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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceutick4 fakulta v Hradci Krélové

Katedra biologickych a 1¢kaiskych véd

Sledovani exprese a koexprese endoglinu a P-selektinu v aorté apoE-deficientnich mysi
Diplomova prace

Monika Brlicova

Vedouci prace: Mgr. Jana Rathouska

Cil prace: Sledovali jsme expresi a vzajemnou koexpresi endoglinu (receptoru III pro
TGF-B cytokin) a P-selektinu (adhezni molekuly a markeru endotelidlni dysfunkce)
v ascendentnich aortach apoE-deficientnich mys$i krmenych standardni dietou pro
hlodavce a dietou zapadniho typu (vysokotukovou dietou) pro dosazeni riznych fazi
aterosklerotického, procesu. Rovnéz byly hodnoceny zmény celkovych hladin

cholesterolu u mysi po podani obou typt diet.

Metody: Pro tuto diplomovou praci byl pouzit modifikovany kmen C57BL/6J mysi
s deficitem apolipoproteinu E, ktery je nachylny k aterogenezi. Mysi byly rozdéleny do
tfi skupin. Prvni skupina byla krmena standardni dietou (tzv. ,,chow* dieta) po dobu
dvou mésict a dalsi dvé skupiny zapadnim typem diety (tzv. ,,Western type* dieta) po
dobu dvou a ¢tyf mésicti. U vSech skupin byly biochemicky stanoveny a nasledné jsme
statisticky hodnotili hladiny celkového cholesterolu v krvi. Imunohistochemické
metody ndm umoznily detekovat expresi a pfipadnou koexpresi endoglinu a P-selektinu

v fezech ascendentni aorty.

Vysledky: Biochemickd analyza ukéazala signifikantné vyssi hladiny celkového
cholesterolu v krvi u mysi krmenych zépadnim typem diety po dobu dvou mésicl
oproti mySim krmenym standardni dietou. Naopak nesignifikantni rozdily hladin
celkoveho cholesterolu v krvi byly zjiStény mezi skupinami mys$i krmenych zdpadnim
typem diety po dobu dvou a ctyf mésicl. ZvySend exprese endoglinu byla viditelna
u mysi krmenych zapadnim typem diety po dobu dvou mésicli oproti mySim krmenym
standardni dietou, a to na povrchu endotelu pokryvajiciho ateroskleroticky plat (ve

skupiné ,,chow* diety nebyly platy v ascendentni aorté pozorovany). Naproti tomu



exprese P-selektinu byla patrnd pouze v oblastech endotelu bez platu.
Imunohistochemické metody tedy neukdzaly zddné vyznamné koexprese endoglinu

a P-selektinu.

Zavér: Dieta s vysokym obsahem nasycenych mastnych kyselin a cholesterolu vede
k signifikantné vyS$im hladindm celkového cholesterolu v krvi oproti mySim na
standardni dieté. V pifipadé hodnoceni exprese endoglinu a P-selektinu nebyly
pozorovany zadné vyznamné lokality koexprese obou téchto molekul, coz naznacuje, ze
se endoglin patrné nepodili na akumulaci leukocytl v aorté¢ apoE deficientnich mysi

v uvodni fazi aterogeneze.
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Background: We observed the expression and the reciprocal co-expression of endoglin
(receptor III for TGF-f cytokine) and P-selectin (adhesion molecule and marker of
endothelial dysfunction) in ascending aortas of apoE-deficient mice which were fed by
standard diet for rodents and Western type diet (high-cholesterol diet) for achieving of
different phases of the atherosclerotic process. The changes of total cholesterol levels in

mice after administration of both types of diets were also evaluated.

Methods: The modified strain C57BL/6J of mice with a deficiency of apolipoprotein E,
which is prone to aterogenesis was used for this diploma thesis. Mice were divided into
three groups. The first group was fed by standard diet (so-called ,,chow* diet) for
a period of two months and the second two groups were fed by Western type diet for
a period of two and four months. The levels of total cholesterol in the blood were
biochemically determinated and then we statistically evaluated this levels in all groups.
Immunohistochemical methods have allowed us to detect expression and potential co-

expression of endoglin and P-selectin in sections of ascending aorta.

Results: Biochemical analysis showed significantly increased total cholesterol levels in
the blood in mice fed by Western type diet for a period of two months against mice fed
by a standard diet. On the contrary a nonsignificant changes in total cholesterol levels in
the blood was observed among groups of mice fed by Western type diet for a period of
two and four months. Increased expression of endoglin was showed in mice fed by
Western type diet for a period of two months against mice, which were fed by standard

diet on the whole endothelial surface covering atherosclerotic plaque (in the group of



»chow* diet the plates were not observed in the ascending aorta). On the other hand the
expression of P-selectin was seen only in areas of endothelium without plates.
Immunohistochemical methods didn’t show any significant co-expression of endoglin

and P-selectin.

Conclusions: The diet with high content of saturated fat and cholesterol leads to the
significantly higher levels of total cholesterol in the blood against the mice with the
standard diet. No significant locations of co-expression were shown in both of these
molecules in the evaluation of the expression of endoglin and P-selectin. This
conclusion suggesting that endoglin (is not probably involved) in the accumulation of

leukocytes in the aorta of apoE-deficient mice in the initial phase of atherogenesis.
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1. UVOD

Ateroskleroza patii mezi civilizani onemocnéni 20. stoleti a jeji narist je
v dneSni dob¢ oproti minulosti velmi intenzivni. Mozna se to zd4 paradoxni, ale
aterosklerotické onemocnéni je predevsim ve vyspélych zemich zépadniho svéta jednou
z nejéastdjsich pti¢in umrti a Ceska republika bohuzel neni vyjimkou.

Vyzkum zaméteny na aterosklerézu a faktory ji ovliviiyjici, se z tohoto diivodu
provadi po celém svéte. Ani tym katedry biologickych a Iékarskych véd Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové v cele s doc. PharmDr. Petrem Nachtigalem, Ph.D.
nezaostavd. Vyzkum na této katedfe je zaméfen na studie tykajici se aterosklerdzy
a provadi se ptevazné in vitro a in vivo.

V této diplomové praci jsme se zaméfili na bilkoviny, které maji vliv na vznik
ateroskler6zy a to na endoglin (TGF-B receptor III) a adhezni (zanétlivou) molekulu
aterogenezi v tepnach zatizenych vysokym celkovym cholesterolem v krvi. Nyni jsme
se vSak zaméfili na expresi a pripadnou koexspresi endoglinu a P-selektinu
v ascendentnich castech aort apoE-deficientnich mysi tzn. mysi s vét§$im potencidlem
pro vznik aterosklerotickych 1ézi, nebot’ pravé zde byly zjiStény zmény v expresi

endoglinu v prib¢hu aterogeneze.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Mikroskopicka anatomie cév

Histologicka stavba cévni stény odpovida funkénim naroktim jednotlivych usekt
krevniho tecisté. Cévy se tedy rozdéluji podle téchto usekl na tepny — arteriae, které se
dale vétvi na tenci az nejtenci arterioly — arteriolae, arterioly prechazi ve vlasecnice,
kapilary — vasa capillaria. Tyto pak ptechazi v nejtenci zily, venuly — venulae, které se

nakonec sbihaji v zily — venae [1 ].

2.1.1. Obecna struktura cévni stény
Struktura vSech cév v lidském téle je uspofadana podle stejného zakladniho
stavebniho planu. Sklada se z tii vrstev, které nazyvame tfunica intima, tunica media

a tunica adventitia [2 ].

Tunica intima

Je slozena ze dvou vrstev, prvni je tvofena endotelovymi bunikami, lemujicimi
vnitini povrch cév a druhou vrstvou subendotelovou.

Endotelové buiiky jsou tvarem ploché mnohouhelniky. Ve sméru proudu krve
jsou obvykle protahlé a vysilaji lateraln€¢ uzké vybézky, které mohou mit v priaméru
1 0,2 pm. Jadro téchto bunék je rovnéz protdhlé a ulozeno ve stfedni ¢asti burky.
Centralni oblast buiikky se vyklenuje do lumina cévy. Pobliz jadra se nachdzi maly
Golgiho komplex, malé mnoZstvi mitochondrii, n€kolik ribozomi a pouze ojedinélé
malé cisterny granularniho endoplazmatického retikula. Vyskytuji se zde 1 elementy
cytoskeletu. Jejich pfitomnost ziejmé souvisi s predpoklddanou schopnosti téchto
bunék se do urcité miry smrst'ovat [2 ].

