1. UVOD

Ateroskleroza a jeji organové komplikace, tedy infarkt myokardu, mozkové cévni
piihody a ischemicka choroba dolnich koncetin, jsou nejcastéjsi pii¢inou piedCasné
invalidizace a umrti ve vétSin¢ civilizovanych zemi. Kardiovaskularni mortalita
piedstavuje v civilizovanych rozvinutych zemich nejéastéjsi pti¢inu amrti po 45. roce
véku 1ivcelkovém dhrnu vSech Umrti, zatimco nejcastéj$i pficinou umrti
V nejchudsich zemich jsou komplikace podvyzivy, vzacné ptimo hladovéni.
Ateroskleroticky proces, ktery se odehrava ve sténé tepny, je slozitym déjem,
do kterého zasahuje celd tada faktorii. Ateroskleroza je disledkem kontinualniho
V patogenezi aterosklerozy hraji kli¢ovou roli zejména metabolické faktory, cely
proces ma vak také aspekty chronického zanétu. Zivot ohrozujicim vyGsténim
progrese aterosklerotického procesu je nestabilni aterom. Nestabilni aterom je pojem
oznacujici pfeménu pomérné tuhého ateromového stromatu na jeho polotekutou
formu, ktera muze v disledku své konzistence vést k ruptufe ateromového obalu
a k herniaci ateromovych hmot do lumina cévy, jindy pak semilikvidni ateromovy
obsah vede k obturaci lumina cévy se vSemi dalSimi diasledky zejména v fecisti

koronarnim a cerebralnim.

Prevence aterosklerotického procesu Vv rtznych fazich jeho rozvoje je
zékladni prevenci disledkii ¢aste¢né nebo uplné obturace tepen, tedy riznych forem
ischemické choroby srdeéni, ischemické choroby dolnich koncetin a mozkovych

cévnich piihod (Handzha 2001).

V této rigordzni préci jsme se zabyvali ovéfenim, zda atorvastatin vykazuje u
apoE/LDL-receptor deficientnich mysi podobné uc¢inky jako je tomu v humanni

mediciné. Dale byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi, hladiny



zanétlivych markert v krvi a také exprese zanétlivych markera v aterosklerotickych
platech a velikost aterosklerotickych lézi. K hodnoceni morfologickych nalezi byly

pouZity stereologické metody.



2. TEORETICKA CAST

2.1. FUNKCE ENDOTELU ZA FYZIOLOGICKYCH PODMINEK
Endotel byl dlouho povazovan za strukturu, ktera vypliiuje ob&éhovy systém, a ma
primarni nezbytnou funkci udrzovat permeabilitu buné¢né stény. V 19. stoleti von
Reckingausen ustanovil, ze cévy nejsou pouze ,, tunely* prochazejici skrz tkang, ale
ze jsou téz vyplnény buiitkami. Starlingliv experiment a jeho zdkon kapiladrni vymeény,
stanoveny v roce 1896, vedly kupevnéni domnénky, Ze endotel je piedevSim
selektivni, ale staticka fyzikalni bariéra, coz popielo Heidenhahntv popis endotelu
zroku 1891 jako aktivniho sekre¢niho bunécéného systému. Nicméné studie cévni
stétny pod elektronovym mikroskopem provedené Paladem vroce 1953 a
fyziologické studie Gowana zroku 1959 popisuji interakce mezi lymfocyty a
endotelem postkapilarnich venul podporované né¢kolika nasledujicimi studiemi, které
vedou ksouCasnému pohledu na endotel jako na dynamicky, heterogenni,
diseminovany organ, ktery zastava zivotni funkce sekrecni, syntetické, metabolické a
imunologicke (1).

Endotel je tedy tvofen jednou vrstvou specializovanych buné¢k, které maji
fadu regulac¢nich funkci. Zakladni fukce cévniho endotelu jsou: regulace cévniho
tonu, ovlivnéni struktury cévni stény, antitrombotické a fibrinolytické ptisobeni,

interakce s bunikami v cirkulaci a regulace permeability cévni stény (2).

2.1.1. Regulace cévniho tonu

Endotel nepredstavuje pouze strukturalni bariéru mezi cirkulaci a okolnimi tkanémi,
ale endotelidlni bunky také secernuji medidtory, které ovliviiuji vaskularni
hemodynamiku ve fyziologickém stavu. Endotelialni bunky ptispivaji k regulaci

krevniho tlaku a toku krve uvoliovanim vazodilatacnich latek jako je NO a



prostacyklin( PGI 2), stejné¢ jako latek vazokonstrikcnich véetné endotelinu a PAF

(destickového aktivaéniho faktoru) (3). Tyto chemicky rozdilné slouceniny nejsou

skladovany v intracelularnich granulich; pfesnéji feCeno jejich hlavni biologické

ucinky jsou regulovany lokalizaci specifickych receptori na cévnich buiikach, jejich

rychlym metabolismem nebo stupném genové transkripce. NO je konstitutivné

secernovan endotelidlnimi bunikami, ale jeho produkce je modulovand mnozstvim

exogennich chemickych i fyzikalnich stimult, zatimco ostatni znameé mediatory (PGl

2, endotelin, PAF ) jsou syntetizovany primarné jako odpovéd’ na zmény vnéjsiho

prostiedi (4).

2.1.2. Vazoregulaéni latky syntetizované endotelem

LATKA HLAVNI JINE UCINKY SEKRECE SLOUCENINA | PREKURZOR.
UCINEK SLOUCENINA

NO VD Udrzuje zakladni tonus | Parakrinni, Heterodiatom. L-Arg
(oxid dusnaty) cév, ladhezi leukocytt a | konstitutivni a volny radikal

krevnich desticek, indukovana

1sekreci krevnich trombinem, ADP,

desticek, podporuje bradykininem,

desti¢kovou disagregaci, | substanci P,

| migraci a proliferaci muskarinovymi

hladkych svalovych agonisty,

bunék cytokiny
PGI 2 VD Zpomaluje desti¢kovou | Parakrinni, eikosanoid Kyselina
(prostacyklin) agregaci a depozici indukovana a arachidonova

mista poSkozeni
endotelu

PAF (desti¢kovy | VK Podporuje leukocytarni | Juxtakrinni/ fosfolipid Kyselina
aktivaéni faktor) adhezi na bunéény indukovana arachidonova

povrch
ET-1 VK Mitogen pro buiiky Parakrinni/indu- | Peptid z 21 Preproendote-
(‘endotelin 1) hladkych svald, kovana hypoxii, | aminokyselin lin 1 (203

moduluje u¢inky mnoha
sloucenin

ischémii

aminokyselin)

2.1.3. Interakce mezi endotelialnimi a krevnimi bunikami

2.1.3.1. Interakce krevnich desticek a leukocytii s cévni sténou

Cirkulujici leukocyty a krevni desticky mohou adherovat na specifické oblasti

endotelu béhem procesii imunitniho dozoru a také se ucastnit odpovédi na poranéni




nebo infekci tkané. Tyto multicelularni interakce jsou nezbytnymi prekurzory
fyziologického zanétu nebo hemostazy. Naopak nekontrolovana adheze leukocytt a

krevnich desti¢ek piispiva k zanétlivym a trombotickym porucham(5).

2.2. ENDOTELIALNI DYSFUNKCE

V poslednich letech se prohlubuji poznatky o zasadni Uloze endotelu v regulaci
funkci cévniho systému a v patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni. Rizikové
faktory jako jsou hypertenze, hyperlipoproteinémie, diabetes a koufeni svym
chronickym ptisobenim poskozuji fyziologické funkce endotelu a vedou ke vzniku
endotelialni dysfunkce, kterd hraje dilezitou roli v patogenezi cévni aterosklerdzy,
arterialni hypertenze, diabetu nebo srde¢niho selhani. ZlepSeni poskozené funkce
endotelu upravou zivotospravy a vhodnou 1é€bou muze zabranit vzniku a progresi
aterosklerozy a jejich komplikaci (6).

Endotel neustale odpovida na fadu lokélnich a syst¢émovych podnéta. Aktivace
endotelu témito podnéty vede k riznym typim odpovédi-ke zméné permeability,
vasospastickym reakcim, poruSeni hemostatickych mechanisma, uvolnéni riistovych
faktort. Aktivace endotelu mize byt na rozdil od endotelialni dysfunkce piechodnou
kratkodobou epizodou, ktera provazi napi. virovou infekci nebo kratkou expozici
aktivaénim faktorim. Rizikové faktory kardiovaskuldrnich onemocnéni, jako jsou
hypertenze, hyperlipidémie, diabetes, koufeni, hyperhomocysteinemic nebo
nedostatek estrogentl, svym chronickym ptusobenim poskozuji endotelidlni funkce a
vedou ke vzniku endotelidlni dysfunkce (7).

Endotelidlni dysfunkci se rozumi lokalizované ¢i generalizované postizeni
endotelu charakterizované zvySenim propustnosti cévni stény a vznikem

nerovnovahy mezi faktory vazorelaxacnimi a vazokonstrikénimi, prokoagula¢nimi a



antikoagulacnimi, rast stimulujicimi a riist inhibujicimi. Vysledkem je proaterogenni
ucinek s prevahou vazokonstrikénich, protrombotickych a proliferacnich pochodii.

V soucasné dob¢ je znamo, ze velka vétSina kardiovaskuldrnich onemocnéni je
spojena s poruchou funkce endotelu. Endotelialni dysfunkce se ucastni
v patofyziologii aterosklerdzy, hypertenze, diabetu, ICHS, srde¢niho selhani, cévnich
mozkovych ptihod, pfi Raynaudoveé syndromu nebo plicni hypertenzi.

Vystaveni endotelu plisobeni aterogennich lipid vede ke snizené aktivit¢ NO,
ktera ma za nasledek uplatnéni ristovych faktorti, prinik monocytti a LDL ¢astic
subendotelialné a tvorbu pénovych bunék. Pfitomnost lipoproteinu inhibuje
fibrinolyzu a pfispiva ke vzniku trombotickych komplikaci. U nemocnych s arterialni
hypertenzi hraje dtlezitou roli pfi poSkozeni endotelu zvySena aktivita osy renin-
angiotenzin-aldosteron a snizena aktivita vazodilatacnich pisobkd (EDRF/NO,
prostacyklin). ZvySena permeabilita endotelu a exprese adhezivnich molekul (E-
selektin, ICAM-1, VCAM-1) umoznuji adhezi a prinik zanétlivych bunék do cévni
stény, dochazi ke strukturalnim zméndm cévni stény, které se projevuji
morfologickymi zménami endotelii, hypertrofii a hyperplazii hladkych svalovych
bungk (8).

