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Seznam pouzitych zkratek

ALK
apoE
BMP
bFGF
CAM
CD
CMP
CMV
CRP
DAB
DM2
EBV

EDGF

EDHF
eNOS

Hb

HDL
HHT1
HMG-CoA
ICAM-1
IDL

ICHS

activin like kinase

apolipoprotein E

bone morphogenetic factor, kostni morfogeneticky faktor

basic fibroblast growth factor, zédkladni fibroblastovy rastovy faktor
cell adhesion molecules, bunééné adhezivni molekuly
cytosolicka doména

cévni mozkova ptihoda

cytomegalovirus

C — reaktivni protein

diaminobenzidin

diabetes mellitus 2. typu

virus Epsteina a Barrové

endothelium-derived growth factor, ristovy faktor produkovany
endotelem

endothelium-derived hyperpolarizing factor

syntaza NO

hemoglobin

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

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

ischemicka choroba srde¢ni



ICMP
IgG
IL-1,6,8
IR
LDL
LPS
MCP-1
M-CSF
MDGF
NF-«xB
NO
OSA
OxLDL
PAI-1
PBS
PDGF
TAG
TGF B
TIMP-1
TNF a
t-PA
VCAM-1
VEGF

VLDL

ischemicka cévni mozkova piihoda

imunoglobulin G

interleukin 1, 6, 8

inzulinova rezistence

low density lipoproteins, lipoproteiny o nizké hustoté
lipopolysacharidy

monocytarni chemotakticky protein-1

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

oxid dusnaty

obstrukéni spankova apnoe

oxidované LDL castice

inhibitor aktivatoru plazminogenu

fosfatovy pufr

platelet-derived growth factor, destickovy rustovy faktor
triacylglyceroly

transforming growth factor B, transformujici ristovy faktorf3
tkaiovy inhibitor metaloproteinazy 1

tumor necrosis factor a, tkdnovy nekrotizujici faktor o
tkanovy aktivator plazminogenu

vascular cell adhesion molecule-1, adhezni molekula
vascular endothelial growth factor

very low density lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté



1. UVOD

Ateroskleroza je degenerativni onemocnéni tepen (tzv. kornaténi)
charakterizované ukladanim tukovych castic do cévni stény. Vysledkem tohoto
procesu je poskozeni cévni stény, ztradta pruznosti cévni stény. Dochézi k tuhnuti
cévni stény s postupnym zuzovanim jejiho prasvitu. Maze dojit k jejimu uplnému
uzavéru s naslednou ischémii ptislusné c¢asti cévniho ftecisté. Tyto zmény jsou
nejvice patrné na vénclitych tepnach srdce (ischemickd choroba srdec¢ni), tepnach
dolnich koncetin (ischemické choroba dolnich koncetin) a mozkovych tepnach (cévni
mozkové ptihody). Aterosklerdza se vyviji pomalu a nendpadné, jde o dlouhodoby
zanétlivy proces (Ross 1999).

Velky rozvoj této nemoci je zpusoben soucasnym zivotnim stylem vétSiny
obyvatelstva. Spatné stravovaci navyky, nedostatek pohybu, koufeni, obezita,
psychicky stres a néktera dalS$i onemocnéni jako hypertenze, cukrovka vedou ke
zhorSovani zdravotniho stavu a patii mezi rizikové faktory vzniku tohoto
onemocnéni. SouCasnd data ze Svétové zdravotnické organizace ukazuji, Ze
kardiovaskularni onemocnéni jsou zodpovédna asi za 30 % celkové mortality na
celém svété. Z toho je 42 % zpisobeno ischemickou chorobou srde¢ni (ICHS) a
32 % onemocnénimi mozkovych cév. V primyslové vyspélych zemich jsou
kardiovaskularni choroby hlavni pfi¢inou timrti dospé€lé populace (Strutt et al 2004).

V Ceské republice je Umrtnost na tato onemocnéni jedna znejvyssich
v Evropé, 1 kdyZz v poslednich letech zacala konec¢né klesat. Nejcastéjsi pticinou
kardiovaskularni mortality je ICHS zptlisobena aterosklerdzou. Lécba jiz vzniklych
zmén na tepnach je velice obtizna a proto je nutné tomuto onemocnéni piredchazet.

S prevenci aterosklerdzy by se mélo zacit jiz v détstvi.



Prevence aterosklerotického procesu v rtiznych fazich jeho rozvoje je
zékladni prevenci disledku castecné nebo uplné obturace tepen, tedy riznych forem
ischemické choroby srde¢ni, ischemické choroby dolnich koncetin a mozkovych

cévnich ptihod (Wang 2005).

V této rigordzni prace jsme se snazili zjistit vyskyt endoglinu a SMAD 2
v aterosklerotickych platech a popsat expresi endoglinu a SMAD 2 u apoE/LDL-
receptor deficientnich mysi. Dale jsme sledovali, jak jsou tyto proteiny ovlivnény

podavanim atorvastatinu.



2. TEORETICKA CAST
2.1. ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je chronické zéanétlivé onemocnéni charakterizované
endotelialni dysfunkeci a subendotelovou kumulaci aterogennich lipoproteint
bohatych na cholesterol. Zanétlivého procesu se Gcastni jiz zminéné modifikované
lipoproteiny, makrofagy, T-lymfocyty, endotelové burnky a buiiky hladkého svalstva.
Vysledkem zanétu je vznik komplexnich 1ézi v cévni sténé. Tyto 1éze, oznacované
jako plaky, jsou pficinou zuzujiciho se prasvitu cév a mohou vést az k aplnému

ucpani cévy.

Ateroskleroza je multifaktoridlni onemocnéni, které se vyviji pomalu
v zavislosti na rizikovych faktorech. Cim vice je rizikovych faktord, tim je progrese

ale 1 klinickd manifestace nemoci rychlejsi (Keaney 2000).

2.1.1. Lokalizace aterosklerozy

Pti aterosklerdze je pratok krve ovlivnén zejména u cév koronarniho feciste,
mozkovych cév a cév dolnich koncetin. Postizeny jsou nejvice velké a stfedni artérie
a to predevSim v urcitych predispozi¢nich (predilekénich) mistech. K t€ém patii
koronarni artérie (jejich hlavni kmeny blizko vétveni), femoralni, tibidlni a
poplitealni artérie v mistech vétveni. Dal§imi predilekénimi misty jsou oblouk aorty
a odstupy velkych krénich artérii, bifurkace btisni aorty, interni a externi karotidy a
cerebralni artérie (Stary et al 1994). Vyskyt aterosklerdzy v artériich je podminén
rozdilnymi hemodynamickymi poméry vzhledem k véndm a odlisSnou citlivosti

endotelu.



2.1.2. Patogeneze aterosklerozy

Podkladem pro vznik aterosklerézy je jiz zminéna dysfunkce cévniho
endotelu. Nejprve dochazi k aktivaci endotelialnich bunek (vlivem kouieni, LDL,
hemodynamického stresu atd.). Takto aktivované bunky produkuji rastové faktory
(PDGF, bFGF, MCP-1) a cytokiny (IL-1, TNF-a), na povrchu endotelu je zvySena
exprese bunécnych adheznich molekul (CAM) mezi které patii napt. VCAM-1 a
ICAM-1 (Jang et al 1994). Diky zméné permeability a vyssi expresi CAM, pronikaji
LDL ¢astice do intimy. Nasleduje jejich oxidace (prostupem pies endotel, stykem
s monocyty, makrofagy, hladkosvalovymi buitkami a T-lymfocyty) a dalsi
poskozovani endotelu. Cytokiny pfitahuji do mista 1éze monocyty a T-lymfocyty
z krevni cirkulace, dochazi k jejich prostupu do intimy a jejich aktivaci. Monocyty se
vintim¢ preménuji na makrofagy (pisobenim EDGF, M-CSF). OxLDL jsou
vychytavany makrofagy vazbou na receptory pro OxLDL nebo tzv. scavangerové
receptory. Pfijem OxXxLDL pomoci scavangerovych receptorti neni zpétnovazebné
regulovan a diky zvysené kumulaci cholesterolu vznikaji pénové bunky (Ross 1999).
Pénové buiiky mohou v mens$i mife vznikat i z bunék hladkych svalti bohatych na
lipidy. Nahromadénim pénovych bunék se vytvareji tukoveé prouzky (fatty streaks).
Jsou makroskopicky viditelné a maji definovanou histologickou strukturu. Vznikaji
v mistech se zvySenym obsahem lipoproteinti v intimé diky jejich zvySené vazb¢ na
makromolekuly extracelularni matrix. Toto stadium neni sice klinicky vyznamné, ale

muze se dal vyvijet ve fibrozni plak (Shantaram 1999).

