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Seznam pouZzitych zkratek

ADP
AP-1
EDGF
eNOS
HDL
LDL
MDGF
NF-xB
NO
PAF
PBS
PDGF
TF
TNF
TXAz

VLDL

adenozindifosfat

aktivator proteinu 1

endotelovy rustovy faktor (endothelium-drived growth factor)
syntdza oxidu dusnatého

lipoproteiny o vysoké hustoté (high-density lipoproteins)
lipoproteiny o nizké hustoté ( low-density lipoproteins)
monocytovy rustovy faktor (monocyte-drived growth factor)
nuklearni faktor kappa B

oxid dusnaty

destiCkovy aktivacni faktor (platelet-activating factor)
phosphate saline buffer

desti¢kovy rustovy faktor (platelet-derived growth factor)
tkanovy faktor (tissue factor)

faktor nekrotizujici tumor (tumor necrosis factor)
tromboxan A;

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins)



1 Uvod

Ateroskleréza je nejCastéjSi pfiCinou umrti ve vyspélych statech Evropy a
USA, vice nez 50% v8ech umrti. Na poc&atku 20. stoleti byla ateroskleréza v CR
pomeérné vzacnym postizenim, pak ale zacal jeji vyskyt prudce stoupat az
do dnedni doby, kdy patfi CR vumrtnosti na komplikace aterosklerdzy
na predni mista ve svéteé.

Ve 20. stoleti doslo k vyvoji fady teorii, které byly schopny, diky rozvoji
molekularni biologie a dalSich metod, vice objasnit dé&je, které probihaji
v ateromatéznim platu. Na zakladé téchto poznatki nepohlizime dnes
na ateroskleroticky plat jako na nejasnou skupinu molekul, ale jako
na dynamickou lézi, kterou Ize ovlivnit.

NaSe poznéni vSak neni definitivni, je ndm stale mnoho souvislosti ukryto,
stdle mame prostor pro nové objevovani. Je tfeba mit na védomi, Ze
ateroskleroticky proces, ktery se odehrava ve sténé tepny, je slozitym dé&jem,
do kterého zasahuje cela rfada faktor(. Jisté jeSté nezname vSechny moznosti,
jak mizeme proces aterosklerdzy ovlivnit. Proto je nutné vénovat ateroskleréze
a jeji [é€bé pozornost na vdech urovnich vyzkumu, jak v roviné experimentélni —
preklinické, tak klinické. Ma byt naSim cilem stale hloubé&ji poznavat jak
ateroskleréze predchazet, v€as ji detekovat, efektivné I&Cit a omezit tak jeji
nasledky.

Proto také tato rigorézni prace byla zaméfena na sledovani zmén exprese
vybranych markerl endotelialni dysfunkce u mysiho modelu aterosklerézy

po podavani kombinace MDOC a atorvastatinu.



2 Teoreticka cast

2.1 Mikroskopicka anatomie cév

Cévni sténa je slozena ze tfi koncentrickych vrstev neboli tunik. Vnitfni
tunika intima je tvofena vrstvou endotelovych bunék, které lemuji lumen cévy,
a vrstvou subendotelovou. Tunika media obsahuje pFfevazné cirkularné
uspofadana vlakna hladké svaloviny. Periferni vrstva tunika adventitia je
tvofena kolagennim vazivem. Najdeme zde fibroblasty a adipocyty, mohou se
zde vyskytnout i hladké svalové buriky. Pfevazuji zde longitudinalné
uspofadana kolagenni a elasticka vlakna.

Kapilary, artérie a vény jsou svou stavbou pfizplsobeny své funkci. Sténa
kapilar se sklada zjedné vrstvy endotelovych bunék, které se staceji
do trubiCky a jsou obklopené bazalni laminou. Endotelové bunky jsou ploché
polygonalni epitelové buriky mezenchymového plvodu. Jsou vzajemné spojeny
mezibunécnymi komplexy (v€etné zonulae occludentes) tak, ze tvofi trubici.
Na riznych mistech se podél kapilar vyskytuji pericyty, burnky s dlouhymi
cytoplazmatickymi vybézky, kterymi cCasteCné obklopuji bunky endotelové.
Vytvéareji vlastni bazalni laminu, ktera mdze nékdy splyvat s bazalni laminou
bunék endotelovych. Pericyty jsou mezenchymové kmenové bunky, mohou
kontrahovat a diferencovat se v rizné typy bunék.

Artérie maji vyvinuty vSechny tfi vrstvy. Tunika intima je tvofena vrstvou
endotelovych bunék a vrstvou subendotelovou. Mezi tunika intima a tunika
media je membrana elastica interna, ktera je v artériich malého a stfedniho

kalibru viditelna, zatimco ve velkych tepnach se neda odliSit od ostatnich



elastickych blanek, které se vyskytuji v tunika media a nazyvaji se membranae
fenestratae. V této vrstvé se nachazi hladké svalové burky, dale vlakna
retikularni a zakladni amorfni hmota, ktera obsahuje proteoglykany obsahujici
chondrotinsulfat. Membrana elastica externa je vyvinuta jen v nékterych
artériich. Tunika adventitia je tvofena longitudinalné uspofadanymi
kolagennimi a elastickymi vlakny, dale zde nalezneme fibroblasty a nepfilis
Cetné adipocyty.

Srovname-li artérii a vénu, pak pfi stejném priméru ma artérie vzdy silngjsi
sténu. Artérie ma nejsilnéjSi tunika media, zatimco véna tunika adventitia.
U venul a malych a stifednich vén je tunika intima tvofena endotelem,
pod kterym je jen velmi malo subendotelového vaziva. Tunika media je tenka,
sestava se jen z nékolika malo vrstev hladkych svalovych bunék. Tunika
adventitia je nejtlustSi vrstvou tvofenou longitudinalné uspofadanymi
kolagennimi vlakny, mohou se vyskytnout i hladké svalové bunky. Struktura
velkych vén se méni v zavislosti na lokalizaci cévy v organizmu. Tunika intima
je vétsinou dobfe vyvinuta, subendotelova vrstva je silnéjSi nez u malych vén.
Jsou zde i hladké svalové bunky. Tunika media je tenka. Svalovina je
redukovana, pfevlada tkan vazivova. Tunika adventitia pfedstavuje nejtlustsi
vrstvu stény velkych vén. Ve vénach, lezicich pod urovni srdce, obsahuje tato
vrstva svazky longitudinalné uspofadanych hladkych svalovych bunék.
V malych a stfedné velkych vénach jsou vyvinuty chlopné. Jsou to parové
kapsovité vychlipky tunika intima tvofené elastickou vazivovou tkani lemovanou

po obou stranach endotelem (1).



2.2 Funkce endotelu za fyziologickych podminek

1. Vyznam endotelu spociva mimo jiné vijeho funkci bariéry. Ruzné
elementy reguluji integritu endotelu a tim i jeho permeabilitu. Ty zahrnuji
mezibunécné spoje, bunécné povrchové vazici proteiny, elektrostaticky naboj
endotelové membrany a slozeni bazalni membrany. NejdllezitéjSi jsou
mezibunécna spojeni, ktera tvofi fyzikalni vazbu mezi dvéma kontinualnimi
bunécnymi membranami (2).

