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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

apoE
CD 105
CRP
DAB
DM I
EDGF

EGF
eNOS
HDL
HMG-CoA
ICAM-1
IGF-1
ICHS
IL-8
LDL
MCP-1
M-CSF

MDGF
NO

oCT
PAI-1
PBS
PDGF
PECAM-1
PGI,
TAG
TGF B
TNF a
tPA
VCAM-1
VLDL

apolipoprotein E
protein endoglin
C — reaktivni protein
diaminobenzidin

diabetes mellitus 2. typu

endothelium derived growth factor, ristovy faktor produkovany

endotelem

epidermal growth factor, epidermalni rustovy faktor
endotelialni NO syntéza

high density lipoprotein, lipoproteiny o vysoké hustoté
hydroxyl-methyl-glutaryl koenzym A

Intercellular Cell Adhesion Molekule, adhezni molekula
inzulinu podobny rastovy faktor

ischemicka choroba srde¢ni

interleukin 8

low density lipoprotein, lipoproteiny o nizké hustoté
monocytarni chemotakticky protein-1

macrophage colony stimulating factor, ristovy hormon pro
makrofagy

monocyte-derived growth factor, rustovy faktor monocyta
oxid dusnaty

tissue freezing medium (zmrazovaci smés)

inhibitor aktivatoru plazminogenu

phosphate buffered saline (fosfatovy pufr; pH 7,4)
platelet-derived growth factor, destickovy ristovy faktor
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule
prostacyklin I,

triacylglyceroly

transforming growth factor, transformujici rstovy faktor
tumor necrosis factor

tkanovy aktivator plazminogenu

Vascular Cell Adhesion Molecule, adhezni molekula

very low density lipoprotein, lipoproteiny o velmi nizké hustoté



1. UVOD

Ateroskler6za je onemocnéni tepen (,kornaténi“), pfi némz se v jejich sténach
ukladaji tukové latky ve formé tzv. ateromu a druhotné& vapnik. Tepna je takto
posSkozovéna, ztraci pruznost a dochazi k jejimu postupnému zuzovani az uzavéru
s naslednou ischémii pfislusné ¢asti organismu. NejnapadnéjSi jsou tyto zmény na
véncitych tepnach srdce (ischemicka choroba srdecni), tepnach dolnich koncetin
(ischemicka choroba dolnich konc€etin) a mozkovych tepnach. Mimoto mohou byt

postizeny i dalSi organy.

Ateroskler6za se u nas podili na vic jak poloviné umrti. Je nej¢asté&jSi pfi€inou
infarktu myokardu a cévnich mozkovych pfihod. Lécba jiz vyvinutych zmén na
tepnach je velice obtizna a odstrariuje jen nejvaznéjsi dusledky, proto je nutné tomuto

onemocnéni pfedchazet.

K rizikovym faktorim vzniku aterosklerézy patfi pfedevSim vysoka hladina
krevnich tukd (zejména cholesterolu), jez souvisi mimo jiné se zpusobem vyZzivy a
Zivotnim  stylem, dale hypertenze, koufeni, obezita, diabetes mellitus,
hyperhomocysteinémie, stres, nedostatek pohybu. S prevenci aterosklerézy by se

mélo zapodit jiz v détstvi (1).

Prevence aterosklerotického procesu v rliznych fazich jeho rozvoje je zakladni
prevenci dusledku casteCné nebo uUplné obturace tepen, tedy rlznych forem
ischemické choroby srdeéni, ischemické choroby dolnich koncetin a mozkovych

cévnich pfihod (2).

Tato rigorézni prace se zaméfila na studium vlivu atorvastatinu na vybrané
parametry lipidl a zanétu u geneticky modifikovaného kmene mysi, ktery by mohl byt
potencialné pouzity jako standardni zvifeci model pro studium efektl danych

podavanim statinu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Funkce endotelu za fyziologickych podminek

Endotel je nejvétSim organem v lidském téle, je tvofen jednou vrstvou
specializovanych bunék, které maji fadu regulacnich funkci. Endotel reguluje cévni
tonus a permeabilitu, ovlivhuje strukturu cévni stény, udrzuje rovnovahu koagulacnich

procesu a zajiStuje interakci s bufkami v krevnim obéhu (3).

Endotel udrZuje cévni tonus produkci latek s vazodilatanimi a
vazokonstrikEnimi vlastnostmi. Hlavnim vazodilatacnim plsobkem je oxid dusnaty
(EDRF/NO), dalSimi vazodilataCnimi faktory jsou napf. prostacyklin (PGl;) a
bradykinin. Nejsilnéj§im vazokonstrikénim faktorem je endotelin-1, dalSimi dalezitymi
latkami jsou angiotensin Il, acetylcholin nebo tromboxan A,. PoSkozeni funkce
endotelu se projevuje snizenou tvorbou oxidu dusnatého, zvySenou produkci

vazokonstrikénich faktord a naruSenim vazorelaxac¢nich schopnosti endotelu.

Endotel ovliviiuje strukturu cévni stény produkci latek s rust stimulujicimi a rast
inhibujicimi  UCinky. ZvySené mechanické napéti cévni stény vede k produkci
ristovych faktorl jako napf. PDGF (rlstovy faktor tvofeny destiCkami) a IGF-1
(inzulinu podobny rastovy faktor). Také endotelin-1 a angiotensin Il maji mitogenni
uCinek na hladné svalové buriky a endotel. Mezi latky inhibujici proliferaci bunék cévni
stény patfi EDRF/NO, prostacyklin nebo TGF-f3 (4).

Intaktni endotel je dokonale nesmacivym povrchem, ktery udrzuje rovnovahu
mezi faktory regulujicimi trombotické a fibrinolytické procesy. EDRF/NO a prostacyklin
brani adhezi a agregaci trombocytl. Antikoagulaéni aktivita spoCiva ve vytvareni
bariéry mezi cirkulujicimi koagulaénimi faktory a tkanovym faktorem a v produkci
antikoagulacné plsobiciho heparin  sulfatu  a trombomodulinu (pusobicim
prostfednictvim aktivace proteinu C) (5). V regulaci fibrinolyzy se endotel ucastni
tvorbou plazminogenového aktivatoru (tPA) a inhibitord plazminogenovych aktivator(
(PAI-1,2). Endotel produkuje také fadu koagulacnich faktort (faktory V, VII, tkanovy

faktor, kininogen) a protrombogenni von Willebrandiyv faktor.

Endotel na svém povrchu exprimuje adhezivni molekuly, které zajiStu;ji
interakci s burikami v krevnim obéhu. Za fyziologickych okolnosti je na povrchu
endotelu jen malé mnozstvi adhezivnich molekul. Pfi aktivaci endotelu je zvySena

exprese adhezivnich molekul na povrchu endotelu a leukocytd (E-selektinu,



imunoglobulinovych adhezivnich molekul, integrind), coZz usnadriuje adhezi a pranik

leukocytd do cévni stény (6).

Endotel vytvari selektivni bariéru branici praniku Skodlivych latek do cévni
stény. Za patologickych situaci, pfi poSkozeni endotelu nebo jeho aktivaci zanétlivymi
pusobky ¢&i ischémii, se zvySuje propustnost endotelu pro aterogenni lipidy a
monocyty, dochazi k jejich akumulaci subendotelialné a k iniciaci pochodl vedoucich

k ateroskler6ze.

2.2 Bunééné adhezni molekuly

Adhezni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou exprimované
na povrchu vSech tkani organismu. NepuUsobi pouze pasivné, ale UCastni se také
prenosu signalll mezi burfikami a podileji se tak na interakci bunék s okolnim
prostfedim. U&astni se Fizeni Fady fyziologickych dé&ji (embryogeneze, bunéény rist a
diferenciace, hojeni ran, obnova tkani), ale uplatiuji se téz pfi patologickych
procesech (podil na interakcich mezi sloZzkami imunitniho systému) (7). Podle
strukturnich vlastnosti je muidzeme rozdélit na c¢tyfi zakladni skupiny: selektiny,

integriny, imunoglobulinova skupina a kadheriny.

2.2.1 Selektiny

Selektiny pfedstavuji skupinu tfi adheznich molekul, konkrétné E-, L- a P-
selektinu. Jsou to proteiny, které obsahuji na svém N-konci pektinovou nebo
lecitinovou doménu, ktera se ucastni interakce s pfislusnymi ligandy (nejCastéji
sacharidovymi) a urCuje specifitu vazby. Dale obsahuji EGF (epidermal growth factor)

podobnou doménu, CRP domény, transmembranovy Usek a cytoplazmaticky C-konec
(8).

E-selektin je exprimovan endotelem a zprostfedkovava adhezi leukocytll na
cévni endotel. Stimulem k jeho expresi je aktivace endotelu zanétlivymi faktory, napf.

TNF a a interleukinem-1.

L-selektin se nachazi na leukocytech (B, T lymfocyty, neutrolily, eosinofily) a
také na nezralych erytrocytech. Jeho vyznam spociva v zajisténi vazby leukocytl na
endotel v misté zanétu, ale je zde pfitomen konstituéné, to znamena, Ze k jeho

expresi neni nutna aktivace (9).



P-selektin ma nejvétsi molekulu ze skupiny selektini. Nachazi se v alfa
granulich destiCek a Weibel-Paladeho téliscich endotelialnich bunék. Zprostfedkovava
interakce mezi krevnimi burikami, leukocyty a endotelem. P-selektin je zodpovédny za
adhezi leukocytt a krevnich destiSek na endotel. Ugastni se prvni faze interakce
lymfocytd s endotelem, kdy dochazi k tzv. kutaleni neboli rollingu. Je exprimovan po
aktivaci zpUsobené vyplavenim zanétlivych mediatord — histaminu a trombinu, kdy

dochazi k degranulaci destiCek a Weibel-Paladeho télisek (10).

