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UvVOD
Ateroskleroza a jeji organové komplikace, tedy infarkt myokardu, mozkové

cévni prihody a ischemicka choroba dolnich koncetin, jsou nejcastéjsi pticinou
predcasné invalidizace a tmrti ve vétSin¢ civilizovanych zemi. Kardiovaskularni
mortalita predstavuje v civilizovanych rozvinutych zemich nejcastéjsi pri¢inu amrti
po 45. roce véku 1 v celkovém uhrnu vSech umrti, zatimco nejcastéjsi pricinou amrti
v nejchudsich zemich jsou komplikace podvyzivy, vzacné piimo hladovéni.

Ateroskleroticky proces, ktery se odehrava ve sténé tepny, je slozitym déjem,
do kterého zasahuje celd tada faktort. Ateroskleroza je disledkem kontinualniho
celozivotniho d¢je, jehoz zaklady zacinaji jiz v raném détstvi, ne-li prenatalné.
V patogenezi aterosklerdzy hraji klicovou roli zejména metabolické faktory, cely
proces ma vsak také aspekty chronického zanétu. Zivot ohroZzujicim vyutsténim
progrese aterosklerotického procesu je nestabilni aterom. Nestabilni aterom je pojem
oznacujici pfeménu pomérné tuhého ateromového stromatu na jeho polotekutou
formu, ktera muze v disledku své konzistence vést k ruptufe ateromového obalu
a k herniaci ateromovych hmot do lumina cévy, jindy pak semilikvidni ateromovy
obsah vede k obturaci lumina cévy se vSemi dalSimi disledky zejména v fecisti
korondrnim a cerebralnim.

Prevence aterosklerotického procesu v riznych fazich jeho rozvoje je zakladni
prevenci dusledkt c¢aste¢né nebo UpIné obturace tepen, tedy riznych forem
ischemické choroby srde¢ni, ischemické choroby dolnich koncetin a mozkovych

cévnich ptihod (Handzha 2001).

Tato diplomova prace se vSak zametovala zejména na zmény na endotelu, ke

kterym dochdzi jeste¢ pred formovanim aterosklerotického platu. Zabyvala se také



moznostmi ovlivnéni vybranych markeri endotelu po kratkodobém podavani

v klinické praxi hojné uzivaného hypolipidemika atorvastatinu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

Krevni cévy jsou arterie, vény a kapilary. Arterie a vény tvoii
makrocirkulaéni systém, zatimco kapilary se podili na mikrocirkulaci. Jejich cévni
sténa je tvofena tfemi zédkladnimi vrstvami:

2.1.1. Tunica intima

2.1.2. Tunica media

2.1.3. Tunica adventitia

2.1.1. Tunica intima

Tunica intima je tvofena vrstvou endotelovych bunéck, které vystylaji vnitini
povrch cév. Jsou uloZeny na bazdlni membrané tvofené predevSim kolagenem,
glykoproteinem lamininem a proteoglykany.

Lumen cév vystyla endotel. Oddéluje krevni buniky od extravaskularni tkané.
Tvoii ho jednovrstevny plosny epitel. K udrzeni cévni permeability slouzi zejména
mezibunécné spoje.

Mezibunéénych spojeni existuji celkem tii typy. Zonulae occludentes (tigh
junctions) patii mezi nejtésnéjsi spojeni mezi bunkami. Tyto spoje se vyskytuji
hlavné mezi mozkovymi endotelidlnimi buitkami v oblasti hematoencefalické
bariéry. Dalsim typem téchto spojeni jsou nexy (gap junctions) a zonulae adherentes
(adherens junctions). Hlavni slozkou zonulae adherentes je VE-kadherin (Dejana et al
1999).

Pod endotelem se nachéazi vrstva subendotelového fidkého vaziva, pficemz
existuji rozdily v jejim slozeni u jednotlivych typt cév. Arterie svalového typu zde

maji hladkosvalové buiky. Arterie elastického typu maji subendotelovou vrstvu



silné vyvinutou. Vazivova vldkna jsou orientovana podéIné a hraji dilezitou roli pii
deformaci endotelu bchem kontrakce a dilatace. Oproti tomu vény maji
subendotelovou vrstvu velmi tenkou a bez hladké svaloviny. Kapilary se skladaji

pouze z vrstvy endotelovych bunék stocenych do trubice.

2.1.2. Tunica media

Tunica media je slozena z koncentrickych hladkosvalovych bunék, mezi
kterymi se nachazi elasticka vlakna a proteoglykany. Smérem k adventicii je medie
oddélena blankou nazvanou lamina elastica externa a od intimy ji odd¢luje lamina
elastica interna.

U arterii tato vrstva dominuje, obsahuje cirkularné uspotadané vrstvy
hladkosvalovych bunék. Zejména pak u arterii svalového typu mize medie obsahovat
az 40 vrstev hladkosvalovych bunék. Oproti tomu pro velké arterie elastického typu
jsou typické perforované elastické blanky, mezi kterymi jsou hladkosvalové bunky a
retikularni vlakna.

Zily maji medii mnohem tenci neZ arterie. Tvoii ji svazeky hladkosvalovych
bun¢k smisenych s retikuldrnimi vlakny a jemnou sitovinou elastickych vlaken.

Pericyty nahrazuji tunicu medii v kapilarach. Obsahuji myosin, aktin a

tropomyosin, coz jim dava kontrakéni schopnost.

2.1.3. Tunica adventitia
Tunica adventicia se sklddd zpodélné orientovanych kolagennich a
elastickych vlaken. Mohou se zde vyskytovat fibroblasty a tukové buiiky. Adventicie

plynule piechazi do vaziva, kterym prochazi.



Velké arterie maji v adventicii lymfatické cévy, vasa vasorum a nervy, velké
mnozstvi fibroblastl a tukovych bunék.

U vén tvori adventicie dominantni ¢ast cévni stény. Je tvofena kolagennimi
vldkny. Vény umisténé pod trovni srdce maji v adventicii podélné svazky hladké
svaloviny.

Vrstva kolagennich vldken nahrazuje tunicu adventicii u kapilar.

2.2. FUNKCE ENDOTELU ZA FYZIOLOGICKYCH PODMINEK

Endotel byl dlouho povazovan za strukturu, kterd vypliuje obéhovy systém, a
ma primarni nezbytnou funkci-udrzovat permeabilitu bunécné stény. V 19. stoleti
von Reckingausen ustanovil, Ze cévy nejsou pouze ,, tunely* prochézejici skrz tkané,
ale ze jsou téz vyplnény bunkami. Starlingliv experiment a jeho zdkon kapilarni
vymény, stanoveny vroce 1896, vedly kupevnéni domnénky, ze endotel je
predevsim selektivni, ale staticka fyzikalni bariéra, coz popielo Heidenhahniiv popis
endotelu z roku 1891 jako aktivniho sekre¢niho bunééného systému. Nicméné studie
cévni stény pod elektronovym mikroskopem provedené Paladem vroce 1953 a
fyziologické studie Gowana zroku 1959 popisuji interakce mezi lymfocyty a
endotelem postkapilarnich venul podporované nékolika nasledujicimi studiemi, které
vedou k sou¢asnému pohledu na endotel jako na dynamicky, heterogenni,
diseminovany organ, ktery zastava zivotni funkce sekre¢ni, syntetické, metabolické a
imunologické (Davignon & Ganz 2004).

Endotel je tedy tvofen jednou vrstvou specializovanych bunék, které maji
fadu regulacnich funkci. Zakladni fukce cévniho endotelu jsou: regulace cévniho

tonu, ovlivnéni struktury cévni stény, antitrombotické a fibrinolytické piisobeni,



interakce s buiikami v cirkulaci a regulace permeability cévni stény (Dejana et al

1999).

2.2.1. Regulace cévniho tonu

Endotel neptedstavuje pouze strukturalni bariéru mezi cirkulaci a okolnimi
tkanémi, ale endotelidlni bunky také secernuji mediatory, které¢ ovliviiuji vaskularni
hemodynamiku ve fyziologickém stavu. Endotelidlni bunky ptispivaji k regulaci
krevniho tlaku a toku krve uvoliiovanim vazodilata¢nich latek jako je NO a
prostacyklin( PGI 2), stejné jako latek vazokonstrikénich véetné endotelinu a PAF
(destickového aktiva¢niho faktoru) (Cannon 1998). Tyto chemicky rozdilné
slouceniny nejsou skladovany v intracelularnich granulich; pfesnéji feceno jejich
hlavni biologické ucinky jsou regulovany lokalizaci specifickych receptorti na
cévnich bunkéch, jejich rychlym metabolismem nebo stupném genové transkripce.
NO je konstitutivné secernovan endotelidlnimi buitkami, ale jeho produkce je
modulovand mnozstvim exogennich chemickych i1 fyzikalnich stimuld, zatimco
ostatni zndmé mediatory (PGI 2, endotelin, PAF ) jsou syntetizovany primarn¢ jako

odpovéd na zmény vnéjsiho prostiedi (Vanhoutte 1997).



2.2.2. Vazoregulacni latky syntetizované endotelem

LATKA HLAVNI JINE UCINKY SEKRECE SLOUCENINA | PREKURZOR.
UCINEK SLOUCENINA
NO VD Udrzuje zakladni tonus | Parakrinni, Heterodiatom. L-Arg
(oxid dusnaty) cév, |adhezi leukocytli a | konstitutivni a volny radikal
krevnich desticek, indukovana
tsekreci krevnich trombinem, ADP,
desticek, podporuje bradykininem,
desti¢kovou disagregaci, | substanci P,
| migraci a proliferaci muskarinovymi
hladkych svalovych agonisty,
bunék cytokiny
PGI 2 VD Zpomaluje destickovou | Parakrinni, eikosanoid Kyselina
(prostacyklin) agregaci a depozici indukovana a arachidonova
mista poskozeni
endotelu
PAF (destickovy | VK Podporuje leukocytarni | Juxtakrinni/ fosfolipid Kyselina
aktivacni faktor) adhezi na bunécny indukovana arachidonova
povrch
ET-1 VK Mitogen pro bunky Parakrinni/indu- | Peptid z 21 Preproendote-
(‘endotelin 1) hladkych svald, kovana hypoxii, | aminokyselin lin 1 (203
moduluje uc¢inky mnoha | ischémii aminokyselin)

sloucenin

2.2.3. Interakce mezi endotelialnimi a krevnimi bunikami

2.2.3.1. Interakce krevnich desticek a leukocyti s cévni sténou

Cirkulujici leukocyty a krevni desti¢ky mohou adherovat na specifické oblasti

endotelu béhem procesii imunitniho dozoru a také se i€astnit odpoveédi na poranéni

nebo infekci tkdné. Tyto multicelularni interakce jsou nezbytnymi prekurzory

fyziologického zanétu nebo hemostazy. Naopak nekontrolovand adheze leukocytl a

krevnich desti¢ek pfispiva k zanétlivym a trombotickym poruchdm (Cines et al

1998).
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2.3. ENDOTELIALNI DYSFUNKCE

V poslednich letech se prohlubuji poznatky o zdsadni tloze endotelu v
regulaci funkci cévniho systému a v patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni.
Rizikové faktory jako jsou hypertenze, hyperlipoproteinémie, diabetes a kouieni
svym chronickym plsobenim poskozuji fyziologické funkce endotelu a vedou ke
vzniku endotelidlni dysfunkce, kterd hraje dtlezitou roli v patogenezi cévni
aterosklerdzy, arteridlni hypertenze, diabetu nebo srdecniho selhani. ZlepsSeni
poskozené funkce endotelu Upravou Zzivotospravy a vhodnou lécbou miize zabranit
vzniku a progresi ateroskler6zy a jejich komplikaci (Najemnik et al 1999).