Makrofagy také produkuji ristové faktory (PDGF, MCP-1) a cytokiny (IL-1,
TNF-a), které zvysuji chemotaxi a kumulaci dalSich makrofagi a T-lymfocyt. Dale
produkuji spole¢n¢ s endotelem PDGF (destickovy rustovy faktor), MDGF

(monocytovy rastovy faktor) a zanétlivé mediatory (IL-8). Tyto latky zplsobuji
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zménu fenotypu hladkych svalovych bunék. Fenotyp kontraktilni se méni na fenotyp
sekrecni. Kontraktilni fenotyp udrzuje cévni tonus a podili se na reparaci pfi
poskozenich. Fenotyp sekrec¢ni produkuje ristové faktory, cytokiny, elastin a
kolagen. Dochazi k proliferaci a migraci hladkosvalovych elementi do intimy.
Cytokiny pftitahuji dalsi hladké svalové buiiky, které syntetizuji kolagenni matrix a
vytvaii tzv. fibrézni Cepicku. Makrofagy dale pohlcuji lipoproteinové Castice (ve
zvySené mife volny cholesterol) a dochazi k jejich kumulaci zejména ve stiedni ¢asti
platu. Volny cholesterol zpisobuje nekrozu a apoptdézu makrofagi. Vysledkem

téchto procest je vznik ateromového platu (Mangge et al 2004).

Fibrozni ateromovy plat je pevna svétleSediva vyvysenina v lumen cévy.
Miuizeme na ném rozliSit fibrozni Cepicku a protrombogenni jadro. Nejsvrchnéjsi
vrstvu Cepicky tvoifi endotel, pod nim jsou proliferované hladkosvalové bunky a
zanétlivé bunky T-lymfocyty, makrofagy, pénové bunky a extracelularni matrix
(Yla-Herttuala 1991). Jadro plaku je slozeno z bunécné drté extracelularnich lipida

s krystalky cholesterolu a pénovych bunék.
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Obr. 1 Zjednodusené schema tvorby a degradace fibrozniho krytu aterosklerotického
platu(http://'www.zdravcentra.cz/index.php?act=k-10&did=673)
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Pokud se plat vyklenuje do cévniho lumen, miize to mit hemodynamické
dasledky pro prutok krve za stendzou. Omezeni prutoku je dano velikosti stenozy a
spazmy cév. Takovy plat se manifestuje ischemickymi ptiznaky (stabilni anginou

pectoris..) (Boyle 2005).

V plaku nebo na jeho okraji mize dojit k vytvoreni fisury, ktera byva zdrojem
ruptury s ndslednym vznikem trombu. K ruptufe platu obvykle dochazi v misté
aktivniho zanétu, kde jsou nahromadény makrofagy a T-lymfocyty. Ruptura
aterosklerotického platu je zplisobena predev§im mechanickymi silami ptisobicimi na
plat a snizenou mechanickou odolnosti platu. Na jejim sniZeni se podileji makrofagy
produkci proteolytickych enzymii metaloproteinaz, které ztencuji fibrozni cepicku a
aktivované T-lymfocyty, které snizuji produkci kolagenu (pomoci interferonu C)

(Boyle 2005).
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Trombus vznika u platu, ktery ma slaby fibrozni kryt (Cepicku). Nejveétsi
protrombogenni vlastnosti ma lipidové jadro (zfejmé diky vysokému obsahu
tkdnového faktoru). Dochazi k obnazeni subendotelidlnich prostor, adhezi
trombocytl a tim ke spusSténi koagulacni kaskady. Trombus muze jest¢ vice snizit
prutok krve cévou, nebo miize dojit k jeho odtrZzeni a embolizaci. Ruptura pléatu (viz
Obr. 5) s nasedajici trombo6zou se klinicky manifestuje jako infarkt myokardu nebo

nestabilni angina pectoris (Trostdorf et al 2005).

Plat nachylny k ruptufe se oznacuje jako plat vulnerabilni, nebo nestabilni. O
stabilité platu rozhoduje velikost a konzistence ateromatdzniho jadra, hrubost a
integrita fibrozni Cepicky, zanétlivé zmény a snizeni odolnosti Cepicky (Stehbens

2002).

Vulnerabilni plat byva mekky s velkym polotekutym lipidovym jadrem. Jadro
je slozeno prevazné z esterti cholesterolu, pénovych bunék a T-lymfocyt. Obsahuje
velké mnozstvi zanétlivych bun€k s malym mnozstvim kolagenu a hladkych
svalovych bunék. Tyto platy byvaji ,,mladé” a nezjistitelné na angiografickém

vySetfeni (viz Obr. 2, Obr. 3) (Yuan et al 2002).

Stabilni plat na rozdil od nestabilniho obsahuje velké mnozstvi hladkych
svalovych bun¢k a kolagenu. Sklada se z lipidového jadra a malého mnozstvi
zanétlivych bunék. Fibrozni cepicka je silna a neporusend. Metaloproteinazy
produkované makrofagy muzou zpisobit jeji ztenceni. Tyto platy jsou ,,starSi®,
hemodynamicky vyznamné, ale po tadu let stalé (viz Obr. 2, Obr. 4) (Mallat et al

2001).
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U pokrocilych stadii ateroskler6zy dochdzi k ukladani pevnych sloucenin
vapniku do okoli nekrotického jadra. Je zde urcita zavislost mezi mnozstvim vapniku
a zavaznosti korondrni ateroskler6zy. Studie ukazaly, ze kalcifikace zvySuje riziko

koronarnich ptihod.

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

tenka zaretlivé malo
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14



Obr. 3. Nestabilni ateroskleroticky plat (Stary, 1995; material "IMPPACT", BMS

CR)

tenka fibrami cepicka

Obr. 4. Stabilni ateroskleroticky plat (Stary, 1995; material "IMPPACT", BMS CR)

___— cholesterclové jacdno

slng fboromni Zepicka, =
bohata na hladk e sealove unky

Obr. 5. Ruptura aterosklerotického platu (Stary, 1995, material "IMPPACT", BMS

CR)
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2.1.3. Vyvojové stupné aterosklerézy

Z hlediska morfologického mizeme rozlisit 6 stupni rozvoje aterosklerotické
1éze podle jejich zavaznosti (dle American Heart Association) (viz. Obr. 3) (Stary et

al 1994).
Obr.6 Vyvoj aterosklerézy(Stary 1995, material "IMPPACT", BMS CR)
péEnové  tukovéintem ediarni stabilni vuinera. plat/
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Typ I — izolované pénové bunky
Vintim¢ jsou ptitomny skupiny makrofagli obsahujicich v cytoplazmé
kapénky lipidd. Toto stddium miizeme nalézt v koronarnich artériich jiz v détském

véku.

Typ Il — tukové prouzky (fatty streaks)

Jedna se o vrstvu makrofaglh zménénych v pénové buiky. Hladké svalové
bunky v intimé také mohou obsahovat kapénky lipidu, ale ty se vyskytuji pfedevsim
v makrofazich. Mohou se nachéazet i ojedinélé T-lymfocyty. Tukové prouzky se

nalézaji zejména v oblastech bifurkaci a odstupti artérii. Jsou dvojiho typu: Ila ty

16



vetsinou progreduji, obsahuji vice hladkych svalovych bunck, makrofagt a pénovych
bunék s kumulaci lipoprotein. Typ IIb progreduje bud’ velmi pomalu (u osob se

zvySenym obsahem lipoproteina v krvi) nebo vibec.

Typ Il - prechodny

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

mastnych kyselin, triacylglycerolii nez typ II.

Typ 1V — aterom

Rozvinuté staddium III s hustym nahromadénim extracelularnich lipidu.
Rozpadem pénovych bunék vznika tzv. lipidové jadro, které obsahuje krystaly
cholesterolu a depozita kalcia. Mezi endotelem a lipidovym jadrem jsou v intimé
makrofagy a hladké svalové buiky s kapénkami tuki. Tento typ se nachazi u lidi ve

veéku kolem 30 let. VEtSinou neovliviuje prutok krve a je tedy klinicky némy.

TypV

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

k prasknuti.
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Typ VI — komplexni poskozeni

Jednda se o 1ézi, ktera je modifikovana disrupci povrchu, hematomem,
hemorrhagii nebo trombdzou, a kterd mize vést k okluzi. Pii ruptufe aterosklerotické
Iéze je aktivovana koagula¢ni kaskada, dochazi k agregaci trombocyt s tvorbou
trombu. Ten se miZe inkorporovat do léze, nebo okludovat artérii a zptisobit
ischémii. Trombdza, nasedajici na aterosklerotickou 1¢ézi, je pfic¢inou akutni
koronarni symptomatologie infarktu myokardu, nestabilni anginy pectoris nebo nahlé

smrti (Stary 1989).
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2.1.4. Teorie vzniku aterosklerozy

Ateroskleroza je velice slozity zanétlivy proces a mechanismy jejiho vzniku

vvvvv

& Heinecke 1997).

