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Abstrakt
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Hodnoceni exprese a koexprese endoglinu a VCAM-1 v aorté apoE-deficientnich mysi
Diplomova prace

Lucie Minatikova

Vedouci prace: Mgr. Jana Rathouska

Cil prace: Zamérem této prace bylo sledovat expresi a koexpresi endoglinu (TGF-$
receptoru 111) a molekuly VCAM-1 v endotelu mysi aorty. Jako experimentalni model
jsme pouzili mySi kmen C57BL/6J, ktery byl geneticky upraven a vyznacoval se
deficitem apolipoproteinu E.

Metody: Pii studii jsme se zaméfili na testovani mySiho kmene C57BL/6J
s knockoutovanym genem pro apolipoprotein E v riiznych fazich aterosklerotického
procesu. Deset tydnt staré mySi samice byly rozdéleny do tii skupin a krmeny dietami
s ruznym obsahem cholesterolu. Jedna experimentalni skupina byla krmena standardni
dietou pro hlodavce (tzv. ,,chow type diet*) po dobu dvou mésicti. Zbylé dvé skupiny
byly krmeny dietou s obsahem 21 % tuku (tzv. ,,Western type diet*) po dobu dvou a ¢tyf
mésicl. Pro zjisténi hladin celkového cholesterolu byla provedena biochemicka analyza
krve. Ziskané vzorky vzestupné ¢asti aorty byly analyzovany imunohistochemickou
metodou IMMPRESS™ s detekénim ¢inidlem DAB. Sledovanymi markery byly endoglin
(ENG) a VCAM-1.

Vysledky: Biochemicka analyza prokazala hodnoty cholesterolu pii standardni
laboratorni dieté pohybujici se okolo 10mmol/l. V této skupiné také nebyly pozorovany
zadné aterosklerotické platy v oblasti ascendentni aorty. Naopak vyssich hladin
cholesterolu (a tvorby platt) bylo dosazeno pii uziti diety zapadniho typu (,, Western type
diet”) po dobu dvou mésict, kdy se hladiny lipida v krvi pohybovaly okolo 30mmol/I.
Mnozstvi cholesterolu pii ,,Western type diet” trvajici ¢tyfi mésice dosahlo hodnot
v pruméru 25mmol/l (bez signifikantniho rozdilu vzhledem ke skupiné ptedchozi) a byla

opé¢t patrna tvorba plati.



Pomoci imunohistochemickych metod jsme sledovali expresi endoglinu
a VCAM-1 v aterosklerotickych 1ézich ascendentni ¢asti aorty. Exprese endoglinu byla
detekovana vyhradné na endotelu cévy. Obecné plati vyskyt VCAM-1 uvnitt
aterosklerotickych lezi a v médii neaterosklerotickych cév. Exprese VCAM-1 byla
detekovana v endotelu aorty u mysi na chow dieté (bez plati). Molekula endoglinu u této
skupiny na endotelu nebyla detekovana, coz znamena zadnou koexpresi téchto proteinti
u mysi na chow dieté. Pozitivita endoglinu jiz byla zjisténa u mysi na ,,Western dieté* po
dobu 2 mésici (Western 2M), a to vyhradné na endotelu pokryvajicim ateroskleroticky
plat. Pozitivita na VCAM-1 byla v této skupiné prokazana uvnitf aterosklerotickych 1ézi
a v oblastech endotelu bez aterosklerotickych platd. Zadnd vyrazna kolokalizace
endoglinu a VCAM-1 u skupiny Western 2M nebyla prokazana. Obdobna pozorovani
byla zaznamenana v aorté mysi vystavenych Western dieté po dobu 4 mésicu (Western
4M). Endoglin byl lokalizovan pouze na endotelu aterosklerotickych plati bez vyznamné
koexprese s VCAM-1.

Zavér: Vysledky prezentované v této diplomové praci dokladaji vliv diet s vysokym
obsahem lipidii ha zvyseni hladin lipoproteinti v krvi a progresi aterosklerotickych 1ézi
v ascendentni aorté¢ apoE-deficientniho modelu mysi. Exprese endoglinu se objevila
zejména na endotelu aterosklerotickych plati. Je tedy zfejmé, Ze exprese endoglinu je
stimulovana vy$8imi hladinami cholesterolu. Dal$im vysledkem prace je patrné
neprobihajici koexprese molekuly endoglinu a VCAM-1 v pribéhu aterogeneze. Je tedy
pravdépodobné, ze ENG se nepodili na aktivaci endotelu spolecné s adheznimi
molekulami, které jsou rozhodujici pro vznik zanétu a tim padem aterogeneze u apoE-
deficientnich mysi. Adhezni molekula VCAM-1 byla detekovana i na endotelu

nepostizeného aterosklerézou a predstavuje marker poskozujici vystelku cév.
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Background: The aim of this work was to monitor the expression and a possible co-
expression of endoglin (TGF-p receptor I1I) 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 IMmPRESS™ 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/I.
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 UVOD

Kardiovaskularni choroby jsou hlavni pfi¢inou umrtnosti ve vétSin€é vyspéelych
zemi. Neda se statisticky pfesné€ vyjadrit procento postizenych lidi, jelikoz se ATS projevi
ve vetsing piipada az jako akutni komplikace vyjadiena jako ICHS (ischemicka choroba
srde¢ni), ICHDK (ischemicka choroba dolnich koncetin), CMP (cévni mozkova ptihoda).
Ateroskleroza predstavuje v dnesSni dobé nejvétsi problém kardiologie. Jevi se jako
asymptomatické onemocnéni, kvili kterému lidé pfedcasné a mnohdy néhle umiraji.
Vyskyt se zvySuje tmeérné s Zivotnim stylem. Lidé¢ jsou vystaveni mnohem castéji stresu,
nespravné se stravuji a nedodrzuji doporuceni 1ékafti. V ramci osvéty se apeluje na
prevenci a nefarmakologickou 1é¢bu u vSech KVS nemoci, které piinasi dobré vysledky
v oddéleni projevu a progresi ateroskler6zy.

Ateroskleroza patii k jednomu z nejvétsich témat soucasného vyzkumu po celém
svéte. Pro zavaznost tohoto onemocnéni se stale vyviji nové postupy 1é¢by a diagnostiky.
Je mnoho védeckych tyma zabyvajici se 1écbou, ovlivnénim rizikovych faktort a
monitorovanim hladin lipida v krvi. Prvnim projevem, souvisejicim s onemocnénim, je
poskozeni endotelu a soubézna exprese markert dysfunkce endotelu. A pravé tim jsme
se zabyvali v této diplomové praci. Zamérem bylo sledovani zmén exprese a koexprese
endoglinu a adhezivni molekuly VCAM-1, kdy pro dany experiment byly pouzity mysi
modely kmene C57BL/6J s knockoutovanym genem pro apolipoprotein E. Skupiny mysi
byly krmeny dietami lisicimi se obsahem cholesterolu a vysledky jsme hodnotili pomoci

imunohistochemickych a biochemickych metod.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Anatomie cév

2.1.1 Stavba cév
Sténa cév je sloZena ze tii dalezitych vrstev, plnicich kazda svou funkci. Vnitini
stranu cévy zastupuje vrstva zvana tunica intima. Stfed zaujima tunica media a vnéjsi

strana je pokryta tunica externa [1].

Tunica intima

Sklada se z vrstvy endotelovych bundk, které jsou protahlého tvaru [1]. Cast
endotelové bunky se vyklenuje do lumen cévy [2]. Bunky cévni vystelky nasedaji na
membranu elastica interna. Ta je tvofena kolagennimi vlakny nebo elastickymi blankami

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

Tunica media

Prestavuje nejsilngjsi vrstvu stény arterii, v cemz se lisi od stavby vény, kde hlavni
zastoupeni zaujima tunica adventicia [3]. Hlavnimi elementy jsou hladké svalové buiiky,
které produkuji mezibunéénou hmotu [2]. Z ¢asti je tvoiena kolagennim vazivem a
elastickymi vlakny, které prostupuji hladkou svalovinou [3] a davaji vznik v medii
tenkym blankam. V nich jsou naznaceny fenestry neboli otvory, kterymi proudi Ziviny do
hlubsich mist cévni stény. Tyto komponenty utvafi ¢ast membrany fenestratu [2]. S

velikosti arterie pfevazuje svalova nebo elasticka ¢ast tunica media [3].

Tunica externa

Neboli tunica adventicia je z pievazné vétSiny tvofena vazivem, které jako
souvisla vrstva pokryva celou cévu [1]. Druhy bunék zde nachazime v podobé fibroblasti
a adipocytt s ob¢asnym vyskytem hladkych svalovych bunék. Vyziva je zajisténa prostou

difazi [2]. Na povrchu se elasticka vlakna splétaji v sit’ a fixuji ji k okolni tkani [3].
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Obrazek 1: Jednotlivé vrstvy cévy
http://usmlepathslides.tumblr.com/post/23551886554/artery-cross-section-consists-of-
a-thick-tunica [03/2014]

adventitia

adventitia

Poznamka : Na obrazku je zndzornén prisvit tepny (artery lumen) a Zily (vein lumen).
U tepny (atery) dominuje stiedni vrstva (media). Vnéjsi vrstva (adventitia) pokryva celou
cévu. Zila (vein) ma stejnou stavbu cévni steny lisici se tloustkou vrstev od tepny. Ddle

jsou zde zobrazeny nervy.

