slouCeninou, odnéti vodikového atomu jedné
z metylenovych skupin fetézce (-CHz-) a vytvofeni nového radikalu (-CHe-). Radikal
zpusobi intramolekularni pfesmyk za vzniku konjugovaného dienu. Tento dien neni ptilis
staly a reaguje s kyslikem za vzniku peroxyl radikélu (-COOQe), ktery je velmi reaktivni
a muze odejmout vodikovy atom z jiné mastné kyseliny, a tim piispét k propagaci
fetézové reakce. Konecnym krokem jsou terminacni reakce, pii kterych vznikaji

lipoperoxidy (Chmatalova a Skoumalova, 2014) — Obrazek 7.
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Produkty lipidové peroxidace, malondialdehyd (MDA), isoprostany a 4-
v tkdnich (Zegarac, 2015). Tyto slouCeniny jsou oproti volnym radikalim stabilni, mohou
difundovat od mista svého vzniku a vystupovat jako ,,druhy posel* oxida¢niho poSkozeni
a vyvolat primarni reakci v mistech, které ptivodné oxida¢nim stresem zasazené nebyly

(Chmatalova a Skoumalova, 2014).

MDA je reaktivni karbonylova sloucenina, ktera je mutagenni i karcinogenni. Reaguje
s DNA za tvorby DNA adukt, u nichz se pfedpokladd, ze vyznamné pfispivaji
k rakoving. Isoprostany jsou prostaglandinové latky odvozené od kyseliny arachidonové

vyvolané volnymi radikaly, které maji silné biologické ucinky (Zegarac, 2015).

oxygen radical Oz

LH \‘ ' k LOO stable
O products

LOOH LH

1

membrane injury
cellular injury
tiszue injury

Obrizek 7 Retézova reakce zpiisobujici peroxidaci lipidii (pfevzato z: Yoshikawa
a Naito, 2002)

LH — mastna kyselina fosfolipidu, Oxygen radical — radikal kysliku, L* - alkylovy radikal, O, — kyslik, LOO*
- lipoperoxylovy radikal, Stable products — stabilni produkty, LOOH — hydroperoxid, Membrane injury —

poskozeni membrany, Cellular injury — poskozeni bunék, Tissue injury — poSkozeni tkani

Poskozeni proteinii

Proteiny jsou v organizmu nejcastéjSim terCem oxidac¢niho poSkozeni diky svému
velkému zastoupeni. K poskozeni dochazi na vSech strukturnich trovnich — od primarni
struktury az po kvartérni. PoSkozeni muize byt zplisobeno bud’ piimo reaktivnimi
slouceninami, nebo reakci s reaktivnimi produkty oxida¢niho poskozeni (Chmatalova

a Skoumalova, 2014).

Oxidace proteinli muze zplsobit fragmentaci aminokyselinovych zbytkl, tvorbu

zesitovani fetézcl a oxidaci proteinového fetézce, coz nakonec vede ke ztraté funkce.
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Poskozené proteiny ovliviiuji intracelularni drdhy a pfispivaji k riznym poruchdm
a chorobam. Pokud proteolytické mechanismy odpovédné za degradaci proteinu
nefunguji spravné, v bunce se hromadi pozménéné bilkoviny, které mohou pfispivat

k rozvoji patologickych stavl (Zegarac, 2015).

Nasledky oxida¢ni zmény proteind jsou nevratné a ovliviji fyziologické funkce
proteinli. Muize dochazet k porucham jejich enzymatickych, strukturnich a vaznych
vlastnosti, k ovlivnéni exprese proteinii a jejich metabolismu, dysregulaci bunécné

signalizace (Chmatalovéa a Skoumalova, 2014).

Modifikace DNA

Oxida¢nimu poSkozeni podléha RNA 1 DNA kyselina. Nukleové kyseliny jsou
nejcastej$Sim terCem hydroxylovych radikali a reakci vznikaji rizné¢ modifikované baze
¢i cukerné zbytky (Chmatalovd a Skoumalové, 2014). Oxida¢ni poSkozeni DNA
zpuisobuje zmény v DNA bazich. Pokud tyto zmény nejsou opraveny, dochazi ke
genetickym defektliim. Vzhledem k tomu, Ze guanin je obzvlast¢ nachylny k oxidaci,
tradicné jako biomarker oxidaéniho poSkozeni DNA je vyuZzivdn 8-

hydroxydeoxyguanosin (Zegarac, 2015).

2.3.5. Antioxidanty

Lidské télo je vybaveno fadou antioxidanti, které slouzi k vyvazovani vlivu oxidantt.

Lze je rozdélit do 2 kategorii: enzymatické a neenzymatické (Birben et al., 2012).

Mezi hlavni enzymatické antioxidanty patii SOD, CAT a glutation peroxidaza (GPx).
Kromé téchto hlavnich enzymil obsahuje naSe télo dal$i antioxidanty, mezi néz patii
hemoxygenaza-1 (HO-1) a redoxni proteiny. Neenzymatické antioxidanty zahrnuji
slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou vitaminy (vitaminy C a E),
B-karoten, kyselina moCova a glutation (Birben et al., 2012), které zejména chrani
plazmatické lipidy pted peroxidaci, odstraiiuji O™ a hraji roli pfi recyklaci vitaminu E

(Esper et al., 2006).

2.3.5.1.  Superoxiddismutaza-3
SOD-3, obsahujici méd’ a zinek, je primarnim antioxida¢nim enzymem vylu¢ovanym
do extracelularniho prostoru (Qin et al., 2008; Weydert a Cullen, 2010). Je distribuovéana

v extraceluldarni matrix mnoha tkdni (Weydert a Cullen, 2010), men$im podilem
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1 v plazmé a extracelularnich tekutinéch (Fukai a Ushio-Fukai, 2011). Je vysoce omezena
na specifické typy bun¢k a tkani, jako jsou krevni cévy, plice, srdce, ledviny, plazma,
lymfa, ascites a cerebrospinalni tekutina (Weydert a Cullen, 2010). SOD-3 je
lokalizovéana v celé stén€ cévy, zejména mezi endotelem a cévnim svalem (Fukai a Ushio-
Fukai, 2011). Jeji aktivita tvoti témét polovinu celkové aktivity SOD v lidské aorté (Qin
et al., 2008).

Ve vétsine tkani je SOD-3 homotetramer slozeny ze dvou disulfidové vazanych
dimertt (Fukai a Ushio-Fukai, 2011). Na rozdil od ostatnich SOD ma afinitu
k proteoglykantim (heparin sulfitu) umisténym na povrchu bunék a v extracelularni
matrix, diky své doméng, ktera vaze heparin. Doména vazajici heparin je dulezita, protoze

zprostifedkovava jeji vazbu na buiiky (Weydert a Cullen, 2010).

Utinky SOD-3
SOD katalyzuje dismutaci O>™ na H>O2 a molekularni kyslik. Bylo prokézano, ze SOD
je zapojena do aterogeneze inhibici oxidacnich zmén zplisobenych O>™ (Fukai a Ushio-

Fukai, 2011).

Nékolik poznatkli naznacuje, ze SOD-3 muze hrat roli pii aterosklerdze. Nékteré
studie naznacuji, Ze enzym je hojné pfitomen v cévni sténé¢ a syntetizovan
v aterosklerotickych 1ézich buiikkami hladkého svalstva a makrofagy. Zajimavé je, Ze
SOD-3 je exprimovana v iNOS pozitivnich lézich bohatych na makrofagy
kolokalizovanych epitopy charakteristickymi pro oxLDL a proteiny modifikované
ONOQO'". Je tedy mozné predpokladat, ze vysokd exprese SOD-3 v arteridlni sténé¢ miize
zabranit nejen Skodlivym ucinkiim O, ale také tvorbé ONOO™ (Fukai a Ushio-Fukai,
2011).

Diky své extracelularni poloze hraje SOD-3 rozhodujici roli v prevenci destrukce NO
uvolnéného z endotelu. SOD-3 reguluje endotelovou funkci a NO-zprostiedkovanou
signalizaci inhibici oxida¢ni inaktivace. Cetné patofyziologie (aterosklerdza, starnuti,
koufeni cigaret a diabetes mellitus) jsou spojeny s poklesem produkce/biologické aktivity
NO odvozeného z endotelu. Ztrata NO vede k poklesu exprese SOD-3, protoze eNOS je

pozitivni regulator pro jeji expresi (Fukai a Ushio-Fukai, 2011).
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2.3.5.2. Katalaza

Katalaza je tetramerni hemoprotein o molekulové hmotnosti 240 kDa obsahujici
4 molekuly NADPH. V lidském organismu nachdzime nejvyssi aktivitu v mitochondriich
a peroxisomech hepatocytl a v cytoplazmé erytrocytti. U jinych zivoc¢isnych druhi mitize
byt distribuce kataldzy ve tkanich riznorodéa (Racek a Holecek, 1999).

Katalaza generuje molekularni kyslik jako wvedlejsi produkt oxidace H>O»
v procesu oznacovaném jako disproporcionace (Heck et al., 2010), ¢imz brani tvorbé
hydroxylového zbytku (Ho et al., 2004). Zajistuje Stépeni peroxidu dvéma riznymi
zpusoby: katalatickou aktivitou (2H202 — Oz + 2H>0) a peroxidacni aktivitou (H202 +
AH; — A +2H;0) (Ho et al., 2004; Kabel, 2014).

Konverze H20; je dvoustupiiovy proces, pii kterém katalazovy hem Fe** redukuje
jednu molekulu H>O> na vodu a vytvafi kovalentni Fe*'O oxyferrylovy produkt
a porfyrinovy kationtovy radikal. Tento reakéni meziprodukt, oznaCovany jako
sloucenina I, pak oxiduje druhou molekulu H2O», ktera tvoii molekuldrni kyslik a dalsi
molekulu vody (viz nize). Peroxidac¢ni aktivita katalazy vyplyva ze schopnosti slouc¢eniny
I oxidovat alkoholy na aldehydy a vodu (rovnice v pfedchdzejicim odstavci), kdyz

hladiny H>O: nejsou dostatecné pro dokonceni katalytického cyklu (Heck et al., 2010).
CAT-Fe (III) + H2O2 — sloucenina |
sloucenina I + Ho O, — CAT-Fe (III) + 2 H,0 + O

Aktivita tohoto enzymu zavisi na strukturni konformaci tfi zékladnich domén -
hemové casti v aktivnim misté, redukované NADPH vazané ve vazebné doméné
a komplexni sekundarni struktufe tvofené propletenim dlouhych peptidovych smycek

béhem tetramerizace (Heck et al., 2010).

Vyznam pro organismus je tedy jasny, chrani bunky pied toxickym vlivem H:O:.
Navazuje tak vlastné (spolu s peroxiddzami) na ¢innost SOD. Pokud je vazebné misto
enzymu pro NADPH obsazeno, pfeménuje katalaza i H2O2 v nizkych koncentracich

(Racek a Holecek, 1999).

2.3.5.3.  Glutation peroxidaza
Existuje pét isoenzymii GPx, z nichz GPx1 je povazovana za hlavni enzym

zodpovédny za odstranéni H20». Cytosolickd GPx1 je selenoprotein, poprvé popsany jako
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enzym, ktery chrani hemoglobin pfed oxidacni degradaci v ervenych krvinkach. Jak je
patrné z Obrazku 8, GPx vyzaduje n¢kolik sekundarnich enzymu (glutation-reduktazu
a glukosa-6-fosfat dehydrogenazu) a kofaktory (redukovany glutation, NADPH
a glukosa-6-fosfat). Nadmérna exprese tohoto enzymu chrani buiiky pied oxidacnim

poskozenim - potlacuje apoptdzu indukovanou H>O> (Weydert a Cullen, 2010).