Lipidova teorie

Predpokladem je, Ze primarni pticinou aterosklerézy je kumulace lipidi
(predevsim LDL, alei IDL, VLDL). ZvySeny prunik do endotelu je dan jejich
vysokou koncentraci v krvi. V endotelu dochazi k jejich vychytavani makrofagy a
buitkami hladké svaloviny a pfeméné na pénové bunky, které se stavaji loziskem

aterosklerotického procesu (Semenkovich & Heinecke 1997).

Teorie endotelialniho poskozeni

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

teorie zalezitost sekundarni (Cannon 1998).

Sjednocenda teorie aterosklerozy

Vychazi z predpokladu, ze zakladnim krokem v rozvoji aterosklerdzy je

endotelialni dysfunkce. Postizeni endotelu je lokalizované, neni porusena jeho
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integrita, ale jsou poskozeny nékteré jeho funkce. Endotelidlni bunky maji vyssi
obrat a je zvySena permeabilita. Vznikd nerovnovdha mezi vasoaktivnimi
mechanismy a  hemokoagulacnimi  ptisobky. Vysledkem je  pfevaha
vasokonstrik¢énich a protrombotickych pochodd, dochazi k aktivaci zanétlivych a
proliferatnich d&ji. Je zvySena adherence a agregace trombocytli, uvoliiovani
rustovych a proliferacnich faktorti. Chemoatraktanty ptitahuji dal$i monocyty, které
se méni na makrofagy. Lipoproteiny pronikaji poskozenym endotelem, infiltruji

cévni sténu, jsou oxidovany a aktivuji dalsi makrofagy.

Infekcni teorie

Tato teorie predpoklada, ze zakladnim etiologickym agens, vyvolavajicim
endotelidlni dysfunkci a zanétlivou reakci, jsou chronické bakteridlni a virové
infekce. Ty vedou k aktivaci imunitniho systému, zvySené tvorbé imunitnich
komplexti zpusobujicich dysfunkci endotelu a zanétlivou reakci. Po poskozeni
nasleduje  akumulace lipidi, makrofagli, uvolovani proliferatnich a
chemotaktickych ptisobkili a progrese aterosklerézy. Za mozné infekéni agens jsou
v dnesni dobé povazovana Chlamydia pneumonie, Cytomegalovirus, Helicobakter

pylori, herpetické viry a dalsi (Laurila et al 1997).
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2.1.5. Rizikové faktory aterosklerozy

Ateroskleroza je multifaktorialni onemocnéni. Rizikové faktory se podili
nejen na vzniku, ale 1 na jeji progresi (Muntner et al 2005). PoSkozuji cévni endotel a
zpusobuji jeho dysfunkci. Ty hlavni mizeme rozdélit na tzv. modifikovatelné a

nemodifikovatelné. Jejich piehled je v tabulce.

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

diabetes mellitus
fyzicka inaktivita

Obezita

K dal$im nemén¢ diilezitym rizikovym faktorim patii metabolicky syndrom,
zvySena hladina triacylglycerolii, snizena hladina HDL cholesterolu, obstrukcni
spankova apnoe, zvySena hladina C-reaktivniho proteinu, psychicky stres a néktera

infekcni agens (lacoviello et al 2001).
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Hypercholesterolémie

Pro rozvoj aterosklerozy ma hlavni ulohu vysoké hladina tzv. sérového
cholesterolu (VLDL a LDL), ktery mzeme nalézt v lipoproteinovych césticich
(Sacks et al 2000). Ulohou sérového cholesterolu je transportovat lipidy z potravy,
nebo endogenné vytvorené, do perifernich tkani. Existuje nékolik typa lipoproteind.
Chylomikrony jsou dutlezité pro transport lipidi z diety, zatimco VLDL, IDL, LDL a
HDL jsou zasadni pro transport endogennich lipidi. VLDL jsou bohaté na
triacylglyceroly, po jejich rozpadu vznikaji LDL ¢&astice, které predstavuji nejveétsi
podil sérového cholesterolu a z tohoto diivodu jsou rozhodujici pro transport lipidi
k perifernim tkanim (normalni hladina v krvi by méla byt < 2,6 mmol/l). Hladinu
LDL urcuje rychlost vazby na LDL receptory v jatrech. Vysoké hladiny LDL
cholesterolu negativn¢ ovlivituji endotelidlni dysfunkci (zvySuji permeabilitu),
zpusobuji vys$S§i migraci monocyti do subendotelidlnich prostor, aktivaci
endotelialnich bun¢k a néslednou vyssi expresi adhezivnich molekul. Na rozdil od
LDL, HDL cholesterol brani rozvoji endotelidlni dysfunkce a ateroskler6zy. HDL
Castice pronikaji do intimy, zajist'uji reflux prebytecného cholesterolu, chrani LDL
pred oxidaci, stimuluji syntézu NO, inhibuji adhezi monocyttl, agregaci trombocyti,
snizuji krevni viskozitu a tlumi aktivitu t-PA a PAI-1. Hladina HDL by mé¢la byt nad

1,0 mmol/I.
Hypertenze

Dalsim velice dulezitym rizikovym faktorem je vysoky krevni tlak. Zptsobuje
mechanické poskozeni endotelu. Zvyseni systolického krevniho tlaku je
vyznamnéj$i, nez zvySeni diastolického krevniho tlaku. Hodnoty krevniho tlaku nad
140/90 mm Hg (u diabetiki 135/85 mmHg) vedou ke zvySené koncentrace

angiotenzinu II. Angiotenzin II ovlivitluje aktivitu endotelovych bungk,
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hladkosvalovych bunék a makrofagh. V endotelovych buiikach stimuluje tvorbu
NF-kB (faktor spoustéjici transkripci zanétlivych genti), dochazi ke zvysené adhezi
leukocytl, expresi adhezivnich molekul a tvorbé superoxidu (reaguje s NO a
zpusobuje dysfunkci endotelu). Déle angiotenzin piisobi na rust a kontrakci cévnich
hladkosvalovych bun¢k a zvysSuje jejich lipooxygendzovou aktivitu. ZvysSeni této
aktivity zpasobuje vyssi produkci leukotrienti a lipoperoxidi s naslednou oxidaci
LDL a tvorbou pénovych bunék. Lécba hypertenze snizuje incidenci CMP, ICHS a

srde¢niho selhavani (Catena et al 2005).

Diabetes mellitus

Hyperglykémie zplsobuje vyssi glykaci proteind, vcetné lipoproteini LDL (za
vzniku tzv. AGEs). Tyto glykované LDL snaze podléhaji oxidaci a jsou
rozpoznavany i scavangerovymi receptory makrofagii, mohou aktivovat leukocyty a
endotelialni bunky a navodit zanétlivy proces. Zvysuje se produkce superoxidového
radikdlu, ktery inaktivuje NO. U diabetika je tedy snizena tvorba NO, ale naopak
zvysena produkce vasokonstrikénich prostaglandinti a narusena endotel-dependentni
vasodilatace. Dochazi ke snizené syntéze prostacyklinu, vyssi tvorbé PAI-1 a vyssi
expresi adhezivnich molekul. Aterosklerdéza u pacientl s kolisavymi a vysokymi
hladinami krevniho cukru, tedy $patné¢ kompenzovanou cukrovkou, probiha rychleji s

Cast¢j$imi zdravotnimi néasledky (D'Agostino et al 2004).
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Obezita

Obezita je dlouho znamy rizikovy faktor aterosklerdzy. V soucasné dobé piibyva
dukazl, Zze neni tak dulezita obezita jako takova, ale spiSe jeji typ. Zvysené riziko
aterosklerdzy piedstavuje intraabdomindlni kumulace tuku. Dobrym parametrem
urcujicim rozsah tohoto druhu obezity je obvod pasu ( u muzi > 102 cm a u Zen > 88
cm). Intraabdomindlni tukové bunky nejsou jen zdsobarnou tuku, ale produkuji

prozanétlivé a prokoagulacni faktory (Coniglio et al 1997).
Fyzicka inaktivita

Studiemi bylo prokazano, ze pravidelnd fyzickd aktivita snizuje riziko ICHS,
kardiovaskularni i celkové mortality u muzii i u zen. Riziko ICHS u mtzu se
sedavym zptisobem zivota je asi dvakrat vétSi nez u muza s pravidelnou fyzickou
aktivitou. U nemocnych s ICHS, ktefi zacali po hospitalizaci s pravidelnou fyzickou
aktivitou, doslo k poklesu kardiovaskularni i celkové mortality ve srovnani s témi,
ktefi sviyj zivotni styl nezménili (Smith 1997).

