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Abstrakt
Bc. Sabina Skodova

Sledovani exprese vybranych markerti funkce endotelu u mysi s vysokymi hladinami
solubilniho endoglinu.

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo popsat zmény exprese endotelové NO
syntazy a ICAM-1 ve stén¢ aorty u mysi s nizkou a vysokou hladinou solubilniho
endoglinu (Sol-Eng+). Snahou bylo tedy porovnani exprese obou markerd jak
z hlediska intenzity, tak z hlediska plochy barveni. K tomuto ucelu jsme pouzili

imunohistochemické metody s detekci ve fluorescenénim mikroskopu.

Metody: Ke studii byly pouzity transgenni mysSi s vysokymi hladinami lidského
solubilniho endoglinu (Sol-Eng®). Samice mysi byly od svych Sesti mésicti véku
krmeny dietou bohatou na tuky, ktera obsahovala 1,25% cholesterolu a 40% tuku
(Research Diets, Inc, USA). Touto dietou byly mysi krmeny nasledujici tfi mésice.
Stejné staré samice mysSi ze stejného vrhu s nizkou hladinou solubilniho endoglinu
V plazmé byly pouZity jako kontrolni skupina. Exprese eNOS a ICAM-1 byla na fezech

aorty mysi stanovena pomoci fluorescencni imunohistochemie.

Vysledky: Imunohistochemické analyza prokazala slabou expresi eNOS u obou skupin
mysi, a to pouze na cévnim endotelu. Exprese ICAM-1 byla velmi podobna u obou
skupin mysi a prok4zéna byla pouze na cévnim endotelu. V porovnani s expresi eNOS

byla exprese ICAM-1 silngjsi, pravidelnéjsi a zaujimala vétsi plochu cévniho endotelu.

Zavér: Exprese eNOS a ICAM-1 byla pozorovana u obou skupin mysi pouze na cévnim
endotelu. Exprese téchto molekul se 1i§i tim, ze exprese ICAM-1 byla Vv porovnani
s expresi eNOS vyraznéjsi. Mezi Sol-Eng” skupinou a kontrolni skupinou mysi nebyly
pozorovany zadné vyrazné rozdily v intenzité¢ nebo lokalizaci exprese obou molekul.
Tyto vysledky neprokazali indukci endotelové dysfunkce u mysi s vysokymi hladinami
solubilniho endoglinu z hlediska pozorovéani exprese eNOS a ICAM-1.



Abstract

Bc. Sabina Skodova

Study of the expression of some markers of endothelial function in mice with high
levels of soluble endoglin.

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical laboratory technician

Background: The aim of this diploma thesis was to describe changes of expression
eNOS and ICAM-1 in the wall of aorta of mice with low and high levels of soluble form
of endoglin (Sol-Eng+). The attempt was to compare expression of both markers from
the position of intensity and also from the position of area of staining. For this purpose

we used immunohistochemical methods with detection in fluorescent microscope.

Methods: For this study were used transgenic mice with high levels of human soluble
endoglin (Sol-Eng+). Female mice were fed from their six months of age with high fat
diet, which contained 1.25% of cholesterol and 40% of fat. The mice were fed with this
diet for another three months. The same old female mice from the same brood with low
level of soluble endoglin in plasma were used as a control group. The expression of
eNOS and ICAM-1 was defined on sections of aorta of the mice with fluorescent

immunohistochemistry.

Results: Immunohistochemical analysis proved weak expression of eNOS in both
groups of mice, and only on vascular endothelium. The expression of ICAM-1 was very
similar in both groups of mice and it was proved only on vascular endothelium. The
expression of ICAM-1 was stronger, more regular and it occupied bigger area of

vascular endothelium in comparison with expression of the eNOS.

Conclusion: The expression of eNOS and ICAM-1 was observed in both groups of mice
only on vascular endothelium. The expression of these molecules is different in the
expression of ICAM-1 and eNOS, the expression of ICAM-1 was stronger. No
significant differences in the intensity or localization of the expression of both
molecules were observed between Sol-Eng+ group and the group of control mice. These
results did not prove induction of endothelial dysfunction at the mice with high levels of
soluble endoglin from the point of view of expression eNOS and ICAM-1.
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1 Uvod

Endotel je velmi dulezitym orgédnem, ktery se mimo to, ze vytvaii bariéru mezi
proudici krvi a cévni sténou, podili také na udrzeni cévni homeostazy diky expresi

velkého mnozstvi latek.

Za fyziologickych podminek zajiStuje rovnovahu mezi vazodilataci a
vazokonstrikci, trombogenezi a fibrinolyzou, hraje také dilezitou roli pro zajiSténi
prostupu imunitnich bunék do tkani a pfi regulaci proliferace a diferenciace cévnich
bun¢k. Tuto jeho fyziologickou funkci ovSem muze ovliviiovat fada faktord, at uz
mechanickych, chemickych nebo fyzikalnich. Nasledkem muze byt funkéni poskozeni

endotelu, a tedy vznik endotelové dysfunkce.

Rada téchto faktort vedoucich k rozvoji endotelové dysfunkce souvisi mimo
jiné také s nezdravym Zivotnim stylem a stale zvySujicim se stresem. Rozvoj endotelové
dysfunkce se dnes popisuje jako jisty pfedstupenn vzniku aterosklerdézy a nasledného

rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni, kterd jsou pricinou az 50% umrti v Ceské

republice.

Pro diagnostiku a zhodnoceni stavu endotelové dysfunkce je mimo jiné mozno
pouzit laboratorni stanoveni molekul, které¢ endotel exprimuje na svém povrchu. V této
diplomové praci jsme se zaméfili na detekci adhezivni molekuly ICAM-1 a enzymu,
ktery se nazyva endotelova syntaza oxidu dusnatého, u mysi s vysokymi hladinami
charakteristicka snizenim exprese endotelové syntazy oxidu dusnatého endotelovymi

bunkami a naopak zvysSenou expresi adheznich molekul, tedy i molekuly ICAM-1.

Diky stanoveni téchto markeri endotelové dysfunkce je tedy mozné tento stav
nejen diagnostikovat, ale urcit 1 stupent endotelové dysfunkce. Také je mozné je vyuzit

k pfesnéjsimu pochopeni mechanizmi, ke kterym pfti tomto stavu dochazi.



2 Histologie cév

Vsechny cévy sestavaji ze tii zdkladnich vrstev. Tyto vrstvy se nazyvaji tunica

intima, tunica media a tunica adventitia (viz obr. 1).

Tunica intima tvofi vnitini vrstvu stény cévy. Tato vrstva je tvofena

jednou vrstvou endotelovych bunék, bazalni laminou, na které
endotelové bunky lezi, a subendotelovou vrstvou (Konradova et al.
2000). Tvar endotelovych bunék je podlouhly a vyznacuje se svou
nepravidelnosti. Usporadani bunék je podélné ve sméru proudici krve
(Karasek a Vaverkova 2004). Ridké kolagenni vazivo pak vytvafi

subendotelovou vrstu.

Tunica media je tvoiena piedevsim buiikami hladké svaloviny, které
produkuji mezibunéénou hmotu, elastickymi a retikularnimi vlakny.
Diky elastickym vldknim zde vznikaji blanky s otvory, které slouzi
Kk prichodu zivin do vnitini ¢asti stény cévy. Tyto elastické struktury
vytvaii membrana elastica interna a membrana elastica externa.
Tyto dvé membrany odd€luji tuto vrstvu od tunica intima a tunica
adventitia (Konradova et al. 2000). Pfitomnost hladké svaloviny
dovoluje ménit prusvit cév, regulovat pritok krve a tlak a zajistuje

cévé urcitou pruznost (Dylevsky 2009).

Tunica adventitia tvofi kolagenni a elasticka vlakna, ktera jsou

longitudinalné uspofadanid. Mohou se zde objevovat i buiiky hladké
svaloviny, fibroblasty a adipocyty. Cévy, které dosahuji pruméru
veétstho nez 1 milimetr, obsahuji v této vrstvé vlastni systém cév
(vasa vasorum), které slouzi k zasobeni cévni stény Zivinami
(Konradova et al. 2000). V této vrstvé také probihaji autonomni
nervy, které zajiStuji inervaci cévni hladké svaloviny (Dylevsky
2009).
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Obr. 1 Popis cévni stény. Pievzato a upraveno z

http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/Blood_Vessels.html. [cit. 2015-03-09].

2.1 Specificka struktura cév

Jednotlivé cévy krevniho feciSté se liSi svou velikosti a také zastoupenim

jednotlivych vrstev. Cévy se tedy d¢li na:

e Arterie

e Vény

e Kapilary
2.1.1 Arterie

Arterie slouzi k vedeni krve do tkani

délit na arterioly, arterie svalového typu a arterie elastického typu.

Arterioly (s prasvitem od 0.5 mm)

Tunica intima je tvofena

subendotelovou vrstvou, v mens$ich arteriolach mize chybét membrana

elastica interna.

Tunica media tvoifi 1-5 vrstev

elastica externa chybi

Tunica adventitia je arteriol je velmi tenka
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a daji se podle jejich struktury a praméru

endotelovymi

hladkych svalovych bunék, membrana



Arterie svalového typu (arterie malé a stredni velikosti)

Tunica intima je shodna s tunica intima arteriol, pouze subendotelova

vrstva je siln€jsi a membrana elastica interna je 1épe vyvinuta.

Tunica media je tvofena az 40 vrstvami bunék hladké svaloviny a vétSim

mnozstvim elastickych a retikularnich vlaken.

