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Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékaiskych véd

Kandidat: Mgr. Barbora Vitverova

Skolitel: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Solubilni endoglin a jeho role v patogenezi endotelové dysfunkce

Endotel je hlavnim regulatorem cévni homeostazy a vykazuje fadu vasoprotektivnich
ucinki, mezi néz patii produkce vasodilatacné pusobicich substanci, potlaceni ristu bun¢k
hladké svaloviny ¢i inhibice zanétlivych odpovédi. Vétsina téchto ucinku je zprosttedkovana
oxidem dusnatym (NO), nejucinnéj§im endogennim vasodilatitorem. Pokles v produkci
¢i aktivité NO vede k naruSeni endotel dependentni vasodilatace, coZ je charakteristicky rys
endotelové dysfunkce. Endotelovd dysfunkce je prvnim a zisadnim krokem v rozvoji
aterosklerdzy a lze ji v cévach detekovat jesté pred strukturdlnimi zménami cévni stény.
Ateroskler6za je komplexni zanétlivé onemocnéni, jez je podkladem mnoha kardiovaskularnich
onemocnéni, zejména ischemické choroby srdecni, a tvofi tak hlavni pfi¢inu morbidity
a mortality ve vyspélych zemich. Lékem volby v terapii aterosklerdzy, potazmo ischemické
choroby srde¢ni, jsou statiny, které prokazatelné snizuji hladiny LDL cholesterolu a svymi
pleiotropnimi G€inky pfiznivé moduluji funkci endotelu.

Pro studium aterosklerozy se v soucasné dobé nejCastéji vyuzivaji mysi modely.
Predev§im diky snadnym genetickym manipulacim a dietdrnim zasahtim lze v relativné
kratkodobém casovém horizontu docilit aterosklerotickych zmén. Tyto zmény jsou
detekovatelné na morfologické 1 funkéni Grovni. Jednu ze zasadnich roli v tomto procesu ma
signalizacni kaskéda transformujiciho rastového faktoru § (TGFp).

Hlavnim tématem publikaci v této souhrnné disertacni praci byla tloha tkanového
endoglinu (TGFp receptor III, Eng), jeho solubilni formy a dalSich ¢leni TGFf signaliza¢ni
kaskady v rozvoji endotelové dysfunkce u vybranych mySich modeli aterosklerdzy. Role
solubilni formy Eng (sEng) v tomto patologickém procesu byla hlavnim pfedmétem zkoumani,
jelikoz zvySené hladiny sEng byly detekovany u pacientii s hypercholesterolémii,
aterosklerdzou, arteridlni hypertenzi a diabetem mellitem II. typu.

Pro objasnéni role sEng v rozvoji endotelové dysfunkce jsme pouZili transgenni mysi
model s vysokou hladinou lidského sEng v plazmé (Sol-Eng" high) a jako kontrolni skupinu

jejich sourozence s nizkou hladinou lidského sEng v plazmé (Sol-Eng" low). Mysim byla



podavana vysokotukova dieta pro navozeni hypercholesterolémie, a tedy simulace
patofyziologického podkladu u pacientt s ateroskler6zou v klinické praxi. Vysledky studie
prokazaly, ze vysoké hladiny sEng v kombinaci s mirnou hypercholesterolémii rozviji fenotyp
endotelové dysfunkce charakterizovany signifikantné zhorSenou schopnosti aorty
vasokonstrikce i vazodilatace u Sol-Eng” high skupiny. Kombinace vysokych hladin sEng
a hypercholesterolémie také vedla ke snizeni exprese vSech ¢lent Eng/Smad 2/3/eNOS
signaliza¢ni kaskady v aorté, coz vedlo k naruseni eNOS dependentni vasodilatace a nasledné
k rozvoji endotelové dysfunkce.

Dalsi studie byla zaméiena na Casny rozvoj endotelové dysfunkce v aorté a ovéieni
hypotézy, zda tento patologicky jev je doprovdzen zménami v expresi tkanového Eng
za soucasné zmény hladin sEng a rozvoje zanétlivé odpovédi. Pro tuto studii byly pouzity
apolipoprotein E/LDL receptor deficientni mysi samice (ApoE”/LDLR™) ve véku 2 mésicii
a jako kontrolni skupina C57BL/6J mysi samice t¢hoz v€ku. Mysi byly krmeny standardni
dietou, jelikoz se o¢ekéaval spontanni rozvoj hypercholesterolémie u ApoE”/LDLR” skupiny.
Vysledky studie potvrzuji, ze hypercholesterolémie je doprovazena vysokymi hladinami sEng,
zangtlivou odpovédi a naruSenim metabolismu NO. Dale ze studie vyplyva, zZe
hypercholesterolémie vede ke snizené expresi tkdniového Eng a vSech ¢lent jeho signalizace,
coz vede k rozvoji endotelové dysfunkce v aorté ApoE”/LDLR skupiny.

Uloha sEng jakozto potencialniho induktoru endotelové dysfunkce, ktery pfispiva
k rozvoji hypertenze, byla zkoumana i na irovni srdce. Pro tuto studii byl op&t pouZit transgenni
mysi model (Sol-Eng" high and Sol-Eng" low skupina). Mysim byla podavana standardni, nebo
vysokotukova dieta. Cilem bylo zjistit, zda zvySené hladiny sEng vyvolaji zmény na Grovni
TGFp signaliza¢ni kaskady (Eng, Smad proteiny), na Grovni exprese markerd reflektujicich
remodelaci srdce (PDGF, Col1Al) a také markert zanétu (VCAM-1, ICAM-1). Vysledky
studie neprokazaly signifikantni vliv zvySenych hladin sEng na morfologickou strukturu
(fibrozni a degenerativni zmény kardiomyocytll), rozvoj zanétu ¢i ovlivnéni exprese clenli
TGFp signalizace.

Vysledky studii pomohly objasnit roli obou forem endoglinu v rozvoji endotelové
dysfunkce. Snizena exprese tkanového Eng doprovazi rozvoj endotelové dysfunkce v mysi
aorté. Lze také konstatovat, ze vysoké hladiny sEng mohou byt povaZzovany za rizikovy faktor

rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni.
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The endothelium is a major regulator of vascular homeostasis and exerts a number
of vasoprotective effects, including production of vasodilating agents, suppression of smooth
muscle cell growth, or inhibition of inflammatory responses. Most of these effects are mediated
by nitric oxide (NO), the most effective endogenous vasodilator. Decreased NO production
or its activity is a hallmark of endothelial dysfunction leading to an impaired
endothelial-dependent vasodilation. Endothelial dysfunction is the first and key step in
the development of atherosclerosis and can be detected before structural changes in the vessel
wall. Atherosclerosis is a complex inflammatory disease underlying many cardiovascular
disorders including ischemic heart disease and represents the major cause of morbidity
and mortality in developed countries. Statins are drugs of choice in the treatment of
atherosclerosis and ischemic heart disease, which have been shown to reduce LDL cholesterol
levels and modulate endothelial function with their pleiotropic effects.

Mouse models are currently the most commonly used animal model in the field
of atherosclerosis research. Atherosclerotic changes can be achieved in a relatively short time
frame, especially due to easy genetic manipulations and dietary interventions. These changes
are detectable at both morphological and functional levels. Signaling pathway of transforming
growth factor B (TGFp) has one of the most significant roles during these processes.

The role of membrane endoglin (TGF receptor III, Eng), its soluble form and other
members of TGFf signaling pathway in the development of endothelial dysfunction in selected
mouse models of atherosclerosis, was the key topic of manuscripts in this summary dissertation
thesis. The main objective of this thesis was focused on the role of soluble endoglin (sEng)
in the pathogenesis of endothelial dysfunction, especially because of increased sEng levels were
detected in patients with hypercholesterolemia, atherosclerosis, arterial hypertension,

and type II diabetes mellitus.



To determine the role of sEng in the development of endothelial dysfunction, we used
transgenic mouse model with high levels of human sEng in plasma (Sol-Eng" high) and their
age matched littermates with low plasma levels of human sEng (Sol-Eng” low) as a control
group. Both groups were fed high fat diet to induce hypercholesterolemia and thus simulate
the pathophysiological basis in patients with atherosclerosis in clinical practice. Study results
showed, that increased sEng levels combined with mild hypercholesterolemia develop
endothelial dysfunction like phenotype characterized by significantly impaired vasodilation
and vasoconstriction in aortas of Sol-Eng” high mice. Combination of increased sEng levels
and hypercholesterolemia led to decreased expression of all members Eng/Smad 2/3/eNOS
signaling in aorta resulting in impaired eNOS-dependent vasodilation and the development
of endothelial dysfunction.

The next study was focused on the changes in membrane Eng expression and
sEng levels during early development of endothelial dysfunction. We used two-month-old
female apolipoprotein E and LDL receptor double deficient mice (ApoE”/LDLR™) and female
C57BL/6J mice at the same age as a control group. Mice were fed chow diet and spontaneous
development of hypercholesterolemia was expected in ApoE”/LDLR”" group. Study outcomes
demonstrated, that hypercholesterolemia is accompanied by increased sEng levels,
proinflammatory state and a disruption of NO metabolism. Furthermore, the results suggest that
hypercholesterolemia leads to a decrease in membrane Eng expression and all members of its
signaling resulting in the development of endothelial dysfunction in ApoE”/LDLR™" group.

The role of sEng as a possible inducer of endothelial dysfunction, that contributes to
the development of hypertension was evaluated at the myocardial level. Transgenic mouse
model expressing human sEng was used (Sol-Eng” high and Sol-Eng" low group). Mice were
fed either chow or high fat diet. We assessed the hypothesis that increased sEng levels may
result in expression changes in TGFf signaling (Eng, Smad proteins), in expression of markers
reflecting heart remodeling (PDGF, CollAl), and inflammatory markers (VCAM-I,
ICAM-1). Study results did not demonstrate the significant impact of increased sEng levels
on morphological structure of myocardium (profibrotic and degenerative cardiomyocyte
changes), development of inflammation or influence of TGFJ signaling.

The results of the studies helped to clarify the role of both forms of endoglin in
the development of endothelial dysfunction. Decreased membrane Eng expression accompanies
the development of endothelial dysfunction in mouse aorta. It can be also concluded, that

increased sEng levels can be considered as a risk factor of cardiovascular disease development.
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specificky protein 1
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tumor nekrotizujici faktor o

thromboxan A»

vascular cell adhesion molecule 1, buné¢na adhezni molekula 1
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1. Uvod

Ateroskler6za, onemocnéni patfici mezi civilizaéni choroby a doprovazejici fadu
kardiovaskularnich onemocnéni, je jednou z nejcastéjSich pticin umrti ve vyspélych zemich.
Toto onemocnéni je chronicky a zanétlivy degenerativni proces, ktery se vyznacuje zejména
akumulaci lipidi v arteridlni sténé, dale také migraci a proliferaci hladkych svalovych bunék,
infiltraci makrofagl a zvySenou produkci vaziva. Hlavnim rizikovym faktorem je zvySena
hladina LDL cholesterolu v krvi, ktera se spolupodili na poskozeni funkce endotelu a narusuje
tak pfirozenou cévni homeostdzu. Rozvoji aterosklerotického procesu napomahaji i dalsi
faktory, mezi néz patii vysoky krevni tlak, obezita, koufeni, stres ¢i genetické predispozice.
Progredujici ateroskleroticky proces vede ke klinickym manifestacim, nejcastéji v podobé
ischemické choroby srde¢ni a infarktu myokardu.

Endotel je hlavnim reguldtorem cévniho tonu, a to zejména prostfednictvim udrzovani
rovnovahy mezi vasodilataéné a vasokonstrikéné ptisobicimi faktory. Endotel téz vykazuje
antikoagulacni a antiagregacni vlastnosti. Pfi naruseni rovnovazného stavu dochdzi k rozvoji
endotelové dysfunkce, ktera je prvnim a zdsadnim krokem v rozvoji aterosklerozy. Nasledkem
toho dochdzi ke snizené schopnosti vasodilatace, coz je zpiisobeno snizenou produkci oxidu
dusnatého (NO) a endotelové NO syntazy (eNOS), enzymu zodpovédného za tvorbu NO. Také
se zvysuje permeabilita endotelu, agregace trombocytl a adheze leukocytl. Z terapeutického
hlediska jsou v 1écbé aterosklerdzy nejucinnéjsi skupinou léciv statiny. Statiny prokazatelné
snizuji hladiny LDL cholesterolu v krvi a svymi pleiotropnimi G€inky ptiznivé moduluji funkci
endotelu.

Signalizacni kaskada transformujiciho ristového faktoru B (TGFP) hraje ve vyvoji
aterosklerotického procesu vyznamnou roli. Soucasti TGFf signalizace je tkanovy endoglin
(Eng), ktery zde slouzi jako pomocny receptor a spolu s TGF receptorem typu I a II vytvari
aktivni receptorovy komplex, jeZ ovliviiuje fadu funkci endotelovych bunék. Velmi dilezitou
ulohou Eng je jeho schopnost zvySovat hladinu a uroven fosforylace transkripéniho faktoru
Smad 2 (jez je také Clenem TGF[ signalizace), coz vede ke zvySené expresi eNOS
endotelovymi bunikami a podporuje tak funkci tohoto enzymu. V plazmé je pfitomna solubilni
forma Eng (sEng), kterd vznika proteolytickym Stépenim extracelularni domény tkanového
Eng. Zvysené hladiny sEng byly zaznamendny u pacientli s hypercholesterolémii,
ateroskler6zou, diabetem mellitem II. typu ¢i preeklampsii, kde tyto hladiny korelovaly

se zavaznosti onemocnéni. Tkanovy Eng by tedy mohl byt povazovan za protektivni marker
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v rozvoji endotelové dysfunkce a aterosklerozy, kdezto zvySené hladiny sEng v plazmé
ptredstavuji pravdépodobné marker vaskularni poskozeni.

Tato disertacni prace shrnuje vysledky a zavéry studii, jez byly vypracovany v ramci
dlouhodobého vyzkumu endotelové dysfunkce a aterosklerézy na Katedie biologickych
a lékarskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy pod vedenim
prof. PharmDr. Petra Nachtigala, Ph.D. Prace je koncipovana jako komentovany soubor
publikaci se zamétenim na roli tkaniového a solubilni endoglinu v rozvoji endotelové dysfunkce

u vybranych mysich modelt.
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2. Teoreticka c¢ast

2.1.Ateroskleroticky proces a jeho morfologické aspekty

2.1.1. Morfologicka struktura zdravé artérie

Sténa zdravé arterie je tvofena tiemi zakladnimi vrstvami, a to lumen vystylajici vnitini
vrstvou tunica intima, dale stfedni vrstvou tunica media a vnéjsi vrstvou tunica adventitia (1).
Tyto tfi vrstvy jsou od sebe oddéleny koncentrickymi vlakny elastinu, kterd formuji lamina
elastica interna, tvorici hranici mezi vrstvou tunica intima a tunica media, a lamina elastica
externa, ktera oddéluje vrstvu tunica media od vné&jsi vrstvy tunica adventitia, coz je viditelné
zejména u artérii muskularniho typu (2).

Z hlediska aterogeneze je nejvice exponovana vnitini vrstva tunica intima, jez je tvofena
jednou vrstvou endotelovych bunék, které tvoti selektivni dynamickou bariéru mezi krevnim
feciStém a stromatem arteridlni stény (3). Endotel se podili na celé fad¢ fyziologickych procesi,
mezi néz patii regulace vaskularniho tonu prostednictvim udrzovani rovnovahy v produkci
vasodilata¢né a vasokonstrikéné ptisobicich latek, regulace cévni permeability ¢i antiagregacni
pusobenti (4).