Mezi jednotlivymi endotelovymi bunkami se vyvinuly pocetné zonulae
occludentes a nexy. Buiiky endotelu cév vykazuji pouze nizkou mitotickou aktivitu,
a tedy patfi mezi tzv. dlouhozijici elementy. Jejich funkci je branit styku krevnich
desti¢ek se subendotelovou tkani, tim jejich shlukovani a vzniku trombtl. Endotelové
bunky madji tedy antitrombogenni ucinek, ale vykazuji také znacnou vlastni
metabolickou aktivitu.

Subendotelova vrstva je tvofena fidkym kolagennim vazivem a jednotlivymi

bunkami hladkého svalstva [2 ].
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Tunica media

Tunica media je nejsiln€j$i vrstva stény tepny. Skldda se z hojné se
vyskytujicich bun¢k hladké svaloviny, kolem nichz jsou sité elastickych a kolagennich
vladken. Pomér mezi elastickou a svalovou slozkou je u riznych tepen razny, zalezi na
velikosti tepen. Mezi velké tepny, ve kterych pievlada elastickd slozka nad svalovou,
patii naptiklad aorta, arteriae carotides, arteria subclavia, arteria axilaris.

Ve stfedn¢ velkych tepnach jsou elastickd a svalova slozka v rovnovaze
a postupné se s vétvenim tepen na mensi tepénky mnozstvi svalové hmoty zvétSuje na
ukor slozky elastické. Tato rozdilnd anatomie je dana jejich rozdilnou funkci
v organismu. Zatimco velké tepny se musi pii systolickém nérazu rozpinat a pfi
diastole smrs$tovat a tim umoznovat pohanéni a rovnomérnéjsi proud krve, tak mensi
tepny svalového typu maji spiSe regulacni funkci, ktera umoziiuje ménit prasvit tepny
a regulovat tak pfisun krve do jednotlivych oblasti t€la. V zilach je tato vrstva tenci
a obsahuje mnohem mén¢ hladké svaloviny nez tepny [1 ].

Nékdy elastické struktury vytvareji na hranicich tunica media vrstvu, kterd ji
odd€luje od tunica intima z vnitini strany, nazyva se membrana elastica interna a od
tunica adventitia z vn&j$i strany, membrana elastica externa.

Bunky hladkého svalu zde produkuji mezibunéénou hmotu, sloZzenou piedevsim

z glukosaminoglykan chondroitinsulfatu a proteoglykanu [2 ].

Tunica adventitia

Cévni adventicie tvofi povrchovou vrstvu cévy. Je tvofena kolagennimi
a elastickymi vlakny, které se na povrchu cévy sitovité prekiizuji a spojuji povrch
cévy s vazivem vyskytujicim se v nejblizSim okoli cévy. Jeji funkci je tedy pruzné
pfipevnit cévu k okoli [1 ].

Z bunék zde nachéazime fibroblasty, adipocyty, ale mohou se zde vyskytovat
1 buiky hladkého svalu. Je zde pfitomen prevazné kolagen typu I, dale

glykosaminoglykan dermatansulfat a v malé mife i heparansulfat [2 ].

Vasa vasorum

ProtoZe stény nékterych tepen jsou relativné silné, nestaci piivod kysliku a zivin
pouze z protékajici krve difuzi sténou, ale ziviny a kyslik do stény tepen pfivadéeji
slabé tepénky a odvadéji tenoucké zilky, které st€énou cév podélné probihaji. Tyto

vyzivujici cévy se souhrnné nazyvaji vasa vasorum. Vychazeji bud’ pifimo z tepny,
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kterou zdsobuji nebo z nejblizsi sousedni tepny. Vasa vasorum v tepnach vyzivuji
hlavné adventicii a vné&jsi ¢ast tunica media. Vnitini ¢ast tunica media a tunica intima
je vyzivovana difuzi z nitra tepny [1 ].

V 7Zilach jsou ovSem vasa vasorum vyvinuta mnohem Iépe a jejich vétve

dosahuji az do tunica intima. Je to ddno mensim obsahem kysliku ve vendzni krvi [2 ].

Obrazek 1: Arterie svalového typu

TUNICA INTIMA

endotel

subendotelova vrstva

TUNICA ADVENTITIA

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Arterie_vena2.png (10.2 .2014)

Obrazek 2: Srovnani struktury arterie a vény pfi stejné tloustce

ARTERIE | VENA

[ tunica intima
[ tunica media
[l tunica adventitia

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Arterie_vena.png (10.2 .2014)
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2.1.2. Aorta

Krevni ob¢h se sklada z malého a velkého krevniho obéhu. Maly krevni ob¢h
zaCind v pravé srdeCni komoie a pokracuje jako prava a leva plicni tepna do pravé
a levé plice. Velky krevni ob¢h zacina v levé srdecni komote a pokracuje aortou do
celého téla.

Aorta se d€li na aorta ascendens (vzestupnou aortu) dlouhou asi 4 -5 cm, dale
se staci doleva a dozadu v arcus aortae (aortalni oblouk), ktery po 6 cm pokracuje
kolem hrudni a bfiSni patete jako aorta descendens (sestupna aorta). Vzestupna aorta
ma tésné nad aortdlni chlopni tfi sinus aortae (aortalni vyklenky), ze kterych vychazeji
a . coronaria dextra et sinistra (prava a leva véncitd tepna). Z aortdlniho oblouku
vychazeji 3 hlavni tepny, truncus brachiocephalicus (hlavopazni kmen), a . carotis
communis sinistra (leva spole¢na krkavice) a a. subclavia sinistra (leva tepna
podklickovd). A .brachiocephalica se dale déli v a . carotis communis dextra (prava
spole¢na krkavice) a a . subclavia dextra (prava tepna podklickova). Z téchto 4 tepen
se krev vraci do pravé srdecni sin€ jako vena cava superior (horni dutd zila) a ze

sestupné Casti aorty tzn. z dolni ¢asti téla jako vena cava inferior (dolni duté zila) [1 ].

Obrazek 3: Oblouk aorty

eva spoletna
krkavice

Prava spolecna
krkavice
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tepna
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tepna
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tepna

Leva
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tepna

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Soubor:Arcus_aortae.png (10.2 .2014)
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2.2. Funkce endotelu

Endotel tvoii jednovrstevnou vnitini vystelku celého kardiovaskularniho
systému. Tato vrstva plochych bun¢k tvoti ptimé rozhrani mezi krvi a cévni sténou [4 ].
Ditive se predpokladalo, ze endotel predstavuje pouze bunéénou bariéru, oddelujici krev
od stény cév a tvoii nesmacdivy povrch cévniho lumen. Rada vyzkumt v poslednich
letech vSak prokazala, ze endotel je metabolicky velmi aktivni organ s velkou spoustou

fyziologickych funkci [5, 7 ].

2.2.1. Regulace cévni permeability

Jednou z hlavnich tloh endotelu je zajistit fizeny prostup bunécnych
1 nebunécnych krevnich komponent mezi krvi a okolnimi tkdnémi. Zatimco nebunécné
komponenty prostupuji pies endotelovou vrstvu bud’ paraceluldrn€ nebo transcelularné,
tak prostup bunécnych krevnich komponent, pievazné leukocytl, je realizovan diky
vazoadheznim molekulam, kterych endotel exprimuje na svém povrchu celou fadu

(P-selektin , E-selektin , I[CAM-1, VCAM-1 , PECAM-1)[4,5].

2.2.2. Regulace cévniho tonu

Druhou, neméné vyznamnou funkci endotelu je kontrola cévniho tonu. Hlavni
vazodilata¢ni latky produkované témito buiikami jsou oxid dusny (NO, téz EDRF)
a prostacyklin (PGIL,). Tvorba EDRF je zprostiedkovand NO-synthazou, aktivovanou
smykovym tfenim krevniho proudu, hypoxii a celou fadou lokalnich puasobki
(acetylcholin, histamin, bradykinin, angiotenzin II aj.). Oxid dusny inhibuje expresi
adheznich molekul, adhezi a agregaci krevnich desticek, apoptézu endotelovych bunék
a brzdi migraci myocytl z tunica media, jejich proliferaci a transformaci v sekre¢ni
buiiky. PGI, je produkovan za obdobnych situaci jako oxid dusny a jejich ucinek se
navzajem potencuje.

Aby se udrZela rovnovaha mezi vazodilataci a vazokonstrikci musi existovat
1 latky, které maji vazokonstrikéni ucinky, takovymi to latkami jsou predevSim
endotelin-1, dale tromboxan A2 a PAF.

