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Abstrakt 
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Katedra biologických a lékařských věd 

Hodnocení exprese a koexprese endoglinu a VCAM-1 v aortě apoE-deficientních myší 

Diplomová práce 

Lucie Minaříková 

Vedoucí práce: Mgr. Jana Rathouská 

 

Cíl práce:  Záměrem této práce bylo sledovat expresi a koexpresi endoglinu (TGF-β 

receptoru III) a molekuly VCAM-1 v endotelu myší aorty. Jako experimentální model 

jsme použili myší kmen C57BL/6J, který byl geneticky upraven a vyznačoval se 

deficitem  apolipoproteinu E.  

 

Metody: Při studii jsme se zaměřili na testování myšího kmene C57BL/6J 

s knockoutovaným genem pro apolipoprotein E v různých fázích aterosklerotického 

procesu. Deset týdnů staré myší samice byly rozděleny do tří skupin a krmeny dietami 

s různým obsahem cholesterolu. Jedna experimentální skupina byla krmena standardní 

dietou pro hlodavce (tzv. „chow type diet“) po dobu dvou měsíců. Zbylé dvě skupiny 

byly krmeny dietou s obsahem 21 % tuku (tzv. „Western type diet“) po dobu dvou a čtyř 

měsíců. Pro zjištění hladin celkového cholesterolu byla provedena biochemická analýza 

krve. Získané vzorky vzestupné části aorty byly analyzovány imunohistochemickou 

metodou ImmPRESSTM s detekčním činidlem DAB. Sledovanými markery byly endoglin 

(ENG) a VCAM-1. 

 

Výsledky: Biochemická analýza prokázala hodnoty cholesterolu při standardní 

laboratorní dietě pohybující se okolo 10mmol/l.  V této skupině také nebyly pozorovány 

žádné aterosklerotické pláty v oblasti ascendentní aorty. Naopak vyšších hladin 

cholesterolu (a tvorby plátů) bylo dosaženo při užití diety západního typu („Western type 

diet“) po dobu dvou měsíců, kdy se hladiny lipidů v krvi pohybovaly okolo 30mmol/l. 

Množství cholesterolu při „Western type diet“ trvající čtyři měsíce dosáhlo hodnot 

v průměru 25mmol/l (bez signifikantního rozdílu vzhledem ke skupině předchozí) a byla 

opět patrná tvorba plátů.  



 

 

Pomocí imunohistochemických metod jsme sledovali expresi endoglinu 

a VCAM-1 v aterosklerotických lézích ascendentní části aorty. Exprese endoglinu byla 

detekována výhradně na endotelu cévy. Obecně platí výskyt VCAM-1 uvnitř 

aterosklerotických lezí a v médii neaterosklerotických cév. Exprese VCAM-1 byla 

detekována v endotelu aorty u myší na chow dietě (bez plátů). Molekula endoglinu u této 

skupiny na endotelu nebyla detekována, což znamená žádnou koexpresi těchto proteinů 

u myší na chow dietě. Pozitivita endoglinu již byla zjištěna u myší na „Western dietě“ po 

dobu 2 měsíců (Western 2M), a to výhradně na endotelu pokrývajícím aterosklerotický 

plát. Pozitivita na VCAM-1 byla v této skupině prokázána uvnitř aterosklerotických lézí 

a v oblastech endotelu bez aterosklerotických plátů. Žádná výrazná kolokalizace 

endoglinu a VCAM-1 u skupiny Western 2M nebyla prokázána. Obdobná pozorování 

byla zaznamenána v aortě myší vystavených Western dietě po dobu 4 měsíců (Western 

4M). Endoglin byl lokalizován pouze na endotelu aterosklerotických plátů bez významné 

koexprese s VCAM-1. 

 

Závěr: Výsledky prezentované v této diplomové práci dokládají vliv diet s vysokým 

obsahem lipidů na zvýšení hladin lipoproteinů v krvi a progresi aterosklerotických lézí 

v ascendentní aortě apoE-deficientního modelu myší. Exprese endoglinu se objevila 

zejména na endotelu aterosklerotických plátů. Je tedy zřejmé, že exprese endoglinu je 

stimulována vyššími hladinami cholesterolu. Dalším výsledkem práce je patrně 

neprobíhající koexprese molekuly endoglinu a VCAM-1 v průběhu aterogeneze. Je tedy 

pravděpodobné, že ENG se nepodílí na aktivaci endotelu společně s adhezními 

molekulami, které jsou rozhodující pro vznik zánětu a tím pádem aterogeneze u apoE-

deficientních myší. Adhezní molekula VCAM-1 byla detekována i na endotelu 

nepostiženého aterosklerózou a představuje marker poškozující výstelku cév.   
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Background: The aim of this work was to monitor the expression and a possible co-

expression of endoglin (TGF-β receptor III) and VCAM-1 in mouse aortic endothelium. 

As an experimental model, we used the mouse strain C57BL/6J, that was genetically 

modified, and is characteristic by a deficit of apolipoprotein E. 

 

Methodes: In the study, we focused on testing the mouse strain C57BL/6J with gene 

knockout for apolipoprotein E in different stages of the atherosclerotic process. 10 weeks 

old female mice were divided into three groups and fed diets with different content of 

cholesterol. One experimental group was fed a standard diet (called "chow type diet") for 

a period of two months. The other two groups were fed a diet containing 21% fat (called 

"Western type diet") for a period of two and four months. For the determination of the 

levels of total cholesterol, a biochemical analysis of blood was performed. Obtained parts 

of ascending aorta were analyzed by ImmPRESSTM immunohistochemical method with 

the detection reagent DAB. Descriptive markers were endoglin (ENG), and VCAM-1. 

 

Results: Biochemical analysis showed levels of cholesterol in a standard laboratory diet 

group approximately 10mmol/l. There were no atherosclerotic lesions observed in 

ascending aorta in this group of mice. In contrast, higher levels of cholesterol (and 

atherosclerotic plaques) were observed in the group of Western type diet fed for a period 

of two months, where the serum cholesterol levels in the blood were around 30mmol/l. 

The amount of cholesterol in the group of Western type diet lasting four months reached 

values in diameter 25mmol/l (with no significant difference in comparison with the 

previously mentioned group) and there was also an evidence of lipid lesions. Using 



 

 

immunohistochemical methods, we observed the expression of endoglin and VCAM-1 in 

atherosclerotic lesions dissections of the ascending part of the aorta. Expression of 

endoglin was detected exclusively in the endothelium of blood vessels. Generally, there 

was a presence of VCAM-1 in atherosclerotic lesions and atherosclerotic vessel media. 

The expression of VCAM-1 was detected in the endothelium of aorta in mice on chow 

diet (no plaques). Endoglin molecule in this group in the endothelium was not detected, 

which means no co-expression of these proteins in mice on chow diet. Endoglin positivity 

was identified in mice on "Western diet" for a period of 2 months (Western 2m), 

exclusively in the endothelium covering the plaque. In this group, the positivity of 

VCAM-1 was restricted to the inner parts of atherosclerotic lesions and to areas of 

endothelium without atherosclerotic plaques. No significant co-localization of endoglin 

and VCAM-1 in Western 2m group was proved. Similar observations were recorded in 

the aorta of mice exposed to Western diet for 4 months (Western 4m). Endoglin has been 

localized to the endothelium of atherosclerotic plaques without significant co-expression 

with VCAM-1. 

 

Conclusions: The results presented in this thesis demonstrate the effect of the diet with a 

high content of lipids to increase levels of lipoproteins in the blood, and the progression 

of atherosclerotic lesions in the dissections of the ascending aorta apoE-deficient mouse 

model. Expression of endoglin in particular, appeared in the endothelium of 

atherosclerotic plaques. It is therefore evident that the expression endoglin is stimulated 

by higher levels of cholesterol. Another result of the work is a probable absence of co-

expression of endoglin and VCAM-1 during atherogenesis. It is therefore likely that ENG 

does not participate in the activation of endothelium, together with adhesion molecules, 

which are crucial for the vessel inflammation and thus atherogenesis in apoE-deficient 

mouse. Adhesion molecule VCAM-1 was detected in the non-atherosclerotic 

endothelium and is supposed to be a determinant of the vessel damage. 
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1 ÚVOD 

Kardiovaskulární choroby jsou hlavní příčinou úmrtnosti ve většině vyspělých 

zemí. Nedá se statisticky přesně vyjádřit procento postižených lidí, jelikož se ATS projeví 

ve většině případů až jako akutní komplikace vyjádřená jako ICHS (ischemická choroba 

srdeční), ICHDK (ischemická choroba dolních končetin), CMP (cévní mozková příhoda). 

Ateroskleróza představuje v dnešní době největší problém kardiologie. Jeví se jako 

asymptomatické onemocnění, kvůli kterému lidé předčasně a mnohdy náhle umírají. 

Výskyt se zvyšuje úměrně s životním stylem. Lidé jsou vystaveni mnohem častěji stresu, 

nesprávně se stravují a nedodržují doporučení lékařů. V rámci osvěty se apeluje na 

prevenci a nefarmakologickou léčbu u všech KVS nemocí, které přináší dobré výsledky 

v oddálení projevů a progresí aterosklerózy.  

Ateroskleróza patří k jednomu z největších témat současného výzkumu po celém 

světě. Pro závažnost tohoto onemocnění se stále vyvíjí nové postupy léčby a diagnostiky. 

Je mnoho vědeckých týmů zabývající se léčbou, ovlivněním rizikových faktorů a 

monitorováním hladin lipidů v krvi. Prvním projevem, souvisejícím s onemocněním, je 

poškození endotelu a souběžná exprese markerů dysfunkce endotelu. A právě tím jsme 

se zabývali v této diplomové práci. Záměrem bylo sledování změn exprese a koexprese 

endoglinu a adhezivní molekuly VCAM-1, kdy pro daný experiment byly použity myší 

modely kmene C57BL/6J s knockoutovaným genem pro apolipoprotein E. Skupiny myší 

byly krmeny dietami lišícími se obsahem cholesterolu a výsledky jsme hodnotili pomocí 

imunohistochemických a biochemických metod. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Anatomie cév 

2.1.1 Stavba cév 

 Stěna cév je složena ze tří důležitých vrstev, plnících každá svou funkci. Vnitřní 

stranu cévy zastupuje vrstva zvaná tunica intima. Střed zaujímá tunica media a vnější 

strana je pokryta tunica externa [1]. 