Byly identifikovany tfi hlavni typy bunéénych spojeni mezi endotelovymi
burfikami: tight junctions, gap junctions a adherens junction. Systém
endotelovych spojeni je vysoce dynamicky a reverzibilni, takze umozni prostup
krevnich  komponent do tkani. Endotelové spoje jsou tvofeny
transmembranovymi proteiny napojenymi na cytoplazmatické a cytoskeletarni
proteiny (3).

Nékteré biologické faktory mohou ovlivnit endotelové spoje a tak ovlivnit
permeabilitu endotelu. Rychle ji mohou zvySit mediatory zanétu jako trombin a
histamin. Mezi mozné mechanizmy ovlivnéni permeability patfi fosforylace
proteinl zapojenych do struktury endotelovych spojli s Usekem aktin-myosin,
dostfediva odtazeni endotelovych bunék a nartst gap junctions (4).

2. Endotel hraje dvoji roli v regulaci vasomotorického tonu. Produkuje a
uvolnuje jak relaxaéni tak konstrik€ni faktory. V normalnim endotelu pfevazuje
vliv vazodilata¢nich faktort nad vazokonstrik&nimi.

Hlavni vazodilatacni faktor produkovany endotelovymi bufkami je oxid
dusnaty (NO). V endotelu je syntetizovan syntazou oxidu dusnatého (eNOS)
(5). Je produkovan jako odpovéd na zmény pritoku krve, tenzi kysliku a rizné

dal§i stimuly. Mimoto muze byt produkce NO stimulovana hormony jako je



acetylcholin a vasopresin (6), dale bradykininem a histaminem, destiCkovymi
faktory, jako serotoninem a adenozindifosfatem (ADP). Bylo také prokazano, ze
zanétlivé cytokiny jako TNF a LDL snizuji expresi eNOS a tim i syntézu NO (7).

Dysregulace metabolizmu NO je detekovana u fady cévnich chorob
zahrnujicich aterosklerozu, hypercholesterolemii, diabetes a hypertenzi (8).

Termin eikosanoidy je souhrnny nazev pro prostaglandiny, prostacykliny,
tromboxany, leukotrieny a kyselinu hydroxyeikosatetraenovou, ktera muze
vznikat zrlznych polynenasycenych dvacetiuhlikatych mastnych kyselin.
NejCastéjSi a biologicky vyznamné eikosanoidy jsou derivaty kyseliny
arachidonové (kyselina 5, 8, 11, 14-eikosatetraenova) (9).

Tromboxan A, (TXA;), produkovany primarné destickami, pusobi proti
ucinku PGl,. Hlavni biologické ucinky TXA, jsou vazokonstrikce a agregace
destiCek, zprostfedkované TX receptorem (10).

Endoteliny jsou vazokonstrikéni polypeptidy produkované riznymi tkanémi
jako ftfi izoformy: ET-1, ET-2 a ET-3. Jako prvni byl v roce 1988 objeven ET-1,
kdyz byl izolovan z kultury endotelovych bunék (11). Vazokonstrikéni sila ET-1
a ET-2 je srovnatelna ale zaroven vétsi nez ET-3. Endoteliny jsou nejsilngjsi
znamé konstriktory, pfiblizné stokrat silnéjSi nez angiotenzin Il, navic ET-1 a
katecholaminy vzajemné potencuji vazokonstikéni uc€inek. Primarni misto
vazkokonstrikéniho ucinku ET-1 je na malych cévach (12).

3. Hemostaticka a fibrinolyticka funkce endotelovych bunék

Jednou z hlavnich funkci endotelu je udrZzeni netrombogenniho rozhrani
mezi krvi a tkani.

Desti¢ky hraji kritickou roli ve vznikutrombéz a spolu se zvySenou

hladinou krevniho cholesterolu také V rozvoji aterosklerozy.
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Hypercholesterolémie vede Kk aktivaci destiCek a vzrustu interakce mezi
destiCkami a cévnim endotelem. Tento proces je zprostiedkovany
von Willebrandovym faktorem a fibulin-fibrinogen komplexem. Degranulace
desti¢ek vede k uvolnéni silnych vazoaktivnich faktorl a rlstovych hormond,
které mohou pfispét k poskozeni endotelovych bunék (napf. serotonin) nebo
stimulovat proliferaci hladkosvalovych bunék (napf. destiCkovy rustovy faktor
PDGF) (13). Navic aktivované desti¢ky stimuluji pfilnavost leukocytll k endotelu
a pfispivaji k oxidaci LDL. Endotelové buriky mohou regulovat aktivitu desti¢ek
produkci a uvolnénim faktoru aktivujici destiCky (PAF). Ten je ale také
produkovan neutrofily, monocyty, makrofagy, bazofily, eozinofily a mastocyty.
Stimula¢ni efekt destiCkové aktivace mohou inhibovat produkty endotelovych
bunék. Napfiklad NO i PGI, projevuji ihibiéni uCinek na aktivaci destiCek.
V pokro€ilych stadiich aterosklerézy mulze vést zvySena interakce mezi
destiCkami a endotelem k utvareni trombu. Navic destiCky pfispivaji k masivni
trombotické odezvé spojené s rupturou zralého aterosklerotického platu (13).
Tkanovy faktor (TF) je integralni membranovy protein, jehoz extracelularni
doména funguje jako receptor pro faktor VII/VIla. TF se akumuluje
v poSkozenych cévach a aterosklerotickych platech. Domnivame se, Ze

akumulace TF je odpovédna za trombogenicitu plati (14).
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2.3 Endoteliélni dysfunkce

Endotelialni dysfunkci rozumime lokalizované ¢&i generalizované postizeni
endotelu charakterizované zvySenim propustnosti cévni stény a vznikem
nerovnovahy mezi vazoaktivnimi a hemokoagulacnimi mechanismy. Dochazi
k pfevaze vazokonstrikénich, protrombotickych a proliferaénich pochodu
s proaterogennim uc€inkem. Endotelialni dysfunkce hraje dulezitou roli
v patogenezi cévni aterosklerdzy, arterialni hypertenze, diabetu nebo srde¢niho
selhani (15).

Plasobeni aterogennich lipidd je provazeno snizenou aktivitou
endotelidlniho NO pfi jeho degradaci tvofenymi kyslikovymi radikaly, to pak
vede kuplatnéni rustovych faktord, priniku monocytl a LDL ¢&astic
subendotelialné a k tvorbé pénovych bunék. PFfitomnost lipoproteinu inhibuje
fibrinolyzu a pfispiva ke vzniku trombotickych komplikaci.

Ke strukturalnim zménam endotelu, k hypertrofii a hyperplazii hladkych
svalovych bunék dochazi u nemocnych s arterialni hypertenzi. Hlavni roli zde
hraje zvySena aktivita osy renin-angiotenzin-aldosteron a shnizena aktivita
vazodilataénich pusobkl (NO, prostacyklinu). Dochazi ke zvySeni permeability
endotelu a expresi adheznich molekul (E-selektinu, ICAM-1, VCAM-1), coz
umozni adhezi a pranik zanétlivych bunék do cévni stény (16).

