UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

BAKALARSKA PRACE

2017 Andrea Jakubickova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Cytokiny v aterosklerdze

Andrea Jakubickova

Bakalatska prace

2017



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2016/2017

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni: Andrea Jakubickova

Osobni ¢islo: C14275
Studijni program: B3912 Specidlni chemicko-biologické obory
Studijni obor: Zdravotni laborant

Nazev tématu: Cytokiny v ateroskleréze

Zadavajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani:

Seznamte se s iilohou cytokinii v rozvoji aterosklerozy. S cytokiny prozanétlivymi, které urych-
luji rozvoj onemocnéni, i protizanétlivymi; v souvislosti s jednotlivymi stadii aterosklerozy,
predevim se stadiem endotelialni dysfunkce s upregulaci adheznich molekul, vlivem na trans-
formaci hladkych svalovych bunék, s iilohou cytokini v destabilizaci aterosklerotickych plaki,
se stadiem trvajiciho zanétu "unresolved inflammation”. Provedte literdrni reSersi k této pro-
blematice, pfi vyhledavani literarnich idajii vyuzijte databazi MEDLINE.



Rozsah grafickych praci: dle potieby
Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani bakalaiské price: tisténa
Seznam odborné literatury:

Popdle pokynii vedouciho bakalafské prace.

Vedouci bakalafské préce: MUDr. Vladimira Novakovd Muzikova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakalatské préce: 28. listopadu 2016
Termin odevzdani bakalarské prace: 7. ¢ervence 2017

j > 3
Ls e o
S / g,
prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. prof. Ing. Mexander Cegan, ('~

dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 28. finora 2017




Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatn¢é. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

Vv praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
Zékona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, zejména se skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licenni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zakona, a s tim, ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny pfispévek na thradu ndkladl, které na vytvofeni dila vynaloZila, a to podle

okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, Ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skoladch a o zméné
a doplnéni dalSich zikonl (zakon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjSich ptedpisi,
a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 30. 6. 2017

Andrea Jakubickova



Na tomto mist¢ bych rada pod€kovala MUDr. Vladimite Novakové Muzakové, Ph.D.

za odborné vedeni a poskytovani uziteénych rad pti tvorbé této prace.



ANOTACE

Ateroskleréza je chronicky zanétlivy proces postihujici cévni sténu. Proces rozvoje
aterosklerézy je slozity a probiha postupné od stadia endotelové dysfunkce, pies prostup
monocyti do subendotelového prostoru, transformaci hladkych svalovych bunck, vznik
aterosklerotickych 1¢zi, az po jejich destabilizaci a stddium trvajiciho zanétu. Souhra
imunitnich mechanismti vedoucich k rozvoji aterosklerézy je umoznéna fadou cytokint.
V pocatecnich fazich aterosklerdzy hraji dilezitou ulohu ptredevsim chemokiny (napi. MCP-
1), které napomdhaji prostupu monocyti do cévni stény. Diferenciace monocytd na
makrofagy je zavisla na faktoru M-CSF. K expresi adheznich molekul na povrchu
endotelovych bunék a scavenger receptorli na povrchu makrofagii ptispiva TNF-a, ktery tak
podporuje vznik pénovych bunék. Hladké svalové builkky podléhaji zménam fenotypu
pfedevsim vlivem nékterych rastovych faktort (napt. PDGF). Z interleukini jsou velmi
dialezité prozanétlivé IL-1 a IL-6, jejichz vysoka koncentrace v pozd¢jsich stadiich podporuje
destabilizaci aterosklerotickych plakt. Podstatnou roli v ateroskler6ze ma také prozanétlivy

IFN-y. Za antiaterogenni faktory jsou povazovany napt. TGF-B a IL-10.

KLICOVA SLOVA:

ateroskler6za, zanét, cytokiny, imunitni odpovéd, pénové bunky, interleukiny



TITLE

Cytokines in atherosclerosis

ANNOTATION

Atherosclerosis is a chronic inflammatory process which affects the vascular wall. The
process of developing atherosclerosis is complex and progresses gradually from the stage of
endothelial dysfunction, to monocyte penetration into the subendothelial area, from the
transformation of smooth muscle cells, to the occurrence of atherosclerotic lesions and after
their destabilization and the stage of unresolved inflammation. The interaction of immune
mechanisms leads to the development of atherosclerosis and is facilitated by a number of
cytokines. In the early stages of atherosclerosis primarily chemokines (for instance MCP-1)
play a key role, they help the monocyte recruitment into the vascular wall. The differentiation
of monocytes to macrophages depends on M-CSF. The expression of adhesion molecules on
the surface of endothelial cells and scavenger receptors on the surface of macrophages,
contribute to TNF-o, which supports the formation of foam cells. Smooth muscle cells are
subjected to phenotypic changes, mainly due to some growth factors (for instance PDGF).
Pro-inflammatory IL-1 and IL-6 are very important interleukins; their high concentration in
later stages support the destabilization of atherosclerotic plagues. Pro-inflammatory IFN-y has
also an essential role in atherosclerosis. For anti-atherogenic factors are considered for
instance TGF-P and IL-10.

KEYWORDS:
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UvVOoD

Ateroskler6za je chronicka zanétlivd porucha cévni stény, kterd vede k rade
onemocnéni, jako je ischemickd choroba srde¢ni, cévni mozkova piihoda, nebo ischemicka
choroba dolnich koncetin, v zavislosti na tom, jaké tepny jsou postizeny. Protoze se jedna
0 nejCastéjsi pri¢inu umrti osob stiedniho véku ve vyspélych zemich, je ateroskleroza
V soucastnosti intenzivné studovana.

Dutlezitou ulohu ve vSech stadiich aterosklerdzy zastavaji cytokiny, nizkomolekularni
latky modulujici imunitni odpovédi. Cytokiny jsou povazovany za hlavni regulatory zanétlivé
reakce.

Cilem této prace je podat piehled o hlavnich cytokinech ovliviiujicich aterosklerézu

a popsat jejich tlohu v rozvoji tohoto onemocnéni.
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1 CYTOKINY

Cytokiny jsou peptidy, proteiny, nebo glykoproteiny slouzici ke komunikaci mezi
buitkami. Jejich molekulovd hmotnost se pohybuje v rozmezi 15-20 kDa. VétSinou jsou
syntetizovany jako prekurzory, jejichz N konce obsahuji tzv. signéalni peptidy, coz jsou
hydrofobni sekvence aminokyselin. Signalni peptidy jsou nezbytné pro piestup cytokinl pres
membranu cilové buiky. Po odstépeni signalniho peptidu z prekurzoru vznika biologicky
aktivni forma cytokinu (Krejsek a Kopecky, 2004).

Cytokiny se mohou vyskytovat bud’ volng, nebo jako soucast bun&€nych membran.
Piedstavuji riznorodou skupinu molekul, ktera pfenasi mezibunééné signaly (Leonard a Lin,
2000). Maji zasadni funkci v regulaci prirozené i ziskané imunity a vyznamnou mérou
reguluji zanétlivé reakce, ale i dalsi biologické procesy, véetné rustu téla, laktace, adipozity
a krvetvorby (Tedgui a Mallat, 2006). Cytokiny jsou produkovany nejrizngj$imi burnikami.

Také bunky ateromového platu jsou schopny produkovat cytokiny a reagovat na né.

1.1 Pusobeni cytokinu

Jeden cytokin, mtize pusobit na nékolik riaznych typ bunék, mit tedy tzv. pleiotropni
ucinek. Jednotlivé cytokiny mohou byt nahrazeny jinymi, jsou tzv. redundantni, a jeden
cytokin mize vyvolat tvorbu cytokinu jiného, tedy mohou plisobit v kaskadé.

V ramci plsobeni na cilové buiiky miZeme rozliSovat cytokiny pisobici autokrinné
(dany cytokin ptlisobi na buiiku, ktera jej produkuje), parakrinné (cytokin ptisobi na bunky,
které¢ se nachéazeji v tésné blizkosti burniky, jez ho vyprodukovala). Obé& tyto situace mohou
nastat soucasné (Leonard a Lin, 2000). Spise vyjime¢né mohou cytokiny ptsobit endokrinné,
coz znamena, ze pusobi na vzdalené tkané po transportu cévnim fecistém (Hofejsi

a Bartiiiikova, 2009).

1.2 Klasifikace cytokinu

Prozatim je znamo vice nez 120 cytokint, jejich pocet se vsak neustale zvySuje (Hofejsi
a Bartinkova, 2009). U znamych cytokinll je popsana jejich primarni, vétSinou i terciarni
struktura a umisténi genu, ktery zodpovida za produkci daného cytokinu. Dale jsou znamy
bunky, které dany cytokin produkuji nebo na které dany cytokin pusobi, a také receptory pro
dany cytokin (Krejsek a Kopecky, 2004).
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Cytokiny lze ¢lenit podle riznych hledisek, a to podle struktury, pisobeni, funkce, ktera

u nich pfevazuje, nebo i podle buriky, ktera je vyprodukovala.

1.2.1 Hlavni skupiny cytokinii
Postupem casu, s objevovanim novych cytokin, zacaly byt rozdélovany do né¢kolika
hlavnich skupin:

e interleukiny (IL)

chemokiny (IL-8 a fada ptibuznych molekul s chemotaktickym u¢inkem)

faktory nekrotizujici nadory (TNF, tumor necrosis factor)

interferony (IFN)

transformuyjici ristové faktory (TGF, transforming growth factor)

e faktory stimulujici riist kolonii (CSF, colony stimulating factor)

e jiné rustové faktory, napft. ristovy faktor kmenovych bunék (SCF, stem cell factor),
rustovy faktor fibroblasti (FGF, fibroblast growth factor), inzulinu podobny ristovy
faktor (IGF), erythropoetin, fosfolipidovy aktivator desticek atp. (Hofejsi
a Barttinkova, 2009).

Ptehled jednotlivych skupin a jejich zakladnich funkci viz tabulka 1.

Tabulka 1: Hlavni skupiny cytokint a jejich funkce (vytvofeno podle: Hotejsi a Barttiikova, 2009).

NAZEV PRIKLADY FUNKCE
Interleukiny IL-1az IL-35 reguluji imunitni reakce
Chemokiny IL-8, CCL, CXCL stimuluji migraci bunék imunitniho

systému (tzv. chemotaxi)
faktory nekrotizujici TNF-0, TNF-B, reguluji zanét;
nadory TNF-y slouzi jako obrana proti nddorim
Interferony IFN-a, IFN-B, IFN-y | maji antivirovy G¢inek;

reguluji imunitni reakce
transformujici ristové TGF-a, TGF-B reguluji embryonalni vyvoj,
faktory imunitni reakce

a naddorové premény bunck
faktory stimulujici M-CSF, G-CSF, M-CSF stimuluji diferenciaci
kolonie GM-CSF monocytul;

G-CSF stimuluji diferenciaci

granulocyti;

GM-CSF stimuluji diferenciaci

myeloidnich bun¢k
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1.2.2 Klasifikace podle funkce

Na zéklad¢ funkce jsou cytokiny casto klasifikovany podle jejich prozanétlivych,
napt. TNF, IL-1, IL-12, IL-18 a IFN-y, nebo protizanétlivych Gc¢ink, napt. IL-4, IL-10, 1L-13
a TGF-B (Tedgui a Mallat, 2006).

1.3 Cytokinové receptory

Cytokiny pusobi na cilové buiiky pomoci receptori v jejich membrané. Cytokinové
receptory jsou slozeny ze 2 az 3 podjednotek. Na jednu z podjednotek se miize specificky
vazat cytokin, ostatni podjednotky zajiStuji spojeni se signalizaénimi molekulami uvnitt
bunky.

Receptory jsou klasifikovany do né€kolika skupin na zakladé¢ podobnosti ve své
struktufe, resp. na zdkladé signaliza¢ni podjednotky, kterou maji clenové jedné rodiny
spoleénou. Tyto skupiny se nazyvaji cytokinové rodiny (Hofej$i a Bartuiikova, 2009).
Existuje 7 cytokinovych rodin, a to: (1) cytokinové receptory typu I; (2) cytokinové receptory
typu II; (3) receptory pro TNF; (4) receptory pro cytokiny, které patii do imunoglobulinové
rodiny; (5) receptory pro chemokiny; (6) receptory pro TGF-§ a (7) receptory pro IL-17.

Cytokinové receptory typu I zahrnuji receptory pro IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 a IL-
21. Spole¢nou podjednotkou této skupiny je fetézec y (CDI132). Dale do prvni rodiny
receptord patii receptory pro GM-CSF a IL-6, které sdileji spolec¢nou podjednotku gp 130.

Pomoci cytokinovych receptort typu II je zprostfedkovan ucinek IFN-a, IFN-B, IFN-y
a IL-10.

Receptory patfici do imunoglobulinové rodiny obsahuji extracelularni domény
imunoglobulinti a zahrnuji receptory pro IL-1, IL-18, CSF a SCF (Lee a Margolin, 2011).

Clenéni receptori na rodiny je dileZité, protoze naznaduje, jakym zptisobem budou

cytokiny dale plisobit na buiku.

1.4  Prenos signalu do bunky

Pro pienos signdlu do bunky vyuZzivaji cytokiny nékolik signdlnich drah. Jednou
z nejvyznamngéjsich je signalni drdha JAK-STAT, tuto drahu vyuZzivaji naptiklad cytokiny
I. aIL. t¥idy (Tedgui a Mallat, 2006). Dilezitou drahou aktivovanou v odezvé na prozanétlivé
cytokiny (napt. TNF-a, IL-1, IL-18) je draha vedouci k aktivaci nuklearniho faktoru-«xB (NF-
kB). Ptes specifické skupiny receptorti pisobi chemokiny a uvnitf buiiky aktivuji G proteiny

(viz G proteinova signalni draha) (Hofejsi a Bartinkova, 2009). Mezi dalsi drahy patii
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napiiklad supresor signalizace cytokini (SOCS, supressor of cytokine signaling), proteinové
inhibitory oznac¢ované zkratkou PIAS (z anglického ,,protein inhibitors of activated STATs®),
atp. (Rawlings et al., 2004).

