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Abstrakt

Spirulina platensis je jednobuné&na modrozelena fasa patfici do kmenu
Cyanobacteria. Spirulina patfi mezi potraviny s nejvy$Sim obsahem proteinu,
které obsahuji vSechny esencialni aminokyseliny. Je zdrojem i nékterych
neesencialnich aminokyselin, vyznamnych nutrientd jako kyselina gama
linolenova, mnoha vitaminu (B1, B2, Bs, B12, biotin atd.) a stopovych prvka (napf.
selen, chrom, Zelezo, vapnik). Dale obsahuje pfirodni barviva karotenoidy,

chlorofyl a phycocyanin.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit potencialni hypolipidemické a
protizanétlivé ucinky Spiruliny platensis na experimentalnim zvifecim modelu,
kterym byly apoE/LDLr-deficientni mysi. Ktomu byly sledovany parametry

lipidového spektra v krvi a exprese VCAM-1 v cévnim endotelu

Mysi s deficitem apolipoproteinu E (apoE™) a LDL receptoru byly
odstaveny a po dobu 2 tydnG krmeny standardni dietou. Ve véku 8 tydn( jim
zacCala byt podavana aterogenni dieta s obsahem 0,15% cholesterolu po dobu 8
tydnd (kontrolni skupina). Ve Spirulina platensis skupiné byly mysSi krmeny
stejnou aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 20 mg Spirulina platensis
denné. Byla provedena biochemicka analyza lipidového spektra, histochemicka
a imunohistochemicka analyza velikosti aterosklerotickych platd a exprese
VCAM-1.

Vysledky biochemické analyzy potvrdily hypolipidemicky efekt Spiruliny
platensis pouze u tfech zdeviti mysSi. Vysledky histochemické a
imunohistochemické analyzy dale potvrdily snizeni velikosti aterosklerotickych
platd a exprese VCAM-1 u téch mysi, kde dosSlo hypolipidemickému efektu

Spiruliny platensis.

Vysledky tedy potvrzuji hypolipidemické ucinky Spiruliny platensis a
také mozné antiaterogenni ucinky této substance, které vSak bude nutné
v dalSich  studiich jeSté potvrdit zejména sohledem na selhani

hypolipidemického efektu u dalSich Sesti mysi.



Abstract

Spirulina platensis is a single cell blue-green algae of Cyanobacteria
strain. Spirulina belongs among foodstuffs with the highest protein content and
contains all essential amino-acids. It is also a source of some non essential
amino-acids, important nutrients as for example gamma linol acid, a lot of
vitamins (B1, B2, B6, biotin, etc.) and trace elements (e.g. selenium, chrome,
iron, calcium). Moreover it contains natural pigments carotenoids, chlorophyll
and phycocyanin.

The aim of this thesis was to test potential hypolipidemic and anti-
inflammatory effects of Spirulina platensis on an experimental animal model of
apoE/LDLr deficient mice. Therefore the parameters of lipid spectrum in blood

and VCAM-1 expressions in arterial endothelium were monitored.

Mice with deficit of apolipoprotein E (apoE”) and LDL receptor were
weaned of and for two weeks fed with a standard diet. At the age of eight weeks
they started to be fed with atherogenic diet containing 0.15% of cholesterol.
This continued for eight weeks (control group). In Spirulina platensis group the
mice were fed with the same atherogenic diet with daily addition of 20 mg of
Spirulina platensis. Biochemical analysis of lipid spectrum as well as
histochemical and imunohistochemical analyses of atherosclerotic plates and

VCAM-1 expressions were carried out.

The results of biochemical analysis confirmed hypolipedimic effect of
Spirula platensis only in three mice out of nine. The results of histochemical and
imunohistochemical analysis further confirmed decrease in size of
atherosclerotic plates and VCAM-1 expressions in the mice where
hypolipidemic effect of Spirulina platensis took place.

The results therefore confirm hypolipidemic effects of Spirulina platensis
and also possible anti-atherogenic effects of this substance, which will have to
be confirmed by other studies especially with regards to the failure of

hypolipidemic effect in the other six mice.
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1. Uvod

Aterosklerdéza je systémové onemocnéni a postihuje velké i stfedni
cévy tepenného fecisté. Jedna se o dlouhodoby proces, pfi kterém se ukladaji
cholesterol, fibrézni tkan a nékteré dalsi komponenty krve do intimy cév, ¢imz ji
ztlustuji. Protoze tepny se silnymi st€nami nejsou dostateCné pruzné a Spatné
se roztahuji, zvySuje se v nich tlak krve a dochazi také k postupnému zuzovani
lumen cév. Sou€asné je to misto vzniku krvaceni a tvorby trombd. Tento proces
vede ke zpomaleni toku krve a organy nejsou zasobeny tak, jak by mély a

dochazi k jejich posSkozeni.

Aterosklerdza se rozviji zvolna a nenapadné, je to onemocnéni, které
neboli. Zacina u kazdého z nas uz v détstvi. Rychlost jejiho vzniku zavisi na
fadé rizikovych faktord, které muzeme rozdélit na ovlivniteIné a neovlivnitelné.
Mezi ovlivnitelné rizikové faktory patfi: hyperlipidemie, hypertenze, koufeni,
diabetes mellitus a hyperhomocysteinemie. Mezi neovlivnitelné rizikové faktory

patfi: vék, muzské pohlavi a rodinna dispozice.

Aterosklerdza se nékdy oznacuje jako “nemoc 20. stoleti” a netrapi jen
nasi moderni civilizaci, provazi lidstvo uz cela tisicileti. Ateroskleréza je
nejCastéjsi pri€¢inou umrti ve vyspélych statech v dnesni dobé a nase republika

v této souvislosti drzi smutné prvenstvi.

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit potencialni antiaterogenni

ucinky Spiruliny platensis na experimentalnim mySim modelu aterosklerézy.



2. Teoreticka cast

2.1 Mikroskopicka anatomie cév

Aterosklerdza je onemocnéni cév, proto je vhodné kratce se zminit o

jejich struktufe. Stény artérii a vén jsou tvoreny tfemi vrstvami (obr. 1) (1):

Tunica intima

e vnitfni vrstva, ktera je v bezprostfednim kontaktu s krevnim

proudem, je relativné tenka a vyskytuje se ve vSech cévach

e strana pfivracena klumen cévy je vystlana endotelem, ktery
pfiseda k subendotelové vrstvé fidkého vaziva a obsahuje buriky

hladké svaloviny, intima je tak dostateCné pruzna

Tunica media

e cirkularné uspofadana stfedni vrstva, kde prevazuje hladka

svalovina a elastické slozky vazivové tkané

e tato vrstva je zodpovédna za schopnost kontrakce cév a jejich

odolnost vlcéi krevnimu tlaku

Tunica adventitia

e zevni vazivova vrstva pfipojujici cévy k okolnim tkanim, je tvofena
kolagennimi a elastickymi vlakny, v nékterych cévach je jeji
soucasti jesté také hladka svalovina a v téchto pfipadech je

tunica adventitia nejtlustSi vrstvou cévni stény

e U vétSich cév prochazi touto vrstvou jesté cévy cév neboli tzv.

vasa vasorum, které zasobi tuto vrstvu zivinami
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e pletené vazomotorickych nervi — jejich podrazdéni zplsobuje

vazokonstrikci

Obrazek 1. Prirez cévou.
Zdroj:

http://faculty.stcc.edu/AandP/AP/AP2pages/Units18to20/vessels/blood.htm

Artery and Vein Walls

Hole's Human Anatomy and Physiology, 7th edition, by Shier, Vein
et al. copyright (€)1996 T Higher Education Group, Inc.