Endotelin-1 je syntetizovan po stimulaci aterogennich proteini (trombin), ¢i
lipoproteinii (oxidovany LDL). Tato nejucinnéjsi vazokonstrikéni latka, kterd také
stimuluje proliferaci myocyti v medii je ve zdravych cévach mirnéna soucasnou
produkci NO a PGI,. Jeho plny tc¢inek se objevi az pti endotelidlni dysfunkci (viz kap.
2.3).
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Poslednim mechanismem regulace cévniho tonu endotelem je zména v aktivité
glykoproteinu angiotenzin-konvertujiciho enzymu (ACE) na povrchu endotelovych
bunék. ACE zvysuje hladinu angiotenzinu Il a rozklad4 bradykinin, tim tedy v cévnim

feCisti zvysuje krevni tlak [5, 6, 10].

2.2.3. Ovlivnéni koagulace

Neposkozeny cévni endotel zajistuje dokonalou integritu a nesmacivost cévniho
povrchu. Jiz pfi pouhém odloupnuti bunék endotelu se z néj uvolni von Willebrandiv
faktor (VWF), ktery prostiednictvim receptorti na trombocytech aktivuje jejich adhezi,
agregaci a jejich navazani na kolagenni vlakna subendotelu.

Endotel na svém povrchu dale vaze antitrombin III, ktery inaktivuje trombin
(aktivni forma srazeciho faktoru II) a vznikly komplex je z krevniho fecisté odstranén.
Endotel dale produkuje trombomodulin, ktery tvoii komplex s trombinem a tim ho
inaktivuje. Trombomodulin také aktivuje protein C a tim brani koagulaci. Protein
C totiz v komplexu s proteinem S inaktivuje srazeci faktory (Va a VIla) a tim

inhibuje srazeni krve [5, 6, 8, 10].

2.2.4. Reparativni proces a angiogeneze

Endotel produkuje i fadu rustovych faktorti a cytokinti. Tyto mitogeny stimuluji
rust hladkych svalovych bun¢k a jejich migraci do hlubSich vrstev cévni stény.
Hlavnim antimitogenem, ktery zabraniuje hypertorfii cévni stény je jiz viSe zminény NO

[5].
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2.3. Endotelialni dysfunkce

Endotelialni dysfunkce (ED) je prvni fazi (prvnim signadlem) ftady
kardiovaskularnich onemocnéni, predev§im ateroskler6ézy [4 ]. Je to pln€ reverzibilni
ptredstupenn aterosklerdzy, ktery muze dat vzniknout prvnim morfologicky viditelnym
zmeénam arterialni stény, ale muize provazet i pozdni stddia pokrocilé aterosklerdzy
[11].

Jedna se o funkc¢ni poSkozeni endotelové vystelky, které se projevi zvySenou
permeabilitou cévni stény, hlavné pro aterogenni lipidy a makrofagy, poruchou
rovnovahy mezi vazoaktivnimi a hemokoagula¢nimi faktory a samoziejmé i poruchou
angiogeneze. Vysledkem je pievaha vazospazmii, tendence k tromboze a nedostatecna
inhibice subendotelové proliferace [11].

Tyto d€je provazi zvySena tvorba oxidovanych LDL ¢astic, zvySena proliferace
bun¢k hladkého svalstva, jejich migrace do subendotelovych prostor a tvorba
extracelularni matrix (hlavné vazivové komponenty aterosklerotickych 1¢ézi) [12].
exprese adheznich molekul a soucasnou produkci cytokini je umoznéna kumulace
monocytll v cévni sténé a jejich ndslednd pfeména v makrofagy a pénové buiky [5, 7,

13].

wrwe

2.3.1. Priciny endotelialni dysfunkce

Vznik a rozvoj ED je podminén souhrou fady faktorli, které se také nazyvaji
rizikové faktory aterosklerdézy. Dnes uZz jsou znamé stovky téchto mechanickych,
fyzikalné-chemickych a imunologickych faktord, ale zistava pravdou, Ze nejcastéjsich
spoustéct endotelialni dysfunkce je mnohem méné. Daji se rozdélit na neovlivnitelné
a ovlivnitelné rizikové faktory ED a ateroskler6zy. Mezi neovlivnitelné patfi pozitivni
rodinnd anamnéza piedCasné manifestace kardiovaskularnich onemocnéni (muzi > 45,
zeny > 55 let), vysoky v€k, muzské pohlavi a jiz existujici aterosklerotické postizeni
tepen. Klast diraz na prevenci je dulezité hlavné u ovlivnitelnych faktorti jako jsou
dyslipidemie, koufeni, diabetes mellitus 2. typu, arteridlni hypertenze, obezita,

metabolicky syndrom, aterogenni dieta a nizka fyzicka aktivita [11].
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2.4. Ateroskleroza

Patii mezi civilizacni, systémové onemocnéni tepenného krevniho fecisté, které
postihuje hlavné velké a stfedni tepny. Je to onemocnéni, které se Castéji vyskytuje ve
vyspélych, zapadnich zemich, nez v zemich 3. svéta. Pfic¢inou je hlavné $patny Zivotni
styl tzv. ovlivnitelné rizikové faktory, ale také ty, které ovlivnit nemlizZeme tzv.
neovlivnitelné rizikové faktory (dédicna familiarni hypercholesterolémie, esencialni
hypertenze, ve&k, pohlavi). Ateroskler6za je hlavni pfi¢inou mnoha zavaznych
onemocnéni, které v zdpadnich zemich tvofi nejcastéjsi priciny tmrti (akutni infarkt

myokardu a cévni mozkova ptihoda) [32, 33].

24.1. Etiologie

Jak jiz bylo fe€eno, mezi pficiny, které mohou za rozvoj aterosklerozy, patii
ovlivnitelné rizikové faktory. To jsou takové, za néZ mize nas Zivotni styl a které by se
mély co nejvice omezit. Déle rizikové faktory neovlivnitelné, za néz mize geneticka
vybava, pozitivni rodinnd anamnéza, pohlavi a ve€k. Tyto faktory jsou stejné, jako
u vySe zminéné endotelidlni dysfunkce, nicméné pro dulezitost uvadim znovu

ptehledny vycet hlavnich rizikovych faktor, viz tabulka 1 [11].

Tabulka 1: Rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni.

Neovlivnitelné Ovlivnitelné

* vék (muzi =55, Zeny >65)

» rodinnd anamnéza predcasné
aterosklerozy (u prvostupnovych
piibuznych: muzi =45, Zeny >55)

¢ piitomnost onemocnéni
aterosklerotické etiologie

e genetické faktory

* muZské pohlavi

e arterialni hypertenze
* dyslipidemie
- celkovy cholesterol
— LDL cholesterol
— triglyceridy
- HDL cholesterol
e diabetes mellitus 2. typu
* nadvaha/obezita
* koureni
e nizka fyzicka aktivita
e metabolicky syndrom
* hsCRP
¢ chronické onemocnéni ledvin
¢ homocysteinemie

http://zdravi.e15.cz/news/check-pro?id=300855&seo _name=priloha-lekarske-listy

(13.3 .2004)
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2.4.2. Patogeneze

Ateroskleroza je diky pfitomnosti zanétlivych bunék povazovana za zanétlivé
onemocnéni. Zavazné ateroskleroze predchazi jesté reverzibilni endotelidlni dysfunkce,
ktera ovSem zvysi propustnost cév pro LDL-cholesterol, aktivuje endotelové buiiky,
jenz na svém povrchu vystavi adhezni molekuly, zvysi proliferaci bun¢k hladkého
svalstva cév a tim umozni propuknuti jiz nereverzibilniho procesu aterogeneze [35].

Prvnim krokem aterogeneze je prostup LDL-cholesterolu ptfes cévni sténu do
subendotelové vrstvy, kde se oxiduje plisobenim reaktivnich forem kysliku a dusiku,
které nebyly zneSkodnény antioxidacnim mechanismem. Akumulace oxidovanych
LDL-Castic zpusobi aktivaci endotelu. Adhezni molekuly na povrchu aktivovaného
endotelu pfitahuji T -lymfocyty a monocyty z krevniho fecisté¢ a zmnozené hladké
svalové buniky z medie. [34].

Dal$im krokem je prostup makrofagh (pfeménéné monocyty) a T-lymfocytl
do subendotelové vrstvy cév. Tyto makrofagy nasledné pohlcuji cholesterol (uvolnény
z oxidovaného LDL) a hladké svalové buiiky v subendotelu. Subendotelova vrstva se
stale zvétSuje 1 naddle proliferujicimi aktivovanymi svalovymi buiikami a zvySenou
tvorbou extracelularni matrix. Toto ztlusténi je nejprve kompenzovano vazodilataci
a cévni lumen zlstava zpocatku nezménéno (fenomén remodelace), ale pokracujicim
zanétem se stale zvySuje pocet makrofagli a T-lymfocytl, které pohlcuji oxidovany
LDL-cholesterol. Takto naplnéné makrofdgy nazyvame pénovymi bunikami
a makroskopicky se na vnitini strané€ cév projevi jako lipidoveé prouzky [34].