1.4.1 JAK-STAT signalni draha

Po navazani cytokinu na receptor v bunééné membrané dojde ke konformacni zméné
struktury molekuly receptoru (Hofejsi a Bartinkova, 2009). Receptory jsou poté uvniti bun¢k
nekovalentné véazany s proteinovymi kindzami, oznaCovanymi jako Janusovy kindzy (JAK,
Janus Activated Kinase) (Krejsek a Kopecky, 2004).

Existuji celkem tfi JAK, oznacované JAK-1, JAK-2, JAK-3 ajim piibuzna
tyrosin kinaza-2 (TYK-2) (Leonard a Lin, 2000). Jednd se o enzymy, které se
Vv nestimulovanych buinikach vyskytuji v inaktivni podobé. Konformaéni zména molekuly
receptoru zpusobi jejich aktivaci a ndslednou fosforylaci nitrobunéénych ¢asti receptord,
resp. tyrosinovych zbytkl na receptorech.

Fosforylace tyrosinovych zbytkli umozni aktivaci ptrenaSect signalu a aktivatord
transkripce, oznacovanych zkratkou STAT (z anglického ,,signal transducer and activator of
transcription protein®), které se nachazeji v cytoplazmé. Aktivované STAT dimerizuji
a pfemistuji se do jadra buiky, kde vyvolavaji transkripci nékterych sekvenci gent.
Vysledkem je bunécna odpoveéd’, kterd zavisi na typu bunky, povaze receptoru a na dalSich

signalech, které na bunku pusobi (Rawlings et al., 2004).

1.4.2 G proteinovd signdlni draha

Receptory G proteinil jsou nazyvany jako tzv. receptory spiazené s G proteiny.
Ponavdzani ligandu (chemokinu) na tento receptor dojde kvyméné molekuly
guanosindifosfatu (GDP), kterd je navazana na asociovany G protein, za molekulu
guanosintrifosfatu. G protein se timto aktivuje a odpoji se od receptoru. Nasledné dojde k jeho
disociaci na podjednotku o a pevny dimer By. Ty se pak vazi na cytoplazmatické proteiny
ameéni tak jejich aktivitu. Vysledkem miiZze byt vznik produkti (druhych poslt), které pak
mohou aktivovat jiné enzymy nebo ovlivnit propustnost iontovych kanali. V konecném
dasledku dochazi ke zménam v expresi genli, metabolismu nebo sekreci.

Po urcité dobé miize byt guanosintrifosfat, vdzany na a-podjednotku, hydrolyzovan na
GDP, komplex a-podjednotky s GDP je opét spojen s dimerem By i S pivodnim receptorem

a obnovi se puvodni stav (Satagopam et al., 2010; Hoftejsi a Bartunkova, 2009).
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1.4.3 NF-xB

Nekteré cytokinové receptory a nékteré Toll-like receptory (TLR) po navazani ligandu
aktivuji kindzy, které zpiisobi fosforylaci proteinu IkB. Pred fosforylaci vytvarel IxB
Vv cytoplasmé komplex s NF-kB. Po fosforylaci je 1kB odstranovan v proteazomech a nasledné
dochazi k fosforylaci NF-kB uvolnéného z komplexu. Takto aktivovany NF-«kB je pfemistén
do jadra, kde vyvolava transkripci geni pro prozanétlivé cytokiny, chemokiny,
adhezni molekuly a nékteré enzymy (napi. cyklooxygenaza-2 a NO-syntaza). Aktivované NF-
kB byly nalezeny v endotelovych bunkach, makrofazich a hladkych svalovych bunkach
aterosklerotickych 1ézi (Hotejsi a Bartinkova, 2009; Tedgui a Mallat, 2006).

1.5 Zpisoby studia cytokini

Zkoumani funkci jednotlivych cytokind ma nesporné velky prakticky vyznam, je vSak
znaén¢ obtizné. Funkce cytokinli mohou byt studovany bud’ na zvifecich modelech, nebo na
tkanovych kulturach. Ze zvitecich modelt se pouzivaji zejména dva mysi modely, tzv. knock-
out mysi a mysi transgenni. V knock-out mysich modelech je vyrusen gen, ktery koduje urcity
cytokin. U mysi transgennich se provadi vneseni genu pro urcity cytokin, ten je exprimovan
a nasledné dochazi ke zvysené produkci tohoto cytokinu (Hofejsi a Bartinkova, 2009).

Nejcastéji pouzivané zvifeci modely pro studium aterosklerdzy jsou knock-out mysi
s vyruSenym genem pro apolipoprotein E (ApoE™) nebo s vyrusenym genem pro LDL
receptor (LDLr") (Fatkhullina et al., 2016). Tyto modely jsou zvlasts uzite¢né pii studiu
molekularniho zakladu ateroskler6zy a uloh jednotlivych cytokini (Ramji a Davies, 2015).
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2  ATEROSKLEROZA

Ateroskler6za (z tectiny atharé = kaSe, skléros = tvrdy) je komplexni progresivni
porucha stény velkych a stiedné velkych tepen (Violaetal.,, 2015). Zahrnuje komplex
bunécnych a metabolickych interakci, které postupné vedou k zGzeni lumen cévy, rozvoji
ateromového platu, jeho nasledné ruptufe a vzniku trombdzy (Sakamuri et al., 2016).
Po dlouha 1éta se na ateroskler6zu pohlizelo jako na mechanicky dé&j zptisobeny hromadénim
tuku, dnes je vnimana jako imunitné chronicky zanétlivy proces, ktery je odpovédi na
poskozeni intimy (Svacina et al., 2010).

Aterosklerotické 1éze se rozvijeji hlavné v mistech vétveni, rozdvojeni nebo zakiiveni
cév (Brophy et al., 2017). Nejcastéji byvaji postizeny koronarni arterie, vnitini karotické
arterie, hrudni aorta, arteria poplitea a tepny Willisova okruhu (Svacina et al., 2010).

Rozlisovano je celkem 6 stadii aterosklerotickych 1ézi oznacovanych jako typy I-VI.
Pocatecni léze, tedy typ |, je viditelnd pouze mikroskopicky. Chemicky lze stanovit
pritomnost lipidd v intim¢. Do skupiny 1ézi typu Il patii tzv. tukové prouzky. Zakladni
stavebni jednotkou tukovych prouzki, jsou tzv. pénové buiky, které se nahromadily v cévni
sténé. Predstupném plné€ vyvinutych 1ézi jsou 1éze typu Il1, které obsahuji malé depozita tukli
mezi vrstvami hladkych svalovych buné¢k a tukové kapénky, které jsou uloZené extracelularné
a viditelné jsou pouze pod mikroskopem. U lézi typu IV, tzv. ateromt, se dale hromadi
extracelularni lipidy a vyviji se lipidové jadro. Mezi lipidovym jadrem a endotelem se
vyskytuji pénové buiiky, makrofagy a hladké svalové buiiky. Léze typu V obsahuji pojivovou
tkan a déli se na 3 typy, typ Va (tzv. fibroaterom), Vb (kalcifikovana forma) a Vc
(tzv. gelatindzni 1éze, ktera obsahuje velké mnozstvi a endematozni tekutiny). Komplikaci
1ézi typu 1V a V vznikaji 1éze typu VI. V tomto stadiu mize dochazet ke krvaceni do platu,
ruptuie platu, vzniku trombu a ucpani cévy (Perusicova et al., 2009). Vyvoj aterosklerotické

1éze je zndzornén na obrazku 1.
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Pénové Tukové Intermedialni Fibrozni Komplikovana
buriky ~ prouzky léze Aterom plat |éze/ruptura

T

Obrdzek 1: Vyvoj aterosklerotické 1éze (upraveno podle: Koenig a Khuseyinova, 2007)

U pacientil s pokrocilym onemocnénim obvykle mize byt nalezeno vice typi 1ézi na
riznych mistech cévniho tecisté (Bentzon et al., 2014). Podle mista vzniku se aterosklerdza
projevuje jako ischemicka choroba srde¢ni, cévni mozkova piithoda nebo ischemické choroba

dolnich koncetin (Perusi¢ova et al., 2009).
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3 ULOHA CYTOKINU
V ATEROSKLEROTICKEM PROCESU

3.1 Dysfunkce endotelu

Endotelova dysfunkce pfedchazi vzniku aterosklerotickych 1ézi a provazi i pozdni stadia
pokroCilé ateroskler6zy. Je charakterizovana nerovnovdhou mezi vazodilataénimi
a vazokonstrikénimi, prokoagula¢nimi a protikoagula¢nimi faktory, a také mezi faktory
inhibujicimi a podporujicimi riist (Hromadova, 2004; Vrablik et al., 2011).

Za fyziologickych podminek netvoii endotel pouze mechanickou bariéru, ale
pfedstavuje také metabolicky aktivni tkdn tvofici substance, které ovliviiuji napéti
a propustnost cévni stény, a také interferuji se zanétlivymi faktory a s koagula¢nim systémem
(Vrablik et al., 2011; Forejtova, 2007).

Endotelové buiikky secernuji vazodilataéni plisobky ilatky vazokonstrikéni.
Vazodilatace v cévni sténé je fizena tiemi navzajem propojenymi systémy, mezi které patii
endotelialni relaxacni faktor, totoZzny s oxidem dusnatym, endotelidlni hyperpolarizujici faktor
a prostacyklin. NejdulezitéjSim relaxacnim ¢inidlem odvozenym od endotelu je oxid dusnaty.
Mezi vazokonstrik¢éni ptisobky patii endoteliny a eikosanoidy (Hromadova, 2004).

V mistech, kde krev proudi laminarné plynule, maji endotelové bunky elipsovity tvar,
jsou orientovany ve sméru toku krve a jsou relativné nepropustné pro lipoproteiny o nizké
hustot¢ (LDL, low density lipoproteins). V mistech odstupu cévy nebo zakiiveni, kde je
proudéni krve naruseno, maji endotelové builky vlivem smykového tfeni polygonalni tvar
a dochazi k jejich aktivaci.

Poskozeny endotel produkuje méné oxidu dusnatého a vice endotelinu 1, malé tepny se
vice stahuji a zvySuje se jejich napéti. Vazorelaxaci, spojenou se zvySenou tvorbou
M2 makrofagy v aterosklerotické 1ézi. IL-10 indukuje NO-syntazu 3, ktera tlumi expresi
prozanétlivého IL-12 (Raines a Ferri, 2005).

Aktivované endotelové bunky vykazuji pro ¢astice LDL zvySenou propustnost (Chiu
a Chien, 2011; Endemann a Schiffrin, 2004). Propustnost endotelovych bungk je regulovana
pomoci IFN-y a TNF-a, které zplsobuji reorganizaci aktinovych vladken cytoskeletu
endotelovych bunék, tudiz v tésnych spojich vznikaji mezery, jimiz mohou LDL pasivné

difundovat a hromadit se v subendotelovém prostoru (Ramji a Davies, 2015). Kli¢ové je
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zachyceni LDL v cévni sténé, umoznéné vazbou mezi apolipoproteinem B (ApoB), ktery je
soucasti LDL, a proteoglykany mezibunééné hmoty (Chiu a Chien, 2011; Endemann
a Schiffrin, 2004).

Krom¢ LDL se v intim¢ mohou shromazd’ovat i dalsi lipoproteiny, které obsahuji
ApoB, a to naptiklad lipoprotein (a) (Camaré et al., 2017). Lipoprotein (a) ma silny
proaterogenni efekt, ovliviiuje fibrinolyzu a rtst hladkych svalovych bunék.

V subendotelovém prostoru jsou LDL c¢astice snadno chemicky modifikovany.
Nejcastéji se jedna o oxidacni modifikaci, ¢astice LDL mohou byt vSak i acetylovany nebo
glykovany. Mimoradn¢ silnym oxidantem je oxid dusnaty, ktery je produkovan endotelovymi
buitkami a makrofagy. Z chemického hlediska se jednd o oxidaci nenasycenych mastnych
kyselin. Produktem této oxidace je malonyl-dialdehyd, ktery modifikuje proteiny (ApoBioo)
ameéni tak biologické vlastnosti LDL ¢astic, u nichz vyrazné stoupa afinita ke scavenger
receptorum. LDL oxidaci, pfi niz vznikaji oxidované LDL (oxLDL), podporuji TNF-a, IL-4
a IL-13 (Ledvina et al., 2004; Ramji a Davies, 2015).

Oxidované lipidy jsou spoustécimi faktory produkce fady modulatorit zanétlivé reakce
aktivovanymi endotelovymi buiikami, tedy cytokini, chemokinii a ristovych faktord,
napt. IL-1, IL-6, IL-8, IL-18B, M-CSF, GM-CSF a faktoru inhibujiciho makrofagy (MIF,
macrophage inhibiting factor) (Tedgui a Mallat, 2006; Tedgui et al., 2011). Latky
produkované aktivovanym endotelem umoZziuji ndbor imunitnich bunék z cirkulace, zejména
prostup leukocytit do subendotelialnich vrstev a ulpivani trombocyti na cévni sténé. Mezi
latky produkované aktivovanym endotelem patii dale také monocytarni chemoatraktantovy
protein 1 (MCP-1, dle nov¢&jsi nomenklatury oznaCovanym také jako CCL2), vyvolavajici
nabor monocytli do cévni stény, a rustovy faktor produkovany destickami (PDGF, platelet-
derived growth factor), ktery zvySuje infiltraci hladkych svalovych bun¢k do subendotelového
prostoru (Chiu a Chien, 2011). Aktivace téchto bunék vyvola dalsi zvySeni exprese enzymd,
cytokinti, chemokinti, eikosanoidil a ristovych faktort (Calder, 2012).

