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Abstrakt
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Kandidat:  Mgr. Lenka Zemankova

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

Nazev disertacni prace: Vliv statind na TGF-B1 signaliza¢ni kaskadu in vivo a in vitro.

Tato diserta¢ni prace je zaméfena na studium vlivu statini a zanétu na TGF-p1
signalizaci, pfedev§im na endoglin a jeho vyznam ve vztahu k endotelu, jak in vivo, tak

in vitro.

Transformujici rastovy faktor beta (TGF-B) je multifunkéni ristovy faktor, ktery
reguluje fadu specifickych bunéénych pochodu v aterogenezi. Endoglin (TGF-BRIII,
CD105) je povazovan za pomocny TGF-f receptor, ktery mize ovlivnit aktivitu TGF-p1
a dalsich TGF-B receptorti. Byla popsana spojitost mezi endoglinem a expresi eNOS

Vv cévach, coz ukazuje na klicovou roli endoglinu pro funkci endotelovych bunék.

Nase in vivo experimenty byly zaméfeny na studium exprese ¢leni TGF-
signalizace, na expresi endoglinu v mysi aorté a jeho hladiny v séru. Dale jsme zjistovali,
zda jsou tyto proteiny ovlivnény cholesterolem ¢i podédvanim atorvastatinu v dieté.
Imunohistochemicka analyza prokazala lokalizaci endoglinu na endotelu cév bez
aterosklerdzy a také na povrchu aterosklerotickych platd. Dale byla pozorovéana
kolokalizace endoglinu, Smad2, pSmad2/3 a eNOS na endotelu aorty. Podavani
cholesterolové diety vedlo ke zvySeni hladin cholesterolu a zvySeni solubilniho
endoglinu, zaroven ke snizeni exprese endoglinu v aorté. Atorvastatin v kombinaci se
standardni dietou zvysil hladiny cholesterolu, ale hladiny endoglinu v séru ziistaly beze
zmeény. Western blot analyza prokazala zvySeni exprese endoglinu a ostatnich
sledovanych proteini TGF-3 kaskady v mysi aorté po podavani atorvastatinu, bez ohledu
na jeho hypolipidemicky ucinek. Pfi podavani atorvastatinu v kombinaci
s cholesterolovou dietou doslo k poklesu hladin cholesterolu a také hladin solubilniho
endoglinu, zaroven byla detekovana jeho zvySend exprese v aorté. Na zéklad¢ téchto
vysledk lze fici, ze hladiny sérového endoglinu a jeho exprese v aorté se méni ve vztahu

k hladinam cholesterolu a podavani atorvastatinu u ApoE/LDLR deficientniho mysiho



modelu. Navic bylo zjisténo, Ze hladiny sérového endoglinu jsou opa¢né vzhledem k jeho
expresi v aorté. Zda se tedy, ze endoglin by mohl byt zajimavy biomarker probihajici
aterogeneze v cévni sténé ¢i pfipadné UcCinnosti statinové terapie. Navic popisovana
aktivace endoglin/ALK5/Smad2/3 signalizace piedstavuje mozny mechanismus protekce

cévni stény vici aterosklerdze.

V in vitro studii jsme se zaméfili na expresi endoglinu a eNOS bé¢hem zanétu a po
podavani atorvastatinu u endotelovych bun¢k (HUVEC). Také jsme studovali, zda
zvySovani exprese eNOS po podéavani statinu je néjak spojeno s expresi endoglinu.
Podavani atorvastatinu vedlo ke zvyseni exprese endoglinu a eNOS u HUVEC bun¢k.
Naopak indukce zanétu, po podani TNFo po dobu 16h, vedla ke snizeni exprese
endoglinu a zaroven ke zvySeni jeho solubilni formy v médiu. Preventivni podavani
atorvastatinu, pted podanim TNFa, vedlo k zabranéni poklesu exprese endoglinu a eNOS,
ktery zpusobuje samotny TNFa. Indukce zanétu tedy vede k poklesu exprese endoglinu
a eNOS u endotelovych bunck a podéani atorvastatinu brani tomuto poklesu. SniZeni
exprese endoglinu u bunék se SIRNA endoglinu ukazalo, ze endoglin je pravdépodobné
zasadni pro indukci exprese eNOS po podani statint, protoze siRNA endoglinu vedla
k tomu, Ze takto ovlivnéné bunky nejsou schopny zvySovat expresi eNOS po podani

atorvastatinu.

EndoglinaeNOS jsou vyznamné v fad¢ patologickych stavii jako je ateroskleroza,
hypertenze, diabetes mellitus, preeklamsie a hereditarni hemoragicka teleangiektazie
(HHT). Z té&chto dtivodi Ize konstatovat, ze Gi¢inky statind na signalizaci endoglinu a jeho
ovlivnéni exprese eNOS by mohly vést k pozitivnimu G€inku v procesu aterosklerdzy,
ptipadné jinych onemocnéni, U kterych dochazi k poklesu endoglinu a eNOS jako je napt.
hereditarni hemoragicka teleangiektdzie. Nicmén¢ je nezbytné dosud ziskana data ovéfit

v klinickych studiich.
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This doctoral dissertation summarizes the effects of statins and inflammation on
TGF-B1 signaling both in vivo and in vitro, especially the role of endoglin in the

endothelial cells.

Transforming growth factor-f (TGF-P) is a multifunctional factor that regulates
various cell specific functions in atherogenesis. Endoglin (TGF-BRIIL, CD105) is known
as accessory TGF-p receptor, and it is able to modulate activity of TGF-B1 and TGF-f
receptors. Previous studies demonstrated relation between endoglin and eNOS expression

in blood vessels suggesting crucial role of endoglin in endothelial cell functions.

Our in vivo experimental studies, were focused on the expressions of TGF-3
family members, on endoglin expression in aorta and its blood serum levels. We wanted
to evaluate, whether these proteins are affected by cholesterol levels or atorvastatin
treatment in different types of diet in mice. Immunohistochemical analysis showed the
expression of endoglin in intact endothelium and in endothelium covering atherosclerotic
lesions. Moreover, co-localization of endoglin, Smad2, pSmad2/3 and eNOS in aortic
endothelium was described. Cholesterol feeding resulted in an increased cholesterol and
soluble endoglin levels in blood serum, with concurrent decrease of its expression in
aorta. Atorvastatin treatment in mice on chow diet resulted in a significant increase of
cholesterol, whereas endoglin levels in blood serum remained unchanged. Moreover,
Western blot analysis revealed that atorvastatin treatment significantly increased the
expression of endoglin and other proteins of TGF-f signaling in aorta beyond its lipid
lowering effects. The administration of atorvastatin in cholesterol fed mice resulted in
a significant decrease of cholesterol and endoglin levels in blood serum, with concurrent
increase of endoglin expression in aorta. These data show that endoglin blood serum

levels and its expression in aorta are affected by both atorvastatin treatment and



cholesterol levels in ApoE/LDLR double knockout mice. Moreover, changes in blood
serum levels are conversely related to endoglin expression in aorta. Thus, we propose that
endoglin might be interesting blood marker, which could reflect atherosclerotic process
in the vessel wall and efficiency of statin treatment. Moreover, activation of
endoglin/ALK-5/Smad2/3 signaling might represent protective mechanism in aortic

endothelium.

In our in vitro study, we focused on endoglin and eNOS expression during
inflammation and after atorvastatin treatment in HUVEC cells. We also hypothesized
whether statin induced eNOS expression depends on endoglin. Atorvastatin treatment
significantly increased endoglin and eNOS expression in HUVECs. TNFa treatment for
16h significantly reduced endoglin expression, together with significant increase of
soluble endoglin in medium. Atorvastatin pretreatment, before TNFa exposure,
significantly prevented decrease of endoglin and eNOS expression mediated by TNFa.
These results showed that inflammation reduces expression of endoglin and eNOS in
HUVECs, which could be prevented by atorvastatin treatment. Moreover, endoglin
SIRNA experiment showed, that atorvastatin induced eNOS expression seems to be
dependent on proper endoglin expression.

Endoglin and eNOS play important role in various cardiovascular pathologies
including atherosclerosis, hypertension, diabetes, preeclampsia and hereditary
hemorrhagic telangiectasia. For these reasons, we propose that statin effects on endoglin
signaling and its regulation of eNOS expression may contribute to the positive effects on
atherosclerosis and other diseases where lower levels of endoglin and eNOS were
described including hereditary hemorrhagic telangiectasia. However, this hypotheses

must be evaluated in clinical studies.



Obsah

Lo UVO@uiiiitiie s 9
2. TEOTELICKA CAST ....viveiiiiiiiie it 11
2.1, Aterosklerdza a Jeji TOZVOJ ....cuevviiviiieiiiiiiiieie et 11
2.2.  MySi modely ateroSKIETOZY ........ccoviiieiiiiiiiciice e 13
2.3, TGF-B SINAIIZACE ...ccvvviiiiiiiiiiie e 14
2.4, ENAOGIIN cc.oiieiice e 17
2.5.  Endotelova NO SYNtAZA........cccueiiiiiiiiiiiiiiie i 20
2.6, STALINY 1.oeiiiiccece et e e a e e e re s 22
3. CHLE PIACE .ot 28
4. Komentafe k publikovanym pracim ..........c.ccocoeieiriiiiiieniciceeee e 29
4.1. Atorvastatin zvySuje ENG, SMAD2, pSMAD2/3 a eNOS expresi
U ApoE/LDLR def. myStho MmOdelt........c.oooveiiiiiiiiiiiiiicee e 29
4.2. Imunohistochemicka studie kolokalizace ENG s eNOS, SMAD2, pSMAD2/3
U MYSICh MOAEIT ... 30
4.3.  Vliv cholesterolu na ENG a jeho signalizaci u ApoE/LDLR def. mysi........... 31

4.4. Endoglin jako mozny marker pro sledovani pfinosu atorvastatinové terapie
V QEETOSKIETOZE ...ttt ne e 32

4.5. Aktivace TGF-p signalizace po podani atorvastatinu souvisi se snizenim

aterogeneze u ApoE/LDLR def. mySiho modelu..........ccooviiiiiiiiiiiiin 33

4.6. Role endoglinu v procesu ateroSKIErOZY .........ccoevvrirerinininiiseseesesieeeees 35

4.7.  ENG je zapojen do zvySeni exprese eNOS pii podani atorvastatinu

U endotelovych BUNEK iN VILFO.......cc.cviiiiiiiiiec s 36

4.8. Souhrnnd diskuze a Shrnuti ..........ccccoiiiiiiiii 37
O, ZLAVEIY ettt 42
6. Podil predkladatelky na publikovanych pracich zahrnutych v diserta¢ni praci...... 43
7. Prehled publikacni CINNOST......vviiiiiiiiiiiee e 45
8. Prezentace na Konferencich ..o 47
9. SezZNAM ZKIALEK ..o 49
10.  POUZItA IEETALUIA ......eeieieiii et 51
11, PHLONY et 59



1. Uvod

Ateroskleroza je komplexni onemocnéni, které se rozviji po fadu let a je ovlivnéno
fadou rizikovych faktorti. Ulohu zde méa mnoho typt bunék a faktortl. PiestoZe je toto
onemocnéni studovano uz vice nez 30 let a byla popsana jiz fada mechanismi, stale je
zde fada nepoznaného. Proto snad dalsi studie piinesou poznatky vedouci k rozvoji

novych pristupi v 1éCb¢ aterosklerozy.

Statiny jsou vysoce u¢inna 1é¢iva snizujici plazmatické hladiny cholesterolu

ey oo

-----

efekty (Martinez-Gonzalez and Badimon, 2007).

Clenové TGF-B a BMP signalizace hraji kli¢ovou ulohu v regulaci funkce
endotelovych bunc¢k. Byla popsédna tfada molekuldrnich mechanismil, kterymi tyto
molekuly ovliviiuji cévni systém. Protikladné efekty TGF- signalizace jsou podminény
typem bunék, koncentraci jednotlivych cytokint ¢i pfitomnosti jejich receptorti v daném
misté. Identifikace a popis jednotlivych molekul a mechanismti zapojenych do TGF-f3
signalizace prisp&je k pochopeni pro- a anti-angiogennich t¢inki TGF-f. Kombinace
anti-proliferativniho a protizanétlivého uc¢inku TGF-f jak na bunky imunitniho systému,
tak na dalsi typy bunék v aterosklerotickém platu, ukazuje na jeho protektivni roli
v aterogenezi. V rozvoji aterosklerozy vykazuje TGF- protektivni u¢inky zejména proti
tvorbé nestabilniho platu, stimuluje bunky hladké svaloviny k produkci kolagenu

a potlacuje aktivitu T-bun¢k (Bobik, 2006).

Endoglin jako soucast TGF-B receptorového komplexu mé vyznamnou tlohu
V rozvoji aterosklerdzy. Je mozné monitorovat jeho expresi jak v tkani, tak jeho hladiny
v cirkulaci. V aterosklerdze je exprimovan zejména na endotelu a v buiikach hladké
svaloviny aterosklerotickych cév, a jeho funkce je spojena s migraci a proliferaci bunék
hladké svaloviny cév a regulaci aktivity endotelovych bunék. ZvySené hladiny
solubilniho endoglinu inhibuji TGF- signalizaci v cévni sténé¢ coz mize vést k rozvoji
endotelové dysfunkce, aterosklerozy a nasledné jejim komplikacim. Zaroven je mozné
tyto hladiny sniZit naptiklad prostfednictvim statinové terapie a tim podpofit TGF-3

signalizaci v cévach (Nachtigal et al., 2012).



Hypotéza, tykajici se ovlivnéni tkanové exprese a hladin solubilniho endoglinu,
byla testovana v nasi laboratofi pro vyznamnost napiiklad v mozné terapii pacientli
s hereditarni hemoragickou teleangiektazii, ¢i moznosti pouziti solubilniho endoglinu
jako markeru progrese aterosklerdzy a i€innosti terapie. Samoziejme je nezbytné budouci

ovéteni v klinickych studiich.

