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Seznam pouzitych zkratek

ADP
AP-1
EDGF
eNOS
HDL
LDL
MDGF
NF-xB
NO
PAF
PBS
PDGF
TF
TNF
TXAz

VLDL

adenozindifosfat

aktivator proteinu 1

endotelovy ristovy faktor (endothelium-drived growth factor)
syntaza oxidu dusnatého

lipoproteiny o vysoké hustoté (high-density lipoproteins)
lipoproteiny o nizké hustoté ( low-density lipoproteins)
monocytovy rustovy faktor (monocyte-drived growth factor)
nuklearni faktor kappa B

oxid dusnaty

destiCkovy aktivacni faktor (platelet-activating factor)
phosphate saline buffer

destiCkovy rustovy faktor (platelet-derived growth factor)
tkanovy faktor (tissue factor)

faktor nekrotizujici tumor (tumor necrosis factor)
tromboxan A;

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density lipoproteins)



1 Uvod

Ateroskleréza je nejCastéjSi pficinou umrti ve vyspélych statech Evropy a
USA, vice nez 50% v8ech umrti. Na pog&atku 20. stoleti byla ateroskleréza v CR
pomérné vzacnym postizenim, pak ale zacal jeji vyskyt prudce stoupat az
do dnedni doby, kdy patfi CR v Umrtnosti na komplikace aterosklerozy
na predni mista ve svété [16].

Ve 20. stoleti doslo k vyvoji fady teorii, které byly schopny, diky rozvoji
molekularni biologie a dalSich metod, vice objasnit déje, které probihaji
v ateromatéznim platu. Na zakladé téchto poznatkl nepohlizime dnes
na ateroskleroticky plat jako na nejasnou skupinu molekul, ale jako
na dynamickou |ézi, kterou Ize ovlivnit.

Nase poznani vSak neni definitivni, je nam stale mnoho souvislosti ukryto,
stdle mame prostor pro nové objevovani. Je tfeba mit na védomi, Ze
ateroskleroticky proces, ktery se odehrava ve sténé tepny, je slozitym déjem,
do kterého zasahuje cela fada faktor(. Jisté jeSté nezname vSechny moznosti,
jak mizeme proces aterosklerézy ovlivnit. Proto je nutné vénovat ateroskleréze
a jeji [éCbé pozornost na vSech urovnich vyzkumu, jak v roviné experimentalni -
preklinické, tak klinické. Ma byt naSim cilem stale hloubéji poznavat jak
ateroskleréze predchazet, vCas ji detekovat, efektivné |éCit a omezit tak jeji
nasledky.

Proto také tato diplomova prace byla zaméfena na sledovani zmén exprese
vybranych markertl endotelialni dysfunkce u mysiho modelu aterosklerozy

po kratkodobém podavani atorvastatinu.



2 Teoreticka cast

2.1 Mikroskopicka anatomie cév

Cévni sténa je slozena ze tfi koncentrickych vrstev neboli tunik. Vnitini
tunika intima je tvofena vrstvou endotelovych bunék, které lemuji lumen cévy,
a vrstvou subendotelovou. Tunika media obsahuje pfevazné cirkularné
uspofadana vlakna hladké svaloviny. Periferni vrstva tunika adventitia je
tvofena kolagennim vazivem. Najdeme zde fibroblasty a adipocyty, mohou se
zde vyskytnout i hladké svalové bunky. Prevazuji zde longitudinalné
uspofadana kolagenni a elasticka vlakna.

Kapilary, artérie a vény jsou svou stavbou pfizpasobeny své funkci. Sténa
kapilar se sklada zjedné vrstvy endotelovych bunék, které se staceji
do trubiCky a jsou obklopené bazalni laminou. Endotelové buriky jsou ploché
polygonalni epitelové buriky mezenchymového puavodu. Jsou vzajemné spojeny
mezibunécnymi komplexy (v€etné zonulae occludentes) tak, Ze tvofi trubici.
Na riznych mistech se podél kapilar vyskytuji pericyty, bunky s dlouhymi
cytoplazmatickymi vybézky, kterymi Castec¢né obklopuji buriky endotelové.
Vytvareji vlastni bazalni laminu, ktera muze nékdy splyvat s bazalni laminou
bunék endotelovych. Pericyty jsou mezenchymové kmenové bunky, mohou
kontrahovat a diferencovat se v riizné typy bunék.

Artérie maji vyvinuty vSechny tfi vrstvy. Tunika intima je tvofena vrstvou
endotelovych bunék a vrstvou subendotelovou. Mezi tunika intima a tunika
media je membrana elastica interna, ktera je v artériich malého a stfedniho

kalibru viditelna, zatimco ve velkych tepnach se neda odliSit od ostatnich



elastickych blanek, které se vyskytuji v tunika media a nazyvaji se membranae
fenestratae. V této vrstvé se nachazi hladké svalové bunky, dale vlakna
retikularni a zakladni amorfni hmota, ktera obsahuje proteoglykany obsahujici
chondrotinsulfat. Membrana elastica externa je vyvinuta jen v nékterych
artériich. Tunika adventitia je tvofena longitudinalné uspofadanymi
kolagennimi a elastickymi vlakny, dale zde nalezneme fibroblasty a nepfilis
Cetné adipocyty.

Srovname-li artérii a vénu, pak pfi stejném priméru ma artérie vzdy silngjsi
sténu. Artérie ma nejsilngjSi tunika media, zatimco véna tunika adventitia.
Uvenul a malych a stifednich vén je tunika intima tvofena endotelem,
pod kterym je jen velmi malo subendotelového vaziva. Tunika media je tenka,
sestava se jen znékolika malo vrstev hladkych svalovych bunék. Tunika
adventitia je nejtlustS§i vrstvou tvofenou longitudinalné uspofadanymi
kolagennimi viakny, mohou se vyskytnout i hladké svalové buriky. Struktura
velkych vén se méni v zavislosti na lokalizaci cévy v organizmu. Tunika intima
je vétSinou dobre vyvinuta, subendotelova vrstva je silnéjSi nez u malych vén.
Jsou zde i hladké svalové buniky. Tunika media je tenka. Svalovina je
redukovana, prevlada tkan vazivova. Tunika adventitia prfedstavuje nejtlustsi
vrstvu stény velkych vén. Ve vénach, lezicich pod urovni srdce, obsahuje tato
vrstva svazky longitudinalné uspofadanych hladkych svalovych bunék.
V malych a stfedné velkych vénach jsou vyvinuty chlopné. Jsou to parové
kapsovité vychlipky tunika intima tvofené elastickou vazivovou tkani lemovanou

po obou stranach endotelem [29].



2.2 Funkce endotelu za fyziologickych podminek

1. Vyznam endotelu spoCiva mimo jiné vjeho funkci bariéry. RUzné
elementy reguluji integritu endotelu a tim i jeho permeabilitu. Ty zahrnuji
mezibunécné spoje, bunécné povrchové vazici proteiny, elektrostaticky naboj
endotelové membrany a slozeni bazalni membrany. NejdulezitéjSi jsou
mezibunécna spojeni, ktera tvofi fyzikalni vazbu mezi dvéma kontinualnimi
buné&nymi membranami [33].

Byly identifikovany tfi hlavni typy bunéénych spojeni mezi endotelovymi
burfikami: tight junctions, gap junctions a adherens junstions. Systém
endotelovych spojeni je vysoce dynamicky a reverzibilni, takZze umozni prostup
krevnich  komponent do tkani. Endotelové spoje jsou tvorfeny
transmembranovymi proteiny napojenymi na cytoplazmatické a cytoskeletarni
proteiny [15].

Nékteré biologické faktory mohou ovlivnit endotelové spoje a tak ovlivnit
permeabilitu endotelu. Rychle ji mohou zvysit mediatory zanétu jako trombin a
histamin. Mezi mozné mechanizmy ovlivnéni permeability patfi fosforylace
proteinl zapojenych do struktury endotelovych spojl s usekem aktin-myosin,
dostfediva odtazeni endotelovych bunék a nartst gap junctions [37].

2. Endotel hraje dvoji roli v regulaci vasomotorického tonu. Produkuje a
uvoliiuje jak relaxacni tak konstrikéni faktory. V normalnim endotelu pfevaZuje
vliv vazodilataénich faktor( nad vazokonstrik&nimi.

Hlavni vazodilatacni faktor produkovany endotelovymi burikami je oxid
dusnaty (NO). V endotelu je syntetizovan syntazou oxidu dusnatého (eNOS)
[8]. Je produkovan jako odpovéd na zmény prutoku krve, tenzi kysliku a rizné

dal§i stimuly. Mimoto muze byt produkce NO stimulovana hormony jako je



acetylcholin a vasopresin [56], dale bradykininem a histaminem, destiCkovymi
faktory, jako serotoninem a adenozindifosfatem (ADP). Bylo také prokazano, ze
zanétlivé cytokiny jako TNF a LDL snizuji expresi eNOS a tim i syntézu NO
[19].

