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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a Iékarskych véd

Nazev diplomové prace: Western blot analyza markerd endotelové dysfunkce v mysi
aorté po podavani vysokotukové diety

Vedouci prace: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Autor: lvana Strelcova

Cil prace: Vysoky ptijem tuk( v potravé byva spojen se zvySenym rizikem rozvoje riznych
metabolickych onemocnéni véetné zvySeného kardiovaskularniho rizika. Cilem této
diplomové prace bylo zjistit, zda poddvani vysokotukové diety s obsahem 42 % kcal tuku
ma vliv na expresi vybranych markert endotelové dysfunkce, ktera predstavuje klicovy
mechanismus v rozvoji kardiovaskuldrnich komplikaci.

Metody: V praci byly sledovdny zmény v expresi endotelové syntdzy oxidu dusnatého
(eNOS), endoglinu (ENG), endotelinu-1 (ET-1), intercelularni adhezni molekuly 1 (ICAM-
1) a vaskularni adhezni molekuly 1 (VCAM-1). Experimentdlni skupiné mysich samcu
kmene C57BL/6J ve véku 7 mésict byla po dobu 12 tydn( podavana vysokotukova dieta
s obsahem 42 % kcal tuku. Kontrolni skupina byla krmena standardni laboratorni dietou.
K hodnoceni pozorovanych marker( endotelové dysfunkce byla pouzita Western blot
analyza s naslednou detekci za vyuziti chemiluminiscenéniho ¢inidla.

Vysledky: Vysledky ukazuji, Ze nedoslo k signifikantnim zménam v expresi zkoumanych
markerud v hrudni ¢asti mysi aorty. Pouze u eNOS doslo k vyraznému zvysSeni exprese, coz
Zavéry: Dle vysledk(l této prace md dlouhodobé poddavani vysokotukové diety
s obsahem 42 % kcal tuku ze sledovanych marker( vliv na expresi pouze endotelové

syntazy oxidu dusnatého.

Klicova slova: endotel, endotelova dysfunkce, vysokotukova dieta, Western blot analyza



2. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Title of Thesis: Western blot analysis of markers of endothelial dysfunction in mice
aorta following high-fat diet administration

Supervisor: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Author: Ivana Strelcova

Background: High dietary fat intake is associated with increased risk of developing
various metabolic diseases, including increased cardiovascular risk. The aim of this thesis
was to investigate whether the administration of the high-fat diet containing 42 % kcal
of fat affects expression of selected markers of endothelial dysfunction, the key
mechanism in development of cardiovascular complications.

Methods: In this thesis were evaluated changes in the expression of endothelial nitric
oxide synthase (eNOS), endoglin (ENG), endothelin-1 (ET-1), intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1). An experimental
group of male C57BL/6J mice aged 7 months was fed the high-fat diet containing 42%
kcal of fat for 12 weeks. The control group was fed a standard laboratory diet. Western
blot analysis followed by detection using a chemiluminescent reagent was used to
evaluate the observed markers of endothelial dysfunction

Results: The results show that there were no significant changes in the expression of the
examined markers in the thoracic part of the mouse aorta. Only eNOS showed a
significant increase in expression, which could be due to compensatory response to
maintain the ability to vasodilate.

Conclusions: According to the results of the present thesis, long-term feeding with high
fat diet containing 42 % kcal of fat has effect only on the expression of endothelial nitric

oxide synthase.

Keywords: endothelium, endothelial dysfunction, high fat diet, Western blot analysis



3. UvoD

Endotel je metabolicky aktivni organ vytvarejici vysoce selektivni bariéru a
podilejici se na zachovani cévni homeostazy udrZzovanim rovnovahy mezi vazodilataci a
vazokonstrikci. Tvorbou rlGznych substanci reguluje cévni tonus, zanétlivé reakce,
proliferaci hladkych svalovych bunék nebo také adhezi cirkulujicich krevnich bunék.
Dlouhodobym plsobenim kardiovaskuldrnich rizikovych faktor(i a oxidaéniho stresu
dochazi k pretizeni obrannych mechanisml endotelu vedouci k funkénimu poskozeni
endotelu - endotelové dysfunkci (ED). [1]

Endotelova dysfunkce je pozorovdna nejenom v pocatecnich stadiich vétsSiny
kardiovaskularnich onemocnéni, napfiklad aterosklerdzy, arterialni hypertenze, nebo
srde¢niho selhani, ale muze také zasadné ovliviiovat jejich progresi. K endotelovému
poskozeni dochazi pisobenim mechanickych, fyzikalnich, nebo biochemickych stimuld.
Jejich spole€nym mechanismem je zvyseni oxidacniho stresu spojeného s nadmérnou
tvorbou oxidovych aniontl vedoucich ke sniZeni dostupnosti vazodilataéniho oxidu
dusnatého jeho pred¢asnou degradaci, nebo omezenim jeho tvorby. [1, 2]

Tato diplomova prace je zamérfena na posouzeni zmény v expresi marker(
endotelové dysfunkce v mysi aorté po podani vysokotukové diety (HFD). Volné mastné
kyseliny (FFA), hlavni slozka této diety, jsou jednim zrizikovych faktor(
kardiovaskularnich onemocnéni. Nékolika mechanismy, jako je napfiklad indukce
oxidacniho stresu, vedou k poSkozeni endotelu a k rozvoji endotelové dysfunkce béhem
které se uvolnuje nékolik rdznych faktorl detekovatelnych vkrevnim obéhu a
vyuzivanych jako markery endotelové dysfunkce. Tato prace se vénuje zejména tkanové
expresi endotelové syntdzy oxidu dusnatého, interceluldrni adhezni molekuly 1,

vaskularni adhezni molekuly 1, endoglinu a endotelinu-1 v aorté.[3]



4. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této prace bylo hodnoceni exprese vybranych marker( endotelové dysfunkce
po podavani vysokotukové diety mysim. Exprese byla sledovana Western blot analyzou
ve vzorcich tkané hrudni ¢asti mysi aorty. K porovnani slouzila kontrolni skupina mysi

krmenych standardni laboratorni dietou.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Kardiovaskularni systéem

Kardiovaskularni systém zajistuje obéh krve v téle, ¢imz se podili na procesech
latkové vymény plyn(, Zivin a odpadnich latek z tkani nebo do tkani. Sklada se z krevniho
a lymfatického vaskularniho systému. Krevni vaskularni systém je zajistén srdcem a
krevnimi cévami. [4]

Krevni cévy se déli na artérie (tepny), kapilary (vlasecnice) a vény (zily). Zatimco
artérie privadi okyslicenou krev ze srdce ke tkanim, vény vedou odkysli¢enou krev zpét
k srdci. Vyménu latek mezi krvi a tkanémi zajistuji kapilary tvofici v tkanich vzajemné

propojenou sit. [4]

5.1.1 Aorta

Aorta je nejvétsi tepna v téle, jejiz funkci je transport krve bohaté na kyslik a
vyzivné latky zlevé srde¢ni komory do systémového obéhu. [5] Patfi k artériim
elastického typu zajistujicim kontinualni tok krve v prlbéhu srdecni diastoly. Druha
skupina artérii, svalového typu, zajistuje distribuci krve k jednotlivym organdm. [4]

Je rozdélena na vzestupnou aortu (gorta ascendens), oblouk aorty (arcus aortae)
a sestupnou aortu (aorta descendens), jak je zndzornéno na Obrazku 1. Cast sestupné
aorty v hrudniku je oznacovanad jako aorta thoracica a pokracuje do dutiny bfisni jako
aorta abdominalis. Aorta abdominalis se pfed obratlem L4 v bifurcatio aortae déli ve dvé
arteriae illiacae communes. [6]

Sténa aorty je tvorena ze tii vrstev — tunica intima, tunica media a tunica
adventitia. Tunica intima se sklada z vrstvy endotelovych bunék vystylajicich vnitini
povrch cév a z vrstvy subendotelové. Tlustou subendotelovou vrstvu tvofi kolagenni
vazivo a mlZe obsahovat i jednotlivé hladké svalové burky. Casto do ni pronikaji
monocyty, které se v pfipadé poskozeni cévni stény pfeménuji na makrofagy.

Tunica media je nejsilngjSi vrstvou stény sfenestrovanymi elastickymi
membranami umoznujicimi diky vytvorenym otvorim pruanik Zivin do hlubsSich casti
stény cévy. Membranae fenestratae jsou usporadany koncentricky a jejich mnozstvi se
zvySuje s vékem. Zatimco u starSich osob jich mizeme nalézt okolo 70, novorozenci
obvykle maji kolem 40. S vékem také dochazi k ukladani elastinu a ztlusténi membran.
Artérie elastického typu obsahuji oproti artériim svalového typu vétSi mnoZstvi
elastickych membran, obvykle 20 az 50. Proto se u nich nerozliSuje membrana elastica

interna a externa oddélujici medii od tunica intima a adventitia. Do elastickych vlaken se
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upinaji hladké svalové bunky predstavujici hlavni stavebni slozku a produkujici
mezibunécnou hmotu. Dale se zde nachazi vldkna kolagenni a zakladni vazivovd hmota
s obsaZzenymi proteoglykany. Pfi vystupu ze srdce se na stavbé podili i kardiomyocyty.
4,7, 8]

Tunica adventitia je vnéjsi tenka vrstva longitudinalné usporadanych elastickych
a kolagennich vldken. Z dalSich elementl se zde vyskytuji fibroblasty, adipocyty a
ojedinéle také hladké svalové bunky. Na vyZivé cévy se podili obsazené cévy cév tzv. vasa
vasorum. Ty bud' vznikaji jako vétve vyZivované artérie, nebo z tepny sousedni. Vasa
vasorum se mohutné vétvi v adventicii a v zevnich oblastech medie. Nalézt zde mlizeme
také nervi vasorum inervuijici artérie i vény a podilejici se na vazokonstrikci a vazodilataci
cév. Eferentni nervova vlakna v artériich nepronikaji az do tunica media. Vazokonstrikéni
medidtor noradrenalin musi tudiz k priniku k hladkym svalovym burikdm medie

difundovat nékolik mikrometra. [4, 8]

The Aorta

— Aoric arch

Madka

{Brang muscl layar)
Indifma |

1

5 1
Descending Endothealivm \ |
thoracic
morta

CROSS SECTION

Aortic iumen —

Obrazek 1: Aorta
Obrazek zndzorriuje hlavni ¢dsti aorty a jeji zakladni vrstvy.