Prostor mezi tunica externa a tunica media je obohacen o slabé tepénky a tenké zilky
souborné zvané vasa vasorum, které vyzivuji a okyslicuji sténu cévni [3]. Cévy toho typu
jsou mohutn¢ vétveny v tunica externa a zevnich oblastech medie. Vasa vasorum ma
Castej$i vyskyt ve sténach zil nez u tepen. Pricina tohoto anatomického usporadani tkvi

Vv nizsi koncentraci kysliku zilni krve [2]. Okysli¢ovani a pfivod zZivin z vnitinich vrstev

je zajisténo difuzi z protékajici krve [3].

2.1.2 Druhy cév

Cévy predstavuji uzavieny systém umoznujici krevni zasobeni vSech organd.
Rozeznavame lymfatické a krevni cévy, které se dale odborné ¢leni na arterie, zily,
vlase¢nice [3]. Lymfaticky systém je tvofen slepé zaCinajicimi kapilarami, které se

zveétsuji do cév a ty nasledné konéi v krevnim fecisti [2].
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Krevni tepny jsou systémem trubic ptivadéjici okyslicenou krev do tkani a plni
I funkci vyzivy. Vény tvoii systém vznikajici splyvanim kapilar a vedou krev bohatou na
oxid uhli¢ity zpét k srdci. Kapilarni sité¢ jsou v tkanich, ve kterych dochazi k rychlé

latkové vyméné mezi krvi a tkani [2].

Obrazek 2: Znazornéni rozdilnosti arterie a vény ve stavbé cévni stény

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

Poznamka: Obé cévy jsou tvoreny tremi stejnymi vrstvami. Vnitini vstrva (tunica intima)
Jje tvorena endotelovymi bunkami (endothelial cells). Tepna (artery) je tvorena silnou
vrstvou (tunica media) zaujimajici stiedni Vrstvu cévni stény a hlavnimi komponenty jsou
zde hladké svalové buriky (smooth muscle). U Zily (vein) je znatelné tenci. Vrstva (tunica
adventitia) pokryva celou cévu v obou pripadech a je tvorena viakny pojivové tkané (loose
fibrous connective tissue). Zila navic obsahuje chlopné (valve) a tepna epitelové buiiky

(epithelial cells).
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Artérie
Maji tlustsi cévni sténu nez vény a uzsi lumen [3]. Podle velikosti a priméru tepen
pfevazuje clastickd nebo svalova slozka v tunica media [1]. Elasticky typ pfevlada u
velkych tepen napf. aorta, karotidy, truncus pulmonalis. Tyto arterie jsou schopné pii
systole rozpinat a pti diastole navracet do piivodniho stavu cévni sténu.
Svalovy typ zahrnuje vétSinu tepen a jedna se predevsim o stfedni az malé tepny
[1]. Obsahuji regula¢ni aparat ve svaloving tunica media, ktery méni prusvit arterie a tim

fidi prutok krve [3].

Arterioly

Jsou nejtenci tepénky slozené z hladkych svalovych bunék a bunck endotelu.
Bohat¢ je zasobuji nervova vlakna [1]. Arterioly jsou kone¢nou ¢&asti arterialniho stromu

zuzujici se az do praméru krevnich kapilar [4].

Kapilary
Neboli vlasecnice jsou nejtenci cévy s proménlivou Sitkou. Sténu kapilar tvori
vrstva endotelovych bunék, které se staci a zaujimaji valcovity prostor [2]. Primér kapilar
se pohybuje kolem 7 mikrometrd. Sbihaji se do siti a obklopuji z1azové struktury [1].
Kapilary délime do ¢ty skupin: sinusoidni, kapilary s pory, fenestrované a se souvislou
vystelkou [2].
o Sinusoidni kapilary maji nepravidelné cévni lumen. V endotelovych burikach jsou
oproti kapilaram se souvislou vystelkou obsaZeny pory i fenestrace. V jejich okoli
se vyskytuji ¢etna mnoZstvi makrofagl. Tento typ kapilar najdeme v jatrech a
kostni dfeni [2].
o Se souvislou vystelkou neobsahuji zadné fenestrace a jsou obklopeny
endotelovymi buiikami.
e Kapilary s pory jsou charakteristické endotelovou vystelkou, ktera ma otvory
a vyznacuji se vyskytem v glomerulech.
o Fenestrované kapildry jsou situovany Vv organech, kde dochazi k rychlé latkové

vymeéngé [2].
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Vény

Vény se oproti artériim vyznacuji ten¢i sténou a vEétSim pramérem cévy [3].
Nejsilngjsi vrstvu tvofi tunica adventicia a u tepen naopak tunica media. V tomto typu
cév jsou vyvinuty vybézky intimy zvané chlopn¢ branici méstnani krve [3, 1].

Zily stejné jako tepny délime na malého, stfedniho a velkého kalibru. Malé
a stfedni vény maji intimu tvofenou endotelovymi bunkami a subendotel je v tomto
piipadé velmi tenky. Tunica media je charakteristickd svazecky bunék hladké svaloviny
a je protkana siti elastickych vldken. Tunica adventicia je zastoupena kolagennimi vldkny.
V tomto typu cév jsou vyvinuty parové chlopné, s nejcastéjsim vyskytem v dolnich
koncetinach. Chlopné maji jedinecnou schopnost ve spolupraci s vnéj§imi piicné
pruhovanymi svaly, které zajist'uji kontrakci, usmériiovat tok krve zpét k srdci [2].

Velké zily a jejich stavba cévni stény zavisi na misté vyskytu v organismu. Intima
je vyrazné tvorena endotelovymi buiikami a subendotel je v tomto pfipadé vyraznéji
vyvinut nez u vén malych. Vrstva medie je tenka a adventicie naopak zaujima nejtlustsi

zastoupeni mezi vrstvami [2,1].

2. 2 Endotel

Jedna se o jednovrstevny epitel vnitfnich povrchii cév. Zpravidla se vyskytuje ve

formé dlazdicové vystelky [5].

2.2.1 Endotelialni funkce

Uspotadani endotelovych bunék tvoii vrstvu zodpovédnou za tonus cévni stény a
protisrazlivé vlastnosti cévniho lumen. Vrstva nazyvajici se tunica intima je vystavovana
zatézi v podobé mechanického nebo toxického poskozeni, které vedou k endotelialni
dysfunkci [5].

Slouzi jako dulezity autokrinni a parakrinni organ, ktery reguluje funkce cévni
stény. Vzhledem ke své strategické poloze mezi cirkulujici krvi a cévni st€énou muzZe
endotel korigovat tonus cévni stény. Zodpovida za semipermeabilitu membrany a prostup
bunéénych struktur =zajistuji adhezivni molekuly [6]. Vystelka cévy vylucuje
neurohumoralni mediatory navozujici kontrakci ¢i dilataci hladké svaloviny. Je
produkovanym endotelovymi bunikami je oxid dusnaty. Je neustdle vytvaren

z aminokyseliny L-argininu v endotelovych bunikach. Produkce oxidu dusnatého je
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regulovana NO syntazou. Na endotelu zdvislou vazodilataci vyvoldvd mimo jiné
I prostacyklin. Velky pocet rizikovych faktor ovliviwjicich endotelialni dysfunkci uzce
souvisi s poruchou uvoliiovani oxidu dusnatého [7].

Endotel zajistuje antikoagula¢ni a fibrinolytické vlastnosti. Buiiky produkuji
trombmodulin jakozto receptory pro trombin. Dochazi k pfeméné prokoagulacniho
faktoru na aktivator C reaktivniho proteinu, ktery inaktivuje srazeci faktory Va a Vlla.
Stejné tak inhibice trombinu vede k antiagrega¢nim ucinkiim a mimo jiné deaktivuje

tkanovy faktor. Velmi dtlezitou funkci je zajisténi nesmacivosti povrchu cévy [6].

2.2.2 Dysfunkce endotelu

Endotel hraje klicovou roli v procesu aterosklerézy. Diky svym uclinkim za
fyziologického stavu udrzuje homeostdzu cévni stény. Jeho aktivace rlznymi
mechanismy piispiva k jeho dysfunkci [6]. Pii dlouhodobém vystaveni oxida¢nimu stresu
cévni vystelka podléha poskozeni s naslednou progresi v dysfunkci [8]. Tato porucha
vede k expresi adhezivnich molekul, které zadrzuji leukocyty. Shluky jsou prvotnim
znakem pro vyvoj ATS. Endotelové bunky proliferuji a jsou permeabilngj$i pro
i molekuly ze skupiny cytokint typu IL-1 a TNF-a [6].

U pacientt vystavenych rizikovym faktorim ¢i pfitomnosti geneticky podminéné
hypercholesterolémie je sniZzena produkce oxidu dusnatého endotelem. Nasledek vyusti
v nedostate¢nou vazodilataci cév [8].

Aterosklerotické cévy jsou charakteristické expresi adhezivnich molekul, mezi
které patii VCAM-1, ICAM-1 a P-selektin. Po adhezi k cévni vystelce dochazi
k zptistupnéni subendoelu pro prunik makrofaghi ménicich se v pénové bunky [7].