Endotel neustale odpovida na tadu lokalnich a systémovych podnétt. Aktivace
endotelu témito podnéty vede k rliznym typtim odpovédi-ke zméné permeability,
vasospastickym reakcim, poruseni hemostatickych mechanismt, uvolnéni rstovych
faktor. Aktivace endotelu mize byt na rozdil od endotelialni dysfunkce ptfechodnou
kratkodobou epizodou, ktera provazi napt. virovou infekci nebo kratkou expozici
aktivatnim faktorim. Rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni, jako jsou
hypertenze, hyperlipidémie, diabetes, koufeni, hyperhomocysteinemie nebo
nedostatek estrogent, svym chronickym ptisobenim poskozuji endotelidlni funkce a
vedou ke vzniku endotelidlni dysfunkce (Chan et al 2003).

Endotelidlni dysfunkci se rozumi lokalizované ¢i generalizované postizeni
endotelu charakterizované zvySenim propustnosti cévni stény a vznikem
nerovnovahy mezi faktory vazorelaxacnimi a vazokonstrikénimi, prokoagula¢nimi a
antikoagula¢nimi, rtst stimulujicimi a rist inhibujicimi. Vysledkem je proaterogenni

ucinek s ptevahou vazokonstrikénich, protrombotickych a prolifera¢nich pochodu.
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V soucasné dob¢ je znamo, ze velkd vétSina kardiovaskularnich onemocnéni je
spojena s poruchou funkce endotelu. Endotelidlni dysfunkce se tcastni
v patofyziologii aterosklerozy, hypertenze, diabetu, ICHS, srdecniho selhani, cévnich
mozkovych ptihod, pii Raynaudové syndromu nebo plicni hypertenzi.

Vystaveni endotelu plisobeni aterogennich lipidi vede ke snizené aktivité NO,
ktera ma za nasledek uplatnéni ristovych faktord, prinik monocyti a LDL ¢astic
subendotelidln¢ a tvorbu pénovych bunék. Pritomnost lipoproteinu inhibuje
fibrinolyzu a pfispiva ke vzniku trombotickych komplikaci. U nemocnych s arteridlni
hypertenzi hraje duilezitou roli pfi poskozeni endotelu zvysend aktivita osy renin-
angiotenzin-aldosteron a snizena aktivita vazodilata¢nich piasobkt (EDRF/NO,
prostacyklin). ZvysSend permeabilita endotelu a exprese adhezivnich molekul (E-
selektin, ICAM-1, VCAM-1) umoziuji adhezi a prinik zanétlivych bunék do cévni
stény, dochazi ke strukturdlnim zménam cévni stény, které se projevuji
morfologickymi zménami endotelii, hypertrofii a hyperplazii hladkych svalovych
bun¢k (Mysliwiec et al 2004).

Hyperglykémie je spojend s glykosylaci lipoproteinti, glykaci bilkovin a
zvySenou permeabilitou endotelu pro aterogenni lipidy. Hyperglykémie aktivuje
endotel k expresi adhezivnich molekul, dochéazi k priniku monocyti pies endotel.
Narusena je také produkce vazodilatacnich a koagulacnich ptisobki (snizena syntéza
prostacyklinu, niz§i dostupnost NO, zvySend sekrece von Willebrandova faktoru a
PAI-1) (Schleef et al 1988).

ZvySena aktivita osy renin-angiotenzin-aldosteron se u srde¢niho selhani podili
na zvySeni periferni cévni rezistence. Zvysena degradace bradykininu a tim i sniZzena
produkce vazodilatac¢nich faktorii, aktivace syntézy endotelinu a produkce TNF pii

snizené tkanové perfuzi dale ptispivaji k rozvoji endotelidlni dysfunkce.
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Poskozeni funkce endotelu je prvnim krokem pii vzniku aterosklerozy. V ¢asné
fazi rozvoje aterosklerézy umoziuje zvySena permeabilita aktivovaného endotelu
prunik aterogennich lipidi a monocytii do cévni stény. K rozvoji endotelidlni
dysfunkce pfispivd nedostatecna produkce vazodilatacné, antiadhezivné a
antitromboticky ptisobiciho NO a zvySena syntéza kontraktilnich a rtst stimulujicich
faktorti (endotelin, angiotenzin II, tromboxan A2, PDGF). Pti pohybu leukocytl
v blizkosti aktivovaného endotelu dochazi k interakci leukocytd s adhezivnimi
molekulami, adhezi a migraci subendotelidlné. Zde se fagocytézou oxidovanych LDL
¢astic monocyty méni v pénové bunky a vytvareji tukové prouzky jako prvni stadium
ateroskler6zy. Postupnou akumulaci krevnich bunc¢k a lipoproteini se vytvari
ateroskleroticky plat.

U pokrocilé aterosklerotické 1éze zvySuje endotelidlni dysfunkce trombotickou
pohotovost a riziko ruptury platu. Dysfunkce endotelu se tak podili na vzniku
nestabilnich 1ézi s vysokym obsahem lipidii a makrofagu, které se klinicky mohou
manifestovat akutnimi kardiovaskuldrnimi pfihodami.

Nejcastéji se k prikazu endotelidlni dysfunkce pouziva sledovani cévni
reaktivity na vazoaktivni podnéty, dal$i moznosti je laboratorni stanoveni markerti
endotelialni dysfunkce a sledovani metabolismu znacenych prekurzora.

Lécba endotelialni dysfunkce miize predejit rozvoji aterosklerézy zabranénim
ptechodu funk¢énich zmén ve zmény strukturdlni a umoziuje stabilizovat jiz vyvinuté
aterosklerotické 1éze. Lécba onemocnéni spojenych s endotelidlni dysfunkci by méla
sméfovat k obnoveni fyziologickych funkci endotelu eliminaci rizikovych faktort
nebo vhodnou farmakologickou 1é¢bou stimulujici vazodilata¢ni, antiadhezivni a

antiagregacni vlastnosti endotelu (Nitenberg 2005).
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Co se tyCe nefarmakologickych moznosti 1é¢by, nejjednodussim opatienim je
odstranéni ptisobeni rizikovych faktorii upravou Zzivotospravy. Vylouceni vlivu
kouteni vede do nékolika mésicti k normalizaci endotelidlnich funkci. ZlepSeni
endotelialni dysfunkce bylo dosazeno upravou glykémie u diabetika, fyzickym
tréninkem u nemocnych se srdecnim selhdnim, zménou dietnich navyki u
nemocnych s hyperlipoproteinémii.

Farmakologicka 1écba endotelidlni dysfunkce spoc¢iva v hypolipidemické 1éCbe¢;
osvédcCily se predevSim statiny, které snizuji LDL a oxidovany LDL-cholesterol,
stimuluji produkci EDRF/NO, vedou kobnové endotelem zprostiedkované
vazodilatace, dochazi k vyznamnému poklesu vyskytu kardiovaskularnich ptihod, na
kterém se spiSe nez regrese aterosklerdzy podili uprava endotelialni dysfunkce (Ikeda
& Shimada 2001).

Klinicky vyznam puasobeni inhibitori ACE na endotel potvrdily napiiklad
vysledky studie TREND, kterd u nemocnych s koronarni aterosklerézou a zvySenim
LDL-cholesterolu prokazala upravu endotelidlni dysfunkce pfi Sestimésicni 1écbé
quinaprilem (Chlopicki & Gryglewski 2005).

Predpokladanym mechanismem pusobeni antioxidacnich latek (vitamin E, C,
beta-karoten) na endotelidlni dysfunkci je snizeni oxidac¢niho stresu vedouci k nizsi
inaktivaci NO a stimulaci syntézy prostacyklinu; vysledky studii vSak jsou zatim
nejednoznacné.

Rada studii prokézala u¢innost estrogenové substituce v menopauze na tpravu
endotelidlni dysfunkce a pokles kardiovaskuldrni mortality; estrogeny mimo jiné
zvySuji syntézu NO a prostacyklinu, inhibuji syntézu troboxanu A2 a endotelinu-1,

snizuji hladinu LDL-cholesterolu a maji antioxida¢ni u¢inky.
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Dalsimi latkami ovliviiujicimi endotelidlni funkce jsou blokatory kalciovych
kanali. Amlodipin ovliviiuje endotel stimulaci produkce bradykininu a inhibici

oxidace lipidli volnymi radikdly a tvorby pénovych bunck (Taylor 2004).

2.3.1. Endotel pti ateroskleréze

Ateroskleroza je nejvice rozsifené onemocnéni cév v rozvinutych zemich.
Piedstava, ze aterosklerdéza vznikd jako odpovéd’ na endotelidlni poranéni, byla
poprvé vyslovena pied vice nez 20 lety, kdyz bylo zjisténo, ze jiz pfii
nepravidelnostech v organizaci endotelidlnich bun€k jsou casto v téchto mistech
nalézany tukové prouzky, zatimco uplna destrukce endotelu muiize byt patrna pouze
v pozdnim stddiu nemoci. Tyto a dal$i prace jasné poukazuji na fakt, ze ne pouze
mechanickd, ale i funkéni porucha endotelu mize vést krozvoji endotelidlni

dysfunkce (Cines et al 1998).

2.4. RIZIKOVE FAKTORY ATEROSKLEROZY

Rizikové faktory aterosklerdzy a jejich organovych komplikaci se déli na
ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné faktory patii vék (s vy$sim vékem
stoupa jak progrese aterosklerotického procesu, tak mnozstvi jeho komplikaci),
muzské pohlavi (muzi méli Castéji komplikace aterosklerotického procesu, nyni se
zda, Ze se pomér mezi muzi a Zenami zacind postupné srovnavat) a genetické viohy.
Za hlavni ovlivnitelné faktory povazujeme koufeni, inzulinovou rezistenci a
hyperinzulinismus, arteridlni hypertenzi, dyslipidémii, obezitu, diabetes mellitus,
hyperfibrinogenémii, nedostatek aerobni  aktivity, nedostatek estrogent,

hyperhomocysteinémii, snizeny pfijem antioxidancii, nenasycenych mastnych
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kyselin a vldkniny, nadbytek pfijimané energie, cholesterolu, nasycenych mastnych
kyselin a dale biologické faktory (Muntner et al 2005).

