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Abstrakt
Univerzita Karlova v Praze 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra biologických a lékařských věd

Kandidát: Mgr. Jan Dvořáček

Konzultant: Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, PhD 

Název rigorózní práce: Sledování vlivu atorvastatinu na expresi markeru TGF-β1 

kaskády.

Cíl práce:

Cílem  práce  bylo  zjistit  a  popsat  expresi  fosforylované  formy  p-Smad2 

v aterosklerotických plátech u apoE/LDL-receptor deficientních myší a ovlivnění této 

exprese atorvastatinem bez hypolipidemických účinků.

Metody:

Byly využity apoE/LDL-receptor  deficientní  samice  myší  kmene C57BL/6J,  u 

nichž  byla  provedena  biochemická  analýza  vzorků  krve,  histologické  barvení  tkání 

olejovou  červení  k detekci  lipidů  a  imunohistochemická  analýza  segmentů  tkáně 

pocházejících z aorty a horní poloviny srdce.  Pro detekci exprese p-Smad2 byla použita 

metodika avidin-biotin s detekcí pomocí DAB.

Výsledky:

Biochemickou analýzou jsme potvrdili zvýšenou hladinu celkového cholesterolu u 

myší,  které  měly  ke  standartní  dietě  přidáván  atorvastatin,  oproti  myším krmeným 

pouze standartní dietou.  U myší léčených atorvastatinem jsme histologickým barvením 

olejovou červení detekovali signifikantní pokles velikosti  aterosklerotických plátů ve 

srovnání s neléčenou skupinou. Imunohistochemickou analýzou jsme prokázali expresi 

p-Smad2  v aterosklerotických  plátech  obou  skupin  zvířat.  Exprese  byla  pozorována 

v médii  cév,  v plátu,  na chlopních a částečně na cévním endotelu na povrchu plátů. 

Podávání atorvastatinu obecně zvýšilo expresi p-Smad2 zejména v plátu a na cévním 

endotelu ve srovnání s kontrolní skupinou.

Závěr:

Výsledky prokázali,  že  podávání  atorvastatinu v dávce 50 mg/kg/den vedlo ke 

zvýšení  exprese  p-SMAD2  bez  hypolipidemických  účinků,  a  též  vedlo  ke  snížení 

velikosti plochy aterosklerotických plátů ve srovnání s kontrolní skupinou.
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Abstract
Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové

Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Mgr. Jan Dvořáček

Consultant: Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, PhD

Title of Thesis: The study of atorvastatin effect on the expression  of TGF-β1 

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-

Smad2.

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.  
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Úvod
Kardiovaskulární onemocnění (KVO) jsou považována za hlavní příčinu celkové 

mortality,  a  to  hlavně  v průmyslově  vyspělých  zemích.  Za  nejčastější  příčinu 

kardiovaskulární  mortality  je  považována  ischemická  choroba  srdeční,  která  bývá 

v mnoha případech způsobena koronární aterosklerózou (Vlček 2010).

Ateroskleróza byla  kdysi  považována za mechanický proces  prostého ukládání 

tuku do cévní stěny. Počátkem devadesátých let začala být ateroskleróza chápána jako 

chronický  proces,  na  kterém  se  podílejí  prozánětlivé  molekuly,  cytokiny  a  růstové 

faktory. Ateroskleróza je dnes někdy označována jako „nemoc 20. století“, je jednou 

z hlavních příčin kardiovaskulárních onemocnění (Daubresse 2000). 

Aterosklerotický  proces  probíhá  v  několika  stádiích,  které  v  případě 

dlouhotrvajícího působení  aterogenních faktorů mohou vést  až ke vzniku klinických 

komplikací  (Keaney 2000).  Často  jsou  aterosklerotické  změny patrny na  cévách  již 

v raném  dětství,  ale  ke  klinickým projevům zpravidla  dochází  až  mnohem později 

(Vojáček 2004). Začíná adhezí oxidovaných částic LDL k cévní stěně a končí - většinou 

asi až o několik desetiletí později - rupturou fibrózní „čepičky“ aterosklerotického plátu, 

vytvořením trombu a akutní cévní příhodou, infarktem myokardu, nebo ischemickou 

chorobou  dolních  končetin.  Tyto  orgánové  komplikace  jsou  nejčastější  příčinou 

předčasné  invalidizace  a  úmrtí  ve  většině  civilizovaných  zemí  a  jsou  jedním 

z významných sociálních problémů civilizace, spojených se „západním stylem života“. 

Díky tomuto  stylu  života  bude mít  tento  zdravotní  problém mnohem širší  následky 

zejména během následných desetiletí  (Keaney 2000).  Arterio-  nebo ateroskleróza  je 

dnes  příčinou  více  než  poloviny  všech  úmrtí  v  západních  průmyslových  zemích 

(Silbernagel 2001).

Česká republika se nachází, i přes příznivý vývoj v posledních letech, na jednom z 

předních  míst  v  Evropě  v  úmrtnosti  populace  na  choroby  srdce  a  cév.  Velkým 

problémem  je  stárnutí  populace  a  s  tím  související  zvyšování  prevalence 

kardiovaskulárních onemocnění v populaci (Vaughan 2001).

Přesná  příčina  onemocnění  není  známa,  proto  ani  nelze  aterosklerózu  vyléčit. 

Farmakologicky ovlivnit lze pouze následky aterosklerózy a rizikové faktory, které se 

podílejí na jejím vzniku (Vlček  2010). V průběhu posledního desetiletí byl zaznamenán 

jednoznačný  posun  v  etiologii  a  patogenezi  vzniku  aterosklerózy,  stejně  jako 

v objasnění úlohy cholesterolu a kardiovaskulárních rizikových faktorů (Vaughan 2001).
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Mikroskopická anatomie cév

Cévy jsou trubice, které v lidském těle vedou krev a lymfu. V zásadě jsou složeny 

z nejvnitřnější vrstvy (intima) vystlané endotelem, střední části (medie) tvořené hladkou 

svalovinou a zevní částí (adventicie) (Vokurka 2004).

Obr.1: Histologie cév

http://www.siumed.edu/~dking2/crr/cvguide.htm&usg=__XeMfM_lA1NyvrQx-
EtQ17Ib4Nw8=&h=400&w=300&sz=86&hl=cs&start=0&tbnid=Jjq8VdiPMUNyoM:&tbnh=149&tbnw
=112&prev=/images%3Fq%3Dvessel%2Banatomy%26um%3D1%26hl%3Dcs%26biw%3D1680%26bih
%3D933%26tbs
%3Disch:1&um=1&itbs=1&iact=rc&ei=4QpUTJPDJcSesgbhq9ziAQ&page=1&ndsp=45&ved=1t:429,r:
22,s:0&tx=64&ty=40 

27.červenec 2010

Tunica intima 

Je  to  nejvnitřnější  vrstva  cévy,  která  se  bezprostředně  stýka  s  proudící  krví 

(Vokurka  2004).  Skládá  se  z jedné  vrstvy  endoteliálních  buněk,  pod  níž  leží 

subendoteliální vazivová tkáň.  Ploché endotelové buňky ležící  na bazální membráně 

jsou  spolu  spojeny  pomocí  zonulae  occludentes.  Buňky  endotelu  jsou  vysoce 
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http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://www.siumed.edu/~dking2/bluehist/VesWall.jpg&imgrefurl=http://www.siumed.edu/~dking2/crr/cvguide.htm&usg=__XeMfM_lA1NyvrQx-EtQ17Ib4Nw8=&h=400&w=300&sz=86&hl=cs&start=0&tbnid=Jjq8VdiPMUNyoM:&tbnh=149&tbnw=112&prev=/images%3Fq%3Dvessel%2Banatomy%26um%3D1%26hl%3Dcs%26biw%3D1680%26bih%3D933%26tbs%3Disch:1&um=1&itbs=1&iact=rc&ei=4QpUTJPDJcSesgbhq9ziAQ&page=1&ndsp=45&ved=1t:429,r:22,s:0&tx=64&ty=40
http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://www.siumed.edu/~dking2/bluehist/VesWall.jpg&imgrefurl=http://www.siumed.edu/~dking2/crr/cvguide.htm&usg=__XeMfM_lA1NyvrQx-EtQ17Ib4Nw8=&h=400&w=300&sz=86&hl=cs&start=0&tbnid=Jjq8VdiPMUNyoM:&tbnh=149&tbnw=112&prev=/images%3Fq%3Dvessel%2Banatomy%26um%3D1%26hl%3Dcs%26biw%3D1680%26bih%3D933%26tbs%3Disch:1&um=1&itbs=1&iact=rc&ei=4QpUTJPDJcSesgbhq9ziAQ&page=1&ndsp=45&ved=1t:429,r:22,s:0&tx=64&ty=40


metabolicky aktivní a podílejí se na transportu látek skrz cévní stěnu, mají také dobrou 

regenerační schopnost. Syntetizují množství látek, mezi nimi i vasoaktivní látky jako je 

endothelin  nebo  oxid  dusnatý,  prostacykliny,  cytokiny,  růstové  faktory,  adhezní 

molekuly  a  další.  Od  tunica  media  je  intima  oddělena  prostřednictvím  membrana 

elastica interna (Baumhoer 2003).

Tunica media

Je to střední vrstva cév, tvořená zejména hladkou svalovinou, ležící vně od intimy 

(Vokurka  2004).  Skládá  se  z hladkých  svalových  buněk,  kolagenních  a  elastických 

vláken. Hladkosvalová vlákna jsou spirálovitě uspořádána. Buňky hladkých svalů medie 

nemají  jen  kontraktilní  vlastnosti,  nýbrž  také  metabolické  a  fagocytární  (Baumhoer 

2003).  Mezi  medií  a  adventicií  lze  ve velkých artériích pozorovat  vrstvu membrana 

elastica externa (Paulsen 2004).  

Tunica adventitia 

Je to zevní vrstva cévy, která jí spojuje s okolní tkání (Vokurka 2004). Je také 

nazývaná  tunica  externa.  Je  tvořena  hlavně  kolagenními  vlákny  a  jen  málo 

hladkosvalovými vlákny. Uvnitř procházejí vasa vasorum a nervová vlákna (Baumhoer 

2003). Ve vénách je to nejsilnější vrstva (Paulsen 2004).

Výživa tunica intima a vnitřní části tunica media cév s průměrem nad 1 mm je 

zajištěna difúzí živin z krve. Vnější vrstvy jsou pak zásobovány vlastními cévami – vasa 

vasorum. V cévní stěně se také nachází komplexní systém vegetativních a senzitivních 

vláken. Nervové plexy leží většinou mezi vrstvami cévní stěny a podílejí se na regulaci 

cévního tonu (Baumhoer 2003). 

Krevní cévy se dále dělí podle typu a velikosti na artérie, žíly a kapiláry. 

Artérie

Artérie  je céva,  která  vede krev od srdce a to  zejména ve velkém oběhu pod 

vysokým tlakem. Tomu odpovídá její stavba – silná svalová vrstva v medii (Vokurka 

2004. Rozlišují se dva základní typy: artérie elastického typu a artérie svalového typu. 

Artérie  elastického  typu jsou  charakterizovány  množstvím  elastických  vláken 

v tunica  media.  Typickým  příkladem  je  aorta  a  její  větve.  Aorta  má  vzhledem 
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k vysokému mechanickému zatížení silnou intimu a vyvinutou subendoteliální vrstvu, 

obsahuje kolagenní a elastická vlákna a hladké svalové buňky. Media je velmi široká 

a je tvořena navzájem propojenými elastickými blankami. Elastické vrstvy jsou spojeny 

s hladkými  svalovými  buňkami.  Elastické  vlastnosti  medie  vedou ke  vzniku  odporu 

proti roztažení cévy a k hromadění energie v cévní stěně. Tato energie je dále využita 

k udržení  kontinuálního  toku  krve.  Tunica  adventitia  je  tenká  a  obsahuje  vlákna 

kolagenní i elastická (Baumhoer 2003). 

Artérie svalového typu obsahují mnohem více hladkosvalových buněk. K tomuto 

typu patří střední a malé artérie, přičemž malé artérie přecházejí do arteriol (Baumhoer 

2003,  Linβ 1998).  Odlišuje  se  od  artérie  elastického  typu  menším  zastoupením 

elastických  vláken  v medii,  kde  dominují  hlavně  hladké  svalové  buňky.  Tunica 

adventitia odpovídá stavbou elastickým artériím (Linβ  1998). 

Nejmenší  artérie  se  nazývají  arterioly  a  skládají  se  z endotelu  často 

bez subendoteliální vazivové tkáně. Media je tenká, tvořená hladkosvalovými buňkami. 

Tenká adventicie obsahuje kolagenní vlákna (Paulsen 2004). 