Tunica adventitia tvoii pfevazné kolagenni a elasticka vlakna. Je zde i

malé mnozstvi fibroblastl a tukovych bunck

Arterie elastického typu (velké arterie, napr. aorta)

Tunica intima je zde vyrazngjsi, sestava z endotelovych bunék a silnéjsi

subendotelovou vrstvou s elastickymi vlakny.

Tunica media je tvofena hlavné hladkymi svalovymi bunikami, dale je

zde piitomno velké mnozstvi elastickych blanek s otvory (fenestrace).

Tunica adventita je velmi tenka, tvofena pfevazné kolagennimi a

elastickymi vlakny (Konradova et al. 2000).

2.1.2 Vény
Hlavnim rozdilem mezi arteriemi a vénami spociva v tom, Ze vény maji vétsi
lumen a tenci cévni sténu. Tunica media je ten¢i a je V ni pfitomno mensi mnoZstvi
bun¢k hladké svaloviny. Tunica adventitia je naopak $ir$i (viz obr. 2). Vény dolnich
koncetin jsou vybaveny chlopnémi, které jsou tvofeny dvéma polomésicitymi zahyby

tunica intima, a slouzi k nasmérovani toku krve k srdci (Ulfig 2011).

Venuly (pramér 0,2-1mm)

Tunica intima tvoii endotel s velmi tenkou subendotelovou vrstvou.
Tunica media je tenka s malym mnozstvim hladkych svalovych bunék.

Tunica adventitia je nejsilnéj$i vrstvou tvofenou vazivem, které je

bohaté na kolagenni vlakna.
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Malé a stfedni vény (prumér 1-9mm)

Tunica intima je velmi podobna venulam, pfitomno je zde také malé

mnozstvi chlopni

Tunica media je tvofena plochymi svazky bunék hladké svaloviny,

pfitomna jsou také retikularni a elasticka vlakna

Tunica adventita je velmi dobfe vyvinuta, pfitomna jsou piedevsim

kolagenni vldkna.

Velké vény

Tunica intima je charakteristicka silnéjsi subendotelovou vrstvou nez

predchozi vény, a tato subendotelova vrstva zde vytvaii chlopné

Tunica media je tenka, tvofena pouze nékolika vrstvickami hladkych

svalovych bunék

Tunica adventita je nejsilngj$i vrstvou s longitudindlné uspotfadanymi

bunkami hladké svaloviny (Konradova et al. 2000).

adventitia

Obr. 2 Rozdilna stavba cévni stény u arterie a vény. Pievzato a upraveno z
http://medicalschool.tumblr.com/post/19840017791/cross-section-of-an-artery-and-vein. [cit. 2015-03-
09].
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Poznamka: Arterie maji oproti vénam tenci lumen a silngjsi cévni sténu. Tunica media arterii je
siln&jsi a jejich tunica adventitia naopak uzsi nez tyto vrstvy u vény.
2.1.3 Kapilary

Jedna se o jednoduché trubice, které jsou vystlany endotelem, a slouzi
k propojeni venozniho a arteridlniho obéhového systému. Pramér kapilar je pfiblizné 7-
9 um a dosahuji délky maximélné¢ do 1 mm. Sténu kapilar obklopuji buiiky S cetnymi
dlouhymi vybézky vytvarejici vlastni bazdlni membranu. Tyto buiniky se nazyvaji
pericyty. Jsou charakteristické tim, Ze maji kontraktilni schopnost, diky ¢emuz dokazi
regulovat prusvit kapilar.

Podle struktury endotelové vystelky a bazalni membrany se kapilary rozdéluji do
tii skupin:

Kapilary se souvislou vvstelkou (somatického typu):

se souvislou endotelovou vystelkou a bazadlni membranou, pievazné

Vv mozku, plicich, svalové tkani.

Kapilary fenestrované (visceralniho typu):

VvV cytoplazmé endotelu se nachdzi charakteristické otvory (fenestrace),
které jsou prepazeny diafragmou. Tyto kapilary jsou pfitomné prevazné
v organech s rychlou vyménou latek mezi krvi a tkanémi, jako napf.

stfevni sliznice a endokrinni Z14zy.

Kapilary sinusoidni:

u tohoto typu kapilar neni bazilni membrana souvisla a sinusoidni
kapilary se také vyznacuji nepravidelnym lumen. Pro tento typ kapilar
jsou charakteristické cetné pory a fenestrace, které se nachazi ve
vyb&zcich endotelovych bunék. Sinusoidni kapilary jsou ptitomné

pfedevsim v kostni dfeni a jatrech (Konradova et al. 2000).
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3 Endotel a jeho fyziologicka funkce

Endotel je tvofen jednou vrstvou bunék, ktera vystyld vnitini povrch cévniho
lumen. Tvar téchto bun€k je podlouhly a vyznacuje se svou nepravidelnosti. Uspotadani

bunék je podélné ve sméru proudici krve.

Je jiz dlouho znamym faktem, Ze endotel je jakousi bunécnou bariérou
odd¢lujici krevni proud od cévni stény a zajistuje nesmacivy povrch vnitini ¢asti cévy.
V poslednich letech vSak bylo prokazano, Ze se jedna o organ zajiStujici celou fadu

funkci (Karasek a Vaverkova 2004).

Endotel hraje kli¢ovou roli v prichodnosti cév, v udrzeni a kontrole optimalniho
krevniho toku a vysi krevniho tlaku. Endotelové buiiky lezi na rozhrani cirkulujici krve
a hladké svaloviny cévni stény a kontroluji vazodilataci a vazokonstrikci, srazeci
procesy a fibrinolyzu a dalsi dilezité procesy pomoci uvoliiovani riznych humoralnich

pusobku (Karetova 2002).

Dalsi fyziologickou funkci endotelu je zajistit fizenou propustnost mezi krvi a
okolnimi tkdnémi. Nutnd je kontrola prostupu jak bunécnych elementt, tak
nebunéénych krevnich komponent. U prostupu nebunéénych komponent se vyuZzivaji
paracelularni 1 transcelularni transportni mechanizmy. Pro prostup bunéénych elementt,
napft. leukocytt, se uplatiuji adhezivni molekuly (VCAM-1, ICAM-1, P- a E-selektin),

které endotel exprimuje na svém povrchu (Karasek a Vaverkova 2004).

Pro zajisténi kontroly optimalniho proudéni krve cévou je dilezité, aby pro
zachovani rovnovahy endotel produkoval latky s vazodilatatnim 1 vazokonstrikénim
ucinkem.

Mezi nejdilezitéjsi latky s vazodilatacnim ucinkem patii oxid dusnaty (NO) a

prostacyklin.

¢ NO je syntetizovan endotelovou syntdzou oxidu dusnatého (eNOS)
z L-argininu (Ward a Linden 2010). Timto mechanizmem je
zajisténo, Ze si céva udrzi dostatecny prasvit, pokud ji protéka krev.
Pokud proud krve ustane a endotelova vystelka je naruSena, dojde ke
zvyseni pFitomnosti vazokonstrikénich ptisobki (Stejfa 2007).
NO ma vyrazny vazodilatacni a protizanétlivy Gc¢inek. Uplatituje se

pfi inhibici apoptdzy endotelovych bunék, inhibici exprese adheznich
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molekul, tlumi adhezi a agregaci trombocytti (Karasek a Vaverkova
2004). Dale NO brani oxidaci LDL cholesterolu (Davignon a Ganz
2004).

e Prostacyklin je syntetizovan pomoci enzymu cyklooxygenazy
z kyseliny arachidonové (Ward a Linden 2010). Prostacyklin je
uvoliiovan za stejnych situaci jako NO, a jejich ucinky se navzajem

zesiluji (Karasek a Vaverkova 2004).

Po nalezeni NO a popséani jeho vazodilatatni funkce byly objeveny i latky
vyznacujici se funkci opacnou — vazokonstrikei (Karetova 2002) Mezi tyto latky patii
tromboxan 2 (TXAy), ktery vznika pusobenim enzymu cyklooxygenazy, a Kyslikové
radikaly, které mimo jiné vznikaji také pii syntéze TXA, (Stejfa 2007).

Ovsem mezi nejdulezitéjsi latky, které spadaji do této skupiny, patii endotelin —

1 (ET-1).

e Endotelin — 1 je peptid, ktery je tvofen vyhradné endotelovymi
buikami (Karetova 2002). Vyznacuje se silnym vazokonstrikénim
ucinkem a z endotelu je uvolhovan za pfitomnosti fady dalSich latek,
jako jsou napif. angiotenzin II, antidiureticky hormon nebo
noradrenalin. Ke zvySovani jeho hladiny muze také dochazet pfi

ptitomnosti nemoci nebo pii hypoxii (Ward a Linden 2010).

Endotel se podili také na kontrole fibrinolyzy. Pro tento proces je nezbytny
plasmin, ktery slouzi ke S$tépeni fibrinu. Endotel produkuje tkanovy aktivator
plasminogenu (t-PA), ktery je nezbytny pro pieménu cirkulujiciho plasminogenu na
plasmin. Zaroven vSak také produkuje inhibitor tohoto aktivatoru (PAI-1). Endotel
syntetizuje a produkuje tyto dvé latky v rizném pomeéru a tim zajistuje fyziologicky
pribéh fibrinolyzy.

