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Abstrakt

Sabina Skodova

Imunohistochemickd detekce makrofagii v aterosklerotickych platech arteria
brachiocephalica.

Bakalafska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotni laborant

Cil prace: Cilem této bakalafské prace bylo nastavit imunohistochemické metody pro
detekci makrofagi v arteria brachiocephalica apoE/LDLR receptor deficientnich mysi.
Prace se ddle zamétuje na kvantifikaci exprese téchto makrofagii u skupiny mysi, které
byla podavéna standardni dieta a u mysi, kterym byla podavéna dieta s nizkym obsahem

sacharidi a vysokym obsahem proteinti

Metody: Ke studii byly pouzity samice apoE/LDLR deficientni mysi rozdélené do dvou
skupin (v kazdé skupiné bylo 6 mysi). Jedné skupiné byla podavana standardni dieta
(kontrolni skupina) a druhé skupiné byla podévana dieta s nizkym obsahem sacharida a
vysokym obsahem proteini (LCHP). Tato dieta byla mySim poddvana 8 tydni.
Nasledné byla na fezech arteria brachiocephalica provedena imunohistochemicka
analyza, vyuzivajici ke zviditelnéni makrofag metodiku Immpress s detekénim
¢inidlem diaminobenzidin (DAB). Poté byla provedena biochemické a stereologicka

analyza.

Vysledky: Biochemicka analyza prokazala zvySeni hladin celkového cholesterolu u
myS$i krmenych LCHP dietou. Imunohistochemicka analyza prokazala piitomnost
makrofagti v tunika intima i v tunika media cévy. Stereologicka analyza prokazala, ze

LCHP dieta zvétSuje v arteria brachiocephalica plochu, kde se makrofagy hromadi.

Zavér: U mysi krmenych LCHP dietou doslo ke zvysSeni hladiny celkového cholesterolu
vV Krvi v porovnani s hladinami cholesterolu u mysi, které¢ byly krmené standardni
dietou. Zaroven stereologicka analyza prokazala u téchto myS$i vys§i pfitomnost
makrofagti v aterosklerotickém platu. Tyto vysledky potvrzuji proaterogenni a

prozanétlivy potenciadl LCHP diety.



Abstract

Sabina Skodova

Immunohistochemical detection of macrophages in atherosclerotic lesions
brachiocephalic artery.

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical Laboratory Technician

Background: The aim of this bachelor thesis was to set imunohistochemic methods for
detection of the macrophages in brachiocephalic artery apoE/LDLR receptor deficient
mice. This thesis also deals with quantification of expression macrophages in group of
mice which were fed with chow diet and in group of mice which were fed with low

carbohydrate high protein diet.

Methods: For this study were used apoE/LDLR deficient female mice which were
separated into two groups (in each group were 6 mice). The first group was fed with
chow diet (control group) and the second one was fed with low carbohydrate high
protein diet (LCHP). This diet was administered to the mice for 8 weeks. After that the
imunohistochemical analysis was performed on the cuts of brachiocephalic artery which
uses Immpress method with diaminobenzidin (DAB) for better visibility of
macrophages. Afterwards was performed biochemical and stereological analysis.

Results: Biochemical analysis showed increased levels of total cholesterol in mice with
LCHP diet. Immunohistochemical analysis showed presence of macrophages in vessel
intima and also in vessel media. Stereological analysis showed that the LCHP diet

increases area where macrophages cumulate in brachiocephalic artery.

Conclusion: In the mice with LCHP diet was observed increasing of total cholesterol in
blood compared with the mice on chow diet. Stereological analysis showed higher
presence of macrophages in atherosclerotic plaque at these mice. These results confirm

proatherogenic and proinflammatory potential of LCHP diet.



6.

Obsah

270 OO 8
VY ettt ettt ettt ettt et ettt e s bt e ettt e st e e et e e e et e e e bae e et e e e bee e e bee e rteenareeebeeenraeenns 9
2.1 ODbECNA SIIUKIUIA CEV....vivuiriiiiiiieieieiieteie sttt 9
211 ENAOTEL ... 11
2.2 Specifickd StTUKIUTA CEV ....eiiiiiiriiiiiriieteriere ettt 11
221 YN ) (TR PTUST PR URR 12
ALCTOSKICIOZA ...ovveeiieeiieieeeee ettt ettt e sb e sttt st st s b e b e e sbeesaee st e enteentean 14
TR AN (< 10T N 17 2 SRR 14
3.2 Rizikové faktory ateTOSKIETOZY ......c.ceeveriereeniinieeienieeieiesieee et 14
3.21 Neovlivnitelné rizikove faktory .........cecevireeiienirienineeeeeeeeee e 15
3.2.2 Ovlivnitelng rizikove faKtOTY ....eecveeieiiiiiieiieeeee e 16
3.2.3 NOVE TZIKOVE TAKEOTY ..ottt 19
3.3 Patogeneze ateroSKIETOZY ......cccueeuiriuiiiiiiieerieiie et 20
331 Endotelidlni dysfunkce........c.oovveeieiiiiiiiiiieeee e 21
3.3.2 Uloha lipoproteint v aterOGENEZi.........c..eveerveererereereeeeersesseesssssesseesssssssaesseneans 22
3.3.3 Typy aterosklerotickych 1€Z1 .......c.coviiriiiiiiiiiiieeneerece e 24
3.34 Stabilni a nestabilni ateroskleroticky plat .........c.ceeevireenineneninceeeeee, 26
34 Komplikace aterOSKIETOZY .........oecvirevirrieiniieniienieeieesieesiee st sre et sbe e esaeesaeesaeesnseen 28
IMAKTOTAZY ..ottt ettt et e b e sh e s at e st st e et e bt e bt e sbeesaeesaeeeatean 29
4.1  Vznik makrofaglli a jejich SUDLYPY .eecveerueeriiiiieiieecee e 29
4.2  Matrixoveé metaloproteiNAZY .......cc.eeveerueerieriieieeieeseerte ettt st st e be e 31
4.3 SCAVENZETOVE TECEPLOTY ..vuviuriiriiiiieriee ittt ettt sttt e sae e s e sne e sne e sreesrnenas 31
4.4 Dalsi ptsobeni makrofagl v aterosklerotickém platu........coeceevireeevininscnenccncnene 31
MySi MOdely aterOSKICIOZY .......ivcvieieiieeieiiie ittt sre st saeesreesreesneeeneees 32
5.1  Obecn€ k MOdeltim ateroSKICTOZY .....ccoverreererriiiieiiieeieeseeseesre e esiee e eseeesseeesseeneees 32
5.2 MYSIMOGCLY t.vvireiiiiiiiieieeste sttt st s teeste e steesaaesstessbeebe e beesaeesneeenreenreen 32
Cil Prace, ZadAnT PIACE ....ccveeverrireeierieeeerre ettt 34



7. EXPErimentalnd CAST.......ccveeieereereereesiesitesiteeseeseeseeseeesteesseesseesseessassseesssesssesssesssesssnessneens 35

7.1  BiochemiCKa analyZa .........cccccoeeeiiiiieiiiiceseceee ettt eans 35
7.2 IMUNONISLOCNEMIE ..o 36
7.3 Metodika IMMPIESS ......cooiiiiiiiiic s 36
7.3.1 PrOtUATKY c.coeeeiieiieie s 36
7.3.2 Pracovnl POSTUP ..c.veeiveerieiiieeeeeee e 36

7.4  Kvantitativni analyza imunohistochemie — stereologicka analyza.............ccccceveeneenn. 37
74.1 Statisticka analyza........ccceveiiiiiiiiiieee e 38

8. VTSIBAKY ettt st 39
8.1  Biochemickd analyza .......ccccceoeiriiiiiiiieieeeeee e e 39
8.2  Imunohistochemickd analyza ..........cccoceeiiiniiiiiniiiiieeeseee e 39
8.3  Stereologicka analyza exprese makrofagt v arteria brachiocephalica........................ 42

0. DUHSKUZE. ..o 43
1O, ZAVET ettt ne e 45
11, SEZNAM ZKIALEK ... 46

12. Seznam POUZItE HEETATUTY ....ccerreeriireetertieitet ettt ettt et sb st sbe et b s e b sae s 48



1. Uvod

Kardiovaskuldrni onemocnéni (KVO) jsou v Ceské republice na prvnim misté
vSech umrti v nasi republice [Hradec a Byma, 2009]. Spole¢nym jmenovatelem KVO je

mimo jiné ateroskleroza.

Ateroskleroza je ve vyspélych zemich rozSifenym chronickym civilizacnim
onemocnénim. Ateroskleroza byva v jejich prvopocatcich asymptomatickd. Je to
onemocnéni, které ve svych zacatcich neboli a projevi se Casto az pii komplikacich,
které s timto onemocnénim souvisi, napiiklad, dojde-li k obstrukci vétsi Casti artérie

nebo k uvolnéni ¢i ruptuie aterosklerotického platu.

Prestoze k jejimu rozvoji pfispiva fada faktorti, které jsou ovlivnitelné nebo
neovlivnitelné, a tyto jsou medicin€ bézné zndmé, existuje jesté celd fada faktord, které
potencuji vznik aterosklerdzy, ale nebyly dosud popsany ¢i néjakym zplsobem

prokéazany.

Dosud medicina nepfiSla na zpiisob, jak zabranit procesu aterosklerozy.
Nejbéznéjsi soucasti 1éCby se staly 1éky, které snizuji hladinu triacylglycerolt (TAG) a
LDL cholesterolu, jehoz zvySené hladiny byvaji nejcastéjsi ptic¢inou aterosklerozy,
v kombinaci s antikoagula¢nimi 1éky. Léky ke sniZeni cholesterolu by nemély negativné
ovliviiovat hladiny HDL cholesterolu. K tomu se pfidava tGprava zivotniho stylu, aby
doslo k potlaceni rozvoje aterosklerzy diky tomu, Ze pacient z jidelni¢ku vyfadi zdroje
zivocisnych tukd, tedy hlavné snizi mnozstvi pfijimanych nasycenych mastnych kyselin
a zvysi pfijem nenasycenych mastnych kyselin a svou fyzickou aktivitu [Vollmer,
1999].