Prevzaté z: About the Aorta [9]
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5.2 Endotel

Endotel je svym celkovym povrchem pfedstavujicim plochu 500-1000 m?
nejvétsSim endokrinnim orgdnem lidského organismu. [10, 11] Je tvofen jednou vrstvou
dlazdicovych epitelovych bunék zvanych endotelové bunky (EC), které vystylaji vnitini
stranu vSech cév a kryji srde¢ni chlopné. [2, 12]

EC jsou tenké a mirné protahlé bunky nepravidelného tvaru s délkou okolo
30-50 um, Sitkou 10-30 um a tloustkou 0,1-10 um. Kvali minimalizaci smykového napéti
vyvolaného proudici krvi jsou v cévni sténé orientovany podél osy cévy. [13] Jedna se o
polarizované burky. Zatimco na jejich lumindlni membranu pfimo pusobi krevni slozky
a cirkulujici bunky, bazolateralni povrch je od okolnich tkani oddélen glykoproteinovou
bazalni membrdanou. [13] K této bazalni membrané jsou ukotveny diky tésnym spojim
(tight junction), které navic zajistuji i jejich vzajemné spojeni. [14] Dale jsou pfitomny
spoje adhezni (adhesion junctions) a mezerové (gap junctions). DuleZitou soucasti EC je
dynamicky cytoskelet, ktery nejenom hraje zdsadni roli v obnové EC, ale také pfispiva k
udrZeni cévni homeostdzy a celistvosti endotelu. [15] Lumindlné jsou EC ohraniceny siti
membranové vazanych proteoglykanll a glykoproteinl zvanou glykokalyx (Obrazek 2),
ktery se podili na cévni permeabilité omezenim pristupu nékterych molekul k membrané
endotelu. [16]

Vyzkum v poslednich letech prokazal, Ze se nejedna pouze o inertni bariéru
oddélujici krevni bunky od okolni tkané, ale o metabolicky velmi aktivni organ s celou
fadou fyziologickych funkci. Pfi funkénim posSkozeni endotelové vystelky dochazi k

cévnim zméndam, které mohou vyustit v aterotrombotické cévni komplikace. [10]

— ¢ By PR Ve

Endothelium

- @ [Tunica

Intima

Basal membrane

Internal elastic lamina —

Tunica
Media

Contractile VSMC
Non-contractile VSMC

Elastin fibers

External elastic lamina

Tunica
Fibrous tissue  ——o—uo Adventitia
Fibroblasts —— -

Obrdzek 2: Stavba cévni stény
Obrazek zndzorriuje zdkladni vrstvy cévni stény, véetné jejich stavebnich soucdsti.
VSMC — hladké svalové buriky cév

Prevzato z: Morphological and Functional Remodeling of Vascular Endothelium in
Cardiovascular Diseases [15]
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5.2.1 Fyziologické funkce endotelu

Obrazku 3.

Acetyicholine

Endotel je zodpovédny za rfadu dllezitych déjli v organismu, jak je znazornéno na
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Obrdzek 3: Funkce zdravého endotelu

Endotel zodpovidd za rfadu fyziologickych funkci véetné 1) regulace krevniho tlaku
produkci latek s vazodilatacnim a vazokonstrikcnim ucinkem; 2) tvorbou rady faktori
ovliviiujicich aktivitu trombocytu, koagulacni kaskddu a fibrinolyzu kontroluje tekutost a

sraZeni krve; 3) uvolfiovdnim cytokint a adheznich molekul requluje zanétlivé procesy

cAMP — cyklicky adenosin monofosfat; ¢cGMP — cyklicky guanosin monofosfat, COX -

cyklooxygendza; BH, — tetrahydrobiopterin; IL — interleukin; TNF — tumor nekrotizujici faktor;

L-arg — L-arginin; L-cit — L-citrulin; NO — oxid dusnaty; NOS — syntdza oxidu dusnatého;
O,- — superoxidovy anion.

Prevzaté z: Endothelial Dysfunction, Arterial Stiffness, and Heart Failure [17]
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5.2.1.1 Regulace cévni permeability

Endotel tvofi polopropustnou bariéru mezi krvi a okolnimi tkdnémi, ¢imz
kontroluje prostup pro bunécéné i nebunécné krevni slozky. [11, 14] Zatimco molekuly
mensi nez 40 kDa samovolné pronikaji do okolni tkané, molekuly s vétsi hmotnosti
potfebuji aktivni naruseni cévni bariéry. [18]

Bariérova funkce endotelu je zajistovana mezibunéénymi spoji, mezibunécnou
hmotou a glykokalyxem chranicim EC pred spontannim pfilnutim leukocytd a krevnich
desticek. Makromolekuly a cervené krvinky jsou negativnim nabojem glykokalyxu
odpuzovany. [19]

Prostup pres endotel je realizovan prostifednictvim paraceluldrnich a
transceluldrnich transportnich mechanism(. Zatimco tekutiny a malé rozpusténé latky
pasivné pronikaji mezibunéénym prostorem paracelularni cestou, makromolekuly navic
vyuzZivaji i transcelularni cestu. Pfes endotelovou vrstvu mohou byt tedy i aktivné
transportovany. Prestup leukocytd zajistuji vazoadhezni molekuly exprimované na
povrchu endotelu. Pfikladem je E-selektin, interceluldrni adhezni molekula-1, vaskuldrni
adhezni molekula 1 nebo adhezni molekula krevnich desti¢ek (PECAM-1). [11, 14]

Cévni propustnost mUze byt ovlivnéna radou faktor(i. Nepfimo je regulovana
krevnim tlakem a vyslednym pratokem krve. V dusledku vazodilatace se se zvySujicim
pratokem krve zvySuje i permeabilita. Pfimy vliv maji molekuly zplsobujici rozpad
bariéry, jako napftiklad rlistové faktory a zanétlivé cytokiny. Propustnost je dale zvySena
hypoxii, reaktivnimi formami kysliku (ROS), histaminem, serotoninem, bradykininem,
trombinem, substanci P nebo faktorem aktivujicim desticky (PAF). VétSina téchto
medidtor( je uvolfiovana béhem akutnich a chronickych zanétlivych stavl. [14, 18]

Poskozenim funkce endotelové bariéry dochazi k nadmeérné extravazaci tekutin
a makromolekul, coz mlzZe vést ke vzniku edému a k hypotenzi. Naslednym zhorsenim
pratoku krve a nedostate€nym zasobenim tkani kyslikem muze dojit az k organové
dysfunkci. [14, 19]

5.2.1.2 Regulace cévniho tonu

Endotel produkuje celou fadu vazodilatacnich a vazokonstrikénich latek, ¢imz
kontroluje optimalni prltok krve cévou. Vazodilatace je zprostfedkovdvana hlavné
oxidem dusnatym (NO), prostacyklinem (PGl) a hyperpolarizujicim faktorem
odvozenym od endotelu (EDHF). Oproti tomu endotelin-1, tromboxan A2 (TXA,),
prostaglandin H; (PGH>) a angiotenzin Il (AT-1l) plsobi vasokonstrikéné. [10, 11]

Nejdulezitéjsi vazodilatacni latkou produkovanou endotelem je oxid dusnaty,

ktery wvznikd z kysliku a aminokyseliny L-argininu pomoci enzymu syntazy oxidu
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dusnatého (NOS). [11, 20] Ta se vyskytuje ve 3 izoformach, pricemz pro regulaci cévniho
tonu je zasadni forma endotelova. [21] eNOS mize byt aktivovana smykovym napétim
krevniho proudu (shear-stress), hypoxii nebo plisobenim substanci jako je acetylcholin,
bradykinin, vaskularni endotelovy rastovy faktor (VEGF), histamin nebo serotonin. [11,
21] Vznikly NO prostupuje pfes membrany EC do bunék hladké svaloviny cév, kde
aktivuje guanyldtcykldazu (GC). Aktivaci GC nasledné vznikd cyklicky 3°,5'-
guanosinmonofosfatu (cGMP), jejimz plUsobenim dojde ke snizeni cytoplazmatické
koncentrace Ca?* a k relaxaci hladkého svalstva cév. [3, 22] NO také ovliviiuje
kontraktilitu myokardu, inhibuje adhezi leukocytl, zamezuje proliferaci a ma
antitrombogenni Ucinky. [23]

Dalsi vazodilatac¢ni latkou uvolfiovanou EC je prostacyklin. PGl je syntetizovan z
kyseliny arachidonové pusobenim cyklooxygendzy (COX) a vazbou na PG receptor
zvysuje tvorbu cyklického 3°,5"-adenosin monofosfatu (cAMP). Tim dojde k aktivaci K*
kandld hladkého svalstva cév a kvazodilataci. Vtrombocytech diky svému
antiagrega¢nimu ucinku ma vliv na jejich patologicky zvySenou aktivitu. PGI, také
inhibuje uvolnéni latek s vazokonstrikénim acinkem, hlavné ET-1, a pfimou stimulaci
zvySuje aktivitu eNOS. [2, 21, 23]

Jako EDHF jsou souhrnné nazvadny dalsi vazodilatacni latky produkované
endotelem, které zpUsobuji elektrickou hyperpolarizaci a nasledné snizeni tonu hladké
svaloviny stény cévy. [21]

Pro zachovani rovnovahy jsou EC produkovany i [atky se silnym vazokonstrikénim
uc¢inkem. Do téhle skupiny patfi predevsim ET-1. Dalsi latkou svyraznym
vazokonstrikénim dcinkem je angiotenzin |l, ktery vznika pfeménou angiotenzinu |
pUsobenim enzymu konvertujiciho angiotenzin (ACE). Plsobenim AT-Il se aktivuji
angiotenzinové receptory stimulujici tvorbu ET-1 a dalSich mediator(i, napftiklad
inhibitoru aktivatoru plazminogenu (PAI-1). Antagonisticky vic¢i NO pUsobi také TXA; a

PGHj; aktivujici tromboxanové receptory trombocytl a hladké svaloviny cév. [2, 21]
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5.2.1.3 Rizeni hemostdzy

Endotel se vyznamné podili na zajisténi hemostatické rovnovahy a tekutosti krve.
Endotelovy povrch je za fyziologickych podminek antikoagulacni a netrombogenni. Svym
nesmacivym povrchem EC zabranuji styku trombocyt( se subendotelovou vrstvou, jejich
shlukovani a vzniku trombu. Poskozenim cév, nebo plsobenim cytokind i
prozanétlivych podnétd, je vSak rovnovdha posunuta ve prospéch prokoagulacnich déju.
[4, 20, 24]

