Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a |ékskych &d

Exprese P-selektinu v arteria brachiocephalica &hem aterogeneze

P-selectin expression in brachiocephalic artery dung atherogenesis

(diplomova prace)

Vedouci diplomové prace Doc. Pharniatr Nachtigal, Ph.D.
Hradec Kralove 2014 Magda Kadlecov



.Prohlasuji, Ze tato prace je mymiyodnim autorskym dilem, které jsem
vypracovala samostatnVeskerd literatura a dalSi zdroje, z nichZ jseimzpracovani
cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury pmaci radre citovany. Prace
nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejnéhouitul

Datum: Podpis:



,Timto bych velice rada pa@ovala doc. PharmDr. Petru Nachtigalovi, Ph.D.
za odborné vedeni, cenné rady a fgemnou spolupraciipsestavovani této diplomové

prace. kuji také mym nejbliz§im za neustalou podporu azpozeni Bhem celého

mého studia.”



Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lékskych \&d

Exprese P-selektinu v arteria brachiocephalideen aterogeneze
Diplomova prace

Magda Kadlecova

Vedouci prace: doc. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Cil prace:Sledovali jsme expresi P-selektinu v arteria bi@dphalica u apoE/LDL-
receptor deficientnich mysi, které byly krmeny dies vysokym obsahem protéia

nizkym obsahem cuir

Metody: Pro tuto préci byly pouzity apoE/ LDLR mysi samice roztiené do dvou
skupin po 6 zvatech. Jedna skupina (kontrolni) byla krmena staimiatravou (AIN-
93G), druhd skupina byla nasledujicich 8 tydarmena stravou s nizkym obsahem
cukni a vysokym obsahem protégin(LCHP - low-carbohydrate, high-protein).
Imunohistochemickd detekce P-selektinu byla reafima pomoci Avidin-biotin
metody (ABC) s detakim ¢inidlem diaminobenzidinem (DAB).

Vysledky: U mySi krmenych LCHP dietou prokazala biochemiekalyza vyznamné
zvySeni hladin  cholesterolu oproti  mySim krmenym ntkolni  dietou.
Imunohistochemické barveni odhalilo, Ze P-selegéirexprimuje u vSech pozorovanych
mySi jen na cévnim endotelu, intenzijdi zbarveni pak bylo na endotelu
aterosklerotickych plat Aterosklerotické platy byly té& u vSech mysSi v LCHP
skupire oproti kontrolni skupi&, tam u rkterych mysi platy chyddy. Plocha a
intenzita barveni P-selektinu vSak byla stejnantiaini i LCHP diety.

Z&wr: Mysi krmené LCHP dietou &y vysSi hladiny cholesterolu v krvi, ale nami
pouzita imunohistochemickd metoda neodhalila vyzmanozdil v expresi P-selektinu

mezi olgma skupinami mysi.



Abstract
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P-selectin expression in brachiocephalic arterynduatherogenesis
Diploma thesis

Magda Kadlecova
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BackgroundWe studied the expression of P-selectin in brawpbalic artery in the
apoE’/LDLr " deficient mice, which were fed with the low carldhate, high protein
diet.

Methods:For this study we used the female apgEDLr '~ deficient mice, which were

divided into two groups, 6 mice in each group. Calnimice were fed with AIN-93G

diet (control group) and the second group was fedolw carbohydrate, high protein
diet for 8 weeks. Immunohistochemical analysis wagormed in tissue sections of
brachiocephalic artery by avidin-biotin complex haat with DAB detection.

Results:Biochemical analysis revealed significantly inaee levels of total cholesterol
after feeding with low carbohydrate, high proteietdlmmunohistochemical analysis
detected P-selectin expression only in endothatels, with more intensity in
endothelial cells covering atherosclerotic plaguesboth groups apoE/LDLr™"~
deficient mice. Atherosclerotic plaques were foundall mice in LCHP group. In
control group, there were few mice without plagudswever, the staining intensity and
pattern of P-selectin was very similar between lgptups.

Conclusionsin blood of mice, which were fed with low carbolhgte, high protein diet,
we found increased plasma levels of cholesterdljramunohistochemical analysis by
avidin-biotin complex method did not reveal sigeéfint differences in P-selectin
expression between both groups.
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1 UVOD

V souwtasnosti jsou kardiovaskularni onemeéch nefasgjsi pricinou umrti
v Evrops. Jejich podkladem jeétSinou aterosklerdza, coz je chronické multifakiboni
zaretlivé onemocgni cévni stny. Jeji vyvoj je spojen s zZivotnim stylem a mnoha
rizikovymi faktory. Rozvoj aterosklerézy je zdrojemnoha vyzkumi, snazime se
Zjistit, jak aterosklerdzaipsré vznika a co ji zpsobuje. Diky vysledkm téchto
vyzkumi ji pak mizeme pedchézet a efektii ji 1€ it.

V této diplomové praci jsme se zéiffi na vliv stravy s nizkym obsahem cukr
a vysokym obsahem protéinktera byla fivodné urena pro hubnuti) na rozvoj
aterosklerdzy u apoE/LDL-receptor deficientnich mys

Déle jsme se zabyvali expresi adhezni molekulyl€kteu na tomto modelu
mySi se vznikajici ateroskler6zou. P-selektin jdekala, ktera se dastni ranych fazi
vzniku aterosklerézy, proto jsme&akavali jeho zvySenou expresii ppodavani této
vysoko proteinové, potenci&gmterogenni, stravy. P-selektin jsme sledovalitera
brachiocephalica, protoZze pravvtéto cé¢ se vyvijeji u mysi komplexni
aterosklerotickeé platy.

K detekci P-selektinu jsme pouZili imunohistochekoie metodu, kterd nam
umozZnila pomoci navazani protilatek a naslednéleeba vizualizovat P-selektin ve
tkani.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Krevni obéh

Kardiovaskularni systém je tien srdcem a krevnimi cévami. Spwié zajig'uji
obe¢h krve a tim i transport latek, tepla a krevnicdbupo tle. Ze srdeéni komory
vychazi jedna tepna (aorta nebo plicni kmen). Ta&e dli na dalSi cévy, které se
postup® zuZuji aZz na arterioly. Arterioly se¢twi do krevnich cév s nejmenSim
praimérem — kapilar, které se pak &pspojuji ve venuly, z nich se tkiovetsi Zily, az

vznika horni a dolni duta Zila a plicni Zily. Tytildo srdénich sini. (1, 2)

2.1.1 Stavba krevnich cév

Sttna krevnich cév je obvykle sloZzena zZech koncentricky usgadanych
z&kladnich vrstev tak, jak ukazuje obrazell. Nejblize lumen cévy leZi tunica intima,
prostedni vrstva se nazyva tunica media &j$invrstva je tunica adventitia (také
externa). (3) Tytofit vrstvy mohou byt odgleny elastickymi blankami, znamymi jako
membrana elastica interna (lezi mezi tinuca ininbanica media) a membrana elasticia
externa (od&uje tunica media a tunica adventitia). (3, 1)

Déle jsou sotasti cévni sny: endotel — od#luje intra- a extravaskularni
prostor, tvéi ho jedna vrstva plochych polygonéalnich Bkirumistnych na bazalni
lamin¢ paralel@ s proudnim krve, mezi endotelidlnimi Bkami jsou zonulae
adhaerentes, tight junctions a gap junctions; [daxllalovina — reguluje né a phisvit
stny cévy a tvorbu mezib@tné hmoty; mezibuwtna hmota — sloZzena z kolagenu,

proteoglykarh a elastickych vlaken, kteraduji pruznost cévni shy (1)

2.1.2 Typy cév

Tepny
tepny svalového typu

Do této skupiny lze zadit tepny od $edre velkych az po arterioly s viiitim
praimérem pod 100um. Jejich tunica intima je sloZzenado&riovych busk a tenke
subendotelové vrstvy, kterou oz velké ¢asti mezibuscna hmota. Subentotelova
vrstva lezi mezi endotelem a membrana elasticanateNejmohut&si vrstvou je
tunica media. Tu tvd buiky hladké svaloviny (spiralowituspdadané a propojené gap

junctions) a mezibugna hmota, kterou produkuji. Membrana elastica naeje



uspdadana z elastickych vlaken s otvory, membranaietasixterna je vyrazna jen u
velkych tepen. Adventitia obsahuje heédvaziva, které umaije prichyceni cévy do
okoli. Jsou v ni i dalSi struktury jako vasa vasworikteré vyzivuji hlavé zevni¢ast
medie. U ¥tSich artérii tudy prochazeji i lymfatické cévy.tihica adventitia je také
dulezitd nervova si kterd ale nepronikd do tunica media. DalSikkyumimo tunica
adventitia jsou aktivovany pomoci gap junctionsandifiizi mediatoru. (1)
tepny elastického typu

Pati mezi r¢ velké tepny (naip aorta) a jejich velkédve. Hlavreé v okoli srdce
maji tyto cévy funkci pruzniku. Diky své el&stbsti se roztdhnou a zmirni narazovitou
pulsaci krve ze srdce, tim zajisti kontinuélni gk krve. Snérem k periferii se rni
na typ svalovy. (4)

V tunica intima je petelrgjSi subendotelova vrstva s hladkosvalovymiikami
a mezibug¢nd hmota. V tunica media najdeme stedtt uloZzené elastické lamely a
bunky hladkych sval ve vrstvach. Biky jsou k lameldm fypoutény fibrillinem a jsou
vzajemré pricné propojeny. Strukturu stabilizuji kolagenni vidkaaproteoglykany.
Membrana elastica interna a externa nejsou vyraZidica adventitia obsahuje

mnoZstvi vasa vasorum. (1)

Zily

Sttna zZil byva teti nez jak je tomu uifslusnych artérii a nema tak vyrazné
¢lereéni do vrstev. (4) Struktura tunica intima je obdéhbako u tepen. Membrana
elastica interna nemusi byt souvisla. Stavba tumedia je znén¢ variabilni, zalezi na
casti €la, ve které se zila nachazi. U Zil na krku je &lalez u kod&etinovych Zil.
Koncentricky usptadana svalovina je mé&kompaktni, ¥tSinou jsou pitomny podélg
orientované biky hladkych sval. Adventicie je nejsil§ySi vrstvou u Zil v oblasti
biicha (nap. v. portae). Zily jsou oproti tepnam n#éimervované, zato maji vice vasa
vasorum. (1) Vyznamné jsou takeé Zilni chldpmyskytujici se hlavé v kontetinach.

