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PODEKOVANI

V této praci se zabyvam nékterymi vztahy rozvoje aterosklerézy, dyslipidémii a
ucinkd jejich 1é€by. Prace vznikla za pfispéni mnoha kolegl a dalSich
spolupracovnikd; rad bych proto na tomto misté podékoval véem, kdo se na jejim

vzniku podileli.

Je to pfedevS§im muj Skolitel a vedouci Centra preventivni kardiologie VFN doc
Richard Ceska. Po mém pfichodu na Ill. interni kliniku byl mym prvnim ugitelem
klinické mediciny; o mnoho let pozdéji obratil muj zajem k problematice aterosklerézy
a preventivni kardiologie; a poslednich nékolik let mne trpélivé podporoval v pribéhu

mého postgradualniho studia.

Jsou to také prednostové lll. interni kliniky — byvaly, profesor Marek, i soucasny,
profesor Svacdina. Oba svym pfistupem pfispéli k rozvoji védecké prace a k vytvoreni

svobodné a tvlréi atmosféry na tomto pracovisti.

V neposledni fadé jsou to pak vSichni kolegové a spolupracovnici z Ill. interni kliniky i
z jinych pracovist, ktefi se podileli na provadeéni klinickych i laboratornich vySetieni, a

bez kterych by tato prace nemohla nikdy vzniknout.
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Ateroskleréza tepen a kardiovaskularni choroby, které jsou jejim dusledkem,
predstavuji zavazny celospolecensky problém; v ekonomicky rozvinutych zemich
jsou hlavni pfi¢inou nemocnosti a umrtnosti v dospélém véku. Hyperlipoproteinémie
v oblasti koronarnich tepen. Ovlivnéni rizikovych faktori aterogeneze, predevsim
snizeni hladiny cholesterolu, je uc¢innym prostfedkem sniZzeni vyskytu ICHS a je

predmeétem rozsahlych lIéCebnych a preventivnich programa.

Donedavna se predpokladalo, Ze hlavni Ucinek hypolipidemické lécby spociva
v zastaveni ristu a v navozeni regrese aterosklerotickych platl, které pusobi tésné
stendzy prasvitu arterii. Vysledky vyzkumu z poslednich desetileti v§ak prokazaly, ze
pfiznivy ucinek hypolipidemické |écby je podstatné vétsi, nez by odpovidalo
navozené regresi aterosklerézy, nastupuje dfive, neZ je regrese prokazatelna, a

muze byt patrny dokonce i tam, kde zadné regrese dosazeno nebylo.

Uvedena klinicka pozorovani spolu s vysledky experimentalnich praci vedly
k pochopeni, ze pro rozvoj kardiovaskularnich pfihod neni rozhodujici velikost
aterosklerotickych |ézi, ale mnozstvi dalSich faktorl, jako je mira endotelialni
dysfunkce, mechanicka pevnost platd a lokalni rovnovaha protrombotickych a
antitrombotickych faktord. Dale bylo prokazano, ze tyto faktory jsou pfimo
ovlivhovany plazmatickou hladinou cholesterolu a zZe jejich aktivita se pfi zménach
koncentrace cholesterolu méni velmi rychle. Do popfedi vyzkumného zajmu v této
oblasti se proto dostalo studium biologickych vlastnosti aterosklerotickych lézi. Jsou
studovany molekularni a bunéné procesy, které vedou krozvoji akutnich
kardiovaskularnich pfihod, a hledany cilené IéCebné prostiedky, kterymi by bylo
mozno tyto procesy pfiznivé ovlivnit. V oblasti klinického vyzkumu jsou pak

studovany nove markery, které by bylo mozno pouZzit k identifikaci osob s vysokym



rizikem kardiovaskularnich pfihod nebo ksledovani ulinnosti |é¢ebnych a

preventivnich opatfeni.

V pfedkladané praci se zabyvam moznostmi hodnoceni rGznych slozek procesu
aterogeneze v souvislosti s poruchami metabolismu lipidGa v klinickych podminkach.
aterosklerotickych lézi, uloze cholesterolu v jejich rozvoji a o mechanismech, kterymi

hypolipidemicka lé€ba proces aterogeneze pfiznivé ovliviuje.

Vétsina vlastnich vysledkl byly ziskany jako sou¢ast feSeni rozsahleji koncipovanych
grantovych projekt ,Famililarni hyperlipoproteinémie — korelace nalez( ve fenotypu
a genotypu, které byly feSeny na nasem pracovisti. Zavedeni a ovéreni uéinnosti
unikatni metody pro kratkodobou extrakorporalni lé¢bu LDL-aferézou bylo
predmétem mého samostatného grantového projektu, jehoz vysledky byly zafazeny

v nejvyssi kategorii hodnoceni.
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CHOLESTEROL A ATEROSKLEROZA

poznamky k patogenezi a moznostem lécby



2.1 UVOD

Ateroskleréza je degenerativni postiZzeni cévni stény, které mize vést k vyznamnému
omezeni nebo i Uplnému preruseni pratoku krve postizenymi cévami. Hlavnimi
projevy rozvinuté aterosklerézy jsou proto ischemicka choroba srdecni, cévni
mozkové piihody a ischemicka choroba dolnich koncetin. Zakladnim projevem
aterosklerézy je pfitomnost aterosklerotické |éze (aterosklerotického platu). Jedna se
o degenerativni postizeni cévni stény, charakterizované akumulaci lipid(i, zanétlivou
infiltraci cévni stény a zmnozenim fibrézni tkané. Polate€ni stadia aterosklerdzy jsou
omezena na cévni intimu, pokrocilej$i stadia jsou jiz také provazena zménami medie
a adventicie cévni stény. Ateroskleréza postihuje pouze tepennou &ast cévniho

recisté; v Zilni sténé aterosklerotické léze nevznikaji.

Ateroskleréza je generalizované onemocnéni, ale cévni fecisté postihuje
nerovhomérné. Mista, postizena pfitomnosti aterosklerotickych platl, se stfidaji
s misty bez prokazatelného postizeni. Zvlasté v pocateCnich stadiich vyvoje
aterosklerézy se aterosklerotické léze vyskytuji €asto sporadicky. Dosud neni zcela
jasné, které faktory rozhoduji o tom, v kterém misté tepenného fecisté se léze
rozvinou, ale hlavni dlohu maji ziejmé faktory hemodynamické. Aterosklerotické platy
vznikaji nejcastéji v mistech, kde je snizena rychlost krevniho proudu (snizeni tvz.
.Shear stress* — smykového tfeni zplsobeného pfi kontraktu proudici krve
s endotelialni vystelkou) a v mistech s turbulentnim proudénim krve. Takovymi misty

je predevsim oblast cévnich bifurkaci.

Ateroskler6za se s postupujicim vékem v uréité mife rozviji u kazdého &loveéka a jeji
C¢asna stadia jsou prokazatelna dokonce jiz od détstvi. U nékterych osob je vSak
rozvoj aterosklerézy vyrazné urychlen a projevuje se pak casnym vyskytem

klinickych pfihod. Rozvoj aterosklerézy zavisi do zna¢né miry na pfitomnosti a



zavaznosti tzv. rizikovych faktorl aterogeneze, které vznik a progresi
aterosklerotickych lézi urychluji a podporuji. Jednim z nejvyznamnéjSich rizikovych
faktor( aterogneze jsou hyperlipoproteinémie, pfedevsim hypercholesterolémie; tato
souvislost byla opakované dolozena mnoha epidemiologickymi studiemi. Klinické
studie poslednich let pak prokazaly, Zze uc¢inna lé¢ba hyperlipidémii vede k snizeni
kardiovaskularni morbidity a mortality a k zlep8eni prognézy nemocnych;
hypolipidemicka lé¢ba se tak stala jednim z nejucinnéjSich prostiedk( v 1é¢bé
pacientd s ICHS i s dalS§imi projevy aterosklerézy. V tomto textu uvadim zakladni
udaje o Uloze cholesterolu v rozvoji aterosklerotickych lézi a o mechanismech,
kterymi hypolipidemicka IéCba pfiznivé ovliviiuje proces aterogeneze na bunééné a

tkanové urovni.

2.2 NORMALNIi STRUKTURA A FUNKCE CEVNi STENY

Cévni sténa se sklada ze tfi vrstev: intimy, medie a adventicie. Cévni intima je na
luminalni strané ohrani€ena endotelialni vystelkou a od medie ji oddéluje lamina
elastica interna. Medie je nejsilnégjSi vrstvou tepnné stény; lezi mezi lamina elastica
interna a externa. Sklada se pfedevs§im z vazivové tkané a bunék hladkého svalstva;
ve sténé nejvétSich tepen (aorta a jeji hlavni vétve) prfevazuje slozka elastickych
vlaken, u mensich arterii pfevliada slozka hladké svaloviny, ktera umoznuje ucinnou
regulaci prisvitu cévy a tim pritoku krve. Adventicie se nachazi zevné od lamina

elastica externa; obsahuje fidSi vazivové struktury, vasa vasorum a nervové pletené.

Ulohou cév za fyziologickych okolnosti je zabezpetit piiméfeny pritok krve v tkanich,
zabranit intravaskularnimu srazeni krve a umoznit vyménu latek mezi krvi a tkanémi.
Vzhledem ktomu, Ze naroky jednotlivych tkani na pritok krve za rlznych

fyziologickych situaci znaéné kolisaji, musi byt cévy schopné zabezpedéit zvyseni



pritoku krve ¢asto az na Uroveri mnohonasobku bazalnich hodnot. Cévni sténa vSak
hraje dllezitou roli také za patologickych situaci. V pfipadé poskozeni se podili na
zastavé krvaceni vazokonstrikci a lokalni aktivaci proagregacnich a protrombotickych
mechanismu. Cévy také vyznamné ovliviiuji migraci leukocytd z krve do tkani, ktera
je dulezita v lokalni regulaci imunitnich déju; pfi patologickych procesech ve tkanich
zprostiedkovava cévni sténa zvySenou migraci zanétlivych bunék do téchto tkani a

podili se tak na fizeni a zanétlivé obranné odpovédi.

V zajistovani vSech téchto funkci cévni stény ma rozhodujici regulaéni ulohu
endotelidlni vystelka. Endotel se podili na kontrole napéti hladké svaloviny cévni
stény (VSMC) a tim i pritoku krve cévou (1), reguluje propustnost cévni stény pro
bunéc¢né i nebunécné slozky krve a ma dllezitou ulohu v kontrole reparacnich
cévnich procesli a angioneogeneze. Neporusena endotelialni vystelka vytvafi
netrombogenni vnitfni povrch cévy, zabranujici adhezi destiCek a aktivaci

koagulaéniho systému.

Endotelialni buriky jsou vybaveny receptory pro mnozstvi systémové i lokalné
pUsobicich mediatord a jsou tak schopny pfizpUsobit reaktivitu cévy potfebam
okolnich tkani za rlznych fyziologickych i patologicych okolnosti (2). Také vlastni
regulaéni pUsobeni endotelu je zprostfedkovano mnoha rGznymi tkanovych
mediatory a cytokiny. Ustfedni misto mezi témito mediatory ma oxid dusnaty (NO,
EDRF - endothelium-derived relaxing factor). NO je hlavnim vazodilataéné plsobicim
mediatorem cévni stény (3), tlumi expresi cytoadehzivnich molekul na povrchu
endotelialnich bunék a tim omezuje adhezi a aktivitu zanétlivych bunék monocyto-
makrofagového systému (4), snizuje permeabilitu endotelu a zvySuje jeho
antiadhezivni potencial; pusobi tlumivé na proliferaci a migraci VSMC (5). NO je
v endotelialnich burikach produkovan konstitutivni NO-syntazou, jejiz aktivita podléha

souhfe regulujicich vlivli na transkripéni, translaéni i posttranslacéni arovni (6, 7).
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2.3 PATOLOGICKA ANATOMIE ATEROSKLEROZY

Z morfologického hlediska Ize aterosklerotické zmeény cévni stény rozdélit do

nékolika zakladnich skupin a podrobnéji do vétsiho mnozZstvi histologickych a

Typ léze Histologicka klasifikace
I Pocateéni leze
I Tukové prouzky

1 Intermediarni léze

v Aterom

\Y Fibroaterom

Vi Komplikovna léze
Vi Kalcifikované léze
Vi Fibroticke léze

Tabulka 2.1. Klasifikace aterosklero-

tickych lezi

vyvojovych typl. V soucasné dobé je

nejznamé;jsi klasifikace
aterosklerotickych lezi podle
doporuceni American Heart

Association, ktera vychazi z praci
Staryho a spolupracovnika (8, 9, 10,
11); vtabulce 2.1 je uvedena

upravena verze z roku 2000 (11).

Prvni skupina lézi (I-1ll) pfedstavuje
tzv. ¢asna stadia vyvoje
aterosklerézy (9); tyto léze jsou
charakterizovany akumulaci
makrofagu, vznikem pénovych bunék
a jen vmalé mife (ve stadiu Ill) téz

ukladanim cholesterolu

v extracelularnim prostoru; produkce vaziva je minimalni. Zmény jsou omezeny na

cévni intimu, medie ani adventicie nejsou postizeny.

DalSi progresi €asnych |ézi vznikaji tzv. |éze pokrocilé (typ IV-VIII), které se dfive

délily do dvou, nyni nové do tfi skupin (10, 11); na rozdil od ¢asnych lézi jsou tato

pokrocCilejSi stadia provazena jiz také zménami medie a adventicie cévni stény.

Pfimym vyvojem lézi lll. typu obvykle dochazi pfi dalS§im hromadéni a rozpadu



pénovych bunék k vyrazné akumulaci lipidQ v extracelularnim prostoru a k vzniku tzv.
Jipidového jadra“ aterosklerotického platu, charakteristického pro léze typu IV a V.
Pii dezorganizaci extracelularni matrix je naru$ena hranice mezi intimou a mediii,
hladké svalové buriky migruji z hlub$ich vrstev medie do intimy, kde dale proliferuji a
produkuji vazivové slozky platu. Procesem neovaskularizace pronikaji do struktur

platu vasa vasorum.

Bé&hem vyvoje téchto pokrocilych lézi mize dojit mechanickému naruseni krytu platu
(eroze, fisurace, ruptura) s nasedajici trombézou, nebo ke krvaceni do platu (z
neovaskularizaci). Disrupce, trombéza nebo krvaceni charakterizuji tzv.

komplikované léze (typ VI).

Kalcifikované a fibrotické léze s nizkym obsahem cholesterolu (typ VII a VIii)
predstavuji konec¢né vyvojové stadium aterosklerotickych lézi. Mohou ziejmé vznikat
jednak ,zhojenim“ komplikovanych [|ézi (vazivovou organizaci trombu nebo
hematomu), jednak postupnym vyvojem z ateromu nebo fibroateromu pfi omezeni

depozice cholesterolu a pfevaze fibroprodukce.

Morfologicka chrakteristika jednotlivych typu aterosklerotickych lézi

Léze |. typu - pocatec¢ni léze (initial lesions) jsou prvnim mikroskopicky
prokazatelnym projevem aterosklerézy. Jedna se o =ztlusténi intimy, ktera je
infitrovana izolovanymi makrofagy a pénovymi burfikami nebo jejich malymi

skupinkami (12). Tyto léze vétSinou nejsou mikroskopicky patrné.

Tv

Léze Il. typu jsou charakteristické vyraznéjsi infiltraci intimy p&novymi buiikami a
makrofagy, které se zde nachazeji v souvislych, obvykle vicevrstevnych infiltratech;
v malé mife jsou zastoupeny jiz také zastoupeny T lymfocyty. Kapénky lipida jsou

pfitomny téz v hladkych svalovych burikach intimy (13). Depozice lipida
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v extracelularnim prostore je zcela minimalni a struktura extracelularni matrix neni
narusena. Léze |l. typu jsou jiz obvykle (i kdyZz ne vzdy) patrné pouhym okem a jsou
tudiz prvnim makroskopicky patrnym stadiem aterosklerézy; vétSinou maji podobu

Zlutavych tukovych prouzku (fatty streaks) ve sténé arterii.

Léze lll. typu — intermediarni léze (intermediate lesions, ,preatheroma®) jsou
posledni z této skupiny tzv. ¢asnych l|ézi (early lesions) a tvofi pfechod ke skupiné
lézi pokrocilych (advanced lesions). Jejich charakteristickym znakem je pritomnost
véts§iho mnozstvi lipidQ v extracelularnim prostoru intimy (14). Extracelularné ulozené
lipidy zde vytvareji loziska, ktera jsou uloZzena prfedev§im mezi vrstvou makrofagl a
pénovych bunék a vrstvou hladkych svalovych bunék. Pfitomnost téchto loZisek
narusuje kontinuitu extracelularni matrix (vrstva makrofagd a pé&novych bunék se
nachazi subendotelialné, VSMC jsou v hlubsich vrstvach intimy pred lamina elasctica
interna); na rozdil od dal$iho vyvojového stadia aterosklerotickych lézi — ateromu —
vSak extracelularni loziska lipidd nesplyvaji a nevytvafeji souvislé lipidové jadro.
Kromé extracelularni akumulace lipidQ jsou jiz také patrné odchylky v zasatoupeni
jednotlivych slozek mezibunééné hmoty, ktera souviseji s alteraci jejich syntézy a se

zménénou aktivitou tkanovych proteaz.

Léze IV. typu - ateromy piedstavuji prvni ze skupinytzv. pokrocilych
aterosklerotickyh |ézi. Jsou charakterizovany predevSim pfitomnosti souvislého
loZiska extracelularné ulozenych lipidl —lipidového jadra (lipid core). Lipidové jadro
vznika splyvanim jednotlivych extracelularnich lozisek lipidu pfi pokracujici akumulaci
lipidQ v intermediarnich lézich (15). Nachazi se v hlubsich vrstvach intimy a oddéluje
jeji vnitini vrstvu s €asti svalovych bunék a lamina elastica interna od vrstev
povrchnégjSich, které jsou tvofeny pé&novymi bufkami, makrofagy a vazivovymi
slozkami pavodni intimy. Aterom je také prvnim typem léze, u které je jasné rozli§eno
jadro platu od jeho povrchnich vrstev (vazivovy kryt platu). Dllezitou ¢asti krytu platu

je oblast na okraji lipidového jadra - tzv. raménkg»pféi}?esh‘qulder region), kde kryt
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platu pfechazi do struktur normalni intimy. Vazivova vrstva je zde obvykle nejslabsi a
je zde vyraznéj$i akumulace zanétlivych bunék (lymfocytid a makrofagl), které
mohou produkci proteolytickych enzymd dale naruSit mechanickou pevnost
vazivového krytu (16, 17). Oblast raménka platu je navic mechanicky nejvice
namahana hemodynamickymi silami, a proto pravé v tomto misté nejéastéji vznikaji
eroze a ulcerace platu s naslednou trombézou (18). Pfitomnost souvislého lipidového
jadra u ateromu vede k vyrazné dezorganizaci extracelularnich struktur intimy,
naruseni souvislosti svalovych bunék intimy a poruseni hranice mezi intimou a medii.
Poprvé se zde také objevuje neovaskularizace aterosklerotického platu, pfedevsim

na okrajich lipidového jadra a povrchnich vrstvach platu.

V lézich IV. typu neni vyraznéjsi produkce vaziva; vazivovy kryt téchto lézi je tvofen
prevazné plvodnimi vazivovymi strukturami intimy, s pfevahou proteoglykanu a
nizkym obsahem kolagenu. Pravé vyraznéjsi produkce fibrézni tkané v oblasti krytu
platu charakterizuje léze V. typu — fibroateromy. Kromé vétsi tloustky vazivového
krytu platu je zde také ve srovnani s prostym ateromem vyraznéjsi zastoupeni
kolagenu a hladkych svalovych bunék; jinak je zakladni histologicka struktura
fibroateromu vcelku shodna s ateromem (19). Fibroprodukce v oblasti vazivového
krytu fibroateromu vznika jako reparativni reakce na rizna poskozeni v povrchnich
Castech platu. Muze se jednat o reakci na poruseni struktury intimy v disledku
vyrazné akumulace extracelularnich lipidd a pénovych bunék; v tomto pfipadé maze
fibroaterom vzniknout postupnym vyvojem pfimo z ateromu, ale nejedna se ziejmé o
prili§ obvyklou situaci. Fibroaterom vznika ¢astéji z komplikovanych lézi, vazivovou
organizaci trombu nebo hematomu po epizodé krvaceni do platu nebo ruptury platu
s naslednou trombézou. Krvaceni i trombdza pfitom muze jeden plat postihnout
béhem kratSi nebo delSi doby i opakované (20). Pfi delSim ¢asovém odstupu mezi
pfihodami se pak mohou epizody reparativnich procesti stfidat s obdobimi dalsi

akumulace lipidd. Pavodni lipidové jadro platu pfitom Casto zUstane oddéleno silnéjsi
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vazivovou vrstvou a dal$i akumulaci lipidl vznikd nové jadro, povrchnéji ulozené.
Nékteré léze tak mohou obsahovat i vétsi pocet lipidovych jader, nepravidelné na

sebe navrstvenych a oddélenych vrstvami vazivové tkané.

Léze VI. typu — komplikované léze vznikaji rozvojem povrchového defektu (eroze,
fisura, ulcerace), trombu nebo krvaceni v oblasti platu (21, 22). | kdyz drobné defekty
s mikrotrombotizaci mohou zfejmé nékdy vzniknout i na povrchu €asnych lézi i na
jinak intaktni sténé tepny, ve vyznamné mife postihuji uvedené procesy pouze
pokrocilé Iéze predchozich dvou typl — tedy aterom nebo fibroaterom. Fisury a
ulcerace vznikaji nejCastéji v oblasti raménka platu v dusledku mechanického
namahani hemodynamickymi silami; velikost a hloubka téchto defektl se

v jednotlivych pfipadech mohou podstatné lisit (23).