EC je produkovana rada substanci ovliviujicich krevni srazeni a funkci krevnich
desticek. Prikladem je Von Willebrandlv faktor (VWF) uvolfiovany z Weibel-Paladeho
granul EC pfi cévnim poskozeni. VWF vazbou stabilizuje koagulacni faktor VIII a aktivuje
adhezi trombocytl na subendotelové umisténd kolagenova vldakna. Adheze a aktivace
trombocytl je podporovana PAF, ktery je také syntetizovan EC. [11, 14, 20]

Endotel vazbou antitrombinu Il inaktivujictho trombin zasahuje i do sekundarni
hemostazy. Produkuje trombodulin, ktery s trombinem tvofi komplex trombodulin-
trombin s omezenou schopnosti $tépit fibrinogen na nerozpustny fibrin. Tento komplex
navic aktivuje protein C, ktery v komplexu s proteinem S inhibuje koagulaci inaktivaci
faktor(i Va a Vlla. Molekula fibrinu je dale Stépena plazminem, ktery vznikd z cirkulujiciho
plazminogenu plUsobenim tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA). Cely proces mize
byt blokovdan PAI-1, ktery je stejné jako tPA tvoren a uvolfiovan EC. Endotel tedy zasahuje

i do procesu fibrinolyzy. [11]

5.2.1.4 Angiogeneze

Endotel se také podili na tvorbé cév pfi poranéni tkané nebo hypoxii. Za zahajeni
angiogeneze je zodpovédny predevsim VEGF selektivnim plsobenim na EC
prostfednictvim vazby na receptor VEGFR-2. EC zahiji tvorbu protedz, diky kterym
proniknou pres bazalni membranu. Nasledné dochazi k jejich migraci smérem ke zdroji
signalu, mnozeni a diferenciaci. [13, 25]

Na angiogenezi a reparativnich procesech v cévni sténé se ddle podili fada
endotelovych rlstovych faktor( a cytokintd. Prikladem je transformuijici rastovy faktor
beta (TGF-B), fibroblastovy rastovy faktor, destickovy rGstovy faktor (PDGF), interleukin-
1 (IL-1) nebo endotelin-1. Naopak vyznamnou latkou s antimitogennim ucinkem je NO

inhibujici proliferaci hladkych svalovych bunék a zabranujici hypertrofii stény cévy. [11]
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5.3 Endotelova dysfunkce

Endotelova dysfunkce je funkcni poskozeni endotelu charakterizované snizenim
biologické  dostupnosti  NO  vedouci kvazokonstrikénimu, prolifera¢nimu,
trombotickému a prozanétlivému stavu. [26] Ten se projevuje zvySenou expresi molekul
bunécné adheze, zvySenou permeabilitou vedouci k migraci cévnich monocytli a

zvySenou infiltraci leukocyt(. [27]

5.3.1 Mechanismus vzniku

Jednim z nejcastéjSich mechanismu vzniku ED je oxidacni stres, ktery mize byt
vyvolan hromadénim nebo nadmérnou produkci reaktivnich volnych radikal(i. Nejvice
jsou zkoumany reaktivni formy kysliku zahrnujici molekuly jako peroxid vodiku (H203),
superoxidovy anion (O2-¢) a volny hydroxylovy radikal (¢OH). [26] Vznikaji v misté
zanétu a poranéni. Ackoliv ve fyziologickych hladinach pfispivaji k udrzeni normalni
bunécné funkce, véetné rlstu a adaptacnich reakci, pfi nedostatku neutralizujicich
antioxidantl vSak mohou poskodit endotel, zvysit jeho propustnost a narusit rovnovahu
NO. Vedou také k programované bunécné smrti nebo k apoptdze. [24, 28]

ROS vznikaji nejenom jako vedlejsi produkty metabolismu mitochondrii, ale také
Cinnosti nékterych enzymd, prikladem je hemooxygenaza 1, xantinoxiddza nebo
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxidaza. Tvorbu ROS podporuje rada
faktor( véetné hypertenze, diabetu, dyslipidémie, obezity, koufeni, akutni mikrobidlni
infekce nebo expozice koviim a latkdam znecistujicich okoli. DlleZzitym zdrojem jsou také
volné mastné kyseliny. Béhem patologickych stav(i je potencidlnim generdtorem ROS i
eNOS, kterd ve zdravém endotelu zodpovida za vétSinu tvorby NO. [3, 24, 26, 29]

K ED dochazi nékolika mechanismy jako je napfiklad aktivace NADPH oxidazy
nebo stimulace exprese ET-1. Jednim z dalSich je tvorba cytotoxického oxidantu
peroxynitritu (ONOO") pfimou interakci s NO. Peroxynitrit nitraci protein( ovliviiuje
jejich funkci a mlze vést k posSkozeni bunék i endotelu. Také zplsobuje degradaci
tetrahydrobiopterinu (BH4), coZ vede krozpojeni eNOS a omezeni tvorby NO.
Rozpojenim eNOS se aktivni dimerni forma Stépi na monomery a dochazi k prenosu
elektronu z NADPH na molekuldrni kyslik misto na NO. Vznikly O,—¢ mlze dale
interagovat s NO a preménovat ho na ONOO". K rozpojeni eNOS dochazi také snizenim
hladiny L-argininu plsobenim arginazy. Mezi dalsi mechanismy ovliviiujici syntézu NO
patfi nedostateénd exprese eNOS, nadbytek endogenniho inhibitoru eNOS
dimethylargininu, nebo post-translac¢ni modifikace eNOS glutathionylace. [26, 28, 29]

Hlavni mechanismy vedouci k ED snizenim hladiny NO jsou popsany na Obrazku 4.
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Obrdzek 4: Hlavni mechanismy prispivajici k endotelové dysfunkci snizenim
biologické dostupnosti NO.

Sipkami jsou oznacené cesty vedouci ke snizeni hladin NO. (a) a (b) sniZeni substrdtu (L-
arginin) a kofaktoru (BHs) eNOS; (c) inaktivace NO tvorbou ONOO™ z O- a NO. (c)
nedostatecnd eNOS aktivita vedouci k omezeni tvorby NO, napfiklad eNOS rozpojenim.

(d) sniZeni exprese eNOS. (e) nadbytek endogenniho inhibitoru eNOS dimethylargininu.

NO - oxid dusnaty; ONOO™ — peroxynitrit; eNOS — endotelidlni syntdza oxidu dusnatého;

BH, — tetrahydrobiopterin; ADMA — dimethylarginin

Prevzato z: Oxidative Stress-Induced Endothelial Dysfunction in Cardiovascular Diseases
[26]

DalS$im mechanismem vzniku ED je zdnét, ktery jak se zda souvisi s oxidacnim
stresem. Za fyziologickych podminek jsou zanétlivé procesy cévni stény regulovany
uvolfovanym NO. Pfi poSkozené funkci endotelu vSak dochazi k podporeni tvorby ROS
zanétlivymi burikami a ke zhorseni cévniho zanétu oxidacnim stresem. [1]

Prozanétliva odpovéd' je Uzce spjata s aktivaci signalizacni drahy nuklearniho

faktoru (NF-kB) a se zvySenou expresi prozanétlivych latek. Pfikladem je tumor
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nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) a IL-1 podporujici adherenci a migraci leukocyt(. Témito
zanétlivymi cytokiny navic dochazi k indukci EC a leukocytli a k expresi adheznich
molekul (VCAM-1, ICAM-1), monocytarniho chemotaktického proteinu-1 (MCP-1), E-
selektinu, P-selektinu a interleukinu-6 (IL-6), ¢imZ se zhorsSuje ED. [1, 26, 30]

DalSim zdnétlivym markerem spojenym s dysfunkci endotelu je C-reaktivni
protein (CRP). CRP je zadnétlivy protein akutni faze, ktery se na ¢asné fazi aterosklerézy
podili svym ukladanim do intimy cév. Mimo jiné ma vliv i na biologickou dostupnost NO,
¢imz vyvoldva oxidacni stres, dysfunkci endotelu a hyperplazii intimy cév. [1]

ED muze byt také infekéniho pivodu, jejiz mechanismem je aktivace imunitniho
systému a nasledné imunopatologické posSkozeni endotelu. K chronickym zanétlivym
proceslim infekéni agens prispivaji pfimym nebo nepfimym plsobenim. Zatimco pfimy
ucinek zahrnuje schopnost organismu infikovat burnky cév, neptfimy vliv je vyvolan
v dUsledku zvySeni cytokin( a dalSich proteinG akutni faze. Prikladem bakteridlnich
patogenu je Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori nebo Pophyromonas gingivalis.
Z vir( pak mazeme zminit cytomegalovirus, herpes simplex virus, nebo napfiklad virus
hepatitidy C. [10, 31]
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5.3.2 Nemoci souvisejici s endotelovou dysfunkci

ED muizZe vést ke vzniku rdznych nemoci, podili se napfiklad v patogenezi
hypertenze, srde¢niho selhani, sepse, renalniho selhani, komplikaci diabetu mellitu a
dalsich. [11]

5.3.2.1 Ateroskleroza

ED ma souvislost s vétSinou rizikovych faktor(i aterosklerézy (Tabulka 1).
Ovlivnénim endotelu dochdazi ke zvySeni propustnosti cévni stény a produkci
prozanétlivych a prokoagulacnich faktor(, jako je napfiklad VCAM-1, MCP-1, vWF, ¢i
tkanovy faktor. Fenotyp endotelu se tedy méni na prozanétlivy a protrombogenni. [10,
24, 32]

Tabulka 1: Rizikové faktory endotelové dysfunkce a aterosklerozy

Neovlivnitelné Ovlivnitelné
Vék Koureni
Muzské pohlavi Dyslipidémie
Rodinna anamnéza Hypertenze
Genetické faktory Metabolicky syndrom
Osobni anamnéza Diabetes mellitus 2. typu
Obezita
Psychosocidlni faktory
Nizka fyzicka aktivita

Prevzato z: Predikce a prevence aterosklerdzy a personalizovand lécba dyslipidemii [33]

V disledku poskozeni endotelu dochazi k vyssimu priniku aterogennich lipidd, k
jejich hromadéni vintimé artérii a ndasledné oxidaci zavislé z velké &asti na ROS.
Oxidovany LDL zabranuje uvolfiovani EDHF i NO a sniZuje expresi nebo funkci eNOS. Také
vyvola v EC produkci adheznich molekul ptitahujicich zanétlivé leukocyty, predevsim
monocyty a T-lymfocyty, do subendotelového prostoru a jejich pevnéjsi zachyceni
k endotelu. Vintimné cévy se ndsledné monocyty aktivuji na makrofagy. Zanétlivymi
mediatory vznikaji na povrchu makrofagli scavengerové receptory vychytavajici
lipoproteinové ¢astice. Makrofag uklada lipidy predevsim ve formé ester(i cholesterolu
a méni se v pénové bunky, coZ je zakladni stavebni jednotka tzv. tukovych prouzkda.
Makrofagy se nasledné déle replikuji a proliferuji. Dochazi k produkci vétSiho mnozstvi

cytokin( a rustovych faktord podnécujicich T-lymfocyty k tvorbé dalSich prozanétlivych
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cytokinli a podporujicich migraci a proliferaci hladkych svalovych bunék (SMC). SMC
reaguji na poskozeni cévni stény migraci z medie do subintimalniho prostoru, kde toto
poskozeni opravuji. Také jsou schopné vazat cholesterol za pfemény na pénové buriky.
Proliferujici SMC vytvafi fibrozni cepicku oddélujici nekrotické jadro od proudici krve. PFi
rupture cepic¢ky dochazi k uvolnéni trombogennich lipidovych ¢astic do extraceluldrnich

prostor. [10, 24, 26, 32, 34] Jednotliva stadia aterosklerotické |éze znazorfiuje Obrazek
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Obrazek 5: Vyvojovd stadia aterosklerotické léze

A) Artérie je tvorena vrstvou intima, media s SMC a elastinem a adventitia obsahujici
pojivovou tkdn a jiné buriky.

