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ABSTRAKT

Calculus Bovis (Niuhuang) pfedstavuje substanci pouzivanou v tradi¢ni Cinské
medicin€ pies 2 tisice let. Jednd se v podstaté 0 drcené suSené hovézi zluCové kameny
spole¢né s nekterymi zlucovymi kyselinami a bilirubinem.

Tato rigordzni prace se zabyvala vlivem Calculus Bovis na parametry lipidového
spektra a aterogenezi ve stén€ cévy u apoE-deficientnich mysi.

ApoE-deficientni mysi (n=8) byly krmeny po odstaveni standardni dietou po dobu 2
tydnt. Ve véku 8 tydnll jim zacala byt podavana aterogenni dieta (Western type diet)
obsahovala 21% tuku (11% nasycenych mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu po
dobu 8 tydnl (kontrolni skupina). V Calculus Bovis skupin€ byly mysi krmeny stejnou
aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 50 mg/kg b.wt. Calculus Bovis (Artificial
bezoar, Biopharma, Australia) denn¢. Byla provedena biochemicka analyza lipidniho
spektra, a dale provedena imunohistochemickd a stereologickd analyza exprese
endotelidlni NO syntazy (eNOS).

Podéavani Calculus Bovis vSak nevedlo k ovlivnéni parametr lipidového spektra
representovan¢ho celkovym cholesterolem, VLDL, LDL, HDL a TAG. Podévani
Calculus Bovis nevedlo ani k ovlivnéni velikosti platt, vyjadifeno plochou barveni
olejovou cerveni. Podavani Calculus Bovis také nevedlo k ovlivnéni endotelidlni
exprese eNOS ve sténé cévy. Tento nelspéch poddvani Calculus Bovis mize
pravdépodobné souviset s tim, ze Slo o pilotni projekt a zvolend davka bude

pravdépodobné velmi nizka.



ABSTRACT

Calculus Bovis is one of the most precious and commonly-used medicinal materials
in China. It is consists predominantly bilirubin and bile acids. In this thesis we focused
on possible effects of Calculus Bovis on lipids and atherogenesis in apoE-deficient
mice.

ApoE-deficient mice were fed standard diet for 2 weeks. At the age of 8 weeks the
control group of animals were fed with the western type diet, which contained 21% fat
and 0,15% cholesterol for 8 weeks. The same atherogenic diet was used in Calculus
Bovis group, where Calculus Bovis was added to the atherogenic diet at the dosage of
50 mg/kg b.wt. Calculus Bovis (Artificial bezoar, Biopharma, Australia) per day. The
biochemical analysis of lipid spectrum was done, area of atherosclerotic lesions was
determined and imunohistochemical and stereological analysis of eNOS expression was
performed as well.

Calculus bovis treatment did not affect blood lipids, total cholesterol, VLDL, LDL,
HDL and TAG when compared with control mice. Moreover Calculus bovis treatment
did not decrease either atherosclerotic plague area or endothelial expression of eNOS.

The failure of Calculus Bovis treatment in this pilot study could be probably related

to insufficient dose of Calculus Bovis.
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inzulinu podobny ristovy faktor
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interleukin- 1, 6, 8
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inhibitor aktivatoru plazminogenu

phosphate buffered saline (fosfatovy pufr — PH 7,4)
platelet-derived growth factor, destickovy rustovy faktor
platelet endothelial cell adhesion molecule-1, adhezni molekula
prostacyklin

reactive oxygen species

sérovy amyloid A

triacylglyceroly

transforming growth factor a, B, transformuyjici ristovy faktor a, 3
tumor necrosis factor a, tkdnovy nekrotizujici faktor o
tkanovy aktivator plazminogenu

vascular cell adhesion molecule-1, adhezni molekula

very low density lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté



1. UVOD

Ateroskleroza je vlastné nejznaméjsi skler6za viibec. Nejcastéjsi pric¢inou tmrti ve
vétsing civilizovanych zemi je pravé toto onemocnéni, zpisobené pomalym, mnoho let
postupujicim, ,,zacpavanim* cév. Nanosy v cévach zaptiCiniuje tuhnuti cévni stény.
Dusledkem této skute¢nosti se prokrveni cilového organu stava nedostacujicim. Takto
stupiiujici se tuhnuti stény cévni nabyva na vaznosti se zvysujicim se vékem. Faktickou
pti¢inou aterosklerdzy je ukladani tukovych latek, v prvé fadé cholesterolu, jez méni
strukturu i funk¢nost cévni stény.

Termin arterioskler6za byl poprvé pouzit v roce 1829 k popisu kalcifikaci ve sténé
arterii. Pojem aterosklerdza pak byl pouzit v roce 1904 k popisu lipidovych depozit v
arteriosklerotické arterii. Objev vztahu mezi klinickymi symptomy infarktu myokardu,
ateroskler6zou a trombozou koronarnich arterii ucinil v roce 1912 James Herrick.

Zvysené riziko pro rozvoj aterosklerdézy predstavuji piedev§im nevhodna
Zivotosprava a zivotni styl (koufi témét polovina populace v CR; Zen (49 %), muzd jen
pak o néco méné (46 %); zvysenou hladinu cholesterolu ma 70 % populace; vyssi tlak
témert Ctvrtina (24 % muzd, 19 % Zen); kvili nedostatku pohybovych aktivit se potyka s
obezitou 30 % zen a 20 % muzd. Dal§imi rizikovymi faktory, zvySujici
pravdépodobnost vyskytu aterosklerozy jsou pak hypertenze a diabetes mellitus (20 %
vSech nemocnych aterosklerdézou trpi timto onemocnénim). Nesmime opomenout ani
genetickou predispozici, ktera zde rovnéz hraje podstatnou roli [1].

Soucasna data Svétové zdravotnické organizace ukazuji, ze kardiovaskuldrni
onemocnéni jsou zodpoveédna asi za 30 % celkové mortality na svéte.

V Evropské unii zemfe na jedno z kardiovaskularnich onemocnéni 42 % obyvatel, v
Ceské republice je toto &islo jesté vyssi — vice nez 50 %. V podstaté 1ze Fici, ze kazdych
9 minut zemie jeden Cech na onemocnéni srdce a cév (178 osob denng, 65 000 ro¢ng).
Postizeni véncitych tepen aterosklerézou a z toho vznikajici komplikace tak stéle
zUstavaji na prvnim misté jako pfi¢ina smrti u muza starSich 45 let a Zen nad 65 let.

Néklady na lécbu a dal$i péc¢i o nemocné s kardiovaskularnimi chorobami jsou pfitom v

Evropské unii odhadovany na 169 miliard eur za kalendaini rok.



2. TEORETICKA CAST

2.1. ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je  dlouhodob&é  probihajici
onemocnéni cévni stény, jejiz struktura je alterovana
tvorbou ateromu. Onemocnéni se  klinicky
manifestuje podle toho, ktera cast fecist¢ je
postizena: pii zazeni korondrnich tepen vznika
ischemicka choroba srde¢ni (ICHS), projevujici se

arytmiemi, anginou pectoris, infarktem myokardu,

selhavanim srdce nebo nédhlou smrti; zuzeni az
uzavér karotid a mozkovych tepen miize vyustit v cévni mozkovou pithodu (CMP). Pii
makroangiopatii tepen dolnich koncetin se postupné rozviji intermitentni klaudikace a
diabeticka noha. Vzicné se objevuje stendza arterie rendlni, kterd vede k rendlni
hypertenzi, nebo stendéza a. mesenterica, zpusobujici abdominalni anginu az

ischemickou nekrozu stieva [2].

Aterosklerozu lze definovat jako chronické zanétlivé onemocnéni cévni intimy,
provazené akumulaci cholesterolu, fibrozni tkané€, nékterych dalSich komponent krve
(monocyty, makrofagy, pénové builky, T lymfocyty) a zm&nami v medii cévni stény.
Dochazi k postupnému zuzovani lumen cévy, zhorSeni krevniho priitoku a zhorSeni
zasobovani kyslikem a zivinami, oslabeni pruznosti cévni stény a jeji snadné&jsi
lomivosti, usnadnéni shlukovani faktorti krevniho srazeni a tim i nachylnosti vzniku
trombl (viz obr. 1). Etiopatogeneze aterosklerozy je komplexni (multifaktoridlni).
Vznika jako specifickd reakce na nespecifické poSkozeni cévni stény. Nezname sice
jednoznacnou pfi¢inu jejiho vzniku, zname ale tadu faktort, které se na jejim vzniku

podileji a které nazyvame rizikovymi faktory [3].
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Obr. 1: Rust ateromového platu

(http://www.msdi.cz/content/patients/diseases/kardiovaskularni_onemocneni.html)

NejcastéjSimi lokalizacemi plakli jsou bfi$ni aorta, korondrni tepny (zejména ramus
interventricularis posterior a ramus diagonalis), aa. popliteae, vzestupna hrudni aorta,
aa. carotis internae a circulus arteriosus cerebri (sefazeno podle Cetnosti). Periferni
reCiSté je nejvice postihovano na mistech s velkymi mechanickymi néaroky (mista

vetveni).

