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1. UVOD

Ateroskleréza je difazni proces, ktery zaina v Casném détstvi, postupné
asymptomaticky progreduje a v dosp&losti se klinicky manifestuje jako ischemicka
choroba srde¢ni, ischemické poskozeni centrélniho nervového systému a periferni
cirkulace. '

Ve vyspélych zemich Evropy a Severni Ameriky je dnes ateroskleréza
nejéastdjdi pti¢inou smrti, ma za nésledek 50% viech tmrti, pficemz ve 20-25% jde o
samotnou sklerézu vénéitych tepen srdce. Ve vyspélych zemich ale Cetnost zaCala
prudce stoupat a ateroskleréza se stala epidemii 20. stoleti. Av3ak zatimco ve statech
s dfive nejvyssim postizenim (USA, Finsko, Velka Britanie) zacala incidence po¢atkem
70. let klesat (zfejmé jako disledek osvéty, tj. boje proti rizikovym faktoriim), v Ceské
republice i v ostatnich postkomunistickych zemich Evropy stéle stoupa a jiZ v 80. letech
pfevysila hodnoty v USA. Ceska republika dnes bohuZel paifi v umrtnosti na

aterosklerdzu na piedni mista ve svéts.?

Aterosklerdza je sloZity proces, pfi ném? se postupné zuZuje cévni lumen. Uvnitf
cévy se hromadi celulérni a extraceluldrni hmota, dochazi k obstrukei cévy. Proces ma
t¥i stadia. Prvnim stadium se vyzna&uje tvorbou tukovych prouzkd. Je charakterizovano
pfitomnosti makrofagu, které pohltily tuk (p&nové buiiky), ty se nachazi
v subendotelidlnim prostoru. Ve druhém stadiu dochézi k tvorb& fibréznich plaki. Ty
se skl4daji z materidlu, ktery vznik! nekrézou pé€novych bunék, ten pokryva fibrézni
epitka obsahujici hladkosvalové buiiky a kolagen. Konenym stidiem je komplexni
1éze s tvorbou trombii, depozity fibrinu a desticek.?

Rizikové faktory aterosklerézy jsou jednak endogenni, jednak exogenni (ziskane
a tedy potencialné ovlivnitelné). K endogennim faktoriim patii vék, pohlavi a rodinna

dispozice. Mezi ziskané faktory patii hyperlipidémie, hypertenze, koufeni, diabetes




mellitus a dale nedostatek tZlesného pohybu, nadviha a stres. Cim vice rizikovych
faktord je pfitomno, tim vét3i je pravdépodobnost vzniku aterosklerézy. Ateroskleréza
viak miiZe vzniknout i u osob bez zjevnych rizik. 2

Velmi dileZitou skutetnosti je fakt, Ze od roku 1992 dochézi i u nas k poklesu
amrtnosti na kardiovaskularni onemocnéni. Pfi analyzach téchto pfiznivych zmén je
nejvetdi vyznam ptipisovan zavadéni nejnovéjsich diagnostickych a lééebnych postupt

a v neposledni fadé prevenci, zm&nam Zivoiniho stylu a ovlivnéni rizikovych faktord.”

Tato rigorézni prace byla zaméfena na studium vybranych markerd endotelialni

dysfunkce u geneticky modifikovaného kmene my$i a moZnostem ovlivnéni této

dysfunkce atorvastatinem.




2. TEORETICKA CAST

2.1 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV
Systém krevnich cév se sklada z nasledujicich soudasti: ze srdce, arterii, kapilar

a vén. Krevni cévy se obvykle skladaji z nékolika vrstev neboli tunik.

A) Tunica intima — sestava se z vrstvy endotelovych buné&k, které
vystylaji vnitini povrch cév. Tyto buitky jsou uloZeny na bazalni laming€. Pod endotelem
se nachazi subendotelova vrstva fidkého vaziva, ktera miiZe piileZitostné obsahovat

elementy hladkého svalstva.

B) Tunica media se sklada pfedeviim ze S$roubovité vinutych
koncentrickych vrstev hladkych svalovych bunék. Mezi hladkymi svalovymi elementy
se nachadzi mnoZstvi elastickych a kolagennich vlaken a proteoglykanu. Zdrojem tohoto
extracelularniho materidlu jsou hladké svalové builky. V arteriich oddé€luje intimu od
medie lamina elastica interna. Lamina, tvofena elastinem, je opatfena priichody
(fenestracemi), které umozZiuji difiizi substanci a vyZivy buitkdm uloZenym v hloubi
arterialni stény, V tepnach vétsiho kalibru se Casto setkavame s ten¢i lamina elastica
externa, ktera oddéluje medii od zevni tunica adventitia. V kapilarach a postkapilarnich

venuldch je tunica media zastoupena buiikami, zvanymi pericyty.

C) Tunica adventitia — adventicie je tvofena podéiné orientovanymi
kolagennimi a elastickymi vldkny. Vrstva adventicie postupné pfechazi do vaziva

organiy, kterym céva prochazi. V tunica adventitia se dale nachazi vasa vasorum, tukové

buiiky, lymfatické cévy, fibroblasty a nervy.




Pohyb krve v obdhovém systému kromé srdce zajidt'uji krevni cévy. Distribuuji
krev k jednotlivym organum (tepny), umoZiiuji piistup krve k jednotlivym tkanim a

butikam (kapilary) a zprostfedkuji navrat zpét k srdci (vény).

A) Arterie se podie velikosti d&li na arterioly, svalové arterie stfedniho a

velkého kalibru a velké arterie elastického typu.

1) Arterioly — maji obecné primér mensi n&z 0,5mm a relativné uzky
prisvit. Jejich lumen je vystlano endotelovymi buitkami. Subendotelova vrstva je velmi
tenk4 a vnitini elasticka blanka s vyjimkou velkych arteriol zcela chybi. Svalova medie
je tvofena 1-5 cirkuldrn& uspofadanymi vrstvami hladkych svalovych bun€k. Adventicie
je tenkd a nema vyvinutou zevni elastickou blanku.

2) Arterie svalového typu — vétina arterii v lidském t€le je pravé
tohoto typu. Intima je shodna s arteriolami, subendotelova vrstva je v3ak tlust3i a maZe
obsahovat i hladké svalové buiiky. Membrana elastica interna je zietelné vyvinuta,
Medie miize obsahovat svalové elementy, jejich mno#stvi se sniZuje s velikosti prisvitu
cévy. Buiiky jsou proloZeny riiznym poctem elastickych membran, retikularnich vlaken
a proteoglykany. Membrana elastica externa je pfitomna jen ve vétSich svalovych
arteriich. Adventicie obsahuje kolagenni a elasticka vldkna, fibroblasty, tukové buriky,
lymfatické cévy, vasa vasorum a nervy.

3) Velké arterie elastického typu — obsahuji velké mnoZstvi elastinu
v medii. Intima je siln&j3i nez v arteriich svalového typu, je vystlana endotelovymi
butikami. Subendotelova vrstva je silné vyvinuta, jeji vazivova vlakna jsou dileZita pro
kontrakci a dilataci tepen. Medie sestava zfady perforovanych, koncentricky

uspoiadanych elastickych membréan, jejich podet naristd sv€kem, sili s daldim
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ukladanim elastinu. Mezi elastickymi lamelami se nachazi hladké svalové butky a
retikuldrni viakna. Tunica adventitia nemd zevni membranu, je madlo vyvinuta a

obsahuje elasticka a kolagenni vlakna.

B) Zily (vény) piedstavuji rezervoar, ve kterém se neustdle nachézi
70% celkového objemu krve. Zily délime na venuly, vény malého, stfedniho a velkého
kalibru.

1) Venuly - maji priimér 0,2-1mm. Intima se sklad4 z endotelu, dale
z tenké medie a adventicie. Adventicie je nejsiln&j3i a je tvofena vazivem, které je
bohaté na kolagenni vlakna. St€ny jsou tenké.

2) Vény malého a stfedniho kalibru - maji primér 1-9 mm. Intima
mé nékdy subendotelovou vrstvu. Medie se sklddd zmalych svazetki hladkych
svalovych bungk smienych s retikularnimi vldkny a jemnou sitovinou vlaken
elastickych. Kolagenni vrstva adventicie je dobfe vyvinuta.

3) Velké vény - maji dobfe vyvinutou intimu. Tunica media je
ten&i, obsahuje hladké svalové buiiky a vazivo. Adventicie je nejsiln€jsi, obsahuje

svazky hladké svaloviny. Velké vény jsou uvnitf opatfeny chlopnémi.

O Kapilary (vlaseénice) - umoZiinji vyménu metaboliti mezi krvi a
okolnimi tkan&mi. Skladaji se zjediné vrstvy endotelovych bunék. Maji v priméru
maly prisvit, kolisa od 7 do 9 um. Jejich délka se obvykle pohybuje mezi 0,25 az 1 mm.
Podél kapilar a venul jsou rozmistény pericyty. Pericyty obsahuji aktin, myosin a
tropomyosin, a tudiZ tyto buitky maji kontrak&ni schopnost. Kapildry a postkapilarni
venuly jsou obklopeny tenkou vrstvou kolagennich vldken, kterd je ekvivalentem

adventicie v&tsich krevnich cév.’
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22 BIOLOGICKA FUNKCE ENDOTELU ZA FYZIOLOGICKYCH A

PATOLOGICKYCH PODMINEK

Cévni endotelialni buriky jsou zanatomického hlediska jednovrstevnou
bund&nou strukturou, kterd tvoii hranici mezi cirkulujici krvi a okolnimi tk&némi.
V soudasnosti je endotel pokladan za jeden z nejvétSich a nejaktivn&jSich endokrinnich
organd, ktery hraje kli¢ovou roli pii udrZovani vitalnich fyziologickych funkci.