B) Aktivaci endotelu se monocyty dostdvaji z krve do intimy, kde se diferencuji na
makrofdgy, a pozdéji se méni na pénové buriky.

C) SMC putuji z médie do intimy a spole¢né s hladkosvalovymi burikami intimy produkuji
slozky mezibunécné hmoty vytvdrejici fibrozni cepicku pokryvajici lipidy a nekrotické
jadro.

D) Trombdza je komplikace, pri které narusenim cepicky dochdzi k odhaleni vysoce

trombogenniho lipidového jadra.

SMC — hladké svalové buriky

Prevzato z: Atherosclerosis: Comparative pathogenesis, lipoprotein metabolism, and
avian and exotic companion mammal models [32]
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ED doprovazi jak ¢asnou, tak pozdni fazi aterosklerdzy. Podili se na vyvoji a
nestabilité aterosklerotického platu, ¢imz v dUsledku neucinnych antiagregacnich,
antitrombotickych a fibrinolytickych mechanismu zhorSuje nasledky jeho ruptury. [11,
24]

5.3.2.2 Srdecni selhani

ED se podili na patogenezi a systémové vazokonstrikci u pokrocilého srdecni
selhani. Selhavajici srdce Ize popsat zménénym redoxnim stavem a nadmeérnou tvorbou
ROS vedoucich ke snizeni hladiny NO. Dlsledkem nedostatku NO je u pacientl se
srdecnim selhdnim ovlivnéna migrace bunék, stabilita aterosklerotického platu a srdecni
hypertrofie. Snizend hladina NO ma vliv na progenitorové buriky, ¢imZ je znemoznéna
reparace a regenerace endotelu. [17, 35]

Prevladajici vazokonstrikci se zvysuje tuhost cév v systémovém a plicnim obéhu,
tim je na komory vyvijena vétsi systolickd zatéz vedouci ke zhorseni jejich funkce.
Dochazi k remodelaci levé komory, poskozeni srdecni Zilni drenaze u koronarnich cév a
ke sniZeni prahu pro arytmie. Vysledkem je sniZeni srde¢niho vydeje s negativnim vlivem

na perfuzi a funkci ledvin, coz maze vést k dalsi retenci tekutin. [17, 35]

5.3.2.3 Hypertenze

Endotelova dysfunkce souvisi srozvojem a komplikacemi hypertenze. Pro
esencidlni hypertenzi jsou typické funkéni a strukturalni zmény rezistenénich tepen
vedouci ke zvySené periferni cévni rezistenci, ke které ED pfispiva nékolika mechanismy.
Aktivaci renin-angiotenzinového systému (RAS), ET-1, katecholaminl a tvorbou
rastovych faktorl dochazi k vazokonstrikci, cévnim zméndm a ndaslednému zvyseni
periferniho krevniho tlaku.[36]

SED muUzZe byt spojena i indukce zanétlivych proces( v cévni sténé vedouci
k zvySenému riziku aterosklerdzy a rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni. Cévni zanét
mulzZe byt zplsoben oxidacnim stresem, ktery se zasadné podili v patofyziologii
hypertenze. BEhem oxidacniho stresu totiz dochazi ke zvySené tvorbé ROS, které snizuji
hladiny NO a posiluji vasokonstrikci a vaskuldrni hypertrofii. Pti snizené tvorbé NO se
také podpofi zadrzovani vody a sodiku v organismu, tim i narUst krevniho tlaku. [36, 37]

Dulezitou roli pti vzniku hypertenze a jejich nasledk(i ma RAS, hlavné jeho klicovy
efektor AT-Il, ktery pfispivda k endotelové dysfunkci, bunécnému rlstu, oxidacnimu
stresu, vazokonstrikci a zanétu. Také zplsobuje hypertrofii hladkych svalovych bunék

cév a podili se na rupture aterosklerotického platu. [36]
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5.3.3 Markery ED

Poskozenim endotelu se muzZe uvolnit nékolik rlznych faktor(, které jsou
detekovatelné v krevnim obéhu a mohou byt vyuZity jako markery endotelové
dysfunkce. [38]

5.3.3.1 Intercelularni adhezni molekula 1 a vaskularni adhezni molekula 1

ICAM-1 a VCAM-1 jsou adhezni molekuly podobné imunoglobuliniim
exprimované na povrchu endotelovych bunék, které vazbou na specifické ligandy
zprostredkovdvaji adhezi leukocytll k endotelu a reguluji jejich pohyb do tkani, kde
probiha zanét nebo imunologicka odpovéd. Z velké ¢asti se také podileji na regulaci
homeostdzy a nékterych patologickych stavi jako je naptiklad aterosklerdza, infarkt
myokardu, obezita a mnoho dalSich. [39]

ICAM-1 je transmembranovy protein sloZzeny z kratké cytoplazmatické domény,
transmembranové domény a péti extracelularnich imunoglobulinovych domén, jejichz
glykosylaci je zprostfedkovana interakce s ligandy. Post-transkripénim sestfihem vznika
6 membranoveé vazanych izoforem a rozpustny protein (sICAM-1) liSici se specifi¢nosti
vazby na ligandy a funkci v riznych patologickych stavech. V nizkych hladinach je ICAM-
1 exprimovan endotelovymi, epitelovymi burikami a burfikami imunitniho systému.
K vyraznému zvyseni jeho mnozstvi dochazi pisobenim zanétlivych cytokint, jako je
napriklad IL-1 a TNF-a. [22, 40] ICAM-1 hraje zasadni roli v zanétu a obranném systému
zprostfedkovaném T-burnkami. Podili se na vrozené i adaptivni imunitni odpovédi, jak
interakci mezi T-lymfocyty a burikami prezentujicimi antigen, tak podporou adheze
leukocytl a usnadnénim migrace leukocytl pres endotel do mist zanétu. Ukazalo se, Ze
ovliviuje propustnost EC jak ve zdravé, tak zanicené tkani. Usnadnénim fagocytozy se
podili i na reparaci postizenych tkani. [39, 40]

VCAM-1 je transmembranovy glykoprotein, jehoz expresi EC vyvolava predevsim
plUsobeni prozanétlivych cytokind, jako je TNF-a, zvySené mnozstvi ROS nebo smykové
napéti krevniho proudu. Bylo zjisténo, Zze VCAM-1 mUze byt exprimovana i makrofagy,
astrocyty, myoblasty, dendritickymi bunikami, bufnkami kostni difené, Kupfferovymi a
Sertoliho bunikami. Zatimco lidska VCAM-1 existuje ve 2 izoformach, z nichZ jedna ma 7
domén podobnych imunoglobulinu a druhd 6 domén podobnych imunoglobulinu, u mysi
je jedind obsahujici pouze 3 domény podobné imunoglobulinu. Pro interakci
s integrinem leukocytu je dualeZity homologni intraceluldrni C-konec. Naslednym
zachycenim, svinutim a aktivovanim intraceluldrni signalizace dochazi k remodelaci
aktinu a naruseni spoji mezi endotelovymi burikami. Tim je usnadnén pohyb leukocytu

z cirkulace do mist poranéni. Plsobenim metaloprotedz dochazi k proteolytickému
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Stépeni a vytvorfeni rozpustné formy (sVCAM-1) predpovidajici vyskyt a vyvoj
kardiovaskularnich onemocnéni. VCAM-1 i sVCAM-1 jsou brdny jako prediktory
kardiovaskularni morbidity a mortality. Exprese VCAM-1 je pozorovana napftiklad u
pacientd s hypertenzi, aterosklerézou nebo ischemickou chorobou srdecni. [39, 41] Roli

ICAM-1 a VCAM-1 v patologii kardiovaskularnich onemocnéni popisuje Obrazek 6.
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Obrazek 6: ICAM-1 a VCAM-1 v patologii kardiovaskuldrnich onemocnéni.

