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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarFskych véd
Skolitel: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D

Kandidat: Barbora Matéjkova

Nazev diplomové prace:

Sledovani exprese adheznich molekul v aorté¢ u mysiho modelu nealkoholické
steatohepatitidy
Cil prace:

Zamérem této prace bylo sledovat zmény vexpresi ICAM-1 a VCAM-1
na endotelu aorty mysi kmene C57BL/6. Ve studii jsou srovnavany vysledky skupiny

mysi krmené NASH indukujici dietou a kontrolni skupiny krmené béznou dietou.

Metoda:

Pro experiment byly pouzity dvé skupiny mysi kmene C57BL/6. V deseti tydnech
veéku byla experimentalni skupina mysi pievedena na NASH indukujici dietu obsahujici
40 % kalorii pochazejicich z tuku a 0,2 % z cholesterolu, ktera byla dale dopInéna o
glukézu a fruktézu pridavanou do vody k piti v koncentraci 42 g/l (tzv. ,,FFC-type diet*
— high saturated fat, high saturated fructose, high saturated cholesterol). Dieta trvala po
dobu 25 tydni. Kontrolni skupina byla krmena standardnim krmivem pro hlodavce (tzv.
,»chow-type diet). Ziskané vzorky byly analyzovany imunohistochemickymi metodami.
Pro ICAM-1 byla pouzita nepiimé trojstupfiovd metoda avidin-biotin komplexu.
Molekuly VCAM-1 byly detekovany metodou ImmPress™. Hladiny celkového

cholesterolu byly ziskdny biochemickou analyzou krve.



Vysledky:

Imunohistochemické metody poskytly dobie patrnou expresi molekul ICAM-1 i
VCAM-1 na endotelu aorty. Ackoli vysledky biochemické analyzy krve ukazaly znacny
narust hladin celkového cholesterolu u skupiny krmené NASH indukujici dietou, detekce
molekul ICAM-1 byla pii srovnani experimentalni a kontrolni skupiny bez vyznamnych
zmén. Ani analyza vzorkil s oznacenymi VCAM-1 molekulami neukézala signifikantni

rozdily v expresi.

Zavér:

PtestoZe nastaveni diety s obsahem 40 % kalorii z tuku a 0,2 % z cholesterolu
doplnéné glukézou a fruktdzou rozpusténou ve vode k piti v koncentraci 42 g/l zptsobilo
narist celkovych hladin krevnich lipoproteind, tato dieta neukézala pti trvani 25 tydna
zmény endotelidlni exprese adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1. Dle vysledki této
prace lze soudit, ze pouziti mySiho kmene C57BL/6 a aplikace vySe zminéné diety
vtomto casovém rozvrhu nevedou ke zménam endotelu detekovatelnym

imunohistochemickymi metodami.

Kli¢ova slova: endotel, ICAM-1, VCAM-1, imunohistochemie



Abstract
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Consultant: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Candidate: Barbora Matéjkova

Title of Thesis:

Evaluation of Cell Adhesion Molecules Expression in Mice Aorta in Animal Model
of Non-alcoholic Steatohepatitis
Background:

The purpose of the thesis was to observe changes in the expression of [CAM-1 and
VCAM-1 in mice aorta endothelium. The study compares results of a group of mice after

the administration of a NASH inducing diet and a group of mice fed by a chow diet.

Method:

Two groups of C57BL/6 mice were used for this experiment. At the age of ten
weeks the experimental group was transferred to a NASH inducing diet which contains
40 % of calories from fat and 0.2 % from cholesterol. In addition to this diet, the
experimental group was fed by fructose and glucose dissolved in drinking water with the
concentration of 42 g/l (called “FFC-type diet” — high saturated fat, high saturated
fructose, high saturated cholesterol). This diet lasted for 25 weeks. The control group was
fed by a standard diet for rodents (called “chow-type diet”). The obtained samples were
analysed by immunohistochemical methods. For ICAM-1, the indirect three-step avidin-
biotin complex method was used. VCAM-1 molecules were detected by the ImmPress™

method. Total blood cholesterol level was determined by a biochemical analysis.



Results:

Immunohistochemical methods provided a well evident ICAM-1 and VCAM-1
endothelial expression in aorta. Although a biochemical analysis demonstrated an
important increase in total blood cholesterol level in the group of mice fed by a NASH
inducing diet, when comparing the detection of ICAM-1 molecules, no significant
differences between the experimental and the control group were found. The analysis of
samples with marked VCAM-1 molecules also did not reveal any obvious changes in the

expression.

Conclusion:

In spite of the fact that the administration of a diet containing 40 % calories from
fat and 0.2 % from cholesterol supplemented by glucose and fructose dissolved in
drinking water with the concentration of 42 g/l caused an elevation of total blood
lipoproteins, this type of diet lasting for 25 weeks did not demonstrate any significant
differences in an endothelial expression of adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1.
Based on the results of this study, it is possible to conclude that using C57BL/6 mice and
the application of a described diet in this time course do not lead to endothelial changes

detectable by immunohistochemical methods.

Key words: endothelium, ICAM-1, VCAM-1, immunohistochemistry
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UVOD

Zdaleka nejcast&jsi pric¢inou umrti ve vyspelych zemich Evropy a Severni Ameriky
je ateroskler6za. Mé na svédomi vice nez 50 % tmrti. Podobné statistické vysledky plati

i pro Ceskou republiku. [1]

Ateroskler6za patii mezi kardiovaskularni onemocnéni, konkrétné¢ onemocnéni
tepen, ve kterych zplsobuje vznik vazivovych plati ve vnitini vrstvé cévni stény zvané
tunica intima. Nazev plyne z vnitiniho obsahu téchto platl, ktery je hojné prostoupen
tukovymi bunikami a tvofi kaSovitou hmotu. Z feckého slova athere = kasSe vzniklo

pojmenovani ateroskleroza. [3]

Mezi nejvyznamnéjSi disledky manifestované aterosklerdzy patii ischemicka
choroba srdec¢ni, akutni infarkt myokardu, angina pectoris, cévni mozkova ptihoda nebo
postizeni cév zasobujicich jiné organy a jejich nasledna ischemie (napt. ledviny, dolni
koncetiny). Pravé tyto dasledky casto byvaji prvnimi klinickymi projevy jiz rozvinuté

aterosklerozy, jelikoz v pocatcich se aterosklerdza sama o sobé nemusi projevit.

Zasadnim pro piipadny rozvoj aterosklerdzy je stav endotelu. Za fyziologickych
podminek endotel produkuje antitrombogenni a vazodilatatni medidtory a udrzuje je
v rovnovaze s lokalnimi vazokonstrikénimi a prokoagulacnimi ptisobky. Endotel déle
exprimuje specifické adhezni molekuly a tvofi bariéru pro prostup slozek krevni plasmy
do cévni stény. Rozvoj endotelové dysfunkce muze byt zptisoben Sirokou skélou faktort,
z nichz nekteré jsou ovlivnitelné a jiné nikoli.

Pravé mediatory, které endotel exprimuje, je mozno pouzit ke zhodnoceni jeho
stavu. Pro tuto praci byly ke stanoveni vybrany adhezni molekuly ICAM-1 (intracelularni
adhezni molekula-1) a VCAM-1 (vaskularni adhezni molekula 1). Oba markery se ti€astni

nejsou.

Stanoveni adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 bylo provedeno v aortach mysi
kmene C57BL/6 imunohistochemickymi metodami. Ve studii jsou porovnany vysledky
experimentalni skupiny krmené NASH indukujici dietou a kontrolni skupiny krmené

standardni dietou.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Histologie cév

Cévni sténa se sklada ze tii vrstev. Vnitfni se nazyva tunica intima (interna), stfedni
je tunica media a vnéjsi je pojmenovana tunica adventitia (externa). Dle typu cévy se lisi
vzajemny pomér jednotlivych slozek, tloustka cévni stény i velikost lumen. Cévy je
mozno délit na krevni a lymfatické. Mezi krevni cévy fadime tepny (arterie), Zily (vény)

a kapilary [4].

1.2. Obecna struktura cév

Tunica intima

Tunica intima se nachazi na vnitini stran€¢ cévni stény. Lumen cévy je pokryté
jednou vrstvou endotelovych bunék protadhlych ve sméru cévni osy, které piimo nasedaji
na bazalni membranu a subendotelovou vrstvu. Subendotelova vrstva je slozena
z kolagennich vlaken a elastickych blanek. Déale miize obsahovat i hladké svalové burky.

V piipadé muskularnich arterii nalézame jesté elastickou blanku zvanou membrana
elastica interna, kterd tvofi hranici mezi vrstvami tunica intima a tunica media. Tato

membrana je fenestrovana, aby byl zajistén prachod zivin do dalSich vrstev stény [2, 4,

5].

Tunica media

Stfedni vrstvou cévni stény je tunica media. Nejvetsi zastoupeni v této vrstveé maji
hladké svalové bunky, které umoZziuji konstrikci a dilataci cévy. Jsou uspotfadané
spirdlovité koncentricky a mohou byt ulozeny az ve Ctyficeti vrstvach nad sebou. Bunky
hladké svaloviny maji vietenovity tvar a jsou jednojaderné. V tunice medii produkuji
mezibunéénou hmotu bohatou na proteoglykany a elasticka vlakna.

Elasticka vlakna se mohou spojovat a tvofit opét koncentricky uloZzené fenestrované

elastické blanky prostupujici hladkou svalovinu.
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U muskularnich arterii mtizeme dale pozorovat fenestrovanou elastickou blanku
tvofici hranici mezi vrstvami tunica media a tunica adventitia. Nazyva se membrana
elastica externa.

Arterie elastického typu obsahuji hladkou svalovinu tak hojné¢ prostoupenou
elastickymi blankami, Ze se membrany oddélujici jednotlivé vrstvy cévni stény

nerozlisuji [2, 4, 5].

Tunica adventitia

Svrchni vrstvu cévni stény tvoii kolagenni vazivo. Kolagenni a elasticka vldkna
jsou na rozdil od uspotfadani tuniky medie usporaddana longitudindlng. Dale jsou piitomné
fibroblasty a adipocyty, u vétSich cév je mozné pozorovat mensi mnozstvi bun€k hladké
svaloviny. Na povrchu tunica adventitia voln€ ptechazi ve vazivo, jez cévu pruzné fixuje
k okolni tkéni.

Jedna-li se o cévy s primérem vétSim nez 1 mm, je zadsobeni cévni stény Zivinami
a kyslikem pouhou difuzi z lumen vlastni cévy nedostatecné. Takové cévy maji
vytvoienou sit’ vlastnich cév, kterd pochdzi bud’to z cévy samotné, ptipadné sousedni, a
je pojmenovana vasa vasorum (cévy cév). Tyto cévy jsou ulozeny podéIné¢ a vyzivuji
zejména tuniku adventicii, ptipadné také vnéjsi vrstvy tuniky medie. Z divodu nizsi
koncentrace kysliku je mozné je pozorovat Castéji ve sténach vén.

Tunika adventicia je dale mistem pocatku lymfatické kapilarni sité. U vén je nékdy
mozné pozorovat lymfatické cévy jiz v tunice medii.

Autonomni nervova sit’ je uloZzena v tunice adventicii a inervuje hladkou svalovinu
tuniky medie, ¢imz reguluje napéti cévni stény. Pro arterie plati, Ze nervové pletené
neprobihaji az do tuniky medie, mediator noradrenalin musi pro dosazeni hladké
svaloviny n€kolik mikrometrt difundovat. Ve sténé vén nervova zakonceni dosahuji az

do tuniky medie, jejich pocet je vSak v porovnani s arteriemi men$i [2, 4, 5].

12



Obrazek 1. Schéma obecné stavby cévni stény, pfevzato, upraveno [2]
1. endotel, 2. bazalni membrana a subendotelova vrstva vaziva, 3. membrana
elastica interna, 4. hladka svalovina, 5. membrana elastica externa, 6. vazivo tuniky

adventicie

7. a 8. — znazornéni proporci jednotlivych vrstev stény u tepny (7.) a u piiblizné

stejné silné zily (8.)
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1.3. Specificka struktura cév

Cévy délime na lymfatické a krevni. V ramci krevnich cév déle rozliSujeme arterie,

vény a kapilary.
1.3.1. Artérie

Arterie jsou cévy vedouci krev od srdce. V porovnani s vénami maji siln€jsi cévni
sténu a uz$i vnitini prasvit. Dle kalibru a histologické stavby popisujeme arterie velké

(elastického typu), stfedni a malé (muskularniho typu) a arterioly [3, 5].

Arterie elastického typu

Mezi arterie elastického typu patii aorta a zacatky jejich hlavnich vétvi a truncus
pulmonalis.

Histologicka stavba elastickych arterii je uzpiisobena pro vyrovnavani pulznich
pohybti srdce a zajisténi kontinualniho pritoku krve.

Tunica intima obsahuje endotel a silnou subendotelovou vrstvu. Intimou prochazi
mnozstvi longitudindlné€ orientovanych vazivovych vldken. Obsahuje 1 bunky hladké
svaloviny.

Nejsiln€jsi vrstva cévni stény — tunica media — je hojné prostoupena fenestrovanymi
elastickymi blankami (membranae fenestrae). Membrana elastica interna a externa nejsou
rozliSovany. Koncentricky situované membranae fenestrae jsou ulozeny ve tkani slozené
z mnozstvi hladkych svalovych bunék, vazivové tkdné¢ bohaté na proteoglykany a
kolagennich vlaken.

Jelikoz se jednd velké arterie, tunika adventicia tvofend zejména podélné
orientovanymi vazivovymi vldkny je protkéna siti cév (vasa vasorum) a nervil (nervi
vasorum).

V zavislosti na véku se elasticita cévni stény postupné ztraci, naopak vazivova

slozka nabyva. Cévy se postupné zvetsuji do Siiky 1 do délky [3, 4, 6, 7].

Arterie muskularniho typu

Do kategorie arterii svalového typu spadd vétSina tepen periferniho obé¢hu.

Jednotlivé vrstvy cévni stény jsou dobie patrné.

14



Tunica intima je tvofena jednou vrstvou endotelovych bunék a subendotelovou
vrstvou fidkého kolagenniho vaziva. Zejména v mistech vétveni arterii mizeme
pozorovat hladké svalové bunky s podélnou orientaci. Tuniku intimu je od tuniky medie
odd¢luje fenestrovana elasticka blanka — membrana elastica interna. Z diivodu kontrakce
je membrana elastica interna spole¢n¢ s tunikou intimou na preparatech pozorovana jako
zvInéna.