 

Tunica intima 

Skládá se z vrstvy endotelových buněk, které jsou protáhlého tvaru [1]. Část 

endotelové buňky se vyklenuje do lumen cévy [2]. Buňky cévní výstelky nasedají na 

membránu elastica interna. Ta je tvořena kolagenními vlákny nebo elastickými blankami 

[1]. Tunica intima lemuje lumen [3]. 

 

Tunica media 

Přestavuje nejsilnější vrstvu stěny arterií, v čemž se liší od stavby vény, kde hlavní 

zastoupení zaujímá tunica adventicia [3]. Hlavními elementy jsou hladké svalové buňky, 

které produkují mezibuněčnou hmotu [2]. Z části je tvořena kolagenním vazivem a 

elastickými vlákny, které prostupují hladkou svalovinou [3] a  dávají vznik v medii 

tenkým blankám. V nich jsou naznačeny fenestry neboli otvory, kterými proudí živiny do 

hlubších míst cévní stěny. Tyto komponenty utváří část membrány fenestrátu [2]. S 

velikostí arterie převažuje svalová nebo elastická část tunica media [3]. 

 

Tunica externa 

Neboli tunica adventicia je z převážné většiny tvořena vazivem, které jako 

souvislá vrstva pokrývá celou cévu [1]. Druhy buněk zde nacházíme v podobě fibroblastů 

a adipocytů s občasným výskytem hladkých svalových buněk. Výživa je zajištěna prostou 

difúzí [2]. Na povrchu se elastická vlákna splétají v síť a fixují ji k okolní tkáni [3].  
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Obrázek 1: Jednotlivé vrstvy cévy 

http://usmlepathslides.tumblr.com/post/23551886554/artery-cross-section-consists-of-

a-thick-tunica [03/2014]  

 

Poznámka : Na obrázku je znázorněn průsvit tepny (artery lumen) a žíly (vein lumen). 

U tepny (atery) dominuje střední vrstva (media). Vnější vrstva (adventitia) pokrývá celou 

cévu. Žíla (vein) má stejnou stavbu cévní steny lišící se tloušťkou vrstev od tepny. Dále 

jsou zde zobrazeny nervy. 

 

Prostor mezi tunica externa a tunica media je obohacen o slabé tepénky a tenké žilky 

souborně zvané vasa vasorum, které vyživují a okysličují stěnu cévní [3]. Cévy toho typu 

jsou mohutně větveny v tunica externa a zevních oblastech medie. Vasa vasorum má 

častější výskyt ve stěnách žil než u tepen. Příčina tohoto anatomického uspořádání tkví 

v nižší koncentraci kyslíku žilní krve [2]. Okysličování a přívod živin z vnitřních vrstev 

je zajištěno difúzí z protékající krve [3].  

 

2.1.2 Druhy cév 

Cévy představují uzavřený systém umožňující krevní zásobení všech orgánů. 

Rozeznáváme lymfatické a krevní cévy, které se dále odborně člení na arterie, žíly, 

vlásečnice [3]. Lymfatický systém je tvořen slepě začínajícími kapilárami, které se 

zvětšují do cév a ty následně končí v krevním řečišti [2].  

http://usmlepathslides.tumblr.com/post/23551886554/artery-cross-section-consists-of-a-thick-tunica
http://usmlepathslides.tumblr.com/post/23551886554/artery-cross-section-consists-of-a-thick-tunica
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Krevní tepny jsou systémem trubic přivádějící okysličenou krev do tkání a plní 

i funkci výživy. Vény tvoří systém vznikající splýváním kapilár a vedou krev bohatou na 

oxid uhličitý zpět k srdci. Kapilární sítě jsou v tkáních, ve kterých dochází k rychlé 

látkové výměně mezi krví a tkání [2]. 

 

Obrázek 2: Znázornění rozdílnosti arterie a vény ve stavbě cévní stěny      

http://www.kardiosystem.websnadno.cz/Cevy.html [02/2014] 

 

 

 

Poznámka: Obě cévy jsou tvořeny třemi stejnými vrstvami. Vnitřní vstrva (tunica intima) 

je tvořena endotelovými buňkami (endothelial cells). Tepna (artery) je tvořena silnou 

vrstvou (tunica media) zaujímající střední vrstvu cévní stěny a hlavními komponenty jsou 

zde hladké svalové buňky (smooth muscle). U žíly (vein) je znatelně tenčí. Vrstva (tunica 

adventitia) pokrývá celou cévu v obou případech a je tvořena vlákny pojivové tkáně (loose 

fibrous connective tissue). Žíla navíc obsahuje chlopně (valve) a tepna epitelové buňky 

(epithelial cells). 

 

 

 

 

 

http://www.kardiosystem.websnadno.cz/Cevy.html


14 

 

Artérie 

Mají tlustší cévní stěnu než vény a užší lumen [3]. Podle velikosti a průměru tepen 

převažuje elastická nebo svalová složka v tunica media [1]. Elastický typ převládá u 

velkých tepen např. aorta, karotidy, truncus pulmonalis. Tyto arterie jsou schopné při 

systole rozpínat a při diastole navracet do původního stavu cévní stěnu. 

  Svalový typ zahrnuje většinu tepen a jedná se především o střední až malé tepny 

[1]. Obsahují regulační aparát ve svalovině tunica media, který mění průsvit arterie a tím 

řídí průtok krve [3]. 

 

Arterioly 

Jsou nejtenčí tepénky složené z hladkých svalových buněk a buněk endotelu. 

Bohatě je zásobují nervová vlákna [1]. Arterioly jsou konečnou částí arteriálního stromu 

zužující se až do průměru krevních kapilár [4]. 

 

Kapiláry 

Neboli vlásečnice jsou nejtenčí cévy s proměnlivou šířkou. Stěnu kapilár tvoří 

vrstva endotelových buněk, které se stáčí a zaujímají válcovitý prostor [2]. Průměr kapilár 

se pohybuje kolem 7 mikrometrů. Sbíhají se do sítí a obklopují žlázové struktury [1]. 

Kapiláry dělíme do čtyř skupin: sinusoidní, kapiláry s póry, fenestrované a se souvislou 

výstelkou [2]. 

 Sinusoidní kapiláry mají nepravidelné cévní lumen. V endotelových buňkách jsou 

oproti kapilárám se souvislou výstelkou obsaženy póry i fenestrace. V jejich okolí 

se vyskytují četná množství makrofágů. Tento typ kapilár najdeme v játrech a 

kostní dřeni [2]. 

 Se souvislou výstelkou neobsahují žádné fenestrace a jsou obklopeny 

endotelovými buňkami. 

 Kapiláry s póry jsou charakteristické endotelovou výstelkou, která má otvory 

a vyznačují se výskytem v glomerulech. 

 Fenestrované kapiláry jsou situovány v orgánech, kde dochází k rychlé látkové 

výměně [2]. 
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Vény 

Vény se oproti artériím vyznačují tenčí stěnou a větším průměrem cévy [3]. 

Nejsilnější vrstvu tvoří tunica adventicia a u tepen naopak tunica media. V tomto typu 

cév jsou vyvinuty výběžky intimy zvané chlopně bránící městnání krve [3, 1].  

Žíly stejně jako tepny dělíme na malého, středního a velkého kalibru. Malé 

a střední vény mají intimu tvořenou endotelovými buňkami a subendotel je v tomto 

případě velmi tenký. Tunica media je charakteristická svazečky buněk hladké svaloviny 

a je protkaná sítí elastických vláken. Tunica adventicia je zastoupena kolagenními vlákny. 

V tomto typu cév jsou vyvinuty párové chlopně, s nejčastějším výskytem v dolních 

končetinách. Chlopně mají jedinečnou schopnost ve spolupráci s vnějšími příčně 

pruhovanými svaly, které zajišťují kontrakci, usměrňovat tok krve zpět k srdci [2]. 

Velké žíly a jejich stavba cévní stěny závisí na místě výskytu v organismu. Intima 

je výrazně tvořena endotelovými buňkami a subendotel je v tomto případě výrazněji 

vyvinut než u vén malých. Vrstva medie je tenká a adventicie naopak zaujímá nejtlustší 

zastoupení mezi vrstvami [2,1].  

 

2. 2 Endotel 

Jedná se o jednovrstevný epitel vnitřních povrchů cév. Zpravidla se vyskytuje ve 

formě dlaždicové výstelky [5].  

2.2.1 Endoteliální funkce 

Uspořádání endotelových buněk tvoří vrstvu zodpovědnou za tonus cévní stěny a 

protisrážlivé vlastnosti cévního lumen. Vrstva nazývající se tunica intima je vystavována 

zátěži v podobě mechanického nebo toxického poškození, které vedou k endoteliální 

dysfunkci [5].  

Slouží jako důležitý autokrinní a parakrinní orgán, který reguluje funkce cévní 

stěny. Vzhledem ke své strategické poloze mezi cirkulující krví a cévní stěnou může 

endotel korigovat tonus cévní stěny. Zodpovídá za semipermeabilitu membrány a prostup 

buněčných struktur zajišťují adhezivní molekuly [6]. Výstelka cévy vylučuje 

neurohumorální mediátory navozující kontrakci či dilataci hladké svaloviny. Je 

zodpovědná za homeostázu právě udržováním tonu cév. Nejdůležitějším mediátorem 

produkovaným endotelovými buňkami je oxid dusnatý. Je neustále vytvářen 

z aminokyseliny L-argininu v endotelových buňkách. Produkce oxidu dusnatého je 



16 

 

regulována NO syntázou. Na endotelu závislou vazodilataci vyvolává mimo jiné 

i prostacyklin. Velký počet rizikových faktorů ovlivňujících endoteliální dysfunkci úzce 

souvisí s poruchou uvolňování oxidu dusnatého [7]. 

Endotel zajišťuje antikoagulační a fibrinolytické vlastnosti. Buňky produkují 

trombmodulin jakožto receptory pro trombin. Dochází k přeměně prokoagulačního 

faktoru na aktivátor C reaktivního proteinu, který inaktivuje srážecí faktory Va a VIIa. 