L-Glutamate

v-GCS l

v-Glutamyl-cysteine

GS l
H20 ‘ 6-Phospho-
GSH NADPH gluconolactone
, GR G-6-PD
CAT
. GSSG NADP~

02+ H20 €——H202 Glucose-
SOD T 6-phosphate

02"" l

Glucose

Obrazek 8 Schéma antioxida¢nich enzymil (pfevzato z: Weydert a Cullen, 2010)

Existuji tri hlavni typy primarnich intraceluldrnich antioxidacnich enzymii v savcich bunkach - SOD,
katalaza a peroxidaza. SOD konvertuji O>™ na H>O>, zatimco kataldza a peroxidazy prevadi H>O: na vodu.
GPx vyzaduje nékolik sekundarnich enzymii, jako jsou glutationreduktaza, glukosa-6-fosfat dehydrogendza
a kofaktory (glutation, NADPH a glukosa-6-fosfat). Pokud je GR inhibovana, buitky nemohou odstranit
H,0; pres systém glutation peroxidazy a zvysSovat hladiny glutationdisulfidu. Pokud dojde k inhibici syntézy
glutationu inhibici glutationsyntazy nebo y- glutamylcystein syntetdzy, glutation bude vycerpan a GPx
nebude schopna odstranit H>O,. Pokud je inhibovdana kataldza, bunky také nemohou odstranit H>O.
L-glutamate — kyselina glutamova, y-GCS — y-glutamylcystein syntetdza, y-glutamylcysteine —
y-glutamylcystein, GS — glutationsyntiza, GSH — glutation, GSSG — glutationdisulfid, GPx- glutation
peroxidaza, H,O; — peroxid vodiku, CAT — katalaza, H>O — voda, O — kyslik, O>" -superoxidovy radikdl,
SOD—superoxiddismuzaza, GR — glutationreduktaza, NADPH/NADP -nikotinamidadenindinukleotidfosfat,
6-phosphogluconolactone — 6-fosfoglukonolakton, G-6-PD - glukosa-6-fosfatdehydrogendza, glucose-6-
phosphate - glukosa-6-fosfat, Glucose — glukosa

2.3.54. Hemoxygenaza-1
HO-1 je indukovatelnd izoforma enzymu $tépiciho hem na Zelezo, oxid uhelnaty (CO)
a biliverdin, ktery je nasledné¢ konvertovan na bilirubin cytosolickym enzymem

biliverdinreduktdzou (Abraham a Kappas, 2008; Idriss et al., 2008). Tyto produkty
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mohou mit fyziologické i1 patologické funkce, napiiklad pfi ochrané pfed oxidacnim
stresem, ktery je dulezity v patofyziologii n€kolika kardiovaskularnich onemocnéni
(Idriss et al., 2008).

V systému savct byly identifikovany dvé odlisné HO izoformy. Ve srovnani s HO-2,
ktera je konstitutivné exprimovana, je HO-1 stresové reaktivni protein, ktery je vysoce
indukovan mnoha molekulami, vcetné cytokinil, endotoxinu, tézkych kovl, NO a jeho

vlastniho substratového hemu (Abraham a Kappas, 2008; Wang a Chau, 2010).

HEME

HOoO Smoking, cytokines, hypoxia,
Heme, metalloporphyrins,
HOOG oxidative stress, heat shqck,

ROS, NO, cAMP and
oxidized lipids
NADPH

Cytochrome P450 Reductass@l HO-1 (inducible)

HO-2 (constitutive)
NADP*

co Biliverdin Iron / Ferritin

Vasoactive gas =

Biliverdin reductase

Bilirubin (vasoactive and Anti-oxidant molecules)

Obrazek 9 Schematické znazornéni degradacni cesty hemu (pfevzato z: Abraham
a Kappas, 2008)

HO-1/HO-2 degraduje hem za vzniku ekvimolarnich mnozstvi CO, biliverdinu a Zeleza. Biliverdin je
konvertovan na bilirubin cytosolickym enzymem biliverdinreduktdizou. Vzniklé Zelezo ma za nasledek
zvySeni hladin feritinu. HO-2 je konstitutivni enzym, zatimco HO-1 je indukovatelna tezkymi kovy, cytokiny,
UV zarenim, oxidacnim stresem, zanétlivymi cytokiny a mnoha léky. Heme — hem, Smooking — kourent,
cytokines — cytokiny, Hypoxia — hypoxie, Metalloporphyrins — metaloporfyriny, Oxidative stress — oxidacni
stres, Heat shock — tepelny Sok, ROS — reaktivni formy kysliku, NO — oxid dusnaty, cAMP — cyklicky
adenosinmonofosfat, Oxidized lipid- oxidované lipidy, NADPH/NADP*-
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, Cytochrome P450 reductase — cytochrom P450 reduktaza, HO-1 —
hemoxygendza-1, HO-2 — hemoxygendza-2, constitutive — konstitutivni, inducible - indukovatelny, CO —
oxid uhelnaty, Vasoactive gas - vazoaktivni plyn, Iron — Zelezo, Ferritin — feritin, Biliverdin reductase —

biliverdinreduktdaza, Vasoactive and antioxidant molecules - vazoaktivni a antioxidacni molekuly
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Uéinky HO-1
Rada studii zaznamenala diilezitost HO-1 v riiznych klinickych onemocnénich, véetnd
onemocnéni  koronarni  arterie, srdecni  hypertrofie, diabetes  mellitus,

ischemického/reperfuzniho poskozeni, aterosklerdzy a rakoviny (Wang a Chau, 2010).

Vedle své dobfe definované tlohy pfi katabolismu hemu a erytrocytt, hraje HO-1 také
dialezitou funkci v riiznych stavech spojenych s bunéénym stresem (zanét, ischémie,
hypoxie, hyperoxie, hypertermie nebo expozice zafeni). Béhem uplynulého desetileti
ukdzaly pifesvédCivé dikazy, Ze indukce HO-1 pifedstavuje dualezity obranny
mechanismus proti dalSimu oxida¢nimu poskozeni v tkénich a bunkach. K tomu dochazi
na zaklad¢ protizanétlivych a antioxidacnich vlastnosti CO, biliverdinu a nasledného
metabolitu - bilirubinu (Abraham a Kappas, 2008; Wang a Chau, 2010; Araujo et al.,
2012).

Nékolik dukazii naznacuje, ze biliverdin a bilirubin mohou byt soucasti strategie
obrany bunék v reakci na oxidacni stres. Ob&€ molekuly jsou pfirozenymi antioxidanty
a vysoké hladiny bilirubinu v séru jsou spojené se snizovanim hladin kyslikovych
radik4ld a s inhibi€nimi u¢inky na oxidaci LDL. Déle byl prokazéan inhibi¢ni Gi¢inek na
proteinkindzu C a fosforylacni aktivitu proteinu, které¢ vedou k inhibici proaterogennich
faktord. Bilirubin také poskytuje kardioprotekci proti reperfuznimu poskozeni, jako je

potlaceni oxidace lipidovych membran (Idriss et al., 2008).

CO ma fyziologickou roli pti regulaci vaskularniho tonusu, podobné jako NO. Modely
hlodavct naznacuji, ze nadprodukce CO muze narusit tvorbu rozpustné guanylatcyklazy
vyvolanou NO, coz vede k inhibici ristu cGMP v aortach transgennich mysi, které
nadmérné exprimovaly HO-1, a k potencidlni ochrané pfed akutni hypertenzi. CO mize
také omezit vyvoj vaskularnich onemocnéni kvili G€inklim na proliferaci a smrt bun€k

hladkého svalstva (Idriss et al., 2008).

Je zndmo, Ze Zelezo vede k tvorbé ROS, coz miiZze mit za nasledek poSkozeni riznych
bun&énych komponent. Zelezo miZe byt integrovano do fosfolipidové dvojvrstvy
a zpusobit oxidaci bunéénych membranovych slozek. Snad nejznamé;jsi z t€chto reakcei je
Fentonova reakce, kterd vytvaii OH'. Zda se, Ze zvySend koncentrace Zeleza vyvolana
aktivitou HO-1 zptisobuje zaroven zvySenou syntézu feritinu, ktery je pro buniky silnym
oxidantem (Abraham a Kappas, 2008). Zvyseni intracelularniho feritinu prostiednictvim

HO-1 snizuje cytotoxické ucinky hemu a H>0O2 ve vaskularnich endotelovych buikach
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a muze chranit proti ischemicko-reperfuznimu poskozeni diky jeho cytoprotektivnim

ucinkiim na endotel (Idriss et al., 2008).

Nicméné vSechny vedlejsi produkty HO reakce, i kdyz jsou potencialné
cytoprotektivni, mohou byt také cytotoxické. Bilirubin je silnym neurotoxinem, stejné
jako CO. Navic tato reakce uvoliiuje zelezo, které miize interagovat s bunécnymi
oxidanty. Transfekce pomoci inaktivniho mutantniho proteinu HO-1 vede k cytoprotekci

proti chemicky indukovanému oxida¢nimu stresu (Lin et al., 2007).

U bunék hladkého svalstva cév vyvolava indukce HO-1 apoptdézu a inhibuje
proliferaci a migraci. Naproti tomu nadmérna exprese HO-1 v endotelovych buiikach
chrani pted apoptdzou a podporuje proliferaci. Tyto zvysené aktivity HO-1 se promitaji

do ochrany pted aterosklerotickym vaskularnim onemocnénim (Wu et al., 2006).

Endotelova dysfunkce se podili na tvorbé 1ézi podporou jak raného, tak pozdniho
mechanismu aterosklerdzy, véetné vyssi exprese adheznich molekul, zvysené sekrece
chemokinli a adheze leukocytl, zvySené propustnosti bunék, zvysené oxidace LDL,
aktivace desticek, zpracovani cytokinl a proliferace bun€k hladkého svalstva a migrace
(Hadi et al., 2005; Abraham a Kappas, 2008). Nadmérnd exprese HO-1 endotelem
vyznamné snizuje produkci medidtori zanétu a reverzibilni pokles eNOS. Kromé toho
nadmérna exprese HO-1 také zlepSuje zhorSené vazodilataéni odpovédi aortalnich
segmentl vystavenych oxidovanym LDL (Kawamura et al., 2005; Abraham a Kappas,
2008).

Déle je HO-1 proteinem tepelného Soku a také stresovym proteinem indukovanym
nckolika latkami, které zplsobuji oxidacni stres, a je také povaZovan za klicového hrace

ve vyvoji tolerance v reakci na NO3™ (Abraham a Kappas, 2008).
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Obrazek 10 Zpisoby ochrany bunék arterialni stény zprostiedkované HO-1 (ptfevzato z:
Stocker a Perrella, 2006)

V endotelovych bunkach HO-1 poskytuje ochranu (1) snizenou expresi bunécnych adheznich molekul, (2)
zvySenim antioxidacni ochrany, (3) podporou ristu bunék a opetovnou endotelizaci, (4) zvySenim produkce
NO v diisledku zvyseného poctu endotelovych bunék. V buiikach hladkého svalstva HO-1 poskytuje ochranu
(1) zvysenou relaxaci, (2) zvySenim antioxidacni ochrany, (3) zvySenim apoptozy, (4) snizenim proliferace.
Artery wall cell — buniky stény tepny, Therapy — terapie, EC — endotelové bunky, VSMC — buiiky hladkého
svalstva, CAMs — adhezni molekuly, Antioxidant protection — antioxidacni ochrana, Re-endothelialization
— opétovna endotelizace, NO production — produkce oxidu dusnatého, Relaxation — relaxace, Apoptosis —

apoptoza, Proliferation - proliferace

2.4. Ateroskleroza

Ateroskler6za je hlavni pfi¢inou kardiovaskuldrnich onemocnéni. Objevuje se jiZ
v détském veku a postupné progreduje do dospélosti (Pitha, 2011). Nejcastéji postihuje
cévy tepenného fecisté, predev§im koronarni tepny, dale mozkové tepny, bfisni aortu

a jeji odstupujici vétve a periferni arterie (Lukas a Zak, 2011).

