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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a l1ékarskych véd

Kandidat: Mgr. Jana Rathouska
Skolitel: Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Farmakologické ovlivnéni aterogeneze u experimentalnich zvifecich

modelil aterosklerdzy

Ateroskleroza je pozvolny zanétlivy proces v arteridlni sténé, jenz je jako soucést
kardiovaskularnich chorob hlavnim zdrojem morbidity a mortality vyspélého svéta. Hledani
moznosti 1écby aterosklerdzy vSak vyZzaduje nejprve detailni poznani patogeneze samotného
onemocnéni. Jednu z moznosti studia patogeneze aterosklerdzy nabizi vyuziti mySich modeld,
které umoznuji fadu intervenci, jez by v humanni mediciné¢ byly neakceptovatelné. Uzitim
diety s vysokym obsahem lipidi jsme schopni pruzné navodit zmény lipidového spektra u
mys$i, pfi¢emz cilenou genetickou manipulaci mize byt navic dosazeno znané pokrocilych
plath v relativné kratkém cCasovém horizontu. Rovnéz lze u mySich modell do procesu
aterogeneze s vyhodou zasahnout podanim nékterych hypolipidemik, napiiklad 1éCiv ze
skupiny statinti, které byly v naSich studiich reprezentovany atorvastatinem. Sledovanim
reaktivity cévy na podani atorvastatinu pak ziskdme dals$i 0daj (kromé vlivu na hladiny
lipid), ktery muze poodhalit nékteré ucinky statinu na lipidech nezavislych, tzv.
pleiotropnich, jez se dostavaji do popfedi zajmu zejména v poslednich letech.

Béhem procesu aterogeneze dochazi v organismu k relativné komplexnim zménam na
imunologické, morfologické a funkéni Grovni a je doprovéazen sloZitou signalizaci mezi
buiikami, které se daného procesu ucastni. Jedna z vyznamnych tiloh v procesu aterogeneze je
pak piipisovana cytokinu TGF-f a jeho signalizaci, ktera i pfes znamky ateroprotekce dosud
nebyla plné objasnéna, vEetné Ulohy receptori TGF-B, které hraji v procesu aterogeneze
ziejmé zéasadni roli.

Kli¢ovym tématem publikaci v této souhrnné disertacni praci byla uloha endoglinu
(TGF-B receptoru III, ENG) a jeho signalizace v aort¢ vybranych mySich modeli

ateroskler6zy, s pfihlédnutim k hladindm jeho sérové formy (odStépené ze tkan€) a
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pfipadného vlivu atorvastatinu na tyto procesy. V aterosklerotick¢ aorté¢ apoE/LDLR
deficientnich mysi byl endoglin popsan jako vyznamny TGF-f receptor s potencidlem
ateroprotekce, zejména diky vlivu na produkci eNOS a VEGF. Naopak sérova forma tohoto
proteinu (SENG) byla oznafena za potencialné negativni marker aterosklerotického procesu.
Studium ucinku atorvastatinu na apoE/LDLR deficientnim modelu odhalilo kromé vlivii na
sérové lipidy také schopnost extralipidového pusobeni ve smyslu redukce velikosti
aterosklerotickych platl, zvySeni exprese potencialné ateroprotektivnich molekul TGF-f
signalizace (kaskdd ENG/ALK-5/Smad2/eNOS a ENG/ALK-1/Smadl/VEGF) a redukce
hladin sérového endoglinu.

Studie dvou mysSich modela s rozdilnou predispozici k ateroskleréze (C57BL/6J vs.
C3H/Hel) prokazala snizenou citlivost aorty C3H/HeJ ateroprotektivniho kmene k expresi
zanétlivych (adheznich) molekul P-selektin, VCAM-1, ICAM-1 a poukdzala na mozny podil
endoglinu na zvySeni exprese eNOS v aorté tohoto kmene, oproti C57BL/6J senzitivhimu
kmeni.

Histologicka studie s apoE deficientnim modelem mysi zhodnotila extrakardialni tisek
aorty za relevantni pfi studiu aterosklerotického procesu, oproti oblasti aortalniho sinu, ktera
zmény endoglinu v pribchu aterogeneze neodrazi a méa pravdépodobné vztah spise k vyvoji
srdce a chlopni. Vzhledem k tomu, Ze jsme nepozorovali koexpresi endoglinu s adheznimi
molekulami P-selektin a VCAM-1, domnivame se, ze endoglin se nepodili na akumulaci
leukocytli v aortdlni stén€ u apoE deficientniho modelu v priibéhu aterogeneze.

Shrnutim role endoglinu v aterogenezi v piehledovém c¢lanku, ktery zahrnoval také
vysledky nékterych vyse uvedenych studii, 1ze usoudit, ze role TGF-p receptoru III (ENG)
v aterogenezi se spiSe jevi jako ateroprotektivni. Naproti tomu tloha sérové formy tohoto
proteinu (SENG) se zda byt nadéjné z hlediska sledovani hladin jakoZto markeru zdvaznosti
aterosklerotického procesu. Implementace téchto zavéri do humanni mediciny a jejich vyuziti
napiiklad v kontextu u¢innosti statinové terapie vSak jesté stale vyzaduji hledani hlubsich

souvislosti.
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Abstract
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models of atherosclerosis

Atherosclerosis is a slow inflammatory process in arterial walls which is, as a part of
cardiovascular diseases, the main source of morbidity and mortality in developed countries.
However, searching for the possibilities of atherosclerosis treatment requires detailed
knowledge of pathogenesis of the disease itself. The use of mouse models offers one of the
possibilities of studying the pathogenesis of atherosclerosis, which enables a number of
interventions that would not be acceptable in human medicine. By using the high content lipid
diet, we are able to induce the changes of lipid spectrum in mice. Moreover, if a targeted
genetic manipulation is used, one can reach considerably advanced plaques in a relatively
short time period. It is also possible to interfere in the process of atherogenesis in mouse
models by using some hypolipidemic drugs, for example from the statin group that were
represented in our studies by atorvastatin. By observing the vessel’s reactivity to atorvastatin
dosage, one can obtain another figure (besides the influence on the level of lipids), that may
reveal some lipid-independent effects of statin, so-called pleiotropic effects, which are getting
into the forefront especially over the last years.

In the process of atherogenesis, there are relatively complex changes on the
immunological, morphological and functional levels in the organism, accompanied by
complex signaling between cells that are involved in the process. One of the significant roles
in the process of atherogenesis is attributed to TGF-B cytokine and its signaling, which
despite of the signs of atheroprotection has not still been clarified, including the role of TGF-f3
receptors that apparently play the key role in the process of atherogenesis.

The role of endoglin (TGF-B receptor I1I, ENG) and its signaling in aorta in chosen

mouse models of atherosclerosis, with the consideration to the levels of its serum form
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(cleaved from the tissue), was the key topic of papers in this summary dissertation thesis. The
pertinent influence of atorvastatin on these processes was taken into account as well. Endoglin
was described as a significant TGF-B receptor with the potential of atheroprotection,
especially in terms of the influence on the production of eNOS and VEGF, in the
atherosclerotic aorta in apoE/LDLR deficient mice. On the other hand, the serum form of this
protein (SENG) was identified as a potentially negative marker of the atherosclerotic process.
The study of atorvastatin effect in the apoE/LDLR deficient model revealed, besides the
influence on serum lipids, the ability of non-lipid effect in terms of the size reduction of
atherosclerotic plaques, the expression increase of potentially atheroprotective molecules of
TGF-p signaling (ENG/ALK-5/Smad2/eNOS and ENG/ALK-1/Smad1/VEGF pathways) and
the reduction of serum endoglin levels.

The study of two mouse strains with a different predisposition to atherosclerosis
(C57BL/6J vs. C3H/Hel) proved a reduced aortic sensitivity in C3H/HeJ atheroprotective
strain to the expression of inflammatory (adhesion) molecules P-selectiny, VCAM-1, ICAM-1,
and showed a possible endoglin participation in the increase of eNOS expression in the aorta
of this strain, compared to C57BL/6J sensitive strain.

The histological study with apoE-deficient mouse models evaluated the extra-cardiac
part of aorta as a relevant one at studying atherosclerotic process, compared to the area of the
aortic sinus, that does not reflect the changes of endoglin in the atherogenetic process and thus
probably has a relation more likely to the cardiogenesis and heart valves development. We
showed that endoglin is not co-localized with cell adhesion molecules (P-selectin and VCAM-
1) involved in atherosclerosis, suggesting it might not participate in leukocyte accumulation in
aorta of apoE-deficient mice during atherogenesis.

By summarizing the role of endoglin in atherogenesis in the review article, that also
included the results of some above-mentioned studies, it is possible to deduce, that the role of
TGF-B receptor III (ENG) in atherogenesis more likely appears as atheroprotective. On the
other hand, the role of serum form of this protein (SENG) seems to be hopeful in terms of
observing the levels as the marker of atherosclerotic process severity. However, the
implementation of these conclusions into human medicine and its use e.g. in the context of the

efficiency of statin therapy, still requires a search for deeper understanding.



Disertaéni prace

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALK
AMK
apoE
B6
CD105
CETP
C3H
EDHF

eNOS
ET-1

HDL
HHT
HMG-CoA
ICAM-1
IL-8

iNOS
LDL
LDLR
LRP
MCP-1
MMP
NF«xB

NO

PAI-1
PDGF
PECAM-1

sENG
SMAD
TGF-B
TGF-BR

receptor activin-like kindzy

aminokyselina

apolipoprotein E

C57BL/6J kmen mysi

endoglin (ENG)

cholesteryl ester transfer protein

C3H/HeJ kmen mysi

endothelium-derived hyperpolarizing factor, endotelidlni
hyperpolarizujici faktor

endotelidlni NO syntaza

endotelin-1

high density lipoproteins, lipoproteiny o vysoké hustoté
hereditarni hemoragicka teleangiektazie
3-hydroxyl-3-methylglutaryl koenzym A

intercellular cell adhesion molecule, leukocytarni adhezni molekula
interleukin-8

inducibilni NO syntdza

low density lipoproteins, lipoproteiny o nizké hustoté
LDL receptor

LDL receptoru podobny lipoprotein

monocyte chemotactic protein-1, monocytarni chemotakticky protein-1
matrix metalloproteinases, matrix metalloproteinazy
nuklearni transkripéni faktor kappa B

oxid dusnaty

inhibitor aktivatoru plazminogenu

platelet-derived growth factor, ristovy faktor desticek
platelet endothelial cell adhesion molecule, destickovd endotelialni
adhezni molekula

sérovy endoglin

intracelularni proteiny participujici na transdukci signalu
transforming growth factor, transformujici ristovy faktor

receptor pro transformujici rastovy faktor
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TNF-a (TNF) tumour necrosis factor-a, tumor nekrotizujici faktor-o

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule, bunééna adhezni molekula
VEGF vascular endothelial growth factor, cévni endotelialni riistovy faktor
VLDL very low density lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté



Disertaéni prace

Obsah

Lo UVOD aeeeeeeeeeeeeeseesesesesessssssssessssassssssssssssasssssssensassssessssssnsssssssnsssssssnsnsnssssns 12
2. TEORETICKA CAST aouueeeeeeeeeesesesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 13

2.1. Ateroskleréza a principy rozvoje 14
2.1.1. Morfologicka stavba intaktni rteri..........cecereuerrierieriieieeiesieseeieeteeeeseeesseeseeseseeseeesees 14
2.1.2.  Ateroskleroticky proces — zakladni d€je a hypotézy..........cccovverieiieiiniiiiieiieeee e 15
2.1.3.  Patogeneze aterosklerdzy v SOUNIMU..........cciiiiiiiiiiiiieiiet e 17

2.2. Endotel za fyziologickych a patologickych podminek 19
2.2.1.  Role a funkce endotelu za fyziologickych podminek ............cccoooeeiiriiiiiiininiciiceeee 19
2.2.2.  Role eNOS a NO - dusledky jejich naruSeni.........ccccceeeeeiirierienieiieieeieseeeeee e 21
2.2.3.  Role endoteltl PI1 ZANELU .....eovieiieiicie ettt et te b e ae e sneesaeeneenes 22
2.2.4.  Endotelialni dysfunkce v SOURIMU..........cceeiiiiiiiiiiiie e 24

2.3. Mysi modely aterosklerozy a endotelialni dysfunkce 25
2.3.1.  Vyznam my$iho modelu, jeho vyhody a nevyhody .........ccccovieiiiiiiiinieeee e 25
2.3.2. Normocholesterolemické mySi MOdely ........ccccoerieriiiiiiiiiiii e 26
2.3.3.  Apolipoprotein E deficientni model mySi .......cccoeoueririiiiiiiniiieeee et 27
2.3.4.  Apolipoprotein E — LDL receptor deficientni model mysi ........cccooevererieicenienieneneieene, 27

24. Transformujici ristovy faktor-p a slozky jeho signalizace 29
2.4.1. TGF- B cytokin — charakteristika a funkce ...........cceovevieeiiiiiinieicreeee e 29
S N € L 1<) (010 117/ O PSS 30
2.4.3. TGF- B receptory a role Smad proteint...........cceeeeriereeiieieeieeieriee et 32
2.4.4. Endoglin — ptidatny receptor pro TGF-P .......cccooiiiiiiiiiiiieeeee e 37

2.5. Statiny — inhibitory HMG-CoA reduktazy 44
2.5.1.  Lipidové a nelipidoveé GCinky StAtINTL .....cc.evueeiiieieieieie e 44
2.5.2.  Statiny @ @NAOZIN.....c.eiiiiieiiieiieie ettt b e ettt e b et e b e st e eraesraenraenns 45

3. CHLE PRACE .oueeececenseenscesscnsscnsssussssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssassssess 46

4. KOMENTARE K PRACIM....ciuciuscrnnscsnnssssassusssssssssssssssssssssssssssssssssess 47

4.1. Endoglin as a possible marker of atorvastatin treatment benefit in atherosclerosis......... 48

4.2, Cell adhesion molecules and eNOS expression in aorta of normocholesterolemic mice

with different predispositions to atherosclerosis 49
4.3. Endoglin is not co-expressed with cell adhesion molecules in aorta during atherogenesis in
apoE-deficient mice 50

10



Disertaéni prace

44.

4.5.

4.6.
4.7.

10.