Žíly

Žíla je céva vedoucí krev k srdci. Tlak v žilách je ve srovnání s tepnami velmi 

nízký, jejich stěna je podstatně tenčí a poddajnější (Vokurka 2004) Tunica intima má 

v podstatě podobnou stavbu jako artérie. Media vykazuje většinou regionální rozdíly ve 

stavbě. Může být tenká a chudá na hladkosvalové buňky (např.žíly v oblasti břicha a 

krku), naopak žíly rukou a nohou jsou silnější. V medii je obsaženo mnoho kolagenních 

vláken. Tunica adventitia může být tvořena longitudinální hladkou svalovinou. To platí 

hlavně pro žíly oblasti  břicha  (vena  cava interior,  vena  portae),  u  kterých je  tunica 

adventitia nejsilnější vrstvou (Lüllmann-Rauch 2006).

Ve  středně  velkých  a  velkých  žilách  jsou  vytvořeny  žilní  chlopně,  což  jsou 

výběžky intimy do lumina. Jejich funkcí je usměrňování toku krve směrem k srdci. Jako 

venuly jsou  označovány žíly  s malým průměrem pod 0,5  mm a  jsou pokračováním 

kapilár. Žilní chlopně u nich nejsou vyvinuty (Baumhoer 2003). 

Kapiláry

Kapiláry (vlásečnice) jsou nejtenčí cévy o průměru 5-20μm tvořící v tkáních těla 

rozsáhlou síť o povrchu mnoha set metrů čtverečních, která umožňuje látkovou výměnu 
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(odevzdávání kyslíku a živin, odstranění oxidu uhičitého a jiných zplodin). Krev se do 

kapilár přivádí tepénkami - arteriolami a odvádí žilkami - venulami (Vokurka 2004). 

V závislosti  na  typu  jsou  rozdílně  propustné  pro  jednotlivé  součásti  krve.  Tímto 

způsobem může být výměna látek a plynů optimálně přizpůsobena potřebám tkáně. 

Mají  specifickou  úlohu,  která  je  zprostředkována  cévním endotelem.  Kapiláry 

jsou tvořeny výhradně z endotelu a pod ním ležící bazální membrány, která odděluje 

cévy od okolní tkáně. Endotelové buňky jsou spojeny těsnými spoji a vykazují vysokou 

metabolickou  aktivitu  (Baumhoer  2003).  Tak například  inaktivují  biologicky účinné 

látky  (bradykinin,  serotonin,  prostaglandiny),  odbourávají  lipoproteiny,  produkují 

prostacyklin a účastní se kapilárního transportu (Paulsen 2004). Rozlišuje se kontinuální 

endotel a diskontinuální, fenestrovaný endotel (Lüllmann-Rauch 2006). Tunica media 

a adventitia u kapilár chybí. Na místě medie se vyskytuje nesouvislá vrstva pericytů, 

které  mají  s endoteliálními  buňkami  společnou  bazální  membránu.  Pericyty  jsou 

mezenchymatického  původu  a  fungují  jako  pluripotentní  buňky,  které  se  mohou 

diferencovat např. na hladké svalové buňky nebo tukové buňky (Baumhoer 2003). 
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Obr.2: Stavba artérie, žíly, kapiláry 

http://phsgirard.org/Anatomy.html&usg=__RFL5JXocOYSkErUJer2vdEG6E_0=&h=744&w=800&sz=2
58&hl=cs&start=0&tbnid=M84YjCpc417jQM:&tbnh=149&tbnw=160&prev=/images%3Fq%3Dvessel
%2Banatomy%26hl%3Dcs%26sa%3DG%26biw%3D1680%26bih%3D933%26gbv%3D2%26tbs
%3Disch:1&itbs=1&iact=rc&dur=463&ei=bgJUTIv2CpeQsAbS8vDhAQ&page=1&ndsp=45&ved=1t:4
29,r:18,s:0&tx=138&ty=94 

27. červenec 2010
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Ateroskleróza
Aterosklerózu  lze  definovat  jako  chronické  zánětlivé  onemocnění, 

charakterizované  endoteliální  dysfunkcí  s následným  hromaděním  lipidů,  leukocytů, 

hladkých svalových buněk a extracelulární  matrix v intimě cév,  což má za následek 

zužování  cévního  lumen  s následnou  redukcí  až  obstrukcí  cévního  průtoku  (Brasen 

1997).

Dlouhou dobu panovala představa, že aterosklerotické pláty jsou způsobeny pouze 

pasivním ukládáním lipidů do stěny artérií (Vojáček 2004). Novější výzkumy přinesly 

závěry, že jde spíše o aktivní děj, na němž se podílí řada faktorů a zánětlivých buněk. 

Toto chronické zánětlivé onemocnění pak může vyvolávat rupturu aterosklerotických 

plátů  a akutní  kardiovaskulární  onemocnění  (infarkt  myokardu  a  cévní  mozkové 

příhody) (Fruchart 2001).

Na  patogenezi  aterosklerózy  se  podílí  komplex  po  sobě  jdoucích  událostí, 

zahrnujících  rozvoj  chronického  zánětlivého  procesu  stěny arterií  jako  odpověď  na 

hemodynamické poškozování cévní stěny v nejvíce namáhaných místech, jejíž příčina 

nebyla odstraněna a proces nebyl neutralizován (Masopust 200?).

Vznik aterosklerózy

Podkladem pro vznik aterosklerózy je dysfunkce cévního endotelu. Endoteliální 

dysfunkce je definována jako funkční poškození endotelu, charakterizované především 

zvýšenou  propustností  cévní  stěny,  nerovnováhou  mezi  vazoaktivními, 

hemokoagulačními  a  proliferaci  inhibujícími,  resp.  stimulujícími  působky (Celemajer 

1997,  Piťha  2001).  Endoteliální  dysfunkce  je  prvním krokem aterogenního  procesu 

(Corsini 1995). 

Mezi  hlavní  příčiny dysfunkce  endotelu patří  hyperlipoproteinémie (především 

zvýšená  hladina  LDL a  to  zejména  oxidované  či  glykované  LDL),  hyperglykémie, 

hyperinzulinémie,  hypoxie,  hyperhomocysteinémie,  kouření,  ionizující  záření, 

cytostatika, stárnutí, imunokomplexy a různé infekce (Bultas 1999, Češka 1999, Gregor 

1999). 

Oxidované (modifikované) LDL stimulují endotelové buňky k expresi buněčných 

adhezních  molekul  (VCAM-1,  ICAM-1,  E-selektin,  P-selektin),  k produkci 

chemotaktických  faktorů  pro  monocyty  (MCP-1),  jakož  i  jejich  receptorů.  Kromě 

oxLDL a MCP-1 jsou dalšími  chemoatraktanty,  které  indukují  chemotaxi  monocytů 
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lipoprotein (a), degradovaný kolagen a elastin a cytokiny IL-1 a TNF-α. Všechny tyto 

faktory aktivují  cirkulující  monocyty a  T lymfocyty,  které  začnou na  svém povrchu 

exprimovat  ve větším množství  sacharidové (lektínové) receptory pro chemotaktické 

faktory  a  integriny  (Springer  1995).  Následná  aktivace  leukocytů  prostřednictvím 

mediátorů zánětu umožní vytvořit pevnou vazbu mezi integriny na povrchu leukocytů a 

adhezními  molekulami  ICAM-1 a VCAM-1 exprimovanými endotelovými buňkami. 

Transmigraci leukocytů do subendoteliálního prostoru umožňuje endoteliální adhezní 

molekula PECAM-1, která se nachází v mezibuněčných spojích endoteliálních buněk. 

Všechny tyto děje vedou k aktivaci a prostupu monocytů a T lymfocytů do intimy cév 

(Vestweber 1999). 

Obr.3: Schéma transmigrace monocytů skrz cévní endotel (Kriegelstein 2001).

Prvními leukocyty, které se objevují v intimě cév jsou monocyty. Tyto monocyty 

jsou vystaveny působení růstových faktorů jako EDGF (endothelium-derived growth 

factor)  nebo  faktorům  stimulujícím  tvorbu  kolonií  jako  např.  M-CSF  a  díky  nim 

dochází k jejich transformaci na makrofágy (Bkorkbacka 2008).

Endotelové buňky dále produkují některé působky jako PDGF, BFGF a TGF-β, 

které mají mitogenní účinek a indukují proliferaci vazivové tkáně (Lusis 2000).

Makrofág exprimuje na svém povrchu jednak specifické LDL-receptory, jejichž 

exprese  je  regulována  intracelulární  koncentrací  cholesterolu,  a  jednak  tzv. 

scavangerové receptory. Počet těchto receptorů nezávisí na hladině cholesterolu jako je 
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tomu u specifických LDL-receptorů, a proto při nadbytku LDL se zvyšuje i pohlcování 

těchto  částic  makrofágem,  přičemž  dochází  ke kumulaci  hlavně  oxidovaných  forem 

LDL (Fejfar 2002). Scavanger receptory,  které se nacházejí  pouze na makrofázích a 

hladkých svalových buňkách, mají pro modifikované (oxidované) LDL přibližně 10x 

vyšší afinitu než klasické receptory pro LDL (Carr 2000). Jelikož pohlcování oxLDL 

cestou scavangerových receptorů nepodléhá zpětnovazebné regulaci jako internalizace 

normálními  LDL receptory,  dochází  k intracelulární  akumulaci  esterů  cholesterolu  a 

vzniku  tzv.  pěnových  buněk,  jejich  nahromaděním  pak  vzniká  nejranější  typ 

aterosklerotické léze nazvaný jako tukové proužky (Krejsek 2005). 

Obr.4: Schéma přeměny monocytů v pěnové buňky (foam cells)

 
           
                 
http://www.nature.com/nature/journal/v420/n6917/fig_tab/nature01323_F1.html&usg=__Ktvm2tQsXQU
18bs2l5A4jAUscnk=&h=380&w=687&sz=56&hl=cs&start=89&tbnid=DXQqyag-
cTH_sM:&tbnh=103&tbnw=187&prev=/images%3Fq%3Dmcp-1%2Bcytokine%2Batherosclerosis
%26hl%3Dcs%26sa%3DG%26biw%3D1680%26bih%3D933%26gbv%3D2%26tbs
%3Disch:10,1700&itbs=1&iact=hc&vpx=309&vpy=583&dur=1046&hovh=167&hovw=302&tx=106&t
y=172&ei=pD9UTNHAAYOqsQawy7niAQ&page=3&ndsp=45&ved=1t:429,r:38,s:89&biw=1680&bih=
933  

31. červenec 2010
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Tukové proužky

Tukové proužky jsou nejčastější a u všech lidí přítomnou formou aterosklerózy. 

Vyskytují se běžně již v dětském věku a někdy je lze prokázat i u novorozenců. Jde o 

aterosklerotické léze, které  nejsou ještě klinicky významné, to znamená, neprojeví se 

ischémií  (Yla-Herttuala  1991).  Existují  dva  typy  tukových  proužků,  progredující  a 

neprogredující, přičemž u progredujících je pozorováno více hladkých svalových buněk, 

extracelulární matrix, makrofágů a pěnových buněk (Stary 1994).

Makrofágy,  které  se  podílejí  na  tvorbě  tukových  proužků,  produkují  množství 

látek, které ovlivňují další formování aterosklerotické léze. Jedním z nejvýznamnějších 

je chemokin MCP-1, který zesiluje chemotaxi makrofágů a T-lymfocytů a přispívá tak 

k jejich akumulaci v aterosklerotické lézi (Yla-Herttuala 1991).

Makrofágy dále produkují faktory zvyšující expresi adhezních molekul VCAM-1 

a  ICAM-1  nebo  růstové  a  zánětlivé  faktory,  které  přispívají  k  migraci  hladkých 

svalových  buněk  z  médie  do  intimy  a  ke  změně  kontraktilního  fenotypu  hladkých 

svalových  buněk  na  fenotyp  syntetický  (Schwarz  1997). Syntetický  fenotyp  ztrácí 

schopnost kontrakce a získává schopnost proliferace a produkce cytokinů, růstových 

faktorů  a  tvoří  také  složky  extracelulární  matrix  (kolagen,  elastin,  proteoglykany). 

Obsahuje rovněž již zmíněné scavengerové receptory a vychytáváním modifikovaných 

LDL  přispívá  k tvorbě  pěnových  buněk.  Navíc  bylo  prokázáno,  že  tento  fenotyp 

exprimuje také některé buněčné adhezní molekuly jako VCAM-1 a ICAM-1. Dále bylo 

zjištěno, že syntetický typ hladkých svalových buněk je náchylnější k apoptóze. Proto 

se  v místě  aterosklerotických  lézí  nachází  zvýšený  počet  odumřelých  hladkých 

svalových  buněk.  Příčinou  je  i  skutečnost,  že  syntetický  fenotyp  v porovnání 

s kontraktilním  fenotypem  obsahuje  vyšší  aktivitu  kaspázy  3,  klíčového  enzymu 

v mechanismu apoptózy (Moiseeva 2001).  