Rozeznavame tii zékladni formy aterosklerdzy:

e Casnou formu, charakterizovanou funk¢nimi zménami endotelu tzv. endotelovou
dysfunkci nebo zménami intimy a medie, pro néz jsou typické tukové prouzky,

hromadéni cholesterolu, zanétlivé a pénové buiky (Zeman a Pospisil, 2003).

e Stadium, ve kterém se z tukovych prouzkii vyviji fibrozni a ateromové platy
bohaté na T bunky, makrofagy, buiikky hladkého svalstva. V hlubSich vrstvach
platu mohou byt kalcifikace a cholesterolové krystaly (Zeman a Pospisil, 2003).
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Poslednim stadiem jsou komplikované 1éze charakterizované degenerativnimi
zménami — masivni kalcifikaci, ulceracemi, rupturami, s naslednou snadnou
adhezi trombocytl, tvorbou trombt, které mohou vést Casto k uzavéru tepny

(Zeman a Pospisil, 2003).

Ateroskleroza vznikd jako odpovéd’ na nespecifické poSkozeni cévni stény.

Jednoznacna pticina vzniku, ktera by vedla k bezpecné prevenci a 1€Cb¢, je stale neznama.

Kromé¢ teorie lipidové, kdy dochazi k ukladani lipidd do cévni stény a endotelové, kdy

dochazi k poskozeni bun€k cévni vystelky je diskutovana i tzv. teorie infekéni (Zeman

a Pospisil, 2003).

Hladké
svalové bunky

Zanétlive

Krevni

Endotelové destiéky

bunky

Ruptrura tenkého
fibrdozniho krytu

buinky -

Lipidové jadro

Obrazek 11 Schéma ateromového platu

(ptevzato z: http://ptyziollfup.upol.cz/castwiki2/wp-content/uploads/2011/12/6.bmp)
[cit. 2017-08-04]

2.4.1. Rizikové faktory

V soucasné dob¢ je zndma celé tada rizikovych faktort, které vedou ke vzniku nebo

urychleni progrese aterosklerotickych zmén.

Mezi neovlivnitelné rizikové faktory aterosklerdzy patii vek, pohlavi a genetické

faktory, coZ jsou projevy, se kterymi se setkdvame ve formé pozitivni rodinné anamnézy.
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Rodinnd anamnéza poskytuje dilezitou informaci o individudlnim riziku rozvoji

ateroskler6zy (Vohnout a Raslova, 2009).

V soucasnosti zname nékolik desitek ovlivnitelnych rizikovych faktorti, z nichz ma
dominantni postaveni hyperlipoproteinémie (dyslipidémie), koufeni cigaret, hypertenze
a diabetes mellitus. Hlavni rizikové faktory vSak nedokazou plné vysvétlit pfi¢inu vzniku
ateroskler6zy, proto se vénuje velka pozornost tzv. novym rizikovym faktortim, jejichz

ovlivnéni mize v budoucnosti pfinést dalsi redukei rizika (Vohnout a Raslova, 2009).

2.4.2. Uloha oxidaéniho stresu v aterogenezi

Porozuméni patofyziologii aterosklerdzy mtize poskytnout nové strategie pro prevenci
a lécbu pacientil s timto onemocnénim. Klinické, epidemiologické a zakladni molekularni
védy identifikovaly oxidaéni stres jako faktor piispivajici k rozvoji a progresi

aterosklerdzy (Schulze a Lee, 2005).

Ateroskler6za je charakterizovana komplexni souhrou mezi slozkami krve a arterialni
sténou, ktera vede k chronickému stavu vaskularniho oxida¢niho stresu a zanétu.
Oxidacni stres je klicovym rysem aterogeneze, protoze tvorba volnych radikali je spojena
s tvorbou oxidac¢nich produktl lipidd, které zvySuji vaskularni zdnét. Cévni zanét hraje
kli¢ovou roli ve vyvoji ranych 1ézi a tukovych prouzki. Zanét a oxidacéni stres jsou tedy
znaky aterosklerozy a ptedpoklada se, ze prispivaji k iniciaci, progresi a ruptuie

vaskularnich 1ézi bohatych na lipidy (Rosenson a Stafforini, 2012).

Oxidace a glykace LDL a fosfolipidii hraje ustfedni roli v patogenezi aterosklerdzy,
pficemz adukty jsou proaterogenni i prozanétlivé. Tvorba oxLDL se objevuje uvnitt
cévnich stén, kde jsou zachyceny makrofagy za vzniku pe€novych bunék. Akumulace
oxLDL v cévnich sténach také stimuluje endotelové buniky k produkci prozanétlivych
cytokini véetné adheznich molekul, jako jsou ICAM-1, VCAM-1 a E-selektin (Hajjar
a Gotto, 2013; Ho et al., 2013). Dendritické buiiky a T bunky se dostavaji z arterialniho
lumen do intimy, kde jsou pozdé&ji zaclenény do rostouciho ateromu. Stimulaci leukocyta
se aktivuje MPO, ktera katalyzuje vznik fady ROS, které mohou pfispét k posSkozeni

tkani, peroxidaci lipidii a prozanétlivému ptisobeni (Hajjar a Gotto, 2013).

Oxidované fosfolipidy (oxPL) jsou nové biomarkery, které¢ maji smisené uCinky na
aterosklerdzu, véetné podpory adheze monocytt k endotelovym bunkam. Mnozstvi oxPL
bohatych na apolipoprotein B100 (apoB100) siln¢ koreluje s plazmatickymi hladinami
lipoproteinu (a), ktery je hlavnim nosi¢em oxPL v plazmé& (Hajjar a Gotto, 2013).
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V ateromu oxidovany LDL a jeho slozky aktivuji vrozeny imunitni systém ligaci
receptord podobnych Toll like. Tyto interakce vyvoldvaji intraceluldrni signalizacni
kaskadu, ktera vede ke zvySené expresi fady prozanétlivych molekul vcetné cytokind,
chemokint, eikosanoidl, proteaz, ROS, reaktivnich forem dusiku a kostimulac¢nich

molekul (Hajjar a Gotto, 2013).

Endotelové buiiky pohlcuji oxLDL pies lektinu podobny oxidovany LDL receptor
1 (LOX-1). Celkova prozanétliva prooxidacni atmosféra narusuje vaskularni funkci
pfedevs§im sniZzenim biologické dostupnosti NO a prodluzovanim podminek oxidaéniho
stresu pies nadmérnou tvorbu ROS a reaktivnich forem dusiku. Védci se domnivaji, ze
ucinky kardiovaskuldrnich rizikovych faktort, véetné koufeni, dyslipidémie, hypertenze
a diabetes mellitus, mohou navic pfispivat k endotelové dysfunkci €aste¢né tim, Ze

narusuji oxida¢ni rovnovahu (Hajjar a Gotto, 2013).

Cévni stavy oxidaéni nerovnovahy podporuji aterotrombotické onemocnéni
1 prostfednictvim jinych mechanismi kromé& oxidace LDL. Jedna se o modifikaci
lipoproteinii s vysokou hustotou (HDL) za vzniku dysfunkénich, prozanétlivych
a prooxidacnich ¢astic, stimulace aktivace desticek, podpora koagulace prostfednictvim

snizené fibrinolyzy a zvySené exprese tkanového faktoru (Hajjar a Gotto, 2013).

Jednim z mechanisma ochrany proti aterosklerotickému procesu jsou HDL. Hlavnim
faktorem tohoto antioxida¢niho ochranného ucinku je paraoxoniza asociovana s HDL
(Hoetal., 2013). Paraoxonaza-1 je antioxidacnim enzymem, ktery pfispiva k antioxidacni
vlastnosti HDL prevenci peroxidace lipidii. Zejména oxidaci LDL, a omezenim produkce
oxidovanych produktli odvozenych od kyseliny arachidonové (Delfino et al., 2011).
Acetylhydrolaza destickového aktivacniho faktoru, kteréd cirkuluje ve spojeni s HDL, je
produkovana v arteridlni stén¢ makrofagy a degraduje bioaktivni oxPL. Oba enzymy
aktivné chrani hypercholesterolemické mysi pfed ateroskler6zou. OXxLDL tyto enzymy
inhibuje. OxLDL a HDL jsou tedy skute¢né antagonisty ve vyvoji kardiovaskularnich

onemocnéni (Mertens a Holvoet, 2001).
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Obrazek 12 Mechanismy onemocnéni pfi ateroskleroze a obezité (pievzato z: Hajjar
a Gotto, 2013)

Patofyziologické procesy uvniti stény cévy mohou byt rozsifeny o ucinky spojené s obezitou
v tukové tkani. Ateroskleroza zacina zadrzovanim a oxidacni modifikaci LDL, zaclenénim oxidovaného
LDL do penovych bunék, vyvolanim prozanétlivé kaskady a naslednou proliferaci bunék hladkého svalstva.
Dendritické bunky a T buiiky jsou pritahovany do lumen adheznimi molekulami a jsou zacleneny do
ateromu. Pri obezité se makrofagy infiltruji do tukové tkanée, coz miize vést k uvolnéni adipokinit a vzniku
prozanetlivého stavu. Za téchto podminek miize vést lipolyza ke zvysenému uvolnovani neesterifikovanych
mastnych kyselin a pravdépodobné také k inzulinové rezistenci. Vysledné zvyseni oxidacniho stresu
v kombinaci s pusobenim adipokinii zhorsuje vaskularni prooxidacni a prozanétlive prostredi, zhorsuje
endotelovou funkci, proliferaci bunék hladkého svalstva a urychluje ateroskleroticky proces. Macrofage
recruitment and adhesion - nabor a adheze makrofagii, Visceral adipose tissue — visceralni tukova tkan,
Lipolysis - lipolyza, NEFA — neesterifikované mastné kyseliny, Insulin resistance — inzulinova rezistence,
Oxidative stress — oxidacni stres, Adipokines — adipokyiny, Monocyte — monocyt, Native LDL - nativni LDL,
Dendritic cell — dendritickd burika, T cell — T bunka, Endothelial dysfunction — endotelova dysfunkce,
Endothelial cells — endotelové buiiky, Inflammation — zdanét, Macrophages — makrofagy, Pro-inflammatory
cytokines — protizanétlivé cytokiny, proteoglycans — proteoglykany, Oxidized LDL — oxidované LDL,
Smooth muscle — hladka svalovina, Cell proliferation — bunécnd proliferace, Chemokines — chemokiny,

Smooth muscle cells — bunky hladkého svalstva, Foam cells — pénové buiiky

2.4.3. Oxidovany LDL

LDL c¢astice obsahuji vysoky podil cholesterolu, ktery je soustfedén v nepolarnim

jadie. V obalu LDL je charakteristickou bilkovinnou strukturou apoB100. V pribéhu
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fyziologického metabolismu se LDL castice katabolizuji prosttednictvim LDL receptorti

(LDLR), lokalizovanych na povrchu hepatocytt i bun¢k extrahepatalnich tkani.

V pocatecnich stadiich aterosklerézy se vyznamné uplatnuji ¢astice LDL, které
snadnéji pronikaji do endotelu pii jeho poskozeni (hypertenze, koufeni, apod.).
Prostfednictvim svého apoB se v cévni stén¢ vazi na glykosaminoglykany, kde podléhaji
modifikaci. ApoB podléhd bud’ pifimé oxidaci nebo se na aminokyselinu lysin
apolipoproteinu  vazi aldehydy. LDLR mohou mirné¢ modifikované LDL jesté
rozpoznavat, pifi veét§si modifikaci se méni struktura apoB100 natolik, Ze tyto Castice

nejsou receptory rozpoznany (Racek et al., 2006).

OxLDL je ligandem pro acetyl LDL receptor misto ptirozeného LDL receptoru.
Acetyl LDL receptor, pfitomny v makrofazich, pfijimad oxLDL mnohem rychleji nez
pfirozené receptory, coz zvyhodiuje nadmérnou intraceluldrni akumulaci cholesterolu.
oxLDL je zaclenén do "scavengerovych receptortt”, které na rozdil od normélniho LDL

receptoru indukuji velkou akumulaci intracelularnich lipida (Leiva et al., 2015).