Dysregulace metabolizmu NO je detekovana u fady cévnich chorob
zahrnujicich aterosklerézu, hypercholesterolemii, diabetes a hypertenzi [9].

Termin eikosanoidy je souhrnny nazev pro prostaglandiny, prostacykliny,
tromboxany, leukotrieny a kyselinu hydroxyeikosatetraenovou, ktera muze
vznikat zriznych polynenasycenych dvacetiuhlikatych mastnych kyselin.
NejCastéjSi a biologicky vyznamné eikosanoidy jsou derivaty kyseliny
arachidonové (kyselina 5, 8, 11, 14-eikosatetraenova) [30].

Tromboxan A, (TXA;), produkovany primarné destiCkami, pUsobi proti
ucinku PGl,. Hlavni biologické ucinky TXA, jsou vazokonstrikce a agregace
destiCek, zprostfedkované TX receptorem [39].

Endoteliny jsou vazokonstrikéni polypeptidy produkované riznymi tkanémi
jako ffi izoformy: ET-1, ET-2 a ET-3. Jako prvni byl v roce 1988 objeven ET-1,
kdyz byl izolovan z kultury endotelovych bunék [59]. Vazokonstrikéni sila ET-1 a
ET-2 je srovnatelna ale zaroven vétsSi nez ET-3. Endoteliny jsou nejsilnéjsi
znamé konstriktory, pfiblizné stokrat silngjSi nez angiotenzin II, navic ET-1 a
katecholaminy vzajemné potencuji vazokonstikéni uc€inek. Primarni misto
vazkokonstrikéniho ucinku ET-1 je na malych cévach [41].

3. Hemostaticka a fibrinolyticka funkce endotelovych bunék

Jednou z hlavnich funkci endotelu je udrzeni netrombogenniho rozhrani

mezi krvi a tkani.
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Desti¢ky hraji kritickou roli ve vzniku trombdz a spolu se zvySenou
hladinou krevniho cholesterolu take V rozvoji aterosklerozy.
Hypercholesterolémie vede k aktivaci destiCek a vzrastu interakce mezi
desticCkami a cévnim endotelem. Tento proces je zprostfedkovany
von Willebrandovym faktorem a fibulin-fibrinogen komplexem. Degranulace
destiCek vede k uvolnéni silnych vazoaktivnich faktorl a rustovych hormonu,
které mohou pfispét k poSkozeni endotelovych bunék (napf. serotonin) nebo
stimulovat proliferaci hladkosvalovych bunék (napf. destiCkovy rlstovy faktor
PDGF) [18]. Navic aktivované desticky stimuluji pfilnavost leukocytd k endotelu
a pfispivaji k oxidaci LDL. Endotelové bunky mohou regulovat aktivitu destiCek
produkci a uvolnénim faktoru aktivujici destiCky (PAF). Ten je ale také
produkovan neutrofily, monocyty, makrofagy, bazofily, eozinofily a mastocyty.
Stimulaéni efekt destiCkové aktivace mohou inhibovat produkty endotelovych
bunék. Napfiklad NO i PGI, projevuji ihibiéni u€inek na aktivaci desticek.
V pokrocilych stadiich aterosklerézy muze vést zvySena interakce mezi
destiCkami a endotelem k utvareni trombu. Navic destiCky pfispivaji k masivni
trombotické odezvé spojené s rupturou zralého aterosklerotického platu [18].

Tkanovy faktor (TF) je integralni membranovy protein, jehoz extracelularni
doména funguje jako receptor pro faktor VII/VlIla. TF se akumuluje
v poSkozenych cévach a aterosklerotickych platech. Domnivame se, Ze

akumulace TF je odpovédna za trombogenicitu plata [3].

11



2.3 Endotelialni dysfunkce

Endotelialni dysfunkci rozumime lokalizované €i generalizované postizeni
endotelu charakterizované zvySenim propustnosti cévni stény a vznikem
nerovnovahy mezi vazoaktivnhimi a hemokoagulacnimi mechanismy. Dochazi
k pfevaze vazokonstrikénich, protrombotickych a proliferaCnich pochodu
s proaterogennim uc€inkem. Endotelialni dysfunkce hraje dulezZitou roli
v patogenezi cévni aterosklerdzy, arterialni hypertenze, diabetu nebo srdecniho
selhani [45].

Pldsobeni aterogennich lipidd je provazeno snizenou aktivitou
endotelidlniho NO pfi jeho degradaci tvofenymi kyslikovymi radikaly, to pak
vede Kkuplatnéni rustovych faktord, praniku monocytd a LDL ¢astic
subendotelialné a k tvorbé pénovych bunék. Pfitomnost lipoproteinu inhibuje
fibrinolyzu a pfispiva ke vzniku trombotickych komplikaci.

Ke strukturalnim zménam endotelu, k hypertrofii a hyperplazii hladkych
svalovych bunék dochazi u nemocnych s arterialni hypertenzi. Hlavni roli zde
hraje zvySena aktivita osy renin-angiotenzin-aldosteron a snizena aktivita
vazodilata¢nich plsobku (NO, prostacyklinu). Dochazi ke zvySeni permeability
endotelu a expresi adheznich molekul (E-selektinu, ICAM-1, VCAM-1), coz
umozni adhezi a prinik zanétlivych bunék do cévni stény [2].

Ke zvySeni permeability endotelu pro aterogenni lipidy vede i
hyperglykémie, ktera je spojena s glykosylaci lipoproteini a glykaci bilkovin.
Hyperglykémie aktivuje endotel k expresi adheznich molekul, a takto dochazi
k praniku monocytl pres endotel. Dale k rozvoji endotelialni dysfunkce pfispiva
zvySena syntéza kontraktiinich a rust stimulujicich faktord (endotelin,

angiotensin I, tromboxan A2, PDGF).
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K prukazu endotelialni dysfunkce se muze pouzit fada metod mezi které
patfi: 1. sledovani cévni reaktivity na vazoaktivni podnéty, kdy sledujeme
vazorelaxacni schopnosti cév na farmakologické podnéty. 2. laboratorni
stanoveni markert endotelialni dysfunkce (jako jsou endotelin-1, NO, adhezni
molekuly E a P-selektin, ICAM-1, VCAM-1, hemokoagulac¢ni faktory (PAl, t-PA,
vWf) a zanétlivé mediatory — CRP) a 3. sledovani metabolizmu znacenych

prekurzoru [42].

2.4 Ateroskleroza

Ateroskler6za je podle WHO definovana jako variabilni kombinace zmén
intimy artérii spojena s ukladanim lipidd (cholesterolu), polysacharidi a
krevnich elementd a v dalSim vyvoji tvorbou fibrézni tkané provazenou
ukladanim vapenatych slou€enin, se zménami v medii artérii. Postihuje velké a
stfedni artérie tvorbou subintimalniho ztlusténi (ateromu), které muize vést

k omezeni nebo az obstrukci krevniho pritoku [51].

2.4.1 Rizikové faktory

Rizikové faktory pro vznik ateroskler6zy mizeme rozdélit na endogenni,
tedy potencialné neovlivnitelné, a na ty, které je mozné vhodnym zasahem

ovlivnit.

2.4.1.1. Neovlivnitelné rizikové faktory

Mezi neovlivnitelné faktory patfi vysSi vék, muzZské pohlavi a rodinna

dispozice.
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2.4.1.2 . Ovlivnitelné rizikové faktory

Sem Fadime dyslipoproteinemii, hypertenzi, hyperhomocysteinemii,
kourfeni, diabetes mellitus, obezitu, infekci, nedostatek pohybu, nedostatek
estrogent, nedostatek antioxidancii, nenasycenych mastnych kyselin a
vliakniny, nadbytek pfijimané energie, cholesterolu, nasycenych mastnych
kyselin [54].

Dyslipoproteinemie je nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem. Vyznamna
je predevSim zvySena koncentrace LDL-cholesterolu a zaroven snizena
koncentrace HDL-cholesterolu. PfedevSim koufeni, obezita a nedostatek
pohybu ma vliv na sniZeni hladiny HDL-cholesterlolu [49].

Koureni  zvySuje riziko postizeni perifernich  tepen, ICHS,
cerebrovaskularnich chorob a reokluzi po revaskulizaCnich vykonech. Na
endotel plsobi toxicky predevs§im nikotin a CO. DalSi latky obsazené v koufi
zpusobuji zvétSenou pfilnavost trombocytll a zvySenou propustnost endotelu.
Koufeni zvySuje hladinu LDL-cholesterolu a sniZuje HDL-cholesterol [35].