Koureni

Koutfeni poskozuje endotel a zplsobuje endotelidlni dysfunkci, snizuje HDL
cholesterol, zpisobuje hemodynamicky stres, zvySuje koagulaéni pohotovost, ma
proarytmogenni Uc¢inek, zptisobuje relativni hypoxii (CO redukuje kapacitu Hb pro
kyslik) a snizuje toleranci k fyzické zatézi. ZvySuje tvorbu superoxidového radikalu,
ktery inaktivuje NO a oxiduje LDL. Koufeni je tedy komplexné piisobici agresivni

rizikovy faktor rozvoje aterosklerdzy (McGill et al 2001).
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C-reaktivni protein

Jedna se o velmi nespecificky, ale velmi citlivy marker zanétlivé reakce. Po stimulaci
mediatory zanétu ( IL-6, IL-8, TNF-a ) je produkovan nejen hepatocyty, ale také
endotelialnimi bunikami, hladkosvalovymi buiitkami a makrofagy. Spolupodili se na
rozvoji aterosklerozy diky poskozeni fyziologické funkce endotelu, posileni

prozanétlivého a prokoagulacniho stavu (Iacoviello et al 2001).

Infekce

Predpoklada se, ze infekéni agens mohou spustit, nebo se podilet na progresi
ateroskler6zy. Ovliviiji lipidové spektrum (zvySuji VLDL, TAG, snizuji HDL),
indukuji tvorbu volnych radikal v cévni sténé, aktivuji prozanétlivé a prokoagulacni
faktory, zvySuji expresi CAM a hladinu CRP. V aterosklerotickych 1ézich byla
nalezena fada patogenii napi. Chlamydia pneumonie, P. gingivalis, CMV
(cytomegalovirus), EBV (virus Epsteina a Barrové) a Helicobakter pylori (Laurila et

al 1997).

Obstrukcni spankova apnoe

Za jeden znov¢jSich rizikovych faktorti aterosklerézy je povazovana obstrukéni
spankova apnoe (OSA). Pritomnost OSA je spojena stadou proaterogennich jevi
napt. se stimulaci sympatiku (projevuje se vyssi klidovou srde¢ni frekvenci, vyssi
variabilitou krevniho tlaku), s prokoagulacnim stavem (je zvysen fibrinogen, sniZzena
fibrinolyticka aktivita, zvySena aktivace a agregabilita trombocytd), s prozdnétlivym
stavem (je zvySena hladina CRP a fibrinogenu), a s endotelidlni dysfunkci. Lécba
OSA vede krychlé normalizaci uvedenych patologickych dusledkii. Obstrukéni
spankova apnoe je povazovana za vyznamny nezavisly rizikovy faktor rozvoje

hypertenze.
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2.2. STATINY V LECBE HYPERCHOLESTEROLEMIE

Statiny (nazyvané téz vastatiny) patii v dneSni dobé mezi nejucinnéjsi

hypocholesterolemika.

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

cholesterolu je nejvyssi v noci, proto byva doporucovano brat statiny na noc.

2.2.1. Mechanismus aéinku

Statiny zpusobuji inhibici klicového enzymu syntézy cholesterolu HMG-CoA
reduktazy  (3hydroxyl-3-methylglutarylkoenzymA-reduktazy). = Tento  enzym
katalyzuje v jatrech pteménu HMG-CoA na mevalonat (viz Obr. 7). Jeho inhibici
dochazi k blokadé endogenni biosyntézy cholesterolu. Kyselina mevalonova je
prekurzorem nejen cholesterolu, ale i mnoha nesteroidnich isoprenoidnich sloucenin,
které se ucastni procesu bunéného metabolismu a mezibunééné komunikace
(Vaughan et al 2000). Snizeni hladiny cholesterolu vede k jeho depleci zejména
v hepatocytech, diky tomu dochazi ke zvySené transkripci LDL receptorového genu a
zvysené expresi LDL receptorii. Nasledkem zvySeni poctu receptori je rychlejsi
odstrafiovani LDL cholesterolu z krevniho ob¢hu. Pokles hladiny cholesterolu vede
ke zmenSeni velikosti aterosklerotickych platt a snizeni rizika jejich ruptury a k
mén¢ Castym projevim ischémie (Czuriga & Edes 2006). Statiny ovliviiuji také
hladiny triglyceridii vychytavanim VLDL cholesterolu, nepfimo pasobi i na zvySeni

hladiny HDL (Ahmed & Griffiths 2004).
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Podle klinické tuc¢innosti muzeme statiny srovnat takto rosuvastatin,
atorvastatin, simvastatin, lovastatin, fluvastatin, pravastatin (od nejucinnéjSiho

k nejméné uc¢innému) (Duriez 2003).

Obrazek 7 Schéma syntézy cholesterolu
(http.//web.indstate.edu/thcme/mwking/cholesterol. html)

acetyl-Cohl (2) NADPH
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2.2.2. Indikace statina

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

snizeni hladin lipidd na urc¢itou hranici, ale snizeni rizik kardiovaskuldrnich piihod.
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2.2.3. Nelipidové (pleiotropni) u¢inky statini

Podle randomizovanych klinickych studii se statiny podileji na snizeni
incidience infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové piihody u pacientl
s hypercholesterolémii. Klinicky prospéch je dén nejen jejich schopnosti snizovat
hladiny plazmatickych lipidd, ale i jejich pleiotropnimi G¢inky, které jsou nezéavislé
na sniZeni hladin lipidd. Statiny inhibici HMG-CoA reduktazy blokuji nejen vznik
cholesterolu, ale 1 dalSich nesteroidnich isoprenoidnich sloucenin, jejichz
prekurzorem je kyselina mevalonova. Isoprenoidy se ucastni procest bunétného
metabolismu a mezibunééné komunikace. SniZzenim jejich syntézy jsou ovlivnény
rizné patologické procesy. Mezi vyznamné extralipidové ucinky patii ovlivnéni
zanétlivé reakce, endotelidlni dysfunkce, tvorby trombt, stability platd, inzulinové
rezistence a kostni formace, coz jsou mechanismy a procesy uplatiujici se v
patofyziologii ateroskler6zy, ischemické cévni mozkové piihody, demence, diabetes

mellitus nebo osteopordzy (Mehta 2003).

Protizanétlivé ucinky jsou dany zejména snizenim hladiny CRP, inhibici
interakce endotelovych bunc¢k a leukocytli, sniZzenim poctu zanétlivych bunék

v aterosklerotickém platu a snizenim exprese CAM (Mori & Saito 2002).

Ptiznivé pilisobeni na endotelialni dysfunkci spo€ivad nejspiS v jejich
schopnosti zvySovat expresi a aktivitu endotelidlni NO syntazy (eNOS) (Wierzbicki
et al 2003). Statiny tedy ovliviiuji posttranskripéni a posttranslacni déje. Ovlivnénim

syntézy NO je sniZena progrese aterosklerozy.

Dal§im pleiotropnim ucinkem je inhibice migrace a proliferace bunek
hladkého svalstva. Je pozorovan predevS§im u lipofilnich derivati (Corsini et al

1995). Statiny navic inhibuji expresi tkanového faktoru lidskych makrofagi,
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disledkem muze byt snizeni intenzity trombozy pii ruptuie platu. Stabilizacni G¢inek
na ateroskleroticky plat je vysledkem schopnosti statinii redukovat hladiny lipida,
inhibovat jejich oxidaci, snizovat zanét, bunécnou smrt, syntézu metaloproteinaz
(zptisobuji oslabeni fibrézni Cepicky), zvySovat hladiny tkéiového inhibitoru

metaloproteindzy-1 (TIMP-1) a obsah kolagenu v platu (Comparato et al 2001).

U lidi trpicich Alzheimerovou demenci dochéazi ke kumulaci neurotoxického
B-amyloidu v mozku a zvySeni hladiny sérového cholesterolu. V experimentélnich
studiich bylo po podéavani statinli zjisténo snizeni intracelularnich a extracelularnich
hladin B-amyloidu. Omezeni tvorby B-amyloidnich plakti je nasledkem snizeni
membranového cholesterolu. Statiny jsou také schopny inhibovat lidské
cholinesterazy, zejména butyrylcholinesterdzu (jeji hladina je u Alzheimerovy
nemoci zvySend). Cholinesterazy hraji roli v patogenezi a progresi nemoci (jejich

inhibitory se pouzivaji k 1é¢b¢ symptomit) (LaRosa 2001).

Pleiotropni uCinky statinli hraji roli i vrozvoji inzulinové rezistence a
nasledné klinické manifestaci diabetu mellitu typu 2. Inzulinova rezistence (IR) je
charakterizovana snizenou schopnosti perifernich tkani reagovat na cirkulujici
inzulin, dochédzi ke snizeni vstupu glukézy do bunék a ke kompenzacni
hyperinzulinémii. Vyvoj IR je spojen s dal§imi rizikovymi faktory jako napf. obezita,
hypertenze a dyslipidémie (souhrnné oznacované jako metabolicky syndrom)
(Semenkovich & Heinecke 1997). Statiny ovlivnénim zvySené hladiny triglycerida,
zanétlivé reakce a endotelidlni dysfunkce maji vliv na vyvoj IR a nésledné i na

rozvoj DM2.