Zda se, ze oxidace LDL je tedy rozhodujicim krokem pro tvorbu pénovych bun¢k
pochézejicich z makrofaglh v pocatecnich stadiich aterosklerotické 1éze. Navic, LDL
muze byt oxidovan specifickymi enzymy, jako je lipooxygenaza a fosfolipaza A2, i kdyz
tyto modifikace nejsou nutné identické s modifikacemi zavislymi na endotelovych
bunkach. V roce 1998 bylo prokdzano, ze oxida¢ni modifikace LDL specifickymi

enzymy vede k vét§Simu rozpoznani makrofagy (Leiva et al., 2015).

Dalsim procesem, ktery je tieba vzit v ivahu, je autooxidace glukosy nebo €asnych
glykac¢nich produktii generovanych volnymi radikaly kysliku (O2™ a OH") a H20», které
mohou zpiisobit oxidac¢ni poskozeni. Modifikace lipoproteini glykaci a oxidaci méni
jejich strukturu tak, aby byly dostatecné imunogenni. U diabetes mellitus typu 2 byly
nalezeny vysoké titry protilatek proti glykosylovanym LDL a glykosylovanym oxLDL.
Bylo prokézano, ze glykosylovany OxLDL je zachycen ve sténé tepny in situ (Leiva et

al., 2015).

Oxida¢ni modifikace LDL zpusobuje cetné strukturdlni zmény, coz vede ke zvySeni
elektroforetické mobility, vys$si hustoté, degradaci apoB, hydrolyze fosfatidylcholinu,
zménam aminoskupin lyzinovych zbytkl a generaci fluorescen¢nich aduktti zptisobenych

kovalentni vazbou oxidovanych produkti lipidi k apoB (Leiva et al., 2015).
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Utinek oxLDL

OxLDL se podili na iniciaci tvorby ateroskler6zy riznymi tcinky. Nejprve stimuluje
migraci monocytii a makrofagi do subendotelové oblasti stény cévy (Yamada, 2001).
Vazba oxLDL na receptor endotelovych bun¢k a makrofagih vede k expresi
monocytovych chemotaktickych proteinii a adheznich molekul (Delfino et al., 2011).
Uvadi se, ze oxLDL indukuje expresi [CAM-1 a VCAM-1, coz zvySuje adhezni vlastnosti
endotelu (Leiva et al., 2015). A za druhé, oxLDL interferuje s pohybem monocytt
smérem ven a udrzuje je uvnitt cévni stény, prestoze monocyty a makrofagy jsou schopny

migrace zpét, tedy mimo sténu cévy (Yamada, 2001).

OxLDL také hraje dulezitou roli pii diferenciaci makrofagti do pénovych bunék.
Dalsim aspektem plisobeni oxLLDL je lysolecitin pfitomny uvnitt oxLDL, ktery indukuje
poskozeni endotelovych bunck a podili se na iniciaci tvorby aterosklerézy (Yamada,

2001).

NO je dulezitou kardiovaskularni ochrannou molekulou. NO produkce je inhibovana
oxLDL, vzhledem k tomu, Ze je schopen indukovat depleci cholesterolu v plazmatickych
membranach, coZ zplisobuje translokaci proteinu cav a eNOS z membranovych domén.
Kromé toho byly navrZeny dal§i mechanismy pro vysvétleni inhibi¢niho G¢inku oxLDL
na produkci NO v endotelovych bunkéch. Bylo zjiSténo, ze oxLDL vede k zvySenému
oxida¢niho stresu v endotelovych buiikach, produkuje se znacné mnozstvi O2", ktery
chemicky inaktivuje NO tvorbou ONOO™ (Leiva et al., 2015). Inhibice NO vede
k endotelové dysfunkci a apoptdze, coz déale vede k oxidaénimu stresu a zénctu, a tim

k podpoie aterogeneze (Delfino et al., 2011).

LOX-1, identifikovany jako primarni oxLDL receptor v endotelovych buikéch, je
exprimovan v n¢kolika prozanétlivych stavech a zda se, ze hraje rozhodujici roli
v endotelové dysfunkci vyvolané oxLDL. V lidskych aterosklerotickych 1ézich byla
skutecné hlaSena nadmérna exprese LOX-1, zvlasté v pocatecni fazi tvorby plakt (Leiva

etal., 2015).

45



ﬁ Chi ki II/.S\'I Mﬂnﬂcﬂe E
o |8 —
MCP-I} o {H\l /e

:% ﬂ -‘i U Q Impaired NGO
Endothelial cell b csE 8- £ ICAM Q secretion
iy vcaMm *

J {- LOX-1

RDS / Endothelial cell
Retention and “metivation”
oxldatien of LOL PI’H—%- \ @
Proteoglicans OxLDL @

Obrazek 13 Role oxLDL v endotelové dysfunkci (pievzato z: Leiva et al., 2015)

Intimao

Endothelial cell — endotelové bunky, LDL — lipoprotein o nizké hustoté, Chemokines secretion — sekrece
chemokinii, MCP-1- monocytovy chemotakticky protein 1, mCSF- faktor stimulujici kolonie makrofagii,
Monocyte- monocyt, Adhesion of blood monocyte — adheze monocytit z krve, ICAM — intercelularni
adhezni molekula, VCAM — vaskularni bunécna adhezni molekula, Imparied NO secretion — poSkozeni
sekrece oxidu dusnatého, Retention and oxidation of LDL — retence a oxidace LDL, Proteoglicans —
proteoglykany, oxLDL — oxidovany LDL, ROS — reaktivni formy kysliku, LOX-1 — lektinu podobny oxLDL,

Endothelial cell activation — aktivace bunék endotelu

2.5. MysSi modely aterosklerdozy

Zviteci modely jsou rozsahle pouzivany pro studium lidskych kardiovaskuldrnich
onemocnéni. Diky své malé velikosti a snadné genetické manipulaci jsou nejcastéji

pouzivanymi modely ve vyzkumu ateroskler6zy modely mysi (Lee et al., 2017).

Mysi a lidé se lisi v nékolika parametrech, které mohou ovlivnit aterogenezi. VétSina
mySich modeltl nevykazuje nestabilni ateroskleroticky plat s nadmérnou trombdzou.
Jejich 1éze typicky nevytvareji vlaknity uzdvér pozorovany u chronické lidské
aterosklerdzy. U lidi se 1éze vyskytuji nejCastéji v koronarnich tepnach, karotidé
a perifernich cévach, zatimco u mysi jsou omezeny na kofen aorty a aortalni oblouk.
Nicméné mnoho rysu aterosklerotického procesu je spolecnych (Getz a Reardon, 2012).

Vyhody a nevyhody mysich modell jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2 Vyhody a nevyhody mySich modeli pro studium aterosklerozy (prevzato
a upraveno z: Lee et al., 2017)

Vyhody Nevyhody

o . Toxicka strava potiebna k vyvolani
Snadné genetické manipulace P ; b
ateroskler6zy

Odlisny metabolismus lipidli ve srovnani
s lidmi: vysoky HDL, nevykazuji CETP
Rozdilna kardiovaskularni anatomie a

Nizké naklady na udrzbu

Méné ¢asoveé naro¢né na vyzkumné

projekty fyziologie s riiznou predispozici mista vyvoje

ateroskler6zy
Mala velikost téla omezuje Casty odbér krve

Siroké dostupnost . .
P a zvysuje obtiznost pitvy drobnych tepen

Tzv. ,,wild-type®, tedy geneticky nemodifikované mysi jsou relativné rezistentni na
aterosklerézu v disledku vysokych hladin antiaterosklerotického HDL a nizkych hladin
proaterogennich LDL a lipoproteini o velmi nizké hustoté (VLDL) (Zadelaar et al., 2007;
Emini Veseli et al., 2017). VSechny soucasné modely mysi pro aterosklerézu jsou proto
zalozeny na poruchidch metabolismu lipoproteinti prostfednictvim dietnich nebo
genetickych manipulaci (Zadelaar et al., 2007).

Mys$i s vypnutymi geny pro apolipoprotein E (apoE) a LDLR jsou dnes
nejpouzivanéjSimi modely pro vyzkum hyperlipidémie a aterosklerézy. ApoE a LDLR
jsou dulezité pro odstranéni cholesterolu a lipoproteinovych ¢astic bohatych na
triglyceridy z krve. ApoE je plazmaticky glykoprotein na povrchu vétSiny lipoproteint -
VLDL, lipoproteint se stfedni hustotou a chylomikronii. LDLR je jeden z receptorti
bunééného povrchu jaternich bunék, ktery se vaze na apoE. LDLR se také vaze na LDL

¢astici prosttednictvim interakce s apoB (Yeadon, 2015).

Mysi geneticky upravené pak vykazuji zvySené hladiny cholesterolu v plazmé, rozviji
se u nich aterosklerotické platy v rizné mite za specifickych dietnich podminek (Yeadon,

2015), které jsou srovnatelné s lidskymi lézemi (Getz a Reardon, 2012).
U lidi je mutace v LDLR a apoE spojena s n€kolika dédi¢nymi hyperlipidemickymi
poruchami (Yeadon, 2015).
2.5.1. ApoE deficientni mysi model

Mezi nejpouzivanéjsi modely aterosklerdzy patii mysi s deficienci apoE. ApoE je

syntetizovan v jatrech, mozku, ale 1 v makrofazich a ma fadu diilezitych antiaterogennich
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funkei. Je slozkou plazmatickych lipoproteinti a slouzi jako ligand pro lipoproteinové
receptory na povrchu bunék, ¢imz se podporuje odplaveni aterogennich ¢astic z obehu
(Zadelaar et al., 2007; Leiva et al., 2015; Emini Veseli, et al., 2017). V duasledku
homozygotni delece genu pro apoE u mysi dochazi k vyraznému zvyseni plazmatickych
hladin LDL a VLDL. Cilené delece genu pro apoE tedy vede k té¢zké hypercholesterolémii
a spontanni aterosklerdze. K vyvoji aterosklerotickych 1ézi dokonce dochézi i pfi potrave,
ktera ma nizky obsah tuku a neobsahuje cholesterol. Tento proces mize byt siln€ urychlen

stravou s vysokym obsahem cholesterolu (Zadelaar et al., 2007).

Prestoze tento model mysi pouziva mnoho vyzkumnych skupin, ma uréitd omezeni.
ApoE je multifunkéni protein, ktery ma vliv na zanét, oxidaci, zpétny transport
cholesterolu, proliferaci a migraci hladkého svalstva. Tyto funkce mohou ovlivnit vyvoj
aterosklerotického platu u mysi apoE”" nezavisle na hladinach lipidii v plazmé (Getz
a Reardon, 2009; Emini Veseli et al., 2017). Hlavnim nedostatkem neptitomnosti apoE
proteinu je skutecnost, Ze vétSina cholesterolu v plazmé je omezena na VLDL, nikoliv na

castice LDL, jako je tomu u lidi (Leiva et al., 2015).

2.5.2. LDLR deficientni mysi model

LDLR je membranovy receptor, ktery zprostiedkovava endocytéozu LDL bohatého na
cholesterol, a tim udrZuje jeho plazmatickou hladinu. RovnéZ usnadiiuje bunécné

vychytavani lipoproteinli obsahujicich apoB a apoE (Emini Veseli et al., 2017).

LDLR deficientni modely vykazuji jen mirn€¢ zvySené hladiny cholesterolu v plazmé
a pii standartni dieté nevyvolavaji zddnou nebo jen mirnou aterosklerézu (Ishibashi et al.,
1994; Emini Veseli et al., 2017). Ateroskler6za se vyvine zejména pii podavani diety
bohaté na lipidy (Zadelaar et al., 2007; Emini Veseli et al., 2017). Stoji za to poznamenat,
Ze vypnutim genu pro LDLR, a tedy vysokymi hladinami LDL v plazmé, se tyto mysi lisi
od mysi apoE”", u kterych je primamé nahromadén cholesterol v lipoproteinovych
Casticich, jako jsou zbytky chylomikronu, VLDL a IDL (Ishibashi et al., 1994; Emini

Veseli et al., 2017).

