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UvVOD

Ateroskleroza je podle WHO definovana jako variabilni kombinace zmén intimy
artérii spojend s ukladanim lipida (cholesterolu), polysacharidii a krevnich elementi
a v dalsim vyvoji tvorbou fibrézni tkdn€ provazenou ukladanim vépenatych sloucenin a
dalsSimi zménami v medii artérii. Postihuje velké astfedni artérie tvorbou
subintimalniho ztlusténi (ateromu), kter¢é muze vést k redukci nebo az obstrukci
krevniho pratoku. (Kornacewicz-Jach 2003)

Z nazvoslovného hlediska se vymezuji nasledujici pojmy:

a. ATEROSKLEROZA - tvorba sklerotickych platii (ateromii) ve velkych elastickych,
ale i muskularnich artériich

b. Arterioskleréza — tvorba ateromu ve velkych elastickych artériich

c. arterioloskleréza — aterosklerotické postizeni tepének

Podivame-li se do historie, na pocatku 19. stoleti objevil Lobstein pii¢inu
infarktu a zavedl pojem arteriosclerosis = tvrdnuti tepen, pozdé&ji, na konci 19. stoleti
Marchand zobecnil tento vyraz a zavedl pojem atherosclesosis. Pojem atheroma = kase
zavedl Virchow, ktery ateroskler6zu fadil k zanétim. (Shih et al 1983) Ateroskleroza a
jeji dusledky v organismu, jako infarkt myokardu, cévni mozkové piihody C¢i
ischemicka choroba dolnich konéetin, piedstavuji jeden z nejrozsahlejSich problému ve
vyspélych zemich a patii tedy k tzv. civilizaénim onemocnénim. Na pocatku 20. stoleti
byla v CR pomérné vzacnym postiZzenim, pak ale zacal jeji vyskyt prudce stoupat az do
dnesni doby, kdy patifime Vv imrtnosti na jeji komplikace na pfedni mista ve svéte.
Z hlediska celkové tUmrtnosti tvofi kardiovaskularni onemocnéni zapficinéné
ateroskler6zou ptres 50% (vztazeno na Evropu a USA), proto neni divu, ze lidska
spolecnost investuje do jeji 1écby a jejiho studia nemalo, protoze celkové cCastky
vynalozené na 1écbu nésledki ateroskler6zy mnohonasobné tyto naklady prevysuji.

Toho onemocnéni je tedy natolik zavazné, Ze postihuje nejen zdravi konkrétniho
jedince, ale zplisobuje komplexni ekonomicko-zdravotné-socialni problém pro kazdou
vyspélou zemi. Proto i ja Se V této své praci aspon ¢asteéné podilim na celosvétovém
vyzkumu, kdyz ve spolupraci s Katedrou biologickych a lékaiskych véd zkoumame vliv
hypolipidemik na expresi vybranych bunéénych adheznich molekul ve sténé cévy u

experimentalnich mysich modell ateroskler6zy.



1 FYZIOLOGICKA FUNKCE ENDOTELU

O endotelu se dlouho dobu myslelo, Ze je pouhou inertni vrstvou pfipominajici
semipermeabilni celofan, kterd kryje povrch cévni stény a zajistuje jeji permeabilitu.
Kratce poté, co William Harvey objevil krevni ob&h v roce 1628, popsal Malphigi
systém cévni sit¢ v t¢le jako odde€leny systém od ostatnich tkani. Pozdé&ji v 19. stoleti
von Reckingausen prohlasil, ze cévy nejsou jen provrtané skulinky skrz tkané, ale ze to
jsou samostatné celky utvorené z vlastnich bunék. V roce 1896 piichazi Starling s teorii
kapilarniho systému, kde endotel je selektivné propustna bariéra, ktera je po cely zivot
konstantni ve své propustnosti, kterd je pozd¢ji roku 1891 doplnéna Heidenhahnem, Ze
na endotelovych buikédch dochdzi téz k aktivnimu transportu. Na vyznamu piidaly
Paladovy histologické studie cévni stény s vyuzitim elektronového mikroskopu v roce
1953, jakoz i fyziologickd pozorovani Gowana vroce 1959, kterda jednoznacné
prokazala interakce mezi endotelem a lymfocyty. To doslova vyprovokovalo vinu
nejriznéjsich dalsich studii, diky nimz je dnes endotel vidén jako slozity, dynamicky a
heterogenni systém umoziujici vyluCovaci, syntetické, metabolické a imunologické

funkce. (Fishman 1982)

Endotel a permeabilita

Jednou ze zakladnich funkci endotelu je zajiSténi fizené propustnosti mezi krvi
a okolnimi tkanémi. Endotel kontroluje prostup jak pro bunécné elementy, tak pro
nebunécné krevni komponenty. Nebunécné komponenty vyuZzivaji pro svou cestu jak

paracelularni, tak transcelularni transportni mechanismy.

Interakce mezi krevnimi elementy a cévni sténou

Endotelidlni buiikky obsahuji na svém povrchu makromolekuly, tzv. bunécné
adhezni molekuly (zkratka CAM cellular adhesion molecules), které napomadhaji
fyziologické migraci leukocytil skrz cévni sténu do konkrétnich tkani a organid. Tato
migrace je pak umocnéna a zacilena na popud nejriznéjSich markerd zanétu napf.
interleukinti IL-6 ¢i IL-8. V posledni dobé se ukazalo, ze tyto ,,cévni pruchody* hraji téz
urcitou roli pii adhezi trombocyti a erytrocyta.

Volné plovouci leukocyty a krevni desticky mohou piilnout ke specifickym

oblastem endotelu nebo k odhalenym subendotelidlnim soucastem anebo k sobé
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navzajem pii imunitnim ,,dozoru® ¢i zénétlivém procesu. Tyto bunécné interakce jsou
nezbytnym ptedstupném pro spusSténi hemostatické kaskady c¢i tzv. fyziologického
zanétlivého procesu. Na druhou stranu nekontrolované ulpivani leukocyti a trombocytt
na stén¢ cévni ptispiva k rozvoji zadnétlivého procesu ¢i trombotizaci.

Prinik se realizuje pomoci bunéénych adheznich molekul (viz téz kapitolu 5).
Proces probiha pievazné v postkapilarnich venuléch, kde jsou mensi unasivé krevni
proudy. Oba typy krevnich elementti, leukocyty i trombocyty interaguji s cévni sténou
resp. bunécnymi adhesivnimi molekulami a pronikaji pies ni.

Tento proces zahrnuje nékolik krokt, které jsou ukdzany na obrazku 1.

(1) aktivace endotelové buiky
(2) zpomaleni pohybu krevnich elementi a tzv jejich kutaleni
(3) vytvofeni ireverzibilniho komplexu adhezni molekula krevni butika

(4) transmigrace krevni bunky do intimy cévy

Obrazek 1. Fyziologicka interakce leukocytii s endotelem. Leukocytarni adheze a
migrace skrz cévni sténu vyskytujici se béhem zanetu prevazné v postkapilarnich

venulach, kde je nejslabsi smykové treni krevniho proudu. (Blankenberg et al 2003)
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cellular adhesion molecules (CAM)s:

ICAM-1 and 1ICAM-2
YCAM-I
MadCAM- 1|
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Vasoregulace

Endotel neslouzi pouze jako prostd bariéra mezi krvi a okolni tkani, ale bunky
endotelu také samoziejmée produkuji mediatory, které maji za fyziologickych podminek
vliv na hemodynamiku (viz tabulka ¢. 1). Buiiky endotelu ptispivaji k regulaci pratoku

krve a s nim i ruku v ruce jdouciho krevniho tlaku, at’ uz se jedna o vasodilata¢ni



pusobky — oxid dusny (NO), PGI,, ¢i vasokonstrikéni latky — trombocyty aktivujici
faktor (PAF), endothelin (ET). Tyto chemicky znacné odlisné slouceniny nejsou
skladovany v intracelularnich granulich. Jejich biologické ucinky jsou zprosttedkované
diky specifickym receptoriim na hladkosvalovych bunikach cévy, bud’ spusténim rychlé
biochemické kaskady, nebo na trovni genetické transkripce. Oxid dusny je tvofen
nepretrzité, ale jeho produkce je regulovana velkym mnozstvim fyzikalné-chemickych

podnétl, zatimco ostatni zminéné medidtory jsou tvofeny primarné v zavislosti na

zménach vnéjsiho prostiedi. (Mizia-Stec et al 2003)

Tabulka 1.

VASOREGULACNI PUSOBKY VYTVARENE ENDOTELEM

Pusobek Typ Jeji Hlavni Ostatni Zpisob
slou¢eniny  prekursor ucinek ucinky sekrece
NO (oxid volny radikal ~ L-arginin vasodilatace udrzuje bazalni  parakrinni,
dusny) cévni tonus; deponovan v
inhibuje adhezi  konstitutivni
leukocytd, formé,
inhibuje adhezi,  indukovan
aktivaci a trombine, ADP,
agregaci bradykininem,
desticek a substanci P,
zaroven muscarinovymi
podporuje jejich  agonisty,
desagregaci; mechanickym
inhibuje napinanim,
proliferaci cytokiny
hladkosvalovych
bunék cévy
PGlI, eikosanoid kyselina vasodilatace blokuje nanos parakrinni,
(prostacyklin) arachidonova krevnich indukovan
desticek a jejich Vv mistech cévni
shlukovani odchylky
PAF fosfolipid kyselina vasokonstrikce napomaha Jjuxtakrinni,
(trombocyty arachidonova adhezi indukovany
aktivujici leukocytt na
faktor) povrchu
endotelu
ET-1 peptid tvoien preproendotelin  vasokonstrikce podporuje parakrinni,
(endothelin-1) 21 AK 1 (203 AK) proliferaci indukovany
hladkosvalovych hypoxii,
bunék cévy, mechanickym
moduluje uc¢inky napindnim  a
ostatnich ischemii
pusobki



