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Myocardial neovascularization in the Janus view
Neovaskularizacia myokardu z janusovského pohladu
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Abstract. The cardiovascular system is developed in order to ensure an optimal supply of oxygen and
nutrients to the cells. Neovascularization is the process of forming new blood vessels. Angiogenesis is
a complex process of construction of vessels. Angiogenesis also takes place in the myocardium. This review
illustrates the formation of new blood vessels in the myocardium at the cellular and molecular level. The
authors emphasize the possible impact of treatment on this process. Fig. 4, Ref. 33, Online full text (Free,
PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Kardiovaskuldrny systém sa vyvija v sulade s potrebou zdsobovat bunky kyslikom a Zivinami.
Neovaskularizacia, formacia novej cievnej siete v tkanivach prebieha aj v dospelom veku. Angiogenéza je
komplikovany proces, ktory zahifia molekuldrne a celuldrne deje a zmeny prebiehajtce pri neovaskularizacii.
Angiogenéza sa tyka aj myokardu. Cielom prehladového ¢lanku je kriticky pohlad na proces tvorby novych
ciev v myokarde na bunkovej a molekulovej urovni vo vztahu k terapeutickym postupom. Obr. 4, Lit. 33,

Online full text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Vsetky bunky zivych organizmov tvoria systém funkcnej
harménie. Kazda bunka potrebuje prijimat kyslik a ziviny
a potrebuje eliminovat nepotrebné latky. Pri deleni buniek
difuzia nepostacuje pre potrebny prijem a vydaj latok.
Preto sa v priebehu diferencidcie buniek iniciuje proces
vaskulogenézy, pri ktorej krvné ostrovéeky hemangioblastov
(prekurzorov endotelovych buniek) predstavuju zaklad pre
vystavbu dokonalého systému ciev, ktorymi prudi krv po-
hananda srdcom (1).

Neovaskularizacia je uzito¢ny proces, ale nie vzdy. Res-
pektujeme pohlad rimskeho boha Janusa ako pohlad z dvoch
stran. Tyka sa to aj procesu neovaskularizacie, ktord moze byt
vo svojej podstate vytvarania novych ciev ziaduca, teda ukazu-
juca nam svoju dobru stranku. Ak sa v8ak na nu pozrieme aj
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z druhej strany, nachddzame opak, negativum a nezelatelnost
tohto procesu pri patologickych stavoch, pri ktorych proces
tvorby novych ciev moze zhorsovat patologicky stav.

Ak sa znizi prietok krvi limenom cievy, znizi sa perfu-
zia, »uplatiiujd sa stimuly“ ktoré ,produkuje” hypoxia. Ak
je dodavka kyslika aj pri vazodilatacii nedostatoénd, moze
sa iniciovat remodeldcia v zmysle vytvorenia ekvilibria me-
dzi energetickou dodavkou a lokdlnymi potrebami tkaniva.
Tkanivova hypoxia je definovand ako miestny pokles kon-
centracie alebo parcialneho tlaku kyslika. Pocas tkanivovej
hypoxie sa hladina pritomného kyslika zniZzi az na tolko, Ze
nedokaze zabezpecit potreby metabolizmu buniek a uz nie
je mozné ani zvysit extrakciu kyslika z krvi v tkanive (2).
Odpovedou organizmu na hypoxiu je repara¢ny mechaniz-
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Obrazok 1 Zjednodusené schematické znazornenie $truktiry dvoch

podjednotiek proteinu HIF-1

Figure 1 Simplified schematic illustration of the structure of the two subunits of the protein HIF-1

mus tzv. neovaskularizacia. T4 zahfna tri procesy: angioge-
nézu, arteriogenézu a vaskulogenézu. Angiogenéza je proces
formacie novych tkanivovych kapildr, ktory je navodeny za
podmienok hypoxie (1).

Reguldcia expresie génov hypoxiou je sprostredkovana
najmi cez transkripény faktor HIF-1 (Hypoxia Inducible Fac-
tor-1), ktory je hlavnym regulatorom transkrip¢nej odpovede
bunky na kyslikovi deprivaciu a kyslikovej homeostdzy pri
normalnych a patologickych podmienkach (3, 4). Prvykrat
ho izoloval z jadrového extraktu hypoxickych buniek a cha-
rakterizoval Semenza a jeho spolupracovnici v 90. rokoch
minulého storocia (5).