Stejně tak inhibice trombinu vede k antiagregačním účinkům a mimo jiné deaktivuje 

tkáňový faktor. Velmi důležitou funkcí je zajištění nesmáčivosti povrchu cévy [6].  

2.2.2 Dysfunkce endotelu 

Endotel hraje klíčovou roli v procesu aterosklerózy. Díky svým účinkům za 

fyziologického stavu udržuje homeostázu cévní stěny. Jeho aktivace různými 

mechanismy přispívá k jeho dysfunkci [6]. Při dlouhodobém vystavení oxidačnímu stresu 

cévní výstelka podléhá poškození s následnou progresí v dysfunkci [8]. Tato porucha 

vede k expresi adhezivních molekul, které zadržují leukocyty. Shluky jsou prvotním 

znakem pro vývoj ATS. Endotelové buňky proliferují a jsou permeabilnější pro 

oxidované lipoproteiny zahajující zánětlivý proces. Negativní vliv s sebou přináší 

i molekuly ze skupiny cytokinů typu IL-1 a TNF-α [6]. 

U pacientů vystavených rizikovým faktorům či přítomnosti geneticky podmíněné 

hypercholesterolémie je snížena produkce oxidu dusnatého endotelem. Následek vyústí 

v nedostatečnou vazodilataci cév [8]. 

Aterosklerotické cévy jsou charakteristické expresí adhezivních molekul, mezi 

které patří VCAM-1, ICAM-1 a P-selektin. Po adhezi k cévní výstelce dochází 

k zpřístupnění subendoelu pro průnik makrofágů měnících se v pěnové buňky [7]. 

Makrofágy obsahující lipidové kapénky způsobují uvolnění radikálů, které jsou 

v podobě superoxidového aniontu. Tyto anionty ovšem proces ATS prohlubují 

důsledkem inaktivace oxidu dusnatého. NO inhibice vede k agregaci destiček 

a nerovnováha mezi anionty zvyšuje migraci monocytů do stěny cévy a ukládání 

v prostoru tunica intima. Procesy připomínají chronické zánětlivé rekce [8]. 
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2. 3 Ateroskleróza  

Ateroskleróza je zánětlivé onemocnění, které postihuje životně důležité tepny. 

Především se jedná o koronární artérie, tepny CNS a dolních končetin. Příčiny vzniku 

nejsou známé, ale na počátku aterogeneze stojí poškození endotelu, který se postupem 

času stává nefunkční. Neoddiskutovatelnou úlohu v procesu hrají poruchy lipidového 

metabolismu, které se projeví již v první fázi aterosklerózy jako lipofilní proužky [9]. 

Hromadění tukových látek ve formě agregátů makrofágů bohatých na lipidy vede ke 

vzniku fibrózních plátů. Ty ztlušťují  intimu, zužují cévní lumen a jsou místem tvorby 

trombů [10]. Další progresí jsou léze komplikované kalcifikací a dávající základ 

komplexnímu aterosklerotickému plátu. Výsledkem složitého mechanismu je ztráta 

elasticity a poškození celé cévní stěny s možností ruptury [11]. Ateroskleróza je 

asymptomatické onemocnění, které se ve většině případů projeví jako akutní příhoda 

uzávěrem části krevního řečiště [12]. 

 S rozvojem koronárního postižení cév se zvyšuje pravděpodobnost výskytu 

kardiovaskulárních chorob. Nemoci oběhové soustavy jsou nejčastější příčinou úmrtí ve 

vyspělých zemích. Je proto nezbytné vyvarovat se rizikovým faktorům aterosklerózy, 

zahájením farmakoterapie a zabránění progresi vznikajících plátů [13].    
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Obrázek 3: Znázornění zúžení cévy aterosklerotickým plátem a nasedajícím trombem.  

http://21stoleti.cz/blog/2012/01/20/nasim-nejvetsim-vrahem-je-infarkt-myokardu 

[02/2014] 

 

 

 

 

 

2.3.1 Rizikové faktory 

ATS představuje epidemiologicky důležitou jednotku. Její rozvoj může sahat až 

do dětského věku s výskytem časných lézí [14]. Přispívat tomu mohou rizikové faktory. 

Lze je chápat jako laboratorní znak či biochemický ukazatel bez manifestních 

příznaků [9].  

Rozdělují se na neovlivnitelné a ovlivnitelné. Těch, kterým můžeme předcházet, 

je více než endogenních. Obrovský vliv má tedy prevence a nefarmakologická opatření. 

Komplikace ovšem přináší výskyt familiárních onemocnění, především nerovnováhy 

lipoproteinů, která se neobejde bez farmakoterapie [13]. 

 

Neovlivnitelné faktory 

 Věk u mužů nad 45 let a ženy po menopauze jsou diagnostickým vodítkem pro 

předpoklad koronárních změn v cévách. 

http://21stoleti.cz/blog/2012/01/20/nasim-nejvetsim-vrahem-je-infarkt-myokardu
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 Pohlaví je ukazatelem protektivního vlivu estrogenů na nižší hladiny cholesterolu. 

Po menopauze se však riziko s mužským pohlavím vyrovnává. 

 Pozitivní rodinná anamnéza znamená předčasnou manifestaci ICHS před 

55 rokem života mužské linie [13]. 

 

Ovlivnitelné faktory    

 Hyperlipidémie je nejzávažnějším rizikovým faktorem. Na jejím rozvoji se podílí 

vlivy genetické a vlivy prostředí [15]. Nejčastěji se jedná o hypercholesterolémii. 

Hladina cholesterolu u rizikových osob by neměla přesahovat plazmatickou 

hodnotu 5,5 mmol/l [13]. Klasifikace dyslipoproteinémií zahrnuje další dvě 

poruchy zvané izolovaná   hypertriacylglyceridemie a kombinovaná 

hyperlipidémie [15]. 

 Diabetes mellitus nebo inzulínová rezistence, která je velmi často způsobena 

obezitou, vede k předčasné manifestaci ATS v důsledku porušení metabolismu 

lipidů. Výskyt rizikových faktorů je mnohdy úzce spojen a navzájem se mezi 

sebou ovlivňují [13]. Byla prokázána souvislost inzulínové rezistence s 

metabolickým syndrome, která vede k endoteliální dysfunkci a jde o závažný 

rizikový faktor. Vyvolává zánětlivou reakci a uvolňování adhezních molekul [16]. 

 

 Metabolický syndrom se vyskytuje ve všech věkových kategoriích. Je 

nejvýznamnější rizikový faktor pro vznik kardiovaskulárních onemocnění. 

Představuje celosvětový problém, který stále narůstá díky špatnému životnímu 

stylu a výskytu obezity. Osoby s diagnostikovaným metabolickým syndromem, u 

kterých je charakteristický výskyt minimálně tří rizikových faktorů, jsou 

vyznačovány aterogenním a prozánětlivým stavem. Častým projevem 

metabolického syndromu je mikroalbuminurie. Tento symptom se projeví 

v závislosti na počtu vyskytujících se RF a přítomnosti inzulinové rezistence [16]. 

 Hypertenze představuje riziko pro řadu kardiovaskulárních a dále 

cerebrovaskulárních chorob. Četnost onemocnění se zvyšuje lineárně, se 

stoupajícím systolickým tlakem [15]. 

 Obezita a nedostatečná fyzická aktivita. Obezita se stává nejčastější metabolickou 

nemocí v rozvinutých zemích. Vyšší tělesná hmotnost zhoršuje kvalitu života. 

Nejzávažnější metabolický problém představuje abdominální tuk procukující 
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TNF-alfa a má spojitost s inzulínovou rezistencí a je součástí metabolického 

syndromu [15].                                       

 Kouření je nejvýznamnější ovlivnitelný rizikový faktor na celém světě. Vytváří    

prokoagulační stav, startuje a akceleruje zánět cévní stěny. Kouř z cigaret 

poškozuje přímo endotel. Již po chvílí expozice kouři nalézáme v krevním řečišti 

uvolněné poškozené buňky endotelu. Tabákový kouř způsobuje inhibiční 

schopnost migrace monocytů a hypoxie vede k narušení dějů vedoucí k odstranění 

ICHS. Kouřem způsobený oxidativní stres dodává do těla volné radikály, které 

způsobí poškození biologických molekul a následně signalizačních drah. Cigarety 

vyvolají prostřednictvím aktivace sympatiku vasokonstrikci koronárních cév a 

podpoření produkce vazopresinu [17].  

 Hyperhomocysteinémie je metabolický proces podmíněn spolupůsobením 

vnějších vlivů a genetiky. Homocystein negativně ovlivňuje cévní endotel a 

faktory koagulační kaskády. Přítomnost hyperhomocysteinémie spolu s jinými 

rizikovými faktory ATS významně zvyšuje KVS morbiditu a mortalitu. Vysoká 

koncentrace této látky působí vaskulární změny, a to zejména funkční 

a morfologické poškození endotelu s nedostatečnou obnovou buněk. Homocystein 

je oxidován a produkuje kyslíkové radikály zodpovědné za dysfunkci cévní 

výstelky. Modifikace nízkodenzitních lipoproteinů zhoršuje oxidační stres a 

přispívá k rozvoji aterosklerózy [18]. 

