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ABSTRAKT

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

Skolitel: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Autor: Adéla Martinkova

Nazev diplomové prace: Funkcéni analyza endotelové dysfunkce v mysi aorté po

podavani vysokotukové diety

Uvod a cil prace: Endotelové dysfunkce je spojovana s poruchou vazodilataéni odpovédi

cévni stény zprostiedkované oxidem dusnatym, ktery za fyziologického stavu vznikd
v endotelovych bunkach. Dysfunkci endotelu je moZné indukovat podavanim
vysokotukové diety (HFD) experimentdlnim zvifatim. Cilem této diplomové prace bylo
zjistit, zda podavani HFD ma vliv na funkéni parametry aorty, zejména vliv

vazodilataéniho faktoru acetylcholinu na endotelové bunky hrudni ¢asti mysi aorty.

Metody: Mysi samci kmene C57BL/6J ve véku 7 mésic byli krmeni po dobu 12 tydnd
vysokotukovou dietou s obsahem 42 % kcal tuku (HFD), kterd u nich méla navodit
endotelovou dysfunkci v aorté. Kontrolni skupiné byla podavana standardni laboratorni
dieta po celou dobu experimentu. Funkcni parametry aorty byly hodnoceny dratovym

myografem 620M.

Vysledky: Hmotnost zvifat byla na konci experimentu statisticky vyznamné nizsi ve
skupiné HFD v porovnani s kontrolni skupinou mysi krmenych standardni laboratorni
dietou. Vazokonstrikéni odpovéd hrudni aorty byla stejnd vobou sledovanych
skupindach. Na endotelu zavisla maximalni vazodilatace indukovanad acetylcholinem byla
rovnéz stejnd v obou porovnavanych skupinach. Na endotelu nezavisla vazorelaxace

indukovana nitroprusidem sodnym nevykazovala rozdily mezi skupinami.

Zavér: Vysledky této prace ukazuji, Ze dlouhodobé podavani HFD s obsahem 42 % kcal

tuku nema vliv na funkci endotelu v hrudni ¢asti mysi aorty.

Klicova slova: endotel, endotelova dysfunkce, vysokotukova dieta, dratova myografie



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Supervisor: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Author: Adéla Martinkova

Title of Thesis: Functional analysis of endothelial dysfunction in mice aorta following

high-fat diet administration

Background and aim: Endothelial dysfunction is associated with the impairment of

vasodilatory response of vessel wall mediated by nitric oxide which is produced by
endothelial cells under physiological conditions. Endothelial dysfunction can be induced
by high fat diet (HFD) feeding in experimental animals. The aim of this diploma thesis
was to determine the effect of HFD on the functional parameters of aorta, especially the
effect of the vasodilatory factor acetylcholine on endothelial cells of the thoracic part of

the mouse aorta.

Methods: The 7 months old C57BL/6J male mice were fed high fat diet containing 42 %
kcal fat for 12 weeks to induce endothelial dysfunction in the aorta. The control group
was fed a standard laboratory diet during the whole experiment. Functional parameters

of aorta were assessed with wire myograph 620M.

Results: At the end of the experiment, the weight of the animals was statistically
significantly lower in the HFD group compared to the control group of mice fed the
standard laboratory diet. We did not notice any differences between the control group
and the HFD group in vasoconstrictictor response of thoracic aorta. The maximal
endothelium-dependent acetylcholine-induced vasodilation was the same in both
groups. Endothelium-independent sodium nitroprusside-induced vasorelaxation did not

show any changes between groups.

Conclusion: The results of this study suggest that long-term feeding with HFD containing

42 % kcal of fat has no effect on the endothelial function in thoracic part of aorta.

Keywords: endothelium, endothelial dysfunction, high fat diet, wire myography
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uvoD

Endotel je povaZovan za vysoce selektivni metabolicky aktivni orgdn, ktery hraje
klicovou roli pfi udrZovani vaskularni homeostazy. Vlivem rGznych rizikovych faktoru,
jako je napfriklad koureni, diabetes mellitus (DM), hypertenze, dyslipidémie ¢i obezita,
dochazi postupem casu k poruse jeho funkce — odborné nazyvanou jako endotelova

dysfunkce [1].

Endotelova dysfunkce, vyvolana plsobenim vyse zminénych rizikovych faktord,
je zodpovédna za progresi kardiovaskularnich (KVS) onemocnéni, véetné aterosklerdzy.
V Ceské republice patfi KVS onemocnéni mezi nejéastéjsi pricinu imrti, zejména se jednd
o ischemickou chorobu srdecni, cévni mozkovou prihodu a jiné srdecni choroby [2]. Je
to pravé endotelova dysfunkce, kterd stoji na pocatku rozvoje téchto onemocnéni a

vyznamneé se podili na vyvoji jak ¢asnych, tak i pozdnich fazi aterosklerdzy [3].

Jednou zduleZitych funkci endotelu je wudriovani rovnovdhy mezi
produkovany endotelem patti oxid dusnaty (NO). Ke stimulaci jeho tvorby, a tedy
vazodilataci ve zdravém endotelu dochazi napfiklad diky acetylcholinu. Pfi poruse
endotelu, tedy endotelové dysfunkci, vSak acetylcholin plsobi pfimo na hladké svalové

buriky cévni stény a paradoxné vyvoldva vazokonstrikci [4].

Tato diplomova prace se zaméruje na funkéni analyzu endotelové dysfunkce v mysi
aorté po podavani vysokotukové diety, tedy posouzeni schopnosti jeji vazokonstrikce
plUsobenim vazokonstrikénich faktorl a zejména posouzeni vazodilatace disledkem
pUsobeni vazodilatacniho faktoru — acetylcholinu. Volné mastné kyseliny, jez jsou hlavni
soucdsti této diety, jsou zodpovédné za indukci oxidacniho stresu a dalSich faktoru

vedoucich ke vzniku endotelového poskozeni a tedy rozvoji endotelové dysfunkce [5].



1. TEORETICKA CAST

Kardiovaskularni (KVS) systém zajistuje cirkulaci krve v téle. Krev, jakoZto
transportni médium, je po téle distribuovana systémem krevnich cév. Jeji pohon potom
zajistuje srdce, které je jakousi svalovou pumpou a napomaha tak krevnimu transportu

do celého téla [7].
Krevni cévy mizeme rozdélit do tfi zakladnich skupin:

e Artérie (tepny)
e Vény (zily)

e Kapilary (vlasecnice)

Artérie (prechdzejici vtenci arterioly — tepénky) rozvadi okyslicenou krev
smérem od srdce. Naopak vény (prechazejici v tenci venuly — Zilky) transportuji
odkyslicenou krev smérem k srdci. Kapildry jsou spojovacim ¢lankem artérii a vén a

zajistuji vymeénu latek mezi krvi a tkanémi [7].

Artérie mUzZzeme rozdélit na dva zakladni typy, a to na elastické a muskularni
neboli svalové. Prikladem artérie elastické je aorta (viz. Obrazek 1), véetné zacatku jejich

hlavnich vétvi [6].
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Obrazek 1: Aorta
Obradzek zndzorriuje hlavni ¢dsti aorty a jeji odstupujici vétve.

Prevzaté z: Your Aorta — Cardiac Health [online]. Dostupné
https://www.cardiachealth.org/your-heart/aorta/ [19.1.2023] [8].
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1.1. Histologicka stavba aorty

Aorta je nejvétsi a zaroven jedinou tepnou, kterou krev opousti srdce. Jeji
histologicka stavba je uzplisobena pro vyrovnavani pulznich tlakd srdce a zajisténi
kontinualniho pratoku krve [6]. Aorta odoldva tlaku okolo 140-150 mmHg, coZ odpovida
asi 18,7-20 kPa. Tento tlak v arteridlnim recisti postupné klesa s tim, jak se ztencuje
prasvit artérii. S klesajicim tlakem klesa i rychlost proudéni krve v jednotlivych ¢astech

krevniho tecisté [10].

Sténa aorty se sklada ze ti zakladnich vrstev — tunica intima, tunica media a

tunica adventitia, viz. Obrazek 2.

tunica adventitia
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Obrazek 2: Struktura elastické artérie: a) schéma, b) mikroskopické zobrazeni (x48)

Obrazek zndzortriuje tfi zakladni vrstvy cévni stény — vnitini tunica intima vystldna
endotelovymi burikami, prostredni tunica media tvorena hladkosvalovymi burikami a
fenestrovanymi elastickymi blankami a zevni tunica adventitia tvofena prevdzZné

vazivem.

Prevzaté z: Histology: A Text and Atlas: With Correlated Cell and Molecular Biology [12].
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1.1.1. Tunica intima

Tunica intima je tvorena jednovrstevnym plochym epitelem — endotelem, ktery
naseda na bazalni membranu a vystyla vnitfni povrch cévy. Jedna se o epitel nepravy,
jelikoZ nepochazi pfimo ze zarodecnych list(l, ale z embryonalniho pojiva —mesenchymu
[3]. Dalsi slozkou je tzv. subendotelova vrstva, kterd je tvorena fidkym kolagennim

vazivem, v némz mohou byt zastoupeny myofibroblasty [6, 7].

