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Abstrakt

Marie Zakova

Spirulina platensis a jeji vliv na aterogenezi u mysiho modelu
aterosklerozy

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Sledovali jsme vybrané aterosklerotické a zanétlivé markery u
apoE-deficientnich mysi krmenych Spirulinou platensis k ovéfreni jejich

hypolipidemickych a protizanétlivych uc¢inku.

Metody: Pouzily jsme samce mysSi kmene C57BL/6J s deficitem
apolipoproteinu E (apoE~/-) ve véku 3 mésicu. Zvitata byla rozdélena do
2 skupin (kontrolni a zkousené). Obé skupiny byly krmeny po dobu 8
tydnt cholesterolovou dietou. Zkousené skupiné bylo pfidavano 20
mg/kg/den Spiruliny platensis. Provedena biochemicka analyza slouzila
k zjisténi lipidového spektra v krvi. K vizualizaci velikosti
aterosklerotické léze a detekci lipidu bylo provedeno histologické
barveni olejovou cerveni. Imunohistochemicka analyza slouzila k

priakazu mnozstvi exprese VCAM-1.

Vysledky: Biochemicka analyza neprokazala kromé snizeni LDL
cholesterolu vyznamny pokles celkového cholesterolu. U obou skupin
mysi byla histologickym barvenim olejovou cerveni ilustrovana
pfitomnost aterosklerotickych 1€ézi s kumulaci lipidti, vysledky se mezi
skupinami neliSily. Imunohistochemickou analyzou byl ve skupiné,
které byla podavana Spirulina, prokazan oproti kontrolni skupiné

pokles exprese VCAM-1, a to zvlaste v oblasti platu.

Zaver: Hypolipidemické a protizanétlivé ucinky Spiruliny platensis byly
castecné demonstrovany, mely by vsak byt ovéreny predevsim vysSsSimi

davkami této rasy.



Abstract

Marie Zakova

Spirulina platensis effects on atherogenesis in mouse model of
atherosclerosis

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background: The aim of this diploma thesis was to evaluate possible
antiatherogenic and antiinflammatory effects of Spirulina platensis in

apoE-deficient mice.

Methods: We wused C57BL/6J male mice with deficiency of
apolipoprotein E (apoE~/-) at the age of 3 months. The animals were
divided into 2 groups (control and examined mice). Both groups were
fed with cholesterol diet for 8 weeks. In Spirulina group, Spirulina
platensis was added at dose of 20 mg/kg/day. The biochemical analysis
was performed in order to discover the lipid spectrum of blood. There
was also performed the histological staining with oil red in order to
visualise the size of atherosklerotic leisons and to detect the lipids. The
aim of the immunohistochemical analysis was to approve the amount of

VCAM-1 expression.

Results: Biochemical analysis did not demonstrate any significant
decrease of total cholesterol expect from decreasing of LDL cholesterol.
The presence of atherosclerotic lesions with lipids cumulation was
illustrated by histological staining with oil red in both mice groups, the
results of each group did not differ. In comparison with control group,
immunohistochemical analysis performed on Spirulina-fed group

approved decreased VCAM-1 expression, especially in plaque area.

Conclusion: Hypolipidemic and antiinflammatory effects of Spirulina
platensis were partly demonstrated, however, they should be confirmed

by higher dosage of the algea.
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1 UVOD

Ateroskleroza je onemocnéni doprovazejici lidstvo od nepameéti.
Jako duikaz lze zminit mumie egyptskych faraént, staré 3500 let, u
nichz byly objeveny aterosklerotické zmeény. Jiz Leonardo da Vinci
(1452-1519) prikladal vyznam nestridmé vyzivy na ztlusténi stén tepen
(1).

Aterogeneze je podkladem vzniku fady kardiovaskularnich
onemocnéni (KVO). Ty jsou nejfrekventovanéjsi pficinou morbidity a
mortality u nas i vdalSich rozvinutych zemich. Uvadi se, ze
kardiovaskularni choroby stoji priblizné za 50% pricin uamrti.
V poslednich letech vSak dochazi ke snizeni kardiovaskularni mortality.
Pricinou muiZze byt nejen nova ucinnéjsi 1€cba, ale i zména Zivotniho
stylu ¢i lepsi detekce onemocnéni.

Nejvétsi procento z umrti na KVO zaujima ischemicka choroba
srdecni (ICHS). ICHS muzZeme tedy fradit mezi jednu z nejéastéjsich
chorob ve vSech rozvinutych zemich.

ICHS je onemocnéni zplUsobené patologickymi procesy v
koronarnim frecisti, za nimiz nejcastéji stoji ateroskleroza véncitych
tepen (2, 3, 4). Mezi dalsi priciny vzniku tohoto onemocnéni lze zaradit
spazmy koronarnich tepen ¢i hypertrofickou kardiomyopatii. Tato
choroba je definovano jako akutni ¢i chronické omezeni, popfripadé az
zastaveni pritoku krve v urcité casti srdeéni stény, v disledku ¢éehoz
vznika ischémie, az nekroza (3).

Ateroskler6za vSak nezplUsobuje pouze postiZzeni koronarnich
tepen, postihuje vétsinu tepen. Mezi dalsi komplikace patfi cévni
mozkové prihody (CMP), ischemicka choroba dolnich koncetin (ICHDK),
stenoza renalnich tepen, aneuryzma aorty a dalsi (5).

Existuji dtkazy, Ze zménou zivotniho stylu, dietou, cviéenim,
uzitim terapie, lé¢ebnych postuptl a primarni i sekundarni prevenci, 1ze
snizit umrtnost na ateroskler6zou vzniklé komplikace (6). Probiha
intenzivni vyzkum novych alternativ ovlivnéni prognozy nemocnych.

Mezi takové nové moznosti bychom mohli zaradit i Spirulinu platensis,



fasu, u které mnoho védcti proSetiuje jeji ucinky a terapeutické vyuziti.

Mezi né patfi i objevovani uc¢inktl na sniZovani cholesterolu (7).



2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

2.1 Funkce a vlastnosti obéhového systému

Obéhovy systém ma funkci transportni a homeostatickou.
Prostrednictvim tohoto systému dochazi napriklad k distribuci kysliku,
zivin, odpadnich latek, télesnych tekutin, télesného tepla a soucasti
imunitniho systému. Obecné mutiZzeme obéhovy systém rozdélit na
kardiovaskularni a lymfaticky. V této praci se budeme dale zabyvat
pravé prvneé jmenovanym.

Kardiovaskularni systém se sklada z artérii, které vedou krev ze
srdce do tkani, vén, které vedou krev v opacném smeéru, a kapilar, které
umoznuji vyménu transportovanych elementtl mezi krvi a tkanémi a
které lezi mezi artériemi a vénami. Tento uzavieny systém trubic je

pohanén pomoci srdce, svalové pumpy (8).

2.2 Obecna stavba cév

Cévni sténa se sklada ze tri vrstev, tzv. tunik. Uprostred téchto
koncentrickych vrstev se nachazi kanal, neboli lumen.

Tunica intima ohranicuje lumen, tvofi tedy vnitini vrstvu. Sklada
se z na bazalni laminé leziciho jednovrstevného endotelu tvoreného
dlazdicovym epitelem a ze subendotelové vazivové tkané. Kapilary jsou
tvorené pouze endotelem. Mezi intimou a tunicou medii nalezneme u
artérii fenestrovanou vrstvu elastinu — membrana elastica interna, ktera
tyto dvé vrstvy oddéluje (8). Oznaceni membrana muiZze byt nahrazeno
pojmem lamina. Fenestrace v laminé umoznuji difuzi latek a vyzivu
bunék v cévni sténé (9).

Tunica media skladajici se z cirkularné usporadanych vlaken
hladké svaloviny, tvori stredni vrstvu cév. Tato vrstva je u artérii diky
vétsimu mnozstvi svaloviny a elastickych vlaken silné€jsi v porovnani
s vénami ¢i lymfatickymi cévami. U velkych cév nalezneme mezi médii a

tunicou adventitii membranu elasticu externu (8). Mezi vlakny hladké
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svaloviny se mohou vyskytovat nejenom elasticka vlakna, ale i kolagen
typu III a proteoglykan, jez jsou svalovymi bunkami produkovany (9).
Tunica adventitia, neboli periferni vrstva, se sklada z kolagenu
typu I a elastickych vlaken. Ta upevnuji cévu ve tkanich. V tomto
pripadé predstavuje adventitie nejtlustsi vrstvu pro vény, u velkych vén
zde pak nalezneme longitudialné usporadanou hladkou svalovinu.
Velkym cévam, jejichz periferni bunky nemohou byt vyzivovany difuzi,
dodavaji kyslik a ziviny malé krevni cévy (vasa vasorum) (8). Tyto tzv.
cévy cév se znacné vétvi v adventitii a periferni ¢asti medie a to

predevsim ve vénach, kde je nizky obsah kysliku (9).

Obrazek 1: Stavba krevni stény (10)

Tunica
Intima

Internal Elastic
Lamina

Tunica
Media

External
Elastic Lamina

Tunica
Externa

http://www.teachpe.com/anatomy/artery.jpg (23. 4. 2011)

2.3 Krevni cévy

Krevni cévy mtzeme dle typu a velikosti rozdélit na krevni kapilary,
artérie a vény (8). Mezi vyhranénymi stavebnimi znaky jednotlivych typt

cév existuji prechody (9).
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2.3.1 Kapilary

Krevni kapilary se svym primérem 7 aZ 9 pm jsou nejmensi cévy a
jako takové tvori systém Kkapilarniho recisté. Jsou tvorené jednou
vrstvou endotelu z jednovrstevného plochého epitelu. Na povrchu je
obklopuje bazalni lamina. U nékterych kapilar nalezneme v endotelu
pory (fenestrace). Bunky epitelu jsou spojené komplexy, napfiklad
zonulae occlundentes a nexy (8). Zonulae occlundentes fidi prostup
makromolekul (9).

Podél kapilar jsou pak rozptylené pericyty, tzv. adventicialni
bunky. Tyto mezenchymové kmenové bunky se mohou diferencovat
v celou fadu typt bunék a mohou kontrahovat (8). Obsahuji totiz aktin,
myosin a tropomyosin a tim zastupuji ¢innost tunici medii. Adventitii
zas pripominaji kolagennimi vlakny, obklopujici slabé kapilary i

postkapilarni venuly (9).

