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ABSTRAKT

Diplomova prace

Morfologické zmény v ledvinach u mysi s vysokou expresi solubilniho endoglinu
Autor: Be. Martina Vyskocilova

Studijni program: Zdravotnicka bioanalytika

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci kralové

Cil prace: Endoglin (Eng) je transmembranovy glykoprotein oznacovany jako piidatny
receptor typu III pro transformujici riistovy faktor B (TGF-P) a je exprimovan primarné
na povrchu endotelovych bunék. Endoglin hraje roli v cévni homeostaze, angiogenezi
a kardiovaskuldrnim vyvoji. Solubilni endoglin (sEng), ktery vznikd odstépenim
extracelularni ¢asti membranového endoglinu, vychytavda TGF-f molekuly v séru
a znemozhuje jim tak navdzani na membranovy receptor. Solubilni endoglin je
povazovan za spousté¢ endotelové dysfunkce, diky c¢emuz je spojovan
s kardiovaskularnimi chorobami a patogenezi preeklampsie. Cilem této prace je popsat
ptipadny G¢inek vysokych hladin solubilniho endoglinu na tkan ledvin u transgennich

mys$i v porovnani s ledvinami mysi s nizkou hladinou lidského solubilniho endoglinu.

Metody: Ledviny dvanactimési¢nich mysi s vysokymi i normalnimi hladinami lidského
solubilniho endoglinu krmenych standardni laboratorni dietou byly fixovany ve 4%
formaldehydu, zality do parafinu a nakrdjeny na fezy o tloustce 7um. Jeden z fezl byl
obarven hematoxylinem-eosinem, druhy zelenym trichromem. Barveni hematoxylinem-
eosinem je barveni pouZivané k orientacnimu zobrazeni histologické stavby tkané,

barveni zelenym trichromem slouZi k zobrazeni pfipadnych zmén kolagenniho vaziva.

Vysledky a zavér: Pfi mikroskopickém pozorovani preparati ledvin jsme pozorovali
zmény rendlni tkdné ve skupiné samic mysi s vysokymi hladinami lidského solubilniho
endoglinu. Konkrétné se jednalo o vyskyt hyalinu v tubulech ve dieni ledviny. U Zadné
dalsi skupiny jsme ndlez hyalinu nepotvrdili. Pfedpokladame, ze vyskyt hyalinu je
zpusoben hromadénim proteini v ledvinach, avSak neni zcela jasné, pro¢ jsme jeho

nalez nedetekovali i v ledvinach samct s vysokymi hladinami lidského sEng.

Klic¢ova slova: solubilni endoglin, ledviny, hyalin, transgenni model mysi



ABSTRACT

Masters thesis

Morphological alterations in kidneys in mice with high soluble endoglin levels
Author: Bc. Martina Vyskoc¢ilova

Study program: Medical bioanalytics

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Background: Endoglin (Eng) is a transmembrane glycoprotein also known as an
accesory receptor type III for a TGF- molecule which is expressed primarily on the
surface of endothelial cells. Endoglin plays a role in vascular homeostasis, angiogenesis
and cardiovascular development. Soluble endoglin (sEng) which is formed by
a cleavage of an extracelullar part of a membrane-bound endoglin scavenges the TGF-f3
molecules in the serum and blocks their binding to the membrane-bound receptor.
Soluble endoglin is considered as a trigger of an endothelial dysfunction which is
associated with cardiovascular diseases and patogenesis of preeclampsia. The aim of
this study is to describe possible effect of high levels of a soluble endoglin on kidney
tissue of transgenic mice in comparison with kidneys of mice with low levels of a

human soluble endoglin.

Methods: Kidneys of twelve months old mice with high and normal levels of a human
soluble endoglin on a standard laboratory diet were fixed in 4% formaldehyde,
embedded in paraffin and sliced into 7 um thin sections. One of these sections was
stained with hematoxylin-eosin, the other one with green trichorome. Hematoxylin-
-eosin staining is used for basic orientation in a histological structure of tissue, staining

with green trichrome is used for potencial alterations in a collagenous tissue.

Results and conclusion: After the microscopic observation of kidney preparations we
observed some changes in renal tissue in a group of female mice with high levels of
a human soluble endoglin. It was particularly about an occurence of hyaline in tubules
of renal medulla. We did not confirm presence of hyaline in any other group. We
suppose that the presence of hyaline is caused by accumulation of proteins in kidneys,
however it is unclear why we did not detect hyaline in males with high levels of human

sEng as well.

Keywords: soluble endoglin, kidneys, hyaline, transgenic mouse model
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1 UVOD

Endoglin (Eng, CD105) je transmembranovy glykoprotein exprimovany primarné
na povrchu endotelovych bun¢k. Endoglin je soucasti komplexu TGF-B (transforming
growth factor ) receptort a podili se na modulaci bunécné odpovédi pravé na tento
cytokin. TGF-B je multifunk¢ni cytokin a hraje roli v proliferaci a diferenciaci mnoha
ruznych typi bunék. Vzhledem k tomu, ze pfitomnost endoglinu je k tomuto procesu
nutnd, pti nedostate¢né expresi endoglinu nedochdzi k proliferaci bun¢k. Endoglin hraje

vyznamnou roli v angiogenezi, cévni homeostaze a kardiovaskularnim vyvoji.

Solubilni endoglin (sEng) je sérovd molekula vznikajici odStépenim extracelularni
¢asti membranove vazaného endoglinu. Do ob¢hu je vyplavovéan pfedevsim nasledkem
poskozeni endotelu. Jeho role spocivd ve vychytavani cirkulujiciho TGF-B, ¢imz
blokuje jeho navazani na membranoveé vazany endoglin. Dusledkem toho ma solubilni
endoglin antiagniogenni U¢inky a je povazovan za spousté¢ endotelové dysfunkce
a hypertenze, diky ¢emuz je mu pfipisovana role v patogenezi preeklampsie. V posledni
dobé je také ve vétsi mife vyuzivan jako biomarker kardiovaskuldrnich onemocnéni,

zvlasté pak aterosklerozy, diabetu ¢i hypertenze.

V této diplomové praci jsme se zaméfili na morfologické hodnoceni ledvin
u jediného transgenniho mysiho modelu pro studium ucinka solubilniho endoglinu,
abychom rozsifili spektrum dosavadnich poznatkii o tomto doposud malo

prostudovaném modelu.



2 ZADANI DIPLOMOVE PRACE - CiL PRACE

Cil této diplomové prace spociva v morfologickém hodnoceni zmén v ledvinach
u transgenniho modelu mysi exprimujicich vysoké hladiny lidského solubilniho
endoglinu, v porovnani s ledvinami mysi z kontrolni skupiny exprimujicich nizké

hladiny lidského solubilniho endoglinu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 LEDVINY

Ledviny jsou parovym orgdnem, ulozenym retroperitonealné¢ po obou strandch
bederni ¢asti patete, ktery spolu s mocovody, mo¢ovym méchyiem a mocovou trubici
tvofi mocovy systém. Hlavni funkci ledvin je udrzovani homeostazy v téle tvorbou
moci, se kterou se zt€la vyluCuji rGzné odpadni produkty metabolismu. Nemén¢
vyznamnou funkei ledvin je také regulace rovnovahy tekutin a elektrolytt a produkce

hormont. (1)
3.1.1 Anatomie ledvin

Ledviny, latinsky renes, se nachdzi po obou strandch patefe v bederni oblasti.
Vyznacuji se charakteristickym ovalnym, fazolovitym tvarem, na povrchu jsou hladké
a maji cervenohnédou barvu. Kazdéa ledvina vazi ptiblizn¢ 120 -170 g, u Zen byva

zpravidla mensi nez u muzi. (2)

Co se tyCe anatomického rozdéleni ledvin, kazda ledvina je vjedné vrstvé
obklopena vazivovym pouzdrem (capsula fibrosa), v druhé vrstvé je pak kryta tukovou
tkdni (capsula adiposa). Ob¢ tyto vrstvy maji za ukol chranit ledvinu pied
mechanickym poSkozenim. Na vnitinim konkavnim okraji ledviny se nachdzi hilus
(hilum renale), tedy misto vstupu a vystupu cév vyzivujicich ledvinu. Hilus zaroven
slouzi jako odvodné misto pro mocovod, ktery usti z panvicky ledvinné (pelvis renalis)

vystylajici dutinu (sinus renalis), které je obklopena parenchymem. (3)

Samotny parenchym, tedy ledvinnd tkan, se skladd ze dvou struktur — diené
(medulla renalis) a kiry (cortex renalis). Dien ledviny je sloZzena z 15-20 ledvinnych
pyramid (pyramides renales), (2) jejichz spodni strana je smérovana k povrchu ledviny
a tvoti hranici mezi klirou a dfeni. Mezi témito pyramidami vybiha kira ledviny a tvofi
typické columnae renales. Vrcholky pyramid se nazyvaji ledvinné papily (papillae
renales) a vyznacuji se tim, Ze na sobé maji otvory (foramina papillaria) predstavujici
usti kanalki (ductus papillares). Tato oblast se nazyva area cribriformis. Na vrcholky
papil pak nasedaji kalichy ledvin (calices renales). Kazda ledvinnd pyramida s ptilehlou

¢asti kary tvoti ledvinny lalok (lobus renalis). Takovychto lalokl je v ledviné mozno
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nalézt kolem osmi az osmnécti. (3) (4) Na Obrazku 1 je pak mozné vidét fez ledvinou
s popisem jejich Casti.