Aterosklerozu identifikujeme na zakladé téchto vySetieni:

Nejcastéji se uziva zatéZového testu. Je-li dodavka krve do srde¢niho svalu
nedostatend, pak se na elektrokardiogramu objevi typické zmény, tiebaze se ¢lovek
sdm muze citit bez zavaznéjsich problému.

Druhym vySetfenim, které pomaha odhalovat aterosklerézu
koronarnich tepen, je koronarni angiografie. Pfi tomto vySetfeni
se do koronarnich tepen vstfikne kontrastni latka, kterd pak

umozni zobrazit pratok krve touto oblasti za pomoci rentgenovych

paprski. Lékar tak muze odhalit zizené misto, jimz krev
s kontrastni latkou protéka pomaleji, obtiznéji, nebo dokonce vibec.

1201

Dalsi vySetteni, tzv. thaliova scintigrafie za uziti thalia (T1""), kombinuje zatézovy

test s dvojrozmérnym zobrazenim [4].
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2.1.1. Patofyziologie aterogennich zmén ve sténé cév

Jak jiz bylo zminéno, endotelidlni dysfunkce je spoustécim faktorem v iniciaci
aterogenniho procesu, podili se na vyvoji jak casnych tak i pozdnich fazi aterosklerdzy.
Vlivem dysfunkce endotelu a plsobeni aterogennich faktorG dochazi ke zvysSené
kumulaci LDL v intimé cév. LDL-¢astice, které mohou byt modifikovany oxidaci,
glykaci (u diabetu), agregaci, asociaci s proteoglykany nebo inkorporaci do imunnich
komplexii, jsou hlavni pfi¢inou poSkozeni stény arterii. Kdyz LDL ¢astice proniknou do
subendotelového prostoru intimy, podléhaji zde progresivni lipoperoxidaci a jsou
fagocytovany makrofagy. Modifikované LDL castice maji chemotakticky ucinek na
dal$i monocyty, podporuji expresi geni pro faktor stimulujici kolonie makrofagi
(MCSF) a pro monocytovy chemotakticky protein (MCP-1) z endotelii a participuji na
zvySené endotelialni expresi P-selektinu, VCAM-1 a ICAM-1. Vsechny tyto faktory
aktivuji cirkulujici monocyty a T lymfocyty, které zacnou na svém povrchu exprimovat
ve veétsSim mnozstvi sacharidové (lektinové) receptory, pro chemotaktické faktory a
integriny [3]. Tyto d&je vedou pak k prostupu monocytl a T-lymfocyti do intimy cév.

Vyse popsané jednotlivé kroky jsou znazornény na obr. 2.

Obr. 2: Schéma pocatecni faze dysfunkce endotelu
(https://lwww.zdravcentra.sk/cps/rde/xchg/zcsk/xsl/3141_1426.html)

monocyt

di ,12 7
@ \ /o

Volné radikaly oxLDL 8 o

makrofag koo 2

pénova bunka
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Prostup leukocyti do subendotelianich prostor ma 4 faze (viz obr. 3). V prvni a
druhé fazi se zpomali pohyb leukocytii a dojde k jejich ,kutaleni po endotelu®. Tteti
faze je charakterizovana vytvoifenim pevnych vazeb mezi leukocyty a endotelidlnimi
buiikami. Tyto vazby jsou zprostiedkovany zejména interakci mezi adhezivnimi
molekulami VCAM-1 a ICAM-1 a o4p1, aLP2 integriny. V posledni fazi dochazi k
transmigraci leukocyti do subendotelianich prostord. Na tomto kroku se podili
chemotaktické faktory, ty vSak musi byt v subendotelianich prostorech piitomné ve
veétsim mnozstvi nez v krvi, aby se vytvoril dostatecny chemotakticky gradient. Velice
dalezitd pro proces transmigrace je adhezivni molekula PECAM-1, kterd se nachazi v
mezibunéénych spojich endotelialnich bunék, na tomto kroku se podili homofilni
interakci mezi PECAM-1 molekulou na endotelu a PECAM-1 molekulou na
leukocytech [5].

Obr. 3: Schéma adheze a prostupu leukocytii pres cévni endotel
(J Clin Invest 2001;107:1255-62)
Capture / Tethering: Rolling

Firm Adhesion : Transmigration

endothelial cells

L-selectin

P-selectin
E-selectin
Integrins, ICAM, VCAM
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B

Prvnimi leukocyty, které se objevuji v intimé cév jsou monocyty. Tyto monocyty
jsou vystaveny pusobeni ristovych faktori jako EDGF (endothelium-derived growth
factor) nebo faktoriim stimulujicim tvorbu kolonii jako napt. M-CSF a diky nim dochazi
k jejich transformaci na makrofagy. Makrofagy internalizuji prostfednictvim svych
»scavenger receptori* modifikované (oxidované) lipoproteiny, protoze tyto lipoproteiny
nemohou byt katabolizovany cestou LDL receptorti. ProtoZe internalizace oxLDL

cestou scavengerovych receptorti nepodléha piesné zpétnovazebné regulaci jako
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internalizace normalnimi LDL receptory, dochédzi k intracelularni akumulaci esterd
cholesterolu a vzniku tzv. penovych bunek. Nashromazdéné pénové bunky vytvaieji
nejranéjsi typ aterosklerotické 1éze nazvany jako lipidni prouzkovani (fatty streaks).
Jsou makroskopicky viditelné a maji definovanou histologickou strukturu. Vznikaji
V mistech se zvySenym obsahem lipoproteind v intimé diky jejich zvySené vazbé na
makromolekuly extracelularni matrix. Toto stadium neni sice klinicky vyznamné, ale
muze se dal vyvijet ve fibrozni plak. Tento typ 1ézi se hojn¢ nachazi jiz u déti 1
dospivajicich jedinca [1].

Makrofagy vytvarejici lipidni prouzky produkuji fadu latek, které ovlivnuji dalsi
formovani aterosklerotické 1éze. Ve velké mife produkuji chemokin MCP-1, ktery
zesiluje chemotaxi a podili se na dal§i akumulaci makrofdgi v 1ézi. Déle produkuyji
spolecné s endotelem destickovy rastovy faktor (PDGF), monocytovy ristovy faktor
(MDGF) a zanétlivé IL-1p a IL-8, které piispivaji ke zméné kontraktilniho fenotypu
hladkosvalovych bunék. Fenotyp kontraktilni se méni na fenotyp sekre¢ni. Kontraktilni
fenotyp udrzuje cévni tonus a podili se na reparaci pfi poSkozenich. Fenotyp sekrecni
produkuje rastové faktory, cytokiny, elastin a kolagen. Dochazi k proliferaci a migraci
hladkosvalovych elementt do intimy [6].

Kromé bunécné slozky se v aterosklerotickych 1ézich nachdzi také slozka vlaknita,
kterd je reprezentovdna nejvice kolagenem. Kolagen je bilkovina tvofena ze tii
polypeptidovych fetézcl vzdjemné propletenych ve trojSroubovici. Obsahuje dvé
charakteristické aminokyseliny, hydroxyprolin a hydroxylyzin. Kolagen tvoii az 60%
vSech proteind, které se nachazeji v aterosklerotické 1€zi a vyrazné prispiva k ristu platu
a tedy zuzovani cévniho lumen. Také slouzi jako depo, kde se kumuluji modifikované
lipoproteiny, rlstové faktory a koncové produkty glykace. Syntéza kolagenu je uzce
spjata se zménou fenotypu, migraci a proliferaci hladkosvalovych bunék. Syntéza
kolagenu je ovlivnéna fadou lokdlnich i systémovych ¢initeld. TGF-, PDGF, endotelin-
1, angiotensin Il, IL-1, homocystein a i mechanické napéti stimuluji tvorbu kolagenu.
Naopak TGF-a, INF-y, NO a estradiol inhibuji syntézu kolagenu v platu. Z vyse
uvedeného vyplyva, ze po akumulaci makrofagi a T lymfocytl v intimé dochazi v dalsi
fazi k transmigraci hladkosvalovych bunék z medie do intimy a proliferaci
extracelularni matrix, zejména kolagenu a vytvoteni fibromuskularniho typu

aterosklerotické léze [T].
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Od zacatku rozvoje aterosklerdzy az po vznik fibromuskularniho platu se muze
aterogenni proces vyvijet dvéma smeéry:

a) Aterogenni faktor pfestane pusobit, endotelové bunky regeneruji a postupné obnovi
svou funkci. Vysledkem tohoto castého procesu je pouhé ztluSténi intimy, ktera
obsahuje pouze jednu nebo dvé vrstvy myocytl, které se zde normalné nevyskytuji.
Tento typ lézi (fatty streaks) je Casto prokazatelny i u déti, protoze aterogeneze ve
velkych tepnach zac¢ina jiz u 2-3letych batolat a je zavisla na hladiné LDL cholesterolu.
b) Aterogenni faktory pusobi dale, dochazi k progresi aterosklerotickych zmén.

