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Kandidat: Mgr. Jan Dvoracek

Konzultant: Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, PhD

Nazev rigorozni prace: Sledovani vlivu atorvastatinu na expresi markeru TGF-f1
kaskady.

Cil préace:

Cilem prace bylo zjistit a popsat expresi fosforylované formy p-Smad2
v aterosklerotickych platech u apoE/LDL-receptor deficientnich mys$i a ovlivnéni této
exprese atorvastatinem bez hypolipidemickych ucinka.

Metody:

Byly vyuzity apoE/LDL-receptor deficientni samice mysi kmene C57BL/6J, u
nichz byla provedena biochemicka analyza vzorkll krve, histologické barveni tkani
olejovou cerveni k detekci lipidi a imunohistochemickd analyza segment tkané
pochazejicich z aorty a horni poloviny srdce. Pro detekci exprese p-Smad?2 byla pouzita
metodika avidin-biotin s detekci pomoci DAB.

Vysledky:

Biochemickou analyzou jsme potvrdili zvySenou hladinu celkového cholesterolu u
mysi, které mély ke standartni dieté piiddvan atorvastatin, oproti mysim krmenym
pouze standartni dietou. U mysi lécenych atorvastatinem jsme histologickym barvenim
olejovou cerveni detekovali signifikantni pokles velikosti aterosklerotickych plati ve
srovnani s nelécenou skupinou. Imunohistochemickou analyzou jsme prokézali expresi
p-Smad2 v aterosklerotickych platech obou skupin zvifat. Exprese byla pozorovéana
v médii cév, v platu, na chlopnich a ¢astecné¢ na cévnim endotelu na povrchu plata.
Podavani atorvastatinu obecné zvysilo expresi p-Smad2 zejména v platu a na cévnim
endotelu ve srovnani s kontrolni skupinou.

Zaver:

Vysledky prokézali, ze podavéani atorvastatinu v davce 50 mg/kg/den vedlo ke

zvySeni exprese p-SMAD2 bez hypolipidemickych uc¢inki, a téz vedlo ke sniZeni

velikosti plochy aterosklerotickych plati ve srovnani s kontrolni skupinou.



Abstract
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Title of Thesis: The study of atorvastatin effect on the expression of TGF-f1
cascade marker.

Background:

The aim of this thesis was to establish and describe the expression of
phosphorylated form of Smad2 in the atherosclerotic lesions in apoE/LDLr-deficient
mice. Moreover we evaluated the effect of atorvastatin on p-Smad-2 expression beyond
its lipid lowering effects.

Methods:

Using female mice C57BL/6J strain with a double deficit of apolipoprotein E and
LDL-receptor was performed biochemical analysis of blood specimens, histological
staining with oil red for detection of lipids and immunohistochemical analysis of aortic
siinus. Avidin-biotin method with DAB visualization was used to detect expression of p-
Smad?2.

Results:

Using biochemical analysis we confirmed increased levels of cholesterol in mice
fed standard diet with addition of atorvastatin as compared with mice on standard diet.
Histological staining with oil red showed significant decrease in atherosclerotic lesion
size in mice treated by atorvastatin as compared with untreated group. We demonstrated
expression of p-Smad2 in atherosclerotic plaques by immunohistochemical analysis in
both group of mice. The expression was demonstrated in tunica media, in
atherosclerotic plaque, in valves and partially in vascular endothelium of plaque surface.
The p-Smad2 expression was primarily increased in the plaque and in vascular
endothelium in atorvastatin treated mice when compared with control mice.

Conclusion:
The results showed that atorvastatin administration in dose of 50 mg/kg/day led to
expression increase of p-Smad2 out of hypolipidemic effect and to atherosclerotic lesion

size decrease compared to control group.



Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou povazovana za hlavni pficinu celkové
mortality, a to hlavné v primyslové vyspélych zemich. Za nejcastéjsi pficinu
kardiovaskularni mortality je povazovana ischemicka choroba srde¢ni, kterda byva
v mnoha ptipadech zplisobena koronarni aterosklerdzou (Vicek 2010).

Ateroskler6za byla kdysi povazovana za mechanicky proces prostého ukladani
tuku do cévni stény. Pocatkem devadesatych let zacala byt ateroskler6za chapéana jako
chronicky proces, na kterém se podileji prozanétlivé molekuly, cytokiny a rdstové
faktory. Ateroskleroza je dnes nékdy oznacovana jako ,,nemoc 20. stoleti®, je jednou
z hlavnich pfi¢in kardiovaskularnich onemocnéni (Daubresse 2000).

Ateroskleroticky proces probiha v nékolika stadiich, které v ptipadé
dlouhotrvajiciho plsobeni aterogennich faktori mohou vést az ke vzniku klinickych
komplikaci (Keaney 2000). Casto jsou aterosklerotické zmény patrny na cévach jiz
vraném détstvi, ale ke klinickym projeviim zpravidla dochdzi aZ mnohem pozdé&ji
(Vojacek 2004). Zac¢ina adhezi oxidovanych ¢astic LDL k cévni sténé€ a konci - vétSinou
asi az o n¢kolik desetileti pozdéji - rupturou fibrozni ,,Cepicky* aterosklerotického platu,
vytvofenim trombu a akutni cévni piihodou, infarktem myokardu, nebo ischemickou
chorobou dolnich koncetin. Tyto organové komplikace jsou nejcastéjsi pfic¢inou
pfed¢asné invalidizace a umrti ve vétsin¢ civilizovanych zemi a jsou jednim
z vyznamnych socidlnich problémt civilizace, spojenych se ,,zdpadnim stylem zivota®.
Diky tomuto stylu Zivota bude mit tento zdravotni problém mnohem S$ir§i nésledky
zejména bchem naslednych desetileti (Keaney 2000). Arterio- nebo ateroskleréza je
dnes pfi¢inou vice nez poloviny vSech umrti v zépadnich primyslovych zemich
(Silbernagel 2001).

Ceska republika se nachézi, i ptes pfiznivy vyvoj v poslednich letech, na jednom z
pirednich mist v Evropé v umrtnosti populace na choroby srdce a cév. Velkym
problémem je starnuti populace a s tim souvisejici zvySovani prevalence
kardiovaskularnich onemocnéni v populaci (Vaughan 2001).

Pfesnad pfiina onemocnéni neni zndma, proto ani nelze aterosklerézu vylécit.
Farmakologicky ovlivnit lze pouze nasledky aterosklerozy a rizikové faktory, které se
podileji na jejim vzniku (VI¢ek 2010). V pribehu posledniho desetileti byl zaznamenan
jednoznaény posun v etiologii a patogenezi vzniku aterosklerozy, stejné¢ jako

v objasnéni Ulohy cholesterolu a kardiovaskuldrnich rizikovych faktord (Vaughan 2001).



Mikroskopicka anatomie cév

Cévy jsou trubice, které v lidském téle vedou krev a lymfu. V zasad¢ jsou slozeny

Mo Vv

z nejvnitingjsi vrstvy (intima) vystlané endotelem, stfedni ¢asti (medie) tvofené hladkou

svalovinou a zevni ¢asti (adventicie) (Vokurka 2004).

Obr.1: Histologie cév
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Tunica intima

Je to nejvnitingj$i vrstva cévy, kterd se bezprostfedné styka s proudici krvi
(Vokurka 2004). Sklada se zjedné vrstvy endotelidlnich bunék, pod niz lezi
subendotelidlni vazivova tkan. Ploché endotelové buiiky lezici na bazalni membrané

jsou spolu spojeny pomoci zonulae occludentes. Bumnky endotelu jsou vysoce
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metabolicky aktivni a podileji se na transportu latek skrz cévni sténu, maji také dobrou
regeneracni schopnost. Syntetizuji mnozstvi latek, mezi nimi i vasoaktivni latky jako je
endothelin nebo oxid dusnaty, prostacykliny, cytokiny, rastové faktory, adhezni
molekuly a dal§i. Od tunica media je intima oddélena prostfednictvim membrana

elastica interna (Baumhoer 2003).

Tunica media

Je to stfedni vrstva cév, tvofend zejména hladkou svalovinou, leZici vn¢ od intimy
(Vokurka 2004). Sklad4 se z hladkych svalovych bun¢k, kolagennich a elastickych
vlaken. Hladkosvalova vlékna jsou spirdlovité usporadana. Bunky hladkych svali medie
nemaji jen kontraktilni vlastnosti, nybrz také metabolické a fagocytarni (Baumhoer
2003). Mezi medii a adventicii Ize ve velkych artériich pozorovat vrstvu membrana

elastica externa (Paulsen 2004).

Tunica adventitia

Je to zevni vrstva cévy, ktera ji spojuje s okolni tkédni (Vokurka 2004). Je také
nazyvana tunica externa. Je tvofena hlavné kolagennimi vldkny a jen malo
hladkosvalovymi vlakny. Uvniti prochazeji vasa vasorum a nervova vladkna (Baumhoer
2003). Ve vénach je to nejsilnéjsi vrstva (Paulsen 2004).

VyzZiva tunica intima a vnitifni ¢asti tunica media cév s primérem nad 1 mm je
zajiSténa diftizi zivin z krve. Vngj$i vrstvy jsou pak zasobovany vlastnimi cévami — vasa
vasorum. V cévni stén¢ se také nachéazi komplexni systém vegetativnich a senzitivnich
vlaken. Nervové plexy lezi vétSinou mezi vrstvami cévni stény a podileji se na regulaci

cévniho tonu (Baumhoer 2003).

Krevni cévy se dale déli podle typu a velikosti na artérie, zily a kapilary.

Artérie

Artérie je céva, kterd vede krev od srdce a to zejména ve velkém ob&hu pod
vysokym tlakem. Tomu odpovida jeji stavba — silnd svalova vrstva v medii (Vokurka
2004. Rozlisuji se dva zakladni typy: artérie elastického typu a artérie svalového typu.

Artérie elastického typu jsou charakterizovany mnozstvim elastickych vlaken

v tunica media. Typickym piikladem je aorta a jeji vétve. Aorta méa vzhledem



k vysokému mechanickému zatizeni silnou intimu a vyvinutou subendotelidlni vrstvu,
obsahuje kolagenni a elasticka vldkna a hladké svalové bunky. Media je velmi Siroka
a je tvofena navzajem propojenymi elastickymi blankami. Elastické vrstvy jsou spojeny
s hladkymi svalovymi bunkami. Elastické vlastnosti medie vedou ke vzniku odporu
proti roztazeni cévy a k hromadéni energie v cévni sténé. Tato energie je dale vyuzita
k udrzeni kontinudlniho toku krve. Tunica adventitia je tenkd a obsahuje vldkna
kolagenni i elastickd (Baumhoer 2003).

Artérie svalového typu obsahuji mnohem vice hladkosvalovych bun¢k. K tomuto
typu patii stfedni a malé artérie, pficemz malé artérie piechazeji do arteriol (Baumhoer
2003, Linf 1998). Odlisuje se od artérie elastického typu mensim zastoupenim
elastickych vldken v medii, kde dominuji hlavné¢ hladké svalové bunky. Tunica
adventitia odpovida stavbou elastickym artériim (Linf 1998).

NejmensSi artérie se nazyvaji arterioly a skladaji se =z endotelu casto
bez subendotelidlni vazivové tkané. Media je tenkd, tvorend hladkosvalovymi buitkami.

Tenka adventicie obsahuje kolagenni vldkna (Paulsen 2004).

Zily

Zila je céva vedouci krev k srdci. Tlak v Zilach je ve srovnani s tepnami velmi
nizky, jejich sténa je podstatné ten¢i a poddajnéjsi (Vokurka 2004) Tunica intima ma
v podstaté podobnou stavbu jako artérie. Media vykazuje vétSinou regionalni rozdily ve
stavbé. MiiZze byt tenka a chuda na hladkosvalové buiiky (napft.zily v oblasti bficha a
krku), naopak zily rukou a nohou jsou siln¢jsi. V medii je obsazeno mnoho kolagennich
vldken. Tunica adventitia mize byt tvofena longitudinalni hladkou svalovinou. To plati
hlavné pro Zily oblasti bficha (vena cava interior, vena portae), u kterych je tunica
adventitia nejsilnéjsi vrstvou (Liillmann-Rauch 2006).