Valve

Epdothelium of ———

. S tissue — |
(elasticang elug Hesue fibers)

Tunica media

Tunica adventitia

(a) (b)
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2.2 Endotelialni dysfunkce

Endotelialni dysfunkci se rozumi lokalizované postizeni endotelu, které
vede ke zvySené propustnosti cévni stény a k nerovnovaze mezi vazoaktivnimi
a hemokoagula¢nimi mechanismy (2). Endotelialni dysfunkce je zpusobena
celou fadou podnétl, mezi néz patfi predevSim koufeni, hypertenze, diabetes
mellitus, hyperlipoproteinemie a hyperhomocysteinemie (obr. 2). Dale se mohou
uplatiovat napf. vlivy virl, bakterii, toxin, imunitnich komplext a IéCiv.
Endotelialni dysfunkce hraje dulezitou roli pfi rozvoji onemocnéni cévni
soustavy, jako je cévni ateroskler6za, arterialni hypertenze, cévni mozkova

pfihoda nebo srdecni selhani (3).

Obrazek 2.: Priciny a dusledky endotelialni dysfunkce.

Zdroj: www.zdravcentra.cz/cps/rde/xcha/zc/xsl/3141 6764.html#113
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2.2.1 Funkce zdravého endotelu
Endotel je jednovrstevna vystelka tvofena endotelialnimi bunkami, které

maji fadu regulaénich funkci.

Zasadnim zpUsobem je endotel zodpovédny za cévni tonus — podili se
na vazoregulaci systémem protikladné pUsobicich latek: oxidu dusnatého - NO,
z endotelu odvozeného hyperpolarizujiciho faktoru — EDHF, prostacyklinu —
PGI2, endotelinu 1 — ET1, angiotenzinu Il — ATIlI a tromboxanu — TXAZ2.
Ovliviiuje i fibrinolyzu pomoci tkanového aktivatoru plazminogenu — tPA a
inhibitoru aktivatoru plazminogenu — PAI-1. Zasahuje téZ do zanétlivé reakce
pres selektiny P a E, adhezni molekuly — vascular cellular adhesion molecules,
tj. VCAM a intercellular adhesion molecules — ICAM. Permeabilita endotelu je
ovliviiovana receptory glykosylovanych koneénych produktl (systém RAGE =
receptors for advanced glycosylation endproducts). Angioneogeneze fizena
endotelem je zprostfedkovana rastovymi faktory VEGF, PDGF a TGF-3 (4).

Neposkozené endotelialni bunky jsou stimulovany hormony,
neurotransmitery, pusobky odvozenymi z destiCek a koagulacniho systému. To
vede k uvolfiovani relaxa¢né pusobicich substanci, stejné tak pusobi i samotny
Jeho prekurzorem je L-arginin, ktery se na oxid dusny pfeméruje pomoci
enzymu — syntazy NO (NOS). Jeho tvorba je zavisla na mnozstvi prekurzoru a
dostateCné aktivité enzymu. Neékteré latky, vyskytujici se za patologickych
situaci v organismu, mohou vést k inhibici aktivity tohoto kliCového enzymu
(napf. u nemocnych s diabetem mellitem, hypercholesterolémii). Hlavni funkci

NO je tedy vazodilatace, inhibice adheze a agregace destiCek, zamezeni

,,,,,

Kromé& NO, pUsobi relaxacné i prostacyklin PGl,, ktery se uvolfiuje
vlivem hypoxie, zvySenym pritokem a Fadou pusobkl. Synergicky s témito

relaxacnimi Ciniteli ptsobi i hyperpolarizujici endotelialni faktor (6).

pusobici konstrikéné, ¢imz muze vést k ischémii a arytmiim. Ma i prozanétlivé a
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promitogenni vlastnosti. Tromboxan A, TXA, a prostaglandin H, PGH,, ktefi
aktivuji tromboxanové receptory destiCek a hladké svaloviny cévni, &¢imz pusobi
antagonisticky vuc¢i NO. A angiotensin Il ATII, ktery aktivuje angiotensinové
receptory. Ty pak stimuluji tvorbu ET-1 a dalSich mediatort, napf. inhibitoru

aktivatoru plazminogenu (7).
V prevenci trombdzy se endotel uplathuje:
- tvorbou NO (inhibici adheze a agregace krevnich
destiCek), obdobné pusobi i prostacyklin
- uvolfiovani tkanoveho aktivatoru plazminogenu
z endotelu (opacné pusobi angiotensin Il, a to
potenciaci tvorby inhibitoru plazminogenového

aktivatoru)
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2.3 Ateroskleroza

2.3.1 Rizikové faktory

Kardiovaskularni onemocnéni jsou hlavni pfi€inou umrti ve vyspélych
pramyslovych statech. Umrtnost na tato onemocnéni je v Ceské republice jedna
z nejvySSich v celé Evropé. VySSi vyskyt srdeCné cévnich onemocnéni je
spojen s charakteristikami, které Ize oznacit jako rizikové faktory. Daji se délit
z mnoha ruznych hledisek, ale vyhodné je jejich déleni na ovlivnitelné a

neovlivnitelné.

Vyskytuje-li se u nékoho vice rizikovych faktorl sou¢asné, jejich ucinek

se nescita, ale nasobi.

Neovlivnitelné rizikové faktory

Neovlivnitelné rizikové faktory jsou takové, se kterymi se jedinec uz
narodi nebo k nim v pribéhu Zivota dospéje, aniz bychom je mohli néjakym

zpUsobem ovlivnit (8). Patfi sem:

Vék: Rizikovy je vék u muzu od 45 let, u Zen od 55 let a tato hranice se

snizuje u Zen s pfed€asnym klimakteriem a neuZzivajici hormonaini Iéky.

Pohlavi: Jednoznacné je prokazano, ze muzi jsou vice ohrozZeni rizikem
aterosklerdzy nez Zeny pfed menopauzou. Riziko Zen po menopauze se vSak
vyrazné zvysSuje. Tato skuteCnost se vysvétluje ochrannym vlivem Zenskych

pohlavnich hormonu zejména estrogenu.