Makrofagy déle internalizuji lipoproteinové cCastice a Casteéné dochazi k jejich
akumulovaly ptedevsim estery cholesterolu, v této fazi dochazi ke zvySené kumulaci
volného cholesterolu v makrofazich. Takto vyrazné stoupd pomér volny
cholesterol/fosfolipidy, coz diky cytotoxickym ucinkiim volného cholesterolu ziejmé
vede k odumirani makrofagti. Makrofagy podléhaji jak nekroze tak apoptoze. Po
odumieni makrofdgii dochdzi k extracelularni akumulaci lipidd, uvolnéni
hydrolytickych enzyml a zanétlivych substanci a vytvofeni nekrotického lipidového
jadra [7].

V této fazi pokracuje migrace hladkosvalovych bun¢k z intimy do medie. Tyto
hladkosvalové bunky cestuji pfes oblasti lipidového jadra smérem k povrchu
aterosklerotické platu. K dalSim faktorim je mozno uvést také veétsi produkci
chemotaktickych substanci endotelem, které takto mohou pfitahovat hladkosvalové
elementy k povrchu platu. Tyto hladkosvalové buiiky pokracuji v syntéze extracelularni
matrix, zejména kolagenu, elastinu a proteoglykanti (dermatan a heparan sulfat).
Vsechny tyto déje vedou k vytvofeni tzv. fibromuskularni cepicky na povrchu
aterosklerotického platu. V nekrotickych oblastech platu navic dochazi k ukladani
vapniku a mineralizaci. Na této mineralizaci se podili zejména hladkosvalové bunky,
které pod vlivem rtstovych faktorti, syntetizuji proteiny jako je napf. osteopontin,
podilejici se na kalcifikaci platu. Na druhé strané makrofagy plsobi v 1ézi jako
osteoklasty v kostni tkdni a podileji se na inhibici uklddani véapniku. Vytvofenim
nekrotického lipidového jadra ve stfedni casti 1éze, formovanim fibromuskuldrni
Cepicky na povrchu a ukladanim vépenatych iontd dochdzi k vytvoreni pokrocilé

aterosklerotické 1éze, ktera se nazyva ateromovy plat [8].
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Pokrocilé aterosklerotické 1éze jsou vzdy potencidlné velmi nebezpecné, protoze
Casto zpusobuji stendzu cévy. Pokud se propustnost cévy zmens$i pod 15%, dochazi
Casto k projeviim ischemie, nejcCastéji anginy pectoris. Klinick¢é komplikace
aterosklerdzy jako je infarkt myokardu, ale nezévisi na stupni cévni obstrukce, ale
vznikaji pfedevsim jako nasledek trombdzy.

Ke vzniku trombu mutze dojit bud’ pfi erozi endotelu, nebo pii ruptufe platu.
K prvnimu typu vzniku trombdzy obvykle dochazi u cév s velkou obstrukei cévniho
lumen platem. Naopak k tromboze pii ruptuie platu dochazi u cév s malou obstrukci
lumen [8].

Mala eroze endotelu vede k expozici kolagenu a tkanového faktoru destickam, coz
vede ke vzniku malych mikrotrombt, které nemaji zadny klinicky vyznam. Pokud je
eroze a destrukce endotelu vétsi dochdzi ke vzniku tzv. cerveného trombu, ktery
obsahuje velké mnozstvi desticek, ¢ervenych krvinek a fibrinu. Tento trombus postupné
uzavira lumen, cévy az mize dojit k uplné okluzi. Kromé toho se v mist¢ vzniku trombu
rozviji zanétliva reakce s akumulaci makrofagli a T lymfocyta.

Pokud dojde k ruptuie fibromuskularni ¢epicky platu dochazi ke styku krve s nejvice
trombogenni oblasti platu, kterou je kasovitd hmota s velkou koncentraci tkédnového
faktoru, ktery je produkovan makrofagy, hladkosvalovymi i endotelovymi bunkami.
Trombus se vytvarti v intimé, kde dochazi k jeho inkorporaci do platu. Pokud je ruptura
platu hluboka, pritok krve pomaly, nizkd fibrinolytickd aktivita a velkd aktivita
tkanového faktoru, dochézi k postupné expanzi trombu, aZ mize dojit k Gplné okluzi
cévniho lumen. Lze takeé fici, ze ¢im hlubsi je ruptura pléatu, tim déle trombus uzavira
lumen cévy. Kdyz je ruptura platu mala, pratok krve rychly a vysoké fibrinolyticka
aktivita, trombus se muze uvolnit a dochdzi k embolizaci nebo miize byt postupné
degradovan a zadné klinické komplikace se neobjevi. Na vzniku trombozy se podili cela
fada faktord, které Casto patfi mezi obecné rizikové faktory aterosklerdzy.

O tom zda k ruptufe platu dojde, ¢i nikoliv rozhoduje nékolik faktort. Vzdy jde
V podstat¢ o kiehkou rovnovdhu mezi hemodynamickymi vlivy krevniho proudu
a vnitinim chovanim platu. Pro stabilitu aterosklerotického platu je dilezitd pevnost
fibromuskularni cepicky. Makrofagy a T lymfocyty snizuji stabilitu platu zejména
produkeci zanétlivych cytokinil a proteolytickych enzymd, které snizuji syntézu a zvysuji

degradaci extracelularni matrix [9].
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Ruptura aterosklerotického platu je tedy zptisobena mechanickymi silami, které
pusobi na plat, a které prevazi nad mechanickymi vlastnostmi platu, které jsou
vyznamné oslabeny zanétlivou reakci v platu, kumulaci lipidd, degradaci kolagenu,

apoptozou a sniZzenou migracni a proliferacni aktivitou hladkosvalovych bunék.

Obr. 4: Schematicky diagram bunécnych interakci v patogenezi aterosklerozy

(http://lwww.biology.estranky.cz/clanky/patologie/patologie-aterosklerozy)
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2.1.2. Teorie vzniku aterosklerézy

V minulosti se vychdzelo ze dvou hlavnich teorii vzniku aterosklerozy; teorie
lipidova a teorie endotelialniho poskozeni, které byly pozdé&ji spojeny do tzv.
»sjednocené hypotézy aterosklerdzy*. V soucasné dobé se dostavd do poptedi zajmu
infekéni teorie ateroskler6zy. VSechny tyto teorie maji mnoho spoleénych ryst a do
znaéné miry se prolinaji. Velky vyznam v rozvoji ateroskler6zy maji ale také fyzikalni

faktory, které rozhoduji predevsim o lokalizaci aterosklerotického loziska.

Lipidova teorie

Tato teorie piedpoklada, ze primarni pfi¢inou aterosklerdzy je akumulace lipida
(ptedevsim LDL, ale i IDL a VLDL) v cévnim endotelu. Jejich zvySeny prinik je dan
pfedevsim jejich zvySenou koncentraci v krvi. V endotelu jsou lipoproteiny ve zvySené
mife vychytavany makrofdgy a buikami hladké svaloviny prostiednictvim jejich
specifickych i nespecifickych receptorti. Tim dochdzi k nahromadéni lipidi a preméné

na pénové bunky = zaklad aterosklerotického loziska [9].

Teorie endotelialniho posSkozeni

Tzv. Rossova teorie piedpokladala, Ze prvotni pfiCinou rozvoje aterosklerozy je
poskozeni cévniho endotelu. Na né&j adheruji trombocyty, které uvolnuji fadu faktort
(pfedev§im PDGF) a které stimuluji proliferaci hladkych svalovych bun€k a syntézu
extracelularni matrix. Chemotaktické faktory atrahuji monocyty, které se transformuji v
makrofagy, a samy makrofagy i1 hladké svalové buiiky syntetizuji PDGF. Ukladéani

lipidt do aterosklerotického loZiska je podle této teorie sekundarni zalezitosti [10].

Sjednocena teorie aterosklerozy

Teorie vychéazi z ptedpokladu, ze zakladnim krokem v rozvoji aterosklerozy je
endotelialni dysfunkce. VéEtSinou se jednd o lokalizované postizeni endotelu, kdy neni
porusena jeho integrita, ale jsou alterovany jeho funkce a endotelidlni bunky maji
zvySeny obrat a zvySenou propustnost pro n¢které molekuly. Vznikd nerovnovéha mezi
vazoaktivnimi mechanizmy (vazokonstrikéni x vazodilataéni) a hemokoagulaénimi

pusobky (prokoagulacni, protrombotické X antikoagulacni, antitrombotické).
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Vysledkem je ptfevaha vazokontri¢nich a protrombotickych pochodii a aktivace
zanétlivych a proliferacnich dé&jti. Dochdzi mimo jiné ke zvySené adherenci trombocyti
a jejich agregaci se zvySenym uvoliiovanim rustovych a proliferacnich faktora
(ptedevsim PDGEF, ktery stimuluje proliferaci bun€k hladné svaloviny). Chemotaktické
faktory ptitahuji dal$i monocyty, které se transformuji v makrofagy. Lipoproteiny snaze
pronikaji poskozenym endotelem do subendotelidlnich prostor a masivné infiltruji cévni
sténu, kde jsou oxidovany. Oxidované lipoproteiny dale aktivuji makrofagy a proces

ateroskler6zy progreduje [9].