Obnazeni subendotelialniho trombogenniho materialu vytvari podminky pro vznik
nasedajiciho trombu. Jestli se v8ak trombus vytvofi a v jakém rozsahu, zalezi na
velikosti defektu a také na lokalni i celkové rovnovaze prokoagulaénich a
antikoagulaénich faktord (24). Nejzavaznéjsi tromboézy vznikaji, kdyz dojde
k obnazeni lipidového jadra platu, které je vysoce trombogenni. Naopak na
povrchnich erozich vznikaji vétSinou tromby mensiho rozsahu, nebo se trombus
nevytvofi vabec (25). Rozsahlé trombézy vedou obvykle k hemodynamicky
vyznamnému zuzeni nebo Uplnému uzavéru postizené tepny, provazenému klinickou

symptomatologii (nestabilni angina pectoris nebo srdecni infarkt); tromby mensiho

rozsahu vSak vétsinou zUstavaji klinicky némeé.

Krvaceni do platu obvykle vznika v souvislosti se rozvojem fisuraci, porusenim
novotvorenych cév v povrchnich vrstvach platu; méné ¢asto v§ak mlze vzniknout i
bez vzniku mechanického defektu, rupturou novotvorenych cév pfi mechanickém
namahani platu (26). Hemoragie vede k nahlému zvétSeni objemu platu, které se

mUze podilet na uzavéru postizené cévy.
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Léze VIl. typu - Kkalcifikované léze vznikaji pfi rozsahlejSi mineralizaci ve
strukturach fibroateromu nebo fibréznich 1ézi (27). Depozice soli kalcia (v podobé
rGznych forem apatitu) probiha pfevazné ve vazbé na vlakna elastinu a je regulovana

pfitomnosti nékterych proteinli extracelularni matrix (napf. ,matrix gla protein®).

Léze VIil. typu — fibrotické léze vznikaji nejCastéji na podkladé fibroateromu, proti
kterému je charakterizuje vétsi rozsah fibroprodukce a malé az chybéjici lipidové
jadro (27). Fibroticka tkan vznika pfi vazivové organizaci rozsahlejSich hematomu a
trombu a vazivovou prestavbou plvodniho lipidového jadra platu. Fibrotické 1éze tak
mohou vznikat v situacich, kdy se omezi dal$i akumulace lipidQa v platu, pfedev8im

v disledku G¢inné hypolipidemické 1éCby.

2.4 VYVOJ, PROGRESE A KLINICKE PROJEVY ATEROSKLEROTICKYCH LEZi

V pfedchozim textu jsem uvedl podrobnou morfologickou charakteristiku jednotlivych
typQ aterosklerotickych lézi podle soucasného klasifikatniho schématu. Tak jako
kazda klasifikace, i vySe uvedené déleni je ovSem arbitrarni. Aterosklerotické léze se
samoziejmé vyvijeji postupnym procesem, ktery zahrnuje nékteré z vy$e uvedenych
morfologickych typl, ale také stadia prechodna. Vyvoj kazdé léze se mizZe
v nékterém stadiu zastavit a v rizné mife dokonce regredovat; od stadia ateromu se
pak navic vyvoj platu muze ubirat rGznymi sméry, véetné cyklického vyvoje, kdy plat
prochazi nékterymi morfologickymi stadii opakované. Nékteré tyto vazby a souvislosti
jsem jiz uvedl pfi popisu jednotlivych typl aterosklerotickych Iézi; v nasledujicich

odstavcich rozvedu tuto problematiku podrobnéiji.
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Zakladni schéma vyvoje aterosklerotickych platl je uvedeno na obrazku 2.1. Skupina
¢asnych lézi (typ I-ll) pfedstavuje prvni stadia vyvoje aterosklerézy; oznaceni

Gasné" vsak také znamena, Ze se tyto Iéze objevuiji jiz v ¢asnych obdobich Zivota.

Obrazek 2.1. Vyvoj aterosklerotickych lézi

Casné léze nepUsobi vyraznéj$i strukturalni poskozeni intimy a proto je mozna
¢aste¢na nebo i uplna regrese téchto 1ézi. Léze |. typu se u lidi nachazeji jiz casné
postnatalné (12). Také tukové prouzky se rozvijeji jiz béhem détstvi; v aorté se
vyskytuji prakticky u 100% déti do 15 let véku, pfedev§im v oblastech od aortalniho
oblouku distalné; ascendentni aorta je postizena méné (28, 29). V koronarnim registi
se ve vétsSi mife rozvijeji az v adolescenci; postihuji zde predevsim oblast bifurkace
levé koronarni tepny a proximalni ¢ast ramus interventricularis posterior (15, 28).
Pokrocilej8i typy lézi, nez jsou tukové prouzky, se v détstvi prakticky nevyskytuji:

vyjimku pfestavuji pouze déti s tézkymi formami familiarnich hyperlipidémii.
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Intermediarni léze vznikaji v ¢asné dospélosti, v pfimé navaznosti na tukové prouzky,

ve stejné lokalizaci (15, 30, 31).

Casné léze neprominuji vyrazné do lumen tepny ani nejsou nachylné k povrchovym
defektlim a trombézam; jsou proto klinicky zcela asymptomatické. Od stadia ateromu
vak jiz muzZe byt velikost lézi dostate¢na, aby zpusobila vyznamné zGzeni nebo
uzavér tepen mensiho kalibru. VSechny typy pokrocilych lézi se také mohou
komplikovat vznikem krvaceni nebo trombozy platu a vést tak k akutnimu tepennému

uzaveéru.

Léze IV. typu - ateromy - vznikaji u disponovanych osob dalS§im vyvojem
z intermediarnich lézi obvykle v pribéhu tfetiho decenia. Az po stadium ateromu
probiha vyvoj aterosklerotickych platd jako prosta posloupnost jednotlivych
morfologickych stadii. Rust platd je postupny a je zpUsoben pokracujici akumulaci
lipid a zvétSovanim objemu lipidového jadra; fibroprodukce se na ristu ateromd
nepodili (10). Ateromy jiZz mohou pUsobit hemodynamicky vyznamné stenézy,
vétsSinou v8ak vyznamnou prekazku pro krevni proud nepfedstavuji (20). Tenky
vazivovy kryt platu v8ak zpusobuje nachylnost lézi IV. typu k ruptufe s nasedajici
trombo6zou. Klinicky vyznam ateromu proto spociva predev§im v tom, Zze se mlze

snadno stat podkladem komplikované léze (18).

Ruptury platu a nasledné trombézy mohou byt rozsahlé a vést tak akutné
k hemodynamicky vyznamnému zuzZeni nebo Uplnému uzavéru postizené tepny,
provazenemu klinickou symptomatologii (nestabilni angina pectoris nebo srdeéni
infarkt). VétSina téchto epizod je vS§ak malého rozsahu a zlstava proto klinicky néma.
Léze se znamkami fisuraci, tromb6z nebo krvaceni byly prokazany u mnoha osob

stredniho véku, které nikdy nemély klinickou manifestaci aterosklerézy (25).
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Trombus na povrchu platu je obvykle v prvnich hodinach po svém vzniku lokalnimi
trombolytickymi mechanismy z €asti rozpustén, zbyvajici ¢ast trombu je procesem
vazivové organizace inkorporovana do povrchnich vrstev platu. Timto mechanismem
se z ateromu pfes komplikovanou lézi vyviji fibroaterom. Proti pomalému narGstani
objemu platu postupnou akumulaci lipidi muze fibrotickou prestavbou trombu dojit
v kratké dobé k vyraznému zvétSeni platu a rozvoji vyznamné stenézy. Od stadia
ateromu se tedy aterosklerotické Iéze mohou vyvijet nejen postupnym naristem, ale
také epizodami ruptur s naslednou inkorporaci vzniklého trombu. Fibroaterom vSak
mUze vzacnéji vzniknout také pfimo z ateromu, bez rozvoje komplikovane léze,

vazivovou reparaci porusené intimy pfi rychlém rustu jadra platu.

Dalsi vyvoj fibroateromu zavisi na rovnovaze mnoha faktor(. Epizody trombéz se
mohou v ramci jednoho platu objevovat i opakované, nékdy i ve velmi kratkém
¢asovém odstupu. Vazivova organizace trombu v8ak obvykle zvySi mechanickou
pevnost krytu platu a vede alespon pfechodné k jeho stabilizaci (20). Pfi pokracujici
akumulaci lipidi a zanétlivé infiltraci platu se vSak stabilita platu opét po urcité dobé
snizuje a muze dojit k dal$i ruptuie s trombdzou; néktera z téchto epizod se muze
stat podkladem akutni klinické pfihody — nékdy i fatalni. Epizody trombéz vsak
mohou byt pfevazné klinicky némé a narustajici plat tak postupné zplsobi
hemodynamicky vyznamnou stenézu s chronickou symptomatologii (stabilni angina

pectoris, klaudikace aj.).

Pokud se vyrazné zpomali dalsi akumulace lipidd - obvykle pfi (¢inné
hypolipidemické 1é¢bé, muze dojit ke zmenseni jadra platu a jeho ¢astec¢né nebo
upiné fibrotické prestavbé za vzniku fibrézni 1éze. Mineralizaci vazivovych struktur
fibroateromu nebo fibrézni léze pak vznika léze kalcifikovana. Klacifikované a
fibrotické léze predstavuji podle souasnych znalosti kone¢na vyvojova stadia

aterosklerotického platu. Pokud jsou rozsahlé, mohou pusobit hemodynamicky
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vyznamné stendzy (27); z mechanického hlediska jsou vSak stabilni a nebyvaji proto

podkladem pro vznik komplikovanych lézi a rozvoj akutnich ischemickych syndromd.

2.5 PATOGENEZE ATEROSKLEROZY

Podatedni stadia aterosklerozy jsou zplUsobena zvySenym prinikem aterogennich
lipoproteint a zanétlivych bunék z krve pfes endotelialni vystelku a jejich akumulaci
v subendotelialnim prostoru. Teprve v pozdéjsSich fazich procesu aterogeneze se
v riizné mife pfidruzuji fibroproduktivni a degenerativni procesy, které jsou reakci na
zvy$enou depozici lipidd a zanétlivou infiltraci cévni stény. Rozhodujicimi faktory pro
rozvoj aterosklerozy jsou proto koncentrace aterogennich lipoproteint v krvi, intenzita
zanétlivé infiltrace subendotelialniho prostoru a propustnost endotlialni vystelky pro

leukocyty a lipoproteiny.

Nazory na pri¢iny a mechanismus vzniku aterosklerotickych zmén prosly dlouhym
vyvojem a postupné bylo formulovano nékolik teorii, které se snazily etiopatogenezi
aterosklerézy vysvétlit. Kazda z téchto teorii zdUraznuje néktery z vySe uvedenych
hlavnich etiopatogenetickych mechanismu: ucéinek plazmatickych lipidd, poruchu

funkce endotelu a zvySenou aktivitu zanétlivych mechanismu.

Mnoho desetileti pfevliadala teorie lipidova, jejiz zaklady byly formulovany jiz
zacatkem 20. stoleti (32), ktera rozhodujici ulohu na rozvoji aterosklerézy pfipisovala
plazmatickému cholesterolu. Vznikla na zakladé skute¢nosti, Zze velké cholesterolové
jadro je nejnapadnéjSi komponentou pokro€ilych aterosklerotickych lézi. Tyla tato
teorie byla z klinického hlediska podpofena nalezem Casné aterosklerézy u osob
s hypercholesterolémii a v experimentalni oblasti pak moZnosti vyvolat

aterosklerotické zmény dietou bohatou na cholesterol. Lipidova teorie puvodné
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predpokladala, Zze ukladani cholesterolu v cévni sténé je v zasadé pasivni proces,

ktery je uréovan predevsim koncentraci cholesterolu v krvi.

Pokradujici vyzkumy v3ak postupné ukazaly, Zze ukladani cholesterolu v cévni sténe
podstatnym zplsobem zavisi na pfitomnosti tkanovych makrofagh. Makrofagy
cholesterol aktivné vychytavaji a akumuluji za vzniku pénovych bunék, a teprve
rozpadem pénovych bunék vznikaji souvisla extracelularni loziska cholesterolu a
lipidové jadro platu. Ukazalo se také, ze prlnik cholesterolu i monocytd do prostoru
cévni stény jsou zavislé na funkénim stavu endotelialni vystelky, a ze poskozeni
endotelu jeho propustnost pro tyto faktory vyrazné zvysuje. Zanétliva infiltrace pfitom
vede k poskozeni endotelu a poSkozeny endotel naopak dale vyvolava zanétlivou
infiltraci. Novéjsi klinicka pozorovani pak ukazala, ze ateroskler6za se ¢asto rozviji i
u osob s normalni nebo jen mirné zvySenou hladinou cholesterolu, a Ze rozvoj
aterosklerdzy je urychlen v pritomnosti faktor(, které vedou k poskozeni endotelu
(napf. koureni, diabetes, hypertenze). Tato pozorovani vedla k formulaci tzv. teorie
endotelialniho posSkozeni (nékdy téz zanétlivé teorie vzniku aterosklerézy), ktera
zdlraziiuje vyznam endotelidiniho poskozeni, zanétlivych mechanismi a jejich
vzajemné potenciace pro rozvoj aterosklerézy (33). Podle krajnich zastancl této
teorie je vyznam samotné hyperlipidémie druhotny; vyraznéj$i pranik lipida do cévni

stény a jejich akumulace jsou mozné pouze v pfitomnosti endotelidlniho poskozeni.

Teorie lipidova i teorie endotelialniho poskozeni maji stale své vyhranéné zastance
(a odplrce); presto je stale vice ziejmé, Ze ani jedna z nich neni schopna uspokojivé
vysvetlit vSechny aspekty a souvislosti rozvoje aterosklerézy. Jiz del$i dobu a stale
vyrazngji se proto prosazuje pohled, ktery bere v ivahu podil vSech vy$e zminénych
faktorl na procesu aterogeneze a poskytuje pruzny a otevieny ramec pro inkorporaci
novych poznatkd. Tento novy pohled byva obvykle oznacovan jako jednotna teorie
vzniku aterosklerézy (34). Podle jednotné teorie se na vyvoji aterosklerotické léze

vzdy souCasné podili ucinek aterogennich lipoproteint, endotelialni poskozeni i
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zanétlivé mechanismy, i kdyz podil téchto faktorG muaze byt v rhznych situacich
rizny. Tyto faktory jsou navic ve slozité vzajemné interakci a navzajem se potencuiji.

V nasledujicich odstavcich jejich podil na procesu aterogeneze podrobnéji.

Endotelialni dysfunkce a aterogeneze

Reakci cévni stény na poskozeni rGznymi zatéZzovymi a S$kodlivymi faktory
zprostiedkovava endotelialni vystelka. Reakce endotelu na poskozeni je pomerne
uniformni (svym pribéhem malo zavisla na mechanismu endotelialniho poskozeni);
projevuje se omezenou schopnosti vazodilatace, prfevahou vazokonstrikce, zvySenou
propustnosti endotelidlni vystelky, pfevahou protrombotickych a prokoagulaénich
déji a zvySenou expresi cytoadhezivnich molekul (35, 36, 37). Jednim z prvnich
projevi poskozeni endotelidlni funkce, ktery zprostfedkovava uvedené reakce, je

sniZeni aktivity NO-syntazy (7).

Lokalizovana a Casové omezena reakce endotelu na poSkozeni je z hlediska
organismu ucelna, protoze zprostifedkovava mnozstvi obrannych a reparacénich déja.
Nékteré faktory vSak plUsobi poskozeni endotelu generalizované a dlouhodobé;
generalizovana reakce endotelu na pusobeni téchto faktorl byva oznacovana jako
endotelialni dysfunkce. Endotelialni dysfunkce ztraci svlj puvodni vyznam ucelné
ochranné reakce a ma pfi dlouhodobém plisobni mnozZstvi zavaznych patologickych
dusledkd. Endotelialni dysfunkce muize byt vyvolana mnoha rlznymi vlivy; nejcastéjsi
pfi€¢inou jsou znamé rizikové faktory aterogeneze — koufeni (38), hypertenze (39),
hyperglykémie a produkty neezymatické glykace proteinu (40),

hyperhomocysteinémie (41) a pfedevsim aterogenni LDL-Eastice (2, 42, 43).

V soucasné dobé je endotelidlni dysfunkce povazovana za prvni stadium vyvoje

aterosklerézy, které Ize prokazat dlouho pred rozvojem morfologicky prokazatelnych
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aterosklerotickych lézi. Porucha funkce endotelu se v8ak podili na vSech stadiich
procesu aterotrombogeneze. Zvy$ena propustnost endotelialni vystelky zvysuje
pranik aterogennich lipoprotein( z krve a jejich akumulaci v prostoru intimy. Exprese
endotelialnich cytoadhezivnich molekul zvy$uje transendotelialni migraci leukocytl a
zanétlivou infiltraci cévni stény. Tkarnové makrofagy vedou ke vzniku pénovych
bunék a zanétliva infiltrace se podili na snizeni mechanické pevnosti platu a tim na
rozvoji komplikovanych lézi. PoSkozeny endotel se také pfimo podili na vzniku

komplikovanych Iézi svymi protrombotickymi vlastnostmi.

Na rozdil od morfologicky prokazatelnych aterosklerotickych 1ézi, které jsou vZdy vice
nebo méné lokalizovanym postizenim cévni stény, je vSak endotelialni dysfunkce
generalizovanou poruchou endotelu, ktera je pfitomna i v mistech, ktera
aterosklerézou postizena nejsou. Endotelialni dysfunkce se tak podili na poruse
vazomotorické reaktivity a poruse funkce mikrocirkulace, které mohou dale zhor§ovat

projevy ischémie pfi aterosklerotickém postizeni.

Zanét a aterogeneze

Infiltrace subendotelialniho prostoru leukocyty hraje v procesu aterogeneze dllezitou
ulohu (44, 45). Leukocyty jsou podkladem pro vznik pénovych bunék, zhor$uji
endotelialni dysfunkci, vytvareji a udrzuji zanétlivou infiltraci platu a ovliviu;ji
myointimalni proliferaci (36, 46, 47). Podileji se vSak i na vzniku akutnich
aterotrombotickych pfihod: v urgité fazi vyvoje platu produkuji proteolytické enzymy,
které snizuji mechanickou pevnost platu a zvysuiji riziko jeho ruptury (48). Prestup
leukocytl pfes endotelialni vystelku i jejich aktivita v prostoru cévni stény je
ovliviovana pfitomnosti velkého mnoZstvi parakrinné i autokrinné pusobicich

mediatorl a pfedevsim pafitomnosti aterogennich lipoproteind.
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Prvnim krokem v pfestupu leukocytd z cévniho fecisté do subendoteiialniho prostoru
je jejich adheze na endotelidlni buriky. Adheze a transendotelialni migrace leukocytl
je zprostfedkovana interakci mezi endotelialnimi a leukocytarnimi cytoadhezivnimi
molekulami; mezi tyto molekuly pafi E a P selektin , ICAM-1 a PECAM na
endotelidlnich bunikach a L-selektin, ICAM-1 a integriny na leukocytech (44, 49, 37).
Dosud se piedpokladalo, Ze cely proces transendotelidini migrace leukocytl je
regulovan hlavné prostiednictvim endotelidlnich adhezivnich molekul; novéjsi prace
v8ak ukazuji, Ze se na tomto procesu vyznamné podili téZ modulace exprese

cytoadhezivnich molekul na leukocytech (50, 51, 52, 53).

Makrofagy v subendotelidlnim prostoru vychytavaji nativni i modifikované LDL-
éastice (54). Vychytavani nativnich LDL-Eastic v makrofazich je zprostfedkovano
LDL-receptorem a podléha zpétnovazebné regulaci; kdyz makrofagy akumuluji
pfiméfené mnozZstvi cholesterolu, vycestuji do cirkulace. Vychytavani oxidovanych
LDL-Eastic vS8ak probiha cestou scavengerového receptoru, ktera vyznamnéjsi
zpétnovazebné regulaci nepodléha; pokud se tyto Castice vyskytuji ve vétsi mire,
jsou proto v makrofazich akumulovany v nadbytku (55). Makrofagy s nadbytkem
cholesterolu pak jiz nejsou schopny vycestovat do cirkulace, zlstavaji spolu s
akumulovanym cholesterolem v subendotelialnim prostoru a méni se v tzv. pénové

buriky (56), které jsou podkladem pro vznik lipidového jadra platu.

Kromé toho, Ze se mechanicky podileji na objemu platu, jsou makrofagy a pénové
buriky také zdrojem cytokini, které atrahuji dal$i monocyty a T-lymfocyty do
subendotalidiniho prostoru (57); udrZuji a prohlubuji tak zanétlivou infiltraci platu.
Zanetlivé bunky produkuji mediatory, které dale zhor$uji endotelialni funkci a
usnadniuji pranik dalSich LDL &astic do subendotelidiniho prostoru; kromé toho se
také samy podileji na oxidaci LDL-¢astic. Mediatory pénovych bunék spolu s
oxidovanymi LDL-&asticemi vyvolavaji migraci VSMC z medie do subendotelidlnich

vrstev (58), jejich proliferaci a nakonec transformaci v buiiky sekreéniho fenotypu,
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které produkuji extracelularni matrix - pfedevsim kolagen (59). Z transformovanych
VSMC a okolni extracelularni matrix se tak nad lipidovym jadrem platu vytvafi

fibrézni kryt (58).