Hyperglykémie je spojend s glykosylaci lipoproteint, glykaci bilkovin a
zvysenou permeabilitou endotelu pro aterogenni lipidy. Hyperglykémie aktivuje
endotel k expresi adhezivnich molekul, dochazi k priniku monocytt ptes endotel.
Narusena je také produkce vazodilatacnich a koagulacnich ptisobki (snizena syntéza
prostacyklinu, nizsi dostupnost NO, zvySend sekrece von Willebrandova faktoru a
PAI-1) (9).

Zvysena aktivita osy renin-angiotenzin-aldosteron se u srde¢niho selhani podili

na zvyseni periferni cévni rezistence. ZvySena degradace bradykininu a tim i sniZzena
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produkce vazodilatac¢nich faktorti, aktivace syntézy endotelinu a produkce TNF pfii
snizené tkanové perfuzi dale ptispivaji k rozvoji endotelialni dysfunkce.

Poskozeni funkce endotelu je prvnim krokem pfi vzniku aterosklerozy. V ¢asné
fazi rozvoje aterosklerézy umoznuje zvySena permeabilita aktivovaného endotelu
priunik aterogennich lipidi a monocytd do cévni stény. K rozvoji endotelidlni
dysfunkce prispivd nedostatecna produkce vazodilatacné, antiadhezivné a
antitromboticky ptisobiciho NO a zvySena syntéza kontraktilnich a rtst stimulujicich
faktorti (endotelin, angiotenzin II, tromboxan A2, PDGF). Pii pohybu leukocytt
v blizkosti aktivovaného endotelu dochazi K interakci leukocyttu s adhezivnimi
molekulami, adhezi a migraci subendotelialn€. Zde se fagocytézou oxidovanych LDL
¢astic monocyty meéni v pénove bunky a vytvareji tukové prouzky jako prvni stadium
aterosklerdzy. Postupnou akumulaci krevnich buné¢k a lipoproteind se vytvaii
ateroskleroticky plat.

U pokrocilé aterosklerotické 1éze zvysSuje endotelidlni dysfunkce trombotickou
pohotovost a riziko ruptury platu. Dysfunkce endotelu se tak podili na vzniku
nestabilnich lézi s vysokym obsahem lipidi a makrofagn, které se klinicky mohou
manifestovat akutnimi kardiovaskularnimi pfihodami.

Nejcastéji se K prikazu endotelidlni dysfunkce pouziva sledovani cévni
reaktivity na vazoaktivni podnéty, dal§i moznosti je laboratorni stanoveni markeri
endotelialni dysfunkce a sledovani metabolismu zna¢enych prekurzort.

Lécba endotelidlni dysfunkce miize predejit rozvoji aterosklerézy zabranénim
prechodu funkénich zmén ve zmény strukturdlni a umoziuje stabilizovat jiz vyvinuté
aterosklerotické 1éze. Lécba onemocnéni spojenych s endotelidlni dysfunkci by méla

sméfovat k obnoveni fyziologickych funkci endotelu eliminaci rizikovych faktor
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nebo vhodnou farmakologickou léCbou stimulujici vazodilatacni, antiadhezivni a
antiagregac¢ni vlastnosti endotelu (10).

Co se tyce nefarmakologickych moznosti 1é¢by, nejjednodussim opatienim je
odstranéni pulsobeni rizikovych faktorti upravou zivotospravy. Vylouceni vlivu
koufeni vede do né¢kolika meésict k normalizaci endotelidlnich funkci. ZlepSeni
endotelidlni dysfunkce bylo dosazeno upravou glykémie u diabetikl, fyzickym
tréninkem u nemocnych se srdeénim selhdnim, zmeénou dietnich navykt u
nemocnych s hyperlipoproteinémii.

Farmakologicka Iécba endotelialni dysfunkce spoc¢iva v hypolipidemické 1é¢be;
osveédCily se predevsim statiny, Které snizuji LDL a oxidovany LDL-cholesterol,
stimuluji produkci EDRF/NO, vedou kobnové endotelem zprosttedkované
vazodilatace, dochazi k vyznamnému poklesu vyskytu kardiovaskularnich ptihod, na
kterém se spiSe neZ regrese aterosklerdzy podili Uprava endotelialni dysfunkce (11).

Klinicky vyznam putisobeni inhibitori ACE na endotel potvrdily napiiklad
vysledky studie TREND, ktera u nemocnych s koronarni aterosklerézou a zvysenim
LDL-cholesterolu prokazala upravu endotelialni dysfunkce pfi Sestimésicni 1écbé
quinaprilem (12).

Piedpokladanym mechanismem pusobeni antioxidac¢nich latek (vitamin E, C,
beta-karoten) na endotelialni dysfunkci je snizeni oxida¢niho stresu vedouci k niZsi
inaktivaci NO a stimulaci syntézy prostacyklinu; vysledky studii vSak jsou zatim
nejednoznacné.

Rada studii prokazala Gi¢innost estrogenové substituce v menopauze na pravu
endotelialni dysfunkce a pokles kardiovaskularni mortality; estrogeny mimo jiné
zvysuji syntézu NO a prostacyklinu, inhibuji syntézu troboxanu A2 a endotelinu-1,

sniZuji hladinu LDL-cholesterolu a maji antioxida¢ni u¢inky.
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Dalsimi latkami ovliviiujicimi endotelidlni funkce jsou blokatory kalciovych
kanali. Amlodipin ovliviiuje endotel stimulaci produkce bradykininu a inhibici

oxidace lipida volnymi radikaly a tvorby pénovych bunék (13).
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Obr. 1: Schéma pocatecni faze dysfunkce endotelu

2.2.1. Endotel pri ateroskleroze

Ateroskleroza je nejvice rozsifené onemocnéni cév v rozvinutych zemich. Predstava,
Ze ateroskler6za vznikd jako odpovéd” na endotelialni poranéni, byla poprvé
vyslovena pied vice nez 20 lety, kdyz bylo zjisténo, Ze jiz pii nepravidelnostech
v organizaci endotelidlnich bunék jsou casto v téchto mistech nalézany tukové
prouzky, zatimco Uplna destrukce endotelu muze byt patrna pouze v pozdnim stadiu
nemoci. Tyto a dalsi prace jasné poukazuji na fakt, Ze ne pouze mechanicka, ale i

funk¢ni porucha endotelu muize vést k rozvoji endotelialni dysfunkce (5).
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Obr. 2: Endotel pri ateroskleroze
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2.3. RIZIKOVE FAKTORY ATEROSKLEROZY
Rizikové faktory ateroskler6zy a jejich orgdnovych komplikaci se déli na ovlivnitelné
a neovlivnitelné. Mezi neovlivnitelné faktory patii vék (s vyS$$im vékem stoupa jak
progrese aterosklerotického procesu, tak mnozstvi jeho komplikaci), muzské pohlavi
(muzi méli Castéji komplikace aterosklerotického procesu, nyni se zda, ze se pomér
mezi muZi azenami zafina postupné srovnavat) a genetické vlohy. Za hlavni
ovlivnitelné faktory povazujeme kouteni, inzulinovou rezistenci a hyperinzulinismus,
arteridlni hypertenzi, dyslipidémii, obezitu, diabetes mellitus, hyperfibrinogenémii,
nedostatek aerobni aktivity, nedostatek estrogenti, hyperhomocysteinémii, snizeny
piijem antioxidancii, nenasycenych mastnych kyselin a vlakniny, nadbytek pfijimané
energie, cholesterolu, nasycenych mastnych kyselin a dale biologické faktory (14).
Veék je faktor zietelné¢ neovlivnitelny, je zakladnim pfistupem oddaleni
manifestace organovych komplikaci aterosklerdzy, tedy ischemické choroby srdecni,
a po jejich eventudlni manifestaci dalSiho oddaleni recidivy téchto komplikaci.
Muzské pohlavi bylo a je tradi¢né povazovano za rizikovy faktor zejména pro
ischemickou chorobu srdecni. V poslednich letech se postupné vyrovnava rozdil
mezi procentualnim zastoupenim koufeni u muzt a U Zen a soucasné stoupa ponékud
vek manifestace ICHS. Proto se zda, ze tradi¢né pojimany neovlivnitelny rizikovy
faktor spojeny s muzskym pohlavim neni tak zietelny jako pted deseti ¢i patnacti
roky. Je vSak evidentni, ze Zeny onemocni ICHS ¢astéji az v menopauze (15).
Primérni, geneticky podminénou dyslipoproteinémii je napiiklad familidrni
hypercholesterolémie; autozomdlné¢ dominantni onemocnéni, které je dusledkem
chybéni nebo funkéni poruchy LDL receptoru a nasledné zpomalenym katabolismem
LDL a IDL. K manifestaci nemoci dochazi od narozeni, u heterozygéti jsou

koncentrace LDL-C 2-3krat zvySeny ve srovnani se zdravymi osobami. Koncentrace
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TC se pohybuji mezi 9-13 mmol/l, paralelné jsou zvySené koncentrace LDL-C a apo
B-100; u homozygétia se koncentrace TC nachazi mezi 15-30 mmol/l a

proporciondlné jsou zvySeny koncentrace LDL-C.

Mezi dalsi geneticky podminénd onemocnéni patii familidarni defekt
apolipoproteinu B-100 autozomalné dominantni, ktery je zpusoben bodovou mutaci
(Glu 3500—Arg) apo B-100, ktera vede ke snizené afinit¢ LDL k LDL-R. Nejcast¢jsi
pii¢inou vzestupu TC a LDL-C v populaci je polygenni hypercholesterolémie;
frekvence onemocnéni se udava mezi 1:20-100, kdy se patofyziologicky uplatiiuje
kombinace genetickych faktord i vlivii zevniho prostfedi, coz 0sti ve zvySenou

produkci LDL, ale i jejich zpomalené odbouravani.