Angiogeneze

Endotel mize zasahovat i do reparativnich procesti a angiogeneze. Reparativni
pochody vV cévni sténé jsou kontrolovany tadou cytokind. Mezi rastové faktory
a cytokiny endotelialniho piivodu jsou fazeny napftiklad transformujici rtstovy faktor
beta, fibroblastovy rustovy faktor, destickovy ristovy faktor, interleukin-1 a endotelin-
1. Tyto mitogeny stimuluji rast bunck hladké svaloviny, jejich migraci do
subendotelialniho prostoru z medie s naslednou hyperplazii intimy, a hypertrofii cévni
stény. Naopak velmi vyznamnym antimitogenem je NO, ktery inhibuje proliferaci

bunék hladké svaloviny a zabranuje hypertrofii cévni stény. (Miller & Cappuccio 2002)



2 DYSFUNKCE ENDOTELU

Endotelidlni dysfunkce je definovana jako funkéni poSkozeni endotelu,
charakterizované ptredevSim zvySenou propustnosti cévni stény, nerovnovahou mezi
vazoaktivnimi, hemokoagulacnimi a proliferaci inhibujicimi, resp. stimulujicimi
pusobky. Kromé selektivniho zvyseni permeability se projevuje sklonem k vazospasmu,
resp. nedostatecnou vazomotorickou odpovédi na endotel-dependentni podnét (nékdy
dokonce paradoxni vazokonstrikci), tendenci k trombdze a nedostateGnou inhibici
subendotelidlni  proliferace. Predstavuje  Casnou, morfologicky némou fazi
aterosklerdzy, ale podili se i na vyvoji morfologicky zfejmych aterosklerotickych 1ézi
aprispiva ke klinické manifestaci aterosklerézy. Hraje rovnéz dulezitou roli
V patogenezi hypertenze, srdecniho selhani, rendlniho selhani, komplikaci diabetes

mellitus, sepse a dalSich chorob. (Busse & Fleming 1996)

Existuje fada pfic¢in endotelidni dysfunkce. VétSina z nich jsou znamé rizikové
faktory ateroskler6zy. Mezi hlavni pfi¢iny patii arteridlni  hypertenze,
hyperlipoproteinemie (zejména hypercholesterolemie a pfedevSim zvySend hladina
LDL, pfi¢emz nejnebezpecnéjsi jsou oxidované ¢i glykované LDL), hyperglykemie,
hyperinzulinemie, hypoxie, hyperhomocysteinemie, koufeni, ionizujici zafeni,
cytostatika, starnuti, imunokomplexy a rizné infekce. Je zfejmé, ze napiiklad u diabetu
pusobi navzajem nékolik rizikovych faktorti, které vznik endotelidlni dysfunkce
akceleruji. K témto systémovym faktorim se mohou ptidat lokalné pusobici faktory,
jako jsou turbulence krevniho toku (bifurkace cévy, jeji mensi fixace k okoli), vrozené

nebo ziskané cévni anomalie ¢i intravaskularni vykony — angioplastika. (Zoccali 2006)

Endotelidlni dysfunkce se podili na vyvoji jak casnych, tak i pozdnich fazi
ateroskler6zy. Sama jeji pfitomnost 1 bez morfologicky prokazatelnych
aterosklerotickych 1ézi je dnes akceptovand jako inicidlni faze aterosklerotického
procesu. Dysfunkéni endotel umozituje vysSs$i prinik aterogennich lipidi. ZvySenou
expresi adheznich molekul a produkci nékterych cytokind usnadiuje také kumulaci
monocytll v cévni sténé, jejich preménu v makrofagy a pénové bunky. Nedostatecna
produkce NO vede K uplatnéni fady rustovych faktort, stimulujicich buiiky hladkého

svalstva kmigraci do subendotelialnich prostor ak produkci extracelularnich
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vazivovych komponent aterosklerotickych 1ézi. Uz v téchto fazich, kdy morfologické
zmeény cévy nejsou piritomné, anebo jsou hemodynamicky nevyznamné, se muze
klinicky manifestovat sklon k vazospasmtim, naptiklad formou mikrovaskularni anginy

pectoris ¢i tranzitorni mozkové ischemie (amaurosis fugax).

| v pozdéjsich fazich endotelidlni dysfunkce akceleruje vyvoj aterosklerozy.
Podili se na kumulaci makrofagii a pénovych bunék v aterosklerotickém platu,
a prostfednictvim metaloproteinaz, které mohou rozruSovat fibrozni cepicku platu,
zvysuje jeho vulnerabilitu. Nedostate¢na produkce NO, prostacyklinu a dalsich ptsobkt
inhibujicich adhezi a agregaci desti¢ek, a naopak zvySend exprese von Willebrandova
a tkanového faktoru navozuji protrombogenni stav. Tak muize ruptura i hemodynamicky
nevyznamného platu s nasedajici trombozou vést K rychlému uzavieni tepny zvlaste,
kdyz endotelidlni dysfunkci provéazi snizena fibrinolyza. K Uplnému uzavéru tepny

muze také pfispét uz zminény zvyseny sklon k vazospasmiim.

Predpoklada se, ze detekce endotelidlni dysfunkce by mohla pfispét
k identifikaci zatim asymptomatického jedince se zvySenym rizikem manifestace
ateroskler6zy. To by umoznilo jeho casnou dispenzarizaci a eventualni zahdjeni
preventivnich  opatieni scilem pozastavit nebo dokonce navodit regresi
aterosklerotick¢ho procesu a oddalit tak jeho klinickou manifestaci. (Corrado et al
2005)
Vlastnosti endotelu pri ateroskler6ze

Jak jiz bylo feceno, aterosklerdza je nejvice se vyskytujici cévni onemocnéni ve
vyspélych zemich. Pred zhruba dvaceti lety bylo zjiSténo, Ze riziko aterosklerozy roste
v zavislosti na poskozeni endotelu a zaroven byly objeveny lipidni prouzky jako prvni
krok k tomuto poskozeni s tim, Ze nasledna zjevna ,,obnazeni* cévy, jsou pokrocilejsi
stadium této choroby. (Hasig et al 1996) Brzy poté prisly dikazy o tom, Zze
morfologicky abnormalni endotel neni funk¢ni a pfispiva k dalSimu rozvoji cévni 1éze.
(Munro & Cotran 1988) Tyto objevy neposkytuji pouze informace o patogenezi
ateroskler6zy, ale také davaji konkrétni doporuceni k tomu, jak monitorovat progresi

1ézi a zefektiviiovat 1é¢bu.

Shrnuto aterosklerdza je multifaktorialni onemocnéni s fadou predisponujicich

faktort jako je koufeni, diabetes, hyperlipidémie, hypertenze, mechanicky stres a zancty

-11 -



cév. Jako rtznorody a komplexni proces muze vést k trvalému endotelidlnimu
poskozeni, poptipad¢ muize vyvolat fadu omezenych reparativnich mechanismt, které

sice vedou k rekonstrukci endotelu, avsak s jeho limitovanou funk¢nosti.
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3 ATEROSKLEROZA

3.1 Rizikové faktory aterosklerozy
3.1.1 Neovlivnitelné faktory

3.1.1.1 Vék

,Clovék je tak mlady jako jeho cévy.*
Profesor Gotthard Schettler (¥1996), Univerzita Heidelberg, SRN

Kazdy ¢lovek starne, nékdo rychleji, nékdo pomaleji, ale s nim rovnéz starnou i
jeho cévy. Projevuje se zde nejen fyziologické opotiebeni, ale i snizena funkce
reparativnich procest. Tim, Ze se lidska populace dnes doziva pomérné vysokého veku,
tim se také setkdvame jako zdravotnici se ,,starSimi“ cévami. SniZuji se endotelidlni
funkce a objevuje se aterosklerdza, coz se pak projevuje zvySenym vyskytem
ischemickym chorob hlavné u lidi mezi 65. a 85. rokem.

Riziko mozkového apoplexu je u 85letého Eloveka 1000krat vyssi nez u 45letého.

(Dandona et al 2003)

3.1.1.2 Pohlavi

Riziko aterosklerozy se prudce zvySuje o muzi nad 45 let a u Zen nad 55 let.
Pritom do 60 roku véku jsou muzi postizeni Castéji nez zeny. Po 60. roku se riziko u
obou pohlavi vyrovnava a zeny muze za¢nou rychle dohanét, az je dokonce
predezenou, takze po 75. roce je incidence koronarni ateroskler6zy vyssi nez u stejné
starych muz! Divodem pro tyto rozdily specifické pro pohlavi je Zensky pohlavni
hormon, ktery zendm poskytuje pfirozenou ,,ochranu®, tzn., Ze snizuje hladinu LDL a
zvysuje hladinu HDL. Ta je po pfechodu stale niz§i — s poklesem produkce estrogenu
stoupd onemocnéni zen dvakrat az tiikrat. U zen kutfacek nastavd pokles estrogenu
piiblizné o dva roky diive a soucasné se v disledku rizikového faktoru koufeni zvySuje

riziko vzniku aterosklerézy. (Luft 2002)
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3.1.1.3 Dédic¢nost

Lid¢, jejichz rodice trpéli  aterosklerdzou, hypertenzi, rodinnou
hypercholesterolemii nebo jinymi kardiovaskuldrnimi chorobami, maji vyrazné vyssi
riziko vyskytu nékteré z t€chto chorob. Potomek je pro nemoc predisponovan, miize ji,
ale nemusi dostat.

Jedna americka studie prokazala, Zze riziko mozkové mrtvice u muzd, jejichz

matka zemfiela na mozkovou mrtvici, se trojnasobné zvysilo. (Hassig et al 1996)

3.1.2 Ovlivnitelné faktory
3.1.2.1 Vyzivové faktory

3.1.2.1.1 Cholesterol v krvi

Ur¢itd hladina cholesterolu je pro télo zcela nezbytna, protoze cholesterol je
dilezitou soucasti membran, je zakladni substanci pro hormony nadledvin, pohlavni
hormony a je zakladni substanci pro zlu¢ové kyseliny. Koncentruje se v nadledvinach,
v mozku, vkoznim tuku a ve slezing, vajecnicich, v krevnim séru a cervenych
krvinkach. Ov$em toto potiebné mnozstvi si je schopné télo syntetizovat samo. Clovék
pfijima cholesterol také exogenné s potravou (v CR primémé 460mg!!!). Tim klesa
produkce endogenné syntetizovaného cholesterolu. Tento regulaéni mechanismus,
udrzujici stabilni hladinu cholesterolu, je vdzan jednou podminkou: vlastni produkce
cholesterolu a exogenni pfisun musi byt v uréité rovnovaze. Jestlize piisun z venku
prili§ stoupne (nad 300mg/den), je mozné ¢ast cholesterolu jesté odbourat v jatrech, ale
pozdéji dojde k poskozeni jaternich receptoru. Dojde ke zvySovani cholesterolu v Krvi a
k poruse cholesterolové vymény a nakonec k hypercholesterolemii. Cholesterol je tedy

Skodlivy, pouze kdyZ je ho mnoho.