V¢eék je faktor zieteln€é neovlivnitelny, je zadkladnim pfistupem oddaleni
manifestace organovych komplikaci aterosklerdzy, tedy ischemické choroby srdecni,
a po jejich eventudlni manifestaci dalSiho oddaleni recidivy téchto komplikaci.

Muzské pohlavi bylo a je tradi¢né povazovano za rizikovy faktor zejména pro
ischemickou chorobu srde¢ni. V poslednich letech se postupné vyrovnava rozdil
mezi procentualnim zastoupenim kouieni u muzi a u zen a soucasné¢ stoupa ponc¢kud
veék manifestace ICHS. Proto se zda, Ze tradi¢né pojimany neovlivnitelny rizikovy
faktor spojeny s muzskym pohlavim neni tak zfetelny jako pied deseti ¢i patnacti
roky. Je vSak evidentni, Ze Zeny onemocni ICHS castéji az v menopauze (Mehta et al
1998).

Primérni, geneticky podminénou dyslipoproteinémii je naptiklad familidrni
hypercholesterolémie; autozomdln¢ dominantni onemocnéni, které¢ je disledkem
chybéni nebo funkéni poruchy LDL receptoru a nasledné zpomalenym katabolismem
LDL a IDL. K manifestaci nemoci dochazi od narozeni, u heterozygoti jsou
koncentrace LDL-C 2-3krat zvySeny ve srovnani se zdravymi osobami. Koncentrace
TC se pohybuji mezi 9-13 mmol/l, paraleln€ jsou zvysené koncentrace LDL-C a apo
B-100; u homozygéti se koncentrace TC nachdzi mezi 15-30 mmol/l a

proporcionalné jsou zvySeny koncentrace LDL-C.

Mezi dalsi geneticky podminénd onemocnéni patii familiarni defekt
apolipoproteinu B-100 autozomalné¢ dominantni, ktery je zptisoben bodovou mutaci
(Glu 3500—Arg) apo B-100, ktera vede ke snizené afinit¢ LDL k LDL-R. Nej¢astéjsi
pfi¢inou vzestupu TC a LDL-C v populaci je polygenni hypercholesterolémie;

frekvence onemocnéni se udava mezi 1:20-100, kdy se patofyziologicky uplatituje
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kombinace genetickych faktorti i vlivii zevniho prostiedi, coz usti ve zvySenou

produkci LDL, ale 1 jejich zpomalené odbourdvani.

Familiarni kombinovana hyperlipidémie je nejcastéjsi geneticky podminéna
porucha metabolismu LP, frekvence v bézné populaci je asi 0.5-1%; jednd se o
smiSenou hyperlipidémii, kterd se Casto vyskytuje u nemocnych po prodélaném
infarktu myokardu(v 10-15%), porucha mé autozomalné¢ dominantni dédi¢nost. Mize
se jednat o poruchu jednoho hlavniho genu a né¢kolika gent kandidatnich,
charakteristickym rysem je zvySena syntéza apo B-100 a produkce ,,malych* VLDL,
TC od 6.5 do 8.0 mmol/l, ¢ast md pokles HDL-C a hyper apo B-100. Dalsi
genetickou pfi¢inou DLP muze byt familiarni dysbetalipoproteinémie, familiarni

endogenni a familidrni smiSend hypertriglyceridémie , atd. (Pedraza 1993).

Co se tyce ovlivnitelnych rizikovych faktorl, je dokézano, ze riziko rozvoje
ICHS stoupa se zvysujici se télesnou hmotnosti. Riziko ICHS je u lidi s body mass
indexem 23-25 vyS$$i o 50% nez u osob s BMI pod 21. Obezita miiZe mit (asi i
vlivem mobilizovanych volnych mastnych kyselin) ptimy vliv na pfed€asny rozvoj
ateroskler6zy, kterd je castéji spojend s centrdlnim typem obezity. Kombinace
centralni obezity a inzulinové rezistence vede krychlé nadprodukci VLDL
(s vysokym obsahem TG) v jatrech (Coniglio et al 1997).

Je prokdzan pifimy vliv hyperinzulinémie; inzulinova rezistence zvySuje
koncentraci VLDL, sniZzuje koncentraci HDL, zvySuje vyskyt arteridlni hypertenze.
Inzulin plsobi na cévni sténu stimulaci tvorby ristovych faktort, proliferaci bunék
hladkého svalstva, stimulaci produkce pojivové tkané, zvySenou aktivitou LDL-C,
zvySenou tvorbou a snizenou regresi tukovych prouzkli, zvySenim hladiny
plazmatického endotelinu-1, zvySenim inhibitoru plazminového aktivatoru-1

(D'Agostino et al 2004).
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Arteridlni hypertenze je 1 se svymi moznymi komplikacemi slozitym
onemocnénim, jehoz vSechny aspekty nejsou dosud vysvétleny. Na sténu tepny
pusobi pfimo zvySeni krevniho tlaku, zmény proudéni krve, dochdzi k poruse
endotelidlni vrstvy. Hypertenze vede k remodelaci hladké svaloviny ve velkych
tepnach, v malych tepnach vede ke zvySeni cévniho tonusu (Catena et al 2005).

Pred¢asnd menopauza a s tim spojeny nedostatek estrogenti predstavuje také
zvySené riziko aterosklerozy.

Dalsim rizikovym faktorem je vysoka koncentrace lipoproteinu Lp(a), ktera je
spojena s vyssim rizikem ICHS; nebezpe¢ny je i jeho protromboticky vliv, ktery je
dan kompetici a podobnosti struktury Lp(a) a fibrinogenu (zvysSend hladina
fibrinogenu predstavuje vyrazné riziko ICHS) (Iacoviello et al 2001).

Spole¢né enviromentalni faktory v rodiné pfedstavuji zejména vyziva a také
koufeni. V rodinach kutaki Castéji koufi i filiarni generace, nehledé¢ na fakt pasivniho
koufeni. Koufeni u nas v poslednich letech pfibyva, zejména mezi mladezi a Zenami
mladsiho a stfedniho véku. Koufeni, stejné jako vyziva a arteridlni hypertenze,
ptredstavuji pochopitelné faktory patogeneze aterosklerdzy ovlivnitelné.

Sedavy zptsob zivota ma vliv piedev§im na svalové komponenty syndromu
inzulinové rezistence ana rozvoj abdomindlni obezity. Je jisté, Ze sportovani
nékolikrat tydné po dobu nékolik desitek minut denné predstavuje vyznamny faktor
prevence ischemické choroby srdecni.

Faktory vyzivy v patogenezi aterosklerézy-opakované bylo prokazano, ze
zvySeny piivod nasycenych mastnych kyselin ¢i soucasny nizsi piivod vice-Ci
mononenasycenych mastnych kyselin predstavuji zakladni riziko aterosklerozy. Jejim
rizikem je také vys$i celkovy pfisun energie, nizsi pfijem vladkniny, niz§i piijem

vitamintl, zejména kyseliny listové a protioxidacné piisobicich vitamint (vitamin C,
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vitamin E) a dale nizs§i pfijem protioxidacné¢ ptisobicich latek (napiiklad obecné
flavonoidy, zejména antokyany) piedstavuje riziko vzniku, udrzovani a progrese
aterosklerotického procesu. Bézné jsou doporucovany rostlinné tuky; mnoho
rostlinnych tukli na bazi margarinu ale obsahuje vysoké procento trans-mastnych
kyselin, jejichz aterogenni potencial je dvojnasobny pii srovnani s nasycenymi
mastnymi kyselinami. Proto obecné doporucovani rostlinnych tukii mize vést ke
zvySené zatézi trans-mastnymi kyselinami.

Z hlediska tak zvané spravné vyzivy je za spravny model v soucasné dobé
povazovana dieta stfedomoiska, obsahujici ryby, driibez, vzacné€ji maso hovézi ¢i
veprové, malo uzenin, vyssi pfijem zeleniny a ovoce, coZ znamena i vyssi piijem
vlakniny, vitamint a protioxidaénich latek. Z hlediska piijmu alkoholu se povazuje
uméfeny piijem zejména vina za protektivni. Uméfeny pfijem znamend do 40 g
denn¢ pro muze a do 20-25 g denné alkoholu pro zeny. Podle nékterych nazort je
z hlediska protekce vyhodnéjsi pit vino s pfivodem flavonoidu, jiné nazory se opiraji
o fakt, ze pfi mirném piijmu alkoholu stoupda HDL-cholesterol. Vysoky pfijem
alkoholu vede naopak ke zvySeni plazmatickych hladin triacylglycerolt, k jaterni
steatoze a posléze cirhdze, atd. (Daubresse 2000).

Nakonec bych zminila jest¢ vliv zanétlivych markert jako rizikového faktoru
aterosklerdzy; jednoznacné patogeny uréeny nebyly, ale o urcitych mikrobech je
znamo, ze jejich vyskyt byl spojen s vyssi frekvenci infarktu myokardu. Nejéastéji
jsou studovany Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, Coxiella burneti,
Coxsackie B, Herpes virus hominis, Cytomegalovirus (nalezeny v resten6zach
karotickych tepen). Byly zjistény zvySené titry proti Chlamydia pneumoniae u muzi
s ICHS. Séropozitivita protilatek proti Chlamidia pneumoniae byla zjisténa az u 80-

85% pacientt s aterosklerotickym postizenim (Laurila et al 1997).
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O tom, ze infekéni agens mohou byt negativnim jevem pro rozvoj
aterosklerotickych zmén, svédc¢i vztah C-reaktivniho proteinu (CRP) a ICHS.
Zvysené hladiny CRP byly nalezeny u nemocnych s chronickou infekci Chlamydia
pneumoniae a u pacientd s chronickou gastritidou zptisobenou Helicobacter pylori.
Vztah byl prokazan k ICHS. Hodnoty CRP korelu;ji téz s teplotou aterosklerotického

platu.

Vzhledem k Cetnosti rizikovych faktori je jasné, Zze je tfeba peclivé 1é¢it;
farmakologicky i nefarmakologicky; jednotlivé rizikové faktory. Lécba u nemocnych
s vysokym individudlnim rizikem je zaloZena na 1é¢bé poruch metabolismu tuki,
arterialni hypertenze, diabetes mellitus, ¢i poruchy gluk6zové tolerance. S ohledem
na celou skalu faktorii, které ovliviiuji chovani aterosklerotické 1éze, je tfeba do
1é¢by zahrnout i sanaci zanétlivych lozisek, protoze formace aterosklerotického platu
je dana hlavné ¢asticemi LDL-cholesterolu, jeho nestabilita vS§ak miize byt vyrazné

ovlivnéna nejen chemickymi, ale 1 infekénimi faktory (Vaughan et al 2000).

