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ABSTRAKT:

Jedna se o teoretickou praci jejimz hlavnim cilem je seznamit Ctenare
s novymi biochemickymi markery ateroskler6zy. Shrnuje zakladni poznatky
o ateroskler6ze. Je zde popsan charakter onemocnéni, pfiCiny jeho vzniku,
ateroskleroticky proces a rizikové faktory ovliviiujici jeho vznik. Dale je popsan

metabolismus lipidQ a lipoprotein(, které hraji v aterogenezi dilezitou roli.

Druha ¢ast prace je pak vénovana biochemickym markeram. Jsou zminény
klasické parametry vySetfované v souvislosti s aterosklerézou, ale hlavni diraz
je kladen na novéjsi biomarkery, informace o jejich vlastnostech, fyziologickém
i patologickém vyznamu, jejich roli v aterosklerotickém procesu, pfinos

pro diagnostiku a jsou popsany metody stanoveni jednotlivych analytu.

KLICOVA SLOVA:

ateroskleroza, biochemicky marker, zanét, vunerabilni plat



ABSTRACT:

This bachelor theoretical thesis deals with the subject of recent
biochemical markers of atherosclerosis. Firstly, the thesis sums up basic
knowledge of atherosclerosis, the sings and symptoms, causes of the disease,
atherogenesis and risk factors contributing to emergence of the disease. It also
contains a description of lipid and lipoprotein metabolism which plays
an important role in the process of atherogenesis.

Second part of the thesis is focused on biochemical markers. Standard
parameters examined in connection with atherosclerosis are mentioned, however
emphasis is put on recent biomarkers, their properties, physiological and
pathological significance, their role in atherogenesis, contribution to diagnostic,

and methods of determination of each analyte are described.

KEY WORDS:

atherosclerosis, biochemical markers, inflammation, vunerable plague
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1 Uvod

Aterosklerdza je komplexni onemocnéni, jehoz mechanismus byl osvétlen
az v poslednich desetiletich. Co se v dobach minulych vysvétlovalo jako prosté
usazovani tuku v cévach, které je disledkem vysokého pfijmu tukd potravou,
je dnes jiz popsano jako komplikovany proces ovliviiovany mnoha faktory.
A i pfes to, Ze jsou patofyziologické mechanismy a rizikové faktory toho
onemocnéni popsany, mira umrtnosti na dusledky komplikaci aterosklerézy
je stéle velmi vysok& a ve vyspélych zemich se stale zvySuje. To sebou nenese
pouze psychosocialni dopady, ale také stale se zvySuijici finanéni naroky na lécbu
takto nemocnych pacientu. Proto je kladen dlraz na vyzkum novych rizikovych
faktort a novych marker(, které by nam mohly pomaoci patologicky proces odhalit
v€as, monitorovat jeho prabéh, pfipadné bychom jejich mechanismd mohli vyuzit

k samotné lécbé.

Tato prace tvofi stru€ny pfehled o zakladnich poznatcich o ateroskleréze,
a lipoproteinu jako neodmyslitelné soucasti celého procesu. Hlavnim pfinosem
prace by vSak meélo byt shromazdéni informaci o novych biochemickych
markerech, které by nam mohly pomoci s rychlejSim a pfesnéjSim odhadem rizika

kardiovaskularnich pfihod a volbou IéCby.



2 Cile prace

Cilem prace je podat c¢tenafi prehled o dosavadnich poznatcich
o ateroskleréze. V jednotlivych kapitolach bude popsan charakter onemocnéni,
rizikové faktory, pfi€iny vzniku a faze aterosklerotického procesu. Pro ucelenost

bude uveden popis metabolismu lipidu a lipoproteina.

Druha &ast prace se bude vénovat jiz samotnym biochemickym markeriim
ateroskler6zy. V samostatné kapitole budou popsany klasické, v soucasné
diagnostice pouzivané, biochemické markery a metody jejich stanoveni. Déale
budou popsany novéjSi biomarkery rozdélené na markery zanétu a na markery
stability aterosklerotického platu. Budou popsany jejich fyziologické ucinky, uloha

v aterosklerotickém procesu, metody stanoveni a pfinos jejich vySetfovani.



3 Aterosklerdza

Ateroskleréza je onemocnéni postihujici cévni systém cClovéka. Jedna se
o chronicky patologicky proces, na kterém se podili zejména pfiliSné hromadéni
lipidd (zejména cholesterolu) v intimé& cévy a je ovliviiovan mnoha faktory.
V procesu hraji roli lipoproteiny, bufiky imunitniho systému a krevni buriky,
ale i geneticka vybava jedince. Ty se spole¢né s usazovanim cholesterolu podileji
na formovani tzv. aterosklerotického platu, ktery zuzuje lumen cévy, ztencuje jeji
sténu, sniZuje jeji pruznost a pfi jeho ruptufe dochazi k ucpani cév a s tim
souvisejicim akutnim stavem jako je infarkt myokardu ¢&i centralni mozkova
pfihoda. Typick& mista vzniku ateroskler6zy jsou oblasti rozdvojeni vétSich cév,
kde dochazi k vifivému proudéni krve a tim je naruSovan nepfilnavy povrch

epitelu.

3.1 Rizikové faktory

Rizikovy faktor obecné popisuje, o kolik vySSi pravdépodobnost
onemocnéni ma jedinec, ktery byl vystaveny danému faktoru, oproti jedinci, ktery
rizikovému faktoru vystaven nebyl. Rizikové faktory mizeme délit do nékolika

skupin, nejCastéji na faktory ovlivnitelné a neovlivnitelné
Neovlivnitelné rizikové faktory:

Mezi neovlivnitelné rizikové faktory aterosklerozy patfi pohlavi, vék,
geneticka vybava, rodinnd anamnéza a predchozi prodélani kardiovaskularniho

onemocnéni.

Fakt, Ze muZi jsou ohrozeni kardiovaskularnimi chorobami vice nez Zeny,
je vSeobecné znam po celém svété. Riziko onemocnéni u Zen se zvySuje
po menopauze, coz souvisi se snizenim hladiny estrogenu, ktery ma
pravdépodobné spojitost s vysSimi hladinami HDL-cholesterolu a vySSim

poctem LDL-receptoru v jatrech. Po menopauze tedy Zzeny tuto vyhodu ztraceji.

Podobné je znamo, ze se zvysSujicim se vékem riziko aterosklerézy roste.

Souvisi to s chronickym charakterem onemocnéni, kdy patologicky proces muze
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byt zapo€at jiz v détském véku, ale manifestuje se az ve véku pokrocilém.

Rizikovym vékem u muze je vék 45 let a vySe, u Zeny je to 55 let a vySe.
Ovlivnitelné rizikové faktory:

Mezi ovlivnitelné faktory patfi dieta se zvySenym energetickym pfijmem
a predevsim vysokym obsahem ZivociSnych tukl, nedostatek fyzické aktivity,
obezita, koufeni, nadmérné pozivani alkoholu. Mezi dalSi ovlivnitelné faktory
patfi i néktera onemocnéni, napf. diabetes mellitus, hypertenze

a hyperhomocysteinémie, které pacient mize ovlivnit doporu¢enou lécbou.

Na rozdil od neovlivnitelnych (nemodifikovatelnych) rizikovych faktord
muzeme rizika rozvoje aterosklerézy spojena s ovlivnitelnymi faktory snizovat
napfiklad zménou Zzivotniho stylu, zménou diety a kompenzaci souvisejicich

onemocnéni.

Pokud se u ¢lovéka kombinuje nékolik rizikovych faktoru, jejich pusobeni se

nesdita, ale nasobi.

Vzajemna potenciace rizikovych faktor( aterosklerézy

Hypertenze
[STK 195 mmHg]

x3

x1,6

Koureni Cholesterol

Obr. 1: Interakce rizikovych faktord (Mares, 2012)

3.2 Metabolismus lipida

Lipidy jsou jednou ze zakladnich sloZzek potravy Clovéka. Jedna se

o heterogenni skupinu latek, mezi jejichz spole¢né vlastnosti patfi Spatna nebo
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zadna rozpustnost ve vodé a v polarnich rozpoustédlech, biogenni plvod
a rozpustnost v organickych rozpoustédlech. Do skupiny lipid patfi cholesterol,

triacylglyceroly a volné mastné kyseliny.

Metabolismus lipidd muzeme rozdélit na endogenni (cesta lipidQ
pfijimanych potravou) a exogenni (cesta lipidd uvnitf organismu). Vzhledem
k nerozpustnosti lipida je jejich transport plasmou zprostfedkovavan hydrofilnimi

lipoproteinovymi ¢asticemi.

.
L
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// \\ \' )

; T
7 @2
ARy @
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" Bloodstream '\
Q

7 cell DGAT |

FA transporter T "Adipocyto

Nature Reviews | Genetics

Obr. 2: Schéma lipoproteinového metabolismu (Hegele, 2011)

Schéma na obr. 2 naznaduje, jak vypada metabolismus lipoproteinG
a transport lipidl. Cholesterol (C) a triacylglyceroly (TG) jsou vstiebavany
v tenkém stfevé do enterocytu. Z cholesterolu a TG vznikaji chylomikrony (CM),
na jejichz povrchu je apolipoprotein B-48, a diky transferovému proteinu (MTTP)
se lymfatickymi cestami dostavaji do krevniho obéhu. Tam chylomikron
interaguje s lipoproteinovou lipdzou (LPL), ktera z néj uvolni volné mastné
kyseliny, které vstupuji do okolnich bunék, a chylomikronovy remnant je pomoci
LDL receptoru eliminovan v jatrech. V jatrech jsou z TG, cholesterolu
a apoliproteinu B-100 syntetizovany lipoproteiny VLDL a jsou sekrenovany
do krve. Po interakci s LPL jsou triacylglyceroly hydrolyzovany, uvolfuji se
mastné Kkyseliny a lipoproteinovy remnant je oznacovan jako IDL. Ten je dale
hydrolyzovan jaterni lipazou (HL) a vznika tak LDL. LDL je vychytavan jatry,
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ale i perifernimi bufikami, pomoci receptoru LDLR. HDL je syntetizovan v jaterch
a zprostfedkovava reverzni transport cholesterolu. M& na svém povrchu
apolipoprotein A-1 (A1), ktery interaguje s transportérem perifernich bunék
(ABCG1). Enzym LCAT esterifikuje cholesterol pro transport HDL Eastic. HDL je
nasledné upraven pomoci bilkoviny pFenasejici estery cholesterolu CETP
a endotelialni lipazy LIPG a pfes scavengerové receptory (SRB1) vstupuje
do jater (Hegele, 2009).

3.21 Lipoproteiny

Vzhledem k nerozpustnosti lipidi ve vodé je pro jejich transport plazmou
nezbytné nutna pritomnost hydrofilnich nosi€l. Tuto pozici zaujimaji pravé
lipoproteiny. Jedna se o Castice, jejichz povrch tvofi vrstva fosfolipidl, mensi
mnozstvi neesterifikovaného cholesterolu a apolipoproteiny. Uvnitf ¢astice se

nachazi esterifikovany cholesterol a triacylglyceroly.

Membrana LP Jadro LP

Q neesterifikovany cholesterol V esterifikovany cholesterol
m triacylglyceroly

ﬁ fosfolipidy

O apolipoproteiny

Obr. 3: Struktura lipoproteinové ¢astice (AntiSense, 2010)
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Tab. 1: Pfehled lipoproteinovych &astic (Zdroj: Ceska, 2012, s. 51)

Hustota | Velikost Cholesterol TG | Apolipoproteiny
[9/ml] [nm] [%] [%]
A-l, A-ll, A-IV, B-48,
CM 0,94 75 —-1200 3 88 C-1. C-Il, C-lIlL E
VLDL| 1,006 | 28-75 17 56 | Ch CILCAILE
DL | 1,019 31 41 g2 | CLCALCHILE
LDL | 1,064 22 59 7 | B100
A-l, A-ll, A-IV, C-l,
HDL | >1,21 7-10 3843 6-7 | e cl E
3.2.1.1 Apolipoproteiny
Spole¢nou vlastnosti vSech lipoproteinovych ¢astic je pfFitomnost

apolipoproteint na jejich povrchu. Jedna se o specifické bilkoviny, mezi jejichz
funkce patfi udrzovat strukturu lipoproteinu, uc€astnit se enzymatickych reakci
(kofaktory), zprostfedkovavat vazbu na specifické receptory a transportovat lipidy

mezi jednotlivymi lipoproteiny.