Endotel se muze podilet i na reparativnich procesech a angiogenezi. Kontrolu
téchto pochodii ve sténé¢ cévy ma na starost fada cytokinii a rhstovych faktora

endotelového pivodu. Mezi n€ se fadi napfiklad transformujici ristovy faktor beta

(TGF-B), interleukin-1, destickovy rastovy faktor a dalsi. Tyto latky slouzi ke stimulaci
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ristu bunék hladké svaloviny cévy a podporuji jejich migraci do subendotelového
prostoru. Velmi vyznamny je zde také NO, ktery naopak brani proliferaci bun¢k hladké

svaloviny, a tim zamezuje zbytnéni cévni stény (Karasek a Vaverkova 2004).
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4 Endotelova dysfunkce

Endotelova dysfunkce by se dala charakterizovat jako funkéni poSkozeni
endotelu, kdy dochazi ke zvySeni propustnosti cévni stény a ztraté rovnovahy mezi
produkci vazodilatacnich a vazokonstrik¢nich faktort a déle latek, které inhibuji nebo

podporuji srazeci procesy krve (Kardsek a Vaverkova 2004).

Endotelova dysfunkce mize byt lokalni nebo generalizovand. NejcasnéjSim
projevem je snizena biologicka dostupnost NO zpiisobena snizenou expresi eNOS, coz
se projevi hlavné snizenim vazodilatace, zvySenou tvorbou adheznich molekul jako jsou
VCAM-1, ICAM-1, P- a E-selektin a dal$ich stavii, za které NO zodpovida (Davignon a
Ganz 2004). Vysledkem je navozeni podminek, které ptisobi hlavné ve prospéch
zvySené konstrikce cév, tvorbé trombt a diky zvySené propustnosti endotelu a zvysené
tvorbé adheznich molekul je umozZnén prostup pro chemické substance — hlavné lipidy,

ale 1 pro bunécné elementy- napt. lymfocyty a monocyty.

Dusledkem endotelové dysfunkce je na zaCatku zuzeni prisvitu cév, po Case
vSak diky zvySené aktivité lymfocytd, trombocyti a monocytli spojené s nespravnou
funkci endotelu, dochazi k aktivaci prolifera¢nich procest v cévni sténé a k ireverzibilni

zmén¢ lumina cév (Kolbel 2011).

K vzniku a rozvoji endotelové dysfunkce mohou pfispivat stavy, jako je diabetes
mellitus a pfitomnost glykovanych LDL (lipoproteiny o nizké hustoté), pritomnost
oxidovanych LDL, koufeni, stres, hypertenze a oxidacni stres (viz obr. 3). Kromé téchto
faktori mohou vést k endotelové dysfunkci také genetické poruchy srazeni a

fibrinolyzy.
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Obr. 3 Endotelové dysfunkce. Pfevzato a upraveno z
http://lwww.medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2011/03/05.pdf. [cit. 2015-03-09].

V nésledujicim textu jsou kratce popsany nékteré faktory, které pfispivaji

k rozvoji endotelové dysfunkce:

e Diabetes mellitus (DM), piedevs§im II. typu, je charakteristicky

chronicky zvySenymi hladinami glukozy a tvorbou glykovanych
proteinti. Pfi glykaci dochazi kreakci glukoézy s volnymi
aminoskupinami aminokyseliny lysinu. Tato glykace nevede pouze
ke ztraté funkenosti proteint, ale podporuje i jejich oxidaci a oxidaci
LDL. Glykované LDL patii mezi agresivni cytotoxické substance

ptispivajici k rozvoji endotelové dysfunkce.

e Stres podporuje lipolyzu, ptipadné glykogenolyzu, a vede ke zvyseni
hladin glukézy a volnych mastnych kyselin v krvi. Tento stav ma

také negativni vliv na funkci endotelu.

e Proces srazeni_krve, predev§im faktory, které vedou k aktivaci

tohoto procesu a agregaci trombocytli, mohou také podpofit vznik
endotelové dysfunkce. Zdravy endotel tvoii tzv. ochranou sténu a
brani aktivaci a adhezi trombocytl. Pifi endotelové dysfunkci,
predev§im  vyvolané hypercholesterolémii, dochazi k vazb¢

trombocyt  k endotelovym buikdm diky pfitomnosti adhezivni
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molekuly P- selektinu. Pfi aktivaci trombocyti dochazi k uvolnéni
latek, které jsou uloZeny v jejich granulich — tromboxan, endotelin,
destickovy rastovy faktor (PDGF), cytokiny, arachidonova kyselina a
dalsi. Pfi chronickém trvani tohoto stavu dochdzi k trvalému

poskozeni endotelu (Kostner 2003).

chorob (KVCH). Mezi klicové patologické procesy spojené
s koufenim patii endotelova dysfunkce, protrombotické stavy, rozvoj
zanétu, zména metabolizmu lipidi a hypoxie (Kim et al. 2014). Pii
koufeni cigaret dochazi k nadmérné zatézi organizmu volnymi
radikdly. Kromé& toho mé nikotin obsaZeny v cigaretovém koufi
vazokonstrikéni u¢inky a oxid uhelnaty, ktery je také soucasti

cigaretového koufe, ma ischemicky efekt (Kostner 2003).

Hypertenze zptsobuje odlupovani bun¢k endotelu a v disledku toho
endotel ztraci svou celistvost. Dojde ke ztraté selektivni bariéry
odd¢lujici krevni proud od cévni stény, coz miize vést ke zvySeni

pravdépodobnosti vniknuti monocyti (Ost'adal a Vizek 2003).
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5 Adhezni molekuly

Adhezni molekuly jsou glykoproteiny exprimované na bunééném povrchu.
Slouzi ke zprosttedkovani kontaktu mezi dvéma bunkami nebo mezi bunkou a
mimobunécnou hmotou. Jsou nezbytné pro regulaci imunitni odpovédi builky a zajiSténi

migrace imunitnich bunék z krevniho fecisté do mista zanétu (Hua 2013).
Migrace buné¢k probiha v nékolika krocich (viz obr. 4):

1. Nejprve dochdzi k tzv. kutaleni leukocytli po endotelu. Nasledné diky
puasobeni molekul selektinu dochazi k pfilnuti leukocyti k endotelu.
2. Pomoci chemokinli dochazi k aktivaci integrinti pfitomnych na

leukocytarnim povrchu.

3. Nasleduje upevnéni vazby leukocyti na endotel diky adhezivnim
molekulam ICAM-1 a VCAM-1.

4. Leukocyty prostupuji skrz endotel do subendotelového prostoru (Lawson
a Wolf 2009).

/
Encathelial

cet PECAM.1
Subendothellal Matrix

llustration: Seward Hung

Obr. 4 Schéma piestupu leukocyti pies endotel do subendotelového prostoru. Pievzato a upraveno z
https://perso.curie.fr/Patricia.Bassereau/PhD_Streicher.pdf. [cit. 2015-03-09].

20



Tyto molekuly hraji také vyznamnou roli v patofyziologii kardiovaskularnich
onemocnéni. Vzniku nékterych KVCH, jako je napf. ateroskler6za nebo ischemicka
choroba srdecni, pfedchazi rozvoj endotelové dysfunkce, stavu, ktery je mimo jiné

charakteristicky zvySenou tvorbou adheznich molekul (Golias et al. 2007).

5.1 Intracelularni adhezni molekula 1 (ICAM-1)

Tato molekula, exprimovand na povrchu endotelovych buné¢k, spadd do
imunoglobulinové rodiny adheznich molekul. Jednd se o transmembranovy protein
sloZzeny z extracelularni Casti, ktera tvoii pét Ig domén, a tyto ‘
domény jsou stabilizovany pomoci disulfidickych mastkt. D1 i\%
Extracelularni ¢ast je tvorena 453 aminokyselinami, které jsou Dzhl«@;:{
pfevazné hydrofobni. Nasleduje hydrofobni transmembranova
doména a kratka intracelularni doména, kterou tvoii 28
aminokyselin (Wolf a Lawson 2012), (viz obr. 5). Pfitomné
extracelularni domény jsou dilezité pro upevnéni vazby

leukocytti na endotel (Rahman a Fazal 2009).

Obr. 5 Struktura ICAM-1: Pfevzato a upraveno z http://www.jin-lab.org/doku.php?id=labmembers:
intercellular_adhesion_molecule-1._binding_to_cellular_and_viral_ligands_with_implications_for
_biotherapeutics. [cit. 2015-03-09].

5.1.1 Funkce ICAM-1 a regulace jeji exprese
ICAM-1 je potiebny k upevnéni vazby leukocytli na endotel a umoznuje jejich
piestup do subendotelového prostoru. Aby k tomuto prostupu leukocytt mohlo dojit, je
nezbytna vazba ICAM-1 na jeho ligand (Macias et al. 2003). Tyto ligandy se nazyvaji

B2 integriny a jsou exprimovany na povrchu leukocytti (Golias et al. 2007).

ICAM-1 exprimuji na svém povrchu predev§im leukocyty, fibroblasty a
endotelové bunky. Za normalnich okolnosti je tato exprese nizka, ale pusobenim

riznych stimula¢nich podnéti mize dochazet k jejimu nartstu (Hua 2013).

Zvysend exprese ICAM-1 endotelovymi bunikami byla prokdzana v pfitomnosti

prozanétlivych cytokinii. Do této kategorie cytokini spadd piedevSim tumor
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nekrotizujici faktor-o (TNF-a), interferon-y (INF-y) a interleukin 1 (IL-1) (Golias et al.
2007).

Déle bylo zjisténo, ze za zvySenou expresi ICAM-1 muze také piitomnost
trombinu, lipopolysacharidu, zvySené¢ hladiny glukozy v krvi a VEGF. ZvySeni
endotelové exprese ICAM-1 byla také prokazana u oxida¢niho stresu (Rahman a Fazal
2009). Naopak tvorba ICAM-1 je tlumena glukokortikoidy a interleukinem 4 (IL-4)
(Wolf a Lawson 2012).