Rodinna zatéz: Jako pozitivni rodinna zatéz se povazuje vyskyt
onemocnéni nebo uUmrti na ischemickou chorobu srde¢ni u rodi¢d nebo

sourozencu do 55 let u muzd a do 65 let u Zen.
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Ovlivnitelné rizikové faktory

Ovlivnitelnych rizikovych faktord je mnoho. Jde o faktory, které Ize
eliminovat uplné, nebo jejich negativni pusobeni vhodnou Zivotospravou nebo

farmakologickou Ié¢bou vyrazné snizit. (9) Patfi sem:

Hyperlipoproteinemie:  ZvySena  koncentrace  LDL-cholesterolu,
celkového cholesterolu a triglyceridl. Pokud je jejich zvySena hladina vrozena,
o to vice je nutné dbat na dodrzovani spravné zivotospravy. V dalSich
pfipadech je nezbytné dosahnout Zadoucich hodnot nejen vhodnym dietnim
rezimem s omezenim celkového mnozZstvi tukld, zejména Zivocidnych,
pohybovou aktivitou a v situacich, kdy tato opatfeni nestaci, je nutno pfistoupit

k farmakologické |éCbé.

SniZzena hladina HDL-cholesterolu: Jeho vysoka hladina funguje jako

ochrana proti vzniku aterosklerézy.

Koureni:  Je jednim  znejrozSifenéjSich  rizikovych  faktord.
Mechanizmem uc€inku koufeni je endotelialni dysfunkce, rozvoj dyslipidemie
(nizky HDL, vysoky LDL), hemodynamicky stres (tachykardie, pfechodny
vzestup krevniho tlaku), zvySeni koagula¢ni pohotovosti, vysSi arytmogenni

pohotovost a relativni hypoxie (9).

Hypertenze: Patfi mezi hlavni rizikové faktory rozvoje aterosklerézy.
DostateCné ucinna |écba vysokého krevniho tlaku snizuje riziko

kardiovaskularnich pfihod bez ohledu na vék (8).
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Diabetes mellitus: Pfi tomto onemocnéni se ateroskleréza objevuje
diive a ma =zavaznéjSi prubéh, diky dalSim komplikacim souvisejicim
s diabetem. Proto je nutné co nejdfive objevit pacienty s diabetem a co
nejucinngji je lécit, aby se komplikace podafilo co nejvice oddalit Ci zcela

zamezit jejich vzniku (10).

Nadvaha a obezita: Pro srdce znamena praci navic. S obezitou je
spojeny vysoky krevni tlak, zvySena hladina cholesterolu a triglycerida v krvi. Se
stoupajici hmotnosti stoupa riziko vyskytu zavaznych onemocnéni cév a srdce
(11).

Nizka fyzicka aktivita: Studie prokazaly, Zze pravidelna fyzicka aktivita
snizuje riziko vzniku ischemické choroby srdecni, kardiovaskularni i celkové
mortality muzt i Zen. Pohyb ale musi byt soucasti celkové sekundarni

prevence.

2.3.2 Patogeneze aterosklerézy

Aterosklerdza je zanétlivé systémové onemocnéni postihujici zejména
velké a stfedni cévy. Na jeji patogenezi se podili komplex po sobé jdoucich
situaci, zahrnujici vznik a rozvoj chronického zanétlivého procesu stény artérii
jako odpovéd na hemodynamické poskozovani cévni stény v nejvice

namahanych mistech a jeji pfi¢ina nebyla odstranéna (12).

Dochazi k poSkozeni cévniho endotelu s tvorbou cytokinl, adheznich
molekul, rastovych faktord. Tyto bunky pfitahuji monocyty (které se nasledné
transformuji v makrofagy) a T-lymfocyty z krevni cirkulace a burnky hladké

svaloviny cév do mista poskozeni (13)
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Obrazek 3.. Schéma pocatecni faze endotelialni dysfunkce (14)

monocyt
LDL : cirkulace T-lymfocyt
= nc - b > e |endotelie

! hufika hladke svaloviny

o o
Volné radikaly ox.DL
makrofag

W

pénova hunka

Subendotelovy prostor se postupné zvétSuje. SouCasné se zvySuje
permeabilita endotelu, coz usnadnuje prostupovani lipoproteinovych castic.

Dochazi zde k lipoperoxidaci plsobenim reaktivnich forem kysliku a dusiku.

Makrofagy pohlcuji uvolnény cholesterol za vzniku pénovych bunék.
Sténa cévy se v misté poskozeni postupné ztluStuje a ziskava prokoagulaéni

vlastnosti. Cely proces vyustuje do tvorby ateromového platu (ateromu) (15).
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Obrazek 4.: Schéma ztluStovani stény artérie v prubéhu aterogeneze (14).

Extracelul arni matnix

\ ; wf_""‘-—_
bunky hiadké sva@

2.3.2.1 Faktory patogeneze aterosklerézy (aterogeneze)

LDL-¢astice. - mohou byt modifikovany oxidaci, glykaci, agregaci,
asociaci s proteoglykany a jsou hlavni pfi€inou poskozeni stény artérii. Jestlize
tyto Castice proniknou do subendotelového prostoru intimy, podléhaji zde
k lipoperoxidaci a uvolnény cholesterol je pohlcovan makrofagy, vytvareji se
pénové buriky. Odstranéni oxidovanych LDL-Castic v poCateCni Casti ma
ochranny ucinek a minimalizuje Skodlivy u€inek na endotel cévni stény a

hladkou svalovinu.

Homocystein - jeho 2zvySena koncentrace v plazmé zpusobuje
poskozeni endotelu, ovliviiuje tloustku intimy a medie arterii, pruznost stény
arterii a protromboticky ucinek. Podavanim folatu, vitaminu Bi, a Bg mUzeme

hladinu homocysteinu normalizovat (8).
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Diabetes mellitus - hyperglykemie pfispiva ke vzniku oxidac¢niho stresu
a tim i tedy kdysfunkci endotelu. Hyperglykemie podporuje také adhezi
leukocytd k endotelu zvySenim exprese VCAM-1 a dalSich adheznich molekul
na povrchu bunék. Také navozuje aktivaci hladké svaloviny cév, coz vede ke
zvySeni tonu stény artérii, k rdstu bunék hladké svaloviny a tim ke ztlusténi
intimy (16).

Hypertenze. - angiotensin Il (zpUsobuje hypertenzi) pfispiva k rozvoji
aterogeneze stimulaci proliferace bunék cévni hladké svaloviny. Vaze se na
specificky receptor (AT-1) a to ma za nasledek uvolnéni reaktivnich forem

kysliku a dusiku v burikach cévni stény, zpasobuje oxidacni stres (17).

Infekce - stale vice se ozyvaji hlasy odborniki na podezieni na
zanétlivou etiologii aterosklerézy. Nejvice podezielé mikroorganismy jsou

Chlamydia pneumoniae, cytomegalovirus a Helicobacter pylori (18).