ProtoZe aterosklerdza se stala v dneSni dobé velkym rizikem, hlavné z diivodu
Spatnych stravovacich navykt a Zivotniho stylu se stale rostouci stresovou zatézi, je
nutné co nejdetailngji porozumét pti¢indm jejiho vzniku, které dosud nejsou plné
objasnény a pochopeni mechanizmt zahrnujicich makrofagy, které jsou rozhodujici pro

progndzu, diagnézu a 1écbu aterosklerozy.



2. Cévy

Obchovy systém se sklada ze dvou podsystémil, a to krevnich a lymfatickych

cév [Junqueira a spol., 1997].

Systém lymfatickych cév je tvofen slepé zaCinajicimi lymfatickymi kapilarami,
které nasledné vytvaii vétsi cévy. Tyto cévy konci v systému krevnich cév a vedou do
velkych vén, které se nachazi v blizkosti srdce [Konradova, 2000]. Funkci lymfatickych
cév je odvadéni piebyteCné tekutiny z tkdnovych prostor a jeji navrat zpét do krve

[Junqueira a spol., 1997].

Druhy podsystém tvofi srdce, kapilary, artérie a vény. Srdce zde ma funkci
¢erpadla. K zdsobovani jednotlivych organti dochazi diky tomu, ze leva ¢ast srdce Cerpa
krev do télniho ob&hu. Prava polovina srdce Cerpa krev do plicniho ob&hu, a tim
dochazi k vyméné oxidu uhli¢itého (CO,) za kyslik (O,). Komoru srde¢ni opousti krev
tepnou, kterd se nasledné vétvi a vznikaji cévy, jejichZ prasvit se stile zuzuje az na
urovenn arteriol. V misté, kde na né navazuji kapilary, dochdzi k vyméné plynda.
Z opacného konce kapilarniho tecist¢ vybihaji venuly, které zajistuji navrat krve do

srdce, postupné se spojuji a vytvateji silngjsi vény [Liillmann, 2012].

Zakladni funkci kardiovaskuldrniho systému je distribuce kysliku a Zivin
VvV organizmu a ptenos hormont k cilovym organim. Dale zajist'uje pfenos metabolitt

k exkre¢nim organiim [Konradova, 2000].

2.1 Obecna struktura cév

Stavba vSech cév je zalozena na stejném zakladu [Konradova, 2000]. Sténa cévy

se sklada z né€kolika vrstev, takzvanych tunik [Junqueira a spol., 1997].
e Tunika intima

Je tvofena vrstvou endotelu, ktery vystyla vnitini povrch cév. Endotel je
tvofen jednovrstevnym dlazdicovym epitelem. Endotelové buiiky jsou ulozeny
na bazalni laminé. Pod endotelem se dale nachazi subendotelova vrstva fidkého

vaziva.



Tunika media

Sklada se ptedevsim ze Sroubovité vinutych koncentrickych vrstev bun¢k
hladkého svalstva. Mezi hladkymi svalovymi bunkami se nachéazi rizné
mnozstvi proteoglykant a elastickych a kolagennich vlaken. Zdrojem tohoto
extracelularniho materialu jsou hladkosvalové bunky. Tunika media je
predevs§im tvofena kolagen Ill. Tunika intima je od tunika media oddélena
pomoci membrana elastica interna. Tato membrana tvofena elastinem je
opatfena prachody, které umoziuji dostatenou Vvyzivu bunék ulozenych
v hloubi stény artérie. Membrana elastica externa pak odd¢luje tuniku media od
zevni tunika adventitia v tepnéch vétsiho kalibru. V kapilarach je tunika media
zastoupena specialnimi buiikami, které se nazyvaji pericyty [Junqueira a spol.,
1997].

Tunika adventitia

Je tvofena kolagennimi a elastickymi vlakny, které jsou podélné
orientované. V této vrstvé je piitomen kolagen I. typu. Tunika adventitia
postupné piechazi do vaziva organu, kterym céva vede [Junqueira a spol., 1997].
Velké cévy obsahuji v této vrstvé také vasa vasorum (cévy cév). Ty slouzi k tomu,
aby zasobovaly Zivinami a kyslikem pfedevS§im ty bunky cévni stény, které se
nachazi dale od lumen cévy, a proto nemize dochazet k jejich vyzivé difuzi

[Paulsen, 2004].

Obrazek 1: Popis cévni stény: Pievzato a upraveno z:

<http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/vascular/Images/VesWall.jpg>
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2.1.1 Endotel

Endotel tvofi jednovrstevnou plochou vystelku krevnich i lymfatickych cév a
srde¢nich dutin [Klika—Vacek, 1974]. Je tvofen plochymi polygonalnimi buiikami, které
jsou orientovany ve sméru proudéni krve a lezi na bazalni membran¢ [Liillmann, 2012].
Endotelové buiiky jsou charakteristické plochym jadrem, které se nachazi v centralni
oblasti buiikky. V jeho okoli se nachazi maly Golgiho aparat, mitochondrie, malé

cisterny zrnitého endoplazmatického retikula a ribozomy [Konraddova, 2000].

Jejich povrch je potazen vrstvou glykokalyx. Diky této vrstvé ziska endotel
nesmacivy charakter a silny negativni naboj, ktery je nezbytny pro jeho permeabilitu.
V artériich tvoifi endotelové bunky fokélni kontakty s extracelularni hmotou. Na tyto
kontakty se pfipojuji svazky aktinovych filament, které jsou umistény paralelné
s proudem krve a diky tomu mohou endotelové buiiky 1épe odolavat smykovému napéti,

které je zde velmi silné [Liillmann, 2012].

Endotel je zodpovédny za nékteré Zivotné dileZité funkce organizmu. UmozZiuje
vyménu kysliku, né€kterych makromolekularnich latek a tekutin mezi tkanémi a krvi.
Slouzi k udrzeni rovnovahy mezi vazokonstrikci a vazodilataci, ovliviluje metabolizmus
lipoproteinii a vyznamné se podili na srazecich procesech krve. Endotelové bunky
syntetizuji fadu latek, jako napfiklad oxid dusnaty (NO) a prostacyklin [Pecka, 2004].
Prostacyklin brani shlukovani trombocytli, a jeho produkci endotelové bunky

predchazeji vzniku krevnich srazenin [Paulsen, 2004].

Na povrchu endotelu se také nachdzi celé fada receptord pro cytokiny,

neurotransmitery, chemotaktické faktory a leukoadhezivni molekuly [Pecka, 2004].
2.2 Specificka struktura cév

Casti cévniho systému se za fyziologickych podminek vzajemné lisi tloustkou
jednotlivych vrstev své stény. To je zplsobeno rozdilnym tlakem, ktery na jednotlivé
cévy pusobi. Silngjsi tunika media, kterd je bohatsi na elasticka vldkna a hladkosvalové

buiiky, je pfitomnd vV mistech s vy$§im stfednim tlakem.

Proto se sténa artérii vyznacuje silnou vrstvou tunika media a jednotnou upravou
stény. Tunika media vén je oproti artériim vyrazné uzsi, a maji st€nu regiondln¢ odlisné

uspofadanou [Liillmann, 2012].
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2.2.1 Artérie

Podle priméru délime artérie na arterioly, elastické artérie a muskularni artérie

[Konradova, 2000].
e Arterioly

Jejich primér se pohybuje okolo 100 pm i mén€. Maji pomérné tlustou

sténu a uzké lumen.

Tunika intima je tenkd, bez endotelového pojiva. Membrana elastica

interna je tvotena siti elastickych vlaken.

Tunika media tvofi nejtlustsi a nejvyraznéjsi vrstvu cévy. Je hlavné
vrstvou svalovou. Je tvofena jednou az péti vrstvami hladkosvalovych bun¢k a

elastickymi fibrilami.

Tunika adventitia je tvofena fibroelastickou vrstvou, ktera je tenéi nez je
tunika media. Dale je tvotena vrstvou fidkého kolagenniho vaziva s elastickymi
a kolagennimi vlakny [Klika — Vacek, 1974].

e Artérie svalového typu

Mezi artérie svalového typu se fadi vétSina artérii stfedni velikosti, tenké

artérie 1 bezejmenné nejtenci artérie [Liilllmann, 2012].

Tunika intima je sloZena z endotelu, dale z tenké vrstvy subendotelového
vaziva, kde se nachazi jemna elastickda a kolagenni vlakna a fibroblasty.

Membrana elastica interna ma charakteristické fenestrace.

Tunika media je tlustou svalovou vrstvou, sloZenou ze Ctyficeti vrstev

hladkosvalovych bunék. Svalovina je zde cirkularné uspofadana.

Tunika adventitia je stejn¢ tlusta jako tunika media. Sklada se z fidkého
kolagenniho vaziva, které je usporadano longitudinaln€. Na rozhrani mezi tunika
media a tunika adventitia je membrana elastica externa, kterou tvoii vrstva
elastickych vlaken [Klika — Vacek, 1974].

12



Artérie elastického typu

Ve své sténé obsahuji velké mnozstvi elastinu. Tyto cévy maji pomérné

tenkou sténu se Sirokym prusvitem.

Endotelové bunky vtunika intima jsou pievazné polygonalni.
Subendotelova vrstva je silngj$i a obsahuje elasticka vladkna, kterd probihaji

longitudinalné a prechézi do elastickych membran tunika media.

Tunika media je nejsilngjsi vrstvou artérii velkého kalibru. Nachazi se

zde Ctyticet az Sedesat elastickych blanek, které jsou dirkované.

Mezi témito blankami, které jsou uspotadany koncentricky, jsou
fibroblasty, kolagenni fibrily, zédkladni amorfni hmota a hladkosvalové buiky.
Tyto bunky jsou oploSténé a rozvétvené s nepravidelnymi okraji. Jsou

uspotadany cirkularné.

Tunika adventitia je velmi tenkd vrstva bez znamek slozité vnitini
organizace. Zevni eclasticka blanka zde vytvaii membranu elasticu externu.
Kolagenni vlakna jsou uspofadana longitudinalné. Tunika adventitia zabranuje
tomu, aby se tunika media a tunika intima nadmérné roztahovala pfi srde¢ni
systole [Klika — Vacek, 1974].