Vzhledem k tomu, Ze vSechny vysSe uvedené stavy, které podporuji zvySenou
tvorbu ICAM-1, se uplatiiuji také pii rozvoji endotelové dysfunkce, a ta je mimo jiné
charakteristickd zvySenymi hladinami adheznich molekul, pouzivd se laboratorni
stanoveni miry exprese ICAM-1 na povrchu endotelovych bunék k diagnostice

endotelové dysfunkce (Steyers a Miller 2014).
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6 Syntaza oxidu dusnatého

Jsou zndmy tfi izoformy tohoto enzymu. Neurdlni NO syntiza (nNOS),
inducibilni NO syntaza (iNOS) a endotelova NO syntaza (eNOS). Vsechny tii tyto
izoformy katalyzuji stejnym mechanizmem pfeménu L-argininu a kysliku (0,) na L-
citrulin a NO (Mattila a Thomas 2014). Pro uspésny prubeh této reakce je nezbytna
pritomnost dostatecného mnozstvi substratu, tedy L-argininu, a mnoha kofaktord, jako
je nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid (FMN),
flavin adenin dinukleotid (FAD) a tetrahydrobiopterin (BH,) (Forstermann 2010).

6.1 Endotelova NO syntaza
Endotelova NO syntaza je hlavnim zdrojem produkce NO, ktery je nezbytny pro

zajisténi normalni funkce kardiovaskularniho systému (Andrew a Mayer 1999).
Hlavnim zdrojem této izoformy jsou endotelové bunky. Jeji pfitomnost byla kromé
téchto bunck prokazana i u kardiomyocytli nebo napt. u krevnich desti¢ek (Forstermann

a Sessa 2012).

6.1.1 Struktura eNOS a jeji signalizace
Endotelovda NO syntdza je dimer slozeny ze dvou stejnych monomernich
podjednotek. Kazdy z monomerti tvoii dvé domény. Jednou ztéchto domén je
reduktdza, kterd obsahuje vazebnd mista pro NADPH, FMN a FAD. Druha doména je
tvofena oxidazou, kterd obsahuje vazebna mista pro hemové zelezo, BH4 a L-arginin

(Dias et al. 2011). Tyto dvé domény poji proteinové vlakno (viz obr. 6).

Diky tomu, Ze reduktdzova doména katalyzuje dehydrogenaci NADPH, dochézi
k tvorbé elektronti potiebnych pro syntézu NO (Davignon a Ganz 2004). Elektrony
ptestupuji pies FAD a FMN a diky proteinovému vldknu na hem pfitomny na oxiddzové
doméné. Zde je substrat (L-arginin) oxidovan na L-citrulin @ NO (Forstermann a Sessa
2012). Tento pienos elektrond je aktivovan vazbou kalmodulinu na jeho vazebné misto

ptitomné na proteinovém vlakn¢ (Davignon a Ganz 2004).
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Obr. 6 Strukturni uspoiadani eNOS. Pievzato a upraveno z
http://circ.ahajournals.org/content/113/13/1708/F2.expansion.html. [cit. 2015-03-09].

Enzymatick4 aktivita eNOS je tedy regulovéana hladinou vapenatych iontd (Ca®")
a molekulou zvanou kalmodulin, ktery vaze Ca®" a podili se na regulacnich procesech,
V nichZ je Ca?®* zapojen (Forstermann a Sessa 2012). Pokud je hladina intracelularniho
Ca®* zvysend, dochazi také ke zvyseni aktivity eNOS. Aktivitu eNOS mohou nicméné
ovlivitovat i jiné podnéty, které nesouvisi s hladinami intracelularniho vapniku. Mezi
tyto podnéty patii napiiklad zvySené smykové napéti proudici krve, estrogeny nebo
VEGF. Aktivace touto cestou je zprostiedkovand fosforylaci tohoto enzymu
(Forstermann 2010). K této fosforylaci dochazi v misté serinového zbytku 1177 a je
nutna pfitomnost tzv. proteinti tepelného Soku Hsp90 (z anglického ndzvu Heat shock
proteins 90) a proteinkindzy Akt. Misto fosforylace je velmi dtlezité, protoze pokud je
eNOS fosforylovana napt. v misté threoninu 495, dochazi k jeji inaktivaci (Davignon a
Ganz 2004). K inaktivaci eNOS muze riznymi mechanizmy dochazet také pfi

oxidacnim stresu.

6.1.2 eNOS a oxidac¢ni stres
Oxidacni stres je stav popisovany jako nerovnovaha mezi vznikem volnych
radikall a schopnosti organizmu neutralizovat jejich Skodlivy u€inek pomoci
antioxidantl. V disledku toho dochéazi ke zvysSeni hladin oxidovanych molekul, které

poskozuji tkané, ale také ke sniZzovani biologické dostupnosti NO. Mnoho studii
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prokdzalo, Zze oxidac¢ni stres je zapojen do patogeneze mnoha kardiovaskularnich

onemocnéni.

U tohoto stavu dochazi k tomu, Ze reaktivni formy kysliku (ROS, z anglického
nazvu Reactive oxygen species) maji schopnost poskozovat makromolekuly, tedy DNA,
proteiny a lipidy. Pod souhrnné oznaceni ROS spadaji jak volné radikély, tak i latky,
které volnymi radikaly nejsou, ale maji charakteristické ucinky, které také vedou k
rozvoji oxida¢niho stresu. Jako volny radikdl je oznacena molekula obsahujici
minimalné jeden neparovy elektron. Do této skupiny patii superoxid radikal (O;") a
hydroxylovy radikal (HO"). Dal$imi molekulami spadajicimi pod oznaceni ROS jsou
peroxid vodiku (H,Oy), peroxynitrit (ONOO") a kyselina chlorna (HOCI) (Cai a
Harrison 2000).

Mezi potenciondlni zdroje ROS, které jsou nejcastéjSim predmétem studii
zabyvajicich se kardiovaskuldrnim systémem, patfi mimo jinych enzymu také eNOS
(Pennathur a Heinecke 2007). Tento enzym je, jak jiz bylo fe¢eno, nezbytny pro tvorbu

NO a tato molekula je dtlezita pro zachovani spravné funkce endotelu.

K zajisténi spravné funkce eNOS je nezbytny jeji kofaktor BH,4. Pfi oxidaci
tohoto kofaktoru zapticinéné ONOO™ vznika biologicky neaktivni BH, (Forstermann a
Sessa 2012). Za téchto podminek tvoii eNOS superoxid a peroxid vodiku (Cai a
Harrison 2000). Nenahraditelnost BH, byla také prokazana studiemi, ktera potvrdily, ze
mnozstvi NO tvofeného pomoci eNOS koreluje s intraceluldrnimi hladinami BHs, a
snizené hladiny tohoto kofaktoru byly prokazany u pacient s endotelovou dysfunkci.
K tomu, aby eNOS misto NO vytvaiela O, dochazi také pii spotiebovani L-argininu, a
nebo nahromadénim endogenniho asymetrického dimethylargininu, ktery se uplatiiuje

jako inhibitor eNOS (Forstermann a Sessa 2012), (viz obr. 7).

Existuji tedy tfi zplsoby, kterymi se eNOS mize podilet na oxida¢nim stresu
s naslednym rozvojem endotelové dysfunkce. V prvni fadé dochazi k poklesu tvorby
NO a tim se kromé jiného snizi 1 ochranna funkce NO pted oxidaci LDL cholesterolu,
dale k tomu, Ze tento enzym vytvari ve zvysené miie O2", ktery reaguje s NO za vzniku
ONOQ’, coz prohlubuje oxidac¢ni stres. V posledni fadé¢ miize dochazet k tomu, ze Cast
eNOS pfitomné na endotelovych buinikdch produkuje NO a ¢ast Oy A opét jejich
spole¢nou reakci dochazi ke vzniku ONOO™ (Cai a Harrison 2000).
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Obr. 7 Naruseni funkce eNOS pf¥i oxida¢nim stresu. Pievzato a upraveno z
http://www.mdpi.com/2072-6651/6/6/1742. [cit. 2015-03-09].
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7 Endoglin

Endoglin je transmembranovy homodimerni glykoprotein, ktery je tvofen dvéma
identickymi podjednotkami, které jsou spojeny disulfidickou vazbou. Sestava ze tii
domén- dlouhé extracelularni domény, transmembranové domény a kratké intracelularni

domény.

Byly identifikovany dvé izoformy endoglinu. Obé izoformy maji spolecnou
schopnost vazat své ptirozené ligandy, lisi se ale délkou intracelularni domény, stupném
fosforylace a jejich schopnosti ovlivnit signalizaci TGF-f. Intracelularni doména L-
izoformy je tvofena 47 aminokyselinami, zatimco u S-izoformy tuto doménu tvofi
pouze 14 aminokyselin (Jang a Choi 2014). L-izoforma (predominantni forma) se
vyznauje proangiogennim efektem a zvySuje hladiny eNOS, kdezto S-izoforma
(minoritni forma) je charakteristicka tim, Ze snizuje expresi eNOS a ma antiangiogenni
uc¢inky. (Lopez-Novoa a Bernabeu 2010). Také bylo prokazano, ze vétsi mnozstvi S-
izoformy vznikd ve starnoucich endotelovych bunkach, coz mize poukazovat na jeji

roli u KVCH souvisejicich se starnutim a vyssim vékem (Nachtigal et al. 2012).