2.5. PATOFYZIOLOGIE ATEROSKLEROZY

Aterosklerdza je zanétlivé onemocnéni. Diky vysoké plasmatické koncentraci
cholesterolu, zejména cholesterolu o nizké hustot¢ — LDL, ktery je hlavnim
rizikovym faktorem ateroskler6zy, uvazovali mnozi, ze proces aterosklerdzy ve velké

mife spociva v akumulaci lipid ve sténé artérie. Nicméné tento proces je mnohem

vvvvvv

Cetnéa pozorovani u lidi i zivocichii vedla k formulaci hypotézy o reakci na

poskozeni, kterd plvodné ptredpoklddala, Ze prvnim krokem v ateroskleréze je
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poskozeni endotelu. Nejnovejsi verze této hypotézy spiSe uptfednostiiuje vznik a

rozvoj endotelidlni dysfunkce ptfed pouhym poSkozenim endotelu (Ross 1999).

2.5.1. Schéma aterogeneze

Leukocyt ma tendenci rolovat po endotelu. Dochézi k tomu prostfednictvim
vzajemného kontaktu molekul selektini na endotelové burnice a oligosacharidovych
molekul na leukocytech. Néasleduje pevna adheze leukocytu na endotel diky
molekuldm zfady imunoglobulini VCAM-1 a ICAM-1. Vazebnou slozku tvoii
integriny, které se zvySen¢ exprimuji az pii aktivaci endotelu. Pro proniknuti
leukocytu do subendotelu mezi endotelovymi buiikami je zapotfebi molekula
PECAM-1 (ve velkém mnozstvi je v meziendotelovych spojich). Na invazi leukocytl
do cévni stény se velkou mérou podileji chemokiny, chemotaktické cytokiny, které
hraji roli v fizeni pohybu a aktivaci leukocytii (Davignon & Ganz 2004).

Urcita mista arterii, jako jsou bifurkace a oblouky, zplisobuji charakteristické
zmény v toku krve. Zmény v krevnim priatoku se zdaji byt rozhodujici v urcent, ktera
mista cév mohou byt ndchylnd k tvorbé 1ézi. Pohyb a adheze monocytti a T-bun¢k na
téchto mistech je vysledkem up-regulace adheznich molekul jak na endotelu, tak i na
leukocytech.

Endotelidlni dysfunkce vede ke kompenzacni odpovédi, kterd méni normalni
homeostatické vlastnosti endotelu. Zvysuje se tak adhezivita (s pfi¢inénim leukocytii
a krevnich desti¢ek) i propustnost (permeabilita) endotelu. Endotel mé tedy spise
koagula¢ni nez antikoagulacni schopnosti a vytvari vazoaktivni molekuly, cytokiny a
rustové faktory. Pokud neni zanétlivda odpovéd’ ucinné kompenzovana a nejsou
odstranény napadajici agens, miize proces dale pokracovat. Takto stimuluje zanétliva

odpovéd’ migraci a proliferaci bun€k hladké svaloviny, ty se prolinaji s oblasti zanétu
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a vytvaii intermedidrni (stfedni) 1ézi. Pokud tato reakce pokracuje trvale, muize
zpusobit ztlusténi stény tepny, které je pozd€ji kompenzovano postupnou dilataci,
tudiz prusvit cévy zlistava jesté¢ nezmeéneén (Taatjes et al 2000).

Odpovéd je dale zpiisobena a usmérnovana makrofagy vzniklymi z monocyta
a specifickymi subtypy T-lymfocyti. Aktivace téchto bunck vede k uvolnéni
hydrolytickych enzymi, cytokind, chemokint a ristovych faktort, které zptisobuji
dalsi poskozeni a ptipadné vedou k mistni nekréze. Akumulace mononuklearnich
bun¢k, migrace a proliferace bun¢k hladké svaloviny a vznik fibrotické tkan¢ vedou
k dalSimu zvétSeni a restrukturalizaci 1éze. Ta zacind byt pokryta vazivovym krytem
(¢epickou), ktery prekryva jadro (je tvotreno lipidovou a nekrotickou tkani) a vznika
tzv. komplikovana 1éze. V tomto okamziku jiz céva dale nemize kompenzovat tuto
situaci dilataci, vyklenuje se do lumen cévy a omezuje krevni priitok (Badimon et al

1999).

2.5.2. Lipoproteiny

Lipoproteinové ¢astice jsou tvoreny tukem a bilkovinou. Bilkovinna soucast
se nazyva apolipoprotein nebo apoprotein. Funguji jako transportni formy krevnich
lipidd.

LDL je hlavni pfic¢inou poskozeni endotelu a pod nim lezici hladké svaloviny.
LDL miize byt modifikovan oxidaci, glykaci u diabetes mellitus, agregaci a spojenim
s proteoglykany nebo vélenénim do imunitnich komplexd. Kdyz jsou ¢astice LDL
zachyceny v arterii, mohou projit progresivni oxidaci a byt pohlceny makrofagy a to
diky specifickym (scavengerovym) receptorim na povrchu téchto bunék. Pohlceni
vede ke vzniku lipidovych peroxidii a usnadiiuje nahromadéni esterti cholesterolu.

Jakmile je LDL modifikovan a pohlcen makrofagy, méni se na pénové bunky.
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Odstranéni modifikovaného LDL je dulezitou soucésti uvodni ochranné ulohy
makrofagl v zanétlivé odpovédi a minimalizuje G¢inek modifikovaného LDL na
buniky endotelu a hladké svaloviny. Oxidovany LDL je chemotakticky pro dalsi
monocyty a muze regulovat kolonie stimulacni faktor makrofdgli a monocytarni
chemotakticky protein produkovany bunkami endotelu. RozSitfuje tedy zanétlivou
odpoveéd’ vstupem novych monocyti do 1ézi (Gudev 1996).

Zanétlivé mediatory (napt. TNF-a, interleukin-1 a mikrofag-kolonie
stimulujici faktor) zvysuji vazbu LDL na endotel a hladkou svalovinu a zvysuji
transkripci genu receptoru pro LDL.

Antioxidanty, jako napf. vitamin E, mohou redukovat vznik volnych radikalt.
Zvysuji rezistenci LDL k oxidaci. V preklinickych studiich bylo zjisténo, ze piijem
vitaminu E nepfimo umérné souvisi s vyskytem infarktu myokardu, omezuje a
snizuje vyskyt srde¢nich piihod.

Zvysenou lipooxigenazovou aktivitu ma ang-II, ktery mize zvysit zanét a
oxidaci LDL. Hypertenze ma prozanétlivé ucinky a zvySuje tvorbu peroxidu vodiku
a volnych radikalti (jako napt. superoxidovy anion a hydroxylovy radikal) v plasm¢.
Tyto substance snizuji tvorbu NO endotelem, zvysuji adhezi leukocytl a zvysuji

periferni rezistenci.

2.5.3. Monocyty

Monocyty, prekurzory makrofagl, jsou piitomny v kazdé fazi aterogeneze.
Makrofagy  produkuji  cytokiny, chemokiny, molekuly regulujici rust,
metaloproteinazy a dal$i hydrolytické enzymy. Vznik a mnozeni mononukledrnich
bunék v 1ézich zavisi na faktorech, jakymi jsou makrofag-kolonie stimulujici faktor a

granulocyty-makrofdg kolonie stimulujici faktor. Vystaveni makrofag-kolonie
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stimulujicimu faktoru umoznuje makrofagiim piezit in vitro a pravdépodobné se i
rozmnozovat v lézich. Naopak nékteré zanétlivé cytokiny (napf. interferon-gama
aktivovany makrofagy) jim umoznuji prabéh programované bunécné smrti
(apoptozy) (Yla-Herttuala 1991).

Pivodné se uvazovalo, ze jediné buiky, které rostou v pribéhu expanze
aterosklerotickych 1ézi, jsou bunky hladké svaloviny. Ale mnozeni makrofagii ma
stejnou dilezitost. Schopnost makrofagii produkovat cytokiny (jako napt. TNF-a,
interleukin-1 a TGF-B), proteolytické enzymy (naptiklad metaloproteinazy) a riistové
faktory (zejména rustovy faktor tvoreny destickami a ristovy faktor podobny
insulinu-1) mtze byt rozhodujici v tloze téchto bunék pii poskozeni a obnové pfi
rozvoji aterosklerotickych 1ézi.

Aktivované makrofagy zastupuji tfidu II histokompatibilnich antigenti (HLA
IT), které umoznuji prezentovat antigeny T-lymfocytim. T-buiiky jsou aktivovany,
kdyz navazi antigen vyprodukovany makrofagy. Aktivace T-buiikky mé za nasledek
sekreci cytokinii véetné interferonu-gama a TNF-a a B, které zesiluji zanétlivou
odpovéd’. Bunky hladké svaloviny v 1ézich maji také na svém povrchu molekuly
ttidy HLA 1II (pravdépodobné vytvotené interferonem-gama) a mohou tedy vytvaret
antigeny T-buitkam (Takeya 2005).

V aterosklerotickych 1ézich se ve vSech stadiich nachazi jak CD4, tak i CDS8
T-lymfocyty.

Imunomodulaéni molekula CD40 ligand mtze byt produkovdna makrofagy,
T-buiikami, endotelem a hladkou svalovinou v aterosklerotickych 1ézich in vivo. Jeji
receptor CD40 je pfitomen na stejnych bunkach. Oba jsou up-regulovany
v aterosklerotickych 1ézich. U mysi s deficitem apoE bylo prokazéano, ze inhibice

CDA40 protilatkami redukuje vznik 1éze.
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2.5.4. Desticky

Adheze desticek a nésténnd trombodza jsou pfitomné pii vzniku a vyvoji
aterosklerotickych 1¢zi. Desticky mohou adherovat k dysfunkénimu endotelu,
obnazenému kolagenu a makrofagiim. Pokud jsou aktivovany, uvoliuji cytokiny a
rustové faktory, které se spolecné s trombinem mohou podilet na migraci a
proliferaci bun¢k hladké svaloviny a monocytli. Aktivace desticek vede k tvorbé
volné kyseliny arachidonové, kterd mtize byt transformovéna v prostaglandiny (jako
je napiiklad tromboxan A2, coz je jedna znejucinnéjSich vazokonstrik¢nich a
tromboagregacnich latek)nebo v leukotrieny, které mohou zesilit zanétlivou
odpoved.