Ke zvySeni permeability endotelu pro aterogenni lipidy vede i
hyperglykémie, ktera je spojena s glykosylaci lipoproteini a glykaci bilkovin.
Hyperglykémie aktivuje endotel k expresi adheznich molekul, a takto dochazi
k praniku monocytl pres endotel. Dale k rozvoji endotelialni dysfunkce pfispiva
zvySena syntéza kontraktiinich a rast stimulujicich faktord (endotelin,

angiotensin I, tromboxan A2, PDGF).
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K prikazu endotelialni dysfunkce se mlze pouzit fada metod mezi které
patfi: 1. sledovani cévni reaktivity na vazoaktivni podnéty, kdy sledujeme
vazorelaxaCni schopnosti cév na farmakologické podnéty. 2. laboratorni
stanoveni markert endotelialni dysfunkce (jako jsou endotelin-1, NO, adhezni
molekuly E a P-selektin, ICAM-1, VCAM-1, hemokoagula¢ni faktory (PAl, t-PA,
vWf) a zanétlivé mediatory — CRP) a 3. sledovani metabolizmu znacenych

prekurzora (17).

Obr. 1 popisuje pusobeni riznych &initeld na dysfunkénim endotelu.

PFi endotelialni dysfunkci dochazi ke snizeni pusobeni relaxa¢nich
endotelialnich faktor(i a pfevaze vazokonstrikénich podnétd.(H, — histaminovy
receptor, o, - adrenergni receptor,5-HT — serotoninovy receptor, B —
bradykininovy receptor, M — muskarinovy receptor, ET — endotelinovy receptor,

T — trombinovy receptor)
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Obr. 2 schéma pocate¢ni faze dysfunkce endotelu
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2.4 Ateroskler6za

Aterosklerdza je podle WHO definovana jako variabilni kombinace zmén
intimy artérii spojena s ukladanim lipidd (cholesterolu), polysacharidi a
krevnich elementd a v dalSim vyvoji tvorbou fibrézni tkané provazenou
ukladanim vapenatych slou€enin, se zménami v medii artérii. Postihuje velké a
stfedni artérie tvorbou subintimalniho ztlusténi (ateromu), které muize vést

k omezeni nebo az obstrukci krevniho pratoku (18).

2.4.1 Rizikove faktory

Rizikové faktory pro vznik aterosklerézy mizeme rozdélit na endogenni,
tedy potencialné neovlivnitelné, a na ty, které je mozné vhodnym zasahem

ovlivnit.

2.4.1.1 .Neovlivnitelné rizikové faktory

Mezi neovlivnitelné faktory patfi vy$§i vék, muzZské pohlavi a rodinna

dispozice.
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2.4.1.2.0vlivnitelné rizikové faktory

Sem fadime dyslipoproteinemii, hypertenzi, koufeni, diabetes mellitus, obezitu,
infekci, nedostatek pohybu, nedostatek estrogent, nedostatek antioxidancii,
nenasycenych mastnych kyselin a vilakniny, nadbytek prijimané energie,

cholesterolu, nasycenych mastnych kyselin (19).

Dyslipoproteinemie je nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem. Vyznamna
je prfedevSim zvySena koncentrace LDL-cholesterolu a zaroven snizena
koncentrace HDL-cholesterolu. PfedevSim koufeni, obezita a nedostatek
pohybu ma vliv na sniZeni hladiny HDL-cholesterlolu (10).

Koureni zvySuje riziko postizeni perifernich tepen, ICHS,
cerebrovaskularnich chorob a reokluzi po revaskulizaénich vykonech. Na
endotel plsobi toxicky predevsim nikotin a CO. Dalsi latky obsazené v koufi
zpusobuji zvétSenou pfilnavost trombocytd a zvySenou propustnost endotelu.

Koufeni zvySuje hladinu LDL-cholesterolu a snizuje HDL-cholesterol (20)

Diabetes mellitus pusobi prostfednictvim dyslipoproteinemie a
glykosylace pojivové tkané. Hyperinzulinemie poskozuje cévni endote(21).

Hypertenze. Angiotenzin Il pfispiva k rozvoji aterogeneze stimulaci
proliferace bunék cévni hladké svaloviny a k oxidacnimu stresu.

Ukédzalo se, Ze i chronickd infekce ma souvislost s rozvojem
aterogeneze. V ateromovych platech byla dokazana pfitomnost herpetickych
vird a Chlamydia pneumoniae a zvySeny titr protilatek proti rGznym infek&nim

agens.
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2.4.2 Patofyziologie

Na patogenezi aterosklerézy se podili nékolik faktorli, mezi které patfi
jednak poskozeni cévni stény mechanickymi, chemickymi nebo infek&nimi vlivy
(vysoky krevni tlak, nikotin, viry, toxiny), tak vysoké hladiny krevnich lipidG.

Aterosklerdza se vyviji v nékolika charakteristickych stadiich.

Prvni staddium je charakterizované lipidnimi prouzky, vyskytuje se
pravdépodobné u vSech lidi a vznika jiz v détském véku. Lipidni prouzky jsou
tvofeny shluky pénovych bunék (15).

Aterogenni proces se vyviji na zakladé endotelialni dysfunkce. Reakci
monocytl a trombocytd. Monocyty pronikaji do intimy, pod vlivem rlstovych
faktorl jako EDGF (endothelium-derived growth factor) nebo faktor(
stimulujicich tvorbu kolonii jako napf. M-CSF dochazi k jejich transformaci
na makrofagy, které produkuji kyslikové radikaly, které maji agresivni ucinky
na buriky endotelu a blokuji u€innost endotelem vytvafeného NO. Tim dochazi
ke snizeni dostupnosti a uc€inku NO, coz vede zejména ke zvySené adhezi
trombocytll a monocyti na endotel a k inhibici jeho antiproliferativniho a
vazodilataéniho plsobeni na hladkou svalovinu cév. Kyslikovymi radikaly jsou
vcestovalé LDL oxidativné modifikovany, vazou se na subendotelialni
proteoglykany a kolagen (10). Oxidované LDL pfimo aktivuji endotel, plsobi
chemotakticky na monocyty a zvySuji endotelialni expresi P-selektinu, VCAM-1
a ICAM-1. Vysledkem je aktivace cirkulujicich monocyta a T lymfocytl a jejich
prostup do intimy cév (13). Oxidované LDL, které nemohou byt vychytavany
cestou LDL receptoru, jsou fagocytovany makrofagy a vznikaji tzv. pénové

bunky a jejich nahromadénim lipidni prouzky. Prostup leukocytl
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do subendotelidlnich prostor se nazyva ,kutaleni po endotelu a spociva
v interakci mezi lektinovymi receptory leukocytll a selektiny. Vytvoreni pevné
vazby je zprostfedkovano interakci mezi adheznimi molekulami VCAM-1 a
ICAM-1 a integriny. Transmigraci leukocytll umozfiuje molekula PECAM-1,
ktera se nachazi v mezibunéénych spojich endotelialnich bunék a interaguje s
PECAM-1 molekulou na leukocytech (22).

