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Abstrakt

Zuzana Neumanova

Vliv podavani atorvastatinu na expresi endogliraterosklerotickych platech.
Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Sledovali jsme expresi endoglinu v aterosklekgtit platech u Apo E/LDL
receptor deficientnich mysi s ohledem na podavé@nvastatinu.

Metody: Pouzili jsme mySi kmene C57BL/6J s dvojitou diefinci apolipoproteinu E a
LDL receptoru. Zviata byla roz8lena do dvou skupin a &bskupiny byly krmeny
specialnimi dietami obsahujici #ul % cholesterolu nebo k cholesterolu navic
atorvastatin v davce 50 mg na 1 kg vahyetdd dend. Byla provedena biochemicka
analyza vzori krve. Histologické barveni olejovaterveni jsme pouZili pro stanoveni
mnozZstvi lipidi v aterosklerotickych platech. Dale byla provedenanohistochemicka
analyza aortalniho sinu. Detekce exprese endodiyta provedena pomoci metodiky
Avidin-Biotin (ABC).

Vysledky: Atorvastatinova léba vedla k vyznamnému sniZeni hladin celkového, VLD
a LDL cholesterolu v porovnani s kontrolni skupindiistologické barveni olejovou
cerveni dokazalo ifitomnost aterosklerotickych 1ézi u obou skupiniai Podavani
atorvastatinu vedlo k signifikantnimu poklesu vesk tchto lézi ve srovnani s
kontrolni skupinou. Imunohistochemické analyza paatta silgjSi expresi endoglinu v

aterosklerotickych platech v cévnémst u atorvastatinové skupiny.

Zavér: ZvysSeni exprese endoglinu by mohlo mit protektiviiv na ateroskleroticky

proces, coz by mohlaigpivat k pozitivnimu vlivu statinna aterogenezi.



Abstract

Zuzana Neumanova

The atorvastatin effect on endoglin expressiomedtherosclerotic plaques.
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmachkiiadec Kralové

Pharmacy

Background: We observed the expression of endoglin in atlodeogstic plaques in Apo
E/LDL receptor deficient mice with regard to therabstatin treatment.

Methods: We used C57BL/6J mice with double deficiency pblgoprotein E and
LDL receptor. Animals were divided into two grougsd both groups were fed with
special diet containing either 1 % of cholesterolcbolesterol with atorvastatin at a
dose of 50 mg/kg/day. Biochemical analysis of blosaimples was performed.
Histological staining with oil was performed forethdetermination of lipids in
atherosclerotic lesions. The immunohistochemicallyamis of aortic sinus was also
performed. Expression of the endoglin was deteatdg the Avidin-Biotin method
(ABC).

Results Atorvastatin treatment resulted in a significaecrease of total, VLDL and
LDL cholesterol in comparison with the control gpotistological staining with oil red
demonstrated the presence of the atherosclerdionke in both groups of animals.
Atorvastatin treatment reduced the lesion size atai@ing when compared to control
group. Immunohistochemical analysis showed strongegoression of endoglin in

vascular endothelium and atherosclerotic plaquasoatastatin group.

Conclusions Increased expression of endoglin could have #eptive effect on the
atherosclerotic process, which could contributetite positive effect of statins on
atherogenesis.
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1. UVOD

Ateroskleréza je onemoeni, pri kterém dochézi k finiku a ukladani tukovych
¢astic do sin tepen spojenému s naslednymi &bwymi procesy. Jde o pomalu se
rozvijejici onemockni, které je ¥tSinou odhaleno az ve svém poklejSim stadiu.
K zavaznym Kklinickym projem ateroskler6zy p#t predevSim vSechny formy
ischemické choroby srdei (ICHS), cévni mozkovéfifnhody a ischemickd choroba
dolnich koretin (1).

K rychlému rozvoji aterosklerézytigpivaji tzv. rizikové faktory (RF). Jejich
ovlivnénim miZzeme vyznam snizit pravdpodobnost a rychlost vzniku komplikaci
ateroskler6zy. Jako primarni prevenci aaname ovliwiovani RF ve fazi, kdy
ateroskler6za neni klinicky manifestovana. Sekumid@revence je stejny postup u
pacienti, kde se jiz ateroskler6za klinicky projevila. Peage zahrnuje intervenci
nefarmakologickou i farmakologickou (1,2).

Ateroskler6za je hlavnim tdodem vzniku kardiovaskularnich onemeéan
(KVO) a jejich komplikaci. Ty jsou ffitom hlavni gicinou morbidity a mortality
v pramyslow vyspslych statech. \Ceské republiceiedstavuje KVO Gmrtnost vice nez
polovinu v8ech umrti. V poslednich dvaceti letecimas nizeme pozorovat snizeni
kardiovaskularni (KV) mortality, za které jsou zodpdné pravedpodobr nové,
acinngjSi metody 1€by, ale i modifikace Zivotniho stylu obyvatelstvazle@pSujici se
zdravotni pée v oblasti primarni a sekundarni preverichto onemoceni (3,4).

Lécba KVO pispiva velkou mirou ke zvySovani nakladha zdravotni p# u nas.
Duslednym uplatovanim zasad primarni a sekundarni prevence je énaiepsit
prognézu paciefita osob potenciatnrizikovych a zarovi snizit naklady na tébu
téchto onemocni (3).



2. MIKROSKOPICKA ANATOMIE KREVNICH CEV

2.1. Obecna stavba krevnich cév

Krevni cévy se obvykle skladaji zé ¥rstev (tunik) (5).

Tunica intima je tvarena vrstvou endotelovych bl které tvai nejvnitngjSi vrstvu
cévy. Pod endotelem se nachazi subendotelova Mistk@ho vaziva, kde mohou byt
piitomny i jednotlivé hladké svalové tky.

Tunica media je sloZzena z vldken hladkych svalovych &um extracelularni hmoty
raizného slozeni produkovanogntito buikami. Nachazi se zde retikularni vidkna
tvofena kolagenem typu lll a elastickd vlidknaiteb membranae fenestratae — tenké
vrstvy s otvory, které umagji difuzi zivin do burk v hlubSich partiich 8hy cév.
Membrana elastica interna adigie vrstvu tunica media od tunica intima.

Tunica adventicia je tvaena kolagennimi a elastickymi vlakny. Je zdevpzr
kolagen typu I. Membrana elastica externa tutovursidctluje od vrstvy tunica media.
Tunica adventicia plynulefpchazi do vaziva organu, kterym céva prostupuf®.(5,

Vasa vasorum

Sttha mensSich cév je vyZivovanaripo protékajici krvi, $Si cévy maji
vybudovany tzv. system vasa vasorum — systém vidstoév, které danou cévu
vyZivuji. Systém vasa vasorum je bahaétven ve vrsté tunica adventicia a v zevni
vrstwé tunica media. Tento systém je vice ujpd&an u vén, coZ jefjpisovano nizsimu

obsahu kysliku a Zivin ve vendzni krvi (6).

Inervace

VétSina krevnich cév, které obsahuji hladké svalawiky jsou inervovany siti
nemyelinizovanych vazomotorickych sympatickych widk jejichz mediatorem je
noradrenalin. Artérie kosternich sirghtijimaji také parasympaticka nervova vlakna s

mediatorem acetylcholinem (5).



Obrazek 1: Obecna stavba krevni cévy.

Intima Internal elastic External elastic Medial Adventitia
lamina lamina layer

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2216 (20.4. 201)

2.2. Kapilary

Kapilary jsou cévy, které umadji vymeénu latek mezi krvi a tkani. Kapilary maji
pramér 7-9 um a jsou sloZzeny z jedné vrstvy endotelovychdkurevre pokryté bazalni
laminou. Kapilary jsou dlouhét8inou 0,25-1 mm, ale weni ledvin a kie nadledvin
jejich délka nfize dosahnout az 50 mm (6).

Endotelové biiky jsou ploché, polygonalni, protahlé ve &m toku krve.
Jednotlivé biiky jsou spojeny fedevSim prosédnictvim zonulae ocludentes, jejichz
mnozstvi a charakter oviiuje vyslednou permeabilitu kapilary (6).

Podél kapilar a venul se také nazmych mistech nachazi pericyty —nky
s dlouhymi vylgzky. Tyto buiky maji vlastni bazélni laminu, kterauge splyvat
s laminou endotelu. SloZeni perityhazn&uje moznost kontraktility échto burk,

které pravépodobr supluji vrstvu tunica media (5,6).
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V zavislosti na sloZeni cévnigaly mizeme kapilary rozdit do 3 skupin (8):

1) Souvislé (somatické) kapilary — kapilary, pro které je typicka absence
fenestraci. Transport makromolekul endotelovyminkami je zaji$ovan
pomoci pinocytarnich .

2) Fenestrované (visceralni) kapilary — kapilary setnymi fenestracemi ve
vybézcich endotelovych bwh. Fenestrace jsou otvory vime uzaveny
diafragmou — tenkouippazkou. Tyto kapilary jsou typické tam, kde do¢haz
k rychlé vyneén¢ latek mezi krvi a tkani, napve stevech a zlazach s viii
sekreci.