Endoglin je tvofen pfevazné bunikami cévniho endotelu, ale jeho tvorby jsou
schopny 1 monocyty, fibroblasty a buiiky hladké svaloviny cév. Za klidovych podminek
je jeho exprese bunkami nizka. K jejimu zvySeni dochazi pti zanétu tkané a pii stavech
spojenych s angiogenezi, jako napf. hojeni poranéné cévy a pii cévnich nebo
nadorovych onemocnénich. Ke zvySeni exprese endoglinu dochéazi také pii ischemii

(Lopez-Novoa a Bernabeu 2010).

7.1 Funkce endoglinu

Endoglin hraje dulezitou roli pro spravny vyvoj kardiovaskularniho systému a
v udrzeni cévni homeostazy (Nachtigal et al. 2012). Tato molekula je mimo jiné
zapojena do signalizacni drdhy transformujiciho rlstového faktoru beta (TGF-p).
Signalizace zprostfedkovand timto cytokinem reguluje proliferaci a diferenciaci bunék,
jejich migraci a piezivani. Déle je TGF- také zodpovédny za regulaci novotvorby cév a

cévni prestavby (Bobik 2006).

Signalizace TGF-B cytokinu je umoznéna diky jeho vazbé na dva membranové

receptory (TGF-p receptor typu I a II). Molekula endoglinu se zde uplatiiuje jako tzv.

27



pridavny receptor, a je schopna regulovat jejich fosforylaci a nasledné i jejich schopnost

signalizace.

Na endotelovych buitkaich mohou probihat dvé signalizacni cesty, které jsou
zprostiedkované TGF-3 receptorem typu I, a maji vzajemné opacny efekt. Receptor ze
skupiny I- ALK 1 (active receptor like kinasa 1) zptsobi fosforylaci intracelularnich
signalizacnich proteini Smadl a SmadS. Tyto Smad proteiny pfenasi signal do jadra
bunky, kde dochazi k ovlivnéni genového prepisu a v disledku toho dochazi ke zvyseni
proliferace a migrace endotelovych bun¢k. Oproti tomu ALK 5 (active receptor like
kinasa 5) slouzi k fosforylaci Smad2 a Smad3, coz ma za nasledek inhibici bunécné

odpovédi (viz obr. 8).

Endoglin je pottebny pro TGF-B/ALK 1 signalizaci a uplatiiuje se jako
modulator k udrZeni rovnovahy mezi TGF-B/ALK 1 a TGF-B/ALK 5 signaliza¢ni drahy
tak, ze pozitivné ovliviiuje TGF-B/ALK 1 a spiSe negativné ptisobi na TGF-B/ALK 5
signalizaci (Fonsatti et al. 2010).

Plasma

-\membrane
\

/ Gene Transcription ; Nucleus

Quiescent ECs Activated ECs

Obr. 8 Schéma piedpokladané role endoglinu v TGF-B/ALK-1 a TGF-p/ALK-5 signaliza¢ni
kaskadé bunék endotelu. Pievzato a upraveno z http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content/86/1/12.
[cit. 2015-03-09].
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Bylo také prokazano spojeni mezi endoglinem a eNOS. Tento fakt byl
pozorovan na modelu endoglin haploinsuficientnich mysi, u kterého byly zjiStény
snizené hladiny eNOS, coz m¢lo za nasledek narusenou cévni vazodilataci. Endoglin
také stabilizuje molekulu eNOS. VSechna tato fakta poukazuji na to, Ze endoglin ma
zasadni roli pro spravnou funkci endotelovych bun¢k a lokdlni regulaci cévniho tonu

(Nachtigal et al. 2012).

7.2 Solubilni endoglin

Solubilni endoglin (sEng) je tvofen pouze extraceluldrni doménou, ktera byla
z tkanové formy endoglinu odstépena piisobenim membranove vazané metaloproteindzy
(MMP-14) (Nachtigal et al. 2012), (viz obr. 9). Zvysené hladiny této solubilni formy
byly nalezeny u pacientek trpicich preeklampsii. Tento stav rozvijejici se v t€hotenstvi
je mimo jiné charakteristicky ptitomnosti bilkovin v mo¢i, endotelovou dysfunkci a

hypertenzi. (Lopez-Novoa a Bernabeu 2010).

Soluble Endoglin

Endoglin
Protease jﬁ
(MT1-MMP)
EC S-s-
-3-3- _— e —
N . . Ligand binding (TGF- f superfamily)
LL |r] Anti-angiogenic activity
CYT Regulation of vascular homeostasis

Obr. 9 Vznik solubilniho endoglinu pomoci piisobeni metaloproteinazy. Pievzato a upraveno z
http://ajpheart.physiology.org/content/299/4/H959/F7. [cit. 2015-03-09].

Zvysené hladiny sEng byly prokazany také u hypertenze a diabetes mellitus.

Rovnéz se predpoklada, ze zvysena hladina sEng muize byt spojena s endotelovou
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dysfunkci, kterd se Casto u téchto stavli rozviji. U pacientli s hypercholesterolemii

hladiny sEng tizce koreluji s hladinami cholesterolu.

Pfi studiich in vitro bylo také prokazano, Ze vySsi hladiny sEng zvysuji expresi
adheznich molekul, a tim i adhezi leukocytl k endotelu. Predpoklada se, ze tento rozvoj
endotelové dysfunkce pii vysokych hladinach sEng by mohl souviset s jeho schopnosti
zamezovat bunécné signalizaci zprostfedkované pomoci TGF-f v cévni sténé

(Nachtigal et al. 2012).

7.2.1 Mysi model s vysokymi hladinami solubilniho endoglinu
Jako model s vysokymi hladinami lidského solubilniho endoglinu slouzi
transgenni mysSi model, ktery ma svij piivod v mySim kmeni CBAxC57BL/6J. Pro
tvorbu takovéhoto transgenniho organizmu se vyuZzivaji metody genového inzenyrstvi,

které slouzi k vlozeni konkrétnich genti jednoho organizmu do druhého.

V tomto ptipadé doslo k vlozeni zkraceného genového konstruktu pro endoglin
do oplodnénych vajicek mySiho kmene CBAxCS57BL/6]J pomoci metody zvané
mikroinjekce. Pro ziskdni linie mysi se zcela homozygotnim genem je nutné dalsi
ktizeni. Gen kodujici endoglin byl u tohoto druhu mysi prokazan pomoci polymerazové
feté¢zové reakce (PCR) az v jejich sedmé generaci. U této generace byl mySim méten
tlak krve a mnoZzstvi bilkovin v moci, aby se potvrdilo, Ze u téchto mysi bylo dosaZeno
stejnych podminek, které doprovazi zvySené hladiny solubilniho endoglinu (hypertenze,
ptitomnost bilkovin v mo¢i) (Valbuena-Diez et al. 2012).
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8 Imunohistochemické metody

Imunohistochemie se vyuziva k lokalizaci ur¢ité molekuly v tkénich a buiikdch
za pouziti specifickych protilatek. Zékladnim principem je zde reakce antigenu

s protilatkou, kdy je mozno pouzit protilatky polyklonalni nebo monoklonalni.

Polyklonalni protilatky jsou charakteristické tim, Zze reaguji s fadou

antigennich epitoptli, které ma na svém povrchu jedna urcitd molekula.
Zde se velmi casto vyuziva sérum ziskané z imunizovaného zvifete

(Paulik a Bartinkova 2011).

Monoklondlni protilatky jsou charakteristické tim, ze je vytvafi

potomstvo, tedy klon, jedné buiiky. K jejich tvorbé jsou tedy vyuzivany
stejné geny pro imunoglobuliny. Dnes se tyto protilatky pfipravuji

metodami hybridomové technologie (Jilek 2014).

8.1 Prima a nepiima imunohistochemie
Imunohistochemické metody se daji rozdélit podle poctu krokd na piimé a

neptimé metody (viz obr. 10).

Prima imunohistochemie

U této metody dochdzi k pfimé detekci antigenu ve tkani pomoci
primarni specifické protilatky. Je nutné, aby tato protilatka byla
znacena. Jako znaCku je mozné pouzit enzym, kov nebo fluochrom.
Nasleduje detekce vazby primarni protilatky na antigen. Tyto metody
jsou vhodné piedevSim tehdy, pokud je antigen ve tkéni pfitomen
Vv dostate¢né koncentraci. Vyhodou téchto metod je jejich jednoduchost

a rychlost. K nevyhodam patfi jejich nizka citlivost.

Neprima imunohistochemie

Castéji pouzivané a mnohem citlivé&jsi jsou nepiimé metody. Dochazi
zde k tomu, ze k neznacené primarni protilatce, ktera se specificky vaze
na antigen pfitomny ve tkéani, se pfidava protildtka sekundarni. Tato
sekundarni protilatka musi byt schopna specificky reagovat s primarni

protilatkou a tvofit s ni komplex. Sekundarni protildtka je znacena
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enzymem (kfenovou peroxiddzou nebo alkalickou fosfatdzou), kdy se
vyuziva toho, ze po specifické vazbé protilatky na antigen a po ptidani
enzymatického substratu dojde k barevné zmeéng, a tim ke zviditelnéni
reakce. Protilatka muze byt kromé enzymu znacena i fluorochromem,
¢ehoz se vyuziva pii fluorescenéni mikroskopii. Fluorochrom je
molekula schopnd absorbovat svétlo o urcité vilnové délce, a nasledné

emitovat zafeni o delsi vinové délce. (Brychtova a Hlobilkova 2008).