Uloha cholesterolu v procesu aterogeneze

V rozvoji endotelialni dysfunkce i v dal$i progresi aterosklerotickych lézi maji zasadni
ulohu aterogenni lipoproteiny;, Nejvyznamnéj$i z nich jsou LDL-Eastice, které byly
chemicky modifikovany oxidaci, glykosylaci nebo acetylaci (43); nativni LDL-Castice
nemaji na funkci endotelu ani dalSich sloZzek cévni stény vyraznéjsi vliv. Oxidace
LDL-¢astic probiha z mensi ¢asti jiz v plazmé, ale pfedevsim po jejich prichodu do
subendotelialniho prostoru (60). LDL-¢astice pronikaji do subendotelialniho prostoru
v urcité mife i za fyziologickych podminek. Jejich oxidace neni za téchto okolnosti
vyrazna a oxidované LDL-Castice jsou v mensim mnozstvi u€inné odstranovany
makrofagy cévni stény prostiednictvim scavengerového receptoru (55). Pri vétsi
produkci oxidovanych LDL-Castic vSak kapacita makrofagl pro jejich vychytavani
nestaci a tyto ¢astice se pak hromadi v prostoru intimy a zpisobuji toxické poskozeni
okolnich struktur. Pokud nejsou pfitomny dal$i faktory, které endotel pos$kozuji,
dochazi k nadmérné produkci oxidovanych LDL-¢astic pouze pfi vyraznéjsi
hyperlipidémii; pfi poSkozeni endotelu dalSimi faktory - napfiklad diabetem -
propustnost endotelu stoupa a oxidované LDL-Castice se kumuluji i pfi niZSich

hladinach lipida (43).

Skodlivé pisobeni LDL-¢astic v prostoru intimy ma dvé hlavni slozky. Oxidované
LDL-Castice jednak plsobi pfimym toxickym vlivem na struktury okolni intimy, jednak
stimulaci zanétlive aktivity platu (61). Pfimym ucinkem na endotel plsobi LDL-
Castice endotelialni dysfunkci s pfevahou vasokonstrikéniho plsobeni, celkovym

zvySenim propustnosti a zvySenou expresi cytoadhezivnich a prokoagulaénich
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molekul. Stimulaci VSMC vedou oxidované LDL-Castice k jejich proliferaci a

nadprodukci extracelularni matrix (62).

Kromé pfimého toxického vlivu na struktury cévni stény plsobi oxidované LDL-
Gastice také poruchu funkce tkanovych makrofagl (54). LDL-Castice pUsobi pfimym
chemotaktickym zplsobem na monocyty; tak zvySuji zanétlivou infiltraci
subendotelialniho prostoru jednak pfimo, jednak nepfimo pfes zvySeni exprese
endotelialnich cytoadhezivnich molekul. Vazba modifikovanych LDL-Castic na
scavengerové receptory makrofagli a pénovych bunék vede k jejich aktivovaci a
k produkci fady cytokinG a dalSich latek, které udrzuji zanétlivou rekci
v subendotelidinim prostoru; degraduji okolni extracelularni matrix, stimuluji

proliferaci VSMC (63, 64) a prohlubuji endotelialni dysfunkci.

2.6 VLIV HYPOLIPIDEMICKE LECBY NA JEDNOTLIVE SLOZKY PROCESU
ATEROGENEZE

Vliv na cévni reaktivitu

Prfevaha vazokonstrikce a neschopnost pfiméfené vazodiltace v odpovéd na
podnéty, které obvykle vasodilataci vyvolavaji, jsou obvyklym nalezem pfi
hypercholesterolémii. Ztrata schopnosti vazodilatace souvisi pfedev§im s omezenim
vazodilatacnho acinku kysliéniku dusnatého (NO). ZvySena produkce volnych
kyslikovych radikall pfi nadbytku oxidovanych LDL-¢astic vede k pfimé inaktivaci NO
(65). Oxidované LDL-Castice v experimentalnich podminkach snizuji trankrip&ni
aktivitu genu pro NO-syntazu, destabilizuji mRNA pro tento protein (66) a interferuji
s nitrobunéénym pfenosem signall, které vedou k stimulaci produkce NO (67).
Zvysena trombogenita endotelu vede k aktivaci destiek a uvolfiovani tromboxanu

s vazokontrikCni aktivitou. Tyto UcCinky oxidovanych LDL-Castic zavisi na jejich
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koncentraci a dobé& plisobeni; obvykle nastupuji pomérné rychle po pfidani LDL-
gastic a jsou také &asto reverzibilni b€hem nékolika malo hodin po jejich odstranén.
Klinickym korelatem popsanych patogennich mechanismi je porucha vazodiltace
zavislé na endotelu, kterou Ize prokazat napfiklad pletyzmograficky , sonograficky

nebo nepfimo metodou pozitronové emisni tomografie (68).

Experimentaini i klinické studie opakované prokazaly, Ze snizeni plazmatické hiadiny
cholesterou dietou (69), hypolipidemiky (70) nebo pomoci LDL-aferézy (71) vede
k vyznamnému zlepSeni vazodilatace zavislé na endotelu. Doba, ktera je nutna pro
rozvoj klinicky prokazatelnho ziep$eni endoteliaini funkce ziejmé zavisi na velikosti
a rychlosti snizeni cholesterolu; v pfipadé dietni intervence se jedna o mésice, pfi
podavani ucinnych hypolipidemik o tydny (70) a pfi razantnim sniZzeni cholesterolu o
60-80% béhem nékolika hodin je zlepSeni pozorovatelné prakticky bezprostredné po
provedeni LDL-aferézy (71). Pfechod z diety bohaté na cholesterol na dietu normaini
vedlo v experimentu na opicich béhem nékolika mésicl nejen k normalizaci
sérového cholesterolu, ale také k normalizaci vazodilatace zavislé na endotelu a
Ustupu zanétlivé infiltrace cévni stény (69). Hypolipidemicka lé¢ba cholestyraminem
a dietou vyznamné zlepSila koronarni vasodiataci zavislou na endotelu u pacientd
s hyperlipidémii b&€hem 6 mésicl (72). V jiné studii se zlep$ila vazodilitace zavisla na
endotelu na tepnach predlokti po 12 tydnech hypolipidemické Ié¢by, a zhorsila se
k vychozim hodnotam jiz za 6 tydnd po prechodném vysazeni &by (73). Po
vyrazném sniZeni cholesterolu pomoci LDL-aferézy se vazodilatace zavisla na
endotelu v oblasti koronarniho fecisté i na tepnach prediokti zlepsila dokonce jiz

b&hem nékolika hodin (71, 74).
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Ovlivnéni zanétlivych procesu v cévni sténé

Aterogenni lipoproteiny krevni plazmy zvysuji expresi leukocytarnich i endotelialnich
cytoadhezivnich molekul (75) a zvysuji schopnost adheze leukocytt k endotelialnim
bufikam in vitro (76); zvy$ena exprese leukocytarnich cytoadhezivnich molekul byla
téZ pozorovana u pacientld s hypercholesterolémii (50, 77). Aktivace monocytld a
makrofagll v subendotelidlnim prostoru oxidovanymi LDL-Casticemi udrzuje
zanétlivou infiltraci platu a prohlubuje endotelialni dysfunkci. Uvedené procesy jsou
z vétsi casti reverzibilni po sniZzeni hladiny cholesterolu. SniZzeni cholesterolu
potlacuje expresi cytoadhezivnich molekul na povrchu endotelidlnich bunék a sizuje
plazmatickou koncentraci téchto molekul (78). Tento efekt hypolipidemicke IéCby
pfitom nastupuje velmi rychle; koncentrace ICAM-1 a ELAM-1 byla snizena o 25-
30% bezprostiedné po provedeni LDL aferézy a vratila se postupné k plvodnimn
hodnotam béhem 5-7 dni (79). Obdobné vede hypolipidemicka lécba k snizeni
exprese leukocytarnich cytoadhezivnich molekul v experimentalnich (80) i klinickych
podminkach (50). Po hypolipidemické IéCbé se také snizuje akumulace cholesterolu
v makrofazich, klesa pocet makrofagu a snizuje se produkce metalloproteinaz témito

burikami v aterosklerotickém platu (63, 81).

Systémové ukazatele zanétu po hypolipidemické lécbé

Podil lokalni zanétlivé reakce na vzniku aterosklerotické léze vyvolal otazku, zda se
tento zanétlivy proces projevuje také zvySenim hladiny plazmatické koncentrace
systemovych ukazateld zanétu. Nékolik epidemiologickych studii prokazalo
souvislost mezi hladinou nékterych téchto proteini (CRP a sérového amyloidu A -
SAA) a rizikem rozvoje akutnich koronarnich pfihod (82). V posledni dobé& se objevily
prace zabyvajici se vlivem hypolipidemické Iécby na plazmatickou hladinu ukazatel(i

zanétu. Ve studii CARE byla patrna souvislost mezi hladinou CRP a SAA a rizikem
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vzniku koronarni pfihody; podavani pravastatinu vedlo k vyznamnému poklesu obou
téchto proteini a snizeni jejich hladiny bylo spojeno se sniZenim koronarniho rizika
(83). Pokles hladiny CRP byl také pozorovan po dalSich statinech a po podavani

fibratd (84).

Vliv na funkci trombocytu a faktory koagulace

Agregace destiCek a vznik trombu v misté poruSeného endotelialniho krytu
nestabilniho platu je procesem, ktery je v nejvétsi mife pfimo zodpovédny za vznik
uplného uzavéru cévniho lumen a za rozvoj tkanové ischemie. Velikost vzniklého
trombu a rychlost jeho rozpusténi zaviseji na velikosti a trombogenité exponovaného
subendotelialniho materialu a na rovovaze lokalnich i celkovych protrombotickych a
antitrombotickych mechanismu (85). Agregabilita desti¢ek je pfimo zavisla na funkci
endotelu a endotelidlni dysfunkce je provazena zvySenou agregabilitou a
trombogennim potencidlem desticek (86). Hladiny destickového cGMP, jehoz
produkce je zavisla na endotelialni syntéze oxidu dusnatého (NO), jsou nizsi pfi
vysSich hladinach cholesterolu. Agregabilita desticek je v$ak ovlivnéna hladinou
cholesterolu také pfimo; pacienti s hypercholesterolmii maji vy$$i pomér cholesterolu
proti fosfolipidim v membranach trombocytl, coZ je provazeno jejich zvysenou
agregabilitou (87). SniZeni cholesterolu farmakologickymi i nefarmakologickymi
postupy vede knormalizaci funkce endotelu i poméru lipidd v membranach

trombocytd a k sniZeni jejich agregability (88, 89).
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Vlastni vyzkumna prace zahrnovala ¢&tyfi tematické okruhy
¢ leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul
¢ metaloproteinaza PAPP-A jako novy marker aterogeneze
o mikrovaskularni reaktivita

e moZnosti kratkodobé lé¢by LDL-aferézou u pacientl s téZkou

hypercholesterolémii a ICHS.

V nasledujicich odstavcich uvadim struéné hlavni vychodiska a cile prace v téchto

jednotlivych oblastech.

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Zanétliva infiltrace aterosklerotickych lézi leukocyty se vyznamné podili na vSech
stadiich procesu aterogeneze. Prvnim krokem v prestupu leukocytu z cévniho recisté
do subendotelialniho prostoru je jejich adheze na endotelialni bunky. Adheze a
transendotelialni migrace leukocytll je zprostfedkovana pomoci tzv. cytoadhezivnich
molekul, které se nachazeji na povrchu leukocytl i endotelidlnich bunék. Razné
proaterogenni faktory véetné hyperlipidémie vedou ke zvySeni exprese
cytoadhezivnich molekul a tento mechanismus zfejmé pfispiva k urychleni procesu

aterogeneze.

V klinickych podminkach byly dosud studovany predevsim plazmatické koncentrace
endotelialnich cytoadhezivnich molekul, které jsou nepfimym ukazatelem jejich
endotelialni exprese. Jedna se o vySetieni velmi jednoduché, ale - vzhledem k tomu,
Ze se jedna ukazatel nepfimy - nepfili§ citlivé. Na rozdil od endotelidlnich bunék Ize

leukocytarni expresi adhezivnich molekul stanovovat i v klinickych podminkach
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pfimo, vySetfenim leukocytd periferni krve. Je proto mozno predpokladat, ze exprese
leukocytarnich adhezivnich molekul bude citlivéj$im ukazatelem zanétlive infiltrace

nez plazmatické koncentrace endotelialnich adhezivnich molekul.
Cilem této ¢asti prace proto bylo

e zavést metodu imunocytochemické detekce cytoadhezivnich molekul na

leukocytech periferni krve metodou pratokové cytometrie

e porovnat vysledky vysetieni leukocytarnich a endotelialnich cytoadhezivnich
molekul u pacientll s téZkou izolovanou hypercholesterolémii a u zdravych

osob a studovat jejich zmény po hypolipidemické terapii atorvastatinem.

Metaloproteinaza PAPP-A jako novy marker aterogeneze

Vysledky vyzkumu poslednich desetileti ukazuji, Ze riziko vzniku akutnich
aterotrombotickych pfihod pfili§ nezavisi na velikosti aterosklerotickych plata (a tedy
zavaznosti stenézy), ale predev§im na mnozstvi dalSich faktor(l, které souhrnné
uréuji tzv. stabilitu platu. Stabilita platu je uréena pomérem zastoupeni bunéénych a
nebunéénych slozek platu a aktivitou rdznych enzymatickych a signalnich
mechanismud. Studiu vlastnosti stabilnich a nestabilnich 1ézi a moznosti jejich

farmakologicého ovlivnéni je proto v posledni dobé vénovana velka pozornost.

Metaloproteinaza PAPP-A (akronym ,pregnancy-associated plasma protein-A*“) byla
dosud vyuzivana pfedev8im v prenatalni diagnostice Downova syndromu; jeji
fyziologicka funkce nebyla donedavna znama. V poslednich nékolika letech bylo
zjisteéno, Ze tento enzym ziejmeé pUsobi jako lokalni modulator aktivity systému IGF-|

a podili se tak na fizeni proliferativnich déji v riznych tkanich organismu. Vysoka
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exprese PAPP-A byla prokazana v nestabilnich aterosklerotickych lézich a vyrazné
zvySené koncentrace PAPP-A jsou nachazeny u pacientll s nestabilni anginou
pectoris nebo s akutnim srde&nim infarktem. Proto je tato molekula v posledni dobé

studovana jako mozny laboratorni marker akutnich koronarnich syndromu.

Hypercholesterolémie je vyznamnym rizikovym faktorem aterogeneze a mnoha
mechanismy  ovliviiuje  vyvoje a stabilitu aterosklerotickych platu.
Hypercholesterolémie je také provazena alteraci riznych laboratornich a funkcnich
ukazatelll procesu aterogeneze, a hypolipidemicka léc¢ba vede k upravé téchto
ukazatell. Ur¢itd mira exprese PAPP-A byla v experimentu prokazana také ve
stabilnich aterosklerotickych platech, a je proto mozné, Ze se tato proteaza podili na
vyvoji aterosklerotickych lézi. Vztah mezi koncentraci PAPP-A a rizikovymi faktory

aterogeneze vSak dosud studovan nebyl.

Cilem této Casti prace bylo zjistit, jestli koncentrace PAPP-A jsou vy$si u pacientl s
hypercholesterolémii nez u osob bez hyperlipidémie a jestli hypolipidemicka Ié¢ba

atorvastatinem vede k poklesu jejich hodnot.

Mikrovaskularni reaktivita

Endotelialni dysfunkce je v sou€asné dobé povazovana za prvni stadium vyvoje
aterosklerozy, které Ize prokazat dlouho pfed rozvojem morfologicky prokazatelnych
aterosklerotickych 1ézi. Proto je v souCasné dobé rozvoji metod pro hodnoceni
endotelialni dysfunkce v klinické praxi vénovano znaéné vyzkumné usili. Jednim z
hlavnich projevi endotelialni dysfunkce je porucha tepenné vazodilatace zavislé na
endotelu; pfi endotelialni dysfunkci je endotelem zprostiedkovana vazodilatace
omezena, nebo dokonce nepfitomna. Pfi vysetiovani vazodilatace zavislé na

endotelu se méfi zména prasvitu tepny v odpovéd na rizné vazodilataéni podnéty;

33



véechny metody pro vySetfovani endotelialni dysfunkce jsou v8ak metodicky velmi
naroéné a &asto téz invazivni. Proto jsou studovany a rozvijeny nové metody, které

by umoznily endotelialni dysfunkci posoudit jednodu$sim a zplisobem.

V nedavné dobé byla vyvinuta metoda vySetieni mikrocirkulace pomoci laser-
dopplerovského méfeni pritoku krve kapilarami (vySetieni mikrovaskularni reaktivity,
MVR). V klinickych podminkach byla tato metoda zatim vyuzivana pfedevSim k
vySetfeni mikrocirkulace u pacientl s diabetem nebo k sledovani funkéniho stavu
tkani napf. v tranplantacni chirurgii. U pacientl s hyperlipidémii nebo s klinicky

manifestni aterosklerézou v§ak byla MVR studovana zatim jen zcela ojedinéle.

V ramci této ¢asti prace jsme proto studovali MVR u pacientl s hyperlipidémii, ktefi
neméli klinické projevy aterosklerézy, a u osob s ischemickou chorobou srdecni.
Vysledky jsme srovnali s nalezy u kontrolniho souboru zdravych osob a nékolika
skupin diabetikll, ktefi byli jiz dfive vySetieni na nasem pracovisti. U pacientl s
hypercholesterolémii jsme dale studovali vliv hypolipidemické Iécby atorvastatinem a

u pacientd s ICHS Gcinek lécby LDL-aferézou.

Moznosti kratkodobé 1écby LDL-aferézou

Hyperlipidémie jsou hlavnim rizikovym faktorem ICHS a lé¢ba hyperlipidémii je
v soucasné dobé& nejucinnéjSim prostiedkem v ramci primarni i sekundarni prevence
kardiovasklarnich  chorob. Zakladem Iécby hyperlipidémii je kombinace
nefarmakologické I€Cby a hypolipidemik, ktera u naprosté vétsiny pacientll postaéu;ji
k Upravé lipidogramu i k stabilizaci klinického stavu. Presto z(stava mensina
pacientl, u kterych prostfedky konzervativni lécby selhavaji a riziko koronarnich
pfihod u nich zistava vysoké. V omezeném rozsahu se v posledni dobé jako novy

léCebny postup pro tyto pacienty vyuziva LDL-aferéza.
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LDL-aferéza je extrakorporalni metoda, kterda umozriuje selektivni eliminaci LDL
gastic z krve pacienta. Tato metoda je bezpe¢na a mimofadné uéinna; v kombinaci s
farmakoterapii vede ke snizeni koncentrace cholesterolu az o 80%. Dosud byla
pouzivana predevS§im k dlouhodobé lécbé pacienti s tézkymi formami ICHS a
hyperlipidémii rezistentni na lé¢bu. V posledni dobé se v8ak objevily prvni prace,
které studovaly moznosti kratkodobé aplikace LDL-aferézy u vybranych skupin

pacientu .

Teoretickym vychodiskem pro vyzkum kratkodobé Ié¢by LDL-aferézou jsou noveéjsi
poznatky o biologickych vlastnostech aterosklerotickych platli. Stabilita plata je
vyznamné ovlivnéna koncentraci plazmatickych lipidi a zmény koncentrace LDL-
cholesterolu pfitom vedou ke zménam jejich vlastnosti dokonce jiz b&éhem nékolika
hodin aZ dni. U&inné sniZeni plazmatického cholesterolu proto mize ovlivnit klinicky

stav pacientil b&€hem velmi kratké doby.

V této Casti prace jsme studovali u¢innost kratkodobé 1é€by LDL-aferézou u pacient(
s hyperlipidémii a tézkou, revaskularizaci nefeSitelnou ICHS. Vzhledem k tomu, ze
technika pro provadéni kratkodobé lé¢by LDL-aferézou nebyla v dob& navrhu
projektu v CR dostupna, bylo jednim z cilt prace i vlastni zavedeni této metody na

nasem pracovisti.
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LEUKOCYTARNI EXPRESE A PLAZMATICKE
KONCENTRACE CYTOADHEZIVNICH MOLEKUL

Vliv atorvastatinu na leukocytarni a endotelialni

cytoadhezivni molekuly u pacienti s hypercholesterolémii
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Uvod

Infiltrace subendotelialniho prostoru leukocyty hraje v procesu aterogeneze duleZitou
lohu. Leukocyty jsou podkladem pro vznik pénovych bunék, zhorsuji endotelialni
dysfunkci, vytvafeji a udrzuji zanétlivou infiltraci platu a ovliviuji myointimalni
proliferaci (44). Podileji se vSak i na vzniku akutnich aterotrombotickych pfihod:
v uréité fazi vyvoje platu produkuji proteolytické enzymy, které snizuji mechanickou

pevnost platu a zvySuji riziko jeho ruptury (48).

Prvnim krokem v pfestupu leukocytl z cévniho fecisté do subendotelialniho prostoru
je jejich adheze na endotelialni buiiky. Adheze a transendotelialni migrace leukocytt
je zprostiedkovana pomoci tzv. cytoadhezivnich molekul, které se nachazeji na
povrchu leukocytll i endotelialnich bunék (35, 36, 37, 52, 53). Rizné proaterogenni
faktory vedou ke zvySeni exprese cytoadhezivnich molekul endotelialnimi buikami in
vitro (44, 76), a donedavna se predpokladalo, ze cely proces transendotelialni
migrace leukocytll je regulovan hlavné prostifednictvim endotelialnich adhezivnich
molekul. ZvySena koncentrace téchto molekul v krvi byla také pozorovana osob
s hyperlipidémii nebo s jinymi rizikovymi faktory aterogeneze, a hypolipidemicka
léCba vedla k jejich poklesu (90). Zmény pozorované u pacient véak obvykle nejsou
pfilis wvyrazné (91), zfejmé& predev§im proto, Ze plazmatické koncentrace

cytoadhezivnich molekul jsou jen nepfimym ukazatelem jejich endotelidlni exprese.