Endotelislni buriky vyluduji riizné faktory a reaguji na podnéty jak vazodilatacni,
tak i vazokonstrikéni, udrfuji rovnovahu mezi faktory, které ovliviluji riist v oblasti
cévni stény ( napf. hypertrofie a proliferace bunk hladkého svalstva), reaguji na fadu
zanétlivych mediatord, vstupuji do interakci s faktory urychlujicimi hemostazu a

trombozu.

Struktura endotelidlnich bunk a regulace cévni permeability

Endotelialni buriky jsou vybaveny kompletnim kontraktilnim aparatem, ktery
obsahuje vldkna aktinu, myozinu, tropomyozinu a a-aktinu.® Celistvost endotelu je
zajistovédna mezibun&&nymi spoji, pfitomnosti elektrostatického naboje a sloZenim
bazalni membrany. Pro udrZeni spravné permeability cév jsou nejdilezitéjsi
mezibun&&né spoje.’

Dle struktury a funkce rozliSujeme tyto typy mezibunéénych spojii:

1) Zonula occludens neboli tigh junctions — patfi mezi nejtésnéjsi
spojeni mezi burikami. Té&sné spoje jsou velmi Casté mezi mozkovymi butikami, kde
jsou soudasti hematoencefalické bariéry.?

2) Nexy neboli gap junctions — se uplatiiuji pfi vzdjemné komunikaci
endotelidlnich bunk.’

3) Zonula adherentes neboli adherentes junctions — jsou oviiviiovany

fadou zanétlivych substanci, které je asto rozrusuji a zvySuji tak cévni permeabilitu.
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Tyto spoje ovliviji sloZeni a funkci tésnych spojii i nexii a jsou proto dileZité pro

udrZeni cévni permeability. 10

Oxid dusnaty (NO) a regulace napéti cévni stény
Za fyziologickych okolnosti endotelidlni buiiky trvale uvolfiyji malé mnoZstvi

NO a tiéastni se tak regulace klidového napéti cévni stény (viz Obr. 1)

" hormon

Mezi nejvyznamngjsi stimulitory NO patfi mechanické vlivy,
acetylcholin, ale také fada latek uplatiujicich se pfi hemokoagulaci, jako je serotonin,

ADP (adenosindifosfat) a trombin.

Nekteré zanétlivé cytokiny, jako tumor nekrotizujici faktor (TNF) 12 nebo

oxidovany LDL (oxLDL) tvorbu NO endotelem sniZuji.

Obr. 1: Role NO pti vazodilataci ®
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V podminkach experimentélni hypoxie dochézi v diisledku zvySené produkce
NO k poklesu vyluéovani trombocytarniho ristového faktoru PDGF (platelet derived
growth factor). Za patologickych podminek byl v oblasti aterosklerotického platu
pozorovan jev opagny — zvySena produkce PDGF snizuje vyludovani NO, v disledku
toho cévni segment postiZeny aterosklerézou neni schopen fyziologické vazodilatace.
Pii ateroskleréze je tedy lumen cévy ziZeno jednak samotnym sklerotickym platem,
zaroveni ale k omezeni pritoku pfispivd i omezend schopnost dilatace v dusledku
poklesu produkce NO v oblasti sklerotického platu. Kromé omezeni vazodilatace ma
dlouhodobé lokalni sniZeni produkce NO za dasledek rovné€Z vzestup agregace

trombocyti, zvySenou adhezivitu leukocytl a podili se také na remodelaci cévni stény.®

NO je vysoce difizni plyn, syntetizovany rodinou enzymd, které jsou spoledné
nazyvany syntazy NO (NOS). Vznikly NO reaguje s guanylylcyklazou, coz vede ke
vzniku ¢cGMP (cyklicky guanosinmonofosfat) z GTP (guanosintrifosfat). Vysledné
zvydeni ¢cGMP plisobi na proteinkinazy, cyklické nukleotidfosfodiesterdzy, iontové
kandly a dal3i proteiny. Tyto uinky vedou ke sniZené odpové&di na kontraktilni a
proagregaéni agonisty. Nasledné vyvolava NO hyperpolarizaci hladké svaloviny cév.
¢GMP inhibuje adhezi a migraci monocyti a inhibuje proliferaci bun€k hladkého svalu

a fibroblast, coz jsou G&inky, které pfispivaji k jeho antiaterogenni tiloze (viz Obr.2). 6
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Obr. 2: Vyznam a funkce NO v oblasti cévni stény 6
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NO tedy zplsobuje vazodilataci, inhibuje adhezi a agregaci krevnich desti¢ek,

neutrofilnich leukocytii a monocytd, inhibuje expresi adheznich molekul."

Ostatni vazodilataéni latky

Kromé NO produkuji endotelidlni busiky celou fadu dalSich vazodilatatnich
latek, mezi nejlépe probadané patfi prostacyklin (PGlLy), endotelium-derivovany

hyperpolarizaZni faktor (EDHF) a bradykinin (viz Obr. 1). ¢

EDHF stimuluje uvolitovani draselnych ionti z bunek hladkého svalstva v cévni

stén& a zplsobuje vazodilataci.

Bradykinin ma pfimy vazodilatatni asinek, z dlouhodobého hlediska brani
vaskularni remodelaci, tlumi proliferaci bun&k hladkého svalstva cévni stény a brani
adherenci makrofagl, stimuluje téZ vyludovani tkafiového aktivatoru plazminogenu (t-

PA) endoteliemi, plisobi tim antitromboticky S
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Vazokonstrikce

V zajmu zachovani stability existuje ve vSech biologickych systémech

rovnoviha dvou antagonistickych systémil — protivahou vazodilatace je vazokonstrikce.

Vazokonstrikci vyvolavaji napfiklad kyselina arachidonova, prostaglandin H2,
trombin, nikotin, ale také vysoké intraceluldrni koncentrace drasliku a vapniku.
Vyznamny vazokonstrikéni uéinek maji superoxidové anionty nebo metabolit kyseliny
arachidonové — tromboxan A2 a endoperoxidy. Tyto latky jsou vysoce reaktivni, vedou
k oxidaci lipoproteini a podkozuji bun&¢né membrany. Omezeni produkce NO a jeho

zvy$ené odbourdvani v disledku reakce se superoxidy proto urychluji progresi

aterosklerdzy.

V n&kterych piipadech, napiiklad uw hypertenze, dochdzi k nadprodukci
vazokonstrik&nich latek samotnymi endoteliemi. Jedna se napfiklad o angiotenzin-II
(ang-1I), endotelin a n&které vazokonstrikéni prostanoidy. VSechny tyto latky maji

pfimy vazokonstrikéni u€inek.
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Obr. 3:Role angiotenzinu-II a endotelinu-1 pfi vazokonstrikci 6
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Ang-I1 vznika na povrchu endotelidinich buntk a jeho vazokonstrikéni u€inek je
zaloZen na pHimém pisobeni na buiiky hladkého svalstva cévni stény. Ang-II svym
pisobenim na buiiky endotelu vede kuvolnéni jednoho znejmocnéjdich
vazokonstriktorti — endotelinu. Produkei endotelinu vyvolava také trombin, adrenalin a
vasopresin. ¢ Ang-ll zvySuje expresi adheznich molekul, podili se na aktivaci

makrofagd a T-lymfocyt a stimuluje proliferaci a hypertrofii svalovych bungk."*

Endotelin se diky vlastnimu vazokonstikénimu 4¢inku a stimulaci tvorby NO a
PGl, podili na udrovani klidového cévniho tonu. Endotelin je také aktivator
makrofag, stimuluje proliferaci hladkych svalovych bunk'® a zvyluje expresi
nékterych adheznich molekul. ZvySené plasmatické hladiny byly pozorovany u pacient

s h].fpercholesterolemii16 a byla objevena 1 zvySena exprese endotelinu
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v aterosklerotickych lézich. Vazokonstrikéni i¢inek endotelinu je mnohonasobné vetsi

neZ Géinek ang-11 (viz Obr. 3). 7

Endotelidlni buiiky a hemokoagulace

Za fyziologickych podminek se endotelidlni butiky podileji na udrZovani
rovnovahy mezi trombézou a fibrinolyzou. ® Dokonald souhra hemokoagulace a
fibrinolyzy je Zivotné dlleZitou funkci. Funké&ni endotel je nesmagivym povrchem, coz
je zaji$téno produkei NO, ktery brani adhezi trombocyti a leukocyti. '8

Endotelie brani vzniku trombézy jednak syntézou glykosaminoglykanii, které
inaktivuji prokoagulaéni faktory (faktor X a trombin), ale rovn&% produkci
trombomodulinu. Trombomodulin véZe trombin a konvertuje ho na aktivator proteinu C
(aktivovany protein C inaktivuje koagulaini faktory Va a VIIla a plsobi tak
antikoagulaén€), zaroveri vaZe inhibitor plazminogen aktivatoru (PAI) a napomaha tim
trombolyze.

Zivotng dileZitou funkci bundk endotelu je schopnost produkovat tkafovy
aktivator plazminogenu (t-PA) a zdroveti i jeho inhibitor — inhibitor aktivatoru
plazminogenu. Ang-II mé schopnost tuto citlivou rovnovahu vychylovat ve prospéch
trombozy.

Prostacyklin a NO maji schopnost inhibovat aktivitu trombocytd, jejich

adhezivitu a agregabilitu.®

Endotelidlni buiiky 2 zdnét

Produkei interleukinil, adheznich molekul a cytokini se endotel zapojuje do
regulace imunitni a zanétlivé reakce. Pisobi tak na interakce mezi sténou cévy a

leukocyty.'®
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Akutni zanétlivd reakce je charakterizovana zvy$enou adhezi leukocyth
k endotelidinim buiikam a prudkym zvySenim mikrovaskuldrni permeability. Tyto
procesy jsou stimulovany superoxidovymi ionty , NO tyto zangtlivé procesy naopak
pomaha zpomalovat.

