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Seznam pouzitych zkratek

ACE
ACH
ADP
apoE
bFGF
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CMP
CMv
CRP
EBV
EDGF
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IDL

IGF-1
ICHS
ICMP

IL-6, 8
LDL

LPS
MAdCAM-1
MCP-1
M-CSF
MDGF
NF-xB

NO
OxLDL

angiotenzin konvertujici enzym

acetylcholin

adenosindifosfat

apolipoprotein E

basic fibroblast growth factor, zdkladni fibroblastovy riistovy faktor
cell adhesion molecules, bunécné adhezivni molekuly

cévni mozkova ptihoda

cytomegalovirus

C — reaktivni protein

virus Epsteina a Barrové

endothelium-derived growth factor, rustovy faktor produkovany
endotelem

endothelium-derived hyperpolarizing factor

syntaza NO

hemoglobin

high density lipoproteins, lipoproteiny o vysoké hustoté
3-hydroxyl-3-methyl-glutaryl koenzym A

intercellular cell adhesion molekule-1, adhezni molekula
intermediate density lipoproteins, lipoproteiny o stfedni hustoté
inzulinu podobny ristovy faktor

ischemicka choroba srdecni

ischemicka cévni mozkova piihoda

interleukin 6, 8

low density lipoproteins, lipoproteiny o nizké hustoté
lipopolysacharidy

mucosal addresin cell adhesive molekule-1, adhezni molekula
monocytarni chemotakticky protein-1

macrophage colony stimulating factor, ristovy hormon pro makrofagy
monocyte-derived growth factor, ristovy faktor monocyti
nuklearni faktor kappa B

oxid dusnaty

oxidované LDL ¢astice



PAF faktor agregace desticek
PAI-1 inhibitor aktivatoru plazminogenu
PDGF platelet-derived growth factor, destickovy rustovy faktor

PECAM-1  platelet endothelial cell adhesion molecule-1, adhezni molekula

PGl prostaglandin I,

TAG triacylglyceroly

TGF B transforming growth factor B, transformujici ristovy faktorf3
TIMP-1 tkanovy inhibitor metaloproteinazy 1

TNF a tumor necrosis factor a, tkanovy nekrotizujici faktor a

t-PA tkanovy aktivator plazminogenu

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1, adhezni molekula

VLDL very low density lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté



1. UVOD

Ateroskler6za je onemocnéni tepen charakterizované ukladanim tukovych
Castic do cévni stény. Vysledkem je poskozeni cévni stény, dochazi k tuhnuti cévni
stény s postupnym zuzovanim jejiho prasvitu. Mize dojit k jejimu Gplnému uzavéru
s naslednou ischémii piislusné ¢asti cévniho fecisté. Ateroskleroza se vyviji pomalu
a nendpadné, jde o dlouhodoby proces.

Velky rozvoj této nemoci je zpusoben soucasnym Zzivotnim stylem vétSiny
obyvatelstva. Spatné stravovaci navyky, nedostatek pohybu, koufeni, obezita,
psychicky stres a nékterd dal§i onemocnéni jako hypertenze, cukrovka vedou ke
zhorSovani zdravotniho stavu a patfi mezi rizikové faktory vzniku tohoto
onemocnénti.

Soucasna data ze Svétové zdravotnické organizace ukazuji, Ze
kardiovaskularni onemocnéni jsou zodpovédna asi za 30 % celkové mortality na
celém svéte. Z toho je 42 % zpisobeno ischemickou chorobou srdeéni (ICHS) a 32
% onemocnénimi mozkovych cév. V primyslov€é vyspélych zemich jsou
kardiovaskularni choroby hlavni pfic¢inou umrti dospé€lé populace [1].

V Ceské republice je umrtnost na tato onemocnéni jedna z nejvysich
vV Evrop¢ 1 kdyz v poslednich letech zaCala konecné klesat. NejcastéjsSi piicinou

kardiovaskularni mortality je ICHS zptisobena aterosklerdzou.

Prevence aterosklerotického procesu v riuznych fazich jeho rozvoje je
zékladni prevenci dusledki ¢astecné nebo Uplné obturace tepen, tedy riiznych forem
ischemické choroby srdeéni, ischemické choroby dolnich koncetin a mozkovych

cévnich piihod [2].

V této diplomové praci jsme se zabyvali ovéfenim, zda atorvastatin vykazuje
u apoE/LDL-receptor deficientnich mysi podobné uéinky jako je tomu v humanni
mediciné. Dale byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi, hladiny
zanétlivych markert v krvi a také exprese zanétlivych markert v aterosklerotickych
platech a velikost aterosklerotickych lézi. K hodnoceni morfologickych nalez byly

pouZity stereologické metody.



2. TEORETICKA CAST

2.1. ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je chronické zanétlivé onemocnéni charakterizované
endotelialni dysfunkci a subendotelovou kumulaci aterogennich lipoproteint
bohatych na cholesterol. Zanétlivého procesu se ucastni jiz zminéné modifikované
lipoproteiny, makrofagy, T-lymfocyty, endotelové bunky a buiiky hladkého svalstva.
Vysledkem zanétu je vznik komplexnich lézi v cévni sténé. Tyto 1éze, oznaCované
jako plaky, jsou pfi¢inou zuZujiciho se prasvitu cév a mohou vést az k Uplnému
ucpani cévy. Ateroskleroza je multifaktoridlni onemocnéni, které se vyviji pomalu
v zavislosti na rizikovych faktorech. Cim vice je rizikovych faktord, tim je progrese

ale i klinicka manifestace nemoci rychlejsi [3].

2.1.1. Lokalizace aterosklerozy

Pti aterosklerdze je pritok krve ovlivnén zejména u cév koronarniho feciste,
mozkovych cév a cév dolnich koncetin. Postizeny jsou nejvice velké a stfedni artérie
a to predevSim v urcitych predispozi¢nich (predilekénich) mistech. K tém patii
koronarni artéric  (jejich hlavni kmeny blizko vétveni), femoralni, tibialni a
poplitedlni artérie v mistech vétveni. Dal$imi predilekénimi misty jsou oblouk aorty
a odstupy velkych krénich artérii, bifurkace btisSni aorty, interni a externi karotidy a
cerebralni artérie [4]. Vyskyt aterosklerozy v artériich je podminén rozdilnymi

hemodynamickymi poméry vzhledem k vénadm a odliSnou citlivosti endotelu.

2.1.2. Patogeneze aterosklerozy

Podkladem pro vznik aterosklerézy je jiz zminénd dysfunkce cévniho
endotelu. Nejprve dochazi k aktivaci endotelialnich bunék (vlivem kouieni, LDL,
hemodynamického stresu atd.). Takto aktivované bunky produkuji rastové faktory
(PDGF, bFGF, MCP-1) a cytokiny (IL-1, TNF-a), na povrchu endotelu je zySena
exprese bunéénych adheznich molekul (CAM) mezi které patii napt. VCAM-1 a
ICAM-1 [5]. Diky zméné permeability a vyssi expresi CAM, pronikaji LDL ¢astice
do intimy. Nasleduje jejich oxidace (prostupem pies endotel, stykem s monocyty,

makrofagy, hladkosvalovymi bunikami a T-lymfocyty) a dalSi poSkozovani endotelu.



Cytokiny pfitahuji do mista 1éze monocyty a T-lymfocyty z krevni cirkulace, dochazi
k jejich prostupu do intimy a jejich aktivaci. Monocyty se v intim¢ pieménuji na
makrofagy (pusobenim EDGF, M-CSF). OxLDL jsou vychytavany makrofagy
vazbou na receptory pro OXLDL nebo tzv. scavangerové receptory. Piijem OxLDL
pomoci scavangerovych receptori neni zpétnovazebné regulovan a diky zvysSené
kumulaci cholesterolu vznikaji pénové buiiky. Pé&nové buiiky mohou v mensi mife
vznikat i z bun¢k hladkych svali bohatych na lipidy. Nahromadénim pénovych
bun¢k se vytvaieji tukove prouzky (fatty streaks). Jsou makroskopicky viditelné a
maji definovanou histologickou strukturu. Vznikaji v mistech se zvySenym obsahem
lipoproteintl v intimé diky jejich zvySené vazbé na makromolekuly extracelularni
matrix. Toto stadium neni sice klinicky vyznamné, ale muze se dal vyvijet ve

fibrozni plak [6].

Makrofagy také produkuji rastové faktory (PDGF, MCP-1) a cytokiny (IL-1,
TNF-a), které zvysSuji chemotaxi a kumulaci dal§ich makrofagh a T-lymfocytd. Dale
produkuji spole¢né¢ s endotelem PDGF (destickovy ristovy faktor), MDGF
(monocytovy rustovy faktor) a zanétlivé mediatory (IL-8). Tyto latky zpusobuji
zménu fenotypu hladkych svalovych bunék. Fenotyp kontraktilni se méni na fenotyp
sekre¢ni. Kontraktilni fenotyp udrzuje cévni tonus a podili se na reparaci pfi
posSkozenich. Fenotyp sekre¢ni produkuje rtstové faktory, cytokiny, elastin a
kolagen. Dochazi k proliferaci a migraci hladkosvalovych elementi do intimy.
Cytokiny pfitahuji dal$i hladké svalové bunky, které syntetizuji kolagenni matrix a
vytvaii tzv. fibrozni Cepicku. Makrofagy dale pohlcuji lipoproteinové Castice (ve
zvysené mite volny cholesterol) a dochazi k jejich kumulaci zejména ve stiedni ¢asti
platu. Volny cholesterol zplisobuje nekrézu a apoptézu makrofagi. Vysledkem

téchto procest je vznik ateromového platu [7].

Fibrozni ateromovy plat je pevna svétleSsediva vyvysenina v lumen cévy.
Miutzeme na ném rozlisit fibrozni ¢epicku a protrombogenni jadro. Nejsvrchnéjsi
vrstvu Cepicky tvofi endotel, pod nim jsou proliferované hladkosvalové buiky a
zanétlivé bunky T-lymfocyty, makrofagy, pénové buriky a extracelularni matrix [8].
Jadro plaku je sloZeno z bunééné drté extracelularnich lipida s krystalky cholesterolu

a pé¢novych bunck.



Obr. 1 Zjednodu$ené schéma tvorby a degradace fibrozniho krytu aterosklerotického
platu
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Pokud se plat vyklenuje do cévniho lumen, miize to mit hemodynamické
dasledky pro pratok krve za sten6zou. Omezeni pratoku je dano velikosti stendzy a
spazmy cév. Takovy plat se se manifestuje ischemickymi piiznaky (stabilni anginou

pectoris..) [9].