Existuje nékolik tfid apolipoproteint (oznacuji se pismeny A az M), které se
lisSi svou funkci a jejich pfitomnost je charakteristickd pro jednotlivé typy
lipoprotein. Apo A-l, Il, IV se vyskytuji na chylomikronech a HDL ¢asticich,
apo B-48 se nachazi pouze na chylomikronech, apo B-100 zase pouze na LDL
Gasticich,

apo C-I, Il, Il a apo E jsou spole€nym apolipoproteinem

pro chylomikrony, VLDL, IDL i HDL &astice (Ceska, 2012, s. 54).

Prislusnost  jednotlivych  apolipoprotein  ma nesmirny  pfinos
pro diagnostiku, jelikoz podle poméru jejich koncentrace mizeme rozpoznavat
rizné patologie. Napfiklad na konci 80. let 20. stoleti bylo zjiSténo, ze snizeni
apo A-l (tj. snizena koncentrace HDL) a zvySeni apo B (zvySeni LDL) je daleko
presnéjSim markerem pro stanoveni ¢asného stadia rozvoje srde¢nich chorob

nez bézné vysetfované parametry.
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3.2.2 Chylomikrony

Lipidy pfijimané potravou, tzv. dietni lipidy, jsou ve stfevé vazany
na chylomikrony. Chylomikrony jsou nejvétSi lipoproteinové Ccastice. Jsou
tvofeny ve sliznici tenkého stfeva, pfesnéji jsou produkovany Golgiho komplexy
bunék stfeva — enterocyty. Jedna se o Castici kulovitého tvaru skladajici se
z fosfolipidové membrany a jeji vnittek je vyplnén cholesterolem
a triacylglyceroly. Tyto Castice se lymfatickymi cestami dostavaji do krevniho
obéhu a na povrchu endotelu kapilar jsou $tépeny lipoproteinovou lipazou a jsou
z nich uvolnény mastné kyseliny, které tkanim slouZzi jako zdroj energie. Zbytek
chylomikronu nazyvame chylomikronovy remnant. Obsahuje zejména
cholesterol a apoproteiny. Tato zbytkova Castice jesté mize predat nékteré své
¢asti ostatnim lipoproteinim, ale nakonec je vychytavana v jatrech pomoci apo E
receptoru. Tim se cholesterol dostava do jater, kde je bud zabudovavan do ¢astic

VLDL, nebo je pouzit na tvorbu zluCovych kyselin.
3.2.3VLDL

DalSi dulezitou Castici v metabolismu lipidd jsou VLDL d&astice neboli
lipoproteiny o velmi nizké hustoté. Jejich syntézou je zapoCata endogenni
metabolicka cesta. Tyto molekuly jsou tvofeny v jatrech a obsahuji pfevazné
triacylglyceroly, dale volny i esterifikovany cholesterol a apoprotein B-100.
VLDL Ccastice je stykem s lipoproteinovou lipazou Stépena a hydrolyzou
dochazi k uvolnéni mastnych kyselin do tkani. Z VLDL c¢astice vznika remnant
nazyvany IDL. Zhruba polovi¢ni ¢ast IDL je po navazani na apo E hepatéalni

receptor odbourana, druha polovina je katabolizovana na LDL Castice.
3.24 LDL

LDL Ccastice jsou molekuly s nejvy8§im obsahem cholesterolu.
Zprostfedkovavaji transport pro zhruba 70 % celkového cholesterolu v plazmé
a transportuji ho jak do jater, tak i do ostatnich tkani. Dulezitou sloZzkou LDL
Castice je apoprotein B-100, ktery se v jatrech vaze na LDL receptor a zajistuje
tim odbouravani LDL z plazmy. VétSina LDL se odbourava pravé takto —

po navazani na receptor nasleduje endocytéza, Castice se od receptoru oddéli
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(receptor se vraci zpét na membranu hepatocytu) a v lysozymu je rozlozena

na volny cholesterol.

Mala ¢ast LDL molekul mize byt odbouravana pomoci scavengerovych
receptort (acetyl-LDL-receptory), které se nachazeji na makrofazich. Zvysené
odbouravani prfes scavengerové receptory je davano do souvislosti
s akcelerovanou ateroskler6zou. Vzhledem k vysokému obsahu cholesterolu
v LDL ¢asticich znamena jejich zvysena hladina v plazmé velké riziko rozvoje

prfedCasné aterosklerdzy.

S LDL ¢&asticemi pak souvisi dalSi problém - jejich modifikace. Chemickou
modifikaci rozumime jejich oxidaci, acetylaci &i glykaci (u DM), ktera probiha
predevSim v intimé arterii a v plazmé. LDL se objevuje v nékolika podtfidach —
LDL | - LDL IV a pravé mensi LDL ¢astice, nazyvané také small-dense, podléhaji
modifikaci daleko snadnéji, a proto jsou daleko vétSim rizikem pro rozvoj
ateroskler6zy. Modifikované lipoproteinové &astice totiz nejsou rozpoznavany
LDL receptory v jatrech a vazi se predevSim na receptory scavangeroveé.
Pfi vstupu modifikovaného LDL do buriky pfes scavengerovy receptor nefunguje
zpétna vazba, kterda by méla regulovat koncentraci cholesterolu v burice,
a cholesterol se tak v makrofazich nekontrolované hromadi. Z takovychto bunék

pak vznikaji bunky pénoveé, které jsou jiz zakladem aterosklerotického loziska.

Oxidativné modifikovany LDL je prozatim nejprozkoumanégjSim
modifikovanym lipoproteinem. Délime ho podle miry oxidace na mirné a silné
oxidovany, pficemz silné oxidovany LDL ma veétSi proaterogenni vliv. Tyto
transformované C&astice ulehCuji vniknuti monocytd do intimy cévy — iniciuji
syntézu chemotaktickych proteinl, které navadi monocyty do stény cévy
a syntézu adhezivnich molekul na povrchu endotelu, na které se monocyty
mohou snadno navazat. Dale syntetizuji kolonie stimulujici faktor, ktery
diferencuje monocyty v makrofagy. Jsou pfimo toxické pro endotel cév, jsou

odpovédné za imunitni reakce a znemozniuji relaxaci cév.
3.2.5 HDL

Posledni, ale nezbytnou soucasti lipidového transportu jsou molekuly
lipoproteinu o vysoké hustoté HDL. HDL jsou syntetizovany v jatrech a v tenkém
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stfevé a maji podobu diskoidnich utvar(. Tyto nascentni molekuly se pohybuji
plazmou a pfijimaji volny cholesterol, fosfolipidy a apolipoproteiny z tkani
a CasteCné i z ostatnich lipoproteinl, a diskoidni molekula se méni v molekulu
sférickou. Volny cholesterol uvnitf HDL esterifikuje a vznika tak dalsi typ
lipoproteinu — HDL-3. Ten dale interaguje s ostatnimi lipoproteiny a pfejima
od nich dalSi slozky, zvétSuje svlj objem a stava se z néj HDL-2. VétSina Castic
je pak pomoci apolipoproteinu A-l rozpoznana a navazana na specificky HDL
receptor v jatrech a odbourana. Cast HDL-2 v8ak muze byt navracena do podoby
HDL-3, a to pasobenim enzymu CETP. Tento enzym je schopen transportovat
Cast cholesterolu z HDL ¢astic na Castice LDL a VLDL (obsahujici apolipoprotein

B) a ty jsou pak odbouravany v jatrech.

Cely tento dégj, tj. od uvolnéni volného cholesterolu tkanémi az po jeho

odbourani v jatrech, nazyvame reverzni transport cholesterolu.

HDL, ¢asto neodborné nazyvany také jako ,hodny cholesterol®, vSak nema
vyznam pouze pro reverzni transport cholesterolu. Zasadni roli hraje také
v dalSich antiaterogennich mechanismech — inhibuje zanét a apoptézu, snizuje
viskozitu plazmy, aktivuje fibrinolyzu, zabranuje oxidaci LDL, snizuje expresi

adhezivnich molekul a chemokin(i a mnohé dalsi (Ceska, 2012).
3.2.6 Lipoprotein (a)

Lp(a) je €asto zminovan v souvislosti s apolipoproteiny. Jedna se o Castici
velmi podobnou LDL, IliSici se pfitomnosti apoproteinu (a) navazaného
disulfidickymi muastky na bilkovinu apoB-100. Apo(a) m& rozmanitou délku
a strukturou je velmi podobny plasminogenu. Plasminogen je bilkovina dulezita
pro fibrinolyzu. Po jeho aktivaci na plasmin rozpousti fibrinovou srazeninu. Pokud
se v organismu tvofi lipoprotein(a), soutézi s plasminogenem o jeho vazebna
mista a snizuje tim aktivitu fibrinolyzy. Zaroveni podnécuje sekreci inhibitoru
plasminového aktivatoru (serpin E1; PAI-1), kter4 vede k trombogenezi. DalSim
proaterogennim faktorem je schopnost podnécovat expresi adhezivnich molekul
na endotelu cév, a tim zvySovat jejich pfilnavost. Lp(a) ma specifickou viastnost
precipitovat i pfi fyziologické koncentraci vapniku v séru a vazba tohoto

precipitatu do stény cév zvysSuje jeho retenci, a tim i zadrzovani cholesterolu
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a moznou oxidaci LDL (Zima, 2013c, s. 190). Popsané mechanismy jsou pfi¢inou
velké miry aterogenity €astice a souvisejicim zvySenym rizikem pro rozvoj ICHS.
Je prokazano, Ze toto riziko nese i samostatné zvysSeni koncentrace Lp(a),
nezavislé na ostatnich parametrech metabolismu lipida (Ce$ka, 2012, s. 55).

Fyziologicka funkce Lp(a) neni znama.

3.3 Ateroskleroticky proces

Pokud si rozlozime slovo ateroskleréza na pUvodni fecka slova
athero = ka$e a sclerosis = tuhy, ziskame zjednodusenou pfedstavu o tom, co je
dUsledkem aterosklerézy. Co se vSak zpoc€atku zdalo jako prosté hromadéni tuku
v cévach, se s prohlubujicimi se znalostmi mediciny ukazuje byti velmi
komplexnim onemocnénim a dnes jiz vime, Ze problémem neni pouze poruseny
metabolismus lipidl, ale hlavni roli hraje také stav imunitniho systému

a geneticka predispozice.

Cely proces zacina porusenim smacenlivosti endotelu cév. K tomu dochazi
v mistech, kde je céva dlouhodobé& namahana turbulentnim proudénim krve —
nerovné Casti cévy Ci mista jejiho rozvétveni. Bunky endotelu méni svuj plvodni
elipsoidni tvar a orientaci ve sméru proudéni na tvar polygonu a ztraci svoji
nepropustnost. ZvySena permeabilita v téchto mistech zapfiCifuje vstup
makromolekul — zejména LDL, ale napfiklad také lipoproteinu (a) — do intimy cév.
Jeho kumulace ve sténé cévy je zpusobena vazbou mezi apoB a proteoglykany
mezibuné&cné hmoty. A pfestoze cirkulujici LDL neni v plazmé modifikovan, jeho
zabudovanim do mezibunééné hmoty cévy se ucinnost modifikace zvysSuje.
Oxidované LDL vznikaji pfedevSim pusobenim volnych kyslikovych radikald
a reaktivnich forem dusiku (ty jsou tvofeny endotelovymi burikami a makrofagy)
(Ceska, 2012, s. 32).

Kromé zvySené permeability pro lipoproteinové Castice se s poskozenim
endotelové vrstvy vytvareji adhezni molekuly, rlstové faktory a cytokiny,
které k mistu poSkozeni cévy chemotakticky pfitahuji bufiky imunitniho
systému — T-lymfocyty a monocyto-makrofagové bunky — a ty pomoci
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adhezivnich P a E selektinovych molekul prostupuji skrze endotel
do subendotelového prostoru. Ten se zacina zvétSovat — makrofagy pohlcuji
volny cholesterol a méni se v buriky pénové, rustoveé faktory stimuluji proliferaci
vaskularni hladké svaloviny, do mista jsou pfitahovany dalsi buriky a hromadi se
zbytky rozpadlych bunék. Cely tento proces vede ke ztlusténi cévni stény

a vzniku ateromového platu (Osmancik, 2003, s. 8).