Na akutni zanét reaguji endotelové buiiky zvy3enou expresi molekul, které
pomahaji zvySovat adhezi povrchovych leukocytirich receptori. U nemocnych
s aterosklerézou stimuluje oxLDL produkei t&chto specifickych adheznich molekul
(napf. vascular cell adhesion molecule —1 - VCAM-1), zaroveti stimuluje produkci celé
fady dalsich faktorii, které vedou ke zvy3ené mistni akumulaci zan&tlivych bungk.®

Interakci s leukocyty se endotelidlni buriky vyrazné podileji na rozvoji zanétlivé
reakce a to zejména diky zvySené expresi adheznich molekul ze skupiny selektind,

integrini a imunoglobuliné ."°

2.3 ENDOTELIALNI DYSFUNKCE

Endotelidlni  dysfunkce je stav charakteristicky nerovnovahou mezi
vazodilatadn® a vazokonstrikéné pisobicimi faktory, mezi antikoagulaéné¢ a
prokoagulaéné plisobicimi &initeli a mezi inhibitory a promotory ristu. Jde o

generalizovany defekt fady fyziologickych pochodit zajistovanych endotelem.

Poskozeni endotelu miiZze byt zpiisobeno mechanicky (fyzikalné), jako napiiklad
turbulentnim proudnim u arteridlni hypertenze, a nebo biochemickymi stimuly —
napiiklad hypercholesterolemii, diabetem nebo koufenim. Pusobenim téchto podnéti je
zvy$eni oxidativniho stresu s nadbytenou tvorbou oxidovych aniontii, které NO a
prostacyklin pfedCasné degraduji. Dochazi i k utlumu NO syntazy, coZ dale vede ke

sni%eni dostupnosti NO.?
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Endotelialni dysfunkce je charakterizovana zvy$enou permeabilitou endotelu,
sniZenou syntézou a uvolfiovanim NO, zvySenou expresi adheznich molekul (ICAM-1,
VCAM-1, selektiny) a cytokinfi. Tyto zmény vedou k pfechodu monocyti do cévni
stény, méni se na makrofigy a po akumulaci LDL cholesterolu na pénové buriky.
Pritomnost oxidovanych lipoproteinli je pak spoudtécim mechanismem pro zanétlivou
reakei.”’

Endotelialni dysfunkce vede k vyssi proliferaci a migraci buné€k hladké
svaloviny s remodelaci cévni stény a ztratou pruznosti. Sklon k trombotickym okluzim
je ddn zvySenou aktivaci trombocytli a zvy3enou tvorbou tkanového faktoru a

trombinu. %

2.4 ENDOGLIN

CD105 endoglin je homodimericky transmembranovy protein o 180 kDA. Je
soutasti receptorového komplexu transformaéniho ristového faktoru-beta (TGF-p).
Bylo prokédzano, Ze endoglin také moduluje signalizaci TGF-B prostiednictvim
interakce s TGF- receptorem I nebo 1.2

Endoglin je pfevazné tvofen v cévnich endotelidlnich buiitkach a jeho tvorba se
zvySuje pii hypoxii. Déle byla jeho exprese detekovdna u makrofiagd, hladkych
svalovych bun&k a fibroblasti. Endoglin je povaZovan za vyznamny marker
angiogeneze, a tudiZ je jeho exprese vyznamn4 jak v embryondlnim vyvoji, tak také pii
procesu hojeni ran, pii infarktech a b&hem kancerogeneze.” Jeho zvydena exprese je
ddvana do souvislosti s hor$i prognézou nadorového onemocnéni. Mutace genu pro

endoglin navic vede k rozvoji hereditarni hemorrhagické telangiektazie. 2*
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Vzhledem k tomu, Ze bylo popsano, Ze endoglin miiZze modulovat uginky TGF-B,
ktery je povaZovan za vyznamny antiaterogenni faktor, myslime si, Ze zmény jeho

exprese mohou hrét roli v procesu aterogeneze.”

2.5 ATEROSKLEROZA

Pii rozvoji aterosklerézy a jejich komplikaci se uplatiiuje fada tzv. rizikovych
faktorti podporujicich vlastni aterogenezi a mnohdy i trombogenezi. Oba tyto procesy se
totiz uplatiiuji v patogenezi cévnich onemocnéni. Ateroskleréza vede k postupnému
zuzovani prisvitu cévy a ke ztraté nesmacivého povrchu endotelové vystelky, zatimco

trombus, vytvofeny na tomto terénu, pak vyvola rychly uzavér cévy .2

2.5.1 Rizikové faktory aterosklerézy

Rizikové faktory d&lime na neovlivnitelné (endogenni) a ovlivnitelné

(exogenni).
1) K neovlivnitelnym faktoriim patfi: vék, pohlavi a rodinnd dispozice.
Vék

VEk ma zasadni vliv. Casné zmény aterosklerdzy za&inaji jiz v détstvi, ale
klinicky se onemocnéni projevuje aZz v dospélosti, u mu2i dfive neZ u Zen. Kfivka
vyskytu pak stoupa s kazdou dekadou aZ do sta¥i.® Za rizikovy povaZujeme z hlediska
ischemické choroby srdedni (ICHS) v&k 45 let a vy$si u muZe a 55 let a vy$$i u Zeny. U
Zeny se vékova hranice pro riziko aterosklerézy sniZuje, je-li Zena po menopauze a

neuZiva substituéni davky estrogeni.*
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Pohlavi

Muzi jsou postiZeni obecné vice neZ Zeny. Rozdil je nejvyrazn&jsi ve stfednim
véku, kdy napf. amrtnost na koronarni ischemickou chorobu srdce je u Zen pétkrat niZsi
neZ u muxd. Vysvétleni je v protektivnim vlivu Zenskych pohlavnich hormont 2 které
souvisi s vys8imi koncentracerni HDL cholesterolu u Zen. Pozitivni vliv estrogeni neni
omezen pouze na lipidovy efekt. Pfiznivy vliv je uvddén i na endotel a dalsi

mechanismy .*

Rodinné dispozice

V nékterych rodinach je zietelnd dispozice k ateroskleroze a k ICHS. Jde
vétdinou o geneticky podminénou poruchu metabolismu lipoproteini s vysokou
hladinou krevnich lipidii — familiarni hypercholesterolemii a dyslipoproteinemii .2

Za pozitivni rodinnou anamnézu z hlediska pfedtasné aterosklerézy povazujeme
vyskyt infarktu myokardu nebo nahlé smrti u otce ve v€ku niz$im neZ 55 let, u matky je
vékovou hranici 65 let.

Nemocny po infarktu myokardu je nejvice ohroZen recidivou a dalSimi

komplikacemi. ICHS je tedy nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem.*

2) Mezi ovlivnitelnymi faktory jsou &tyfi oznadeny jako hlavni rizikové
faktory: hyperlipidemie, hypertenze, koufen{ cigaret a diabetes mellitus. Z nich samotna

hyperlipidemie je faktor nejzavazngjsi.

Hyperlipidemie
Jde hlavné o hypercholesterolemii. Cim je vy3si hladina cholesterolu v séru, tim

je vétsi riziko aterosklerézy. Hypercholesterolemie byva spojena s vysokymi hladinami
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lipoproteinti s nizkou denzitou (LDL, VLDL) a nizkymi hladinami lipoproteinu
s vysokou denzitou (HDL). HDL m4 vii¢i ateroskleroze ochranny vyznam, odstrafiuje
cholesterol zintimy. Vysokd hladina sérového cholesterolu je dasledkem jednak
genetickych vliv, jednak dietniho reZimu — nadmémé spotfeby Zivo¢isnych tukd, vajec,
zivo&isnych bilkovin a jednoduchych cukri, a naopak nizkého pifjmu
hypercholesterolemie s autozomalng dominantni dédi¢nosti. U homozygoth se klinicky
projevuje vétsinou infarktem myokardu jiZ pfed 20. rokem Zivota, u heterozygoti pak
ve stfednim véku.

Hypercholesterolemie provazi i n&které choroby — diabetes mellitus,

hypotyre6zu a nemoci ledvin s nefrotickym syndromem.’

Hypertenze

Arterialni hypertenze nad 140/90 mmHg je povaZzovana za jeden z

vvvvvv 4

Koufeni cigaret

Koufeni cigaret vyrazné zvy$uje vyskyt ICHS i umrtnost na kardiovaskulami
onemocnéni. Koufeni cigaret s niZ§im obsahem nikotinu riziko nesnizuje.* Nebezpeti
stoupa s léty koufeni a poStem denné vykoufenych cigaret. Hlavnimi aterogennimi
Ciniteli v cigaretovém koufi, ktefi plsobi 3kodlivé na endotel, jsou oxid uhelnaty a

. .2
nikotin.

Z hlediska sekundarni prevence ICHS je podstatné, Ze po zanechani koufeni se
riziko dal$i koronamni pithody sniZuje po relativné kratké dob€ nékolika mésicu

prakticky na trovei nekufdka .*
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Diabetes mellitus

Diabetes mellitus, inzulinova rezistence a hyperinzulinismus i porusena
glukézova tolerance jsou spojeny s pfedasnou manifestaci aterosklerézy.*

Nebezpeéi infarktu myokardu je u diabetiki 2-3x vy3$i neZ u nediabetiki.
Nejvyrazn&j$i je viak rozdil u aterosklerotické gangrény dolnich kondetin, kterd je u
diabetiki aZ 100x Eastdj3i.>

Diabetes piedstavuje mimofadné vyznamny rizikovy faktor a nemocni musi byt

v odhadu rizika klasifikovani stejng, jako by méli ICHS.*

Obezita

Oé&ekavana délka Zivota je vy3si pfi BMI v rozmezi 20-25. Obezita je faktorem
pro manifestaci dalgich dileZitych rizikovych faktori (hypertenze, hyperlipidémie
s nizkym HDL cholesterolem), jednak je samostatnym nezavislym rizikovym faktorem

ICHS. Rizikov&j&i je v oblasti bricha nez v oblasti hyzdi.*

Homocystein

Homocystein je neesencidlni aminokyselina, ktera hraje duleZitou roli
v metabolismu methioninu.” Homocystein je toxicky k endotelu, je protromboticky,
zvySuje produkci kolagenu a sniZuje schopnosti NO. Plasmatické koncentrace
homocysteinu jsou lehce zvysené u mnoha pacienti, ktefi nemaji enzymatické defekty
v metabolismu homocysteinu. Tito pacienti maji zvy$ené riziko symptomatické
aterosklerézy véngitych a perifernich mozkovych arterii. Léba kyselinou listovou miZe

vrétit jejich plasmatické koncentrace k normalnim hodnotam. 28
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Dalsi rizikové faktory

Jde hlavng o nedostatek télesného pohybu (pohyb zvy$uje hladinu HDL),

stresovy zpisob Zivota a hyperurikémii 2

Vyskytuje-li se u jedince nékolik rizikovych faktoru sougasné, jejich efekt se

neséita, ale nasobi.*

2.5.2 Patofyziologie aterosklerozy

Ateroskleréza je zanétlivé onemocnéni. Diky vysoké plasmatické koncentraci
cholesterolu (zejména cholesterolu o nizké hustoté — LDL), ktery je hlavnim rizikovym
faktorem aterosklerézy, uvaZovali mnozi, Ze proces aterosklerézy do velké miry spociva
v akumulaci lipidii ve sténé artérie. Nicméné tento proces je mnohem sloZit&jsi.