Nevyhodou pfi pouziti fluorochromu je to, ze vznikly preparat neni mozné
pfipravit jako preparat trvaly, a také orientace v tomto preparatu mize byt obtizngjsi. Ke
zlepseni obtizné orientace je mozné pouzit latky, které specificky rozpoznavaji DNA a
diky tomu dochazi ke zviditelnéni jader bun€k. K tomuto Ucelu se nejcastéji vyuziva

latka DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) (Paulik a Barttnkova 2011).

o Nepfima metoda
Prima metoda = dvojstupfiové metoda, zaloZena na
= primarni pretilatka znagena pfimo imunaologickeé vazbé sekundami znacene
protilatky na protilatku primami
Sekundami protilatka,
znadena flusrochromem 21
Piiiné& znacenl primarni enzymem

protilatky. napf. kovam &
fluoresceirem
Frimsrnl protilétka
—I Frimarnl orotildtka

Rez Rez

Obr. 10 Znazornéni piimé a nep¥imé imunohistochemie. Pfevzato a upraveno z
https://www.Ifp.cuni.cz/histologie/education/guides/ihc/img2.png. [cit. 2015-03-09].

8.2 EnVision® a ImmPress™ metodika

EnVision® metodika

Patfi, stejné¢ jako vSechny dale popsané metodiky, mezi nepiimé
imunohistochemické metody. Tato metoda je vysoce citliva, a je tedy
vhodna k detekci antigentl, které jsou ve tkanich jen ve velmi nizkych

koncentracich bez toho, aby dochézelo k nespecifickému barveni pozadi.
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Metoda EnVision je charakteristickd pouzitim sekundarni protilatky, na

které je navazan polymerovy nosi¢, tvofeny nejcastéji dextranem.

Pfes tento nosi¢ miize byt na sekundarni protilatce ptitomno velké
mnozstvi enzymu
(http://www.dako.com/dist/download.pdf?objectid=107802003  2007),
(viz obr. 11).

Polymer Based 2 Step:ENVISION

AA  Antigen ‘ o gq— Enzymes (’, -
Y 12 Antibody @ ) \
i 0‘

2° Antibody

@  Enzyme (HRP or AP)

Dextran Backbone
Dextran Backbone

2° Antibody

{)l\xbﬂ Antibody /

Ao—— Antigen A

Step One Step Two

Obr. 11 Znazornéni principu barveni metodou EnVision®. Pfevzato a upraveno z
http://image.slidesharecdn.com/ihctechnology-100327142240-phpapp02/95/ihc-technology-21-
728.jpg?ch=1269717843. [cit. 2015-03-09].

Poznamka: Krok €.1 - na antigen pfitomny ve tkani se vaze neznacend primarni protilatka.
Krok ¢.2 - nasleduje vazba sekundarni protilatky s navazanym polymerem, ktery
je znaceny nejcastéji kienovou peroxidazou nebo alkalickou
fosfatazou.

Metodika ImmPress™ (Polymerized reporter enzyme staining system)

Vysoké citlivosti této metody a minimdlniho nespecifického barveni
pozadi je dosazeno pomoci vytvofeni enzymovych mikropolymert a
jejich pfipojeni k sekundarni protilatce bez nutnosti pouziti dextranu

nebo jiné makromolekuly jako nosice (viz obr. 12).
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Jako enzym se zde nejCastéji vyuziva kienova peroxidaza s vysokou
aktivitou navazana k sekundarni protilatce, kterd se vyznacuje vysokou
afinitou k primarni protilatce.

(https://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?prodID=1729 2010)

Add Primary Antibody Add ImmPRESS™ Reagent Add Enzyme Substrate

Obr. 12 Znazornéni principu barveni metodou ImmPress ' . Pievzato a upravéno z
https://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?prodiD=1729. [cit. 2015-03-09].

Poznamka: Nejprve dojde k navazani primarni protilatky na detekovany antigen, nasledn¢ se
ptida ImmPress™ reagencie a enzymovy substrét pro zviditelnéni reakce.

8.3 ABC (Avidin-Biotin-Complex) metodika

Zde se jednd se o tiikrokovou metodu. Diky ptidani tietiho kroku dojde
K zesileni signalu, coz umoziuje prikaz pfitomnosti antigenu, ktery se nachazi ve tkani
1 ve velmi malém mnozstvii ABC metodika vyuzivd vysoké afinity mezi
glykoproteinem avidinem, poptipad¢ streptavidinem, a vitaminem biotinem. Tato afinita
je mnohokrat vysSi nez afinita protilatky k antigenu, a diky tomu je vazba mezi

avidinem a biotinem (na rozdil do vazby antigenu s protilatkou) nevratna (viz obr. 13).

Znac¢nou vyhodou je to, Ze avidinu ma na svém povrchu hned ctyfi vazebna
Mista pro biotin, a ze na molekule biotinu miiZze byt navazano vétsi mnozstvi proteind,

véetné enzymu nebo protilatky (https://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?catiD=42).

Misto avidinu je také moZzné pouZzit molekulu streptavidin, ktery se ziskava
z bakterie Streptomyces avidinii. Tato metoda se nazyva SABC (streptavidin-biotin-
complex). Technické provedeni je stejné, jako u predchozi popsané metodiky, pouze se
misto ABC komplexu ptida streptavidin s navazanou kienovou peroxidazou nebo

alkalickou fosfatdzou. Pokud jsou fezy barveny pro fluorescencni mikroskopii, je na
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streptavidinu navazan fluorochrom. Tato metoda je 5-10x citlivéjsi nez standardni ABC

metoda. (http://www.ihcworld.com/_intro/ihc-methods.htm 2011)

Using the ABC System:

< Add Primary Antibody 1 Add Biotinylated 2

Secondary Antibody
4 Z

Add Avidin/Biotinylated 3
Enzyme Complex (ABC)

Add Enzyme Substrate 4

Obr. 13 Znazornéni principu barveni ABC metodou. Pievzato a upraveno z
https://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?catiD=42. [cit. 2015-03-09].

Poznamka: Jako prvni se aplikuje primarni protilatka, poté nasleduje ptidani biotinylované
sekundarni protilatky tvofici tzv. mustek, nasledné dojde k ptidani komplexu avidin-biotin-
enzym (ABC komplex) a v poslednim kroku se pfida enzymaticky substrat ke zviditelnéni
reakce.
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9 Cil prace, zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo popsat zmény exprese endotelové NO syntazy
a ICAM-1 ve sténé aorty u mysi s nizkou a vysokou hladinou solubilniho endoglinu
(Sol-Eng+). Snahou bylo tedy porovnani exprese obou markeri jak z hlediska intenzity,
tak z hlediska plochy barveni. K tomuto ucelu jsme pouzili imunohistochemické

metody s detekci ve fluorescenénim mikroskopu.
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10 Experimentalni ¢ast
10.1 Pouzita zvirata a jejich predepsana dieta

10.1.1 Zvirata

Ke studii byly pouzity transgenni mysSi s vysokymi hladinami lidského
solubilniho endoglinu  (Sol-Eng®), které maji sviij pivod v mys$im kmeni
CBAXC57BL/6J, a pochazi z Odd¢leni pro vyvoj geneticky modifikovanych organizmu

(Univerzita Salamanca, Spanélsko).

Samice mysi byly od svych Sesti mésicii véku krmeny dietou bohatou na tuky,
ktera obsahovala 1,25% cholesterolu a 40% tuku (Research Diets, Inc, USA). Touto
dietou byly mysi krmeny nasledujici tii mésice. Stejné staré samice mysi ze stejného
vrhu s nizkou hladinou solubilniho endoglinu v plazmé byly pouzity jako kontrolni
skupina. Zvifata byla chovana v prosttedi s dvanécti hodinovym cyklem svétla a tmy, se

stalou teplotou a vlhkosti a s volnym pfistupem k vodé.

Tyto zviteci studie spliuji eticka kritéria pro zachazeni s laboratornimi zviraty.
Vsechny experimenty byly provadény v souladu se smérnici ECC(86/609/EEC) a
vSechny protokoly schvdlila Etickd komise na ochranu zvifat proti tyrani na
Farmaceutické fakulté¢ Karlovy Univerzity v Praze (Cislo povoleni: 21558/2013-2) a
Bioeticka komise na Univerzité v Salamance (¢islo povoleni: 006-201400038812).

Veskeré chirurgické zakroky se provadély za pouziti anestezie vyvolané
kombinaci ketaminu s xylazinem a bylo vyvinuto veskeré usili k minimalizaci utrpeni

zvirat.

10.2 Koncentrace solubilniho endoglinu v plazmé

Krevni vzorky byly mySim odebrany ze Spi¢ky ocasu a plazmaticka hladina
lidského solubilniho endoglinu byla stanovena za vyuziti Human Endoglin/CD105
Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, MN, USA) podle pokynii vyrobce.
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10.3 Metodika imunohistochemie

Aorty byly odebrany ze zvifat, ihned zmrazeny v tekutém dusiku a poté
uchovany v -80°C. Pro imunohistochemické stanoveni molekuly ICAM-1 a eNOS byly
pouzity histologické pficné fezy aorty mysi o tlouStce 7 um, které byly potizeny

krajenim zmrazené tkan¢ na zmrazovacim mikrotomu.

Pro potizeni fotodokumentace a digitalizaci snimkt z mikroskopu Olympus AX
70 byla pouzita kamera Pixelink PL-A642 (Vitana Corp. Ottawa, Kanada) a pocitacovy
software NIS (Laboratory imaging, Ceska Republika).