Celkovy cholesterol ma hrani¢ni hodnoty koncentrace v krvi 200-239 mg/dL,
uvést hodnoty pouze v mmol/lptiCemz hodnota 200 mg/dL je hraniéni mezi
,hormalnim* a ,,zvySenym* cholesterolem. Tato hodnota udava informace o celkovém

cholesterolu a triacylglycerolech. Pokud ovSem uddvame hladinu v jinych jednotkéch a
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to v mmol/l, musime rozliSovat mezi tidaji o cholesterolu a triacylglycerolech. Piepocet
je  200mg/dL=5,2 mmol/l u cholesterolu a pro triacylglyceroly je to
200mg/dL=2,28mmol/l. Hladina LDL by se méla u dospélého c¢lovéka pohybovat
v rozmezi 130-159 mg/dL. Zavisi také na tom, jestli pacient vykazuje jeste ne¢které dalsi

rizikové faktory.

Velmi dilezité je znat krom¢ hodnoty celkového cholesterolu také pomér mezi
mnozstvim LDL a HDL. Hodnota HDL by mé¢la byt vyssi nez 35 mg/dL. Hodnoty HDL
se snizuji také pii koufeni cigaret, nadvaze, poruchach §titné zldzy a pii zvySenych

hodnotach triacylglycerolt. (Stehbens 2002)

3.1.2.1.2 Triacylglyceroly v krvi

Triacylglyceroly (Tg) slouzi bunkam téla jako zasobnik energie, ochrana organti
a tepelna izolace. Nadbytek Tg se uklada do tukové tkané jako deponovany tuk. Stejné
jako cholesterol si muze télo Tg vyrabét samo (v tukové tkani nebo v jatrech, také
syntézou ze sacharidii). Mnoho Tg ale ptichazi spole¢né s potravou. V krvi jsou Tg

vazany hlavné na VLDL a vznika tak jejich transportni forma.

Hlavnimi rizikovymi faktory pro pfili§ vysokou hladinu Tg jsou cukry a alkohol.
Dodavaji do téla ptili§ mnoho kalorii (1 gram alkoholu dod4 7,2 kcal). Alkohol je také
velmi rychle pfeménovan na tuk a zpomaluje odbouravani tuku a cholesterolu v jatrech.

Krevni hladina Tg je optimalni kolem 200 mg/dL. (Lepor 2002)

3.1.2.1.3 Cukry a diabetes mellitus

Trvale vysoké hodnoty krevniho cukru (nalacno nad 120mg/dl a po jidle nad
200mg/dl) poskozuji v kratké dobé cévni stény, usnadiiuji pronikani cholesterolu do
bunék a pfizniveé ovliviluji proces aterosklerdzy s tézkymi nasledky. U diabetikt je také
jiné slozeni lipoproteind neZ u zdravych lidi. Vyskytuji se u nich ve zvySené mife malé

aterosklerézu podporujici Castecky, takZe zvySeni hodnot cholesterolu je u nich jesté
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vétsim rizikovym faktorem nez u lidi netrpicich cukrovkou. Diabetici umiraji na infarkt

ttikrat Castéji nez nediabetici.

Pokud neni pii cukrovce dobfe vyregulovan krevni cukr, stoupaji hodnoty
krevnich tuki, cholesterolu a triacylglyceroli. Proto je diabetes znacnym rizikem
aterosklerdzy. Vysoké hodnoty krevniho cukru podporuji usazovani cholesterolu ve
velkych tepnach, které zésobuji kyslikem mozek a srdce. Jesté jednoznaénéjsi je
souvislost s onemocnénim malych srde¢nich a mozkovych artérii. Zde dochazi
k houstnuti spojovaci tkané, které nakonec kon¢i uzavienim cévy. (Virmani et al 2006)
Mezi osobami dlouhodobé nemocnymi cukrovkou se také ¢asto vyskytuje hypertenze.
U diabetikt typu 1 koreluje vyskyt hypertenze s délkou onemocnéni, u diabetikd typu 2

nikoliv. Redukce hmotnosti ¢asto vede nejen k upravé diabetu, ale i hypertenze.

Glukéza a produkty neenzymové glykace jsou vykonnymi lapaci radikalu NO.
Glukéza tak muze zplsobit endotelidlni dysfunkci a mize se podilet na jejim dalSim

zhorSovani.

3.1.2.2 Faktory mimo vyZivu

31221 Nedostatek pohybové aktivity — nadvaha a obezita

Lidé, kteti jsou pravidelné fyzicky aktivni, maji jen polovi¢ni riziko vyskytu
cévnich onemocnéni. Vytrvalostni fyzickd aktivita nejen snizuje hladinu LDL,
triacylglyceroly a krevni tlak, ale i zvySuje HDL. Vysledkem je zietelné sniZeni rizika
aterosklerdzy.

Nadvaha vznika, jakmile Clovek pfijiméa vice energie, nez spotiebuje. Potieba
vyzivnych latek zavisi na fyzické aktivité, véku a pohlavi. Zeny obecné potiebuji o néco
mensi pfijem neZ muZi a star$i lidé podstatné méné neZ mladi.

Obezita je spojena stadou metabolickych poruch, jako jsou dyslipidémie,
inzulinorezistence, endotelidlni dysfunkce a dalS$i. Metabolické abnormality, které
provazeji obezitu, jsou zndmymi rizikovymi faktory zavaznych organickych

(aterosklerotickych) zmén. (Cheng 2005)
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3.1.2.2.2 Hypertenze

Tak zvand primdrni neboli esencidlni hypertenze (hypertenze z nezndmych
pticin) tvoti asi 95% vSech ptipadl. Trpi ji zhruba kazdy paty dospély obcan.

Vyssi hodnota krevniho tlaku nez je 140/90 mmHg vyrazné zatézuje srdce a
poskozuje endotel cévy. Hodnota nad 160/95 mmHg je jiz hodnocena jako vysoky
krevni tlak. (Schroeder et al 2003)

3.1.2.2.3 Kouieni

Asi ¢tvrtina vSech onemocnéni cév je zplsobena koufenim. Pfi koufeni cigaret
se uvolnuji volné radikaly, které napadaji Castecky LDL, vznikd tak oxidacni stres,
ktery urychluje rozvoj aterosklerdzy. Kouteni také podporuje proces starnuti, coz plati
hlavné u Zen, ty také prichazeji o dva roky diive do pfechodu.

Koufeni zuzuje malé arterie v mozku, takze tlumi jeho zasobeni krvi.
Kombinace koufeni a vysokého krevniho tlaku vede v souladu stim ke znaénému
zvyseni rizika mozkové mrtvice. Je také prokazéano, Ze kouteni zesiluje sklon krevnich
desticek ke shlukovani a nepfiznivé ovliviiuje slozeni krevnich tukii, navic podporuje
vyvoj aterosklerotickych usazenin na velkych arteriich, které zdsobuji mozek.

Nasledkem koufeni je také vzestup krevniho cholesterolu. Pomér mezi HDL a

LDL cholesterolem je niz$i nez u nekufaku. (Zieske et al 2005)
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3.2 Patogeneze aterosklerozy

Ateroskleroza, jak jiz bylo né¢kolikrat feceno, je systémové onemocnéni
postihujici cévy tepenného feciste (velké a stfedni); z klinického hlediska maji nejveétsi
vyznam léze srde¢nich véncitych tepen, extrakranidlnich tepen zasobujicich mozek,
eventualné dalSich organi (ledviny). Na patogenezi aterosklerdzy se podili komplex po
sob¢ jdoucich udalosti, zahrnujicich rozvoj chronického zanétlivého procesu stény
artérii jako odpovéd” na hemodynamické poskozovani cévni stény V nejvice
namahanych mistech, jejiz pfi¢ina nebyla odstranéna a proces nebyl neutralizovan. To
zpusobuje nejprve dysfunkci cévniho endotelu s tvorbou cytokinti, adheznich molekul a
rustovych faktori. Aktivované endotelové bunky pfitahuji do mista 1éze
monocyty/makrofagy a T-lymfocyty z krevni cirkulace, bunky vaskularni hladké
svaloviny z medie, subendotelovy prostor se postupné zvétSuje a soucasné zvySeni
permeability endotelové vystelky umozituje pronikani lipoproteinovych castic do tohoto
prostoru. Dochazi v nich Kk lipoperoxidaci pusobenim reaktivnich forem kysliku a
dusiku, které nebyly zneSkodnény antioxidaénim mechanismem. Uvolnény cholesterol
je pohlcovan makrofagy za vzniku pé€novych bunék; sténa cévy se v misté posSkozeni
ztlustuje (migraci a proliferaci bun€k hladké svaloviny, tvorbou extracelularni matrix,
nekrotickymi depozity zrozpadlych pénovych bunék), a dostdva prokoagulacni
vlastnosti. Cely proces vyustuje do tvorby ateromu (ateromového platu). Klinické
pfiznaky se projevi, aZ kdyz pokrocilé 1éze stény cévni se komplikuji rupturou obalu

ateromového platu, krvacenim do platu, vznikem trombdzy nebo embolu.

