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Abstrakt

Ateroskler6za je chronické zanétlivé onemocnéni cév s naslednym pomalym,
mnoho let postupujicim, ,,zacpavanim* postizenych cév. Poruchy a zmény v zastoupeni
amnozstvi lipoproteinii jsou pro toto onemocnéni typické. Statiny jsou v humanni

medicing nejcastéji pouzivané 1é¢iva v terapii dyslipoproteinémii.

Cilem této diplomové priace bylo popsat zmény biochemickych hodnot
lipopoproteinii u riznych mySich modelt aterosklerozy. Daéle byly popsany zmény
parametrt lipidového spektra po podavani atorvastinu u apoE-deficientnich mysi

a apoE/LDLr-deficientnich mysi.

Samice apoE-deficientnich mySi a apoE/LDLr-deficientnich mysi byly vzdy
rozdéleny do kontrolni a atorvastatinem lé¢ené skupiny, pficemz atorvastatin byl podavan

po dobu 8 tydnu v davce 100 mg/kg mysi.

Byla provedena analyza spektra krevnich lipidi metodou separace lipoproteint

pomoci ultracentrifugacni techniky.

Biochemickd analyza krve apoE-deficientnich mysi ukézala, Ze osmitydenni
podavani atorvastatinu v ddvce 100 mg/kg statisticky vyznamné zvysilo hladiny celkového
cholesterolu, VLDL, LDL a HDL cholesterolu. Analyza krve apoE/LDLr-deficientnich
mysi ukézala, Ze osmitydenni podéavani atorvastatinu ve stejnych davkach statisticky
vyznamn¢ snizilo hladiny celkového cholesterolu, VLDL, LDL, TAG a navic bylo

zjisténo, Ze atorvastatin zvysil hladiny HDL cholesterolu.

Tyto vysledky tedy naznacuji, Zze apoE/LDLr-deficientni mysSi by mohly byt

dobrym modelem pro studium dalSich G¢inki a mechanizmu ptsobeni statint.



Abstract

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease of blood vessels with
a successive, very slow progress which takes many years and ,,plugs“disabled vessels.
Faults and changes in representation and quantity of lipoproteins are for this disease very
typical. In human medicine is mostly used medication Statins during a therapy of

dyslipoproteinemia.

The aim is this thesis was to describe the changes of biochemical lipoproteins levels
at the various mice models of atherosclerosis. Furthermore we wanted to describe the
changes lipids after administering of atorvastatin in apoE-defitient mice and
apoE/LDLr-deficient mice.

Female of apoE-deficient mice and apoE/LDLr-deficient mice were divided into
acontrol and with atorvastatin treated group, where atorvastatin was administered

in a period of 8 weeks in a dose of 100 mg/kg mouse.

Biochemical analysis of lipids was performed by a separation method

of lipoproteins by means of ultracentrifugal technique.

Biochemical analysis of blood of apoE-deficient mice demonstrated, that 8 weeks
atorvastatin treatment in a dose of 100 mg/kg significantly increased levels of total
cholesterol, VLDL, LDL and HDL cholesterol. The blood analysis of apoE/LDLr-deficient
mice demonstrated, that 8 weeks long treatment with atorvastatin in the same doses
significantly reduced levels of total cholesterol, VLDL, LDL, TAG and furthermore
increased levels of HDL cholesterol

These results indicate, that apoE/LDLr-deficient mice could be agood model

for the study of statins effects and mechanizms in experiemtal atherosclerosis.
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1. Uvob

Vétsina populace v rozvinutych zemich ve stiednim a pokrocilém véku ma

prokazatelné aterosklerézu a kazdy druhy jedinec zemfte na jeji komplikace.

Soucasna data Svétové zdravotnické organizace ukazuji, Ze kardiovaskularni
onemocnéni jsou zodpovédnd asi za 50% celkové mortality na celém svété. Z téchto
17 miliont tmrti v roce 2000 bylo 7 milionti zpiisobeno ischemickou chorobou srde¢ni
(ICHS) a dalSich asi 5,5 milioni onemocnénimi mozkovych cév. V primyslové vyspélych

zemich jsou kardiovaskularni onemocnéni hlavni pfi¢inou mortality.

Umrtnost na tato onemocnéni je v Ceské republice jedna z nejvyssich v Evropé,
i kdyZ v poslednich nékolika letech zacala konetné klesat. Nejcastéjsi pii¢inou
kardiovaskularni mortality u nds iv primyslové vyspélych zemich je ICHS, ktera je

zpusobena koronarni aterosklerézou (1).

Ateroskler6za je postizeni zplisobené pomalym, mnoho let postupujicim,
»Zacpavanim* cév. Slovo ,,zacpavani“ je v tomto piipadé nutno chapat ne uplné doslova,
K Gplnému uzavéru tepny, a tim k Gplnému pieruseni piistupu zivin, piedevs§im kysliku,

postizené tkan¢ odumiraji.

Ateroskler6za se rozviji pomalu a nenapadné. Tuky se tiSe usazuji do cévni stény

a zuzuji jeji prusvit, aniz bychom pocitovali jakoukoli zménu.

Mnoho lidi si ¢asto stézuje na klouby, zada, nohy, plice, dokonce i na ledviny, ale
jen ziidkakdy se vénuje pozornost tepnam. Divody jsou pochopitelné. Nasledky poskozeni
tepen jsou totiz predevSim nepiimé, a tudiz jen malo z nas si skutecné uvédomuje, jak
nezbytné diilezité pro nas organizmus jsou. Je ovSem smutnou skutecnosti, ze nasledky
potizi s tepnami byvaji mnohem vaznéjsi nez u jakychkoliv jinych nemoci, které nas

SUZuji.

Nemoc se za¢ina vyvijet v détstvi a jeji vyvoj postupuje ve vétsSin€ piipadu velice

pomalu po cely Zivot. Velmi zalezi na stadiu, do kterého se dostane, a to z jednoho



prostého divodu: tepnami proudi krev, jeZ roznasi po téle kyslik a nezbytné Ziviny. Pokud
jsou tyto dodavky pieruseny, pak organy, do kterych je krev tepnami prenaSena, zacnou
odumirat. Pokud je postiZzenym organem srdce a zizeni je nadmérné, dochazi k srde¢nimu
infarktu a v n¢kterych piipadech i ke smrti postizené¢ho. JestliZe je tim nejvice poskozenym
organem mozek, onemocnéni ateroskler6zou piivodi mozkovou mrtvici. Pokud jsou

postizeny dolni koncetiny, onemocnime gangrénou.

Zvysené riziko pro rozvoj aterosklerozy piedstavuje piedevS§im nevhodna
zivotosprava a zivotni styl. Kdo holduje tuénym jidlim, doptava si pravidelné piidély
nikotinu a fandi sportu pouze jako televizni divak, jisté nema k aterosklerdze daleko. Vyssi
riziko je spojené i scukrovkou, vysokym krevnim tlakem, obezitou, ¢i v rodinné

prodélanym srde¢nim infarktem nebo mozkovou mrtvici (1).

Protoze choroby srdce a cév predstavuji nejzavaznéjsi onemocnéni soucasné doby,
je nutna snaha objasnit molekularni a bunééné mechanismy jejich vzniku a rozvoje,
a Vv neposledni fad¢ je potieba snazit se nalézt nové moznosti €i rozsifeni moznosti jiz

znamych terapeutickych postupti.
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2. LIPOPROTEINY

Vzhledem k tomu, ze lipidy maji hydrofobni povahu, je jejich transport v plazmé
(vodném prostiedi organismu) uskute¢iiovan ve vazbé na bilkovinny nosi¢, kterym miize
byt napf. albumin (transport mastnych kyselin), nebo prostfednictvim velkych
makromolekulovych komplext, tzv. lipoproteind. Tyto castice maji polarni obal
anepolarni jadro. Obal je tvoten apoproteiny, fosfolipidy a volnym cholesterolem, jadro
pak triacylglyceroly a estery cholesterolu. Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek je

u riznych lipoproteinti rozdilné (tab. 1).

Tabulka 1 - Procentudlni zastoupeni jednotlivych sloZzek v lipoproteinové ¢astici

chylomikrony VLDL HDL LDL
apolipoproteiny 1-2% 6-10% 18-22% 45 -55%
triglyceridy 85-95% 50 -65% 4-8% 2-1%
cholesterol 3-7% 20-30% 51-58 % 18-25%
ostatni 3-6% 15-20% 18-24% 26 -32 %

Vyznam apoproteint spoc¢iva predevsim v zajisténi transportu hydrofobnich lipida

v plazmé. Déle jsou jesté potfebné pro:

» syntézu a sekreci specifickych lipoproteini

A\

aktivaci enzyma modifikujicich lipoproteiny
» vazbu na specifické receptory na povrchu bunék odstranujicich lipoproteiny

Z krevniho fecisté.

Jednotlivé lipoproteinové ¢astice lze klasifikovat napt. podle bilkovinné ¢asti neboli
apolipoproteinu nebo podle zastoupeni jednotlivych lipidi v jedné struktuie. NejCastéji
jsou vsak rozliSovany podle fyzikalné-chemickych vlastnosti. Diky nim se totiz jednotlivé
typy lipoproteint lisi svou pohyblivosti v elektrickém poli pii provadéni elektroforézy na

papife nebo agar6zovém gelu nebo svou sedimentaci pii ultracentrifugaci. Pii
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elektroforetickém déleni zlstavaji na startu chylomikrony, nésleduje frakce beta, prebeta

a nejdale doputuje frakce alfa. Schematicky je lipoproteinova ¢astice znadzornéna na obr. 1
).
Obrézek 1 - Schema lipoproteinové &astice (Ceska et al, 2006)
Fosfolipidy

Neesterifikovany cholesterol Triglyceridy

Apolipoprotein Estery cholesterolu

Podle ultracentrifugace je déleni lipoproteinti nasledujici:

chylomikrony

lipoproteiny o velmi nizké hustoté

>

>

» lipoproteiny o stfedni hustoté
» lipoproteiny o nizké hustoté
>

lipoproteidy o vysoké hustoté.

2.1 Chylomikrony

Chylomikrony jsou nejvétsi lipoproteinové castice. Diky velkému obsahu lipidové
slozky (zejména TAG) maji nejmensi hustotu. Vznikaji v buiikach sliznice tenkého stieva
vstfebanim tuku z potravy. Odtud se secernuji do lymfy a cestou ductus thoracicus se

dostavaji do krevniho ob&hu.

Jsou tvorfeny pievazné triacylglyceroly a malym mnozstvim ostatnich

lipoproteinovych slozek. Hlavnim apoproteinem, nezbytnym pro syntézu chylomikront, je

12



apoB 48. Tyto ¢astice ale dale obsahuji i apoproteiny A a z plazmy piijaté apoproteiny E

a C, které jsou nezbytné pro jejich katabolismus.

V krevnim fecisti jsou TAG obsazené v jadfe chylomikront hydrolyticky St€peny
lipoproteinovou lipdzou, obsazenou v povrchovych membranach endotelii kapilér, za
vzniku ,,chylomikronovych zbytka“ a mastnych kyselin. Nekteré slozky si chylomikrony
vyménuji s ¢asticemi HDL. Mastné kyseliny vzniklé hydrolyzou se vazi na albumin jako
volné MK. V¢étSina z nich pak slouzi jako zdroj energie nebo se ulozi v tukové tkani jako

13

zasoba triglycerida. ,,Zbytky chylomikronii®, obsahujici hlavné cholesterol, fosfolipidy

a apo B, jsou vychytavany jatry, ktera je dale remodeluji (3). (obr. 2)

Obrézek 2 - Metabolismus chylomiker (Pace NEWS 1/2000)

" Zlugove kyseliny |
| Choleslerol

Y | ‘cholestersl
Streve a!.ﬂg'nyc.mdy
i pntl‘am,r
««-’i‘?w\
% ApoC E o
Céva ( }7< 1-4— I‘.':hyiom;kra —
Zbytky J ApoA HDL
chylomlkar L|popr::|1mnwa'l|paza \d -
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2.2 Lipoproteiny o velmi nizké hustoté

Lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL - very low density lipoproteins neboli
prebeta lipoproteiny) maji obdobné sloZeni jako chylomikrony, ale jsou mensi a hlavnim
apoproteinem je zde apoB-100. Vznikaji v jatrech v drsném endoplazmatickém retikulu
hepatocytti, kde ptibiraji endogenni triacylglyceroly a malé mnozstvi esterti cholesterolu.
Z jater transportuji lipidy do periferie. Krom¢ apoB-100 obsahuji VLDL i malé mnoZstvi
apoE. V plazm¢ tato forma VLDL pfebird z lipoproteini o vysoké hustoté estery

cholesterolu, apoC a snad také dalSi apoE (4).

Podobné jako chylomikrony jsou tyto zralé Castice v krevnim fecisti Stépeny
lipoproteinovou lipazou. Ta pisobi na TAG umisténé v jadte VLDL. Vznikaji tak Castice

nazyvané lipoproteiny o stiedni hustoté neboli IDL. (obr. 3)

2.3 Intermedialni lipoproteiny

Intermedialni lipoproteiny (IDL - intermediate density lipoproteins) jsou Castice
bohaté hlavné na cholesterol. Z krevniho ob¢hu jsou vychytavany jatry. Tam jsou nasledné
i metabolizovany. Hepatocyty IDL lipoproteiny pusobenim jaterni lipazy pieménuji
(odstranuji triacylglyceroly a zbytky apoE a C) a do krevniho ob&hu vylucuji jako LDL.
(obr. 3)

2.4 Lipoproteiny o nizké hustoté

Lipoproteiny o nizké hustot¢ (LDL - low density lipoproteins neboli
beta lipoproteiny) vznikaji v jatrech z IDL. Jejich jadro je tvofeno predevSim estery
cholesterolu, povrch pak volnym cholesterolem a apoproteinem B-100. Z celkového
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mnozstvi obsahuji 60-70% cholesterolu a jsou tedy jeho hlavni zdroj pro bunky perifernich

tkéani. V nich je vyuzivan k tvorbé bunéénych membran a k syntéze steroidnich hormonti.