Novéjsi prace ukazuji, Ze na regulaci transendotelialni migrace leukocytli se
vyznamné podili také zmény exprese leukocytarnich cytoadhezivnich molekul.
Aterogenni lipoproteiny zvySuji expresi téchto molekul in vitro (75, 76, 92) i
v klinickych podminkach (50, 77), a nedavno bylo také prokazano, Ze snizeni

cholesterolu farmakologickymi i nefarmakologickymi prostfedky vyznamné potlacuje
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expresi integrinCi a lipopolysacharidového receptoru na monocytech a snizuje adhezi

leukocytl k endotelu (50, 51, 93).

Na rozdil od endotelialnich bunék Ize leukocytarni expresi adhezivnich molekul i
v klinickych podminkach stanovovat piimo, vySetfenim leukocytld periferni krve. Je
proto mozno piredpokladat, Zze exprese leukocytarnich adhezivnich molekul bude
citlivéjsim ukazatelem zanétlivé infiltrace nez plazmatické koncentrace endotelialnich
adhezivnich molekul. Proto jsme provedli porovnani téchto dvou skupin ukazatell u
pacientu s téZkou izolovanou hypercholesterolémii a u zdravych osob a studovali

jejich zmény po hypolipidemické terapii atorvastatinem.

Metody

Vysetrené skupiny osob a usporadani studie

Do studie jsme zarazovali pacienty s hypercholesterolémii (TC >7,0 mmol pfi dietni
léEbé&); pacienti byli bez hypolipidemické lécby alespori 4 tydny pred vstupnim
vySetfenim. Ze studie byly vylou€eny osoby s ICHS nebo jinymi klinickymi projevy
aterosklerézy, s vyznamnou hypertriglyceridémii (TG >4,5 mmol/l), sekundarnimi

hyperlipidémiemi, diabetem mellitem, malignitami a dal$imi zavaznymi chorobami.

Do kontrolni skupiny byly zafazovany osoby s TC <6,0 mmol/l, TG <2,0 mmol/l, bez
klinickych projevil ateroskleré6zy a bez dalSich zavaznych chorob; pfitomnost
arterialni hypertenze nebyla pfekazkou pro zafazeni do skupiny pacientd ani do

kontrolniho souboru.

Pacienti byli léCeni atorvastatinem (Sortis, tbl 20mg 1x denné veéer) po dobu 10-12

tydnl. VySetfeni byla provedena pied zadatkem a po ukonéeni lé&by; osoby
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z kontrolniho souboru byly vysetfeny jednorazové. Odbér krve pro laboratorni

vySetieni byl provadén rano, po celono¢nim lacnéni (12-14 hodin).

Vysetieni leukocytarnich cytoadhezivnich molekul

Vysetfeni leukocytarnich cytoadhezivnich molekul byla provadéna vzdy vden
odbéru. K vySetieni byla pouZivana nesrazliva krev (s EDTA jako antikoagula¢nim
prostfedkem); krev byla az do vysetfeni pfechovavana pfi 4°C, aby se predeslo

aktivaci leukocytt in vitro.

Na povrchu leukocytll periferni krve jsme vySetfovali expresi L-selektinu (CD62L),
jednotlivych a-podjednotek integrind LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b) a VLA-4
(CD49d) a spole¢né B-podjednotky B-2 integrini (CD18). Exprese cytoadhezivnich
molekul byla méfena imunofluorescenéni metodou pomoci jednostupfiového barveni
monoklonalnimi protilatkami. 100ul krve jsme inkubovali 15 minut s pfislusnou
protilatkou pii pokojové teploté; poté jsme lysovali erytrocyty pfidanim 2ml FACS
lysis solution (7minut), zcentrifugovali a 1x promyli PBS. Fluorescenci jsme
kvantifikovali prltokovou cytometrii (FACSCalibur, Becton — Dickinson, Mountain
View, CA, USA); populace lymfocytd, monocytl a granulocytll jsme hodnotili
oddélené. Exprese kazdého z vySetfovanych antigeni byla vyjadiena jako tzv.
specificka fluorescence, ktera je vypoétena jako rozdil fluorescence bunék
oznacenych pfisluSnou protilatkou a nespecifické fluorescence bunék oznacenych
kontrolni protilatkou (obrazek 4.1). K detekci antigend jsme pouzivali nasledujici mysi
monoklonalni protilatky: anti-CD11a/FITC (klon MEM-25), anti-CD11b/FITC (klon
CR3 Bear-1) anti-CD18/FITC (klon CLB-LFA-1/1) a anti-CD62L/PE (klon DREG-56),
vSe od Caltag Laboratoires, Burlingame, USA, a dale anti-CD49d/FITC (klon HP2/1)
a nespecifickou kontrolni protilatku (znaéenou FITC i PE, klon 679.1Mc7) od

Immunotech, Marseille, Francie; vSechny protilatky byly isotypu IgG1.
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Dalsi laboratorni vysetreni

Koncentrace endotelidlnich molekul v séru byly stanovovany metodou ELISA pomoci
komeréné dostupnych kitl; vySetiovali jsme molekuly ICAM-1, E-selektin (RD
Sytems, Abingdon, UK) a von WillebrandlGv faktor (IMTEC Immunodiagnostika,
Berlin, Némecko). Pro tato stanoveni byla pouzivana zmrazena séra, ktera byla po

odbéru uschovana pri teploté -85°C.

Zakladni laboratorni vySetieni véetné sérové koncentrace cholesterolu, HDL-C a TG
byla provadéna v den odbéru rutinni metodikou pomoci automatickych analyzatora.
Koncentrace LDL-C byla vypocitana pomoci Friedewaldovy rovnice. Jako ukazatele
bezpecfnosti |é€by byly stanovovany hodnoty iontl, urey, kreatininu, transaminaz a

kreatinfosfokinazy.

Statistické zpracovani

Vysledky jsou uvadény jako primér + SD. Vyznamnost rozdilll exprese / koncentrace
cytodahezivnich molekul mezi skupinami byla hodnocena Mann-Whitneyho U-
testem; vyznamnost zmén po lé€bé byla hodnocena Wilcoxonovym parovym testem.
Rozdily v dalSich parametrech byly hodnoceny Studentovym t-testem. Vzajemna
zavislost mezi jednotlivymi promé&nnymi byla posuzovana pomoci Spearmanova

korelaéniho koeficientu.

Vysledky

Do studie bylo zafazeno 29 pacientl s hypercholesterolémii a 27 zdravych osob z
kontrolniho souboru. VSichni zafazeni pacienti studii dokongili; primérna doba lecby

byla 89 + 8 dni. Létba byla dobfe tolerovana; béhem studie se nevyskytly zavazné
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nezadouci Gginky ani vyznamné zmény v laboratornich ukazatelich bezpecnosti

lé&by.

Zakladni charakteristiky obou sledovanych skupin jsou uvedeny v tabulce 4.1
Skupiny byly srovnatelné pokud jde o vék, pohlavi a index télesné hmotnosti. Podil
hypertoniki a kuiakd byl ponékud vy$si mezi pacienty nez v kontrolni skuping, ale

rozdily nebyly statisticky vyznamne.

Hladiny cholesterolu, LDL-C a TG byly vyznamné vy$si ve skupiné pacientd neZ
v kontrolnim souboru; hodnota v§ech téchto parametrl se po lé¢bé atorvastatinem
vyznamné snizila (tabulka 4.1). Koncentrace HDL-C byla v obou skupinach obdobna

a nebyla lecbou ovlivnéna.

Exprese leukocytarnich adhezivnich molekul u vySetfenych osob je uvedena
vtabulce 4.2 a na obrazku 4.2. Pacienti s hyperlipidémii méli na vSech
leukocytarnich populacich zvySenou expresi L-selektinu i vSech vySetfovanych
integrind s vyjimkou LFA-1; rozdil byl na hranici vyznamnosti u integrinu CD18 a
nevyznamny u integrinu VLA-4 na monocytech; ve vSech ostatnich pfipadech bylo
zvySeni statisticky vyznamné. Lécba atorvastatinem vedla k vyznamnému poklesu
vSech integrinG s vyjimkou Mac-1 (opét na véech populacich leukocytu); v pfipadé L-
selektinu byl patrny pokles, ktery byl vyznamny na granulocytech; na lymfocytech a
monocytech nedosahl statistické vyznamnosti. Je patrné, Ze u jednotlivych molekul
mély rozdily exprese mezi skupinami i jeji zmény po |éébé na lymfocytech,
monocytech i granulocytech podobnou velikost. Mezi expresi cytoadhezivnich
molekul a hladinami lipid( nebyly patrné vyznamné korelace. Poget leukocyt( v krvi
ani zastoupeni jednotlivych leukocytarnich subpopulaci se mezi pacienty a

kontrolami neliSily a nebyly Ié€bou ovlivnény.
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Koncentrace ICAM-1 v séru byla u pacientl zvyena; koncentrace E-selektinu a von
Willebrandova faktoru (vVWF) byla podobna jako u zdravych osob. Koncentrace

sadné z téchto molekul se po é&bé atorvastatinem vyraznéji nezménila (tabulka 4.1).

Diskuse

Leukocytarni exprese vétsiny studovanych cytoadhezivnich molekul byla u pacienti
s hypercholesterolémii zvy$ena, a lé¢ba atorvastatinem vedla k jejimu poklesu. Nase
prace tak rozsifuje dosavadni poznatky o vyznamu zvySené adhezivity leukocytl

v procesu aterogeneze.

Faktory ovliviiujici adhezi leukocytl k endotelidlnim burfikam in-vitro byly podrobné
studovany, ale Gdajl o expresi cytoadhezivnich molekul na leukocytech v klinickych
podminkach dosud neni mnoho. Prestup leukocytd zcévniho fecisté do
subendotelialniho prostoru zavisi na nékolika skupinach molekul. Tento proces
zacina labilni vazbou integrind na jejich glykoproteinové ligandy. Béhem této
pocate€ni faze dochazi k aktivaci integrinl na povrchu leukocytl, coz umoziuje
nasledujici pevnou adhezi leukocytl k endotelialinim burfikam. Poslednim krokem je
pak vlastni migrace leukocytll do subendotelialniho prostoru (37, 50, 94). Vétsina
autord studovala pouze omezeny pocet téchto molekul. V této studii jsme vy3etfovali
L-selektin i nékolik rdznych integrini, a nase prace proto patfi spolu s praci Rezaie-
Majd (95) svym rozsahem k nejvétsim. U pacientl s hyperlipidémii a ateroskler6zou
byl nej€astéji studovan integrin Mac-1; bylo popsano zvyseni exprese ve srovnani se
zdravymi kontrolami (50, 77), v nékterych pfipadech v§ak bylo zvy$eni jen nevyrazné
(61) nebo dokonce zadné (96). Také efekt hypolipidemické IéEby se pohyboval od
vyrazneho snizeni exprese pfes nevyrazny pokles az po Zadny efekt. Kromé

molekuly Mac-1 byla u pacientli s hyperlipidémii nebo ateroskler6zou popsana
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zvydena exprese integrind LFA-1 (95), CD18 (95) a VLA-4 (97) a jeji pokles po

hypolipidemické 1é¢bé; a téz snizena (50), ale i normalni (77) exprese L-selektinu.

Z uvedeného prehledu je ziejmé, 2e dosud publikované Udaje o leukocytarni expresi
cytoadhezivnich molekul v klinickych podminkach nejsou zcela jednotné. Rozpornost
nékterych vysledkl Ize pravdépodobné vysvétlit predevS§im rozdily v metodickém
pfistupu. VeétSina autorh vySetfovala leukocyty, které byly zkrve separovany
gradientovou centrifugaci (51, 93, 95, 97), zatimco jiné prace pouZivaly k méfeni
leukocytarnich markert plnou krev (50, 77, 96). Dal$i potencialné dalezité rozdily
v metodice predstavuiji teplota, pfi které jsou vzorky zpracovavany, a antikoagulaéni
prostiedky pouzité k odbéru krve. VSechny tyto faktory mohou ovliviiovat vysledky
méfeni. In-vitro manipulace obecné vede k aktivaci leukocytli, a tento efekt je
vyraznéjSi pfi vys3ich teplotach (20-37 °C), zatimco v chladu je vliv manipulace
omezen. Vyrazny stimulujici faktor pak predstavuje pouziti gradientové centrifugace
(94). Pro aktivaci integrini jsou nezbytné Ca®* ionty, a pouziti EDTA jako
antikoagulace proto jejich (aktivaci ve srovnani napfi. s heparinem) omezuje. Naopak
v pfipadé L-selektinu vede aktivace leukocytl ke ztraté jeho povrchové exprese (tzv.
shedding, 50). Metody zahrnujici separaci leukocytl, navic pfi pokojové teploté,
proto posuzuji spiSe stimulaéni potencial leukocytll, nez skuteénou Uroven aktivace
leukocytll in-vivo. V nasi praci jsme se snazili in-vitro stimulaci omezit co nejvice;
pfedpokladame proto, Ze vysledky odrazeji skutec¢nou expresi cytoadhezivnich

molekul u obou vySetfenych skupin pacientd.

Pfi hodnoceni leukocytarni exprese integrinli je také nutné vzit v ivahu, Z2e adheze
leukocytll k endotelu nezavisi pouze na po¢tu molekul integrint (expresi), ale také na
konformagnich zménach jejich molekuly — tzv. aktivaci. Tyto konformaéni zmény
molekul mohou ovliviiovat leukocytarni adhezivitu vice, nez zmény jejich exprese
(98). Ve shodé stim byl v praci Webbera pokles adhezivity leukocytl po lécbé

statinem vyraznéjsi, nez pokles exprese integrint (51).
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Expresi adhezivnich molekul jsme v nasi praci hodnotili na lymfocytech, monocytech
i granulocytech; je zajimavé, ze vysledky ziskané vySetfenim téchto leukocytarnich
subpopulaci byly velmi podobné. Po lécbé atorvastatinem mély zmeény exprese
jednotlivych molekul na lymfocytech, monocytech i granulocytech podobnou velikost;
také rozdily exprese téchto molekul mezi pacienty a kontrolami byly na jednolivych
leukocytarnich subpopulacich obdobné. VétSina dosavadnich praci studovala
predev§im monocyty (51, 93, 95, 97), zfejmé proto, Ze jsou prekurzorem makrofagu

a posléze pénovych bunék, a jejich vyznam v rozvoji aterosklerézy je zdanlivé

granulocyty. T-lymfocyty hraji ulohu predevSim v regulaci imunitnich reakci uvnitf
aterosklerotickych platud; jejich zastoupeni mezi ostatnimi typy bunék dosahuje 10-
20%, a jsou ve zvySené mife lokalizovany ve vulnerabilnich oblastech platu (45, 46).
Granulocyty se pak pfedev§im podileji na rozvoji tkanového poskozeni béhem
ischemie a reperfuze v pribéhu akutnich aterotrombotickych pfihod (99). Vyznam
lymfocytd, monocytl i granulocytl pro rozvoj aterosklerézy a jejich komplikaci je tedy
navzajem srovnatelny. Nase vysledky ukazuji, ze tyto leukocytarni subpopulace jsou
také podobné ovlivnény hyperlipidémii a Ze obdobné reaguji na hypolipidemickou

Iécbu.

Na rozdil od leukocytarni exprese adhezivnich molekul byly pfi hyperlipidémii sérové
koncentrace endotelialnich aktivaénich markerl zvySeny jen nekonstantné (pouze
zvySeni ICAM-1) a hypolipidemickou léébou nebyly ovlivnény vibec. Tento nalez
mGze byt na prvni pohled prekvapivy, protoze uloha endotelu v regulaci
transendotelialni migrace leukocytl je zcela nepochybna (35, 36), a ICAM-| a E-
selektin jsou hlavni molekuly, které se na tomto procesu podileji (52, 53, 44). VWF je
protein uvolfiovany endotelialnimi burikami, ktery podporuje adhezi a agregaci
trombocyti (100, 108). Experimentalni prace také prokazaly zvyseni exprese

cytoadhezivnich molekul endoteliainimi buflkami pod vlivem aterogennich
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lipoproteinG a pokles jejich exprese v plsobenim nékterych hypolipidemik (101,
102). Pfimé vySetiovani endotelidinich bunék (na rozdil od leukocytl) je vSak
v klinickych podminkach prakticky nemozné, a jako nepfimého ukazatele se proto
pouziva stanoveni koncentrace endotelidlnich molekul v krvi. ZvySena koncentrace
endotelialnich cytoadhezivnich molekul a vWF v krvi byla pozorovana u osob
s hyperlipidémii nebo s jinymi rizikovymi faktory aterogeneze, a hypolipidemicka
lé&ba vedla k jejich poklesu (90, 91, 100, 103, 104). Zmény pozorované u pacientl
véak obvykle nejsou pfili§ vyrazné (90, 91, 104), a nékteré prace zmény sérovych
koncentraci cytoadhezivnich molekul u osob s hyperlipidémii neprokazaly vibec
(105, 106). VySetieni sérovych koncentraci vak neni pfili§ citivym ukazatelem jejich
endotelidini exprese, coz je ziejmé hlavni pfic¢ina negativniho vysledku prace nasi i
nékterych dalSich autorll i ¢astecné diskrepance experimentalnich a klinickych

pozorovani.

Je zajimavé, Zze zmény v expresi adhezivnich molekul po lé¢bé nekorelovaly se
zménami koncentrace lipid(; to naznaduje, Ze Udinek atorvastatinu na leukocyty by
mohl byt zprostredkovan pfimym, na lipidech nezavislym mechanismem. Podobny
pokles leukocytarnich adhezivnich molekul byl v§ak pozorovan také po snizeni
cholesterolu LDL-aferézou (93, 97), a v pfipadé této nefarmakologické lécby nelze
jeji ucinek vysvetlit jinak, nez poklesem cholesterolu. Je tedy ziejmé, snizeni exprese
leukocytarnich adhezivnich molekul po hypolipidemické léébé mlze byt vysvétleno
samotnym sniZzenim koncentrace cholesterolu. Také nalez zvy$ené exprese
cytoadhezivnich molekul u osob s hypercholesterolémii svéd¢i pro piimé ovlivnéni
leukocytarnich funkci hladinami plazmatického cholesterolu. Na druhé strané
vysledky nékterych experimentalnich praci ukazuji, Ze statiny maji také pfimy, na
lipidech nezavisly G€inek na expresi leukocytarnich adhezivnich molekul (51, 92, 95).
Tento pfimy uUcinek statin( je davan do souvislosti s inhibici syntézy intracelularnich

izoprenoidul) a naslednou blokadou faktoru (NF)-x-B, interferenci se signalni cestou
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Rho/Rho-kinazy a ovlivnénim cytoskeletonu (92, 107). Je tedy pravdépodobné, zZe
vliv statinl na leukocytarni cytoadhezivni molekuly ma jak slozku zavislou na

hypolipidemickém ucinku, tak na tomto pGsobeni nezavislou.

Zaver

U pacientt s hyperlipidémii byla zvy$ena leukocytarni exprese vétsiny studovanych
cytoadhezivnich molekul, a lé¢ba atorvastatinem vedla k vyznamnému poklesu jejich
exprese. Do jaké miry se tento nové prokazany ucinek podili na antiaterogennimu
plsobeni hypolipidemické lé¢by, neni dosud jasné. Lze v§ak predpokladat, ze pokles
exprese leukocytarnich adhezivnich molekul maze pfispivat k snizeni zanétlivé
infiltrace a zvySeni stability aterosklerotickych platt. Definitivni odpovéd na otazku,
zda se tento U€inek na leukocyty podili na snizeni kardiovaskularniho rizika u

pacientl lé¢enych statiny, v§ak mohou pfinést pouze rozsahlejsi klinické studie.

46



Kontrolni soubor Pacienti Pacienti
pred lécbou po lécbé

Pocet 29 27
Pohlavi (muzi/Zzeny) 9/20 8/19
Vék [rokd] 47,8 £6,5 523+ 11,5
BMI [kgm?] 25,2+ 3,4 26,7 +4,3
Hypertenze 6 (21%) 9 (33%)
Kouteni 5 (17%) 9 (33%)
TC [mmol/l] 5,14 £ 0,72 8,59 +1,60° 587 +1,12%
LDL-C [mmol/I] 2,99 + 0,64 6,20 + 1,392 3,67 0,94
HDL-C [mmol/I] 1,61 +0,32 1,63 0,32 1,61+0,33
TG [mmol/l] 1,21 £ 0,66 1,67 +0,63° 1,33 +£0,37"
ICAM-1 [mg/I] 405 + 126 479 +136° 495 +136
E-selektin [mg/I] 56,3 + 36,0 58,5 + 38,3 59,4 + 34,5
VWF [U/ml] 0,99 + 0,89 0,84 + 0,42 0,99 + 0,47

Tabulka 4.1. Vstupni charakteristika a hladiny lipidd a cytoadhezivnich molekul u
vySetfenych osob

BMI —index télesné hmotnosti, TC — celkovy cholesterol, TG - triglyceridy, HDL-C -
HDL-cholesterol, LDL-C - LDL-cholesterol, VWF — von WillebrandQv faktor.
Hypertenze a koufeni jsou uvedeny jako absolutni pocet (v zavorce procentni podil)
hypertoniku, resp. kuiaka.