Cetnd pozorovani u lidi i Zivogichii vedla k formulaci hypotézy o reakei na
poskozeni, kterd plvodné predpokladala, Ze prvnim krokem v ateroskleréze je
poskozeni endotelu. Nejposledngjsi verze této hypotézy spiSe upfednostiiuje vznik a

rozvoj endotelialni dysfunkce pfed pouhym po3kozenim endotelu.?®

Schéma aterogeneze

Leukocyt ma tendenci rolovat po endotelu. Dochdzi k tomu prostfednictvim
vzdjemného kontaktu molekul selektind na endotelové buiice a oligosacharidovych
molekul na leukocytech. Nisleduje pevna adheze leukocytu na endotel diky molekulam
z tady imunoglobulini VCAM-1 a ICAM-1. Vazebnou sloZku tvoff integriny, kter¢ se
zvyiené exprimuji az pH aktivaci endotelu. Pro proniknuti leukocytu do subendotelu
mezi endotelovymi buitkami je zapotfebi molekula PECAM-1 (ve velkém mnoZstvi je

v meziendotelovych spojich). Na invazi leukocyt do cévni stény se velkou mérou
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podileji chemokiny, chemotaktické cytokiny, které hraji roli v Hizeni pohybu a aktivaci
leukocytﬁ.”

Uréitd mista arterii, jako jsou bifurkace a oblouky zpiisobuji charakteristické
zmény v toku krve. Zmény v krevnim pritoku se zdaji byt rozhodujici v uréeni, ktera
mista cév mohou byt nachylné k tvorbé 1ézi. Pohyb a adheze monocyti a T-bunk na
téchto mistech je vysledkem up-regulace adheznich molekul jak na endotelu, tak i na
leukocytech.?®

Endotelialni dysfunkce vede ke kompenza&ni odpovédi, kterd méni normalni
homeostatické vlastnosti endotelu. Zvysuje se tak adhezivita (s pfi¢inénim leukocytn a
krevnich desti¢ek) a i propustnost (permeabilita) endotelu. Endotel ma tedy spise
koagulaéni ne? antikoagulaéni schopnosti a vytvati vazoaktivni molekuly, cytokiny a
ristové faktory. Pokud neni zanétlivdi odpovéd’ uginné kompenzovana a nejsou
odstranény napadajici agens, miZe proces dale pokratovat. Takto stimulyje zanétliva
odpovéd’ migraci a proliferaci bungk hladké svaloviny, ty se prolinaji s oblasti zanétu a
vytvéfi intermediarni (stfedni) 1ézi. Pokud tato reakce pokratuje trvale, miize zplsobit
ztlugténi stény tepny, které je pozdéji kompenzovano postupnou dilataci, tudiz prisvit
cévy zustava jesté nezménén.

Odpovéd’ je dale zpisobena a usmériiovana makrofagy vzniklymi z monocytu a
specifickymi  subtypy T-lymfocytd. Aktivace téchto bun€k vede k uvolnéni
hydrolytickych enzymt, cytokini, chemokini a riistovych faktord, které zphisobuji dalsi
podkozeni a popfipadé vedou k mistni nekréze. Akumulace mononuklearnich bunek,
migrace a proliferace bun&k hladké svaloviny a vznik fibrotické tkané vedou k dal3imu
zvétieni a restrukturalizaci 1éze. Ta zadina byt pokryta vazivovym krytem (Cepickou),

ktery ptekryva jédro (je tvofeno lipidovou a nekrotickou tkéani) a vzniké tzv.
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komplikovana léze. V tomto okamziku jiZ céva dale nemiZe kompenzovat tuto situaci

dilataci, vyklenuje se do lumen cévy a omezuje krevni pn"]tok.26

Lipoproteiny

Lipoproteinové &astice jsou tvofeny tukem a bilkovinou. Bilkovinna soucast se
nazyvé apolipoprotein nebo apoprotein. Funguji jako transportni formy krevnich lipida.*

LDL je hlavni pfig¢inou poskozeni endotelu a pod nim lezici hladké svaloviny.
LDL miZe byt modifikovan oxidaci, glykaci u diabetes mellitus, agregaci a spojenim
s proteoglykany nebo vélenénim do imunitnich komplexi. KdyZ jsou ¢astice LDL
zachyceny v arterii, mohou projit progresivni oxidaci a byt pohlceny makrofagy a to
diky specifickym (scavengerovymy) receptoriim na povrchu t&chto bunék. Pohlceni vede
ke vzniku lipidovych peroxidd a usnadiiuje nahromadéni esteri cholesterolu. Jakmile je
LDL modifikovan a pohlcen makrofdgy, mé&ni se na pénové buiiky. Odstranéni
modifikovaného LDL je dileZitou soudasti uvodni ochranné tlohy makrofagi
v zanétlivé odpovédi a minimalizuje u¢inek modifikovaného LDL na bufiky endotelu a
hladké svaloviny. Oxidovany LDL je chemotakticky pro dalii monocyty a miZe
regulovat kolonie stimulagni faktor makrofagii a monocytarni chemotakticky protein
produkovany buiikami endotelu. RozSifuje tedy zénétlivou odpovéd’ vstupem novych

monocytd do 1ézi (viz Obr. 4).
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Obr. 4: Modifikace LDL v procesu aterogeneze 28
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Zanétlivé mediatory (napf. TNFa, interleukin-1 a makrofag kolonie stimulujici
faktor) zvy3uji vazbu LDL na endotel a hladkou svalovinu a zvySuji transkripci genu
receptoru pro LDL.

Antioxidanty, jako napf. vitamin E, mohou redukovat vznik volnych radikald.
Zvysuji rezistenci LDL k oxidaci.V preklinickych studiich bylo zjisténo, Ze pfijem
vitaminu E nepfimo umémé souvisi s vyskytem infarktu myokardu, omezuje a sniZuje
vyskyt srde&nich piihod.

Zvysenou lipooxigendzovou aktivitu mé ang-II, ktery miize zvySit zanét a
oxidaci LDL. Hypertenze ma prozanétlivé u€inky a zvy$uje tvorbu peroxidu vodiku a
volnych radikalii (jako napf. superoxidovy anion a hydroxylovy radikal) v plasmé. Tyto
substance sniZuji tvorbu NO endotelem, zvySuji adhezi leukocytll a zvy$uji periferni

rezistenci.”®
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Monocyty

Monocyty, prekurzory makrofagd, jsou piitomny vkaZdé fazi aterogeneze.
Makrofagy produkuji cytokiny, chemokiny, molekuly regulujici rast, metaloproteinazy
a dalsi hydrolytické enzymy. Vznik a mnoZeni mononukledrnich bun€k v lézich zavisi
na faktorech, jakymi jsou makrofig-kolonie stimulujici faktor a granulocyty-makrofag
kolonie stimulujici faktor. Vystaveni makrofag-kolonie stimulujicimu faktoru umozZiuje
makrofaglim preXit in vitro a pravddpodobng se i rozmnoZovat v lézich. Naopak,
n&které zan&tlivé cytokiny (napf. interferon-gama aktivovany makrofagy) jim umoZiuji
priib&h programované bunééné smrti (apoptozy).

Piivodn& se uvaZovalo, Ze jediné buiky, které rostou v prib&hu expanze
aterosklerotickych 1ézi, jsou buiiky hladké svaloviny. Ale mnoZeni makrofagi ma
stejnou ddleZitost. Schopnost makrofagi produkovat cytokiny (jako napi. TNF-a,
interleukin-1 a TGF-P), proteolytické enzymy (napiiklad metaloproteinézy) a rustové
faktory (zejména riistovy faktor tvofeny destitkami a ristovy faktor podobny insulinu-
1) maze byt rozhodujici v dloze téchto bundk pii poskozeni a obnové pii rozvoji
aterosklerotickych 1ézi.

Aktivované makrofagy zastupuji téidu II histokompatibilnich antigent (HLA 1I),
které umoZiiuji prezentovat antigeny T-lymfocytim. T-buiiky jsou aktivovany, kdyz
navaZi antigen vyprodukovany makrofagy. Aktivace T-buiiky ma za nasledek sekreci
cytokini,, véetng interferonu-gama a TNF-o a B, které zesiluji zén&tlivou odpovéd.
Buitky hladké svaloviny v lézich maji také na svém povrchu molekuly tfidy HLA 1I
(pravdépodobné vytvofené interferonem-gama) a mohou tedy vytvafet antigeny T-
buitkam.