Makrofagy obsahujici lipidové kapénky zplsobuji uvolnéni radikald, které jsou
vV podobé superoxidového aniontu. Tyto anionty ovSem proces ATS prohlubuji
disledkem inaktivace oxidu dusnatého. NO inhibice vede k agregaci desticek
a nerovnovaha mezi anionty zvySuje migraci monocytli do stény cévy a ukladani

Vv prostoru tunica intima. Procesy pfipominaji chronické zanétlivé rekce [8].
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2. 3 Ateroskleroza

Ateroskler6za je zanétlivé onemocnéni, které postihuje zivotné dulezité tepny.
Piedevsim se jedna o koronarni artérie, tepny CNS a dolnich koncetin. Pficiny vzniku
nejsou znamé, ale na pocatku aterogeneze stoji poSkozeni endotelu, ktery se postupem
Casu stava nefunk¢ni. Neoddiskutovatelnou tlohu v procesu hraji poruchy lipidového
metabolismu, které se projevi jiz v prvni fazi aterosklerdzy jako lipofilni prouzky [9].
Hromadéni tukovych latek ve formé agregati makrofagt bohatych na lipidy vede ke
vzniku fibroznich plati. Ty ztlu§tuji intimu, zuzuji cévni lumen a jsou mistem tvorby
trombl [10]. Dalsi progresi jsou léze komplikované kalcifikaci a davajici zaklad
komplexnimu aterosklerotickému platu. Vysledkem slozitétho mechanismu je ztrata
elasticity a poSkozeni celé cévni stény s moznosti ruptury [11]. Ateroskler6za je
asymptomatické onemocnéni, které¢ se ve vétSiné piipadi projevi jako akutni ptihoda
uzavérem Casti krevniho fecisté [12].

S rozvojem korondrniho postiZzeni cév se zvySuje pravdépodobnost vyskytu
kardiovaskularnich chorob. Nemoci ob&hové soustavy jsou nejcastejsi pficinou umrti ve
vyspélych zemich. Je proto nezbytné vyvarovat se rizikovym faktorim aterosklerozy,

zahajenim farmakoterapie a zabranéni progresi vznikajicich plata [13].
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Obrazek 3: Znazornéni zuZeni cévy aterosklerotickym platem a nasedajicim trombem.

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

[02/2014]

2.3.1 Rizikové faktory

ATS predstavuje epidemiologicky dulezitou jednotku. Jeji rozvoj mtze sahat az
do détského véku s vyskytem Casnych 1ézi [14]. Pfispivat tomu mohou rizikové faktory.
Lze je chépat jako laboratorni znak ¢i biochemicky ukazatel bez manifestnich
ptiznaki [9].

Rozd¢luji se na neovlivnitelné a ovlivnitelné. Téch, kterym mizeme predchézet,
je vice nez endogennich. Obrovsky vliv ma tedy prevence a nefarmakologicka opatieni.
Komplikace ovSem piindsi vyskyt familidrnich onemocnéni, pfedev§im nerovnovahy

lipoproteint, ktera se neobejde bez farmakoterapie [13].

Neovlivnitelné faktory

e V¢k u muzil nad 45 let a Zeny po menopauze jsou diagnostickym voditkem pro
predpoklad koronarnich zmén v cévach.
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Pohlavi je ukazatelem protektivniho vlivu estrogent na nizsi hladiny cholesterolu.
Po menopauze se vSak riziko s muzskym pohlavim vyrovnava.
Pozitivni rodinnd anamnéza znamena piedCasnou manifestaci ICHS pred

55 rokem zivota muzské linie [13].

Ovlivnitelné faktory

wevr

vlivy genetické a vlivy prostiedi [15]. Nejcastéji se jedna 0 hypercholesterolémii.
Hladina cholesterolu u rizikovych osob by neméla pifesahovat plazmatickou
hodnotu 5,5 mmol/l [13]. Klasifikace dyslipoproteinémii zahrnuje dalsi dvé
poruchy zvané izolovana hypertriacylglyceridemie a kombinovana
hyperlipidémie [15].

Diabetes mellitus nebo inzulinova rezistence, ktera je velmi Casto zplisobena
obezitou, vede k pted¢asné manifestaci ATS v disledku poruseni metabolismu
lipid. Vyskyt rizikovych faktorii je mnohdy uzce spojen a navzdjem se mezi
sebou ovliviyji [13]. Byla prokazana souvislost inzulinové rezistence s
metabolickym syndrome, kterd vede k endotelidlni dysfunkci a jde o zavazny

rizikovy faktor. Vyvolava zénétlivou reakci a uvoliovani adheznich molekul [16].

Metabolicky syndrom se vyskytuje ve vSech ve&kovych kategoriich. Je
nejvyznamnéj$i rizikovy faktor pro vznik kardiovaskularnich onemocnéni.
Ptedstavuje celosvétovy problém, ktery stale narlistd diky Spatnému zivotnimu
stylu a vyskytu obezity. Osoby s diagnostikovanym metabolickym syndromem, u
kterych je charakteristicky vyskyt minimélné tii rizikovych faktorti, jsou
vyznadovany aterogennim a prozanétlivym stavem. Castym projevem
metabolického syndromu je mikroalbuminurie. Tento symptom se projevi
Vv zavislosti na po¢tu vyskytujicich se RF a pfitomnosti inzulinové rezistence [16].
Hypertenze predstavuje riziko pro tadu kardiovaskuldrnich a dale
cerebrovaskularnich chorob. Cetnost onemocnéni se zvySuje linearns, se
stoupajicim systolickym tlakem [15].

Obezita a nedostatecna fyzicka aktivita. Obezita se stdva nejcastéjsi metabolickou

nemoci v rozvinutych zemich. Vyssi t€lesna hmotnost zhorSuje kvalitu Zivota.

wevr
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TNF-alfa a mé spojitost s inzulinovou rezistenci a je soucasti metabolického
syndromu [15].

e Koufeni je nejvyznamnéjsi ovlivnitelny rizikovy faktor na celém svéte. Vytvari
prokoagulacni stav, startuje a akceleruje zanét cévni stény. Kouf z cigaret
poskozuje piimo endotel. Jiz po chvili expozice kouii nalézame v krevnim fecisti
uvolnéné poskozené bunky endotelu. Tabdkovy kouf zpiisobuje inhibi¢ni
schopnost migrace monocytt a hypoxie vede k naruseni déjti vedouci k odstranéni
ICHS. Koufem zpusobeny oxidativni stres dodava do téla volné radikaly, které
zpusobi poskozeni biologickych molekul a nasledné signalizacnich drah. Cigarety
vyvolaji prostfednictvim aktivace sympatiku vasokonstrikci koronarnich cév a
podpofeni produkce vazopresinu [17].

e Hyperhomocysteinémie je metabolicky proces podminén spolupiisobenim
vngjSich vlivi a genetiky. Homocystein negativné ovliviiuje cévni endotel a
faktory koagula¢ni kaskady. Pfitomnost hyperhomocysteinémie spolu s jinymi
rizikovymi faktory ATS vyznamné zvySuje KVS morbiditu a mortalitu. Vysoka
koncentrace této latky ptisobi vaskularni zmény, a to zejména funkéni
a morfologické poskozeni endotelu s nedostatecnou obnovou bunék. Homocystein
je oxidovan a produkuje kyslikové radikaly zodpovédné za dysfunkci cévni
vystelky. Modifikace nizkodenzitnich lipoproteinii zhorSuje oxidacni stres a

ptispiva k rozvoji aterosklerozy [18].

2.3.2 Patogeneze

Patogeneze spociva v imunitné zanétlivé reakci s poskozenim vrstvy tunica intima
[19]. Spoustécim faktorem byva reakce na poranéni, dlouhodobé vystaveni
mechanickému naméhani [10]. PoSkozenim endotelové vrstvy s néaslednym prinikem
tukovych bun€k do cévni stény a zahdjenim imunitni reakce v misté poSkozeni. Posledni
stadium je proliferace bun€k hladké svaloviny do tunica intima a vytvoteni fibrozni vrstvy

[19].
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Obrazek 4: Pohled do cévy postiZené aterosklerozou

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

Markerem aterogeneze je poSkozeni endotelu vyvolané mnoha pfi¢inami. Hlavnim
problémem pro celou populaci jsou rizikové faktory negativné ovliviiujici proces
aterosklerézy. K poskozeni endotelu prispiva vysoka hladina oxidovanych lipoproteint,
volné radikély a velkou roli na dysfunkci mé i porucha produkce oxidu dusnatého, ktery
za normalnich podminek zprostfedkovava dilataci cévni stény a je zodpovédny za
homeostazu. [19]. Dysfunkce endotelu vede ke zvySené permeabilité lipoproteint do
cévni stény. Jedna se o ¢astice s nizkou denzitou, které podléhaji oxidaci, a tento proces
vede k uvolnéni adheznich molekul. Rustové faktory a cytokiny v tunica intima
diferencuji v monocyty a dozravaji do makrofagl.. Proces zrani zahrnuje zpfistupnéni
»scavenger™ receptorl, takzvanych ,,odklizecich® receptor které vazi a zanotuji LDL
Castice do MF a davaji vznik pénovym bunkam. V soucasné dobé se o téchto receptorech
hovoti jako o pro-aterogennich [20]. Takto pteplnéné buiky uvolfiuji sviij obsah, ve
kterém jsou pritomny rustové faktory, cytokiny jako je interleukin-1, tumor nekrotizujici
faktor alfa, které zptisobuji hromadéni extracelularni masy (kolagen, elastin) a nasledné
zanét. Na reakci se podili i cévni hladké bunky, které migruji do tunica intima [19]. Cévni
hladké svalové buiiky piechdzi z tunica media do intimy, kde proliferuji. S nartistem

bunék se zveétsuji jiz formujici se platy [20].
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2.3.3 Aterosklerotické 1éze

Ateroskleroza primarné postihuje elastické tepny (aortu, karotidy, bfisni tepny)
a vetsi tepny typu muskuldrniho. Nejzavaznéji byvaji postizeny véncité arterie. Nez se
vyvine ateroskleroticky plat, trva to velmi dlouhou dobu [15].
Pribéh vzniku 1€zi kategorizujeme do tii fazi. Tukové prouzky jsou fazeny do casnych

1ézi, pozdni 1éze predstavuji samotné aterosklerotické platy a tfeti formou jsou nasledujici

komplikace [21].