Stiedni vrstva — tunica media — je zaroven nejsiln€jsi slozkou cévni stény. Sestava
z mnoha vrstev cirkularné a spirdlovité uspofadanych bunék hladké svaloviny.
V zévislosti na kalibru muskuldrni arterie se pocet vrstev hladkych svalovych bunck
méni. Mtze jich byt az 40. Hladké svalové bunky jsou prostoupeny elastickymi vldkny
uskupenymi do lamel, na jejichZ produkci se samy zna¢né podili.

Hranici mezi tunikou medii a tunikou adventicii tvofi dalsi elasticka blanka —
membrana elastica externa. Tunica adventitia kotvi cévu do okolni tkané€ a je sloZena z
husté nakupenych podélnych vazivovych vldken.

Ptitomnost elastickych membran odd¢€lujicich jednotlivé vrstvy cévni stény neni u
vSech muskularnich arterii konstantni. Se zmensujicimi se arteriemi se postupné ztraci

nejprve membrana elastica externa, nasledné i membrana elastica interna [3, 4, 7].

Arterioly

Mezi arterioly pocitame malé tepénky, jejichz pramér je mensi nez 0,5 mm.
Arterioly piechazeji na jednom konci v muskularni arterie, na stran¢ druhé potom
v prekapilary.

Je mozné pozorovat tuniku intimu, kterd sestdvd z endotelovych bunck a tenké
subendotelové vrstvy. U arteriol dale popisujeme tzv. Weibel-Paladeho granula ulozena
v cytoplazmé endotelovych bunék. Tato téliska obsahuji krevni koagulacni faktor VIII
(von Willebrandtv faktor), ktery se v ptipad¢ poranéni cévy ticastni hemokoagulace.

Membrana elastica interna je pozorovatelna pouze u vétSich arteriol, u menSich je
diskontinualni nebo neni viibec patrna.

Tuniku medii tvofi hladké svalové bunky uloZené v jedné az péti vrstvach.
V ptipad€ nejmensich arteriol miZe byt i tunika media nesouvisla.

Hrani¢ni membrana elastica externa neni vytvoiena.

Tunica adventitia je vyvinuta pouze jako tenka vazivova vrstvicka [3, 8].
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1.3.2.  Vény

Jako vény jsou oznacovany cévy vedouci krev od tkani smérem k srdci. V zavislosti
na lokalizaci se stavba ven6zni stény muze liSit. Sténa zil umisténych v koncetinach byva
silngj$i, nez sténa zil probihajicich trupem. Délime je na velké vény (zilni kmeny), vény
sttedniho a malého kalibru a venuly.

Pti srovnani vény s arterii podobného kalibru pozorujeme u vény cévni sténu vzdy
slabsi a vnitini prusvit vetsi.

Nejsiln€j$i vrstvou zilni stény je tunica adventitia. Jednotlivé vrstvy jsou hilife

rozeznatelné nez v piipad¢ arterii [4, 8, 9].

Zilni kmeny

Zpravidla dobie vyvinutou tuniku intimu tvofi endotel a subendotelova vrstva. Dale
muzeme pozorovat buiiky hladké svaloviny, které jsou podéIn€ orientované.

Tunika media je znacné redukovana. Jen n€kolik vrstvicek koncentrické hladké
svaloviny je doplnéno silnéji zastoupenou vazivovou tkani.

Nejsiln€jsi vrstva stény — tunika adventicia — je sloZzena z kolagennich vlaken. I zde
pozorujeme longitudindlné ulozené hladké svalové bunky. V piipadé¢ velkych vén jsou

uspotfadany do svazkl, posiluji zilni sténu a brani jejimu roztazeni [4, 8, 9].

Stfedni a malé vény

Stredni a malé vény se vyznacuji primérem v rozmezi 1 — 9 mm.

V ramci tuniky intimy je pfitomen endotel nasedajici na velmi tenkou vrstvu
subendotelového vaziva. Zejména u Zil dolnich koncetin pozorujeme Zilni chlopné. Jsou
to derivaty tuniky intimy vytvofené fasou endotelu, kterd je vyztuzena elastickym
vazivem. Zabranuji zpétnému toku krve vlivem gravitace.

Velmi tenkou tuniku medii tvofi ploché snopce bun¢k hladkého svalstva, které
netvoii kontinualni vrstvu. Mezi nimi probihaji svazky retikularnich a kolagennich
vlaken.

Tunica adventitia je sloZena z longitudinalnich kolagennich vldken a sité vldken

elastickych. Elastické slozka je dopInéna podélné orientovanymi svazky bunék hladké
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svaloviny, které jsou také napomocné pii prekondvani hydrostatického tlaku sloupce krve

v dolni poloving téla [4, 8, 9].

Venuly

Do skupiny venul jsou zatazeny zily o priméru 0,2 — 1 mm.

Endotel podlozeny jen velmi tenkou vrstvickou fidkého vaziva, kterd je Casto
nekontinualni, tvofi tuniku intimu.

Tunika media je sloZena z 1 — 3 vrstev bun¢k hladké svaloviny. U nejmenSich venul
nemusi byt vrstvy hladké svaloviny patrné viibec.

Z longitudindlné¢ uspotfddanych vlaken kolagenniho vaziva wvznika tunika

adventicia, ktera je nejsilnéjsi vrstvou stény venul [§].

1.3.3. Kapilary

Kapilary jsou cévy nejmensiho praméru, ktery se pohybuje v rozmezi 6 - 30 um,
nejCastéji vSak byva kolem 8 um. Tvofi velmi jemnou sit’, jejiz hustota je v lidském téle
rozmanitd a zavisla na aktivité organu, jez protkava. Vzhledem k malé rychlosti pritoku
krve a velmi tenké cévni sténé€ jsou mistem vymény latek mezi krvi a perifernimi tkanémi.

Sténa kapilary je tvofena endotelovymi buiikami protdhlymi v ose cévy, které
nasedaji na souvislou bazalni membranu. V ramci pficného priifezu obvykle staci 1 — 2
endotelové bunky k vystlani celého lumina kapilary.

V rliznych mistech pozorujeme v tésné blizkosti kapilar bunky s dlouhymi
vybézky, jimiz lumen kapilary vystlany endotelem obemykaji. Jsou to tzv. pericyty
(Rougetovy builky). Bazdlni membréna pericytii z vnéjSku tésné¢ doléhd k bazalni
membrané endotelovych bun€k a mize s ni také splyvat. JelikoZ jsou v cytoplasmé
pericytl ptitomné mediatory aktin, myosin a tropomyosin, soudi se, Ze jsou tyto buiiky
schopné urcité kontrakce. Funkce pericytd miize pfipominat prvni naznaky funkce tuniky
medie pfitomné ve vétSich cévach.

Podél kapildr déale pozorujeme tenkou vrstvu longitudindlné orientovanych
kolagennich fibril, ktera zastupuji funkci tuniky adventicie popisované u cév vétsiho
kalibru.

Dle stavby cévni stény délime kapilary do téchto kategorii:
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Kapilary somatického typu jsou vystlany kontinualni vrstvou endotelovych bunék
lezicich na souvislé bazalni membrané. Nepozorujeme fenestrace ani pory. Jsou pritomné
ve vétsin€ tkani napt. v mozku, svalech a v srdci.

Kapilary visceralniho typu se vyznacuji endotelovymi buitkami, které maji mezi
svymi vybézky vytvorené fenestrace prekryté diafragmou. Bazalni membrana z(stava
kontinualni. Nachazi se v organech s potfebou rychlé vymény latek, napt. ve stievé a
v endokrinnich z1azach.

Kapilary s pory maji stale souvislou bazalni membranu, diafragma piekryvajici
pory mezi vybézky endotelovych bunék vSak chybi a otvory jsou tedy povazovany za
pravé. Tento typ kapilar je popsan pouze v glomerulech ledvin.

Sinusoidni kapilary se od ostatnich 1isi nepravidelnym luminem jehoz primér
znacné kolisa (8 - 40 pm). Mezi endotelovymi bunkami nachazime cetné §térbiny,
fenestrace a pory bez prekryti. Bazalni membrana je diskontinudlni. Sinusoidy je mozné

pozorovat v kostni dieni, slezin€ ¢i jatrech [3, 4, 8]

Obrazek 2. Typy kapilar, ptevzato [8]

sténa kapilary
viszeralniha typu
15 lanestracenmi)

kapilara somatickeho typu
(se souvislou vystelkou)

bazalni lamina

sléna kapilary = pory

laterdini whéfek endotelove buriky

zténa sinusoidni kapilary
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Obrazek 3. Cévy kardiovaskularniho systému, pfevzato, upraveno [10]
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1.4. Endotel a jeho fyziologicka funkce

Endotel je tvotfen jednou vrstvou endotelovych bungk, které vystylaji cévni lumen,
kryji srdecni chlopné a fadu télesnych dutin. Kromé funkce bariérové plni téz funkci
sekre¢ni. Endotel je nejvét§im sekrecnim organem lidského téla.

Endotel svymi metabolickymi schopnostmi ovliviiuje nejen lumen cévy, ale také
cévni sténu samotnou. Ackoli se jedna o bariéru, je endotel zaroven tkan, kterd zajistuje
integraci a spolupraci obou prostiedi. Endotelové buiiky se podileji na regulaci tonu
bunék hladké svaloviny cévni stény a zajiStuji jeji antikoagulaéni, fibrinolytické a
antitrombotické vlastnosti. Dale udrzuji nesmacivost lumen cévy a podili se na fizeni
zanétlivych a imunologickych reakci cévni stény. Mezi dalsi funkce endotelu mizeme
zaradit 1 podil na regulaci proliferace bunék [12].

Mezi hlavni funkce endotelu patfi moderace semipermeability cévni stény. Cévni
sténou mohou prochazet bunécné 1 nebunécné elementy. Prenos bunécnych castic krve
(leukocytli, monocyti) je realizovan pomoci adheznich molekul napt. ICAM-1, VCAM-
1, PECAM-1 a E-selektinu. Tyto adhezni mediatory jsou exprimovany piimo
endotelovymi buiitkami. Nebunétné partikule vyuzivaji cestu paracelularni (malé
molekuly a voda), ptipadné i transcelularni pienos (velké molekuly) [12, 13].

Dalsi zasadni schopnosti endotelu je zajiStovani nesmacivosti a udrzovani
rovnovahy mezi antiagregaCnimi mediatory a lokaln¢ pulsobicimi koagula¢nimi
mechanismy. Rizeni hemostazy a fibrinolyzy se uéastni pomoci von Willebrandova
faktoru (vWf), fibrinogenu, trombomodulinu, tkanového faktoru (TF), tkanového
aktivatoru plazminogenu (tPA) a inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-1).

Trombomodulin se nachazi na povrchu endotelu a vykazuje vysokou afinitu pro
trombin, ktery je v ptipad¢ aktivace koagulacni kaskady hojné pfitomen v blizkém okoli.
Ve chvili navdzani trombinu na trombomodulin se méni jeho funkce. Trombin ztraci
schopnost dalsi ucasti v koagula¢ni kaskadé, kde $tépil fibrinogen na fibrin a dale ptsobil
na agregaci desticek. Naproti tomu se méni v aktivator proteinu C, ktery je vyznamnym
antikoagula¢nim faktorem. Trombinem aktivovany protein C nasledné ve spolupraci se
svym kofaktorem proteinem S blokuje koagulaéni faktor V a VIII. Dal§im elementem
zodpovédnym za tvorbu proteinu C a S je vitamin K. Aktivita proteinu C je po aktivaci

komplexem trombomodulin-trombin zvySena vice nez 1000x [11, 12].
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O inhibitoru tkanového faktoru se soudi, Ze je jednim z hlavnich fyziologickych
antikoagula¢nich ¢initeld. Inhibici uplatiiuje ve 2 riznych procesech: je schopen inhibice
komplexu faktor VIla-TF a také inhibuje faktor Xa. Inhibitor TF je produktem endotelu
a pusobi v misté pocatku tvorby trombu [12].

Zasadni roli ma endotel také pfti fibrinolyze. Endotelové bunky jsou producenty
tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA) a inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-1),
kter¢é mohou vrizném poméru uvoliovat. Plasminogen cirkulujici krvi se
prosttednictvim tPA méni na plasmin, ktery méa schopnost §tépit vznikajici fibrinova
vlakna na fibrinové degrada¢ni produkty. Produkci tPA potencuje trombin, histamin a
nékteré cytokiny. Naopak regulaci rychlosti a stupné vaskularni trombolyzy zajistuje
PAI-1[11, 12, 13].

Mezi dalsi dtlezité ukoly endotelidlni tkané patiiregulace cévniho tonu. Tu endotel
realizuje pomoci uvolnovani vazodilata¢nich a vazokonstrikénich mediatort.

Mezi vazodilatatni medidtory fadime oxid dusnaty (NO, dfive nazyvany
endotelovy relaxacni faktor EDFR). Prekurzorem NO je aminokyselina L-arginin a
enzymem zajist'ujicim reakci je endotelova NO-syntaza (e-NOS). Aktivace e-NOS mitize
byt zapti¢inéna chemicky (acetylcholin, bradykinin, endotelin, angiotensin II,
katecholaminy, hypoxie aj.), pfiliSnou linearni rychlosti krevniho proudu a dalsimi vlivy.
Nadmérna rychlost proudéni krve, tzv. shear-stress, by mohla zptisobit zménu linearniho
proudu v turbulentni a nasledné odtrzeni endotelie od bazalni membrany. V takovém
piipadé by mohlo dojit ke kontaktu krve a vysoce trombogenniho kolagenu [12, 14, 15].

Po syntéze difunduje NO do okoli a dilataci cév vyvolava prostfednictvim aktivace
cytoplasmatické guanylatcykldzy a nasledného vzniku druhého posla — cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP) [11].

Kromé vazodilatace se oxid dusnaty podili i na inhibici exprese adhezivnich
molekul. Tlumi také adhezi a agregaci trombocytil a brzdi apoptdzu bunék endotelu. Dale
brani presunu bunck hladké svaloviny z tuniky medie a jejich transformaci v bunky
sekre¢ni [13].