V plaku nebo na jeho okraji miize dojit k vytvofeni fisury, ktera byva zdrojem
ruptury s naslednym vznikem trombu. K disrupci platu obvykle dochazi v misté
aktivniho zanétu, kde jsou nahromadény makrofagy a T-lymfocyty. Ruptura
aterosklerotického platu je zpisobena pfedevsim mechanickymi silami ptisobicimi na
plat a snizenou mechanickou odolnosti platu. Na jejim snizeni se podileji makrofagy
produkci proteolytickych enzymii metaloproteinaz, které ztencuji fibrézni Cepicku a

aktivované T-lymfocyty, které snizuji produkci kolagenu (pomoci interferonu C) [9].

Trombus vznika u platu, ktery ma slaby fibrézni kryt (¢epicku). Nejveétsi
protrombogenni vlastnosti ma lipidové jadro (zfejmé¢ diky vysokému obsahu
tkanového faktoru). Dochazi k obnaZzeni subendotelialnich prostor, adhezi
trombocytl a tim ke spusténi koagulacni kaskddy. Trombus miize jest¢ vice snizit

prutok krve cévou, nebo muze dojit k jeho odtrZzeni a embolizaci. Ruptura platu

10



s nasedajici trombdzou se klinicky manifestuje jako infarkt myokardu nebo
nestabilni angina pectoris.

Plat nachylny k ruptuie se oznacuje jako plat vulnerabilni, nebo nestabilni. O
stabilit¢ platu rozhoduje velikost a konzistence ateromatézniho jadra, hrubost a

integrita fibrozni cepicky, zanétlivé zmény a snizeni odolnosti ¢epicky [10].

Vulnerabilni plat byva mékky s velkym polotekutym lipidovym jadrem. Jadro
je slozeno ptevazné z esterii cholesterolu, pénovych bunck a T-lymfocyti. Obsahuje
velké mnozstvi zanétlivych bunék s malym mnozstvim kolagenu a hladkych
svalovych bun¢k. Tyto platy byvaji ,,mladé” a nezjistitelné na angiografickém

vySetieni (viz Obr. 2) [11].

Stabilni plat na rozdil od nestabilniho obsahuje velké mnoZstvi hladkych
svalovych bunék a kolagenu. Skladd se z lipidového jadra a malého mnozZstvi
zanétlivych bunék. Fibrozni cepicka je silnd a neporusend. Metaloproteinazy
produkované makrofagy mutizou zpusobit jeji ztenceni. Tyto platy jsou ,,starSi,

hemodynamicky vyznamné, ale po fadu let stalé (viz Obr. 2) [12].

U pokrocilych stadii aterosklerézy dochdzi k ukladani pevnych sloucenin
vapniku do okoli nekrotického jadra. Je zde urcita zavislost mezi mnozstvim vapniku
a zavaznosti koronarni aterosklerozy. Studie ukazaly, Ze kalcifikace zvysuje riziko

koronarnich ptihod.

Obr. 2 Schéma stabilniho a nestabilniho aterosklerotického platu ( Libby, 1995; material
"IMPPACT", BMS CR)
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2.1.3. Vyvojové stupné aterosklerozy

Z hlediska morfologického mizeme rozlisit 6 stupniii rozvoje aterosklerotické

Iéze podle jejich zavaznosti (dle American Heart Association) (viz Obr. 3) [13]

Obr. 3 Vyvoj aterosklerézy(Stary 1995; material "IMPPACT", BMS CR)
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Typ | — izolované pénové buiiky

Vintim¢é jsou pfitomny skupiny makrofagl obsahujicich v cytoplazmé
kapénky lipida. Toto stadium mutzeme nalézt v koronarnich artériich jiz v détském
veku.

Typ Il — tukové prouzky (fatty streaks)

Jedna se o vrstvu makrofaglh zménénych v pénové builky. Hladké svalové
buiiky v intimé¢ také mohou obsahovat kapénky lipidi, ale ty se vyskytuji predevsim
v makrofazich. Mohou se nachazet i ojedinélé T-lymfocyty. Tukové prouzky se
nalézaji zejména v oblastech bifurkaci a odstupt artérii. Jsou dvojiho typu : Ila ty
vétSinou progreduji, obsahuji vice hladkych svalovych bunék, makrofagl a pénovych
bunék s kumulaci lipoproteind. Typ IIb progreduje bud’ velmi pomalu (u osob se

zvySenym obsahem lipoproteind v krvi) nebo viibec.
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Typ W - prrechodny

Pod prouzky makrofagh a pénovych bunék se nachazi separovany pool
extracelularné ulozenych lipidii. Lipidy obsahuji vice volného cholesterolu,

mastnych kyselin, triacylglycerolt nez typ II.
Typ IV — aterom

Rozvinuté stadium 1l shustym nahromadénim extracelularnich lipidd.
Rozpadem pénovych bun¢k vznika tzv. lipidové jadro, které obsahuje krystaly
cholesterolu a depozita kalcia. Mezi endotelem a lipidovym jadrem jsou Vv intimé
makrofagy a hladké svalové bunky s kapénkami tukii. Tento typ se nachazi u lidi ve

véku kolem 30 let. VétSinou neovliviiuje prutok krve a je tedy klinicky némy.
Typ V

Léze obsahuji vystupujici pojivovou tkan, maji zvySeny obsah kolagenu a
hladkych svalovych bunék. Na okrajich lipidového jadra, a nékdy i v nové vytvofené
pojivové tkani jsou kapilary. Tento typ se dale déli na dalsi podtypy. Podtyp Va ma
mekké tukoveé jadro a slabou fibrozni cepicku, u které mize dojit k ruptufe. Podtyp
Vb ma naopak malé tukové jadro, fibrozni Cepicka je odolnd a méné nachylna

k prasknuti.
Typ VI — komplexni poSkozeni

Jednd se o lézi, kterd je modifikovana disrupci povrchu, hematomem,
hemorrhagii nebo trombodzou, a kterd mtize vést k okluzi. Pii ruptuie aterosklerotické
léze je aktivovana koagulacni kaskada, dochazi k agregaci trombocyti s tvorbou
trombu. Ten se muze inkorporovat do léze, nebo okludovat artérii a zpusobit
ischémii. Trombdza, nasedajici na aterosklerotickou 1ézi, je pfi¢inou akutni
koronarni symptomatologie infarktu myokardu, nestabilni anginy pectoris nebo nahlé

smrti.
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2.1.4. Teorie vzniku aterosklerdzy

Aterosklerdza je velice sloZity zanétlivy proces a mechanismy jejiho vzniku

nejsou zatim piesné znamé. Snahu o vysvétleni ptinasi nékolik teorii [14]:
Lipidova teorie

Ptedpokladem je, Ze primarni pficinou aterosklerézy je kumulace lipida
(ptedevsim LDL, alei IDL, VLDL). Zvyseny prunik do endotelu je dén jejich
vysokou koncentraci v krvi. V endotelu dochazi k jejich vychytavani makrofagy a
bunikami hladké svaloviny a pfeméné na pénové builky, které se stavaji loziskem

aterosklerotickeho procesu [14].
Teorie endotelialniho poskozeni

Podle této teorie je primarni pfi¢inou rozvoje aterosklerézy poskozeni
cévniho endotelu. Na n¢j adheruji trombocyty, které uvoliuji fadu faktorti (napf.
PDGF) a stimuluji proliferaci hladkych svalovych bun¢k a syntézu extracelularni
matrix. Chemoatraktanty pfitahuji monocyty, ty se méni v makrofagy a spolu
s hladkosvalovymi buitkami samy produkuji PDGF. Ukladani lipida je podle této

teorie zalezitost sekundarni [15].
Sjednocend teorie aterosklerozy

Vychézi z piedpokladu, Ze zakladnim krokem v rozvoji aterosklerozy je
endotelialni dysfunkce. Postizeni endotelu je lokalizované, neni poruSena jeho
integrita, ale jsou poSkozeny néckteré jeho funkce. Endotelidlni bunky maji vyssi
obrat a je zvySena permeabilita. Vznikd nerovnovaha mezi vasoaktivnimi
mechanismy a  hemokoagulacnimi  plisobky. Vysledkem je pfevaha
vasokonstrik¢nich a protrombotickych pochodii, dochazi k aktivaci zanétlivych a
prolifera¢nich d&ji. Je zvySena adherence a agregace trombocytli, uvoliiovani
rustovych a proliferac¢nich faktor. Chemoatraktanty ptitahuji dalsi monocyty, které
se méni na makrofagy. Lipoproteiny pronikaji poSkozenym endotelem, infiltruji

cévni sténu, jsou oxidovany a aktivuji dalsi makrofagy.
Infekcni teorie

Tato teorie predpoklada, ze zékladnim etiologickym agens, vyvolavajicim
endotelidlni dysfunkci a zanétlivou reakci, jsou chronické bakteridlni a virové

infekce. Ty vedou k aktivaci imunitniho systému, zvySené tvorbé imunitnich
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komplext zpusobujicich dysfunkci endotelu a zanétlivou reakci. Po poSkozeni
nasleduje  akumulace lipidii, makrofadgii, uvolilovani proliferacnich a
chemotaktickych piisobkl a progrese aterosklerdzy. Za mozna infek¢ni agens jsou
V dnesni dobé¢ povazovdna Chlamydia pneumonie, Cytomegalovirus, Helicobakter

pylori, herpetickeé viry a dalSi [16].

2.1.5. Rizikové faktory aterosklerdzy

Ateroskler6za je multifaktoridlni onemocnéni. Rizikové faktory se podili
nejen na vzniku, ale i na jeji [17]. Poskozuji cévni endotel a zplsobuji jeho
dysfunkci. Ty hlavni mizeme rozdélit na tzv. modifikovatelné a nemodifikovatelné.

Jejich ptehled je v tabulce.

Modifikovatelné rizikové faktory Nemodifikovatelné rizikové faktory
Hypercholesterolemie vek > 45 let muzi, > 55 let Zeny
Kouieni rodinnd anamnéza (piedCasnd ICHS)
Hypertenze muzské pohlavi

diabetes mellitus
fyzicka inaktivita

Obezita

K dal$im neméné dulezitym rizikovym faktorum patii metabolicky syndrom,
zvySena hladina triacylglycerolii, snizend hladina HDL cholesterolu, zvysend hladina

C-reaktivniho proteinu, psychicky stres a néktera infekcni agens.
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Hypercholesterolémie

Pro rozvoj aterosklerozy ma hlavni udlohu vysokad hladina tzv. sérového
cholesterolu (VLDL a LDL), ktery mtizeme nalézt v lipoproteinovych ¢asticich [18].
Ulohou sérového cholesterolu je transportovat lipidy z potravy, nebo endogenné
vytvofené, do perifernich tkani. Existuje n¢kolik typi lipoproteinii. Chylomikrony
jsou dulezité pro transport lipida z diety, zatimco VLDL, IDL, LDL a HDL jsou
zéasadni pro transport endogennich lipidd. VLDL jsou bohaté na triacylglyceroly, po
jejich rozpadu vznikaji LDL c¢astice, které predstavuji nejvétsi podil sérového
cholesterolu a z tohoto divodu jsou rozhodujici pro transport lipida k perifernim
tkdnim (normalni hladina v krvi by méla byt < 2,6 mmol/l). Hladinu LDL urcuje
rychlost vazby na LDL receptory v jatrech. Vysoké hladiny LDL cholesterolu
negativné ovliviiuji endotelidlni dysfunkci (zvySuji permeabilitu), zptisobuji vyssi
migraci monocyti do subendotelidlnich prostor, aktivaci endotelidlnich bun¢k a
naslednou vyssi expresi adhezivnich molekul. Na rozdil od LDL, HDL cholesterol
brani rozvoji endotelidlni dysfunkce a aterosklerozy. HDL c¢astice pronikaji do
intimy, zajiStuji reflux piebyte¢ného cholesterolu, chrani LDL pifed oxidaci,
stimuluji syntézu NO, inhibuji adhezi monocytl, agregaci trombocytl, snizuji krevni

viskozitu a tlumi aktivitu t-PA a PAI-1. Hladina HDL by méla byt nad 1,0 mmol/l.