Na membranové receptory se LDL vazi prostfednictvim apoB-100. Navazana
Castice se spolu s receptorem dostava do lyzosomu. Tam je receptor uvolnén a vyslan zpét
K buné¢né membrané. ApoB-100 je degradovdn a estery cholesterolu hydrolyzovany.
Cholesterol, ktery takto vstoupil do buniky, se mize bud’ stat soucésti bunécnych membran,
nebo byt reesterifikovan a ulozen jako zasobni cholesterol, nebo byt pii nadbytku vyloucen

do Zlu¢i jako takovy nebo po preméné ve formé zlucovych kyselin.

Pti zvySené hladin€ dodavaji LDL zbytkovy cholesterol do tkani cévni stény, ¢imz
vytvareji podminky pro vznik ateroskler6zy. Proto se ¢astice LDL bézné oznacuji jako
Spatny cholesterol. Vysoky pftijem cholesterolu do buiky totiz vede k inhibici kli¢ového
enzymu syntézy cholesterolu a k naslednému potlaceni tvorby cholesterolu buiikou
de novo. Navic je potlacena i syntéza LDL receptorti, coz vede k dal§imu snizeni pfisunu
cholesterolu do bunky (4). Oba tyto procesy piedstavuji vysoké riziko rozvoje predcasné
aterosklerozy. (obr. 3)

Obrazek 3 - Metabolismus VLDL - IDL - LDL
(Pace NEWS 1/2000)
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2.5 Lipoproteiny o vysoké hustoté

Lipoproteiny o vysoké hustot¢ (HDL - high density lipoproteins neboli
alfa lipoproteiny) jsou ¢astice ze viech lipoproteini nejmensi. Casto jsou oznaGované jako
dobry cholesterol. SlouZi totiz k prenosu esterifikovaného cholesterolu z ostatnich
lipoproteinti, z bunék perifernich tkani a hlavné ztkani cévnich stén do jater. Tam je

odbourén a k vylouceni odveden do Zluce.

HDL jsou nejmensi lipoproteinové Castice, které vznikaji ve formé tzv. nascentnich
HDL v jatrech a tenkém stfeve, odkud jsou vyluCovany do krevniho obéhu. Zde piebira;ji
od jinych lipoproteini volny cholesterol, jehoz ¢ast je v HDL esterifikovana ucinkem
enzymu lecithin-cholesterolacyltransferazy a prechazi do jadra HDL. Zakladni bilkovinnou

soucasti HDL jsou apoproteiny A-I, A-1l a E (5).

Piedpoklada se, ze ¢astice HDL mohou byt vychytdvany jatry a odbouravany.
Cholesterol pak mlze byt vyloucen z organismu pfimo nebo po pieméné na zlucové

kyseliny jako soucast zluci. (obr. 4)

Obrazek 4 - Metabolismus HDL (Pace NEWS 1/2000)
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Jaky je vyznam lipoproteinovych ¢astic z hlediska l1ékaiského?

LDL castice ve zvySené plazmatické koncentraci jsou povazovany za nebezpecné.
Snadno totiz prostupuji intimou arterii, jsou Spatn¢ vychytadvany LDL-receptory a hlavné

snadno podléhaji oxidaci, coZ zvysuje jejich aterogenitu.

HDL castice hraji velkou roli pfi branéni hromadéni cholesterolu ve sténach cév
atedy i pfi vyvoji aterosklerozy a jejich zvySend koncentrace by méla znamenat snizeni
rizika rozvoje této nemoci. AvSak ani zvySend hladina HDL lipoproteinli neni uplné

v poradku, protoze i ¢astice HDL-2 mohou byt rizikovym faktorem ICHS.

2.6 Apolipoproteiny

V posledni dobé je pifi zkoumdni poruch lipidového a lipoproteinového
metabolismu vénovéana zvySend pozornost apolipoproteintim (apo), tedy bilkovinné ¢asti

lipoproteinu.
Jak jiz bylo uvedeno, hlavni funkce apo v ¢astici jsou:

» role kofaktoru enzymi Gc¢innych pfi lipoproteinovém metabolismu
» zprostfedkovani vazby lipoproteinu na specifické receptory

» tvofeni struktury lipoproteinové Castice

vvvvv

Apolipoproteiny jsou vyznamné i z hlediska klinického. Napft. sniZzena koncentrace
apo A-l anaopak zvySena hladina apo B tvoii riziko ICHS. Dokonce jsou tyto hladiny
v diagnostice povazovany za lepsi a piesnéjsi markery nez jakymi jsou parametry tukového

metabolismu (tedy celkovy cholesterol, HDL a LDL cholesterol a TAG) (4).

17



2.6.1 Lipoprotein (a)

Lp(a) je lipoproteinova Castice fadici se podle hustoty a struktury k lipoproteinim
LDL. Ma v3ak navic typicky apolipoprotein (a), kovalentn¢ vazany k molekule apoB-100

jednim disulfidickym mustkem.

Dtlezitd je zminka o této ¢astici kvili jeji znacné homologii se strukturou zékladni
bilkoviny fibrinolytického systému — plazminogenu. Pravé ta je vyznamna pii rozvoji
trombotického procesu i aterosklerotickych zmén. Lp(a) brani vazbé plazminogenu
na fibrinogen a na monomery fibrinu, ¢imz inhibuje ucinek tkanového aktivatoru

plazminogenu.

Lp(a) navic podporuje d€leni bunck hladkého svalstva cévni stény, coz je jednim
ze zakladnich momentd v patogenezi  aterosklerézy. Proto svym  vyraznym
antifibrinolytickym efektem a podporou proliferaénich d&t v cévni sténé patii Lp(a)

k dulezitym rizikovym faktoriim rozvoje ateroskler6zy.
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3. DYSLIPOPROTEINEMIE

DLP, dyslipidémie, dtive hyperlipoproteinémie. Dyslipoproteinémie jsou skupinou
metabolickych chorob hromadného vyskytu. Jsou charakterizovany patologicky zvysSenou
nebo snizenou hladinou lipidit a lipoproteini v plasmé. Vznikaji dusledkem zvySené
syntézy nebo snizené¢ho katabolismu lipoproteinovych ¢astic, které zajistuji plasmaticky

transport tukovych latek (cholesterolu, triglyceridd, fosfolipidii a mastnych kyselin).

Vétsina DLP je podminéna dédi¢nou, geneticky podminénou poruchou
metabolismu lipoproteintl. Tato skupina je proto oznacovana jako primarni. Na vzniku
DLP se vSak vyrazné podileji i faktory zevniho prostfedi, pfedev§im nevhodnd dieta,
nedostatek télesného pohybu, nadmérna spotieba alkoholu, nadvdha a koufeni. Klinicky
i laboratorni obraz DLP je tedy vzdy kombinaci genetickych faktort a vliva zevniho

prostiedi. Vzajemny podil téchto vlivii se u jednotlivych typti DLP lisi (6).

Dédi¢nost DLP je rGznd, v menSiné piipadit monogenni (klasickym ptikladem je
familiarni hypercholesterolémie), vétSinou polygenni. Z klinického hlediska ma dédi¢ny
charakter DLP zasadni vyznam. Pfibuzni pacienti s DLP jsou totiz obdobnou poruchou
ohroZeni podstatné vice nez bézna populace. VySetfovani rodinnych ptislusnikli pacientt
s DLP ptedstavuje velmi efektivni zptisob vyhledavani ohrozenych osob v ramci primarni

prevence ICHS.

Pouze mensina DLP vznika v dasledku jiné poruchy nebo choroby - hepatopatie,
etylismus, dekompenzace diabetu mellitu, hypotyre6za, renalni insuficience, nefroticky

syndrom a dal$i. Ozna¢ujeme je proto jako dyslipoproteinémie sekundarni (7).

Hlavnim klinickym projevem DLP jsou klinické manifestace aterosklerozy
v riznych lokalizacich — piedev§im ICHS, cerebrovaskularni piihody a ICHDK. Jedna se
0 projevy pozdni, které jsou vysledkem dlouhodobého plisobeni dyslipoproteinémie. DLP
s vyraznou hyertriglyceridémii se mohou projevit také opakovanymi atakami akutni
pankreatitidy.

Jinak jsou klinické projevy DLP pomérné chudé - zahrnuji rozvoj arcus senillis

corneae v mlad$im véku, xantelesmata palpebrarum a kozni a §lachové xantomy (9).
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V preklinickém stadiu rozvoje aterosklerézy mohou byt patrné Selesty nad velkymi
tepnami (pfedevsim nad karotidami a stehennimi tepnami) nebo oslabené periferni pulzace.
Aterosklerotického postizeni mtize byt také nalezeno pfi neinvazivnim (sonografie) nebo

invazivnim (angiografie) vySetfeni tepenného systému.

3.1 Kilasifikace dyslipoproteinémii

Pti¢ina DLP byva vétSinou komplexni. Na jejim vzniku se podileji prakticky vzdy
nejméné dva faktory soucasné: vlivy genetické a vlivy zevniho prostiedi (strava, fyzicka
aktivita, alkohol, koufeni atd.). Pfidat se miZe i vliv jinych onemocnéni, tedy sekundéarni
DLP. Vysledkem pak muze byt jak zména kvantitativni (cholesterol a/nebo triglyceridy),

tak i zména kvalitativni (nékterych lipoproteini) (8).

DLP lze d¢lit podle n¢kolika hledisek:
A/ Podle pficiny:

1. primarni DLP, kter¢ 1ze dale délit na jednotlivé podtypy.
2. sekundarni DLP, vyvolané jinym akutnim ¢i chronickym onemocnénim

nebo stavem.

B/ Podle laboratorniho nalezu:

1. terapeutickd klasifikace (jednoduché a soucasné dobé doporuc¢ovana pro
péci o nemocné s DLP).

2. Fredricksonova klasifikace (klasifikace WHO), dnes jiz prakticky
opusténa (vychazi ze stanoveni koncentrace celkového cholesterolu,

triacylglycerolt a ELFO lipoproteini).
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3.1.1 Terapeuticka klasifikace

Jde o klasifikaci, kterd je doporucena Evropskou spolecnosti pro aterosklerozu
zroku 1992. Prevzala ji jak spolecnd evropska doporuceni odbornych spolecnosti pro
prevenci ICHS tak i doporuceni ¢eska. Jde do jisté miry o zjednoduSenou klasifikaci, ktera

vychazi z pouhého stanoveni koncentrace celkového cholesterolu a triglycerida (9).

Podle vysledkii je mozné nemocného zatradit do nékteré z nasledujicich skupin:

» lzolovana hypercholesterolémie - zvySeni koncentrace celkového cholesterolu
pii normalni koncentraci triglyceridi.

» lzolovana hypertriglyceridémie - zvySeni koncentrace triglyceridi pfi normalni

koncentraci celkového cholesterolu.

» SmiSend hyperlipidémie - soucasné zvySeni koncentrace celkového cholesterolu

I triglycerida.

Hlavnimi vyhodami této klasifikace je jeji snadné aplikace v praxi. Je jednoducha
a nemocného tak lze snadno zatradit do konkrétni skupiny a lze z ni vychazet pii zédkladni
terapeutické rozvaze jak v 1éébé nefarmakologické, tak i v piipadé vybéru vhodného

hypolipidemika.

Nevyhodou terapeutické klasifikace je to, Ze jde do jisté miry zjednoduSeni
problematiky DLP. Kilasifikace totiz nebere vuvahu nékteré dulezité faktory.
Nezohlednuje  koncentraci HDL  cholesterolu, jejiz zvySeni se muze na
hypercholesterolémii vyznamné podilet. Naopak snizeni HDL cholesterolu i pti normalni
koncentraci celkového cholesterolu miize znamenat zvysené riziko. Neni zohlednéna ani
pric¢ina DLP, ani jeji razné typy, které mohou mit stejny laboratorni obraz, ale rizné riziko
ICHS a ruzny piistup kl1écbé. Pritéto Klasifikaci je tedy nutno doplnit posouzeni
koncentrace HDL cholesterolu, ktery zajistuje tzv. reverzni transport cholesterolu z tkani

do jater a ma tak vyznamny antiaterogenni efekt.
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3.2 Dyslipidémie metabolického syndromu (diabeticka dyslipoproteinémie)

Tento typ DLP je charakterizovan hyperglyceridémii (obvykle mirnou) a sniZzenim
HDL cholesterolu. Koncentrace LDL cholesterolu je u této DLP casto jen mirn¢ zvySena
nebo dokonce normalni. Vyrazné je zde vSak zastoupeni tzv. ,,small denze LDL", které

jsou vysoce aterogenni (7). Jejich aterogenita spociva:

» ve snadngjSim pronikani membranou
» V jejich Spatném rozpoznavani a vychytavani cestou LDL receptort

» ve snadné&j$im podléhani oxidaci, ktera zvySuje jejich aterogenitu.