Vychéazeji z intimy a jsou pologsic¢itého tvaru. Zabnauji zpstnému toku krve. (4)

Mikrocirkulace
Termindlni reciSté tvori arterioly, kapilary a postkapilarni venuly. Aiitdy
obsahuji jednu az dvvrstvy hladké svaloviny a jejich fomér negesahuje 100um.

Periferni odpor cév je dan celkovymifgzem arteriol a malych artérii (100-500um).(1)
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Kapilary maji ptimér kolem 7um a jejich 8hu tvai vrstva endotelu, bazalni
lamina a pericyty (ty mohou regulovatipvit cévy a stabilizuji ghu). Paimér kapilary
vétSinou umo#uje projit jen jednomu erytrocytu, coz ushap latkovou vyrgnu.
Pritok kapilarnimieciSttm se niize nenit v zavislosti na paéebach orgain kapilary se
mohou roz&ovat nebo uzavirat. (4)

V z4sobovanych tkanich také zalezi na udgéni endotelu v kapilarach.
Permeabilita souvislé endotelové vystelky se I&dle organu (vyskytuje se napve
svalech, KZzi, plicich). Nejnizsi propustnost maji kapilary seuvislou endotelovou
vystelkou v mozku, diky velkému pi tight junctions. Endotel s fenestracemi je
propustny pro vodu a malé hydrofilni molekuly ad®me ho nap v endokrinnich
Zlazach a sliznici g¢v. Nespojitym endotelem prochazeji ténvSechny sotasti
plazmy, protoZze je prostoupen velkymi pory (je inapsinusoidach jater a kostni
dierg). (1)

Postkapilarni venuly s pmérem kolem 30um jsou tweny, podobaé jako
kapilary, endotelovymi kikami, bazalni laminou a pericyty. Je zde mala kotreee
meziburg¢nych spoj a permeabilita endotelu je vysoka. Mohou zde takstupovat
leukocyty — tzv. diapedesa. (1)

Soutokem strnych Zil (50um), v jejichZ siné jsou pericyty a biky hladkych

svali, vznikaji nejmensi Zily. (1)
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Obréazek ¢. 1: Struktura krevni cévy — 3 vrstvy
(cit. 2014-03-05) (5)

Structure of Blood Vessels — 3 Layers “Tunics”

Tunica intima
Endothelium
Subendothelial layer
Internal elastic membrane

Tunica media

External elastic membrane
Tunica externa

Artery “—Capillary
network

Basement membrane
Endothelial cells

i Capillary

2. 2 Endotel

Endotel pokryva viiiti povrch cév, je sloZen #iplizng 1-6 x 16°
endotelovych butk a jeho celkova plocha je asi 500-1000 (6, 7) Tvdi
jednovrstevné souvislé polopropustné rozhrani kezia tkani a jeho povrch je
nesméivy a netrombogenni. Je to metabolicky aktivni argaméradu funkci.
Produkuje mnoho chemickych substanci a jejich sbalmovnovaha jeddezita pro
spravnou funkci endotelu. (6, 7, Bjdi prostup latek z plasmy do cévnirst, ¥idi cévni
tonus uvahovanim vazoaktivnich latek, oviiuje hemostazu, fibrinolyzucéstni se
zaretu a aterogenezi. (9)

2.2.1 Specifické funkce endotelu

Endotel odpovida za propustnost pro & i neburéné elementy, hiky
cestuji pes cévni nu pomoci adheznich molekul, které endotel produksglektiny,
intercellular adhesion molecules, vascular cellldahesion molecules), neligné
pomoci transportnich systém(6)

Vazoaktivnimi latkami endotel oviiwje krevni pitok. Endotel produkuje
hlavré oxid dusnaty (NO, totoZzny s endotelialnim relmdéen faktorem), prostacyklin
(PGhL) a endotelialni hyperpolarizujici faktor (EDHF)roBukci NO zajiguje NO-
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syntaza z prekurzoru L-argininu. NO je hlavnim \dileddtorem endotelialniho
puvodu, zabrauje také adhezi a agregaci krevnich adegtia proliferaci v cévni &é a
jeji hypertrofii. Prostacyklin potencujeciaiek NO a jeho fisobeni je zavislé na
cyklooxygenaze a EDHF. (9) Endotelialni hyperpaajici faktor msobi
pravdépodobré hlavré v koronarnich cévach. K vazodilataci vede imapypoxie,
smykoveé teni proudu krve {sobici na endotel — shear stress nebo stimulaeptoaic
acetylcholinem, serotoninem, endotelinem-1, adewmifsisfatem, trombinem,
bradykininem. (6, 9, 10, 11)

V endotelu vznikaji i latky vazokonstiiki nag. endotelin-1, tromboxan,
prostaglandin. Endotelin-1 odpovida za kontrakgraliferaci burkk hladkych sval
v céw a jeho syntézu stimuluji naptrombin nebo oxidované LDL (low-density
lipoprotein) ¢astice. V neporuSenych cévach jeho vazokoristrikiéinky snizuje
puasobeni NO a prostacyklinu. S@sti endotelu je i angiotenzin-konvertujici enzym a
endotel zminou aktivity enzymu ovliiuje hladinu angiotenzinu 1l a bradykininu.
Vazokonstrikci mohou vyvolat angiotenzin Il, trompacetylcholin, serotonin a&které
rastové faktory (nap transformujiciitstovy faktorp). (6, 9, 10, 11)

Pokud je poruSena integrita cévy, spousti se ilvetdl kaskadagii hemostazy,
do které zasahuje i endotel. Endotel vaZe antitiortiba ten tvdi inaktivni komplex
s trombinem. DalSi produkt endotelu trombomodulimezuje Stpeni fibrinogenu
trombinem a pomoci proteinu C a S inaktivuje sraZektory Va a Vlla. Buiky
endotelu uvaluji jak tk&ovy aktivator plasminogenu (ktery tioz plasminogenu
plasmin a podili se na fibrinolyze), tak jeho irtoh Tvori se zde i Von Willebranoy
faktor, ktery @i poraréni vaze hlava faktor VIII a usnaduje adhezi a agregaci
trombocyt. (6, 10, 11, 12)

Na obno¥ nebo novotvord cév se endotel takétibe podilet. Produkujeéistove
faktory a cytokiny (transformujiciistovy faktorf, fibroblastovy a destkovy ristovy
faktor, interleukin-1 a endotelin-1). Tyto latky gmoruji fist myocyt a jejich gesun
do subendotelialni oblasti. (6, 10, 11, 12)

2.2.2 Dysfunkce endotelu
Je to poskozeni funkci endoteliiegchazejici vzniku aterosklerotickych lézi.
Ztraci se rovnovaha mezi faktory vazoaktivnimi, b&oagul&nimi a prolifer&nimi.