3) Sinusoidni kapilary — tyto kapilary jsou typické fftomnosti diskontinuélni
bazalni laminy a endotelovymi fikami sc¢etnymi otvory bez diafragmy. Otvory
se nachazi i mezi jednotlivymi endotelialniminkami. Lumen kapilar je
nepravidelné a v okoli se nachazi makrofagy. Teypokapilar nizeme najit
predevsim v jatrech a slezig8).

Kapilary vytvaeji kapilarni s spojujici malé artérie a vény. Kreéntoho existuji i
piima spojeni mezi artériemi a vénami — arteriovendamastomozy, které hraji

duleZitou ulohu v regulaci krevni cirkulace v mnohiganech (6).

Obrazek 2: Typy kapilar.

CAPILLARY TYPES
((T;ntiiln;::vus W I)Ecoﬂinuous

Typical Tvpic?l Typic?l
]__.g{;nTns Locations Locations
fat intestinal villi liver
muscle endocrine glands bone marrow
%gl;\ég#]s kidney glomeruli spleen

http://www.udel.edu/biology/Wags/histopage/vasauladelingpage/circsystempage/ca
pillaried (20.4 2011)
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2.3. Artérie

Artérie jsou cévy pnasejici tkanim krev bohatou na kyslik a Zivinye Delikosti
je &klime na arterioly, svalové artérieteiniho a velkého kalibru a velké artérie
elastického typu (5).

Arterioly

Arterioly maji ptimér mensi nez 0,5 mm. Jejich endotelovékyjsou podobné
endoteliim kapilar. Membrana elastica interna sgwlje az ve ¥tSich artériich, u
arteriol zpravidla chybi. Tunica media je sloZerazgati vrstev svalovych buk.

Tunica adventicia je tenka a membrana elasticarexiehybi (5).

Artérie svalového typu

Jsou v lidskéméte nejvice zastoupeny. Endotelova vrstva je poda@btaxiolam a
kapildram, subendotelovy prostor je ale tlustSib&enym vyskytem hladkych
svalovych budk. Tunica media je sloZzena az ze 40 vrstev hladigdosginy. Mezi
svalovymi vlakny déle nachazime vlakna elastick&etikularni s proteoglykany.
Membrana elastica interna jedchito artérii dote vyvinuta, membrana elastica externa
je pak gitomna jen ve &Sich cévach. Tunica adventicia je tmoa kolagennimi a
elastickymi vlakny, vyskytuji se zde v maléimi fibroblasty a adipocyty. Také jsou

v této vrsté piitomny vasa vasorum, lymfatické cévy a nervy (5,6).

Velké artérie elastického typu

Semiadime aortu, jeji hlavnigtve a truncus pulmonalis. Tunica intima je &j&h
nez v mensich artériich. Membrana elastica interra dole rozpoznatelna. Tunica
media je tvoena perforovanymi elastickymi membranami, jejichi&qd v pfibéhu
Zivota nafistd. Starnutim se tyto membrany stavaji metaboliokytni. Mezi nimi se
dale nachazi vlakna hladkych svalovych &ynretikularni viakna a zakladni hmota
obsahujici pevazri chondroitin sulfat. Membrana elastica externa neyvinuta.

Tunica adventicia je twena elastickymi a kolagennimi vidkny (6).
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2.4. Vény

Vény slouzi k odvodu krve s oxidem ufiiym a s produkty metabolismu &pdo
srdce. RozliSujeme venuly a maléesini a velké vény. V porovnani s artériemi maji

vény obecha terti cévni sénu (5,6).

Venuly

Venuly maji pimér 0,2-1 mm. Tunica intima je tvena endotelem a malou
vrstvou subendotelu. Tunica media je velmi tenkdsahuje &kolik mélo vrstev buék
hladké svaloviny, u d&kterych venul nejsou svalova vlaknaitpmna vibec. Tunica

adventicia tvéi nejsilrejSi vrstvu obsahuijici kolagen (6).

Malé a stredni vény

Maji v paméru 1-9 mm. Podohnjako u venul je tunica intima velmi tenka.
Tunica media je tv@na svazky hladkych svalovych Bnspol&né s retikularnimi a
elastickymi vlakny. Tunica adventicia je debvyvinuta, obsahuje kolagenni vlakna a
mohou se zde vyskytnout i tky hladké svaloviny (6).

U malych a sedre velkych vén jsou vyvinuty chlognkteré usnarnuji tok krve
do srdce. Jsou to parovité kapsovité &Ky tunica intima oboustragnkryté
endotelem. Transport krve gmem k srdci je dale posilovan kontrakcemi okolnich
kosternich sval (5,6).

Velké véeny

Struktura siny velkych vén se liSi v zavislosti na lokalizaévg. Tunica intima je
dole vyvinuta a je silgjSi nez u mensSich vén. Tunica media je tenka ahulpsgen
nekolik vrstev hladkych svalovych bgk. Tunica adventicia je nejsij$i, u velkych
vén lezicich pod urovni srdce obsahuje podélnéksvatadké svaloviny slouzici
k zesileni siny vén a zabraujici jejimu roztazeni. U velkych vén, které Usbi stdce
muzeme v blizkosti tohoto vylsti nalézt i menSi mnoZstvi stuého [Ficneé

pruhovaného svalstva (5,6).
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Obrazek 3: Porovnani stavby cévnich #h
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http://anteportaminferam.blog.cz/rubrika/matuni-ota zky-do-osetrovatelstvi

(21.4.2011)

Obrazek 4: Porovnani cévnich gin artérie a vény na histologickéntezu.

| T

adventitia

oA

ey CTIE o et ~-
e

B,

http://www.siumed.edu/~dking2/crr/CR02

¥R T > 1 e
'ﬁ'ﬁh A ;-_, el ‘1_- Lot 0 i) AT E Lty

e

5b.htm (20.42011)

14

adventitia




3. ATEROSKLEROZA

Ateroskleréza je chronické onemaan, které primaré postihuje elastické artérie
a artérie svalového typu. Klinicky se aterosklerdzanifestuje ¥tSinou az ve svém
pokrctilém stadiu, ale uz v po¥meé mladém ¥ku je mozné ve 8hach cév najit lipidni
prouzky, ze kterych se ateromatozni platy vyvijeg,13).

Ateroskleréza népstji postihuje Wisni aortu, koronarni a podkolenni artérie,
dale vzestupnou hrudni aortu, ¥nitkarotidy a Willisiv okruh (14). Hlavni komplikaci
spojenou s ateroskler6zou mensSich tepen je snézeaplna zastava krevnihotpoku.
To vede kischémii dané oblasti, kterazm vyustit az v nekrozu tkdnU velkych
tepen, pedevSim v ao& maze vlivem aterosklerézy vzniknout vydld aneuryzma.

Hrozi pak jeho disekce nebo perforace (1,12).

Obrazek 5: Lokalizace aterosklerdzy v aort a cévach vychazejicich z aorty.

R

AN
|
A jﬁ»@

Ateroskleréza népsiji postihuje mista, kde dochazi &weni cév (15).
http://www.bioscience.org/2004/v9/af/1480/figurémi(21.4. 2011)
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3.1. Rizikové faktory aterosklerézy

VVVVVV

zpisobené mechanickym ukladanim cholesterolu 8o cfv, jsou uZ fgkonany. Dnes
je ateroskler6za charakterizovana jako slozityétény proces, kde hlavni roli hraji
reakce na porani endotelu. Dysfunini endotel pak hraje zakladni Ulohu ve vSech
fazich aterosklerézy. RF tohoto poskozeni jsou v8e@ znameé, nejilezit¢jSi z nich
jsou aterogenni lipidy (1,16).

RozliSujeme ovlivnitelné a neovlivnitelné RF (1).

Neovlivnitelné rizikové faktory

* Vek (vySsi riziko manifestace u miupo 45. roce a u Zen po 55. roce Zivota)
* Rodinna anamnéza (manifestace aterosklerézy uctrodebo sourozetic
muzského pohlavitpd 55. a u Zenipd 65. rokem Zivota)

e Pohlavi (u mui# je obecg vysSi riziko nez u Zen)

Ovlivnitelné rizikové faktory
» Dyslipidémie
* Kouteni
* Arteridlni hypertenze
» Diabetes mellitus a porusena glukézova tolerance
* Obezita centralniho typu
* Nedostatekdesné aktivity

* Hyperhomocysteinémie

Je dileZité sledovat osoby &rito RF.Cim vice jich u osoby nalezneme, tim je
vétSi prav@podobnost vyskytu aterosklerézy a tim i riziko ¥niKV piithod. Ri
snizovéani celkového KV rizika ovliwujeme vSechny RF, které ovlivnit I1ze (3).

3.2. Hodnoceni kardiovaskularniho rizika

Pacienti s vyjatenym KVO, diabetem mellitu 2. typu nebo 1. typu
s mikroalbuminurii a pacienti s velmi vysokymi hotami jednotlivych RF maji
automaticky vysoké KV riziko. Dopotena je okamzita intervence vSech rizikovych
fakton (3).
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Pro ostatni pacienty se dopéuie k hodnoceni KV rizika pouzit tabulek SCORE,

které vyjaduji desetileté riziko pro umrti z KVifginy.