Endotelova NO-syntdza patfi mezi konstitutivni NO syntazy, tedy ty, které
produkuji prakticky trvale NO v mnoZstvi potiebném pro bézny fyziologicky stav.

Inhibici eNOS zplsobuje endotelin-1, miZeme ji inhibovat i podanim inhibitort
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cyklooxygendzy, dale také samotny NO mulze pusobit na tento enzym inhibi¢né
mechanismem zpétné vazby [12].

Dalsim mediatorem cévni dilatace je prostacyklin (PGI2). Vlivy podporujici
syntézu PGI2 jsou podobné jako u tvorby NO. Prostacyklin ptisobi zvy$enim koncentrace
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) v myocytech, navic se jeho ucinky projevuji i
snizenim patologické aktivity desticek. Vztah PGI2 a NO je synergicky, vzajemné se
svymi ucinky potencuji [13, 14].

Pro vyrovnani vlivu vazodilatacnich pisobkli produkuje endotel také elementy
s vlastnostmi vazokonstrik¢nimi.
jehoz ucinky jsou silné vazokonstrikéni a prozanétlivé. Projevuje se dale stimulaci
proliferace myocytt tuniky medie. Syntéza endotelinu-1 je podporovana napt. trombinem
¢1 oxidovanym LDL. Za fyziologického stavu je jeho ti¢inek tlumen soucasnou stimulaci
produkce NO a PGI2. Totalni vazokonstrikce nastava pouze v piipad¢ endotelové
dysfunkce [13, 14].

Dal§im elementem plisobicim antagonisticky viici NO je tromboxan A; a
prostaglandin Ha, které se vyznacuji stimulaci krevnich desti¢ek a myocytl cévni stény
[14].

Endotel ma vliv i na proliferaci a angiogenezi. Stimulace za patologickych
podminek mé& za nasledek proliferaci myoyctii tuniky medie a jejich pfesun do
subendotelu. Nasledn¢ dochazi ke ztlusténi tuniky intimy a hyperplazii cévni stény. Do
skupiny ristovych faktor s vlivem na endotel patii ptikladem vaskularni endotelialni
rustovy faktor (VEGF), destiCkovy rtstovy faktor (PDGF) a transformujici riistovy faktor
B (TGF-B). Podobné ucinky pozorujeme také u endotelinu-1, angiotenzinu a interleukinu-
1. Naproti tomu antiproliferaéni chovani vykazuje oxid dusnaty a PGI2. Za
fyziologickych podminek pfevazuji antiproliferacni a antimigraéni schopnosti
endotelovych bunék, ristové faktory se podileji na ptipadné reparaci stény cév a dochézi

ke stabilizaci cévni stény [11, 12, 13].
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1.5. Endotelova dysfunkce

Endotelovou dysfunkci popisujeme jako naruSeni homeostazy mezi produkty
endotelovych bun¢k. Konkrétné jde o rozvrat rovnovahy vazoaktivnich mediatord, dale
vlivli ovliviigjicich hemokoagulaci, mechanismi protizanétlivych a zanét indukujicich a
v neposledni fad¢€ o naruseni rovnovazného stavu Cinitel regulujicich proliferaci bunék.
Chovani dysfunkéniho endotelu se tedy priklani vlastnostem vazokonstrikénim,
aterogennim a protrombogennim. [12,13].

Poskozeni endotelu miize byt rizného ptivodu jako napiiklad posSkozeni chemické
(hypercholesterolemie, diabetes mellitus, koufeni), mechanické (hypertenze), piipadné
zanétove.

Ve vztahu k ateroskler6ze ma nejvétsi dopad naruseni semipermeability endotelu a
v jeho dasledku zvySeni propustnosti pro plazmatické lipoproteiny. Tento stav je
doprovazen expresi adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-1, selektiny) a naslednou
chemotaxi monocytii a trombocyti. Kromé lipoproteint (zejména oxidovanych LDL) a
monocytll migruji do subendotelové vrstvy také hladké svalové buiiky z tuniky medie.
Monocyty se v cévni sténé méni v makrofagy, ze kterych se nasledné stavaji pénové
buniky. Snizena produkce NO vede k posileni vlivu rtistovych hormont, které indukuji
nejen migraci hladkych svalovych bunék, ale také podporuji bunky hladké svaloviny
v tvorb¢ extracelularni vazivové tkané. Vysledkem je vznik zakladu aterosklerotického
platu [12, 13, 16].

Mimo uvodni fazi aterosklerotického procesu ma endotelova dysfunkce vliv i na
jeji pozd¢jsi  prubéh. Kumulované makrofdgy a pénové bunky produkuji
metaloproteinazy, které maji vliv na stabilitu fibromuskularni ¢epicky aterosklerotického

Jak bylo zminéno vyse, v poskozeném endotelu nalézdme sniZzenou tvorbu NO,
ktery mé kromé inhibi¢niho vlivu na riistové hormony a vazodilata¢nich schopnosti také
schopnost tlumit agregaci trombocytii a adhezi leukocytl. Nedostatek NO se tedy
projevuje vazokonstrikéné€, promitoticky a protromboticky [12].

Podpora protrombogenniho stavu mé funkéni podklad 1 v poklesu hladin PGI2 a ve

zvySeni tvorby von Willebrandova a tkanového faktoru [12].
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Zvysena prokoagulacni aktivita dysfunkéniho endotelu je dale podpotena poklesem
produkce aktivatoru plazminogenu a naristem tvorby inhibitoru aktivatoru plazminogenu
(PAI-1) [12].

V poskozeném endotelu se hojné shlukuji oxidované LDL, které¢ indukuji apoptozu
makrofagi, ale také endotelidlnich bun¢k [12].

Kromé¢ aterosklerdzy je endotelova dysfunkce soucasti ranych i chronickych fazi
patogeneze hypertenze, srde¢niho a rendlniho selhani, ischemické choroby dolnich
koncetin, septickych atak, komplikaci diabetu mellitu II typu a mnoha dalSich. Jedna se
vsak o preklinickou fazi, kterd se mize vyvijet Iéta bez védomi pacienta.

Zasadni vlastnosti dysfunkce endotelu je jeji reverzibilita. Jsou-li potlaceny vlivy,
které k jeji manifestaci vedly, je mozné fyziologickou funkci endotelu obnovit. Je tieba,
aby k potlaceni téchto vlivii doslo co nejdiive. Nedojde-li k obnoveni funkce endotelu,
nastane poSkozeni cévni stény, které vede zpravidla k zanétu a nadslednym morfologickym
a posléze fyziologickym nevratnym zménam [11].

Pti¢inou endotelialni dysfunkce je vétSinou hned nekolik rizikovych faktort, ¢imz

se manifestace poskozeni zrychluje.

Faktory indukujici endotelovou dysfunkci:
Neovlivnitelné: vek
muzské pohlavi

vrozené poruchy metabolismu lipoproteinii

Ovlivnitelné: dietou ¢i farmakologicky ovlivnitelnd hyperlipoproteinémie
(ptedevsim vysoké hladiny LDL)
hypoxie
koufeni
arterialni hypertenze
diabetes mellitus II, hyperglykémie
zangt, infekce
obezita

nizka fyzicka aktivita
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Obrazek 4. Endotelova dysfunkce, ptevzato, upraveno [17]
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z lumen cévy do oblasti tuniky intimy. Molekuly LDL jsou oxidovany. Modifikované

formy LDL se hromadi v makrofazich, ¢imz dochazi ke vzniku pénovych bunék.

Zanétlivé medidtory iniciuji pfesun hladkych svalovych bunék (SMCs - smooth muscle
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1.6. Adhezni molekuly

Adhezni molekuly jsou glykoproteiny ukotvené v membrané bunék, které maji
schopnost rozpoznavat a specificky vazat své ligandy. Je-li ligandem totozny adhezni
protein, jedna se o vazbu homotypickou. V ptipad¢, ze jako ligand ptsobi jiny adhezni
protein, jde o vazbu heterotypickou. V zavislosti na pisobeni patogennich vlivii se miize
exprese jednotlivych adheznich molekul ménit. Zvyseni exprese adheznich proteinti a
pfechod transendotelidlniho pfenosu v nekontrolovany znac¢i zanétlivé lozisko, oblast

endotelové dysfunkce a potazmo aterosklerozy [19].

V soucasné dobé€ délime adhezni molekuly dle struktury do 4 skupin:
e integriny
e kadheriny
e selektiny

e adhezni proteiny podobné imunoglobulinim

V ramci aterosklerozy hraji zasadni roli v peclivé regulovaném procesu
vychytavani monocytti z cirkulace a nasledné transendotelové migrace do oblasti
vznikajiciho nebo jiz progredujiciho aterosklerotického platu [18, 20].

Selektiny a jejich ligandy se ucastni rolovani a zachytavani monocytii na cévni
stén€. Adhezni molekuly ze skupiny imunoglobulinim podobnych proteini (zejména
ICAM-1 a VCAM-1) spolecné s nékterymi z integrinit poskytuji pevnou adhezi
zanétlivych bun€k na povrchu cévniho lumen, zatimco dal$i z imunoglobulinové skupiny
— PECAM-1 — je zodpovédny za extravazaci bunék z krevniho kompartmentu a jejich

transendotelovy ptesun [20].
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Obrazek 5. Role adheznich molekul pii transendotelové migraci leukocytl, pievzato,

upraveno [21]
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1.6.1. Integriny

Integriny jsou povrchové bunécné heterodimerni receptory tvoiené a a [ fetézcem.
Jsou schopny promptné¢ zménit konformaci své extracelularni ¢asti a v ptipad¢ potieby
tvofi shluky. B&hem aktivace se ucastni signalni kaskady pirenasejici informace
z extracelularniho do cytoplazmatického prostoru. Integriny samotné maji mnoho
podskupin, z nichz pro vychytdvani leukocytii jsou nejvyznamnéjsi B2 a a4. Leukocyty
pribézné exprimuji molekuly tzv. lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1),
integrin patfici do skupiny B2, ktery se nasledné vaze na 2 molekuly intraceluldrnich
adheznich molekul (ICAM-1 a ICAM-2). Tzv. very late antigen 4 (VLA-4), integrin se
skupiny a4, je vystavovan monocyty a lymfocyty a je schopen vazby na dal$i adhezni
molekulu imunoglobulinového typu — vaskularni adhezni molekulu VCAM-1. Napojeni
integrini  vystavovanych  imunitnimi  builkami na  adhezivni = molekuly

imunoglobulinového typu znamena dalsi stupeii aktivace endotelu [18, 22].
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1.6.2. Kadheriny

Kadheriny se vyznauji zavislosti na Ca®" iontech. Patii mezi transmembranové
glykoproteiny poskytujici homotypické vazby. Svou funkci uplatiuji jako lateralni
adhezivni proteiny endotelidlnich bunék. Maji vyznamnou roli v udrzovani souvislé

jednovrstevné endotelialni tkané a predchdzeni agregaci krevnich desticek [19, 22].

1.6.3. Selektiny

Selektiny jsou zodpovédné za mobilizaci a adhezi leukocytt v ptipad¢ poranéni ¢i
zanétlivé ataky. K povrchu jinych bunék se vazi prosttednictvim cukernych slozek. Podle
jejich vyskytu se déli na L-selektin, ktery pozorujeme na vSech typech leukocytt, P-
selektin pfitomny na trombocytech a buiikach endotelu a dale E-selektin produkovany
vyhradné endotelem. E-selektin se nevyskytuje v buitkach bézné€, ale je exprimovan
v oblastech aktivovanych zanétovymi cytokiny (IL-1, TNF-a, INF-y) nebo v mistech
aterosklerotickych 1ézi, kde se t€astni adheze monocyti, leukocyti a neutrofila [18, 19].

P-selektin je ulozen ve Weibel-Paladeho intracelularnich téliscich a v pripadé
aktivace kyslikovymi radikaly, cytokiny ¢i trombinem mize byt béhem sekund az minut
piesunut do plazmatické membrany [19, 22].

Selektiny E a P exprimované v akutné i chronicky aktivovanych tkénich zptsobuji
reversibilni rolovani imunitnich bunék po endotelu, po kterém nasleduje jejich prinik do

extravazalniho prostoru [18, 22].

1.6.4. Adhezni proteiny podobné imunoglobuliniim

Do této skupiny patii molekuly situované na povrchu bunck, jejichz soucasti je
imunoglobulinova podjednotka. Radime mezi né i &ast lymfocytarnich receptorti (CD4,
CDS8, TCR), vtéto praci se vSak zaméfujeme na adhezni molekuly exprimované
endoteliemi, které se Ucastni pochodl pfi rozpoznavani antigenu a dale se podili na
vychytavani leukocytl z cirkulace a jejich nasledného hromadéni v misté defektu cévni
tkané. Adhezni proteiny imunoglobulinového typu jsou kli¢ovymi regulatory interakce
leukocyty-endotel. Mezi takové adhezni molekuly patii ICAM-1, VCAM-1 a PECAM-1,
NCAM-1 a dalsi [19, 22, 24].
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Adhezni proteiny imunoglobulinového typu maji C-konec orientovany
cytoplazmaticky, N-konec smétuje extracelularné [22].

Ramcové shrnuti pribéhu adheze leukocyti

Adheze leukocyti je multifaktoridlni proces zacinajici rolovanim (kulatenim)
leukocyttl po endotelu, které je umoznéno prostiednictvim selektinti. Nasledné zpevnéni
vazby zavisi na interakci mezi adheznimi molekulami imunoglobulinového typu
vystavovanymi endotelovymi buiikkami (ICAM-1, VCAM-1, a dal$i) a integriny

exprimovanymi na povrchi leukocyti [26].

Obrazek 6. Adhezni molekuly, ptevzato, upraveno [28]
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1.6.4.1. ICAM-1

Intracelularni adhezni molekula 1 (ICAM-1) je transmembranovym proteinem
obsahujicim pét imunoglobulinovych domén vzajemné provazanych disulfidickymi
mistky. Imunoglobulinovd doména ICAM-1 je orientovana extracelularné, nasleduje
transmembranova doména a c-konec ulozeny cytoplasmaticky. Kromé toho, ze se podili
na adhezi a migraci leukocytt, je také endotelovym signalnim pienasecem. Endotelové
buniky zajist'uji trvalou expresi proteinu potiebného pro zajisténi béznych fyziologickych
funkci, avSak v ptipadé¢ ranych i pokrocilych fazi aterosklerotického procesu, pfii
stimulaci zanétlivymi faktory (IL-1, TNF-a, INF-y) nebo v piipadé detekce bakteridlniho
endotoxinu dochdzi k dramatickému vzestupu jeho exprese na aktivovaném endotelu [19,
22].