Reparativni potencidl prekonavani dysfunkce endotelu a snizeni kardiovaskuldrniho
rizika maji endotelové progenitorové buiky. Zvysené hladiny C-reaktivniho proteinu (CRP)
a TNF-a pravdépodobné hraji klic¢ovou roli pii vycerpavani endotelovych progenitorovych

bungk, tudiz tyto latky ptispivaji k endotelové dysfunkci (Verma et al., 2017).
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3.2 Upregulace adheznich molekul

Pisobenim prozanétlivych cytokinli exprimuji endotelové builky na svém povrchu
adhezni molekuly. Jedna se o proteiny, které jsou nezbytné pii ptrechodu leukocytarnich
elementil, zvlasté monocytti a T-lymfocytii, do subendotelového prostoru. RozliSuji se Ctyfi
zékladni rodiny adheznich molekul, rodina kadherinti, imunoglobulinti, integrinti a selektinti
(Lydyard et al.,, 2011; Quagliaro et al., 2005). ZvySena exprese adheznich molekul

aktivovanym endotelem je kritickym znakem ateroskler6zy (Galkina a Ley, 2007).

3.2.1 Adhezni molekuly rodiny selektinii

Prvnim krokem prostupu leukocytarnich elementt pfes endotel je exprese adheznich
molekul rodiny selektint (Lydyard et al., 2011). Mezi selektinové molekuly patii L-, P- a E-
selektin. Selektiny zajistuji pocateéni zachycovani, usazovani atzv. kutaleni (anglicky
»rolling®) leukocyti podél endotelu. L-selektin je exprimovan na povrchu vétSiny
cirkulujicich leukocytli a umoziuje jejich kutaleni v mistech chronického zanétu. E- a P-
selektiny jsou exprimovany na povrchu endotelovych bunck. Expresi P-selektinu vyvoldvaji
oXLDL. E-selektin je stimulovan prozénétlivymi cytokiny, konkrétné TNF-a, IL-1j,
destickovym faktorem4 a  destickovym  specifickym  chemokinem uvolfiovanym
aktivovanymi trombocyty. E-selektin rovnéz vyvolava pomalé kutaleni leukocytt podél
endotelu (Galkina a Ley, 2007; Ulbrich et al., 2003).

3.2.2 Adhezni molekuly rodiny integrini

Do rodiny integrint patii 24 receptort na povrchu bunék, které jsou slozeny z 18 a.a 8
podjednotek, jez vytvaieji aff heterodimery. Integriny zajist'uji kontakt mezi dvéma bunkami,
mezi buitkou a extraceluldrni matrix, nebo mezi buiikou a patogenem. VSechny leukocyty
exprimuji adhezni molekuly leukocyti-1 (LFA-1, leukocyte-function-associated-antigen).
LFA-1 se miZze vazat na dvé endotelidlni molekuly, a to na mezibunécné adhezni
molekuly1a2 (ICAM-1 a -2). Dalsi dulezitou molekulou rodiny integrini je pozdni
aktiva¢ni antigen (VLA-4, very late activation antigen), ktery se vaze na cévni adhezni
molekuly (VCAM-1) (Galkina a Ley, 2007).

3.2.3 Adhezni molekuly rodiny imunoglobulinii
Molekuly ICAM a VCAM patii do rodiny imunoglobulinovych adheznich molekul. Ke
zvySené expresi adheznich molekul ICAM-1 dochazi po stimulaci INF-y, TNF-a, IL-1
a puasobenim lipopolysacharidii. Exprese molekul VCAM-1 na povrchu endotelovych bunék
je vyrazn¢ zvySena pii pusobeni lipopolysacharidi, IL-1, IL-4, INF-y a TNF-a. Dalsi
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vyznamnou molekulou rodiny imunoglobulini je adhezni molekula desti¢ek a endotelii-1
(PECAM-1, platelet endothelial cell adhesion molecule), znama také jako CD31. Molekula
PECAM-1 ma vyznamné signaliza¢ni vlastnosti (Krejsek a Kopecky, 2004; Galkina a Ley,
2007).

3.2.4 Dalsi adhezni molekuly

Také endotelidlni adhezni molekuly tvofici spoje (JAM, Junctional Adhesion
Molecules) se ucastni aterosklerdzy a reguluji procesy prestupu leukocytl pies endotel. JAM
jsou exprimovany na leukocytech, trombocytech, endotelovych a epitelovych bunikéch
a podileji se na prostupu leukocyti ptes endotel.

Konexiny nejsou adhezni molekuly, ale ucastni se vychytdvani imunitnich bunék

z cirkulace. Exprese konexint je fizena TNF-a (Galkina a Ley, 2007).

3.3  Prostup leukocyti do subendotelového prostoru

Prostup monocytii a lymfocyti pfes endotel je fizen chemotaktickymi cytokiny
(chemokiny), a to ptedev§im MCP-1 (CCL2) a chemokinem RANTES (zndmym také jako
CCL5) (Zernecke a Weber, 2005; Valledor et al., 2015). Regula¢ni tlohu v adhezi, migraci
a proliferaci makrofagi ma MIF, fraktalkin (0znacovan jako CX3CL1) a faktor rastoveé
podobny onkogenu (GRO-a, CXCL1) (Valledor et al., 2015, Apostolakis et al., 2009).

V lidskych aterosklerotickych 1ézich je MCP-1 produkovan endotelovymi a hladkymi
svalovymi buiikami, Vv reakci na piitomnost oxXLDL (ve zvifecich modelech monocyty
a makrofagy). Mize byt produkovan také destiCkami, které adheruji na poranénou cévu
(Zernecke a Weber, 2005).

V reakci na ptisobeni MCP-1 se leukocytarni elementy z cirkulace zacnou pohybovat
od sttedové osy krevniho fecist¢ smérem K endotelu, kde dojde ke kontaktu selektinovych
molekul. Leukocyty se kutaleji po povrchu endotelovych bunék.

Interakce mezi selektiny a jejich ligandy nevede k pevnému pfilnuti monocyti
na luminalni povrch endotelu, zptsobi vSak dalsi aktivaéni zmény v monocytech. Jednou
znich je aktivace integrinovych heterodimerd LFA-1, které zajisti vazbu leukocyti
na adhezni molekuly ICAM-1 (Bobryshev, 2006; Lydyard et al., 2011).

Vazba integrinii na molekuly ICAM-1 a VCAM-1 zptisobi pevné piilnuti leukocytu
na povrch endotelovych bunék. K pevnému piilnuti piispiva vazba fraktalkinu, RANTES
a GRO-a na receptory CX3CR1, CCR1 a CXCR2 (v uvedeném potadi) (Apostolakis et al.,
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2009). Po adhezi leukocyti se endotelové bunky od sebe oddéli, aby mohly leukocyty
prostoupit skrze tésné spoje. Leukocytarni elementy migruji do subendotelového prostoru.
Transmembranovou diapedézu leukocytli usnadituje zvySena koncentrace adheznich molekul
PECAM-1 a JAM (Bobryshev, 2006; Lydyard et al., 2011). Prostup leukocytl

do subendotelového prostoru je znazornén na obrazku 2.

L2 Selektin

[l L-selektin

M IcCAM-1

M VCAM-1

M PECAM-1
VInaktivni integrin

vAktivovany integrin

Exprese selektind

Obrazek 2: Prostup leukocytl do subendotelového prostoru (upraveno podle: Krieglstein a Granger, 2001)

3.4 Diferenciace monocytii v intimé

Kvili neustdlému zvySovani objemu cytoplasmy, nariistu poctu vackl, vakuol,
primarnich i sekundarnich lysozomi, se monocyty po vstupu do intimy arterii piemeénuji
na makrofagy. Diferenciace monocytli na makrofagy je doprovazena neustéle rostouci expresi
antigenu CD68, ktery se nachazi pievazné v lysozomech makrofagi. In vitro je za tuto
diferenciaci  zodpovédny hlavné M-CSF, jehoz pfitomnost byla prokdzéana
i v aterosklerotickych 1ézich. Monocyty pronikajici do intimy se nepfeménuji pouze
na makrofagy, ale mohou znich vznikat i1 dendritické buiky. Diferenciace monocytl
na dendritické buniky zavisi zejména na cytokinu GM-CSF (Zysset et al., 2016; Bobryshev,
2006).

Diferenciaci monocyti mohou vznikat 2 typy makrofagi, které jsou oznacovany jako
M1 a M2 makrofagy. M1 makrofagy se diferencuji ze zanétlivych monocyti oznacovanych

Ly6Chigh. Tato pfemena je vyvolana v reakcei na cytokiny, které jsou produkovany pomocnymi
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lymfocyty Thl, ptfedevSim IFN-y. IFN-y pfipravuje makrofagy na aktivaci. K Gplné
diferenciaci je potieba druhého signalu, napt. v podob¢ plisobeni TNF. Druhy signal ziskava
makrofag zejména vlastni produkci TNF-o (Mosser, 2003). Tyto prozanétlivé makrofagy
mohou byt také indukovany pusobenim lipopolysacharid, lipoproteini a struktur
charakteristickych pro patogenni mikroorganismy (PAMP, pathogen-associated molecular
pattern). M1 makrofagy dale produkuji cytokiny podporujici zanétlivou reakci: TNF-a, IL-1J,
IL-6, IL-12 a IL-23, a chemokiny CXCL9, CXCL10, CXCL11. Prozanétlivé makrofagy
vyluéuji také vysoké hladiny reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého, které rovnéz
ptispivaji k rozvoji zanétlivé odpovédi (Bobryshev, 2006; Bobryshev et al., 2016; Linton
et al., 2016).

Cytokiny Th2 lymfocytt (napi. IL-4 a IL-13) jsou nezbytné pro aktivaci M2 makrofagu,
které se diferencuji ze subpopulace monocytii oznaovanych jako Ly6C|°W. M2 makrofagy
I pfeménu M1 makrofagii na M2 a zvysit eferocytézu. Nerovnovaha poméru M1:M2 v 1ézi

mize ptispét k rozvoji ateromového platu (McLaren et al., 2011; Linton et al., 2016).

3.5 Tvorba pénovych bunék

Makrofagy, ptedevsim prostiednictvim tzv. scavenger receptort (ale také TLR a NOD-
like receptorit), nekontrolované pohlcuji cholesterol z modifikovanych lipoproteint. V jejich
cytoplasmé se shromazd'uji tukové kapénky, coZ davd za vznik tzv. pénovym buikam
(Bobryshev, 2006).

Scavenger receptory mohou mit rizné struktury, zahrnujici naptiklad molekulu SR-A1;
makrofagovy receptor kolagenni struktury (MARCO, nebo SR-A2); molekuly CD36, SR-B1
a vyznacuji se tim, Ze mohou vézat Sirokou Skalu polyaniontovych ligandd. Primarnim
zdrojem akumulovaného cholesterolu v pénovych bunkach jsou modifikované LDL. In vitro
studie prokazaly, Ze vychytavani modifikovanych (oxidovanych nebo acetylovanych) LDL
makrofagy je zprostfedkovano hlavné receptory SR-Al a CD36. Scavenger receptor typu B
(SR-B) je receptor pro HDL (Linton et al., 2017; Zysset et al., 2016; McLaren et al., 2011;
Ramji a Davies, 2015).

Tvorba pénovych buné€k je regulovana velkym mnozstvim cytokini, které se podileji na
procesu aterogeneze (Michael et al., 2013). Vznik pénovych bunék podporuje INF-y, dfive
byl vSak vniman spise jako inhibitor jejich vzniku. Dal$im cytokinem ovliviiujicim vznik

penovych bunck je TNF-a, ktery zvySuje expresi scavenger receptorti a vychytavani oxLDL.
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Vychytavani a ukladani modifikovanych LDL, hlavné prostfednictvim snizovani efluxu
cholesterolu makrofagy, podporuje tzv. slaby induktor apoptdzy piibuzny TNF (TWEAK,
TNF related weak inducer of apoptosis) a TNF-like protein 1 (Ramji a Davies, 2015).
MIF redukuje shromazd’ovani makrofagovych pénovych bunék v lézi. Expresi molekuly
CD36 zvysuje IL-6.

Proti vzniku pénovych bun¢k plisobi naptiklad TGF-B1, ktery snizuje aktivitu
scavenger receptort a expresi molekul CD36 a SR-A (McLaren et al., 2011). Vznik pénovych
bunck také inhibuji cytokiny IL-10 a IL-33. IL-33 snizuje vychytavani a ukladani LDL
a esterti cholesterolu v makrofazich a stimuluje eflux cholesterolu (McLaren et al., 2011;
Ramji a Davies, 2015).

Ke tvorbé peénovych bunék vyznamn€ piispivaji 1 procesy nezavislé
na scavenger receptorech, naptf. makropinocytéza. Makropinocytéozu v makrofazich mohou
vyvolavat napiiklad minimalné¢ modifikované LDL c¢astice (mmLDL), a to prostfednictnim
TLR (Bobryshev, 2006). Dale makropinocytozu vyznamné ovliviuji nékteré cytokiny,
napt. TGF-p, IL-33, IFN-y a IL-17a (Michael et al., 2013).

Pénové buniky mohou vznikat také z hladkych svalovych bunék, které pohlcuji oxLDL
po vstupu z medie cévy do subendotelového prostoru a obsahuji téz tukové kapénky.

Pénové bunky nahromadéné v cévni sténé vytvareji spolu s T-lymfocyty
tukové prouzky (viz obrazek 3) (George a Johnson, 2010). Tukové prouzky se nachazeji
v intim¢ velkych cév, maji zlutou barvu a nevy¢nivaji do cévniho prisvitu, tudiz vyrazné
neovliviuji pritok krve, bézné se vyskytuji uz u déti a béhem zivota se vyvijeji (Perusicova

et al., 2009).

