Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a lékarFskych véd

Vliv Spiruliny platensis na endotelialni expresi

P-selektinu u mysi.

Spirulina platensis effects on endothelial expression of P-

selectin in mice.

(diplomova prace)

Vedouci diplomové prace Doc. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.
Hradec Kralové 2012 Monika Kralova



Prohlasuji, Ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem. Veskeré myslenky,
data a jejich zdroje, znichz jsem pii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo

stejného titulu.



Rada bych podékovala Doc. PharmDr. Petru Nachtigalovi, Ph.D. za jeho
odborné vedeni, cenné rady, pratelskou atmosféru pii konzultacich a trpélivost pii
sestavovani mé diplomové prace. Dékuji také svym pratelim za povzbuzeni, svému
psovi Jimmykovi za rozptyleni a své rodin€ za jejich podporu béhem celého mého

studia.



ABSTRAKT

Monika Kralova

Vliv Spiruliny platensis na endotelialni expresi P-selektinu u mysi.
Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Sledovali jsme endotelialni expresi P-selektinu v aort¢ u apoE-deficientnich
mysi po podavani Spiruliny platensis. Exprese P-selektinu byla kvantifikovana pomoci

stereologickych metod.

Metody: V experimentu jsme pouzili mysi samce kmene C57BL/6J s deficitem
apolipoproteinu E (apoE™). Mysi byly rozdéleny do dvou skupin. Kontrolni skupin&
byla podavana aterogenni dieta s obsahem 1% cholesterolu po dobu 8 tydnd. Ve
Spirulina platensis skupin¢ byly mysi krmeny stejnou aterogenni dietou s piidavkem 40
mg Spiruliny denné. Provedli jsme biochemickou analyzu Krve. Imunohistochemicka
analyza byla provedena v 1 cm aortdlniho sinu a v ¢asti aortdlniho oblouku. Pro
hodnoceni byly nakrajeny série pficnych fezil o tloustce 7 um. Pro detekci exprese P-
selektinu v fezech jsme pouzili metodiku s avidin-biotinovym komplexem (ABC)

a vizualizaci pomoci diaminobenzidinu (DAB).

Vysledky: Biochemickd analyza neprokazala vyrazné zmény v hladindch celkového
cholesterolu u kontrolnich mysi ve srovnani se skupinou, které byla poddvana Spirulina.
Exprese P-selektinu byla pozorovana u vSech mysi v experimentu. U obou skupin byla
exprese velmi vyrovnana a nebyly mezi nimi patrné vyznamné zmény z hlediska
intenzity. Stereologicka analyza potvrdila, Ze podavani Spiruliny platensis neovlivnilo

endotelialni expresi P-selektinu ve srovnani s kontrolni skupinou.

Zavér: Negativni ovlivnéni hladin cholesterolu a exprese P-selektinu po podéani
Spiruliny platensis muize poukazovat na nizko zvolenou davku nebo kratkou dobu
podavani. Pro potvrzeni in vitro endotel-protektivnich G¢inki v in vivo podminkach je

nutna zmeéna davkovaciho schématu.



ABSTRACT

Monika Kralova

Spirulina platensis effects on endothelial expression of P-selectin in mice.
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background: We studied endothelial expression of P-selectin in aorta of apoE-deficient
mice after administration of Spirulina platensis. Expression of P-selectin was quantified

by using stereological methods.

Methods: We used C57BL/6J male mice with deficiency of apolipoprotein E (apoE™) in
the experiment. Mice were divided into two groups. The control group was fed by
atherogenic diet with 1% of cholesterol for 8 weeks. Mice from the Spirulina platensis
group were fed by the same atherogenic diet with the addition of 40 mg Spirulina
platensis. We performed a biochemical analysis of blood. Immunohistochemical
analysis was performed in a 1 cm aortic sinus and the aortic arch. A series of cross
sections with a thickness of 7 um were cut for the immunohistochemistry and
stereology. Detection of expression of P-selectin was performed by avidin-biotic
method (ABC) with visualization by diaminobenzidin (DAB).

Results: Biochemical analysis did not show significant changes in total cholesterol in
mice treated with Spirulina in comparsion with control mice. Expression of P-selectin
was observed in all mice. There were no significant changes in intensity of expression
between them. Stereological analysis confirmed that administration of Spirulina
platensis did not affect the expression of endothelial P-selectin compared with the

control group.

Conclusions: The negative effect on cholesterol levels and expression of P-selectin after
Spirulina platensis administration can indicate a low dose or a short period of
administration. To confirm in vitro endothelium-protective effects in in vivo conditions

is required to change the dosing schedule.
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1 UVOD

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou nejCastéj$i pficinou  uamrti
v prumyslovych zemich. Nelze opomenout, Zze nemoci ob¢hové soustavy se rovnéz ve
stale vétsi mife podileji na rostoucich ndkladech na zdravotni péci, a to zejména
s ohledem na zvysujici se primérnou délku zivota populace (1).