Familiarni kombinovana hyperlipidémie je nejcastéjsi geneticky podminéna
porucha metabolismu LP, frekvence v bézné populaci je asi 0.5-1%; jednd se o
smiSenou hyperlipidémii, kterd se Casto vyskytuje u nemocnych po prodélaném
infarktu myokardu(v 10-15%), porucha ma autozomaln¢ dominantni dédi¢nost. Mtize
se jednat o poruchu jednoho hlavniho genu a nékolika geni kandidatnich,
charakteristickym rysem je zvySena syntéza apo B-100 a produkce ,,malych* VLDL,
TC od 6.5 do 8.0 mmol/l, ¢ast ma pokles HDL-C a hyper apo B-100. Dalsi
genetickou pfi¢inou DLP muze byt familiarni dysbetalipoproteinémie, familiarni

endogenni a familiarni smiSena hypertriglyceridémie , atd. (16).

Co se tyce ovlivnitelnych rizikovych faktord, je dokazano, ze riziko rozvoje
ICHS stoupa se zvySujici se télesnou hmotnosti. Riziko ICHS je u lidi s body mass
indexem 23-25 vy3Si 0 50% neZ u 0sob s BMI pod 21. Obezita mtize mit (asi i vlivem
mobilizovanych volnych mastnych kyselin) pfimy vliv na pifedéasny rozvoj

aterosklerozy, ktera je Castéji spojena s centralnim typem obezity. Kombinace
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centralni obezity a inzulinové rezistence vede krychlé nadprodukci VLDL
(s vysokym obsahem TG) v jatrech (17).

Je prokazan piimy vliv hyperinzulinémie; inzulinovd rezistence zvySuje
koncentraci VLDL, sniZuje koncentraci HDL, zvySuje vyskyt arteridlni hypertenze.
Inzulin pisobi na cévni sténu stimulaci tvorby rustovych faktord, proliferaci bunék
hladkého svalstva, stimulaci produkce pojivové tkané€, zvySenou aktivitou LDL-C,
zvySenou tvorbou a snizenou regresi tukovych prouzkl, zvySenim hladiny
plazmatického endotelinu-1, zvySenim inhibitoru plazminového aktivatoru-1 (18).

Arteridlni hypertenze je i se svymi moznymi komplikacemi slozitym
onemocnénim, jehoz vSechny aspekty nejsou dosud vysvétleny. Na sténu tepny
pusobi piimo zvySeni krevniho tlaku, zmény proudéni krve, dochazi k poruSe
endotelialni vrstvy. Hypertenze vede k remodelaci hladké svaloviny ve velkych
tepnach, v malych tepnach vede ke zvySeni cévniho tonusu (19).

PfedCasnd menopauza a s tim spojeny nedostatek estrogent piedstavuje také
zvyseneé riziko aterosklerozy.

DalSim rizikovym faktorem je vysoka koncentrace lipoproteinu Lp(a), ktera je
spojena s vyssim rizikem ICHS; nebezpecny je i jeho protromboticky vliv, ktery je
dan kompetici a podobnosti struktury Lp(a) a fibrinogenu (zvySena hladina
fibrinogenu predstavuje vyrazné riziko ICHS) (20).

Spoleéné enviromentalni faktory v rodiné ptedstavuji zejména vyziva a také
koufeni. V rodinach kufaku Castéji koufi i filidrni generace, nehledé na fakt pasivniho
koufeni. Koufeni u nés v poslednich letech pfibyva, zejména mezi mladezi a Zenami
mladsiho a stfedniho véku. Koufeni, stejné jako vyziva a arteridlni hypertenze,

ptedstavuji pochopitelné faktory patogeneze aterosklerdzy ovlivnitelné.
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Sedavy zptsob zivota ma vliv pfedevsim na svalové komponenty syndromu
inzulinové rezistence ana rozvoj abdominalni obezity. Je jisté, Ze sportovani
nekolikrat tydné po dobu nékolik desitek minut denné piedstavuje vyznamny faktor
prevence ischemické choroby srde¢ni.

Faktory vyzivy v patogenezi aterosklerdézy-opakované bylo prokazano, ze
zvySeny piivod nasycenych mastnych kyselin ¢i soufasny niz$i piivod vice-¢i
mononenasycenych mastnych kyselin ptedstavuji zakladni riziko aterosklerdzy. Jejim
rizikem je take vyssi celkovy piisun energie, nizsi piijem vlakniny, niz§i pfijem
vitamind, zejména kyseliny listové a protioxida¢né ptisobicich vitamint (vitamin C,
vitamin E) adale niz8i piijem protioxidaén¢ pusobicich latek (napiiklad obecné
flavonoidy, zejména antokyany) piedstavuje riziko vzniku, udrZzovani a progrese
aterosklerotického procesu. Bézné jsou doporucovany rostlinné tuky; mnoho
rostlinnych tukti na bazi margarinu ale obsahuje vysoké procento trans-mastnych
kyselin, jejichz aterogenni potencidl je dvojnasobny pii srovnani s nasycenymi
mastnymi kyselinami. Proto obecné doporucovani rostlinnych tuki mtze vést ke
zvySené zatézi trans-mastnymi Kyselinami.

Z hlediska tak zvané spravné vyzivy je za spravny model v soucasné dobé
povazovana dieta sttedomotska, obsahujici ryby, dribez, vzacnéji maso hovézi ¢i
veptové, malo uzenin, vy$$i piijem zeleniny a ovoce, c0Z znamend i vyssi piijem
vldkniny, vitaminl a protioxidacnich latek. Z hlediska ptijmu alkoholu se povazuje
uméfeny piijem zejména vina za protektivni. Uméfeny pfijem znamend do 40 g
denné pro muze a do 20-25 g denn¢ alkoholu pro zeny. Podle nékterych nazort je
z hlediska protekce vyhodnéjsi pit vino s ptivodem flavonoidi, jiné nézory se opiraji

o fakt, ze pfi mirném piijmu alkoholu stoupa HDL-cholesterol. Vysoky pfijem
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alkoholu vede naopak ke zvySeni plazmatickych hladin triacylglycerolu, k jaterni
steatOze a posléze cirhdze, atd. (21).

Nakonec bych zminila jesté vliv zanétlivych markert jako rizikového faktoru
aterosklerdzy; jednoznac¢né patogeny urceny nebyly, ale o urcitych mikrobech je
znamo, Ze jejich vyskyt byl spojen s vyssi frekvenci infarktu myokardu. Nejcastéji
jsou studovany Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori, Coxiella burneti,
Coxsackie B, Herpes virus hominis, Cytomegalovirus (nalezeny v restendzach
karotickych tepen). Byly zjistény zvysené titry proti Chlamydia pneumoniae u muza
s ICHS. Séropozitivita protilatek proti Chlamidia pneumoniae byla zjisténa az u 80-
85% pacientt s aterosklerotickym postizenim (22).

O tom, ze infekéni agens mohou byt negativnim jevem pro rozvoj
aterosklerotickych zmén, svéd¢i vztah C-reaktivniho proteinu (CRP) a ICHS.
Zvysené hladiny CRP byly nalezeny u nemocnych s chronickou infekci Chlamydia
pneumoniae a u pacientd s chronickou gastritidou zptisobenou Helicobacter pylori.
Vztah byl prokazan k ICHS. Hodnoty CRP koreluji téz s teplotou aterosklerotického

platu (aktivita platu).

Vzhledem k Cetnosti rizikovych faktorti je jasné, ze je tfeba pecliveé 1éCit;
farmakologicky i nefarmakologicky; jednotlivé rizikové faktory. Lécba u nemocnych
s vysokym individualnim rizikem je zalozena na 1écbé poruch metabolismu tukii,
arterialni hypertenze, diabetes mellitus, ¢i poruchy glukézové tolerance. S ohledem
na celou skalu faktorti, které ovlivituji chovéni aterosklerotické 1éze, je tieba do
1é¢by zahrnout 1 sanaci zanétlivych lozisek, protoze formace aterosklerotického platu
je dana hlavné Casticemi LDL-cholesterolu, jeho nestabilita v§ak mlze byt vyrazné

ovlivnéna nejen chemickymi, ale i infek¢nimi faktory (23).
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2.4. PATOFYZIOLOGIE ATEROSKLEROZY

Ateroskleroza je zanétlivé onemocnéni. Diky vysoké plasmatické koncentraci
cholesterolu, zejména cholesterolu o nizké hustoté—LDL, ktery je hlavnim rizikovym
faktorem ateroskler6zy, uvazovali mnozi, ze proces aterosklerézy ve velké miie

spo¢iva v akumulaci lipid ve sténé artérie. Nicméné tento proces je mnohem

vvvvvv

Cetna pozorovani u lidi i Zivo&ichti vedla k formulaci hypotézy o reakci na
poskozeni, ktera puvodné piedpokladala, Ze prvnim krokem v ateroskleroze je
poskozeni endotelu. Nejnoveéjsi verze této hypotézy spiSe uptednostiiuje vznik a

rozvoj endotelialni dysfunkce pifed pouhym poskozenim endotelu (24).

2.4.1. Schéma aterogeneze
Leukocyt mé tendenci rolovat po endotelu. Dochazi ktomu prostifednictvim
vzajemného kontaktu molekul selektinii na endotelové buiice a oligosacharidovych
molekul na leukocytech. Nasleduje pevna adheze leukocytu na endotel diky
molekulam z fady imunoglobulint VCAM-1 a ICAM-1. Vazebnou slozku tvofi
integriny, které se zvySené exprimuji az pii aktivaci endotelu. Pro proniknuti
leukocytu do subendotelu mezi endotelovymi buitkami je zapotiebi molekula
PECAM-1 (ve velkém mnoZstvi je v meziendotelovych spojich). Na invazi leukocytt
do cévni stény se velkou mérou podileji chemokiny, chemotaktické cytokiny, které
hraji roli v fizeni pohybu a aktivaci leukocyti (1).

Urcitd mista arterii, jako jsou bifurkace a oblouky, zptsobuji charakteristické
zmeény v toku krve. Zmény v krevnim pratoku se zdaji byt rozhodujici v ur€eni, ktera

mista cév mohou byt ndchylna k tvorbé 1ézi. Pohyb a adheze monocytt a T-bunék na
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téchto mistech je vysledkem up-regulace adheznich molekul jak na endotelu, tak i na
leukocytech.