Proces aterogeneze muzeme délit podle nékolika kritérii. Jako Casné
oznacujeme faze hromadéni lipidd v intimé cévy, pozdni je pak proliferace léze
do lumen cévy a pocinajici trombdza. Podrobnéjsi a presnéjsi rozdéleni fazi

vzniku aterosklerotického platu:
Typ I: Inicialni faze
Typ II: Tukové prouzky
Typ lll: Intermediarni faze
Typ IV: Ateromovy plat
Typ V: Fibroateromovy plat
Typ VI: Komplikovana léze

Cely proces zahajuje tzv. inicialni faze, kdy se v intimé cévy zacinaji
z makrofagl vytvaret pénové bunky. Je identifikovatelnd pouze mikroskopicky.
Poté se hromadénim téchto bunék zacinaji tvofit tukové prouzky. Jedna se
0 zluté nevystupujici Utvary v intimé velkych cév, které jsou tvofeny pé&novymi
bunkami, bufikami hladkych svall a T-lymfocyty. Je dokazano, Ze se objevuiji jiz
v détském véku (byly prokazany i u novorozencu) a béhem zZivota se dale vyvijeji

— muze dojit k jejich zaniku, ale také k rozvoji v aterosklerotickou lézi.

DalSim stupném aterogeneze je intermediarni (pfechodna) faze, kdy
dochéazi k uvolnéni &asti intracelularnich lipidd z odumrelych pénovych bunék
do extracelularniho prostoru, coz zapfiCifuje vznik zakladu lipidového jadra.
| pfesto, Ze se fadi mezi Casné faze, mize byt pfipadnou pfic¢innou ICHS. Tyto

prvni tfi faze patfi do Casné patogeneze aterosklerézy bez klinickych projevu.
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Fibrézni €i ateromove platy jsou vétSimi utvary s lipidovym jadrem a jasnym
ohrani€enim. Maji tuzsi konzistenci, jsou Zluté az Sedé barvy (podle obsahu
lipidl) a jiz prominuji do lumina cévy, coz znamena jeji zuzeni a s tim spojené
problémy. V misté Iéze nalezneme pé&nové burky, velké mnozstvi proliferujicich
bunék hladkého svalstva a lymfocyty. Intracelularni prostor téchto bunék je v této
fazi z vétsiny vyplnén lipidy. Nebunécnou &ast Iéze pak tvofi pfedevSim tukové
kapénky a kolagen tvofeny svalovymi burfikami, které béhem celého procesu
migruji z medie do intimy arterie. MiZe dochazet také k nekrotizaci ve spodnich
vrstvach léze. Nekrotizovana tkan pak muze kalcifikovat, a tim se stava
nestabilngjSi. Fibroaterom se liSi vy§Sim podilem kolagenu a mizeme ho dale
délit na nékolik typl — s lipidovym jadrem, s kalcifikovanou lézi, bez lipidového
jadra, gelatin6zni (obsahuje edematozni tekutinu a fibrinogen, ktery stimuluje
tvorbu hladké svaloviny). Toto stadium aterogeneze se jiz muize klinicky
projevovat pfiznaky spojenymi s lokalizaci |éze — bolesti nohou pfi chlzi, bolesti
&i necitlivosti rukou, ochabovanim obliéejovych svald, atd. (Ceska, 2012, s. 33-
35).

Komplikované léze jsou pak poslednim stadiem aterosklerézy, kdy dochazi
k ruptufe platu, hematomu/hemoragii €i trombdze nebo kombinaci téchto
komplikaci. Pravé tyto tézké degenerativni zmény vedou k cévni obstrukci,

ischemické pfihodé a Casto i umrti jedince.
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Nomenklatura Vzhled cévy xg:mpu Mechanismus

Inicialni faze
prvnich
deset
Tukové prouzky
hromadéni
Intermedialni lipidic
faze
Aterom
rast
M bunék'
Fibroaterom ko
+ kolagen
Komplikovana ruptura
A hematom
Ieze trombdza

Obr. 4: Schéma jednotlivych fazi aterogeneze (Grahams Child, 2006)

3.4 Stabilita aterosklerotického platu

Ateroskleroticky plat je produktem dlouhého a komplikovaného procesu
aterosklerozy. Je jejim findlnim stadiem a pfiinou nahlych ischemickych pfihod,

které jsou pro postizeného pfimo Zivot ohrozuijici.

Plat ma charakteristické jadro a obal. Jadro je tvofeno pénovymi burikami,
makrofagy, T-lymfocyty, bufkami hladké svaloviny, vazivem a extracelularnimi
kapénkami lipidd. Fibrézni obal je z vaziva, a to pfedevSim z kolagenu
a proteoglykanu. Bylo vypozorovano, ze osud aterosklerotického platu zavisi vice
na jeho stabilité nez na velikosti 1éze, tzn. velka, ale stabilni l1éze je spojena

s menSim rizikem komplikaci (tj. ruptura, trombdéza) nez mal& Iéze nestabilni.

Stabilni plat ma malé jadro, mensi obsah lipidl a pénovych bunék, silnou

fibrézni CepiCku a hladky povrch. Nejevi znamky zanétu a neni trombogenni.
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Nestabilni plat ma naopak velké jadro s velkym obsahem lipidi a pénovych
bunék, ztenCenou fibrézni CepiCku a cévni stény jsou zaniceny. Dochéazi

k praskani fibrézniho krytu a trombodze.

Dfive prevladala predstava, ze k ischemii dochazi pfi uzavieni cévy
uloZzenymi lipidy v lumen cévy, dnes jiZ vime, Ze plat se tvofi ve sténé cévy, a tak
pratok krve nemusi byt nijak poznamenan. To vede k obtiZzné diagnostice
predevSim zobrazovacimi metodami a v nékterych pfipadech je objev léze

nahodny, ¢asto az pfi infarktu myokardu.

3.5 Zaneét

Bylo zjisténo, Ze zanét a infekce hraji dulezitou roli v celém ateroklerotickém
procesu, a to at' se jedna o akutni i chronické onemocnéni. MUzeme mezi né
kromé& samotného zanétu a sepse zaradit traumata, srdecni infarkt, velké
operace, atp., a obecné je mizeme charakterizovat jako syndrom systémové
zanétlivé odpovédi organismu (SIRS). Béhem téchto stavil se metabolismus

lipidG a LP znaéné pozménuije.

U SIRS dochazi ke zvySeni syntézy TG z duvodu cytokiny (TNF-a, IL-1,
INF-a,B,y) stimulované lipolyzy tukoveé tkané, diky které se zvySuje plazmaticka
koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin. Cytokiny kromé& destrukce
tukové tkané mohou inhibovat aktivitu LPL, a tim zamezovat spravnému

odbouravani lipoprotein(.

Méni se také slozeni lipoproteint. V pfitomnosti bakterialniho LPS
(exotoxin) se zvySuje podil sfingomyelinu v €asticich LDL, coz zvySuje jeho
aterogenni ucinek. Akutni stavy jsou doprovazeny oxidaCnim stresem, ktery
prispiva k oxidativni modifikaci LDL. Také zvySena aktivita sekre¢ni fosfolipazy
A2, kterd je spojena se zanétem a infekci, svym pusobenim modifikuje LDL
Castice, které pak svym charakterem pfipominaji malé denzni LDL (sd-LDL).
Sd-LDL nejsou dostate¢né afinni k LDL receptorim, proto nejsou spravné
odbouravany, a na misto toho jsou vychytavany scavengerovymi burikami.
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DalSi poznamenanou ¢astici je HDL. HDL pini rozhodujici funkci
v reverznim transportu cholesterolu a v ochrané LDL pfed oxidacnim stresem.
Béhem zanétu se koncentrace HDL snizuje. Snizuje se také koncentrace
ApoA-l, ktery je béhem zanétu vytéshovan sérovym amyloidem A (reaktant
akutni faze), ¢imz se snizuje schopnost HDL transportovat cholesterol. Zaroven
také klesa aktivita nejdllezitéjSiho enzymu - paraoxondzy (PON-1) -
poskytujiciho antioxidaéni kapacitu, a tim HDL ztraci i svou ochrannou funkci.
Tyto zmény ve sloZeni lipoproteinu vedou k jeho pfed€asnému katabolismu, a tim
ke kolapsu zpétného transportu cholesterolu. Fosfolipidy s cholesterolem jsou

pak ukladany v perifernich tkanich (Zak, 2011, s. 106).

Nejsou to vS8ak pouze zmény v lipoproteinech, které by byly pojitkem
mezi zanétem a aterosklerézou. Ve spojitosti s ateroskler6zou nachazime v téle
nékolik komplikovanych a komplexnich procesu, které aterogenezi ovliviuiji.
Napfiklad zanét mlze vyvolat hypertenzi, pfi niz se produkuje angiotenzin Il,
ktery ma pfimy prozanétlivy vliv. ZvySuje produkci IL1, IL-6 a podporuje expresi
VCAM-1. Zaroven vysoky krevni tlak mechanicky poSkozuje cévni sténu. U DM
zase vznikaji modifikované (glykované) molekuly, které indukuji endoteliarni
bunky k produkci cytokinl. Pfi obezité, pfedevsim visceralni, sama tukova tkan
produkuje cytokiny (TNF-a, IL-6). Navic se pfidava predispozice k inzulinove

rezistenci a DM.

Prestoze se fadi spiSe k hypotézam, jsou dalSim dulezitym podnétem
infekCni agens. | pres to, ze vysledky studii nejsou vzdy jasné, jsou
mikroorganismy v aterosklerotickych lozZiscich morfologicky prokazany a v séru
se vyskytuje titr protilatek proti specifickym antigendm mikroorganismu.
Na zakladé pfimé detekce v platech a sérologického vySetfeni se ve spojitosti
s aterosklerézou nejvice zminuji Chlamydia pneumoniae, Cytomegalovirus,
Herpes simplex virus, virus hepatitidy A, Helicobacter pylori, Porphyromonas

gingivalis a dalsi.

Infek&ni agens pusobi na cévu nékolika mechanismy — molekularni mimikry,
produkce toxini Gram negativnich bakterii, pfima infekce cévni stény (CMV),
"echo" hypotéza. Molekularni mimikry jsou v podstaté autoimunitni odpovédi

na stresové proteiny. Za fyziologickych stavll jsou stresové proteiny uvnitf vSech
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bunék lidského organismu. Pfi vystaveni buriky chemickému, termickému
¢i mechanickému stresu se bilkoviny teplotniho Soku HSP 60 dostavaji
do plazmatické membrany a davaji signal imunitnimu systému, Ze dochazi
k poskozeni buriky €i napadeni infekénim agens. Chlamydia pneumonia ma velmi
podobny stresovy protein, ktery spousti obranny mechanismus na endotelu cévy.
"Echo" hypotéza spociva v odezvé imunitniho systému, ktera vede k produkci
cytokinl a zanétlivych bunék. Ty pak mohou pUsobit mimo puvodni misto infekce
(Syrovatka, 2007, s. 286).

Infekéni agens nejsou hlavnim samostatnym spoustéem onemocnéni,
nicméné infekce mize vést k poSkozeni cévy, rozvoji a urychleni

aterosklerotického procesu.
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4 Zakladni biochemicka vysetreni

Jak bylo studiemi zjisténo, z meéfitelnych analytd ma nejblizSi vztah
k rozvoji ateroskler6zy hodnota koncentrace cholesterolu. Nejkriti¢téjSi pro rozvoj
aterosklerozy je tzv. lipidova tridda — vysoky celkovy cholesterol, vysoky LDL-C
a nizky HDL-C. Tyto parametry jsou proto sledovany a v klinickych laboratofich

bézné stanovovany.

VySetfeni se provadi ze séra Ci plazmy. Odbér krve se provadi do zkumavky
oSetfené antikoagulacnim Ccinidlem. Pacient by den pfed odbérem nemél
konzumovat tu¢né pokrmy a potraviny podporujici lipolyzu. Odbér je provadén
po 12—14 h dlouhém laénéni (pfes noc) a je doporuceno pifed odbérem nekoufit
(Zima, 2013, s.192).