Podle struktury stény klasifikujeme kapilary na:

a. Kapilary se souvislou vygstelkou. Ve svém hladkém
endotelu neobsahuji pory, bunky jsou tésné navazané
pomoci spojovacich komplexti. Nachazeji se ve svalech a v
nervovem systémau.

b. Fenestrované kapilary. Vlastni v endotelové vrstvé pory,
tzv. fenestrace. Ty mohou byt jak oteviené, tak prehrazené
tenkou diafragmou. Diafragma slouzi k redukci velikosti
pruchodu pro makromolekuly. Tyto kapilary se vyskytuji
zvlasté v ledvinach, endokrinnich zlazach ¢i ve strevu, tedy
ve tkanich a organech, kde je potrebna rychla vymeéna latek
mezi tkanémi a krvi.

c. Sinusoidni kapilary. Maji klikaty prabéh s nezvykle
Sirokym lumen (30-40 pm). Obsahuji mnohé fenestrace.
Spary mezi endotelovymi bunitkami umoznuji priichod celych
bunék. Bazalni lamina je diskontinualni (8). Nachazeji se

napfiklad v hematopoetickych organech a v jatrech (9).
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Obrazek 2: Typy kapilar dle struktury (11)

CAPILLARY TYPES
%inliillla:ufls lm+lﬂi Dlﬁ uiﬁiﬂm“s

Typical Typical Twpical

Lecations Locations Locations
fat intestinal villi liver

muscle endocrine glands hone marrow

nervous kidney glomeruli

system e spleen

http://www.udel.edu/biology /Wags/histopage /vascularmodelingpage/
circsystempage/capillaries/largegifs /capillarytypeslarge.gif (23.4.2011)

2.3.2 Artérie

Jak jiz bylo uvedeno vySe, artérie privadeji krev ze srdce do tkani.
Oproti vénam maji silnéjsi tunicu mediu. Typicky silnou vrstvu maji
stredné velké svalové artérie, u velkych artérii nalezneme v porovnani
s ostatnimi cévami v medii i adventitii nejvice elastinu. Artérie vlastni
membrana elastica interna a externa, coZ jsou svétlolomné eozinofilni
vrstvy. Dle typu a funkce klasifikujeme artérie na velké elastické artérie,

stredni svalové artérie, arterioly a metarterioly (prekapilary) (8).
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Tab. 1 Velké elastické artérie (aorta qj.) (8)

Tunica intima

Siln€jsi nez u svalovych, mezi intimou a medii mtize
byt membrana elastica interna.

Tunica media

Znacné mnozstvi elastinu ve fenestrovanych blankach.
Mezi nimi jsou hladké svalové bunky.

Tunica
adventitia

Tenka, obsahuje kolagenni a elasticka vlakna.

Tab. 2 Stredni svalové artérie (artérie koncetin a b7isni dutiny) (8)

Tunica intima

Klasicky endotel a subendotel. Mezi intimou a medii je
membrana elastica interna jako svétlolomna linie.

Tunica media

Silna, az ze 40 vrstev hladké svaloviny. Podil elastinu k
proteoglykanu se zvySuje se zvétsujici se artérii.

Tunica
adventitia

Tenka, hlavneé kolagenni vlakna.

Tab. 3 Arterioly (malé cévy s prumérem 0,5 mm a méné) (8)

Tunica intima

Klasicky endotel. Mnohdy chybi subendotelova vazivova
vrstva a membrana elastica interna.

Tunica media

Az z péti vrstev hladké svaloviny.

Tunica
adventitia

Velice slaba, z kolagennich vlaken.

Tab. 4 Metarterioly (tzv. prekapildary; malé vétve arteriol kontrolujici

prutok krve kapilarami.

zastavit) (8)

Prekapilarnimi  sfinktery mohou tok tuplne

Tunica intima

Typicky endotel. Subendotelova vazivova vrstva i
membrana elastica interna chybi.

Tunica media

Z jedné nesouvislé vrstvy hladké svaloviny.

Tunica
adventitia

Nelze rozlisit.
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2.3.3 Vény

Sténa vén je oproti artériim tenci, nemaji pravidelny okrouhly tvar.
Avsak adventitie je oproti artériim siln€jsi, muZe byt tvofena
longitudinalné usporadanou hladkou svalovinou, jejiz pritomnost je
typicka u tlustsich vén. Ve vénach se vyskytuji chlopné, coz jsou
vybézky intimy do cévniho kanalu. Chlopné udrzuji jednosmeérny tok
krve zpét k srdci a slouzi k predchazeni méstnani krve. Jsou tvorené z
fibroelastické vazivové tkané pokryté endotelem. Podle typu a funkce

klasifikujeme vény na velké vény, malé a stfedni vény a venuly (8).

Tab. 5 Velké vény (vena cava superior, vena cava inferior aj.) (8)

Tunica intima | Dobre vyvinuta. Silna vrstva subendotelové vazivové
tkané. Obsahuje chlopneé.

Tunica media | Nékolik vrstev hladkosvalovych bunék. Mnoha
retikularni a kolagenni vlakna. Elastinu méne.

Tunica Vyvinuta. Mnoho kolagenu a longitudinalni hladké
adventitia svaloviny s ochranou a zesilujici funkeci.

Tab. 6 Malé a stredni vény ( vena portae qj.) (8)

Tunica intima | Klasicky endotel. Malo subendotelové tkané a chlopni.
Nema membranu elasticu internu.

Tunica media | Tenka. Nizky pocet elastickych vlaken.

Tunica Relativné silna. Hlavné kolagen.
adventitia

Tab. 7 Venuly (mensi vény), Postkapilarni venuly (sbér krve) (8)

Tunica intima | Klasicky endotel bez chlopni.

Tunica media | Velmi slaba.

Tunica Velmi slaba, hlavné kolagen.
adventitia
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3 ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je chronické zanétlivé onemocnéni cév, u kterého
dochazi k metabolickym a proliferativnim zménam v tepenné sténé.
Vysledkem tohoto procesu je tvorba platti, které mohou zuzovat lumen
tepen a jejichz vyvoj mutize dale progredovat. Cely proces se odehrava
v intimé a k prvnim zménam muiZze dochazet jiz v détstvi (12).

Je treba odlisit pojem arterioskleroza, ktery zahrnuje aterosklerozu
i arteriolosklerozu, coz je postizeni mensich artérii i arteriol, a
Moénckebergovu mediokalcinozu.

Pojem ateroskleroza vychazi z fectiny, kdy atharé znamena kase,
skléros tvrdy. Postihuje predevsim velké elastické a stfedni svalové
tepny. Konkrétnéji zvlasté véncité tepny, mozkové ¢i ledvinové, tento typ
lokalizace nazyvame periferni. Centralni typ zahrnuje aortu, hlavné
v briSni oblasti a artérie dolnich koncetin (13).

Fibrozni platy a ateromy se vyvijeji z tukovych prouzkt, zvlasté
v mistech vétveni artérii. Na tomto jevu se podileji hlavné tlakové a
hemodynamické fyzikalni faktory, turbulentni proudéni krve ¢&i pokles
shear stressu v mistech vétveni. Ten v jinych castech tepen podporuje
syntézu oxidu dusnatého (NO), o jehoz protektivnim vyznamu bude
pojednavano (3).

V dutsledku stenozy, pfipadné az wuzavéru tepny vzniklym
prasknutim platu a vytvorenim trombu, mtiZe dochazet k ischémii az
nekroze tkaneé. S timto jevem se setkavame zvlasté u tenkych artérii. Ve
velkych tepnach obvykle nedochazi k zamezeni priatoku ani vlivem
trombu, ten ale mtiZze embolizovat periferii. Nasledkem niz§i odolnosti
vuci tlaku krve mtze dojit ke vzniku aneuryzma, coz je vydut. Ta casto
vznika v aort¢ a praskne-li jeji vnitfrni cast, vznika disekujici
aneurysma. Také dochazi ke kalcifikaci platu (5).

Na vzniku aterosklerozy se podili fada faktort, z nichz velka cast je
modifikovatelna. Proto je tfeba k 1é¢bé pristupovat komplexné, nebot

vice faktoru predstavuje vétsi riziko (14).
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3.1 Epidemiologie

Vyskyt aterosklerozy v populaci zaznamenava znacné rozdily jak
v Case, tak geograficky. Ateroskleroza je pfic¢inou pfiblizné 50% umrti, a
to zvlaste ve vyspélych zemich, kde se stala epidemii 20. stoleti.
Pocatkem 70. let zacala vdusledku osvéty jeji incidence
v nejpostizenégjsich statech (USA, VB) Kklesat, zatimco v Ceské republice
v této dobé vyskyt komplikaci stoupal, stejné jako v zemich vychodné od
nas. Po roce 1985 byl i u nas zaznamenan pokles.

Je tfeba poznamenat, Ze v rozvojovych zemich jako Afrika, stfedni
a jizni Amerika ¢i Asie, se toto onemocnéni vyskytuje vzacneé,
v nékterych oblastech Afriky témeér viibec. Dalsi vyjimkou je Japonsko,
v této vyspélé zemi je vyskyt aterosklerozy také nizky. Tento fakt
poukazuje na vliv zpusobu Zivota na proces aterogeneze. Zajimavé totiz
je, ze prestéhuje-li se Japonec do USA, riziko KVO se zvysi. Geografické
rozdily jsou tedy spiSe nez dédicnosti dané predevsim zivotnim stylem
(15).

3.2 Rizikové faktory

Rizikovy faktor zahrnuje jakykoliv charakter prostredi, chovani
nebo zdédénou vlastnost, ktera se podili na pravdépodobnosti vyskytu
¢i vzniku choroby, pripadné udalosti, vztahujici se ke zdravotnimu
stavu (16).

Mezinarodnimi pruzkumy se zjistilo, Ze je znamo vice jak 90%
pficin vedoucich k rozvoji aterosklerozy. Patfi mezi né zvlasté klasické
rizikové faktory, které se daji povétSinou modifikovat (4).

Za nejvyznamnéjsi modifikovatelné rizikové faktory se povazuji
hypercholesterolémie, koureni a hypertenze. Toto tvrzeni vzniklo na
podkladé rozsahlych epidemiologickych studii (1). Poprvé byl pojem
rizikovy faktor ve vztahu k ateroskleroze a ICHS zaveden a uzit ve
Framinghamské studii (17).

Rizikové faktory délime na ovlivnitelné a neovlivnitelné (1).
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Tab. 8 Zdkladni rizikové faktory (3, 18, 19)

Neovlivnitelné rizikové faktory:

vék

pohlavi

rodinna anamnéza

Ovlivnitelné rizikové faktory:

hyperlipoproteinémie, dyslipidémie

koufeni

hypertenze

diabetes mellitus, porusena glukozova tolerance, inzulinova rezistence

fyzicka inaktivita

obezita

Vek

S rostoucim vékem manifestace aterosklerozy stoupa. Za hranici
rizika se u muzt poklada 45 let a vice, u Zen 55 let a vice. Pokud Zena
prodélala ooferektomii a neuziva substitu¢né estrogeny, rizikova vékova

hranice se snizi.

Muzské pohlavi

Zeny jsou do menopauzy chranény estrogeny, ty napfiklad
zpusobuji vyssi hladiny HDL (high density lipoproteins) a pfiznivé
ovliviuji endotel. Pokud Zena po menopauze neni estrogeny substitucneé

lécena, riziko aterosklerozy se s muzi casem vyrovnava (1).

Rodinna anamnéza
Pozitivni rodinna anamnéza zahrnuje onemocnéni ICHS u
prvostupnovych pfibuznych do 65 let véku u zZen, do 55 let véku u

muzu. Jako prvostupnové pfibuzné uvazujeme rodice a sourozence (3).
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ICHS
Casto se také uvadi jako nejrizikovéjsi faktor, pokud nemocny jiz
ma diagnostikovanou ICHS, zvlasté pokud prodélal akutni komplikaci

(1). Ateroskleroza totiz postihuje, jak jsem jiz uvedla, vétsinu tepen (5).

Hyperlipidémie

Hyperlipidémii, pfipadné hyperlipoproteinémii, mizZeme definovat
jako metabolické onemocnéni se zvySenou hladinou lipidd a
lipoproteinti v plazmé. Dale se mtiZeme setkat s pojmem dyslipidemie,
ktery zohlediiuje nevhodny aterogenni pomér lipidd.