3.3 Diagnostika dyslipidemii

Diagnostika DLP je postavena predevSim na laboratornim vysSetieni. Pro
rozhodovani o 1é¢bé nemocnych ma ale zdsadni vyznam klinické vySetieni nemocného
a jeho anamnéza. U nemocnych v primarni prevenci ICHS je nutné klinické vySetieni
a podrobné anamnéza osobni i rodinnd — piedevsim pro stanoveni vyse rizika ICHS a tim

| pro rozhodovani o 1é¢b¢, dale i pro diagnostiku DLP (vzorené x sekundarni DLP) (9).

3.4 VySetrovani krevnich lipidi

Screeningové vySetieni lipidi v celé populaci je zekonomického hlediska
neefektivni a vétSinou chybi i navaznost na dalsi péci o osoby s nalezenou DLP. Vysoce
efektivni je vSak selektivni screening vybranych skupin osob (osoby lé¢ici se s ICHS,
ICHDK, obliteraci karotid, pfibuzni osob s ptfedc¢asnou ICHS, hypertonici, diabetici, muzi

nad 45 let, zeny nad 55 let, piibuzni osob s vrozenou DLP, osoby obézni, kutaci).
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Zakladnim orienta¢nim vySetfenim je stanoveni celkového cholesterolu. Pro béznou

péci o vétSinu nemocnych s DLP 1ze pak vystacit se zékladnim vySetfenim krevnich lipida:

celkového cholesterol,
triglyceridd,

HDL cholesterolu,

LDL cholesterolu. (tab.2)

Y V VYV V

Vyjimeéné muze byt uziteCné tato vySetfeni doplnit stanovenim koncentrace

apolipoproteinu B100 a/nebo lipoproteinu (a).

Metodami, které dnes nemaji prakticky Zadny vyznam, jsou stanoveni celkovych

lipidd, fosfolipidii, estertt mastnych kyselin a do znacné miry i elektroforéza lipoproteint

(4).

Tabulka 2 - Koncetrace plazmatickych lipidi povaZované za hranice normy

Celkovy cholesterol < 5,0 mmol/l
LDL cholesterol < 3,0 mmol/l
Triglyceridy < 2,0 mmol/i
HDL cholesterol > 1,0 mmol/l
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4. ATEROSKLEROZA

Ateroskler6za neni onemocnénim jen dospélého véku, ale jde o celozivotni
onemocnéni. Zacind se rozvijet jiz v détstvi. Pravé proto je prevence aterosklerozy

v dospélém veku jiz prevenci pozdni a téméf neuspésnou.

Aterosklerozu 1ze definovat jako chronické onemocnéni cévni intimy, provazené
kumulaci cholesterolu, fibrozni tkén€, nckterych dalSich komponent krve a zménani

v medii cévni stény.

Etiopatogeneze aterosklerdzy je multifaktorialni. V podstaté vznika jako specificka

reakce na nespecifické poskozeni cévni stény (10).

Pri¢inou aterosklerdzy je ukladani tukovych latek — predevsim cholesterolu - do
stény cév. V Casnych fazich choroby se v cévach tvoii tzv. tukové prouzky. Tyto zmény
jsou jesté pIn¢ vratné. Pii dlouhodobé zvySené hladiné cholesterolu vSak dochazi v cevni
sténé k prestavbé stény, kterd je jiz nevratnd. Cévy tvrdnou, jejich sténa se ztluStuje,
vznikaji tuhé, tukové nénosy — tzv. aterosklerotické platy. Platy zuzuji prusvit a brani

normalnimu pritoku krve.

Ateroskleroza se rozviji pomalu a nendpadné. Tuky se tiSe usazuji do cévni stény
a zuzuji jejich prusvit, aniz by postizeni na sob¢é pocitovali jakoukoliv zménu. Pokud
zuzeni dosahne kritické hodnoty nebo dojde k prasknuti platu, vzniknou nepiehlédnutelné

klinické ptiznaky (11).

Projevy aterosklerdzy jsou potom velmi rozmanité a zavisi na oblasti, ve které se

postiZzena céva vyskytuje.

Jedna-li se o postizeni koronarni tepny srdce, mize dojit k srdeénimu infarktu. Pii
infarktu se snizuje dodavka kysliku a Zivin svalovym buiikdm srdce. Dochazi k srde¢ni
ischemii (nedokrveni tkané€). Nasledkem je postiZzeni az odumieni svalovych bunék a jejich
nahrada neplnohodnotnou tkani neboli jizvou. Srdec¢ni infarkt se nejCastéji projevi nahlou
bolesti na hrudi, nékdy vystielujici do levé paze, pocitem duSnosti a Uzkosti. Rozsah

nasledkl vzdy zavisi na druhu postizené srde¢ni tepny a na jejim prameéru (11).
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Pokud je nedokrveni pouze docasné, vznika piechodna ischemie, kterd se projevi
pfechodnymi bolestmi na hrudi a dusnosti ustupujicimi zpravidla po chvilkovém zklidnéni
nebo tableté¢ nitroglycerinu. Tento stav se nazyva angina pectoris a je zpravidla

predstupném srdec¢niho infarktu.

Mozkova mrtvice (iktus, centralni mozkova piihoda) je dalsi komplikaci
aterosklerdzy. Postizeni je lokalizovano do cévniho feCist¢ mozku. Postihuje zejména starsi
pacienty. Stejné¢ jako v piipadé infarktu myokardu (srde¢niho svalu) i zde dochazi
K uzavéru tepny a nasledné nedokrevnosti mozku. Na rozdil od postupného uzavirani cév
zpusobujiciho ,,sklerézu®, je zde pti¢inou uzdvér nahly. Podle oblasti, ktera je zasazena
uzavérem, vznikaji piislusné neurologické piiznaky. Nejcastéjsimi piiznaky jsou: ztrata
védomi, ztrata citlivosti nékterych casti téla, ztrata hybnosti koncetin, poSkozeni mimiky
obliceje apod. Rozsah postizeni je rtizny. Zmény mohou byt i nevratné. MirnéjSim
projevem byvé takzvand tranzitorni ischemicka ataka (T1A), ktera se projevi chvilkovym

bezvédomim a zadnymi, ptipadné rychle se upravujicimi zménami hybnosti, feci ¢i citéni.

Ischemicka choroba dolnich konéetin (ICHDK) je onemocnéni tepen dolnich
koncetin. Zuzeni prusvitu cév vede k charakteristickym pfiznaklim. Pacienti si nejcastéji
stézuji na klaudika¢ni neboli namahovou bolest. Pozd¢ji se objevuji 1 klidové bolesti
dolnich koncetin, koncetina je studend, mizi ochlupeni, Casto se rozviji plisnové postizeni
nohou. Dlouhodoba nedokrevnost vede ke vzniku koznich defekti, které se Spatné hoji.
V ptipadé¢ uplného tepenného uzavéru je dolni koncetina ohrozena tzv. gangrénou -

odumrtim tkané¢ s naslednou infekci. Tento stav ¢asto konci Caste¢nou amputaci koncetiny
(12).

4.1 Patogeneze aterosklerdzy

Ateroskler6za je podle soucasného konceptu povazovana za chronicky zanét, ktery
je vysledkem slozitych interakci mezi chemicky modifikovanymi endogennimi
strukturami, napf. lipoproteiny, nebo produkty pokrocilé glykace ¢i exogennimi latkami

infekéniho ptvodu, aimunitnim systémem. Imunitni systém je vtomto procesu
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reprezentovan humoralnimi slozkami, ale i bunéénymi elementy, pfedevSim makrofagy,
dentritickymi bunikami a T-lymfocyty. Zapojeny jsou vSak i dal§i buné¢né elementy, jako
napt. buiiky endotelu, hladké svaloviny, fibroblasty, mastocyty, trombocyty
a erytrotrocyty. Vzajemné spolupisobeni uvedenych buné¢nych i humoralnich slozek, za
soucasného prispéni molekul bunééné hmoty, vede k zanétlivému procesu, ktery ma za
disledek tvorbu komplexni léze, jinak nazyvané ateroskleroticky plat. Ten ovliviiuje lumen

cév a jeho ruptura spolu s naslednou trombézou vede k akutnim klinickym komplikacim

D).

.....

a manifestni.

4.1.1 Iniciace aterosklerozy

Zanétlivy proces je v arteridlni sténé iniciovan predevs§im aktivitou bunek ptirozené
imunity. Ty identifikuji pro né nebezpecné struktury prostfednictvim svych receptort
oznacovanych jako PRP. Tato identifikace pak stimuluje buniky pfirozené imunity k tvorbé

prozanétovych cytokinti a mediatort (13).

Klicovou ulohu v tomto dé&ji sehravaji chemicky modifikované lipoproteiny LDL.
Ty jsou modifikovany bud’ enzymaticky, nebo oxidativné. Molekuly LDL sami o sob¢
vyznamn¢ nepronikaji pfes endotelovou vrstvu cév. Zdrava vystelka je pro tyto Castice
relativné nepropustna. Je-li v8ak negativné ovlivnéna, stdva se pro né propustnou, a to
hlavné v oblastech odstupu vétvi cév ¢i v mistech zakiiveni. Tam je totiz proudéni krve
naruseno abunky tak prodélavaji morfologické a funk¢ni zmény. V téchto mistech je

endotelov vystelka pro makromolekuly propustna.

Iniciaci aterosklerotického procesu ptedstavuje akumulace LDL v intim¢ arterii.
Zde se zachycuji prostiednictvim apolipoproteinu B na proteoglykanech mezibunécné

hmoty (obr. 5).
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Obrézek 5 - Iniciace aterosklerézy (Ceska et al, 2006)

Upregulace endotelialnich
adhezivnich molekul

Migrace leukocyti do stény arténe

Infiltrace lipoproteini

Zvygena endotelidini permeabilita

Adheze leukocyiu

Jsou-1i LDL ¢&astice oxidovany, podporuji expresi adhezivnich molekul na povrchu
endotelovych bunék a leukocyti (VCAM-1, ICAM-1, E-selectin, P-selectin). Tim se zajisti
adheze leukocytl na aktivovany endotel. Adherované bilé krvinky potom dale migruji do
subendotelové vrstvy (obr. 6). Jejich usmérnény pohyb je regulovan prostrednictvim
chemokint, jejichZ tvorba je rovnéZ stimulovana ox-LDL. Leukocyty stimulované ox-LDL
lokalné uvoliluji prozanétlivé mediatory, napi. leukotrieny a prostaglandiny. Navic
akumulované buiky zanétu tvoii v mist€é vysoce reaktivni kyslikové mediatory, které

zesiluji oxidacni stres a prohlubuji tak intenzitu chemickych modifikaci vlastnich struktur
(14).

Obréazek 6 - Migrace bunék béhem iniciaéni faze aterogeneze (Ceska et al, 2006)

Adherence a agregace destitek

Migrace hiadky ch svalovych
bunék

— Tvorba pénovych buniék

E Aktivace T lymfocyti

Adherence a vstup leukocyla
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K pochopeni iniciace aterosklerotického zanétového procesu pfispéla i1 znalost
pusobeni tzv. koncovych produkti glykace — AGE. Jako AGE jsou oznafovany
neenzymaticky glykované nebo oxidovane proteiny, lipidy a nukleovée kyseliny, které jsou
tvofeny v prostiedi oxidativniho stresu a hyperglykemie. K jejich tvorbé dochazi
ve zvySené mife za patofyziologickych okolnosti, jakymi jsou diabetes mellitus, koufeni,

obezita.

AGE jsou schopny stimulovat prozanétlivé mechanismy v buiikdch imunitniho
systému, ale iV jinych bunétnych typech. Jejich prozanétlivé pusobeni se uskuteciiuje
prostiednictvim specifického receptoru ozna¢ovaného jako RAGE. Receptory RAGE jsou
spolu s dalsimi vyjadfeny na bunikich monocyto-makrofagové linie. Kromé téchto bunék
jsou vsak vyjadieny i na bunikach hladké svaloviny a na bunkéach endotelu. Pravé migrace
bun¢k hladké svaloviny z medie do intimy, kde proliferuji, je zietelnym dokladem progrese

aterosklerozy (15).

Charakteristickym rysem ateroskleroticke 1éze je akumulace monocytovych bungk,
které pronikaji do intimy z cévniho fecisté pod vlivem chemotaktickych a prozanétovych
cytokind. Tyto builky se in situ proméfuji v makrofdgy a vychytavaji prosiednictvim
povrchovych receptorti enzymaticky remodelované nebo oxidované molekuly LDL.
Akumulace modifikovanych lipidii v makrofazich piisobi jejich preménu v buiikky pénové.
Ty postupné podléhaji apoptéze plisobenim solubilnich proapoptickych molekul (TNF)
| prosfednictvim membranovych interakci zprostfedkovanych vazbou proapoptickych

molekul (Apo/FasL) na receptory (Apo/Fas) (16).