Zvysena exprese ICAM-1 je charakteristickym znakem a promotorem
aterosklerozy. ZajiStuje kontakt mezi leukocyty a endotelovymi buiikami, napomaha
rolovani leukocyt po endotelu, ucastni se stabilizace interakce leukocyt-endotel a
migrace do subendotelové oblasti. Ligandy pro ICAM-1 jsou dva typy integrint.
S lymfocyty ale 1 dalsimi typy leukocyti se ICAM-1 vaze pomoci integrinu ar 32 (LFA-

1). Integrin amp2 se nachazi v bunécné membrané monocyta [19, 22].

Vyznam a regulace exprese ICAM-1 ve vztahu Kk endotelu a endotelové
dysfunkci

Exprese ICAM-1 je zvySena v ateroskler6zou ohrozenych oblastech arteridlni stény
a je regulovana zanétlivymi faktory.

Aktivace ICAM-1 vede ke zvySeni migrace leukocytli do subendotelové oblasti,
zvySeni permeability endotelidlni vrstvy a posléze 1 jeji degradaci. DalSim nasledkem
stimulace exprese ICAM-1 je prestavba aktinového cytoskeletu a uzplsobeni
morfologické struktury pro transendotelovy pienos. ICAM-1 tedy piisobi i jako signalni
pfenasec. Piestavba aktinového cytoskeletu souvisi s nariistem hladin cytoplasmatického
Ca**, piesny priibéh viak neni dosud zcela znam [24, 25].

Nasledkem zvySeni aktivity ICAM-1 je dale také snizeni exprese VE-kadherinu,
ktery zodpovidéa za udrzeni integrity endotelidlnich bun€k ve spojich zvanych adherens

junctions, a také downregulace proteinti zonula-occludens 1 (ZO-1, TJP-1 —tight junction
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protein 1) a zonula occludens 2 (TJP -2), které nachdzime v bunéénych spojich tzv. tight
junction. Témito vlivy se ICAM-1 podili na rozruSeni souvislosti a nesmacivosti
endotelialni tkané a na patologickém zvySeni jeji permeability [24].

Béhem studii bylo zjisténo, ze v pribéhu aktivace [ICAM-1 molekul zodpovidaji za
nasledné procesy ob¢ domény, tedy jako cytoplasmaticka, tak extracelularni. Pfi podani
protilatek blokujicich extracelularni ¢ast doslo k redukci adheze leukocytt a vaskularni
permeability, které ICAM-1 jinak podporuje. Studie pracujici s knock-outovanou
cytoplasmatickou doménou ICAM-1 prokazaly, Z7e tato slozka se podili na
transendotelové migraci leukocytli, nema vSak vliv na jejich endotelidlni adhezi [24].

Absence ICAM-1 (kddovano na ICAM-1 genu mysi) ukédzala ¢asteCnou redukcei
velikosti ateroskleroticke 1éze. Je tedy pravdépodobné, Ze ICAM-1 participuje 1 na
ukladani monocytli v misté tuniky intimy [18].
svou piitomnosti v cirkulaci opét podnécuji aktivaci endotelii a zvySeni leukocytarni
adheze [18].

Indukce exprese molekul ICAM-1 v endoteliich je zptisobovana cestou signalnich
cytokint. Je vSak také prokazano, ze vliv na ni ma i hemodynamicky stres. Jiz vyse
zminovany tzv. shear stress je tedy dalsim promotorem exprese ICAM-1. To vysvétluje
nalezy aterosklerotickych 1ézi v mistech aorty, ktera jsou vystavena prudkym zménam a
prilisné linearni rychlosti krevniho proudu. Miizeme tedy odvodit, ze naruSena stabilita
krevniho proudu pfi arteridlni hypertenzi se také podili na zvySovani exprese adhezni
molekuly ICAM-1 [26, 30].

Pti zvyseni koncentrace VEGF nebo TNF-a pozorujeme prudky nartist poctu
exprimovanych ICAM-1 molekul, ktery mliZe nastat jiz pouhé 4 hodiny po detekci téchto
faktord endoteliemi. Mimo zvySeni exprese po detekci TNF-a také probiha redistribuce
molekul ICAM-1, které tak definuji oblast leukocytarni adheze [24].

Ze zminénych poznatkll je mozno vyvodit, Ze hypercholesterolémie a arterialni
hypertenze, dva hlavni rizikové faktory endotelidlni dysfunkce a aterosklerdzy, jsou
klicovymi faktory podporujicimi expresi ICAM-1 a vychytavani leukocytl endotelovymi

buiikami arterii [26].
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1.6.4.2. VCAM-1

Vaskularni adhezni molekulu 1 (VCAM-1) pozorujeme zejména na buiikach
aktivovaného endotelu. Jednd se o transmembranovy protein obsahujici 7
imunoglobulinovych podjednotek vazanych disulfidickymi muistky v extracelularni ¢asti,
¢ast transmembranovou a ¢ast cytoplasmatickou slozenou z 19 aminokyselin. Na rozdil
od adhezni molekuly ICAM-1 nevytvareji endotelidlni bunky rezervni zdsobu VCAM-1,
spole¢nou je ale vyrazné narustajici endotelidlni exprese VCAM-1 po detekci cytokinové
stimulace [25, 27].

Mezi ligandy VCAM-1 tadime integriny s doménou o, konkrétné a4fi (VLA-4) a
a4P7, vystavované lymfocyty, monocyty a eozinofilnimi granulocyty [19].

Exprese VCAM-1 je zasadni pro rolovani a naslednou pevnou adhezi leukocytii na
aktivovaném endotelu. Dale je prokazan jisty vliv na leukocytarni extravazaci. Pii
procesu leukocytarni adheze a transmigrace je zcela kli¢ova soucinnost VCAM-1
s ligandem VLA-4. Mimo tyto vlastnosti ma VCAM-1 podobné jako molekula ICAM-1
schopnost membranové transdukce signalu [24, 25, 27].

V piipad¢ silnych chronickych zanéti nebo jinych zdvaznych diagnéz (napf.
revmatoidni artritida, astma, rejekce transplantatu, rakovinové bujeni) se mohou VCAM-
1 molekuly vyskytovat i na povrchu jinych bunék, piikladem na dendritickych butikéch,
makrofazich, fibroblastech kostni dfen¢, myoblastech nebo na malignich bunkach [27].

Funk¢éni odlisnost VCAM-1 od molekul E-selektinu a ICAM-1 tkvi v tom, ze
zatimco E-selektin a ICAM-1 vazi leukocyty v¢etné¢ monocytl, molekuly VCAM-1 maji
schopnost specificky vazat jen monocyty a lymfocyty [22].

Vyznam a regulace exprese VCAM-1 ve vztahu k endotelu a endotelové
dysfunkci

Zvysena exprese VCAM-1 aktivovanym endotelem je vyznamnym znakem
ateroskler6zy, na které se podili poskytovanim pevné vazby imunitnich bun€k na
endotelovych bunkach. Po adhezi lymfocytii a monocytii na endotelu nasleduje jejich
migrace do subendotelové oblasti, na které se molekula VCAM-1 také podili. Po pfesunu
do subendotelu se lymfocyty a monocyty méni v makrofagy a pénové buniky a stavaji se

soucasti vznikajiciho nebo rostouciho aterosklerotického platu.
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Vramci  extracelularni  slozky  molekuly VCAM-1  rozliSujeme 7
imunoglobulinovyvh domén. Domény 1 a 4, 2 a 5 a dale i 3 a 6 tvofi vysoce homologni
dvojice. Pii vazbé s a4f1 integrinem (VLA-4) hraji zasadni roli domény 1 a 4, které se tak
podili na adhezi lymfocyti a monocytt na endotelu. Uskutecnéné studie dokladaji, ze pii
pouziti protilatek blokujicich domény 1 a 4 adhezni molekuly VCAM-1 dochazi redukci
specifické interakce integrinu o4fi exprimovaného B-lymfocyty a bunck se zvySenou
expresi VCAM-1 aktivovanych TNF-a [27, 28].

V nedavné dobé¢ byla vyvinuta také krali¢i/lidské chimérni monoklonélni protilatka
specificka pro VCAM-1 imunoglobulinovou doménu 6. Pfi pouZiti této protilatky bylo
zjisténo, ze doména 6 se podili na transendotelové migraci, ale neucastni se procesu
adheze lymfocytli a monocytti na cévnim endotelu [27].

Aktivace exprese VCAM-1 ma negativni vliv 1 na VE-kadherin, ktery je pfitomny
v tzv. adherens junctions. Adherens junctions se podili na udrZzeni endotelové tkané
souvislé, semipermeabilni a intaktni. SniZzeni exprese VE-kadherinu vlivem VCAM-1
tedy plisobi rozvrat téchto zakladnich vlastnosti endotelu [29].

Pfichyceni imunitnich bunék k endotelu molekulou VCAM-1 do tzv. docking
structures (misto bunéné membrany piipravené pro pevné zachyceni lymfocytu ¢i
monocytu endotelem a ndslednou transendotelovou migraci) dava automaticky 1 signal
pro cytozomalni oblast k prestavbé aktinového cytoskeletu bunky, ktery se zaCne
formovat okolo adherovaného lymfocytu. Jako pienase¢ signdlu slouzi pravé molekula
VCAM-1, ale ptesny pritbéh zmén jesté nebyl popsan [29].

K up-regulaci exprese VCAM-1 dochazi plisobenim mnoha zanétovych faktort,
jako jsou piikladem TNF-a, VEGF, IL-1, ROS, vysoka koncentrace glukozy v krvi a
mikrobidlni stimuly [28].

Patologick4 hladina krevniho cholesterolu, jeho oxidace a akumulace v oblasti
tuniky intimy je téz dileZitym regulatorem vystavovani VCAM-1 arteridlnimi
endoteliemi [18].

Aterosklerdza se projevuje jako loZiskové onemocnéni, které se nejcastéji rozviji
v cévnich zdhybech a bifurkacich. NaruSeni linedrniho proudu krve a jeho zvrat
v turbulentni je také faktorem plsobicim narist exprese VCAM-1 endotelidlni tkani.

Nepravidelnosti krevniho proudu (zplsobené piikladem arytmiemi) nebo arterialni
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hypertenze, u které pozorujeme ptiliSny linearni tlak krevniho proudu, jsou povazovany
za predispozi¢ni faktory indukce exprese adhezni molekuly VCAM-1 [18, 28, 30].

Dle popsanych vlastnosti molekuly VCAM-1 je patrné, ze je v mnohém podobna
molekule ICAM-1. I pro molekulu VCAM-1 plati, ze jeji exprese a nasledna adheze
imunitnich bun¢k na endotelu artérii jsou silné¢ podnécovany hypercholesterolémii a
vysokym krevnim tlakem, které fadime do kategorie hlavnich rizikovych faktort

dysfunkce endotelu.

Obrazek 7. Schéma struktury adheznich molekul imunoglobulinového typu — ICAM-1 a
VCAM-1, ptevzato, upraveno [22]
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1.7. Nealkoholicka steatohepatitida (NASH)

Nealkoholickd steatohepatitida je zanétlivé onemocnéni jater, u kterého neni
prokazan podklad v abuzu alkoholu. Jednd se o hepatdlni manifestaci metabolického
syndromu, jeZ je a s nejveétsi pravdépodobnosti 1 bude stale ¢astéjsi diagndézou. Prevalence
NASH se dle literatury pohybuje ve vyspélych zemich okolo 3 %. Dalsimi slozkami MS
jsou obezita, hypercholesterolémie a insulinové rezistence. Nebezpe¢i NASH tkvi
v mozném rozvoji jaterniho selhani, fibrozy, cirhdzy ¢i hepatocelularniho karcinomu [31,
33, 35, 36].

NASH je povaZovana za podjednotku NAFLD (non alcoholic fatty liver disease,
nealkoholické ztukovaténi jater), ktera je definovdna akumulaci tuk v jaternich buiikach
piesahujici 5 - 10 % hmotnosti jater (u pacientll bez abtizu alkoholu, tj. méné nez 20 g
etanolu/den). NAFLD s prevalenci 20 - 30 % je tedy fenoménem, ktery zahrnuje jak
prostou steatozu jater, tak 1 pokrocilou fazi - steatohepatitidu [31, 33].

Diagnostikovand NASH patii do kategorie zdvaznych aZ letdlnich onemocnéni.
Rozvoj v jaterni cirh6zu pozorujeme u 9 - 25 % pacienti trpicich NASH. Smrt v disledku
komplikaci onemocnéni jater v ramci vyvinuté jaterni cirhdzy ve spojitosti s NASH

nastane u 30 - 40 % pacienti do 10 let [33].

1.7.1.  P¥iciny NASH

Mezi pti¢iny NASH patii mnoho faktor, z nichz vétSina je v uzké spojitosti
s nadmérnym kalorickym pfijmem, nevhodnym slozenim potravy a sniZzenou fyzickou
aktivitou [31].

Mezi nejCastéji popisované rizikové faktory rozvoje NASH patii nepochybné
inzulinova rezistence, kterd podnécuje lipolyzu a pfesun volnych mastnych kyselin do
jater, dale podporuje glukoneogenezi a snizuje tvorbu glykogenu. Dal§im nasledkem je
inhibice B-oxidace mastnych kyselin v mitochondriich, a tedy sniZeni moZnosti jejich
vyuziti, které je plynuje nasledovano stimulaci k novotvorbé triglyceridi. VSechny tyto
pochody usti v dal§i akumulaci triglyceridi v jaterni tkani. Steatézou postiZzené
hepatocyty zpétn¢€ podporuji inzulinovou rezistenci jaterni 1 periferni tkan¢ a vznika tak

zacarovany kruh [31, 33, 35].
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Obezita a zvySeny energeticky pfijem jsou dal§imi pfi¢inami rozvoje NASH.
V ramci obezity jako takové se ve spojitosti s NASH nejcastéji hovoii o obezité
visceralni, pro kterou je specifické ukladani tuku v abdominalni krajin¢ a okolo organd.
Pacienty jsou nejcastéji lidé, jejichz hmotnost se pohybuje v rozmezi 10 - 40 % nad jejich
idedlni hmotnosti. U pacientii trpicich morbidni obezitou (BMI nad 40) pozorujeme
NAFLD vzdy, NASH potom v 58 % ptipadi. Kromé patologicky vysoké hmotnosti patti
mezi rizikové faktory i nahlé zmény hmotnosti veetné hubnuti nebo stav vyzadujici
dlouhodobou parenteradlni vyzivu, ktera ma nevhodné nastavené¢ spektrum Zivin.
Zmnozena tukova tkan plisobi jako zdroj a aktivator zanétovych cytokind (napft. IL-1, IL-
6, TNF-a), které¢ indukuji zanét jaterni tkdn€ a jeji prestavbu [32, 33, 35].