Aktivace makrofagh a T -lymfocyti navodi zvySené uvolilovani cytokinind,
chemokinini, hydrolytickych enzymG a ristovych faktorti, které zplsobi dalsi
poskozeni nebo az loziskovou nekrézu. Takto vzniklé lipidové jadro s nekrotickymi
hmotami se pokryva vazivovou Cepi¢kou a vznikd tzv. ateromovy plat. Faze vzniku
ateromového platu je jiz pokrocilym, komplikujicim stadiem aterogeneze [34].

Ateromovy plat ma hruby povrch, na ktery se zachytavaji trombocyty krevniho
recisté. Tyto trombocyty se aktivuji, uvoliluji dal§i cytokininy, rlstové faktory
a zvefejni na svém povrchu adhezni molekuly. Krevni desticky, ale také produkuji
kyselinu arachidonovou, kterd se ptlisobenim cyklooxigenazy (COX) pfeméni na
prostaglandiny (tromboxan A,), ktery zplsobi vazokonstrikci cévy a jeSté¢ zvysi
agregaci trombocytl. Dokud vazivova cepicka, sloZzend z kolagenu, elastinu, bunék
hladkého svalu, pénovych buné€k a proteoglykanti, zlstane dostatecné tlusta, je

ateromovy plat stabilni. Vazné nebezpeci hrozi, jestlize se Cepicka ztenci plisobenim
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kolagendz, stromelysinu a elestdz, uvolnénych =z makrofdgl, aktivovanych
T-lymfocyty a tedy vznikne nestabilni plat. V takovémto ptipad¢ hrozi ruptura platu,
pranik krve do nitra a vzniku trombu. Trombus mulze zpusobit ucpani cévy tzv.
trombozu nebo se mize uvolnit a zpisobit tromboembolii se vsemi dusledky, které

ucpand céva ma [34].

Obrazek 4: Schéma pocatecni faze dysfunkce endotelu
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http://www.stefajir.cz/files/Atero.pdf (13. 3 . 2014)

Obrazek 5: Schéma ateromového platu
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2.4.3. Klinicka manifestace, komplikace a progndza

Ateroskleréza je asymptomatické onemocnéni, které se projevi az svymi
komplikacemi. Komplikace tohoto onemocnéni miize velice zavazné snizit kvalitu
zivota nebo dokonce zpusobit smrt. Zalezi, ktera ¢ast krevniho fecisté je komplikacemi
postizena. Je nutné mit vSak na pamcti, ze ateroskler6za postihuje vzdy vétSinu
tepenného krevniho fecisté a tedy pacient, u kterého doslo k ucpani cévy v srdci, ma
vysoké riziko recidivy, ale 1 vzniku nové komplikace v jiné Casti krevniho fecCiste.
Mezi hlavni, Zivot ohrozujici komplikace, patfi akutni infarkt myokardu, nestabilni
angina pectoris, vznik a ruptura aneuryzmatu a cévni mozkova piihoda. Dale mezi né
patii stabilni angina pectoris, ischemicka choroba dolnich koncetin, stendza renalnich
tepen a mnoho dalSich [35].

Prognéza tohoto onemocnéni zavisi na misté¢ vzniku komplikace, na jejim

rozsahu a rychlosti, s jakou se podafi obnovit prutok krve ischemickou ¢asti [35].

2.5. Endoglin

Endoglin, oznafovany také CDI105 ¢i END, je glykoprotein membrany,
nachdzejici se na povrchu bun¢k, hlavné endotelu cév, monocytl, zejména téch, které
prechazi do makrofagti a bun¢k hladkych svali cév [27, 28].

CDI105 je homodimer, pficemz ob& jeho monomerni jednotky obsahuji Cast
extracelularni, ¢ast hydrofobni transmembranovou a kratkou ¢ast cytosolickou. Oba
monomery jsou navzajem propojeny disulfidickymi mustky.

END je soucasti komplexu receptortt pro TGF-3 (transforming growth factor),
ma zasadni roli v angiogenezi a tedy je dilezity pro rist nddorl, jejich pieziti
a metastazovani do jinych mist v téle [26].

U mysi, geneticky modifikovanych tak, ze postradaji gen pro endoglin, bylo
prokazano ukonceni vyvoje plodu jiz v embryogenezi a to pravé z diivodu inhibice

angiogeneze [29].

2.5.1. Gen a exprese

Gen pro endoglin je umistén na chromosomu 9 a existuje ve 2 alelach,
koédujicich dvé izoformy endoglinu, L a S . Obé& izoformy byly zjistény jak v lidskych,
tak v mysich tkanich. Mnohem vice je v populaci exprimovdna dlouhd izoforma,

L-endoglin, obsahujici 633 aminokyselin, nez kratky, S -endoglin, ktery obsahuje pouze
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600 aminokyselin. Ob¢ izoformy se li§i pouze v poctu aminokyselin cytosolické ¢asti
molekuly [27].

Lidsky endoglin obsahuje peptidovou sekvenci Arg - Gly - Asp (RGD), ktera je
znama jako rozpoznavaci misto pro cetné, bunétné, adhezni proteiny, pfitomné
v extracelularni matrix. Tato RGD sekvence byla zjisténa i v endotelu orangutana, ale
chybi u mysi, prasat, krys a pst [26].

V klidovych endotelovych bunkéach je exprese endoglinového genu obvykle
nizka. To se vSak zméni, jakmile zacne patologicka angiogeneze a endotelové burky se
stanou aktivni na mistech, jako jsou nadorové cévy, zanicené tkan¢, pokozka
s lupénkou, cévni zranéni, béhem embryogeneze ¢i v endotelovych buiikdch po
ischemii a reperfuzi napt. v srdci, dolnich koncetinach a ledvinach [26].

Endoglin je exprimovan i1 v ruznych typech krevnich cév postizenych
aterosklerézou. V takovychto cévach se vyskytuje hlavné na povrchu endotelovych
bunck a bunék hladkého svalstva, coz naznacuje jeho Gcast na aterogenezi [30].

Endoglin se ucastni opravy cévni stény, tvorby aterosklerotickych platd, zvySuje
produkci kolagenu a tim tedy stabilizuje aterosklerotické 1éze.

Zvysend hladina cholesterolu v krvi zpusobuje nejen zvySeni hladiny
rozpustného endoglinu v krvi, ale také inhibici TGF-f signalizace v cévni stén¢. Tato
inhibice miize byt jeden z faktor podporujicich dysfunkci endotelu a naslednou
aterogenezi [30].

Bylo prokazano, ze hypercholesterolémie v cévach bez aterosklerotickych 1¢ézi
zpusobuje, u mysi kmene C57BL/6 (kmen prokazateln¢ nachylné;si k ateroskleroze),
vy$§i expresi endoglinu v aort€. Naopak hypercholesterolémie v cévach jiz
postizenych aterosklerotickymi 1ézemi, zplsobuje inhibici exprese endoglinu v aorté
a jiz zminénou inhibici TNF-f signalizace. Exprese endoglinu u mysi, na rozdil od
lidi, byla prok4zana jen na membrané endotelovych bunék lumen cév [31].

Déle bylo prokazano, ze 1écba statiny snizila hladinu rozpustného endoglinu
v krvi, zvysila expresi endoglinu v aorté a sniZila aterosklerozu u mysi. Z vyse
uvedeného se predpokladd, ze zvysSend exprese END v cévach a snizena hladina
rozpustného endoglinu v krvi zvySuje TGF- signalizaci a ma protektivni vliv na

aterosklerdzu [30].
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2.6. Adhezni molekula (P-selektin)

P-selektin, jinak nazyvany také CD62P, GMP-140 (Granule Membrane Protein
140) nebo PADGEM (Platelet Activation-Dependent Granule to External Membrane
Protein), je glykoprotein s mnavazanou cukernou slozkou. Poprvé byl objeven
v endotelovych buinikach v roce 1982 [37].

CD62P funguje jako molekula bunécné adheze (CAM), vyskytujici se na
povrchu aktivovanych endotelovych bun¢k a aktivovanych krevnich desticek.
V neaktivovanych endotelovych bunkach je ulozen v granulich nazyvanych Weibel-

Paladova téliska a v neaktivovanych destickach se nachazi v a -granulich [37].

2.6.1. Gen a regulace

P-selektin je u lidi kédovan genem nazyvanym SELP, umisténym na
chromozomu 19q21-Q24 [36, 38]. CD62P je nadmérné exprimovan na megakaryocytech
(prekurzory krevnich desti¢ek) a endotelovych buiikach [39].