Diabetes mellitus pusobi prostfednictvim dyslipoproteinemie a
glykosylace pojivové tkané. Hyperinzulinemie poskozuje cévni endotel [24].

Hypertenze. Angiotenzin |l pfispiva k rozvoji aterogeneze stimulaci
proliferace bunék cévni hladké svaloviny a k oxidacnimu stresu.

Ukazalo se, Ze i chronicka infekce ma souvislost s rozvojem
aterogeneze. V ateromovych platech byla dokazana pfitomnost herpetickych
vird a Chlamydia pneumoniae a zvySeny titr protilatek proti rGznym infekénim

agens.
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2.4.2 Patofyziologie

Na patogenezi aterosklerézy se podili nékolik faktord, mezi které patfi
jednak poskozeni cévni stény mechanickymi, chemickymi nebo infekénimi vlivy
(vysoky krevni tlak, nikotin, viry, toxiny), tak vysoké hladiny krevnich lipid.

Aterosklerdza se vyviji v nékolika charakteristickych stadiich.

Prvni stadium je charakterizované lipidnimi prouzky, vyskytuje se
pravdépodobné u vSech lidi a vznika jiz v détském véku. Lipidni prouzky jsou
tvofeny shluky pénovych bunék [58].

Aterogenni proces se vyviji na zakladé endotelialni dysfunkce. Reakci
monocytld a trombocytd. Monocyty pronikaji do intimy, pod vlivem rdstovych
faktord jako EDGF (endothelium-derived growth factor) nebo faktor(
stimulujicich tvorbu kolonii jako napf. M-CSF dochazi k jejich transformaci
na makrofagy, které produkuji kyslikové radikaly, které maiji agresivni ucinky
na buriky endotelu a blokuji u¢innost endotelem vytvareného NO. Tim dochazi
ke snizeni dostupnosti a ucinku NO, coz vede zejména ke zvySené adhezi
trombocytll a monocytd na endotel a k inhibici jeho antiproliferativniho a
vazodilataéniho pusobeni na hladkou svalovinu cév. Kyslikovymi radikaly jsou
vcestovalé LDL oxidativné modifikovany, vazou se na subendotelialni
proteoglykany a kolagen [49]. Oxidované LDL pfimo aktivuji endotel, plsobi
chemotakticky na monocyty a zvySuji endotelialni expresi P-selektinu, VCAM-1
a ICAM-1. Vysledkem je aktivace cirkulujicich monocytl a T lymfocytl a jejich
prostup do intimy cév [25]. Oxidované LDL, které nemohou byt vychytavany
cestou LDL receptort, jsou fagocytovany makrofagy a vznikaji tzv. pénové

bunky a jejich nahromadénim lipidni prouzky. Prostup leukocytu
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do subendotelialnich prostor se nazyva ,kutaleni po endotelu a spociva
v interakci mezi lektinovymi receptory leukocytl a selektiny. Vytvoreni pevné
vazby je zprostfedkovano interakci mezi adheznimi molekulami VCAM-1 a
ICAM-1 a integriny. Transmigraci leukocytd umoziuje molekula PECAM-1,
ktera se nachazi v mezibunécnych spojich endotelialnich bunék a interaguje
s PECAM-1 molekulou na leukocytech [13].

Druhym stadiem vyvoje aterosklerozy je fibromuskularni plat, pro ktery je
charakteristicka migrace hladkosvalovych bunék z medie do intimy a proliferace
extracelularni matrix. Makrofagy, podilejici se na tvorbé lipidnich prouzku,
produkuji Ffadu latek, které ovliviiuji dalSi formovani aterosklerotické léze.
Ve velké mife produkuji chemokin MCP-1, ktery zesiluje chemotaxi a podili se
na dal§i akumulaci makrofagl v lézi. Dale produkuji spolecné s endotelem
destiCkovy rastovy faktor (PDGF), monocytovy rustovy faktor (MDGF) a
zanétlivé IL-1B a IL-8, které pfispivaji ke zméné kontraktiiniho fenotypu
hladkosvalovych bunék na fenotyp synteticky a také podporuji proliferaci a
migraci hladkosvalovych elementd. TNF-a produkovany aktivovanymi
makrofagy spole¢né s IL-18 zvySuje expresi adhezivnich molekul VCAM-1 a
ICAM-1 [7].

V této fazi vstupuji do procesu aterogeneze hladkosvalové bunky.
Normalné se nachazeji v kontraktilnim stavu, podileji se na udrzeni cévniho
tonu, na syntéze extracelularni matrix v medii a na reparaci cévni stény
pfi rlznych poranénich. Po zméné na synteticky fenotyp (pomoci rustovych
faktorll a chemokini makrofagl a T lymfocytd) dochazi k rozruSeni bazalni
membrany a zméné exprese nékterych adhezivnich molekul. Hladkosvalové

buriky se uvolni zvazby na extracelularni matrix v medii a transmigruji
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do intimy, kde se vazou prostfednictvim VCAM-1 a ICAM-1 molekul
na endotelové bunky, makrofagy a leukocyty. V intimé zacnou hladkosvalové
buriky produkovat slozky extracelularni matrix, zejména kolagen [55].

Kolagen je v aterosklerotickych |ézich tvofen nejen hladkosvalovymi
burikami, ale i endotelialnimi bufikami a fibroblasty. Syntéza kolagenu souvisi
jak se zménou fenotypu, migraci a proliferaci hladkosvalovych bunék, tak
s fadou lokalnich i systémovych Ciniteld (TGF-B, PDGF, angiotensin I, IL-1,
homocystein a mechanické napéti stimuluji tvorbu kolagenu) [57].

Za predpokladu, Ze aterogenni faktor prestane v tomto stadiu pusobit,
endotelové buriky jeSté mohou regenerovat a postupné obnovit svou funkci.
Vysledkem je pouhé ztlusténi intimy, ktera obsahuje pouze jednu nebo dvé
vrstvy myocytl, které se zde normalné nevyskytuji. Pokud aterogenni faktory
stale pusobi, onemocnéni se dale rozviji.

Ateromovy plat — je to jiz pokrocila ateroskleroticka léze, kde doSlo
k vytvofeni nekrotického lipidového jadra, zformovani fibromuskularni €epicky a
ukladani vapenatych iontu.

Makrofagy dale pohlcuji lipoproteinové Castice a ¢aste€né dochazi k jejich
kumulaci ve stfedni Casti platu. ZvySené akumuluji volny cholesterol, zatimco
v po¢atecnich stadiich pohlcovaly estery cholesterolu. Cytotoxické ucinky
volného cholesterolu ziejmé& vedou k odumirani makrofagl. Po zaniku
makrofagu se lipidy akumuluji extracelularné, uvolni se hydrolytické enzymy a
zanétlivé substance a vytvofi se nekrotické lipidové jadro [23].

Také migrace hladkosvalovych bunék z intimy do medie pokraCuje, a to
smérem k povrchu aterosklerotického platu pfes lipidové jadro. Stale syntetizuji

extracelularni matrix, zejména kolagen, elastin a proteoglykany. VSechny tyto
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déje vedou Kk wvytvofeni tzv. fibromuskularni ¢epiCky na povrchu
aterosklerotického platu. V nekrotickych oblastech platu navic dochazi
k ukladani vapniku a mineralizaci.

PokrocCilé aterosklerotické Iéze jsou vzdy potencialné velmi nebezpecné,
protoZze Casto zpuUsobuji stenézu cévy. Pokud se propustnost cévy zmensi
pod 15%, dochazi €asto k projevum ischemie, nejCastéji anginy pectoris.
Klinické komplikace aterosklerézy jako je infarkt myokardu ale nezavisi
na stupni cévni obstrukce, vznikaji pfedevsim jako nasledek trombozy.

Vznik trombu - Toto stadium je vlastné jiz klinickou komplikaci
aterosklerézy. Ke vzniku trombu muizZe dojit bud pfi erozi endotelu nebo
pfi ruptufe platu. Na vzniku trombdzy se podili cela fada faktorl, které Casto
patfi mezi obecné rizikové faktory aterosklerézy. Jsou to hyperlipidémie,
hyperhomocysteinémie, diabetes, 2zvySena koagulacni aktivita, snizena
fibrinolyticka aktivita, atd [21].

Mala eroze endotelu znamena expozici kolagenu a tkarového faktoru
destiCkam, €¢imz vznikaji mikrotromby. Vznik téchto mikrotrombl nema zadny
klinicky vyznam. Pokud je eroze a destrukce endotelu vétsi, dochazi ke vzniku
tzv. Cerveného trombu, ktery obsahuje velké mnozstvi destiCek, Cervenych
krvinek a fibrinu. Tento trombus postupné uzavira lumen cévy a mize dojit az
k uplné okluzi. Kromé toho se v misté vzniku trombu rozviji zanétliva reakce
s akumulaci makrofagl a T lymfocytd [10].