Hypertenze

DalSim velice dilezitym rizikovym faktorem je vysoky krevni tlak.
Zpusobuje mechanické poskozeni endotelu. Zvyseni systolického krevniho tlaku je
vyznamnéjsi, nez zvysSeni diastolického krevniho tlaku. Hodnoty krevniho tlaku nad
140/90 mm Hg (u diabetiki 135/85 mmHg) vedou ke zvySené koncentrace
angiotenzinu II. Angiotenzin II ovliviluje aktivitu endotelovych bunék,
hladkosvalovych bun¢k a makrofagl. V endotelovych buiikach stimuluje tvorbu NF-
BK (faktor spostjici transkripci zanétlivych gentl), dochazi ke zvySené adhezi
leukocytli, expresi adhezivnich molekul a tvorbé superoxidu (reaguje s NO a
zpusobuje dysfunkci endotelu). Déle angiotenzin ptisobi na riist a kontrakci cévnich
hladkosvalovych bun¢k a zvySuje jejich lipooxygenazovou aktivitu. Zvyseni této

aktivity zpusobuje vy$si produkci leukotrient a lipoperoxidi s ndslednou oxidaci
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LDL a tvorbou pénovych bunék. Lécba hypertenze snizuje incidenci CMP, ICHS a

srdec¢niho selhavani [19].

Diabetes mellitus

Hyperglykémie zpiisobuje vyssi glykaci proteinti, véetné lipoproteini LDL
(za vzniku tzv. AGEs). Tyto glykované LDL snaze podléhaji oxidaci a jsou
rozpoznavany i scavangerovymi receptory makrofagii, mohou aktivovat leukocyty a
endotelialni buiiky a navodit zanétlivy proces. Zvysuje se produkce superoxidového
radikalu, ktery inaktivuje NO. U diabetiku je tedy sniZzena tvorba NO, ale naopak
zvysena produkce vasokonstrikénich prostaglandini a narusena endotel-dependentni
vasodilatace. Dochazi ke sniZzené syntéze prostacyklinu, vyssi tvorbé PAI-1 a vysSi
expresi adhezivnich molekul. Ateroskler6za u pacientt s kolisavymi a vysokymi
hladinami krevniho cukru, tedy Spatné¢ kompenzovanou cukrovkou, probiha rychleji s

Cast&jSimi zdravotnimi nasledky [20].

Muzské pohlavi

Hlavni pfic¢inou vétsiho vyskytu ateroskler6zy u muzi je rozdilné hormonalni
pozadi. Zeny jsou v premenopauzalnim obdobi chranény estrogeny. Tyto Zenské
hormony maji vliv na pfiznivéjsi slozeni lipidového spektra (nizsi hladiny LDL a
naopak vys$$i hladiny HDL cholesterolu), dale ovliviiuji inzulinovou rezistenci,
hladinu cytokinu a funkci endotelu. V postmenopauzalnim obdobi dochéazi ke

zvySenému vyskytu kardiovaskularnich rizikovych faktort [17].

Obezita

Obezita je dlouho znamy rizikovy faktor ateroskler6zy. V soucasné dobé
pribyva ditkazii, ze neni tak dilezitd obezita jako takova, ale spiSe jeji typ. Zvysené
riziko aterosklerozy predstavuje intraabdominalni kumulace tuku. Dobrym
parametrem urcujicim rozsah tohoto druhu obezity je obvod pasu ( u muza > 102 cm
a u zen > 88 cm). Intraabdominalni tukové builky nejsou jen zasobarnou tuku, ale

produkuji prozanétlivé a prokoagulacni faktory (TNF o, CRP, PAI-1) [21].
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Koureni

Koufteni poskozuje endotel a zplisobuje endotelidlni dysfunkci, snizuje HDL
cholesterol, zptisobuje hemodynamicky stres, zvySuje koagulacni pohotovost, ma
proarytmogenni uc¢inek, zptsobuje 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 pisobici agresivni

rizikovy faktor rozvoje aterosklerdzy [22].

C-reaktivni protein

Jedna se o velmi nespecificky, ale velmi citlivy marker zanétlivé reakce. Po
stimulaci mediatory zanétu ( IL-6, IL-8, TNF-a ) je produkod@n nejen hepatocyty,
ale také endotelidlnimi builkami, hladkosvalovymi buiitkami a makrofagy.
Spolupodili se na rozvoji ateroskler6zy diky poskozeni fyziologické funkce endotelu,

posileni prozanétlivého a prokoagulac¢niho stavu [23].

Infekce

Ptedpoklada se, ze infekéni agens mohou spustit, nebo se podilet na progresi
aterosklerézy. Ovliviiuji lipidové spektrum (zvySuji VLDL, TAG, snizuji HDL),
indukuji tvorbu volnych radikalti v cévni sténé, aktivuji prozanétlivé a prokoagulacni
faktory, zvySuji expresi CAM a hladinu CRP. V aterosklerotickych lézich byla
nalezena fada patogentt napif. Chlamydia pneumonie, P. gingivalis, CMV

(cytomegalovirus), EBV (virus Epsteina a Barrové) a Helicobakter pylori [16].
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2.2. FUNKCE ENDOTELU ZA FYZIOLOGICKYCH PODMINEK

Endotel je metabolicky aktivni organ s celou fadou fyziologickych funkci. Je
nejvetsSim autokrinnim, parakrinnim a endokrinnim organem lidského organizmu.
Endotel je tvofen jednou vrstvou specializovanych bun¢k podlouhlého tvaru s fadou
regulacnich funkci. Celkovy povrch endotelu piedstavuje plochu asi 500-1000m? a
jeho hmotnost je 1,5-3 kg. [24].

Mezi zakladni funkce endotelu patii : Regulace cévniho tonu
Ovlivnéni struktury cévni stény
Antitrombotické a fibrinolytické ptisobeni
Interakce s bunkami v cirkulaci

Regulace permeability cévni stény

1. Regulace cévniho tonu

Endotel produkuje latky s vasodilatatnimi a vasokonstrikénimi vlastnostmi a
dusnaty NO. Jeho tvorbu zprosttedkovava NO-syntdza, ktera je aktivovana
smykovym napétim krevniho proudu (shear-stress), hypoxii a celou fadou plisobkli
(ACH, vasopresin, ADP). NO ma obrovsky vasodilataéni uc¢inek (aktivuje
guanylatcyklazu svalovych bunék) [25]. Inhibuje také expresi adhezivnich molekul,
adhezi a agregaci trombocytli a apoptdzu endotelialnich bun¢k. Brani dale migraci
myocyti z médie, jejich proliferaci a transformaci v sekre¢ni burnky. Pasobi také jako
antioxidant, reaguje se superoxidovym radikalem a s organickymi hydroperoxidy a
tim chrani lipidy (LDL) pfed oxidaci. DalSimi endotelem produkovanymi
vasodilataénimi latkami jsou prostacyklin, bradykinin, typ C-natriuretického peptidu
a EDHF. Prostacyklin (PGl;) je produkovan za stejnych podminek jako NO, svym
ucinkem zesiluje jeho pisobeni a brani agregaci trombocytd. EDHF (endothelium-

derived hyperpolarizing faktor) dilatuje krevni fecisté [15].

Vasokonstrikcénimi latkami jsou endotelin-1, angiotenzin 1, acetylcholin,
tromboxan A,. Endotelin-1 se uvolfuje pii stimulaci nékterymi aterogennimi
proteiny (trombin) nebo lipidy (oxidovany LDL). Endotelin aktivuje kalciové
kanalky hladkosvalovych bunék a stimuluje jejich kontraktilni myofibrily. Jeho
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vasokonstrikéni u€inek je mirnén soucasnou stimulaci produkce NO a prostacyklinu.
Teprve pii posSkozeni endotelu se plné projevi vasokonstrikce (diky sniZzené produkci
NO). Endotelin stimuluje proliferaci myocyti v cévni sténé. Na povrchu endotelu se
nachazi také ACE (angiotenzin konvertujici enzym), ktery ovliviiuje hladiny
angiotenzinu II a bradykininu. V poskozeném endotelu je pifevaha vasokonstrikénich

latek nad vasodilata¢nimi a endotel neni schopen vasodilatace [24].

2. Ovlivneni struktury cévni steny

Endotel ovlivituje strukturu cévni stény produkci latek se stimulaénimi nebo
inhibi¢nimi G¢inky na rust. Jestlize se zvysi mechanické napéti cévni stény, dojde
Kk produkci rustovych faktori. Mezi rustové faktory patii napi. PDGF (rtstovy faktor
tvofeny destiCkami), indukuje rist a déleni bunék pojivové tkané (fibroblasty,
hladké svalové builky). IGF-1 (inzulinu podobny ristovy faktor), interleukin-1,
endotelin-1. Tyto mitogeny stimuluji rist bunék hladké svaloviny, jejich migraci do
subendotelialniho prostoru z medie, kterd je nasledovana hyperplazii intimy a
hypertrofii cévni stény. Naopak prostacyklin, TGF-f3 nebo NO inhibuij proliferaci
bunék cévni stény a zabranuji hypertrofii cévni stény [26]. Makrofagy produji také
PDGF, ale i IL-o a TNF-a, které stimuluji proliferaci hladkych svalovych bungk.

3. Antitrombotické a fibrinolytické piisobeni

Na funkéni endotel neadheruji trombocyty ani leukocyty. Dokonale
nesmacivy povrch zajiStuje negativni elektrostaticky néaboj, sekrece NO a
prostacyklinu. Intaktni endotel udrZuje rovnovahu mezi faktory, které reguluji

trombolyticke a fibrinolytické procesy.