Tukové prouzky

Na pocatku procesu stoji LDL ¢astice migrujici do stén artérii, kde jsou oxidovany.
Akumulace vede k aktivaci endotelu a ptichyceni monocyti ménicich se v MF. Ty
pohlcuji tukové kapénky a vznikaji pénové buiiky tvofici tukové prouzky, které jsou
prvnim makroskopickym projevem ATS. V intimé se projevuji jako zlutava loziska, ktera

vsak jesté nezuzuji cévni prisvit a proces pokracuje [13].

Ateroskleroticke platy

Nasleduje zapojeni bun¢k hladkého svalstva cévni stény, které migruji do subendotelu
a tvorti extracelularni hmotu a proteolytické enzymy. S pfibyvanim kolagenu a elastinu
vznikaji fibrézni platy. Akumulovany tuk v makrofézich je postupem €asu uvoliiovan do
mezibunécéného prostoru v disledku odumirani MF a vytvaii ateromové platy. Platy jsou

ohranicena loziska zasahujici do cévni lumen a jiz zuzuji prusvit [13].

o Fibrozni plat obsahuje malé mnozstvi lipidli a je kryt silnou, méalo bunécnou
Cepickou [13]. Je tvofen kolagennim vazivem s proliferujicimi bunikami
svaloviny. Je tuhé konzistence. Tento typ platu neni nachylny k ruptuie, pouze

zuzuje lumen cévy, proto ho nazyvame plat stabilni [15].

e Ateromovy pldat vykazuje proti stabilnimu platu jinou skladbu. Je mékky a obsah
lipidii €ini az 60%. Je zde ptitomno velké mnoZstvi prokoagulac¢niho tkdnového
faktoru z pénovych bunék. S odlou¢enim vazivové ¢epicky se v misté hromadi T-
lymfocyty, aktivované MF a cytokiny. MF produkuji enzymy zvané
metaloproteinazy , které¢ odbouravaji matrix a takto oslabené pouzdro je nachylné

K ruptufe [15].
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o  Komplikovany plat je charakteristicky poskozenim endotelu v dasledku odstupu
pouzdra. Vyskytuje se povrchova endotelova eroze nebo hloubkova. V tepnach
zacind trombogenni proces adhezi desticek se vznikem bilého trombu. Vzdy
nasleduje tvorba definitivniho ¢erveného trombu, ktery je zodpoveédny za uzaveér
cévy. Pii velkém protrzeni platu muize kasovitd hmota embolizovat do
koronarnich cév a koncit nahlou smrti. Komplikovat situaci mohou i spasmy,

které zneprichodni cévy [15].

2.4 Endoglin

Molekula endoglinu pfedstavuje homodimérni transmembranovy glykoprotein
vyskytujici se na povrchu endotelovych bunék. Mohou ho ovsem vyjadfit i buniky hladké
svaloviny a makrofagy. ENG tvoii soucast komplexu beta receptor TGF, tzv.
transformujici rastovy faktor beta pfedstavujici cytokin, ktery se Gi¢astni migrace bunek.
Molekula endoglinu je zapojena do TGF beta signalizace [22].

TGF beta signalizace v endotelovych bunkach zajistuje celou fadu procest
zahrnujicich proliferaci, migraci a adhezi. Je exprimovan v aktivovaném endotelu [23].

Strukturadlné endoglin patii do rodiny proteinii zona pelucida a je vysoce
exprimovan na proliferujicich bunikdch cévniho endotelu, makrofdgii a monocytii. Ma
klicovou roli ve vyvoji vaskularnich onemocnéni ve smyslu regulace, biogeneze
a homeostazy cévniho prostiedi. Ditkazem je také prokazani ptitomnosti ENG
v aterosklerotickych platech a to prevazné v endotelovych buiikach hladkého svalstva.
Vyskyt se projevil v riznych typech cév jak u lidi tak i u my$i, coZ naznacuje ucast této

molekuly pii procesu aterogeneze [8].

2.4.1 Signaliza¢ni kaskada TGF-p

Signalizace je zprostfedkovana ptes TGF beta receptory typu I a II. Molekula
aktivuje, v tomto piipadé fosforyluje dva receptory ze skupiny | (active receptor like
kinaza 1) ALK 1 a jeden receptor typu II. ALKI1 prostfednictvim intracelularnich
signalnich proteint, tzv. SMAD 1 a SMAD 5, zajist'uje proliferaci a migraci endotelovych
bunck. Naopak SMAD 2/3 tyto drdhy inhibuji.

Signaly jsou pfevadény z membrany do jadra, kde ptsobi. Nasleduje fosforylace

SMAD 4 a hromadéni uvnitt jadra jako transkrip¢nich faktori fidicich expresy geni. Tato
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draha ma prokazatelné vysledky v terapii rakoviny a velky potencial u metastazujicich

karcinomt [24].

Obrdzek 5. Schéma hypotetické role endoglinu/CD105 v TGF-p/ALK-1

a TGF-f/ALK-5 signalizacnich cestach endotelovych bunék.
http://www.oxfordjournals.org/our journals/cardiovascres/image gallery/endotheliu
m.html [03/2014]
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Pozndamka: Schéma je popsdno v odstavci 2.4.1

2.4.2 Struktura endoglinu

Lidsky endoglin je typu integrovaného transmembranového proteinu a je tvofen
z 561 aminokyselin. Vyskytuje se ve dvou izomernich formach L-endoglin a S-endoglin
lisicich se mezi sebou sekvenci a délkou proteinu. Humanni endoglin se od zviteciho,
konkrétn¢ mysiho vyznacuje znamou peptidovou sekvenci jako rozpoznavaci misto pro
bunécné adhezni molekuly. Exprese endoglinu je oproti mysi tkani pfevazné v poSkozené

sténé cévy s predpokladem, ze endoglin je reakci na aterogenezi [25].

2.4.3 Endoglin a souvislost s endoteliani syntazou
Exprese endoglinu je spojena i s produkci endotelialni NO syntazy. Jedna se

0 enzym, ktery je zodpovédny za produkci oxidu dusnatého. Svou roli ptedstavuje
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V udrzeni homeostazy cévniho prostiedi antiagregacnimi G¢inky a zajisténim vazodilatace
stény cév. Endotelialni NO syntaza je vyznamné snizena v endoglin deficientnich tkanich
a ENG ovliviuje pfitomnost enzymu v endotelu [26].

Dale bylo prokazano, ze mysi deficientni na endoglinu pied¢asné umiraji, a to jiz
vV embryonalnim stadiu kviili kardiovaskularnim vadam. Tato molekula ma velky vliv na

remodelaci srdce a antiangiogenni G¢inky [27].

2.5 Adhezivni molekuly

Bunééné adhezni molekuly jsou proteinové ¢astice orientované na povrchu bunék.
Patii do rodiny selektind, integrinti, imunoglobulinovych adheznich molekul a kadherini.
Vsechny tyto molekuly maji podstatnou roli v rozvoji aterosklerézy a progresi plati [28].
Jsou ovSem nutné pro vzajemny kontakt mezi bunkami [40], aktivuji imunitni
systém a ukazuji na skuteCnost, ze aterosklerdza je zanétlivy d¢j. Prisné regulovany
prostup leukocytll do zanétu je zprostredkovan praveé bunéénymi adheznimi molekulami

[28].

2.5.1 Prostup leukocytii endotelem
1. Leukocyty migruji do cévnich tkani. Prostup do endotelu je iniciovan tzv.
Lkutalenim® a pfilnutim na endotel. Tyto procesy jsou zavislé na molekulach
selektinu.
2. Nasleduje spousténi adheze zprostiedkované bunéénymi molekulami z rodiny
imunoglobulinit VCAM-1 a ICAM-1 skrze chemokiny a jejich receptory.
3. Zavisla adheze na integrinu a jeho shlukovani.

4. V posledni fazi je samotny transport skrze endotel [28]
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Obrazek 6: Proces zndzoriiujici prostup leukocytit endotelem

http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1456 [03/2014]
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Pozndamka: Popsdno v odstavci 2.5.1.

2.5.2 Selektiny

Jsou membranové glykoproteiny nachdzejici se na povrchu vSech leukocytil
a aktivovanych endotelovych bun€k uvnité cév. Selektiny patii do skupiny lektind.
Utastni se bunééné adherence a procesu kutéleni leukocyti [29].
Rozeznavame tii typy selektinti: P, L, E. VSechny tii selektiny jsou zapojeny do
transportu granulocytt a lymfocytl do mista zanétu. Maji specialni funkci, ktera spoc¢iva
Vv zachyceni leukocytil z proudu krve a peneseni k cévni sténé. Selektiny a jejich ligandy

zprostiedkovavaji slabou interakci zvanou rolovani leukocyta [30].