Ackoli se kardiovaskularni mortalita v Ceské republice od roku 1990 vyrazné
snizila, nejvétsi procento populace stale umira na vaskularni komplikace. V roce 2009
se kardiovaskularni onemocnéni podilela na celkové umrtnosti z 45,3% u muzt a 51,4%
u zen. Celkem se jedna o 54 100 umrti na KVO ze 107 421 umrti v roce 2009 (2).

Nejcéastéjsi pricinou KVO je ateroskleréza. Jednd se o onemocnéni velkych
a stfednich tepen. Vlivem rizikovych faktori dochazi k poSkozeni funkcnosti stény
tepny. Méni se jeji propustnost pro urcité latky a do stény vstupuji cizi buniky, které se v
ni ukladaji a rozviji zde zanét. Podle soucasnych nazori je tedy ateroskler6za
povazovéana za zanétlivé onemocnéni. Na sténé cév je mozno pouhym okem spatfit
nazloutlé prouzky, tzv. lipidni skvrny, které urcitymi mechanismy pfechazeji v
pokrocilé 1éze a nasledné dochézi ke vzniku ateromovych plata (3, 4).

Céva ztraci pruznost a nasledkem vytvofeni ateromové hmoty dochazi k
postupnému zuzovani prisvitu cévy. Casto dochazi k utrZeni &asti ateromového platu
(trombus) a ten pak putuje krevnim fecistém (embolus) aZz do vzdalenéjSich cév, kde
muze uviznout a zplsobit Uplny uzavér krevniho prasvitu s néslednou ischémii
piisluSné ¢asti lidského téla (4).

Ateroskleroza se vyviji nékolik let zcela bezptiznakové. Prvni symptomy se objevuji
az s komplikacemi Vv pokrocilych stadiich onemocnéni. Ateroskleréza se klinicky
manifestuje jako ischemickd choroba srde¢ni (ICHS), cerebrovaskularni ischemicka
choroba nebo ischemické choroba dolnich koncetin (ICHDK). Mezi nahlé a potencialné
smrtici organové komplikace aterosklerdézy patti napt. infarkt myokardu (IM) nebo
cévni mozkova piithoda (CMP). Nasledné 1écebné zasahy byvaji zpravidla paliativni
a malo efektivni, proto je nezbytné se v problematice KVO zaméfit zejména na prevenci
a eliminaci rizikovych faktort (5).

Cilem této prace je pomoci imunohistochemickych metod posoudit a zhodnotit vliv
ucinkt Spiruliny platensis na jeden z markerti endotelidlni dysfunkce, ktery hraje
V patogenezi aterosklerozy dllezitou roli. Pfinosy Spiruliny v KVO vyplyvaji

pfedevsim z jejich hypolipidemickych, antioxidaénich a protizanétlivych acinki.



2 MIKROSKOPICKA ANATOMIE CEV

Cévni systém se podle funkce a rozmérd cévni struktury déli na makrovaskularni
(veny, arterie elastické, svalové 1 smiSené o prisvitu vétSim nez 0,1 mm)
a mikrovaskularni c¢ast (arterioly, metarterioly, kapilary kontinudlni, diskontinudlni,

fenestrované, pericytické a svalové venuly do prasvitu < 0,Imm).

2.1 Obecna stavba cév

Cévy nad urcity primér maji spole¢né strukturalni znaky, v urcitych rysech se vsak
mohou lisit. Pfechody mezi vyhranénymi typy jsou ale plynulé a minimalni. Krevni

cévy se obvykle skladaji ze tii vrstev (viz Obr. 1).

Tunica initima

Tunica intima vystyld vnitini povrch cév a je tvofena z vrstvy endotelovych bunck.
Tato vrstva je podpotena subendotelovou vrstvou fidkého vaziva, ptilezitostné obsahuje
hladké svalové bunky. Intima je od dalsi vrstvy oddélena vnitini vrstvou (membrana
elastica interna), kterd se sklada z elastinu a fenestrovanych prichodd, jimiz se k
buitkdm hluboko do cévni stény dostavaji ziviny. Jako nasledek absence krevniho tlaku
a cévnich kontrakei v okamziku smrti ma tunica intima (membrana elastica interna)

zvinény vzhled.

Tunica media

Stfedni vrstva je tvofena predev§im koncentrickou vrstvou Sroubovité vinutych
bunék hladkého svalstva. Hladké svalové buiiky jsou hlavnim zdrojem extracelularni
hmoty. Mezi témito buiikami je vloZeno velké mnozstvi elastickych vldken a lamel,
retikularnich vlaken (kolagen III. typu), proteoglykanli a glykoproteini. Od tunica
adventitia je u arterii médie oddélena slabou vnégj$i vrstvou (membrana elastica

externa).