13



3. Ateroskleroza

Ateroskler6za je onemocnéni, které se nejprve projevuje v tunika intima cév a
postihuje pfevazné artérie. Toto onemocnéni je vlastné kombinaci charakteristickych
morfologickych zmén. Je pro ni charakteristicky nalez ohniskovych lozisek tuk,
sacharidii, krve a krevnich destic¢ek, fibrozni tkdn¢€ a vépenatych lozisek doprovazené
zménami V tunika media artérii stfedniho (svalového typu) a velkého kalibru

(elastického typu) [Ihling, 1998].

Projevy ateroskler6zy se mohou ukéazat v podob¢ lipoidnich prouzki jiz u déti.
Loziska v cévni stén¢, ktera jsou tuzsi a vétsi se nazyvaji fibrozni platy. Progrese téchto
plath do jejich findlni podoby, 1ézi, zplsobuje vznik klinickych projevii aterosklerdzy

[Klener a spol., 2001].
3.1 Arterioskleroza

Casto dochazi k zamén& pojmui ateroskleréza a arterioskleroza. Ateroskleréza je
onemocnéni, které postihuje artérie stfedniho a velkého kalibru (svalového i elastického
typu). U arteriosklerozy byvaji postizeny artérie malého kalibru a arterioly [Macak-
Macéakova, 2004].

Arterioskler6za je dlouhodoby proces, ktery byva u postizenych zvySené
zastoupen Vv urcitych ¢astech krevniho fecisté, jako v mozkovych artériich, v artériich
dolnich koncetin a v epikardidlnich artériich myokardu. PostiZeni arteriosklerézou se
nemusi projevit klinickymi pfiznaky. Ne¢kdy se muze projevit jako chronické obtize.
V jiném ptipadé zase napiiklad akutni ptihodou, kterd je zpiisobena naruSenim

specifické ¢asti krevniho feciste [Necas a spol., 2004].
3.2 Rizikové faktory aterosklerdzy

RozliSujeme rizikové faktory ovlivnitelné a neovlivnitelné. Pfi vyskytu vice
faktorti se riziko vzniku aterosklerdzy nescitd, ale nasobi se. Z toho plyne, ze pii
pritomnosti dvou faktoru je riziko Ctytikrat vyssi, ale u kombinace tii faktora je riziko

jiz sedmkrat vy3si [Steiner, 2010].
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Obrazek 2: Prehled ovlivnitelnych a neovlivnitelnych rizikovych faktoru
aterosklerdzy: Pievzato a upraveno z:
<http://zdravi.e15.cz/clanek/priloha-lekarske-listy/rizikove-faktory-kardiovaskularnich-
onemocneni-300855>

Neovlivnitelné Oviivnitelné

* vék (muzi =55, Zeny >65) e arterialni hypertenze

» rodinnd anamnéza predéasné * dyslipidemie
aterosklerdzy (u prvostupnovych - celkovy cholesterol
pribuznych: muzi >45, Zeny >55) — LDL cholesterol

e piitomnost onemocnéni — triglyceridy
aterosklerotické etiologie - HDL cholesterol

s genetické faktory ¢ diabetes mellitus 2. typu

» muzské pohlavi * nadvaha/obezita

* koureni

e nizka fyzicka aktivita

¢ metabolicky syndrom

* hsCRP

¢ chronické onemocnéni ledvin
* homocysteinemie

3.2.1 Neovlivnitelné rizikové faktory

e Pohlavi

Muzi onemocni aterosklerozou diive a Castéji nez zeny. Divodem je
zensky pohlavni hormon estrogen. Ten Zeny pfirozené¢ chrani pred
ateroskler6zou, ovsem pouze do obdobi klimakteria, potom jeho koncentrace
klesa, a tim se snizuje i jeho ochranny efekt. S klesajicimi hodnotami estrogenu,

stoupa riziko KVO u Zen dvakrat az ttikrat.
o Vék

Vek castecné souvisi s prvnim jmenovanym faktorem. MuZe postihuje
ateroskler6za nebo komplikace s ni spojené, napfiklad infarkt myokardu jiz
kolem 40. az 50. roku Zivota. U Zen vzriistd incidence KVO az od 55 let. Infarkt
utrpi spiSe zeny ve véku kolem 60 az 70 let. Protoze se KVO u Zen objevuje az

V pozdéj$im veéku nez u muzi, je doprovazeno vétsim poctem komplikaci.
¢ Geneticka dispozice

OhroZeni nastava v ptipad¢€, pokud se u prvostupniovych ptibuznych
(rodice, prarodice, sourozenci) vyskytlo KVO ve véku mezi 40 az 55 lety véku

[Vollmer, 1999].
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3.2.2 Opvlivnitelné rizikové faktory

e Metabolicky syndrom

Jednd se o soubor piiznakl, které se u pacienta mohou vyskytovat
Vv celém spektru, nékdy jsou zastoupeny pouze nékteré ptiznaky. Lidé postizeni
metabolickym syndromem jsou ohrozeni rizikem piedcasné aterosklerdzy.

Metabolicky syndrom tvofi nasledujici ptiznaky:
v" Obezita centralniho typu
v' Arterialni hypertenze
v" Inzulinova rezistence
v Nadprodukce VLDL (lipoproteiny s velmi nizkou hustotou)
v Vysoka hladina LDL (lipoproteiny s nizkou hustotou)
v" Snizena koncentrace HDL cholesterolu

Tyto ptiznaky vedou ¢asto k poskozeni endotelu a k rozvoji

ateroskler6zy [Racek a spol., 2006].
e Koureni

Dve¢ slozky tabdkového koute jsou dilezité pro rozvoj aterosklerdzy, a to
oxid uhelnaty (CO) a nikotin. Interakce téchto dvou slozek vede ke zvySené

produkci katecholamini. Jejich plisobenim dochézi k témto pochodiim:
v Zvysuje se adhezivita desti¢ek
v Myokard se stava citlivéjsi k stimulaci katecholaminy
v' Zrychluje se srde¢ni frekvence a krevni tlak

Dale se snizuje fibrinolyza zménou koncentraci koagulacnich faktorh
(zvySuje se mnozstvi fibrinogenu a inhibitoru aktivatoru plazminogenu a sniZuje
se hladina tkanového aktivatoru plazminogenu). Dale se u kufaki také snizuje

hladina HDL cholesterolu [Simon a spol., 2001].
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e Nadvaha

Nadvaha nebo obezita se definuje pomoci BMI (body mass index), ktery
se stanovuje jako pomér mezi hmotnosti v kilogramech a druhé mocniny vysky
v metrech. Pro aterosklerézu je obezita rizikem hlavné proto, ze Casto vznika

jako dusledek pfilis tucné a na cholesterol bohaté stravy [Vollmer, 1999].

Obrazek 3: Klasifikace obezity podle BMI a rizika vzniku onemocnéni
souvisejicich s obezitou: Pfevzato a upraveno z:
< http://zdravi.e15.cz/clanek/sestra/nadvaha-a-obezita-450965>

Klasifikace BMI Riziko vzniku onemocnéni souvisejicich s obezitou
podvéaha mensi nez 185 malé (ale riziko jinych zdravotnich problémd)
normalni hmotnost 185-249 primeérné

nadvaha 25,0-299 mirné zvysené

obezita |. stupné 30,0-349 stiedné zvySené

obezita Il. stupné 35,0-39,9 dosti zvySené

obezita lll. stupné vice nez 40 velmi zvySené

e Hypertenze

Systolicka a diastolicka hypertenze je vyznamnym rizikovym faktorem.

Riziko vzniku KVO je 0 60 % vys$si nez u normotoniku.
e Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ¢asto vede az ke vzniku hypercholesterolémie. Lidé
trpici diabetem maji dvakrat az tfikrat vyssi riziko infarktu myokardu nez lidé

bez diabetu [Steiner, 2010].
e Dyslipidémie

Hyperlipidémie znamena stav, ktery se projevuje zvySenim koncentrace
tukd. 'V primysloveé vyspélych zemich tvoii za obezitou druhou nejcastéjsi
metabolickou chorobu. U pacientii trpicich predCasnou aterosklerozou je
dyslipidémie potvrzena az u 70 %. RozliSujeme dyslipidémie primarni a
sekunddrni. Dyslipidémii primarni jsou geneticky podminénd samostatna

onemocnéni. Sekundarni dyslipidémie, které tvoii asi jen 30 - 40% vSech
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dyslipidémii, jsou disledkem nékterych chorob, vedlejSich ucinka 1ékii nebo

hormonalnich onemocnéni [Zak a spol., 2011].

Specificky se hypercholesterolémie projevuje i jako samostatny faktor.
Vysoké hodnoty cholesterolu ptfitomného v séru jsou zplisobeny nespravnou
stravou nebo mohou byt podminény i geneticky. Nejcastéji se jedna o familiarni
hypercholesterolémii. I nékterd jind onemocnéni mohou byt doprovéazena
hypercholesterolémii. Mezi tato onemocnéni patii napiiklad nemoci ledvin

s nefrotickym syndromem nebo diabetes mellitus [Steiner, 2010].

Riziko KVO vzrusta s rostoucimi koncentracemi celkového cholesterolu,
a to jiz od hodnoty 3,9 mmol/l. U hodnot celkového cholesterolu do 5 mmol/l
roste riziko KVO pomalu, prudéeji roste kolem hodnot 5,0 - 6,5 mmol/l a
nejvyssi riziko predstavuji hodnoty celkového cholesterolu, které se pohybuji

kolem 6,5 mmol/I.

Dalsim rizikovym faktorem je zvySena hodnota LDL castic (lipoproteiny
S nizkou hustotou) a ¢astecné i IDL ¢astic (lipoproteiny o intermedialni hustot¢).
Svlij podil na vzniku aterosklerozy méa kromé vySSich koncentraci téchto
lipoproteini i  jejich  oxidativni modifikace kyslikatymi  radikaly
v subendotelidlnim prostoru cévy. Castice LDL a IDL obsahuji ve své molekule

apoprotein B a potencuji vznik aterosklerozy.