Protein HIF-1 vznikd dimerizaciou dvoch podjednotiek
znazornenych na obrazku 1, v ktorom sd na oboch protei-
novych podjednotkach naznacené N- (aminovy) a C- (kar-
boxylovy) koniec. Podjednotka HIF-1beta je konstitu¢nou

| |

NH,

C-TAD

sucastou (v dolnej casti obrazku 1). Exprimuje sa nezavisle
od kyslika. Podjednotka HIF-1alfa (v hornej ¢asti obrazku 1)
podlieha prisnej reguldcii kyslikom (6), ¢o je schematicky
znazornené na obrazku 2.

Kyslik reguluje stabilitu HIF-1alfa cez jej proteinovt oblast
- kyslik-dependentnt degradaénti doménu (oxygen-depen-
dent degradation domain - ODD) (7) (obrazok 1). Za pod-
mienok normoxie sa degrada¢nd doména viaze s produktom
(onkolégom dobre znameho) tumor supresorového génu von
Hippel-Lindau (VHL), ktory funguje ako viacpodjednotkova
ubiquitin-proteinova ligaza. Tento enzym viaze ubiquitin na
ODD a takto ,odosle“ HIF-1alfa nenavratne na degradaciu do
proteazému (8). Ubikvitinacia znamena oznacenie molekuly
pre jej nasledujucu degradaciu v proteazéme. Proteazém je
cytoplazmatickd $truktura valcovitého tvaru s centralnou
dutinou, kde dochéadza k rozkladaniu bielkovinovych molekul,
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Obrazok 2 Regulacia HIF-1alfa pri normoxii
Figure 2 Regulation of HIF-1alpha in conditions of normoxia
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ktoré uz bunka nepotrebuje (obrazok 2). Interakcia medzi
VHL a HIF-1alfa zavisi okrem iného najméa od predchadzaja-
cej hydroxyla¢nej apravy molekuly HIF-1alfa v mieste dvoch
prolinovych zvyskov, Pro 402 a Pro 564 (obrazky 1 a 2). Na
obrazku 1 st $ipkami naznacené pozicie aminokyselinovych
zvys$kov - Pro-prolinovy zvy$ok s danym poradovym ¢islom
aminokyseliny pocitanym od N- (aminoveho) konca molekuly.
Tuato hydroxylaciu zabezpecuju enzymy HIF prolyl-hydroxyla-
zy, ¢o md za nasledok degradiciu podjednotky HIF-Ialfa.
Uvedend hydroxylacna dprava HIF-lalfa je inhibovana hy-
poxiou. To pri hypoxii vedie k hromadeniu HIF-1 alfa (9).
KedZze kyslik ovplyviiuje aktivitu prolyl-hydroxylaz, tieto
hydroxyla¢né enzymy pokladame za ,kyslikové senzory

Okrem stability HIF-1alfa proteinu aj jej aktivita zavisi od
koncentricie kyslika. Normoxia jej aktivitu potla¢a. Hypoxia
ju naopak indukuje. Mechanizmus inhibicie aktivity normo-
xiou je zlozity. Hydroxylacia asparaginového zvysku Asn803
v C-terminalnej transaktivacnej doméne (C-TAD) sa realizuje
v molekule HIF-1-alfa (obrazok 1, $ipkou znazorneny Asn —
asparaginovy zvysok ). Po hydroxylacii na C-TAD molekula
HIF-1 nemdze vytvorit vazbu s transkripénymi koaktivatormi
(p300 a CBPK, C-TAD binding protein) a takto je blokovana
transkrip¢na funcia HIF-1 (6). Hydroxylacnd modifikdcia
tohto asparaginového zvysku je zamedzend hypoxiou. Niektoré
tkaniva pri hypoxii exprimuju alternativny variant HIF-3alfa,
tzv. IPAS (Inhibitory Per/Arnt/Sim), ktory je hlavnym nega-
tivnym regulatorom HIF -lalfa (10). HIF-3alfa teda zohrava
ulohu v autoregulatnom mechanizme spétnej vazby zavislej
od kyslikovej koncentracie (11).