-18-



Obrdazek 2. Schéma ztlustovani artérie v pribéhu aterogeneze (pievzato

Z internetovych stranek: http://www.zdravcentra.sk/index.php?act=k-10&did=408)
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hemodynamickou zatéz, zvySeni a modifikaci LDL-Castic, tvorbu reaktivnich forem
kysliku a dusiku, zvySeny arterialni tlak, diabetes mellitus, genové alterace kodujici
progresi zanétlivé a reparani odpovédi, zvySenou hladinu homocysteinu a také
pfitomnost infek¢énich agens jako jsou herpetické viry, cytomegalovirus, virus Epsteina
a Barrové, Hemophilus influezae, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae
nebo Helicobacter pylori. Dysfunkce endotelu, zpusobena témito vlivy, vede ke
kompenzacni odpovédi, kterd méni normdlni homeostatické vlastnosti cévniho
endotelu. ZvySuje se adhezivita endotelovych bunék vzhledem k leukocytim nebo
krevnim destickam, roste permeabilita cévni stény, endotelie ziskavaji prokoagulacni
vlastnosti namisto antikoagulac¢nich a zvySuje se produkce vazoaktivnich molekul,

cytokind, chemokind i rustovych faktoru. (Steinberg 2005)
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Obrdzek 3. Schéma pocatecni faze dysfunkce endotelu (ptevzato z internetovych

stranek: http://www.zdravcentra.sk/index.php?act=k-10&did=408)
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Kdyz tato zanétliva odpovéd’ nedokaze vyvolavajici pfi¢iny odstranit a neni-li
ucinn€ neutralizovdna nebo potla¢ena obrannymi mechanismy, postupuje ve svych
ucincich dale. Migrace a proliferace bun€k hladké svaloviny pokracuje; myocyty
pronikaji do oblasti zanétu, dochazi k jejich aktivaci, tvorb¢é extracelularni matrix.
Dochazi k nakupeni makrofagi a T-lymfocytl v subendotelovém prostoru ve sténé
cévy, kterd se takto ztluStuje. Toto ztlusténi je nejprve kompenzovano dilataci a lumen
cévy zustava zpocatku nezménéno (fenomén remodelace). Pokracujici zanét zvysuje
pocet makrofagl a lymfocytil, které se sem dostavaji z krevniho ob¢hu nebo vznikaji na
misté 1éze proliferaci. Makrofagy fagocytuji oxidovavané LDL-Castice, které pronikly
do intimy a vznikaji z nich pénové bunky. Aktivace makrofagl a T-lymfocyti vede k
dal$imu uvoliiovani cytokinti, chemokinli (monocytovy chemoatraktant-protein 1 =
MCP-1), hydrolytickych enzymi a ristovych faktori, které navozuji dalsi poSkozeni,
eventualn¢ zpasobuji  loziskovou nekrézu. A tak postupujici akumulace
monocyti/makrofagl, migrace a proliferace bun€k hladké svaloviny a tvorba fibrozni
tkdn¢ vede k dalSimu rozSifovani a restrukturalizaci 1éze, kterd se pokryva vazivovou
Cepickou, zakryvajici lipidové jadro s nekrotickymi hmotami (ateromovy plat). To je
stadium pokrocilé komplikujici 1éze arterialni stény. Od urcité doby arterie nemutze

kompenzovat 1ézi pronikajici do lumen cévy dilataci, to se zmenSuje, coz vede ke
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snizeni prutoku cirkulujici krve. Na zhrubélém povrchu léze (ateromového platu)
adheruji trombocyty. Jejich aktivaci se uvoliluji granula obsahujici cytokiny a riistové
faktory, které spolu s trombinem pfispivaji k dal$i migraci a proliferaci bun¢k hladké
svaloviny a monocytii. Aktivaci desti¢ek také vznika arachidonova kyselina, ktera se
pfeménuje (pusobenim cyklooxygenazy 1) na prostaglandiny jako je tromboxan A,,
ktery je wvelice potentnim vazokonstriktorem a latkou agregujici trombocyty;
z arachidonové kyseliny také vznikaji (pusobenim lipooxygenazy) leukotrieny,

amplifikujici zanétlivou reakci.

Pokud fibrozni Cepicka pokryvajici ateromovy plat zistava dostatecné tlusta,
nehrozi takové nebezpeci z obturace lumen artérie. Jakmile vsak dojde k jejimu
ztencovani pisobenim metaloproteinas (kolagenas, elastas, stromelysinu) uvoliiovanych
z makrofagu po aktivaci T-lymfocyty, vznika tak stadium nestabilniho platu, kdy hrozi
ruptura platu, prunik krve do jeho nitra a vznik obturujiciho trombu. Uzavér lumen cévy

vede k akutni hypoxii, se v§emi jejimi disledky pro zasobenou tkan. (Boyle 2005)

Obrdzek 4. Schéma ateromového platu (pfevzato z internetovych stranek:

http://www.zdravcentra.sk/index.php?act=k-10&did=408)
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Obrazek 5. Schéma mechanismu rozvoje aterogeneze (ptevzato z internetovych

stranek: http://www.zdravcentra.sk/index.php?act=k-10&did=408)
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4 ADHEZNI MOLEKULY

Adhezni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou exprimované
na povrchu vSech tkéni organismu. Nepiisobi pouze jako pasivni lepidlo, ale UiCastni se
také prenosu signdll mezi bunkami a podili se tak na interakci bunék s okolnim
prostiedim. Adhezni molekuly se ucastni fizeni fady fyziologickych dé&ju, jako jsou
embryogeneze, bunécny rist a diferenciace, hojeni ran, ¢i obnova tkéni. Uplatiiuji se ale
také pfi patologickych procesech, kde se napt. podileji na interakcich mezi slozkami

imunitniho systému. (Joseph-Silverstein & Silverstein 1998)

Podle strukturnich vlastnosti je mizeme rozdélit do ¢ty zakladnich skupin. Jsou

to selektiny, integriny, imunoglobulinova skupina a kadheriny.

4.1 Selektiny

Jsou znamy 3 zakladni typy L (leukocytarni), E (endotelidlni), P (destickové).
Strukturou jsou to proteiny obsahujici na svém N-konci lektinovou nebo lecitinovou
doménu, ktera se Ucastni interakce s pfislusnymi ligandy (nejéastéji sacharidovymi)

Obecné maji vyznam pii pocatecnich fazich zachycovani leukocytl na endoteliich.

4.2 Integriny

Jejich strukturu tvofi transmembranové glykoproteiny se dvéma nekovalentné
asociovanymi podjednotkami a a B, obsahuji N-konec, transmembranovou oblast a
cytoplazmaticky konec. Dodnes je popsano nejméné 16 o podjednotek a 8 f3
podjednotek, které mohou vytvoftit az 20 heterodimernich kombinaci. JSou exprimovany

na leukocytech, trombocytech i endotel. (Albelda 1993)

Jejich funkce spociva vtom, ze vazi slozky mezibunécné hmoty, kolagen,

fibronektin a laminin. Z hlediska vztahu k ateroskler6ze jsou vyznamné.
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4.3 Imunoglobulinova skupina

Imunoglobulinova skupina adheznich molekul je rozsahla rodina povrchovych
bunéénych molekul, ktera predstavuje 50% vsech povrchovych molekul leukocytt. Jde
o latky glykoproteinového charakteru tvorené opakujicimi se Ig doménami z beta
fetézc.

Zprosttedkovavaji jak homofilni (vazba adhezni molekuly v jedné buiice na
stejnou molekulu ve druhé), tak heterofilni interakce (vazba adhezni molekuly v jedné
bunice na neidentickou molekulu ve druhé bunce). (Mareckova et al 1999) Patii sem
cela fada adheznich molekul jako antigenné specifické receptory T a B lymfocyti TCR,
BCR, koreceptory T lymfocytit CD4 a CDS, které jsou dulezité pro jejich spravnou
funkci pfi imunitnich reakcich.

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

Exprese VCAM-1 a ICAM-1

VCAM-1 i ICAM-1 jsou exprimovany endotelidlnimi bufikami, makrofagy a
hladkosvalovymi bunikami. (Jang et al 1994) Studie na kralicich a myS$ich prokazaly, Ze
VCAM-1 je endotelidlnimi bunikami exprimovan jesté pred akumulaci makrofagi a T
lymfocytli to v oblastech které jsou predispozi¢ni ke vzniku 1ézi, ptiCemz lokalizace
téchto mist je casto ovlivnéna hemodynamickymi vlastnostmi pfedev§im shear stresem.
ICAM-1 je exprimovan ve stejnych oblastech jako VCAM-1, ale exprese ICAM-1 je
pozorovana i v oblastech s nizkou pravdépodobnosti vyskytu aterosklerotickych 1ézi.
(liyama et al 1999) U malych aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1 i ICAM-1
exprimovan piedev§im endotelidlnimi bunkami, pficemz VCAM-1 je exprimovan i
hladkosvalovymi buiikami, které priléhaji k aterosklerotické 1ézi. U pokrocilejsich
aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1 i ICAM-1 exprimovan vétSinou bunék, které se
nachdzeji v intimé cév. Presto se ukazuje, ze VCAM-1 je exprimovan predevSim v
oblastech vyskytu 1ézi, zatimco ICAM-1 je exprimovan endotelialnimi bunikami i mimo
aterosklerotickou 1ézi.

Exprese téchto adheznich molekul je ovliviiovana fadou faktorh, které se

uplatnuji 1 v patogenezi aterosklerdzy. Hypercholesterolemie a oxidované¢ LDL a

=24 -



diabetes zvySuji expresi jak ICAM-1, tak VCAM-1 (Vlassara et al 1995) . Také koufeni,
hyperhomocysteinemie, hemodynamicky stres (nizky shear stress) zvySuji expresi
VCAM-1 a ICAM-1. Exprese obou téchto molekul je také indukovana zanétlivymi
cytokiny jako TNF-a nebo IL-1.

PECAM

Exprimovan konstitu¢né na klidovém cévnim endotelu, leukocytech,
trombocytech, podili se na angiogenezi a na transmigraci leukocytua do

subendotelialnich prostord.

4.4 Kadheriny

Piedstavuji  hlavni strukturalni glykoproteidy, které tvoii adherentni
mezibunééné spoje zvané zonula adhaerens (adherens junctions). Jsou tvofeny 5
extracelularnimi  doménami, jejichZz vazba je stabilizovana véapenatymi ionty,

transmembranovou oblasti a cytoplazmatickou doménou.