Vztah HDL (lipoproteiny o vysoké hustoté) ke KVO je opacny od vyse
popsanych castic. HDL pisobi protektivng. Protektivni uc¢inek HDL spociva
Vv jeho schopnosti odvadét piebytecny cholesterol z perifernich tkani do jater.
HDL dale chrani LDL proti oxidaci, podporuje vazodilataci zprostfedkovanou
endotelem a pomaha odstrafiovat produkty oxidace lipidd, které jsou toxické.
Pokud dojde ke sniZeni hladiny HDL cholesterolu o 0,1 mmol/l zvySuje se riziko

KVO az o 10% [Simon a spol., 2001].

Hodnoty celkového cholesterolu by se u osob ve stiednim véku mély
pohybovat v rozmezi 3,5 az 5,2 mmol/l. Koncentrace HDL cholesterolu by se

méla pohybovat nad hodnotou 1 mmol/l [Racek a spol., 2006].
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3.2.3 Nové rizikové faktory

Aterosklerozou mohou byt postizeni i lidé, u kterych podle klasickych
rizikovych faktori vznikd nizka pravdépodobnost propuknuti tohoto onemocnéni.
V této dobé je pozornost sméfovana praveé k identifikaci novych faktord, které by

dopomohly ke zvyseni odhaleni rizik KVO.
e Homocystein

Je to aminokyselina, kterd se do téla nedostava potravou. Jedna se o
vyznamny meziprodukt, ktery vznika v metabolickém cyklu pifi prenosu
methylovych a sulfo skupin za ¢asti aminokyselin methioninu a cysteinu. Dnes
jsou zvySené hladiny homocysteinu povazovany za nezavisly rizikovy faktor
KVO. Homocystein zvySuje silu vazby lipoproteinu a na fibrin, Vv krevnich
desti¢kach potencuje tvorbu tromboxanu A,, aktivuje srazeci faktor V, a tim
pusobi protromboticky. Déle plsobi jako inhibitor proliferace endotelovych
bun¢k, tvorby NO. Ma kladny ucinek na proliferaci hladkosvalovych bunék
cévni stény a zvySuje oxidativni pfeménu LDL ¢astic také tim, Ze inhibuje
antioxida¢ni enzymy. Mimo jiné pusobi jako aktivator enzymu poly-ADPriboza

polymeraza, ktery podporuje endotelovou dysfunkci [Zak, 2011].
e Fibrinogen

Je protein syntetizovany v jatrech, ktery se nachazi v krevni plazmé. Pii
sraZzecich procesech se pusobenim trombinu méni na vléknity fibrin. Studie
WOSCOPS (West Of Scotland Coronary Prevention Study) na zaklade
zjiSténych 0daji oznacila fibrinogen jako faktor urceny k pfedpovédi
kardiovaskularni mortality. Podle jeho hodnot zjiSténych v nékolika dalSich
studiich bylo mozno pifedpovédet riziko budouciho infarktu myokardu. Dale
byla zjist€éna souvislost vySSich hladin fibrinogenu s vyskytem koronarni
pfihody. Fibrinogen iniciuje vznik trombu, ktery naseda na ateroskleroticky plat.
Ten nasledné zplisobi uzavieni cévy a nasledné zplisobuje rozvoj akutniho
koronarniho syndromu. K vytvofeni trombu dochazi snadnéji pii vysSSich
hladinach fibrinogenu v plazmé. Ztohoto divodu jsou vysoké hladiny
fibrinogenu spojovany s rizikem vzniku trombotickych ptihod [Zak a spol.,

2011].
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C - reaktivni protein (CRP)

Dosud bylo s velkym zajmem zaznamenano, jak Ridker a spol. v roce
1997 v Physicians Health Study popsal, Ze unikatni méteni hodnot CRP v séru,
stanoveného vysoce citlivou metodou (hsCRP), muze piedpovédét u muzi, do
této doby zdravych, budouci riziko KVO. Hodnoty CRP pod 1mg/dl se povazuji
za nizké riziko, hodnoty 1-3 mg/dl za mirné riziko a hodnoty nad 3 mg/dl za
vysoké riziko. Studie, které nésledovaly, oznaCily CRP nejen jako rizikovy
faktor pro ICHS (ischemicka choroba srdecni), ale také pro napf. mrtvici nebo

uzaveroveé choroby perifernich artérii.

Nabizi se otdzka, zda zvySené hodnoty CRP jsou jen privodnim jevem
zangtlivych cévnich onemocnéni, nebo jestli samo CRP hraje kauzalni roli pfi

vzniku aterosklerdzy a KVO.

CRP je syntetizovano v jatrech pod kontrolou riznych cytokini. Je
mozné¢ ho prokdzat 1 vplatech Ccasnych stadii aterosklerézy spolu
s aterosklerotickymi lipidy. Byly popsény rtizné vlastnosti CRP, které mohou
vést k udrzeni zanétlivé reakce, a to takové, ze se CRP vaze na poskozené bunky
a aktivuje komplement v myokardu postizeném infarktem a na aterogenni
lipidové castice a indukuje in vitro agregaci ¢astic LDL a VLDL, CRP dale

indukuje tvorbu tkanového faktoru a podporuje tim tvorbu trombu [Galle, 2004].

Dalsi zvySena pozornost, v souvislosti se vznikem KVO je vénovana
adiponektinu, coz je peptidovy hormon produkovany adipocyty. Jeho piesny
vztah ke KVO je nutné prokazat presnéji podrobnéjsimi analyzami. Dalsi faktor
tvoii myeloperoxiddza. Jedna se o enzym, ktery se podili na oxidaci LDL ¢astic,

které se nachazi v aterosklerotickych platech [Zak a spol., 2011].

3.3 Patogeneze aterosklerozy

Ateroskleroza je vysledkem komplexni souhry mezi krevnimi sloZkami,

zménénymi podminkami pritoku krve, ¢imz dochazi k poskozeni cévni stény, a

abnormalitami stény cév zahrnujici rGzné patologické operace. Dochazi k rozvoji

chronickych zanétlivych projevt [Brasen-Niendorf, 1997].
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3.3.1 Endotelialni dysfunkce

Endotelidlni dysfunkce je charakteristickd ptevahou vazokonstrikce, snizenim
trombolyzy, ¢imz se zvySuje riziko vzniku trombii, a zvySenou permeabilitou endotelu
cévni vystelku, a metabolicky, napiiklad zvySenymi koncentracemi TAG a cholesterolu.

Dale se na poruseni funkce endotelu uplatiiuje také homocystein a angiotenzin I1.

Endotelovou dysfunkci miZzeme Casto najit i u kufakl, u osob majicich diabetes

mellitus nebo metabolicky syndrom.

U endotelové dysfunkce dochazi ke snizené produkci oxidu dusnatého (NO).
Tim endotel ztraci schopnost vazodilatace, antiagregacni, antiproliferativni a
antiadhezni ucinek a naopak pfevladaji déje opacného charakteru. Volné radikaly,
naptiklad superoxid, ktery tvoii makrofagy na popud angiotenzinu II, snizuji
koncentraci NO a jsou odpovédné i za stimulaci déja, které vedou k aterogenezi [Racek,
2006].

Endotelialni dysfunkce je také spojena s expresi proteind, které umoziuji vazbu
monocytii, T-lymfocytl a trombocytl na povrch endotelu. Mezi tyto molekuly patii
VCAM - 1 (adhezni molekula 1 cévnich bun¢k), ICAM- 1 (Intercelularni adhezni
molekula 1) a P a E selektiny, které indukuji expresi dal$ich adhezivnich molekul, jako
napiiklad L selektinu.

Adhezni molekuly stabilizuji vazbu mezi monocyty a endotelidlnimi buikami, a
tim umoziuji migraci monocytid pfes cévni sténu, coz je dulezity proces ve vyvoji
aterosklerotické 1éze [Rosen, 2002]. Tyto monocyty/makrofagy pohlcuji cholesterol,
ktery do stény cévy pronikl a transformuji se na pé€nové bunky [Brisen- Niendorf,

1997].

Prinik lipoproteinovych ¢astic do mista vzniku 1éze umozZiuje zvySend
permeabilita endotelu. Dochazi k jejich oxidaci, ktera je zpusobena reaktivnimi
formami kysliku a dusiku, které nepodlehly mechanizmu antioxidace [Brésen-

Niendorf, 1997].
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Obrazek 4: Endotelidlni _dysfunkce: Modie jsou oznaceny faktory zpiisobujici
aktivaci endotelu a riizove jsou oznaceny projevy endotelové dysfunkce.
Pievzato a upraveno z: < http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/?p=1456>

Snizeni produkce NO,

Turbulence, Infekce, zanét, Trombin, i :
hypertenze, cytokiny, hypoxie, homocystein, I:mx::ekg::ﬂ:ieéz
smykové volné radikaly, vék, pohlavi inhibice fibrin oley,
tieni, hyperlipidemie (LDL) 2vygeni permeabilit;/
koufeni, modifikované LDL, \ereze; dlipedezh,

diabetes \ aktivace trombocytu

L]
(" Y '[enpotel] XC 1 I:

l
Infekce,

. O % 0 . o
oo Bl - ERCTIN
volné radikaly, g produkce cytokinu,

modifikované LDL akumulace leukocytu

3.3.2 Uloha lipoproteinii v aterogenezi

TAG a cholesterol jsou pienaSeny cCasticemi snejmens$i hustotou -
chylomikrony. Tyto ¢astice, které obsahuji nejvyssi podil lipidd, vznikaji ve sliznici
tenkého stieva a dostavaji se do krevniho ob&hu. Pro jejich syntézu je nezbytny
apolipoprotein apoB-48, dale obsahuji i apolipoproteiny skupiny A a v plazmé ziskavaji
apolipoprotein E (apoE) a C. Lipoproteinova lipaza, kterd se nachazi na membrané
endotelii kapilar, stépi TAG chylomikrond. Uvolnéné mastné kyseliny mohou byt,
mimo jiné vychytavany jatry a pouzity k resyntéze TAG nebo metabolizovany [Racek,
2006].