 

2.3.2 Patogeneze 

Patogeneze spočívá v imunitně zánětlivé reakci s poškozením vrstvy tunica intima 

[19]. Spouštěcím faktorem bývá reakce na poranění, dlouhodobé vystavení 

mechanickému namáhání [10]. Poškozením endotelové vrstvy s následným průnikem 

tukových buněk do cévní stěny a zahájením imunitní reakce v místě poškození.  Poslední 

stadium je proliferace buněk hladké svaloviny do tunica intima a vytvoření fibrózní vrstvy 

[19].  
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Obrázek 4: Pohled do cévy postižené aterosklerózou 

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Arteriosklerose.jpg  [03/2014] 

 

 

 

Markerem aterogeneze je poškození endotelu vyvolané mnoha příčinami. Hlavním 

problémem pro celou populaci jsou rizikové faktory negativně ovlivňující proces 

aterosklerózy. K poškození endotelu přispívá vysoká hladina oxidovaných lipoproteinů, 

volné radikály a velkou roli na dysfunkci má i porucha produkce oxidu dusnatého, který 

za normálních podmínek zprostředkovává dilataci cévní stěny a je zodpovědný za 

homeostázu. [19]. Dysfunkce endotelu vede ke zvýšené permeabilitě lipoproteinů do 

cévní stěny. Jedná se o částice s nízkou denzitou, které podléhají oxidaci, a tento proces 

vede k uvolnění adhezních molekul.  Růstové faktory a cytokiny v tunica intima 

diferencují v monocyty a dozrávají do makrofágů. Proces zrání zahrnuje zpřístupnění 

„scavenger“ receptorů, takzvaných „odklízecích“ receptorů které váží a zanořují LDL 

částice do MF a dávají vznik pěnovým buňkám. V současné době se o těchto receptorech 

hovoří jako o pro-aterogenních [20]. Takto přeplněné buňky uvolňují svůj obsah, ve 

kterém jsou přítomny růstové faktory, cytokiny jako je interleukin-1, tumor nekrotizující 

faktor alfa, které způsobují hromadění extracelulární masy (kolagen, elastin) a následně 

zánět. Na reakci se podílí i cévní hladké buňky, které migrují do tunica intima [19]. Cévní 

hladké svalové buňky přechází z tunica media do intimy, kde proliferují. S nárůstem 

buněk se zvětšují již formující se pláty [20].  

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Arteriosklerose.jpg
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2.3.3 Aterosklerotické léze 

Ateroskleróza primárně postihuje elastické tepny (aortu, karotidy, břišní tepny) 

a větší tepny typu muskulárního. Nejzávažněji bývají postiženy věnčité arterie. Než se 

vyvine aterosklerotický plát, trvá to velmi dlouhou dobu [15].  

Průběh vzniku lézí kategorizujeme do tří fází. Tukové proužky jsou řazeny do časných 

lézí, pozdní léze představují samotné aterosklerotické pláty a třetí formou jsou následující 

komplikace [21]. 

 

Tukové proužky  

Na počátku procesu stojí LDL částice migrující do stěn artérií, kde jsou oxidovány. 

Akumulace vede k aktivaci endotelu a přichycení monocytů měnících se v MF. Ty 

pohlcují tukové kapénky a vznikají pěnové buňky tvořící tukové proužky, které jsou 

prvním makroskopickým projevem ATS. V intimě se projevují jako žlutavá ložiska, která 

však ještě nezužují cévní průsvit a proces pokračuje [13]. 

 

Aterosklerotické pláty 

Následuje zapojení buněk hladkého svalstva cévní stěny, které migrují do subendotelu 

a tvoří extracelulární hmotu a proteolytické enzymy. S přibýváním kolagenu a elastinu 

vznikají fibrózní pláty.  Akumulovaný tuk v makrofázích je postupem času uvolňován do 

mezibuněčného prostoru v důsledku odumírání MF a vytváří ateromové pláty. Pláty jsou 

ohraničená ložiska zasahující do cévní lumen a již zužují průsvit [13]. 

 

 Fibrózní plát obsahuje malé množství lipidů a je kryt silnou, málo buněčnou 

čepičkou [13]. Je tvořen kolagenním vazivem s proliferujícími buňkami 

svaloviny. Je tuhé konzistence. Tento typ plátu není náchylný k ruptuře, pouze 

zužuje lumen cévy, proto ho nazýváme plát stabilní [15]. 

  

 Ateromový plát vykazuje proti stabilnímu plátu jinou skladbu. Je měkký a obsah 

lipidů činí až 60%. Je zde přítomno velké množství prokoagulačního tkáňového 

faktoru z pěnových buněk. S odloučením vazivové čepičky se v místě hromadí T-

lymfocyty, aktivované MF a cytokiny. MF produkují enzymy zvané 

metaloproteinázy , které odbourávají matrix a takto oslabené pouzdro je náchylné 

k ruptuře [15]. 
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 Komplikovaný plát je charakteristický poškozením endotelu v důsledku odstupu 

pouzdra. Vyskytuje se povrchová endotelová eroze nebo hloubková. V tepnách 

začíná trombogenní proces adhezí destiček se vznikem bílého trombu. Vždy 

následuje tvorba definitivního červeného trombu, který je zodpovědný za uzávěr 

cévy. Při velkém protržení plátu může kašovitá hmota embolizovat do 

koronárních cév a končit náhlou smrtí. Komplikovat situaci mohou i spasmy, 

které zneprůchodní cévy [15]. 

 

2.4 Endoglin 

Molekula endoglinu představuje homodimérní transmembránový glykoprotein 

vyskytující se na povrchu endotelových buněk. Mohou ho ovšem vyjádřit i buňky hladké 

svaloviny a makrofágy. ENG tvoří součást komplexu beta receptor TGF, tzv. 

transformující růstový faktor beta představující cytokin, který se účastní migrace buňek. 

Molekula endoglinu je zapojena do TGF beta signalizace [22]. 

TGF beta signalizace v endotelových buňkách zajišťuje celou řadu procesů 

zahrnujících proliferaci, migraci a adhezi. Je exprimován v aktivovaném endotelu [23]. 

Strukturálně endoglin patří do rodiny proteinů zona pelucida a je vysoce 

exprimován na proliferujících buňkách cévního endotelu, makrofágů a monocytů. Má 

klíčovou roli ve vývoji vaskulárních onemocnění ve smyslu regulace, biogeneze 

a homeostázy cévního prostředí. Důkazem je také prokázání přítomnosti ENG 

v aterosklerotických plátech a to převážně v endotelových buňkách hladkého svalstva. 

Výskyt se projevil v různých typech cév jak u lidí tak i u myší, což naznačuje účast této 

molekuly při procesu aterogeneze [8]. 

 

2.4.1 Signalizační kaskáda TGF-β 

Signalizace je zprostředkována přes TGF beta receptory typu I a II. Molekula 

aktivuje, v tomto případě fosforyluje dva receptory ze skupiny I (active receptor like 

kinaza 1) ALK 1 a jeden receptor typu II. ALK1 prostřednictvím intracelulárních 

signálních proteinů, tzv. SMAD 1 a SMAD 5, zajišťuje proliferaci a migraci endotelových 

buněk. Naopak SMAD 2/3 tyto dráhy inhibují. 

Signály jsou převáděny z membrány do jádra, kde působí. Následuje fosforylace 

SMAD 4 a hromadění uvnitř jádra jako transkripčních faktorů řídících expresy genů. Tato 
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dráha má prokazatelné výsledky v terapii rakoviny a velký potenciál u metastazujících 

karcinomů [24].   

 

Obrázek 5: Schéma hypotetické role endoglinu/CD105 v TGF-β/ALK-1  

a TGF-β/ALK-5 signalizačních cestách endotelových buněk. 

http://www.oxfordjournals.org/our_journals/cardiovascres/image_gallery/endotheliu

m.html  [03/2014] 

 

Poznámka: Schéma je popsáno v odstavci 2.4.1 

 

 

2.4.2 Struktura endoglinu 

Lidský endoglin je typu integrovaného transmembránového proteinu a je tvořen 

z 561 aminokyselin. Vyskytuje se ve dvou izomerních formách L-endoglin a S-endoglin 

lišících se mezi sebou sekvencí a délkou proteinu. Humánní endoglin se od zvířecího, 

konkrétně myšího vyznačuje známou peptidovou sekvencí jako rozpoznávací místo pro 

buněčné adhezní molekuly. Exprese endoglinu je oproti myší tkáni převážně v poškozené 

stěně cévy s předpokladem, že endoglin je reakcí na aterogenezi [25]. 

 

2.4.3 Endoglin a souvislost s endoteliání syntázou 

Exprese endoglinu je spojena i s produkcí endoteliální NO syntázy. Jedná se 

o enzym, který je zodpovědný za produkci oxidu dusnatého. Svou roli představuje 

http://www.oxfordjournals.org/our_journals/cardiovascres/image_gallery/endothelium.html
http://www.oxfordjournals.org/our_journals/cardiovascres/image_gallery/endothelium.html
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v udržení homeostázy cévního prostředí antiagregačními účinky a zajištěním vazodilatace 

stěny cév. Endoteliální NO syntáza je významně snížena v endoglin deficientních tkáních 

a ENG ovlivňuje přítomnost enzymu v endotelu [26]. 

Dále bylo prokázáno, že myši deficientní na endoglinu předčasně umírají, a to již 

v embryonálním stádiu kvůli kardiovaskulárním vadám. Tato molekula má velký vliv na 

remodelaci srdce a antiangiogenní účinky [27]. 

 

2.5 Adhezivní molekuly 

Buněčné adhezní molekuly jsou proteinové částice orientované na povrchu buněk. 

Patří do rodiny selektinů, integrinů, imunoglobulinových adhezních molekul a kadherinů. 

Všechny tyto molekuly mají podstatnou roli v rozvoji aterosklerózy a progresi plátů [28]. 

Jsou ovšem nutné pro vzájemný kontakt mezi buňkami [40], aktivují imunitní 

systém a ukazují na skutečnost, že ateroskleróza je zánětlivý děj. Přísně regulovaný 

prostup leukocytů do zánětu je zprostředkován právě buněčnými adhezními molekulami 

[28]. 

 

2.5.1 Prostup leukocytů endotelem  

1. Leukocyty migrují do cévních tkání. Prostup do endotelu je iniciován tzv. 

„kutálením“ a přilnutím na endotel. Tyto procesy jsou závislé na molekulách 

selektinu. 

2. Následuje spouštění adheze zprostředkované buněčnými molekulami z rodiny 

imunoglobulinů VCAM-1 a ICAM-1 skrze chemokiny a jejich receptory. 

3. Závislá adheze na integrinu a jeho shlukování. 

4. V poslední fázi je samotný transport skrze endotel [28] 
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Obrázek 6: Proces znázorňující prostup leukocytů endotelem  

http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1456 [03/2014] 

 

 

Poznámka: Popsáno v odstavci 2.5.1. 

 

2.5.2 Selektiny 

Jsou membránové glykoproteiny nacházející se na povrchu všech leukocytů 

a aktivovaných endotelových buněk uvnitř cév. Selektiny patří do skupiny lektinů. 