Ve sttedné velkych a velkych zilach jsou vytvotfeny zilni chlopné, coz jsou
vybézky intimy do lumina. Jejich funkci je usmériovani toku krve smérem k srdci. Jako
venuly jsou oznacovany zily s malym primérem pod 0,5 mm a jsou pokracovanim

kapilar. Zilni chlopné u nich nejsou vyvinuty (Baumhoer 2003).

Kapilary

Kapilary (vlasecnice) jsou nejtenci cévy o pruméru 5-20um tvotici v tkanich téla

rozséhlou sit’ o povrchu mnoha set metra ¢tverecnich, ktera umoznuje latkovou vymeénu
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(odevzdavani kysliku a zivin, odstranéni oxidu uhicitého a jinych zplodin). Krev se do
kapilar pfivadi tepénkami - arteriolami a odvadi zilkami - venulami (Vokurka 2004).
V zévislosti na typu jsou rozdiln€¢ propustné pro jednotlivé soucasti krve. Timto
zpusobem muze byt vymeéna latek a plynti optimalné piizptisobena potiebam tkane.
Maji specifickou ulohu, kterd je zprostfedkovdna cévnim endotelem. Kapildry
jsou tvoteny vyhradné z endotelu a pod nim lezici bazalni membrany, ktera oddéluje
cévy od okolni tkan¢. Endotelové buiiky jsou spojeny tésnymi spoji a vykazuji vysokou
metabolickou aktivitu (Baumhoer 2003). Tak naptiklad inaktivuji biologicky uéinné
latky (bradykinin, serotonin, prostaglandiny), odbouravaji lipoproteiny, produkuji
prostacyklin a u¢astni se kapilarniho transportu (Paulsen 2004). Rozlisuje se kontinualni
endotel a diskontinudlni, fenestrovany endotel (Liillmann-Rauch 2006). Tunica media
a adventitia u kapilar chybi. Na mist¢ medie se vyskytuje nesouvisla vrstva pericytl,
které maji s endotelidlnimi buiitkami spolecnou bazdlni membranu. Pericyty jsou
mezenchymatického plivodu a funguji jako pluripotentni bunky, které se mohou

diferencovat napt. na hladké svalové builky nebo tukové bunky (Baumhoer 2003).
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Obr.2: Stavba artérie, Zily, kapilary
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Ateroskleroza

Aterosklerozu lze definovat jako chronické zéanétlivé onemocnéni,
charakterizované endotelidlni dysfunkci s naslednym hromadénim lipidi, leukocytd,
hladkych svalovych bun¢k a extracelularni matrix v intimé cév, coZ ma za nasledek
zuzovani cévniho lumen s naslednou redukci az obstrukci cévniho pritoku (Brasen
1997).

Dlouhou dobu panovala predstava, Ze aterosklerotické platy jsou zptisobeny pouze
pasivnim ukladdnim lipidi do stény artérii (Vojacek 2004). Novéjsi vyzkumy piinesly
zavery, ze jde spiSe o aktivni d¢€j, na némz se podili fada faktori a zadnétlivych bunék.
Toto chronické zanétlivé onemocnéni pak miize vyvolavat rupturu aterosklerotickych
plati a akutni kardiovaskularni onemocnéni (infarkt myokardu a cévni mozkové
ptihody) (Fruchart 2001).

Na patogenezi aterosklerézy se podili komplex po sobé jdoucich udélosti,
zahrnujicich rozvoj chronického zanétlivého procesu stény arterii jako odpovéd na
hemodynamické poSkozovani cévni stény v nejvice naméhanych mistech, jejiz pficina

nebyla odstranéna a proces nebyl neutralizovan (Masopust 200?).

Vznik aterosklerozy

Podkladem pro vznik ateroskler6zy je dysfunkce cévniho endotelu. Endotelialni
dysfunkce je definovana jako funk¢ni poskozeni endotelu, charakterizované predevsim
zvySenou  propustnosti cévni  stény, nerovnovahou mezi  vazoaktivnimi,
hemokoagulacnimi a proliferaci inhibujicimi, resp. stimulujicimi ptisobky (Celemajer
1997, Pitha 2001). Endotelidlni dysfunkce je prvnim krokem aterogenniho procesu
(Corsini 1995).

Mezi hlavni pfic¢iny dysfunkce endotelu patfi hyperlipoproteinémie (predevSim
zvySend hladina LDL a to zejména oxidované ¢i glykované LDL), hyperglykémie,
hyperinzulinémie, hypoxie, hyperhomocysteinémie, koufeni, ionizujici zéfeni,
cytostatika, starnuti, imunokomplexy a riizné infekce (Bultas 1999, Ceska 1999, Gregor
1999).

Oxidované (modifikované) LDL stimuluji endotelové bunky k expresi bunéénych
adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-1, E-selektin, P-selektin), k produkci
chemotaktickych faktori pro monocyty (MCP-1), jakoz i jejich receptord. Kromé

oxLDL a MCP-1 jsou dalSimi chemoatraktanty, které¢ indukuji chemotaxi monocyta
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lipoprotein (a), degradovany kolagen a elastin a cytokiny IL-1 a TNF-a. VSechny tyto
faktory aktivuji cirkulujici monocyty a T lymfocyty, které zacnou na svém povrchu
exprimovat ve veétSim mnozstvi sacharidové (lektinové) receptory pro chemotaktické
faktory a integriny (Springer 1995). Naslednd aktivace leukocytl prostiednictvim
medidtord zdnétu umozni vytvofit pevnou vazbu mezi integriny na povrchu leukocytii a
adheznimi molekulami ICAM-1 a VCAM-1 exprimovanymi endotelovymi bufikami.
Transmigraci leukocyti do subendotelidlniho prostoru umoznuje endotelialni adhezni
molekula PECAM-1, kterd se nachazi v mezibunéénych spojich endotelidlnich bunégk.
Vsechny tyto déje vedou k aktivaci a prostupu monocyt a T lymfocytii do intimy cév

(Vestweber 1999).

Obr.3: Schéma transmigrace monocyti skrz cévni endotel (Kriegelstein 2001).
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Prvnimi leukocyty, které se objevuji v intimé¢ cév jsou monocyty. Tyto monocyty
jsou vystaveny ptisobeni rustovych faktort jako EDGF (endothelium-derived growth
factor) nebo faktorim stimulujicim tvorbu kolonii jako napt. M-CSF a diky nim
dochazi k jejich transformaci na makrofagy (Bkorkbacka 2008).

Endotelové bunky dale produkuji nékteré ptisobky jako PDGF, BFGF a TGF-§,
které maji mitogenni ucinek a indukuji proliferaci vazivové tkané (Lusis 2000).

Makrofag exprimuje na svém povrchu jednak specifické LDL-receptory, jejichz
exprese je regulovana intracelularni koncentraci cholesterolu, a jednak tzv.

scavangerové receptory. Pocet téchto receptorti nezavisi na hladiné cholesterolu jako je
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tomu u specifickych LDL-receptord, a proto pfi nadbytku LDL se zvySuje i pohlcovani
téchto Castic makrofagem, pficemz dochéazi ke kumulaci hlavné oxidovanych forem
LDL (Fejfar 2002). Scavanger receptory, které se nachazeji pouze na makrofazich a
hladkych svalovych buiikach, maji pro modifikované (oxidované) LDL pfiblizn€ 10x
vyssi afinitu nez klasické receptory pro LDL (Carr 2000). Jelikoz pohlcovani oxLDL
cestou scavangerovych receptorti nepodléha zpétnovazebné regulaci jako internalizace
normalnimi LDL receptory, dochazi k intracelularni akumulaci esterti cholesterolu a
vzniku tzv. pénovych bungk, jejich nahromadénim pak vznikd nejranéjsi typ

aterosklerotické 1éze nazvany jako tukové prouzky (Krejsek 2005).

Obr.4: Schéma piremény monocytu v pénové buiiky (foam cells)
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Tukové prouzky

Tukové prouzky jsou nejcastéjsi a u vSech lidi pritomnou formou aterosklerdzy.
Vyskytuji se bézné jiz v détském veéku a nékdy je lze prokézat i u novorozencu. Jde o
aterosklerotické 1éze, které nejsou jesté klinicky vyznamné, to znamena, neprojevi se
ischémii (Yla-Herttuala 1991). Existuji dva typy tukovych prouzkl, progredujici a
neprogredujici, pricemz u progredujicich je pozorovano vice hladkych svalovych bunék,
extracelularni matrix, makrofagi a pénovych bunck (Stary 1994).

Makrotagy, které se podileji na tvorbé tukovych prouzki, produkuji mnozstvi
latek, které ovliviiuji dalsi formovani aterosklerotické 1éze. Jednim z nejvyznamnéjsich
je chemokin MCP-1, ktery zesiluje chemotaxi makrofagi a T-lymfocytid a pfispiva tak
k jejich akumulaci v aterosklerotické 1ézi (Yla-Herttuala 1991).

Makrotagy déale produkuji faktory zvySujici expresi adheznich molekul VCAM-1
a ICAM-1 nebo ristové a zanétlivé faktory, které pfispivaji k migraci hladkych
svalovych bun¢k z médie do intimy a ke zmén¢ kontraktilniho fenotypu hladkych
svalovych bun¢k na fenotyp synteticky (Schwarz 1997). Synteticky fenotyp ztraci
schopnost kontrakce a ziskava schopnost proliferace a produkce cytokini, rastovych
faktorti a tvoii také slozky extracelularni matrix (kolagen, elastin, proteoglykany).
LDL pfispiva k tvorbé peénovych bunck. Navic bylo prokdzano, Ze tento fenotyp
exprimuje také nekteré bunécné adhezni molekuly jako VCAM-1 a ICAM-1. Dale bylo
zjisténo, Ze synteticky typ hladkych svalovych bunék je nachylngjsi k apoptdze. Proto
se vmisté¢ aterosklerotickych 1ézi nachazi zvySeny pocet odumielych hladkych
svalovych bunék. Pricinou je 1 skuteCnost, Ze synteticky fenotyp v porovnani
s kontraktilnim fenotypem obsahuje vyss$i aktivitu kaspazy 3, klicového enzymu
v mechanismu apoptoézy (Moiseeva 2001).

Riznorodé cytokiny produkuji i T-lymfocyty, které jsou v aterosklerotické 1ézi
roztrouSeny mezi pénovymi builkami, a tim se rovnéZ aktivné podileji na progresi
aterosklerotickych  1ézi (Esaki 1997). V tomto pfipadé¢ je pravdépodobné
nejvyznamngj$i INF-y, ktery se spolupodili na tvorbé pénovych bunék. Kromé toho
inhibuje proliferaci hladkych svalovych bun¢k a zpisobuje tvorbu hydrolytickych
enzymu (metaloproteinaz), které pozd¢ji narusuji stabilitu aterosklerotického platu (viz.
nize) (Wouters 2005).

Kromé bunécné slozky se v aterosklerotickych lézich nachdzi i slozka vlaknita,
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kterd je zastoupena predevSim kolagenem. Ten je produkovan nejen hladkymi
svalovymi bunkami, ale z ¢asti také endotelidlnimi bunikami a fibroblasty. Syntéza
kolagenu souvisi jak se zménou fenotypu, migraci a proliferaci hladkych svalovych
bun¢k, tak stadou lokalnich i systémovych c¢initeld (TGF-B, PDGF, endotelin-1,
angiotensin II, IL-1, homocystein 1 mechanické napéti stimuluji tvorbu kolagenu)

(Lebrin 2005).