Co se tyce cévniho zasobeni, ledviny jsou zasobovany rendlni artérii, jakozto hlavni
vétvi odstupujici z bfiSni aorty. Rendlni artérie se dale vétvi na mensi vétve, az ke

vzniku aferentnich arteriol (viz. 3.1.2). (5)

cortex

_/ - T renalis

columnae

— — medulla renalis
renales

—— pyramides
calices renales— —— renales
pelvis renalis = — =

arteriaet ___
vena renalis
papillae
renales
ureter —

area cribrosa s foramina papilaria

Obrazek 1 - Frontalni rez ledvinou

(Prevzato a upraveno z: (2))
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3.1.2 Histologie ledvin

Zakladni funk¢éni a morfologickou jednotkou ledvin je nefron. Kazdou lidskou
ledvinu tvofi piiblizné¢ milion nefronli, néktera literatura vSak uvadi dvojnasobné az
Ctyfnasobné Cislo. (1) Kazdy nefron je tvofen dvéma zakladnimi ¢astmi a to ledvinovym

téliskem, zvanym také Malphigiho télisko a renalnimi tubuly. (5) (6)

Ledvinové¢ télisko, znazornéné na Obrazku 2, které¢ ma v primeéru ptiblizné kolem
200 pum, se skladd ze dvou hlavnich Casti — z glomerulu a Bowmanova pouzdra
obklopujiciho glomerulus. Glomerulus je oznacovan jako klubi¢ko kapilar, svazek
dvaceti az Ctyficeti kapilarnich kli¢ek. Na toto ,,klubicko* navazuji jednotlivé tubuly,
pocinaje proximalnim tubulem, ktery je sloZen ze stocené a rovné ¢asti. Na proximalni
tubulus pfimo navazuje Henleova klicka, kterd sestavd z tenkého sestupného, tenkého
vzestupného a tlustého vzestupného raménka. Henleova klicka poté prechazi v distalni

tubulus napojeny na sbéraci kanalek, ktery odvadi mo¢ do panvicky ledvinné. (5)
3.1.2.1 Bowmanovo pouzdro

Bowmanovo pouzdro je tvofeno dvéma listy, pficemz vnitini (viscerdlni) list je
tvofen plochymi bunikami, tzv. podocyty, které svymi vyb&zky — pedikly, obaluji bazalni
membranu kapilarnich klicek. Vné&jsi (parietalni) list je pak tvofen jednovrstevnym
dlazdicovym epitelem. Mezi témito listy je prostor, do n¢hoz je z krve odfiltrovana

primarni mo¢. (7)

3.1.2.2 Glomerulus

Vlastni glomerulus ma tzv. cévni pol, do néhoz vstupuje arteriola afferens
a vystupuje z n&j arteriola efferens (nazyvané také jako vas afferens a vas efferens)
a mocovy pol, z néhoz vystupuje proximalni tubulus. Arteriola afferens se déli na 2-5
primarnich vétvi, které se dale déli na kapilary tvotici vlastni glomerulus. (1) Sténu
kapilér tvoii fenestrovany kapilarni endotel, ktery zastava funkci prvni slozky filtrani
membrany a plni tedy filtrani funkci tim, Ze zadrzuje erytrocyty a dalsi krevni bunky.
Druhou slozkou filtratni membrany je pak bazdlni membrdna zachycujici
makromolekuly a posledni, tfeti filtraéni slozkou jsou interpedunkuldrni S$térbiny
podocyti propoustejici pouze Castice mensi nez 4 nm. Vysledkem filtrace krve pies
takovouto membranu je primarni moc, kterd, jak uz bylo zminéno, se dostava do

prostoru mezi obéma listy Bowmanova pouzdra a pokracuje dale do systému tubuli. (8)

12



Glomerulus je kromé podocytli a endotelovych bun€k tvofen také tzv. mesangialnimi
buiikami vyskytujicimi se prevazné kolem arteriol a v mistech vétveni a spojovani
kapilar. Tyto bunky se spoleéné¢ s mesangialni matrix, kterou produkuji, nazyvaji
mesangium. Ukolem mesangia je zpevnéni kapilarni stény, regulace glomerularni
filtrace (GF) a v neposledni fad€ také ocistovani glomerularniho filtru umoznéné jeho

fagocytarnimi vlastnostmi. (2) (3)

Distalni kanalek

Macula densa distalniho tubulu

Aferentni arteriola

Eferentni arteriola

Cévni pdl

(parietalni list) ™~ o, ‘ I Bowmanovo pouzdro
i | i S " ™\ (podocyty viscerélniho listu)

Parietélni list

Kartacovy lem
(mikroklky) =

Obrazek 2 - Ledvinoveé télisko

(Prevzato a upraveno z: (1))
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3.1.2.3 Proximalni tubulus

Proximalni tubulus je ptiblizné 15 mm dlouhy kandlek, jehoz sténa je tvoiena
jednou vrstvou kubického az cylindrického epitelu, spojeného tzv. tight junctions. Na
laminarni stran¢ je proximalni tubulus opatien kartaCovym lemem tvofenym cetnymi

mikroklky, které maji za ukol zvétSovat resorpcni povrch. (1) (9) (10)

3.1.2.4 Henleova klicka

Tenky usek Henleovy klicky je tvoren malymi plochymi buitkami, které prechazeji
v krychlové bunky s fidSimi mikroklky tvofici povrch tlustého useku klicky. Celkova
délka tenkého i tlustého useku je ptiblizné 14-26 mm. Hlavni funkci Henleovy klicky je
zpétnd resorpce vody a sodiku tzv. protiproudovym systémem. (2) V souvislosti s tim je
nutnosti zminit také rozdéleni nefroni podle ulozeni na nefrony korové
a juxtamedularni. Korové nefrony tvoii 85% vSech nefron a jiz podle nazvu lze
odvodit, ze se jejich glomeruly nachazi v kife. Henleovy kli¢ky téchto nefront jsou
kratké a dosahuji pouze do zevni zony diené. Naproti tomu juxtamedularni nefrony maji
glomeruly ulozené na rozhrani kiry a dfené¢ a jejich Henleovy klicky zasahuji hluboko
do dfené ledvin. Jsou to pravé juxtamedularni nefrony jejichz Henleovy kli¢ky hraji

velmi dillezitou roli v protiproudovém systému, ktery slouzi k zakoncentrovani moci.

(5)
3.1.2.5 Distalni tubulus

Distélni tubulus s délkou pfiblizné¢ 5 mm je nejkratSim tubularnim usekem a je
vystlan kubickym epitelem. (7) (9) Je sloZen z pifimého tiseku navazujiciho na Henleovu
klicku a z Gseku stoceného, ktery Usti do sbéracich kanalkl. I zde dochazi k resorpci
vody a sodiku a mimo jiné i k vyméné sodiku za draslik a vodik, coz je zdkladem
okyselovani moc¢i. Mezi obéma Useky distalniho tubulu se nachazi tzv. macula densa,
coz je kratky tlustSi usek, ktery je soucasti tzv. juxtaglomerularniho aparatu. (4)
Juxtaglomerularni aparat je kromé bunék macula densa tvoten dalSimi dvéma typy
bun¢k a to sice: juxtaglomeruldrnimi bunikami nachdzejicimi se ve st€né arteriola
afferens a bunkami extraglomeruldrniho mesangia. (8) Funkce juxtaglomeruldrnich
bunék je  produkce  hormonu  reninu, ktery  hraje roli v renin-

-angiotenzin-aldosteronovém systému, ktery ma za ukol udrzovat krevni tlak (TK). (1)

Histologicka stavba ledvin s popisem je zndzornéna na nasledujicim Obrazku 3.
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Obrazek 3 - Prehledny obraz kiiry (vlevo) a diené (vpravo) ledviny barvené H-E

1 — zrnity vzhled dodavaji kire ledvinova téliska, Zihana struktura je podminéna podélné
profiznutymi sbéracimi a vyvodnymi kandlky, 2 — prechodny epitel kryjici vnitini povrch

panvicky i pyramidu zevné

(Prevzato z: (7))
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3.1.3 Funkce ledvin

Funkci ledvin mizeme rozdélit na tii hlavni okruhy. V prvni fad¢ jde o regulaci
vodni, elektrolytové a acidobazické rovnovahy spolu s udrzovanim krevniho tlaku.
Nemén¢ dulezitou ulohou je odstrafiovani produktii metabolismu, solutl a télu cizich

latek tvorbou moci. Treti, stejn¢ dulezitou funkci ledvin je pak produkce hormond. (5)

3.1.3.1 Regulace glomeruldrni filtrace a priitoku krve ledvinami

Zakladnim procesem probihajicim v ledvindch je filtrace krve a jeji ociSténi od
nezadoucich latek tvorbou moci. Fyziologicky protece denné ledvinami na 180 litrt
krve, ze které jsou ledviny zdravého jedince schopny vytvofit piiblizné 1-2 litry
definitivni mo¢i. (10) Tvorbu moci zajiStuji tii mechanismy, a to sice: glomerularni
filtrace, tubulérni resorpce a tubularni sekrece. (6) Regulace priatoku krve ledvinou

probiha ptedevs§im na trovni glomerularni filtrace nékolika riiznymi mechanismy. (11)

Hnaci silou filtrace v glomerularnich kapilarach jsou stejn¢ jako v ostatnich
kapilarach v téle tzv. Starlingovy sily. Starlingovy sily ur€uji pohyb kapaliny pfes sténu
kapilary a jsou dany zejména prostfednictvim poméru mezi hydrostatickym tlakem
v kapilarach a onkotickym tlakem urcenym plazmatickymi bilkovinami. Je vSak nutno
si uvédomit, ze prutok krve glomeruldrnimi kapilarami se od prutoku jinymi kapilarami
v téle 1i8i. A to napiiklad tim, Ze glomerularni kapilary jsou fenestrované, také tim, ze
k vymeén¢ tekutiny dochazi mezi kapildrou a Bowmanovym vackem (ne intersticiem)
nebo také hodnotou hydrostatického tlaku, ktera urcuje pohyb tekutiny pouze ve sméru

filtrace. Diky témto odliSnym vlastnostem glomerularnich kapildr probiha 1 filtrace

.....

Jak je mozné vycist z pfedchoziho odstavce glomerularni filtrace je tedy vysoce
zavisla na krevnim tlaku, respektive na tzv. glomerularnim koeficientu (Ky), ktery je
mimo jiz zminéného filtratniho tlaku urcen také velikosti hydraulické permeability
a filtracni plochou kapilar. Hodnota tlaku v glomerularnich kapilarach (Pcg) je
ovlivilovana tonem aferentni a eferentni arterioly. Existuje nékolik mechanisml

zajistujicich spravny pritok krve ledvinou na zéklad€ zachovani spravného Pcg. (11)

Jednim z mechanismil je to, Ze ledviny podléhaji pfi filtraci autoregulaci, coz
znamena, ze pii mirném poklesu ¢i zvySeni stiedniho arteridlniho tlaku zistava pratok
krve 1 glomerularni filtrace stabilni. To je zaji§téno dvéma procesy — myogennim
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mechanismem, pracujicim na principu reakce bunck hladké svaloviny na napéti cévni
stény, coz ma za néasledek vazokonstrikci cévy. Druhym procesem je pak
tubuloglomerulérni zpétné vazba. Principem této zpétné vazby je, ze pfi vzestupu TK,
dojde 1 ke zvySeni GF, coz vede k produkci vazokonstrikéni latky juxtaglomerularnim
aparatem, kterd zptusobi vazokonstrikci aferentni arterioly a nasledné€ i pokles pritoku

krve ledvinou a tim i pokles GF a TK na ptivodni hodnoty. (5) (8)

3.1.3.2 Uloha ledvin v regulaci vodni a elektrolytové rovnovdhy

Jednim z hlavnich a velice dulezitych ukolt ledvin je udrzeni vodni a elektrolytové

rovnovahy zajisténim konstantniho objemu extracelularni tekutiny (OECT).

Regulaci OECT zajistuji mimo jiné ionty, a to predev§im sodik (Na") a jeho
extracelularni anionty chlorid (CI") a bikarbonat (HCOz3") kontrolujici osmotické sily
v extracelularni tekuting (ECT). Proto jakékoliv vykyvy ve vyluCovani Na® vedou ke
zméndm ve vyluovani vody. Vzhledem k tomu, Ze za fyziologickych podminek je
z filtrovaného mnozstvi sodiku denné vylou€eno ledvinami pouze 0,04%, da se fici, Ze
tubularni reabsorpce sodiku je velice vyznamnym mechanismem udrzeni OECT.