Různorodé cytokiny produkují  i  T-lymfocyty,  které  jsou v aterosklerotické  lézi 

roztroušeny mezi  pěnovými  buňkami,  a  tím  se  rovněž  aktivně  podílejí  na  progresi 

aterosklerotických  lézí  (Esaki  1997).  V tomto  případě  je  pravděpodobně 

nejvýznamnější  INF-γ, který se spolupodílí  na tvorbě pěnových buněk. Kromě toho 

inhibuje  proliferaci  hladkých  svalových  buněk  a  způsobuje  tvorbu  hydrolytických 

enzymů (metaloproteináz), které později narušují stabilitu aterosklerotického plátu (viz. 

níže) (Wouters 2005).

Kromě buněčné složky se v aterosklerotických lézích nachází i složka vláknitá, 
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která  je  zastoupena  především  kolagenem.  Ten  je  produkován  nejen  hladkými 

svalovými  buňkami,  ale  z části  také  endoteliálními  buňkami  a  fibroblasty.  Syntéza 

kolagenu souvisí  jak se změnou fenotypu,  migrací  a  proliferací  hladkých svalových 

buněk,  tak  s řadou  lokálních  i  systémových  činitelů  (TGF-β,  PDGF,  endotelin-1, 

angiotensin  II,  IL-1,  homocystein  i  mechanické  napětí  stimulují  tvorbu  kolagenu) 

(Lebrin 2005).

Pokročilé léze

Z výše uvedeného vyplývá, že po nahromadění makrofágů a T lymfocytů v intimě 

dochází  v další  fázi  k transmigraci  hladkých  svalových  buněk  z medie  do  intimy  a 

proliferaci extracelulární matrix, zejména kolagenu a vytvoření  fibromuskulárního typu 

aterosklerotické léze.

I  v tomto  stádiu  je  ještě  možná  regrese  a  regenerace  endotelových  buněk 

v případě, že aterogenní faktor přestane působit. Výsledkem je pouze ztluštění intimy, 

která  obsahuje  jednu nebo dvě  vrstvy myocytů,  které  se  zde  normálně  nevyskytují. 

Pokud aterogenní faktor stále působí, proces se rozvíjí do dalších stádií (Linton 2003).

V této  fázi  dochází  ke  zvýšenému  nahromadění  volného  cholesterolu,  zatímco 

v počátečních stadiích makrofágy pohlcovaly především estery cholesterolu. Zvýšený 

poměr  volný  cholesterol/fosfolipidy  zřejmě  přispívá  k odumírání  makrofágů  díky 

cytotoxickým účinkům volného cholesterolu (Wendelhag 1993). 

Makrofágy,  stejně  tak  jako  hladké  svalové  buňky,  v tomto  stádiu  podléhají 

zvýšené  nekróze  a  apoptóze.  Po  odumření  makrofágů  dochází  k extracelulárnímu 

nahromadění lipidů, uvolnění hydrolytických enzymů a zánětlivých látek, které vedou 

k vzniku  nekrotického  lipidového  jádra.  Hladké  svalové  buňky  i  nadále  pokračují 

v migraci  do  intimy a v syntéze  extracelulární  matrix,  zejména kolagenu,  elastinu  a 

proteoglykanů.  Postupně  tak  dochází  k vytvoření  tzv.  fibromuskulární  čepičky  na 

povrchu aterosklerotické léze. Bylo zjištěno, že v aterosklerotických lézích se nacházejí 

proteiny vážící vápník. Je to například osteopontin, produkovaný hladkými svalovými 

buňkami  pod  vlivem  růstových  faktorů,  nebo  osteokalcin.  Tím  dochází  v těchto 

nekrotických oblastech navíc k ukládání vápníku a mineralizaci (Palinsky 2002). 

Vytvořením lipidového jádra, zformováním fibromuskulární čepičky a ukládáním 

vápenatých iontů dochází k vytvoření pokročilé aterosklerotické léze, která se nazývá 
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ateromový plát.

Rozlišujeme pláty stabilní a nestabilní (Vlček 2010). Typický aterosklerotický plát 

obsahuje lipidové nebo nekrotické jádro překryté fibrózní čepičkou složenou ze směsi 

hladkých  svalových  buněk  a  extracelulární  matrix.  Základ  léze  je  často  tvořen 

množstvím pěnových buněk a T-lymfocytů. Tyto komponenty určují stabilitu plátu. 

Stabilní  plát bývá  tvořen  malým  lipidovým  jádrem  a  překrytý  tlustou 

fibromuskulární  čepičkou s mnoha hladkosvalovými buňkami a extracelulární matrix 

(Fan  2003).  Stabilní  plát  má  kryt  zpevněn  kolagenem,  elastinem  a  proteoglykany 

(Vojáček 2004). Proto nemá tendenci k ruptuře s vytvořením trombózy (Badimon 1999).

Naopak  nestabilní  pláty často  obsahují  velké  lipidové  jádro  a  tenkou  čepičku 

s množstvím zánětlivých buněk (Fan 2003). Často dochází k prasknutí fibromuskulární 

čepičky.

Zatímco stabilní  pláty,  které  postupně „pouze“  zužují  cévní  lumen,  způsobují  vznik 

typických  námahových  stenokardií  při  angině  pectoris,  trombóza,  která  provází 

nestabilní pláty, je zodpovědná za akutní koronární syndromy, nestabilní anginu pectoris 

a  za  vznik  infarktu  myokardu.  Závažnost  aterosklerotických  plátů  tedy nezávisí  na 

jejich velikosti, ale zejména na jejich složení a charakteru. Nestabilní plát představuje 

typickou komplikovanou lézi (Badimon 1999).

Komplikované léze

Tyto léze vznikají z ateromových plátů masivní kalcifikací a především těžkými 

degenerativními změnami (ulcerace,  ruptura),  které  se pak stávají  místem adherence 

trombocytů, agregace, trombózy a současné organizace trombu. Makroskopický vzhled 

komplikované  léze  odpovídá  ateromovému  plátu  s následnými  změnami  v důsledku 

trombózy a přítomnosti erytrocytů (Stehbens 2002).

Ke vzniku trombu může dojít buď při rozrušení endotelu, nebo při ruptuře plátu. 

Malé poškození vede k odhalení kolagenu a tkáňového faktoru trombocytů a vede ke 

vzniku malých mikrotrombů. Ty obvykle nemají žádný klinický význam (Shah 2002). 

Při větším poškození endotelu dochází ke vzniku tzv. červeného trombu, který je bohatý 

na obsah trombocytů, erytrocytů a fibrinu. Tento trombus postupně uzavírá lumen cévy, 

může  dojít  i  k jejímu  úplnému  uzávěru,  nebo  se  trombus  může  uvolnit  a  způsobit 

embolizaci.  Navíc  se  v místě  vzniku  trombu  rozvíjí  zánětlivá  reakce  s hromaděním 

makrofágů a T-lymfocytů (Stehbens 2002).
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Ruptura ateromu je vysvětlována produkcí matrixových metaloproteináz (MMPs) 

makrofágy,  které  mohou  narušovat  tenkou  čepičku.  Sekreci  metaloproteináz  mohou 

zvyšovat některé cytokiny např. TNF-α, IL-1 či MG-CSF (Wu 2000). Činnost matrix-

degradujících  MMPs  je  nezbytná  pro  mnoho  procesů  při  tvorbě  aterosklerotického 

plátu,  včetně  infiltrace  zánětlivých  buněk,  migrace  hladkých  svalových  buněk 

a proliferace, stejně jako pro angiogenezi. Asi nejvážnější důsledky činnosti MMPs jsou 

nepříznivé účinky na stabilitu plátu a odolnost vůči roztržení, což může vést k nestabilní 

angině pectoris, infarktu myokardu či cévní mozkové příhodě (Østerud 2003).

Obr.5: Vývojová stadia aterosklrózy

www.healthyfellow.com/144/vitamin-c-deficiency/ 

31. červenec 2010
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Rizikové faktory

Udává se, že doposud bylo celkově identifikováno kolem 300 rizikových faktorů 

pro  rozvoj  aterosklerózy  (Graham 2005).  Můžeme  je  dělit  podle několika  hledisek, 

nejčastěji však na rizikové faktory ovlivnitelné a neovlivnitelné. Za hlavní ovlivnitelné 

faktory  považujeme  kouření,  arteriální  hypertenzi,  hyperlipoproteinémii,  obezitu,  

diabetes  mellitus,  CRP,  fyzickou  aktivitu,  homocystein,  infekční  agens.  Mezi  hlavní 

neovlivnitelné faktory patří věk, pohlaví a genetická predispozice. 

K dalším  neméně  důležitým  rizikovým  faktorům  patří  metabolický  syndrom, 

zvýšená  hladina  triacylglycerolů,  snížená  hladina  HDL cholesterolu,  psychický stres 

(Hallan 2006). Někteří autoři řadí do této skupiny i faktory rasové (Muntner 2005).

Ovlivnitelné rizikové faktory

Kouření

Kouření je jedním z nejrozšířenějších rizikových faktorů aterosklerózy. Rizikové 

je nejen aktivní, ale jak bylo dokázáno na základě výsledků řady epidemiologických 

studií, i pasivní kouření (Hallan 2006).  Jeho negativní vliv spočívá v poruše endotel-

dependentní vazodilatace, případně v navození oxidačního stresu a následně endotelové 

dysfunkce  (Pepine  1998).  Kouření  také  snižuje  HDL  cholesterol,  způsobuje 

hemodynamický  stres,  zvyšuje  koagulační  aktivitu,  má  proarytmogenní  účinek, 

způsobuje relativní hypoxii (CO redukuje kapacitu Hb pro kyslík) a snižuje toleranci 

k fyzické  zátěži.  Zvyšuje  tvorbu  superoxidového  radikálu,  který  inaktivuje  NO  a 

oxiduje LDL. Kouření je tedy komplexně působící agresivní rizikový faktor rozvoje 

aterosklerózy (Iacoviello 2001).

Arteriální hypertenze  

Hypertenze  způsobuje  mechanické  poškození  endotelu.  Zvýšení  systolického 

krevního  tlaku  má  větší  vliv  než  zvýšení  diastolického  krevního  tlaku.  Hodnoty 

krevního  tlaku  nad  140/90  mmHg  (u  diabetiků  135/85  mmHg)  vedou  ke  zvýšené 

koncentraci  angiotenzinu  II,  který  ovlivňuje  aktivitu  endotelových  buněk,  hladkých 

svalových buněk a makrofágů (Shantaram 1999). AII se váže na specifické receptory 

hladké  svaloviny,  což  vede  k aktivaci  fosfolipázy  C  a  to  může  vést  ke  zvýšení 

intracelulární  koncentrace  vápníku  a kontrakci  hladké  svaloviny,  zvyšuje  syntézu 
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proteinů a hypertrofii  hladkých svalových buněk (Chobanian 1996).  Dále angiotenzin 

působí  na  růst  a  kontrakci  cévních  hladkých  svalových  buněk  a  zvyšuje  jejich 

lipooxygenázovou aktivitu. Zvýšení této aktivity způsobuje vyšší produkci leukotrienů a 

lipoperoxidů s následnou oxidací LDL a tvorbou pěnových buněk. Léčba hypertenze 

snižuje incidenci cévních mozkových příhod, ICHS a srdečního selhávání (Shantaram 

1999).

Hyperlipoproteinémie

Především chemicky modifikované  LDL částice  jsou  hlavní  příčinou  narušení 

endotelu a indukují expresi prozánětlivých molekul v endoteliálních buňkách (Altman 

2003).  LDL  částice  pronikají  do  subendoteliálního  prostoru  v určité  míře  i  při 

fyziologických  hladinách  lipoproteinů.  Za  těchto  podmínek  nejsou  ale  výrazně 

oxidovány a  jsou  opět  účinně  odstraňovány z  intimy.  Pokud  nejsou  přítomny další 

faktory poškozující endotel, dochází k nadměrné produkci oxLDL pouze při výraznější 

hyperlipidémii  .  Při  poškození  endotelu  dalšími  faktory,  např.  diabetem,  stoupá 

propustnost endotelu a oxLDL se budou kumulovat i při nižších hladinách lipidů v krvi 

(Štulc 2006).