1.1.2. Tunica media

Nejsilnéjsi vrstvou arteridlni stény je tunica media, kterd je tvorena cirkularné
nebo spirdlovité usporddanymi burfikami hladké svaloviny. Tyto bunky produkuji
extraceluldrni matrix, kterd vytvari sit elastickych a kolagennich vldken typu IIl. Tato
vldkna obsahuji oproti nejcastéji zastoupenému kolagenu typu | vice proteoglykan( a
vytvareji retikularni sit [9]. U artérii muskularniho typu mGzeme na rozhrani tunica
intima a tunica media nalézt fenestrovanou elastickou membranu (membrana elastica
interna). Mezi tunica media a tunica adventitia se nachazi zevni elastickd membrana
(membrana elastica externa) [6]. Fenestrace (otvory) v membrané umoznuji pronikani
Zivin do hlubsich vrstev cévni stény, jelikoz elastin, ze kterého je membrana tvorena, je
nepropustny [7]. Artérie elastického typu obsahuji daleko vétsi mnozstvi elastickych
membran (20-50), a proto se u nich vySe zminéné mezivrstvy (membrana elastica
interna et externa) nerozliSuji [6]. Pocet téchto membrdn se zvySuje s vékem. U
novorozence se jich obvykle vyskytuje kolem 40, u starsich jedincd okolo 70. S vékem
také dochazi k depozici elastinu a ztlusténi membran [7]. Pfi vystupu aorty ze srdce se

na stavbé medie vyznamné podileji i kardiomyocyty [6].

1.1.3. Tunica adventitia

Vnéjsi vrstvou cévni stény je tunica adventitia (neboli tunica externa). Jeji
struktura je tvorena vazivem s kolagennimi a elastickymi vlakny, ktera maji (narozdil od
tunica media) longitudinalni usporadani. Z bunécénych elementli jsou zde obsaZzeny
fibroblasty a neptilis cetné adipocyty, ovSsem mohou se zde ojedinéle vyskytovat i buriky
hladké svaloviny. V adventitii je obsazen zejména kolagen typu |1, dale

glykosaminoglykany dermatansulfat a v malé mire i heparansulfat. JelikoZ je zasobeni
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cévni stény Zivinami a kyslikem (u cév s primérem vétsim nez 1 mm) pouhou difuzi z
lumen vlastni cévy nedostatecné, vyvinuly se u nich tzv. vasa vasorum (cévy cév),
podilejici se na vyzivé cévni stény. Tyto cévy mohou vznikat pfimo z artérie, kterou
vyZivuji, nebo z tepny sousedni a mohutné se vétvi v adventitii a v zevnich oblastech
medie. Adventitie obsahuje také tzv. nervi vasorum, coz jsou vétve autonomnich nervi
sympatiku (umoZnujici vazokonstrikci) a parasympatiku (umoZnujici vazodilataci)
regulujici napéti cévni stény stahem hladkych svalovych bunék. V ptipadé artérii
eferentni nervova vldkna nepronikaji az do tunica media, takze mediator noradrenalin
musi pro dosazeni hladké svaloviny nékolik mikrometrt difundovat (narozdil od vén, kde

tyto nervy zasahuji az do medie) [7, 10, 11].
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1.2. Endotel

Endotel je nejvétSim endokrinnim orgdnem lidského téla [4, 13]. Jeho burky
lemuji cely obéhovy systém, od srdce az po nejmensi kapilary (Obrazek 3) [15]. Ackoli je
endotel tvoren pouze jedinou vrstvou bunék, jeho celkovy povrch predstavuje plochu
500-1000 m? a jeho hmotnost je odhadovana pfiblizné na 1,5-3 kg. Endotelové buriky
(EC) jsou nepravidelného podlouhlého tvaru s délkou okolo 25-50 pm a vySkou do 5 um
[3]. V cévni sténé jsou orientovany podél osy cévy, ¢imz se minimalizuji sily smykového
napéti vyvijené proudici krvi. Jsou spojeny tésnymi spoji (zonula occludens, angl. tight
junctions) a ukotveny k bazdlni membrané [16]. Kromé tight junctions jsou v
endotelovych burikdch obsaZeny i spoje adhezni (adherent junctions) a mezerové (gap

junctions) [18].

Obrazek 3: Endotelové burky

Obrazek zndzornuje endotelovou vrstvu tvorenou jednou kontinudlini linii endotelovych

bunék, které vystylaji vnitini povrch cévniho lumen.

Prevzaté z: Searching for Optimal Models for Endothelial Cell 3D Culture — Lifeline® Cell
Technology [online]. Dostupné na: https.//www.lifelinecelltech.com/searching-for-

optimal-models-for-endothelial-cell-3d-culture/ [4.2.2023] [77].

Po mnoho let se véfilo, Ze endotel je pouze jednoduchd bunééna bariéra
oddeélujici cévni sténu od cirkulujici krve. Rozsahly vyzkum v poslednich letech vsak

odhalil jeho komplexni roli. Endotel je povazovan za vysoce selektivni metabolicky
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aktivni orgdn, ktery hraje klicovou roli napfiklad pfi udrzovani vaskularni homeostazy,
kdy udrzuje rovnovahu mezi vazokonstrikénimi a vazodilatacnimi faktory [1]. Pochopeni
endotelové funkce a dysfunkce bylo zasadnim bodem zjisténi, proc¢ rlizné patologické
stavy, jako jsou arterialni hypertenze, dyslipidémie, koufeni ¢i diabetes mellitus, vedou

k uniformnim cévnim zméndam [14].

1.2.1. Fyziologicka funkce endotelu
1.2.1.1. Regulace cévni permeability

Jednou ze zakladnich funkci endotelu je fizeni propustnosti mezi krvi a okolnimi
tkanémi. Endotel fidi prostup jak bunécnych, tak i nebunéénych krevnich ¢astic [3].
Zatimco tekutiny a malé rozpusténé latky prostupuji pasivné pres bariéru paraceluldrni
cestou, makromolekuly vyuZivaji pro svij transport paraceluldrni i transceluldrni drahy
[16]. Prestup leukocytll je realizovan za pomoci adheznich molekul (E-selektin,
mezibunécnd adhezni molekula 1 — ICAM-1, cévni adhezni molekula 1 — VCAM-1,
adhezni molekula krevnich desticek — PECAM-1), které endotel exprimuje na svém

povrchu [3].

V intaktnim endotelu brani pritomnost tésnych spoju, které vytvareji restriktivni
bariéru pro makromolekuly, prostupu téchto latek skrze endotel. Pfi akutnim nebo
chronickém zanétu dochazi k retrakci EC a uvolnéni téchto spoju, coz zvétsi mezibunécny
prostor a nasledné zvysi permeabilitu endotelu. Dochazi tak k nadmérné extravazaci

tekutin a makromolekul, cozZ vede ke vzniku edému a zdnétu [16, 17].

Cévni permeabilita mGze byt ovlivnéna pfimo molekulami, které zpuUsobuji
rozpad bariéry. Molekuly zodpovédné za zvySeni vaskuldrni permeability zahrnuji
rastové faktory, jako je vaskularni endotelovy rlstovy faktor (VEGF), zanétlivé cytokiny,
histamin, serotonin, trombin, bradykinin, substance P, faktor aktivujici desti¢ky (PAF)
nebo reaktivni formy kysliku (ROS) [16, 17]. VétsSina téchto latek je produkovana v
akutnich nebo chronickych zanétlivych situacich [18]. Permeabilita mize byt také
nepfrimo regulovana krevnim tlakem a vyslednym pritokem krve [17]. Dojde-li v cévé ke
zvySeni rychlosti toku krve, nastane v této cévé vazodilatace zprostfedkovana cévnim

endotelem, ktery v dlsledku zvyseného smykového napéti v endotelové membrané
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zacne vylucovat oxid dusnaty s vyraznym vazodilatacnim efektem [19]. ZvySeni pratoku

krve, napfiklad v disledku vazodilatace, potom zvysuje vaskuldrni permeabilitu [17].

1.2.1.2. Regulace cévniho tonu

Endotel je mistem produkce rlznych vazodilataénich i vazokonstrikénich
plGsobkd [13]. Vazodilatace je zprostfedkovana hlavné faktory, jako je NO, od endotelu
odvozeny hyperpolarizacni faktor (EDHF) a prostacyklin (PGlz), zatimco vazokonstrikce
je zprostredkovdana faktory, jako je endotelin-1 (ET-1), angiotenzin Il (AT-II), tromboxan

A; (TXA;) a prostaglandin Ha (PGH3).