4.1 Celkovy cholesterol

Cholesterol je zakladni strukturalni molekulou vSech buné€nych membran.
Jedna se o dulezitou latku pro syntézu steroidnich hormond, tvorbu zlu¢ovych

kyselin, resobci, transport a utilizaci TG a vitaminU rozpustnych v tucich.

Fyziologicka hodnota koncentrace cholesterolu by méla byt v rozmezi
3,5-5,2 mmol/l. Pfi zvySovani koncentrace riziko roste exponencialné.
Jiz pfi zvySeni koncentrace na hodnotu 6,5 mmol/l se riziko zdvojnasobuje,

pfi hodnoté 7,4 mmol/l je riziko Etyfnasobné (Racek, 2006, s.173).

V plazmé se vyskytuje cholesterol volny, neesterifikovany (cca 25-40 %)
a cholesterol esterifikovany (60-75 %), ktery je jeho zasobni a transportni
formou. Cholesterol esterifikovany mastnymi kyselinami je hydrofébni, a proto
musi byt transportovan pomoci lipoproteinl. V laboratofi vSak tyto dvé formy

nerozliSujeme a méfime pouze celkovy cholesterol.
Stanoveni cholesterolu

Cholesterol se stanovuje enzymovou metodou. Nejprve jsou estery
cholesterolu pomoci cholesterolesterazy (CE) roz$tépeny na volny cholesterol

a mastné kyseliny. Volny cholesterol je dale oxidovan cholesteroloxidazou
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(CHOD) na cholestenon a peroxid vodiku, a ten pak v pfitomnosti peroxidazy
(POD) reaguje s fenolem a 4-aminoantipyrinem za vzniku barevného komplexu
chinoniminu. Vzorek je fotometricky zméfen a absorbance barevného produktu

je pfimo umeérna koncentraci cholesterolu v krevni plazmé.
4.2 LDL-C

Nestanovujeme mnozstvi samotného lipoproteinu v séru, ale mnozstvi
cholesterolu prfenasené témito Casticemi. Stanoveni muze byt bud nepfimé,

tj. vypoctem, a nebo pfimé, méfenim koncentrace v séru.
Stanoveni pfimé

Béhem pfimého stanoveni je nutné zajistit, aby nereagovali s LDL i dalSi

lipoproteiny. Je toho mozné docilit nékolika postupy.

Cholesterol se z non-LDL uvolni pomoci detergentu, reaguje s CHE, CHOD,
POD a 4-aminoantipyrinem za vzniku bezbarvého produktu. V dalSim kroku se
uvolni cholesterol z LDL ¢astic, ktery dale reaguje s enzymy
a N,N-bis-m-toluidinem za vzniku barevného produktu, ktery je fotometricky

odedten.

Dalsim moznym postupem je stabilizace LDL ¢astic provadéna emulgaci.
Zbylé lipoproteiny reaguji s CHE, CHOD, katalazou a N-3,5-dimethoxyanilinem
za vzniku bezbarvého produktu. Poté se do smeési pfida Cinidlo obsahuijici
detergent, ktery uvolni cholesterol z LDL, a ten pak reaguje s enymy z prvniho
¢inidla, s peroxidazou a 4-aminoantipyrinem za vzniku barevného produktu, ktery

je fotometricky odeéten (Stern, 2011).
Stanoveni nepfimé

Vzhledem k tomu, Ze pfimé stanoveni LDL-cholesterolu nemusi byt kvdli
heterogenité Castic a podobnosti jednotlivych non-HDL ¢&astic spolehlive, se

v praxi ¢asto pouziva stanoveni nepfimé pomoci Friedewaldova vypoctu.

Vzorec vychazi z ivahy, Ze celkovy cholesterol je dan sou¢tem cholesterolu

neseného vSemi LP Casticemi. Pokud tedy chceme ziskat hodnotu LDL-C,
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musime od celkového cholesterolu odecist vSechny non-LDL &astice (VLDL, IDL,
HDL). S IDL se kvuli zanedbatelné koncentraci nepocita, a tak se dostavame
ke vzorci: LDL-C = celkovy cholesterol — (HDL-C + VLDL-C). Vzhledem k tomu,
ze koncentrace VLDL-C je obtizné stanovitelna, nahradil ji Friedewald
pomérovym zastoupenim TG a cholesterolu v Castici - 2,2:1 a ve vzorci tak

nahradime neznamou VLDL-C za TG/2,2.
LDL-C = celkovy cholesterol - (HDL-C + TG/2,2)

Vypocet vSak neplati, pokud se v séru vyskytuji chylomikrony, koncentrace

TG je vysSi nez 4,5 mmol/l nebo pfi vySSi koncentraci IDL (Soska, 2008, s. 943).

4.3 Non-HDL-C

Stanoveni non-HDL cholesterolu, resp. jeho vypocet, se provadi
v situacich kdy neni mozné pfimo vySetfit hladinu LDL-C. Do non-HDL
cholesterolu patfi cholesterol v chylomikronech, VLDL, IDL, LDL a Lp(a).
Vysledkem vypocltu je pfijatelna orientaéni koncentrace aterogenniho

cholesterolu v séru pacienta.

Non-HDL-C = celkovy cholesterol - HDL-C

Jak plyne ze vzorce, pro vypocet non-HDL cholesterolu je nutné znéat

koncentraci celkového cholesterolu a HDL cholesterolu (Zima, 2013, s. 196).

4.4 HDL-C

Stanoveni HDL-C je podobné stanoveni cholesterolu v LDL ¢asticich.
Ma také dva kroky - v prvnim dochazi k zablokovani lipoproteind, které nejsou
pfedmétem naseho stanoveni, ve druhém kroku pak dochazi k samotné reakci

cholesterolu a jeho zméfeni.

Blokaci non-HDL lipoproteini muzeme provést dvéma metodami. Pouzitim
protilatek namifenych proti apoB, ktery se nachazi ve struktufe LDL, VLDL
a chylomikronl, dosahneme vytvofeni imunokomplexu, ktery s pFidavanymi

¢inidly nereaguje. V jiné metodé se zase vyuziva polyaniontt a polymerd, které
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se navazi na non-HDL. Ty pak nereaguji stejné jako imunoinhibované LP
v pfedchozi metodé. Cholesterol je pak pomoci detergentu uvolnén
z lipoproteinové Castice a reaguje s enzymy CHE, CHOD, POD, fenolem
a 4-aminoantipyrinem za vzniku barevného komplexu, ktery se fotometricky

odedita.

4.5 Apolipoprotein B

ApoB je protein tvofici bilkovinnou sloZzku LDL &astice. Diky tomu mizeme
pomoci jeho stanoveni urcit obsah LDL v séru pacienta. Hodnota LDL-C nemusi
byt pfi stanoveni vypoctem vzdy zcela pfesna, a proto se jako dopliujici vySetreni

stanovuje také apoB.

Ke stanoveni se pouziva imunoturbudimetrickh metoda, kdy reaguje
antigen s protilatkou, tedy apolipoprotein B a protilatka proti lidskému apoB.
Vyhodnoceni je provadéno pomoci fotometrie a vysledek je odecéten z kalibracni
kfivky. Ke stanoveni apoB-48 je mozné vyuZzit elektroforézy &i imunoblottingu
(Zima, 2013, s.199).

4.6 Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou estery glycerolu a mastnych kyselin. Jsou
syntetizovany v jatrech, tukové tkani a tenkém stfevé, jsou také pfijimany

potravou. V organismu tvofi zasobu energie.

Triacylglyceroly se stanovuji pomoci enzymové metody. TG jsou
rozStépeny na glycerol a mastné kyseliny pomoci lipoproteinové lipazy.
Hydrolyzovany glycerol fosforyluje pomoci glycerolkindzy na glycerol-3-fosfat,
ktery je dale oxidovan na dihydroxyacetonfosfat. BEhem posledni reakce vznika
peroxid vodiku. Muzeme tedy vyuzit reakci peroxidu s 4-aminoantipyrinem
a 4-chlorfenolem a fotometricky pak zméfit absorbanci vzniklého Cerveného
zabarveni chynoniminového barviva pfi 500 nm. Lze také oxidovat pfimo glycerol
pomoci glyceroldehydrogenazy. Vznikd pak dihydroxyaceton a soucasné se
NAD+ redukuje na NADH, coz muUzeme pozorovat jako zménu absorbance
(pfi 340 nm) (Stern, 2011).
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5 Noveéjsi biochemické markery

V souCasné dobé vySetfované analyty nejsou vhodné pro sledovani
postupu aterosklerotického procesu. Jedna se o parametry metabolismu lipidd,
které nam davaji informaci o balanci lipida v téle, ale ne o samotném prabéhu
onemocnéni. Kvuli vysoké incidenci aterosklerozy v populaci je nutné hledat

latky, které by nam o fazi a zavaznosti onemocnéni fekly vice.

Jsou popisovany nové biomarkery, které mohou v budoucnosti vést k lepSi,
a hlavné rychlejsi, identifikaci rizika vzniku aterosklerézy a napomoci lékafi
k indikaci vhodné |éCby. Vzhledem k zavaznosti onemocnéni je nutné tyto
biomarkery hledat, popisovat, zjistit jejich funkci v aterosklerotickém procesu

a snazit se poznatky uplatnit k diagnostice v praxi.
Definice biomarkeru

Biologicky marker, zkracené biomarker, je latka, ktera je syntetizovana
v daném organismu a jeji pfitomnost ¢i zména koncentrace indikuje vyskyt
patologie v organismu, poukazuje na abnormality ve fyziologii, existenci
onemocnéni a jeho vyvoj. Tato substance musi splfovat nékolik kritérii. Mélo by
se jednat o stabilni analyt, jehoZ vlastnosti v daném organismu jsou jasné
definované a zaroven je znama jeho biologicka variabilita, index individuality
a kriticka diference. Mél by byt v laboratofi snadno méfitelny, a to nejlépe
metodou, ktera se da automatizovat. Také by mél byt jasné popsan vztah mezi
markerem a prognézou onemocnéni, a méla by existovat specificka Ié¢ba tohoto
onemocnéni, jejiz ucCinek se da prokazat pomoci zmény v koncentraci
biomarkeru. Jeho vypovédni hodnota by méla byt vy$Si, nez u jiz existujicich

a pouzivanych vySetfeni (Racek, 2012).
5.1 Markery intenzity zanétlivych procesu

Jak se ve studiich zkoumajicich vznik a procesy ateroskler6zy ukazalo,
aterosklerdza je se zanétem velmi Uzce spjata. Pokud by se tedy nasel vyhovuijici
biomarker, mohlo by byt zanétlivého charakteru onemocnéni vyuzito ke v€asné

diagnostice a monitoringu aterosklerozy.
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5.1.1 C-reaktivni protein

CRP je protein akutni faze, ktery se podili na imunitni odpovédi organismu.
Pravdépodobné se jedna o fylogenetického pFedchidce adaptivni imunity.
Strukturou se fadi mezi pentraxiny — proteiny uspofadané do diskoidniho Gtvaru
tvofeného péti nekovalentné vazanymi podjednotkami, které jsou schopny vazat
hladinou cytokint, pfedevS§im IL-6 (Kvasnicova, 2003). Béhem akutniho
poskozeni je hepatocyty sekrenovan do krve a jeho funkci je se pfi poSkozeni
organismu navazat na poSkozené Casti (membrany, chromatin, celé postizené
buriky, lipoproteiny), pfi napadeni patogeny provadi jejich opsonizaci, aktivuje
komplementovy systém a pomoci fagocytll dochazi k eliminaci mikroorganismu

a poskozenych struktur.

Fyziologicka koncentrace CRP v plazmé je do 5 mg/l a jeho biologicky

polocCas eliminace je cca 19 hodin, pfi navazani na ligand 5-9 hodin.

