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ABSTRAKT

Magdalena Lasotova

Imunohistochemicka analyza exprese SMAD protein(i u experimentalni ateroge-
neze

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Sledovali jsme vliv atorvastatinu na expresi fosforylované formy SMAD
3 v aterosklerotickych platech u ApoE/LDL receptor deficitnich mysi.

Metody: Bylo pouZito 16 samic ApoE/LDL receptor deficitnich mysi kmene
C57BL/6J. Zvirata byla nahodné rozdélena do dvou skupin. Po dobu 8 tydnu byly
obé skupiny krmeny standardni dietou. Zvifata druhé skupiny dostavala
v potravé navic atorvastatin v davce 50 mg/1kg/den. Dale byly odebrany vzorky
krve pro biochemickou analyzu. Stanoveni lipidl v aterosklerotickych lézich jsme
provedli pomoci histologického barveni olejovou cCerveni. Pro imunohistoche-
mickou analyzu byly pouzity vzorky obsahujici semilunarni chlopné s aortou. Pro
detekci exprese SMAD 3 proteinu byla pouZita metodika Avidin-Biotin (ABC)
s detekci pomoci DAB.

Vysledky: Podavani atorvastatinu vedlo k signifikantnimu zvySeni hladin
cholesterolu a VLDL cholesterolu. Navzdory hypercholesterolemickému ucinku
atorvastatinu doslo k poklesu  velikosti aterosklerotickych platd.
Imunohistochemicka analyza prokazala expresi fosforylované formy SMAD 3
proteinu v celé sténé aorty véetné endotelu, platu a cévni medie. Exprese SMAD
3 byla vyraznéjsi v aterosklerotickych platech mysi, kterym byl podavan
atorvastatin.

Zavér: Podavani atorvastatinu dale vedlo ke zvySeni exprese SMAD 3 proteinu.

Bylo prokazano, ze SMAD 3 ma vyrazné protizanétlivé ucinky.
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Immunohistochemical analysis of expression of SMAD proteins in experimental
atherogenesis.
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Background: We observed the effect of atorvastatin on the expression of
phosphorylated form of SMAD 3 in atherosclerotic plaques of ApoE / LDL recep-
tor deficient mice.

Methods: We used C57BL/6J female mice with double deficiency of apolipopro-
tein E and LDL receptor. Animals were divided into two groups. For 8 weeks bo-
th groups were fed a standard diet. Animals of the second group received addi-
tion of atorvastatin 50 mg/1 kg/day. Blood samples were taken for biochemical
analysis. Histological staining with oil red we have taken for the determination
of lipids in atherosclerotic lesions. For immunohistochemical analysis were used
samples containing semilunar valves with aorta. Detection of expression of
SMAD 3 protein was performed using Avidin-Biotin method (ABC) with detecti-
on using DAB.

Results: Administration of atorvastatin significantly increased level of total cho-
lesterol and VLDL cholesterol. Despite hypercholesterolemic effect the adminis-
tration of atorvastatin resulted in significant reductions of atherosclerotic lesi-
ons compared with the control group. Immunohistochemical analysis, we de-
monstrated expression of SMAD 3 protein in the aortic wall including endotheli-
um, atherosclerotic plaque and vessel media. The atorvastatin group showed
stronger SMAD 3 expression in atherosclerotic plaques.

Conclusions: Administration of atorvastatin showed the greater expression of
SMAD 3. It has been shown, that SMAD 3 has a strong anti-inflammatory ef-

fects.
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1 UvVoD

Kardiovaskularni choroby jsou hlavni pfi¢inou Umrtnosti obyvatel
v pramyslové vyspélych zemich. Data ze Svétové zdravotnické organizace ukazu-
ji, Ze KVO jsou na celém svété zodpovédna pfiblizné za 30% celkové mortality.
Umrtnost na tato onemocnéni je v Ceské republice jedna z nejvyssich v Evropé, i
kdyZ v poslednich nékolika letech zacala klesat (1).

Za Cast tohoto poklesu jsou odpovédné nové a ucinnéjsi zplsoby |écby. Da-
leko vétsi vyznam se vsak pfipisuje zménam Zivotniho stylu, neustale se zlepsuji-
ci detekci KVO a obecné duslednéjsSimu uplatfiovani zasad primarni a sekundarni
prevence (2).

Nejcastejsi pricinou kardiovaskuldrni mortality a morbidity je ischemicka
choroba srdecni, ktera je definovana jako ischemie myokardu vznikajici na pod-
kladé patologickych zmén koronarniho recisté. Je budto klidova, nebo vznika, pfi
zvySeném narokd srdce na dodavku kysliku. Je nejcastéji zplisobena koronarni
aterosklerdzou. Zasadnim faktorem v patogenezi aterosklerdzy je dyslipidémie
(2, 3).

Aterosklerdza je zanétlivé onemocnéni tepen, pri némz se v jejich sténach
ukladaji tukové latky. Dochazi ke vzniku aterosklerotickych platl. Tepna je takto
poskozovana, ztraci pruznost a dochazi k jejimu postupnému zuzovani. Stendza,
spasmus a nasedajici trombus maji za ndsledek az uUplné uzavieni tepny
s naslednou ischémii prislusné ¢asti. Rozsah a dlsledky zavisi na citlivosti tkané
k nedostatku kysliku a oblasti, ktera byla ischémii postizena. K nej¢astéjsSim kli-
nickym projeviim aterosklerdzy patti vSsechny formy ischemické choroby srdecni
(ICHS), ischemicka choroba dolnich koncetin (ICHDK) a cévni mozkova pfihoda
(CMP) (1,4).

K rozvoji aterosklerdzy prispivaji rizikové faktory, které mohou byt neovliv-
nitelné (pohlavi, vék, genetickd predispozice) nebo vice ¢i méné ovlivnitelné
(koureni, fyzicka inaktivita, arteridlni hypertenze, hyperlipidémie, diabetes melli-

tus a obezita).



vvvvv

pfihodu aterosklerotické etiologie, maji vétsi riziko jeji recidivy nejen ve stejné
oblasti, ale také dalsi prihody v jiné ¢asti krevniho recisté (1).

Lécit jiz vzniklou aterosklerdzu je velmi obtizné. Protoze se jedna o kom-
plexni onemocnéni cév, také lécba musi byt komplexni a méla by zahrnovat
kromé farmakologické l1écby hypolipidemiky a antikoagulancii i reZimova opat-
feni a zménu Zivotniho stylu, v€etné snahy o dosazeni cilovych hodnot krevniho
tlaku a glykémie.

Vcasné odhaleni osob, které jsou vlivem genetické zatéze a ostatnich riziko-
vych faktor( v nebezpedi kardiovaskuldrni pfihody, mize v budoucnu vyrazné
snizit KV i celkovou mortalitu. Je nutné nachazet v této oblasti stale nové efek-
tivnéjsi a cilenéjsi IéCebné strategie, aktivné zapojit pacienty do IéCby a posilovat
dlislednou primarni prevenci téchto onemocnéni u asymptomatickych osob

(1,5).



2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE KREVNICH CEV

2.1 OBECNA STAVBA CEV (zpracovano dle 6)

Krevni cévy jsou pfizplsobeny svym fyziologickym poZadavkim a vytvafi

spojity systém s fadou plynulych prechodl mezi jednotlivymi typy. Krevni cévy

se obvykle skladaji z nasledujicich vrstev neboli tunik.

Tunica intima tvori vnitfni povrch cév a sklada se z vrstvy endotelovych bu-

nek. Pod endotelem se nachazi subendotelova vrstva ridkého vaziva. V arteriich

oddéluje intimu od medie fenestrovana lamina elastica interna, ktera difuzi

umoznuje vyzivu bunék lezicich hloubégji v arteridlni sténé.

Obrazek 1: Sténa krevni cévy

TUNICA INTIMA

-endotel

subendotelova vrstva

TUNICA ADVENTITIA

10

Tunica media tvofi stfedni
vrstvu cévni stény a sklada se z
koncentrickych vrstev hladkych
svalovych bunék. Mezi nimi se
nachazi elasticka a kolagenni
vldkna typu Ill. Ve velkych tep-
nach oddéluje medii od zevni tu-
nica adventitia tenkd lamina elas-

tica externa.

Tunica adventicia predstavu-
je zevni vrstvu a je tvorena elas-
tickymi a kolagennimi vlakny typu
I. Vrstva adventicie prechazi do
vaziva organu, kterym céva pro-

chazi.



Vasa vasorum - jednad se o bohaté vétvené malé cévy, které se nachazejici
ve sténach velkych cév. VyZivuji adventicii a medii, které jsou ve velkych cévach

prilis silné a nemohou byt Ziveny difuzi z lumen.

2.2 KAPILARY

Kapilary maji v priiméru 7 az 9 um a skladaji se z jedné vrstvy endotelovych
bunék, jejichZz zevni povrch je tvoren bazdlni laminou. Navzdjem anastomézuji a
vytvari kapilarni sit. Mezi sousednimi burikami se nachazi spoje typu zonulae
occludentes, dezmosomu a nexd. Spojeni typu zonula occludentes umoziuje
rdznou prostupnost pro makromolekuly, coz hraje dllezitou roli za rliznych fyzi-
ologickych ¢i patologickych stavi. Kapilary jsou obklopeny nesouvislou vrstvou
mezenchymalnich bunék s dlouhymi vybézky (pericyty), které jsou obdareny
schopnosti kontrakce a transformace v jiné bunky. Kapilary hraji roli v fadé me-
tabolickych pochodt, slouZi jako selektivné propustna bariéra a brani vzniku

trombu (6,7).
Kapilary délime do ¢tyr skupin dle jejich struktury (6).
Obrazek 2: Souvisla kapilara

X ComtinLoLs Souvislé kapildry jsou tvofeny souvislym

capillanes  ondotelem bez fenestraci. Endotelové buiiky jsou ob-

endothelial cell
f"_\ e klopeny bazalni membranou. Obousmérny transport je
zajiStén prostrednictvim pinocytarnich vacka. Tyto ka-

pilary se nachazi ve svalech, exokrinnich Zlazach a ner-

vové tkani.
bezement membrane

permesble to substances <10 nm,
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Obrazek 3: Fenestrovana kapilara

Fenestrated Fenestrované kapilary obsahuji ve sténach

capillaries , vy v , o
P endotelovych bunék cetné fenestrace (prlichody),

které jsou prepazeny prepazkou (diafragmou). S

fenestrovanymi  kapilarami  se  setkavame
o P v ledvinach, stfevech ¢i endokrinnich zlazach, tedy

v mistech, kde dochazi k rychlé vyméné latek mezi

‘ fenestration , L. i
krvi a tkanémi.

permeable to substances = 100 nm

Fenestrované kapilary bez diafragmat jsou charakteristické pro ledvinna téliska.
Endotelové bunky jsou od epitelovych bunék oddéleny silnou bazalni membra-

nou.