Cholesterol effects on endoglin and its downstream pathways in ApoE/LDLR double

knockout mice 51

Activation of TGF-f receptors and Smad proteins by atorvastatin is related to reduced

atherogenesis in ApoE/LDLR double knockout mice 52

The role of endoglin in atherosclerosis 53

Souhrnna diskuse a shrnuti 54
ZAVERY ouveeeeerestesssssessessessessssssessessesssssssssssessssssessessessasssessssessassssssessassasssssses 57
PODIL PREDKLADATELKY NA PUBLIKACiCH ZAHRNUTYCH
V DISERTACNI PRACT ...uoeceeeeeeenersessssessessessesssssesssssssssssessessessessessessessese 58
PREHLED PUBLIKACNI CINNOSTT c...uuuvueeueereenereesncsessssessessessessessessessesens 60
PREZENTACE NA KONFERENCICH 62
POUZITA LITERATURA .....cevvrverrestessessessessessssssssssssessessessessessessessessesassassens 64
SOUBOR PUBLIKOVANYCH PRACT .....cuueeueererrerressessessessessessessessesssssssesees 78

11



Disertaéni prace

1. UVOD

Kardiovaskuldrni onemocnéni jsou hlavnim zdrojem morbidity a mortality vyspélého
svéta. Zakladni klinickou manifestaci kardiovaskularnich chorob je srde¢ni infarkt a mozkova
mrtvice, které reprezentuji nasledky systémového cévniho onemocnéni znamého jako
ateroskler6za. Ateroskleréza je pozvolny zanétlivy proces v arteridlni sténé, ktery mize po
nekolik let progredovat bez jakychkoli klinickych projevil. Pfi¢inou tohoto jevu je, Ze vétSina
fazi vySe zminéného procesu vyzaduje dlouhodobéjsi vystaveni predispozicnim faktorim.
Jsou to pouze pozdéjsi stadia tohoto onemocnéni, kterd postupuji relativné rychle a vedou
k jeji klinické manifestaci.

Vzhledem k tomu, Ze proces rozvoje platu se 1isi od klinickych projevii onemocnéni,
ukazuje se, Ze terapie, kterd je G€innd pii rozvoji aterosklerotickych 1ézi, nemusi byt vzdy
efektivni také pii prevenci klinickych projevil tohoto onemocnéni. Jednim ze zakladnich
divodu je, Ze k terapii se obvykle pfistupuje az po vytvoreni téchto 1ézi (Keaney, 2000).

Rada randomizovanych klinickych studii prokazala vyrazny efekt 1é¢iv ze skupiny
inhibitort HMG-CoA reduktdzy (statinll) z hlediska primdrni i sekundarni prevence infarktu
myokardu a cévni mozkové piihody zejména u pacientli s hypercholesterolemii. Z tohoto
diivodu si tato 1é¢iva jiz fadu let drzi jedno z pfednich mist v preskripci pacientim v téchto
rizikovych skupinach. Nov¢jsi data tykajici se farmakodynamickych parametri 1é¢iv ze
skupiny statini vSak hovofi nejen o jejich pozitivnim vlivu zhlediska snizovani
plazmatickych lipidd, ale ptiklangji se predevsim k jejich komplexnéj$im, tzv. extralipidovym
ucinkiim ve smyslu protektivniho plsobeni v cévni sténé nezdvisle na hladinach lipidi.

Hledéni moznosti 1é¢by aterosklerdzy a zdravotnich rizik pro pacienta z ni plynoucich
vyzaduje detailni poznani patogeneze samotného procesu. Jednim z prostiedkti studia procesu
aterogeneze pak muze byt vyuziti mySich modeld tohoto onemocnéni, které umoznuje fadu
intervenci a postupi, jez by v humanni mediciné byly minimdln¢ z etického hlediska
vyloucené. Predkladanad disertacni prace je pak souborem konkrétnich vysledkd a zavérh
nckolikaletého studia na Katedfe biologickych a Iékaiskych véd Farmaceutické fakulty pod
vedenim doc. PharmDr. Petra Nachtigala, Ph.D., se zaméfenim na patofyziologii
aterosklerotického procesu v cévni st€né u experimentalnich mySich modela aterosklerdzy a

mozného zasahu do téchto procest podanim atorvastatinu.
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2. TEORETICKA CAST
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2.1. Ateroskleroza a principy rozvoje

2.1.1. Morfologicka stavba intaktni arterie

Sténa zdravé arterie se sklada ze tfi definovanych koncentrickych vrstev zndmych jako
tunica intima (vnitfni vrstva), tunica media (stfedni vrstva) a tunica adventicia (vngj$i vrstva).
Tyto tii vrstvy jsou dale vymezeny koncentrickymi vrstvami elastinu, konkrétné vrstvou
lamina elastica interna (mezi intimou a medii) a vrstvou lamina elastica externa (mezi medii a
adventicii) (Keaney, 2000) (Obr. 1).

Povrch lumen arterie je tvofen jednou vrstvou tésné pfiléhajicich endotelovych bunék,
ktera lezi na bazalni membran¢ extracelularni matrix a je ohranicena vrstvou lamina elastica
interna. Endotelové bunky jsou vzijemné vazany mnoZzstvim mezibunécnych spojl s riiznou
funkci (Dejana et al., 2000; Nishikawa et al., 2001). Vrstva endotelovych bunék tvoii
dynamickou bariéru mezi lumen cévy a stromatem cévni stény a podili se na celé fad¢ funkci,
vcetné regulace cévniho tonu, krevniho srazeni a prostupu leukocytt do stény cévy (Keaney,
2000).

Oblast tunica media je rovnéz tvofena jednim typem bun&k — hladkych svalovych
bun¢k, které dle velikosti arterie tvoii jednu ¢i vice vrstev. Kromé bunécnych spojii jsou
buiiky v medii mezi sebou fixovany pomoci extraceluldrni matrix, jez je tvofena pfevazné
elastickymi vlakny a kolagenem. Pravé extracelularni matrix je ve stén¢ cévy produkovana
zejména hladkymi svalovymi buiitkami. Vrstva medie se mtze lisit dle lokalizace/funkce dané
arterie, aby dle potieb zajistila pruzny raz cévy behem srde¢ni diastoly (Keaney, 2000).

Adventicie, jakozto nejsvrchnéj$i vrstva arterie, se typicky sklada z volného spojeni
slozek elastinu, hladkych svalovych bunék, fibroblastii a kolagenu a prochazi ji rovnéz slozky
nervového zakonceni inervujici cévu. AC plivodné povazovdna za pasivni vrstvu cévy,
fibroblastim adventicie je v dneSni dobé pfipisovana schopnost reakce na poskozeni cévni

stény (Keaney, 2000).

14
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Obrazek 1. Struktura intaktni arterie
(Ptevzato z http://www.mananatomy.com/basic-anatomy/arteries) [vid. 2014-02-10]

basement membrane — bazalni membrana, smooth muscle — hladka svalovina

TUNICA

Endothelium

Basament
membrang

internal elastic
lamina

2.1.2. Ateroskleroticky proces — zakladni déje a hypotézy

Ateroskleroticky proces se typicky manifestuje ve tfech stupnich — pocatecni léze,
rozvijejici se léze a rozvinutd ateroskler6za. Pro pocatecni 1éze je charakteristické lokalni
ukladdani drobnych deposit lipidi znamych pod morfologickym terminem lipidové prouzky.
Tyto prouzky jsou reprezentovany lozisky makrofagh (naplnénych lipidy) a hladkych
svalovych bunék v intimé cévy (Keaney, 2000).

Rozvijejici se 1éze, téZ znamé jako tzv. fibro-lipidové 1éze, reprezentuji dalsi fazi
aterosklerotického procesu, primarné se vyskytujiciho v predispozi¢nich oblastech, jakymi
jsou koronarni arterie, bfiSni aorta a nékteré useky karotid (Goubergrits et al., 2002). V tom
piipadé jde jiz o fibrozni platy, které jsou vyklenuté a tuhé, pokryté fibromuskularni vrstvou

zvanou ,,cepicka‘.
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Posledni fazi je progrese 1éze do rozvinuté podoby, pro kterou jsou charakteristické
oblasti fibrozni kalcifikace s jiz patrnymi ulceracemi platu. Takto rozvinuté 1éze jsou Casto
spojeny se vznikem tromboz, embolizaci a poSkozenim cilového organu, na jehoZz priibéhu se
nepodili pouze progrese platu jako takového, ale také fada funkénich zmén ve sténé cévy

(Keaney, 2000).

Rozvoj znalosti o aterosklerdze doprovézela fada spekulaci a hypotéz, z nich n¢které
jsou, s menSimi ¢i veét§imi upfesnénimi, platné dodnes. Jiz v roce 1858 vyslovil Rudolf
Virchow svou hypotézu o prostupu lipidi do cévni stény s tvorbou jejich komplexi
s mukopolysacharidy, jakozto pocatecni d¢j v ateroskleroze (Virchow, 1989).

O vice nez sto let pozdé¢ji, Ross a Glomset vyslovili svou hypotézu “response-to-
injury*, ktera vychazela z ptedpokladu, Ze inicialnim krokem v rozvoji aterosklerézy je
obnazeni endotelu, jez vede dale kcelé fadé kompenzacnich dé&ji narusujicich cévni
homeostazu (Ross and Glomset, 1973). Jednim z faktorti byla naptiklad zvySena adhezivita
endotelu pro leukocyty a trombocyty a pfesmyk prostfedi cévy z antikoagula¢niho na
prokoagulaéni. Predpokladem rovnéz bylo uvolnéni fady cytokinl, vasoaktivnich latek a
rastovych faktorti z takto aktivovanych bilych krvinek a krevnich desticek, coz jest¢ dale
umociiovalo zéanétlivou odpovéd’. Ta byla déle charakterizovana migraci a proliferaci
hladkych svalovych bunék, jez v prozanétlivém prostiedi dale podporovaly tvorbu
aterosklerotické 1éze.

Ve snaze odhalit lipidové faktory vedouci ke vzniku pénovych bunck, Brown a
Goldstein v roce 1979 vypozorovali, ze nikoli samotné LDL ¢astice, ale modifikované LDL
jsou schopné aktivovat makrofagy k tvorbé pénovych bunék (Goldstein et al., 1979). Jejich
usili vedlo ke vzniku teorie oxidativni modifikace, jez pfedpokladala oxidativni zménu LDL
Castice pifimo v cévni sténé. Diky tomu jsou nasledné tyto LDL kumulovany v intimé cévy,
coz vede k tvorbé pénovych bunék.

Posledni zndmou hypotézou je tzv. “response-to-retention* predpokladajici vazbu
lipoproteini v asociaci s proteoglykany v arteridlni sténé, jakozto inicidlni fazi celého
procesu, bez podminek oxidativni modifikace. Déle trvajici vazba lipoproteinti pak
v chronickém méfitku odrazi fazi a zavaznost aterogeneze, pricemz se v celém procesu

piedpoklada také soucinnost komponent extracelularni matrix (Williams and Tabas, 1995).
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2.1.3. Patogeneze aterosklerozy v souhrnu

Ackoli se fada soucasnych teorii charakterizujicich aterogenezi v n€kterych aspektech
1isi, vSechny maji zpravidla spolecného jmenovatele v podobé aktivace imunitnich bun¢k a
zanétlivé odpovédi cévy. V obecném méfitku proces aterogeneze odrdzi nasledujici déje

(Silbernagl, 2001):

X/
X4

» DYSFUNKCE ENDOTELU - role hemodynamiky, infekce, hypertenze, diabetes
mellitus, LDL castic a jejich modifikace, oxida¢niho stresu apod.; zvysSena

permeabilita endotelu a tvorba adheznich molekul

< TVORBA ZANETLIVYCH PUSOBKU cévnim endotelem — aktivace monocytl
(makrofagl) a T-lymfocytt v krvi a aktivace hladkych svalovych bunék v medii

% MIGRACE IMUNITNICH A HLADKYCH SVALOVYCH BUNEK do

subendotelového prostoru a ztluStovani arterie (Obr. 2)

< PRUNIK LIPOPROTEINOVYCH CASTIC do subendotelového prostoru a zvysena

lipoperoxidace

X/
X4

% TVORBA PENOVYCH BUNEK z fagocytujicich makrofagi; dalsi ztluiténi cévy

< PROLIFERACE HLADKYCH SVALOVYCH BUNEK a zvySena tvorba

extracelularni matrix
% NEKROTICKA A KALCIFIKUJICI DEPOZITA pénovych bungk v platu
<% ZVYSENA KOAGULACE v mist& po§kozeni cévy

< RUPTURA, KRVACENI DO PLATU, TROMBOZA, EMBOLIE

Je tfeba poznamenat, ze jde o obecnou charakteristiku, pficemz vySe zminéné jevy se
v mnoha ohledech prolinaji nebo nenavazuji striktné jeden na druhy. Konkrétni aspekty
jednotlivych vyse zminénych fazi, souvisejicich s publikacemi vtomto komentovaném

souboru, budou detailnéji diskutovany dale.
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Obrazek 2. Schéma ztlustovani stény arterie v pritbéhu aterogeneze

(Ptevzato z http://www.stefajir.cz/files/Atero.pdf) [vid. 2014-02-10]

Extracelularni matrix

\

!

bunky hladké svaloviny
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2.2. Endotel za fyziologickych a patologickych podminek

2.2.1. Role a funkce endotelu za fyziologickych podminek

Cévni endotel tvofi makromolekuldrni bariéru mezi krvi a vlastni tkdni cévy a hraje
klicovou roli vregulaci funkci samotné cévy. Uvoliiuje fadu biologicky aktivnich latek
dilezitych pro procesy integrity a metabolismu cévni stény, jakymi jsou napiiklad regulace
cévniho tonu, permeability, koagulace a fibrinolyza ¢i odpovéd’ na zanétlivé podnéty
(Bombeli et al., 1997; Cines et al., 1998; Griendling and Alexander, 1996), tedy déje rovnéz
uzce souvisejici s aterosklerotickym procesem.

Hlavni podil na integrit¢ (resp. permeabilit¢) endotelu maji mezibunécné spoje,
proteiny vazané na povrchu bunék, elektrostaticky naboj na membranach endotelu a slozeni
bazalni membrany, pfiCemz za nejvyznamnéjsi jsou povazovany mezibunécné spoje, které
tvoii vlastni spojeni mezi membranami dvou sousedicich buné¢k (Lampugnani and Dejana,
1997; Lum and Malik, 1996). Mezibunécné spoje jsou tvoieny transmembranovymi proteiny,
které jsou vazany s proteiny cytoplazmy a cytoskeletu a umoziuji dynamicky prostup

substanci z krve do tkané (Lampugnani and Dejana, 1997).

Endotel je charakterizovan tfemi zédkladnimi typy mezibunécnych spojt:

*

s Zonulae occludentes (tight junctions) — tvofené transmembranovym proteinem
occludinem, zajistujicim velmi tésné spojeni pfiléhajicich bunck a jejich ochranu pied
hemodynamickymi vlivy (shear stress). ZvySeny pocet téchto spoji byl detekovan
v hemodynamicky pietéZovanych oblastech aorty, naopak sniZzeny pocet spoji pozitivné
koreluje s ukladanim lipidovych deposit a rozvojem aterosklerdzy (Krams et al., 1997;

Lampugnani and Dejana, 1997; Yoshida et al., 1995).