Z uvedeného vyplyva, ze pri fyziologickych podmien-
kach je HIF-lalfa hydroxylovand na prolinovych zvyskoch,
¢o vyrazne znizuje jej polcas rozpadu a na asparaginovom
zvys$ku, ¢o znizuje jej aktivitu ako transkripéného faktora. Jej
polcas rozpadu je v tomto pripade menej ako pat minat (12).
Naproti tomu sa tento polc¢as pri hypoxickych podmienkach
vyrazne prediZi az na 30 - 60 minut. Hypoxia ju teda stabi-
lizuje (13). Dalsie kroky podjednotky HIF-1alfa v hypoxic-
kych podmienkach smeruju do priestoru bunkového jadra,
kde dimerizuje s HIF-1beta. Vzniknuty heterodimér HIF-1
sa viaze na $pecifické oblasti DNA, tzv. hypoxia responsive
elements (HREs), v promotorovej a enhancérovej oblasti cie-
lovych génov a aktivuje ich transkripciu. Jadro HRE obsahuje
rozpoznavaciu sekvenciu 5" - G/ACGTG-3" (14).

Pocet génov, o ktorych sa v sti¢asnosti vie, Ze ich priamo
reguluje HIF-1, je vac¢si ako 800, to je najmenej jeden na kaz-
dych 30 Tudskych génov. K tomuto zisteniu viedli analyzy ge-
nom-wide chromatin imunoprecipitacia kombinovanad s DNA
sekvenovanim alebo mRNA microarrays (15, 16). Medzi nimi
je aj vela génov s dolezitou ulohou v procese angiogenézy,
tvorby novych ciev. Teda stav hypoxie navodzuje neovasku-
larizéciu, proces formdcie nového krvného rieciska.

V procese angiogenézy je zahrnutych mnoho génov, kto-
ré sa ukdzali byt zavislé od hypoxie. Medzi ne patri VEGF
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(vascular endothelial growth factor), placentarny rastovy fak-
tor, angiopoetin-2, fibroblastovy rastovy faktor (FGF), ako aj
ich receptory, transformujuci rastovy faktor beta 1 (TGFp1),
od dostic¢iek odvodeny rastovy faktor (PDGF), gény spojené
s extracelulirnym matrixovym metabolizmom zahrnujic
matrixové metaloproteindzy (MMPs) spolu s ich inhibitormi,
receptormi, inhibitormi aktivatora plazminogénu (17). Z vy-
menovanych je VEGF najacinnejsi vo verbovani endotelovych
buniek v hypoxickom a vaskuldrnom prostredi a ako ich
$pecificky mitogén stimuluje ich proliferaciu (18).