Pokrocilé 1éze

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze po nahromadéni makrofagh a T lymfocytd v intimé
dochazi v dal$i fazi k transmigraci hladkych svalovych bunc¢k z medie do intimy a
proliferaci extracelularni matrix, zejména kolagenu a vytvoreni fibromuskularniho typu
aterosklerotické léze.

I vtomto stddiu je jeSt¢ moznad regrese a regenerace endotelovych bunck
v ptipadé€, Ze aterogenni faktor pfestane pisobit. Vysledkem je pouze ztlusténi intimy,
ktera obsahuje jednu nebo dvé vrstvy myocytd, které se zde normalné nevyskytuji.
Pokud aterogenni faktor stale pusobi, proces se rozviji do dalSich stadii (Linton 2003).
Vtéto fazi dochdzi ke zvySenému nahromadéni volného cholesterolu, zatimco
v pocatecnich stadiich makrofagy pohlcovaly piedev§im estery cholesterolu. ZvySeny
pomér volny cholesterol/fosfolipidy zifejmé¢ prispiva k odumirani makrofag diky
cytotoxickym uc¢inktim volného cholesterolu (Wendelhag 1993).

Makrotagy, stejné tak jako hladké svalové buiky, v tomto stddiu podléhaji
zvySené¢ nekrdoze a apoptéze. Po odumieni makrofagli dochdzi k extraceluldrnimu
nahromadeéni lipidQ, uvolnéni hydrolytickych enzymu a zanétlivych latek, které vedou
k vzniku nekrotického lipidového jadra. Hladké svalové bunky i nadale pokracuji
v migraci do intimy a v syntéze extracelularni matrix, zejména kolagenu, elastinu a
proteoglykanti. Postupné tak dochazi k vytvofeni tzv. fibromuskularni cepicky na
povrchu aterosklerotické 1éze. Bylo zjisténo, Ze v aterosklerotickych 1ézich se nachazeji
proteiny vazici vapnik. Je to naptiklad osteopontin, produkovany hladkymi svalovymi
buitkami pod vlivem ristovych faktori, nebo osteokalcin. Tim dochazi v téchto
nekrotickych oblastech navic k ukladani vapniku a mineralizaci (Palinsky 2002).

Vytvotenim lipidového jadra, zformovanim fibromuskularni ¢epicky a ukladanim

vapenatych ionti dochéazi k vytvoreni pokrocilé aterosklerotické 1éze, kterda se nazyva
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ateromovy plat.

RozliSujeme platy stabilni a nestabilni (VI¢ek 2010). Typicky ateroskleroticky plat
obsahuje lipidové nebo nekrotické jadro prekryté fibrozni cepickou slozenou ze smési
hladkych svalovych bunék a extracelularni matrix. Zéklad 1éze je casto tvofen
mnozstvim pénovych bunék a T-lymfocyti. Tyto komponenty urcuji stabilitu platu.

Stabilni plat byva tvofen malym lipidovym jadrem a piekryty tlustou
fibromuskuldrni €epickou s mnoha hladkosvalovymi bunikami a extracelularni matrix
(Fan 2003). Stabilni plat ma kryt zpevnén kolagenem, elastinem a proteoglykany
(Vojacgek 2004). Proto nemd tendenci k ruptufe s vytvorenim trombdzy (Badimon 1999).

Naopak nestabilni platy Casto obsahuji velké lipidové jadro a tenkou cepicku
s mnozstvim zanétlivych bunék (Fan 2003). Casto dochézi k prasknuti fibromuskularni
cepicky.

Zatimco stabilni platy, které postupné ,,pouze” zuzuji cévni lumen, zpisobuji vznik
typickych namahovych stenokardii pii anginé pectoris, trombdza, kterd provazi
nestabilni platy, je zodpoveédna za akutni koronarni syndromy, nestabilni anginu pectoris
a za vznik infarktu myokardu. Zavaznost aterosklerotickych plati tedy nezavisi na
jejich velikosti, ale zejména na jejich sloZeni a charakteru. Nestabilni plat pfedstavuje

typickou komplikovanou lézi (Badimon 1999).

Komplikované 1éze

Tyto 1éze vznikaji z ateromovych plathh masivni kalcifikaci a predev§im t€zkymi
degenerativnimi zménami (ulcerace, ruptura), které se pak stdvaji mistem adherence
trombocytl, agregace, trombozy a soucasné organizace trombu. Makroskopicky vzhled
komplikované 1éze odpovida ateromovému platu s naslednymi zménami v dasledku
trombozy a ptitomnosti erytrocytii (Stehbens 2002).

Ke vzniku trombu muze dojit bud’ pii rozruseni endotelu, nebo pii ruptute platu.
Malé poskozeni vede k odhaleni kolagenu a tkénového faktoru trombocytii a vede ke
vzniku malych mikrotrombt. Ty obvykle nemaji zadny klinicky vyznam (Shah 2002).
P11 vétsim poskozeni endotelu dochdzi ke vzniku tzv. ¢erveného trombu, ktery je bohaty
na obsah trombocytl, erytrocytl a fibrinu. Tento trombus postupné uzavird lumen cévy,
muize dojit 1 k jejimu uplnému uzévéru, nebo se trombus miZe uvolnit a zplsobit
embolizaci. Navic se v misté vzniku trombu rozviji zanétlivd reakce s hromadénim

makrofagl a T-lymfocytl (Stehbens 2002).
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Ruptura ateromu je vysvétlovana produkci matrixovych metaloproteindz (MMPs)
makrofagy, které mohou naruSovat tenkou CepiCku. Sekreci metaloproteinaz mohou
zvy$ovat nékteré cytokiny napt. TNF-a, IL-1 & MG-CSF (Wu 2000). Cinnost matrix-
degradujicich MMPs je nezbytnd pro mnoho procesi pii tvorbé aterosklerotického
platu, vcetn¢ infiltrace zanétlivych bunék, migrace hladkych svalovych bunck
a proliferace, stejné jako pro angiogenezi. Asi nejvaznéjsi dusledky ¢innosti MMPs jsou
neptiznivé U¢inky na stabilitu platu a odolnost vii¢i roztrzeni, coz mize vést k nestabilni

anging pectoris, infarktu myokardu ¢i cévni mozkové piithodé¢ (@Dsterud 2003).

Obr.5: Vyvojova stadia aterosklrozy
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Rizikové faktory

Udava se, ze doposud bylo celkové identifikovano kolem 300 rizikovych faktort
pro rozvoj aterosklerozy (Graham 2005). Muzeme je délit podle nékolika hledisek,
nejcastéji vSak na rizikové faktory ovlivnitelné a neovlivnitelné. Za hlavni ovlivnitelné
faktory povazujeme koureni, arterialni hypertenzi, hyperlipoproteinémii, obezitu,
diabetes mellitus, CRP, fyzickou aktivitu, homocystein, infekcni agens. Mezi hlavni
neovlivnitelné faktory patti vék, pohlavi a geneticka predispozice.

K dalsim nemén¢ dilezitym rizikovym faktorim patii metabolicky syndrom,
zvySena hladina triacylglyceroll, snizena hladina HDL cholesterolu, psychicky stres

(Hallan 2006). Nékteti autoti fadi do této skupiny i faktory rasové (Muntner 2005).

Ovlivnitelné rizikové faktory

Koufeni

Koufeni je jednim z nejrozsitenéjsich rizikovych faktort ateroskler6zy. Rizikové
je nejen aktivni, ale jak bylo dokazano na zdklad¢ vysledkl fady epidemiologickych
studii, 1 pasivni kouteni (Hallan 2006). Jeho negativni vliv spo¢iva v poruse endotel-
dependentni vazodilatace, pfipadné€ v navozeni oxida¢niho stresu a nasledné endotelové
dysfunkce (Pepine 1998). Kouteni také snizuje HDL cholesterol, zpiisobuje
hemodynamicky stres, zvySuje koagula¢ni aktivitu, ma proarytmogenni Ucinek,
zptisobuje relativni hypoxii (CO redukuje kapacitu Hb pro kyslik) a snizuje toleranci
k fyzické zatézi. ZvySuje tvorbu superoxidového radikalu, ktery inaktivuje NO a
oxiduje LDL. Koufeni je tedy komplexné plisobici agresivni rizikovy faktor rozvoje

aterosklerdzy (Iacoviello 2001).

Arterialni hypertenze

Hypertenze zpisobuje mechanické poSkozeni endotelu. ZvySeni systolického
krevniho tlaku ma vétsi vliv nez zvySeni diastolického krevniho tlaku. Hodnoty
krevniho tlaku nad 140/90 mmHg (u diabetikii 135/85 mmHg) vedou ke zvysené
koncentraci angiotenzinu II, ktery ovliviiuje aktivitu endotelovych buné¢k, hladkych
svalovych bun€k a makrofagi (Shantaram 1999). All se vaze na specifické receptory
hladké svaloviny, coz vede k aktivaci fosfolipazy C a to muze vést ke zvySeni

intracelularni koncentrace vépniku a kontrakci hladké svaloviny, zvySuje syntézu
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proteinii a hypertrofii hladkych svalovych bunék (Chobanian 1996). Dale angiotenzin
plusobi na rist a kontrakci cévnich hladkych svalovych bunék a zvySuje jejich
lipooxygenazovou aktivitu. ZvySeni této aktivity zptusobuje vyssi produkci leukotrient a
lipoperoxidl s naslednou oxidaci LDL a tvorbou pé€novych bunék. Lécba hypertenze
snizuje incidenci cévnich mozkovych piihod, ICHS a srde¢niho selhavani (Shantaram

1999).

Hyperlipoproteinémie

Predev§im chemicky modifikované LDL c¢astice jsou hlavni pfic¢inou naruSeni
endotelu a indukuji expresi prozanétlivych molekul v endotelidlnich buiikach (Altman
2003). LDL castice pronikaji do subendotelidlniho prostoru v urcité mife 1 pii
fyziologickych hladinach lipoproteinti. Za téchto podminek nejsou ale vyrazné
oxidovany a jsou opét U¢inn¢ odstranovany z intimy. Pokud nejsou pfitomny dalsi
faktory poskozujici endotel, dochédzi k nadmérné produkci oxLDL pouze pii vyrazngjsi
hyperlipidémii . Pfi poSkozeni endotelu dal§imi faktory, napf. diabetem, stoupa
propustnost endotelu a oxLDL se budou kumulovat i pti nizsich hladinach lipida v krvi
(Stulc 2006).

Naproti tomu zvySena hladina HDL cholesterolu je ochrannym faktorem pted
vznikem ateroskler6zy. HDL mobilizuje cholesterol z periferie do jater a Zlaz
pronikaji do intimy, zajistuji reflux ptebyte¢ného cholesterolu, chrani LDL pied
oxidaci, stimuluji syntézu NO, inhibuji adhezi monocytil, agregaci trombocyti, snizuji
krevni viskozitu a tlumi aktivitu t-PA a PAI-1. Proto je nékdy oznacovan jako ,,dobry
cholesterol“ (Muntner 2005). ZvySeni HDL cholesterolu o 1 % snizuje riziko
koronarnich ptihod o 2 — 3 %. Optimalni hladina HDL cholesterolu je > 1,0 mmol/Il.
Zvyseni HDL cholesterolu nad 1,6 mmol/l je tzv. negativnim rizikovym faktorem, ktery

snizuje kardiovaskuléarni riziko (Coniglio 1997).

Diabetes mellitus

Riziko ICHS je u diabetikli 2 — 4x vyssi nez u nediabetické populace (Bonnefont-
Rousselot 2004). Neni jasné, zdali hraje vétsi roli proces glykace proteinil (véetné LDL)
a zvysend tvorba vasokonstrikénich prostaglandinti, nebo doprovodna dyslipidémie,
hypertenze a obezita.