K/
*

Nexy (gap junctions) — tvofené transmembranovymi hydrofilnimi kanély (tzv. konexony)
zajiStujicimi vyménu iontl a molekul mezi sousedicimi buiitkami. Umozniuji komunikaci
mezi endotelovymi buitkami navzajem a rovnéz mezi endotelovymi buiikami a hladkymi
svalovymi buiikami ¢i leukocyty (Goodenough et al., 1996). Podileji se na koordinaci
endotelovych bun¢k pfi migraci a replikaci béhem procesu angiogeneze ¢i hojeni ran

(Dejana et al., 1995; Lampugnani and Dejana, 1997).
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% Zonulae adhaerentes (adherens junctions) — tvofené transmembranovymi proteiny
kadheriny, které se mohou vazat na cytoplazmatické proteiny a aktinové mikrofilamenta a
zajiStovat tak vzajemné priléhani bunék endotelu. Jsou povazovany za zakladni spojeni
v mezibunééném kontaktu endotelu a hraji roli téz v regulaci bunécné migrace, rastu a

diferenciace (Dejana et al., 1995; Dejana et al., 1997; Lampugnani and Dejana, 1997).

Existuje tada faktord, které ovliviiuji vySe uvedené spoje v endotelu a tim jeho
permeabilitu. Rada endogennich mediatort (histamin, trombin, faktory zanétu), ale i
exogennich latek, v€etné zivin ¢i mastnych kyselin dodanych v dieté, je schopna propustnost
endotelu zvysit (Lum and Malik, 1994; Lum and Malik, 1996; Toborek et al., 1996; Toborek
and Hennig, 1994; Toborek and Hennig, 1998). Rovnéz také nekteré pisobky vyplavované
samotnym endotelem jsou schopné zvysit jeho permeabilitu, jako napiiklad zvySené hladiny
NO (Murohara et al., 1998), endotelinu-1 (Helset et al., 1994) ¢i angiotenzinu II (Williams et
al., 1995).

Cévni endotel nabyva na vyznamu také v regulaci cévniho tonu, pficemz hraje dudlni
roli zhlediska syntézy jak vasorelaxacnich, tak i vasokonstrikénich faktord. Neméné
vyznamnou roli rovné€z hraje v d&jich, jakymi jsou hemostaza a fibrinolyza, ¢i uvolilovani
proliferacnich a antiproliferacnich pisobkd. Je tfeba podotknout, ze za fyziologickych
podminek v endotelu ptfevazuji vasodilataéni faktory nad vasokonstrikénimi a povrch
endotelu je netrombogenni s rovnovahou prolifera¢nich déjii. Piehled zakladnich plsobkt a

substanci podilejicich se na vyse uvedenych dé¢jich shrnuje nasledujici tabulka.

Tabulka 1. Vybrané autokrinni a parakrinni substance produkované endotelem - pfevzato z

(Verma and Anderson, 2002)

UCINEK ENDOTELEM VYPLAVOVANE LATKY

vasodilata¢ni | vasokonstrikéni | antitrombogenni trombogenni antiproliferativni proliferativni
NO endotelin ET-1 MO endotelin ET-1 MO endotelin ET-1
prostacyklin angiotenzin Il prostacyklin radikaly kysliku prostacyklin angiotenzin Il
hyperpolarizujici tromboxan A, aktivator inhibitor aktivatoru transformujici radikaly kysliku

peptid typu C

von Willebranddv
faktor

faktor EDHF radikaly kysliku plazminogenu plasminogenu PAI-1| ristovy faktor TGF-B | destickovy rdstovy
bradykinin prostaglandin H; protein C tromboxan A; heparin sulfat faktor PDGF
adrenomedulin inhibitor tkanoveho fibrinogen fibroblastovy
natriureticky faktoru tkanowy faktor rustovy faktor

inzulinu podobny
rustovy faktor

interleukiny
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2.2.2. Role eNOS a NO - disledky jejich naruSeni

Oxid dusnaty (NO) je hlavnim vasorelaxa¢nim faktorem produkovanym endotelovymi
buiikami (Vanhoutte, 1997). V endotelu je syntetizovan z L-argininu za pomoci endotelialni
NO syntazy (eNOS), jejiz gen je regulovan konstitucné, pfiCemz samotny protein je vazan na
membrané bunck a jeho aktivita je ovlivilovdna fosforylaci a naslednou translokaci do
cytosolu buiiky (Cannon, 1998; Kerwin et al., 1995).

Bazalni sekrece NO endotelovymi bunikami je zodpovédna za aktivni vasodilatacni
tonus cévy. Takto vznikly NO ma polocas 3-5 sekund (Moncada et al., 1991) a lehce
difunduje skrz endotel do hladkych svalovych bunék, kde zptsobuje inhibici kontraktilnich
mechanismi, coz vede k vasorelaxaci (Boger et al., 1996).

NO je také uvoliovan do cirkulace, kde mize po Cas své biologické aktivity pisobit
na leukocyty a inhibovat jejich adhezi k endotelu (Vanhoutte, 1997). Piestoze je za pficinu
tohoto jevu povaZovéana snizend exprese adheznich molekul, je tfeba upozornit, Ze NO neni
schopen zabranit expresi napiiklad ICAM-1 pfi stimulaci endotelu za pfitomnosti
lipopolysacharidt (Biffl et al., 1996; Spiecker et al., 1997). Oxid dusnaty je rovnéz schopen
inhibovat agregaci a aktivaci desticek a také muze pfispivat k fibrinolytickym dé&jiam
(Gryglewski, 1995). RovnéZ se podili na tlumeni migrace a proliferace hladkych svalovych
bun¢k (Janssens et al., 1998).

Za nejvyznamnéjsiho fyziologického aktivatora eNOS je povazovan shear stress
(Cannon, 1998). Exprese tohoto enzymu je rovnéz stimulovana TGF-f cytokinem c¢i
vysokymi hladinami glukézy, naopak prozanétlivy cytokin TNF ¢i LDL castice jsou
povazovany za inhibitory této exprese (Forstermann and Kleinert, 1995; Vidal et al., 1998).

NaruSeni produkce NO byva pozorovano u tady kardiovaskularnich onemocnéni,
vcetné aterosklerdzy, hypercholesterolemie, diabetes mellitus, ¢i hypertenze (Cannon, 1998;
Cardillo and Panza, 1998). Je znamo, Ze u zvifat krmenych cholesterolovou dietou a na
lidskych aterosklerotickych cévach je vasorelaxacni schopnost arterii vyrazn¢ naruSena a
koreluje se zadvaznosti téchto 1ézi (Kojda et al., 1998; Otsuji et al., 1995). Poskozeni bazalni
produkce eNOS, a tedy NO, rovnéz vede ke zvySeni permeability cévniho endotelu, coz déle

prispiva k dysfunkci endotelu (Baldwin et al., 1998; He et al., 1997).
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2.2.3. Role endotelu pri zanétu

Rozvoj zanétlivé reakce je za fyziologického stavu normalni odpovédi endotelu
napiiklad na poskozeni cévni stény. Klicovou ulohu v tomto déji zajistuje fada adheznich
molekul a cytokinti. Fyziologicky vyznam této reakce souvisi s opravou struktury a
obnovenim funkce cévni stény v rdmci zachovani homeostdzy. Bylo naptiklad prokazano, ze
mysi s absenci adheznich molekul ze skupiny selektinil trpi opakovanymi infekcemi (Frenette
et al., 1996). Na druhou stranu, dlouhodoba hyperreaktivita endotelu ve prospéch prozanétlivé
reakce spoustéjici dal§i kaskady imunitnich déji vede cCasto k poSkozeni tkdn€ a sni
souvisejici patologii cévniho systému, jez v mnoha ohledech iniciuje rozvoj aterosklerdzy
(Hill and Whitten, 1997).

Mezi nejvyznamngj$i mediatory exprimované endotelem, které pii zanétu zpravidla

zajistuji komunikaci mezi buikami endotelu a leukocyty (Obr. 3), fadime:

o,

¢ Selektiny

Pocatecni interakce mezi endotelem a leukocyty vyzaduje relativné té€sné ptilnuti obou
typtt bun€k, coz usti v tzv. ,kutaleni” (rolling) leukocytti po endotelu (Mclntyre et al.,
1997), kter¢ je pak nasledovano adhezi a prostupem leukocytu ptes endotel. Toto kutaleni
je zajistovano adheznimi molekulami ze skupiny selektint (L-, P- a E-selektin), jez jsou
dobte detekovatelné na aktivovanych endotelovych buiikach (Jang et al., 1994). Syntéza
dané¢ho typu selektinu zavisi na konkrétnim zanétlivém podnétu, pfi¢emz bylo prokazano,
ze E- a P-selektin lze detekovat na endotelu pokryvajicim aterosklerotické 1éze (Wood et

al., 1993).

«» Adhezni molekuly

Do této skupiny fadime adhezni molekuly ze skupiny imunoglobulinid (ICAM-1, VCAM-
1, PECAM-1). Zajistuji pevnou vazbu lymfocyti a monocyti na endotel. Jejich
ptitomnost vSak neni limitovdna pouze na buiikky endotelové, ale jejich syntézy jsou
schopny také naptiklad hladké svalové buiniky nebo makrofdgy (Cybulsky et al., 1999;
Dejana et al., 1997). ZvySeni syntézy adheznich molekul VCAM-1 a ICAM-1 podnécuje
fada zanétlivych cinitell, jako naptiklad TNF ¢i pfitomnost oxidovanych LDL ¢astic
(Ahmad et al., 1998; Dustin et al., 1986; Libby and Galis, 1995), avSak vyrazné¢ zmény

exprese PECAM-1 v pribéhu aterogeneze u lidi i zvitat nékteré studie nepotvrdily a lze
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konstatovat, ze role PECAM-1 v aterogenezi je zatim nejasna (Davies et al., 1993;

Nakashima et al., 1998).

< Zanétlivé cytokiny

Rozséhla skupina medidtori vyplavovanych v reakci na zanét, ktera rovnéz zanétlivé
prostiedi podporuje. Nejsou proto vyplavovany pouze endotelovymi bunkami, ale také
leukocyty, zejména aktivovanymi monocyty a makrofagy, coz dale prohlubuje
prozanétlivy stav v cévé (Tracey and Cerami, 1992). Z hlediska dysfunkce endotelu mezi
monocyti do cévni stény. MCP-1 je navic dale produkovan cévnimi fibroblasty a
hladkymi svalovymi butikami, které se na rozvoji aterogeneze také podileji (Lukacs et al.,
1995). Vyznamna role je v tomto procesu rovnéz pfipisovana cytokinu TGF-f, jemuZz

patii samostatnd kapitola.

Obrazek 3. Prostup leukocytu endotelem a zapojeni zanétlivych mediatort (Price and
Loscalzo, 1999)
capture/tethering — zachyceni, rolling — kutdleni, firm adhesion — pevné pfilnuti,

transmigration — prostup endotelem

Capture / Tethering: Rolling | Firm Adhesion | Transmigration

P e :‘ ! endothelial cells
¢ ! LI i 1

L-selectin : .
P-selactin ' :
E-selectin .
Integrins, ICAM, VCAM

E i P ICAM
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2.2.4. Endotelialni dysfunkce v souhrnu

Z ptedchozich podkapitol je patrné, Ze endotel je pomérné komplexni systém
flexibiln¢ reagujici na celou fadu exogennich i endogennich podnétl, s relativné Sirokym
rozmezim adaptace. Avsak stejné jako i jiné organizované systémy v téle, také endotel je
schopen adaptace jen po urcitou dobu a intenzitu trvani abnormalniho podnétu.

Endotelidlni dysfunkci chdpeme jako komplexni naruSeni funkce endotelu déle
trvajicim poskozujicim stimulem, které¢ vede k naruseni rovnovahy mezi vasokonstrikénimi a
vasodilata¢nimi, prokoagulacnimi a antikoagula¢nimi a rist stimulujicimi a inhibujicimi
faktory. Nasledkem je pak k proaterogenni ucinek se zvySenymi protrombogennimi,
vasokonstrikénimi, hyperproliferacnimi a prozanétlivymi vlastnostmi endotelu (Davignon and
Ganz, 2004). Klicové d¢je v pocatenich fazich endotelidlni dysfunkce, které byly

diskutovany vyse, schematicky zachycuje nasledujici obrazek.

Obrazek 4. Schéma pocatecni faze dysfunkce endotelu

(Ptevzato z http://www.stefajir.cz/files/Atero.pdf) [vid. 2014-02-10]
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2.3. MySi modely aterosklerozy a endotelialni dysfunkce

2.3.1. Vyznam mySiho modelu, jeho vyhody a nevyhody

V soucasné dobé je myS nejCastéji uzivanym zvifecim modelem pro studium

ateroskler6zy. Je tieba vzit do ivahy, ze neexistuje zadny zviteci model, ktery by byl schopen

pln¢ odrazet pribéh aterogeneze ve svém rozsahu a podobé, se stejnym lipidovym spektrem,

s jakym se setkavdme v humdnni aterosklerdze. Diivodem prvni volby mysi jako modelu pro

studium ateroskler6zy vSak tkvi ptfedevsim v relativné kratkém casovém horizontu pro rozvoj

aterosklerotickych 1ézi a také v moznosti relativné jednoduché genové manipulace pro snadné

studium biologickych dé&jii a interakci, které podmifiuji tento proces (Getz and Reardon,

2012).

Pro studium praci tykajicich se mysi aterosklerozy je tfeba mit na paméti zakladni

aspekty odlisnosti od aterosklerozy u lidi:

7
L X4

L)

Distribuce aterosklerotickych 1ézi u obou druhii neni totozna. Oproti obvyklym nejvice
predisponovanym mistim u lidi (koronarni a karotické tepny) se u mysi 1éze nejvice
vyskytuji v oblasti kofene aorty a aortdlnim oblouku. Mnoho klicovych znaki
aterogeneze vsak zlistava spolecnych (VanderLaan et al., 2004).

Uziti mysSich modeltl zavisi na vytvoieni na HDL nezavislé hypercholesterolemie. Toho
je dosazeno genetickou manipulaci a vypnutim apolipoproteinu E (apoE) nebo také LDL
receptoru  (LDLR), coz modelové simuluje lidské onemocnéni familidrni
hypercholesterolemie, jez méa v zékladu obdobnou charakteristiku lokalizace 1ézi v oblasti
aorty, jako je tomu u mysi (Hobbs et al., 1990).

Mysi modely obecné nevyvijeji platy az do faze nestabilnich plath umocnénych
trombdzou, jak je tomu v akutnich kardiovaskularnich epizodach u lidi. Mysi 1éze rovnéz
netvoii tzv. fibrozni Cepicku, jako je tomu v piipadé chronické aterosklerozy u lidi
(Bentzon and Falk, 2010).

Tak zvana “wild type®, tedy geneticky nemodifikovand varianta mysi, je obecné
rezistentni vi¢i aterosklerdze (i ptes odliSnosti v citlivosti jednotlivych kmentl), coZ plyne
z faktu, Ze hlavni frakci lipidového profilu u mysi je HDL (oproti LDL u lidi), pficemz i
samotné spektrum HDL ¢astic se oproti ¢loveéku 1isi (Davidson et al., 2009; Miller, 1987).
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%V neposledni fad¢, “wild type* varianty mysi postradaji molekulu CETP (cholesteryl ester
transfer protein), jeden z proteini plazmy, ktery v poslednich letech budi nemaly z4jem

v humédnni medicin€, jakozto potencidln¢ protektivni faktor aterosklerézy (Davidson,

2010).