Za fyziologickych podminek je oxid dusnaty (NO) v cévach produkovany
enzymem endotelovou NO syntazou (eNOS) a ma anti-hypertenzni a anti-trombotické
ucinky. Vede k relaxaci bun¢k hladké svaloviny v cévach, inhibuje agregaci desti¢ek
a adhezi leukocyti k cévni sténé, tim pfispiva k inhibici aterogeneze. V ptipadé
aterosklerdzy je dostupnost NO snizena v disledku zvysené inaktivace NO kyslikovymi
radikaly a inhibice ¢i nespravné funkce eNOS (Li and Forstermann, 2009). Je popsana
souvislost mezi endoglinem a eNOS, kdy endoglin reguluje expresi a spravnou funkci
eNOS a tim u¢inky NO na endotelové bunky (Jerkic et al., 2004; Toporsian et al., 2005).
Ovlivnéni exprese endoglinu pomoci statinové terapie a nasledné ovlivnéni exprese

eNOS by mohlo byt zajimavym terapeutickym ptistupem v 1éb¢ aterosklerozy.

Statiny mohou byt prospésné jak svymi u¢inky na snizeni cholesterolu, tak
mechanismy nezavislymi na hladinach cholesterolu. Jsou tedy neocenitelnym néstrojem
v prevenci a terapii kardiovaskularnich chorob. Zlepsenim funkce endotelu a produkce
NO mtize 1écba statiny omezit rozvoj aterosklerdzy a zvysit klinicky pfinos pro pacienty.
Proto studium a pochopeni mechanismi, kterymi statiny reguluji anti-aterogenni u¢inky

TGF-B/endoglin signalizace ptedstavuji dileZzity cil soucasného vyzkumu.

Tato disertacni prace byla vypracovéana jako soucast dlouhodobého vyzkumu
aterosklerozy na Katedfe biologickych a 1ékatskych véd Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové. Zahrnuje vysledky z experimentli na mySich modelech a také po zavedeni

in vitro metodik na pracovisti vysledky z experimentd na bunéénych liniich.
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2. Teoreticka Cast

2.1. Ateroskleréza a jeji rozvoj

Ateroskler6za je obecné povazovana za onemocnéni, pii kterém dochazi
ke kumulaci lipida v cévni sténé, zejména LDL cholesterolu. Pfestoze v poslednich letech
doslo ke zménam v zivotnim stylu i k rozmachu farmakologické 1écby, jsou onemocnéni
kardiovaskularniho systému stale hlavni pfic¢inou timrti. Toto onemocnéni je definovano
jako zanétlivé a je potieba nahliZzet na n&j jako na soubor specifickych odpovédi

na buné¢éné i molekularni Grovni (Ross, 1999).

Z epidemiologického hlediska jsou korondrni onemocnéni nejcastéjsi pricinou
smrti v Evropé. Mortalita je u muzi vyssi nez u Zen a stoupa s vékem, navic je ovlivnéna
etnickym ptvodem a sociadlnim postavenim. Obecné jsou rizikové faktory rozdélovany
na osobni (neovlivnitelné — vek, pohlavi, rodinna zatéz), zpusobené Zivotnim stylem
(ovlivnitelné — koufeni, dieta bohata na nasycené tuky a cukry, pohybova inaktivita,
emocni stres, nadmérnd konzumace alkoholu a obezita) a faktory biochemické
a fyziologické (ovlivnitelné — hyperlipoproteinemie, hypertenze, nizky HDL cholesterol,

hypertriglyceridemie, diabetes mellitus, trombogenni faktory) (George and Lyon, 2010).

Prvotnim d&jem v rozvoji aterosklerozy je endotelova dysfunkce, ktera se rozviji
na podklad¢ fady reakci cévni stény na poskozeni, coz popisuje obrazek 1. Vystelku
normdlni cévni stény tvoii jedna vrstva endotelovych bunék, ktera se spolu se
sub-endotelovym prostorem nazyva tunica intima. Nasleduje vrstva tunica media, ktera
obsahuje elastickou tkan a bunky hladké svaloviny (George and Lyon, 2010). Mezi
mozné piic¢iny vzniku endotelové dysfunkce patfi zvySeny a modifikovany LDL
cholesterol (oxidaci, navazanim cukernych zbytki, shlukovanim, tvorbou komplex,
pohlcovanim makrofagy a vznikem pénovych bun€k), volné radikaly v dasledku kouteni,
onemocnéni jako hypertenze a diabetes mellitus, zvySena plazmaticka koncentrace
homocysteinu (toxickd pro endotel, pro-trombogenni, snizuje dostupnost oxidu
dusnatého), genetické modifikace a infekce zplisobené mikroorganismy. Vysoka
koncentrace vasokonstrikéniho angiotenzinu II v dusledku hypertenze, podporuje rust
bun¢k hladké svaloviny a tvorbu volnych radikali. Rozviji se fada kompenzaénich
mechanismu, které ovlivituji pfirozenou homeostazu cévniho endotelu. ZvySuje se
prilnavost leukocytii a desticek k endotelu a také jeho propustnost. Méni se jeho

protisrazlivy charakter smérem k pro-koagulaénimu. Ateroskleroticka loziska vznikaji
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predevsim ve velkych a stfedn¢ velkych arteriich elastického a svalového typu (Ross,

1999).

Pokracovani zanétlivé reakce vede ke kumulaci makrofagl a lymfocyta ve sténé
cévy a K rozvoji aterosklerotické 1éze ozna¢ované jako tukové prouzky. Tukové prouzky
jsou malé, mirné vyvySené 1éze zpiisobené lokalnim nahromadénim pénovych bunék
Vv intim¢é. Mohou byt pocatkem vzniku velké aterosklerotické léze, ale také mohou
ustoupit. Do jisté miry je 1ze povazovat za soucast fyziologickych zmén v aorté. Progrese
téchto prouzkt vede ke vzniku komplexnéjsich 1ézi. Pénové buiiky praskaji a uvoliuji
svij obsah, tak se vytvari jadro 1éze, které tvoii tukové latky a nekrotickd tkan. Migrace
a proliferace bunék hladké svaloviny vede ke tvorb& fibrozni Cepicky, kterd tvoii
ochrannou vrstvu mezi 1ézi a lumen cévy (George and Lyon, 2010; Ross, 1999). Typy
aterosklerotickych plati se mohou klasifikovat pravé dle charakteru jadra a fibrozni
Cepicky. Nestabilni plat je tvofen velkym nekrotickym jadrem, s vysokym obsahem
bunck zanétu, a tenkou fibrozni cepiCkou. Plat s malym nekrotickym jadrem, s nizkym
obsahem bunék zanétu, a s tlustou fibrozni cepiC¢kou se oznacuje jako stabilni
ateroskleroticky plat, ktery je méné nachylny k prasknuti. Rozvinuta komplikovana 1éze
zasahuje do lumen cévy a ovliviwgje prutok krve. Hrozici prasknuti platu a vznik trombdzy
je pfi¢inou az poloviny akutnich koronarnich ptihod a infarkti myokardu (Stary et al.,

1995; Stary et al., 1994).

Infiltration of lipid (LDL)

W Upregulation of endothelial
5 E ).j adhesion molecules
P ....;,// (VCAM-1, ICAM-1)

Migration of leukocytes into the
artery wall

) 1.4
ot :
*"& g Increased endothelial permeability
’ o s
AR :
", W S x
e, e o
K Ny Leukocyte adhesion

Obrazek 1: Vznik aterosklerotického platu — endotelovd dysfunkce (George and Lyon, 2010).
Rozvoji ateroskleroticke léze predchazi nejdrive poskozeni ¢i zmeény endotelu. Mezi tyto zmény patri zvyseni

propustnosti pro lipoproteiny a ostatni plazmatické komponenty, aktivace leukocytarnich a endotelovych adheznich
molekul, migrace leukocytit do cévni stény a tvorba volnych radikalii v dusledku oxidacnich procesii.
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2.2. Mysi modely ateroskleréozy

Existuje n€kolik zvifecich druhti pouzivanych ke studiu patogeneze a potencialni
1é¢by v ateroskleroze. Nicméné nejvice pouzivanym modelem s fadou vyhod je mysi
model, kde 1ze bezpec¢né sledovat vliv prostiedi a slozeni potravy. Druhové je mys vysoce
rezistentni k rozvoji ateroskler6zy. Presto bylo zjiSténo, Ze nejvice nachylny kmen
k rozvoji alespoit minimalni morfologicky detekovatelné aterosklerdzy je kmen C57BL/6
(Jawien et al., 2004). U mysi tvoii hlavni lipoproteinovou slozku HDL. U kmene
C57BL/6 byly popsany nizsi hladiny HDL v porovnani s jinymi kmeny (Paigen et al.,
1987). Ovsem k navozeni aterosklerézy je nutné podavani diety bohaté na tuky
a cholesterol. Nicméné tento model poskytuje vznik jen malych 1ézi v oblasti kofene

aorty. A celkovy rozvoj aterosklerdzy neni blizky lidskému (Jawien et al., 2004).

Diky genovému inzenyrstvi bylo mozné vyvinout takové mysi modely, které maji
sklon k rozvoji tohoto onemocnéni. Mysi, kterym chybi apolipoprotein E (ApoE-/-),
rozvijeji 1éze podobné t&ém popsanym u lidi. Tento proces je jesté zesilen podavanim diety
bohaté na cholesterol ¢i tzv. ,,Western-type diet”. Reddick a kolektiv popisuje postupny
rozvoj aterosklerotickych 1ézi u tohoto modelu. Pfi podavani standardni diety dochazi
u ApoE-/- mysi ke vzniku pénovych bunék a pozdéji rozvinutych 1ézi v oblasti aortalniho
sinu. U zvifat starSich 10 mésict byly popsany rozsahlé 1éze kryté fibrozni cepickou také
ve vzestupné Casti aorty, abdomindlni ¢asti aorty, karotickych a iliakdlnich arteriich
(Reddick et al., 1994). Celkova hladina cholesterolu v plazmé je u tohoto modelu az
pétkrat vyssi nez u vychoziho kmene C57BL/6 a neovliviiuje ji ani pohlavi zvifat ani
jejich vék. Porovnani je demonstrovano na obrazku 2. ApoE-/- zvitata vykazuji posun
Vv zastoupeni lipoproteinii od HDL k VLDL a chylomikronim (Jawien et al., 2004). Po
pouziti tzv. ,,Western-type diet (21 % tuku, 0,15 % cholesterolu, bez cholové kyseliny)
u tohoto modelu byly jiz po péti tydnech pozorovany pokrocilejsi a vétsi platy nez pti
podani nizko-tukové diety (Jawien et al., 2004).
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Obrazek 2: Sérové koncentrace cholesterolu a reprezentativni obrazek aterosklerotické léze u mysich modelii

(Imaizumi, 2011)

V porovndni s kmenem C57BL/6 maji ApoE-I- extrémné zvyseny cholesterol v plazmé a tvoii aterosklerotické léze
podobné lidskym platiim.

Dal$im velice zajimavym modelem jsou mys$i, kterym chybi receptor pro LDL
(LDLR-/-), model familiarni hypercholesterolémie. Pti podavani standardni diety maji
tyto mySi nartst plazmatickych koncentraci v LDL a VLDL frakci, ale nerozvijeji
aterosklerézu. Rozvoj 1ézi je podminény podavanim cholesterolové diety, jako je tzv.
,Paigen diet” tvofena 15 % tuku, 1,25 % cholesterolu a 0,15 % kyseliny cholové, nebo
mén¢ toxické ,,Western-type diet”. U obou téchto diet vznikaji u tohoto modelu rozséhlé

platy (Ishibashi et al., 1994).

Ishibashi a jeho pracovni skupina vytvofili model s dvojitym deficitem
ApOE-/- a zarovenn LDLR-/- mys. Pfi podavani standardni diety nebyly pozorovany
rozdily v hladinach cholesterolu v porovnani s ApPOE-/-, i zastoupeni lipoproteint
odpovida ptivodnimu modelu ApoE-/- (Ishibashi et al., 1994). Nicmén¢ model s dvojitym
deficitem vykazuje vyssi progresi ateroskler6zy uz na standardni diet€¢ nez samotny
ApoE-/- model. Proto je tento mySi model vhodny ke studiu anti-aterosklerotickych
ucinku latek, bez nutnosti podavani cholesterolové diety (Witting et al., 1999). Navic byl
u tohoto modelu pozorovan zajimavy jev, kdy podavani statinu nevedlo ke snizeni
cholesterolu, ale jeho hladiny byly dokonce zvyseny (Vecerova et al., 2012). Stejny
fenomén byl popsan i u ApoE-/- mysi (Nachtigal et al., 2006).

2.3. TGF-p signalizace

Clenové rodiny transformujiciho riistového faktoru beta (TGF-) hraji stézejni
ulohu ve vyvoji, fyziologickych procesech a onemocnéni cév. Tyto cytokiny vyvolavaji

v bunkdch cévy specifické ulinky prostrednictvim receptoru typu I a II, které maji
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serin/treonin kindzovou aktivitu, a pies aktivaci Smad transkripénich faktorti reguluji
expresi fady gena (Pardali et al., 2010). Pozménéna TGF-f signalizace mutze vést
k rozvoji fady cévnich patologii, jako je hereditarni hemoragicka teleangiektazie

¢i nadorova angiogeneze.

Mezi ¢leny TGF-f rodiny patii nejen cytokiny TGF-p1, TGF-B2, TGF-3, ale také
activiny/inhibiny, BMP proteiny a rastové faktory pro diferenciaci (GDF). TGF-p
cytokiny jsou vytvareny jako neaktivni dimerni prekurzory, které musi byt rozstépeny
protedzami, coz umozni jejich pfistup k receptortm. BMP proteiny jsou sekretovany

v aktivni formé (Pardali et al., 2010).