Exprese P-selektinu se skladd ze dvou odlisSnych mechanismti. Zaprvé, P-
selektin je syntetizovan megakaryocyty a endotelovymi buitkami, kde se zatazuje do
membranovych sekrecnich granuli [40]. KdyZ jsou megakaryocyty a endotelové buniky
aktivovany ptsobenim agonistll, jako je trombin nebo zanétlivé cytokininy (IL-4 , IL-
13), P-selektin je rychle translokovan z granuli do plazmatické membrany [41, 45]. Za
druhé, zvySend hladina mRNA a P-selektinu je indukovana zanétlivymi mediatory, jako
je napiiklad TNF-a (tumor nekrotizujici faktor a ), LPS (lipopolysacharid) a IL-4.
Zatimco TNF-a a LPS nejsou spojeny se zvySenou hladinou P-selektinu v lidskych

endotelovych bunkéch, u mysi je to naopak [42, 43, 44].

2.6.2. Struktura

Struktura P-selektinu je tvofena ze 4 casti. Na antigen se vaze N-terminalni Ca-
dependentni lektinovou doménou, ta je navdzana na doménu podobnou epidermalnimu
rustovému faktoru (EGF- like domain) a pokracuje nékolika opakujicimi se Gseky. Skrz
membranu prochdzi svoji transmembranovou cCasti a uvnitt buiky konci

cytoplazmatickym ocasem [48].
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Obrazek 6: Struktura P-selektinu: v horni ¢asti je navazan cukr

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pselectin.PNG (12.3 .2014)

2.6.3. Ligand

P-selektin, jako adhezni molekula, zprostifedkovava kontakt mezi leukocyty
v krvi a endotelovymi bunikami cévni stény. Ligandem pro P-selektin je
oligosacharidova sekvence, nazyvana sialyl-Lewis-x antigen, kterda se vyskytuje
v hojném mnozstvi na povrchu bilych krvinek. Sialyl-Lewis antigen se sklada ze
4 sacharidl, které jsou navzajem velmi specificky propojené (od konce: sialova
kyselina — galaktosa — N -acetylglukosamin — zbytek oligosacharidového fetézce) [48].

Primarni ligand pro P-selektin je P-selektin glykoproteinovy ligand-1 (PSGL-1 ),
ktery je exprimovan téméf ve vSech leukocytech. PSGL-1 se nachazi na riznych
hematopoetickych buiikach jako jsou neutrofily, eosinofily, lymfocyty a monocyty, ve
kterych zprostfedkovava vychytavani a adhezi téchto bunék. Nicméné neexistuje zadna
specificita PSGL-1 pro P-selektin, proto mlize fungovat i jako ligand pro jiné typy
selektini [46].
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2.64. Funkce

P-selektin hraje zésadni ulohu v pocatecnim vychytavani leukocytli na misté
zranéni a v pribéhu zanétu. Po aktivaci endotelovych bunék v prabéhu zanétu
molekulami jako jsou histamin nebo trombin, se P-selektin piemisti z granuli uvnitt
endotelovych bunék na jejich povrch [47].

P-selektin je také velmi dilezity, ve vychytdvani a agregaci krevnich desticek,
v oblastech cévniho poranéni. V klidovych krevnich destickach je P-selektin umistén
uvnitf o -granuli. Aktivace krevnich desticek pomoci agonistli, jako je naptiklad
trombin, kolagenu typu Il a ADP, ma za nasledek, ze se P-selektin uvolni z o -granuli
a vystavi se na vné¢jsi plazmatické membran¢ desticek. P-selektin pak podporuje
agregaci krevnich desti¢ek prostiednictvim vazeb destiCka-fibrin a desticka-desticka

[47].

2.7. Apolipoproteiny

Apoproteiny jsou bilkovinné castice, které jsou ve vétsi ¢i mensi mife soucasti
obalu apolipoproteinti (chylomikronti, VLDL, LDL, HDL). Jsou to ligandy, podstatné
k vazbé na piislusné receptory a k aktivaci ¢i inhibici nékterych enzymi.
Apoproteinim se muze zkracené fikat i apo- [14, 15]. Mezi hlavni lipoproteiny patii
apoE, apoB, apoA, apoC [17].

Funkei specifickych apolipoproteinii, je regulace metabolismu lipoproteint,
prostiednictvim jejich zapojeni do dopravy a prerozdéleni lipidi mezi jednotlivymi
buikami a tkanémi. Toto se dé&je, prostiednictvim jejich role jako kofaktorli enzymu
lipidového metabolismu nebo prostiednictvim udrzovéani struktury lipoproteinové
castice. Geny kodujici tyto apoproteiny i1 jejich primarni struktura jsou nyni uz

u veétSiny zname [17].

2.7.1. Apolipoprotein E

Apoprotein E ma v téle mnoho funkci. Je soucasti vSech lipoproteinti, kromé
LDL. Syntetizuje se v nckolika oblastech téla. Ptiblizné tfi Ctvrtiny plazmatického
ApoE je syntetizovano v jatrech a je souasti VLDL, jednu tfetinu produkuji astrocyty
mozku a zbytek pochazi ze sleziny, plic, ledvin, nadledvin, svalovych bunék

a makrofagt [16].
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Existuji tfi izoformy ApoE. Tyto formy jsou zndmé jako ApoE2, E3 a E4. Jsou

kédovany tfemi raznymi alelami genu, zndmého jako APOE gen [18, 21].
Tento gen se nachazi na chromozomu 19 a vSechny tii alely se 1isi pouze sekvencemi
jejich aminokyselin. Nejvice frekventovany je ApoE3, ktery ma vice nez polovina
lidské populace, druhy v potadi je ApoE4 a nejméné se v populace vyskytuje ApoE2,
ktery ma nejmensi afinitu k receptorim [19].

ApoE vazany na VLDL lipoproteinu je agonistou pro LDL-receptor
lokalizovany na povrchu hepatocytti i bun¢k extrahepatalnich tkani. Aktivace LDL-
receptoru zpusobi katabolismus VLDL, ¢i ukladdni TAG do bunék tukové tkané a tedy
1 snizenou clearance v plazmé [20].

ApoE vazany na HDL tzv. HDL-E plsobi jako inhibitor agonistil
vyvolavajicich agregaci krevnich desticek [16].

Vzhledem k tomu, ze apolipoprotein E je zapojen piimo do absorpce
a distribuce plazmatickych lipidd, je ptirozené, Zze jeho deficit ma negativni vliv na
vznik kardiovaskularnich onemocnéni. Naptiklad bylo dokazano, Ze nedostatek
apolipoproteinu E , zpisobuje vysoké sérové hladiny cholesterolu i triglyceridii a vede

k predcasnému vzniku aterosklerozy [16].

2.8. ApoE-deficientni model mysi

Mysi, jako druh, jsou vysoce resistentni proti aterosklerdze, nicméné diky
indukované mutaci, tzn. mutaci uméle vyvolané ptisobenim znamého mutagenu, bylo
mozné vytvofit linie mys$i, které jsou nachylné k této nemoci. Naptiklad mysi, které
jsou deficientni v apolipoproteinu E , vznikly mutaci v. APOE genu. Tyto, tzv. Apo-
E deficientni mySi, maji tedy vysSi riziko vzniku aterosklerotickych 1ézi. Priib&h
aterosklerdzy se zhorSuje, kdyz jsou zvifata krmena dietou s vysokym obsahem tuku,

zépadni typ diety (Western type diet) [22].
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2.9. Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je moderni metoda histochemie, coz je véda
vychazejici z biochemie, analytické chemie a histologie. Cilem IHC je lokalizovat
a identifikovat specifické antigeny (molekuly ¢i jejich ¢asti) v tkanich a to na Grovni
histologické, za pouziti imunologické vazby. Tato metoda je zaloZzena na principu vazby

antigenu tkané a dodané protilatky [23].

29.1. Typy IHC metod
Imunohistochemické metody se déli na 3 typy:
- pfima metoda
- nepfima metoda dvojstupiiovd (ImmPRESS metoda)

- nepiima trojstupiiovd metoda (metoda ABC)

Piimé metoda

Jde o nejjednodussi typ IHC lokalizace antigenu ve tkani. Pfi této metodé se jiz
primérni protilatka oznac¢i fluoresceinem, kovem ¢i enzymem a tyto se néasledné ve
tkani hodnoti. Nevyhodou tohoto typu je to, Ze se da pouZit pouze u tkéni obsahujicich

dostate¢nou koncentraci antigenu [24,25].