Z hlediska této disertacni prace se v ndsledujicich kapitolach zamétime na tifi mysi
modely pro studium endotelidlni dysfunkce/aterogeneze, se kterymi se v jednotlivych

komentovanych publikacich mizeme setkat.

2.3.2. Normocholesterolemické mysi modely

Variabilita v citlivosti k ateroskleré6ze mezi rtiznymi inbrednimi kmeny mys$i ndm
poskytuje moznost studia bunéénych a molekulovych interakci béhem aterogeneze (Paigen et
al., 1987b). C57BL/6J (B6) a C3H/HelJ (C3H) jsou dvéma nejcasteji uzivanymi kmeny, které
se lisi v citlivosti k aterosklerdze a tvofi do jisté miry protipoly. Oba kmeny se 1iSi nejen po
genetické manipulaci a pfedvedeni na apoE deficientni model, ale jiz ve své “wild type*
podobé, kdy pfi uzZiti aterogenni diety zlstava C3H kmen resistentni k tvorbé lipidniho
prouzkovani a naopak B6 kmen vyviji prvni tukovéa depozita v oblasti aorty (Paigen et al.,
1987b; Shi et al.,, 2000). Vzhledem k tomu, ze aterogenni dieta zplsobuje u B6 mysi
vyznamnou redukci hladin HDL, ale nikoli u kmene C3H, dlouho se piedpokladalo, Ze to jsou
pravé hladiny HDL, které jsou zodpovédné za riznou predispozici téchto kment (Paigen et
al., 1987a). Postupem casu se ovSem ukazuje, ze HDL neni jedinym faktorem v predispozici.
Bylo rovnéz zjisténo, Ze aterogenni dieta u B6 mysi, na rozdil od C3H, zpisobuje
dramatickou indukci exprese prozanétlivych gent v jatrech (Liao et al., 1993) a obecné
rozdilnou expresi proteinti oxidacniho stresu a lipidového metabolismu (Park et al., 2004).
Dalsi soubéznd pozorovani ukéazala, Ze nikoli hladiny cholesterolu, ale zejména endotelové
buiiky (Shi et al., 2000), makrofagy (Shi et al., 2004) a hladké svalové bunky (Miyoshi et al.,

2006) hraji v predispozici mezi obéma kmeny ziejme klicovou roli.
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2.3.3. Apolipoprotein E deficientni model mySi

ApoE deficientni model patii k nejcastéji uzivanym modeliim, u néjz se diky cilenému
vypnuti genu pro apolipoprotein E vyviji zdvazna hypercholesterolemie a spontanni
ateroskler6za 1 na standardni diet¢ (Nakashima et al.,, 1994; Reddick et al., 1994).
Apolipoprotein E je syntetizovan v jatrech a makrofazich a jako soucdst plazmatickych
lipoproteinti slouzi k vazbé na bunétné povrchové receptory (LDLR a LRP), kde slouzi
k vychytavani aterogennich c¢astic z cirkulace (Knowles and Maeda, 2000). Nésledkem
snizené clearence téchto lipoproteinti z cirkulace jsou pro tento model typické vysoké hladiny
LDL a zejména VLDL s naslednym rozvojem platd od lipidniho prouzkovéani po komplexni
1éze typické pro humanni aterogenezi (Nakashima et al., 1994). Jednim z uskali uziti tohoto
modelu jsou vSak samotné dramaticky vysoké hladiny cholesterolu (dosahujici na
vysokotukové dieté¢ 1 hodnot 70mmol/l), ktery je jesté navic vétsi meérou ulozen ve VLDL, coz
je opét odlisnost od humanniho spektra (Scalia et al., 2001). Pfi uZiti tohoto modelu (a
pfipadném farmakoterapeutickém zéasahu) je také tfeba mit na paméti, Ze samotny
apolipoprotein E ma v organismu, krom¢ funkce lipoproteinové clearence, také funkci
antioxidacni, antiproliferativni, protizanétlivou a antiagregacni (Ali et al., 2005; Davignon,
2005; Grainger et al., 2004; Raffai et al., 2005), coZ rovnéZ charakterizuje déje tizce spjaté

s rozvojem aterosklerdzy.

2.3.4. Apolipoprotein E — LDL receptor deficientni model mysi

Soucasnym vypnutim genti pro apoE a LDL receptor ziskdme kmen mysi
s dramati¢téjSim rozvojem hyperlipidemie a aterosklerdzy, nez je tomu u samotného apoE
deficientniho modelu. Tento geneticky modifikovany kmen se vyznacuje tvorbou
vyznamnych aterosklerotickych plath jiz na standardni laboratorni (chow) dieté, bez nutnosti
podavani diety aterogenni (Witting et al., 1999). Zajimavosti na tomto modelu je, Ze i pfes
ziretelngj$i aterosklerdzu oproti apoE deficientnim mySim, pfi stejné nastavenych podminkach
standardni diety neni apoE/LDLR deficientni model schopen signifikantné piesdhnout hladiny
hypercholesterolemie pozorované u apoE deficientnich mysi (Ishibashi et al., 1994) (Obr. 5).
V souvislosti s prokazateln¢ zvySenou remodelaci cévni stény spolecné s oslabenou

schopnosti endotelu regulovat cévni tonus u apoE/LDLR deficientnich mysi oproti apoE
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deficientnimu modelu (Bonthu et al., 1997) je ziejmé, ze hladiny cholesterolu jsou jednim,
nikoli vSak jedinym faktorem podilejicim se na rozsahu ateroskler6zy pozorovaného u tohoto
kmene. Oproti zmiflovanym uskalim u apoE deficientniho modelu z hlediska interpretace
pfipadného farmakoterapeutického zasahu je apoE/LDLR deficientni model s vyhodou
vyuzivan ke sledovani antiaterogennich ucinkt nékterych 1é¢iv (Kampschulte et al., 2014;

Nachtigal et al., 2008; Yamamoto et al., 2010).

Obrazek 5. Plazmatické hladiny cholesterolu u mysi s riznym genotypem na standardni dieté

(Ishibashi et al., 1994)
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2.4. Transformujici rustovy faktor-p a slozky jeho signalizace

2.4.1. TGF- B cytokin — charakteristika a funkce

Transformujici riistovy faktor B (TGF-B) je multifunkéni cytokin, ktery je zapojeny do
procesii proliferace, diferenciace, migrace a prezivani riznych typi bunck (Roberts and
Sporn, 1993). Je ulinnym regulatorem vyvoje cévniho systému a hraje klicovou roli
v procesech aterosklerozy a restendzy, zejména z hlediska regulace endotelové, hladké
svalové, makrofagové, T-bunécéné a kalcifikacni odpovédi (Bobik, 2006). Hraje vyznamnou
roli jak vrané fazi embryogeneze, tak také v udrzovani homeostazy v pozdé&jSim zivoté
organismu (Goumans and Mummery, 2000; Massague, 2000).

TGF-B isoformy jsou exprimovany zejména endotelovymi buikami, hladkymi
svalovymi bunikami, makrofagy a lymfocyty, pfiemz pravé vzajemnd soucinnost téchto
bun¢k uréuje jeho vysledny efekt (Bobik, 2006). U savct se vyskytuji jeho tfi isoformy -
TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3, které se vyznacuji jak prekryvajicimi se, tak také odliSnymi
funkcemi. Pro aktivitu tohoto cytokinu je typickd vazba na jeho stejnojmenné
transmembranové receptory typu I a II (Derynck and Zhang, 2003; ten Dijke and Hill, 2004) a
propagace signdlu pomoci transkripénich faktort, tzv. Smad proteinti (Wieser et al., 1995).

Béhem angiogeneze se TGF-f uplatiiuje ve smyslu aktivace mesenchymovych bun¢k a
jejich transformace v hladké svalové builky vytvarejici novou cévni sténu (Hirschi et al.,
1998) a podili se i1 na jejich ndsledné diferenciaci (Bobik, 2006).

Duélni role TGF-B cytokinu je znama z hlediska proliferace endotelovych bunék.
Obecné nizké davky tohoto cytokinu stimuluji proliferaci a migraci endotelovych bunék,
zatimco vysoké tyto aktivity tlumi. Dalsi ¢innosti TGF-f s ohledem na endotelové buiky
zahrnuji indukci jejich proteazové aktivity ¢i remodelaci extracelularni matrix (Goumans et
al., 2002; Lebrin et al., 2005). Byl rovnéz prokazan vliv TGF-f na zvySeni exprese mRNA
pro eNOS v endotelovych buiikach, coz mize poukazovat na jeho protektivni vliv na endotel
(Inoue et al., 1995). Defektni signalizace TGF-B v endotelu, konkrétné mutace v jeho
receptoru [ (v podtypu ALK-1) vede k onemocnéni zvanému hereditarni hemoragické
teleangiektazie typu II (HHT-2), které se vyznacuje abnormalni tvorbou cév a krvacivymi
stavy (Bobik, 2006).

Ve smyslu naruSeni cévni homeostdzy byla prokdzéna zvySend syntéza TGF-f1

cytokinu v pribéhu reparace cév (Shi et al., 1996; Wysocki et al., 1996). Nasledkem
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poskozeni endotelu cévy dochazi k degranulaci pritomnych trombocyti a vyplaveni vysokého
mnozstvi tohoto cytokinu (Assoian and Sporn, 1986), ktery pfispiva nejen k opravé cévy, ale
muze diky podpote tvorby kolagenu a jeho akumulace vést rovnéz k restendze cévy (Bobik,
2000).

Z hlediska zanétlivé odpovédi jsou na pasobeni TGF-B1 vysoce citlivé makrofagy,
kter¢ ho souCasné¢ samy syntetizuji (Ashcroft, 1999). TGF-B indukuje sekreci tady
interleukint, které mimo jiné podporuji chemotaxi monocyti (Ashcroft, 1999) a jejich adhezi
na kolagen béhem procesu zanétu (Wahl et al., 1993). Jeho vyznam v regulaci diferenciace T
lymfocyti byl prokazdn studiemi, ve kterych naruSeni TGF-f signalizace vedlo k
nekontrolovatelnému déleni T bunck, zavaznym autoimunitdm a vystupfiovanym zanétim
(Gorelik and Flavell, 2000; Nakao et al., 2000).

Vyse uvedené odstavce mimo jiné struén¢ shrnuji U¢inky TGF-B z pohledu
angiogeneze, odpovédi endotelu, zdnétu a poskozeni cév, jez samy o sobé mohou byt
vyznamnou soucasti aterosklerozy. Naznacuji také nutnost komplexniho pohledu na efekty
vyvolané timto cytokinem, jak z pohledu typu zapojenych bun¢k, tak konkrétnich podminek,

za jakych cytokin plni své funkce.

2.4.2. TGF- B v aterogenezi

TGF-B cytokin hraje roli vregulaci fady nemoci a poruch, jakymi jsou rakovina,
vyvojové vady a kardiovaskuldrni onemocnéni (Blobe et al., 2000; Lebrin et al., 2005; Siegel
and Massague, 2003; Waite and Eng, 2003), vcetné aterosklerozy, kde je detekovan
v lidskych i mysich platech (Mallat et al., 2001). Uginky TGF-Bl v cévni stén& jsou
komplexni a ndzory na jeho pozitivni ¢i negativni roli v procesu aterogeneze se rtizni. Jeho
zvysené hladiny byly pozorovany v aterosklerotickych 1ézich (Majesky et al., 1991; Nikol et
al., 1992) a testy na zvifecich modelech opakované¢ prokazaly, ze experimentdlni zvySeni
hladin tohoto cytokinu v arteriich vede k signifikantnimu nértstu velikosti platd, zejména
z diivodu zvysené akumulace slozek extracelularni matrix (Majesky et al., 1991) doprovazené
hyperplazii medie a intimy (Bahadori et al., 1995; Majesky et al., 1991; Nabel et al., 1993;
Schulick et al., 1998), a naopak protilatky neutralizujici TGF-B1 jsou tuto hyperplazii
schopny utlumit (Wolf et al.,, 1994). Priikkazem schopnosti TGF-f stimulovat syntézu
proteoglykant v lidskych hladkych svalovych buiikdch (Davignon and Ganz, 2004; Chen et
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al., 1987) se navic doslo k zavéru, ze jeho pfitomnost v aterosklerotickych platech vyznamné
piispiva k tvorbé proteoglykanii schopnych vychytavat lipoproteiny a podporovat jejich
akumulaci v cévni st€n€ s naslednou lipoperoxidaci (Williams and Tabas, 1995). Tyto
konecné produkty peroxidace pak mohou pfispivat k indukei tvorby TGF- v makrofazich
(Leonarduzzi et al., 1997), coz cely bludny kruh uzavira.

Uginky TGF-P v procesu aterogeneze se nicméné zdaji byt mnohem komplikovangjsi
a vétSina soucasnych studii se piiklani k nazoru, ze TGF-B je spiSe ateroprotektivnim
cytokinem. Vzhledem k faktu, ze TGF-B stimuluje chemotaxi leukocytd (Ashcroft, 1999) a
vyse zminénou produkci proteoglykanti hladkymi svalovymi buiikami, je mozné, Ze tyto
aktivity vedou k migraci makrofagii a akumulaci lipidi v ¢asnych fazich aterosklerotického
procesu. Na druhou stranu, vzhledem k tomu, Ze byla prokdzdna vyznamna role tohoto
cytokinu v produkci kolagenu v aterosklerotickych 1ézich (Mallat et al., 2001), je mozné, Ze
také urCuje rozsah, vjakém jsou platy stabilizovany kolagenni fibrozni cepickou. Je totiz
rovnéz prokazano, ze hladké svalové buiiky ve stabilnich platech produkuji zvySené mnozstvi
TGF-B (Cipollone et al., 2004) a je také potvrzeno, ze ve fibroznich platech dochazi pod
vlivem TGF-B k vyznamné expresi genu pro tvorbu kolagenu, oproti platim bohatym na
makrofagy (tzv. fibro-lipidové 1éze), kde je odpovéd na TGF-f (tvorba kolagenu) znacné
narusena (Kalinina et al., 2004).