Za dalsi rizikovy faktor je povazovano muzské pohlavi, a to zejména ve spojitosti
s abdominalni obezitou, kterd je povazovdna za androgenni typ. Pro Zeny piisobi jako
ochranny faktor estrogen, ktery podporuje vyuzivani tuku (v€etné¢ abdominalniho) jako
zdroje energie. Zlomovym obdobim pro Zeny se potom stavd menopauza, kdy hladiny
estrogenu klesaji [32, 36].

S tim souvisi dalsi rizikovy faktor, kterym je vékova hranice stanovena na 50 let.
Pacienti ve v€ku 50 — 60 let véku tvoii 70 % nové diagnostikovanych [31, 32, 36].

Jiz vySe zminény metabolicky syndrom je nejen nasledkem NASH, mlze byt také
jeho pfi¢inou v ptipade, ze je diagnéza MS stanovena v dobé, kdy se NASH jesté
neprojevila. V takovém piipadé ptisobi MS akceleraci jeji manifestace [35].

Nalez NASH neni podminén pfitomnosti vSech rizikovych faktorti najednou, ve
veétsing ptipadl vsak pusobi tyto faktory v soucinnosti a vzajemné se stimuluji.

Vzhledem ke klicovym rizikovym faktorim smétuje v dlouhodobé doporucovana
terapie NASH zejména k upravé zivotniho stylu, zvySeni fyzické aktivity a redukci
nadvahy. Takova terapie je vhodna jak proto, ze je stale nejicinnéjsi, tak i proto, Ze se

jednd o 1é€bu kauzalni [31, 33].

1.7.2. Patofyziologie NASH

Progrese NASH je indukovana zejména zdnétovymi cytokiny a enzymy, které se

podili na lipolyze a lipogenezi.
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Visceralni tuk produkuje mnoho adipokinti s vyraznou prozanétlivou aktivitou,
které dale prohlubuji insulinovou rezistenci (piipadné i jiz rozvinuty diabetes mellitus II.
typu). Mezi takové adipokiny patii [L-6, MCP-1 (macrophage chemoattractant protein 1),
resistin, leptin a dal$i. Soucasné jsou v uzké vazbé na obezitu i hladiny dalSich zanétovych
cytokintl, které v ptipad¢ obezity nartstaji. Ze zminénych faktort je v patogenezi NASH
nejdalezitéjsi TNF-a. [36].

Metabolické nasledky insulinové rezistence vedouci k akumulaci triglyceridi v
hepatocytech jsou popsany vySe v ramci rizikovych faktora.

Volné mastné kyseliny vyskytujici se v jaternich buiikach cestou pies indukci
exprese FAS molekul na povrchu vedou k bunééné smrti. Jejich dal$i schopnosti je
naruSeni stability lysozomil a aktivace transkripcniho faktoru NF-kB (nuklearni faktor
kappa B). NF-kB nésledné zpiisobi akceleraci produkce zasadniho TNF-a, ktery ma na
svédomi nekrozu tkané a dalSi prohlubovani insulinové rezistence. Déle také inhibice
dychaciho fetézce mitochondrii je zapfi¢inéna vysokymi hladinami volnych mastnych
kyselin v hepatocytech. Jeho inhibice usti v produkci ROS (reactive oxygen species),
klicového medidtoru oxida¢niho stresu tkani, a k oxidaci tuki. Vysledkem je naruSeni
mitochondriadlni genetické informace. Na genetické poSkozeni reaguji mitochondrie
spusténim enzymatické kaskady vedouci jednak ke snizeni ROS, dal§im vysledkem je
ovSem také snizend tvorba ATP. Hepatocyt chrénici se pfed oxidacnim stresem si tak
muze piivodit bunéénou smrt na nedostatek energie [32, 33].

Mimo rozvoj zanétlivé reakce tkané, kterd je iniciovana mnoha cytokiny, a piipadné
nekrozy bun¢k mtze v ramci NASH dochazet také k fibrotizaci (zvazivovaténi) tkané, a
tedy ke ztraté jejich metabolickych schopnosti. Fibrotizaci tkané ptisobi opét zanétoveé
cytokiny, kromé nich také adipokiny, zejména leptin. DalS§im faktorem stojicim za
fibrotizaci jaterni tkané je angiotensin II, jehoz hladiny jsou u pacientti s MS vysoké.
Angiotensin II mé indukéni vliv na mnoZeni a migraci jaternich hvézdicovitych bungk,
které produkuji kolagen [33].

V ramci patogeneze NASH neni mozné urcit piesnou posloupnost jednotlivych
patologickych dé&ji, jelikoz probihaji v soucinnosti a vzajemné se indukuji. Mnohé z nich
svou aktivitou pozitivn€ stimuluji i sebe sama, ¢im se metabolismus dostava do

zacarovaného kruhu. Nepochybné je, Ze obezita a metabolicky syndrom podnécuji
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v organismu zanétlivé procesy, jejichz vysledkem je oxidacni stres, produkce reaktivnich

radikald, zanétovych cytokini (v ¢ele v TNF-a) a oxidace tuki [33].

Obrazek 8. Faze NAFLD a NASH, ptevzato, upraveno [34]
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1.7.3. Klinické disledky NASH

Klinick¢é disledky vychazeji z patogeneze NASH. Rozvijejici se fibrotizace a
nekroza zanétem postizené jaterni tkané vede k rapidnimu poklesu fyziologické funkce
jater v metabolickych procesech. Vysledkem jsou zvySené hladiny LDL a triglyceridi,
dochazi také k nariistu glykémie. Prohlubuje je insulinova rezistence, diabetes mellitus
II. typu a obezita. Hladiny HDL s protektivnim vlivem naopak klesaji.

Nasledky NASH tedy ovliviiuji nejen jaterni tkan, ale patologickym rozvratem
metabolickych funkci i1 periferni tkan¢. Komplikaci ziistava, ze se NASH muze dlouhé
roky vyvijet bez ptiznaki, a tedy bez védomi pacienta. Podobné jako NASH se mohou
léta Sifit 1 klinické néasledky. V okamziku diagnozy je potom o to t&€z$i terapeuticky fesit
jiz pokrocila stadia konsekvenci [35, 37]

Diagn6za NASH je silnym promotorem manifestace kardiovaskularnich
onemocnéni, kterd jsou dokonce nejcastéjsi ptiCinou smrti u pacientii s NASH. Velmi
Casto dochazi krozvoji masivni endotelové dysfunkce, aterosklerdzy, arterialni
hypertenze, infarktu myokardu a perifernim cévnim pfihodam [35, 36, 37, 38].

Dlouhodoby vliv NASH na jatra se miZe vyvinout v cirhdzu, jaterni selhdni nebo

hepatalni malignity. V nékterych piipadech jsou pacienti indikovani k transplantaci jater.
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Rakovinové bujeni ovSem nemusi byt specificky spjato pouze s jaterni tkani. Velmi

Casto také dochézi k rozvoji malignit jinych organti anebo k tvorbé metastaz [35].

Obrazek 9. Priciny umrti u pacientti s diagndézou NASH, pievzato, upraveno [37]
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1.8. Mysi modely aterosklerozy

Mys jako modelovy organismus pro studium aterosklerozy a NASH je vhodna
z n€kolika diivodd. Jedna se o savce, coz je velmi dulezité pro moznost piipadného
pouziti vysledki studii pro ¢lovéka. Velkou vyhodou je také moznost aplikace genového
inzenyrstvi a Gpravy genotypu. U mysi je navic unikdtni moznost knock-outovani nebo
presunuti endogennich genil, ¢ehoz je pii experimentdlnich studiich hojné vyuzivano.
My§ ma velmi kratkou generacni periodu, coz je dal$im pozitivem pro pozorovani
Clovékem. V ramci kazdé generacni periody se rodi velké mnozstvi potomkl. To dava
moznost vytvaret studie s velkym mnozstvim sledovanych objektd. Mezi dalsi vyhody
patfi financni dostupnost a snadné udrzeni chovu, mald velikost mySi, schopnost
vytvaieni aterosklerotickych a NASH indukovanych defektl az do pokrocilych fazi. Mala
velikost mys$i je vyhodnd i pro malou spotiebu zkoumanych latek, které jsou v pocatcich
vyzkumu dostupné vétSinou v omezeném mnozstvi. Pfi nasledném zkoumani tkani mize
byt malé velikost organismu naopak nevyhodou [39, 40, 41].

Ackoli je my§S vhodnym organismem pro experimentalni studie, lipidovy profil
myS$i se velmi odliSuje od lipidového profilu ¢lovéka. U clovéka tvoti az 75 %
plazmatického cholesterolu LDL, zatim co u mysi tvofi vétSinu ateroprotektivni HDL.
Z toho vyplyva, zZe pti pouziti bézné (tzv. chow-type) diety mys ateroskler6zou netrpi.
Z toho davodu se pfi studiich pracuje a geneticky modifikovanymi kmeny mys$i a
s dietami cilen¢ indukujicimi zménu lipidového profilu [40].

Nejpouzivangj§imi geneticky modifikovanymi mySimi modely aterosklerdzy jsou
apolipoprotein E deficitni (ApoE—/—) mysi a LDL receptor deficitni (LDLr—/—) mysi [39,
40, 41].

1.8.1. Experimentalni diety mySich modeli

1.8.1.1. Diety indukujici ateroskler6zu

Mys je ptirozeng silné€ rezistentni viici aterosklerotickym procestim. V piipadné
b&zné (tzv. chow-type) diety se aterosklerdza neprojevi vibec, v piipadé tipravy diety na

vysokotukovou se sice ateroskler6za miize manifestovat (potvrzend tvorba 1€zi je zejména
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u mysiho kmenu C57BL/6), ale nevyviji se do vSech stadii, ktera je tfeba pozorovat. Také
histologicky ndlez mysich aterosklerotickych 1ézi se 1i§i od nalezii humannich. Podobné
nekomplexni aterosklerotické 1éze se vytvaieji u geneticky modifikovanych kment.
Z toho divodu se pro experimentalni vyzkumy aterosklerézy vyuziva prevazné
kombinace téchto metod, tedy ApoE—/— nebo LDLr—/— mysi pfevedenych na tzv.
western-type dietu [40].

Historicky vyvoj vysokotukové diety vhodné pro vyzkum ateroskler6zy na mysich
modelech se zacal psat jiz v Sedesatych letech 20. stoleti. Wisslerova laboratof ptipravila
dietu sestavajici z 30 % tuku, 5 % cholesterolu a 2 % cholovych kyselin, kterd vedla
k rozvoji aterosklerozy. Tato dieta byla ovSem nevyhovujici a siln€ toxicka. DalSim
krokem byl vyvoj tzv. Paigenovy diety, ktera se skladala z 15 % tuku, 1,25 % cholesterolu
a 0,5 % cholovych kyselin. Ackoli ddvka cholesterolu je 1 v tomto typu diety extrémni,
aterosklerotické 1éze byly stale malé a histologicky se liSily od 1ézi pozorovanych u
¢lovéka. Hlavni slozkou detekovanych lozisek byly makrofagy a nedochéazelo k tvorbé
fibroznich platt. Dieta navic také piisobila zna¢né toxicky. V dne$ni dob¢ je uznavana
dieta, za kterou stoji Hayek et al. (tzv. western-type diet). Jeji sloZeni je 20 % tuku, 0,15
% cholesterolu, zddné cholové kyseliny. Krmenim nemodifikovanych mysi touto dietou
dochazi ke zdvojndsobeni hladin plazmatickych lipidii, u ApoE—/— mysi se hladiny
dostavaji az ke 51,7 mmol/l a pozorujeme tvorbu komplexnich fibréznich platt jiz po 5
tydnech [39, 40].

Apolipoprotein E je strukturalni komponentou vsech lipoproteint véetné LDL a je
klicovym ligandem pro LDL receptor, ktery se podili na hepatalni clearance
plazmatickych lipoproteinti. Navzdory pouziti chow-type diety ApoE—/— mysi vykazuji
hypercholesterolémii. Z toho diivodu neni zapotiebi toxickych diet, které byly pouzivany
historicky, a je mozné provadét déle trvajici studie s moZnosti pozorovani vyvoje
aterosklerotickych procesti. U ApoE—/— mysi dochazi k zdsadnimu posunu lipidového
spektra smérem k proaterogennimu VLDL a LDL a spontann€ vzniklé aterosklerotické
defekty jsou vyrazné podobné;si lidskym [39].

Mysi s knock-outovanym LDL receptorem (LDLr—/—) jsou modelem familidrnich
hypercholesterolémii. Zména plazmatickych hladin téchto myS$i je pfi srovnani s
ApoE—/—mirn&jsi a pfi podavani chow-type diety k rozvoji ateroskler6zy nedochézi. Vliv

této genetické modifikace je vSak pouzitou dietou siln¢ ovliviiovan. PouZiti Paigenovy
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diety zptsobi zvyseni hladin plazmatickych lipidi na 38,8 mmol/l a formaci rozsahlych
aterosklerotickych lozisek. U studii vyuzivajicich méné toxickou tzv. western-type dietu
téz pozorujeme vznik komplexnich aterosklerotickych 1ézi a hladiny krevnich lipida
okolo 10,34 mmol/1[39, 40].

Mimo vyse zminéné modifikace jsou v soucasné dobé pro vyzkum k dispozici i
dvojité¢ knock-outované mysi (ApoE—/—/LDLr—/—) a mnoho dalSich geneticky

modifikovanych kment.

1.8.1.2. Diety indukujici NASH nebo poSkozeni jater

Za nejvhodnéj$i mysi kmen pro vyzkum NASH je shodné jako u aterosklerdzy
povazovan kmen s oznacenim C57BL/6 [42, 43].