Obrazek 4: Sinusoidni kapilara

Discontinuous
capillaries

Q Sinusoidy jsou modifikované kapilary. Obsahu-
% ji mnoho fenestraci, bazalni membrana chybi nebo
je nesouvisla. Maji klikaty pribéh a rozsiteny pri-

\\ a] svit. Nachazeji se zejména v jatrech, sleziné a kost-

ni dfeni. Endotelie maji schopnost fagocytdzy (6,7).

pemeable to substances = BO0-3000 nm

12



2.3 ARTERIE

Stény artérii jsou silnéjsi nez stény vén. Délime je dle jejich stavby, velikosti

a funkce.

Velké artérie elastického typu (napr. aorta):
- tunica intima je siln3, vystlana endotelovymi burikami
- tunica media je tvorena rfadou koncentricky uspofadanych elastickych vldken,
mezi nimi se nachazi hladké svalové burky, retikularni vldakna a chondroitin sul-
fat

- tunika adventitia je malo vyvinutd, obsahuje elasticka a kolagenni vlakna

Stredné velké artérie svalového typu:
- tunica intima muaZe obsahovat mensi mnozstvi hladkych svalovych bunék
- membrdna elastica interna je zfetelné vyvinuta
- tunica media mlZe obsahovat az 40 vrstev hladkych svalovych bunék, dale
rdzné mnozstvi elastickych vlaken a proteoglykant
- membrdna elastica externa se nachazi pouze ve vétsich svalovych artériich

- tunica adventitia je tvorena z kolagennich a elastickych vldken

Arterioly:
- maji prlsvit mensi nez 0,5 mm
- tunica intima je sloZzena z endotelu, nad nim leZi sit jemnych elastickych vldken
- tunica media je Cisté svalova, sklada se z 1-5 vrstev hladkych svalovych bunék
- membrdna elastica externa chybi

- tunica adventitia je tenka a tvorena siti kolagennich vldken (6,7)

Metaarterioly:

- drobné vétve arteriol, obklopené nesouvislou vrstvou hladké svaloviny

- stah metaarteriol reguluje obéh v kapildrdch pomoci prekapilarnich sfinkter(

13



2.4 VENY

Délime je na venuly, vény malého a stfedniho kalibru a velké vény. Vyznacu-
ji se tenkou sténou a Sirokym lumen. Ve vénach jsou pritomny vendzni chlopné
tvorené tenkou vazivovou ploténkou krytou endotelem, které usmérnuji tok

krve (7).

Venuly:
- maji pramér 0,2-1Imm
- tunica intima tvorena typickym endotelem, tunica media je velmi tenka, tunica

adventitia je nejsilnéjsi a bohata na kolagen

Malé a stredni vény:
- tunica intima tvorena endotelem a obvykle opatfena tenkou subendotelovou
vrstvou
- tunica media je tvorena svazky svalovych bunék, obsahuje také kolagenni a
retikuldrni vliakna

vvvvv

lagennich vldken, ojedinélé se vyskytuji buriky svalové (6,7)

Velké vény:
-tunica intima je dobfe vyvinuta, se silnou subendotelovou vrstvou
-tunica media je tenci, tvorena nékolika vrstvami hladkych svalovych bunék a
kolagennimi vlakny
-tunika adventitia je nejlépe vyvinuta, obsahuje podélné svazky hladké svalovi-
ny, které ji zesiluji a zabranuji roztazeni cévy, tyto jsou oddéleny pruhy vlaken

kolagennich (6,7)

14



Obrazek 5: Schéma vény a artérie

o— Endothalium

Endothelium | L
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Obrazek 1: http://www.wikiskripta.eu (25.4.2011)

Obrazek 2-4: http://pcwww.liv.ac.uk (25.4.2011)

Obrazek 5: http://anteportaminferam.blog.cz (25.4.2011)
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3 ATEROSKLEROZA

Aterosklerdza je komplexni onemocnéni velkych a stfedné velkych tepen
svalového a elastického typu. Ateroskleroticky proces vznika v disledku posko-
zeni endotelu, ktery se tak stava propustnym pro celou fadu zanétlivych bunék a
dalSich komponent. Dochazi ke stimulaci proliferace hladkych svalovych bunék
ve sténé tepny. Vznik aterosklerotického platu probiha v nékolika stupnich, kte-
ré se navzajem prolinaji. Od tukovych prouzkd, pres svalové tukové platy aZz po
vznik fibroateromu. Tento patologicky proces vede ke ztlusténi arterialni stény a
ztraté jeji elasticity (8).

Aterosklerézu mizeme rozdélit na centralni a periferni typ. U centrdlniho
typu aterosklerdzy je nejvice postizena brisni oblast aorty a obé velké tepny
smeérujici od aorty do obou dolnich koncetin. Sténa aorty se postupné napin3,
dilatuje a muze dojit ke vzniku aneuryzmatu. Periferni typ postihuje predevsim
véncité, mozkové a ledvinové tepny. Aterosklerotické zmény vedou k zuzZeni
prasvitu cévy, tvorbé trombu, popripadé k rupture a krvaceni do aterosklerotic-
kého platu. Vysledkem je pokles krevniho pritoku a hypoxie postizené oblasti

(8,9).

3.1 EPIDEMIOLOGIE

Presné statistiky, jaké procento pacientl aterosklerdzou trpi, nebyvaji pre-
zentovany, jelikoz nemocni byvaji zpravidla zachyceni az v dobé, kdy se atero-
sklerdéza projevi klinicky (1).

Kardiovaskularni choroby jsou v CR na prvnim misté v pfi¢inach umrti — v
roce 2008 na né zemrelo 52 000 lidi, coz predstavovalo 50 % vSech Umrti. ICH S
je pricinou priblizné 40 % vsech umrti z kardiovaskuldrnich pfricin (10).

V poslednich 20 letech pozorujeme v CR vyznamny pokles standardizované
kardiovaskularni mortality, zejména pokles mortality na cerebrovaskuldrni a ko-

rondrni pfihody, ktery dosahnul 50 % pro obé pohlavi (10).

16



3.2 RIZIKOVE FAKTORY

Vsechny priciny vzniku aterosklerdzy nejsou znamé. Neexistuje kauzalni |é¢-
ba, umime pouze do jisté miry odstranovat symptomy a lécit komplikace. Jsou
ale znamé stavy nebo faktory, které pravdépodobnost vzniku aterosklerdzy a
rychlost jejiho rozvoje mnohondsobné zvysuji. Oznacuji se jako rizikové faktory a

jsou vysledkem interakce Zivotniho stylu jedince s jeho genetickou vybavou (2).

NEOVLIVNITELNE RIZIKOVE FAKTORY (zpracovano dle 5)

Vvék
Pravdépodobnost manifestace aterosklerdzy stoupa s vékem. Riziko stoupa

u muzl po 45. a u Zen po 55. roce (souvislost s nastupem menopauzy).

Pohlavi
Muzi jsou ohroZeni podstatné vice nez Zeny, u kterych je prokazan protek-
tivni vliv estrogena. Riziko u Zen se po menopauze bez substitucni |écby estro-

geny zvysuje.

Genetické faktory
Vyskyt infarktu myokardu nebo nahle smrti u otce ¢i sourozence muzského

pohlavi ve véku nizsim nez 55 let, u matky Ci sestry pred 65. rokem Zivota.
OVLIVNITELNE RIZIKOVE FAKTORY (zpracovano dle 5,3)
Hyperlipoproteinémie

Za rizikové povaZzujeme zvyseni celkového cholesterolu (nad 5 mmol/l) a

LDL-cholesterolu (nad 3 mmol/l), snizeni HDL-cholesterolu (pod 1 mmol/I), hy-

pertriglyceridémii (nad 1.7 mmol/l) a zménu velikosti LDL-C3stic.
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Koureni
Koufeni vede k dysfunkci endotelu, pUsobi vazokonstrikéné, nepftiznivé
ovliviuje lipidovy profil, zvySuje hladinu fibrinogenu a riziko vzniku koronarni

trombdzy.

Arteridlni hypertenze
Zvyseni krevniho tlaku nad 140/90 mm Hg vede k endotelidlni dysfunkci a
ke zvySeni cévni permeability. ZvySena hladina angiotenzinu Il dale vede

k remodelaci cévni stény a hypertrofii levé srdecni komory.

Diabetes mellitus (inzulinova rezistence, porusend glukdzova tolerance)
Zejména DM ll.typu vede pfi hyperglykémii k tvorbé glykovanych LDL ¢astic,
které snadno podléhaji oxidaci. Glykooxidované LDL ¢astice usnadnuji transfor-

maci makrofagu na pénovou burku. (11)

Obezita (zejména abdominalniho typu)

Trombogenni rizikové faktory (vysoka hladina fibrinogenu v séru)

Nedostatek télesné aktivity

2Zvysend hladina homocysteinu v plazmé (jeji snizeni nemélo Zadny pozitivni
dopad na redukci KV ptihod) (5).

Sdruzeni nékolika rizikovych faktor( se nazyva metabolicky syndrom.

Tabulka 1: Rizikové faktory MS

Tab. 3 - Harmonizovana definice
metabolického syndromu (2009)

Metabolicky syndrom = nejméné 3 z 5 rizikovych faktort

ZvySeny obvod pasu speclfické hranice pro
Jednotiivé populace/zemé

muZl (evropského pivodu) = 94 cm (zySené riziko)
> 102 (vysoke riziko)
Zeny (evropského plvodu) = 80 cm zvy3ené riziko),
= 88 (vysoke riziko)
triglyceridy = 1,7 mmoV/l
nebo specificka lecba
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HDL-cholesterol
muzl < 1,0 mmol
Zeny < 1,3 mmol/
nebo specificka Iétba
krevnl tlak > 130/= 85 mmHg
nebo speclficka leéCba
glykémie nalatno = 5,6 mmoVl
nebo dlabetes mellitus 2. typu

www.zdn.cz (27.4.2011)

Cilem |éCby aterosklerdzy je zabranit komplikacim a zlepSit prokrveni posti-
Zenych orgdnu. Nemaly vyznam md Uprava Zivotniho stylu a modifikace ovlivni-
telnych rizikovych faktor(i v rdmci primdrni a sekundarni prevence. Vyskytuje-li
se u jedince nékolik rizikovych faktor(i najednou, jejich efekt se nasobi. Mezi

rezimova opatieni mizeme zahrnout i Ié¢bu obezity (1, 5).