Účastní se buněčné adherence a procesu kutálení leukocytů [29]. 

Rozeznáváme tři typy selektinů: P, L, E. Všechny tři selektiny jsou zapojeny do 

transportu granulocytů a lymfocytů do místa zánětu. Mají speciální funkci, která spočívá 

v zachycení leukocytů z proudu krve a přenesení k cévní stěně. Selektiny a jejich ligandy 

zprostředkovávají slabou interakci zvanou rolování leukocytů [30]. 

 

L-selektin 

Lymfocyty mají místo v normální nezanícené aortální stěně a zadržují se 

v adventicii [31]. Směňování mezi T a B lymfocyty je částečně závislé na L-selektinu 

a tato molekula snižuje migraci do aortální stěny, pokud jsou lymfocyty neúplné nebo 

vadné. Migrace leukocytů do aterosklerotické tkáně aorty je také regulována L-

selektinem, což naznačuje, že se tento selektin vyskytuje v normální i náchylné 

aterosklerotické aortě [31]. Zapojení se L-selektinu do verbování leukocytů do aorty 

může záviset na jeho schopnosti zprostředkovat druhý záchyt skrz ligandy. Jedná se 

o proces, díky kterému se volně pohybující leukocyty setkají s pohybujícími se 

http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1456
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v endoteliu [32,33]. Molekula může zabránit zadržení leukocytů a snížit tok pohybujících 

se leukocytů do stěny aorty. Role L-selektinu v procesu aterosklerózy je neúplná a není 

známo, které ligandy využívá k zahájení záchytu, nebo zdali absence na leukocytech 

zapříčiňuje rozvoj aterosklerózy [34]. 

 

P a E-selektin 

Jsou molekuly buněčné adheze charakteristické výskytem se na povrchu buněk, 

které vystýlají vnitřní povrch cév [34]. P-selektin je exprimován na krevních destičkách, 

makrofázích a endotelových buňkách. Hraje zásadní roli v počátečním transportu 

leukocytů na místo zánětu. Je uvolňován za působení trombinu [35]. Naopak E-selektin 

je exprimován až v tu chvíli, kdy v endotelu probíhá zánětlivá reakce. Expresi molekul a 

následnou adhezi monocytů navozuje přítomnost oxidovaného lipoproteinu LDL v krvi. 

Jak již bylo řečeno, jedná se o nejzávažnější marker pro vznik aterosklerózy. Studie 

dokazují detekci P-selektinu v endotelu apoE-deficientních myší již po prvním týdnu 

expozice aterogenní diety. Akumulace monocytů a infiltrace makrofágů byly pozorovány 

o dva týdny později. Výsledky poukazují na to, že zvýšení exprese selektinů může být 

prvotním jevem vzniku ATS. Studii také potvrzuje fakt, že exprese endoglinu nebyla 

prokázána v nezměněném endotelu. Závěrem jde tedy o poznatek, že selektiny mají 

zásadní úlohu v adhezi monocytů [34]. 

 

2.5.3 Integriny 

Souhrnné označení pro skupinu membránových receptorů vážících se na 

extracelulární matrix. Způsobují přilnutí buněk a migraci. Součástí spektra účinku je 

i zprostředkování signalizačních kaskád. Integriny jsou exprimovány na všech typech 

buněk a jsou velmi důležité při pronikání leukocytů do stěny cévy. Skládají se dvou 

řetězců α a β představujících proteiny, které podléhají konformačním změnám a zvyšují 

afinitu k adhezním molekulám [28]. 

 

2.5.4 Imunoglobulínové adhezní molekuly 

Tato skupina zahrnuje molekuly VCAM-1 a ICAM-, které podporují prostup 

leukocytů do endotelu. Ateroskleróza je onemocnění, které přednostně postihuje cévní 

zakřivení a bifurkace. Tyto oblasti jsou charakteristické porušením oscilačního průtoku, 

který indukuje ke zvýšené produkci těchto molekul [36]. Exprese VCAM-1 je typická při 
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akumulaci cholesterolu v intimě artérie. Za fyziologických podmínek endotelových 

buněk, bez známek aterogeneze, se VCAM-1 běžně vyskytuje. Zaručená exprese molekul 

z imunoglobulinové rodiny, je při podávání aterogenní stravy a výskytu prozánětlivých 

cytokinů typu interleukin-1 nebo přítomnost tumor nekrotizujícího faktoru alfa [37]. 

 

2.6 Cytokiny  

Jako cytokiny označujeme proteiny a peptidy syntetizované buňkami imunitního 

systému, jejichž účinky se projevují ve třech oblastech. Zaprvé řídí vývoj a homeostázu 

imunitního systému, zadruhé zajišťují kontrolu tvorby krvinek a zatřetí se podílejí na 

nespecifické imunitě, jako odpověď na zánětlivou reakci [38]. 

 Cytokiny jsou molekuly zajišťující základní komunikaci celého imunitního 

systému. Produkují je různé typy buněk. Své působení uskutečňují přes specifické 

receptory charakteristickou kaskádovitou reakcí, kdy jeden cytokin indukuje tvorbu 

druhého. Receptory jsou složeny z 2 až 3 podjednotek a většina cytokinů se váže na 

receptorové tyrozinkinázy [39]. Jedna část váže cytokin a dvě zbylé zajišťují 

signalizaci [40]. 

Rozdělujeme podle struktury nebo funkčního hlediska. Jsou kategorizovány na 

primární a sekundární cytokiny. Primární cytokiny zahrnují interleukiny a kachektiny. 

Sekundární cytokiny typu růstových faktorů, interferonů a kolonie stimulující faktory 

jsou zahrnuty do kaskádovité reakce až po primárních [41]. Mohou působit autokrinně, 

parakrinně nebo endokrinně [40].  

 

2.6.1 Kachektin 

Neboli tumor nekrotizující faktor se vyskytuje jako transmembránový protein. 

TNF-α je pojmenován na základě schopnosti stimulovat nekrózu. Mnohorozměrný 

cytokin s efektem na buněčný metabolismus, antivirovou aktivitou, schopností regulovat 

růst buněk. Indukuje cytokinové kaskády a spouští zánět prostřednictvím stimulace 

uvolňování  IL-1, IL-8, MF a interferonů.  Je zapojen do apoptózy  a buněčné 

proliferace[41]. Tato molekula podporuje působení adhezních molekul VCAM-1 a P-

selektinu, jejich usazování a přilnavost na cirkulující leukocyty [34]. 

Tumor nekrotizující faktor má velký vliv na endotelové buňky. Zahajuje zánět 

v místě poškození cévní stěny. Endotelové buňky vystavené působení TNF-alfa  
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prokazatelně více produkují vasodilatační působky, jako jsou prostaglandiny a oxid 

dusnatý. Výsledné zvýšení prokrvení tkání vede ke zmnožení koncentrace zánětlivých 

buněk. TNF indukuje cévní vaskulární faktor, což má za následek zvýšení permeability 

cévní stěny s následnou migrací leukocytů [41]. 

 

2.6.2 Interleukiny 

Cytokiny jsou glykoproteinové povahy podílející se na regulaci imunitních dějů. 

Jsou produkovány leukocyty. Bylo rozlišeno až 30 typů interleukinů, které se rozlišují 

podle vyvolaných reakcí na prozánětlivé, kam řadíme IL-1, IL-2 nebo naopak 

protizánětlivé a to IL-10 [39]. 

 IL-1 jsou produkovány hlavně makrofágy a jedná se o hlavní mediátor zánětu. 

Spolu s TNF-α jsou považovány za vrozený imunitní systém a mohou nezávisle 

na sobě spouštět zánětlivou kaskádu v lidské tkáni a společně zesilují zánětlivou 

reakci [42]. Interleukin 1 je značně toxický, proto v klinické praxi téměř 

nevyužívaný [39]. 

 IL-2 je tvořen v T-lymfocytech a podporuje tvorbu dalších cytokinů.  Jedná se 

o prozánětlivý interleukin, který má největší využití v praxi, jako protinádorové 

léčivo [39]. 

 

2.6.3 Interferony  

Našly největší uplatnění u virových onemocnění [38] a vyznačují se svými 

imunomodulačními a antiproliferačními účinky [39]. Rozlišujeme dvě skupiny lišící se 

vazbou na určitý receptor. Interferony I. typu své účinky zprostředkovávají přes společný 

membránový receptor. Patří sem molekuly INF-alfa a INF-beta, u kterých dominuje 

virostatický efekt. INF-gama zastupuje II. skupinu a své působení zajišťuje přes jiné 

proteinové uskupení a vyznačuje se i odlišnými biologickými účinky [39]. 

 INF- α má více podtypů lišících se sekvencí aminokyselin, ale biologické účinky 

bývají zachovány. Kromě protivirového je zde silně zastoupen účinek 

protinádorový a antiproliferativní zásahem do buněčného cyklu. Zvyšuje aktivitu 

makrofágů, cytotoxických lymfocytů. Díky technologickým postupům byla 

vynalezena nová léková forma umožňující podávání interferonů v týdenních 

intervalech. Jedná se pegylované molekuly, které mají protrahovaný účinek [39]. 
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 INF- β se liší intracelulárními pochody od předešlé molekuly. Interferon má 

prokazatelné účinky u roztroušené sklerózy, přičemž je efektivita na toto 

onemocnění dokládána schopností potlačovat TNF- alfa i INF-alfa. 

 INF- γ zvyšuje fagocytózu makrofágů a synergizuje s molekulami tumor 

nekrotizujícího faktoru [39].  

 

2.7 Myší modely aterosklerózy 

Ateroskleróza jako dlouhodobě vznikající proces znemožňuje charakterizovat 

patologické léze u člověka. Proto došlo k provádění experimentu na zvířecích modelech. 

Nejvhodnějším modelem se stala myš z hlediska velké genetické rozmanitosti kmenů i 

z ekonomického hlediska. 

Myši jsou velmi odolné vůči ateroskleróze. Obsahují velké množství HDL 

cholesterolu a naopak nízké hladiny LDL a VLDL. Všechny myší modely současné doby 

jsou založeny na poruchách metabolizmu lipoproteinů. Jsou upravené na základě 

genového inženýrství nebo podáním speciálních diet [43]. 