Scavenger
receptor

vMigrace hladkych svalovych

Obrazek 3: Tvorba tukovych prouzkd (upraveno podle: Faxon et al., 2004)
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Pénové bunky produkuji fadu prozanétlivych cytokint podilejicich se na progresi 1ézi,
napf. TNF-q, IL-1 a IL-6, fadu chemokini, rustovych faktorti, jako je naptiklad PDGF, IGF
a endotelialni ristovy faktor. Také uvolnuji matrixové metaloproteinazy (MMP), které
podporuji degradaci extracelularni matrix (Valledor et al., 2015).

Cholesterol je vnadmémém mnozstvi pro bunky toxicky. Derivaty cholesterolu,
kterymi jsou napfi. oxysterol, aktivuji jaterni X receptory (LXR, liver X receptor), které jsou
nezbytné pro udrzeni homeostazy, protoze stimuluji eflux cholesterolu. Eflux cholesterolu je
prvnim krokem transportu cholesterolu z makrofagi. Aktivitu LXR ovliviiuji nékteré
cytokiny, napf. IFN-y (Pascual-Garcia et al., 2013).

Nasledkem toho vSak dochéazi k namahani endoplazmatického retikula, coz mize vést
Kk apoptoze nebo nekroze makrofagi. Poskozenad clearance takovych apoptickych bunék
(tzv. eferocytdza) ma za nasledek dalsi akumulaci lipida v aterosklerotickych 1ézich.

Porusena lipidova homeostaza potencuje zanétlivou odpoveéd’. Pfijimani cholesterolu
makropinocytézou aktivuje inflamazém rodiny NOD-like receptorti. Tento proces vyvola
destabilizaci lysosomi a uvolnéni reaktivnich forem kysliku. Aktivace tohoto inflamazému
vede rovnéz k produkci IL-1B, IL-18 a dal§imu zvyraznéni zanétlivé odpovédi. Mnozstvi
cholesterolu v makrofazich se tak stale zvysSuje, coz vede ke vzniku cholesterolovych krystald
a aktivaci dal§iho inflamazému rodiny NOD-like receptort. Také piijaty mmLDL a oxLDL

zpusobuje produkei prozanétlivych cytokint (Ramji a Davies, 2015).

3.6 Uloha Th lymfocytii v ateroskleréze

Jako odpoveéd’ na zanétlivou reakci jsou na povrchu T lymfocytl prezentovany antigeny
spojené s hlavnim histokompatibilnim komplexem. VétSina bunék s povrchovym znakem
CD4" jsou prekurzory pomocnych T lymfocyt (Th), které maji v ateroskleréze vyznamnou
ulohu (Ramji a Davies, 2015). Podle cytokint, které Th lymfocyty produkuji, je 1ze rozdélit
na lymfocyty Thl, Th2 a Th17 (Hedrick, 2015).

3.6.1 Thl lymfocyty
Thl lymfocyty jsou proaterogenni, Vv ateromovych platech nejcastéjsi, secernuji
cytokiny IFN-y, TNF-a a IL-2 a maji schopnost proliferace in situ. Pro diferenciaci

Th1 lymfocyti je nezbytny IL-12, ktery je produkovan dendritickymi bunikami.
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3.6.2 Th2 lymfocyty

Diferenciaci Th2 lymfocytl rovnéZz vyvolavaji cytokiny produkované dendritickymi
bunkami, IL-6 a IL-13. Th2 lymfocyty maji dulezitou Glohu v humoralnich odpovédich
zprostfedkovanych pomoci B lymfocytli, zejména proti extraceluldrnim patogentim.
Th2 lymfocyty secernuji I1L-4, IL-5, IL-13. Také mohou produkovat IL-10, ktery vsak tvofi
hlavn¢ makrofagy a regula¢ni B a T lymfocyty (Treg) (Ramji a Davies, 2015; Hedrick, 2015).

Uloha Th2 lymfocytii v ateroskleréze neni zcela jasnd. Zfejmé maji funkci ochrannou,
protoze inhibuji produkci IFN-y lymfocyty Thl. Byly vSak objeveny potencidlni
proaterogenni Ucinky IL-4, které zahrnuji aktivaci zirnych bun€k, coz mize vést k apoptdze
hladkych svalovych bunck. IL-4 také pravdépodobné snizuje produkci kolagenu a zvySuje
produkci protedaz, které destabilizuji platy, coz muze vést az kjejich ruptufe. DalSim
pravdépodobnym ucinkem IL-4 je podpora produkce MMP-12.

IL-5 ma v aterosklerdze pravdépodobné opacny efekt, nez IL-4 a v pritb¢hu aterogeneze
ma ochranné funkce. Nedostatek IL-5 v mysich modelech vede ke vétSimu rozvoji 1éze. IL-5
chrani pfed rozvojem ateroskler6zy tim, ze podporuje rozvoj B1 lymfocyti, které produkuji

ochranné protilatky (Andersson et al., 2009).

3.6.3 Th17 lymfocyty

Pro diferenciaci lymfocyti Th17 je nezbytny TGF-p, jehoz ucinek podporuje IL-6. Pro
proliferaci Th1l7 lymfocyti jsou nezbytné cytokiny IL-21 a IL-23. IL-23 zde stabilizuje
zanétlivy fenotyp Th17 lymfocyti. Naopak cytokiny Thl a Th2 lymfocyta, IFN-y a IL-4,
mohou diferenciaci lymfocytt Th17 potlacovat.

Lymfocyty Th17 vykazuji efektorové funkce odlisné od Thl a Th2 lymfocyti. Mezi
cytokiny produkované témito bunikami patii IL-17A, ktery je zde vylu€ovan ve vysokém
mnozstvi, IL-17F, 1L-22 a IL-23. Dilezitou ulohou Th17 lymfocytt je obrana proti bakteriim
a houbam. Zapojuji se do rozvoje Siroké $kaly autoimunitnich chorob (Ait-Oufella et al.,
2014).

Cytokin IL-17A nema striktné¢ pro- nebo proti-aterogenni ulohu. Nedavné studie
prokazaly, ze mysi rekombinantni IL-17A snizuje expresi endotelovych VCAM-1 a infiltraci
Th lymfocyti. Podle jinych studii jsou homodimery IL-17A velmi u¢inné pii vyvolani
produkce chemokini epitelialnimi butikami a jsou schopny aktivovat NF-xB (Tedgui et al.,
2011).
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3.6.4 Regulacni T lymfocyty

Kromé Th lymfocyti jsou dilezitymi producenty cytokina také regulacni T lymfocyty
(Treg). Pro Treg je charakteristicka exprese povrchovych znakii CD4 a CD25. Treg lymfocyty
jsou rozdélovany na adaptivni a nativni. Adaptivni Treg se vyvijeji z naivnich T lymfocyti na
periferii a produkuji cytokiny IL-10 a TGF-f, které negativné reguluji produkci cytokint
lymfocyty Thl a Th2 a maji vyznamny protiaterogenni efekt. Pfirodni Treg lymfocyty se
vyvijeji v thymu a produkuji pfevazné¢ TGF-B a transkripéni faktor FoxP3, ktery je nezbytny
pro vyvoj dalsich regula¢nich T lymfocytt (Zidek et al., 2009; Van Es et al., 2009).

3.7 Hladké svalové buniky

Jak se tukové prouzky vyvijeji do slozit&jSich, pokro€ilych aterosklerotickych 1ézi,
vytvareji se fibrozni epicky, které jsou tvoreny hladkymi svalovymi buitkami. Tyto fibrézni
¢epicky, oddé€luji aterosklerotickou 1ézi od lumen cévy a slouzi jako ochrana pted prasknutim
1éze a naslednym vznikem trombdzy.

Pii vyvoji pokrocilych ateromovych plath dochazi také k patologickému ztluSténi
intimy, které je spojeno s morfologickymi a biochemickymi zménami hladkych svalovych
bunék a mezibunééné hmoty. Hladké svalové bunky migruji z medie do intimy, kde se
shromazd’'uji v mezibunééné hmoté€ bohaté na proteoglykany, a prochdzeji zménou fenotypu
z kontraktilniho na synteticky, coz vede k jejich diferenciaci.

Béhem vyvoje léze dochazi k hromadéni oxLDL a jejich vychytavani hladkymi
svalovymi buiikami, nasledné apoptdéze hladkych svalovych bunék, ke vzniku mikro-
kalcifikaci, k infiltraci makrofagy a k produkci prozanétlivych cytokint (napt. IFN-y), které
zpusobuji apoptdézu makrofagl, coz vede k vytvoreni nekrotického jadra.

Zména fenotypu hladkych svalovych bunék a jejich akumulace v aterosklerotické 1€zi je
podporovana nejriiznéjSimi cytokiny. Tvorba fibrozni cepicky je stimulovana rastovymi
faktory PDGF, FGF-2 a TGF-, které jsou uvoliovany z endotelovych bun¢k, makrofagt,
pénovych bunék, hladkych svalovych bunék a pii degranulaci desticek. Degradace
extracelularni matrix a mezibunécénych spojeni je zprostiedkovana protedzami, a to zejména
MMP, které umoznuji migraci hladkych svalovych bunék z medie do intimy (George
a Johnson, 2010; Johnson, 2014).
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3.7.1 Vliv cytokinit na akumulaci a proliferaci hladkych svalovych bunék

Aby doslo k akumulaci hladkych svalovych bun¢k, museji nejprve vcestovat z medie do
intimy, kde proliferuji. Proliferace hladkych svalovych bun¢k je kli¢ovym krokem v progresi
aterosklerdzy. ZvySend bunécnd proliferace je pozorovana jiz béhem cCasné aterogeneze.
Béhem proliferace jsou hladké svalové bunky zadrzovany v G1 fazi bunécného cyklu. Toto
zadrzeni je zprostiedkovano vyznamnymi zménami v expresi riznych regulétori bunééného
cyklu, a také je spojeno s reakci na mitogeny, jako je napt. IGF.

Historicky pohled na proliferaci hladkych svalovych bunék je takovy, Ze proliferace
pouze podporuje tvorbu ateromovych plati. Pozdé¢ji se vSak ukazalo, ze proliferace mize byt
| prospésna, naptiklad jako prevence ruptury fibrozni Cepicky (Lim a Park, 2014; Bennett
etal., 2016).

Za jeden z nejucinngjSich cytokinti podporujicich S$ifeni a proliferaci hladkych
svalovych buné€k je povazovan MIF, jehoz delece v mysich modelech zptisobuje 80% snizeni
proliferace hladkych svalovych bunék. Na migraci ma vliv i prozanétlivy cytokin MCP-1,
jehoz receptor, CCR2, muze regulovat proliferaci hladkych svalovych bungk.
In vitro podporuje proliferaci i tzv. eotaxin (CCL11), ktery hladké svalové bunky samy
produkuji. In vitro proliferace je stimulovana také ristovymi faktory, jako jsou angiotenzin II,
PDGF-BB, oxLDL, lipopolysacharidy, TGF-§ a fibroblastovy rastovy faktor. Tyto faktory na
sebe mohou vzajemné pusobit, napf. oxXLDL zpiisobuje zvySenou expresi TLR4 a plisobi
synergicky s angiotenzinem Il (LIM a PARK, 2014). K proliferaci pozitivné ptispiva i IFN-y,
ten zde puisobi synergicky s PDGF. Fraktalkin (CX3CL1) také s nejvétsi pravdépodobnosti
podporuje akumulaci hladkych svalovych bunék. Jejich akumulace v aterosklerotickych
1ézich pravdépodobné neni zavisla na IL-13, a TNF-a.

Nékteré cytokiny naopak zabrafiuji akumulaci hladkych svalovych bun¢k a maji tedy

rrrrr

I prozanétlivy cytokin IL-18 (Raines a Ferri, 2005).

3.7.2 Zména fenotypu hladkych svalovych bunék

Buniky hladkého svalstva mohou mit kontraktilni i syntetické funkce. Intimélni hladké
svalové buiiky se mohou diferencovat z medidlnich a maji jedinecné aterogenni vlastnosti,
diky kterym dochazi k rtistu ateromového platu. Zmeéna fenotypu hladkych svalovych bunck

byla poprvé popsana v roce 1970 pomoci elektronové mikroskopie.
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Dulezitymi proteinovymi markery, které se bézné pouzivaji k rozliSeni fenotypti, jsou
povrchové molekuly a-SMA, SM-MHC, Smoothelin-A/B, CRBP-1. Mnoho z téchto proteint
se podili na kontrakci bun¢k hladké svaloviny.

Zdravé hladké svalové builkky se nachazeji pievazné v medii a je pro né typicky
kontraktilni fenotyp. Bunky arterii vyznacujici se timto fenotypem obsahuji velké mnozstvi
mikrofilament. Mezi proteiny, které tyto bunky pfevazné exprimuji patii povrchové molekuly
SM-MHC nebo SM-A.

Hladké svalové buiiky nachézejici se v intimé produkuji vyrazné nizsi hladiny téchto
proteinovych markerti, maji vyssi tendenci proliferovat, produkuji vice extracelularni matrix,
proteaz a cytokinu. Synteticky fenotyp je typicky pro tepny, u nichz dochazi k ptestavbé
stény. Bunky s timto fenotypem maji charakteristickou cytoplazmu, v niz pfevazuje drsné
endoplazmatické retikulum a dobfe rozvinuty Golgiho aparat. Syntetické hladké svalové
buniky mohou migrovat a proliferovat rychleji nez kontraktilni a mohou syntetizovat az 25-
46krat vice kolagenu. Kromé toho exprimuji vétsi mnozstvi receptori pro VLDL, LDL
a scavenger receptord, coz umoznuje efektivnéjsi ptijem lipidi a tvorbu pénovych bunck
(Rensen et al., 2007; Doran et al., 2008).

Mezi faktory, které ovlivituji pfeménu kontraktilniho fenotypu na fenotyp synteticky,
patii aktivin A, retinoidy, angiotenzin Il. Z cytokint jsou to PDGF, TGF-f a TNF-a.