V posledni dobé byl prokazan ptiznivy vliv statinli i na kostni denzitu a
snizeni rizika fraktur. Statiny maji stejny ucinek na aktivitu osteoklasti jako

bifosfonaty (omezuji kostni resorpci inhibici farnesylpyrofosfatsyntazy, enzymu
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ucastniciho se i syntézy cholesterolu). Inhibitory HMG-CoA reduktdzy pusobi také
pii novotvorbé kostni hmoty. ZvySuji expresi genu pro kostni morfogeneticky
protein-2. Tento protein je rustovym faktorem umoznujici proliferaci a zrani

osteoblastii a novotvorbu kosti (Tonolo et al 2003).

Tyto pleiotropni G¢inky (spojené s lokalni modulaci biosyntézy mevalonatu)
ptispivaji ke snizeni rizika aterosklerotickych komplikaci a mohly by byt vyuzity i v
dalsich indikacich. Napiiklad pfi snizovani rizika nového vyvoje diabetes mellitus
typu 2, demence a osteopordzy. Pouziti statind v jinych, nez hypolipidemickych
indikacich, brani nedostatek randomizovanych klinickych studii sledujicich

terapeutickou ucinnost v novych indikacich.

Diky tomu obecné¢ plati nazor, ze extralipidové u¢inky maji pouze dopliujici

funkci k hlavnimu hypolipidemickému efektu (Calabro & Yeh 2005).

2.2.4. Atorvastatin

Atorvastatin patii podle ptivodu do III. generace statind s nejvétsi ucinnosti
pti snizovani celkového a LDL cholesterolu. Je vyuzivan jak v monoterapii tak i
v kombinantni 1€¢bé spolu s fibraty. V klinické studii bylo prokazano, ze atorvastatin
snizil hodnotu celkového cholesterolu o 30-46%, LDL cholesterolu o 41-61%,
apolipoproteinu B (0 34-50%) a triglyceridt (o 14-33%).

Je indikovan u nemocnych sizolovanou hypercholesterolémii nebo u
nemocnych se smiSenou (kombinovanou) hyperlipoproteinémii s pirevahou
hypercholesterolémie a jen mirnym zvySenim triglyceridi.

Atorvastatin je lipofilni, snadno prostupuje hematoencefalickou bariérou, coz

muze vést k ovlivnéni centralniho nervového systému.
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Farmakokinetika

Atorvastatin je po peroralnim podéani rychle absorbovan. Absorpce klesa pti
podani s potravou. VétSina davky je vychytana z krve v jatrech v pribéhu jediného
prichodu timto organem. Maximalni plazmatické koncentrace je dosazeno po 1-2
hodinach. Z 98% se vaze na plazmatické proteiny. Atorvastatin je metabolizovan
cytochromem P450 3A4 na biologicky aktivni metabolity. Po hepatdlni a
extrahepatalni metabolizaci je vylu¢ovan Zluci. Poloc¢as inhibi¢ni aktivity HMG-CoA
reduktazy je asi 20-30 hodin. Vzhledem ke svému delSimu biologickému polocasu

muze byt atorvastatin podan v kteroukoliv denni dobu.

Nezadouci ucinky

Nezadouci uc€inky jsou velmi fidké kolem 1%. Nejcastéji k nim dochazi pii
podani atorvastatinu v kombinaci s jinym interagujicim lékem. K nejbéznéjsim
nezadoucim ucinktim patfi gastrointestinalni poruchy (zécpa, nadymani, dyspepsie,

bolesti bficha, prijem), bolesti hlavy, insomnie, myalgie a vyrazka.

Atorvastatin je kontraindikovan v gravidité, u kojicich Zen, u lidi s myalgiii a

jaternim onemocnénim v aktivnim stavu.

Obvykla denni davka atorvastatinu je 10 mg, uprava davkovani se provadi

s odstupem 4 tydnt podle vysledkii LDL cholesterolu v krevnim séru. Maximalni

denni davka je 80 mg. (Bellosta et al 2000).
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2.3. ENDOGLIN

Endoglin, nazyvany také molekulou CD150, je 180kD velky homodimerni
transmembranovy glykoprotein. Je exprimovany pfevazné na endotelidlnich
buiikach, v mensi mife i na ostatnich typech buné¢k (Obreo et al 2004). Endoglin
funguje jako pomocny receptor (typ III) pro nékolik ¢lenti superrodiny TGF-
receptort (transformujici ristové faktory typu p).

Endoglin moduluje signalizaci vzajemné se ovliviiujicich TGF- B receptorti
typu I a II. (Guerrero-Esteo et al 1999). Mutace genli kodujicich endoglin je spojena
s vyskytem hereditarni (vrozené¢) hemorrhagické teleangiektazy typu 1 (HHTI).
Jedna se o autosomaln¢ dominantné dédi¢nou cévni chorobu, charakterizovanou
ohniskovou teleangiektazou a arterioven6znimi malformacemi (Rius et al 1998).

Endoglin je up-regulovan ve tkanich u kterych probiha angiogeneze a in vitro
inhibici jeho exprese na endotelidlnich bunikdch u nichz je poSkozena proliferace a
schopnost preziti (van Laake et al 2006).

Studie prokézali, Ze takzvané Eng-null mys$i (eng -/-) umiraji béhem gravidity
kvili poskozené angiogenezi a kardiovaskuldrnim abnormalitdm. Naproti tomu
heterozygotni mysi jsou schopny pieziti, ale maji predispozici k rozvoji cévnich
abnormalit napt. HHT. (Bourdeau et al 2000).

Tyto vysledky naznacuji vliv endoglinu v remodelaci cév a homeostaze.
Potvrzenim tohoto nazoru jsou informace, Ze u téchto mysi je poskozena syntéza NO
diky snizené expresi eNOS (endotelialni syntdza oxidu dusného). (Jerkic et al 2004).
Mimoto u izolovanych endotelidlnich bun€k mysi typu Eng +/- je snizena proliferace
a migrace, poSkozena tvorba kapilar a sniZena aktivita eNOS a sekrece VEGF

(vaskular endothelial growth factor). (Jerkic et al 2004) Tyto zmény, spojené
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s redukovanou tvorbou krevnich cév u modelll angiogeneze in vivo, ukazuji hlavni
roli endoglinu v angiogenezi. (Duff et al 2003).

Podle vysledkt studii in vitro spo€ivd vyznam rozpustného endoglinu
vinhibici signdlu TGF-B1 a blokadé aktivace eNOS endotelidlnich bunék
zprostiedkovanou TGF-B1. (Toporsian et al 2005).

U cloveka je v soucasné dob€ znamo sedm typt skupiny I a pét typi skupiny
IT TGF- B receptori (Lebrin et al 2005). TGF- B receptory typu I a II jsou
serinové/threoninové kinazy (S/T- kinaty), pfenaseji signal pomoci SMAD proteint.
Jejich vyznam ve fosforylaci TGF- B receptorii (serinovy versus threoninovy typ)
neni zatim znam.

Do skupiny I TGF- B receptori patii ALK1 (activin-like kinase) a TPRI
nazyvan také jako ALKS. ALKI1 a ALKS jsou spojeny s typem II TGF-B (TBRII)
(van Laake et al 2006). Vazba mezi TGF-B ligandem a TPRII receptorem vyvola
spojeni mezi receptorem typu I s TBRII, umozni pozdéji fosforylaci receptoru typu I
a naslednou aktivitu jeho kindzové domény (Jerkic et al 2004). Aktivovany receptor
typu I S§ifi signal fosforylace Smad proteinti pomoci transkripce korepresorti a
koaktivatort. (Lebrin et al 2005) Endoglin je typem III TGF-B receptord, je
substratem pro TPRII a ALKS katalyzovanou fosforylaci (van Laake et al 2006).
Zatim ale nebyl dokdzan vyznam fosforylace endoglinu a jeho schopnost slouzit jako
substrat pro ALK1.

Fosforylace lidského endoglinu probihda u endotelidlnich bunék a u mysich
fibroblasti (Letamendia et al 1998). Studiemi bylo prokdzano, Ze endoglin je
fosforylovan na serinovych a threoninovych zbytcich. TPRII a ALKS interaguji
s endoglinem, vysledkem této interakce je fosforylace endoglinu na jeho cytosolické

domén¢ (CD) (Piao & Tokunaga 2006). V zadné piedchozi studii nebyly
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identifikovany specifické zbytky molekuly endoglinu u kterych probéhla fosforylace.
Byla zkoumana také specificnost rozdilnych typi receptorit TGF-B s endoglinem,

nebo jednotlivé kroky fosforylace endoglinu.
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2.4. SMAD

SMAD jsou intracelularni proteiny podilejici se na transdukci signalu.
Pienaseji signal z cytoplasmy do jadra a tim reguluji aktivitu cilovych genti. K tomu
aby se dostaly do jadra potiebuji kofaktory, ozna¢ované jako Co-Smad (Lebrin et al
2005).