Hyperglykémie podporuje glykaci proteind, véetn€ lipoproteintt LDL (za vzniku
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tzv. AGEs). Tyto glykované LDL snaze podléhaji oxidaci a jsou rozpoznavany i
scavangerovymi receptory makrofagl, mohou aktivovat leukocyty a endotelidlni bunky
a navodit zanétlivy proces (Shantaram 1999). V disledku zvySeného oxidacniho stresu
endotelové bunky zvySuji expresi adheznich molekul jako je E-selektin, VCAM-1 a
ICAM-1. Diabetici maji také snizenou endotel-dependentni vazodilataci,
hyperkoagulabilitu, zvySenou hladinu PAI-1 v cévni stén¢ s poruchou fibrinolyzy,
sniZenou NO-synt4zu a zvySenou hladinu endotelinu-1 (Pandolfi 2001).

Inzulinovéd rezistence zvysSuje koncentraci VLDL, snizuje koncentraci HDL
cholesterolu a zvySuje vyskyt arteridlni hypertenze. Inzulin plisobi na cévni sténu
stimulaci tvorby rustovych faktorti, proliferaci bunék hladkého svalstva, stimulaci
produkce pojivové tkang, zvySenou aktivitou LDL cholesterolu, zvySenou tvorbou
cholesterolu, zvySenou tvorbou a snizenou regresi tukovych prouzkd a zvySenim hladin
plazmatického endotelinu-1 a inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1) (Shantaram

1999).

Obezita

Je obecné znamo, Ze obezita zvysuje riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni. Je to
zpuisobeno zvysenou hladinou CRP u téchto osob, ktera odrazi vyssi mnozstvi cytokini
(Visser 1999, Soriano-Guillen 2008)

Obezita predstavuje jeden z nejdéle znadmych a zdkladnich rizikovych faktort
ateroskler6zy. V posledni dobé ptibyvaji presvéd¢ivé dikazy o tom, ze rozhodujicim
rizikovym faktorem neni obezita jako takova, ale typ obezity. ZvysSené riziko
aterosklerdzy predstavuje intraabdominalni kumulace tuku. Dobrym parametrem
urcujicim rozsah intraabdominalni obezity je obvod pasu (normélni hodnoty obvodu
pasu: muz < 102 cm, zena < 88 cm). Intraabdnomindlné ulozené tukové buiiky se
vyznacuji oproti jinde ulozenym tukovym bunkam zvySenou lipolytickou aktivitou,
sniZenou produkci adiponektinu a zvySenou produkci fady prozanétlivych (TNF—a, IL6,
CRP) a prokoagulaénich faktorti (PAI-1). Neni tak ptekvapenim, Ze intraabdominélni
obezita je spojena s fadou proaterogennich jevd, jako je prozanétlivy stav,
prokoagulacni stav, hypertriglyceridémie a inzulinovd rezistence s rozvojem

hyperglykémie (Hallan 2006).

C-reaktivni protein

Jedna se o nespecificky, ale velmi citlivy marker zanétlivé reakce. Spolupodili se
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na rozvoji aterosklerézy diky poSkozeni fyziologické funkce endotelu, posileni
prozanétlivého a prokoagulacniho stavu (Egorova 2002). CRP je vybornym predikénim
ukazatelem, lepSim nez jiné markery zanétu (IL-6, TNF-alfa aj.)

V kardiologii se vyuzivd metoda ultrasenzitivniho méfeni CRP, tzv. hs -CRP
(High sensitivity CRP) kde CRP slouzi jako ukazatel rizika aterosklerdzy (Hosseinsabet
2008).

Fyzicka aktivita
Studie prokazaly, Zze pravidelnd fyzickd aktivita snizuje riziko ICHS,

kardiovaskularni i celkové mortality u muzia i u zen (Mehta 1998).

Homocystein

Homocystein je esencidlni aminokyselina obsahujici siru, kterd vystupuje
v metabolismu methioninu (Brustolin 2010). Hyperhomocysteinémie je pozorovana
pfiblizné u 5% z celkové populace, a je spojovana se zvySenym rizikem vzniku
ne¢kterych poruch, napf. cévni a neurodegenerativni onemocnéni, autoimunitni
onemocnéni, vrozené vady, diabetes, onemocnéni ledvin, osteopordza,
neuropsychiatrické poruchy a rakovina (Ross 1999). ZvySena hladina homocysteinu v
lidské plazmé miize byt bud vrozend i ziskand. Mechanismus, kterym ptisobi
homocystein jako rizikovy faktor pro cévni onemocnéni dosud nebyl pIné objasnén, ale
pfedpokladd se zapojeni endotelidlni dysfunkce a lipoperoxidace. Lécba
hyperhomocysteinémie spociva v podavani kyseliny listové a vitamini B6 a B12

(Delsing 2003).

Infek¢ni agens

UvaZuje se o nékterych bakteridlnich a virovych patogenech - Chlamydia
pneumoniae, Helicobacter pylori, Herpes simplex virus, Cytomegalovirus. Teoreticky
mohou infek¢ni agens ovlivnit vznik ateroskler6zy fadou zplisobtl, jak 1ze demonstrovat
na dopadu infekce gramnegativnimi bakteriemi - ovlivnénim lipidového spektra
(vzestup hladin triglycerida, VLDL, pokles HDL), indukci tvorby volnych radikala
v cévni stén¢ (oxidace LDL, dalsi poSkozeni cévni stény), indukci prozanétlivych a

prokoagulacnich dé&jt (Laurila 1997).

23



Neovlivnitelné rizikové faktory

Vék

Ateroskleroza je dlouhodoby proces, neni proto divu, ze pravdépodobnost jeho
manifestace vzriista s vékem. Rada epidemiologickych studii prokazala korelaci mezi
vzrustajicim vékem a vznikem aterosklerdzy. Proto byla ateroskler6za povazovana za
nemoc stafi. Za rizikovy povazujeme z hlediska ICHS v¢k 45 let a vyS$i u muze a 55

let a vyssi u zeny (D'agostino 2004).

Pohlavi

Hlavni pficinou vétsitho vyskytu aterosklerozy u muzi je rozdilné hormonalni
pozadi. Zeny jsou v premenopauzalnim obdobi chrinény estrogeny. Tyto Zenské
hormony maji vliv na slozeni lipidového spektra (niz$i hladiny LDL a naopak vyssi
hladiny HDL cholesterolu), dale ovliviiuji inzulinovou rezistenci, hladinu cytokint a
funkci endotelu. V postmenopauzalnim obdobi takto tedy dochazi ke zvySenému

vyskytu kardiovaskularnich rizikovych faktorth (Muntner 2005).

Geneticka predispozice

Rozdilna cetnost vyskytu aterosklerotickych tepennych zmén byla potvrzena v 60.
letech 20. stoleti patologickou studii (International Atherosclerosis Project). Rovnéz
fada dalSich studii prokazala ,rodinny“ vyskyt ICHS. Genetici analyzuji celou fadu
kandidatnich genii pro rizikové faktory aterosklerdzy, ale samoziejmé jednoduché
vysvétleni neni mozné (Stolba 1992).

Za genetickou predispozici se povaZuje pritomnost predcasné klinické
manifestace aterosklerdzy u ptibuznych prvniho stupné u muzii < 55let a u Zen < 65 let

(VIgek 2010).
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MySi modely aterosklerozy

Po mnoho let se mysi modely pfi studiu ateroskler6zy nepouzivaly. Do roku 1992
se vétSina vyzkumu ateroskler6zy soustiedila na pokusy na kralicich, poté také v mensi
mife na prasatech a primatech. PouZzivani téchto zvifecich modeld ndm umoznilo
neocenitelné poznani. Pouziti praseich modeld s timto onemocnénim ndm jako prvni
odkrylo, Ze infiltrace monocytii je jeden z pocateCnich bunécnych pochodii béhem
aterosklerotického procesu (Gerrity 1981). Studie s primaty a kraliky byly zase pivotni
v definovani bunéénych pochodii pifi tvorbé ateroskleroticé 1éze (Faggiotto 1984,
Rosenfeld 1987).

Védci se domnivali, Ze u mysi se spontdnn¢ léze netvoii, Ze nejsou schopny
pfezivat na vysoce aterogenni tukové dieté, 1éze nejsou reprodukovatelné, a také Ze
jejich patologie neni podobna lidské. Nakonec se problém piezivani vyiesil pouzitim
diety sniz§im obsahem tukii, problém reprodukovatelnosti byl vyfeSen vyuzitim
inbrednich linii namisto ndhodn€ vybiranych, ke snadné tvorbé aterosklerotickych 1ézi
doSlo pouzitim tzv. rodové zatizenych mysich kment a tvorbu fibromuskularni ¢epicky
umoznilo prodlouzeni experimentalniho ¢asu (Shih 1995).

Mysi model pomohl diky své velikosti pfekonat mnozstvi problémil a nedostatkil
spojenych s pouzivdnim vétSich zvifat a rovnéZz zdolat potize s genetickou
reprodukovatelnosti. Je vhodny také diky moznosti relativné velkého poctu
experimentalnich jedinc ve studiich zamétfenych na 1écbu. V soucasnosti jde o
objasnéni efektivniho zplsobu jeji 1é€by (Zadelaar 2007 ).

Vyuziti mySich modelti ve studiu aterosklerdzy ptinaSi fadu dalSich vyhod.
Snadné a hospodarné je zejména jejich ziskavani a udrzovani druhu. Jejich reprodukéni
obdobi je kratké (ptiblizn€ 9 tydni - 3 tydny trva obdobi biezosti a ptiblizné 6 tydnh
dozrani do pohlavni dospélosti), proto je snadné odchovat velké skupiny pro
experimentalni studie. Klasicka genetika je v mySim organismu obzvlast’ stabilni a tento
fakt je jesté podpoien moznosti ziskat stovky inbrednich linii (Jawien 2004).

Naopak hlavni nevyhodou mysich modelu je jejich mala velikost, zptisobujici potize pii
vykonu chirurgickych manipulaci a zobrazovani in vivo.

Je také dulezité si uv€domit hlavni rozdily mezi mySim a lidskym organismem.
Primérné délka lidského Zivota je okolo 75 let, zatimco u mysi jsou to pouze 2 roky.

Hmotnost mys$i je samoziejm& mnohem mensi, v dospé€losti kolem 30 graml. Obecné
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jsou mysi pomérné rezistentni k rozvoji aterosklerdzy, coz vyplyva z jejich vysokych
plazmatickych hladin antiaterogenniho HDL a nizkych hladin proaterogenniho LDL a
VLDL (Zadelaar 2007). U ¢loveka je naopak vétSina plazmatického cholesterolu (az 75
%) obsazena v LDL. Mysi totiZ nemaji plazmaticky cholesteryl ester transfer protein
(CETP) (Moghadasian 2001) a vétSima cholesterolu je tedy ve formé HDL (Jawien
2004).

HDL cholesterol, jak je zndmo, pfedstavuje v lidském organismu ochranny faktor

pied vznikem ateroskler6zy. Z tohoto divodu u mysi krmenych normalni nizkotu¢nou
dietou se nevyviji ateroskler6za. Vyhodou mysSich modeld, stejné¢ tak jako vSech
ostatnich zvifecich modelll, je moznost ménit vnéj$i podminky a dietu. U ¢lovéka to
vzhledem k délce jeho Zivota neni mozné. Pfi studiich s mySimi modely jsou navic
mozné rizné genetické experimenty, zahrnujici kiizeni a genetické inzenyrstvi.
Jak je uvedeno vySe, mysi jsou vysoce rezistentni vic¢i vzniku aterosklerozy a to diky
vysoké hladin¢ antiaterogenniho HDL cholesterolu a nizkym hladindm proaterogenniho
LDL a VLDL cholesterolu. Jedinou vyjimkou je kmen C57BL/6, ktery pti krmeni
stravou bohatou na cholesterol a cholovou kyselinu vytvari sice 1éze, ale odlisné od
lidskych co se tyka histologie a lokalizace (Jawien 2004). VSechny soucasné modely
pro aterosklerézu jsou zalozeny na poruseni metabolismu lipoproteinii diky genetické
manipulaci (Zadelaar 2007).