ICAM-1 — interceluldrni adhezivni molekula; VCAM-1 — vaskuldrni adhezivni molekula;

LDL — lipoprotein o nizké hustoté; oxLDL — oxidovany lipoprotein s nizkou hustotou;

CVS — kardiovaskuldrni systém; ECM — mezibunécnd hmota;, MMPS — matrixové

metaloproteindzy

Prevzato z: ICAM-1 and VCAM-1: Gatekeepers in various inflammatory and

cardiovascular disorders [39]

5.3.3.2 Endoglin

Endoglin je membranovy homodimericky glykoprotein, jehoZz monomery jsou
stabilizovany intermolekularnimi disulfidickymi mustky. Sklada se z extracelularni,
transmembranové a kratké cytoplazmatické domény (Obrazek 7). Extracelularni ¢ast
ddle zahrnuje doménu juxtamembrdnové zona pellucida (ZP) podilejici se na vazbé
integrint a orphan doménu interaguijici s ligandy nadrodiny TGF-B. [42—44] PUsobenim
matricovych metaloproteindz je extracelularni doména proteolyticky stépena za vzniku

cirkulujiciho solubilniho endoglinu. [45]
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Dle cytoplazmatického konce se rozlisuji dvé izoformy — dlouhy (L) a kratky (S)
endoglin. S-endoglin se zkrdcenym C-koncem postrada fosforylacni a interakéni mista,
¢imZ se od L-endoglinu odliSuje i funkéné. Zatimco prevladajici izoforma L-endoglin
podporuje proliferaci EC, S-endoglin pUsobi antagonisticky. [43, 46, 47]

Ackoliv je endoglin exprimovan prevainé aktivovanymi EC, nalezen byl také na
povrchu endotelovych progenitorovych bunék, syncytiotrofoblastech a v nizkych
hladindch v T-lymfocytech, makrofazich, bunkach hladkého svalstva, epitelovych
burikadch, fibroblastech a v hematopoetickych kmenovych bunkach. Jeho tvorbu
ovliviiuje TGF-B, kostni morfogeneticky protein-9 a hypoxie. [42, 47]

V posledni letech se ukazalo, Ze endoglin nepUsobi pouze jako ko-receptor pro
TGF-B, ale ovliviuje fadu funkci. Umisténim v membranach kaveol je ovliviiovana
stabilita a interakce eNOS. Ulohu sehrava pfi udriovani propustnosti cévy a pfi
reorganizaci cytoskeletu. Vlivem na proliferaci a migraci EC pfispiva k angiogenezi a
podili se na pribéhu adheze béhem zanétlivych stavli a primarni hemostazy. Pri
zanétlivé reakci prostfednictvim vazby s integrinem na povrchu leukocytl ovliviiuje
jejich adhezi a prostup pres endotel. Membranové vdzanym endoglinem je také
stabilizovana agregace trombocytl a nasledné i trombu. [42, 43, 47] Solubilni endoglin
vsak pUsobi antagonisticky. NaruSuje remodelaci cévni stény, angiogenezi i tvorbu a
stabilitu trombu. Ve zvySenych hladinach se nachazi napfiklad u pacientl s hypertenzi,

aterosklerdzou, diabetem mellitem, nebo hypercholesterolémii. [42, 45, 47]

A

Endoglin

Domain

Orphan

zP

D Arg-Gly-Asp (RGD)
®-5¢r/T|1r/Tyr

Obrdzek 7: Strukturdlni zndzornéni endoglinu

Arg- arginin; Asp — aspartdt; CYT — cytoplazmatickd doména; EC — extraceluldrni doména; GLY — glycin;
Ser- serin; Thr — threonin; TM — transmembrdnovd doména; Tyr — tyrosin; ZP — zona pellucida;

Prevzato z: Endoglin involvement 1 in integrin-mediated cell adhesion as a putative
pathogenic mechanism in Hereditary Hemorrhagic Telangectasia type 1 (HHT1) [44]

25



5.3.3.3 Endotelin-1

Endotelin-1 je vazoaktivni peptid uvoliovany zejména EC, také ale burikami
hladkého svalstva cév, makrofagy, leukocyty nebo kardiomyocyty. V organismu se
vyskytuje jesté ve 2 dalSich izoformach — endotelin-2 (ET-2) a endotelin-3 (ET-3). Jeho
syntéza probiha ve dvou proteolytickych krocich. Nejdfive z pre-pro-endotelinu vznika
neaktivni prekurzor, ktery je pisobenim endotelin konvertujicich enzym{ pfeménén na
biologicky aktivni ET-1. Zanétlivé faktory, jako napfiklad interleukiny, TNF-a, TGF-B,
inzulin nebo AT-Il podporuji jeho produkci. Naopak NO, PGl,, hypoxie nebo smykové
napéti krevniho proudu jeho uvoliovani inhibuji. [48-50]

ET-1 se vaze na dva endotelinové receptory spojené s G proteiny. Receptor pro
endotelin A (ETa) na hladkych svalovych burikdch cév ma vysokou afinitu k ET-1 a ET-2,
nikoliv k ET-3. Oproti tomu receptor pro endotelin B (ET;) se nachazi i na endotelovych
burikdch a ma podobnou afinitu ke vSem izoformam. Vazbou na ETa a ETg v hladkych
svalovych bunkach cév dochazi ke stimulaci fosfolipazy C, ¢imz se nasledné iniciuji déje
vedouci ke zvySeni hladiny intracelularniho vapniku, fosforylaci myosinkinazy a ke
kontrakci hladkych svalovych bunék. ETg ma dudlni ucinek, jeho aktivaci v EC se uvolni
NO a PGI; zpUsobujici vazodilataci. [51-53]

ET-1 ma dulezitou roli v regulaci krevniho tlaku a napéti cévni stény. Zvysenim
permeability cév a uvolnénim cytokin a mediatord zanétu, jako je napfriklad IL-6,
TNF-a nebo NF-kB, podporuje chemotaxi a zanétlivou odpovéd v cévni sténé. Také
posiluje agregaci krevnich desti¢ek, tvorbu adheznich bunéénych molekul a rlst a
proliferaci fibroblastl a hladkych svalovych bunék cév. Zvysené hladiny ET-1 se podili na
nékolika kardiovaskularnich onemocnénich, jako je napfiklad ateroskleréza nebo

hypertenze. [51, 53]

5.3.3.4 Endotelova syntdza oxidu dusnatého

Endotelova syntdza oxidu dusnatého je zasadni isoformou NOS zodpovédnou za
tvorbu vazodilataéniho NO. Exprese eNOS byla popsana nejenom v EC, ale také
v trombocytech, kardiomyocytech nebo neuronech. Druhou formou je neuronalni
syntaza NO (nNOS) tvorena v nervové tkani a kosternim svalstvu. PGsobenim nNOS
vznikd NO s funkci neurotransmiteru. Inducibilni NO syntdza (iNOS) se nachazi v burnikach
imunitniho systému a produkuje NO pfispivajici k obrannému mechanismu vyvolanim
apoptoézy. Zatimco tvorba eNOS a nNOS je konstitutivni, exprese iNOS je zavisla na
vyvoldvajicim podnétu, jako jsou napfiklad prozanétlivé cytokiny. [54-57]

Aktivni formou eNOS je homodimer, jehoz monomery se skladaji z N-koncové

oxygenazové domény a C-koncové reduktazové domény. Vzajemné spojeni zajistuje
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centralni kalmodulin. Zatimco N-konec obsahuje vazebna mista pro hem, zinek, BHs a L-
arginin, na C-koncovou doménu se vaze NADPH, flavinmononukleotid (FMN) a
flavinadenindinukleotid (FAD). Pfi tvorbé NO z L-argininu a kysliku dochazi nejdtive
k prenosu elektronu z NADPH vazaného C-koncem jednoho monomeru pres FAD a FMN
na hem N-konce druhého monomeru. K pfenosu elektronu mezi doménami napomaha
kalmodulin. Prostfednictvim vazby na hem se molekularni kyslik redukuje a vélenuje do
L-argininu, ¢imZ vznika NO a L-citrulin. Donorem elektronu umoZznujici oxidaci L-argininu
je BHa, kofaktor dulezity pro idealni aktivitu eNOS. [29, 55, 58] Molekularni strukturu

eNOS zndzornuje Obrazek 8.

A Cam

Binding Site

Citrulline +
Arginine +

Ngp®

Citrulline 4@

Obrdazek 8: Molekuldrni struktura eNOS

(A) Sekunddrni struktura monomeru eNOS. (B) Detail dimeru eNOS.

Arginine — arginin, Citrulline — citrulin, NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfdt,
BH4 — tetrahydrobiopterin, NO — oxid dusnaty, Fe — Zelezo, Zn — zinek, CaM — kalmodulin,
FAD — flavinadenindinukleotid, FMN — flavinmononukleotid, oxigenase — oxygendzovd doména,

reductase — reduktdzovd doména, H+ — proton vodiku

Prevzato z: Pathogenetic role of eNOS uncoupling in cardiopulmonary disorders [59]
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eNOS je soustfedéna prevazné do kaveol, coZz jsou vchlipeniny plazmatické
membrany. Zde je jeji aktivita inhibovana kaveolinem-1. Tento protein interakci
s vazebnymi misty kalmodulinu zabraniuje prenosu elektroni z NADPH reduktazové
domény na molekulu hemooxygenazy. Vapnikem se tato vazba narusi a samotnd eNOS
je prenesena do cytoplazmy. Tim se vyrazné zvysi jeji enzymatickd funkce vedouci
k tvorbé NO. Aktivita eNOS tedy zavisi na koncentraci intracelularniho vapniku, ktera
mUze byt zvySovana napfiklad acetylcholinem nebo bradykininem. Déle je ovliviiovdna
dostupnosti substratu a kofaktori, smykovym napétim krevniho proudu nebo
plsobenim rlstovych faktord a nékterych hormon(. Na posttranslacni Urovni ma na
funkci, aktivaci a spojeni eNOS vliv zejména fosforylace. Kté milze dochazet na
kalmodulinu, kaveolinu i na zbytcich aminokyselin na samotné eNOS, nejcastéji
serinovych (Ser), threoninovych (Thr) a tyrosinovych (Tyr). Pfikladem je Ser1147, jehoz
fosforylaci se aktivita eNOS zvySuje. Oproti tomu fosforylace Thr945 inhibuje eNOS
zabranénim spojeni mezi kalmodulinem a eNOS. [29, 57, 59, 60]

Funkci NO tvoreného eNOS je nejenom regulace krevniho tlaku, ale také inhibice
shlukovani trombocytli, adheze leukocytd a proliferace hladkych svalovych bunék.
Oxidacnim stresem dochadzi k rozpojeni eNOS a k nasledné tvorbé volnych radikald misto
NO. Snizené hladiny NO rozpojenim eNOS vedou k endotelové dysfunkci pozorované
napriklad u pacientl s hypertenzi, diabetem, ischemickou chorobou srde¢nim nebo

srde€nim selhdnim. [29, 59, 61]
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5.4 Vysokotukova dieta

Na zakladé studii bylo zjisténo, Ze prostfednictvim nékolika mechanism( muze
konzumace vysokotukové diety vést k dysfunkci endotelu. DulezZitou roli hraji volné
mastné kyseliny, tedy hlavni slozka HFD. Pfi¢inami ED vyvolané FFA je zejména
inzulinova rezistence, oxidacni stres a zanét. [3]

Volné mastné kyseliny jsou karboxylové kyseliny s dlouhymi alifatickymi retézci s
methylovou skupinou na jednom konci a karboxylovou skupinou na druhém. FFA jsou
nejen zakladnim zdrojem energie, ale také signdlnimi molekulami ovliviujicimi
v zavislosti na délce uhlikového retézce rlizné bunééné procesy a fyziologické funkce. [3,
62]