Nepiimé dvojstupriovd metoda

Je oproti jednostupniové sice komplikovangj$i a zdlouhavéjsi, ale jeji nejvetsi
vyhodou je vyssi citlivost a pfesnost. Na pfedem piipravené tkanoveé fezy se nejprve
nanese neoznacend primarni protilatka, specifickd proti prokazovanému antigenu.
Nasledné ve druhém kroku se nanese protilatku proti Fc-fragmentu imunoglobulinu
zvitete, které bylo darcem primarni protilatky. Tato druhd protilatka se nazyva
sekunddrni a je znacena fluorochromem, ¢i enzymem, ktery nakonec ve tkani

detekujeme [24,25].

Nepiimé trojstupfiova metoda

vV

Slouzi k zesileni signalu ve tkéni, kde je mnoZstvi molekul antigenu nizké.
V  prvnim kroku reaguje primdrni, specifickd protilatka s antigenem

prokazovanym ve tkani.
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V  druhém kroku se

aplikuje neznacena

specifickd protilatka proti

imunoglobulinu zvifete, pouzitétm v prvnim kroku. Tato sekundarni protilatka,

nazyvana t€z protilatka spojovaci, tvofi tzv. mistek a musi byt pfidana v nadbytku.

V tfetim a poslednim kroku se nandasi znaceny makromolekularni komplex,

napft. avidin-biotin complex (ABC) [24,25].

Obrazek 7: Schéma IHC metod
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3. CIL DIPLOMOVE PRACE

Ukolem této diplomové prace bylo detekovat a nésledné popsat expresi
a pripadnou koexpresi endoglinu a P-selektinu v descendentni ¢asti aorty v riznych
fazich aterogeneze. Pro tyto ucCely byl pouzit apoE-deficientni kmen mysi, krmeny
nizkocholesterolovou a vysokocholesterolovou dietou po dobu 2 resp. 4 meésici. Pro
detekci proteini byly specificky upraveny imunohistochemické metody a pro stanoveni
hladin cholesterolu v krvi téchto mysi byla pouzita biochemickéd a nasledn¢ statisticka

analyza.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzita zvirata, jejich chov a krmeni

Studie provadéné na zvitatech spliuji ptijata kritéria pro lidské zdravi
a experimentalni vyuziti laboratornich zvitat. VSechny protokoly byly odsouhlaseny
Komisi pro etiku ochrany zvifat proti tyrani zvifat na fakult¢ farmacie Karlovy
univerzity v Praze. VSechny experimenty byly provedeny v souladu s ceskym
zakonem ¢ . 246/1992.

24 apo-E deficientnich samic mysi kmene C57BL/6J (Taconic, Denmark),
starych deseti tydnd byly ndhodné€ rozdéleny do tii skupin. VSechny mysi byly po celou
dobu pribéhu studie krmeny dvéma rliznymi experimentalnimi dietami s vodou ad
libitum. Jedna skupina chow byla krmena chow dietou po dobu dvou mésici. A dvé
skupiny Western byly krmeny dietou zapadniho typu, obsahujici 21% tuku (11%
nasycen¢ho tuku) a 0.15% cholesterolu. Z nich prvni skupina byla krmena po dobu
2 meésictia druhd tou samou dietou po dobu 4 mésicti.

Kazda mys (ve vSech skupinach) Zila v samostatné kleci a dostavala 4 gramy
krmiva denné ve formé& specidlné pfipravenych granuli. Kazdy den byla konzumace
krmiva monitorovdna. Nebyly zaznamenany zadné rozdily v konzumaci krmiva, at’ uz

mezi jednotlivymi zvitaty nebo mezi zkoumanymi skupinami.

Tabulka 2: SloZeni chow a Western typu diety.

Slozeni diety

Chow typ diety Western typ diety
Kasein 19,5 19,5
D, L-methionin 0,3 0,3
Sachardza 50,3 34,15
Kukufi¢ny skrob 15,0 15,0
Kukufi¢ny olej 5,0 -
Maslo, bez soli - 21,0
Cholesterol - 0,15
Celuléza 5,0 5,0
Mineralni smés, AIN76 3,5 3,5
Vitaminova smés, AIN76 1,0 1,0
Uhli¢itan vapenaty 0,4 0,4

Slozky diety jsou vyjadieny v g % (w /w).
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Na konci zkoumaného obdobi byla vSechna zvifata pfes noc vyhladovéna
a nasledné usmrcena. Byly jim odebrany aorty napojujici se na vrchni polovinu srdce
a poté¢ ponoieny do OCT (Optimal cutting temperature = optimalni fezné teploty)
zmrazovaciho media (Leica, Praha, Ceska Republika) a pted immunohistochemickym

barvenim rychle zmrazeny tekutym dusikem a uskladnény pfi -80°C .

4.1.1. Imunohistochemie

Analyze byly podrobeny ascendentni Casti aort vSech tfi zkoumanych skupin
mysi (jedna skupina s chow dietou a dvé skupiny se zapadnim typem diety).

Sekvencni krajeni tkané zacalo v srdci mysi, dokud se neobjevil aortalni koten
obsahujici polomésicité chlopné a zacatek aorty.

Od tohoto okamziku byly v kryostatu nafezany piicné fezy (7 um) a nasledné
umistény na zelatinou pokrytd sklicka. Pro samotnou studii byly pouZzity pouze fezy
z ascendentni ¢4sti aorty.

Provedlo se jednotné, systematické, ndhodné vzorkovani padesati fezti z kazdé
mysi, pak se vzalo kazdé desaté sklicko a téchto pét sklicek z kazdé mysi se pouzilo na
detekci kazdého proteinu (endoglinu a P-selektinu).

Pro detekci endoglinu byla pouzita metoda ImmPRESS™

a pro detekci P-
selektinu metoda ABC (avidin-biotin metoda).

Vyhotovené trvalé preparaty byly nasledn¢ pozorovany mikroskopem Olympus
AX 70. Fotodokumentace a digitalizace fotek z mikroskopu byla provedena pomoci
digitalni firewirové kamery PixeLINK PL-A642 (Vitana Corporation, Kanada)
a analyzy obrazu softwarem NIS ver 3.1 (Laboratory Imaging, Praha, Ceska

republika).

Priprava roztokii pro ABC a ImnmPRESS™ metodu

e Ziedénv PBS (phosphate buffered saline — pufrovany fyziologicky roztok)

Nejprve byl vytvoten 1litr 10krat koncentrovanégjSiho zdsobniho roztoku PBS,

jehoz pH bylo nasledné potenciometricky upraveno na 6 ,8 :

NaCl 80,0g

KCl 2 .,0g
Na,HPO, . 2H,0 11,5¢
KH,POy4 2 .,0g

aqua destilata ad 1000ml
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Poté byl koncentrovany zasobni roztok 10krat nafedén, aby vznikl 1litr ztedéného PBS
opH7.,4 :

koncentrovany roztok PBS ~ 100ml

aqua destilata ad 1000ml

e 5 9% roztok suseného. odtué¢néného mléka ve zfedéném PBS

Bylo navazeno 0,5 g suseného, odtu¢néné¢ho mléka a rozpusténo v 10 ml ziedéného
PBS.
« 3 % roztok H,O,

Roztok byl pfipraven bezprostiedné pied pouzitim. Do 8ml 30% z4sobniho roztoku

H,0, bylo ptidano 70 ml ziedéného PBS.

e Roztok DAB (diaminobenzidin, Dako, Dansko) v pufru — mnozstvi na 10

vzorkil

Roztok byl pfipraven z 10 ul DAB a 500 pl pufru jejich smichdnim.

Priprava protildtek

Pro ABC metodu

e Primarni protilatka (goat anti mouse P-selektin, Santa Cruz Biotechnology,

USA) nafedénd v BSA (kravsky sérovy albumin) 1/50 — mnozstvi pro 10

vzorkil

10ul primérni protilatky bylo rozpusténo v 500 pl BSA.

e Sekundarni protilatka (horse anti-goat g, Vector Laboratories, USA) nafedéna

v _BSA s pfidanim 2 % mysiho séra (Dako, Dansko) v. poméru 1 /400 +8

—pro 10 vzorkl

5 ul sekundarni protilatky (konjugované s biotinem) bylo rozpusténo v 2000 pl BSA

a 40 ul mysiho séra.

e ABC (komplex avidinu a biotinu) rozpustény ve zfedéném PBS — pro 10 vzorkt

10 pl roztoku A (avidinu) a 10 pl roztoku B (komplex biotinu a kfenové peroxidazy)
bylo rozpusténo v 500 ul ztedéného PBS a ponechano v klidu stat po dobu 30 minut.
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Pro ImmPRESS™ metodu

Primarni protilatka (anti ENG rat anti-mouse, BD PharmingenTM, USA)

nafedénd v BSA 1 /50 —pro 10 vzorkd

10 pl primérni protilatky bylo rozpusténo v 500 ul BSA.