Stimuldcia rastu ciev alebo remodelacie sa ukazuje ako
nova terapeutickd moznost u pacientov s ischemickou choro-
bou myokardu. Vela postupov terapeutickej revaskularizacie,
zaloZenej na podani rastovych faktorov, roznych proteinov
s vnatornou proangiogénnou aktivitou, kmenovych/proge-
nitorovych buniek a farmakologickych molekil sa navrhuje
v terapeutickom procese a vykazuju réznu t¢innost. Momen-
talne sa klinicky skusali tie, ktoré st zalozené na rastovych
faktoroch a kmenovych/ progenitorovych bunkach z roznych
zdrojov (2). Jednym z hlavnych cielov v liecbe zlyhavania srdca
ischemického povodu je snaha zlepsit perfuziu v oblastiach
ischémie, ¢o umoznuje zachovat susedné funkéné tkaniva. Su
dodkazy o moznosti dosiahnutia terapeutickej revaskularizacie
in vivo, a to prenosom génov pre rastové faktory, medzi nimi
aj VEGF alebo FGE. Cielom bunkovej lie¢by srdca je obnovit
funkciu naplno alebo ¢iasto¢ne v oblastiach s infarktovou ne-
krézou. Medzi tri hlavné indikécie pre tento druh liecebného
postupu patria infarkt myokardu, refraktérna angina pektoris
a zlyhéavanie srdca. Od roku 2005 sa vykonalo mnoho $tudii
so zretelom na tto problematiku bunkovej terapie pri infarkte
myokardu, prvotne len s malym poctom pacientov. Spdsoby
podania buniek zahrnuju intravendzne inftzie, intrakoronarne
infazie a transepikardidlne alebo transendokardialne cesty
podania. V predchddzajucich skusaniach sa najviac pouzivalo
podanie prostrednictvom intrakorondrnych infuzii. Bunky
sa aplikuju do oblasti infarktu pocas tranzitérnych baléno-
vych inflacii, pricom sa zabranuje spatnému toku buniek
a zvysenej expozicii buniek mikrocirkuldciou a myokardom
(2). Kmenové bunky sa ukazali byt pritahované proteinom
HMGBI1 (high mobility group box 1), ktory takto prispieva
k repardcii a regeneracii tkaniva. Zistila sa tiez schopnost
HMGBI zvysit myogenézu a angiogenézu v kostrovom svale
(19, 20). Dovolujeme si vyslovit predpoklad, ze by podobnu
ulohu mohol tento so zapalom spojeny protein zohravat aj
v myokarde pri jeho ischémii a infarkte.

Intenzivne usilie pre pochopenie procesu nadorovej an-
giogenézy pomohlo identifikovat vhodné ciele terapeutickej
angiogenézy. Avsak angiogenéza nie je nevyhnutne identicka
pri nadoroch a kardiovaskuldrnych chorobach. Uspesny dalsi
rozvoj takychto pristupov predstavuje hlbsie pochopenie mo-
lekularnych a celuldrnych mechanizmov zahrnutych v post-
ischemickej angiogenéze a zddraziiuje vyznamnost a vztahy
medzi uvedenymi procesmi vaskulogenézy, angiogenézy
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Angiogenéza myokardu

Myokardialna hypertrofia

Obrazok 3 Vzajomna indukcia angiogenézy a hypertrofie myo-
kardu

Figure 3 Mutual induction of angiogenesis and hypertrophy of the myo-
cardium

a arteriogenézy a rozvoja kolaterdl, ktoré sa zucastiiuju na
obnove tkanivovej perfuzie.

V literatdre nachddzame aj informacie o vztahu angio-
genézy a srdcovej hypertrofie. Hypertrofia srdca predstavuje
adapta¢nt reakciu na fyziologické aj patologické pretazenie.
Rie$enim tohto stavu vyvoja hypoxie a nasledného udrzania
kontrakénej funkcie je stimuldcia neovaskularizacie. Len
nedavno sa urobili zna¢né pokroky v pochopeni mole-
kularnych mechanizmov v medzibunkovych interakciach,
ktoré koordinuji rast myokardu a neovaskularizaciu (21).
Po narodeni sa vaskuldrna siet myokardu zvicésuje fyziolo-
gickou neovaskularizaciou, v ktorej s zahrnuté endotelialne
progenitorové bunky (22). Zaznamenala sa vzdjomna in-
dukcia myokardidlnej angiogenézy a hypertrofie myokardu
prostrednictvom viacerych molekuldrnych mechanizmov,
v ktorych maju vyznamnu ulohu faktory HIF-1 a VEGF (21)
(obrazok 3). Kapilarna mikrovaskultira a myocyty rasta
proporcne k zvac¢Sovaniu srdcovej masy, ¢o naznacuje, zZe
disproporcia tychto procesov mdze sposobit ischémiu pri
patologickej hypertrofii myokardu. Patologickd hypertrofia
je spojena so $trukturalnou remodelaciou a myokardialnou
fibrézou a postupne vedie ku kongestivhemu zlyhavaniu