SloZzeni NASH indukujicich diet se 1iS§i v zavislosti na poZzadovaném stupni
adipozity a dyslipidémie v rozmezi 40 - 70 % tuku a 0,1 - 2 % cholesterolu. Hlavnim
limitem takovych diet je, ze bez ohledu na délku diety (zpravidla 20 - 30 tydnil) se
vétsinou rozviji dyslipidémie, ztukovaténi jater, mirna forma NASH, ale bez znatelné
fibrozy. Z toho divody byly zkoumény dal§i mozné komponenty idedlni diety, ktera by
indukovala masivni zanét a fibrozu. Vysokotukova dieta je tak casto doplnéna glukézou
¢i fruktézou. Mimo vysokotukovych jsou dnes pouzivany 1 jinak koncipované diety. (viz
Tabulka 1) [42, 43].

Kromé¢ diet postavenych na bazi zvyseni davek urcitych zivin (tuk, cholesterol,
fruktoza) jsou vyvinuty i diety se zdkladem ve snizeni Ci GpIné depleci nékteré ze slozek
potravy. Piikladem mohou byt cholin-deficitni (CD), metionin-deficitni (MD) nebo 1
dvojité methionin-cholin deficitni (MCD) typy diet, které jsou také pii experimentalnich
studiich NASH vyuzivany. [42, 43].

Vysokotukova dieta je nejbéznéjsim modelem pro studium obezity, insulinové
rezistence a steatdzy jater. Dieta zalozena na 40 - 60 % tuku je Casto slozena z nasycenych
tukli pochézejicich z veptfovych tkani a nenasycenych tukl z kukufi€ného oleje. Zasadni
je délka terapie. Po 10 tydnech mizeme pozorovat obezitu, glukdzovou intoleranci a
NAFLD. Po vice jak 10 tydnech se za¢ina rozvijet steatdza a az po vice jak 40 tydnech

udrZovani diety se zac¢ind projevovat mirny zanét znacici NASH. Vysokotukova dieta u
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mys$i dale indukuje zvySenou kiehkost kosti a redukci metabolické aktivity hemato-
encefalické bariéry [42].

Upravena ,,tzv. western-type* dieta je vysokotukova dieta dopIlnéna o fruktézu a
sachar6zu. Piikladem miize byt ALIOS dieta (American lifestyle-induced obesity
syndrome), kterd poskytuje 45 % energie z tuku a kukufi¢ny sirup s vysokym obsahem
fruktozy pridavany do vody k piti. Po 24 tydnech krmeni byl pozorovan limitovany rozvoj
NASH s malym poctem zanétlivych lozisek. V hepatocytech ale dochazi k zna¢né
indukci exprese TNF-a. Z toho vyplyva, Ze u upravené ,.tzv. western-type* diety je pro
studium NASH tfeba dodrZet trvani minimalné po 4 mésice [42].

Karbohydraty obohacena dieta je podminéna vysokymi davkami fruktoézy a
sachardzy. Studie potvrdily zvySenou nachylnost mysi ke glukézové intoleranci,
inzulinové rezistenci a hepatélni steatoze. Po 16 tydnech diety se vSak hladiny zanétlivych
faktort pfiliS neliSily od skupiny krmené vodou bez aditiv. Chronické podavani vody
k piti s 30 % fruktozy zplsobuje zvySeni portdlniho endotoxinu a TNF-a. Tento model
diety je vhodny pro studium pocatecnich fazi NAFLD [42].

Methionin a cholin deficitni diety jsou Casto pouzivané pro studium NASH.
Methionin je esencidlni aminokyselinou a donorem methylu. Cholin slouzi jako prekursor
syntézy fosfatidylcholinu a podili se na exportu triglyceridt z hepatocytl prostiednictvim
VLDL. Vétsinou se tyto diety skladaji z tuku (obvykle okolo 20 % kcal) a vysokého
obsahu cukru (vétSinou 45 - 60 % kcal z karbohydratti). Hlavni vyhodou vyuzivani diet
zakladajicich se na depleci metioninu ¢i cholinu je indukce histologickych znakt
typickych pro NASH, které zahrnuji fibrozu, v krat§im ¢asovém obdobi nez pti pouziti
obezitu-indukujicich diet. Konkrétné se jedna o 3 - 4 tydny. Do této kategorie fadime
cholin-deficitni (CD), methionin-deficitni (MD) nebo i1 dvojité methionin-cholin deficitni
(MCD) diety. Patofyziologie MCD diety stoji na naruseni B-oxidace a zvySeni produkce
ROS vedouci k oxida¢nimu stresu. Nevyhodou jinak vysoce NASH indukujicich MCD
diet je nastup kachexie a ztrata az 50 % télesné hmotnosti v pritbéhu diety [42, 43].

Pro indukci NASH se u mysi nevyuzivd pouze diet. Podobné jako pro studie
aterosklerdzy jsou k dispozici i mnohé geneticky upravené mysi kmeny se zvySenou
nachylnosti k manifestaci NASH. Nejvétsi vyznam ma leptin-deficitni kmen (znafen
ob/ob) a kmen s chybéjicim leptinovym receptorem (znac¢en db/db). Vyuzivan je také

kmen s knock-outovanym receptorem pro LDL, ktery byl zminén u aterosklerotickych
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mySich modelli. Velmi casto jsou také v experimentdlnich studiich aplikovany
kombinované metody (tj. pouziti NASH indukujici diety pro geneticky modifikovany
kmen nachylny k NASH [42, 43].
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Tabulka 1. Mysi modely pouZzivané pro studie NAFLD a NASH
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1.9. Imunohistochemické metody

Hlavnim principem imunohistochemickych metod je vysoce specifickd reakce
protilatky (obvykle volné) a tkanového antigenu (zpravidla pevné vazaného na tkanové
struktufe — napt. povrchu bunky) prostfednictvim imunologické vazby. Dochazi tak ke
vzniku stabilniho komplexu antigen-protilatka [44, 45].

Imunohistochemické metody jsou vyuzivany pro prokdzani specifickych

antigennich jednotek ve tkani [44].

1.9.1.  Protilatky

Monoklonalni protilatky pochazeji z jednoho klonu B-lymfocytl. Jejich vazebna
specificnost je omezena pouze k jednomu druhu antigenu. Pivodci monoklonalnich
protilditek jsou tzv. hybridomy, které vznikaji fuzi B-lymfocytl a neoplastickych
myelomovych bunck [44, 47].

Polyklonalni protilatky maji ptiivod v mnoha aktivovanych klonech B-lymfocytt,
coz je pri¢inou jejich zaméieni proti SirSimu spektru epitopii jednoho antigenu, ptipadné
proti vice antigenim. Jejich ziskdvani je levnéjsi, rychlejsi a méné technologicky naro¢né
nez v piipadé monoklonalnich protilatek. Jako polyklonalni protilatky jsou casto

pouzivana séra antigenem imunizovanych laboratornich zvitat [44, 47].

1.9.2. Prima a nepiima imunohistochemie

Pti pouziti pFimé imunohistochemické metody se oznacena protilatka navrstvi na
tkanovy tez. Nasledné dochézi ke specifické reakci s detekovanym antigenem a vznika
oznaceny komplex antigen-protilatka. Pfimé metody jsou nejjednodussimi
imunohistochemickymi metodami, pro nizkou citlivost jsou ale pouzitelné pouze
v ptipadech, kdy je v tkani antigen pfitomen v dostatecné vysoké koncentraci. Vyuziti
nachazi zejména v nativnich fezech, pro parafinové tezy je citlivost pfili§ nizka [44, 45].
ale vetsi citlivost. V prvnim kroku se na vzorky nanaS$i neznac¢ena primarni protilatka
(imunoglobulin) nebo sérum specifické proti dokazovanému antigenu. Pfebytecna

primarni protilatka se ndsledné¢ oplachne. V druhém kroku se aplikuje anti-
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imunoglobulinové sérum (sekundarni protilatka), ktera vykazuje schopnost specifické
vazby ke konstantnim fragmentiim imunoglobulind primarni protilatky. I v tomto ptipadé
pozorujeme vznik antigen-protilatkovych komplext [44, 45].

Neprimé trojstupniové metody se vyuzivaji v ptipadech, kdy je koncentrace
antigenu ve studované tkéani pfili§ mald a signal je potifeba amplifikovat. Prvni krok
zahrnuje reakci primarni specifické protilatky s detekovanym antigenem. V druhém
kroku se vaze neznaCend sekundarni protilatka specificky na imunoglobuliny primarni
protilatky a dochazi k vytvoreni tzv. mistku. Na mistek tvofeny sekundarni protilatkou
se ve tretim kroku vaze znaceny komplex. Trojstupiiovd metoda piinasi jeste veétsi
metoda nebo metodika vyuZzivajici ABC komplex [44].

Znaceni protilatek se v imunohistochemii provadi pomoci riiznych ¢inidel — tzv.
markerti. Standardné se vyuzivaji enzymy (nejcastéji napi. kienovd peroxidaza nebo
alkalicka fosfatdza — imunoenzymové metody), fluorochromy (napt. fluorescein-
isothiokyanat — imunofluorescenéni metody), komplexné vazané kovy (napt. Fe’" ve
feritinu — imunometalické metody) a radioizotopy (napf. radioaktivni jod -

radioimunohistochemické metody) [45].

Obrazek 10. Schéma piimé a neptimé imunohistochemie, ptevzato, upraveno [46]
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Antigen Antigen
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1.9.3. EnVision® metodika

Jednd se o neptimou dvoustupiiovou metodiku, kde dulezitou roli sehravaji
dextranové polymery. Na primarni protilatku aplikovanou v prvnim kroku se v druhém
kroku vaze sekundarni protilatka, kterd je spolecné s molekulami kienové peroxidazy
(HRP — horseradish peroxidase), popt. alkalické fosfatazy (AP — alkaline phosphatase),
ukotvena na polymeru dextranu. Jeden polymerovy konjugat miize obsahovat az 100
enzymovych molekul a az 20 molekul sekundéarni protilatky. Vysledkem metody je
barevna reakce oznacujici prokazovany antigen [48, 49].

Vyhodami EnVision® metodiky je vysoka citlivost, minimalni nespecificka reakce

a snizeny pocet jednotlivych krokli ve srovnani s konven¢nimi metodami [48, 49].

Obrazek 11. Schéma EnVision® metodiky, pievzato, upraveno [50]
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1.9.4. ImmPress™ metodika

Cinidlem pro ImmPress metodiku je mikropolymer s vysoce aktivni kienovou
peroxidazou nebo alkalickou fosfatazou, ktery se bez vyuziti jiného makromolekularniho
nosice vaze na sekundarni protilatku. ImmPress metodika poskytuje velkou citlivost pro
detekované antigeny (zejména jaderné a membranove), vysoce specifickou vazebnost a

intenzivni vysledné signaly bez ruSivého nespecifického zbarveni pozadi [51, 52].

Obriazek 12. Schéma ImmPress™ metodiky, pfevzato, upraveno [52]

Primérni protilatka vizana na Navazani ImmPress™ Pridani enzymového substratu
antigenu mikropolymeru na sekundarni
protilatku

S

1.9.5. ABC (Avidin-Biotin Complex) metodika

Nepifima imunohistochemicka metoda vyuzivajici ABC komplex je bézné
pouzivanym standardem, ktery poskytuje vysokou citlivost [51, 53].

Vaje¢ny glykoprotein avidin, ktery muze byt oznaCen peroxiddzou nebo
fluoresceinem, se vyznacuje velkou afinitou a prakticky ireversibilni vazbou k biotinu.
Biotin je nizkomolekularni vitamin, ktery mize byt konjugovan s fadou molekul véetné
protilatek [51].

Metodika obsahuje tfi kroky. V prvnim kroku je na detekovany antigen navdzana
primarni protilatka, ve druhém nésleduje naneseni biotinylované sekundarni protilatky.
Ve tretim kroku je aplikovan avidin-biotin peroxidazovy komplex, ktery je potieba
piipravit s pfedstihem, aby mohla probéhnout inkubace komplexu [53].

Avidin ma 4 shodné podjednotky, kdy kazda z nich miZze vazat jednu molekulu
biotinu. Nékteré z podjednotek vazi biotin v komplexu, jiné se vazi na biotinylovanou

sekundarni latku za vzniku enzymové sité. Tak ziskdme vyssi pocet molekul enzymu
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vazanych k jedné molekule dokazovaného antigenu a po pridani enzymatického substratu

1 potfebnou amplifikaci signalu [53].

Obrazek 13. Schéma ABC (Avidin-Biotin Complex) metodiky, pfevzato, upraveno [53]
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2. CIL PRACE

Cilem této prace bylo zdokumentovat expresi adheznich molekul ICAM-1 a
VCAM-1 na endotelu aorty mysi kmene C57BL/6 a porovnat zmény v této expresi mezi
experimentalni skupinou, kterd byla krmena dietou indukujici NASH (tzv. ,,FFC-type
diet”), a kontrolni skupinou, ktera méla standardni dietu (tzv. ,,chow-type diet*). Analyza

modeld byla provedena biochemicky a imunohistochemickymi metodami.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pouzité mySi modely

Studie s pouzitim mySich modelt splituje eticka kritéria pro experimentalni pouziti
laboratornich zvifat. Protokoly byly schvaleny Etickou komisi na ochranu zvifat proti tyrani
na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze. Pokusy byly
provadény v souladu se zakonem Ceské narodni rady ¢.246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti
tyrani v aktualné platném znéni.

Do této studie byli zatazeni desetitydenni samci mysi kmene C57BL/6 (Velaz
Ceska republika), které byly ndhodné rozdéleny do dvou skupin po péti zvifetech.
Skupina oznacena jako experimentalni byla po dobu 25 tydnii krmena NASH indukujici
dietou, ktera se skladala ze 40 % kalorii z tuku a 0,2 % z cholesterolu (AIN-76 A Western
Diet, TestDiet, St. Louis, MO) a exogenniho ptidavku frukt6zy a gluk6zy do vody k piti
v koncentraci 42 g/l (tzv. FFC-type diet). Kontrolni skupina byla po stejnou dobu krmena
standardni dietou pro hlodavce (tzv. chow-type diet). Behem studie nebyly zaznamenany

rozdily v konzumaci stravy jak mezi skupinami, tak i rdmci jednotlivych skupin.