Exprese P- a E-selektinu je zvySenda v aterosklerotickych platech. Navic bylo
zjisténo, Ze P-selektin je spolené s VCAM-1 exprimovan endotelem jesté pred
akumulaci makrofagl a T lymfocytd v intimé cév. Lze tedy fici, ze E- a zejména P-
selektin jsou markery Casné aktivace endotelu a podileji se na iniciaCni akumulaci

makrofagli a T lymfocytl v intimé cév (11).

2.2.2 Integriny

Integriny jsou transmembranové glykoproteiny exprimované na vSech tkanich
vorganismu. Jde o heterodimery se dvéma nekovalentné asociovanymi
podjednotkami a a fle Dobsahuji N -konec, transmembranovou oblast a
cytoplazmaticky konec. Na bunkach se vyskytuji konstitu¢né, ale ve dvou
konformacnich stavech, které se liSi afinitou ke svym ligandim. V klidu jsou
v nizkoafinni konformaci, po aktivaci riznymi stimuly (napf. dvojmocnymi kationty

Mg®* & Mn?*) pfechazeji do vysokoafinniho stavu, ktery umoziiuje vznik pevné vazby.

Z hlediska vztahu k ateroskleréze jsou vyznamné tfi skupiny integrint — 3;, B2
a Bs. Do skupiny B; patfi integriny exprimované monocyty, T lymfocyty a trombocyty a
vazou slozky mezibunécné hmoty, jako je kolagen a adhezni molekuly exprimované
na endotelu. 3, jsou leukocytarni integriny, které se ucastni interakce mezi leukocyty a
endotelem. Posledni skupinu tvofif 3 integriny, které se u€astni interakci trombocytd
se slozkami mezibunécné hmoty a hraji tak zasadni roli pfi zachycovani destiCek
v misté vaskularniho poskozeni. K nejznaméjSim zastupcum této skupiny patfi

integrin lIb/llla exprimovany na desti¢kach (12).

Z vySe uvedenych faktd vyplyva, ze integriny jsou zasadni pro vytvoreni pevné

a stabilni vazby leukocytt k endotelu v misté zanétlivé reakce.



2.2.3 Imunoglobuliny

Ilg skupina adheznich molekul je rozsahla rodina povrchovych bunéénych
molekul, kterd pfedstavuje 50 % v8ech povrchovych molekul leukocytu. Jde o latky
glykoproteinového charakteru tvofené opakujicimi se Ilg doménami z beta fetézca.
Patfi sem cela fada molekul, napf. antigenné specifické receptory T a B lymfocytu.
Z hlediska vztahu k ateroskleréze jsou nejvyznamnéjSimi zastupci VCAM-1, ICAM-1 a
PECAM-1 (13).

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) a ICAM-1 (intercellular cell adhesion

molecule-1)

Z hlediska struktury jsou obé adhezni molekuly transmembranové

glykoproteiny obsahujici N-konec, sérii Ilg domén, transmembranovou oblast a
cytoplazmaticky konec. Obé& adhezni molekuly jsou exprimovany endotelialnimi
bufikami, makrofagy a hladkosvalovymi burikami. Studie na zvifecich modelech
prokazaly, Ze VCAM-1 je endotelialnimi bufkami exprimovan jesté pred akumulaci
makrofagl a T lymfocytl a to v oblastech, které jsou predispozi¢ni ke vzniku lézi.
Lokalizace téchto mist byva ovlivnéna hemodynamickymi vlastnostmi, predevsim
shear stresem. Naproti tomu exprese ICAM-1 je pozorovana i v oblastech s nizkou

pravdépodobnosti vyskytu aterosklerotickych lézi (14).

Exprese téchto adheznich molekul je ovliviiovana fadou faktor(, které se
uplatfuji i v patogenezi aterosklerézy, napf. hypercholesterolémii, oxidovanymi LDL,

diabetem, koufenim, hyperhomocysteinémii ¢ hemodynamickym stresem.

PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule)

Jednd se o glykoprotein, ktery ma Sest extracelularnich Ig domén,

transmembranovou oblast a cytoplazmaticky konec (15).

PECAM-1 je exprimovany hlavné na endotelialnich bunkach v misté
intercelularnich spojl, na trombocytech a vétSiné leukocytll. Hraje dilezitou roli ve
vaskulogenezi, angiogenezi a vyznamné se podili na transmigraci leukocytl do

subendotelialnich prostor.



2.2.4 Kadheriny

Jedna se o transmembranové glykoproteiny, které zodpovidaji za hemofilni
mezibunéCnou adhezi. Tato adheze je zavisla na prfitomnosti extracelularniho
vapniku. Jsou to hlavni strukturalni glykoproteiny, které tvofi adherentni mezibunécné

spoje, zvané zonula adhaerens (9).

Kadheriny se podileji na diferenciaci, proliferaci a migraci bunék pfi dé&jich jako
jsou angiogeneze, vaskulogeneze nebo reparace poskozené tkané. Tyto funkce
kadherind jsou zprostfedkovany jednak jejich adheznimi vlastnostmi a jednak

schopnosti podilet se na pfenosu signalt mezi burikami.

Dnes je popsano velké mnozstvi kadherinl, ve vztahu k ateroskler6ze maji
nejvétsi vyznam epitelialni (E)-kadherin a vaskularni — endoteliaini (VE)-kadherin.
Exprese E-kadherinu byla zjisténa v aterosklerotickych Iézich u bunék, jeZz se
transformovaly na pénové burnky. Zda se, ze by se E-kadherin mohl podilet na
agregaci téchto pénovych bunék a podilet se tak i na formovani lipidového jadra. (16).
VE-kadherin je exprimovan cévnim endotelem téméF u vSech typu cév. Je hlavni
adhezni molekulou adherentnich spojii mezi endoteliainimi burikami. Rada studii
prokazala, ze dezintegrace €i porusena funkce VE-kadherinu mé za nasledek zvyseni

endotelialni permeability a tim pfispiva ke vzniku endotelialni dysfunkce (17).
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2.3 Endotelialni dysfunkce

Obrazek 1 Schématické znazornéni endotelialni dysfunkce
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Endotelialni dysfunkci rozumime lokalizované ¢i generalizované postiZzeni
endotelu charakterizované zvySenim propustnosti cévni stény a vznikem nerovnovahy
mezi vazoaktivnimi a hemokoagulaénimi mechanismy (18). Endotelialni dysfunkce
hraje dulezitou roli v patogenezi cévni aterosklerdzy, arteridlni hypertenze, diabetu
nebo srde¢niho selhani. ZlepSeni poskozené funkce endotelu Upravou Zivotospravy a

vhodnou léEbou mlze zabranit vzniku a progresi aterosklerdzy a jejich komplikaci.

Endotel neustale odpovida na fadu lokalnich a systémovych podnétl. Aktivace
endotelu témito podnéty vede k riznym typum odpovédi — ke zméné permeability,
vazospastickym reakcim, poruseni hemostatickych mechanismu, uvolnéni ristovych
faktord. Aktivace endotelu muze byt na rozdil od endotelialni dysfunkce prechodnou
kratkodobou epizodou, ktera provazi napf. virovou infekci, nebo kratkodobou expozici

aktivaénim faktoriim.

Rizikové faktory kardiovaskularnich onemocnéni jako jsou hypertenze,
hyperlipidémie, diabetes, koufeni, hyperhomocysteinémie nebo nedostatek estrogen(
svym chronickym pusobenim poSkozuji endotelialni funkce vedou ke vzniku
endotelialni  dysfunkce. Endotelialni  dysfunkci rozumime lokalizované i
generalizované postizeni endotelu charakterizované zvySenim propustnosti cévni
stény a vznikem nerovnovahy mezi faktory vazorelaxaénimi a vazokonstrik€nimi,
prokoagulacnimi a antikoagula¢nimi, rist stimulujicimi a rdst inhibujicimi. Vysledkem
je proaterogenni uc€inek s prevahou vazokonstrikCnich, protrombotickych a

proliferacnich pochodu (19).
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V souc€asné dobé je znamo, Ze velka vétSina kardiovaskularnich onemocnéni
je spojena s poruchou funkce endotelu. Endotelialni dysfunkce se ucastni v
patofyziologii aterosklerézy, hypertenze, diabetu, ICHS, srde¢niho selhani, cévnich

mozkovych pfihod, pfi Raynaudové syndromu nebo plicni hypertenzi.