Modely LDLR " my3i maji nékteré vyhody ve srovnani s my$mi apoE~ deficientnimi.
Za prve, plazmaticky cholesterol je vétSinou prenaSen casticemi LDL, ktery vytvari
lipidovy profil. Za druhé, nepiitomnost LDL nema vliv na zanét ve srovnani
s nedostatkem apoE. Vyvoj aterosklerotického platu v tomto modelu mysi je tedy zaloZen

vyhradné na zvySenych hladinach lipidG v plazmé a neni zptsoben jinymi funkcemi
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spojenymi s receptorem LDL (Getz a Reardon, 2012; Emini Veseli et al., 2017). Za tfeti,
LDLR” my§i model sdili charakteristiky pozorované u lidské familiarni
hypercholesterolémie, ktera je zptisobena absenci funk¢nich LDL receptorti (Lee et al.,

2017).

2.5.3. ApoE/LDLR deficientni mysi model

Tyto mysSi maji vypnuté oba dva geny - jak pro apoE, tak pro LDL receptor
zjisténo, ze 1 u standartni diety je progrese aterosklerdzy obvykle vyraznéjsi nez u mysi
apoE”" deficientnich. Proto jsou tedy vhodnym modelem pro studium
antiaterosklerotického ucinku rtiznych molekul, aniz by bylo nutné zvifata krmit

aterogenni dietou (Jawien et al., 2004; Leiva et al., 2015; Emini Veseli et al., 2017).

2.5.4. MySi model ApoE*3-Leiden

V mnoha studiich se pouzivaji i mySi ApoE*3-Leiden (Emini Veseli et al., 2017).
ApoE*3-Leiden mutace je vzacna mutace v lidském genu APOE3 a je spojena s familiarni
dysbetalipoproteinémii u lidi. ApoE*3-Leiden transgenni mysi byly vytvofeny vloZenim
lidského APOE*3-Leiden genu do C57BL/6 myS$i. Kromé genu APOE*3-Leiden
obsahuje tento segment také gen APOCI a promotor, ktery reguluje expresi APOE
a APOCI geni (Zadelaar et al., 2007). Tyto mysi mohou byt také pouzity jako model pro
aterosklerozu, ale ve srovnani s deficientnimi my$mi apoE”" a LDLR™ vykazuji pii
podavani standartni diety spiSe nizké hladiny celkového cholesterolu a triglyceridi
v plazmé. Pfesto jsou tyto mySi vysoce citlivé na dietu obsahujici tuky, cukry
a cholesterol, coz vede k siln€¢ zvySenym hladindm lipoproteint (Zadelaar et al., 2007,
Emini Veseli et al., 2017). Bez ohledu na vyvoj 1ézi, u mysi ApoE*3-Leiden nedochazi
k prasknuti platu, tvorbe trombti a nebo hemoragii, coZ jsou jevy, které maji velky vyznam

v lidské ateroskleroze (Emini Veseli et al., 2017).

Vyhodou je, Ze mySi ApoE*3-Leiden maji schopnost syntetizovat funkéni apoE. To
nabizi mozZnost studovat ucinek zvySenych hladin lipidi v plazmé bez naruSeni
zanétlivych procest, coz je diileZité omezeni "klasického" modelu apoE”~ mysi. Pouzivaji
se jako model k objasnéni faktorii podilejicich se na metabolismu apoE a zejména na

etiologii familiarni dyslipidémie (Emini Veseli et al., 2017).
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3 CiL A ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace bylo porovnat a kvantifikovat expresi vybranych molekul
oxidacniho stresu v srde¢ni aorté¢ u dvou skupin mysi. Pro porovnéni exprese byla pouzita
skupina mysi s vypnutymi geny pro apolipoprotein E a LDL receptor a skupina
normocholesterolemickych mysi (C57BL/6J). Ob¢ skupiny mysi byly krmeny standardni
laboratorni dietou pro hlodavce. Pro porovnéani exprese vybranych molekul oxida¢niho
stresu v aorté¢ mysi byla zvolena metoda Western blot. Hodnoceni exprese markera
oxidac¢niho stresu v aort€¢ bylo doplnéno o hodnoceni hladin dusi¢nanti a dusitanti

v plazmé za pouziti metody HPLC.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzita zvirata

V experimentu byly pouzity dvé skupiny mySi — sledovand a kontrolni skupina.
Sledovanou skupinou byli samci mysi s vypnutymi geny pro apoE a LDL receptor ve
véku 2 mésicl (n=7, vzorky oznaceny AM). Tyto mys$i s vypnutymi geny laskaveé poskytl
prof. Stefan Chlopicki (Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics, Krakow,
Polsko)

Kontrolni skupinou byly stejné stafi samci normocholesterolemického mysiho kmene
C57BL/6]J (n=7, vzorky oznaeny CM). Tyto mysi byly zakoupeny ve spolecnosti
Charles River Laboratories (Némecko).

Vsechna zvifata byla individualné umisténa v mistnosti s kontrolovanou teplotou
a vlhkosti, kde byl udrzovan cyklus 12 hodin tma/12hodin svétlo. MySi mély volny
pristup k potravé a pitné vode. Ob¢ skupiny mysi byly krmeny standartni dietou pro
hlodavce.

Vsechny experimenty tykajici se téchto zvifat byly provedeny v souladu se smérnici

Evropské unie o ochrang zvifat.
Rozdéleni zvitat do skupin:
e skupina 1: n=7 - kontrolni skupina mysi C57BL/6J(CM)

e skupina 2: n=7 - sledovana skupina mysi apoE” /LDLR " (AM)

4.2. Postup pro metodu HPLC

Vzorky krve byly odebirany do zkumavek s antikoagulantem EDTA a centrifugovany
pfi otackach 1000 za minutu po dobu 10 minut pfi 4°C. Ziskané vzorky plazmy byly

hluboce zmrazeny (-80 °C) a uloZeny pro vlastni analyzu.

Vyhodnoceni koncentraci dusitanii a dusi¢nant v plazmé bylo provedeno pomoci
HPLC s post-kolonovou derivatizaci za pouziti Griessova €inidla na analyzatoru ENO-

20-NOx (Eicom Corp., Kyoto, Japonsko).

Ke stanoveni koncentraci dusitanti a dusi¢nanti byl vzorek plazmy vysrazen
metanolem (v poméru 1: 1) a centrifugovan pii 10 000 otd¢kach za minutu po dobu 10

minut. Pro analyzu byl pouzit supernatant. Dusi¢nany a dusitany byly odd€leny od jinych
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latek na kolon¢ NO-PAK (Eicom., Corp.). Dusi¢nany byly zredukovany na dusitany,
které se smisily s Griessovym c¢inidlem v reakéni civce za vzniku fialového azobarviva.

Absorbance vzniklého azobarviva byla méfena pii vinové délce 540 nm.

Veskeré analyzy byly provedeny ve spolupraci s prof. Stefanem Chlopicki
(Jagiellonian Centre for Experimental Therapeutics, Jagiellonian University, Krakow,
Polsko). Statistickd analyza vysledkli byla provedena v programu GraphPad Prism 7.0

pomoci Mann-Whitneyhot-testu s hladinou statistické vyznamnosti p < 0,05.

4.3. Postup Western blot analyzy

Western blot je dilezita technika pouzivana v bunééné a molekularni biologii. Pomoci
této metody lze identifikovat specifické proteiny z komplexni smési proteinii (Mahmood

a Yang, 2012).
Western blot technika vyuziva tfi nasleduji kroky:
e rozdéleni proteintl podle velikosti gelovou elektroforézou
e jejich pfenos na pevny nosi¢ — membranu

e detekci cilového proteinu za pouziti vhodné primarni a sekundarni protilatky

pro vizualizaci

Kvili dobrému rozliSeni a identifikaci se velikost signdlu srovnava s proteinovymi

standardy tzv. markery o zndmé molekulové hmotnosti (Mahmood a Yang, 2012).

4.3.1. Priprava vzorki

Western blot analyza se vyuziva k identifikaci proteinu ze vzorku, ktery je nejcastéji
ve formé bunécénych lyzati. Vzorky mySich tkéni, v naSem piipadé€ aorty, se zvazily
a nasledné daly do mikrozkumavek. Poté byl pfidin RIPA pufr (Radio Immuno
Precipitation Assay buffer), ktery umoznil efektivni lyzu bunék a rozpousténi proteind.
Aby nedoslo k rozkladu vzorku vlastnimi enzymy, soucasti lyzaéniho pufru proto byly
inhibitory proteaz a fosfatdz. Na 1g tkdné se pouZzilo 20 ml RIPA pufru (na Iml RIPA -
10 pl inhibitord protedz). Po dobu zpracovani tkdn¢ se muselo pracovat pfi nizkych

teplotach, aby se zabranilo denaturaci a degradaci bilkovin.

Takto ptipraveny obsah zkumavek jsme nejprve nastiihali nlizkami a poté pomoci
rotor - statoru rozmixovali do homogenni tekutiny. Vznikly homogenat byl dale
centrifugovan. Centrifugu bylo nutné zapnout 30 min pfed pouzitim a nastavit na 10 000
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RPM (Revolution per minute) otacek pii 4°C na 10 minut. Vznikly supernatant se odsal

a vzniklé vzorky se nasledné rozpipetovaly do pfedem vychlazenych mikrozkumavek.

4.3.2. Urceni koncentrace proteini

Pro porovnani exprese ve vzorcich je nutné stanovit koncentraci vyizolovanych
proteinti. Ta byla stanovena bicinchoniovou metodou, kdy vysledkem reakce je vznik
barevného produktu, jehoz mnozstvi se uréi spektrofotometricky, tj. zméfenim
absorbance.

Nejdriive se stanovila kalibracni kiivka albuminu, kdy byly pouzity standartni roztoky
o znamé koncentraci (tj. s fedici fadou roztoku bovinniho sérového albuminu). Roztok
albuminu se nafedil redestilovanou vodou dle stoupajici koncentrace. Pro nafedéni
vzorku se z kazdé skupiny vybral vzorek referencni. Vzorek a natfedény roztok albuminu
se aplikovaly do prvni jamky mikrotitra¢ni desticky. Veskera stanoveni byla provadéna
v duplikatu. Aby doslo k zahajeni enzymatické reakce, do kazdé jamky byl pfidan reagent
(roztok standardu A a B). Vzorky byly fadn€ promichany a nechaly se 30 minut pii 37°C
inkubovat v termostatu. Po inkubaci se prome¢fila kalibraéni fada jamek pomoci
spektrofotometru za vzniku kalibraéni kfivky. Dle intenzity zbarveni stiedu kalibra¢ni
kiivky byla nalezena barevna reakce vzorku - purpurové zbarventi, které je pfimo imérné
mnozstvi bilkoviny a detekovatelné pti 562 nm. Z danych vysledkl bylo vybrano fedéni

10x.

Stejnym zplisobem se postupovalo 1 v ptipad€¢ ostatnich analyzovanych vzorki
napipetovanych na druhé mikrotitrani desticce. Ze vzniklé kalibracni kiivky pomoci
aplikace Microsoft Office Excel pfistroj pfepocital fedéni a hodnotu koncentrace proteinti

ve vzorku v mg/ml.
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Tabulka 3 Redici fada vzorki

Koncentrace Aplikovany Aplikovany Pripraveny Redéni Redéni

proteinu protein objem objem vzorku vzorku

mg/l pl pl pl vzorek pl  voda pl
A M1 4,28 20 12 25 19,45 5,55
AM2 4,22 20 12 25 19,75 5,25
A M3 4,73 20 12 25 17,61 7,39
A M4 3,63 20 12 25 22,95 2,05
A MS 4,83 20 12 25 17,26 7,74
A M6 424 20 12 25 19,67 5,33
A M7 4.56 20 12 25 18,26 6,74
cMi 5,15 20 12 25 16,17 8,83
CM3 4,82 20 12 25 17,30 7,70
CM4 6,43 20 12 25 12,96 12,04
CM5 6,85 20 12 25 12,17 12,83
C M6 5,94 20 12 25 14,03 10,97
CcM7 5,59 20 12 25 14,90 10,10
CM8 6,77 20 12 25 12,30 12,70

AM — sledovana skupina, CM — kontrolni skupina

Dle Tabulky 3 byly vzorky nafedény do zasoby a pfipravené tak na n€kolik pouziti
pro analyzu. Natfedéné a oznacené vzorky byly ihned uskladnény v hlubokomrazicim

boxu s -80°C.