Imunohistochemicka detekce exprese ICAM-1

Pro detekci exprese ICAM-1 na endotelialnich bunikach byla pouzita metodika
SABC (princip této metodiky je blize popsan v kapitole 8.3 ABC metodika). Zde se
pouzivd neoznaCend primarni protilatka vazici se specificky na antigen, ktery
detekujeme. Nasleduje pfidani sekundarni protilatky znacené biotinem, ktera se
specificky vaze na protiladtku primédrni. Poté se pfiddva streptavidin s navdzanym

fluorochromem Cy3.

Jako primdrni protildtka byla pouzita hamster anti-mouse ICAM-1 natedéna

bovinnim sérovym albuminem v poméru 1:50 (BD Pharmingen, USA).

Jako sekundérni protilatka byla pouZita goat anti-hamster Ig fedénd bovinnim

sérovym albuminem v poméru 1:400 s ptidavkem 8 ul mysiho séra (Vector laboratories,
USA).

Ke zvyraznéni jader byla pouzita latka DAPI, ktera se specificky vaze na

nukleové kyseliny a vykazuje modrou fluorescenci (Invitrogen, Ceska Republika).

e pracovni postup

Nejprve byla sklicka s tkanovymi tezy ponechana 20 minut pii laboratorni
teploté. Poté se sklicka vlozZila do acetonu uchovavaném pii teploté -20 °C. V ném byla
ponechana 30 minut. Po uplynuti této doby se skli¢ka z acetonu vyndala a nechala se pfi

laboratorni teploté oschnout po dobu 20 minut.

Sklicka byla vloZena do roztoku fosfatového pufru (PBS), kde byla ponechéna 4

minuty. Déle se na sklicka napipetovalo 50 ul mléka, které se ptipravilo rozpuSténim
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0,5g susené¢ho mléka v 10 ml PBS. Po 30 minutach inkubace s mlékem se sklicka kratce
oplachla v PBS. Nasledovala 15 minutova inkubace s anti- avidinem, ktery se pouziva

pro zablokovani avidinu ptirozené se vyskytujiciho ve tkani.

Poté se sklicka oplachovala v roztoku PBS po dobu 2x4 minuty. Pro zablokovani
ptirozené se vyskytujiciho biotinu ve tkani byla nutnad 15 minutova inkubace s anti-

biotinem. Po tomto kroku nésledoval opét oplach v PBS 2x4 minuty.

Poté byla na fezy napipetovana primarni protilatka v mnozstvi 50 ul na jeden
fez. Po inkubaci trvajici 60 minut se zbytek nenavazané protilatky odstranil ze skli¢ek

jejich ponotenim do PBS na 2x4 minuty.

Nasledovalo pridani 50 pl sekundarni protilatky na kazdy tkanovy tez. Po 30
minutové inkubaci se zbytek nenavdzané protilatky opét odstranil ponofenim skli¢ek do

PBS na 2x4 minuty.

Daéle se na tezy ptidalo 50 pl streptavidinu konjugovany s fluorochromem Cy3
fedéného s bovinnim sérovym albuminem v poméru 1:300. Po 30 minutach nésledovalo
opét ponoteni sklicek do kyvety s PBS drzené ve tmé¢ 2x4 minuty. Poté se na fezy
napipetovalo 50 pul DAPI fedéného PBS v poméru 1:5000 a nechala se prob&hnout 10
minutova inkubace. Nasledovalo posledni ponofeni sklicek do kyvety s roztokem PBS
ve tm¢é na 2x4 minuty a montovani kryciho sklicka pomoci montovaciho

media DABCO.

Imunohistochemicka detekce exprese eNOS

Pro detekci exprese eNOS na endotelialnich bunkach byla pouzita nepiima
metoda s fluorescenéné znacenou sekundarni protilatkou. K detekci antigenu, ktery
stanovujeme, byla pouZita neznacena primarni protilatka. Poté byla pfidana
fluorescencné znacena sekundarni protilatka, ktera se specificky navdze na primarni

protilatku.

Jako primérni protiladtka byla pouzita rabbit anti-mouse eNOS fedénd bovinnim

sérovym albuminem v poméru 1:50 (Santa Cruz biotechnology, USA).

Jako sekundarni protildtka byla pouzita goat anti-rabbit Alexa488 fedéna

s bovinnim sérovym albuminem v poméru 1:100 (Life Technologies, Ceska Republika).
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Ke zvyraznéni jader byla pouzita latka DAPI, kterd se specificky véze na

nukleové kyseliny a vykazuje modrou fluorescenci (Invitrogen, Ceska Republika).
e Pracovni postup

Nejprve byla sklicka s tkanovymi fezy ponechdna 20 minut pii laboratorni
teploté. Poté se sklicka vlozila do acetonu, ktery je uchovavan pfi teploté -20 °C, kde
byla ponechana 30 minut. Po uplynuti této doby se sklicka z acetonu vyndala a nechala

se pti laboratorni teploté¢ oschnout.

Sklicka byla vlozena do roztoku PBS, kde byla ponechéna 4 minuty. Poté se na sklicka
napipetovalo 50 pl mléka. Mléko bylo na sklickach ponechano 30 minut. Po kratkém
oplachu sklicek v PBS se na n¢ aplikovalo 50 pl primarni protilatky.

Po probéhlé inkubaci, kterd trvala 60 minut, se zbytek nenavdzané protilatky
odstranil pomoci ponotfeni sklicek do roztoku PBS na 2x4 minuty. Déle se na sklicka
naneslo 50 pl znafené sekundarni protilatky. Po 30 minutich se sklicka opét

oplachovala v roztoku PBS po dobu 2x4 minuty.

DalSim krokem byla aplikace DAPI fedéném v PBS v poméru 1:5000 na kazdy
tez po 50 pl. DAPI bylo ponechdno na sklickdch 10 minut. Po uplynuti této doby byla
sklicka ponotena do PBS na dobu 2x4 minuty. Poslednim krokem bylo ukotveni fezl

pomoci montovaciho média DABCO a jejich prekryti krycim sklickem.
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11  Vysledky

Exprese eNOS, prokdzédna imunohistochemickou analyzou, byla u kontrolni
skupiny mys$i pozorovana pouze na cévnim endotelu (viz obr. 14). Tato exprese byla
slaba a nepravidelna a zaujimala pouze malou plochu cévniho endotelu (viz obr. 16). U
nékterych ezl nebyla exprese eNOS endotelovymi buitkami prokazana viibec (viz obr.

15).

U mysi Sol-Eng” byla prokazana exprese eNOS také pouze endotelovymi
bunikami. Tato exprese neni pfitomna na celém povrchu cévniho endotelu, ale v tomto
piipadé je charakteristickd svym nepravidelnym rozmisténim (viz obr. 17 a obr. 18). U

nékterych fezli nebyla exprese prokazana vibec (viz obr. 19).

Lze tedy shrnout, Ze exprese eNOS se mezi obéma studovanymi skupinami
neliila ani z hlediska intenzity a plochy barevni ani z hlediska lokalizace exprese

(barveni).

Exprese adhezni molekuly ICAM-1 u kontrolni skupiny mysi byla prokazana
pfedevS§im na cévnim endotelu (viz obr. 20). Exprese této adhezni molekuly je
V porovnani s expresi molekuly eNOS u této skupiny mysi vyraznéj$i a mnohem

pravidelnéjsi, zaujima vétsi plochu cévniho endotelu (viz obr. 21 a obr. 22).

U skupiny mysi Sol-Eng” je exprese molekuly ICAM-1 opét velmi podobna jako
u kontrolni skupiny (viz obr. 23). Pfitomnost exprese ICAM-1 zde byla prokazana

piedevsim na endotelu cévy, kde zaujima jeji vétsi ¢ast (viz obr. 24 a obr. 25).
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Obr. 14 Reprezentativni obrazek imunofluorescence eNOS u kontrolni skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkang, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni eNOS pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

eNOS je znazornéno Sipkou. Meftitko je 100 pm.
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Obr. 15 Reprezentativni obrazek imunofluorescence eNOS u kontrolni skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan€, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a pozitivita na

eNOS zde nebyla pozorovana. Mefitko je 100 pm.
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Obr. 16 Reprezentativni obrazek imunofluorescence eNOS u kontrolni skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan€, modie jsou dobarvena jadra bun¢k (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni eNOS pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

eNOS je zndzornéno Sipkou. Meftitko je 100 pm.
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Obr. 17 Reprezentativni obrazek imunofluorescence eNOS u Sol-Eng* skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan€, modie jsou dobarvena jadra bun¢k (DAPI) a cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni eNOS pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

eNOS je znazornéno Sipkami. Meftitko je 100 um.
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Obr. 18 Reprezentativni obrazek imunofluorescence eNOS u Sol-Eng+ skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkané, modie jsou dobarvena jadra bun¢k (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni eNOS pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

eNOS je znazornéno Sipkou. Metitko je 100 pum.
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Obr. 19 Reprezentativni obrazek imunofluorescence eNOS u Sol-Eng+ skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkané, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a pozitivita

imunohistohemického barveni eNOS zde nebyla pozorovana. Metitko je 100 pum.
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Obr. 20 Reprezentativni obrazek imunofluorescence ICAM-1 u kontrolni skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan¢, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni ICAM-1 pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

ICAM-1 je znazornéno Sipkami. Metitko je 100 um.
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Obr. 21 Reprezentativni obrazek imunofluorescence ICAM-1 u kontrolni skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan¢, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni ICAM-1 pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

ICAM-1 je znazornéno Sipkami. Metitko je 100 um.
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Obr. 22 Reprezentativni obrazek imunofluorescence ICAM-1 u kontrolni skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan€, modie jsou dobarvena jadra bun¢k (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni ICAM-1 pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

ICAM-1 je znazornéno Sipkami. Mefitko je 100 pm..
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Obr. 23 Reprezentativni obrazek imunofluorescence ICAM-1 u Sol-Eng+ skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan¢, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni ICAM-1 pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

ICAM-1 je znazornéno Sipkami. Mefitko je 100 pm..