Mezi nejdualezitéjsi vazodilatacni faktory produkovany endotelem patfi
jednoznaéné NO [3]. NO je povazovan za nejsilnéjsi endogenni vazodilatator v téle. Je
produkovan z L-argininu, semiesencialni aminokyseliny, ¢innosti endotelové NO syntazy
(eNOS). Ta muZe byt aktivovdna smykovym napétim krevniho proudu (shear stress),
hypoxii nebo celou radou lokalné pusobicich faktord, jako je bradykinin, adenosin, VEGF
a serotonin [1, 3, 5]. Stimulaci tvorby NO, a tedy vazodilataci, vyvolava také acetylcholin.
Pti poruseném endotelu vsak plsobi pfimo na hladké svalové bunky cévni stény a
paradoxné vyvolava vazokonstrikci [4]. Biosyntéza NO také vyzaduje mnoho kofaktoru,
jako je nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid (FMN),
flavin adenin dinukleotid (FAD), tetrahydrobiopterin (BH4) a kalmodulin. Po své syntéze
NO difunduje pfes membranu EC a vstupuje do bunék hladké svaloviny, kde nasledné
aktivuje guanylat cyklazu (GC). Aktivaci GC ddle vznika intracelularné cyklicky guanosin
3’,5-monofosfat (cGMP), ktery jako druhy posel zprostfedkovava biologické plsobeni
NO, zejména vazodilataci [5]. Mezi dalsi dulezité biologické funkce NO patfi inhibice
exprese adheznich molekul, adheze a agregace trombocytll, apoptdzy EC a zamezeni

proliferativnich procesu v cévni sténé protizanétlivym plsobenim [3, 14].

Dals$im vazodilatacné pusobicim faktorem je EDHF, jehoz hlavni biologickou

ulohou je pravdépodobné vazodilatace v koronarnim recisti [3].

Treti vazodilataéni latkou produkovanou endotelem je PGl.. Uvolfovani
prostacyklinu je zprostfedkovano podobnymi mechanismy jako uvolfiovani NO a jejich

ucinky se navzajem potencuji [3]. PGly zvysSuje hladinu cyklického 3’,5"-adenosin
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monofosfatu (CAMP) v bunikach hladké svaloviny a v trombocytech, ¢imz pUsobi nejen

vazodilatacné, ale ma vliv i na patologicky zvySenou aktivitu trombocytl [14].

K zachovani rovnovahy vznikaji v endotelu i latky s vazokonstrikénim plsobenim.
je vazokonstrikéné pUsobici peptid (21 AMK) majici prozanétlivé a promitogenni
vlastnosti. Plisobi na ETa a ETg endotelinové receptory, které zprostfedkovavaji kontrakci
a proliferaci bunék hladké svaloviny cévni stény [14]. ETa receptory se nachazeji na
povrchu bunék hladké svaloviny cév a jsou zodpovédné za vazokonstrikci (stimulaci
fosfolipdzy C). ETs receptory se nachdzeji jak na endotelovych burkach, kde
prostiednictvim NO/PGI; pfispivaji k vazodilataci, tak i na burikach hladké svaloviny cév,
kde plsobi vazokonstrikéné [1, 18]. Kromé podnétl vedoucich i k uvolnéni NO (napf.
bradykinin, AT-Il, shear stress) syntézu ET-1 stimuluji i nékteré aterogenni proteiny
(trombin), ¢i lipoproteiny (oxidovany LDL). V intaktnich cévach je vazokonstrikéni
pusobeni ET-1 vyvaZovano soucasnou stimulaci produkce NO a prostacyklinu a plnd

vazokonstrikce se tak objevi az pfi poSkozeni endotelu [3].

Dal$imi vazokonstrikéné puUsobicimi latkami jsou TXA, a PGH; ze skupiny
prostanoidid a dale AT-Il. TXA2 a PGH: plsobi antagonisticky vaci NO aktivaci
tromboxanovych prostanoidnich receptorl (TP). Angiotenzin konvertujici enzym (ACE)
pfeménuje angiotenzin | (AT-I) na AT-ll, ¢imZz dochazi k degradaci vazodilatacné
plUsobiciho bradykininu. AT-lIl dale aktivuje angiotenzinové receptory ATi, které
nasledné stimuluji tvorbu ET-1 a dalSich mediatord (napf. inhibitoru aktivatoru

plazminogenu) [14].

Jemna rovnovdha mezi vSemi témito vyluCovanymi molekulami je nesmirné
dllezitad pro sprdvné fungovani endotelu a nerovnovaha téchto molekul muze prispét k

selhani vaskuldrni autoregulace a ovlivnit strukturdlni a funkéni integritu obéhu [5].

Prehled vlivu jednotlivych endotelovych faktor( na funkci vaskularniho hladkého

svalstva a cirkulujicich krvinek znazornuje Obrazek 4.
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Obrdzek 4: Prehled ucinki endotelovych faktori na funkci hladké svaloviny cév a
cirkulujicich krvinek

Ve zdravém endotelu je eNOS zodpovédnd za vétsinu vaskuldrni produkce NO. Avsak v
patologicky nedimerizovaném stavu se eNOS v disledku rtznych oxidativnich stresi
stdva potencidlnim generdtorem reaktivnich forem kysliku. Vlivem aktivace ETa, ATy,
prip. TP receptort plsobi ET-1, AT-ll, TXA, a PGH, na vaskuldrni hladkou svalovinu
konstrikéné, zatimco NO, EDHF a PGl; pusobi zvysenim cGMP (pfip. cCAMP) v burikdch

hladké svaloviny cév relaxacné.

ACE — angiotenzin konvertujici enzym; Ach — acetylcholin; AT-I — angiotenzin I; AT-Il — angiotenzin Il; AT: —
receptor angiotenzinu 1; BHs4 — tetrahydrobiopterin; BK — bradykinin; cAMP — cyklicky adenosin
monofosfdt; cGMP — cyklicky guanosin monofosfat; ECE —endotelin konvertujici enzym; eNOS — endotelovad
syntdza oxidu dusnatého; EDHF — od endotelu odvozeny hyperpolarizacni faktor; ETa a ETs — receptory
endotelinu A a B; ET-1 — endotelin-1; L-Arg — L-arginin; L-Cit — L-citrulin; M — muskarinovy receptor; Oz —
superoxidovy anion; ONOO™ — peroxynitrit; NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; NO — oxid
dusnaty; NOX — nikotinamid adenin dinukleotid fosfdt oxiddza;, PGH, — prostaglandin Hz PGl> —
prostaglandin 1;; ROS — reaktivni formy kysliku; S1s — serotoninovy receptor; TP — tromboxanovy

prostanoidni receptor; TXA2 — tromboxan Az; 5-HT — serotonin; @ — inhibice; + — stimulace.

Prevzaté z: Endothelial Dysfunction: Clinical Implications in Cardiovascular Disease and

Therapeutic Approaches [1].
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1.2.1.3. Regulace hemostdzy

Endotel hraje kli¢ovou roli pfi zajistovani hemostatické rovnovahy [15]. Povrch
EC je za normalnich podminek antikoagulacni a netrombogenni [16, 18]. PoSkozeni cév
nebo vystaveni uréitym cytokinim nebo prozanétlivym podnétim posouva rovnovahu
smérem k prokoagulacnim procesim [18]. Endotel se prostfednictvim von
Willebrandova faktoru (VWF), fibrinogenu, trombomodulinu (TM), tkanového faktoru
(TF), tromboxanu A; a prostacyklinu vyznamné podili na fizeni hemostazy [14]. Ovliviiuje
navic i fibrinolyzu. PUsobenim tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA) vznika z
cirkulujiciho plazminogenu plazmin, klicovy enzym Stépici molekuly fibrinu. Na inhibici
tPA se potom podili inhibitor aktivatoru plazminogenu (PAI-1). Jak tPA, tak PAI-1 jsou

exprimovany a v rizném poméru uvolnovany z EC [3].

1.2.1.4. Angiogeneze

Endotel se také podili na tvorbé krevnich cév [15]. Ta je zprostiedkovana
rastovymi faktory, jako je VEGF, destickovym rastovym faktorem (PDGF) a
transformujicim rastovym faktorem [ (TGF-B) [14]. Naopak velmi vyznamnym

antimitogenem, ktery inhibuje proliferaci bunék hladké svaloviny cév, je NO [3].
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1.3. Endotelovad dysfunkce (ED)

Endotelovou dysfunkci mizZeme charakterizovat jako funkéni poruchu cévniho
endotelu s prfevahou sekrece vazokonstrikénich plisobkd, zvysené propustnosti endotelu
pro makromolekuly (napf. LDL) a burnky (leukocyty), aktivace zanétlivych reakci
(vyvolanych napt. oxidovanym LDL), aktivace prokoagulace (diky zvySené expresi TF) a

produkce rustovych faktor( [32].

ED hraje hlavni roli v patofyziologii fady KVS onemocnéni, zejména v remodelaci
pfi srdec¢nim selhani, v patogenezi aterosklerdzy, hypertenze a progresi srdecniho

selhdni, rendiniho selhani, komplikaci DM, sepse a dalSich chorob [3, 32].

1.3.1. Priciny vzniku

Existuje fada pfi¢in ED, z nichZz vétSina je znamd jako rizikové faktory KVS
nemocnéni (viz. Obrazek 6). Tyto faktory se podileji na vzniku oxidacniho stresu a zanétu,

které mizZeme zaradit mezi hlavni mechanismy patogeneze ED [5].