Druhym stadiem vyvoje aterosklerdzy je fibromuskularni plat, pro ktery je
charakteristicka migrace hladkosvalovych bunék z medie do intimy a proliferace
extracelularni matrix. Makrofagy, podilejici se na tvorbé lipidnich prouzku,
produkuji fadu latek, které ovliviiuji dalSi formovani aterosklerotické léze.
Ve velké mife produkuji chemokin MCP-1, ktery zesiluje chemotaxi a podili se
na dalSi akumulaci makrofagu v lézi. Dale produkuji spoleéné s endotelem
desti¢kovy rustovy faktor (PDGF), monocytovy rastovy faktor (MDGF) a
zanétlivé IL-18 a IL-8, které pfispivaji ke zméné kontraktiiniho fenotypu
hladkosvalovych bunék na fenotyp synteticky a také podporuji proliferaci a
migraci hladkosvalovych elementl. TNF-a produkovan aktivovanymi
makrofagy spole¢né s IL-1B8 zvySuje expresi adhezivnich molekul VCAM -1 a
ICAM-1 (23).

Vtéto fazi vstupuji do procesu aterogeneze hladkosvalové bunky.
Normalné se nachazeji v kontraktilnim stavu, podileji se na udrZzeni cévniho
tonu, na syntéze extracelularni matrix v medii a na reparaci cévni stény
pfi rznych poranénich. Po zméné na synteticky fenotyp (pomoci rastovych
faktord a chemokind makrofagl a T lymfocytl) dochazi k rozruSeni bazalni
membrany a zméné exprese nékterych adhezivnich molekul. Hladkosvalové

bunfky se uvolni z vazby na extracelularni matrix v medii a transmigruji
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do intimy, kde se vazou prostfednictvim VCAM-1 a ICAM-1 molekul
na endotelové bunky, makrofagy a leukocyty. V intimé zacnou hladkosvalové
buriky produkovat slozky extracelularni matrix, zejména kolagen.

Kolagen je v aterosklerotickych lézich tvofen nejen hladkosvalovymi
burikami, ale i endotelialnimi bufkami a fibroblasty. Syntéza kolagenu souvisi
jak se zmeénou fenotypu, migraci a proliferaci hladkosvalovych bunék, tak
s fadou lokalnich i systémovych ciniteldl (TGF-B, PDGF, angiotensin I, IL-1,
homocystein a mechanické napéti stimuluji tvorbu kolagenu).

Za predpokladu, Ze aterogenni faktor pfestane vtomto stadiu pusobit,
endotelové buriky jesté mohou regenerovat a postupné obnovit svou funkci.
Vysledkem je pouhé ztlusténi intimy, ktera obsahuje pouze jednu nebo dvé
vrstvy myocytl, které se zde normalné nevyskytuji. Pokud aterogenni faktory
stale pusobi, onemocnéni se dale rozviji.

Ateromovy plat — je to jiz pokrocila ateroskleroticka l|éze, kde doSlo
k vytvofeni nekrotického lipidového jadra, zformovani fibromuskularni ¢epicky a
ukladani vapenatych iontd.

Makrofagy dale pohlcuji lipoproteinové Castice a CasteCné dochazi k jejich
kumulaci ve stfedni Casti platu. ZvySené akumuluji volny cholesterol, zatimco
v poCateCnich stadiich pohlcovaly estery cholesterolu. Cytotoxické ucinky
volného cholesterolu zfejmé& vedou k odumirani makrofagd. Po zaniku
makrofagu se lipidy akumuluji extracelularngé, uvolni se hydrolytické enzymy a
zanétlivé substance a vytvori se nekrotické lipidové jadro (24).

Také migrace hladkosvalovych bunék z intimy do medie pokraCuje, a to
smérem k povrchu aterosklerotického platu pres lipidové jadro. Stale syntetizuji

extracelularni matrix, zejména kolagen, elastin a proteoglykany. VSechny tyto
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déje vedou Kk wvytvofeni tzv. fibromuskularni ¢&epi€ky na povrchu
aterosklerotického platu. V nekrotickych oblastech platu navic dochazi
k ukladani vapniku a mineralizaci.

Pokrocilé aterosklerotické léze jsou vzdy potencialné velmi nebezpecné,
protoze Casto zpuUsobuji stendézu cévy. Pokud se propustnost cévy zmensSi
pod 15%, dochazi Casto k projevim ischemie, nejastéji anginy pectoris.
Klinické komplikace aterosklerozy jako je infarkt myokardu, ale nezavisi
na stupni cévni obstrukce, vznikaji pfedevsim jako nasledek trombdzy.

Vznik trombu - Toto stadium je vlastné jiz klinickou komplikaci
aterosklerézy. Ke vzniku trombu mulze dojit bud pfi erozi endotelu, nebo pfi
ruptufe platu. Na vzniku trombdzy se podili cela fada faktor(, které Casto patfi
mezi obecné rizikové faktory aterosklerézy. Jsou to hyperlipidémie,
hyperhomocysteinémie, diabetes, zvySena koagulaCni aktivita, snizena
fibrinolyticka aktivita, atd (25).

Mala eroze endotelu znamena expozici kolagenu a tkanového faktoru
desti¢kam, €imz vznikaji mikrotromby. Vznik téchto mikrotrombl nema zadny
klinicky vyznam. Pokud je eroze a destrukce endotelu vétsi, dochazi ke vzniku
tzv. Cerveného trombu, ktery obsahuje velké mnozstvi destiCek, Cervenych
krvinek a fibrinu. Tento trombus postupné uzavira lumen cévy a muze dojit az
k uplné okluzi. Kromé toho se v misté vzniku trombu rozviji zanétliva reakce
s akumulaci makrofagl a T lymfocyta.

Ruptura fibromuskularni ¢epicky platu ma za nasledek styk krve s nejvice
trombogenni oblasti platu, kterou je kaSovitA hmota s velkou koncentraci
tkanového faktoru, ktery je produkovan makrofagy, hladkosvalovymi i

endotelovymi burikami. Trombus se vytvafi v intimé, kde dochazi k jeho
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inkorporaci do platu. Pokud je ruptura platu mala, pritok krve rychly a vysoka
fibrinolyticka aktivita, trombus se mlze uvolnit a dochazi k embolizaci nebo
muze byt postupné degradovan a zadné klinické komplikace se neobjevi.
Ruptura aterosklerotického platu je zpusobena hlavné mechanickymi
silami, které pusobi na plat, a které pfevazi nad mechanickymi vlastnostmi
platu. Stabilitu platu vyznamné oslabuji makrofagy a T lymfocyty produkci
zanétlivych cytokinl a proteolytickych enzymu (metaloproteinaz), které snizuji
syntézu a zvysuji degradaci extracelularni matrix. Stabilita je oslabena také
kumulaci lipidi, degradaci kolagenu, apoptézou a snizenou migraéni a

proliferaCni aktivitou hladkosvalovych bunék (26).

2.5 Adhezni molekuly, VCAM-1

Mediatory zanétlivé reakce endotelové buriky

Rozvoj zanétlivé reakce na cévnim endotelu je normalni obranny
mechanismus jako odpovéd na poSkozeni nebo aktivaci cévni stény.
Fyziologicky vyznam takové reakce spocCiva v udrzovani normalni struktury a
funkce cévni stény a celého organizmu. Ukazalo se, ze mySi s deficitem
exprese adheznich molekul postihuji rekurentni infekce. Na druhou stranu,
Cetné iniciace zanétlivé reakce s nasledujicim rozvojem pozitivni zpétné vazby
zanétlivého cyklu mohou vést ktézkému posSkozeni tkané a to je spojeno
s cévni patologii, zahrnujici rozvoj atreosklerotickych plata (27).