Naproti  tomu zvýšená  hladina  HDL cholesterolu  je  ochranným faktorem před 

vznikem  aterosklerózy.  HDL  mobilizuje  cholesterol  z  periferie  do  jater  a  žláz 

produkujících steroidy, navíc má i antioxidační vlastnosti a působí protizánětlivě. HDL 

pronikají  do  intimy,  zajišťují  reflux  přebytečného  cholesterolu,  chrání  LDL  před 

oxidací, stimulují syntézu NO, inhibují adhezi monocytů, agregaci trombocytů, snižují 

krevní viskozitu a tlumí aktivitu t-PA a PAI-1. Proto je někdy označován jako „dobrý 

cholesterol“  (Muntner  2005).  Zvýšení  HDL  cholesterolu  o  1  %  snižuje  riziko 

koronárních příhod o 2 – 3 %. Optimální hladina HDL cholesterolu je > 1,0 mmol/l. 

Zvýšení HDL cholesterolu nad 1,6 mmol/l je tzv. negativním rizikovým faktorem, který 

snižuje kardiovaskulární riziko (Coniglio 1997). 

Diabetes mellitus

Riziko ICHS je u diabetiků 2 – 4x vyšší než u nediabetické populace (Bonnefont-

Rousselot 2004). Není jasné, zdali hraje větší roli proces glykace proteinů (včetně LDL) 

a  zvýšená  tvorba  vasokonstrikčních  prostaglandinů,  nebo  doprovodná  dyslipidémie, 

hypertenze a obezita. 

Hyperglykémie podporuje glykaci proteinů, včetně lipoproteinů LDL (za vzniku 
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tzv.  AGEs).  Tyto  glykované  LDL snáze  podléhají  oxidaci  a  jsou  rozpoznávány  i 

scavangerovými receptory makrofágů, mohou aktivovat leukocyty a endoteliální buňky 

a navodit zánětlivý proces (Shantaram 1999). V důsledku zvýšeného oxidačního stresu 

endotelové buňky zvyšují  expresi  adhezních molekul  jako je E-selektin,  VCAM-1 a 

ICAM-1.  Diabetici  mají  také  sníženou  endotel-dependentní  vazodilataci, 

hyperkoagulabilitu,  zvýšenou  hladinu  PAI-1  v  cévní  stěně  s  poruchou  fibrinolýzy, 

sníženou NO-syntázu a zvýšenou hladinu endotelinu-1 (Pandolfi 2001). 

Inzulinová  rezistence  zvyšuje  koncentraci  VLDL,  snižuje  koncentraci  HDL 

cholesterolu  a  zvyšuje  výskyt  arteriální  hypertenze.  Inzulin  působí  na  cévní  stěnu 

stimulací  tvorby  růstových  faktorů,  proliferací  buněk  hladkého  svalstva,  stimulací 

produkce  pojivové  tkáně,  zvýšenou  aktivitou  LDL cholesterolu,  zvýšenou  tvorbou 

cholesterolu, zvýšenou tvorbou a sníženou regresí tukových proužků a zvýšením hladin 

plazmatického endotelinu-1 a inhibitoru aktivátoru plazminogenu 1 (PAI-1) (Shantaram 

1999).

Obezita

Je obecně známo, že obezita zvyšuje riziko kardiovaskulárních onemocnění. Je to 

způsobeno zvýšenou hladinou CRP u těchto osob, která odráží vyšší množství cytokinů 

(Visser 1999, Soriano-Guillen 2008)

Obezita  představuje  jeden z  nejdéle  známých  a  základních  rizikových  faktorů 

aterosklerózy. V poslední době přibývají přesvědčivé důkazy o tom, že rozhodujícím 

rizikovým  faktorem  není  obezita  jako  taková,  ale  typ  obezity.  Zvýšené  riziko 

aterosklerózy  představuje  intraabdominální  kumulace  tuku.  Dobrým  parametrem 

určujícím rozsah intraabdominální obezity je obvod pasu (normální  hodnoty obvodu 

pasu:  muž  <  102 cm,  žena  <  88 cm).  Intraabdnominálně  uložené  tukové  buňky se 

vyznačují  oproti  jinde  uloženým tukovým buňkám zvýšenou  lipolytickou  aktivitou, 

sníženou produkcí adiponektinu a zvýšenou produkcí řady prozánětlivých (TNF–α, IL6, 

CRP) a prokoagulačních faktorů (PAI-1). Není tak překvapením, že intraabdominální 

obezita  je  spojena  s  řadou  proaterogenních  jevů,  jako  je  prozánětlivý  stav, 

prokoagulační  stav,  hypertriglyceridémie  a  inzulínová  rezistence  s  rozvojem 

hyperglykémie (Hallan 2006).

C-reaktivní protein

Jedná se o nespecifický, ale velmi citlivý marker zánětlivé reakce. Spolupodílí se 
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na  rozvoji  aterosklerózy  díky  poškození  fyziologické  funkce  endotelu,  posílení 

prozánětlivého a prokoagulačního stavu (Egorova 2002). CRP je výborným predikčním 

ukazatelem, lepším než jiné markery zánětu (IL-6, TNF-alfa aj.) 

V kardiologii  se  využívá  metoda  ultrasenzitivního  měření  CRP,  tzv.  hs -CRP 

(High sensitivity CRP) kde CRP slouží jako ukazatel rizika aterosklerózy (Hosseinsabet 

2008).

Fyzická aktivita

Studie  prokázaly,  že  pravidelná  fyzická  aktivita  snižuje  riziko  ICHS, 

kardiovaskulární i celkové mortality u mužů i u žen (Mehta 1998).

Homocystein

Homocystein  je  esenciální  aminokyselina  obsahující  síru,  která  vystupuje 

v metabolismu  methioninu  (Brustolin  2010).  Hyperhomocysteinémie  je  pozorována 

přibližně  u  5%  z  celkové  populace,  a  je  spojována  se  zvýšeným  rizikem  vzniku 

některých  poruch,  např.  cévní  a  neurodegenerativní  onemocnění,  autoimunitní 

onemocnění,  vrozené  vady,  diabetes,  onemocnění  ledvin,  osteoporóza, 

neuropsychiatrické poruchy a rakovina (Ross 1999). Zvýšená hladina homocysteinu v 

lidské  plazmě  může  být  buď  vrozená  či  získaná.  Mechanismus,  kterým  působí 

homocystein jako rizikový faktor pro cévní onemocnění dosud nebyl plně objasněn, ale 

předpokládá  se  zapojení  endoteliální  dysfunkce  a  lipoperoxidace.  Léčba 

hyperhomocysteinémie  spočívá  v  podávání  kyseliny  listové  a  vitamínů  B6  a  B12 

(Delsing 2003). 

Infekční agens

Uvažuje  se  o  některých  bakteriálních  a  virových  patogenech  -  Chlamydia 

pneumoniae, Helicobacter pylori,  Herpes simplex virus, Cytomegalovirus. Teoreticky 

mohou infekční agens ovlivnit vznik aterosklerózy řadou způsobů, jak lze demonstrovat 

na  dopadu  infekce  gramnegativními  bakteriemi  -  ovlivněním  lipidového  spektra 

(vzestup  hladin  triglyceridů,  VLDL,  pokles  HDL),  indukcí  tvorby volných  radikálů 

v cévní  stěně  (oxidace  LDL,  další  poškození  cévní  stěny),  indukcí  prozánětlivých a 

prokoagulačních dějů (Laurila 1997).
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Neovlivnitelné rizikové faktory

Věk 

Ateroskleróza je dlouhodobý proces, není proto divu, že pravděpodobnost jeho 

manifestace vzrůstá s věkem. Řada epidemiologických studií prokázala korelaci mezi 

vzrůstajícím věkem a vznikem aterosklerózy. Proto byla ateroskleróza považována za 

nemoc stáří.  Za rizikový považujeme z hlediska ICHS věk 45 let a vyšší u muže a 55 

let a vyšší u ženy (D'agostino 2004).

Pohlaví

Hlavní  příčinou  většího  výskytu  aterosklerózy u  mužů  je  rozdílné  hormonální 

pozadí.  Ženy  jsou  v premenopauzálním  období  chráněny  estrogeny.  Tyto  ženské 

hormony mají  vliv na složení lipidového spektra (nižší  hladiny LDL a naopak vyšší 

hladiny HDL cholesterolu),  dále ovlivňují  inzulínovou rezistenci,  hladinu cytokinů a 

funkci  endotelu.  V postmenopauzálním  období  takto  tedy  dochází  ke  zvýšenému 

výskytu kardiovaskulárních rizikových faktorů (Muntner 2005).

Genetická predispozice

Rozdílná četnost výskytu aterosklerotických tepenných změn byla potvrzena v 60. 

letech  20.  století  patologickou  studií  (International  Atherosclerosis  Project).  Rovněž 

řada  dalších studií  prokázala  „rodinný“ výskyt  ICHS. Genetici  analyzují  celou řadu 

kandidátních  genů  pro  rizikové  faktory  aterosklerózy,  ale  samozřejmě  jednoduché 

vysvětlení není možné (Stolba 1992).

Za genetickou predispozici se považuje přítomnost předčasné klinické 

manifestace aterosklerózy u příbuzných prvního stupně u mužů < 55let a u žen < 65 let 

(Vlček 2010).
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Myší modely aterosklerózy
Po mnoho let se myší modely při studiu aterosklerózy nepoužívaly. Do roku 1992 

se většina výzkumu aterosklerózy soustředila na pokusy na králících, poté také v menší 

míře  na  prasatech  a  primátech.  Používání  těchto  zvířecích  modelů  nám  umožnilo 

neocenitelné poznání. Použití prasečích modelů s tímto onemocněním nám jako první 

odkrylo,  že  infiltrace  monocytů  je  jeden  z  počátečních  buněčných  pochodů  během 

aterosklerotického procesu (Gerrity 1981). Studie s primáty a králíky byly zase pivotní 

v  definování  buněčných  pochodů  při  tvorbě  ateroskleroticé  léze  (Faggiotto  1984, 

Rosenfeld 1987).

Vědci  se  domnívali,  že  u  myší  se  spontánně  léze  netvoří,  že  nejsou  schopny 

přežívat  na vysoce aterogenní  tukové dietě,  léze nejsou reprodukovatelné,  a  také že 

jejich patologie není podobná lidské. Nakonec se problém přežívání vyřešil použitím 

diety  s nižším  obsahem  tuků,  problém  reprodukovatelnosti  byl  vyřešen  využitím 

inbredních linií namísto náhodně vybíraných, ke snadné tvorbě aterosklerotických lézí 

došlo použitím tzv. rodově zatížených myších kmenů a tvorbu fibromuskulární čepičky 

umožnilo prodloužení experimentálního času (Shih 1995).

Myší model pomohl díky své velikosti překonat množství problémů a nedostatků 

spojených  s používáním  větších  zvířat  a  rovněž  zdolat  potíže  s genetickou 

reprodukovatelností.  Je  vhodný  také  díky  možnosti  relativně  velkého  počtu 

experimentálních  jedinců  ve  studiích  zaměřených  na  léčbu.  V  současnosti  jde  o 

nejpoužívanější,  nejekonomičtější  a  nejvhodnější  model  pro studium aterosklerózy a 

objasnění efektivního způsobu její léčby (Zadelaar 2007 ).

Využití  myších  modelů  ve  studiu  aterosklerózy  přináší  řadu  dalších  výhod. 

Snadné a hospodárné je zejména jejich získávání a udržování druhu. Jejich reprodukční 

období je krátké (přibližně 9 týdnů - 3 týdny trvá období březosti a přibližně 6 týdnů 

dozrání  do  pohlavní  dospělosti),  proto  je  snadné  odchovat  velké  skupiny  pro 

experimentální studie. Klasická genetika je v myším organismu obzvlášť stabilní a tento 

fakt je ještě podpořen možností získat stovky inbredních linií (Jawien 2004).

Naopak hlavní nevýhodou myších modelů je jejich malá velikost, způsobující potíže při 

výkonu chirurgických manipulací a zobrazování in vivo.

Je také důležité si uvědomit hlavní rozdíly mezi myším a lidským organismem. 

Průměrná délka lidského života je okolo 75 let, zatímco u myši jsou to pouze 2 roky. 

Hmotnost myši je samozřejmě mnohem menší, v dospělosti kolem 30 gramů. Obecně 
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jsou myši poměrně rezistentní k rozvoji aterosklerózy, což vyplývá z jejich vysokých 

plazmatických hladin antiaterogenního HDL a nízkých hladin proaterogenního LDL a 

VLDL (Zadelaar 2007). U člověka je naopak většina plazmatického cholesterolu (až 75 

%) obsažena v LDL. Myši totiž nemají plazmatický cholesteryl ester transfer protein 

(CETP) (Moghadasian 2001) a většima cholesterolu je tedy ve formě HDL (Jawien 

2004). 