1.3.1.1. Oxidacni stres

Mezi riznymi komplexnimi mechanismy se oxidacni stres jevi jako nejbéznéjsi
zakladni mechanismus pro rozvoj ED. Obvykle je vétsina KVS rizikovych faktor( spojena
se zvySenim oxidaéniho stresu a ROS [1]. Nékolik studii skute¢né prokazalo, ze ROS
mohou vést prostfednictvim rliznych mechanismu k ED, coz je hlavni faktor v etiologii
mnoha KVS onemocnéni [29]. Tyto mechanismy zahrnuji aktivaci NADPH oxidazy,
inaktivaci NO, tvorbu peroxynitritu (ONOO"), rozpad eNQOS, stimulaci exprese ET-1 a
dalsi. Ve zdravém endotelu je eNOS zodpovédna za vétsSinu vaskularni produkce NO.
Pokud je vSak eNOS v patologicky nedimerizovaném stavu (v dlsledku oxidace BH4 na
BHs. peroxynitritem, coz ndsledné vede k rozpadu eNOS), stava se tak potencialnim

generdtorem ROS (Obrdazek 5) [1, 25].
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Obrazek 5: Signalizace NO ve zdravém (vlevo) i dysfunkcnim (vpravo) endotelu

Zdravy endotel udrZuje vaskuldarni funkci ve fyziologickém stavu prostrednictvim ucinkd
NO (vazodilatacni, protizénétlivé a antitrombogenni). Lamindrni smykové napéti
(laminar shear stress), inzulin a acetylcholin (Ach) stimuluji eNOS k produkci NO.
Dysfunkcni endotel je charakterizovdn snizenou produkci NO, zdnétlivym fenotypem
projevujicim se zvySenou expresi bunécnych adheznich molekul (CAM), zvysenou
permeabilitou souvisejici se zvysenou migraci cévnich monocytu do subendotelového
prostoru (v disledku rozvolnéni bunécnych spoji) a infiltraci leukocyty. Namisto
vytvoreni dimeru se eNOS rozpoji, coZ vede k produkci ROS namisto NO. SniZzend hladina

NO a zvyseni ROS vedou k iniciaci a progresi aterosklerozy.

Prevzaté z: Coronary endothelial dysfunction: from pathogenesis to clinical implications

[27].

ROS jsou generovany v mistech zanétu a poranéni [20]. Syntetizovany jsou jak
v EC, tak v medii i adventitii cév [26]. Zatimco pfi nizkych koncentracich mohou fungovat
jako signalni molekuly (tzv. druzi poslové) podilejici se na regulaci zakladnich bunéénych
aktivit, jako je rlist bunék a jejich adaptace, pti vyssich koncentracich mohou ROS

zpUsobit poskozeni bunék a jejich smrt [20].

Vyznamnym zdrojem ROS jsou FFA — volné mastné kyseliny (mechanismem
aktivace NADPH oxiddazy prostiednictvim protein kindzy C — PKC), které tak pfispivaji ke

vzniku oxida¢niho stresu a rozvoji ED [5].
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Obrazek 6: ED indukovand oxidacénim stresem

Rizikové faktory jako je DM, koureni, hypertenze, dyslipidémie, obezita, nebo stdrnuti se
vyznamné podileji na vzniku oxidacniho stresu a produkci ROS. Oxidacni stres je
povaZovdn za hlavni mechanismus zapojeny do patogeneze ED, pro kterou je
charakteristickd sniZend dostupnost NO a nékteré dalsi déje — zvysend adheze leukocytt
a zanét, ukladani lipidi v cévni sténé, proliferace bunék hladké svaloviny cév,
vazokonstrikce a agregace trombocytt a trombdza. Tyto déje v dusledku dlouhodobého
plsobeni vyse zminénych rizikovych faktord, které vyvoldvaji oxidacni stres a podileji se

tak na rozvoji ED, vedou k progresi KVS onemocnéni, véetné aterosklerozy.

Prevzaté z: Endothelilal dysfunction: Clinical implications in Cardiovascular disease and

therapeutic Approaches [1].

1.3.1.2. Chronicky zdanét

Dalsim zdkladnim mechanismem vzniku ED je zanét. Zda se, Ze existuje kauzalni
vztah mezi oxidaénim stresem a zanétem. Za fyziologickych podminek endotel reguluje
zanétlivé procesy v cévni sténé uvolfnovanim NO. Dysfunkéni endotel vSak podpori

tvorbu ROS a cévni zanét zhorsi [1].

Existuje mnoho zanétlivych marker( spojenych s ED a aterosklerézou. Hlavnim
proteinem akutni faze zanétu je tzv. c-reaktivni protein (CRP). Uklddanim do intimy cév
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pfimo prispiva k ¢asné fazi aterosklerdzy, ktera predchazi kumulaci monocytl. Kromé
toho CRP pfimo ovliviiuje biologickou dostupnost NO, coZ zplsobuje oxidacni stres, ED

a hyperplazii cévni intimy [1].

Zanét je také spojen s nadmérnou expresi tumor nekrotizujiciho faktoru alfa
(TNF-a) a interleukinu-1 (IL-1), ktery podporuje adhezi a migraci leukocytd. Tyto
zanétlivé cytokiny indukuji EC a leukocyty k expresi adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-
1), monocytarniho chemotaktického proteinu-1 (MCP-1), E-selektinu, P-selektinu a
interleukinu-6 (IL-6), coZ vede ke zhorSeni ED [1]. Takto aktivované EC pak pfitahuji do
mista zanétu monocyty, které se zde preménuji na makrofagy a nasledné pénové buriky,

které potom vedou ke vzniku ateromového platu (viz. kapitola 1.3.2.2.) [3].

1.3.1.3. Infekce

ED a ateroskler6za jsou také ovlivnény infekci a jejim imunitné
zprostredkovanym poskozenim. Epidemiologické studie naznacuji, Ze infek¢ni agens
mohou predisponovat pacienty k aterosklerdze a jejim klinickym prihodam [1]. Infekéni
agens muze k chronickym zanétlivym procesim pfispét pfimymi nebo neptrimymi
mechanismy. Pfimy Ucinek je dan schopnosti mikroorganism( infikovat cévni buriky.
Neprimy ucinek je potom dan disledkem zvyseni cytokinG a dalSich proteinG akutni faze,
coz vede kurychleni aterosklerotického procesu [21]. Chronické infekce tedy lze

povaZovat za jeden ze spoustécich mechanism( endotelového poskozeni [13].

Jako priklad bakteridlnich patogenli mlZeme uvést Chlamydia pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori, ¢i napt. Poryphyromonas gingivalis. Z virQ
to je pak napriklad cytomegalovirus, virus hepatitidy C, herpes simplex virus, ¢i napf.

virus Epstein-Barrové [21].
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1.3.2. Projevy
1.3.2.1. Hypertenze

Hypertenze je zndmym rizikovym faktorem mnoha KVS onemocnéni. Rizné
studie odhalily zasadni roli endotelové dysfunkce u hypertenze [23]. Neni viak jasné, zda

je hypertenze pricinou nebo disledkem ED [15].

Dalezitym faktorem v rozvoji endotelového poskozeni u hypertenznich pacientt
je zvySena aktivita renin-angiotenzinového systému (RAS). RAS, zejména jeho klicovy
efektor AT-Il, hraji zasadni roli v rozvoji hypertenze a jejich nasledk(, pfispivaji k ED,
hypertrofii vaskuldrnich bunék hladkého svalstva, oxidacnimu stresu, vazokonstrikci a

zanétu [28, 31].

Projevy ED mohou také rozvoji hypertenze pfedchdazet. Tak naptiklad zvySena
koncentrace ROS indukuje snizeni biologické dostupnosti NO [28]. Bylo popsano, Ze
snizenim produkce NO ¢i prostacyklinu dochazi ke zvyseni krevniho tlaku [31]. NO také
hraje roli pfi vylu¢ovani sodiku. Snizenim jeho produkce dochazi ke kumulaci sodiku a

vody v organismu a narustu krevniho tlaku [24].

Navzdory tomu, Ze mechanismy vedouci ke vzniku hypertenze nejsou plné
objasnény, dlkazy poukazuji na to, Ze ustfedni roli v jeji patofyziologii hraje oxida¢ni
stres. Oxidacni stres je totiz spojen s produkci ROS, které podporuji vznik vazokonstrikce
a vaskularni hypertrofie [24]. Bylo prokazano, Ze aktivace RAS, oxidacni stres a zanét
hraji zasadni roli vrozvoji ED u pacientll s hypertenzi, coz vede k remodelaci cév,

progresi aterosklerdzy, a nakonec ke zvySenému riziku KVS prihod [28].

1.3.2.2. Ateroskleroza

Endotelova dysfunkce se podili na vyvoji jak ¢&asnych, tak i pozdnich fazi
aterosklerézy [3]. Rizikové faktory predisponujici k rozvoji aterosklerézy jako je
hypertenze, DM, koureni a hypercholesterolémie, jsou spojeny s ED [15]. VSechny tyto
rizikové faktory ovliviiuji funkci EC, coz ma za nasledek jejich zvySenou permeabilitu,

adhezi leukocytl a expresi prokoagulacnich molekul [22]. PFi téchto stavech se fenotyp
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endotelu méni na prozanétlivy a protrombogenni, mj. diky zvySené expresi adheznich

molekul (napf. VCAM-1) a cytokind (MCP-1).