Uloha apoptzy v aterogenezi je protichiidna. Zvysena apoptoza, ktera prokazatelng
probihd v bunikach hladké svaloviny, prohlubuje tizi procesu. Naopak, pokud apoptozou
preferen¢né zmiraji bunky zanétového infiltratu, proces se zpomaluje. Vysledkem
apoptozy, ale také nekrozy pé€novych bunck je akumulace extracelularni bunééné drti

bohaté na lipidy.
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4.1.2 Faze progrese

Vytvorteni aterosklerotického platu je charakteristické pro fazi progrese ateroskler6zy. Jeho
tvorba je vysledkem komplexnich interakci bunéénych a nebunéénych slozek zéanétu.
(obr. 7)

Obrézek 7 - Faze aterosklerotické progrese (Ceska et al, 2006)

Tvorba nekrotického
lokiska

_ Akumulace makrofagl

Tvorba fibrozniho krytu

4.1.3 Terminalni faze aterosklerdzy

Ateroskleroticky plak, ktery vznika 1éta ¢i desetileti, postupné zuzuje prisvit cévy,
c0Z muze vést az k ischemii postizeného organu. DalSimi nasledky jsou ztuhnuti cévni
stény a vznik trombu, které uzaviraji zbyly arteridlni prasvit a mohou zpiisobit embolizaci
Vv perifernim fecisti. Dal$im nasledkem miuze byt krvaceni do platd a do cévni stény (17).
(obr. 8)

Obrézek 8 - Terminalni faze aterosklerézy (Ceska et al, 2006)

Ztentovani fibréznihe krytu

Ruptura fibrézniho krytu

= Krvaceniz mikrocévek platu

29



4.2 Struktura aterosklerotického platu

Ateroskleroticky plat se sestava z lipidového protrombogenniho jadra, pokrytého
smérem k cévnimu lumen fibréznim krytem. Ten oddéluje lipidové jadro od endotelu
a lumen cévy. Fibrézni kryt obsahuje hladké svalové butiky a zanétlivé buiky, pfedevsim
makrofagy. Aktivita makrofagl je udrzovana predevSim pohlcovanim oxidovanych LDL
¢astic cestou scavengerovych receptorti. Takto aktivované makrofagy produkuji cytokiny
a ristové faktory. Ty pfitahuji do intimy bunky hladké svaloviny, které jako jediné mohou
syntetizovat kolagenni matrix a vytvaret fibrézni kryt platu, ktery izoluje jeho trombogenni
lipidové jadro od cirkulujici krve (obr. 9). Aktivované makrofagy naopak produkuji
enzymy, degradujici fibrozni kryt (18).

Obrazek 9 - Zjednodusené schéma tvorby a degradace fibrozniho krytu
(JindFich Spinar, Jifi Vitkovec a kol., 2003)

cholesterolove jadio

Typicky zraly ateroskleroticky plat sestava ze dvou hlavnich komponent: me¢kkého
jadra bohatého na lipidy a tvrdé, na kolagen bohaté sklerotické tkané, ktera oddé€luje
lipidové jadro od endotelidlnich buné¢k. Ob¢ slozky maji v riznych platech rtzné

zastoupeni.
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4.3 Stabilni a nestabilni ateroskleroticky plat

Pokud se ateroskleroticky plat vyklenuje do cévniho lumen, miZe to mit
hemodynamické dusledky na pritok krve za zizenim. O jeho stabilit¢ vSak nerozhoduje

jeho velikost, ale jeho sloZeni (obr. 10).

Stabilni ateroslkeroticky plat obsahuje vétsi mnozstvi hladkych svalovych bunck
avelké mnozstvi kolagenu ve fibrozni Cepice, malé lipidové jadro a malé mnozstvi
zanétlivych bunék (makrofagy, lymfocyty). Fibrozni kryt je pomérné silny a neporuseny,
tvofeny kolagennimi a elastickymi vldkny a hladkou svalovinou. Jeji povrch je tuhy.
Stabilni platy byvaji vétSinou starsi, ¢asto ovlivituji hemodynamiku krevniho fecisté a jsou

fadu let stalé.

Nestabilni ateroskleroticky plat byva mékky, miva velké lipidové jadro, slozené
prevazné z estert cholesterolu, pénovych bunck a T-lymfocytid. Obsahuje velké mnozstvi
zanétlivych bungk, tenky fibrozni kryt s malym mnozstvim kolagenu a mélo hladkych
svalovych bunék. Ackoli nestabilni neboli vulnerabilni platy tvofi jen malou CcCast
aterosklerotickych plati v koronarnich arteriich, jsou zodpovédné za vétSinu akutnich
koronarnich syndromii. Nestabilni platy byvaji ,,mladé”, hemodynamicky nevyznamné
a pii angiografickém vysetfeni v podstaté nezjistitelné (19).

obrazek 10 - Schéma stabilniho a nestabilniho aterosklerotického platu
(JindFich Spinar, Jifi Vitkovec a kol., 2003)
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4.4 Stupné vyvoje ateroskleréozy
Z hlediska morfologického 1ze rozlisit 6 stupn rozvoje aterosklerotické Iéze (tab.2) (20).

> Typ | —izolované pénové bunky

V intim¢ jsou pifitomny skupiny makrofagi, obsahujicich v cytoplazmé kapénky lipidu.

V intim¢ koronarnich arterii je Ize nalézt jiz v détském veku.

> Typ Il —tukové prouzky (fatty streaks)

Jde o vrstvu makrogagi zménénych v pénové bunky. Také hladké svalové bunky
intimy obsahuji kapénky lipidti. Mohou byt ptitomny i ojedin¢lé T-lymfocyty (CD4, CD8).
Lipidy jsou nahromadéné pfedevsim intraceluldrné (hlavné v makrofazich), ale ojedinéle
jsou piitomny i intraceluldrni tukové kapénky. Nejcastéji jde o estery cholesterolu

s kyselinou olejovou a linolenovou.

Tukové prouzky jsou dvojiho typu: Ila, které vétSinou progreduji, a IIb, které
neprogreduji, progreduji velmi pomalu nebo pouze u osob se zvySenou koncentraci
lipoproteinit v krvi. Typ Ila obsahuje vice hladkych svalovych bunék, extracelularni
matrix, makrofagi a pénovych bunck s akumulaci lipoproteini. Tukové kapénky jsou

lokalizovany hloubéji v intimé.

99% déti ve v€ku 2 — 15 let ma v ascendentni aorté tukové prouzky. V obdobi

puberty jsou jiz ptfitomny i v korondrnich arteriich.

> Typ Il

Na rozdil od typu II je zde pfitomen separovany pool extracelularné ulozenych
lipidi pod prouzky makrofagi a pénovych bunék, ktery rozstépuje strukturu hladkych
svalovych bun¢k vintimé. Tyto lipidy obsahuji vice volného cholesterolu, mastnych

kyselin, sfingomyelinu, lysofosfatidylcholinu a triacylglycerolti nez typ II (20).
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> Typ IV - aterom

Jde o dale vyvinuté stadium Il shustym nahromadénim extracelularnich lipidd,
nazyvanym lipidové jadro, vzniklé¢ pravdépodobné rozpadem pénovych bunék. Obsahuje
krystalky cholesterolu a depozity kalcia. Mezi endotelem a lipidovym jadrem jsou v intimé
makrofagy a hladké svalové buiky s kapénkami tukd. Makrofagy jsou spiSe v centru,
zatimco hladké svalové buiiky a lymfocyty spiSe na okraji 1éze. Tento typ léze je Casto
pritomen ve véku kolem 30 let. Ve stfedné¢ velkych arteriich neovlivituje signifikantné
pratok krve a je proto klinicky némy. V ptipad¢ fisury a trombozy se ale mize projevit

Klinickymi symptomy (20).

> TypV

Tyto 1éze obsahuji vystupujici pojivovou tkan. Obsahuji zvySeny obsah kolagenu
a hladkych svalovych bunc¢k bohatych na endoplazmatické retikulum. Na okrajich

lipidového jadra a nékdy i v nové pojivové tkani jsou kapilary.
Léze typu V muze byt rozdélena na dalSi podtypy:

0 typ Va odpovida pfedchozimu popisu, nékdy obsahuje 1 né€kolik lipidovych
jader, oddélenych fibrozni pojivou tkéni,
o typ Vb obsahuje kalcifikace v lipidovém jadfe nebo v jiné Casti 1éze,

o0 typu Vc chybi lipidoveé jadro a je jen minimalnim depem lipida.

> Typ VI

Jde o lézi typu IV nebo V, ktera je modifikovana disrupci povrchu, hematomem,
hemoragii nebo trombdzou, ktera muze vést kuzavéru cévy. Trombodza, nasedajici
na aterosklerotickou lézi, je v naprosté vétSin¢ piipadd pfi¢inou akutnich koronarnich
symptomu: infarktu myokardu, nestabilni anginy pectoris nebo nahlé smrti. Dojde-li
K ruptuie aterosklerotické 1éze, jsou krevnim slozkam vystaveny subendotelialni struktury,

coz ovliviiuje koagula¢ni kaskadu a agregaci trombocytu s tvorbou trombu. Nekteré
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tromby neuzaviraji arterii a jsou inkorporovany do aterosklerotické léze. Pokud ale

trombus nardsta a uzavira prusvit arterie, dochazi k rozvoji ischemie (9).

Tabulka 3 - Podrobna Klasifikaci dle American Heart Association (Ceska et al, 2006)

NMomenklatura a hi-_;r;:l:\'ur‘. Ty:_—y Az :r!-'_l:_d.fllt-‘gl::lt;rl:,- Plediasny _“ e
sty nastup korelace

Typ 1 (iniciaini):
izolované pénové bufky z makrofagl @ prvni
Typ Il (tukové prouzky): dekada o
intracelulaml akumulace lipidd Klinicky
Typ 111 (pfechodné): o némé
Zmény typicka pro typ i,
malé extraceluldmi depozita tukl tFati
Typ 1V (atarom): dekada
zmény typické pro typ I,
extraceluldmi lipidové jadro e
Typ V (fibroaterom): i nérlist
lipidoveé jadro a pofivova wrstva, nabo { hiadké & E Klinicky
vicenasobna lipidova jadra a pojivove i S——— néme
vratvy, nebo pfevazné kalcifikace, nebol " = nebo
pfavainé pojivo Keingee Fivrid manifestni
Typ VI (komplikované): dekada
defekt povrchu, hematom - hemoragie, o trombéza
trombus hamatom

4.5 Rizikové faktory aterosklerdzy

Na vzniku aterosklerézy se podili fada faktord (obr. 11). Jiz mnoho let se hovofti
0 zvySené koncentraci cholesterolu a triacylglycerolti v krevni plazmé, o diabetu typu II,
inzilinové rezistenci, vysokém krevnim tlaku, obezité, koufeni, nizké fyzické aktivite,
genetickych predispozicich, pohlavi apod. Tyto faktory ovliviiuji vyskyt ischemické
choroby srde¢ni, cévnich mozkovych ptihod a ischemické choroby dolnich koncetin. Podle
vSeho by tedy nemél byt problém urcit na zakladé téchto rizikovych faktort riziko vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni.

vvvvv r

Toto urovani je vSak mnohem slozitéj$i. V praxi je nachdzena aterosklerdza
i ulidi, jejichz riziko je podle skorovych tabulek vypoéteno jako velice nizké. Je
pravdépodobné, ze vSechny mozné pfi¢iny rozvoje tohoto onemocnéni jesté nejsou znamy

nebo Ze jesté neni zcela znamo jejich vzajemné pisobeni (12).
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Obréazek 11 - Rizikové faktory rozvoje aterosklerozy a jejich vzajemné pisobeni
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5. FARMAKOTERAPIE

Nejucingjsi cestou, jak ovlivnit neptiznivé hodnoty lipidového spektra, zejména
hladinu LDL cholesterolu, je blokada syntézy cholesterolového jadra. Zabrzdit syntézu je
nutné jiz v asnych fazich steroidogeneze tak, aby nedo$lo k nezadoucimu hromadéni
prekurzoru. V praxi jsou uzivany inhibitory hydroxymetylglutaryl-koenzym A reduktéazy -
statiny a ve vyvoji jsou inhibitory skvalénsyntdzy, inhibujici posledni vétev syntézy
cholesterolu a neovliviiujici tvorbu ostatnich produkti fetézce steroidogeneze (21).

(obr. 12)

Obrazek 12 - Schéma piisobeni statini jako inhibitori syntézy cholesterolu (Pace NEWS 3/2004)

Inhibitory syntézy cholesterolu
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5.1 Hypolipidemika

Hypolipidemika Ize rozdé¢lit podle vlivu na jednotlivé slozky lipidového metabolismu (9).
1. Léky snizujici hladinu cholesterolu:

» statiny
0 1. generace (pfirozené): lovastatin, pravastatin, simvastatin
0 2. generace (synteticky ramecat): fluvastatin

0 3. generace (syntetické): atrovastatin

» pryskyfice
» cholestyramin, colestipol

» probucol.
2. Léky ovliviiyjici jak cholesterol, tak i triacylglyceroly:

> fibraty
> benzafibrat, ciprofibrat, fenofibrat, gemfibrozil
» kyselina nikotinova a jeji derivaty

> acipimox.

5.2 statiny

Statiny jsou inhibitory hydroxymetylglutaryl-koenzym A reduktazy.

Blokovanim reduktazy HMG-koenzymu A v hepatocytech dochazi k atlumu
syntézy cholesterolu a tim Kkindukci tvorby LDL-receptori. ZvySenim exprese
LDL-receptorti na povrchu hepatocytti dochazi ke zvysSeni vychytavani lipoproteintit LDL

z krve a tim ke snizeni LDL cholesterolu.