Ruptura fiboromuskularni ¢epicky platu ma za nasledek styk krve s nejvice
trombogenni oblasti platu, kterou je kaSovitd hmota s velkou koncentraci
tkanového faktoru, ktery je produkovan makrofagy, hladkosvalovymi i

endotelovymi burnikami. Trombus se vytvafi v intimé, kde dochazi k jeho
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inkorporaci do platu. Pokud je ruptura platu mala, prutok krve rychly a vysoka
fibrinolyticka aktivita, trombus se muzZe uvolnit a dochazi k embolizaci nebo
muze byt postupné degradovan a zadné klinické komplikace se neobjevi.
Ruptura aterosklerotického platu je zpusobena hlavné mechanickymi
silami, které plsobi na plat, a které pfevazi nad mechanickymi viastnostmi
platu. Stabilitu platu vyznamné oslabuji makrofagy a T lymfocyty produkci
zanétlivych cytokind a proteolytickych enzymU (metaloproteinaz), které snizuji
syntézu a zvySuji degradaci extracelularni matrix. Stabilita je oslabena také
kumulaci lipidi, degradaci kolagenu, apoptézou a snizenou migraéni a

proliferacni aktivitou hladkosvalovych bunék [32].

2.5 Adhezni molekuly, VCAM-1

Mediatory zanétlivé reakce endotelové buriky

Rozvoj zanétlivé reakce na cévnim endotelu je normalni obranny
mechanismus jako odpovéd na posSkozeni nebo aktivaci cévni stény.
Fyziologicky vyznam takové reakce spociva v udrzovani normailni struktury a
funkce cévni stény a celého organizmu. Ukazalo se, ze mysSi s deficitem
exprese adheznich molekul postihuji rekurentni infekce. Na druhou stranu,
Cetné iniciace zanétlivé reakce s nasledujicim rozvojem pozitivni zpétné vazby
zanétlivého cyklu mohou vést k téZkému poSkozeni tkané a to je spojeno
s cévni patologii, zahrnujici rozvoj atreosklerotickych platu [27].

VCAM-1 stimuluje adhezi lymfocytd a monocytd na povrch cévniho
endotelu. VCAM-1 mohou vazat eozinofily a bazofily, nikoli vSak neutrofily. Tato

adhezni molekula je primarné exprimovana na endotelovych bunkach; ale
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mohou ji produkovat i burfiky hladkych svalu cév nebo buriky kostni diené [47].
Mezi nejznaméjsi induktory VCAM-1 exprese patii TNF, IL-1 a oxidovany LDL.
Transkripéni regulace VCAM-1 vyzaduje nuklearni faktor kappa B (NF-xB) a
aktivator proteinu-1 (AP-1). Exprese VCAM-1 je také zvySena podavanim
vysokocholesterolové diety u experimentalnich modelt aterosklerézy [36].

Exprese na endotelu se objevuje jiz po tydnu krmeni, kdeZto exprese

v hladkych svalovych burikach se objevuje az po 6 tydnech.

2.6 Endoglin(CD105)

Endoglin je homodimérni transmembranovy glykoprotein, tvofici cast
transforming growth beta (TGF-B) receptor komplexu.

Endoglin je primarné exprimovan endotelidlnimi bunkami, aktivovanymi
makrofagy, trofoblastem a fibroblasty. Endoglin je povaZzovan za vyznamny
marker angiogeneze a tudiZ je jeho exprese vyznamna jak v embryonalnim
vyvoji, tak také pfi procesu hojeni ran, pfi infarktech a béhem kancerogeneze
[31]. Je vSak exprimovan i hladkosvalovymi bunkami v aterosklerotickych
platech [34]. Ukazalo se, Ze overexprese endoglinu sniZzuje bunéénou citlivost
na TGF-p1. Mutace genu CD 105 se projevi jako dédi¢na hemorrhagicka
teleangiektazie typu | (HHT-1).

Vzhledem k tomu, Ze bylo popsano, ze endoglin mize modulovat u€inky
TGF-B, ktery je povazovan za vyznamny antiaterogenni faktor, myslime si, ze

zmény jeho exprese mohou hrat roli v procesu aterogeneze.
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2.7 Statiny v lecbé hypercholesterolemie

Podavani statind, které jsou v souCasnosti povazovany za nejucinné;si
hypolipidemika, predstavuje jednu z moznych cest IéEby hypercholesterolemie.
Lécba by vSak méla byt komplexni, zaméfena predevSim na celkovou
zivotospravu. PFi dlouhodobém podavani statind bylo pozorovano snizeni
vyskytu koronarnich pfihod a celkové sniZzeni mortality. Vyhodou této skupiny

hypolipidemik je relativné maly vyskyt nezadoucich u&inku [1].

2.7.1 Mechanismus ucinku statinu

Statiny jsou kompetitivni inhibitory kliCového enzymu v biosyntéze
cholesterolu — HMG-CoA reduktazy, ktery katalyzuje pfeménu HMG-CoA
na mevalonat, coz je jeden z Casnych kroku v syntéze cholesterolu, ale i dalSich
dalezitych molekul nesteroidni povahy. Inhibice tohoto enzymu vede k snizeni
syntézy cholesterolu pfedevSim v jaternich burnikach [14]. SniZeni dostupnosti
cholesterolu v hepatocytech vede ke zvySeni exprese receptord pro LDL
na povrchu hepatocyt a tim ke zvySenému vychytavani LDL-Eastic z krevniho
obéhu, coz vede k poklesu téchto €astic v krvi. Snizeni mnozstvi cholesterolu
v hepatocytech zplsobuje také snizeni produkce VLDL-Eastic v jatrech, to vede
ke snizeni plazmatické koncentrace triglyceridi, druhotné také ke snizeni
pfemény VLDL-Castic na LDL-Castice a tim opét ke snizeni koncentrace LDL-

cholesterolu [5].
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2.7.2 Pleiotropni ucinky statint

U statind byly prokazany jesté dalSi, tzv. pleiotropni ucinky. Mezi né patfi
antiproliferaCni, antioxidaCni, protizanétlivé (snizuji hladinu CRP) a
imunomodulaéni uc€inky. Statiny zvySuji stabilitu ateromového platu a jsou
odpovédné za pokles trombogenniho potencialu (snizuji aktivaci destiek,
protrombinu, faktoru XIlI, Stépeni fibrogenu). Vysledky klinickych studii dale
prokazuji pokles cévni mozkové pfihody a prevalence Alzheimerovy nemoci je

u pacientt I1é€enych statiny o 60% nizsi [22].

2.7.3 Atorvastatin

Atorvastatin je hypolipidemikum ze skupiny inhibitor HMG-CoA-reduktazy.
Je indikovan predevsim k |éCbé izolované hypercholesterolemie a smiSené
lipoproteinemie s pfevahou zvySeni cholesterolu. Atorvastatin je jako jediny
ze statind  indikovan  u nemocnych s homozygotni formou familiarni
hypercholesterolemie. Dale se vyuziva v kombinaci s jinymi hypolipidemiky
k 1éEbé dalSich typu dyslipidemii [26].

Chemicky je atorvastatin 7-[3-fenyl-4-fenylkarbamoyl-2-fluorofenyl-5-(2-
propyl)pyrrol-1-yl]-(2R,4R)-2,4-dihydroxyheptanova kyselina. Jedna se o plné
synteticky lipofilni statin.

Atorvastatin je po peroralnim podani rychle absorbovan (asi z 30 %),
podléha vyraznému first-pass” efektu v jatrech, takze jeho biologicka
dostupnost je pfiblizné 14 %. Maximalni plazmatické koncentrace dosahuje
po 1-2 hodinach [11].

Atorvastatin je z98 % vazan na plazmatické proteiny, jeho distribucni

objem Cini 5,8 I/kg. Je metabolizovan cytochromem P-450 3A4, z velké Casti
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na biologicky aktivni metabolity, sdm je téz biologicky aktivni. AvSak 70% jeho
inhibiéni aktivity vu¢i HMG-CoA-reduktaze je zpusobeno jeho aktivnimi
metabolity. Atorvastatin i jeho metabolity jsou vyluCovany pfevazné Zluci.
Biologicky poloCas eliminace je pfiblizné 14 hodin. PoloCas inhibiCni aktivity
HMG-CoA-reduktazy je vSak 20-30 hodin, vzhledem k pfitomnosti a delSimu
eliminacnimu polo€asu jeho aktivnich metabolitu. Pfi jaterni nedostatecnosti je
plazmaticka koncentrace atorvastatinu vyrazné zvysena [52].