Obecné se podili na diferenciaci, proliferaci a migraci bunék, na angiogenezi a
na reparaci poSkozené tkané¢. Ve vztahu k ateroskleréze maji nejvétsi vyznam

epitelialni (E)-kadherin a vaskularni-endotelialni (VE)-kadherin. (Bobryshev et al 1999)
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5 ENDOGLIN (CD 105)

CD105 endoglin je homodimericky transmembranovy protein o 180 kDA. Je
soucasti receptorového komplexu transformac¢niho rustového faktoru-beta (TGF-p).
Bylo prokazano, ze endoglin také moduluje signalizaci TGF-f prostfednictvim

interakce s TGF-p receptorem I nebo 11. (Jonker & Arthur 2002)

Endoglin je pfevazné tvotren v cévnich endotelialnich burikach a jeho tvorba se
zvySuje pii hypoxii. Ddale byla jeho exprese detekovdna u makrofagi, hladkych
svalovych bunék a fibroblasti. Endoglin je povazovan za vyznamny marker
angiogeneze a tudiz je jeho exprese vyznamna jak v embryonalnim vyvoji, tak také pfi
procesu hojeni ran, pii infarktech a béhem kancerogeneze. Jeho zvySend exprese je
davana do souvislosti s hor$i prognézou nadorového onemocnéni. Mutace genu pro
endoglin navic vede k rozvoji hereditarni hemorrhagické telangiektazie. (Bourdeau et al
1999)

Vzhledem k tomu, Ze bylo popsano, ze endoglin mtize modulovat t¢inky TGF-p,
ktery je povaZovan za vyznamny antiaterogenni faktor, myslime si, Ze zmény jeho

exprese mohou hrat roli v procesu aterogeneze.
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6 APO-E MYS JAKO EXPERIMENTALNI MODEL

Ackoliv mysi jsou zivociSnym druhem velice odolnym vaci aterosklerdze,
podafilo se vypéstovat takovy kmen mysi, ktery je k této chorobé nachylnéjsi. Tento

kmen se potom pouziva ve vyzkumu tohoto onemocnéni. (Jawien et al 2004)

Apo-E mysi jsou geneticky modifikované homozygotni mysi (kmen C57BI/6)
se zamérné odebranym genem pro apolipoprotein E (apo E KO). To znamen4, Ze tyto
mysi vyviji spontanni hypercholesterolemii S hladinou cholesterolu 4-5krat vyssi nez u
normalniho nemodifikovaného kmene (10 mmol/l). Toho se cilené vyuziva, ponévadz
vyvijeji vSechny typy aterosklerotickych 1ézi s morfologickymi charakteristikami blizce
podobnymi ¢lovéku na stejnych mistech cévniho stromu (viz obrazek 6.). (Tian et al
2005)

Obrdazek 6. Morfologicka lokalizace cévnich lézi u apoE mysi (Tian et al 2005)
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Struktura a funkce apolipoproteinu E v metabolismu lipoproteini

Apolipoprotein E (apo E) je geneticky polymorfni glykoprotein, ktery je slozen
z 299 aminokyselin. Je vyznamnou soucasti triacylglyceroly-bohatych lipoproteint
[chylomikront, lipoproteinti velmi nizké hustoty (VLDL) a jejich ,,zbytki*]. Apo E je
ligandem apo B, E receptort, a tim vyrazné reguluje homeostazu lipidu a lipoproteinti v

krevni plazmé. (Hofker et al 1998)

Vznik a metabolizmus chylomiker (viz obr. 7)

Tyto nejvétsi lipoproteiny, syntetizované v enterocytech, jsou velmi bohaté na
triglyceridy. Transportuji je ze stfeva do perifernich tkdni (pfedev§im tukové tkan¢),
cholesterol transportuji do jater. Zdrojem cholesterolu pro jejich syntézu je zluc, dale
cholesterol exogenni, pokud je obsazen v potraveé. Bez cholesterolu by nebyla mozna
syntéza chylomiker a tim ani transport a zpracovani triglyceridi z potravy. Sekrece
cholesterolu do zluce je proto zdkladni podminkou resorpce a zpracovani triglyceridi.
Na svém povrchu nesou chylomikra apolipoprotein B48 a apolipoproteiny A. Po vstupu
do krevniho fecisté¢ piebiraji chylomikra od HDL dalsi apolipoproteiny, C a E.
V krevnich kapilarach perifernich tkani jsou chylomikra degradovana hydrolyzou
triglyceridi u¢inkem lipoproteinové lipadzy. Tento enzym je lokalizovan na cévnim
endotelu kapilar tkani, které maji vysokou spotiebu mastnych kyselin, predev§im
kosterniho svalstva, myokardu, tukové tkané a také prsni zldzy v dobé& laktace.
Aktivatorem lipoproteinové lipazy je apolipoprotein C II, ktery je pfitomen na povrchu
¢astice VLDL, inhibitorem je apolipoprotein C III. Za fyziologickych okolnosti je
vrchol koncentrace chylomiker asi za 3—6 hodin po jidle, jejich biologicky polocas je asi
1/2 hodiny a po 9 hodinach jsou tplné odbourany. (Thorngate et al 2002)
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Obrdazek 7. Vznik a metabolismus chylomiker (pfevzato z internetovych stranek:

http://www.zdravcentra.cz/cps/rde/xchag/zc/xsl/3141 7011.html)
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Syntéza a metabolizmus VLDL lipoproteinit (viz obr. 8)

VLDL jsou syntetizovany v jatrech, jsou bohaté predevSim triglyceridy a
transportuji je z jater do perifernich tkdni. Cholesterol nutny pro jejich syntézu pochazi
z remnant chylomiker, IDL, LDL, HDL nebo z endogenni syntézy v hepatocytu.
Zdrojem pro syntézu triglyceridi jsou mastné kyseliny. ZvySeny piivod mastnych
kyselin do jater nebo zvySena syntéza mastnych kyselin v jatrech vede ke zvySené
tvorbé VLDL a ke zvySenému obsahu triglyceridi ve VLDL. Tak je tomu napf. pfi
obezité, zvysené konzumaci alkoholu, glycidl, nebo pii diabetes mellitus. Pro syntézu
VLDL a jejich sekreci do krve je nutny apolipoprotein B100, dale je syntetizovan i apo
C a E. V krvi jsou obohacovany a dalsi apolipoproteiny (C Il, C Ill, E) z ¢astic HDL.
V kapilarach perifernich tkani, prfedevSim tkéné tukové (ale také napt. svalové a

pojivové), jsou z ¢astic VLDL hydrolyzovany triglyceridy. Castice se zmensuje, stava
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se relativné bohat$i na cholesterol a vznika ¢astice intermedialni — IDL (remnanta
VLDL). Ptedpoklada se, ze mald cast VLDL mulze byt katabolizovana také
specifickymi tkanovymi receptory pro VLDL. Biologicky polo¢as VLDL je delsi nez u
chylomiker, je asi 2—4 hodiny.

Obrazek 8. Syntéza a metabolizmus VLDL lipoproteidi (ptevzato z internetovych
stranek: http://www.zdravcentra.cz/cps/rde/xchag/zc/xsl/3141 7011.html)
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7 STATINY V LECBE HYPERCHOLESTEROLEMIE

7.1 Mechanismus ucinku

Statiny tlumi syntézu cholesterolu v bunce (jatrech) ,,de novo“ inhibici
klic¢ového enzymu ,,3-hydroxy-3-metyl-glutaryl-koenzym A reduktazy, coz ma za
nasledek up-regulaci LDL receptoti a tim i zvySené vychytavani LDL cholesterolu

z obéhové krve (viz obr. 9). (Stancu & Sima 2001)

Obrdzek 9. Biochemické zndzornéni mechanismu ucinku statinii (ptevzato z
internetovych stranek:

http://www.svl.cz/files/public/svl/prednasky/Lecbe dyslipidemii konference PL.pdf)
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7.2 Terapeuticky vyznam statinii

Statiny inhibuji 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktazu (HMG-CoA
reduktdzu), ¢imz vyrazné snizuji syntézu cholesterolu na pocatku metabolického
fetézce. Deficit cholesterolu v jatrech pak vede k vzestupu poctu receptorti pro LDL na
povrchu bun¢k s naslednym zvySenym nitrobunéénym prunikem LDL-cholesterolu.
Statiny vyrazné¢ snizuji hladinu cholesterolu vazaného v LDL, ptiznivé zvySuji hladinu
cholesterolu v HDL a v mensi mife snizuji i hladinu triacylglycerolti. Dokumentovan je
priznivy efekt statini na regresi aterosklerézy (¢i spiSe na stabilizaci
aterosklerotického platu), na vyskyt prekonanych i smrticich kardiovaskularnich ptihod
a na pokles celkové mortality nejen u nemocnych se stiedné zavaznou
hypercholesterolémii, ale i u nemocnych s jen mirnou hypercholesterolémii (simvastatin

lovastatin, pravastatin, fluvastatin, atorvastatin ). Dokumentovan byl rovnéz vyznamny

pokles morbidity a mortality (simvastatin, pravastatin, lovastatin ), a to jak
Vv sekundarni, tak i v primarni prevenci.

Vzacnym, ale zavaznym neZadoucim ucinkem statind je vyskyt myopatie
(vyjimecné az rabdomyolyzy). Proto je nutné v priibéhu terapie sledovat vyskyt myalgii
a pfipadné ovéfit vyskyt myozitid hladinou kreatinfosfokinazy (vice nez desetindsobny
vzestup). V pribéhu 1écby je nutna také pravidelna kontrola hodnot jaternich
transamindz. Pro zvySeny vyskyt myopatie a rabdomyolyzy byl vyrobcem v srpnu 2001

stazen z trhu cerivastatin. (Andrejak et al 2003)

7.3 Pleiotropni ucinky statini

Pleiotropni uc€inky statinli jsou ucinky statini nezévislé na koncentraci
cholesterolu. Cetné studie prokazaly pfiznivé vlastnosti statini jak v primarni, tak v
sekundarni prevenci kardiovaskularnich onemocnéni. Metaanalyza téchto studii zjistila
zlepSeni klinického stavu pacientil jiz v dob¢, kdy koncentrace cholesterolu v plazmé
nebyly zménény, nebo u pacientti s normalni primérnou koncentraci cholesterolu. (viz

tabulka 2.)