Zanétliva reakce - je ji mozno definovat jako reakci cévami prostoupené
tkané na lokalni poskozeni. Slouzi ke znieni, rozpusténi nebo ohraniceni
Skodliviny, ale také k rekonstrukci a nahradé zniCené tkané. Na rozvoji zanétu
se podili endotel, trombocyty, leukocyty, koagulacni systém a komplement a

vSechny prozanétlivé mediatory (19).

Kourfeni cigaret — cigaretovy Kkouf obsahuje kromé znamych
kancerogennich latek také fadu toxickych latek jako napf. CO, NHg;, akrolein,
aceton, nikotin, benzpyreny, atd. Nékteré =z téchto latek moduluji funkci

imunokompetentnich bunék.
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2.4 Adhezni molekuly

Jde o molekuly umisténé na buné&ném povrchu, které umoznuji, aby
buniky pfilnuly jednak navzajem a jednak k mezibunécné hmoté. Umoznuji
komunikaci bunék navzajem i s okolnim prostfedim a reguluji fadu bunécnych
funkci, v€etné proliferace, exprese genu, diferenciace, apoptézy a migrace. Maji
obvykle vétvenou strukturu s naboji, které se pfi vzajemné reakci s jinymi
burikami, molekulami pfitahuji. Exprimuji se napf. na leukocytech, lymfocytech,
aktivovanych endoteliich. Jejich zvySena exprese na buné&fném povrchu je

soucasti aktivace pfislusnych bunék a je stimulovana nékterymi cytokiny (20).

2.4.1 Leukocytarni adhezni molekuly

Tyto bunétné adhezni molekuly se ucastni kazdé faze vyvoje
aterosklerotickych lézi. Pfilnavost krevnich monocytl a lymfocytd je jednim
z prvnich zaznamenatelnych projevl nastupu aterosklerézy, jak u lidi, tak i u
modelovych zvifat. Monocyty pfechazeji do intimy cév a transformuji se
v makrofagy, ty pohlcuji lipidy a stavaji se pénovymi burfikami. JelikoZ se rané
tukové platy skladaji témér vyhradné z makrofagnich pénovych bunék,
pfechazeni monocytl do intimy je povazovano za rozhodujici pro tvorbu lézi.

Dochazi-li k tomuto procesu na okraji [éze, mlze to vést k Sifeni 1ézi (21).

Uvnitf lézi ovliviiuji leukocyty organizaci bunék a vytvareji rastove
faktory, které podporuji migraci bunék hladké svaloviny do intimy a stimuluji
jejich déleni proliferaci. Leukocyty, zejména vS8ak makrofagy jsou téz schopny
tvofit enzymy, tzv. matrix metaloproteinazy, které mohou pfispét k pretvareni a

destabilizaci pokrocilych lézi (22).

U zivoCiSnych druhtd (od holuba az po clovéka) se transmigrace
leukocytl a formovani aterosklerdzy objevuje na specifickych mistech cévniho
systému, zejména v oblastech odstupl cév, malych zaobleni cév (aortalni
oblouk). V aterosklerotickych |ézich se vyskytuji zejména makrofagy, T-
lymfocyty, naopak v jeji patogenezi zfejmé nehraji roli neutrofily.
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2.4.2 VCAM-1 a ICAM-1

VCAM-1 (vascular cellular adhesion molecule) a ICAM-1 (intercellular
adhesion molecule) jsou strukturalné i funkéné podobné adhezni molekuly. Oba
jsou transmembranové glykoproteiny a patfi do imunoglobulinové superrodiny
(Ig). Retézce jsou ukotveny v membranég, extracelularni &ast je slozena
zrdzného poc¢tu imunoglobulinovych domén. VCAM-1 ma sedm

mimobunéc&nych Ig podobnych domén, zatimco ICAM-1 jich ma pét (23).

Oba mohou stabilizovat pfilnavost leukocytll k endotelu a ucastnit se
diapedézy. Mimo ucinkll na cévni endotel mohou byt obé& molekuly tvoreny

jinymi typy bunék, v&etné bunék cévniho hladkého svalstva a makrofagu (24).

Obrazek 5.: Exprese adheznich molekul na burikach endotelu.
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2.5 Mysi model aterosklerézy
Hlodavci a tedy také mySi jsou obecné vysoce odolné vuci
ateroskleroze. Nejvice nachylnym kmenem Kk rozvoji aterogennich zmén je
kmen C57BL/6. Prfesto i v pfipadech, kdy jsou krmeny stravou bohatou na
cholesterol, se jejich cévni Iéze malé, liSi od lidskych histologickymi vlastnostmi
a umisténim, a jsou spiSe nasledkem chronického zanétu nez genetické

predispozice (25).

Specialni strava obsahujici 30% tuku, 5% cholesterolu a 2% cholové
kyseliny, vedla k ateroskler6ze i u mysi C57BL/6. Byla to vSak toxicka strava,
pfi které mysi ztracely hmotnost a Casto onemocnély patologickymi respiracnimi
chorobami. Proto byla upravena tak, Ze byla vydélena tfemi, tedy: 10% tuku,

1,25% cholesterolu a 0,5% cholové kyseliny.

| kdyz byl tento model Siroce uzivany, mél také mnohé nevyhody. Léze
u mySi 4 az 5 mésicl starych jsou velmi malé, vyskytuji se pouze v usti aorty a

obvykle se nerozvinou dale, nez do rané faze pénovych bunék a tukovych plata.

Byly vyvinuty metodiky, které jsou Siroce pouzivany k posuzovani
aterosklerdzy u mysi. Nejvice se hodnoti tzv. oblast kofene aorty neboli aortalni
sinus. Tyto fezy jsou dobarvovany nejCastéji olejovou Cerveni ke zvyraznéni

lipidU a velikost Iézi se pak mUze kvantitativné hodnotit (26).

Po mnoho let se mySi jako experimentalni model nepouzivaly, protoze
se veéfilo, Ze nemohou pfezit na aterogenni stravé bohaté na tuky, Ze se léze
nedaji reprodukovat, Ze se u vétSiny mysi |léze nerozvinou, a Ze jejich patologie

nepfipomina aterosklerézu u lidi.

Existuje nékolik vyznamnych rozdilG z hlediska srovnani mysi a lidské
aterogeneze. Primérna délka zivota mysi je pfiblizné 2 roky v porovnani se 75
lety u ¢lovéka. MySi maji daleko mensi hmotnost (30g u dospélého jedince).
Také profil lipidd mysi je znacné odliSny od lidského, kde je 75% cholesterolu
plazmy pfenaseno LDL, kdezto u mysi je vétSina jejich cholesterolu pfenasena
HDL (lipoproteinem o vysoké hustoté). Je o ném znamo, Ze u lidi chrani pred
ateroskleré6zou. To znamena, Ze pokud jsou mySi krmeny béznou stravou

23



S nizkym obsahem tukul, aterosklerézu nedostanou, zatimco u lidi je tato

choroba dasta.