Stfedni vrstva tunica media je tvofena buiikami hladké svaloviny, které lezi na bazalni
membrané extracelularni matrix, jez je slozena zejména z elastickych vlaken a kolagenu (2).
Zakladni fyziologickou ulohou této vrstvy je regulovat prusvit cévy, coz vede k ovlivnéni
vasomotorické aktivity. ZvySena sympatickd stimulace vede ke kontrakci bunék hladké
svaloviny, a tedy v diisledku k vasokonstrikci. Pti poklesu sympatické aktivity naopak dochazi
k relaxaci bun€k hladké svaloviny, tedy vasodilataci (5). Vasodilatace na Grovni hladkych
svalovych bunék je téz zprostiedkovana plisobenim oxidu dusnatého (NO), ktery je tvofen
endotelovymi builkami po stimulaci muskarinovych receptorti typu III acetylcholinem,
jez je mediatorem parasympatiku. NO nasledn¢ difunduje z endotelovych bun¢k do bunék
hladké svaloviny (6, 7).

Vnéj$i vrstva tunica adventitia se typicky skldda z hladkych svalovych bunék,
fibroblasti, kolagenu, elastinu a ¢etnych nervovych vléken, kterd zajist'uji inervaci. U velkych
arterii je typicka ptfitomnost vlastniho cévniho zasobeni, zndmého jako vasa vasorum,
a to z diivodu potieby zajisténi dostatecn¢ho krevniho zasobeni (2). Ackoli byla adventicii
pfisuzovana pouze vlastnost upevnéni dané cévy k okolnim tkdnim, prokazalo se, Ze pfitomné
fibroblasty maji schopnost dynamicky reagovat na poskozeni cévni stény prostfednictvim

regulace vaskularniho tonu (8).
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2.1.2. Ateroskleroticky proces

Ateroskleroza, jedna z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality ve vyspélych zemich,
je zanétlivé onemocnéni postihujici artérie elastického 1 muskularniho typu, typicky se jedna
o aortu ¢i korondrni artérie. Zakladnim atributem pro rozvoj aterosklerézy je zvySena
plazmatickd koncentrace cholesterolu, zejména oxidovanych ¢astic LDL cholesterolu a jejich
akumulace v arteridlni sténé (9). Mezi typicka predispozi¢ni mista vzniku aterosklerotickych
1ézi patii oblast vétveni, bifurkace a zakfiveni arteridlnich segment, kde dochazi
k turbulentnimu a zhorSenému krevnimu pratoku (1).

Aterogeneze je charakterizovana  uklddanim  oxidovanych LDL  ¢&astic
v subendotelovém prostoru, infiltraci makrofagi, proliferaci bun€k hladké svaloviny,
akumulaci sloZek pojivové tkan€ a naslednou formaci trombu (10). Mezi rizikové faktory, které
ptispivaji k rozvoji aterosklerdzy, patii zvySené hladiny LDL cholesterolu, koufeni, hypertenze
¢i diabetes mellitus II. typu (11). Existuji téZ hypotézy o negativnim vlivu infekénich
mikroorganismu jako herpetické viry ¢i bakterie Chlamydia pneumoniae (12, 13).

Ateroskleroticky proces se typicky manifestuje ve tiech fazich, a to faze lipidovych
prouzk, fibro-lipidovych 1€zi a tvorba aterosklerotického platu (14).

Prvnim krokem aterogeneze je aktivace endotelovych bunék, téz nazyvana endotelova
dysfunkce, vyvolana hemodynamickou zatézi, pisobenim volnych kyslikovych a dusikovych
radikalt ¢i zvySenim poctu a modifikaci LDL ¢astic (15, 16). Pii aktivaci endotelovych bunék
dochazi ke zmén¢ permeability cévni stény a ndsledné k infiltraci monocyti a T-lymfocyti
z krevni cirkulace do arteridlni intimy (17). Subendotelovy prostor se zvétSuje a vlivem zvySené
permeability endotel umoziuje snazsi prostup lipoproteinovych castic do tohoto prostoru.
Lokalni loziska lipidd jsou v podobé takzvanych lipidovych prouzki. Nésledné probiha proces
lipoperoxidace vedouci k uvolnéni cholesterolu, ktery je pohlcovan diferencovanymi monocyty
v tkanové makrofagy (18). Tkanové makrofagy fagocytuji oxidované LDL castice
prostfednictvim scavenger receptori a modifikuji se v pénové buiiky. Pénové buiky nasledné
indukuji svymi cytokiny rozvoj zanétlivé reakce v intimé cévy (19). Sténa cévy se typicky
v misté€ poskozeni ztlust'uje, a to zejména kvili pfitomnosti nekrotickych depoziti z rozpadlych
pé€novych bunék a extraceluldrni matrix, jez je produkovana bunkami hladké svaloviny (9).
Vlivem téchto patologickych zmén se antikoagulac¢ni charakter endotelu posouva smérem
k prokoagula¢nimu a nastava dalsi faze aterosklerotické procesu (20).

Druhé faze aterosklerotického procesu je typickd vznikem fibro-lipidovych 1ézi. V této

fazi nastdva migrace a proliferace bunck hladké svaloviny smérem k lumindlni strané cévni
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stény (9, 21). Buiiky hladké svaloviny syntetizuji slozky extracelularni matrix, jez se formuji
do podoby fibrézni Cepicky, kterd zakryva lipidové jadro s nekrotickymi depozity. Fibrozni
cepicka je slozena z kolagenovych vlaken, makrofagt, T-lymfocyti a bunék hladké svaloviny.
Jeji vznik vede k extracelularni hypertrofii, ¢imz se zmenSuje lumen cévy a dochazi
ke snizenému pritoku krve postizenou oblasti (22). Na povrchu léze dochazi k adherenci
trombocytd, s jejichz aktivaci je spojovana produkce kyseliny arachidonové. Ta slouzi jako
prekurzor pro syntézu prostaglandinli, mezi néz patii i thromboxan A2, ktery zptisobuje
vasokonstrikci a agregaci trombocyti (23, 24). Dale z arachidonové kyseliny vznikaji
1 leukotrieny, které potencuji zanétlivou reakci v postizené oblasti (25). Tyto procesy vedou
k oslabeni fibrozni ¢epicky s konsekvencemi v podobé¢ uvolnéni kolagenu a lipida do krevniho
reCisté, coz prispiva k dalsi akumulaci a adhezi trombocytii (26). Na tomto patologickém
podkladu muze dojit ke vzniku krevni sraZeniny s klinickou manifestaci ve form¢ blokady
krevniho pritoku (27).

Ateroskleroticky plat, rozvinutou fazi aterosklerdzy, lze klasifikovat dle charakteru
jadra a fibrozni Cepicky. Stabilni ateroskleroticky plat se sklada z malého nekrotického jadra
s malym obsahem lipidl a pénovych bunék. Nekrotické jadro je kryto silnou fibrozni ¢epickou
(28). Nestabilni plat je tvofen velkym nekrotickym jadrem bohatym na lipidy, které je
obklopeno aktivovanymi bunikami imunitniho systému. Dochazi zde k ubytku extracelularni
proteoglykanové matrix, tvofené zejmeéna fibrilarnim kolagenem a fibronektinem, a tim padem
ke ztenceni fibrozni Cepicky (29, 30). Na ztenceni fibrozni Cepi¢ky se svym plsobenim také
podileji metaloprotedzy (kolagendza, elastiza ¢i stromelysin), které jsou uvolilovany
makrofagy (31). Nestabilni plat je nachylny k ruptufe, pti které dochazi k priniku krve do jeho
nitra a obturaci lumen cévy. Ruptura platu mize vést k akutni hypoxii postizené oblasti
a klinické manifestaci formou ischemickych epizod, trombdz, akutnich koronarnich piihod
a infarkt myokardu (26, 28).

Grafické vyjadieni jednotlivych fazi aterosklerotického procesu je znazornéno

v obrazku 1, 2 a 3.
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Obrazek 1: Faze lipidovych prouzki. Lipidové prouzky jsou zpocdtku tvoreny Cdsticemi
LDL cholesterolu, monocyty, makrofagy a T-lymfocyty. Poté se k jejich formaci pridavaji buriky
hladké svaloviny, které podléhaji procesu migrace za soucasné stimulace transformujiciho
riistového faktoru B ci fibroblastového ristového faktoru. Nasleduje tvorba pénovych bunék,
ktera je zprostredkovana makrofagy fagocytujicimi oxidované castice LDL cholesterolu.

Charakter endotelu se posouva smeérem od antikoagulacnich viastnosti k prokoagulacnim (9).

Macrophage accumulation Formation of Fibrous-cap formation
necrotic core

Obrazek 2: Vznik pokrocilé aterosklerotické léze. Faze lipidovych prouzkii progreduje
do transformace v nekrotické jadro a fibrozni Cepicku. Stale probiha akumulace makrofagui,
ktera je spojena s piisobenim monocytového chemotaktického proteinu 1, faktorem stimulujici
makrofagové kolonie a oxidovanych LDL castic. Aterosklerotické léze maji tendenci

expandovat smeérem do lumen cévy (9).
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Obrazek 3: Nestabilni ateroskleroticky plat. Tato faze aterosklerozy je typickd ztencenim
fibrozni cepicky, k cemuz dochazi zejména piisobenim metaloproteadz, které jsou produkovany
makrofagy. Tyto proteolytické enzymy zpiisobuji degradaci extraceluldarni matrix, coz miiZe vést
k rupture aterosklerotického platu a nasledné ke krvdceni. Klinicka manifestace tohoto stavu

se projevi vznikem trombu a obturaci lumen cévy (9).

2.2.Endotel za fyziologickych a patologickych podminek

2.2.1. Fyziologicka funkce endotelu

Endotel je nejvétSim endokrinnim organem lidského organizmu, tvofici souvislou
vystelku vnitiniho povrchu cév (32). Endotel je tvoien jednou vrstvou tésné ptiléhajicich bunék,
jejichz strukturni a funk¢ni integrita je dulezita pro kontrolu napéti cévni stény, a tedy i pritoku
krve. Endotelové buiiky pisobi jako dynamicka polopropustnd bariéra regulujici prostup
jednotlivych molekul (33). Endotel, kromé bariérové funkce, je téZ metabolicky aktivni soucasti
cévni stény a podili se na syntéze autokrinnich, parakrinnich a endokrinnich plisobku, které
dale ovlivnuji bunky hladké svaloviny, trombocyty a leukocyty (34).

Endotel je dulezitym regulatorem homeostazy prostfednictvim modulace cévniho tonu,
udrZzovanim neadhezivniho luminalniho povrchu a také zprosttedkovava hemostazu (35). Lze
fici, Ze endotel vystupuje jako medidtor v souhfe a rovnovéaze tvorby prokoagulacnich
a antikoagulac¢nich a proliferacnich a antiproliferac¢nich ptisobkii. Cévni tonus je na endotelové
urovni regulovan vyvazenou produkci vasodilata¢nich a vasokonstrikénich mediatorti (36).

Schopnost endotelovych bun¢k vyvolat arteridlni vasodilataci spo¢iva v uvolnéni

vasoaktivnich latek, které difunduji pfes vnitini vrstvu tunica intima k hladkym svalovym
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bunikdm v tunica media. Uvolnéni molekuly NO hraje zasadni roli pfi navozeni vasodilatace
a také vochrané¢ endotelovych bunék pied koronarnimi onemocnénimi (37). Druhou
vyznamnou vasodilatacné piisobici substanci je prostacyklin (téz prostaglandin I, PGIy), ktery
ma také antitrombotické Ucinky a inhibuje proliferaci hladkych svalovych bunék (38). Kromé
NO a PGI: se na vasodilataci téz podili endotelovy hyperpolariza¢ni faktor (EDHF), ktery je
povazovan za difuzni faktor zpisobujici hyperpolarizaci hladkého svalstva a nésledné tedy
vasodilataci prostfednictvim aktivace draslikovych kanalt (39). Lze fici, ze tyto tii mediatory
pusobi synergicky pro navozeni fyziologické vasodilatace, avSak dominantni roli zastava
NO (40).

Endotelové bunky produkuji také vasokonstrikéné plisobici mediatory, mezi které lze
zafadit endotelin-1 (ET-1) ¢i thromboxan A> (TXAz). ET-1 pfispiva k regulaci cévniho tonu
na lokalni Grovni a bylo prokadzano, ze ET-1 mlze indukovat expresi adheznich molekul
a stimulovat migraci a proliferaci hladkych svalovych bun€k, coz naznacuje jeho proaterogenni
vlastnosti (41, 42). Syntéza TXA> je katalyzovana cyklooxygendzou, jez je exprimovana
endotelem. TXA» se nasledné vaze na své receptory pritomné na povrchu trombocytd a tato
aktivace vede k jejich agregaci. Receptory jsou téz ptitomné v hladkych svalovych bunikéch,
kde po aktivaci dochdzi ke zvySeni intracelularni koncentrace vapenatych iontl a nasledné

k vasokonstrikci (43).

2.2.2. Endotelova dysfunkce

PoSkozeni  endotelu  naruSuje  rovnovdznou  produkci  vasodilata¢nich
a vasokonstrikénich medidtorti, coz vede k iniciaci fady procesi, které podporuji rozvoj
¢1 exacerbaci aterosklerdzy. Tyto procesy zahrnuji zvySenou permeabilitu endotelu, agregaci
trombocytl, adhezi leukocytli a tvorbu cytokind, coz je zndzornéno i v obrazku 4 (9). Hlavnim
projevem poskozeni endotelu a rozvoje endotelové dysfunkce je sniZend produkce nebo aktivita
NO, coz vede k naruSeni schopnosti vasodilatace (44).

Endotelova dysfunkce se podili na patogenezi kardiovaskuldrnich onemocnéni, tedy
ptedchazi i rozvoji aterosklerozy (45). Dysfunkce endotelu, kterd je vysledkem jeho poranéni,
vede k aktivaci kompenzacnich reakei a naruSeni homeostatickych vlastnosti endotelu. ZvySuje
se adheze endotelu vzhledem k leukocytim nebo trombocytim a také se méni jeho
permeabilita. Dochdzi k rozvoji zanétlivé odpovédi, coZ stimuluje migraci a proliferaci

hladkych svalovych bun¢k (9).
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Obrazek 4: Endotelova dysfunkce. Prvni zmény, které nastavaji pred rozvojem
aterosklerotickych lézi, probihaji v endotelu. Miizeme mezi né zaradit zvysenou permeabilitu
pro lipoproteiny a dalsi slozky plazmy ¢i zvySenou expresi adheznich molekul, které umozZnuji

diapedézu leukocyti z krevniho recisté do subendotelového prostoru (9).

2.2.3. Fyziologicka uloha NO a eNOS a diisledky jejiho naruSeni

NO je konstitutivné¢ syntetizovan v endotelovych bunkach. Syntéza probiha
z aminokyseliny L-argininu za katalytického ptisobeni eNOS. Pro biosyntézu NO je zapotiebi
fada kofaktord, mezi néz patii tetrahydrobiopterin (BH4) ¢i kalmodulin. Po syntéze dochézi
k difuzi tohoto plynu pfes membranu endotelovych bunék a vstupu do hladkych svalovych
bun¢k pifitomnych v tunica media. Zde aktivuje guanylatcyklazu, coz vede ke zvySeni
intracelularni koncentrace cyklického guanosin-3, 5-monofosfatu (cGMP). cGMP funguje jako
druhy posel a zprostfedkovava biologické u¢inky NO, které vedou k udrZeni cévni homeostazy.
Jedna se o Siroké spektrum biologickych t¢inkd zahrnujici kontrolu cévniho tonu, potlac¢eni
agregace trombocytl, migraci leukocyti a bunécnou adhezi k endotelu. Déle zmiriiuje
proliferaci a migraci bun¢k hladkého svalstva. Kromé téchto u¢inki mtze NO také inhibovat
aktivaci a expresi ur¢itych adheznich molekul a ovliviiovat produkei superoxidového aniontu,
ktery zptisobuje oxidacni stres. Molekula NO je velmi nestabilni a ma kratky biologicky
polocas v tadu nekolika sekund (46). Metabolismus NO probiha formou oxidace, kdy nejprve
dochazi ke vzniku meziproduktu ve formé dusitanu, ktery je posléze oxidovan na dusi¢nan,
jez je vylu¢ovan do moci (47). NO hraje zasadni roli v udrzeni fyziologické funkce endotelu.
Pii poklesu produkce NO dochédzi ke zméné vaskularniho fenotypu, ktery je nachylnéjsi

k rozvoji endotelové dysfunkce a nasledné k rozvoji aterosklerozy (48).