Takovato reabsorpce probiha po celé tubularni ¢asti nefronu. (11)

Jednim z mechanismii regulujicich OECT prostfednictvim regulace iontové
rovnovahy je renin-angiotensinovy systém. Dojde-li ke snizeni OECT,
juxtaglomerularni aparat zacne, jak jiz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, produkovat
renin. Renin poté pfeméiuje angiotensinogen na angiotensin I (ANG 1), ktery je
ucinkem angiotensin konvertujictho enzymu (ACE) pfeménovan na angiotenzin II

(ANG II). (1)

Angiotenzin II spousti nékolik mechanismi, majicich spole¢ny cil, a to normalizaci

objemu extracelularni tekutiny. Témito G¢inky jsou:

1, vazokonstrikce v perifernim a rendlnim fecCiSti, zpusobujici zvySeni TK
a nasledné snizeni GF, ¢imZ je sniZeno i mnoZstvi filtrovaného Na*

2, ptima reabsorpce sodiku ve vSech tubularnich segmentech nefronu

3, stimulace sekrece hormonu aldosteronu v kife nadledvin, jez zptsobuje

zvySenou reabsorpci Na*
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4, navozeni pocitu zizné v hypotalamu a ndsledné uvolnéni antidiuretického
hormonu (ADH) z neurohypofyzy. Uginkem ADH je zvySeni reabsorpce vody,

nasledkem zvyseni permeability v distalnim tubulu. (11)

Jednim z dalSich procest podilejicich se na udrzeni OECT je také vyplavovani
atridlniho natriuretického faktoru (ANF). Na rozdil od predchozich mechanismi ma
vSak jeho vyplaveni do krevniho fteCiSt€¢ za nasledek zvySeni vylucovani sodiku
ledvinami. ANF je vyplavovan z myocytii pravé siné srdce nasledkem roztazeni
srde¢nich sini. ANF zpusobuje vyznamnou rendlni vazodilataci a také tlumi reabsorpci

Na* ve vsech ¢astech nefronu.

OECT je vSak regulovan i1 jinymi mechanismy. Mezi tyto mechanismy patii
napiiklad zvySend aktivita sympatického nervového systému (SNS). SNS je aktivovan
baroreceptory pii poklesu efektivniho cirkulujiciho objemu a nésledn¢ i krevniho tlaku.
Mezi ucinky SNS patii vazokonstrikce, kterda mé za nasledek snizeni GF a tim 1 snizeni
vylucovani sodiku, nebo také jiz zminovana sekrece reninu, ¢i zvySeni tubularni
reabsorpce sodiku. Nutno dodat, Ze k aktivaci SNS jakoZto mechanismu regulace OECT
dochazi spise u stavl spojenych s ohrozenim zivota. (11) Reakci organismu na zmény

OECT je moZno vidét na nasledujicim Obrazku 4.

Zwjrdend retence Na® kompenazije

pokies v efekthmim cirkulujicim oljem: :
- * EFEXTIVNI CIRKLILUACT OBJIEM
+GF rendlni barcreceptory srdetni
baroreceptory (v oblasti nizkotlake, tak i vysokotlakeé cirkulace) sind

+ |—- ek

juntaglomeruinni aparit

+ * I
renin = i 1‘ ® =
‘L sympaticky nervovy systém neurchypofyza

ANG I -ﬁ l v

Al AMF
aldosteron e

| |

zmiény v rendlni hemodynamice a tubuldrmim transportu Na*  at——0—

'

4 Vylugovani Na*

Obrazek 4 - Schematické znazornéni reakce organismu na zmeny OECT
+ - stimulace systému, - - inhibice systému

(Prevzato a upraveno z: (35))

18



3.1.3.3 Uloha ledvin ve vylucovdni vody a v tvorbé moci

Vyznamnou ulohou ledvin je také ocisténi krve od nezddoucich latek, soluti ¢i
metabolitl, které odchézeji ztéla ledvinami s vodou v podobé moci. Ledviny jsou
schopny zvysit ¢i snizit vydej vody tak, aby zlstala zachovéana stabilni plazmaticka
osmolalila (pfiblizn¢ 290 mOsm/l). V zéavislosti na tom je minimalni objem vyloucené
maximalné koncentrované moci za den 0,5 1, naopak pii tvorbé maximalné zredéné
moc¢i muze byt diuréza az 20 1 denné. (5) To jak moc bude konecna moc ziedéna ¢i
koncentrovana zajistuje mimo jiné hladina ADH. V piipad¢ snizeného piijmu vody je
hladina ADH vysoka, coz zptisobi vyssi propustnost stény sbéracich kanalkd pro vodu,
dochazi kjeji reabsorpci a mo¢ se tak stdva vice koncentrovanou. (11) Na
zakoncentrovani ¢i ziedéni moci se podili také tzv. princip protiproudového nasobeni,
charakterizovany udrzovanim trvalého koncentra¢niho gradientu mezi obéma raménky
Henleovy kli¢ky. (10) Konkrétni popis tvorby moci byl pak vysvétlen v kapitole 3.1.2

u jednotlivych ¢asti nefronu.
3.1.3.4 Udrzovani acidobazické rovnovahy

Velice vyznamnou funkci ledvin je také udrzovani acidobazické rovnovahy, ktera
je piimo umérna koncentraci vodikovych iontd (H") v téle. pH krve ma fyziologicky
hodnotu 7,4 a je nutné tuto hodnotu udrZzet, tedy udrzet piijem a vydej vodikovych iont
vrovnovaze. V téle jsou dva hlavni producenti tohoto iontu a to: oxidativni
metabolismus, pfi némz vznikd CO; a net€kavé kyseliny (konkrétné kyselina sirova
a fosfore¢nd). Existuji dvé hlavni cesty vydeje H' a to plice, které odstrafiuji H" ve
form& CO; (respektive ve formé& H,CO3; poté co H zreaguje s CO,) a ledviny, které

zajist'uji tubularni reabsorpci bikarbonatu (HCO3") a vylouceni H'.

Vzhledem k tomu, ze volny H" by vyvolal velké posuny v pH, existuje také ve
form¢ HCOs", ktery je v této souvislosti tzv. ndraznikovym systémem. Diky tomu, Ze se
HCOs™ volné filtruje, musi byt v zdjmu zachovéani pH také reabsorbovan, jinak by doslo
k vyznamnému okyseleni organismu. Proces reabsorpce filtrovaného HCO;3™ probiha
tak, ze v lumen tubulu reaguje HCOs™ s H za vzniku kyseliny uhli¢ité (H.CO3) za
pusobeni enzymu karboanhydrazy. Kyselina uhli¢itd okamzité disociuje na H2O a COa,
piicemz CO> volné difunduje do bufiky, kde vznika H,CO3, disociujici na H" a HCOs™.
HCOs3™ opousti bunku do intersticialniho prostoru, kde difunduje do peritubuldrnich

kapilar a vraci se tak zpét do organismu. Podle momentéalniho pH krve se tedy zvySuje
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¢i snizuje vyluCovani H' ledvinami, coZ je synonymum pro syntézu nového HCO3". (5)

Mechanismus resorpce HCO3™ v tubulech je zndzornén na nasledujicim Obréazku 5.

lumen intersticialni prostor

filtrovany
HCO,

H+

H,C0,

Obrazek S - Schematické zndazornéni mechanismu tubularni resorpce HCO3
(Prevzato a upraveno z: (5))

3.1.3.5 Produkce hormonti

Dalsi velice vyznamnou funkci ledvin je produkce hormonid. Mezi tyto hormony
patii renin, ktery je blize zminovan v kapitole 3.7.3.2, dal$im z hormont je pak hormon
erytropoetin. Erytropoetin je hormon zajist'ujici proliferaci a rast ¢ervenych krvinek,
ktery vyznamné ovlivituje krvetvorbu. Produkce erytropoetinu v ledvinach se zvySuje
pfi hypoxii. (2) Spoustécim regulacnim faktorem je tedy nizka saturace krve kyslikem,
ktera spousti syntézu tzv. renalniho erytropoetického faktoru (REF), ktery nasledné
pfeménuje proerytropoetin na erytropoetin. Erytropoetin zajistuje stimulaci kmenovych

bunek, stejné tak i bun€k erytrogeneze. (11)

Kromé téchto dvou hormoni jsou ledviny schopné syntetizovat také hormon
kalcitriol. (5) Tento hormon je zodpovédny za zvySeni resorpce vapniku ve stievech,
tvorbu kalmodulinu ¢i za remodelaci kosti a uvolnéni vapniku z nich. Da se tedy fici, ze

spole¢nym znakem téchto jeho ucinki je udrzeni stabilni hladiny vapniku v krvi. (6)

Dalsi hormony syntetizované v ledvinach jsou prostaglandiny a kininy. Obé&

skupiny hormoni ovliviiuji mimo jiné¢ napéti hladké svaloviny cév a ucastni se tedy
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1 fizeni prutoku krve ledvinou, ovSem vétSinou je tomu tak pouze pii patologickych
stavech, napfiklad pti vétSich krevnich ztratdch. Da se fici, Zze prostaglandiny jsou
antagonisté angiotensinu II a katecholaminti, nebot’ ukolem prostaglandinti je tlumit
vazokonstrikéni ucinek téchto hormont tim, Ze piisobi vazodilatatn€ na vas afferens
a efferens. Prostaglandiny jsou syntetizovany z kyseliny arachidonové jako prekurzoru

a stimulem pro jejich vznik je zvySena hladina angiotensinu II. (6)
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3.2 ENDOGLIN A JEHO SOLUBILNI FORMA

3.2.1 Endoglin

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktery je soucasti receptorového
komplexu TGF-B. Jeho bunéc¢na i tkanova distribuce naznacuje, Ze hraje vyznamnou
roli v cévni homeostaze, angiogenezi a taktéz i v kardiovaskularnim vyvoji. (12) (13)
Bylo dokonce zjisténo, ze mysi embrya homozygotni pro mutantni endoglin umiraji in
utero jiz n€kolik dni post coitum v dusledku vaskularnich a srde¢nich abnormalit, jak
dokazuje experiment, ve kterém byly pouzity modely mysi s geneticky navozenou
inaktivaci endoglinu. (14) Exprese endoglinu je zajiStovana z velké Casti na povrchu
endotelovych bunék, z mensi ¢asti pak aktivovanymi monocyty/makrofagy, stejné tak
jako mezenchymalnimi bunikami vcetné fibroblasti a bunék hladkého svalstva. (13)
Dalsi zdroje uvadi, Ze expresi endoglinu zajistuji téz prekurzory cervené ftady,
placentarni syncitiotrofoblasty, buiiky stromatu (15) ¢i tzv. ECF buiky (endothelial
colony-forming cells). (16)