Obrazek 6: Ovlivnitelné rizikové faktory aterosklerézy

Hlavni ovlivnitelné rizikové faktory
kardiovaskularnich onemocnéni

oy ; Biochemicke a fyziologicke
Faktory Zivotniho stylu charakteristiky

(oviiviritelne prinio)  wh| (oviivnitelné nepiimo, sekundirné)

L ® ryyzeny cholesterol v plasme
- KOUI’E"I (celkovy a Zejména LOL frakce)

® Strava - bohata na satur. ® nizky HDL cholesterol
tuky, cholesterol a energii . .
® 7vyzene triglyceridy
" Nizka pohybova aktivita ,

" rvvieny Krevni tlak

® Alkohol - nadmema * Hyperglykémie, snizens
konzumace gluktaolerance, diabetes
= Obezita

* Trombogenni faktary

www.cba.muni.cz (27.4.2011)
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3.3 PATOGENEZE

Pohled na aterosklerézu se v poslednich letech velmi zménil. Na atero-
sklerézu bylo dlouho pohlizeno jako na degenerativni onemocnéni tepen. Pred-
pokladalo se, Zze dochazi k mechanickému ukladani cholesterolu za vzniku atero-
sklerotickych plat(, které tepnu postupné zuzuji, az ji nakonec uzaviou (5,1).

V soucasné dobé je ateroskleréza vnimana jako imunitné zanétlivy proces,

ktery je odpovédi na poskozeni imunity (5).

3.3.1 ULOHA LIPOPROTEINU V PATOGENEZI ATEROSKLEROZY

Hlavnimi lipidy jsou cholesterol, triglyceridy a fosfolipidy. Cholesterol a fos-
folipidy jsou dlleZitou soucasti bunéénych membran. Triglyceridy predstavu;ji
dllezity zasobni zdroj energie v téle. Lipidy se vazi na specifické bilkoviny apoli-
poproteiny a tvofi s nimi komplexy zvané lipoproteiny. Tyto komplexy umoznuiji
transport a rozpustnost ve vodé nerozpustnych lipid{ a jejich vazbu na pfislusné

receptory. Existuje nékolik druh( lipoprotein( a délime je dle hustoty (3,4):

Chylomikra

e Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL)
e Lipoproteiny se stfedni hustotou (IDL)

e Lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL)

e Lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL)
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Obrdazek 7: SloZzeni LDL a HDL lipoproteint

APOPROTEIN A-l

ESTER CHOLESTEROLU
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www.biology.estranky.cz (27.4.2011)

Lipoproteiny jsou v centru tvoreny hydrofobnimi triacylglyceroly a estery
cholesterolu. Jejich obal, v némz jsou fosfolipidy, volny cholesterol a apolipopro-
teiny, umoznuje, Ze se C¢astice vznasi ve vodé (4).

LDL ¢astice hraji hlavni roli vtomto patologickém procesu. Vazi se na LDL-
receptory nebo na scavengerové receptory. Pisobenim volnych kyslikovych ra-
dikdlu podléhaji oxidaci a jsou prednostné vychytavany scavengerovymi recep-
tory monocytld a makrofagl. Svym toxickym pusobenim na burky cévni stény
mohou pfimo poskodit endotel. Zvysuji adherenci a chemotaxi monocytd a lym-
focytl a jejich preménu na makrofagy. Makrofagy poté pohlcuji oxidované LDL
Castice a vznikaji pénové burky. Naproti tomu ¢astice HDL jsou nositeli antioxi-
dacnich enzym( a chrani pred vznikem aterosklerdzy (12,13).

Antiaterogenni pusobeni HDL je komplexni a zahrnuje fadu mechanismu.
Kromé zajisténi reverzniho transportu cholesterolu, inhibuje peroxidaci lipid( a

tim vznik kyslikatych radikald, tlumi zanét, ovliviiuje hemoreologické a hemosta-
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tické vlastnosti krve, podili se na upravé endotelidlni dysfunkce a inhibuje apo-
ptozu (5).

Dalezitym parametrem je apo-B (apolipoprotein pro LDL). Informuje nds o
poCtu aterogennich ¢astic. Rozsahlé intervencni i prospektivni studie AMORIS a
INTERHEART (14,15) prokazaly, Ze apo-B je lepSim ukazatelem KV rizika nez ,kla-
sické” lipidové parametry. Stanoveni apo-B je vyhodné zejména u nemocnych, u
kterych je mozno predpokladat zvySeny vyskyt malych denznich LDL ¢astic (16).

Malé denzni LDL Castice jsou vysoce aterogenni. Jsou obtizné vychytavany

cestou LDL receptorq, |épe pronikaji endotelem a snadno podléhaji oxidaci (5).

3.3.2 ULOHA ENDOTELU, MAKROFAGU A BUNEK HLADKEHO SVALSTVA V
PATOGENEZI ATEROSKLEROZY

Fyziologicka funkce endotelu

Endotelie jsou ploché bunky tvofici jednovrstevnou vystelku cév-endotel.
Endotel je z jedné strany omyvan krvi a z druhé priseda k bazalni membrané.
gan v lidském téle, u dospélého ¢lovéka vazi az 1,5kg (5,17).

Endotel méa v organismu nékolik ukolll. M3 dualezitou funkci v ovlivihovani
trombotickych a koagulacnich aktivit. NO a prostacyklin na povrchu endotelii
inhibuji agregaci krevnich desti¢ek. Prostfednictvim tvorby aktivatoru plazmino-
genu a urokinazy udrzuje rovnovahu koagulacniho a fibrinolytického systému
(12).

Endotel reguluje cévni tonus prostfednictvim sekrece vazodilatacnich a va-
zokonstrikénich pusobkd. NO a prostacyklin podporuji vazodilataci, inhibuji pro-
liferaci bunék hladkého svalstva, brani adhezi monocytl, makrofagl a leukocy-
tl. Endotelidlni bunky jsou vSak také schopny oxidovat LDL ¢astice transporto-

vané do cévni stény (12).
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Endotel ovliviiuje permeabilitu cévni stény, tvofi selektivni bariéru pro mo-
lekuly a bunky, secernuje molekuly ristovych faktor( a cytokin(i a ovliviiuje no-
votvorbu cév. (5,12).

Bylo zjisténo, Ze u osob s rizikovymi faktory aterosklerdzy, kteri zatim nema-
ji Zddné morfologické znamky, reaguji cévy na intraarterialni podani acetylcholi-
nu jinak, nez osoby bez rizikovych faktor(. Tato latka u zdravych jedinc( vyvola
dilataci artérii vlivem zvySeni produkce NO. U osob s rizikovymi faktory vsak do-
jde k prechodnému zuzeni tepny. NejcastéjsSim dlsledkem poruchy funkce en-

dotelu je rozvoj aterosklerdzy (17).

Poskozeni endotelu a endotelialni dysfunkce

Casna faze aterosklerézy je zplsobena endotelidlni dysfunkci, dochazi
k adhezi monocytll a leukocytd na cévni endotel. Tento proces je zprostiedko-
van pomoci adhezivnich molekul. Vaskularni adhezivni molekula VCAM-1, intra-
celularni adhezivni molekula ICAM-1, E-selektin a P-selektin.

Na poskozeni endotelu se mlze podilet fada faktorl. Kromé hypertenze a
zvySené hladiny LDL cholesterolu se mohou rliznou mirou podilet také mecha-
nické faktory, viry, toxiny a homocystein.

Poskozeny endotel se stava propustnym pro fadu substanci. Dochazi
k aktivaci makrofagl a k migraci bunék hladkého svalstva, které maji klicovou
ulohu ve fibroproliferativni sloZce aterogeneze (12).

Buniky hladkého svalstva existuji ve 2 fenotypech (kontraktilni a synteticky).
Kontraktilni typ je stimulovan endotelinem, katecholaminy, prostaglandiny, NO
a angiotentinem II. Na tyto podnéty reaguje prostfednictvim vazodilatace nebo
vazokonstrikce. Synteticky typ reaguje na puUsobeni rdstovych faktord PDGF,
TGF-beta a FGF. Dochazi k proliferaci, tvorbé vaziva a zmnoZeni extracelularni
matrix. Hladko-svalové bunky tak zvétSuji a zpevnuji ateroskleroticky plat

(12,18).
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Bunécné proliferace se ucastni kromé vySe zminénych rdstovych faktor(
také IGF-1, TNF-alfa, IL-1. Z hlediska exprese v cévach je vyznamny TGF-B1 cyto-
kin, ktery pusobi prostfednictvim SMAD proteinli. M4 protektivni, protizanétlivé
ucinky a ovliviiuje expresi genu podilejicich se na tvorbé pojivové tkané. Bude o
ném pojednano v 5. kapitole.

Ve vSech stadiich aterosklerdzy jsou pfitomné makrofagy vznikajici premé-
nou monocyt(l. V ¢asnych fazich se podili na vychytavani a modifikaci LDL ¢astic.
Spolu s lymfocyty a burikami hladkého svalstva se podili na tvorbé tukového
prouzku. Ddle tvofi rlistovy faktor PDGF a stimuluji proliferaci bunék hladkého
svalstva a neovaskularizaci platll. Prostfednictvim enzymU metaloproteinaz
zmékcuji slupku platu a zvysuji riziko ruptury. Tvori zanétlivé mediatory IL-1 a

TNF-alfa a vedou k amplifikaci zanétu (3,12).

Obrazek 8: Schéma pocatecni faze dysfunkce endotelu
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3.3.3 LDL A SCAVENGER RECEPTORY

Hlavni funkci LDL receptoru je poskytovat burice cholesterol, ktery je nutny
k syntéze membrdn a je prekurzorem pro syntézu hormon( a Zlu¢ovych kyselin.
LDL receptory jsou pritomny na vSech bunkach, nejvice se vSak nachazi v jatrech,
nadledvinach a pohlavnich zZlazach. Pocet LDL receptoru je zpétnovazebné regu-
lovan mnozstvim cholesterolu v bunce. Spolu se scavengerovymi receptory jsou

exprimovany na povrchu makrofagt (5,13).