Bézné se jeho stanoveni pouzivalo pro ucely diagnostiky a monitoringu
stavl akutniho zanétu, traumat, operaci, autoimunitnich chorob, malignit
a podobné. Kromé jeho dulezité role v pribéhu akutniho zanétu se vsak zjistilo,
Ze se nachazi v samotnych aterogennich lézich a nejedna se pouze o biomarker
— CRP mé proaterogenni vlastnosti. Jeho pfitomnost podporuje expresi
adhezivnich molekul (ICAM-1, VCAM-1, E-selektin), coz zvySuje adhezi
makrofagl k endotelu, podporuje vazokonstrikci, agregaci trombocytl
a proliferaci bunék hladké svaloviny cévni stény, ovliviiuje koagulaci stimulaci
tvorby PAI-1 a inhibici tPA a podporuje tvorbu volnych radikall, které vedou
k modifikaci LDL (Racek, 2014).

Velkym pfinosem je vSak zjiSténi, Zze zvySené hodnoty CRP znamenaji
vysoké riziko rozvoje kardiovaskularnino onemocnéni i pro pacienty
bez anamnézy KVO. Tyto nizké, ale smérodatné koncentrace jsou méreny
vysoce senzitivhi metodou a vysledek je vydavan pod oznacenim hs-CRP. Tento
biomarker naméfime zvySeny nejen ve vztahu k infarktu myokardu, ale také
u cévnich mozkovych pfihod i uzavéru perifernich cév. Hodnoty hs-CRP by mély
byt mensi nez 1 mg/l, aby pro pacienta nepfedstavovaly zdravotni riziko. Hladiny
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mezi 1-3 mg/l znamenaji stfedni riziko, hodnoty nad 3 mg/l znamenaji vysoké
riziko postizeni KVO. VySetfeni je doporu€ovano v pripadé podezfeni nha mozny
rozvoj KVO u muzu ve véku do 50 let, u Zen do véku 60 let. VySetieni u starSich,
ale asymptomatickych pacientll muze byt indikovano pro spravnou volbu IéCby
(AACC, 2015).

Stanoveni hs-CRP

VySetfeni se provadi ze séra pacienta. Odebira se plna srazliva krev, ktera
se nasledné centrifuguje. Pfi vySetfeni CRP k urCeni miry rizika kardiovaskularni

pfihody je doporucovano provést odbér na lacno.

Klasicky se CRP v laboratofich méfi pomoci turbidimetrie ¢i nefelometrie.
Tyto metody jsou vSak pro ultrasenzitivni stanoveni nevhodné. Pro citlivéjsi
stanoveni jsou proto pouzivany imunochemické metody, které jsou schopné
detekovat reaktivni protein v koncentracich jiz cca 0,1 mg/l a jsou dodavany
v komercnich kitech, vhodné pro automatizaci. Soupravy dodavané dnes jiz
témér vSemi laboratornimi vyrobci vSak nejsou dostate¢né standardizovany, a tak
vysledky mezi soupravami ¢asto nejsou porovnatelné a muze dochazet k chybam
v interpretaci. Navic se napfic vyrobci li§i senzitivita kitll — nejvyhodnéjsi by bylo,
aby diagnosticka souprava nabizela dostate¢nou citlivost pro uréeni jak CRP, tak

i hs-CRP. Tomu tak ale v praxi neni (Sprongl, 2003).

Analytickou metodou volenou pro méfeni koncentrace hs-CRP je
imunoturbidimetrie. Jednd se o wvyuziti principu turbidimetrie ve spojeni
s imunochemickou reakci. Protilatka s proteinem precipituje a vytvaii komplex,
ktery je pomoci ochranného roztoku (polyethylenglykol) unasen na misto
spektrofotometrického méreni. Je méfena absorpce prochazejiciho svétla
(zafeni). Naméfena absorbance je pak pfimo umérna obsahu imunokomplexu
(Zima, 2013, s. 1026).
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5.1.2 Cytokiny

Dalsimi se zanétem souvisejicimi latkami jsou cytokiny. Jedna se
o rlznorodou skupinu polypeptidovych hormonu, jejichz funkci je komunikace
mezi burikami. Jsou syntetizované pfimo v bufkach a ovliviuji bud viastni rist
a vyvoj (jsou autokrinni), nebo jsou sekrenovany do okoli a ovliviuji
metabolismus bunék v nejbliz§im okoli (parakrinni efekt). Cytokiny Fidi proliferaci,
diferenciaci a migraci raznych typa bunék. Jsou dualezité pro imunitni systém —
jsou nezbytné pro diferenciaci bunék specifické i nespecifické imunity, kontroluji

jejich vyvoj, funkci, iniciuji a Fidi imunitni reakce.

Cytokiny mUzeme rozdélit do nékolika skupin — interleukiny IL, tumor
nekrotizujici faktory TNF, interferony IFN, kolonie stimulujici faktory CSF,

transformuijici rastovy faktor TGF a chemokiny.

V  aterosklerotické lézi muZeme najit rdzné skupiny cytokind
— imunoregulaéni, prozanétlivé, chemokiny a rustové faktory (Ceska, 2012,
s. 27). Cytokiny doprovazeji cely ateroskleroticky proces. Jsou uvolfovany
aktivovanymi burikami imunitniho systému jako reakce na infekci, toxické latky,
protilatky, traumatické stavy, a podle nékterych hypotéz by primarnim
spoustéCem produkce cytokind mohly byt modifikované lipidy, prfesnéji oxidovany
LDL. OxLDL stimuluje expresi adhezivnich molekul na povrchu endotelu,
chemicky pfitahuje monocyty, diferencuje je v makrofagy, které pfi pohlceni
oXLDL produkuji prozanétlivé cytokiny (TNF-o, IL-1, IL-6). Studie vSak
neprokazaly, Ze by cytokiny byly samostatnym spoustéem aterosklerozy
(Tedgui, 2005). V aterosklerotickych platech byla diky imunohistochemickym
metodam, in situ hybridizace a PCR nalezena cela fada cytokinG - IFN-y, IL-1,
MCP-1, M-CSF, PDGF, TNF-a. V rozvinutéjSich Iézich dochazi kvili pasobeni
prozanétlivych cytokini k apoptdéze makrofagl, pénovych bunék a bunék
hladkého svalstva. To vede ke zvétSovani lipidového jadra, ztenceni fibrézni
CepiCky a destabilizaci platu. Ackoliv apoptdza fyziologicky napomaha k eliminaci
zanétu, v tomto pfipadé jsou bé&hem indukce apoptézy uvolhovany dalsi
prozanétlivé cytokiny (IL-1p, IL-18). Diky vlivu cytokinl v lézi dochazi také

ke zméné vlastnosti endotelu — IL-1, TNF-a reguluji transkripci genu, ktery
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ovliviiuje koagulaci a pravdépodobné tim napomahaji vzniku trombu. Zanétlivé
cytokiny snizuji produkci tPA, naopak zvySuji produkci PAI-1, zvySuji produkci

krevnich desticek, a tim zvysuji pravdépodobnost trombozy komplikované léze.

TNF-a

Burika hladkého
TNF-a R IL-1
IL-1 IL-6
IL-6 IL-8
Makrofag /"\> IFN-y (?) VCAM-1
IL-8 ICAM-1
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‘ O - IL-15 + P-selectin
A IL-18
IL-32
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Obr. 5: Cytokiny ucastnici se aterogeneze (Tedgui, 2006)

Vzhledem k diverzité rodiny cytokint by bylo slozité vySetfovat vSechny
s aterosklerdézou souvisejici cytokiny. Jako vhodny adept pro dalSi vyzkum byl
vybran IL-6 a IL-18.

IL-6 byl prohlaSen za samostatny faktor rizika kardiovaskularniho
onemocnéni. Jedna se o multifaktoridlni cytokin s prozanétlivymi,
proaterogennimi a trombogennimi u¢inky. Je produkovan T-lymfocyty
a makrofagy a je mediatorem akutni reakce a hofeCnatych stavu, stimuluje
produkci proteind akutni faze (CRP), zpusobuje zvy3eni télesné teploty,
podporuje vyvoj B-lymfocytd a naopak zpomaluje vyvoj T-lymfocytd. Studiemi
bylo prokazano, ze zvySena koncentrace IL-6 u asymptomatického pacienta

znamena zhruba 2,5x zvyseneé riziko kardiovaskularni pfihody (Shah, 2014, s.3).
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IL-18 je cytokin patfici do nadrodiny IL-1. Je produkovan prevazné
makrofagy a ma nezbytnou roli v bunééné imunité. Stimuluje NK burky
a T-lymfocyty k produkci IFN-y, ktery nasledné aktivuje dalSi buriky imunitniho
systému. Patfi mezi prozanétlivé cytokiny a ma proaterogenni viastnosti. Studie
prokazaly zvySené hladiny IL-18 jak u asymptomatickych pacientd s moznym

sy

(Shah, 2014, s.3).

Stanoveni cytokint

Cytokiny se stanovuji ze séra pacienta. Odebira se plna krev a je
doporuceno pouzivat specialni odbérovy material, aby nedoslo ke kontaminaci,
a tim tvorbé cytokinl in vitro. Dale je nutné co nejdfive vzorek zcentrifugovat
a uchovavat pfi nizkych teplotach (cca =70 °C) (Zivna, c2016). Nejcastjsi
metodou vyuzivanou pro stanoveni sérovych cytokini je ELISA. Jedna se
o imunochemickou reakci, ktera probiha v mikrotitracni desti€ce, na jejimz dné
jsou ukotvené monoklonalni protilatky proti danému cytokinu. Na protilatku se
navaze pouze specificky antigen a vytvofi komplex protilatka-antigen,
nenavazany zbytek je odmyt. Ke komplexu se pfida enzymem (peroxidaza)
znacena protilatka, ktera se navaze na komplex protilatka-antigen a po inkubaci
se nekonjungovany zbytek opét vymyje. Nasledné je pfidan substrat, ktery
reaguje s enzymem za vzniku barevného produktu, ktery se méfi
spektrofotometricky a namérené hodnoty odpovidaji aktivité (koncentraci)
cytokinu (Bartarikova, Spisek, 2011). Cytokiny Ize detekovat i jinymi metodami
(RIA, IRMA, RT-PCR, imunoblotting), ale diky své jednoduchosti a mensim

finan€nim narokdm je v klinické laboratofi preferovana ELISA.

Vzhledem ke své rozporuplné vypovédni hodnoté nepfinasi vySetieni
aktivity (koncentrace) cytokini o moc lepSi informace, nez béznéji provadéné
vySetfeni CRP. Mohlo by v§ak byt jednim z parametrt algoritmu hodnoceni rizik
a prispét tak k lepSimu, pFesnéjSimu zafazeni pacientd podle rizika

kardiovaskularni pfihody.
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5.2 Markery stability aterosklerotického platu

Markery vunerability fribr6zniho platu stale velmi tUzce souvisi se zanétem.
Zanétlivé procesy uvniti platu totiz vedou k vytvafeni nekrotického jadra,
zeslabovani fibrozni Cepi€ky a tim k jeho destabilizaci. ZvySuji tak riziko rozvoje

komplikaci.
5.2.1 PAPP-A

S téhotenstvim asociovany plazmaticky protein A, tedy PAPP-A, je zinek
vazici metaloproteinaza. Odstépuje IGF-1 (inzulinu podobny ristovy faktor)
z komplexu, a tim mu umozni navazovat se na receptory (podobné inzulinovym
receptorim) na membranach bunék a stimulaci jejich déleni a diferenciaci.
U téhotnych se vyskytuje ve formé dimerického tetrameru a pro screeningove
vySetfeni v téhotenstvi se, spolené s méfenim hladiny volné podjednotky
B-hCG a ultrazvukového vySetfeni Sijového projasnéni, pouziva jiz delSi dobu.
Odhaluje chromozomové aberace, spontanni potraty ¢i smrt plodu, nizké hodnoty

PAPP-A jsou rizikové pro budouci rozvoj preeklampsie (Malkova, 2009, s. 15).