Infekéni teorie aterosklerozy

Ateroskler6za je chronicky zanétlivy proces a velkou roli v ném hraje nepochybné
imunitni systém. Teorie pfedpokladd, Ze zakladnim etiologickym agens, vyvoldvajicim
endotelidlni dysfunkci a zanétlivou reakci v cévni sténé, jsou chronické bakterialni
a virové infekce. Ty aktivuji imunitni systém, coz vede ke zvySené tvorbé imunitnich
komplext, které zplsobuji kromé dysfunkce endotelu i aktivaci zanétlivého procesu
Vv cévni sténé. Na toto poskozeni pak nasedaji dalSi procesy (akumulace lipidi,
makrofagl, uvolnovani proliferacnich a chemotaktickych ptisobkii a progrese procesu
aterogeneze). Za mozné etiologické agens jsou dnes povazovany predev§im Chlamydia

pneumonie, Cytomegalovirus, Helicobacter pylori a herpetické viry (viz obr. 5) [11].

Obr. 5: Predpoklidané mechanismy, jimiz se infekcni agens uplatiuje
v trombogenezi a aterogenezi

(http://www.zdravotnickenoviny.cz/scripts/modules/access/login.php)
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2.1.3. Rizikové faktory aterosklerozy

Obr. 6:

(https://lwww.zdravcentra.sk/zc/imgsk/Onlineknihovna/PML_ateroskleroza.jpg)
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Ateroskleroza je multifaktoridlni onemocnéni. Rizikové faktory se podili nejen na

vzniku, ale i na jeji progresi. Poskozuji cévni endotel a zplisobuji jeho dysfunkci.

Mizeme je rozdélit takto [12]:

I. Faktory Zivotniho stylu

- strava s vysokym obsahem nasycenych tukil, cholesterolu a nadbytecnym

energetickym obsahem

- koufeni cigaret a tabaku viibec

- nadmérna spotteba alkoholu

- nizka télesna aktivita
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II. Biochemické a fyziologické charakteristiky

- zvyseny celkovy cholesterol v plazmé (pfedevsim LDL-frakce)
- nizky HDL-cholesterol

- zvysené triglyceridy

- zvySeny krevni tlak

- hyperglykémie, diabetes mellitus, porucha glycidového  metabolizmu;

hyperinzulinémie
- obezita centralniho typu
- trombogenni faktory (zvySena hladina fibrinogenu, faktoru VII, PAI-1)
- mirnd hyperhomocysteinémie

III. Nemodifikovatelné osobni charakteristiky

- vek (vyssi nez 45 let u muzil, postmenopauzalni vék u zen)
- muzské pohlavi

- rodinnd anamnéza pred¢asné ICHS (u muzi ve vé€ku nizSim nez 55 let a u zZen niz$im
nez 65 let) nebo jiné manifestace aterosklerdzy u ptibuzného 1. stupné (tj. rodice,

sourozenci, déti)

- osobni anamnéza ICHS nebo jiné manifestace aterosklerézy nebo nalez

asymptomatické formy chorob

K dal$im neméné dulezitym rizikovym faktorm patii zvySend hladina CRP, psychicky

stres a n¢ktera infekéni agens [13].
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BliZsi charakteristika nejvyznamnéjsich rizikovych faktoru a ukazateli

aterosklerozy

Hyperlipidémie, krevni lipidy

Jednu z nejdulezitéjsich roli maji LDL a HDL ¢astice (viz obr. 7).

LDL (Low-density lipoprotein)
Soucasna doporucena koncentrace < 3 mmol/l je doporucena pro primarni i sekundarni
prevenci ICHS. Intervenéni studie ale ukazuji, ze 1 dalsi pokles LDL cholesterolu pod

tuto hranici a dokonce 1 pod 2,5 mmol/l dale redukuje riziko koronéarnich ptihod.

Obr. 7:
(http://www.biology.estranky.cz/clanky/patologie/
HDL (High-density lipoprotein) patologie-aterosklerozy)
Nizka  koncentrace  HDL
cholesterolu  je  rizikovym
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APOPROTEIN B

Triacylglyceroly (TAG)
Triglyceridy zvySuji riziko aterosklerézy mnoha mechanismy, pfedev§im jsou ale
indikatorem pfitomnosti lipoproteinli, bohatych také cholesterolem, které mohou

pfestupovat pies cévni endotel.

Lipoprotein(a) /Lp(a)/
Svoji strukturou se velmi podobnd LDL c¢astici, ktera ale neni katabolizovana cestou

LDL receptorti. Obsahuje dalsi glykoprotein - apolipoprotein(a), ktery je strukturalné
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homologni s plazminogenem. Soutézi s nim o vazbu na plazmin, ale protoze plazmin

neaktivuje, ptsobi antifibrinolyticky a tim trombogenng¢.

CRP (C — reaktivni protein)

Je to protein akutni faze tvofeny v jatrech pod vlivem IL-6. IL-6 je syntetizovan v
aktivovaném monocytu, CRP je tedy nespecifickym ukazatelem zanétlivého procesu.
Sérovy amyloid A (SAA), ceruloplazmin a feritin. Maji podobny vyznam jako CRP,

jsou to reaktanty zanétlivého procesu [15].

Fibrinogen

Ke vzniku aterosklerdzy mlze ptispivat dvéma zpusoby:
* je zanétlivym reaktantem (tedy podobné jako CRP)
* jeho zvySena hladina muze piispivat ke zvySené koagula¢ni pohotovosti —

ke zvySenému riziku vzniku trombozy.

Hypertenze

4

Dalsim velmi dulezitym rizikovym faktorem je vysoky krevni tlak (vyznamnéjsi je
zvyseni systolického krevniho tlaku - nad 140/90 mmHg, u diabetikti 135/85 mmHg).

Angiotenzin II (hlavni produkt renin-angiotenzinového systému), ktery je silnym
vazokonstriktorem a zptisobuje hypertenzi (viz obr. 8), pfispiva k rozvoji aterogeneze
stimulaci proliferace bunék cévni hladké svaloviny. Vaze se totiz na specificky receptor
(AT-1), coz ma za nasledek uvolnéni reaktivnich forem kysliku a dusiku v rtiznych
bunkach stény arterii. Oxidaéni stres navozuje atrakci a aktivaci monocytl, coz vede k
produkci MCP-1. Cestou superoxidového aniontu nabuzeného AT-1 receptorem je
stimulovana tvorba ICAM-1 a VCAM-1 v endotelovych bunkach. Rovnéz stimuluje
tvorbu NF-«xB (faktor spoustéjici transkripci zanétlivych genu).

Receptor angiotenzinu Il (AT-1) také zvySuje aktivitu lipooxygenazy v bunkach

hladké svaloviny, coz podporuje zanétlivou reakci a lipoperoxidaci LDL [16].
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Obr. 8: Pusobeni angiotenzin-konvertujictho enzymu na aterosklerozu

(https://lwww.zdravcentra.sk/cps/rde/xchg/zcsk/xsl/3141_1426.html)
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Dulezitym pasobkem, kterym endotel zasahuje do vyvoje hypertenze, je prostacyklin
(PGIy), ten inhibuje agregaci trombocytti a pusobi vazodila¢né. Je znamo, Zze uvolnéni
PGl je mimo jiné regulovano NO, a nizka dostupnost NO tak muze druhotné vést ke

zvySeni tonu arteriol téZ cestou nedostatecného uvolnéni prostacyklinu.

Diabetes mellitus

Hyperglykémie vede ke zvySené glykozylaci proteint, zejména LDL, za vzniku tzv.
AGEs (Advanced Glycation Endproducts). Tyto glykované LDL maji zménéné vazebné
chovani, uz nejsou rozpoznavany receptory pro apolipoproteiny. Snaze podléhaji
oxidaci a jsou rozpoznavany i1 scavangerovymi receptory makrofagli, mohou aktivovat
leukocyty a endotelidlni buiiky a navodit zanétlivy proces (CRP a cytokiny).
AGE snizuji biologickou aktivitu NO, a tim omezuji vazodilataci. Pfi¢inou tohoto jevu
je predevsim inaktivace NO reaktivnimi kyselymi radikaly (hlavné superoxidovy
aniont). Kyselé radikaly kromé toho navozuji fetéz reakci, které pfeménuji endotel

z klidového antiadhezivniho a antiproliferativniho spojitého stavu na trombogenni
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proliferujici a nespojity povrch. V dasledku piisobeni kyselych radikali dochazi
k aktivaci proteinkinazy C, ke zvySené tvorbé glukosamintl, ke snizeni antioxidativni
kapacity, ke glykozylaci proteini a k aktivaci transkripCnich faktorti s naslednou

zvySenou expresi cytokind a adhezivnich proteina (napi. ICAM-1) [17].

Infekce

Infekce pusobi na spektrum lipidd (zvySuji VLDL, TAG, snizuji HDL), indukuji
tvorbu volnych radikalt v cévni sténé€, aktivuji prozanétlivé a prokoagulacni faktory,
zvysuji expresi CAM a hladinu CRP. Byla nalezena pfitomnost herpetickych viri a
Chlamydia pneumoniae v ateromovych platech a zvySeny titr protilatek proti riznym
infekénim agens (Helicobacter pylori, cytomegalovirus, virus Epsteina a Barrové,
Hemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae) u pacientil s akutnim koronarnim
syndromem.