Poruchy LDL receptord délime do 4 skupin (5):

porucha syntézy receptort

porucha transportu receptorli z endoplazmatického retikula na povrch

bunky

porucha vazby lipoproteinu na receptor

porucha internalizace

Acetyl-LDL receptory (scavenger receptory) jsou exprimovany na burnkach
monocytl, makrofdgd, na burikdch hladkych svalll a endoteliich. Jejich pocet
neni ovlivnén hladinou cholesterolu a nedochazi ke zpétnovazebné regulaci.
Hraji vyznamnou roli v rozvoji aterosklerdzy. Pfi zvySené koncentraci LDL ¢astic
dochazi k jejich vychytavani makrofagy. Makrofag, ktery jiz nem(zZe vycestovat z
arteridlni stény, se méni na rezidentni makrofag a pénovou buriku. Makrofagy
vylucuji cytokiny a dalsi chemotaktické plsobky a podléhaji apoptdze. U famili-
arni hypercholesterolémie chybi funkéni LDL receptory a prevazna ¢ast LDL cho-

lesterolu je tak metabolizovana prostfednictvim scavenger receptort (5,13).
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Obrazek 9: Schéma uptake cholesterolu

web.campbell.edu (28.4.2011)
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3.3.4 FAZE ATEROSKLEROZY
1) Uvodni faze — tvorba tukového prouzku

Cely proces vznikd v endotelové casti arteridlni stény tenkymi lézemi en-
dotelu. ZvySend permeabilita endotelu vede k prostupu monocytll, lymfocytd,
LDL castic a dalSich slozek plazmy do subendotelové vrstvy. LDL se kumuluji a
modifikuji prostfednictvim oxidace a neenzymatické glykace. Monocyty ve sténé
tepny podléhaji preméné na makrofagy. Makrofdgy fagocytuji oxidované LDL
Castice a vznikaji pénové bunky. Pénové bunky jsou makroskopicky patrné jako
Zluté skvrny, jelikoz neprostupuji do lumina cévy, nemohou tedy vyznamné

ovlivnit pritok krve (8,19,20).
Obrazek 10: Uvodni faze aterosklerdzy
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2) Progresivni faze — tvorba aterosklerotického platu

ZvySuje se mnoizstvi makrofdgl. Na rozhrani medie a intimy dochazi
k poskozeni lamina elastica interna, hladké svalové bunky prochazi do suben-
dotelového prostoru, kde proliferuji a transformuji se do pénovych bunék. Nad
pénovymi burikami se tvofri fibrézni vrstva z kolagenu a hladkych svalovych bu-
nék. Makroskopicky jsou platy bledé Sedé nebo Zluté barvy. Svalové elasticka
slozka je postupné destruovana a nahrazovdna masou depozit kolagenu, lipidQ a
kalcia. Dochazi ke ztlusténi cévni stény a jejiho vyklenuti do lumina, coZz muze

byt pricinou ¢astecné ¢i Uplné obstrukce cévy a naslednych komplikaci (8,19,20).

Obrazek 11: Tvorba aterosklerotického platu
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3) Faze komplikaci

Stabilni platy, které postupné cévni lumen zuzuji, jsou odpovédné za vznik
namahovych stenokardii. Na cévni obstrukci se podili aterotrombotickd slozka.
V aterosklerotickych platech se tvofi PAI-1, ktery inhibici fibrinolyzy mlze navo-
dit protromboticky stav. Nestabilni plat ¢asto pfi okraji praska a nasedajici
trombdza vede k nahlému cévnimu uzdvéru. Trombdza je zodpovédna za akutni

korondrni syndromy (infarkt myokardu a nestabilni anginu pectoris) (5,12).

Obrazek 12: Vyvoj stabilniho a nestabilniho platu

Smooth Muscle Cells

T-Lymphocyte
e, |
2

Macvbphage

http://highered.mcgraw-hill.com (3.5.2011)

29


http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://highered.mcgraw-hill.com/sites/dl/free/0071402357/156714/figure224_2.jpg&imgrefurl=http://highered.mcgraw-hill.com/sites/dl/free/0071402357/156714/figure224_2.html&usg=__P_nAhPucDoXwGgoEBj4vQ_nojvk=&h=660&w=600&sz=61&hl=cs&start=124&zoom=1&tbnid=rC9HvbzCmOTOtM:&tbnh=124&tbnw=113&ei=mfe_TYaCBsPLswbesKXDBQ&prev=/search%3Fq%3Dplaque%2Bwith%2Bfibrous%2Bcap%26hl%3Dcs%26biw%3D1020%26bih%3D570%26gbv%3D2%26site%3Dsearch%26tbm%3Disch1%2C3379&itbs=1&iact=hc&vpx=650&vpy=224&dur=3453&hovh=235&hovw=214&tx=110&ty=203&page=9&ndsp=15&ved=1t:429,r:8,s:124&biw=1020&bih=570

Obrazek 13: Vyvoj aterosklerdzy v ¢ase
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4 MYSi MODELY ATEROSKLEROZY

Pro studium patogeneze a IéCbu aterosklerdzy byla pouZita jiz fada zvire-
cich druhl. Experimentalni aterogeneze ma svij pocatek vr. 1908 kdy Igna-
towski (21) pouzil jako model kralika a prokazal tloustnuti intimy v aorté. Nej-
Castéji pouzivanymi zvifecimi druhy jsou relativné velka zvirata jako primati,
prasata, kralici a rovnéz krecci. Krysy a psi nejsou dobrymi modely pro atero-
sklerézu, protoze spontanné netvofri aterosklerotické |éze a pro jejich tvorbu
potiebuji sloZité modifikovanou stravu (22). Opice se pfiliS nepouzivaji v zajmu
ochrany ohroZzenych druh( (23).

AZ do r. 1992 se vétsSina vyzkum( zaméfila na studium mechanismu atero-
sklerdzy u kralika, ktefi jsou k cholesterolu velmi citlivi a u prasat, jejichz modely
nam pomohly objasnit, Ze infiltrace monocyty je jednim z prvnich krok
v procesu aterogeneze (22,24). Pfestoze aterosklerotické |éze u prasat jsou vel-
mi podobné tém u lidi, problémem jejich cena, potize spojené s udrzbou chovl
a prepravou. Pravé z téchto dlivodl se jako nejhodnéjsi jevi mysi modely atero-
sklerdzy, které jsou malé, reprodukovatelné a umozni ndm provést studie, vyzZa-
dujici velky pocet zvirat. Vyhodou mysich modelu je taktéZ moznost plné ovliv-
novat jejich Zivotni podminky a stravu (23).

Mysi jsou vici aterosklerdze rezistentni. Jedinou vyjimkou je C57BL/6 kmen.
Jejich vaskularni |éze se od vsak od lidskych odliSuji a jejich vznik je pfipisovan
spiSe chronickému zanétu nez genetické predispozici (23).

Mnoho let se mysi modely podcenovaly. Zejména proto, Ze léze byly tvore-
ny pouze z pénovych bunék s minimalni spolutcasti bunék hladkych svala. Pou-
kazovalo se na to, Ze léze jsou malé a omezené zpravidla jen na aortu. Tento
problém se vyresil pouZzitim citlivych kmen( a vhodné upravenou stravou (23).

Lidé a mysi se odliSuji v fadé aspektd. Primérna délka Zivota u mysi je 2

roky, vazi mnohem méné (asi jen 30 gramQ) a jejich lipidovy profil je taktéz vel-
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mi odlisny s prevahou protektivniho HDL cholesterolu. Proto mys krmena nizko-
tu¢nou stravou nevyviji aterosklerdzu (23).

Mysi jsou malé, coz znesnadnuje chirurgickou manipulaci in vivo. Moderni
technologie se vsak s timto problémem dokaze vyrovnat a je schopna mimo jiné
provést srdecni katetrizaci a podvazat koronarni artérie k vyvolani srdecni
ischemie. Genetické inZenyrstvi a molekularni genetika provadi u mysi genetické
experimenty, je schopno dodat, odebrat ¢i nahradit nékteré mysi geny (23).

V 60. letech byl ve Wislerové laboratofi pouZity prvni mysi model zaloZzeny
na stravé obsahujici 30 % tuku, 5 % cholesterolu a 2 % zluCovych kyselin. Tato
strava vSak vedla k tomu, Zze mysi ztracely na vaze a trpély chorobami respirac-
niho traktu. Paigen a kolektiv tuto stravu modifikovali na stravu s obsahem 10%
tuku (25). Prestoze byl tento model hojné uzivan, mél také své nevyhody — ate-
rosklerotické |éze byly velmi malé, ve formé tukového prouzku omezeny zpravi-
dla jen na aortu. Navic Luis a kolektiv poukazali na to, Ze dieta sama o sobé in-
dukuje zanétlivou reakci (26). Tato védeckd skupina vSak vynalezla Siroce vyuzi-
vanou metodu, umoznujici mikroskopicky sledovat aterosklerotické léze ve spe-
cidlné upravenych vzorcich (27).

Velky pokrok predstavuje ApoE deficitni
mysi model. Apolipoprotein E je glykoprotein,
ktery je syntetizovan v jatrech, vmozku a
v dalSich tkanich, jak u ¢lovéka, tak u mysi. Je

soucasti vSech lipoproteinli, kromé LDL cho-

lesterolu. Je dulezity pro interakci s LDL recep-
torem a umoZniuje zpétny transport aterogennich ¢astic z krve do jater (28).
ApoE gen byl vypnut homologni rekombinaci s vyuzitim plazmidd.

Pro tyto mysi je typicka vysoka hladina HDL a nizka hladina LDL cholestero-
lu. Mysi také zfejmé postradaji cholesteryl ester transferazu. Navzdory odlisSnos-
tem v lipidovém spektru vsak bylo zjiSténo, Ze ApoE deficitni mysi se nam feno-

typové velmi podobaji. U ApoE deficitniho modelu byl pozorovan pokles HDL
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cholesterolu a soucasné vzestup plazmatického cholesterolu az 5 krat nezavisle
na véku ¢i pohlavi zvitat. Hladina triglycerid( vzrostla o 68% (23).

Pro experimentalni uUcely jsou mysi krmeny specidlni stravou. PouzZiva se
Paigen dieta i ,Western typ“ dieta. Ta je svym sloZzenim velmi podobna lidské
potravé. Je sloZzena z 21 % tuku, 0.15 % cholesterolu a neobsahuje Zlu¢ové kyse-
liny. Pfi pouZiti této diety byl u ApoE deficitnich mysi pozorovan vzr(st plazma-
tickych hladin cholesterolu o vice jak trojndasobek (29).