Dvé molekuly, PDGF-A a PDGF-B jsou dilezité pii pocatecnich fazich direfenciace
hladkych svalovych bunék, kdy dochéazi k pfijimani mezenchymovych bun€k a k nasledné
proliferaci. V pln¢ vyvinutych hladkych svalovych buinkach vyvolavaji tyto molekuly
pfeménu fenotypu na synteticky. V mysich modelech snizuje PDGF-B expresi proteinu o-
SMA. Dalsi studie prokazaly, ze PGDF-A i PDGF-B snizuji proliferaci hladkych svalovych
bunék pfi poranéni cévy.

Izoformy cytokinu TGF-p naopak podporuji kontraktilni fenotyp. TGF-B1 zvySuje
hladiny proteinti a-SMA a SM-MHC. TGF-B2 pozitivné ptisobi na proteiny bunééného cyklu,
které potlacuji bunééné déleni, nedokaZe vSak ovlivilovat expresi pokrocilejSich
kontraktilnich fenotypovych markerd, jakymi jsou SM-MHC a Smoothelin (Rensen et al.,
2007).

3.7.3 Tvorba pénovych bunék 7 hladkych svalovych bunék
V pribéhu aterogeneze nevznikaji pénové bunky pouze z makrofagl, pohlcujicich
oxLDL pfedev§im pomoci scavenger receptortl, ale také z hladkych svalovych bun¢k. (Ruan

et al., 2006). Exprese scavenger receptorti hladkymi svalovymi bunkami cévni stény je vSak
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velmi omezena. SpiSe nez scavenger receptory mohou hladké svalové builky exprimovat
LDL receptory, VLDL receptory a protein piibuzny LDL receptoru (LRP). LDL receptory
mohou vychytavat modifikované i nemodifikované LDL ¢astice, chylomikrony a remmanty.
V regulaci genti pro LDL receptory jsou dualezit¢ dvé molekuly: protein aktivujici Stépeni
proteinu SREB (SCAP) a protein vazajici element regulovany steroly (SREBP2), které maji
ptvod v mediatorové ribonukleové kyseliné (mRNA). Expresi LDL receptort, a tim
i akumulaci LDL v hladkych svalovych bufikach vyrazné zvysuje IL-1p (Ruan et al., 2006;
Doran et al., 2008).

SCAP protein pii zanétlivé reakci zajiStuje také intracelularni translokaci mezi
endoplazmatickym retikulem a Golgiho aparatem. V piitomnosti vysoké koncentrace LDL
apo stimulaci prozanétlivymi cytokiny zacne Golgiho aparat piijimat SCAP protein, coz
naznacuje, ze IL-1P naruSuje normdlni fungovani molekuly SCAP mezi Golgiho aparatem
a endoplazmatickym retikulem. Translokace SCAP a exprese mRNA neprobihaji paralelné.
Ke SCAP translokaci dochazi kratce po stimulaci IL-1B, mozna v disledku post-translacni
modifikace proteinu a pied zvySenim exprese SCAP mRNA.

Expresi LDL a VLDL receptori také zvySuje TNF-a a M-CSF. Tyto cytokiny rovnéz
zvySuji afinitu LDL k hladkym svalovym bunkdm a tim 1 tvorbu pénovych bunék.

Scavenger receptorem, ktery se do jisté miry podili na vychytavani oxLDL lidskymi
hladkymi svalovymi bufikami, je molekula ozna¢ovana zkratkou CXCL16/SR-PSOX. Tato
molekula se vyskytuje pouze v cévach postizenych aterosklerozou (Ruan et al., 2006).

Kromé zpusobu, kterymi mohou hladké svalové bunky vychytavat cholesterol, jsou,
zejména na makrofazich, Casto studovanym tématem 1 cesty jeho zpétného transportu. K tomu
slouzi ATP-vazajici pfenaSeCe, oznaCovany jako ABC (ATP-binding cassette). Hladké
svalové buiky exprimuji pfenaSe¢ ABCA1. Diky zpétné transportni drdze mohou lipidové
buniky metabolizovat lipidy a exportovat je do nosicl, které je transportuji do jater.
Pii progresi aterosklerozy dochazi k down-regulaci téchto bunécnych transportért, coz vede

ke zvysené tvorbé pénovych bunék (Doran et al., 2008).

3.7.4 Produkce extracelularni matrix

Jednou z hlavnich funkei hladkych svalovych bunék je produkce extracelularni matrix,
kterd se v pribéhu progrese léze hromadi. PrestoZe endotelové buniky a makrofagy také
prispivaji ke tvorbé extracelularni matrix, hlavnimi producenty pojivové tkané jsou hladké
svalové bunky, a to i ve zdravych cévach. Zatimco extracelularni matrix zdravych tepen

obsahuje fibrilarni kolagen typu I a III, aterosklerotické 1éze obsahuji ptevazné proteoglykany
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s rozptylenymi kolagennimi vlakny typu I a s fibronektinem. Pfitomnost mnoha aterogennich
cytokinti v rozvijejici se 1ézi stimuluje hladké svalové bunky k produkci proteoglykand,
fibronektinu a ke zvySené produkci extracelularni matrix, napt. TGF-, MCP-1, MIF, IL-18
a IFN-y. Proteoglykany pfitomné v cévni sténé umoziuji, prostfednictvim iontovych interakci
s ApoBigo a Apolipoproteinem E, zachyceni dal§ich LDL. Takto vazané LDL rychleji oxiduji.
OxLDL stimuluji hladké svalové buiky k vylu€ovani vysoce sulfatovanych proteoglykani,
které maji vétsi afinitu k LDL (Doran et al., 2008; Raines a Ferri, 2005).

Chemokin MCP-1 piispiva K rozvoji stabilnéjSich ateromovych plata se zvySenym
obsahem hladkych svalovych bunék a kolagenu. Naopak progresi nestabilnich ateromovych
plati mize podporovat IL-1f (Raines a Ferri, 2005).

3.7.5 ZadrZovani monocytii a makrofagit hladkymi svalovymi buiikami

Nejen endotelové buiiky, ale 1 hladké svalové buiiky napomahaji monocytiim prostoupit
z krevniho tecCiSté do intimy, kde se diferencuji do makrofagii. Elektronovou mikroskopii
a imunohistochemickou analyzou lidskych aterosklerotickych plati bylo prokazéano, ze hladké
svalové bunky a makrofagy spolu mohou interagovat. Interakce makrofagt s hladkymi
svalovymi bunkami je zprostiedkovana expresi adheznich molekul (ICAM-1 a VCAM-1)
a fraktalkinu (CX3CL1).

K expresi adheznich molekul VCAM-1a ICAM-1 nedochazi u hladkych svalovych
bunék ve sténé zdravych cév, exprimovany jsou pouze v cévach nachylnych ke tvorbé
aterosklerotickych 1ézi. Bylo prokézano, Ze hladké svalové builky, podobné jako buiky
endotelové, exprimuji adhezni molekuly jeSté pfed vstupem monocyti do intimy, a tento
prostup tak podporuji. Expresi adheznich molekul hladkymi svalovymi bunikami snizuji 1L-10
a TNF-a. TGF-p na expresi pravdépodobné vliv nema.

Na rozdil od adheznich molekul neni fraktalkin exprimovan endotelovymi buikami.
Fraktalkin patii mezi chemokiny a vaze se na receptor CX3CR1, ktery je exprimovan na
povrchu monocytii v pfitomnosti oxLDL. Tato vazba umoziiuje monocytim interagovat
s hladkymi svalovymi bunikami a hromadit se tak ve sténé cévy (Doran et al., 2008; Raines

a Ferri, 2005).

3.7.6 Cytokiny produkované buiikami hladké svaloviny
Prostfednictvim aktivovanych receptord (napt. TLR2, TLR4, NOD-like receptor-P3,
a dalsi) jsou hladké svalové buiikky schopny produkovat velky pocet latek podporujicich
zanétlivou reakci (Lim a Park, 2014). Z cytokini jsou to piedev§$im ty, které ptitahuji
a aktivuji leukocyty, vyvolavaji proliferaci hladkych svalovych bun¢k, podporuji dysfunkci
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PDGF, TGF-B, MIF, IFN-y a MCP-1. Vsechny tyto cytokiny mohou byt produkovany také
jinymi buiitkami v 1ézi (Doran et al.,, 2008). Pichled téchto cytokinli a jejich funkci

viz tabulka 2.

Tabulka 2: Aterogenni cytokiny produkované buitikami hladké svaloviny Zkratky: VSMC — hladké svalové
buriky; EC — endotelové buitky; M — makrofagy; T — T lymfocyty; B — B lymfocyty (vytvofeno podle: Doran
et al., 2008).

CYTOKIN ZDROJ FUNKCE
IFN-y VSMC, M, T 1 migrace a proliferace VSMC
1 remodelace extracelularni matrix
1 exprese adheznich molekul
IL-1 VSMC, EC, M, T, B 1 migrace a proliferace VSMC
Thromadéni monocyti
1 exprese adheznich molekul
IL-18 VSMC, EC, M 1 exprese adheznich molekul
1 akumulace VSMC
1 remodelace extracelularni matrix

MCP-1 VSMC,EC, M, T 1 nédbor monocytl
1 remodelace extracelularni matrix
MIF VSMC,EC, M, T 1 nédbor monocytl
Texprese VSMC
1 tvorba a remodelace ECM
PDGF VSMC, EC, M 1 migrace a proliferace VSMC
TGF-B VSMC,EC, M, T 1 migrace a proliferace VSMC

1 tvorba extracelularni matrix

3.8 Destabilizace aterosklerotickych plaki

Dalsi osud nemocného zavisi na stabilité¢ aterosklerotického platu. Stabilni platy maji
malé lipidové jadro, které je pokryto silnou fibrozni ¢epickou. Lipidové jadro obvykle zabira
mén¢ nez jednu Ctvrtinu platu. Invazivni zénétlivé bunky, napt. makrofagy se ve stabilnich
platech vyskytuji pouze v malém mnoZstvi nebo viibec a Sifeni fibrozni tkdné zpusobuje
ztlusténi intimy.

Oproti tomu nestabilni platy jsou charakterizovany velkym, mékkym jadrem bohatym
na lipidy, které zabira ptiblizné tfetinu az polovinu z celkové plochy platu. Jadro je pokryto
pouze tenkou vrstvou fibrozni Cepicky. Tkan, ktera se nachdzi mezi nekrotickym jadrem
a fibrozni Cepickou, je vlaknitad s vysokym obsahem kolagenu typu I. Kolagen, elastin,

proteoglykany vlaknité matrix jsou produkovany pievazné hladkymi svalovymi buiikami se
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sekrecnim fenotypem. Nestabilni platy obsahuji také velké mnozstvi makrofagti. Tyto platy
jsou nachylné k prasknuti a dal§im komplikacim (Virmani et al., 2005; Temma a Saji, 2012;
Bentzon et al., 2014).

K destabilizaci aterosklerotického platu vede pokracujici zadnétliva odpoveéd’, predevSim
prostfednictvim prozéanétlivych cytokinl. Prozanétlivé cytokiny mohou inhibovat syntézu
komponent, které¢ platy stabilizuji, napt. IFN-y inhibuje syntézu kolagenu typu I a III
hladkymi svalovymi bunikkami. TNF-a zptsobuje redistribuci tukové tkané a snizuje citlivost
tkdni na inzulin. IL-6 je stejn¢ jako TNF-a a IL-1 soucasti prozanétlivé kaskady, ktera vede
k aktivaci jaternich bun€k a tvorb& pozitivnich reaktantli akutni faze, napt. CRP. Vyssi
koncentrace CRP a IL-6 byvaji nachazeny u pacientd s nestabilnimi koronarnimi syndromy
(Ramji a Davies, 2015).

Prozéanétlivé cytokiny také zplsobuji apoptéozu a néslednou nekrézu makrofagh
a hladkych svalovych bunék, spolu s pénovymi bunikami, coz je dulezitou pfic¢inou vzniku
nekrotického jadra. Vytvoreni nekrotického jadra nevratné narusi normalni strukturu intimy.
Apoptické a jiné formy bunééné smrti jsou pozorovany na okraji nekrotického jadra. Volné
apoptické zbytky ptitomné v 1ézi nejsou spojeny s zadnymi fagocytujicimi buitkami, tyto
zbytky tedy nemohou byt odstranény, coz zpisobuje dalsi rast nekrotického jadra (Bentzon
etal., 2014).

3.8.1 Apoptoza makrofagii

K apoptéze makrofagli dochédzi v pribéhu vSech stadii aterosklerdzy a je dulezitym
znakem vyvoje ateromového platu. Vyvolani apoptoézy makrofagh je pravdépodobné vysledek
chronického, kumulativniho ucinku nékolika jemnych, podprahovych stimulii. Piikladem je
oxidacni stres, vysoké koncentrace esterifikovaného cholesterolu nebo oxysterolti, oxLDL,
stres endoplazmatického retikula a vysoké koncentrace cytokinii IFN-y, TNF-a a IL-1p.

Makrofagy podléhajici apoptoze jsou také zdrojem prozanétlivych cytokint IL-1p, IL-6,
TNF-a a metaloproteinaz, coz podporuje zanét a nestabilitu platu (Bobryshev et al., 2016).

3.8.2 Apoptoza hladkych svalovych bunék

Makrofagy produkujici TNF-a vyvolavaji apoptézu hladkych svalovych bunék cestou
TNF-0/NO a snizuji i syntézu kolagenu sekreci metaloproteinaz, MMP-9 a MMP-12. TNF-a
ucinkuje prostfednictvim dvou receptorit TNF-R1 a TNF-R2. Oba tyto receptory kooperativné
interaguji a tim vyvolavaji apoptézu. TNF-o ma navic synergicky ucinek s IL-13 a IFN-y

(Boyle et al., 2003).
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Také zirné buniky mohou produkovat fadu prozanétlivych cytokinti (napt. IL-6), které
vyvolavaji apoptéozu hladkych svalovych bunék. Pokud je na povrchu zirnych bunék
aktivovan TLR4, aktivuji se nasledné¢ signalni drahy, které vedou k aktivaci nuklearniho
faktoru-xB a k nasledné transkripci prozanétlivych cytokind, véetné IL-6 (Wijnand et al.,
2012).