Dle ptitomnych dvojnych vazeb je miZeme rozdélit na nasycené mastné kyseliny
(SFA) bez dvojnych vazeb, mononenasycené mastné kyseliny (MUFA) obsahujici pouze
jednu dvojnou vazbu a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), které maji nejméné dvé
dvojné vazby. Zatimco SFA se ziskdvaji predevsim z ZivociSnych a mléénych vyrobkd,
kokosového a palmového oleje, nenasycené mastné kyseliny (UFA) pochazeji z olivového
oleje, orechl a nékterych tuénych ryb. [3]

V zavislosti na délce aminokyselinového fetézce se rozliSuji mastné kyseliny
s kratkym (SCFA), stfednim (MCFA) a dlouhym (LCFA) fetézcem. SCFA neobsahuiji vice
néz Sest uhliki a jejich zdroje v potravé jsou omezené, vétSina totiz vznikd jako
bioprodukty fermentace vlakniny v tlustém strevé. MCFA s délkou fetézce 6-12 uhliki
mulzZeme najit v palmojadrovym oleji, kokosovém oleji a v mlécnych vyrobcich. LCFA
obsahuji vétsi nez 12 uhlikd, které mohou byt bud nasycené, nebo mohou obsahovat 1
nebo vice dvojnych vazeb. Mezi hlavni potravinové zdroje patfi mlééné vyrobky, hovézi
maso, palmovy olej a sadlo. NejcastéjSimi nasycenymi LCFA ve stravé je kyselina
myristova, palmitova a stearova. [3, 63, 64].

Za zvySené kardiovaskuldarni riziko jsou zodpovédné hlavné SFA zvySenim hladiny
LDL cholesterolu, hlavniho rizikového faktoru kardiovaskuldrnich onemocnéni. Oproti
tomu UFA maji spiSe ochranny ucinek. Ukazalo se, Zze PUFA maji pfiznivéjsi vliv na
lipidovy profil a nahradime-li jimi SFA ve stravé, mizZe se snizit riziko kardiovaskularni
mortality. Dle vétsiny studii vyplyva, Ze rizikovéjsi jsou nasycené mastné kyseliny
s dlouhym retézcem, SCFA a MFCA maji potencidlné prospésny nebo neutrdlni vliv. [3,
63-65]
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5.4.1 Mechanismy ED vyvolané plisobenim FFA

FFA vyvolavaji ED rdznymi mechanismy, které mohou mit pfimy nebo nepfimy
efekt na produkci NO. [3]

Jednim z mechanism je potlaceni signdlni drahy AMPK/PI3K/Akt/eNOS.

5' adenosinmonofosfatem aktivovand proteinkindza (AMPK) je nejenom dulezita
vinzulinové signalizaci, ale také zvySuje oxidaci mastnych kyselin. Inzulin je klicovy
mediator vazodilatace zprostfedkované NO, kterd mUze byt potlacena plisobenim FFA
dvéma mechanismy. Prvnim je sniZeni fosforylace tyrozinu substratu 1/2 inzulinového
receptoru, druhym inhibice drahy PI3K/Akt kontrolujici inzulinem stimulované
vychytavani glukézy a ovliviujici produkci NO v EC. Dle jedné studie se ukazalo, Ze
zvysena hladina FFA v krevnim fecisti zhorSuje endotelové zavislou vazodilataci, zatimco
endotelové nezavisld vazodilatace zlstava neovlivnéna. To nasvédcCuje tomu, Ze FFA
maji specifickou inhibi¢ni roli na produkci NO zodpovédného za vazodilataci. [3]

Dal$im mechanismem je naruseni produkce a uvolriovdani NO prostifednictvim
snizeni intracelularniho vapniku dllezitého pro spravnou funkci endotelu. Intraceluldrni
vapnik ma totiz zasadni roli v aktivaci eNOS potiebné pro syntézu NO. Bylo zjisténo, ze
v prasecich aortdlnich burikdch FFA sniZi pfisun intraceluldarniho vapniku, ¢imzZ porusi
tvorbu/uvolfiovani NO. Pozdéjsi dalsi studii byly potvrzeny Skodlivé Gcinky FFA na
endotelovou vapnikovou signalizaci a ndslednou aktivitu eNOS vedouci ke snizené
produkci NO. [3, 66]

FFA mohou zprostfedkovdvat oxidativni stres v endotelu, coz mizZe vést
k ovlivnéni inzulinové signalizace a produkce NO. Plsobenim FFA dochazi v zavislosti na
davce u monocytl ke zvySeni ROS vedouci k jejich adhezi k EC. U potkan( s projevy
obezity i diabetu mellitu 2. typu byla prokdzana nadmérna exprese NADPH, ktera byla
vyvoldna FFA zprostfedkovavajicimi oxidacni stres. Pfihody oxida¢niho stresu
indukovaného FFA byly popsany také v EC zdravych lidi. [3]

FFA mohou také pfispivat k zdnétlivym stavim, které vedou ke zvySené
propustnosti endotelu. Aktivaci NF-kB dochazi ke zvySené tvorbé ROS, dale ke snizeni
produkce NO a ke vzniku ED. [3]

Mezi mechanismy, kterymi FFA vedou kED, patti také aktivace renin-
angiotenzinového systému. Aktivace RAS je dullezitd pro regulaci krevniho tlaku a
rovnovahy tekutin. Také je spojena s poruchou diferenciace preadipocytu, zvySenim
lipolyzy, zvySenym oxidacnim stresem a zanétlivou reakci. [67]

EC na své membrané exprimuji angiotenzin konvertujici enzym, ktery je nezbytny

pro syntézu AT-1l zpUsobujiciho stimulaci produkce ET-1 vazokonstrikci a nedostatek NO.
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Naopak inhibici ACE je signalizacni draha NO posilena. AT-II potlaenim oxidacni cesty
FA vede ke vniku FFA, které mohou byt aktivatory RAS. [3]

Mysi, kterym chybi ACE (ACE-/-), vykazuji zvySenou genovou expresi enzym
souvisejicich s lipolyzou a oxidaci mastnych kyselin. Tim by mohla byt vysvétlena souhra
mezi RAS a tvorbou FFA. V zavislosti na AT-Il volné mastné kyseliny aktivuji leukocyty a
pfispivaji k jejich adheznim vlastnostem, coz vede ke vzniku ED. Preventivni opatfenim
proti FFA-indukované ED u lidi je inhibice RAS. [3]

Poslednim jmenovanym mechanismem je ucinek na endotelové progenitorové
buriky. FFA pfispivaji k apoptdze endotelovych progenitorovych bunék podilejicich se na
obnové endotelu po arterialnim poskozeni. Plsobenim faktor(, jako je oxidacni stres,
dochazi k jejich dysfunkci a apoptdze. Dysfunkéni endotelové progenitorové buriky jsou
povazovany za klicové reguldtory v patogenezi ateroskler6zy a dalSich

kardiovaskularnich onemocnéni. [3]
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5.4.2 Charakteristika pouzité diety

V tomhle experimentu byla pouZzita vysokotukova dieta TD.88137 zahrnujici nékolik

rizikovych faktorl pro rozvoj hypercholesterolémie a aterosklerézy. Mezi tyto faktory

patfi:

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 % hmotnosti)

Procentudlni zastoupeni hlavnich Zivin a jejich podil na kalorickém ptijmu znazornuje

Tabulka 2.

Tabulka 2: Nutricni hodnoty diety TD.88137

% hmotnost % kcal celkové hmotnosti
Proteiny 17,3 15,2
Sacharidy 48,5 42,7
Tuky 21,2 42,0
keal/g 4,5
Cholesterol 0,2%

Prevzato z: TD.88137 Adjusted calories diet (42% from fat) [68]

Procentudlni obsah jednotlivych typld mastnych kyselin ve vztahu k celkové

hmotnosti diety a celkové hmotnosti obsazenych mastnych kyselin zndzorriuje Tabulka

3.

Tabulka 3: Profil mastnych kyselin diety TD.88137

% z diety % celkové hmotnosti 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

Prevzato z: TD.88137 Adjusted calories diet (42% from fat) [68]
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Material

6.1.1 Zvirata

V experimentu byli mysi samci kmene C57BL/6J ve véku 7 mésicl (n=16) rozdéleni do
dvou skupin. Prvni skupina, kontrolni, dostavala standardni laboratorni dietu (kontrola,
n=8). Druha skupina zvifat byla po dobu 3 mésict krmena ad libitum vysokotukovou
dietou TD.88137 s obsahem 42 % kcal tuku. Zvifata byla chovana ve Vivariu
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové za kontrolované teploty a vlhkosti, za
dvanactihodinového cyklu stfidani svétla a tmy. K usmrceni zvifat na konci experimentu
doslo cervikalni dislokaci v hluboké narkdze. Zvifatim se odebrala krev z vena cava
inferior pro dalsi analyzu a ndsledné hrudni ¢ast aorty pro western blot analyzu.

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

6.2 Pracovni postup

Aorta byl zhomogenizovana v RIPA pufru s pfidavkem inhibitor( fosfataz a
protedz. Nasledné byly vzorky stoceny v chlazené centrifuze pfi 4°C (15 min, 10 000G).
Supernatant byl poté odebran pro analyzu. Koncentrace proteinu byla méfena pomoci
BCA Assay kit (Thermo Fischer Scientific Inc., USA).

6.2.1 Priprava gelu

Nejdfive se sestavila aparatura pro elektroforézu. Pro jeden gel bylo zapottebi
jedno kratsi a jedno delsi sklo se spacerem. Na delsi sklo se poloZilo kratsi a skla se
zasunula do zeleného stojanku s dvirky, kterd se nasledné uzavrela oto¢enim do boku.
Zelené stojanky se skly se umistily do prihledného stojanku kratSimi skly dopredu.
Spodni ¢ast skel se tésné dotykala podlozky, aby nedochazelo k podtékani gelu.

Nasledovalo pfripraveni separacniho gelu smichanim destilované vody,
separacniho pufru, akrylamid/bis roztoku, 10 % dodecylsiranu sodného (SDS) a 10 %
peroxodisiranu amonného (APS). Polymerizace gelu se zahdjila pfidanim N, N, N°, N’-
tetramethylethylendiamin (TEMED). Podle molekulové hmotnosti sledovanych marker(
byla zvolena 10% koncentrace gelu.