3.2.1.1 Role endoglinu v TGF-£ signalizaci

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozim odstavci, endoglin je soucésti komplexu
receptort specifickych pro skupinu proteinti zvanych TGF-B. Tato rodina proteini
zahrnuje mimo TGF-f také activin ¢i BMP cytokiny (z anglického bone morphogenic
proteins). Samotny TGF-B je multifunkéni cytokin zajiStujici proliferaci, diferenciaci,
migraci a preziti mnoha riznych typt bun€k. TGF-p hraje také velice vyznamnou roli
pfi angiogenezi, kdy bud’ inhibuje ¢i stimuluje vyvoj cév. U savcl jsou zndmy tii
1soformy tohoto cytokinu - TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3, jejichZ G€inky vysoce zavisi na
typu dané buniky. Vzhledem k tomu, ze je TGF- prostorové velky, nepiestupuje pres
bunénou membranu do buiiky piimo, misto toho se v§ak navdZe na receptor na povrchu
bunék, ktery signaliza¢ni kaskddou prenasi signal az do bunééného jadra. Pienos signalu
zprostiedkovava komplex receptorti na povrchu cilovych bunék. (17) (18) Tento
komplex, mimo jiZ zminény endoglin, zahrnuje dvé skupiny proteinti se serin-threonin
kindzovou aktivitou. Konkrétn¢ se jedna o receptory typu I (TBRI) a typu II (TBRII).
(19) TBRI pak zahrnuji takzvané ALK receptory (z anglického activin-like kinase
receptors), dale také BMP receptory ¢i aktivinoveé receptory. (20)
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Ptenos signalu probihd s pomoci hned nékolika receptorii a signalnich molekul,
pocinaje TPRII, na ktery se TGF-B navéaze. (19) TPRII pak fosforylaci aktivuje TPBRI,
ktery signal pteposle dal z bunééné membrany do jadra bunky pomoci efektorovych
molekul, tzv. SMAD molekul. (17) Lidsky genom obsahuje geny pro osm SMAD
molekul, znichz pouze pét slouzi jako intracelularni efektor v TGF-B receptorovém
systému. (21) Ve vétsin¢ bun¢k TGF-f aktivuje prostfednictvim vazby s TBRII TGF-3
receptor I — typ ALKS, ktery nasledné pteposle signal molekuldm SMAD2 a SMAD3,
tim, ze tyto molekuly fosforyluje. V bunkach endotelu vsak TGF-3 spousti kaskadu, pfi
které se aktivuji dvé rtizné cesty prenosu signdlu. Jednak jiz zminénd ALKS/SMAD?2,3,
jednak jde o ALKI1 indukujici fosforylaci SMADla SMADS. Obé cesty pfitom maji
rozdilnou funkci. Prvni cesta pfenosu zahrnujici ALK5/SMAD2,3 inhibuje proliferaci
a migraci endotelovych bungk, pficemz cesta zahrnujici ALK1/SMADI,5 tyto procesy

naopak stimuluje. (18)

Endoglin se v této signaliza¢ni kaskad¢ uplatituje jako ptidatny receptor, nazyvany
také jako TGF-B receptor III (TPRIII), ackoliv se piimo netcastni signaliza¢niho
procesu, zastupuje spiSe roli modulatoru signaliza¢ni kaskady. (22) Role endoglinu je
tedy modulovat odpovéd’ buniky pravé na TGF-f cytokin. Bylo zji§téno Ze endoglin je
nezbytnym komponentem potiebnym pro ALK1 cestu signalizace, pfi¢emz stimulace
této cesty signalizace =zaroven nepiimo inhibuje ALKS signalizacni cestu.
V nepfitomnosti endoglinu je vSak ALK1 signaliza¢ni cesta inhibovana a endotelové
bunky prestavaji proliferovat, zatimco ALKS signalizaéni cesta je stimulovana. Role
endoglinu se d4 tedy interpretovat jako modulator rovnovahy mezi TGF-B/ALK1
a TGF-B/ALKS signalizacnimi cestami. (18) Plsobeni endoglinu na ob¢é cesty pfenosu
a jejich dopad na proliferaci a migraci endotelovych bunck, je znazornéno na

Obrazku 6.
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Obrazek 6 - Model regulace angiogeneze endoglinem

(Prevzato a upraveno z: (18))

3.2.1.2 Vyznam endoglinu a TGF- signalizace

TGF-B signalizacni cesta ma tedy vyznamnou roli pii embryogenezi 1 udrZzovani
homeostazy v dospé€losti. Jednd se predevSim o proces angiogeneze, kterd je touto
signaliza¢ni kaskddou podle pozadavkll organismu inhibovana ¢i stimulovéana. Pfi
naruseni TGF-f signalizace se mohou rozvinout riizna onemocnéni, pocinaje rozvojem
nadorového bujeni, kdy TGF-B podporuje neovaskularizaci nadorové tkan€. Mutace
v TGF-B receptorech, konkrétné v endoglinu nebo ALKI1 receptoru, vede k rozvoji
onemocnéni zvaného hereditarni hemorhagicka telangiektasie (HHT). HHT se projevuje
slizni¢ni telangiektasii, tedy strukturni abnormalitou stén drobnych cév a néaslednou
dilataci téchto abnormalit, dale arteriovendéznimi malformacemi, postihujicimi cévy

plic, jater ¢i mozku a také krvacenimi spojenymi s témito cévnimi lézemi. (17)

Stejné jako u TGF-B je exprese endoglinu zvysena v neovaskularizované tkani,
jako je napfiklad tkan tumorova nebo ischemicka, a to disledkem hypoxie. (13) Hojné
je endoglin spojovan s aterosklerdzou. (23) Endoglin je up-regulovén také pti psoriaze,
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sklerodermé nebo poruchach stitné zlazy, kam se fadi Grave-Basedowova choroba ¢i
Hashimotova thyreoitida. K up-regulaci dochédzi také v bunkach hladkého svalstva
reagujicich na alteraci cévy. (20) Mimo jiné hraje endoglin roli také v metabolickych
onemocnénich jako je napiiklad diabetes mellitus ¢i  pifi onemocnénich
kardiovaskularniho systému, napiiklad u preeklampsie ¢i hypertenze. (23) Exprese
endoglinu je taktéz zvySena v bunikach zanicené, poranéné ¢i hojici se tkané nebo také
po ischemii-reperfizi u ledvin a srdce. (12) Nékteré zdroje uvadéji zvysenou expresi

endoglinu taktéz u fibrozy ledvin. (24)

3.2.1.3 Struktura

Endoglin je transmembranovy protein typu I, jehoz molekulovd hmotnost je
180 kDa a vyskytuje se ve form¢ homodimeru vzajemné spojeného disulfidickymi
vazbami. (22) (25) Obadimery obsahuji extracelularné ulozeny tripeptid slozeny
z argininu, glycinu a kyseliny aspartové (tzv. RGD tripeptid) (16), ktery je znam jako
usek rozpoznavany mnoha adhezivnimi proteiny pfitomnymi v extraceluldrni matrix
(12), jako je naptiklad von Willenbranduv faktor, fibrinogen, protrombin ¢i fibronektin.
Diky tomu, Ze tyto molekuly hraji dilezitou roli v hemostdze, tromboze ¢i zanétu, lze
fici, ze pritomnost RDG jasné naznaCuje ucast endoglinu v téchto procesech. (16)
Molekula endoglinu je sloZena z 561 zbytkli aminokyselin tvoficich extracelularni
doménu a 47 aminokyselinovych zbytka tvoficich cytoplazmatickou doménu, ktera je
mimo jiné bohatd na aminokyseliny serin a threonin. (25) Strukturadln€ spada endoglin
do tzv. zona pellucida (ZP) rodiny extracelularnich proteinti, kter¢ sdileji spolecnou ZP
doménu sestavajici z ptiblizné 260 aminokyselin a 8 uzavienych cysteinovych zbytki.
Tato doména, mimo jiné zodpovédna za oligomerizaci endoglinu, je pfitomna v mnoha
typech extracelularnich proteint, které diky ni sdili stejné jako endoglin spole¢né
biologické vlastnosti, naptiklad to, Ze vSechny tyto proteiny maji také svoji solubilni
formu ¢i to, Ze maji jakoZto membranové proteiny hydrofobni sekvenci na C-konci. (15)

(20)

Co se ty€e primarni struktury, kterou mizeme vidét zndzornénou na Obrazku 7, je
endoglin glykoproteinem sloZzenym ze ¢tyi glykosylovanych Usekl na N-konci domény
a z O-glykanu bohatého na serinové a threoninové zbytky, vyskytujiciho se blizko

membranové ¢asti endoglinu. (26)
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Obrazek 7 - Schematicky znazornéna struktura endoglinu

(Prevzato a upraveno z: (15))

3D struktura endoglinu, kterou miizeme vidét na Obrazku 8, popsana na zakladé
elektronové mikroskopie pak fikd, ze endoglin se formuje do tvaru kupole slozené
z antiparalelné orientovanych monomert. (20) Kazdy monomer se pak skladd ze tfi
domén zahrnujicich dvé ZP domény, pojmenované ZP-N a ZP-C, a jednu tzv. ,,orphan
doménu, kterd se nachazi na N-konci molekuly endoglinu. Tyto tfi domény jsou jako

monomer poskladany do tvaru pismene U. (20) (15)

"Orphan"
doména ¢

k. «..  N-konec C-konec __..*

Obrazek 8 - 3D stuktura endoglinu

1- Monomer endoglinu slozeny ze tri domén, 2- 3D model dimerického endoglinu

(Prevzato a upraveno z: (25))
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Endoglin mé& dvé isoformy, dlouhou (L) a kratkou (S). Tyto dvé formy maji
extracelularni a transmembranové useky identické, lisi se vSak od sebe intracelularni
cytosolickou ¢asti molekuly slozenou z rozdilného po¢tu aminokyselin. Dlouhd doména
obsahuje 47 aminokyselinovych zbytkl, kratkd jen 14. Exprese L-formy vyznamné
prevysuje expresi S-formy, dominuje také v bunikdch endotelu, zatimco S-forma se
vyskytuje spi$ v buiikach jater a plic. (22) Ob¢ formy vazou TGF-p, regulace bunéénych
odpovédi na tento cytokin je vSak rozdilnd. L-forma podporuje spiSe ALK cestu
signalizace, S-forma uc¢inkuje spiSe ve prospéch ALKS signalizacni cesty. Experiment

s uméle navozenou expresi S-formy endoglinu v endotelu mysi svéd¢i o antiangiogenni

MIwe

my3i. (27) (28)
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3.2.2 Solubilni forma endoglinu

Mimo membranovy typ endoglinu existuje také jeho cirkulujici forma zvana
solubilni endoglin (sEng). sEng m& molekulovou hmotnost 80kDa a je vyplavovan do
krevniho ob€hu pfi mnoha okolnostech spojenych s poskozenim endotelu, se zdnétem
endotelu ¢i jeho aktivaci. (29) (30) Solubilni endoglin je mozno detekovat ve zvysené
mife v séru pacientl s preeklampsii (30) ¢i kardiovaskularnimi onemocnénimi (KVO),
jako je naptiklad ateroskler6za (23), diabetes, hypertenze (31) ¢i hypercholesterolémie.
(32) Vzhledem k tomu, Ze jsou tato onemocnéni spojend s endotelovou dysfunkci,
vysoka hladina sEng je povazovéna za jeji biomarker. (33) Molekula solubilniho
endoglinu je uvoliiovana z membranové vazaného endoglinu na pozici 586 pusobenim
proteolytického enzymu matrix metalloproteinazy 14 (MMP14). (34) (35) Misto
odstipnuti naznacuje, ze cirkulujici forma endoglinu je ve skute¢nosti cela extracelularni

¢ast membranovée vazaného endoglinu, tedy jeji N-konec. (30)

3.2.2.1 Vznik sEng

MMP14 je enzymem odstépujicim sEng z membranové vazaného Eng a zdroven
matrix metalloproteinizou s nejvétsi expresi v endotelovych buiikich. Rizenym
sniZenim exprese tohoto enzymu pak dochézi ke sniZeni hladiny solubilniho endoglinu.
MMP14 je zaroven hlavnim aktivatorem matrix metalloproteinazy 2 (MMP2) a matrix
metalloproteinazy 13 (MMP13), diky cemuz hraje diileZitou roli ve formovani cév pii
angiogenezi. Exprese MMP14 probihd ve vysoké mife v epitelovych ¢i endotelovych

bunkach. (36) Vznik sEng pomoci MMP14 miizeme vidét na nasledujicim Obrazku 9.