Expresi téchto adheznich molekul a cytokind dochazi ke zvysené adhezi
monocytl k endotelu, jejich pronikdni do cévni stény, kumulaci a nasledné preméné
v makrofagy. Makrofagy potom exprimuji receptory, které usnadnuji pronikdni a
akumulaci lipoproteinovych ¢astic v subendotelovém prostoru. Ddle sem pronikaji T-
lymfocyty z krevni cirkulace a buriky hladkych svalovych bunék z medie. Plisobenim ROS
dochazi klipoperoxidaci téchto lipoproteinovych ¢&astic a uvolnény oxidovany
cholesterol je pohlcen makrofdgy za vzniku tzv. pénovych bunék. Nahromadénim
pénovych bunék vznikaji tzv. tukové prouzky, které jsou jiz makroskopicky patrné.
Hromadénim vaziva ddle vznikaji tzv. fibrdzni platy. Pfeplnéné pénové buriky potom
praskaji a uvolnény cholesterol se dostava do extraceluldrniho prostoru kde dava vznik

tzv. ateromovym platam.

ED tedy nejenze predstavuje ¢asnou, morfologicky némou fazi aterosklerdzy, ale
podili se také na vyvoji morfologicky zfejmych aterosklerotickych Iézi a pfispiva tak ke

klinické manifestaci aterosklerdzy [3, 30].

1.3.2.3. Diabetes mellitus

Pacienti s DM vzdy vykazuji poruchu vazodilatace zavislou na endotelu. Caste¢né
je to zpusobeno castou asociaci tohoto onemocnéni s dalsSimi KVS rizikovymi faktory,
véetné hypertenze, obezity a dyslipidémie. Mezi mechanismy vedouci k
rozvoji endotelového poskozeni u diabetickych pacientl patti inzulinova rezistence a

hyperglykémie [15].

Bylo publikovano velké mnozstvi studii o interakci mezi inzulinem a NO
systémem, pfi¢emz bylo prokazano, Zze u zdravych jedincl je inzulin schopen vyvolat
vazodilataci. Tento vazodilataéni Ucinek inzulinu je ¢asteéné zprostfedkovan zvysenou
produkci NO prostfednictvim aktivace inzulinového receptoru (viz. Obrazek 5) a
zvySenou expresi eNOS, ¢imZz se vysvétluje vliv inzulinové rezistence na zhorseni

endotelové funkce pfi DM [1].
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Ke zhorseni funkce endotelu pfispiva i hyperglykémie. ED byla pozorovana
dokonce i u normoglykemickych jedincl (s vysokym rizikem rozvoje DM a inzulinové
rezistence) béhem ordlniho glukézového tolerancniho testu (oGTT). Hyperglykémie také
vede ke vzniku produktl pokrocilé glykace (AGEs), které se hromadi v cévni sténé, méni
strukturdlni integritu endotelu a jsou schopny inhibovat aktivitu NO. Navic v dusledku
vazby AGEs na specifické povrchové receptory EC dochazi k zesileni zanétlivé reakce,

zvySeni vaskularni permeability a oxidanimu stresu. To vSe vyznamné prispiva k ED [1].
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1.4. Dieta s vysokym obsahem tuku (HFD)

Po konzumaci diety s vysokym obsahem tuku byla pozorovana ED, kterd je
spojena se zvySenym oxidacnim stresem. Hlavni slozkou HFD zodpovédnou za indukci
oxidacniho stresu a dalSich faktort vedoucich ke vzniku endotelového poskozeni jsou
FFA. Rostouci mnozstvi dlikaz(i naznacuje dlilezitou roli FFA pfi zprostifedkovani ED. Mezi
mozné priciny FFA-indukované ED mlZeme zaradit inzulinovou rezistenci, oxidacni stres
a zanét. FFA také usnadnuji apoptézu EC a zprostredkovavaji mnoho skodlivych Gcinkd

na endotelové progenitorové bunky [5].

1.4.1. Volné mastné kyseliny (FFA), hlavni slozka HFD

FFA jsou karboxylové kyseliny s dlouhym alifatickym fretézcem obsahujici na
jednom konci skupinu methylovou, zatimco na druhém konci skupinu karboxylovou. V
zavislosti na pritomnosti dvojnych vazeb se déli na nasycené mastné kyseliny (SFA) bez
dvojnych vazeb, mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) s pouze jednou dvojnou
vazbou a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) s nejméné dvéma dvojnymi vazbami
[33]. FFA mohou byt take v zdvislosti na délce rfetézce rozdéleny do tfi typ(: FFA s

kratkym (SCFA), stfednim (MCFA) a dlouhym retézcem (LCFA) [34].

SFA pochazeji predevsim z ZivociSnych a mléénych produktll, kokosového a
palmového oleje, zatimco nenasycené FFA, jako jsou MUFA a PUFA, se nachazeji v

olivovém oleji, ofiscich a v nékterych tuénych rybach [33].

Jsou to pravé SFA, které jsou z velké casti zodpovédné za KVS onemocnéni
narozdil od UFA, které naopak proti KVS onemocnénim spiSe chrani. Zajimavé je, Ze i
kdyZz PUFA maiji ochrannou roli proti ED, jejich volna cirkulujici forma by mohla také
zprostredkovat negativni pisobeni na endotel snizenim dostupnosti NO a zvySenim ET-

1 [35, 36].

SFA zvysuji hladinu LDL, cozZ je hlavni rizikovy faktor pro KVS onemocnéni. Studie
naznacuiji, ze vétsi riziko pro rozvoj téchto onemocnéni maji FA s dlouhym retézcem [37].
NejbéznéjSimi LCFA vyskytujicimi se v zapadni stravé jsou kyselina myristova, kyselina
palmitova (PA) a kyselina stearova (SA). Nékolik studii potvrdilo vliv PA jako silného

faktoru pfispivajicimu k rozvoji aterosklerdzy [38].

27



1.4.2. Mechanismy indukce ED prostrednictvim FFA

FFA zprostfedkovavaji ED pomoci nékolika mechanism(, které mohou mit pfimy

¢i nepfimy vliv na produkci NO [5].

1.4.2.1. Potlaceni signdlni dréhy AMPK/PI3K/Akt/eNOS

Jednim z moznych mechanism, jak FFA indukuji ED je potlaceni signdini drahy
AMPK/PI3K/Akt/eNOS. Tato draha je dalezita v inzulinové signalizaci. Inzulin je klicovym
mediatorem vazodilatace zprostfedkované NO a AMPK (5’ adenosinmonofosfatem
aktivovand proteinkindza). Inhibici této drahy FFA dochazi ke snizeni aktivity eNOS a tedy

ke snizeni produkce NO v EC odpovédného za vazodilataci [39].

Bylo prokdazano, Ze zvysend hladina FFA v krevnim fecisti poSkozuje vazodilataci
zavislou na endotelu, zatimco vazodilatace nezavisla na endotelu zGstava neovlivnéna.

To naznaduje, Ze FFA hraji specifickou roli v inhibici produkce NO v EC [40].

Bylo také prokazano, Ze aktivace mitochondridlni drahy AMPK/eNOS zmirnuje ED

a aterosklerdozu u mysi krmenych HFD [41].

1.4.2.2. Naruseni produkce/uvolriovdni NO zprostiredkované vdpnikem

Dalsim mechanismem je naruseni produkce a uvolfiovani NO prostfednictvim
vapniku. Vapnik hraje klicovou roli v endotelové funkci tim, Ze usnadnuje uvolfovani NO
prostfednictvim aktivace eNOS [42]. Bylo prokdzano, Ze FFA snizuji mnoiZstvi
intracelularniho vapniku v prasecich aortalnich endotelovych burikach a tim narusuji
produkci/uvolfiovani NO [43]. Pozdéji dalsi studie potvrdila skodlivé Gcéinky FFA na
endotelovou signalizaci vapniku a ndslednou aktivitu eNOS, ktera vedla ke snizeni

produkce NO [44].

1.4.2.3. Zprostiedkovadni oxidacniho stresu a zanétu

FFA mohou také zprostfedkovavat oxidacni stres a zanét v endotelu, coz mlze

ovlivnit signalizaci inzulinu a pfispét ke snizeni produkce NO.

Jak uz bylo zminéno, HFD, ktera je velkym zdrojem FFA, také indukuje oxidacni

stres v endotelu [45, 46]. Bylo prokdzdno, Ze FFA indukuji nadmeérnou expresi NADPH a
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zprostredkovdvaji tak oxidacni stres u potkan(i s projevy obezity i DM typu Il [47].

Ptipady oxida¢niho stresu vyvolané FFA byly prokazany i u EC zdravych lidi [48].

FFA mohou také pfispivat k zanétlivym stavim, které vedou ke zvySeni
endotelové permeability [49]. Jednou z hlavnich cest vedoucich k ED vyvolané FFA je
aktivace NF-kB (nukledrni faktor kB), ktera je popsana v mnoha studiich [50]. Aktivace

cesty NF-kB vede ke zvySené produkci ROS v EC a sniZzené produkci NO [51].