U clovéka a u mysi je znamo 8 typii Smad proteind, u Drosophily 4 a u C.
elegans 3 typy. Pouze 5 sav¢ich Smad (Smad 1, 2, 3, 5, 8) slouZi jako substrat pro
rodinu receptori TGF-f, popisované obvykle jako Smad regulujici receptory, nebo
RSmads (Santibanez et al 2007).

Smad 1, 5 a 8 slouZi jako substraty pro BMP (bone morphogenetic proteins) a
anti-Muellerian receptory. Smad 2 a 3 pro TGF- B receptory, activinové a Nodal
receptory.

Smad 4, popisovan také jako tzv. Co-Smad, slouzi jako béZzny partner pro
vSechny RSmad.

Smad 6 a 7 jsou inhibitory Smad slouZici tzv. ,,ndvnada‘ interakci mezi Smad
a receptorem a mezi jednotlivymi molekulami Smad.

TGF-B hraje dtleZitou roli v regulaci fady bunécnych funkci jako je rust,
diferenciace, apoptéza, adheze a motilita. Uinkuje cestou signalni transdukce za
ucasti Smad proteini. TGF- B se nejprve vaze na transmembranovy receptor (TGF-
B-R), dochézi k fosforylaci a aktivaci Smad proteini (SMAD 2, 3) a vytvofeni
heteromerniho komplexu se SMAD 4, tim je umoZnén pfenos do jadra a regulace
(inhibice) transkripce cilovych genti (pro rlst) a tim i tvorba pfisluSnych proteint

(Zhang et al 1996).
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3. CIL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo zjistit a popsat expresi endoglinu a SMAD 2
v aterosklerotickych platech u apoE/LDL-receptor deficientnich myS$i. Dale jsme

chtéli zjistit, jak jsou tyto proteiny ovlivnény podavanim atorvastatinu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

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

ustajeny ve zvétinci Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.1. ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

U vSech mysi byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnd.
Zvitata byla ndhodné rozd€lena do 2 skupin. Kontrolni, které byla podavana pouze
aterogenni dieta a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o
100 mg atorvastatinu na 1kg vahy denné.

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

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

potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pies noc vylacnéna a bylo provedeno
usmrceni pfedavkovanim v parach éteru. Zvitatim byly odebrany ze srdce vzorky
krve pro biochemické vySetfeni. Déle byly odebrany segmenty tkané tvofené aortou
spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica,
Praha, Ceské republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pii

minus 80°C.
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4.2. BIOCHEMICKA ANALYZA

Biochemicka analyza vzorkd krve byla provedena na gerontologické a
metabolické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Celkové koncentrace
cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zékladé konvenénich diagnostickych
metod (Lachema, Brno, Cesk4 republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol
pfi 510 nm, triglyceridy pii 540 nm vlnové délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia

LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3. IMUNOHISTOCHEMIE

Veskera imunohistochemickd barveni byla provedena na cévach ziskanych
z geneticky modifikovaného kmene mysi. Jednalo se o samice kmene C57BL/6J]
s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL-receptoru vazici 15-20 gram.

Odebrané segmenty tkané tvotila aorta spolu s horni polovinou srdce. Tyto
segmenty byly ponofeny do zmrazovaciho média (tissue freezing medium) (Leica,
Praha, Ceska republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pfi
minus 80°C. Imunohistochemickd analyza byla provedena v 1 cm aortalniho sinu a
Casti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série piicnych tezl
o tloust’ce 7 um na zmrazovacim mikrotomu.

Pro detekci exprese SMAD 2 a endoglinu byla pouzita metodika avidin-biotin
s detekci pomoci DAB, ktery poskytuje v misté¢ detekce antigenu ve tkani hnédou

barevnou reakci.
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Primarni protilatky

Pro detekci exprese endoglinu v cévni sténé jsme pouzili pro svételnou i
fluorescencni mikroskopii stejnou monoklonalni protilatku: Rat Anti-Mouse CD105
(endoglin) ve ziedéni 1/100 (Pharmingen, USA).

K detekci exprese markeru SMAD 2 v cévni stén¢ byla pouzita pro svételnou
mikroskopii monoklonalni protilatka Rabbit Anti-Mouse CD106 SMAD 2 ve zfedéni

1/100 (Pharmingen, USA).

Sekundarni protilatky

Jako sekundarni protilaitka byla pro svételnou mikroskopii pouzita

monoklonalni protilatka Goat Anti-Rat IgG (Vector Laboratories).

Detekéni systémy
K vizualizaci navdzanych protilatek ve svételném mikroskopu jsme pouzili
diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA).
Fotodokumentace a digitalizace snimkli z fluorescenéniho mikroskopu
Olympus BX byla provedena digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp.,
USA) za pomoci softwaru LUCIA verze 5.0 (Laboratory Imaging Prague, Ceskd

republika).
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Pracovni postup

EnVision systém — detekce exprese SMAD2

1. susSeni tkanovych ezl v termostatu (60min)

2. fixace v acetonu (-20°C; 30min)

3. oschnuti fezd (15min)

4. promyti v PBS (2 x 5 min)

5. aplikace 10% blokujiciho zvifeciho séra (30 min)

6. aplikace primarni protilatky (inkubace 60 min)

7. promyti v PBS (2 x 5 min)

8. promyti v 3% H,0, (15 min)

9. promyti v PBS (2 x 5 min)

10. aplikace sekundarni protilatky (inkubace 30 min)

11. promyti v PBS (2 x 5 min)

12. inkubace s roztokem chromogenu (DAB) (doba inkubace riizna pro kazdou
protilatku)

13. oplach fezl v acetonu

14. odvodnéni fezii (aceton)

15. odvodnéni fezt (aceton-xylen 10/1) (3 min)

16. odvodnéni fezt (aceton-xylen 1/10) (3 min)

17. odvodnéni fezl (xylen) (3 x 2 min)

18. montovani fezu do Eukittu
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ABC systém — detekce endoglinu

Tkanové fezy byly pfeneseny na sklicka pfedem upravena v roztoku Zelatiny.
Po oschnuti (60 minut) se na 15 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavaného
v minus 20°C. Poté se fezy nechaly ususit (15 minut) a znovu se vlozily na 15 minut
do acetonu. Timto procesem doslo k fixaci fezl a jejich lepsi adhezi na podlozni
sklicko. Po patnactiminutovém ususeni se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut).

Pted inkubaci ezl s primdrni protilatkou bylo nutné zablokovat nespecificka
vazebnd mista tficetiminutovou inkubaci s 10% roztokem goat séra (Sigma Aldrich
Chemie, Steinheim, Némecko) v PBS. V dalsi fazi byly na sklicka napipetovany
roztoky anti-avidinu a anti-biotinu, které zablokovaly reaktivitu téchto latek v mysi
tkani.

Sklicka se pak 1 hodinu inkubovala s primarni protilatkou pii pokojové
teploté. Poté se fezy vloZily do roztoku PBS (2x5minut) a dale do 3% H,O, (15
minut).

Po oplachu v PBS (2x5minut) se fezy 30 minut inkubovaly s biotinylovanou
sekundarni protilatkou Goat Anti-Rat IgG (Vector Laboratories) a opét se vlozily
do roztoku PBS (2x5 minut). V dalsi fazi byl na sklicka nanesen avidin-biotinovy
komplex obsahujici peroxidazovy substrat (Vector Laboratories).

K vizualizaci navazanych protildtek se pouZzil chromogen DAB (DAKO,
Carpinteria, USA). Na zavér byly fezy oplachnuty v acetonu a odvodnény v aceton—
xylenu (10:1) (3 minuty), aceton—xylenu (1:10) (3 minuty) a v xylenu (3 x 2 minuty).

Na zéavér byla sklicka zamontovana do Eukittu.

41



4.4. STATISTICKA ANALYZA

Statistickd analyza byla provedena za vyuziti statistického softwaru
SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation). Ke vzijemnému porovnani parametrii u
jednotlivych skupin zvifat byl pouzit neparametricky T test. Rozdily mezi skupinami

byly statisticky vyznamné v ptipad¢, ze p < a, kde 0=0,05.
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5. VYSLEDKY
5.1. BIOCHEMICKA ANALYZA

U vSech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu,
VLDL cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a triacylglycerolii (TAG).
Vysledky prokazaly, Zze osmitydenni podavéani atorvastatinu v davce 100 mg/kg
statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového cholesterolu, VLDL, LDL a TAG
(viz. graf 1-3,5). Navic bylo zjisténo, ze atorvastatin také zvysil hladiny HDL

cholesterolu (viz. graf 4).