Obrézek 2 Schématické znazornéni endotelialni dysfunkce v zavislosti na krevnim tlaku a
dalSich vybranych parametrech (hladina krevniho cukru, hladina NO, hladina volnych

radikala)
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2.4 Ateroskler6za

Ateroskleréza je pomalu postupujici onemocnéni tepen, pfi némz je ztlusténa
intima fibréoznimi uloZzeninami, které postupné zuZzuji lumen a sou€asné jsou mistem
vzniku krvaceni a tvorby trombu. Etiopatogeneze aterosklerézy je multifaktorialni
proces. Vznika jako specificka reakce na nespecifické poskozeni cévni stény.
Nezname sice jednoznacnou pficinu jejiho vzniku, zname ale fadu faktoru, které se na

jejim vzniku podileji a nazyvame je rizikovymi faktory (20).
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2.4.1 Rizikove faktory

Kardiovaskularni onemocnéni jsou pfi€inou vice nez poloviny vSech umrti
v zapadnich pramyslovych statech. Jednim z nejvyznamnéjSich uspéchl lékarstvi
bylo odhaleni rizikovych faktorli, které mulazeme rozdélit na ovlivnitelné a
neovlivnitelné. Mezi ovlivnitelné fadime hyperlipidemii, hypertenzi, koufeni, diabetes
mellitus a hyperhomocysteinémii, mezi neovlivnitelné potom vy38Si vék, muzské

pohlavi a genetickou zatéz.
Koureni

Koufeni zvySuje riziko umrti nasledkem koronarni aterosklerézy na 1,4 az 2,4
nasobek, u silnych kurakd dokonce na 3,5 nasobek. PFi€iny jsou zejména stimulace
sympatiku nikotinem, vytésnéni kysliku z hemoglobinu oxidem uhelnatym, zvétSena
pfilnavost trombocytl a zvySena propustnost endotelu zpasobena latkami obsazenymi
v koufi (21).

Hyperlipidémie

Nejzavaznéjsi je zvySena hladina plazmatické koncentrace LDL cholesterolu,
ktera vyrazné urychluje vznik ateroskler6zy. SniZeni jeho koncentrace o 1 % vede
k poklesu rizika koronarnich pfihod asi 0 2 %. Neni zatim jasné, jaké jsou optimalni
koncentrace LDL cholesterolu v krvi. Sou€asna doporuéena koncentrace < 3,0 mmol/l

se vztahuje k primarni i sekundéarni prevenci ICHS (22).

Naopak zvySena koncentrace HDL cholesterolu eliminuje riziko zvySeného LDL
cholesterolu. ZvySeni HDL cholesterolu o 1 % snizZuje riziko koronarnich pfihod o 2 —
3 %. Zadouci koncentrace HDL cholesterolu je > 1,0 mmol/l. ZvySeni HDL
cholesterolu nad 1,6 mmol/l je tzv. negativnim rizikovym faktorem, eliminuje vliv jiného

rizikového faktoru.

ZvySena koncentrace ftriglyceridid je samostatnym nezavislym rizikovym
faktorem ICHS u zen i u muzu, vysSi riziko pfinasi zenam. Doporu¢ena koncentrace

triglyceridd je < 2,0 mmol/l (23).

Diabetes mellitus

Pldsobi rozvoj aterosklerézy hlavné naruSsenim metabolismu lipidU.

NejvhodnéjSim |éCebnym postupem je dosazeni co nejfyziologictéjSich hodnot

glykémie u pacientu (24).
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Geneticka predispozice a pohlavi

Geneticka predispozice ovliviuje hlavné rizikové faktory jako je hypertenze,
diabetes mellitus ¢i trombogenni faktory. Mezi nejvice rizikové genetické predispozice
patfi familiarni hypercholesterolémie (zvySena hladina VLDL a LDL cholesterolu). U
muz(l pfichazeji aterosklerotické zmény o 10 let dfive nez u Zen. Zenské pohlavni
hormony puUsobi protektivné, po snizeni jejich hladiny v menopauze dochazi ke

zrychleni rozvoje aterosklerézy (25).

Télesna inaktivita a vék

Pravidelny télesny pohyb je nedilnou soucasti prevence aterosklerdzy. Vyskyt
aterosklerozy narusta se zvySujicim se vékem. Za rizikové skupiny z hlediska
kardiovaskularnich onemocnéni je povazovan vék nad 45 let u muzi a nad 55 let u
Zen (20).

Nevhodna strava a obezita

Nevhodna je predevSim energeticky nadbytecna strava s premirou tuku,
zvlasté nasycenych, cholesterolu a cukrd. Naproti tomu protektivné pusobi strava

obsahuijici vy$Si podil nenasycenych tuku (rybi olej) a zeleniny (26).
Alkohol

Negativné pusobi pravidelny pfijem vy$Sich davek alkoholu. Malé davky
naopak pusobi protektivné (zvlasté pokud soucCasné obsahuji vySSi koncentraci
flavonoidd, jako je tomu u Cerveného vina) (26).

Zelezo

ZvySené zasoby Zeleza, vyjadfené jako plazmaticka koncentrace feritinu, jsou
rizikovym faktorem aterosklerézy. Pfedpoklada se jeho peroxidacéni pusobeni na LDL

cholesterol.

ZvySena koncentrace plazmatického histaminu

Je prokazano, zZe vyrazné zvySena koncentrace histaminu (zvySuje se napf. pfi

deficitu vitaminu C a vlivem stresu) poSkozuje funkci arterialniho endotelu.

Infekéni agens

Uvazuje se o nékterych bakterialnich a virovych patogenech (Chlamydia
pneumoniae, Helicobacter pylori, Herpes simplex virus, Cytomegalovirus). Jednim

z pri€in je schopnost bakterialnich kmenu produkovat faktory shlukujici trombocyty,
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dale stimulovat produkci zanétlivych mediatoru, které se vyznamné podileji na rozvoji
aterosklerdzy (27).

V posledni dobé& se objevila fada dat ukazujicich na vyznam subklinické
dysfunkce §titné Zlazy. Subklinick& hypotyre6za se manifestuje necharakteristickymi
pfiznaky — unavnosti, nevykonnosti, depresivnim ladénim, apod. Tento stav je spojen
se zvySenymi hladinami sérového cholesterolu. Bylo prokazano, Zze nemocni se
subklinickou hypotyre6zou maji prokazatelné rozsahlejSi aterosklerozu aorty a

CastéjSi vyskyt akutniho infarktu myokardu (28).

Obrézek 3 Rez artérii; patrna jsou zejména depozita cholesterolu, tuku a pénovych bungk,
dale potom porusend bariéra arterialni stény a shluky makrofagt

Cut-section of artery

Tear in arfery wall

Macrophage cell

Cholesterol deposits

Red blood cell

Macrophage foam ceil

Fat deposits

2.4.2 Patofyziologie aterosklerézy

Proces vzniku aterosklerézy probih& v nékolika charakteristickych fazich, které
v pfipadé dlouhodobého trvani aterogennich faktord vedou ke vzniku klinickych

komplikaci, nej¢astéji ischemii srdce, mozku a dolnich koncetin.
Lipidni prouzky — lipidni prouzky jsou shluky pénovych bunék. Tento typ lézi
je prvni fazi aterosklerézy a nachazi jiz u déti a mladych lidi (21).

Aterogenni proces se odviji od endotelialni dysfunkce, popsané vyse.
Spoluplsobenim aterogennich faktoru dochazi ke zvysené kumulaci LDL v intimé cév.
Zde se oxidaCnimi procesy méni a vazou se na subendotelidlni proteoglykany a

kolagen (29). Oxidované LDL pfimo aktivuji endotel, plsobi chemotakticky na
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monocyty a zvySuji endotelialni expresi P-selektinu, VCAM-1 a ICAM-1. Vysledkem je

aktivace cirkulujicich monocytt a T lymfocytl a jejich prostup do intimy cév (30).

Prvni faze prostupu leukocytu do subendotelialnich prostor se nazyva ,kutaleni
po endotelu“ a spociva v interakci mezi lektinovymi receptory leukocytl a selektiny.
Vytvofeni pevné vazby je zprostfedkovano interakci mezi adhezivnimi molekulami
VCAM-1, ICAM-1 a integriny. Transmigraci leukocytl umoznuje molekula PECAM-1,
ktera se nachazi v mezibunénych spojich endotelidalnich bunék a interaguje s
PECAM-1 molekulou na leukocytech (31).

V této fazi dominuji v intimé& monocyty. Jsou pod vlivem pulsobeni rustovych
faktord jako EDGF (endothelium-derived growth factor) nebo faktord stimulujicich
tvorbu kolonii jako napf. M-CSF, diky kterym dochazi k transformaci monocytu na
makrofagy. Makrofdgy vychytavaji prostfednictvim svych receptori oxidované
lipoproteiny, které nemohou byt katabolizovany cestou LDL receptorli. Estery
cholesterolu se tedy kumuluji intracelularné. Vznikaji tzv. pénové buriky a jejich

nahromadénim lipidni prouzky (32).

Fibromuskularni plat — pro jeho vytvofeni je charakteristicka zejména

migrace hladkosvalovych bunék z medie do intimy a proliferace extracelularni matrix.

Makrofagy, podilejici se na tvorbé lipidnich prouzku, produkuji fadu latek,
které ovliviuji dalSi formovani aterosklerotické 1éze. Ve velké mife produkuji
chemokin MCP-1, ktery zesiluje chemotaxi a podili se na dal$i akumulaci makrofagt v
lézi. Dale produkuji spolecné s endotelem destiCkovy riastovy faktor (PDGF),
monocytovy rustovy faktor (MDGF) a zanétlivé IL-13 a IL-8, které pfispivaji ke zméné
kontraktilniho fenotypu hladkosvalovych bunék na fenotyp synteticky a také podporuji
proliferaci a migraci hladkosvalovych elementd. TNF-a produkovary aktivovanymi
makrofagy spole¢né s IL-1B zvySuje expresi adhezivnich molekul VCAM-1 a ICAM-1
(33).