VCAM-1 stimuluje adhezi lymfocytd a monocytd na povrch cévniho
endotelu. VCAM-1 mohou vazat eozinofily a bazofily, nikoli vSak neutrofily. Tato

adhezni molekula je primarné exprimovana na endotelovych burikach; ale

20



mohou ji produkovat i buriky hladkych svalll cév nebo bunky kostni diené (28).
Mezi nejznaméjsi induktory VCAM-1 exprese patii TNF, IL-1 a oxidovany LDL.
Transkripéni regulace VCAM-1 vyzaduje nuklearni faktor kappa B (NF-xB) a
aktivator proteinu-1 (AP-1). Exprese VCAM-1 je také zvySena podavanim
vysokocholesterolové diety u experimentalnich modelt aterosklerézy (29).

Exprese na endotelu se objevuje jiz po tydnu krmeni, kdeZto exprese v

hladkych svalovych burnkach se objevuje az po 6 tydnech.

Obr. 3 Aktivace VCAM-1

1 zanétlivé agens se navaze na receptor na povrchu bunky
2 receptor zacne vysilat oxidacni signaly do bunky

3 oxidacni signaly stimuluji gen k produkci VCAM-1

4 bunka produkuje VCAM-1

5 VCAM-1 migruje na povrch bunky

6 bilé krvinky se vazou na VCAM-1 na povrchu buriky
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2.6 Statiny v lée¢ébé hypercholesterolemie

Podavani statin(,, které jsou v sou€asnosti povazovany za nejucinnégjsi
hypolipidemika, pfedstavuje jednu z moznych cest I1éEby hypercholesterolemie.
Lécba by vSak meéla byt komplexni, zaméfena predevS§im na celkovou
zivotospravu. Pfi dlouhodobém podavani statinl bylo pozorovano snizeni
vyskytu koronarnich pfihod a celkové snizeni mortality. Vyhodou této skupiny

hypolipidemik je relativné maly vyskyt nezadoucich u€inka (30).

2.6.1 Mechanismus ucinku statinu

Statiny jsou kompetitivni inhibitory kliCového enzymu v biosyntéze
cholesterolu — HMG-CoA reduktazy, ktery katalyzuje pfeménu HMG-CoA
na mevalonat, coz je jeden z €asnych kroku v syntéze cholesterolu, ale i dalSich
dllezitych molekul nesteroidni povahy. Inhibice tohoto enzymu vede k snizeni
syntézy cholesterolu pfedevsim v jaternich burnikach (31). Snizeni dostupnosti
cholesterolu v hepatocytech vede ke zvySeni exprese receptorld pro LDL
na povrchu hepatocytl a tim ke zvySenému vychytavani LDL-¢astic z krevniho
obéhu, coz vede k poklesu téchto ¢astic v krvi. SniZzeni mnozstvi cholesterolu
v hepatocytech zpUsobuje také snizeni produkce VLDL-Eastic v jatrech, to vede
ke snizeni plazmatické koncentrace triglyceridi, druhotné také ke snizeni
premény VLDL-Castic na LDL-Castice a tim opét ke snizeni koncentrace LDL-

cholesterolu (32).

22



Obr. 4 mechanizmus udinku statint

hepatocyt
acetyl = CoA
HMG - CoA
HMG - CoA
reduktaza STAT' N
NN receptory
LD; pro LDL mevalonat
— B-100 il |

cholesterol

N

Autové kyseliny

e

v ApoB TFi
@ ApoE
ApoC

2.6.2 Pleiotropni ucinky statinu

U statint byly prokazany jesté dalSi, tzv. pleiotropni ucinky. Mezi né patfi
antiproliferani, antioxidacni, protizanétlivé (snizuji hladinu CRP) a
imunomodulaéni ucinky. Statiny zvySuji stabilitu ateromového platu a jsou
odpovédné za pokles trombogenniho potencialu (snizuji aktivaci destiCek,
protrombinu, faktoru Xlll, Stépeni fibrogenu). Vysledky klinickych studii dale
prokazuji pokles cévni mozkové pfihody a prevalence Alzheimerovy nemoci je

u pacientu Ié€enych statiny o 60% nizsi (33).

2.6.3 Atorvastatin

Atorvastatin je hypolipidemikum ze skupiny inhibitord HMG-CoA-reduktazy.
Je indikovan predevSim k IéCbé izolované hypercholesterolemie a smiSené

lipoproteinemie s pfevahou zvySeni cholesterolu. Atorvastatin je jako jediny
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ze statind  indikovan  u nemocnych s homozygotni formou familiarni
hypercholesterolemie. Dale se vyuZziva v kombinaci s jinymi hypolipidemiky
k 1é¢bé dalSich typl dyslipidemii (34).

Chemicky je atorvastatin 7-[3-fenyl-4-fenylkarbamoyl-2-fluorofenyl-5-(2-
propyl)pyrrol-1-yl]-(2R,4R)-2,4-dihydroxyheptanova kyselina. Jedna se o plné
synteticky lipofilni statin.

Atorvastatin je po peroralnim podani rychle absorbovan (asi z 30 %),
podléha vyraznému first-pass” efektu v jatrech, takZze jeho biologicka
dostupnost je pfiblizné 14 %. Maximalni plazmatické koncentrace dosahuje
po 1-2 hodinach.

Atorvastatin je z98 % vazan na plazmatické proteiny, jeho distribuCni
objem ¢ini 5,8 I/kg. Je metabolizovan cytochromem P-450 3A4, z velké Casti
na biologicky aktivni metabolity, sdm je téz biologicky aktivni. AvSak 70% jeho
inhibiéni aktivity va¢i HMG-CoA-reduktaze je zplsobeno jeho aktivnimi
metabolity. Atorvastatin i jeho metabolity jsou vyluCovany prevazné ZIuci.
Biologicky poloCas eliminace je pfiblizné 14 hodin. PoloCas inhibi¢ni aktivity
HMG-CoA-reduktazy je vSak 20-30 hodin, vzhledem k pfitomnosti a delSimu
eliminaénimu polo€asu jeho aktivnich metabolitd. PFi jaterni nedostateénosti je
plazmaticka koncentrace atorvastatinu vyrazné zvysena (35).

Mezi nejCastéjSi nezadouci ucinky pfi |éCbé statiny patfi dyspepsie,
nauzea, flatulence, bolesti bficha, zacpa, bolesti hlavy, vzacnéji zvraceni,
zavraté, parestezie, alopecie. Nutno vSak podotknout, Zze léCba statiny je

bezpeCna a jeji profit je podstatné vysSi nez jeji rizika. Potencialné

Vv,

24



viv s

viv s

Tab. 1 Farmakokinetika atorvastatinu

bilogicky polo&as ty, (h) 15 - 30
Cas potfebny k dosazeni maximalni
koncentrace v plazmeé tmax (h) 1-3
vazba na plazmatické bilkoviny (%) 98
renalni exkrece (%) 2
exkrece stolici (%) 70
metabolismus v jatrech CYP-450 3A4
2.7 MDOC

2.7.1 Molekularni a strukturni vzorec

Oxidovana celuloza
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Zakladni funkéni jednotka oxicelulézy je kyselina anhydroglukuronova
(dle nadzvoslovi IUPAC -D-glucopyranuronic acid), ve strukturnim vzorci Cislice

1 — 6 zobrazuji konvenénim Cislovanim uhlikové atomy pyranosového kruhu.