Apoptoza hladkych svalovych bunck v ateroskleroze ma zavazné dusledky, kterymi
jsou ztenCovani fibrézni Cepicky, rozsifeni nekrotického jadra a infiltrace makrofagl, tim

dochazi k podpore kalcifikace a progresi 1ézi (Bennett et al., 2016).

3.8.3 Toll-like receptory v destabilizaci platu

V ateromovém platu byla prokazana zvysena exprese TLR2 a TLR4. TLR2 podporuje
zanétlivou reakci v hladkych svalovych buiikdch. Exprese TLR4 hladkymi svalovymi
buiikami je stimulovana pfedev§im lipopolysacharidy a stejné¢ jako TLR2 vyvolava zanét.
TLR4 zplsobuje produkci MCP-1, IL-6 a IL-1A. Pokud lipopolysacharidy stimuluji
TLR4/NF-xB drahu, mize byt zvySovana exprese MMP-9, ktera destabilizuje ateromovy plat
(Lim a Park, 2014; Li a Sun, 2007).

3.8.4 Matrixové metaloproteinazy

Mechanické oslabeni fibrozni ¢epicky predchazi prasknuti platu a naslednému trombu.
S timto vyznamné souvisi MMP, jejichZ exprese a aktivace je rovnéZ regulovana pomoci
cytokind (Silvestre-Roig et al., 2014). MMP jsou zinek-dependentni endopeptidazy
s proteolytickou aktivitou. Plsobi zejména na extracelularni matrix a za fyziologickych
I patologickych podminek se podileji na remodelaci tkani. Jednd se o rozsédhlou rodinu
proteinaz, kterd obsahuje nejméné 26 ¢lend, z nichz 23 miiZze byt exprimovédno u c¢loveka
(Hladikova a Stourag, 2008).

V aterosklerotickych platech je zvySena aktivita MMP-8, MMP-9 a MMP-12. Tyto
vSechny vyznamné piispivaji k destabilizaci aterosklerotickych plath. Naptiklad nadmérné
exprese MMP-9 a MMP-12, které jsou produkovany makrofadgy ve zranitelnych platech
nachylnych k prasknuti, snizuje syntézu kolagenu a oslabuje fibrozni ¢epicku. Oproti tomu
metaloproteinazam MMP-2 a MMP-3 jsou pfifazovany spiSe prospésné¢ funkce. MMP-2
a MMP-3 maji vyznam v regulaci migrace hladkych svalovych bunék a pfi tvorbé fibrozni

Cepicky (Silvestre-Roig et al., 2014; Lim a Park, 2014).
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3.8.5 Angiogeneze

Angiogeneze je dynamicky proces tvorby novych kapilar, regulovany rovnovahou mezi
angiogennimi a angiostatickymi faktory. Muze byt zahajena hypoxii, ktera vyvolava expresi
a uvolnéni angiogennich a zanétlivych faktorii. Nedostatek kysliku v aterosklerotickém plaku
a proliferace endotelovych bun¢k. Bunky zarodku vylucuji proteolytické enzymy, které
degraduji okolni extracelularni matrix, coz usnadnuje jejich expanzi.

Dtlezitym zdrojem angiogennich faktorG jsou fibroblasty, které produkuji
napt. endotelidlni ristovy faktor (VEGF), jehoz produkce je podporovéana pomoci IL-17
(Camaré etal., 2017; Numasaki et al, 2003). Syntézu VEGF endotelovymi
a perivaskularnimi zdnétlivymi bunikami vyvolava 1 TGF-f. VEGF-A zvySuje endotelovou
propustnost, expresi adheznich molekul, MCP-1, ¢imz je podporovana adheze monocytu,
transendotelidlni migrace a aktivace. Navic muze vyvolat pro-aterogenni zmény
v lipoproteinech. VEGF-B se specificky vaze na receptor VEGFR1 a tim stimuluje piijem
mastnych kyselin endotelovymi bunikami a prostiednictvim aktivace drahy VEGF-
A/VEGFR?2 piisobi na tukové tkané zvySenim hustoty kapilar.

Placentarni ristovy faktor PIGF se vyskytuje ve velkém mnozstvi v placenté, ale jeho
exprese se za patologickych stavii (jako je napf. hypoxie, oxidacni stres) mize zvySovat
i vjinych organech. PIGF se vaze na receptor VEGFR2. Pti nizké koncentraci podporuje
pfezivani, migraci a aktivaci pericytli, endotelovych bun¢k a makrofagl, jeho role je
proaterogenni. PIGF potencuje u€inky VEGF-A. Pericyty vyznamné pfispivaji ke tvorbé
novych kapilar.

Na angiogenezi se vyznamné podileji také ristové faktory rodiny PDGF. Zejména
PDGF-B, jehoz syntézu v endotelovych bunkéach podporuje TGF-B. Po navazani na receptor
PDGFRp, ktery je pritomny na pericytech a hladkych svalovych buiikach, vyvolava PDGF-B
proliferaci téchto bunék.

Do angiogeneze je zapojen také b-FGF, a to prostfednictvim tyrosinkindzového
receptoru FGFR2, ktery je vysoce exprimovan na endotelu. VEGF a b-FGF puisobi synergicky
a vyvolavaji proliferaci a migraci endotelovych bunék, pericytt, hladkych svalovych bunék

a také sekreci proteaz (Camaré et al., 2017).

3.8.6 Kalcifikace

V pozdnich fazich progresivnich aterosklerotickych 1ézi jsou bézné kalcifikace.

Apoptické buiiky, extracelularni matrix a material nekrotického jadra mohou pulsobit jako
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shromazdis$t¢ mikroskopickych granul vapniku, coz nasledné muze expandovat do vétSich
hrudkovitych a deskovitych vapnikovych depozit. Casem miize nekrotické jadro zcela

zvapenatét (Bentzon et al., 2014).

3.9 Stadium trvajiciho zanétu

Na rozdil od akutnich zanéti, které obvykle samy vymizi, je aterosklerdza
dlouhotrvajici zanétlivy stav, tzv. ,unresolved inflammation®, postradajici ptechod
Z prozanétlivé faze do faze rezoluce.

Pti rezoluci zanétu zacnou zanétlivé bunky podléhat apoptdéze a jsou tak ucinné
V kone¢ném dusledku dochazi k regeneraci poskozenych tkéni.

Naopak Vv ateroskleroze se stale zvySuje akumulace lymfocyti v misté 1éze a zanétliva
odpovéd’ se zvysuje. Makrofagy nahromadéné v 1€zi proliferuji, coz ptispiva ke chronickému
zanétu. Diferenciace makrofagl je ovliviiovana okolnim prostfedim — cytokiny (IFN-y, IL-4,
IL-13, IL-10), chemokiny (CXCL4), ristovymi faktory (M-CSF, GM-CSF) a dalSimi
komponentami platu. Zatimco v ¢asnych fazich zanétu plat obsahuje vice pusobku, které
zpusobuji pfeménu na M2 fenotyp, v pozdnich stadiich obsahuje vice latek podporujicich
pievahu prozanétlivych M1 makrofagi.

V pribéhu ateroskler6zy nedochazi ke spravné eferocytoze, k procesu, kdy dochazi
K odstranéni mrtvych bunék, a tedy k potlaceni prozanétlivé odpovédi. V Casnych 1ézich
produkuji apoptické buniky nadbytek signalti ,,najdi mé“ a ,,snéz me&*, které ptitahuji fagocyty,
coz vede k prudké eferocytoze. Vyslednym efektem je sniZeni poctu bunck v lézich. Mezi
,»najdi mé&" signaly patii napt. fraktalkin.

Nedostatecnd produkce rozpoznavacich molekul a signalt ptitahujicich fagocyty vede
k defektni eferocytoze (Viola a Soehnlein, 2015). K poruseni spravného pribéhu eferocytézy
dochazi v dasledku vyssiho oxidacniho stresu a zanétu. OxLDL a oxidované fosfolipidy
narusuji eferocytézu kompetici s apoptickymi butikami pro navazani na fagocytarni receptory.
Dilezitou roli zde hraje to, Ze oxidované fosfolipidy maji podobné epitopy jako apoptické
builkky. Na zhorSeni eferocytozy ma vliv 1 aktivace TLR4 a jeho zvySend exprese
prozanétlivych cytokinti (Seimon a Tabas, 2009). Apoptické buiiky nejsou odstranovany,
hromadi se a nakonec podléhaji sekundarni nekroze, ¢imz se zvysuje zanétliva odpoved'.

Nedavné studie prokazaly, Ze hlavnim regulatorem molekul zapojenych do eferocytozy

je extracelularni signal regulujici kinaza 5 (ERK5). ERKS5 je ¢lenem mitogenem aktivované
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rodiny proteinovych kindz, ktery je aktivovany redoxnim a hyperosmotickym stresem,
ristovymi faktory a G proteinovou signalni drahou (Viola a Soehnlein, 2015).

Pokracujici zanétlivé signaly vedou k nadmérné produkei leukotrienti. Leukotrieny jsou
zanétlivé lipidové mediatory odvozené od kyseliny arachidonové zprostiedkovavajici nabor
leukocytt.

V mistech, kde je endotel poSkozen, naptiklad rupturou platu, nebo v mistech, kudy
leukocyty pronikaly do 1€ze, se hromadi krevni desticky a vznikaji tromby.

Stadium trvajiciho zanétu je Siroce spojeno nejen s aterosklerdzou, ale také s dalSimi
chorobami, jako je artritida, periodontalni onemocnéni a rakovina (Recchiuti a Serhan, 2012).

Byly vsak objeveny specializované pro-resolvni lipidové mediatory, zahrnujici lipoxiny,
resolviny, protektiny, maresiny, a proteiny (annexin Al a galektiny) (Headland a Norling,
2015). Tyto mediatory jsou odvozeny z polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA),
z kyseliny arachidonové, eikosapentaenové a dokosahexaenové (viz obrazek 4). Maji odlisné

chemické struktury a reguluji bunééné signalni drahy (Fredman a Spite, 2017).

Kyselina arachidonova

(AA) Eikosapentaenova kys. Dokosahexaenova kys.

COX-1 (EPA) / (DHA) \
5-LOX Protektiny Maresiny

TXA,

Tromboxan l
PGE .. ..
Prostaglandi%y LTB, LXA,, LXB, E-série D-série
Leukotrieny LiPOXinv resolvint resolvint

Obrdazek 4: Biosyntéza lipidovych mediatora. Zkratky: COX - cyklooxygenaza; PGE, — prostaglandin E2; TXA2
— tromboxan A2; LOX — lipoxygenaza; LTB, — leukotrien B4; LXA, — lipoxin A4; LXB,- lipoxin B4; (N)PD1 —
protektin D1; MaR1 — maresin 1. (upraveno podle: Serhan et al., 2015)

Lipidové medidtory dokazi regulovat akutni i chronickou zanétlivou odpovéd’, vétSina
z nich tlumi prozanétlivé drahy a soucasn¢ aktivuje drahy pro rezoluci a mechanismy opravy
tkani (Salic etal., 2016). Pro-resolvni mediatory mohou specifickym zptusobem aktivovat
napiiklad pro-resolvni receptory spfazené s G proteiny, zpomalovat nabor leukocytu,
vyvolavat apoptézu neutrofilti a zlepSovat eferocytézu makrofagt (Fredman a Spite, 2017;
Headland a Norling, 2015). Lipidové mediatory by mohly poskytnout nové zpusoby lécby
ateroskler6zy (Salic et al., 2016).
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3.9.1 Lipoxiny

Prvnimi uznavanymi pro-resolvnimi mediatory byly lipoxin A4 a B4 (Salic et al., 2016).
Tyto lipoxiny zastavuji dalsi vstup neutrofili do zanicenych mist a ptisobi proti hlavnim
pfiznakim zanétu. Dokézou plsobit na mnoho typd bunck, vcéetné¢ krevnich bunék.
Lipoxin A4 reguluje odpovédi leukocytt in vitro aktivaci jejich specifického receptoru —
receptoru pro lipoxin A4, ktery je exprimovan leukocyty, snizuje fibrozu tkani a ptsobi na

hladké svalové bunky (Serhan et al., 2009).

3.9.2 Resolviny

Resolviny jsou odvozeny od kyseliny eikosapentaenové a dokosahexaenové, dé€li se na
E-série a D-tfady, které maji chemicky odlisSnou strukturu (Serhan et al., 2009). Mezi
mechanismy, kterymi resolviny vyvijeji své biologické U¢inky, patii inhibice aktivity NF-«B.
Predpoklada se, ze tyto biologické ucinky jsou zprostiedkovany prostfednictvim receptorti
sprazenych s G-proteiny (Chatterjee et al., 2014).

Dulezitym zastupcem E-série resolvini je resolvin EI, ktery snizuje aktivaci
zanétlivych signédlnich drah vyvolanych TNF-a a IFN-y. Tlumi sekreci také dalSich
prozanétlivych cytokint, napi. IL-1f, IL-6, a reguluje expresi chemokinti a chemokinovych
receptort, napt. CCL2, CCRS, tlumi odpovédi lymfocyth Thl a Thl7, sniZzuje infiltraci
makrofaglh do mista zanétu a zvySuje expresi IL-10. Mimo to snizuje expresi molekul
MHC II. tfidy (Salic et al., 2016).