Angiogenéza T Zapalové bunky

Obrazok 4 Angiogenéza a zapalové bunky vytvaraju circulus

vitiosus pri aterosklerdze
Figure 4 Angiogenesis and inflammatory cells create a vicious circle in athe-
rosclerosis
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srdca, vzniku arytmii a potencidlne aj k ndhlej smrti (23).
Supresia angiogenézy v myokarde sa pozorovala pri procese
prechodu zo stavu kompenzovanej hypertrofie ku dekom-
penzovanému srdcovému zlyhaniu. Pri prolongovanej pato-
logickej hypertrofii boli faktory HIF-1 a VEGF regulované
v zmysle utlmenia ich funkcie, aj ked hypoxia v myokarde
pretrvavala. Tato dysregulacia HIF-1 je jednym z kritickych
mechanizmov, ktoré urychluju poskodenie a dysfunkciu
myokardu. V tejto paradoxnej tlmivo posobiacej reguldcii
faktoru HIF-1 je vyznamnym c¢initelom znamy tumor-
supresorovy protein p53, ktory sa akumuluje v myocytoch
zlyhavajuceho srdca posobenim roznych mechanizmov.
Protein p53 inhibuje transkripénd aktivitu faktora HIF-
1 a tak podporuje progresiu zlyhdvania srdca (21, 24).
Experimentdlne sa dokdzal stabiliza¢ny u¢inok kobaltu na
HIF-1 alfa (25), ktory je zavisly od pritomnosti dalsieho
tazkého kovu, medi (26). Indukcia angiogenézy v myokarde
sa v experimente dokazala aj uc¢inkom pitavastatinu (27)
a blokator kalciovych kanalov, benidipin dokazal zvysit
hustotu cievnych kapilar (28). Pozitivne dosledky skdsanej
neovaskularizdcie infarktového loziska myokardu ako uz
vytvorenej postinfarktovej jazve, ktord vlastne predstavuje
vysledok fibrotiza¢ného procesu by potencialne mohlo spo-
chybnit paradoxnd podporu fibrotiza¢ného procesu prave
vytvaranim novych ciev.

Pozitivny vplyv neovaskularizacie myokardu je nespo-
chybnitelna. AvS$ak nezabudame, Ze pri janusovskom po-
hlade existuje aj druhd, odvritend tvar neovaskularizicie.
Neovaskularizacia myokardu je mnohokrat potencidlne
neziaduca alebo sa redlne aktivne podiela na zhorSovani
patologickych procesov. Tvorba novych ciev je stucastou
patogenézy aterosklerdzy. Aterosklerdza je charakterizovana
prichytenim - adherenciou monocytov na cievny endotel,
ich migraciou do arteridlnej steny a akumulaciou lipidov.
Prvym prejavom aterosklerotickych zmien je patologické
zhrubnutie intimy. Zvac¢Sovanie aterosklerotického plaku
vedie k vytvoreniu hypoxickych podmienok v jeho vnutri,
¢o ma za nasledok lokdlnu neovaskularizaciu. Patologicka
neovaskularizacia prebieha nielen v tychto skorych $tadiach
procesu aterosklerozy, ale je jeho stalou stcastou. Iniciaciu
intraartidlnej neovaskularizdcie ovplyviiuji dva hlavné fakto-
ry. Su to lokalna ischémia a pritomnost zapalového procesu.
Patologické zhrubnutie intimy viac ako 100 um zvicsuje
vzdialenost medzi limenom a vnatornymi vrstvami cievnej
steny, teda predstavuje bariéru pre privod kyslika a Zivin.
Ulohu hypoxie v inicidcii angiogenézy dokazuje pritomnd
namerand hladina transkrip¢ného faktora HIF-1, ktory vedie
k zvySeniu produkcie VEGF (29). VEGF nasledne vytvara
lokalne pro-angiogénne mikroprostredie tym, ze mobilizuje
endotelidlne progenitorové bunky (1). Velmi zaujimavé st
vysledky experimentalnych $tudii hypercholesterolémie, kde
neovaskularizacia prebiehala vo vonkaj$ej vrstve arteridlnej
steny, adventicii, korondrnych artérii, a to dokonca este pred