Rovnéz chronicky zanét periodontia je povazovan za pfispivajici faktor rozvoje

aterosklerozy [13].

Zanét

Na rozvoji zanétu se podili endotel, trombocyty, leukocyty, koagulacni systém a
komplement a vSechny prozanétlivé mediatory. Existuji predilekéni mista v arteridlnim
reCisti (bifurkace, kurvatury, vétveni), kde dochézi k poSkozeni stény cévni zménami
v proudu krve, zvySenou turbulenci apod. Endotel v téchto mistech na to odpovida
tvorbou specifickych molekul, odpovédnych za adherenci, migraci a akumulaci

monocytd a T-lymfocyta [18].

Koufeni

Piedpoklada se ptimy toxicky vliv zplodin cigaretového koufe na cévni endotel.
Koufeni zvySuje riziko umrti ndsledkem koronarni aterosklerdzy na 1,4 az 2,4nasobek
(i slabé koufeni!), u silnych kufakd az na 3,5 nasobek. Mechanizmem uc¢inku koufeni je
nejen indukce endotelidlni dysfunkce, ale 1 rozvoj dyslipidémie (nizky HDL cholesterol,
vice oxidovanych LDL), hemodynamicky stres (tachykardie, ptechodny vzestup TK),

zvySeni koagula¢ni pohotovosti, vyssi arytmogenni pohotovost a relativni hypoxie (CO
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redukuje kapacitu Hb pro kyslik). Kompenzaéné¢ k relativni hypoxii se vyviji
polycytémie, zvySujici viskozitu krve, a tim riziko trombotické ptihody. Snizuje se

tolerance k fyzické zatézi.

Obezita

V soucasné dob¢ se ¢im dal vic poukazuje na to, ze
rozhodujici je i typ obezity, zvySené riziko ptredstavuje
tzv. centralni typ. Jednd se o intraabdominalni kumulaci
tukovych bun¢k, které jsou nejen zasobarnou tuku, ale
zaroven produkuji zanétlivé a koagulacni faktory (CRP,

TNF-0, PAI-1) [19].

Pohlavi

Je jednoznaéné prokazan projektivni vliv estrogenti, piiznivé ovliviuji slozZeni
krevnich lipidi (klesa hladina LDL a hladina HDL se naopak zvySuje). Proto maji muzi
vyrazn€¢ vys$i riziko aterosklerézy nez Zeny do menopauzy. Riziko Zen se

po menopauze bez substituéni terapie estrogenti zvysSuje [19].
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2.2. ENDOTEL A JEHO FYZIOLOGICKE FUNKCE

Endotel tvoii jednovrstevnou vnitini vystelku cévniho lumen. Endotelidlni bunky

maji nepravidelny podlouhly tvar. Celkovy povrch endotelu piedstavuje plochu asi

500 - 1000 m?, jeho hmotnost je odhadovana na 1,5-3 kg.

Zakladni funkce endotelidlnich buné€k je regulace permeability, udrzeni nesmacivého

a antitrombogenniho povrchu, véetné kontroly hemostazy, syntéza extracelularni matrix

intimy, regulace cévniho tonu a regulace remodela¢nich a repara¢nich procesu [20].

Endotelialni buiiky jsou metabolicky aktivni, produkuji celou fadu pisobku:

Vazodilataéni

oxid dusnaty (NO)
prostacyklin
EDHP

typ C natriuretického peptidu

Vazokonstrikéni

endotelin-1
tromboxan A,

prostaglandin H,

Antitrombotické Protrombotické
e TPA PAI-1

Inhibitory ristu Proriistové
e oxid dusnaty endotelin-1
e prostacyklin angiotenzin 11

e typ C natriuretické¢ho peptidu

superoxidovy radikal

rrrrr

e oxid dusnaty

Prozanétlivé

TNF-a
superoxidovy radikal

2.2.1. Regulace permeability

Endotel zajiStuje fizenou propustnost mezi krvi a okolnimi tkdnémi, kontroluje

prostup jak pro bunécné elementy, tak pro nebunééné krevni komponenty. Nebunécné

komponenty vyuzivaji pro svou cestu paraceluldrni i1 transcelularni transportni
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mechanismy. Prostup krevnich elementi — leukocyti je realizovan za pomoci
vazoadhezivnich molekul, kterych endotel na svém povrchu exprimuje celou fadu (E-

selektin, ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1) [21].

2.2.2. Regulace cévniho tonu

Endotel kontroluje optimalni pratok krve cévou, produkuje latky s vazodilatacnimi a

vazokonstrik¢nimi vlastnostmi (viz obr. 9), a tim udrzuje napéti cévni stény.

Obr. 9: Endotelialni vazoaktivni puisobky
(http://www.zdravotnickenoviny.cz/scripts/modules/access/login.php)
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Oxid dusnaty NO, latka s vazodilata¢nim ucinkem, a jeho syntéza pomoci eNOS

Oxid dusnaty (NO), je substance, kterd slouzi jako kliCova signalni molekula
ve fyziologickych procesech jako je: obrana organismu, nervovy pienos a regulace tonu
cév. I pesto, ze je NO nepostradatelnou molekulou, jeji produkce neni vzdy prospésna,
zvySena nebo sniZzend produkce muze mit V patofyziologickych procesech Skodlivé
dusledky [22].

NO vzniké z terminalniho guanidinového dusiku z L-argininu pies N® — hydroxy —L-
arginin, meziprodukt poskytujici L-citrulin, tato reakce je katalyzovana NO syntazou

(NOS). Existuji 3 riizné izoformy enzymu NO syntazy, které mohou byt rozdéleny do
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dvou funkénich skupin. Prvni skupina se, skldd4d se zendotelidlni NOS (eNOS) a
nervové NOS (nNOS). Tyto Ca*/kalmodulin dependentni enzymy produkuji
za fyziologickym ucelem v narazech a ve velice nizkych koncentracich (nM) NO. Dalsi
tfida je tvofena indukovatelnou formou enzymu (iNOS). Tento enzym produkuje NO
ve vysokych koncentracich (uM) po celou dobu, co je enzym aktivovan. Ackoliv je
INOS v nékterych tkanich (jako je plicni epitel a distalni tubuly ledvin) pfitomen stéle,
tak predevsim je tento enzym aktivovan bunkami zanétu, po jejich piedchozi indukci
cytokiny a dal§imi mediétory zanétu. Jeho aktivita je zavisla na Ca®* [23].

Bylo poukazano na to, ze NO produkovany iNOS ve velkém mnozstvi je toxickym,
Skodlivym Cinitelem, zatimco eNOS je chapan jako protektivni enzym. Proto je
vynalozeno mnoho usili za ucelem porozumeéni role NO a jeho syntézy v patogenezi
riznych onemocnéni.

Obr. 10: Endotelidalni NO syntdza
(Journal of patology. J Pathol 2003; 199: 8-17)
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vazanim s hemem, bez hemu se cen proliferalion(4.

enzym  vyskytuje jen jako

a tvorbé dimeru je mozné spojeni B eNOS dimer

s tetrahydrobiopterinem (BH,), toto spojeni pak pfechazi v ustilenou formu dimeru.
Stabilizace dimeru je také zavisld na pfitomnosti zine¢natych iontl, které udrzuji
celistvost BH, vazebnych mist. Funkéni aktivita eNOS dimeru je zavisla na po¢tu BHy
molekulovych vazeb. Dimer eNOS bez vazby BH4 je schopny produkce O, V ptipadé,
ze vaze eNOS jednu molekulu BHy, je schopny produkce jak NO, tak O, V pripadé
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vyssiho po¢tu BH, je pak enzym nasyceny dimer, ktery pak funguje Cisté¢ jako NO
syntaza [25].

Pfesnd bunécna lokalizace enzymu eNOS neni zndma. Jeho piitomnost je
ptipisovana Golgiho aparatu, plazmatické membrané a dutinkam v plazmalemé.
Predpoklada se, Ze nejvice eNOS je pravé v dutinkach, kde je vazana na kaveolin, zde
ptitomny obalovy protein. Vazba kaveolinu vede k inhibici aktivity eNOS, regulace
jeho aktivity je pak fizena prostiednictvim interference s navazanym kalmodulinem
CaM a celektronovym pifenosem na podjednotku hemu. ZvysSujici intracelularni
koncentrace volnych Ca®* zptisobi tvorbu komplexu Ca?* /CaM, tento komplex vazajici
se na enzym zpusobi disociaci kaveolinu. V tento okamzik je enzym eNOS aktivovan,
V tomto aktivnim stavu ziistdva do té doby, neZ se snizi intracelularni koncentrace Ca®"
a komplex Ca®*/CaM je pak nésledné¢ zaménén zpét za kaveolin. Aktivovany eNOS
produkuje NO po dobu, co jsou pfitomny substraty, tedy L-arginin, kyslik a NADPH.
Pozménéné slozeni lipidi v dutinkach plazmalemy mtze vytésnit eNOS, témito
zménami v lipidovém sloZeni je tedy oSetfena aktivita enzymu [26].