L-selektin

Lymfocyty maji misto v normalni nezanicené aortdlni sténé a zadrZzuji se
v adventicii [31]. Sménovani mezi T a B lymfocyty je ¢astecné zavislé na L-selektinu
a tato molekula snizuje migraci do aortalni stény, pokud jsou lymfocyty neuplné nebo
vadné. Migrace leukocytii do aterosklerotické tkané aorty je také regulovana L-
selektinem, coZ naznacuje, Ze se tento selektin vyskytuje v normaélni i néachylné
aterosklerotické aorté [31]. Zapojeni se L-selektinu do verbovani leukocyti do aorty
muZze zaviset na jeho schopnosti zprosttedkovat druhy zachyt skrz ligandy. Jedné se

0 proces, diky kterému se voln¢ pohybujici leukocyty setkaji s pohybujicimi se
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v endoteliu [32,33]. Molekula mtize zabranit zadrzeni leukocytt a snizit tok pohybujicich
se leukocytti do stény aorty. Role L-selektinu v procesu ateroskler6zy je netiplna a neni
znamo, které ligandy vyuziva k zahajeni zachytu, nebo zdali absence na leukocytech

zapricinuje rozvoj aterosklerdzy [34].

P a E-selektin

Jsou molekuly buné¢né adheze charakteristické vyskytem se na povrchu bunék,
které vystylaji vnitini povrch cév [34]. P-selektin je exprimovan na krevnich desti¢kach,
makrofazich a endotelovych bunikach. Hraje zasadni roli v pocateCnim transportu
leukocytl na misto zanétu. Je uvoliovan za pusobeni trombinu [35]. Naopak E-selektin
je exprimovan az v tu chvili, kdy v endotelu probiha zanétliva reakce. Expresi molekul a

naslednou adhezi monocytl navozuje piitomnost oxidovaného lipoproteinu LDL v krvi.

wewvr

dokazuji detekci P-selektinu v endotelu apoE-deficientnich mysi jiz po prvnim tydnu
expozice aterogenni diety. Akumulace monocytt a infiltrace makrofagl byly pozorovany
o dva tydny pozdé&ji. Vysledky poukazuji na to, Ze zvySeni exprese selektinii mize byt
prvotnim jevem vzniku ATS. Studii také potvrzuje fakt, ze exprese endoglinu nebyla
prokdzana v nezménéném endotelu. Zavérem jde tedy o poznatek, ze selektiny maji

zasadni tlohu v adhezi monocyti [34].

2.5.3 Integriny

Souhrnné oznaeni pro skupinu membranovych receptor vazicich se na
extracelularni matrix. Zpisobuji pfilnuti bun¢k a migraci. Soucasti spektra ucinku je
I zprostfedkovani signalizac¢nich kaskad. Integriny jsou exprimovany na vSech typech
bunék a jsou velmi dilezité pti pronikadni leukocytl do stény cévy. Skladaji se dvou
fetézcl o a  predstavujicich proteiny, které podléhaji konformac¢nim zménam a zvysuji

afinitu k adheznim molekulam [28].

2.5.4 Imunoglobulinové adhezni molekuly

Tato skupina zahrnuje molekuly VCAM-1 a ICAM-, které podporuji prostup
leukocytii do endotelu. Ateroskleréza je onemocnéni, které prednostné postihuje cévni
zakfiveni a bifurkace. Tyto oblasti jsou charakteristické porusenim oscila¢niho pritoku,

ktery indukuje ke zvy$ené produkci téchto molekul [36]. Exprese VCAM-1 je typicka pfi
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akumulaci cholesterolu v intim¢ artérie. Za fyziologickych podminek endotelovych
bunék, bez znamek aterogeneze, se VCAM-1 bézné vyskytuje. Zarucend exprese molekul
Z imunoglobulinové rodiny, je pii podavani aterogenni stravy a vyskytu prozanétlivych

cytokind typu interleukin-1 nebo pfitomnost tumor nekrotizujiciho faktoru alfa [37].

2.6 Cytokiny

Jako cytokiny oznacujeme proteiny a peptidy syntetizované buitkami imunitniho
systému, jejichz ucinky se projevuji ve tiech oblastech. Zaprvé tidi vyvoj a homeostazu
imunitniho systému, zadruhé zajiStuji kontrolu tvorby krvinek a zatieti se podileji na
nespecifické imunité, jako odpoveéd’ na zanétlivou reakcei [38].

Cytokiny jsou molekuly zajistujici zakladni komunikaci celého imunitniho
systému. Produkuji je rizné typy bunck. Své plsobeni uskuteciiuji ptes specifické
receptory charakteristickou kaskadovitou reakci, kdy jeden cytokin indukuje tvorbu
druhého. Receptory jsou slozeny z 2 az 3 podjednotek a vétSina cytokinll se vaze na
receptorové tyrozinkindzy [39]. Jedna c¢ast vaze cytokin a dvé zbylé zajistuji
signalizaci [40].

Rozd¢€lujeme podle struktury nebo funkéniho hlediska. Jsou kategorizovany na
primarni a sekundarni cytokiny. Primarni cytokiny zahrnuji interleukiny a kachektiny.
Sekundarni cytokiny typu ristovych faktori, interferont a kolonie stimulujici faktory
jsou zahrnuty do kaskadovité reakce az po primarnich [41]. Mohou pisobit autokrinng,

parakrinné nebo endokrinn¢ [40].

2.6.1 Kachektin

Neboli tumor nekrotizujici faktor se vyskytuje jako transmembranovy protein.
TNF-a je pojmenovan na zdklad¢ schopnosti stimulovat nekrézu. Mnohorozmérny
cytokin s efektem na bunéény metabolismus, antivirovou aktivitou, schopnosti regulovat
rust bunck. Indukuje cytokinové kaskady a spousti zanét prostfednictvim stimulace
uvolnovani IL-1, IL-8, MF a interferonti. Je zapojen do apoptézy a bunécné
proliferace[41]. Tato molekula podporuje puisobeni adheznich molekul VCAM-1 a P-
selektinu, jejich usazovani a ptilnavost na cirkulujici leukocyty [34].

Tumor nekrotizujici faktor ma velky vliv na endotelové buniky. Zahajuje zanét

vV mist¢ poskozeni cévni stény. Endotelové buinky vystavené plsobeni TNF-alfa
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prokazatelné vice produkuji vasodilataéni puisobky, jako jsou prostaglandiny a oxid
dusnaty. Vysledné zvySeni prokrveni tkani vede ke zmnozeni koncentrace zanétlivych
bunék. TNF indukuje cévni vaskularni faktor, coz ma za nasledek zvysSeni permeability

cévni stény s naslednou migraci leukocytu [41].

2.6.2 Interleukiny

Cytokiny jsou glykoproteinové povahy podilejici se na regulaci imunitnich déju.
Jsou produkovany leukocyty. Bylo rozliSeno az 30 typt interleukind, které se rozlisuji
podle vyvolanych reakci na prozanétlivé, kam fadime IL-1, IL-2 nebo naopak
protizanétlivé a to IL-10 [39].

e IL-1 jsou produkovany hlavné¢ makrofagy a jednéd se o hlavni mediator zanétu.
Spolu s TNF-a jsou povazovany za vrozeny imunitni systém a mohou nezavisle
na sobé& spoustét zanétlivou kaskadu v lidské tkani a spolecné zesiluji zanétlivou
reakci [42]. Interleukin 1 je znacné toxicky, proto v klinické praxi témét
nevyuzivany [39].

e |L-2 je tvofen v T-lymfocytech a podporuje tvorbu dalSich cytokinii. Jedna se
0 prozanétlivy interleukin, ktery ma nejvétsi vyuziti v praxi, jako protinadorové

1é¢ivo [39].

2.6.3 Interferony

Nasly nejvétsi uplatnéni u virovych onemocnéni [38] a vyznacuji se svymi
imunomodula¢nimi a antiprolifera¢nimi ucinky [39]. RozliSujeme dvé skupiny lisici se
vazbou na urcity receptor. Interferony I. typu své ucinky zprostiedkovavaji pres spole¢ny
membranovy receptor. Patii sem molekuly INF-alfa a INF-beta, u kterych dominuje
virostaticky efekt. INF-gama zastupuje II. skupinu a své plsobeni zajistuje ptes jiné
proteinové uskupeni a vyznacuje se i odliSnymi biologickymi ucinky [39].

e INF- a ma vice podtypti liSicich se sekvenci aminokyselin, ale biologické ti€inky
byvaji zachovany. Kromé protivirového je zde siln¢ zastoupen ucCinek
protinddorovy a antiproliferativni zasahem do bunééného cyklu. Zvysuje aktivitu
makrofagli, cytotoxickych lymfocytl. Diky technologickym postupiim byla
vynalezena nova lékova forma umoziujici podavani interferonti v tydennich

intervalech. Jedna se pegylované molekuly, které maji protrahovany ucinek [39].
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e |INF- B se lisi intracelularnimi pochody od ptedeslé molekuly. Interferon ma
prokazatelné¢ ucCinky u roztrousené sklerdzy, pficemz je efektivita na toto
onemocnéni dokladana schopnosti potlacovat TNF- alfa i INF-alfa.

e INF- y zvySuje fagocytdozu makrofagl a synergizuje s molekulami tumor

nekrotizujiciho faktoru [39].

2.7 Mysi modely aterosklerozy

Ateroskler6za jako dlouhodob¢ vznikajici proces znemoziiuje charakterizovat
patologické 1éze u ¢loveka. Proto doslo k provadéni experimentu na zvitecich modelech.
Nejvhodnéjsim modelem se stala mys z hlediska velké genetické rozmanitosti kmentl i
z ekonomického hlediska.

Mysi jsou velmi odolné vici ateroskleréze. Obsahuji velké mnozstvi HDL
cholesterolu a naopak nizké hladiny LDL a VLDL. VSechny mysi modely sou¢asné doby
jsou zaloZeny na poruchach metabolizmu lipoproteini. Jsou upravené na zakladé¢
genového inzenyrstvi nebo podanim specialnich diet [43].