Obrazek 6: Tabulka KV rizika pro ¢eskou populaci dle pravidel SCORE.

Zeny Muzi

Nekufaéky | | Kufaéky | V&k | Hekufaci | |  Kufaci
RECN 10 12 14 16 19 19 23 27 31 36 18 22 25 29 34 g 34 39 45 51 57

160 14 16 1922 26 13 15 18 21 25l 25 29 34 39 44
140 10 12 14 16 19 11 13 15 18l 18 21 25 29 33
120 10 11 13 13 15 18 21 24
180 10 12 15 17 20 21 25 29 34 39
1 160 10 12 14 15 1821 25 29
5| 140 10 11 13 15 18 21
E| 120 1113 15
E
£| 180 13 15 18 21 24
2| 160 11 13 15 18
E 140 1112
=| 120
iy
u
S| 180 1113 15
§| 1o [M[A212| [2]2] 1
140

120

180

160 40 (22}

140 222

120 000 0 ==
456 78 45678 45678

|Celkowy cholesterol (mmol) | >15%
10-14 %
Desetileté riziko fatalniho kardiovaskularniho 59%
onemocnéni v CR podle pohlavi, véku, 3-4%
systolického TK, celkového cholesterolu a 2%
kufackych navyki 1%
<1%
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Obrazek 7: Tabulka KV rizika pro ¢eskou populaci dle pravidel SCORE.

Zeny Muzi

Nekufaéky | | Kufaéky | Vek | Mekufdei | |

Kuraci

REd 11 13 16 19 21

19 24 29 33 37 17 22 26 29 33 31 38 44 49 54

160 101214 15 14 18 21 24 27 13 16 19 22 25N 23 28 33 38 42
140 10 11 10 13 16 18 20 11 14 16 18 17 21 25 29 32
120 10 11 13 10 12 13 12 15 18 21 24
180 11 13 16 19 21 10 13 16 18 21 19 24 28 32 36
— 160 1012 14 15 11 13 15 14 17 21 24 27
| 140 10 11 10111013 1518 20
:IE: 120 11 13 15
E
= 180 11 15 17 20 23
=| 160 10 13 15 17
g| 12o0[fal2]2]2]
2
£| 180 [2]2]
E . 2(2]2] 50
140 2 HH 2[2)
— 120 [2[2]2] 2[2]2]
180 [ 2[2]2[3] [2]
160 [0 2[2] [2]2]
140 i1 o 00 [2[2]2]
ik 0o 0 0 0 0 [2[2]
3456867 3456067 3456867 34506 7
| Pomér celkového a HDL-cholesterolu | =15%
10-14 %
Desetileté riziko fatalniho kardiovaskularniho 9%
onemocnéni v CR podle pohlavi, véku, 4%
systolického TK, poméru celkového a 2%
HDL -cholesterolu a kufackych navykii. 1%
<1%

Obrazek 6-7:
http://www.athero.cz/odkazy-a-zdroje-informaci/vypacet-rizika/tabulka-
kardiovaskularniho-rizika.html (21.4. 2011)

Za osoby svysokym KV rizikem povazujeme kromaySe zmignych také
vSechny osoby, jejichz desetileté riziko umrti Nd gFicinu podle tabulek SCORE je
vySSi nebo rovno 5% (18).

S vysSim rizikem nez vyplyva z tabulek SCOREigba pditat u nasledujicich
skupin pacierit (19):

* U pacient se sedavym Zfsobem Zivota, nadvahou a obezitou
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u asymptomatickych osob s preklinickymi znamkaneragklerézy (zjidinée
nag. sonografickym vysSétnim)

* U 0sob s pozitivni rodinnou anamnézou KVO

* U 0sob s nefiznivymi hodnotami HDL cholesterolu a triglyceiid

* U 0sob s porusenou glukézovou toleranci

3.3. Moznosti ovliviéni jednotlivych rizikovych faktod aterosklerézy

3.3.1. Dyslipidémie
Pro stanoveni cilovych hodnot hladin krevnich lipide tidime vysledky

intervertnich studii. Ty doporuji rizné maximalni hodnoty celkového a LDL

cholesterolu protzné skupiny dle miry jejich KVO rizika (18,20).

Tabulka 1: Cilové hodnoty krevnich lipidi (18).

Populace obeén | Bez KVO, riziko> 5 | Pfitomnost KVO
%, DM 2, DM 1

s mikroalbuminurii

Celkovy cholesterol | <5 mmol/I < 4,5 mmoll/l < 4,0mal/l

LDL cholesterol < 3 mmol/l < 2,5 mmol/l < 2,0 mmiol/

Hodnoty HDL cholesterolu a triglycefidsou ukazatelé zvySeného KVO rizika,
ale jejich cilové hodnoty tené nejsou. Dopotena hodnota triglyceridje < 1,7
mmol/l u obou pohlavi, dopotané hodnoty HDL cholesterolu jsou pak > 1,0 uimuz
a>1,2 mmol/l u zen (18).

Pro v8echny pacienty s dyslipidémii jsou zasadainreva opateni zahrnujici
piedevsim zanechani kimni, dietu a zvySeni pohybové aktivity. Celkovy rereéicky
piijem by n€l byt sestaven pacientovi na miru dle jelegné konstituce a fyzické
aktivity. Pacienim s nadvahou a obezitou je dopfmmo sniZeniétesné hmotnosti,
pacienim s normalni vahou pak jeji udrzeni. Vhodné jeidelpiku zaadit dostatek
potravy bohaté na vlakninu ifpadré i potravinové dopiky s vlakninou), preferovat
nenasycené tuky iped nasycenymi, hlidat celkovytigm tuki a cholesterolu a
vyvarovat se nadénnému gijmu alkoholu. V zavislosti naigruzenych onemoemich
se dieta miZze dale upravit (n&pu hypertonik je Zadouci sniZzeniimu soli) (2,18).
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Narodni cholesterolovy program v USA také podpopiijgm rostlinnych sterdl
v mnozstvi 2 g dertn | na naSem trhu je uZ mozno najit rostlinné tokyostlinné
steroly obohacené (2,21).

Lécbu hypolipidemiky volime u pacieins vysokym KV rizikem a ofi setidime
vysledky studii. Nejvice pozitivnich vysleilkatim ginesly studie se statiny, kram
nich se u nas v sdasnosti pro terapii dyslipidémii uZzivaji fibratyzetimib,

sekvestranty zkovych kyselin a kyselina nikotinova (2,18).

3.3.2. Koureni

Kouieni cigaret fispiva k rychlému rozvoji aterosklerézyepgevsim negativnim
ovlivnénim lipoproteinového metabolismu. Je prokazanouZieuraki je vyznamsg
sniZzena hladina HDL cholesterolu a apolipoprote#al Hladiny triglyceridi, LDL,
VLDL a celkového cholesterolu jsou vyznagnzvySené v porovnani s ndiaky.
Nejhorsi vysledky vykazujggci kuraci (18,22).

Uspgdnost pi odvykani je velmi nizka, zvySuje se alélléu ve specializovanych
centrech pro odvykani keéeni. Z I&iv jsou k dispozici pipravky pro nikotinovou
substituci a antidepresiva (23).

3.3.3. Arterialni hypertenze

Arterialni hypertenze je stav charakterizovany avakym zvySenim krevniho
tlaku nad hranici 140/90 mm Hg. Cévnérs vystavena ysobeni vysSiho krevniho
tlaku je nachylyjsi k poSkozeni endotelu. U vyvinutého aterosklek&ho platu je
zvySené riziko jeho ruptury. PoSkozeni endoteluevédievaze vazokonstréaich
mediatofi (pfedevSim endotelinu) nad vazodikatani (prostacyklin a oxid dusnaty),
coz vede ke zhorSeni hypertenze (19,24).

Kromé obecnych rezimovych opgani se dale dopofuje omezeni &v
podporujicich retenci sodiku a vody, z volprodejnych léiv se jedna fedevSim o
nesteroidni antiflogistika. Farmakologick&b@ je zasadni, protoZze nefarmakologicka
opateni WtSinou nevedou k dost&m@ kontrole hypertenze.fiPvybéru vhodného
antihypertenziva davameqanost léivim s dostaténymi dikazy o pozitivnim vlivu na
kardiovaskularni mortalitu. Léky volby jsou ACE-ibfiory, AT1 blokétory, blokéatory
kalciového kanalu, betablokatory a diuretika. Maanojejich kombinaci jsou

vyznaeny na obrazku 8 (19).
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Obrazek 8: Kombinace zakladnich antihypertenziv.

Blokator vapnikoveho kandlu Diurstikum

e

ACE-inhibitor Establokator
AT, -blokator

Doporuc¢ené kombinace jsou vyzdany plnoudarou, prerusovanoucarou kombinace
s nizS§im antihypertenznim potencialem (ACE-inhibiyo ¢ AT1 blokatory
s betablokatory) nebo nevhodné pro vysSi riziko ikan nezadoucich dinkii
(thiazidové diuretika v kombinaci s betablokatory).
http://www.zdn.cz/clanek/postgradualni-medicindgira/kombinacni-lecba-
hypertenze-v-roce-2009-447152 (21.4. 2011)

Alfablokatory a centraky pasobici antihypertenziva jsou vhodngegevsim pro
kombinani lé&bu. Nemaji tolik dkazi o pozitivnim vlivu na kardiovaskularni
mortalitu jako pedchozi léiva. Pongrné now je vCR registrovan fmy inhibitor

reninu aliskiren (2).