Jestlize je celulébza popsana jako polyanhydroglukdza, ,oxidovana
celuléza®, pfipravena selektivni oxidaci primarnich alkoholickych skupin na C6
na karboxylové, muze byt obecné popsana jako statisticky kopolymer slozeny

z anhydroglukosovych jednotek a jednotek kyseliny anhydroglukuronove.

Odpovidajici molekularni vzorec mize byt napsan jako:

[ (CsH100s )1.x ( CeHgOp )x] n

kde a je stupen polymerizace, a x € <0, 1> je primérny stupen oxidace ziskany

jako:
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M,

S S A % S

kde Mg = molarni hmotnost glukosové jednotky (162 g/mol)

Maiac = molarni hmotnost jednotky kyseliny glukuronové (176 g/mol)

Mcoon = molarni hmotnost karboxylové skupiny (45 g/mol)

Wcoon = hmotnostni zlomek karboxylovych skupin (obsah karboxylu v %

b/w déleny 100)

Tak napfiklad, kdyZ x=0 jde o Cistou celulézu, x=1 znaci upIné
oxidovanou celul6zu s karboxylovou skupinou obsazenou okolo 25,6% m/m,
zatimco x=0,5 odpovida 1:1 kopolymeru s karboxylovou skupinou obsazenou

z 13,3% m/m. Strukturni vzorec kopolymeru mizeme napsat:

Mél by byt spravné chapan tak, ze oxidovana celul6za neni zcela popsana vyse
uvedenym vzorcem. Je zalozena na pfirozené nehomogennim pfFirodnim
surovém materialu, ktery kdyZz je oxidovany selektivné, nicméné ne vylucné, na
C6 atomu uhliku, ziskdame oxidovany produkt, ktery ale také obsahuje produkty
vytvofené jinymi oxidacénimi postupy. Sekundarni alkoholické skupiny mohou
byt rovnéz oxidovany a nékteré glukézové kruhy se mohou otevfit a poté

mohou byt predmétem dalSi oxidace.



Obecny vzorec pro koneCnou latku MDOC™, vapenato-sodnou

oxidované celulézy, muze byt napsan jako
[ ( CeH1005 )1.x ( CsH706 )x ] n [Ca* Treprz [NA Tnx(-p)
kde p a (1-p) € <0,1> znamena molarni zlomek Ca** a Na* iont

nebo jinak, strukturalné,

MDOC
= random copghymer af

CH40OH

P T

pohanhydrogicoss pobyantydroglscuronic acid [Cama gan)
{maonormer unit of cellufose)

tentokrat , x = n/(n+m), x € <0,1>, slouzi jako indikator stupné oxidace.
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3 Cil prace

Cilem této rigorozni prace bylo zjistit mozny benefit podavani kombinace
MDOC a atorvastatinu na vybrané parametry lipidd a marker( zanétu u apoE
deficientniho kmene aterosklerézy. Byly sledovany hladiny lipida, sérové
koncentrace zanétlivych markerd v krvi. Pro zobrazeni exprese ICAM-1 a
VCAM-1 byly vyuZity imunohistochemické metody a ke kvantifikaci jejich

exprese stereologické metody.
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4 Experimentalni cast

Samci kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (apoE™), vazici
15-20 gram(, byli laskavé poskytnuti Prof. Polednem (IKEM, Praha, Ceska

Republika), byli ustajeni v SEMEDu (Praha, Ceska Republika).

4.1 Zvirata a predepsana dieta

VSechny mysSi byly v5 tydnech Zivota ostaveny od matky, nahodné
rozdéleny do 2 skupin.

ApoE deficientni mySi (n=8) byly krmeny po odstaveni aterogenni dietou
s obsahem 1,25% cholesterolu po dobu 4 tydnu (kontrolni skupina). V MDOC
skupiné byly mysi krmeny stejnou aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 50
mg/kg MDOC denné. V atorvastatinové skupiné byly mysSi krmeny stejnou
aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 10 mg/kg atorvastatinu denné.
V kombinacni atorvastatin MDOC skupiné byly mySi krmeny stejnou aterogenni
dietou, ke které bylo pfidavano 10 mg/kg atorvastatinu a 50 mg/kg MDOC
denné.

Kazda z mySi v atorvastatinové skupiné byla chovana v samostatné
kleci. Dostavaly denné 6 g potravy (ve specialné upravenych granulich) a mély
volny pfistup k vodé po celou dobu studie. BEhem experimentu nebyly nalezeny
zmény télesné hmotnosti v souvislosti se spotfebou potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylaénéna a byla provedena
euthanasie predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce

vzorky krve pro biochemické vySetfeni. Dale byly odebrany segmenty tkané
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tvofené aortou spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily
do OCT media (Leica, Praha, Ceska republika), nasledné& byly zmrazeny

v tekutém dusiku a uskladnény pfi — 80°C.

4.2 Biochemicka analyza

Celkové koncentrace cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky
na zakladé konvenénich diagnostickych metod (Lachema, Brno, Ceska
republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol v 510 nm, triglyceridy,
v 540 nm vinové délky) (ULTROSPECT IIl, Pharmacia LKB biotechnologie,

Uppsala, Svédsko).

4.3 Elisa analyza

Analyza hladin IL-6 v krevnim seru byla provedena na Ustavu klinické
imunologie a alergologie. Byla vyuZita standardni sendviCova enzymaticka
technika za vyuziti konvecénich kitd pro stanoveni IL-61 a VCAM-1 od firmy

(R&D Systems, Inc., MN, USA).

4.4 Imunohistochemie

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm
aortalniho sinu a ¢asti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série
pfiénych fez( o tloustce (7 pm) na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly
pfeneseny na sklicka, které byly predem upravené v roztoku Zelatiny. Rezy se

nechaly oschnout (60 minut) a pak se na 15 minut vlozily do roztoku acetonu
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uchovavaného v —20°C. Poté se fezy nechaly ususit (15 minut) a znovu se
vlozily na 15 minut do acetonu. Timto procesem doslo k fixaci fezl a jejich lepSi
adhezi na podlozni skli¢ko. Poté se fezy po 15 minutovém ususeni vlozily na
10 minut do destilované vody, nasledné se vlozily do roztoku PBS (2x5 minut).
Pfed inkubaci fezl s primarni protilatkou bylo nutné jesté zablokovat
nespecificka vazebna mista, proto se fezy na 30 minut ponofily do roztoku 10%
goat séra v PBS (sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). V dalsi fazi byly
na sklicka napipetovany roztoky anti avidinu a anti biotinu, které byly pouzity k
zablokovani reaktivity téchto latek v mySi tkani. Sklicka se pak jednu hodinu
inkubovala s primarni protilatkou pfi pokojové teploté. Poté se fezy vlozily do
roztoku PBS (2x5minut), dale do roztoku 3% H,O, (15 minut). Po oplachu v
PBS (2x5minut) se fezy inkubovaly se sekundarni protilatkou (30 minut) — goat
anti-hamster IgG a goat anti-rat 1IgG (Vector Laboratories), které byly znaceny
biotinem a opét se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Dale byl na sklicka
nanesen avidin-biotinovy komplex obsahujici peroxidazovy substrat (Vector
Laboratoriem). K vizualizaci navazanych protilatek se pouzil diaminobenzidin
(DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Na zavér byly fezy
oplachnuty ve vodé a poté odvodnény v acetonu, aceton — xylenu (10:1) asi 3
minuty, aceton — xylenu (1:10) také 3 minuty, 3x v xylenu (po 2 minutach) a
sklicka zamontovana do eukittu.
Byly pouzity nédsledujici primérni protilatky:

e monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD31 (PECAM-1) — zfedéni