V této fazi vstupuji do procesu aterogeneze hladkosvalové buriky. Normainé se
nachézeji v kontraktilnim stavu, podileji na udrZzeni cévniho tonu, na syntéze
extracelularni matrix v medii a na reparaci cévni stény pfi riznych poranénich (34). Po
zméneé na synteticky fenotyp (pomoci ristovych faktord a chemokini makrofagua a T
lymfocytd) dochazi k rozruSeni bazalni membrany a zméné exprese nékterych
adhezivnich molekul. Hladkosvalové buriky se uvolni z vazby na extracelularni matrix
v medii a transmigruji do intimy, kde se vazou prostfednictvim VCAM-1 a ICAM-1
molekul na endotelové buriky, makrofagy a leukocyty. V intimé za¢nou hladkosvalové

buniky produkovat sloZky extracelularni matrix, zejména kolagen (16).
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Kolagen je v aterosklerotickych lézich tvofen nejen hladkosvalovymi burikami,
ale i endotelialnimi bunkami 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 II, IL-1, homocystein a mechanické

napéti stimuluji tvorbu kolagenu).

Za predpokladu, Ze aterogenni faktor prestane vtomto stadiu puUsobit,
endotelové buriky jeSté mohou regenerovat a postupné obnovit svou funkci.
Vysledkem je pouhé ztlusténi intimy, ktera obsahuje pouze jednu nebo dvé vrstvy
myocytu, 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 Cepicky a

ukladani vapenatych iontu.

Makrofagy dale pohlcuji lipoproteinové Castice a CasteCné dochazi k jejich
kumulaci ve stfedni casti platu. ZvySené akumuluji volny cholesterol, zatimco
v poCateCnich stadiich pohlcovaly estery cholesterolu. Cytotoxické ucinky volného
cholesterolu ziejmé vedou k odumirani makrofagl. Po zaniku makrofagu se lipidy
akumuluji extracelularng, uvolni se hydrolytické enzymy a zanétlivé substance a

vytvofi se nekrotické lipidové jadro (29).

Také migrace hladkosvalovych bunék z intimy do medie pokracCuje, a to
smérem k povrchu aterosklerotického platu pres lipidové jadro. Stale syntetizuji
extracelularni matrix, zejména kolagen, elastin a proteoglykany. VSechny tyto déje
vedou k vytvoreni tzv. fibromuskularni €epiCky na povrchu aterosklerotického platu. V

nekrotickych oblastech platu navic dochazi k ukladani vdpniku a mineralizaci.

Pokrocilé aterosklerotické |éze jsou vzdy potencialné velmi nebezpecné,
protoZze Casto zpUsobuji stendzu cévy. Pokud se propustnost cévy zmensi pod 15%,
dochazi €asto k projevim ischemie, nejCastéji anginy pectoris. Klinické komplikace
aterosklerdzy, jako je infarkt myokardu, vSak nezaviseji na stupni cévni obstrukce, ale

vznikaji pfedevsSim jako nasledek trombdzy (35).

Vznik trombu — Toto stadium je vlastné jiz klinickou komplikaci aterosklerézy.
Ke vzniku trombu muUZze dojit bud pfi erozi endotelu, nebo pfi ruptufe platu. Na vzniku
trombodzy se podili cela fada faktoru, které Casto patfi mezi obecné rizikové faktory
ateroskler6zy. Jsou to hyperlipidémie, hyperhomocysteinémie, diabetes, zvySena

koagulacni aktivita, sniZzena fibrinolyticka aktivita, atd. (32).
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Mala eroze endotelu znamena expozici kolagenu a tkanového faktoru
destickam, ¢imz vznikaji mikrotromby. Vznik téchto mikrotrombd nema zadny klinicky
vyznam. Pokud je eroze a destrukce endotelu vétsi, dochazi ke vzniku tzv. erveného
trombu, ktery obsahuje velké mnozZstvi destiCek, Cervenych krvinek a fibrinu. Tento
trombus postupné uzavira lumen cévy a muze dojit az k UpIné okluzi. Kromé toho se v
misté vzniku trombu rozviji zanétliva reakce s akumulaci makrofagu a T lymfocytu
(36).

Ruptura fibromuskularni CepiCky platu ma za nasledek styk krve s nejvice
trombogenni oblasti platu, kterou je kaSovitda hmota s velkou koncentraci tkafiového
faktoru, ktery je produkovan makrofagy, hladkosvalovymi i endotelovymi burikami.
Trombus se vytvafi v intimé, kde dochazi k jeho inkorporaci do platu. Pokud je ruptura
platu hluboka, prutok krve pomaly, nizka fibrinolyticka aktivita a velka aktivita
tkanového faktoru, dochazi k postupné expanzi trombu a mize dojit az k uplné okluzi
cévniho lumen. Pokud je ruptura platu mala, pratok krve rychly a vysoka fibrinolyticka
aktivita, trombus se mize uvolnit a dochazi k embolizaci nebo mlze byt postupné

degradovan a Zadné klinické komplikace se neobjevi.

Ruptura aterosklerotického platu je zplsobena hlavné mechanickymi silami,
které pusobi na plat, a které pfevazi nad mechanickymi vlastnostmi platu. Stabilitu
platu vyznamné oslabuji makrofagy a T lymfocyty produkci zanétlivych cytokini a
proteolytickych enzymi (metaloproteinaz), které snizuji syntézu a zvySuji degradaci
extracelularni matrix. Stabilita je oslabena také kumulaci lipidi, degradaci kolagenu,

apoptozou a sniZzenou migracni a proliferacni aktivitou hladkosvalovych bunék (23).
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Obrazek 4 Znazornéni jednotlivych fazi aterosklerdzy
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2.5 ApoE/LDLR deficientni myS jako model ateroskler6zy

ApoE deficientni mySi model

Od roku 1986 se védecké skupiny v raznych laboratofich snazily vyvolat
aterosklerozu u mysi za uCelem zavedeni nového zvifeciho modelu. Mysi jsou
obvykle vysoce rezistentni vUci ateroskleréze. PFi pfijmu bézné stravy maji nizkou
hladinu celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivnino HDL cholesterolu, tudiz
se u nich nevyvijeji aterosklerotické léze. OvSem pokud jsou mysSi krmeny stravou
s vysokym podilem cholesterolu a tuku, ktera téz obsahuje Zlu€ové kyseliny, hladina
jejich celkového cholesterolu roste a po nékolika mésicich se u vybranych kmena
mySi zacnou tvofit vrstvy pénovych bunék, zejména v subendotelu cév v okoli

aortalniho sinu (37).

Ackoli se tento model zprvu vyvijel slibné, mél dva zasadni problémy. Oproti
lidskym aterosklerotickym lézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév, kde platy
progreduji, mysi Iéze jsou malé, vyskytuji se pouze v oblastech aortalniho oblouku a
nedochézi kjejich progresi. Strava, kterou jsou mySi krmeny, je nefyziologicka,
obsahuje 10 — 20x vice cholesterolu a Zlu€¢ovych kyselin. Tato strava vyvola chronicky
zanét pouze u citlivych kmend mysi, nikoli u kmenu ateroskleroticky rezistentnich, coz
zvySuje moznost dohadu, Ze genetické rozdily mezi danymi kmeny mysi jsou dany

spiSe rozdily v reakci na podanou stravu.

V roce 1992 pouzily dvé laboratofe specialni genovou technologii, ktera dala
vzniknout mySim deficientnim v apolipoproteinu E (apoE) (38). ApoE jsou tvofeny
primarné v jatrech, maji na svém povrchu zakladni lipoproteinové Castice a ligandy
pro rozpoznani lipoproteint a také pro clearance lipoproteinovych receptori. ApoE
deficientni mySi maji zpozdéné vyluCovani lipoproteint a i pfi nizkocholesterolové
stravé hladina jejich cholesterolu stoupa jako dusledek akumulace chylomikronl a
VLDL zbytkd obohacenych esterifikovanym i volnym cholesterolem. U téchto mysi se
vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také fiboromuskularni platy, typické pro ateroskler6zu
u lidi. Tyto léze se formuji v aorté, v bfiSni aorté, v hlavnich vétvich karotid,
interkostalnich, mesenterickych, renalnich a ilidlnich arteriich a také v proximalnich
Castech koronarnich, femoralnich a podkli¢kovych arterii. Lipidni prouzky se objevuji
po deseti tydnech a I1éze obsahujici pénové bunky a hladkosvalové buriky se objevuji
po patndcti tydnech. Fibromuskularni platy jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji

nekrotické jadro a fibromuskularni Cepi¢ku z hladkosvalovych bunék obklopenych
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elastickymi vlidkny a kolagenem. U starSich mySi se fibromuskularni platy vyvijeji, u
pokroCilych 1ézi je patrna destrukce bunék medie s pfileZitostnym vyvojem
aneuryzmat. Rozsahla proliferace fibrézni tkané maze zuzit lumen cévy, ¢i dokonce
zpusobit jeji uplnou okluzi. Komplikované |éze charakterizované trombo6zou se vSak
nevyskytly (39).

Jeden ze spoustécich mechanismu aterosklerézy je jeji exacerbace stravou
bohatou na cholesterol a tuky. ApoE deficientni mysi tento mechanismus napodobuji.

Pokud jsou tyto mySi krmeny stravou obsahujici 0,15 % cholesterolu a 21 % tukd,

vzroste hladina jejich cholesterolu 3 — 4x a jejich aterosklerotické 1éze progreduji.