Pro TGF-B/Smad signaliza¢ni kaskaddu je nutna aktivace trans-membranového
receptorového komplexu TGF-BRI a II (serin/treonin kinazy). U savct bylo popsano pét
typtl receptoru II a sedm typl receptoru I, také nazyvané aktivin receptor-like kinazy
(ALK). Ve vétSiné bun¢k jde TGF-f signalizace ptes TGF-BRI (ALKS) a TGF-BRII,
aktivin signalizace ptes aktivin receptor typu IIA, IIB a ALK4, a BMP signalizace ptes
BMP receptor typu Il, aktivin receptor typu Il a ALK 1, ALK2, ALK3 a ALK®6. Takeé jsou
popisovany dva pomocné receptory, endoglin a betaglykan (Pardali et al., 2010). Po
navazani ligandu receptor typu II fosforyluje receptor typu I, ktery nasledné fosforyluje
Smad proteiny. Smad proteiny jsou vnitrobunécnymi posly (transkripéni faktory) pro
rodinu TGF-f cytokinti a jsou rozd€leny do tii skupin: R-Smad (regulujici) — Smad1,5,8,2,3,
Co-Smad (mediatorové) — Smad4 a I-Smad (inhibujici) — Smad6,7. ALK4 a 5 zpusobuje
aktivaci Smad2 a Smad3, zatimco ALK 1,2,3,6 vede k fosforylaci Smad1,5,8. Aktivované
R-Smad vytvati komplex se Smad4 a dochazi k pfesunu do jadra bunky, kde za Gcasti
dalsich transkrip¢nich faktort mohou regulovat expresi cilovych gent. Inhibujici Smad6
a Smad7 soutézi s R-Smady o vazbu na receptor a podnécuji jejich degradaci
¢i defosforylaci (Massague et al., 2005). Existuji i dalsi signaliza¢ni cesty pro TGF-$8
a BMP, které nezahrnuji Smad proteiny. Patfi zde TGF-f aktivovana kinaza 1 (TAK-1),
ERK, JNK, p38, Rho a PI3K-AKT signalizace (Pardali et al., 2010). Signalizaci pies

Smad proteiny i cesty mimo Smad proteiny demonstruje obrazek 3.
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Obrazek 3: TGF-f signalizace (Pardali et al., 2010).

ALK-aktivin receptor-/ike kindaza, BMP-kostni morfogeneticky protein, BMPR-BMP receptor, ERK-early response
kindza, PI3K-fosfatidylinositol 3-kindza, TAK- TGF-f aktivovana kindza, TGF-f-transformujici ristovy faktor B,
TGF-fR- TGF-f receptor.

TGF-p signalizace hraje dulezitou tlohu ve vaskulogenezi a angiogenezi. Delece
TGF-B1 byla letalni u mySich embryi v disledku poskozeni tvorby cév, stejné jako delece
TGF-BRI a TGF-BRII. Vyznamné efekty vykazuje TGF-B signalizace v ovlivnéni
endotelovych bunék, kde jsou popisovany dvé rizné signaliza¢ni kaskady. TGF-B po
navazani na TGF-BRII fosforyluje bud’ ALKS nebo ALK1, pfi¢emz ALKS aktivace vede
k fosforylaci Smad2/3, zatimco ALK1 k fosforylaci Smad1/5. Ob¢ signalizace ALK1
I ALKS maji opac¢ny efekt na funkci endotelovych bunék (Pardali et al., 2010). Bylo
popsano, ze TGF-B/ALKI1 signalizacni kaskada aktivuje a TGF-B/ALKS inhibuje
proliferaci a migraci endotelovych bunék (Goumans et al., 2003; Goumans et al., 2002).
Prestoze TGF-B/ALKS/Smad2,3 signalizace pusobi opa¢né nez TGF-f/ALK1/Smadl,
pfitomnost ALKS je nezbytna pro aktivaci a zapojeni ALK 1 do receptorového komplexu
(Goumans et al., 2003). Pfevaha jedné ¢i druhé kaskady pak podminuje TGF-f pro- nebo
anti-angiogenni ucinky. Mezi dalsi cévni buiiky ovlivnéné TGF-f3 signalizaci patii bunky
hladké svaloviny. TGF-B reguluje jejich proliferaci, maturaci a funkci prostrednictvim
Smad2. Dalsim efektem TGF-3 u bun€k hladké svaloviny je protizanétlivy ucinek. TGF-f3
tlumi z&nétlivé markery jako inducibilni NO syntazu (iNOS) a IL-6, prostfednictvim
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Smad3 signalizace (Feinberg and Jain, 2005). Makrofagy a T-bunky mohou byt také
aktivovany ¢i inhibovany TGF-B1 (Bobik, 2006). Pro potlaceni zanétlivé odpovédi
U makrofagh je dilezity Smad3, prostfednictvim inhibice transkripce zanétlivych
cytokini, nebo kompetici s transkripénim faktorem (NF-xB) o koaktivator p300/CBP
(Feinberg and Jain, 2005). Vyznamnou roli hraje TGF-p signalizace také v rozvoji nadord
a metastdz, kdy byla popsana souvislost mezi zvySenou expresi TGF- a zhorSenou

prognézou (Pardali et al., 2010).

U pacientt s rozvinutou ateroskler6zou byly pozorovany snizené hladiny TGF-f1,
naproti tomu bylo zji§téno, Ze tyto hladiny se zvysuji po fyzickém tréninku. Také bylo
popsano, Ze zvysené hladiny adhezni molekuly VCAM-1 byly doprovazeny sniZenim
TGF-B1 v cirkulaci. U mysich modelti bylo pozorovano formovani aterosklerotickych
1ézi po zablokovani TGF-B signalizace pomoci protilatek. Souvislost mezi nedostatkem
TGF-B1 nebo poskozenim TGF-B signalizace a rozvojem 1ézi vypovida o potencialni

TGF-B1 protektivni roli v aterogenezi (Feinberg and Jain, 2005).

V procesu aterosklerézy bylo popsano, ze TGF-B muze ovlivnit fenotyp léze
regulaci T-buné¢k a stimulaci bunék hladké svaloviny k produkci kolagenu. U stabilnich
plati byla pozorovana vyssi exprese TGF-p v bunikdch hladké svaloviny, nez u plati
nestabilnich. Buiiky hladké svaloviny u fibrézniho platu exprimuji Smad proteiny, které
jsou nezbytné pro TGF-B vyvolanou zvySenou expresi kolagenu. U tukovych plata
bohatych na makrofagy neexprimuji bunky hladké svaloviny Smad proteiny, tedy maji
oslabenou schopnost produkovat kolagen pii odpovédi na TGF-p (Kalinina et al., 2004).
U T-buné¢k vede poskozeni TGF-p signalizace k zvétSeni 1ézi a rozvoji nestabilniho typu
platu (Robertson et al., 2003). TGF-p tedy podporuje rozvoj stabilniho typu platu inhibici
T-bungk prostiednictvim CD4+CD25+ regulacnich T-bunék (Veillard et al., 2004). Také
hypercholesterolémie miZe oslabit normalni signalizaci TGF-B, kdy TGF-B odpovéd’
muze byt ovlivnéna zménou exprese TGF-BRI a TGF-BRII v plazmatické membrané
(Chen et al., 2008). Vyse uvedené informace poukazuji na jistou slozitost pii hodnoceni

ucinki TGF-B v riznych typech bunék a v riznych fazich aterogeneze.

2.4. Endoglin
Endoglin (CD105, TGF-p receptor III, ENG), je trans-membranovy glykoprotein

s molekulovou hmotnosti dimeru 180 kDa, hrajici vyznamnou roli v TGF-f} signalizaci.

Jeho exprese je popisovana predev§im na cévnim endotelu, v buiikdch hladké svaloviny
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cév, srdecnich fibroblastech, monocytech a makrofazich (Ma et al., 2000; Piao and
Tokunaga, 2006; Pospisilova et al., 2006). Doposud byly popsany tfi jeho formy, které
maji rizné efekty pii ovlivnéni cévni homeostazy. ,,Long* a ,,short* izoformy endoglinu,
které¢ vznikly raznou variantou sestiihu, a solubilni forma endoglinu, kterd muze
vzniknout uvolnénim endoglinu z bunééné membrany do cirkulace (Lopez-Novoa and
Bernabeu, 2010).

Bylo popsano, ze endoglin jako TGF-f receptor typu III je velmi dalezity pro
TGF-p signalizaci v endotelovych bunkach. Endoglin je soucasti TGF- receptorového
komplexu a spolupracuje s TGF-p receptorem | a Il, které maji serin/treonin kindzovou
aktivitu (Cheifetz et al., 1992), také muze regulovat TGF-p signalizaci (Lastres et al.,
1996). Endoglin neni schopny samostatné vazat ligand, ale mize prostiednictvim jak
extracelularni tak cytoplazmatické casti regulovat fosforylaci TGF-BRII a TGF-BRI
(ALK1 a ALKS) a tim signalizaci TGF-f3 (Guerrero-Esteo et al., 2002). V tadé¢ in vitro
studii bylo popséano, Ze endoglin ovliviluje TGF-B signalizaci regulaci aktivity ALK
a Smad proteint (Santibanez et al., 2007; Tian et al., 2010). Nejcastéji jsou sledovany dvé
signaliza¢ni kaskady a jejich propojeni. Endoglin/ALK1/Smadl/5 signalizace vede
k aktivaci endotelovych bunék, jejich migraci, proliferaci a angiogenezi, naproti tomu
druhd kaskada endoglin/ALK5/Smad2 inhibuje aktivitu endotelovych bunék a vede
ke stabilizaci endotelu. Také byl popsan inhibi¢ni efekt endoglinu na signalizaci
TGF-B/ALKS/Smad3 a opacné zvySeni ALKS5/Smad?2 signalizace (Bernabeu et al., 2007).
Nicméné tyto regulacni uCinky endoglinu jsou specifické pro urcity typ bunék a jsou

zavislé na typu ptitomnych TGF-f receptorii v dané tkani.

Endoglin je zapojen do procesu angiogeneze a je nezbytny pro vyvoj
kardiovaskularniho systému. Zaroven je studovan v souvislosti s fadou patologickych
stavii, jako je preeklamsie, hereditdrni hemoragickd teleangiektdzie ¢i nadorova
onemocnéni (Lopez-Novoa and Bernabeu, 2010; ten Dijke et al., 2008). Hereditarni
hemoragicka teleangiektazie je genetické cévni onemocnéni charakteristické vyskytem
krvaceni z nosu a gastrointestinalniho traktu a vznikem arterioven6znich malformaci
v plicich, mozku a jatrech. Jde o mutaci endoglinu (HHT1) a mutaci ALK1 (HHT2).
Cilené vypnuti endoglinu zptlisobilo cévni a kardiovaskuldrni poruchy u mysich embryi.
Funkéni endoglin je tedy nezbytny pro spravny vyvoj kardiovaskuldrniho systému

(Bourdeau et al., 2000). ZvySena exprese endoglinu je pouzivana jako marker nadorové
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angiogeneze a endoglin znacené protilatky zamétené na endotelové buriky jsou soucasti

anti-angiogenni terapie nadoru (ten Dijke et al., 2008).

V klinické praxi byla pozorovana souvislost mezi hladinami sérového endoglinu
a hladinami cholesterolu v krvi u pacienti s hypercholesterolémii (Blaha et al., 2008),
dale bylo zvySeni solubilniho endoglinu zjisténo u pacienti s diabetem mellitus
¢i hypertenzi (Blazquez-Medela et al., 2010). U preeklamsie zvysené hladiny solubilniho
endoglinu pochazeji z proteolytického $tépeni endoglinu v membrané trofoblastu, navic
solubilni forma endoglinu soutézi s TGF-B o navazani na jeho receptory a tim blokuje
TGF-p signalizaci v buiikach endotelu (Venkatesha et al., 2006). Ve studii na nadorové
tkani bylo popsano, Ze solubilni forma endoglinu vznika odstépenim jeho extracelularni
¢asti z membrany endotelovych bunék pomoci matrix metaloproteazy (MMP-14)
(Hawinkels et al., 2010). Navic byl solubilni endoglin detekovan v prib&hu aterogeneze
a byla popsana jeho spojitost s dysfunkci endotelu (Blazquez-Medela et al., 2010;
Rathouska et al., 2011). Vznik solubilniho endoglinu a jeho u¢inky popisuje obrazek 4.
Pivod solubilniho endoglinu v aterosklerdze je zatim nezndmy a nejsou ani informace

0 roli MMP-14 proteazy jako enzymu Stépiciho endoglin v aterosklerotickych cévach.

Soluble Endoglin

Endoglin
=5-5=
Protease S-S
(MT1-MMP)
EC -S-8-
-5-3- — —— —
- Ligand binding (TGF-p superfamily)
LLUFIE © S - aall Anti-angiogenic activity

CYT Regulation of vascular homeostasis
Obrazek 4: Vznik solubilniho endoglinu proteolytickym Stépenim membranove vazané formy endoglinu (Lopez-Novoa
and Bernabeu, 2010).
Bylo zjisténo, Ze zasadni roli v odstépeni extracelularni ¢asti endoglinu hraje proteaza MMP-14. Solubilni endoglin

pak ma Fadu funkci, jako napriklad kompetice s TGF-f o vazbu na receptory, zhorsuje angiogenezi a vasodilataci
u endotelovych bunék a prispiva k dysfunkci endotelu.