Obrazek 14. Mys kmene C57BL/6, ptevzato [54]
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3.2. Priprava vzorku

Po 25 tydnech byly mysi po jednodennim la¢néni usmrceny cervikalni dislokaci.
Pro imunohistochemickou analyzu byly odebrany vzorky z mista vystupu aorty ze srdce
(arcus aortae - typické predispozini misto pro rozvoj ateroskler6zy) spolecné s ptiblizné
2 mm myokardu.

Nésledn¢ byly preparaty zality do kryoprezervacniho média (Leica, Tissue
Freezing Medium, Leica Biosystems, Richmond, Inc., REF: 14020108926) a uloZeny na
24 hodin do mrazdku s teplotou -20 °C. Poté byly preparaty presunuty do mrazaku s
teplotou -80 °C, kde se mohou dlouhodob¢ skladovat.

Vzorky byly na kryostatu nakrajeny na fezy o sile 5 - 7 um, kazdy vzorek poskytl
30 fezl. Rezy byly umistény na Zelatinou potazena sklitka a imunohistochemicky

obarveny.
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3.3. Pouzité metody

3.3.1. Imunohistochemie

Pouzita ¢inidla

PBS (phosphate-buffered saline):

NaCl 80,0

KCl 2,0
Na;HPO4-2H>0 11,5
(nebo Na,HPO4 10,21)
KH>PO4 2,0
Aqua bidestilata ad 1000,0

Takto pfipraveny roztok soli ma pH 6,8 a slouzi jako pufr. Pro experiment byl
pouzit PBS o pH 7,4, ktery byl ptfipraven nafedénim PBS (pH 6,8) destilovanou vodou

v poméru 1:9.
BSA (bovine serum albumin):
BSA 5

PBS (pH 7,4) 95

Po smiseni se uchovava v 1 ml zkumavkach v mrazaku.

54



3.3.1.1. Pracovni postup — ICAM-1 (ABC metoda)

Pro stanoveni exprese ICAM-1 byla pouzita nepiima trojstupniova ABC (avidin-

biotin komplex) metoda.

Primarni protilatka
Hamster anti Mouse

CD 34, BD Pharmingen, CAT: 550287

Sekundarni protilatka
Goat anti Hamster

IgG (H+L), affinity purified, made in Goat, VectorLaboratories, Inc, BA — 9100

Po rozmrazeni byla skla se vzorky ponotfena do acetonu a ulozena do mrazéku, kde
byla ponechdna 20 minut. Poté skla 15 minut osychala. Nasledné byly na suchych sklech
zakrouzkovany jednotlivé fezy. Krouzkovani bylo provedeno olejovym fixem, ktery drzi
¢inidla analyzy na plose fezu. Opét nasledovalo zaschnuti.

Dalsim krokem bylo ponoteni vzorki do PBS po dobu 5 minut.

Po okapani skel byly fezy pipetou na 30 minut zality mlékem (0,5g suseného mléka
do 10 ml PBS, Blotting Grade Blocker, BIORAD — Laboratories, Inc., USA, CA:# 170-
6404). Mléko se nanasi pro vysyceni vzorku bilkovinami, ¢imz zabranime
nespecifickému vychytavani protilatek. Dale nasledoval oplach skel v PBS a kratké
oschnuti.

Pro eliminaci ptipadné reakce s endogennim avidinem byly vzorky 15 minut
inkubovdny s anti-avidinem (50 pl, AVIDIN, SP-2001, Burlingame, Kit,
VectorLaboratories, Inc.) a nasledné ponotfeny na 2 x 5 minut do PBS.

Stejné¢ tak pro eliminaci pfipadné reakce s endogennim biotinem probéhla 15-
minutovd inkubace s anti-biotinem (50 pl, BIOTIN, SP-2001, Burlingame, Kit,
VectorLaboratories, Inc.) ndsledovanéd oplachem v PBS.

Dale byla na 60 minut aplikovdna primarni protilditka a po jejim hodinovém
pusobeni byla skla na 2 x 5 minut ponotena do PBS.

Nasledovalo naneseni sekundérni protilatky, kterd ptisobila po dobu 30 minut. Po

této fazi byla skla na 5 minut ponotfena do PBS.
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Pro zablokovéni reakce tkanové peroxidazy (a tim také pro ptedejiti pripadné
nespecifické reakci), byla skla na po dobu 15 minut ponechana v roztoku 3% H>O», ktery
byl piipraven smisenim 8 ml H>O2+ 70 ml PBS. Po tomto kroku byla skla opét ponofena
na 2 x 5 minut do PBS.

V dal$im kroku byl na vzorky nanesen roztok ABC komplexu (Komplex — Elite —
Kit, Vector Laboratories, Inc., CA 94 010). Ten je nutno pfipravit 30 minut predem
smisenim 10 pl slozky A, 10 pul slozky B a 500 ul PBS. Opét nasledovalo ponotfeni na 2
x 5 minut do PBS.

Posléze dosSlo k reakci s chromogenem DAB (3,3'-diaminobenzidin, 10 ul DAB
v 500 pl pufru, DAB SubstrateKit, ab64238, DAB Substrate + Chromogen, Abcam
USA). Je velmi dilezité pfesné odméftit Cas, po ktery reakce probiha. Pti této studii DAB
reagoval se vzorky 5 sekund. V tomto kroku doSlo k reakci peroxidazy, ktera je vazéna
na ABC komplexu, s pfidanym chromogenem DAB. Oxidace ¢inidla DAB poskytuje
hnéd¢ zbarveni tkané se specifickou reakci.

Po pfesné odméfeném cCase reakce s DAB byla skla pfesunuta do kyvety
s destilovanou vodou.

Nasledné byla skla se vzorky ponoifena na 5 vtefin do roztoku hematoxylinu, ktery
zpusobi obarveni bunéénych jader do modra.

Dalsim krokem bylo minutové proplachovani skel pod mirnym proudem tekouci
vody. Behem této faze doslo postupnému modrani jader.

Pro odvodnéni vzorkt byla skla ponofena do roztoku acetonu, nasledné do roztoku
aceton-xylen (10:1) na 3 minuty a déle do roztoku aceton-xylen (1:10), také po dobu 3
minut.

V dalsi fazi byla sklicka ponotena do roztoku xylenu, tfikrat po sobé, pokazdé po
dobu 2 minut.

Poslednim krokem byla fixace vzorkli pomoci montdzniho média (Eukit) a krycich

sklicek.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Pracovni protokol ICAM-1

PBS

Miléko

Anti-avidin

PBS

Anti-biotin

PBS

Primarni protilatka (rozpusSténa v BSA)

PBS

Sekundarni protilatka (rozpusténd v BSA + 2% mys$i sérum)
PBS

3% H202 (8 ml H202 + 70 ml PBS)

PBS

ABC komplex elite

(10 ul A+ 10 ul B do 500 ul PBS (30 minut))
PBS

DAB (10 ul DAB v 500 pl pufru)
Destilovana voda

Hematoxylin

Proplach pod tekouci vodou, modrani
Aceton

Aceton-xylen (10:1) — Aceton-xylen (1:10)
3 x xylen

Eukit

5 minut

30 minut
15 minut

2 x Sminut
15 minut
oplach

60 minut

2 x 5 minut
30 minut

5 minut

15 minut

2 x 5 minut

30 minut

2 X 5 minut

5 sekund

5 sekund
1 minuta
oplach

3 minuty

2 minuty
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3.3.1.2. Pracovni postup — VCAM-1(ImmPress™

metoda)

Pro stanoveni exprese VCAM-1 byla pouZita nepiima ImmPress™ metoda.

Primarni protilatka
Rat - anti mouse

CD 106, BD-Pharmingen, Cat: 550547

Sekundarni protilatka
Impress — HRP - Reagent — Peroxidase anti RatlgG
mouseabsorbed, made in Goat, CAT: MP-7444

Po rozmrazeni byla skla se vzorky ponotena do acetonu a uloZzena do mrazaku, kde
byla ponechéna 20 minut. Poté skla 15 minut osychala. Nasledn¢ byly na suchych sklech
zakrouzkovany jednotlivé fezy. Krouzkovani bylo provedeno olejovym fixem, ktery drzi
¢inidla analyzy na plose fezu. Opét nasledovalo zaschnuti.

Dalsim krokem bylo ponofeni vzorki do PBS po dobu 5 minut.

Po okapani skel byly fezy pipetou na 30 minut zality mlékem (0,5g suseného mlé¢ka
do 10 ml PBS, Blotting Grade Blocker, BIORAD — Laboratories, Inc., USA, CA:# 170-
6404). Mléko se nanasi pro vysyceni vzorku bilkovinami, ¢im zabranime nespecifickému
vychytavani protilatek. Dale nasledoval oplach skel v PBS a kratké oschnuti.

Déle byla na 60 minut aplikovana primarni protilatka a po jejim hodinovém
pusobeni byla skla na 2 x 5 minut ponoifena do PBS.

Pro zablokovani reakce tkanové peroxidazy (a tim také pro piedejiti pfipadné
nespecifické reakci), byla skla na po dobu 15 minut ponechana v roztoku 3% H>O:, ktery
byl ptipraven smisenim 8 ml H>O2+ 70 ml PBS. Po tomto kroku byla skla opét ponofena
na 2 x 5 minut do PBS.

Nasledovalo naneseni sekundarni protilatky, ktera pisobila po dobu 30 minut. Po

této fazi byla skla na 2 x 5 minut ponotfena do PBS.
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Posléze doslo k reakci s chromogenem DAB (3,3'-diaminobenzidin, 10 pl DAB
v 500 pl pufru, DAB SubstrateKit, ab64238, DAB Substrate + Chromogen, Abcam
USA). Je velmi dilezité presné¢ odméftit Cas, po ktery reakce probiha. Pti této studii DAB
reagoval se vzorky 10 sekund. V tomto kroku doslo k reakci peroxidazy, ktera je vazdna
na Immpress reagentu, s pfidanym chromogenem DAB. Oxidace ¢inidla DAB poskytuje
hnédé zbarveni tkané se specifickou reakei.

Po presné odméifeném case reakce s DAB byla skla ptfesunuta do kyvety
s destilovanou vodou.

Nasledné byla skla se vzorky ponotfena na 5 vtefin do roztoku hematoxylinu, ktery
zpusobi obarveni bunéénych jader do modra.

Dals§im krokem bylo minutové proplachovani skel pod mirnym proudem tekouci
vody. Behem této faze doslo postupnému modrani jader.

Pro odvodnéni vzorki byla skla ponotfena do roztoku acetonu, nasledné do roztoku
aceton-xylen (10:1) na 3 minuty a dale do roztoku aceton-xylen (1:10), také po dobu 3
minut.

V dalsi fazi byla sklicka ponoiena do roztoku xylenu, tiikrat po sobé, pokazdé po
dobu 2 minut.

Poslednim krokem byla fixace vzorkii pomoci montazniho média (Eukit) a krycich

sklicek.
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13.

14.

15.

16.

Pracovni protokol VCAM-1

PBS

Miléko

Primarni protilatka

PBS

3% H202 (8 ml H2O2+ 70 ml PBS)
PBS

Sekundarni protilatka s peroxidazou
PBS

DAB (10 pl DAB v 500 pl pufru)
PBS

Hematoxylin

Proplach pod tekouci vodou, modrani
Aceton

Aceton-xylen (10:1) — Aceton-xylen (1:10)
3 x xylen

FEukit

5 minut

30 minut
60 minut

2 x 5 minut
15 minut

2 x 5 minut
30 minut

2 x 5 minut
10 sekund
oplach

5 sekund

1 minuta
oplach

3 minuty

2 minuty
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3.3.2. Biochemicka analyza krevnich vzorki mysi C57BL/6

Krevni vzorky byly odebrany pfed usmrcenim mysi C57BL/6 zatfazenych do studie,
centrifugovany a ziskané sérum bylo analyzovano.

Biochemicka analyza byla provedena na Lékarské fakulté Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové a jeji vysledky nam byly pro tuto praci poskytnuty.

Vysledky jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti této prace, str. 72.

61



4. VYSLEDKY

4.1. Imunohistochemie ICAM-1

Exprese ICAM-1 detekovana pomoci ABC imunohistochemické metody je patrna
na endotelu fezil zobrazenych na obrazcich €. 15 - 22. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou
barvou. Reprezentativni oblasti ezl jsou oznadeny Sipkami. Rezy jsou dobarveny
hematoxylinem.

Obrazky ¢. 15, 16, 17 a 18 dokladaji expresi adhezni molekuly ICAM-1 u
kontrolni skupiny mysi krmené standardni (tzv. chow-type) dietou.

Na obrazcich 19, 20, 21 a 22 je zachycena exprese adhezni molekuly ICAM-1 u
experimentalni skupiny mysi, ktera byla krmena NASH indukujici dietou sestavajici ze
40 % kalorii z tuku, 0,2 % z cholesterolu a fruktozy a glukozy ptidavané do vody k piti
v koncentraci 42 g/l (tzv. FFC-type diet).

Exprese ICAM-1 je dobte pozorovatelna u obou skupin zafazenych do studie. Pii
porovnani exprese ICAM-1 mezi kontrolni a experimentalni skupinou nejsou patrné

vyrazné rozdily.
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Obriazek 15, 16. Exprese ICAM-1 (kontrolni skupina)

Na obrézcich 15 a 16 je patrna exprese ICAM-1 v aorté mysi, které byly krmeny
standardni dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznaCena Cervenymi
Sipkami. Déle je na obrazcich viditelna pozitivni reakce ziskand mimo endotel. Tato

reakce se nachazi v myokardu a je oznacena zelenymi Sipkami. ZvétSeni 40krat.

Obragek 15 ™ .‘,*“

< %
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Obriazek 17, 18. Exprese ICAM-1 (kontrolni skupina)

Na obrazcich 17 a 18 je patrna exprese ICAM-1 v aorté mysi, které byly krmeny
standardni dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena Cervenymi
Sipkami. Dédle je na obrédzcich viditelna pozitivni reakce ziskand mimo endotel. Tato

reakce se nachazi v myokardu a je oznacena zelenymi Sipkami. ZvétSeni 40krat.
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Obriazek 19, 20. Exprese ICAM-1 (experimentalni skupina)

Na obrazcich 19 a 20 je patrna exprese ICAM-1 v aorté mysi, které byly krmeny
NASH indukujici dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena
cervenymi Sipkami. Dale je na obrazcich viditelné pozitivni reakce ziskana mimo endotel.