Endotelialni dysfunkce vede ke kompenzacni odpovédi, kterda méni normalni
homeostatické vlastnosti endotelu. Zvysuje se tak adhezivita (s pfi¢inénim leukocytd
a krevnich desticek) 1 propustnost (permeabilita) endotelu. Endotel ma tedy spise
koagula¢ni nez antikoagulacni schopnosti a vytvari vazoaktivni molekuly, cytokiny a
rastové faktory. Pokud neni zanétliva odpovéd’ ucinné kompenzovana a nejsou
odstranény napadajici agens, muze proces dale pokracovat. Takto stimuluje zanétliva
odpoveéd’ migraci a proliferaci bun¢k hladké svaloviny, ty se prolinaji s oblasti zanétu
a vytvaii intermedidrni (stiedni) 1ézi. Pokud tato reakce pokracuje trvale, muze
zpusobit ztlusténi stény tepny, které je pozd€ji kompenzovano postupnou dilataci,
tudiz prasvit cévy zlstava jesté nezménén (25).

Odpovéd je dale zplisobena a usmériovana makrofagy vzniklymi z monocyti
a specifickymi subtypy T-lymfocytt. Aktivace téchto bun€k vede k uvolnéni
hydrolytickych enzymii, cytokinii, chemokint a rastovych faktort, které zptsobuji
dalsi poskozeni a pripadn¢ vedou k mistni nekr6ze. Akumulace mononuklearnich
bunék, migrace a proliferace bunék hladké svaloviny a vznik fibrotické tkdn¢ vedou
k dalSimu zvétSeni a restrukturalizaci 1éze. Ta zacina byt pokryta vazivovym krytem
(¢epickou), ktery prekryva jadro (je tvoteno lipidovou a nekrotickou tkéni) a vznika
tzv. komplikovand léze. V tomto okamziku jiz céva dale nemize kompenzovat tuto

situaci dilataci, vyklenuje se do lumen cévy a omezuje krevni prutok (26).
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2.4.2. Lipoproteiny

Lipoproteinové ¢astice jsou tvofeny tukem a bilkovinou. Bilkovinna soucast se
nazyva apolipoprotein nebo apoprotein. Funguji jako transportni formy krevnich
lipidu .

LDL je hlavni pfic¢inou poskozeni endotelu a pod nim lezici hladké svaloviny.
LDL muze byt modifikovan oxidaci, glykaci u diabetes mellitus, agregaci a spojenim
s proteoglykany nebo vclenénim do imunitnich komplext. Kdyz jsou ¢astice LDL
zachyceny v arterii, mohou projit progresivni oxidaci a byt pohlceny makrofagy a to
diky specifickymn (scavengerovym) receptorim na povrchu téchto bunék. Pohlceni
vede ke vzniku lipidovych peroxidii a usnadiiuje nahromadéni esterit cholesterolu.
Jakmile je LDL modifikovan a pohlcen makrofagy, méni se na pénové bunky.
Odstranéni modifikovaného LDL je dulezitou soucasti tvodni ochranné ulohy
makrofagii v zanétlivé odpovédi a minimalizuje G¢inek modifikovaného LDL na
buniky endotelu a hladké svaloviny. Oxidovany LDL je chemotakticky pro dalsi
monocyty a muze regulovat kolonie stimulac¢ni faktor makrofagii a monocytarni
chemotakticky protein produkovany bufikami endotelu. Rozsifuje tedy zanétlivou
odpovéd’ vstupem novych monocyti do 1ézi (27).

Zanétlivé mediatory (napi. TNF-a, interleukin-1 a mikrofag-kolonie
stimulujici faktor) zvysuji vazbu LDL na endotel a hladkou svalovinu a zvysuji
transkripci genu receptoru pro LDL.

Antioxidanty, jako napf. vitamin E, mohou redukovat vznik volnych radikala.
Zvysuji rezistenci LDL k oxidaci. V preklinickych studiich bylo zjisténo, Zze piijem
vitaminu E nepfimo umérné souvisi s vyskytem infarktu myokardu, omezuje a

snizuje vyskyt srde¢nich piihod.
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Zvysenou lipooxigenazovou aktivitu ma ang-II, ktery muze zvySit zanét a
oxidaci LDL. Hypertenze ma prozanétlivé ucinky a zvysuje tvorbu peroxidu vodiku
a volnych radikalt (jako napfi. superoxidovy anion a hydroxylovy radikal) v plasmé.
Tyto substance snizuji tvorbu NO endotelem, zvySuji adhezi leukocyti a zvySuji

periferni rezistenci.

2.4.3. Monocyty

Monocyty, prekurzory makrofagt, jsou piitomny v kazdé fazi aterogeneze.
Makrofagy  produkuji  cytokiny, chemokiny, molekuly regulujici rist,
metaloproteindzy a dalSi hydrolytické enzymy. Vznik a mnozeni mononuklearnich
bunék v lézich zavisi na faktorech, jakymi jsou makrofag-kolonie stimulujici faktor a
granulocyty-makrofag kolonie stimulujici faktor. Vystaveni makrofag-kolonie
stimulujicimu faktoru umoziiuje makrofagiim piezit in vitro a pravdépodobné se i
rozmnozovat Vv lézich. Naopak nékteré zanétlivé cytokiny (napf. interferon-gama
aktivovany makrofagy) jim umoziuji pribéh programované bunééné smrti
(apoptdzy) (28).

Pivodné se uvazovalo, Ze jediné bunky, které rostou v pribéhu expanze
aterosklerotickych 1ézi, jsou buitky hladké svaloviny. Ale mnozeni makrofagi ma
stejnou diilezitost. Schopnost makrofagh produkovat cytokiny (jako napi. TNF-a,
interleukin-1 a TGF-p), proteolytické enzymy (naptiklad metaloproteinazy) a ristové
faktory (zejména rastovy faktor tvofeny destiCkami a rastovy faktor podobny
insulinu-1) muze byt rozhodujici v tloze téchto bunék pii poskozeni a obnové pii
rozvoji aterosklerotickych lézi.

Aktivované makrofagy zastupuji tfidu II histokompatibilnich antigenti (HLA

IT), které umoznuji prezentovat antigeny T-lymfocytim. T-buniky jsou aktivovany,
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kdyZ navazi antigen vyprodukovany makrofagy. Aktivace T-buiiky ma za nasledek
sekreci cytokinii véetné interferonu-gama a TNF-a a B, ktérzesiluji zanétlivou
odpovéd’. Buiky hladké svaloviny v lézich maji také na svém povrchu molekuly
tiidy HLA 1I (pravdépodobné vytvofené interferonem-gama) a mohou tedy vytvaiet
antigeny T-buikam (29).

V aterosklerotickych 1ézich se ve vSech stadiich nachazi jak CD4, tak i CD8
T-lymfocyty.

Imunomodula¢ni molekula CD40 ligand muze byt produkovana makrofagy,
T-bunkami, endotelem a hladkou svalovinou v aterosklerotickych lézich in vivo. Jeji
receptor CD40 je pfitomen na stejnych bunikach. Oba jsou up-regulovany
v aterosklerotickych 1ézich. U mysi s deficitem apoE bylo prokéazano, Ze inhibice

CDA40 protilatkami redukuje vznik léze.

2.4.4. Desticky

Adheze destiCek a nasténnda tromboza jsou pifitomné pii vzniku a vyvoji
aterosklerotickych 1¢ézi. Desticky mohou adherovat k dysfunkénimu endotelu,
obnazenému kolagenu a makrofagim. Pokud jsou aktivovany, uvolfiuji cytokiny a
rustové faktory, které se spole¢né strombinem mohou podilet na migraci a
proliferaci bun€k hladké svaloviny a monocytl. Aktivace desticek vede k tvorbé
volné kyseliny arachidonové, ktera mtize byt transformovéna v prostaglandiny (jako
je napiiklad tromboxan A2, coz je jedna znejucinngjSich vazokonstrikénich a
tromboagregacnich latek)nebo v leukotrieny, které mohou zesilit zéanétlivou

odpovéd.
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Desticky jsou dulezité vudrZzeni cévni integrity a pii ochrané proti
spontannimu krvaceni. Aktivované desticky se mohou akumulovat na sténach arterii

a doplnovat dalsi desticky do rostouciho trombu (30).

2.4.5. Nestabilita a ruptura platia
Ruptura plath a tromboza jsou vyznamnymi komplikacemi, které vedou
Kk nestabilnim koronarnim syndromtim.

Ruptura jako komplikace ateromového platu je hluboké prasknuti
suvolnénim trombogenniho materialu do krve, kdezto u tzv. eroze mluvime o

povrchovém odstranéni endotelu diky apoptdze endotelovych bunék na povrchu 1éze.

Aterosklerotické platy mizeme rozdélit na stabilni a nestabilni. Stabilni plat
ma nizky obsah tukii a nemé tendenci k ruptufe s vytvofenim nasledné trombodzy,
ktera pak obturuje cévni lumen. Nestabilni plat je bohaty na lipidy a pfi okrajich
Casto praska. Dava tak vzniknout trombdze, ktera se projevi akutni cévni piihodou

(31).

U pacienti s infarktem myokardu je nestabilita a ruptura platid vysledkem
eroze, ztenceni a ruptury vazivové Cepicky. Déje se tak Casto na okrajich 1ézi, kudy
mohou vstupovat makrofagy, kde se hromadi, aktivuji a kde probiha apoptoza.
Rozpad vazivové Cepicky mize byt také vysledkem pusobeni metaloproteinaz(jako
jsou kolagendzy, elastazy a stromelyziny). Také T-buniky mohou stimulovat produkci
mataloproteindz v 1ézich, coz zpusobuje nestabilitu platl a ma za nasledek dalsi
imunitni odpovéd’. Tyto zmény mohou byt také doprovazeny produkci tkanovych
prokoagulac¢nich faktord a dalSich hemostatickych faktort, které dale zesiluji

moZnost vzniku trombozy.
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Nasledkem ukladani plath je zazeni cévniho prasvitu, které mulze vést
K ischemii. Dal$imi nasledky tvorby platd jsou ztuhnuti cévni stény (kalcifikace),
vznik trombd, které uzaviraji zbyly prusvit a mohou zputsobit periferni embolizaci,
dale krvéaceni do plati a do cévni stény. Takto poskozend sténa miize mimo jiné
povolit tlaku a dokonce prasknout, takZe dojde k nebezpeénému krvaceni do okolni

tkang, napf. z aorty nebo z mozkovych cév (32).

cholesterolove jadro |

Obr. 5: ZjednoduSené schéma tvorby a degradace fibrézniho krytu
aterosklerotického platu
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Obr. 7: Stabilni ateroskleroticky plat
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Obr. 8: Nestabilni ateroskleroticky plat
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Obr. 9: Ruptura aterosklerotického platu

2.5. BUNECNE ADHEZIVNiI MOLEKULY - VCAM-1

Buné¢éné adhezivni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou
exprimované na povrchu vSech tkani organismu. Adhezivni molekuly se Ucastni
tfizeni fady fyziologickych déju jako jsou embryogeneze, bunécny rist a diferenciace,
hojeni ran, ¢i obnova tkani. Uplatiuji se ale také pti patologickych procesech, kde se
napf. podileji na interakcich mezi slozkami imunitniho systému (33). Podle
strukturnich vlastnosti je mizeme rozdé¢lit na 4 zakladni skupiny. Jsou to selektiny,

integriny, imnoglobulinovéa skupina a kadheriny.