Desticky jsou dutlezité v udrzeni cévni integrity a pii ochrané proti
spontannimu krvaceni. Aktivované desticky se mohou akumulovat na sténach arterii

a dopliovat dalsi desticky do rostouciho trombu (Gavrish & Sergienko 1993).

2.5.5. Nestabilita a ruptura plati

Ruptura plati a trombdza jsou vyznamnymi komplikacemi, které vedou
k nestabilnim korondrnim syndromam.

Ruptura jako komplikace ateromového platu je hluboké prasknuti s
uvolnénim trombogenniho materidlu do krve, kdezto u tzv. eroze mluvime o

povrchovém odstranéni endotelu diky apoptoze endotelovych bunék na povrchu 1éze.

Aterosklerotické platy mizeme rozdélit na stabilni a nestabilni. Stabilni plat
mé nizky obsah tukli a nemd tendenci k ruptufe s vytvofenim nasledné trombozy,

kterd pak obturuje cévni lumen. Nestabilni plat je bohaty na lipidy a pfi okrajich
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Casto praskd. Dava tak vzniknout trombdze, kterd se projevi akutni cévni ptihodou

(Boyle 2005) .

U pacientt s infarktem myokardu je nestabilita a ruptura plati vysledkem
eroze, ztenceni a ruptury vazivové ¢epicky. Déje se tak Casto na okrajich 1ézi, kudy
mohou vstupovat makrofagy, kde se hromadi, aktivuji a kde probihd apoptodza.
Rozpad vazivové Cepicky mize byt také vysledkem piisobeni metaloproteinaz (jako
jsou kolagenazy, elastazy a stromelyziny). Také T-buitky mohou stimulovat produkci
mataloproteindz v 1ézich, coz zpusobuje nestabilitu plati a ma za nasledek dalsi
imunitni odpovéd’. Tyto zmény mohou byt také doprovazeny produkci tkanovych
prokoagulacnich faktori a dalSich hemostatickych faktort, které dale zesiluji

moznost vzniku trombozy.

Nasledkem ukladani plath je zuzeni cévniho prisvitu, které mulze vést
k ischemii. Dal$imi nasledky tvorby plath jsou ztuhnuti cévni stény (kalcifikace),
vznik trombd, které uzaviraji zbyly prisvit a mohou zpisobit periferni embolizaci,
dale krvaceni do plati a do cévni stény. Takto poskozend sténa mlze mimo jiné
povolit tlaku a dokonce prasknout, takze dojde k nebezpe¢nému krvaceni do okolni

tkané, napft. z aorty nebo z mozkovych cév (Stehbens 2002).

2.6. BUNECNE ADHEZIVNI MOLEKULY — VCAM-1

Bunécné adhezivni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou
exprimované na povrchu vSech tkdni organismu. Adhezivni molekuly se Uc€astni
tfizeni fady fyziologickych d&jii jako jsou embryogeneze, bunéény rist a diferenciace,
hojeni ran, ¢i obnova tkani. Uplatiiuji se ale také pfi patologickych procesech, kde se

napf. podileji na interakcich mezi sloZkami imunitniho systému (Joseph-Silverstein
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& Silverstein 1998). Podle strukturnich vlastnosti je mizeme rozdé€lit na 4 zakladni

skupiny. Jsou to selektiny, integriny, imnoglobulinova skupina a kadheriny.

Imunoglobulinovd skupina adhezivnich molekul je rozsdhla rodina
povrchovych bunéénych molekul, ktera predstavuje 50% vsech povrchovych molekul
leukocytii. Jde o latky glykoproteinového charakteru tvofené opakujicimi se Ig
doménami z beta fetézci. Zprostiedkovavaji jak homofilni(vazba adhezivni molekuly
v jedné buiice na stejnou molekulu ve druhé), tak heterofilni interakce (vazba
adhezivni molekuly v jedné bufice na neidentickou molekulu ve druhé burce)
(Mareckova et al 1999). Patii sem cela fada adhezivnich molekul jako antigenné
specifické receptory T a B-lymfocyti TCR, BCR, koreceptory T-lymfocytd CD4 a
CDS, kter¢ jsou dulezité pro jejich spravnou funkci pfi imunitnich reakcich.

Z hlediska vztahu k ateroskler6ze jsou nejvyznamnéjSimi zastupci vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) a

platelet cell adhesion molecule-1 (PECAM-1).

2.6.1. Struktura a funkce VCAM-1

Z hlediska struktury je tato adhezivni molekula transmembranovy
glykoprotein obsahujici N-konec, sérii Ig domén, transmembranovou oblast a
cytoplazmaticky konec. VCAM-1 ma 7 extracelularnich domén, pficemz domény 1 a
4 jsou specifickd vazebna mista pro vazbu o4f; integrinu (VLA-4) a n€kdy pro vazbu
a4 integrinu (Springer 1995). VCAM-1 se podili na stabilizaci vazby leukocyti k
endotelu a podili se tedy na jejich diapedezi a zfejmé navic selektivné vychytava
mononukledrni leukocyty, protoze ty na rozdil od neutrofilli exprimuji a4 integriny

(Cybulsky et al 1999).
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2.6.2. Exprese VCAM-1

VCAM-1 je exprimovan endotelidlnimi builkami, makrofagy a
hladkosvalovymi buiikami (Blann & McCollum 1994). Studie na kralicich a mySich
prokézaly, ze VCAM-1 je endotelidlnimi buitkami exprimovan jesté pred akumulaci
makrofagli a T — lymfocyti v oblastech, které jsou predispozi¢ni ke vzniku 1ézi,
pricemz lokalizace téchto mist je ¢asto ovlivnéna hemodynamickymi vlastnostmi,
predevsim shear stresem (Iliyama et al 1999). U malych aterosklerotickych 1ézi je
VCAM-1 exprimovan predevsim endotelidlnimi i hladkosvalovymi buiikami, které
ptiléhaji k aterosklerotické 1¢ézi. U pokrocilejsich aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1
exprimovan vétSinou bun€k, které se nachéazeji v intimé cév. Presto se ukazuje, Ze
VCAM-1 je exprimovan predevsim v oblastech vyskytu 1ézi.

Exprese této adhezivni molekuly je ovliviiovana fadou faktorl, které se
uplatiiuji 1 v patogenezi aterosklerozy. Hypercholesterolemie a oxidované LDL a
diabetes zvysuji expresi VCAM-1 (Khan et al 1995). Také kouteni, hemodynamicky
stres (nizky shear stress) zvysuji expresi VCAM-1 (Walpola et al 1995). Exprese

molekuly je také indukovana zanétlivymi cytokiny jako TNF-a nebo IL-1.

2.7. ENDOGLIN (CD 105)
2.7.1. Struktura proteinu

CD 105 se nachazi na bunéném povrchu jako homodimericka,
transmembranova bilkovina o rozméru 180 kDa. Vnéj$i domény vazi s vysokou
afinitou izoformy TGF-1 a TGF-B3 (Obreo et al 2004).

Transmembranové a intracelularni domény CD 105 maji podobnost

s betaglykanem ze 71% (Letamendia et al 1998).
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Endoglin je pfevazné tvofen v cévnich endotelialnich buiikach a jeho tvorba
se zvySuje pii hypoxii. Dale byla jeho exprese detekovana u makrofagt, hladkych
svalovych bun¢k a fibroblastd. Endoglin je povazovan za vyznamny marker
angiogeneze a tudiz je jeho exprese vyznamna jak v embryonalnim vyvoji, tak také
pii procesu hojeni ran, pii infarktech a béhem kancerogeneze (Guerrero-Esteo et al
1999). Jeho zvysSena exprese je davana do souvislosti s horsi prognézou nadorového
onemocnéni. Mutace genu pro endoglin navic vede krozvoji hereditarni
hemorrhagické telangiektazie (Lebrin et al 2005).

Vzhledem k tomu, ze bylo popsano, ze endoglin mize modulovat uc¢inky
TGF-B, ktery je povazovan za vyznamny antiaterogenni faktor, myslime si, ze zmény

jeho exprese mohou hrat roli v procesu aterogeneze.

2.8. STATINY

Statiny jsou dnes bézné¢ indikovanymi léky u pacientd s komplikacemi
aterosklerdzy a stoji po boku ,,zakladnim* kardiologickym preparatim, jakymi jsou
napf. betablokatory, kyselina acetylsalicylovd nebo ACE inhibitory. Pro svou
ucinnost a minimum nezadoucich ucinkd se fadi k nejcastéji predepisovanym
hypolipidemikiim. Lécba statiny se v poslednich nékolika letech vyrazné rozsiftila.
Pred deseti lety byly statiny vyhrazeny nejt¢z§im formam familidrnich
hypercholesterolémii, dnes jsou indikovany u osob, které maji vedle dalSich kritérii
zcela normalni nebo jen hrani¢né vyssi hladiny sérového cholesterolu. Statiny patii
mezi preparaty, které by ziejm¢ nemély chybét u zadného pacienta s ICHS. Stale
Castéji se s nimi setkdvame u diabetikll a osob s metabolickym syndromem, kde jsou

vétSinou soucasti kombinaénich hypolipidemickych rezimt (Vaughan et al 2000).
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Hlavni indikaci statini zistava hypercholesterolémie nebo smiSena
dyslipidémie s pfevahou hypercholesterolémie u pacient s manifestni ateroskler6zou
nebo ve vysokém riziku aterotrombotickych komplikaci (van Nieuw Amerongen et al
2000).

Statiny jsou tedy indikovany predevSim u nemocnych s izolovanou
hypercholesterolémii véetné heterozygétii familiarni hypercholesterolémie. Uplatnéni
vSak mohou nalézt i v terapii smiSené¢ hyperlipoproteinémie, u¢inek 1é¢by statiny je
optimalni tehdy, jestlize vstupni hodnota triglyceridii neptesahuje hodnotu 4 mmol/l.
Pii vysSich hodnotach triglyceridii statiny v monoterapii selhavaji a je tfeba uzit
kombinaci s fibraty(n¢kteti autoii doporucuji vysokou davku statinti v monoterapii).
V terapii homozygdétti familidrni hypercholesterolémie statiny bohuzel obvykle
selhavaji. Pozitivnich vysledkli bylo dosazeno pouze s vysokou davkou atorvastatinu
(Auer et al 2002).

V roce 2003 byla publikovana rozsahla metaaanalyza n¢kolika desitek studii,
ze které vyplyva, ze terapie statiny snizuje riziko kardiovaskularnich ptihod o 61% a
riziko ischemické cévni mozkové piihody o 17%. K dispozici je vSak fada dikazii
pro podavani statinli i v jinych situacich nez je dlouhodoba prevence komplikaci
aterosklerdzy, napt. pozitivni piinos Casné¢ zahdjené terapie statiny u akutniho
korondrniho  syndromu-casné¢  zahdjend  hypolipidemicka 1é¢ba  vedouci
k ,,dramatickym* poklesim koncentraci LDL-cholesterolu dokonce vyrazné pod
vyznamné snizeni rizika (Mori & Saito 2002).