Endotel se stava propusffi a ma tendenci kvyvoji trombdzy, proliferaci a
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vazospasmu. (9, 13) Endotelova dysfunkc&Zenbyt oznéena jako p&ateni faze
aterosklerdzy, ale uplkatje se i pi dalSim rozvoji aterosklerotickych zm. (14)

Na vznik dysfunkce endotelu ma vlitada faktoé. Pati mezi r¢ arterialni
hypertenze (mechanicky vliv proudu krve na endptgfpercholesterolémie a zvysSena
hladina LDL ¢astic, hyperglykémie, hyperinzulinémie, zvySeny da&ni stres,
hyperhomocysteinémie, Skodliviny z cigaretového tkou starnuti, poskozeni
imunokomplexy a infekci, ionizujici #&ni. (6, 7, 9, 15)

Do dysfunkniho endotelu mohou snaze pronikat aterogenni yiipgl/lase
nebezpéné jsou oxidované nebo glykované LDEastice. SniZzend produkce
antiprolifer&aniho NO vede ke zvySené stimulaci mydcyomoci tistovych faktoi,

k jejich proliferaci a pesunu do subendotelidlniho prostoru a k tvoeltracelularni
matrix. Endotel také exprimuje vice adheznich malekliky kterym do cévni &by
vcestuji monocyty. Ty se zde hromadignhse na makrofagy aépové buiky, které
svymi pisobky narusuji fibrézntéepicku postupsl se formujiciho platu. Nizka tvorba
NO a prostacyklinu, zvySena tvorba von Willebraraldaktoru a snizena schopnost
fibrinolyzy podporuji protrombogenni stav dysfénkho endotelu. Aterokleroticky plat,
pokud je nestabilni, fZe prasknout. Nasledna trombdza i zvySena nachylnos
k vazospasitim vede k rychlému uzéeni cevy. (6, 7, 15)

V casné fazi nema jeStendotelialni dysfunkce klinické projevy, ale da se
detekovat. (16) SniZzena biologicka dostupnost N@&ikje vazodilaini kapacitu cév.
V koronarnimieCisti I1ze kvantitativni koronarografii nebo intrako@érni dopplerovskou
ultrasonografii vyséit schopnost dilatace cév po podani acetylcholimadykininu
nebo nap nitrati. Mezi neinvazivni metody pi&t méreni dilatace tepny
zprostedkované pitokem, zngny pritoku krve Ehem reaktivni hyperémie a okluzni
pletysmografie. (6, 10, 11, 17) DalSi moznosti gnsveni koncentrace latek, které
endotel produkuje. VysSitie se krev ziskanarimo z postizeného mista, rrappri
koronarografii, nebo Zilni krev. NO se stanovujigkb kvili svoji nestabili§, snaze se
stanovuje naip angiotenzin Il, trombomodulin, tkavy aktivator plasminogenu a jeho
inhibitor, adhezni molekuly, endotelin. (6, 11) idatse vSak &Sina &chto metod
pouziva jen pro klinicky vyzkum a nejsou zahrnutg dtandardnich algoritin
hodnoticich kardiovaskularni riziko. (16)
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2.3 Aterosklerdza

Ateroskleréza je chronické multifaktorialni zdélivé onemoceini, které
postihuje cévni 8hu a néni jeji strukturu. V rozvoji aterosklerdzy figurugndotel
v interakci sfadou faktoil, které se na jejim vzniku také podileji. Rizikofaktory
mohou nejen vyvolat vznik aterosklerézy, ale i jejichlejsi progresi.Cim vice
rizikovych faktofi se u jedné osoby vyskytuje, tim je u ni rizikoraes&lerdzy vyssi.
Ateroskler6za ma za nasledekkteré organové zsmy, které se klinicky manifestuji
jako ischemicka choroba skae (ICHS), ischemickd choroba dolnich Ketin
(ICHDK) a cévni mozkovaifhoda (CMP). (9)

2.3.1 Epidemiologie

Podle S¥toveé zdravotnické organizace umir&mé nejvice lidi po celém s®&
praw na kardiovaskularni onemasgri. V roce 2008 to bylo odhadem 17,3 milididi,

z toho 7,3 miliofi amrti bylo zgisobeno ischemickou chorobou sidiea 6,2 miliori
cévni mozkovou fihodou. (18)

Také v Evrop jsou podle vysledk velkych mezinarodnich studii (nap
MONICA) onemocgni kardiovaskularniho systému hlavifigmou umrti. U osob do
65 let je to najastjsi pricina smrti (u mui 30%, u Zen 29%). \Ceské republice (podle
statistik z roku 2003) maji kardiovaskularni onemmé na s¢domi 51% ze vSech
amrti, z toho hlavni ii¢inou byla ICHS. Dobrou zpravou vsak je, Ze dikypZkni
zdravotni pée, ekonomickych a socialnich fakiioa Zivotniho stylu kardiovaskularni

morbidita a mortalita klesa jak@eské republice, tak v celé Eviorg19)

2.3.2 Metabolismus lipid

Pri zpracovavani lipid v téle se tvdi castice, které hraji velkou rolifpvzniku
aterosklerdzy. Metabolismus ligidniZzeme dlit na exogenni a endogenni. (20)

Exogenni cesta Zma @ijetim lipida ve straé. Ty se Sfpi v travicim traktu a
pomoci lipaz a ZIki se vstebavaji. Vatebané triacylglyceroly (TAG) a cholesterol tivo
v tenkém sewé chylomikrony obsahujici asi 90% TAG, dale cholesltefosfolipidy a
apolipoproteiny — bilkovinn& sloZzka (apolipoprot&robsahuji chylomikrony, VLDL a
HDL; apolipoprotein B 100 VLDL, IDL a LDL). Chylorkra pronikaji do ohu, jsou
Stpena lipoproteinovou lipazou a vznikaji z nich admikronové zbytky, které jsou

vychytavany apoE receptorem v jatrechr@ngnény na dalsi lipoproteiny. (20)
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Endogenni cesta zprostikuje genos cholesterolu a TAG z jater do periferie a
cholesterol jako HDL-C (high-density lipoproteinadésterol) z periferie zp do jater.
HDL-C jsou malé sférick&astice tvdené fosfolipidy, cholesterolem a jeho estery,
triacylglyceroly a proteiny. Jsou syntetizovanyawr¢ch a tenkém igvé. HDL castice
jsou schopné transportovat volny cholesterol Z@eei do jater (cholesterol vstupuje do
HDL c¢astic, esterifikuje se ar@sunuje do jadraastice). Podle dkterych studii HDL
castice i odstnguji cholesterol z makrofdig brani oxidaci LDL a adhezi monoéyt
k endotelu. (20)

V jatrech se tvid VLDL (very low-density lipoprotein) obsahujicikéa TAG,
fosfolipidy, estery cholesterolu, volny cholesteral apolipoprotein B100 (apoB).
Lipoproteinova lipdza z VLDL uvdblje volné mastné kyseliny, vznikajéstice IDL
(intermediate-density lipoproteinfiast IDL je metabolizovana v jatrech pomoci apoE
receptoru a Zasti se tvéi LDL (low-density lipoprotein). LDLEastice jsou aterogenni,
transportuji az 3/4 celkového cholesterolu a shobje vychytava receptor pro apoB.
Asi 1/5 cholesterolu se odbouravdep tzv. scavengerovou cestou, ktera je také
aterogenni. (20)

Cholesterol se vyltuje do Zlgi a reabsorbuje se v enterohepatélninthob
Mastné kyseliny uvokné lipoproteinovou lipazou se ukladaji v tukové nikéaebo
svalech. (20)

2.3.3 Rizikové faktory

Aby byl urity faktor povaZzovan za rizikovy, musi byt&shém spojeni s &itou
nemoci a musi fimo zvySovat riziko vyskytu nemoci. Rizikové fakfospojené
s ateroskler6zou titeme rozdlit na ovlivnitelné a neovlivnitelné. (20)

Mezi faktory, které nemiazeme ovlivnit, pati:

Vek - ateroskler6za se vyviji postupra dlouhodob a miZze vzniknout
v kazdém wku. S gibyvajicim wkem, ale pravé&podobnost jejiho vyskytu stoupa. U
muZi je rizikova hranice 45 let a vySe a u Zeék mad 55 let (postmenopauzalni). (20)

Pohlavi — u muZ do 50 let ¥ku je vyskyt aterosklerd6zyastjSi nez u stejh
starych Zen (Zeny chrani vyssi hladiny HDL choledtea estrogeny). Po menopauze u
Zen se rozdily mezi pohlavimi vyrovnavaji. V poslieddol® se zvySuje vyskyt
kardiovaskularnich onemoémi i u mladSich Zen, pra¥pdodobré kvali tomu, Ze vice
Zen je kiiacek a uzivaji peroralni antikoncepci. (20)
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Genetické faktory — &které rodiny jsou zatizeny vySSim vyskytem
kardiovaskularnich onemoémi. Rizikovy je vyskyt ICHS u muZmladSich 55 let a u
Zen mladSich 65 let nebo klinickd manifestace atdeodzy u pibuzného 1. stugn
Mezi geneticky podmimé choroby, které mohou ovlivnit vznik ateroskleropati
vrozené poruchy metabolismu ligidnag. familiarni hypercholesterolemie — vysoky
celkovy a LDL cholesterol, familiarni kombinovanplerlipoproteinemie — zvySena
hladina cholesterolu, triglycefida apolipoproteinu B 100). Geneticky podklad ma i
obezita a inzulinova rezistence a metabolicky symdr(zahrnuje hypertenzi,

hyperlipoproteinémii, diabetes mellitus, obezi{@P)

Ovlivnit také dost dote neniizeme vznik gkterych dalSich nemoci, které vedou
ke zmeénam koncentraci lipitl a lipoproteii v krvi a to nap. hypothyredza,
onemocgni nadledvin, ledvin, jater, hypofyzy azné infekce. Dyslipidémi dZe byt i
polékova, nizou ji zpisobit nap. glukokortikoidy, imunosupresiva, thiazidova
diuretika, betablokatory neselektivnia s ISA, aggry. (20)

Rizikové faktory, které mazeme ugitymi opatienimi ovlivnit:

Hypercholesterolemie - Snizeni koncentrace celkodtolesterolu o 1% vede
ke snizeni rizika ICHS o 2%. Celkovy cholesterol isntl piesahnout koncentraci
5mmol/l. (20)