1.4.2.4. Aktivace RAS

Renin-angiotenzinovy systém je klicovym regulatorem arteridlniho krevniho
tlaku. EC exprimuji ACE nezbytny pro syntézu AT-ll, ktery nasledné zplsobuje
vazokonstrikci stimulaci produkce ET-1 a nedostatek NO. Pro posileni signalizacni drahy
NO je dllezitd inhibice ACE [52]. AT-Il zpUsobuje vznik FFA prostfednictvim potlaceni
oxidacni drahy FA, na druhé strané mohou byt FFA také aktivatory RAS. Aktivace RAS

pomoci FFA muze zvysit hladinu ET-1, coz m0Ze vést k vazokonstrikci [53, 54].

Mysi postradajici ACE (ACE-/-) vykazuji zvySenou genovou expresi enzymu
souvisejicich s lipolyzou a oxidaci FA, coz by mohlo vysvétlit souhru mezi RAS a tvorbou
FFA. Aktivita AT-Il se podili na patogenezi ED. FFA mohou aktivovat leukocyty a pfispivat
k adheznim vlastnostem leukocytl mechanismem zdavislym na AT-Il, coz vede k rozvoji
ED. Inhibice RAS je hlavnim preventivnim opatfenim proti FFA-indukované ED u lidi [55,

56, 57].

1.4.2.5. Ucinky na endotelové progenitorové buriky

FFA maji také vliv na endotelové progenitorové buriky. Ty se podileji na obnové
endotelu pti arteridlnim poskozeni a faktory jako oxidacni stres pfrispivaji k jejich
dysfunkci a apoptdéze [58]. Dysfunkini endotelové progenitorové bunky jsou
povazovany za klicové regulatory v patogenezi aterosklerdzy a dalSich KVS onemocnéni

[59].
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1.4.3. Charakteristika pouzité diety

Vysokotukovd dieta TD.88137 pouZita vtomto experimentu se vyznacuje
nékolika kritickymi parametry souvisejicimi s rozvojem hypercholesterolémie a

aterosklerdzy. Tyto parametry zahrnuiji:

e 0,2 % celkového cholesterolu,
e 21 % hm. celkového tuku (tj. 42 % kcal z celkového mnozstvi),
e vysoky obsah nasycenych mastnych kyselin (> 60 % z celkového mnoZstvi SFA),

e vysoky obsah sachardzy (34 % hm.).

Procentudlni zastoupeni hlavnich Zivin a jejich podil na kalorickém pfijmu

znazornuje Tab. 1.

Tabulka 1: Nutricni hodnoty diety TD.88137

% hm. % kcal z celk. hm.
Proteiny 17,3 15,2
Sacharidy 48,5 42,7
Tuky 21,2 42,0
kcal/g 4,5
Cholesterol 0,2%

Data prevzata z: TD.88137 Adjusted calories diet (42 % from fat) [60].

Procentudlni obsah jednotlivych typl mastnych kyselin ve vztahu k celkové

hmotnosti diety a celkové hmotnosti obsazenych mastnych kyselin znazornuje Tab. 2.

Tabulka 2: Spektrum mastnych kyselin diety TD.88137

% z diety % z celk. hm. MK
Celkem 20,7 100,0
SFA 12,8 61,8
MUFA 5,6 27,3
PUFA 1,0 4,7
Jiné 1,3 6,2

Data prevzata z: TD.88137 Adjusted calories diet (42 % from fat) [60].
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1.5. Myografie

Ke studiu aktivity velkych a malych krevnich cév jsou Siroce vyuZivany dratové a
tlakové myografy [61, 62, 63, 64, 65]. Pro tuto experimentalni praci byl pouZit myograf

dratovy, kterému bude vénovan nasledujici text.

V dfivéjsich letech (pfed rokem 1970) byla vétsSina informaci o mechanickych,
morfologickych a farmakologickych vlastnostech hladké svaloviny cév omezena pouze
na vétsi tepny (hlavné aortu). Zatimco informace o mensich tepnach byly odvozeny Cisté
z perfuznich experimenta a histologickych vysetreni. Ve druhé poloviné 70. let minulého
stoleti (1977) vSak prof. Mulvany a prof. Halpern vyvinuli a predstavili Uzasnou techniku
zvanou dratova myografie [69, 70]. Tato in vitro technika nam umoZniuje zkoumat cévni
reaktivitu izolovanych tepen s malym odporem. Rlazné typy cév tak mohou byt

zkoumany v rdznych patologickych stavech [66, 67].

1.5.1. Zakladni princip

V dratovém myografu je krevni céva rozdélena na stejné dlouhé segmenty a
kazdy segment je pfipevnén dvéma hdacky (draty) k myografu [61]. Draty z korozivzdorné
oceli jsou uprfednostiovany pred wolframovymi kvdli jejich oxidaci, kterd ovliviiuje
zaznamenané odezvy [68]. Typicky je jeden z hackl pevny, zatimco druhy je pfipojen ke
snimaci sily. Délka segmentu je udrZovana konstantni (izometrickd), zatimco sila je
zaznamendvana béhem kontrakce nebo relaxace. Zatimco pfi vazokonstrikci se
obvodové napéti zvysSuje, pfi vazodilataci naopak klesa. Prednosti této metody je, Ze
poskytuje izometrické vlastnosti a méreni napéti jsou velmi citlivd. Nevyhodou je, Ze
geometrie a zatiZzeni se vyrazné odchyluji od fyziologickych podminek a preparace
cévnich segmentl mlze zpUsobit poskozeni endotelu. Dratény myograf je také méné

citlivy pro malé cévy [61].

1.5.2. Popis pristroje

Multimyograficky systém — model 620M, pouzity pro tento experiment, je vysoce
sofistikovany vyzkumny pfistroj, vhodny jak pro farmakologické experimenty, tak pro in
vitro studie vaskuldrni reaktivity cév a jinych tkani (kréni tepna a aorta, prddusnice,
stfevo, nebo mocovy méchyr) [71].
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Kazda jednotliva jednotka myografu, vyrobena z hliniku, ma centralné umisténou
komoru z nerezové oceli. Hacky nebo dratky pro uchycenitkané jsou pak umistény v této
komore, kde jedna strana je pripojena k tenzometru (snimac sily) a druha strana je
pfipojena k mikrometru. Kazdda jednotka ma individualné fizeny pfivod a odsavani plynu
(Obrazek 7). Ohtev a ptipojeni pro odsavani a plynovani jsou v rozhrani myografu, coz
umoznuje, aby vzorky ve vsech ¢tyfech komorach byly udriovany za fyziologickych

podminek (fizené teploté 37 °C a syceny plynnou smési) [71].

Obrdzek 7: Jednotka dratového myografu

Obrdzek schematicky zndzorfiuje metodu méreni odezvy izolovanych krevnich cév
pomoci dratové myografie. Myograficka jednotka se sklddd z komory, kterou Ize naplnit
fyziologickym pufrem a provzdusnit vhodnou smési plyni. Maly kousek krevni cévy je
upevnén mezi dva drdaténé hdacky (tmavé Cerné Cdry). Spodni (nepohyblivy) hdk je
pfipevnén k mikrometru a horni hdk je pfipojen k citlivému tenzometru. Kontrakce nebo
relaxace cévy je snimdna tenzometrem a signdl je odesldn do pocitace. Do komory

mohou byt pfiddny poZadované slouceniny pro stanoveni cévni vazoaktivity.

Prevzaté z: Design and Physiology of arteries and veins. Physiology of Resistance Vessels
[online]. Dostupné na:

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123745538000551 ?via%3Dih

ub [13.2.2023] [72].
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2. ZADANI A CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanovit funkéni parametry, zejména vliv
vazodilata¢niho faktoru acetylcholinu na endotelové buriky hrudni ¢asti mysi aorty. Mysi
byly krmeny po dobu 12 tydnl dietou s vysokym obsahem tuku (HFD — high fat diet),
ktera u nich méla navodit endotelovou dysfunkci v aorté a jejiz pfitomnost jsme chtéli
stanovit. K méreni vazokonstrikce a vazodilatace mysi aorty byl pouzit dratovy myograf.
Experimentdlni skupina mysi na HFD byla porovndna s kontrolni skupinou mysi

krmenych béZnou stravou (tzv. chow type diet).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Schéma experimentu

V experimentu byli pouZziti mysi samci kmene C57BL/6J ve véku 7 mésict (n=16).
Kontrolni skupina zvitat byla krmena ad libitum standardni laboratorni dietou (kontrola,
n=8) a druha skupina zvifat byla krmena ad libitum vysokotukovou dietou TD.88137 s
obsahem 42 % kcal tuku po dobu 3 mésict (HFD, n=8). Zvifata byla chovana ve Vivariu
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové za standardnich laboratornich podminek,
v mistnosti s kontrolovanou teplotou a vlhkosti, pfi dvanactihodinovém cyklu stfidani
svétla a tmy. Na konci experimentu byla zvitfata usmrcena cervikdlni dislokaci v hluboké
narkdze. Zviratim byla odebrana krev z vena cava inferior k dalsi analyze a poté

odebrana hrudni ¢ast aorty.