Pfipraveny separacni gel se po kraji napipetoval mezi skla zhruba 1 cm pod hranu
kratSiho skla. K zabranéni pristupu vzduchu se gel po celé délce prevrstvil sekundarnim

butanolem saturovanym mili-Q H;O, ktery by mél byt zcela bez bublin. Isobutanolovou
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vrstvou se také vyrovnala hladina po celé délce gelu a vyhnaly se bubliny z povrchu. Po
dokonceni polymerizace trvajici 30 az 60 minut se isobutanol odlil a gel se oplachnul
destilovanou vodou.

Na zavér se separacni gel az po horni okraj kratSiho skla opatrné prevrstvil
pfipravenym 5% zaostifovacim gelem tak, aby nevznikaly vzduchové bubliny. Nasadil se
hiebinek a pfi okrajich se pipetou doplnil zaostfovaci gel, ktery se priibéiné dodaval
v priibéhu celé polymerizace. Pro kontrolu ztuhnuti zUstala ¢ast gelu v kadince. Rozpis

pfipravy gell je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4: Rozpis sloZeni separacniho a zaostrovaciho gelu pro elektroforézu

(uvedené mnoZstvi sloZek odpovida pripravé dvou gelii)

Separacni gel Zaostrovaci gel
10% (ml) 5% (ml)
Milli-Q voda 9,8 6,15
Separating gel buffer, 4x 5 -

Stacking gel buffer, 4x - 2,5
Acrlyamide-Bis Solution 5 1,25
10 % (w/v) SDS 0,2 0,1

10 % APS 0,06 0,03

TEMED 0,03 0,015

6.2.2 Priprava vzorku

Vzorky se naredily s ultracistou vodou na zvolenou nanasku do mikrozkumavek.
Nasledné se pfidal 2x koncentrovany vzorkovy pufr SDS sB-ME vpoméru 1:1
(vzorek:pufr). Vzorky se promisily pomoci vortexu, stocily na centrifuze a povarily v

termobloku na 5 minut pfi 95°C.

6.2.3 Naneseni vzorku a elektroforéza

Po dokonceni polymerizace gell se opatrné vysunul nasazeny hirebinek tak, aby
nedoslo k poskozeni jamek. Skla s gely se vytahla ze stojank(l a umistila do Mini-
PROTEAN Tetra Cell kratSimi skly dovnitf ktésnéni. Nasledné se tank naplnil
vychlazenym elektroforetickym pufrem tak, aby jamky pro vzorky byly ponofreny. Do
prvni jamky se napipetovalo 5 ul standardu molekulovych hmotnosti (Precision Plus

Protein Standard, Dual Color, Bio-Rad). Zbylé jamky se plnily jednotlivymi vzorky. Podle

34



potfeby se po rysku pro 2 gely dolil pufr a tank se uzaviel vikem s elektrodami
zapojenymi do zdroje. Pro elektroforetickou separaci se nastavily podminky
konstantniho napéti o 200 V a maximalni hodnoty proudu 60 mA/gel. Aby nedoslo
k prehrati, byly stény aparatury béhem elektroforézy oblozeny chladicimi destickami. Po
vyjeti Cela, viditelného diky bromfenolové modfi ve vzorkovém pufru, se zdroj odpojil
od aparatury a pufr se z tanku vylil. Skla se opatrné oddélila od sebe, aby nedoslo
k poskozeni gelu. Odfiznul se zaostfovaci gel i okraje. Pfed dalSim pouzitim byl gel

uchovavan v transferovém pufru.

6.2.4 Western blot

Pro pfenos proteind na membranu se pouZil Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad). Membrana z polyvinyliden difluoridu (Immobilon®-E PVDF Membrane,
Millipore, MA, USA) se nastfihla dle velikosti gelll, v rohu ocislovala obycejnou tuzkou,
odstranila se ochranna vrstva a membrana se aktivovala ponofenim do mili-Q H,0 na
nékolik sekund. S membrdnou se pracovalo pomoci pinzety a v rukavicich, aby se
zabranilo moZznému prenosu proteind. Pro sloZeni ,sandwiche” byly dale pouZity dva
silné filtraéni papiry zvihéené v transferovém pufru. Na anodovou kazetu se polozil
filtrani papir, aktivovana membrdana, gel, a nakonec druhy filtracni papir. Sesklddana
soustava se prejela valeckem, aby se vytlacily vzduchové bubliny. PfiloZila se katodova
kazeta a cely systém se zasunul do pfistroje. Nasledné se nastavily podminky pfenosu

uvedené v Tabulce 5.

Tabulka 5: Parametry prenosu proteinti pomoci Trans-Blot Turbo Transfer System

Proud 1A
Napéti 25V
Doba 30 min

Po uplynuti poZzadované doby se systém rozebral a gel se opatrné oddélil od
membrany. Pfed dalSim pouZitim se membrdna uchovavala v mili-Q H,O, aby
nedochazelo k jejimu vysychani.

6.2.5 Imunodetekce

Nejdfive se pfipravil roztok TBS-T 100 ml 10x koncentrovaného Tris pufru, 900

ml milli-Q H,0 a 1 ml Tweenu. Po promichani pomoci magnetického michadla se 100 ml
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roztoku TBS-T smichalo s 5 g suSeného nizkotuc¢ného mléka (Blotting-Grade Blocker, Bio-
Rad Laboratories, Inc., CA, USA) pro ziskani 5% roztoku mléka.

Membrana se dle molekulové hmotnosti zkoumanych proteind rozstfihala na
prouzky, které se pro rozpoznani oznacily Cisly. Aby doslo k zablokovani nespecifickych
vazebnych mist na membrané a naslednému specifickému navazani primarni protilatky
na sledovany protein, se prouzky ponofily do 5% roztoku mléka a po dobu 1 h se michaly
na kyvacce. Po uplynuti poZzadované doby se prouzky umistily ozna¢enou stranou vzh(ru
do pfipravenych vanicek z parafilmu a napipetovaly se na né pfislusné primarni
protilatky nafedéné na pozadovanou koncentraci pomoci 5% roztoku mléka. V roztoku
protiladtek se prouzky membran nechaly pres noc pfi teploté 4 °C.

Nasledujici den byly prouzky membran osmkrat vymyvany na kyvacce v roztoku
0,1% TBS-T po dobu 5 minut. Po kazdém intervalu se vyménil roztok 0,1% TBS-T za novy.
Béhem vymyvani se pro jednotlivé prouzky pfipravily vani¢ky z parafilmu a naredily se
sekundarni protilatky 5% roztokem mléka. Po dokonceni promyvani se prouzky pfenesly
do vanicek a na jejich povrch se napipetovaly sekundarni protilatky. Pouzité primarni a
sekundarni protilatky jsou uvedeny v Tabulce 6. Prouzky se sekundarni protilatkou se
hodinu inkubovaly na kyvacéce. Nasledovalo promyvani sekunddrnich protilatek osmkrat
po dobu 10 minut roztokem 0,1% TBS-T, ve kterém musely membrany zlstat do dalSiho

kroku.

Tabulka 6: Pouzité primdrni a sekunddrni protildatky pro imunodetekci a jejich Fedéni

Primarni protilatka Sekundarni protilatka

redéni fedéni

Rabbit anti-mouse

eNos 1:200 Anti-Rabbit 1:2000
(Santa Cruz
Biotechnology)

Rabbit anti-mouse

ET-1 1:300 Anti-Rabbit 1:1000
(Abcam)
Rabbit anti-mouse
VCAM-1 1:1000 Anti-Rabbit 1:2000

(Cell Signaling)
Goat anti-mouse
ICAM-1 1:500 Anti-Goat 1:5000

(R&D Systems)

Rabbit anti-mouse
ENG 1:1000 Anti-Rabbit 1:2000

(Abcam)

Rabbit anti-mouse
GAPDH 1:8000 Anti-Rabbit 1:1000

(Cell Signaling)
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6.2.6 Chemiluminiscencni analyza

V poslednim  kroku se celd plocha prouzku membrany pokryla
chemiluminiscen¢im cinidlem tak, aby na povrchu nebyly zZadné bubliny. Po uplynuti
stanovené inkubaéni doby se prouzek polozil na kousek ubrousku a uzavrel v plastové
folii. Nasledné se vlozil do zatizeni ChemiDoc pro detekci protein(i. Detekci se zobrazily
Sedocerné pruhy rizné tloustky a intenzity barvy. K vizualizaci zachycenych past byl
pouzit zobrazovaci systém ChemiDocTM MP (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Pomoci softwaru Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA, verze 6.0.1.) se

provedla kvantifikace pruhd.

6.3 Vyhodnoceni, statistické vyhodnoceni

Statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru GraphPadPrism verze 9.2.
Data jsou vyjadiena jako medidn s mezikvartilovym rozpétim (IQR). Exprese byla
normalizovana pomoci GAPDH. Pro pfimé srovnani skupin a pro zjisténi vysSe statistické
vyznamnosti (p-hodnoty) byl pouZit Mann-Whitneyho test. Statisticky vyznamné
hodnoty jsou pfi p <0,05.
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7. VYSLEDKY

Pro zjisténi vlivu vysokotukové diety na endotelové buriky hrudni aorty mysi jsme
hodnotili zmény v expresi péti charakteristickych protein(i. Tyto zmény jsou vyjadreny
v sloupcovych grafech doplnénych o reprezentativni obrazky vyslednych band( ze stejné
membrany pro kaZzdy protein a sledovanou skupinu. Pfi porovnani exprese proteinu
ICAM-1 (graf 1), VCAM-1 (graf 2), endoglinu (graf 3) a endotelinu-1 (graf 5) jsme nezjistili
signifikantni rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou s podavanim vysokotukové
diety. Pfi hodnoceni exprese eNOS jsme vSak zaznamenali statisticky vyznamny vyrazny

narust exprese po podavani HFD (graf 4).
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Graf 1: Exprese ICAM-1

Grafické zndzornéni exprese ICAM-1 u mysi krmenych HFD v porovndni s kontrolni
skupinou na standardni laboratorni dieté.

Pod grafem je reprezentativni vzorek detekce ICAM-1 a GAPDH ve spodni ¢dsti.
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Graf 2: Exprese VCAM-1

Grdfické zndzornéni exprese VCAM-1 u mysi krmenych HFD v porovndni s kontrolni

skupinou na standardni laboratorni dieté.