3.3.4. Diabetes mellitus a porusena glukdzova tolerance

Diabetes mellitus je onemoam zpisobené absolutnim nebo relativnim
nedostatkem inzulinu. MVidledku toho vznikd hyperglykémie. Diabetes je
diagnostikovan, pokud je glykémiestena nal&no vysSi nebo rovna hodiot mmol/I,

o poruSe glukdzové tolerance mluvime, pokud je taidnota v rozmezi 5,6 — 6,9
mmol/l (1).

Nekompenzovany diabetes zrychluje vyvoj ateroskhiergedevsim glykaci LDL
¢astic, ze kterych se touto modifikaci stavaji vgsaterogenniastice (1,26).

Z nefarmakologickych op#&ni se upldiuje vhodna dieta a fyzicka aktivita, dalSi
postupy jsou voleny s ohledem n&éipadna pidruzena onemoemi. Farmakologicka

lécba se u pacieatliSi v zavislosti na typu diabetu. Diabetici I.pty jsou I€eni
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inzuliny, diabetici Il. typu uZivaji peroralni aditbetika a u &kterych z nich je
indikovan i inzulin. U diabetik Il. typu se jako Iék prvni volby nasazuje metfanpike
kteremu se fipadre pridavaji dalSi léiva (derivaty sulfonylureyci glitazony) do
kombinace. R selhani této &by se nasazuje inzulin (1,27).

Z dalSich antidiabetik je mozné uzit glinidy, ktemchluji vyplavovani inzulinu
podobré jako derivaty sulfonylurey, ale jejicieinek je kratSi, coz sniZuje riziko vzniku
hypoglykémii. Limitujicim faktorem je zatim jejichlySSi cena. Nejn@Si skupinou

léCiv jsou pak inkretinova mimetika a analoga, ktei@uj na trhu kratce (1).

3.3.5. Obezita centralniho typu

O obezi¢ mluvime, pokud je nasiend BMI (podil ¢élesné hmotnosti vyjdéné
v kilogramech a druhé mocninglésné vysky uvedené v metrech) vy3si nez 30 %g/m
Obezita je v sotasnosti celosttovym problémem a stava se epidemii jak u diysp
tak u cti. Obezita niZe byt sotasti zavazného metabolického syndromu (28,29).

Tukova tka je metabolicky aktivni endokrinni orgéan, ktery mchopen
produkovatiadu latek sirznym metabolickym &inkem. Ritomnost ¥tSiho mnoZzstvi
visceralniho abdominalniho tuku je spojeno s hypetdinémii, hyperglykémii a
dyslipidémii a pedstavuje proto vysoke riziko pro vyvoj ateroskisr¢31).

Pfi redukci vahy je nezbytna uUprava stravovacich kava z&azeni vhodné
fyzické aktivity. Pro farmakoterapii jsou v s@msnosti k dispozici sibutramin inhibujici
zpetné vychytavani serotoninu a noradrenalinu v cesytasti a inhibitor gevni lipazy
orlistat (28).
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Obrazek 9: Kritéria pro stanoveni metabolického syadromu.

%
Institut \J l
Metabolického
Syndromu

Pro diagnostiku
metabolického syndromu
je nutna pfitomnost

alespon tfi

z uvedenych

kritérii:

drom

r

y syn

Abdominalni obezita

> 102 cm v pase u muzu N
> 88 cm v pase u Zen T)
Tg: -
> 1,7 mmol/l

HDL-C:

< 1,0 mmol/l u muzd
< 1,3 mmol/l u Zen

Krevni tlak
> 130/85 mmHg

Glykemie na la¢no
= 6,1 mmol/l

metabol

http://www.vychovakezdravi.cz/clanky/vyziva/edukaomaterialy.html (21.4 2011)

3.3.6. Nedostatek €lesné aktivity

I mirnd ale pravidelnd fyzickd aktivita vede kvgamému sniZzeni
kardiovaskularniho rizika. Dochazi k Up&adyslipidémii a cvdeni méa pozitivni vliv na
KV i celkovou mortalitu. B cvi¢eni by ngla byt tepova frekvence v rozsahu 60-75%
maximalni tepové frekvence pacienta (2,32).

Je zajimavé zjighi, Ze osoby, které pravidélrevici (2-3x tydré 45-60 minut
nebo 4-5x tyd& 20-30 minut) a maji nadvahu (FIT-FAT) jsou v niasi
kardiovaskularnim riziku nez osoby s idedlni hmetfhaale nizkou fyzickou aktivitou
(NONFIT-NONFAT) (2).

3.3.7. Hyperhomocysteinémie

Zvysena hladina homocysteinu je spojovana s vy&3imizikem. Ve studiich se
suplementaci kyselinou listovou a vitaminy skupiy sice snizila hladina

homocysteinu, ale na sniZzeni KV rizika to zasadlminen¢lo (18).
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3.4. Patogeneze aterosklerozy

Kli¢ova je pro rozvoj aterosklerézy endotelova dysfenkt6). Endotel je tka
aktivni v mnoha procesech, zasadni je jeho bargéfonkce, kdy kontroluje fnik
krevnich elemerit cévni stnou. Dale @znymi zpisoby ovliviuje cévni tonus,
koagulaci, fibrinolyzu atrst cév. V pipact narusené funkce endotelidgmbenim vySe
uvedenych RF se projevi zvySena permeabilita f@vghou vazokonstrdaich a

protrombogennich vlastnosti. To zhorSuje ateroéklewe vSech jejich stadiich (26,33).

3.4.1. Uloha LDL ¢&astic ve vyvoji aterosklerzy

Lipidy jsou v plaznd transportovany jako lipoproteiny - komplexy slogen
z hydrofobni lipidové sloZzky a proteinovéasti. Pro vyvoj aterosklerézy jsou
nejvyznamgjSi LDL castice, které postuprvznikaji z VLDL a IDL ¢astic gisobenim
enzymi. LDL ¢astice pinasi cholesterol extrahepatalnimikam (34,35).

Chemickou modifikaci, zejména oxidaci, ziskava LDOdholesterol silné
proaterogenni viastnostiréevsim miréh modifikované LDL¢astice fisobi na endotel
a vyvolavaji zngny, diky kterym pronikaji monocyty ve zvySenétendo subendotelu.
Silné modifikované LDLcastice pak fimym cytotoxickym g@gsobenim na endotelové
buiky prohlubuji endotelovou dysfunkci. Dale maji nfddivané LDL ¢astice
imunogenni efekt, zesiluji prokoagulaci a snizufirbu oxidu dusnatého a zneshaj
tak vazoreflexi cévy. Vyznamny je i jejich mitogerefekt na biiky hladké svaloviny
(26,36).

3.4.2. Iniciace a tvorba lipidového prouzku

Pres naruSeny endotel pronikaji krevni lipidy a midii se zde na aterogenni
¢astice, které maji vySe uvedené efekty. Doch&ziektppu monocyit pres endotel a
jejich aktivaci na makrofagy. LDI¢astice se vazi na bky prostednictvim LDL
receptoéi, coz je vlastnost, ktera jimugtava i v pipadc mirné modifikace jejich
struktury. Sil modifikované LDL¢astice tuto schopnost ztraci a jsou vychytavany tzv
scavengerovymi receptory na povrchu makréfayychytavani &chto ¢astic neni
regulované a vifppact jejich zvySené nabidky dochazi k tvéripénovych burk
(26,37).

Tukové prouzky obsahujici kumulovanénpvé buiky s lipidy se jevi jako daie
ohrantené nazloutlé tky nebo prouzky a jsou viditelné pouhym okem wvnstcév
(13,38).
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Obrazek 10: Tvorba lipidového prouzku.
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Formation and activation of atherosclerotic lesions |

http://ftplf2.agarek.com/fyzio/interna/atero+ichs.ppt (23.4. 2011)

3.4.3. Progrese aterosklerozy

K rastu a vyvinu aterosklerotickych plétpiispiva velkou nirou imunitni systém.
Hlavni Ulohu v tomto procesu maji makrofagy, ktkréme toho, Ze tvorbou gmovych
burgk objemow vypliuji aterosklerotické platy, maji i vyznamné progéne funkce.
Produkuji tadu mediatar zaretlivého procesu jako jsou PDGF, FGF, TNF4L-1,
interferon alfa a TGIB ovlivajici aktivitu burgk hladké svaloviny a endotelu. Tvorba
enzymi makrofag je v dalSich fazichidezita pro stabilitu platu. T lymfocyty se na
zaretlivé odpowdi podileji také, naopak B lymfocyty se v platedhjevuji spis vzach
(38,40).

Bunky hladké svaloviny migruji z vrstvy tunica medi® dunica intima pod
vlivem cytokini. Nasled® dochazi kjejich proliferaci a transformaci wiby

sekretujici extracelularni matrix. Vznika fibropiat (14,35).
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Obrazek 11: Progrese aterosklerozy.