Jeden rozdil, ktery je vyhodou vSech zvifecich modeld, je to, ze jsme
schopni zcela ovladat prostredi a stravu pfi badani na mysich, coz neni mozné
pfi dlouhodobych vyzkumech na lidech. U mysSi je mozno provadét mnoho
dalSich genetickych experimentl zahrnujici i mnozeni a genetické inZenyrstvi
(27).

2.5.1 Vyhody pouziti mysSich modell aterosklerézy

Pouziti mysi pro experimentalni vyzkum ateroskler6zy ma mnoho vyhod
zahrnuijici jejich snadnou dostupnost, hospodarnost a nenaroénou pési. Cas
jejich generacni vymény je kratky, kolem 9 tydnu (3 tydny téhotenstvi a 6 tydnu
k dosazeni pohlavni zralosti). Je jednoduché chovat velké mnozstvi mysi a

aterosklerdza se u nich vyvine béhem kratkého ¢asoveho ramce (26).

2.5.2 Nevyhody pouziti mysSich modelu aterosklerézy

Hlavni nevyhodou modelovani na mysich je jejich mala velikost, coz
Cini chirurgické manipulace a zobrazovani in vivo obtiznymi, ale nikoli
nemoznymi. Ale nedavny pokrok v téchto technikach umoznil pfekonat mnoha
zomezeni voblasti velikosti, jako napfiklad provadét zobrazovani
abdominalnich aterosklerotickych 1ézi u zivych mySi, srdeéni katetrizace
k ur€eni kardiovaskularni ¢innosti u volné se pohybujicich mysi a chirurgické

podvazani koronarnich artérii, které vede k myokardialni ischémii.

2.5.3 Geneticky modifikované kmeny aterosklerézy
V roce 1992 vytvorily 2 na sobé nezavislé skupiny kmen apolipoprotein
E — deficientnich mySi (apoE-/-) (28).

Apolipoprotein E (apoE) se vyskytuje na povrchu nékterych

lipoproteinli, zejména chylomikroni, VLDL a HDL. Je velmi dulezity pro
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interakci téchto lipoproteina s jaternim receptorem pro LDL (LDLR) a také s tzv.
,LDL-related proteinem (LRP)“. Kromé toho apoE ovliviiuje také lipoproteinovou
lipazu, muize stimulovat produkci VLDL jatry a je zcela zasadni pro eflux
cholesterolu do HDL z rliznych bunék a tkani v€etné cév (29, 30). Dale je apoE
aktivné sekretovan makrofagy a tak inhibuje pfeménu makrofagd na pénové
bunky. Deficit apoE pak vede k poruse clearance chylomikronu vznikajicich ve
stfevé, VLDL vznikajicich v jatrech a IDL (31). MySi s timto deficitem maji tedy
podobny lipidovy profil jako lidé s hyperlipoproteinémii Il typu dle
Fredricksonovy Kklasifikace. Vznik aterosklerozy u apoE-/- mySi je tedy
patogeneticky dan diky spontannimu narlstu hladin cholesterolu pfedevsim ve
VLDL frakci (32). Navic je vyrazné limitovan eflux cholesterolu z intimy cév, coz
nakonec vede k rozvoji aterosklerotickych platd u téchto mysi (33). Tyto mysSi
jsou v soucCasnosti asi nejpouzivanéjSim mysSim modelem aterosklerézy a
zaroven i zakladem pro dalSi genetické modifikace, zejména pro podobnost

typl a vyskytu aterosklerézy, jako je tomu u lidi (34).

Modelem, ktery jsme pouZili v této diplomové praci, byl kmen s dvojitym
deficitem, a to apolipoproteinu E a LDL receptoru (apoE”/LDLR™). Tento model
byl vyvinut v roce 1994 a byl plivodné pouzit pro studium clearance lipoproteint
a pro studium receptoru pro jednotlivé lipoproteiny u mysi (35). U tohoto modelu
dochazi opét ke spontanni hypercholesterolémii, ktera je ovSem vyssi, nez u
apoE"‘ mysi a LDLR™” mysSi. Zaroven také dynamika rozvoje aterosklerozy je
rychlejSi, nez u vySe zminénych kmenu (36). Z tohoto divodu byl tento model
deklarovan jako velmi vhodny pro studium vlivu rlznych substanci na proces
aterogeneze (37-39). My jsme u tohoto modelu popsali vyrazné hypolipidemické
a protizanétlivé ucinky, které jsou pomérné vzacné ve studiich statind u mysich

modelu aterosklerézy (40).
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2.6 Spirulina platensis
Spirulina platensis je modrozelena jednobunécna fasa, ktera patfi do
kmenu Cyanobacteria. SvUj nazev dostala diky svému spiralovitému tvaru
viditelnému pod mikroskopem. Roste vteplych a hlavné neznecisténych
jezerech. Pouziva se jako funk&ni potravina pro lidi diky vysoké koncentraci

proteinU a dalSich vyzivnych latek (41).

Obrazek 6.: Spirulina platensis.

Zdroj: http://www.algacsoda.com/thealgae.html

2.6.1 Predpokladané ucinky Spiruliny
Stopovy prvek selen (Se) je nezbytny jak pro lidi, tak i pro zvifata.
Nedostatek selenu ve stravé mlze zapficinit nemoci, jako jsou kardiovaskularni

choroby, rakovinu, revmatickou artritidu a anémii (42).

Selen se v potravinach vyskytuje v organické formé a vazany na
proteiny. Organické slou€eniny selenu jako potravinové doplfiky jsou obecné
trh uvedeny potraviny obohacené o selen. Jako ekonomicky vyhodny zdroj
organickych forem selenu se stala Spirulina platensis péstovana v médiu
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obohaceném selenem. Pfestavuje tak slibny zdroj pro komeréni velkovyrobu

organického selenu ve srovnani s jinymi rostlinami.

2.6.2 Phycocyanin a allophycocyanin
Jsou to modré, ve vodé rozpustné fotosyntetické pigmenty odvozené od
modrozelenych Fas, jako je Spirulina. Byly pouzivany jako pfirodni potravinova

barviva, barviva pro kosmetiku a také jako IéCiva (43).

Bylo prokazano, ze proteinovy extrakt ze Spiruliny platensis je ucinny
,pohlcovac“ volnych radikald (hydroxylové a peroxidové) a potlauje

mikrozomalni lipidovou peroxidaci.

ZvySeni obsahu phycocyaninu souvisi se zvySenim antioxidaéni
aktivity, a proto phycobiliprotein phycocyanin je slozka nejvice zodpovédna za

antioxidacni aktivitu (44).