Jak bylo jiz zminéno vySe, exprese endoglinu byvd pozorovana zejména
v bunkach cévni stény a je ovlivnéna v disledku rtiznych patologickych déju. TGF-

stimuluje expresi endoglinu (Lastres et al., 1996), naproti tomu TNFa sniZuje expresi
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endoglinu u endotelovych bun¢k (Li et al., 2003). Bunky endotelu hraji vyznamnou roli
V patogenezi aterosklerdzy, zejména v rozvoji endotelové dysfunkce. U mySich modelt
byla popsana exprese endoglinu na endotelu aorty a v kapilarach myokardu
u normocholesterolemickych a hypercholesterolemickych mysi (Nachtigal et al., 2009b).
Bunky hladké svaloviny jsou zapojené do zvétSovani 1ézi v diasledku produkce
extracelularni matrix, nicméné také jsou dulezité pro stabilizaci rozvinutych plati
zvysenou produkci kolagenu a utvarenim fibrézni ¢epicky. Endoglin hraje dulezitou roli
ve zrani bun¢k hladké svaloviny v cévach. Coz potvrzuji studie na mysich s defektem
endoglinu, u kterych byla pozorovana embryondlni letalita v disledku abnormalniho
vyvoje bun¢k hladké svaloviny v cévach (Bourdeau et al., 2000). Exprese endoglinu
v lidskych aterosklerotickych cévach byla pozorovéna zejména v buitkach hladké
svaloviny rozvinutych 1ézi (Conley et al., 2000), dale v makrofazich, v endotelovych
bunkach a bunkach hladké svaloviny v ¢asnych stadiich aterosklerotickych 1ézi v lidské
aort¢ (Piao and Tokunaga, 2006). Studie na lidskych karotidach z endarterektomii ukazala
opét expresi endoglinu v endotelovych buiikach, makrofazich a bunikach hladké svaloviny
a jeho exprese byla zvySena u plati s vySSim obsahem kolagenu a mensim vyskytem
trombu. Tyto vysledky ukazuji na mozné spojeni mezi expresi endoglinu a stabilnim

fenotypem platu (Bot et al., 2009).

Na zéklad¢ dostupnych informaci Ize shrnout funkci endoglinu v aterosklerdze.
Endoglin/TGF-f receptorovy komplex muze aktivovat bud® ALK1/Smadl/5 nebo
ALKS5/Smad2/3 signalizaci. Aktivace ALKI1/Smadl/5 signalizace mize vést
k neovaskularizaci plati anebo protekci endotelu v disledku zvyseni eNOS exprese
prostfednictvim cévniho endotelového rustového faktoru (VEGF) (Walshe et al., 2009).
Nicméné role této signalizace vzhledem k ateroskler6ze je nejasnd. Aktivace
inhibici NF-xB, k aktivaci transkripéniho faktoru EGR-1, k produkci kolagenu
a stabilizaci platu (Bot et al., 2009; DiChiara et al., 2000; Toporsian et al., 2005).
Endoglin a jeho signalizace, zejména pies ALKS5/Smad2/3, mize tedy hrat ochrannou

ulohu v ateroskleroze.

2.5. Endotelova NO syntaza

Oxid dusnaty je uvoliiovan endotelem cév po stimulaci endotelové NO syntazy.

Nejvyznamnéj$im fyziologickym faktorem, ktery aktivuje jeho syntézu, je tzv. ,.shear
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stress* (odporova sila proudici krve na povrch endotelu). Trvalé uvolnovani NO je
nezbytné pro normalni funkci endotelu a vede k vasodilataci a inhibici shlukovani
desticek. Navic NO brani adhezi leukocytii a expresi chemotaktickych proteinti, ¢imz

snizuje zanétlivou reakci (Dimmeler and Zeiher, 1999).

Byly popsany tfi typy syntazy NO — neurondlni (nNOS), inducibilni (iNOS)
a endotelova (eNOS, NOS3). NO produkovany enzymem nNOS je povazovan za
protektivni v aterosklerdze, naopak iNOS spiSe podporuje rozvoj aterosklerozy. iNOS
produkuje NO, ktery souvisi s produkci peroxynitritu. NO syntetizovany prostfednictvim

eNOS je anti-aterogenni (Li and Forstermann, 2009).

Endotelova NO syntaza produkuje oxid dusnaty s vasodilatacnimi ucinky, ktery
nepfetrzité reguluje pramér krevnich cév a udrzuje anti-proliferativni a anti-apoptotické
prostfedi v cévni stén€. eNOS je regulovan fadou ko- a post-translaénich modifikaci,
fosforylaci a protein-protein interakci. Uvolnéni NO z endotelovych bunék je ovlivnéno
riznymi extracelularnimi signaly, jako je proudéni krve (shear stress), VEGF, estrogen
a bradykinin. eNOS vyuziva molekularni kyslik a elektrony z NADPH k oxidaci substratu
L-argininu za vzniku NO a L-citrulinu. Byla popsana spoluprace membranové vazaného

eNOS s proteinem caveolin-1 (Cav-1) a heat shock proteinem 90 (Hsp90) (Sessa, 2004).

Exprese eNOS je také regulovéna na transkripéni urovni. Smad2 transkripcni
faktor, vazbou na eNOS promoter, aktivuje TGF-B indukci eNOS v endotelovych
bunkach (Saura et al., 2002). Toto mize byt jeden z mechanismi jak TGF-f inhibuje
rozvoj aterosklerdzy. Navic bylo popséno, ze zvySeni exprese eNOS prostrednictvim
Smad?2 je regulovano endoglinem. ZvySena exprese endoglinu u endotelovych bunck
vede ke zvySeni Smad2 proteinu v disledku zvySeni stability Smad2, zvyseni aktivity
tedy Smad2 interakce s receptorovym komplexem a fosforylace Smad2, a poté ke zvyseni
exprese eNOS (Santibanez et al., 2007).

Spojitost mezi expresi endoglinu a eNOS byla zjisténa u mysiho modelu ENG+/-,
kde byla pozorovana sniZzend exprese eNOS a nésledn¢ zhorSend vasodilatace. Také
u bunék po transfekci lidského endoglinu bylo pozorovano vyznamné zvySeni exprese
eNOS v porovnani s buitkami bez endoglinu. Bylo prokazano, ze vztah mezi endoglinem
a NO zprostiedkovanou vasodilataci souvisi s regulaci exprese eNOS in vitro i in vivo

(Jerkic et al., 2004). Ptestoze tyto pozorovani byly provadény ve vztahu k HHT,
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domnivame se, ze podobna souvislost mezi endoglinem a eNOS by mohla existovat

I V procesu aterogeneze.

Rada cévnich onemocnéni souvisi s oxida¢nim stresem, kde je hlavnim zdrojem
reaktivnich forem kysliku (ROS), které inaktivuji NO, pravé NADPH oxidaza. Oxidac¢ni
stres je také hlavni pficinou oxidace zakladniho kofaktoru pro NOS — tetrahydrobiopterinu
(BH4), jehoz nedostatek vede k nespravné funkci eNOS (Li and Forstermann, 2009).
Exprese eNOS a dostupnost NO v cévé je kli¢ova pro funkci endotelu. Snizeni eNOS
nebo zména jeho funkce muze vést k rozvoji dysfunkce endotelu a nasledné procesu
ateroskler6zy. Touto zménou mize byt neschopnost eNOS k vazbé¢ kysliku na L-arginin
vedouci ke vzniku kyslikovych radikdld, tento proces se nazyva ,,uncoupling®. eNOS
produkujici superoxid je nasledné pro-aterogenni. Nasledkem je sniZeni dostupnosti NO
a rozvoj aterogeneze (Forstermann and Sessa, 2012). Nedostatek BH4 je primarni
pri¢inou dysfunkce eNOS v ateroskler6ze. Nekteré¢ informace uvadéji, ze se eNOS
nachdzi zaroveil v obou forméch, jako ,,coupled* enzym je soucasti membrany ptipraven
na aktivaci a produkci NO, jako ,,uncoupled* enzym zGstava v cytosolu a produkuje ROS
(Li and Forstermann, 2009). Rovnéz bylo popsano, ze endoglin je schopen regulovat
eNOS ,,uncoupling® prostfednictvim interakce eNOS a Hsp90 (Toporsian et al., 2005).

2.6. Statiny

Inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA) reduktazy — statiny
jsou Siroce pouzivanymi léCivy v terapii hypercholesterolémie. Snizuji hladiny LDL
cholesterolu vyraznéji nez ostatni hypolipidemika a také snizuji triglyceridy u pacientli
s hypertriglyceridemii. Obecné jde o latky bezpecné a velice dobie tolerované.
V klinickych studiich bylo prokazano, ze statiny snizuji relativni riziko koronarni ptihody
a piinasi tak vyznamny prospéch pro pacienty s vysokym rizikem komplikaci pfi
ischemické chorobé srdce. Kromé ucinki na plazmatické lipoproteiny, byly u téchto 1éCiv
pozorovany i u¢inky nezavislé na hladinach cholesterolu tzv. ,,pleiotropni u¢inky*, které
rozsifuji jejich pouziti nejen jako hypolipidemika, ale i jako latky pro 1é¢bu aterosklerozy

(Maron et al., 2000).

Statiny kompetitivné inhibuji HMG-CoA reduktazu, klicovy enzym v syntéze
cholesterolu. Vysledné sniZeni cholesterolu v jaternich bunkéch vede ke zvySeni exprese

LDL receptorii, které¢ dale vedou ke snizeni koncentrace LDL a jeho prekurzori
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z cirkulace. Statiny také inhibuji syntézu apolipoproteinu B-100 v hepatocytech a snizuji
produkci a sekreci lipoproteinti bohatych na triglyceridy (Maron et al., 2000).

V Kklinickych studiich bylo pozorovano, ze statiny jsou vysoce ucinné pfi
snizovani LDL cholesterolu a také mirné zvySuji HDL cholesterol. Hlavnim nezddoucim
ucinkem je toxické plisobeni na jatra a svaly. OvSem tento vyskyt je vzacny a souvisi
s davkou a pritomnosti I€kovych interakci. V klinické praxi je nékdy nutné pro dosazeni
cilovych hladin lipoproteinii kombinovat statiny s dal§imi druhy hypolipidemickych
1é¢iv. Nicméné u statinll bylo prokazano vyznamné snizeni kardiovaskularni morbidity
a mortality v primarni i sekundarni prevenci (Maron et al., 2000). Tyto efekty ovSem
souvisi s inhibici jaterni HMG-CoA reduktdzy a naslednym sniZenim hladin cholesterolu
v cirkulaci, ale inhibice endotelové HMG-CoA reduktazy muze byt dal$im pozitivnim

ucinkem statint v ateroskleroze (Laufs et al., 1998).

Mezi dalsi pozorované efekty statini, které maji klinicky pfinos, patfi pfimé
ovlivnéni funkce endotelu, struktury a stability platu, trombdzy a zanétu (Maron et al.,
2000).

2.6.1. Udinky statini na cévni endotel

NejvyznamnéjS$im produktem endotelu je oxid dusnaty a jeho poSkozena syntéza
a uvoliovani je hlavni pfi¢inou dysfunkce endotelu. Prave zlepSeni dysfunkce endotelu
a uvolnovani NO pfedstavuje novy terapeuticky ptistup v prevenci kardiovaskularnich
onemocnéni. Rada studii ukazala, ze zvyseni produkce NO statiny souvisi s davkové
zavislym narGstem exprese eNOS jak v lidskych endotelovych burikach in vitro, tak
u zvifecich modeld. Bylo popsano nékolik mechanismt, kterymi statiny ovliviiuji
uvolnovani NO, jako je zabranéni tvorby mevalonatu a prekurzort isoprenoidu a tim
ovlivnéni exprese eNOS. Ddle statiny zvySuji aktivitu eNOS pies PI3-kindzu a Akt

signalizaci nebo ve spolupraci s Hsp90 proteinem (Laufs, 2003).

Mechanismy udéinktl statini vedouci ke zvvseni produkce NO zivislé na

cholesterolu: Zvyseny cholesterol, respektive LDL a jeho modifikace (0XxLDL) souvisi se
snizenou produkci a nadmérnou degradaci NO endotelem, v dusledku snizeni eNOS
exprese (Hernandez-Perera et al., 1998). ZvySeny LDL cholesterol vede ke zvySeni
proteinu Cav-1, ktery tvoii komplex s eNOS a tim inhibuje uvoliovani NO (Feron et al.,
2001). Proto snizeni cholesterolu statiny pfispiva ke zlepseni funkce endotelu. Pozdgji

bylo popséno, Ze statiny ovliviiuji formovani tzv. mikrodomén v membrané endotelovych
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bunék, snizuji koncentraci cholesterolu v membrang a také expresi proteinti inhibujicich

eNOS, tim zvySuji normalni produkci NO endotelem (Mason et al., 2004).

Mechanismy ucéinkd statini vedouci ke zvvySeni produkce NO nezavislé na

cholesterolu: Mechanismus, kterym statiny zlepsuji funkci endotelu nezavisle na snizeni
cholesterolu, spociva ve schopnosti zvySovat expresi a aktivitu eNOS, prostfednictvim
zvySeni stability eNOS mRNA (Laufs et al., 1998). DalSim mechanismem je snizeni
hladin endotelinu-1 (ET-1) a jeho silnych vasokonstrikénich u¢inka (Hernandez-Perera
et al., 1998). Statiny snizuji expresi Cav-1 v endotelovych bunkach nezavisle na
hladinach cholesterolu (Feron et al., 2001). Jednim z popsanych mechanismt G¢inku
statinli na endotel je inhibice Rho a Rac G-proteintl, coz popisuje obrazek 5. Rho vede
K negativni regulaci eNOS a Rac aktivuje NADPH oxidazu a produkci superoxidu.
Statiny inhibuji jak Rho, tak Rac aktivitu prostiednictvim zablokovani geranylgeranylace,
coz vede ke zvySené aktivaci eNOS a poklesu produkce superoxidovych radikala (Endres

and Laufs, 2004).