20



Hemodynamické smykové napéti je dilezitym fyziologickym podnétem, ktery vede
k uvoliiovani NO z endotelovych bunék. Uvoliiovani NO nastava pti aktivaci signalni drahy,
ktera vede ke zvyseni exprese mRNA a proteinové urovné eNOS s naslednou fosforylaci tohoto
enzymu (p-eNOS) (49). Fosforylace eNOS je povazovana za hlavni posttransla¢ni modifikaci
ovliviiujici aktivitu enzymu. Zména na urovni fosforylace umoziuje rychlé reakce na rtizné
mechanické, humoralni, metabolické ¢i farmakologické stimuly (50). Fosforylace v pozici
Ser1177 poskytuje nejdilezitéjsi pozitivni modulaci aktivity eNOS a ptimo vede ke zvysené
aktivité¢ enzymu.

Snizena aktivita NO, projevujici se naruSenou endotel dependentni vasodilataci, je
povazovana za pocatecni a charakteristicky projev rozvoje endotelové dysfunkce, jez nastava
jeste pred strukturdlnimi zménami cévni stény (49). Zakladni mechanismus vedouci k naruseni
endotel dependentni vasodilatace je porucha eNOS signaliza¢ni kaskady, coZ zahrnuje sniZenou
expresi a enzymatickou aktivitu eNOS a také sniZenou senzitivitu na NO (51). DalS§im
dilezitym mechanismem zhorSené endotel dependentni vasodilatace, jez nastava
pii hypercholesterolémii a rozvoji aterosklerdzy, je zvySena degradace NO zpiisobena interakci
se superoxidovym radikdlem. Tato interakce vede k produkci peroxynitritu, ktery muze
oxidovat BH4 a také redukovat bunécény transport L-argininu, substratu eNOS pro produkci
NO (52). Tyto déje vedou ktzv. rozpojeni eNOS (uncoupling), jez produkuje spise
superoxidovy radikal nez NO, a tim padem podporuje dal§i vznik peroxynitritu a inaktivaci
NO (53).

Mechanismus vedouci k preferencni tvorb& superoxidového radikalu je zndzornén

v obrazku 5.
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Obrazek 5: Mechanismus rozpojeni eNOS. Stimul pro rozpojeni eNOS nastdava pri zmeéné toku
elektronii. Proud elektronii zacind z koenzymu nikotinamidadenindinukleotid fosfatu (NADPH)
a pokracuje na reduktdazové domény flavinadenindinukleotidu (FAD) a flavinmononukleotidu
(FMN), jez dodavaji elektrony atomu Zeleza v oxygendzové doméné molekule hemu
a trihydrobiopterinovému radikalu (BH3). BH; je generovan jako meziprodukt katalytického
cyklu, ktery vede ke konecnym produktiim, tedy NO a L-citrulinu. BHy je nezbytny pro darovani
protonu a elektronu univerzalnim meziproduktiim v reakcnim cyklu L-arginin a eNOS, jez
vedou k tvorbé NO, L-citrulinu a kysliku. Kalmodulin (CAM) 7idi tok elektronui v eNOS a ionty
zinku (Zn) vazané na eNOS jsou potiebné pro tvorbu dimeru a jeho stabilitu. V pritomnosti
monomerniho (rozpojeného) eNOS, jez nastava pri stavu deficience substratu L-argininu
¢i kofaktoru BHy, dochazi k odklonu elektronii spise na molekularni kyslik nez L-arginin,

coz vede k preferencni tvorbé superoxidového radikalu pred produkci NO (54).

2.2.4. Vliv bunéénych adheznich molekul na rozvoj endotelové dysfunkce

Rozvoj endotelové dysfunkce zahrnuje infiltraci zanétlivych bunék z cirkulace
do subendotelového prostoru prostiednictvim transendotelové migrace. Tento proces je
zprosttedkovan prevazné bunéénymi adheznimi molekulami, které jsou exprimovany cévnim
endotelem a cirkulujicimi leukocyty v reakci na zanétlivé stimuly (55). Selektiny a jejich
ligandy umoziuji kutdleni leukocytl po povrchu cévni stény a nasledné vytvoreni kiehkych
vazeb mezi leukocyty a endotelovymi bunikami (56). Intercelularni adhezni molekula 1
(ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1) a bunéénd adhezni molekula 1 (VCAM-I,

vascular cell adhesion molecule 1), patfici do skupiny imunoglobulinti, jsou exprimovany

22



cytokiny aktivovanym endotelem a zprostiedkovavaji pevnou adhezi zéanétlivych bunck
k cévnimu endotelu (57). Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které zprostiedkovavaji fadu
efektorovych funkei, mezi néz patii regulace endotelového fenotypu ¢i ovlivnéni funkce
leukocyt (58). Destickova adhezni molekula 1 (PECAM-1, platelet endothelial cellular
adhesion molecule 1) reguluje prostup leukocytli z krevniho feCist¢ do subendotelového
prostoru a také se podili na integrit¢ cévni stény (59). Pii rozvoji endotelové dysfunkce je
funkce PECAM-1 naruSena, coz vede ke zvySené permeabilité endotelu projevujici se zvysenou
extravazaci leukocyti (60). Lze konstatovat, ze adhezni molekuly vyznamné participuji
ve vyvoji endotelové dysfunkce i dalSich fazich aterosklerotického procesu a nestabilité
aterosklerotickych platt (55).

Typickou bunéfnou adhezni molekulou je P-selektin, ktery je skladovan
ve Weibel-Paladeho téliscich endotelovych bung¢k a alfa granulich trombocytl, z nichz je velmi
rychle uvolnovan pii aktivaci endotelovych bunck. P-selektin je exprimovéan v pribchu
akutniho i chronického zanétu a zprostredkovava kutaleni monocyti a neutrofild po povrchu
endotelu (61). Exprese P-selektinu a néslednd adheze monocytli na aktivovany endotel je
indukovéna oxidovanymi LDL c&ésticemi (62). Také byla potvrzena detekce P-selektinu
na endotelu aterosklerotickych platl, nikoli v§ak na zdravém endotelu bez zndmek zanétu (63).
Trombocyty exprimuji P-selektin a zaroven jim je pfisuzovana aktivni role v interakci
s endotelem ve stavu zanétu a pti vazbé P-selektinu na endotel. Behem téchto interakci dochazi
k pfichyceni trombocytl k povrchu endotelu, coZ nasledné vede ke zvySené adhezi monocytu.
Trombocyty interaguji téZ s monocyty a zvySuji afinitu leukocytarnich integrind,
a to prostfednictvim tvorby prozanétlivych chemokinti (64, 65). Zvysenou expresi P-selektinu
1ze tedy povazovat za rany projev a ukazatel rozvoje endotelové dysfunkce.

DalSim typickym znakem, ktery reflektuje aktivovany stav endotelu, je zvySend exprese
VCAM-1. VCAM-1 je glykoprotein exprimovan pifevazn¢ endotelovymi buitkami (66). Tato
exprese je aktivovana prozanétlivymi cytokiny, superoxidovym radikdlem, oxidovanymi
casticemi LDL cholesterolu ¢i smykovym napétim (67). VCAM-1 je hlavnim regulatorem
adheze leukocytli a transendotelové migrace prostfednictvim interakce s o4f1 integrinem.
o4B1 integrin je exprimovan na leukocytech a adheruje k VCAM-1 na povrchu endotelovych
bunék, ¢imz dochézi k aktivaci signalizani drahy v aktivovaném endotelu, coz umoziuje
transendotelovou migraci leukocytll (68). VCAM-1 je povazovan za marker zanétu a jeho
zvySenou expresi 1ze detekovat na Girovni predispozi¢nich regionti vaskularniho fecisté, které
charakteristicky postihuje ateroskleroza (69). Jedna se predev§Sim o mista zakfiveni cév

a bifurkace s typicky oscilaénim krevnim pritokem, ktery indukuje zvySenou expresi
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zanétlivych adheznich molekul, jako je VCAM-1 (70). Téz bylo prokazano, ze exprese
VCAM-1 je regulovana oxidovanymi LDL casticemi, které vedou ke zvySené tvorbé tohoto
zangtlivého markeru prostfednictvim aktivace nukledrniho faktoru kappa B (NF-«xB) (71, 72).

Kromé zvysené exprese VCAM-1, lze pozorovat také zvySenou expresi ICAM-1.
ICAM-1 patii do skupiny imunoglobulinii a ma zasadni roli pti pfichyceni leukocytt kolujicich
v krevnim fecisti k povrchu endotelu a nasledné¢ umoziuje jejich transmigraci do tkani (73).
ICAM-1 je konstitutivné v nizkych hladinach exprimovan endotelovymi buikami, avSak
pusobenim zanétlivych cytokint ¢i reaktivnich forem kysliku dochdzi k vyraznému zvyseni
jeho exprese (74). ICAM-1 pifimo piispiva k zanétlivym reakcim v cévni sténé zvySenim
aktivace endotelovych bunck a také je ptfitomen v aterosklerotickych 1ézich, kde je zapojen
do jejich progrese (75). Solubilni forma ICAM-1 (sICAM-1) je pfitomna v plazmé a jeji
zvySené¢ hladiny lze pozorovat v séru pacienti s kardiovaskularnimi onemocnénimi,
kde nékolik studii poukédzalo na korelaci hladin sICAM-1 vséru se zdvaznosti téchto
onemocnéni (76, 77). Dokonce byla pozorovana korelace mezi zvySenymi hladinami
sICAM-1 a progresi aterosklerotickych 1ézi (78). Dle uvedenych dat l1ze povazovat ICAM-1

i jeho solubilni formu za markery reflektujici rozvoj aterosklerotického procesu.

2.3. TGFp signaliza¢ni kaskada

2.3.1. TGFp cytokin

Transformujici rastovy faktor beta (TGFp), pleiotropni polypeptid, kontroluje fadu
biologickych procest, véetné bunécné proliferace, bunécné migrace, syntézy extracelularni
matrix, kalcifikace a imunitni reakce. VSechny tyto déje provazi ateroskleroticky proces (79).
Clenové TGFP rodiny reguluji bundéné funkce prostiednictvim signalizace zahrnujici
transmembranové receptory se serin/threonin kinazovou aktivitou a Smad proteiny. Zmény
v expresi ¢i aktivité jednotlivych ¢lentt TGFf signalizace mohou pfispét k Sirokému spektru
patologii, mezi néZ patfi i kardiovaskularni onemocnéni (80).

TGEFp rodina cytokinil sestava ze tii izoforem, a to TGFB1, TGFB2 a TGFB3. Nicméné
TGFp nadrodina je velkd a kontinualné se rozsitujici skupina regulacnich polypeptidd, a tudiz
kromé modelové TGFp rodiny se do ni fadi i kostni morfogenetické proteiny (BMP), rlstové
a diferenciacni faktory a také aktiviny a inhibiny (81). TGFp cytokiny jsou syntetizovany jako
latentni prekurzory, které jsou aktivovany proteazami katalyzovanym Stépenim s naslednym

uvolnénim biologicky aktivniho fragmentu (82).
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Uvolnéni biologicky aktivnich homodimertd TGFB1, TGFB2 a TGFB3 vede k interakci
s receptorovym komplexem, ktery je tvofen dvéma podjednotkami, a to TGF[3 receptorem I
(TGFBRI) a TGFP receptorem II (TGFBRII) (83). TGFBRI i TGFBRII jsou transmembranové
glykoproteiny, které prostupuji celou bunéénou membranou. TGF[ cytokiny vytvaii vazbu
s TGFBRI a TGFBRIL coz vede k transdukci intracelularniho signélu a aktivaci transkripcnich
faktori zrodiny Smad proteinli (84). K pfenosu intracelularniho signdlu dochazi
prostiednictvim receptorti nazyvanych activin-like kindzy (ALK), v endotelovych bunkéch
se konkrétné jedna o typ ALKI1 a ALKS (85). Krom¢ TGFBRI a TGFBRII se zde nachazi
pomocné receptory typu III (TGFBIII, betaglykan a endoglin). TGFBIII neni typicky receptor
schopny piendset signdl, jelikoZ neobsahuje doménu se serin/threoninovou aktivitou, ale mé
funkci koreceptoru, ktery je schopny prezentovat TGFP cytokin receptorovému komplexu
a neptimo modifikovat jeho aktivity v extraceluldrnim prostoru (86, 87).

Smad proteiny se d¢€li do tfi skupin podle své funkce na regulac¢ni (Smad 1, 2, 3, 5 a §),
mediatorové (Smad 4) a inhibi¢ni (Smad 6 a 7) (88). Aktivovana receptorova podjednotka
TGFBRI zahajuje fosforylaci regulacniho Smad proteinu, coz je rozhodujici pro pienos signalu.
Fosforylaci aktivovany regula¢ni Smad vytvari komplex se Smad 4 za vzniku heterotrimeru,
ktery sestdva z dvou fosforylovanych regulacnich Smad proteinli a jednoho mediatorového
Smad proteinu (84). Tento komplex je transportovan do bunécného jadra, kde se spojuje
s dalSimi kofaktorovymi proteiny a dochazi k zahajeni procesu genové transkripce (89).
Inhibi¢ni Smad proteiny jsou zodpoveédné za negativni prenos signalii kompetici s regulacnimi
Smad proteiny ve vazb€ na receptor nebo mediatorovy Smad protein. Vysledny efekt vede
k proteolytické degradaci regulacnich Smad proteinti (90). Kromé intraceluldrniho pienosu
signalu Smad proteiny mize TGF[ receptorovy komplex vyuzivat i jiné aktivacni cesty (91).
Dal8i moZnou cestou pro pfenos signalu do jadra jsou mitogenem aktivované proteinkinazy
¢1 fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaza (92, 93).

Schéma Smad dependentni regulace TGFf signalizaéni drahy je znazornéno

v obrazku 6.
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Obrazek 6: Schéma TGFp signalizace v endotelovych bunkach. TGF reguluje stav endotelu
prostrednictvim aktivace dvou typu receptoru I s naslednou signalizaci Smad proteinii.
Aktivace ALK-1 vede k fosforylaci transkripcniho faktoru Smad 1/5 (pSmad 1/5), kdezto
aktivace ALK-5 vede k fosforylaci transkripcniho faktoru Smad 2/3 (pSmad 2/3). Fosforylované
Smad proteiny vytvari komplex s mediatorovym Smad 4 a nasledné vstupuji do jadra, kde
reguluji transkripci prislusnych genu. Signalizacni draha ALK-1 a pSmad 1/5 vede ke zvysené
proliferaci a migraci endotelovych bunék, naopak signalizacni draha ALK-5 a pSmad 2/3
inhibuje oba tyto procesy. Endoglin, téz oznacovan CDI1035, v této signalizaci vystupuje jako

pomocny receptor (83, 94).