Viibec prvni mysi model aterosklerozy byl pouzit béhem 60. let 20. stoleti
ve Wisslerové laboratofi. Prvni pouzitd dieta vedouci k rozvoji aterosklerézy u mysi
C57BL/6J obsahovala 30 % tukd, 5 % cholesterolu a 2 % zlu¢ovych kyselin. Bohuzel se
ukazalo, ze je pomérné ,drastickd”, mySi ubyvaly na vdze a Casto onemocnély
smrtelnymi respira¢nimi infekcemi.

Vzhledem k toxixité pfedchozi diety byla vytvofena tzv. ,,Paigenova dieta®, ktera
obsahovala 15 % tuki, 1,25 % cholesterolu a 0,5 % kyseliny cholové (Paigen 1987). 1
kdyz se tato dieta Casto pouzivala, nebyla idealni. Aterosklerotické 1éze, které se u nich
posléze vyvinuly, byly pomé&mé malé (200 - 1000 um?), byly omezeny pfevazné na
aortdlni oblouk a nachazely se ve stadiu pénovych bunc¢k s malym zastoupenim
hladkych svalovych bunék. Na rozdil od lidskych 1ézi, zistavaly v tomto piipadée 1éze ve
stadiu tukovych prouzkl a nedochazelo k jejich dalsi progresi. Tato dieta rovnéz neni
fyziologicka s ohledem na extrémné vysoky podil cholesterolu a pfitomnost kyseliny
cholové (Nishina 1993).

S nastupem molekuldrni genetiky je nyni mozné zaclenit do mySiho genomu

26



vngjsi geny, to je mozné i u mnoha jinych ZivociSnich druhi. Ale specidlné u mysi, je
rovnéz mozné vyradit z funkce (knokautovat) nebo pfemistit vnitini geny, coz je jedna
z hlavnich vyhod prace s mySimi modely. VSechny soucasné¢ uzivané mysi modely pro
studium aterosklerézy jsou zaloZzené na poruseni lipoproteinového metabolismu

spojenim aterogenni diety a genetickych manipulaci (Jawien 2004).

ApoE—deficientni mySi (ApoE-/-)

Jde 0 homozygotni mysi kmen C57BL/6J bez genu pro apolipoprotein E (ApoE™)
zavedeny v roce 1992. Apo E je glykoprotein syntetizovany v jatrech, v mozku a dalSich
tkanich, ktery méa nékolik antiaterogennich funkci. Je soucésti vSech lipoproteint
svyjimkou LDL aslouzi jako ligand pro LDL-receptor a receptor pro zbytky
chylomikrond, ¢imz dochéazi k vychytavani téchto aterogennich ¢astic v obéhu. Deficit
vapoE vede ke zpomaleni clearance lipoproteinti. Tyto mySi vyvijeji spontdnni
hypercholesterolemii po podavani standardni diety, pficemz hladiny cholesterolu jsou 4-
5 vy$8i neZ u normdalniho kmene (Zhang 1992), zvySuje se hladina celkového
cholesterolu, dochazi k nartistu hladin zejména VLDL c¢astic, chylomikronovych zbytki
a IDL castic. Po podani diety s obsahem cholesterolu dochazi jest¢ k vyraznéjSimu
narastu hladin téchto castic (Ishibashi 1994).

Kromé toho se objevuje fada dikazi o tom, Ze apoE apolipoprotein ma i dalsi

antiaterogenni vlastnosti. Uvazuje se napiiklad o tom, Ze apoE lipoprotein ma také

-----

s jeho potenciaci sekrece NO (Ali 2005, Davignon 2005, Grainger 2004).

Tyto mySi vytvaii spontdnné aterosklerotické 1éze a to 1 pfi standardni dieté
obsahujici malé mnozstvi tuku a zadny cholesterol. Tyto 1éze jsou srovnatelné
slidskymi a jsou vytvafeny v plném rozsahu od tukovych prouzki az
ke komplikovanym 1ézim. Typicky se sklddaji z nekrotického jadra, proliferujicich
hladkych svalovych buné€k a extraceluldrni matrix. U starSich mySi se nachdzeji 1
kalcifikovana loziska. Jiz kolem 4. az 5. tydne se na mistech predisponovanych
k aterosklerdze zvySuje exprese adheznich molekul. Léze typu tukovych prouzka se
zacinaji objevovat kolem 6. az 8. tydne véku a pokrocilejsi 1éze se objevuji kolem 15.
tydne zivota predevsim v aortalnim oblouku, karotidach a odstupech z aorty.

Tvorbu aterosklerotickych 1ézi Ize znacné urychlit dietou bohatou na cholesterol.

Vyhodna je ,,western-type* dieta, jejiz slozeni je podobné priimérné americké straveé

27



a obsahuje 21% tuku a 0,15% cholesterolu (Jawien 2004, Zadelaar 2007).

LDL receptor—deficientni mySi (LDLr-/-)

Dalsi geneticky modifikovany kmen je model LDL receptor—deficientnich mysi
zavedeny vroce 1993. Mutace v genu pro LDL receptor u lidi se projevuje jako
familiarni hypercholesterolémie (Ishibashi 1993). Zastoupeni lipoproteinovych ¢éstic je
u LDL receptor-deficientnich mysi podobné jako u ¢loveka, tzn. vétSina cholesterolu je
ve form¢ LDL a VLDL frakce. U mysi, kterym chybi gen pro LDL receptor se objevuje
po podani standardni diety mirn€ zvySend hladina cholesterolu, a to zejména ve forme
LDL castic a aterosklerdéza se rozviji pozvolna. AvSak po podani diety s obsahem
cholesterolu a tuku dojde k velkému nartstu hladiny cholesterolu a k tvorbé
detekovatelnych 1ézi podobnych jako u apoE-deficientnich mysi (Veniant 1998). Po
podani diety sobsahem cholesterolu dochdzi k vyraznému hromadéni velkych
lipoproteinovych ¢astic — chylomikronovych zbytkiti, VLDL a IDL c¢astic (Ishibashi
1994).

ApoE/LDL receptor-deficientni mysi (ApoE-/-/ LDLr-/-)

Jedna se o novy model mysi vytvarejici aterosklerotické 1éze rychleji a ve vétsi
mife nez predchozi modely (Bonthu 1997). Jsou to mySi vytvofené genetickou
manipulaci, tzv. dvojndsobné¢ knokautované apoE/LDL receptor-deficientni mysi. Tyto
mySi reprezentuji zajimavy model, u kterého se vyskytuje kombinovany defekt apoE
lipoproteinu a LDL receptoru. Tento model je schopen rozvinout zévaznou
hyperlipidémii a ateroskler6zu. Bylo zjisténo, Zze u apoE/LDL receptor-deficientnich
mysich dokonce 1 bézna strava vede k vyraznéjsi progresi aterosklerézy nez u mysi,
které maji poruchu jen v apoE. Lipoproteinové spektrum je u téchto mysi podobné jako
u apoE modelu, zvySena hladina VLDL c¢astic a chylomikronovych zbytki, ale také
navic LDL. Po podani diety s obsahem cholesterolu, dochazi jesté¢ k vyssi akumulaci
téchto castic (Ishibashi 1994). Aterosklerotické 1éze jsou pozorovatelné jiz po 15
tydnech na normalni dieté (Witting 1999). Z toho diivodu je ApoE"/ LDLr" mysi model
vhodny pro studium antiaterosklerotického ucinku jednotlivych latek bez nutnosti krmit

zvitata aterogenni dietou.
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ApoE*3Leiden (E3L) transgenni mysSi

ApoE*3-Leiden mutace je vzacna mutace v lidském genu 4APOE3, je spojovana
s familidrni dysbetalipoproteinémii u lidi. ApoE*3Leiden (E3L) transgenni mysi byly
vytvofené vlozenim lidského APOE*3-Leiden segmentu do C57Bl/6 mysi (Zadelaar
2007).

U E3L myS$i se po podani diety s vysokym obsahem cholesterolu vyvijeji
aterosklerotické 1éze se vSemi charakteristikami jako u ¢loveka, od tukovych prouzki
k zdvaznym lézim. Aterosklerdza se vyviji nejprve v oblasti aortalniho oblouku a pak se
roz§ifuje na cely arterialni strom (Lutgens 1999).

AvSak E3L mysi vykazuji 1 po podani normalni diety vyznamné zvySené hladiny
plazmatického cholesterolu a triacylglycerolli. Podéani diety obsahujici tuk nebo
cholesterol vede u téchto mysi k silnému nérastu hladin plazmatického cholesterolu a
triglyceridi, pfi¢emz je vyznamny zejména nartist VLDL a LDL lipoproteinové frakce

(Groot 1996).
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Vyznam TGF-f a ¢lentu jeho kaskady v aterogenezi

Transformujici ristovy faktor TGF-§

Nadrodina transformujiciho ristového faktoru-p (TGF-B) zahrnuje vice nez 40
zastupct, napt. TGF-B, diferenciacni rustovy faktor, BMP a dalSi. VSechny jsou
multifunkénimi regulatory bunééného déleni, diferenciace, migrace, adheze, bunécné
smrti, podporuji tvorbu extracelularni matrix, tkdflovou homeostazu a embryogenezi
(Ruiz-Ortega 2007).

Existuji 3 izoformy TGF-f a to TGF-B1, TGF-B2 a TGF-B3. Pro kardiovaskularni
hladkych svalovych buiikach, makrofazich a dalSich krevnich elementech. TGF-2 se
nachazi v epitelovych a nervovych bunkach a TGF-B3 pak v buiitkaich mezenchymu
(Blobe 2000). TGF-B1 je silné protizanétlivy, imunosupresivni a profibrozni cytokin.
Grainger a spol. jako prvni prokdzal, Ze hladiny TGF-$ jsou vyznamné sniZeny u
pacientli s pokrocCilou aterosklerozou (Grainer 1995). Ptfi nadprodukci TGF-B bylo
prokdzano sniZeni aterogeneze u pokusnych zvifat, naopak snizeni TGF-B1 vede
k proaterogennim zménam. Pfi pouziti anti-TGF-B1 protilatek je pozorovano zvyseni
zanétu, depozice lipidl a destabilizace aterosklerotického platu (Mallat 2001).

TGF-B je syntetizovan jako neaktivni protein, nazyvany latentni TGF-, ktery se
skladé z hlavni ¢asti (,,mature peptide®) a latentniho asociovaného peptidu (LAP). Déle
nasleduje tvorba disulfidickych mustkdi mezi zbytky cysteinu LAP a specifického
proteinu vazajiciho latentni TGF-B (LTBP) (Annes 2003). Tim vznika velky latentni
komplex.

Aktivace TGF-B mtiZze probihat proteolytickym S$tépenim, trombospondinem-1,
plasminem, kyselym prostfedim a nékterymi matrixovymi metalloproteindzami a [6-
integrinem (Ruiz-Ortega 2007). V hladkych svalovych buikéach stimuluje AIl expresi
TGF-B a podporuje jeho konverzi na aktivni formu (Weigert 2002).
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Obr.6: Aktivace TGF-p
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Dulezitymi charakteristikami TGF-B jsou jeho protizanétlivé a profibrotické
vlastnosti. TGF-f je povazovan v procesu aterosklerdézy za protektivni cytokin. Hraje
dilezitou roli v udrZovani normalni struktury cévni stény a kontrole rovnovahy mezi
zanétem a tvorbou extracelularni matrix. Ztrata tohoto protektivniho vlivu mize byt
spojena s poruchou TGF- receptort (Ruiz-Ortega 2007).