Ackoli je eNOS enzym casto povazovan za NOS, jeZ je soustavné exprimovan, je
znamo mnoho faktord, které ovliviiuji bazalni troven exprese a jeho aktivitu. Témito
faktory jsou: hypoxie, smykové napéti krevniho proudu (shear-stress), estrogeny,
oxidované lipoproteiny s nizkou hustotou (LDLs) a mechanické namahani. Tyto faktory
mohou vyvolat transkripci eNOS, naptiklad prostfednictvim aktivace AP-1 béhem
hypoxie nebo mohou vést k aktivaci eNOS prostfednictvim zvySeni intracelularni
Ca?* uvolnénym z nitrobun&énych zasob [27].

Enzym eNOS je exprimovan v endotelidlnich bunkach, trombocytech, buiikach
hladké svaloviny, srde¢nich myocytech, kostnich buiikdch a neuronech. Endotelidlni
NO muze reagovat s mnoha riznymi molekulami. Radikaly NO rychle difunduji a
pusobi na okolni bunky prostiednictvim vazby na slozku hemu rozpustné
guanylcyklazy, ktera je timto aktivovana. Zplsobi tak zvySeni koncentrace cGMP, coz
vede k aktivaci dalSich kaskad reakci. Na buinky hladké svaloviny cév plsobi tato
aktivace guanylcykldzy uvolnénim svaloviny - relaxaci. NO miize také pfimo ovlivnit
Ca-dependentni draselné kanaly, coz vede k hyperpolarizaci bunék hladké svaloviny

cév, a tedy kvazodilataci. Ale ne vSechna endotel-dependentni uvolnéni hladké
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svaloviny cév mohou byt vysvétlena uvolnénim NO nebo prostacyklinu. Buniky hladké
svaloviny cév mohou byt také uvolnény v zavislosti na odezveé endotel-dependentnim
hyperpolariza¢nim faktoru (EDHF). Tento faktor se zda byt alternativni cestou v fizeni
tonu cévni svaloviny [22].

Utinky NO produkovaného eNOS jsou viestranné. K regulaci tonu svaloviny cév
pfibyva 1 fizeni adheze leukocyti na endotel, inhibuje proliferaci bun€k hladké
svaloviny cév a agregabilitu trombocytl, spotfebu kysliku ledvinami a angiogenezi.
Diky témto vSestrannym funkcim ma endotelidlni NO ohromny vliv na cévni funkci a
jeji integritu. Dosud jsou patologické ucinky pozménéné produkce a biodostupnosti
eNOS spojovany s hypertenzi, hypercholesterolémii a arteriosklerozou, diabetem,

srde¢nim selhdnim a zhorSenym hojeni ran.

Dalsi vazoaktivni latky

Dalsi vazodilatacni latkou je prostacyklin, uvoliiovany za obdobnych situaci jako

NO, jejich tcinek se navzajem potencuje.

Ttetim vazodilatacné ptsobicim faktorem je EDHF, jehoz hlavni biologickou tlohou
je pravdépodobné vazodilatace v koronarnim fecisti.

Aby byla zachovana rovnovaha, endotel rovnéz produkuje nékolik latek
s vazokonstrikénim plsobenim. Jde pfedev§im o endotelin-1. V intaktnich cévéch
pusobi endotelin-1 bimodalné — vazokonstrikéni G¢inek je mirnén soucasnou stimulaci
produkce NO a prostacyklinu. Plna vazokonstrikce se objevi aZ pti posSkozeni endotelu.
Endotelin-1 také stimuluje proliferaci myocytl v cévni sténé.

Na povrchu endotelu je téz vazan angiotenzin-Konvertujici enzym, endotel muze
prostfednictvim zmény jeho aktivity ovliviiovat hladiny angiotezinu II a bradykininu

[28].

2.2.3. Zajisténi integrity cévniho recisté

Intaktni endotel je dokonale nesmacivym povrchem. Jiz pfi pouhé deskvamaci
endotelialnich bunék dochazi k absorpci von Willebrandova faktoru (VWF) a ten

prostiednictvim destiCkovych receptort aktivuje adhezi trombocytl, které se vazou na
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vlakna kolagenu. Nasledné dochazi k jejich aktivaci a degranulaci, coz vede k uvolnéni
fady dalSich proagregaéné a vazokonstrikén€¢ puisobicich latek. Prostfednictvim
destickovych receptort IIb/Illa a fibrinogenu destiCky agreguji. Primarni, destickova
faze hemokoagulace je doprovdzena sekundarni hemostdzou, na jejimz konci je
pfeména fibrinogenu trombinem v nerozpustny fibrin. I tato faze je ovlivnitelna
endotelem. Endotel vaze na svém povrchu antitrombin III, ktery inaktivuje trombin
a vznikly komplex je z cirkulace odstranén. Endotel také produkuje trombomodulin.
Komplex trombomodulin-trombin ma jiz omezenou schopnost §tépit fibrinogen, navic
aktivuje protein C, ktery - v komplexu s proteinem S — inaktivuje faktory Va a Vlla
a tim inhibuje koagulaci. Endotel kontroluje navic i fibrinolyzu. Kli¢ovym enzymem
Stépicim molekuly fibrinu je plazmin. Ten vznika z cirkulujiciho plazminogenu
pusobenim tkanového aktivatoru plazminogenu (t-PA). Ten naopak miize byt inhibovan
svym inhibitorem (PAI-1) [29].

2.2.4. Regulace remodelacnich a reparaénich procesi

Reparativni pochody v cévni sténé jsou kontrolovany fadou cytokinl. Endotel
ovliviiyje strukturu cévni stény produkei latek se stimula¢nimi nebo inhibi¢nimi G¢inky
na rust. Rastové faktory jsou produkovany tehdy, dojde-li ke zvySeni mechanického
napéti cévni stény. Mezi ristové faktory a cytokiny endotelidlniho ptivodu patii napf.
transformujici rastovy faktor beta (TGF-B), fibroblastovy ristovy faktor, destickovy
rastovy faktor (PDGF), interleukin-1, endotelin-1. Tyto latky stimuluji rust bunck
hladké svaloviny, jejich migraci do subendotelidlniho prostoru z medie s néaslednou
hyperplazii intimy a hypertrofii cévni stény. Naopak NO a prostacyklin inhibuji

proliferaci bun¢k hladké svaloviny a zabranuje hypertrofii cévni stény [28].
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2.3. CALCULUS BOVIS (NIUHUANG, BEZOAR BOVIS)

Calculus Bovis (Niuhuang) piedstavuje substanci pouZzivanou v tradicni ¢inské
mediciné pies 2 tisice let. Tato latka ptfedstavuje v podstaté drcené suSené hovézi
zlucové kameny spolecné s nekterymi zlu€ovymi kyselinami. Protoze tato substance je
velmi vzacna (2x drazsi nez zlato) ptipravuje se uméle praveé indukei vzniku zlucovych
kament u riznych zvitat [1].

Hlavni G¢innou slozkou je bilirubin, ktery je znamy mnohymi pozitivnimi G¢inky,
zejména jako silné antioxida¢ni ¢inidlo. Kromé toho byly u této substance nalezeny také

protizanétlivé ucinky [2].

Obr. 11: Calculus Bovis v nedrcené forme
(http://www.alibaba.com/catalog/10831313/Cattle_Gallstone_Bezoar_Bovis_/showimg.
html?autoplay=1&timespan=3#productDetailpageLocation)
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3. CiL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo ovéfit potencidlni antiaterogenni ucinky Calculus
Bovis na experimentalnim zvifecim modelu, kterym byly apoE-deficientni mysi. K
tomu byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi a detekovana exprese eNOS
na cévnim endotelu. K hodnoceni morfologickych nélezii byly pouzity

imunohistochemické a stereologické metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

Samci myS$i kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (apoE-/-), vazici 15-20
gramii, byli laskavé poskytnuti Prof. Polednem (IKEM, Praha, Ceska Republika) a
ustdjeni v SEMEDu (Praha, Ceska Republika). Viechny mysi byly v 6-ti tydnech Zivota
odstaveny od matky, nahodné rozdéleny do 2 skupin.

ApoE-deficientni mysi (n=8) byly krmeny po odstaveni standardni dietou po dobu 2
tydnii. Ve véku 8 tydnl jim zacala byt poddvana aterogenni dieta (Western type diet)
obsahovala 21% tuku (11% nasycenych mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu po
dobu 8 tydnt (kontrolni skupina). V Calculus Bovis skupin€ byly mysi krmeny stejnou
aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 50 mg/kg b.wt. Calculus Bovis (Artificial
bezoar, Biopharma, Australia) denn¢.

Kazda z mysi ve skupiné krmené Calculus Bovis byla chovana v samostatné kleci.
Dostéavaly denné 6 g potravy (ve specidln¢ upravenych granulich) a mély volny pfistup
k vodé po celou dobu studie. Béhem experimentu nebyly nalezeny zmény télesné
hmotnosti v souvislosti se spotfebou potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pies noc vylaénéna a byla provedena euthanasie
predavkovanim v parach éteru. Zvitatim byly odebrany ze srdce vzorky krve pro
biochemické vysSetfeni. Dale byly odebrany segmenty tkané tvofené aortou spolu s horni
polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica, Praha, Ceska

republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pii — 80°C.

