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Poznatky ziskané v poslednich letech definuji aterosklerdzu jako chronické systémové zanétlivé onemocnéni, které je charakterizovano
degenerativnimi zménami a extraceluldrni akumulaci lipid(.

Zanét je dllezitym patogenetickym mechanismem aterosklerdzy, jejiz klinické projevy zahrnuji onemocnéni riizné lokalizace a zdvaznosti.
V procesu aterogeneze hraji klicovou tlohu chemotaktické cytokiny a jejich receptory. Expresi a funkci téchto molekul ovliviuje variabilita
(polymorfismy) gend, které je koduiji.

Snahou badatell v translacnim vyzkumu je na zékladé novych znalosti patobiologie kardiovaskularnich onemocnéni rozsifit soucasné
spektrum vysetfovanych parametr(i o nové ukazatele, které by pomohly uptesnit miru rizika vzniku a progrese onemocnéni. Jednou
z cest k vyt¢enému cili je studium kandidatnich molekul uplatrujicich se v patogenezi aterosklerézy, diskutovanou kandidatni molekulou
je také mononuklearni chemoatraktant MCP-1 (CCL2) a jeho receptor CCR2.
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Atherosclerosis has been defined as systemic, chronic inflammatory disease characterized by degenerative processes and extracellular
accumulation of lipids.

Inflammation is important pathogenetic mechanism of atherosclerosis whose clinical manifestations comprise diseases of distinct location.
Chemotactic cytokines and their receptors play key role in atherogenesis. Expression and function of these molecules is influenced by
variability (polymorphisms) in their encoding genes.

Translational research in pathobiology of cardiovascular disorders aims at extending the current spectrum of laboratory parameters
with new markers, which could help us to define the patients at risk more precisely and to determine disease course more accurately.
Investigation of atherosclerosis candidate molecules is one of the possible routes to this aim. Mononuclear chemoattractant MCP-1
(CCL2) and its receptor CCR2 represent such molecules.
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Uvod prospektivnich popula¢nich studiich byla opakované doku-

Poznatky ziskané v poslednich letech definuji ateroskle-
rézu jako chronické systémové zanétlivé onemocnéni'
a poukazuji na centralni roli zanétu.? Zanét se uplatiuje
pti spusténi a dalsi progresi aterosklerotického procesu,
ovlivituje nestabilitu aterosklerotického platu.
Kardiovaskularni choroby s aterosklerotickym postizenim
tepen fadime mezi onemocnéni s multifaktoridlni dédi¢nos-
ti.*> Predispozice kazdého jedince k zanétlivé odpovédi je za-
lozena na individualni genetické variabilité; polymorfni geny
koédujici klicové funkeni proteiny (napf. cytokiny) mohou
ovliviiovat typ a priibéh zanétlivé reakce.* Konkrétni riziko
daného jedince pak ovliviiuji spoustéci faktory prostredi.®
Nejvice provéfenym laboratornim ukazatelem subkli-
nické systémové zanétlivé aktivace imunitniho systému
u aterosklerdzy je C-reaktivni protein (CRP). Ve velkych

mentovana souvislost mezi zvysenou bazalni hodnotou sé-
rové koncentrace vysoce senzitivniho (hs) CRP a zvy$enym
rizikem kardiovaskularni ptthody.®” Kromé jiz ,,provéfené-
ho“ CRP se na aterosklerotickém zanétu podileji také dalsi
proteiny s imunitnimi funkcemi, napt. prozanétlivé cytokiny
a chemokiny, jejich receptory, adhezivni molekuly apod.