Statiny se nepodavaji pouze v monoterapii, ale jsou i dilezitou soucasti
kombinované 1écby. Dlouhou dobu byly uzivany v kombinaci s pryskyficemi, nyni

se do popredi pii snaze o maximalni snizeni LDL-CH dostdva kombinace
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s ezetimibem. Dalsi kombinace s fibraty nachazi misto v terapii smiSenych
hyperlipidémii. S rostoucim vyznamem metabolického syndromu se kromé
kombinace statin+fibrat uplatni i kombinace statin+niacin.

V klinické praxi jsou u nds pouzivany tyto statiny: lovastatin, pravastatin,
simvastatin, atorvastatin, fluvastatin a rosuvastatin. Nejvétsi pokles LDL byl
zaznamenan u atorvastatin (60%) a simvastatinu (40%). TAG nejucinnéji snizuje
fluvastatin (31%), po kterém také nejvice stoupa koncentrace HDL (Hernandez et al

2003).

2.8.1. MECHANISMUS UCINKU STATINU

V roce 1976 zjistili Endo a spol., Zze produkt plisné Penicilium citricum snizuje
syntézu cholesterolu kompetitivni inhibici klicového enzymu biosyntézy cholesterolu
3-HMG-CoA reduktazy(statiny tzv. l.generace-lovastatin, simvastatin a pravastatin
jsou produkty plisni, Il.generace-fluvastatin je semisynteticky racemat a IIIL.
generace-atorvastatin a cerivastatin jsou jiz plné syntetické). Tento enzym katalyzuje
preménu 3-HMG-CoA na mevalonat, coz je jeden z prvnich krokd biosyntézy
cholesterolu. SniZzenim nitrobunééné syntézy cholesterolu se bunka dostava do
situace deficitu cholesterolu, coz vede ke zvysené expresi LDL receptorti na bunééné
membrané vSech bunék, predev$im ale hepatocytd. ZvySend syntéza a zvySeni
aktivity LDL receptori umoznuji urychlené vychytavani LDL partikuli z plazmy
(Davignon & Mabile 2001).

Hypolipidemicky ucinek statinii je pomémné dobfe objasnén, zatimco dosud
neni jednoznaéné vysvétlen mechanismus, jakym statiny snizuji koncentraci
triglyceridi. Predpoklada se predevsim snizeni syntézy VLDL v jatrech, dalSim

moznym mechanismem je zvysSeni clearance a odbouravani VLDL cestou LDL
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receptord, jejichz poCet se na povrchu hepatocyti zvySuje. Chylomikronové
remnanty obsahuji totiz stejn¢ jako VLDL apolipoprotein E, ktery je schopen navazat
lipoproteinovou ¢astici na LDL receptor.

Podle vysledki mnoha praci zabyvajicich se vlivem statinii na parametry
tukového metabolismu lze shrnout a uvést, ze 1écba statiny snizuje koncentrace
celkového cholesterolu o 20-30%, LDL-cholesterolu o 25-40%, triglyceridi o 5-20%
a soucasné mirn¢ zvysuje koncentrace HDL-cholesterolu o 5-10%. Témto zménam
odpovidaji 1 zmény ve spektru apolipoproteinii-vyznamny pokles koncentrace
apolipoproteinu B a mirny vzestup hladiny apolipoproteinu A-I.

Co se tyCe zmény zastoupeni aterogennich ,,malych denzich LDL ¢astic” a
velkych neaterogennich LDL c¢astic, donedavna platil ndzor, Ze statiny se chovaji
vesmes neutrdlné¢ a pomér téchto castic se neméni. Teprve v nedavné dobé se
prokédzalo, ze u nemocnych se smiSenou HLP dochazi ke snizeni vyskytu

aterogennich ,,small dense LDL* po 1é¢b¢ statiny (Bellosta et al 2000).

2.8.2. PLEIOTROPNI UCINKY STATINU

Statiny jsou schopny ovliviiovat také tadu déju, které vSak nesouviseji
s hladinami lipidd. Tyto ucinky statini jsou oznacovany jako nelipidové nebo
pleiotropni. Tento tzv. nehypolipidemicky efekt vede ke snizeni nejen koronarni a

kardiovaskularni, ale i celkové mortality (Calabro & Yeh 2005). Jedna se zejména o:

» inhibici proliferace hladkych svalovych bunék cévni stény
» upravu endotelialni dysfunkce

P stabilizaci aterosklerotického platu

rrrrr
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P snizeni trombotické pohotovosti

Za zcela nelipidovy ucinek statinii je tfeba povazovat jejich antiagregacni
pusobeni, které je nejvice vyjadieno u pravastatinu. Druhym typicky nelipidovym
ucinkem statinti je inhibice proliferace hladkych svalovych bunék ve sténé cévni.
Tento Uc¢inek je nejvice vyjadien u fluvastatinu a simvastatinu, ale i u lovastatinu,
naopak u pravastatinu prakticky chybi. Zatimco vétSina autorti povazuje inhibici
proliferace myocytd za pozitivni efekt 1éCby, ktery ptisobi protiaterogenné, objevuji
se i nazory zcela opacné. Ty povazuji proliferaci myocytll za vyznamny faktor pti
stabilizaci plat a pozitivni vliv inhibice proliferace zpochybnuji.

Po podani statinti (pivodni pozorovani je popsano po lovastatinu, pozd¢ji byly
publikovany prace se vSemi statiny v klinické praxi) dochazi ke zlepsSeni endoteliani
funkce, konkrétné ke zlepSeni koronarni vazodilatace po stimulaénim podnétu (napf.
po podani acetylcholinu). Tento ulinek vSak muze byt vysvétlen jisté i1 jen
hypocholesterolemizujicim efektem statinu.

Po 1écbe statiny dochézi ke stabilizaci aterosklerotického platu. Tento efekt je
vSak opét snadno vysvétlitelny pravé snizenim hladiny cholesterolu (Arnaud & Mach
2005).

Velmi diskutovanou otdzkou je mozny pozitivni ucinek statini na srde¢ni
selhani. Potencialni pfinos statinli pro nemocné s chronickym srde¢nim selhanim
souvisi velmi pravdépodobné s vyse popsanymi lipidovymi i nelipidovymi G¢inky

této skupiny léki.

2.8.3. ATORVASTATIN

Atorvastatin patfi do skupiny hypolipidemik, kterd nejvyznamnéji snizuji

celkovy a LDL-cholesterol. Je indikovan u nemocnych s izolovanou
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hypercholesterolémii a se  smiSenou  hyperlipoproteinémii s pfevahou
hypercholesterolémie a jen mirnym zvySenim triglyceridii. Krom& monoterapie je
pouzivan v kombina¢ni 1éCb¢ s fibraty, s inhibitory vstfebavani cholesterolu
(ezetimibem), 1 s pryskyficemi (Duriez 2003).

Atorvastatin je uc¢inné hypolipidemikum ze skupiny statini. Ve srovnani s
ostatnimi dostupnymi statiny je jeho ucinek srovnatelny nebo vys$i, incidence
nezadoucich uc¢ink je pfitom srovnatelnd s ostatnimi statiny (Seljeflot et al 2002). Z
obvykle udéavanych vysledkli terapie statiny vybocuji vysledky studii
s atorvastatinem. Atorvastatinem dosahované poklesy celkového a LDL-cholesterolu
odpovidaji jiz pfi bézné uzivanych davkach (10 mg) vesmés nejvyraznéjSim
zméndm, zdiraziiovana je také vysoka schopnost atorvastatinu snizovat koncentrace
triglyceridi-vyraznéji, nez ostatni léky této skupiny. Jiz pii obvyklych davkach

dochazi k poklesu koncentrace triglyceridi okolo 20% (Vaughan et al 1996).

2.8.3.1. Mechanismus ucinku

Mechanismus u¢inku atorvastatinu, stejné jako ostatnich statinti, spociva v
selektivni kompetitivni inhibici 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktazy
(HMG-CoA reduktaza) (Duriez 2003). HMG-CoA reduktaza je enzym zodpovédny
za syntézu kyseliny mevalonové, kterd je vychozim metabolitem pro tvorbu
cholesterolu de novo. Nedostatek cholesterolu v jatrech vyvolany inhibici jeho
novotvorby vede ke zmnozeni receptori pro LDL na povrchu jaternich bun¢k s
naslednym zvysenim katabolismu LDL. VySe uvedenym mechanismem dochazi po
podani atorvastatinu k vyraznému sniZeni koncentrace celkového cholesterolu, LDL-

cholesterolu a malych denznich ¢astic LDL pfi signifikantnim zvySeni koncentrace
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HDL-cholesterolu. Dale dosud ne zcela znamym mechanismem vyraznéji nez ostatni
statiny snizuje koncentrace triacylglyceroli.

Mimo vysSe uvedené ucCinky atorvastatin(stejné jako ostatni inhibitory HMG-
CoA reduktazy) inhibuje destiCkovy rustovy faktor (platelet-derived growth factor-
PDGF), coz vede ke snizeni migrace makrofagi do subendotelialniho prostoru a ke
snizeni migrace a proliferace bunék hladké svaloviny a fibroblasti v
subendotelidlnim prostoru; nasledné pak dochazi ke zlepSeni funkce cévniho
endotelu. Atorvastatin ma urcité antitrombotické pasobeni (snizeni koncentrace
komplexu trombin-antitrombin III, trombomodulinu a inhibitoru aktivatoru

plazminogenu) (Wierzbicki et al 2003).