HDL cholesterol, jak je známo, představuje v lidském organismu ochranný faktor 

před vznikem aterosklerózy. Z tohoto důvodu u myší krmených normální nízkotučnou 

dietou  se  nevyvíjí  ateroskleróza.  Výhodou  myších  modelů,  stejně  tak  jako  všech 

ostatních zvířecích modelů, je možnost měnit vnější podmínky a dietu. U člověka to 

vzhledem k délce  jeho života  není  možné.  Při  studiích  s myšími  modely jsou navíc 

možné různé genetické experimenty, zahrnující křížení a genetické inženýrství. 

Jak je uvedeno výše, myši jsou vysoce rezistentní vůči vzniku aterosklerózy a to díky 

vysoké hladině  antiaterogenního HDL cholesterolu a nízkým hladinám proaterogenního 

LDL a  VLDL cholesterolu.  Jedinou  výjimkou  je  kmen  C57BL/6,  který při krmení 

stravou bohatou na cholesterol a cholovou kyselinu vytváří  sice léze, ale odlišné od 

lidských co se týká histologie a lokalizace (Jawien 2004). Všechny současné modely 

pro aterosklerózu jsou založeny na porušení metabolismu lipoproteinů díky genetické 

manipulaci (Zadelaar 2007). 

Vůbec  první  myší  model  aterosklerózy  byl  použit  během  60.  let  20.  století 

ve Wisslerově laboratoři.  První  použitá  dieta  vedoucí  k rozvoji  aterosklerózy u myši 

C57BL/6J obsahovala 30 % tuků, 5 % cholesterolu a 2 % žlučových kyselin. Bohužel se 

ukázalo,  že  je  poměrně  „drastická“,  myši  ubývaly  na  váze  a  často  onemocněly 

smrtelnými respiračními infekcemi.

Vzhledem k toxixitě předchozí diety byla vytvořena tzv. „Paigenova dieta“, která 

obsahovala 15 % tuků, 1,25 % cholesterolu a 0,5 % kyseliny cholové (Paigen 1987). I 

když se tato dieta často používala, nebyla ideální. Aterosklerotické léze, které se u nich 

posléze vyvinuly,  byly poměrně malé (200 -  1000 μm2),  byly omezeny převážně na 

aortální  oblouk  a  nacházely  se  ve  stádiu  pěnových  buněk  s malým  zastoupením 

hladkých svalových buněk. Na rozdíl od lidských lézí, zůstávaly v tomto případě léze ve 

stadiu tukových proužků a nedocházelo k  jejich další progresi. Tato dieta rovněž není 

fyziologická s ohledem na extrémně vysoký podíl cholesterolu a přítomnost kyseliny 

cholové (Nishina 1993).

S nástupem  molekulární  genetiky  je  nyní  možné  začlenit  do  myšího  genomu 
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vnější geny, to je možné i u mnoha jiných živočišních druhů. Ale speciálně u myši, je 

rovněž možné vyřadit z funkce (knokautovat) nebo přemístit vnitřní geny, což je jedna 

z hlavních výhod práce s myšími modely. Všechny současně užívané myší modely pro 

studium  aterosklerózy  jsou  založené  na  porušení  lipoproteinového  metabolismu 

spojením aterogenní diety a genetických manipulací (Jawien 2004).

ApoE–deficientní myši (ApoE-/-)

 Jde o homozygotní myší kmen C57BL/6J bez genu pro apolipoprotein E (ApoE-/-) 

zavedený v roce 1992. Apo E je glykoprotein syntetizovaný v játrech, v mozku a dalších 

tkáních,  který  má  několik  antiaterogenních  funkcí.  Je  součástí  všech  lipoproteinů 

s výjimkou  LDL  a slouží  jako  ligand  pro  LDL-receptor  a  receptor  pro  zbytky 

chylomikronů, čímž dochází k vychytávání těchto aterogenních částic v oběhu. Deficit 

v apoE  vede  ke  zpomalení  clearance  lipoproteinů.  Tyto  myši  vyvíjejí  spontánní 

hypercholesterolemii po podávání standardní diety, přičemž hladiny cholesterolu jsou 4-

5  vyšší  než  u  normálního  kmene  (Zhang  1992),  zvyšuje  se  hladina  celkového 

cholesterolu, dochází k nárůstu hladin zejména VLDL částic, chylomikronových zbytků 

a  IDL částic.  Po  podání  diety  s obsahem cholesterolu  dochází  ještě  k výraznějšímu 

nárůstu hladin těchto částic (Ishibashi 1994).

Kromě toho se objevuje řada důkazů o tom, že apoE apolipoprotein má i další 

antiaterogenní  vlastnosti.  Uvažuje  se  například  o  tom,  že  apoE lipoprotein  má  také 

antioxidační,  antiproliferativní,  protizánětlivé,  antiagregační  vlastnosti,  což  souvisí 

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

Tyto  myši  vytváří  spontánně  aterosklerotické  léze  a  to  i při standardní  dietě 

obsahující  malé  množství  tuku  a  žádný  cholesterol.  Tyto  léze  jsou  srovnatelné 

s lidskými  a  jsou  vytvářeny  v plném  rozsahu  od  tukových  proužků  až 

ke komplikovaným  lézím.  Typicky  se  skládají  z nekrotického  jádra,  proliferujících 

hladkých  svalových  buněk  a extracelulární  matrix.  U  starších  myší  se  nacházejí  i 

kalcifikovaná  ložiska.  Již  kolem  4.  až  5.  týdne  se  na  místech  predisponovaných 

k ateroskleróze  zvyšuje exprese  adhezních  molekul.  Léze  typu tukových proužků se 

začínají objevovat kolem 6. až 8. týdne věku a pokročilejší léze se objevují kolem 15. 

týdne života především v aortálním oblouku, karotidách a odstupech z aorty.

Tvorbu aterosklerotických lézí lze značně urychlit dietou bohatou na cholesterol. 

Výhodná je „western-type“ dieta, jejíž složení je podobné průměrné americké stravě 
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a obsahuje 21% tuku a 0,15% cholesterolu (Jawien 2004, Zadelaar 2007).

LDL receptor–deficientní myši (LDLr-/-)

Další geneticky modifikovaný kmen je model LDL receptor–deficientních myší 

zavedený  v roce  1993.  Mutace  v genu  pro  LDL receptor  u  lidí  se  projevuje  jako 

familiární hypercholesterolémie (Ishibashi 1993). Zastoupení lipoproteinových částic je 

u LDL receptor-deficientních myší podobné jako u člověka, tzn. většina cholesterolu je 

ve formě LDL a VLDL frakce. U myší, kterým chybí gen pro LDL receptor se objevuje 

po podání standardní diety mírně zvýšená hladina cholesterolu, a to zejména ve formě 

LDL částic  a  ateroskleróza  se  rozvíjí  pozvolna.  Avšak  po  podání  diety  s obsahem 

cholesterolu  a  tuku  dojde  k velkému  nárůstu  hladiny  cholesterolu  a  k tvorbě 

detekovatelných lézí  podobných jako u apoE-deficientních  myší  (Veniant  1998).  Po 

podání  diety  s obsahem  cholesterolu  dochází  k výraznému  hromadění  velkých 

lipoproteinových  částic  –  chylomikronových  zbytků,  VLDL a  IDL částic  (Ishibashi 

1994).

ApoE/LDL receptor-deficientní myši (ApoE-/-/ LDLr-/-)

Jedná se o nový model myší vytvářející aterosklerotické léze rychleji a ve větší 

míře  než  předchozí  modely  (Bonthu  1997).  Jsou  to  myši  vytvořené  genetickou 

manipulací, tzv. dvojnásobně knokautované  apoE/LDL receptor-deficientní myši. Tyto 

myši reprezentují zajímavý model, u kterého se vyskytuje kombinovaný defekt apoE 

lipoproteinu  a  LDL  receptoru.  Tento  model  je  schopen  rozvinout  závažnou 

hyperlipidémii  a  aterosklerózu.  Bylo  zjištěno,  že  u  apoE/LDL receptor-deficientních 

myších dokonce i  běžná strava vede k výraznější progresi aterosklerózy než u myší, 

které mají poruchu jen v apoE. Lipoproteinové spektrum je u těchto myší podobné jako 

u apoE modelu,  zvýšená hladina VLDL částic a chylomikronových zbytků, ale také 

navíc LDL. Po podání diety s obsahem cholesterolu, dochází ještě k vyšší akumulaci 

těchto  částic  (Ishibashi  1994).  Aterosklerotické  léze  jsou  pozorovatelné  již  po  15 

týdnech na normální dietě (Witting 1999). Z toho důvodu je ApoE-/-/ LDLr-/- myší model 

vhodný pro studium antiaterosklerotického účinku jednotlivých látek bez nutnosti krmit 

zvířata aterogenní dietou.
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ApoE*3Leiden (E3L) transgenní myši

ApoE*3-Leiden mutace je vzácná mutace v lidském genu  APOE3,  je spojována 

s familiární dysbetalipoproteinémií u lidí. ApoE*3Leiden (E3L) transgenní myši byly 

vytvořené  vložením lidského  APOE*3-Leiden segmentu  do  C57Bl/6  myší  (Zadelaar 

2007). 

U  E3L  myší  se  po  podání  diety  s vysokým  obsahem  cholesterolu  vyvíjejí 

aterosklerotické léze se všemi charakteristikami jako u člověka, od tukových proužků 

k závažným lézím. Ateroskleróza se vyvíjí nejprve v oblasti aortálního oblouku a pak se 

rozšiřuje na celý arteriální strom (Lutgens 1999). 

Avšak E3L myši vykazují i po podání normální diety významně zvýšené hladiny 

plazmatického  cholesterolu  a  triacylglycerolů.  Podání  diety  obsahující  tuk  nebo 

cholesterol vede u těchto myší k silnému nárůstu hladin plazmatického cholesterolu a 

triglyceridů, přičemž je významný zejména nárůst VLDL a LDL lipoproteinové frakce 

(Groot 1996).
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Význam TGF-β a členů jeho kaskády v aterogenezi 

Transformující růstový faktor TGF-β

Nadrodina transformujícího růstového faktoru-β (TGF-β)  zahrnuje více  než 40 

zástupců,  např.  TGF-β,  diferenciační  růstový  faktor,  BMP  a  další.  Všechny  jsou 

multifunkčními regulátory buněčného dělení,  diferenciace,  migrace,  adheze,  buněčné 

smrti,  podporují  tvorbu extracelulární  matrix,  tkáňovou homeostázu a  embryogenezi 

(Ruiz-Ortega 2007).

Existují 3 izoformy TGF-β a to TGF-β1, TGF-β2 a TGF-β3. Pro kardiovaskulární 

systém je nejdůležitější TGF-β1, který je přítomný v endoteliálních buňkách, cévních 

hladkých svalových buňkách, makrofázích a dalších krevních elementech. TGF-β2 se 

nachází  v epitelových  a  nervových  buňkách  a  TGF-β3 pak  v buňkách  mezenchymu 

(Blobe 2000). TGF-β1 je silně protizánětlivý,  imunosupresivní a profibrózní cytokin. 

Grainger  a  spol.  jako  první  prokázal,  že  hladiny  TGF-β  jsou  významně  sníženy  u 

pacientů  s pokročilou  aterosklerózou  (Grainer  1995).  Při  nadprodukci  TGF-β  bylo 

prokázáno  snížení  aterogeneze  u  pokusných  zvířat,  naopak  snížení  TGF-β1  vede 

k proaterogenním změnám. Při  použití  anti-TGF-β1 protilátek je pozorováno zvýšení 

zánětu, depozice lipidů a destabilizace aterosklerotického plátu (Mallat 2001). 

TGF-β je syntetizován jako neaktivní protein, nazývaný latentní TGF-β, který se 

skládá z hlavní části („mature peptide“) a latentního asociovaného peptidu (LAP). Dále 

následuje  tvorba  disulfidických  můstků  mezi  zbytky  cysteinu  LAP  a  specifického 

proteinu vázajícího latentní TGF-β (LTBP) (Annes 2003). Tím vzniká velký latentní 

komplex.

Aktivace  TGF-β  může  probíhat  proteolytickým štěpením,  trombospondinem-1, 

plasminem, kyselým prostředím a některými matrixovými metalloproteinázami a β6-

integrinem (Ruiz-Ortega 2007).  V hladkých svalových buňkách stimuluje AII expresi 

TGF-β a podporuje jeho konverzi na aktivní formu (Weigert 2002).
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Obr.6: Aktivace TGF-β
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Důležitými  charakteristikami  TGF-β  jsou  jeho  protizánětlivé  a  profibrotické 

vlastnosti. TGF-β je považován v procesu aterosklerózy za protektivní cytokin. Hraje 

důležitou roli v udržování normální struktury cévní stěny a kontrole rovnováhy mezi 

zánětem a tvorbou extracelulární matrix.  Ztráta  tohoto protektivního vlivu může být 

spojena s poruchou TGF-β receptorů (Ruiz-Ortega 2007).  