Obr. 24 Reprezentativni obrazek imunofluorescence ICAM-1 u Sol-Eng+ skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkan¢, modie jsou dobarvena jadra bunék (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni ICAM-1 pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

ICAM-1 je znazornéno Sipkami. Metitko je 100 um.
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Obr. 25 Reprezentativni obrazek imunofluorescence ICAM-1 u Sol-Eng+ skupiny mysi.

Zelené je zobrazena autofluorescence tkané, modie jsou dobarvena jadra bun¢k (DAPI) a Cervené je
znazornéna pozitivita imunohistohemického barveni ICAM-1 pouze na cévnim endotelu. Misto exprese

ICAM-1 je znazornéno Sipkami. Metitko je 100 um.
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12 Diskuse

Endoglin/CD105 (Eng) je ptidatnym receptorem typu III pro n¢které ¢leny TGF-
B nadrodiny proteinii. Tento homodimerni transmembranovy glykoprotein hraje
pravdépodobné vyznamnou roli v hematopoéze, angiogenezi, vyvoji kardiovaskularniho
systému a regulaci cévniho tonu (Lopez-Novoa a Bernabeu 2010). Oproti tomu zvySené
hladiny solubilni formy endoglinu (sEng) byly nalezeny v plazmé u rtznych
patologickych stavi, které ovliviiuji kardiovaskularni systém. Tento cirkulujici sEng je
tvofen pouze extracelularni NH,; doménou, kterd se uvolnila odStépenim z tkanové
formy endoglinu (Venkatesha et al. 2006). K dispozici je fada studii, které naznacuji, ze
solubilni endoglin by mél byt povazovan za biomarker endotelové dysfunkce, napt. u
preeklampsie (Venkatesha et al. 2006), aterosklerozy (Blann et al. 1996; Strasky et al.
2011), hypercholesterolemie (Blaha et al. 2008), diabetes mellitus a hypertenze
(Blazquez-Medela et al. 2010) a chronické ischemické choroby srde¢ni (Ikemoto et al.
2012). Protoze u vsech téchto onemocnéni hraje endotelova dysfunkce vyznamnou roli,
predpoklada se, ze vysoké hladiny solubilniho endoglinu mohou byt typickym znakem
endotelové dysfunkce a nésledné vést k rozvoji mnoha kardiovaskularnich onemocnéni,
véetné preeklampsie a aterosklerozy (Nachtigal et al. 2012). Kromé toho byla také
prokazana schopnost solubilniho endoglinu pozménovat signalizani cestu, kterd je

fizena TGF-p a probiha v bunkach cévniho endotelu (Walshe et al. 2009).

Proto tématem této diplomové prace bylo stanoveni a vyhodnoceni nékterych
markert, které jsou spojovany s endotelovou funkci ¢i dysfunkci. Pouzili jsme
fluorescen¢ni imunohistochemii ke zjiSténi exprese molekuly eNOS a ICAM-1 v aorté
mysi s nizkou hladinou solubilniho endoglinu a vysokou hladinou solubilniho
endoglinu, které¢ byly krmeny dietou s vysokym obsahem tukii. Nedavno publikovana
studie na téchto mySich prokazala, Ze pfitomnost pouze solubilniho endoglinu (bez dalsi
pfitomnosti cholesterolu a diety bohaté na tuky) neovlivituje funkéni a morfologické
vlastnosti aorty (Nemeckova et al. 2015). Z vysledk této studie se jeji autofi domnivaji,
ze pouze vysoka hladina solubilniho endoglinu sama o sobé nevyvolava endotelovou
dysfunkci u Sol-Eng™ mysi. Nicméné data ziskand pii této studii nevylucuji moznost, Ze
solubilni endoglin mize, v kombinaci s ostatnimi rizikovymi faktory
kardiovaskularnich onemocnéni, pfispét ke zméné endotelové funkce. Pro dosazeni
téchto podminek jsme pouzili dietu bohatou na tuky v kombinaci s vysokou hladinou

solubilniho endoglinu, coz miize ptispét k poskozeni endotelu.
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Endotelova dysfunkce je charakteristickd snizenou vazodilataci, ke které miize
vést snizena biologicka dostupnost NO. K tomu mize dojit jeho snizenou tvorbou
pomoci eNOS nebo diky jeho zvysené spotiebé pii reakcich s reaktivnimi formami
kysliku (Higashi et al. 2009; Davignon a Ganz 2004). Pti nedostatku NO také dochazi
ke zvySeni exprese zanétlivych adheznich molekul endotelovymi buiikami. Mezi tyto
molekuly patiti VCAM-1 a ICAM-1 (Joseph-Silverstein a Silverstein 1998). Kromé toho
snizena exprese tkanového endoglinu vede ke sniZzeni exprese eNOS, coz ma za
nasledek poSkozeni cévnich funkci, které jsou zavislé na endotelu (Jerkic et al. 2004).

Exprese molekuly eNOS v aorté¢ byla slaba jak u kontrolni skupiny mysi, tak u
mys$i s vysokymi hladinami solubilniho endoglinu, a byla pozorovana pouze na
endotelu. Tato slabd exprese znac¢i ¢aste€né poskozeni endotelu u obou skupin mysi.
Exprese eNOS byla pravdépodobné ovlivnéna dietou bohatou na tuky, ale solubilni

endoglin na tuto expresi nemél Zadny vliv.

ICAM-1 je adhezni molekula, kterd se svou pfitomnosti podili na rozvoji
endotelové dysfunkce a aterosklerozy (Bourdillon et al. 2000; Davies et al. 1993).
V obou skupindch mysi jsme prokazali expresi ICAM-1 pouze na endotelu. I piesto, ze
ICAM-1 byla prokdzana u makrofagi v aterosklerotickém platu, by tato molekula
mohla byt povazovana za hlavni znak endotelové dysfunkce (Nakashima et al. 1998).
Vyssi exprese ICAM-1, prokazand v této diplomové praci, mlize naznacovat rozvoj

endotelové dysfunkce u obou skupin mysi, bez ohledu na hladiny solubilniho endoglinu.

Proto ptedpokladdme, ze solubilni endoglin se nepodili na odlisSné expresi
molekul eNOS a ICAM-1. Na druhou stranu nemtzeme vylou¢it moznost, ze jiné
metody zahrnujici funkéni analyzu aorty a urceni jinych markerd, mohou vést
K rozdilnym vysledktim, které budou vypovidat o vlivu solubilniho endoglinu na funkce

endotelu.
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13 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo detekovat expresi dvou markeri endotelové
dysfunkce eNOS a ICAM-1 pomoci fluorescen¢ni imunohistochemie u mysi s nizkymi

a vysokymi hladinami solubilniho endoglinu.

Exprese eNOS byla pozorovana u obou skupin mysi pouze na cévnim endotelu a

obecné reakce byla velmi slaba.

Nicméné¢ jsme nepozorovali zadné zmény exprese z hlediska intenzity a
lokalizace exprese mezi mySmi S nizkymi hladinami solubilniho endoglinu a vysokymi

hladinami solubilniho endoglinu.

Exprese ICAM-1 byla opét pozorovana pouze na cévnim endotelu u obou skupin
zvitat a exprese ICAM-1 byla mnohem vyrazngj$i ve srovnani s expresi eNOS. Ani zde
jsme vsak nezaznamenali rozdilnou expresi ICAM-1 mezi skupinami s rozdilnymi

hladinami solubilniho endoglinu.

Vysledky této diplomové prace tedy neprokazaly indukci endotelové dysfunkce u
mys$i s vysokymi hladinami solubilniho endoglinu z hlediska pozorovani exprese eNOS
a ICAM-1. Dalsi metodické ptistupy a sledovani dalSich biomarkerti jsou zapotiebi

k odhaleni potencialniho vlivu vysokych hladin solubilniho endoglinu na cévni sténu.
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14 Seznam zkratek

ABC avidin-biotin-complex metodika
BH, tetrahydrobiopterin

Ca’* vapenaté ionty

eNOS endotelova syntaza oxidu dusnatého
FAD flavin adenin dinukleotid

FMN flavin mononukleotid

H,0, peroxid vodiku

HO" Hydroxylovy radikal

HOCI kyselina chlorna

ICAM-1 intracelularni adhezni molekula 1
IL interleukin

INF v interferon gama

iINOS inducibilni syntdza oxidu dusnaté¢ho
KVCH kardiovaskularni choroby

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

Mm milimetry

MMP proteolyticky enzym, metaloproteinaza
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
nNOS neurélni syntaza oxidu dusnatého
NO oxid dusnaty

O3 kyslik

0, Superoxid radikal
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ONOO peroxinitrit

Ox-LDL oxidované lipoproteiny o nizké hustoté
PAI-1 inhibitor tkanového aktivatoru plasminogenu
PBS fosfatovy pufr

PCR polymerazova fetézova reakce

PDGF destickovy riistovy faktor

ROS reaktivni formy kysliku

SABC streptavidin-biotin-complex metodika
sEng solubilni endoglin

TGF-p transformujici ristovy faktor beta
TNF-o tumor nekrotizujici faktor alfa

t-PA tkanovy aktivator plasminogenu

TXA, tromboxan 2

VCAM-1 adhezni molekula 1 cévnich bunék

VEGF vaskularni endotelovy riistovy faktor
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