2.3.2. TGFB1 cytokin a jeho vyznam v aterogenezi

Je zndmo, Ze tada Clent TFGP rodiny hraje roli ve vaskuldrni biologii a tloha
TGFB cytokinu v aterosklerotickém procesu je predmétem diskuze jiz po desetileti.
TGFB1 cytokin je prvnim objevenym a téZ nejlépe prozkoumanym clenem TGFf rodiny.
Ve vysokych hladinach je ptitomen ve stén€ zdravych cév, kdezto izoforma TGFB2 se zde

nenachazi vibec a izoforma TGFB3 jen v nizkych hladinach (95).
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Ptedpokladalo se, ze TGFB1 cytokin hraje dtlezitou roli pfi udrzovani normalni
struktury cévni stény a ze ztrata tohoto ochranného ucinku ptispiva k rozvoji aterosklerozy (95).
Rada studii se zaméfila na studium vlivu TGFB1 na buiiky hladké svaloviny v cévni sténé, kde
se podarilo prokazat, Ze tento cytokin inhibuje proliferaci bun¢k hladkého svalstva (96-98).
Mimo to se také prokdzal inhibicni efekt na migraci hladkych svalovych bunék (99).

Kromé¢ protektivniho ptisobeni TGFB1 cytokinu na bunky hladké svaloviny se ve studii
funkce, dochazi k nekontrolované extravazaci leukocytl na irovni témeét kazdého organového
systému (100). Akumulace leukocytl, a to zejména makrofagi, je charakteristickym znakem
reflektujicim zménu struktury cévni stény smérem k tvorb¢ aterosklerotickych 1€zi. Snizena
aktivita TGFB1 cytokinu byla povazovana za signdl vedouci ke zvySené akumulaci leukocytt
soucasné se zvysenou proliferaci, migraci a dediferenciaci bun¢k hladké svaloviny (9, 101).

S ohledem na stabilitu aterosklerotického platu je dulezité zminit, ze TGFB1 cytokin
stimuluje produkci extracelularni matrix (102). Naslednad interakce extracelularni matrix
a bunék hladké svaloviny je dynamicky proces, ktery vede k aktivaci signdlnich drah, jez
reguluji proliferaci, migraci, kontraktilitu a produkci cytokint buiikami hladké svaloviny (95).
TGFB1 cytokin se také podili na udrzovani stability platu prostiednictvim své imunoregula¢ni
ulohy, kdy potlacuje infiltraci leukocytl a také prostfednictvim své fibrogenni aktivity (103).

Na druhou stranu je nutno zminit, ze TGFPB1 cytokin jako regulator syntézy
extracelularni matrix ma i fadu ucinki na syntézu proteoglykand. Konkrétné se jedna o duélni
efekt, ktery muze zvySit aterogenitu extracelularni matrix. TGFB1 stimulace syntézy
proteoglykanti vede ke zvySenému vychytavani ¢astic LDL cholesterolu, ¢imz se nasledné
zvysuje 1 jejich retence v cévni sténé€, coz urychluje ateroskleroticky proces (104, 105). Navic
LDL ¢&astice podléhaji lipoperoxidaci, coz miZe vést ke zvySené produkci TGFB1 makrofagy,
¢imz je opét podpotena syntéza proteoglykant a vytvaii se tak cyklus déji podporujicich rozvoj
aterosklerdézy (106). Také bylo prokdzano, Zze TGFP1 cytokin je vysoce exprimovan
v aterosklerotickych platech (107).

Role TGFp1 cytokinu v aterosklerotickém procesu je tedy ambivalentni.
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2.3.3. TGFp receptor I a jeho vztah k ateroskleroze

Endotelové bunky exprimuji dva typy TGFBRI, a to ALK-5 a ALK-1, ktery ovSem pro
svou funkci vyzaduje pritomnost ALK-5. Aktivace ALK-1 je zprostfedkovéana serin/threonin
kinazovou aktivitou ALK-5, ktery zéarovenn umoziuje jeho vazbu na TFG[ receptorovy
komplex (108). Na trovni endotelovych bunék TGFB/ALK-1 signalizace indukuje opacné
biologické procesy nez TGFB/ALK-5 a tuto signalizaci je schopna 1 pfimo antagonizovat (85).
Tyto dvé signalizaéni drdhy umoziuji pfirozenou rovnovahu v ladéni zékladnich funkci
endotelovych bun¢k na efektorové trovni TGF receptorového komplexu (109).

Z hlediska funk¢éni slozky a vyslednych efektd aktivace TGFBRI plati,
ze TGFP/ALK-5 signalizacni drdha prostfednictvim fosforylace transkripéniho faktoru
Smad 2/3 vede k inhibici buné¢né proliferace a migrace, zatimco TGFB/ALK-1 signaliza¢ni
dréha prostiednictvim fosforylace transkripéniho faktoru Smad 1/5 oba tyto procesy stimuluje
(109). Rovnovaha mezi klidovym a aktivovanym stavem endotelovych bun¢k je regulovana
interakcemi mezi TGFB/ALK-5 a TGFB/ALK-1, které se mezi sebou vzajemné& piepinaji
a urcuji tak osud migracéni a proliferacni aktivity (110).

ALK-1 je pfevdzné exprimovan endotelovymi bunikami, kde hraje vyznamnou roli
v regulaci angiogeneze, a dale je exprimovan buiitkami hladké svaloviny, monocyty
¢1 makrofagy. ALK-5 je exprimovan pievazné¢ buitkami hladké svaloviny (111, 112).
ALK-1 interaguje s ostatnimi ¢leny TGFp rodiny, véetné TGFBRII a ALK-5, se kterymi vytvari
komplex, jehoz tvorba je zvySovana pusobenim TGFB1 cytokinu. Zamétime-li se na vztah
ALK-1 a ALK-5, je nutno zminit, Ze zvySena exprese ALK-1 tlumi ALK-5 signalizaci, kdezto
zvySena exprese ALK-5 potencuje ALK-1 signalizaci (85).

Bylo prokazano, ze exprese ALK-1 hladkymi svalovymi buiikami zvySuje jejich
proliferaci a diferenciaci a exprese ALK-1 endotelovymi buitkami vede k jejich zvySené
proliferaci a migraci (80, 113). Z hlediska aterosklerotick¢ho procesu bylo dokéazéano,
ze exprese ALK-1 je indukovana v nékolika oblastech aterosklerotickych 1ézi v€etné endotelu,
neointimy a jadra léze (114). ALK-1 signalizace tedy hraje dilezitou roli pifi rozvoji
aterosklerotické 1éze a dale vystupuje jako regulator proliferace a diferenciace hladkych
svalovych bunék, a to béhem vyvoje 1 progrese aterosklerotického procesu (115). Dale byla
pozorovana zvySena exprese ALK-1 soucasné se snizenou velikosti aterosklerotickych plati
u ApoE/LDLR deficientnich my$i po podévani atorvastatinu (ATV) (116) a zaroven u téchto

mysi byla zaznamendna sniZzena exprese ALK-1 po podavani cholesterolové diety (117).
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Naproti tomu bylo zjiSténo, Ze apikaln¢ lokalizovana extracelularni doména ALK-1 mtize vazat
cirkulujici ApoB100 slozku LDL cholesterolu, ¢imz zprosttedkovava transcytozu LDL ¢astic
do subendotelového prostoru a iniciuje tak tvorbu aterosklerotickych 1ézi (118).

Jak jiz bylo zminéno, signaliza¢ni drdha TGFB/ALK-5 vede k udrzovani klidového
stavu endotelu prostfednictvim inhibice proliferace a migrace endotelovych bunék. Syntéza
ALK-5 byla v nizké miie detekovana ve sténé zdravé cévy, kdezto ve fazi lipidovych prouzkt
a fibro-lipidovych 1ézi byla zaznamenana vysoké exprese naznacujici aktivni roli ALK-5 pfi
retenci lipidii v subendotelovém prostoru a aktivaci proteolytického systému makrofagi (107).
V pokrocilé fazi aterosklerotického procesu je ovsem exprese ALK-5 opét sniZzena, coz vede
k utlumeni proliferace bunék hladké svaloviny (107).

Uloha TGFBRI v rozvoji aterosklerézy je znaéné kontroverzni a nelze ji piesnd
definovat jako proaterogenni ¢i antiaterogenni. Vysledné pisobeni tohoto receptoru
na endotelové bunky je ur€ovéano rozdilnou expresi ALK-1 a ALK-5 v riznych podminkéch.

Zakladni mechanismus ptisobeni je znazornén v obrazku 7.

ALK1
| ALKS ALK5
TGFp TGFp
TAR-II TRR-II
ALKS ALK5S —»  ALK1
Smad2/3 Smad2/3 F— Smad1/5

v v

Stimulation of proliferation
and migration

Inhibition of proliferation
and migration

Obrazek 7: Schematické znazorneéni aktivace TGF [ receptorii v endotelovych buiikdach. ALK-1
a ALK-5 maji opacny efekt na migraci a proliferaci endotelovych bunék. Pomeér mezi expresi
ALK-1 a ALK-5 urcuje, zda TGFp signalizace povede k aktivovanému ci klidovemu stavu
endotelovych bunek (85).
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2.4.Tkanovy endoglin

2.4.1. Struktura a exprese tkanového endoglinu

Endoglin (Eng, CD105, TGFBRIII) je homodimericky transmembranovy glykoprotein
tvofeny dvéma identickymi podjednotkami, vzajemné vézanymi disulfidickymi mdastky,
o molekulové hmotnosti 95 kDa (119). Molekula endoglinu sestava ze tifi domén,
a to extracelularni, transmembranové a kratké intracelularni (120). Homologni struktura byla
identifikovana u mysi, kde aminokyselinové sekvence vykazuji vice nez 70% identitu se
sekvencemi lidského Eng (121). Pii studiu struktury této molekuly bylo zjisténo, ze existuji dvé
izoformy, jez se 1isi délkou intracelularni domény a stupném fosforylace. L-endoglin (L-Eng),
ptevazujici izoforma exprimovand zejména endotelovymi bunikami, ma ve své intracelularni
doméné sekvenci 47 aminokyselin, zatimco minoritni izoforma S-endoglin (S-Eng) obsahuje
intracelularni doménu o pouhych 14 aminokyselinach (122). Eng tvofi vazbu s riznymi ¢leny
TGFp rodiny, avSak d&je se tak pouze v pfitomnosti signalizacnich TGFf receptorti typu I a II
(123, 124).

Eng je exprimovan riznymi typy bunék, které se nachézi ve sténé krevnich cév. Exprese
Eng byla detekovana u endotelovych bunék, monocytii a makrofagh, fibroblasti a bunck
hladkého svalstva cév (125). ZvysSena exprese byla zaznamendna v pribéhu hypoxie ¢i cévniho
poskozeni. Béhem hypoxického stavu dochdzi k tvorbé multiproteinového komplexu Eng
s transkripénimi faktory Smad 3 a Smad 4, coz vede ke stimulaci specifického proteinu 1 (SP1)
a hypoxii indukovaného proteinu 1 (126). Bylo prok4zéano, Ze SP1 je nezbytny pro bazalni
expresi Eng a také, Ze interaguje s transkripénim Kruppel-like faktorem 6 (KLF6),
coz vyznamn¢ ovlivityje transkripci Eng béhem poskozeni cévy (127, 128). Smad dependentni
draha TGFp signalizace taktéZ podporuje zvySenou expresi Eng, a to prostfednictvim
synergického plsobeni se SP1 a naslednou pfimou interakci v oblasti proximalniho promotoru
pro Eng (129, 130). Dale bylo zjiSténo, Ze Eng hraje vyznamnou roli v procesu angiogeneze,
kdy jeho vysoka exprese je spojovana s neovaskularizaci hypoxii postizenych oblasti jako jsou

aterosklerotické tkan¢ ¢i nadory (125, 131-133).

2.4.2. Funkce tkanového endoglinu

Eng byl identifikovan jako nesignaliza¢ni koreceptor pro ¢leny TGFp rodiny, jelikoz

neobsahuje vnitini kindzovou aktivitu. Pfedpoklada se, Ze hlavni funkci Eng je regulace TGFf3
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signalizace prostfednictvim interakce s TGFf receptory. Eng vaze izoformy TGFB1 a TGFB3
cytokinu, coz nasledné vede k zacileni cytosolové domény Eng serin/threonin kindzami a poté
dochazi k tvorbé funkéniho receptorového komplexu (134). PfestoZze Eng neni skutecnym
TGFB receptorem, tak je schopen siln¢ modulovat urovenn fosforylace TGFBRII, ALK-1
a ALK-5, coz vysledné vede k rozdilnym ucinktim na endotelové buiky (135). Signaliza¢ni
draha Eng/ALK-1/Smad 1/5 stimuluje migraci, proliferaci a tvorbu novych endotelovych
bun¢k, coz vede kpodpofe angiogeneze (136). Naproti tomu signalizacni dréha
Eng/ALK-5/Smad 2/3 inhibuje migraci a proliferaci endotelovych bun¢k, ¢imz inhibuje jejich
aktivitu i angiogenezi (137). Jak jiz bylo zminéno, ob¢ izoformy L-Eng a S-Eng jsou schopné
vazby na své ligandy a nasledné interakce s ALK-1 a ALK-5, nicméné¢ se mezi sebou lisi
afinitou k jednotlivym receptoriim, urovni fosforylace a schopnosti regulovat signaly z TGFf
kaskady (138). L-Eng ma proangiogenni Uc¢inky zprostfedkované indukci exprese eNOS,
kdeZto S-Eng vykazuje antiangiogenni ucinky (139).

Také je dilezité zminit, ze Eng hraje vyznamnou roli v kardiovaskuldrnim vyvoji
a vaskularni remodelaci. Exprese Eng je modulovana béhem vyvoje srdce a typicky je zvySena
na trovni mesenchymalnich bungk atrioventrikuldrniho kanalu pti formovani srde¢nich chlopni
a prepazek (140, 141). Funkce Eng ve vaskularni morfogenezi byla prokdzéna
u Eng deficientnich mysi, jejichz embrya umiraji v 10.-11. dni intrauterinniho vyvoje

v dusledku vaskularnich a srdecnich abnormalit (142, 143).

2.4.3. Uloha tkailového endoglinu v rozvoji endotelové dysfunkce
a aterosklerozy

Endotelova dysfunkce hraje zasadni roli ve vyvoji ateroskler6zy, jejiz nedilnou soucasti
je migrace a proliferace bunc¢k hladké svaloviny, coZ jsou procesy ovliviiyjici stabilitu
aterosklerotického platu. TGFP signalizace, jejimz je Eng ¢lenem, podporuje regeneraci
endotelovych bunék a téZ bylo zaznamenano, Ze inhibice této signalizace sniZuje obsah
kolagenu, a tim padem i stabilitu aterosklerotického platu u mySiho modelu aterosklerozy (144,
145). Na zaklad¢ téchto dat Ize usuzovat, Ze Eng, jakozto pomocny receptor exprimovany
endotelovymi bunikami a buikami hladké svaloviny, mize hrat dileZitou roli v modifikaci
vyvoje aterosklerotického procesu prostiednictvim regulace ateroprotektivnich ucinki
indukovanych TGFJ signalizaci (139).

Exprese Eng ve zdravych arteriich je velmi nizk4, kdezto u ¢asnych aterosklerotickych

1ézi byla detekovana zvysSena exprese makrofagy, bunkami hladkého svalstva a endotelovymi
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bunikami (125). V pokrocilych aterosklerotickych 1ézich buiiky hladké svaloviny exprimovaly
Eng ve vysoké mife, coz byl parametr nezavisly na morfologii bun¢k hladké svaloviny
¢i na infiltraci leukocyti. Eng navic moduluje expresi geni, které jsou spojeny
s proangiogennimi uCinky, mezi néz patii vaskuldrni endotelovy ristovy faktor (VEGF),
angiopoetin-1 ¢i angiopoetin-2 (146, 147).