V nemocnych cévach prevazuje TGF- receptor typu 1, ktery zvySuje tvorbu
extracelularni matrix a miZe podminovat brzkou tvorbu tukovych prouzki (Grainger

2004). TGF-p piisobi pfedevsim na endotelové bunky, hladké svalové bunky, makrofagy
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a T-lymfocyty, tedy buiiky Gi€astnici se na tvorbé aterosklerotickych 1ézi. Protoze TGF-3
stimuluje chemotaxi leukocytli (Ashcroft 1999) a produkci proteoglykanu hladkymi
svalovymi bunikami, tak je pravdépodobné, ze TGF-f piispiva k migraci makrofagi a
akumulaci lipidii v nemocnych cévach. Hladké svalové buiiky stabilnich 1ézi produkuji
TGF-B ve vétsim mnozstvi nez haldké svalové buniky nestabilnich 1ézi (Cipollone
2004). TGF-B mize také stimulovat hladké svalové bunky k produkci kolagenu, ¢imz
piispiva ke stabilizaci aterosklerotickych platt (Ruiz-Ortega 2007).

TGF-p receptory

Existuji 2 zakladni typy TGF- receptort, receptor pro TGF- typu I (TGF-fRI)a
receptor pro TGF-B typu II (TGF-BRII). Jejich celkova stavba je podobnd. Jsou sloZeny
z malé extracelularni Casti bohaté na cystein, jednoduché transmembranové oblasti a
intracelularni ¢asti, kterd obsahuje serin / threonin kindzovou doménu (Lebrin 2005).
TGF-B se na bunééném povrchu vaze na receptor pro TGF-B typu II, dochazi
k fosforylaci — aktivaci receptoru pro TGF-f typu I. Tento aktivovany komplex
fosforyluje — aktivuje nitrobunééné posly tzv. Smad proteiny, jejichZ prostiednictvim je
informace pfenesena az do jadra, kde dochazi k ovlivnéni transkripce.

TGF-BRI je znam také jako ,,activin receptor-like* kindza (ALK). U savct bylo
popsano 7 typt ALK. V souvislosti s tim miize jeden ligand vyvolat vice rtznych
odpovédi v zavislosti na expresi konkrétniho typu ALK danou buiikou (Grainger 2007).
V krevnich cévach se nejcastéji vyskytuji ALK1 a ALKS, pficemz ALKI nachazime
spiSe v buiikach endotelu, zatimco ALKS je detekovatelna v tunica media a adventitia
krevnich cév (Ruiz-Ortega 2007). ALK1 aktivuje Smad 1/5 a ALKS naopak Smad 2/3.
To hraje dulezitou roli v kontrole proliferace a migrace endotelidlnich bunék béhem
angiogeneze. Zatimco ALKI1 stimuluje proliferaci a migraci endotelidlnich bun¢k,

ALKS tento proces inhibuje (Lebrin 2005).

Endoglin

Endoglin, né¢kdy oznaCovéan jako receptor pro TGF-B typu III, nema wvnitini
kindzovou aktivitu, ale ovlivituje TGF- signalizaci. Vyskytuje se ve dvou izoformach
jako L- a S-endoglin liSicich se v poc¢tu aminokyselin v jejich cytoplazmatické Casti
receptoru. Ve vysokém mnozstvi je exprimovan na povrchu endotelidlnich bun¢k, méné

pak na monocytech, erytroidnich prekurzorech aj. (Chang 2002). Narozdil od
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betaglykanu nemtze endoglin vazat TGF-P bez ucasti TGF-BRII (Bertolino 2005).Neni
jeste zcela uplné jasné jak, ale je prokazano, ze endoglin se vaze na TGF-B1 a TGF-$3,
ne vSak na TGF-B2 (Cheifetz 1992, Bellon 1993).

Zvysena exprese endoglinu v mysSich fibroblastech byla spojovdna se sniZenou
migraci a pozménénou morfologii bun¢k (Guerrero-Esteo 1999). V L6E9 myoblastech
zvySena exprese endoglinu snizila citlivost bunék na TGF-B1, coz zptisobilo inhibici
rustu téchto bunck (Letamendia 1998). Tyto a dalsi vysledky (Lastres 1996) naznacuyji,
7ze endoglin ovlivitluje odpovéd bunck na TGF-B1, pficemz se piedpoklada, ze
usnadiiuje vazbu TGF-B1 na receptory.

Endoglin in vitro zvySuje expresi endotelidlni NO syntazy (eNOS) ovlivnénim
hladiny Smad 2 (Santibanez 2007). Oxid dusnaty odvozeny od endotelialni NO syntazy
je dulezity endogenni vazodilata¢ni faktor, ktery reguluje tonus v krevnim fecisti a
udrzuje anti-trombotické, anti-proliferativni a anti-apoptotické prostiedi v sténé cév

(Sessa 2004).

Smad proteiny

Smad proteiny funguji jako intracelularni poslové, ktefi pienasi signal vyvolany
TGF-B do jadra bunc¢k. Smad proteiny byly objeveny pomoci genetickych studii
provadénych na Drosophile a Caenorhabditis elegans. Rodina Smad proteinii mize byt
dale rozdélena na 3 podskupiny. Jedna se o receptory-regulované Smads (R-Smads),
,common-partner Smads (Co-Smads), které vytvaieji komplexy s R-Smads,
a inhibitory Smads (I-Smads).

Aktivovany TGF-BRI interaguje a fosforyluje R-Smads (jsou to Smad-1,-2,-3,-5 a
-8). Takto aktivované R-Smads se poté spojuji s Co-Smads (Smad-4) do trimernich
komplexi, které pronikaji do jadra. Tam se vazi na DNA bud’ pfimo, nebo nepiimo
prostiednictvim dalsich bilkovin a reguluji transkripci cilovych geni ptes transkripcni
faktory (TF), koaktivatory ¢i korepresory (Hotta 1999, Bobik 2006). I-smads (Smad-6,-
7) interaguji s aktivovanym TGF-BRI a kompetuji s R-Smads v pfistupu k tomuto
receptoru. Hlavnim inhibitorem TGF-f je Smad7.

Vyzkumy poukazuji i na moznou existenci TGF-3 signalizace nezavislé na Smad
a naopak Smad proteiny mohou byt aktivovany jinymi faktory neZ jen TGF-f, napf.
ERK1/2, p38MAPK, INK, and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). (Ruiz-Ortega
2007, Bobik 2006).
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Podle studii in vitro se zda, ze protizanétlivé ucinky TGF-B1 jsou zprostiedkované

predevsim proteiny Smad 3 a Smad 2 (Feinberg 2005).

Obr.7: TGF-$ a BMP signalizace v cévni buiice (Bobik 2006)

\
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Statiny

Tyto latky jsou nékde uvadeény také pod nazvem vastatiny a jsou v soucasné dob¢
povazovany za nejucinnéjsi hypocholesterolemika (Lincova 2002). Patii mezi
celosvétové nejpouzivanéjsi hypolipidemika s piiznivymi U¢inky nejen na hladiny
sérovych lipidl, ale i na kardiovaskuldrni a celkovou mortalitu (Vaughan 2000).
Randomizované klinické studie prokazaly, ze 1écba statiny sniZzuje vyskyt infarktu
myokardu a ischemické cévni mozkové piithody v primarni i sekundarni prevenci u
pacientl s rizn€ zavaznou hypercholesterolémii.

Statiny snizuji predevsim hladiny celkového cholesterolu a LDL cholesterolu.
Rada experimentalnich i klinickych studii ukazuje, Ze prospéch z uzivani statinii je dan
nejen jejich schopnosti snizovat hladiny plazmatickych lipida, ale i jejich Cetnymi
extralipidovymi €inky, které jsou na sniZzeni plazmatickych lipidi nezavislé (Arnaud
2005).

Mechanizmus tcinku statini a jejich lipidové ucinky

Statiny inhibuji kli¢ovy enzym syntézy cholesterolu. Limitujici reakci endogenni
biosyntézy cholesterolu je pfevedeni aktivované kyseliny 3-hydroxy-3-methylglutarové
(HMG-CoA) na kyselinu mevalonovou (viz. Obr.8). Tuto reakci katalyzuje HMG-CoA-
reduktaza lokalizovand v hladkém endoplazmatickém retikulu jaternich bunék, da se
vSak prokézat i v jinych tkanich. Statiny obsahuji ve své molekule skupiny strukturalné
podobné substratu, proto mohou tento enzym kompetitivné inhibovat. Jeho inhibici
dochazi ke sniZzeni nitrobunécné syntézy cholesterolu a buiika se dostava do situace
deficitu cholesterolu. Ten pak vede ke zvySené transkripci LDL receptorového genu a
zvysené expresi LDL receptorti na bunécné membrané vSech bunck, predevsim vSak
hepatocytii. ZvysSend syntéza a zvySeni aktivity LDL receptorti vedou k urychlenému
vychytdvani LDL z plazmy (Tonolo 2003). Snizeni LDL cholesterolu mize dosdhnout
az 40 %. Navic dochazi obvykle k mirnému zvySeni HDL cholesterolu (az o 15 %) a
snizeni koncentrace triacylglyceroltl az o 25 %. Tento mechanizmus neni zcela znam.
Predpoklada se snizeni syntézy VLDL v jatrech. DalSim moZnym mechanizmem je
zvySeni clearance a odbouravani VLDL cestou LDL receptori. To je umoznéno
pritomnosti apolipoproteinu E na ¢asticich VLDL, ktery je schopen se vazat na LDL

receptor. Nepiimo jsou tak ovlivnény i hladiny HDL (Duriez 2003).
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Obr.8: Biosyntéza cholesterolu
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Pleiotropni (extralipidové) ucinky statina

Krom¢ ptiznivého tc¢inku na hladiny krevnich lipidii maji statiny dalsi, na lipidech
zcela nezavislé vlastnosti, které se podileji na snizovani kardiovaskularniho rizika. Jsou
oznacovany jako tzv. pleiotropni G¢inky (Vaughan 2000). Pleiotropni u¢inky vyplyvaji
z inhibice HMG-CoA-reduktdzy. Kyselina mevalonova je prekurzorem nejen
cholesterolu, ale i mnozstvi nesteroidnich isoprenoidnich slou¢enin, které se ucastni
pleiotropni ucCinky statinli patii zlepSeni endotelidlni funkce, antitrombogenni,

protizanétlivé a antioxidacni ucinky (Mehta 2003).
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Vliv na endotelialni dysfunkci

Charakteristickym pfiznakem endotelidlni dysfunkce je posSkozena syntéza,
uvoliiovani NO z endotelu a také jeho aktivita. Statiny zlepSuji endotelidlni dysfunkci
zC¢asti snizovanim LDL cholesterolu, specifictéji vSak piisobi na expresi a aktivitu
endotelidlni NO syntazy (eNOS), enzymu, ktery katalyzuje vznik NO z L-argininu,
¢imz zvysSuji dostupnost NO. Piedpokladd se, ze statiny takto kompenzuji
nedostateCnou tvorbu NO v aterosklerotickych 1ézich a puasobi tak proti progresi
ateroskler6zy (Vaughan 2000). Tlumi i1 uvoliovani a aktivitu vazokonstrikénich latek

(naptiklad endotelinu a angiotenzinu II) (Auer 2002).

Antitrombogenni uéinky

Antitrombotické plisobeni statinli spoc¢iva v pfiznivém ovlivnéni agregace
desti¢ek, krevni viskozity, hladin tkanového faktoru a jeho pfirozeného inhibitoru,
fibrinogenu, tkanového aktivatoru plazminogenu (tPA) a jeho pfirozeného inhibitoru
(PAI-1) a rovnéz lipoproteinu (a). Dochazi k inhibici bunétné exprese tkanového
faktoru v mikrofazich, k normalizaci tvorby trombinu u pacientd s hypercholesterolémii
(Palinski 2002). Déale ma snizeni agregace desticek pravdépodobné vztah k redukci
obsahu cholesterolu v jejich bunéénych membranach (Laufs 2003).

Statiny pfispivaji také ke stabilizaci aterosklerotického platu. Snizuji hladiny
oxidovaného LDL cholesterolu a jeho vychytdvani makrofdgy, inhibuji matrixové
metaloproteinazy, které se podileji na destabilizaci aterosklerotickych plat, zvySuji

obsah kolagenu v platech (Comparato 2001).