Vyse zminény pozitivni vliv TGF- dale potvrzuji zjisténi, Ze naruSeni TGF-f
signalizace zvySuje zanétlivou reakci v cévé (Obr. 6), riziko krvaceni do platu (Lutgens et al.,
2002), zvySuje velikost platu a rozvoj jeho nestability (Li et al., 2006; Robertson et al., 2003).
Navic TGF-B zmiriiuje tvorbu pénovych bunék, zvysuje efflux cholesterolu (Panousis et al.,
2001), inhibuje expresi lipoproteinové lipazy, produkci prozanétlivé inducibilni formy NO
syntazy (iNOS) (Werner et al., 2000) a tlumi remodelaci cévni stény v pribéhu aterogeneze
(Blaha et al., 2008). VySe zminénymi efekty tak piispiva spiSe k tvorbé stabilni formy 1éze

nez k procesu aterogeneze jako takové.
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Obrazek 6. Prozénétlivd aktivita T bunck v ateroskleréze a protektivni role TGF-B

(Robertson et al., 2003)
a Prozanétliva aktivita T bunék je tlumena G&inkem TGF-B, b Pti nedostatku funkénich

receptorti pro TGF- f na T buiikdch je inhibi¢ni vliv cytokinu omezen a aterosklerdza se
stupniuje. T cell — T bunika, TGF- BR — receptory TGF-p, endothelial cell — endotelova buiika,
macrophage — makrofag, platelets — krevni desticky, smooth muscle cell — hladka svalova
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2.4.3. TGF- B receptory a role Smad proteinii

TGF-B ligandy maji vysokou afinitu ke svym receptorim. Signalizace je zapocata
tehdy, kdyz se vytvoii komplex TGF-B cytokinu s jeho transmembranovymi receptory I a II
(TGF-BRI, TGF-BRII). Ve zjednoduseném schématu probiha nejprve vazba na TGF-BRII a
posléze spojeni s TGF-BRI, jez ve findle vytvaieji heteromerni komplex (Wrana et al., 1994).
Vzhledem k tomu, Ze oba receptory jsou po biochemické strance serin/treonin kinazy,
nasleduje fosforylace receptoru I receptorem typu II, jez vede ke konformacni zméné
molekuly TGF-BRI. Tato zména pak vede k aktivaci tzv. Smad proteint, které dale predavaji
signal do jadra bunky (Wieser et al., 1995).
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Smad proteiny jsou skupinou transkripénich koaktivatorti a korepresort, jaderné
efektory TGF- signalizace (Derynck and Zhang, 2003; ten Dijke and Hill, 2004) podilejici se
na genové expresi (Lebrin et al., 2005) (Obr. 7). V lidském a mySim genomu je kdédovano
osm Smad proteintl, ale jen pét z nich (Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 a Smad8) slouzi jako
substrat pro TGF-B receptory. Ty jsou znamy pod souhrnnym oznacenim receptory
regulované Smad proteiny, nebo také RSmad proteiny (Massague, 1998). Bylo prokazano, ze
platy fibrézni s vy$S§im obsahem kolagenu obsahuji vyssi podil Smad proteinli neZ platy fibro-
lipidové (Kalinina et al., 2004).

Je vsak treba poznamenat, ze TGF-B receptory I a II neplni své funkce tykajici se
bunécné proliferace, diferenciace a preziti vyhradné ptes Smad proteiny, ale ze své ucinky
uplatiiuji 1 mimo Smad signalizaci (Bobik, 2006).

TGF-B receptory se hojné¢ nachdzeji na membranach hladkych svalovych bunégk,
makrofagh a T lymfocytl v lidskych aterosklerotickych platech (Bobik et al., 1999).
Vzhledem ktomu, ze vici TGF-B signalizaci mohou vystupovat nejen jako pozitivni
regulatofi ve smyslu efektivni signalizace, ale rovnéz jako negativni regulatofi ve smyslu

inaktivace TGF-P jako takového (Grainger, 2007), je interpretace jejich t€inku Casto slozita.

Obrazek 7. TGF-p signalizace a role Smad proteini (Massague and Gomis, 2006)
Smad 4 ma funkci pomocného Smad proteinu pro vykonani funkci fosforylovaného komplexu
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2.4.3.1. TGF- B receptor I a jeho role v aterogenezi

Do soucasnosti bylo v sav¢ich bunkach rozpoznano sedm typt TGF-B receptort I,
oznacovanych jako aktivin receptoru podobné kinazy (“activin receptor-like kinase*, ALK-1
az ALK-7) (de Caestecker, 2004; Miyazono et al., 2000). V endotelovych bunikach je TGF-$3
cytokin vazany na TGF-f receptor II schopen aktivovat dva rizné typy receptoru I, konkrétné
endotelove specificky ALK-1 a Sifeji se vyskytujici ALK-5, jez maji opacné ucinky na
chovani endotelovych buné¢k (Lebrin et al., 2005).

U vétSiny typd bun€k se TGF-B1 vaZe na ubikvitné exprimovany ALK-5, coz aktivuje
jaderné Smad2 a Smad3 proteiny (Massague and Gomis, 2006). U nékolika dalSich
bunéénych typi, zejména endotelovych bun¢k a mesenchymu (Panchenko et al., 1996; Roelen
et al., 1997) tento cytokin aktivuje ALK-1, coz vede k fosforylaci (aktivaci) Smadl, Smad5 a
Smad8 proteinti (Goumans et al., 2002; Lebrin et al., 2005; Scherner et al., 2007). Néekteré
vybrané efekty plynouci z téchto aktivaci budou diskutovany dale.

V obecném pohledu se aktivace TGF-B/ALK-1 signalizace podili na stimulaci
proliferace a migrace endotelovych bun¢k (Valdimarsdottir et al., 2002), zatimco TGF-
B/ALK-5 tyto procesy tlumi (Watabe et al., 2003) (Obr. 8). Z toho plyne, Ze kazdy z
aktivovanych receptorti I podnécuje jinou formu genové exprese (Lebrin et al., 2005; Ota et
al., 2002).

Na druhou stranu, studie signaliza¢nich mechanismii mezi obéma receptory naznacuji,
7ze mezi ALK-1 a ALK-5 existuje urcita forma interakce a vzajemného piepinani (Bobik,
2006). Bylo zjisténo, ze ALK-5 deficientni endotelové bunky nemaji defektni pouze TGF-
B/ALK-5, ale také TGF-B/ALK-1 signalizaci. Dale bylo prokazano, ze ALK-5 je dulezitym
faktorem pro vazbu ALK-1 na TGF-B receptorovy komplex a dokonce, ze kindzova aktivita
ALK-5 je nezbytna pro aktivaci ALK-1. Dal§im prikazem vzijemného plisobeni je také fakt,
ze ALK-1 nejenze vyvolava efekty opacné k ALK-5 signalizaci, ale Ze tyto efekty pfimo
antagonizuje, a to na irovni Smad proteint, tj. na urovni transkripce (Goumans et al., 2003).

O zménach exprese TGF-B receptoru I béhem aterogeneze je znamo velice malo,
ptestoze bylo prokazano, ze typ ALK-5 je syntetizovan jak ve stén€ zdravé cévy, tak v intimé
fibro-lipidovych plati (Bobik et al., 1999). Hladké svalové bunky z plati pak dominantné
tvofi receptory typu I, pficemz tytéz bunky ve zdravé cévé exprimuji spiSe receptor II
(McCaffrey et al., 1995). Buniky exprimujici dominantné receptor typu I pak reaguji na TGF-f3
signdl intenzivni syntézou slozek extraceluldrni matrix, coz mlze ptispivat ke stabilizaci platu

(Kalinina et al., 2004).
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Prestoze hladké svalové buiky syntetizuji celou fadu typt receptoru I (Agrotis et al.,
1996), vétsina impulzit TGF-f ve smyslu proliferace a diferenciace téchto bunck se zda byt
regulovana komplexem ALK-5/TGF-BRII (Bobik, 2006). Vliv endotelové ALK-1 signalizace
se pak zd4a byt vyznamny v obdobi iniciace tvorby aterosklerotické léze, ve kterém toto
pusobeni ALK-5 na hladké svalové bunky casteéné reguluje (Yao et al., 2007). V ptipadé¢
inhibice ALK-5 je pak TGF-B cytokin schopen v endotelu iniciovat proliferaci endotelovych
bunck, ovlivnit permeabilitu endotelu a také inhibovat expresi adheznich molekul (Bobik,

2006).

Obrazek 8. Schéma ucinkd TGF-B receptorti [ na endotelové butiky (Goumans et al., 2003)
Pomér mezi expresi ALK-1 a ALK-5 udava vysledny efekt cytokinu na endotelové buiiky.
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2.4.3.2. TGF- B receptor Il a jeho role v aterogenezi

Prozatim bylo identifikovano pét TGF- receptort II schopnych fosforylace (aktivace)
cytoplazmatické domény receptoru I (de Caestecker, 2004; Miyazono et al., 2000). Bylo
prokéazano, ze hladké svalové bunky ziskané z lidskych plati maji ziskanou mutaci v TGF-
receptoru II, coZ u nich zpusobuje rezistenci k antiproliferativnim a antiapoptotickym
ucinkim TGF-B (McCaffrey et al., 1995; McCaffrey et al., 1997). V souladu s timto
pozorovanim bylo dale zjiSténo, Ze mutace TGF-BRII u lidi skute¢né naruSuje TGF-B
signalizaci, coz vede krezistenci k apoptéze a je spojovano s progresi aterosklerdzy
(McCaffrey, 2000; McCaffrey et al., 1997). McCaffrey a kol. rovnéz zjistili, Ze oproti situaci
ve zdravych cévach jsou hladké svalové buiky z aterosklerotickych cév postizeny snizenou
expresi TGF-B receptoru II bez vyrazné zmény v expresi receptoru I. Rovnéz bylo popsano,
ze oproti relativné konstantni syntéze receptoru I v platech lidskych cév je pfitomnost
receptoru II mnohem variabilngj$i a Casto zcela chybi v 1ézich koronarnich a karotickych
arterii. Transfekce TGF-PB receptoru II do takto postizenych bunék pak castecné obnovuje
jejich odpovéd na TGF-B cytokin, coz naznacuje, ze signalizace jinak zlstdva nenaruSena
(McCaffrey, 2000).

Jako protipdl témto pozorovanim se vSak objevily studie, které tvrdi, Ze nejen TGF-f3,
ale i exprese jeho receptord, jsou u poskozenych arterii naopak vyznamné zvyseny, oproti
zdravym cévam, u nichZ je pfitomnost cytokinu jen minimdlni a jeho receptory sotva
detekovatelné (Ward et al., 1997). Obdobné Bobik a kol. detekovali vyznamné zvySeni TGF-3
receptoru Il v potkanich karotickych arteriich a potvrdili jeho signalizaci zejména
v lipidovych prouzcich a fibro-lipidovych platech (Bobik et al., 1999). Na bunééné tirovni byl
v lidskych platech receptor II detekovan zejména v buitkach endotelu, hladkych svalovych
buiikdch a makrofazich (Piao and Tokunaga, 2006), coZ poukazuje na podil v tomto procesu.

Jeho presna uloha je vSak doposud objasiiovana.
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2.4.4. Endoglin — pridatny receptor pro TGF-

2.4.4.1. Struktura endoglinu a jeho isoformy

Endoglin (CD105, TGF-BRIII, ENG) je homodimernim transmembranovym
glykoproteinem tvofenym dvéma 95kDa podjednotkami spojenymi disulfidickou vazbou
(Cheifetz et al., 1992; Zhang et al., 1996). Sklada se z extracelularni domény tvorené 561
aminokyselinami (AMK), jednou transmembranovou doménou z 25 AMK a kratkou 47 AMK
intraceluldrni doménou, kterd jiz neni soucasti signalizacni domény (Gougos and Letarte,
1990).

ENG v asociaci s TGF-B receptory vaze TGF-f1 a TGF-B3 cytokin a je jakymsi
dopliikovym receptorem (Cheifetz et al., 1992; Zhang et al., 1996), avSak pro TGF-B
signalizaci zfejm€ nezbytnym (Barrick et al., 2000). Béhem transdukce signalu se ENG poji s
TGF-B receptorem II (TGF-BRII) (Barbara et al., 1999) a reguluje nejen jeho aktivitu, ale
také aktivitu obou receptorii I, tedy ALK-1 a ALK-5 (Guerrero-Esteo et al., 2002; Lebrin et
al., 2004) (Obr. 9). Studie prokazaly, ze ENG slouzi jako substrat pro fosforylaci, kterou
katalyzuji TGF-BRII a ALK-5 (Guerrero-Esteo et al., 2002), zatimco schopnost ENG slouZit
jako substrat ALK-1 dosud nebyla potvrzena (Koleva et al., 2006). ENG je forsforylovan na
molekulach AMK serinu a threoninu (Lastres et al., 1994; Schmidt-Weber et al., 2005),
piicemz dle hypotézy je serinova fosforylace klicova a fosforylace threoninu nésleduje az
aktivaci ALK-1. Fosforylace serinu na ENG je tedy povaZovana za rozhodujici proces
v regulaci aktivit receptord TGF-f signaliza¢ni kaskady (Koleva et al., 2000).

Byly rozpoznany dvé isoformy endoglinu, které se lisi v AMK sekvenci svych
cytosolickych domén. U L-isoformy endoglinu (predominantni forma) je tato doména tvofena
vySe zminénymi 47 AMK, kdeZto S-isoforma (minoritni forma) ma v doméné pouze 14 AMK
(Bellon et al., 1993). Ob¢ isoformy ENG jsou schopny vazat sviij ligand, ale 1i§i se na Grovni
fosforylace (aktivace) (Kreisberg et al., 1996) a ve schopnosti regulace TGF- B signalizace
(Lastres et al., 1996). Jejich detailni G¢inky dosud nebyly pIn€¢ objasnény. Exprese L-
endoglinu byla naptiklad pozorovana na lidskych aortalnich hladkych svalovych buiikdch
(Conley et al., 2000). Pfestoze tato isoforma je povazovana za dominantni také v mySich
buiikach a tkanich, vyznamné hladiny mRNA S-endoglinu byly pozorovany soucasné s
mRNA L-endoglinu v fad¢ tkani, jako jsou jatra a plice, ¢i v kulturach endotelovych buné¢k

(Bellon et al., 1993; Perez-Gomez et al., 2005). Efekty téchto dvou isoforem endoglinu se dle
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dostupnych dat li§i a naznacuji jejich opacné pisobeni naptiklad v oblasti angiogeneze ve
smyslu proangiogenniho u¢inku L-endoglinu a antiangiogenniho uc¢inku S-endoglinu (Perez-
Gomez et al.,, 2005). RovnéZ bylo prokazano, Ze vyS$$i hladiny minoritni S-isoformy se
vyskytuji ve starnoucich endotelovych bunkach, coz miize poukazovat na roli této isoformy
v kardiovaskularnich onemocnénich souvisejicich s vékem a starnutim, vcetné aterosklerozy

(Blanco et al., 2008).

Obrazek 9. Schematicky model asociace endoglinu s TGF-B receptory (Guerrero-Esteo,
Sanchez-Elsner et al. 2002)

Asociace vede k fosforylaci receptorti (Cervené tecky) a modifikaci TGF-f signalizace,
disulfidickou vazbu monomerti ve struktuie endoglinu znaci zluté¢ tecky, TPRI — TGF-B
receptor I, TBRII - TGF-P receptor II, heteromerni asociace TPRI- TRRII-endoglin vypusténa

z diivodu zjednoduseni.
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2.4.4.2. Exprese a funkce endoglinu

Hlavnim zdrojem molekul endoglinu je cévni endotel, zeyména ve své aktivované
forme (Li et al., 2000). Endoglin je vysoce exprimovan v endotelovych buiikach tkani, ve
kterych probihéd angiogeneze, jako jsou hojici se rany, infarkty ¢i nadorova bujeni (Duff et al.,
2003). Dale byla jeho exprese pozorovana v hladkych svalovych buiikach (Adam et al., 1998),
buiikach trofoblastu (Conley et al., 2000), ve fibroblastech (St-Jacques et al., 1994), koznich
bunkach (van de Kerkhof et al., 1998), makrofazich (Lastres et al., 1992), T bunkach (Bobik,
2006), leukemickych bunikach (Kay et al., 2002) ¢i erytroidnich prekurzorech (Buhring et al.,
1991). Oproti lidskym aterosklerotickym platim, kde byla exprese pozorovéna také
v hladkych svalovych buiikach (Conley et al., 2000), byla pozitivita endoglinu v mysi aorté
prokézéana pouze na endotelu aorty (Pospisilova et al., 2006).