Aktivace imunitniho systému u aterosklerdzy

Aktivace imunitniho systému - jak vrozené, tak ziskané
imunity - byla u aterosklerotického postizeni tepen opa-
kované prokazana.?®

Po rozpoznani a aktivaci bunky imunitniho systému vytva-
feji solubilni signalni molekuly, véetné cytokint a chemokint,
a na svém povrchu exprimuji mnozstvi kostimula¢nich mo-
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lekul, které ovliviiuji buné¢né interakce a moduluji odpovéd
na inicialni podnét. Buniky imunitniho systému reaguji jednak
mezi sebou, jednak s burnikami, které nejsou soucasti imu-
nitniho systému, ale jsou dillezité v kontextu aterosklerdzy —
napt. endotelové a bunky hladkého svalstva; mezibunééné
signaly zprosttedkované cytokiny a chemokiny se uplatiuji
pti vzajemné interakci téchto ,,neimunitnich® bunék.’
Proces migrace je podle soucasnych poznatka komplexni
déj, na kterém se spolu podili celd fada molekul a ptsobk.
Chemotaktické cytokiny, nejprve v tésné soucinnosti s pro-
zanétlivymi cytokiny, indukuji expresi adhezivnich molekul
a jejich ligandti na endotelovych bunkach a leukocytech,
a poté svym chemotaktickym ptsobenim zajistuji migraci
leukocytii z cirkulace do tkani. Nejlépe prostudovanym je clen
rodiny CC chemokint (chemokiny, v nichz prvni dva cystei-
ny primo sousedi), chemoatraktant specificky pro monocyty,
chemokin MCP-1, podle systematické nomenklatury CCL2."

MCP-1 a jeho receptor CCR2

Monomerni polypeptid MCP-1 o molekulové hmotnosti
ptiblizné 13 kDa byl ptvodné identifikovan jako chemoa-
traktant specificky pro monocyty, pozdéji byla popsana jeho
schopnost atrahovat také lymfocyty T, dendritické bunky
a bazofily. Experimentélni studie dokladaji vysokou expresi
MCP-1 v aterosklerotickych platech."" MCP-1 je vyrazny
chemoatraktant, ktery je prevazné vytvaren makrofagy
a v mensi mife také aktivovanymi endotelovymi bunikami
a hladkymi svalovymi buiikami."! Jeho exprese mtize byt
dale potencovana napt. komplementem ¢i cytokiny. Oxi-
dované LDL indukuji produkci MCP-1 ve vaskularnim
endotelu a hladkych svalovych bunkach.'> MCP-1 interaguje
se svym receptorem CCR2 (CD 192; transmembranovy
protein o molekulové hmotnosti 42 kDa), ktery je expri-
movan na ,,rolujicich® monocytech. Tato interakce spousti
integriny zprostfedkovanou pevnou vazbu mezi monocyty
a endotelovymi bunkami, ktera nakonec vyusti do diape-
dézy leukocytti do subendotelu. Po priiniku do subendo-
telovych prostor se monocyty diferencuji v makrofagy,
které se kontinudlni ingesci lipidi méni v pénové bunky
v lipidovych prouzcich.” Studie na zviratech dokladaji
ucast MCP-1 na migraci makrofagti do aterosklerotické
1éze. Deficience exprese molekuly CCR2 (receptor pro
CCL2) na monocytech CCR2-/- vede u mysi k redukci
rozvoje ¢asnych aterosklerotickych 1ézi,'* inhibice progrese
nemoci koreluje s relativnim sniZzenim poc¢tu makrofagi
v lézich. U mysi s deficienci LDL-/- dochazi v disledku
deficience MCP-1 k redukci rozvoje aterosklerotickych
1¢éz1."* Klicovy podil chemokinu MCP-1 na procesu atero-
geneze podporuji daldi studie na experimentélnich mysich
modelech, tak napf. zvy$ena exprese MCP-1 indukuje
lokalni infiltraci monocyty.'® Genova terapie s pouzitim
termindlni dele¢ni mutace MCP-1, ktera se vaze na CCR2
a blokuje MCP-1 zprostfedkovanou chemotaxi monocytt,
vyvolala redukci progrese platti u ApoE-/- deficientnich
my$i.”” Osa MCP-1-CCR?2 je dtlezita predev$im béhem
¢asné faze aterogeneze, o potencidlni roli MCP-1 v progresi
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aterosklerotického onemocnéni a ruptury platu je k dis-
pozici jiz méné dat. Nicméné, MCP-1 indukuje proliferaci
hladkych svalovych bunék, muze ovliviiovat angiogenezi'®
a podporuje neovaskularizaci platu, ktera mutize vést
k rychlé progresi léze."” MCP-1 také muze hrat roli v dis-
rupci aterosklerotického platu indukci exprese a uvolnéni
tkanovych metaloproteaz.?® Navic, MCP-1 mtiZe pusobit
prokoagula¢né, a to indukci syntézy tkanového faktoru
a aktivitou v hladkych svalovych bunkach.” Ve zvifecich
studiich u apoE-/- my$i podani protilatek proti MCP-1
a MCP-5 vede ke vzniku stabilntho platu s nartstem obsa-
hu kolagenu.”> U hypercholesterolemickych mysi limituje
blokada MCP-1 genovou terapii progresi preexistujicich 1ézi
aortalni chlopné.”” U apoE-/- mysi blokada MCP-1 genovou
terapii zpusobi zménu struktury aterosklerotického platu
do vice stabilniho fenotypu s men$im mnozstvim makro-
fagt a lymfocytil, s men$im mnozstvim lipidt a s vy$sim
zastoupenim hladkych svalovych bunék a kolagenu."”