Resolviny D1 a D2 snizuji proliferaci a migraci hladkych svalovych bun¢k a adhezi
monocytl, protoze ovlivituji expresi adheznich molekul. Oba resolviny také snizuji produkci
nejriznéjsich prozanétlivych cytokinti, TNF-a, IL-1B, MCP-1, IL-6, IL-1a a s nejvétsi
pravdépodobnosti i IL-1p (Miyahara et al., 2013).

3.9.3 Maresiny

Maresiny jsou skupina silnych protizanétlivych a pro-resolvnich medidtort
biosyntetizovanych makrofagy z kyseliny dokosahexaenové (Serhan et al., 2012).

Maresin 1, ktery inhibuje aktivaci NF-xB, zvySuje eferocytozu, kapacitu fagocyti pfi
odstranovani apoptickych bun¢k a regeneraci tkani. Spolu s resolvinem D1 dokaze maresin 1
zvySovat produkci protiaterogenniho TGF-f (Viola et al., 2012). KdalSim uU¢inkiim
maresinu 1 patii snizovani poctu E-selektint, které umoznuji kutaleni monocyti na povrchu

endotelovych bunék. Snizuji produkci reaktivnich forem kysliku a fady prozéanétlivych

cytokini a chemokinti, jako jsou IFN-y, MCP-1, RANTES, IL-3, IL-8, IL-16, GM-CSF.
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Maresin 1 rovnéz oslabuje ucinky PDGF, dualezitého regulatoru podporujiciho migraci
hladkych svalovych bunék zmedie do subendotelového prostoru, ktery je exprimovan
endotelovymi buiikami.

Bylo také prokdzano, ze maresin 1 vede ke =zvySeni hladin cyklického
buiky a lidské endotelové bunky aktivované pomoci cytokintl, protoze blokuje aktivaci NF-

kB a snizuje expresi adheznich molekul (Chatterjee et al., 2014).

3.9.4 Annexin Al

Annexin Al je endogenni pro-resolvni medidtor. Annexin Al sniZuje aterogenezi tim,
ze reguluje klicové chemokiny podilejici se na migraci leukocyti do aterosklerotického platu.
To je z velké ¢asti umoznéno schopnosti annexinu Al pfenaset signal prostiednictvim jeho

G proteinového receptoru (Fredman a Spite, 2017).
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4  SOUHRN DULEZITYCH CYTOKINU OVLIVNUJICIiCH
ATEROSKLEROZU

Myslenka, Ze cytokiny jsou exprimovany v aterosklerotickych platech a vyznamné
ovlivituji jejich rozvoj, byla poprvé prokazana v poloviné roku 1980 Hanssonem a jeho
spolupracovniky (Tedgui a Mallat, 2006). Mista produkce dulezitych cytokint a jejich funkce

jsou naznaceny ha obrazku 5.

TNF-o
TNF-« SMC IL-1
IL-1 IL-6
IL-6 IL-8 VCAM-1
Mac /T\—’ ICAM-1
:t ? 9 EC E-selektin
Lt ST S
IL-18
IL-23 :t;
ThO IL-8
e 3§ IL-18BP
IL.6 & TGFp \L 17E/L-25
IL-1p (h) Th1 Th2
IL- 2 IL-4 M
4—’

\ IFNy il ac
IL-17A - +) [L-18 ‘ \
IL-17F Gl ‘5 O g

+ :t 5113 Fo .3 IL-10 IL-33
TGFp
Treg TGFp |L-1r[a
IL-35 IL-18BP

Protizanétlivé cytokiny

Obrdazek 5: Dulezité cytokiny. Zkratky: Mac — makrofagy; SMC — hladké svalové buiky; EC — endotelové
buiiky; Treg — regula¢ni T lymfocyty; RORy, T-bet, Foxp3, GATA3 — transkripéni faktory

Cytokiny IL-12 a IL-18, produkované makrofiagy, jsou silnymi induktory IFN-y a podporuji diferenciaci
T lymfocyt do proaterogennich lymfocytti Thl. Cytokiny pochazejici z makrofagt aktivuji endotelové a hladké
svalové bunky za ucelem Vytvofeni fady proza’métliV}'Ich mediatorti. Makrofagy vSak mohou produkovat
mediatory patii IL-33, protein vazajici 1L-18 (IL—lSBP) alL-1ra. V mysich modelech jsou lymfocyty Thl7
diferencovany v odpovédi na kombinaci IL-6 nebo IL-21 a vyZaduji indukci transkripéniho faktoru RORy
(upraveno podle: Tedgui et al., 2011).
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4.1 Interleukiny

411 IL-1

Interleukin 1 je prozanétlivy cytokin tvofeny myeloidnimi bufikami. Vyskytuje se ve
dvou formach IL-1a a IL-1B, které vykonavaji podobné funkce a maji stejnou molekulovou
hmotnost. Casté&jsi formou je IL-1B. Pasobeni IL-1 v organismu je riiznorodé (Sterzl, 2005;
Fatkhullina et al., 2016). IL-1 ptsobi prostfednictvim receptoru IL-1R. Navazani IL-1 na
tento receptor vyvolava produkci Sirokého spektra dalSich cytokinii a expresi adheznich
molekul endotelovymi buiikami. Kromé toho ptispiva k poskozeni cév také tim, ze stimuluje
bunécné proliferace, diferenciace a vyvolava uvoliovani enzymi, které degraduji
extracelularni matrix.

Antagonista IL-1R (oznacovany jako IL-1Ra), je strukturnim homologem interleukinu-
1. Véaze se na IL-1R, ale nevyvolava zadné bunécné odpovédi, proto je vniman jako ptirodni

inhibitor aktivity IL-1 (Kleemann et al., 2008; Mehri-Soussi et al., 2005).

4,12 IL-6

Podle chemické struktury by mohl interleukin 6, sloZeny ze ctyf helixovych svazk,
vytvofit vlastni skupinu spole¢nou s onkostatinem M, leukemickym inhibi¢nim faktorem
a kolonie stimulujicim faktorem. Jednd se o cytokin produkovany celou fadou bungk,
fibroblasty, makrofagy, endotelialnimi buiikami, atp. Dilezitou roli hraje ve stimulaci rtistu
B lymfocytil. V jaternich bufikdch vyvolava tvorbu proteintl akutni faze (Sterzl, 2005). 1L-6
pusobi jak ptes svij specificky IL-6 receptor, tak i pfes signalni transdukéni protein gp130.
Na mysich modelech bylo prokazano, ze uloha IL-6 je v ateroskleroze ambivalentni. Mezi
jeho proaterogenni funkce patii indukce syntézy IL-1 a uvoliiovani solubilniho receptoru pro
TNF. Inhibuje expresi scavenger receptorit SR-A na makrofazich. Stejné jako IFN-a, aktivuje