Phycocyanin je silnym antioxidantem a také pfirodni protizanétliva
slou€enina. Jeji chemicka struktura je podobna bilirubinu a funguje jako ucinny
,pohlcovac“ metabolickych produkti volnych radikali (reactive oxygen species

ROS) v rliznych in vitro a in vivo experimentalnich modelech (44).
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3. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit potencialni hypolipidemické a
protizanétlivé ucinky Spiruliny platensis na experimentalnim zvifecim modelu,
kterym byly apoE/LDLr-deficientni mysi. Ktomu byly sledovany parametry
lipidového spektra v krvi a exprese VCAM-1 v cévnim endotelu. K hodnoceni

morfologickych nalezl byly pouzity imunohistochemické metody.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Zvirata a predepsana dieta
Samice mysi kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (apoE”) a
LDL receptoru, vazici 15-20 grama, byly ziskany Jackson Laboratories (USA) a
ustajeny v SEMEDu (Praha, Ceska Republika). V&echny mysi byly v 6ti tydnech
Zivota odstaveny od matky, ponechany dale 2 tydny na standardni dieté a poté

nahodné rozdéleny do 2 skupin.

Ve véku 8 tydnu jim zacala byt podavana aterogenni dieta s obsahem
0,15% cholesterolu po dobu 8 tydnl (kontrolni skupina). Ve Spirulina platensis
skupiné byly mySi krmeny stejnou aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 20

mg Spirulina platensis denné.

Kazda z mysi ve skupiné krmené Spirulinou byla chovana v samostatné
kleci. Dostavaly denné 6g potravy (ve specialné upravenych granulich) a mély
volny pfistup k vodé po celou dobu studie. BEhem experimentu nebyly nalezeny

zmény télesné hmotnosti v souvislosti se spotifebou potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylatnéna a byla
provedena euthanasie pfedavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany
ze srdce vzorky krve pro biochemické vySetfeni. Dale byly odebrany segmenty
tkané tvorené aortou spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily
do OCT media (Leica, Praha, Ceska republika), nasledn& byly zmraZeny v

tekutém dusiku a uskladnény pfi — 80°C.
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4.2 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorki krve byla provedena na Kiinice
gerontologické a metabolické Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkové
koncentrace cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zakladé konvencnich
diagnostickych metod (Lachema, Brno, Ceska republika) a spektrofotometrické
analyzy (cholesterol pfi 510 nm, triglyceridy pfi 540 nm vinové délky).
(ULTROSPECT lII, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3 Histologické barveni olejovou ¢erveni

Barveni olejovou Cerveni se pouziva k detekci lipidi ve tkanich. Zde
byla tato metodika pouzita pro stanoveni mnozstvi lipidi v aterosklerotickych

lézich.

Postup barveni olejovou ¢erveni:

Barveni Oil Red O:

1) Oil Red O 15 minut (kralik)
2) pramenita voda oplach

3) Gill hematoxylin asi 5 sekund, RT
4) pramenita voda modrani 1 minuta

5) montovani nevodné medium

Zasobni roztok Oil Red O se pfipravi rozpusténim 0,5 g Oil Red O ve
100 ml isopropanolu. Pracovni roztok se pfipravuje v Cas potfeby z 60 ml
zasobniho roztoku smichaného se 40 ml destilované vody a filtruje se pres

papirovy filtr.
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4.4 Imunohistochemie

Imunohistochemicka analyza byla provedena v 1 cm aortalniho sinu a v
Casti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série pficnych fezU o
tloustce 7 ym na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly preneseny na sklicka,
ktera byla pfedem upravena v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout (60
minut) a pak se na 15 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavaného v -20°C.
Poté se fezy nechaly usuSit (15 minut) a znovu se vilozZily na 15 minut do
acetonu. Timto procesem doslo k fixaci fezU a jejich lepSi adhezi na podlozni
sklicko. Poté se fezy po patnactiminutovém ususeni vlozily na 10 minut do
destilované vody, nasledné se vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Pred
inkubaci fezU s primarni protilatkou bylo nutné jesté zablokovat nespecificka
vazebna mista, proto se fezy na 30 minut ponofily do roztoku 10% goat séra v
PBS (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). V dalsi fazi byly na skli¢cka
napipetovany roztoky anti-avidinu a anti-biotinu, které byly pouzity k
zablokovani reaktivity téchto latek v mySi tkani. Sklicka se pak 1 hodinu
inkubovala s primarni protilatkou pfi pokojové teploté. Poté se fezy vlozZily do
roztoku PBS (2x5 minut), dale do roztoku 3% H,O, (15 minut). Po oplachu v
PBS (2x5 minut) se fezy inkubovaly se sekundarni protilatkou (30 minut) — goat
anti-rat IgG (Vector Laboratories), které byly znaceny biotinem a opét se fezy
vloZily do roztoku PBS (2x5 minut). Dale byl na sklicka nanesen avidin-biotinovy
komplex obsahujici peroxidazovy substrat (Vector Laboratories). K vizualizaci
navazanych protilatek se pouzil diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen
roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Na zaveér byly fezy oplachnuty ve vodé a poté
odvodnény v acetonu, aceton — xylenu (10:1) asi 3 minuty, aceton — xylenu
(1:10) také 3 minuty, 3x v xylenu (po 2 minutach). Na zavér byla skli¢ka

zamontovana do eukittu.
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Byla pouzita nasledujici primarni protilatka:

monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) — zfedéni
1/100

Pracovni postup:

nechat uschnout fezy 60 minut
Fixace aceton (uschovany v-20°C) 15 minut
Ususit 15 minut
PBS 10 minut

10% zvifeci sérum v PBS (900 uyl PBS + 100 pl séra) 30 minut

inkubace s avidinem D 15 minut
Oplach v PBS 5 minut
inkubace s biotinem 15 minut
PBS Oplach
primarni protilatka (fedi se v BSA) 60 minut
PBS 1 2x5 minut

10% zvifeci sérum v PBS (900 pl PBS + 100 pl séra) 15 minut

sekundarni protilatka (+ mouse sérum v PBS) 30 minut
PBS 3 5 minut
3% H,0, (8 ml H,O, + 70 ml H,0) 15 minut
PBS 4 2x5 minut
ABC komplex elite 30 minut
PBS 5 5 minut
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DAB (podle navodu)
destilovana voda
Aceton

Aceton — xylen (10:1)
Aceton — xylen (1:10)

3x xylen

Eukitt — montovani kryciho sklicka

4.5 Statisticka analyza

nutno urcit Cas
Oplach
Oplach

3 minuty

3 minuty

2 minuty

V8echny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér £ SEM (stfedni

chyba priméru) pro 8 zvifat v kazdé skupiné. Ke vzajemnému porovnani

parametrd u atorvastatinové a kontrolni skupiny byl pouzit neparovy T test.

Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v pfipadé, ze p < a, kde

a=0,05. K vypoctu byl pouzit GraphPad Prism software (verze 4.0)

33



5. Vysledky

5.1 Biochemicka analyza
Vysledky biochemické analyzy pfinesly velké prekvapeni. U 6 mysi
nedoSlo po podani Spiruliny k Zzadnému hypolipidemickému efektu (graf 1).
Naopak u zbylych 3 mySi doSlo k velmi vyraznému statisticky vyznamnému

poklesu v jednotlivych lipoproteinovych frakcich (graf 2).

Graf 1.: Lipidovy profil u kontrolnich a 6 mySi krmenych Spirulinou platensis.
Osmitydenni podavani Spiruliny nevedlo ke statisticky vyznamnému poklesu

hladin cholesterolu a ani jednotlivych lipoproteinovych frakci.

50
—l_ -
- - [ Kontrolni skupina
€L El Spirulina platensis skupina
40
S
£
£
201
D T T T T
tot. chol VLDL LDL HDL

34



Graf 2.: Lipidovy profil u kontrolnich a 3 myS$i krmenych Spirulinou platensis.
Osmitydenni podavani Spiruliny statisticky vyznamné sniZilo hladiny celkového
cholesterolu, VLDL, LDL ('P<0,0001) a HDL cholesterolu (P<0,05).
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5.2 Histologické barveni olejovou ¢erveni

U v8ech fezl v kontrolni i Spirulinou 1é€ené skupiné byla pozorovana
pfitomnost aterosklerotickych 1ézi (obr 7). Léze byly nejvétsi v oblasti aortalniho
sinu, ale pokraCovaly také v oblasti aortalniho oblouku. Aterosklerotické léze
byly vyrazné vyvinuty, pfiemz u fady z nich byla jiz nalezena ateromova
nekroticka jadra. Podavani Spiruliny 6 mySim, u kterych nedoslo k poklesu
cholesterolu ani k viditelné zméné ve velikosti platd (obr 8). Podavani Spiruliny
3 mySim, kde byl prokazan vyrazny hypolipidemicky ucinek, jiz vSak vedlo ke

snizeni velikosti plata (obr 9).
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Obr. 7 : Barveni olejovou ¢&erveni u kontrolni skupiny zvifat, kterym byla
podavéna 8 tydni(i aterogenni dieta. Sipky ukazuji na akumulaci lipidu

v aterosklerotickych lézich. Uprostred cévy jsou vidét zbytky semilunarnich

chlopni (hvézdicka). Zvétseni preparatu 40x.
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Obr. 8 : Barveni olejovou ¢erveni u skupiny 6 zvirat, kterym byla podavana 8
tydnt aterogenni dieta spolecné se Spirulinou platensis a u které nebyl
prokazany hypolipidemicky adinek. Sipky ukazuji na akumulaci lipidd
v aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy jsou vidét zbytky semilunarnich

chlopni. Intenzita a plocha barveni olejovou &erveni neni zménéna ve srovnani

s kontrolni skupinou. Zvétseni preparatu 40x.
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Obr. 9 : Barveni olejovou ¢erveni u skupiny 3 zvifat, kterym byla podavana 8
tydnt aterogenni dieta spolecné se Spirulinou platensis a u které doSlo
k vyraznému hypolipidemickému G&inku. Sipky ukazuji na akumulaci lipidd
v aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy jsou vidét zbytky semilunarnich
chlopni. Intenzita a plocha barveni olejovou Cerveni je menS$i ve srovnani

s kontrolni skupinou. ZvétSeni preparatu 40x.
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5.3 Imunohistochemické barveni VCAM-1 v oblasti aortalniho
sinu

Silna exprese VCAM-1 byla pozorovana u vSech mySi v experimentu.

Silna intenzita byla pozorovana v medii cév pod aterosklerotickymi platy. Dale

byla pozorovana exprese v aterosklerotickych platech. Silna exprese byla

pozorovana také na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo né&j (obr. 10).

Barveni VCAM-1 nebylo nijak ovlivnéno ve skupiné zvifat, kde Spirulina neméla

hypolipidemicky efekt (obr 11). Nicméné ve skupiné, kde Spirulina signifikantné

snizila cholesterol, byla pozorovana niz8i exprese VCAM-1 zejména uvnitf

aterosklerotického platu (obr 12).
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Obr. 10 : Imunohistochemické barveni VCAM-1 u kontrolni skupiny zvirat. Silna

exprese je pozorovana v medii cévy pod aterosklerotickym platem, v platu a na

cévnim endotelu (Sipky). ZvétSeni 40x.
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Obr. 11.: Imunohistochemické barveni VCAM-1 u skupiny zvifat, kterym byla
podavana Spirulina a kde nedoslo k hypolipidemickému efektu. Silna exprese je

pozorovana v medii cévy pod aterosklerotickym platem, v platu a na cévnim

endotelu. Zvétseni 40x.
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Obr. 12.: Imunohistochemické barveni VCAM-1 u skupiny zvirat, kterym byla
podavana Spirulina a kde do$lo k vyraznému hypolipidemickému efektu.
Exprese VCAM-1 byla sniZzena zejména v oblasti aterosklerotické léze (Sipka).

Naopak exprese na endotelu a v medii zistala nezménéna ve srovnani

S kontrolni skupinou. ZvétSeni 40x.
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6. Diskuze

Ateroskler6za jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice
rozSifenym onemocnénim. UrCitym zpusobem postihuje vSechny vékove
skupiny obyvatelstva. Klinické pfiznaky aterosklerozy, které se ve vétSiné
pfipadu objevuji az v pozdéjSich letech Zivota, jsou dnes velmi frekventované a
ateroskleroza je v souCasné dobé pfiCinou témeéf 50 % vSech umrti. Rozsahly
vyzkum v oblasti aterosklerézy odhalil v poslednich letech fadu novych
poznatkll pfispivajicich k pochopeni dé&ju, ke kterym dochazi béhem
aterogenniho procesu. Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu

zdUraznuji ulohu zanétlivé reakce v procesu aterogeneze (4).

Tato diplomova prace byla zaméfena na sledovani ucinkd Spiruliny

platensis, na aterogenezi u apoE/LDLr-deficientniho kmene mysi.

Pouziti geneticky modifikovanych mysi je =z hlediska aterogeneze
nutnosti, protoZe ,normalni“ my$ neni schopna rozvoje aterosklerozy (45).
Hlavnim ddvodem je velmi nizka hladina cholesterolu (kolem 1-1,15 mmol/l) a
to zejména v HDL frakci, coz je mimochodem typicky jev pro vSechny hlodavce
(25).

My jsme v této diplomové praci pouZili kmen s dvojitym deficitem, a to
apolipoproteinu E a LDL receptoru (apoE”/LDLR™). Tento model byl vyvinut
vroce 1994 a byl padvodné pouzit pro studium clearance lipoproteini a pro
studium receptori pro jednotlivé lipoproteiny u mysi (35). U tohoto modelu
dochazi opét ke spontanni hypercholesterolemii, ktera je ovSem vysSi nez u
apoE” mysi a LDLR™ mysi. Zarover také dynamika rozvoje aterosklerdzy je
rychlej$i nez u vySe zminénych kmenul (36). Z tohoto duvodu byl tento model
deklarovan jako velmi vhodny pro studium vlivu riznych substanci na proces
aterogeneze (37-39). My jsme u tohoto modelu popsali vyrazné hypolipidemické
a protizanétlivé ucinky, které jsou pomérné vzacné ve studiich statind u mysich

modell aterosklerozy (40).