Zakladni typy hyperlipidémie a dyslipidémie jsou
hypertriacylglycerolémie, kombinovana hyperlipidémie a
hypercholesterolémie (18).

Praveé hypercholesterolémie a s ni zvySena hladina LDL (low density
lipoproteins) jsou nejvyznamnéjSi nositelé aterogenniho ucinku.
Zvysenim LDL cholesterolu o 1% dochazi ke vzrustu rizika komplikaci o
2%. Naopak HDL cholesterol, ktery provadi zpétny transport
cholesterolu z periferie, rozvoj aterosklerozy snizZuje. K posouzeni rizika
slouzi aterogenni index, ktery udava pomeér mezi celkovym a HDL
cholesterolem. Tento pomeér, dosahuje-li hodnot vyssich jak 4,5,
znamena vysokeé riziko.

Také hypertriacylglycerolémie se muze podilet na aterogenezi, i
kdyz ne tak vyznamneé. Jelikoz se ale casto kombinuje se snizenou
hladinou HDL cholesterolu, je treba ji zminit. Obecné je spojovana spise
s akutni pankreatitidou (14).

Vétsina téchto metabolickych poruch je zplsobena primarni
hyperlipoproteinémii. Tato je zptsobena geneticky, faktory zevniho
prostredi  se ale mohou vyznamné  podilet. Sekundarni
hyperlipoproteinémie jsou zptusobené jinou nemoci. Tyto nemoci se tedy
také mohou podilet na rozvoji aterosklerozy. Néktera onemocnéni se
kryji s nasimi rizikovymi faktory, zminim proto pouze napiiklad
hypotyreozu, ledvinova onemocnéni, mentalni anorexii, alkohol, ale také

léky, zvlasté kortikoidni hormony, diuretika ¢i beta-blokatory (20).
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Hodnoty celkového cholesterolu pod 5 mmol/l, LDL cholesterolu
pod 3 mmol/l, triacylglycerolti pod 2 mmol/l a HDL-cholesterolu nad 1

mmol /]l se povazuji za hrani¢ni zadouci hodnoty (14).

Koureni

Je jeden 2z nejvyznamnéjSich rizikovych faktort. Vyvolava
endotelialni dysfunkci, hemodynamicky stres, zvySuje koagulaci a
zpUsobuje dyslipidemie, arytmie, prohlubuje hypoxii, dale zvySuje
viskozitu krve s vaznymi dusledky. Tyto zmény jsou vratné, pokud
pacient uplné prestane kourit, vyrovna se nekurakovi béhem roku az
dvou. Kouri-li pacient jednu krabicku denneé, je jeho riziko nahlé smrti o

70% vysSi nez u nekuraku.

Hypertenze

Jako alarmujici rizikové hodnoty tlaku krve mtizeme povazovat tlak
krve nad 160/95 mm Hg u muza stredniho véku. U takovychto osob je
riziko komplikaci zvySeno 5x oproti normeé. Nebezpecnym je predevsim
zvyseny systolicky tlak krve.

Cilové hodnoty se lisi dle rizika. Nemeély by dosahovat 140/90 mm
Hg (3). Pod 130/85 mm Hg se pak snazime snizit tlak u osob

s prokazanym KVO, diabetem a poruchou ledvin (4).

Diabetes mellitus (DM) a porucha glukoézouvé tolerance (PGT)

U diabetikt je riziko ICHS 2-4x vySsi, riziko CMP 3x vySsi nez u
touto nemoci nepostizené populace. Maji nejen vyssi riziko, ale i horsi
prognozu oproti nediabetikim. Uvadi se, Ze na komplikace ATS umira
okolo 80% pacientd s DM. U nemocnych s DM by se mélo postupovat
stejné jako u nemocnych v sekundarni prevenci, protoze maji stejné
riziko aterosklerotickych komplikaci. VSe je zpusobeno hyperglykémii a
s ni souvisejici glykaci lipoproteini a soubéznym vyskytem dalSich

rizikovych faktoru, které jsou ¢asto pritomny (3).
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Fyzikalni inaktivita
Nedostatek pohybu a sedavy zpltsob Zivota patfi mezi dalsi rizikové
faktory (1). Existuji doporuceni, jak vhodné postupovat pro snizeni KVO

a neublizit (4).

Obezita

Zvysujici se body mass index (BMI) nezpusobuje pouze
kardiovaskularni mortalitu, ale roste i celkova umrtnost na nadory i
jina onemocnéni (3). Obezita sama patfi mezi rizikové faktory ICHS,
zaroven potencuje dalsi rizikové faktory, jako hyperlipidémii, hypertenzi
¢i non inzulin dependentni diabetes mellitus (NIDDM). Nebezpecny je
zvlasté androidni typ obezity. Idealni BMI by nemél prekrocit hodnotu
25 (1).

Obrazek 3: Obezita a jeji vliv na rozvoj aterosklerozy (21)
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Metabolicky syndrom:

Toto metabolické onemocnéni vznika kombinaci nékolika
rizikovych faktori najednou. Zahrnuje abdominalni obezitu a alespon
dvé z nasledujicich poruch: hypertenzi, zvySenou glykémii nalacno c¢i
DM, hypertriglyceridémii a snizeny HDL cholesterol (5).

Dalsim zajimavym znakem je zvySeny vyskyt malych denznich LDL
(22).

Tab. 9 Dalsi rizikové faktory (1, 3, 5)

Koagulaéni rizikové faktory:

zvyseny Lp(a), fibrinogen, koagula¢ni faktory VII, VIII, PAI-1

Ostatni rizikové faktory:

hyperhomocysteinémie (zatim nepotvrzeno)

zanét (zvySeny CRP, infekce bakterialni, virové)

typ chovani

stupen vzdélani (VS vzdélani maji nizsi riziko)

Trombogenni a koagulacni faktory

Fibrinogen a jeho zvySené hladiny v séru jsou povazovany za
nezavisly rizikovy faktor aterosklerozy. Podporuje koagulaci a je stejné
jako C-reaktivni protein (CRP) ukazatelem zanétlivé reakce (1, 3).

Velice nebezpecnym se zda byt lipoprotein (a) (Lp(a)), jehoz apo(a)
specificky glykoprotein je nalézan v aterosklerézou postiZenych lézich.
Apo(a) je podobny plasminogenu. Lp(a) je velice bohaty na cholesterol,
vyse jeho plazmatickych hladin je dédicna a velice variantni. Pouze
nikotinova kyselina dokaze snizit jeho hladinu. Na vétSinu léku
snizujicich cholesterol nereaguje. Zpusobuje zvySeni proliferace
hladkych svalovych bunék, do poskozenych cév vnasi cholesterol a
zabranuje vzniku plazminu (23). Posledni vlastnost je dana kompetici
apo(a) s plasminogenem o receptor, ¢imz zabranuje fibrinolyze.

Dalsimi sledovanymi parametry jsou zvySeny inhibitor aktivatoru

plasminogenu (PAI-1) ¢i faktory VII a VIII (3).
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C-reaktivni protein (CRP)

CRP je nezavisly rizikovy faktor produkovany pfi akutni fazi
zanétu. Jeho syntézu vjatrech vyvolava interleukin-6 (IL-6)
produkovany monocyty. Slouzi jako ukazatel zanétlivého procesu, kdo
vSak zplsobuje zvySeni jeho hladin v souvislosti s aterosklerézou, neni
jasné. Mutze to byt zanét v cévni sténé, ale i v organismu, vznikly
pUsobenim jiného zanétlivého procesu. Dokonce se uvazuje o
aterogenezi vzniklé ptisobenim samotného CRP.

Kazdopadné byla prokazana souvislost mezi vyskytem ICHS a

vyssSimi hladinami CRP (3).

Hyperhomocysteinémie

Homocystein je neesencialni aminokyselina vznikajici jako
meziprodukt metabolismu methioninu. Je pokladan za vyznamny
rizikovy faktor pfedcasné aterosklerozy, protoze zputsobuje tvorbu
reaktivnich radikalt, poSkozuje endotelie , krevni bunky i lipoproteiny a
sniZzuje koncentraci NO. Navic podporuje tvorbu koagulaénich faktort a
inhibuje trombolyzu.

V USA proto pridavaji do potravin kyselinu listovou, bohuzel vsak i
prfi snizeni koncentrace homocysteinu pokles kardiovaskularnich

komplikaci zaznamenan nebyl (3, 22).

Typ chovani

Souvislost typu chovani A (manazersky typ) s progresi aterogeneze
nebyla stale potvrzena (22).

Bylo ale zjiSténo, zZe lidé s chovanim typu D, maji 4x vySsi celkovou
i kardiovaskularni mortalitu. Pro vzorec chovani typu D je typické
potlacovani emoci a prozivani predevsim téch negativnich. Napriklad ve
studii NHANES bylo riziko IM zvySené o 50% u pacientt s depresemi v

anamnéze ve srovnani s nedepresivni populaci (17).
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3.3 Etiopatogeneze aterosklerozy

Vznik ateroskler6zy v minulosti podepiraly predevSim dveé teorie:
teorie endotelialniho poskozeni a teorie lipidova. Tyto dvé teorie byly
sjednoceny. O slovo se také hlasi infek¢ni teorie, ktera predpoklada vliv
bakterialnich a virovych infekci jak na vznik endotelové dysfunkce, tak
zanétlivé reakce. Vznik endotelové dysfunkce se vysvétluje tvorbou
imunitnich komplexti, které vnitini sténu cévy poskozuji. S touto teorii
koresponduje zvySena koncentrace zanétliveho CRP, zminéného vyse,
ktery fadime mezi rizikové faktory a ktery slouzi jako indikator infekci.
Hovofi se zvlasté o infekcich zptisobenych Chlamydiemi, Helicobacterem
pylori a herpes viry vcetné Cytomegaloviry.

Na progresi aterogeneze se kromé lipidti podileji bunky hladké
svaloviny, makrofagy vznikajici z monocytti, trombocyty a T-lymfocyty

(3).

3.3.1 Vliv endotelialni dysfunkce na proces aterogeneze

Endotel nefunguje pouze jako semipermeabilni bariéra mezi krvi a
intersticiem. Bylo potvrzeno, ze se podili i na udrzeni homeostazy (24).
Ridi a kontroluje napéti cévni stény a jeji rtst, adhezi a interakce
trombocytt a leukocytti, koagulaci a fibrinolyzu. PoruSeni funkce
endotelu vede k rozvoji aterosklerozy. Endotel je schopen reagovat na
signaly vyvolané navazanim na membranové receptory i na zmeény
hemodynamické (25).

Mezi takové signaly muzeme zafadit virovou infekci, stres, ¢i jiné
aktivacni faktory, napfiklad katecholaminy, cytokiny,
hyperhomocysteinémii, oxidovany LDL ¢i glykosylaéni faktory vzniklé
nasledkem hyperglykémie. Z hemodynamickych faktord pak muZeme
predstavit turbulentni proud. Zprvu dochazi k aktivaci endotelu, avsak
tento jev je oproti endotelialni dysfunkci kratkodoby (26). Poznatek o
aktivaci endotelu je dulezity, dfive se totiz predpokladalo, Ze rozvoj

aterogeneze zpusobuje ztrata endotelu (27).
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Pfi dlouhodobém pulsobeni cigaretového koufe, hypertenzi,
hyperlipidémii ¢i pri chronickém onemocnéni DM, dochazi ke zvySeni
propustnosti cévni stény s nerovnovahou mezi vazoaktivnimi i

hemokoagula¢nimi ptisobky. Vznika endotelova dysfunkce.