Vascular

NS NI e a2 R
http://mwww.med.muni.cz/patfyz/powerpnt/0607/11_atpdf (23.4. 2011)

3.4.4. Stabilni a nestabilni ateroskleroticky plat

Vznikly ateroskleroticky plat se sklada z nekroanjadra bohatého na lipidy a
fibrézni vrstvy tvdici cepicku, ktera oddluje jadro od lumen cévy (38).

Dal3i vyvoj pak zavisi na charakteru fibrozni vyslim je 3irsi a pewjsi, tim je
stabilrgjSi. Stabilni plat s pevnou fibrézni vrstvoutide snizovat prtok postizenou
tepnou. Nestabilni plat pokryt slabou naruSenouvers je nachylny k rupturam.
K nestabilit platu pravdpodobr nejvice pispivaji enzymy produkované makrofagy,
které degraduji kolagen, elastin a proteoglykarguigpjici fibrozni vrstvu (35).

Ruptura platu vede k obnazeni subendotelu a ater®nmonoty a zachyceni
trombocyfi v daném mist které tvdgi tromby. Trombus riwe lumen artérie zuZzovat
nebo zcela uzait (1,12).
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Obrazek 12: Vyvoj aterosklerozy veéase.
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http://www.wikiskripta.eu/index.php/Ateroskler6z22(4. 2011)
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4. MYSI MODELY

Jako zvifeci modely pro studium aterogeneze bylo postypsuzivano #kolik
druhi zvifat. Slibré vypadalo pedevSim studium na kralicich, u kterych se sice
ateroskler6za sama spontannevyviji, ale Ize ji u nich vytiit uméle v pongrné
kratkém case (43). Dale se jako modely &dgili primati a prasata, u kterych byly
pouzivani je cena i manipulace s tak velkymiayi. Proto se intenzi¥nhledal model
malého zviete, ktery by odstranil vySe zndime problémy (44).

MySi model byl zpsatku pro studium aterogeneze nevhodny, protoZze [agsi
piirozere velice odolné w¢i aterosklerdze. Vyjimku tvd kmen C57BL/6, u kterého se
léze (ne Upla shodné s lidskymi) mohou vyvinout podavanim spetigysokotiné
stravy obsahujici kyselinu cholovou. Pro tytéely se pouziva tzv. Paigenova dieta
obsahujici 15 % tuku, 1,25 % cholesterolu a 0,5/%ekny cholové (44,45).

Problémem u tohoto modelu je vznik velikastmelmi malych |ézi, které se
obvykle nevyvinou dale nez do faze vzniku lipidowyprouzki. DalSi komplikaci
piedstavuje pouzita vysokatua strava, ktera sama o golyvola u mysi zaétlivou
odpowd. Uvedeny model proto nenaSel SirSi uptafr{44,46).

V roce 1992 se potito genetickou modifikaci ziskat model mySi kmene
C57BL/6 s inaktivovanym genem pro apolipoproteifApo E). Redstaveni tohoto
modelu pedstavuje zasadni zlom ve vyzkumu ateroskleroticlproces (44).

Apo E je glykoprotein syntetizovanyigrevsim v jatrech, ktery t¥iosowast
lipoproteini, kde zprostdkovava vazbusthto ¢astic na lipoproteinové receptory. Apo
E deficientni mySi rfly i pii nizkotwné diet vyrazré vySSi hladinu celkového
cholesterolu nez normalni mysi. ZvySené byly i kemtcace triglycerid a VLDL ¢astic.
Hladina HDL cholesterolu byla naopak vyréamizena (44).

Vyhodou tohoto modelu oprotif@dchozimu je zejména fakt, Ze vzniklé l1éze u
Apo E deficientnich mysi jsou velice podobné lidsky €ze se zdAnaji tvdit uz v 5.-6.
tydnu wku, kdy jsou v cévni &h¢ identifikovatelnd mista, kde dochazi k adhezi
monocyfi na endotelovou vrstvu. Lipidové prouzky se u naainaji objevovat v 10.
tydnu wku a uz v 15. tydnu jsou v lézich k nalezeni voestobuiky hladkého svalstva
a pEnové buhky. Fibrozni platy jsou pozorovany po 20. tydnuatar a maji typickou
stavbu zahrnujici nekrotické jadro pokryté fibrézmétvou s kolagenem a elastickymi
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vlany. U starSich mysi Iéze mohou dale progredowhjevuji se aneurysmata a
kalcifikace. Léze spojené se vznikem trombu akchto mysSi nalezeny nebyly (46).

Vliv podavané stravy se i wahto mysSi ukazal jako zasadni. Byl vyvinut tzv.
westernovy typ stravy obsahujici 0,15 % cholesteeoR1 % tuku. SloZeni této stravy
priblizn¢ odpovidéa sloZeni lidské potravy. Apo E deficientniSi krmené timto typem
stravy ngly vétSi a rychleji vyvinuté 1éze v porovnani s kontioskupinou, krmenou
nizkotwnou stravou (46).

Rok po gedstaveni Apo E deficientni mySi se objevil dalygimmodel. Tentokrat
byl inaktivovdn gen pro LDL receptor. Tento recepta povrchu butk je schopen
reagovat s apolipoproteinem B na L[BA&stici a s apolipoproteinem E na IxAstici.
MysSi s touto deficienci majiipnizkotwené stra¢ dvakrat vySsSi hladinu cholesterolu
nez normalni mysi. #Pvysokotwné stra¥ ovsem hladina cholesterolu stoupa extr&émn
nasledkemtehoz se tvid masivni lipidové prouzky, které se dale nevyvéifibrézni
platy (46).

Pro studium aterosklerotickych proGese také pouzivaji mySi s dvojitou
deficienci Apo E a LDL receptoru. Bylo zj$ito, Ze u &hto mySi se i i) béZné straw
platy rychle vyviji a proto je tento model vhodng &tudiu procesaterosklerézy i bez
pouZziti aterogenni stravy. Pouzivani mysi jako rhiogieo studium aterosklerézy ma
n¢kolik vyhod, mezi které pét nizké pdizovaci naklady a jednoduchaceéo re.

Nevyhodou pak je ztizené ziskavani viovkledem k velikosti zwat (44).
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5. ENDOGLIN

Endoglin tvdi sowast receptorového komplexu pro transformujistavy faktor
B (TGFp). TGFp jeclen rodiny fistovych fakto tzv. TGFB superfamily, u které bylo
zZjisténo, ze se podili na proliferaci, diferenciaci ay¢in cinnostech itznych bugk
(47,48).

Endoglin je vysoce glykosylovany transmembranowtgin, ktery se sklada ze
tii domén - delSi extracelularni, transmembranoveé ratSk intracelularni. Je
homodimerni a jednotlivé monomery jsou spojeny lfidiakymi mustky. Endoglin je
exprimovan ve dvou izoforméach - short (S-izoforradpng (L-izoforma), které se liSi
v délce intracelularntasti (49,50). Winky obou izoforem na organismus se patrn
razni. Déle byl krom téchto dvou forem endoglinu detekovan i tzv. rozpystndoglin,
ktery je spojovan siznymi patologickymi stavy, fiedevSim pak s nebezp®u
preeklampsii (51).

Endoglin tvdi sowasti receptorového komplexu pro TGF a je schopen
interagovat s dalSinmtleny tohoto komplexu. Jedna se o T@GFeceptory typu | a ll,
coZ jsou serin/threonin kinazy. TGF receptory typu | maji dvdulezité izoformy
ozna&ované jako ALK1 a ALK5, icemz endoglin interaguje s &bha formami. Déle je
endoglin schopen vazat T@F1 a TGFp 3, ale pouze ve spojeni s receptory (52).
Aktivaci receptait ALK1 a ALK5 dochazi k aktivaci Smad protéira nasled# jejich
piesunu do jadra, kde vyvolajfiplusny @&inek (48).

Endoglin je exprimovan endotelidlnimi itkami a to nejvic ve tkanich, kde
probihd angiogeneze iphojeni cévnich porami nebo v nadorech (53,54). Krém
endotelu byla exprese endoglinu popsana i u jinyahek, nag. v buikach hladké
svaloviny v cévach postiZzenych aterosklerotickytakp (55) a ve fibroblastech (56).

Ze studii vyplynulo, Ze endoglin je nezbytny gemlu fyziologickych pochad
Endoglin deficientni mySi umiraly uzébem embryonalniho vyvoje wadledku
nespravné angiogeneze (57). Mutace lidského gemenoglin je ficinou hereditarni
hemoragické teleangiektazie typu 1. Toto autozotn@laminantni onemoeéni je
charakterizovano cévnimi malformacemi a projevuge & Vv raném &ku castym
krvacenim (58,59).
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Obrazek 13: Schéma pedstavujici vliv endoglinu na signalizéni kaskady TGF
B/ALK1 a TGF B/ALKS v endotelialnich burikach.
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http://cardiovascres.oxfordjournals.org/content{¢2®09/10/30/cvr.cvp332/F1.expansi
on (19.4.2011)

Ovliviiovanim signalizénich kaskad aktivovanych receptory ALK1 a ALK5 se
endoglin podili naizeni bugéného fistu a diferenciace (61). Jeho zvySené hladiny
v aterosklerotickych platech ve srovnani se zdravgé@vami poukazuji na moznost
negativniho ovliviini ateroskler6zy (55). Bylo vSak také zji¥h, Ze endoglin ma
pozitivni vliv na expresi a aktivaci endotelidlni ON syntazy, vyznamného
vazodilatg&niho faktoru (62). Resné mechanismyapobeni endoglinu na aterosklerézu
tak budou muset byt teprve @seny.