Geny pro chemokin MCP-1 a receptor CCR2,
jejich polymorfismus

Gen pro chemokin MCP-1 (CCL2) je lokalizovan
na 17. chromosomu, konkrétné v oblasti 17q11.% V soucas-
nosti je v tomto genu popsano nejméné sedm polymorfis-
mu, z toho ¢tyti polymorfismy (SNP) jsou popisovany jako
funkeni (-2136T, -2518G, -2835A a 764G) a polymorfismus
MCP-1-2518 (A/G) byl v nékterych pracich davan do sou-
vislosti se zvysenou koncentraci MCP-1 proteinu in vitro.**

Gen pro receptor CCR2 je lokalizovan na tfetim chro-
mosomu (3p21),” v blizkosti genti pro receptory CCR1,
CCR3, CCR4 a CCR5. V tomto genu je popsdno nejméné
devét polymorfismu.

Nase vysledky

Zaméfili jsme se na sledovani mozné tlohy chemotaktic-
kého cytokinu MCP-1 u aterosklerotického zanétlivého
procesu: v séru pacientt se tfemi odliSnymi lokalizacemi
aterosklerdzy jsme vysetfili koncentraci tohoto mediatoru
mononuklearni infiltrace.”** U vSech sledovanych lokalizaci
aterosklerotického postizeni (ischemicka choroba dolnich
koncetin, ischemicka cévni mozkova prihoda, koronarni
aterosklerdza - infarkt myokardu) byla sérové koncentrace
MCP-1 zvysena ve srovnani s hodnotou u zdravych, kontrol-
nich jedinct; pritom rozdily v sérovych koncentracich che-
mokinu mezi pacienty s riiznou lokalizaci aterosklerotického
postizeni cév nedosahly statistické vyznamnosti. Z tohoto
pohledu se chemokin MCP-1 jevi jako systémovy ukazatel
zanétlivé aktivity probihajiciho aterosklerotického procesu,
bez zévislosti na jeho klinické manifestaci a lokalizaci.

Snazili jsme se také rozpracovat dil¢i aspekty hypotézy,
ze se varianty genovych polymorfismti mohou spolupodilet
na vzniku klinickych symptomt aterosklerdzy, popt. spolu-
podminovat odli$nosti v pribéhu onemocnéni.