4.3.3. Gelova elektroforéza
Pro separaci proteini se vyuziva tzv. elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.
Piiprava geli

Prvnim krokem elektroforézy je pfiprava separatniho a zaostfovaci gelu.
Elektroforeticka aparatura se skladala ze stojanu a drzaku skel, kam se umistila Cista

a fadn¢ osusena skla. Skla se polozila na sebe a zasunula do drzaku, a to kratSim sklem
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smérem dopfedu. Stojan se upevnil do prihledné aparatury (Obrazek 14). Té&snost

aparatury se zkontrolovala nalitim mensiho mnozstvi destilované vody.

Obrazek 14 Elektroforetickd aparatura

(pfevzato z:

http://www.biorad.com/webroot/web/images/Ist/products/electrophoresis/product _detail
/global/lsr_mini_protean tetra cell system.jpg) [cit. 2017-08-04]

Na zékladé¢ molekulové hmotnosti proteinu (kDa) jsme vybrali koncentraci

separacniho gelu. V naSem ptipadé jsme zvolili koncentrovanéjsi gel (8% a 10%), jelikoz

mensi proteiny rychleji a snadnéji prochézeji gelem. Molekulové hmotnosti jednotlivych

sledovanych proteinii a pouzité koncentrace separacniho gelu jsou uvedeny nize.

e Protein 25 — 200 kDa — 8% gel; 15 — 100 kDa — 10% gel; 10 — 70 kDa —
12% gel; 12 — 45 kDa —15% gel; 4 — 40 kDa — 20% gel

>

>
>
>

SOD-3 (35 kDa) 10%
CAT (cca 55 kDa) 10%
HO-1 (33 kDa) 10%

iNOS (130 kDa) 8%

Pro pfipravu gelt jsme uZzili polymer polyakrylamidu, persulfat amonny (dodava

volné radikaly), tetrametylendiamin (katalyzuje tvorbu volnych radikélii persulfatu

amonného), dodecylsiran sodny (denaturuje proteiny, které¢ ziskévaji negativni naboj)

a pufry pro zaostfovaci a separacni gel (Tabulka 4).
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Tabulka 4 Slozeni gela
Uvedené mnozstvi je vzdy pro pripravu dvou gelil.

Milli Q — redestilovana voda, SDS - sodiumdodecylsulfat, dodecylsiran sodny; APS -

ammonium  persulfat, peroxodisiran sodny;, TEMED - N N N, N -
tetrametyletylendiamin
8% 10% 5%

Milli Q 10,800 9,800 6,150

Pufr pro separacni gel 5,000 5,000 /

Pufr pro zaostfovaci gel / / 2,500

Akrylamid 4,000 5,000 1,250

10% SDS 0,200 0,200 0,100

10% APS 0,060 0,060 0,030

TEMED 0,030 0,030 0,015

Smisenim vSech potiebnych slozek dle Tabulky 4 jsme nejdiive ptipravili smés pro
separacni gel. Takto pfipraveny roztok jsme pipetovali do pfipravené aparatury mezi skla
asi 1,5 cm pod horni okraj krat§iho skla. Gel se nasledné prevrstvil malym mnoZstvim
separovan¢ho isobutanolu, aby se odstranily bubliny a vyrovnala se hladina gelu.
Polymerace gelu trvala ptiblizné 30 min. Kontrolou ztuhnuti gelu nam slouzil zbytek gelu
v kédince. Po ztuhnuti gelu jsme isobutanol vylili, nékolikrat proplachli destilovanou

vodou a osusili gazou.

Dalsim krokem byla ptiprava zaostfovaciho gelu - jeho koncentrace byla pro vSechny
separacni gely stejnd (5%). Postup ptipravy byl stejny jako u separaniho gelu.
Ptipraveny zaostfovaci gel se nanesl pipetou na vrstvu separa¢niho gelu. Poté jsme do
gelu vlozili teflonovy hieben, se kterym se po vlozeni nesmélo hybat. Diky tuhnuti
dochézelo ke snizovani hladiny, proto bylo nutné dopliiovat gel po okrajich, aby se
odstranily vzniklé vzduchové bubliny. Gel se nechal tuhnout pfiblizn€ hodinu a pul.

Kontrolou dostate¢ného ztuhnuti ndm opét byl zbyly gel v kadince.

Piiprava vzorku
Béhem tuhnuti kryciho gelu bylo nutné piipravit vzorky. Natfedéné vzorky jsme

smichali s nanaSecim pufrem (Laemmli Sample buffer) v poméru 1:1. Bylo nutné
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pracovat co nejrychleji, aby nedoslo k degradaci. Soucasti nanaseciho Laemmliho pufru
jsou slozky SDS, ktery jednak zajistuje denaturaci proteinli a udava negativni naboj
proteinti, dale B-merkaptoetanol slouzici k odstranéni disulfidickych mustkll v proteinu.
V nanasecim pufru je piitomna také barva bromfenolova modf, ktera umozni vizualizaci
vzorku pfi nanaSeni a pfi vlastni separaci. Tato smés se zvortexovala a povarila 5 min pfi
95°C v termobloku. Takto pfipravené vzorky se nechaly vychladnout na pokojovou

teplotu a poté se zcentrifugovaly.

Aplikace vzorkii a elektroforéza

Po dostatecném ztuhnuti gelu jsme opatrné vysunuli hieben a vzniklé jamky
propléchli elektroforetickym pufrem, abychom odstranili zbytky gelu. Skla vyjmuté ze
stojanu se vloZzila do elektroforetické vany, a to tak, aby kratSi smétovalo smérem dovnitf.

Do vzniklého prostoru vany se nalil pufr.

Do prvni jamky jsme nanesli marker molekulovych hmotnosti o objemu 5 pl, do
dalSich jamek jsme pipetovali vzorky o objemu 12 pl. Poté jsme pufr doplnili po rysku,
odstranili vzduchové bubliny a vanu uzavieli vikem s elektrodami, které se ptipojily ke

zdroji.
Na pfistroji se nastavily podminky pro elektroforetickou separaci proteint:
e konstantni napéti — 200 V
e maximalni proud — 30 mA
e doba elektroforézy (1h 15 min)
Spustila se elektroforéza a vana se oblozila ledem k zajisténi dostatecné nizké teploty.

Po skonceni elektroforézy se zdroj odpojil, skla se vyndala z aparatury a opatrné od
sebe odd¢lila. Gel na skle se ocistil, po stranach nafizl a pfenesl do misky s transferovym

pufrem, kde se od skla odlepil.

4.3.4. Blotovani
Po elektroforetické separaci jsou proteiny elektroforeticky pieneseny na membranu,
¢imz se imobilizuji separované proteiny. Pro pfenos proteinii z gelu lze uzit tzv.
polosuchou, ¢i mokrou cestu. V nasem ptipad¢ jsme pouzili mokrou cestu. Po celou dobu

blotovani jsme museli vSechny pouzité slozZky namacet a zvlhCovat v transferovém pufru.
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Pro blotovani je mozno pouzit polyvinyliden difluoridovou membranu (PVDF) nebo
nitrocelul6zovou membranu. V naSich experimentech byla pouzita PVDF membrana,
kterou bylo nutné pted pouzitém aktivovat 15 sekund v roztoku metanolu a poté 2 minuty
v destilované vodé.

K blotovani jsme pouzili pfistroj Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad). Pro pfenos proteinti bylo nutné vytvofit tzv. sendvi¢. Pénové podlozky
a filtra¢ni papiry jsme smocili v blotovacim pufru a polozili na dno kazety. Na filtracni
papir jsme opatrné prenesli gel a na néj co nejpiesnéji polozili membranu. Dalsi vrstvou
byl opét filtraéni papir, po némz se nékolikrat piejelo valeCkem, aby se vytlacili
vzduchové bubliny. Nakonec se piidala pénova podlozka a kazeta se uzaviela. Takto
vytvoreny sendvi€ se vlozil do vany blotovaciho zafizeni, kterou jsme naplnili blotovacim

pufrem a ptidali jsme chladici jednotku.

Pro blotovani se nastavily tyto podminky:
e konstantni napéti — 130 V
e maximalni proud — 300 mA

e doba blotovani — 1 h 30 min

|+

Sponge/
Fibre pad

Filter Papers

Negative

Blotting Membrane/ —_—
PDVE % Plate \
—

Vet Transfer in
Filter Papers Transfer Buffer

Positi
ositive
Plate

Sponge/
Fibre pad

Obrazek 15 Schéma tzv. sendvice (pfevzato z: Mahmood a Yang, 2012)
Sponge/Fibre pad — pénova podlozka, Filter Papers — filtracni papir, Blotting membrane/PDVF — blotovaci

membrana/polyvinyldifluoridova membrana, Gel — gel, Wet transfer in transfer buffer — mokra cesta

v transferovém pufru, Negative plate — negativni deska, Positive plate — pozitivni deska

Po skonceném procesu blotovani jsme odpojili zdroj a membranu s pfenesenymi

proteiny opatrné vyjmuli ze sendvice. Membranu jsme ponofili do destilované vody, aby
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doslo k projasnéni a aby membrana nevyschla. Poté jsme ji nastiihali na prouzky dle

molekulovych hmotnosti separovanych proteintl.

4.3.5. Imunodetekce a vyhodnoceni

Ttetim a zaroven poslednim krokem analyzy je imunodetekce, kdy je cilovy protein
detekovan pomoci specifickych protilatek (primarnich a sekundarnich). Sekundarni
protilatka je obvykle znaCena enzymem kienovou peroxiddzou (HRP), ktera piemeéni

substrat na produkt, ktery produkuje signal odpovidajici pozici cilového proteinu.

Imnunodetekce zahrnuje nékolik kroku:

Blokovani nespecifickych vazebnych mist

Membrany vyuzivany pro Western blot maji obvykle vysokou afinitu k proteiniim,
a tedy 1 k protilatkdm. Proto je nutné provést tzv. blokovani membrany, kdy se zaplni
volna mista na membrané€ a protilatka se vaze pouze na sviij specificky antigen. K blokaci
jsme si ptipravili 5% roztok netu¢ného mléka s obsahem TBS s 0,05% TWEEN-20 (TBS-
T). Nasttihané prouzky membrany jsme nechali v tomto roztoku blokovat hodinu pfi

pokojové teploté na tfepacce.

Inkubace s primarni protilatkou

Béhem hodinové inkubace jsme si pfipravili vani¢ky z parafilmu dle velikosti
nastfithanych membran a natedili si primarni protilatky 5% roztokem netu¢ného mléka
v TBS-T na potfebné koncentrace (Tabulka 5). K potvrzeni jednotné nandsky proteina
byla pouZzita monoklondlni protilatka — mouse monoclonal anti-p-aktin v fedéni (Sigma-

Aldrich).

Po skonc¢eni blokace jsme membrany opatrné prendali do parafilmovych vanicek
s nafedénymi protildtkami, umistili do lednice a nechali pfes noc inkubovat za stalého

kyvani pii 4°C.
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Tabulka 5§ Nastaveni primarnich protilatek

Molekula
SOD-3 Abcam ab83108 1:500 Rabbit polyclonal anti-SOD-3
CAT Abcam ab16731 1:2000  Rabbit polyclonal anti-CAT
HO-1 Abcam ab13243 1:2000 Rabbit polyclonal anti-HO-1

iNOS Cell Signaling = 13120  1:500 Rabbit polyclonal anti-iNOS
B—aktin  Sigma-Aldrich AS5316 1:2000 Mouse monoclonal anti-p-aktin

Inkubace se sekundarni protilatkou

Druhy den se membrany daly do nddobek s TBS-T roztokem, 3x se promyly rychle,
a poté se nechaly promyvat hodinu na kyvaéce. Vyména roztoku TBS-T probihala 6x po
10 minutach. Nedostatecné promyti ma za nasledek zvySeni nechténého pozadi, které je
zpuisobené nespecifickym navdzanim protilatek. Naopak pfili§ intenzivni promyvani

muze vést ke ztraté citlivosti detekce.