Nejčastěji používaný model pro aterosklerózu se stal apoE-deficientní model 

a model s deficitem LDL receptorů [44]. Důležité hledisko je správný výběr geneticky 

upravené myši. Modely se velmi liší svou odpovědí v experimentu [43]. I přes významné 

pokroky v léčbě a porozumění vzniku aterosklerózy zůstává hlavní příčinou morbidity a 

mortality [44].  

Definice aterogenních mechanismů u lidí je velmi složitá díky chronickému 

procesu, kdy k progresi nemoci dochází desítky let před akutním projevem 

kardiovaskulárního onemocnění. Důsledkem této skutečnosti je chybění možnosti 

neinvazivní detekce [43,44].   

Proto bylo v poslední době modifikováno spoustu genů, což přináší výsledky 

v rychlejší progresi aterogeneze a tudíž možnost testovat všechny fáze aterosklerózy. 

Transgenní a knockoutované myší modely neslouží pouze ke sledování rozvíjení se ATS, 

ale našly široké uplatnění při výzkumu léků na snížení hladiny cholesterolu [44, 43]. 

 

2.7.1 ApoE-deficientní model 

Nejčastěji používané jsou geneticky upravené myši, které mají vypnutý gen pro 

apolipoprotein E. Deficit tohoto genu vede k těžké hypercholesterolémii a spontánní 
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ateroskleróze.  ApoE je syntetizován v játrech a makrofázích a má řadu významných 

antiaterogenních funkcí. Působí antiskleroticky, antitromboticky, antiproliferačně 

a protizánětlivě. Moduluje aktivaci imunitního systému a to inhibicí T-buněk. Slouží jako 

ligand pro buněčné povrchové receptory jako je lipoprotein LDL a tím podporuje příjem 

aterogenních částic [44].  

U tohoto kmene myší dochází k inaktivaci genu již v embryonálním stádiu. 

Nedostatek funkčního apoE genu činí tyto myši neschopné produkovat glykoprotein 

nezbytný pro transport a metabolismus lipidů. Vzniklé léze se velmi podobaly lidským 

komplexním lézím. Cílená mutace ukazuje dramatické změny i při chow dietě [43]. Bylo 

dokázáno, že proces dále urychluje vysoko cholesterolová dieta [44]. 

 

2.7.2 Model C57BL/6 

Jedná se o nejrozšířenější geneticky nemodifikovaný myší model pro prezentaci 

lidských chorob. Snadno se chovají, jsou nenáročné a odolné myši, které se jednoduše 

rozmnožují. Za fyziologických podmínek jsou bez známek aterogeneze, jelikož obsahují 

vysoké množství antiaterogenního HDL cholesterolu. Jedná se o první kmen, u kterého 

vznikly vaskulární detekovatelné léze, při krmení potravou bohatou na cholesterol. Tento 

model byl nejprve vystaven speciální dietě obsahující 30 % tuku, 5 % cholesterolu a 2 % 

kyseliny cholové. Studie ovšem prokázala příliš velkou toxicitu potravy.  Myši ztrácely 

na váze a další poznatek ukazuje na to, že speciální dieta sama o sobě vyvolává chronický 

zánět. Proto byly koncentrace potravy upraveny na poloviční, což vedlo téměř k 

trojnásobnému zvýšení cholesterolu v plazmě. Studie prováděná na modelu C57BL/6 

měla však nevýhody. Prvním negativem bylo umístění aterosklerózy, které bylo omezeno 

pouze na kořen aorty a velmi malé léze oproti lidským. Léze nakonec ani neprogredovaly 

a nebyly proto náchylné k ruptuře jako pláty u lidí. Druhým velkým negativem byla 

toxicita potravy [45,46]. 

 

2.7.3 Model s deficitem LDL receptoru  

Receptor pro LDL lipoprotein je povrchový glykoprotein převážně exprimován 

na hepatocytech. Vazba LDL částice na receptor, zajišťuje endocytózu přebytku 

cirkulujícího lipoproteinu o nízké hustotě do jater, kde je dále metabolizován a vyloučen 

z těla. Mutace LDL receptoru výrazně ovlivňuje vznik familiární hypercholesterolémie 

na podkladě autozomálně dominantní poruchy. Vyznačuje se zvýšenou hladinou LDL 
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cholesterolu v plazmě s následným ukládáním v tepnách a zvyšuje riziko vzniku 

ateromových plátů.  Myší modely krmené standardní dietou, vykazují pouze mírné 

zvýšení hladiny LDL v plazmě. Kděžto skupina, které byla podávána 

vysokocholesterolová dieta tzv. „Western type diet“, zaznamenává prudké zvýšení 

a vysoké riziko vzniku aortálních lézí [44]. 

 

2.8 Imunohistochemie  

Zahrnuje speciální metody využívající primární protilátky ke stanovení 

antigenních determinant prostřednictvím specifické vazby. Detekují antigen v tkáňových 

řezech pomocí imunologických a chemických reakcí. Jedná se o velmi citlivou a 

specifickou techniku široce využívající barvení například u nádorů, lokalizaci biomarkerů 

jejich distribuci a detekují exprimované proteiny [47, 48]. IHC je velmi důležitá metoda 

s vynikajícími výsledky, která umožňuje detekovat molekuly přesně v místě jejich 

výskytu [49]. 

Metody se provádí na parafínem fixovaných preparátech i na zmražených 

preparátech a metodika je založena na využití enzymu, který v prostředí peroxidu vodíku 

poskytuje barevnou rekaci chromogenu. 

Vizualizace interakce může být provedena několika způsoby. Nejběžnější je 

protilátka konjugovaná s enzymem, například peroxidázou, a označena fluoroforem.  

Význam spojitosti těchto dvou vědních oborů je diagnostický i prognostický [48]. 

Příprava vzorku je zásadní pro zachování morfologie buněk a tkání, čehož 

dosáhneme řádným sběr tkání, fixací a krájením. Tkáň může být krájená celá nebo 

v závislosti na pokusu a požadované velikosti.  Jak již bylo zmíněno, před samotným 

krájením se vzorky zalijí do parafínu a řezy se provedou na mikrotonech nebo 

kryostatech.  Takto připravené tkáně pro experiment jsou mikrometrových průměrů.   

V závislosti na charakteru tkáně jsou v některých případech nutné blokovací 

kloky, před nanesením protilátek. Slouží k zabránění nespecifickým reakcím, které by 

mohly zamaskovat detekci cílového antigenu. Preparáty jsou proto inkubovány pufrem, 

který blokuje reaktivní místa [48]. 

Používané protilátky pro specifické reakce jsou monoklonálního nebo 

polyklonálního původu s tím, že se častěji setkáme s protilátkami monoklonálními. Jsou 

specifičtější pro jeden epitop oproti polyklonálním. Obecně se Ab rozdělují na primární 
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a sekundární. Primární se vyznačují účinností proti antigenu a jsou nekonjugované, 

kdežto sekundární je namířena proti imunoglobulinům zvířete [52]. 

 

2.8.1 Typy imunohistochemických metod 

Metody imunohistochemie jsou široce využívány, jelikož se jedná o nejjednodušší způsob 

lokalizace antigenu v tkáni. Dělíme je na přímé a nepřímé.  

 

Obrázek7: Princip imunohistochemických metod přímých a nepřímých.  

http://www.piercenet.com/method/immunodetection-ihc  [03/2014] 

 

 

Poznámka: Přímá metoda (direct) znázorňuje značenou primární protilátku enzymem. 

Metoda nepřímá (indirect) je charakteristická neznačenou primární protilátkou 

a značenou protilátkou sekundární. 

 

 Přímá metoda je metoda zahrnující v jednom kroku barvení a označení protilátky 

reakcí přímo s antigenem. Primární protilátka je značena enzymem nebo 

chromoforem jehož rozmístění hodnotíme. Přímé stanovení lze dokázat pouze při 

vysokém výskytu antigenu v tkáni, reakce je rychlá a jednoduchá, ale méně citlivá 

[52,50].   

 Nepřímá metoda dvoustupňová je oproti přímé citlivější z důvodu zesílení signálu 

vazbou sekundární protilátky [52]. Zahrnuje neznačenou primární protilátku, 

která se váže na cílový antigen tkáně [51]. Druhá vrstva představuje sekundární 

protilátku proti imunoglobulínu zvířete, z kterého byla získána primární. Je 

označena enzymem a váže se na protilátku primární [52,50]. K této metodě patří 

http://www.piercenet.com/method/immunodetection-ihc
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i metoda ImmPRESSTM, která je detailně popsána v metodice práce, odstavec 

4.2.1. 

 

Obrázek 7: Znázornění barvení metodou ImmPRESSTM  

http://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?catID=436   [04/2014] 

 

 

 

Poznámka: Metoda ImmPRESSTM je detailně popsána v metodice práce v odstavci 

4.2.1. Nejprve se aplikuje primární protilátka (first primary antibody), následuje 

přidání ImmPRESSTM činidla (reagent). Po přidání enzymového substrátu I (enzyme 

substrate I) přichází na řadu sekundární protilátka (second primary antibody), opět 

činidlo a enzymový substrát II. 

 

 

 Nepřímá amplifikační trojstupňová metoda slouží k zesílení signálu v případě 

malého zastoupení antigenu v tkáni. Reaguje primární antisérum s antigenem, 

v druhé fázi je aplikována neoznačená protilátka proti imunoglobulinům zvířete. 