Imunoglobulinovd skupina adhezivnich molekul je rozsahla rodina
povrchovych bunéénych molekul, ktera predstavuje 50% vsech povrchovych molekul
leukocytt. Jde o latky glykoproteinového charakteru tvoiené opakujicimi se Ig
doménami z beta fetézct. Zprosttedkovavaji jak homofilni (vazba adhezivni
molekuly v jedné bufice na stejnou molekulu ve druhé), tak heterofilni
interakce(vazba adhezivni molekuly v jedné buiice na neidentickou molekulu ve

druhé bunce) (34). Patii sem cela fada adhezivnich molekul jako antigenn¢ specifické
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receptory T a B-lymfocyti TCR, BCR, koreceptory T-lymfocytd CD4 a CD8, které

jsou dulezité pro jejich spravnou funkci pfi imunitnich reakcich.

Z hlediska vztahu k aterosklerdze jsou nejvyznamnéjSimi zastupci vascular
cell adhesion molecule-1(VCAM-1), intercellular cell adhesion molecule-1(ICAM-1)

a platelet cell adhesion molecule-1(PECAM-1).

2.5.1. Struktura a funkce VCAM-1

Z hlediska struktury je tato adhezivni molekula transmembranovy
glykoprotein obsahujici N-konec, sérii g domen, transmembranovou oblast a
cytoplazmaticky konec.VCAM-1 mé 7 extracelularnich domén, pficemz domény 1 a
4 jsou specifickd vazebna mista pro vazbu o4f; integrinu(VLA-4) a n¢kdy pro vazbu
aqfB7 integrinu (35). VCAM-1 se podili na stabilizaci vazby leukocytl k endotelu a
podili se tedy na jejich diapedezi a ziejmé navic selektivné vychytava mononuklearni

leukocyty, protoze ty na rozdil od neutrofild exprimuji a4 integriny (36).

2.5.2. Exprese VCAM-1

VCAM-1 je exprimovan endotelialnimi  bunkami, makrofagy a
hladkosvalovymi bunikami (37). Studie na kralicich a mySich prokazaly, Ze VCAM-1
je endotelidlnimi buiikami exprimovan jes$té¢ pfed akumulaci makrofdgi a T-
lymfocyti v oblastech, které jsou predispozi¢ni ke vzniku 1ézi, pticemz lokalizace
téchto mist je Casto ovlivnhéna hemodynamickymi vlastnostmi, predevSim shear
stresem (38).U malych aterosklerotickych lézi je VCAM-1 exprimovan predev§im
endotelialnimi i hladkosvalovymi butikami, které ptiléhaji k aterosklerotické 1ézi. U

pokrocilejsich aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1 exprimovan vétSinou bunék, které
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se nachazeji v intim¢ cév. Piesto se ukazuje, ze VCAM-1 je exprimovan predevsim v

oblastech vyskytu 1ézi.

Exprese této adhezivni molekuly je ovliviiovana tadou faktorti, které se
uplatnuji 1 v patogenezi ateroskler6zy. Hypercholesterolemie a oxidované¢ LDL a
diabetes zvysuji expresi VCAM-1 (39). Také koufeni, hemodynamicky stres (nizky
shear stress) zvysuji expresi VCAM-1 (40). Exprese molekuly je také indukovana

zanétlivymi cytokiny jako TNF-a nebo IL-1.

Molecular Mediators of Atherogenesis

Obr. 10: Molekulové markery aterogeneze

2.6. MCP-1 (MONOCYTE CHEMOATTRACTANT PROTEIN 1)

Chemoatrakéni  protein  pro monocyty (MCP-1) je ¢len rodiny
proinflamatornich cytokinu, tzv. chemokini (41). Chemokiny poutaji pozornost diky
své schopnosti ptitahovat a aktivovat specifické podskupiny leukocyti na tukor
ostatnich na rozdil od fragmenti komplementu ¢i formylovanych peptidi.
Komplement a formylované peptidy totiZz poutaji neutrofily i monocyty, zatimco

MCP-1 pritahuje pouze monocyty a interleukin-8 zase pouze neutrofily.
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Prosttednictvim chemokini lze tedy vysvétlit mechanismus vyskytu specifickych
podskupin leukocytti v zanétlivych ohniscich. Patologicka nadprodukce MCP-1 je
charakterizovana infiltraty bohatymi na monocyty, které se vyskytuji u tuberkulozy a
aterosklerézy. Proto se muZeme setkat s Casto pouzivanym, avSak ne zcela
prokazanym tvrzenim, Zze je MCP-1 odpovédny za zanétlivé procesy probihajici u

téchto onemocnéni (42)

2.6.1. MCP-1 a jeho role v nékterych onemocnénich

Za ptedpokladu, ze je MCP-1 schopen in vivo pfitahovat monocyty, lze
vyslovit hypotézu, Ze je zodpovédny za infiltraci monocytti pii onemocnénich jako
napt. aterosklerdza, revmatoidni artritida nebo roztrousena skleréza. Ve skutecnosti
se zvySend produkce MCP-1 pfi téchto onemocnénich objevuje, avSak nemame

piimy dikaz, Ze je MCP-1 patogeneticky zodpovédny za tuto infiltraci.

Napitiklad imunohistochemickd analyza lidské aterosklerozy dokazuje, zZe je
MCP-1 primérné syntetizovan endotelidlnimi buiikami, subendotelidlnimi makrofagy
a pénovymi bunikami v Casnych 1ézich. Naproti tomu ve zralych aterosklerotickych
platech se zdaji byt pievladajicim zdrojem MCP-1 subendotelidlni makrofagy a
prilezitostnym hladkosvalové bunky, zatimco endotelialni buniky pfispivaji mnohem
mén¢ (43). Tento dukaz poskytuje velice zajimavy model aterogeneze, v némz MCP-
1 pritahuje monocyty do subendotelu, protoze jeho syntéza muze byt in Vvivo

indukovana minimalné pozménénym LDL lipoptoteinem (42).
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2.7. STATINY

Statiny jsou dnes bézn¢ indikovanymi 1éky u pacientd s komplikacemi
aterosklerdzy a stoji po boku ,,zakladnim* kardiologickym preparatiim, jakymi jsou
napf. betablokatory, kyselina acetylsalicylova nebo ACE inhibitory. Pro svou
ucinnost a minimum nezadoucich ucinkll se ftadi k nejCastéji predepisovanym
hypolipidemikiim. Lécba statiny se v poslednich nékolika letech vyrazné rozsitila.
Pred deseti lety byly statiny vyhrazeny nejtéz§im formdm familiarnich
hypercholesterolémii, dnes jsou indikovany u osob, které maji vedle dalSich kriterii
zcela normalni nebo jen hrani¢né vyssi hladiny sérového cholesterolu. Statiny patii
mezi preparaty, které by ziejmé nemély chybét u zadného pacienta s ICHS. Stéle
Castéji se s nimi setkdvame u diabetikli a osob s metabolickym syndromem, kde jsou
vétSinou soucasti kombinac¢nich hypolipidemickych rezimu (23).

Hlavni indikaci statini zdstava hypercholesterolémie nebo smisena
dyslipidémie s pievahou hypercholesterolémie u  pacientd s manifestni
ateroskler6zou nebo ve vysokém riziku aterotrombotickych komplikaci (44).

Statiny jsou tedy indikovany pfedev§im u nemocnych s izolovanou
hypercholesterolémii  v€etné heterozygoti  familiarni  hypercholesterolémie.
Uplatnéni vSak mohou nalézt i v terapii smiSené hyperlipoproteinémie, uinek 1écby
statiny je optimalni tehdy, jestlize vstupni hodnota triglyceridi neptesahuje hodnotu
4 mmol/l. Pfi vysSSich hodnotach triglyceridu statiny v monoterapii selhdvaji a je
tteba uzit kombinaci s fibraty(n€ktefi autofi doporucuji vysokou davku statinil
v monoterapii). V terapii homozygoti familiarni hypercholesterolémie statiny
bohuzel obvykle selhavaji. Pozitivnich vysledki bylo dosazeno pouze s vysokou

davkou atorvastatinu (45).
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V roce 2003 byla publikovana rozsahla metaaanalyza nékolika desitek studii,
ze které vyplyva, Ze terapie statiny snizuje riziko kardiovaskularnich piithod o 61% a
riziko ischemické cévni mozkové piihody o 17%. K dispozici je vSak fada dikazii
pro podavani statind i v jinych situacich nez je dlouhodoba prevence komplikaci
aterosklerdzy, napi. pozitivni pfinos Casné¢ zahdjené terapie statiny u akutniho
koronarniho  syndromu-casné  zahajena  hypolipidemicka 1é¢ba  vedouci
K ,,dramatickym* poklesim koncentraci LDL-cholesterolu dokonce vyrazné pod
uznavané cilové hodnoty piinasi nemocnym s akutnim koronarnim syndromem
vyznamné snizeni rizika (46).