% p<0,001, ® p<0,01, ® p<0,05 pacienti vs. kontroly
*p<0,001, Y p<0,01, * p<0,05 pacienti pfed lébou vs. po léébé
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Kontrolni soubor Pacienti Pacienti
pred lé€bou po léébé

LFA-1

Lymfocyty 80,7 + 28,3 80,8 £ 20,7 58,8 +21,3"

Monocyty 159 £ 55 151 £ 26 113+ 33"

Granulocyty 36,2+ 10,3 354 +6,6 260+7,3"
Mac-1

Lymfocyty 2,33 +1,58 560+ 3,58° 542 +295

Monocyty 21,8+ 13,3 52,5+259°2 64,8 + 21,7

Granulocyty 23,2+13,6 52,3+251° 62,5+ 17,1
CD18

Lymfocyty 18,1+6,2 256+12,1° 200+75°

Monocyty 456 + 16,2 650+ 31,4° 50,2+136"

Granulocyty 23,0+ 10,2 354+17,7° 276+96°
VLA-4

Lymfocyty 20,7 +4,0 246+56° 21,5+5,1%

Monocyty 32,0+10,4 348+7,8 30,5+83°
L-selectin

Lymfocyty 315162 411 +153° 385+119°2

Monocyty 368 + 83 488 + 179 ° 411 £ 145

Granulocyty 291+ 96 453 + 177° 354 + 134

Tabulka 4.2. Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul u vy$etfenych osob

Exprese cytoadhezivnich molekul na povrchu lymfocytl, monocytl a granulocyt( u
zdravych osob a u pacientd s hypercholesterolémii pied lé¢bou a po léébé
atorvastatinem. Vysledky (v arbitrarnich jednotkach fluorescence) jsou uvedeny jako
pramér + SD. Exprese molekuly VLA-4 na granulocytech nebyla prakticky
detekovatelna a neni proto uvedena; exprese molekuly Mac-1 na lymfocytech byla
velmi nizka a vyznam méfeni je timto ¢asteéné omezen.

?p<0,001, ® p<0,01, ® p<0,05 pacienti vs. kontroly
*p<0,001, ¥ p<0,01, ? p<0,05 pacienti pfed lé&bou vs. po Ié&bé
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Obrazek 4.1
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Obrazek 4.1. VySetreni leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Exprese jednotlivych cytoadhezivnich molekul byla méfena pratokovou cytometrii,
pomoci jednostupfiového barveni monoklonalnimi protilatkami. a) Populace
lymfocytd (Ly, monocyth (Mo a granulocytd (Ne) byly identifikovany podle rozptylu
svétla v pfimém sméru (FSC, forward scatter) a v pravém thlu (SSC, side scatter). b)
Exprese antigenll byla vyjadfena jako tzv. specificka flurescence (Fspec), ktera je
vypoctena jako rozdil celkové fluorescence bunék oznacenych pfisludnou protilatkou
(Fiot) @ nespecifické fluorescence bunék oznaéenych kontrolni protilatkou (Fpgd);
fluorescence je uvedena v arbitrarnich jednotkach. Na tomto obrazku je uveden
priklad vySetieni molekuly CD18 na povrchu lymfocytl; ¢erna ¢ara — pacient pfed
léCbou, Seda Cara — pacient po lé¢bé, plna plocha — vzorek oznaceny nespecifickou
protilatkou.
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Obrazek 4.2. Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul u vySetfenych osob

Exprese cytoadhezivnich molekul na povrchu lymfocytd (levy sloupec), monocytl
(prostfedni sloupec) a granulocytt (pravy sloupec) u zdravych osob (kolecka) a u
pacientd s hypercholesterolémii pfed lécbou (pIné ctverecky) a po 1écbé
atorvastatinem (prazdné ctverecky). Data jsou zobrazena jako primér + SD a jako
individualni hodnoty; hodnoty jsou uvedeny v arbitrarnich jednotkach fluorescence.
Exprese molekuly VLA-4 na granulocytech nebyla prakticky detekovatelna a neni
proto uvedena (ND = neméfitelné hodnoty); exprese molekuly Mac-1 na lymfocytech
byla velmi nizka a vyznam méreni je timto ¢astec¢né omezen.

Hladiny vyznamnosti jsou uvedeny u jednotlivych graft; NS = nesignifikantni rozdil.
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S

METALOPROTEINAZA PAPP-A

Sérové koncentrace metaloproteinazy PAPP-A u pacientu s hypercholesterolémii:

vliv Iééby atorvastatinem
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Uvod

Minuld desetileti pfinesla vyraznou zménu v pohledu na proces vzniku a vyvoje
aterosklerézy i na patogenezi akutnich ischemickych pfihod (pfedevsim pfihod
koronarnich). Do nedavné doby jesté prevladal predpoklad, Ze vyvoj
aterosklerotickych 1ézi je pomaly, postupné a celkem stabilné probihajici proces, a
Ze akutni aterotromboticky uzavér tepny se rozviji jako komplikace pokrocilych,
hemodynamicky velmi zavaznych sten6z. Posuzovani zavaznosti aterosklerotického
postizeni se proto vychazelo predev§im z angiografického hodnoceni velikosti
aterosklerotickych 1ézi a diagnostika akutnich koronarnich pfihod se opirala o
elektrokardiografické projevy ischémie a biochemické ukazatele nekrézy myokardu.
NovéjSi poznatky vSak jednoznacéné ukazuji, Ze rozvoj akutnich aterotrombotickych
piihod pfili§ nezavisi na velikosti stendézy (109), ale na mnozstvi dalSich faktorq,
které souhrnné urcuji tzv. stabilitu platu. Stabilni platy jsou charakteristické silnym
vazivovym krytem platu, menSim lipidovym jadrem a nizkym pocétem a aktivitou
zanétlivych bunék. Nestabilni platy naopak maji tenky fibrézni kryt, velké lipidové
jadro a vysokou miru zanétlivé infiltrace a aktivity (110). VSechny tyto faktory vedou
k nizké mechanické pevnosti nestabilnich platl, které jsou nachylné
k mechanickému poskozeni (eroze, fisurace, ruptura) a nasledné trombéze — a to i

v pfipadé, Ze plat samotny nepusobi hemodynamicky vyznamnou stenézu (18).

S rozvojem ucinnych metod Ié¢by akutnich koronarnich syndrom( vyvstala velmi
naléhava potfeba novych diagnostickych test(, které by pomohly rozpoznat i velmi
Casna stadia koronarnich pfihod — dfive nez dojde k rozvoji myokardialni nekrozy.
Vzhledem k vyraznému podilu rlznych typl bunék na destabilizaci platu je pfi
hledani vhodnych diagnostickych marker( vénovana velka pozornost pravé riiznym

molekulam, které maji souvislost se zanétlivou, proliferativni nebo naopak
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proteolytickou aktivitou v oblasti platu (111, 112, 113). Mezi témito molekulami je v

poslednich nékolika letech vénovana pozornost také metaloproteinaze PAPP-A.

Zvy$ené mnoZstvi PAPP-A (akronym ,pregnancy-associated plasma protein-A®) bylo
vnedavné dobé nekropticky prokazano v nestabilnich a erodovanych
aterosklerotickych lézich (114) a téz (experimentainé) v cévni sténé& poSkozené
balénkovou angioplastikou (115). Ve stejné dobé bylo také zjisténo, ze koncentrace
PAPP-A v krvi jsou vyrazné zvySeny u pacient( s nestabilni anginou pectoris nebo s
akutnim srde¢nim infarktem (114, 116). Tato pozorovani vedla k pfedstavé, zZe
PAPP-A néjakym zplsobem odrazi nestabilitu aterosklerotickych plati a ze by se

tato molekula mohla tudiz stat novym markerem akutnich koronarnich syndroma

(113).

Hypercholesterolémie je vyznamnym rizikovym faktorem aterogeneze a mnoha
mechanismy ovliviiuje v8echna stadia vyvoje aterosklerotickych plata, véetné jejich
stability. LéCba hyperchlesterolémie také vyrazné sniZuje riziko rozvoje akutnich
koronarnich pfihod; tento pokles rizika je provazen snizenim hladiny rGznych
markerll zanétu a aktivace endotelu (83, 90, 117). Vztah mezi koncentraci PAPP-A a
hladinami lipidu véak dosud popsan nebyl. Cilem této prace proto bylo zjistit, jestli
koncentrace PAPP-A jsou vy$$i u pacientl s hypercholesterolémii nez u osob bez
hyperlipidémie a jestli hypolipidemicka Ié¢ba atorvastatinem vede k poklesu jejich

hodnot.
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Metody

Vysetrené skupiny osob a usporadani studie

Do studie jsme zarazovali pacienty s t&Zkou hypercholesterolémii (TC >7,0 mmol pfi
dietni 1é&bé); pacienti byli bez hypolipidemické |&&by alespon 4 tydny pfed vstupnim
vySetienim. Ze studie byly vylou¢eny osoby s ICHS nebo jinymi klinickymi projevy
aterosklerozy, stézsi hypertriglyceridémii (TG >4,5 mmol/l), sekundarnimi

hyperlipidémiemi, diabetem mellitem, malignitami a dal$imi zavaznymi chorobami.

Do kontrolni skupiny byly zafazovany osoby bez hyperlipidémie (TC <6,0 mmol/l, TG
<2,0 mmol/l), bez klinickych projevl aterosklerézy a bez dalSich zavaznych chorob;
pritomnost arterialni hypertenze nebyla piekazkou pro zafazeni do skupiny pacienttl

ani do kontrolniho souboru.

Pacienti byli 1éCeni atorvastatinem (Sortis, tbl 20mg 1x denné vecer) po dobu 10-12
tydnG. VySetieni byla provedena pred zacatkem a po ukonéeni léCby; osoby

z kontrolniho souboru byly vySetfeny jednorazove.

Laboratorni vysetreni

Odbeér krve pro laboratorni vySetieni byl provadén rano, po celonoé¢nim laénéni (12-
14 hodin). Séra byla po odbéru uschovana pfi teploté —85°C. Koncentrace PAPP-A a
CRP (,vysoce senzitivni* stanoveni - high-sensitivity CRP, hsCRP) v séru byly
stanovovany imunometricky (kity PAPP-A a us-CRP, Cezanne, Francie) metodou
.time resolved amplified cryptate emision technology* (TRACE) na pfistroji Kryptor
(Cezanne, Francie). Zakladni laboratorni vy$etieni véetné sérové koncentrace
celkového a HDL-cholesterolu, triglyceridii byla provadéna rutinni metodikou pomoci

automatickych analyzatord. Koncentrace LDL- cholesterolu byla vypogitana pomoci
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Friedewaldovy rovnice. Jako ukazatele bezpeé&nosti I€Eby byly stanovovany hodnoty

jonttl, urey, kreatininu, transaminaz, LDH a kreatinfosfokinazy.

Statistické zpracovani

Vysledky jsou uvadény jako primér + SD. Vyznamnost rozdili koncentraci CRP a
PAPP-A mezi skupinami byla hodnocena Mann-Whitneyho U-testem; vyznamnost
zmén po lécbé byla hodnocena Wilcoxonovym parovym testem. Rozdily v dalSich
parametrech byly hodnoceny Studentovym t-testem. Vzajemna zavislost mezi
jednotlivymi proménnymi byla posuzovana pomoci Spearmanova korelacniho

koeficientu.

Vysledky

Do studie bylo zafazeno 29 pacientd s hypercholesterolémii a 27 zdravych osob z
kontrolniho souboru. VSichni zafazeni pacienti studii dokongili; primérna doba lécby
byla 89 + 8 dni. LéCba byla dobfe tolerovana; béhem studie se nevyskytly zavazné
nezadouci UCinky ani vyznamné zmény v laboratornich ukazatelich bezpeé&nosti

léCby (poznamka — jedna se o stejné soubory vysetienych osob, jako v kapitole 4).

Zakladni charakteristiky obou sledovanych skupin jsou uvedeny v tabulce 5.1.
Skupiny byly srovnatelné pokud jde o vék, pohlavi a index télesné hmotnosti. Podil
hypertonikil a kufakd byl ponékud vy$$i mezi pacienty neZ v kontrolni skupiné, ale

rozdily nebyly statisticky vyznamné.

Hladiny celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a triglyceridQ byly vyznamné vy$si

ve skupiné pacientl nez v kontrolnim souboru; hodnota véech téchto parametrl se
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po Iécbé atorvastatinem vyznamné sniZila (tabulka 5.1). Koncentrace HDL

cholesterolu byla v obou skupinach obdobna a nebyla Ié€bou ovlivnéna.

Koncentrace PAPP-A u pacientll pfed Iébou byla vyznamné vy$si nez u
normolipidemickych osob (tabulka 5.1, obrazek 5.1). Po Ié¢bé atorvastatinem doslo
k mirnému poklesu koncentrace PAPP-A, ktery vSak nebyl statisticky vyznamny.
Obdobné byla u pacient(i zvySena téz koncentrace CRP, na rozdil od PAPP-A vSak
byl po |écbé patrny vyrazny a statisticky vyznamny pokles jeho hodnot (tabulka 5.1,
obrazek 5.2). Mezi koncentracemi CRP ani PAPP-A a hladinami lipidt nebyly patrné

vyznamné korelace.

Diskuse

Nase studie je prvni praci, ktera ukazala, ze koncentrace PAPP-A v krvi jsou zvySeny
u pacientl s hypercholesterolémii, ktefi nemaji klinické projevy aterosklerozy.
SouCasneé se jedna o prvni praci, ktera studovala souvislost mezi PAPP-A a

rizikovymi faktory aterogeneze.

PAPP-A byl ptivodné objeven v séru téhotnych Zen (118). PAPP-A je produkovan
placentou; v téhotenstvi jeho hladiny vyrazné stoupaji a stanoveni sérovych
koncentraci PAPP-A je uzivano v prenatalni diagnostice Downova syndromu (119,
120). Teprve nedavno byl PAPP-A prokazan v tkanich mimo reprodukéni trakt (121,
122); mimo téhotenstvi jsou jeho koncentrace v krvi u o nékolik fad nizsi, nez

v gravidité (123).

Fyziologicky vyznam PAPP-A byl dlouho nejasny a byl ¢asteéné objasnén teprve
v poslednich nékolika letech. PAPP-A je metaloproteinaza s vysokou substratovou

specifitou, ktera v tkanich $tépi vazebny protein 4 pro IGF-1 (IGFBP-4) (121).
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Degradaci IGFBP-4 dochazi k uvolfiovani IGF-I z vazby na tento protein a nasledné
k zvySeni koncentrace volného IGF-I a k zvy$eni jeho tkariového ucinku. PAPP-A
tedy ziejmé plsobi jako lokalni regulator aktivity IGF-1 a muZe se tim podilet na
fizeni proliferativnich déji v tkanich. Nalez zvy$ené exprese PAPP-A v nestabilnich
platech (114) spolu se zvySenim jeho koncentrace v krvi u osob
s hypercholesterolémii a s koronarni aterosklerézou (114, 116) svédCi pro to, Ze

pUsobeni této proteazy je vyznamné i z klinického hlediska.

Dosud byly publikovany tfi prace, které studovaly souvislost mezi sérovymi
koncentracemi PAPP-A a aterosklerézou. Bayes-Genis se spolupracovniky (114)
Zjistili, Ze hladiny PAPP-A jsou u osob s akutnim infarktem myokardu a s nestabilni
anginou pectoris vyrazné vyssi, nez u kontrolnich osob (20,6 mIU/I a 14,9 mIU/I proti
7,4 miU/l). Podobné Denktas se spolupracovniky (116) pozorovali zvySeni hladin
PAPP-A u osob akutnimi koronarnimi syndromy (7,1 mlU/l) ve srovnani se zdravymi
osobami (5,5 mlU/l). Quin se spolupracovniky pak podrobnéji studovali vyvoj
koncentraci PAPP-A u pacientl s akutnim infarktem myokardu v ¢asovém rozmezi 1-
72 hodin od vzniku pfihody (124). U vétSiny pacientl prokazali vzestup koncetrace
PAPP-A v souvislosti s koronarni pfihodou; mezi jednotlivymi pacienty vSak byly
velké rozdily v ¢asovém pribéehu i velikosti zmén koncentrace tohoto ukazatele. Na
zakladé vSech téchto vysledkl byla formulovana domnénka, Ze plsobeni PAPP-A
souvisi s nestabilitou alterosklerotickych plati a Ze by stanoveni jeho sérovych

koncentraci mohlo byt vyuZivano v diagnostice akutnich koronarnich syndromui.

V nasi studii jsme v8ak prokazali vyznamné zvyseni koncentraci PAPP-A u jinak
zdravych osob s hypercholesterolémii, navzdory nepfitomnosti klinickych projevi
aterosklerézy. Je tedy pravdépodobné, Ze zvySeni PAPP-A nesouvisi pouze
s pfitomnosti nestabilnich platd a klinicky manifestni aterosklerézy, ale odrazi zfejmé
téz pfitomnost jejich casnéjsich, klinicky dosud asymptomatickych stadii.

Interpretace vysledki méfeni PAPP-A vséru je vSak zatim obtizna: Hodnoty,
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referované skupinami Bayes-Genis a Denktase pro pacienty s akutnimi koronarnimi
syndromy se vyznamné li§i, a naopak hodnoty, které jsme sami pozorovali u
zdravych osob s hypercholesterolémii jsou velmi podobné hodnotam, které
pozorovali Denktas s kolegy u osob s akutnimi koronarnimi syndromy. Pro tuto
diskrepanci zatim neni uspokojivé vysvétleni; je vSak zfejmé, Ze pripadnéemu
klinickému vyuziti PAPP-A jako markeru aterosklerézy bude muset pfedchazet

mnozstvi podrobnéjSich klinickych i laboratornich studii.

Lééba atorvastatinem nevedla k vyznamnéjSimu poklesu koncentraci PAPP-A,
navzdory vyraznému snizeni hladin lipidad. To je v kontrastu k vyraznému poklesu
koncentraci CRP, ktery jsme v nasi studii zaznamenali: U pacient( pred lé¢bou byly
hladiny CRP ve srovnani s kontrolnimi osobami dvojnasobné, a Ié€ba atorvastatinem
vedla k jejich poklesu o 27%. Také pro tuto diskrepanci je obtizné najit vysvétleni.
Zvyseni koncentraci PAPP-A u pacientl s akutnimi koronarnimi syndromy a zvy$eni
jeho exprese v nestabilnich platech by mohlo svéd¢it pro u€ast PAPP-A na
zanétlivych slozkach procesu aterogeneze. Zanétliva infiltrace platu i sérové
ukazatele zanétu se snizuji jiz v kratké dobé po snizeni lipidd, a obdobnou dynamiku
by tedy zdanlivé bylo mozno ocekavat také v pripadé PAPP-A; vysledky nasi studie
vSak tento predpoklad nepodporuji. OdliSnou dynamiku PAPP-A a ,zanétlivych"
ukazatell I1ze nejsnaze vysvétlit pravdépodobnym mechanismem pusobeni PAPP-A.
Jak bylo uvedeno vySe, PAPP-A se ziejmé podili na regulaci proliferativnich dé&ja;
pfima prozanétliva aktivita PAPP-A v experimentalnich podminkach pozorovana
nebyla. V oblasti patofyziologie cévni stény byla prokazana zvysSena exprese PAPP-
A v disledku mechanického poskozeni cévni stény, coz nasvédéuje jeho udasti na
reparativnich procesech (115). Tento uc¢inek PAPP-A zfejmé souvisi s jeho regulaéni
ulohou v systému IGF-I. IGF-1 stimuluje proliferaci a migraci hladkych svalovych
bunék cévni stény (125), a nadprodukce IGFBP-4 v cévni sténé vede k hypoplazii

hladkych svalovych bunék, zplsobené blokadou plsobeni IGF-1 (126). PAPP-A
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naopak pusobi — prostfednictvim proteolytické degradace IGFBP-4 — zvyseni lokalni
koncentrace volného IGF-I (115, 121); tim se muze podilet na proliferativnich
procesech v aterosklerotickych platech. Vyrazné zvySena exprese PAPP-A
v nestabilnich platech zifejmé odrazi vystupfiovanou reparativni aktivitu, ktera je
dusledkem vystupfiované degradace extracelularni matrix v téchto platech; mirné
zvvy$ené hladiny PAPP-A u osob s hyperlipidémii pak mohou odpovidat proliferativni
aktivité subklinickych aterosklerotickych lézi. Zavislost proliferativnich dé&ja na
zménach koncentraci sérovych lipidd vS8ak muize byt zcela odliSna od reakce
ukazateld zanétu; zcharakteru téchto déju lze usuzovat na spiSe pomalejsi
dynamiku zmén. Je proto mozné, Ze trvani hypolipidemické lé¢by v nasi studii bylo
pfili§ kratke na to, aby pokles koncentrace lipidG v krvi umoznil rozvoj vyraznéjsich

zmén v hladinach PAPP-A.

Zaver

Vysledky této studie ukazuji, ze koncentrace PAPP-A v krvi jsou zvy$eny u pacient
s hypercholesterolémii, ktefi nemaji klinické projevy aterosklerézy. Zvysené
koncentraci PAPP-A tedy zfejmé& nejsou pouze ukazatelem nestability
aterosklerotickych plata, jak naznacuji dosavadni prace, ale také odrazem
pfitomnosti subklinickych stadii ateroskler6zy u osob hyperlipidémii. Hypolipidemicka

leCba atorvastatinem vSak nevedla k vyraznéj§imu poklesu koncentraci PAPP-A.
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Kontrolni soubor Pacienti Pacienti

pred lécbou po lécbé
Pocet 29 27
Pohlavi (muZzi/zeny) 9/20 8/19
vek [rokd] 47,8 +6,5 52,3+ 11,5
BMI [kgm ] 252+3,4 26,7 + 4,3
Hypertenze 6 (21%) 9 (33%)
Koureni 5 (17%) 9 (33%)
TC [mmol/l] 5,14 +0,72 8,59 +1,60° 587 +1,12”
LDL-C [mmol/l] 2,99 + 0,64 6,20 + 1,392 3,67 £0,94*
HDL-C [mmol/l] 1,61+0,32 1,63 +0,32 1,61+0,33
TG [mmol/l] 1,21+ 0,66 1,67 +0,63° 1,33 £0,37Y
PAPP-A [mU/[] 6,50 + 2,54 8,02+ 1,86° 7,67 +1,89
CRP [mg/I] 1,11 +1,10 221+1,72° 1,63 + 1,657

Tabulka 5.1. Vstupni charakteristika a hladiny lipidi, PAPP-A a CRP u vySetienych
osob

BMI — index télesné hmotnosti, TC — celkovy cholesterol, TG — triglyceridy, HDL-C -
HDL-cholesterol, LD-C - LDL-cholesterol, CRP — C-reactivni protein; hypertenze a
koufeni jsou uvedeny jako absolutni pocet (v zavorce procentni podil) hypertonikd,
resp. kuraku.