U mysi ve véku 5-6 tydnl mUzeme pomoci elektronového mikroskopu po-
zorovat adhezi monocytll k endotelu aorty a jejich prostup do subendotelového
kové prouzky tvorené pénovymi bunkami s migraci bunék hladké svaloviny. Tyto
rychle narustaji do pokrocilych lézi, které jsou tvorené nekrotickym jadrem ob-
klopenym hladkymi svalovymi bunkami a extracelularni matrix obsahujici ko-
lagen a elastin. Tyto |éze maji na povrchu vytvorenou ¢epicku z hladko-svalovych
bunék a extracelularni matrix obklopenou na obou stranach pénovymi burnkami.
Zanétlivé léze mohou prostoupit hluboko do aortalni stény a vytvorit aneurys-
ma. U starsSich mysi dochazi ke kalcifikaci aterosklerotickych lézi (30).

DalsSim mysSim modelem pro experimentalni aterosklerézu je LDLR-KO mo-
del, tzv. LDL receptor deficitni mys. Jde o model lidské familiarni hypercholeste-
rolémie. Tyto mysi, v pfipadé, Ze jsou krmeny béZnou stravou, netrpi atero-
sklerézou. Pokud dostavaji tu¢nou stravou (Paigen strava, Ci lidské stravé po-
dobna ,,Western typ“ strava) jsou schopny tvofit vyrazné, pokrocilé aterosklero-
tické léze a hladina cholesterolu dosahuje 400mg/dl a vic (23,31,32).

Zajimavym modelem je kmen mysi s dvojitym deficitem ApoE a LDL recep-
toru. Aterosklerotické léze se vyviji vyraznéji, nez u ApoE deficitniho modelu.
Vyhodou je moznost sledovat antiaterogenni plisobeni latek, aniz by zvifata mu-

sela pfijimat aterogenni stravu (,23,32,33,34).

Obrazek 14: http://obezita.navajo.cz (29.4.2011)
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5. SMAD PROTEINY A JEJICH ROLE V PROCESU ATEROGENEZE

5.1. TRANSFORMUIJICi RUSTOVY FAKTOR A FUNKCE TGF-R1

V experimentalnich studiich byla, ve spojitosti s procesem aterosklerdzy,
identifikovand fada zanétlivych faktorl, které maji za ndsledek akceleraci a
urychleni aterogenniho procesu. Také bylo identifikovano par endogennich pro-

Jednim z nich je transformujici rastovy faktor (TGF). Je ¢lenem rodiny zvané
ytransforming growth factor superfamily”, ktera zahrnuje velké mnozstvi struk-
turdlné podobnych polypeptid. TGF ovliviiuje bunéénou proliferaci, diferencia-
ci, tvorbu extraceluldrni matrix a ma také imunomodulacni ucinek (76).

U savcl byly identifikovany tfi izoformy TGF-8 (TGF-B1, TGF-82, TGF-R3).
Z hlediska exprese v cévdch je nejvyznamnéjsi TGF-B1 cytokin, ktery pusobi pro-
strednictvim SMAD protein(, které se tak staly klicovymi regulatory cévni zanét-
livé odpovédi a aterogeneze. Mda ochrannou funkci v procesu aterosklerdzy, vli-

Jak experimentalni tak klinicka data podporuiji roli cytokinu TGF-1 jako re-
guladtoru imunitni a zanétlivé odpovédi ve vyvoji aterosklerdzy (40-42).

TGF-B1 indukuje tvorbu extraceluldrni matrix, je povazovan za profibroticky
faktor a ma tak i vyznamnou roli v procesu hojeni ran a reparace tkani (78).

Role TGF-R1 jako reguldtoru zanétu byla potvrzena v experimentalnich po-
kusech u mysi, které mély cilené vymazany gen pro TGF-31. Tyto mysi perinatal-
né umiraly nasledkem systémového zanétu s nahromadénim makrofagl a leu-
kocytl v postizenych orgdnech (43,44). Systémovym poddanim TGF-R1 doslo ke
zvratu zanétlivé reakce (44).

Rada studii zkoumala vztah mezi koncentraci TGF-RB1 a pfitomnosti atero-

sklerotického postizeni koronarnich artérii. V téchto studiich méli pacienti
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s rozvinutou aterosklerézou prokazatelné nizsi hladinu TGF-B1 v porovnani s
pacienty bez aterosklerdzy, coz vysvétluje protektivni vliv TGF-R1 (45).

Primy vliv TGF-B1 na stabilitu aterosklerotického platu a tvorbu ateromu byl
nedavno prozkouman s vyuzitim mysich modelG aterosklerézy. Nizkd hladina
TGF-R1 vytvari zanétlivé prostredi urychlujici a podporujici aterogenezi. (41,42)

Mysi s mutovanym genem pro TGF-1 krmeny tucnou stravou tvofily tuko-
vé prouzky s nahromadénim lipidl, makrofagli a se zndmkami poskozeni en-
dotelu (46).

TGF-B vykonava své ucinky prostrednictvim receptorll, které se oznacuji
TGF-BRI, TGF-BRII. Kromé téchto dvou receptoru existuje také ,,pomocny” TGF-

BRIII, ktery se také nazyva endoglin.
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5.2 TGF-B SIGNALIZACE

V prabéhu poslednich desetileti bylo dosazeno vyznamného pokroku
v objasnéni TGF-B signalni transdukce a zpusobu, kterym TGF-R receptory akti-
vuji intracelularni proteiny nalezici k rodiné SMAD. SMAD se ucastni regulace
bunécnych funkci a zanétlivé odpovédi (36,38,39,47).

TGF-R1 je aktivovdn pomoci TSP-1 nebo integrinu avp6 (48).

Vaze se na receptor TGF-B typu Il, ktery je konstitutivné aktivovan a fosfory-
luje receptor TGF- typu | ALK-5. Fosforylovany receptor typu | podstoupi kon-
formacni zmény, které umozni prenést signal vznikly vazbou TGF-R do nitra buni-
ky a fosforylaci aktivovat SMAD proteiny. Tento dé&j je facilitovan membranovy-
mi proteiny SARA. Aktivované SMAD proteiny poté pusobi jako intraceluldrni

efektory, translokuji se do jadra, kde fidi transkripci gent (35).

Obrazek 15: TGF-B signalizace
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5.3 SMAD PROTEINY

Fosforylované SMAD (SMAD 1, 2, 3,5, 8, 9)

SMAD 2 a SMAD 3 (R-SMAD) jsou aktivovany interakci TGF-R1
s receptorem ALKS5. Inhibuji proliferaci a migraci endotelidlnich bunék. Inhibuji
tedy aterogenezi a jejich exprese v aterosklerotickych platech v pribéhu atero-
geneze klesa. SMAD 2 navic zvysuje aktivitu eNOS v endotelidlnich bunkach, zvy-
Suje tvorbu NO a tim zlepSuje funkci endotelu. R-SMAD pUsobi skrz fadu me-
chanism( zahrnujicich DNA-protein interakci ¢i protein-protein interakci (35).

Jejich sekvence aminokyselin je z 92% identicka, funkéné vSak nejsou zcela
ekvivalentni. Rozdil spociva v MH1 doméné. VlIadsecnicovita struktura beta, ktera
zprostredkovava vazbu DNA, je ve SMAD 2 mirné posunuta, coz zeslabuje
schopnost SMAD 2 vazat DNA (49).

Deficitni SMAD 2 mysi umiraly prenatalné v disledku vyvojovych vad. SMAD
3 deficitni mysi trpély po narozeni sniZzenou slizni¢ni imunitou a snizenou schop-
nosti T-bunék reagovat na plsobeni TGF-B1. V zavislosti na fenotypu, nékteré
mysi umiraly mezi 1-10 mésicem po narozeni, u nékterych byly prokazany skele-
talni vady, osteopordza a rakovina tlustého stfeva. Z toho vyplyva, Zze SMAD 2
protein je dulezity pro spravny embryonalni vyvoj a SMAD 3 reguluje fadu bu-
nécnych funkci, véetné imunitni odpovédi (35).

SMAD 1, SMAD 5, SMAD 8 jsou aktivovany dalsi skupinou rodiny TGF-B,
ktera se nazyva ,bone morphogenetic proteins“ (BMPs). Interakci TGF-B1
s receptorem ALK-1 vSak dochazi k fosforylaci SMAD 1 a SMAD 5. Tyto proteiny

aktivuji endotel, stimuluji proliferaci a migraci endotelovych bunék (35).

KO-SMAD (SMAD 4)

Neinteraguji s receptorem, ale reaguji s fosforylovanymi SMAD proteiny

pfed vstupem do jadra. Jejich zvySend aktivita mlZe inhibovat proliferaci en-
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dotelii a novotvorbu cév v tumoru. Jejich exprese v aterosklerotickych lézich

klesa (35).

Inhibi¢ni SMAD (SMAD 6, 7)
Inhibuji TGF-8 signalizaci. SMAD 6 jsou exprimovany ve zvySené mire

v endoteliich zdravych cév, nez v aterosklerdzou postizenych cévach (35).

Vzhledem k duilezitosti TGF-B1 v procesu aterogeneze, byla role SMAD pro-
teinll jako mediator( tohoto procesu predmétem intenzivniho vyzkumu. SMAD
jsou exprimovany v bunkach cévni stény. Mira jejich exprese a jejich funkce vsak
je bunécéné specifickd. V nasledujici podkapitole se budeme podrobnéji zabyvat

funkci SMAD 3 (35).

5.4. SMAD 3 PROTEIN

Tento protein je zdsadni pro fadu bunécnych déji. Predmétem vyzkumu
byla jeho schopnost ovliviiovat imunitni déje, aktivitu makrofagl a funkci en-
dotelovych bunék, jako odpovéd na plisobeni TGF-R1. SMAD 3 zprostiedkovava
inhibi¢ni u¢inek TGF-B1 na cytokiny.

V pfipadé transplantace srdce SMAD 3 deficitnim mysSim, dochazelo
v koronarnich artériich darcovského srdce k rozvoji arteriopatii s infiltraci mak-

rofagl a k expresi MCP1 (35).

Vliv SMAD 3 na monocyty/makrofagy

SMAD 3 je dulezity pro potlaceni zdnétlivé reakce. Méni funkci klicovych

transkrip¢nich faktord a inhibuje expresi iNOS, MCP-1 a MMP-9, jako odpovéd
na inhibi¢ni pisobeni TGF-B1 v makrofazich (50-52).
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Ve SMAD 3 deficitnich makrofazich a hladko-svalovych bunkach je blokova-
ny inhibi¢ni vliv TGF-B1 na cytokiny a tim dochazi k aktivaci zanétlivych mediato-
rd. SMAD 3 deficit je pravdépodobné odpovédny za akceleraci aterosklerézy a

jeho exprese v aterosklerotickych lézich je sniZzena (35).