Nejcastéji pouzivany model pro aterosklerézu se stal apoE-deficientni model
a model s deficitem LDL receptort [44]. Dulezité hledisko je spravny vybér geneticky
upravené mysi. Modely se velmi 1isi svou odpovédi v experimentu [43]. I pfes vyznamné
pokroky v 1é¢bé a porozuméni vzniku aterosklerdzy zistava hlavni ptic¢inou morbidity a
mortality [44].

Definice aterogennich mechanismt u lidi je velmi slozita diky chronickému
procesu, kdy k progresi nemoci dochazi desitky let pfed akutnim projevem
kardiovaskularniho onemocnéni. Dusledkem této skuteCnosti je chybéni moznosti
neinvazivni detekce [43,44].

Proto bylo v posledni dobé modifikovano spoustu genti, coz piinasi vysledky
Vv rychlejsi progresi aterogeneze a tudiz mozZnost testovat vSechny faze aterosklerozy.
Transgenni a knockoutované mysi modely neslouzi pouze ke sledovani rozvijeni se ATS,

ale nasly Siroké uplatnéni pii vyzkumu 1€kt na snizeni hladiny cholesterolu [44, 43].

2.7.1 ApoE-deficientni model
Nejcastéji pouzivané jsou geneticky upravené mysi, které maji vypnuty gen pro

apolipoprotein E. Deficit tohoto genu vede k tézké hypercholesterolémii a spontanni
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ateroskler6ze. ApOE je syntetizovan v jatrech a makrofazich a ma fadu vyznamnych
antiaterogennich funkci. Plsobi antiskleroticky, antitromboticky, antiproliferacné
ligand pro bunécné povrchové receptory jako je lipoprotein LDL a tim podporuje piijem
aterogennich ¢astic [44].

U tohoto kmene mysi dochdzi k inaktivaci genu jiz v embryondlnim stadiu.
Nedostatek funkéniho apoE genu Cini tyto mysi neschopné produkovat glykoprotein
nezbytny pro transport a metabolismus lipidi. Vznikl¢é 1éze se velmi podobaly lidskym
komplexnim 1ézim. Cilena mutace ukazuje dramatické zmeény i pii chow dieté [43]. Bylo

dokazano, ze proces dale urychluje vysoko cholesterolova dieta [44].

2.7.2 Model C57BL/6

Jedna se o nejrozsifenéjsi geneticky nemodifikovany mysi model pro prezentaci
lidskych chorob. Snadno se chovaji, jsou nenaro¢né a odolné mysi, které se jednoduse
rozmnozuji. Za fyziologickych podminek jsou bez znamek aterogeneze, jelikoz obsahuji
vysoké mnozstvi antiaterogenniho HDL cholesterolu. Jedna se o prvni kmen, u kterého
vznikly vaskularni detekovatelné 1€ze, pti krmeni potravou bohatou na cholesterol. Tento
model byl nejprve vystaven specialni dieté obsahujici 30 % tuku, 5 % cholesterolu a 2 %
kyseliny cholové. Studie ovSem prokazala pfili§ velkou toxicitu potravy. Mysi ztracely
na vaze a dalsi poznatek ukazuje na to, Ze speciadlni dieta sama o sob¢€ vyvolava chronicky
zangt. Proto byly koncentrace potravy upraveny na poloviéni, coZz vedlo témé&f k
trojnasobnému zvySeni cholesterolu v plazmé. Studie provadénd na modelu C57BL/6
méla vSak nevyhody. Prvnim negativem bylo umisténi aterosklerozy, které bylo omezeno
pouze na kofen aorty a velmi malé 1éze oproti lidskym. Léze nakonec ani neprogredovaly
a nebyly proto nachylné k ruptufe jako platy u lidi. Druhym velkym negativem byla
toxicita potravy [45,46].

2.7.3 Model s deficitem LDL receptoru

Receptor pro LDL lipoprotein je povrchovy glykoprotein pfevazné exprimovan
na hepatocytech. Vazba LDL castice na receptor, zajiStuje endocytéozu piebytku
cirkulujiciho lipoproteinu o nizké hustoté do jater, kde je dale metabolizovan a vyloucen
zZ téla. Mutace LDL receptoru vyrazné ovlivituje vznik familidrni hypercholesterolémie

na podkladé autozomalné¢ dominantni poruchy. Vyznacuje se zvysSenou hladinou LDL
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cholesterolu v plazmé s naslednym ukladanim v tepnach a zvySuje riziko vzniku
ateromovych platd. Mysi modely krmené standardni dietou, vykazuji pouze mirné
zvySeni hladiny LDL v plazmé. Kdézto skupina, které byla podavana
vysokocholesterolova dieta tzv. ,Western type diet”, zaznamenava prudké zvysSeni

a vysoké riziko vzniku aortalnich 1ézi [44].

2.8 Imunohistochemie

Zahrnuje specialni metody vyuzivajici primarni protilatky ke stanoveni
antigennich determinant prostfednictvim specifické vazby. Detekuji antigen v tkdnovych
fezech pomoci imunologickych a chemickych reakci. Jedna se o velmi citlivou a
specifickou techniku Siroce vyuZivajici barveni naptiklad u nadorti, lokalizaci biomarkert
jejich distribuci a detekuji exprimované proteiny [47, 48]. IHC je velmi dilezita metoda
s vynikajicimi vysledky, kterd umoziuje detekovat molekuly pfesné v misté jejich
vyskytu [49].

Metody se provadi na parafinem fixovanych preparatech i na zmrazenych
preparatech a metodika je zalozena na vyuziti enzymu, ktery v prostiedi peroxidu vodiku
poskytuje barevnou rekaci chromogenu.

Vizualizace interakce mulze byt provedena nékolika zplsoby. Nejb&znéjsi je
protilatka konjugovand s enzymem, naptiklad peroxiddzou, a oznaCena fluoroforem.
Vyznam spojitosti téchto dvou védnich obort je diagnosticky i prognosticky [48].

Ptiprava vzorku je zdsadni pro zachovani morfologie bunék a tkani, ¢ehoz
dosahneme fadnym sbér tkani, fixaci a krajenim. Tkan muze byt krajena celd nebo
Vv zavislosti na pokusu a pozadované velikosti. Jak jizZ bylo zminéno, pfed samotnym
krajenim se vzorky zaliji do parafinu a fezy se provedou na mikrotonech nebo
kryostatech. Takto pfipravené tkané pro experiment jsou mikrometrovych prameéru.

V zavislosti na charakteru tkdné jsou v nékterych ptipadech nutné blokovaci
kloky, pfed nanesenim protilatek. Slouzi k zabranéni nespecifickym reakcim, které by
mohly zamaskovat detekci cilového antigenu. Preparaty jsou proto inkubovany pufrem,
ktery blokuje reaktivni mista [48].

PouZivané protilatky pro specifické reakce jsou monoklondlniho nebo

polyklonalniho plivodu s tim, Ze se Castéji setkame s protilatkami monoklonalnimi. Jsou

wev

32



a sekundarni. Priméarni se vyznacuji G¢innosti proti antigenu a jsou nekonjugované,

kdezto sekundarni je namifena proti imunoglobulinim zvifete [52].

2.8.1 Typy imunohistochemickych metod
Metody imunohistochemie jsou $iroce vyuzivany, jelikoz se jedna o nejjednodussi zpusob

lokalizace antigenu v tkani. Délime je na piimé a nepiimé.

Obrazek7: Princip imunohistochemickych metod piimych a nepiimych.

http://www.piercenet.com/method/immunodetection-ihc [03/2014]
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Pozndamka: Primd metoda (direct) zndzornuje znacenou primarni protilatku enzymem.
Metoda neprima (indirect) je charakteristickd neznacenou primarni protilatkou

a znacenou protilatkou sekundarni.

e Piima metoda je metoda zahrnujici v jednom kroku barveni a oznaceni protilatky
reakci pfimo s antigenem. Primarni protilaitka je znacena enzymem nebo
chromoforem jehoZ rozmisténi hodnotime. Pfimé stanoveni 1ze dokazat pouze pii
vysokém vyskytu antigenu v tkani, reakce je rychlé a jednoduchd, ale méné citliva
[52,50].

e Nepiimé metoda dvoustupiiova je oproti piimé citlivéjsi z divodu zesileni signalu
vazbou sekundarni protilatky [52]. Zahrnuje neznacenou primarni protilatku,
ktera se vaze na cilovy antigen tkané [51]. Druha vrstva piedstavuje sekundarni
protilatku proti imunoglobulinu zvifete, z kterého byla ziskdna primarni. Je

oznacena enzymem a vaze se na protilatku primarni [52,50]. K této metod¢ patii
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i metoda IMMPRESS™, ktera je detailné popsana v metodice prace, odstavec
4.2.1.