1/100
e monoklondlni protilatka Rat Anti-Mouse VCAM-1 — zfedéni 1/100

e monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse ICAM-1 — zfedéni 1/200
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VSechny protilatky byly zakoupeny ve firmé& BD Pharmingen (California, USA)

Pracovni postup

1. nechat uschnout fezy 60 minut
2. fixace aceton (uschovany v — 20 stupnich) 15 minut
3. ususit 15 minut
4. PBS 10 minut

5. 10% zvifeci serum v PBS (900 pl PBS + 100 pl sera) 30 minut

6. inkubace s avidin D 15 minut
7. oplachv PBS 5 minut
8. inkubace s biotinem 15 minut
9. PBS oplach
10.primarni protilatka (fedi se v BSA) 60 minut
11.PBS 1 2x5 minut
12.10% serum v PBS (900 ul PBS + 100 pl sera) 15 minut
13.sekundarni protilatka (+ mouse serum v PBS) 30 minut
14.PBS 3 5 minut
15.3% H20, (8 ml H,0,+ 70 ml H,0) 15 minut
16.PBS 4 2x5 minut
17.ABC komplex elite 30 minut
18.PBS 5 5 minut
19.DAB (podle navodu) nutno urcit Cas
20.destilovana voda oplach
21.aceton oplach
22.aceton-xylen (10:1) 3 minuty
23.aceton-xylen (1:10) 3 minuty
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24.3x xylen 2 minuty

25. Eukitt — montovani kryciho sklicka

4.5 Kvantitativni analyza imunohistochemie a velikost 1ézi

Plochy endotelialni exprese ICAM-1, VCAM-1 a PECAM-1 byly
kvantifikovany pomoci stereologickych metod (37). Nejprve se nakrajela série
fezd o tloustce 7um (0,385mm dlouhé uUseky cévy tvofici tzv. referencni
objem). Byl proveden systematicky nahodny vybér fezu z referenéniho objemu.
Prvni fez byl pro kazdé imunohistochemické barveni vybran nahodné, a pak se
vybral kazdy jedenacty fez, takze bylo pro kazdé barveni pouzito pét fezu ke
stereologickému odhadu. Byla pouZita metoda bodové testovaci mfizky, ktera
se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 200 praseCiki mezi body sité a
aterosklerotickym platem na jednu cévu (38). Odhadovanad plocha
aterosklerotické léze se vypocletla podle vzorce:

estA= a *P
kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a
P je pocet pruseciki mezi body testovaci sité a aterosklerotickou lézi.

Protilatka PECAM-1 byla pouzita jako marker pfitomnosti endotelu.
Takze plocha exprese VCAM-1 v endotelu byla vztazena k expresi PECAM-1 a
vypocitana jako:

area(x)

= *100%
area( PECAM)

kde x je plocha VCAM-1 v endotelu a plocha PECAM je plocha PECAM-1 v

endotelu.
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Fotodokumentace a digitalizace z mikroskopu byla provedena
mikroskopem Nikon Eclipse E2000, digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana
Corp. USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.82 (Laboratory Imaging
Prague, Ceska republika). Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem

PointGrid ELLIPSE (ViDiTo, Slovensko).

4.6 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena za vyuZiti statistického softwaru
SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation). Ke vzajemnému porovnani parametrd
u jednotlivych skupin zvifat neparametricky T test. Rozdily mezi skupinami byly

statisticky vyznamné v pfipadé, ze p<a kde a=0,05.
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5 Vysledky

5.1 Biochemicka analyza

Vysledky biochemické analyzy neprokazaly vliv atorvastatinu, MDOC ani
jejich kombinace na hladiny celkového cholesterolu, VLDL cholesterolu (viz
obr.). Naproti tomu LDL cholesterol byl snizen u vSech 3 experimentalnich
skupin ve srovnani se skupinou kontrolni (pouze aterogenni dieta). Podavani
MDOC navic vedlo ke zvySeni hladiny HDL cholesterolu nicméné tento benefit

nebyl zjistén ani po podavani atorvastatinu ani po jeho kombinaci s MDOC.

Obr. 5 Hladiny celkového cholesterolu v mmol/l u v8ech skupin zvifat. Nebyly

nalezeny zadné statisticky vyznamneé rozdily v porovnani s kontrolni skupinou.

Celkovy cholesterol

30,0

P =02830
- P=0730
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20,0 1
15,0 4

10,0

0.0 -
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Obr. 6 Hladiny VLDL cholesterolu v mmol/l u vSech skupin zvifat. Nebyly

nalezeny zadné statisticky vyznamneé rozdily v porovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 7 Hladiny LDL cholesterolu v mmol/l u vSech skupin zvifat. Statisticky
vyznamny pokles byl pozorovan po podani atorvastatinu, MDOC i jejich

kombinaci a to vSe ve srovnani s kontrolni skupinou.

LDL

7,00

5,00 4 F=0.036 F=0014
5,00 F = =0.001

4,00
3,00
2,00

1,00

0,00

Hontrola AT MDD ATY + WMDOC

37



Obr. 8 Hladiny HDL cholesterolu v mmol/l u v8ech skupin zvifat. Statisticky
vyznamny narust HDL cholesterolu byl pozorovan pouze u MDOC skupiny.
Naopak u atorvastatinové a kombinaéni skupiny byl pozorovan statisticky

vyznamny pokles HDL cholesterolu.
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Obr. 9 Hladiny interleukinu-6 u vSech skupin zvifat. Hladiny IL-6 byly
signifikantné snizeny po podani atorvastatinu a MDOC nicméné u kombinacni

skupiny tento efekt nebyl pozorovan.
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Obr. 10 Stereologickd analyza imunohistochemického barveni VCAM-1.
Vysledky ukazaly, Zze exprese VCAM-1 nebyla signifikantné zménéna u zadné

experimentalni skupiny.

%

Kontrola ATV~ MDOC ATV MDOC

Obr. 11 Stereologicka analyza imunohistochemického barveni ICAM-1.
Vysledky prokazaly statisticky vyznamné snizeni endotelialni exprese ICAM-1

pouze u kombinacni terapii MDOC atorvastatin.

. —_

Kontrola ATV MDIOC ATV MDOC

39



6 Diskuse

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozSifenym
onemocnénim, které urCitym zpusobem postihuje vSechny vékové skupiny
obyvatelstva. Klinické pfFiznaky aterosklerézy, které se ve vétSiné pfipadd
objevuji az v pozdéjSich letech Zivota jsou dnes velmi frekventované a
aterosklerdza je v souCasné dobé pfiCinou téméfr 50% vSech umrti. Rozsahly
vyzkum v oblasti ateroskler6zy odhalil v poslednich letech fadu novych
poznatkl, které pfispivaji k pochopeni dé&ju, ke kterym dochazi béhem
aterogenniho procesu. Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu
zduraziuji ulohu zanétlivé reakce v procesu aterogeneze (10).