tym, ako sa vyvinul ateroskleroticky plak prominujici do
limenu artérie (30). Okrem stimula¢ného vplyvu hypoxie,
zépalovy proces pritomny pri ateroskleréze sam indukuje
proces angiogenézy, ¢o vyvoldva zaujem imunolégov o ate-
roskleroticky proces. Hustota ciev vo vnutri plakov suvisi
s lokdlnou akumulaciou zapalovych buniek. Takto sa vytvara
patologicky bludny kruh, pretoze angiogenéza umoznuje
prilev zapalovych buniek a tie znova stimuluji angiogenézu
(obrazok 4). Treba urcite zddraznit, Ze inhibicia neovasku-
larizacie v aterosklerotickom plaku redukuje akumulaciu
makrofagov a tym progresiu pokrocilej aterosklerdzy (31).
Je teda mozné, ze toto vzdjomné podporovanie medzi
akumulaciou zdpalovych buniek a angiogenézou zohrava
vyznamnu ulohu v podporovani progresie rastu plaku a sd-
visiaceho zapalového procesu a jeho naslednej nebezpecénej
destabilizacie. Na to poukazuju aj dolezité zistenia zvySenej
expresie adhezivnych molekdl leukocytov na intimalnej strane
endotelovych buniek (v porovnani s ich druhou stranou,
ktora nelemuje cievny limen). Teda formacia novych ciev
umoznuje zaroven aj zvySenu akumuldciu leukocytov (32).
K rozvoju aterosklerdzy okrem inych so zapalom spojenych
molekdl a cytokinov prispieva aj uz uvedeny HMGB-1 (19).
Preskimanie vyznamu angiogenézy v aterosklerotickom
procese vyvolalo vznik mnohych $tudii zameranych na vy-
voj novych terapeutickych postupov pri kardiovaskularnych
chorobach s aterosklerotickym procesom. Inhibicia procesu
neovaskularizacie sa ukazuje ako moznost spomalit progresiu
tychto chorob (1).

Okrem negativnej stranky ucasti neovaskularizacie v pro-
cese aterosklerdzy v literatire ndjdeme aj snahy o potlacenie
procesu angiogenézy v terapeutickych pristupoch chorob,
ktorych patologickym zakladom je fibroticky proces. V tychto
terapeutickych postupoch sa vyuziva aj rozvoj nanotechnolé-
gii a nanomediciny. Prostrednictvom $pecialne pripravenych
nanocastic sa zacieluje proti molekulam vyznamnym pri neo-
vaskularizdcii. Zakladom takychto postupov je uvazovanie
o neovaskularizicii ako o tvorbe novej pristupovej cesty pre
prekurzory fibrocytov a okrem toho v literatire najdeme aj
dodkazy o transdiferencidlnej premene endotelovych buniek
a perycitov na fibrocyty (33). Fibréza tkaniva prebieha ne-
ziaduco castokrat aj v myokarde, okrem iného aj pri tvorbe
poinfarktovej jazvy. Problémom sa stdva neovaskularizacia pri
poinfarktovej loziskovej fibrotizacii myokardu.

Neovaskularizacia je proces v istych podmienkach vyhod-
ny a nevyhnutny, a naopak, pri inych podmienkach neziaduci.
Terapeutické postupy sa snazia o stimuldciu angiogenézy
a revaskularizdciu tkaniva, no zaroven na druhej strane aj
o jej potlacanie prostrednictvom blokovania cielovych mo-
lektl. Tu sa na zaver vratime k naSmu stvarneniu starorim-
skeho boha Janusa, ktory ndm ukazuje raz jednu, inokedy
svoju druhd tvar, zdlezi na tom ako sa k jeho umeleckému
stvarneniu, soche, postavime. Pritom, ak ho budeme mat
moznost obchadzat, méZeme sa zastavit aj v takej pozicii,
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kedy vidime naraz obe jeho tvare z boc¢nej strany. Aj na
takdto moznost netreba zabudat, kde jedna skutocnost,
alebo proces, v nasom pripade neovaskularizacia, moze byt,
ako sme v nasom cldnku hypotetizovali, paradoxne sucasne
ziaduca aj neziaduca. Tu potom mozno uvazovat o citlivom
ekvilibriu, ktoré bude optimalnejsie ako ,vhodné riesenia“
bez janusovského pohladu.
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