Acetyf -CoA

HMG-CoA — > Mevalonate — > Isopentenyl-PP

/
Farnesyl-PP
“ \,

Squalene Geranylgeranyl-PP

rel
CHOLESTERGL
L _ 3

eNOS NAD(P)H-ox

Obrazek 5: Schéma zobrazujici vlohu statinii v syntéze isoprenoidii a cholesterolu (Endres and Laufs, 2004).

Statiny deaktivuji Rho a Rac G-proteiny inhibici geranylgeranylace. Coz vede ke zvyseni eNOS a tim produkce NO,
poté také k poklesu ROS diky poklesu aktivity NADPH oxidazy.

Mezi zdroje superoxidovych radikalt v buiice patii nejen NADPH oxidaza, ale
I eNOS, ktery produkuje ROS pii nedostatku kofaktoru BH4. Statiny patii mezi
terapeutika, ktera jsou schopnd pusobit proti eNOS ,uncoupling® a zvySovat expresi
a aktivitu eNOS. Statiny zvySuji dostupnost zasadniho kofaktoru pro eNOS
tetrahydrobiopterinu, coz vede k posunu eNOS produkujici ROS k eNOS tvoticimu NO
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(Forstermann and Sessa, 2012). Superoxidové radikaly reaguji s NO za tvorby
peroxynitritu (ONOO?), ktery je velmi cytotoxicky. Statiny snizuji hladiny ONOO?
a posunuji tak rovnovahu mezi tvorbou NO/ONOO? smérem k NO a ke zlepseni funkce

endotelu (Heeba et al., 2007).

Dalsi mechanismy u¢inka statini vedouci ke zvvSeni produkce NO a zlep$eni

funkce endotelu: Statiny mohou zvysit aktivitu eNOS prostiednictvim aktivace

PI3-kindzy a Akt signalizace, interakci s Hsp90 proteinem. Dochazi k fosforylaci eNOS
naserinu Ser1177 (Brouet et al., 2001; Wolfrum et al., 2003). Tyto G¢inky byly studovany
I v souvislosti s dalsimi 1éCivy, napiiklad kombinace simvastatinu a nifedipinu vedla
ke zvyseni fosforylace Akt a tedy zvySeni fosforylace eNOS u endotelovych bunék
a zaroven ke snizeni ROS (Chen et al., 2010). Statiny také snizuji expresi adheznich

molekul a tim adhezi leukocytl k endotelu (Zapolska-Downar et al., 2004).

2.6.2. Utinky statinii na sloZeni aterosklerotického platu

Statiny zpomaluji rast bun€k hladké svaloviny, snizuji proliferaci makrofagt
aktivovanych oxLDL a snizuji nahromadéni estert cholesterolu v makrofazich (Maron et
al.,, 2000). Snizeni hladin cholesterolu vede k redukci velikosti 1ézi, ke snizeni
mimobuné&¢ného ukladani tukd a kumulaci makrofagt. Dal§im efektem je snizeni hladin
inhibitoru plazminogenového aktivatoru (PAI-1) a produkce a kumulace kolagenu. Tyto

ucinky statinové terapie prispivaji ke stabilizaci platu (Libby and Aikawa, 2001).

2.6.3. Udinky statinii na trombézu a zanét

Statiny ovliviiuji tvorbu trombu, deformabilitu erytrocyti a hladiny PAI-1
a fibrinogenu. Také bylo zjisténo, Ze snizuji C-reaktivni protein a eliminuji tak riziko

kardiovaskularni ptihody souvisejici s timto markerem zanétu (Maron et al., 2000).

2.6.4. Vliv statinta na ¢leny TGF-p signalizace

Vzhledem k vyznamné roli TGF-B signalizace v procesu aterosklerozy, byly
provedeny také studie zamétené na vliv statind na samotné cleny TGF-f signalizace
v riznych typech bunék a v riznych fazich aterogeneze. In vitro u bunék hladké svaloviny
bylo zjisténo, Ze statiny zvysuji expresi TGF-BRII a nasledné signalizaci pies Smad2/3
proteiny. Coz bylo potvrzeno in vivo u mysiho modelu, kde podavani atorvastatinu vedlo

ke zvySeni fosforylace Smad3 a exprese TGF-BRIIL, coz vedlo ke zvySeni produkce
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kolagenu (Rodriguez-Vita et al., 2008). Tyto vysledky vypovidaji o ucinku statinii na
stabilizaci platu diky zvySeni TGF-B/Smad signalizace a tim produkce kolagenu.
Experimentalni studie autora Chen CL. a kolektivu prokazaly, Ze statiny zvysuji
TGF-B/Smad signalizaci 1 u endotelovych bunék. Cholesterol zvySuje nahromadéni
a ruzné zastoupeni TGF-BRI a TGF-BRII v komplexech v plazmatické membrané
a oslabuje tak TGF-B odpovéd’. Odstranéni cholesterolu z plazmatické membrany pomoci
statinlt vede ke zvySeni exprese TGF-B receptorti vV nelipidovych mikrodoménach
a podpoie TGF-f signalizace in vitro u endotelovych bun¢k i in vivo u ApoE-/- mysi
(Chen et al., 2008). Ovlivnéni endoglinu a jeho signalizace mize byt také zajimavym
déjem v terapii statiny v ateroskleroze. V experimentech na mysich
normocholesterolemickych a hypercholesterolemickych modelech byl popsén Uc¢inek
atorvastatinu na snizeni exprese endoglinu na intaktnim endotelu aorty (Nachtigal et al.,
2007; Pospisilova et al., 2006). Naproti tomu bylo pozorovano jeho zvyseni po podavani
statinu, zejména na povrchu plati v aterosklerotické aorté mySiho modelu (Nachtigal et
al., 2009a). Z téchto vysledku vyplyva, Ze G¢inky statinti na expresi endoglinu a jeho
signalizaci souvisi se stadiem aterogeneze a designem in vivo experimentu. In vitro
u endotelovych bun¢k byl pozorovan nartist exprese endoglinu po podavani atorvastatinu

(Giordano et al., 2012).

TGF-f signalizace a jeji ovlivnéni statiny byla studovana i v jinych patologickych
procesech a typech bunék. Piestoze pozorované efekty jsou odlisné od Géinku v bunkach
cévni stény, vykazuji statiny pozitivni efekt, zejména pii zmirnéni hypertrofie srdce
¢i redukei renalni fibrozy. Statiny vedly ke zvyseni TGF-BRII u kardiomyocytt (Park and
Galper, 1999). U hypertenznich potkanti bylo popsano snizeni srde¢ni hypertrofie
a fibrozy po podavani fluvastatinu, diky zvysSeni exprese Smad7 a snizeni TGF-B1 (Zhai
et al., 2008). Také exprese endoglinu muze byt statiny jinak regulovana v bunkach cévni
stény v aterogenezi a jinak naptiklad u srde¢nich fibroblasti. In vitro na srde¢nich
fibroblastech bylo zjisténo, ze atorvastatin snizuje expresi endoglinu, ktery je zodpovédny

za TGF-P pro-fibroticky Gc¢inek u téchto bunek (Shyu et al., 2010).

V nasich in vivo studiich na mysich modelech, byl podavan druhy nejucinngjsi
statin — atorvastatin, v davkach od 10 mg/kg za den az 100 mg/kg za den (Nachtigal et
al., 2006; Nachtigal et al., 2009a; Vecerova et al., 2012). V klinické praxi se pouzivaji
jednodenni p.o. davky od 10 mg a maximalni davka je 80 mg. Intenzivni hypolipidemicka

terapie, podavani 80 mg atorvastatinu za den, u pacientd se stabilnim koronarnim
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onemocnénim piinesla v klinickych studiich vyznamny benefit v zabranéni objeveni se
kardiovaskularni ptihody, v porovnani s bézn¢ uzivanou davkou 10 mg za den (LaRosa
et al., 2005). V nasich in vitro studiich jsme zvolili koncentra¢ni rozmezi atorvastatinu
od 1 uM do 5 uM dle piedchozich experiment (Heeba et al., 2007; Hernandez-Perera et
al., 1998; Zapolska-Downar et al., 2004), jde o modelové koncentrace, které asi 40x

ptrekracuji plazmatické koncentrace pouzivané v klinické praxi.
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3. Cile prace

Analyza soucasné odborné literatury zabyvajici se tlohou endoglinu v lidské

a experimentalni ateroskleréze.

Analyza odborné literatury zkoumajici solubilni formu endoglinu a jeho tlohu

V aterosklerdze.

Studium lokalizace endoglinu spolecné se Cleny TGF-B signaliza¢ni kaskady
a spole¢né s eNOS in vivo v aort¢ mysSiho modelu, a sledovani zda je tato exprese

ovlivnéna podévanim atorvastatinu.

Studium exprese endoglinu, jednotlivych receptorii TGF-B, Smad proteinli
a markeri endotelové dysfunkce pii rizném typu diety in vivo u ApoE/LDLR

deficientniho mysiho modelu.

Studium exprese endoglinu in vitro u endotelovych bunék a jeho zapojeni

do ucinku atorvastatinu vedoucimu ke zvySeni eNOS.
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4. Komentare k publikovanym pracim

Tato disertacni prace je predkladana jako soubor publikovanych praci, ze kterych
Sest je otiSténo v odborném casopise s impaktnim faktorem a jedna je t.C. rukopisem
V recenznim fizeni. P&t z téchto publikaci je pivodnimi experimentalnimi pracemi in vivo,
zabyvajicimi se expresi TGF-f receptorti u mysich modelii a ovlivnénim této exprese
typem diety ¢i podanim atorvastatinu. Jedna z téchto praci je vénovana shrnuti
soucCasnych poznatki o roli endoglinu a jeho expresi v procesu ateroskler6zy. Posledni
predkladana publikace je vénovana roli endoglinu v mechanismu zvyseni exprese eNOS
po podani atorvastatinu in vitro. V nékterych publikacich je autorka uvedena pod rodnym

pfijmenim Vecefova.

4.1. Atorvastatin zvySuje ENG, SMAD2, pSMAD2/3 a eNOS expresi
u ApoE/LDLR def. mysiho modelu

Atorvastatin increases endoglin, SMAD2, phosphorylated SMAD2/3 and eNOS
expression in ApoE/LDLR double knockout mice

P. Nachtigal, N. Pospisilova, L. Vecerova, S. Micuda, E. Brcakova, K. Pospechova and
V. Semecky, J Atheroscler Thromb, 16 (2009), pp. 265-74. (IF: 2.933)

Na zakladé¢ poznatkli, Ze endoglin je exprimovan buikami v lidskych
aterosklerotickych platech (Piao and Tokunaga, 2006), a ze jeho exprese ovliviiuje TGF-f
signalizaci (Lastres et al., 1996) a expresi eNOS (Santibanez et al., 2007), byla pro tuto
studii stanovena hypotéza, zda je endoglin lokalizovan spole¢né se Eleny TGF-B
signaliza¢ni kaskady a spole¢né s eNOS in vivo v aort¢ u ApoE/LDLR deficientniho

mysiho modelu, a zda je tato exprese ovlivnéna podavanim atorvastatinu.

Ve studii byl pouZzit model mysi s kombinovanym defektem apoE lipoproteinu
a LDL receptoru. Pro tento model je charakteristicky snadny rozvoj aterosklerotickych
1ézi a hypercholesterolémie. Kontrolni skupina byla krmena ,,Western type* dietou,
u skupiny se statinem byl do diety pfidavan atorvastatin v davce 100 mg/kg za den. Byla
provedena imunohistochemicka analyza a Western blot analyza exprese sledovanych

proteintl v aorte.

Vysledky biochemické analyzy ukézaly, Ze podavani atorvastatinu vedlo

Kk vyznamnému poklesu hladin celkového cholesterolu, VLDL, LDL cholesterolu
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a triglyceridd, také doslo k vyznamnému naristu u HDL lipoproteinové frakce. Exprese
endoglinu byla lokalizovanad zejména na cévnim endotelu aterosklerotickych plata
I intaktni cévy v oblasti kofene aorty, také na endotelu srde¢nich chlopni a v kapilarach
okolniho myokardu. Lokalizace endoglinu byla podobna u obou experimentalnich
skupin, nicmén¢ po podavani atorvastatinu byla pozorovana vyssi intenzita barveni, tedy
vyssi exprese endoglinu. Imunofluorescencni imunohistochemické barveni ukazalo, ze
exprese endoglinu je lokalizovana ve stejnych mistech jako exprese Smad2, pSmad2/3
a eNOS a to pouze na cévnim endotelu aterosklerotickych plati u obou skupin zvifat.
Pomoci Western blot analyzy bylo prokazéano, ze podavani atorvastatinu vedlo ke zvySeni

vSech téchto proteind v porovnani s kontrolni skupinou.

Spole¢na kolokalizace endoglinu a eNOS jen u endotelu na povrchu plati
naznacuje mozny protektivni uc¢inek endoglinu na cévni endotel diky ovlivnéni exprese

eNOS, tedy jeho moznou roli v rozvoji endotelové dysfunkce a procesu aterosklerozy.

4.2. Imunohistochemicka studie kolokalizace ENG s eNOS, SMAD2, pPSMAD2/3
U mySich modelu

Endoglin co-expression with eNOS, SMAD2 and phosphorylated SMAD2/3
in normocholesterolemic and hypercholesterolemic mice: an immunohistochemical

study

P. Nachtigal, L. Vecerova, N. Pospisilova, S. Micuda, E. Brcakova, E. Navarro
Hernandez, K. Pospechova and V. Semecky, Histol Histopathol, 24 (2009), pp. 1499-506.
(IF: 2.281)

Tato experimentalni studie vychazi z ptedchozich in vitro poznatki, Ze exprese
endoglinu ovlivituje TGF-f signalizaci a expresi eNOS prostifednictvim Smad proteint
(Santibanez et al., 2007), a Ze zmény exprese endoglinu odpovidaji zménam v expresi
eNOS (Jerkic et al., 2004). Cilem studie tedy bylo detekovat expresi endoglinu v aorté
u  normocholesterolemickych ~a  hypercholesterolemickych ~ mysi  pomoci
imunohistochemické analyzy. A zjistit zda je kolokalizovan s ostatnimi sledovanymi

proteiny na cévnim endotelu u obou modela.