Pro vznik a rozvoj aterosklerdzy jsou nejzasadnéj$i LDL castice. Tyto ¢astice
Vv organizmu vznikaji pfeménou ¢astic VLDL (lipoproteiny o velmi nizké hustote), které
syntetizuji a vylucuji jatra. VLDL obsahuji apolipoprotein Bigo (apoB), TAG a
cholesterol. V cirkulaci jsou zjejich jadra diky interakci s endotelovou lipazou
odstranény TAG, ¢imz dochazi ke sniZeni jejich hustoty. Tim vznikaji IDL castice,
které stejn¢ jako VLDL obsahuji apoB a apoE. IDL mohou v cirkulaci podstoupit dalsi
prestavbu za vzniku LDL ¢éstic [Halle a spol., 1998].

Na povrchu LDL c¢astic se nachazi apoB, volny cholesterol a fosfolipidy. Jejich

hydrofilni jadro vytvafi esterifikovany cholesterol a TAG [Racek, 2010].
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Pii potiebé jsou LDL ¢astice z krevniho obéhu vychytavany buiikami vazbou na
jejich specifické receptory. Uvnitt buiikky potom dochazi k uvolnéni cholesterolu

[Bhakdi, 2002]. Buiika na tento d&j zareaguje snizenim syntézy vlastniho cholesterolu.

Pti zméné struktury LDL, hlavné jejich ¢asti apoB, ktera je diilezita pro vazbu
LDL castice na receptor je tento fyziologicky déj naruSen. Ke zméné LDL castice
nejvice dochazi oxidaci reaktivnimi formami dusiku a kysliku. Na oxidaci LDL se
uplatiiuji hlavné peroxid vodiku, ze kterého vznikd plsobenim piechodnych kovi
hydroxylovy radikal, ktery dale modifikuje LDL castice, a kyselina chlorna, ktera

ucinkem myeloperoxidazy vznika také z peroxidu vodiku.

K oxidaci LDL dochazi v cévni stén€, kde LDL nejsou chranény antioxidanty.
V plazmé je naopak pfitomno velké mnozZstvi antioxidanti, které tomuto d&ji zabranuji.
Receptory pro LDL nerozpoznavaji oxidovanou formu LDL. Proto se oxidované LDL
vaze na scavengerové receptory makrofagh pritomnych v cévni sténé za vzniku
pénovych bun€k. Oxidované LDL svymi biologickymi u¢inky podporuji aterogenni

proces [Racek, 2010].

Zvysena hladina HDL cholesterolu se u aterosklerozy naopak projevuje
protektivnimi G¢inky. ZvySeni hladiny HDL cholesterolu pouze o 0,26 mmol/l snizuje
riziko infarktu myokardu o 30%. HDL cholesterol ma antiaterogennimi a
jeho schopnosti zvysit syntézu NO, kterou zajistuji endotelové bunky, a inhibuje
oxidaci LDL c¢astic [Paulweber, 2004]. Této inhibice je HDL schopen pomoci
paraoxonazy-1 (PONL1), kterou obsahuje ve své molekule.

HDL castice déale hraje dulezitou roli v reverznim transportu cholesterolu.
Reverzni transport cholesterolu znamena pienos cholesterolu z perifernich tkani zpét do
jater. Tento proces je zprosttedkovan apolipoproteinem A- | (apoA-1), ktery je soucasti
HDL [Spieker, 2003].
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Obrazek 5: Popis LDL a HDL ¢&astice: Pievzato a upraveno Z:
<http://www.biology.estranky.cz/clanky/patologie/patologie-aterosklerozy.html>
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F— ESTER CHOLESTEROLU

TRIGLYCERID

CHOLESTEROL FOSFOLIPID
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3.3.3 Typy aterosklerotickych lézi

Ateroskleroticky proces byl rozdélen podle klasifikace American Heart
Association do péti fazi. Kazda faze se vyznaCuje charakteristickou morfologii
aterosklerotického platu. Z morfologie plath je patrné, Zze ateroskleréza je chronické
zanétlivé onemocnéni tunika intima cév. Béhem aterosklerotického procesu plat

postupné roste. Klinické komplikace vznikaji pfi ruptufe platu nasledované trombozou.
e Fazel

Nachézi se nejcastéji u jedinci mladSich 30 let. Vychazi se z toho, Ze
1éze, které se nachazi v této fazi, jsou na jedné stran¢ kompletn¢ reverzibilni, na
stran¢ druhé ale mohou také tvofit ¢asna stadia progresivnich plati. Ve fazi I

nachazime léze typu 1 az 3.

v' Léze typu 1 jsou typické nahromadénim makrofagi v tunika
intima, tim dochazi k jejimu ztlusténi. Nachazi se zde izolované

pénové buiky, které vznikaji z makrofagu.
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Faze 11:

v Léze typu 2 je také tvofena makrofagy, které se nachazeji v tunika

intima. Zde je, na rozdil od 1éze typu 1, zvySeny pocet makrofagt
transformovanych v pénové bunky (makrofagy obsahujici
intracelularné nahromadéné lipidy). Dale se zde nachazi dalsi

bunky zanétu, T-lymfocyty.

Léze typu 3 je typicka vyskytem mensich extracelularnich lozisek

lipida.

Léze ve fazi Il se vyznacuji vy$§im obsahem lipidi, tim dochdzi k ristu

platu. Platy jsou proto nestabilni a nadchylné k rupturam. Patii sem 1éze typu 4 a

5a.
v' Léze typu 4 je charakteristickd jadrem bohatym na lipidy, které
vzniké diky stékani lozisek lipida.
v' Léze typu 5a se vyznacuje lozisky lipidd, ktera jsou ohrani¢ena
tenkou fibrozni ¢epickou.
Faze 11 miZe prejit do akutni faze III nebo IV nebo ptimo (bez akutnich
komplikaci) do faze V.
FazeIll alIV:

Jsou charakteristické 1ézemi typu 6.

v Léze typu 6 je 1éze typu 4 nebo 5a s povrchovym defektem, ktery

piipadné¢ mize vést ke krvaceni uvniti platu nebo az k jeho ruptuie
a nasednuti trombu. Toto je spojeno s objevenim klinickych

symptomt, jako je napiiklad akutni koronarni syndrom.
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e FazeV:
Vyznacuje se fibroznimi l1ézemi typu 5b a 5Sc.

v Léze typu 5b se vyznacuje vysSim stupném stendzy (z(zeni) cévy,

vysSim zastoupenim hladkosvalovych bun¢k a fibrozni tkané.

v' Léze typu 5c se podoba typu 5b, li§i se pouze vySSim obsahem

kolagennich vlaken.

Ve fazi V Ize najit také fibrotické nebo okluzivni 1éze typu 7 a 8, které

neobsahuji zadna tukova loziska.
v Léze typu 7 je chud4 na bufiky a charakteristicka jeji kalcifikaci.

v' Léze typu 8 je charakteristicka piitomnosti velkého mnoZstvi
kolagennich vldken bez kalcifikace nebo lozisek tuku [lhling,
1998].

Obrazek 6: Typy aterosklerotickych 1ézi: Pfevzato a upraveno z:
< http://pfyziollfup.upol.cz/castwiki2/wp-content/uploads/2011/12/5.bmp>

Komplikowa- |Fibroaterom| Aterom ntermedialniTukove Inicialni Iéze
e . . ére prouzky
na leze lividové vice mimo
[lipidove Bunéényeh _akumulac
-ruptura adro ipidii tvorici malo intarcelul
-krwaceni fibrozni adro ateromuextracelulary )

A
stromboza cepitha ipidi ipidi
-+/- kalcifikace

3.3.4 Stabilni a nestabilni ateroskleroticky plat

Ateroskleroticky plat se skladd ze dvou komponent, a to z mékké komponenty
bohaté na lipidy, ktera tvoii jadro platu, a z tvrdsi tkdné bohaté na kolagen. Pojivové

tkdn¢ slouzi ke stabilizaci komponent, zatimco jadro bohaté na lipidy ma spise
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destabilizujici uc¢inek. Stabilita platu zavisi na jejich vzdjemném pomeéru [Brésen-
Niendorf, 1997].

e Stabilni platy
Maji tlustou a neporusenou fibrézni cepicku, slozenou prevazné
Z hladkosvalovych buné¢k, kolagenu a elastinu, kterd kryje lipidové jadro.
Hladkosvalové buiiky v ¢epicce chrani plat pfed rupturou. Uvniti stabilniho

platu se nachazi krystaly cholesterolu a pénové buiiky [Vollmer, 1999].
e Nestabilni platy

Nebo také platy nachylné k rupturdm, jsou charakteristické jadrem
bohatym na lipidy, které tvoii vice nez 40 % objemu platu [Miiller a spol.,
1999]. Je zde pfitomen zanétlivy infiltrat z makrofadgii a lymfocytl a vyrazna
aktivita metaloproteindz - enzymy, které makrofagy produkuji. Tyto enzymy
destabilizuji plat [Steiner, 2010]. Tyto nestabilni platy se dale vyznaéuji nizkou
hustotou  hladkosvalovych bunék, malym mnoZstvim kolagennich vldken,
vysokou expresi tkanového faktoru a uzkou fibrozni ¢epickou. Pokud se fibrozni
¢epicka roztrhne, dochazi k akutnimu trombogennimu déni, které muze mit za
nasledek nadhlé vypuknuti naptiklad nestabilni anginy pectoris nebo infarktu

myokardu [Miiller a spol., 1999].

Obrazek 7: Popis aterosklerotického platu: Vievo je znazornén stabilni plat a vpravo
nestabilni plat. Pfevzato a upraveno z:
<http://zdravi.e15.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/fosfolipaza-a2-asociovana-
s-lipoproteiny-novy-marker-kardiovaskularniho-rizika-454141>

Tlusta fibrézni Capka
Lumen

Lipidove jadro

Lumen

Trombus v oblasti ramene
lipidového jadra
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3.4 Komplikace aterosklerozy

Ateroskleroza se projevuje svymi komplikacemi. Tyto komplikace jsou
zpusobeny sten6zou nebo uzavérem tepny s nasledujici ischémii tkané. Disledky a
hlavné rozsah ischemie zavisi na tom, jak dlouhou dobu byla tkan ischemii vystavena a

na jeji odolnosti k nedostatku kysliku [Fialova a spol., 2010].