Statiny také mirné¢ snizuji TAG (v zavislosti na jejich davce) a mirn¢ zvysuji HDL

cholesterol (nezavisle na davce) (22).
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Statiny jsou velmi G¢inna a dobfe tolerovana hypolipidemika piedev§im ke snizeni
LDL cholesterolu. Vysledky intervenénich studii prokazaly, ze v sekundarni prevenci
ICHS u nemocnych s izolovanou hypercholesterolemii snizuji kardiovaskularni i celkovou
mortalitu, riziko cévnich mozkovych piihod a klaudikacnich potizi a navozuji regresi

koronarni aterosklerozy.
V primarni prevenci ICHS:

» u muzit svysokym rizikem ICHS ve véku 45-64 let s izolovanou
hypercholesterolemii snizuji kardiovaskularni i celkovou mortalitu,

» umuza (45-73 let) i Zen (55-73 let) ve vysokém riziku ICHS se zvySenim LDL
cholesterolu a snizenim HDL cholesterolu sniZuji riziko dalSich koronarnich
ptihod (4).

5.2.1 Mechanismus ucinku

Statiny tlumi syntézu cholesterolu v burice ,,de novo* inhibici kli¢ového enzymu

v synteze cholesterolu. (obr. 13)

Cilovym organem statinil jsou jatra. Inhibice syntézy cholesterolu vede ke zvysené
expresi LDL receptord a tim ke zvySenému vychytavani LDL z krve. To vede k poklesu
LDL cholesterolu, v disledku deplece cholesterolu v hepatocytu pravdépodobné mirné

Klesa i syntéza VLDL a je zvySena clearence Castic bohatych na triglyceridy cestou apoB/E

receptort (23).

Tabulka 4 - Utinek statinii na lipidové spektrum

Krevni lipidy Zména
Celkovy cholesterol 4 20-30%
LDL cholesterol 4 20 -40%
HDL cholesterol 4 5-10%
Triacylglyceroly 4 5-20%
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Obrazek 13 - Mechanismus G¢inku statint (SurZin, Ledvina, 2002)

LDL
00 ©

Dominantnim ucinkem statinti je snizeni LDL cholesterolu a tim i1 celkového

cholesterolu. Soucasné¢ mirn¢ klesaji triglyceridy a mirné se zvysSuje HDL cholesterol.
(tab. 4)

Utinek na krevni lipidy se lisi podle druhu a davky pouZitého statinu a podle typu
DLP pied zahdjenim lécby. Vyznamné klesd koncentrace apolipoproteinu B100, mirné se

zvysuje apolipoprotein A 1. V1iv na omezeni tvorby malych LDL je mensi, nez u fibrata.
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5.2.2 Pleiotropni (nelipidové) ucinky statini

Podle soucasnych znalosti maji statiny kromé ucinkii na krevni lipidy 1 dalsi
priznivé efekty, které se mohou podilet na zlepSeni prognoézy nemocnych s DLP

a s aterosklerdzou.

Tlumi zanétlivou a imunitni reakci v aterosklerotickém lozisku a ovliviiuji v ném
proliferaci hladkych svalovych bunc¢k a extracelularni matrix (19). To pfispiva ke
stabilizaci aterosklerotické¢ho platu, i kdyz pro stabilizaci platu je nepochybné zésadni
snizeni LDL cholesterolu v krvi a v aterosklerotickém lozisku. Nékteré statiny omezuji

i riziko trombogeneze — tlumi syntézu PAI-1, trombomodulinu a tromboxanu B2 (24).

Zlepsuji funkci cévniho endotelu, zvySuji syntézu oxidu dusnatého (NO) a zlepSuji
vazodilataci zévislou na kysli¢niku dusnatém. Na téchto efektech se do jist¢é miry muze
podilet také samotny pokles LDL cholesterolu, nicméné v experimentech byl prokéazan

| pfimy vliv statinti bez zprostiedkovani snizenim LDL cholesterolu.

V posledni dobé byl prokazan ptiznivy vliv statinli na kostni denzitu a sniZeni
rizika fraktur. U transplantaci oddaluji rejekci a zlepsSuji prezivani graftu. Diskutovan je

i jejich antineoplasticky efekt (25).

Pleitropnich ucinka statinli je celd fada, nejen ty vysSe vyjmenované, nejsou ale
vSem statinim spole¢né a jednotlive preparaty se v nich liSi. Z hlediska prevence

vvvvvv

statind snizeni koncentrace LDL cholesterolu.

5.3 Atorvastatin

Atorvastatin se poprvé podafilo pfipravit v srpnu 1985 vyzkumnikiim firmy Warner
Lambert. Do té doby byla statinovou velmoci firma Merck (lovastatin, simvastatin). V roce
1987 podala firma Warner Lambert prvni patent syntézy atorvastatinu vapenatého a tento
novy statin byl posléze formulovan do pevné lékové formy a v roce 1997 uveden na trh

pod nazvem Lipitor 4 (26).
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V soucasné dobé existuje nékolik zplisobli vyroby hemivéapenaté soli atorvastatinu,

jejich jednotlivych meziproduktu, ale i jinych soli, které se vSak v praxi nevyuzivaji.

Obréazek 14 - Strukturni vzorec atovastatinu
(Doc. MUDr. Richard Ceska, CSc., MUDr. Karel Urbanek, Ph.D., 2004)

CoHacFN,O, z - F 558,65

33" '35

5.3.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti

Atorvastatin je chemicky 7-[3-fenyl-4-fenylkarbamoyl-2-fluorfenyl-5-(2-propyl)
pyrrol-1-yl]-(2R,4R)-2,4-dihydroxyheptanovéa kyselina.

Strukturni vzorec: C33H3sFN,Os (atorvastatin — obr. 14)

CesHesCaF2N4019 . 3H,0 (atorvastatinum calcicum trihydricum).

Molekulova hmotnost: 558,65 (atorvastatin)

1209,41 (atorvastatinum calcicum trihydricum).

V piipravku je atorvastatin obsazen ve form¢ trihydratu vapenaté soli, pfiblizné
10,824 mg atorvastatinum calcicum trihydricum odpovidd 10,0 mg volné kyseliny

atorvastatinu.

Trihydrat vépenaté soli atorvastatinu je bily nebo téméf bily krystalicky prasek,
nerozpustny ve vodé pii pH 4 a niz§im, velmi té€Zce rozpustny v destilované vodé
(s neutralni reakci), ve fosfatovém pufru o pH 7,4 a v acetonitrilu, téZce rozpustny

v ethanolu, snadno rozpustny v methanolu.
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5.3.2 Mechanismus ucinku

V lidskéem organismu je cholesterol nezbytnou souc¢asti buné¢nych membran a plni

dualezité fyziologické funkce.

Atorvastatin je kompetitivnim inhibitorem 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A
(HMG-CoA) reduktazy, enzymu katalyzujiciho pfeménu HMG-CoA na mevalonovou
kyselinu. Tato reakce limituje rychlost syntézy endogenniho cholesterolu v lidskych
hepatocytech. Dusledkem takto vyvolaného poklesu intracelularni koncentrace
cholesterolu v hepatocytech je zvySena exprese LDL receptorti na jejich povrchu, které
nasledn¢ intenzivné vychytavaji castice LDL cholesterolu z plazmy. Zpomaleni
intrahepatalni syntézy cholesterolu je také spojeno se snizenim rychlosti produkce VLDL

a LDL lipoproteint v jatrech.

5.3.3 Farmakodynamickeé vlastnosti

Podavani atorvastatinu u clovéka vede k poklesu plazmatickych hladin LDL

cholesterolu, VLDL cholesterolu, triglyceridt a apolipoproteinu B (27).

Protoze HMG-CoA nehraje roli v regulaci hladin triglyceridt, pravdépodobnou
ptic¢inou poklesu jejich plazmatickych hladin je jednak nedostatek cholesterolu pro syntézu
lipoproteinti bohatych na triglyceridy (VLDL), a jednak vychytdvani VLDL lipoproteint
zmnozenymi LDL receptory pii relativnim nedostatku LDL castic. V klinickych studiich
I experimentalné byla také prokazana zvySena clearance chylomikronovych zbytkl

postprandialné.

U pacientd s homozygotni familiarni hypercholesterolémii s absenci funk¢nich
LDL receptori je pti¢inou poklesu plazmatickych hladin LDL cholesterolu pfimo inhibice
syntézy cholesterolu atorvastatinem. Vys§i hypolipidemicka Uc¢innost atorvastatinu ve
srovnani se starSimi statiny je spiSe piipisovana delSimu inhibi¢nimu plsobeni viici
HMG-CoA reduktaze nez sile inhibi¢cniho ucinku. Snizeni celkovych hladin LDL

cholesterolu je u osob s hypercholesterolémii doprovazeno piiznivé plisobicim posunem
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V plazmatickém spektru LDL subfrakci smérem k vétSim Casticim. Aktivni metabolity

atorvastatinu také snizuji patologicky zvysenou oxidabilitu LDL lipoproteint.

Krom¢ hlavniho hypolipidemického u¢inku jsou znamy i jiné G¢inky atorvastatinu,
které se mohou podilet na jeho pfiznivém ovlivnéni kardiovaskuldrni morbidity
a mortality. Jednd se ptredevSim o zlepSeni funkénich schopnosti endotelu, které byvaji
u pacientu s hypercholesterolémii defektni. Endotelialni dysfunkce je dnes povazovana za
vyznamnou uvodni fazi aterosklerdzy a jeji zdvaznost predikuje nasledné akutni ptihody
U pacientti s ischemickou chorobou srde¢ni. Dysfunkce endotelu je v tésném vztahu
S lokélnim nedostatkem oxidu dusnatého (NO) uvoliiovaného endotelem a zvySenou
produkci superoxidovych anionti, které degraduji NO, dfive nez dosdhne cilovych bunck

cévni hladke svaloviny (21).

V experimentech bylo prokazano, ze atorvastatin zvySuje produkci NO pfiblizné
dvojnasobnym zvySenim aktivity endotelidlni NO syntazy, ¢imz zesiluje relaxaci cévni
stény zprostiedkovanou oxidem dusnatym. Pravdépodobné navic ptiznivé ovliviuje

endotelialni dysfunkci sniZzenim tvorby volnych kyslikovych radikala.

Vyznam pro antiaterogenni Uc¢inky atorvastatinu ma i stabilizace ateromovych
plati. Je znamo, Ze v procesu ruptury nestabilniho ateromového plétu, ktery je pfi¢inou
akutnich ptihod u pacienti s ICHS, hraje zasadni roli jeho infiltrace zanétlivymi buiikami.
Atorvastatin inhibuje infiltraci ateromového platu zanétlivymi bunkami a také tlumi
migraci a proliferaci bun¢k hladké svaloviny cév. Redukuje téz akumulaci cholesterolu

v makrofazich, ¢imz zabratuje jejich aktivaci.

Zvyseni aktivity NO syntdzy trombocytli atorvastatinem vede ke snizeni jejich
agregability. Tento antiagregacni UcCinek pietrvava i1 po vysazeni atorvastatinu, kdy

hypolipidemicky uc¢inek uz neni ztetelny (28).

Dlouhodobé podéavani atorvastatinu také zlepSuje vyznamné deformabilitu
erytrocytl, a tim zlepSuje reologické vlastnosti krve léCenych pacientii. Atorvastatin
ovlivituje 1 koagulaéni mechanismy, pfedevSim snizuje aktivitu faktoru VII a zvySuje

celkovou fibrinolytickou aktivitu plazmy.
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Byly také prokdzany jeho pozitivni UCinky na nelipidové rizikové faktory
ischemické choroby srde¢ni, pfedevs§im snizeni plazmatické hladiny CRP, lipoproteinu (a)

a pravdépodobné 1 fibrinogenu.
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6. ZVIRECIi MODELY ATEROSKLEROZY

Mnozi vyzkumni pracovnici, zabyvajici se zkoumanim krevnich cév, pracuji
na identifikaci dilezitych bunék a molekul, vyskytujicich se pii jednotlivych stadiich
aterosklerdzy, stejné jako na faktorech wnéjSiho prostiedi a genetickych zménach,
jez vytvoreni poskozeni napomahaji. Tyto otazky jsou velmi komplexni a vyzaduji proto
modely in vivo napodobujici lidské onemocnéni. Pouze experimentalni postupy, které
se Siroce odklanéji od onemocnéni u ¢lovéka, nebo ty, které velmi zavisi na in vitro

systémech, by mohly vest k nespravnym zavéram.

Doneddvna méla byt aterogeneze studovana predevSim na primatech
a LDL-receptor-deficientnich kralicich. Bohuzel v téchto systémech neni mozné zajistit

dostate¢né rozsahlé pocty zvifat. Navic se ani nehodi ke genetickym analyzam (29).

6.1 Pojmy

Zvite laboratorni - zvife znamych genetickych vlastnosti, rozmnoZované jen pro

laboratorni ucely.

Zviteci model - zivy organismus, jehoz studium dle urcitych pravidel dovoluje

reprodukovat a analogicky odvozovat chovani a vlastnosti organismu ¢lovéka nebo jinych
zivo¢iSnych druhti. Jde o modely ur¢ené pro studium fyziologickych i patologickych

procesti a zakonitosti.

Zviteci model nemoci - Zivy organismus s vrozenou, pfirozené ¢i uméle ziskanou vadou,

poruchou, patologickym procesem, nebo dispozicemi k onemocnéni, jehoz studium dle
pfesn¢ vymezenych pravidel dovoluje reprodukovat ¢i analogicky odvozovat patologické

chovani nebo vlastnosti jiného objektu.
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6.2 Vyuziti mySich modeli pri studiu aterosklerozy

Mysi modely aterosklerézy mohou poskytovat nédhledy na patogenezi [ézi,
na genetické modifikace a ovlivnéni prostiedim, hormony ¢i léky pii rozvoji tohoto
onemocnéni. Ackoli je prace s témito modely v podstaté na svém pocatku, studie vypadaji

slibn¢ a vydavaji uspokojiva data.