ENG hraje vyznamnou ulohu v cévni homeostaze. Mutaci genu kodujicim endoglin
vznikd onemocnéni zvané hereditdrni hemoragickd teleangiektazie typu 1 (HHT-1),
autosomalné dominantni onemocnéni charakterizované (jako u dfive zminéné HHT-2) dilataci
postkapilarnich cév a arterio-ven6znimi malformacemi (Fernandez-Ruiz et al., 1993).

Endoglin v cévach zajistuje spravny rozvoj hladkych svalovych bunc¢k (Bourdeau et
al., 1999; Li et al., 1999), inhibuje jejich migraci (Barrick et al., 2000) a nekontrolovatelny
rust (Braverman et al., 1990). V hladkych svalovych buinikach zdravych arterii je jeho exprese
nicmén¢ nizkd. Zvyseni jeho hladin pak nastava v ptipadé poskozeni cévy, kde se podili na
opravé a zachovani cévni integrity (Conley et al., 2000), véetné tvorby prekursorti hladké
svaloviny, kterd chrani endotel kapilér (Li et al., 1999). Kromé vlivu na hladké svalové bunky
je endoglin rovnéz tvoien v T bunkach, kde napoméaha spolecné s TGF- B jejich supresi
(Bobik, 2006).

Jak jiz bylo feceno, ENG je vysoce exprimovan aktivovanym endotelem. Tato tvorba
je kromé samotného TGF- B cytokinu iniciovdna napiiklad hypoxii (Sanchez-Elsner et al.,
2002) a naopak tlumena zanétlivym cytokinem TNF-a (Li et al., 2003a). V endotelovych
bunkach funguje predevsim jako stimulator proliferace, z této pozice je vSak také povazovan
za marker nadorové angiogeneze (Burrows et al., 1995). V endotelu je endoglin schopen déle
ovlivitovat NO stimulovanou vasodilataci, stejné jako expresi a aktivitu samotného enzymu
eNOS. Bylo prokéazano, ze hladiny tohoto enzymu jsou piimo zavislé na mnozstvi endoglinu,
a to jak in vitro, tak in vivo (Jerkic et al., 2004; Toporsian et al., 2005). Ve vztahu k TGF-$
signalizaci bylo zji$téno, Ze indukce eNOS je zprostiedkovana pifes ALK-5/Smad2 signalni

cestu (Santibanez et al., 2007).
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Budeme-li se dale vénovat spolupraci endoglinu se zbylymi TGF-f receptory, lze fici,
ze endoglin funguje jako modulator rovnovahy mezi ALK-1 a ALK-5. ENG je v obecném
méfitku pozitivnim regulatorem TGF-B/ALK-1 signalizace a negativnim regulatorem (¢i
nepfimym inhibitorem) TGF-B/ALK-5 signalizace. Tento fakt byl prokdzan napiiklad na
endotelovych bunkéach, kde vyfazenim endoglinu z funkce doSlo k naruSeni ALK-1
signalizace a tim k zastaveni rastu a migrace téchto bunék, coz bylo zdroveni znakem
inhibi¢niho ptisobeni TGF-B/ALK-5 signalizace (Goumans et al., 2002; Li et al., 2000; She et
al., 2004). Obdobné zavéry byly ucinény z hlediska vztahu endoglinu k regulaci Smad
proteint, jakozto transkripcnich faktora celé signalizace. Bylo zjisténo, ze endoglin ovlivituje
transdukci TGF-B signalu ve smyslu potenciace ALK-1/Smadl a suprese ALK-5/Smad3
signdlni drahy (Blanco et al., 2005; Lebrin et al., 2004). Tak byl potvrzen napiiklad efekt
ALK-1/Smadl/5 kaskady podporujici migraci a proliferaci endotelovych bunék a ALK-
5/Smad2/3 kaskady, ktera tyto procesy inhibuje (Lebrin et al., 2005).

V zavéru je tfeba poznamenat, ze bylo rovnéz popsano uplatnéni ucink endoglinu
nezavisle na TGF-B signalizaci, tj. bez vazby s TGF-B cytokinem. Takto byly popsany
napiiklad nékteré antiapoptotické ucinky endoglinu na endotelové buiniky béhem hypoxie (Li

et al., 2003b), ¢i ovlivnéni angiogeneze (She et al., 2004).

2.4.4.3. Role endoglinu v aterogenezi

Endoglin hraje vyznamnou roli v kardiovaskuldrnim systému, ve kterém se castni jiz
diive zminéné angiogeneze a zachovani cévni homeostazy a podili se rovnéz na vyvoji srdce a
srdecnich chlopni (Qu et al., 1998), tedy obecné na vyvoji kardiovaskuldrniho systému jako
takového (Santibanez et al., 2007). Na druhou stranu je vSak jeho Cinnost davana do
souvislosti s fadou metabolickych a kardiovaskularnich onemocnéni, jakymi jsou
preeklampsie (De Vivo et al., 2008), hypertenze (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010), diabetes
mellitus (Blazquez-Medela et al., 2010) a rovnéz aterosklerdza (Adam et al., 1998; Conley et
al., 2000).

Az na né¢kolik vyjimek se vétSina publikaci ptiklani k antiaterogennimu u¢inku TGF-
B1 cytokinové kaskady (Mallat and Tedgui, 2002). Prestoze je endoglin povazovan za
regulatora TGF-B signalizace, a tedy miiZe zasahovat do antiaterogennich ucinkd tohoto
cytokinu, jeho uloha v procesu aterogeneze jesté stale neni definitivné objasnéna (Nachtigal et

al., 2012).
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Existuje nékolik studii poukazujicich na pfitomnost endoglinu v poc¢atecnich fazich
aterosklerdzy. Bylo zjisténo, ze hladké svalové bunky plati exprimuji velkd mnozstvi
endoglinu, oproti zdravym cévam (Barrick et al., 2000; Conley et al., 2000; Tashiro et al.,
2002), u nichz byla exprese omezena pouze na endotelové buniky drobnych cév adventicie
(Conley et al., 2000). Tento jev byl nasledné¢ davan do souvislosti s vlivem endoglinu na
migraci hladkych svalovych bunék zprostiedkovanou TGF-f (Barrick et al., 2000), nebo s
ulohou endoglinu béhem poskozeni cévy a jeji reparace, jako jist¢ formy zmirnéni tvorby
platu (Conley et al., 2000).

ENG/TGF-B1/TGF-BRII komplex byl dale prokazan v endotelovych bunkach,
makrofazich a hladkych svalovych bunikach plétu, a to zejména u pokrocilych platt (Piao and
Tokunaga, 2006), kde byl samotny endoglin detekovén i1 v souvislosti s jejich kalcifikaci
(Jeziorska, 2001). Rada autori tak shledala, Ze vysoké hladiny endoglinu v rozvinutych
platech maji za nasledek snizeni inhibi¢nich G¢inkt TGF-B na rlst a migraci cévnich
hladkych svalovych bun€k, coz vede k jejich nadmérné proliferaci a rozvoji platu. Negativni
vnimani endoglinu pak bylo podpoifeno také zjisténim, ze endoglin neni spojen pouze se
zanétlivou odpovédi v céveé, ale rovnéZz s novotvorbou cév v samotném platu a rozvojem
ateroskler6zy (Krupinski et al., 2008). Exprese endoglinu v téchto oblastech neovaskularizace
byla rovnéz ddna do souvislosti s nestabilitou platu a vznikem trombotickych komplikaci (Li
etal., 2012).

Nedavna studie také prokdzala, Ze endoglin méa schopnost ptispivat k adhezi a
transmigraci leukocytli v cévéach a tim vyvolavat G€inky podobné adheznim molekuldm (Rossi
et al., 2013). Je vsak tfeba upozornit, ze tyto vlivy endoglinu byly prokazany na cévach typu
venul, tedy na cévach, které se z hlediska své dimenze, struktury a také hemodynamiky od
arterii dramaticky li$i.

Na roli endoglinu v aterogenezi lze nicméné pohliZzet i z hlediska vlivu tohoto
receptoru na produkci a aktivitu endotelidlni NO syntazy. Jak jiz bylo naznaceno v kapitole
2.44.2., vyrazny vliv endoglinu z hlediska upregulace eNOS byl prokazan jak na urovni in
vitro (Santibanez et al., 2007), tak in vivo (Nachtigal et al., 2009). Vyjdeme-li z ptedpokladu,
ze naruseni funkce eNOS a s nim souvisejici dostupnosti NO v endotelu je povazovano za
klicovy krok v rozvoji endotelidlni dysfunkce, aterogeneze a kardiovaskularnich onemocnéni
(Boger, 2003), pak Ize ulohu endoglinu v procesu aterogeneze povazovat spise za protektivni.

Kromé vlivu na produkci NO byla dale zjisténa korelace mezi expresi endoglinu a

produkci kolagenu v platech, coz vyznamné redukuje riziko trombozy uvnitf platu a
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podporuje jeho stabilitu, tedy opét déje poukazujici spiSe na jeho protektivni ucinky (Bot et

al., 2009).

2.4.4.4. Role sérového endoglinu v aterogenezi

Az doposud byla uloha endoglinu v aterogenezi chapana jako uloha tkanové
transmebranové formy tohoto glykoproteinu. Je vSak tieba zminit také dalsi, netkanovou, tzv.
sérovou formu endoglinu (SENG). Z hlediska struktury sENG jde o extracelularni doménu
tkanové formy ENG, kterd byla do cirkulace uvolnéna za pomoci membranoveé vazané
metaloproteinazy (MMP-14) (Hawinkels et al., 2010) (Obr. 10). Hlavnim onemocnénim,
které je charakterizovano zvySenymi hladinami SENG, je preeklampsie, zdvazny stav
vznikajici v t€hotenstvi, doprovazeny mimo jiné hypertenzi a endotelidlni dysfunkci
(Venkatesha et al., 2006).

Hladiny sENG byly rovnéz dany do souvislosti s fadou dalSich onemocnéni, pficemz
je cCasto poukazovdno na opacné Ucinky oproti jeho tkanové forme¢ (Lopez-Novoa and
Bernabeu, 2010). Tak byly naptiklad demonstrovany antiangiogenni uc¢inky sENG ve vztahu
k nadorovému bujeni (Hawinkels et al., 2010), souvislost SENG s endotelidlni dysfunkci a
poskozenim kardiovaskuldrniho systému u pacientdl s vysokym tlakem a cukrovkou
(Blazquez-Medela et al., 2010), ¢i souvislost se srdecnim selhanim (Yanavitski and Givertz,
2011). Zvysené hladiny SENG byly rovnéz zjistény u pacientl s aterosklerdzou, pfi¢emz Gzce
korelovaly s hladinami celkového cholesterolu (Blann et al., 1996). Podil sérového endoglinu
na dysfunkci endotelu a vliv sniZzeni jeho hladin na regresi aterogeneze u pacientt s familiarni
hypercholesterolemii byl rovnéz prokazan tymem ceskych védeti (Blaha et al., 2008).

Prestoze je sérovy endoglin fadou autorti povazovan za jistou formu markeru,
naptiklad aterosklerotického procesu (Blaha et al., 2008) nebo kardiovaskularnich ptihod
(Ikemoto et al., 2012), je tfeba upozornit, Ze hladiny volného sENG se v prib&éhu fady
onemocnéni mohou ménit z riznych pfic¢in, at’ uz jde o jeho vazbu na cirkulujici TGF-p
cytokin a tvorbu komplext (Li et al., 2000), ¢i regulaci samotného odstépovani endoglinu

z jeho tkanové formy (Hawinkels et al., 2010).
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Obrazek 10. Odstépeni sérového endoglinu zjeho tkanové formy (Lopez-Novoa and
Bernabeu, 2010)

Tkanovy endoglin: EC — extracelularni ¢ast, TM — transmembranova c¢ast, CYT —
cytoplazmatickd c¢ast fetézce. Aktivity sérového endoglinu: vazba TGF-B, inhibice

angiogeneze, regulace cévni homeostazy.
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2.5. Statiny — inhibitory HMG-CoA reduktazy

2.5.1. Lipidové a nelipidové ucinky statinii

Statiny jsou hojné ptfedepisovanymi 1éCivy na snizeni hladin cholesterolu u lidi.
Mechanismem jejich ucinku je inhibice klicového enzymu v syntéze cholesterolu 3-hydroxy-
3-methylglutaryl koenzym A (HMG-CoA) reduktazy. Jejich schopnost snizovat cholesterol
byla prokézdna v fad¢ studii na lidech i na zvifecich modelech (Rezaie-Majd et al., 2003;
Shiomi and Ito, 1999; Subang et al., 1992; Wierzbicki, 2003). Efekt snizeni hladin
cholesterolu v plazmé vSak spoc¢iva predev§im ve zvySeném vychytavani LDL ¢astic v jatrech
diky upregulaci LDL receptori a samotna redukce endogenni syntézy cholesterolu se
v u¢inku uplatiiuje v mensi mife (Liao and Laufs, 2005; Miida et al., 2004).

Inhibitory HMG-CoA reduktdzy jsou schopny vyznamnou mérou snizit
kardiovaskularni morbiditu a mortalitu (Ford et al., 2007) a jejich pozitivni vliv byl pozorovan
také u celé tfady dalSich patologii. Bylo poukdzdno na schopnost snizovat inzulinovou
rezistenci (Naples et al., 2008), redukovat riziko odvrzeni tkdné po transplantaci srdce
(Kobashigawa et al., 1995) a ledvin (Katznelson et al., 1996), a tim zvysit pfeziti pacientd, ale
také zlepSovat stav pacientll s revmatoidni artritidou (McCarey et al., 2004) ¢i roztrousenou
skler6zou (Vollmer et al., 2004), coz znaci jejich protizanétlivé ucinky.
tedy ucinkl nezdvislych na sniZeni hladin cholesterolu. Tyto pak mohou vyznamné zasahovat
i do procesu aterogeneze. Typickym piikladem dalsiho pleiotropniho ucinku je pfimy
protektivni efekt na cévni sténu — zlepSeni endotelidlni dysfunkce pfi terapii statiny diky
stimulaci tvorby eNOS (NO) (Harris et al., 2004), ¢i snizeni exprese adheznich molekul
(Sukhova et al., 2002). Rovnéz byl prokazan stimulacni vliv statinli na ateroprotektivni TGF-
B signalizaci (Chen et al., 2008; Porreca et al., 2002; Youssef et al., 2002), nebo naopak
inhibici tvorby NFkappaB (NF«kB), jaderného transkripcniho faktoru, ktery se podili na
regulaci fady genu spojenych s ateroskler6zou (Hernandez-Presa et al., 2003; Wierzbicki et
al., 2003).