2 p<0,001, ® p<0,01, © p<0,05 pacienti vs. kontroly
*p<0,001, Y p<0,01, ? p<0,05 pacienti pfed Iécbou vs. po 1éEbé
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Obrazek 5.1. Kontrace PAPP-A v kontrolnim souboru (kolecko) a u pacientl s
hypercholesterolémii pfed lécbou (plny CctvereCek) a po 12 tydnech [éCby
atorvastatinem (prazdny ¢tverecek). Data jsou zobrazena jako individualni hodnoty a

jako priimer + SD.
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Obrazek 5.2. Kontrace CRP v kontrolnim souboru (kolecko) a u pacientd s
hypercholesterolémii pred lécbou (plny d&tvereCek) a po 12 tydnech IéEby
atorvastatinem (prazdny ¢tverecek). Data jsou zobrazena jako individualni hodnoty a
jako primer + SD.
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6

MIKROVASKULARNI REAKTIVITA

Mikrovaskularni reaktivita u pacienta s hyperlipidémii a diabetem:

vliv hypolipidemické lécby
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Uvod

Endotelialni dysfunkce je v souasné dobé povaZovana za prvni stadium vyvoje
aterosklerozy, které Ize prokazat dlouho pfed rozvojem morfologicky prokazatelnych
aterosklerotickych lézi (62). Provazi vSak proces aterogeneze i v jeho pozdéjSich
stadiich a podili se téZ na rozvoji akutnich aterotrombotickych pfihod. Bylo
prokdzano, Ze osoby sendotelidini dysfunkci maji zvySené riziko rozvoje
kardiovaskularnich pfihod (127, 128, 129). Proto je v sou¢asné dobé rozvoji metod
pro hodnoceni endotelialni dysfunkce v klinické praxi vénovano znacné vyzkumné

uasili.

Jednim z hlavnich projevu endotelidlni dysfunkce je porucha tepenné vazodilatace
zavislé na endotelu. Pfi vySetfovani vazodilatace zavislé na endotelu se méfi zména
prasvitu tepny v odpovéd na vazodilataéni podnéty, které pusobi prostiednictvim
endotelu; pfi endotelialni dysfunkci je vazodilatace po téchto podnétech omezena,
nebo dochazi dokonce k paradoxni vazokonstrikci. Cévni reaktivita se obvykle
vySetfuje na arteria brachialis (130, 131, 132); méné Casto se k méfeni vyuziva
angiografie, ktera vSak umozZrfiuje vysSetiit i dalSi tepenna povodi, predevsim
koronarni tepny (128, 129). Jako vazodilatacéni podnét se plvodné pouzivala
intraarterialni aplikace raznych latek pfimo do povodi vySetfované tepeny. Vzhledem
k invazivnosti tohoto zpusobu aplikace se vSak (alespon pfi vySetfovani
koncCetinovych tepen) v souCasné dobé k vyvolani vazodilatace obvykle pouziva
zvySeni prutoku krve tepnou, vyvolané prechodnou ischémii (tvz. flow-mediated

vasodiation, FMD) (130, 132).

Vysetfovani endotelialni dysfunkce vySe uvedenym zplUsobem je velmi naro¢né na
Cas, pristrojové vybaveni a standardizaci vySetfovaciho postupu; v mnoha

modifikacich se také jedna o vysetfeni invazivni. Proto jsou studovany a rozvijeny

66



nové metody, které by umoznily endotelialni dysfunkci posoudit jednodudSim a
zplusobem. V nedavné dobé byla vyvinuta metoda vysetfeni mikrocirkulace pomoci
laser-dopplerovského méfeni pratoku krve kapilarami (vySetfeni mikrovaskularni
reaktivity, MVR) (133, 134). Tato metoda byla zatim vyuzivana predevs$im k vySetieni
mikrocirkulace u pacientt s diabetem, ale téz k sledovani funkéniho stavu tkani napf.
v tranplantacni chirurgii nebo gastroenterologii a v mnoha oblastech v experimentu
na zvifatech. U pacientl s hyperlipidémii nebo s klinicky manifestni ateroskler6zou
v8ak byla MVR studovana zatim jen zcela ojedinéle (135, 136, 137). V nasi praci
jsme proto vySetiili MVR u pacientl s hyperlipidémii, ktefi neméli klinické projevy
aterosklerézy, u osob s ischemickou chorobou srde¢ni a u kontrolniho souboru
zdravych osob. Vysledky jsme dale srovnali s nalezy u nékolika skupin diabetikd,
ktefi byli jiz dfive vySetfeni na nasem pracovisti. U pacientl s hypercholesterolémii
jsme dale studovali vliv hypolipidemické Iécby atorvastatinem a u pacientl s ICHS

ucinek lé¢by LDL-aferézou.

Metody

Vysetrené skupiny osob

Pacienti s hypercholesterolémii bez klinickych projevi aterosklerézy, (skupina HLP,).
Do této skupiny jsme zarazovali pacienty s téZkou hypercholesterolémii (TC >7,0
mmol pii dietni |eé&bé&); pacienti byli bez hypolipidemické Ié€by alespori 4 tydny pred
vstupnim vySetfenim. Ze studie byly vylou¢eny osoby s ICHS nebo jinymi klinickymi

projevy aterosklerézy, s té€zsi hypertriglyceridémii (TG >4,5 mmol/l), sekundarnimi

hyperlipidémiemi, diabetem mellitem, malignitami a dal$imi zavaznymi chorobami.

Pacienti s hypercholesterolémii a ICHS (skupina HLPcns). V této skupiné byl

zarazovani pacienti, ktefi méli hyperlipidémii nedostate¢né kompenzovanou pfi
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konzervativni 1é€bé a soucasné téZkou, revaskularizaci nefeSitelnou ICHS.
Podminkou pro zarazeni do studie byla koncentrace celkového cholesterolu >5,0
mmol/l nebo LDL-cholesterolu >3,0 mmol/l pfi zavedené terapii. Tito pacienti méli
sout¢asné ICHS s namahovou anginou pectoris; v minulosti mohli ale nemuseli
prodélat AIM a / nebo revaskularizaci (PTCA nebo koronarni bypass). Posledni
provedena koronarografie vS8ak musela vylu¢ovat provedeni (dalsi) revaskularizace.
Nezarazovali jsme pacienty obézni (BMI >30,0), s dekompenzovanou hypertenzi (TK
>160/100), téZkou kardidlni insuficienci (EF<0,30), diabetiky léc¢ené inzulinem a

kuraky.

Pacienti s diabetem mellitem. Do studie jsme zaradili téz pacienty s diabetem
mellitem 1. a ll. typu (skupiny DM1 a DM2); kazda z téchto skupin byla dale rozdélena
na podskupiny bez retinopatie (DM1, a DM2;) a s lehéi retinopatii (DM1gne a
DM2gnp). Pacienti s proliferativni  retinopatii, dekompenzovanou hypertenzi,
symptomatickou ICHS a kufaci nebyli do téchto skupin zafazovani. Skupiny diabetikU

na nasem pracovisti vySetreny jiz dfive a podrobné vysledky byly publikovany (134).

Do kontrolni skupiny byly zafazovany osoby bez hyperlipidémie (TC <6,0 mmol/l, TG
<2,0 mmol/l), bez diabetu, bez klinickych projeva aterosklerézy a bez dalSich
zavaznych chorob; pfitomnost kompenzované arterialni hypertenze nebyla

pifekazkou pro zarazeni do této skupiny.

Zakladni charakteristiky jednotlivych skupin osob, zafazenych do této studie, jsou

uvedeny v tabulce 6.1.
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Lécba

Pacienti s hypercholesterolémii (skupina HLPg) byli Ié&eni atorvastatinem (Sortis, tbl
20mg 1x denné vecer) po dobu 10-12 tydnd. VySetieni byla provedena pied

zatatkem a po ukonCeni lé¢by.

Pacienti s hypercholesterolémii a ICHS (skupina HLP cns) byli zafazeni do programu
kratkodobé lecby LDL-aferézou; u kazdého pacienta byla provedena celkem ftfi
oSetfeni v tydennich intervalech. Pacienti byli vy$etfeni pfed lécbou, den po prvni a
den po tieti aferéze. Podrobnosti o Iécbé LDL-aferézou jsou uvedeny v pfislusné

kapitole.

Vysetreni mikrovaskularni reaktivity

Reaktivita koZni mikrocirkulace po stimulaci termalnim a ischemickym podnétem byla
vySetfovana na ventralni &asti pfedlokti. Vysetreni byla provadéna rano nalaéno, pfi
pokojové teploté; pfed vlastnim vySetfenim byly vySetfované osoby v klidu po dobu
pll hodiny. K méreni byl pouzit dvoukanalovy pfistroj PeriFlux PF4001 (Perimed,
Svédsko) s termostatickou jednotkou PeriTemp 4005 Heater. Sonda pfistroje byla ke
kazi fixovana naplasti; po 5 minutach stabiliza¢niho intervalu byl proveden klidovy
zaznam. Poté byla provedena tfiminutova okluze a.brachialis (manzetou tonometru
nafouknutou na tlak o 20 mmHg vy3s8i neZ systolicky TK pacienta). Po vyfouknuti
manzety byly zaznamenany zmény pratoku k posouzeni postokluzivni reaktivni
hyperémie (PORH). Po dal§im 5-minutovém stabilizaénim intervalu byla kozni teplota
zvy$ena na 44°C a proveden zaznam termalini hyperémie (TH). Hodnoty pratoku byly

zaznamenany v arbitrarnich tzv. perfuznich jednotkach (PU).

Na zakladé provedenych méfeni byly pro kazdy test vypodteny nasledujici

parametry: 1) maximalni perfuze jako rozdil nejvy$si dosazené hodnoty po stimulaci
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a bazalni hodnoty perfuze (PORHmax, THmax, vyjadieno v PU) a 2) rychlost

vzestupu perfuze po stimulaci (PORHmax/t, THmax/t, vyjadieno v PU.s™).

Laboratorni vySetreni a statistické zpracovani

Zakladni laboratorni vySetfeni véetné sérové koncentrace celkového a HDL-
cholesterolu, triglyceridd byla provadéna rutinni metodikou pomoci automatickych
analyzator(. Koncentrace LDL- cholesterolu byla vypogitana pomoci Friedewaldovy
rovnice. Jako ukazatele bezpecnosti 1€Cby byly stanovovany hodnoty iontd, urey,
kreatininu, transaminaz, LDH a kreatinfosfokinazy. Odbér krve pro laboratorni

vySetieni byl provadén rano, po celonoénim laénéni.

Vysledky jsou uvadény jako primér + SD. Vyznamnost rozdill mezi skupinami byla
hodnocena Mann-Whitneyho U-testem; vyznamnost zmén po |é¢bé byla hodnocena
Wilcoxonovym parovym testem. Vzajemna zavislost mezi jednotlivymi proménnymi

byla posuzovana pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu.

Vysledky

Srovnani parametri mikrovaskularni reaktivity mezi jednotlivymi skupinami.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 6.2. | pfes téZzkou hypercholesterolémii nebyly ve
skupiné HLPo hodnoty mikrovasklarni reaktivity snizené. Naopak, ve vSech
parametrech byly hodnoty vys$i nez v kontrolni skupiné (v pfipadé paramterli TH
statisticky vyznamné). U osob s hyperlipidémii a ICHS (skupina HLP,chs) byly
hodnoty MVR niz8i nez u kontrol — v pfipadé TH opét statisticky vyznamné. Ve

skupiné HLP, nebyla patrna vyraznéjsi souvislost (korelace) mezi parametry MVR a
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koncentraci lipidd nebo glukézy v séru, vékem a BMI. Ve skupingé HLP cus nebyly

vzhledem k nizkému poCtu zafazenych osob podobné analyzy provadény.

U pacientd s diabetem bez retinopatie byly hodnoty MVR prakticky normalni ve
skupiné DM1o a mirné snizené (proti kontrolnimu souboru) ve skupiné DM2,. V obou
skupinach pacientl s retinopatii (DM1gnp @ DM2gnp) byly hodnoty MVR vyrazné a

statisticky vyznamné snizené.

U diabetikG I. typu byla patrna negativni korelace mezi hodnotami PORHmax,
THmax a THmax/t (ale ne PORHmax/t) a sérovou koncentraci glukézy (r = -0,49, -
0,39 a-0,42, p = 0,001 — 0,007) a glykovaného hemoglobinu (-0,45, -0,41 a -0,43, p
= 0,002 — 0,005). u diabetikt Il. typu podobna souvislost zaznamenana nebyla.
V zadné ze skupin diabetikd také nebyl zji§tén vztah mezi MVR a vékem, BMI nebo

trvanim diabetu.

Vliv Ié¢by hyperlipidémie na mikrovaskularni reaktivitu

Viiv |é¢by atorvastatinem a LDL-aferézou na MVR u skupin HLPy, a HLP\cus je
uveden na obrazku 6.1. Ve skupiné HLP, vedlo podavani atorvastatinu k poklesu
celkového cholesterolu o 31 £+ 12% (z 8,59 + 1,60 na 5,87 = 1,12 mmol/l), LDL-
cholesterolu 0 40 + 14% (z 6,20 + 1,39 na 3,67 + 0,94 mmol/l) a triglyceridi o 14 +
31% (z 1,67 + 0,63 na 1,33 + 0,37 mmol/l); koncentrace HDL-cholesterolu se
nezménila. | pfes tento vyrazny pokles koncentraci sérovych lipidd se hodnoty MVR
prakticky nezménily; byl patrny jen nevyznamny trend ke zvySeni v parametrech

PORHmax/t a THmax/t.

Ve skupiné HLP,chs vedla Ié¢ba LDL-aferézou k poklesu celkoveho cholesterolu o 36

Two

+ 10% a LDL-cholesterolu o 46 + 13% (podrobné&;jsi udaje viz tabulka 7.2 v kapitole
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7). Bezprostiedné po provedeni obou aferéz bylo patrné uréité zlepseni ve véech

parametrech MVR (7-30%), které vSak nebylo statisticky vyznamné.

Diskuse

Hlavnim zjistenim nasi prace je skuteénost, Ze u pacientti s hypercholesterolémii bez
klinickych projevl aterosklerézy nebyla mikrovaskularni reaktivita (posuzovana laser-
dopplerovskou metodou) snizena, a Ze hypolipidemicka lééba atorvastatinem u

téchto pacientli neméla na parametry mikrovaskularni reaktivity vyraznéjsi vliv.

Praci, které by se zabyvaly podobnou problematikou, je dosud v literatufe velmi
malo. Khan (135) proved| studii u pacientl s hyperlipidémii a ischemickou chorobou
dolnich koncetin. Fluvastatin neved| u téchto pacientl k zlepSeni MVR zavislé na NO
(iotoféza acetylcholinu), a mirné zlepSeni NO-independentni MVR (aplikace
nitruprussidu sodného) bylo patrné pouze po delSi dobé stimulace. V jiné studii,
provedené u pacientld s hypercholesterolémii (137), vedla lécba fluvastatinem
k Gasnému a vyraznému zlepseni postichemické MVR (posuzované kapilaroskopii),
ale pouze k hraniénimu zlepSeni termalni MVR (posuzované laser-dopplerovskym
vySetienim) po delSi dobé lécby. Posledni publikovanou studii vtomto sméru je
prace Asbergova s atorvastatinem (136), provedena u pacientl po transplantaci
ledvin, ktefi méli mirnou hypercholesterolémii. a byli na imunosupresivni Ié¢bé
cyklosporinem. Mirné zlep$eni MVR (+17%) bylo zaznamenano po acetylcholinové
iontoforéze, ale ne po ischemické stimulaci (PORH). VSechny uvedené studie se od
nasi prace i od sebe navzajem v mnoha ohledech li§i, takze pfimé srovnani vysledki
je obtizné. Vseobecné vsak Ize fici, Ze zmény v MVR po hypolipidemické le€bé byly

vrozmezi od zadné zmény po nejvySe mirné zlepSeni. V nékterych pfipadech byl
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patrny trend k zlepseni, ktery nedosahly statistické vyznamnosti — zjevné predevsim

pro velkou variabilitu studovanych parametra.

Srovnani MVR u pacientd s hyperlipidémii s normolipidemickymi osobami bylo (mimo
nasi praci) provedeno pouze ve studii Khanové (135). V nasi studii méli pacienti
s hypercholesterolémii MVR zcela normalni (resp. dokonce vy$$i, nez kontrolni
soubor). V Khanové studii méli pacienti s hyperlipidémii a manifestni ateroskler6zou
hodnoty MVR proti kontrolam podstatné snizené. Podobné i v nasi studii méli
pacienti s hyperlipidémii a ICHS hodnoty MVR niz$i, nez zdravé osoby. V nasi studii
nebyla patrna korelace mezi parametry MVR a koncentraci lipidl v krvi, coz je ve
shodé s vyse citovanymi pracemi (135, 137). Spole¢né s vysledky nasi studie byla
publikovana také dalSi prace Asbergova (138), provedené opét u pacientl po
transplantaci ledvin. V této studii fluvastatin nevedl k vyraznéj§imu zlepSeni MVR;
rozdilny vysledek od pfedchazejici prace s atorvastatinem lze nejspiSe vysvétlit
mnozstvim metodickych odliSnosti, které snizily citlivost této studie k prikazu

sledovanych zmén.

Vsechny vySe uvedené nalezy dohromady svéd¢i pro to, ze hyperlipidémie jako
takova ma na mikrovaskularni reaktivitu jen maly vliv. MVR ziejmé tedy ziejmé neni
prili§ citlivym ukazatelem &asnych cévnich zmén, vyvolanych hyperlipidémii, ale
Chybéni souvislosti mezi hyperlipidémii a MVR, stejné jako nepresvédcivy efekt
hypolipidemické lécby, je v rozporu s opakované prokazanym vlivem hyperlipidémie
a hypolipidemické na endotelialni dysfunkci v oblasti muskularnich tepen (70, 71).
Vyzkumy pfitom naznaduji, ze vySetifeni v obou lokalizacich (tepenné fecisté i
mikrocirkulace) odrazi funkci endotelu. Mezi obémi ¢astmi cévniho fecisté je vSak
mnozstvi rozdilli, a jejich postizeni patologickymi procesy, stejné jako reakce na

farmakologickou Ié¢bu, mohou byt rizné.
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U pacientl s diabetem byly zmé&ny MVR vyraznéj$i ve skupinach s mikroangiopatii
(retinopatie) nez ve skupinach bez mikroangiopatie; u diabetikdl I. typu bez
retionpatie byla MVR dokonce témér normalni. Vztah mezi diabetem, retinopatii a
mikrovaskularni dysfunkci je tudiz obdobny jako vztah mezi hypercholesterolémii,
aterosklerézou a MVR: vyraznéjsi porucha mikrovskularni reaktivity je vazana spise
az na klinicky manifestni cévni onemocnéni (mikroangiopatie nebo ateroskler6za),

nez na vyvolavajici pficinu (diabetes nebo hyperlipidémie).

Zaver

U osob s tézkou hypercholesterolémii, které nemély klinické projevy aterosklerozy,
nebyla pfitomna porucha mikrovaskularni reaktivity, a hypolipidemicka IéCba
atorvastatinem také u téchto osob neméla na mikrovaskularni reaktivitu vyrazné;si
vliv. Vyznamné sniZeni mikrovaskularni reaktivity jsme v§ak zaznamenali u pacientl

s hyperlipidémii a ischemickou chorobou srdeéni.
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Kontroly HLP, HLP ks DM1, DM1gne DM2, DM2gnp
Pocet 26 27 8 20 24 18 18
Pohlavi (muZi/zeny) 16/10 8/19 8/0 10/10 12/12 13/5 10/8
vek [rok(] 38+16 52112 55+17 3219 4419 56+8 5819
BMI[kg/mz] 23,5+2,4 26,7443 25,4+3,9 23,1+24 242+23 29,0+4,7 32,0£4,0
sTK [torr] 121+15 129113 131121 12012 126£14 14111 152+15
dTK [torr] 78%11 82+8 85+18 7818 81+7 86+8 86+10
TC [mmol/l] 4,70£1,0 86+16 5,7+0,6 NA NA 55+1,0 6,5+0,9
LDL-C [mmol/l] 2,8£0,8 6,2+1,4 4,005 NA NA 33109 4,0+1,2
HDL-C [mmol/I] 1,6+0,3 1,6+0,3 1,0:0,2 NA NA 1,2+0,3 1,0+0,2
TG [mmol/l] 1,120,4 1,7:06  1,5%0,5 NA NA 22+1,0 3,5#2,1
Glykémie [mmol/I] 4,502 52405 1£0,2 8,8443 89#30 9,528 11,9+4.72
HbA, . [%] 4,7+0,3 NA NA 7,6+1,1 79+1,3 7416  8,7+1.2

Tabulka 6.1. Vstupni charakteristika a hladiny lipida vySetienych osob

BMI — index télesné hmotnosti, sTK — systolicky tlak, dTK — diastolicky tlak, TC —
celkovy cholesterol, HDL-C - HDL-cholesterol, LDL-C - LDL-cholesterol, TG —
triglyceridy, HbA:¢ - glykovany hemoglobin HbA¢
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Kontroly ~ HLP,  HLPchs DM1,  DMimwe  DM2,  DM2aye

PORHmax [PU] 5123 64+32 40+23  37+16™° 27+13*°  36+18"  30%16"
PORHmax/t [PU/s] 4,1+24 52+26 36124 4,7+2,5° 2,5+1,3° 4,1+21 3,4+1,8
THmax [PU] 115+46 173+89"® 86+46°  99+41°  70+24*°  83x36°  73x31"
THmax/t [PU/s] 1,7¢0,7 2,413 0,9+0,4*° 1,620,7° 1,2¢+0,6°° 1,104 1,004

Tabulka 6.2. Srovnani mikrovaskularni reaktivity mezi jednotlivymi vysetienymi
skupinami.