Pohled na patogenezi lézi je nyni studovany na molekularni trovni. Do studia jsou
zahrnuty monocyty i1 endotelidrni bunky, monocytarni migrace do subendoteliarniho
prostoru, pénové bunky pod wvnitini vrstvou cévni stény, nekrotizujici pénové burky,
proliferace fibroblasti, stejné jako cytokiny produkované buiikkami imunitniho systému

a jejich receptory, podstatné pfi progresi poskozeni.

Tyto studie mohou piinaset diillezité¢ informace o molekulach a bunkach typicky se
prezentujicich pfi aterosklerotickém poskozeni. Pti dal§im kiizeni mySich kmenti mohou
byt vytvareny dalsi specifické defekty uréitych molekul nebo bunék, stejné jako mutze byt

zaznamenano potlaceni ¢i naopak rozsifeni aterosklerotického fenotypu (30).

6.3 Vyvoj mySich modeli

Asi pred deseti lety se nekteré laboratofe pokusily vytvofit aterosklerdzu cilenou

modifikaci identifikovatelnych genti.

Mysi, jakoZto vyuzitelné laboratorni organismy, byly vici aterosklerdze velmi
rezistentni. Pii dieté s nizkym obsahem cholesterolu a tukovych ¢astic (low-cholesterol,
low-fat diet) m¢li cholesterol na trovni pod 2,6 mmol/l, pfevazné obsazeny v LDL-frakci a
byli bez znamek rozvinuti 1ézi. Nicméné pii krmeni vysokymi davkami cholesterolu
v dieté s vysokym obsahem tuku a s obsahem cholovych kyselin (very high cholesterol,
high-fat diet containing cholic acid), vystoupil jejich cholesterol k faktoru od 2 do 3,
s prevahou cholesterolu v non-HDL frakci. Po mnoha mésicich této diety se u nékterych

kment myS$i dédila ur¢ita tendence vytvaiet zvlastni matetské pénové burky v oblasti
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aortalniho sinu, jako napf. u kmenu C57BL/6 (obr. 15), zatimco u jinych kment tato
tendence chybéla (31).

Obréazek 15 - Mysi model C57BL. /6 (pFevzato z www.slaccas.com, 2008)

Kftizeni citlivych a rezistentnich kmenii bylo vyuzito pro uréeni vnimavého mista
v genomu. Velmi bedlivym zkoumanim téchto mist — athl - byl zmapovan
v chromozomu 1 gen, ktery sekundarné v nejvétsi mife koduje HDL-apolipoprotein, tedy
Apo-All.

Ackoli byl zpocatku tento model velmi slibny, mél dvé negativa. Prvni spocivalo
v odli$nosti poskozeni od lidskych 1ézi. Ty se nachazi ptedevsim ve vétvich velkych cév
a postupné se vyviji az do stadia fibréznich plati. Na rozdil od mysich 1ézi, které byly
malé, vyskytovaly se pouze v oblasti aortalniho sinu a dale se jiz nerozsifovaly. Druhym
problémem byla dieta, nutnd k rozvoji poSkozeni. Ta totiz nebyla fyziologicka, nebot
obsahovala 10-20x vice cholesterolu nez tzv. Western type diety (skladajici se z 0,15%
cholesterolu a21% tuku, odvozeného piedev§im z tuku mléka) a navic nepfirozenou
krmnou sloZzku - cholové kyseliny. Tato dieta podporovala vznik a rozvoj chronického
zanétlivého stavu u ateroskleroticky citlivé reagujiciho kmene C57BL/6, ale ne u kment
ateroskleroticky rezistentnich. To zvySovalo moznost rozliSeni mezi vétS$im sklonem
k aterosklerdze jako takové a dietou vyvolanym zanétem. Dietou indukovany zanétlivy
proces by mohl navic ovliviiovat bunky i cytokiny zapojené do aterosklerotického

poskozovani cév, 1 kdyz zatim nezndmym zptisobem.

V roce 1992 pouzily dvé laboratofe technologii knock-outovani geni k vytvotreni

ApoE-deficientnich mysi (32).

Apolipoprotein E, ktery je primarné vytvafen v jatrech, je povrchovou slozkou
lipoproteinové ¢astice a ligandem pro rozpoznavani lipoproteinii a odstraiiovani

lipoproteinovych receptort.
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ApoE-deficientni mysi maji tedy zpozdéné odstranovani lipoproteinii. Proto i pii
low-cholesterol, low-fat diet dosahuji jejich hladiny cholesterolu k 10,4 — 15,6 mmol/l a to
predev§im nasledkem hromadéni chylomikroni a VLDL zbytkii obohacenych
o esterifikovany a volny cholesterol. Pozoruhodné je i to, Ze se u téchto mysi vytvareji
I Vv mistech typicky zasazenych pfi lidské formé aterosklerozy. Do postizenych oblasti
zacinaji byt v 5.-6. tydnu pfitahovany monocyty z krevniho teciste, které dale migruji skrz
endotel. Tukové prouzky se objevuji po 10. tydnu. Stfedni stddium, obsahujici pénové
buniky a buiikky hladkého svalu se objevuje po 15. tydnech. Fibrézni plaky byvaji
zaznamenany po 20 tydnech. Skladaji se z nekrotického jadra pokrytého fibrinovymi
vlakny a bunkami hladkého svalstva s elastickymi vlakny a kolagenem. U starSich mysi
dochazi k vyraznému rozvoji fibroznich plaki. Nékteré pokrocilé 1éze byvaji ¢asteéné
rozloZzeny na zakladni buiiky s obCasnym aneurysmatickym uspofadanim a u dalSich
nastava kalcifikace fibrozni tkané. Rozsdhla fibroproliferace mlize zuzovat lumen cévy
nebo jeji prasvit uplne€ uzaviit. Komplikované 1éze charakterizované trombozou u téchto

mysi nebyly pozorovany (32).

Kdyz byly tyto mysi krmeny typem diety Western, vystoupila jejich hladina
cholesterolu 3-4x a zvysila se jak rychlost progrese aterosklerotickych lézi, tak i jejich

velikost.

Dal$i mysi modely aterosklerdzy byly vytvofeny zavedenim dalSich mutaci

do genetické vybavy, ¢imz opét doslo ke zméné v lipoproteinovém profilu.

Povrchové bunééné LDL receptory rozpoznavaji apolipoprotein B (apoB) na LDL
Casticich a apoE na IDL c¢asticich a odstranuji je z krevniho obéhu. Tyto ¢astice maji totiz

blizky vztah ke vzniku a rozvoji aterosklerotického procesu.

LDL-receptor-deficientni mys$i maji genetickou zménou navozené vysoké
plazmatické hladiny aterogennich lipoproteinti. Pii nizkotukové dieté mély tyto mysi
normalni hladiny cholesterolu v plazmé, ale se zvySenymi IDL a LDL frakcemi. Tato
odchylka v lipoproteinovém systému je viak sama 0 sob& nedostateénou pii¢inou vzniku
aterosklerozy. Nicméné pokud byly LDL-receptor-deficientni mysi krmeny potravou
s vysokym obsahem cholesterolu, obsahujici navic icholové kyseliny, jejich hladiny

cholesterolu se zvysily nad 39 mmol/l a byla pozorovana masivni pfitomnost tukovych
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prouzka. Léze, skladajici se z tukem vyplnéného nekrotického jadra obalené¢ho pénovymi
bunkami, byly také pozorovany, ale fibrozni plaky jiz vidény nebyly. LDL-receptor knock-
outované mysi, které byly kmeny Western typem diety, mély plazmatické hladiny

cholesterolu nad 31 mg/dl a jejich 1éze tvorily pfedevsim tukové prouzky (30).

LDL-receptor-deficientni mysi zajistuji zajimavou alternativu
k apoE-deficientnimu kmenu jako k modelu ateroskler6zy. Narozdil od apoE-deficietniho
kmenu, se u LDL-receptor-deficientnich mys$i nevytvaii léze pii nizkotukové stravé
snizkym obsahem cholesterolu. Pocateéni zavislost na velmi vysokych hladinach
cholesterolu a ptitomnosti cholovych kyselin v potravé je pravé pro tvorbu 1ézi
problematickd, stejné¢ jako neurcitost progrese fibroznich plakli a stupné jejich rozvoje.
Pozitivni je, Ze u LDL-receptor-deficientnich mysi dochazi k aterosklerotickému poskozeni
pii Western typu diety a navic je mozné, ze pti dlouhé dobé krmeni budou tyto mysi tvofit

plaky, které¢ jsou normaln¢ pfitomny pfi ateroskleroze u lidi.

6.4 ApoE-deficientni a LDL-receptor-deficientni mysi modely

aterosklerozy

Apolipoprotein ApoE je molekula, jejiz pfitomnost na lipoproteinové Castici je
predpokladem pro odstrafiovani lipoproteinli pomoci vazby na 2 typy receptori — na

receptory LDL ¢astic a receptory chylomikronovych zbytku (33).

K testovani této hypotézy byly pouzity mysi modely, u kterych byly homozygotné

cilené naruSeny geny bud’ pro ApoE, LDLr a nebo pro obé molekuly soucasné.
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Tabulka 5 - Vysledky po podavani normalni stravy

ApoE- | LDL - RECEPTOR ApoE- LDLr-
DEFICIENTNI DEFICIENTNI DEFICIENTNI
MYSI MYSI MYSI
HLADINY ssend hladi
CHOLESTEROLU | zvysen4 hladina niz&i hladina Zvysena hladina
(srovnatelnd s ApoE def.)
V KRVI
VLDL VLDL
DISTRIBUCE L L
CHOLESTEROLU chylomikronoveé LDL chylomikronové
remnanty remnanty

Z tohoto pozorovani je mozné zavérem fici, ze pii soucasné deficienci apoE a LDL

receptoru (apoE-LDLr-deficientni double homozygot),

hypercholesterolémie jako u samotné apoE deficience (34).

se projevuje stejnd forma

Geneticka blokace katabolismu na cholesterol bohatych lipoproteint je dalezitou

pti¢inou hypercholesterolémie a aterosklerézy u lidi. Prototypem téchto onemocnéni je

wrwe

hyperlipoproteinémie, jejiz pti¢inou je defekt jednoho z ligandl pro apoE receptor.

K vytvofeni mySich modelli téchto lidskych onemocnéni byla pouzita technika

homologni rekombinace embryonalnich kmenovych bunék, pomoci ¢ehoz byla umoznéna

produkce druhu mysi s chybénim apoE lipoproteinu.

Tabulka 6 - Vysledky po podavani stravy vyvolavajici hypercholesterolémii

ApoE- LDL - RECEPTOR ApoE- LDLY-
DEFICIENTNI DEFICIENTNI DEFICIENTNI
MYSI MYSI MYSI
PLAZMATICKE
HLADINY 15,6 mmol/Il Niz§i hladina 52 mmol/l
CHOLESTEROLU
Chylomikronové Chylomikronové
DISTRIBUCE
CHOLESTEROLU remnanty, VLDL, LDL remnanty, VLDL,

IDL

IDL

50




Rozdily vysledkii mezi dvéma geneticky modifikovanymi kmeny mysi vypovidaji
jasn¢ 0 tom, Ze se role apoE a LDLr v metabolismu na cholesterol bohatych ¢astic
vyznamné lisi (35). Tyto lipoproteiny piechazi do ob&hu bud’ ze stieva (chylomikrony)
nebo zjater (VLDL). Lipoproteinovou lipazou jsou pak castecné metabolizovany
avznikaji tzv. remnanty, nebo také IDL castice. Mnozstvi téchto IDL castic je pak
vychytano jatry prostiednictvim LDL receptori. Pokud jsou vsak LDL receptory
poskozeny, napt. jako u familidrni cholesterolémie homozygotniho typu, IDL remnanty
jsou v cirkulaci piestavény na LDL lipoprpoteiny s receptory pro LDL typickymi. Jsou
jimi apoE, jeZ maji k vazbam vysokou afinitu, a apoB-100, jejichZ afinita je nizsi. To
dokazuje, ze je apolipoprotein apoE pro odstraiiovani IDL velmi dilezity, a proto se u lidi
s defektem apoE IDL castice shromazd'uji v cirkulaci i navzdory tomu, Ze je hladina
apoB-100 normalni. Naopak lidé s defektem apoB-100 shromazd’uji ve svém ob¢hu LDL

lipoproteiny, nikoli vsak IDL (4).

Odstarnovani chylomikronovych remnantti je tedy procesem velmi komplexnim
a komplikovanym. Jde totiz o Castice obsahujici apolipoproteiny apoB-48, které maji
nedostatek C-terminalnich polovin, coz jim znemoziuje vazbu na LDL receptory. Prave
proto je odstranovani chylomikronovych remnanti zavislé téméer vyhradné na

apolipoproteinu apoE.