Mezi nejCastéjSi nezadouci ucCinky pfi léCbé statiny patfi dyspepsie,
nauzea, flatulence, bolesti bficha, zacpa, bolesti hlavy, vzacnéji zvraceni,
zavraté, parestezie, alopecie. Nutno vSak podotknout, Zze |éCba statiny je

bezpetna a jeji profit je podstatné vysSi nez jeji rizika. Potencialné

Vv s
Vv s

Vv s
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3 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo detekovat a kvantifikovat zmény
endotelialni exprese VCAM-1 a endoglinu ve sténé cévy u kmene mysSi
C57BL/6J, kterym byla podavana aterogenni dieta. Dale byl sledovan vliv
kratkodobé podavaného hypolipidemika atorvastatinu na zménu v expresi
téchto endotelialnich marker. Pro vizualizaci exprese VCAM-1 a endoglinu
byly vyuzity imunohistochemické metody a ke kvantifikaci jejich exprese

stereologické metody.
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4 Experimentalni cast

4.1 Zvirata a predepsana dieta

Jako experimentalni model byli pouziti samci mysi kmene C57BL/6J
ve stafi 4 tydnd. Mysi byly rozdéleny do 2 skupin (v obou skupinach bylo 8
jedincl). Prvni skupinou byly C57BL/6J mysSi krmeny cholesterolovou dietou
obsahujici 1.25% cholesterolu, 15% tukd a 0.5% cholové Kkyseliny
(cholesterolova skupina) po dobu 12 tydn(. Druhé skupiné mysi byl k této
cholesterolové dieté pridavan atorvastatin v mnozstvi 10mg/kg. Davka
atorvastatinu byla zvolena dle davky pouzité v pfedchazejicich experimentech
jinych autortl [28]. VSechna zvifata dostavala atorvastatin po dobu 8 tydnd.
V pribéhu experimentu se nevyskytly zadné rozdily v tydennich primérech
spotfeby potravy nebo v hmotnosti zvirat.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylatnéna a byla provedena
euthanasie predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce
vzorky krve pro biochemické vySetfeni. Dale byly odebrany segmenty tkané
tvofené aortou spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily
do OCT media (Leica, Praha, Ceska republika), nasledn& byly zmrazeny

v tekutém dusiku a uskladnény v - 80°C.
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4.2 Biochemicka analyza

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

(ULTROSPECT lII, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3 Imunohistochemie

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm
dlouhych segmentech aortalniho sinu a aortalniho oblouku. Vzorky se ponofily
do OCT smési (Leica, Praha, Ceska republika), nasledn& byly zmrazeny
v kapalném dusiku a ulozeny v chladni€ce pfi - 80°C. Poté byly nakrajeny série
priénych fezd o tloustce (7 pum) na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly
pfeneseny na sklicka, ktera byla pfedem upravena v roztoku Zelatiny. Rezy se
nechaly oschnout (60 minut) a pak se na 15 minut viozily 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 fezu a jejich lepsi
adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy po 15 minutovém usuSeni viozily
na 10 minut do PBS (phosphate saline buffer). PBS je roztok fosfatovych soli,
ktery béhem barveni slouZil jako pufr o pH 7,4, a vytvarel idealni prostfedi
pro barveni. Rezy se na 30 minut ponofily do roztoku 10% goat séra v PBS
(Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko), aby se zablokovala nespecificka
vazebna mista. Poté se nechaly inkubovat s avidinem D (15 minut), oplachly se
v PBS, nechaly se inkubovat s biotinem (15 minut) a opét se oplachly v PBS.
1 hodinu se pak inkubovaly s primarni protilatkou pfi pokojové teploté.

V experimentu byly pouZity nasledujici primarni protilatky:
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e monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD31 (platelet endothelial cell
adhesion molecule, PECAM-1) fedéna v BSA 1/100

e monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) fedéna v BSA
1/100

e monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD105 (endoglin) zfedéni 1/50.
VSechny protilatky byly zakoupeny ve firmé BD Pharmingen (California, USA)
Poté se fezy viozZily do roztoku PBS (2x5minut), dale do 10% goat séra v PBS.
Dale se fezy inkubovaly se sekundarni protilatkou (30 minut) —rat anti-goat
u VCAM-1 a endoglinu, ktera byla znacena biotinem (Vector Laboratoriem,
USA) a opét se fezy vlozily do roztoku PBS (5 minut). Pak se fezy vlozily
na 15 minut do 3% roztoku peroxidu vodiku PBS. Opét se fezy vilozZily
do roztoku PBS (2x5 minut). Pripravili jsme ABC komplex elite (Vector
Laboratoriem, USA) z roztoku A a roztoku B, do kterého jsme viozili fezy
na 30 minut. Rezy se nechaly oplachnout v PBS. 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). Na zavér byla sklicka zamontovana

do eukittu.

Pracovni postup

1. nechat uschnout fezy 60 minut
2. fixace aceton (uschovany v — 20°C)) 15 minut
3. ususit 15 minut
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

PBS

10 minut

10% zvifeci serum v PBS (900 yl PBS + 100 pl sera) 30 minut

inkubace s avidin D

oplachv PBS

inkubace s biotinem

PBS

primarni protilatka (fedi se v BSA)

PBS 1

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

sekundarni protilatka ( + mouse serum v PBS)

PBS 3

3% H,0, (8 ml Hy0,+ 70 ml PBS)
PBS 4

ABC komplex elite
PBS 5

DAB (podle navodu)
destilovana voda
aceton

aceton-xylen (10:1)
aceton-xylen (1:10)
3x xylen

Eukitt — montovani kryciho skliCka

28

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 urcit Cas
oplach
oplach

3 minuty
3 minuty

2 minuty



4.4 Kvantitativni analyza imunohistochemie a velikost lézi

Plochy endotelialni exprese PECAM-1, VCAM-1 a endoglinu byly
kvantifikovany pomoci stereologickych metod [44]. Nejprve se nakrijela série
fezu o tloustce 7um (0,385mm dlouhé useky cévy tvofici tzv. referenéni objem).
Byl proveden systematicky nahodny vybér fezl z referenéniho objemu. Prvni
fez pro kazdé imunohistochemické barveni byl vybran nahodné&, a pak se vybral
kazdy jedenacty fez, takze pét fezl pro kazdé barveni bylo pouzito
ke stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci mrizky,
ktera se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 200 prisec€iki mezi body sité
a aterosklerotickym platem na jednu cévu [43]. Odhadovana plocha

ateroskleroticke 1éze se vypocetla podle vzorce:

estA= a *P
kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu
bodu a P je poCet pruseciki mezi body testovaci sité a aterosklerotickou lézi.
Protildtka PECAM-1 byla pouZita jako marker pfFitomnosti endotelu.
TakZe plocha exprese VCAM-1 a endoglinu v endotelu byla vztaZzena k expresi

PECAM-1 a vypocitana jako :

area(x)
area(PECAM)

estP = *100%

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

plocha PECAM-1 v endotelu.
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Fotodokumentace a digitalizace z mikroskopu byla provedena
mikroskopem Nikon Eclipse E2000, digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana
Corp. USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.82 (Laboratory Imaging
Prague, Ceska republika). Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem

PointGrid ELLIPSE (ViDiTo, Slovensko).

4.5 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena za vyuZiti statistického softwaru
SigmaStat 2.0 (Jandel Corporation). Ke vzajemnému porovnani parametr
u jednotlivych skupin zvifat byla pouzita analyza rozptylu jednoduchého tfidéni
(One Way Anova). Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v pfipadé,
Ze p < a kde 0=0.05. Pokud se mezi skupinami vyskytl statisticky vyznamny

rozdil, byl pouzit Tukey test pro mnohoc€etna porovnani.
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5 Vysledky

5.1 Biochemicka analyza

Podavani atorvastatinu u C57BL/6J mySi krmenych aterogenni dietou
vyznamneé snizilo hladinu cholesterolu v porovnani s C57BL/6J skupinou mysi,
kterym byla podavana pouze aterogenni dieta (4.11 £ 0.24 vs. 541

0.35 mmol/l, P = 0.005).

Graf €. 1: Hladiny celkového cholesterolu u obou experimentalnich skupin.
Podavani atorvastatinu vyrazné snizilo hladiny celkového cholesterolu
ve srovnani se skupinou, které byla podavana pouze aterogenni dieta

(‘P = 0.005).
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5.2 Imunohistochemické barveni VCAM-1 a endoglinu v oblasti
aortalniho sinu.

V oblasti aortalniho sinu a oblouku nebyly u zadné z mysSi pfitomny
aterosklerotické |éze nebo jiné morfologické abnormality. Exprese PECAM-1
byla zjiSténa v endotelovych bunkach ve vSech skupinach mysi. Tato protilatka
byla pouzita jako standard pro detekci intaktniho endotelu.