V nemocných  cévách  převažuje  TGF-β  receptor  typu  1,  který  zvyšuje  tvorbu 

extracelulární matrix a může podmiňovat brzkou tvorbu tukových proužků (Grainger 

2004). TGF-β působí především na endotelové buňky, hladké svalové buňky, makrofágy 
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a T-lymfocyty, tedy buňky účastnící se na tvorbě aterosklerotických lézí. Protože TGF-β 

stimuluje  chemotaxi  leukocytů  (Ashcroft  1999)  a  produkci  proteoglykanu  hladkými 

svalovými buňkami, tak je pravděpodobné, že  TGF-β přispívá k migraci makrofágů a 

akumulaci lipidů v nemocných cévách. Hladké svalové buňky stabilních lézí produkují 

TGF-β  ve  větším  množství  než  haldké  svalové  buňky  nestabilních  lézí  (Cipollone 

2004).  TGF-β může také stimulovat hladké svalové buňky k produkci kolagenu, čímž 

přispívá ke stabilizaci aterosklerotických plátů (Ruiz-Ortega 2007).

TGF-β receptory

Existují 2 základní typy TGF-β receptorů, receptor pro TGF-β typu I (TGF-βRI)a 

receptor pro TGF-β typu II (TGF-βRII). Jejich celková stavba je podobná. Jsou složeny 

z malé extracelulární části  bohaté na cystein,  jednoduché transmembránové oblasti  a 

intracelulární části, která obsahuje serin / threonin kinázovou doménu (Lebrin 2005). 

TGF-β  se  na  buněčném  povrchu  váže  na  receptor  pro  TGF-β typu  II,  dochází 

k fosforylaci  –  aktivaci  receptoru  pro  TGF-β typu  I.  Tento  aktivovaný  komplex 

fosforyluje – aktivuje nitrobuněčné posly tzv. Smad proteiny, jejichž prostřednictvím je 

informace přenesena až do jádra, kde dochází k ovlivnění transkripce. 

TGF-βRI je znám také jako „activin receptor-like“ kináza (ALK). U savců bylo 

popsáno  7  typů  ALK.  V souvislosti  s tím  může  jeden  ligand  vyvolat  více  různých 

odpovědí v závislosti na expresi konkrétního typu ALK danou buňkou (Grainger 2007). 

V krevních cévách se nejčastěji vyskytují ALK1 a ALK5, přičemž ALK1 nacházíme 

spíše v buňkách endotelu, zatímco ALK5 je detekovatelná v tunica media a adventitia 

krevních cév (Ruiz-Ortega 2007). ALK1 aktivuje Smad 1/5 a ALK5 naopak Smad 2/3. 

To hraje  důležitou roli  v kontrole  proliferace a  migrace endoteliálních buněk během 

angiogeneze.  Zatímco  ALK1  stimuluje  proliferaci  a  migraci  endoteliálních  buněk, 

ALK5 tento proces inhibuje (Lebrin 2005).

Endoglin

Endoglin,  někdy  označován  jako  receptor  pro  TGF-β typu  III,  nemá  vnitřní 

kinázovou aktivitu, ale ovlivňuje TGF-β signalizaci. Vyskytuje se ve dvou izoformách 

jako L- a S-endoglin lišících se v počtu aminokyselin v jejich cytoplazmatické části 

receptoru. Ve vysokém množství je exprimován na povrchu endoteliálních buněk, méně 

pak  na  monocytech,  erytroidních  prekurzorech  aj.  (Chang  2002).  Narozdíl  od 
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betaglykanu nemůže endoglin vázat TGF-β bez účasti TGF-βRII (Bertolino 2005).Není 

ještě zcela úplně jasné jak, ale je prokázáno, že endoglin se  váže na TGF-β1 a TGF-β3, 

ne však na TGF-β2 (Cheifetz 1992, Bellon 1993).

Zvýšená exprese  endoglinu  v myších fibroblastech  byla spojována se sníženou 

migrací a pozměněnou morfologií buněk (Guerrero-Esteo 1999). V L6E9 myoblastech 

zvýšená exprese endoglinu snížila citlivost buněk na  TGF-β1,  což způsobilo inhibici 

růstu těchto buněk (Letamendia 1998). Tyto a další výsledky (Lastres 1996) naznačují, 

že  endoglin  ovlivňuje  odpověď  buněk  na  TGF-β1,  přičemž  se  předpokládá,  že 

usnadňuje vazbu TGF-β1 na receptory.

Endoglin  in vitro zvyšuje expresi endoteliální  NO syntázy (eNOS) ovlivněním 

hladiny Smad 2 (Santibanez 2007). Oxid dusnatý odvozený od endoteliální NO syntázy 

je  důležitý  endogenní  vazodilatační  faktor,  který  reguluje  tonus  v krevním řečišti  a 

udržuje  anti-trombotické,  anti-proliferativní  a  anti-apoptotické  prostředí  v stěně  cév 

(Sessa 2004). 

Smad proteiny

Smad proteiny fungují jako intracelulární poslové, kteří přenáší signál vyvolaný 

TGF-β  do  jádra  buněk.  Smad  proteiny  byly  objeveny  pomocí  genetických  studií 

prováděných na Drosophile a Caenorhabditis elegans.  Rodina Smad proteinů může být 

dále rozdělena na 3 podskupiny. Jedná se o receptory-regulované Smads (R-Smads), 

„common-partner“  Smads  (Co-Smads),  které  vytvářejí  komplexy  s R-Smads, 

a inhibitory Smads (I-Smads).  

Aktivovaný TGF-βRI interaguje a fosforyluje R-Smads (jsou to Smad-1,-2,-3,-5 a 

-8).  Takto  aktivované R-Smads  se  poté  spojují  s Co-Smads  (Smad-4)  do  trimerních 

komplexů, které pronikají do jádra. Tam se váží na DNA buď přímo, nebo nepřímo 

prostřednictvím dalších bílkovin a regulují transkripci cílových genů přes transkripční 

faktory (TF), koaktivátory či korepresory (Hotta 1999, Bobik 2006). I-smads (Smad-6,-

7)  interagují  s aktivovaným  TGF-βRI  a  kompetují  s  R-Smads  v přístupu  k tomuto 

receptoru. Hlavním inhibitorem TGF-β je Smad7. 

Výzkumy poukazují i na možnou existenci TGF-β signalizace nezávislé na Smad 

a naopak Smad proteiny mohou být aktivovány jinými faktory než jen TGF-β, např. 

ERK1/2,  p38MAPK,  JNK,  and  phosphatidylinositol  3-kinase  (PI3K).   (Ruiz-Ortega 

2007, Bobik 2006).  
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Podle studií in vitro se zdá, že protizánětlivé účinky TGF-β1 jsou zprostředkované 

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

Obr.7: TGF-β a BMP signalizace v cévní buňce (Bobik 2006)
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Statiny

Tyto látky jsou někde uváděny také pod názvem vastatiny a jsou v současné době 

považovány  za  nejúčinnější  hypocholesterolemika  (Lincová  2002).  Patří  mezi 

celosvětově  nejpoužívanější  hypolipidemika  s  příznivými  účinky  nejen  na  hladiny 

sérových  lipidů,  ale  i  na  kardiovaskulární  a  celkovou  mortalitu  (Vaughan  2000). 

Randomizované  klinické  studie  prokázaly,  že  léčba  statiny  snižuje  výskyt  infarktu 

myokardu  a  ischemické  cévní  mozkové příhody v primární  i  sekundární  prevenci  u 

pacientů s různě závažnou hypercholesterolémií. 

Statiny  snižují  především hladiny celkového  cholesterolu  a  LDL cholesterolu. 

Řada experimentálních i klinických studií ukazuje, že prospěch z užívání statinů je dán 

nejen  jejich  schopností  snižovat  hladiny  plazmatických  lipidů,  ale  i  jejich  četnými 

extralipidovými účinky, které jsou na snížení plazmatických lipidů nezávislé (Arnaud 

2005).  

Mechanizmus účinku statinů a jejich lipidové účinky 

Statiny inhibují klíčový enzym syntézy cholesterolu. Limitující reakcí endogenní 

biosyntézy cholesterolu je převedení aktivované kyseliny 3-hydroxy-3-methylglutarové 

(HMG-CoA) na kyselinu mevalonovou (viz. Obr.8). Tuto reakci katalyzuje HMG-CoA-

reduktáza lokalizovaná v hladkém endoplazmatickém retikulu jaterních buněk, dá se 

však prokázat i v jiných tkáních. Statiny obsahují ve své molekule skupiny strukturálně 

podobné  substrátu,  proto  mohou  tento  enzym kompetitivně  inhibovat.  Jeho  inhibicí 

dochází ke snížení nitrobuněčné syntézy cholesterolu a buňka se dostává do situace 

deficitu cholesterolu. Ten pak vede ke zvýšené transkripci LDL receptorového genu a 

zvýšené expresi LDL receptorů na buněčné membráně všech buněk, především však 

hepatocytů. Zvýšená syntéza a zvýšení aktivity LDL receptorů vedou k urychlenému 

vychytávání LDL z plazmy (Tonolo 2003). Snížení LDL cholesterolu může dosáhnout 

až 40 %. Navíc dochází obvykle k mírnému zvýšení HDL cholesterolu (až o 15 %) a 

snížení koncentrace triacylglycerolů až o 25 %. Tento mechanizmus není zcela znám. 

Předpokládá  se  snížení  syntézy  VLDL v játrech.  Dalším možným mechanizmem je 

zvýšení  clearance  a  odbourávání  VLDL  cestou  LDL  receptorů.  To  je  umožněno 

přítomností apolipoproteinu E na částicích VLDL, který je schopen se vázat na LDL 

receptor. Nepřímo jsou tak ovlivněny i hladiny HDL (Duriez 2003).
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Obr.8: Biosyntéza cholesterolu
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Pleiotropní (extralipidové) účinky statinů

Kromě příznivého účinku na hladiny krevních lipidů mají statiny další, na lipidech 

zcela nezávislé vlastnosti, které se podílejí na snižování kardiovaskulárního rizika. Jsou 

označovány jako tzv. pleiotropní účinky (Vaughan 2000). Pleiotropní účinky vyplývají 

z inhibice  HMG-CoA-reduktázy.  Kyselina  mevalonová  je  prekurzorem  nejen 

cholesterolu,  ale  i  množství  nesteroidních isoprenoidních  sloučenin,  které  se  účastní 

procesů  buněčného  metabolismu  a  mezibuněčné  komunikace.  Mezi  nejdůležitější 

pleiotropní  účinky  statinů  patří  zlepšení  endoteliální  funkce,  antitrombogenní, 

protizánětlivé a antioxidační účinky (Mehta 2003).
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Vliv na endoteliální dysfunkci

Charakteristickým  příznakem  endoteliální  dysfunkce  je  poškozená  syntéza, 

uvolňování NO z endotelu a také jeho aktivita. Statiny zlepšují endoteliální dysfunkci 

zčásti  snižováním  LDL cholesterolu,  specifičtěji  však  působí  na  expresi  a  aktivitu 

endoteliální  NO syntázy  (eNOS),  enzymu,  který  katalyzuje  vznik  NO z L-argininu, 

čímž  zvyšují  dostupnost  NO.  Předpokládá  se,  že  statiny  takto  kompenzují 

nedostatečnou  tvorbu  NO  v aterosklerotických  lézích  a  působí  tak  proti  progresi 

aterosklerózy  (Vaughan 2000). Tlumí i uvolňování a aktivitu vazokonstrikčních látek 

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

Antitrombogenní účinky 

Antitrombotické  působení  statinů  spočívá  v příznivém  ovlivnění  agregace 

destiček,  krevní  viskozity,  hladin  tkáňového  faktoru  a  jeho  přirozeného  inhibitoru, 

fibrinogenu,  tkáňového aktivátoru plazminogenu (tPA) a jeho přirozeného inhibitoru 

(PAI-1)  a  rovněž  lipoproteinu  (a).  Dochází  k  inhibici  buněčné  exprese  tkáňového 

faktoru v mikrofázích, k normalizaci tvorby trombinu u pacientů s hypercholesterolémií 

(Palinski  2002).  Dále  má  snížení  agregace  destiček  pravděpodobně  vztah  k  redukci 

obsahu cholesterolu v jejich buněčných membránách (Laufs 2003). 

Statiny  přispívají  také  ke  stabilizaci  aterosklerotického  plátu.  Snižují  hladiny 

oxidovaného  LDL  cholesterolu  a  jeho  vychytávání  makrofágy,  inhibují  matrixové 

metaloproteinázy,  které  se  podílejí  na  destabilizaci  aterosklerotických  plátů,  zvýšují 

obsah kolagenu v plátech (Comparato 2001). 