2.8.3.2. Nezadouci ucinky a interakce

Atorvastatin je ve vétsiné ptipadi dobte snasen, celkovy vyskyt nezadoucich
ucinkli v kontrolovanych studiich byl velmi podobny jako u ostatnich statinti. V
pfevazné mife se jednalo o malo zavazné nespecifické nezadouci ucinky, které
obvykle nemély kauzalni souvislost s terapii atorvastatinem (podobny vyskyt byl po
podavani placeba). Specifické nezéddouci ucinky se objevily u méné nez 5 %
pacientii. Pouze u necelych 2 % pacientli bylo nutné terapii atorvastatinem pierusit z
divodt nezadoucich uc¢inkd. Nejcastéji se vyskytly gastrointestinalni nezadouci
ucinky, jako je plynatost (3 %), zacpa (2 %) nebo naopak prijem(1 %) a bolest
bricha(l %). Vyskyt téchto nezadoucich U¢inkd nepfevysSoval jejich cetnost po
podani placeba. Vyskyt myalgii, ptipadné dalSich poruch muskuloskeletalniho ustroji
(v priméru 2 %) neptesahoval vyskyt téchto nezaddoucich ucinki pozorovany po

podani ostatnich statini (v priméru 3 %). ZvySeni hodnot kreatinfosfokinazy nad
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trojnadsobek horni hranice normy se vyskytlo u 2,5 % pacientd (Endres & Laufs

2004).
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3. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo detekovat a kvantifikovat zmény
endotelialni exprese VCAM-1 a endoglinu ve sténé cévy u kmene mysi C57BL/6J,
kterym byla poddvana standardni laboratorni dieta. Dale byl sledovan vliv
kratkodobé podavaného hypolipidemika atorvastatinu na zménu v expresi téchto
endotelidlnich markert. Pro zobrazeni exprese VCAM-1 a endoglinu byly vyuzity

imunohistochemické metody a ke kvantifikaci jejich exprese stereologické metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

Jako experimentalni model byli pouZziti samci mys$i kmene C57BL/6J ve véku
4 tydnt. Mysi byly rozdéleny do 2 skupin (v obou skupinach bylo 8 jedincti). Prvni
skupinou byly C57BL/6J mys$i krmeny standardni laboratorni dietou po dobu 12
tydni. Druhé skupiné mys$i byl ktéto dieté¢ pridavan atorvastatin v mnozstvi
10mg/kg. Davka atorvastatinu byla zvolena dle davky pouzité¢ v predchazejicich
experimentech jinych autorti (Choudhury et al 2004). VSechna zvifata dostavala
atorvastatin po dobu 8 tydnl. V priibéhu experimentu se nevyskytly zadné rozdily v
tydennich primeérech spotfeby potravy nebo v hmotnosti zvifat.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylacnéna a byla provedena
euthanasie predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce vzorky
krve pro biochemické vySetfeni. Déle byly odebrany segmenty tkané tvotené aortou
spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica,
Praha, Ceska republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény v -

80°C.

4.2. BIOCHEMICKA ANALYZA

Celkova koncentrace cholesterolu byla hodnocena enzymaticky na zakladé
konven¢nich diagnostickych metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a
spektrofotometrické analyzy (cholesterol v 510 nm, vinové délky) (ULTROSPECT

111, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

38



4.3. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm dlouhych
segmentech aortalniho sinu a aortalniho oblouku. Vzorky se ponofily do OCT smési
(Leica, Némecko), nasledn¢ byly zmrazeny v kapalném dusiku a ulozeny v
chladnicce pii — 80°C. Poté byly nakrajeny série pricnych tezl o tloustce 7 pm na
zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly pieneseny na skli¢ka, kterd byla piedem
upravena v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout (60 minut) a pak se na 15
minut vloZily do roztoku acetonu uchovavaného v —20°C. Poté se fezy nechaly ususit
(15 minut) a znovu se vlozily na 15 minut do acetonu. Timto procesem doslo k fixaci
fezl a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy po 15 minutovém usuSeni
vlozily na 10 minut do PBS(phosphate saline buffer). PBS je roztok fosfatovych soli,
ktery béhem barveni slouzil jako pufr o pH 7,4 a vytvarel idedlni prostiedi pro
barveni. Rezy se na 30 minut ponofily do roztoku 10% goat séra v PBS (Sigma
Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko), aby se zablokovala nespecifickd vazebna
mista. Poté se nechaly inkubovat savidinem D(15 minut), oplachly se v PBS,
nechaly se inkubovat s biotinem (15 minut) a opét se oplachly v PBS. 1 hodinu se
pak inkubovaly s primarni protildtkou pii pokojové teploté. V experimentu byly
pouzity nasledujici primarni protilatky:

monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD31(platelet endothelial cell
adhesion molecule, PECAM-1) fedéna v BSA 1/100

monoklondlni protilatka Rat Anti-Mouse CD106(VCAM-1) fedénd v BSA
1/100

monoklondlni protilaitka Rat Anti-Mouse CDI105(endoglin), ztedéni 1/50.
Vsechny protilatky byly zakoupeny ve firmé BD Pharmingen (California, USA).

Poté se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5minut), dale do 10% goat séra v PBS. Déle
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se fezy inkubovaly se sekundérni protilatkou (30 minut) — rat anti-goat u VCAM-1 a
endoglinu, kterd byla znacena biotinem(Vector Laboratoriem, USA) a opét se fezy
vloZily do roztoku PBS(5 minut). Pak se fezy vlozily na 15 minut do 3% roztoku
peroxidu vodiku PBS. Opét se tezy vlozily do roztoku PBS(2x5 minut). Ptipravili
jsme ABC komplex elite (Vector Laboratoriem, USA) z roztoku A a roztoku B, do
kterého jsme vlozili fezy na 30 minut. Rezy se nechaly oplachnout v PBS.
K vizualizaci navazanych protildtek se pouzil diaminobenzidin(DAB substrat-
chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Na zavér byly fezy oplachnuty ve
vod¢ a poté odvodnény v acetonu, aceton—xylenu (10:1) asi 3 minuty, aceton—xylenu
(1:10) také 3 minuty, 3x vxylenu (po 2 minutach). Na zavér byla sklicka

zamontovana do eukittu.

4.4. PRACOVNI POSTUP

1. nechat uschnout fezy 60 minut
2. fixace aceton (uschovany v — 20 stupnich) 15 minut
3. ususit 15 minut
4. PBS 10 minut
5. 10% zviteci serum v PBS (900 ul PBS + 100 pl sera) 30 minut
6. inkubace s avidin D 15 minut
7. oplach v PBS 5 minut
8. inkubace s biotinem 15 minut
9. PBS oplach
10. primarni protilatka (fedi se v BSA) 60 minut
11. PBS 1 2x5 minut
12. 10% serum v PBS (900 ul PBS + 100 pl sera) 15 minut
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

sekundarni protilatka (+ mouse serum v PBS) 30 minut
PBS 3 5 minut
3% H»02 (8 ml H,0,+ 70 ml H,0) 15 minut
PBS 4 2x5 minut
ABC komplex elite 30 minut
PBS 5 5 minut

DAB (podle navodu)

nutno urcit ¢as

destilovana voda oplach
aceton oplach
aceton-xylen (10:1) 3 minuty
aceton-xylen (1:10) 3 minuty
3x xylen 2 minuty

Eukitt — montovani kryciho sklicka

4.5. KVANTITATIVN [ ANALYZA IMUNOHISTOCHEMIE A VELIKOST
LEZI

Plochy endotelidlni exprese PECAM-1, VCAM-1 a endoglinu  byly
kvantifikovany pomoci stereologickych metod (Nachtigal et al 2004). Nejprve se
nakrajela série fezii o tloustce 7um (0,385mm dlouhé tseky cévy tvorici tzv.
referencni objem). Byl proveden systematicky ndhodny vybér fezli z referencniho
objemu. Prvni fez pro kazdé imunohistochemické barveni byl vybran ndhodn¢ a pak
se vybral kazdy jedenacty fez, takze pét fezli pro kazdé barveni bylo pouzito ke
stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky, kterd se
zvolila tak, abychom napocitali vice nez 200 praseciki mezi body sit¢ a
aterosklerotickym platem na jednu cévu(Gundersen et al 1988). Odhadovana plocha

aterosklerotické 1éze se vypocetla podle vzorce:
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estA = a #P

kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a P je
pocet priiseCikli mezi body testovaci sité a aterosklerotickou 1ézi.

Protilaitka PECAM-1 byla pouzita jako marker pfitomnosti endotelu. Takze
plocha exprese VCAM-1 a endoglinu v endotelu byla vztazena k expresi PECAM-1

a vypocitana jako:

p_ area(x) £100%
area(PECAM)

kde x je plocha VCAM-1 nebo ICAM-1 v endotelu a plocha PECAM je plocha
PECAM-1 v endotelu.

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

Slovensko).

4.6. STATISTICKA ANALYZA

Statistickd analyza byla provedena za vyuZiti statistického softwaru
SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation). Ke vzdjemnému porovnani parametri u
jednotlivych skupin zvifat byla pouZita analyza rozptylu jednoduchého tfidéni (One
Way Anova). Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v ptipadé, Ze p < a
kde 0=0.05. Pokud se mezi skupinami vyskytl statisticky vyznamny rozdil, byl

pouzit Tukey test pro mnohocetnd porovnani.
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4.7. VYSLEDKY

4.7.1. Biochemicka analyza

Podavani atorvastatinu u C57BL/6J mysi krmenych standardni dietou snizilo
hladinu cholesterolu v porovnani s C57BL/6J skupinou mys$i, kterym byla podavana
pouze aterogenni dieta, ale bez dosaZeni statistické vyznamnosti (2.69 £ 0.21 vs. 3.18

+ 0.36 mmol/l, P =0.277).

Graf €.1: Hladiny celkového cholesterolu u obou experimentalnich skupin. Podavani
atorvastatinu nevedlo ke sniZeni hladiny celkového cholesterolu ve srovnani se

skupinou, které byla podavana pouze standardni dieta (P = 0.277).
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4.7.2. Imunohistochemické barveni VCAM-1 a endoglinu v oblasti aortalniho
sinu

V oblasti aortdlniho sinu a oblouku nebyly u zadné z mySi piitomny
aterosklerotické 1éze nebo jiné morfologické abnormality. Exprese PECAM-1 byla
zjisténa v endotelovych bunkéach ve vSech skupinach mysi. Tato protilatka byla
pouzita jako standard pro detekci intaktniho endotelu, protoze jeji exprese by neméla
byt zménéna pii zménach hladin cholesterolu.

Exprese VCAM-1 byla pozorovana prevazn¢ v endotelu aorty u obou skupin
zvitat (viz obr. 1). Pouze velmi slaba exprese byla nalezena v kapilarach okolniho
myokardu. Podavani atorvastatinu vedlo k vyrazné zméné intenzity barveni VCAM-
1. Byla zachovéna ¢asteCna exprese na endotelu, nicméné intenzita barveni byla u
zvitat, kterym byl podavan atorvastatin, snizena (viz obr. 1).

Exprese endoglinu v experimentu byla detekovana v endotelu aorty u vsech
zvitat. Déle byla pozorovana v myokardu a to v kapilarach a v endotelu mensich cév.
Exprese endoglinu byla podobna z hlediska lokalizace u vSech mysi v experimentu.
Podavani atorvastatinu prakticky neovlivnilo expresi endoglinu v endotelu aorty (viz

obr. 2).
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Obr. 1: Exprese VCAM-1 v endotelu aortalniho sinu cholesterolové skupiny zvifat (A) a
skupiny, které byl podavan atorvastatin (B). Exprese je pozorovana pouze v endotelidlnich
bunkéch (viz Sipky). Z obrazku je patrné, ze podavani atorvastatinu snizilo endotelialni

expresi VCAM-1. Zvétseni 100x
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Obr. 2: Exprese endoglinu v endotelu aortalniho sinu cholesterolové skupiny zvitat
(A) a skupiny, které¢ byl podavan atorvastatin (B). Endotelidlni exprese endoglinu

nebyla po podavani atorvastatinu vyrazné snizena (B). Zvétseni 100x.
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4.7.3. Stereologicka analyza endotelialni exprese VCAM-1 a endoglinu v oblasti
aortalniho sinu.