Nejprve jsme se zamérili na polymorfismus chemokinu
MCP-1-2518 A/G, ktery je nékterymi autory popisovan jako
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funkéni. Tento polymorfismus jsme vysettili v souboru pa-
cientt s infarktem myokardu a v souboru pacientt s anginou
pectoris. Nepozorovali jsme souvislost mezi studovanym
polymorfismem a infarktem myokardu;* v souboru pacienttt
s anginou pectoris se v§ak, ve srovnani s kontrolni skupinou,
Castéji vyskytovali jedinci s genotypem MCP-1-2518 GG.»
Kromé odlisnosti klinického fenotypu* mohou k témto rozdi-
lam prispivat také etnické rozdily. Zatimco do studie o infarktu
myokardu jsme, stejné jako do nasich dalsich genetickych
asocia¢nich studii, zaradili nemocné i kontrolni jedince ¢eské
narodnosti, moznou tlohu MCP-1 polymorfismu u anginy
pectoris jsme sledovali ve spolupraci s kolegy z Bratislavy
s vyuzitim jejich souboru slovenskych pacientt a zdravych
kontrol vybranych z oblasti Bratislavy a jizniho Slovenska. Pfes
geografickou pribuznost obou nérodu existuji doklady o dil-
¢ich odli$nostech genetického profilu, které mizeme vysvétlit
migra¢nimi vlivy v prehistorickém vyvoji obou tizemi.”!

V souvislosti s koronarni aterosklerézou, konkrétné
infarktem myokardu a jeho manifestacemi, jsme se dale
zabyvali polymorfismy genti kddujicich molekulu CCR2,
coz jsou receptory pro CC chemokin MCP-1 (CCL2). Vzhle-
dem k podilu tohoto chemokinového ligandu na migraci
leukocytti do mista aterosklerotického zanétu se nabizela
moznost prozkoumat asociaci mezi polymorfismy v jejich
receptorech. CCR2 obsahuje substitu¢ni polymorfismus
CCR2 V64l s moznymi funkénimi dopady. Jako prvni
jsme v roce 2003 popsali asociaci varianty VI s akutnim
infarktem myokardu, resp. s ¢asnou manifestaci infarktu
myokardu (do 50 let). Nase vysledky, konkrétné vyrazna
prevaha VI. genotypu, naznacovaly vyssi vnimavost k ¢as-
nému infarktu myokardu u zen.*? Je v8ak pravdépodobné, ze
se tato asociace projevuje bez ohledu na pohlavi - paralelné
s nagimi vysledky Ortlepp a spol.**** popsali asociaci mezi
CCR2 V64I a manifestaci infarktu myokardu do 65 let
véku. Tento predpoklad by bylo vhodné jesté provérit, bud
nezavisle na vétsich souborech, nebo ve spolupraci s centry
nejlépe z dalsi evropské zemé.

Nase vysledky potvrzuji ulohu mononukledrniho
atraktantu MCP-1 v patogenezi aterosklerotického zanétu
koronarnich i perifernich cév. Data ziskana v nasich gene-
tickych studiich pak dokladaji vliv individualni variability
v genech pro CCR2 a MCP-1 na vnimavost k projeviim
koronarni aterosklerdzy, resp. jejich manifestaci, a lze je
zatadit do kontextu s publikovanymi literarnimi udaji,
véetné zprav o mozné vazbé na pohlavi. V souladu s pravidly
pro spravnou praxi genetickych studit je tyto vysledky tfeba
replikovat v jinych centrech/populacich, popt. je zahrnout
do metaanalyz a ovéfené kandidaty/markery nasledné zaradit
do algoritmu genetickych testti pro posouzeni predispozice
k ¢asné manifestaci a komplikacim koronarni aterosklerdzy.