Exprese VCAM-1 byla pozorovana pfevazné v endotelu aorty u obou
skupin zvifat. (viz Obr. 1) Pouze velmi slaba exprese byla nalezena v kapilarach
okolniho myokardu. Podavani atorvastatinu nevedlo k vyrazné zméné intenzity
barveni VCAM-1.

Exprese endoglinu v experimentu byla detekovana v endotelu aorty
u vSech zvifat. Dale byla pozorovana v myokardu, a to v kapilarach a v endotelu
mensSich cév. Exprese endoglinu byla podobna z hlediska lokalizace u vSech

mysSi v experimentu. LiSila se pouze z hlediska intenzity barveni (viz Obr. 2).
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Obr. 1: Exprese VCAM-1 v endotelu aortalniho sinu cholesterolové skupiny
zvirat (A) a skupiny, které byl podavan atorvastatin (B). Exprese je pozorovana
pouze v endotelialnich burnkach (viz. Sipky). Intenzita ani typ barveni VCAM-1

nebyly po podavani atorvastatinu vyrazné zménény. ZvétSeni 100x.
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Obr. 2: Exprese endoglinu v endotelu aortalniho sinu cholesterolové
skupiny zvifat (A) a skupiny, které byl podavan atorvastatin (B). Endotelialni

exprese endoglinu byla po podavani atorvastatinu snizena (B). ZvétSeni 100x.
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5.3 Stereologicka analyza endotelialni exprese VCAM-1 a
endoglinu v oblasti aortalniho sinu

Kvantitativni stereologicka analyza endotelidlni exprese VCAM-1 a
endoglinu byla vztaZzena k expresi PECAM-1 na endotelu, ktery vyjadfuje 100%
pritomnost endotelialnich bunék. Vysledky tedy vyjadfuji procento aktivovanych
bunék barvenych VCAM-1 nebo endoglinem. Podavani atorvastatinu neovlivnilo
expresi VCAM-1 u mySi krmenych cholesterolovou dietou (38.7 + 6.6 vs. 41.0 £
4.3%, P = 0.788) v porovnani s neléCenymi mySmi. (Obr. 1).

Naopak se ukazalo, Zze endotelidlni exprese endoglinu byla signifikantné
snizena u skupiny mysSi C57BL/6J krmenych cholesterolovou dietou, které byl
podavan atorvastatin (37.1 £ 5.6 vs. 21.3 + 4.8 %, P=0.049) ve srovnani

s neléCenou skupinou. (Obr. 2)
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Graf €. 2: Stereologicka analyza endotelialni exprese VCAM-1 v aortalnim
sinu. Exprese VCAM-1 nebyla po podavani atorvastatinu snizena ve srovnani

s nele¢enou skupinou (P = 0,788)
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Graf €. 3: Stereologicka analyza endotelialni exprese endoglinu v aortalnim
sinu. Kvantitativni analyza prokazala signifikantni snizeni exprese endoglinu

po podavani atorvastatinu ve srovnani s nele¢enou skupinou (* P=0.049)
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6 Diskuse

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozSifenym
onemocnénim, které urCitym zpusobem postihuje v8echny vékové skupiny
obyvatelstva. Klinické pfFiznaky aterosklerézy, které se ve vétSiné pfipadu
objevuji az v pozdéjSich letech Zivota jsou dnes velmi frekventované a
ateroskler6za je v souCasné dobé pfiCinou témér 50% vSech umrti. Rozsahly
vyzkum v oblasti aterosklerézy odhalil v poslednich letech fadu novych
poznatkll, které pfispivaji k pochopeni déju, ke kterym dochazi bé&hem
aterogenniho procesu. Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu
zdUraznuji ulohu zanétlivé reakce v procesu aterogeneze [49]. V souvislosti se
zanétem se intenzivné studuje uloha adhezivnich molekul, slozek imunitniho
systému, ale i dalSich faktord modifikujicich zanétlivou reakci, které tak obecné
participuji na rozvoji a vzniku Kklinickych komplikaci aterosklerézy [20].
Za zakladni a prvni krok v patogenezi aterosklerézy je dnes povazZovana
endotelidlni dysfunkce charakterizovana aktivaci endotelu s naslednou expresi
zanétlivych, proliferacnich, vazokonstrik&nich markeru.

Tato diplomova prace byla proto zaméfena na moznosti ovlivnéni
endotelialni exprese dvou riznych markerl VCAM-1 a endoglinu u C57BL/6J
mySi krmenych aterogenni dietou podavanim atorvastatinu.

Adhezni molekuly VCAM-1 a dalSi jako napf. ICAM-1, selektiny jsou
markery endotelialni dysfunkce, a to jak v ¢asnych, tak i pokrocilejSich stadiich
aterogeneze. Jejich exprese se zvySuje pfi hypercholesterolemii a jsou zasadni
pro prostup makrofagl a lymfocytld do cévni intimy, ¢imz se vyrazné podileji

na progresi aterosklerotickych zmén.
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CD 105 endoglin je homodimericky transmembranovy protein o 180 kDA.
Je soucasti receptorového komplexu TGF-B [12]. Exprese endoglinu pfeviada
na endotelidlnich burikach, makrofazich, fibroblastech a hladkych svalovych
burikach medie [38]. Kromé toho bylo demonstrovano, Ze exprese endoglinu je
zvySena béhem angiogeneze a pfi vyvoji nadorového onemocnéni. Mimoto byla
exprese endoglinu zvySena v hladkosvalovych bunkach a endotelialnich
burikach v pokrocilych aterosklerotickych lézich v prasecich karotidach [4].

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

MysSi jsou za normalnich podminek vysoce rezistentni vuci ateroskleroze.
Hladinu cholesterolu maji kolem 2 mmol/l a cholesterol je lokalizovan hlavné
v antiaterogennich HDL lipoproteinech a tudiz se u nich neformuji
aterosklerotické léze. Nicméné, pokud se mySim podava dieta s vysokym
obsahem cholesterolu a kyselinou cholovou, jejich hladina cholesterolu se
dvojnasobné az trojnasobné zvysi [6]. K indukci hypercholesterolemie a rozvoji

aterogennich zmén je nejnachylnéjsi kmen mysi C57BL/6J.

Z vySe uvedenych davodu jsme v této diplomové praci pouzili vysoce
aterogenni dietu s obsahem 1.25% cholesterolu, 15% tuk( a 0.5% cholové
kyseliny k tomu abychom pfispéli k rozvoji hypercholesterolemie u C57BL/6J
mysSi.

Néktefi autofi ukazali, Ze podavani takovéto diety vede k formovani
aterosklerotickych |ézi v oblasti aortalniho sinu a aortalniho oblouku [46].
Nicméné nam se nepodafilo zjistit Zadné aterosklerotické léze ani dalSi

morfologické abnormality ve sténé cévy u téchto mysi. Toto mohlo byt
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zpusobeno tim, Ze doba podavani cholesterolové diety nebyla dostatecné
dlouha k indukci rozvoje plati (12 tydnd) na rozdil od studii, které pouzivaly
14-18ti tydenni dobu krmeni [48], coz v8ak v nasem pfipadé nevadilo, nebot
jsme se chtéli zaméfit pfedevSim na studium chovani endotelu jesté

pred formovanim morfologicky detekovatelnych aterosklerotickych lézi.

Statiny jsou inhibitory HMG-CoA reduktazy, enzymu, ktery se podili
na syntéze cholesterolu (na pfeméné HMG-CoA na mevalonat). Dochazi
ke zvySené expresi LDL receptort, které odstraniuji LDL cholesterol a
prekurzory LDL cholesterolu zcirkulace [17]. Rada klinickych a
experimentalnich praci z posledni doby vSak také jednoznacné poukazuje
nato, ze statiny zlepSuji funkci endotelu, zvysuji stabilitu krevnich desticek,
snizuji oxidacni stres a pusobi také protizanétlivé [53]. Tyto u€inky se nazyvaji

jako pleiotropni nebo také nelipidove.

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

aortalniho sinu a aortalniho oblouku.

Podavani atorvastatinu signifikantné snizilo celkovou hladinu cholesterolu
umysi, které byly krmeny aterogenni dietou. AvSak navzdory
hypolipidemickému ucinku atorvastatinu se nam nepodafilo zjistit Zadné zmény
v endotelialni expresi VCAM-1. Vysvétleni tohoto faktu muze byt spojeno
s podavanim kyseliny cholové v dieté. Bylo totiz prokazano, Ze podavani
kyseliny cholové v dieté vede k indukci oxidaCniho stresu s aktivaci NF-xB
transkripéniho faktoru. Kyselina cholova v dieté tedy mlze pUsobit prozanétlivé
na cévni endotel a muze se podilet na iniciaci aterogenniho procesu [40]. Da se

tedy Fici, ze navzdory signifikantnimu hypolipidemickému ucinku atorvastatinu
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zde zifejmé nedoSlo k poklesu exprese VCAM-1 pravé diky prozanétlivym
ucinkiim kyseliny cholové na cévni endotel.