Solubilni endoglin

Endoglin
-S-S-
-5=5-
Metalloproteinaza
sacs MMP14)
Extraceluldrni (
prostiedi -S-S-
=S-S-
""""" HHHT
Intracelularni
prostredi

Obrazek 9 - Vznik solubilniho endoglinu proteolytickym Stépenim membranové vazaného
endoglinu

(Prevzato a upraveno z: (12))
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Ackoliv nékteii autofi tvrdi, ze je MMP14 hlavnim enzymem podilejicim se na
tvorbé sEng odstépenim z membranového Eng (36), jini toto tvrzeni ve svych ¢lancich
vyvraceji, odkazujic pfitom na svoji praci, ve které ti¢inkem oxysteroll, které nepiimo
zvysuji expresi MMP14, ke zvyseni exprese sEng in vitro nedoslo. (37) MMP14 jakozto

enzym Stépici membranovy endoglin ziistava tedy stale predméetem zkoumani.

3.2.2.2 Diisledky piisobeni sEng

Solubilni endoglin patfi mezi molekuly s antiangiogennim efektem. Jeho ucinek
spociva v navazani cirkulujiciho TGF-B, ¢imz pozastavuje TGF-f3 signaliza¢ni kaskadu
a tim 1 proliferaci endotelovych bunék. sEng pravdépodobné inhibuje efekt tohoto
cytokinu pouze lokalné, a to v mistech, kde je molekula TGF-B aktivovana, tedy
nenavazand na TGF-B vazajici proteiny. sEng navazanim TGF- tedy nijak neovliviiuje
koncentraci této molekuly v neaktivni form€ a minimalné ovliviluje koncentraci

celkového cirkulujicicho TGF-f. (30)

Experimenty dokazuji, ze molekula je schopna narusit formovéani endotelu cév in
vitro a in vivo zvySit permeabilitu cév a navodit hypertenzi. Tento ucinek je
pravdépodobné zplisoben schopnosti sEng pozastavovat TGF-B signalizaci vyvazanim
cirkulujictho TGF-B, jenZ je mimo jiné schopny navodit vazodilataci cév aktivaci
endotelové NO syntazy (eNOS). (30) Studie vypovidaji, Ze molekula oxidu dusnatého
(NO), produkovana prave eNOS (38), hraje dilezitou roli pfi vzniku hypertenze a jejiz
snizena biologickd dostupnost je klicovym faktorem v patogenezi preeklampsie,

ateroskler6zy a dalSich onemocnéni. (30)

3.2.2.3 sEng v souvislosti s onemocnénimi

Solubilni endoglin placentdrniho ptivodu se vyskytuje ve zvySené mife v séru zen
s preeklampsii, coZ je zavazny stav vyskytujici se v t€¢hotenstvi, jeZ je hlavni pficinou
umrti matek, plodu i novorozence ve vyspélych zemich. Je charakterizovan hypertenzi
a proteinurii ve tietim trimestru t¢hotenstvi a muze se také rozvinout v HELLP
syndrom, zachvaty (eklampsie) ¢i omezeni vyvoje plodu. Klinicky se preeklampsie
manifestuje endotelovou dysfunkci ustici ve vazokonstrikei a ischemii nékterych organti
¢1 zvySenou permeabilitou cév. (30) Kromé sEng stoji za patogenezi i1 dal$i protein
zvany sFltl (soluble fms-like tyrosine kinase 1), zndmy také jako VEGF receptor 1,

jehoz ukolem je neutralizovat proangiogenni u¢inky VEGF (vascular endothelial growth
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factor) a PIGF (placental growth factor) jejich vyvazanim. VEGF je schopny, stejné
jako TGF-p, aktivovat eNOS a tim nepiimo zpusobit vasodilataci. (30) sEng a sFItl
pusobi vzajemné synergisticky a zndsobuji svlij ucinek. Jejich vysoké hladiny zaroven
koreluji se zavaznosti onemocnéni, proto mohou byt potencidlné vyuzity jako jeho
biomarker. (30) (37) sEng je v pfipad¢ preeklampsie uvoliiovan na zékladé¢ d€lozni
ischemie ¢i hypoxie. (39) ZvySené hladiny sEng stejné jako sFltl jsou tedy velice
pravdépodobné zodpovédné za hypertenzi a permeabilitu cév, jakozto symptomil
preeklampsie. Jedna =z hypotéz hovoii o nadmémé produkci sEng placentou
v t¢hotenstvi jakozto kompenzatornim mechanismu efektu membranové vazaného
endoglinu. (30) Potencidlni terapie spocivd v inhibici MMP14, jakozto enzymu
uvolnujictho sEng do cirkulace, naptiklad pouzitim protilatek proti MMP14. (36)
Nékteré studie vSak dokazuji, Ze sEng pusobici pifi patogenezi preeklampsie je Stépen
jinym zplsobem nez je tomu pfirozené. Jeho Stépeni se pravdépodobné Ucastni jiny typ
metalloproteindzy nez MMP14, takovy, ktery membranovy Eng nestépi na pozici 586
jako u pfirozené formy sEng. K témto poznatkiim piispé€l vznik rekombinantniho sEng,
vzniklého z tzv. Engl-586, jak je oznacovan konstrukt odStépeny z membranového Eng
na pozici 586. Tento rekombinantni sEng majici molekulovou hmotnost 80kDa byl
porovnan se sEng vyskytujicim se vséru pacientek s preeklampsii, ktery ma
molekulovou hmotnost 65kDa. To naznacuje, Ze typ sEng pulsobici pii patogenezi

preeklampsie je pro toto onemocnéni specificky. (35)

Dalsi skupinou onemocnéni, kde solubilni endoglin hraje velice dilezitou roli, jsou
onemocnéni kardiovaskularniho systému. Byla prokazana pozitivni korelace mezi
hladinou sEng a hladinou glykémie u diabetikli, i mezi hladinou sEng a hladinou
glykovaného hemoglobinu, také u diabetikii. Ke stejné korelaci dochazi i mezi hodnotou
krevniho tlaku a hladinou sEng u pacientl s hypertenzi i u pacientl trpicich hypertenzi
a zaroven diabetem. Byla také provéfovana korelace mezi endotelovou dysfunkci
a hladinou sEng, pficemz endotelova dysfunkce byla méfena analyzou ukazatele PWV
(pulse wave velocity) indikujici arterialni ztuhlost. Experiment byl proveden u pacienti
s hypertenzi a diabetem a korelace mezi t€émito dvéma ukazateli byla taktéz pozitivni.
(31) Tuto hypotézu podporuji i dalsi studie, zaméfujici se na vysoké hladiny sEng
kombinované s dlouhodobou hypercholesterolémii, vyustujici ve zhorSeni dysfunkce
endotelu v aort€ s moznym naruSenim signalizace zavislé na eNOS a membranovém

endoglinu. Je tedy nasnadé¢ vnimat sEng ne jen jako biomarker kardiovaskuldrnich
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onemocnéni, ale také jako jejich mozny ko-induktor, pokud piisobi v kombinaci
s jinymi rizikovymi faktory KVO. (40) Prokdzana byla také shoda mezi vysokou
hladinou solubilniho endoglinu a aterosklerdzou, ktera je pravdépodobné, stejné jako
vznika pravdépodobné na zaklad¢ inhibice TGF-f signalizace v disledku vychytavani
TGF-p solubilnim endoglinem. Endotelova dysfunkce se projevuje stavem, kdy endotel
ztraci své pfirozené vlastnosti a smétuje vice k vazokonstrikénimu, protrombotickému
a prozanétlivému stavu. Pfi¢inou endotelové dysfunkce je naruSend biologicka
dostupnost NO zapfi¢inénd jeho snizenou syntézou eNOS. Nutné je vSak pamatovat na
to, ze zvySend hladina sEng pfi urcitych stavech ¢i onemocnénich nemusi znacit jeho
zapojeni v patogenezi téchto onemocnéni a muze slouzit spiSe jako biomarker vyvoje

téchto kardiovaskularnich onemocnéni. (31)

Bylo popsano vyuziti sEng pravé jako potencidlniho biomarkeru pfi 1écbé pacientii
trpicich familiarni hypercholesterolémii (FH) pomoci extrakorporalni eliminace LDL
(low density lipoprotein) cholesterolu aferézou. Jde o efektivni terapii vyuzivanou
u pacientll s homozygotni ¢i zdvaznou heterozygotni formou FH, u nichz je jakékoliv
jina lécba netisp&$na. Nevyhodou je vSak jeji Casté opakovani na pravidelné bazi. Proto
je vyvijena snaha o nalezeni vhodného biochemického markeru schopného
determinovat nezbytnou intenzitu a frekvenci eliminace LDL cholesterolu touto
metodou. Mélo by se jednat o agens vyskytujici se v séru, jehoz hodnoty koreluji
s postupem onemocnéni a odraZi jeho zlepSeni po eliminacni terapii. Takovymto
markerem by mohl byt pravé sEng, ktery se spolu s von Willenbrandovym faktorem
zvySuje vséru u pacient trpicich ateroskler6zou, onemocnénim zplisobenym
nadbyte¢nym ukladanim LDL cholesterolu v endotelu cév. Dle studie prof. Bldhy a kol.
byl sEng pied elimina¢ni terapii u pacienti s FH vyznamné zvySen, v porovnani
s kontrolni skupinou pacientd bez FH, avSak jeho koncentrace po této terapii
signifikantn¢ klesla, prestoze nebyla zaznamendna korelace se snizenim LDL-
cholesterolu. To vSak muze byt zpusobeno tzv. pleiotropnim efektem tohoto druhu
1écby. Solubilni endoglin se dle téchto vysledka jevi jako slibny biomarker 1écby FH
pomoci elimina¢ni aferézy LDL cholesterolu. Takovato dlouhodoba terapie provazena
sniZzenymi hladinami sEng by mohla slouZit k odvraceni aterogenického procesu

a k napravé endotelového poSkozeni snizovanim hladin LDL cholesterolu. (41) (32)
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Ptesnd role sEng v malignitach zastava ne zcela jasna. Nekteré studie dokazuji
zvySenou hladinu u pacientl trpicich rakovinou, jiné studie vSak u takovychto pacientti
nezaznamenavaji zadné zvyseni hladiny sEng. Na druhou stranu, vysledky u nékterych
pacientl s kolorektadlnim karcinomem podporuji antiangiogenni roli solubilniho
endoglinu, diky snizené hladin¢€ sEng u téchto pacient, coZ naznacuje vyssi angiogenni
aktivitu. Obecné se vSak hladiny sEng v cirkulaci nijak signifikantn€ neméni, proto neni
vhodné pouziti sEng jakozto biomarkeru u pacientii trpicich karcinomy. Pfesto, lokalni
negativni regulace tvorby sEng pomoci MMP14 muze vyustit v podstatné zmény
v hladindch sEng v misté¢ tumoru a diky tomu mit silnéjsi vliv na proangiogenni
potencidl endotelovych bunék asociovanych s tumorem. Lokalni pozitivni regulace
exprese MMP14 totiz zpisobuje zvySeni sEng za soucasného snizeni membranového
Eng, ¢imz dojde ke snizeni angiogeneze. Z vySe zminéného tedy vyplyva, Ze sEng hraje
velice diileZitou roli v regulaci angiogeneze tumord. Teoreticky by proto podavani sEng
mohlo mit terapeuticky efekt vyuzivany pti 1é¢bé angiogeneze spojené s nddorovym

bujenim. (36)
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3.3 ZVIRECI MODELY