Sekundární protilátka tvoří můstek a nazývá se spojovací. Ve třetí a poslední 

fázi nanášíme značený komplex [52]. 

http://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?catID=436
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3 CÍL PRÁCE, ZADÁNÍ PRÁCE 

Záměrem této diplomové práce bylo nastavit metodiku na detekci exprese 

a koexprese endoglinu a adhezní molekuly VCAM-1 v aterosklerotických plátech 

ascendentní části aorty. V tomto experimentu byl využit myší kmen C57BL/6J 

s knockoutovaným apoE genem. Myši byly rozděleny do tří skupin a krmeny různým 

typem diet k dosežení různých fází aterosklerotického procesu. Jednalo se o standardní 

laboratorní dietu a vysokocholesterolovou dietu tzv. „Western type diet“. Pomocí 

biochemické analýzy byl určen lipidový profil v jednotlivých skupinách. Získané tkáně 

(ascendentní aorty) ze všech laboratorních zvířat byly podrobeny imunohistochemickému 

hodnocení pro určení exprese molekuly endoglinu a VCAM-1 a jejich případné 

koexprese.  
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Pokusná zvířata, dietní profil experimentu 

4.1.1 Typ zvířat a jejich chov 

 Pro tento experiment byly využity 10 týdnů staré geneticky modifikované apoE- 

deficientní myší samice. Testovanou skupinu tvořil myší kmen C57BL/6J (n=24) 

(Taconic, Denmark), který byl rozdělen náhodně do dalších tří podskupin.  

 Veškeré testování probíhá v souladu s etickými kritérii pro zacházení s laboratorními 

zvířaty. Protokoly byly schváleny Etickou komisí na ochranu zvířat proti týrání na 

Farmaceutické fakultě Univerzity Karlovy v Praze. Pokusy byly prováděny v souladu se 

zákony České Republiky. 

 Jednotlivé myši všech skupin žily samostatně v kleci a byly krmeny 4 g potravy 

denně v podobě speciálních pelet. Spotřeba byla pečlivě sledována každý den a nebyly 

zaznamenány velké rozdíly ve spotřebě mezi jednotlivými skupinami. 

4.1.2 Profil diet 

 Všechny myši byly krmeny dvěma různými dietními schématy s dostatkem vody 

po celou dobu studie. Skupina experimentálních zvířat podrobena standardní dietě byla 

krmena 2 měsíce. Do Western diety byly zařazeny zbylé dvě skupiny zvířat a dietě byly 

vystaveny různě dlouhou dobu. Potrava se skládala z 21 % tuku z toho 11 % nasyceného 

tuku a dávka cholesterolu byla ve výši 0.15 %. První skupina byla dietě vystavena 2 

měsíce. Druhá skupina Western diety pokračovala do konce 4. měsíce. 

Po ukončení experimentu a zároveň fází diet byla zvířata po celodenním lačnění 

usmrcena. Z aorty v místě připojení k horní polovině srdce byly odebrány vzorky tkáně a 

ponořeny do OTC media (Leica, Praha, Česká Republika). Řezy byly zmraženy v tekutém 

dusíku při -80°C do provedení experimentu. 

   

4.2 Imunohistochemie 

 Exprese endoglinu a adhezní molekuly VCAM-1 stanovované v myších aortách, 

byla prováděna pomocí imunohistochemické metody ImmPressTM  s detekčním činidlem 

diaminobenzidinem (DAB), které poskytuje barevnou reakci.   

Vzorky byly odebrány ze skupiny myší podrobující se chow dietě a ze dvou 

skupin vystavených dietě typu Western. Vzorky jsme získaly ze vzestupné části aorty. 
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Byly zhotoveny řezy o průměru 7 mikrometrů a naneseny na sklíčka potažená želatinovou 

hmotou. Pro imunohistochemickou metodu byly preparáty vybrány náhodně a z každé 

myši bylo využito 5 vzorků pro detekci každého proteinu (endoglin, VCAM-1). 

 

4.2.1 Pracovní postup detekce endoglinu 

1. Počáteční krok metody ImmPressTM spočívá ve fixaci tkáňových řezů provedené 

v acetonu při teplotě -20 °C po dobu 30 minut. 

2. Preparáty se nechaly 15 minut oschnout při pokojové teplotě. 

3. Aplikace speciálního olejového pera zajistí kolem požadované tkáně 

nepropustnou bariéru, která zabrání ztrátám činidel. 

4. Oplachovací krok v roztoku fosfátového pufru (PBS) po dobu 5 min. 

5. Důležitou reakcí pro analýzu je nanesení sušeného mléka, ze kterého se připraví 

roztok rozpuštěním v PBS. Jedná se o první blokační krok nespecifických míst. 

6. Vložení preparátů po 30 min. do roztoku PBS 

7. Vlastní detekce endoglinu byla zahájená aplikací primární protilátky, která se 

připravila ředěním roztokem BSA 1:50 a nechala působit 60 min. 

8. Sklíčka se vložily do fosfátového pufru 2×5 minut. 

9. Následoval další blokační krok trvající 15 min. v 3% roztoku peroxidu vodíku pro 

blokaci endogenní peroxidázy.  

10. PBS 2×5 minut. 

11. Aplikace sekundární protilátky Mouse sérum v přítomnosti ImmPress reagentu  

Anti-Rat IgG. Ředění se provádí v poměru 1:50 a doba inkubace byla nutná 

30 minut.  

12. PBS 2×5 min. 

13. Vizualizace zprostředkovaná diaminobenzidinem  je založena na principu vazby 

na sekundární protilátku. Dojde ke zhnědnutí vazebných míst. Reakce probíhá 

5 sekund s následným vložením do roztoku PBS. 

14. Fixační kroky v podobě barvení se prováděly bazickým hematoxylinem pro 

identifikaci jader po dobu 5 sekund a vymytí přebytečného hematoxylinu pod 

tekoucí vodou 1 minutu. 

15. Oplach v acetonu. 

16. Zakončení experimentu se provádí odvodněním řezů v roztocích aceton – xylen 

10:1 a aceton – xylen 1:10.  Odvodnění v obou roztocích probíhalo 3 minuty. 
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17. Konečné opláchnutí v xylenu 3×2 minuty. 

18. Vytvoření trvalých preparátů bylo zhotoveno zamontováním řezů do speciálního 

lepidla zvaného Eukit. 

19. Vyhodnocení tkáňových řezů bylo provedeno 

 

4.2.2 Činidla  

Primární monoklonální protilátka – rat anti-mouse endoglin/CD105 (PharmingenTM, 

USA), ředění v BSA (bovine serum albumin) 1:50 

Sekundární monoklonální protilátka – mouse serum normal (Dako, Denmark) ředěná 

v ImmPRESSTM reagentu Anti-rat IgG (Vector Laboratories, USA) 1:50 

DAB - diaminobenzidine tetrahydrochloride substráte (Dako, Denmark) 10 mikrolitrů 

činidla se zředí 500 mikrolitry PBS. 

4.2.3 Příprava roztoků a činidel 

Phospate buffered saline (PBS) pufr:  

80,0 g NaCl, 2,0 g KCl, 11,5 g Na2HPO4·2H2O ad 1000 ml Aqua bidestilata. Ph se poté 

upraví na 6,8. Tato příprava představovala zásobní roztok PBS, který byl 10 krát 

koncentrovanější než roztok PBS používaný při imunohistochemickém stanovení.  

 

Bovine serum albumin (BSA) 

5 g BSA + 95 g ředěný PBS, rozpuštění a rozdělení po 1ml. Ependorfky naplněné 1 ml 

roztoku BSA se zmrazí a používají včas potřeby.  

 

4.2.4 Pracovní postup detekce VCAM-1    

Vizualizace detekce adhezní molekuly VCAM-1 jsme stanovovali stejnou 

imunohistochemickou metodou jako detekci endoglinu. Jednalo se tedy o metodu 

ImmPRESSTM. Postup barvení je totožný, liší se pouze v povaze primární protilátky.   

 

Primární monoklonální protilátka – rat anti mouse VCAM-1/CD 106 (BD PharmingenTM 

, USA) ředěná 1/100 v BSA (bovine serum albumin) 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Statická analýza 

Sloupce grafu vyjadřují průměrné hodnoty ± SEM (střední chyba průměru) 

cholesterolu jednotlivých skupin zvířat. Skupina Apo chow čítala 8 exemplářů, skupina 

Apo west2m a Apo west4m potom každá 8. K porovnání parametrů mezi skupinami zvířat 

byl použit jednostranný nepárový t-test na hladině významnosti α = 0,05. Výpočet byl 

proveden v software GraphPad Prims 6.0. 

 

5.2 Biochemická analýza  

Při porovnání skupiny zvířat Apo chow a skupiny Apo west2m došlo ke zvýšení celkové 

hladiny cholesterolu z 10,98 ± 0,87 mmol/l na 29,96 ± 2,59 mmol/l. T-test vykázal P 

hodnotu < 0,05 a získaný výsledek lze tedy považovat za staticky významný. Při 

porovnání parametrů skupin Apo west2m a Apo west4m t-test vykázal P hodnotu > 0,05, 

tj. výsledek staticky nevýznamný. Rozdíl parametrů těchto skupin tak považujeme za 

čistě náhodný.  
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5.3 Imunohistochemická analýza - preparáty 

Obrázek 8: Reprezentativní preparáty imunohistochemické detekce molekuly 

endoglinu  (A,C) a VCAM-1 (B,D) v ascendentní části aorty u apoE-deficientních myší, 

které byly krmeny „chow type diet“. Preparáty znázorňují negativní expresi endoglinu 

v ascendentní části aorty a naopak pozitivitu VCAM-1 na povrchu endotelu (šipky). 

Nebyla¨detekována žádna koexprese molekuly endoglinu a VCAM-1. Řezy jsou 

dobarveny hematoxylinem. Zvětšení 100x.  
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Obrázek 9: Reprezentativní preparáty imunohistochemické detekce molekuly 

endoglinu (A, C) a VCAM-1 (B, D) v ascendentní části aorty u apoE-deficientních 

myší, které byly krmeny „Western type diet“ po dobu dvou měsíců. 

Hnědá barva znamená pozitivní reakci na endoglin na povrchu aterosklerotických plátů 

(černé šipky). Nepřítomnost endoglinu na neaterosklerotickém endotelu (bílé šipky). 

Exprese VCAM-1 nebyla detekována na endotelu pokrývajícím léze (bílé šipky). VCAM- 

1 exprese byla detekována pouze na neaterosklerotickém endotelu, v plátu a v médii  

(černé šipky). Nebyla tedy detekována žádná kolokalizace endoglinu a VCAM-1. Řezy 

jsou dobarveny hematoxylinem. Zvětšení 100x.  
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Obrázek 10: Reprezentativní preparáty imunohistochemické detekce molekuly 

endoglinu (A, C) a VCAM-1 (B, D) v ascendentní části aorty u apoE-deficientních myší, 

které byly krmeny „Western type diet“ po dobu čtyř měsíců. 