VySe popsany hypolipidemicky efekt atorvastatinu byl vSak doprovazen
signifikantnim sniZzenim endotelialni exprese endoglinu. Vzhledem k dal§im
pracim na katedfe biologickych a lékarskych véd, které sleduji problematiku
exprese endoglinu, tento fakt pfispél k poznani, Ze ziejmé existuje vztah mezi
hladinou cholesterolu a expresi endoglinu, a Ize tedy tvrdit, Ze hypolipidemicky
ucinek atorvastatinu ma za nasledek i snizeni exprese endoglinu.

Jak jiz bylo naznaCeno dfive, endoglin je schopen modulovat ucinky
vyznamného cytokinu TGF-B. Bylo napfiklad prokazano, Zze endoglin
antagonizuje inhibi¢ni u€inky TGF-B na endotelové buriky, coz pak ma
za nasledek rozvoj angiogeneze [40]. Vzhledem ktomu, Zze TGF-B pusobi
protizanétlivé, inhibuje Cinnost makrofagl a T lymfocytl a snizuje expresi
adheznich molekul [40], Ize predpokladat, ze zvySena exprese endoglinu by
mohla tyto uCinky inhibovat a pfispivat tak k rozvoji aterogennich zmén. Tudiz
snizeni exprese endoglinu po podavani statind by mohlo predstavovat dalSi
z moznych mechanismu, jak statiny mohou pozitivné ovlivhovat aterogenni

proces.
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7 Zaver

Tato diplomova prace byla zaméfena na studium exprese vybranych
marker endotelialni dysfunkce VCAM-1 a endoglinu v cévni sténé u kmene
C57BL/6J mySi po podavani aterogenni diety s obsahem cholesterolu a
kyseliny cholové. Exprese téchto markert byla sledovana v oblasti aortalniho
sinu a aortalniho oblouku. Pomoci imunohistochemickych a stereologickych
metod byly hodnoceny zmény exprese VCAM-1 a endoglinu po 8 tydennim
podavani atorvastatinu.

Biochemicka analyza krevnich vzorku ukazala, Ze podavani atorvastatinu
zpusobilo pokles hladiny celkového cholesterolu v plazmé C57BL/6J mysSi
krmenych aterogenni dietou ve srovnani s neléCenou skupinou.

Stereologicka analyza imunohistochemického barveni ukazala, Ze
podavani atorvastatinu (10mg/kg denné) signifikantné sniZilo endotelialni
expresi endoglinu.

Naproti tomu endotelialni exprese VCAM-1 nebyla po statinové terapii
zménéna.

Tato diplomova prace prokazala mozny pozitivni vliv atorvastatinu
na expresi endoglinu, ktery co by modulator funkce antiaterogenniho faktoru

TGF-B muze hrat vyznamnou roli v procesu aterogeneze.

41



8 Literatura

[1] Ahmed, M., and P. Griffiths, Statins and secondary prevention of
coronary heart disease. British Journal of Community Nursing, 9: 160-165,

2004.

[2]  Anderson, T. J., Nitric oxide, atherosclerosis and the clinical relevance of

endothelial dysfunction. Heart Fail Rev, 8: 71-86, 2003.

[3] Asada, Y., K. Marutsuka, K. Hatakeyama, Y. Sato, S. Hara, A. Kisanuki,
and A. Sumiyoshi, The role of tissue factor in the pathogenesis of thrombosis

and atherosclerosis. J Atheroscler Thromb, 4: 135-139, 1998.

[4] Behr-Roussel, D., A. Rupin, S. Simonet, E. Bonhomme, S. Coumailleau,
A. Cordi, B. Serkiz, J. N. Fabiani, and T. J. Verbeuren, 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: 1033-1038, 2000.

[5] Bellosta, S., N. Ferri, L. Arnaboldi, F. Bernini, R. Paoletti, and A. Corsini,
Pleiotropic effects of statins in atherosclerosis and diabetes. Diabetes Care, 23

Suppl 2: B72-78, 2000.

[6] Breslow, J. L., Mouse models of atherosclerosis. Science, 272: 685-688,

1996.

[7] Bruunsgaard, H., P. Skinhoj, A. N. Pedersen, M. Schroll, and B. K.
Pedersen, Ageing, tumour necrosis factor-alpha (TNF-alpha) and

atherosclerosis. Clin Exp Immunol, 121: 255-260, 2000.

42



[8] Cannon, R. O., 3rd, Role of nitric oxide in cardiovascular disease: focus

on the endothelium. Clin Chem, 44: 1809-1819, 1998.

[9] Cardillo, C., and J. A. Panza, Impaired endothelial regulation of vascular
tone in patients with systemic arterial hypertension. Vasc Med, 3: 138-144,

1998.

[10] Caspar-Bauguil, S., H. Benoist, J. Alcouffe, S. Aiche, N. Auge, A. Negre-
Salvayre, R. Salvayre, and M. Thomsen, Oxidized LDL, T lymphocytes, and

graft atherosclerosis. Transplant Proc, 29: 2328-2329, 1997.

[11] Cilla, D. D., Jr., D. M. Gibson, L. R. Whitfield, and A. J. Sedman,
Pharmacodynamic effects and pharmacokinetics of atorvastatin after
administration to normocholesterolemic subjects in the morning and evening. J

Clin Pharmacol, 36: 604-609, 1996.

[12] Conley, B. A., J. D. Smith, M. Guerrero-Esteo, C. Bernabeu, and C. P.
Vary, Endoglin, a TGF-beta receptor-associated protein, is expressed by
smooth muscle cells in human atherosclerotic plaques. Atherosclerosis, 153:

323-335, 2000.

[13] Davies, M. J., J. L. Gordon, A. J. Gearing, R. Pigott, N. Woolf, D. Katz,
and A. Kyriakopoulos, The expression of the adhesion molecules ICAM-1,
VCAM-1, PECAM, and E-selectin in human atherosclerosis. J Pathol, 171: 223-

229, 1993.

[14] Davignon, J., and L. Mabile, [Mechanisms of action of statins and their

pleiotropic effects]. Ann Endocrinol (Paris), 62: 101-112, 2001.

43



[15] Dejana, E., R. Spagnuolo, and G. Bazzoni, Interendothelial junctions and
their role in the control of angiogenesis, vascular permeability and leukocyte

transmigration. Thromb Haemost, 86: 308-315, 2001.

[16] Dvorakova, A., and R. Poledne, The incidence of infectious diseases and
changes in the mortality of atherosclerosis-related complications in the Czech

population over the past two decades. Eur J Epidemiol, 19: 707-710, 2004.

[17] Endres, M., and U. Laufs, Effects of statins on endothelium and signaling

mechanisms. Stroke, 35: 2708-2711, 2004.

[18] Farstad, M., The role of blood platelets in coronary atherosclerosis and

thrombosis. Scand J Clin Lab Invest, 58: 1-10, 1998.

[19] Forstermann, U., A. Mugge, S. M. Bode, and J. C. Frolich, Response of
human coronary arteries to aggregating platelets: importance of endothelium-

derived relaxing factor and prostanoids. Circ Res, 63: 306-312, 1988.

[20] Geisler, T., and D. L. Bhatt, The role of inflammation in atherothrombosis:
current and future strategies of medical treatment. Med Sci Monit, 10: RA308-

316, 2004.

[21] Gosk-Bierska, I., and R. Adamiec, [Inhibitors of platelet receptor GP Ilb-
[lla--new possibilities of treatment for atherosclerosis complications]. Pol Arch

Med Wewn, 99: 497-506, 1998.

[22] Gotto Jr, A. M., Jr., and J. A. Farmer, Pleiotropic effects of statins: do

they matter? Curr Opin Lipidol, 12: 391-394, 2001.

[23] Guyton, J. R., and K. F. Klemp, Development of the lipid-rich core in

human atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 16: 4-11, 1996.

44



[24] Hagl, C., J. D. Galla, D. Spielvogel, C. Bodian, S. L. Lansman, R.
Squitieri, M. A. Ergin, and R. B. Griepp, Diabetes and evidence of
atherosclerosis are major risk factors for adverse outcome after elective

thoracic aortic surgery. J Thorac Cardiovasc Surg, 126: 1005-1012, 2003.