V aterosklerotickych lézich se ve viech stadiich nachézi jak CD4, tak i CD8 T-

lymfocyty.
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Imunomodulagni molekula, CD40 ligand, miiZze byt produkovana makrofagy, T-
buitkami, endotelem a hladkou svalovinou v aterosklerotickych lézich in vivo. Jeji
receptor CD40 je pritomen na stejnych buitkdch. Oba jsou up-regulovany
v aterosklerotickych lézich. U my3i s deficitem apoE bylo prokézano, Ze inhibice CD40

protilatkami redukuje vznik 1éze.?®

Desticky

Adheze destitek a nasténna tromboéza jsou pfitomné pfi vzniku a vyvoji
aterosklerotickych 1ézi. Desticky mohou adherovat k dysfunk&nimu endotelu,
obnaZenému kolagenu a makrofiagim. Pokud jsou aktivovany, uvoliiuji cytokiny a
riistové faktory, které se spoledn& s trombinem mohou podilet na migraci a proliferaci
bunék hladké svaloviny a monocyth. Aktivace destitek vede k tvorb& volné kyseliny
arachidonové, kterd miZe byt transformovdna v prostaglandiny (jako je napiiklad
tromboxan A2, coZ je jedna z nejiinngj§ich vazokonstrikénich a tromboagrega¢nich
latek), nebo v leukotrieny, které mohou zesilit zanétlivou odpoved'.

Desti¢ky jsou dileZité v udrZeni cévni integrity a pfi ochran€ proti spontannimu
krvaceni. Aktivované desti¢ky se mohou akumulovat na sténdch arterii a dopliovat

dalsi desti¢ky do rostouciho trombu,

Nestabilita a ruptura pliti

Ruptura platd a trombéza jsou vyznamnymi komplikacemi, které vedou
k nestabilnim koronarnim syndromiim.

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

odstranéni endotelu diky apopt6ze endotelovych bun¢k na povrchu léze.”
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Aterosklerotické platy mizeme rozdglit na stabilni a nestabilni. Stabilni plat ma
nizky obsah tukd a nema tendenci k ruptufe s vytvofenim nésledné trombozy, kterd pak
obturuje cévni lumen. Nestabilni plat je bohaty na lipidy a pfi okrajich Casto praska.
Dava tak vzniknout trombéze, kterd se projevi akutni cévni ptihodou.*

U pacienti: s infarktem myokardu je nestabilita a ruptura plata vysledkem eroze,
ztenéeni a ruptury vazivové Cepitky. Déje se tak Sasto na okrajich l€zi, kudy mohou
vstupovat makrofigy, kde se hromadi, aktivuji a kde probihd apoptéza. Rozpad
vazivové Cepicky miiZe byt také vysledkem piisobeni metaloproteindz (jako jsou
kolagendzy, elastizy a stromelyziny). Také T-buiiky mohou stimulovat produkci
mataloproteindz v lézich, coZ zpiisobuje nestabilitu plati a ma za nasledek dalsf
imunitni odpovéd. Tyto zmény mohou byt také doprovazeny produkci tkatovych
prokoagulaénich faktort a dalsich hemostatickych faktorii, které dale zesiluji mozZnost
vzniku trombézy.*®

Nasledkem ukladani plath je zuZeni cévniho prisvitu, které miZe vést
k ischemii. Dal3{mi ndsledky tvorby plath jsou ztuhnuti cévni stény (kalcifikace), vznik
trombd, které uzaviraji zbyly prisvit a mohou zpiisobit periferni embolizaci, dale
krvaceni do plati a do cévni stény. Takto poskozena sténa miZe mimo jiné povolit tlaku
a dokonce prasknout, takZe dojde k nebezpetnému krvaceni do okolni tkané napf.

z aorty nebo z mozkovych cév.>®
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2.6 STATINY V LECBE HYPERLIPIDEMIf

Prvni latka ze skupiny statini byla uvedena na trh v roce 1987. Do soucasnosti
bylo na trh uvedeno 6 statind ( lovastatin, simvastatin, pravastatin, fluvastatin,
atorvastatin a cerivastatin). UZivani cerivastatinu bylo zastaveno v srpnu 2001 z diivodu
vyskytu nekolika desitek p¥ipadi rabdomyolyzy, z nichZ nékolik skongilo fatalng. 3

Statiny sniZuji incidenci infarktu myokardu a ischemické cévni mozkove
piihody v primdmi i sekundami prevenci u pacienti srizn€ zavaZnou
hypercholesterolemii. V soutasné dob& podnitily vyrazny zdjem experimentilni a
klinické studie, které ukazuji, Ze klinicky prosp&ch z uZivéani statind je dén nejen jejich
schopnosti sniZovat hladiny plazmatickych lipidd, ale i jejich &etnymi extralipidovymi
(pleiotropnimi) udinky, které jsou na sniZeni plazmatickych lipidd nezavisle.

Jednotlivé statiny se 1idi relativni u&innosti a tzv. nelipidovym plsobenim (které
ale souvisi se sniZzenim syntézy cholesterolu), tj. antiagregaénim, antiproliferativnim

t&inkem, vlivem na tpravu endotelialnich funkci, stabilizaci ateromatéznich plati aj 3

2.6.1 Mechanismus ié¢inku statind

Statiny blokuji v buiikach tzv. endogenni syntézu cholesterolu na drovni blokady
jejiho klicového enzymu 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzymu A reduktazy (HMG-
CoA) (viz Obr. 7). Nedostatek endogenniho cholesterolu v butikich vede k expresi
genii pro LDL &astice, které jsou pak ve zvySené mife vychytivany z ob&hu (zejména
v jatrech). To mé za nasledek pokles koncentrace LDL cholesterolu v plazmé a pfimymi
i nepfimymi mechanismy i zvy3eni tzv. reverzniho transportu cholesterolu z perifernich

tkani do jater (viz Obr. 5).”
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Obr. 5: Mechanismus t&inku statini v jatrech **

hepatocyt

( pokles syntézy cholesterolu

2vySena exprese
LOL receploru
na povrchu hepalccytu

Zatimco hypocholesterolemicky efekt statind je pom&mé dobfe objasnén, neni
dosud jednoznatng& vysvétlen mechanismus, jakym statiny sniZuji triglyceridy.
Predpok!ada se moZné sniZeni syntézy VLDL v jatrech. DalSim realnym mechanismem
je zvyleni clearence a odbourdvani VLDL cestou LDL receptord. Jejich polet na
povrchu hepatocyti se, jak je uvedeno vyse, zvySuje. Chylomikronové remnanty, stejné
jako VLDL, obsahuji totiZ apolipoprotein E, ktery je schopen navazat lipoproteinovou

&astici na LDL receptor. ¥

2.6.2 Atorvastatin

Atorvastatin patii mezi statiny tfeti generace s vybornou ucinnosti na sniZovani
lipidi. Je indikovan kI1éCb€  primarni hypercholesterolémie,  familidrni
hypercholesterolémie nebo smiSené hyperlipidémie, v piipadé, Ze systémové opatfeni
nebyla dostateéné Gispé¥na a nevedla k dosaZeni cilovych hodnot. V fadé klinickych
studii snizoval vyskyt kardiovaskularnich piihod u pacientd s ischemickou chorobou

srdeéni a u pacientit se stfednim aZ vysokym rizikem ICHS. V porovnani s ostatnimi
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dostupnymi statiny je jeho uginek srovnatelny nebo vy3si, incidence nezadoucich
u&ink1 je pfitom srovnatelnd s ostatnimi statiny. 36

Podéavani atorvastatinu u &lovéka vede k poklesu plasmatickych hladin LDL
cholesterolu, VLDL cholesterolu, triglyceridi a apolipoproteinu B. Navic mai
atorvastatin aktivni metabolity, které sniZuji patologicky zvySenou oxidabilitu LDL
lipoproteinﬁ.”

Atorvastatin ve srovnani s ostatnimi statiny vede k vyrazn&jsimu sniZeni hladin
celkového i LDL-cholesterolu. V terapeutickych davkach (10-80 mg denng) vede ke

snizeni hladiny celkového cholesterolu o 30-46% a LDL-cholesterolu o 41-61%.®

2.6.3 Farmakokinetické idaje atorvastatinu

Atorvastatin se fadi mezi lipofilni statiny. 3 Po peroralnim podani se rychle
absorbuje (absolutni biologickd dostupnost po perordlnim podani je kolem 30%).%
Absorpce neni vyznamné ovlivnéna pfijmem potravy. Vétdina davky se vychytava v
jatrech. Dochézi tak k jeho koncentraci v hlavnim cilovém organu, kde zvy3uje pocet
LDL receptorii na povrchu builky, pti¢emz pijem a odbouravéni LDL byva urychleno.
Hypolipidemicky uginek neni zavisly na plazmatické koncentraci, spiSe souvisi s
velikosti podané dévky, respektive s plazmatickou koncentraci aktivnich metabolitti.
Bésné terapeutickd dévka se pohybuje v rozmezi 10 aZ 80mg, pficemZ 80mg je
maximalni denni davka.®  Maximélni plasmatické koncentrace je dosaZeno b&hem 1-
2 hodin po podéni. Podobng jako u vétSiny ostatnich statini (s vyjimkou pravastatinu)
se atorvastatin velmi silné vaZe na plazmatické bilkoviny (kolem 98%). Cast podaného
atorvastatinu se biotransformuje v jatrech (mikrosomalni oxidaci prostfednictvim
cytochromu P-450 a 3A4), pfiéemZ dva zmetaboliti jsou farmakologicky 0&inné.