Experimenty provadéné na zvifatech jsou v dnesni dob& nezbytnym ndstrojem pro
pochopeni patogeneze urCitych nemoci, pro testovani novych 1é¢iv, vyrobu vakcin
a dalsich biologickych agens, obecné nastrojem potfebnym pro rozvoj mediciny. Zvirata
jsou vyuzivana pro experimenty in vivo, ale i pro experimenty in vitro, kdy slouzi jako
zdroj bunék ¢i tkani, které jsou pak k samotnému pokusu vyuzivany. Organismus
cloveéka je v jistych vécech velice podobny organismu zvifat, zdkladni podobnosti je
stejnd sada organt, které funguji stejnym zptisobem jako ty lidské. To je divod, pro
ktery jsou laboratorni zvifata pouzivana k védeckym experimentiim a zaroven divod,

proc je vysledky téchto experimentl vétsinou mozné aplikovat na ¢loveéka. (42) (43)

Zvitata byla pro védecké a medicinské ucely pouzivana jiz od dob starovékého
Recka, a uz Aristoteles s Hippokratem vyuZivali pitev zvifat jakozto nastroje pro ziskani
jejich znalosti o struktufe a funkci lidského téla. I Galén ve svych experimentech, jenz
poskytly zaklady pro lékaiské zakroky provadéné po mnoho nadchazejicich staleti,
vyuzival prasata, opice ¢i psy. Avsak az v pozdéjSich dobach se zacaly vést debaty
o moralni strdnce vyuziti zvifat pro experimentalni ucely. S objevem anestezie
a uvedenim Darwinova dila O pivodu druhii nasledovanym vydanim
tzv. Kochovych postulati pocty zvifat pouZivanych pro védecké ucely jesté vzrostly,
coZ podporil 1 rozvoj oboril jako je farmakologie, toxikologie ¢i imunologie. Od 80. let
20. stoleti vSak zacaly tyto polty klesat, pravdépodobné na zdkladé¢ vefejného
povédomi, rozvoje etickych komisi a legislativy tykajici se vyuziti zvifat. V poslednich
letech se vSak zvifata vyuZzivaji v ¢im dal vétsi mife pfevazné nasledkem rozvoje

geneticky upravenych zvitat. (44)

V kazdém experimentu je mimo zvifat spadajicich do pokusné skupiny vyuzivano
také tzv. kontrolni skupiny. Tyto dvé skupiny zvifat se od sebe vzdjemné 1iSi pouze
vjedné veli¢in€é (napf. patologickd zmeéna), ostatni faktory =zlstavaji stejné
(napt.: teplota, ve kter¢ jsou zvifata chovana, dieta, atd.). (43) V dnesni dob¢ je kazdym
rokem vyuzivano na 75-100 miliond obratloveli za Ucelem vyzkumu a testovani.

Rozd¢leni dle jednotlivych oborti je vyobrazeno v Grafu €. 1. (44)
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Graf 1 - Vyuziti zvirat pri experimentech rozdélené dle ucelu
(Prevzato a upraveno: (44))

Ze vsech zvitat jsou pak k védeckym tcelim nejhojnéji vyuzivany krysy a mysi.

Druhy a zastoupeni laboratornich zvifat je mozno vidét na Grafu 2.
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Graf 2 - Grafické znazorneni zastoupeni jednotlivych zvirecich druhit pouzivanych

v laboratori

(Prevzato a upraveno z: (44))
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3.3.1 Diivody pouZziti

Mnoho zvifat je vyuzivano jako cenny nastroj pii studiu nemoci ohrozujicich jak
lidskou, tak zvifeci populaci. Laboratorni zvifata jsou vyuzivana k biomedicinskym

vyzkumtm z nésledujicich divodu.

Proveditelnost - Zvitata pouzivand v experimentech vyzaduji relativné malo péce -
od prostiedi, ve kterém jsou chovédna az po zajisténi potravy, kterou jsou krmena.
Diky tomu je zevni prostiedi, jakozto faktor ptisobici na subjekty relativné ustaleny.
Vyhodou je také kratsi zivotni cyklus zvifat, ktery nam umoziiuje studovat jednoho

jedince od jeho narozeni az do smrti.

Podobnost cloveku — Svou anatomii ¢i fyziologickymi funkcemi se spousta zvitat
¢lovéku podobd, coz je pro studium onemocnéni u Clovéka vice nez vhodné.

Naptiklad s mysi domaci sdili ¢lovek 98% genomu.

Testovani léciv — Laboratorni zvifata jsou Casto také nastrojem k testovani l1éciv
pfedtim, neZ jsou schvalena ke klinickych studiim u c¢loveka. PouZivaji se
v preklinickych zkouskach k zjisténi toxicity, farmakodynamiky ¢i farmakokinetiky

danych 1éki. (45)

Pies vSechny tyto diivody vSak stoupa povédomi o omezenich spojenych s pouZzitim
laboratornich zvifat ve vyzkumu. Zvlasté se diskutuje o mozné neschopnosti dosdhnout
divéryhodnych vysledkt pfi zkouméni stavii spojenych s lidskym zdravim. Napiiklad
informace tvrdici, Ze devét z deseti 1€k, které se jevi slibné ve studiich na zvitatech,

selze pfi klinickych zkouskach u ¢lovéka, tento ndzor jen podporuje. (42)

O stejné problematice hovoii i1 jini autofi, ktefi zdaraznuji, ze diveéryhodnost
experimentll provedenych na zvifatech nemlzZe byt zarucena, jak dokazuji nékteré
predeslé vyzkumy. Vysledky, kterych bylo dosazeno u zvifat, nelze tedy vzdy zcela

pfenést na ¢loveéka i pres nékolik sérii opakovani daného pokusu. (44)
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3.3.2 Vyhody a nevyhody vyuziti pokusnych zvirat

V Tabulce 1 jsou uvedeny vyhody a nevyhody pouziti laboratornich zvitat jakozto

experimentalnich subjektt.

VYHODY

NEVYHODY

Moznost ziskat biologicky material ze

vSech organti

MozZnost napldnovani a ptipravy pokusu

Kratsi zivotni cyklus jedné generace

Moznost hodnotit dasledek odlisného

parametru na zdravotni stav zvifat

Druhova odlisnost lidi a pouzitych zvirat

(hiife reprodukovatelné vysledky)

Cast¢é malé  mnozstvi ziskaného

biologického materidlu (pfedevsim krve)

Finan¢ni naro¢nost pii ponechani zvirat
v experimentu po delsi dobu
Pokusy podléhaji kontrolam etickych

norem

Tabulka 1 - Vyhody a nevvhody pouziti zvifecich modelii

(Tabulka prevzata a upravena z: (43))
3.3.3 Teorie3 R

Pti préci s laboratornimi zvifaty je nutné dodrZovat urCité postupy, které mayji
subjektim poskytnout, pokud mozno, co nejmensi diskomfort. K tomu slouzi teorie 3R
vypracovand Russellem a Brunchem v 60. letech minulého stoleti povaZovana za

jakousi etickou normu pfi préci s laboratornimi zvifaty.

Prvni R — replacement — tedy néhrada, v praxi se vyklada tak, ze pokud existuji jiné

metody, naptiklad pouziti bezobratlych ¢i in vitro metod, je doporuceno jich vyuzit.

vewr

Druhé R — refinement - v piekladu ,,zjemnéni“ dané¢ho experimentu. V piipadé
pouziti laboratornich zvitat jde o provedeni pokusu ve snaze co nejmén¢ ublizit ¢i
uSkodit danym subjektim. Jde o provedeni pouze nezbytnych zakroki, pokud jsou
tyto zakroky stresujici, provést je v celkové anestezii, pooperacné pouzivat

analgetika, atd.
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Tteti R — reduction - neboli redukce, tedy snizeni poctu pouzitych subjektii na

absolutn¢ nezbytné minimum. (43) (46)

3.3.4 Genetika laboratornich zvirat

V zatizenich pro chov laboratornich zvifat je bézné nechat mezi sebou pafit bratra
a sestru, pokud se sourozenci takto kiizi po 20 generaci, vznikne tzv. inbredni kmen.
Vlastnosti jedinct tohoto kmene je, Ze maji vSichni stejnou genetickou vybavu, coz je
pti pokusech ¢asto vyzadovano. Naopak pro zachovani riiznorodosti genetické vybavy

se nechavaji ktizit jedinci zcela nepiibuzni, vznika tzv. outbredni kmen.