Protizánětlivé účinky

Statiny  mají  též  protizánětlivé  účinky,  snižují  hladinu  C-reaktivního  proteinu, 

jehož hladina je zvýšená i při rozvoji aterosklerózy. Významné je i snižování exprese 

mnoha  adhezních  a  chemotaktických  molekul  a  inhibice  aktivity  integritu  (Arnaud 

2005).

Antioxidační účinky   

Uvažuje  se  minimálně  o  4  mechanismech  antioxidačního  působení:  1)  jelikož 

dochází ke snížení koncentrace LDL cholesterolu, vzniká tím pádem i méně oxLDL, 2) 

inhibicí  NADH  oxidáz  dochází  ke  snížení  tvorby  vaskulárních  a  endoteliálních 

superoxidů; vzniku oxLDL brání i udržování aktivity vnitřních antioxidačních systémů 
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(například  superoxid  dismutázy),  3)  přímou  vazbou  statinů  na  fosfolipidy 

lipoproteinové částice  dochází  k ochraně  lipidového jádra  před volnými  radikály,  4) 

silná antioxidační aktivita statinových metabolitů (např. u atorvastatinu a fluvastatinu) 

rovněž přispívá k ochraně před oxidačními procesy (Calabro 2005). 

Další účinky statinů

Výzkumy potvrdily, že statiny inhibují růst nádorových buněk. Bylo zjištěno, že 

většina nádorových buněk vykazuje zvýšenou aktivitu HMG-CoA reduktázy, proto se 

předpokládá, že selektivní inhibice tohoto enzymu by mohla vést k novým možnostem 

léčby rakoviny. 

Statiny  se  uplatňují  i  v kostním  metabolismu.  Dochází  ke  snížení  aktivity 

osteoklastů  a  snížení  kostní  resorpce,  naopak  se  zvyšuje  novotvorba  kostní  hmoty. 

Pravděpodobně proto je podávání statinů spojené se sníženým rizikem vzniku kostních 

zlomenin u pacientů starších 50 let (Wierzbicki 2003).     

I  když je působení  pleiotropních účinků jistě významné, je třeba zdůraznit,  že 

jejich role je ve srovnání s hypolipidemickým efektem pravděpodobně méně důležitá. 

Za převážnou většinu pozitivních kardiovaskulárních účinků statinů stojí jejich vliv na 

LDL-cholesterol. 

Atorvastatin

Atorvastatin patří v současné době k nejvíce užívaným statinům. Je podáván ve 

formě aktivní látky. Po perorálním podání se snadno a rychle vstřebává, maximálních 

plazmatických koncentrací  je  dosaženo přibližně  za  2,5 hodiny.  Z důvodu vysokého 

first-pass  metabolismu v játrech  je  biologická  dostupnost  atorvastatinu  pouze  12  %. 

Přibližně  z 98  % se  váže  na  plasmatické  bílkoviny.  Je  metabolizován  cytochromem 

P450  3A4  na  biologicky  aktivní  metabolity,  které  přispívají  k inhibici  HMG-CoA 

reduktázy asi ze 70 %. Po hepatální a extrahepatální metabolizaci jsou atorvastatin a 

jeho  metabolity  primárně  eliminovány  žlučí,  přičemž  nedochází  k enterohepatální 

cirkulaci. Jeho eliminační poločas je v průměru 14 hodin, ale díky přítomnosti aktivních 

metabolitů přetrvává inhibiční účinek na HMG-CoA reduktázu asi 24 hodin  (Regazzi 

1994).

Nežádoucí  účinky atorvastatinu  jsou mírné  a  mají  přechodný charakter,  lék  je 

obecně  dobře  snášen.  Nejčastěji  se  vyskytují  zažívací  potíže,  bolesti  hlavy a  svalů, 

kopřivka nebo ospalost. Stejně tak jako u jiných statinů, i po podání atorvastatinu bylo 
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popsáno zvýšení hladin jaterních transamináz. Výskyt závažné rabdomyolýzy spojované 

s léčbou statinů, která může vést až k ledvinnému selhání, však zatím u atorvastatinu 

nebyl prokázán.

I když studie na zvířatech nepotvrdily teratogenní účinky atorvastatinu, všechny 

statiny jsou kontraindikovány v těhotenství a u kojících matek (Sinzinger 2002).
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Cíl práce

Cílem této rigorózní práce bylo zjistit a popsat expresi fosforylované formy  p-

Smad2  jako jednoho z členů kaskády pro transformující růstový faktor beta (TGF-β) 

v aterosklerotických plátech u apoE/LDL-receptor deficientní skupiny myší s ohledem 

na  podávání  atorvastatinu  za  použití  imunohistochemických  metod.  Cílem  bylo 

prokázat, zda atorvastatin ovlivňuje expresi p-Smad2 bez hypolipidemických účinků.
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Experimentální část

Samice myší kmene C57BL/6J s dvojitým deficitem apolipoproteinu E a LDL-

receptoru o hmotnosti  15–20 gramů, byly zakoupeny ve společnosti  Taconic Europe 

(Dánsko).  Všechny  myši  byly  ustájeny  ve  zvěřinci  Farmaceutické  fakulty  v Hradci 

Králové.

Pokusná zvířata, předepsaná dieta

U všech myší  byl  zahájen  výkrm experimentálními  dietami  ve  věku 8  týdnů. 

Zvířata byla náhodně rozdělena do 2 skupin. Kontrolní skupinu tvořily myši, kterým 

byla podávána pouze standardní dieta. Druhou (léčenou, atorvastatinovou) skupinu zase 

myši, kterým byla podávána standardní dieta obohacena o 50 mg atorvastatinu na 1kg 

váhy denně (50mg/1kg/den).

Obě  skupiny byly  krmeny experimentálními  dietami  po  dobu 8  týdnů.  Každá 

z myší  byla  chována  v samostatné  kleci,  obdržela  denně  6  g  potravy  (speciálně 

upravené  granule)  a  měla  volný  přístup  k vodě  po  celou  dobu  této  studie.  Během 

experimentu  nebyly  pozorovány  žádné  signifikantní  změny  tělesné  hmotnosti 

v souvislosti se spotřebou potravy. 

Na konci experimentu byla zvířata přes noc vylačněna a jako typ usmrcení jsme 

zvolili předávkování v parách éteru. Zvířatům jsme odebrali ze srdce vzorky krve pro 

biochemické vyšetření. Dále byly odebrány segmenty tkáně tvořené aortou spolu s horní 

polovinou  srdce.  Tyto  segmenty  se  ponořily  do  OCT media  (Leica,  Praha,  Česká 

republika) a následně byly zmraženy v tekutém dusíku a uskladněny v mrazničce při 

teplotě minus 80°C.

Biochemická analýza

Biochemická analýza vzorků krve byla zaslána a prováděna na gerontologickou a 

metabolickou  kliniku  Fakultní  nemocnice  v  Hradci  Králové.  Celkové  koncentrace 

cholesterolu v krvi byly stanoveny enzymaticky na základě konvenčních diagnostických 

metod (Lachema, Brno, Česká republika) a spektrofotometrické analýzy (cholesterol při 

510 nm a triglyceridy při 540 nm vlnové délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB 

biotechnologie, Uppsala, Švédsko).
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Histologické barvení olejovou červení

Barvení olejovou červení se používá k detekci lipidů ve tkáních. Tuto metodiku 

jsme v tomto experimentu využili pro stanovení množství lipidů v aterosklerotických 

lézích.

Postup při barvení Oil Red O:

1. Oil Red O (15 minut) 

2. pramenitá voda (oplach)

3. Gill hematoxylin (cca 5 sekund, RT )

4. pramenitá voda (modrání 1 minuta)

5. montování nevodné medium

Zásobní roztok Oil Red O je připravován rozpuštěním 0,5 g Oil Red O ve 100 ml 

isopropanolu. Pracovní roztok se připravuje v čas potřeby z 60 ml zásobního roztoku, 

který se smíchá s 40 ml destilované vody a filtruje se přes papírový filtr.

Imunohistochemie

Všechna  imunohistochemická  barvení  byla  provedena  na  cévách,  které  byly 

získané  z geneticky  modifikovaného  kmene  myší.  Jednalo  se  o  samice  kmene 

C57BL/6J s dvojitým deficitem apolipoproteinu E a LDL-receptoru o hmotnosti 15-20 

gramů. 

Vypreparované segmenty tkáně tvořila aorta spolu s horní polovinou srdce. Tyto 

segmenty byly poté ponořeny do zmrazovacího média (tissue freezing medium) (Leica, 

Praha,  Česká republika),  následně byly zmraženy v tekutém dusíku a  uskladněny v 

mrazničce  při  teplotě  minus  80°C.  Imunohistochemická  analýza  byla  provedena  v 

aortálním sinu o délce 1 cm a v části aortálního oblouku. Pro experimentální hodnocení 

byly nakrájeny série příčných řezů o tloušťce 7 µm na zmrazovacím mikrotomu.

Pro  detekci  exprese  p-Smad2  byla  použita  metodika  avidin-biotin  s  detekcí 

pomocí  DAB,  který  poskytuje  v  místě  detekce  antigenu  ve  tkáni  hnědou  barevnou 

reakci.
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Primární protilátky 

Pro  detekci  exprese  p-Smad2  v  cévní  stěně  jsme  použili  pro  světelnou 

mikroskopii  polyklonální  protilátku:  Rabbit  Anti-Phospho-Smad2  (Ser465/467) 

Polyclonal  Antibody (Chemicon, USA) v ředění  1/100 s inkubací  v chladničce přes 

noc. 

Sekundární protilátky 

Jako sekundární protilátka jsme použili pro světelnou mikroskopii monoklonální 

protilátku Goat Anti-Rabbit IgG (Vector Laboratories). 

Detekční systémy 

K vizualizaci navázaných protilátek ve světelném mikroskopu byl použit roztok 

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

Pracovní postup - ABC systém 

Tkáňové řezy byly přeneseny na sklíčka předem upravené v roztoku želatiny. Po 

oschnutí (60 minut) se na 15 minut vložily do roztoku acetonu uchovávaného při teploě 

minus 20°C. Poté se řezy nechaly usušit (15 minut) a znovu se vložily na 15 minut do 

acetonu. Tímto procesem došlo k fixaci řezů a jejich lepší adhezi na podložní sklíčko. 

Po patnáctiminutovém usušení se řezy vložily do roztoku PBS k oplachu (2x5 minut).

Před inkubací řezů s primární protilátkou bylo prvně nezbytné zablokovat nespecifická 

vazebná místa  třicetiminutovou inkubací  s  10% roztokem goat  séra (Sigma Aldrich 

Chemie,  Steinheim,  Německo)  v  roztoku  PBS.  Poté  byly  na  laboratorní  sklíčka 

napipetovány roztoky anti-avidinu a  anti-biotinu,  které  zablokovaly reaktivitu  těchto 

látek v myší tkáni. 

Sklíčka se pak přes noc inkubovala v chladničce s primární protilátkou při teplotě 4°C . 

Poté se řezy vložily k oplachu do roztoku PBS (2x5minut) a dále do 3% H2O2 (15 

minut). 

Po  oplachu  v  PBS (2x5minut)  se  řezy  30  minut  inkubovaly  s  biotinylovanou 

43



sekundární protilátkou Goat Anti-Rabbit IgG (Vector Laboratories) a opět se vložily do 

roztoku PBS (2x5 minut). V další fázi byl na sklíčka nanesen avidin-biotinový komplex 

obsahující peroxidázový substrát (Vector Laboratories). 

K  vizualizaci  navázané  protilátky  se  použil  chromogen  DAB  (DAKO, 

Carpinteria,  USA).  V konečné fázi  byly řezy opláchnuty v  acetonu a  odvodněny v 

aceton-xylenu (10:1) (3 minuty), aceton-xylenu (1:10) (3 minuty) a v xylenu (3 x 2 

minuty).  Jako poslední krok před vlastním mikroskopickým pozorování byla sklíčka 

zamontována do Eukittu.

Statistická analýza

Všechny hodnoty v grafech jsou vyjádřeny jako průměr ± SEM (střední chyba 

průměru)  pro  8  zvířat  v  každé  skupině.  Ke  vzájemnému  porovnání  parametrů 

u atorvastatinové  a  kontrolní  skupiny  byl  použit  nepárový  T  test.  Rozdíly  mezi 

skupinami byly statisticky významné v případě, že p ≤ α, kde α=0,05. K výpočtu byl 

použit GraphPad Prism software (verze 4.0). 
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Výsledky

Biochemická analýza

U všech  myší  v  experimentu  byly  stanoveny  hladiny  celkového  cholesterolu. 