Mezi zakladni fyziologické funkce endotelu patfi:

Cévni permeabilita. Endotel zajiStuje a kontroluje prichod
nizkomolekularnich latek, makromolekul i bunék mezi krvi a tkanémi.
Dojde-li k poskozeni endotelu ¢i jeho aktivaci, muzZe dochazet
k akumulaci latek v subendotelu. V souvislosti s aterosklerozou si
predstavme zvlasté akumulaci lipoproteint a leukocytu.

Napéti cévni stény. Ovliviovani cévni stény souvisi s kontrolou
pratoku krve, ktery se endotel snazi udrzZet optimalni. Ten je schopen
aktivovat a degradovat vazoaktivni latky, mnapriklad preménou
angiotenzinu I ¢i inaktivaci bradykininu. Dale syntetizuje vazodilatacni
prostaglandiny (PGl2 a PGE2) ¢i oxid dusnaty (NO), neboli endotelialni
relaxacni faktor (EDRF), ale i vasokonstrikéni endotelin 1 (ET).

NO je velice dulezita molekula s fadou funkci. Je syntetizovana z L-
argininu pomoci NO syntazy (NOS), ktera existuje ve dvou izoformach.
Fyziologicky ucinny Kkonstitutivni eNOS se vyskytuje v endoteliich,
zatimco inducibilni iINOS v makrofazich se podili na rozvoji

patologickych procesti. Jeho uvolnovani je stimulovano cytokiny (26).

Tab. 10 Funkce NO/EDRF a dusledky snizené tvorby (3)

Funkce Dtsledky nedostatku v procesu aterogeneze
vasodilatace vasokonstrikce

inhibice adheze a zvySena adheze a agregace trombocytua
agregace trombocytlt | prokoagulaéni pochody

inhibice proliferace proliferace a migrace hladkych svalovych
hladkosvalovych bunék

bunék

antioxidant — ochrana | oxidace LDL, jejich kumulace, tvorba
LDL pred oxidaci peénovych bunéek

inhibice tvorba chemotaktickych, prozanétlivych a
chemotaktickych adheznich molekul, kumulace leukocytta
faktorua
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Obrazek 4: Homeostatické funkce molekuly NO (28)
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Cinnost NO je blokovana superoxidovym anionem, produkovanym
makrofagy (29). NO je totiz spotfebovavan pfi reakci s nim, stejné jako
pri reakci s peroxidovym lipidovym radikalem (3). Syntézu, a tim padem
i aktivitu NO, potlacuje také oxidovany LDL, ktery inhibuje NO-syntazu
a degraduje mRNA NO syntazy. SniZzenim produkce tohoto
vasodilatatoru prevazi vazokonstrikce (30).

VysSe zminény shear-stress, stejné jako nékteré neurotransmitery,
hormony a dalsi ptisobky, véetné hypoxie, produkci NO stimuluji.

Nesmacivy povrch. V dusledku syntézy vhodnych vasodilatatorti a
enzymu endotel brani adhezi a agregaci desticek, aktivaci koagulac¢ni
kaskady a kontroluje fibrinolyzu (26).

K zajisténi inhibice agregace trombocytt a adheze leukocyti opét
slouzi molekula NO. Proto pokles koncentrace NO v dusledku
aterogeneze vede k protrombotické aktivité. Aktivator plazminogenu (t-

Pa) a inhibitor aktivatoru plasminogenu (PAI-1) maji také porusenou
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rovnovahu ve prospéch pro-koagulacnich pusobki. Oba jsou
produkovani endotelem (30).

Reparaéni pochody a angiogeneze. NO molekula pusobi
antiproliferacné, nedostatecna produkce je spoluodpovédna za
hypertofii cévni stény. Takto putsobi i glykosaminoglykan a heparan
sulfat (26).

Mitogeny, které produkuje endotel a které vedou k proliferaci
vazivové tkané, jsou PDGF (platelet derived growth factor), FGF
(fibroblast growth factor) a TGF (transforming growth factor). IL-1
(interleukin-1), TNF-a (tumor necrosis factor-a) a MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) zanétlivou reakci zesiluji a zptusobuji chemotaxi
monocyti. Mitogenné pusobi také M-CSF (macrophage-colony
stimulating factor) a GM-CSF (granulocyte macrophage—colony
stimulating factor), tito maji také podil na aktivaci makrofagt (30).

Mitogeny a chemoatraktanty (cytokiny) jsou produkovany nejenom
endotelem, ale i makrofagy, trombocyty ¢i hladkosvalovymi bunkami.
Jako signalni molekula pro angiogenezi slouzi VEGF (vascular
endothelial growth factor) (26).

Na povrchu aktivovanych endotelialnich bunék muZeme nalézt
ICAM-1 (intercellular cell adhesion molekule-1), VCAM-1 (vascular cell
adhesion molekule-1), selektiny E a P, coz jsou adhezni molekuly
podilejici se na zanétlivé reakci diky umoznéni pfilnuti leukocyta (31). O

vyznamu VCAM-1 bude pojednavano dale.

3.3.2 Vliv lipoproteinu na proces aterogeneze

Lipidy plni v organismu dulezité strukturalni a regula¢ni funkce.
Dale predstavuji zasobu energie. Zdrojem je potrava a endogenni
syntéza. Klicovou roli v metabolismu hraji jatra (14).

Mezi lipidy vyskytujici se v plazmé clovéka radime cholesterol,
triglyceridy, fosfolipidy a mastné kyseliny (1). Cholesterol a triglyceridy
jsou nerozpustné ve vodé. Proto jsou v téle, které predstavuje vodné
prostredi, transportovany ve formé lipoproteint. Povrch téchto ¢astic

tvofi hydrofilni ¢ast fosfolipidti, volny cholesterol a bilkovinna c¢ast.
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Bilkovinna ¢ast se nazyva apolipoprotein. Esterifikovany cholesterol a
triglyceridy pak tvofi hydrofobni vnitfek (32).

Apolipoproteiny neslouzi pouze jako strukturalni bilkoviny
lipoproteinovych castic, ale ucastni se prenosu lipidovych molekul mezi
lipoproteiny, zprostredkovavaji vazbu na receptory a slouzi jako

kofaktory enzymu (1).

Dle ultracentrifugace rozliSujeme tyto lipoproteiny (1, 32).
Chylomikrony - CL

Zbytky chylomiker - CL remnants

Lipoproteiny o velmi nizké hustoté - VLDL
Lipoproteiny o nizké hustoté — LDL

Lipoproteiny o stredni hustoté - IDL

YV V.V V VYV V

Lipoproteiny o vysoké hustoté — HDL

Obrazek 5: Struktura lipoproteinové c¢astice (33)
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Z VLDL castic se v krvi ptasobenim lipoproteinové lipazy uvolnuji
triacylglyceroly a vznikaji IDL, které maji vyssi pomeér cholesterolu. IDL
jsou dale stépeny za vzniku LDL.

LDL castice jsou hlavnim aterogennim lipoproteinem. Fyziologickou
funkci tohoto lipoproteinu je dodat cholesterol z jater do periferie, avSak
bunky jsou schopny cholesterol syntetizovat. Jako apolipoprotein nesou
apo Bioo, pomoci néhoz se vazi na LDL receptor. Zvlasté nebezpecné pro
aterogenezi jsou malé denzni LDL3, které snadno pronikaji endotelem,
podléhaji modifikacim a nejsou vychytavany LDL receptory (32). Jejich
prunik do cévni stény je dan jeji propustnosti a koncentraci LDL
v krevni plazmeé (34). Také IDL jsou silné aterogenni, maji ale na rozdil
od LDL castic velmi kratky polocas (32).

K modifikacim LDL c¢astic patfi jejich oxidace a acetylace v krvi
(12). Dalsi moznosti je neenzymaticka glykace apolipoproteinu, ke které
dochazi u diabetikti pfi dlouhodobé hyperglykémii (19). Modifikované
lipoproteiny vedou k endotelové dysfunkci a vyvolavaji expresi
prozanétlivych cytokini a adhezivnich molekul ze vSech bunécnych
elementt ucastnicich se aterogeneze.

Po pruniku LDL do intimy peroxidace MK pomoci lipooxygenaz a
reaktivnich forem kysliku (ROS) pusobenim bunék aterogeneze
pokracuje. Nejsnadnéji jsou oxidované nasycené a polynenasycené MK.
Timto plsobenim se méni kovalentni vazba sapo B (12). Proto
zabranénim oxidace LDL c¢astic by mohlo byt dosazeno snizeni progrese
aterogeneze. Tento princip terapie by mohl fungovat aditivné ke
snizovani hladin LDL (35).

Modifikované LDL c¢astice jsou pfednostné vychytavany pomoci
scavengerovych receptoru bez zpétné regulace (12). Tyto receptory se
nachazeji zvlasté na makrofazich, ale i jinych bunkach. Druhou
moznosti vychytavani LDL castic je pomoci LDL receptoru, zminéném
vyse. Ten je vystaven na povrchu bunék pouze pii nedostatku
cholesterolu a vychytava pouze nemodifikované LDL (32).

Bylo zjisténo, ze proti oxidovanému LDL vznikaji autoimunitni

protilatky, jejichz titry se daji stanovit. Oxidovany LDL pak funguje jako
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antigen. Stanovené vySe titra protilatek a antigentt by mohlo korelovat
s vysi kardiovaskularniho rizika (36).

Pozitivni roli v boji proti aterogenezi hraje HDL castice. Ta odnima
volny cholesterol lipoproteintim, perifernim bunkam i cévni sténé a
pfenasi ho zpét do jater, pfripadné v podobé esterifikovaného
cholesterolu  poskytuje ostatnim lipoproteinim (32). Timto
mechanismem snizuje riziko ruptur, stabilizuje platy a sniZuje expanzi
plat. Spolu s antioxidacnimi enzymy sniZuje syntézu adhezivnich
molekul a chrani LDL pfed modifikacemi. HDL cholesterol tedy

zpomaluje progresi kardiovaskularnich chorob (37).

3.3.3 Vliv leukocytu a trombocytu na proces aterogeneze

Aterosklerozy, jakozto zanétlivého onemocnéni, se zucastni
makrofagy a T-lymfocyty. Nejprve dochazi k adhezi monocytt
k aktivovanym endotelialnim bunkam a jejich pfeméné na makrofagy.
Ty jsou zdrojem zanétlivych mediatorti, z nichZ vyznamné jsou zvlasté
IL-1 a TNF-a. Expresi téchto latek zesiluji zanétlivou reakci a aktivuji
dalsi bunky, at uz zvlastnich rfad ¢i jinych (38). TNF-a a IL-1 totiz
pusobi jako chemoatraktanty a pfivolavaji dalsi makrofagy a bunky
hladké svaloviny (26).

Makrofagy produkuji latky, které jsou schopny okolni bunky
zabijet a latky degradujici extracelularni matrix. K smrticim latkam
patii Fas-L, velice podobnou latku produkuji i cytotoxické T-lymfocyty.
Dale produkuji ROS a pomoci iNOS syntetizuji molekulu NO, ktera
narusSuje povrch VSMC (vascular smooth muscle cell). Mezi latky
degradujici extracelularni matrix patfi metaloproteinazy a serinové
proteasy, které zputisobuji destabilizaci platu, ¢imz hrozi jeho ruptura
(39). Matrixové metaloproteinazy (MMPs) jsou proteinové enzymy a
zahrnuji kolagenazy, elastazy a gelatinazy (38).