Antikoagulac¢ni aktivitou se rozumi vytvofeni bariéry mezi cirkulujicimi
koagula¢nimi faktory a tkanovym faktorem a produkci antikoagulaéné pisobiciho
heparansulfatu a trombomodulinu. Trombomodulin se vaze na trombin. Touto
vazbou ztraci trombin schopnost $tépit fibrinogen. Komplex trombin-trombomodulin
aktivuje protein C, ten spolu s proteinem S inaktivuje faktory Va a Vlla a dochazi
inhibici koagulace. Na fibrinolyzu plsobi endotel prostiednictvim produkce t-PA
(tkanovy aktivator plazminogenu) a inhibitorG plazminogenovych aktivatort (PAI-

1,2). t-PA pfeménuje plasminogen na plasmin, ktery je schopen rozstépit molekulu
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fibrinu. PAI-1,2 inhibiji funkci t-PA. Na procesu hemokoagulace a hemostazy se
také podili von Willebrandliv faktor, ktery aktivuje adhezi trombocytl. Déle se
endotel podili na produkci koagula¢nich faktort (faktory V, VII, tkanovy faktor) a
protrombogenniho faktoru [27].

4, Interakce s buitkami v krevnim obéhu

Endotel na svém povrchu exprimuje adhezivni molekuly. Tyto molekuly
zajistuji interakce endotelidlnich bunék sbunkami v krevnim obéhu. Za
fyziologickych podminek je exprese téchto molekul mald. Po aktivaci dochazi ke
zvyseni exprese adhezivnich molekul na povrchu endotelu, ale také na povrchu
leukocyti  (E-selektinu, integrinti, imunoglobulinovych adhezivnich molekul).

Vysledkem zvysené exprese je usnadnéni adheze a praniku leukocyt do cévni stény

[28].

5. Regulace permeability

Za fyziologickych podminek vytvaii endotel bariéru, kterd brani praniku
Skodlivych latek do cévni stény. Kontroluje prostup pro bunétné i nebunécné
komponenty. Nebunécné komponenty jsou transportovany paracelularnimi nebo
transcelularnimi mechanismy. Prostup krevnich elementi je realizovan pomoci
vasoadhezivnich molekul exprimovanych na povrchu endotelu ( pi. E-selektin,
ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1) [29]. Pfi poskozeni endotelu nebo jeho aktivaci
(napf. zanétlivymi pilisobky, nebo ischemii), dochdzi ke zvySeni propustnosti pro
aterogenni lipidy a monocyty. Tyto lipidy a monocyty se mohou akumulovat

v endotelu a nasledné vést k rozvinuti aterosklerozy.
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2.3. BUNECNE ADHEZIVNI MOLEKULY (CAM)

Adhezivni molekuly jsou latky proteinového charakteru, nachéazeji se na
povrchu vSech bunék a zajistuji pfimé kontakty mezi buitkami. Pfenaseji do builky
signaly, na které bunky reaguji (na rozdil od cytokinli a hormont, které piisobi na
urcitou vzdalenost). Jsou exprimovany stale nebo az po aktivaci. Uplatiluji se pii
fyziologickych procesech (bunécna a tkanova diferenciace, embryogeneze,
hematopoéza, regenerace),ale ucCastni se 1 pii patologickych procesech

(kancerogeneze, metastazovani nadorovych bunék [30].

Podle struktury rozliSujeme n¢kolik podtypti: integriny
selektiny a jiné lektiny
kadheriny

adhezivni molekuly Ig rodiny a jiné

2.3.1. Superrodina imunoglobulini

Zahrnuje Sirokou skupinu molekul s opakujicimi se Ig doménami. Pro cevni
nemoci jsou dilezit¢ adhezivni molekuly ICAM-1, ICAM-2 (intercellular cell
adhesion molekules-1 a 2), VCAM-1 (vascular cell adhesion molekule-1), PECAM-1
(plateled-endothelial cell adhesion molekule-1) a MAdCAM-1 (mucosal addressin
cell adhesive molekule-1) [31].

ICAM-1 je exprimovana na mnoha typech bunék , ale u endotelialnich bun¢k
je jeji exprese regulovana [32]. V normalnim séru mutzeme detekovat rozpustné
isoformy ICAM-1. Pii onemocnéni dochazi k podstatnému zvyseni jejich hladiny
[33]. ICAM-2 je zkracena verze ICAM-1 exprimovana také na endotelidlnich

bunkach, ale pti aktivaci endotelu nedochazi ke zvyseni jeji hladiny

Exprese VCAM-1 je u klidovych endotelovych bunék zanedbatelna, ale mtze
byt vyznamné zvysena po setkani s cytokiny. VCAM-1 se podili na adhezi leukocytt

a monocytd k aktivovanému endotelu [34].

PECAM-1 je exprimovana zejména na trombocytech, leukocytech a
endotelovych bunkach. Zprostiedkovava homofilni, ale i heterofilni interakce [35].

Jeji exprese zUstava i po stimulaci cytokiny stejna.
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MAdCAM-1 je exprimovana ve vé&tSi mife na endotelu Zilek Peyerovych
plat, lymfatickych uzlinach embryi, v mensi mife na intestinalni lamina propria a

velmi malo v duting sleziny [30].

2.3.2. Fyziologicka funkce CAM

V cévnim systému mohou vSechny jeho casti (artérie, kapilary i vény)
exprimovat bunééné adhezivni molekuly. Primarnim loziskem zanétlivé reakce jsou
postkapilarni venuly, diky nejvysSi hustoté exprese téchto molekul. Vyzkumy
chovani leukocytli ve venulach in vivo vedly k vytvofeni modelu interakci mezi
leukocyty a endotelidlnimi buiikami.Model popisuje migraci leukocytl pfes cévni
sténu ve tfech naslednych a koordinovanych krocich. Nejprve dochazi k rolovani,
poté k pevné adhezi leukocytii s endotelialnimi bunikami a jejich transendotelidlni
migraci (viz Obr. 4). Aby mohly leukocyty vytvofit pevnou vazbu s buitkami
endotelu, musi se pfemistit z centralniho proudu smérem k cévni sténé Selektiny a
jejich ligandy zprostfedkovavaji slabé adhezivni interakce projevujici se pfi
rolovani[36]. 1 dalsi bunééné adhezivni molekuly (VCAM-1, MAdCAM-1...) se
mohou podilet na kratkodobé vazbé leukocytl, ale jejich piasobeni je slabé.
Adherované leukocyty jsou vystaveny slabé koncentraci chemoatraktantl, ktera
zpusobuje jejich aktivaci a vyvold na integrinu a protilatkdch zavislou adhezi

leukocytii. Soucasné probiha down-regulace L-selektinu.

Aktivace leukocytl je spojena s rostouci aktivitou integrinti, kterd mize byt
vyvolana chemokiny, bakteridlnimi peptidy, PAF (faktor aktivujici desticky) a
leukotrieny (Bs). Transendotelidlni migrace leukocytd zacina pohybem
adherovanych leukocyti smérem ke spojim endotelidlnich bunék. Na pifednim konci
se neustale vytvari nové vazby mezi leukocyty a CAM, zatimco na zadnim konci

jsou tyto vazby redukovany[37].
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Obr. 4 Schéma migrace leukocytit cévni sténou

LA Selectin

l| Selectin ligand
M 1cam-1
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2.3.3. Regulace exprese endotelialnich CAM

Postup leukocyti do mista zanétu je urCovan piedev§im casovym pribéhem a
velikosti endotelialni exprese CAM. Nejdiive dochazi k aktivaci L-selektinu na
leukocytech a rychlému pohybu tzv. pietvarovaného P-selektinu na povrch
endotelidlnich bunék. Vysledkem téchto dé&jii je rolovani leukocytii po povrchu
endotelu. Aktivaci rolovanych leukocytii nebo expresp  integrinu dochazi k vazbé
leukocytti na exprimované ICAM-1 na povrchu endotelu. Pro infiltraci velkého poc¢tu
leukocytit do zanicené tkané je dilezitd vysokd hustota CAM na endotelu. Pocet
exprimovanych CAM zavisi na jejich syntéze de novo. Na transkripci zavisla syntéza
endotelialnich CAM (ICAM-1, VCAM-1, MAdCAM-1, E-selektin, P-selektin) je
vyvoldvana riznymi bakterialnimi toxiny, cytokiny a oxidanty. Nejvétsi exprese
CAM nastava za 3 az 6 hodin po expozici zanétlivym stimulem.

Endotelialni exprese je regulovana dvéma transkripénimi faktory: NF-«xB a
AP-1[38]. Vazebna mista pro NF-kB byla nalezena na promotorow oblasti gent pro

E-selektin, VCAM-1 a ICAM-1. Vazebna mista pro AP-1 se nachazi na promotorové
oblasti genti pro ICAM-1 a E-selektin. [39]. Ke zmirnéni exprese CAM vyvolané
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cytokiny, LPS (lipopolysacharidy) nebo oxidanty se pouZivaji inhibitory aktivace
nebo nuklearni translokace faktori NF-«B a AP-1 [40].

2.4. ENDOTELIALNI DYSFUNKCE

Jednd se o lokalizované ¢i  generalizované postizeni endotelu
charakterizované zvySenim propustnosti cévni stény a vznikem nerovnovahy mezi
vasorelaxacnimi a vasokonstrikénimi, prokoagulacnimi a antikoagula¢nimi, rast
stimulujicimi a rast inhibujicimi mechanismy. Vysledkem této nerovnovahy je
proaterogenni  u¢inek s pfevahou vasokonstrikénich, protrombotickych a
proliferacnich pochodti [41]. Endotelialni dysfunkce piedstavuje cCasnou
morfologicky némou fazi ateroskler6zy. Podili se na vyvoji morfologicky ziejmych

aterosklerotickych 1¢zi a ptispiva ke klinické manifestaci aterosklerozy.

Dysfunkce endotelu je dulezita v patogenezi aterosklerdzy, arteriélni
hypertenze, diabetu, ICHS, srdecniho selhavani, cévnich mozkovych piihod nebo

plicni hypertenzi [42].

Prvnim stadiem vedoucim k endotelidlni dysfunkci je tzv. aktivace endotelu
lokalnimi, nebo systémovymi podnéty. Vysledkem aktivace je zména permeability,
vazospastické reakce, poruseni hemostatickych mechanismli, uvolnéni ristovych
faktort. Aktivace endotelu je pouze kratkodoba zélezitost, kterd provazi napfi. i

virova onemocneéni.

Pii dlouhodobém putsobeni rizikovych faktord (hypertenze, diabetes,

hyperlipidémie, koufeni atd.) dochazi rozvoji endotelialni dysfunkce [43].