Kromé zkoumani vlivu endoglinu na vyvoj kardiovaskul&@mionemoc#ni, se
vyzkum zabyva i vlivem endoglinu v jinych procesecKrom¢ jiz zmininé
preeklampsie se studie za&miji na roli endoglinu v onkologii diky svému vlivoa

angiogenezi (51).
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6. STATINY

6.1. Farmakologie statim

Cholesterol ma podstatnou ulohu pro fyziologickégovani organismu. Je
duleZitou sloZzkou butnych membréan a také substratem pro syntézu stéchiditek.
Zvysena hladina cholesterolu ovSemdargpodporuje vznik a vyvoj aterosklerézy (34).

Statiny jsou léiva kompetitivie inhibujici 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym
A (HMG-CoA) reduktazu, coz je Kovy enzym v syntéze cholesterolu, ktery
katalyzuje pemeénu HMG-CoA na mevalonat. NejstarSi statiny (mewvastéovastatin)
jsou produkty pliséd Penicillium citrinum, no¥Si se vyrdbi semisynteticky
(simvastatin) a nejn@&si I&iva (fluvastatin, atorvastatin) jsou zcela synidic
Simvastatin a lovastatin jsou préiNa, ostatni statiny se podavaji v jiZiiné forme
(63,64).

Pro &inek je nezbytnd podobnaosisti molekuly s mevalonatem. Snizeni syntézy
cholesterolu nasledrnvyvola zvySenou expresi gepro LDL receptory jaternich bk
a LDL castice jsou pak vice vychytavany z krve. Keopodstatného snizeni hladiny
LDL cholesterolu v krvi (v zavislosti na davce 0-@8 %) Ize od terapiecekavat i
sniZzeni hladiny triglycerid (o 10-30 %) a mirné zvySeni koncentrace HDL chietetu
(0 5-10 %) (1,63).

V sowasnosti jsou u nas registrovana nasledujiéivdé simvastatin, lovastatin,
pravastatin, fluvastatin, atorvastatin a rosuvast&tatiny jsou indikovany u paciéns
izolovanou hypercholesterolémii. Lze je uZit i kafgi smiSenych hyperlipoproteinémii,
pokud hodnota triglycerid v krvi negesahuje 4,0 mmol/l. Pokud je koncentrace
triglycerida vysSi, je vhodné statin zkombinovat s jinym hypialemikem. Kombinace
statini s dalSimi léivy jsou pom@rné c¢asté nejen u kombinovanych
hyperlipoproteinémii, ale i u izolované hyperchtdeslémie vzhledem k vysledin
mnoha studii, které v ramci sekundarni prevenceositéerézy doporéuji razantni
snizeni koncentrace LDL cholesterolu. Vhodnyiviem pro kombinani terapii je pro
tento &el ezetimib. Ten podle nedavno provedenych metgarsaiZzuje v kombinaci se
statinem LDL cholesterol vyznamrice nez samotny statin (2,65).

Statiny maji mnohoitkazi z velkych intervetnich studii, které potvrzuiji jejich

piinos [ Iécbé a prevenci kardiovaskularnich oneméain Kronme vlivu na hladiny
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krevnich lipidi, vykazuji statiny jest dalSi giznivé &inky na vyvoj aterosklerdzy.
Predpokladaji se pozitivni¢inky na stabilizaci platu, zlepSeni endotelové figkdéale
efekt protizastlivy, antioxidani a antitromboticky. kkteré mechanismythto Einka
uz byly popsany, otazkouigtava, jak velkou grou se extralipidové dinky podili na
celkovém antiaterosklerotickém efektu stat{66,67).

Statiny jsou velmi daole snasSena &éva, spiSe vzaense ntizou objevit bolesti
hlavy, gastrointestinalni obtize d@ephodné zvySeni hladin jaternich aminotransferaz.
NejzavazijSim nezadoucimdinkem, ktery byl popsan v souvislosti s uzivaniatist
je myopatie, kteréd seime vyvinout az v rabdomyolyzu (68). Rabdomyolyzatge, @i
kterém dochazi k poSkozeni sarkolemy dkukosterniho svalstva, nasledketehoz
dochéazi k uvoléni obsahu svalovych btk do cirkulace. Tento stav ike vést az
k akutnimu renalnimu selhani. Nejvicépadh rabdomyolyzy bylo popsano u pacignt
uzivajicich cerivastatin, ktery byl naslédstazen z trhu. ZvySené riziko vzniku tohoto
potencial® smrtelného nezadoucihgidku hrozi zejménaipkombinani I&b¢ statini
s gemfibrozilem (69,70).

Nezadouci &inky statini jsou zavislé na davce diga, proto jsou vyznamné
interakce s l&vy, které potencidl&® mohou zvysit hladinu statinv plazne. ProtoZze
statiny prochazi metabolismem na cytochromu P4&0uiné zvazit ippadné lékové
kombinace (71).

Metabolismem fes izoenzym 3A4 prochazi lovastatin, simvastatorvastatin a
cerivastatin. Fluvastatin je metabolizovan izoeneym2C9. NowjSi rosuvastatin
vykazuje jen minimalni metabolismus a pravastaten omoci tohoto enzymu
nemetabolizuje &bec (72,73). Klinicky vyznamné jsouqulevSim kombinace statin
podléhajicich metabolismu cytochromem P450 s itdnipi prislusnych izoenzyin
Potencialni l&iva, ktera mohou ovlivnit plazmatické koncentratatisi jsou uvedeny
v tabulce 2 (71).

Absolutre kontraindikovany jsou statiny @hotnych a kojicich Zen a u pacigént
s €Zkym postizenim jater. Relativni kontraindikadeg@stavuje ¥k do 18 let a u Zen

fertilni vék bez @&inné antikoncepce (74).
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Tabulka 2: Léky potencialné ovliviiujici plazmatické koncentrace statini (75).

Cytochrom P450

Elnek

Léky s moZnou interakci

Inhibice 3A4

1 plazmaticka koncentrag

statini

ecyklofosfamid, ciclosporin,
diazepam, erythromycin,
clarithromycin, felodipin,
flukonazol, ketokonazol,
kodein, lidokain, nifedipin,
nitrendipin, sildenafil,
terfenadin, verapamil,

grapefruitova ava

Indukce 3A4

| plazmaticka koncentrag

statini

ebarbituraty, karbamazepin,
griseofulvin, fenytoin,

primidon, rifampicin

Inhibice 2C9

1 plazmaticka koncentrag

fluvastatinu

eamiodaron, cimetidin,
trimethoprim +
sulfamethoxazol,
fluoxetin, isoniazid,
ketokonazol, metronidazol

sulfinpyrazon, tiklopidin

Indukce 2C9

| plazmaticka koncentrag

fluvastatinu

ebarbituraty, karbamazepin,
fenytoin, primidon,

rifampicin
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6.2. Uloha statini v prevenci ischemické choroby sk

Statiny jsou hypolipidemika s vysadnim postavenktereé jim daly vysledky
mnoha vyznamnych studii nap4S, REVERSAL, ASCOT-LLA, PROVE IT,
ASTEROID nebo JUPITER. Z vysledkéchto velkych studii vyplyva pozitivni efekt
statini na vyvoj ateroskler6zy a snizeni celkové i kardskularni mortality. Vysledky
tedy jednoznén¢ podporuji uziti v sekundarni prevenci ICHS (jiinkdky vyjadiené) i

Vv ramci primarg preventivni pé&e (2).

6.3. DalSi mozné terapeutické vyuziti stadin

Extralipidové @inky statini nejsou zkoumany pouze Wvsvému vlivu na vyvoj
aterosklerdzy. Pozornost jeinovana také jejich dinku na kostni metabolismus a
osteopordzu. V experimentélnich studiich bylo &jiét Ze statiny inhibuji funkci
osteoklast a také podporuji expresi BMP-2 (kostni morfogesigtiprotein-2), coz je
rastovy faktor podporujici novotvorbu kostni tka(v6,77). Klinicky vyznam &hto
acinku jeS€ neni objasén.

DalSimi oblastmi, kde probiha vyzkum moZzného zamogatini do terapie, je
lé¢ba demenci a autoimunitnich chorob, jako je roZeoa skleréza. | zde se teprve
ocekavaji rozsahlejsi klinické studie, které potundbo vyvrati benefit statinv téchto
indikacich (78,79).

6.4. Atorvastatin

Atorvastatin je synteticky inhibitor HMG-CoA redédiy. Jeho uzivani je spojeno
s poklesem plazmatickych koncentraci LDL cholesteroVLDL cholesterolu,
triglyceridi a apolipoproteinu B. Studiemi byl prokdzan pomnitivefekt sniZzeni
kardiovaskularniho rizika, ve vysSe zmii@ studii REVERSAL bylo dokazano, ze
osmnactinisicni l&ba atorvastatinem v davce 80 mg defimaximalni denni davka)
vedla dokonce ke sniZzeni objemu aterosklerotickglatu, patrnému na ultrazvuku
(80,81).