Kvantitativni  stereologicka analyza endotelidlni exprese VCAM-1 a
endoglinu byla vztazena k expresi PECAM-1 na endotelu, ktery vyjadiuje 100%-ni
pritomnost endotelialnich bunck. Vysledky tedy vyjadiuji procento aktivovanych
bun¢k barvenych VCAM-1 nebo endoglinem. Podavani atorvastatinu vedlo
k signifikantnimu snizeni endotelialni exprese VCAM-1(20.9 £ 6.4 vs. 37.3 + 5.8 %,
P =0.005) v porovnani s nelé¢enymi mySmi (obr. 1).

Naopak se ukazalo, ze exprese endoglinu byla po podavani atorvastatinu
snizena pouze mirn¢ a tedy statisticky nevyznamné ve srovnani s nelécenou

skupinou.

Graf ¢. 2: Stereologicka analyza endotelidlni exprese VCAM-1 v aortalnim sinu.
Exprese VCAM-1 byla po podéavani atorvastatinu signifikantné sniZzena ve srovnani

s nele¢enou skupinou (*P = 0.005).
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Graf ¢. 3: Stereologickd analyza endotelidlni exprese endoglinu v aortdlnim sinu.
Kvantitativni analyza neprokazala signifikantni sniZzeni exprese endoglinu po

podavani atorvastatinu ve srovnani s neleCenou skupinou (P = 0,303).
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S. DISKUSE

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

Tato diplomova prace byla proto zaméfena na moznosti ovlivnéni endotelialni
exprese dvou raznych markeri:VCAM-1 a endoglinu u C57BL/6J mys$i krmenych
standardni dietou a po podavani atorvastatinu.

Adhezni molekuly VCAM-1 a dalsi, jako napt. ICAM-1 a selektiny, jsou
markery endotelidlni dysfunkce a to jak v Casnych, tak i pokrocilejSich stadiich
aterogeneze. Jejich exprese se zvysuje pii hypercholesterolemii a jsou zasadni pro
prostup makrofagli a lymfocytii do cévni intimy, ¢imz se vyrazné podileji na progresi

aterosklerotickych zmén (Nakashima et al 1998).
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CD 105 endoglin je homodimericky transmembranovy protein o 180 kDA. Je
soucasti receptorového komplexu TGF-B (Conley et al 2000). Exprese endoglinu
prevladd na endotelidlnich buinkach, makrofazich, fibroblastech a hladkych
svalovych bunkach medie (Obreo et al 2004). Kromé toho bylo demonstrovéano, ze
exprese endoglinu je zvySena bchem angiogeneze a pii vyvoji nadorového
onemocnéni. Mimoto byla exprese endoglinu zvysena v hladkosvalovych buiikach a
endotelialnich  bunkach v pokrocilych aterosklerotickych 1ézich v prasecich
karotidach (Behr-Roussel et al 2000).

Vzhledem k tomu, Ze bylo popsano, ze endoglin miize modulovat u¢inky TGF-
B, ktery je povazovan za vyznamny antiaterogenni faktor, je pravdépodobné, ze by
mohl takto ovliviiovat i proces aterogenze.

Mysi jsou za normdlnich podminek vysoce rezistentni vici ateroskleroze.
Hladinu cholesterolu maji kolem 2 mmol/l a cholesterol je lokalizovan hlavné
v antiaterogennich HDL-lipoproteinech a tudiz se u nich neformuji aterosklerotické
léze. Nicméné pokud se mySim podava dieta s vysokym obsahem cholesterolu a
kyselinou cholovou, jejich hladina cholesterolu se dvojnasobn¢ az trojnasobné zvysi.
K indukci hypercholesterolemie a rozvoji aterogennich zmén je nejnachylnéjsi kmen

mysi C57BL/6J (Breslow 1996).

Vzhledem k tomu, Ze indukce aterogennich zmén pomoci vysokocholesterolové
diety byla soucasti prace kolegyné Metelkové, jsme se rozhodli popsat zmény

exprese VCAM-1 a endoglinu u normocholesterolemickych zvifat.

V souladu s literdrnimi zdroji se nam podle o¢ekavani nepodafilo zjistit zddné
aterosklerotické 1éze, ani dal§i morfologické abnormality ve stén¢ cévy u téchto

mysi. Tato skute¢nost vSak pro nds byla pfizniva, nebot’ jsme se chtéli zaméfit
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predev§im na studium chovéani endotelu jest¢ pied formovanim morfologicky

detekovatelnych aterosklerotickych 1ézi.

Statiny jsou inhibitory HMG-CoA reduktazy, enzymu, ktery se podili na
syntéze cholesterolu (na pireméné HMG-CoA na mevalonat). Dochazi ke zvysSené
expresi LDL receptort, které odstranuji LDL-cholesterol a prekurzory LDL -
cholesterolu z cirkulace (Endres & Laufs 2004). Rada klinickych a experimentalnich
praci z posledni doby vsak také jednoznacné poukazuje na to, Ze statiny zlepSuji
funkci endotelu, zvySuji stabilitu krevnich desticek, snizuji oxidacni stres a pusobi

7 w1

nebo také nelipidové.

V této praci jsme sledovali vliv atorvastatinu na hladiny celkového cholesterolu
a na expresi VCAM-1 a endoglinu v endotelu aorty v oblasti aortidlniho sinu a

aortalniho oblouku.

Podavani atorvastatinu neovlivnilo celkovou hladinu cholesterolu u C57BL/6J
mysi ve srovnani sneléfenou skupinou. Navzdory tomu se ukézalo, zZe
v atorvastatinové skupiné doslo k signifikantnimu snizeni endotelidlni exprese
VCAM-1. Vzhledem k tomu, ze k tomuto G¢inku doslo bez ovlivnéni hladiny, lze
predpokladat ptimy vliv atorvastatinu na expresi VCAM-1. Exprese fady zanétlivych
faktort, které se uplatiiuji v aterosklerdze, je regulovana podle NF-«kB transkripéniho
faktoru (Collins & Cybulsky 2001). V fad¢ studii bylo také prokazéano, ze statiny
inhibuji aktivaci tohoto faktoru bez ohledu na vliv na hladiny cholesterolu
(Hernandez-Presa et al 2003). Vzhledem k témto faktim lze ptfedpokladat, ze snizeni
endotelidlni exprese VCAM-1 po podavani atorvastatinu je dano pravé ovlivnénim

aktivity NF-kB. Podobny efekt statinh na expresi adheznich molekul bez
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hypolipidemického ucinku byl pozorovan i1 v jinych studiich na experimentalnich
modelech ateroskler6zy (Sukhova et al 2002; Nachtigal et al 2005).

Stereologickd analyza endotelidlni exprese endoglinu ukézala statisticky
nevyznamné snizeni po podavani atorvastatinu. Nicméné bylo prokazéno, ze i
exprese endoglinu by mohla byt regulovana pravé prostfednictvim NF-kB. Navic
v dal$ich studiich na Katedfe biologickych a Iékatskych véd bylo zjisténo, ze exprese
endoglinu je sniZena po podavani atorvastatinu u apoE deficientnich mysi a
C57BL/6J mysi krmenych aterogenni dietou. V soucasné dobé nemame vysvétleni,
proc¢ nebylo toto sniZzeni pozorovano i u C57BL/6J mysi krmenych standardni dietou.
Vzhledem k dalS$im pracim na Katedie biologickych a Iékatskych véd, které sleduji
problematiku exprese endoglinu, lze tedy ptedpokladat, ze ziejmé existuje vztah
mezi hladinou cholesterolu a expresi endoglinu a lze tedy tvrdit, Ze statiny ziejmé
mohou ovliviiovat jeho expresi v cévnim endotelu.

Jak jiz bylo naznafeno dfive, endoglin je schopen modulovat Uc¢inky
vyznamného cytokinu TGF-B. Bylo napfiiklad prokazéano, Ze endoglin antagonizuje
inhibi¢ni G¢inky TGF-B na endotelové bunky, coZz pak ma za nasledek rozvoj
inhibuje ¢innost makrofaghi a T-lymfocytd a sniZzuje expresi adheznich molekul
(McCaftrey et al 1999), lze ptedpokladat, Ze zvySena exprese endoglinu by mohla
tyto Gc¢inky inhibovat a pfispivat tak k rozvoji aterogennich zmén. Tudiz snizeni
exprese endoglinu po podéavani statini by mohlo pfedstavovat dal§i z moZznych

mechanismd, jak statiny mohou pozitivné ovlivilovat aterogenni proces.
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6. ZAVER

Tato diplomova prace byla zamétfena na studium exprese vybranych markert
endotelialni dysfunkce VCAM-1 a endoglinu v cévni stén¢ u kmene C57BL/6J mysi
po podavani standardni diety. Exprese téchto markerti byla sledovana v oblasti
aortdlniho sinu a aortdlniho oblouku. Pomoci imunohistochemickych a
stereologickych metod byly hodnoceny zmény exprese VCAM-1 a endoglinu po
osmitydennim podavani atorvastatinu.

Biochemicka analyza krevnich vzorkd ukdzala, Ze podavani atorvastatinu
neovlivnilo hladiny celkového cholesterolu v plazmé C57BL/6J mysi krmenych
standardni dietou ve srovnani s nelééenou skupinou.

Stereologickd analyza imunohistochemického barveni ukazala, Ze podavani
atorvastatin (10mg/kg denné) signifikantné snizilo endotelialni expresi VCAM-1.

Naproti tomu endotelidlni exprese endoglinu nebyla po statinové terapii
zmeénéna.

Tato diplomova prace potvrdila protizanétlivy ucinek atorvastatinu na cevni
endotel.

I ptesto, ze jsme neprokazali vliv poddvani atorvastatinu na expresi endoglinu,
l1ze vzhledem k dalSim studiim probihajicim paralelné s touto tvrdit, Ze atorvastatin
snizuje expresi endoglinu a to jak za soucasného hypolipidemického uc¢inku, tak i bez
n¢j. Vzhledem k tomu, ze endoglin je modulator funkce antiaterogenniho faktoru

TGF-B, mlze hrat zména jeho exprese vyznamnou roli v procesu aterogeneze.
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