Endotelialni dysfunkce a ateroskleroza

Endotelialni dysfunkce je prvnim krokem pii vzniku ateroskler6zy. V Casné
fazi dochazi diky zvysené permeabilité k priniku aterogennich lipidi a monocytt do
cévni stény. Aktivovany endotel interaguje svymiadhezivnimi molekulami
s leukocyty (exprese adhezivnich molekul je zvySena). Dochazi k jejich adhezi a
migraci do endotelu. Vyssi produkce cytokini usnadiiuje kumulaci monocyta v cévni
sténé, nasleduje fagocytdza oxidovanych LDL c¢astic monocyty a jejich pfeména na

penové bunky. Diky nedostate¢né produkci NO se uplatiuji riistové faktory, které
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stimuluji buiiky hladkého svalstva k migraci do subendotelidlniho prostoru. Pénové
bunky vytvareji tukové prouzky, které jsou prvnim stadiem aterosklerdzy. Postupnou
kumulaci se vytvaii ateroskleroticky plat. U pokrocCilych stadiich aterosklerozy

endotelialni dysfunkce zvysuje riziko ruptury platu [44].

2.5. ZVIRECI MODELY POUZIVANE KE STUDIU ATEROSKLEROZY

Ke studiu patogeneze aterosklerézy a jejiho léeni se pouziva mnoho
zvitecich druhd. Jejich pouziti je omezeno velikosti zvifete a vlastnostmi
charakterizujicimi ur¢ity druh. Napt. potkani a psi nejsou dobrymi modely ke studiu
ateroskler6zy. Aterosklerotické 1éze se u nich nevyviji spontanné, ale k jejich vzniku
je potieba specialni dieta. U krdlikii se take nerozviji ateroskler6za bez specialni
diety, ale po cholesterolové manipulaci vznikaji 1éze velice rychle.  [45].
V porovnani s lézemi lidskymi jsou tyto bohatSi na tuk a makrofagy a hladiny
cholesterolu jsou mimotadné vysoké. Prasata a opice jsou také vhodnymi modely ke
studiu aterosklerdzy, ale v soucasné dobé se upousti od zkoumani 1ézi u opic kvuli
jejich vysoké cené a riziku jejich vyhubeni. Hladiny cholesterolu a 1éze jsou u prasat
velice podobné jako u lidi, ale jejich pouZiti je limitovano problémy s udrZzovanim a
zachézenim s prase¢imi koloniemi. Do roku 1992 se veskeré vyzkumy zamétovaly
na studium ateroskler6zy u kraliki, méné u prasat a primati. Béhem vyzkumu se
ziskaly neocenitelné poznatky. Prase¢i modely ukazaly, Ze aterogenni proces za¢ina
infiltraci monocyt [46]. Diky studiim u opic a kraliki jsme ziskali informace o

iniciaci a rozvoji aterosklerotickych 1ézi [47].

Mysi modely aterosklerdzy

Stale se vSak hledal vhodny mySi model, ktery by plné vyhovoval
podminkédm jako je velikost zvifete, geneticka reprodukce a moznost zkoumat terapii
aterosklerozy. Mysi jsou velice odolné ke vzniku a rozvoji aterosklerozy. Jedina
vyjimka je druh mysi C57BL/6. Jestlize jsou krmeny dietou bohatou na cholesterol
s vysokym obsahem kyseliny cholové, vytvaii se u nich léze, které se 1isi od lidskych
Vv histologické povaze a jejich umisténi. Prvni dieta, ktera byla pouzivana u mysiho
modelu, se skladala z 30% tuku, 5% cholesterolu a 2% kyseliny cholové. U mysi

krmenych touto dietou dochazelo k rozvoji aterosklerozy. Tato dieta se postupem
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Casu ukdzala jako vysoce toxickd, mysi ztracely vdhu a onemocnély smrtelnymi

respira¢nimi infekcemi [48].

Dalsi dietou byla tzv. ,Paigenova dieta“, skladala se z 15% tuku, 1,25%
cholesterolu a 0,5% kyseliny choloveé [49]. Bohuzel, ani tato dieta pIn¢ nevyhovovala
narokiim na studium ateroskler6zy. Mysi byly krmené touto dietou od 14 tydnti do 9
mésictl. Léze, které se u nich vyvijely byly velmi malé (od 200 doud®00  2).
Vyskytovaly se pouze v aortalnim oblouku ve stadiu pénovych bunék a tukovych
prouzkl s malou tcasti hladkosvalovych bunék. Dalsi vyzkumy ukazaly, ze tato dieta
je sama o sobé& vysoce zanétliva. Indukuje aktivaci jaterniho faktoru NF-kB a expresi
mediatord akutni faze zanétu. Aterosklerotické léze zlstdvaly, na rozdil od
lidskych,ve stadiu tukovych prouzkti a nedochazelo u nich k progresi nemoci do
pokrocilejSich stadii. Proto také tento model nebyl nejvhodnéjsi, 1 kdyz byl hodné
pouZivany [50].

Dlouhou dobu se mysi modely ke studiu aterosklerézy nepouzivaly. Duvodi
bylo n¢kolik: u mnoha mysi 1éze nevznikaly, byly odlisné od lidskych 1ézi, nebo
nebyly reprodukovatelné, mnoho mysi nebylo schopno pfezit vysoce aterogenni
tukovou dietu. Problém s reprodukovatelnosti byl vyfeSen pouzitim tzv. rodové
zatizenych (imbrednich) mysich druhii. U tohoto typu vznikaji aterosklerotické 1éze,
které¢ se velmi podobaji 1ézim lidskym (vytvaii se u nich fibrézni Cepicka). Pii

snizeni obsahu tukti v dieté se vyfesil problém s prezivanim mysich kolonii.

Mysi modely spliiuji mnoho dilezitych kritérii, ale musime vzit v uvahu
velké rozdily mezi mysi a ¢lovékem. Primérna délka lidského Zivota je kolem 75 let,
zatimco mys zije maximalné 2 roky. Také se 1i$i svoji vahou (dospéla mys$ vazi asi
30 gramul). Dalsi rozdil je ve spektru lipidd. Clovék transportuje cholesterol pomoci
LDL c¢astic, u mysi je cholesterol piepravovan vazany na HDL castice, které maji
naopak u lidi protektivni ucinek proti aterosklerdze. Mysi krmené dietou se snizenym
obsahem tukd spontanné nerozviji aterosklerotické 1éze, zatimco u ¢loveka k jejich

vzniku dochazi [48].

Vyhodou vSech zvitecich modelt je, zZe pii studiich mizeme ovlivnit Zivotni
podminky a dietu. U ¢loveéka to vzhledem k délce Zivota neni mozné. U mysi
muzeme provadét rizné genetické modifikace pomoci kiizeni nebo genetického

inzenyrstvi. U ¢loveéka jsou studie v tomto sméru limitovany.

27



Studie aterosklerézy na mySich modelech maji mnoho vyhod. Je lehké ziskat
a udrzet zvifeci druh. Etapa vyvoje je velmi kratka (ptiblizné¢ 9 tydnu — 3 tydny
biezosti a 6 tydnl do sexudlni dospélosti). Dalsi vyhodou je moznost chovat
obrovské skupiny pro experimentalni studie. Klasicka genetika je u mysi velice

dobfe zavedena a s jeji pomoci mizeme ziskat stovky imbrednich druhi.

V roce 2002 byl na The Mouse Genome Sequencing Consortium publikovan
vysledek mezinarodni snahy — vysoce kvalitni sekvence a analyza genomu mysiho
druhu C57BL/6J [51]. S rozvojem molekularni genetiky se podatilo do mySiho genu
inkorporovat vnéjsi transgeny. Toto vélenéni mize byt provedeno i u mnoha dalSich
druhi. Ale co je specifické pouze pro mysi je moznost vyradit (knock-outovat) nebo
nahradit endogenni geny. Toto je dalsi velice dilezita vyhoda prace s mySimi modely
[52].

Mysi modely nemaji jen samé vyhody, jejich dulezitou nevyhodou je mala
velikost zpiisobujici problémy s chirurgickou manipulaci. V soucasné dob¢ technika
pokrocila a podafilo se piekonat i tento problém. Dnes jsou védci schopni sejmout
aterosklerotické 1éze u zijicich mysi, srdecni katetrizaci vySetiit kardiovaskuldrni
funkci u volné zijicich mysi a chirurgickou ligaturou obvézat koronarni artérie a tim

zpusobit ischemii.

Nedavno byly genetickou manipulaci vytvoieny tzv. dvojité knock-outované
mySi [53] . Byl jim vyfazen gen pro apoE lipoprotein a pro LDL receptor
(apoE/LDLr-DKO mysi). Tyto dvojité knock-outované mysi reprezentuji novy mysi
model u kterého se rozviji vazna hyperlipidémie a ateroskler6za Progrese
aterosklerozy je u apoE/LDLr-DKO mySi mnohem vice vyraznd, nez u mysi
deficitnich pouze na apoE (pfi krmeni stejnou dietou se snizenym obsahem tukil)
[54]. Z tohoto divodu se zdaji byt apoE/LDLr-DKO mysi vhodnym modelem ke

studiu vlivu fady antiaterogennich latek na proces experimentalni aterosklerozy.
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2.6. STATINY V LECBE HYPERCHOLESTEROLEMIE

Statiny (nazyvané téZ vastatiny) patii v dne$ni dobé mezi nejucinngjsi

hypocholesterolemika.

Statiny jsou kompetitivnimi inhibitory enzymu HMG-CoA reduktazy.
Mistem jejich pasobeni jsou jatra. Zakladni davka statind snizuje LDL-cholesterol
asi 0 27%, jeji zdvojnasobeni vzdy o dalSich asi 7%. Syntéza endogenniho

cholesterolu je nejvyssi v noci, proto byva doporu¢ovano bréat statiny na noc.

2.6.1. Mechanismus uéinku

Statiny zptsobuji inhibici klicového enzymu syntézy cholesterolu HMG-CoA
reduktazy  (3-hydroxyl-3-methylglutarylkoenzymA-reduktazy). Tento enzym
katalyzuje v jatrech pfeménu HMG-CoA na mevalonat (viz Obr. 5). Jeho inhibici
dochazi k blokadé endogenni biosyntézy cholesterolu. Kyselina mevalonova je
prekurzorem nejen cholesterolu, ale i mnoha nesteroidnich isoprenoidnich sloucenin,
Které se ucastni procesu bunééného metabolismu a mezibunééné komunikace [55].
Snizeni hladiny cholesterolu vede k jeho depleci zejména v hepatocytech, diky tomu
dochazi ke zvysené transkripci LDL receptorového genu a zvysené expresi LDL
receptori. Nasledkem zvySeni poctu receptorti je rychlejsi odstrailovani LDL
cholesterolu z krevniho ob&hu. Pokles hladiny cholesterolu vede ke zmenSeni
velikosti aterosklerotickych plati a snizeni rizika jejich ruptury a k méné Castym
projeviim ischemie [56]. Statiny ovliviwuji také hladiny triglyceridi vychytavanim

VLDL cholesterolu, neptimo ptisobi i na zvyseni hladiny HDL [57].