Vliv SMAD 3 na T bunky

Dulezitost TGF-B1 jako regulatoru zanétlivé odpovédi je také prokazana je-
ho vlivem na T-buriky. U SMAD 3 deficitnich mysi dochazi ke spontanni aktivaci T
bunék a postizeni slizni¢ni imunity (53,54).

CD4+ a CD8+ T burikky SMAD 3 deficitnich vykazovaly sniZzenou schopnost
TGF-B1 inhibovat produkci IL-2 a ostatnich zanétlivych mediator( (55).

Studie potvrzuji rozhodujici vliv SMAD 3 na aktivaci, diferenciaci a rlst T
bunék. Vzhledem k tomu, Ze CD4+ T bunky jsou dalezitymi medidtory pfi tvorbé
aterosklerotického platu, vyzkum je zaméren na ulohu SMAD 3 v T bunkach

s cilem omezit zanétlivou odpovéd T bunék (35).

Vliv SMAD 3 na hladko-svalové bunky

TGF-B1 inhibuje cytokiny indukovanou expresi IL-6 a iNOS (51). IL-6 a iNOS
nejen aktivuji hladko-svalové bunky, ale také se podili na dalSich biologickych
déjich, které primo ovliviuji proces aterogeneze. IL-6 indukuje expresi adheziv-
nich molekul (ICAM-1), cytokind a markerd akutni faze zanétu (CRP) a podporuje
proliferaci VSMCs (56, 57).

U SMAD 3 deficitnich VSMCs byl inhibi¢ni vliv TGF-B1 blokovan. Zjistilo se,
ze inhibi¢ni vliv SMAD 3 muUzZe byt potencovdan SMADem 4, ktery usnadnuje

translokaci do jadra a zesiluje inhibi¢ni pdsobeni (51).
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6 STATINY

V roce 1976 bylo zjisténo, Ze produkt plisné Penicillium citricum sniZuje
hladinu cholesterolu blokdadou HKG-CoA-reduktazy. Deset let poté byl do praxe
uveden prvni [ék z této skupiny — lovastatin. V sou¢asnosti mame na nasem trhu
k dispozici simvastatin a ddle Iatky syntetického plvodu jako fluvastatin, atorva-
statin a nejnovéjsi rosuvastatin(1,58).

Statiny jsou ucinné u vsech typU hyperlipoproteinémii. Existuje mnoho kli-
nickych studii o jejich pfiznivém vlivu na ICHS v rdmci primarni i sekundarni pre-
vence. Statiny stabilizuji koronarni aterosklerotické platy, zlepseni funkci en-
dotelu a inhibuji agregaci krevnich desti¢ek, ¢imz snizuji tromboticky potencial.
Snizuji koronarni a celkovou morbiditu a mortalitu (3).

Statiny maji také radu extralipidovych ucinkl, o nichZ bude pojednano

v kapitole 6.5.

6.1 Mechanismus ucinku

Jednd se o kompetitivni inhibitory HMG-CoA-reduktazy, kterd je lokalizova-
na v hladkém endoplazmatickém retikulu jaternich bunék. Tento enzym je zod-
povédny za prevedeni 3-HMG-CoA na kyselinu mevalonovou. Jde o kli¢ovou re-
akci v syntéze cholesterolu (5,58).

Aktivita HMG-CoA reduktdzy je ovliviiovana koncentraci cholesterolu. Zvy-
Send hladina cholesterolu jeji aktivitu sniZuje a naopak, pfi nedostatku choleste-
rolu se jeji aktivita zvysi. Spolecné s LDL receptory se podili na regulaci plazma-
tické koncentrace cholesterolu. Latky obsahujici skupiny strukturalné podobné
substratu, mohou tento enzym inhibovat (5,58).

Timto se sniZi syntéza a dostupnost cholesterol. Nedostatek cholesterolu
vede ke zmnoZeni LDL-receptorli na bunééné membrané vSech bunék, prede-

vSim vSak hepatocyt(, které zvySené vychytavaji LDL cholesterol z cirkulace. Ja-
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terni buriky zfejmé vychytavaji i ¢astice IDL, timto se urychli eliminace LDL ¢astic
a snizi se jejich produkce (5,58).

Statiny snizuji koncentraci LDL cholesterolu v zavislosti na davce o 25-60%,
koncentraci triglyceridi o 10-30% a koncentrace HDL zvysi o 5-10% (1). Koncent-
raci triglyceridQ sniZuji pravdépodobné prostiednictvim snizeni syntézy VLDL
v jatrech a zvySenim odbourdvani VLDL ¢&astic prostfednictvim LDL receptor(.
Tento pfiznivy efekt ovSiem nelze ocekdvat u pacientd s homozygotni familidrni
hypercholesterolemii, pfi niZ se nemohou tvofit funkce schopné LDL-receptory
(5,58).

Zdvojnasobeni davky statinu nevede ke zdvojnasobeni Ucinku. Plati pravidlo
Sesti. Zdvojnasobenim davky statinu se snizi LDL cholesterol jen o cca 6%. ZvySo-
vanim davek se viak zvysuje riziko nezadoucich ucink(l. Z tohoto divodu se ra-

déji doporucuje kombinacni Ié¢ba, neZli terapie vysokymi davkami statinu.

6.2 Farmakokinetika

Po perordlnim podani se statiny dobre vstrebavaji. Lovastatin a simvastatin
jsou laktony vlastnich dcinnych latek, které se na ucinnou formu preménuji
v jatrech a pozdéji jsou eliminovany zejména Zluci. Jatra jsou tedy ucinné formé
téchto latek vyrazné vystavena, zatimco jiné tkané vytvarejici steroidni hormony
jsou usetreny. Biologicky poloc¢as rosuvastatinu je asi 20 hod, atorvastatinu 14
hod, ostatnich statini kolem 4 hod. VSechny statiny lze podavat v jedné denni
davce, nejlépe na noc, nebot syntéza endogenniho cholesterolu probiha zvyse-
né v nocnich hodinach (1,58).

Ve

6.3 Nezadouci ucinky

Kromé trdvicich poruch a nezddoucich koZnich reakci, stoji za zminku zvyse-

ni aktivity jaternich transaminaz (58).
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Statiny mohou zpUsobit poSkozeni svalové tkané. Mezi klinické priznaky
poskozeni svall patfi svalovd slabost, bolest, ztuhlost nebo otok (59,82).
V téchto pripadech by mél byt statin okamzité vysazen.

Zavainou komplikaci je rhabdomyolyza. Uvolnéni velkého mnozstvi myo-
globinu ze svall a jeho nasledné toxické plsobeni v ledvinach muze zpUsobit az
akutni selhani ledvin (60,82).

Riziko se zvySuje pfi soucasném uzivani fibratd nebo |éciv, které inhibuji
cytochrom P450. Proto kombinacni |écba patfi vidy do rukou zkuSeného lékare.
Doporucuje se pravidelné kontrolovat aktivitu transaminaz a kreatinfosfokinazy
(58).

Mezi nezadouci Ucinky patfi také zanét slinivky bfisni a periferni neuropatie

(61).

6.4 Kontraindikace

Mezi kontraindikace statin( je fazena precitlivélost na ucinnou latku, hepa-

talni insuficience, hepatitida, gravidita a laktace. Statiny nesmi uzivat Zeny ve

fertilnim véku bez ucinné antikoncepce (3).
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6.5 PLEIOTROPNI PUSOBENI STATINU

Vysledky experimentalnich i klinickych studii poukazuji, Ze pfiznivé plisobeni
statin( neni zaloZeno pouze na jejich hypolipidemickém uUcinku, ale i na tzv.
pleiotropnich ucincich, které se taktéz podili na snizeni koronarni mortality

(12,62).

Mezi nejvyznamnéjsi pleiotropni ucinky statint radime (12,62):

antiagregacni plsobeni, udrZovani ptiznivé rovnovahy mezi fibrinolytic-
kymi a protrombotickymi mechanismy
- normalizace a zlepSeni funkce endotelu

- stabilizace aterosklerotickych platQ

Pri dlouhodobé terapii statiny byla pozorovana vyssi hodnota kostni denzity

Statiny maji také imunomodulacni Gcinky, pisobi na povrchovy antigen HLA
Il a jejich efekt se zkoumad v souvislosti s autoimunitnimi chorobami (63). Vedou
k poklesu leukocytl, T-lymfocytl, ICAM-1, leukotrienl a interferonu gamma
(64). Plisobi imunosupresivné a brani rejekci transplantatu (62).

Vykazuji také pfiznivy vliv u pacientl s chronickym onemocnénim ledvin,
snizuji proteinurii, pasobi nefroprotektivné a vazoprotektivné zvysenim produk-
ce NO a snizenim exprese adhezivnich molekul (ICAM-1) (65,66, 67).

Prostfednictvim svého vlivu na PPAR receptory pfiznivé ovliviuji kompen-
zaci diabetu a inzulinovou rezistenci. Snizuji produkci zdnétlivych cytokin( a
zlepsuji transport glukdzy a inzulinu. Zpomaluji také rozvoj demence u Alzhei-
merovy choroby. ZvySenim aktivity alfa-sekretazy snizuji tvorbu amyloidnich

plakl (68,69.).
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Statiny ovliviiuji metabolismus makrofagl a snizuji jejich aktivaci. Mezi jed-
notlivymi statiny existuji rozdily. Fluvastatin a simvastatin inhibuji esterifikaci
cholesterolu v makrofazich a mohou tak sniZzovat tvorbu pénovych bunék.
VSechny statiny kromé pravastatinu inhibuji proliferaci myocytl cévni stény

(12).

Vliv statind na funkci endotelu

Po podani statinl dochazi ke zlepSeni endotelidlni funkce a ke stabilizaci
aterosklerotického platu. Déje se tak prostfednictvim jejich hypolipidemického
efektu. Endotelidlni dysfunkce a porucha endotelu je prvnim stadiem ateroskle-
rotického procesu a souvisi s nedostatkem vazodilatacnich substanci (5).

Statiny prispivaji k obnové produkce oxidu dusnatého prostfednictvim zvy-
Seni exprese a aktivity NO-syntetazy. Klinické studie prokazaly, Ze po 3mésicni
terapii statiny dochazi ke zvysené arteridlni dilataci (70).

Vyznacuji se také antioxidacni aktivitou, brani hypertrofii myokardu a zlep-

Suji jeho prokrveni (71,3).

Antiagregacni pusobeni statinti

Statiny priznivé ovliviuji hemostatické a hemoreologické vlastnosti krve
prostrednictvim snizeni viskozity krve, inhibice agregace krevnich destic¢ek a sni-
Zzenim hladiny fibrinogenu (3).