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

ve srovnani s kontrolni skupinou. (*P<0,001).
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Graf 2: Hladiny VLDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny VLDL cholesterolu ve srovnadni s

kontrolni skupinou. (*P<0,001).
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Graf 3: Hladiny LDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani

atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny LDL cholesterolu ve srovnadni s

kontrolni skupinou. (““P<0,001).
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Graf 4: Hladiny HDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani

atorvastatinu statisticky vyznamné zvysilo hladiny HDL cholesterolu ve srovnani s

kontrolni skupinou. (“P<0,05).

HDL
*%

mmol/l

kontrolni skupina atorvastatinova skupina

45



Graf 5: Hladiny triacylglycerolii u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny triacylglycerolii ve srovnadni s

kontrolni skupinou. (*P<0,001).
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5.2. IMUNOHISTOCHEMICKA ANALYZA
5.2.1. Imunohistochemické barveni SMAD 2 v oblasti aortalniho sinu

Imunohistochemickd analyza prokazala expresi SMAD 2 v oblasti
aterosklerotickych plati. Exprese byla konkrétné nalezena uvnitf platu, na cévnim

endotelu platu i mimo néj. (viz obr. 8 a 9).

Obr. 8. Imunohistochemické barveni SMAD 2; zvetSeno 200x. Silna exprese je
pozorovana na cévhim endotelu, a ddle také v celém aterosklerotickém platu.

Bunécna jadra jsou dobarvena hematoxylinem.
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Obr.9. Imunohistochemické barveni SMAD 2; zvetSeno 200x. Silnd exprese je
pozorovana na cévaim endotelu mimo ateroskleroticky plat. Bunécna jadra jsou

dobarvena hematoxylinem.
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5.2.2. Imunohistochemické barveni endoglinu v oblasti aortalniho sinu

Exprese endoglinu byla pozorovana hlavné v cévnim endotelu, a to jak
v oblasti aorty, tak u menSich cév a kapilar v okolnim myokardu. U velkych
aterosklerotickych plati byla exprese endoglinu na n€kolika mistech pozorovana i

v aterosklerotickych platech. (viz obr. 10 a 11).

Obr.10. Imunohistochemické barveni endoglinu, zvetseno 40x. Exprese endoglinu je

detekovana na endotelu aorty a také v mensich cévach a kapilarach okolniho

myokardu . Bunécna jadra jsou dobarvena hematoxylinem.
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Obr.11. Imunohistochemické barveni endoglinu; zvéetseno 100x. Na detailu cévni
steny miizeme pozorovat endotelialni expresi endoglinu lokalizovanou zejména na

povrchu aterosklerotického platu. Slabou expresi vidime také uvniti platu a

v okolnim myokardu. Bunécna jadra jsou dobarvena hematoxylinem.
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5.3. WESTERN BLOT ANALYZA

5.3.1. Western blot analyza exprese endoglinu

Western blot analyza exprese endoglinu méla za cil prokdzat celkovou
expresi endoglinu ve stén¢ hrudni a bfisni aorty. Vysledky prokazaly statisticky
vyznamny narist exprese endoglinu po podavani atorvastatinu ve srovnani

s kontrolni skupinou. (Obr. 12)

Obr.12. Western blot analyza exprese endoglinu v oblasti hrudni a brisni aorty u
kontrolni a atorvastatinové skupiny. Vysledky ukazuji na statisticky vyznamné zvyseni
exprese endoglinu u skupiny, které byl podavan atorvastatin ve srovnani s kontrolni

skupinou ***p< 0.001.
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5.3.2. Western blot analyza exprese SMAD 2

Western blot analyza exprese SMAD 2 méla za cil prokéazat celkovou expresi
SMAD 2 ve stén¢ hrudni a bfi$ni aorty. Vysledky prokazaly statisticky vyznamny
nartst exprese SMAD 2 po podavani atorvastatinu ve srovnani s kontrolni skupinou.

(Obr. 13)

Obr.13. Western blot analyza exprese SMAD 2 v oblasti hrudni a brisni aorty u
kontrolni a atorvastatinove skupiny. Vysledky ukazuji na statisticky vyznamny narust
exprese SMAD 2 u skupiny, které byl podavan atorvastatin ve srovnani s kontrolni

skupinou **p< 0.01.
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6. DISKUSE

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozSifenym
onemocnénim, které urCitym zpuisobem postihuje vSechny veékové skupiny
obyvatelstva. Klinické ptiznaky aterosklerozy, které se ve vétsiné piipadii objevuji az
v pozd¢jSich letech zZivota, jsou dnes velmi frekventované a aterosklerdza je v
souCasné¢ dobé pfi¢inou témétr 50% vSech umrti. Rozsahly vyzkum v oblasti
aterosklerdzy odhalil v poslednich letech fadu novych poznatka, které ptispivaji k
pochopeni déja, ke kterym dochazi béhem aterogenniho procesu. Mnohé poznatky
tykajici se aterogenniho procesu zduraziuji tlohu zanétlivé reakce v procesu
aterogeneze (Ross 1999). V souvislosti se zadnétem se intenzivné studuje uloha
adhezivnich molekul, sloZzek imunitniho systému, ale 1 dalSich faktorti modifikujicich
zanétlivou reakci, které tak obecné participuji na rozvoji a vzniku klinickych
komplikaci aterosklerdzy (Nilsson 2005). Za zakladni a prvni krok v patogenezi
aterosklerdzy je dnes povazovéana endotelidlni dysfunkce charakterizovana aktivaci
endotelu s naslednou expresi zanétlivych, proliferatnich a vazokonstrikénich

markeru.

V terapii hyperlipidemii a cévnich komplikaci (aterosklerdzy) jsou dnes asi
nejvyznamnéjsimi léky statiny. Statiny (n€¢kde uvadény téz pod nidzvem vastatiny)
jsou v soucasné¢ dobé povazovany za nejucinnéj$i hypolipidemika. Jsou to
kompetitivni inhibitory kli¢ového enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-hydroxyl-3-
methylglutarylkoenzymA-reduktazy (HMG-CoA reduktazy). Jednotlivé statiny se
lisi relativni uc€innosti a tzv. nelipidovym plsobenim, tj. antiagregacnim,
antiproliferativnim U¢inkem, vlivem na upravu endotelidlnich funkci, stabilizaci
ateromatoznich plati aj(Arnaud & Mach 2005). Cilovym orgdnem zasahu statinti

jsou jatra.
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Od roku 1986 se védecké skupiny v rtznych laboratofich snazily vyvolat
ateroskler6zu u mysi za ucelem zavedeni nového zvifeciho modelu. Mysi jsou
obvykle vysoce rezistentni vii¢i ateroskleroze. Pii pfijmu bézné stravy maji nizkou
hladinu celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivniho HDL cholesterolu,
tudiz se u nich nevyvijeji aterosklerotické 1éze. OvSem pokud jsou mysi krmeny
stravou s vysokym podilem cholesterolu a tukd, kterd téz obsahuje zlucové kyseliny,
hladina jejich celkového cholesterolu roste a po nékolika mésicich se u vybranych
kmenli mysi za¢nou tvofit vrstvy pénovych bunék, zejména v subendotelu cév v

okoli aortalniho sinu (Paigen et al 1987).

Ackoli se tento model nejprve vyvijel slibné, mel dva zasadni problémy.
Oproti lidskym aterosklerotickym 1ézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév,
kde platy progreduji, mysi 1éze jsou malé, vyskytuji se pouze v oblastech aortalniho
oblouku a nedochdzi k jejich progresi. Strava, kterou jsou mysi krmeny, je
nefyziologickd, obsahuje 10 — 20x vice cholesterolu a zlu¢ovych kyselin. Tato strava
vyvola chronicky zanét pouze u citlivych kmenli myS$i, nikoli u kment
ateroskleroticky rezistentnich, coz zvysSuje moznost dohadu, Ze genetické rozdily

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

V roce 1992 pouzily dvé laboratofe specidlni genovou technologii, ktera dala
vzniknout mySim deficientnim v genu pro apolipoproteinu E (apoE) (Nakashima et al
1994). ApoE apoproteiny jsou tvoieny primarné¢ v jatrech, maji na svém povrchu
zakladni lipoproteinové Castice a ligandy pro rozpoznani lipoproteinii a také pro
clearance lipoproteinovych receptori. ApoE deficientni mySi maji zpozdéné
vylucovani lipoproteint a i pii nizkocholesterolové stravé hladina jejich cholesterolu
stoupa jako dusledek akumulace chylomikroni a VLDL zbytki obohacenych

esterifikovanym i1 volnym cholesterolem. U téchto mysi se vyvijeji nejen lipidni
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prouzky, ale také fibromuskularni platy, typické pro aterosklerézu u lidi. Tyto 1éze se
formuji v aorté¢, v bifiSni aorté, v hlavnich vétvich karotid, interkostalnich,
mesenterickych, rendlnich a ilidlnich arteriich a také v proximalnich castech
koronarnich, femoralnich a subklavidlnich arterii. Lipidni prouzky se objevuji po
deseti tydnech a 1éze obsahujici pénové buiiky a hladkosvalové buiiky se objevuji po
patnacti tydnech diety. Fibromuskuldrni platy jsou patrné po dvaceti tydnech,
obsahuji nekrotické jadro a fibromuskuldrni ¢epicku z hladkosvalovych bunék
obklopenych elastickymi vldkny a kolagenem. U starSich mysi se fibromuskularni
platy vyvijeji, u pokroCilych 1ézi je patrna destrukce bun¢k medie s ptilezitostnym
vyvojem aneuryzmat. Rozsahlé proliferace fibrozni tkdn¢ mize zuzit lumen cévy, ¢i
dokonce zpusobit jeji uplnou okluzi. Komplikované 1éze charakterizované

trombdzou se vSak nevyskytly (Hofker & Breuer 1998).