Znam je také tzv. knock-out mutantni kmen, jez vznikd genetickou manipulaci.
S geny je moZno manipulovat bud’ ve f4zi oocytu nebo selektovanim nediferencovanych
bun¢k s defektem a jejich vracenim zpét do blastocytu. Je mozné také vytvorit

modifikovany transgenni kmen a to pfenosem ciziho genu do zygoty kmene. (43)

Geneticky modifikovana zvitata se pfi laboratornich pokusech zvlasté v poslednich
letech dostavaji do poptedi. Aplikace genetického inZenyrstvi umoznila vytvofit nové
modely lidskych nemoci, jejichz vlastnosti zvifeci modely diive postradaly. Vyvoj
novych a vylepSenych modelti nabizi mnoho vyhod nad témi existujicimi, ¢imz se

zlepSuje 1 kvalita provedenych pokusi. (47)

Chov takto geneticky upravenych jedinci probihd pod pfisnou kontrolou

v zafizenich tomu urcenych a je upraven zakonem. (43)

I ptfes to, ze pouziti zvifat k védeckym ¢i experimentalnim ucelim bylo vzdy
terCem kritiky, ktera se zamétovala jak na etickou stranku véci, tak na spolehlivost
udaju ziskanych pii experimentech, je nezpochybnitelné, Ze experimenty provadéné na
zvitatech maji pro ¢lovéka obrovskou hodnotu. Data ziskand pfi t€chto pokusech ndm
poskytuji urcity ndhled biologického modelu, pfedtim nez dojde k jeho aplikaci
u Clovéka. (44) (48)
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3.3.5 Model mysi s vysokou hladinou sEng

Model mysi s vysokou hladinou solubilniho endoglinu se v laboratofich pouziva
z mnoha diivodu. Nejcastéji jde o studium onemocnéni spojenych prave se sEng, jako je

napiiklad ateroskleréza (49), endotelova dysfunkce (40) nebo hypertenze (50)

Pro vytvofeni transgenniho modelu mysi exprimujicich vysoké hladiny lidského
solubilniho endoglinu, tzv. sEng” mysi, se do oplodnénych vaji¢ek mySi kmene
CBAxC57BL/6J  vpravuje  mikroinjenkci  zkraceny  endoglinovy  konstrukt
(aminokyseliny 26-437) fizeny aktinovym promotorem. Tyto myS$i se vyznacuji

hypertenzi, malou velikosti mlad’at, proteinuriii a poskozenim ledvin. (50)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 LABORATORNI ZVIRATA

Pii experimentu byly pouzity transgenni mysSi s vysokou expresi lidského
solubilniho endoglinu, tzv. sEng"” model, na pozadi kmene CBAxC57BL/6J.
Experiment zahrnoval 5 samcii a 6 samic ve skuping sEng" ve v&ku dvanacti mésict
a stejné staré mysi kontrolni skupiny transgenniho modelu exprimujici nizké hladiny
sEng, ze které bylo pouzito 5 samct a 5 samic. Zvifata byla chovana za standardnich
laboratornich podminek, v mistnosti s kontrolovanou teplotou a vlhkosti, pfi
dvanactihodinovém cyklu stfidani svétla a tmy. Byla krmena standardni laboratorni tzv.

chow dietou, zaroven méla volny piistup k vodé i potravé.
Vsechny experimenty byly provedeny ve shod¢ s EEC (86/609/EEC).

Po skonceni experimentu byla zvifata usmrcena v hluboké narkéze. Po usmrceni

byly zvifatim odebrany ledviny uréené pro dalsi histologické zpracovani.
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4.2 HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

Odebrané ledviny byly fixovany tfi dny ve 4% formaldehydu pii laboratorni
teploté. Nasledn¢ byly vzorky zpracovany v autotechnikonu Leica, ktery slouzi
k proplachu tkén¢ v sérii rozpousStédel a prosyceni parafinem. Konkrétné se tkan
proplachuje nejprve v nizkoprocentnich alkoholech, poté v rozpoustédlech se
zvySujicim se obsahem alkoholu, v acetonu a nakonec v xylenu. Autotechnikon Leica je

mozné vidét na nasledujicim Obrazku 10.

-

Obrazek 10 — Autotechnikon Leica

(Zdroj: autor)

Po takovémto proplachu se tkan ponechala 2-6 hodin v tekutém parafinu a poté se
zalila do parafinovych blockt. Parafinové blocky se nasledné na automatickém
mikrotomu znacky Leica DSCI1 nakréjely na fezy o tloust’ce 7 um, které byly prevedeny
na podloZni sklicka potazend Zelatinou, kterd slouzi pro lepsi adhezi fezl ke sklicku.

Blocek uchyceny v automatickém mikrotomu je zobrazeny na Obrazku 11.
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Obrazek 11 - Parafinovy blocek uchyceny v automatickém mikrotomu

(Zdroj: autor)

Nasledovalo 48 hodin suseni v termostatu pii 37°C. Poté se sklicka odparafinovala
vsérii lazni sloZzené zxylenu a odvodnila sestupnou fadou alkoholli s klesajici
koncentraci az do destilované vody. Po odparafinovani se jeden zfezli barvil
hematoxylinem-eosinem, druhy zelenym trichromem. Po barveni se fezy odvodnovaly
vzestupnou alkoholovou fadou, projasnily xylenem a nasledn¢ zamontovaly
montovacim médiem (Eukitt, Sigma-Aldrich, USA). Fazi montovani je mozné vidét na

nasledujicim Obrazku 12.

-

Obrazek 12 - Montovani obarvenych preparatii

(Zdroj: autor)
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4.2.1 Barveni preparati

K odliSeni jednotlivych struktur tkdné pii pozorovani svételnym mikroskopem
slouzi barveni histologickych fezti. U preparati nebarvenych histologickymi barvivy
nelze jednotlivé tkanové struktury pii mikroskopovani svételnym mikroskopem
rozeznat diky tomu, ze lomivost svétla téchto struktur se téméf nelisi. Po obarveni fezl
se vSak na rtzné Casti bunky navazi rliznd barviva a tyto ¢asti mohou byt timto

rozeznavany. (51)

4.2.1.1 Barveni hematoxylinem-eosinem

Barveni hematoxylinem-eosinem (H-E) se zafazuje do skupiny zakladnich

prehlednych barveni a slouzi k orientaénimu odliSeni dané tkané.

Hematoxylin patii mezi bazick4 barviva a ziskava se ve form¢ praSku rozpustného
v etanolu nebo vod¢. Tento prasek sam o sobé nedisponuje barvici schopnosti, aby ji
ziskal, musi hematoxylin zoxidovat na tzv. hematein. Takovéto oxidace je dosazeno
pfidanim oxidacnich ¢inidel, naptiklad jodi¢nanu sodného ¢i draselného. Hemateinovy
roztok je vSak nestaly, proto je nutné zajistit jeho stabilitu a to pfiddnim mofidla —
kamence. Po pfidani moftidla dojde ke vzniku tzv. barevného laku hemateinu, ktery je ve
form¢ roztoku pfipraven k barveni. Hematoxylin zobrazuje struktury bunééného jadra,

které barvi modrou az fialovou barvou.

Eosin se tfadi do skupiny kyselych barviv a v bufice barvi zpravidla cytoplasmu
rizovou az Cervenou barvou. V laboratofich se pouzivd né€kolik druht, nejcastéji jde

o zluty eosin. (51)
Piiprava roztoku hematoxylinu:

Gillav hematoxylin:

hematoxylin 4,0¢g
jodi¢nan sodny 0,4¢g
siran hlinity 352¢g
destilovana voda 710 ml
etylenglykol 250 ml
kyselina octova 40 ml
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Prvni tfi slozky se, kazda zvlast, nechaji rozpustit v destilované vod¢, poté se prida
dané mnozstvi etylenglykolu a nasledné ledova kyselina octova. Ze zadaného mnozstvi

vznikd 1000 ml roztoku hematoxylinu.

Eosin

eosin 10g
dichroman draselny S5¢g
destilovana voda 800 ml
nasyceny roztok k. pikrové 100 ml
absolutni etanol ¢isty 100 ml

Eosin a dichroman se nechaji rozpustit v destilované vod¢, poté se ptidd nasyceny
roztok kyseliny pikrové a za stalého michani se po kapkach ptidé i etanol. Ze zadané¢ho

mnozstvi vznikne 1000 ml roztoku.

Diferencia¢ni roztok

70 % alkohol 100 ml
kysely alkohol 100 ml

Postup barveni:

Nejprve se tezy odparafinuji v xylenové lazni ttikrat po péti minutach, poté se na
pét minut ponoii do 96% alkoholu, poté do 70% alkoholu také na pét minut. Nasledné
se ponoii do destilované vody po dobu péti minut. Dal§im krokem je vlastni barveni,
zahrnujici Ctyfi minuty v hematoxylinu, nasledné oplachnuti v diferenciacni lazni
a oplachnuti tekouci vodou. Tento krok se nazyva modfeni. Po modfeni se preparaty na
Styfi vtefiny ponoii do roztoku eosinu. Rezy se poté oplachuji destilovanou vodou,
odvodiiuji vzestupnou alkoholovou fadu, projasni xylenem a nakonec montuji

montovacim médiem.
Vysledek barveni:

Pti dodrZeni postupu barveni se v idedlnim pfipadé¢ pod mikroskopem zobrazuji

jadra bunc¢k a chrupavka modie, kolagenni vazivo rizove a svalovina cerveng.
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4.2.1.2 Zeleny trichrom

Zeleny trichrom je barvivo pouzivané k zobrazeni kolagenniho vaziva pod
mikroskopem. Barveni patii mezi zakladni barvici techniky a spolu s barvenim zlutym

a modrym trichromem se fadi mezi tzv. barveni Massonovymi trichromy. (51)

Priprava roztoki:

Celé barveni se provadi tfemi barvicimi roztoky, pouzivd se roztok Goldner I,

Goldner 11 a Goldner I11.

Goldner I:
A, barvivo Ponceu de xylidin lg
koncentrovana kyselina octova 1 ml 60 ml
destilovana voda 100 ml
+
B, barvivo oranz G lg
koncentrovana kyselina octova 1 ml 30 ml
destilovana voda 100 ml
+
C, barvivo Fuchsin S 1 ml
koncentrovana kyselina octova 1 ml 30 ml
destilovana voda 100 ml
Goldner I1

1% vodny roztok kyseliny fosfowolframové (15 ml do 150 ml destilované vody)

Goldner 111

barvivo svétla zelen I,5¢g
ledové kyselina octova 1 ml
destilovana voda 100 ml
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Postup barveni:

Prvnim krokem je opét odparafinovani fezil, které probiha stejn¢ jako u barveni
H-E. Po odparafinovani se fezy barvi v hematoxylinu po dobu 3-5 minut a oplachnou
v destilované vodé. Poté se preparaty oplachnou v 70% alkoholu a nechévaji
diferencovat v kyselém alkoholu. Dal§im krokem je modieni pod slabym proudem
tekouci vody. Po tomto kroku nasleduje samotné barveni — nejprve 10 minut v roztoku
Goldner I, poté¢ 10 minut v roztoku Goldner II a nakonec 10 minut v roztoku Goldner

II1. Na zéavér se fezy odvodnuji, projasnuji xylenem a montuji.

Vysledek barveni:

Pti dodrzeni vSech krokl postupu, by sprdvné nabarvené preparity meély pod
mikroskopem zobrazovat kolagenni vazivo zelené€, svalovinu cihlové cervené, jadra

modre, erytrocyty oranzové a hyalinni vazivo ¢ervene¢.