Z pohledu rozvoje endotelové dysfunkce je nutno poukazat na vztah Eng a eNOS. eNOS
je klicovy enzym zodpovédny za produkci NO endotelem a jeho pokles je spojovan s rozvojem
endotelové dysfunkce. Experimentalné bylo prokdzéano, ze endoglin haploinsuficientni mysi
(Eng™") vykazuji pokles v expresi eNOS, coz ma za nasledek naruseni endotel dependentni
vasodilatace u téchto mysi (148). Daéle bylo zjisténo, ze Eng je nezbytnou slozkou komplexu
aktivujiciho eNOS, podili se také na udrzovani stability tohoto enzymu a usnadiniuje asociaci
eNOS s proteinem tepelného Soku 90 (heat shock protein 90), coz ukazuje na kli¢ovou roli Eng
ve spravné funkci endotelovych bunék a lokélni regulaci vaskuldrniho tonu (149). Eng zvySuje
hladinu, uroven fosforylace a stabilitu transkripéniho faktoru Smad 2, ¢imz zvySuje expresi
eNOS endotelovymi buitkami a podporuje tak funkci eNOS (150). Studium
eNOS deficientntho mySiho modelu ateroskler6zy prokazalo zrychlenou tvorbu
aterosklerotickych 1ézi u téchto mysi a také byla detekovana koexprese Eng a eNOS v cévnim
endotelu (53, 151). VSechna tato data nasvédcuji tomu, ze Eng v patogenezi endotelové

dysfunkce zaujima protektivni roli.

2.5.Solubilni endoglin
2.5.1. Vznik a struktura solubilniho endoglinu

Solubilni forma endoglinu (sEng) vznika odStépenim extracelularni domény tkanoveé
vazan¢ho Eng do cirkulace plisobenim metaloprotedzy membranového typu 14 (MMP-14)
(Obr. 8). MMP-14 stépi Eng v pozici 586 a nasledné dochazi k uvolnéni témér celé
extracelularni domény. MMP-14 je vysoce exprimovana malignimi epitelovymi
a endotelovymi buiikami a také bylo zjiSténo, Zze muze pfirozené vystupovat jako antagonista

TGFp signalizace (152, 153).
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Obrdazek 8: Vznik sEng proteolytickym Stépenim extracelularni domény tkanového Eng pomoci
metaloproteazy MMP-14 (MTI-MMP). MMP-14 piisobi v juxtamembranové oblasti a vede tak
k uvolnéni ektodomény Eng (152, 154).

2.5.2. Solubilni endoglin v kontextu hypercholesterolémie a endotelové
dysfunkce

Hypercholesterolémie je jeden z hlavnich rizikovych faktorli rozvoje endotelové
dysfunkce a nasledné 1 aterosklerotického procesu. Stav hypercholesterolémie a soucasné
zvySené hladiny sEng v plazmé byly zaznamenany u pacientl s ateroskler6zou. Korelace
zvySenych hladin sEng s hladinou celkového cholesterolu avsak nebyla doprovazena korelaci
s dal$imi ukazateli endotelové dysfunkce, jako je napi. exprese E-selektinu (155). ZvySené
hladiny sEng byly detekovany u pacientti s familiarni hypercholesterolémii a i v tomto ptipadé
hladiny sEng korelovaly s hladinou celkového cholesterolu. Terapeuticka intervence v podobé
LDL-aferézy vedla kromé& poklesu celkového cholesterolu i k poklesu hladin sEng. Pozorovany
pokles hladin sEng nebyl pfi¢itin pouze LDL-aferéze, ale doslo také ke snizené aktivité
endotelovych bunék a bunék imunitniho systému po odstranéni aterogennich prvka (155). Jina
studie ukézala, Ze pocatecni stadia aterosklerotického procesu jsou doprovazena zvySenymi
hladinami sEng v disledku poskozeni endotelovych bunck, kdezto v pozdéjsich stadiich
dochazi k poklesu hladin sEng z diivodu zvySené tvorby komplexu Eng s TGFB1 (156).

Z pohledu rozvoje endotelové dysfunkce je nutné zminit, ze oxidacni stres a zanét hraji
v tomto patologickém procesu dilezitou roli. Endotelové buniky po podéani prozanétlivého

cytokinu tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNFa) a po indukci oxida¢niho stresu pomoci
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peroxidu vodiku vykazovaly zvySené hladiny sEng (157). Protektivni tilohu v tomto procesu
muize hrat antioxidaéni enzym hemoxygendza 1 (HO-1), kterd inhibuje uvoliiovani
sEng z endotelovych bun¢k a placenty (158).

Dalsi rizikové faktory spojené s endotelovou dysfunkci jsou arteridlni hypertenze
a diabetes mellitus. Byla pozorovana korelace hladin sEng s glykémii, glykovanym
hemoglobinem, systolickym krevnim tlakem, hypertrofii levé komory a samoziejmé
s endotelovou dysfunkci. Mimo to byly vyssi hladiny sEng detekovany u pacientli s diabetem,
hypertenzi a retinopatii (159).

sEng je povazovan za mozny indikator starnuti endotelovych bunék, zanétu
a oxidacniho stresu v srde¢nich cévéach a tato data naznacuji, ze hladiny sEng reflektu;ji
vaskularni poskozeni (157). ZvySené hladiny sEng také odrazi morfologii aterosklerotickych
plath a koreluji s nestabilni anginou pectoris, akutnim infarktem myokardu a remodelaci srdce
po infarktu (160).

Experimentalni studie s dvojité deficientnim mySim modelem aterosklerdzy
pro apolipoprotein E (ApoE) a LDL receptor (LDLR) prokazala, Ze tyto mysi po podavani
cholesterolové diety maji zvySené¢ hladiny sEng a celkového cholesterolu, coz bylo
doprovéazeno zvétSenim aterosklerotickym plati a zaroven poklesem exprese tkanového Eng
v aort¢ téchto mysi (117). Nasledné bylo zjisténo, ze podavani ATV vede ke snizeni hladin
sEng, celkového cholesterolu a velikosti aterosklerotickych plat a soucasné doslo ke zvyseni
exprese tkanového Eng v aorté (116). I dalsi studie potvrzuji, Zze zvySené hladiny sEng jsou
detekovany spolecné s hypercholesterolémii a jedna se tedy o jasnou korelaci mezi témito
dvéma parametry u mysSich modelt aterosklerozy (C57BL/6J, ApoE a ApoE/LDLR deficientni
mysi model) (161, 162).

2.5.3. Solubilni endoglin jako moZny induktor endotelového dysfunkce
v ruznych ¢astech vaskularniho recisté

Na zaklad¢ vySe uvedenych dat 1ze povazovat sEng za biomarker poSkozeni endotelu.
Otazkou zistava, zda se aktivné zapojuje do tohoto procesu a aktivné indukuje rozvoj
endotelové dysfunkce. sEng je schopen inhibovat tvorbu novych endotelovych bunék, coz
naznacuje jeho antiangiogenni efekt (153). Dale bylo prokazano, ze mysi, jimZ byl podavan
adenovirus uvolnujici sEng, vykazovaly zvySenou permeabilitu kapilar v plicich, jatrech

a ledvinach. V ramci této studie bylo téz testovano podavani rekombinantniho sEng potkaniim,
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které vedle k interferenci sEng a TGFB1 cytokinu ve vazbé na TGFBRII, coz m¢lo za nasledek
snizenou aktivitu transkripénich faktort Smad 2/3, v dasledku c¢ehoz byla inhibovana
eNOS dependentni vasodilatace v izolovanych rendlnich mezenterickych cévéach. Vysledky
této studie naznacuji mozny hypertenzni efekt sEng (153). Preeklampsie, onemocnéni spojené
s hypertenzi a endotelovou dysfunkci, patfi mezi dalsi patologické stavy, kde byly detekovany
zvysené hladiny sEng a v tomto piipad¢ zde reflektuji zdvaznost onemocnéni (153, 163).

Dalsi studie byla zaméfena na hodnoceni stavu endotelu v mezenterickych venulach
po podani adenoviru uvolnujiciho sEng. Exprese sEng adenovirem vedla k neutralizaci efekta
TGFB a VEGF s néslednym zvySenim exprese P-selektinu, hladin solubilni formy E-selektinu
a VCAM-1 a také ke zvySenému prichytavani leukocytli k povrchu endotelu. Dale byla
pozorovana narusend vasodilatace (164).

Souhrnné lze fici, Ze sEng ovliviluje rizné c¢asti cévniho fecisté, avSak piesny
mechanismus, kterym se podili na rozvoji endotelové dysfunkce, neni zndm. Lze ocekavat

rizné ucinky sEng na Grovni aorty, muskularnich artérii a zil.

2.5.4. Vyznam solubilniho endoglinu v TGFf signalizaci

Z tady studii vyplyva, ze sEng je schopen interagovat s TGFf signalizaci. V ramci
TGFp signalizace ma sEng roli v regulaci signalil a je povaZovan za pfirozené¢ho antagonistu
této signalizacni kaskady. Prvni studie zabyvajici se interakci sEng a TGFf signalizace
prokazala, Ze zvySené hladiny cirkulujiciho sEng snizuji aktivitu TGFB1 cytokinu, v dasledku
¢ehoZz dochazi k proaterogennimu efektu (156, 165). Pusobeni sEng vede ke sniZené
koncentraci aktivniho a nevdzaného TGFB1 cytokinu, coZ podporuje aterogenezi (166).

DalSim aspektem kompetice sEng s TGFB1 cytokinem o vazbu na TGFf receptory
je ovlivnéni dalSich €lentd signalizace, coZ nasledné oslabuje aktivitu eNOS v endotelovych
buiikach (153). Vysledny pokles ve funkci eNOS je spojovan se zvySenou expresi bunéénych
adheznich molekul, zvySenou permeabilitou cév, antiangiogennimi ucinky, zménou
vasodilatatni schopnosti cév, rozvojem endotelové dysfunkce, arteridlni hypertenze
a aterosklerozy (167). VSechny tyto konsekvence snizené funkce eNOS lze spojit s moznym
proaterogennim pisobenim sEng.

Na zaklad€ hypotézy, kterd predpokladala tvorbu piimé vazby sEng a TGFB1 cytokinu
v cirkulaci, bylo navrzeno, Ze v pfitomnosti komplexu tkanového Eng s TGF receptory

v endotelovych buiikdch dochazi ke kompetici sEng a TGFB1 cytokinu o vazbu na pfislusny
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receptor, coz v diisledku vede k inhibici vazby TGFB1 cytokinu (161). Na druhou stranu Ize
u nekterych bunéénych linii pfi absenci tkanového Eng pozorovat snazsi tvorbu vazby
TGFB1 cytokinu na své receptory v pfitomnosti sEng (168). Pokud se ovSem zaméiime
na afinitu TGFB1 cytokinu, je nutno konstatovat, ze tento cytokin vykazuje vyssi afinitu
k TGFBRII nez k sEng (169, 170). Z tohoto tvrzeni vyplyva, Ze s vysokou pravdépodobnosti
sEng neni schopen pfimé vazby s TGFB1 cytokinem bez piedchozi tvorby komplexu
sEng a TGFBRII (168). Dalsi studie je dokonce v rozporu s piimou vazbou téchto molekul
a inklinuje k moznosti ptimé vazby sEng s jinymi biologicky aktivnimi molekulami, jako je
BMP-9. V této studii byla prokézana schopnost TGFBRII navazat TGFB1 cytokin a nasledn¢
blokovat fosforylaci transkripénich faktori Smad 1, 5 a 8, ¢ehoz sEng neni schopen (170).
Ovsem sEng je schopen vazat BMP-9 a tim tak blokovat fosforylaci Smad 1, 5 a 8, ktera je
aktivovana pravé BMP-9. V souladu stimto tvrzenim je i dalSi studie, ktera potvrzuje
preferenéni vazbu sEng a BMP-9 (170, 171). Uloha BMP-9 v cévni patologii neni dosud
objasnéna, avSak jedna studie demonstrovala mozny vliv BMP-9 na indukci ET-1 na Grovni

endotelu, ktery je vyznamny pro regulaci krevniho tlaku a cévni stabilitu (172).

2.6.Mysi modely endotelové dysfunkce a aterosklerozy

2.6.1. Vyznam mySich modeli

Mysi modely jsou v soucasné dobé nejCastéji pouzivanym modelem ve vyzkumu
aterosklerdzy, a to predevsim diky snadnym genetickym manipulacim (173). Dal§im benefitem
tohoto zvifeciho modelu je snadnost chovu a moZnost monitorovat aterogenezi a jeji
komplikace v relativné kratkém casovém horizontu. Samoziejmé je dileZité mit na paméti,
7e vyvoj a prub¢h aterosklerotického procesu se u mysi a lidi 1i8i v nékolika parametrech (174).

Distribuce aterosklerotickych 1ézi neni u lidi a mysi totozna. U lidi nachdzime léze
nejCasteji v koronarnich arteriich a karotidach, kdezto u mysi se typicky nachéazi v aortalnim
oblouku a aortdlnim kofenu (70). Dalsi odliSnosti je vyvoj pozdni faze aterosklerdzy,
kdy se u mySich modeli nemanifestuje stddium nestabilniho aterosklerotického platu
doprovazené trombozou, coZz je klinicky stav spojeny s vyznamnymi akutnimi
kardiovaskularnimi epizodami u lidi. RovnéZ mysi 1éze nejsou pokryté fibrozni Eepickou,
kterou lze pozorovat v ptipad¢ chronické aterosklerdzy u lidi (175). Zasadni rozdil je ve slozeni
lipidového spektra, jelikoZ dominantni frakci u mysi je HDL, jeZ vykazuje rozdilné spektrum

HDL ¢astic oproti lidskému lipidovému profilu, jemuz dominuje LDL frakce (174, 176).

36



V této disertacni praci se v nasledujicich kapitolach zaméfim na mysi modely vhodné

pro studium endotelové dysfunkce a vlivu sEng na tento patologicky stav.

2.6.2. Normocholesterolemické mysi modely

Vhodné inbredni mysi kmeny umoznuji identifikovat bunécné a molekularni
mechanismy a interakce v pribchu aterogeneze (177). C57BL/6J a CH3/Hel jsou dva nejcastéji
vyuzivané normocholesterolemické mysi kmeny, které se od sebe liSi schopnosti rozvijet
stadium lipidnich prouzkl v aorté po podani aterogenni diety s vysokym obsahem cholesterolu.
Aterogenni dieta vede k vyraznému snizeni HDL cholesterolu u C57BL/6J kmenu, kdeZto
CH3/HeJ kmen zlstava vaci tomuto jevu inertni. Mysi kmen C57BL/6J tedy rozviji tukova
depozita v proximalni oblasti aorty, zatimco CH3/HeJ kmen nikoli (178, 179). Tyto odliSnosti
po podani aterogenni diety jsou pifisuzovany rozdilné citlivosti k rozvoji aterosklerdzy (180).
Dalsim nasledkem podavani aterogenni diety je vyrazna indukce exprese fady zanétlivych genti
v jatrech u C57BL/6J kmenu (181) a obecné rozdilnd exprese proteini oxidacniho stresu
a lipidového metabolismu (182). Predispozice obou mysSich kment k rozvoji aterosklerozy je
pravdépodobné vyrazn¢ ovlivnéna endotelovymi buiikami (180), makrofadgy (183) a hladkymi
svalovymi bunikami (184).

2.6.3. Apolipoprotein E deficientni mysi model

Delece genu spojend s moznosti kontroly genové exprese se ukazala jako vhodna
alternativa pro vyzkum ateroskler6zy v porovnani s poddvanim c¢asto toxické diety s vysokym
podilem tukti a rozdilnou morfologii aterosklerotickych 1ézi u geneticky nemodifikovanych
mySich kment (téZ ozna¢ované jako wild type) (185).