Kromé sveho vyznamu v prenatalnim screeningu se vSak ukazuje, Ze by
PAPP-A mohl byt i vhodnym markerem destabilizace fibromatézniho platu.
Na jeho vztah k aterosklerdze jsou v literatufe ruzné pohledy. Jedna teorie tvrdi,
Ze prispiva k zanétlivé reakci v aterosklerotické |ézi, podporuje rist lipidového
jadra a ztenCovani kolagenové Cepicky a ma tudiz jasné proaterogenni ucinky.
Teorie druha zase predpoklada, ze diky aktivaci IGF-1, ktery ma
na kardiovaskularni systém ochranné ucinky, by mél mit PAPP-A opacny efekt
a zaznamenané zvysené hladiny PAPP-A u akutnich koronarnich syndromu jsou
davany do souvislosti se snahou organismu zvysit biologickou aktivitu IGF-1.
Tomu by nasvédCovalo i zvySeni PAPP-A v téhotenstvi, kdy imunomodulacni
uCinky IGF-1 suprimuji imunitni systém matky, aby nedochazelo k odmitnuti
plodu jako cizorodého télesa (to by vysvétlovalo, pro€ pfi nizkych hodnotach
PAPP-A dochazi ke spontannim potratim) (Malkova, 2009, s.16).
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Stanoveni PAPP-A

Stanoveni je provadéno ze séra. Krev se odebira do zkumavky
bez antikoagulacniho oSetfeni a provadi se nalatno. PAPP-A je v ramci
téhotenského  screeningu  vySetfovana  chemiluminiscencni  metodou
(Nezvedov4, 2010, s.3). Dodavany jsou komercni kity a metoda je piné
automatizovana. Chemiluminiscence je schopnost vyzafovat svétlo jako
dusledek chemické reakce, kdy je vznikla energie uvolnéna ve formé fotonu
a pravé toto svetélkovani je zaznamenano. Nicméné metoda, alespon
v souCasné nabizené citlivosti, neni vhodn& ke stanovovani PAPP-A ve vztahu
ke kardiovaskularnimu riziku. Hodnoty analytu se totiz u kardiovaskularnich
onemocnéni pohybuji zhruba kolem 20-30 mIU/I, zatimco hodnoty objevujici se
pfi screeningu chromozomalnich aberaci se pohybuji v rozmezi
600-10 000 mIU/I (Malkov4, 2009, s.17).

Pro stanoveni PAPP-A jako markeru aterosklerotického rizika je nutné
pouzit ultrasenzitivni metody jako je ultrasenzitivni PAPP-A ELISA, ktera je
schopna detekovat jiz 0,06 mIU/I. Jedna se o sendviCovou imunoanalyzu, kdy je
na dné mikrotitracni testicky uchycena anti PAPP-A protilatka, na kterou se
navaze PAPP-A ze séra pacienta. Na tento komplex se pozdéji navaze konjungat
a po pridani substratu vznika barevny produkt, ktery je fotometricky odecten
(ALPCO, 2010, s.2). Tyto metody nejsou prozatim dodavané pro klinické vyuziti

a slouzi tedy pouze vyzkumu.

5.2.2 Fosfolipaza Az asociovand s lipoproteiny

Fosfolipdza A2 asociovana s lipoproteiny (Lp-PLA2, mize byt oznacovana
také jako PAF-AH, platelet activating factor acetylhydrolase — acetylhydrolaza
destiCkového aktivacniho faktoru) je enzymem patficim do rodiny fosfolipaz,
které hydrolyzuji membranové fosfolipidy. Fyziologicky ucinek fosfolipazy A byl
poprvé popsan ve spojitosti s hadim jedem, kde hydrolyza vyvolava zvySenou
propustnost bunéfnych membran, hemolyzu a nekrézu. Lp-PLA2 je
syntetizovana v zanétlivych bunikach a secrenovana do krve, kde se
prostfednictvim apoB navazuje na lipoproteinové Castice. Zhruba dvé tretiny jsou

navazany na LDL, zbytek pak na HDL. Na povrchu lipoproteinu pak hydrolyzuje
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oxidované fosfatidylcholiny za vzniku lysofosfatidylcholinu  LysoPC
a oxidovanych mastnych kyselin OxFA. Oba tyto produkty maji silné prozanétlive
a apoptické ucinky (exprese adhezivnich molekul, chemoatrakce, stimulace
proliferace zanétlivych bunék, indukce apoptdézy, cytotoxicita, aj.). To vede
k nekroze jadra platu, a tim jsou aktivovany dalSi makrofagy, které vychytavaji
dalSi oxLDL molekuly, které jsou hydrolyzovany pomoci Lp-PLAz a produkci

silnych chemoatraktantu se cely proces opét opakuje (Cibulka, 2011).

Existuje také hypotéza, Ze by Lp-PLA2 mohla mit protektivni funkci.
Hydrolyza aktivaéniho destiCkového faktoru vedouci k inhibici agregace
trombocytl by mohla zabranit vzniku trombu u komplikovanych Iézi. OvSem tato
hypotéza nebyla epidemiologickymi studiemi povrzena a Lp-PLA: je tedy stale

povazovana pouze za proaterogenni faktor (Franekova, 2010).

Velka vyhoda Lp-PLA2 jako markeru je jeji vysoka specifita.
Jeji koncentrace v krvi se totiz nezvySuje z jinych pficin (zanét, zatéz, stres) jako
tomu je u markerl zanétu, jejichz aktivita vzrasta i pfi zanétech nevaskularniho
puavodu, je specifickd pouze pro zanét aterosklerotického platu. Také jeji
biologick& variabilita je daleko niz8i nez napf. u CRP a nevykazuje zavislost
na "velkych" rizikovych faktorech. Diky témto vlastnostem se zda, Ze by se mohlo

jednat o diagnosticky velmi vyznamny marker (Franekova, 2013).

V klinickych laboratofich ve svété je Lp-PLA: jiz vySetfovana, nicméné

v Ceské republice stale neni jeji stanoveni rozsifeno.

Stanoveni Lp-PLA2

Stanoveni se provadi ze séra Ci plazmy pacienta a je nutné dodrzet
specialni preanalytické podminky. Krev je odebrana do zkumavky oS$etfené
heparinem i EDTA. Analyt je velmi citlivy na teplotu, vzorek se nesmi ohfat
na pokojovou teplotu a je nutné ho nechat minimalné 2 dny po odbéru v chladu
(2-8 °C) nebo pfi urychleni procesu minimané na 16 hodin vzorek zamrazit
na teplotu —20 °C a méné. Poté mulizeme stanovovat aktivitu enzymu i

koncentraci enzymu ve vzorku.

Ke stanoveni se vyuziva PLAC test dodavany firmou diaDexus. Jedna se

0 jedinou soupravu ke stanoveni Lp-PLA2 na svétovém trhu a je dodavana
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ve dvou provedenich — jednak jako set pro imunoturbidimetrii a také jako
souprava pro mikrodestickovou ELISA metodu. Pfi imunoturbidimetrii
se ke vzorku pacienta pfidaji specifické monoklonalni protilatky a méfi se
intenzita prochazejiciho svétla, ktera je ovlivnéna &asteCnou absorpci zafeni
precipitovanymi komplexy. Hodnota absorbance je pak pfimo umérna obsahu
lipoproteinové fosfatazy. U mikrodestiCkové ELISA metody je jedna anti-Lp-PLA2
protilatka imobilizovana v mikrojamkach, po pfidani vzorku a inkubaci se na ni
navazuje antigen (Lp-PLA2). Do jamky se dale pfida druha anti-Lp-PLA: protilatka
znaCena peroxidazou a nasleduje dlouha inkubace (180 min). Poté se jamka
promyje pufrem a pfida se substrat, ktery reaguje s peroxidazou za vzniku
modrého zbarveni. Tato reakce se ukoncuje pfidanim tzv. "stop roztoku", ktery
zaroven zmeéni barvu roztoku na zlutou. Intenzita zbarveni roztoku se méfi
spektrofotometricky pfi 450 nm a koncentrace je vypocitana z udajua kalibraéni
kfivky (diaDexus, 2009).

Podle wvysledkt jiz vyhodnocenych epidemiologickych studii je
lipoproteinova fosfolipdza vhodnym novym biochemickym markerem. Nékteré jeji
fyziologické vlastnosti jsou stale pfedmétem vyzkumu, ale jiZ dnes je zafazena
do skérovaciho panelu pro vyhodnocovani kardiovaskularniho rizika. DalSi
vyzkum se bude pravdépodobné zaméfovat na mozné terapeutické vyuziti tohoto

analytu.

5.2.3 CD40L

CD40L (CD ligand, oznaCovan také CD154) je glykoproteinem
vyskytujicim se na membranach T-lymfocytd (v mensi mife i na leukocytech,
trombocytech, endotelialnich bufikach), ktery zprostfedkava vazbu T-lymfocytu
s B-lymfocytem a stimuluje ho k tvorbé protilatek. Je zafazen do skupiny tumor
nekrotizujicich faktord TNF. Ve volné formé se v plazmé vyskytuje pfi aktivaci
trombocytll, coz mize byt ukazatelem vznikajiciho trombu — souvisi tedy se
stabilitou aterosklerotického platu. Nekoreluje s hodnotami CRP a oproti

stanoveni kardialnich markeru se jeho hladina zvySuje pfed samotnou akutni
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pfihodou, ve chvili kdy je$té nedochazi k nekroze myokardu (Osmancik, 2003,
s. 3).

Stanoveni CD40L

Cirkulujici CD40L se stanovuje z krevni plazmy. Krev je odebrana
do zkumavky oSetfené heparinatem a pro stanoveni CD40 ligandl je k ni
na 4 hodiny pfidan phorbol 12-myristate 13-acetat (specificky aktivator),
ionomycin a monoklonalni protilatka. Po 4hodinové inkubaci je vzorek

vyhodnocen pomoci pratokové cytometrie (Thon, 2010).

5.3 Markery dalSich rizikovych faktoru

Ateroskleroticky proces je velmi komplexni a slozity d&j a faktor pozitivhé
ovliviiujicich vznik a vyvoj aterosklerézy je mnoho. Patfi mezi né napfiklad
metabolické faktory, hemokoagulaéni a fibrinolytické faktory, oxidacni stres,
hormonalni faktory, aj. V kazdé z téchto skupin se nachazi nékolik
pro ateroskleroticky proces dulezitych analytl. Tato kapitola bude vénovana tém,

kterym je v souCasné literatufe pfipisovan mozny prognosticky vyznam.

5.3.1 Homocystein

Homocystein patfi do skupiny metabolickych faktor. Tato aminokyselina
je meziproduktem pfemény methioninu na cystein. Aby byl schopen pfemény
na cystein, vyZaduje pfitomnost vitaminu Bi2 a kyseliny listové. Studiemi byla
prokazana vyznamna korelace zvySenych hodnot Hcy a manifestaci KVO,
a hyperhomocysteinémie je tedy povazovana za nezavisly rizikovy faktor.
Zvysena koncentrace Hcy byva zpusobena nedostatkem kys. listové a vitamin B
ve stravé, vyjime¢né se jedna o genetickou chorobu. Studie zkoumajici vliv
suplementace téchto vitamin( ale prokazala, Ze jejich doplnéni potravou sice
snizi hodnoty Hcy na fyziologické hodnoty, ale nema zadny vliv na sniZeni
etnosti kardiovaskularnich ptihod (Ceska, 2012). Homocystein zvy$uje vazbu

lipoproteinu (a) na fibrin, stimuluje syntézu tromboxanu, aktivuje faktor V,
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zabranuje aktivaci proteinu C a tim pusobi protromboticky. Jeho pusobeni
indukuje proliferaci hladkych svalovych bunék a naopak inhibuje proliferaci bunék
endotelu. Molekula Hcy je schopna tvofit cyklickou formu a plsobi tim oxidacni
stres, ktery vede k oxidaci LDL ¢astic. Také je svym pusobenim schopen zménit

metylaci gen( a tim i jejich expresi (Zak, 2011).

Stanoveni Hcy

Stanoveni se provadi z krevni plazmy. Odbér je provadén
po 12hodinovém lacnéni do zkumavky oSetfené EDTA, heparinem ¢i citratem
sodnym. Po odbéru krve nasleduje centrifugace, ktera oddéli sérum od krevnich
elementl a zamezi vzristu koncentrace Hcy ve zkumavce. Metod stanoveni je
nékolik — témi nejpouzivanéjsSimi jsou metody imunologické, kdy dojde k uvolnéni
Hcy z vazby, je konvertovan na S-adenosyl-L-homocystein a dale se postup déli
podle kone¢ného detektoru, ktery ma kazdy analyzator jiny. DalSi metodou je
enzymatické stanoveni. Z Hcy ziskdvame po nékolika reakcich pyruvat, ktery se
za pritomnosti laktatdehydrogenazy méni v laktat za redukce NAD* na NADH + H*,
coz muzeme zmeéfit jako zménu absorbance spektrofotometrem. DalSi, dnes jiz
ne tak ¢asto pouzivanou metodou, je vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC) s fluorescencni detekci. Prestoze tato metoda nabizi Siroky analyticky
rozsah pro stanoveni aminokyselin, je pfili§ narona na vybaveni laboratore
enzymaticka ¢i imunostanoveni, a proto je vyuzZivana pfedevSim ve vyzkumu
(Dubska, 2009, s. 93).