Statiny se nepodavaji pouze Vv monoterapii, ale jsou i dulezitou soucasti
kombinované 1é¢by. Dlouhou dobu byly uzivany v kombinaci s pryskyficemi, nyni se
do popiedi pfi snaze o maximalni snizeni LDL-CH dostava kombinace s ezetimibem.
DalSi kombinace s fibraty nachadzi misto v terapii smiSenych hyperlipidémii.
S rostoucim vyznamem metabolického syndromu se kromé kombinace statin+fibrat
uplatni i kombinace statin+niacin.

V klinické praxi jsou u nas pouZzivany tyto statiny: lovastatin, pravastatin,
simvastatin, atorvastatin, fluvastatin a rosuvastatin. Nejvétsi pokles LDL byl
zaznamenan u atorvastatinu(60%) a simvastatinu(40%). TAG nejaéinnéji sniZuje

fluvastatin(31%), po kterém také nejvice stoupa koncentrace HDL (47).

2.7.1. Mechanismus t¢inku statini

V roce 1976 zjistili Endo a spol., ze produkt plisné Penicilium citricum sniZuje
syntézu cholesterolu kompetitivni inhibici kli¢ového enzymu biosyntézy cholesterolu
3-HMG-CoA reduktazy(statiny tzv. l.generace-lovastatin, simvastatin a pravastatin

jsou produkty plisni, Il.generace-fluvastatin je semisynteticky racemat a IlI.

34



generace-atorvastatin a cerivastatin jsou jiz plné syntetické). Tento enzym katalyzuje
pieménu 3HMG-CoA na mevalonat, coZ je jeden zprvnich kroku biosyntézy
cholesterolu. SniZzenim nitrobunééné syntézy cholesterolu se bunka dostiva do
situace deficitu cholesterolu, coz vede ke zvysené expresi LDL receptorti na bunécné
membran¢ vSech bunék, predevsim ale hepatocytl. ZvySend syntéza a zvySeni
aktivity LDL receptor umoziuji urychlené¢ vychytavani LDL partikuli z plazmy
(48).

Hypolipidemicky tc¢inek statinti je pomérné dobie objasnén, zatimco dosud
neni jednoznacné vysvétlen mechanismus, jakym statiny snizuji koncentraci
triglyceridd. Pfedpoklada se piedev§im snizeni syntézy VLDL v jatrech, dalSim
moznym mechanismem je zvySeni clearance a odbouravani VLDL cestou LDL
receptorti, jejichz poCet se na povrchu hepatocytii zvySuje. Chylomikronové
remnanty obsahuji totiz stejn¢ jako VLDL apolipoprotein E, ktery je schopen navazat
lipoproteinovou ¢astici na LDL receptor.

Podle vysledkii mnoha praci zabyvajicich se vlivem statini na parametry
tukového metabolismu lze shrnout a uvést, ze 1écba statiny snizuje koncentrace
celkového cholesterolu 0 20-30%, LDL-cholesterolu 0 25-40%, triglyceridi o 5-20%
a soucasné mirn¢ zvySuje koncentrace HDL-cholesterolu o 5-10%. Témto zménam
odpovidaji i zmény ve spektru apolipoproteini-vyznamny pokles koncentrace
apolipoproteinu B a mirny vzestup hladiny apolipoproteinu A-I.

Co se tyCe zmény zastoupeni aterogennich ,,malych denzich LDL castic™ a
velkych neaterogennich LDL ¢astic, doneddvna platil ndzor, Ze statiny se chovaji
vesmes neutrdlné a pomeér téchto Castic se neméni. Teprve v neddvné dobé se
prokézalo, Ze u nemocnych se smiSenou HLP dochazi ke sniZzeni vyskytu

aterogennich ,,small dense LDL* po 1é¢bé statiny (49).

35



Acetyl-Cos —8= J.hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

— (HMG-CoA)
Thiolase HMG - CoA o
svrthase HME-CoA reductase
‘ STATINS
Acetoacetyl-Cod, Mevalonic acid
ATP
Mevalonaie kinase
Mevalonate-5-phosphate

Fhosphormeraionaie kinase
Mevalonate-S-pyrophosphate

Isoperfenyl-PP Mevaionate-5-pyrophosphale
3 = ) rh vl
isomerase CDz aecarDoxylase

Dimethylallyl-PP -4— Isopentenyl-5-pyrophosphate (FF)

/ i Farnesyl-PP synthase

BISPHOSPHOMATES

Geranyl PP

Farnesyl-PP syrnthase
BISPHOSPHONATES
Geranylgeranyl-PP -4—— Farnesyl-PP
Geranylgeraryl-
PP synthase

Squalene synthase

Squalene

Sqgualene
monoo:xygenase
2,3 oxidosqualene

MADPH Squalene
HEME A v ﬂ epoxydase

PRENYLATED DOLICHOL Lanosterol

PROTEINS UBIGUINON 19 reactions

CHOLESTEROL

Obr. 11: Mechanismus ucinku statinu

2.7.2. Pleiotropni ucinky statint

Statiny jsou schopny ovliviiovat také fadu déju, které vSak nesouviseji s hladinami
lipidii. Tyto Gcinky statind jsou oznacovany jako nelipidové nebo pleiotropni. Tento
tzv. nehypolipidemicky efekt vede ke sniZeni nejen koronarni a kardiovaskularni, ale

i celkové mortality (50). Jedna se zejména o:

P inhibici proliferace hladkych svalovych bunék cévni stény

» upravu endotelialni dysfunkce
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P stabilizaci aterosklerotického platu
» protizanétlivé pisobeni

» snizeni trombotické pohotovosti

Za zcela nelipidovy ucinek statinii je tfeba povazovat jejich antiagregacni
pusobeni, které je nejvice vyjadieno u pravastatinu. Druhym typicky nelipidovym
ucinkem statinl je inhibice proliferace hladkych svalovych bunék ve sténé cévni.
Tento Uc¢inek je nejvice vyjadien u fluvastatinu a simvastatinu, ale i u lovastatinu,
naopak u pravastatinu prakticky chybi. Zatimco vétSina autorti povazuje inhibici
proliferace myocytii za pozitivni efekt 1écby, ktery plisobi protiaterogenné€, objevuji
se 1 nazory zcela opacné. Ty povazuji proliferaci myocytl za vyznamny faktor pfi
stabilizaci plati a pozitivni vliv inhibice proliferace zpochybnuji.

Po podani statind (ptivodni pozorovani je popsano po lovastatinu, pozdéji byly
publikovany prace se vSemi statiny v klinické praxi) dochazi ke zlepSeni endoteliani
funkce, konkrétné ke zlepSeni koronarni vazodilatace po stimula¢nim podnétu (napf.
po podani acetylcholinu). Tento uU¢inek vSak muze byt vysvétlen jisté i1 jen
hypocholesterolemizujicim efektem statinu.

Po 1écbe statiny dochazi ke stabilizaci aterosklerotického platu. Tento efekt je
vSak opét snadno vysvétlitelny praveé snizenim hladiny cholesterolu (51).

Velmi diskutovanou otdzkou je moZzny pozitivni U€inek statinii na srdecni
selhéni. Potencidlni pfinos statinli pro nemocné S chronickym srdec¢nim selhanim
souvisi velmi pravdépodobné s vySe popsanymi lipidovymi i nelipidovymi G¢inky

této skupiny 1éka.
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2.7.3. Atorvastatin

Atorvastatin patii do skupiny hypolipidemik, kterd nejvyznamnéji snizuji
celkovy a LDL-cholesterol. Je indikovan u nemocnych s izolovanou
hypercholesterolémii a se  smiSenou  hyperlipoproteinémii s pievahou
hypercholesterolémie a jen mirnym zvySenim triglyceridii. Kromé monoterapie je
pouZivan v kombinac¢ni 1écb¢ s fibraty, s inhibitory vstfebavani cholesterolu
(ezetimibem), i s pryskyficemi (52).
Atorvastatin je uc¢inné hypolipidemikum ze skupiny statin. Ve srovnani s ostatnimi
dostupnymi statiny je jeho ucinek srovnatelny nebo vyssi, incidence nezadoucich
ucinku je pfitom srovnatelna s ostatnimi statiny (53). Z obvykle udavanych vysledkua
terapie statiny vybocuji vysledky studii s atorvastatinem. Atorvastatinem dosahované
(10 mg) vesmes nejvyraznéjSim zmeénam, zduraziiovéana je také vysoka schopnost
atorvastatinu snizovat koncentrace triglycerida-vyraznéji, neZ ostatni léky této
skupiny. Jiz pti obvyklych davkach dochazi k poklesu koncentrace triglyceridii okolo

20%(54).

2.7.3.1. Mechanismus ucinku

Mechanismus G¢inku atorvastatinu, stejné jako ostatnich statintl, spoc¢iva v selektivni
kompetitivni inhibici 3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktdzy (HMG-CoA
reduktaza) (52). HMG-CoA reduktaza je enzym zodpovédny za syntézu kyseliny
mevalonové, ktera je vychozim metabolitem pro tvorbu cholesterolu de novo.
Nedostatek cholesterolu v jatrech vyvolany inhibici jeho novotvorby vede ke
zmnozeni receptori pro LDL na povrchu jaternich bunék s naslednym zvySenim

katabolismu LDL. VySe uvedenym mechanismem dochézi po podani atorvastatinu k
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vyraznému snizeni koncentrace celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu a malych
denznich ¢astic LDL pii signifikantnim zvyS$eni koncentrace HDL-cholesterolu. Déle
dosud ne zcela znamym mechanismem vyrazn&ji nez ostatni statiny sniZuje
koncentrace triacylglycerol. Mimo vySe uvedené ucinky atorvastatin(stejn¢ jako
ostatni inhibitory HMG-CoA reduktazy) inhibuje desti¢kovy rastovy faktor (platelet-
derived growth factor-PDGF), coZz vede ke snizeni migrace makrofagi do
subendotelidlniho prostoru a ke snizeni migrace a proliferace bun¢k hladké svaloviny
a fibroblastii v subendotelidlnim prostoru; nasledn¢ pak dochazi ke zlepSeni funkce
cévniho endotelu. Atorvastatin ma wurcité antitrombotické ptlisobeni (snizeni
koncentrace komplexu trombin-antitrombin IIl, trombomodulinu a inhibitoru

aktivatoru plazminogenu) (55).