Výsledky  prokázaly,  že  osmitýdenní  podávání  atorvastatinu  v dávce  50  mg/kg 

statisticky významně zvýšilo hladiny celkového cholesterolu (viz. graf 1). 

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u experimentálních myší. 

Osmitýdenní  podávání  atorvastatinu  statisticky  významně  zvýšilo  hladiny  celkového  cholesterolu 

ve srovnání s kontrolní skupinou. (*P≤0,05).
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Histologické barvení olejovou červení

Barvení  olejovou  červení  bylo  provedeno  za  účelem  kvantifikace  velikosti 

aterosklerotických plátů u myší krmených standardní dietou a u myší, které měly k dietě 

přidán atorvastatin. U všech řezů v kontrolní i atorvastatinové skupině byla pozorována 

přítomnost aterosklerotických lézí (obr.9 a 10). Léze byly největší v oblasti aortálního 

sinu,  ale  pokračovaly  také  v oblasti  aortálního  oblouku.  Aterosklerotické  léze  byly 

výrazně vyvinuty, přičemž u řady z nich byla již nalezena ateromová nekrotická jádra. 

Podávání  atorvastatinu  vedlo  k signifikantnímu  poklesu  velikosti  aterosklerotických 

plátů ve srovnání s neléčenou skupinou.

Obr.9:  Reprezentativní  obrázek  barvení  olejovou  červení  u  kontrolní  skupiny 

zvířat, kterým byla podávána standardní dieta. 

Šipky ukazují na akumulaci lipidů v aterosklerotických lézích. Zvětšení preparátu 40x. 
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Obr.10:  Reprezentativní  obrázek  barvení  olejovou  červení  u  atorvastatinové 

skupiny zvířat, kterým byla podávána standardní dieta společně s atorvastatinem. 
Šipky  ukazují  na  akumulaci  lipidů  v aterosklerotických  lézích.  Intenzita  a  plocha  barvení  olejovou 

červení je výrazně snížena ve srovnání s kontrolní skupinou. Zvětšení preparátu 40x.
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Imunohistochemická analýza

Imunohistochemické barvení p-Smad2 v oblasti aortálního sinu

Exprese  p-Smad2  byla  pozorována  v aterosklerotických  plátech  obou  skupin 

zvířat. Exprese byla pozorována v medii cév, v plátu, na chlopních a částečně na cévním 

endotelu na povrchu plátů. (viz obr. 11 a 12). Podávání atorvastatinu obecně zvýšilo 

expresi  p-Smad2  zejména  v plátu  a  na  cévním  endotelu  ve  srovnání  s kontrolní 

skupinou.

Obr.11:  Reprezentativní  obrázek  imunohistochemického  barvení  p-Smad2  u 

kontrolní skupiny. 

Exprese p-Smad2 je lokalizována v chlopních (hvězdička), v aterosklerotických plátech (šipky) a v medii 

cévy (hroty šipky)a také na cévním endotelu na povrchu plátů (šipky). Buněčná jádra jsou dobarvena 

hematoxylinem. Zvětšeno 200x
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Obr.12:  Reprezentativní  obrázek  imunohistochemického  barvení  p-Smad2  u 

atorvastatinové skupiny. 

Exprese p-Smad2 je výraznější na povrchu plátu (šipky), a na cévním endotelu (hroty šipky) ve srovnání  

s kontrolní skupinou. Buněčná jádra jsou dobarvena hematoxylinem. Zvětšeno 200x
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Diskuse
  

U savců jsou exprimovány tři  izoformy  transformujícího růstového faktor  beta 

TGF-ß (TGF-ß1, TGF-ß2, TGF-ß3).  Transformující růstový faktor beta1 (TGF-β1) je 

nejvýznamněji  exprimovám  v cévách.  Tento  cytokin  hraje  důležitou  roli  v procesu 

aterogeneze.  Má  významný  protizánětlivé  účinky,  ovlivňuje  aktivitu  a  činnost 

makrofágů, T-lymfocytů. Kromě výrazných protizánětlivých účinků v aterogenezi TGF-

β  podporuje  tvorbu  extracelulární  matrix.  Dále  byl  prokázán  pozitivní  vztah  mezi 

aktivitou  TGF-ß  a  snížením velikosti  léze,  dále  mezi  aktivitou  TGF-β  a  zvýšením 

stability aterosklerotických plátů. Tento jev nastává díky výše popsané inhibici zánětlivé 

reakce v plátech s podporou tvorby extracelulární matrix hladkými svalovými buňkami, 

což  by  ukazovalo  na  protektivní  vliv  TGF-β  v aterogenezi.  Tato  hypotéza  byla 

podpořena několika experimentálními studiemi, kde jistá blokáda účinku TGF-β1 vedla 

k rozvoji  nestabilních  aterosklerotických  plátů,  charakterizovaných  silnou  zánětlivou 

reakcí, sníženou produkcí kolagenu a zvýšenou akumulací cholesterolu. 

Vlastní  účinky  TGF-ß1 jsou zprostředkovány jeho receptory TGF-ßRI a  TGF-

ßRII,  které  pak  prostřednictvím  tzv.  Smad  proteinu  vedou  k transkripci  příslušných 

genů. Exprese Smad2 byla popsána na cévním endotelu in vivo. Navíc bylo zjištěno, že 

fosforylovaná forma Smad 2/3, (p-Smad2/3). Je zvyšována po podávání atorvastatinu, 

kde toto podávání bylo také doprovázeno hypolipidemickým účinkem. 

V této  rigorózní  práci  jsme  se  zaměřili  na  sledování  exprese  pouze  p-Smad2 

v situaci,  kdy  atorvastatin  naopak  zvyšoval  hladiny  cholesterolu.  Navzdory  tomuto 

hyperlipidemickému účinku došlo k poklesu velikosti plochy aterosklerotických plátů. 

Zároveň došlo obecně ke zvýšené imunohistochemické reakci p-Smad2 po podávání 

atorvastatinu ve srovnání s kontrolní skupinou. Na základě tohoto jevu lze konstatovat, 

že exprese p-Smad2 byla navzdory hyperlipidemickém účinku, zvýšena po podávání 

atorvastatinu. 

TGF-ß1 je schopen aktivovat obecně několik cest, které v zásadě vedou k aktivaci 

dvou Smad kaskád. Jednu skupinu s podobnými účinky tvoří Smad2 a Smad3 a druhou 

skupinu  většinou  s jinými  účinky  tvoří  Smad1  a  Smad5.  Smad2  a  Smad3  jsou 

aktivovány díky interakci TGF-β1/ALK5. Právě tato kaskáda se zdá být zásadní pro 

k aterogenezi. Pokud se týká cévního endotelu, tak zde je zřejmě významnější Smad2. 

Smad2 je schopen díky kompetici s NF-κB zvyšovat expresi eNOS a tedy produkci NO, 

čímž  se  také  podílí  na  snížení  exprese  adhezních  molekul.  Exprese  Smad2  také 
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ovlivňuje  chování  a  činnost  hladké  svaloviny.  Obecně  lze  říci,  že  Smad2  má spíše 

inhibiční  vliv  na  proces  aterogeneze,  a  jejich  exprese  během  aterogeneze 

v aterosklerotických plátech klesá. 

Z našich výsledků by tedy šlo usuzovat, že pokud je exprese p-Smad2 zvýšena 

bude  zvýšena  také  exprese  eNOS  a  tedy  NO.  Zvýšená  produkce  NO  má  několik 

významných  antiaterogenních  účinků,  ke  kterým  patří  inhibice  exprese  adhezních 

molekul,  proliferace  hladké  svaloviny,  což  jsou  faktory,  které  inhibují  proces 

aterogeneze . Toto tvrzení je ovšem ještě nutno ověřit. Vzhledem k tomu, atorvastatin 

neměl v této práci hypolipidemické účinky, lze konstatovat, že na zvýšení exprese p-

Smad2 se podílely jeho tzv. nepřímé neboli pleiotropní účinky.

Celkově  lze  tedy  konstatovat,  že  podávání  atorvastatinu  vedlo 

k hyperlipidemickému účinku, který byl ovšem doprovázen zvýšenou expresí p-Smad2 

a snížením velikostí aterosklerotických plátů. V této fázi nelze určit, zda nárůst exprese 

p-Smad2 je markerem změn ve stěně cévy, nebo zdali by toto zvýšení exprese mohlo 

být příčinou zmenšení aterosklerotických lézí

.
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Závěr
Výsledky této rigorózní práce prokázaly expresi jednoho z členů TGF-β kaskády, 

p-Smad2,  v aterosklerotických  plátech  v cévní  stěně  u  apoE/LDLR  deficientního 

myšího modelu aterosklerózy.

Exprese  p-Smadd2  byla  pozorována  v  aterosklerotických  plátech  obou  skupin 

zvířat.  Exprese  byla  pozorována  jak  na  endotelu  plátů,  tak  i  mimo  něj.  Dále  byla 

exprese nalezena uvnitř plátů a někde také v medii cév. 

Podávání  atorvastatinu  v dávce  50  mg/kg/den  vedlo  k výraznému 

hyperlipidemickému efektu.

Navzdory tomuto jevu byla snížena velikost plochy aterosklerotických plátů.

Podávání  atorvastatinu  vedlo  ke  zvýšení  exprese  p-Smad2,  zejména  v oblasti 

povrchu plátů a na cévním endotelu ve srovnání s kontrolní skupinou.

V této fázi nelze určit, zda nárůst exprese p-Smad2 je markerem změn ve stěně 

cévy  nebo  zdali  by  toto  zvýšení  exprese  p-Smad2  mohlo  být  příčinou  zmenšení 

aterosklerotických lézí.
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Seznam zkratek
AII angiotenzin II

ALK aktivin receptor-like kináza

ALK5 activin receptor-like kinase 5 

ApoE apolipoprotein E

ApoE-/- apoE deficitní myši

ApoE-/-/LDLr-/- myši deficitní pro ApoE i LDL-receptor

BFGF základní růstový faktor fibroblastů, basic fibroblast growth 

factor

BMP kostní růstový protein, bone morphogenetic protein

CETP          cholesteryl ester transfer protein

Co-Smads „common-partner“ Smads

CRP C-reaktivní protein

DAB diaminobenzidin

EDGF          endothelium derived growth factor 

E3L       ApoE*3-Leiden transgenní myš

ERK1/2 extracelulární signál regulující kináza 1/2

eNOS endoteliální syntetáza oxidu dusnatého 

Hb             hemoglobin

HDL lipoprotein o vysoké hustotě

HHT hereditární hemoragická teleangiektázie

HMG-CoA 3-hydroxy- 3-methylglutarylkoenzym A

IDL intermediate density lipoproteins, lipoproteiny se střední 

hustotou

ICAM-1 intracelulární adhezní molekula

IL-1, IL-6, IL-8      interleukin-1, -6, -8 

ICHDK ischemická choroba dolních končetin

ICHS ischemická choroba srdeční

INF-γ          interferon gamma 

I-Smads inhibitory Smads

KVO kardiovaskulární onemocnění

LAP latentní asociovaný peptid

LDL lipoprotein o nízké hustotě
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LDLr LDL-receptor

LDLr-/- LDL-receptor deficitní myš

LTBP protein vázající latentní TGF-β

MCP-1 monocyty přitahující protein

M-CSF macrophage colony stimulating factor, růstový hormon 

makrofágů

MMPs matrixové metaloproteinasy

MG-CSF faktor stimulující kolonie makrofágů a granulocytů

mRNA   mediátorová ribonukleová kyselina

NF-kB nukleární faktor kappa-B

NO         oxid dusnatý

NO-syntáza syntáza oxidu dusnatého

OCT medium zmrazovací medium

oxLDL oxidovaný LDL

PAI-1 inhibitor aktivátoru plazminogenu-1

PBS fosfátový pufr

PDGF destičkový růstový faktor

PECAM-1 adhezní molekula destičkových a endotelových buněk

PI3K  fosfatidyl-inositol-3-kináza

p-Smad2/3              fosforylovaný  Smad2/3

p38 MAP-kináza p38 mitogenem aktivovaná protein-kináza 

R-Smads receptory-regulované Smads 

SEM střední chyba průměru

Smad protein regulující funkci TGF-β , fungující jako transkripční 

faktor 

TGF-β transformující růstový faktor-β

TGF-βRI, TGF-βRII receptor pro TGF-β typu I a typu II

TK krevní tlak

TNF-α tumor nekrotizující faktor alfa

t-PA          tkáňový aktivátor plazminogenu

VCAM-1 adhezní molekula-1 cévních buněk

VLA          very late antigens

VLDL  lipoprotein o velmi nízké hustotě
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