5.3.2 Fibrinogen

Jedna se o protein krevni plazmy, ktery je syntetizovan ve formé dimeru
v jatrech. Je oznaCovan jako faktor | koagulacni kaskady. B&hem krevniho
srazeni jsou z n&j pusobenim trombinu vysStépeny fibrinopeptidy a vznika tak
nerozpustny fibrin, ktery tvofi pevnou krevni zatku. V procesu aterosklerézy se
uplatiuje pfi ruptufe firbrézniho krytu, kde vytvari trombus. Tato krevni srazenina
pak muUze uzavrit cévu a podle lokace obstrukce dochazi k IM, cévni mozkové

pfihodé, embdlii ¢i trombdze koncetin. V nékolika studiich bylo potvrzeno,
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Zze zvysSené hodnoty fibrinogenu v plazmé souvisi s kardiovaskularnim rizikem
a byl uznan jako nezavisly rizikovy faktor pfedpovédi kardiovaskularni pfihody
(Zak, 2011, s. 24).

Stanoveni fibrinogenu

Vysetfuje se z krevni plazmy. Krev je odebrana do zkumavky oSetfené
citratem sodnym a je centrifugovana. Princip pouzivané metody je enzymaticka
pfeména protrombinu na trombin, ktery ods$tépi z fibrinogenu peptid a vznika
fibrinova sit, ktera je detekovana bud opticky ¢i mechanicky. Méfen je Cas, ktery
je ke koagulaci potfeba. Fibrinogen Ize méfit také turbidimetricky po precipitaci
v chloridu vapenatém za zvySené teploty. Existuji také imunochemické metody
ke stanoveni fibrinogenu, ale ty slouzi pouze k semikvantitativnimu vysetieni
(Stern, 2010).

5.3.3 Adiponektin

Adiponektin je hormonem tukové tkané, patfi do rodiny adipokinu a je
syntetizovan v adipocytech. Mezi jeho fyziologické ucinky patfi zvySovani
inzulinové citlivosti tkani, snizeni glukoneogeneze, zvySeni oxidace volnych
mastnych kyselin a jejich vyuziti v jaternich, svalovych a tukovych burikach,
interleukind (IL-1 a IL-10). Snizuje hladinu TG v séru a naopak zvySuje pocet
HDL. Diky jeho protektivhim vlastnostem se fadi mezi antiaterogenni faktory
a v ramci aterosklerotického procesu je rizikové snizeni jeho hladiny. NizSi
koncentrace jsou zaznamenany u obéznich jedincl, pacientd s DM Il. typu
a u pacientll s KVO (Zak, 2011, s. 25). Je pravdépodobné, e kromé& vyuZziti
ve formé biochemického markeru bude vyuzivan k substitu¢ni IéEbé (Haluzikova,
2007, s. 361).

Stanoveni adiponektinu

Stanoveni je provadéno ze séra metodou ELISA. Soupravy jsou dodavany
nékolika firmami a touto metodou je mozné stanovit také adiponektin o vysoké
molekulové hmotnosti (HMW), ktery by s KVO mohl mit bliz8i vztah (Zima, 2013,
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s. 14). V literatufe je uvadéna také metoda RIA (radioimunoanalyza). Jedna se
0 kompetitivni stanoveni, kdy antigen znacCeny radioizotopem soutézi
s neznacenym antigenem z vySetfovaného séra a mnozstvi komplexu znaceného
izotopem je pak nepfimo umérné mnozstvi adiponektinu v séru. Maly vysledny
signal pak znamené vysokou hladinu adiponektinu — vzniklo méné komplexu se
znacenym antigenem, nez s neznacenym. Od radiaCnich metod se vSak dnes jiz

upousti.

5.3.4 Cystatin C

Cystatin C je jednoduchy neglykosylovany protein patfici do skupiny
protedz. Je syntetizovan vSemi jadernymi burikami a je proto pfitomen ve vSech
tkdnich a biologickych tekutinach. Spole¢né s katepsiny zajiStuje regulaci
katabolismu protein(. Pokud je tato rovnovaha poruSena, dochazi ke vzniku
patologii (nadorové bujeni, kardiovaskularni onemocnéni). Nedostatek
cystatinu C, respektive vy8Si koncentrace katepsinl, vede k degradaci
extracelularni matrix a zanétlivé reakci. Navzdory tomu miazeme v literatufe najit
udaje o tom, Ze se zvySenim rizika kardiovaskularni pfihody souvisi naopak
zvySena hladina cystatinu C. Byla také prokazana souvislost zvySené hladiny
cystatinu C s hyperhomocysteinémii (Franekova, 2010, s. 50). V Kklinické
laboratofi se jiz stanoveni cystatinu C provadi, ale pouze v souvislosti
s glomerularni filtraci. Jeho produkce burikami je konstantni a koncentrace v séru

tedy zcela zavisi na rychlosti glomerularni filtrace.

Stanoveni cystatinu C

Cystatin C je stanovovan ze séra ¢i plazmy. Krev je odebrana
do zkumavky oSetfené EDTA nebo heparinem. Stanoveni je imunochemické
pomoci metod PENIA (nefelometrie) a PETIA (turbidimetrie). Jsou vyuzivany
latexové Castice se zabudovanou protilatkou, na kterou se po pfidani séra navaze
cystatin C a cely komplex je pak stanovovan bud pomoci nefelometrie, nebo
turbidimetrie. Béhem nefelometrie je méfena intenzita rozptyleného svétla

v rliznych (stanovenych) uhlech, pfi turbidimetrii je méfena intenzita rozptyleni
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paprsku v plvodnim sméru zafeni. Dosupné jsou také soupravy pro ELISA

stanoveni a western blot (Stern, 2010).

5.3.5 Matrixové metaloproteinazy

MMP jsou rodinou na zinku dependentnich proteinaz, které degraduji
extracelularni matrix a podileji se tim na remodelaci tkané. Vzhledem k jejich
ucinku jsou velmi dukladné regulovany. Jsou syntetizovany mnozstvim
rlznorodych bunék, mezi které patfi makrofagy, buriky endotelu a buriky
hladkého svalstva. Jejich role v organismu ma velky vyznam pro rast a vyvoj
Clovéka, pfi regeneraci tkani, hojeni, zanétu a tvorbé jizev. V dospélém véku jsou
jejich koncentrace velmi nizké, jelikoz za fyziologickych stavl nedochazi
k remodelaci tkané. Jejich zvySené hodnoty jsou spojené s fadou onemocnéni,
napf. roztrousenou sklerézou, amyotrofickou lateralni skler6zou, chronickou
zanétlivou demyelinizaéni polyneuropatii, Guillaindv-Barrého syndromem,
vaskularni neuropatiii, neurodegeneraci, aj. (Hladikova, 2008, s. 531) a byla
potvrzena jejich pfitomnost v aterosklerotickém platu, kde pravdépodobné
pfispivaji ke zten€eni fribromat6zniho krytu a ruptufe. V nékolika studiich byla
prokazana souvislost mezi zvySenou hodnotou MMP a zvySenym rizikem
kardiovaskularnich pfihod. Jako marker jsou vSak MMP stéle ve fazi vyzkumu
(Shah, 2014, s. 4).

Stanoveni MMP

MMP je mozné stanovit imunochemicky pomoci diagnostické soupravy
Biotrak Activity Assay System od firmy Amersham Biosciences (Kukacka, 2007,
s. 86) Ci soupravy Matrix Metalloproteinases-2 od firmy GE Healthcare. Oba kity
funguji na principu ELISA. V souCasné dostupné literatufe nejsou zminky

o dalSich vyuzivanych metodach stanoveni.

5.3.6 Myeloperoxidaza

Jednéa se o0 enzym z rodiny peroxidaz, ktery je produkovan aktivovanymi

makrofagy a neutrofily. Funkci MPO je obrana pfed mikroorganismy. MPO je
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pfitomna v azurofilnich granulich neutrofill a pfi fagocytéze je obsah granul
uvolnén do fagolysozomdu, ve kterych vznika volny reaktivni kyslik, ktery je
pro mikroorganismy toxicky. Ma prozanétlivé ucinky, pfispiva k uvolfovani
reaktivniho kysliku, oxidaci LDL, dysfunkci endotelu, modifikuje apoA, a tim
zpusobuje modifikaci HDL (Novotny, 2013, s.122). Pravdépodobné by se mohlo
jednat o prognosticky vyznamny marker destabilizace aterosklerotického pléatu.

Stanoveni MPO

Stanoveni se provadi z krevni plazmy a vyuziva se imunochemickych
metod. K dispozici jsou soupravy fungujici na principu sendvi¢ové ELISA metody,
kdy je v jamce mikrotitracni desti¢ky uchycena protilatka anti-MPO, na kterou se
po pfidani séra navaze MPO ze vzorku. Po promyti se k nové vzniklému
komplexu pfida druha anti-MPO protilatka znacena peroxidazou. Dale se pfida
substrat, ktery reaguje s peroxidazou, uvolni se chromogen a spektrofotometricky
je odecltena absorbance vzorku, ktera je pfimo umérna koncentraci MPO v séru.
Dalsi moznou vyuzitelnou metodou je pritokova cytometrie, pfi niz jsou antigenni
struktury MPO vyuzity ke znaceni fluorochromem a nasledné je v cytometru
pomoci rozptylu laserového paprsku provedena samotna detekce. Novéjsi
metodou je chemiluminiscenéni imunoanalyza na mikrocasticich, kdy jsou
protilatky vazany na povrchu magnetickych mikroCastic. Po pfidani vzorku se
MPO obsazena v séru navaze na mikropartikule a zbytek séra je odmyt.
Do kyvety se poté pfidaji Cinidla, které vyvolaji chemiluminiscenci, ktera je
detekovana a namérfena intenzita zafeni je pfimo umérna obsahu MPO ve vzorku
(Racek, 2008, s. 224).

5.3.7 Sérovy amyloid A

SAA patii mezi reaktanty akutni faze. Jedna se o plazmaticky lipoprotein,
jehoz fyziologickd funkce neni objasnéna. Je obsaZzen v molekule HDL
a predpoklada se, ze pfispiva ke kolagenazové aktivité, inhibuje agregaci
trombocytu, podili se na snizeni reverzniho transportu cholesterolu (vytésnuje
apoA-l) do jater. Ma proaterogenni ucinky — podporuje rist aterosklerotického

platu a snizuje jeho stabilitu. Stejné jako CRP se syntetizuje v jatrech jako
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odpovéd na zanétlivé podnéty a jeho syntéza je indukovana cytokiny IL-1, IL-6
a TNF. Hodnoty SAA rostou rychleji nez hodnoty CRP, a je proto vyuZivan

napfiklad pfi sledovani zamitnutni transplantatt (KutiSova, 2014).

Stanoveni SAA

Stanoveni se provadi ze séra. Krev je odebrana do biochemickée
zkumavky, vzorek je nutné transportovat na ledu a centrifugovat do 30 minut
od odbéru. Pro samotné stanoveni je vyuzivano sendviCové metody ELISA,

imunonefelometrie & nekompetitivni chemiluminiscence (Stern, 2010).
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6 Hodnoceni kardiovaskularniho rizika

Jelikoz je ateroskler6za multifaktorialnim onemocnénim a jsou objevovany
stale dalSi nové rizikové faktory, bylo nutné navrhnout systém, podle néhoz by
bylo mozné vyhodnocovat riziko ohrozeni KVO. Ve svété existuje nékolik
skorovacich systémua. Jedna se o algoritmy, které dokazi pacienty zaradit
do jednotlivych kategorii rizika vzniku KVO podle pfedem zadanych parametrd —
rizikovych faktor(. Tyto odhady jsou dalezité pro stanoveni rizika amrti na akutni
kardiovaskularni pfihodu. S mirou rizika pak souvisi volba preventivnich opatfeni

a indikace farmakologické lécby.