Prvnim geneticky modifikovanym mySim modelem byl ApoE deficientni
model (ApoE™), u n&jz doslo k cilenému vypnuti genu pro apolipoprotein E (186). ApoE je
strukturni slozkou vSech lipoproteinii s vyjimkou LDL a jako soucast plazmatickych
lipoproteinii se ucastni vazby na LDLR, kde slouzi k vychytavani aterogennich castic
zcirkulace (187, 188). ApoE” mys$i vykazuji signifikantni hypercholesterolémii
(10 mmol/L, coz ptedstavuje pétinasobné vyssi plazmatické hladiny cholesterolu ve srovnani
s wild type), pfestoze jim je podévana dieta s nizkym obsahem tuku (189, 190). Vyhodou tohoto
modelu je spontanni vyvoj aterosklerotickych 1ézi pievazné v oblasti aortalniho kotenu
a oblouku, a to v mnohem krat§im ¢asovém intervalu neZ u wild type mysi (191). Pokud jsou
ApoE”" mysi krmeny cholesterolovou dietou po dobu 10-14 tydnil, vykazuji nasledné vysoké

plazmatické hladiny cholesterolu ptevySujici hladinu 25 mmol/L a dochdzi k rozvoji
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komplexniho fibrozniho aterosklerotického platu v oblasti aortalniho sinu (185). Nicmén¢ je
nutno zminit, Ze extrapolace dat z tohoto modelu na lidsky priib¢h aterosklerdzy ma své limity.
Zaprvé, lipidovy metabolismus je odlisny, pfi¢emz vétSina plazmatického cholesterolu
je u ApoE”" modelu uloZena ve formé tzv. very low density lipoprotein (VLDL), kdezto u lidi
je dominantni formou LDL (192, 193). A zadruhé, ApoE mé v organismu, krom¢ funkce
lipoproteinové clearance, také ateroprotektivni antioxida¢ni, antiproliferacni a protizanétlivou

funkci (194).

2.6.4. LDL receptor deficientni mySi model

LDLR je membranovy receptor, ktery zprosttedkovava endocytdozu LDL cholesterolu,
¢imz ptispiva k regulaci LDL hladin v plazm¢. Také usnadiiuje vychytavani lipoproteinti
s apolipoprotein B a E slozkou (195). Mysi model s cilenou inaktivaci LDLR (LDLR") byl
vytvofen vroce 1993 (196). LDLR” mysi vykazuji mirné zvySené plazmatické hladiny
cholesterolu a nevyviji zadnou nebo pouze mirnou aterosklerézu, pokud jsou krmeny
standardni dietou (197). Podani cholesterolové diety vyvola vyraznou zménu lipoproteinového
profilu s vysokou pravdépodobnosti rozvoje aterosklerotickych 1ézi (198). Vyvoj
aterosklerotického platu zacind v proximalni ¢asti aorty a S$ifi se smcrem k distalni aorté.
Podobn¢ jako u lidi jsou zde oblasti, kde je naruSeno kontinualni krevni proudéni a nasledné
jsou tyto oblasti nachylnéjsi k rozvoji aterosklerotickych 1¢€zi (187).

LDLR” mysi model ma jisté vyhody oproti ApoE” modelu. Dominantni slozkou
plazmatického cholesterolu LDLR”" mysi je LDL frakce, coZ reflektuje lidsky lipidovy profil.
Dale absence LDLR nema vliv na rozvoj zanétu ve srovnani s deficienci genu pro ApoE, tudiz
tvorba aterosklerotického platu je podminéna zvySenymi hladinami lipidi v plazmé a nikoli

jinymi funkcemi spojenymi s LDLR (174).

2.6.5. Apolipoprotein E/LDL receptor deficientni mysi model

ApoE/LDLR deficientni mysi (ApoE”/LDLR™) piedstavuji model, ktery vyviji
se o experimentdlni model se spontdnnim vyvojem aterosklerotického platu a bylo
zaznamenano, ze jiz po podéavani standardni diety dochazi k progresi aterosklerozy (200).
Lipidovy profil nevykazuje vyznamny rozdil s ApoE”~ modelem, u obou jsou detekovany
vysoké hladiny VLDL a LDL (201). ApoE”/LDLR”" mysi model je tedy vhodny pro studium

endotelové dysfunkce a aterosklerdzy bez potfeby podavani aterogenni diety (202).
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2.7.MySi modely pro studium vlivu endoglinu ve vztahu k endotelové

dysfunkci

2.7.1. Endoglin conditional knockout myS$i model

Tento model byl vyvinut pro studium role Eng v pozdnim vyvojovém a dospélém
(142, 203). V roce 2007 byl vyvinut model s inaktivovanym genem pro Eng, tzv. conditional
knockout. Cilem zasahu do genotypu je dosdhnout prostiednictvim enzymu Cre-rekombindzy
delece exonu 5 a 6 v genu pro Eng, coz vede k posunové mutaci v exonu 7 a vzniku nulové
alely. Ve vysledkii se tak gen pro Eng stava nefunkénim. Jak jiz bylo zminéno,
Eng je vyznamnym multifunkénim proteinem, ktery je dulezity pro spravny vyvoj a funkci
kardiovaskularniho systému. Zde popsany mysi model poskytuje skvélou ptilezitost
pro zkoumdni role Eng in vivo a jeho potencidlu jako terapeutického cile (203).

Conditional knockout pro gen ALK-1, bézné¢ oznaCovan jako Acvrll, je obdobnym
modelem, kdy dochazi k deleci exont 4, 5, a 6 s naslednou posunovou mutaci (204). Oba dva

zde zminéné mysi modely jsou vhodné pro studium 1é€by arterioven6znich malformaci (205).

2.7.2. Transgenni mysi model s vloZenym genem pro lidsky solubilni endoglin

Tento transgenni mySi model vykazuje vysoké hladiny sEng v plazmé (Sol-Eng") a je
tak vhodny pro studium vlivu sEng na endotel a rozvoj endotelové dysfunkce. Vznik tohoto
unikatniho mySiho modelu je zprostfedkovan Eng konstruktem, ktery obsahuje aminokyseliny
26-437 a jez je tizen aktinovym promotorem. Eng konstrukt je injikovan do oplodnénych
vajicek kmene CBAxC57BL/6J. Plivodné byl tento model vyvinut pro studium preeklampsie,
jez se vyznaGuje hypertenzi a proteinurii. Sol-Eng” v8ak fenotypové vykazuje i rendlni
poskozeni typické obsahem hyalinu v dfenoveé Casti a malou velikosti narozenych mlad’at (206).
Strukturni homologie mySiho a lidského Eng vykazuje vysokou troven (z 99 % se sekvence
prekryvaji a z 69 % jsou identické), a proto lze tento model vyuzit pro studium vlivu lidského
sEng u mysi (120, 121). Také bylo prokézano, Ze lidsky sEng mlize ovlivnit mysi signalizaci

Eng (2006).
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2.8.Léciva ovliviiujici tkanovy a solubilni endoglin
2.8.1. Tkanovy endoglin a statiny

Statiny jsou hypolipidemicka 1é¢iva, ktera inhibuji 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
koenzym A (HMG-CoA) reduktazu, jenz je klicovym enzymem v syntéze cholesterolu a patii
tak mezi Siroce pouzivanou skupinu 1éCiv v terapii hypercholesterolémie. Ze studii vyplyva,
Ze statiny snizuji progresi aterosklerdzy a podili se tak na vyznamném snizeni kardiovaskularni
morbidity a mortality (207). Pfiznivé ucinky statint jsou obvykle pfisuzovany jejich schopnosti
snizit endogenni  syntézu  cholesterolu  prostfednictvim  kompetitivni  inhibice
s HMG-CoA reduktizou (208). Mevalonat, produkt reakce HMG-CoA reduktézy,
je prekurzorem cholesterolu a také mnoha jinych nesteroidnich isoprenoidnich sloucenin, tudiz
inhibice tohoto enzymu muize mit za néasledek pleiotropni u€inky. Mezi ptimé lipidové ucinky
patii inhibice endogenni syntézy cholesterolu, zvySené¢ vychytdvani a nasledn¢ degradace
LDL cholesterolu, zvySena exprese LDL receptori a snizena oxidativni modifikace
LDL cholesterolu (209, 210). Kromé ptiznivého ptisobeni na lipidovy profil maji statiny celou
fadu dalSich ucinki. Moduluji procesy vedouci ke snizené¢ akumulaci esterti cholesterolu
v makrofazich, stimuluji produkci eNOS, plisobi protizdnétlivé, zvySuji stabilitu
aterosklerotickych platt a pfizniveé ovlivituji aktivitu trombocytl a koagulacni procesy (209).

Statiny jsou schopné modulovat funkci endotelu, a to nezavisle na své schopnosti
redukovat hladinu LDL cholesterolu. Bylo prokazano, Ze statiny indukuji transkrip¢ni aktivaci
genu pro eNOS v lidskych endotelovych bunikach za podminek in vitro. Aktivace eNOS je poté
statiny stimulovana posttranslacné (211). Jind studie dokézala schopnost statinii snizit
transcytozu Castic LDL cholesterolu a zlepSit tak endotel dependentni vasodilataci
prostiednictvim zvysSené syntézy NO. Tato studie také potvrdila, Ze statiny zvySuji expresi
eNOS a zabrafiuji regulaci exprese tohoto enzymu hladinami LDL cholesterolu (212). Dalsi
data také naznacuji, Ze statiny zabranuji tvorbé superoxidového radikalu endotelovymi
buitkami, ¢imZ pozitivné modifikuji produkci ve prospéch NO (213). Statiny také snizuji
expresi adheznich molekul (214) a tim podporuji zlepSeni endotelové dysfunkce.

Bylo zjisténo, Ze statiny mohou ovliviiovat také expresi tkanového Eng. Statiny jsou
totiz schopné snizovat hladiny cholesterolu nejen u lidi, ale 1 u mySich modela (215, 216). Byla
provedena fada studii zaméfend na vliv ATV na expresi tkdnového Eng v aorté 1 hladiny
sEng v plazmé¢, a to spolecné i1 s dalSimi ¢leny TGFp signalizace vcetné ALK-1, ALK-5,
Smad 1, Smad 2, eNOS a VEGF u ApoE”/LDLR” mysiho modelu, jez vykazoval rozvoj
aterosklerotickych 1ézi (116, 151, 217). Podani ATV vedlo ke snizeni hladin cholesterolu
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a sEng, naopak doslo ke zvysSené expresi tkanového Eng, ALK-1, ALK-5, Smad proteint,
eNOS i VEGF vmysi aort¢ (116, 217). Navic ATV zvysil expresi vSech uvedenych
ateroprotektivnich ¢lentt TGFf signalizace spolu se zmenSenim plochy aterosklerotickych 1ézi,
a to prostfednictvim svych nelipidovych uc¢inkd. Soucasné byla také prokézéna koexprese
téchto clent s tkanovym Eng (151). Nésledujici studie prokazala, Zze ATV brani poklesu exprese
tkanového Eng a eNOS v endotelovych bunikach pod vlivem zanétu (218). Tato data souhrnné
potvrzuji, ze Eng hraje vyznamnou regulac¢ni roli v mechanismu ptsobeni ATV na endotel.
Jind studie byla zaméfena na vliv podévani simvastatinu, rosuvastatinu a pravastatinu
na uvoliovani sEng endotelovymi bunkami, kterd prokézala, Ze vSechna tato hypolipidemika
uvolnovani sEng v pupe¢nikovych cévach ¢i ptimo z placenty zvysuji (219, 220). Kromé toho
bylo zjisténo, Ze plisobeni oxysterolli zvysuje uvolnovani sEng a pravastatin na tento proces
nema zadny signifikantni vliv (221). Vysledky téchto studii je ovSem nutné posuzovat
v kontextu in vitro studii, které reflektuji akutni zmény v fadu hodin a jsou provadény na
izolovanych bunéénych liniich, kdeZzto in vivo experimenty spiSe simuluji skute¢ny

fyziologicky/patofyziologicky stav organismu v dlouhodobém horizontu.

2.8.2. Tkanovy endoglin a protinadorova lécba

Eng je silné exprimovan na povrchu proliferujicich endotelovych bunék (222)
a také béhem hypoxie indukované inhibici VEGF signalizace (223). Navic Eng je nezbytny
pro angiogenezi (224). VSechny tyto vlastnosti ¢ini Eng atraktivnim cilem pro antiangiogenni
1é¢bu rakoviny (225).

Eng je ve vysoké mife exprimovan proliferujicimi endotelovymi buitkami v cévach
nadoru, a to véetné nadoru plic, tlustého stieva, zaludku, jater, endometria ¢i vajecnikt (223).
Exprese Eng je prognostickym faktorem u pacientll se solidnimi nadory a jeho mira exprese
koreluje se Spatnou prognozou v klinickych studiich u fady nadorti (226-228). V soucasné dobé
je testovan antineoplasticky potencidl dvou novych konjugati monoklonalnich protilatek
OMTXS503 a OMTX703, ktery je testovan na bunéCnych liniich a zvifecich modelech
Ewingova sarkomu. Zatim z preklinické faze vyplyva, ze oba konjugaty potlacuji bunéénou
proliferaci, vyznamné oddaluji riist nddoru a vykazuji silnou anti Eng aktivitu (229). DalSim
ptikladem je monoklonélni protilatka TRC105, ktera se vaZe na Eng a na zéklad¢ klinickych
studii by mohla byt soucasti terapie rakoviny prostaty, mocového mechyie ¢i hepatocelularniho

karcinomu (230, 231).
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2.8.3. Solubilni endoglin a metformin

Metformin je znamy piedevsim jako peroralni antidiabetikum s antihyperglykemickym
ucinkem (232). Metformin méa ovsem celou fadu Uc¢inkli, mezi né€z patii 1 vasoprotektivni
vlastnosti. Epidemiologické studie prokézaly, Ze snizuje kardiovaskuldrni morbiditu u pacientii
se syndromem polycystickych ovarii ¢i diabetem mellitem II. typu (233, 234). Metformin je
také schopen navodit vasodilataci v cévach postizenych diabetem vcetné aorty (235).

Na zaklad¢ téchto poznatki byla provedena studie zaméfujici se mimo jiné
na hodnoceni efektu metforminu na uvolilovani sEng z primarnich endotelovych a také
placentarnich bunck/tkani a také na roli metforminu v redukci endotelové dysfunkce
prostfednictvim svého vasodilataéniho ptsobeni. Nutno podotknout, Ze tato studie byla
zaméfena na studium preeklampsie. Vysledky studie prokazaly vliv metforminu
na snizené uvoliiovani sEng z endotelovych bunék. Metformin také pozitivné pusobil proti
TNFo navozenému stavu endotelové dysfunkce, a to prostiednictvim snizené exprese
mRNA pro VCAM-1, podporou angiogeneze a zlepSenim vasodilatace (236). Piestoze se jedna
o studii zaméfenou primarné na stav preeklampsie, nabizi se zde moznost tato data extrapolovat
a pii provedeni dalSich studii o vlivu metforminu na rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni
(vCetn¢ aterosklerdzy) je =zahrnout do vystupl, jelikoz endotelova dysfunkce tvori

patofyziologicky podklad v obou piipadech.

2.8.4. Solubilni endoglin a resveratrol

Dalsi studie, opét zaméfend na preeklampsii, se zabyvala vlivem resveratrolu
na uvoliovani sEng. Resveratrol ma vyznamné antioxidacni a protizanétlivé uc€inky (237, 238).
Vystupy studie ukazuji, Ze resveratrol uspéSné snizuje uvolnovani sEng z linie endotelovych
bunék, a to zifeymé prostiednictvim snizené exprese MMP-14. Navic signifikantn¢ snizuje
expresi vasokonstrikéné¢ ptsobiciho ET-1 a také zlepSuje pomér mezi fosforylovanou
a nefosforylovanou formou eNOS. Zvysend fosforylace eNOS nasledné mlze zvysit produkci
NO, protektivniho faktoru cévniho endotelu (239). Z uvedenych dat vyplyva, ze resveratrol

je potencialnim pozitivné piisobicim agens v rozvoji endotelové dysfunkce.
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3. Cile prace

e Analyza soucasné odborné literatury zabyvajici se roli tkénového a solubilniho

endoglinu v rozvoji endotelové dysfunkce a aterosklerdzy.

e Studium endotelové dysfunkce u transgenniho mysiho modelu s vysokou expresi
lidského solubilniho endoglinu v plazmé po podani vysokotukové diety, kterd indukuje

stav hypercholesterolémie.

e Studium morfologickych a funkénich zmén na Grovni srdce u transgenniho mysiho
modelu s vysokou expresi lidského solubilniho endoglinu v plazmé po podani

standardni (chow) diety, nebo vysokotukové diety.

e Studium raného vyvoje endotelové dysfunkce u ApoE”’/LDLR’ mysiho modelu,

spontanné rozvijejiciho hypercholesterolémii, po podéani standardni diety.
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4. Komentare k pracim

Tato disertacni prace je koncipovana jako komentovany soubor praci. VSechny tii uvedené
puvodni (experimentdlni) prace jsou publikovany v odbornych cCasopisech s impaktnim

faktorem.