Nizkd koncentrace HDL-C (high-density lipoproteihotesterol) — Hodnoty
HDL cholesterolu by nedty klesnout pod 1 mmol/l. Kazdé zvySeni HDL-C o
0,02mmol/l snizi riziko ICHS o0 2-3%. (20)

Hypertriglyceridemie- Fi hypertriglyceridemii vznikaji lipoproteiny bohatéa
triacylglyceroly a to zvySuje jejich aterogenituardver se snizuje hladina HDL.
Hladiny triacylglycerol (TAG) by nengly piekracit 2 mmol/l. (20)

LDL3 (small dense LDL) — jsou to subfrakce LDL cholesker vysoce
aterogenni a mohou snadno vcestovat do subendoitediblasti, dokazou se rychle
oxidovat a Spathse vazou na LDL receptory. Vliv na velikost LDL jinlaladiny TAG
v plasng (pii hypertriacylglycerolemii se twd atypicky velké VLDL ¢astice a z nich
vznikaji LDL3). Prevahu LDLg c¢astic také vyvolava tzv. fenotyp B. Jeho vyskyt je
castén¢ geneticky podmién a vyskytuje se hlavnu osob s inzulinovou rezistenci a
manifestni ICHS. (20)
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Modifikované LDL a HDL — aterogenita LDI¢astic nezavisi jen na jejich
koncentraci, ale i na jejich strukes Sowdasti LDL ¢astic je apolipoprotein B 100, ktery
muze @i dlouhotrvajici hyperglykémii vazat glukézu (glyde). LDL ¢astice se mohou
oxidovat gisobenim volnych radik&l Oxidaci lipich vznikaji aldehydy a ty modifikuji
strukturu apoB. Oxidované LDL jsou cytotoxické, Aani produkci NO, maji vysSi
afinitu k makrofagm, zvySuji expresi adheznich molekul a produkciokanstrikkniho
endotelinu, podporujifeménu monocyli na makrofagy a aktivaci a agregaci deski
Oxidaci podporuji UV sktlo, myeloperoxidaza, kdani, peroxidy, angiotenzin lI,
kyselé pH, hladosni, trauma, hyperglykémie. (20)

Obezita — multifaktorialni nemoc, ktera se projevygvySenim hmotnosti
z nadnérné tvorby é&lesného tuku. #spiva kvzestupu morbidity i mortality.
Nepriznivé pasobi i v patogenezi dalSich onemeéeh (kardiovaskularni, metabolické
poruchy, hypertenze, diabetes mellitus 2. typuond@dh, gynekologicka onemaimi).
Riziko stoupéa fi hodnot BMI nad 25,0, ale zaleZi na rozloZegiesného tuku —
nebezpeéna je visceralni obezita. Vysokeé rizikdepstavuje u mu# obvod pasu &tSi
nez 102 cm, u Zertt8i nez 88 cm. (20)

Inzulinové rezistence — je poruSena odfztbwa endo- a exogenni inzulin.
Glukéza misobi na endotel snizenim jeho relaxace, zvySenimmi céezistence a
zvySenim tlaku krve. Je jednou #din vzniku diabetu mellitu 2. typu. (20)

Diabetes mellitus — ftomnost diabetu mellitu nasobi riziko vzniku
kardiovaskularnich onemoémi. U DM typu 2 se vyskytuje sniZzend koncentracéHL
C; koncentrace TAG se zvySuje a to vededvpze malych aterogennich LIxstic.
Hyperglykémie nefiznivé pasobi na endotel. Diky ni vznikaji modifikované nialky
(nag. AGE - advance glycation endproducts), které nmgi swdomi zvySenou
produkci cytokiri, vazoaktivnich peptida prokoaguléni stav. (20)

Kouteni — sniZzuje biologickou dostupnost NO, zvySuje hlgdoxidovanych
LDL c¢astic, Skodlivy efekt kaieni na endotel je zavisly na davce a po dkankoueni
mizi. Cigaretovy kotinavozuje oxidativni stres, déld se z g uvoliuji volné radikaly
a snizuje hladiny HDL. (20)

Arterialni hypertenze — hodnoty normalniho krevnillaéu jsou pod 140/90 mm
srdce a ledviny. Pokud se tlak krve snizi o 5-6 mdgy snizi se riziko infarktu
myokardu o 14% a cévni mozkovighpody o 42%. (20, 21)
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Lipoprotein (a) — je lipoprotein o nizké hustoSpolu s glykoproteinem t¥io
apolipoprotein (a), jehoZast je strukturét podobna plazminogenu. Apolipoprotein (a)
tak miZe snizovat fibrinolyzu (rizikova je koncentrace (&) wtSi nez 30 mg/dl). (20)

Trombogenni faktory (20)

C-reaktivni protein (20)

Leptin — zvySeni hladina leptinu ukazuje na neadekvukladani energie a je
piitomna u ¥tSiny obéznich osob. (20)

Hyperhomocysteinemie — homocystein zvySuje trombidge sniZzuje tvorbu
NO, zvysuje proliferaci hladkych svalovych lrcévni stny a oxidaci LDL. (20, 22)

Infek¢ni  faktory — infekce mize vyvolat zast a ten vyvolava rozvoj
aterosklerdzy. Bktera infekKni agens mwzou posSkodit vystelku koronarnich cév.
K rizikovym sefadi Chlamydia pneumoniae, cytomegalovirus, herpeplex virus.
(20)

2.3.4 Vznik aterosklerotického platu

Ateroskleroticky plat se vyviji postuprv nékolika fazich (viz obr.¢. 3). Na
pocatku je dysfunkni endotel. LDLEastice vstupuji do intimy cévy. V patetnich
fazich endotel produkuje adhezni molekuly (E-satekVCAM-1, ICAM-1), které
napomahaji gimiku monocyi a T-lymfocyti do cévni stny. Monocyty se zderpmeni
na makrofagy a pohlcuji jen dité mnozstvi LDL. Vstup LDL¢astic do makrofay se
zvySi, pokud jsou castice oxidované. Oxidované LDL zvySuji expresi .tzv
scavengerovych receptor na makrofazich. Aktivitu scavengerovych receptor
neovliviiuje obsah cholesterolu vice a proto se cholesterol intracelutarn
nekontrolovatelé hromadi. Z makrofagse pak stavajigmové buiky a ty jsou hlavni
slozkou pagateni 1éze. (9)

Monocyty a makrofagy se dal kumuluji. Endotel rivglykoproteiny, diky
kterym k jeho povrchu adheruji monocyty. OxidovabBL podporuji v endotelu
produkci chemotaktického faktoru pro monocyty. Moyty cestuji do intimy, ®ni se
na makrofagy. Postupnvznikaji lipidové prouzky, které jeStnijak nezasahuji do
prasvitu cévy a nemusi se dale vyvijet do ateroskigkého platu. Makrofagy tuod
cytokiny (diky kterym se v endotelu ttiovice glykoproteid a to gitahuje dalSi
monocyty) aiistové faktory (zaficinuji proliferaci hladkych svalovych bgk). Buriky
hladkych sval migruji, diky cytokiim se néni jejich vlastnosti z kontrakich na

sekreni a tvdi extracelularni matrix a vazivo. (9)
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prinik leukocyti do sény cévy. Modifikované LDL mohou navazat imunokonxylex
tyto vzniklé ¢astice nejvice podporuji vzniképovych bugk a uvohovani cytokiri.
LDL-C a oxidované LDL¢astice se stavaji antigenem, ktery vyvolavaczae stné
cévy a aktivuje tvorbu makrofdg Bunky hladkych sval dale proliferuji a tvti
extracelularni matrix. Vznika fibrézni ateromovyaplplny krystalk cholesterolu
uvolnénych po rozpadu makrofag Tento plat uz je schopen omezit krevniitpk

Vv céw a mize hrozit rupturou. (9)

2.3.5 Stabilita platu

To, zda je plat stabilni, zavisi mimo jiné na ohsépidu v jeho jade a na sile
fibrozni c¢epicky. Zaretliva reakce ovliviuje endotel, sloZeni platu, jeho néachylnost
k prasknuti a fipadnou trombozu (ovliwje i hladiny fibrinogenu, trombomodulinu,
tromboxanu a inhibitoru tképvého aktivatoru plasminogenu). Zaa imunitni reakce
se podili na vzniku a dalSimistu platu. Diky probihajicimu zé&mw v aterosklerotickém
loZisku se aktivuji makrofagy, endotel, proliferdjinky hladkych sval. Struktura
platu, mechanické a rheologické vlivy owliyji stabilitu platu. (9)

Stabilni ateroskleroticky plat obsahuje malo lipid je kryt pevnou vrstvou
z myocyt a extracelularni matrix. Ma nestngy povrch. (9)

Nestabilni plat obsahuje ho#lfipidi, leukocyti a ma tenky kryt (viz obg. 3).
Muze byt snadno mechanicky poSkozew’ lwasknutim krytu, nebo hemoragii v platu.
NejvétSi mechanicky stresapobi na misto, kde plat doseda na normalni intityk
jadra platu s krvi aktivuje koagulaci a vznika d#sivy trombus. Trombocyty se
shlukuji, uvohuji obsah svych granul a to aktivuje dalSi déstia dojde k lokalni
vazokonstrikci. Trombdz&ast&né nebo Uplg uzavira tepnu. (9)