ApoE/LDL  receptor deficientni myS$i vyviji vyraznou spontanni
hypercholesterolemii a aterosklerotické 1éze jiz v patém tydnu svého zivota.
V osmém tydnu, jiz maji pokrocilé 1éze v oblasti aortdlniho sinu, jejichz vyvoj lze
samoziejmé jeSté urychlit podavanim aterogenni diety. Z tohoto diivodu je tento
model povazovan za velmi dobry zvifeci model pro studium hypolipidemik

(Ishibashi et al 1994).

CD 105 endoglin je homodimerni transmembranovy protein o velikosti
180 kDA. Je soucasti receptorového komplexu TGF-B (Conley et al 2000). Exprese
endoglinu pfevladda na endotelidlnich buiikdch, makrofazich, fibroblastech a
hladkych svalovych bunkach medie (Obreo et al 2004). Kromé toho bylo
demonstrovano, ze exprese endoglinu je zvySena béhem angiogeneze a pii vyvoji

nadorového onemocnéni. Mimoto byla exprese endoglinu zvySena v
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hladkosvalovych buiikach a endotelidlnich bunikach v pokrocilych aterosklerotickych

1ézich v prasecich karotidach (Behr-Roussel et al 2000).

Vzhledem k tomu, ze bylo popsano, Zze endoglin mize modulovat ucinky
TGF-B, ktery je povazovan za vyznamny antiaterogenni faktor, je pravdépodobné, ze
by mohl takto ovliviiovat i proces aterogenze. Toto ovlivnéni by se mohlo uskutecnit
prostiednictvim rodiny intraceluldrnich proteini tzv. SMAD proteind. Bylo
prokdzano, Ze zejména SMAD 2 protein je zahrnut vreakci endoglinu b&hem
zangtlivé reakce (Santibanez et al 2007). Z tohoto diivodu jsme sledovali expresi
obou téchto markerii v aterosklerotickych platech ApoE/LDL receptor deficientnich
mysi. Imunohistochemickd analyza prokazala expresi obou markerii na cévnim
endotelu pficemz SMAD 2 byl také jesté exprimovan v aterosklerotickych platech.
Podéavani atorvastatinu vedlo kromé vyrazné hypolipidemického efektu k narGstu
exprese jak endoglinu tak SMAD 2 ve sténé cévy. Tyto vysledky jsou v souladu s in
vitro studiemi, které byly neddvno publikovany, kde takové zvySeni exprese
endoglinu a SMAD 2 vedlo ke zvySeni exprese endotelialni NO syntazy (eNOS), coz
je zakladni protektivni molekula pro cévni endotel, jeji exprese ma silné

antiaterogenni vyznam (Santibanez et al 2007).
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7. ZAVER

Vysledky této rigordézni prace prokazaly expresi endoglinu a SMAD 2
v aterosklerotickych platech v cévni sténé¢ u apoE/LDLR deficientniho mysSiho
modelu ateroskler6zy.

Prvnim sledovanym markerem byl endoglin, kde jsme chtéli popsat jeho
lokalizaci v oblasti aortalniho oblouku u pouzitého experimentalniho modelu. Tento
potencialn¢ novy faktor zasahuje do regulace funkci vyznamného antiaterogenniho
faktoru TGF-B a zmény jeho exprese by tak mohly hrat roli v procesu aterogeneze.
Exprese endoglinu byla lokalizovana na cévnim endotelu, a to jak v aorté, tak i
v mensSich cévach a kapilarach okolniho myokardu.

SMAD 2 jako signalni protein kaskady, kterd je spousténa endoglinem byl
exprimovan v celém aterosklerotickém platu, piicemz jeho exprese byla pozorovana
také na cévnim endotelu v platu i mimo ng;.

Podavani atorvastatinu v davce 100 mg/kg/den vedlo k vyraznému
hypolipidemickému efektu.

Western blot analyza prokazala nartst exprese jak endoglinu tak SMAD 2 ve
sténé cévy.

Tyto vysledky naznacuji, Ze endoglin a SMAD 2 mohou byt potencidlnim

cilem ucinku atorvastatinu a zaroven proteiny pusobici antiaterogenné.
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8. ABSTRAKT

Ateroskleroza, neboli ,,kornaténi tepen® je degenerativnim onemocnénim cév.
9 b

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

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

zavazny stupeil hyperlipidémie a ateroskler6zy.

Statiny (nebo-li kompetitivni inhibitory 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-
koenzym A-reduktazy) patii v souCasné dobé mezi nejucinngj$i a celosvétove
nejpouzivanéjsi hypolipidemika s pfiznivymi G¢inky na hladiny sérovych lipidt i na
celkovou a kardiovaskuldrni mortalitu. Snizuji predevsim hladiny celkového

cholesterolu a LDL cholesterolu.

Cilem této rigordzni prace bylo zjistit a popsat expresi endoglinu a SMAD 2
v aterosklerotickych platech u apoE/LDL-receptor deficientnich myS$i. Dale jsme

chtéli zjistit, jak jsou tyto proteiny ovlivnény podavanim atorvastatinu.

U vSech mysi byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnt.
Zvitata byla ndhodné¢ rozdélena do 2 skupin. Kontrolni, které¢ byla podavana pouze
aterogenni dieta a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o
100 mg atorvastatinu na 1kg vahy denn¢.

Vysledky biochemické analyzy prokazaly, ze osmitydenni podavani
atorvastatinu melo vyrazné hypolipidemicky efekt.

Dale byla prokazana exprese endoglinu na cévnim endotelu, a to jak v aort¢,
tak 1 v mens$ich cévach a kapilarach okolniho myokardu. SMAD 2 exprese byla

detekovana v celém aterosklerotickém platu, pricemz jeho exprese byla pozorovana

také na cévnim endotelu v platu i mimo n¢;j.
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Western blot analyza prokazala nartst exprese jak endoglinu tak SMAD 2 ve

sténé cévy po podavani atorvastatinu.

Tyto vysledky naznacuji, Ze endoglin a SMAD 2 mohou byt potencidlnim

cilem ucinku atorvastatinu a zaroven proteiny pusobici antiaterogenné.
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9. ABSTRACT

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

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

ApoE/LDL — receptor double knockout mice represent a new animal model
for study of atherogenesis, which is characterized by severe hyperlipidaemia and

atherosclerosis.

Statins (or competitive inhibitors 3-hydroxyl-3-methyl-glutaryl-coenzym A-
reductase) currently belong to the most efficient and the most useful hypolipidemic
drugs for all over the world. They decrease mainly levels of total cholesterol and

LDL cholesterol.

The aim of this rigorous thesis was to describe the expression of endoglin and
SMAD 2 in atherosclerotic plaques in apoE/LDL-receptor deficient mice. Moreover
we wanted to determine the effect of atorvastatin treatment on the expression of both

endoglin and SMAD 2.

ApoE/LDLR-deficient mice on were subdivided into 2 groups. The control
group of animals was fed with the western type diet. The same atherogenic diet was
used in ATV group, where atorvastatin was added to the atherogenic diet at the

dosage of 100 mg/kg per day.

The results of this thesis confirmed the expression of endoglin and SMAD 2
in atherosclerotic lesions in ApoE/LDLR-deficient mice. The expression of endoglin
was located on the aortic vascular endothelium and in other smaller vessels and
capillaries of surrounding myocardium. SMAD 2 expression was visible in whole
atherosclerotic lesion (intima, and endothelium). Atorvastatin treatment resulted in a

strong hypolipidemic effect.
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In addition western blot analysis showed significant increase of the

expression of both endoglin and SMAD 2 after atorvastatin treatment.

These results indicate that endoglin and SMAD 2 could be potencional target
of atorvastatin effect and suggesting these proteins could have antiatherogenic

properties.
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