LDL receptor deficientni mySi model

Pfed nedavnem bylo pouZito genové modifikace v embryonalnich kmenovych
bunkach, ktera dala vzniknout LDL receptor deficientnim mySim jako modelu familiarni
hypercholesterolémie (40). Tyto mySi vykazuji mensi lipoproteinové abnormality nez
apoE deficientni mysi; vzestup LDL a VLDL cholesterolu vede ke zvySeni celkového
plazmatického cholesterolu o 250 mg/dl pfi normalni stravé. Pfi tomto typu stravy a
téchto plazmatickych koncentracich cholesterolu nejsou LDL receptor deficientni mysi
postizeny ateroskler6zou. Nicméné se jedna o model velice citlivy na podavanou
dietu. Pokud jsou tyto mySi krmeny napf. Paigenovou dietou, jejich plazmatické
koncentrace celkového cholesterolu pfikie stoupnou az na 1500 mg/dl a formuji se
rozsahlé aterosklerotické léze (41). Bylo vSak prokazano, Ze také pfi podavani méné
toxického (tzv. zapadniho) typu diety dochézi k rozvoji rozsahlych plata a to pfi
plazmatické koncentraci celkového cholesterolu 400 mg/dl. Patofyziologie vzniku lézi
neni u tohoto modelu tak dobfe charakterizovana jako v pfipadé apoE deficientniho
modelu, ale objevuji se podobna stadia progrese 1ézi: pénové buriky, lipidni prouzky,

stadium fibromuskularni proliferace.

ApoE/LDL receptor deficientni mySi model

Posléze byl vytvofen dalSi mySi model — tentokrat se jednalo o kmeny mysSi
deficientni v apoE i vLDL receptoru (37). U tohoto modelu se vyviji vyrazna
hyperlipidémie i ateroskler6za. Dokonce i pfi podavani bézné stravy je obvykle
progrese aterosklerozy markantné&jsi u téchto double deficientnich mysSi nez u jedincu
deficientnich pouze v apoE (42). Model double deficientnich mysi je tedy vhodny pro

studium antiaterosklerotického efektu slou€enin bez nutnosti pouziti aterogenni diety.
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2.6 MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1)

Chemoatrakéni protein pro monocyty (MCP-1) je €len rodiny proinflamatornich
cytokinu, tzv. chemokind (43). Chemokiny poutaji pozornost diky své schopnosti
pfitahovat a aktivovat specifické podskupiny leukocyti na ukor ostatnich na rozdil od
fragmentl komplementu ¢i formylovanych peptidd. Komplement a formylované
peptidy totiz poutaji neutrolily i monocyty, zatimco MCP-1 pfitahuje pouze monocyty a
interleukin 8 zase pouze neutrolily. Prostfednictvim chemokinl Ize tedy vysvétlit
mechanismus vyskytu specifickych podskupin leukocytl v zanétlivych ohniscich.
Patologickd nadprodukce MCP-1 je charakterizovana infiltraty bohatymi na monocyty,
které se vyskytuji u tuberkuldézy a aterosklerézy. Proto se mizeme setkat s Casto
pouzivanym, avSak ne zcela prokédzanym, tvrzenim, ze je MCP-1 odpovédny za

zanétlivé procesy probihajici u téchto onemocnéni (44).

Aktivity MCP-1 in vivo

A) ZA FYZIOLOGICKEHO STAVU

MCP-1 je in vitro silny chemoatraktant specificky pro monocyty a T-buriky, coz
vyvolava dojem, Ze je to jeho hlavni funkce také in vivo. Pavodni zpravy, ze lidsky
MCP-1 poutd monocyty, je-li injikovan do mysSi kGze, nebyly dosud potvrzeny.
muze slabé pulsobit na hlodav€éi monocyty, ale v nékterych pfipadech muize byt

dokonce slozité in vivo prokazat odezvu mysich monocytu na mysi MCP-1.

Znamena to tedy, Ze je chemotaxe leukocytl zprostfedkovana chemokiny
pouhy in vitro artefakt a chemokiny nehraji stejnou ulohu in vivo? Nebo je prosté prilis
slozité dodat takové mnozstvi chemokini in vivo, abychom vyvolali pfisluSnou
odpovéd? Jedno z feSeni této otazky spociva ve vytvofeni transgennich mysi, které
produkuji MCP-1 vyhradné ve specifickych organech. Nyni existuji tfi transgenni mysi
modely, které vykazuji ,spontanni“ infiltraci monocytll do thymu, mozku a ostrivku
pankreatu v zavislosti na transgenni expresi MCP-1 (32). Pro zajimavost: ve vSech
tfech pfipadech nebyly monocyty aktivovany a nedoslo k poSkozeni tkani. Z toho
vyplyva, Zze MCP-1 hraje velmi dullezitou ulohu v chemoatrakci bez predchozi
aktivace. Tato pozorovani se shoduji s pfedbé&znymi vysledky ziskanymi u MCP-1""
deficientnich mysi, které vykazuji vazné zhorSenou infiltraci monocytu v zavislosti na

rlznych inflamatornich stimulech (45).

Ctvrty transgenni mysi model vnasi svétlo do dal$ich funkci MCP-1 in vivo.

V tomto modelu exprimuji mySi zakladni hladinu MCP-1 nékolikanasobné vyssi nez
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mysSi nalezejici do jinych modelu a jejich sérové hladiny MCP-1 jsou vysSi nez ECsg ve
srovnani s chemotaxi monocytl in vitro. Tyto mySi vSak pfekvapivé nevykazuji
infiltraci monocytd do organt produkujicich MCP-1. Jsou spiSe vnimavéjsi k letalnim
infekcim intracelularnimi patogeny jako Listeria monocytogenes ¢i Mycobacterium
tuberculosis. Jeden z moznych vykladd zni, ze MCP-1 je zapojeny do procesl
dudlezitych pro eliminaci téchto agens z téla hostitele. VySSi hladiny cirkulujiciho MCP-
1 u téchto mysSi tedy mohou desenzitizovat krevni monocyty, které se tak stavaji

neschopnymi odpovédi na akutni fyziologické zvySeni produkce MCP-1.
B) MCP-1 A JEHO ROLE V NEKTERYCH ONEMOCNENICH

Za predpokladu, Ze je MCP-1 schopen in vivo pfitahovat monocyty, Ize vyslovit
hypotézu, Ze je zodpovédny za infiltraci monocytd pfi onemocnénich jako napf.
ateroskleréza, revmatoidni artritida nebo roztrouSena skler6za. Ve skuteCnosti se
zvySena produkce MCP-1 pfi téchto onemocnénich objevuje, avSak nemame pfimy

ddkaz, ze je MCP-1 patogeneticky zodpovédny za tuto infiltraci.

Napfiklad imunohistochemicka analyza lidské aterosklerézy dokazuje, Ze je
MCP-1 primarné syntetizovan endotelialnimi burikami, subendotelialnimi makrofagy a
pénovymi burikami v €asnych lézich. Naproti tomu ve zralych aterosklerotickych
platech se zdaji byt pfevladajicim zdrojem MCP-1 subendotelidlni makrofagy a
pfilezitostnym hladkosvalové bunky, zatimco endotelidlni bunky pfispivaji mnohem
méneé (46). Tento dikaz poskytuje velice zajimavy model aterogeneze, v némz MCP-1
pfitahuje monocyty do subendotelu, protoze jeho syntéza mize byt in vivo indukovana

minimalné pozménénym LDL lipoptoteinem (44).

2.7 Statiny v Iéébé hypercholesterolémie

Statiny (nékde uvadény téz pod nazvem vastatiny) jsou v souCasné dobé
povazovany za nejucinnéjsi hypolipidemika. Jsou to kompetitivni inhibitory klicového
enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-hydroxyl-3-methylglutarylkoenzymA-reduktazy
(HMG-CoA reduktazy). Jednotlivé statiny se lisi relativni ucinnosti a tzv. nelipidovym
pusobenim, tj. antiagregacnim, antiproliferativnim uc¢inkem, vlivem na Upravu
endotelialnich funkci, stabilizaci ateromatdznich platd, aj. (47). Cilovym organem

zasahu statint jsou jatra.
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2.7.1 Mechanismus uc¢inku

Obrazek 5 Mechanismus uéinku statint

acetyl CoA

. !
HMG-CoA synthase HMG-CoA

mevalonic acid

mevalonate pyrophosphate

isopentenyl pyrophosphate

geranyl pyrophosphate

|

ubiquinones «——— farnesyl pyrophosphate ——— dolichols

l

Squalene synthase squalene

cholesterol

Statiny blokuji jeden z €asnych krok( endogenni biosyntézy cholesterolu,
preménu HMG-CoA na mevalonat inhibici HMG-CoA reduktazy. Vysledkem inhibice
syntézy cholesterolu je sniZzena bunéfna koncentrace cholesterolu zejména
v hepatocytu, ktera vede ke zvySené syntéze jaternich LDL receptorll, ¢imz dochazi
k rychlejSimu odstrafiovani LDL cholesterolu z obéhu. Hladiny triglyceridd a VLDL
cholesterolu jsou rovnéz snizovany, HDL cholesterol se mirné zvySuje nebo zustava

nezménén (48).

2.7.2 Pleiotropni G€inky statint

Nékolik velkych randomizovanych studii prokazalo, Zze pacienti 1éCeni statiny
méli vyznamné nizSi riziko koronarnich pfihod nez pacienti léCeni jinymi
hypolipidemiky i pfes srovnatelny pokles sérové hladiny cholesterolu. Ke klinickému
prospéchu z léCby statiny tedy zfejmé pfispivaji jejich extralipidové ucinky, které
nejsou zavislé na sniZzeni koncentrace LDL cholesterolu (49). Vyznamné
antiaterogenni ucCinky statind spocivaji v pfiznivém ovlivnéni funkce endotelu,
zanétlivych parametrl, formaci trombd, stability platd, inzulinové rezistence a kostni

formace, coz jsou mechanismy a procesy uplatriujici se v patofyziologii aterosklerézy,
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ishemické cévni mozkové pfFihody, demence, osteoporézy nebo diabetes mellitus.
Tyto vlastnosti statind by mohly rozSifit spektrum jejich doposud znamych
farmakodynamickych G¢inki a umoznit tak jejich vyuziti vijinych nez

kardiovaskularnich indikacich (50).