Makrofagy spolu s destickami a pravdépodobné i endotelem
produkuji PDGF a TGF-B, které pusobi proliferativné na fibroblasty a
hladké svalové bunky (3, 23).

30



Destickam nedokaze dysfunkéni endotel zabranit v adhezi a
agregaci. Ty kromé PDGF produkuji také vasokonstrikéni substance,
napriklad tromboxan TXA2 a serotonin (6, 23).

Aterogeneze se zucastni i T-lymfocycy, konkrétné CD4+ pomahajici
T bunky typu Thl, produkujici TNF-a a interferon-y (IFN-y), a CD8+
cytotoxické T bunky. Cytotoxické T-lymfocyty sekretuji Fas-ligand, ktery
pusobi toxicky na okolni bunky a vyvolava jejich apoptézu (40). IFN-y
zpusobuje destabilizaci platu, protoze inhibuje tvorbu extracelularni
matrix v hladkych svalovych bunkach. Zaroven vsak T-lymfocyty, které
jsou v subendotelu aktivovany makrofagy, stimuluji proliferaci a migraci
hladkych svalovych bunék a ptisobi aktiva¢né i na ostatni bunky (26).

Th1l typ lymfocyt pfevlada zvlasté v pocateénich fazich nemoci.
V pozdéjsich nastupuji hlavné Th2 lymfocyty, produkujici 11-4, 1I-5 a 1I-
6. B-lymfocyty se vyskytuji vzacné (41).

Na expresi adhezivnich molekul a prozanétlivych cytokinu
z makrofagty, T-lymfocyttl i desticek maji také vliv modifikovné LDL
castice, které ovliviuji i endotel. Aktivované makrofagy maji na svém
povrchu dva receptory, scavengerovy a LDL-receptor. LDL-receptory
pUsobenim zpétné vazby velmi pomalu vychytavaji pouze
nemodifikovany LDL. Modifikovany LDL se vychytava pravé prvné
jmenovanym receptorem a to velmi rychle. Toto vychytavani neni
regulovano zpétnou vazbou a vznikaji pénové bunky (12). Takto
modifikovana c¢astice jiz neni schopna vycestovat ze subendotelu a
c¢asem dochazi k apoptoze fagocytujicich bunék ptisobenim toxickych
castic. To vede k dalsi fagocytoze ¢i ke vzniku nekrotickych zbytku,

podporujicich nestabilitu platu (26).
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Obrdzek 6: Interakce endotelu, LDL éastic a makrofagu v procesu

aterogeneze (42)
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3.3.4 Vliv bunék hladké svaloviny na proces aterogeneze

Hladké svalové bunky reaguji na cytokiny produkované okolnimi
bunkami. Vyskytuji se ve dvou fenotypech, a to kontraktilnim a
syntetickém. K proliferaci a sekreci je synteticky fenotyp stimulovan
napfiklad prostfednictvim cytokintt TGF-B a PDGF. II-1 a zminény TGF-
B jsou schopni stimulovat autosekreci PDGF hladkosvalovou bunkou
(23, 26, 43).

Vyse uvedené cytokiny jsou sekretovany aktivovanymi endoteliemi,
leukocyty i agregujicimi trombocyty. Dokonce maji schopnost premeénit
kontrakéni fenotyp v sekre¢ni. Vlivem chemotaktickych ptisobkl
dochazi k migraci myocytll z medie do subedotelidlnich prostor. Zde
syntetizuji extracelularni matrix, tedy kolagenni a elasticka vlakna a
samy proliferuji. Dusledkem je zuiZeni lumen cévni stény, v pozdnim
stadiu aterogeneze vSak nabyva na vyznamu, Ze stabilizuji plat. Tvori

totiz fibromuskularni slozku (26).
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Proliferaci extracelularni matrix naopak inhibuje NO, PGlz, INF-y a
heparan sulfat (44).

Bunky hladké svaloviny maji na svém povrchu LDL-receptory, diky
nimz si vychytavaji cholesterol, kolik potrebuji. Behem aterogeneze se
vSak mohou samy meénit v pénové bunky, protoze dochazi k akumulaci

lipid uvnitf bunék nasledkem vystupnované funkce (3).

Obrazek 7: Proces aterogeneze (45)
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3.3.5 Stupné vyvoje aterogeneze a komplikace

» Tukové prouzky

Pocatec¢ni faze aterogeneze zacina velmi nenapadné, v intimé cévy
lze nalézt pouze izolované pé€nové bunky, coz jsou skupiny makrofagti
s lipidy v cytoplazmé. Jiz u malych déti dochazi k tomuto jevu.

Nasledné se vytvareji tukové prouzky, ty mohou byt tvoreny i
bunkami hladké svaloviny, které vcestovaly do intimy a které také
obsahuji kapénky lipida. Lipidy jsou pfevazné uspofadany
intracelularné, ale extracelularni vyskyt je téZz mozny. Estery
cholesterolu jsou nejcasté€jsi formou. Pritomny jsou i T-lymfocyty (CD4 i
CD8).

Tukové prouzky mohou, ale také nemusi, progredovat. Progredujici
typ obsahuje vice pénovych bunék, hladkych svalovych bunék a
extracelularni matrix.

V ascendentni aorté jsou tukové prouzky pfitomny u 99% déti ve
véku 2-15 let. Po 30. roce véku narusta vyskyt i v abdominalni aorté (3).
Tento stupen vyvoje je dlouhou dobu reverzibilni. Pokud nejsou

pfitomny pfetrvavajici rizikové faktory, vétSinou se resorbuji (12).

> Ateroskleroticky plat

Urcitym mezistupném mezi tvorbou pénovych bunék a ateromem je
separace extracelularné uloZenych lipidh od makrofagth a hladkych
svalovych bunék. Lipidy jsou kromé estert cholesterolu vice tvofeny
volnym cholesterolem, mastnymi kyselinami a triacylglyceroly. Této fazi
se rika intermediarni (3).

Kromé makrofagta, T-lymfocytd a hladkych svalovych bunék
obsahuje ateroskleroticky plat rozrustajici se extracelularni matrix,
skladajici se z kolagenu, elastickych vlaken a proteoglykant. Lipidy jsou
prfitomny intracelularné i extracelularné. Slozeni a  pomeér
vyjmenovanych slozek mutze byt rtzny. Na povrchu léze se nachazi
fibrozni ¢epicka z hladkych svalovych bunék a kolagenu, zatimco vedle

cepicky i vespod nalezneme makrofagy a T-lymfocyty. Hloubéji se
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vyskytuje nekrotické jadro obsahujici krystaly cholesterolu i jeho estery,
pénové bunky tvorené makrofagy a hladkymi svalovymi bunkami a
zbytky mrtvych bunék. Navic je pfitomen i fibrin, podporujici tromboézu.
Mutize dochazet ke kalcifikaci a neovaskularizaci. Nékteré platy nemusi
témer obsahovat lipidové jadro (46).

Zpocatku malé platy rostou predevSim do médie, teprve s nartstem
zasahuji do lumen a omezuji pratok krve. Dochazi ke vzniku stenoz,
které jsou ze 70-80% v koronarnich artériich excentrické a u kterych
hrozi ve zdravé casti spasmy. Druhym, méné castym typem, jsou

stenozy koncentrické (12).

Obrazek 8: Faze aterosklerozy (47)
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Stabilita aterosklerotickych plata. Stabilita platu je dana
sloZzenim platu a rozsahem zanétlivych procesti. Velikost a konzistence
jadra a sila fibrézniho krytu jsou faktory zastupujici sloZzeni platu. Dale
je dulezity pomér zanétlivych a reparativnich procest. Cim vysSsi je
syntéza kolagenu, tim vySSi je stabilita. Naopak ¢im vySSi je syntéza
proteolytickych enzymt MMPs a syntéza cytokint typu TNF makrofagy,
konkrétnéji IFN-y a IL-2, dale povrchovy CD40, kterym T-lymfocyty
aktivuji MMPs makrofagt.

RozliSujeme dva zakladni typy aterosklerotickych platii:

A. Stabilni ateroskleroticky plat

Je typicky malym lipidovym jadrem a hlavné vysokym obsahem
kolagenu, elastinu a hladkych svalovych bunék ve fibrézni cepicce.
Mnozstvi zanétlivych bunék je nizké. Jsou obvykle starsi, stalé, ale

hemodynamicky vyznamné.

B. Nestabilni ateroskleroticky plat

Nestabilni plat je nachylny k rupture a predstavuje riziko akutnich
koronarnich komplikaci, jejich mnozstvi je ale nizké. Synonymem pro
nestabilni je vulnerabilni. Byva mlady.

Sklada se z velkého lipidového jadra polotekuté konzistence. Jadro je
tvorené estery cholesterolu a velkym mnozstvim zanétlivych bunék a je
pfikryto tenkou fibrézni vrstvou (3).

Faktory podporujici vznik ruptury zahrnuji mimo jiné nahlou
aktivaci sympatiku a fyzickou namahu, rychlé meteorologické zmeény,

emocni stres ¢i cirkadianni rytmy (12).
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Tab. 11 Obsah slozek ve stabilniho a nestabilniho pldatu (44)

Obsah slozek [%]

Stabilni plat

Nestabilni plat

Lipidy 10 40
Pénové bunky 10 30
Hladké svalové bunky 10-15 3-5

» Komplikovana léze

V diisledku ruptury a eroze platu je do krve vyplaveno mnoho
trombogennich faktori a vznika trombus. SraZzenina mutzZe uzaviit cévu
a zpusobit ischémii organu, pfipadné se trombus muiZe rozpustit vlivem
fibrinolytické aktivity nebo se inkorporuje do rostouciho platu. Casti
trombu nebo zbytky z léze mohou také embolizovat po proudu. DalSim
jevem zpusobenym prasknutim, je krvaceni do platu, kdy vznikly
hematom iniciuje prasknuti platu ¢i jeho zvétSeni. Zeslabeni cévni

stény, zplisobené ztratou elastickych vlaken, vede ke vzniku aneuryzma

(46).

Nékteré ruptury probihaji klinicky nezaznamenatelné, pouze pfi

prevazeni protrombotickych mechanismt vznika okluze s klinickymi

projevy (27).
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Tab. 12 Klinicka manifestace aterosklerozy a priklady nékterych

postizZeni (3, 23)

Komplikace | Misto postizeni Dusledek postiZeni

Stenoza koronarni artérie stabilni angina pektoris

artérie dolnich kocetin | klaudikac¢ni potize

renalni artérie atrofie, sekundarni hypertenze
mezenterické artérie ischemickeé prihody bfisni

Okluze koronarni artérie akutni infarkt myokardu
cerebralni artérie cévni mozkova prihoda
mezenterické artérie gangréna strev

Embolizace | abdominalni aorta -> | gangréna koncetiny

tromby poplitealni artérie

Aneurysma | abdominalni aorta ruptura, vaskularni kolaps

38



4 MYSI MODELY

Pri volbé zvireciho modelu pro vyzkum aterosklerozy je treba volit
zvire, které vykazuje lézi podobnou lidské a které ma podobny
metabolismus a profil lipoproteinti. Dale je tfeba zvazit dobu, za kterou
se léze vyvine, cenu chovu, moznosti manipulace, zobrazeni a
zasahovani do genomu zvirete (48).