X p< 0.05 proti kontolni skuping, # p< 0.05 HLP, proti HLP ks, ® p< 0.05 DM1, proti
DM1gnp
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Obrazek 6.1. Vliv hypolipidemické 1&Eby na mikrovaskularni reaktivitu.

Vysetfeni byla provedena po ischemické (PORHmax — @, PORHmax/t - €) a termaini
stimulaci (THmax — b, THmay/t - d). Pacienti s hyperlipidémii bez ICHS byli vySetieni
pred lécbou a po 12 tydnech IéCby atorvastatinem (kole€ka). Pacienti s hyperlipidémii
a ICHS byli vySetfeni pfed 1é¢bou, v den nasledujici po prvni a po tieti aferéze (dny
0, 2 a 15; ¢tverecky).
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7

KRATKODOBA LECBA LDL-AFEREZOU
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Uvod

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je nejéastéjs$im a z hlediska zdravotnich
dusledkd také nejzavaznéj§im projevem aterosklerézy. Jednou z nejdllezitéjsich
slozek péCe o pacienty s ICHS predstavuje dusledna lécba vsech ovlivnitelnych
rizikovych faktorl aterogeneze (sekundarni prevence), které snizuje riziko rozvoje
dalSich kardiovaskularnich pfihod a vede tak k prodlouZeni Zivota pacientl a
zlepSeni jeho kvality. Hyperlipidémie jsou hlavnim rizikovym faktorem ICHS. Klinické
studie pak prokazaly, Ze snizeni celkového a piedev§im LDL cholesterolu vede

k snizeni kardiovaskularni morbidity a mortality, a lééba hyperlipidémii se stala

nejucinnéjSim prostfedkem v ramci sekundarni prevence u pacient s ICHS.

Zakladem |écby hyperlipidémii jsou nefarmakologické prostiedky (dieta, fyzicka
aktivita, a snaha o dosazeni pfimérené télesné hmotnosti) a podavani hypolipidemik.
U naprosté vétsiny pacientli je mozno uvedenymi prostfedky dosahnout Upravy
lipidogramu a stabilizace klinického stavu. Piesto zlstava mensina pacientl, u
kterych prostfedky konzervativni léEby selhavaji a riziko recidivy koronarnich pfihod u
nich zlstava vysoké. U mnoha ztéchto rizikovych pacientl charakter postiZzeni
koronarnich tepen neumoziuje provedeni uc¢inného revaskularizaéniho zakroku;
jedna se vétsinou o pacienty s mnohocetnym (difuznim) postizenim a o pacienty po
pfedchazejicich revaskularizaénich operacich. U téchto pacientd byly donedavna
léCebné moznosti velmi omezené a jejich prognéza zlGstava Spatna. V omezeném
rozsahu se v posledni dobé jako novy l1é€ebny postup pro tyto pacienty vyuziva LDL-

aferéza (139, 140).

LDL-aferéza je extrakorporalni metoda, ktera umoznuje selektivni eliminaci LDL
¢astic z krve pacienta (71, 141, 142). V prubéhu aferézy prochazi krev pacienta

eliminaénim zafizenim (kolonou), ve kterém jsou selektivné odstranovany LDL
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gastice; pro eliminaci LDL &astic se vyuZiva imunologické (143) nebo chemickeé
interakce (144, 145) s aktivnim povrchem kolony. Kromé& LDL cholesterolu je v
nékterych modifikacich odstrafiovan také lipoprotein (a) a fibrinogen (142, 146) a je
prokazano zlepseni reologickych vlasnosti krve (147), zlep$eni endotelidlni
dysfunkce (71) a zanétlivych ukazatell (97, 148). LDL-aferéza je metoda bezpeéna a
mimofadné ucinna; v kombinaci s farmakoterapii vede ke sniZzeni koncentrace
cholesterolu az o 80% (141). Dosud byla pouzivana pfedev§im k dlouhodobé lé¢bé
pacientl s téZkymi formami ICHS a souc¢asné pfitomnou hyperlipidémii rezistentni na
lécbu (139, 140, 142, 149). V posledni dobé se vSak objevily prvni prace, které
studovaly moznosti kratkodobé aplikace LDL-aferézy u vybranych skupin pacientl (1,

150, 151, 152).

Teoretickym vychodiskem pro vyzkum kratkodobé Ié¢by LDL-aferézou byly poznatky
z poslednich let, které ukazuji, Ze klinické projevy aterosklerézy nejsou uréeny pouze
velikosti aterosklerotickych lézi (hemodynamicka zavaznost stenézy - 18, 109), ale
predev§im také mechanickymi a biologickymi vlastnostmi plati (mechanicka pevnost,
zanétliva infiltrace - 16, 17) a vlastnostmi okolnich Gsekl cévni stény (endotelialni
ovliviiuje biologické vlastnosti a stabilitu platu, je plazmaticka koncentrace
aterogennich LDL-¢astic (42, 43, 76) zmény koncentrace LDL-cholesterolu pfitom
vedou ke zméné vlastnosti cévni stény i aterosklerotickych plati dokonce jiz béhem
nékolika hodin aZ dni (70, 71, 74, 97). Uginné snizeni plazmatického cholesterolu
farmakologickymi i nefarmakologickymi prostfedky mulze ovlivnit klinicky stav

pacientll béhem velmi kratké doby (110).

Uvedené poznatky vedly k predpokladu, Ze vyrazné a rychle dosaZitelné snizeni
koncentrace plazmatického cholesterolu by bylo mozné vyuzit pfi kratkodobé |é¢bé
LDL-aferézou k dosazeni stabilizace u pacientli s akutnimi ischemickymi epizodami

predevs§im v oblasti koronarniho fecisté, tepen dolnich konéetin a mozkovych tepen.
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Kromé pfiznivého vlivu sniZeni cholesterolu na endotelialni dysfunkci a stabilitu
aterosklerotickych platl se pfedpoklada také zlepSeni tkarove perfuze v dusledku
zlepSeni reologickych vlastnosti krve (147). Tyto pfedpoklady vedly k
experimentalnimu vyuZiti kratkodobé Ié¢by LDL-aferézou (154, 155). Rozsah lé¢by je
v téchto pfipadech omezen priblizné na 2-15 aplikaci, provadénych 1-2x tydné.
Kratkodoba léCba LDL-aferézou byla dosud aplikovana predev§im u pacientl s
kritickou ischemii dolnich konéetin (150, 152), u pacientt s ICHS v obdobi planované
koronarni angioplastiky (151, 156) a u pacientl s cerebrovaskularni ischemii (157).
Ve v8ech téchto pfipadech vedla lé¢ba k statisticky zlepseni klinického stavu.
Laboratorni a funkéni vySetieni pak potvrdila pfiznivy Géinek |é¢by na
hemoreologické parametry, tkanovou perfuzi a endotelidlni dysfunkci. Kromé
uvedenych nejCasté&jSich indikaci byly referovany téz pfiznivé vysledky kratkodobé
LDL-aferézy pfi Ie€bé& akutni poruchy sluchu (158), uzavéru retinalnich cév (159) a
nefrotického syndromu (160). Pokud by se pfiznivy ucinek této lé¢by potvrdil, byla by
kratkodoba lé€ba LDL-aferézou velmi zajimava i z ekonomického hlediska, protoze je

ve srovnani s dlouhodobou |é€bou spojena s vyrazné nizSimi naklady.

V na$i praci jsme studovali G¢innost kratkodobé lé¢by LDL-aferézou u pacientl s
hyperlipidémii a tézkou, revaskularizaci nefeSitelnou ICHS. Vzhledem k tomu, ZzZe
technika pro provadéni kratkodobé I|écby LDL-aferézou nebyla v dobé navrhu
projektu v CR dostupna, bylo jednim z cilél prace i vlastni zavedeni této metody na

nasem pracovisti.
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Metody

Vysetfené skupiny osob a uspofadani studie

Skupina lécena LDL-aferézou (skupina HLPicys). Do této skupiny byli zafazovani
pacienti, ktefi méli hyperlipidémii nedostate¢n& kompenzovanou pfi konzervativni
léébé a soucCasné téZkou, revaskularizaci nefe$itelnou ICHS. Podminkou pro
zarazeni do studie byla koncentrace celkového cholesterolu >5,0 mmol/l nebo LDL-
cholesterolu >3,0 mmol/l pfi zavedené terapii. Tito pacienti méli sou¢asné ICHS s
namahovou anginou pectoris; v minulosti mohli, ale nemuseli prodélat AIM a / nebo
revaskularizaci (PTCA nebo koronarni bypass). Posledni provedena koronarografie
v8ak musela vyluovat provedeni (dal$i) revaskularizace. Nezarazovali jsme pacienty
obézni (BMI >30,0), s dekompenzovanou hypertenzi (TK >160/100), tézkou kardialni
insuficienci (EF<0,30), diabetiky Ié€ené inzulinem a kuraky. U kazdého pacienta bylo

panovano provedeni celkem tfi oSetfeni LDL-aferézou v tydennich intervalech.

Dalsi vySetiené skupiny pacientd: Nalezy pacientld léCenych LDL-aferézou jsme
v pifipadé nékterych metod srovnali s nalezy u dalSich skupin osob, které byly
vySetieny na naSem pracovisti jedna se predevSim o pacienty s
izolovanou hypercholesterolémii (TC bez hypolipidemické Ié¢by >7,0 mmol/l), ktefi
neméli ICHS ani jiné klinické projevy aterosklerézy (skupina HLPy). Pacienti byli
léCeni atorvastatinem v davce 20mg denné (tato skupina je podrobné popsana

v kapitolach 4 a 5). Dal$i skupiny pacientl jsou zminény v oddile Vysledka.

Kontrolni soubor zahrnoval zdravé osoby bez hyperlipidémie (TC <6,0 mmol/l, TG
<2,0 mmol/l), bez klinickych projevu aterosklerézy a bez dalSich zavaznych chorob;
pfitomnost kompenzované arterialni hypertenze nebyla pfekazkou pro zarazeni do

cwr

této skupiny (podrobnéjsi udaje jsou opét uvedeny v kapitolach 4 a 5).
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Pacienti ze skupiny léCené LDL-aferézou byli vySetieni pied zadatkem lécby,
opakované v jejim pribéhu a vodstupu 8 tydni od skonéeni lééby. Casovy
harmonogram vySetieni je uveden v pfiloze 7.1. Pacienti ze skupiny létené
atorvastatinem byli vySetfeni pfed zacatkem a po 12 tydnech lé&by; osoby

z kontrolniho souboru byly vySetfeny jednorazové.

LDL-aferéza

LDL-aferéza byla provadéna metodou HELP (B.Braun Melsungen, SRN). Tato
metoda vyuZiva elektrostatické interakce mezi kladnym nabojem ApoB a zaporné
nabitym fetézcem heparinu (142, 145). Po separaci plazmy od krevnich ¢astic
(pomoci plazmafiltru) probiha v kyselém prostiedi precipitace LDL ¢astic
s molekulami heparinu; spolu s LDL ¢asticemi jsou precipitovany také molekuly Lp(a)
a fibrinogenu. Vznikly makromolekularni precipitat je pak odstranén filtraci. Po
odfiltrovani precipitatu jsou objem a pH plazmy upraveny bikarbonatovou dialyzou na
puvodni hodnoty a nadbytecny heparin je odstranén specifickou adsorpci; plazma je

pak spolu s krevnimi ¢asticemi vracena do krevniho obéhu.

Cinnost pfistroje pro provadéni aferézy je fizena automaticky; pro vlastni oSetieni
jsou pouzivany sety na jedno pouziti a soupravy pracovnich roztoki dodané
vyrobcem zafizeni. Pro pfipojeni extrakorporalniho okruhu jsou nutné dva
samostatné Zzilni pfistupy; ve srovnani s hemodialyzou je pritok krve pfistrojem
podstatné mensi (50-100 ml/min) a pro zajisténi zilniho pfistupu se pouzivaji periferni
zZily (neni tedy nutné zakladat a-v pistél). Pro punkci Zil se pouzivaji slabsi dialyzacni
jehly. B&éhem vykonu pacient lezi nebo sedi v pohodiném kresle. Celé oSetfeni

véetné pfipravné faze trva 4-6 hodin.
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Hodnoceni klinické u¢innosti lééby

Klinickou ucinnost leby LDL-aferézou jsme posuzovali pomoci upraveného
Minnessottskeého dotazniku kvality Zivota a podle tolerance zatéze béhem bicyklové
ergometrie. Text Minnessottského dotazniku je uveden v pfiloze 7.2. Vysledky jsou
uvadény po normalizaci na hodnotu pied Ié&bou (=100%). Tolerance fyzické zatéze
byla hodnocena béhem bicyklové ergometrie jako celkova doba trvani zatéze pfi
standardizovaném vySetfovacim protokolu. Vy$etieni bylo ukon&eno pfii dosazZeni
jednoho z uvedenych kritérii: jakékoliv subjektivni obtize, které obvykle vedou
k pferuseni zatéze, dosazeni kritickych hodnot tepové frekvence nebo krevniho tlaku
a prekroCeni stanovenych denivelaci ST segmentu na ekg. PocCate¢ni zatéz pfi
vySetieni byla 25W a zvySovala se vidy po 2 minutach o 25W. Vysledky jsou

uvadény po normalizaci na hodnotu pied Ié¢bou (=100%).

Vysetieni cévni reaktivity

Jako funkéni ukazatel ucinku Ié€by na endotelialni funkci jsme pouZivali vySetieni
vazodilatace zavislé na endotelu. VySetfeni jsme provadéli pomoci neinvazivniho
ultrazvukového méfeni zmén prusvitu a.brachialis v odpovéd na ischemii (tzv “flow-
madiated vasodilation” — FMD). Jako kontrolni test k vyloueni poruchy dalSich
slozek cévni stény byl souCasné provadén téz test vazodilatace nezavislé na
endotelu (po podani nitroglycerinu). Parametr FMD je uvadén jako procentni zména
prasvitu tepny po stimulaci ve srovnani s klidovou hodnotou; podrobné&jsi popis
metody je uveden v publikaci z naseho pracovisté (161). Dale jsme vySetiovali
reaktivitu mikrocirkulace laser-dopplerovskou metodou; popis této metody je uveden

v kapitole 6.
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Laboratorni vySetieni

Odbér krve pro laboratorni vySetieni byl provadén rano, po celonoénim laénéni (12-
14 hodin); pouze odbéry provadéné v den aferézy bezprostiedné po osetieni nebyly
nala¢no. Séra byla po odbéru uschovana pii teploté —85%°C. Zakladni laboratorni
vySetfeni vCetné sérové koncentrace celkového a HDL-cholesterolu, triglyceridi a
plazmatické hladiny fibrinogenu byla provadéna rutinni metodikou pomoci
automatickych analyzatorli. Koncentrace LDL-cholesterolu byla vypoéitana pomoci
Friedewaldovy rovnice. Koncentrace apolipoproteinu B byla stanovovana
imunoelektroforeticky podle Laurell-Manchiniové. Sérové koncentrace endotelialnich
cytoadhezivnich (ICAM-1, E-selektin, P-selektin) a ukazatelll systémového zanétu
(orosomukoid, a-2-makroglobulinu) byly stanovovany metodou ELISA s vyuzitim
komerénich kitd. Sérové koncentrace CRP (supersenzitivni metoda) a
metaloproteinazy PAPP-A byly stanovovany metodou imunochemickou metodou

TRACE (viz kapitola 5).

Vysledky

Zavedeni metody LDL-aferézy

V prvni fazi projektu jsme pfipravili technické podminky pro provadéni LDL-aferézy
na nasem pracovisti. Vypracovali jsme podrobné protokoly pro obé navrhované
studie a zajistili organiza¢ni navaznost v§ech potiebnych vySetiovacich postupd. Po
predchozim zaskoleni na zahraniénim pracovisti jsme zavedli techniku LDL-aferézy
metodou HELP a ziskali jsme zku$enost s provadénim vlastniho oSetieni véetné
feSeni obvyklych technickych problému. Jedna se pfitom o lé€ebnou metodu
technicky i organiza¢né velmi naroénou a sou€asné unikatni: nase pracovisté je prvni

a dosud jediné v zemich byvalého vychodniho bloku, které metodu HELP provadi, a
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jediné v Ceské republice, které ma k dispozici metodu pro kratkodobou lé¢bu LDL-
aferézou (LDL-aferézu metodou imunoadsorpce, kterou nelze z technologickych
divodl pouZit ke kratkodobé Iécbé, zavedlo k dlouhodobé IéEbé& pacientll jiz o

nékolik let drive pracovisté LF UK v Hradci Kralové).

Vstupni charakteristika a vySetienych skupin osob

V ramci projektu jsme vySetfili pacienty s hyperlipidémii a ICHS, ktefi absolvovali
kratkodobou lé¢bu LDL-aferézou (skupina HLPcxs), klinicky asymptomatické
pacienty s hypercholesterolémii, ktefi byli Ié¢eni atorvastatinem (skupina HLP,) a
kontrolni soubor zdravych osob bez hyperlipidémie. Zakladni charakteristiky téchto
skupin osob jsou uvedeny v tabulce 7.1. Ziskané vysledky jsme v pfipadé nékterych
metod srovnali s nalezy u dalSich skupin pacientl, které byly dfive vySetieny na

nasem pracovisti.

Pocet pacientl s nerevaskularizovatelnou ICHS byl ponékud nizsi, nez jsme plvodné
planovali (15 osob). Bylo to dano nedostatkem vhodnych pacient(: z 19 osob, které
splfovaly kritéria pro vstup do studie, byly 4 osoby vyrazeny pro nedostateény cévni
pristup a 3 osoby ucast ve studii odmitly. Z 12 pacient(, ktefi byli zafazeni do studie,
¢étyfi nedokondili prvni oSetieni pro obtiZze s cévnim pfistupem; zbyvajicich 8 pacient(

dokoncilo planovanou lécbu.

Klinicka u¢innost lé¢by LDL-aferézou

Klinickou ucinnost léEby jsme posuzovali pomoci upraveného Minnessottského
dotazniku kvality Zivota a podle tolerance zatéze béhem bicyklové ergometrie.
Vysledky (po normalizaci na hodnotu pfed Ié€bou) jsou uvedeny na obrézku 7.1.
Bezprostredné po skonéeni IéCby se zvysila tolerance zatéze pii ergometrii (+21%) a

Zlepsilo se skore kvality Zivota (+16%); za 8 tydn( po skonceni lécby v§ak bylo toto
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zlepSeni jizZ méné vyrazné. Tyto zmény vSak vzhledem k velké variabilité a nizkému

poctu pacientl nedosahly statistické vyznamnosti.

Vliv 1é€by na hladinu plazmatickych lipidu, lipoproteint, fibrinogenu a leptinu

Piehled vysledkl je uveden v tabulce 7.2. LDL-afréza vedla k dramatickému poklesu
celkového a LDL-choleterolu a fibrinogenu. Bezprostiedné po aferéze se snizila
hladina celkového cholesterolu o0 36%, LDL-cholesterolu o 46% a fibrinogenu o 58%;

podle oCekavani byl obdobné vyznamny i pokles hladiny apoB (-39%) a Lp(a) (-50%).

Vliiv Ié¢by LDL-aferézou na cévni reaktivitu

Vysledky vySetieni cévni reaktivity (FMD) u zdravych osob, u asymptomatickych
pacientd s hyperlipidémii a u pacientl s ICHS pied léEbou a po lé¢bé LDL-aferézou
jsou shrnuty v tabulce 7.3. Hodnoty FMD byly u obou skupin pacientd vyznamné
niz8i, néz u zdravych osob. Po lécbé LDL-aferézou byl patrny trend k zlepSeni
hodnot FMD, ktery nedosahl statistické vyznamnosti. V pfipadé vySetifeni FMD jsou
skupiny asymtpomatickych pacientl s hyperlipidémii i zdravych kontrol odliSné od
skupiny HLPy i kontrol, které jsou uvedeny v tabulce 7.1. Jedna se o osoby, které

byly na nasem pracovisti vySetreny dfive v ramci studie FAT (161).

Vysledky vySetfeni mikrovasklarni reaktivity laser-dopplerovskou metodou jsou
uvedeny v kapitole 6 (tabulka 6.2, obrazek 6.1).
Koncentrace endotelialnich cytoadhezivnich molekul v séru

Jako laboratorni ukazatel endotelialni dysfunkce jsme stanovovali koncentraci
cytoadhezivnich molekul v séru; vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.4. Sérové hladiny

ICAM-1 a E-selektinu se vyznamné snizily bezprostiedné po skonéeni |é€by; b&éhem
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8 tydnl po skonceni lécby se vSak vratily k vychozim hodnotam. Hladina P-selektinu

nebyla lé¢bou vyznamné ovlivnéna.