ProtoZe primarni protilatky nelze obvykle pifimo vizualizovat, je tieba pouZit
znaCenou sekundéarni protilatku, ktera se vadZze na primarni protilatku. Sekundérni
protilatka je konjugovéna se znacenou slouceninou nebo enzymem, ktery umoziiuje

naslednou detekci. V naSem piipadé byla konjugovana s HRP.

Béhem promyvani jsme si pfipravili nové vani¢ky z parafilmu a natedili si

sekundarni protilatky znacené HRP v 5% roztoku netu¢ného mléka v TBS-T.
Nastaveni sekundarnich protilatek:

e SOD-3: HRP conjugated goat anti-rabbit IgG (Abcam) v fedéni 1:2000

e CAT: HRP conjugated goat anti-rabbit IgG (Abcam) v fedéni 1:4000

e HO-1: HRP conjugated goat anti-rabbit IgG (Abcam) v fedéni 1:2000

e iNOS: HRP conjugated goat anti-rabbit IgG (Abcam) v fedéni 1:2000

e [-aktin: HRP conjugated goat anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich) v fedéni
1:5000

Po promyti se membrany pienesly do vanicek se sekundarni protilatkou a nechaly se
inkubovat hodinu pii pokojové teplot¢ na kyvacce. Po inkubaci nasledovalo opét

promyvani v TBS-T ve stejném sledu jako u primarnich protilatek.
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Chemiluminiscen¢ni detekce

V minulosti se pro detekci hojné vyuzivaly radioizotopy, nicméné v soucasné dobé
je detekce zalozena nejCastéji na enzymatickych reakcich a také fluorescenci. Hojné je
vyuzivany chemiluminiscencni systém, kdy enzym reaguje s chemiluminiscencnim
substratem a pfeménuje jej na nestabilni produkt, ktery vyzatuje svétlo a vznikd tak
chemiluminiscen¢ni signal. Mnozstvi signalu je pifimo umérné mnozstvi detekovaného

proteinu.

Jako detekéni €inidla jsme pouZili roztoky dvou riiznych intenzit, tzv. Pico (Super
Signal West Pico Chemiluminescent Substrate; Thermo Scientific) a tzv. Femto (Super
Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate; Thermo Scientific). Slozky
detekéniho kitu se smichaly v poméru 1:1 v dostatecném mnozstvi a €inidlo se dikladné
promichalo. Nésledné jsme si piipravili tvrdou podlozku, na kterou jsme polozili pasy
z nepruhlednych folii, které slouzily jako podlozka pro membrany. Po skonceném
promyvani se kazda membrana pfenesla opatrn€ na pas na ptipravené podlozce. Na ni se
nanesl pfedem stanoveny objem detek¢niho ¢inidla, a to tak, aby membrana byla cela
pokrytd roztokem. Musel se pfesn¢ dodrzet ¢as doby plisobeni detekéniho cinidla
(Tabulka 6). Prebytecné detekéni Cinidlo se odsélo gazou, membrany se ithned umistily
do prihledné folie a uzaviely do ptipravené kazety. V kazeté se upevnily lepici paskou

a gazou se vytlacily vzniklé vzduchové bubliny.

Tabulka 6 Doba plisobeni detekéniho ¢inidla
Femto — Supersignal West Femto Chemiluminiscent Substrate, Pico - Supersignal West

Pico Chemiluminiscent Substrate

Molekula Cinidlo Doba pusobeni
SOD-3 Pico 5 minut
CAT Femto 5 sekund
HO-1 Pico 5 minut
iNOS Femto 5 sekund
p-aktin Pico 1 minuta

Dale se pracovalo jen v temné komote. Jak jiz bylo zminéno vySe, enzym HRP

preménuje chemiluminiscencni substrat na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje
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vyzéfenim svétla. Uvoliiované svétlo bylo v nasem piipadé detekovano prilozenim RTG
filmu (Forma, Czech Republic), ktery se nechal se exponovat. Doba prvni expozice trvala
piiblizn¢ 10-15 sekund. Dle intenzity bandl jsme ptizpisobili dobu pro dalsi expozice.

Takto ptipravené RTG filmy byly pfipraveny k vyhodnoceni.

Filmy byly vyhodnoceny semikvantitativné, a to denzitometrickou metodou. Pro
vyhodnoceni vysledkti jsme pouzili tzv. Mann-Whitney t-test v programu GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., USA), kterym jsme zjistili hodnotu statistické
vyznamnosti, tedy hodnotu p. Pokud je hodnota p < 0,05, jsou rozdily mezi skupinami
vyznamné. V grafu jsou tyto hodnoty ozna¢eny symbolem ,,**, kde plati: * p <0,05; **

p <0,01; *** p<0,001.

Stripping membrany

V ptipad¢, ze je nutné na membrané zopakovat imunodetekci s libovolnou primarni
protilatkou, je mozno provést tzv. stripping membrany. Membrana se ponoii do tzv.
stripping pufru a neché se inkubovat po dobu 30 minut pii 55°C. Po inkubaci se promyje
v TBS-T a necha se vysuSit. Membranu je moZzno skladovat v lednici pfi teploté 2-8°C.
My tohoto ptipadu vyuzili pro ovétreni jednotné nandsky proteind na membrané, tedy pro

detekci B-aktinu.
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5 VYSLEDKY

5.1. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Pomoci metody HPLC byly vyhodnoceny koncentrace dusi¢nanii a dusitani u obou
skupin mysi v plazmé. V hodnotich plazmatickych koncentraci dusi¢nanti nebyl
zaznamenan signifikantni rozdil mezi sledovanou (apoE”/LDLR”) a kontrolni
(C57BL/6J) skupinou (32,82 + 5,52 vs. 45,58 + 5,16; p=0,165). Vysledky koncentraci
dusitant také neprokazaly signifikantni rozdil mezi skupinami (0,35 + 0,08 vs. 0,36 +
0,06; p=0,833). Ob¢ skupiny se tedy z hlediska mnozstvi nitratd a nitritd v plazmé mezi

sebou nelisi. Koncentrace nitratl a nitritd v mikromolech znazoriiuji Grafy ¢. 1 a €. 2.

Graf 1 Plazmatické hladiny NOs™ u obou skupin mysi

Sloupec 1 zndzornuje hladinu NOs u skupiny mysi kontrolnich (C57BL/6J)
a sloupec 2 hladinu NOs u mysi sledovanych (apoE~~/LDLR™") v plazmé.
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Graf 2 Plazmatické hladiny NO;™ u obou skupin mysi

Sloupec 1 zndzoriuje hladinu NO> u skupiny mysi kontrolnich (C57BL/6J)
a sloupec 2 hladinu NO>y u mysi sledovanych (apoE~"/LDLR™") v plazmé.
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5.2. Western blot analyza

Metodou Western blot byla vyhodnocena exprese vybranych molekul oxida¢niho
stresu ve vzorcich hrudni aorty dvou skupin mysi. K potvrzeni jednotné nanasky protein

jsme vyuzili B-aktin (Obrazek 16).

Obriazek 16 Foto RTG snimku - detekce B-aktinu

e, g i 415 0 G 205 ED D GBS S

1 2 34 567 89101112 13 14

Vzorky ¢. 1-7 — kontrolni skupina, vzorky ¢. 8-14 - sledovand skupina apoE~/LDLR™".
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5.2.1. Exprese molekuly SOD-3

Nase méteni prokazalo statisticky vyznamny nartist exprese SOD-3 u skupiny mysi
apoE”/LDLR " ve srovnani s kontrolni skupinou mysi. Hladiny exprese proteinu byly
u sledované skupiny v priméru dvakrat vyssi oproti skupin€ kontrolni (208,39 + 28,55
vs. 100,00 £ 10,81; p= 0,007 - Graf 3). Foto RTG snimku s bandy proteinil

z chemiluminiscenc¢ni detekce je na Obrazku 17.

Graf 3 Western blot analyza exprese SOD-3 (%)

Sloupec 1 zndzornuje expresi SOD-3 u skupiny mysi kontrolnich (C57BL/6J)
a sloupec 2 expresi SOD-3 u mysi sledovanych (apoE~"/LDLR™"). Ve srovndni se
skupinou kontrolni doslo u skupiny mysi apoE”/LDLR™" k signifikantnimu zvySeni
exprese SOD-3 v hrudni aorté (** p<0,01).
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Obrazek 17 Foto RTG snimku SOD-3 (35 kDa)
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Vzorky ¢. 1-7 — kontrolni skupina, vzorky ¢. 8-14 - sledovand skupina apoE~/LDLR™".
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5.2.2. Exprese molekuly katalaza

Analyza exprese molekuly CAT neprokazala signifikantni rozdil mezi sledovanou
(apoE”/LDLR ") skupinou a kontrolni skupinou mysi (154,70 + 16,94 vs. 100,00 =+
13,46; p=0,530 - Graf 4). Foto RTG snimku s bandy proteinii z chemiluminiscencni
detekce je na Obrazku 18.

Graf 4 Western blot analyza exprese CAT (%)

Sloupec 1 znazornuje expresi CAT u skupiny mysi kontrolnich (C57BL/6J) a sloupec 2
expresi CAT u mysi sledovanych (apoE"/LDLR™").
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Obrazek 18 Foto RTG snimku CAT (cca 55 kDa)
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Vzorky ¢. 1-7 — kontrolni skupina, vzorky ¢. 8-14 - sledovand skupina apoE~~/LDLR™".
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5.2.3. Exprese molekuly HO-1

Naopak analyza enzymu HO-1 prokazala statisticky vyznamné snizeni exprese
u skupiny mysi apoE” /LDLR " ve srovnani s kontrolni skupinou mysi (42,22 £ 6,81 vs.
100,00 + 16,77; p=0,026 - Graf 5). Foto RTG snimku s bandy proteint

z chemiluminiscen¢ni detekce je na Obrazku 19.

Graf 5 Western blot analyza exprese HO-1 (%)

Sloupec 1 znazornuje expresi HO-1 u skupiny mysi kontrolnich (C57BL/6J) a sloupec 2
expresi HO-1 u mysi sledovanych (apoE™"/LDLR™'"). Ve srovnadni se skupinou kontrolni
doslo u skupiny mysi apoE™"'LDLR™"" k signifikantnimu snizeni exprese HO-1 v hrudni
aorté (*p <0,05).
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Obrazek 19 Foto RTG snimku HO-1 (33 kDa)
N

1 234 5 6 7 8 9 1011 1213 14

Vzorky ¢. 1-7 — kontrolni skupina, vzorky ¢. 8-14 - sledovand skupina apoE~~/LDLR™".
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5.2.4. Exprese molekuly iNOS

Jako u enzymu SOD-3, také u proteinu iNOS dolo u skupiny mysi apoE~ /LDLR 7~
ve srovnani s kontrolni skupinou k signifikantnimu nartGstu exprese. Hladiny exprese
proteinu byly u sledované skupiny také v priiméru dvakrat vyssi oproti skupin€ kontrolni
(207,62 + 30,82 vs. 100,00 + 10,86; p= 0,007 - Graf 6). Foto RTG snimku s bandy

proteinti z chemiluminiscen¢ni detekce je na Obrazku 20.