Protizanétlivé ucinky statinl se projevuji pfedevSim snizenim hladin C-
reaktivniho proteinu, inhibici interakce mezi endotelovymi bufkami a leukocyty a

snizenim poctu zanétlivych bunék v aterosklerotickém platu.

Pfiznivé ovlivnéni stavu endotelialni dysfunkce spociva pravdépodobné
Vv jejich schopnosti zvySovat expresi a aktivitu endotelialni NO syntadzy (dochazi zde
k ovlivnéni posttranskripénich a posttranslacnich déja, ne v3ak ke zvySené genové
transkripci eNOS). ZvySeni syntézy NO indukované statiny muze kompenzovat
nedostateCnou tvorbu NO v aterosklerotickych lézich a pusobit tak proti progresi

aterosklerozy.

Nékteré (pfedevSim lipofilngjSi statiny) snizuji migraci a proliferaci
hladkosvalovych bunék a to nezavisle na svych hypocholesterolemickych
vlastnostech, ¢imz zpomaluji vznik aterosklerotické léze. Statiny téz inhibuji expresi
tkanového faktoru u lidskych makrofagl, coz mize vést ke sniZeni intenzity trombézy
doprovazejici rupturu platu; dale snizuji syntézu metaloproteinaz (proteolytickych
enzymu produkovanych aktivovanymi makrofagy), které zpasobuji oslabeni fibrozniho
krytu platu. Snizeni syntézy metaloproteinaz znamena také snizeni rizika ruptury platu
(51).

Snizeni hladin triglyceridd statiny muze byt zodpovédné za snizeni inzulinové
rezistence u nemocnych s DM Il posunem od volnych mastnych kyselin zpét ke
glukdze jako hlavnimu intracelularnimu zdroji energie perifernich tkani. Protizanétlivé
vlastnosti statin mohou zase zpomalit vyvoj inzulinové rezistence zprostfedkovany

nékterymi cytokiny z tukové tkané obéznich pacientu.

Experimentalni podavani statind bylo spojeno se snizenim intracelularnich a
extracelularnich hladin amyloi@u Omezeh tvorb -amyloidnich plakd je
zapfi¢inéno  sniZzenim mnozstvi membranového cholesterolu v membranach
mozkovych bunék, ¢imz se zpomaluje progrese Alzheimerovy choroby. Statiny mohou
pusobit na rozvoj demence jesté dalSim mechanismem nezavislym na metabolismu
cholesterolu. Autofi nedavno publikované studie zjistili vztah mezi podavanim statin(
a jejich schopnosti inhibovat lidské cholinesterazy, zejména butyrylcholinesterazu,

ktera byva u pacientt s Alzheimerovou chorobou patologicky zvySena (52).
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Statiny by mohly plsobit i pfi novotvorbé kostni hmoty zvySenim exprese genu
pro kostni morfogeneticky protein-2. Tento protein je rustovy faktor, ktery umozruje
proliferaci a zrani osteoblastll a novotvorbu kosti. V nékolika observacnich studiich
bylo zjisténo pfiblizné 50% sniZeni rizika zlomenin u pacientd uzivajicich statiny ve

srovnani s pacienty s nestatinovymi hypolipidemiky nebo bez hypolipidemické lecby.

VySe popsané ucinky, zalozené ve vétsiné pfipadd na modulaci biosyntézy
mevalonatu, vyrazné pfispivaji ke snizeni rizika aterosklerotickych komplikaci a mohly
by byt v budoucnu vyuZity i v dalSich indikacich, jako je sniZeni rizika nového vyvoje
DM II, demence ¢&i osteoporézy. Pouziti statini v jinych nez hypolipidemickych
indikacich vSak zatim brani nedostatek randomizovanych Klinickych studii, takze
obecné plati nazor, Ze extralipidové ucinky statind efektivné doplnuji jejich pfimy

ucinek na hladinu lipidu (53).

2.7.3 Atorvastatin

Atorvastatin je podavan ve formé& aktivni latky. Po peroralnim uZiti je rychle
absorbovan, vétsina davky je vychytana z krve v jatrech v pribéhu jediného prichodu
timto organem. Tak se atorvastatin koncentruje v hlavnim cilovém organu, tedy
v jatrech. Maximalni plazmatické koncentrace dosahuje po 1-2 hodinach. Vaze se asi
z 98 % na plazmatické proteiny. Je metabolizovan cytochromem P450 3A4, z velké
Casti na biologicky aktivni metabolity. Je vylu€ovan Zlu€i po hepatalni a extrahepatalni

metabolizaci. Asi 80 % podané davky se objevuje ve stolici (54).

Atorvastatin se pouziva pro lécbu hypercholesterolémie zplsobené zvySenim
plazmatickych koncentraci LDL cholesterolu — zvlasté jsou vhodné pro familiarni
hypercholesterolémii typu lla. Pfi samotné IéCbé statiny se snizZi koncentrace LDL
cholesterolu pfiblizné o 40 %. Pokud se statiny kombinuji s iontoménici, Ize dosahnout
snizeni LDL az o 60 % pfi souCasném pfiznivém vlivu na prub&h koronarni

aterosklerdzy (47).

Atorvastatin je kontraindikovan pfi jaternich onemocnénich v aktivnim stavu
nebo s neobjasnénym zvySenim sérovych transaminaz na vice nez trojnasobek
normalnich hodnot, pfi myopatii, u Zen v reprodukénim véku bez spolehlivé zajisténé
antikoncepce, u téhotnych Zen. Vzhledem k nedostateCnym zkuSenostem je léCba
atorvastatinem u déti vyhrazena pouze specialistim a pro déti s téZzkou formou
hypercholesterolémie. Incidence nezadoucich ucinkd pfi 1éCbé statiny je relativné

nizka.
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Farmakokinetické vlastnosti atorvastatinu

Absorpce

v

v

po oralnim uziti je rychle absorbovan; maximalni
koncentrace dosazeno po 1 — 2 hodinach

mira absorpce vzrlsta proporcionalné s davkou
atorvastatinu

absolutni biologicka dostupnost atorvastatinu je
pfiblizné 12 %; systémové dosazitelna inhibicni
aktivita HMG-CoA reduktazy je asi 30 %

Distribuce

primérny distribu¢ni objem atorvastatinu je
pfiblizné 381 I/kg

atorvastatin je zhruba z 98 % vazan na plazmatické
proteiny

Metabolismus

metabolizovan cytochromem P450 3A4 na aktivni
metabolity (orto- a parahydroxylové derivaty), jimz
je pfipisovano 70 % inhibi¢ni aktivity HMG-CoA
reduktazy

v/ dale metabolizovan cestou glukuronidace

Eliminace

<

v"vyluovan Zluci po hepatalni a extrahepatalni

metabolizaci
neprochazi signifikantni enterohepatalni recirkulaci
stfedni eliminacni polo€as je cca 14 hodin

polo¢as inhibi¢ni aktivity HMG-CoA reduktazy je
cca 20 — 30 hodin diky aktivnim metabolitim

Specialni skupiny pacientu

Geriatricti pacienti

v

plazmatické koncentrace atorvastatinu vcetné jeho
aktivnich metabolitd jsou vy3Si nez u mladych
dospélych

hypolipidemické ucinky u obou skupin srovnatelné

Déti

v' farmakokinetické Udaje nejsou k dispozici

Pacienti s renalni

insuficienci

v/ onemocnéni ledvin nema vliv na plazmatickou

hladinu atorvastatinu ¢i jeho aktivnich metabolitd
ani na jeho ucinnost

Pacienti s jaterni

insuficienci

plazmatické koncentrace atorvastatinu a jeho
aktivnich metabolitli je vyrazné zvySena (cca 16x
vySSi Chax @ 11x vySSi AUC)
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3. CiL PRACE

Cilem této rigordzni prace bylo ovéfit, zda atorvastatin vykazuje u apoE/LDL-
receptor deficientnich mysi podobné ucinky jako je tomu v humanni mediciné. K tomu
byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi, hladiny zanétlivych markert v krvi
a dale exprese zanétlivych markerl v aterosklerotickych platech a velikost
aterosklerotickych 1ézi. K hodnoceni morfologickych nalezl byly pouzity stereologické

metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Samice kmene C57BL/6J s dvojitym deficitem apolipoproteinu E a LDL-
receptoru, vazici 15-20 gramu, byly zakoupeny v Taconic Europe (Dansko) a ustajeny

ve zvéfinci Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.1 Zvirata a predepsana dieta

U v8ech mysi byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnu.
Zvifata byla nahodné rozdélena do 2 skupin, kontrolni, které byla podavana pouze
aterogenni dieta, a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena

0 100 mg atorvastatinu na 1kg vahy denné.

Aterogenni dieta (Western type diet) obsahovala 21 % tuku (11 % nasycenych
mastnych kyselin) a 0,15 % cholesterolu.