Ve studii byly pouzity dva modely mysi. My§ kmene C57BL/6J krmena

standardni dietou a my$ s kombinovanym defektem apoE lipoproteinu a LDL receptoru,
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krmena ,,Western type* dietou. Byla provedena imunohistochemicka analyza v oblasti

aortalniho kofene, ktery je povazovan za referencni misto pro studium mysi aterogeneze.

Exprese endoglinu byla pozorovéna na cévnim endotelu bez aterosklerotickych
1ézi u obou skupin zvifat, dale na endotelu pokryvajicim aterosklerotické platy
u ApoE/LDLR deficientniho modelu. Také byla detekovana jeho exprese v kapilarach
okolniho myokardu a na povrchu chlopni. Dvojité fluorescencni barveni prokézalo
kolokalizaci endoglinu se Smad2 a pSmad2/3 na intaktnim endotelu u C57BL/6J mysi
a na endotelu na povrchu rozvinutych platd u ApoE/LDLR deficientnich mysi. U obou
skupin byla také pozorovana spolecné lokalizace endoglinu a eNOS jen na endotelu aorty

a jinde nebyla nalezena.

V dob¢ vzniku této studie nebyly dostupné zadné in vitro data, studujici
mechanismus zapojeni endoglinu, Smad proteini a eNOS za riznych podminek
modelujicich proces aterogeneze, naptiiklad v pfitomnosti cholesterolu. Proto byl
na podkladé dosazenych vysledkti formulovan zavér, Zze exprese endoglinu v cévach,
respektive na endotelu, mize byt prospésnd diky moznosti ovlivnéni exprese eNOS

prostiednictvim Smad2 signalizace.

4.3. Vliv cholesterolu na ENG a jeho signalizaci u ApoE/LDLR def. mysi

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

knockout mice

Z. Strasky, L. Vecerova, J. Rathouska, M. Slanarova, E. Brcakova, Z. Kudlackova,
C. Andrys, S. Micuda and P. Nachtigal, Circ J, 75 (2011), pp. 1747-55. (IF: 3.578)

Funkce endoglinu je uzce spojovana s TGF-f signalizacni kaskadou. Byla
zaznamenana fada studii, které popisuji dv€ komplikované signaliza¢ni drahy —
endoglin/ALK1/Smadl/5, kterd vede k proliferaci a migraci endotelovych bunek,
a endoglin/ALKS5/Smad2/3, ktera vede ke snizeni aktivity endotelu (Goumans et al.,
2003; Goumans et al., 2002). Jednou z forem endoglinu je solubilni endoglin, ktery miize
byt uvoliiovan z bunééné membrany do cirkulace a jeho zvySeni bylo pozorovano
napiiklad u pacientd s hypertenzi ¢i diabetem mellitus (Blazquez-Medela et al., 2010).
Cilem této experimentalni studie bylo popsat vliv cholesterolové diety na hladiny

solubilniho endoglinu, velikost aterosklerotickych plati a expresi endoglinu ve tkani
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u ApoE/LDLR deficientniho mySiho modelu. Dale byly studovany exprese dalSich

proteinti zapojenych do endoglin-signalizacni kaskady.

V experimentu byl pouzit model mysi se spontanni hypercholesterolémii, kdy
aterosklerotické 1éze 1ze pozorovat uz po n¢kolika tydnech na standardni dieté. Kontrolni
skupin¢ byla podavéana standardni dieta. Sledované skupiné byla podavana 1%
cholesterolova dieta po dobu 8 tydni. Byla provedena biochemicka analyza hladin
cholesterolu v séru, Western blot analyza v homogenatu aorty, stanoveni solubilniho
endoglinu pomoci metodiky ELISA, imunohistochemické a histologické barveni

odebrané tkan¢ aorty, a nasledné stereologické hodnoceni velikosti plata.

Podavani cholesterolové diety vedlo k o¢ekavanému zvyseni hladin celkového
cholesterolu, VLDL a LDL cholesterolu. Tato hypercholesterolémie vedla ke zvétseni
aterosklerotickych plati v aorté v porovnani s kontrolni skupinou na standardni dieté.
U skupiny s cholesterolovou dietou byly zjistény vyssi hladiny solubilniho endoglinu
a zaroven vyznamny pokles jeho exprese ve tkani. Pfi studiu exprese ¢lenl kaskady
endoglin/ALK1/Smadl/VEGF jsme pozorovali vyznamné snizeni exprese ALK1
receptoru a snizeni exprese cévniho endotelového ristového faktoru (VEGF) po podavani
cholesterolové diety. Bylo popsano, ze pokles VEGF muze souviset s destabilizaci
endotelu, tedy poskozenim vasodilatace a zvySenim adheze leukocytt (Walshe et al.,
2009). Pti sledovani kaskady endoglin/ALKS5/Smad2/eNOS jsme pozorovali po podavani
cholesterolu vyznamnou zménu jen u pSmad2. Lokalizace endoglinu byla pozorovana
pouze na endotelu, ale ALK1, pSmad2 a VEGF byly pozorovany v celé cévni sténé.

Snizeni exprese téchto proteinii mliZe byt pficinou zvétSeni aterosklerotickych platu.

Nejveétsi vyznam této prace je ve zjiSténi mozné souvislosti mezi zvySenim hladin
solubilniho endoglinu a jeho sniZenou expresi ve st€né cévy po podavani cholesterolu,
coz muze mit vztah k progresi aterosklerdzy. Proto monitorovani hladin solubilniho

endoglinu by mohlo byt zajimavym ukazatelem probihajici aterogeneze.

4.4. Endoglin jako moZny marker pro sledovani prinosu atorvastatinové terapie
v ateroskleroze

Endoglin as a possible marker of atorvastatin treatment benefit in atherosclerosis

J. Rathouska, L. Vecerova, Z. Strasky, M. Slanarova, E. Brcakova, Z. Mullerova,
C. Andrys, S. Micuda and P. Nachtigal, Pharmacol Res, 64 (2011), pp. 53-9. (IF: 4.346)
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Tato studie je opét experimentalni a rozSifuje predchozi studii. Zde jsme se
zaméfili na sledovani exprese endoglin/ALK1/pSmad1/VEGF kaskady v mysi aorté a jeji

ovlivnéni nejen podavanim cholesterolu, ale zaroven podavanim atorvastatinu.

V experimentu byl opét pouzit model mysi s dvojitym deficitem apoE lipoproteinu
a LDL receptoru. Kontrolni skupiné byla podavana 1% cholesterolova dieta po dobu
8 tydnt, sledované skupin¢ byla podavana cholesterolova dieta s pfidanim atorvastatinu
v davce 50 mg/kg na den. Byla provedena biochemickd analyza hladin cholesterolu
vV séru, Western blot analyza v homogenatu aorty, stanoveni solubilniho endoglinu
pomoci metodiky ELISA, imunohistochemické a histologické barveni odebrané tkané

aorty, a nasledné stereologické hodnoceni velikosti plata.

Podavani atorvastatinu vedlo k vyznamnému poklesu celkového cholesterolu,
VLDL a LDL cholesterolu a také ke zmenSeni aterosklerotickych 1€zi v aort€, v porovnani
se zvifaty jen s cholesterolovou dietou. Vyznamny pokles byl zjistén i u hladin
solubilniho endoglinu po podavéni atorvastatinu. Naopak sledovand kaskéda byla po
atorvastatinu zvySena. Lokalizace endoglinu byla opét pozorovana pouze na endotelu, ale
exprese ALK1, pSmadl a VEGF byla pozorovana v celé cévni sténé s vyssi intenzitou

u zvirat po podavani atorvastatinu.

Vysledky studie pfinesly nové poznatky o vlivu atorvastatinu na expresi
endoglin/ALK1/pSmal/VEGEF kaskady u hypercholesterolemickych zvifat. Aktivace této
signalizace a zjiSt€éné zmenSeni 1ézi ukazuje na anti-aterogenni ucinek atorvastatinu.
Navic zde byl opét pozorovan opacny efekt na hladiny solubilniho endoglinu, proto se
zda byt tento marker také zajimavym ukazatelem uCinnosti statinové terapie

u aterosklerézy.

4.5. Aktivace TGF-p signalizace po podani atorvastatinu souvisi se sniZenim
aterogeneze u ApoE/LDLR def. mysiho modelu

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

to reduced atherogenesis in ApoE/LDLR double knockout mice

L. Vecerova, Z. Strasky, J. Rathouska, M. Slanarova, E. Brcakova, S. Micuda and
P. Nachtigal, J Atheroscler Thromb, 19 (2012), pp. 115-26. (IF: 2.933)

TGF-p cytokin hraje vyznamnou ulohu v procesu aterogeneze, jeho signalizace je

zprostiedkovana TGF-p receptory a Smad signalnimi posly (Pardali et al., 2010). V této
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experimentalni studii jsme se zaméfili na dv¢ jiz zmiflované signaliza¢ni drahy
endoglin/ALK5/Smad2/eNOS a endoglin/ALK1/Smadl/VEGF a jejich ovlivnéni

atorvastatinem u mysiho modelu, kde nedoslo k hypolipidemickému ucinku statinu.

Ve studii byl pouzit model mysi s kombinovanym defektem apoE lipoproteinu
a LDL receptoru. Pro tento model je charakteristicky ¢asny rozvoj aterosklerotickych 1€zi
a hypercholesterolémie. Kontrolni skupina byla krmena standardni dietou, u skupiny
se statinem byl do diety piidavan atorvastatin v davce 50 mg/kg za den. Byla provedena
biochemicka analyza hladin cholesterolu, imunohistochemicka analyza ve svételné
a fluorescen¢ni mikroskopii, Western blot analyza exprese sledovanych proteint v aorté

a také méfeni velikosti plati.

Podavéni atorvastatinu v kombinaci se standardni dietou vedlo u tohoto mysiho
modelu piekvapivé k vyznamnému nartstu cholesterolu, hlavné ve VLDL frakci. Tento
efekt ndm umoznil studium tzv. pleiotropnich uCinkl statinti. Podobné zvySeni
cholesterolu po statinech u mysi bylo jiz dfive popsano v souvislosti s designem

experimentu (Zadelaar et al., 2007).

Velikost aterosklerotickych plati byla po atorvastatinu snizena. Lokalizace
endoglinu byla pozorovéana zejména na endotelu na povrchu aterosklerotickych 1¢ézi, dale
na endotelu chlopni, v kapilarach okolniho myokardu a na intaktnim endotelu aorty,
stejné jako v predchozich studiich. Nicméné vyssi intenzita exprese byla u skupiny
s atorvastatinem. Podobné barveni bylo i u eNOS, ktery byl také detekovan jen na
endotelu a také s vyssi intenzitou po atorvastatinu. Lokalizace ALK1 a ALKS5 byla
popsana na endotelu, v adventicii, v medii a uvnitf aterosklerotického platu.
Fosforylované formy Smadl a Smad2 (pozitivita v jadrech bun¢k) byly detekovany
v adventicii, medii, v aterosklerotické 1ézi a na endotelu. VEGF byl také lokalizovan
Vv celé cévni sténé. Exprese vSech téchto proteinli byla zvySena po statinové terapii. Pro
ovéteni, zda jsou sledované proteiny kolokalizovany s endoglinem, bylo provedeno
dvojité fluorescenéni barveni. Pro potvrzeni vyhradné endotelové exprese endoglinu, byla
prokazana jeho kolokalizace s PECAM-1 (marker endotelovych bungk). Dale byla
kolokalizace endoglinu prokazana se vS§emi dal$imi sledovanymi proteiny, zejména na
endotelu aterosklerotickych plati. Western blot analyza potvrdila zvySeni exprese vSech
sledovanych proteinii po podavani atorvastatinu, pouze exprese ne-fosforylovanych

forem Smadl a Smad2 zlstaly nezménény.
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V této studii bylo prokazano, Ze atorvastatin je schopen zvysit expresi endoglinu,
ALKI1, ALKS, pSmadl a pSmad2, VEGF a eNOS a snizit velikost aterosklerotickych
1ézi, to vse bez jeho hypolipidemickych u¢inkt. Na zakladé téchto vysledkd usuzujeme,

7e endoglin a s nim spojena signalizace mize mit protektivni tilohu v aterogenezi.

4.6. Role endoglinu v procesu aterosklerézy

The role of endoglin in atherosclerosis

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

V tomto piehledovém ¢lanku jsme se zaméfili na souhrn dostupnych informaci
0 uloze endoglinu v ateroskler6ze. Hlavni ¢ast prace tvoii ptehled exprese endoglinu jak
v lidské, tak v experimentalni ateroskleroze u zvifecich modelt. V prehledné tabulce jsou
zpracovany dostupné informace o lokalizaci exprese u urcitého druhu, a jaké efekty byly
pozorovany. Endoglin byl popsan v lidskych aterosklerotickych cévach na endotelu,
Vv bunikich hladké svaloviny a makrofazich. U prasat byla lokalizace endoglinu popsana
na endotelu a v buiikkach hladké svaloviny korondrnich arterii. U mysi je exprese

endoglinu popisovana vyhradné na endotelu jak intaktnich, tak aterosklerotickych cév.