Podle soucasnych znalosti maji statiny krom¢ uc¢inki na krevni lipidy 1 dalsi

ptiznivé efekty, které se mohou podilet na zlepSeni progndzy nemocnych s dédi¢nou
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hyperlipoproteinémii a S ateroskler6zou. Tlumi zéanétlivou a imunitni reakci v
aterosklerotickém lozisku a ovliviiuji v ném proliferaci hladkych svalovych bunék a
extracelularni matrix. To pfispiva ke stabilizaci aterosklerotického platu, i kdyz pro
stabilizaci platu je nepochybné¢ =zasadni snizeni LDL cholesterolu v krvi a
v aterosklerotickém lozisku. Nékteré statiny omezuji i riziko trombogeneze — tlumi
syntézu PAI-1, trombomodulinu a tromboxanu B2. ZlepsSuji funkci cévniho endotelu,
zvySuji syntézu oxidu dusnatého (NO) a zlepSuji vazodilataci zavislou na oxidu
dusnatém. Na téchto efektech se do jist¢ miry mtze podilet také samotny pokles LDL
cholesterolu, nicméné¢ v experimentech byl prokdzan 1 pfimy vliv statini bez
zprostiedkovani snizenim LDL cholesterolu. V posledni dobé byl prokdzan piiznivy
vliv statind na kostni denzitu a snizeni rizika fraktur, u transplantaci oddaluji rejekci a
zlepSuji prezivani graftu a diskutovan je i jejich antineoplasticky efekt. (Calabro & Yeh
2005)

Tabulka 2. Pleiotropni u¢inky statind (Calabro & Yeh 2005)

Utinek Prospéch

zvySeni exprese a aktivity eNOS zlepSeni endotelidlni dysfunkce
- zvySeni syntézy NO

inhibice oxidace LDL cholesterolu

snizeni hladiny CRP snizeni zanétlivé odpoveédi
sniZeni sérovych hladin TNFa a IL-1

sniZzeni exprese [CAM-1

blokdda LFA-1

- sniZeni poctu a aktivity bun¢k zanétu

inhibice migrace a proliferace arterialnich ~ stabilizace aterosklerotického platu
myocytl

inhibice ristu makrofagt

sniZeni produkce metaloproteindz

snizeni produkce zanétlivych cytokini ZlepSeni inzulinové rezistence
Z adipocytl

Zlepseni transportu glukézy a inzulinu

upravou endotelialni dysfunkce

zvySeni aktivity a-sekretazy Zpomaleni rozvoje demence

- snizeni tvorby amyloidnich plaki

zvySeni exprese genu pro BMP-2 Zmirnéni osteoporozy

- zvySeni tvorby kostni tkané

- zvySeni koncentrace sérového

osteokalcinu

Vysvétlivky k tabulce 2:
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NO
eNOS
CRP
TNFa
IL-1
LFA-1
BMP-2

oxid dusnaty

endotelidlni NO syntaza
C-reaktivni protein

tumor nekrotizujici faktor alfa
interleukin 1

leukocytarni funkéni antigen 1

kostni morfogeneticky protein-2 (bone morfogenetic protein — 2)
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8 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo detekovat a kvantifikovat zmény endotelialni
exprese VCAM-1 a endoglinu ve sténé¢ cévy u apoE deficientnich mysi, kterym byla
podéavana standardni laboratorni dieta. Dale byl sledovéan vliv kratkodobé podavaného
hypolipidemika atorvastatinu na zménu v expresi téchto endotelidlnich markert. Pro
zobrazeni exprese VCAM-1 a endoglinu byly vyuZity imunohistochemické metody a ke

kvantifikaci jejich exprese stereologické metody.
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9 EXPERIMENTALNI CAST

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

ustajeni v SEMEDu (Praha, Ceska Republika).

9.1 ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

Vsechny mysi byly v 5 tydnech Zivota ostaveny od matky, ndhodné rozdéleny do
2 skupin.

ApoE deficientni mysi (n=8) byly krmeny po odstaveni standardni laboratorni
stravou 4 tydny (apoE'/' nelécena 9 tydenni skupina). V atorvastatinové skupiné 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).

Kazdd zmysi v atorvastatinové skupin€ byla chovana v samostatné kleci.
Dostavaly denné 6 g potravy (ve specialné 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 pfes noc vylacnéna a byla provedena
euthanasie predavkovanim v parach éteru. Zvitatiim byly odebrany ze srdce vzorky krve
pro biochemické vySetfeni. Déle byly odebrany segmenty tkané tvoiené 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.
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9.2 BIOCHEMICKA ANALYZA

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

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

9.3 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemické a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm aortalniho
sinu a ¢asti aortdlniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série pfi€nych fezl o
tloustce (7 pm) na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly pieneseny na sklicka, které
byly pfedem 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
ususit (15 minut) a znovu se vlozily na 15 minut do acetonu. Timto procesem doslo k
fixaci fezd a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy po 15 minutovém
usuSeni vlozily na 10 minut do destilované vody, nasledné se vlozily do roztoku PBS
(2x5 minut). Pfed inkubaci fezd 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). V dalsi fazi byly na sklicka
napipetovany roztoky anti avidinu a anti biotinu, které byly pouzity k zablokovani
reaktivity téchto latek v mysi tkani. Sklicka se pak 1 hodinu inkubovaly s primarni
protilatkou pii pokojové teploté. Poté se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5minut), déle
do roztoku 3% H,0; (15 minut). Po oplachu v PBS (2x5minut) se fezy inkubovaly se
sekundarni protilatkou (30 minut) — goat anti-hamster IgG a goat anti-rat 1gG (Vector

Laboratories), které byly znaceny biotinem a opé&t se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5
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minut). Dale byl na sklicka nanesen avidin-biotinovy komplex obsahujici peroxidazovy
substrat (Vector Laboratoriem). K vizualizaci navazanych protilatek se pouzil
diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Na
zavér byly fezy oplachnuty ve vodé 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) a

skli¢ka zamontovana do eukittu.

Byly pouzity nasledujici primérni protilatky:

monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD31 (PECAM-1) — ziedéni 1/100

monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) — ztedéni 1/100

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

Vsechny protilatky byly zakoupeny ve firm¢ BD Pharmingen (California, USA)

Pracovni postup

1. nechat uschnout fezy 60 minut
2. fixace aceton (uschovany v — 20 stupnich) 15 minut
3. ususit 15 minut
4. PBS 10 minut
5. 10% zviteci serum v PBS (900 pl PBS + 100 pl sera) 30 minut
6. inkubace s avidin D 15 minut
7. oplachv PBS 5 minut
8. inkubace s biotinem 15 minut
9. PBS oplach
10. primarni protilatka (fedi se v BSA) 60 minut
11.PBS 1 2x5 minut
12. 10% serum v PBS (900 ul PBS + 100 pl sera) 15 minut
13. sekundarni protilatka (+ mouse serum v PBS) 30 minut
14.PBS 3 5 minut
15. 3% H20, (8 ml H;0,+ 70 ml H,0) 15 minut
16.PBS 4 2x5 minut
17. ABC komplex elite 30 minut
18.PBS 5 5 minut
19. DAB (podle navodu) nutno urcit ¢as
20. destilovana voda oplach

21. aceton oplach
22. aceton-xylen (10:1) 3 minuty
23. aceton-xylen (1:10) 3 minuty
24. 3x xylen 2 minuty
25. Eukitt — montovani kryciho sklicka
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9.4 KVANTITATIVNI ANALYZA IMUNOHISTOCHEMIE A
VELIKOST LEZI

Plochy endotelialni exprese endoglinu, VCAM-1 a PECAM-1 byly
kvantifikovany pomoci stereologickych metod (Nachtigal et al 2004). Nejprve se
nakrdjela série fezli o tloust’ce 7um (0,385mm dlouhé Gseky cévy tvortici tzv. referencni
objem). Byl proveden systematicky nahodny vybér ezl z referencniho objemu. Prvni
fez byl pro kazdé imunohistochemické barveni vybran nahodné, a pak se vybral kazdy
jedendcty fez, takze bylo pro kazdé barveni pouzito pét fezi ke stereologickému
odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky, kterd se zvolila tak, abychom
napocitali vice nez 200 prasecikii mezi body sité a aterosklerotickym platem na jednu
cévu (Gundersen et al 1988). Odhadovana plocha aterosklerotické 1éze se vypocetla
podle vzorce:

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

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

area(x)
area(PECAM )

*100%

estP =

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

Fotodokumentace a digitalizace z mikroskopu byla provedena mikroskopem
Nikon Eclipse E2000, digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp. USA) a za

pomoci softwaru LUCIA verze 4.82 (Laboratory Imaging Prague, Ceska republika).
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Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,

Slovensko).

9.5 STATISTICKA ANALYZA

Statisticka analyza byla provedena za vyuziti statistického softwaru SigmaStat
2.0 (Jandel Corporation). Ke vzajemnému porovnani parametrd u jednotlivych skupin
zvitat byla pouZita analyza rozptylu jednoduchého tfidéni (One Way Anova). Rozdily
mezi skupinami byly statisticky vyznamné v ptipadé, Zze p < a kde 0=0.05. Pokud se
mezi skupinami vyskytl statisticky vyznamny rozdil, byl pouzit Tukey test pro

mnohocetna porovnani.
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10 VYSLEDKY

10.1 BIOCHEMICKA ANALYZA

U vsech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu.
Ctyftydenni podavani atorvastatinu neovlivnilo hladinu celkového cholesterolu u
devititydenni skupiny ve srovnani s nelécenymi zviraty (21,62 + 2,94 vs. 23,65 + 2,09

mmol/l, P = 0,558) (viz obr. 10).

Obrdzek 10. Hladiny celkového cholesterolu u experimentilnich mysi. Ctyitydenni
podavani atorvastatinu neovlivnilo hladiny celkového cholesterolu ve srovnani

s kontrolni skupinou. (P=0,587)
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10.2 Imunohistochemické barveni VCAM-1 a endoglinu v oblasti

aortalniho sinu

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

Exprese VCAM-1 byla pozorovana pievazné v endotelu aorty u obou skupin
zvirat. (viz obr. 11) Pouze velmi slaba exprese byla nalezena v kapilarach okolniho
myokardu. Podavani atorvastatinu vedlo k vyrazné zméné intenzity barveni VCAM-1.
Byla zachovéna ¢aste¢na exprese na endotelu, nicméné intenzita barveni byla u zvifat,
kterym byl podavan atorvastatin, snizena (viz obr. 11).