Postizeni koronarnich tepen aterosklerézou se projevuje jako ischemicka
choroba srde¢ni (ICHS). ICHS pod sebe zahrnuje nékolik patologickych jednotek se
spolecnym jevem - ischemii myokardu, ktera je zpisobena nepomérem mezi poptavkou

myokardu po okyslicené krvi a jeji dodavkou koronarnimi tepnami.

Stabilni aterosklerotické platy plisobi fixni sten6zu a jejich projevem je stabilni
angina pectoris a stabilni ICHS. Stendza vice neZ 75 % lumen cévy vede k ischemii pfi

namaze, ischemii v klidu ptisobi stendzy vice nez 90 % lumen cévy [Steiner, 2010].

Infarkt myokardu (IM) je ischemicka nekréza srdecniho svalu. K nekroze
dochdzi kvuli akutnimu uzévéru koronarni tepny. Uzavér je nejcastéji tvofen
intrakorondrnim trombem, ktery vznikéd na prasklém aterosklerotickém platu [Hradec a

Byma, 2009].

Na zéklad€ uzavéru kréni nebo mozkové tepny, kterd zasobuje krvi ptislusnou
¢ast mozkové tkang, dochazi k rozvoji ischemické cévni mozkové piihody. K uzavéru
dochazi kvili ptitomnosti aterosklerotického platu. Mezi klinické projevy patii poruchy
feCi, Citi, porozuméni mluvenému slovu, poruchy rovnovahy, rizné poruchy hybnosti
koncetin a dalsi pfiznaky, které jsou zavislé na lokalizaci mozkové 1éze [Hutyra a spol.,
2011].

Aterosklerdza perifernich tepen miize byt pfi¢inou rozvoje napiiklad ischemické
choroby dolnich koncetin, kterd se projevuje krutymi bolestmi koncetiny a zménou
citéni v koncetiné. Dale je koncetina studena a bild a distdlné¢ od uzavéru dochazi

k chybéni pulzu [Steifa a spol., 2007].
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4. Makrofagy

Makrofagy jsou pfitomné na vSech endotelidlnich a epitelialnich povrsich téla
[Maiuri a spol., 2013]. Jde o prvni bunky zanétu, které spoluvytvaieji ateroskleroticky
plat a jsou také hlavni slozkou aterosklerotick¢ho platu. Zanétlivé cytokiny, které
makrofagy produkuji, stimuluji vznik endotelidlnich adhezivnich molekul, protedz a
jinych mediatorti, které mohou vstupovat do systémové cirkulace. Produkci cytokinii

mohou makrofagy prispivat také k aktivaci lymfocyt [Gui a spol., 2012].
4.1 Vznik makrofagi a jejich subtypy

Makrofagy vznikaji z monocytd, jejichz ptivod je v kostni dieni, kde monocyty
vznikaji z progenitorové buinky. Béhem patogeneze aterosklerdézy krevni monocyty
pfechazi zkrve do tunika intima cévy. Tento proces je aktivovan hromadénim
lipoproteint v subendotelu, které na svém povrchu maji apoB. Na popud chemokint
monocyty migruji, pfiCemz jejich transport je potencovan bunéénymi adheznimi
molekulami, které jsou produkovéany endotelem. K témto adheznim molekuldm patii
naptiklad VCAM- 1 a ICAM- 1, které vedou ke zpomaleni a utvofeni pevnéjsi vazby
monocytd  k endotelu. Nakonec je adheze nasledovana vstupem monocytu do

subendotelialniho prostoru pomoci diapedézy [Gui a spol., 2012].

Po prestupu monocytl z cirkulace do subendotelidlniho prostoru nasleduje jejich
diferenciace do zralych tkanovych makrofagl. Tento proces zajistuji predevsim rastové
faktory M-CSF (makrofagovy rustovy faktor) a GM-CSF (granulocyt-makrofagovy
rustovy faktor). Pfeména monocytli zajisténa ristovym faktorem M-CSF vede vice ke

w1

prozanétlivé populaci makrofagt [Hoeksema a spol., 2012].

Vznikaji tak dva makrofagové subtypy - M1 makrofagy a M2 makrofagy. Oba
tyto subtypy jsou pfitomny v aterosklerotické 1€zi, ale maji opacnou roli v pribéhu
zanétu. M1 makrofagy podporuji rozvoj zanétu a k jejich aktivaci dochazi vlivem
pasobeni interferonu- y (INF-y) [Gui a spol., 2012]. INF- vy je cytokin, ktery produkuji
pomocné T- lymfocyty [Necas a spol., 2005].

Subtyp M1 je charakteristicky vysokou expresi interleukinu 12 (IL-12) a nizkou
expresi interleukinu 10 (IL-10) [Hoeksema a spol., 2012]. Dale produkuje vysoké
hladiny interleukinu 2 (IL-2), interleukinu 23 (IL-23), interleukinu 6 (IL-6), IL-1 a
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tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-a). K aktivaci subtypu M2 makrofagt, které

podporuji reparaci tkané, dochazi v pfitomnosti interleukinu 4 (IL-4), interleukinu 13
(IL-13, interleukinu 1 (IL-1) nebo vitaminu D3. Subtyp M2 produkuje vysoké hladiny
IL-10 a exprimuje Scavengerové receptory (SR) [Gui a spol., 2012].

Obrazek 8: Diferenciace monocytu v makrofagy a vznik pénové buinky:

Ptfevzato a upraveno z:

<http://www.biology.estranky.cz/img/picture/16/ateroskleroza5.JPG>
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4.2 Matrixové metaloproteinazy

Makrofagy mimo jiné produkuji i enzymy, které se podileji na destabilizaci platu
a prispivaji k jeho ruptute. Tyto enzymy se podle specifity déli do skupin na kolagenazy
(MMP-1, MMP-13), elastazy (MMP-12), gelatinazy (MMP-9) atd. Makrofagy
produkuji metaloproteinazy V rizném stupni svého vyvoje, tedy i ve formé pénovych

bunék [Vojacek, 2004].

Diky produkci metaloproteinaz odbourdvaji makrofagy extracelularni matrix a to
vede k oslabeni fibrozni ¢epi¢ky. Kromé makrofagh dokazi enzymy metaloproteinazy
produkovat Vv aterosklerotickém platu i aktivované T- lymfocyty, potom, co dojde

k jejich stimulaci cytokiny [Auer a spol., 2000].
4.3 Scavengerové receptory

Scavengerové receptory (SR) jsou receptory, které nejsou regulovany hladinou
cholesterolu. Diky tomu v prostiedi, kde je velké mnozstvi LDL dochézi k tomu, zZe
makrofag absorbuje zvysené mnozstvi LDL. Diky rychlé akumulaci lipidi se makrofag
rychle zvétSuje. Tento proces brani vycestovani makrofigu ze stény cévy a ten je
zadrzovan v mezibunééném prostoru. Postupné dochazi k jeho pfeméné v rezidencni

makrofag az na pénovou bunku [Vojacek, 2004].

Je znamo néckolik tfid SR. SR tfidy A, exprimované na povrchu makrofagu,
prednostné vazi oxidované LDL (oxLDL), rozpoznanim jeho modifikované apoB &asti

[Gui a spol., 2012].
4.4 Dalsi pusobeni makrofagi v aterosklerotickém platu

Makrofagy se podileji na morfologii platu, rozrusuji fibrozni cepicku tim, ze
snizuji syntézu kolagenu diky sekreci metaloproteinaz. Makrofagy dale tvoii nekrotické
jadro, coz muze vést ke zvySené prozanéctlivé odpovedi a tvorbé dalSich apoptickych
signalt, které zprosttedkovéavaji napiiklad leukocyty pfitomné v platu. Je t&€zké
detekovat apoptéozu makrofagh v €asnych stadiich aterosklerdzy, protoZe apoptické
buniky jsou fagocytovany piilehlymi makrofagy. V pokrocilém stadiu aterosklerotické
1éze vznika nekrotické jadro, které je tvofeno hlavné t€émi makrofagy, které podlehly
apoptoze a nebyly efektivné odstranény fagocytézou. Nestabilni plat je nachylny

K ruptufe a indukci trombozy [Gui a spol., 2012].
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5. MySi modely aterosklerdzy

5.1 Obecné k modeliim ateroskler6zy

Pro studii patogeneze ateroskler6zy a moznosti jeji 1é€by bylo jako modely
pouzito mnoho druhti zvifat. Prvni dikazy o experimentech, které se tykaly
aterosklerdzy, pochazi z roku 1908, kdy doslo k zaznamenani ztlusténi tunika intima

aorty kralika, ktery byl krmen dietou bohatou na zivoc¢isné proteiny.

Nejvice pouzivané zvifeci modely byly dosud omezeny na relativné velka
zvifata, jako jsou primati, prasata a kralici. Kralici jsou jako modely pro vyzkum
aterosklerdzy uziteCni i piesto, ze u nich spontanné k rozvoji ateroskler6zy nedochazi.
Jsou vysoce citlivy k cholesterolu a 1éze, které se u nich tvofi velmi rychle, obsahuji
velké mnozstvi tuku a jsou bohaté na makrofagy. Jako velmi dobry model aterosklerézy
se ukdzala také prasata, u kterych se vyviji ateroskleroticka 1éze, ktera se svymi
vlastnostmi velmi podobéd té lidské. Problémem u prasecich modelti jsou finan¢ni
naklady a obtize pfi jejich chovu. I kdyz se tyto druhy zvifecich modell postupné
pfestaly pouzivat, poskytly neocenitelné informace v porozuméni aterogennim

procestm [Jawien a spol., 2004].
5.2 MySi modely

Mysi modely aterosklerozy se poprvé objevily v pribéhu roku 1960. Mysi
spliiuji mnoho kritérii proto, aby se mohly stat idedlnimi modelovymi zvifaty pro
studium aterosklerozy (kratkd genera¢ni doba, jejich jednoducha dostupnost a
nenarocnost), ale je nutné vzit v ivahu zna¢né rozdily mezi mysi a ¢lovékem [Jawien a
spol., 2004].