Obé skupiny byly krmeny experimentalnimi dietami po dobu 8 tydnl. Kazda
z mySi byla chovana v samostatné kleci. Dostavaly denné 6g potravy (ve specialné
upravenych granulich) a mély volny pfistup k vodé po celou dobu studie. BEhem
experimentu nebyly nalezeny zmény télesné hmotnosti v souvislosti se spotfebou

potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylatnéna a byla provedena
eutanazie predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce vzorky
krve pro biochemické vySetfeni. Dale byly odebrany segmenty tkané tvorfené 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 pfi
minus 80°C.
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4.2 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorkl krve byla provedena na gerontologické a
metabolické Kklinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Celkové koncentrace
cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zakladé konvencénich diagnostickych
metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol
pfi 510 nm, triglyceridy pfi 540 nm vinové délky) (ULTROSPECT Ill, Pharmacia LKB

biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.2 ELISA analyza

Analyza hladin MCP-1 a VCAM-1 v krevnim séru byla provedena na Ustavu
klinické imunologie a alergologie. Byla vyuzita standardni sendviCova enzymaticka
technika za vyuziti konvecnich kitd pro stanoveni MCP-1 a VCAM-1 od firmy (R&D
Systems, Inc., MN, USA).

4.3 Histologické barveni olejovou cerveni

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

metodika pouzita pro stanoveni mnozstvi lipid v aterosklerotickych lézich.
Postup barveni olejovou Cerveni:

Barveni Oil Red O:

1) OilRed O 15 minut (kralik)
2) pramenita voda oplach

3) Gill hematoxylin asi 5 sekund, RT
4) pramenita voda modrani 1 minuta

5) montovani nevodné medium
Zasobni roztok Oil Red O se pfipravi rozpusténim 0,5 g Oil Red O ve 100 ml

isopropanolu. Pracovni roztok se pfipravuje v ¢as potfeby ze 60 ml zdsobniho roztoku

smichaného se 40 ml destilované vody a filtruje se pfes papirovy filtr.
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4.3 Imunohistochemie

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm aortélniho
sinu a ¢asti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série pficnych fezl o
tloustce 7 ym 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 vlozZily na 15 minut do acetonu. Timto procesem doSlo k
fixaci fezl a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy po
patnactiminutovém usus$eni viozily na 10 minut do destilované vody, nasledné se
vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Pfed inkubaci fezl s primarni protilatkou bylo
nutné jesté zablokovat nespecificka 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 nepipetovany roztoky anti-avidinu a anti-biotinu, které byly
pouZity k zablokovani reaktivity téchto latek v mySi tkani. Sklicka se pak 1 hodinu
inkubovala s primarni protilatkou pfi pokojové teploté. Poté se fezy vloZily do roztoku
PBS (2x5minut), dale do roztoku 3% H,0, (15 minut). Po oplachu v PBS (2x5minut)
se fezy inkubovaly se sekundarnimi protilatkami (30 minut) — goat anti-hamster IgG a
goat anti-rat 1IgG (Vector Laboratories), které byly znaceny biotinem a opét se fezy
vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Dale byl na sklicka nanesen avidin-biotinovy
komplex obsahujici peroxidazovy substrat (Vector Laboratories). 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.
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Byla pouzita nasledujici primarni protilatka:

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

Pracovni postup

nechat uschnout fezy

fixace aceton (uschovany v -20°C)

ususit

PBS

10% zviteci sérum v PBS (900 ul PBS + 100 pl séra)
Inkubace s avidinem D

oplach v PBS

Inkubace s biotinem

PBS

primarni protilatka (fedi se v BSA)

PBS 1

10% zvifeci sérum v PBS (900 pl PBS + 100 pl séra)
sekundarni protilatka (+ mouse sérum v PBS)
PBS 3

3% H20, (8 ml H,0O, + 70 ml H,0)

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
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15 minut
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30 minut
15 minut
5 minut
15 minut
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60 minut
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2x5 minut
30 minut
5 minut
nutno urcit ¢as
oplach
oplach

3 minuty
3 minuty

2 minuty



4.4 Kvantitativni analyza imunohistochemie a velikost |1ézi

Plocha velikosti barveni olejovou Cerveni a endotelialni exprese VCAM-1 byla
kvantifikovana pomoci stereologickych metod (10). Nejprve se nakrajela série fezl o
tloustce 7um (0,385 mm dlouhé useky cévy tvofici tzv. referenéni objem). Byl
proveden systematicky nahodny vybér fezl z referenéniho objemu. Prvni fez pro
kazdé barveni byl vybran nahodné, a pak se vybral kazdy paty 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 100 praseciki mezi
body sité a pozitivitou olejové Cervené, respektive VCAM-1 barvenim v intimé cévy na

jednu cévu (55). Odhadovana plocha aterosklerotické Iéze se vypocetla podle vzorce:
estA= a=xP,
kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a
P je pocet pruseciki mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni.

Fotodokumentace a digitalizace z mikroskopu byla provedena mikroskopem
Nikon Eclipse E2000, digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA) a za
pomoci softwaru LUCIA verze 5.0 (Laboratory Imaging Prague, Ceskéa republika).
Stereologickd analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,

Slovensko).
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4.5 Statisticka analyza

Statistick4 analyza byla provedena za vyuZiti statistického softwaru SigmaStat
2.0 (Jandel Corporation). Ke vzajemnému porovnani parametr u jednotlivych skupin
zvifat byl pouZit neparametricky T test. Rozdily mezi skupinami byly statisticky

vyznamne v pfipadég, Zze p < a kde a=0,05.

34



5. VYSLEDKY

5.1 Biochemicka analyza

U v8ech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu,
VLDL cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a triacylglycerold (TAG).
Vysledky prokazaly, Ze osmitydenni podavani atorvastatinu v davce 100 mg/kg
statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového cholesterolu, VLDL, LDL a TAG (viz.
obr.6-8;10). Navic bylo zjisténo, Ze atorvastatin také zvysil hladiny HDL cholesterolu
(viz. obr.9).

Obréazek 6 Hladiny celkového cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani

atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového cholesterolu ve srovnani s
kontrolni skupinou. (**P<0,001).

Celkovy cholesterol

kontrolni skupina atorvastatinova skupina
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Obrézek 7 Hladiny VLDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani

atorvastatinu statisticky vyznamn¢ snizilo hladiny VLDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. (**P<0,001).

VLDL

kontrolni skupina atorvastatinova skupina

Obrézek 8 Hladiny LDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny LDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. (**P<0,001).
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Obrézek 9 Hladiny HDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné zvysilo hladiny HDL cholesterolu ve srovnani s kontrolni
skupinou. (**P<0,05).
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Obréazek 10 Hladiny triacylglyceroli u experimentalnich mys$i. Osmitydenni podavani
atorvastatinu statisticky vyznamné snizilo hladiny triacylglyceroli ve srovnani s kontrolni
skupinou. (**P<0,001).
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5.1 ELISA analyza

Byla provedena analyza sérovych koncentraci prozanétlivych markerti MCP-1
a VCAM-1. Hladina MCP-1 byla po podavani atorvastatinu snizena (obr.11). Naproti
tomu koncentrace VCAM-1 v séru nebyla po podavani atorvastatinu nijak ovlivnéna
(obr.12).

Obrézek 11 Hladiny MCP-1 u kontrolni a atorvastatinove skupiny. Podavani atorvastatinu
vedlo ke statisticky vyznamnému sniZeni hladin MCP-1 v porovnani s kontrolni skupinou.
(*P<0,05).
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Obréazek 12 Hladiny VCAM-1 u kontrolni a atorvastatinové skupiny. Podavani atorvastatinu
neovlivnilo hladiny VCAM-1v porovnani s kontrolni skupinou.
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5.2 Histologické barveni olejovou ¢erveni

U v8ech fezl v kontrolni i atorvastatinové skupiné byla pozorovana pfitomnost
aterosklerotickych lézi. Léze byly nejvétsSi v oblasti aortalniho sinu, ale pokracovaly
také v oblasti aortalniho oblouku. Podavani atorvastatinu vedlo k mirnému snizeni
akumulace lipidu v aterosklerotickych lézich.

Obréazek 13 Barveni olejovou Cerveni u kontrolni skupiny zvifat, kterym byla podavana 8

tydni aterogenni dieta. Sipky ukazuji na akumulaci lipida v aterosklerotickych lézich.
Uprostied cévy jsou vidét zbytky semilunarnich chlopni (hvézdicka). Zvétseni preparatu 40x.
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Obrézek 14 Barveni olejovou ¢erveni u atorvastatinové skupiny zvifat, kterym byla podavana
8 tydnt aterogenni dieta spole¢né se 100 mg/kg atorvastatinu. Sipky ukazuji na akumulaci
lipid v aterosklerotickych 1ézich. Uprostied cévy jsou vidét zbytky semilunarnich chlopni.
Intenzita a plocha barveni olejovou Cerveni se zdd byt mens$i, neZ tomu bylo u kontrolni
skupiny. Zvétseni preparatu 40x.

5.3 Imunohistochemické barveni VCAM-1 v oblasti aortalniho sinu

Exprese VCAM-1 byla pozorovana v kontrolni i atorvastatinové skupiné. Silna
intenzita byla pozorovana v medii cév pod aterosklerotickymi platy. Dale byla
pozorovana exprese Vv aterosklerotickych platech a to zejména u kontrolni skupiny.