Vsechny experimenty byly provedeny ve shodé s EEC (86/609/EEC).

3.2 Izolace a preparace aorty

Vlastnimu experimentu pfedchdzela izolace a preparace hrudni ¢asti mysi aorty.
Ta byla po vyjmuti ihned umisténa do Krebsova-Henseleitova pufru. Pomoci
stereoskopického mikroskopu byla nasledné odstranéna prilehla tukova tkan, jak
znazornuje Obrazek 8. Hrudni aorta byla rozdélena na 4 segmenty, kazdy o délce
pfiblizné 2 mm. Tyto segmenty byly nasledné umistény na dratky do komor myografu
(620M, Danish Myo Technology, Dansko) naplnénych po 5 ml Krebsova-Henseleitova
pufru (viz. Kapitola 3.3. Obrazek 9).
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Obrazek 8: Mysi aorta

Obrdzek vlevo zndzorriuje izolovanou hrudni ¢dst mysi aorty pred preparaci. Obrdzek

vpravo zobrazuje tutéz aortu po odstranéni okolni tukové tkané (perivaskuldrniho tuku).

Pozn.: Foto autor

3.3. Viastni méreni

Pred zacatkem kalibrace jsme komory myografu promyli ultra ¢istou vodou a
spustili zahfivani (37 °C). Po upevnéni segmentl aorty do komor (viz. Obrazek 9)
nasledovala 20 minut kalibrace. Segmenty jsou v Krebsové pufru, ktery je sycen smési

95 % 02a5 % CO».
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Obrazek 9: Segment aorty umistény v komore myografu

Obrdzek zndzorriuje segment hrudni cdsti aorty upevnény na drdtkdch v komore
myografu. Drdtky snimaji silu v mN s nepretrZitym zdznamem napéti v programu

LabChart (LabChart, ADI Instruments, Austrdlie).

Pozn.: Foto autor

Po kalibraci jsme kaZidy segment normalizovali, aby byly viechny segmenty ve

stejném stavu, ktery odpovida fyziologickému tlaku, ktery na sténu aorty plsobi.

Po normalizaci jsme vSechny kandly vynulovali a segmenty roztahli na hodnotu
odpovidajici tlaku 5 mN. Doba rozpinani byla 15 minut. Po 15 minutach jsme manualné
opét nastavili hodnotu 5 mN (hodnota napéti segmentl ma klesajici tendenci) a nechali

segmenty dalSich 10 minut rozpinat.

Po 10 minutach jsme hodnoty vynulovali, vypustili Krebs-Henseleitlv pufr
z komor a ovéfili Zivotaschopnost cévy vazokonstrikéni odpovédi na chlorid draselny

(KCI), viz. nasleduijici kroky:

e pridani KCI 5 ml (do kazdé komory), t = 10 minut,

e promyti Krebs-Henseleitovym pufrem (tfikrat), t = 15 minut,
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e pfidani KCI 5 ml (do kazdé komory), t = 10 minut,
e promyti Krebs-Henseleitovym pufrem (tfikrat), t = 15 minut (hodnota musi byt O

mN).

Po promyti byly segmenty aorty kontrahovany zvySujicimi se koncentracemi

evvzs

3), aby se dosahlo minimalné 80 % kontrakce vyvolané KCl. Pfed pridanim dalsi
koncentrace je nutné vzdy ¢ekat cca 2 minuty do ustaleni hodnot koncentrace predes|é

(pozorujeme tzv. fazi plateau).

Tabulka 3: Koncentracni rada a pipetované mnoZstvi PGF2a

Koncentrace PGF2a 10° 108 107 10

Pipetované mnoistvi [ul] 10 9 9 9

Po dosazeni stabilni plateau faze jsme indukovali na endotelu zavislou relaxaci
kumulativni koncentraci acetylcholinu (viz. Tabulka 4). Pfed ptidanim dalsi koncentrace
je nutné vzdy ¢ekat cca 2 minuty do ustaleni hodnot koncentrace predesl|é (pozorujeme

tzv. fazi plateau).

Po koncentraci ACh 10° a 10 nebyva vidét Zadny pokles. Koncentrace 107 uz
muZe navodit vazokonstrikci, protoZze M receptory jsou saturovany a ACh plsobi na

hladké svalové buriky, a to konstrikéné.

Tabulka 4: Koncentracni fada a pipetované mnoZstvi ACh

Koncentrace ACh 107 108 107 10

Pipetované mnozstvi [pl] 10 9 9 9

Nasledovalo promyti Krebs-Henseleitovym pufrem (tfikrat), nez hodnota klesla
na 0 mN (cca 15 minut). Pfidali jsme opét koncentracni fadu PGF2a (viz. Tabulka 3) pro

navozeni vazokonstrikce.
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Po ustaleni plateau faze jsme pro vyvolani relaxace nezdvislé na endotelu bez
promyti pfidali koncentraéni fadu nitroprusidu sodného — SNP (viz. Tabulka 5), pro
ovéreni vazodilatace cévy. Pred pridanim dalsi koncentrace je nutné vidy cekat cca 2

minuty do ustaleni hodnot koncentrace predeslé (pozorujeme tzv. fazi plateau).
Po dosazeni hodnoty 0 mN vypneme zaznam a uloZime zaznam napétové krivky.

Tabulka 5: Koncentracni fada a pipetované mnoZstvi SNP

Koncentrace SNP 107 108 107 10

Pipetované mnoistvi [ul] 10 9 9 9

Po dokonceni experimentu jsme vyjmuli segmenty aorty, vypustili obsah komor
a kazdou promyli ultra Cistou vodou. Nasledné jsme do kazdé komory napipetovali 5 ml

2% kyseliny octové, nechali chvili plsobit a opét nékolikrat promyli ultra Cistou vodou.

3.4. Statistické hodnoceni

Statistické hodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru GraphPad Prism 9.5.1
(GraphPad Software, Inc., USA). Data jsou uvedena jako stfedni hodnota + IQR. Pro
prfimé porovnani skupin a rovnéz pfi skupinové analyze koncentracnich krivek byl vyuzit
Mann-Whitney test. Statisticky vyznamné hodnoty byly stanoveny pti hodnotach p <
0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. Hmotnost zvirat

Hmotnost zvifat byla na konci experimentu statisticky vyznamné nizsi ve skupiné
HFD krmené vysokotukovou dietou v porovnani s kontrolni skupinou mysi krmenych

standardni laboratorni dietou (kontrola vs. HFD, 31,25 + 2,54 vs. 27,94 + 3,54 g) (Graf 1).

30
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Graf 1: Hmotnost zvifat na konci experimentu v gramech

Data jsou zobrazena jako stfedni hodnota + IQR, Mann-Whitney test, **p < 0,01.

39



4.2. Maximadlni vazokonstrikcni odpovéd na KCI

Pfi stanoveni maximalni vazokonstrikéni odpovédi na 60 mM KCl jsme
nezaznamenali Zzadné rozdily mezi kontrolni skupinou a HFD skupinou (7,15 + 3,69 vs.

7,39 + 5,09 mN) (Graf 2).
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Graf 2: Maximdlni vazokonstrikéni odpovéd'na 60 mM KCI

Data jsou zobrazena jako stredni hodnota + IQR.
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4.3. Maximalni vazokonstrikcni odpovéd’ ' na PGF2a

Pfi méreni vazokonstrikéni odpovédi na prostaglandin F2a (kontrola vs. HFD,
100,5 + 18,5 vs. 107,5 + 61,25 % z maximalni odpovédi na 60 mM KCl) jsme rovnéz

nezjistili statisticky vyznamny rozdil (Graf 3).
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Graf 3: Maximadlni vazokonstrikcni odpovéd’ na PGF2a, zobrazeno jako % z maximdlni
vazokonstrikcni odpovédi na KCI

Data jsou zobrazena jako stredni hodnota + IQR.
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4.4. Maximalni vazodilatacni odpovéd'na Ach

Na endotelu zavisld maximalni vazodilatace indukovana acetylcholinem v pre-
kontrahovanych (PGF2a) segmentech aorty byla stejnd v obou porovnavanych

skupinach (kontrola vs. HFD, 77,5 £ 21,25 vs. 76,5 + 22,75 %) (Graf 4).
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Graf 4: Maximadlni vazodilatacni odpovéd na Ach v pre-kontrahované aorté (PGF2a)

Data jsou zobrazena jako stfedni hodnota * IQR.
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4.5. Vazodilatacni odpovéd' na Ach v zavislosti na
koncentraci

Pfi porovnani koncentracni kfivky vazodilataéni odpovédi na Ach jsme zjistili
signifikantné lepsi vazorelaxaci pfi koncetraci 0,001 M ve skupiné HFD (kontrola vs. HFD,

26,63 + 16,13 vs. 44,38 + 12,75 %), pfi dalSich koncentracich byla odpovéd aortalnich

segmentu jiz stejna, bez rozdilu mezi skupinami (Graf 5).
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Graf 5: Vazodilataéni odpovéd’ na Ach v zavislosti na jednotlivych koncentracich

Data jsou zobrazena jako stredni hodnota + IQR, Mann-Whitney test, *p < 0,05.
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4.6. Vazodilatacni odpoveéd na SNP v zdvislosti na
koncentraci

Na endotelu nezavisla vazorelaxace indukovana nitroprusidem sodnym byla
v obou sledovanych skupinach stejna pfi vSech aplikovanych koncentracich a maximalni

odpovéd na 1 M SNP byla 100 + 4,13 vs. 100 + 0, kontrola vs. HFD (Graf 6).
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Graf 6: Vazodilataéni odpovéd’ na SNP v zavislosti na jednotlivych koncentracich

Data jsou zobrazena jako stfedni hodnota + IQR.
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5. DISKUZE

Endotelova dysfunkce je charakteristickym rysem mnoha KVS onemocnéni,
véetné aterosklerdzy a chronické hypertenze. Dlkazy naznacuiji, Ze zvySena tvorba ROS
je dulezitym aspektem vaskularni dysfunkce a zvyseni aktivity ROS urychluje inaktivaci
NO, coz vede ke snizeni bioaktivniho NO a zvySeni vaskuldrni rezistence. Nékolik studii

prokdazalo, Ze tuk, fruktdza a sacharéza mohou vyvolat endotelovou dysfunkci [74].