Pro studium patogeneze a moznosti 1écby aterosklerozy bylo
vyuzito mnoho druhtl zvifat. JiZ vroce 1908 zaznamenavame prvni
experiment s aterosklerézou, kdy Ignatowski (49) udava u kralika
krmenych stravou bohatou na proteiny rozsireni intimy v aorté. Krome
kralikti byla jako nejefektivnéjSi zvifata vyuzivana prasata a primati.
Avsak kralici 1éze jsou prili§ odlisSné od lidskych, chov prasat a primatt
je cenoveé narocny. Mysi modely se pri studiu mechanismu aterosklerozy
zacaly v poslednich letech prudce vyuzivat.

S mysimi modely je spojena rada vyhod i nevyhod. Mezi klady patri
relativné jednoduché a levné udrzovani chovu, kratky cas vyvoje od
poceti po sexualni dospélost a moznost genetické modifikace.

Mysi ale maji mnoho odliSnosti oproti clovéku. Zatimco stredni
délka zivota clovéka prumeérné predstavuje 75 let, mySi 2 roky. Vazi
pouze 30 gramd, jejich velikost tedy hlavné dfive zptisobovala technické
problémy, napriklad pfi chirurgickém zasahovani. Tyto potize jsou vSak
s vyvojem technologie prekonany. Vétsinu cholesterolu mysi tvori HDL,
zatimco u clovéka 75% cholesterolu je zastoupeno LDL. To vysvétluje
odolnost mys$i proti ateroskleroze (48).

Pouzivame nékolik typti modeld mysi. Zakladnimi modely jsou
dietou indukované mysSi modely a geneticky upravené modely, které
také mohou zaroven byt modifikované dietou.

Dietou indukované modely. Tento typ modeltl se pouzival jako
prvni. Kromé kmenu C57BL/6 jsou mySi velice rezistentni
k ateroskleroze. Mysi kmene C57BL/6 krmené vysoce cholesterolovou
stravou obsahujici cholovou kyselinu vytvari vaskularni léze. Oproti

lidskym jsou vSsak odlisné histologicky i umisténim, navic mohou prejit
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v chronicky zanétlivy proces. Jiz v 60. letech byly mysSi krmeny ve
Wisslerové laboratofi specialni dietou. Ta zahrnovala 30% tuku, 5%
cholesterolu a 2% cholové kyseliny. Dieta vSak byla prilis toxicka, mysi
trpély respira¢nimi infekcemi a ztracely na vaze. Proto Paigen a kol.
rozdeélil jednu cast na tfi s 10% obsahem tuku a tim dietu upravil na
15% tuku, 1,25% cholesterolu a 0,5% cholové kyseliny (50).

Bohuzel 1éze byly malé, vyvijely se pouze v kofenu aorty do faze
tukovych prouzkt s malym obsahem hladkych svalovych bunék. Navic
zvirata meéla problém s prezitim vzhledem k dieté bohaté na tuky. Léze
nevykazovaly podobnost lidskym po otazce patologické a jejich vytvareni
nebylo zopakovatelné. Nekteré problémy se vyresily kfizenim a uzivanim
specialnich kment mys$i.

ApoE-deficientni mySi. Prilomem v pouzZivani mysich modelt byl
rok 1992, kdy se podarilo vyradit gen pro apolipoprotein E (apo E) (48).
Gen kodujici Apo E je zapojeny do metabolismu lipidt. Tento
apolipoprotein se radi mezi glykoproteiny. Syntetizovan je u lidi i mysi a
to zvlasté v jatrech, mozku, ale i jinych tkanich. Kromé LDL castic je
strukturalni soucasti vsSech lipoproteini. Ma vysokou afinitu k
receptoru chylomikronovych remnant a k LDL receptoru. Umoznuje
vychytavani castic obsahujicich apo E v jatrech. Jeho chybéni
zpusobuje prodlouzenou cirkulaci a akumulaci cholesterolem bohatych
castic v plazme, coz vede k rozvoji aterosklerozy (51).

Velikou vyhodou tohoto modelu je, ze aterosklerotické léze se
vyvijeji jiz pri bézné stravé. Proces se da ale urychlit pomoci tzv.

Western-type stravy, ktera se podoba prumeérné americké stravé a je

(48, 52).

ApoE-deficientni mysi neztraceji vahu na rozdil od vyse uvedenych
pfipadti, od zdravych mysi se ale odliSuji hladinou lipidt i lipoproteinti.
Maji 5x vysSi hladiny cholesterolu oproti normalu, naopak hladina HDL
klesa na 45% puavodni hodnoty. Také hladiny triglyceridt se zvySuji o
68%. Fenotyp téchto mySi odpovida fenotypu apoE-deficientnich

pacientu.
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Stejné jako u lidi se i u téchto mysi vyvijeji pénové bunky, které
dale progreduji do fibroproliferativniho stadia s nekrotickym lipidovym
jadrem, krytym fibrézni ¢epickou. Na rozdil od lidského platu vSsak mysi
nevykazuje rupturu. Dtivodem je nejspise prumér aorty, ktery je u mysi
tak maly, ze se nedokaze vyvinout napéti, které by vyvolalo rupturu.

LDL-receptor deficientni mysi (LDLR-KO). V dtsledku chybéni
LDL receptoru maji tyto mysi zvySené hladiny LDL. Aby se vyvinulo
fibro-proliferativni stadium vyzaduji LDLR-KO krmeni pomoci stravy
zvané ,Western-type”“, zminéné€ vyse.

Dalsi typy mysich modeli. Kromé vyse uvedenych dvou typua
geneticky upravenych mySich modeld se muUZeme setkat s jejich
kombinaci: apoE/LDL-receptor  dvojité  deficientnimi = modely,

apoE/eNOS dvojité deficientnimi modely a dalSimi (48).
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5 SPIRULINA PLATENSIS

Spirulina platensis je mikroskopicka vlaknita rasa, vyuzivana lidmi
jako potravinovy doplnék. Obsahuje mnoho makro- a mikroelementt,
napfiklad proteiny, které tvofi 60-70% jeji vahy. Dale vitaminy, hlavné
skupiny B a karotenoidy, mineraly, zvlasté zelezo a esencialni
aminokyseliny a mastné Kkyseliny jako Kkyselinu y-linolenovou. O
Spiruliné se uvazuje jako o doplnkovém lécebném prostredku k prevenci
i 1é¢bé ruznych nemoci (7, 53). Je dolozeno, Ze jiz stafi Aztékové po
tisicileti pouzivali tuto fasu. Také domorodci z oblasti Cadského jezera
fasu znali. (54). Spiruliné platensis prospivaji zvlasté alkalické tropické
a subtropické teplé oblasti, kde je mnoha zemémi komeréné péstovana
(55).

Tato modrozelena ftasa, fadici se k fotosyntetizujicim
cyanobaktériim, ovliviiuje v téle biologické i imunitni funkce. Zvysuje
odolnost vu¢i infekcim, napfiklad vG¢i chfipce, herpes virtm,
Cytomegaloviru, jsou prokazany i ucinky proti HIV. ZvySuje aktivitu
leukocytti a produkci protilatek a cytokinta. Jeji extrakt ptsobi
protektivné viici rakoviné, diky antioxidaénimu ptisobeni chrani organy
pred toxicitou. Ma pozitivni vliv na stfevni mikrofléru. Upravuje
metabolismus cukrii a tuku (56, 57). Jeji schopnost snizovat hladinu
cholesterolu je zkoumana mnohymi preklinickymi i klinickymi studiemi
(7).

Cyanobacteria je synonymum pro sinice. Jedna se o oddéleni
spadajici pod prokaryota. Oznaceni pochazi z reckého slova cyanos,
neboli modry, proto sinice, jelikoz v ¢eském jazyce sinng znamena
modry. Spirulina platensis predstavuje pro prirodovédce chybné
oznaceni, uprednostnuji Arthrospira platensis. Patfi pod fad
Oscillatoriales, jejichz hlavnim znakem je jednoducha vlaknita

struktura nevétveného typu (58).
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Obrazek 9: Taxonomické déleni sinic, bakterii a ras (59)
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Spirulina platensis obsahuje proteiny, tzv. fykokyanobiliny, znamé
jsou predevsim phycocyanin ¢i allophycocyanin. Bylo prokazano, ze
proteinovy extrakt potlacuje mikrozomalni peroxidaci lipidu a funguje
jako scavenger volnych radikal®, hlavné hydroxylového a peroxidového.
Bylo zjisténo, ze nejvétsi antioxidacni aktivitu vykazuje phycocyanin
(PC), protoze se zvySujicim obsahem PC aktivita stoupa (60).

K dalsim uc¢inkiim PC patfi jeho protirakovinné a protizanétlivé
pusobeni, které je dano jeho schopnosti selektivné inhibovat
indukovatelnou cyklooxygenazu-2, jejiz aktivita je zvySena prave pri
zanetu, ale i pri rakovinovém bujeni (61).

PC je pigment modré barvy produkovany kromeé cyanobakterii
oddélenimi rhodophyta (ruduchy) a cryptofyta (skryténky). Pravé
Spirulina platensis slouzi v soucasné dobé jako hlavni zdroj PC.
Vykazuje antioxida¢ni fluorescenc¢ni vlastnosti a nachazi uplatnéni
zvlasté v biotechnologii, potravinafském prumyslu, pfi diagnostice a

v mediciné (58, 62).
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Béhem kultivace se muze biomasa Spiruliny obohacovat o nékteré
stopové prvky, kuprikladu o zelezo, jod, zinek, selen a dalsi (53). Selen
patfi mezi antioxidanty, ktery se s ostatnimi antioxidacné putisobicimi
latkami a antioxidacnimi enzymy podili na ochrané organismu pred
volnymi radikaly, jako je superoxidovy anion ¢i jiné reaktivni latky.
Hraje dulezitou roli v prevenci aterosklerozy i jinych onemocnéni (63).
Mezi antioxidacni enzymy patii napriklad glutathion peroxidaza (GSH-
Px), jehoz je selen soucasti. Bylo zjiSténo, Ze pacienti postizeni akutnim
infarktem myokardu vykazuji oproti kontrolni zdravé skupiné populace
nizsi hladinu selenu v plazmeé, moci i v erytrocytech, zatimco GSH-PX
aktivita erytrocyti byla zvySena, nejspiSe v dusledku obrany proti
dlouhodobému oxidac¢nimu stresu. Pri porovnavani plazmatické GSH-Px
aktivity s kontrolni skupinou rozdil nebyl vyznamny (64).

Efekt Spiruliny a PC a jejich selenem obohacené formy v prevenci
aterosklerozy byl vyzkousen napriklad na kfeccich. Studie zabyvajici se
redukci NADPH oxidazy a oxidacniho stresu byla podeprena o znalost,
ze ateroskleroza je onemocnéni, jejiz vznik vychazi z kombinace tri
teoril. Tyto teorie predpokladaji oxidacni, zaneétlivy a
hypercholesterolemicky vliv na proces aterogeneze. Proto veédci
predpokladali, ze PC mutize diky svym antioxidac¢nim, protizanétlivym a
hypocholesterolemickym vlastnostem zasahnout spolu s antioxidacné
pusobicim selenem do vyvoje onemocnéni.