Kromé¢ hypolipidemického &inku jsou intenziva studovany i jeho dnky
extralipidove, které (jak bylo naz&eno uz vysSe) se mohou podilet na celkovém

piiznivém @&inku atorvastatinu. Jedna sieg@evSim o zlepSeni endotelové funkce a déle
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o vliv na proliferaci budk hladké svaloviny, adhezi leuko@ytdepozici trombocyi,
koagulaci a zatt (80).
K dispozici je atorvastatin samotny nebo v kombin&odobr jako wtSina

statini je dolde snasen.

Obrazek 14: Atorvastatin.
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http://sitemaker.umich.edu/top.200/atorvastatin (Z.4. 2011)
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7. CIL PRACE (ZADANI)

Cilem této diplomové prace bylo popsat expresi glido u Apo E/LDL receptor
deficientnich mysi po podavani atorvastatinu. Kudmgly pouzity imunohistochemické

metody.
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8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1. Zvirata

Pro pokus bylo pouzito 16 samic Apo E/LDL recepteficientnich mysi kmene
C57BL/6J. Zviata byla nahodhrozdilena do dvou skupin po osmi ¥aiech. Prvni
kontrolni (cholesterolova) skupina byla 8 tydkrmena standardni dietou s obsahem
1% cholesterolu. Po stejnou dobu byla stejnou etrakrmena i zvata druhé
(atorvastatinove) skupiny. Zwta druhé skupiny dostavala v potranavic atorvastatin
v davce 50 mg na 1 kilo Zivé vahy deénn

Kazdé zvie bylo chovano v samostatné kleci a dostavalo «ldng stravy (ve
specialg upravenych granulich). VSechna iatéd ngéla neomezeny fisstup k vod.
Béhem pokusu nebyly zaznamenany zadné rozdily veéelgattravy mezi jednotlivymi
zviraty.

Na konci pokusu byla zkdta fes noc vyhladasna a usmrcena éterem. Byly
vyjmuty tk&ové vzorky obsahujici aortu spéie s horni ¢asti srdce k nasledné
analyze. Vzorky byly umighy do vhodného media (Leica, Pralizska republika) a
nasledg zmrazeny tekutym dusikem a usklaay pi teplo€ -80 stupita Celsia. Déle
byly odebrany vzorky krve pro biochemické vygef.

8.2. Biochemickéa analyza

Nejdiive byly ziskany jednotlivé frakce sérovych lipogioi vyuzitim analytické
ultracentrifugace (Beckman TL 100, Palo Alto, C/SA).

Koncentrace lipoproteinovych frakci byly zfgy enzymaticky podle
konverénich diagnostickych metod (Lachema, BrnOeska republika) a pomoci
spektrofotometrické analyzy (cholesterali plnové délce 510 nm, triglyceridyfip
vinové délce 540 nm, ULTROSPECT Ill, Pharmacia LB®technology, Uppsala,
Svédsko).

8.3. Histologické barveni olejovoderveni

Pro detekci lipid v aterosklerotickych lézich byly pouZity zmrazedéti vzorki.

Rezy byly suSeny na vzduchui pokojové teplot po dobu 30 minut, poté byly 30
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minut vystaveny fisobeni olejové ¢ervert a nasled&d barveny Gillovym

hematoxylinem.

8.4. Imunohistochemie

Pro imunohistochemickou analyzu byly nakrajameygy obsahujici semilunarni
chlopreé s aortou. Naslednbyly parizeny gicné fezy tlusté 7um a umistny na
podlozni skiéko potazené vrstvou Zelatiny.

Pro detekci exprese endoglinu byla pouzita metodikédin-biotin (ABC)
s deteknim ¢inidlem diaminobenzidinem (DAB), ktery wipac pozitivity poskytuje

hnédou barevnou reakci.

Protilatky

Pro detekci endoglinu byla pouZzita primarni monokloi protilatka rat anti-
mouse Endoglin (BD Pharmingen) véedni 1:50. Jako sekundarni protilatka byla
pouzita monoklonalni protilatka goat anti-rat Ige@or laboratoires, USA) vaetkni
1:400.

Postup

Podlozni skitka s tkdiovymi fezy byla na 15 minut uméta do roztoku acetonu
uchovavanéhoipteplot -20 stugit Celsia. Po kratkém oschnuti (15 minut) byl postup
zopakovang¢imz doslo k lepSimuipnuti vzorku na skliko.

Poté bylyfezy ot kratce osuseny (15 minut), naslédmozeny do roztoku PBS
(2x5 minut) a pipraveny pro analyzu.

Nejprve byl nanesen 10 % roztok goat séra v PBS(B@it) za delem blokace
nespecifickych vazebnych mist. Naslediefezy inkubovaly s roztoky anti-avidinu a
anti-biotinu (Vector Laboratoires, USA).

Poté byla provedena inkubace (1 hodina) s primgrofilatkou i pokojové
teplo€. Nasledoval oplach v roztoku PBS (2x5 minut) anpatiminutova inkubace v
3% roztoku HO,. Po dalSim oplachu PBS (2x5 minut) byla nanesextarslarni
protilatka (30 minut). Poté sezy ogt viozily do roztoku PBS (2x5 minut). DalSim
krokem bylo naneseni enzymu peroxidazy konjugovargavidin-biotin komplexem.
Nasledovalo fidani detekniho¢inidla DAB (Dako, Dansko).
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V dalsi fazi experimentu byljezy oplachnuty v acetonu a odvédg v aceton-
xylenu (10:1, 3 minuty), aceton-xylenu (1:10, 3 oty) a v xylenu (3x2 minuty).
Zawrem bylytezy ukotveny pomoci Eukittu.

Fotodokumentace a digitalizace snimkmikroskopu byla provedena za pouZziti
digitélni kamery Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., t&a, Kanada) pomoci softwaru
NIS (Laboratory Imaging eska republika).

8.5. Statisticka analyza

VSechny hodnoty v grafech jsou vyfady jako patmér + SEM (stedni chyba
praméru) pro 8 zviat v kazdé skupih Ke vzajemnému porovnéni paranietr skupin
zvirat byl pouzit nepéarovy T test. Rozdily byly statiy vyznamné v fipad, Ze p< a,
kde 0=0,05. K vypd@tu byl pouzit GraphPad Prism 5.0 software (GraphBafiware,
Inc, San Diego, California, USA).
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9. VYSLEDKY

9.1. Biochemické& analyza

Biochemicka analyza krevnich vzdrkprokazala vyznamné snizeni hladiny
celkového cholesterolu (50 + 1.7 vs. 22 + 1.4 minepl/< 0.001), VLDL cholesterolu
(44 £ 2.1 vs. 16 £ 1.0 mmol/l, p < 0.001) a LDL tsgerolu (12 £ 0.5 vs. 5.5 £ 0.3
mmol/l, p < 0.001) atorvastatinové skupiny v poréwhs kontrolni skupinou. Naproti
tomu hladiny HDL cholesterolu (0.5 £ 0.01 vs. 0.6.83 mmol/l) a triglycerid (1.3 £

0.1vs. 1.2 +0.1) nebyly vyznamovlivnény atorvastatinovou &bou (Graf 1).

Graf 1: Hladiny krevnich lipid @ u atorvastatinové (ATV) a kontrolni (CHOL)
skupiny.

Atorvastatinova Iéba vyznam# snizila hladiny celkového, VLDL a LDL cholesterolu
v porovnani s kontrolni skupinou. Hladiny HDL chosterolu a triglyceridi (TAG)
nebyly vyznamd# ovlivnény. (***p < 0.001)
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9.2. Histologické barveni olejovoderveni

Tato metoda byla pouzita pro porovnani velikosieragklerotickych pldi
Olejovacerver detekuje pitomnost tuk v histologickychiezech, a proto byla pouZita
pro stanoveni jejich akumulace v a&rPro hodnoceni barveni bylo pouzito 5 &k
z kazdého zwete, dohromady tedy bylo hodnoceno 40 ¢a&Kipro kazdou skupinu.
Pozorovanim v mikroskopu jsme zjistili zmensenicplpaterosklerotickych 1ézi u mysi

Z atorvastatinové skupiny v porovnani s kontrokusnou (obr. 15, 16).
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Obrazek 15: Reprezentativni obradzek barveni olejown ¢erveni u kontrolni
(cholesterolové) skupiny zviat.
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Obrazek 16: Reprezentativni obradzek barveni olejown ¢erveni u atorvastatinové

skupiny zvirat.
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V porovnani s kontrolni skupinou je u atorvastatiné skupiny zviat patrné zmenSeni

plochy barvenych lézi.
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9.3. Imunohistochemie

Exprese endoglinu byla viditelnarqulevSim na endotelu aterosklerotické léze,
endotelu aortalnich chlopni a dale v oblastech miéze a v kapilarach myokardu.
Exprese endoglinu byla pozorovatelna u obou skapigi. Pro hodnoceni barveni bylo
pouzito 5 skiéek z kazdého ziete, dohromady bylo hodnoceno 40 &kk pro kazdou
skupinu. Prohlizenim prepatidt mikroskopu jsme zjistili, Ze exprese endoglisupp
podavani statin vyrazré siln¢jSi zejména na povrchu aterosklerotickych {pl&e

srovnani s neté@nou skupinou (obr. 17, 18).
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Obrazek 17: Reprezentativni obrazek imunohistocherckého barveni endoglinu u
kontrolni (cholesterolové) skupiny zv¥at.
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Obrazek 18: Reprezentativni obrdzek imunohistochemaského barveni u

atorvastatinové skupiny zviat.