Exprese endoglinu v experimentu byla detekovana v endotelu aorty u vSech
zvitat. Dale byla pozorovdna v myokardu a to v kapilarach a v endotelu menSich cév.
Exprese endoglinu byla podobna z hlediska lokalizace u vSech mysi v experimentu.

Podavani atorvastatinu zfeteln¢ snizilo expresi endoglinu v endotelu aorty. (viz obr. 11).
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Obrazek 11. Exprese VCAM-1 v endotelu aortalniho sinu cholesterolové skupiny zvirat
(A) a skupiny, které byl podavan atorvastatin (B). Exprese je pozorovana pouze
Vv endotelidlnich bunkéch (viz. Sipky). Z obrazku je patrné, Ze podavani atorvastatinu
snizilo endotelidlni expresi VCAM-1 (B). Exprese endoglinu v endotelu aortalniho sinu
cholesterolové skupiny zvirat (C) a skupiny, které byl podavan atorvastatin (D).
Endotelialni exprese endoglinu byla po podavani atorvastatinu vyrazné snizena (D).

ZvétSeni 100x.

)

—
~,
-

-

-43-



10.3 STEREOLOGICKA ANALYZA EXPRESE ENDOGLINU U APO E
DEFICIENTNICH MYST

Stereologicka analyza imunohistochemického barveni endoglinu prokéazala
signifikantni snizeni jeho exprese po c¢tyfech tydnech podavani atorvastatinu ve
srovnani s devititydenni nelééenou skupinou. (22,0 + 4,5 vs. 5,3 £ 1.2 %, P* = 0,013)
(Obr. 12). Také stereologicka analyza exprese VCAM-1 ukézala signifikantni snizeni
endotelialni exprese VCAM-1 ((14,82 + 1,83 vs. 2,11 £ 0,98%, P < 0,001) po podavani

atorvastatinu v porovnani s nelécenymi mysmi. (Obr. 13).
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Obrazek 12. Procento aktivovanych endotelialnich bunék pro endoglin v aortdalnim sinu
a oblouku. Exprese endoglinu se signifikantné snizila po étyfech tydnech podavani

atorvastatinu (*P=0,013).
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Obrdzek 13. Procento aktivovanych endotelialnich bunék pro VCAM-1 v aortdlnim sinu
a oblouku. Exprese VCAM-1 se signifikantn¢ snizila po Etyfech tydnech podavani

atorvastatinu ("P=0,005).
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11 DISKUSE

Tato diplomova prace byla zamétfena studium exprese endoglinu a VCAM-1
vV cévnim endotelu u apoE-deficientniho kmene mysi po podavani atorvastatinu. Cilem
bylo zjistit, jestli rizné dlouhé podavani atorvastatinu ovlivituje endotelidlni expresi
endoglinu a VCAM-1, a pfipadné zda je toto ovlivnéni spjato s hladinami celkového
cholesterolu.

CD 105 endoglin je homodimericky transmembrdnovy protein o 180 kDA. Je
soucasti receptorového komplexu TGF-f. (Raab et al 1999) Exprese endoglinu pievlada
na endotelidlnich buiikach, makrofazich, fibroblastech a hladkych svalovych bunkach
medie. (Obreo et al 2004)

Kromé¢ toho bylo demonstrovdno, Ze exprese endoglinu je zvySena bcéhem
angiogeneze a pii vyvoji nadorového onemocnéni. Mimoto byla exprese endoglinu
zvySena v hladkosvalovych bunikach a endotelidlnich bunkach v pokrocilych
aterosklerotickych 1ézich v prase¢ich karotidach. (Behr-Roussel et al 2000)

Vzhledem k tomu, Ze bylo popsano, ze endoglin mtize modulovat t¢inky TGF-p,
ktery je povazovan za vyznamny antiaterogenni faktor, je pravdépodobné, ze by mohl
takto ovliviiovat i proces aterogeneze.

Adhezni molekula VCAM-1 je povazovana za marker endotelialni dysfunkce a
to jak v Casnych a tak i1 pokrocilejSich stadiich aterogeneze. Jeji exprese se zvysuje pfi
hypercholesterolemii a je zasadni pro prostup makrofagl a lymfocytd do cévni intimy,
¢imz se vyrazné podileji na progresi aterosklerotickych zmén. (Liuba et al 2003)

Statiny kompetitivné inhibuji HMG-CoA reduktdzu, enzym, ktery katalyzuje
biosyntézu cholesterolu. Kromé& toho soucasné experimentalni a klinické dikazy

naznacuji, ze dal$i U¢inky nezavislé na cholesterolu (pleiotropni), zahrnuji zlepSeni a

-46 -



obnovu endotelidlnich funkci, zvySeni stability aterosklerotického platu, snizeni
oxidativniho stresu a zanétu, atlum trombogennich reakci ve sténé cév. (LaRosa 2001)

ApoE deficitni mys je v soucasnosti velmi pouzivany zviieci model pro studium
aterosklerdzy, pticemz tento model vykazuje urcité podobnosti s hyperlipoproteinemii
typu III. u ¢lovéka. Mimoto bylo prokazano, ze podavani statini a tohoto modelu
nevede k o¢ekavanému hypolipidemickému G¢inku a tudiz je mozné tento model
povazovat za vhodny ke studiu pleiotropnich G¢inkd statind. (Sparrow et al 2001)
V souladu s témito autory bylo v této diplomové praci prokazano, ze Ctyitydenni
podavani atorvastatinu neovlivnilo hladiny cholesterolu u apoE deficientnich mysi.
Navzdory tomuto faktu vSak vysledky stereologické analyzy imunohistochemického
barveni endoglinu a VCAM-1 ukéazaly signifikantni sniZzeni exprese téchto proteini ve
skupiné mysi, kterym byl podavan atorvastatin.

Snizeni exprese VCAM-1 bez ovlivnéni hladiny cholesterolu potvrdilo jiz znamé
protizanétlivé Gc¢inky tohoto statinu. To bylo prokazano jiz diive u opic a apoE — Leiden
mysi.

Nekteti autofi potvrdili, Ze pleiotropni G€inky atorvastatinu jsou zprostiedkované
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
Vv patogenezi aterosklerozy. (Corsini et al 1995) Navic Rius et. al. dokazali, Ze NF-
kappa-B by mohl regulovat i transkripci endoglinu. (Letamendia et al 1998) Da se tedy
predpokladat, ze sniZzeni endotelidlni exprese jak endoglinu tak VCAM-1 u mysi
1éCenych Etyfi tydny atorvastinem, je zprostiedkovano prave inhibici NF-kappaB.

Jak jiz bylo naznaCeno diive, endoglin je schopen modulovat wéinky
vyznamného cytokinu TGF-B. Bylo napiiklad prokazano, Ze endoglin antagonizuje

inhibi¢ni U¢inky TGF-f na endotelové builkky, coz pak ma za nasledek rozvoj
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inhibuje ¢innost makrofagl a T lymfocytt a snizuje expresi adheznich molekul (Mallat
et al 2001) lze ptredpokladat, ze zvySena exprese endoglinu by mohla tyto ucinky
inhibovat a pfispivat tak k rozvoji aterogennich zmén. Tudiz snizeni exprese endoglinu
po podavani statini by mohlo piedstavovat dal$i z moznych mechanismi, jak statiny
mohou ovlivilovat aterogenni proces. Tuto hypotézu bude vSak nutno jest¢ ovérit

v dalSich experimentech.
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12 ZAVER

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium exprese vybranych markera
endotelialni dysfunkce VCAM-1 a endoglinu v cévni sténé u apoE-deficientniho kmene
myS$i po podavani standardni diety. Exprese téchto markerti byla sledovana v oblasti
aortalniho sinu a aortalniho oblouku. Pomoci imunohistochemickych a stereologickych
metod byly hodnoceny zmény exprese VCAM-1 a endoglinu po ¢&tyitydennim podavani
atorvastatinu.

Tato diplomova prace prokdzala, Ze atorvastatin nesnizuje hladinu cholesterolu u
apoE-deficientniho mySiho modelu aterosklerozy.

Exprese endoglinu VCAM-1 byla detekovana u vSech skupin zvitat v endotelu
aortalniho sinu a aortalniho oblouku a v kapildrach a malych cévach myokardu.

Ctyitydenni podavani atorvastatinu vedlo k signifikantnimu sniZeni endotelialni
exprese jak endoglinu tak i VCAM-1 ve srovnani s kontrolni skupinou.
endotel a zaroven naznacily jeho dalSi G¢inky na signalizaci TGF-beta, pficemzZ tyto

ucinky budou jesté déle sledovany.

-49-



13 SEZNAM POUZITYCH CITACI

ALBELDA, S. M. (1993) The role of cell adhesion molecules in asthma--an overview.
Agents Actions Suppl 43: 141-50

ANDREJAK, M., GRAS, V., MAsSY, Z. A., CARON, J. (2003) [Adverse effects of statins].
Therapie 58: 77-83

BEHR-ROUSSEL, D., RUPIN, A., SIMONET, S., BONHOMME, E., COUMAILLEAU, S., CORDI,
A., SERKIZ, B., FABIANI, J. N., VERBEUREN, T. J. (2000) Effect of chronic
treatment with the inducible nitric oxide synthase inhibitor N-iminoethyl-L-
lysine or with L-arginine on progression of coronary and aortic atherosclerosis
in hypercholesterolemic rabbits. Circulation 102: 1033-8

BLANKENBERG, S., BARBAUX, S., TIRET, L. (2003) Adhesion molecules and
atherosclerosis. Atherosclerosis 170: 191-203

BOBRYSHEV, Y. V., CHERIAN, S. M., INDER, S. J., LORD, R. S. (1999) Neovascular
expression of VE-cadherin in human atherosclerotic arteries and its relation to
intimal inflammation. Cardiovasc Res 43: 1003-17

BOURDEAU, A., DUMONT, D. J., LETARTE, M. (1999) A murine model of hereditary
hemorrhagic telangiectasia. J Clin Invest 104: 1343-51

BoyLE, J. J. (2005) Macrophage activation in atherosclerosis: pathogenesis and
pharmacology of plaque rupture. Curr Vasc Pharmacol 3: 63-8