Podle klinické u€innosti miizeme statiny srovnat takto ruvastatin, atorvastatin,
simvastatin, lovastatin, fluvastatin, pravastatin (od nejucinnéjs$iho Kk nejméné

ucinnému) [58].
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Obrazek 5 Schéma syntézy cholesterolu
(http://web.indstate.edu/thcme/mwking/cholesterol.html)
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2.6.2. Indikace statinu

Hlavni indikaci statini je hypercholesterolémie nebo smiSena dislipidémie
s ptevahou hypercholesterolémie u pacienti s manifestni ateroskler6zou, nebo ve
vysokém  riziku aterotrombotickych  komplikaci.  Statiny  sniZzuji  riziko
kardiovaskularnich ptihod o 61% a riziko ICMP o 17%. Hlavnim cilem 1é¢by neni

snizeni hladin lipidd na urcitou hranici, ale snizeni rizik kardiovaskuldrnich ptihod.

2.6.3. Nelipidové (pleiotropni) u¢inky statini

Podle randomizovanych Klinickych studii se statiny podileji na sniZeni
incidience infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové piihody u pacientt
s hypercholesterolémii. Klinicky prospéch je dan nejen jejich schopnosti snizovat
hladiny plazmatickych lipida, ale 1 jejich pleiotropnimi ucinky, které jsou nezavislé
na snizeni hladin lipida. Statiny inhibici HMG-CoA reduktdzy blokuji nejen vznik
cholesterolu, ale 1 dalSich nesteroidnich isoprenoidnich sloucenin, jejichz

prekurzorem je kyselina mevalonova. Isoprenoidy se ucastni procestt bunécného
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metabolismu a mezibunééné komunikace. SniZzenim jejich syntézy jsou ovlivnény
rizné patologické procesy. Mezi vyznamné extralipidové ucinky patii ovlivnéni
zanétlivé reakce, endotelidlni dysfunkce, tvorby trombd, stability platl, inzulinové
rezistence a kostni formace, coZ jsou mechanismy a procesy uplatiujici se v
patofyziologii aterosklerdzy, ischemické cévni mozkové pithody, demence nebo

osteopordzy [59].

rrrrr

interakce endotelovych bunék a leukocytl, snizenim poctu zanétlivych bunék

v aterosklerotickém platu a sniZzenim exprese CAM [60].

Pfiznivé pusobeni na endotelialni dysfunkci spociva nejspi§ v jejich
schopnosti zvySovat expresi a aktivitu endotelialni NO syntazy (eNOS) [61]. Statiny
tedy ovliviiuji posttranskripéni a posttranslaéni déje [62]. Ovlivnénim syntézy NO je

sniZzena progrese aterosklerdzy.

DalSim pleiotropnim u¢inkem je inhibice migrace a proliferace bunék
hladkého svalstva. Je pozorovan piedevsim u lipofilnich derivatt [63]. Statiny navic
inhibuji expresi tkanového faktoru lidskych makrofagt, disledkem mize byt snizeni
intenzity trombozy pfi ruptuie platu. Stabilizacni G¢inek na ateroskleroticky plat je
vysledkem schopnosti statinti redukovat hladiny lipidii, inhibovat jejich oxidaci,
snizovat zanét, bunécnou smrt, syntézu metaloproteinaz (zptisobuji oslabeni fibrozni
Cepicky), zvySovat hladiny tkanového inhibitoru metaloproteinazy-1 (TIMP-1) a
obsah kolagenu v platu [64].

V posledni dobé byl prokdzan ptiznivy vliv statinii i na kostni denzitu a
snizeni rizika fraktur. Statiny maji stejny uCinek na aktivitu osteoklastii jako
bifosfonaty (omezuji kostni resorpci inhibici farnesylpyrofosfatsyntazy, enzymu
ucastniciho se i syntézy cholesterolu). Inhibitory HMG-CoA reduktdzy pusobi také
pii novotvorbé kostni hmoty. ZvySuji expresi genu pro kostni morfogeneticky
protein-2. Tento protein je rdstovym faktorem umoznujici proliferaci a zrani

osteoblasti a novotvorbu kosti [65].

U lidi trpicich Alzheimerovou demenci dochazi ke kumulaci neurotoxického
B-amyloidu v mozku a zvyseni hladiny sérového cholesterolu. V experimentalnich
studiich bylo po podavani statinli zjiSténo snizeni intracelularnich a extracelularnich

hladin B-amyloidu. Omezeni tvorb -amyloidnich plakid je nasledkem sniZeni
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membranového cholesterolu. Statiny jsou také schopny inhibovat lidské
cholinesterdzy, zejména butyrylcholinesterazu (jeji hladina je u Alzheimerovy
nemoci zvySena). Cholinesterdzy hraji roli v patogenezi a progresi nemoci (jejich

inhibitory se pouZivaji k 1é6€bé symptomii) [66].

Tyto pleiotropni Gcinky (spojené s lokalni modulaci biosyntézy mevalonatu)
prispivaji ke sniZeni rizika aterosklerotickych komplikaci a mohly by byt vyuZity i v
dalSich indikacich. Napftiklad pfi snizovani rizika nového vyvoje diabetes mellitus
typu 2, demence a osteopordzy. Pouziti statini v jinych, nez hypolipidemickych
indikacich, brani nedostatek randomizovanych klinickych studii sledujicich

terapeutickou G¢innost v novych indikacich.

Diky tomu obecné plati nazor, ze extralipidové ucinky maji pouze dopliujici

funkci k hlavnimu hypolipidemickému efektu [67].
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3. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda atorvastatin vykazuje u
apoE/LDL-receptor deficientnich mysi podobné ucinky jako je tomu v humanni
mediciné. Ktomu byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi, exprese
zanétlivych markert v aterosklerotickych platech a velikost aterosklerotickych 1ézi.

K hodnoceni morfologickych nalezi byly pouZity stereologické metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Samice kmene C57BL/6J s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL-
receptoru vazici 15-20 gramu byly zakoupeny v Taconic Europe (Dansko) a ustajeny

ve zvéfinci Farmaceutické fakulty v Hradci Kralove.

4.1. ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

U vSech mysi byl zahgjen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnt.
Zvitata byla ndhodné¢ rozdé€lena do 2 skupin. Kontrolni, které¢ byla podavana pouze
aterogenni dieta a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o

10 mg atorvastatinu na 1kg vahy denn¢.

Aterogenni dieta (Western type diet) obsahovala 21% tuku (11% nasycenych
mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu.

Obé¢ skupiny byly krmeny experimentalnimi dietami po dobu 8 tydnii. Kazda
z mySi byla chovana v samostatné kleci. Dostavaly denné 6g potravy (ve specialné
upravenych granulich) a mély volny pfistup k vodé po celou dobu studie. Béhem
experimentu nebyly nalezeny zmény télesné hmotnosti v souvislosti se spotfebou

potravy.

Na konci experimentu byla zvitata pfes noc vylatnéna a byla provedena
eutanazie preddvkovanim v parach éteru. Zvitfatim byly odebrany ze srdce vzorky
krve pro biochemické vySetfeni. Dale byly odebrany segmenty tkan¢ tvotené aortou
spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica,
Praha, Ceska republika), nasledné byly zmraZeny v tekutém dusiku a uskladnény pii

minus 80°C.
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4.2. BIOCHEMICKA ANALYZA

Biochemicka analyza vzorka krve byla provedena na Klinice gerontologické
a metabolické Fakultni nemocnice Hradec Kralove. Celkové koncentrace
cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zéklad¢ konvenénich diagnostickych
metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol
pii 510 nm, triglyceridy pfi 540 nm vlnové délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia
LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3. HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

Barveni olejovou Cerveni se pouziva k detekei lipidl ve tkanich. Zde byla tato

metodika pouZita pro stanoveni mnozstvi lipidu v aterosklerotickych lézich.

Postup barveni olejovou cerveni.

Barveni Oil Red O:

1) OilRed O 15 minut (kralik)

2) pramenita voda oplach

3) Gill hematoxylin asi 5 sekund, RT

4) pramenita voda modrani 1 minuta

5) montovani nevodné medium
Zasobni roztok Oil Red O se pripravi rozpusténim 0,5 g Oil Red O ve 100 ml

isopropanolu. Pracovni roztok se pfipravuje v ¢as potieby ze 60 ml zasobniho

roztoku smichaného se 40 ml destilované vody a filtruje se pies papirovy filtr.
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4.4. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemicka a stereologickd analyza byla provedena v 1 cm
aortalniho sinu a v Casti aortdlniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrijeny série
pri¢énych fezii o tloustce 7 um na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly pfeneseny na
skli¢ka, ktera byla pfedem upravena v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout
(60 minut) a pak se na 15 minut vloZily do roztoku acetonu uchovavaneho v —20°C.
Poté se fezy nechaly ususit (15 minut) a znovu se vlozily na 15 minut do acetonu.
Timto procesem doslo k fixaci fezl a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se
fezy po patnactiminutovém usuSeni vlozZily na 10 minut do destilované vody,
nasledné se vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Pied inkubaci fezi s primarni
protilatkou bylo nutné jest¢ zablokovat nespecifickd vazebna mista, proto se fezy na
30 minut ponotily do roztoku 10% goat séra v PBS (Sigma Aldrich Chemie,
Steinheim, Némecko). V dalsi fazi byly na sklicka napipetovany roztoky anti avidinu
a anti biotinu, které byly pouzity k zablokovani reaktivity téchto latek v mysi tkéni.
Sklicka se pak 1 hodinu inkubovala s primarni protildtkou pti pokojové teploté. Poté
se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut), dale do roztoku 3% H,O0, (15 minut).
Po oplachu v PBS (2x5 minut) se fezy inkubovaly se sekundarnimi protilatkami (30
minut) — goat anti-hamster IgG a goat anti-rat 1gG (Vector Laboratories), které byly
znaCeny biotinem a opét se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Dale byl na
skli¢ka nanesen avidin-biotinovy komplex obsahujici peroxidazovy substrat (Vector
Laboratories). K vizualizaci navazanych protilatek se pouZil diaminobenzidin (DAB
substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Na =zavér byly fezy
oplachnuty ve vodé a poté odvodnény v acetonu, aceton — Xylenu (10:1) asi 3
minuty, aceton — xylenu (1:10) také 3 minuty, 3x v xylenu (po 2 minutach). Na zavér

byla skli¢ka zamontovéana do eukittu.
Byla pouZzita nasledujici primarni protilatka:
monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) — ziedéni 1/100