V dal$i casti prace jsme se zaméfili na souhrn informaci o solubilni formé
endoglinu a jeho uloze v aterosklerdze. U tady kardiovaskuldrnich onemocnéni jako
aterosklerdza, hypertenze, dale u diabetes mellitus a preeklamsie bylo popsano zvySeni
hladin solubilniho endoglinu v krvi. Coz muze vést k interakci mezi endoglinem
a TGF-B1 v cirkulaci a tim ke snizeni TGF-p signalizace v cévach, tedy k rozvoji
aterogeneze. Terapie statiny, snizeni cholesterolu v krvi ¢i aplikace mimo-télové LDL
rheoferézy/aferézy vedla ke sniZeni solubilniho endoglinu, coZ muize vést ke zvySeni

TGF-p signalizace v cévni stén¢ a moznému pozitivhimu ovlivnéni aterogeneze.

V zavéru prace je navrzen hypoteticky model pro funkci endoglinu
v ateroskler6ze. Endoglin tvoii funkéni komplex s TGF-f3 receptory a TGF-B1 cytokinem.
Tento komplex muiZze aktivovat bud” ALK1/Smadl/5 nebo ALKS5/Smad2/3 signalizacni
kaskadu. Aktivace ALK 1/Smad1/5 signalizace mize vést k neovaskularizaci plati anebo
protekci endotelu v dasledku zvyseni eNOS exprese prostiednictvim VEGF. Nicméné

role této signalizace vzhledem k ateroskleroze je nejasna. Aktivace ALKS/Smad2/3

-----
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k aktivaci transkripéniho faktoru EGR-1, k produkci kolagenu a stabilizaci platu. Proto
aktivace endoglin/ALKS5/Smad2/3 signalizace pfedstavuje mechanismus protekce cévni

stény vuci aterosklerdze.

4.7. ENG je zapojen do zvySeni exprese eNOS pii podani atorvastatinu
u endotelovych bunék in vitro

Endoglin is involved in atorvastatin-induced eNOS expression of endothelial cells

L. Zemankova, M. Varejckova, I. Nemeckova, K. Jezkova, J. Rathouska, P. Fikrova,

L. Cerveny, L. Bottela, C. Bernabeu, P. Nachtigal, (rukopis v recenznim rizeni)

V naSich ptfedchozich experimentech jsme zjistili, Ze endoglin je exprimovan
prevazné bunikami endotelu in vivo v mysi aorté (Nachtigal et al., 2009a; Nachtigal et al.,
2009b). Dale jsme pozorovali zvyseni exprese endoglinu a eNOS v aorté po podavani
atorvastatinu zaroven s redukci aterosklerdzy (Rathouska et al., 2011; Vecerova et al.,
2012). Nicméné nebyl prokazan ptimy efekt endoglinu na zvyseni eNOS po atorvastatinu,
proto jsme se v této experimentalni studii zaméfili na to, zda je exprese endoglinu

u endotelovych bunék kli¢ova pro zvySeni eNOS po podavani atorvastatinu.

Ve studii byly pouzity lidské endotelové bunky z pupeénikové zily (HUVEC),
které byly vystaveny jak piisobeni atorvastatinu v riznych davkach, tak ptisobeni TNFa
¢i jejich kombinaci. Analyza exprese vybranych markerti byla provedena pomoci
Western blot analyzy a imunofluorescenéni pritokové cytometrie. V piipadé endoglinu
nam prutokova cytometrie umoznila detekci pouze jeho extracelularni ¢asti, tedy jeho
exprese na povrchu endotelovych bunék. Pti pfipravé vzorki nebyly bunky ani fixovany
ani permeabilizovany. Celkova exprese endoglinu v buikach byla hodnocena pomoci
Western blotu po homogenizaci bunék. Také byly zméteny hladiny solubilniho endoglinu
metodou ELISA v médiu. Bylo provedeno oslabeni exprese endoglinu pomoci transfekce

siRNA a nasledné ovlivnéni atorvastatinem.

Protoze aterosklerdza je povazovana za zanétlivé onemocnéni, pro model zanétu
jsme si vybrali podavani TNFa v davce 10 ng/ml. Exprese endoglinu nebyla ovlivnéna
podavanim TNFa v ¢asech 2 hodiny a 6 hodin. V ¢asovém intervalu 16 hodin bylo
prokdzano vyznamné sniZzeni exprese endoglinu u HUVEC metodou pritokové
cytometrie a pomoci Western blot analyzy byl potvrzen i pokles celkového endoglinu.

Zaroven byl popsdn narGst hladin solubilniho endoglinu po 16 hodindch TNFa.
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Ve stejném casovém designu byl popsan i1 pokles exprese eNOS. Pro potvrzeni
zanétlivého efektu u HUVEC bunék jsme provedli analyzu VCAM-1 (adhezni protein

zvysujici se pfi zanétlivém procesu).

V dalsi c¢asti studie jsme se zaméfili na ucinky atorvastatinu u HUVEC. Bylo
vyzkouseno davkové rozmezi od 1 uM do 5 uM. Podavani atorvastatinu po dobu 24 hodin
vedlo k davkové zavislému narastu exprese endoglinu s maximalnim Géinkem pii davce
5 uM. Tato davka pak byla pouzita i v dalSich experimentech. Podavani atorvastatinu

vedlo také ke zvyseni eNOS u téchto bunék.

Abychom popsali efekt atorvastatinu na endoglin a eNOS béhem zanétu, pouzili
jsme tzv. ,pretreatment” model. To znamena, ze bunky byly nejprve vystaveny podéani
atorvastatinu po dobu 24 hodin a poté byly vystaveny na 16 hodin G¢inkim TNFa.
Preventivni podani atorvastatinu vedlo k zabranéni poklesu endoglinu a eNOS
popsanému po TNFa. Zaroven toto preventivni podani atorvastatinu vedlo ke snizeni

reaktivnich forem kyslikovych radikald.

Pro ovéteni zda je endoglin nezbytny pro efekt atorvastatinu na zvySeni eNOS,
jsme zavedli siRNA endoglinu. Pod4vani atorvastatinu u siRNA bun¢k vedlo k mirnému
zvyseni jesté zachované exprese endoglinu, ale nevedlo ke zménam v expresi eNOS, jako

tomu bylo u bun¢k bez siRNA.

V této studii jsme poprvé ukazali, Ze zanét mtize vést k poklesu exprese endoglinu
u endotelovych bunck a zaroven k nariistu jeho solubilni formy v médiu, coz odpovida
nasim piedchozim in vivo experimentim. Také jsme popsali, ze preventivni podani
atorvastatinu muze zabranit poklesu exprese endoglinu a eNOS v zanétlivych
podminkach. Z vysledki siRNA experimentu usuzujeme na nezbytnost spravné exprese

endoglinu pro efekt atorvastatinu na zvyseni eNOS.

4.8. Souhrnna diskuze a shrnuti

Prvni dvé predkladané prace byly zamétfeny na studium lokalizace endoglinu
spole¢né se ¢leny TGF-f signaliza¢ni kaskady a spole¢né s eNOS in vivo v aort¢ mysSiho
modelu. Vysledky z téchto dvou publikaci ukazuji, Ze endoglin je u mysiho modelu
lokalizovany vyhradné na endotelu cév. U lidi byla popsdna exprese endoglinu nejen
u endotelovych bun¢k, ale i u fibroblastt, bun¢k hladké svaloviny a makrofaga (Piao and

Tokunaga, 2006). Tento rozdil v expresi by mohl souviset s rozdilnosti v lidské a mysi
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aterogenezi. Nicmén¢ fakt, ze je endoglin u mysi lokalizovan pouze na endotelu nam
umoziuje studovat jeho endotelovou funkci v procesu aterogeneze. DalSim pfinosem
téchto praci byl prukaz spole¢né lokalizace endoglinu, Smad2, pSmad2/3 a eNOS, jak na
intaktnim endotelu u C57BL/6J mysi, tak na endotelu na povrchu aterosklerotickych 1¢ézi
u apoE/LDLR deficientnich mysi. Protoze exprese eNOS a nésledna produkce NO je
dalezitd pro funkci endotelu, naznacuje spole¢na kolokalizace endoglinu a eNOS na
endotelu cév, zejména na povrchu platt, mozny protektivni G¢inek endoglinu na cévni

endotel diky ovlivnéni exprese eNOS.

Na dalsi tfi in vivo experimentalni prace u apoE/LDLR deficientniho mysiho
modelu, Ize pohliZet jako na velkou studii, ktera méla n€kolik ¢asti, kdy cilem bylo popsat
TGF-B/endoglin signalizani drdhu. Studovali jsme expresi jednotlivych receptort
TGF-BR, Smad proteinti a markerti endotelové dysfunkce pfi rizném typu diety. Hlavnim
cilem bylo popsat mozné zmény exprese endoglinu v aorté a jeho sérovych hladin pfi
podavani atorvastatinu, nebo pii podavani cholesterolové diety. Jiz dive bylo zjisténo, ze
zvySené hladiny solubilniho endoglinu v cirkulaci mohou byt ukazatelem progrese
ateroskler6zy (Blaha et al., 2008). Ovsem ptvod a role solubilniho endoglinu ztstala
neobjasnéna. Ve studii byl pouzit model ApoE/LDLR deficientni mysi ve véku 16 tydnd.
V prvni ¢asti, podavani cholesterolové diety vedlo ke zvySeni hladin cholesterolu v Krvi
a ke zvétSeni aterosklerotickych plati v aorté. Byla zaznamenana zvySena hladina
solubilniho endoglinu v séru a zaroven snizeni jeho exprese v aorté. V druhé asti, po
podavani cholesterolové diety s atorvastatinem bylo pozorovano snizeni hladin
cholesterolu v krvi a také zmenseni aterosklerotickych platd v aorté. Zaroven doslo
Kk poklesu solubilniho endoglinu v séru a jeho zvySeni ve tkani. Nicméné v tomto designu
experimentu nejsme schopni ur€it, zda je za zvySeni exprese endoglinu ve tkani
zodpovédny hypolipidemicky efekt, nebo podavani samotného atorvastatinu. Proto
ve tieti Casti studie, kde byl podavan atorvastatin v kombinaci se standardni dietou, ndm
design experimentu umoznil vyloucit hypolipidemicky efekt statinu. Po podavani
standardni diety s atorvastatinem doslo ke zvySeni hladin cholesterolu v krvi, ale piesto
ke zmenSeni aterosklerotickych plati v aorté. Nebylo sice prokazano statisticky
vyznamné ovlivnéni solubilniho endoglinu, ale k pozorovanému zvySeni endoglinu
Vv aort¢ doslo pouze ucinkem statinu, nezavisle na zménach cholesterolu. Vysledky tedy
ukazuji na to, Ze hladiny sérového endoglinu a jeho exprese v aort¢ se méni ve vztahu

k hladinam cholesterolu a podavani atorvastatinu. Pokud hodnotime moznou aplikaci do
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humanni mediciny, miizeme navrhnout sledovani sérovych hladin endoglinu jako

zajimavého markeru probihajici aterogeneze ¢i ptipadné u€innosti statinové terapie.

Bylo jiz dfive popsano, Ze cholesterol je schopny potlacit TGF-B signalizaci
a meénit expresi TGF-BRI a TGF-BRII (Chen et al.,, 2008). O efektech VEGF
v ateroskler6ze jsou rozdilné informace. Muze podporovat progresi aterosklerozy,
na druhou stranu stimuluje produkci NO u bunék endotelu (Takahashi et al., 2010).
Pti sledovani exprese jednotlivych ¢lenti signalizacni kaskady a jejich ovlivnéni pfinesla
studie Z. Strasky, L. Vecerova a kolektiv nasledujici poznatky. Bylo pozorovano, ze
podavani cholesterolu snizilo endoglin/ALK1/VEGF expresi v mysi aorté a zarovei bylo
pozorovano zvétSeni aterosklerotickych platd. Z téchto vysledkit vyvozujeme zavér, ze
cholesterol mliZze ovlivnit produkci NO pravé zasaZenim této kaskady a tak vyznamné
piispét k rozvoji aterosklerotického procesu. V nasi piedchozi in vivo studii bylo po
podéavani atorvastatinu pozorovano snizeni hladin cholesterolu a zvySeni exprese
endoglinu, Smad2 a eNOS v mysi aort¢ (Nachtigal et al., 2009a). Nicméné nebyly
dostupné in vivo data popisujici vliv atorvastatinu na druhou kaskadu zahrnujici ALK
a Smadl, na kterou jsme se zamétili ve studii J. Rathouska, L. Vecerova a kolektiv.
Atorvastatin vyznamné zvysil expresi ALK1, pSmadl a VEGF v cévni sténé, zaroven
byla prokazéna lokalizace vSech proteinti na endotelu, kde byl exprimovan i endoglin.
Pozorované zmenSeni platl po podavani atorvastatinu dokazuje jeho anti-aterogenni
ucinky. Tyto data naznacuji, Ze endoglin ovliviiuje ¢i je zapojen do této signalizace, kterad
vede k protekci endotelu. Ve studii L. Vecerova, Z. Strasky a kolektiv jsme poprvé
prokazali soucasny nardst exprese u obou sledovanych kaskad ALKS5/pSmad2
a ALK1/pSmadl v aterogenezi ve vztahu k pleiotropnim u¢inkiim atorvastatinu.
Navzdory hyperlipidemickému tuc¢inku atorvastatinu bylo pozorovano zmenSeni
aterosklerotickych 1ézi, a tedy protektivni efekt atorvastatinu bez ptitomnosti snizeni
cholesterolu. Rada in vitro studii popsala zapojeni endoglinu do TGF-B signalizace
regulaci ALK a Smad aktivity (Santibanez et al., 2007; Tian et al., 2010). Nejcast¢ji jsou
popisovany dvé komplikované signaliza¢ni drahy — endoglin/ALK 1/Smad1/5, ktera vede
k  proliferaci, migraci endotelovych bunék a zvySené  angiogenezi,
a endoglin/ALK5/Smad2/3, ktera vede ke snizeni aktivity endotelu (Goumans et al.,
2003; Goumans et al., 2002). Ovsem tyto opacné efekty byly pozorovany pouze in vitro.
My jsme prokazali narst exprese V mysi aorté S rozvinutou aterosklerézou u obou

sledovanych kaskad po podavani atorvastatinu. Pro potvrzeni propojeni mezi endoglinem
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a ostatnimi zvySenymi proteiny jsme provedli dvojité fluorescecni barveni, které ukédzalo
na kolokalizace endoglinu a vSech sledovanych proteini na endotelu na povrchu
aterosklerotickych plati. Coz ukazuje na zapojeni té€chto proteint do procesu aterogeneze
na endotelu téchto 1ézi. Nicmén¢ jsme nebyli schopni dostupnymi metodami analyzovat,
ktera z téchto signaliza¢nich drah je vice aktivovana. ZvySovani exprese endoglinu ve
tkdni muze souviset se zmenSenim aterosklerotickych plati, nicméné na zaklade

provedenych in vivo studii nejsme schopni urcit, zda jde o pfi¢inu ¢i nasledek.