Selenem obohacenou Spirulinu pracovnici ziskali tak, ze pridali
SeO2 do média a nechali fasu rast ve fotobioreaktorech v prostredi o
vysokém pH, PC byl poté izolovan. Krecci pak byli rozdéleni do péti
skupin po osmi, tedy celkové bylo pouzito c¢tyficet kiecku. Vsichni
dostavali po 12 tydnt specialni aterosklerozu zptisobujici dietu. Navic
jednotlivym skupinam byl zaludecni sondou pridavan o wurcitém
mnozstvi phycocyanin (PC), selenem obohaceny phycocyanin (SePC),
Spirulina (SP) a selenem obohacena Spirulina (SeSP). Posledni skupina,
dostavajici pouze vodu, slouzila jako kontrola, se kterou se porovnavaly
vysledky. Zjistilo se, ze ve skupiné SePC se snizila plazmaticka hladina

cholesterolu a non-HDL cholesterolu. Dale vzrostla antioxida¢ni aktivita
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0 42%, z toho superoxid dismutaza o 56%, glutathion peroxidaza o 87%.
Spolu s PC skupinou byly redukovany tukové prouzky v aorté o vice nez
80%. Kromé kontrolni skupiny se ve vSech skupinach snizila srdecni
produkce superoxidového anionu o 46-76%, zvlasté vSak ve skupiné
SePC, jiz odpovida nejvyssi uvedena hodnota poklesu. V této skupiné
takeé klesla exprese NADPH oxidazy o 34%.

Zjistilo se, ze konzumace SePC predstavuje silné ti¢innou prevenci
rozvoje onemocneéni, zvlasté pokud trva dlouhodobé. SePC nejenze

zlepSuje sérovy profil lipidi, ale hlavné inhibuje oxidacni faktory (65).
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6 IMUNOGLOBULINOVA SKUPINA ADHEZNICH
MOLEKUL

Imunolobulinova (Ig) skupina adheznich molekul je velka rodina
povrchovych bunécénych molekul, ktera pfedstavuje 50% vsSech
povrchovych molekul leukocytti. Jsou to molekuly glykoproteinového
charakteru, tvorené opakujicimi se Ig doménami z beta retézcu (66).

Zprostredkovavaji jak homofilni (vazba adhezivni molekuly v jedné
bunce na stejnou molekulu ve druhé), tak heterofilni interakce (vazba
adhezivni molekuly v jedné bunce na neidentickou molekulu ve druhé
bunce) (67).

Patfi sem cela fada adheznich molekul jako antigenné specifické
receptory T (TCR) a B lymfocytt (BCR), koreceptory T lymfocytth CD4 a
CDS8, které jsou dulezité pro jejich spravnou funkci pfi imunitnich
reakcich.

Néekteri clenové této rodiny adheznich molekul jsou vyznamni ve
vztahu k ateroskleroze. Mezi nejvyznamneéjsi zastupce patri vascular cell

adhesion mollecule-1 (VCAM-1) (68).

6.1 Struktura a funkce VCAM-1

VCAM-1 je adhezivni molekula. Tento transmembranovy
glykoprotein obsahuje N-konec, sérii Ig domén, transmembranovou
oblast a cytoplazmaticky konec. VCAM-1 ma 7 extracelularnich domén.

VCAM-1 interaguje s integriny a 4 3 1 a nékdy také s a 43 7. VCAM-
1 ucinky, které se projevuji zanedbatelné na nestimulovanych
endotelialnich bunkach, mohou byt vyrazné regulované po cytokinové
aktivaci. Tato CAM podporuje adhezi lymfocyt a monocytt k cévnimu
endotelu v misté zanétu (69).

VCAM-1 muze také stabilizovat vazbu leukocytt k endotelu a podili
se na jejich diapedezi. VCAM-1 zrejmé navic selektivné vychytava
mononuklearni leukocyty, protoze ty na rozdil od neutrofilt exprimuji

a4 integriny (70).
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Obrazek 10: Struktury zakladnich adheznich molekul (71)
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6.2 Exprese VCAM-1

VCAM-1 je exprimovan endotelialnimi bunkami, makrofagy a
hladkymi svalovymi bunkami (72). Pri studiich na kralicich a mysich
bylo zjisténo, ze VCAM-1 je exprimovan na endotelialnich bunkach jeste
pfed akumulaci makrofagd a T lymfocytt: v oblastech, které jsou
predurceny ke vzniku 1lézi. Pricemz lokalizace téchto mist je casto
ovlivnhéna hemodynamickymi vlastnostmi, predevsim tzv. shear stresem.
U malych aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1 exprimovan predevsim na
endotelialnich bunkach a zaroven je exprimovan i hladkosvalovymi
bunkami, které priléhaji k aterosklerotické 1ézi. U pokrocilejsich
aterosklerotickych 1€ézi je VCAM-1 exprimovan vétSinou bunék v intimeé

Cév.
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Exprese VCAM-1 je ovlivhovana fadou faktort, které se uplatiuji i
v patogenezi aterosklerozy. Kuprikladu hypercholesterolémie, oxidované
LDL a diabetes zvySuji expresi VCAM-1 (73). Také koureni,
hyperhomocysteinémie, hemodynamicky stres (nizky shear stress)

expresi VCAM-1 zvySuji (74).
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7 CIL PRACE (ZADANI)

Cilem této diplomové prace bylo oveérit potencialni hypolipidemické
a protizanétlivé ucinky Spiruliny platensis na experimentalnim zvirecim
modelu, kterym byly apoE-deficientni mysSi. Dale byly sledovany
parametry lipidového spektra v krvi, velikost aterosklerotickych plati a
exprese VCAM-1 v platu. K hodnoceni morfologickych nalezt byly

pouzity imunohistochemické metody.
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Zvirata a predepsana dieta

Samci mysi kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (apoE-
/-) vazici 15-20 gramu, byly ziskany z Jackson Laboratories (USA).
Vsechny mysi ve véku 3 meésice byly poté nahodné rozdéleny do 2
skupin.

Nasledné jim zacala byt podavana aterogenni dieta s obsahem 1%
cholesterolu po dobu 8 tydnt (kontrolni skupina). Ve Spirulina
platensis skupiné byly mysi krmeny stejnou aterogenni dietou, ke které
bylo pridavano 20 mg Spiruliny platensis denne.

Kazda z mysSi 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. Béhem experimentu nebyly nalezeny zmeény télesné hmotnosti
v souvislosti se spotrebou potravy.

Na konci experimentu byla zvirata pres noc vylacnéna a byla
provedena euthanasie predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly
odebrany ze srdce vzorky krve pro biochemické vySetreni. Dale byly
odebrany segmenty tkané tvorené aortou spolu s horni polovinou srdce.
Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica, Praha, Ceska
republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pri

- 80°C.
8.2 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorkt krve byla provedena na Klinice
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 pri 540 nm vinové délky) (ULTROSPECT III, Pharmacia LKB
biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

50



8.3 Histologické barveni olejovou cerveni

Barveni olejovou c¢erveni se pouziva k detekci lipidi ve tkanich.
Zde byla tato metodika pouzita pro stanoveni mnozstvi lipida

v aterosklerotickych lézich.

Postup barventi olejovou cervent:

Barveni Oil Red O:

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

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

5) montovani nevodné medium

Zasobni roztok Oil Red O se pripravi rozpusténim 0,5 g Oil Red O
ve 100 ml isopropanolu. Pracovni roztok se pfipravuje v cas potreby z
60 ml zasobniho roztoku smichaného se 40 ml destilované vody a

filtruje se pres papirovy filtr.

8.4 Imunohistochemie

Imunohistochemicka analyza byla provedena v 1 cm aortalniho
sinu a v c¢asti aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série
pficnych fezt o tloustce 7 um 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 rezy nechaly ususit (15
minut) a znovu se vlozily na 15 minut do acetonu. Timto procesem
doslo k fixaci fezt a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy

po patnactiminutovém ususeni vlozily na 10 minut do destilované vody,
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nasledné se vlozily do roztoku PBS (2x5 minut). Pred inkubaci fezti s
primarni protilatkou bylo nutné jesté zablokovat nespecificka vazebna
mista, proto se fezy na 30 minut ponorily do roztoku 10% goat séra v
PBS (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). V dalsi fazi byly na
sklicka 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 teplote.
Poté se fezy vlozily do roztoku PBS (2x5 minut), dale do roztoku 3%
H202 (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 rezy 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 zavér byly
rezy 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 sklicka zamontovana do eukittu.

Pouzita primarni protilatka:
monoklonalni protilatka Rat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) -
zfedéni 1/100

Pouzita sekundarni protilatka:

sekundarni protilatka goat anti-rat IgG (Vector Laboratories)
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Pracovni postup:

1.

© ©® N o g & W b
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14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

oschnuti fezi (60min)

fixace v acetonu (-20°C; 15min)

susSeni fez (15min)

promyti v PBS (2x5min)

aplikace 10% zvireciho séra v PBS (30min)
inkubace s avidinem D (15 min)

promyti v PBS (5min)

inkubace s biotinem (15min)

promyti v PBS (oplach)

aplikace primarni protilatky redéné s BSA (inkubace 60min)
promyti v PBS (2x5min)

aplikace 10% zvireciho séra v PBS (15min)

aplikace sekundarni protilatky (+ mouse sérum v PBS)

(inkubace 30min)

promyti v PBS (5min)

promyti v 3% H202 (15 min)

promyti v PBS (2x5min)

ABC komplex elite (30min)

oplach v PBS (5min)

inkubace s DAB (doba inkubace dle navodu)
oplach v destilované vodé

odvodnéni fezli (aceton) (oplach)
odvodnéni fezt (aceton-xylen 10:1) (3 min)
odvodnéni fezt (aceton-xylen 1:10) (3 min)
odvodnéni fezt (xylen) (3x2 min)

montovani ezt do Eukittu
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8.5 Statisticka analyza

VSechny hodnoty v grafech jsou vyjadfeny jako primér + SEM
(stfedni chyba pruméru) pro 8 zvirat v kazdé skupiné. Ke vzajemnému
porovnani parametrt u Spirulinové a kontrolni skupiny byl pouzit
neparovy T test. Rozdily mezi skupinami byly statisticky vyznamné v
pripadé, Zze p < a, kde a=0,05. K vypoctu byl pouzit GraphPad Prism

software (verze 5.0).



9 VYSLEDKY

9.1 Biochemicka analyza

Vysledky biochemické analyzy prokazaly jenom slaby vliv
podavané Spiruliny na hladiny cholesterolu. Pouze hladina LDL

cholesterolu byla signifikantné snizena.