4.2. BIOCHEMICKA ANALYZA

Celkové koncentrace cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zakladé
konvenénich  diagnostickyjch metod (Lachema, Brno, Ceskd republika) a
spektrofotometrické analyzy (cholesterol v 510 nm, triglyceridy v 540 nm vinové délky)
(ULTROSPECT III, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).
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4.3. HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

Barveni olejovou Cerveni se pouziva k detekci lipidd ve tkanich. Zde byla tato

metodika pouzita pro stanoveni mnozstvi lipida v aterosklerotickych 1ézich.

Postup barveni olejovou cerveni:

Barveni Oil Red O:
1) OilRed O 15 minut (kralik)
2) pramenita voda oplach
3) Gill hematoxylin asi 5 sekund, RT
4) pramenita voda modrani 1 minuta
5) montovani nevodné medium

Zasobni roztok Oil Red O se pfipravi rozpusténim 0,5 g Oil Red O ve 100 ml
isopropanolu. Pracovni roztok se pfipravuje v Cas potieby z 60 ml zasobniho roztoku

smichaného se 40 ml destilované vody a filtruje se ptes papirovy filtr.

4.4. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm aortalniho sinu a
¢asti aortalniho oblouku. Vzorky se ponofily do OCT smési, nasledné byly zmrazeny v
kapalném dusiku a uloZeny Vv ledni¢ce pii - 80°C. Na zmrazovacim mikrotomu byly
poté nakrijeny série piicnych fezii o tloust’ce (7 um) a ty byly pfeneseny na sklicka
piedem upravené v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout a pak se na 20 minut
vlozily do roztoku acetonu uchovavaného v — 20°C. Timto procesem doslo k fixaci fezl
a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy vlozily do 0,3% roztoku peroxidu
vodiku v PBS (15 minut), ¢imzZ se zablokovala endogenni peroxiddzova aktivita. Pfed
inkubaci fezli s primarni protilatkou bylo nutné jesté zablokovat nespecifickd vazebna
mista, proto se fezy na 30 minut ponofily do roztoku 10% goat séra v PBS (sigma
Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). 1 hodinu se pak inkubovaly s primarni
protilatkou pii pokojové teploté. Po oplachu v PBS se fezy inkubovaly se sekundarni
protilatkou — goat anti-mouse Ig konjugovanym na peroxidazou oznafeny polymer

(DAKO En Vision+TM, Carpinteria, USA). K tomu, aby navazané protilatky mohly byt
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zobrazeny, se pouzil diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO,

Carpinteria, USA). Pro kontrolni sklicka byl zvolen stejny postup, ale misto primarni

protilatky se pouzil roztok PBS.

Byly pouzity nasledujici primarni protilatky:

» monoklonalni protilatka rabbit anti-mouse eNOS BD Pharmingen (California, USA).

Pracovni postup

EnVision systém

© © N o g B~ w DR

[ S S
I —

13.
14.
15.
16.
17.
18.

suSeni tkanovych fezl v termostatu (60min)
fixace v acetonu (-20°C; 30min)

oschnuti fezl (15min)

promyti v PBS (2 x 5 min)

aplikace 10% blokujiciho zvifeciho séra (30 min)
aplikace primarni protilatky (inkubace 60 min)
promyti v PBS (2 x 5 min)

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

promyti v PBS (2 x 5 min)

aplikace sekundarni protilatky (inkubace 30 min)
promyti v PBS (2 x 5 min)

inkubace s roztokem chromogenu (DAB) (doba inkubace rGzna pro
kaZdou protilatku)

oplach fezli v acetonu

odvodnéni fezil (aceton)

odvodnéni fezl (aceton-xylen 10/1) (3 min)
odvodnéni fezl (aceton-xylen 1/10) (3 min)
odvodnéni fezl (xylen) (3 X 2 min)

montovani feza do Eukittu
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4.5. KVANTITATIVNI ANALYZA IMUNOHISTOCHEMIE
A VELIKOST LEZi

Plocha velikosti barveni olejovou Cerveni a exprese eNOS byla kvantifikovana
pomoci stereologickych metod [3]. Nejprve se nakrajela série fezii o tloustce 7 pum
(0,385 mm dlouhé useky cévy tvoiici tzv. referenéni objem). Byl proveden
systematicky ndhodny vybér ezl z referencniho objemu. Prvni fez pro kazdé barveni
byl vybran ndhodné a pak se vybral kazdy 5. fez, takze pét fezii pro kazdé barveni bylo
pouzito ke stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky,
ktera se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 100 prisecikii mezi body sité a
pozitivitou olejové cervené, respektive eNOS barvenim v intimé cévy na jednu cévu [4].

Odhadovana plocha aterosklerotické 1éze se vypocetla podle vzorce:
estA= a *P,

kde parametr a charakterizuje plochu piislusejici jednomu testovacimu bodu a P je
pocet prisecikli mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni.

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 5.0 (Laboratory Imaging Prague, Ceska republika).
Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,
Slovensko).

4.6. STATISTICKA ANALYZA

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér = SEM (stfedni chyba
priméru) pro 8 zvitat v kazdé skupiné. Ke vzajemnému porovnani parametr u Calculus
Bovis a kontrolni skupiny byl pouZit neparovy T test. Rozdily mezi skupinami byly
statisticky vyznamné v ptipadé€, Ze p < a, kde 0=0,05. K vypoctu byl pouzit GraphPad
Prism software (verze 5.0).
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5. VYSLEDKY

5.1. BIOCHEMICKA ANALYZA

U vsech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu (TC),
jednotlivych lipoproteini (VLDL, LDL a HDL) a triacylglyceroli. Podavani Calculus

Bovis neovlivnilo Zadny ze sledovanych lipidovych parametrt (viz graf 1).

Graf 1: Lipidovy profil u kontrolnich a Calculus Bovis krmenych mysi. Osmitydenni
podavani Calculus Bovis nevedlo ke zménée ZzZadného sledovaného parametru v

porovnani s kontrolni skupinou.
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5.2. HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

U vSech fezit v kontrolni 1 Calculus Bovis lé¢ené skupiné byla pozorovana
pfitomnost aterosklerotickych 1ézi. Léze byly nejvétSi v oblasti aortalniho sinu, ale
pokracovaly také v oblasti aortalniho oblouku. Aterosklerotické¢ 1éze byly vyrazné
vyvinuty, pfi¢emz u fady z nich byla jiz nalezena ateromova nekroticka jadra. Obrazky
naznacuji, Ze podavani Calculus Bovis nemélo vyrazny vliv na velikost a intenzitu

barveni olejovou Cerveni.

Obr. 12: Barveni olejovou cerveni u kontrolni skupiny zvirat, kterym byla podavina
8 tydnii aterogenni dieta. Sipky ukazuji na akumulaci lipidii v aterosklerotickych lézich.
Uprostied cévy jsou videt zbytky semilundrnich chlopni (hvezdicka). Zveétseni prepardtu
40x.
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Obr. 13: Barveni olejovou cerveni u skupiny zvirat, kterym byla podavina 8 tydnii
aterogenni dieta spolecné se Calculus Bovis. Sipky wukazuji na akumulaci lipidii
V aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy jsou videt zbytky semilundrnich chlopni.
Intenzita a plocha barveni olejovou cerveni se zda byt srovnatelna s kontrolni skupinou.

Zvetseni preparatu 40x.
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5.3. IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI eNOS V OBLASTI
AORTALNIHO SINU

Exprese endotelidlni NO syntazy byla pozorovana u obou skupin zvifat. Silna
exprese byla pozorovana na cévnim endotelu a to jak na povrchu aterosklerotického
platu tak 1 mimo néj (viz obr. 14). Dale byla u nékterych cév pozorovana exprese v
aterosklerotickych platech, coz poukazuje na expresi nekterymi bunkami uvniti platu
(viz obr. 15).

Obr. 14: Imunohistochemické barveni eNOS u kontrolni skupiny zvirat. Silnd exprese
Jje pozorovana v aterosklerotickém platu, slabsi exprese pak na cévnim endotelu (Sipka).

Zvetseni 100x.
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Obr. 15: Imunohistochemické barveni eNOS u skupiny zvirat, kterym byl podavain
Calculus Bovis. Silnd exprese je pozorovana v aterosklerotickém platu, a také na
cévnim endotelu. Intenzita barveni se zda byt srovnatelna s kontrolni, nelécenou

skupinou. Zvétseni 100x.
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5.4, STEREOLOGICKA ANALYZA HISTOLOGICKEHO BARVENI
OLEJOVOU CERVEN{
Stereologicka analyza prokazala, ze 8 tydenni podavani Calculus Bovis neovlivnilo

statisticky vyznamné velikost aterosklerotickych plati posuzovano plochou barveni

olejovou Cerveni (viz graf 2).

Graf 2: Stereologicka analyza velikosti plochy barveni olejovou cerveni. Podavani
Calculus Bovis nevedlo k signifikantnimu oviivnéni velikosti aterosklerotickych platit ve

srovnani s kontrolni skupinou.