Vysledky téchto experimentalnich in vivo studii spolu s dal$imi dostupnymi
informacemi jsme shrnuli v ptehledovém ¢lanku, ve kterém je predlozen hypoteticky
model pro funkci endoglinu v ateroskleroze. Tento model naznacuje, ze pravé aktivace
ALKS5/Smad2/3 signalizace, kterd vede ke zvySeni eNOS, k protizanétlivym ucinkim
a k produkci kolagenu a stabilizaci platu, pfedstavuje protektivni mechanismus vuci

rozvoji aterosklerdzy v cévni sténé.

Protoze v ptedchozich in vivo studiich nebyl prokazan piimy efekt endoglinu na
zvySeni eNOS po atorvastatinu, zaméfili jsme se v posledni predkladané publikaci
na sledovani exprese endoglinu in vitro u endotelovych buné¢k a jeho zapojeni do ucinku
atorvastatinu vedoucimu ke zvyseni eNOS. Zanétlivé podminky navozené podavanim
TNFa (model aterosklerozy) vedly k poklesu exprese endoglinu, tento vysledek se
shoduje s jiz publikovanymi daty in vitro (Li et al., 2003; Rossi et al., 2013). Ovsem tito
autofi nemc¢fili hladiny solubilni formy. Navic Rosii a kolektiv prokazali nejen pokles
exprese endoglinu po TNFa pomoci pratokové cytometrie, ale také popsali narust exprese
endoglinu v mezibunéénych kontaktech metodou fluoresceéni mikroskopie (Rossi et al.,
2013). V nasi studii byl detekovan pokles celkového endoglinu v bunkach pomoci
Western blotu. Tyto zjisténi vedou k zavéru, Ze zanétlivé podminky méni lokalizaci
endoglinu, ale také redukuji jeho celkovou expresi v buiikdch. Naopak jsme naméfili
zvySenou hladinu solubilniho endoglinu v médiu kultivovanych bunék v prubéhu
experimentti s TNFa. Tento vysledek je shodny se studii na HUVEC bunkach (Ikemoto
et al., 2012), kde ale neméfili expresi endoglinu v samotnych bunkach. Zanétlivé
podminky tedy vedou k poklesu exprese endoglinu a eNOS, které maji protektivni efekt
na endotel. Indukce zanétu byla potvrzena diky dramatickému zvyseni exprese VCAM-1,

coz je znamy a dlouhodob¢ pouzivany marker zanétu a endotelové dysfunkce.
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Atorvastatin zvysil expresi endoglinu a eNOS u endotelovych bunék v této studii
a tyto vysledky potvrzuji nase pozorovani v predchozich in vivo experimentech. Také
jsme pozorovali nartist hladin solubilniho endoglinu po atorvastatinu, coz ale neodpovida
nas$im vysledklim na mys$im modelu. Tento rozdil nejsme zatim schopni vysvétlit, nevime
zda solubilni forma endoglinu detekovana u mysich modelt opravdu pochazi z endotelu
cév a zda jeji zvySeni souvisi se zménami na endotelu. Nicméné nas v nasem in vitro
experimentu zajimalo, zda je atorvastatin schopen zvysit endoglin a eNOS béhem
zanétlivych podminek. Byl zaveden tzv. ,,pretreatment™ model, kde bylo prokazano, ze
preventivni podani atorvastatinu vedlo k prevenci poklesu exprese endoglinu a eNOS
zpusobenému TNFa. Santibanez a kolektiv popsali mechanismus piisobeni endoglinu na
zvySeni eNOS exprese prostiednictvim fosforylace a stabilizace Smad2 proteinu
(Santibanez et al., 2007). Pfi pouziti inhibitoru fosforylace Smad2 (SB-431542) jsme
presto pozorovali zvySeni eNOS exprese po podavani atorvastatinu, coz vede k zavéru,
ze zvyseni eNOS po statinu neni podminéno signalizaci ptes Smad2. V piedchozich in
vivo experimentech byla pozorovana kolokalizace endoglinu/eNOS/Smad2 na endotelu
po statinu, nicméné tento fakt neprokazuje jejich pfimou spolupréci. Popsand zvysena
exprese Smad2 po statinu miaze mit i jiny pfinos, jako jsou protizanétlivé a plat
stabilizujici u¢inky (Bot et al., 2009; DiChiara et al., 2000). Pro ovéteni zda je samotny
endoglin nezbytny pro efekt atorvastatinu na zvySeni eNOS jsme pouzili siRNA
endoglinu. Z vysledki vyplynulo, Ze endoglin neni jedinym regulaénim proteinem eNOS
exprese, nicméné jeho uplna ¢i nenarusena exprese je dillezita pro efekt atorvastatinu na

zvyseni eNOS.

Zjisténé ucinky statinu na TGF-f signaliza¢ni kaskadu in vivo a in vitro, zejména
jeho vliv na zvySeni endoglinu a eNOS, by do budoucna mély byt prostudovany
v klinickych podminkach. A to zejména u patologickych stavi, které souviseji se
snizenymi hladinami endoglinu a eNOS, jako jsou napiiklad pacienti s hereditarni
hemoragickou teleangiektazii nebo pacienti s kardiovaskularnimi onemocnénimi

souvisejicimi s endotelovou dysfunkci.
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5. Zavéry

TGFBR typu I — endoglin je u mysiho modelu lokalizovany vyhradné na
endotelu cév jak na povrchu aterosklerotickych platd, tak na endotelu bez ptitomnosti

aterosklerdzy.

Kolokalizace endoglinu, TGFf receptorii, Smad proteinti a eNOS na endotelu cév,
zejména na povrchu plata, naznacuje zapojeni endoglinové signalizace do exprese eNOS

Vv cévach, které mohou byt postizeny aterosklerotickym procesem.

Hladiny sérového endoglinu a jeho exprese v aorté se méni ve vztahu k hladinam

cholesterolu a podavani atorvastatinu.

Hladiny sérového endoglinu jsou opac¢né vzhledem k jeho expresi ve tkani —

mozny ukazatel probihajici aterogeneze ve sténé€ cévy.

Oslabeni signalni drahy souvisejici s endoglinem po podéavani cholesterolu miize

pravdépodobné souviset s rozvojem endotelové dysfunkce a s rozvojem aterogeneze.

Soucasny narlst exprese u obou sledovanych kaskad endoglin/ALKS/pSmad?2
a endoglin/ALK1/pSmadl lze pozorovat také bez hypolipidemického efektu
atorvastatinu a proto mtizeme ovlivnéni této signalizace pfisuzovat tzv. pleiotropnim

u¢inkim atorvastatinu.

Zanét vede k poklesu exprese endoglinu a eNOS proteinu in vitro a zaroven

Kk nardstu solubilni formy endoglinu.

Preventivni podani atorvastatinu zabraniuje poklesu exprese endoglinu a eNOS

v zanétlivych podminkéch in vitro.

SniZeni exprese endoglinu diky pouziti SIRNA metodiky ma za nasledek to, ze
exprese eNOS se po podani atorvastatinu nezvysi jako je tomu u HUVEC bunék, kde je

exprese endoglinu fyziologicka.

Zvyseni exprese eNOS po podavani atorvastatinu neni podminéna signalizaci ptes

Smad?.
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6. Podil predkladatelky na publikovanych pracich
zahrnutych v disertacni praci
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eNOS expression in ApoE/LDLR double knockout mice’, J Atheroscler Thromb, 16
(2009), pp. 265-74. (IF: 2.933)
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(2009), pp. 1499-506. (IF: 2.281)
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Z. Strasky, L. Vecerova, J. Rathouska, M. Slanarova, E. Brcakova, Z. Kudlackova,
C. Andrys, S. Micuda and P. Nachtigal, 'Cholesterol effects on endoglin and its
downstream pathways in ApoE/LDLR double knockout mice’, Circ J, 75 (2011),
pp. 1747-55. (IF: 3.578)

e imunohistochemické barveni pro stanoveni exprese jednotlivych markeri
¢ histologické barveni olejovou Cerveni pro stanoveni velikosti platt

e podil na analyze dat a textu publikace

J. Rathouska, L. Vecerova, Z. Strasky, M. Slanarova, E. Brcakova, Z. Mullerova,
C. Andrys, S. Micuda and P. Nachtigal, 'Endoglin as a possible marker of atorvastatin
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e imunohistochemické barveni pro stanoveni exprese jednotlivych markeri
¢ histologické barveni olejovou Cerveni pro stanoveni velikosti plata

e podil na analyze dat a textu publikace

L. Vecerova, Z. Strasky, J. Rathouska, M. Slanarova, E. Brcakova, S. Micuda and
P. Nachtigal, 'Activation of TGF-p receptors and Smad proteins by atorvastatin is related
to reduced atherogenesis in ApoE/LDLR double knockout mice', J Atheroscler Thromb,
19 (2012), pp. 115-26. (IF: 2.933)

e hlavni podil na analyze dat a textu publikace

e imunohistochemické barveni pro stanoveni exprese jednotlivych markert
¢ histologické barveni olejovou Cerveni pro stanoveni velikosti plati

e fluorescencni barveni pro hodnoceni kolokalizace vybranych markerti

e Western blot analyza

P. Nachtigal, L. Zemankova Vecerova, J. Rathouska, Z. Strasky, 'The role of endoglin in
atherosclerosis', Atherosclerosis, 224 (2012), pp. 4-11. (IF: 3.706)

e podil na analyze literatury a textu prehledového ¢lanky
e piiprava piehledové tabulky popisujici expresi endoglinu v lidskych a zvifecich

aterosklerotickych cévach

L. Zemankova, M. Varejckova, I. Nemeckova, K. Jezkova, J. Rathouska, P. Fikrova,
L. Cerveny, L. Bottela, C. Bernabeu, P. Nachtigal, 'Endoglin is involved in

atorvastatin-induced eNOS expression of endothelial cells', (rukopis v recenznim rizeni)

e hlavni podil na analyze dat a textu publikace

e kultivace bunék HUVEC a experimenty s poddvanim atorvastatinu a TNFa

e stanoveni exprese sledovanych proteinti pomoci imunofluorescencni prutokové
cytometrie a Western blot analyzy

e stanoveni hladin solubilni endoglinu metodou ELISA

e stanoveni ROS metodou DCF

e transfekce HUVEC bunék — siRNA endoglinu
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9. Seznam zkratek

AKT
ALK
ApoE-/-
BH4
BMP
Cav-1
CD
DCF
EGR-1
ENG
ERK
eNOS
INOS
nNOS
HMG-CoA
HDL
HHT
Hsp90
HUVEC
ICAM-1
IL

JNK

LDL

serin/treonin kindza

activin receptor-like kinaza

apoliporotein E deficientni mysi
tetrahydrobiopterin

kostni rustovy protein (bone morphogenetic protein)
caveolin-1

diferenciacni skupina, oznaceni pro skupinu molekul na bunkach
2',7'-dichlorofluorescein

early growth response protein 1

endoglin, CD105

early response kindza

endotelova syntaza oxidu dusnatého
inducibilni synt4dza oxidu dusnatého
neurondlni syntdza oxidu dusnatého
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
lipoproteiny o vysoké hustoté

hereditarni hemoragické teleangiektazie
heat shock protein 90

endotelové buiiky z lidské pupecnikové Zily
intracelularni adhezni molekula

interleukin

c-Jun N-terminal kin4za

lipoproteiny o nizké hustoté
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LDLR”
MMP
MT1-MMP
NADPH
NF-xB
NO
ONOO?*
oxLDL
PAI-1
PECAM-1
PI3K
Rho, Rac
ROS
siRNA
Smad
pSmad
TAK-1
TNF-a
TGF-B
TGF-BRI
TGF-BRII
VCAM-1
VEGF

VLDL

LDL receptor deficientni mysi

proteolyticky enzym, matrix metaloproteaza
matrix metaloprotedza, MMP-14
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, redukovana forma
transkrip¢ni faktor

oxid dusnaty

peroxynitrit

oxidovany lipoprotein o nizké hustoté
inhibitor plazminogenového aktivatoru
adhezni molekula endotelovych bun¢k, CD31
fosfatidylinositol 3-kinaza

G proteiny, GTPazy

reaktivni formy kysliku

short interfering RNA

protein regulujici funkei TGF-B , fungujici jako transkripéni faktor

fosforylovana forma proteinu regulujiciho funkci TGF-f
TGF-B aktivovana kinaza 1

tumor nekrotizujici faktor a

ristovy transformacni faktor 3

receptor typu I pro TGF-$

receptor typu Il pro TGF-p

adhezni molekula cévnich bunék

cévni endotelovy ristovy faktor

lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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