V Ceské republice se pouziva systém SCORE ("Systematic Coronary Risk
Evaluation™), ktery hodnoti riziko umrti podle 5 "velkych" faktorq, tj. vék, pohlavi,
koufeni, systolicky tlak a celkovy cholesterol. Systém ma& podobu tabulky,
ve které se vyhledava pomoci vySe zminénych parametr( a riziko vzniku fatalni
kardiovaskularni pfihody v ¢asovém intervalu 10 let se odecita podle barevné
Skaly (viz Obr. 6). V USA se k hodnoceni rizik pouziva Framinghamské skore,
kdy jsou ke kazdému rizikovému faktoru pfifazeny body, které se scitaji, celkové
riziko vyjadiuje konecny pocet bodu. Nové rizikové faktory hraji dllezitou roli
napfiklad pro indikaci IéCby, kdy zvySené hodnoty novych markerd mohou
pacienta posunout do rizikovéjSi kategorie s intenzivnéjsi 1é€bou (Zima, 2013,
S. 204).
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Zeny Muzi
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Obr. 6: Tabulka rizika umrti v dusledku KVO (Cifkov4, 2005)

Ve svété se pak muzeme setkat s dalSimi rozdilnymi skérovacimi systémy
jako jsou napfiklad PROCAM score, ESC score nebo Reynolds score, které

ve svych vypoctech upfednostiuji odlisné rizikové faktory.



7 Prevence a lécba

Jelikoz vyrazny podil na rozvoji aterosklerozy maji ovlivnitelné rizikové
faktory, je dulezité se pfi prevenci ateroskler6zy zaméfit pravé na né a zacit
upravou zivotniho stylu. Pro zdravi Clovéka je dulezity pohyb. Nejenze se
pravidelnym pohybem zvysSuji hladiny HDL, ale aktivni zpUsob Zivota vede také
ke spalovani tukovych zasob (prevence nadvahy), posilovani obéhové soustavy
a snizovani krevniho tlaku. Pro snizeni rizika rozvoje KVO je lepSi, pokud je
Cloveék silnéjSi postavy ve fyzické kondici, nez kdyz je ¢lovék naopak hubeny, ale
fyzicky neaktivni (Ceska, 2012, s. 44). Dal$im ovlivnitelnym faktorem je koufeni,
které riziko rozvoje aterosklerézy zvySuje 3—-5x. Proto je namisté prestat koufit.
U hypertenze je vhodné pokusit se tlak snizovat napf. pravidelnym cviCenim
a omezenim soleni. Pokud tlak neni témito opatfenimi ovlivnitelny, je na misté
farmakologické terapie. Spravné terapie je neopomenutelna u onemocnéni jako
je DM a hyperhomocysteinemie. Vhodna je také uprava stravovacich navyku
spojena s nizsi konzumaci tukd, zivoCiSnych produktd a mléénych vyrobku.

Vhodné je omezit konzumaci alkoholu, ktery souvisi s vysokym krevnim tlakem.

Lécba mlze byt indikovana az v pfipadé pozitivnich laboratorni testl
lipidového profilu potvrzujicich zvySeny cholesterol a po provedeni vySetfeni
zobrazovacimi metodami, ktera potvrdi diagnézu aterosklerézy. Lécba pak mize
byt zvolena bud nefarmakologicka nebo farmakologicka. Pokud soubor
nefarmakologickych opatfeni nepomaha stav pacienta zlepsit, pfichazi na fadu
farmakologicka terapie. Mezi rezimova opatfeni nefarmakologické IéCby patfi
zména zivotniho stylu, zvySena fyzicka aktivita, [éCba obezity, odvyknuti koufreni
a konzumace alkoholu a zména stravovani, kde je doporu€eno nékolik typu diet.

Pokud nedochazi ke zlepSeni stavu, pfechazi se na farmakologickou terapii.

Existuje nékolik skupin I1éCiv s rlznym zaméfenim — léCiva ovliviujici
cholesterol a LDL-C, TG, HDL-C, nova léCiva ovliviujici LDL-C, atd. Mezi
nejpouzivanéjsi, a z pohledu studii nejugin&ji I&giva patfi statiny (Ceska, 2012,
s. 231).
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8 Diskuze

Historie ateroskler6zy saha hluboho do minulosti. Aterosklerotické platy
byly objeveny v mumifikovanych télech Ci télech zakonzervovanych chladem
z dob 15. stoleti pf. n. |., a tak neni divu, ze se védci snazili odhalit pfi€iny tohoto
onemocnéni po nékolik stoleti. Uspé&chy byly véak zaznamenany aZ v minulych

desetiletich.

V 18. stoleti se na aterosklerozu pohlizelo jako na degenerativni
onemocnéni a pfi€ina umrti byla ur€ena jako ruptura cévy kvuli aneurysmatu.
O nékolik let déle byly pozorovany zanétlive zmény v okoli ruptury a objevila se
domnénka, Zze by se mohlo jednat o zakladni pfiCinu vzniku aterosklerozy,
ale vétSinou patologll bylo toto tvrzeni odmitnuto a zanét byl vniman jen jako
dusledek onemocnéni, ne jako pfi€ina vzniku léze a jeji ruptury. Nicméné
némecky patolog Rudolf Virchow véfil tomu, Zze se jedna o chronicky zanét intimy

a nahromadeéni lipidd je az pozdnim projevem celého procesu.

Na zacCatku 20. stoleti byla tehdejSi "arteriosclerosa" pfejmenovana
na ateroskler6zu a byly provedeny prvni pokusy. Bylo dokazano, Zze zvySenim
prijmu cholesterolu (kralici krmeni mlékem a vejci, pozdéji Cistym cholesterolem)
se u kralik vytvareji aterosklerotické 1éze. To podpofilo mysSlenku,
Ze ateroskler6za ma souvislost s metabolismem lipidd. DalSi velky objev pfisel az
v sedmdesétych letech 20. stoleti, kdy Brown and Goldstein zjistili, Zze LDL
receptor, ktery objevili, neni schopny rozpoznat acetylovany LDL a pfedpovédéli,
Zze na makrofazich musi byt jiny receptor, ktery modifikované LDL vychytava
a ze tyto modifikované LDL c¢astice hraji dulezitou roli v celém procesu
aterosklerézy. V osmdesatych letech pak byla tato prepovéd potvrzena, byly
identifikovany scavengerové receptory a popsana uloha oxLDL v patologickém
procesu. Dale bylo pokusem zjiSténo, Zze u geneticky upravenych mysSi
postradajicich receptor pro apoE a LDL se tvofi rozsahlé aterosklerotickeé Iéze.
Tento experiment pfivedl védce k mySlence ovlivéneni exprese genu

pro terapeutické ucely (Tedgui, 2006).

49



Problematika aterosklerozy je Siroka. Stale pravdépodobné nebyly
objeveny vS§echny mechanismy uc€astnici se jejiho vzniku, a tak mizeme Cekat,

Ze budou nalezeny dalSi potencialné vyuzitelné markery pro jeji diagnostiku.

Pohled na ateroskler6zu jako na pouhé mechanické usazovani lipidu byl
tedy davno vyvracen a dnes jiz vime, o jak slozity proces se jedna. Problémem
ovSem zUstava, Ze i pres rozsahlé laboratorni testy a Iékarfskou péci je procento
amrti v dasledku aterosklerdzy veliké. Proto se vyzkum snazi hledat dalSi analyty,
které by pomohly ateroskleroticky proces rozpoznat Casnéji, aby Iékaf mohl

pacientovi doporucit pfipadna opatreni ¢i v€as indikovat farmakologickou IéCbu.

Ze statistik vyplyva, ze 51 % vSech umrti v Ceské republice je dusledkem
kardiovaskularni pfihody, pficemz 10 % pfihod je zplsobeno aterosklerotickym
procesem (Ceska republika je v tomto sméru na vedouci pfiéce v Evropg) (UZIS
CR, 2004). Pfitom je znamo, Ze stabilizace vunerabilniho platu je mozna, a
pfi intenzivni 168bé& dochazi ke zmé&né v platu relativné brzy, v fadu tydnd (Ceska,
2012, s. 23). Bohuzel se lékafi v praxi setkavaji s pacienty, ktefi nerespektuji
rezimova opatfeni a dalSi doporuceni i odmitaji farmakologickou lécbu —
u téchto pfipadu je tézké rozvoj onemocnéni koncici kardiovaskularni pfihodou
s moznymi fatalnimi nasledky ovlivnit. Také duraz pfi prevenci je kladen
predevsim na jedince vysSiho véku (40-50 let), pficemZz vékova hranice ohrozeni
touto chorobou se stéle snizuje. Spatné stravovaci navyky, malo pohybu, koufeni
a stres jsou faktory, které dnes zatézuji jiz déti a adolescenty a mohou vést

k vytvareni aterosklerotického loZiska ve véku pod hranici 40-50 let.

Pozitivné mizeme vnimat fakt, ze podle statistik z let 2004—-2012 ma kfivka
znazornujici procenta umrtnosti na KVO klesajici tendenci a pocet umrti
v dusledku kardiovaskularnich pfihod v ¢ase pomalu, ale jisté klesa (Eurostat,
2015).

V minulosti se velky vyznam pfikladal C-reaktivnimu proteinu. Je to protein
akutni faze zanétu, a jelikoz ateroskler6za ma zanétlivy charakter, vyuzival se
jako ukazatel miry rizika kardiovaskularni pfihody. Nevyhoda tohoto markeru je
vSak v jeho nespecificnosti. Jeho hodnoty vzristaji s jakymkoliv zanétlivym
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procesem v téle. Byla proto navrzena nova hypersenzitivni metoda stanoveni
a doporuceni test opakovat v intervalu 2—-3 tydn(, aby se hodnota hs-CRP mohla

prifadit opravdu jen k chronickému pribéhu zanétu.

Dnes vidime budoucnost v markerech jako je napfiklad fosfolipaza A:
asociovana s lipoproteiny, kterd je vysoce specifickym indikatorem nestability
aterosklerotického platu, nekoreluje s ostatnimi "klasickymi" markery, ma nizkou
biologickou variabilitu a navic je jeji stanoveni pomérné jednoduché a snadno

automatizovatelné.

Ostatni, ne tak jednoznacné vypovidajici, analyty mohou byt a jsou
vyuzivany pfevazné k upravé odhadu rizika kardiovaskularni pfihody. Pfi vysSich
koncentracich téchto markerl se riziko posunuje smérem do vyssi kategorie.

Toto pfefazeni pomaha volit intenzivné;jsi 1éEbu v&as.

Pro |éCbu pak maji vyznam nové objevené markery i kvuli
farmakologickému vyzkumu. Ur€eni jejich role v patofyziologii napomaha
odkryvat jesté neznamé mechanismy aterosklerotického procesu, které

by mohly byt vyuzity k tvorbé novych preparatu a terapii.

o1



9 Zaver

Cilem této prace bylo shrnout poznatky o novéjSich biochemickych
markerech, které se vyuzivaji, ¢i by se v budoucnu mohly vyuzivat, pro odhad
rizika kardiovaskularnich pfihod. V vodu prace jsou v3ak stru¢né shromazdény
i informace o vzniku a pribéhu aterosklerézy, o metabolismu lipidu a lipoproteinu
a o vySetfeni klasickych analytu, jeZz jsou stanovovany v bézné biochemické
praxi. Spojeni stru¢ného teoretického zakladu s novéjSimi informacemi
o diagnostice dava i ¢tenafi nepohybujicimu se v oboru mozZnost seznamit se

s problematikou aterosklerozy.

Rozhodné bude zajimavé se k sou¢asnym poznatkiim vracet v prabéhu let.
Sledovat které analyty nakonec budou vybrany pro klinickou praxi, jejich
standardizaci a automatizaci v laboratofi, zda budou schopny nahradit sou¢asna
klasicka biochemicka stanoveni Ci se alespon stanou rovnhocennym markerem

hodnoceni rizika KVO.
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