Obrazek 7: Zndazornéni barveni metodou ImmPRESS™

http://www.vectorlabs.com/catalog.aspx?catiD=436 [04/2014]
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Pozndamka: Metoda INMPRESS™ je detailné popsdana v metodice prace v odstavci
4.2.1. Nejprve se aplikuje primarni protilatka (first primary antibody), nasleduje
pridani InmPRESS™ cinidla (reagent). Po piidani enzymového substrdatu I (enzyme
substrate 1) prichdzi na radu sekundarni protilatka (second primary antibody), opét

cinidlo a enzymovy substrat I1.

e Nepiima amplifikacni trojstupfiova metoda slouzi k zesileni signalu v pfipadé
malého zastoupeni antigenu v tkani. Reaguje primarni antisérum s antigenem,
v druhé fazi je aplikovdna neoznacena protilatka proti imunoglobuliniim zvitete.
Sekundarni protilatka tvofi miistek a nazyva se spojovaci. Ve treti a posledni

fazi nanasime znaceny komplex [52].
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3 CIL PRACE, ZADANI PRACE

Zamérem této diplomové prace bylo nastavit metodiku na detekci exprese
a koexprese endoglinu a adhezni molekuly VCAM-1 v aterosklerotickych platech
ascendentni Casti aorty. V tomto experimentu byl vyuzit mySi kmen C57BL/6J
s knockoutovanym apoE genem. Mysi byly rozdé€leny do tii skupin a krmeny riznym
typem diet k dosezeni riznych fazi aterosklerotického procesu. Jednalo se o standardni
laboratorni dietu a vysokocholesterolovou dietu tzv. ,Western type diet“. Pomoci
biochemické analyzy byl urcen lipidovy profil v jednotlivych skupinach. Ziskané tkané
(ascendentni aorty) ze vSech laboratornich zvifat byly podrobeny imunohistochemickému
hodnoceni pro urceni exprese molekuly endoglinu a VCAM-1 a jejich ptipadné
koexprese.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pokusna zvirata, dietni profil experimentu

4.1.1 Typ zvirat a jejich chov

Pro tento experiment byly vyuzity 10 tydnti staré geneticky modifikované apoE-
deficientni mysi samice. Testovanou skupinu tvofil mysi kmen C57BL/6J (n=24)
(Taconic, Denmark), ktery byl rozdélen nahodné do dal$ich tfi podskupin.
Veskeré testovani probiha v souladu s etickymi kritérii pro zachazeni s laboratornimi
zvitaty. Protokoly byly schvaleny Etickou komisi na ochranu zvifat proti tyrani na
Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Praze. Pokusy byly provadény v souladu se
zédkony Ceské Republiky.

Jednotlivé mysi vSech skupin zily samostatné v kleci a byly krmeny 4 g potravy

denné v podobé specialnich pelet. Spotieba byla peclivé sledovana kazdy den a nebyly

zaznamenany velké rozdily ve spotiebé mezi jednotlivymi skupinami.

4.1.2 Profil diet
Vsechny mysi byly krmeny dvéma riznymi dietnimi schématy s dostatkem vody
po celou dobu studie. Skupina experimentalnich zvitat podrobena standardni dieté byla
krmena 2 mésice. Do Western diety byly zafazeny zbylé dvé skupiny zvifat a dieté byly
vystaveny rizné dlouhou dobu. Potrava se skladala z 21 % tuku z toho 11 % nasyceného
tuku a davka cholesterolu byla ve vysi 0.15 %. Prvni skupina byla dieté vystavena 2
mésice. Druha skupina Western diety pokra¢ovala do konce 4. mésice.
Po ukonceni experimentu a zaroven fazi diet byla zvifata po celodennim la¢néni
usmrcena. Z aorty v misté pfipojeni k horni poloving srdce byly odebrany vzorky tkané a
ponofeny do OTC media (Leica, Praha, Ceska Republika). Rezy byly zmrazeny v tekutém

dusiku pii -80°C do provedeni experimentu.

4.2 Imunohistochemie

Exprese endoglinu a adhezni molekuly VCAM-1 stanovované v mysich aortach,

™ g detekénim ¢inidlem

byla provadéna pomoci imunohistochemické metody ImmPress

diaminobenzidinem (DAB), které poskytuje barevnou reakci.
Vzorky byly odebrany ze skupiny mysi podrobujici se chow dieté¢ a ze dvou

skupin vystavenych dieté typu Western. Vzorky jsme ziskaly ze vzestupné Casti aorty.
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Byly zhotoveny fezy o priméru 7 mikrometrd a naneseny na sklicka potazena zelatinovou

hmotou. Pro imunohistochemickou metodu byly preparaty vybrany ndhodné¢ a z kazdé

mys$i bylo vyuzito 5 vzorki pro detekci kazdého proteinu (endoglin, VCAM-1).

4.2.1 Pracovni postup detekce endoglinu

1.

10.
11.

12.
13.

14.

15.
16.

Pocateéni krok metody ImmPress™ spo¢iva ve fixaci tkafiovych fezi provedené
Vv acetonu pii teploté -20 °C po dobu 30 minut.

Preparaty se nechaly 15 minut oschnout pti pokojové teplot¢.

Aplikace specidlniho olejového pera zajisti kolem pozadované tkané
nepropustnou bariéru, ktera zabrani ztratam cinidel.

Oplachovaci krok v roztoku fosfatového pufru (PBS) po dobu 5 min.

Dilezitou reakci pro analyzu je naneseni suseného mléka, ze kterého se piipravi
roztok rozpusSténim v PBS. Jednd se o prvni blokaé¢ni krok nespecifickych mist.
Vlozeni preparati po 30 min. do roztoku PBS

Vlastni detekce endoglinu byla zahajend aplikaci primarni protilatky, kterd se
piipravila fedénim roztokem BSA 1:50 a nechala ptisobit 60 min.

Sklicka se vlozily do fosfatového pufru 2 x5 minut.

Nasledoval dalsi blokaé¢ni krok trvajici 15 min. v 3% roztoku peroxidu vodiku pro
blokaci endogenni peroxidazy.

PBS 2x5 minut.

Aplikace sekundarni protilatky Mouse sérum v piitomnosti ImmPress reagentu
Anti-Rat 1gG. Redéni se provadi v poméru 1:50 a doba inkubace byla nutna
30 minut.

PBS 2x5 min.

Vizualizace zprostiedkovana diaminobenzidinem je zaloZena na principu vazby
na sekundarni protilatku. Dojde ke zhnédnuti vazebnych mist. Reakce probiha
5 sekund s naslednym vloZenim do roztoku PBS.

Fixa¢ni kroky v podobé& barveni se provadély bazickym hematoxylinem pro
identifikaci jader po dobu 5 sekund a vymyti pfebyte¢ného hematoxylinu pod
tekouci vodou 1 minutu.

Oplach v acetonu.

Zakonceni experimentu se provadi odvodnénim fezl v roztocich aceton — xylen

10:1 a aceton — xylen 1:10. Odvodnéni v obou roztocich probihalo 3 minuty.
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17. Konecné oplachnuti v Xylenu 3x2 minuty.
18. Vytvoteni trvalych preparati bylo zhotoveno zamontovanim fezi do specidlniho
lepidla zvaného Eukit.

19. Vyhodnoceni tkanovych ezl bylo provedeno

4.2.2 Cinidla
Primarni monoklonalni protilatka — rat anti-mouse endoglin/CD105 (Pharmingen™,
USA), fedéni v BSA (bovine serum albumin) 1:50

Sekundarni monoklonalni protilatka — mouse serum normal (Dako, Denmark) fedéna
v IMmPRESS™ reagentu Anti-rat IgG (Vector Laboratories, USA) 1:50

DAB - diaminobenzidine tetrahydrochloride substrate (Dako, Denmark) 10 mikrolitrti
¢inidla se ziedi 500 mikrolitry PBS.

4.2.3 Priprava roztoki a ¢inidel

Phospate buffered saline (PBS) pufr:

80,0 g NaCl, 2,0 g KCI, 11,5 g Na;HPO4-2H>0 ad 1000 ml Aqua bidestilata. Ph se poté
upravi na 6,8. Tato pfiprava predstavovala zasobni roztok PBS, ktery byl 10 krat

koncentrovanéjsi nez roztok PBS pouzivany pfi imunohistochemickém stanoveni.

Bovine serum albumin (BSA)

5 g BSA + 95 g fedény PBS, rozpusténi a rozdéleni po 1ml. Ependorfky naplnéné 1 ml

roztoku BSA se zmrazi a pouzivaji v€as potieby.

4.2.4 Pracovni postup detekce VCAM-1
Vizualizace detekce adhezni molekuly VCAM-1 jsme stanovovali stejnou
imunohistochemickou metodou jako detekci endoglinu. Jednalo se tedy o metodu

IMMPRESS™. Postup barveni je totozny, lisi se pouze v povaze primarni protilatky.

Primarni monoklonalni protilatka — rat anti mouse VCAM-1/CD 106 (BD Pharmingen™
, USA) fedéna 1/100 v BSA (bovine serum albumin)
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5 VYSLEDKY

5.1 Staticka analyza

Sloupce grafu vyjadiuji primérmé hodnoty = SEM (stfedni chyba priméru)
cholesterolu jednotlivych skupin zvitat. Skupina Apo chow ¢itala 8 exemplati, skupina
Apo west2m a Apo west4m potom kazda 8. K porovnéani parametrit mezi skupinami zvitat
byl pouzit jednostranny neparovy t-test na hladin¢ vyznamnosti a. = 0,05. Vypocet byl

proveden v software GraphPad Prims 6.0.

5.2 Biochemicka analyza

Pti porovnani skupiny zvifat Apo chow a skupiny Apo west2m doslo ke zvyseni celkové
hladiny cholesterolu z 10,98 + 0,87 mmol/l na 29,96 + 2,59 mmol/l. T-test vykazal P
hodnotu < 0,05 a ziskany vysledek lze tedy povazovat za staticky vyznamny. Pfi
porovnani parametr skupin Apo west2m a Apo west4m t-test vykéazal P hodnotu > 0,05,
tj. vysledek staticky nevyznamny. Rozdil parametr téchto skupin tak povazujeme za

¢isté nahodny.