NejzasadnéjSim rozdilem pro studium aterosklerozy je to, Ze lipidovy profil mysi
je od toho lidského velmi odlisny. Lidé maji vysoké hodnoty LDL cholesterolu a velmi
citlivé reaguji na zvyseni jeho hladiny, coz zpiisobuje pfijimand potrava. Oproti tomu je
u mysi velka ¢ast cholesterolu vazana v krvi na HDL, a hodnoty LDL cholesterolu jsou
u nich velmi nizké [Aigner-Wolf, 2005].

V kombinaci s nizkotuc¢nou stravou, kterou mysi pfijimaji, jSou za pfirozenych
podminek vysoce resistentni k aterosklerdze, to znamend, ze za normélnich podminek u
nich krozvoji aterosklerozy vibec nedochazi. Jedinou vyjimkou je mysi kmen

C57BL/6.
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Pfi krmeni téchto mysi cholesterolovou dietou, kterd obsahuje kyselinu cholovou
a velké mnozstvi tuku, vznikaji 1éze, které jsou velmi malé, a svou histologickou
povahou se zna¢né¢ liSi od lidskych aterosklerotickych 1ézi. Tyto 1éze jsou
charakteristické tim, Ze ve svém vyvoji nepiekrocCily stadium tukového prouzkovani a
Jsou V nich téméf vyhradné zastoupeny pénové bunky s velmi malym mnozstvim
hladkosvalovych bunék [Jawien a spol., 2004]. Dalsi nevyhodou bylo, ze tato dieta byla
nefyziologickd, diky svému slozeni, a sama o sob& zpiisobovala u mysi zanétlivé
pochody [Lialo a spol., 1993].

I pfesto, ze tyto modely byly hojné vyuzivany pro studium aterosklerozy,
patologie vzniku a rozvoje 1ézi u téchto modeli neni idedlni jako model lidské
aterosklerdzy.

Jednou z hlavnich vyhod prace s mys$imi modely je moznost knock-outovat nebo
nahradit jejich endogenni geny. Diky vzniku knock-outovanych mySich modela se
podarilo vytvofit zvifata s vysokymi dispozicemi k ateroskleroze. Zde se osvedCily
hlavné apolipoprotein E (apoE'/') a LDL receptor deficientni (Ldlr'/') mysi.

Pro nds vyzkum je dllezity neddvno vyvinuty mySi model, ktery je
charakteristicky vysokou hyperlipidémii a predispozicemi k rozvoji aterosklerozy. Jde o
dvojité knock-outované apoE™ a Ldlr” deficientni mysi [Jawien a spol., 2004]. Bylo
prokazano, ze u téchto mysi je progrese aterosklerozy vyraznéjsi, nez u mysi s deficitem
apoE [Witting a spol., 1999]. Tyto dvojité¢ knock-outované mysi jsou tedy vhodnym
modelem pro studium aterosklerézy bez nutnosti krmit zvifata proaterosklerotickou

dietou [Jawien a spol., 2004].
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6. Cil prace, zadani prace

Cilem této bakalaiské prace bylo nastavit imunohistochemické metody pro
detekci makrofagl v arteria brachiocephalica apoE/LDLR receptor deficientnich mysi.
Kromé toho jsme se také zaméfili na kvantifikaci exprese téchto makrofagi u skupiny,
které¢ byla poddvana standardni dieta a u mysi, kterym byla podavana dieta s nizkym

obsahem cukrt a vysokym obsahem proteinti.
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/. Experimentalni ¢ast
Zvirata a chov

Ke studii byly pouzity samice APpOE/LDLR deficientni mysi staré 16-18
tydnti, u kterych lze jiz v tomto stadiu detekovat aterosklerotické platy. Zvirata
byla zamcena v klecich v prostfedi s kontrolovanou teplotou (22-25°C) s 12

hodinovymi cykly svétla a tmy. Méla volny pfistup k vodé a potravé.
Diety a krmeni

Do véku 16-18 tydnti, byly mysi krmeny komer¢ni, bezcholesterolovou,
granulovanou stravou (Sniff M-Z Spezialdidten GmbH; Soest, Némecko). Ve
véku 16-18 tydnd byly mysi zvazeny a rozdéleny do dvou skupin (n=6 v kazdé
skupin¢). Kontrolni skupina mys$i byla krmena standardni dietou. U LCHP
skupiny byly mysi krmeny dietou chudou na sacharidy a bohatou na proteiny po
dalsich 8 tydni (viz tab. 1). Po usmrceni mysi byly odebrany krevni vzorky z
levé komory srde¢ni a centrifugovany pro ziskani séra. Vzorky byly zmrazeny

na -80°C a uskladnény pro dalsi analyzu.

Tabulka 1: Slozeni experimentalnich diet (%), vychazejici z Reeves et al. 1993.

AIN LCHP

Kukufi¢ny §krob 53 5
Casein 20 52
Sacharoza 10 12
Sojovy olej 7 -
Maslo - 21
Celul6zovy prasek 5 5
Mineralni smés 4 4
Vitaminova smés 1 1
Cholin 0.25 0.25

Experimentalni diety byly nésledujici: Kontrolni skupina - AIN-93G
LCHP (nizké sacharidy, vysoké proteiny)

7.1 Biochemicka analyza
Vzorky pro biochemickou analyzu byly ziskany z vypéstovanych mysi pred
eutanazii odebranim krevnich vzorkt z levé srde¢ni komory. Takto odebrané krve byly

nasledné odstfedény a jejich sérum pro dal$i analyzu bylo zmraZeno (minus 80°C).
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Vzorky byly zpracovany na pracovisti v Krakové a vysledky nam byly pro tuto praci
poskytnuty.

7.2 Imunohistochemie

Pro imunohistochemické stanoveni makrofagi byly pouzity fezy arteria

brachiocefalica mysi.

Makrofagy byly stanoveny metodou Immpress s detekénim ¢inidlem
diaminobenzidin (DAB), ktery v ptfipadé pozitivni reakce poskytuje hnédé zbarveni

v mist¢, kde doslo ke specifické reakci antigenu s protilatkou.
7.3 Metodika ImmPress

ImmPress (Polymerized reporter enzyme staining system) metoda, kterou jsme
pouzili, je zaloZena na principu nepiimé imunohistochemie. Zde se vyuziva neznacena
primérni protilatka, kterd se specificky navaze na antigen, ktery chceme detekovat. Poté
se pridd sekundarni protilatka, kterd je znaCena v tomto piipadé enzymem
(peroxidazou), a specificky se navaze na primarni protilatku. Nasleduje ptidani
enzymatického substratu, diky kterému dojde k barevnému zvyraznéni reakce

[www.vectorlabs.com/catalog.aspx?prodID=1628].
7.3.1 Protilatky

Jako primarni protilatka byla pouzita protilatka rat anti- mouse makrofagy

fedéna s bovinnim sérovym albuminem v poméru 1:100 (Pharmingen, USA).

Jako sekundarni protilatka byla pouzita protilatka ImmPress goat anti- rat Ig

fedéna s mySim sérem (Vector laboratories, USA).
7.3.2 Pracovni postup

Sklicka s tkanovymi fezy se nejprve nechala 20 minut pii laboratorni teploté.
Nasledné byla vloZena do acetonu, ktery se uchovava pii —20 °C, a ponechdna v ném 30

minut. Poté se sklicka nechala 20 minut schnout pfi laboratorni teploté.

Pii prvnim kroku analyzy byla sklicka ponofena do kyvety s roztokem PBS

(fosfatovy pufr, ktery se pouziva k oplachovéni) na 5 minut.
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Nasledoval bloka¢ni krok analyzy, kdy se naneslo 25 pl ready - to — use normal
goat serum na kazdy fez. Toto sérum se uziva k zablokovani nespecifické reakce, aby
nedochazelo k navéazani protilatky k jinym nez pozadovanym antigenim. Sérum bylo

ponechano na fezech 30 minut.

Nasledn¢ bylo aplikovano 25 pl primérni protilatky na kazdy fez a probéhla
inkubace pfi pokojové teploté po dobu 60 minut. Poté se skla oplachovala 2x5 minut v
roztoku PBS a inkubovala 15 minut v 3 % peroxidu vodiku, aby doslo k zablokovani
enzymu peroxidazy, ktery se piirozené vyskytuje ve tkani. Po dal$im oplachu v roztoku
PBS 2x5 minut se na fezy nanesla sekundarni protilatka v mnozstvi 25 ul. Po 30
minutové inkubaci se fezy opét oplachly v roztoku PBS 2x5 minut. Poté bylo na kazdy

fez aplikovano 25 pl ¢inidla DAB, které se pouziva pro zvyraznéni reakce).

Po probéhlé inkubaci s ¢inidlem DAB, ktera trvala 5 vtefin, nésledoval kratky
oplach fezti v PBS a jejich pfeneseni do kyvety s destilovanou vodou. Poté se tfezy
ponotily na 5 vtefin do fedéného hematoxylinu a pak byly 1 minutu oplachovany pod

tekouci vodou, aby doslo ke zmodrani jader bunék.