Podavani vysokotukové diety (HFD) vede k rozvoji obezity u experimentdalnich
zvitat [74]. V naSem experimentu jsme prekvapivé zaznamenali signifikantni sniZzeni vahy
u zvirat, které byly 3 mésice krmeny HFD. Zvitata byla krmena ad libitum dle dostupné
literatury, navic jsme nezaznamenali vyrazné snizeny pfijem potravy ani zmény
zdravotniho stavu zvifat, zatimco jini autofi prokazali, Ze podavani HFD vedlo ke zvyseni

vahy a rozvoji obezity u mysi [74, 75].

Endotelova dysfunkce v malych i velkych cévach byva casto méfena vyuZitim
myografu, kdy nejvyraznéjSim ukazatelem porusené funkce endotelu je snizend
vazodilataéni odpovéd na latky, které indukuji produkci NO endotelovymi bufikami [66].
Nékteré studie potvrzuji rozvoj endotelové dysfunkce po podavani HFD, avsak v nasi
studii jsme nezaznamenali Zadné rozdily mezi skupinami po podavani standardni nebo
vysokotukové diety ve vazokonstrikéni ani vazodilatacni odpovédi aortalnich segmentd.
Rozdily mGzou vyplyvat z rizného usporadani experimentu, kdy v jedné studii se zacalo
s podavanim HFD u mysich samct C57BL/6J jiz ve véku 4 tydna. Takto nizky vék viak neni
pro dietni studie doporucovany, i kdyZ jsou zvifata v takto nizkém véku senzitivnéjsi
k jakémukoliv zasahu [73]. V jiné studii byly k pokusu pouZzity 8 tydenni mysi samice,
které byly krmeny HFD po dobu 16 tydn( a vysledky méreni na myografu ukazaly nizsi
acetylcholinem indukovanou vazorelaxaéni odpovéd’ v porovnani s kontrolni skupinou

krmenou normalni dietou [75].

V poslednich letech se porusend cévni funkce dava do souvislosti s perivaskularni
tukovou tkani, ktera byva pro standardni méreni na myografu vétSinou odstranéna. Bylo
zjisténo, Ze zatimco vazodilatacni odpovéd aorty na acetylcholin po odstranéni

perivaskularniho tuku byla po podavani HFD stejnad jako po podavani standardni
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laboratorni diety, tak pfi zachovani perivaskuldrniho tuku byla relaxace aortalnich

segmentl na myografu signifikantné snizena [76].

Nase vysledky ukazuji, Ze pouzita vysokotukova dieta s obsahem 42 % kcal tuku
nema vliv na funkéni parametry mysi aorty. Je mozné, Zze zmény nastavaji v tomto
usporadani pokusu na molekuldrni Urovni a zmény v expresi nékterych protein(, které
charakterizuji endotelovou dysfunkci je vhodné sledovat pomoci nékterych

molekuldrnich metod, napfiklad Western blot.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit funkéni parametry, zejména vliv

vazodilata¢niho faktoru acetylcholinu na endotelové buriky hrudni ¢asti mysi aorty.

Pfi stanoveni maximalni vazokonstrikéni odpovédi na 60 mM KCl jsme
nezaznamenali Zadné rozdily mezi kontrolni skupinou a HFD skupinou, rovnéz jsme
nezjistili statisticky vyznamny rozdil pfi méreni vazokonstrikéni odpovédi na

prostaglandin F2a.

Na endotelu zavisld maximalni vazodilatace indukovana acetylcholinem v pre-
kontrahovanych segmentech aorty byla stejna v obou porovnavanych skupindch, rovnéz

nebyl zaznamendn zadny rozdil v relaxaci indukované nitroprusidem sodnym.

Vysledky této prace ukazuji, Ze podavani vysokotukové diety u mysiho kmene
C57BL/6) vtomto véku a v casovém horizontu nema signifikantni vliv na rozvoj

endotelové dysfunkce z pohledu funkéni analyzy.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Anglicky vyznam Cesky vyznam

ACE angiotensin converting enzyme angiotenzin konvertujici enzym

AGEs advanced glycation end products konecéné produkty pokrocilé

glykace

Ach acetylcholine acetylcholin

Akt (PKB) | protein kinase B protein kindza B

AMPK 5’ adenosine monophosphate 5’ adenosin monofosfatem
activated protein kinase aktivovana protein kindza

AT, angiotensin Il receptor type 1 receptor angiotenzinu Il typu 1

AT-1/11 angiotensin /Il angiotenzin /11

BHa tetrahydrobiopterin tetrahydrobiopterin

cAMP adenosine 3°,5"-monophosphate adenosin 3°,5"-monofosfat

cGMP guanosine 3’5"-monophosphate guanosin 3°,5"-monofosfat

CRP c-reactive protein c-reaktivni protein

DM diabetes mellitus diabetes mellitus

EC endothelial cells endotelové bunky

ED endothelial dysfunction endotelova dysfunkce

EDHF endothelium-derived od endotelu odvozeny
hyperpolarizing factor hyperpolarizac¢ni faktor

eNOS endothelial nitric oxide synthase endotelovd syntaza oxidu

dusnatého

ET-1 endothelin-1 endotelin-1

ETa/s endothelin receptora/s endotelinovy receptorass

FAD flavin adenine dinucleotide flavin adenin dinukleotid

FFA free fatty acids volné mastné kyseliny
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FMN flavin mononucleotide flavin mononukleotid

GC guanylate cyclase guanylat cyklaza

HFD high fat diet vysokotukova dieta

ICAM-1 intercellular adhesion molecule 1 | mezibunééna adhezni molekula 1

IL-1/6 interleukin-1/6 interleukin-1/6

KVS cardiovascular kardiovaskularni

LCFA long chain fatty acids mastné kyseliny s dlouhym

fetézcem
LDL low density lipoprotein lipoprotein o nizké hustoté
MCFA medium chain fatty acids mastné kyseliny se stfednim
fetézcem

MCP-1 monocyte chemoattractant monocytarni chemotakticky
protein-1 protein-1

MUFA monounsaturated fatty acids mononenasycené mastné kyseliny

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide | nikotinamid adenin dinukleotid
phosphate fosfat

NF-kB nuclear factor kappa B nuklearni faktor kappa B

NO nitric oxide oxid dusnaty

PAF platelet activating factor faktor aktivujici krevni desti¢ky

PAI-1 plasminogen activator inhibitor inhibitor aktivatoru plazminogenu

PDGF platelet derived growth factor destickovy rlstovy faktor

PECAM-1 | platelet endothelial cell adhesion adhezni molekula krevnich
molecule desticek

PGFyq prostaglandin Fyq prostaglandin Faq

PGH: prostaglandin H; prostaglandin H;

PGI> prostaglandin I, prostaglandin I>

PI3K phosphatidylinositol-3-kinase fosfatidylinositol-3-kinaza
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PKC protein kinase C protein kindza C

PUFA polyunsaturated fatty acids polynenasycené mastné kyseliny

RAS renin-angiotensin system renin-angiotenzinovy systém

ROS reactive oxygen species reaktivni formy kysliku

SCFA short chain fatty acids mastné kyseliny s kratkym
fetézcem

SFA saturated fatty acids nasycené mastné kyseliny

TF tissue factor tkanovy faktor

TGF-B transforming growth factor transformujici rGstovy faktor B

™ thrombomodulin trombomodulin

TNF-a tumor necrosis factor alfa tumor nekrotizujici faktor alfa

TP thromboxane prostanoid receptor | tromboxanovy prostanoidni
receptor

tPA tissue plasminogen activator tkanovy aktivator plazminogenu

TXA:2 thromboxane A tromboxan A,

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1 | cévni adhezni molekula 1

VEGF vascular endothelial growth factor | vaskularni endotelovy rlstovy
faktor

vWF von Willebrand factor von Willebrand(v faktor
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