Uziti mySich modell zajist'uje detailni pohled na uc€inky statind a poskytuje, naptiklad
u novych potencialnich substanci, urcity ptredpoklad pro odpovéd lidského organismu. Je
vSak také prokazano, ze u rtznych modelii nemusi byt odpovéd’ z hlediska zmén hladin

cholesterolu stejna, jakou lze ocekavat v humanni mediciné (Zadelaar et al., 2007).
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2.5.2. Statiny a endoglin

Jiz zminény vliv statinii na TGF- signalizaci mize zaroven vyrazné ovliviiovat i jeji
receptor endoglin. Inhibi¢ni vliv atorvastatinu na expresi endoglinu a TGF-B1 cytokinu byl
prokézan na modelu srde¢niho selhani, kdy statin vyznamné snizoval podil téchto medidtora
na tvorbé kolagenu a srde¢ni remodelaci (Shyu et al., 2010). Diky vySe zminénému vlivu
statinli na jaderny faktor NFkB by pak pleiotropni uc¢inek téchto 1é¢iv na expresi endoglinu
mohl spocivat pravé v ovlivnéni transkripéniho faktoru NFxB, jenz je jeho vyznamnou
regulacni soucasti (Rius et al., 1998). Z hlediska protekce myokardu se uplatiiuji zejména
antihypertrofické, antioxida¢ni a antifibrotické ucinky statini (Dechend et al., 2001;
Hayashidani et al., 2002; Laufs et al., 1998; Oi et al., 1999).

Je vSak tfeba poznamenat, Ze oproti moznému negativnimu vlivu endoglinu z hlediska
srde¢ni remodelace miize mit tvorba kolagenu v cévach relativné pozitivni, platy stabilizujici
ucinek. Potom tedy 1 schopnost statini modulovat jeho expresi vriznych fazich
aterosklerotického procesu (Pospisilova et al., 2006) mulze spolupisobit z hlediska
ateroprotekce. Tak byla prokézana naptiklad schopnost statinii stimulovat zaroven produkci
endoglinu a eNOS na endotelu aterosklerotické aorty (Nachtigal et al., 2009). Vysledky
dalsich studii zabyvajicich se protektivnim Uc¢inkem statinli v soucinnosti s endoglinem
v pribéhu aterogeneze jsou dale konkrétné diskutovany v jednotlivych kapitolach tohoto

komentovaného souboru.
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3. CILE PRACE

Analyza soucasné literatury zabyvajici se problematikou signalizace TGF-$ cytokinu ve
vztahu k ateroskler6ze a ulohou endoglinu (TGF-B receptoru III) v patogenezi tohoto

onemocnéni.

Sledovani zmén exprese endoglinu v aorté¢ u rtiznych mysich modelt aterosklerézy po
podani lipidové diety. Sledovani mozné koexprese s dalsimi markery endotelu (pfedevsim

s molekulou eNOS a adheznimi molekulami).

Studium ucinkG atorvastatinu v aort¢ apoE/LDLR deficientniho modelu mysi
s pfihlédnutim ke zménam exprese endoglinu a dalSich ¢lenti TGF-B signalizace (TGF-f

receptor I a II, Smad proteiny).

Hledani moznych vztaht tkanového a sérového endoglinu (SENG), tloha atorvastatinu

v téchto zménéch, potencidlni vyuziti molekuly SENG jako markeru v klinické praxi.
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4. KOMENTARE K PRACIM

Tato disertacni prace je koncipovana jako komentovany soubor praci. Pét publikaci je

otisténo v odbornych Casopisech s impaktnim faktorem a jedna publikace je v soucasnosti v

recenznim fizeni. Jedna z téchto praci je zpracovana jako ptrehledovy clanek shrnujici soucasné

poznatky (review) a zbylych pét ¢lanka shrnuje praci ptivodni (experimentalni).
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4.3.
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4.5.

4.6.

Endoglin as a possible marker of atorvastatin treatment benefit in

atherosclerosis

Cell adhesion molecules and eNOS expression in aorta of

normocholesterolemic mice with different predispositions to atherosclerosis

Endoglin is not co-expressed with cell adhesion molecules in aorta during

atherogenesis in apoE-deficient mice

Cholesterol effects on endoglin and its downstream pathways in ApoE/LDLR

double knockout mice

Activation of TGF-B receptors and Smad proteins by atorvastatin is related to

reduced atherogenesis in ApoE/LDLR double knockout mice

The role of endoglin in atherosclerosis
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4.1. Endoglin as a possible marker of atorvastatin treatment

benefit in atherosclerosis

Rathouska J., Vecerova L., Strasky Z., Slanarova M., Brcakova E., Mullerova Z., Andrys C.,
Micuda S., Nachtigal P. (2011); Pharmacological Research 64(1): 53-59 (IF:4.346).

Cévni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) je substanci vyznamné ovliviiujici funkci
endotelu ve smyslu endotelové stability a zachovani klidového (neaktivovaného) stavu
(Walshe et al., 2009), ¢imz mize zmirniovat projevy endotelidlni dysfunkce. Bylo prokédzano,
ze aktivace ALK-1/Smadl signaliza¢ni kaskady mize vyrazné piispivat ke zvyseni hladin
VEGF v endotelovych bunkéch (Yao et al., 2008).

Cilem této studie bylo zjistit, zda podavani atorvastatinu (v davce 50mg/kg/den)
ovlivituje  expresi protein endoglin/ALK-1/p-Smadl/VEGF v aort¢ apoE/LDLR
deficientniho modelu mysi krmenych 1% cholesterolovou dietou. Ve studii bylo provedeno
hodnoceni exprese formou imunohistochemie a Western blot analyzy, doplnéné o zhodnoceni
velikosti aterosklerotickych plati (barveni olejovou cCerveni) a urceni hladin sérového
endoglinu (SENG) pomoci ELISA analyzy.

Podani atorvastatinu s cholesterolovou dietou vedlo u mysi k signifikantnimu sniZeni
celkového, VLDL i LDL cholesterolu, redukci hladin sérového endoglinu i vyraznému
zmensSeni velikosti platt. Soucasné vedlo podavani atorvastatinu k nartistu exprese endoglinu,
ALK-1, p-Smadl (aktivni fosforylovand forma Smadl) i VEGF oproti kontrole bez statini,
coz bylo potvrzeno imunohistochemicky i Western blot analyzou.

Vysledky studie potvrzuji schopnost atorvastatinu snizovat hladiny cholesterolu a
velikosti platt u apoE/LDLR deficientniho mySiho modelu. Rovnéz poukazuji na schopnost
atorvastatinu zvySovat expresi endoglinu v aorté spolec¢né s dalS§imi endotel protektivnimi
markery, coz muze naznaCovat potencidlni antiaterogenni pisobeni endoglinu. Snizeni
sérového endoglinu po podani atorvastatinu navic miize vypovidat o potencidlu uziti SENG

jako biomarkeru progrese aterosklerozy, ¢i naopak u¢innosti podavani statinti.
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4.2. Cell adhesion molecules and eNOS expression in aorta of
normocholesterolemic mice with different predisposition to

atherosclerosis

Rathouska J., Nemeckova 1., Zemankova L., Strasky Z., Jezkova K., Varejckova M.,
Nachtigal P. (2014); Heart and Vessels (manuscript prijat do tisku) (IF: 2.126).

Tato experimentalni studie hodnoti dva mysi kmeny, které jsou zndmé svou rozdilnou
citlivosti k ateroskler6ze, z hlediska konkrétnich mechanismt, které by v rozdilné
predispozici mohly hrat roli. Vzhledem k tomu, Ze in vitro studie naznacily, Ze na zvySené
citlivosti C57BL/6J (B6) kmene oproti méné citlivému C3H/HeJ (C3H) kmeni se miize
podilet mj. odlisna reaktivita endotelovych a hladkych svalovych bunék (Miyoshi et al., 2006;
Shi et al., 2000), spiSe nez samotny metabolismus cholesterolu, byla tato in vivo studie
smérovana na hodnoceni nékterych adheznich molekul, ¢i naopak potencidlné
ateroprotektivnich markerd v mysi aorté.

B6 a C3H mysi kmeny byly krmeny standardni, nebo cholesterolovou dietou, coz
mélo vést k odhaleni odliSnosti v expresi vybranych markerti endotelové dysfunkce mezi
obéma kmeny. Zmeény cholesterolového spektra vséru byly nasledné hodnoceny
biochemicky. Pomoci Western blot analyzy pak byly sledovany zmény exprese adheznich
molekul (VCAM-1, ICAM-1, P-selektin) a potencialn¢ protektivnich markerti z hlediska
fungovani cévniho endotelu (eNOS/peNOS, endoglin a TGF-f receptor II) v aorté.

Vysledky prokazaly nizs$i expresi vSech adheznich molekul u C3H protektivniho
kmene (na standardni i na cholesterolové dieté), oproti B6 senzitivnimu kmeni, a to i pies
vyssi hladiny celkového cholesterolu u C3H kmene. Zarovein doslo u C3H kmene po
cholesterolové dieté¢ ke zvySeni vSech sledovanych potencialné ateroprotektivnich markert
TGF-f signalizace.

Na rozdilné predispozici k ateroskler6ze mezi obéma kmeny se tedy ziejmé podili
nizsi citlivost cévy C3H mysi k expresi prozanétlivych molekul a markeri endotelialni
dysfunkce, a to bez ohledu na lipidovy profil, jest¢ pied morfologickou detekci
aterosklerotického procesu. Zaroven byl naznacen podil endoglinu na zvySeni exprese eNOS
pouze u protektivniho C3H kmene, coz je opét mechanismus poukazujici na moznou pozitivni

roli endoglinu z hlediska endotelu, ptipadné aterosklerozy.
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4.3. Endoglin is not co-expressed with cell adhesion molecules in

aorta during atherogenesis in apoE-deficient mice

Rathouska J., Jezkova K., Nemeckova 1., Zemankova L., Varejckova M., Nachtigal P.;

Histology and Histopathology (manuscript v recenznim rizeni).

V naSich predchézejicich studiich byla exprese endoglinu prokazana exkluzivné
v endotelovych buiikdch kotfene aorty u apoE/LDLR deficientnich mysi (Rathouska et al.,
2011; Strasky et al., 2011; Vecerova et al., 2012). Pozitivni vliv této molekuly z hlediska
produkce eNOS/NO (Jerkic et al., 2004) ¢i stabilizace aterosklerotickych platt (Bot et al.,
2009) byly rovnéz potvrzeny. Nedavna studie vSak prokazala, Ze se endoglin podili na adhezi
leukocytl a jejich transmigraci pfes endotel ve venulach, a tedy plni podobnou ulohu pii
zanétu jako adhezni molekuly (Rossi et al., 2013).

Ve snaze objasnit zmény exprese endoglinu béhem aterogeneze a zjistit rozdily této
exprese ve dvou odlisnych lokalitdch aorty (kofen aorty a ascendentni aorta), a také odhalit
moznou koexpresi endoglinu s adheznimi molekulami, byla provedena tato histologicka
studie. Ve studii byly pouZity tii skupiny apoE deficientnich mysi, které se liSily dietou
(standardni dieta a dieta s obsahem 21% tuku, tzv. “Western type diet™), jejiz cilem bylo
dosazeni tfi riznych etap aterosklerotického procesu. Pomoci systematického nahodného
vybéru fezi mysich aort a imunohistochemického barveni byla zhodnocena pozitivita exprese
endoglinu, P-selektinu a VCAM-1.

Histologicka studie prokézala pozitivitu endoglinu v endotelovych bunkach kotene
aorty i ascendentni aorty u apoE deficientnich mysi. Dale poukazala na variabilitu exprese
endoglinu v pribéhu aterogeneze vyhradné v oblasti ascendentni aorty (nikoli v kofenu aorty),
z ¢ehoz byl ulinén zéavér, ze extrakardidlni usek aorty je relevantnéjsi z hlediska studia
exprese endoglinu a aterogeneze. Exprese endoglinu byla déale detekovana vyhradné na
endotelu pokryvajicim ateroskleroticky plat, a to bez ohledu na jeho velikost. Zaroven nebyla
prokdzana zaddna koexprese (kolokalizace) endoglinu s P-selektinem ani VCAM-1, coz
naznacuje, ze endoglin pravdépodobné nepfispiva k akumulaci leukocyti v aorté apoE

deficientnich mysi v pribéhu aterogeneze.
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4.4. Cholesterol effects on endoglin and its downstream pathways

in ApoE/LDLR double knockout mice

Strasky Z., Vecerova L., Rathouska J., Slanarova M., Brcakova E., Kudlackova Z., Andrys C.,
Micuda S., Nachtigal P. (2011); Circulation Journal 75(7): 1747-1755 (IF:3.578).

Cilem studie bylo zhodnotit vliv standardni a 1% cholesterolové diety na lipidovy
profil, velikost platd, hladiny sérového endoglinu (sSENG) a parametry exprese proteinli dvou
kaskad souvisejicich s aktivitou endoglinu v aort¢ apoE/LDLR deficientnich myS$i —
ENG/ALK-5/Smad2/eNOS a ENG/ALK-1/Smadl/VEGF. K tomuto hodnoceni bylo pouzito
biochemické analyzy (lipidovy profil), ELISA analyzy (hladiny sSENG), stereologické analyzy
velikosti plati (barveni olejovou cerveni), imunohistochemické a Western blot analyzy
(stanoveni proteinil).

Biochemicka analyza prokazala signifikantné vyssi hladiny celkového, VLDL a LDL
cholesterolu po podani cholesterolové diety u tohoto mysiho modelu oproti standardni dieté.
Stereologicka analyza aterosklerotickych plath v aorté také potvrdila vyznamné vétsi plochu
téchto 1ézi v lumen cévy oproti kontrolni skuping. Zarovenn bylo potvrzeno, Ze podani
cholesterolové diety vede k signifikantné¢ vy$$im hladindm sérového endoglinu a zaroven
k redukci exprese tohoto proteinu v aorté, soubézné s redukci proteinit ALK-1, p-Smad2 a
VEGF.

Vysledky studie naznacuji, Ze hypercholesterolemie vede k vyraznému zvySeni hladin
sérového endoglinu a zaroven ke snizeni jeho exprese v aorté, pficemz je touto
hypercholesterolemii redukovéano i piisobeni dalSich protektivnich markerd, které souviseji
s endoglinem, jakymi jsou p-Smad2 a VEGF. Cely proces pak muze prohlubovat stav
endotelidlni dysfunkce a aterosklerézy jako takové. Uloha sérového endoglinu jako
potencialniho biomarkeru progrese aterosklerézy vSak musi byt dale potvrzena studiemi

v oblasti huméanni mediciny.
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4.5. Activation of TGF-p receptors and Smad proteins by
atorvastatin is related to reduced atherogenesis in ApoE/LDLR

double knockout mice

Vecerova L., Strasky Z., Rathouska J., Slanarova M., Brcakova E., Micuda S., Nachtigal P.
(2012); Journal of Atherosclerosis and Thrombosis 19(2): 115-126 (IF:2.933).