7 I - o -

V endotelu aterosklerotického platu u atorvastatiréoskupiny byla exprese endoglinu
dob*e pozorovatelna a siljSi nez v jinych mistech v porovnani s kontrolniuglnou.

Preparéaty byly dobarveny hematoxylinem.
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10. DISKUSE

Ateroskleréza je dnes povaZzovana za chronickéttnéd onemoceini cév, v jejiz
patogenezi hraje velmiitezitou roli mimo jiné také cholesterol.

Ktomuto faktu se dospp béhem rekolika poslednich let, kdy se postépn
upravovala teorie o aterogenezi. Prvitedstava nastéma teorii Rokitanského se
zakladala na tzv. inkrustai teorii, kde aterosklerdza vznikala diky ukladéibpiinu do
cévni stény. Pozdji nasledovaly dalSi teorie zaloZzené na pasivnitaddni cholesterolu
ve tkanich a také na teorii zvané ,response toryhjukde se pedpokladalo, Ze
aterogenni proces &aa porusSenim integrity cévniho endotelu (83). Veppozdiji
bylo definovano, Ze cholesterol a #Z#iva reakce jsou zakladem pro rozvoj
aterogenniho procesu (84).

Transformujici distovy faktorp (TGF B) je multifunikeni cytokin, ¢len rodiny
strukturalé podobnych polypeptid ozn&ované jako tzv. transforming growth factor
superfamily, ktery se podili ngadt regula&nich ¢innosti souvisejicich s proliferaci,
diferenciaci, migraci aipzivanim #iznych bugk v lidském &le (85). TGFp puasobi
pies fizné typy receptdrke kterym pai TGF 8 receptor |, TGH receptor Il a TGHB
receptor Il neboli endoglin. Endoglin tkicsowtast receptorového komplexu pro TGF
a hraje roli v gkterych procesech s nim spojenych. Exprese endoliita prokdzana v
lidskych (87,93), praséch (88) a mySich (86) aterosklerotickych lézich.

Zvysené sérové hladiny endoglinu objevené u pregbdae (89), aterosklerdzy
(90), diabetu a hypertenze (91) naang Ze endoglin hraje roli v patofyziologii
kardiovaskularnich onemoémich.

Statiny jsou latky, které kompetitigninhibuji 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
koenzym A (HMG-CoA) reduktazu, Kibvy enzym syntézy cholesteroluilBzitym
zastupcem této skupinyci@ je atorvastatin (63). Jeho uzivani je spojergzamnym
poklesem sérovych hladin LDL a VLDL cholesteroliglyceridi a apolipoproteinu B.
Kromé tohoto hypolipidemického vlivu jeémovana pozornost také jeho extralipidovym
acinkam, které se snad podili na antiaterogennim efékival (80).

V této diplomové praci jsme se zafii na zmény exprese endoglinu po podavani
atorvastatinu u spontadéirhypercholesterolemickych mysi. Tato prace bylacasti
popisu celé kaskady, kterou endogliriza ovliviovat a navazovala naqachazejici
studie (86).
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Béhem pokusu u Apo E/LDL receptor deficientnich mygb zjiS€no, Zze u mysi,
které dostavaly ke stréawnavic atorvastatin, doSlo k vyznamnému hypolipitéédmu
Gcinku. Dale u nich bylo pozorovano zmensSeni plochigrasklerotickych |ézi.
Imunohistochemicka analyza odhalila signifikantayseni exprese endoglinu v cévni
sténé. Exprese endoglinu byla zj&ta vyluiné v endotelu a to u mySi atorvastatinoveé i
kontrolni skupiny. Vysledky analyzy korespondujiysledky podobnych fiedchozich
experimentalnich studii, kdy zvySena exprese emuogbyla popsana prévv
mySich endotelialnich kikkach (86,92). U lidi byl endoglin zj&t v endotelu, bikach
hladké svaloviny nebo v makrofazich (87,55,93).

Zvyseni exprese endoglinu po podavani stat@ efekt, ktery je zajimavy
zejména vzhledem Iinkim endoglinu. Endoglin mimo jiné zvySuje expresi
endotelialni NO syntazy, coz je protektivni enzyiery hraje dlezitou roli v ochraa
cévniho endotelu a také v protekci z hlediska gmeze (94). Takto je mozné
konstatovat, Ze by atorvastatin moliep zvySovani exprese endoglinu zvySovat také
expresi endotelialni NO syntazy a tim i NO. Teneskrze pozitivni efekt by mohl
castén¢e prispst k protektivnim dinkam v aterogenezi. Kroin toho bylo také
prokazano, Ze endoglin zvySuje expresi a aktivialSigh ¢lend, ktei pati k jeho
signaliz&ni kaskad jako je Smad2 protein (95). ékteré studie prokazaly
protizaretlivé cinky Smad2 proteinu diky inhibici nuklearniho fakiekappa B (NF-
kB) a také jeho podil na stabilizaci aterosklerotatk plati (93,96).

VSechny tyto vysledky tedy poukazuji na fakt, Zg&owani exprese endoglinu by
mohlo hrat protektivni roli v aterogenezi s ohledera zlepSeni funkce endotelu,
protizaretlivé (cinky a stabilizaci aterosklerotickych piatJe ovSem nutno také
konstatovat, Ze tato tvrzeni budoiegmétem dalSi studii na kat&el biologickych a
lékarskych &d.
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11. ZAVER

Tato diplomova prace se zafita na sledovani vlivu podavani atorvastatinu na
expresi endoglinu v aterosklerotickych platech pdrgholesterolemickych Apo E/LDL
receptor deficientnich mysi.

Podavani atorvastatinu v davce 50mg/kg/den pro é&azzivie vedlo
k signifikantnimu poklesu hladin celkového, LDL &ML cholesterolu.

Dale doslo také k poklesu velikosti aterosklerotadk plati.

Imunohistochemickad analyza prokazala expresi emuogha cévnim endotelu
aorty i v kapilarach okolniho myokardu u obou skupiitat.

Podavani atorvastatinu dale vedlo ke zvySeni egpesgloglinu v porovnani s
kontrolni skupinou.

Zawrem lze vzhledem k popsanym efiakt endoglinu na endotelialni dysfunkci,
zaret a stabilitu platu konstatovat, Ze zvySeni expreseloglinu by mohlo mit
protektivni vliv na ateroskleroticky proces, cozZ mphlo gispivat k pozitivnimu vlivu

statini na aterogenezi.
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12. SEZNAM ZKRATEK

4S
ABC
ACE
ALK 1
ALK 5
Apo E

ASCOTT-LLA

ASTEROID

ATl

BMI
BMP-2
DAB

DM

EC

FGF

HDL
HMG-CoA
IDL

ICHS
IL-1
JUPITER

KV

KVO

LDL
NF-xB

NO

PBS
PDGF
PROVE-IT

The Scandinavian Simvastatin Survival Study

Avidin-Biotin metodika

angiotenzin konvertujici enzym

activin receptor-like kinase 1

activin receptor-like kinase 2

apolipoprotein E

Anglo-Scandinavian Cardiac Outcomes T+d.ipid Lowering Arm
A Study To evaluate the Effect of Rosua#ist On Intravascular
ultrasound-Derived coronary atheroma burden
angiotenzinové receptory typu 1

body mass index

kostni morfogeneticky faktor 2 (bone morphoggec protein-2)
diaminobenzidin

diabetes mellitus

endotelialni bitky (endothelial cells)

tistovy faktor fibroblast (fibroblast growth factor)

lipoproteiny o vysoké hustd{high density lipoproteins)
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

lipoproteiny o stedni hustat (intermediate density lipoproteins)
ischemické choroba sriad

interleukin 1

Justification for the Use of Statins in nRary Prevention: an
Intervention Trial Evaluating Rosuvastatin

kardiovaskularni

kardiovaskuarni onemoeni

lipoproteiny o nizké husteét(low density lipoproteins)

nuklearni faktor-kappa B

oxid dusnaty

fosfatovy pufr

destikovy ristovy faktor (platelet-derived growth factor)
Pravastatin or Atorvastatin Evaluation amigction therapy
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REVERSAL
RF

SMAD

TG

TGF

TK

TNF

VLDL

Reversing Atherosclerosis with Lipid Louwey

rizikovy faktor

protein regulujici funkci TGIB; fungujici jako transkrigni faktor
triglycerid

transformujiciistovy faktor (transforming growth factor)
krevni tlak

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis fagt

lipoproteiny o velmi nizké hustdt(very low density lipoproteins)
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