Silna exprese byla pozorovana také na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo né;.
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Obréazek 15 Imunohistochemické barveni VCAM-1 u kontrolni skupiny zvifat. Silna exprese
je pozorovana v medii cévy pod ateroskleroticky platem, v platu a na cévnim endotelu.
Zvétseni 200x.
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5.4 Stereologickd analyza histologického barveni olejovou cerveni a

imunohistochemického barveni VCAM-1

Stereologickd analyza prokazala pouze malé zmenSeni plochy barveni olejové
Cervené (obr.16). Naproti tomu velikost plochy VCAM-1 barveni byla vyrazné snizena

po podavani atorvastatinu.
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Obrézek 16 Stereologicka analyza velikosti plochy barveni olejovou ¢erveni. Podavani
atorsvatatinu vedlo pouze k mirnému statisticky nevyznamnému snizeni plochy barveni.
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Obrazek 17 Stereologicka analyza velikosti plochy VCAM-1 barveni. Podavani atorsvatatinu
vedlo ke statisticky vyznamnému sniZeni plochy barveni ve srovnani s kontrolni skupinou.
*XP<0,001.
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6. DISKUSE

Ateroskleréza jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozSifenym
onemocnénim, které urCitym zpUsobem postihuje vSechny vékové skupiny
obyvatelstva. Klinické pfiznaky aterosklerozy, které se ve vétsSiné pfipadu objevuji az
v pozdéjSich letech Zivota, jsou dnes velmi frekventované a ateroskler6za je v
souCasné dobé pfiCinou témér 50 % vSech dmrti. Rozsahly vyzkum v oblasti
aterosklerézy odhalil v poslednich letech fadu novych poznatku, které pfispivaji k
pochopeni déju, ke kterym dochazi béhem aterogenniho procesu. Mnohé poznatky
tykajici se aterogenniho procesu zdlraziuji ulohu zanétlivé reakce v procesu

aterogeneze (1).

V terapii hyperlipidémii a cévnich komplikaci (ateroskler6zy) jsou dnes asi
nejvyznamnéjSimi Iéky statiny. Statiny (nékde uvadény téz pod nazvem vastatiny) jsou
v souCasné dobé povazovany za nejucinngjsi hypolipidemika. Jsou to kompetitivni
inhibitory ~ klicového enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-hydroxyl-3-
methylglutarylkoenzymA-reduktazy (HMG-CoA reduktazy). Jednotlivé statiny se liSi
relativni ucinnosti a tzv. nelipidovym plsobenim, tj. antiagregacnim, antiproliferativnim
ucinkem, vlivem na upravu endotelialnich funkci, stabilizaci ateromatéznich platd, a;.

(47). Cilovym organem zasahu statinu jsou jatra.

Od roku 1986 se veédecké skupiny v riznych laboratofich snazily vyvolat
ateroskler6zu u mysi za ucCelem zavedeni nového zvifeciho modelu. MySi jsou
obvykle vysoce rezistentni vici ateroskleréze. Pfi pfijmu béZzné stravy maji nizkou
hladinu celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivnhino HDL cholesterolu, tudiz
se u nich nevyvijeji aterosklerotické léze. OvSem pokud jsou mysi krmeny stravou s
vysokym podilem cholesterolu a tuku, ktera téz obsahuje ZluCové kyseliny, hladina
jejich celkového cholesterolu roste a po nékolika mésicich se u vybranych kmenu
mysSi zac¢nou tvofit vrstvy pénovych bunék, zejména v subendotelu cév v okoli

aortalniho sinu (56).

Ackoli se tento model zprvu vyvijel slibné, mél dva zasadni problémy. Oproti
lidskym aterosklerotickym lézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév, kde platy
progreduji, mysi |éze jsou malé, vyskytuji se pouze v oblastech aortalniho oblouku a
nedochazi k jejich progresi. Strava, kterou jsou mySi krmeny, je nefyziologicka,
obsahuje 10 — 20x vice cholesterolu a Zlu€ovych kyselin. Tato strava vyvola chronicky
zanét pouze u citlivych kmenu mysi, nikoli u kmenu ateroskleroticky rezistentnich, coz
zvySuje moznost dohadu, Ze genetické rozdily mezi danymi kmeny mysi jsou dany

spise rozdily v reakci na podanou stravu.
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V roce 1992 pouZily dvé laboratofe specialni genovou technologii, ktera dala
vzniknout mySim deficientnim v apolipoproteinu E (apoE) (57). ApoE jsou tvoieny
primarné v jatrech, maji na svém povrchu zakladni lipoproteinové €astice a ligandy
pro rozpoznani lipoproteint a také pro clearance lipoproteinovych receptori. ApoE
deficientni mySi maji zpozdéné vyluCovani lipoproteini a i pfi nizkocholesterolové
stravé hladina jejich cholesterolu stoupa jako disledek akumulace chylomikronu a
VLDL zbytkd obohacenych esterifikovanym i volnym cholesterolem. U téchto mysi se
vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také fiboromuskularni platy, typické pro ateroskler6zu
u lidi. Tyto léze se formuji v aorté, v bfiSni aorté, v hlavnich vétvich karotid,
interkostalnich, mesenterickych, renalnich a ilialnich arteriich a také v proximalnich
Castech koronarnich, femoralnich a podklickovych arterii. Lipidni prouzky se objevuji
po deseti tydnech a Iéze obsahujici pénové burnky a hladkosvalové buriky se objevuji
po patnacti tydnech. Fibromuskularni platy jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji
nekrotické jadro a fibromuskularni €epiCku z hladkosvalovych bunék obklopenych
elastickymi vlidkny a kolagenem. U starSich mySi se fibromuskularni platy vyvijeji, u
pokroCilych 1ézi je patrnd destrukce bunék medie s prilezitostnym vyvojem
aneuryzmat. Rozsahla proliferace fibrézni tkané muze zuzit lumen cévy, €i dokonce

zpusobit jeji uplnou okluzi. Komplikované Iéze charakterizované trombozou se vSak
nevyskytly (39).

U téchto mySi bylo prokazano, ze podavani statind u tohoto modelu nevede k
oCekavanému hypolipidemickému uc€inku a tudiz je mozné tento model povaZovat za
vhodny ke studiu pleiotropnich G€inka statint (58). Na druhou stranu ale néktefi autofi
prokazali opacny vliv podavani statind u tohoto modelu aterosklerézy. Wang et al. a
Bea et al. prokazali hyperlipidemicky ucinek simvastatinu, ktery byl navic doprovazen
progresi aterogennich zmén u téchto mysi (59). VySe uvedené vysledky tedy

naznacuji, Ze tento kmen neni pfilis vhodny ke studiu ucinku statind.

LDL-receptor deficientni mySi jsou jedinci, ktefi také vznikli genetickymi
Upravami kmene C57BL/6J. Po podani standardni diety u nich nedochazi ke
spontannimu rozvoji hypercholesterolémie jako u apoE-/- mysi. Hypercholesterolémie
a morfologicky vyznamna ateroskler6za se vyviji az po podavani diety s vysokym
obsahem tukl. Presto je nutné pomérné dlouhodobé podavani takovéto diety

k indukci vyznamnych aterosklertotickych plata (60).

Podavani statint témto mysSim vede k hypolipidemickému a antiaterogennimu
ucinku, nicméné se Casto musi vyuzivat velkych davek statinl, a to az 300mg/kg/den
(61).
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Z vySe uvedeného vyplyva, Ze ani jeden z téchto mySich modeld neni idealni
pro studium 0c€inkd statinG a to bud z toho divodu, Ze zde nejsou dostatecné vyvinuty
aterosklerotické 1éze nebo 7ze zde statiny nemaji typicky benefit srovnatelny

s humanni medicinou.

ApoE/LDL  receptor deficientni mySi  vyvijeji vyraznou  spontanni
hypercholesterolémii a aterosklerotické léze jiz v patém tydnu svého zivota. V osmém
tydnu jiz maji pokrocilé Iéze v oblasti aortalniho sinu, jejichz vyvoj |ze samozfejmé
jesté urychlit podavanim aterogenni diety. Z toho dlivodu je tento model povazovan za

velmi dobry zvifeci model pro studium ucinkd hypolipidemik (62).

My jsme se v této rigordzni praci pokusili ovéfit, zda atorvastatin u téchto mysi
vykazuje hypolipidemické, protizanétlivé a antiaterogenni ucinky. Podavani davky
100mg/kg/den atorvastatinu po dobu osmi tydnu velmi pozitivné ovlivnilo vSechny
parametry lipidového spektra. DoSlo ke sniZeni celkového, VLDL, LDL cholesterolu a
TAG. Navic se signifikantné zvysil HDL cholesterol. Podobné hypolipidemické uc&inky
byly pozorovany také u lidi (47). Protizanétlivy ucinek byl prokazan zejména diky
snizeni hladiny MCP-1 v krvi a diky sniZzeni exprese VCAM-1 v intimé& cév v oblasti
aortalniho sinu. Vzhledem k tomu, Ze oba tyto markery jsou dulezité pro cinnost
makrofagu, jejich akumulace v intimé& a pro rozvoj zanétlivé reakce v platu, Ize snizeni
téchto markert hodnotit jako protizanétlivy ucinek. Podobné ucinky vykazuji statiny
také ve studich u lidi (63).
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7. ZAVER

Osmitydenni  podavani  atorvastatinu v davce 100mg/kg/den vedlo
k vyznamnému zlepSeni lipidového profilu 1é€enych apoE/LDL receptor deficientnich
mySi. Tento hypolipidemicky ucinek byl doprovazen vyraznym protizanétlivym
ucinkem, ktery se projevil snizenou hladinou MCP-1 v krvi a expresi VCAM-1 ve sténé
cevy.

Zavérem této rigorozni prace tedy muaze byt tvrzeni, ze apoE/LDL receptor
deficientni mysi by mohly byt dobrym zvifecim modelem pro studium U¢inka statint na
aterogenezi. Tyto mySi by mohly byt vyuzity zejména pro studium mozné kombinace

statinu s jinymi hypolipidemiky (hypolipidemiky s jinym mechanismem ucinku).
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