Ateroskler6za je generalizované postizeni tepebgstp postihuje vice
proximalni Useky a bifurkace tepen (kde je krevevigachylna k turbulentnimu
proudtni). Aterosklerotické poskozeni cévnérsg miZze zpisobit jeji roz&ieni, rupturu,
zmenSeni nebo Upinuzawveni jejiho pésvitu. K zuZzovani lumen cévy restji
dochéazi v koronarnimiecisti, tepnach mozku a dolnich katin. Aneuryzmata

negastji vznikaji v abdominalni oblasti. (9)
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Obrazek €. 2: Postupny vyvoj aterosklerotického platu
(cit. 2014-03-10), (23)
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Obrazek ¢. 3: Ruptura nestabilniho aterosklerotického platu
(cit. 2014-03-10), (24)
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2.4 Adhezni molekuly

Bunky v organismu spolu komunikuji pomoci mezibémych kontaki. Kontakt
mezi bukami je zprosedkovan pary adheznich molekul (jedna je jako recepa
jedné buice, druha jako ligand na jinéimee). Adhezni molekuly nejen umozni kontakt,
ale genaSeji do hiky razné signaly. Nkteré adhezni molekuly mohou byt
exprimovany stale, jiné se objevi az po aktivacdikyu Aktivatorem jsou nafp cytokiny
nebo signal z jiného povrchového receptoru. Afigithneznich molekul seémi podle
situace v biice. (25)

Tyto molekuly jsou vyuzivany nap buikami imunitniho systému, ip
diferenciaci butk, embryogenezi, regeneraci, hematopoeze, al@ mptastazovani
nadofi. Pokud chiji bunky vyuZzit komunikaci pomoci adheznich molekul, mongzi
nimi dojit k pimému kontaktu. Tim se liSi od cytokimebo hormod, diky kterym
mohou buiky komunikovat na §Si vzdalenost. Bkteré adhezni molekuly ale existuji i
v solubilni forn& a mohou tak fosobit i na biiky v urité vzdalenosti. (25)

Adhezni molekuly mZzeme podle strukturyetit do skupin na integriny, adhezni
molekuly imunoglobulinové skupiny, selektiny a jitgktiny, muciny a jiné adhezni
molekuly. (25)

Adhezni molekuly nap umoziuji leukocytim dostat se z krevniho proudiep
endotel do tkaéx To se dje v nekolika krocich za &asti rekolika druhi adheznich
molekul. Prvni je kontakt hiky a adhezni molekuly (tethering), nasleduje zpemial
pohybu leukocytu vzhledem k endotelu (tzv. rollirgrolovani nebo kutaleni), po
aktivaci buika adheruje na endotel (firm adhesion) a pomogietiazy (transmigration)

jim prostoupi, jak ukazuje obrazek4. (25)
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Obrazek ¢. 4: Prostup buiky pres endotel
(cit. 2014-03-15), (26)
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2.4.1 Selektiny

V souwasné dob rozliSujeme i zakladni typy selektin které maji podobnou
strukturu. Jejich ozrégni vychazi z tyfp burek, které je exprimuji: L — leukocytarni, E
— endotelialni, P — platelet (trombocytarni). (25)

Kazdy ze i typi selektii obsahuje Nkttermindlni CA&'-dependentni
lektinovou domeénu, diky které rozeznava specifidaeharidové struktury jinych
burgk. Na ni navazuje epidermalnimastovému faktoru podobna doména (EGF-like
domain), nasleduje¢kolik opakujicich se Usék(short consensus repeats — SCRs). Tyto
struktury také hraji roli v interakci selektinuigdndem. Nasleduje transmembranova
doména a cytoplasmaticky konec. (27, 28, 29) VSgdhinselektinové molekuly se
shoduji nejvice ve své terminalni lektinové dongnSechny rozeznavaji velmi
podobné ligandy). (30) LiSi se od sebe htavipaitu SCRs (L-selektin ma 2, P-selektin
9, E-selektin 6 SCR). (31, 32)

Selektiny jako ligandy rozeznavaji 1) oligosachaviél sekvence sialyl-Lewis x
a sialyl-Lewis a, 2) fosforylované mono- a polysathy, 3) sulfatované polysacharidy.
(33)

Pokud buky zachyti proz&tové nebo chemotaktické signaly z okoli¢rrau
na svém povrchu exprimovat selektiny. (25) L-sefekiprimovany na leukocytech se

vaze na ligandy konstitutiénexprimované na endotelu perifernich miznich uzlin
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inducibilné exprimované na endotelu v n#istzarétu. E-selektin je fechodr
syntetizovan a exprimovan na endotelu aktivovanémokiny. P-selektin exprimuje
aktivovany endotel a krevni defty. E- i P-selektin mZzou vazat myeloidni biky a
lymfocyty. (34)

Na rozdil od integrii nebo molekul imunoglobulinové skupiny, které
zprostedkovavaji interakce mezi tkami po celémde, je funkce selektin omezena
jen na cévni systém. (30) Selektiny se uplatv prvni fazi zachytavani bgk na

endotelu (viz obr. 4). Tato interakce je reversibd zpomaluje pohyb bgk. (25)

2.4.2 P-selektin

P-selektin je tvien konstitutive a skladovan v endotelovych iikach ve
Weibel-Paladeho granulech axgranulech krevnich desék, (35, 36) odkud se dokaze
v pripact potreby rychle uvolnit na povrch btk Expresi P-selektinu vyvolavaji
trombogenni a za&tlivé mediatory (trombin, histamin, fragmenty koragientu,
kyslikové volné radikaly, cytokiny). Jehotifpmnost na povrchu bgk je jen
kratkodob& (#kolik minut) pak se dostava §udo lysoson, kde je rozloZzen nebo se
vraci zgt do granul. Diky jeho rychlé expresi po aktivadinky je schopen
zprostedkovat poatesni interakci leukocyt — endotelovaiika. (37)

P-selektin se dastni také P vazke destéka-leukocyt (P-selektin na
adherovanych deskach g vzniku trombu umoituje kumulaci leukocyt a to je
dulezité pro ukladani fibrinu; také #pobuje aktivaci a adhezi leukocytu na endotel) a
vazl® desttka-endotel (i poSkozeni endotelu). (38, 39, 40)

2.4.3 P-selektin a ateroskler6za

Oxidované LDL castice se podileji na zé&hvych procesech v endotelu a
vyvolavaji expresi P-selektinu a adhezi monadyendotelu. (41, 42n vivo najdeme
P-selektin na endotelu poskozeném ateroskler6zeumeana normalnim endotelu. (43)

V pokusu na kralicich bylo zji&to, Zze P-selektin se na endotelu exprimoval po
jednom tydnu podavani aterogenni diety, ale k ppastnakrofad do cévy doslo az po
dvou tydnech. (44) Vzestup exprese P-selektinu g&na prvotnim &em @i vzniku
aterosklerdzy. (45)

Také bylo dokdzano nax vivomodelu izolované cévy, Ze blokaci P-selektinu

nebo jeho ligandu se omezi adheze moniogyb)

24



V dalSim pokusu byly pouzitytit modely mySi se schopnosti rozvoje
aterosklerdzy, vSechny P-selektin-deficientni. @obsti modeh byly mensi lipidové

P-selektin nizeme najit i na aktivovanych krevnich dé&slich. Studie
nazn&uji, Ze cirkulujici aktivované desky jsou znakem kardiovaskularniho
onemocgni. Pomoci transplantace kostrte u mysi bylo dokdzano, ze mysi, které
dostaly P-selektin-deficientni dedty, tvori mensSi aterosklerotické léze, nez mysi
s normalnimi krevnimi deskami. (47)

Solubilni P-selektin, ktery se uvmije z aktivovanych desgk a endotelu,
stimuluje leukocyty k produkci tké@vého faktoru (sotést koaguléni kaskady) a
k adhezi. MySi se zvySenou expresi solubilniho IBks@u vykazovaly protromboticky
stav a chronicky z&m. (48, 49, 50)

Destitky se vazou na aktivovany endotel interakci megekektinem destek a
endotelovym ligandem. V pbéhu interakce aktivované dedty pasobi na endotel
pomoci CCL5 (= RANTES, prozétiivy chemokin), ktery zvySuje adhezi monoiyt
(51)

V poslednich letech bylo zj&to, Zze adhezni molekuly hrajlildzitou roli ve
vzniku a progresi aterosklerdzy a stale jséedpttem vyzkumu. Pokud porozumime
mechanismim, které reguluji expresi selekiinbudeme moci ovlivnit n&pvstup bugk

imunitniho systému do cév a kontrolovat tak prac@astu. (52, 53)

2.5 MySi modely aterosklerozy

A

vyspilych zemich. Proto jetdezité odhalit pesré mechanismy jejiho vzniku, abychom
ji mohli predchazet nebo ji ¢&. (54) Uz ges sto let se ateroskler6za zkouma na
zvirecich modelech. (55) Kili mnohym rozditm mezi lidmi a zviaty se neda vytid

na zvfecich modelechipsna kopie nemoci tak, jak probiha u lidi. Dobrifesi model
aterosklerézy nam ale umage pozorovanitznych zn¢n v praibéhu onemoceni a
muze tvdit platy podobnédm u lidi. (56)