Pomoci LDL receptorit je zob&hu odstraiiovano jen malo chylomikronovych
zbytkli. Ty se vSak ani pfi familidrni hypercholesterolémii nehromadi, nebot’ jatra maji
zalohovy systém, ktery je schopny tyto Castice odstranit, i kdyz LDL receptory chybi.
Tento zalohovy systém spoléha na apoE. Dikazem je i to, Ze Kk hromadéni
chylomikronovych remnantt dochazi u pacientt s I1l. typem hypercholesterolémie, ktery je
zpusobeny defektem pravé receptoru apoE. Céstené odstrafiovani remnanti mize
zprostiedkovat LDL receptoru podobny lipoprotein — LRP, ktery vychytavd o apoE
obohacené zbytky. LRP vSak smi pracovat jen v souladu s proteoglykany na povrchu

hepatocyt.

Vzhledem k tomu, Ze se apoE spojuje stejné dobfe s LDLr i s LRP, je hladina
apoB-48 vysSi u apoE-deficientnich mysi nez u mysi s LDLr deficienci. Naproti tomu maji
LDLr-deficientni mys$i izolované zvySenou hladinu apoB-100. U zvifat, u nichz je

soucasné deficience jak apoE, tak i LDLr, se souc¢asn¢ hromadi apoB-48 i apoB-100 (35).
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Tabulka 7

ApoE-
DEFICIENTNI
MYSI

LDL - RECEPTOR
DEFICIENTNI
MYSI

ApoE- LDLr-
DEFICIENTNI
MYSI

APOLIPOPROTEINY

vyrazn¢ {+ apoB-
48mirné {+ apoB-
100

vyrazn¢ {+ apoB-
100mirn¢ {+ apoB-
48

vyrazné {+ apoB-48
i apoB-100
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7. CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo popsat zmény biochemickych hodnot
lipopoproteint u raznych mySich modelt aterosklerdzy. Déle byly popsany zmény
parametrd lipidového spektra po podavani atorvastinu u apoE-deficientnich mysi

a apoE/LDLr-deficientnich mysi.
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8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Zvireci modely

Samice kmene C57BL/6J byly krmeny standardni dietou po dobu 8 tydnt. Tato

skupina slouZila jako kontrolni skupina pro stanoveni zakladnich hladin lipoproteind.

8.1.1 Samice apoE-deficientni mysi:

U vsSech mysi byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve v€ku 8 tydnii. Zvifata
byla nahodné rozdélena do 2 skupin, kontrolni, které byla podavana pouze aterogenni dieta,
a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o 100 mg atorvastatinu na

lkg vahy denné.

8.1.2 Samice ApoE/LDLr-deficientni mysi:

I zde byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnii. Zvifata byla
nahodné rozdélena do 2 skupin, kontrolni, které byla podavéna pouze aterogenni dieta,
a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o 100 mg atorvastatinu na

lkg vahy denné.
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8.2 Predepsana dieta

Aterogenni dieta (Western type diet) obsahovala 21 % tuku (11 % nasycenych

mastnych kyselin) a 0,15 % cholesterolu.

Vsechny skupiny byly krmeny experimentdlnimi dietami po dobu 8 tydni. Kazda
z mysi byla chovana v samostatné kleci. Dostavaly denné 6g potravy (ve specialné upravenych
granulich) a mély volny piistup k vodé po celou dobu studie. Béhem experimentu nebyly

nalezeny zmény télesné hmotnosti v souvislosti se spotfebou potravy.

8.3 VySetreni zakladniho spektra krevnich lipidi

U sledovanych zvifecich modelt byly stanoveny hladiny cholesterolu
a triacylglycerolt v krevnim séru i ve vSech lipoproteinovych frakcich po provedeni

ultracentrifugace.

8.3.1 Ultracentrifugace

Metoda separace lipoproteini pomoci ultracentrifugacni techniky je zaloZena
na separaci lipoproteinovych castic krevniho séra na zaklad¢ jejich rozdilné hustoty.
Pti postupném pouziti roztokid soli o riznych koncentracich a tedy i hustotach, je mozné
ziskat: very-low-density-lipoprotein (VLDL), intermediate-density-lipoprotein (IDL),
low-density-lipoprotein (LDL) a high-density-lipoprotein (HDL).

PouZitd metodika je zpracovana pro vyuZiti ultracentrifugy Optima™ MAX-XP

od firmy Beckman Coulterg.
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Obrézek 16 - Ultracentrifuga Optima™ MAX-XP (pievzato z www.beckmancoulter.com, 2008)

8.3.1.1 Zpracovani materialu

Pfistrojové vybaveni: centrifuga Mini Spin”"® (firma Eppendorf, Germany)

ultracentrifuga Optima™ MAX-XP (firma Beckman Coultere,

California).

Roztoky: 0,9% NaCl s 0,01% EDTA
16,7% NaCl s 0,01% EDTA.

Postup: Krev laboratornich ~ mysi, slouZicich jako  model aterosklerdzy,

se do Eppendorfovych zkumavek odebira jako nesrazliva.

Po prijmu v laboratofi se krve zcentrifuguji na centrifuze Mini Spin®® (1300 x g ,

10 minut) a pro dalSi préaci se pouZzije jen krevni sérum.

Do polykarbonatove zkumavky se napipetuje 60 — 100 ul séra (dle mnoZstvi
ziskaného vzorku). Knému se ptida stejné mnozstvi 0,9% roztoku chloridu sodného
50,01% EDTA (pomér 1:1 je vZzdy nutno zachovat). Zkumavky se pak vlozi do vhodného

rotoru (velmi nutné je jeho spravné vyvazeni) a ten nasledné do ultracentrifugy.

Podminky ultracentrifugace:
» 1 hodina 30 minut
» 90000 otacek
» 10 °C.
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Po zastaveni centrifugy se rotor opatrné vyjme, zkumavky se zrotoru vyndaji
pomoci peanu a pipetou Microliter™ Syringes (firma Hamilton) se ze spodu zkumavky
odebere polovina plivodniho objemu smési. Ta se prenese do nové centrifugacni
zkumavky. Ke vzorku se pfida stejna objemova jednotka 16,7% roztoku chloridu sodné

5 0,01% EDTA a centrifuguje se za stejnych podminek.

Prvni vrstva, ktera po prvni centrifugaci zlstane v centrifugacni zkumavce,
obsahuje c¢astice VLDL (d < 1,006 g/l). Po druhé ultracentrifugaci tvoii ve zkumavce
spodni ¢ast HDL lipoprpteiny (d < 1,063 g/l) a vrchni ¢ast lipoproteiny LDL (d > 1,063
gll).

V jednotlivych frakcich se nasledné stanovi pozadované parametry, v nasem

ptipadé koncentrace cholesterolu a TAG.

8.4 Enzymatické stanoveni koncentrace cholesterolu v krevnim séru

Stanoveni koncentrace cholesterolu v krevnim séru laboratornich mysi bylo
provadéno pomoci komeréniho setu CHOLESTEROL LIQUID 500 od firmy
PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.

Princip metody:

cholesterolesteraza

estery cholesterolu + H20 » cholesterol + volné mastné kyseliny

cholesteroloxidaza

cholesterol + 02 » 4-cholesten-3-on + H,0»

peroxidaza

2H,0, + fenol + 4-aminoantipyrin » chinonimin +4 H20

= intenzita vzniklého rizovocerveného zabarveni je imérna koncentraci cholesterolu

= méfeni se provadi pii vinove delce 500nm
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Piistrojové vybaveni: Thermoblok (Shepreth Cambridgeshire SG8 6GB, England)

Minitfepacka Lab Dancer (firma IKA-WORKS, INC., Germany)

UV-VIS SPEKTOFOTOMETR PharmaSpec UV-1700
(firma SCHIMADZU, Japan)

Cinidla:
» RI ¢inidlo (Gooduv pufr o0 pH 6,7 - 50 mmol/l, fenol 5 mmol/l, 4-aminoantipyrin -
0,3 mmo/l, cholesterolesterasa > 3,33 ukat/l, cholesteroloxidasa > 0,83 pkat/I,

peroxidasa > 50 pkat/1)
» Kalibrator — lyofilizované sérum

Postup méreni:

Blank Standard Vzorek

Cinidlo 1 1,00 ml 1,00 ml 1,00 ml

Vzorek - - 0,01 ml
Kalibrator - 0,01 ml -
Destilovanéa voda 0,01 ml - -

Po promichani se inkubuje 10 minut pii 37°C. Po té je nutno béhem 60 minut zméfit
absorbanci vzorku (A,;) a standardu (As) proti blanku ¢inidla (Ay).

Vypodet: cholesterol(mmol| /) = A=A,

st
t 7ol

Charakteristiky metody:

> linearita: do 19,5 mmol/I
> mez detekce: 0,04 mmol/Il
» dolni mez stanovitelnosti: 0,14 mmol/I

» pracovni rozsah: 0,14 — 19,5 mmol/I

Interference: kyselina askorbova (do 0,28 mmol/l), bilirubin (do 342 mmol/l),
TAG (do 22 mmol/l), hemoglobin (do 2 g/l)
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8.5 Enzymatické stanoveni koncentrace triacylglyceroli v krevnim séru

Stanoveni koncentrace triacylglycerolti v krevnim séru laboratornich mysi bylo
provadéno pomoci komercniho setu TRIACYLGLYCEROLY LIQUID 250 S od firmy
PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.

Princip metody:

lipoproteinlipaza

triacylglyceroly » glycerol + volné mastné kyseliny

glycerol + ATp _heerolkinza - qjycerol-3-fosfat + ADP

glycerol-3-fosfat-oxidaza

glycerol-3-fosfat + O, » dihydroxyacetonfosfat + H,O,

peroxidaza

2 H,O, + 4-aminoantipyrin + 4-chlorofenol chinoniminové barvivo +

4H,0

= intenzita rizovooranzového zbarveni je imérna koncentraci triacylglyceroltl v séru

= meéfeni se provadi pii vinové délce 500 nm.

Ptistrojové vybaveni: Thermoblok (Shepreth Cambridgeshire SG8 6GB, England)

Minitfepacka Lab Dancer (firma IKA-WORKS, INC., Germany)

UV-VIS SPEKTOFOTOMETR PharmaSpec UV-1700
(firma SCHIMADZU, Japan)

Cinidla:

» RI1 ¢inidlo (Gooduv pufr o pH 7,2 - 50 mmol/l, 4-chlorofenol - 4 mmol/l,
Mg?* - 15 mmol/l, ATP - 2 mmol/l, glycerolkinasa > 6,7 pkat/I,
peroxidasa > 33 ukat/l, lipoproteinlipasa > 33 pkat/l,

glycerol-3-fosfat-oxidasa > 8,3 pkat/l, 4-aminoantipyrin 0,5 mmol/l)

» R2 standard - triacylglyceroly ¢ = 2,3 mmol/I
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Postup méreni:

Blank Standard Vzorek
Cinidlo R1 1,00 ml 1,00 ml 1,00
Vzorek - - 0,01 ml
Kalibrator R2 - 0,01 ml -
Destilovana voda 0,01 ml - -

Po promichani se reakéni smés necha 10 minut inkubovat pti 37°C. Po té je nutno béhem

60 minut zméfit absorbanci vzorku (A,;) a standardu (As) proti blanku ¢inidla (Ap).

):’é‘l/z_’qb/><

t ol

C

st

Vypodet: triacylglyceroly (mmol/l

Charakteristiky metody:

> linearita: do 11,4 mmol/l
> mez detekce: 0,03 mmol/I
» dolni mez stanovitelnosti: 0,1 mmol/I

» pracovni rozsah: 0,1 — 11,4 mmol/l

Interference: kyselina askorbova (do 0,34 mmol/l), bilirubin (do 684 mmol/l),
hemoglobin (do 2,5 g/l)

60




9. STATICKA ANALYZA

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér + SEM (stfedni chyba
priméru) pro 8 zvifat v kazdé skupiné. Ke vzijemnému porovnani parametrii
u atorvastatinové a kontrolni skupiny byl pouZzit neparovy T test. Rozdily mezi skupinami

byly statisticky vyznamné v piipadé, ze p< a, kde 0=0,05. K vypoctu byl pouzit GraphPad
Prism software (verze 4.0).

9.1 Biochemickéa analyza u C57BL/6J mysi krmenych standardni dietou

Biochemicka analyza cholesterolu a lipoproteinti ukazala nizké hladiny jednotlivych

frakci cholesterolu. Navic byl potvrzen literarné znamy fakt, ze hlavnim lipoproteinem u mysi
je protektivné pusobici HDL lipoprotein.

Graf 1 — Hladiny lipoproteinii a triacylglycerolid C57BL/6J — vysledky ukazuji na rozloZeni
cholesterolu v jednotlivych frakcich

mmolil

celkovy cholesteral  VLDL LDL HDL

TAG
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9.2 Biochemickéa analyza u apoE-deficientnich mysi:

Podavani vysokotukové diety a ApoE-deficientnich mysi vedlo k vyraznému
nartstu vSech frakci cholesterolu, kromé& HDL cholesterolu, ktery byl snizen. Podavani
atorvastatinu prekvapivé vedlo k hypercholesterolemickému efektu. Byly stanoveny hladiny
celkového cholesterolu, VLDL cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu
a triacylglycerolti (TAG). Vysledky prokazaly, Ze osmitydenni podavani atorvastatinu v davce
100 mg/kg statisticky vyznamné zvysilo hladiny celkového cholesterolu, VLDL, LDL a HDL
(viz. graf 2, 3, 4, 6). Pouze triacylglyceroly nebyly podavanim atorvastatinu ovlivnény
(viz. graf 5).