Protizanétlivé éinky

-----

jehoz hladina je zvysena i piirozvoji aterosklerdzy. Vyznamné je i snizovani exprese
mnoha adheznich a chemotaktickych molekul a inhibice aktivity integritu (Arnaud

2005).

Antioxida¢ni ulinky

UvaZuje se minimalné o 4 mechanismech antioxidacniho pisobeni: 1) jelikoz
dochazi ke snizeni koncentrace LDL cholesterolu, vznika tim padem i méné oxLLDL, 2)
inhibici NADH oxiddaz dochazi ke sniZzeni tvorby vaskuldrnich a endotelidlnich

superoxidt; vzniku oxLDL bréani i udrzovani aktivity vnitinich antioxida¢nich systému
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(naptiklad superoxid dismutazy), 3) pfimou vazbou statinh na fosfolipidy
lipoproteinové Castice dochdzi k ochrané lipidového jadra pred volnymi radikaly, 4)
silnd antioxidacni aktivita statinovych metabolitli (napf. u atorvastatinu a fluvastatinu)

rovnéz prispiva k ochran¢ pied oxida¢nimi procesy (Calabro 2005).

Dalsi u¢inky statinu

Vyzkumy potvrdily, ze statiny inhibuji riist nddorovych bunck. Bylo zjiSténo, ze
vétSina naddorovych bunék vykazuje zvySenou aktivitu HMG-CoA reduktazy, proto se
predpoklada, ze selektivni inhibice tohoto enzymu by mohla vést k novym moZnostem
1é¢cby rakoviny.

Statiny se uplatiuji 1 v kostnim metabolismu. Dochazi ke snizeni aktivity
osteoklastli a snizeni kostni resorpce, naopak se zvySuje novotvorba kostni hmoty.
Pravdépodobné proto je podavani statinli spojené se snizenym rizikem vzniku kostnich
zlomenin u pacientl starSich 50 let (Wierzbicki 2003).

I kdyZ je pisobeni pleiotropnich Gc¢inkl jisté vyznamné, je tfeba zdlraznit, Ze
jejich role je ve srovnani s hypolipidemickym efektem pravdépodobné méné dilezita.
Za prevaznou vétsSinu pozitivnich kardiovaskuldrnich ucinkt statinii stoji jejich vliv na

LDL-cholesterol.

Atorvastatin

Atorvastatin patii v soucasné dob¢ k nejvice uzivanym statinim. Je podavan ve
form¢ aktivni latky. Po peroradlnim podéani se snadno a rychle vstfebava, maximalnich
plazmatickych koncentraci je dosazeno ptiblizné za 2,5 hodiny. Z divodu vysokého
first-pass metabolismu v jatrech je biologickd dostupnost atorvastatinu pouze 12 %.
Ptiblizné z 98 % se vaze na plasmatické bilkoviny. Je metabolizovan cytochromem
P450 3A4 na biologicky aktivni metabolity, které pfispivaji k inhibici HMG-CoA
reduktazy asi ze 70 %. Po hepatdlni a extrahepatalni metabolizaci jsou atorvastatin a
jeho metabolity primarné eliminovany zlu¢i, pfi€emZz nedochazi k enterohepatalni
cirkulaci. Jeho eliminac¢ni polocas je v priméru 14 hodin, ale diky ptitomnosti aktivnich
metabolith pfetrvava inhibi¢ni G¢inek na HMG-CoA reduktdzu asi 24 hodin (Regazzi
1994).

Nezadouci Ucinky atorvastatinu jsou mirné a maji prechodny charakter, 1€k je
obecné dobie snaSen. Nejcastéji se vyskytuji zazivaci potize, bolesti hlavy a svali,

koptivka nebo ospalost. Stejné tak jako u jinych statinti, 1 po podani atorvastatinu bylo
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popsano zvyseni hladin jaternich transaminaz. Vyskyt zavazné rabdomyolyzy spojované
s 1éCbou statind, ktera muze vést az k ledvinnému selhani, vSak zatim u atorvastatinu
nebyl prokdzan.

I kdyZ studie na zvitatech nepotvrdily teratogenni Uc¢inky atorvastatinu, vSechny

statiny jsou kontraindikovany v t€hotenstvi a u kojicich matek (Sinzinger 2002).
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Cil prace

Cilem této rigordzni prace bylo zjistit a popsat expresi fosforylované formy p-
Smad2 jako jednoho z c¢lenil kaskady pro transformujici ristovy faktor beta (TGF-p)
v aterosklerotickych platech u apoE/LDL-receptor deficientni skupiny mysi s ohledem
na podavani atorvastatinu za pouziti imunohistochemickych metod. Cilem bylo

prokdzat, zda atorvastatin ovlivituje expresi p-Smad2 bez hypolipidemickych G¢ink.
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Experimentalni ¢ast

Samice mySi kmene C57BL/6J s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL-
receptoru o hmotnosti 15-20 grami, byly zakoupeny ve spolecnosti Taconic Europe
(Dénsko). VSechny mysi byly ustijeny ve zvéfinci Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové.

Pokusna zvirata, predepsana dieta

U vSech mysi byl zahdjen vykrm experimentdlnimi dietami ve véku 8 tydni.
Zvitata byla ndhodné rozdélena do 2 skupin. Kontrolni skupinu tvofily mysi, kterym
byla podévana pouze standardni dieta. Druhou (lécenou, atorvastatinovou) skupinu zase
mysi, kterym byla poddvana standardni dieta obohacena o 50 mg atorvastatinu na lkg
vahy denné (50mg/lkg/den).

Ob¢ skupiny byly krmeny experimentdlnimi dietami po dobu 8 tydnl. Kazda
zmysi byla chovéna v samostatné kleci, obdrzela denné 6 g potravy (specialné
upravené granule) a méla volny pfistup k vodé po celou dobu této studie. B&hem
experimentu nebyly pozorovany zadné signifikantni zmény télesné hmotnosti
v souvislosti se spotfebou potravy.

Na konci experimentu byla zvitata pies noc vylacnéna a jako typ usmrceni jsme
zvolili pfedavkovani v parach éteru. Zviratim jsme odebrali ze srdce vzorky krve pro
biochemické vySetteni. Dale byly odebrany segmenty tkdné¢ tvofené aortou spolu s horni
polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica, Praha, Ceska
republika) a nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény v mrazniéce pii

teploté¢ minus 80°C.

Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorkl krve byla zaslana a provadéna na gerontologickou a
metabolickou kliniku Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Celkové koncentrace
cholesterolu v krvi byly stanoveny enzymaticky na zakladé konven¢nich diagnostickych
metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol pfi
510 nm a triglyceridy pii 540 nm vlnové délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB
biotechnologie, Uppsala, Svédsko).
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Histologické barveni olejovou Cerveni

Barveni olejovou cerveni se pouziva k detekci lipidit ve tkanich. Tuto metodiku
jsme v tomto experimentu vyuzili pro stanoveni mnozstvi lipidi v aterosklerotickych

lézich.

Postup pri barveni Qil Red O:

I. OilRedO (15 minut)

2.  pramenitd voda (oplach)

3. Gill hematoxylin (cca 5 sekund, RT)
4.  pramenita voda (modrani 1 minuta)
5. montovani nevodné medium

Zasobni roztok Oil Red O je ptfipravovan rozpusténim 0,5 g Oil Red O ve 100 ml
isopropanolu. Pracovni roztok se pfipravuje v Cas potieby z 60 ml zdsobniho roztoku,

ktery se smicha s 40 ml destilované vody a filtruje se ptes papirovy filtr.
Imunohistochemie

VS8echna imunohistochemicka barveni byla provedena na cévach, které byly
ziskané z geneticky modifikovaného kmene mysSi. Jednalo se o samice kmene
C57BL/6J s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL-receptoru o hmotnosti 15-20
gramil.

Vypreparované segmenty tkang tvofila aorta spolu s horni polovinou srdce. Tyto
segmenty byly poté ponoteny do zmrazovaciho média (tissue freezing medium) (Leica,
Praha, Ceska republika), nasledné byly zmraZeny v tekutém dusiku a uskladnény v
mrazni¢ce pii teploté minus 80°C. Imunohistochemickd analyza byla provedena v
aortalnim sinu o délce 1 cm a v ¢asti aortalniho oblouku. Pro experimentalni hodnoceni
byly nakrajeny série pfi¢nych fezi o tloustce 7 um na zmrazovacim mikrotomu.

Pro detekci exprese p-Smad2 byla pouzita metodika avidin-biotin s detekci
pomoci DAB, ktery poskytuje v misté¢ detekce antigenu ve tkani hnédou barevnou

reakci.
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Primarni protilatky

Pro detekci exprese p-Smad2 v cévni sténé¢ jsme pouzili pro svételnou
mikroskopii polyklonalni protilaitku: Rabbit Anti-Phospho-Smad2 (Ser465/467)
Polyclonal Antibody (Chemicon, USA) v fedéni 1/100 s inkubaci v chladniéce ptes

noc.

Sekundarni protilatky

Jako sekundarni protilatka jsme pouzili pro svételnou mikroskopii monoklonalni

protilatku Goat Anti-Rabbit IgG (Vector Laboratories).

Detekcni systémy

K vizualizaci navazanych protilatek ve svételném mikroskopu byl pouzit roztok

diaminobenzidinu (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA).

Pracovni postup - ABC systém

Tkanové fezy byly preneseny na sklicka pfedem upravené v roztoku Zelatiny. Po
oschnuti (60 minut) se na 15 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavaného pii teplo¢
minus 20°C. Poté se fezy nechaly ususit (15 minut) a znovu se vlozily na 15 minut do
acetonu. Timto procesem doslo k fixaci fezi a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko.

Po patnactiminutovém ususeni se fezy vlozily do roztoku PBS k oplachu (2x5 minut).

Pted inkubaci fezli s primarni protilatkou bylo prvné nezbytné zablokovat nespecificka
vazebna mista tficetiminutovou inkubaci s 10% roztokem goat séra (Sigma Aldrich
Chemie, Steinheim, Némecko) v roztoku PBS. Poté byly na laboratorni sklicka
napipetovany roztoky anti-avidinu a anti-biotinu, které zablokovaly reaktivitu téchto
latek v mysi tkani.

Sklicka se pak ptes noc inkubovala v chladnicce s primarni protilatkou pfii teploté 4°C .
Poté se fezy vlozily k oplachu do roztoku PBS (2x5minut) a dale do 3% H,O, (15

minut).

Po oplachu v PBS (2x5minut) se fezy 30 minut inkubovaly s biotinylovanou
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sekundérni protilatkou Goat Anti-Rabbit IgG (Vector Laboratories) a opét se vlozily do
roztoku PBS (2x5 minut). V dalsi fazi byl na sklicka nanesen avidin-biotinovy komplex

obsahujici peroxidazovy substrat (Vector Laboratories).

K vizualizaci navéazané protilatky se pouzil chromogen DAB (DAKO,
Carpinteria, USA). V konecné fazi byly fezy oplachnuty v acetonu a odvodnény v
aceton-xylenu (10:1) (3 minuty), aceton-xylenu (1:10) (3 minuty) a v xylenu (3 x 2
minuty). Jako posledni krok pfed vlastnim mikroskopickym pozorovéni byla sklicka

zamontovana do Eukittu.
Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako prumér + SEM (stiedni chyba
pruméru) pro 8 zvifat v kazdé skupiné. Ke vzijemnému porovnani parametri
u atorvastatinové a kontrolni skupiny byl pouzit neparovy T test. Rozdily mezi
skupinami byly statisticky vyznamné v ptipadé, ze p < a, kde 0=0,05. K vypoctu byl

pouzit GraphPad Prism software (verze 4.0).
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Vysledky

Biochemicka analyza

U vSech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu.
Vysledky prokazaly, Ze osmitydenni podavéani atorvastatinu v davce 50 mg/kg

statisticky vyznamné zvysilo hladiny celkového cholesterolu (viz. graf 1).