Vyuziti mySi m& oproti jinym drulm nekolik vyhod. (57) Je poginé snadné a
nenakladné si mysi pilit a chovat. Dok&zou se rychle mnoziti+tydny trva lrezost a
Now narozena mys se samadide rozmnozovat uz po 6 tydnech. (58)I€Xita je také
znalost mySiho genomu. MysS je n&eji pouzivané zwe pro fizné genetické

manipulace. Pomoci genového inZenyrstvi se dajieugeny vkladat do genomu nebo
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se daji naopak inaktivovat. Vyhodou je, Ze u my&ingiZzou vyvijet fizné druhy
aterosklerotickych platod pinovych burk az k pokrgilym lézim s lipidovym jadrem

a fibréznim krytem v kratkémiasovém obdobi. (57) To, Zze mySi jsou malé, dovoluje
vyuZzit @i vyzkumu tSi skupiny zviat a diky tomu ziskat statisticky vyznagjgi data.
(58) Naopak je ki#li malé velikosti mySi obtiz}Si ziskat dostatmé mnoZzstvi krve,
tk&ni pro vyhodnoceni a provéicha mysich chirurgické zakroky. (59)

2.5.1 Inbredni kmeny

Ve vyzkumu se vyuZivaji zejména inbredni kmeny my2hiklé p&enim
piibuznych zuiat, az vznika kmen genotypbidentickych jeding. U inbrednich mysi
se spontarth nevyviji aterosklerdza, ale Ize toho docilit spbtdi dietou obsahujici
nasycené tuky, cholesterol a cholat (cholatsppoval zaglivé reakce). (60, 61) Tato
dieta zvySuje plasmatickou frakci VLDEastic (u mySi krmenych normalni dietou
prakticky genasi cholesterol jen HDiastice). (62)

NejnachylgjSi k dietou indukované ateroskleréze je z inbredriikmeri kmen
C57BL/6. | po dlouhodobém krmeni dietou s vysokybsahem tuk se platy u mysi
formuji jen v kdeni aorty, jsou velmi malé a rozdilné ve srovnaatesoskler6zou u
lidi. Platy obsahuji cholesterol a makrofagy a dbeyzistavaji jen ve fazi tukovych
prouzki. (62)

Vyuziti kmene C57BL/Ge presto vysoké, tento kmen tifaeaklad pro genetické
manipulace slouzici pro vyzkum aterosklerozy. (63)

2.5.2 ,Genow cilené" modely

Existuji dalSi mySi modely, u kterych se funkagtarych geid vytradi — tzv.
knockout.

LDL receptor-/-

Nedostatek LDL receptoru lidi vede k vyrazné hypercholesterolemii. (64) U
mySi bez LDL receptoru se nevyviji tak vyrazna mghelesterolemie pokud nejsou
krmeny dietou s nasycenymi tuky, cholesterolem alatbm. (65) Pak se u nich
objevuji platy v celé ac¥ta hlavié v korenu aorty a koronarnirrecisti. (66) Po delsi
doke se vyviji i platy s lipidovym jadrem a kalcifika¢b7, 68, 69)

ApoE-/-

Deficit apoE vede k hyperlipidémii a zvySenicpho VLDL. U tohoto modelu
mySi se platy tvid i pii normalni diet. (67, 68, 69) Strava obsahujici nasycené tuky
jese urychli tvorbu plai. Platy se tvi v nekolika mistech aorty - v ascendentabti a
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v oblouku, dale v ledvinach a koronarnich cévaen, 71, 72) V skterych platech byla
pozorovana hemoragie, ale nedoslo ke spontannireuiz0)

NejvétsSim nedostatkem tohoto mySiho modelu je to, zeplipteinovy profil je
jiny nez u lidi. U mysi nejvice cholesteroltepasi VLDLc¢astice a ne LDL, jak je tomu
u lidi. Ale aterosklerotické platy gdhto apoE-/- mysi jsou nejpodaipsi €m, které se
tvoii u ¢loveéka. (73)

Existuji i mySi modely kombinujici genetické mokl#dce. Nap. ApoB
transgenni x LDL receptor-/-. Oba modely vyZzadujvdrbe vétSich plat specialni
dietu. V kombinaci ale vykazuji vy$5i hypercholest&mii i na normalni digt (74)

U mySi nedochézi obvykle ke spontdnnim rupturanti@abylo zaznamenano
jen par pipadi, kdy u mysi doslo kinfarktu myokardu nebo CMP uslédku
aterosklerdzy, f@stoze u nich byly vyvinuty platy podobné nestdmlmplatim u lidi.
Naopak u lidi dochazi k rupturam plata k naslednym zavaznym komplikacim
(uzaweni cévy trombem kil v mis¢ ruptury platu, nebo embolizace cévy v jiném
mis&) mnohemiastji. (75, 76)

2.5.2 MySi modely spontanni ruptury platu

Arteria brachiocephalica je velmi kratka a uzkaac@v mysi kolem 2mm dlouh&a
a 0,5mm Siroka), vychazejici z vrsku aortalnihcookl. Dal se #tvi na ateria carotis
communis dextra a arteria subclavia dextra. (77)

Studie na apoE -/- 42 az 54 tydstarych mySich krmenych normalni stravou
ukazala, Ze se préaw arteria brachiocephalica ttidkomplexni fibrézni platy s tenkou
¢epickou zatim bez spontanni ruptury. (77) K té doSlpakrmeni &hto mysi dietou
s vysokym obsahem tikpo dobu 14 rsiai. (78) Ruptury se objevuji v proximalni
¢asti cévy a jsou dlouhé asi g a jsou spojené s tvorbou trombu. (79, 80)

Diky tomuto mySimu modelu ieme pozorovat vyvoj platu, objasnit
mechanismy fedchazejici jeho rupte a vyborg se hodi pro vyzkum terapii, které by

zabranily ruptie ateriosklerotického platu. (81)

2.6 Imunohistochemie

Do imunohistochemie fizeme zahrnout techniky vyuZivajici mono- nebo
polyklonalni znaené protilatky, které se vazou naikaé antigeny a tim je mozné
antigeny lokalizovat a vizualizovat. (82) V pravé sefastji detekuji intermediarni

filamenta, mikrofilamenta, CD antigeny, hormony,tregenové a progesteronové
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receptory, ale daji se detekovat i dalSi antiggpické pro rkteré tkag nebo buiky.
(82, 83)

2.6.1 Imunohistochemické metodye daji rozdit na:

Ptimé — primarni protilatka jeifmo zn&ena, metoda se vyuZivéi plostaténé
koncentraci antigenu ve tkani. (82, 83)

Neprimé dvojstupové — v prvni fazi se aplikuje neziema primarni protilatka a
v druhé fazi sekundarni protilatka, ktera se nav&@rimarni a je zit@ana; metoda je

Nepimé trojstufpové - metoda je amplifikai a dokaze zesilit signal, i kdyz je
ve tkani malé mnozZstvi antigenu; v prvni fazi¢imame nezngnou primarni
protilatkou, v druhé fazi reaguje primarni prott s neznéenou sekundarni
protilatkou — tvai ,mastek”, nakonec fidavame zn&ny komplex (nap peroxidaza-
anti-peroxidazovy komplex, komplex alkalickd fostad-anti-alkalicka fosfataza,
komplex avidin-biotin). (82, 83)

Metoda avidin-biotin komplexu (ABC metoda) - avidm protein z vajéného
bilku, biotin je vitamin. Vznikd mezi nimi praktigkireverzibilni vazba, kterd je
druhow nespecificka a neimunologicka. Avidin dokaze navétyii molekuly biotinu.
Nektera vazebna mista molekuly avidinu jsou obsazkamplexem z biotinu a
peroxidazy. Na neobsazena mista se pak vaze dmtana sekundarni protilatka (ktera
byla predtim navadzana na primarni protilatku) afrtveak mistek mezi primarni

protilatkou a komplexem. (viz obrazek4), (82)

2.6.2 Provedeni metody

Aby nevznikaly faleS pozitivni reakce, musime blokovat endogenni atitivi
enzymi (u ABC metody blok peroxidazy ve tkani) a pozaidogenni aktivity avidinu
a biotinu, biotin je v jatrech, tukové tkani a imé 7laze)Rez také Bhem zpracovani
nesmi vyschnout. TRalze pedem nasytit bilkovinami n&pz mléka a zabranit
nespecifické vazbspecifické protilatky. Pak nasleduje navazaniilitek dle pouzité
metody nejlépeip neutralnim pH. (82)

Ve vysledku mame chromogenem o&ra misto, kde doslo k vazprotilatka-

antigen. Chromogeny se pouZivaji imunofluoregnén imunometalické,
radioimunohistochemické nebo imunoenzymové (u ABEnkva peroxidaza). Pokud

pouzijeme enzym, musime provest §efden krok k vizualizaci reakce. Peroxidaza
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vétSinou svojicinnosti tvdi néjaky nerozpustny pigment. U peroxidazy pouzijen®-3,
diaminobenzidin (DAB). DAB sedastni reakce mezi peroxidazou a jejim substratem
peroxidem vodiku jako donor elektiiora vznika z 8 hnédy v alkoholu nerozpustny
produkt. Nakonec se pro lepsi orientaci v prepadéharvuji jadra busk. (82)