Pod grafem je reprezentativni vzorek detekce VCAM-1 a GAPDH ve spodni ¢dsti.
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Graf 3: Exprese ENG

Grafické zndzornéni exprese ENG u mysi krmenych HFD v porovndni s kontrolni skupinou

na standardni laboratorni dieté.

Pod grafem je reprezentativni vzorek detekce ENG a GAPDH ve spodni ¢dsti.
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Graf 4: Exprese ET-1

Grafické znazornéni exprese ET-1 u mysi krmenych HFD v porovnani s kontrolni
skupinou na standardni laboratorni dieté.

Pod grafem je reprezentativni vzorek detekce ET-1 a GAPDH ve spodni ¢dsti.
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Graf 5: Exprese eNOS

Grdfické zndzornéni exprese eNOS u mysi krmenych HFD v porovndni s kontrolni

skupinou na standardni laboratorni dieté.

Pod grafem je reprezentativni vzorek detekce eNOS a GAPDH ve spodni ¢dsti.
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8. DISKUSE

Endotelova dysfunkce je spojovdna s mnoha kardiovaskularnimi a metabolickymi
onemocnénimi véetné hypertenze, ischemické choroby srdecni, dyslipidémie a diabetu
mellitu. Zasadni roli ma také v progresi aterosklerotického procesu. Jednim
nadbytkem ROS vedouci k snizeni bioaktivniho NO, coz se projevi snizenim vazodilatacni
odpovédi endotelu a zvySenou expresi protrombotickych a prozanétlivych faktord.
Dochazi také k naruseni bariérové funkce endotelu umoznujici pranik lipidd, zanétlivych
bunék a ostatnich toxind. Nékolika studiemi bylo prokdzano, Zze k ED mUze vést také
podavani diety bohaté na tuk, fruktézu a sachardzu. [69-72]

Vysokotukovd dieta je spojena se zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich
onemocnéni. KED pfispivda nékolika mechanismy, mezi které patfi kromé
zprostredkovani oxidacniho stresu spojeného s narusenim produkce NO, také aktivace
renin-angiotenzinového systému, potlaceni signadlni drahy AMPK/PI3K/Akt/eNQOS,
prispivani k apoptdze endotelovych progenitorovych bunék nebo k zanétlivym staviim.
[3, 73]

ICAM-1 a VCAM-1 jsou transmembrdanové proteiny podporujici migraci leukocyt(
a jejich adhezi k povrchu endotelu. Poskozenim funkce endotelovych bunék zvySenym
oxidacnim stresem dochazi k aktivaci zanétlivych cytokin( (IL-1 a TNF-a) a k nasledné
zvySené expresi téchto adheznich molekul. Ackoliv jejich cirkulujici formy odrazeji
Casnou fazi zanétu a aktivaci EC, nejedna se o specifické biomarkery presné odrazejici
endotelové poskozeni, jelikoZz nejsou produkovany pouze endotelem. Nase vysledky
ukazuji, Ze podavani vysokotukové diety v nami zvoleném schématu nema zasadni vliv
na zménu v expresi ICAM-1 ani VCAM-1. [69, 74]

ET-1 je nejsilnéjsi vazokonstrikéni peptid uvolfiovany endotelem hrajici klicovou
roli v regulaci cévniho tonu. Také se podili na aktivaci leukocytl a krevnich desti¢ek a
vazbou na ETg na endotelovych burikdch mlze uvolnénim NO zpUsobit vazodilataci. Jeho
zvySena aktivita je spojovana srozvojem a progresi fady kardiovaskularnich chorob
souvisejicich s mnozenim tukové tkané. Jeho zvySené mnoizstvi bylo zaznamendano po
podavani vysokotukové diety v rlznych studiich, ale dle naSich vysledk(i nedoslo
k signifikantni zméné v jeho expresi. [72, 75, 76]

Endoglin je membranovy glykoprotein plsobici jako ko-receptor rodiny proteint
transformujiciho rlistového faktoru. Podili se na regulaci cévni remodelace, cévniho
tonu, angiogeneze a ovliviiuje expresi i aktivitu eNOS. K zvySeni exprese endoglinu EC

dochdzi napftiklad v zanétlivych tkanich, pfi cévnich poranéni nebo v mistech aktivni
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angiogeneze. Vysledky méreni nepotvrdily vyznamny rozdil v expresi endoglinu po
podani diety s vysokym obsahem tuku. [77]

eNOS md vyznamnou roli v regulaci cévniho tonu tvorbou NO zodpovédného za
vazodilataci. Vlivem oxidacniho stresu vyvolaného podavanim HFD dochazi k snizeni
exprese eNOS a k naruseni produkce a stability NO dulezZitého v cévni a metabolické
homeostdze. U mysi s deficitem eNOS byla pozorovdna nejenom nizsi hladina NO, ale
také hypertenze a inzulinova rezistence. [70, 78] Dle vysledkl méfeni prekvapivé doslo
k vyznamnému vyraznému narlstu exprese po podani HFD. Mohlo by se jednat o
kompenzacni reakci pro zachovani schopnosti vazodilatace.

Nase vysledky ukazuji, Ze pouZita vysokotukova dieta s obsahem 42 % kcal tuku
nema signifikantni vliv na rozvoj endotelové dysfunkce a zménu v expresi markeru
charakteristickych pro endotelovou dysfunkci. Pouze v expresi eNOS doslo k vyraznému
zvyseni. Tento vysledek je vSak potrebné doplnit analyzou dalSich molekul zapojenych

v produkci NO.
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9. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo posouzeni zmény exprese péti marker(
endotelové dysfunkce (eNOS, ICAM-1, VCAM-1, ENG a ET-1) ve vzorcich hrudni ¢asti
mysi aorty. Byly porovnavany vysledky mysi krmenych vysokotukovou dietou s obsahem
42 % kcal tuku se vzorky mysi na standardni laboratorni dieté. K hodnoceni exprese byla
pouzita Western blot analyza a detekce byla provedena pouzitim chemiluminiscenéniho
Cinidla. Vysledky této prace ukdzaly, Ze podani HFD po dobu 12 tydn( u mysiho kmene
C57BL/6J ve véku 7 mésici nema signifikantni vliv na rozvoj endotelové dysfunkce
z pohledu zmén v expresi protein(i charakterizujicich endotelovou dysfunkci. Pouze u
eNOS doslo k vyraznému zvyseni, nejspiSe vlivem kompenzaéni reakce pro zachovani

vazodilata¢ni schopnosti.
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10. POUZITE ZKRATKY

Zkratka Vyznam zkratky Cesky vyznam
ACE angiotensin converting enzyme angiotenzin konvertujici enzym
Akt protein kinase B protein kindza B
AMPK 5’ adenosinemonophosphate 5' adenosinmonofosfatem
activated protein kinase aktivovana proteinkinaza
APS ammonium persulfate peroxodisiran amonny
AT-II angiotensin Il angiotenzin |
BH,4 tetrahydrobiopterin tetrahydrobiopterin
cAMP cyclic 3’,5"-adenosine cyklicky 3°,5"-adenosinmonofosfat
monophosphate
cGMP cyclic 3’,5"-guanosine cyklicky 3°,5"-guanosinmonofosfat
monophosphate
COoX cyclooxygenase cyklooxygenaza
CRP c-reactive protein c-reaktivni protein
EC endothelial cells endotelové bunky
ED endothelial dysfunction endotelova dysfunkce
EDHF endothelium-derived hyperpolarizujici faktor odvozeny od
hyperpolarizing factor endotelu
ENG endoglin endoglin
eNOS endothelial nitric oxide synthase | endotelova syntaza oxidu dusnatého
ET-1/2/3 endothelin-1/2/3 endotelin-1/2/3
ETa/s endothelin receptoras endotelinovy receptorass
FAD flavin adenine dinucleotide flavinadenindinukleotid
FFA free fatty acids volné mastné kyseliny
FMN flavin mononucleotide flavinmononukleotid
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate glyceraldehyd-3-fosfat

dehydrogenase

dehydrogenaza
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GC

guanylate cyclase

guanylatcyklaza

HFD high fat diet vysokotukova dieta
ICAM-1 intercellular adhesion molecule intercelularni adhezni molekula 1
1
IL-1 interleukin-1 interleukin-1
IL-6 Interleukin-6 Interleukin-6
iNOS inducible nitric oxide synthase induciblni syntaza oxidu dusnatého
LCFA long chain fatty acids mastné kyseliny s dlouhym retézcem
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-
protein-1 1
MUFA monounsaturated fatty acids mononenasycené mastné kyseliny
NADPH nicotinamide adenine nikotinamidadenindinukleotidfosfat
dinucleotide phosphate
NF-kB nuclear factor kappa B nuklearni faktor kappa B
NO nitric oxide oxid dusnaty
NOS nitric oxide synthase syntaza oxidu dusnatého
nNOS neuronal nitric oxide synthase neuronalni syntaza oxidu dusnatého
PAF platelet activating factor faktor aktivujici desticky
PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1 | inhibitor aktivatoru plazminogenu 1
PDGF platelet derived growth factor destickovy rlistovy faktor
PECAM-1 | platelet endothelial cell adhesion | adhezni molekula krevnich desti¢ek
molecule
PGH; prostaglandin H2 prostaglandin H;
PGl prostacyclin prostacyklin
PI3K

phosphatidylinositol-3-kinase

fosfatidylinositol-3-kindza
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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 retézcem
SDS sodium dodecyl sulfate dodecylsiran sodny
Ser serine serin
SFA saturated fatty acids nasycené mastné kyseliny
siCAM-1 soluble intercellular adhesion solubilni intercelularni adhezni
molecule-1 molekula 1
SMC smooth muscle cell hladké svalové buriky
sVCAM-1 soluble vascular cell adhesion solubilni vaskularni adhezni molekula
molecule 1
TBS-T tris buffered saline with tween roztok tris pufru s tween 20
20
TEMED tetramethyl-ethylenediamine tetramethylethylendiamin
TGF-B transforming growth factor transformujici rastovy faktor B
Thr threonine threonin
TNF-a tumor necrosis factor alfa tumor nekrotizujici faktor alfa
tPA tissue plasminogen activator tkanovy aktivator plazminogenu
TXA2 thromboxane A, tromboxan A,
Tyr tyrosine tyrosin
UFA unsaturated fatty acids nenasycené mastné kyseliny
VCAM-1 | vascular cell adhesion molecule 1 vaskularni adhezni molekula 1
VEGF vascular endothelial growth vaskuldrni endotelovy rastovy faktor
factor
vWF von Willebrand factor von Willebranduv faktor
ZP

the zona pellucida

zona pellucida
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