40 -

1
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5.5. STEREOLOGICKA ANALYZA IMUNOHISTOCHEMICKEHO
BARVENI eNOS

Stereologicka analyza exprese eNOS byla provedena pouze na cévnim endotelu, z
toho diivodu, abychom selektivné zachytili expresi endotelem bez ohledu na celkovou
expresi v intim¢. Stereologicka analyza endotelidlni exprese eNOS neprokazala vliv

podavani Calculus Bovis ve srovnani s kontrolni skupinou (viz graf 3).

Graf 3: Stereologickda analyza pouze endotelidlni exprese eNOS v cévni stené.
Podavani Calculus Bovis nevedlo ke zmené endotelidalni exprese eNOS ve srovnani

S kontrolni skupinou.
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6. DISKUSE

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozsifenym
onemocnénim, které ur€itym zpisobem postihuje vSechny vékové skupiny obyvatelstva.
Klinické piiznaky aterosklerozy, které se ve vétSin¢ ptipad objevuji az v pozdé€jsich
letech zivota, jsou dnes velmi frekventované a ateroskleréza je v soucasné dobé
pti¢inou témeét 50% vSech umrti. Rozsahly vyzkum v oblasti ateroskler6zy odhalil v
poslednich letech fadu novych poznatkt, které pfispivaji k pochopeni déji, ke kterym
dochazi béhem aterogenniho procesu. Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu
zduraznuji ulohu zanétlivé reakce v procesu aterogeneze [30]. V souvislosti se zanétem
se intenzivné studuje uloha adhezivnich molekul, slozek imunitniho systému, ale i
dalsich faktorti modifikujicich zénétlivou reakci, které tak obecné participuji na rozvoji
a vzniku klinickych komplikaci aterosklerdzy. Studium aterogennich zmén na
morfologické urovni je dnes Casto doplilovano pouzivanim riiznych morfometrickych
metod, které se snazi detekované aterogenni zmény objektivizovat. Mnohé poznatky
tykajici se aterogenniho procesu zduraznuji Ulohu zanétlivé reakce v procesu

aterogeneze.[31].

Transgenni mysi poskytuji vynikajici ptilezitost studovat vzajemné ovliviiovani gent
béhem aterogeneze. Jako prvni UspéSné vymazany gen u mysi byl apolipoprotein E
(apoE) [32]. Postupné vznikla cela fada dal$ich mySich modeld s upravenymi geny.
Napiiklad LDL KO mysi, coz jsou modely s inaktivovanym ligandem pro LDL receptor
[33]. Dale pak hepatic-lipase KO mysi exprese lidského apoB100 a CETP. Tyto modely
vyvijeji 1éze vSech fazi s morfologickymi charakteristikami blizce podobnymi ¢lovéku
na stejnych mistech cévniho stromu. Aterosklerotické 1éze maji nckolik spole¢nych
charakteristickych rysi jako u ¢lovéka. ApoE-KO mysi jsou nejcastéji pouzivané

experimentalni modely ateroskler6zy [34].

ApoE jsou tvofeny primarné¢ v jatrech a maji na svém povrchu zdkladni
lipoproteinové cCastice a ligandy pro rozpoznani lipoproteinli a také pro clearance
lipoproteinovych receptorti. ApoE-deficientni myS$i maji zpozdéné vylucovani
lipoproteint a pii nizkocholesterolové stravé hladina jejich cholesterolu stoupa — jako
disledek akumulace chylomikronti a VLDL zbytkii, obohacenych esterifikovanym i

volnym cholesterolem. U téchto myS$i se vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také
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fibromuskuléarni platy, typické pro aterosklerézu u lidi. Tyto 1éze se formuji v aorté, v
bfisni aorté, v hlavnich vétvich karotid, interkostalnich, mesenterickych, renalnich a
ilidlnich arteriich a také v proximalnich castech korondrnich, femoralnich a
podklickovych arterii. Lipidni prouzky se objevuji po deseti tydnech, 1éze obsahujici
pénové bunky a hladkosvalové buiiky se objevuji po patnécti tydnech. Fibromuskularni
platy jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji nekrotické jadro a fibromuskularni
¢epicku z hladkosvalovych bunék obklopenych elastickymi vlakny a kolagenem. U
starSich mysi se fibromuskularni platy vyvijeji, u pokrocCilych 1€zi je patrnd destrukce
bunck medie s prilezitostnym vyvojem aneuryzmat. Rozséhla proliferace fibrozni tkané
muze zuzit lumen cévy, ¢i dokonce zpusobit jeji tplnou okluzi. Komplikované 1éze

charakterizované trombozou se vSak nevyskytly [35].

V terapii hyperlipidémii a cévnich komplikaci (ateroskler6zy) jsou dnes asi

nejvyznamngéj$imi 1éky statiny.

Nicméné bylo také prokazano, Ze je stale snaha najit nova 1éciva, ¢i dietarni dopliiky,

které by pfinesly pozitivni vliv na aterogenni proces.

Tato rigordzni prace byla tedy zaméfena na sledovani G€inki Calculus Bovis, na

aterogenezi u apoE-deficientnim mySim modelu krmenym aterogenni dietou.

Calculus Bovis (Niuhuang) predstavuje substanci pouzivanou v tradicni c¢inské
medicin€ ptes 2 tisice let. Jednéd se V podstaté 0 drcené suSené hovézi zZlucové kameny
spole¢né s nékterymi zluCovymi kyselinami [36]. Jedna prace jiz prokazala vliv
podavani Calculus Bovis na proliferaci hladkych svalovych bunék u potkanu [37].
Nicméné hlavni G€innou slozkou Calculus Bovis je bilirubin, ktery je zndmy mnohymi
pozitivnimi U¢inky, zejména jako silné antioxidacni agens. Kromé toho byly u této
substance nalezeny také protizanétlivé ucinky. Vzhledem k tomu, Ze oba vySe zminéné
ucinky hraji vyznamnou roli v procesu aterogeneze nasi snahou bylo ovéfit, jestli je

skutecné proces aterogeneze u apoE-deficientnich mysi néjak ovlivnén.

V této rigordzni praci jsme ukazali, Ze 8 tydenni aplikace Calculus Bovis apoE-
deficientnim mys$im neovlivnilo Zadny ze sledovanych parametra lipidového spektra.
Tento ucinek se dal celkem ocekavat pfedevsim z toho divodu, Ze zatim neni znam
zadny hypolipidemicky efekt Calculus Bovis. V této souvislosti nas dale zajimalo, jestli
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ptipadny az 50% obsah bilirubinu Calculus Bovis miize ovlivnit aterogenni proces
vcévni sténé. Uginky bilirubinu jsou velmi dobie znamé. Bilirubin ma silné
antioxidacni a protizanétlivé ucinky, takze jsme predpoklddali jeho mozny vliv na
aterogenezi Vv cévni sténé. Podavani Calculus Bovis vSak neovlivnilo velikost

aterosklerotickych plati ve srovnani s kontrolni skupinou.

Z hlediska funkce a stavu endotelu jsme se zaméfili na studium endotelidlni NO
syntazy. Tento enzym je klicovy z hlediska endotelialni produkce oxidu dusnatého [23].
Oxid dusnaty m& mnoho pozitivnich funkci ve vztahu k cévnimu endotelu. Ma
vazodilatacni, antiadhezni, antiproliferacni uc¢inky. Je produkovan pravé eNOS, ktery je
sice do jisté miry konstitutivni enzym, nicméné jeho exprese je ovlivnéna fadou faktort,
které ovliviiuji proces aterogeneze jako napi. zvySend hladina LDL cholesterolu,
oxidaéni stres a dalsi [22]. SniZena exprese eNOS je také zakladnim markerem rozvoje

endotelidlni dysfunkce.

V této rigordzni praci jsme zjistili, Ze endotelialni exprese eNOS nebyla po podavani

Calculus Bovis ovlivnéna.

Tato rigordzni prace se zabyvala vlivem Calculus Bovis na parametry lipidového
spektra a aterogenezi ve sténé¢ cévy u apoE-deficientnich mysi. Podavani Calculus
Bovis vSak nevedlo k ovlivnéni parametrti lipidového spektra, velikosti platd nebo
endotelialni exprese eNOS. Tento neuspéch podavani Calculus Bovis miize
pravdépodobné souviset stim, Ze Slo o pilotni projekt a zvolend davka bude

pravdépodobné velmi nizka.
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7. ZAVER

Tato rigordzni prace se zabyvala vlivem Calculus Bovis na parametry lipidového

spektra a aterogenezi ve sténé cévy u apoE-deficientnich mysi.

Podavani Calculus Bovis vSak nevedlo k ovlivnéni parametrii lipidového spektra

reprezentovaného celkovym cholesterolem, VLDL, LDL, HDL a TAG.

Podavani Calculus Bovis nevedlo ani k ovlivnéni velikosti plati, vyjadieno plochou

barveni olejovou Cerveni.

Podavani Calculus Bovis také nevedlo k ovlivnéni endotelialni exprese eNOS ve

sténé cévy.

Tento neuspéch podavani Calculus Bovis mtize pravdépodobné souviset s tim, ze §lo

o pilotni projekt a zvolena davka bude pravdépodobné velmi nizka.
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