Obrazek ¢. 5: Provedeni ABC metody
(cit. 2014-03-18), (84)

Add Primary Antibody Add

™ 4

Secondary “%8

N

Add I1 Add Enzyme
Avidin/Bioti Subsirate
Enzyme

Complex
(ABC)

s | 4B

wETe
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3 CiL PRACE, ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace bylo popsat expresi |Bk§au v arteria
brachiocephalica u apoE/LDL-receptor deficientmoysi po podavani diety s vysokym

obsahem proteina nizkym obsahem cukpomoci imunohistochemickych metod.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Charakteristika pokusnych zviat, design experimentu

4.1.1 Zvi¥ata, experimentalni dieta

Pro tuto praci byly pouzity 16-18 tyérstaré apoE/ LDLR mysi samice. Tyto
mySi maji deficientni apoE i LDL-receptor a jsouk taredisponované Kk rozvoji
aterosklerdézy. MySi byly umi&ty v klecich gizenou teplotou (22-25 °C) a cyklem
dvanéctihodinovéhoidtlani s¥tla a tmy. Mely volny pristup k potray a vodt.

Veskeré zachazeni se iaty bylo v souladu se smmicemi Evropské unie pro
chov a Iébu zviat a byly schvaleny mistni Etickou komisi prorate.

Do wku 16-18 tydii byly vS8echny mysSi krmeny stejnou korteir granulovanou
stravou bez obsahu cholesterolu (Sniff M-Z Spermadth GmbH; Soest, Germany). Ve
véku 16-18 tydi byly mysi podle hmotnosti roztkny do dvou skupin po 6 Zatech.
Jedna skupina (kontrolni) byla krmena standardmiveti (AIN-93G), druha skupina
byla nasledujicich 8 tydnkrmena stravou s nizkym obsahem dulka vysokym
obsahem protein(LCHP - low-carbohydrate, high-protein).

4 hodiny red usmrcenim mysi byly z levé sédékomory odebrany vzorky krve,
ze kterych bylo ziskano sérum. Vzorky séra bylybblte zmrazeny (- 80°C) a naslédn
vyuzity pro dalSi analyzy provédé s vyuzitim komené dostupnych souprav pro
stanoveni celkového cholesterolu, LDL a HDL frakcitriacylglyceroh (Horiba).

Vysledky byly vyjadeny v mmol/l.
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Tabulka 1: SloZeni pouZzité stravy (%)

Kontrolni skupina LCHP

Kuku ¥iény Skrob 53 5
Kasein 20 52
Sachardza 10 12
Sojovy olej 7 -
Maslo - 21
Celulézovy praSek |5 5
Smés mineraka 4 4
Smés vitamini 1 1
Cholin 0,25 0.25

4.2 Imunohistochemie

Imunohistochemicka detekce P-selektinu byla resina pomoci Avidin-biotin
metody (ABC) s detekim cinidlem diaminobenzidinem (DAB), ktery \ipack

pozitivity dava barevnou reakci.

4.2.1 PouZité protilatky

Primarni polyklonalni protilatka - goat anti-moudeselektin (B Santa Cruz
Biotechnology, USA)jfedni v BSA (bovine serum albumin; Vector Laborataries
USA) 1:50

Sekundarni polyklonalni protilatka - biotinylatedree anti-goat I9G (Vector
Laboratories; USA)iedni v BSA 1:400 + 8 ul mouse serum

4.2.2 Fiprava roztokua a ¢inidel

PBS (phospate buffered saline) pufr: 80,0 g NaC) 8 KCI, 11,5 g
NagHPO,-2H,O nebo 10,21 g N&IPQ,, 2,0 g KHPO, ad 1000 ml Aqua bidestilata,
upraveni pH na 6,8. Tento roztok s&g pouzitim na imunohistochemickou analyzu
fedi 1:10 destilovanou vodou (pH 7,4)

BSA (bovine serum albumin): 5 g BSA + 95egkny PBS; rozpusti se, rodd

do zkumavek po 1ml a zmrazi.
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11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

4.2.3 Postup

Nejprve se tkéiovéiezy fixovaly 30 minut v aceton’ip20°C v mrazicim boxu.

Poté séezy nechaly 15 minut na vzduchu oschnout.

Dale bylo pouzito olejové pero (PAP pen), kterymnd&eolikrat fezy obkrouzily.
Tim vznikla hydrofobni bariéra, ktera udrZovala &&ené roztoky &inidla
v misg tkaiovychiez.

Sklicka stezy se na 5 minut pofita do PBS.

Aby se zabranilo nespecifickym vazbam, byl na vyonla 30 minut nanesen
roztok suSeného odtného miéka v PBS (0,5g suSeného oainého miéka
do 10giedného PBS).

Sklicka se opt oplachla v PBS.

Blokace avidinu firozerg piitomného ve tkanich se provedla 15 minutovou

inkubaci vzork s roztokem anti-avidinu. (Vector Laboratories; USA
Sklicka se vzorky se @poplachla v PBS na 2x5 minut.

V tomto kroku se blokoval tentokrat biotin, kteey také pirozerg piitomny ve
tkani. Vzorky se inkubovaly 15 minut s roztokemidmbtinu.

Vzorky byly oplachnuty v PBS.

Na skltka se na 1 hodinu nanesla primarni protilatka.

Nasledovalo oplachnuti v PBS na 2x5 minut.

Na 30 minut se na skka nanesla sekundarni protilatka.

Zopakoval se krok 4.

Sklicka se ponfila do 3% roztoku KO, (8 ml HO, + 70 mltedného PBS).
Blokovala se peroxidazaippmna ve tkani.

Daéle se postupovalo dle kroku 8.

Na vzorky se nanesl roztok ABC (8ulinidla A + 8 pl ¢inidla B
do 400 plredného PBS; Vector Laboratories; USA), ktery byippaven
po kroku 13. Roztok musefgd pouZzitim stat 30 minut.

Zopakoval se krok 8.

Daéle byl gidan roztok diaminobenzidinu — DAB (8 pl DAB do 400 buffer;
Dako; Dansko) na 50 vti@. UmozZznil vytvait hnédé zbarveni.

Vzorky se oplachly v PBS a naslédndestilované vo#l

Nasledovalo jaderné barveni vzonggomoci bazického barviva hematoxylinu po

dobu 5 vtéin.
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22.

23.
24,

25.

26.

Proplachovani vzotkod pebyte&ného barviva pod tekouci vodou z kohoutku 1
minutu.

Nasledovalo oplachnuitézi v acetonu.

Vzorky se projasovaly a odvodovaly v aceton-xylenu (10:1, 3 minuty),
v aceton-xylenu (1:10, 3 minuty), a v xylenu (3xhuaty).

Na vzorky se pomoci montovaciho media Eukitipgvnila kryci skltka a
vytvorily se trvalé preparaty.

Fotodokumentace a digitalizace snimkmikroskopu byla realizovana pomoci
digitélni kamery Pixelink PL-A642 (Vitana Corp.; t@va, Kanada) a softwaru
NIS (Laboratory ImagingCeska republika).

4.4 Statisticka analyza

Hodnoty v grafech jsou vyjddny jako piméer + SEM (stedni chyba pmeéru)

pro osm mysi v kazdé skupirStatisticka vyznamnost roztlive skupinach se

hodnotila t-testem za pouziti softwaru GraphPadr®6.0 (GraphPad Software, Inc.,

Kalifornie). P hodnoty 0, 05 nebo mensi byly povazovany za sitatisvyznamné.
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5 VYSLEDKY

5.1 Biochemicka analyza

U vSech mySi vtomto experimentu byla stanovenadihdéa cholesterolu.
Biochemicka analyza odhalila vyznamné zvySeni hladiolesterolu ve skupinmysi
krmenych LCHP dietou oproti kontrolni skupir{35,23 + 1,37 mmol/l vs. 46,61 + 2,79
mmol/l, p=0,0044), (viz Graf 1)

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u obou skumi mysi

8 tydenni podavani LCHP diety vedlo k signifikantni zvySeni hladiny cholesterolu
oproti kontrolni skupi# ( p=0,0044)

604

40+

mmol/l

204

kontrolni skupina LCHP skupina
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5.2 Imunohistochemicka analyza

5.2.1 Imunohistochemické barveni P-selektinu v art&a brachiocephalica

Pro imunohistochemickou analyzu bylo nakrajenoskliek. Pro barveni P-
selektinu bylo vybrano %ezi z kazdé skupiny, ipéemz v kazdé skupénbylo 6 mysi.
Obecr lze fict, Ze exprese P-selektinu byla pozorovana poazeéwnim endotelu u
vSech sledovanych mysi. Ve skufjirktera byla krmena standardni dietou, jsme
pozorovali skitka, kde nebyly fitomny aterosklerotické platy. Zde byla exprese P-
selektinu velmi slaba a pouze na cévnim endotddu @. U cév, kde byly platy, jsme
pozorovali intenzivSi expresi na cévnim endotelu platu i na endatéhao platy (obr
6).