4.3 FOTODOKUMENTACE PREPARATU

Fotodokumentace byla vyhotovena pouZitim mikroskopu Olympus AX 70
(Olympus, Ceska republika) s digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corporation,
Kanada) a softwarem obrazové analyzy NIS-Elements, verze 4.0 (Laboratory Imaging,

Ceska republika).
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5 VYSLEDKY

Pti mikroskopickém zhodnoceni a porovnavani preparati ledvin mysi s vysokou
hladinou lidského sEng a ledvin mysi z kontrolni skupiny, barvenych hematoxylinem-
-eosinem, jsme pozorovali vyskyt hyalinu ve sbéracich kandlcich ve dfeni ledvin samic
s expresi vysokych hladin lidského solubilniho endoglinu, jak miZeme vidét na
Obrazcich 17-19. Nalez hyalinu v rendlnich tubulech se vyskytoval u Ctyt ze Sesti zvifat.
Na Obréazcich 16 a 20 je mozné vidét kiru ledvin téchto samic, ve které jsme
nezaznamenali zddné odchylky v porovnani s kontrolni skupinou. V dal$ich skupinach
jsme nepozorovali zadné histopatologické zmény, ani u samct s vysokymi hladinami
lidského sEng, jak lze vidét na Obrazcich 24-26, ani v kontrolnich skupindch samic
a samcu s nizkymi hladinami lidského sEng, jak mtzeme vidét na Obréazcich 13-15
a 21-23. Barveni zelenym trichromem jsme zvolili z dlivodu mozZné fibrézy, avSak
viditelné zmnoZeni vazivové tkan€ jsme nezaznamenali v zadné skupiné. Zeleny
trichrom zvyraznil zejména vazivo v mesangiu glomerull a v tunica adventitia vétsich

cév.

Obrazek 13 -Reprezentativni fotografie prepardtu kury ledvin samice mysi kontrolni

skupiny barveny hematoxylinem-eosinem
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Obrazek 14 - Reprezentativni fotografie preparatu diené ledvin samice mysi kontrolni

skupiny barveny hematoxylinem-eosinem

Obrazek 15 - Reprezentativni fotografie preparatu kiiry ledvin samice mysi kontrolni

skupiny barveny zelenym trichromem
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Obrazek 18 - Reprezentativni fotografie prepardtu drené ledvin samice mysi s vysokou
hladinou lidského sEng barveny hematoxylinem-eosinem s vyskytem hyalinu znazornénym

Sipkami

Obrazek 19 - Reprezentativni fotografie prepardtu drené ledvin samice mysi s vysokou
hladinou lidskeho sEng barveny hematoxylinem-eosinem s vyskytem hyalinu znazornénym

Sipkami
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Obrazek 20 - Reprezentativni fotografie preparatu kiiry ledvin samice mysi s vysokou

hladinou lidského sEng barveny zelenym trichromem

Obrazek 21 - Reprezentativni fotografie preparatu kiiry ledvin samce mysi kontrolni

skupiny barveny hematoxylinem-eosinem
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Obrazek 22 - Reprezentativni fotografie preparatu drené ledvin samce mysi kontrolni

skupiny barveny hematoxylinem-eosinem

Obrazek 23 - Reprezentativni fotografie preparatu kiiry ledvin samce mysi kontrolni

skupiny barveny zelenym trichromem

51



Obrazek 24 - Reprezentativni fotografie preparatu kiiry ledvin samce mysi s vysokou

hladinou lidského sEng barveny hematoxylinem-eosinem

Obrazek 25 - Reprezentativni fotografie preparatu drené ledvin samce mysi s vysokou

hladinou lidského sEng barveny hematoxylinem-eosinem
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Obrazek 26 - Reprezentativni fotografie preparatu kury ledvin samce mysi s vysokou

hladinou lidskeho sEng barveny zelenym trichromem
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6 DISKUZE

Endoglin (CD105, Eng) je transmembranovy glykoprotein exprimovany pifevazné
na povrchu endotelovych bungk, ktery hraje vyznamnou roli v cévnim vyvoji. (12) (13)
Pti tplné absenci endoglinu dochazi k abnormalnimu vyvoji cév i srdce a je znamo, ze
mutace genu pro endoglin vede krozvoji onemocnéni zvaného hereditarni
hemorhagickd telangiektasie. (14) (17) Endoglin je pfidatny receptor typu III pro
molekulu transformujiciho ristového faktoru B (TGF-p), kterd po navazani na receptor
spousti tzv. TGF-B signalizatni kaskddu. Tato kaskada zahrnuje mimo jiné ALK
receptory ¢i Smad proteiny, pfi¢emz oba druhy molekul slouzi k ptenosu informace
z bundéné membrany, kam TGF-B nasedd, do jadra buiiky. U¢inky TGF-p, jakozto
multifunkéniho cytokinu, jsou riznorodé, zajistuje napiiklad proliferaci ¢i diferenciaci
ruznych druht buné€k, hraje také roli v angiogenezi, kdy bud’ podporuje, nebo inhibuje

vyvoj krevnich cév. (17) (18)

Ukolem endoglinu je pravé modulovat TGF-B signalizaéni kaskadu, jakoZzto
stimulator ¢i naopak inhibitor bunééné odpovédi. Pro proliferaci bun¢k, a tim padem
1 angiogenezi, je pfitomnost endoglinu nutna. (18) Pii urcitych stavech spojenych
s poskozenim endotelu dochazi k odstépeni extracelularni ¢asti membranové vazané¢ho
endoglinu pomoci enzymu matrix metalloproteinazy 14 a do krevniho obchu se

uvolnuje solubilni forma endoglinu (sEng). (30) (34)

Solubilni endoglin v krvi vychytavd molekuly TGF-B a znemoziiyje tak jejich navazani
na membranovy receptor, diky tomu nedochazi k aktivaci signaliza¢ni kaskady a tim
padem ani k proliferaci bundk. Uginky sEng jsou tedy antiangiogenni. Stejnym
mechanismem pak sEng navozuje hypertenzi, kdy pozastavenou TGF-f signalizaci
nedochazi k aktivaci endotelové NO syntdzy a produkci NO, coz je zdkladem pravé pro
vznik hypertenze, diky tomu, Ze nedochézi k vazodilataci cév. Solubilni endoglin je ve
velké mife spojen s preeklampsii, pfi které je uvoliiovan na zéklad¢é délozni ischemie ¢i
hypoxie. (30) (39) sEng je také asociovan s onemocnénimi kardiovaskuldrniho systému
jako je naptiklad ateroskler6za ¢i, jiz zminéna, hypertenze, které jsou spojeny
s endotelovou dysfunkci. Pfi¢inou endotelové dysfunkce je, stejné jako u hypertenze,
narusena cesta aktivace endotelové NO syntdzy, na jejimz zdklad¢ se snizuje biologicka

dostupnost NO. (31) (40)
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Cilem této diplomové prace bylo popsat ptfipadné morfologické zmény v tkani
ledvin mysi s vysokou hladinou solubilniho endoglinu v porovnani s ledvinami mysi
z kontrolni skupiny. Za timto ucelem bylo vyuzito transgenniho modelu mysi
exprimujicich vysoké hladiny lidského sEng a kontrolni skupiny mysi exprimujicich
nizké hladiny sEng. Ledviny téchto mysi byly barveny zakladnimi barvicimi technikami
a to hematoxylinem-eosinem, za uc¢elem zobrazeni zakladnich struktur tkdné a zelenym
trichromem, za uc¢elem zjisténi, zda nedochazi v ledvinach k fibrotickym zménam, které

byly popsany v souvislosti s vysokou expresi endoglinu. (24) (15)

Pti mikroskopickém pozorovani obarvenych fezii jsme pozorovali zmény
v ledvinach ¢tyt ze Sesti samic s vysokou expresi lidského solubilniho endoglinu.
Konkrétné jsme u téchto mysi zaznamenali vyskyt hyalinu ve sbéracich kanalcich ve
dfeni ledviny. Podobny tkaz, kdy doslo k ulozeni hyalinu v dilatovanych tubulech dfen¢
ledvin a zaroven 1 k vyskytu zanétlivych infiltrath, popsal také Valbuena-Diez et al. ve
své praci zabyvajici se ucinkem hypoxie na zvySeni exprese solubilniho endoglinu.
Tento nalez autofi pripisuji pravdépodobné zvySenému obsahu proteinii v tubularni
tekutiné. 'V tomto pfipad¢ pfipomind zvysena hladina solubilniho endoglinu fenotyp

podobajici se nalezu u preeklampsie (hypertenze, proteinurie a poskozeni ledvin). (50)

Nase prace doplnuje studie, které jsou zaméteny predevsim na spojitost solubilniho
endoglinu s rozvojem endotelové dysfunkce a kardiovaskularnim postizenim. Otazkou
zustava pro¢ k nalezu hyalinu v tubulech dos$lo v nasem piipadé€ pouze ve skuping samic
s vysokymi hladinami lidského solubilniho endoglinu. Je na dal§im zkoumani, zda je
tento jev ovlivnén dal$imi faktory. V dalSim pokracovani studie by bylo zajimavé
provést také analyzu rendlni artérie, kterd byva velmi Casto postiZzena

u kardiovaskularnich onemocnéni, ktera jsou spojena s expresi solubilniho endoglinu.
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7 ZAVER

Cilem této prace bylo popsat piipadné morfologické zmény v ledvinach
transgennich mysi s vysokou hladinou lidského solubilniho endoglinu v krvi,
v porovnani s ledvinami mysi s nizkou hladinou solubilniho endoglinu. V nasem
experimentu jsme dosli k vysledkim poukazujicim na vyskyt hyalinu v ledvinnych
tubulech Ctyi ze Sesti samic mysi s vysokou hladinou lidského solubilniho endoglinu.
Vyskyt hyalinu mize byt zpisoben zvySenym obsahem proteint v tubuldrni tekuting.
Vysledky této diplomové prace ptispély k lepSimu popisu studovaného mysiho modelu

a rozs$ifily tak spektrum podnéth pro dalsi studium.
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8 POUZITE ZKRATKY

ACE Angiotenzin konvertujici enzym
ADH Antidiureticky hormon

ALKR Activin-like kinase receptor
ANF Atrialni natriureticky faktor
ANG I Angiotenzin I

ANG II Angiotenzin II

BMP Bone morphogenic proteins
ECFC Endothelial colony forming cells
ECT Extracelularni tekutina

Eng Endoglin

eNOS Endotelova NO syntdza

FH Familiarni hypercholesterolémie
GF Glomerularni filtrace

HE Hematoxylin-eosin

HHT Hereditarni hemorhagicka telangiektéasie
Ky Glomerularni koeficient

KVO Kardiovaskularni onemocnéni
LDL Low density lipoprotein

MMP2 Matrix metalloproteindza 2
MMP13 Matrix metalloproteinaza 13

MMP14 Matrix metalloproteindza 14

NO Oxid dusnaty

OECT Objem extracelularni tekutiny

PAI-1 Plasminogen activator inhibitor type 1
Pcg Tlak v glomerularnich kapilarach
PIGF Placental growth factor

PWV Pulse wave velocity

REF Renalni erytropoeticky faktor
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sEng
SFH1
SNS
TGF-B
TK
TBRR-I
TRR-II
TBRR-III
VEGF
VAY

Solubilni endoglin

Soluble fms-like tyrosine kinase 1
Sympaticky nervovy systém
Transformujici rastovy faktor f
Krevni tlak

TGF-p receptor typu I

TGF-p receptor typu II

TGF-B receptor typu 111

Vascular endothelial growth factor

Zona pelucida
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