IL-6 cytoplazmatické proteiny STATI a STAT3. Relativni rovnovéha aktivace STATI

~~~~~

4.1.3 IL-10

Interleukin 10 je vedle IL-33 arustového faktoru TGF-B nejdilezitéjsim
B lymfocyty, monocyty a makrofagy. Monocyty a makrofagy vylucuji IL-10 po aktivaci
transkripce, ktera je vyvoldana riznymi endogennimi a exogennimi medidtory pisobicimi
napfiklad na TLR4, nebo NF-kB. Lidsky IL-10 je homodimer o molekulové hmotnosti

35 kDa, ktery se skladd ze dvou nekovalentné vazanych monomert. Inhibuje Sirokou skélu
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pusobeni na makrofagy a hraje klicovou roli v omezeni zanétlivé reakce v cévni sténé (Sabat
et al., 2010; Tedgui a Mallat, 2006).

Jeho pleiotropni G¢inky jsou vyvolany navazanim IL-10 na receptor IL-10R, skladajici
se ze dvou riznych fetézct, a to z IL-10R1 a IL-10R2. Oba fetézce patii do rodiny
cytokinovych receptort II. tfidy. Jedna se obvykle o transmembranové glykoproteiny, jejichz
extracelularni domény se obvykle skladdaji asi z 210 aminokyselin. Navazani cytokinu na
receptor se sklada ze dvou krokt. IL-10 se nejprve navaze na IL-10R1, ¢imz se méni
konformace umoznujici asociaci komplexu IL-10/IL-10R1 s IL-10R2, ktery sam neni schopen
vazat IL-10. IL-10 nejcastéji pusobi na bunky prostfednictvim signalni drahy JAK/STAT
(Sabat et al., 2010).

4.2  Faktory stimulujici kolonie

CSF pusobi na diferencované myeloidni buiiky, jakymi jsou makrofagy (na néz pasobi
predevsim M-CSF), granulocyty (G-CSF) a granulocyto-makrofagova linie (GM-CSF).
CSF diky spole¢nym strukturdm svych receptorii vykazuji vzajemné funkéni vztahy (Sterzl,

2005).

421 M-CSF

Kolonie stimulujici faktor M-CSF je ristovy faktor, ktery tidi pieZiti, proliferaci,
diferenciaci a funkce mononuklearnich fagocyti. V disledku alternativniho sestfihu mRNA
existyji 3 formy: sekretovany glykoprotein, sekretovany proteoglykan a glykoprotein na
povrchu bunék, ktery je pomalu uvolfiovany jako solubilni molekula. Tyto formy maji in vivo
rizné funkce. M-CSF ptisobi protfednictvim tyrosinkindzového receptoru na povrchu bunék.
Tento receptor je znam jako tzv. M-CSF receptor, nebo CD115. M-CSF je produkovan
fibroblasty, endotelidlnimi buiikami, monocyty a makrofagy. M-CSF vyvolava diferenciaci

monocytl na makrofagy. Produkci M-CSF inhibuje IL-4 (Popova et al., 2010).

4.2.2 GM-CSF

Kolonie stimulujici faktor GM-CSF je myeloidni rlstovy faktor, ktery indukuje
diferenciaci dendritickych bunck, reguluje vlastnosti zralych myeloidnich bun€k zanétu, je
klicovym faktorem pro proliferaci CD11c+ dendritickych bun¢k a vétSinu proliferujicich
bunék v casnych aterosklerotickych 1ézich. Nedostatek GM-CSF zptisobuje snizeni CD11c+.
V LDLr" mysich modelech snizuje nedostatek GM-CSF velikost 1ézi, zatimco u ApoE” mysi
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se s nedostatkem GM-CSF velikost 1ézi zvysuje (Cybulsky et al., 2009). Na rozdil od M-CSF
nema nedostatek GM-CSF vyznamny vliv na cirkulujici monocyty nebo tkaiiové makrofagy
(Tedgui a Mallat, 2006). Expresi GM-CSF endotelovymi bufikami vyvolavaji modifikované
LDL (Tedgui et al., 2011).

4.3 DalSi dilezité cytokiny

4.3.1 IFN-y

Charakteristicky cytokin produkovany Thl lymfocyty, interferon y, ma vyrazné
proaterogenni G¢inky. Mimo Thl lymfocyty jej mohou produkovat i monocyty, makrofagy,
a také NK-bunky.

IFN-y ma Siroké spektrum funkci a stimuluje celou fadu bunéénych odpovédi, které
reguluji imunitni systém, reguluji bunééné proliferace nebo stimuluji programovanou
apoptdzu. Tyto reakce vyvolava aktivaci bunécné signalni drahy. Nejcastéji aktivuje signalni
drahu JAK/STAT, ale mtize vyvolat expresi také jinych transkripénich faktort.

IFN-y ma schopnost aktivovat makrofagy a dendritické butiky, coz zvySuje G¢innost
prezentace antigenu a dal§i polarizaci Thl lymfocytd. Je nutno podotknout, ze takto
aktivované makrofagy dale produkuji velké mnozstvi prozanétlivych cytokind. IFN-y zvySuje
expresi povrchovych molekul SR-A na makrofazich, ¢imZ dochazi ke zvySenému vychytavani
oxLDL, a tim padem ke zvySené tvorbé pénovych bunék. Ke tvorbé pénovych bunék prispiva
také tim, ze snizuje eflux cholesterolu. K dal§im u¢inkim IFN-y patii inhibice proliferace
endotelovych 1 hladkych svalovych bun€k a navozeni tvorby sekrecni fosfolipazy A
(McLaren a Ramji, 2009).

Geneticky nedostatek IFN-y nebo jeho receptoru u ApoE'/' mysi snizuje formovani 1ézi
a zlepSuje stabilitu platd prostfednictvim zvySeni obsahu kolagenu (Fatkhullina et al., 2016;

Ait-Oufella et al., 2014).

432 TNF-a

Faktor nekrotizujici nadory o, také nazyvan jako kachektin, je prototypem
prozanétlivych cytokinti, protoze aktivuje nékolik prozanétlivych transkripénich faktord
v endotelovych a hladkych svalovych buiikach, které vedou k transkripci genii a naslednému
uvoliiovani dalSich prozanétlivych mediatorti (cytokinli a chemokini) do extracelularniho

prostoru. Jeho klicova role v ateroskler6ze byla prokdzana na mysich modelech, kdy deficit
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TNF-a u ApoE” mysi zna&ng podpofil zmenseni 1ézi (George a Johnson, 2010; Chatterjee
etal., 2014).

Vyznamnym receptorem pro TNF-o je receptor TNFRI. TNFR1 podporuje
aterosklerézu upregulaci adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-1) achemokini (MCP-1)
(Zhang et al., 2007). Exprese téchto proteintl je zavisla na transkripénim faktoru NF-«kB.

Nékteré cytokiny IFN-a a B, TGF-, IL-4, IL-6, IL-10 a nékteré chemické latky, jako je
vitamin D3, nebo prostaglandiny, tvorbu TNF utlumuji. Pfedpokldda se, ze TNF ma také
tilohu ve vyvoji nebo diferenciaci monocytarné makrofagové linie interakci s CSF (Sterzl,

2005; Xiao et al., 2008).

4.3.3 TGF-p

Transformujici rustovy faktor B je, spolu s IL-10, povazovan za antiaterogenni faktor,
zejména v ¢asnych stadiich onemocnéni. TGF- hraje klicovou roli v udrZzeni normalni stavby
cévni stény. Existuji celkem 3 izoformy TGF-B1, TGF-f2 a TGF-B3. VSechny tfi izoformy se
vazi na stejné receptory a ve vét§iné piipadt vykonavaji podobné funkce (Redondo et al.,
2012; Grainger, 2007).

TGF-B1 inhibuje nadmérnou akumulaci a proliferaci cévnich hladkych svalovych bunék
a zamezuje ruptufe platu prostfednictvim reparace tkani (Redondo et al., 2012). V hladkych
svalovych buitkach TGF-B1 vyrazné stimuluje tvorbu extraceluldrni matrix, zejména
kolagenu, inhibuje bunéfnou proliferaci a zvySuje expresi kontraktilnich proteind.
V endotelovych kulturdch sniZzuje proliferaci, migraci bun¢k a expresi adheznich molekul
vyvolavajicich ndbor leukocytid. V bunéénych kulturach pfimo plisobi na imunitni buiiky
a inhibuje tvorbu pénovych bunek v kultivovanych makrofazich (Grainger, 2007). TGF-p1
inhibuje proliferaci, aktivaci a diferenciaci T lymfocyti smérem k Th1 a Th2 a protoze ptisobi
jako kostimula¢ni faktor pro expresi transkripéniho faktoru Foxp3, napomaha udrzovéani Treg
v cirkulaci (Tedgui et al.,, 2011). V pozd¢jsich stadiich aterosklerozy ma vsak spise
proaterogenni Uc¢inky, protoze zpusobuje nadmérné zvySovani extracelularni matrix

a vyvolava patologické remodelace cév (Redondo et al., 2012).

4.4  Chemokiny

Chemokiny tvofi rodinu malych cytokini o wvelikosti 8-11 kDa. Hlavni funkci
chemokint je indukce aktivace a cilend migrace lymfocytti do mista zanétu, ovliviiuji ale také

produkci mezibunécné hmoty a angiogenezi. Na zdklad¢ strukturnich charakteristik jsou
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chemokiny rozdélovany do ¢tyf skupin, a to na a-chemokiny (CXC), B-chemokiny (CC), vy-
chemokiny (C) a é-chemokiny (CX3C). CXC chemokiny se 1isi od CC chemokint tim, ze
maji mezi amino-termindlnimi cysteinovymi zbytky obsazenu jednu aminokyselinu,
CC chemokiny tuto aminokyselinu postradaji. Ve struktufe CX3C chemokinu, jejichz
zastupcem je fraktalkin (CX3CL1), jsou amino-terminalni cysteinové zbytky oddéleny tiemi
aminokyselinami. Ve struktufe C chemokinll nejsou obsazeny dva ze Ctyf cysteinovych
zbytkl. Zastupcem C chemokint je nedavno objeveny lymfotaktin. Pro vSechny chemokiny je

charakteristicka vysoka afinita k riiznym ligandim (Apostolakis et al., 2009; Sterzl, 2005).

441 IL-8

Interleukin 8, na zakladé nové&jsi nomenklatury oznacovan jako CXCLS, je chemokin
s molekulovou hmotnosti 8-10 kDa. Patti do CXC chemokinové rodiny. Je aktivné
produkovan v extracelularnim prostoru jako dusledek rGznych bunécnych stimuld.
V aterosklerotickych 1ézich jej produkuji makrofiagy, endotelové bunky a hladké svalové
bunky. Biologické efekty IL-8 jsou vyvoldny jeho vazbou na dva receptory CXCRI1
a CXCR2.

V pocate€nich stadiich aterosklerotického procesu, stejné¢ jako RANTES, GRO-a
a fraktalkin, zajistuje IL-8 pevnou adhezi monocyti exprimujicich receptor CXCR2
k endotelovym bunkam. IL-8 pravdépodobné hraje roli i v pokrocilejSich stadiich,

pravdépodobné potencuje angiogenezi platu (Apostolakis et al., 2009).

442 MCP-1

Existuji celkem 4 lidské chemotaktické proteiny MCP (MCP-1 az -4). MCP-1 je ¢lenem
rodiny CC chemokinii, ma chemotaktickou aktivitu. Je jednim zkliCovych faktort
podilejicich se na iniciaci zdnétu. Vyvolava chemotaxi a transendotelialni migraci monocyt
Z lumen do subendotelového prostoru, interakci s membranovym receptorem CCR2. Bylo
prokdzano, ze za funkci MCP-1 a jeho receptorovou specifitu je odpovédny jeho N-termindlni
konec (Melgarejo et al., 2008; Niu a Kolattukudy, 2009; Ghousifam et al., 2017).

Diilezitou ulohu v transendotelialni migraci monocyta sehravaji koncentracni gradienty
MCP-1 v extracelularni matrix. Jakym zptisobem dochazi k vytvoreni takového gradientu,
neni prozatim zcela objasnéno (Ghousifam et al., 2017).

MCP-1 je exprimovan fibroblasty, endotelovymi buiikami, buiikami cévni hladké
svaloviny, monocyty, T-buiikami a dal$imi bunéénymi typy, které zprostifedkovavaji influx
bunék do mist zanétu. Obvykle je MCP-1 exprimovan ve dvou formach o molekulovych

hmotnostech 9 a 13 kDa, které jsou vysledkem rozdilné O-glykosylace, neovliviiuji vSak
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schopnost plisobit na migraci monocytl. Exprese MCP-1 je regulovana na transkripéni trovni
stimulacnimi ¢inidly, jako jsou TNF-a, IFN-y, PDGF, oxLDL a stresové¢ faktory, vlivem
kterych mtze byt aktivovan NF-xB (Melgarejo et al., 2008).

443 MIF

Faktor inhibujici makrofagy, MIF, je pleiotropni cytokin s enzymatickymi vlastnostmi
a vlastnostmi podobnymi hormontiim. Jedine¢ny mezi cytokiny je v tom, ze je vychytavan
cilovymi bunkami, v nichz fidi bunéény cyklus a zanétlivou odpovéd’. MIF je produkovan
prevazné makrofagy, T-lymfocyty a hladkymi svalovymi bufikami. Hlavnim induktorem jeho
produkce jsou oxLDL. MIF je ligandem receptoru CXCR a hraje vyznamnou roli v naboru

monocytt, T lymfocytt a neutrofili, ma tedy prozanétlivé chemoatraktivni funkce (Kleemann

et al., 2008).
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5 ZAVER

Cytokiny maji v ateroskler6ze nezastupitelné misto, nebot’ moduluji slozitou souhru
procesi vedoucich krozvoji aterosklerézy. V pocateéni fazi aterosklerozy, tedy pfi
endotelové dysfunkci, maji dilezitou ulohu hlavné prozanétlivé cytokiny IFN-y a TNF-a
prispivajici k prostupu LDL ¢astic do subendotelového prostoru cévni stény. Latky
produkované dysfunkénim endotelem, pfedevS§im chemokiny, ale také IL-1, TNF-a a IFN-y
poté napomahaji ndboru imunitnich bun¢k do cévni stény. Takto prostupuji napf. monocyty,
které se zde, zejména vlivem M-CSF, diferencuji na makrofagy. Nasleduje vznik pénovych
bunck ovliviiovany napt. TNF-a, ktery zvySuje expresi scavenger receptord na povrchu
makrofagl. Pénové buinky produkuji znané mnozstvi prozanétlivych cytokini a chemokind
(napt. IL-1, IL-6 a TNF-a) podporujicich zanétlivou odpoveéd’. Podstatnou ulohu v zanétlivé
odpovédi hraji rovnéZz cytokiny produkované Th lymfocyty. Pokrocilejsich stadii
ateroskler6zy se ucastni hladké svalové bunky, které pii pisobeni cytokini PDGF a TNF-a
a TGF-B mohou podléhat zménam fenotypu. Hladké svalové buiiky se syntetickym fenotypem
produkuji extracelularni matrix, velké mnozstvi cytokini (napf. IL-1, IFN-y, MCP-1, PDGF),
a také mohou vychytavat oxidované LDL c¢astice a pfeméiovat se v pénové buiiky. Na
destabilizaci aterosklerotickych plakd, kterd je zplisobend mimo jiné apoptézou makrofagh
a hladkych svalovych bunék, maji vliv vysoké hladiny prozanétlivych cytokina (IL-1, IL-6,
TNF-a, IFN-y). V pozdnich fazich aterosklerézy dochazi k angiogenezi, na které se vyznamné
podileji pfedevsim riistové faktory. Chronickou zanétlivou odpovéd’ moduluji lipidové
mediatory, odvozené z kyseliny arachidonové, eikosapentaenové nebo dokosahexaenové.
Mezi dualezit¢ zéastupce lipidovych medidtord ovliviiyjicich aterosklerozu  patii
napf. resolvin E1, resolvin D1 a maresin 1, které mimo jiné dokazou snizovat produkci
nékterych prozanétlivych cytokind.

Procesy rozvoje aterosklerdzy regulované pomoci cytokind jsou velmi slozité a staly se
tak v poslednich letech intenzivné studovanym tématem. Studium funkce cytokini muze
pfinést nové mozZnosti v 1écbé aterosklerdzy a eliminovat tak riziko vzniku dalSich

onemocnéni souvisejicich s aterosklerozou.
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SEZNAM ZKRATEK

ABC

ApoB

ApoE™

cCAMP

CC; CXC; CX3C

CCL; CXCL; CX3CL

CCL11

CCR; CXCR; CX3CR

CD
CRBP-1
CRP
CSF
CX3CL1
ERK
FGF
Foxp3
GDP
GM-CSF

gp
GRO-a (CXCL1)

ICAM

IFN
IGF

IL
IL-1R
IL-1RA
1B
JAK
JAM

ATP- vazajici prenaSe¢ (ATP-binding cassette)
Apolipoprotein B

apolipoprotein E deficitni mysi

cyklicky adenosinmonofostat

oznaceni chemokinti podle struktury

chemokinové ligandy (chemokiny)

eotaxin (chemokin)

chemokinové receptory

diferenciacni antigen (cluster of differentiation)
retinol vazajici protein (cellular retinol-binding protein)
C-reaktivni protein

faktor stimulujici rust kolonii (colony-stimulating factor)
fraktalkin (chemokin)

extracelularni signal regulujici kinaza

rastovy faktor fibroblastt (fibroblast growth factor)
transkripéni faktor (forkhead box p3)
guanosindifosfat

faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagh
(granulocyte-monocyte colony-stimulating factor)
glykoprotein

faktor ristové podobny onkogenu

(Growth-related oncogene alfa)

mezibunétna adhezni molekula

(intercellular adhesive molecule)

interferon

inzulinu podobny rustovy faktor (inzuline-like growth factor)
interleukin

receptor interleukinu 1

antagonista IL-1R

inhibi¢ni podjednotka NF-xB

Janusovy kinazy (Janus Activated Kinase)

adhezni molekuly tvofici spoje
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kDa
LDL
LDLr"
LFA

LRP
LXR

MARCO
MCP-1 (CCL2)

M-CSF

MHC

MIF

mmLDL

MMP

MRNA

NF-xB

NOD-like receptor

NO-syntaza
oxLDL
PAMP

PDGF

PDGFR
PECAM (CD31)

PIGF
RANTES (CCL5)

(Junctional Adhesion Molecules)

kilodalton (jednotka molekulové hmotnosti)
lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)
LDL receptor deficitni mysi

adhezni molekula leukocyti
(leukocyte-function-associated-antigen)

protein piibuzny LDL receptoru

jaterni X receptor (liver X receptor)

makrofagovy receptor kolagenni struktury
monocytarni chemoatraktantovy protein 1

(Monocyte Chemoattractant Protein) — dysfunkce
faktor stimulujici zrani makrofagh

(macrophage colony stimulating factor)

hlavni histokompatibilni komplex

(major histocompatibility complex)

faktor inhibujici makrofagy (macrophage inhibiting factor)
minimaln¢ modifikované lipoproteiny o nizké hustoté
matrixové metaloproteinazy

mediatorova ribonukleova kyselina

nuklearni faktor kappa B (nuclear factor-kB)
receptorovy protein obsahujici oligomeriza¢ni doménu vazajici
nukleotidy

syntaza oxidu dusnatého

oxidované lipoproteiny o nizké hustoté

struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy
(pathogen-associated molecular pattern)

rustovy faktor produkovany destickami
(platelet-derived growth factor)

receptor pro PDGF

adhezni molekula desti¢ek a endotelii

(platelet endothelial cell adhesion molecule)
placentarni rustovy faktor (Placental growth factor)
chemotakticky faktor (chemokin)

(regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted)
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SCAP

SCF

SMA
SM-MHC
SR-A; SR-B
SREBP

STAT

TGF
Th

TLR
TNF

TNF-R1/TNF-R2

Treg
TWEAK

TYK
VCAM
VEGF

VEGFR
VLA

protein aktivujici St€épeni SREBP

(SREBP cleavage activating protein)

faktor kmenovych bunék (stem cell factor)
hladkosvalovy aktin (smooth muscle actin)

specificky povrchovy protein hladkych svalovych bun¢k
scavenger receptory

protein vazajici element regulovany steroly

(Sterol regulatory element-binding protein)

prenasec signalu a aktivator transkripce

(signal transducer and activator of transcription protein)
transformujici ristovy faktor (transforming growth factor)
pomocny T lymfocyt (helper T cell)

Toll-like receptor

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)
receptory pro TNF

regulacni T lymfocyty

slaby induktor apoptozy piibuzny TNF

(TNF related weak inducer of apoptosis)

tyrosin kindza

cévni adhezni molekula (vascular cell adhesion molecle)
vaskularni endotelialni ristovy faktor

(vascular endothelial growth factor)

receptor pro VEGF

pozdni aktiva¢ni antigen (very late activation antigen)
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