Atorvastatin a jeho metabolity se vyluduji pfevaZné Zludi, pouze kolem 2% podané latky
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se vylu&uje moéi (ve formé metabolitil). Biologicky polo&as eliminace atorvastatinu je

kolem 14 hodin a mimé se prodluZuje ve stafi (kolem 19 hodin). H Terapeuticky u¢inek

nastupuje béhem 2 tydni po zahajeni 16Eby a maxima dosahuje po 4 tydnech terapie. 42

2.6.4 Extralipidové tinky statini

Ke klinickému prospéchu z 1é¢by statiny zfejmé piispivaji jejich extralipidové

titinky, které nejsou zdvislé na snizeni koncentrace LDL cholesterolu. V sou¢asné dobé

byly publikovany experimentalni kiinické prace prokazujici vyznamné G&inky statini na

zinétlivou reakei, endotelialni dysfunkci, formaci trombil, stabilitu platd, inzulinovou

rezistenci a kostni formaci, coZ jsou mechanismy a procesy, které se uplatiiuji

v patofyziologii aterosklerézy, ischemické cévni mozkové piihody, demence,

osteoporézy nebo diabetes mellitus (viz Obr. 6 ). 2

Obr. 6: Extralipidové tginky statint
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Mechanismem G&inku statinii na sniZeni endogenni syntézy cholesterolu je
blokada ptemény HMG-CoA na mevalonét zpisobena inhibici HMG-CoA reduktazy.
Tato blokada je zfejmé zasadni i pro vétiinu extralipidovych a¢inki statini. Mevalonat
je prekurzorem nejen pii syntéze cholesterolu, ale i pfi syntéze daldich latek
ovlivimjicich bun&nou aktivitu a metabolismus, jako jsou hem A, dolichol, ubichinon a
isoprenoidni derivaty farnesypyrofosfat (FPP) a geranylgeranylpyrofosfit (GGPP) (viz

Obr. 7).

Obr.7: Mechanismus tginku atorvastatinu. Zakladni kroky v syntéze cholesterolu.

Upraveno dle “

v

ATORESTAT - [Cacomicon |

HMG-CoA

/' HMG — Coa [ l
; § REDUKTAZA |
_ ' ! | [ Mevalondt J

v

Mevalonat ‘
pyrotostat

INHIBICE .
ENZYMU Izopantenyl l ’ lEpemenyl :RNAJ

pyrofosfat

e

rGeranyl pyrofostat l

v

I?arncsy! pyrofosiat ‘
Ubichinon 4] ‘ . 3 ‘ r Dolchol J
r Squalen ]
¥

| Cholesterol I

36




Zanétliva reakce

Zanétlivy  proces  probihajici vcévnim  endotelu  zvySuje  riziko
kardiovaskularnich p¥ihod a tvoti vyznamny faktor rozvoje metabolického syndromu. V
mnoha experimentdlnich a klinickych studiich bylo zjidténo, Ze statiny maji
inhibici interakce mezi endotelovymi buikami a leukocyty a sniZenim poctu
zanétlivych bun&k v aterosklerotickém platu. CRP je tvofen jitry jako odpovéd’ na
prozanétlivé cytokiny, jako je TNF-a a interleukin-6 (IL-6) a pfedstavuje tak citlivy
indikator systémového zanétu.

CRP by sam mohl pfispivat k rozvoji aterosklerézy vazbou na Castecné
degradované LDL &astice uvnitf aterosklerotickych plat. Takto vazany CRP aktivuje
komplement, a tak urychluje tvorbu aterosklerotické 1éze. >

Vysledky né&kterych studii ukazuji na to, Ze procentuélni pokles CRP v téchto
studiich neodpovida procentualni zméné koncentrace LDL cholesterolu. Pokles hladiny
CRP pii 1é6bé statiny nebyl tedy zfejm& zplsoben sniZenim hladin cholesterolu, ale
uplatnily se zde i dalsi mechanismy. *°

Mechanismem protizané&tlivého ginku je zfejmé sniZeni isoprenylace signalnich
proteinti Ras a Rho, které pak ovliviiuji bun&énou produkei zanétlivych cytokinu a
chemokinti.

V experimentu také statiny sniZuji expresi adheznich molekul, jako je ICAM-

132

Endotelidlni dysfunkce

K primarnimu poskozeni endotelu dochazi vlivem zénétu. Zanét vede k dalSimu
vaskularnimu poskozeni. Charakteristickym znakem endotelidlni dysfunkce je

poskozena syntéza, uvoliiovéni a aktivita NO z endotelu. 16
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Endotelialni NO vyznamng inhibuje nékteré aterogenni procesy tim, Ze
zprostiedkovava vaskularni relaxaci, inhibici agregace trombocyti, inhibici proliferace
hladkych svalovych bunék a inhibici aktivace leukocytu. Pfi endotelidlni dysfunkci

navic dochéazi k relativnimu zvy3eni vazokonstrikéniho ui€¢inku endotelinu-1."

Zvyseni celkového a LDL cholesterolu poskozuje endotelialni funkci a2 na
endotelu zavislou vazodilataci. Statiny by tedy mohly napravovat endotelidlni
dysfunkci u hypercholesterolemickych pacientii jiz samotnym sniZenim hladiny
sérového cholesterolu. Nicméné se ukazuje, Ze ke zlepdeni endotelidlni dysfunkce u
pacientti uZivajicich statiny dochézi jiZ pfed statisticky vyznamnym sniZenim sérovych
hladin cholesterolu.

Mechanismus, kterym statiny zlepduji stav endotelidini dysfunkce, spoliva

pravddpodobné v jejich schopnosti zvy3ovat expresi a aktivitu endotelidlni NO syntazy.

48

Stabilita aterosklerotického plitu

Aterosklerotické platy svysokym obsahem lipidd, velkym mnoZstvim
makrofigii a nizkym obsahem kolagenu maji vysoké riziko ulcerace fibrozniho krytu,
ruptury a krvaceni dovnitf platu. 2

V tzv. nestabilnim ateromovém platu se estery cholesterolu nachédzeji zejména
uvnitf tzv. pénovych bungk. PH 168b& statiny dochdzi diky aktivaci reverzniho
transportu cholesterolu do jater (zprostfedkovéavaji zejména lipoproteiny o vysoké
hustoté — HDL) k tomu, %e se mnoZstvi cholesterolu v plétu sniZuje, ten neni nadale jiz
tolik kfehky a nachylny krupturam. Plat je zpevnén piitomnosti kolagennich a
elastickych vlaken, produkovanych buiikami hladkého svalstva medie, které migrovaly
do intimy v ramci reparaénich zmé&n uvnitf platu. Dochdzi v ném ke sniZeni genové

exprese a sniZeni aktivace metaloproteindz,” (zfejmé opét inhibici syntézy mevalonatu)
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enzymii degradujicich mezibunénou matrix obsahujici kolagenni vlakna. Statiny
sniZuji tvorbu makrofagové intersticialni kolagenazy, gelatinazy a stromyelysinu.* Tato
matrix je produkovéana buitkami hladkého svalstva medie, které migrovaly do intimy za
uéelem zpevnéni platu.*?

Pfi stabilizaci platu nedochazi jen mechanicky k jeho zpevnéni, ale Zarovefi
dochazi i k obnoveni fyziologické funkce endotelu. Spo&ivd v normalni odpovédi na
dilataéni podndty (zejména lokalni produkce NO) a v antitrombotické aktivit€ (napf.
zvyieni produkce tPA, snizeni PAI-1 a adheznich molekul). Na urovai cytokini a
ristovych faktord dochazi pak v platu ke sniZeni poctu zanétlivych bungk, sniZeni
aktivace makrofagti a jejich ptem&ny v p&nové buiiky. Ve stabilizovaném platu dochazi
i ke sniZeni exprese bun&énych adhezivnich molekul (VCAM-1), intercelutdrnich
adhezivnich molekul (ICAM-1) a endotelovych adhezivnich molekul pro leukocyty (E-

selektin) (viz Obr. 8 )

Obr. 8: Predpokladana doba ndstupu u&inku statind na nestabilni plat 34
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Zvyseni aktivity NO syntazy trombocyti atorvastatinem vede ke sniZeni jejich
agregability. Tento efekt pfetrvava i po vysazeni atorvastatinu. Dlouhodobé podavani
atorvastatinu navic zlepSuje deformabilitu erytrocytli, &mZ zlepSuje reologické
vlastnosti krve 1é&enych pacientii. Atorvastatin ma vliv také na koagulaéni mechanismy,
pfedev$im sniZuje aktivitu faktoru VII a zvySuje celkovou fibrinolytickou aktivitu

plazmy.**

2.7 APOLIPOPROTEIN E

Apolipoprotein E (apoE) je glykoprotein ¢ 34 kD, jehoZ produkce pieviada
v hepatocytech a v men3i mife v riznych typech bungk, véetné makrofagi. ApoE je
dileZitou soudasti plasmatickych lipoproteintl, jakymi jsou chylomikrony, lipoproteiny
o velmi nizké hustoté (VLDL) a jejich zbytkd. ** V lidské populaci jsou ptitomny tfi
hlavni isoformy apoE. ApoE3 je nejb&Zng&js{ isoformou u lidi a poklada se za pfirozenou
formu. ApoE isoformy funguji v lipoproteinovém metabolismu ka#da jinak. U zdravych
jedinch je pFitomnost apoE4 spojovdna se zvySenou hladinou plazmatického
cholesterolu LDL, kdeZto pfitomnost apoE2 se spojuje se sniZzenim cholesterolu a LDL.
50

ApoE funguje jako ligand pro LDL receptor (LDLR). Vychytavani pfes LDLR
miiZze byt utlumeno u mutaci v genu pro apoE, ale je pomémé necitlivé ke zménam v
kvantité apoE a k lipidovému sloZeni &astice. Mutace genu pro apoE, ktery zpiisobuje
vazbu apoE na receptor pro LDL, jsou spojovany s familidrni dysbetalipoproteinémii,
ktera se vyznaduje pfed¢asnou aterosklerozou.”!

ApoE hraje rovnéZ rozhodujici Glohu v fad€ hlavnich krokli metabolismu VLDL
a VLDL zbytkG a v rozvoji aterosklerézy. Specifickd exprese apoE malym pottem

hepatocytil je nezbytna pro navazani TAG (triacylglyceroly) u nov& tvotenych VLDL
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Sastic. Velka exprese apoE zrychluje miru vychytivani VLDL. Lipolyza VLDL
zprostfedkovana lipoproteinovou lipazou je ovlivnéna jak kvantitou apoE, tak jeho
kvalitou. Piebytek apoE a specifické varianty apoE zptisobuji pokles lipolyzy VLDL.
ApoE v makrofazich je piimo zapojen do procesu aterogeneze. Navic, velmi malé
plazmatické hladiny apoE vyznamné zvy3uji schopnost plazmy pfijimat bunétny

cholesterol. >

Mysi s mutaci genu _pro apoE

PrestoZe my$, jakoZto 2ivo¢isny druh, je vysoce odolna vii¢i ateroskleréze, byly
vyvinuty my$i, které jsou k tomuto onemocnénim citlivé.