Graf 2 - Hladiny celkového cholesterolu u apoE-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné zvysilo hladiny celkového cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. (**P<0,01).

celkovy cholesterol

mmol/fl

kontrolni skupina atorvastatinova skupina
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Graf 3 - Hladiny VLDL cholesterolu u apoE-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné zvysilo hladiny VLDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. ( P<0,001).

VLDL

***

mmol/l

kontrolni skupina

atorvastatinova skupina

Graf 4 - Hladiny LDL cholesterolu u apoE-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani atorvastatinu
statisticky vyznamné zvysilo hladiny LDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou. (*P<0,001).

LDL

mmol/l

kontrolni skupina atorvastatinova skupina
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Graf 5 - Hladiny HDL cholesterolu u apoE-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani atorvastatinu
statisticky vyznamné zvysilo hladiny HDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou. (*P<0,05).

HDL

0.5-

0.4+

0.3+

mmol/fl

0.2+

0.1+

0.0
kontrolni skupina atorvastatinova skupina

Graf 6 - Hladiny triacylglyceroli u apoE-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani atorvastatinu
nevedlo k signifikantni zméné hladin TAG.

TAG

mmol/fl

kontrolni skupina atorvastatinova skupina
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9.3 Biochemickéa analyza u apoE/LDLr-deficientnich mysi:

Podavani vysokotukové diety a ApoE/LDLr-deficientnich mysi vedlo k vyraznému
nartstu vSech frakci cholesterolu, kromé& HDL cholesterolu, ktery byl snizen. Podavani
atorvastatinu vedlo k vyraznému hypolipidemickému ucéinku. Byly stanoveny hladiny
celkového cholesterolu, VLDL cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu
a triacylglycerolti. Vysledky prokazaly, ze osmitydenni podavani atorvastatinu v davce 100
mg/kg statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového cholesterolu, VLDL, LDL a TAG
(viz.graf 7, 8, 9, 11). Navic bylo zjisténo, ze atorvastatin také zvysil hladiny HDL cholesterolu
(viz. graf 10).

Graf 7 - Hladiny celkového cholesterolu u apoE/LDLr-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné sniZilo hladiny celkového cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. ( P<0,001).

Celkovy cholesterol
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Graf 8 - Hladiny VLDL cholesterolu u apoE/LDLr-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné sniZilo hladiny VLDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. (- P<0,001).

WLDL

*kk

mmolfl

kontrolni skupina atorvastatinova skupina

Graf 9 - Hladiny LDL cholesterolu u apoE/LDL r-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné sniZilo hladiny LDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 10 - Hladiny HDL cholesterolu u apoE/LDLr-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné zvysilo hladiny HDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou
("P<0,05).
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Graf 11 - Hladiny triacylglyceroli u apoE/LDLr-deficientnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné sniZilo hladiny triacylglycerolii ve srovnani s kontrolni skupinou.
(7"P<0,001).
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10. DISKUZE

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozSifenym
onemocnénim, které ur€itym zpisobem postihuje vSechny veékové skupiny obyvatelstva.
Klinické piiznaky aterosklerozy, které¢ se ve vétSin€ piipadii objevuji az v pozdéjsich letech
Zivota, jsou dnes velmi frekventované a aterosklerdza je v soucasné dob¢ ptic¢inou témet 50 %
vSech umrti. Rozsahly vyzkum v oblasti aterosklerdzy odhalil v poslednich letech fadu novych
poznatkd, které prispivaji k pochopeni déju, ke kterym dochazi béhem aterogenniho procesu.
Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu zdiraznuji tlohu zanétlivé reakce v procesu

aterogeneze (1).

V terapii hyperlipidémii a cévnich komplikaci (ateroskler6zy) jsou dnes asi
nejvyznamnéj$imi 1éky statiny. Statiny (nékde uvadény téz pod ndzvem vastatiny) jsou
v soucasné dob¢ povazovany za nejucinngjsi hypolipidemika. Jsou to kompetitivni inhibitory
klicového enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-hydroxyl-3-methylglutarylkoenzymA-
reduktazy (HMG-CoA reduktazy). Jednotlivé statiny se lisi relativni ucinnosti a tzv.
nelipidovym puasobenim, tj. antiagrega¢nim, antiproliferativnim ucinkem, vlivem na Upravu
endotelialnich funkci, stabilizaci ateromatoznich plat, aj. (22). Cilovym orgdnem zésahu

statinl jsou jatra.

Od roku 1986 se védecké skupiny v riznych laboratotich snazily vyvolat aterosklerézu
Umysi za Ucelem zavedeni nového zvifeciho modelu. MySi jsou totiz obvykle vici
ateroskler6ze vysoce rezistentni. Pfi piijmu bézné stravy maji nizkou hladinu celkového
cholesterolu a vyssi hladinu protektivniho HDL cholesterolu, tudiz se u nich nevyvijeji
ateroskleroticke léze. Oviem pokud jsou mysi krmeny stravou s vysokym podilem cholesterolu
a tukl, ktera téz obsahuje ZluCové kyseliny, hladina jejich celkového cholesterolu roste a po
nekolika mésicich se u vybranych kment mysi zacnou tvofit vrstvy pénovych bun¢k, zejména

v subendotelu cév v okoli aortalniho sinu (36).

Ackoli se tento model zprvu vyvijel slibn€, mé¢l dva zasadni problémy. Oproti lidskym
aterosklerotickym 1ézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév, kde platy progreduji, mysi
léze jsou malé, vyskytuji se pouze v oblastech aortalniho oblouku a nedochazi k jejich
progresi. Strava, kterou jsou mySi krmeny, je nefyziologickd, obsahuje 10 — 20x vice

cholesterolu a zlu¢ovych kyselin. Navic tato strava vyvola chronicky zanét pouze u citlivych
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kmenli mysi, nikoli u kment ateroskleroticky rezistentnich, coz zvySuje moznost dohadi, ze
genetické rozdily mezi danymi kmeny mysi jsou dany spiSe rozdily v reakci na podanou

stravu.

V roce 1992 pouzily dvé laboratofe specialni genovou technologii, ktera dala vzniknout
mySim deficientnim v apolipoproteinu E (37). ApoE jsou tvofeny primarné v jatrech a maji je
na svém povrchu zakladni lipoproteinové ¢astice a ligandy pro rozpoznani lipoproteind a také
pro clearance lipoproteinovych receptori. ApoE deficientni mySi maji zpozdéné vylucovani
lipoproteint a 1 pii nizkocholesterolové stravé hladina jejich cholesterolu stoupa jako disledek
akumulace chylomikroni a VLDL zbytki obohacenych esterifikovanym i volnym
cholesterolem. U téchto mysi se vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také fibromuskularni platy,
typické pro aterosklerozu u lidi. Tyto 1éze se formuji v aorté, v bii$ni aorté, v hlavnich vétvich
karotid, interkostalnich, mesenterickych, renélnich a ilialnich arteriich a také v proximéalnich
¢astech koronarnich, femoralnich a podklickovych arterii. Lipidni prouzky se objevuji po
deseti tydnech a 1éze obsahujici pénové buitky a hladkosvalové buiiky se objevuji po patnacti
tydnech. Fibromuskulérni platy jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji nekrotické jadro
a fibromuskularni ¢epicku z hladkosvalovych bun€k obklopenych elastickymi vlakny
a kolagenem. U starSich mysi se fibromuskularni platy vyvijeji, u pokro¢ilych 1ézi je patrna
destrukce bun¢k medie s prilezitostnym vyvojem aneuryzmat. Rozsahla proliferace fibrozni
tkané mize zuzit lumen cévy, ¢i dokonce zplsobit jeji uplnou okluzi. Komplikované 1éze

charakterizované trombdzou se v3ak nevyskytly (38).

ApoE/LDL receptor deficientni mysi vyvijeji vyraznou spontanni hypercholesterolémii
a ateroskleroticke leze jiz v patém tydnu svého Zivota. V osmém tydnu jiz maji pokrocilé 1éze
v oblasti aortalniho sinu, jejichz vyvoj Ize samoziejmé jesté urychlit podavanim aterogenni
diety. Z toho divodu je tento model povazovan za velmi dobry zvifeci model pro studium

uc¢inki hypolipidemik (34).

My jsme se Vv této diplomové praci zaméfili na sledovani vlivu podavani atorvastatinu
pravé u dvou vyse zminovanych experimentalnich modelt aterosklerozy, apoE-deficientnich

mysSi a apoE/LDLr/deficientnich mysi.

Bylo prokazano, ze genetickd modifikace a zaroven aterogenni dieta vedou k nartistu
hladin cholesterolu a zméné zastoupeni lipoproteinti smérem k vyrazné aterogennimu profilu,
ktery je dan zejména zvySenim VLDL cholesterolu a snizenim HDL cholesterolu, coz je plné

se souladu s literarnimi Gdaji (29).
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Podévani statinli t¢émto dvéma riznym mySim modelil aterosklerozy vSak mélo velmi
rozdilné G¢inky na hladiny cholesterolii. Podavani atorvastatinu v ddvce 100 mg/kg vedlo
k vyraznému hyperlipidemickému efektu u apoE-deficientnich mysi ve srovnani s kontrolni
skupinou. Tyto vysledky jsou v souladu s nékterymi dal§imi literarnimi udaji u téchto mysi,
kde bylo prokdzano, ze podéavani statinh u tohoto modelu nevede k ocekavanému
hypolipidemickému U¢inku a tudiz je mozné tento model povazovat za vhodny ke studiu
pleiotropnich u¢inka statinti (39). Na druhou stranu ale néktefi autofi prokazali u tohoto
modelu aterosklerézy opaény vliv pii podavani statin. Wang et al. a Bea et al. prokazali
hyperlipidemicky ucinek simvastatinu, ktery byl navic doprovdzen progresi aterogennich zmén
u téchto mysi (40). Tento efekt statinti apoE-deficientnich mysi byl pozdéji vysvétlovan tim, Ze
statiny u téchto mysi zpisobuji tvorbu specifickych VLDL lipoproteinti bohatych na
cholesterol (41). Vyse uvedené vysledky tedy naznacuji, Ze tento kmen neni pfili§ vhodny ke

studiu ¢inku statinu.

Podavani atorvastatinu apoE/LDLr-deficientnim mySim vedlo k velmi rozdilnym
vysledkiim Podavani davky 100mg/kg/den atorvastatinu po dobu osmi tydni velmi pozitivné
ovlivnilo vdechny parametry lipidového spektra. DoSlo ke sniZeni celkoveho, VLDL, LDL
cholesterolu a TAG. Navic se signifikantné zvysil HDL cholesterol. Tento efekt podavani
statind u mysi je zcela ojedinély a v literatufe dosud nepopsany. Navic dalsi analyza prokazala

také vyrazné protizanétlivé ucinky podavani atorvastatinu u téchto mysi (42).

Tyto vysledky tedy naznacuji, ze apoE/LDLr-deficientni mysi by mohly byt dobrym

modelem pro studium dalSich u€ink a mechanizmt pisobeni statind.
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11. ZAVER

Tato diplomova prace byla zamétena na sledovani vlivu podavaného atorvastatinu

na parametry lipidového spektra u dvou experimentalnich modela aterosklerdzy.

Biochemické analyza krve apoE-deficientnich mysi ukazala, Ze osmitydenni podavani
atorvastatinu v davce 100 mg/kg statisticky vyznamné zvysilo hladiny celkového cholesterolu,
VLDL, LDL a HDL cholesterolu.

Biochemické analyza krve apoE/LDLr-deficientnich mysi ukazala, ze osmitydenni
podavani atorvastatinu v davce 100 mg/kg statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového
cholesterolu, VLDL, LDL, TAG a navic bylo zjisténo, ze atorvastatin také zvysil hladiny HDL

cholesterolu.

Tyto vysledky potvrzuji do jisté miry nékteré prace jinych autorti a poukazuji na

rozdilny efekt podavanych statinli u mysich modell ateroskler6zy.

Tyto vysledky tedy naznacuji, ze apoE/LDLr-deficientni mySi by mohly byt dobrym

modelem pro studium dalSich ucink a mechanizmt pisobeni statind.

71



12. ZKRATKY

AGE

Apo

Apo E
Apo/Fas
Apo/FasL
CD4, CD8
bunck)
DLP
ELFO
HDL
HMG-coA
ICAM-1
IDL
ICHDK
ICHS
LDL
LDLr
Lp(a)

LRP
Ox-LDL
PAI-1
PRP
RAGE
TAG

Th1l T lymfocyty
TNF
VCAM-1
VLDL
WHO

Advanced Glycation End Product
apolipoprotein
apolipoprotein E

proapoptotickou molekulou Apo/Fas

proapoptotickou molekulou Apo/Fas ligand

cluster of differentiation (oznaceni antigenti na povrchu

dyslipoproteinémie

elektroforéza

high density lipoproteins
hydroxymetylglutaryl-koenzym A
intercellular adhesion molecule-1
intermediate density lipoproteins
ischemicka choroba dolnich koncetin
ischemicka choroba srde¢ni

low density lipoproteins

LDL receptor

lipoprotein (a)

LDL receptoru podobny lipoprotein
oxidované low density lipoproteins
inhibitor aktivatoru plasminogenu

Pattern Recognition Receptors

Receptor for Advanced Glycation End Product

triacylglyceroly

pomocné T lymfocyty

tumor nekrotizujici faktor
vascular cell adhesion molecule-1
very low density lipoproteins

Svétova zdravotnicka organizace
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