Zaver
Zasadni vyznam v patogenezi aterosklerdzy hraji zanétlivé
procesy. Pfi hledani systémovych markert aterosklerézy

a genetickych faktorti vnimavosti je proto zna¢na pozornost
vénovana medidtorim zanétu.
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Klinické studie testujici mononukledrni chemoatraktant
MCP-1 (CCL2) jako mozny biomarker aterosklerézy pro-
bihaji, tak napf. u pacient bez ztejmé klinické manifestace
koronarni aterosklerdzy (bez anginy pectoris, bez infarktu
myokardu), ale s pfitomnosti rizikovych faktort zvyseni
koncentrace MCP-1 korelovalo s markery zanétlivé akti-
vity ®% a autofi navrhli sérovou koncentraci MCP-1 vyuzit
jako marker ischemické choroby srde¢ni. Také u pacientt
s ischemickou chorobou dolnich konéetin zvyseni sérové
koncentrace MCP-1 korelovalo s hodnotami jinych para-
metrt zanétu - IL-6, CD40L.*

Definitivni zdvéry o MCP-1 jako o mozném nezavislém
predpovédnim ukazateli rizika aterosklerotického zanétu
nelze formulovat bez vysledki dostate¢né velkych multi-
centrickych studii.’” Nékteré studie na vétsich souborech
pacientt jiz probihaji a jejich zavéry jsou k pripadnému
diagnostickému vyuziti MCP-1 optimistické: koncentrace
MCP-1 v cirkulaci u pacientt s akutnim koronarnim syn-
dromem ma prognostickou hodnotu nezavisle na standard-
nich kritériich.*® Zvy$ena koncentrace MCP-1 u pacientt
po akutnim infarktu myokardu muze byt podle téchto autorti
odrazem intenzivni zanétlivé reakce a mohla by pomoci
identifikovat pacienty s rekurentnimi koronarnimi atakami.*

Literarni udaje o mozné souvislosti polymorfismu
MCP-1 s projevy koronarni aterosklerdzy nejsou jedno-
znaéné, v pozadi diskrepanci stoji kromé jiz zminovaného
klinického fenotypu ¢i etnika také velikost analyzovaného
souboru. Asociaci MCP-1-2518 s diagnézou tézké ische-
mické choroby srde¢ni zjistili v souboru 318 madarskych
pacientt Szalai a spol.,” souvislost variability MCP-1 genu
s infarktem myokardu pak popsali McDermott a spol.
u 3236 osob ze Spojenych stati americkych.” Naproti
tomu Simeoni a spol.* ve velkém souboru (n = 2 694)
némeckych pacientti a ani Bjarnadottir a spol.*' v populaci
416 Islandant asociaci mezi MCP-1-2518 a ICHS, resp.
infarktem myokardu nenalezli. Ukolem do budoucna bude
tedy stanovit kritéria pro vybér praci na téma polymorfismu
MCP-1 jako rizikového faktoru koronarni aterosklerézy
k zarazeni do metaanalyzy. Postupovat je mozno analogicky
jako pfi souborném hodnoceni publikaci na téma ulohy
imunogenetickych faktort u jinych nemoci, napf. u sar-
koidézy*? nebo revmatoidni artritidy.*

Hledani novych markert zénétu je jednim z cild
transla¢niho vyzkumu, na kterém se spolu s kardiology
podileji nejen biochemici, ale i imunologové. Hledaji se
citlivé a zaroven specifické biomarkery, které by mohly byt
indikatorem rizika rozvoje aterosklerdzy, budouci akutni
kardiovaskularni ptihody, event. pfedpovédnim ukazatelem
uspésnosti terapeutické intervence.* Je mozné, ze k hodno-
ceni systémového zanétu se bude v budoucnu vyuzivat nejen
CRP, provéreny v multicentrickych studiich,”* ale prida se
také MCP-1, ¢i dokonce dalsi imunologické markery, jako
je napf. ST2, molekula z rodiny receptorti IL-1.%

V souladu se sou¢asnymi trendy by tyto poznatky spolu
s fadou jinych experimentalnich pozorovani, ziskanych pri
hledani novych biomarkert na proteinové/genetické trovni,
mohly perspektivné doplnit spektrum parametrti vyuzivanych
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k pomocné laboratorni diagnostice projevii a rizika ateroskle-
rézy véetné dopadu smérem k individualizaci terapeutickych
postuptl na podkladé genetického profilu pacienta.
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