Graf 6 Western blot analyza exprese iNOS (%)

Sloupec 1 znazornuje expresi iNOS u skupiny mysi kontrolnich (C57BL/6J) a sloupec 2
expresi iNOS u mysi sledovanych (apoE™"/LDLR™"). Ve srovnani se skupinou kontrolni
doslo u skupiny mysi apoE~/LDLR™" k signifikantnimu zvyseni exprese iNOS v hrudni
aorte (** p<0,01).
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Vzorky ¢. 1-7 — kontrolni skupina, vzorky ¢. 8-14 - sledovana skupina apoE~~/LDLR™".
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6 DISKUZE

Ateroskleroza a souvisejici kardiovaskularni onemocnéni ptedstavuji zvyseny
oxidacni stres a zadnét charakterizovany akumulaci makrofagt, produktii oxidace lipidi
a proteini v postizenych cévach. Rada studii podporuje hypotézu oxidaéni modifikace
u aterosklerozy, podle niz oxidace LDL je Casnym jevem a pfispivd k progresi

aterogeneze (Wu et al., 2006).

Nadprodukce ROS za patofyziologickych podminek, vcetné dyslipidémie,
hypertenze, diabetes mellitus a koufeni, je nedilnou souc¢asti vyvoje CVD. ROS uvolnéné
ze vSech typu cévnich bunek reguluji rtizné signalizacni cesty, které zprostiedkovavaji
Jednim takovym ochrannym a stresem indukovanym proteinem je HO (Morita, 2005).
Z vysledkt tady studii vyplyva, Ze systétm HO-1/CO hraje prospéSnou roli pfii
ateroskler6ze (Abraham a Kappas, 2008). Induktorem exprese této molekuly je oxidaéni
stres, zanétlivé mediatory a hypoxie (Ryter a Choi, 2006). OxLDL, hlavni determinant
v patogenezi aterosklerozy, je silnym induktorem HO-1 ve vaskuldrnich buiikach. Ve
vaskulédrnich endotelovych buiikach, bunikdch hladkého svalstva a makrofazich je exprese
HO-1 vyrazné zvySena vlivem oxLDL. Zda se, Ze klic¢ovou slozkou v oxLDL, ktera je
odpovédna za indukci HO-1, jsou oxPL obsahujici kyselinu arachidonovou (Abraham
a Kappas, 2008). Bylo prokazano, Ze nadmérnd exprese HO-1 inhibuje tvorbu
aterosklerotickych 1ézi inhibici peroxidace lipidii a ovlivnénim metabolismu NO. Tyto
udaje naznacuji, ze HO-1 jako vnitini antioxidant hraje dileZitou roli pii aterogenezi. Je
vSak stale neznamé, které prozéanétlivé molekuly indukuji/stimuluji ¢innost HO-1

(Kawamura et al., 2005).

Vysoké hladiny NO, které produkuji aktivované makrofagy (a pravdépodobné
1 neutrofily a jiné buiiky), mohou byt nejen toxické pro nezddouci mikroby, parazity nebo
nadorové buiiky, ale pokud jsou uvolnény na nespravném misté, mohou také posSkodit
zdravé bunky (Forstermann a Sessa, 2012). NO, ktery produkuje endotelovy bunécny
enzym eNOS, je spojen s prevenci dysfunkce endotelovych buné€k, coz muze byt
prospésné pii ateroskleroze. Naproti tomu iNOS je vysoce vykonnym enzymem, ktery
muze po dlouhou dobu produkovat velké mnozstvi NO, ktery ve velkych mnozZstvich
muze potencialné poskodit tkan. Poskozeni bunck a tkani in vivo muze souviset se

samotnym radikdlem oxidu dusnatého nebo interakci NO s O;" vedouci k tvorbé
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peroxinitritu. Tento adukt ma zvySenou oxida¢ni kapacitu a je schopen modifikovat
bunécné proteiny a lipidy (Detmers et al., 2000). Jak iNOS, tak produkty ONOO™ byly
lokalizovéany v lidské ateromat6zni tkani. iNOS byl identifikovan v makrofazich, buiikach
hladkych svalti a lymfocytech v lidskych 1ézich. Detmers et al. prokazali, ze iNOS je
exprimovéana v oblastech bohatych na pé&nové buiiky aterosklerotickych 16zi u apoE™”"
mys$i. NO muize mit sice prospé$né, protizanétlivé vlastnosti pro aterosklerézu, avSak
produkce velkého mnozstvi NO pomoci iINOS byva zpravidla prozanétliva

v aterosklerotickém prostiedi a miize ptispét ke vzniku 1€zi (Detmers et al., 2000).

Endotelova dysfunkce je fenomén, ktery se objevuje na pocatku progrese onemocnéni,
zejména pii ateroskleroze, jejiz pritomnost se projevuje snizenim vaskularni odpovédi
a niz8imi hladinami NO; a NO3™ v plazm¢. Khambata et al. prokazali obecné snizeni
hladin NOs, nikoliv v§ak NO> u apoE” modelu mysi. Podkladem tohoto jevu je sniZeni
aktivity eNOS. Na rozdil od Khambata et al., n€které studie naznacuji, ze snizené hladiny
NO>" v plazmé, a nikoli NOg3", piesnéji odrazeji zdvaznost onemocnéni a odpovédi
vaskulérniho tonu (Kleinbongard et al., 2003; Rassaf et al., 2010). Je vSak obecn€ uznano,
ze dominantni cesta metabolismu NO nastava skrze jeho oxidaci hemoglobinem pfimo

na dusi¢nany, spiSe neZ dusitany (Khambata et al., 2017).

Nedavné studie ukazuji, Ze NOs3™ stabilizuji ateroskleroticky plat in vivo a poskytuji
zdroj NO, ktery plisobi ptiznivé na kardiovaskularni systém, vcetné sniZzeni zanétlivych
reakci. Potlacuje akutni a chronicky zanét tim, zZe se zamétuje na nabor neutrofill, a Ze
tento UCinek pfinejmenSim CasteCné vede k naslednému sniZeni zéanétlivého stavu

ateromatdzniho platu (Khambata et al., 2017).

Dalsi sledovanou molekulou v nasem experimentu byla SOD-3, coz je
homotetramerni glykoprotein vykazujici vysokou afinitu pro heparin a jiné sulfatované
glykosaminoglykany. Je vysoce exprimovéna v plicich, ledvinach, dé€loze a krevnich
cévach. SOD-3 je umisténa v modulu extraceluldrni matrix a je znamo, Ze je jedinym
antioxidantem, ktery odstraiiuje O™ v extracelularnim prostoru. Také bylo dokdzéano, ze
SOD-3 chrani mozek, plice a dalsi tkdné¢ pied oxida¢nim stresem (Weydert a Cullen,
2010). SOD-3 je povazovana za diilezity endogenni regulator oxidac¢niho stresu (Qin et

al., 2008).

N¢kolik poznatkii naznacuje, Ze exprese SOD-3 v makrofazich je stimulovana béhem

pohlceni lipidi a jejich pfemény na pénovou buiku. ZvySend exprese SOD-3
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v aterosklerotickych cévach, zejména pénovymi bunkami, mize mit nékolik dilezitych
dasledkd. Ztejmym vysvétlenim je to, Zze exprese SOD-3 se zvySuje v reakci na oxidaéni
prostiedi makrofagl a aterosklerotické cévy. To by pfedstavovalo kompenzac¢ni adaptivni
funkci. Je mozné, Ze aktivity tohoto enzymu slouzi k odstranéni O>™ produkovanych
aktivovanym makrofagem (Fukai et al., 1998). SOD-3 je lokalizovana ve vysokych
koncentracich mezi endotelem a hladkym svalem, kde NO zajistuje stimulaci hladkého
svalstva. SOD-3 tedy hraje roli pii ochran¢ NO pied O™ v extracelularni prostoru (Fukai

et al., 2002).

Posledni studovanou molekulou byla kataldza. Bunky hladkého svalstva mohou
migrovat, proliferovat nebo umirat v reakci na oxidacni stres. U bunék hladkého svalstva
hraje dilezitou roli kataldza. Indukce genu pro tento enzym mirnym oxidac¢nim stresem
(necytotoxické stavy) miize byt ateroprotektivni in vivo. Transfekce bunék hladkého
svalstva katalazovym genem inhibuje produkci intracelularniho H>O» indukovaného
oxidac¢nim stresem. Tyto transfekované burky, které nadmérn¢ exprimuji katalazu, také
vykazovaly snizenou hypertrofii vyvolanou angiotensinem II (Meilhac et al., 2000).
ZvySend katalazova aktivita byla identifikovana v pénovych bunkach z krali¢ich
aortalnich 1ézi. Bylo prokazano, ze nadmérna exprese katalazy zpomaluje progresi

aterosklerozy a u apoE” mysi (Kang a Kang, 2013).

Dtkazy in vivo naznacuji, Ze antioxidani enzymy mohou byt za patologickych
podminek regulovany pifimo v arteridlni sténé. Oxidacni stres, ktery se vyskytuje
v subintimalni oblasti, mize vyvolat antioxida¢ni odpovéd z vaskularnich bunék.
Oxidace, katalyzovana myeloperoxidazou nebo kovem, je zodpovédna za oxidaci LDL
v arteridlni intimé. Indukce katalazy peroxidy lipidii pfed vyvojem lézi tak miZze byt
dilezitym ochrannym mechanismem zabranujicim oxidaci LDL v intim¢ (Meilhac et al.,

2000).

Nase studie se zaméfila na hodnoceni exprese né€kolika enzymil souvisejicich
s oxidaénim stresem u apoE”/LDLR”" samcti mysi ve véku dvou mésicli v porovnani se
skupinou samcii kontrolniho kmene C57BL/6J téhoz véku. Potencialni zmény v expresi
téchto enzymii byly zaznamendny v piipadé¢ molekuly SOD-3, jejiz zvySena exprese
u apoE”/LDLR”" my$i miiZze poukazovat na vyse diskutovanou reakci na peroxida¢ni
prostfedi aterosklerotické cévy, rovnéz detekovani zvysena exprese iNOS u apoE™”
/LDLR” mysi naznaCuje vy33i pfitomnost oblasti bohatych na p&nové buiiky, oproti

skuping kontrolni. Naopak, exprese molekuly HO-1, ktera by u apoE”/LDLR” mysi
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mohla byt stimulovana vlivem vysSich hladin oxLDL, byla signifikantné zvySena
u skupiny mys$i kontrolnich. Exprese molekuly katalaza se mezi obéma skupinami
neliSila. Také doplnujici hodnoceni plazmatickych hladin dusitani a dusi¢nani
neprokazala signifikantni rozdily mezi skupinou u apoE”/LDLR” mysi a mysich

kontrolnich.
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7 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit a kvantifikovat expresi molekul
oxidacniho stresu (SOD-3, katalazy, HO-1 a iNOS) v hrudni aort¢ dvou skupin mysi
pomoci Western blot analyzy. Pro hodnoceni hladin nitritti a nitrati v plazmé téchto mysi
byla uzita metoda HPLC. Sledovana skupina meéla vypnuté geny pro apoE a LDLR,
v porovnani se skupinou kontrolni (C57BL/6J). Ob¢ skupiny mysi byly krmeny standartni

dietou pro hlodavce, tudiz samotna dieta nemohla ovlivnit expresi téchto gent.

Me¢fteni prokédzalo vyrazny nartist exprese proteinu SOD-3 a iNOS u sledované skupiny
mysi apoE”/LDLR ™", a to v priméru dvakrat vyssi oproti skupiné kontrolni. Naopak,
u molekuly HO-1 byla exprese u sledované skupiny signifikantné niz§i. Analyza exprese
molekuly katalazy neprokazala signifikantni rozdil mezi obéma skupinami mysi. Metoda
HPLC nitrat a nitrith v plazmé rovnéZ neprokazala statisticky vyznamné rozdily mezi
obéma skupinami mysi.

Vysledky nasi studie tedy neprokazaly jednozna¢né zvySeni oxidacniho stresu
u apoE/LDLR ™" mysi oproti skupiné C57BL/6] mysi, jak by se dle odborné literatury
oc¢ekavalo. Pro ucinéni finalnich zavéri v§ak bude potieba studii rozsifit o dalsi analyzy,
napiiklad stereologickou analyzu velikosti aterosklerotickych plati, ptipadné

biochemicky profil hladin cholesterolu u obou skupin mysi.
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