Pracovni postup:

nechat uschnout fezy 60 minut
Fixace aceton (uschovany v-20°C) 15 minut
Ususit 15 minut
PBS 10 minut
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10% zviteci sérum v PBS (900 pul PBS + 100 pl séra) 30 minut
inkubace s avidinem D 15 minut
Oplach v PBS 5 minut
inkubace s biotinem 15 minut
PBS Oplach
primarni protilatka (fedi se v BSA) 60 minut
PBS 1 2x5 minut
10% zvifeci sérum v PBS (900 pl PBS + 100 pl séra) 15 minut
sekundarni protilatka (+ mouse sérum v PBS) 30 minut
PBS 3 5 minut
3% H,0;, (8 ml H,0, + 70 ml H,0) 15 minut
PBS 4 2x5 minut
ABC komplex elite 30 minut
PBS 5 5 minut
DAB (podle navodu) nutno urcit ¢as
destilovana voda Oplach
Aceton Oplach
Aceton — xylen (10:1) 3 minuty
Aceton — xylen (1:10) 3 minuty
3x xylen 2 minuty

Eukitt — montovani kryciho sklicka

45. KVANTITATIVNI ANALYZA IMUNOHISTOCHEMIE A VELIKOST
LEZI

Plocha velikosti barveni olejovou ¢erveni a endotelidlni exprese VCAM-1
byla kvantifikovana pomoci stereologickych metod [68]. Nejprve se nakrajela série
fezll o tloustce 7um (0,385 mm dlouhé useky cévy tvofici tzv. referenéni objem).
Byl proveden systematicky ndhodny vybér fezii z referencniho objemu. Prvni fez pro
kazdé barveni byl vybran ndhodné a pak se vybral kazdy 5. fez, takze pét ezl pro
kazdé barveni bylo pouZzito ke stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové
testovaci miizky, kterd se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 100 priseciki

mezi body sité a pozitivitou olejové Cervené, respektive VCAM-1 barvenim v intim¢é
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cévy na jednu cévu [69]. Odhadovana plocha aterosklerotické 1éze se vypocetla

podle vzorce:
estA= a =P,

kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu

a P je pocet priiseciklti mezi body testovaci sité€ a pozitivitou barveni.

Fotodokumentace a digitalizace z mikroskopu byla provedena mikroskopem
Nikon Eclipse E2000, digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA) a za
pomoci softwaru LUCIA verze 5.0 (Laboratory Imaging Prague, Ceska republika).
Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,

Slovensko).

4.6. STATISTICKA ANALYZA

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér £ SEM (stiedni
chyba priméru) pro 8 zvitat v kazdé skupiné. Ke vzdjemnému porovnani parametrti
u atorvastatinové a kontrolni skupiny byl pouZit neparovy T test. Rozdily mezi
skupinami byly statisticky vyznamné v ptipad¢, ze p< a, kde a=0,05. K vypoctu byl
pouzit GraphPad Prism software (verze 4.0).
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5. VYSLEDKY

5.1. BIOCHEMICKA ANALYZA

U vSech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkoveho cholesterolu,
VLDL cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a triacylglycerolti (TAG).
Vysledky prokézaly, Ze osmitydenni podavani 10 mg/kg atorvastatinu statisticky
vyznamn¢ snizilo pouze hladiny celkového cholesterolu (graf 1). VLDL cholesterol,
LDL cholesterol a TAG byly sniZzeny pouze mirn¢ a statisticky nevyznamné (viz graf
2, 3, 5). Bylo ovSem zjisténo, ze atorvastatin statisticky vyznamné zvysil hladiny

HDL cholesterolu (viz graf 4).

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u experimentalnich mysi.
Osmitydenni podavani atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového

cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou (*P<0,05).
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Graf 2: Hladiny VLDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni

podavani atorvastatinu pouze mirné a nesignifikantné snizilo hladiny VLDL
cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou.

VLDL

mmol/l

]
kontrolni skupina atorvastatinova skupina

Graf 3: Hladiny LDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni

podavani atorvastatinu pouze mirné a nesignifikantné snizilo hladiny LDL

cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 4: Hladiny HDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni
podavani atorvastatinu statisticky vyznamnée zvysilo hladiny HDL cholesterolu ve

srovnani s kontrolni skupinou. (*P<0,05).
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Graf 5: Hladiny triacylglycerolii u experimentadlnich mysi. Osmitydenni
podavani  atorvastatinu  pouze mirné a nesignifikantné snizilo  hladiny

triacylglycerolit ve srovnani s kontrolni skupinou.
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5.2. HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

U vSech fezii v kontrolni i atorvastatinové skupiné byla pozorovana
piitomnost aterosklerotickych 1ézi. Léze byly nejvétsi v oblasti aortalniho sinu, ale
pokracovaly také v oblasti aortdlniho oblouku. Podavéani atorvastatinu nevedlo ke

zmeéng¢ intenzity barveni olejovou Cerveni v aterosklerotickych 1ézich.

Obr. 6: Barveni olejovou cerveni u kontrolni skupiny zvirat, kterym byla
podavina 8 tydmii aterogenni dieta. Sipky ukazuji na akumulaci lipidii
V aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy jsou videét zbytky semilunarnich chlopni

(hvézdicka). Zvétseni preparatu 40x.
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Obr. 7: Barveni olejovou cerveni u atorvastatinové skupiny zvirat, kterym
byla poddvina 8 tydnii aterogenni dieta spolecné s 10 mg/kg atorvastatinu. Sipky
ukazuji na akumulaci lipidu v aterosklerotickych lézich. Uprostred cévy jsou videét
zbytky semilundrnich chlopni. Intenzita a plocha barveni olejovou cerveni se zda byt

stejna jako u kontrolni skupiny. Zvétseni prepardtu 40x.
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53. IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI VCAM-1 V OBLASTI
AORTALNIHO SINU

Exprese VCAM-1 byla pozorovana Vv kontrolni i atorvastatinové skuping.
Silna intenzita byla pozorovana v medii cév pod aterosklerotickymi platy. Dale byla
pozorovana exprese Vv aterosklerotickych platech. Silna exprese byla pozorovana také
na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo n¢&j (obr.8). Barveni VCAM-1 bylo v obou
studovanych skupinach témért identické a nelisilo se ani v lokalizaci ani v intenzité

barveni.

Obr. 8: Imunohistochemické barveni VCAM-I u kontrolni skupiny zvirat.
Siln& exprese je pozorovana v medii cévy pod aterosklerotickym platem, v platu a na

cévnim endotelu. Zvetseni 200x.
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54. STEREOLOGICKA ANALYZA HISTOLOGICKEHO BARVENI
OLEJOVOU CERVENI A IMUNOHISTOCHEMICKEHO BARVENI VCAM-
1

Stereologicka analyza ptekvapivé prokazala sice statisticky nevyznamné, ale
piesto zvétSeni plochy barveni olejovou Cerveni (graf 8). Naproti velikost plochy
VCAM-1 barveni byla mirn¢ ale statisticky nevyznamné sniZzena po podavani

atorvastatinu (graf 9).

Graf 8: Stereologickd analyza velikosti plochy barveni olejovou cerveni.
Podavani atorvastatinu vedlo k mirnému, statisticky nevyznamnému zvySeni plochy

barveni olejovou cerveni.
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Graf 9: Stereologicka analyza velikosti plochy VCAM-1 barveni. Podavani
atorvastatinu vedlo ke statisticky nevyznamnému snizeni plochy barveni ve srovnani

s kontrolni skupinou.
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6. DISKUSE

Ateroskleroza jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozsifenym
onemocnénim, které urCitym zpisobem postihuje vSechny vékové skupiny
obyvatelstva. Klinické pfiznaky aterosklerdzy, které se ve vétsiné piipadu objevuji az
v pozdéjsich letech Zivota, jsou dnes velmi frekventované a aterosklerdza je v
soucasné dobé pfi¢inou téméf 50% vSech umrti. Rozsahly vyzkum v oblasti
aterosklerdzy odhalil v poslednich letech fadu novych poznatki, které pfispivaji k
pochopeni déju, ke kterym dochédzi béhem aterogenniho procesu. Mnohé poznatky
tykajici se aterogenniho procesu zdurazinuji Ulohu zanétlivé reakce v procesu

aterogeneze [70].

V terapii hyperlipidemii a cévnich komplikaci (aterosklerézy) jsou dnes asi
nejvyznamnéjSimi 1éky statiny. Statiny (nékde uvadény téz pod ndzvem vastatiny)
jsou v soucasné dobé povazovany za nejucinnéjSi hypolipidemika. Jsou to
kompetitivni inhibitory klicového enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-hydroxyl-3-
methylglutarylkoenzymA-reduktazy (HMG-CoA reduktazy). Jednotlivé statiny se
li$i relativni ucinnosti a tzv. nelipidovym putsobenim, tj. antiagregacnim,
antiproliferativnim Uc¢inkem, vlivem na upravu endotelidlnich funkci, stabilizaci

ateromatoznich platd aj[71]. Cilovym organem zasahu statinti jsou jatra.

Od roku 1986 se védecké skupiny v riiznych laboratofich snazily vyvolat
ateroskler6zu u mysi za ucelem zavedeni nového zvifeciho modelu. Mysi jsou
obvykle vysoce rezistentni vii€i ateroskleroze. Pii pfijmu bézné stravy maji nizkou
hladinu celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivniho HDL cholesterolu,
tudiZz se u nich nevyvijeji aterosklerotické Iéze. OvSem pokud jsou mysi krmeny
stravou s vysokym podilem cholesterolu a tuki, ktera téz obsahuje Zlucové kyseliny,
hladina jejich celkového cholesterolu roste a po né¢kolika mésicich se u vybranych
kmenti mysi zacnou tvofit vrstvy pénovych bunék, zejména v subendotelu cév v

okoli aortélniho sinu [49].

Ackoli se tento model nejprve vyvijel slibné, mél dva zasadni problémy.
Oproti lidskym aterosklerotickym 1ézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév,
kde platy progreduji, mysi léze jsou malé, vyskytuji se pouze v oblastech aortalniho
oblouku a nedochazi k jejich progresi. Strava, kterou jsou mysi krmeny, je

nefyziologicka, obsahuje 10 — 20x vice cholesterolu a zlu¢ovych kyselin. Tato strava

47



vyvold chronicky zanét pouze u citlivych kmend mySi, nikoli u kment
ateroskleroticky rezistentnich, coZ zvySuje moznost dohadu, Ze genetické rozdily

mezi danymi kmeny mysi jsou dany spiSe rozdily v reakci na podanou stravu.