Tato reakce se nachdzi v myokardu a je oznaCena zelenymi Sipkami. Modré Sipky

oznacuji zbytky polomésicitych chlopni. Zvétseni 40krat.
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Obrazek 21, 22. Exprese ICAM-1 (experimentalni skupina)

Na obrézcich 21 a 22 je patrna exprese [ICAM-1 v aorté mysi, které byly krmeny
NASH indukujici dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena
cervenymi Sipkami. Dale je na obrazcich viditelna pozitivni reakce ziskana mimo endotel.
Tato reakce se nachdzi v myokardu a je oznacena zelenymi Sipkami. Modré Sipky

oznacuji zbytky polomésicitych chlopni. ZvétSeni 40krat.
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4.2. Imunohistochemie VCAM-1

Exprese VCAM-1 zvyraznéna pomoci ImmPress™ imunohistochemické metody je
ziejma na endotelidlni vrstveé fezll zachycenych na obrazcich ¢. 23 — 30. Pozitivni reakce
je zbarvena hnédou barvou. Reprezentativni oblasti fezli jsou ozna¢eny Sipkami. Rezy
jsou dobarveny hematoxylinem.

Na obrazcich ¢. 23, 24, 25 a 26 je zobrazena exprese adhezni molekuly VCAM-1 u
kontrolni skupiny mysi krmené standardni (tzv. chow-type) dietou.

Obrazky 27, 28, 29 a 30 znazornuji expresi adhezni molekuly VCAM-1 u
experimentalni skupiny mysi, kterd byla krmena NASH indukujici dietou sestavajici ze
40 % kalorii z tuku, 0,2 % z cholesterolu a fruktozy a glukozy ptidavané do vody k piti
v koncentraci 42 g/l (tzv. FFC-type diet).

Exprese VCAM-1 je dobie patrnd na endotelu obou skupin zatazenych do
experimentu. Intenzita exprese VCAM-1 je u kontrolni a experimentalni skupiny velmi

podobna. Pfi porovndni obou skupin nejsou evidentni signifikantni rozdily.
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Obrazek 23, 24. Exprese VCAM-1 (kontrolni skupina)

Na obrazcich 23 a 24 je patrnd exprese VCAM-1 v aorté¢ mysi, které byly krmeny
standardni dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena Cervenymi
Sipkami. Déle je na obrazcich viditelna pozitivni reakce ziskand mimo endotel. Tato

reakce se nachazi v myokardu a je oznacena zelenymi Sipkami. ZvétSeni 40krat.

Obrazek 23
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Obrazek 25. 26. Exprese VCAM-1 (kontrolni skupina)

Na obrazcich 25 a 26 je patrna exprese VCAM-1 v aorté mysi, které byly krmeny
standardni dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena Cervenymi
Sipkami. Ddle je na obrdzcich viditelna pozitivni reakce ziskand mimo endotel. Tato

reakce se nachazi v myokardu a je oznacena zelenymi Sipkami. ZvétSeni 40krat

~Obrazek 25

Obrazek 26
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Obrazek 27, 28. Exprese VCAM-1 (experimentalni skupina)

Na obrazcich 27 a 28 je patrnd exprese VCAM-1 v aorté¢ mysi, které byly krmeny
NASH indukujici dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena
cervenymi Sipkami. Dale je na obrazcich viditelna pozitivni reakce ziskana mimo endotel.
Tato reakce se nachdzi v myokardu a je oznacena zelenymi Sipkami. Modré Sipky

oznacuji zbytky polomésicitych chlopni. ZvétSeni 40krat.

Obrazek 27
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Obrazek 29, 30. Exprese VCAM-1 (experimentalni skupina)

Na obrazcich 29 a 30 je patrna exprese VCAM-1 v aorté mysi, které byly krmeny
NASH indukujici dietou. Pozitivni reakce je zbarvena hnédou barvou a oznacena
cervenymi Sipkami. Modré Sipky oznacuji zbytky polomésicitych chlopni. ZvétSeni

40krat.
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4.3. Biochemicka analyza

Biochemicka analyza prokdzala zna¢né rozdily mezi hladinami celkového

cholesterolu experimentalni a kontrolni skupiny.

Vysledky zobrazené Grafu 1. potvrzuji extrémné statisticky vyznamny vliv NASH

indukujici diety na cholesterolémii experimentalni skupiny mysi (***P= méné¢ nez

0,001).

K porovnani hladin mezi skupinami model byl pouzit jednostranny neparovy t-

test, vypocet a graf byly zpracovany v software GraphPad 8.0.

Graf 1. Hodnoty celkové cholesterolémie u experimentalni a kontrolni skupiny
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S. DISKUSE

Ateroskler6za, v dnesni dobé stale castéji skloniovand diagndéza je pravem
oznacovana za epidemii lidstva 21. stoleti. Jedna se o chronické zanétlivé onemocnéni a
ackoli jeji vlastni projevy jsou dlouho némé, jeji klinické nasledky byvaji zavazné, ¢asto
také bohuzel fatalni. Ve vyspélych zemich Evropy a Severni Ameriky jsou ateroskler6za
a jeji nasledky nejcastéjsi pti¢inou umrti [1]. NejvyznamnéjSimi disledky rozvinuté
aterosklerdzy jsou ischemické choroba srdecni, akutni infarkt myokardu, angina pectoris,
cévni mozkova ptihoda nebo postizeni cév zasobujicich jiné organy a jejich nasledna

ischemie (napf. ledviny, dolni koncetiny)

Zasadnim aspektem pro piipadny rozvoj aterosklerotickych procesti v cévni sténé
arterie je stav endotelu, jehoz funkce je velmi komplexni. Za fyziologickych podminek
udrzuje rovnovahu mezi vazoaktivnimi mediatory, hemokoagulacnimi mechanismy a
protizdnétlivymi a zanét indukujicimi faktory. Dale se také Ui€astni regulace proliferace

bunek [13].

V ptipadé pisobeni rizikovych vlivli, mezi kterymi ma vysadni roli vysoka
plazmaticka hladina LDL [39], mtiZze dojit k rozvratu fyziologické rovnovahy udrzované
endotelem a zacne se rozvijet endotelova dysfunkce, kterd je pocatecnim stadiem
aterosklerozy [14]. V ramci aterosklerozy dochazi ke zvysSeni permeability endotelové
vrstvy, transendotelové migraci a nasledné oxidaci LDL, atrakci imunitnich bun€k do
dysfunk¢ni oblasti, rozvoji imunitni zanétlivé reakce a tvorbé vazivového platu se silné
aterogennim jadrem tvofenym pénovymi builkami. Na rozvoji zanétlivé reakce maji
klicovy podil adhezni molekuly exprimované aktivovanym endotelem, které¢ umoziuji

uchyceni leukocytii ne cévni sténé a jejich migraci do subendotelové oblasti [39].

.....

aterosklerdzy, je velmi Castym pfedmétem mnoha studii. Pro zhodnoceni stavu endotelu
a faktori, které potencidlné mohou indukovat endotelovou dysfunkci, jsou vhodné
adhezni molekuly, mezi které fadime i proteiny ICAM-1 a VCAM-1 pouZité pro analyzu
vlivu NASH indukujici diety na stav endotelu aorty mySi kmene C57BL/6 v ramci této

diplomové préace. Hlavnim cilem bylo zhodnotit, zda indukce NASH a podavani diety,
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kterd indukuje patologické zmény v jatrech, ovlivni také potencidlni zmény v aorté na

urovni indukce zanétu nebo endotelové dysfunkce.

Transmembranové proteiny ICAM-1 a VCAM-1 patii do skupiny
imunoglobulinim podobnych adheznich molekul, u kterych je studiemi potvrzen klicovy
leukocytii a zmensSeni aterosklerotickych 1€zi u mysi s vyfazenym genem pro ICAM-1 a
VCAM-1 [18, 27, 28]. ICAM-1 je exprimovan kontinualn¢ v malém mnozstvi potfebném
pro bézny fyziologicky stav, zatimco VCAM-1 za fyziologického stavu exprimovan neni.
[19]. Spole¢ny pro oba proteiny je markantni narlist exprese pi1 aktivaci endotelu [25,
27]. Stupen endotelové dysfunkce je tak definovan dle stupné endotelidlni exprese

adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 [55].

Tato studie byla provedena na mySich modelech kmene C57BL/6. Experimentalni
skupina byla po dobu 25 tydnl krmena NASH indukujici dietou sestavajici ze 40 %
kalorii pochazejicich z tuku, 0,2 % z cholesterolu a glukézy a fruktdzy rozpusténé ve
vodé k piti v koncentraci 42 g/l (tzv. FFC-type diet). Kontrolni skupina byla krmena

standardni (tzv. chow-type) dietou.

Vzhledem k priikaziim vlivu vysokotukovych diet na zvySeni hladin LDL, rozvoj
endotelové dysfunkce, obezitu a insulinovou rezistenci u mysiho kmene C57BL/6
zdokumentovanym v drivéjSich studiich [40, 42] jsme piedpokladali, ze po
imunohistochemické analyze vzorki budou vzorky modeli experimentalni skupiny
vykazovat pfi srovnani se vzorky modelli kontrolni skupiny markantné intenzivnéjsi

expresi detekovanych molekul ICAM-1 a VCAM-1 na endotelu aorty.

Také skutecnost, ze vysoka hladina LDL je povazovéna za kli¢ovy faktor indukce
endotelidlni exprese adheznich molekul [18, 39], a vysledky biochemické analyzy
krevnich vzorki mySich modeld, které vliv pouzité NASH indukujici diety na celkovou
cholesterolémii modeld experimentalni skupiny jednoznaéné potvrdily, nd$ predpoklad

potvrdily.

Provedend imunohistochemicka analyza na$ pfedpoklad nenaplnila. V piipadé
adhezni molekuly ICAM-1 byly vysledky pii porovnani experimentalni a kontrolni

skupiny srovnatelné a vzorky nevykazovaly vyrazné zmény exprese.
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Ani u adhezni molekuly VCAM-1 nebyly detekovany signifikantni rozdily

v endotelidlni expresi mezi experimentalni a kontrolni skupinou.

Z vysledkt, které tato prace prinesla, lze usoudit, ze ackoli pouzitd dieta ma
prokazatelny vliv na zvySeni hladiny celkového cholesterolu, pfi trvani 25 tydnt
nedochazi k indukci endotelové dysfunkce identifikovatelné imunohistochemickymi
metodami. Nelze v§ak vyloucit, ze ptidelSim trvani experimentu, ¢i piipadné Gprave diety
by k rozvoji endotelové dysfunkce dosSlo. Zna¢ny vliv by mohlo mit nahrazeni mysiho
kmene C57BL/6 geneticky modifikovanym kmenem s vétSi nachylnosti k manifestaci

aterosklerozy.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni exprese adheznich molekul ICAM-1 a
VCAM-1 na endotelu aorty mysi kmene C57BL/6 a jeji porovnani mezi experimentalni
skupinou krmenou po dobu 25 tydnt NASH indukujici dietou, kterd byla slozena ze 40
% kalorii ztuku a 0,2 % kalorii z cholesterolu a doplnéna glukézou a fruktézou
rozpusténou ve vode k piti v koncentraci 42 g/l (tzv. FFC-type diet), a kontrolni skupinou,
ktera byla po stejnou dobu krmena standardni dietou pro hlodavce (tzv. chow-type
dietou).

Vzorky aort byly analyzovany imunohistochemickymi metodami.

Kromé¢ imunohistochemické analyzy aort byla provedena biochemickéd analyza
krevnich vzorki modelovych mysi zafazenych do studie.

Biochemicka analyza prokézala zna¢ny vliv NASH indukujici diety na zvySeni
hladin celkové cholesterolémie mysi z experimentalni skupiny.

Exprese ICAM-1 byla dobfe patrna na endotelu aorty, vliv diety na intenzitu
exprese vSak nebyl potvrzen. Exprese ICAM-1 na endotelu aort experimentédlni i
kontrolni skupiny byla velmi podobna a bez vyraznych zmén.

Analyza adhezni molekuly VCAM-1 poskytla dobte zietelnou expresi na endotelu
aorty. Pfi porovnani vzorkll experimentdlni a kontrolni skupiny ale nebyly shledany
signifikantni rozdily. Intenzita exprese VCAM-1 byla u obou studovanych skupin
srovnatelna.

Ackoli biochemicka analyza potvrdila signifikantni nartst celkovych hladin
krevnich lipidii u experimentalni skupiny krmené po dobu 25 tydnit NASH indukujici
dietou, imunohistochemickd analyza neprokazala vliv pouzité diety na intenzitu exprese
adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 na endotelu aort modelovych mysi.

Dle vysledku této prace lze soudit, Ze pouziti mysiho kmene C57BL/6 a aplikace
vySe zminéné diety vtomto casovém rozvrhu maji vliv na ndrlst hladin celkové
cholesterolémie, ale nevedou ke zménam  endotelu  detekovatelnym

imunohistochemickymi metodami.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AP alkaline phosphatase

ApoE—/— apolipoprotein E deficitni mysi

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

EDFR epidermal growth factor receptor

e-NOS endotelova NO-syntdza

FFC high saturated fat, high saturated fructose, high saturated
cholesterol

HRP horseradish peroxidase

ICAM-1 intracellular endothelial cell adhesion molecule 1

IL-1 interleukin 1

INF-y interferon vy

LDL low density lipoprotein

LDLr—/- LDL receptor deficitni mysi

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen 1

MS metabolicky syndrom

NASH non-alcoholic steatohepatitis

NCAM-1 neutrdlni adhezni molekula 1

NO oxid dusnaty

PAI-1 inhibitor aktivatoru plazminogenu

PDGF destickovy riistovy faktor

PECAM-1 platelet endothelial cell adhesion molecule
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PGI2
ROS
SMCs
TCR

TF
TGF-B
TJP-1
TNF-a
tPA
TXA2
VCAM-1
VE-cadherin
VEGF
VLA-4
vWTt

701

prostacyklin

reactive oxygen species

smooth muscle stem cell

T-cell receptor

tkanového faktoru

transformujici ristovy faktor 3
tight junction protein 1

tumor nekrotizujici faktor a
tkanovy aktivator plazminogenu
tromboxan A2

vascular cell adhesion molecule 1
vaskularni endotelialni kadherin
vaskularni endotelialni rastovy faktor
very late antigen-4

von Willebrandotv faktor

zonula-occludens 1
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