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u experimentalnich mysi.

Osmitydenni podavani atorvastatinu statisticky vyznamné zvysilo hladiny celkového cholesterolu

ve srovnani s kontrolni skupinou. (*P<0,05).

mmol/l

standarélni dieta standardni dieta + ATV
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Histologické barveni olejovou Cerveni

Barveni olejovou cerveni bylo provedeno za ucelem kvantifikace velikosti
aterosklerotickych platti u mysi krmenych standardni dietou a u mysi, které mély k dieté
pfidan atorvastatin. U vSech fezil v kontrolni i atorvastatinové skupiné byla pozorovéana
pritomnost aterosklerotickych 1ézi (obr.9 a 10). Léze byly nejvétsi v oblasti aortalniho
sinu, ale pokracovaly také v oblasti aortdlniho oblouku. Aterosklerotické léze byly
vyrazné vyvinuty, pficemz u fady z nich byla jiz nalezena ateromova nekroticka jadra.
Podavani atorvastatinu vedlo k signifikantnimu poklesu velikosti aterosklerotickych

platd ve srovnani s neléenou skupinou.

Obr.9: Reprezentativni obrazek barveni olejovou cerveni u kontrolni skupiny

zvirat, kterym byla podavana standardni dieta.

Sipky ukazuji na akumulaci lipidii v aterosklerotickych 1ézich. Zvétseni preparatu 40x.
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Obr.10: Reprezentativni obrizek barveni olejovou ¢erveni u atorvastatinové

skupiny zvirat, kterym byla podavana standardni dieta spolecné s atorvastatinem.

Sipky ukazuji na akumulaci lipidi v aterosklerotickych lézich. Intenzita a plocha barveni olejovou

cerveni je vyrazné snizena ve srovnani s kontrolni skupinou. Zvétseni preparatu 40x.
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Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemické barveni p-Smad?2 v oblasti aortilniho sinu

Exprese p-Smad2 byla pozorovana v aterosklerotickych platech obou skupin
zvitat. Exprese byla pozorovana v medii cév, v platu, na chlopnich a ¢astecné na cévnim
endotelu na povrchu plati. (viz obr. 11 a 12). Poddvani atorvastatinu obecné zvysilo
expresi p-Smad2 zejména v plaitu a na cévnim endotelu ve srovnani s kontrolni

skupinou.

Obr.11: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni p-Smad2 u
kontrolni skupiny.

Exprese p-Smad2 je lokalizovana v chlopnich (hvézdicka), v aterosklerotickych platech (Sipky) a v medii
cévy (hroty Sipky)a také na cévnim endotelu na povrchu plati (Sipky). Bunécna jadra jsou dobarvena

hematoxylinem. ZvétSeno 200x
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Obr.12: Reprezentativni obrizek imunohistochemického barveni p-Smad2 u

atorvastatinové skupiny.

Exprese p-Smad? je vyrazngjsi na povrchu platu (Sipky), a na cévnim endotelu (hroty Sipky) ve srovnani
s kontrolni skupinou. Buné¢na jadra jsou dobarvena hematoxylinem. ZvétSeno 200x
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Diskuse

U savci jsou exprimovany tfi izoformy transformujiciho rtstového faktor beta
TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-83). Transformujici riistovy faktor betal (TGF-B1) je

nejvyznamngji exprimovam v cévach. Tento cytokin hraje dileZitou roli v procesu

rrrrr

rrrrr

B podporuje tvorbu extracelularni matrix. Dale byl prokazan pozitivni vztah mezi
aktivitou TGF-B a snizenim velikosti 1éze, dale mezi aktivitou TGF-f a zvySenim
stability aterosklerotickych platl. Tento jev nastdva diky vyse popsané inhibici zanétlivé
reakce v platech s podporou tvorby extracelularni matrix hladkymi svalovymi buiikami,
coz by ukazovalo na protektivni vliv TGF-B v aterogenezi. Tato hypotéza byla
podpoiena nekolika experimentalnimi studiemi, kde jista blokada u¢inku TGF-B1 vedla
k rozvoji nestabilnich aterosklerotickych platd, charakterizovanych silnou zanétlivou
reakci, snizenou produkci kolagenu a zvySenou akumulaci cholesterolu.

Vlastni u¢inky TGF-81 jsou zprostiedkovany jeho receptory TGF-BRI a TGF-
BRII, které pak prostfednictvim tzv. Smad proteinu vedou k transkripci ptisluSnych
genl. Exprese Smad2 byla popsana na cévnim endotelu in vivo. Navic bylo zjisténo, zZe
fosforylovana forma Smad 2/3, (p-Smad2/3). Je zvySovana po podavani atorvastatinu,
kde toto podavani bylo také doprovazeno hypolipidemickym ucinkem.

V této rigordzni praci jsme se zaméfili na sledovani exprese pouze p-Smad2
v situaci, kdy atorvastatin naopak zvySoval hladiny cholesterolu. Navzdory tomuto
hyperlipidemickému tc¢inku doslo k poklesu velikosti plochy aterosklerotickych platt.
Zaroven doslo obecné ke zvySené imunohistochemické reakci p-Smad2 po podavani
atorvastatinu ve srovnani s kontrolni skupinou. Na zakladé tohoto jevu lze konstatovat,
ze exprese p-Smad2 byla navzdory hyperlipidemickém ucinku, zvySena po podavani
atorvastatinu.

TGF-B1 je schopen aktivovat obecné nekolik cest, které v zasadé vedou k aktivaci
dvou Smad kaskad. Jednu skupinu s podobnymi ucinky tvoii Smad2 a Smad3 a druhou
skupinu vétSinou s jinymi UCinky tvofi Smadl a Smad5. Smad2 a Smad3 jsou
aktivovany diky interakci TGF-B1/ALKS. Praveé tato kaskada se zda byt zasadni pro
k aterogenezi. Pokud se tykéd cévniho endotelu, tak zde je zfejm¢ vyznamnéj$i Smad?2.
Smad? je schopen diky kompetici s NF-kB zvySovat expresi eNOS a tedy produkci NO,

¢imz se také podili na snizeni exprese adheznich molekul. Exprese Smad2 také
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ovliviiuje chovani a ¢innost hladké svaloviny. Obecné lze fici, ze Smad2 ma spiSe
inhibicni vliv na proces aterogeneze, a jejich exprese béhem aterogeneze
v aterosklerotickych platech klesa.

Z naSich vysledkt by tedy Slo usuzovat, Ze pokud je exprese p-Smad2 zvySena
bude zvySena také exprese eNOS a tedy NO. Zvysend produkce NO mé nékolik
vyznamnych antiaterogennich ucinki, ke kterym patfi inhibice exprese adheznich
molekul, proliferace hladké svaloviny, coz jsou faktory, které inhibuji proces
aterogeneze . Toto tvrzeni je ovSem jeSté¢ nutno ovéfit. Vzhledem k tomu, atorvastatin
nem¢él v této praci hypolipidemické ucinky, lze konstatovat, Ze na zvySeni exprese p-
Smad?2 se podilely jeho tzv. nepiimé neboli pleiotropni U¢inky.

Celkové lze tedy konstatovat, Ze podavani atorvastatinu  vedlo
k hyperlipidemickému uc¢inku, ktery byl ovSem doprovazen zvySenou expresi p-Smad2
a snizenim velikosti aterosklerotickych plat. V této fazi nelze urcit, zda narGst exprese
p-Smad2 je markerem zmén ve stén¢ cévy, nebo zdali by toto zvySeni exprese mohlo

byt pti¢inou zmenseni aterosklerotickych 1ézi
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Zavér

Vysledky této rigordézni prace prokéazaly expresi jednoho z ¢leni TGF-P kaskady,
p-Smad2, v aterosklerotickych platech v cévni sténé¢ u apoE/LDLR deficientniho
mysSiho modelu aterosklerozy.

Exprese p-Smadd2 byla pozorovéna v aterosklerotickych platech obou skupin
zvitat. Exprese byla pozorovdna jak na endotelu platd, tak i mimo né&j. Déle byla
exprese nalezena uvnit plati a n€kde také v medii cév.

Podavani  atorvastatinu v diavce 50 mg/kg/den vedlo k vyraznému
hyperlipidemickému efektu.

Navzdory tomuto jevu byla sniZena velikost plochy aterosklerotickych plati.

Podavéani atorvastatinu vedlo ke zvySeni exprese p-Smad2, zejména v oblasti
povrchu plath a na cévnim endotelu ve srovnani s kontrolni skupinou.

V této fazi nelze urcit, zda narist exprese p-Smad2 je markerem zmén ve sténé
cévy nebo zdali by toto zvySeni exprese p-Smad2 mohlo byt pifi¢inou zmenSeni

aterosklerotickych 1ézi.
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Seznam zkratek

All

ALK

ALKS5

ApoE

ApoE™”
ApoE"/LDLr"
BFGF

BMP
CETP
Co-Smads
CRP

DAB
EDGF
E3L
ERK1/2
eNOS

Hb

HDL
HHT
HMG-CoA
IDL

ICAM-1

IL-1, IL-6, IL-8

ICHDK
ICHS
INF-y
[-Smads
KVO
LAP
LDL

angiotenzin I1

aktivin receptor-like kindza

activin receptor-like kinase 5
apolipoprotein E

apoE deficitni mysi

mysi deficitni pro ApoE i LDL-receptor
zakladni ristovy faktor fibroblastii, basic fibroblast growth
factor

kostni ristovy protein, bone morphogenetic protein
cholesteryl ester transfer protein
,common-partner Smads

C-reaktivni protein

diaminobenzidin

endothelium derived growth factor
ApoE*3-Leiden transgenni mys
extracelularni signal regulujici kinaza 1/2
endotelialni syntetdza oxidu dusnatého
hemoglobin

lipoprotein o vysoké hustote

hereditarni hemoragicka teleangiektazie
3-hydroxy- 3-methylglutarylkoenzym A
intermediate density lipoproteins, lipoproteiny se stiedni
hustotou

intracelularni adhezni molekula
interleukin-1, -6, -8

ischemicka choroba dolnich koncetin
ischemicka choroba srde¢ni

interferon gamma

inhibitory Smads

kardiovaskularni onemocnéni

latentni asociovany peptid

lipoprotein o nizké hustoté
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LDLr
LDLr"
LTBP
MCP-1
M-CSF

MMPs
MG-CSF
mRNA
NF-kB

NO
NO-syntaza
OCT medium
oxLDL

PAI-1

PBS

PDGF
PECAM-1
PI3K
p-Smad2/3
p38 MAP-kinaza
R-Smads
SEM

Smad

TGF-B

TGF-BRI, TGF-BRII

TK
TNF-a
t-PA
VCAM-1
VLA
VLDL

LDL-receptor

LDL-receptor deficitni my$

protein vazajici latentni TGF-f

monocyty pfitahujici protein

macrophage colony stimulating factor, ristovy hormon
makrofagl

matrixové metaloproteinasy

faktor stimulujici kolonie makrofagl a granulocyt
mediatorova ribonukleova kyselina

nuklearni faktor kappa-B

oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého

zmrazovaci medium

oxidovany LDL

inhibitor aktivatoru plazminogenu-1

fosfatovy pufr

destickovy ristovy faktor

adhezni molekula destickovych a endotelovych bun¢k
fosfatidyl-inositol-3-kinaza

fosforylovany Smad2/3

p38 mitogenem aktivovand protein-kinaza
receptory-regulované Smads

sttedni chyba priméru

protein regulujici funkci TGF-f , fungujici jako transkripéni

faktor

transformujici ristovy faktor-3
receptor pro TGF-f typu I a typu II
krevni tlak

tumor nekrotizujici faktor alfa
tkanovy aktivator plazminogenu
adhezni molekula-1 cévnich bunék
very late antigens

lipoprotein o velmi nizké hustoté
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