V roce 1992 pouzily dvé laboratote specialni genovou technologii, kterd dala
vzniknout mySim deficientnim v genu pro apolipoproteinu E (apoE) [72]. ApoE
apoproteiny jsou tvofeny primarné v jatrech, maji na svém povrchu zakladni
lipoproteinové castice a ligandy pro rozpoznani lipoproteini a také pro clearance
lipoproteinovych receptorti. ApoE deficientni mysi maji zpozdéné vyluCovani
lipoproteinti a i pii nizkocholesterolové stravé hladina jejich cholesterolu stoupa jako
disledek akumulace chylomikront a VLDL zbytkli obohacenych esterifikovanym i
volnym cholesterolem. U téchto mysi se vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také
fibromuskularni platy, typické pro ateroskler6zu u lidi. Tyto 1éze se formuji v aorté,
v bfisni aorté, v hlavnich vétvich karotid, interkostalnich, mesenterickych, renalnich
a ilidlnich arteriich a také v proximalnich castech koronarnich, femoralnich a
subklavialnich arterii. Lipidni prouzky se objevuji po deseti tydnech a Iéze obsahujici
pénové bunky a hladkosvalové builkky se objevuji po patnacti tydnech diety.
Fibromuskularni platy jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji nekrotické jadro a
fibromuskularni ¢epicku z hladkosvalovych bun&k obklopenych elastickymi vlakny a
kolagenem. U starSich mysi se fibromuskuldrni platy vyvijeji, u pokrocilych 1ézi je
patrna destrukce bunc¢k medie s pfilezitostnym vyvojem aneuryzmat. Rozsahla
proliferace fibrézni tkan¢ miize zuzit lumen cévy, ¢i dokonce zplsobit jeji tiplnou

okluzi. Komplikované léze charakterizované trombdzou se vSak nevyskytly [73].

U téchto mysi bylo prokazano, ze podavani statini u tohoto modelu nevede k
ocekavanému hypolipidemickému tc¢inku a tudiz je mozné tento model povazovat za
vhodny ke studiu pleiotropnich ucinka statind [74]. Na druhou stranu ale néktefi
autofi prokazali opacny vliv podavani statinii u tohoto modelu ateroskler6zy. Wang
et al a Bea et al prokdzali hyperlipidemicky Uc¢inek simvastatinu, ktery byl navic
doprovazen progresi aterogennich zmén u téchto mysi [75]. Tyto vysledky tedy

naznacuji, ze tento kmen neni pfili§ vhodny ke studiu tc¢inku statinti.
LDL-receptor deficientni mysi jsou mysi, které také wvznikly
genetickymi Upravami kmene C57BL/6J. Po podéani standardni diety u nich

nedochadzi ke spontannimu rozvoji hypercholesteroléemie jako u apoE-/-mysi.

Hypercholesterolémie a morfologicky vyznamna ateroskler6za se vyviji az po
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podavani vysokotukové diety. Piesto je nutné pomérmné dlouhodobé podavani

takovéto diety k indukci vyznamnych aterosklertotickych plata [48].

Podavani statin témto mysim vede k hypolipidemickému a

antiaterogennimu uc¢inku nicmén¢ se Casto musi vyuzivat velké davky statinil a to az

300mg/kg/den [76] .

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze ani jeden z téchto mysich modeld neni idealni
pro studium ucinka statinti a to bud’ ztoho divodu, ze zde nejsou dostatecné
vyvinuty aterosklerotické léze nebo, Ze zde statiny nemaji typicky benefit

srovnatelny s humanni medicinou.

ApoE/LDL  receptor deficientni mySi  vyviji vyraznou spontanni
hypercholesterolemii a aterosklerotické 1éze jiz v patém tydnu svého Zivota.
V osmém tydnu, jiz maji pokro¢ilé léze v oblasti aortalniho sinu, jejichZz vyvoj lze
samoziejmé jesté urychlit podavanim aterogenni diety. Z tohoto divodu je tento

model povazovan za velmi dobry zvifeci model pro studium hypolipidemik [53].

My jsme se v této diplomové praci pokusili ovéfit, zda atorvastatin u téchto
mysi vykazuje hypolipidemické, protizanétlivé a antiaterogenni uc¢inky. Podavéni
davky 10mg/kg/den atorvastatinu po dobu osmi tydnti ptineslo pon¢kud rozporuplné
vysledky. Doslo sice ke sniZeni celkového cholesterolu a zvySeni HDL cholesterolu
nicméné LDL, VLDL a TAG nebyly vyznamné sniZzeny. Podavani atorvastatinu
bohuzel nevedlo k vyznamnému ovlivnéni exprese VCAM-1 v platu a zaroven ani
k ovlivnéni barveni olejovou cerveni, kterda je markerem akumulace tukl
v aterosklerotickém platu. Z vyse uvedenych vysledku lze usuzovat, ze podavani
10mg/kg/den  atorvastatinu  neni  dostateéné  pro  zajiSténi  vyrazného

rrrrr

po podavani statinii u lidi.
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6. ZAVER
Osmitydenni podavani atorvastatinu v davce 10 mg/kg/den vedlo k mirnému

zlepSeni lipidového profilu 1é¢enych apoE/LDL receptor deficientnich mysi.

Vzhledem k tomu, Ze v dalSi diplomové préaci, kde byl pouZit stejny design
experimentu, ale kde byla pouzita davka 100mg/kg/den, doSlo k demonstraci velmi
apoE/LDL receptor deficientni mySi by mohly byt dobrym zvifecim modelem pro
studium ucinkt statinli na aterogenezi. Je nutné vsak pouzit davku statini pohybujici

se kolem 100 mg/kg/den.

Zejména by vSak tyto mySi mohly byt vyuZity pro studium mozné kombinace

jinych hypolipidemik (s jinym mechanismem u¢inku) se statiny.
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7. ABSTRAKT

Ateroskleroza, neboli ,,kornaténi tepen je degenerativnim onemocnénim cév.

Ateroskleroza se nékdy oznacuje jako ,,nemoc 20. stoleti‘.

Dvojnasobné knokautované mysi (apoE/LDL — receptor double — knockout)
reprezentuji novy model pro studium aterogeneze, ktery je schopen rozvinout

zavazny stupen hyperlipidémie a ateroskler6zy.

Statiny (nebo-li  kompetitivni inhibitory  3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-
koenzym A-reduktazy) patii v souCasné dobé mezi nejucinnéjsi a celosvétove
nejpouzivanéjsi hypolipidemika s pfiznivymi uc¢inky na hladiny sérovych lipida i na
celkovou a kardiovaskularni mortalitu. Snizuji ptfedev§im hladiny celkového

cholesterolu a LDL cholesterolu.

Cilem této diplomové prace bylo ovefit, zda atorvastatin vykazuje u
apoE/LDL-receptor deficientnich mysi podobné ucinky jako je tomu v humanni
mediciné. Ktomu byly sledovany parametry lipidoveho spektra v krvi, exprese
zanétlivych markerd v aterosklerotickych platech a velikost aterosklerotickych 1ézi.

U vSech mysi byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnt.
Zvitata byla ndhodné rozdélena do 2 skupin: kontrolni, které byla podavéana pouze
aterogenni dieta, a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o

10 mg atorvastatinu na 1kg vahy denné.

Vysledky prokazaly, Ze osmitydenni podavani 10 mg/kg atorvastatinu
statisticky vyznamné snizilo pouze hladiny celkového cholesterolu. Hladiny VLDL
cholesterolu, LDL cholesterolu a TAG byly snizeny pouze mirn¢ a statisticky
nevyznamné. Bylo ovSem zjisténo, Ze atorvastatin statisticky vyznamné zvysil

hladiny HDL cholesterolu.

Exprese VCAM-1 byla pozorovana v kontrolni i atorvastatinové skuping.
Silna intenzita byla pozorovana v medii cév pod aterosklerotickymi platy. Dale byla
pozorovana exprese v aterosklerotickych platech. Silna exprese byla pozorovana také

na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo ng¢;.

Stereologicka analyza ptekvapivé prokazala sice statisticky nevyznamné, ale

presto zvétSeni plochy barveni olejovou cerveni. Naproti tomu velikost plochy
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VCAM-1 barveni byla mirn¢ ale pouze statisticky nevyznamné snizena po podavani

atorvastatinu.

Zaveérem této diplomové prace tedy miize byt tvrzeni, Ze apoE/LDL receptor
deficientni mysi by mohly byt dobrym zvifecim modelem pro studium G¢inku statint
na aterogenezi. Osmitydenni podavani atorvastatinu v davce 10 mg/kg/den vedlo k
mirnému zlepSeni lipidového profilu lécenych apoE/LDL receptor deficientnich
mysi. DalSi parametry vSak nebyly signifikantné zlepSeny tudiz lze konstatovat, ze
ziejme vyssi davka atorvastatinu musi byt podavana tak, aby se dosdhlo vyrazného

antiaterogenniho Uc¢inku u téchto mysi.
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8. ABSTRACT

Atherosclerosis, or sclerosis of arteries, is a degenerative disease of arteries.

Sometimes it is called ,,the disease of the 20th century*.

Double knockout mice (apoE/LDL - receptor double knockout) represent a
new model for a study of atherogenesis which is capable of developing severe
hyperlipidaemia and atherosclerosis.

Statins (or so-called competitive inhibitors of 3-hydroxyl-3-methyl-glutaryl-
coenzym A-reductase) currently belong to the most efficient hypolipidemic drugs
that are used all over the world. Statins have propitious effects on lipid plasma levels
and cardiovascular mortality. They mainly decrease the levels of total cholesterol and
LDL cholesterol.

The main aim of this diploma thesis was to evaluate whether atorvastatin
possess the same antiatherogenic effects in apo/LDL-receptor deficient mice as were
demonstrated in humans. Therefore we analyzed parameters of lipid spectrum in
blood, the expression of inflammatory markers in atherosclerotic plaques and the size

of atherosclerotic lesions.

All mice were fed with experimental diets in 8 weeks of age. Animals were
randomly divided into 2 groups (a control and an atorvastatin group). The mice in the
control group were fed only with an atherogenic diet, and the mice in the atorvastatin
group had an atherogenic diet which was enriched with 10 mg of atorvastatin/kg of

weigh a day.

The results of biochemical analysis showed that 8 weeks feeding with 10 mg
atorvastatin/kg significantly decreased only total cholesterol levels. VLDL
cholesterol, LDL cholesterol and TAG levels were decreased only slightly and non-
significantly. On the contrary atorvastatin treatment resulted in a significant increase

in HDL cholesterol levels.

Expression of VCAM-1 was studied in the control and the atorvastatin group.
Large intensity was observed in vascular media under atherosclerotic plaques.
Moreover strong intensity was observed in atherosclerotic plaque and in endothelium

both over the lesion and outside it.
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Stereologic analysis showed surprising yet non-significant increase in oil red
area staining. On the other hand VCAM-1 expression area was slightly but only non-

significantly decreased after atorvastatin treatment.

We conclude that apoE/LDL receptor deficient mice could be a good animal
model for studying of effects of statins on atherogenesis. Eight weeks feeding of
atorvastatin in dose 10mg/kg/day led to slight improvement in lipid profile in
apo/LDL receptor deficient mice. Other parameters were not significantly improved,
thus we suggest, that higher dose of atorvastatin must be used to reach marked

antiatherogenic effect in these mice.
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