4.1. Soluble endoglin and hypercholesterolemia aggravate endothelial and vessel wall

dysfunction in mouse aorta

4.2.  High soluble endoglin levels do not induce changes in structural parameters of mouse

heart

4.3. Regulation and role of endoglin in cholesterol-induced endothelial and vascular

dysfunction in vivo and in vitro
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4.1.Soluble endoglin and hypercholesterolemia aggravate endothelial and

vessel wall dysfunction in mouse aorta

Vitverova B., Blazickova K., Najmanova I., Vicen M., Hyspler R., Dolezelova E., Nemeckova
I., Tebbens J.D., Bernabeu C., Pericacho M., Nachtigal P.; Atherosclerosis 271 (2018)
5. 15-25; (IF = 4.467)

Tato prace byla zaméiena na studium vlivu vysokych hladin sEng v kombinaci
s hypercholesterolémii na rozvoj endotelové a vaskularni dysfunkce v mysi aorté. Zamérem
této studie bylo objasnit ulohu sEng v téchto procesech a potvrdit ¢i vyvratit, zda je sEng jen
pouhym biomarkerem vaskularniho poskozeni nebo zda je i aktivnim induktorem endotelové
dysfunkce. Tato hypotéza vychazi z dat z klinické praxe, ktera uvadéji, ze zvySené hladiny sEng
byly detekovany u pacientl s hypercholesterolémii (240), aterosklerozou (155) ¢i hypertenzi
(241). Soucasti nasi hypotézy byl také predpoklad, ze kombinace sEng a hypercholesterolémie
ovlivni na trovni mysi aorty Eng/eNOS signalizaci.

Ve studii jsme pouzili tiimésini transgenni mySi samice kmene CBAxCS57BL/6J
s vysokou hladinou lidského sEng v plazmé (Sol-Eng" high) a jejich sourozence s nizkymi
hladinami lidského sEng jako kontrolni skupinu (Sol-Eng” low), jez byly nasledujicich
6 mésict krmeny vysokotukovou dietou (1,25 % cholesterolu, 40 % tuku). Vzorky plazmy byly
pouzity pro biochemickou analyzu hladin celkového cholesterolu, ELISA analyzu hladin sEng
a Luminex analyzu zanétlivych markerti. Funk¢ni parametry aorty byly testovany pomoci
myografu 620M. Také byla provedena Western blot analyza Eng/eNOS signalizace a markert
reflektujicich rozvoj endotelové dysfunkce a zanétu v aorté.

Biochemicka analyza prokazala, Ze obé skupiny po podavani vysokotukové diety
vykazuji stav mirné hypercholesterolémie. Také byly ELISA analyzou, dle ocekavani,
potvrzené signifikantné vy3si hladiny sEng u Sol-Eng" high skupiny. Funkéni analyza
aortalnich segmentt odhalila signifikantné zhorSenou schopnost vasokonstrikce po podani KCl
u Sol-Eng" high skupiny, coz bylo v ramci Western blot analyzy potvrzeno i na proteinové
urovni, a to signifikantné snizenou expresi fosforylovanych lehkych fetézcii myosinu
u Sol-Eng" high skupiny, jez jsou hlavni regulaéni komponentou reaktivity hladkych svalovych
bun¢k (242). Funkc¢ni analyza déle prokazala zhorSenou schopnost endotel dependentni
vasodilatace po podani acetylcholinu (Ach) i zhorSenou schopnost vasodilatace hladkych
svalovych bun€¢k po podéani nitroprusidu sodného. V ramci funkéniho vysetfeni byla také

hodnocena endotel dependentni vasodilatace po podani Ach, avSak tentokrat v pfitomnosti
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specifického inhibitoru eNOS N ()-nitro-L-arginin methylesteru (L-NAME). Vasodilata¢ni
odpovéd byla signifikantné zvySena u Sol-Eng" high skupiny, coz vypovida o aktivovaném
kompenzacnim mechanismu u této skupiny, ktery generuje NO z alternativnich zdroji
a pokryva tak fyziologické potieby endotelu béhem funkéniho poskozeni aorty. V ramci
Western blot analyzy byla stanovena exprese ¢lentt Eng/Smad 2/3/eNOS signalizace, a to
vcetn¢ aktivovanych fosforylovanych forem. Vysledky prokdzaly signifikantn¢ snizenou
expresi vSech Clenti této signalizace u Sol-Eng" high skupiny, coz je pravdépodobné
mechanismus zodpovédny za snizenou produkci NO.

Souhrnné lze fici, Ze dlouhodoby stav hypercholesterolémie doprovazeny vysokymi
hladinami sEng v plazmé vede k rozvoji endotelové a vaskularni dysfunkce v my$i aorté a tyto
déje jsou doprovazeny zménou na urovni Eng/eNOS signalizace. Jelikoz nebyl mezi skupinami
signifikantni rozdil v hladinach celkového cholesterolu, 1ze usuzovat, ze vysoké hladiny sEng

by mohly byt rizikovym faktorem rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni.
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4.2. High soluble endoglin levels do not induce changes in structural parameters

of mouse heart

Rathouska J., Fikrova P., Jezkova K., Varejckova M., Mrkvicova A., Dolezelova E.,
Nemeckova 1., Vitverova B., Peslova L., Gallardo-Vara E., Pericacho M., Nachtigal P.;
Heart and Vessels vol. 32 (2017) s. 1013-1024, (IF = 3.434)

Jelikoz nebyla dostupnd zadna relevantni data o plsobeni vysokych hladin sEng
samotnych a/nebo v kombinaci s hypercholesterolémii na rozvoj endotelové dysfunkce
a zanétu v srdci, rozhodli jsme se provést studii za ucelem objasnéni této role. Je znamo,
ze zvysené hladiny sEng se objevuji v plazmé pfi poSkozeni endotelu a zanétlivé reakei (153,
243) a také jsou detekovany u pacientd s hypertenzi (241) ¢i po infarktu myokardu (244). V této
studii jsme vychdzeli z hypotézy, ze vysoké hladiny sEng se podili na rozvoji hypertenze
prostfednictvim interference s TGF[ signalizaci, coz miize vyvolat zanétlivé, strukturalni
a fibrézni zmény v srdci.

Zde jsme pouzili tentyz transgenni mysi model jako v pfedchozi studii, tedy
Sol-Eng" high (sledovana skupina) a Sol-Eng" low samice (kontrolni skupina). Prvni ¢ast studie
byla hodnocena u ¢tyt az Sestimésicnich mysi krmenych standardni (chow) dietou, kdezto druhé
c¢ast studie hodnotila zmény po tiimésinim podavani  vysokotukové  diety
(1,25 % cholesterolu, 40 % tuku). Vzorky srdce byly nasledn¢ hodnoceny pomoci qRT-PCR,
Western blot analyzy a histologickou analyzou fezl srde¢ni tkan€ se zaméfenim na barveni
hematoxylin eosin, které miize odhalit potencialni zanétlivé zmény v srdci a barveni pomoci
zeleného trichromu pro detekci kolagenu.

Vysledky studie ovSem neprokazaly zadné signifikantni zmény v morfologické
struktufe, s ohledem na rozvoj hypertrofie a fibréznich zmén, mezi jednotlivymi skupinami.
Pfitomnost zvySenych hladin sEng vyznamné neovlivnila ani expresi vybranych c¢lenli
TGFp signalizacni kaskady (tkanovy Eng, TGFBRII, ALK-1, ALK-5, fosforylované formy
Smad proteini ¢i inhibitor plazminogenového aktivatoru). Taktéz nebyl prokazan vliv
vysokych hladin sEng na rozvoj zanétu (VCAM-1, ICAM-1) a remodelaci srdce
u Sol-Eng" high skupiny v porovnani s kontrolni skupinou na standardni i vysokotukové dietg.

Vysoké hladiny sEng v plazmé tedy neindukuji fibréozni a degenerativni zmény
kardiomyocytl a nepodili se na rozvoji endotelové dysfunkce a zanétu v srdcich Sol-Eng" high

mysiho modelu, a to ani v normocholesterolemickém, ani v hypercholesterolemickém stavu.
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4.3. Regulation and role of endoglin in cholesterol-induced endothelial and

vascular dysfunction in vivo and in vitro

Vicen M.*, Vitverova B.*, Havelek R., Blazickova K., Machacek M., Rathouska J., Najmanova
I., Dolezelova E., Prasnicka A., Sternak M., Bernabeu C., Nachtigal P.;
The FASEB Journal vol. 33 (2019) 5.6099-6114; (IF = 5.595)

* These authors contributed equally to this work.

Exprese tkanového Eng byla detekovana v endotelovych bunikach aorty mysiho modelu
aterosklerdzy (245) a tato exprese byla snizena u pokrocilych aterosklerotickych 1¢ézi, kdezto
hladiny sEng byly zvySeny (117, 161). Na druhou stranu bylo také prokézano,
ze tkanovy Eng i sEng se Gcastni zanétlivé infiltrace in vivo i in vitro (246, 247). Tato data
ukazuji urcité protichidné ptisobeni tkanového Eng ve studiich simulujicich aterogenezi.
Proto jsme se v této studii snazili propojit in vivo a in vitro ptistup s cilem objasnit vliv zvySené
hladiny cholesterolu, jez doprovazi ateroskleroticky proces, na expresi a regulaci tkanového
Eng se zaméfenim na rozvoj endotelové a vaskularni dysfunkce. Pisobeni zvySenych hladin
cholesterolu bylo v in vivo &asti studie zkoumano u ApoE”/LDLR”" mysiho modelu, ktery
spontanné rozviji hypercholesterolémii (200, 202) a v podminkédch in vitro byla pouzita
bunécna linie lidskych aortdlnich endotelovych bunck a 7-ketocholesterol pro simulaci
hypercholesterolémie. Vzhledem k tomu, Ze pfedkladatelka ma hlavni podil na in vivo Casti
studie, bude v néasledujicim textu diskutovana tato ¢ast.

Pro experimentdlni in vivo CcCast studie byly pouzity dvoumésicni samice
ApoE”/LDLR” mysiho modelu (sledovana skupina) a normocholesterolemické samice
C57BL/6J kmene téhoZz v€ku (kontrolni skupina). Nasledné byla provedena biochemicka
a Luminex analyza ze vzorkd plazmy. Vaskularni reaktivita byla méfena pomoci myografu
a exprese markeri reflektujicich endotelovou dysfunkci byla hodnocena Western blot analyzou.
Vysledky in vivo ¢asti studie ukazuji, Ze stav hypercholesterolémie je doprovazen signifikantné
zvySenymi hladinami sEng, prozanétlivého P-selektinu a naruSenim metabolismu
NO u ApoE”/LDLR” skupiny. Biochemickd analyza prokazala snizenou koncentraci
nitratu (NO3) v plazmé i moéi, coz odrazi snizenou produkci NO u ApoE”/LDLR”" skupiny,
jez je povazovana za charakteristicky projev rozvoje endotelové dysfunkce (248). Funkéni
analyza odhalila signifikantn€ snizenou vasodilata¢ni schopnost bunc¢k hladké svaloviny
a aktivaci kompenza¢niho mechanismu, generujiciho NO nezavisle na eNOS signalizaci,

v aorté ApoE”/LDLR™ skupiny. Western blot analyza prokdzala signifikantné snizenou
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expresi tkanového Eng, eNOS vcetné aktivni formy p-eNOS a také fosforylovanou formu Smad
2/3 v aort¢ ApoE’/LDLR™ skupiny, coz miZe vést k naruSeni endotel dependentni
vasodilatace (249). Dale byla detekovana signifikantné snizend exprese HO-1
a fosforylovanych lehkych fetézcli myosinu, coz jsou dalsi dulezité parametry reflektujici stav
vaskularni reaktivity.

V ramci in vivo Casti studie se poprvé podarilo prokéazat, ze hypercholesterolémie
ovliviiuje expresi a signalizaci tkanového Eng, coz vylstuje v rozvoj endotelové a vaskularni

dysfunkce, a to jesté pred strukturalnimi aterosklerotickymi zménami na urovni aorty.
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5. Souhrnna diskuze

Hlavnim tématem této disertacni prace bylo zhodnoceni a objasnéni role tkanového Eng
a jeho solubilni formy (sEng) v rozvoji endotelové dysfunkce a aterosklerézy u vybranych
mysich modelt. Hypercholesterolémie a aterosklerdza jsou patologickym podkladem mnoha
kardiovaskularnich onemocnéni, u nichz byla prokézana spojitost se zvySenymi hladinami
sEng, ktery je povazovan za biomarker poSkozeni endotelu (250). Otazkou ovSem zistava, zda
je sEng schopen modulovat funkci tkanového Eng a endotelu v pribéhu endotelové dysfunkce,
ktera byva doprovazena hypercholesterolémii.

sEng vznikd proteolytickym Stépenim extracelularni domény tkanového Eng, ktery je
exprimovan zejména endotelovymi buiitkami a buitkami hladké svaloviny v krevnich cévach
(251). N¢kolik studii prokazalo piimy efekt sEng na krevni cévy. Podani rekombinantniho sEng
vedlo k naruSeni vazby TGFB1 cytokinu na pfislusny TGF receptor, coZ nasledné vyustilo
v inhibici eNOS dependentni vasodilatace v mezenterickych cévach u potkanit (153). Jina
studie dosla k zavéru, ze podavani adenoviru, uvoliiujiciho sEng, vedlo u mysi k rozvoji
endotelové dysfunkce v mezenterickych venulach, jez byla charakterizovana zvysenou expresi
bunécnych adheznich molekul a poruchou vasodilatace (164). Jelikoz tyto studie nebyly
provedeny v oblastech vaskuldrniho fecisté, které jsou néachylné krozvoji aterosklerozy,
rozhodli jsme se provést studii objasiiyjici plisobeni zvySenych hladin sEng na aortu.

Némeckova et al. pouzila ve studii unikatni transgenni mysi model, ktery exprimuje
hladiny lidského sEng (Sol-Eng"). Tento model vykazuje celou fadu symptomi preeklampsie,
jako je hypertenze, proteinurie ¢i renalni poskozeni (206). Studie ovSem neprokéazala Zadné
negativni U€inky sEng na funkeci aorty ¢i rozvoj endotelové dysfunkce (252). Proto v navazujici
studii byla mySim podavana vysokotukova dieta po dobu 3 mésicl, ktera méla simulovat
skutecny stav pacientt s aterosklerézou v klinické praxi. Jezkova et al. prokéazala, ze tato
kombinace vede k indukci prozanétlivého fenotypu v aorté, jez je doprovazen zvysenou expresi
bunéénych adheznich molekul. OvSem piekvapive vySetfeni vaskularni reaktivity neprokéazalo
funk¢éni poskozeni aorty (253). Tyto kontroverzni vysledky vedly k uvaze, Ze zvySené hladiny
sEng a hypercholesterolémie si zaslouZi dalsi studium.