Sekundarni protildtka (ImmPRESS™ reagent anti-rat Ig, Vector Laboratories,

USA) s pfidanim 2 % myS$iho séra — pro 10 vzorka

Do 500 pl sekundarni protilatky (konjugovana s kienovou peroxiddzou) bylo ptidano

10 pl mysiho séra.

Pracovni postup

ABC (avidin-biotin komplex) metoda

1.

Jako prvni bylo nutné zafixovat tkanové fezy chemickou fixaci. Byly vlozeny do
kyvety naplnéné roztokem acetonu a dany do mrazaku s teplotou -20 °C na

30 minut.

Po vyjmuti z acetonu se vzorky nechaly za pokojové teploty volné na vzduchu

cca. 15 minut oschnout.

. Vzorek byl 2 -3x obtdhnut olejovou fixou. Ochranny prstenec tvotil hydrofobni

bariéru proti vytékani hydrofilnich reagenénich ¢inidel.

Nasledné byly preparaty na 5 minut vlozeny do kyvety naplnéné zfedénym PBS
(pH=7 4).

Timto blokacnim krokem zacina vlastni IHC detekce. Sklicka byla primarné
inkubovana v 5 % roztoku odtu¢néného, suseného mléka ve zfedéném PBS po
dobu 30 minut, aby doSlo k vysyceni nespecifickych vazebnych mist
bilkovinami obsazenymi v mléce a tim se pfedeslo nechténym, nespecifickym
reakcim ve tkani.

Poté byl proveden oplach ve zfedéném PBS.

Nasledovaly dal§i dva blokacni kroky, pfi kterych se inaktivoval endogenni
avidin a biotin. Prvnim krokem byla 15 minutovéd inkubace v roztoku anti-
avidinu (Vector Laboratories , USA).

Nasledoval oplach ve zfedéném PBS (2x5 minut).

Blokace biotinu byla provedena dal§i 15 minutovou inkubaci v roztoku anti-

biotinu (Vector Laboratories , USA).

10. Opét byly vzorky oplachnuty v PBS.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.

23.

24.

Nasledné byl vzorek inkubovan v priméarni protilatce (goat anti-mouse P-
selektin), nafedéné v BSA (hovézi sérovy albumin), podle doporuc¢eni vyrobce.
Po 1 hodin¢ se provedl znovu krok § .

Na sklicka byla nanesena sekundarni protilatka (horse anti-goat), naiedénd BSA
a s pridanim 2 % mysiho séra, sklicka byla ponechadna pti pokojové teploté 30
minut.

Vzorky se ponechaly oplachovat 5 minut v PBS.

Poté nasledoval posledni bloka¢ni krok, pii kterém byla blokovana endogenni
peroxidaza. Sklicka se na 15 minut ponofila do 3 % roztoku H,O..

Zopakovan krok 8 .

Dal8im krokem této metody bylo naneseni ABC (avidin-biotin-enzym komplex)
po dobu 30 minut.

Zopakovan krok 8 .

Vizualizace vysledku této metody byla provedena ptfidinim roztoku DAB
v pufru a po 45 sekundach rychle oplachnuta v PBS. Hnédé zbarveni vzniklo
na mistech, kde probéhla oxidace DAB peroxidazou obsazenou na ABC
komplexu.

Vzorky byly oplachnuty v destilované vodg.

Nésledné, pro lepsi ptedbéznou orientaci v prepardtu, byla obarvena i jadra
bun¢k, namocenim vzorki na 5 sekund do fialového, bazického barviva
hematoxylinu.

Barveni pokraovalo po dobu 1 minuty, v pribéhu které¢ byla na sklicka
opatrné pusténa tekouci voda z kohoutku.

Poté nasledovalo oplachovéani, odvodiovani a projasiovani vzorkll v sérii
misek naplnénych acetonem (pouze oplach), aceton-xylenem (10:1 ) 3 minuty,
aceton-xylenem (1 :10) 3 minuty a xylenem 3x2 minuty.

Poslednim krokem bylo vytvoteni trvalych preparéatii, ptilepenim kryciho sklicka

na vzorek, pomoci syntetické pryskytice Eukittu.
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ImmPRESS™ metoda
1. Provedeny kroky 1 az4 z ABC metody.

2. Misto mléka (viz ABC-metoda) bylo vysyceni nespecifickych vazebnych mist
tkadn¢€ provedeno inkubaci v normélnim kozim séru po dobu 30 minut.

3. Nasledné se mohla provést inkubace v primarni protilatce anti ENG rat anti-

mouse nafedénou BSA 1 /50.

Oplachovy krok 8 . z ABC metody

Proveden krok 15. z ABC metody

Zopakovan opét krok 8 . z ABC metody

N e

Poté se aplikovala sekundarni protilatka (ImmPRESS™

reagent anti-rat Ig)
s pridanim 2 % mySiho séra v poméru 50/1 a sklicka se nechala reagovat
podobu 30 minut. Anti-rat Ig je konjugovany s kienovou peroxidazou, ktera
umoziuje naslednou vizualizaci endoglinu.

8. Opét krok 8 . z ABC metody.

9. Pro vizualizaci endoglinu byl opét pouzit chromogen DAB (diaminobenzidin)
nafedény v pufru, ale tentokrat pouze po dobu 15 sekund.

10. InmPRESS™ metoda ukonéena stejnd jako ABC metoda provedenim kroku

20 az 24 z ABC metody.

4.1.2. Statisticka analyza

Do grafu byly zaneseny stfedni hodnoty hladin cholesterolu v krvi v§ech
3 zkoumanych skupin mysi. Prvni skupina krmené chow typem diety (n =10), druha
a treti skupina krmena Western typem diety, jedna po dobu 2 meésicli (n =9 ) a druha
po dobu 3 meésicti (n =9 ). U vSech tfi skupin byla do grafu zanesena 1 stfedni chyba
priméru (SEM).

Statistickd vyznamnost rozdili ve skupinach byla hodnocena testovou statistikou
T tzv. T -testem v programu GraphPad Prism 6 .0 . Tento program urcil p-hodnotu
testu, kterou porovnavame se zvolenou hladinou pravdépodobnosti (typicky 0 ,05).
Statisticky vyznamné rozdily ve skupinach, jsou takové, pro které je p < 0,05. Pro
zvySenou piehlednost se tyto hodnoty oznacuji hvézdickami. Jednou hvézdickou (*)

pokud je p <0,05, dvéma (**) pokud p < 0,01 ¢i tfemi (***) pokud p <0,001.
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5. VYSLEDKY

5.1. Biochemicka analyza

Biochemickou analyzou krve jsme zjiStovali hladiny celkového cholesterolu
u vsech ti skupin mysi krmenych chow typem diety (po dobu dvou mésicti, Apo chow)
a Western typem diety po dobu dvou a ¢tyf mésicti (Apo west2m, resp. Apo westdm).
Vysledky jsou uvedeny v jednotkdch mmol/l a ukdzaly statisticky vyznamné zvySeni
hladiny celkového cholesterolu pii srovnani mysi krmenych chow dietou a mysi
krmenych Western typem diety po dobu 2 mé&sici (10,98 + 2,75 mmol/l vs 29,96 +
7,76 mmol/l, p ¥** = 3 2741.10™*).

Rozdily hladin celkového cholesterolu u mysi krmenych Western typem diety
po dobu 2 a 4 mésicii vysly statisticky nevyznamné (29,96 + 7,76 mmol/l vs 25,60 +
3,29 mmol/l, p=0,0703).

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u mysi krmenych chow a Western typem

diety po dobu 2 a 4 mésici (p ***= 3,2741.10%, p=10,0703).

TOTAL CHOLESTEROL

* %k
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Apo chow Apo west2m Apo westdm

36



5.2. Imunohistochemie

Obrazek 8: Reprezentativni obrazky exprese endoglinu (A, C ) a P-selektinu (B, D)

v ascendentni ¢asti aorty u apo-E deficientnich mysi krmenych chow typem diety.

Nebyla pozorovana pozitivni reakce na endoglin v celém lumen (endotelu) cévy (bilé
Sipky). Naopak byla pozorovana slaba pozitivita P-selektinu v endotelu aorty (Cerné

Sipky). Nebyla tedy nalezena Zadna spolecna koexprese endoglinu a P-selektinu u mysi

ve skupiné ,,chow diet . Rezy jsou dobarveny hematoxylinem. Zvétseni 100x.
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Obrazek 9: Reprezentativni obrazky exprese endoglinu (A , C ) a P-selektinu (B, D)

v ascendentni ¢asti aorty u apo-E deficientnich mysi krmenych zapadnim typem diety

po dobu 2 mésicil.