Ukazatele zanétu a stability aterosklerotickych plata

Kromé cytoadhezivnich molekul jsme stanovovali koncentrace CRP, orosomukoidu a
a-2-makroglobulinu  jako ukazatell systémového zanétu a koncentraci
metaloproteinazy PAPP-A, ktera je ukazatelem nestability aterosklerotickych lézi
(tabulka 7.4). Po lecbé byl trend k poklesu hladiny CRP a piechodny vyznamny
pokles hladiny orosomukoidu; zmény ustoupily b&€hem 8 tydnl po skonéeni IéCby.

Koncentrace PAPP-A nebyly Ié¢bou vyznamné ovlivnény.

Uspésnost, bezpeénost a tolerance lécby

Uspé&snost vlastni lé¢by byla v nasi studii limitovana predevsim obtiZzemi s cévnim
pristupem. Nedostate¢ny cévni pristup (nedostupnost kvalitnich perifernich zil) jiz
predem vyloudil provedeni Ié€by u nékterych pacientl a znemoznil jeji uspésné
dokonéeni u dalSich tretiny z téch ktefi byli do projektu zafazeni. Nedostateény
pratok krve pfitom komplikoval i mnoho ostatnich o$etreni, i kdyz nevedl k pferuseni
nezadouci reakce vedla k ukonceni osetieni v jednom pfipadé. Leh&i nezadouci
reakce se vyskytly pfi 40% vSech osetieni (vertigo, pocit slabosti, lehéi dusnost,
nevolnost, tlak v hlavé). VétSina nezadoucich reakci se pfitom vyskytovala béhem

v v

vyskytla v jednom pfipadé.
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Diskuse

| kdyZz se nepodarilo projekt kratkodobé Iééby LDL-aferézou uskuteénit v ptivodné
planovaném rozsahu (lé¢bu dokongila pouze polovina z ptivodné planovaného poctu
pacientl), pfinesla tato studie mnoZstvi zajimavych a duleZitych vysledkd. Jiz
samotné zavedeni metody HELP pro lé¢bu LDL-aferézou piredstavuje vyznamné
obohaceni terapeutického potencialu v oborech lipidologie a neinvazivni kardiologie;
v zavedeni této metody se pfitom jedna o prioritu v oblasti stfedni a vychodni Evropy.
Podrobné laboratorni a funkéni vySetieni pacientl pak pfineslo mnozstvi poznatku,

které jsou zajimavé z vyzkumného hlediska.

LDL-afereza vedla u oSetienych pacientd k bezprostiednimu a dramatickému
poklesu plazmatické hladiny cholesterolu, nékterych apolipoproteinti a fibrinogenu;
pokles celkoveho i LDL-cholesterolu i koncentrace apo-B byl velmi vyznamny.
snizeni hodnot proti stavu, kterého bylo u kazdého z pacientll dosazeno maximaini
hypolipidemickou Ié€bou (tedy: pokud napfi. Ize hypolipidemiky dosahnout poklesu
LDL-cholesterolu 0 40% a LDL-aferézou o dalSich 50%, pak je kombinaci téchto
metod dosazeno Uhrnného poklesu 70% proti vychozi hodnoté!). Pokud jde o
koncentrace fibrinogenu a lipoproteinu Lp(a), jejich hladiny jsou farmakologickou
lé¢bou ovlivnitelné jen velmi malo nebo vibec; LDL-aferéza tedy predstavuje

prakticky jedinou mozZnost sniZeni téchto aterogennich faktord.

Pfiznivé zmény koncentrace lipidu byly provazeny zlepsenim nékterych klinickych,
funkénich i laboratornich ukazateli. Trend ke zlepSeni byl patrny ve vétSine
sledovanych parametr(; vzhledem k nizkému poétu zarazenych osob v8ak zmény
mnohdy nebyly statisticky vyznamné; pfi kontrole v del§im &asovém odstupu od

skonéeni lé&by v8ak byl patrny navrat k vychozim hodnotam. Casova souvislost mezi
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zménami sledovanych laboratornich i funkénich parametrl a vyraznymi zménami
hladiny cholesterolu béhem studie je ve shodé s novymi poznatky o tom, ze zmény
koncentrace plazmatickych lipidi ovliviuji funkéni stav cévniho fedisté i
aterosklerotickych lézi velmi rychle. Tato pozorovani proto poskytuji podporu pro
nazor, Ze hypolipidemicka terapie u nejvice ohroZenych pacientd by méla byt

dostatecné razantni, nasazena co nejdfive a neméla by byt zbyte¢né pierusovana.

Z klinického hlediska je jisté nejzajimavéj$i pomérné vyrazné subjektivni zlepseni
stavu nemocnych a zvySeni tolerance télesné zatéze. | kdyZ pii nedostate¢ném poctu
zarazenych pacientd tyto zmény nedosahly statistické vyznamnosti, jsou ve shodé
s udaji ze studii dlouhodobé lé¢by LDL-aferézou, které uvadéji, ze subjektivni stav

nemocnych se vyrazné zlepsil jiz kratce po zahajeni IéCby (142).

Vazodilatace zavisla na endotelu (FMD) i mikrovaskularni reaktivita byly u pacientt
s hyperlipidémii a tézkou ICHS vyznamné nizs$i, nez u osob bez hyperlipidémie. Byly
také nizSi nez u jinak zdravych osob s hyperlipidémii, a to i presto, Zze pacienti s ICHS
meéli vyrazné nizsi hladiny plazmatickych lipidt. Vyrazné (i kdyz pfi nizkém podtu
pacientld opét ne vyznamné) zvyS$eni hodnoty FMD po lé¢bé aferézou je opét ve
shodé s obdobnymi literarnimi udaji. Podrobnéjsi diskuse vysledkli méfeni

mikrovaskularni reaktivity je uvedena v kapitole 6.

Byl také patrny prfechodny pokles koncentrace nékterych cytoadhezivnich molekul,
s navratem k plvodnim hodnotadm po skonéeni lé¢by. | kdyZz zmény byly v téchto
pfipadech statisticky vyznamné, nebyly pfili§ vyrazné. Tyto vysledky jsou ve shodé
s nasi zkuSenosti 0 omezené souvislosti téchto ukazatelll s zménami plazmatickych

lipid.

Uspésnost vlastni lé&by byla v nai studii byly limitovana pfedev§im obtizemi

s cévnim pfistupem, které jiz pfedem vyloucily provedeni Ié¢by nebo znemoznily jeji
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uspésné dokonceni u mnoha pacientd a komplikovaly i pribéh dalSich o$etieni.
Obtize s cévnim pristupem tak pfedstavovaly nejvyznamnéjsi komplikaci a omezeni
moznosti IéCby; pro kratkodobou lé&bu pfitom neni pfijatelné ziizovat trvaly cévni
pristup (shunt). Lécba LDL-aferézou je v zasadé bezpeéna a dobre tolerovana, ale u
pacientl s téZkymi formami ICHS byl vyskyt leh&ich nezadoucich reakci podstatné
vy$8i, nez je obvykle udavano. NeZadouci reakce se pfitom vyskytovaly témér
vyhradné béhem prvniho oSetfeni, béhem kterého probiha pfizplsobovani rezimu
terapie podminkam konkrétniho pacienta. Pfi nizkém poétu oSetieni u kazdého
pacienta je tak celkovy vyskyt neZadoucich reakci podstatné vy$si, nez by bylo

mozné oCekavat u dlouhodobé léCby.

Zaver

LDL-aferéza vede u pacientd sICHS a hyperlipidémii k bezprostfednimu a
dramatickému poklesu plazmatické hladiny celkového a LDL-cholesterolu a
fibrinogenu. Tyto zmény byly provazeny subjektivnim zlepSenim klinického stavu,
zvySenim tolerance télesné zatéze a zlepSenim nékterych ukazatell endotelialni
funkce a aktivity procesu aterogeneze; uvedena zlepSeni v8ak odeznéla kratce po

ukonceni |éCby.

MozZnosti IéCby jsou u mnoha pacientd omezeny nedostateénym cévnim pfistupem.
Takeé celkovy vyskyt nezadoucich reakci je pfi kratkodobé Ié€bé podstatné vyssi, nez
by bylo mozné oc¢ekavat u dlouhodobé Iécby, vzhledem k tomu, Ze nezadouci reakce

se vyskytuji pfevazné béhem prvniho osetfeni.

Kratkodoba lééba LDL-aferézou u pacientld s tézkou ICHS a hyperlipidémii tedy
pfinasi uréité subjektivni i objektivni zlepSeni zdravotniho stavu, které je vSak pouze

pfrechodné. Toto zlepSeni neni adekvatni organizaéni, technické a ekonomické
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naroCnosti Iécby. Z vysledk( naseho projektu tedy vyplyva, Zze zavedeni kratkodobé
lécby LDL-aferézou u pacientl s té&zkymi formami ICHS do klinické praxe nelze
doporucit. Vyuziti LDL-aferézy zlstane ziejmé omezeno na dlouhodobou [é¢bu
rizikovych pacientl s nejtéz§imi formami hyperlipidémii, rezistentnich na dietni a

farmakologickou IéCbu.
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Kontroly HLP, HLPicus
Pocet (muzi / zeny) 29 (9/20) 27 (8/19) 12(11/1)
Vék [roky] 48 +7 53+11 57+13
AIM [%] 0 0 60
Hypertenze 6 (21%) 9 (33%) 4 (33%)
Koureni 5 (17%) 9 (33%) 0
BMI [kg/m?] 25,2+3,4 26,7+4,2 25,2+3,9
EF [%] NA NA 51+10
sTK [torr] 121+15 129113 12719
dTK [torr] 78+11 8218 84116
TC [mmol/I] 5,1+0,7 8,6+1,6 5,9+0,7
LDL-C [mmol/l] 3,0+0,6 6,2+1,4 4,1+0,6
HDL-C [mmol/l] 1,61+0,32 1,640,3 1,120,2
TG [mmol/l] 1,21+0,66 1,710,6 1,6£0,5
ASA [%] 0 19 83
ACEI [%] 10 7 50
BB [%] 7 22 67
Statiny [%] 0 0 100
Fibraty [%] 0 0 0
Pryskyrice [%] 0 0 17

Tabulka 7.1. Vstupni charakteristika a hladiny lipida u vySetifenych skupin osob.

AIM — akutni infarkt myokardu v anamnéze, BMI - index télesné hmotnosti, EF —
ejekeni frakce levé komory, sTK — systolicky krevni tlak, dTK — diastolicky krevni tlak,
TC - celkovy cholesterol, TG - triglyceridy, HDL-C - HDL-cholesterol, LD-C - LDL-
cholesterol, ASA - kyselina acetylsalicylova, ACE! - inhibitory ACE, BB -
betablokatory. Hypertenze a koufeni jsou uvedeny jako absolutni pocet (v zavorce
procentni podil) hypertonikl, resp. kufakd. U |ék( je uveden procentni pocil osob,
které lék z dané skupiny uZivaly.
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Pred léc¢bou Po lécbé Rozdil abs. Rozdil %

TC [mmol/l] 540 £ 064 3,40 + 049 -2,00 + 0,73 -36 + 10
LDL-C [mmol/l] 3,62 + 062 *1,93 + 0,41 -1,69 t 0,66 -46 + 13
HDL-C [mmol/] 1,01 £ 015 Y0,87 + 0,10 -0,14 % 0,13 -13 t 12
TG [mmol/l] 1,45 + 0,33 1,41 + 033  -0,04 + 0,39 0+ 26
apoA [9/]] 1,33 + 030 Y1,15+ 035 -0,18 + 0,16 -14 + 14
apoBJ[g/l] 1,14 £+ 021 *0,68 + 0,17  -0,46 % 0,21 -39 + 14
Lp(a) [9/1] 0,07 + 0,06 *0,04 + 0,04 0,03 = 0,03 -51 + 39
Fibrinogen[g/] 3,59 + 1,09 *149 + 068 -2,10 ¢ 0,77 -58 + 13

Tabulka 7.2. Vliv Ié€by LDL-aferézou na hladiny lipid(, apoliporpoteint a fibrinogenu.

TC - celkovy cholesterol, TG — triglyceridy, HDL-C - HDL-cholesterol, LD-C - LDL-
cholesterol, ApoA — apolipoprotein A, ApoB —apolipoprotein B, Lp(a) — lipoprotein(a).

X p<0,001, Y p<0,01 pacienti pied Ié&bou vs. po lé¢bé

Poznamka: Hodnoty uvedené v tabulce 7.2 jsou primérem ze vSech tii provedenych
oSetreni; hodnoty jednotlivych parametri pred lécbou se proto liSi od vstupnich
hodnot (tj. hodnot pred provedenim prvni aferézy), které jsou uvedeny v tabulce 7.1.
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Kontroly HLP Pred lécbou Po lécbe
FMD [%] 4,75 £ 252 226 +210 €076 +203 €213 t 1,45

Tabulka 7.3. VySetreni cévni reaktivity (FMD)

Vysledky u pacient s ICHS pfed lé¢bou a po Ié¢bé LDL-aferézou, u zdravych osob ¢
u asymptomatickych pacientl s hyperlipidémii.

¢ p<0,05 pacienti vs. kontroly

Pred lé€bou Po 1. aferéze Po 3. aferéze Po 8 tydnech

CRP [mg/l] 1,49 + 1,21 1,21 + 1,09 1,37 + 1,50 NA
ICAM-1[mg/l] 265 + 88 279 t 42 2243 + 97 279 + 93
E-selektin [mg/l] 42,5 + 125 29,0 £+ 79 30,1 + 118 44,6 + 143
P-selektin [mg/I] 102 + 32 114 + 38 110 + 39 113 + 24
A2M [g/l] 1,65 t 0,55 1,45 t+ 0,48 1,43 t 0,46 1,48 + 0,49
Oro [g/l] 0,82 + 0,21 20,563 + 0,07 0,72 + 0,33 0,87 + 0,40
PAPP-A [mU/l] 7,98 + 2,79 7,73 £ 1,45 9,18 + 2,19 NA

Tabulka 7.4. Vy$etieni endotelialnich cytoadhezivnich molekul a ukazatel(i zanétu

Vysledky u pacient s ICHS pred lé¢bou a po 1é€bé LDL-aferézou. A2M - o-2-
makroglobulin, Oro - orosomukoid.

% p<0,05 proti nalezu pred l1éEbou
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Dotaznik

Obrazek 7.1. Klinicka ucinnost |é¢by LDL-aferézou

OPred l1éCbou
B Po lé¢bé
Po 8 tydnech

Tolerance zatéze béhem bicyklové ergometrie a skére kvality Zivota podle
Minnessottského dotazniku pred lécbou, bezprostiedné po skonceni IéCby a za 8
tydn( po skonceni IéCby. Vysledky jsou normalizovany na hodnotu pfed lé¢bou

(=100%).
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ZAVER
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Cilem prace bylo studovat souvislost hyperlipidémii s laboratornimi a funk&nimi
ukazateli procesu aterogeneze a moznost ovlivnéni téchto faktort hypolipidemickou
léCbou. Veétsina vysledk( byla ziskdna rozsahlym vy$etfenim souboru pacient
s téZkou izolovanou hypercholesterolémii, ktefi neméli klinické projevy aterosklerézy.
U pacient( jsme studovali vliv hypolipidemické lé&by atorvastatinem a nalezy srovnali

s kontrolnim souborem osob bez hyperlipidémie.

Kromé toho jsme zavedli metodu HELP pro lé¢bu LDL-aferézou, ktera je dosud
unikatni v zemich byvalého vychodniho bloku. MoZnosti kratkodobého vyuZiti této
lé€by jsme posoudili u mensiho souboru pacientti s hyperlipidémii a pokrocilou ICHS.
V nasledujicich odstavcich uvadim hlavni vysledky, kterych jsme v jednotlivych

oblastech dosahli.

Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul

Zavedli jsme metodu kvantitativniho hodnoceni exprese cytoadhezivnich molekul na

leukocytech periferni krve prlitokovou cytometrii.

Leukocytarni exprese vétsiny studovanych cytoadhezivnich molekul byla u pacient( s

hypercholesterolémii zvySena.

Lécba atorvastatinem vedla k vyznamnému poklesu leukocytarni exprese téchto

molekul.

Na rozdil od leukocytarni exprese byly plazmatické koncentrace endotelialnich
cytoadhezivnich molekul u pacientli s hypercholesterolémii obdobné, jako u zdravych

osob. Lécéba atorvastatinem neméla na koncentrace téchto molekul Zadny vliv.
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Leukocytarni exprese cytoadhezivnich molekul je tedy ziejmé citlivéj$im ukazatelem
aktivity procesu aterogeneze nez plazmatické koncentrace endotelialnich

adhezivnich molekul.

Metaloproteinaza PAPP-A jako novy marker aterogeneze

U osob stézkou hypercholesterolémii jsou koncentrace PAPP-A v krvi zvyseny, i

kdyZ nemaji klinické projevy aterosklerozy.

Zvysené koncentraci PAPP-A tedy ziejmé& nejsou pouze ukazatelem nestability
aterosklerotickych platl, jak naznacuji dosavadni prace, ale také odrazem

pritomnosti subklinickych stadii aterosklerézy u osob hyperlipidémii.

Hypolipidemicka |é¢ba atorvastatinem v$ak nevedla k vyraznéjSimu poklesu

koncentraci PAPP-A.

Mikrovaskularni reaktivita

U osob s téZkou hypercholesterolémii, které nemély klinické projevy aterosklerozy,

nebyla pfitomna porucha mikrovaskularni reaktivity.

Hypolipidemicka lécba atorvastatinem neméla u téchto osob na mikrovaskularni

reaktivitu vyrazné;si vliv.

Vyznamné sniZzeni mikrovaskularni reaktivity jsme prokazali u pacientd s

hyperlipidémii a ischemickou chorobou srde¢ni.
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Mikrovaskularni reaktivita tedy zfejmé& neni prili§ citlivym ukazatelem casnych
cévnich zmeén, vyvolanych hyperlipidémii, ale odrazi spise pokrogilejsi zmény, které

se objevuji v pozdéjsich stadiich aterogeneze.

MozZnosti kratkodobé Iééby LDL-aferézou

LDL-aferéza vede u pacientl s ICHS k bezprostiednimu zlep$eni klinického stavu,
zvySeni tolerance télesné zatéze a zlepSenim nékterych ukazateli endotelialni

funkce a aktivity procesu aterogeneze

Tyto pfiznivé zmény jsou v§ak jen pifechodné a odeznély kratce po ukonéeni léCby.

Kratkodoba lé¢ba LDL-aferézou je provazena vy$§im vyskytem nezadoucich G€inku

nez lécba dlouhodoba.

Pfinos kratkodobé lécby LDL-aferézou u pacientld s tézkou ICHS neni adekvatni
technické a ekonomické narocnosti léCby a jeji zavedeni do klinické praxe nelze
doporudit. Vyuziti LDL-aferézy zlstane ziejmé& omezeno na dlouhodobou lécbu

rizikovych pacientll s nejtézsimi formami hyperlipidémii, rezistentnich na dietni a

farmakologickou lé¢bu.
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Lipid lowering treatment substantially reduces the risk of cardiovascular diseases.
The effects of lipid lowering go far beyond limiting the extent of atherosicerotic
lesions and decreasing the severity of atherosclerotic stenoses. Recently recognised
effects of cholesterol on plaque stability, endothelial function, thrombosis, and plaque
inflammation have been subject to intensive research during the past two decades.
The effect lipid lowering treatment on the various aspects of the plaque development
are being investigated in search of novel therapies to reduce the risk of
ahterosclerosis. In this work, we examined cell adhesion molecules, microvascular
reactivity and metalloproteinase PAPP-A in patients with hypercholesterolemia and

investigated the effect of lipid lowering with atorvastatin and LDL-apheresis.

Leukocyte and endothelial adhesion molecules mediate leukocyte recruitment into
subendothelial space, contributing thus to plaque inflammation. PAPP-A is a
protease which has been related to plaque instability and acute coronary events; it's
role in stable atherosclerotic lesions hasn’t been studied yet. Microvascular reactivity
is supposed to reflect endothelial function in the microvascular bed; the knowledge of

the effect of hyperlipidemia on microvasculature is currently limited.

Patients with severe hypercholesterolemia, who were free of vascular disease, were
examined at the baseline and after 10 weeks of atorvastatin treatment. Patients with
hypercholesterolemia and coronary artery disease were examined before and after
the treatment with LDL-apheresis. Both patient groups were compared to healthy
normolopidemic controls. Expression adhesion molecules on blood leukocytes was
measured by flow cytometry, and serum endothelial markers and PAPP-A were
measured by immunometric assays. Skin microvascular reactivity was examined by

laser-Doppler flowmetry.
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In patients with hyperlipidemia, there was an increased leukocyte expression of most
cell adhesion molecules studied, which was considerably decreased after the
atorvastatin treatment. In contrast, there was nearly no effect of hypercholesterolemia
and/or atorvastatin on the serum endothelial molecules. Leukocyte molecules may
therefore be a more sensitive marker of atherogenesis than endothelial molecules.
Our results support the role of increased leukocyte adhesiveness in the development

of atherosclerosis.

PAPP-A levels were elevated in hypercholesterolemic subjects without clinical signs
of atherosclerosis. PAPP-A may therefore not only reflect plaque instability (as
suggested earlier), but also serve as a marker of total atherosclerotic burden in
asymptomatic subjects with hyperlipidemia. However, PAPP-A levels were not

influenced by atorvastatin treatment.

Microvascular reactivity was normal in otherwise healthy subjects with
hyperlipidemia; on the contrary, it was impaired in patients with hyperlipidemia and
coronary heard disease. There was no effect of atorvastatin or LDL-apheresis on
microvascular reactivity. These results suggest that microcirculation is not involved in
the early vascular dysfunction induced by HLP and that MVR rather reflects changes

which appear later in the course of the atheroslicerotic disease.
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