Bussk, R., FLEMING, |. (1996) Endothelial dysfunction in atherosclerosis. J Vasc Res
33:181-94

CALABRO, P., YEH, E. T. (2005) The pleiotropic effects of statins. Curr Opin Cardiol 20:
541-6

CORRADO, E., MURATORI, I., TANTILLO, R., CONTORNO, F., COPPOLA, G., STRANO, A.,
Novo, S. (2005) Relationship between endothelial dysfunction, intima media
thickness and cardiovascular risk factors in asymptomatic subjects. Int Angiol
24: 52-8

CoRsINI, A., RAITERI, M., SOMA, M. R., BERNINI, F., FUMAGALLI, R., PAOLETTI, R.
(1995) Pathogenesis of atherosclerosis and the role of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitors. Am J Cardiol 76: 21A-28A

DANDONA, P., ALJADA, A., CHAUDHURI, A., BANDYOPADHYAY, A. (2003) The potential
influence of inflammation and insulin resistance on the pathogenesis and
treatment of atherosclerosis-related complications in type 2 diabetes. J Clin
Endocrinol Metab 88: 2422-9

FISHMAN, A. P. (1982) Endothelium: a distributed organ of diverse capabilities. Ann N
Y Acad Sci 401: 1-8

GUNDERSEN, H. J., BENDTSEN, T. F., KORBO, L., MARCUSSEN, N., MOLLER, A.,
NIELSEN, K., NYENGAARD, J. R., PAKKENBERG, B., SORENSEN, F. B., VESTERBY,
A., ET AL. (1988) Some new, simple and efficient stereological methods and
their use in pathological research and diagnosis. Apmis 96: 379-94

HAssIG, A., WEN-XI, L., STAMPFLI, K. (1996) The pathogenesis and prevention of
atherosclerosis. Med Hypotheses 47: 409-12

HOFKER, M. H., VAN VLUMEN, B. J., HAVEKES, L. M. (1998) Transgenic mouse models
to study the role of APOE in hyperlipidemia and atherosclerosis. Atherosclerosis
137:1-11

CHENG, T. O. (2005) Obesity, like atherosclerosis, starts early in life. Bmj 331: 1145

lIiyaAmA, K., HAIRA, L., lIYAMA, M., LI, H., DICHIARA, M., MEDOFF, B. D., CYBULSKY,
M. 1. (1999) Patterns of vascular cell adhesion molecule-1 and intercellular

-50-



adhesion molecule-1 expression in rabbit and mouse atherosclerotic lesions and
at sites predisposed to lesion formation. Circ Res 85: 199-207

JANG, Y., LINCOFF, A. M., PLow, E. F., TopPoL, E. J. (1994) Cell adhesion molecules in
coronary artery disease. J Am Coll Cardiol 24: 1591-601

JAWIEN, J., NASTALEK, P., KorBUT, R. (2004) Mouse models of experimental
atherosclerosis. J Physiol Pharmacol 55: 503-17

JONKER, L., ARTHUR, H. M. (2002) Endoglin expression in early development is
associated with vasculogenesis and angiogenesis. Mech Dev 110: 193-6

JOSEPH-SILVERSTEIN, J., SILVERSTEIN, R. L. (1998) Cell adhesion molecules: an
overview. Cancer Invest 16: 176-82

KORNACEWICZ-JACH, Z. (2003) [Early diagnosis of atherosclerosis in clinical practice.
Who, when and how should be examined]. Kardiol Pol 58: 227-31

LAROsA, J. C. (2001) Pleiotropic effects of statins and their clinical significance. Am J
Cardiol 88: 291-3

Leror, N. E. (2002) Triglycerides and coronary atherosclerosis: implications for
treatment of mixed dyslipidemias. Rev Cardiovasc Med 3: 63-6

LETAMENDIA, A., LASTRES, P., BOTELLA, L. M., RAAB, U., LANGA, C., VELASCO, B.,
ATTISANO, L., BERNABEU, C. (1998) Role of endoglin in cellular responses to
transforming growth factor-beta. A comparative study with betaglycan. J Biol
Chem 273: 33011-9

Li, C., HAMPSON, I. N., HAMPSON, L., KUMAR, P., BERNABEU, C., KUMAR, S. (2000)
CD105 antagonizes the inhibitory signaling of transforming growth factor betal
on human vascular endothelial cells. Faseb J 14: 55-64

LiuBA, P., PESONEN, E., PAAKKARI, |., BATRA, S., ANDERSEN, L., FORSLID, A., YLA-
HERTTUALA, S., PERSSON, K., WADSTROM, T., WANG, X., LAURINI, R. (2003)
Co-infection with Chlamydia pneumoniae and Helicobacter pylori results in
vascular endothelial dysfunction and enhanced VCAM-1 expression in apoE-
knockout mice. J Vasc Res 40: 115-22

LurT, F. C. (2002) Estrogen and atherosclerosis. J Mol Med 80: 133-4

MALLAT, Z., GoJovA, A., MARCHIOL-FOURNIGAULT, C., EsposiTo, B., KAMATE, C.,
MERVAL, R., FRADELIZI, D., TeDGUI, A. (2001) Inhibition of transforming
growth factor-beta signaling accelerates atherosclerosis and induces an unstable
plaque phenotype in mice. Circ Res 89: 930-4

MARECKOVA, Z., HELLER, S., HORKY, K. (1999) [Cell adhesion molecules and their role
in pathophysiologic processes]. Vnitr Lek 45: 46-50

MILLER, M. A., CAPpucCcCIO, F. P. (2002) Reducing cholesterol and atherosclerosis: the
importance of cellular adhesion molecules? Qjm 95: 707-8

MiziA-STEC, K., ZAHORSKA-MARKIEWICZ, B., GoLIszek, L. (2003) [Adhesion
molecules: atherosclerosis and coronary artery disease]. Przegl Lek 60: 147-50

MUNRO, J. M., COTRAN, R. S. (1988) The pathogenesis of atherosclerosis: atherogenesis
and inflammation. Lab Invest 58: 249-61

NACHTIGAL, P., SEMECKY, V., KOPECKY, M., GOJOVA, A., SOLICHOVA, D., ZDANSKY,
P., ZADAK, Z. (2004) Application of stereological methods for the quantification
of VCAM-1 and ICAM-1 expression in early stages of rabbit atherogenesis.
Pathol Res Pract 200: 219-29

OBREO, J., DIEZ-MARQUES, L., LAMAS, S., DUwWELL, A., ELENO, N., BERNABEU, C.,
PANDIELLA, A., Lopez-Novoa, J. M., RODRIGUEZ-BARBERO, A. (2004)
Endoglin expression regulates basal and TGF-betal-induced extracellular matrix
synthesis in cultured L6E9 myaoblasts. Cell Physiol Biochem 14: 301-10

-51 -



RAAB, U., LASTRES, P., AREVALO, M. A., LOPEZ-NOVOA, J. M., CABANAS, C., DE LA
RosA, E. J., BERNABEU, C. (1999) Endoglin is expressed in the chicken
vasculature and is involved in angiogenesis. FEBS Lett 459: 249-54

SHIH, J. C., PuLLMAN, E. P, Kao, K. J. (1983) Genetic selection, general
characterization, and histology of atherosclerosis-susceptible and -resistant
Japanese quail. Atherosclerosis 49: 41-53

SCHROEDER, E. B., L1A0O, D., CHAMBLESS, L. E., PRINEAS, R. J., EVANS, G. W., HEISS, G.
(2003) Hypertension, blood pressure, and heart rate variability: the
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) study. Hypertension 42: 1106-11

SPARROW, C. P., BURTON, C. A., HERNANDEZ, M., MUNDT, S., HASSING, H., PATEL, S.,
RosA, R., HERMANOWSKI-VOSATKA, A., WANG, P. R., ZHANG, D., PETERSON,
L., DETMERS, P. A., CHAO, Y. S., WRIGHT, S. D. (2001) Simvastatin has anti-
inflammatory and antiatherosclerotic activities independent of plasma
cholesterol lowering. Arterioscler Thromb Vasc Biol 21: 115-21

STANCU, C., SIMA, A. (2001) Statins: mechanism of action and effects. J Cell Mol Med
5: 378-87

STEHBENS, W. E. (2002) Relevance of hypercholesterolemia to fetal and pediatric
atherosclerosis. Pediatr Pathol Mol Med 21: 259-78

STEINBERG, D. (2005) Thematic review series: the pathogenesis of atherosclerosis. An
interpretive history of the cholesterol controversy: part Il: the early evidence
linking hypercholesterolemia to coronary disease in humans. J Lipid Res 46:
179-90

THORNGATE, F. E., STROCKBINE, P. A., ERICKSON, S. K., WiLLIAmS, D. L. (2002)
Altered adrenal gland cholesterol metabolism in the apoE-deficient mouse. J
Lipid Res 43: 1920-6

TIAN, J., PEI, H., JAMES, J. C., LI, Y., MATSUMOTO, A. H., HELM, G. A., SHI, W. (2005)
Circulating adhesion molecules in apoE-deficient mouse strains with different
atherosclerosis susceptibility. Biochem Biophys Res Commun 329: 1102-7

VIRMANI, R., BURKE, A. P., KoLoDGIE, F. (2006) Morphological characteristics of
coronary atherosclerosis in diabetes mellitus. Can J Cardiol 22 Suppl B: 81B-4B

VLASSARA, H., FUH, H., DONNELLY, T., CYBULSKY, M. (1995) Advanced glycation
endproducts promote adhesion molecule (VCAM-1, ICAM-1) expression and
atheroma formation in normal rabbits. Mol Med 1: 447-56

ZIESKE, A. W., MCMAHAN, C. A., McGILL, H. C., Jr., HOMMA, S., TAKEI, H., MALCOM,
G. T., TRACY, R. E., STRONG, J. P. (2005) Smoking is associated with advanced
coronary atherosclerosis in youth. Atherosclerosis 180: 87-92

ZoccALl, C. (2006) Endothelial dysfunction and the kidney: emerging risk factors for
renal insufficiency and cardiovascular outcomes in essential hypertension. J Am
Soc Nephrol 17: S61-3

-52 -