V roce 1992 byla vyvinuta my§ s deficitem apoE lipoproteinu (apoE™). ApoE™”
my3i maji zpomalenon clearence cholesterolu a i pti podavani diety s nizkym obsahem
tukft u nich hladiny cholesterolu spontdnn& stoupaji a to pfedeviim chylomikrony a
remnanty VLDL.*? U téchto my$i tak nedochazi jen k tvorb& tukovych prouzkd, ale
také k formovani fibromuskularnich 1ézi v mistech, ktera jsou svou lokalizaci podobna
lézim u &loveka.”

. Léze se tvofily vbazi aorty a v oblouku hrudni aorty, v mistech vétveni karotid,
v interkostalnich, mezenterickych a rendlnich artériich a dale v koronarnich,
karotickych, femoralnich, subklavidlnich a brachiocephélnich artériich. Léze se zadaly
tvofit v 5 aZz 6 tydnu véku, kdy bylo pozorovano zachytavani monocyti k endotelu a
nasledn& do3lo k jejich transendotelidlni migraci. Tukové prouzky se objevily v 10
tydnu, intermediarni léze uz obsahovaly pénové builky. Hladkosvalové buitky byly
pozorovany v lézich v 15 tydnu. Fibrézni plaky byly zietelné po 20 tydnu. Plaky se
skladaly z nekrotického jadra s fibrozni &epiCkou, ktera obsahovala hladkosvalové

buiiky obklopené fibroznimi vidkny a kolag;enem.54
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U stargich mysi se fibrézni plaky déle rozvijely. U nékterych pripadd pokrogilych 1ézi
doslo k destrukei bungk podloZi a vzniklo aneurysma, u jinych nastala kalcifikace
fibrézni tkand. Rozsahla fibroproliferace pak miZe zuZit lumen tak, Ze dojde k okluzi

cévy. Komplikované léze charakterizované trombézou vak nalezeny nebyly.
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3. CiL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo detekovat a kvantifikovat zmény endotelialni
exprese endoglinu ve st&né cévy u apoE-deficientniho mySiho modelu aterosklerézy.
Dale byl sledovan vliv kratkodobé podavaného hypolipidemika atorvastatinu na zménu
v expresi endoglinu. Pro zobrazeni exprese endoglinu byly vyuZity imunohistochemické

metody a ke kvantifikaci jeho exprese stereologické metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Samci kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (apoE"'), vazici 15-20
grami, byli laskavé poskytnuti Prof. Polednem (IKEM, Praha, Cesk4 Republika), byli

ustajeni v SEMEDu (Praha, Cesk4 Republika).

4.1 ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

Viechny my3i byly v 5 tydnech Zivota ostaveny od matky, ndhodné rozdéleny do
4 skupin.

ApoE"' deficientni my3i (n=8) byly krmeny po odstaveni standardni laboratorni
stravou 4 tydny (apoE™ kontrolni 9 tydenni skupina), nebo 12 tydni (apoE™ kontrolni
16 tydenni skupina). Ve dvou skupinach lé¢enych atorvastatinem byly mysi krmeny
standardni laboratorni stravou do niZ byl pfidavan atorvastatin v davce 10mg/kg/den
dalsi 4 tydny po odstaveni (apoE™" atorvastatinova 9 tydenni skupina), nebo dalich 8
tydnii (apoE™ 16 tydenni skupina).

Kazda zmysi v atorvastatinové skupiné byla chovdna v samostatné kleci.
Dostavaly denn& 6g potravy ( ve specialné upravenych granulich) a mély volny piistup
k vod& po celou dobu studie. Bshem experimentu nebyly nalezeny zmény télesné
hmotnosti v souvislosti se spotfebou potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylainéna a byla provedena
euthanasie pfedavkovanim v pardch éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce vzorky krve
pro biochemické vygetfeni. Déle 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 v - 80°C.
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4.2 BIOCHEMICKA ANALYZA

Celkové koncentrace cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zakladé
konven¢nich diagnostickych metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a
spektrofotometrické analyzy (cholesterol v 510 nm, triglyceridy, v 540 nm vinové

délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3 IMUNOHISTOCHEMIE
Imunohistochemick4 a stereologicka analyza byla provedena v 1 ¢m aortalniho
sinu a &asti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrijeny série pfiénych fezu o

tloust’ce (7 pm) na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly pteneseny na skli¢ka, které

. byly ptedem upravené 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
usugit (15 minut) a znovu se vloZily na 15 minut do acetonu. Timto procesem doslo k
fixaci fezi a jejich lepsi adhezi na podlozni sklitko. Poté se fezy po 15 minutovém
ususeni vlozily na 10 minut do destilované vody, nasledné se vloZily do roztoku PBS (
2x5 minut). Pfed inkubaci fezi s primérni protilitkou bylo nutné jeSte zablokovat
nespecificka vazebnd mista, proto se fezy na 30 minut ponofily do roztoku 10% goat
séra v PBS (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). V dalsf fazi byly na sklicka
nepipetovany roztoky anti avidinu a anti biotinu, kieré byly pouZity k zablokovani
reaktivity t&chto latek v my3i tkani. Sklitka se pak 1 hodinu inkubovaly s primarni
protilatkou pii pokojové teploté. Poté se fezy vloZily do roztoku PBS (2x5minut), dale
do roztoku 3% H,O, (15 minut). Po oplachu v PBS (2x5minut) se fezy inkubovaly se
sekundarni protilatkou (30 minut) — goat anti-hamster IgG a goat anti-rat IgG (Vector
Laboratories), které byly znadeny biotinem a opét se fezy vloZily do roztoku PBS (2x5

minut). Déle byl na skli¢ka nanesen avidin-biotinovy komplex obsahujici peroxidazovy
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substrdt (Vector Laboratoriem). K vizualizaci navazanych protilatek se pouZil

diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKQ, Carpinteria, USA). Na zvér

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 v xylenu ( po 2 minutach). Na zavér

byla sklicka zamontovany do eukittu.

Byly pouZity nasledujici primarni protilatky:

e monoklondlni protilatka Rat Anti-Mouse CD31 (PECAM-1) — zfedéni 1/100

¢ monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD105 (endoglin) zfedéni 1/50.

Vsechny protilatky byly zakoupeny ve firmé BD Pharmingen (California, USA).

nechat uschnout fezy

ususit
PBS

inkubace s avidin D
oplach v PBS
inkubace s biotinem
. PBS

1090 N OV R W N

Pracovni postup

fixace aceton (uschovany v —- 20 stupnich)

10% zviteci serum v PBS (900 pl PBS + 100 pl sera)

10. primarni protilatka (fedi se v BSA)

11.PBS 1

12. 10% serum v PBS (900 pl PBS + 100 pl sera)
13. sekundérni protilatka ( + mouse serum v PBS)

14.PBS 3

15. 3% H202 (8 ml H0,+ 70 ml H,0)

16.PBS 4

17. ABC komplex elite
18.PBS 5

19. DAB (podle navodu)
20. destilovana voda

21. aceton

22. aceton-xylen (10:1)
23. aceton-xylen {1:10)
24. 3x xylen

25. Eukitt — montovani kryciho skli¢ka

60 minut
15 minut
15 minut
10 minut
30 minut
15 minut
5 minut
15 minut
oplach

60 minut
2X5 minut
15 minut
30 minut
5 minut
15 minut
2x5 minut
30 minut
5 minut
nutno uréit ¢as
oplach
oplach

3 minuty
3 minuty
2 minuty
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4.4 KVANTITATIVNI ANALYZA IMUNOHISTOCHEMIE A VELIKOST LEZ{

Plocha endotelialni exprese endoglinu a PECAM-1 byly kvantifikovany pomoci
stereologickych metod. Nejprve se nakrijela série fezll o tloustce 7um (0,385mm
dlouhé vseky cévy tvofici tzv. referenéni objem). Byl proveden systematicky nahodny
vyber fez z referenéniho objemu. Prvni fez pro kazdé imunohistochemické barveni byl
vybran nahodng, a pak se vybral kazdy jedenacty fez, takZe pét fezi pro kaZdé barveni
bylo pouzito ke stereologickému odhadu. Byla pouZita metoda bodové testovaci miiZky,
kterd se zvolila tak, abychom napoéitali vice nez 200 prisediki mezi body sit€ a
aterosklerotickym platem na jednu cévu. Odhadovana plocha aterosklerotické leze se

vypodetla podle vzorce:
estA= a *P

kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a P je

pocet priise¢iki mezi body testovaci sité a aterosklerotickou lézi.

Protilaitka PECAM-1 byla pouZita jako marker pfitomnosti endotelu. Takze
plocha exprese endoglinu v endotelu byla vztaZena k expresi PECAM-1 a vypocitana

jako:

area(x)
area(PECAM)

estP = *100%

kde x je plocha endoglinu v endotelu a plocha PECAM je plocha PECAM-1 v endotelu.

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

Slovensko).
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4.5 STATISTICKA ANALYZA

Statisticka analyza byla provedena za vyuziti statistick¢ho softwaru SigmaStat
2.0 (Jandel Corporation). Ke vzdjemnému porovnani parametrd u jednotlivych skupin
zviat byla pouZita analyza rozptylu jednoduchého tfideni (One Way Anova). Rozdily
mezi skupinami byly statisticky vyznamné v pfipadé, Ze p <o kde 0=0.05. Pokud se
mezi skupinami vyskytl statisticky vyznamny rozdil, byl pouZit Tukey test pro

mnohotetna porovnani.
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5.VYSLEDKY

5.1 BIOCHEMICKA ANALYZA

U viech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu.