Hnědá barva znamená pozitivní reakci na endoglin zejména na povrchu 

aterosklerotických plátů (černé šipky). Nepřítomnost endoglinu na  neaterosklerotickém 

endotelu (bílé šipky). Exprese VCAM-1 opět detekována pouze uvnitř 

aterosklerotickýchlézí, v médii neaterosklerotických  plátů (černé šipky). Koexprese 

endoglinu a VCAM-1 nebyla detekována. Řezy jsou dobarveny hematoxylinem. Zvětšení 

100x. 
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6 DISKUSE 

Ateroskleróza představuje nejzávažnější onemocnění pro všechny vyspělé země. 

Tento proces vznikající v životně důležitých cévách, je nejčastější příčinou úmrtí na 

celém světě. Jedná se o chronické zánětlivé postižení arterií, při kterém dochází 

k poškození endotelu, které vyústí v dysfunkci. Na aterogenním procesu se podílí řada 

zánětlivých molekul. Jednou z mnoha, co do skupiny spadá, je adhezní molekula VCAM-

1. VCAM-1 je proaterogenní a prozánětlivá molekula exprimovaná v cévním endotelu. 

Její přítomnost byla prokázána ještě před tvorbou lézí, což naznačuje, že je markerem 

endoteliální aktivace. Hraje klíčovou roli v prostupu leukocytů, a to především 

v počátečních stádiích ATS. Je charakteristická výskytem pouze v aktivovaném endotelu.  

Endoglin jako transmembránový glykoprotein je součást signalizační kaskády 

TGF-. Interaguje s intracelulárními receptory a tím ovlivňuje dráhy přenosu zajišťující 

celou řadu procesů jako je proliferace, migrace a adheze buněk. Má klíčovou roli ve 

vývoji vaskulárních onemocnění ve smyslu regulace cévní homeostázy. Několik studií 

potvrzuje vliv ENG na cévní endotel a jeho expresi v procesu aterogeneze. V poslední 

době se prokázala i jeho možná účast při adhezi leukocytů na endotel [53]. Výsledky 

studií poukazují na odlišnosti exprese endoglinu u lidí a myší.  Samotná lokalizace je 

v myší tkáni převážně v aktivovaném endotelu a je reakcí na aterogenezi. Naopak v lidské 

tkáni je přítomnost endoglinu detekována i v buňkách hladké svaloviny a makrofázích. 

Právě na tyto struktury (endoglin a VCAM-1) byla zaměřena diplomová práce 

s cílem sledování exprese endoglinu a VCAM-1 a jejich možné koexprese v ascendentní 

části aorty u apoE-deficientních myší. Myším byla podávána potrava „chow type diet“ po 

dobu dvou měsíců a „Western-type diet“ po dobu dvou a čtyř měsíců. Přítomnost obou 

molekul v procesu aterogeneze může souviset se vzniklou hypercholesterolémií po 

vystavení myších modelů aterogenní dietě. 

Výsledky biochemické analýzy prokázaly nárůst hladin cholesterolu u apoE-

deficientního myšího modelu zejména po podání „Western type diet“. Rovněž byla 

v obou skupinách myší na této dietě pozorována přítomnost aterosklerotických plátů 

v ascendentní aortě, oproti skupině myší na „chow“ dietě. 

Imunohistochemická detekce byla provedena na preparátech ze všech 

studovaných zvířat. Dokázali jsme pozitivní reakci na ednoglin pouze v buňkách 

endotelu, a to výhradně v endotelu poškozeném aterosklerózou. Naopak pozitivní reakce 

na VCAM-1 byla zaznamenána zejména uvnitř aterosklerotického plátu, v médii a 
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v oblastech endotelu bez aterosklerotických plátů. Tento obraz exprese byl patrný ve 

všech studovaných fázích aterosklerotického procesu. 

Výsledky této imunohistochemické studie naznačují, že endoglin zřejmě není 

kolokalizován s adhezními molekulami, které jsou rozhodující pro vznik zánětu 

a aterogeneze.   

Působení endoglinu a VCAM-1 není doposud plně objasněno. Do budoucna je 

třeba nadále testovat tkáně za pomocí zvířecích modelů a doložit mnoho informací nejen 

o ENG a adhezní molekule VCAM-1, ale o celém aterogenním procesu.  Tato studie 

obohatila výsledky o fakt, že exprese endoglinu neprobíhá v makrofázích a buňkách 

hladkého svalstva ascendentní aorty u testovaných apoE-deficientních myší kmene 

C57BL/6J. Rovněž poukázala na to, že endoglin pravděpodobně není koexprimován 

s molekulou VCAM-1, a tedy se zřejmě nepodílí na hromadění leukocytů v aortě 

v průběhu aterosklerotického procesu. 
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7 ZÁVĚR 

Cílem této diplomové práce bylo sledování změn exprese a koexprese endoglinu 

a adhezní molekuly VCAM-1 v ascendentní aortě apoE-deficientních myší. Byly krmeny 

standardní laboratorní dietou „chow type diet“ a stravou se zvýšeným obsahem 

cholesterolu „Western type diet“.  

Biochemická analýza prokázala nárůst cholesterolu v závislosti na typu podávané 

stravy zvířecím modelům, v našem případě myším. Rovněž se skupiny na „Western type 

diet“ lišily přítomností aterosklerotických plátů oproti myším na standardní dietě. 

Obecně platí výskyt molekuly VCAM-1 v aterosklerotických plátech a v médii 

cévy. Endoteliální pozitivita byla přítomna pouze na endotelu bez aterosklerotického 

plátu. Naopak pozitivita endoglinu byla patrná výhradně na endotelu pokrývajícím 

aterosklerotické pláty.  

V souhrnu lze učinit závěr, že endoglin pravděpodobně není koexprimován 

s molekulou VCAM-1 v ascendentní aortě apoE-deficientních myší v různých fázích 

aterosklerotického procesu, a tedy se zřejmě nepodílí na adhezi leukocytů na endotel 

a jejich transmigraci v průběhu aterosklerotického procesu. 

. 
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8 SEZNAM ZKRATEK 

Ab – protilátka 

ALK – activin receptor like kinase (aktivace receptoru podobná kináza) 

apoE – apolipoprotein E 

ATS – ateroskleróza 

BSA – bovine serum albumin (hovězí serový albumin) 

CMP – cévní mozková příhoda 

CNS – cévní nervový systém 

DAB – diaminobenzidin 

ENG – endoglin 

HDL – high density lipoprotein (lipoprotein o vysoké hustotě) 

ICAM – intercellular cell adhesion molecule (intracelulární molekuly buněčné adheze) 

IHC – imunohistochemie 

ICHDK – ischemická choroba dolních končetin 

ICHS – ischemická choroba srdeční 

IL – interleukin 

INF – interferon  

LDL – low density lipoprotein (lipoprotein o nízké hustotě) 

KVO – kardiovaskulární onemocnění 

KVS – kardiovaskulární systém 

MF – makrofág 

OTC – Optimal Cutting Temperature (optimální teplota pro řezání) 

PBS – phosphate buffered saline (fosfátový pufr) 

RF – rizikový faktor 

SMAD – intracelulární signální protein 

TNF-α – tumor nekrotizující faktor 

TGF-β – transformující růstový faktor 

VCAM-1 –  vascular cell adhesion molekule (vaskulární molekuly buněčné adheze) 

VLDL – very low density lipoprotein (lipoprotein o velmi nízké hustotě) 

2M – 2 měsíce 

4M – 4 měsíce 
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Boston, 1999, 1-15, ISBN: 08-176-5800-9. 

    



50 

 

[31] GALKINA, E., et al. Lymphocyte recruitment into the aortic wall before and 

during development of atherosclerosis is partially L-selectin dependent. The 

Journal of experimental medicine. Rockefeller Institute for Medical Research, 

New York, 1896, 203, 5, 1273-1282, PMID: 16682495.  

 

[32] ERIKSSON, E., et al. Importance of primary capture and L-selectin-dependent 

secondary capture in leukocyt accumulation in inflammation and atherosclerosis 

in vivo. The Journal of experimental medicine. Rockefeller Institute for Medical 

Research, New York, 1896, 194, 2, 205-218, PMID: 11457895.  

 

[33] SULTAN, A., et al. T cell-mediated inflammation in adipose tissue does not cause 

insulin resistance in hyperlipidemic mice. Circulation Research. 2009, 104, 8, 

961-968, PMID: 19299644.  

 

[34] GALKINA, E.; LEY, K. Vascular adhesion molecules in atherosclerosis. 

Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. 2007, 27, 11, 2292-2301, 

PMID: 17673705.  

 

[35] CLEATOR, JH., et al. Differential regulation of endothelial exocytosis of P-

selectin and von Willebrand factor by protease-activated receptors and cAMP. 

Blood. 2006, 107, 7, 2736-2744, PMID: 16332977.  

 

[36] JERKIC, M., et al. Endoglin regulates nitric oxide-dependent vasodilatation. 

Faseb journal. 2004, 18, 3, 609-611, PMID: 14734648.  

 

[37] GAHMBERG, CG.; TOLVANEN, M. Leukocyte adhesion- structure and 

function of human leukocyte beta2-integrins and their cellular ligands. European 

Journal of Biochemistry. 1997, 245, 2, 215-232, PMID: 9151947. 

  

[38] KOOLMAN, J.; RÖHM, KH. Barevný atlas biochemie. 1. české vyd. Grada, 

Praha, 2012, 440, ISBN: 978-802-4729-770.  

 

 



51 

 

[39] KLENER, P.; KLENER, P. Nová protinádorová léčiva a léčebné strategie v 

onkologii. 1. vyd. Grada, Praha, 2010, 70-71, ISBN: 978-802-4728-087.  

 

[40] BARTŮŇKOVÁ, J.; ŠEDIVÁ, A. Imunodeficience. 2., přeprac. a dopl. vyd. 

Grada, Praha, 2007, 48, ISBN: 978-80-247-1980-1.  

 

[41]  WEINBERG, J.; BUCHHOLZ, R. TNF-alpha inhibitors. Birkhäuser Verlag, 
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