V roce 1992 pouzily dvé laboratofe specialni genovou technologii, ktera
dala vzniknout mysim deficientnim v apolipoproteinu E (apoE) (39). ApoE
lipoproteiny jsou tvofeny primarné v jatrech, maji na svém povrchu zakladni
lipoproteinové C&astice a ligandy pro rozpoznani lipoproteind a také pro
clearance lipoproteinovych receptortd. ApoE deficientni mysi maji zpozdéné
vyluCovani lipoproteinli a i pfi nizkocholesterolové stravé hladina jejich
cholesterolu stoupd jako dusledek akumulace chylomikrontd a VLDL zbytki
obohacenych esterifikovanym i volnym cholesterolem. U téchto mySi se vyvijeji
nejen lipidni prouzky, ale také fibromuskularni platy, typické pro aterosklerézu u
lidi. Tyto léze se formuji v aorté, v bfiSni aorté, v hlavnich vétvich karotid,
interkostalnich, mesenterickych, renalnich a ilidlnich arterich a také v
proximalnich ¢astech koronarnich, femoralnich a podklickovych arterii. Lipidni
prouzky se objevuji po deseti tydnech a léze obsahujici pénové bunky a
hladkosvalové burnky se objevuji po patnacti tydnech. Fibromuskularni platy

jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji nekrotické jadro a fibromuskularni
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CepiCku z hladkosvalovych bunék obklopenych elastickymi viakny a kolagenem.
U starSich mySi se fibromuskularni platy vyvijeji, u pokrocilych lézi je patrna
destrukce bunék medie s pfilezitostnym vyvojem aneuryzmat. Rozsahla
proliferace fibrozni tkané mulze zuzit lumen cévy, €i dokonce zpusobit jeji
aplnou okluzi. Komplikované léze charakterizované trombozou se vSak
nevyskytly (40).

V terapie hyperlipidemii a cévnich komplikaci (aterosklerézy) jsou dnes
asi nejvyznamnéjSimi léky statiny. Statiny (nékde uvadény téz pod nazvem
vastatiny) jsou v souCasné dobé povazovany za nejucinnéjsi hypolipidemika.
Jsou to kompetitivni inhibitory kliCového enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-
hydroxyl-3-methylglutarylkoenzymA-reduktazy (HMG-CoA reduktazy).
Jednotlivé statiny se liSi relativni ucinnosti a tzv. nelipidovym plsobenim, tj.
antiagregacnim, antiproliferativnim ucinkem, vlivem na uUpravu endotelialnich
funkci, stabilizaci ateromatdznich platd aj (41). Cilovym organem zasahu
statind jsou jatra.

Nicméné se ukazuje, Ze pouziti kombinacni terapie s jinym
hypolipidemikem s rozdilnym mechanizmem Uu¢inku muze vyrazné zlepSit
ucinek statinU a snizit incidenci jejich nezadoucich Uginkl (42).

Navic bylo také prokazano, ze podavani dietni vlakniny ma pozitivni vliv
na kardiovaskularni systtm a to v€etné hladiny cholesterolu (43). Dietni
vlaknina je tvofena pozivatelnou Casti rostlinnych nebo obdobnych sacharidd,
které jsou rezistentni trAdveni a absorpci v lidském tenkém stfevé s kompletni
nebo CasteCnou fermentaci v tlustém stfevé. Dietni vlaknina se vyskytuje
v zeleniné, ovoci, obilninach, a dfevé (44). VIakninu muzeme rozdélit

na nestravitelné oligosacharidy (inulin), trdveni rezistentni Skrob, nerozpustnou
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dietni vlakninu (celulosa, beta-glukany), a rozpustnou dietni vlakninu (pektin).
Vlaknina vykazuje Fadu pozitivnich a&ink(, ke kterym patfi pozitivni vliv
na travici procesy, napf. urychli stfevni pasaz, pozitivné podporuje peristaltiku,
absorbuje vodu, zmék¢i stolici, plsobi prevenci divertikli a zacpy, podili se na
absorpci toxickych latek. Mezi velmi dualezité GcCinky patfi také vliv
na metabolismus Zivin. Rozpustna dietni vlaknina se podili na sniZeni resorpce
tuku, snizeni zpétné resorpce Zlucovych kyselin, snizeni energetického obsahu
diety, zpomaleni resorpce sacharidl, snizeni glykémie a insulinemie, potlaceni
syntézy cholesterolu v jatrech zvySenim pfivodu kyseliny propionové portalnim
obéhem do jater (45).

MDOC tedy modifikovana oxidovana celulosa je chemicky de facto
polyanhydroglukurunova kyselina. Svymi vlastnostmi se pravdépodobné muize
fadit mezi rozpustnou vlakninu. Proto bylo cilem této diplomové prace zjistit,
zda podavani MDOC spole¢né s atorvastatinem bude mit vétSi benefit nez
podavani téchto substanci jednotlivé.

Podavani atorvastatinu i MDOC vedlo ke snizeni hladin LDL
cholesterolu. Po podani MDOC se jesté navic doslo ke zvySeni hladiny HDL
cholesterolu. Spole¢né podavani MDOC a atorvastatinu vedlo ke snizeni
hladiny LDL ale bohuzZel i HDL cholesterolu. Navic snizeni LDL cholesterolu
nelze povazovat za aditivni u€inek spole¢né terapie obou substanci. Dale bylo
zjisténo ze spolec¢né podavani atorvastatinu a MDOC neovlivnilo hladiny IL-6 a
VCAM-1 v krevnim séru a ani expresi VCAM-1 na endotelu. Jediny pozitivni
ucinek spole¢ného podavani MDOC a atorvastatinu tak spocival ve snizeni
endotelidlni exprese ICAM-1, které nebylo pozorovdno ani po podavani

atorvastatinu a ani po podavani MDOC. Tyto vysledky tedy zatim naznaduji, ze
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spole¢né podavani atorvastatinu a MDOC nevykazuje zZadny vyrazny pozitivni

efekt na aterogenezi u apoE-deficientnich mysi.
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7 Zaver

Cilem této rigorozni prace bylo zjistit potencialni benefit spolecného
podavani atorvastatinu a MDOC, tedy IéCiv sjinym hypolipidemickym
mechanizmem ucinku na vybrané parametry lipidd a nékteré prozanétlivé
markery.

Podavani MDOC s atorvastatinem snizilo signifikantné hladiny LDL
cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou nicméné nejednalo se o aditivni
ucinek v porovnani s podavanim téchto substanci jednotlive.

Podavani MDOC s atorvastatinem statisticky vyznamné snizilo endotelialni
expresi ICAM-1. Vzhledem k dal$im vysledkim biochemické a ELISA analyzy
v8ak nemame pro tento efekt zatim zadné vysvétleni

Dale bylo zjisténo, Ze spoleCna terapie nevede ke snizeni celkového
cholesterolu, VLDL cholesterolu, déle ani hladin IL-6 a VCAM-1 v krvi a na
endotelu.

Z dosavadnich vysledkl vyplyva, Zze spole€né podavani MDOC
s atorvastatinem nevede k vyznamnégjSimu pozitivni vlivu na aterogenni proces

u apoE-deficientniho kmene mysi.
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