4 tydenni podavani atorvastatinu neovlivnilo hladinu celkového cholesterolu u 9
tydenni skupiny ve srovnani s neléenymi zvifaty (21.62 +£ 2.94 vs. 23.65 £ 2.09
mmol/l, P = 0,558).

Naopak, prekvapivé lé&ba atorvastatinem po dobu 8 tydmi vyznamné zvysila
hladinu celkového cholesterolu u 16 tydennich apoE-deficientnich my$i ve srovnani

s nelédenymi zvitaty (11.21 = 0.75 vs. 17.51 + 1.16 mmol/l, P = 0.005) (viz Obr. 9).

Obr. 9: Hladiny celkového cholesterolu u experimentdlnich mysi. 8 tydenni podavéni
atorvastatinu vedlo k signifikantnimu nartstu celkového cholesterolu u 16 tydenni

skupiny mysi. (" P=0.005)

30.0 1
250
200 -
mmoll 15 0 -
10.0 -+
50 A

00 - ' —
apoE 9 tydenni skupina apoE 16 tydenni skupina

| nelétenda O atorvastatin
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52 IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI ENDOGLINU U APOE-
DEFICIENTNICH MYS$i

U #4dné my§i v experimentu nebyly patrné Zadné aterosklerotické léze nebo
dalgi morfologické abnormality. Exprese PECAM-1 byla pozorovana u viech mysi a
pouze na endotelidlnich buiikich a proto byla pouZita ke standardni detekci
neporusencho endotelu.

Exprese endoglinu v experimentu byla detekovéana v endotelu aorty u viech
zvitat. Dale byla pozorovéna v myokardu a to v kapildrich a v endotelu mensich cév
(viz Obr. 10 A,B). Exprese endoglinu byla podobna z hlediska lokalizace u viech my3i

v experimentu. Lisila se pouze z hlediska intenzity barveni.
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Obr.10: Imunohistochemicka detekce endoteliaini exprese. Exprese endoglinu byla

detekovana v cévnim endotelu v oblasti aortalniho sinu (Cerné Sipky), a také v

kapilarach a mensich cévach myokardu (Eervené Sipky) .

A
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5.3 STEREOLOGICKA ANALYZA EXPRESE ENDOGLINU U APOE-
DEFICIENTNICH MYSI

Stereologickd analyza imunohistochemického barveni endoglinu prokézala
signifikantni sniZeni jeho exprese po 4 tydnech poddvani atorvastatinu ve srovnani s 9
tydenni nelétenou skupinou (22.0 + 4.5 vs, 5.3 = 1.2 %, P* = 0.013) (viz Obr. 11).
Podavani atorvastatinu po dobu 8 tydni mélo naopak za nasledek signifikantni zvySeni
exprese endoglinu ve srovnani s neléfenymi 16 tydennimi mySmi (6.6 + 1.5 vs. 23.5 +

9.5 %, "P=0.021).

Obr. 11: Procento aktivovanych endotelidlnich bunék pro endoglin v aortalnim sinu a
oblouku. Exprese endoglinu se signifikantné sniZila po 4 tydnech podavani atorvastatinu
("P=0,013). Naopak 8 tydenni podivani atorvastatinu vedlo k signifikantnimu nariistu

exprese endoglinu (*P=0.021)
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6.DISKUSE

Tato rigorézni prace byla zaméfena na studium exprese endoglinu v cévnim
endotelu u apoE-deficientniho kmene mySi po podavéni atorvastatinu. Cilem bylo
zjistit, jestli rizné dlouhé podavani atorvastatinu ovliviiuje endotelidlni expresi
endoglinu a piipadné zda je toto ovlivnéni spjato s hladinami celkového cholesterolu.

CD105 endoglin je homodimericky transmembranovy protein o 180 kDA. Je
soudasti receptorového komplexu TGF-B.>> Exprese endoglinu pfevlada na
endotelialnich buiikach, makrofazich, fibroblastech a hladkych svalovych burkach
medie.’® Krom& toho bylo demonstrovéno, Ze exprese endoglinu je zvysena b&hem
angiogeneze a pfi vyvoji nadorového onemocnéni. Mimoto byla exprese endoglinu
zvysena v hladkosvalovych bufikach a endotelialnich bufikach v pokrogilych
aterosklerotickych iézich v prase€ich karotidach.”’

Vzhledem k tomu, Ze bylo popséno, Ze endoglin miize modulovat uéinky TGF-B,
ktery je povaZovan za vyznamny antiaterogenni faktor, je pravdépodobné, ze by mohl
takto ovliviiovat i proces aterogenze.

Statiny kompetitivné inhibuji HMG-CoA reduktizu, enzym, ktery katalyzuje
biosyntézu cholesterolu. Kromé& toho soucasné experimentalni a klinické dikazy
naznaduji, Ze dal$i GSinky nezavislé na cholesterolu (pleiotropni) zahrnuji zlepSeni a
obnovu endotelidlnich funkci, zvySeni stability aterosklerotického platu, sniZeni
oxidativniho stresu a zdnétu a utlum trombogennich reakei ve sténé cev. 58

ApoE-deficientni myS$ je v soudasnosti velmi pouZivany zvifeci model pro
studium aterosklerézy, pii¢emZ tento model vykazuje urdité podobnosti
s hyperlipoproteinemii typu IIL. u ¢loveka. Mimoto bylo prokazano, Ze podavani statini
u tohoto modelu nevede k otekavanému hypolipidemickému t¢inku a tudiZ je mozZné

tento mode! povaZovat za vhodny ke studiu pleiotropnich Géinkd stating.>
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V této rigorézni praci jsme prokazali, Ze 4 tydenni poddvéni atorvastatinu
neovlivnilo hladiny cholesterolu u apoE-deficientnich my3i. Navzdory tomuto faktu
viak vysledky stereologické analyzy imunohistochemického barveni povrdily, Ze
exprese endoglinu byla signifikantné niZ$i u mysi lééenych atorvastatinem.

Na druhou stranu bylo prokazédno, 7e 8 tydenni lé&ba atorvastatinem méla za
nasledek paradoxni vzestup plasmatického cholesterolu u apoE-deficientnich mysi.
Tento neo&ekavany jev byl vysvétlovan tak, Ze statiny u tohoto modelu sniZuji clearance
lipoproteini, coZ ma za nasledek, Ze del$i poddvéani statini ma u téchto mysi
hypercholesterolemické uginky. Tento hypercholesterolemicky efekt atorvastatinu mél
za nésledek také statisticky vyznamny ndrist exprese endoglinu v aortalnim sinu a
aortalnim oblouku.

Neéktefi autofi potvrdili, Ze pleiotropni uéinky atorvastatinu jsou zprostfedkované
inhibici transkripéniho faktoru NF-kappaB, ktery se vyznamné podili na regulaci
exprese geni pro VCAM-1, P-selektin nebo MCP-1, které hraji dileZitou roli
v patogenezi aterosklerézy.60 Rius et. al. dokdzali, Z¢ NF-kappa-B by mohl regulovat
transkripci endoglinu.®® Da se tedy predpoklidat, Ze sniZeni endotelialni exprese
endoglinu u mysf lé¢enych 4 tydny atorvastinem je zprostfedkovano pravé inhibici NF-
kappaB.

Narist exprese endoglinu u mysi, kterym by! podavan atorvastatin 8 tydni, byl
zfejmé vazan na narist celkového cholesterolu u t€chto mysi. Lze tedy predpokladat, Ze
exprese endoglinu je regulovana mimo jiné i hladinou cholesterolu.

Jak jiz bylo naznateno dfive, endoglin je schopen modulovat u€inky
vyznamného cytokinu TGF-B. Bylo napfiklad prokézano, Ze endoglin antagonizuje
inhibi¢ni u€inky TGF-B na endotelové buiky, coZ pak ma za nasledek rozvoj

[N L

angiogeneze.®? Vzhledem k tomu, ¢ TGF-B plisobf protizan&tlivé, inhibuje &innost
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makrofigii a T lymfocyth a sniZuje expresi adheznich molekul, 6 1ze predpokladat, Ze
zvysend exprese endoglinu by mohla tyto u¢inky inhibovat a pfispivat tak k rozvoji
aterogennich zmén. Tudi sniZeni exprese endoglinu po podavani statind by mohlo
predstavovat dald{ z moZnych mechanismi, jak statiny mohou ovliviiovat aterogenni

proces.
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7.ZAVER

Tato rigorézni prace prokazala, Ze atorvastatin nesniZuje hladinu cholesterolu u
apoE-deficientniho my$iho modelu aterosklerézy.

4 tydenni podavéni atorvastatinu neovlivnilo hladiny celkového cholesterolu ve
srovnani s kontrolni skupinou.

8 tydenni podavani atorvastatinu vedlo dokonce ke zvySeni hladin cholesterolu
v porovnani s nelééenou kontrolni skupinou.

Exprese endoglinu byla detekovana u viech skupin zvifat v endotelu aortalniho
sinu a aortalniho oblouku a v kapilarach a malych cévach myokardu.

4 tydenni podavani atorvastatinu vedlo k signifikantnimu sniZeni endotelialni
exprese endoglinu ve srovnani s kontrolni skupinou.

8 tydenni podavéni atorvastatinu vedlo k signifikantnimu zvy3eni endotelialni

exprese endoglinu ve srovnani s kontrolni skupinou.

Vysledky této prace ukazuji, Ze statiny jsou schopny sniZovat endotelialni
expresi endoglinu bez hypolipidemického fifinku. Navic ize pfepokladat, Ze exprese
endoglinu bude indukovana také pfi hypercholesterolemii.

Mozné ovlivnéni endotelidlni exprese endoglinu by mohlo mit za ndsledek také
pozitivni ovlivnéni funkce TGF-B, coZ by mohlo pfedstavovat dal$i mechanismus,

jakym by statiny ovliviiovaly proces aterogeneze.
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