2.1.3.2. NeZadouci ucinky a interakce

Atorvastatin je ve vétSing piipadi dobfe snasen, celkovy vyskyt nezadoucich ucinki
v kontrolovanych studiich byl velmi podobny jako u ostatnich statint. V pievazné
mife se jednalo o malo zavazné nespecifické nezadouci ucinky, které obvykle
nem¢ély kauzalni souvislost s terapii atorvastatinem (podobny vyskyt byl po podavani
placeba). Specifické nezadouci Gi¢inky se objevily u méné nez 5 % pacienti. Pouze u
necelych 2 % pacientd bylo nutné terapii atorvastatinem pferusit z davodi
nezadoucich uc€inkl. Nejcastéji se vyskytly gastrointestinalni nezddouci Gcinky, jako
je plynatost(3 %), zacpa (2 %) nebo naopak prujem(l %) a bolest biicha(l %).
Vyskyt téchto nezddoucich U¢inkd neptevysoval jejich Cetnost po podani placeba.
Vyskyt myalgii, ptipadné dalSich poruch muskuloskeletalniho Ustroji (v priméru 2

%) nepiesahoval vyskyt téchto nezadoucich ucinki pozorovany po podani ostatnich
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statinl (v priméru 3 %). ZvySeni hodnot kreatinfosfokinazy nad trojnasobek horni

hranice normy se vyskytlo u 2,5 % pacientd (56).
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3. CIL PRACE

Cilem této rigorézni prace bylo ovéfit, zda atorvastatin vykazuje u
apoE/LDL-receptor deficientnich mysi podobné u¢inky jako je tomu v humanni
mediciné. K tomu byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi, hladiny
zanétlivych markert v krvi a déle exprese zanétlivych markert v aterosklerotickych
platech a velikost aterosklerotickych 1ézi. K hodnoceni morfologickych nalezi 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 (Déansko) a ustajeny ve

zvetincei Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.1. ZVIRATA A PREDEPSANA DIETA

U vSech mysi byl zahajen vykrm experimentalnimi dietami ve véku 8 tydnii. Zvitata
byla nahodné rozdélena do 2 skupin, kontrolni, které byla podavana pouze aterogenni
dieta a atorvastatinové, které byla podavana aterogenni dieta obohacena o 10 mg

atorvastatinu na 1kg vahy denné.

Aterogenni dieta (Western type diet) obsahovala 21% tuku (11% nasycenych

mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu.

Obe¢ skupiny byly krmeny experimentalnimi dietami po dobu 8 tydnii. Kazda
z mySi byla chovana v samostatné kleci. Dostavaly denné 6g potravy (ve specialné
upravenych granulich) a mély volny pfistup k vod¢ po celou dobu studie. Béhem
experimentu nebyly nalezeny zmény télesné hmotnosti v souvislosti se spotiebou

potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylacnéna a byla provedena
eutanazie predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce vzorky
krve pro biochemické vySetieni. Dale byly odebrany segmenty tkdn¢ tvoiené aortou
spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica,
Praha, Ceska republika), nasledné byly zmraZeny v tekutém dusiku a uskladnény pii

minus 80°C.
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4.2. BIOCHEMICKA ANALYZA

Biochemickd analyza vzorka krve byla provedena na Klinice gerontologické a
metabolické Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkové koncentrace cholesterolu
byly hodnoceny enzymaticky na zakladé konvencénich diagnostickych metod
(Lachema, Brno, Ceska republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol pii 510
nm, triglyceridy pii 540 nm vlnové délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB

biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3. ELISA ANALYZA

Analyza hladin MCP-1 a VCAM-1 v krevnim seru byla provedena na Ustavu
klinické imunologie a alergologie. Byla vyuzita standardni sendvi¢ova enzymaticka
technika za vyuziti konvecnich kit pro stanoveni MCP-1 a VCAM-1 (od firmy

R&D Systems, Inc., MN, USA).

4.4. HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

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

metodika pouZita pro stanoveni mnozstvi lipidu v aterosklerotickych lézich.
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Postup barveni olejovou cervent.

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 potieby ze 60 ml zasobniho

roztoku smichaného se 40 ml destilované vody a filtruje se pies papirovy filtr.

4.5. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm aortélniho sinu a
vV casti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série pficnych fezli o
tloustce 7 um 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 vloZily do roztoku acetonu uchovavaného v —20°C. Poté se fezy
nechaly usuSit (15 minut) a znovu se vlozily na 15 minut do acetonu. Timto
procesem doslo k fixaci fezil a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy
po patnactiminutovém ususeni vlozily na 10 minut do destilované vody, nésledn¢ se
vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Pfed inkubaci fezti s primarni protilatkou bylo
nutné jest¢ zablokovat nespecifickd vazebnd mista, proto se fezy na 30 minut

ponotily do roztoku 10% goat séra v PBS (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim,
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Némecko). V dalsi fazi byly na sklicka napipetovany roztoky anti avidinu a anti
biotinu, které byly pouzity k zablokovani reaktivity téchto latek v mysi tkéni. Sklicka
se pak 1 hodinu inkubovala s primarni protilatkou pii 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 1gG (Vector Laboratories), které byly
znaceny biotinem a opét se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Dale byl na
skli¢ka 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 — Xxylenu (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 pl PBS + 100 pl séra)
Inkubace s avidinem D

oplach v PBS

Inkubace s biotinem

PBS

primarni protilatka (fedi se v BSA)

PBS 1

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

PBS 3

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

PBS 4

ABC komplex elite

PBS 5

DAB (podle ndvodu)

destilovana voda

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

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

oplach
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aceton oplach

aceton — xylen (10:1) 3 minuty
aceton — xylen (1:10) 3 minuty
3x xylen 2 minuty

Eukitt — montovani kryciho skli¢ka

4.6. KVANTITATIVNI ANALYZA IMUNOHISTOCHEMIE A VELIKOST
LEZI

Plocha velikosti barveni olejovou cerveni a endotelidlni exprese VCAM-1 byla
kvantifikovana pomoci stereologickych metod (57). Nejprve se nakréjela série fezl o
tloustce 7um (0,385 mm dlouhé useky cévy tvotici tzv. referencni objem). Byl
proveden systematicky nahodny vybér tfezli z referencniho objemu. Prvni fez pro
kazdé barveni byl vybran nahodné a pak se vybral kazdy 5 fez, takze pét fezu pro
kazdé barveni bylo pouZito ke stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové
testovaci miizky, kterd se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 100 priseciki
mezi body sité a pozitivitou olejové Cervené, respektive VCAM-1 barvenim v intimé
cévy na jednu cévu (58). Odhadovana plocha aterosklerotické 1éze se vypocetla

podle vzorce:
estA= a*P,

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

pocet priiseCikli mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni.

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

pomoci softwaru LUCIA verze 5.0 (Laboratory Imaging Prague, Ceska republika).
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Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,

Slovensko).

4.7. STATISTICKA ANALYZA

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

vyznamne Vv piipad¢, ze p < a kde a=0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. BIOCHEMICKA ANALYZA

U vSech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu, VLDL
cholesterolu, LDL cholesterolu, HDL cholesterolu a triacylglyceroli (TAG).
Vysledky prokézaly, Ze osmitydenni podavani 10 mg/kg atorvastatinu statisticky
vyznamné snizilo pouze hladiny celkového cholesterolu (graf 1). VLDL cholesterol,
LDL cholesterol a TAG byly snizeny pouze mirné a statisticky nevyznamné (viz graf
2, 3, 5). Bylo ovSem zjisténo, Ze atorvastatin statisticky vyznamné zvysil hladiny

HDL cholesterolu (viz graf 4).

Celkovy cholesterol

|
kontrolni skupina atorvastatinova skupina

Graf 1: Hladiny celkového cholesterolu u experimentalnich mysSi. Osmitydenni
podavani atorvastatinu statisticky vyznamné sniZilo hladiny celkového cholesterolu
ve srovnani s kontrolni skupinou (*P<0,05).
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Graf 2: Hladiny VLDL cholesterolu u experimentalnich mysi. Osmitydenni podavani

atorvastatinu pouze mirné a nesignifikantné snizilo hladiny VLDL cholesterolu ve
srovnani s kontrolni skupinou.
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Graf 3: Hladiny LDL cholesterolu u experimentélnich mysi. Osmitydenni podavani

atorvastatinu pouze mirné a nesignifikantné snizilo hladiny LDL cholesterolu ve
srovnéni s kontrolni skupinou.
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Graf 4: 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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Graf 5: Hladiny triacylglycerolii u experimentdlnich mysi. Osmitydenni podéavani
atorvastatinu pouze mirné a nesignifikantne snizilo hladiny triacylglycerolii ve
srovnéni s kontrolni skupinou.
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5.2. ELISA ANALYZA

Byla provedena analyza sérovych koncentraci prozanétlivych markert MCP-1 a
VCAM-1. Hladina MCP-1 byla po podavéani atorvastatinu snizena (graf 6). Naproti
tomu koncentrace VCAM-1 v séru nebyla po podavani atorvastatinu nijak ovlivnéna

(graf 7).
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Graf 6: Hladiny MCP-1 u kontrolni a atorvastatinové skupiny. Podavani
atorvastatinu vedlo ke statisticky vyznamnému sniZeni hladin MCP-1 v porovnani
s kontrolni skupinou. (xP<0,05).
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Graf 7: Hladiny VCAM-1 u kontrolni a atorvastatinové skupiny. Podavani
atorvastatinu neovlivnilo hladiny VCAM-1v porovnani s kontrolni skupinou.
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5.3. HISTOLOGICKE BARVENI OLEJOVOU CERVENI

U vsech fezli v kontrolni i1 atorvastatinové skupiné¢ byla pozorovdna piitomnost
aterosklerotickych 1ézi. Léze byly nejvétsi v oblasti aortalniho sinu, ale pokracovaly
také v oblasti aortalniho oblouku. Podavani atorvastatinu nevedlo ke zmén¢ intenzity

barveni olejovou Cerveni v aterosklerotickych 1ézich.