Podobnou expresi P-selektinu jsme pozorovali talskupiny mysi krmenych
LCHP dietou. Zde jsme pozorovali aterosklerotickéty téntf u vSech mysi ve
skupirg, coz tedy poukazuje na to, Ze velikost plétlla zwtSena po LCHP di&t
Nicmére i zde byla exprese P-selektinu pozorovana pouzeévaim endotelu na
povrchu plak a na intaktnim endotelu (kde nebyly platy). (abr.

Pozorovanim vSech 30 skk jsme usoudili, Ze exprese P-selektinu jeétem
stejna (ve smyslu plocha a intenzita barveni) pakwdname mysi krmené standardni
dietou a mysi krmené LCHP dietou, i kdyZz se zd4.exprese P-selektinu byla na
povrchu platu u LCHP mysSi snizena. Touto metodi@esem nejsme schopni potvrdit

signifikantni rozdily mezi alima skupinami.
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Obrazek 6. Reprezentativni obrazky imunohistochemického bareni P-selektinu u

kontrolni skupiny zvirat.

Slaba exprese Belektinu na cévnim endotelu je viditelnd jaka@&d# barva.Silngjsi
exprese je viditela na povrchu plat Rezy jsou dobarveny hematoxylinem. &&eni
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Obrazek 7. Reprezentativni obrazky imunohistochemického bareni F-selektinu u
LCHP skupiny zvirat.

Podobna intenzita a lokalizace expre-selektinu jako u kontrolrékupiny. Exprese |
viditelna ogt na endotelu na povrchu a fi& také na endotelu mimo plaiezy jsou

dobarveny hematoxylinem. Zeni 100>

. P\t
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-
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6 DISKUSE

V této diplomové prace jsme se z#ilh na pozorovani exprese P-selektinu v
arteria brachiocephalica u apoE/LDL-receptor defiohich mySi krmenych standardni
stravou (AIN-93G) a stravou s nizkym obsahem &ukrvysokym obsahem protéin
(LCHP - low-carbohydrate, high-protein). (85)

P-selektin pat do rodiny selektifi, coz jsou adhezni molekuly. Je exprimovan
aktivovanym endotelem a krevnimi déktimi. (85) Vé&Ze monocyty, neutrofily,
lymfocyty a krevni destky a umozuje zprostedkovat prvni krok (rolling) i piestupu
leukocyti pies endotel. P-selektin je ungistv membranach-granul krevnich desiek
a ve Weibel-Paladehdaliskach v biikdch endotelu. # stimulaci je P-selektin rychle
uvolnén na povrch biky, kde zprostdkuje adhezi na sacharidové ligandy leukicyt
(86)

Pro studium ateroskler6zy se s vyhodou pouzivaj§inmyodely. Mizou se u
nich vyvijet fizné druhy aterosklerotickych plabd pnovych bugk az k pokrgilym
lézim s lipidovym jadrem a fibroznim krytem v krétk ¢asovém obdobi a daji se
vyuZit pro genové manipulace. (57) V této praci pguzit geneticky upraveny kmen
mysSi, které maji viazeny jak gen pro apolipoprotein E, tak pro LDLe@or. Jsou tedy
nachylrgjSi k aterosklerdze a platy se u nichifwgychleji, nez kdyby iy vyrazen jen
jeden gen. (74)

P-selektin byl objeven na povrchu endotelu ve vsdaaich vyvoje
aterosklerotickych lézi u lidi i u zZvcich moddl ateroskler6zy. Jeho exprese byla
studovana hlavhv aort a kenich tepnach, ale ne v mensSictwich, jako je nafiklad
arteria brachiocephalica. (87¥d@chozi studie ukézaly expresi P-selektinu pouze na
cévnim endotelu. To odpovida vyslédk této diplomové prace. Exprese P-selektinu
byla také pozorovana v endotelu arteria brachioakgd Exprese byla viditelna jak na
endotelu bez plaf tak na povrchu aterosklerotickych lézi. Tyto egily potvrzuji, Ze
exprese P-selektinu je podobnd v arteria brachlwadam, v ao’t i v kréni teprg. (88)

V dalSi¢asti této prace jsme se zéilhi na expresi P-selektinu po LCHP diet
Strava s nizkym obsahem ciika vysokym obsahem protéife v sodasné dob velmi
popularni jako progedek pro hubnuti. (88) Tato strava obsahuje srelmatmnozstvi
tuka, cholesterolu a kalorii jako ,zapadni strava (@inge 21% masla). Strava
s nizkym obsahem cukrbyla poprvé popsana v 60. letech 19. stoleti Wfilkem

Bantingem, ale tomuto typu diety se v &asnosti dostalo velké pozornosti diky tzv.
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.New Diet Revolution* doktora Atkinse. &iem p&ate&niho omezeni cukir télo
vyuziva k ziskani energie ketdézu. Ketony se syjumati. Rychly pa@ateini ubytek
vahy mize byt vysledkem tohoto diuretického efektu, kter§ze psychicky povzbudit
¢loveéka na této digt (89) Nové studie naznaji, Ze takovéto diety fizou mit pozitivni
efekt zejména na redukovardlesné hmotnosti a dalSi rizikové faktory pro srde
onemocgni. Bylo navrZzeno &kolik mechanism objasiujicich efekt LCHP stravy na
hladinu plazmatickych lipiil a aterosklerézu u laboratornichiati (88) Bylo vSka také
prokazano, Ze LCHP dieta e podporovat aterosklerézu zvySovanim hladiny
homocysteinu, ktery je rizikovym faktorem pro asderozu. Nedavno se ukézalo, Ze
LCHP dieta vyznamzvySuje rozsah pokédé aterosklerézy ve kmeni aorty a arteria
brachiocephalica u apoE/LDL-receptor deficientniohSi. U mySi krmenych LCHP
dietou se vyvinula rozsahlejSi ateroskler6za, nemy$i krmenych cholesterolovou
dietou, i kdyZ ob diety obsahovaly stejné mnozstvi ik cholesterolu. (88)

Protoze bylo také dokazano, Ze exprese P-seleltimpvolana dznymi podrity
véetre prozartliveho ox-LDL a jinych aterogennich faktgrcheli jsme zhodnotit,
jestli LCHP strava ovliiuje expresi P-selektinu. (90, 91) Po barveni vaaknysi
krmenych LCHP dietou bylo vid, Ze P-selektin se exprimuje na endotelu, ktenyge
povrchu aterosklerotickych ptastejre jako tomu bylo u kontrolni skupiny. Sté&jtak
intenzita barveni byla velmi podobna jako u my&ostrolni dietou. | pes to, ze LCHP
dieta ngla vyvolat \&tSi prozasitlivy efekt, nezaznamenali jsme v této praci zadné
zmeny v expresi P-selektinu po LCHP dieffoto vSak nevyléuje moznost, ze LCHP

dieta miZe ovliviiovat jiné adhezni molekuly.
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7 ZAVER

Pomoci imunohistochemické analyzy jsme vyhodnotikpresi P-selektinu
v arteria brachiocephalica u apoE/LDL-receptor defitnich mySi na kontrolni a
LCHP diet.

U mysi krmenych LCHP dietou prokazala biochemick@lyza vyznamneé
zvySeni hladin cholesterolu oproti mySim krmenymtkaini dietou.

Imunohistochemické barveni odhalilo, Ze P-selelgan exprimuje u vSech
pozorovanych mysi jen na cévnim endotelu, interigdvizbarveni pak bylo na endotelu
aterosklerotickych plét

Aterosklerotické platy byly téat u vSech mysSi v LCHP skugiroproti kontrolni
skupirg, kde u gkterych mysi platy chyiy.

Plocha a intenzita barveni se ovSem se mezi skopioaSem neliSily, a tudiz
lze konstatovat, Ze exprese P-selektinu je stejkantrolni skupiny zvat tak také u

zvitat krmenych LCHP dietou.
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8 SEZNAM ZKRATEK

NO — oxid dusnaty

PGL — prostacyklin

EDHF — endotelialni hyperpolarizujici faktor
LDL — low-density lipoprotein

ICHS — ischemicka choroba stahé

ICHDK — ischemick& choroba dolnich kaatin
CMP — cévni mozkovaifhoda

TAG - triacylglycerol

VLDL - very low-density lipoprotein

HDL — high-density lipoprotein

IDL — intermediate-density lipoprotein
HDL-C — high-density lipoprotein cholesterol
ISA - intrinsic sympathomimetic activity
LDL3 - small dense LDL

apoB — apolipoprotein B

apoE — apolipoprotein E

BMI — body mass index

DM — diabetes mellitus

AGE — advance glycation endproducts
VCAM-1 - vascular cell adhesion molecule 1
ICAM-1 - intercellular adhesion molecule 1
EGF-like domain - epidermalnimuistovému faktoru podobna doména
SCRs - short consensus repeats

CD - cluster of differentiation

ABC — avidin-biotin komplex

DAB - 3,3 -diaminobenzidin

PBS - phospate buffered saline

BSA - bovine serum albumin

LCHP - low-carbohydrate, high-protein

SEM - stedni chyba piméru
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