Total cholesterol
40 -

wEHE

304 I

20-

mmol/l

10

P /)_

Apo chow Apo west2m Apo westdm
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5.3 Imunohistochemicka analyza - preparaty

Obrazek 8: Reprezentativni prepardty imunohistochemické detekce molekuly
endoglinu (A,C) a VCAM-1 (B,D) v ascendentni ¢dsti aorty u apoE-deficientnich mysi,
které byly krmeny ,,chow type diet“. Preparaty zndzornuji negativni expresi endoglinu
V ascendentni casti aorty a naopak pozitivitu VCAM-1 na povrchu endotelu (Sipky).
Nebyla ‘detekovina zddna koexprese molekuly endoglinu a VCAM-1. Rezy jsou

dobarveny hematoxylinem. Zvétseni 100x.
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Obrazek 9: Reprezentativni prepardty imunohistochemické detekce molekuly
endoglinu (A, C) a VCAM-1 (B, D) v ascendentni ¢asti aorty u apoE-deficientnich
mysi, které byly krmeny ,,Western type diet“ po dobu dvou mésicii.

Hnéda barva znamena pozitivni reakci na endoglin na povrchu aterosklerotickych platii
(Cerné Sipky). Nepritomnost endoglinu na neaterosklerotickéem endotelu (bilé Sipky).
Exprese VCAM-1 nebyla detekovana na endotelu pokryvajicim léze (bilé Sipky). VCAM-
1 exprese byla detekovdna pouze na neaterosklerotickém endotelu, v platu a v médii
(Cerné Sipky). Nebyla tedy detekovina Zadna kolokalizace endoglinu a VCAM-1. Rezy

jsou dobarveny hematoxylinem. Zvétseni 100X.
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Obrazek 10: Reprezentativni prepardty imunohistochemické detekce molekuly
endoglinu (A, C) a VCAM-1 (B, D) v ascendentni ¢asti aorty u apoE-deficientnich mysi,
které byly krmeny ,,Western type diet po dobu ¢ty¥ mésicii.

Hnéda barva znamend pozitivni reakci na endoglin zejména na povrchu
aterosklerotickych platii (Cerné Sipky). Nepritomnost endoglinu na neaterosklerotickém
endotelu  (bilée sipky). Exprese VCAM-1 opét detekovana pouze  uvnitr

aterosklerotickychlézi, v médii neaterosklerotickych platii (cerné Sipky). Koexprese

endoglinu a VCAM-1 nebyla detekovina. Rezy jsou dobarveny hematoxylinem. Zvétsent
100x.
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6 DISKUSE

Ateroskleroza predstavuje nejzavaznéjsi onemocnéni pro vSechny vyspélé zemé.
Tento proces vznikajici v zivotné dulezitych cévéch, je nejCastéjsi pti¢inou umrti na
celém svété. Jednd se o chronické zanétlivé postizeni arterii, pfi kterém dochazi
k poskozeni endotelu, které vyusti v dysfunkci. Na aterogennim procesu se podili fada
zanétlivych molekul. Jednou z mnoha, co do skupiny spada, je adhezni molekula VCAM-
1. VCAM-1 je proaterogenni a prozanétlivd molekula exprimovand v cévnim endotelu.
Jeji pfitomnost byla prokazana jesté pred tvorbou 1ézi, coz naznacuje, Ze je markerem
endotelidlni aktivace. Hraje klicovou roli v prostupu leukocyt, a to predevSim
Vv pocatecnich stadiich ATS. Je charakteristickd vyskytem pouze v aktivovaném endotelu.

Endoglin jako transmembranovy glykoprotein je soucast signalizacni kaskady
TGF-B. Interaguje s intracelularnimi receptory a tim ovliviiuje drahy pfenosu zajistujici
celou fadu procest jako je proliferace, migrace a adheze bunék. Ma klicovou roli ve
vyvoji vaskuldrnich onemocnéni ve smyslu regulace cévni homeostazy. Nékolik studii
potvrzuje vliv ENG na cévni endotel a jeho expresi v procesu aterogeneze. V posledni
dob¢ se prokazala i jeho mozna ucast pii adhezi leukocytti na endotel [53]. Vysledky
studii poukazuji na odliSnosti exprese endoglinu u lidi a mysi. Samotna lokalizace je
v mysi tkani prevazné v aktivovaném endotelu a je reakci na aterogenezi. Naopak v lidské
tkani je pfitomnost endoglinu detekovana i v buiikach hladké svaloviny a makrofazich.

Praveé na tyto struktury (endoglin a VCAM-1) byla zaméfena diplomova prace
s cilem sledovani exprese endoglinu a VCAM-1 a jejich mozné koexprese v ascendentni
¢asti aorty u apoE-deficientnich mysi. Mysim byla poddvana potrava ,,chow type diet” po
dobu dvou mésict a ,,Western-type diet po dobu dvou a ¢tyf mésicii. Pfitomnost obou
molekul v procesu aterogeneze muize souviset se vzniklou hypercholesterolémii po
vystaveni mySich modell aterogenni dieté.

Vysledky biochemické analyzy prokazaly nartst hladin cholesterolu u apoE-
deficientniho mysiho modelu zejména po podani ,,Western type diet“. RovnéZ byla
Vv obou skupindch mysi na této dieté pozorovéana pritomnost aterosklerotickych plati
Vv ascendentni aort¢, oproti skupiné mysi na ,,chow* diet¢.

Imunohistochemicka detekce byla provedena na preparatech ze vSech
studovanych zvifat. Dokazali jsme pozitivni reakci na ednoglin pouze v bunkach
endotelu, a to vyhradné v endotelu poskozeném aterosklerézou. Naopak pozitivni reakce

na VCAM-1 byla zaznamendna zejména uvnitf aterosklerotického platu, v médii a
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v oblastech endotelu bez aterosklerotickych plati. Tento obraz exprese byl patrny ve
vSech studovanych fazich aterosklerotického procesu.

Vysledky této imunohistochemické studie naznacuji, Ze endoglin ziejmé neni
kolokalizovan s adheznimi molekulami, které jsou rozhodujici pro vznik zanétu
a aterogeneze.

Piisobeni endoglinu a VCAM-1 neni doposud pln¢ objasnéno. Do budoucna je
tieba nadale testovat tkané za pomoci zvifecich modelt a dolozit mnoho informaci nejen
o ENG a adhezni molekule VCAM-1, ale o celém aterogennim procesu. Tato studie
obohatila vysledky o fakt, ze exprese endoglinu neprobiha v makrofazich a buiikéach
hladkého svalstva ascendentni aorty u testovanych apoE-deficientnich mysi kmene
C57BL/6J. Rovnéz poukazala na to, ze endoglin pravdépodobné neni koexprimovan
s molekulou VCAM-1, a tedy se ziejmé nepodili na hromadéni leukocyti v aorté

Vv pribéhu aterosklerotického procesu.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo sledovani zmén exprese a koexprese endoglinu
a adhezni molekuly VCAM-1 v ascendentni aorté¢ apoE-deficientnich mysi. Byly krmeny
standardni laboratorni dietou ,,chow type diet“ a stravou se zvySenym obsahem
cholesterolu ,,Western type diet.

Biochemicka analyza prokazala narust cholesterolu v zavislosti na typu podavané
stravy zvifecim modeliim, v na§em piipad¢ mysSim. Rovnéz se skupiny na ,,Western type
diet* lisily pfitomnosti aterosklerotickych plati oproti mysim na standardni dieté.

Obecné plati vyskyt molekuly VCAM-1 v aterosklerotickych platech a v médii
cévy. Endotelidlni pozitivita byla pfitomna pouze na endotelu bez aterosklerotického
platu. Naopak pozitivita endoglinu byla patrna vyhradné na endotelu pokryvajicim
aterosklerotické platy.

V souhrnu Ize ucinit zavér, ze endoglin pravdépodobné neni koexprimovan
s molekulou VCAM-1 v ascendentni aorté¢ apoE-deficientnich mysi v riznych fazich
aterosklerotického procesu, a tedy se ziejmé nepodili na adhezi leukocytt na endotel

a jejich transmigraci v prub¢hu aterosklerotického procesu.
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8 SEZNAM ZKRATEK

Ab — protilatka

ALK — activin receptor like kinase (aktivace receptoru podobna kinaza)
apoE — apolipoprotein E

ATS — aterosklerdza

BSA — bovine serum albumin (hovézi serovy albumin)

CMP — cévni mozkova piihoda

CNS — cévni nervovy systém

DAB — diaminobenzidin

ENG — endoglin

HDL — high density lipoprotein (lipoprotein o vysoké hustot¢)

ICAM — intercellular cell adhesion molecule (intracelularni molekuly bunééné adheze)
IHC — imunohistochemie

ICHDK — ischemicka choroba dolnich konéetin

ICHS — ischemicka choroba srde¢ni

IL — interleukin

INF — interferon

LDL — low density lipoprotein (lipoprotein o nizké hustot¢)

KVO - kardiovaskularni onemocnéni

KVS — kardiovaskuladrni systém

MF — makrofag

OTC — Optimal Cutting Temperature (optimalni teplota pro fezani)

PBS — phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)

RF — rizikovy faktor

SMAD - intracelularni signalni protein

TNF-0 — tumor nekrotizujici faktor

TGF-B — transformujici ristovy faktor

VCAM-1 — vascular cell adhesion molekule (vaskularni molekuly buné¢né adheze)
VLDL - very low density lipoprotein (lipoprotein o velmi nizké hustot¢)
2M — 2 mésice

4AM — 4 mésice
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