Byla pozorovana vyrazna porzitivita endoglinu zejména na endotelu pokryvajicim
ateroskleroticke léze (Cerné sipky). Nebyla pozorovana zZadna pozitivita P-selektin na
endotelu cévy, ani na endotelu pokryvajicim ateroskleroticky plat (bilé Sipky). Nebyla
tedy nalezena zZddnd spolecnd koexprese endoglinu a P-selektinu u mysSi krmenych

., Western type diet po dobu dvou mésicii. Rezy jsou dobarveny hematoxylinem.

Zvétseni 100x.
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Obrazek 10: Reprezentativni obrazky exprese endoglinu (A , C) a P-selektinu (B, D)

v ascendentni ¢asti aorty u apo-E deficientnich mysi krmenych zapadnim typem diety

po dobu 4 mésicil.

Byla pozorovana silné pozitivni reakce endoglinu na endotelu pokryvajicim
ateroskleroticke léze (Cerné Sipky). Oblast endotelu mimo plat naopak nevykazovala
pozitivitu Zadnou (bilé Sipky). V pripadé P-selektinu oblast endotelu pokryvajicim
aterosklerotické léze nevykazovala Zadnou pozitivitu (bilé Sipky). Slaba pozitivita byla
detekovana na endotelu pokryvajicim cévu v oblasti bez aterosklerotickych zmeén (Cerné
Sipky). Nebyla tedy pozorovana zadna spolecna koexprese endoglinu a P-selektinu

u mysi krmenych , Western type diet po dobu ctyi mésicii. Rezy jsou dobarveny

hematoxylinem. Zvetseni 100x.
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6. DISKUSE

Ateroskleroza je diky ucasti zanétlivych buncék povazovana za zanétlivé
onemocnéni, jehoz pribéhu se ucastni celd fada molekul. Mezi né patii 1 adhezni
molekula P-selektin a jina proteinova molekula endoglin. P-selektin se vyskytuje na
aktivovanych endotelovych bunkach a zprostiedkovava kontakt mezi leukocyty
a trombocyty v krvi a endotelovymi bunikami cévni stény. Hraje zdsadni ulohu ve
vychytavani leukocytli na misté zranéni a v prubéhu zanétu cévy [47].

Zatimco endoglin, molekula, kterd se vyskytuje pouze na endotelu krevnich cév
zasazenych ateroskler6zou, ma spiSe funkci opravovat poskozenou cévni sténu
a stabilizovat aterosklerotick¢ 1éze [30]. Exprese endoglinu v aterosklerotickych
cévach jiz byla zkouména jak u lidi, tak i u pokusnych zvifat. Nicmén¢, z téchto
studii vySly kontroverzni udaje, vztahujici se na endoglinovou lokalizaci
v aterosklerotickych cévach a jejich moznou roli v aterogenezi. Tyto rozdily
v lidskych studiich mohou byt z divodu pozorovani riiznych cév v rozdilnych stadiich
aterosklerézy a nelze vylou¢it moznost odlisSnych reakci s rlznymi protilatkami
pouzitymi v metodach téchto studii.

Je zajimavé zminit, Ze z4dn4 lidsk4 studie zaméfené na expresi endoglinu béhem
aterogeneze neuvadi endoglinovou expresi v endotelovych buiikach aortilnich cév
a nejsou v nich také z4dnd data z experimentilnich studii na mySich tykajicich se
exprese endoglinu v té€chto ¢astech cévniho feciste.

Cilem moji diplomové prace tedy bylo dokazat, zda se P-selektin, jako molekula
majici negativni vliv pro vznik aterosklerdzy, souc¢asné vyskytuje na stejném misté a ve
stejné fazi aterogeneze jako endoglin, jez je molekula majici ziejme spisSe pozitivni vliv
na prub¢h aterosklerozy.

Mysi krmené Western typem diety po dobu dvou mésict prokazaly signifikantné
zvySené hladiny celkového cholesterolu v krvi oproti mysSim krmenym chow typem
diety. Naopak rozdily hladin celkového cholesterolu u mysi krmenych Western typem
diety po dobu dvou a ¢tyf mésicli byly prokazany jako nesignifikantni.

Imunohistochemické barveni ukézalo pouze slabou expresi P-selektinu
v endotelu aorty u mysi krmenych chow dietou. AvSak v téchto cévach nebyla
viditelnd zadnd endoglinova exprese, tedy zadna spolecna koexprese endoglinu a P-

selektinu u mysi na chow diet¢.
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U mysi krmenych Western typem diety po dobu dvou mésicti byla viditelna
siln¢ pozitivni reakce na endoglin (vyhradné¢ pokryvajici aterosklerotické platy)
a podstatné slabsi reakce P-selektin u (na endotelu mimo platy). Ani zde nebyla
prokazana zadna podstatnéd koexprese endoglinu s P-selektinem.

Obdobny vysledek barveni byl zaznamenén u mysi krmenych zdpadnim typem
diety po dobu ¢ty meésicti. Endoglinova exprese byla viditelnd pouze v endotelu
pokryvajicim aterosklerotické platy, nikoli na endotelu bez platu, a P -selektin byl opét
slabé detekovatelny, a to vyhradné na endotelu bez platu. Nebyla viditelna zadna

koexprese endoglinu a P-selektinu v této skupiné.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit a prizplisobit metodu pro detekci
exprese endoglinu a P-selektinu v ascendentnich aortach apoE-deficientnich mysi
krmenych chow typem diety (standardni dietou pro hlodavce) a tzv. Western typem
diety (zapadni dietou) po dobu dvou a c¢tyf mésict. Rovnéz byl sledovan podil dané¢ho
typu diety a délky podéavani této diety na hladiny celkového cholesterolu u téchto
mysi.

Bylo zjisténo, ze podani diety s vysokym obsahem tuki (tzv. Western type diet)
po dobu dvou meésici vyznamné zvySuje hladiny celkového cholesterolu u apoE
deficientnich mysi, oproti diet¢ standardni, pficemz tyto hladiny se pii podani
vysokolipidové diety po dobu ¢tyf mésict jiz signifikantné neméni.

Z hlediska imunohistochemie jsme v této diplomové praci ukézali, ze P -
selektin se slabé vyskytuje pouze na neaterosklerotickém endotelu, a tudiz se
nevyskytuje soucasn¢ s endoglinem na endotelu aterosklerotického platu aorty, neni
tedy soucasné koexprimovan v ascendentni aorté apoE deficientnich mysi.

Zavérem tato diplomovéa prace naznacuje, Ze endoglin pravdépodobné neni
zapojen spoleéné s P-selektinem (jako adhezni molekulou) do rozvoje aterosklerdzy
(adhezi leukocytl na endotel) v ascendentni Casti aorty u apoE-deficientnich mysi

v prubéhu aterogeneze.
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11. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABC - avidin-biotin komplex

ACE — angiotenzin — konvertujici enzym

ADP — adenosindifosfat

apo — apolipoprotein

Apo chow — apoE-deficientni skupina mysi krmené chow typem diety (2 mésice)
Apo west2m — apoE-deficientni skupina mysi krmena Western typem diety (2 mésice)
Apo westdm — apoE-deficientni skupina mysi krmena Western typem diety (4 mésice)
apoE — apolipoprotein E

APOE — gen pro apolipoprotein E

BSA — kravsky (bovinni) sérovy albumin

CAM - cell adhesion molecule (bunééna adhezni molekula)

CD105 — endoglin

CD62P — P-selektin

COX — cyklooxygenaza

DAB — diaminobenzidin

ED — endotelialni dysfunkce

EDREF — endothel derived relaxing factor (star$i ndzev pro oxid dusnaty)
EGF-like domain — doména podobna epidermalnimu ristovému faktoru

END — endoglin

GMP-140 — granular membrane protein 140 (granularni membranovy protein)
HDL — high density lipoproteins (lipoproteiny o vysoké hustote)

IHC — imunohistochemie

ICHS — ischemické choroba srde¢ni

I1 — interleukin

LDL — low density lipoproteins (lipoproteiny o nizké hustot¢)

LPS — lipopolysacharid

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

NO — oxid dusnaty

PADGEM - P-selektin

PAF — platelet activating factor (faktor aktivujici desticky)

PBS — phosphate buffered saline (pufrovany fyziologicky roztok)

PGI2 — prostacyklin
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PSGL-1 — P-selektin glykoproteinovy ligand-1

RGD - peptidova sekvence Arg - Gly - Asp

SELP — gen pro lidsky P-selektin

TAG — triacylglycerol

TGF-p — transformujici rastovy faktor 3

TNF-o — tumor nekrotizujici faktor o

VLDL — very low density lipoproteins (lipoproteiny o velmi nizké hustot¢)

vWF — von Willebrandutv faktor
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