Zvysena hladina cholesterolu narusuje vazomotorickou regulaci cév. Antia-
gregacni plsobeni souvisi také s priznivym vlivem statin( na funkci endotelu.
Spravna funkce endotelu je nezbytna pro regulaci vazomotorického tonu, pod-
poruje fibrinolyzu, inhibuje aktivitu krevnich desticek a sniZuje riziko vzniku

trombdzy (3,72).
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Plsobeni statind na zanétlivé stavy

Statiny snizuji hladinu zanétlivého markeru CRP. CRP je bilkovina pfitomna
v krvi pfi zanétlivych systémovych ¢i revmatickych chorobdach (4) Pacienti se zvy-
Senou hladinou CRP maji vyssi riziko vzniku kardiovaskulyrnich komplikaci. Po-
tlacenim zanétu a snizenim CRP dochazi ke stabilizaci aterosklerotického platu
(12).

Ve

Tabulka 2: Pleiotropni ucinky statinC ( dle www.zdn.cz ( 30.4.2011))

- e

Tab. 1 — Pleiotropni ti€cinky statina

Endotelidlni buriky T aktivity eNOS

T exprese tkanového aktivatoru
plazminogenu (t-PA)

1 exprese aktivatoru inhibitoru
plazminogenu 1 (PAI 1)

1 syntézy a exprese endotelinu 1 (ET1)

1 reaktivnich kyslikovych radikal

1 exprese prozanétlivych cytokind (IL-1b,
IL-6, COX-2)

Hladké svalové bunky | 1 migrace a proliferace

1 reaktivnich druh@ molekul kysliku

1 exprese receptoru AT1 pro angiotenzin |I

T apoptozy

Desticky 1 reaktivity

1 syntézy tromboxanu A2 (TxA2)

Monocyty L ristu
a makrofagy

1 exprese a sekrece matrixovych
metaloproteinaz

1 exprese a aktivity tkdnového faktoru

1 exprese inducibilni NO syntazy

1 exprese prozanétlivych cytokin( (IL-1b,
IL-6, COX-2)

1 sekrece IL-8
Zanétliva cévni reakce | 1 hs-CRP

1 leukocytérni adheze

1 exprese adhezivnich molekul

1 aktivace nukledrniho faktoru kB

45


http://www.google.cz/imgres?imgurl=http://img.mf.cz/168/682/tab324an.jpg&imgrefurl=http://www.zdn.cz/news/check-sub%3Fid%3D167148&usg=__-OvhJogMOro-zIOrNL6ddzAHPq4=&h=918&w=500&sz=90&hl=cs&start=80&zoom=1&tbnid=PrvHjBlVNTHUUM:&tbnh=121&tbnw=66&ei=IYO8TZmQG

6.6 ATORVASTATIN

Atorvastatin je nejprodavanéjsim statinem. PouZziva se samostatné nebo do
kombinacni |éCby s ostatnimi hypolipidemiky. Nevyhodou je neutralni, az mirné
negativni vliv vysokych ddvek atorvastatinu na HDL cholesterol (5).

Pouziva se klécbé primarni a familidarni hypercholesterolemie a smisené
hyperlipidemie. Po peroralnim podani je rychle absorbovan a maximalni plazma-
tické koncentrace dosahuje po 1-2 hodinach. Jeho nizkd systémova dostupnost
(12%) je pripisovana vysokému first-pass metabolismu (61).

Jeho pfiznivy efekt na hladinu krevnich lipoproteinl potvrdila fada studii,
v nichz snizoval riziko kardiovaskularnich prihod a celkovou mortalitu prostred-
nictvim snizeni hladiny celkového cholesterolu, LDL cholesterolu, apo B a TG
(61).

M3 také radu extralipidovych ucink.

Obrazek 12: Schéma nelipidovych ucinkd atorvastatinu (73).

- ~N
Schéma nelipidovych G¢inkd atorvastatinu

T funkce .
T apoptézy bun&k endotelu d apoptézy
l proliferace  hladké svaloviny bunék endotelu
bunék
hladké svaloviny

J adheze
leukocytl

lé¢ba statiny
(atorvastatinem)

J zanétu 1 molekularni
adheze
T stability 1 tvorby
platu | depozice desti¢kového
desti¢ek trombu
Vysvétlivky
1 snizeni
1 zvySeni
~ J
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7 CiL PRACE-ZADANI

Cilem této diplomové prace bylo popsat vliv atorvastatinu na expresi ¢lena
TGF-B/endoglin signalizacni kaskady, konkrétné fosforylované formy SMAD 3.
K tomu byly vyuzity imunohistochemické metody. Dale jsme sledovali vliv ator-

vastatinu na spektrum lipid( a velikost aterosklerotickych platg.
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8. EXPERIMENTALNI CAST

8.1 ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

Pro pokus bylo pouZito 16 samic ApoE/LDL receptor deficitnich mysi kmene
C57BL/6). Zvirata byla ndhodné rozdélena do dvou skupin. Prvni kontrolni sku-
pina byla 8 tydnl krmena standardni dietou. Po stejnou dobu byla stejnou stra-
vou krmena i zvifata druhé (atorvastatinové) skupiny. Zvirata druhé skupiny do-
stdvala v potravé navic atorvastatin v ddvce 50 mg na 1 kilo Zivé vahy denné.

Kazdé zvire bylo chovano v samostatné kleci a dostavalo denné 4 g stravy
(ve specidlné upravenych granulich). VSechna zvifata méla neomezeny pfistup
k vodé. Béhem pokusu nebyly zaznamenany zadné rozdily ve spotrebé stravy
mezi jednotlivymi zviraty.

Na konci pokusu byla zvifata pres noc vyhladovéna a usmrcena éterem. Byly
vyjmuty tkanové vzorky obsahujici aortu spolecné s horni ¢asti srdce k nasledné
analyze. Vzorky byly umistény do vhodného media (Leica, Praha, Ceska republi-
ka) a nasledné zmrazeny tekutym dusikem a uskladnény pfti teploté -80 stupn(

Celsia. Dale byly odebrany vzorky krve pro Biochemické vysetreni.

8.2 BIOCHEMICKA ANALYZA

Nejdrive byly ziskany jednotlivé frakce sérovych lipoproteind vyuZitim ana-
lytické ultracentrifugace (Beckman TL 100, Palo Alto, CA, USA). Koncentrace li-
poproteinovych frakci byly zjistény enzymaticky podle konvenénich diagnostic-
kych metod (Lachema, Brno, Ceskd republika) a pomoci spektrofotometrické
analyzy (cholesterol pfi vinové délce 510 nm, triglyceridy pti vinové délce 540

nm, ULTROSPECT IlI, Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Svédsko).
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8.3 HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

Pro detekci lipidG v aterosklerotickych lézich byly pouzZity zmrazené ¢ésti
vzorkl. Rezy byly sudeny na vzduchu pFi pokojové teploté po dobu 30 minut,
poté byly 30 minut vystaveny pusobeni olejové Cervené a nasledné barveny Gil-

lovym hematoxylinem.

8.4 IMUNOHISTOCHEMIE

Pro imunohistochemickou analyzu byly nakrajeny rezy obsahujici semi-
lunarni chlopné s aortou. Nasledné byly pofizeny pri¢né fezy tlusté 7 um a umis-
tény na podlozni sklicko potazené vrstvou Zelatiny. Pro detekci exprese SMAD 3
proteinu byla pouZita metodika Avidin-Biotin (ABC) s detekénim Cinidlem diami-
nobenzidinem (DAB), ktery v pripadé pozitivni reakce poskytuje hnédou barev-

nou reakci.

8.5 PROTILATKY

Pro detekci proteinu SMAD 3 byla pouZita primdrni monoklonalni protilatka
rabbit Anti-Mouse p-SMAD 3 (ABCAM) ve zfedéni 1:50. Jako sekunddrni proti-
latka byla pouzita monoklondlni protilatka goat anti-rabbit Ig (Vector laboratoi-

res, USA) ve ziedéni 1:400.

8.6 POSTUP

PodlozZni sklicka s tkanovymi rezy byly na 15 minut umistény do roztoku ace-
tonu uchovavaného pfi teploté -20 stupnud Celsia. Po kratkém oschnuti (15 mi-
nut) byl postup zopakovan, ¢imz doslo k lepSimu pfilnuti vzorku na sklicko. Poté

byly fezy opét kratce osuSeny (15 minut), nasledné vloZeny do roztoku PBS (2x5
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minut) a pfipraveny pro analyzu. Nejprve byl nanesen 10 % roztok goat séra v
PBS (30 minut) za ucelem blokace nespecifickych vazebnych mist. Nasledné se
fezy inkubovaly s roztoky anti-avidinu a anti-biotinu (Vector Laboratoires, USA).
Poté byla provedena inkubace (1 hodina) s primarni protilatkou pfi pokojové
teploté. Ndsledoval oplach v roztoku PBS (2x5 minut) a patnactiminutovd inku-
bace v 3% roztoku H202. Po dalSim oplachu PBS (2x5 minut) byla nanesena
sekundarni protilatka (30 minut). Poté se fezy opét vlozily do roztoku PBS (2x5
minut). DalSim krokem bylo naneseni enzymu peroxiddzy konjugovaného
s Avidin-Biotin komplexem. Ndsledovalo pfidani detekéniho Cinidla DAB (Dako,
Dansko). V dalsi fazi experimentu byly rezy oplachnuty v acetonu a odvodnény
v aceton-xylenu (10:1, 3 minuty), aceton-xylenu (1:10, 3 minuty) a v xylenu (3x2
minuty). Zavérem byly fezy ukotveny pomoci Eukittu.

Fotodokumentace a digitalizace snimk( z mikroskopu byla provedena za
pouziti digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., Ottawa, Kanada) po-

moci softwaru NIS (Laborytory Imaging, Ceskd republika).