Nésledovalo odvodnéni fezli v odvodiiovaci fad¢. Nejprve byla sklicka krétce
oplachnuta v acetonu. Poté byla ponofena do aceton - xylenu (10:1) na 3 minuty, do
aceton-xylenu (1:10), také na 3 minuty a nakonec do xylenu na 3x2 minuty. Nakonec

byly fezy ukotveny v eukittu.
7.4 Kvantitativni analyza imunohistochemie — stereologicka analyza

Kvantifikace plochy exprese makrofagli byla provedena prostfednictvim
stereologickych metod. Po nakrdjeni série o 100 fezech sily 7 um se z referencniho
objemu fezy systematicky nahodné vybraly. Pro kazdé barveni se prvni fez vybral
nahodné¢, potom byl vybran kazdy dvanacty fez. Tim padem osm barvenych fezii se
pouzilo ke stereologickému hodnoceni. PouZzila se metody bodové testovaci miizky, ta
se volila tak, aby bylo napocitano ptes 100 prasecikli mezi body sit€¢ a barvenim na
makrofagy na jednu z cév. Odhadovana barvena plocha se vypocitala dle vzorce:

estA=a> P,
kde a je plocha odpovidajici 1 testovacimu bodu, P znamena pocet priasecikti mezi body

testovaci sité a pozitivitou barveni [Nachtigal, 2004].
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7.4.1 Statisticka analyza

Hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér + SEM (stfedni chyba priméru)
pro Sest mysi v kazdé skupin€. Statisticka vyznamnost rozdila ve skupinach se hodnotila
t-testem za pouziti softwaru GraphPad Prism 5.0. P hodnoty 0, 05 nebo mensi byly

povazovany za statisticky vyznamné
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8. Vysledky

8.1 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza sledovala hladiny celkového cholesterolu u obou skupin
mysi. Z vysledkt vyplyva, ze hodnoty celkového cholesterolu se u obou skupin

vyznamné lisi (viz graf 1).

Graf 1: Hodnoty celkového cholesterolu u dvou skupin mysi.

Podavani LHCP diety vedlo ke statisticky vyznamnému zvySeni hladiny celkového

cholesterolu, v porovnani s kontrolni skupinou mysi (**P=0,0044)
8.2 Imunohistochemicka analyza

Imunohistochemické detekce makrofagli byla provedena na 96 sklickach s fezy z
obou skupin mys$i. Imunohistochemickd analyza potvrdila pifitomnost makrofagh ve
vsech sledovanych cévach. Jejich lokalizace v platu nebyla nijak specificka. Obecné
byly mens$i platy plné makrofagh a u vétSich byly jakoby ostrivky makrofagi.
Makrofagy byly také detekovany v intima media u nékterych cév (obr. 9). Obecné 1ze
fici, Ze mnoZstvi makrofagli se zdalo byt vétsi u mysi ze skupiny, kterym byla davéana

LCHP dieta (obr 10). Vsech 96 fezi bylo pouzito pro stereologickou analyzu.

39



Obrizek 9: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni makrofagti u
kontrolni skupiny zvifat.

Makrofagy jsou zobrazeny jako hné€déa barva uvnitt aterosklerotickych plati (Sipky).
Rezy jsou dobarveny hematoxylinem. Zvétseni 100Xx.

s

St
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Obrizek 10: Reprezentativni obrazky imunohistochemického barveni makrofagi u
LCHP skupiny zvifat.
Makrofagy jsou zobrazeny jako hné€déa barva uvnitt aterosklerotickych plati (Sipky).
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8.3 Stereologicka analyza exprese makrofagi v arteria

brachiocephalica

Stereologicka analyza prokazala statisticky vyznamné zvysSeni exprese neboli
pfitomnosti makrofagi u mysi, kterym byla podavana LCHP dieta, ve srovnani
s kontrolni skupinou (0,0047 + 0,0004163 mm? vs. 0,003567 + 0,0002486 mmz,
p=0,0415 viz Graf 2).

Graf 2: Stereologicka analyza exprese makrofagu v arteria brachiocephalica

0.006- *

0.004-

Mm2

0.002-

0.000

Analyza prokéazala statisticky zvySeni exprese makrofdgii u LCHP skupiny

S porovnani s kontrolni skupinou (*p=0,0415).
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9. Diskuze

Ateroskleroza je chronické zanétlivé onemocnéni charakteristické hromadénim
zanétlivych bun€k v intimé cév, vysledkem je vznik aterosklerotického platu a nasledny

vznik ischemické choroby srde¢ni [Berliner a spol., 1995].

V této bakalarské praci byly vyuzity pro studii apoE-LDLR receptor deficitni
mysi, kterym byla podavana dieta s nizkym obsahem sacharidi a vysokym obsahem
proteini (LCHP). U téchto mysi jsme stanovovali mnozstvi makrofagl

v aterosklerotickém platu arteria brachiocephalica.

ApoE/LDLR deficitni mySi reprezentuji zvifeci model charakteristicky
spontannim vyvojem aterosklerdzy v riznych castech cévniho fecisté. Receptor pro
lipoproteiny s nizkou hustotou (LDLR) je spojen s odstraniovanim LDL a remnantnich
lipoproteint obsahujicich apoE a tim reguluje produkci lipoproteint v jatrech [Jawien a
spol., 2005]. ApoE maji na svém povrchu vSechny lipoproteinové castice, krom¢ LDL
¢astic, a slouzi jako vysoce afinitni ligand pro apoB receptory a remnantni receptory.
Tim je umoznén specificky zachyt apoE obsahujicich lipoproteind jatry. Kromé toho se
apoE podili na podpofe vyluovani ¢astic o velmi nizké hustoté (VLDL) z jater. Oba
tyto proteiny jsou tedy nedilnou soucasti efektivni tvorby a odstranéni lipoproteind

[Olszanecki a spol., 2005].

ZvySeni hladiny cholesterolu u pokusnych mysi vede ke zvySené akumulaci
makrofagl v kofenu aorty, coz je hlavni a referen¢ni misto pro studium aterosklerozy u
mysi [Zadelaar a spol., 2007]. Bylo prokazano, ze arteria brachiocephalica pfedstavuje
cévu, kterd je vhodna pro studium pokrocilé aterosklerozy. Aterogenni dieta mize vést

u tohoto typu cévy az k ruptufe aterosklerotického platu [Bond a spol., 2011].

V nedavné dob& Chlopicki a spol. studoval vliv rozdilnych diet na vyvoj
aterosklerdzy. Porovnaval rtizné diety, vcetné diety western typ (nejvice pouzivana
dieta pfi studiich aterosklerézy) a diety snizkym obsahem sacharidi a vysokym
obsahem proteini (LCHP). Ze studie vyplynulo, Ze LCHP dieta urychluje vznik
cévniho zanétu. Navic vyvoj a postup aterosklerézy byl v porovnani s ,,western type”

dietou rychlejsi [Kostogrys a spol., 2012].

V této praci prokdzala biochemicka analyza zvySeni hladin celkového

cholesterolu u mys$i krmenych LCHP dietou v porovnani s kontrolni skupinou mysi,
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které byly krmeny standardni dietou. Imunohistochemickd analyza prokdzala, Ze
makrofagy se nachazi v aterosklerotickém platu, tedy v tunika intima, ale také v tunika

media.

Makrofagy jsou prvnimi buikami zanétu, které vstupuji do aterosklerotické 1éze,
a jsou hlavni slozkou aterosklerotického platu [Takeya a spol., 2005] [Li a spol., 2005].
Zanétlivé cytokiny, které jsou produkovany makrofagy, stimuluji tvorbu endotelidlnich
adheznich molekul, protedz a jinych mediatord, které mohou vstupovat do systémového
ob¢hu v rozpustné forme. Vysoké aktivita a akumulace makrofagl je hlavnim znakem

nestabilniho aterosklerotického platu [Linton a spol., 2003].

Stereologickd analyza v nasi studii prokazala, Ze LCHP dieta zvétSuje mnoZzstvi
makrofagt v arteria brachiocephalica, coz naznacuje, Ze tato dieta pfispiva ke vzniku

zanétu v aterosklerotickém platu.

Zde prezentované vysledky jsou v souladu s pfedchozi studii, ktera prokazala, ze
LCHP dieta, v porovnani se samotnou aterogenni dietou, vyvolava zanét a tvorbu
pokrocilé 1éze. LCHP dieta tedy, ve srovnani se samotnou aterogenni dietou, zvySuje

hromadéni makrofagti v aorté [Kostogrys a spol., 2012].

Vysledky této bakalaitské prace potvrzuji, Ze LCHP dieta zvySuje hromadéni
makrofagl v cévnim fecisti u téch arterii, které jsou u mysi nejvice nachylné k rozvoji
ateroskler6zy. To naznaluje, ze tato experimentalni dieta je velmi aterogenni a
prozanétliva, i presto, ze obsahuje malou koncentraci sacharidli a vysokou koncentraci

proteint.
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10. Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo vytvofit metody pro detekci makrofagi v arteria

brachiocepalica mysi krmenych standardni dietou nebo dietou LCHP.

U mysi krmenych LCHP dietou doslo ke zvySeni hladiny celkového cholesterolu
vV Krvi v porovnani s hladinami cholesterolu u mysi, kter¢ byly krmené standardni

dietou.

Aterosklerotické platy s makrofagovou infiltraci byly nalezeny u vSech mysi, které

byly zafazeny do studie.

Stereologicka analyza déale prokézala u mysi krmenych LCHP dietou vyznamné
zvétseni plochy, ve které se makrofagy nachazely, v porovnani se skupinou mysi,

krmenych standardni dietou.

Vysledky prezentované v této bakalafské praci potvrzuji proaterogenni a
prozanétlivy potencial LCHP diety, coz je pfiznivé pro dalsi studie, které budou
zamétené na studium mechanizml, kterymi se tato dieta podili na progresi

aterosklerdzy.
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11. Seznam zkratek

Apo apolipoprotein

BMI body mass index

CO oxid uhelnaty

CO; oxid uhlic¢ity

CRP C- reaktivni protein

DAB diaminobenzidin

GM-CSF granulocyt-makrofagovy rustovy faktor
HDL lipoproteiny o vysoké hustoté

IDL lipoproteiny o intermedialni hustoté
ICAM- 1 intercelularni adhezni molekula 1
ICHS ischemicka choroba srde¢ni

IL interleukin

IM infarkt myokardu

INF- v interferon gamma

KVO kardiovaskularni onemocnéni
LDL lipoproteiny o nizké hustoté
M-CSF makrofagovy rastovy faktor
Mmol/l milimoly na litr

MMP makrofagové metaloproteinazy
NO oxid dusnaty

O, kyslik

oxLDL oxidované lipoproteiny o nizké hustoté
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SR scavangerovy receptor
TAG triacylglyceroly
VCAM-1 adhezni molekula 1 cevnich bunék

VLDL lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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