Graf 1: Lipidovy profil u mysi kontrolnich a mysi krmenych

Spirulinou platensis
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Osmitydenni podavani Spiruliny nevedlo ke statisticky vyznamnému poklesu

hladin celkového cholesterolu. (*P<0,01)

9.2 Histologické barveni olejovou cerveni

U vSech fezi v kontrolni i Spirulinou 1lécené skupiné byla
pozorovana pritomnost aterosklerotickych 1€zi (obr. 11). Léze byly
nejvétsi v oblasti aortalniho sinu, ale pokracovaly také v oblasti
aortalniho oblouku. Aterosklerotické 1éze byly vyrazné vyvinuty, pricemz
u fady z nich byla jiz nalezena ateromova nekroticka jadra. Podavani
Spiruliny nevedlo k patrnému snizZeni plochy barveni olejovou cerveni a

tedy k poklesu velikosti plata (obr. 12).
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Obrazek 11: Representativni obrdzek barveni olejovou cerveni u

kontrolni skupiny zvirat, kterym byla podavana 8 tydnu

cholesterolova dieta

Sipky ukazuji na akumulaci lipidé v aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy

jsou vidét zbytky semilunarnich chlopni (hvézdicka). ZvétSeni preparatu 40x.
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Obrazek 12: Representativni obrdzek barveni olejovou cerveni u
skupiny zvirat, kterym byla podavdana 8 tydnu cholesterolovad

dieta spolecneé se Spirulinou platensis

- -

Spi rulin

s

Sipky ukazuji na akumulaci lipidi v aterosklerotickych lézich. Intenzita a plocha
barveni olejovou cerveni neni zmeénéna ve srovnani s kontrolni skupinou.

Zvétseni preparatu 40x.
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9.3 Imunohistochemicka analyza

9.3.1 Imunohistochemické barveni VCAM-1 v oblasti aortalniho

sinu

Exprese VCAM-1 byla pozorovana u vSech mysSi v experimentu.
Barveni bylo viditelné v medii cév pod aterosklerotickymi platy. Dale
byla pozorovana exprese v aterosklerotickych platech. Silna exprese
byla zjevna také na cévnim endotelu v oblasti platu i mimo né¢j (obr. 13).
Po prohlédnuti 40 fezi z kazdé skupiny mutiZeme konstatovat nizsi
expresi VCAM-1 ve skupiné mysi, kterym byla podavana Spirulina. Ta

byla slabsi zejména v oblasti platu (obr. 14).

Obrazek 13: Representativni obrdazek imunohistochemického

barveni VCAM-1 u kontrolni skupiny zvirat

y c1.l

A

Silna exprese je pozorovana v medii cévy pod aterosklerotickym platem, v platu

a na cévnim endotelu (Sipky). Zvétseni 100x.
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Obrazek 14: Representativni obrdazek imunohistochemického

barveni VCAM-1 u skupiny zvirat, ktergm byla podavana Spirulina

Spirulina

Pokles exprese VCAM-1 je pozorovan zejména v oblasti platu. ZvétSeni 100x.
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10 DISKUZE

Ateroskleroza je diftuzni proces, ktery zac¢ina v casném détstvi,
postupné asymptomaticky progreduje a v dospélosti se klinicky
manifestuje jako ICHS, ischemické poskozeni centralniho nervového
systému a periferni cirkulace (75).

Ateroskleroza,  jakozto onemocnéni  velkych  tepen, je
charakterizovana akumulaci lipida, pfitomnosti zanétlivych elementt,
bunék hladkého svalstva a extracelularni matrix v subendotelialnich
vrstvach stény tepny. Pres fadu pokrokti v poznatcich o tomto
onemocnéni zuUstavaji ateroskleréza a jeji komplikace vedoucimi
pficinami morbidity a mortality ve vyspélych zemich (76).

V soucasné dobé se kovlivnéni aterosklerézy pouziva rada
substanci vcetné téch, které jsou ziskavany primo v prirodé. Proto se
tato diplomova prace také zameérfila na studium potencialnich ucinkt
Spiruliny platensis, na aterogenezi u apoE-deficientniho kmene mys5i.

Pouziti geneticky modifikovanych mysi je z hlediska aterogeneze
nutnosti, protoze ,normalni®* myS neni schopna rozvoje aterosklerozy
(48). Hlavnim dtvodem je velmi nizka hladina cholesterolu (kolem 1-
1,15 mmol/]) a to zejména v HDL frakci, coz je mimochodem typicky jev
pro vSsechny hlodavce (77).

Spirulina je modrozelena fasa patfici mezi spiralovité mikrorasy.
Jako potravinovy doplnék je pripravovana na sluneénych farmach v
Asii. Spirulina je zdrojem prirozenych 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 hof¢ik. Z mikroelementi ve Spiruliné najdeme
selen, chrom, lithium a mangan. Dulezity je i obsah antioxidac¢né
pusobicich latek, prekurzoru vitaminu A - beta-karotenu (10g Spiruliny
jej obsahuje stejné jak o 4,5 litru kravského mléka anebo 14 vajec) a
vitamin® skupiny B. Zvlasté vyznamna je pfitomnost vitaminu B12,

zcela netypicka pro rostlinnou fisi (53). Rasa obsahuje pfiblizné 65%
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bilkovin, vcetné vSech osmi esencialnich aminokyselin, a proto je
idealnim doplnkem stravy pro sportovce, vegany, starSi a oslabené lidi
(78).

Zda se vsak, Ze za pozitivni efekty Spiruliny mohou jiné obsahové
latky. Nekteré studie prokazaly, Ze phycocyanin obsazeny v tomto
extraktu ma putsobit jako silny antioxidant metabolickych produkta
volnych radikald (65) ROS (reactive oxygen species), ale byly prokazany
také jeho hypolipidemické efekty (79). DalSimi obsahovymi latkami jsou
tzv. fykokyanobiliny, které maji podobnou strukturu jako bilirubin.
Phycocyanin je navazan na fykokyanobilin. Pravé u bilirubinu byly
prokazany zajimavé antiaterogenni, protizanétlivé ucinky v souvislosti
s kardiovaskularnimi nemocemi (80, 81). Z téchto dtivod jsme chtéli
sledovat, jestli podavani Spiruliny platensis povede k antiaterogennim
uc¢inkum. Jako experimentalni model byly pouzity apoE-deficietni mysi
kterym byla navic podavana cholesterolova dieta kvali potenciaci
aterosklerozy. Podavani Spiruliny vedlo k velmi mirnému snizeni hladin
celkového cholesterolu. Signifikantni pokles se projevil pouze v LDL
frakci. Tyto vysledky tak c¢astecné potvrzuji jiz publikované
hypolipidemické ucinky (82). Dale jsme se zameérili na sledovani
velikosti plata. Zde, zda se, nedoslo k ovlivnéni velikosti plata
podavanou Spirulinou, coz zfejmé souvisi s tim, ze celkovy cholesterol a
hlavni lipoproteinova frakce VLDL nebyly ovlivnhény podavanim
Spiruliny.

Dale jsme sledovali pripadné protizanétlivé ucinky. Jako marker
zanétu jsme zvolili adhezni molekulu VCAM-1. VCAM-1, patrici mezi
bunééné adhezni molekuly, se ucastni kazdé faze vyvoje
aterosklerotickych 1ézi (69).

Imunohistochemicka analyza VCAM-1 exprese prokazala snizeni
exprese VCAM-1 zejména v aterosklerotickém platu po podavani
Spiruliny. Tento ucinek je do jisté miry prekvapivy a naznacuje mozny
vliv jednotlivych komponent Spiruliny platensis na proces aterogeneze,
castecné nezavisle na hladinach cholesterolu. Vyznamnym kandidatem

téchto ucinkl jsou pravé fykokyanobiliny. Nicméné tato terorie musi byt
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dale potvrzena. Také se predpoklada zvySeni davky Spiruliny za tcelem

prukazu jejich hypolipidemickych a antiaterogennich uc¢inku.
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11 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo oveérit potencialni hypolipidemické
a protizanétlivé ucinky Spiruliny platensis na experimentalnim zvirecim
modelu, kterym byly apoE-deficientni mysSi. K tomu byly sledovany
parametry lipidového spektra v krvi, velikost platd a exprese VCAM-1
v platu.

Vysledky biochemické analyzy potvrdily hypolipidemicky efekt
Spiruliny platensis pouze na hladiny LDL cholesterolu.

Vysledky histochemické analyzy neprokazaly snizeni velikosti
aterosklerotickych plat

Vysledky imunohistochemické analyzy prokazaly sniZzeni exprese
VCAM-1 u mysi, kterym byla podavana Spirulina platensis.

Vysledky této diplomové prace tedy prokazaly castecné
hypolipidemické a protizanétlivé ucinky, které vSak musi byt ovéreny

v dalsich studiich zejména pri vyssich davkach Spiruliny platensis.
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12 SEZNAM ZKRATEK

apo(a)
Apo B
Apo E
BCR
BMI
CAM
CL

CMP
CRP
DAB
DM
EDRF
eNOS
ET)
FGF
GM-CSF
GSH-Px
H20
H202
HDL

ICAM-1

IDL

IFN-y

Ig

ICHDK
ICHS

apolipoprotein (a)
apolipoprotein B
apolipoprotein E
receptor B-lymfocytt (B cell receptor)

index télesné hmotnosti (body mass index)

bunécné adhezivni molekuly (cell adhesion molecules)
chylomikrony

cévni mozkova prihoda

C-reaktivni protein

diaminobenzidin

diabete mellitus

endotelialni relaxa¢ni faktor

endotelialni NO syntaza

endotelin 1

fibroblast growth factor

granulocyte macrophage-colony stimulating factor
glutathion peroxidaza

voda

peroxid vodiku
lipoproteiny o  vysoké

hustote¢ (high density

lipoproteins)

mezibunécna adhezni molekula-1 (intercellular cell

adhesion molekule-1)
lipoproteiny o stredni hustoté (intermediate density
lipoproteins)

interferon y

imunoglobulin

ischemicka choroba srdec¢ni

ischemicka choroba srdecni



IL-1, 2, 5, 6, 8interleukin-1, 2, 5, 6, 8

iNOS
KVO

LDL
LDLR-KO
Lp(a)
MCP-1
M-CSF
MK
MMPs
mRNA

NHANES
NIDDM
NO

NOS
OCT
PAI-1
PBS

PC
PDGF

PGE.
PGI2
PGT
ROS
SEM
SeO2
SePC
SeSP
SP

inducibilni NO syntaza

kardiovaskularni onemocnéni

lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)
LDL-receptor deficitni mysi

lipoprotein(a)

monocytarni chemotakticky protein-1
macrophage-colony stimulating factor

mastna kyselina

matrixové metaloproteinazy
mediatorova/informac¢ni  ribonukleotidova  kyselina
(messenger RNA)

National Health and Nutrition Examination Study

non inzulin dependentni diabetes mellitus

oxid dusnaty (nitric oxide)

NO syntaza

tissue freezing medium, zmrazovaci smés

inhibitor aktivatoru plazminogenu

fosfatovy pufr

phycocyanin

destickovy rustovy faktor (platelet-derived growth
factor)

prostaglandin E

prostacyklin

porucha glukozové tolerance

reactive oxigen species

stfedni chyba prameéru

oxid selenicity

selenem obohaceny phycocyanin

selenem obohacena Spirulina platensis

Spirulina platensis

receptor T-lymfocytt (T cell receptor)
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TGF-B
TNF-a
t-PA
TXAz
VCAM-1
VEGF

VLDL

VSMC

transformujici rastovy faktor (transforming growth
factor)

transformujici rustovy faktor B (transforming growth
factor B)

tumor nekrotizujici faktor a (tumor necrosis factor a)
tkanovy aktivator plazminogenu

tromboxan A2

cévni adhezni molekula-1 (vascular cell adhesion
molekule-1)

cévni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial
growth factor)

lipoproteiny o velmi nizké hustoté (very low density
lipoproteins)

cévni hladké svalové bunky (vascular smooth muscle

cell)
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