Vliv atorvastatinu (ATV) na upregulaci endoglin/ALK-5/Smad2/eNOS a
endoglin/ALK-1/Smad1/VEGF kaskad, vedoucich k protekci z hlediska aterogeneze u
apoE/LDLR deficientniho mySiho modelu, byl naznacen v piedchézejicich studiich
(Nachtigal et al., 2009; Rathouska et al., 2011). V této studii jsme se zaméfili na schopnost
ovlivnéni vyse uvedenych kaskad atorvastatinem v rdmci jeho nelipidovych u¢inkd v aorté
apoE/LDLR deficientniho modelu mysi krmenych standardni dietou.

Zmény exprese endoglinu, ALK-1, ALK-5, Smad-1, Smad-2 (a jejich aktivnich
fosforylovanych forem), eNOS a VEGF pfi ddvce atorvastatinu 50mg/kg/den byly hodnoceny
pomoci imunohistochemie a Western blot analyzy. Lokalizace endoglinu v aorté a jeho mozna
koexprese s vySe uvedenymi proteiny byla dale hodnocena pomoci imunofluorescence.
Biochemicky byl urcen lipidovy profil myS$i a zmény velikosti plath zhodnoceny
morfometricky (olejova Cerven).

Biochemicky profil mysi odhalil vyznamné zvySeni hladin celkového a VLDL
cholesterolu po podavani atorvastatinu. Zaroven vSak doslo k signifikantni redukci velikosti
plath oproti kontrole na standardni dieté bez piidavku ATV. Atorvastatin dale zvysil expresi
endoglinu, ALK-1, ALK-5, aktivnich forem Smad2 i Smadl, eNOS, VEGF a rovnéz byla
prokézana koexprese (kooperace) téchto markerd s endoglinem, pfedev§im v endotelovych
bunkach.

Souhrn vysledkii naznacuje, Ze atorvastatin je schopen zvySovat ateroprotektivni
endoglin/ALK-5/Smad2/eNOS a endoglin/ALK-1/Smadl/VEGF kaskady a redukovat
velikost aterosklerotické 1éze v ramci svych nelipidovych (pleiotropnich) Gc¢inkl. Zaroven
dokazuje, ze se zminéna protekce, jejimz vyznamnym faktorem je ziejmé endoglin, patrné

odehréava pfedevsim na Grovni cévniho endotelu.
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4.6. The role of endoglin in atherosclerosis

Nachtigal P., Zemankova Vecerova L., Rathouska J., Strasky Z. (2012); Atherosclerosis
224(1): 4-11 (IF:3.706).

Hlavnim cilem tohoto piehledového clanku bylo souhrnné zhodnotit vyznam
endoglinu v procesu aterogeneze u lidi a experimentalnich modeld zvitat. Zakladem bylo
popsani interakce mezi jednotlivymi receptory TGF- kaskady a zapojeni TGF-f receptoru I11
do cytokinové signalizace. Dal§im krokem bylo zhodnoceni exprese v lidskych
aterosklerotickych cévach a specifika jeho detekce oproti cévam zvifecim. K hodnoceni jeho
vyznamu z hlediska aterogeneze pak poslouZzila reSerSe fady vyznamnych studii a zavérh
v oblasti humanni a experimentalni aterosklerdzy, coz bylo nasledné shrnuto ve vztahu k jeho
expresi a funkci. Vyrazné pozitivni vliv tkanového endoglinu byl diskutovan v samostatné
kapitole tykajici se kooperace endoglinu s endotelidlni NO syntdzou. Naopak hladiny
sérového endoglinu byly Siroce popsany v kontextu humanni ateroskler6zy a ve vztahu k fad¢
patologickych onemocnéni kardiovaskuldrniho systému, jakymi jsou preeklampsie,
hypertenze ¢i diabetes mellitus.

V zavéru prace byl nastinén souhrnny hypoteticky model role endoglinu v aterogenezi.
Byly popsany dvé mozné drahy signalizace, pficemzZ prvni zahrnuje soucinnost komplexu
TGF-p receptoru II a III s ALK-5 receptorem vedouci k aktivaci p-Smad2/3 signalizace a
stabilizaci platu, k ochran¢ funkce endotelu, a tedy k mozné ateroprotekci. Druha popsana
drdha zahrnuje soucinnost vyse zminéné¢ho komplexu receptort II a I s ALK-1, aktivaci p-
Smad1/5 a naslednou produkci VEGF, ktery stimuluje expresi protektivni eNOS.

Samotny konec souhrnného ¢lanku poukazuje na limitaci v rdmci zavért ohledné
endoglinu a jeho role v aterogenezi vzhledem k nerealnosti vyuziti homozygotniho endoglin
deficientniho modelu mysi z divodu odumieni zarodku jiz ve stadiu embryogeneze (fatalni
poruchy rozvoje kardiovaskularniho systému) a dosud nejasné naznacené pozici endoglinu
v samotné TGF-f signalizaci. Naopak, jako potencidlné vyznamné autoii shledéavaji
monitorovani hladin sérového endoglinu jako indikatoru progrese aterosklerotického procesu,

vcetné sledovani G¢innosti terapeutickych zasahli v podobé¢ terapie statiny.
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4.77. Souhrnna diskuse a shrnuti

Ustfednim tématem této disertaéni prace bylo studium experimentalni aterosklerézy ve
vztahu k expresi endoglinu u riznych mys$ich modelii ateroskler6zy. ApoE/LDLR deficientni
model mySi se vyznaCuje vysokymi hladinami cholesterolu a jeho frakci a tvorbou
vyznamnych aterosklerotickych plati jiz na standardni diet¢ (Witting et al., 1999), nebo
pfidanim 1% cholesterolu do diety. U téchto mysi byly sledovany zmény v lipidovém spektru,
velikosti platl, expresi fady proteinti TGF-B signalizacni kaskady kooperujici s endoglinem,
zejména pak ALK-1/Smadl a ALK-5/Smad2 signalizace vedouci k expresi protektivnich
molekul na cévnim endotelu zhlediska endotelidlni dysfunkce/aterosklerézy — eNOS
(Vanhoutte, 1997) a VEGF (Walshe et al., 2009). Krom¢ parametru tkanové exprese
endoglinu byly sledovany také zmény hladin sérové formy tohoto proteinu (SENG), ktera byla
jiz diive oznacena za potencidlné slibny marker aterosklerotického procesu (Blaha et al.,
2008). Pro sledovani lipidovych a nelipidovych (pleiotropnich) u¢inkti 1é¢iv ze skupiny
statini byl ve studiich pouzit atorvastatin, frekventované uzivané hypolipidemikum
v humanni medicin€ (Zhou and Liao, 2010).

Vysledky vysSe zminénych studii naznacily, Ze rist platd po cholesterolové dieté je
doprovazen vyznamnou redukci exprese fady potencidlné protektivnich proteinit pisobicich
ve sténé mysi aorty spole¢né s endoglinem a zaroven zvySuje podil sérového endoglinu
(Strasky et al.,, 2011). Rovnéz bylo prokdzano, ze atorvastatin je schopen zvySovat
ateroprotektivni endoglin/ALK-1/Smadl/VEGF (Rathouska et al., 2011) a endoglin/ALK-
5/Smad2/eNOS kaskady, a to i v rdmci svych pleiotropnich ucinkd, tedy bez ohledu na zmény
hladin cholesterolu (Vecerova et al., 2012). Pleiotropni ucinky atorvastatinu byly také
prokézany na urovni redukce velikosti aterosklerotické 1éze (Rathouska et al., 2011; Vecerova
et al., 2012) a na urovni signifikantni redukce hladin SENG po podani statinu, cozZ muize
vypovidat o potencidlu sSENG jako markeru progrese onemocnéni, ¢i naopak G¢innosti terapie
aterosklerozy.

Na podkladé vysledka diivéjsi in vitro studie naznacujici, Zze na zvySené citlivosti
C57BL/6J (B6) kmene oproti méné citlivému C3H/HeJ (C3H) kmeni mysi se mize podilet
mj. odlisnd reaktivita endotelovych bunc¢k (Shi et al., 2000), a nasi predchozi studie,
poukazujici na mozné protektivni u¢inky endoglinu na trovni cévniho endotelu (Vecerova et
al., 2012), byla nasledujici in vivo studie smérovana na hodnoceni nékterych proaterogennich

adheznich molekul, ¢i naopak potencialn€ ateroprotektivnich markerti v endotelu mysi aorty u
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téchto kment. Vysledky studie prokdzaly niz$i expresi adheznich molekul (P-selektin,
VCAM-1, ICAM-1) u C3H protektivniho kmene oproti B6 senzitivnimu kmeni, a to i pfes
vy$$i hladiny celkového cholesterolu u C3H kmene. Zaroven doSlo u C3H kmene po
cholesterolové dieté ke zvySeni vSech potencidlné ateroprotektivnich markeri TGF-B kaskady
(ENG, TGF-B receptor I, eNOS/peNOS). Byla tedy prokazana nizsi citlivost cévy C3H mysi
(ateroprotektivniho kmene) k expresi prozanétlivych molekul a markera endotelidlni
dysfunkce, a to bez ohledu na lipidovy profil, a zaroveil byl naznacen podil endoglinu na
upregulaci eNOS pouze u protektivniho C3H kmene.

Lokalizaci exprese endoglinu a jeho zménam v pribéhu aterogeneze se zabyvala
histologicka studie s apoE deficientnim modelem mysi (Rathouska et al. 2014, manuscript
v recenznim fizeni). Zaroven byla hodnocena piipadnd koexprese endoglinu s adheznimi
molekulami, tedy jeho mozny podil na adhezi a transmigraci leukocytl, coz bylo naznaceno
(Rossi et al., 2013). Vysledky této studie potvrdily zavéry predchozich studii tykajicich se
exprese endoglinu vyhradné v endotelu aorty u apoE/LDLR deficientniho modelu (Rathouska
et al., 2011; Strasky et al., 2011; Vecerova et al., 2012), ale v tomto piipadé na modelu apoE
deficientnich mysi. Rovnéz jsme prokazali, ze extrakardialni usek aorty je pravdépodobné
vice relevantni z hlediska studia aterogeneze a exprese endoglinu, ve srovnani s kofenem
aorty, ve kterém se exprese endoglinu v pritbé¢hu procesu nemeénila, a kde jeho exprese mize
spiSe souviset s vyvojem srdce a srdecnich chlopni, na kterych se endoglin také podili (Qu et
al., 1998). V zavéru studie byla diskutovana absence koexprese (kolokalizace) endoglinu s P-
selektinem 1 VCAM-1, coz naznacuje, Zze endoglin pravdépodobné nepiispiva k akumulaci
leukocytl v aorté apoE deficientnich mysi v priitb¢hu aterogeneze.

Ptehledovy clanek tykajici se role endoglinu v aterogenezi pak shrnul soucasné
poznatky souvisejici s TGF-P receptorem III a jeho ulohou v procesu aterogeneze u lidi i
experimentalnich zvitat. Byla hodnocena zejména jeho exprese v lidskych aterosklerotickych
platech a specifika jeho detekce oproti cévam zvifecim, zejména u mysi, kde byla jeho
exprese pozorovana zatim vyhradné na cévnim endotelu (Nachtigal et al., 2012). Souc¢innost
endoglinu s dal$imi ¢leny TGF-f kaskady a jeho zapojeni do signalizace vyustujici v expresi
endotel protektivnich a ateroprotektivnich molekul (VEGF a eNOS) byla ndzorné
schematicky shrnuta. Rovnéz byla intenzivné diskutovana kooperace tkanového endoglinu
s protektivni endotelidlni NO syntazou, tedy potencidlni podil endoglinu na zvySovani oxidu
dusnatého v cévé. Jako jisty protipol tkanového endoglinu byla komentovéana sérovd forma

tohoto proteinu, kterd uzce souvisi s fadou chorob a patologii v oblasti kardiovaskularniho
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systému, vCetné aterogeneze (Nachtigal et al., 2012). Vazba tkanového a sérového endoglinu
a sledovani hladin sérové formy byla komplexné diskutovana zejména ve vztahu k mozné
aplikaci do klinické praxe. Sledovani zmén hladin sENG jako potencidlniho markeru
zavaznosti onemocnéni, pfipadné efektu konkrétniho terapeutického zasahu statiny v ptipadé

aterosklerozy vsak stale zlstava tématem k dalSimu vyzkumu.
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5. ZAVERY

R

% Tkanovy TGF-p receptor III (endoglin) byl oznacen za vyznamny ¢lanek v kooperaci
a regulaci TGF-B cytokinové signalizace, zejména s ohledem na produkci nékterych

protektivnich molekul v endotelu mysi aterosklerotické cévy aorty, predevsim eNOS.

» Bylo prokazano, Ze atorvastatin je schopen zvySovat aortalni expresi endoglinu a

L)

eNOS a zaroven snizovat velikost platii, coz poukazuje na jeho mozné ateroprotektivni
ucinky u modelu apoE/LDLR deficientnich mysi nezavislé na hypolipidemickych

efektech statinu.

¢ Sérova forma endoglinu (SENG) byla oznadena za potencialné¢ negativni marker, tedy
marker zévaZnosti aterosklerotického procesu u mySitho modelu. Podavéni
atorvastatinu u modelu apoE/LDLR deficientnich mysi vedlo k poklesu jeho hladin
zaroven se snizenim velikosti plati. Implementace do huméanni mediciny, napiiklad ve

smyslu sledovani Gi€innosti terapie statiny, vsak jeste stale vyzaduje hlubsi souvislosti.

>

Na modelu normocholesterolemickych mysi s rozdilnou predispozici k aterosklerdze

o
A

(protektivni kmen C3H/Hel vs. citlivy C57BL/6] kmen) byla prokdzana snizena
citlivost C3H protektivniho kmene k expresi prozanétlivych molekul a markert
endotelidlni dysfunkce a zarovenl byl naznafen podil endoglinu na upregulaci eNOS

pouze u C3H kmene.

¢ Studie apoE deficientniho modelu mysi oznacila extrakardialni Usek aorty za
relevantnéjsi z hlediska studia progrese aterosklerotického procesu ve vztahu k expresi
endoglinu. Nepfitomnosti koexprese endoglinu s adheznimi molekulami P-selektin a
VCAM-1 pak naznacila, ze endoglin se pravdépodobné nepodili na akumulaci a

transmigraci leukocyta ptes endotel v prubéhu aterosklerotického procesu.

>

Obecny pohled na roli endoglinu v aterosklerotickém procesu byl kriticky zhodnocen

o
25

v prehledovém c¢lanku, jehoz soucésti byla také fada vlastnich vysledki a zavéri
vyzkumné skupiny zabyvajici se experimentalni aterogenezi na Katedfe biologickych

a lékaiskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.
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