[25] Hanyu, M., N. Kume, T. Ikeda, M. Minami, T. Kita, and M. Komeda,
VCAM-1 expression precedes macrophage infiltration into subendothelium of
vein grafts interposed into carotid arteries in hypercholesterolemic rabbits--a

potential role in vein graft atherosclerosis. Atherosclerosis, 158: 313-319, 2001.

[26] Hernandez-Perera, O., D. Perez-Sala, J. Navarro-Antolin, R. Sanchez-
Pascuala, G. Hernandez, C. Diaz, and S. Lamas, Effects of the 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase inhibitors, atorvastatin and simvastatin, on the
expression of endothelin-1 and endothelial nitric oxide synthase in vascular

endothelial cells. J Clin Invest, 101: 2711-2719, 1998.

[27] Hill, G. E., and C. W. Whitten, The role of the vascular endothelium in
inflammatory syndromes, atherogenesis, and the propagation of disease. J

Cardiothorac Vasc Anesth, 11: 316-321, 1997.

[28] Choudhury, R. P., A. L. Carrelli, J. D. Stern, I. Chereshnev, R. Soccio, V.
I. ElImalem, J. T. Fallon, E. A. Fisher, and E. D. Reis, Effects of simvastatin on
plasma lipoproteins and response to arterial injury in wild-type and

apolipoprotein-E-deficient mice. J Vasc Res, 41: 75-83, 2004.

[29] Jarcho, S., J.J. Woodward (1870) on the histology and photomicrography

of minute blood vessels. Am J Cardiol, 30: 542-546, 1972.

[30] Johnston, D. V., and L. A. Marshall, Dietary fat, prostaglandins and the

immune response. Prog Food Nutr Sci, 8: 3-25, 1984.

45



[31] Jonker, L., and H. M. Arthur, Endoglin expression in early development is
associated with vasculogenesis and angiogenesis. Mech Dev, 110: 193-196,

2002.

[32] Keaney, J. F., Jr., Atherosclerosis: from lesion formation to plaque

activation and endothelial dysfunction. Mol Aspects Med, 21: 99-166, 2000.

[33] Lampugnani, M. G., and E. Dejana, Interendothelial junctions: structure,

signalling and functional roles. Curr Opin Cell Biol, 9: 674-682, 1997.

[34] Lastres, P., T. Bellon, C. Cabanas, F. Sanchez-Madrid, A. Acevedo, A.
Gougos, M. Letarte, and C. Bernabeu, Regulated expression on human
macrophages of endoglin, an Arg-Gly-Asp-containing surface antigen. Eur J

Immunol, 22: 393-397, 1992.

[35] Leone, A., Relationship between cigarette smoking and other coronary
risk factors in atherosclerosis: risk of cardiovascular disease and preventive

measures. Curr Pharm Des, 9: 2417-2423, 2003.

[36] Ley, K., and Y. Huo, VCAM-1 is critical in atherosclerosis. J Clin Invest,

107: 1209-1210, 2001.

[37] Lum, H., and A. B. Malik, Regulation of vascular endothelial barrier

function. Am J Physiol, 267: L223-241, 1994.

[38] Ma, X., M. Labinaz, J. Goldstein, H. Miller, W. J. Keon, M. Letarte, and E.
O'Brien, Endoglin is overexpressed after arterial injury and is required for
transforming growth factor-beta-induced inhibition of smooth muscle cell

migration. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 20: 2546-2552, 2000.

46



[39] Maclouf, J., G. Folco, and C. Patrono, Eicosanoids and iso-eicosanoids:
constitutive, inducible and transcellular biosynthesis in vascular disease.

Thromb Haemost, 79: 691-705, 1998.

[40] Marsch-Ziegler, U., and G. Palme, The influence of cholic acid and
cholesterol on cell proliferation in the gallbladder mucosa of the mouse.

Virchows Arch B Cell Pathol Incl Mol Pathol, 39: 217-228, 1982.

[41] Masaki, T., Possible role of endothelin in endothelial regulation of

vascular tone. Annu Rev Pharmacol Toxicol, 35: 235-255, 1995.

[42] Mysliwiec, M., J. Borawski, B. Naumnik, and A. Rydzewska-Rosolowska,
Endothelial dysfunction, atherosclerosis and thrombosis in uremia--possibilities

of intervention. Rocz Akad Med Bialymst, 49: 151-156, 2004.

[43] Nachtigal, P., V. Semecky, A. Gojova, M. Kopecky, V. Benes, and R.
Juzkova, The application of stereological methods for the quantitative analysis
of the atherosclerotic lesions in rabbits. Image Analysis and Stereology, 21:

165-174, 2002.

[44] Nachtigal, P., V. Semecky, M. Kopecky, A. Gojova, D. Solichova, P.
Zdansky, and Z. Zadak, Application of stereological methods for the
guantification of VCAM-1 and ICAM-1 expression in early stages of rabbit

atherogenesis. Pathol Res Pract, 200: 219-229, 2004.

[45] Najemnik, C., H. Sinzinger, and H. Kritz, Endothelial dysfunction,

atherosclerosis and diabetes. Acta Med Austriaca, 26: 148-153, 1999.

[46] Nakashima, Y., A. S. Plump, E. W. Raines, J. L. Breslow, and R. Ross,
ApoE-deficient mice develop lesions of all phases of atherosclerosis throughout

the arterial tree. Arteriosclerosis and Thrombosis, 14: 133-140, 1994.

47



[47] Nakashima, Y., E. W. Raines, A. S. Plump, J. L. Breslow, and R. Ross,
Upregulation of VCAM-1 and ICAM-1 at atherosclerosis-prone sites on the
endothelium in the ApoE-deficient mouse. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 18:

842-851, 1998.

[48] Reddick, R. L., S. H. Zhang, and N. Maeda, Atherosclerosis in mice
lacking apo E. Evaluation of lesional development and progression.

Arteriosclerosis and Thrombosis, 14: 141-147, 1994.

[49] Ross, R., Atherosclerosis--an inflammatory disease. N Engl J Med, 340:

115-126, 1999.

[50] Schwartz, G. G., A. G. Olsson, M. D. Ezekowitz, P. Ganz, M. F. Oliver, D.
Waters, A. Zeiher, B. R. Chaitman, S. Leslie, and T. Stern, Effects of
atorvastatin on early recurrent ischemic events in acute coronary syndromes:

the MIRACL study: a randomized controlled trial. Jama, 285: 1711-1718, 2001.

[51] Soltero-Perez, I., Toward a new definition of atherosclerosis including

hypertension: a proposal. J Hum Hypertens, 16 Suppl 1. S23-25, 2002.

[52] Stern, R. H., J. A. Smithers, and S. C. Olson, Atorvastatin does not
produce a clinically significant effect on the pharmacokinetics of terfenadine. J

Clin Pharmacol, 38: 753-757, 1998.

[53] Sukhova, G. K., J. K. Williams, and P. Libby, Statins reduce inflammation
in atheroma of nonhuman primates independent of effects on serum

cholesterol. Arterioscler Thromb Vasc Biol, 22: 1452-1458, 2002.

[54] Taylor, A. J., N. S. Arora, J. Bindeman, S. Bhattari, I. M. Feuerstein, and

G. O'Malley P, Conventional, emerging, heredity, lifestyle, and psychosocial

48



coronary risk factors: relationships to subclinical atherosclerosis. Prev Cardiol,

9: 25-32, 2006.

[55] Tull, S. P., S. I. Anderson, S. C. Hughan, S. P. Watson, G. B. Nash, and
G. E. Rainger, Cellular pathology of atherosclerosis: smooth muscle cells
promote adhesion of platelets to cocultured endothelial cells. Circ Res, 98: 98-

104, 2006.

[56] Vanhoutte, P. M., [Endothelial dysfunction and atherosclerosis]. Arch Mal

Coeur Vaiss, 90 Spec No 6: 9-19, 1997.

[57] Velleman, S. G., R. J. McCormick, D. Ely, B. B. Jarrold, R. A. Patterson,
C. B. Scott, H. Daneshvar, and W. L. Bacon, Collagen characteristics and
organization during the progression of cholesterol-induced atherosclerosis in

Japanese quail. Exp Biol Med (Maywood), 226: 328-333, 2001.

[58] Xu, Q. B., G. Oberhuber, M. Gruschwitz, and G. Wick, Immunology of
atherosclerosis: cellular composition and major histocompatibility complex class
Il antigen expression in aortic intima, fatty streaks, and atherosclerotic plagues
in young and aged human specimens. Clin Immunol Immunopathol, 56: 344-

359, 1990.

[59] Yanagisawa, M., H. Kurihara, S. Kimura, Y. Tomobe, M. Kobayashi, Y.
Mitsui, Y. Yazaki, K. Goto, and T. Masaki, A novel potent vasoconstrictor

peptide produced by vascular endothelial cells. Nature, 332: 411-415, 1988.

49