Ptedpokladali jsme, Ze dlouhodobé podavani vysokotukové diety (1,25 % cholesterolu,
40 % tuku) v kombinaci s vysokymi hladinami sEng povede ke zménam v aorté¢ na funkéni
Grovni u Sol-Eng" mys$iho modelu. Mysi samice byly rozdéleny do dvou skupin podle hladin
lidského sEng v plazmé na skupinu s vysokymi hladinami (Sol-Eng"* high) a skupinu s nizkymi
hladinami (Sol-Eng" low). Obé& skupiny byly krmeny vysokotukovou dietou po dobu 6 mésict.
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Vysledky studie potvrdily, ze tato kombinace vede ke zhorSené endotel dependentni
vasodilataci zprostfedkované Ach, zhorSené schopnosti vasodilatace hladkych svalovych bun¢k
zprostfedkované nitroprusidem sodnym, aktivaci kompenzacniho mechanismu reflektujiciho
poskozeni endotel dependentni vasodilatace, zhorSené schopnosti vasokonstrikce po podani
KCI a snizené miie fosforylace lehkych fetézcii myosinu, kterd vede ke zhorSené schopnosti
vasokonstrikce a vysvétluje tak vysledek zhorSené vasokonstrikce z funkéniho méfeni.
Vsechny tyto zmény naznacuji funkéni poskozeni endotelu u Sol-Eng” high skupiny. Také je
dalezité¢ zdlraznit, ze hladiny celkového cholesterolu nebyly mezi skupinami signifikantné
rozdilné, tudiz pozorované efekty jsou pravdépodobné zplisobené pouze vlivem sEng.

Mysi a lidsky sEng vykazuji vysokou miru homologie (z 99 % se sekvence piekryvaji,
7z 69 % jsou identické) (120, 121) a experimenty s mys$imi modely dlouhodobé potvrzuji,
ze lidsky sEng interaguje s mysi Eng signalizaci (206, 253). Dal§im dilezitym faktem je, ze
sEng je schopen antagonizovat ucinky tkanového Eng (246). Bylo prokézano, zZe tkanovy Eng
je nezbytny pro spravnou funkci eNOS, a tim padem i pro eNOS dependentni vasodilataci
(249). Eng také ptimo zvySuje expresi eNOS prostiednictvim transkripnich faktort Smad 2/3
bez kooperace s TGFB1 cytokinem (150). V souladu s témito tvrzenimi jsme v na$i studii
pozorovali u Sol-Eng" high skupiny signifikantn& snizenou expresi viech ¢lent signalizace
Eng/Smad 2/3/eNOS v diisledkt moZzné interference se sEng.

Z této studie tedy vyplyva, Ze dlouhodoby stav hypercholesterolémie (indukovany
vysokotukovou dietou) v kombinaci s vysokymi hladinami sEng vede ke zhorSené funkci
endotelu 1 cévni stény v aorte s alteraci na urovni Eng/Smad 2/3/eNOS signalizace.

Z ptedchozich dat 1ze usuzovat, Ze tkaniovy Eng ma protektivni i€¢inek na cévni endotel.
OvSem v soucasné dobé je stile malo informaci o vztahu exprese tkanového Eng a jeho
signalizace v rozvoji endotelové/vaskularni dysfunkce vin vivo navozeném stavu
hypercholesterolémie. Proto jsme se vdalsi studii rozhodli pouzit dvoumeésicni
ApoE”/LDLR”" mysi samice bez detekovatelnych aterogennich zmén v aorté (254), a to
za Ucelem popsani a zhodnoceni vlivu Eng/Smad 2/3/eNOS signalizace na funk¢ni stav aorty
v porovnani s kontrolni skupinou C57BL/6J. ApoE”/LDLR” mys$i model spontanné rozviji
stav  hypercholesterolémie (200, 202). Vysledky studie wukazuji, ze spontanni
hypercholesterolémie u ApoE’/LDLR” skupiny je doprovazena zvysenou hladinou
prozanétlivého P-selektinu, snizenou koncentraci NO3™ v plazmé a mo¢i a zvySenymi hladinami
sEng, coz naznacuje Casny vyvoj endotelové dysfunkce u téchto mysi. Je nutno zminit,
ze snizené hladiny NO3, stabilniho koncového produktu NO metabolismu, reflektuji snizenou

produkci a/nebo aktivitu NO, a tudiz je lze povazovat za ziejmy projev rozvoje endotelové
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dysfunkce (248, 255). V souladu s tim jsme u ApoE”/LDLR”" skupiny detekovali signifikantné
snizenou expresi HO-1, jez se ucastni vasodilatatniho mechanismu na urovni interakce
se solubilni guanylatcykldzou s naslednym uvoliiovanim NO (256). Souhrnné¢ lze tato data
interpretovat jako vyznamné niz§i produkci NO u ApoE’/LDLR” mysi v porovnani
s normocholesterolemickymi mySmi.

sEng vznik4 odstépenim ektodomény z tkanového Eng pisobenim MMP-14, kterd je
povazovana za hlavni protedzu $tépici Eng (251). Piekvapivé jsme v této studii zaznamenali
signifikantné snizenou expresi MMP-14 u ApoE’/LDLR” skupiny, coZ naznaduje,
ze MMP-14 neni jedinou a hlavni protedzou, jez zplsobuje v aorté odstépeni ektodomény
Eng do cirkulace. Podobné vysledky byly prezentovany jiz dfive, kdy endotelové bunky pod
vlivem oxysteroll vykazovaly zvySenou produkci sEng, avSak exprese MMP-14 s timto
vysledkem nekorelovala (221). V souladu s timto zavérem je nutné upozornit na skutecnost,
7e je nepravdépodobné, aby zmény hladin sEng byly reflektovany pouze na urovni exprese
tkanového Eng vjednom typu cévy (zde aorty). Pravdépodobné je sEng v pribéhu
kardiovaskularnich onemocnéni, vcetné aterosklerdzy, uvoliiovan z celého vaskularniho
feCiste.

Stanoveni exprese €leni Eng/Smad 2/3/eNOS signalizace, vcetné aktivnich forem
pSmad 2/3 a p-eNOS, prokazalo signifikantné snizenou uroven exprese vsech téchto ¢lend
u ApoE”/LDLR" skupiny, coz naznatuje moznou poruchu vasodilatace. Nasledovala funkéni
analyza vaskularni reaktivity, ktera prokazala signifikantné poSkozenou schopnost vasodilatace
bun¢k hladké svaloviny po podéani nitroprusidu sodného a také aktivaci kompenzacniho
mechanismu po podani L-NAME u ApoE”/LDLR skupiny, coz svédéi o zménéné vaskularni
funkci aorty téchto mySi. Schopnost endotel dependentni vasodilatace po podani Ach
nevykazovala mezi skupinami signifikantni rozdil, avSak testovani téZe schopnosti
v pfitomnosti L-NAME, specifického inhibitoru eNOS, svéd¢i o aktivaci kompenzac¢niho
mechanismu v aorté ApoE”/LDLR”" mysi. Kompenzaéni mechanismy, mezi néz patii zvy$ena
produkce PGL ¢i EDHF zptisobujici zvySené uvoliovani NO, které mohou kratkodobé
pokryvat fyziologické potteby endotelu a zakryvat tak funkéni poSkozeni (254). Z funkéniho
hlediska jsme také detekovali signifikantné snizenou expresi fosforylovanych hladkych fetézcii
myosinu, hlavni regula¢ni slozky reaktivity buné¢k hladké svaloviny, coZ odrazi naruSeni
vaskularni reaktivity (257).

V této studii jsme poprvé prokdzali, ze hypercholesterolémie ovliviiuje expresi
a signalizaci tkanového Eng, coZ je nasledovéano rozvojem endotelové/vaskularni dysfunkce,

a to jesté pied formaci aterosklerotickych 1ézi v aorté ApoE”/LDLR™" mysi.
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Jak jiz bylo zminéno, sEng je schopen interferovat s tkanovym Eng a antagonizovat
tak jeho funkci. Tato interference mé za néasledek modulaci adheze leukocyti a hladkych
svalovych bunék k endotelu (246, 258). Z vySe uvedenych dat také vyplyva, ze sEng indukuje
znamky rozvoje endotelové dysfunkce a zanétu v riiznych castech vaskuldrniho fecisté (153,
164), coz naznacuje, ze by mohl hrat roli 1 v rozvoji arteridlni hypertenze (241). Endotelova
dysfunkce a arteriadlni hypertenze jsou vyznamné rizikové faktory pro rozvoj strukturalnich
a funk¢nich zmén v srdci (hypertrofie, fibréza, srdecni selhani) (259). Z tohoto diivodu jsme
pouzili Sol-Eng" mysi model, kde Sol-Eng" high skupina vykazuje vyssi systolicky krevni tlak
v porovnani se Sol-Eng" low skupinou (206). Pfedpokladali jsme, ze vysoké hladiny lidského
sEng v plazmé mohou vyvolat patologické zmény v srdei, a to v dusledku hypertenze
a endotelové dysfunkce v srde¢nich cévéach a/nebo interferenci s TGFf signalizaci.

Prvni ¢ast studie byla hodnocena u ¢ty az Sestimésic¢nich samic krmenych standardni
dietou. V této casti studie se ndm nepodafil prokdzat signifikantni rozdil mezi skupinami
v morfologické struktufe, s potencidlnim rozvojem hypertrofie, ¢i detekovat v srdci fibrézni
zmény. Ddle jsme hodnotili zmény na molekularni Grovni. sEng prostfednictvim interakce
s BMP-9 ovliviiuje ALK-1/Smad 1/5 signalizaci (170). Na trovni srdce bylo také prokazano,
ze sEng interakci se signalizaci TGFB1 cytokinu a kolagenu vede k potlaceni tvorby kolagenu
typu I (260) a k redukci fibrozy v oblasti po infarktu myokardu (261). Proto jsme analyzovali
uroven exprese vybranych ¢lentt TGFp signalizace (tkanovy Eng, TGFBRII, ALK-1, ALK-S5,
pSmad 2/3 a pSmad 1/5, inhibitor plazminogenového aktivatoru a inhibitor diferenciace 1),
ovSem neprokazali jsme vliv vysokych hladin sEng na zadny z ¢lentt TGF signalizace. Taktéz
nebyly prokdzany zmény na trovni markerti zdnétu, oxida¢niho stresu a endotelové dysfunkce,
coz vede k zavéru, Ze vysoké hladiny sEng v plazmé neindukuji Zaddné morfologické a funk¢ni
zmény v srdci u téchto mysi na standardni dieté.

Druhd cast studie hodnotila zmény po tfimésicnim podavéani vysokotukové diety
(1,25 % cholesterolu, 40 % tuku) u téhoz mysSiho modelu, jelikoz vysoké hladiny sEng jsou
spojovany predevsim s hypercholesterolémii, a to u mysich modelii 1 lidi (250). Piestoze jsme
piedpokladali, ze kombinace vysokych hladin sEng a hypercholesterolémie bude piisobit jako
dvojity rizikovy faktor, ani v této Casti studie se neprokazal signifikantni vliv této kombinace
na morfologickou strukturu ¢i expresi markeri totoznych s prvni ¢asti studie. Tato data
souhrnné naznacuji, Ze ani stav mirné hypercholesterolémie nepotencuje vliv sEng na srdce.

Celkové lze tedy konstatovat, soudé¢ dle dosazenych vysledkii ve studiich

konfrontovanych s aktualnimi poznatky odborné vetejnosti o roli tkanového a solubilniho Eng,
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ze ob¢ dvé tyto formy participuji v patogenezi kardiovaskuldrnich onemocnéni. Tkanovy Eng
se zda byt zasadni pro spravné fungovani cévniho endotelu a sEng mize byt povazovan za
prognosticky marker rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni, jez jsou spojeny s endotelovou

dysfunkci a hypercholesterolémii.
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6. Zavéry

Mysi model s vysokou hladinou lidského sEng v plazmé (Sol-Eng" high) po podavani
vysokotukoveé diety (1,25 % cholesterolu, 40 % tuku) rozviji fenotyp endotelové
dysfunkce, jez je charakterizovdn naruSenou schopnosti aorty vasodilatace
a vasokonstrikce. Sol-Eng" high skupina také vykazovala signifikantné sniZenou expresi
tkanového Eng, transkripniho faktoru Smad 2/3 a eNOS a téz jejich aktivnich
fosforylovanych forem v aorté. Vysledky studie potvrzuji, Ze dlouhodoby stav
hypercholesterolémie vede k rozvoji endotelového dysfunkce reflektované na urovni
Eng/eNOS signalizace, coz déale naznacuje, ze vysoké hladiny sEng v plazmé mohou

byt povaZovany za rizikovy faktor rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni.

Hypercholesterolémie, jez ApoE’/LDLR” my§i model spontinné rozviji, byla
doprovéazena signifikantné zvySenymi hladinami sEng, prozanétlivého P-selektinu
a rozvratem metabolismu NO u téchto mysi. Hypercholesterolémie také vedla
ke snizené expresi vSech ¢leni Eng/Smad 2/3/eNOS signaliza¢ni kaskady v aorté,
coz vyustilo v rozvoj endotelové a vaskuldrni dysfunkce, charakterizované narusenou
vasodilata¢ni schopnosti endotelovych a hladkych svalovych bunék v aorté. Tyto zmény
jsou tedy reflektovany na urovni zménéné exprese tkdnového Eng a hladin sEng,

coz naznacuje vyznamnou roli obou forem endoglinu v cévni patologii.

Vysoké hladiny sEng v plazmé neovliviiuji expresi vybranych ¢lentt TGFf signalizaéni
kaskady, rozvoj endotelové dysfunkce ¢i zanétlivého procesu a taktéz se nepodili
na rozvoji strukturalnich a fibroznich zmén v srdcich Sol-Eng* transgenniho mysiho
modelu, jeZ byl krmen standardni dietou. Navzdory skute¢nosti, Ze vysoké hladiny sEng
v plazmé byvaji v klinické praxi ¢asto doprovazeny stavem hypercholesterolémie, ani
tato dvojkombinace nevedla k signifikantnim zménam u vysSe hodnocenych parametrt
v srdcich Sol-Eng” transgenniho mys$iho modelu krmeného vysokotukovou dietou

(1,25 % cholesterolu, 40 % tuku).
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7. Podil predkladatelky na publikovanych pracich zahrnutych

v disertacni praci
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I., Tebbens J.D., Bernabeu C., Pericacho M., Nachtigal P. (2018); Soluble endoglin
and hypercholesterolemia aggravate endothelial and vessel wall dysfunction in mouse aorta.
Atherosclerosis 271:15-25; (IF = 4.467)

e Piiprava zvitat ke studii, zpracovani biologického materidlu (aorty a krevni sérum)

e ELISA a Luminex analyza

e Funk¢ni analyza pomoci myografu

e Western blot analyza

e Hlavni podil na analyze dat

e Hlavni podil na sepsani textu publikace

Rathouska J., Fikrova P., Jezkova K., Varejckova M., Mrkvicova A., Dolezelova E.,
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High soluble endoglin levels do not induce changes in structural parameters of mouse heart.
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e Podil na textu publikace

Vicen M.*, Vitverova B.*, Havelek R., Blazickova K., Machacek M., Rathouska J., Najmanova
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role of endoglin in cholesterol-induced endothelial and vascular dysfunction in vivo and in vitro.
The FASEB Journal vol. 33:6099-6114; (IF = 5.595)

e Podil na zpracovani biologického materidlu pro in vivo ¢ast studie (aorty a krevni sérum)

e Funk¢ni analyza pomoci myografu pro in vivo ¢ast studie

e Western blot analyza pro in vivo ¢ast studie

e Hlavni podil na analyze dat pro in vivo ¢ast studie

e Hlavni podil na sepséani textu publikace tykajici se in vivo ¢asti studie
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