Spirulina je modrozelena fasa patfici mezi spiralovité mikrofasy. Jako

potravinovy doplnék je pfipravovana na slune¢nych farmach v Asii. Spirulina je
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zdrojem pfirozenych lehce zpracovatelnych bilkovin a bohatym pfirodnim
zdrojem zeleného rostlinného barviva chlorofylu. Vedle toho Spirulina obsahuje
i velké mnozstvi Zeleza v chelatové formé (10g Spiruliny obsahuje stejné
mnozstvi Zeleza jako 450g Spenatu), vapnik, zinek, draslik a hoi¢ik. Z
mikroelementl ve Spiruliné najdeme selen, chrom, lithium a mangan. Dulezity
je i obsah antioxidacné pusobicich latek, prekurzoru vitaminu A - beta-karotenu
(10g Spiruliny jej obsahuje stejné jak o 4,5 litru kravského mléka anebo 14
vajec) a vitamind skupiny B. Zvlasté vyznamna je pfitomnost vitaminu B12,
zcela netypicka pro rostlinnou fisi (41). Rasa obsahuje pfiblizné 65% bilkovin,
vCetné vSech osmi esencialnich aminokyselin, a proto je idealnim doplrikem
stravy pro sportovce, vegany, starSi a oslabené lidi. DalSi pro Zivot nezbytnou
skupinou, kterou organismus nedokaze, syntetizovat jsou polynenasycené
mastné kyseliny, jakou napfiklad je kyselina gama-linolenova, obsazena i v
matefském mléce a podilejici se mimo jiné také na sniZzovani hladiny

plazmatického cholesterolu.

Zda se vsak, Ze za pozitivni efekty Spiruliny mohou jiné obsahove latky.
Nékteré studie prokazaly, Zze C-Phycocyanin obsazeny v tomto extraktu ma
pusobi jako silny antioxidant metabolickych produktd volnych radikalld (44)
(ROS - reactive oxygen species), ale byly prokazany takeé jeho hypolipidemické
efekty (43). DalSimi obsahovymi latkami jsou Fykokyanobiliny, které maji
podobnou strukturu jako bilirubin. Pravé u bilirubinu byly prokazany zajimave
antiaterogenni, protizanétlivé  ucinky v souvislosti s kardiovaskularnimi
nemocemi (46). Z téchto dlvodu jsme chtéli sledovat, jestli podavani Spiruliny
platensis povede k antiaterogennim ucinkiim. Jako marker zanétu jsme zvolili
adhezni molekulu VCAM-1. VCAM-1, patfici mezi buné&né adhezni molekuly
se ucCastni kazdé faze vyvoje aterosklerotickych |ézi. Pfilnavost krevnich
monocytd a lymfocytu je jednim z prvnich zaznamenatelnych projevd nastupu
aterosklerozy, jak u lidi, tak i u modelovych zvifat. Monocyty pfechazeji do
intimy cév a transformuji se v makrofagy, ty pohlcuiji lipidy a stavaji se pénovymi
bunikami. Jelikoz se rané tukové platy skladaji témeér vyhradné z makrofagnich

pénovych bunék, pfechazeni monocytl do intimy je povazovano za rozhoduijici
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pro tvorbu Iézi. Dochazi-li k tomuto procesu na okraji Iéze, mlze to vést k Sifeni
lézi (21).

Vysledky biochemické analyzy vSak poukazaly, na nami zatim
neobjasnény jev. U 6 mysSi z9 nedoSlo po podavani Spiruliny platensis
k Zddnemu ovlivnéni hladin lipidd. Naopak u 3 mySi doSlo k vyraznému a
signifikantnimu snizeni celkového cholesterolu, VLDL, LDL cholesterolu. Tento
hypolipidemicky ucCinek byl vysvétlen pfitomnosti pravé vySe zminovaného C-
Phycocyaninu. Bylo totiz prokazano, Ze tato substance inhibuje absorpci

cholesterolu ve stfevé, s naslednym zvySenim exkrece Zlu€ovych kyselin (43).

V souladu s timto prekvapujicim vysledkem biochemické analyzy se
ukazaly i vysledky histologické analyzy aorty v oblasti kofene aorty. U mySi kde
nedoslo k hypolipidemickému efektu nebyly pozorovany zadné zmény ve
velikosti aterosklerotickych platd a exprese prozanétlivé VCAM-1 ve srovnani
s kontrolni skupinou. Naopak u mysSi, kde Spirulina platensis snizila hladiny
cholesterolu, se velikost platl zmenSila a doslo také ke snizeni exprese VCAM-
1 to zejména v oblasti aterosklerotického platu. Tento pokles exprese VCAM-1
se zda byt zavisly na hypolipidemickém ucinku Spiruliny platensis, protoze fada
praci poukazala na vztah cholesterolu a expresi VCAM-1 (40). V dalSich
studiich se v8ak bude testovat i varianta, ze by za pozitivni vysledky podavani

Spiruliny mohly byt také jiz vySe zminéné fykokyanobiliny.

Zavérem lze tedy fici, Ze podavani Spiruliny platensis vedlo u tfech
mysSi z deviti k signifikantnimu hypolipidemickému efektu, coz mélo za nasledek
snizeni velikosti platd a snizeni exprese VCAM-1. Vysledky tedy potvrzuji
hypolipidemické uc€inky Spiruliny platensis a také mozné antiaterogenni ucinky

této substance, které vsak bude nutné v dalSich studiich jesté potvrdit.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit potencialni hypolipidemické a
protizanétlivé ucinky Spiruliny platensis na experimentalnim zvifecim modelu,
kterym byly apoE/LDLr-deficientni mysi. Ktomu byly sledovany parametry

lipidového spektra v krvi a exprese VCAM-1 v cévnim endotelu.

Vysledky biochemické analyzy potvrdily hypolipidemicky efekt Spiruliny

platensis pouze u tfech z deviti mysi.

Vysledky histochemické a imunohistochemické analyzy dale potvrdily
snizeni velikosti aterosklerotickych plati a exprese VCAM-1 u téch mysi, kde

doSlo hypolipidemickému efektu Spiruliny platensis.

Vysledky tedy potvrzuji hypolipidemické ucinky Spiruliny platensis a
také mozné antiaterogenni uCinky této substance, které vSak bude nutné
v dalSich  studiich jeSté potvrdit zejména sohledem na selhani

hypolipidemického efektu u dalSich Sesti mysi.
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