8.7 STATISTICKA ANALYZA

VSechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako pramér + SEM (stfedni
chyba praiméru) pro 8 zvirat v kazdé skupiné. Ke vzajemnému porovnani para-
metrd u skupin zvifat byl pouZit nepdrovy T test. Rozdily byly statisticky vy-
znamné v pfipadé, Ze p < a, kde a=0,05. K vypoctu byl pouZit GraphPad Prism

5.0 software (GraphPad Software, Inc, San Diego, California, USA).
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9. VYSLEDKY

9.1 BIOCHEMICKA ANALYZA HLADIN CHOLESTEROLU U MYSi

Biochemické analyzy krevnich vzork(i ApoE/LDLR dvojité deficitnich mysi
prokazaly, Ze podavani 50mg/kg atorvastatinu denné mélo za nasledek prokaza-
telné zvyseni celkového cholesterolu (18 * 0.8 vs. 22 + 1.4 mmol/l, p < 0.05) a
VLDL cholesterolu (10 £ 0.5 vs. 16 = 1.0 mmol/l, p < 0.001) v porovnani s kont-
rolni skupinou (Graf 1). Naproti tomu hladina LDL (6.0 + 0.2 vs. 5.5 + 0.3 mmol/I)
a HDL (0.5 + 0.01 vs. 0.6 * 0.03 mmol/I) cholesterolu nebyla Ié¢bou atorvastati-
nu ovlivnéna. Lécba atorvastatinem vsak vyrazné snizila hladinu TG v porovnani

s kontrolni skupinou mysi (2.3 £ 0.3 vs. 1.2 £+ 0.1 mmol/l, p < 0.01) (Graf 1).

Graf 1: Hladiny plazmatického cholesterolu a TG u experimentalnich mysi

(CHOW a ATV)

Lécba atorvastatinem znatelné zvysuje hladiny celkového a VLDL choleste-
rolu ve srovnani s kontrolni skupinou (*P < 0.05, ***P < 0.001). Hladiny LDL a
HDL cholesterolu vsak zlstavaji po |é¢bé atorvastatinem nezménény. Lécba

atorvastatinem snizuje hladiny TG, ve srovnani s kontrolni skupinou (**P <

0.01).
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9.2 HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

U vSech tezl v kontrolni i atorvastatinové skupiné byla pozorovana pfi-
tomnost aterosklerotickych 1ézi (obr. 13). Léze byly nejvétsi v oblasti aortalniho
sinu, ale pokracCovaly také v oblasti aortalniho oblouku. Aterosklerotické léze
byly vyrazné vyvinuty, pficemz u fady z nich byla jiz nalezena ateromova nekro-
tickd jadra. Velikost aterosklerotickych lézi v aortalnim sinu je mensi u mysi |é-

cenych atorvastatinem (obr. B) v porovnani s kontrolni skupinou (obr. A).
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Obrazek 13: Reprezentativni obrazek plochy obarvené olejovou cerveni v aor-
talnim sinu u ATV mysi (obr. B) a kontrolni skupiny (obr. A). Lé¢ba atorvastati-
nem zmensila plochu barveni v porovnani s kontrolni skupinou. Rezy byly obar-

veny kontrastnim barvivem hematoxylinem. Provedeno v mefitku 100 pum.
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9.3 IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI U MYSi

Imunohistochemické barveni bylo provedeno v aortalnim sinu vSech mysi.
Zameérili jsme se na expresi proteinu SMAD 3 v aterosklerotickych lézich, v cévni
medii a neporuseném endotelu aorty.

Fosforylované formy SMAD 3 proteinu byly prokazany v bunéénych jadrech.
Exprese SMAD 3 proteinu je viditelna v cévni adventicii a medii, v aterosklero-
tickych platech a v endotelu. Intenzita zabarveni SMAD 3 pozitivnich jader byla
silnéjsi ve skupiné |éCené atorvastatinem v porovnani s kontrolni skupinou (obr.

14).
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Obrazek 14: Reprezentativni obrazek exprese proteinu SMAD 3 u ATV mysi v
porovnani s kontrolni skupinou. Sipky poukazuji na pozitivitu SMAD 3 proteinu
v bunécnych jadrech. Exprese SMAD 3 proteinu je pozorovatelna v cévni adven-
titii a medii, v aterosklerotickych platech a také v endotelu. Intenzita zabarveni
(SMAD 3 pozitivnich jader) byla silnéjsi u ATV mysi |é€enych atorvastatinem v
porovnani s kontrolni skupinou. Rezy byly obarveny kontrastnim barvivem

hematoxylinem. Zobrazeno v méritku 100 pm.

Obrazek 14A: Exprese SMAD 3 proteinu v kontrolni skupiné
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Obrazek 14B: Exprese SMAD 3 proteinu ve skupiné |é¢ené atorvastatinem

rvastatin
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10. DISKUZE

Aterosklerdza je difuzni proces, ktery zacind v ¢asném détstvi, postupné
asymptomaticky progreduje a v dospélosti se klinicky manifestuje jako
ischemicka choroba srdecni, ischemické poskozeni centralniho nervového
systému a periferni cirkulace. V soucasné dobé ja jasné potvrzovana teorie ve
které hraje hlavni roli v procesu aterogeneze zdnétlivd reakce (80). Tuto
zanétlivou reakci mlze zdsadné ovliviovat Transformuijici rlstovy faktor TGF-B,
ktery ma mimo jiné vyznamné protizanétlivé ucinky (75).

Transformujici rGstovy faktor je multifunkéni cytokin, ¢len rodiny
strukturdlné podobnych polypeptidd oznacované jako ,transforming growth
factor superfamily”, ktery se podili na radé regulacnich ¢innosti souvisejicich
s proliferaci, diferenciaci, migraci a prezivanim rtznych bunék v lidském téle
(76). TGF-B pulsobi prostrednictvim svych receptorl a tzv. SMAD proteind.
Findlnim krokem signalizacni kaskady TGF-B je translokace aktivnich komplex{
SMAD do jadra, kde moduluji expresi prislusnych gent, vétsinou ve spolupraci
s riznymi koaktivatory a korepresory (81).

Cilem této diplomové prace bylo popsat zmény exprese fosforylované formy
SMAD 3 v aterosklerotickych platech po podavani atorvastatinu u ApoE/LDLR-
deficitnich mysi.

Lécba atorvastatinem v davce 50mg/kg/den po dobu 8 tydni méla za
nasledek vyrazné zvyseni hladin cholesterolu u mysi [é¢enych atorvastatinem.
Tento hypercholesterolemicky efekt byl jiz objasnén (77), pfesto je v rozporu s
predchazejici studii, kde poddvani atorvastainu s “western typem diety” vedlo
k vyraznému hypolipidemickému efektu (79). Tato data ukazuji, Ze pouzita dieta
mUze dramaticky zménit vliv atorvastatinu na hladiny cholesterolu u ApoE/LDLR
dvojité deficitnich mysi. Tento biochemicky efekt podnécuje snahu studovat tzv.
pleiotropni Ucinky atorvastatinu v této studii.

V dalsim kroku jsme se zaméfili na plochu aterosklerotického platu

v aortalnim sinu. Navzdory hypercholesterolemickému efektu atorvastatinu se
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plocha léze zmensila, coz podporuje vliv extralipidovych ucink( atorvastatinu
(jak bylo jiz dfive uvedeno) (77).

Imunohistochemicka analyza dale prokazala vyrazné zvySenou expresi
fosforylované formy SMAD 3 v aterosklerotickych platech mysi, kterym byl
podavan atorvastatin. Vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, ze SMAD 3 ma
vyrazné inhibi¢ni ucinky na aktivitu T-lymfocyt(, makrofag(i, iNOS a MCP-1 (74)
produkci lze usuzovat, Ze zvySovani exprese SMAD 3 po podavani statini by
aktivaci signaliza¢ni kaskady endoglin/ALK-5/SMAD 2/SMAD 3, ktera se jevi jako
potencidlné protektivni ve smyslu aterogeneze. Tyto vysledky vsak byly zatim
pozorovany pouze u mysi a jejich vyznam v lidské mediciné musi byt teprve

objasnén.
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11. ZAVER

Tato diplomova prace se zaméfila na sledovani vlivu podavani atorvastati-
nu na expresi fosforylované formy SMAD 3 v aterosklerotickych platech u hy-
percholesterolemickych ApoE/LDLR-deficitnich mysich.

Podavani atorvastatinu v davce 50mg/kg/den pro kaidé zvife vedlo
k signifikantnimu zvySeni hladin cholesterolu a VLDL cholesterolu.

Navzdory hypercholesterolemickému ucinku atorvastatinu doslo také
k poklesu velikosti aterosklerotickych platu.

Imunohistochemicka analyza prokazala expresi SMAD 3 proteinu v celé
sténé aorty v€etné endotelu, platu a cévni medie.

Podavani atorvastatinu dale vedlo ke zvySeni exprese SMAD 3 proteinu
v porovnani s nelé¢enou skupinou.

Vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, ze SMAD 3 ma vyrazné protizanétlivé
ucinky, lze usuzovat, Ze zvySovani exprese SMAD 3 po poddavani statin( by

mohlo pfispivat k jejich protizanétlivym ucinkim.
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12. SEZNAM ZKRATEK

ALK 1
ALK 5
Apo B
Apo E
BMPs
CMP
COX
CRP

activin receptor-like kinase 1

activin receptor-like kinase 2

apolipoprotein B

apolipoprotein E

kostni morfogenetické proteiny (bone morphogenetic proteins)
cévni mozkova prihoda

cyklooxygenaza

C-reaktivni protein

CYP P-450 cytochrom P-450

DM
DNA
eNOS
FGF
HDL
HLA I

diabete mellitus

deoxyribonukleova kyselina

endotelidlni NO syntaza

fibroblast growth factor

lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins)

systém antigena Il tfidy na makrofazich

HMG-CoA hydroxymethylglutarylkoenzym A

ICAM-1
IDL
ICHS
IL-1
IL-6

KV

KVO
LDL
LDLR-KO
MCP 1
MS

NO

mezibunécné adhezni molekuly (inter-cellular adhesion molekules)
lipoproteiny se stfedni hustotou (intermediate density lipoproteins)
ischemicka choroba srdecni

interleukin-1

interleukin-6

kardiovaskularni

kardiovaskularni onemocnéni

lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)
LDL-receptor deficitni mysi

monocyte chemotactic protein-1

metabolicky syndrom

oxid dusnaty

60



PDGF od desticek odvozeny rustovy faktor (platelet derived growth factor)
PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor

SARA Smad Anchor for Receptor Activation

SMAD protein regulujici funkci TGF-B, fungujici jako transkrip¢ni faktor

TG triacylglycerol

TGF transformuijici rlistovy faktor (transforming growth factor)

TGF-B rastovy transformacni faktor B

TNF-a tumor nekrotizujici faktor a (tumor necrosis factor a)
TRG-BRI-llIreceptory typu I-1ll pro TGF-

TSP-1 thrombospondin 1

VCAM-1 cévni adhezni molekula-1 (vascular cell adhesion molekule-1)

VLDL lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (very low density lipoproteins)

VSMCs vascular smooth muscle cells
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