Obr. 12: Barveni olejovou cerveni u kontrolni skupiny zvirat, kterym byla podavana
8 tydnii aterogenni dieta. Sipky ukazuji na akumulaci lipidii v aterosklerotickych
lézich. Uprostied cévy jsou videt zbytky semilundrnich chlopni (hvezdicka). Zvétseni
preparatu 40x.
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Obr. 13: Barveni olejovou Cerveni u atorvastatinové skupiny zvirat, kterym byla
podavina 8 tydnii aterogenni dieta spolecné s 100 mg/kg atorvastatinu. Sipky ukazuji
na akumulaci lipidii v aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy jsou videét zbytky
semilundarnich chlopni. Intenzita a plocha barveni olejovou cerveni se zda byt stejna
Jjako u kontrolni skupiny. Zvétseni prepardatu 40X.

5.4. IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI VCAM-1 V OBLASTI

AORTALNIHO SINU

Exprese VCAM-1 byla pozorovana v kontrolni i atorvastatinové skuping. Silna
intenzita byla pozorovana v medii cév pod aterosklerotickymi platy. Dale byla
pozorovana exprese v aterosklerotickych platech. Silna exprese byla pozorovana také

na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo ngj.
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Obr. 14: Imunohistochemické barveni VCAM-I u kontrolni skupiny zvirat. Silnd
exprese je pozorovana v medii cévy pod ateroskleroticky platem, v platu a na cévnim
endotelu. Zvetseni 200x.

55. STEREOLOGICKA ANALYZA HISTOLOGICKEHO BARVENI
OLEJOVOU CERVENI A IMUNOHISTOCHEMICKEHO BARVENI

VCAM-1

Stereologickd analyza ptekvapivé prokazala sice statisticky nevyznamné, ale piesto
zvétSeni plochy barveni olejovou ¢erveni. Naproti velikost plochy VCAM-1 barveni

byla mirn¢ sniZzena po podavani atorvastatinu.
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Graf 8: Stereologicka analyza velikosti plochy barveni olejovou cerveni. Poddvani
atorvastatinu vedlo k mirnému, statisticky nevyznamnému zvySeni plochy barveni
olejovou cerveni.
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Graf 9: Stereologickd analyza velikosti plochy VCAM-1 barveni. Podavani
atorsvatatinu vedlo ke statisticky nevyznamnému snizeni plochy barveni ve srovnani
s kontrolni skupinou.
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6. DISKUSE

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozSifenym
onemocnénim, které urCitym zpisobem postihuje vSechny vékové skupiny
obyvatelstva. Klinické ptiznaky aterosklerdzy, které se ve vétsiné piipadt objevuji,
az v pozdgjsich letech Zivota jsou dnes velmi frekventované a ateroskleréza je v
souCasné¢ dobé pfic¢inou témétr 50% vSech umrti. Rozsdhly vyzkum v oblasti
ateroskler6zy odhalil v poslednich letech fadu novych poznatkt, které prispivaji k
pochopeni dé&ju, ke kterym dochazi béhem aterogenniho procesu. Mnohé poznatky
tykajici se aterogenniho procesu zdurazinuji Ulohu zanétlivé reakce v procesu
aterogeneze (24).

V terapii hyperlipidemii a cévnich komplikaci (aterosklerézy) jsou dnes asi
nejvyznamnéjSimi 1éky statiny. Statiny (nékde uvadény téz pod ndzvem vastatiny)
jsou v soucasné¢ dobé povazovany za nejucinnéjsi hypolipidemika. Jsou to
kompetitivni inhibitory kli¢ového enzymu v biosyntéze cholesterolu - 3-hydroxyl-3-
methylglutarylkoenzymA-reduktdzy (HMG-CoA reduktazy). Jednotlive statiny se
lisi relativni UCinnosti a tzv. nelipidovym plsobenim, tj. antiagregacnim,
antiproliferativnim Uc¢inkem, vlivem na upravu endotelidlnich funkci, stabilizaci
ateromatoznich platu aj. (59). Cilovym organem zasahu statint jsou jatra.

Od roku 1986 se veédecké skupiny v rtznych laboratofich snazily vyvolat
ateroskler6zu u mysi za ucelem zavedeni nového zvifeciho modelu. Mysi jsou
obvykle vysoce rezistentni vii€i ateroskleroze. Pii pfijmu bézné stravy maji nizkou
hladinu celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivnino HDL cholesterolu,
tudiz se u nich nevyvijeji aterosklerotické léze. Ovsem pokud jsou mySi krmeny
stravou s vysokym podilem cholesterolu a tuki, ktera téz obsahuje Zlucové kyseliny,

hladina jejich celkového cholesterolu roste a po nékolika mésicich se u vybranych
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kmenit mysi zaCnou tvofit vrstvy pé€novych buné¢k, zejména v subendotelu cév v
okoli aortalniho sinu (60).

Ackoli se tento model nejprve vyvijel slibné, mél dva zasadni problémy.
Oproti lidskym aterosklerotickym 1ézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév,
kde platy progreduji, mysi léze 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 kment mysi, nikoli u kmeni
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 specidlni genovou technologii, ktera dala
vzniknout mysim deficientnim v apolipoproteinu E (apoE) (61). ApoE jsou tvofeny
primarné v jatrech, maji na svém povrchu zakladni lipoproteinové Castice a ligandy
pro rozpoznani lipoproteina a také pro clearance lipoproteinovych receptorii. ApoE
deficientni mysi maji zpozdéné vylucovani lipoproteini a i pfi nizkocholesterolové
stravé hladina jejich cholesterolu stoupa jako dusledek akumulace chylomikronti a
VLDL zbytkl obohacenych esterifikovanym i volnym cholesterolem. U téchto mysi
se vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také fibromuskularni platy, typické pro
aterosklerézu u lidi. Tyto 1éze se formuji v aorté, v biisni aorté, v hlavnich vétvich
karotid, interkostalnich, mesenterickych, renalnich a ilidlnich arteriich a také v
proximalnich castech koronarnich, femordlnich a podklic¢kovych arterii. Lipidni
prouzky se objevuji po deseti tydnech a léze obsahujici pénové bunky a
hladkosvalové buiiky se objevuji po patnacti tydnech. Fibromuskularni platy jsou
patrné po dvaceti tydnech, obsahuji nekrotické jadro a fibromuskularni ¢epicku z

hladkosvalovych bun¢k obklopenych elastickymi vlakny a kolagenem. U starSich
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mysi se fibromuskularni platy vyvijeji, u pokrocilych 1ézi je patrna destrukce bunék
medie s piilezitostnym vyvojem aneuryzmat. Rozsdhld proliferace fibrézni tkané
muze zuzit lumen cévy, ¢i dokonce zpusobit jeji uplnou okluzi. Komplikované léze
charakterizovane trombozou se vSak nevyskytly (62).

U téchto mysi bylo prokazano, ze podavani statinli a tohoto modelu nevede k
ocekavanému hypolipidemickému tc¢inku a tudiz je mozné tento model povazovat za
vhodny ke studiu pleiotropnich ucinkd statind (63). Na druhou stranu ale néktefi
autofi prokazali opacny vliv podavani statini u tohoto modelu ateroskler6zy. Wang
et al a Bea et al prokazali hyperlipidemicky tc¢inek simvastatinu, ktery byl navic
doprovazen progresi aterogennich zmén u téchto mysi (64). Tyto vysledky tedy
naznacuji, ze tento kmen neni pfili§ vhodny ke studiu tc¢inku statinti.

LDL-receptor deficientnim mysi jsou mysi, které také vznikly genetickymi
Upravami kmene C57BL/6J. Po podani standardni diety u nich nedochazi ke
spontannimu rozvoji hypercholesterolemie jako u apoE-/-mysi.
Hypercholesterolemie a morfologicky vyznamna ateroskler6za se vyviji az po
podavani vysokotukové diety. Piesto je nutné pomérné dlouhodobé podavani
takovéto diety k indukci vyznamnych aterosklertotickych plata (65).

Podavani statini témto mySim vede k hypolipidemickému a antiaterogennimu
ucinku nicméné se ¢asto musi vyuzivat velké davky statinli a to az 300mg/kg/den
(66).

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze ani jeden z téchto mysich modeld neni idealni
pro studium uUC¢inkil statind a to bud’ ztoho divodu, Ze zde nejsou dostatecné
vyvinuty aterosklerotické Iéze nebo Ze zde statiny nemaji typicky benefit srovnatelny

s humanni medicinou.
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ApoE/LDL receptor deficientnim mysSi  vyviji vyraznou spontanni
hypercholesterolemii a aterosklerotické léze jiz v 5 tydnu svého Zivota. V 8 tydnu, jiz
maji pokrocilé 1éze v oblasti aortalniho sinu, jejichz vyvoj lze samoziejmé jeste
urychlit podavanim aterogenni diety. Z toho divodu je tento model povazovan za
velmi dobry zvifeci model pro studium hypolipidemik (67).

My jsme se Vv této rigordzni praci pokusili ovéfit, zda atorvastatin u téchto
davky 10mg/kg/den atorvastatinu po dobu 8 tydna piineslo ponékud rozporuplné
vysledky. Doslo sice ke snizeni celkového cholesterolu a zvySeni HDL cholesterolu
nicméné LDL, VLDL a TAG nebyly vyznamné snizeny. Mirny protizanétlivy uc¢inek
byl prokazan zejména diky snizeni hladiny MCP-1 v krvi. Naopak hladina VCAM-1
v krvi a jeho exprese v platu nebyly po podani atorvastatinu snizeny. Z vyse
uvedenych vysledkd lze usuzovat, ze podavani 10mg/kg/den atorvastatinu neni

rrrrr

tedy ucinka, které jsou demonstrovany po podavani statint u lidi.
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6. ZAVER

Osmitydenni podavani atorvastatinu v davce 10 mg/kg/den vedlo k mirnému
zlepSeni lipidového profilu 1é¢enych apoE/LDL receptor deficientnich mysi. Tento
ucinkem, ktery se projevil snizenou hladinou MCP-1 v Kkrvi.

Vzhledem k tomu Ze, v dalSi rigorézni praci, kde byl pouzit stejny design
experimentu, ale kde byla pouzita davka 100mg/kg/den, dosSlo k demonstraci velmi
apoE/LDL receptor deficientnim mysi by mohly byt dobrym zvifecim modelem pro
studium G¢inku statind na aterogenezi. Je nutné vSak pouZzit davku statinu pohybujici
se kolem 100 mg/kg/den. Zejména by vSak tyto mysi mohly byt vyuzity pro studium

mozné kombinace jinych hypolipidemik (s jingym mechanismem t¢inku) se statiny.
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