Tunica adventitia

Vnéjsi vrstva je tvofena hlavné kolagennimi a elastickymi vladkny (vazivem). Na
rozdil od médie se zde nachazi kolagen 1. typu. Tunica adventitia plynule piechazi do

tkdné€ organu, kterym céva prochazi (6).



Obrazek 1: Stavba krevni cévy: Cévni sténa se sklada ze 3 hlavnich vrstev, tunica
adventitia, tunica intima a tunica media.

Chlopen

Tunica intima
(endotel)
Pojivova tkan
(elasticka a
kolagenni vlakna)

Tunica media

Tunica
adventita

http://www.physioweb.org/circulation/blood_vessels.html (19. 3. 2012)

2.2 Arterie

Dle priméru se arterie ¢leni na arterioly, arterie malého a stiedniho kalibru a arterie
velkého kalibru. Podle velikosti, stavby elastické a svalové tkdn¢ a podle usporadani
membrana elastica interna et externa je muzeme rozdélit do dvou typl — svalové
a elastické. Arterie malého a sttedniho kalibru jsou vétSinou arteriemi svalového typu
aarterie velkého kalibru jsou arteriemi elastického typu. Jejich anatomické

a histologické rozliSeni jednotlivych vrstev popisuje tabulka ¢. 1 (7).
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Tabulka 1: Klasifikace a struktura arterii (7).

Typ arterie

Tunica intima

Tunica media

Tunica adventitia

Arterioly (iizké Endotelové buiky 1-5 vrstev hladkych ~ Velmi tenka.
lumen vzhledem tvofeny svalovych bungk,
K tloustce steny) jednovrstevnym lamina elastica

dlazdicovitym externa neni

epitelem, vyvinuta.

subendotelova

vrstva tenka,

membrana elastica

interna vétSinou

chybi.
Arterie svalového Neékdy se nachazi Az 40 vrstev PodéIn¢€ usporadana
typu (napr. arteria  hladké svalové hladkych svalovych kolagenni a

mesenterica
superior)

buiky, membrana
elastica interna
dobfe vyvinuta,
subendotelova
vrstva tlustsi.

bunék, elasticka a
retikularni vlakna, u
vétsich lamina
elastica externa.

elasticka vlakna,
fibroblasty,
adipocyty, vasa
vasorum, nervova
vlakna.

Arterie elastického
typu (v pomeru k
luminu sténa
pomeérné tenkd,
napr. aorta)

Endotel ma
typicky charakter,
membrana elastica
interna splyva s
elastickymi
blankami v medii.

Hladkeé svalové
bunky upinajici se
do elastickych
membran,
retikularni vlakna,
proteoglykany.

Tenka, zejména
elasticka a
kolagenni vlakna,
vasa vasorum,
inervace.

Metarterioly (malé
vétve arteriol)

Chybi subendotel 1
membrana elastica
interna.

Jedna vrstva hladké
svaloviny.

Ridké vazivo, nelze
odlisit od medie.

2.3 Cévni endotel

Endotel se nachdzi v nejvnitinéj$i vrstvé tunica intima a piimo vystyld lumen

krevnich a lymfatickych cév (viz Obr. 2). JelikoZ endotel vznikd z mezenchymu,

nemuzeme jej pln¢ povazovat za pravy epitel. Endotelové buiiky maji polygondlni tvar s

oplostélym jadrem uprostited. Mezibunétna spojeni typu zonula occludens zajistuji

mechanickou odolnost bunééné vystelky. Jednotlivé buniky jsou s ostatnimi propojeny
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komplexnimi spoji. Jejich zastoupeni je nejcetnéjsi v arteriich. Typickou strukturou pro
endotelie jsou tyCinkovité inkluze, tzv. Weibel-Paladeho téliska. Tato téliska tvofi von
Wilebrandiiv  faktor, glykoprotein vyvolavajici shlukovani krevnich destiCek pfi
poranéni cévni stény (8).

Vyznamnym rysem plasmalemy jsou jakési pinocytické vacky, které se mohou
spojovat v kanalky a v endotelovych bunkach tak vytvafet otviurky, fenestrae. Na
takovych mistech dochazi k transendotelovému transportu latek. Ptestup molekul se
uskuteciuje bud’ malymi pory (mezibunééna spojeni) nebo velkymi pory (plazmalemni
vacky a fenestrae). Stejné jako ostatni buiiky, obsahuji i endotelie typické organely jako
jsou ribosomy, mitochondrie, endoplasmatické retikulum, ventrikuly, lyzosomy,

Golgiho komplex, multivezikularni téliska a glykogen (9).

Obrazek 2: Tkariové komponenty cévni stény. Endotel je nevnitinéjsi vrstva cévy,
primo vystyld lumen cévy (10).

Vasa vasorum

Nervy
Tunica adventitia

Membrana elastica
externa Tunica intima

Hladka svalovina

Membrana elastica
interna

Tunica media
Lamina propria
(hladka svalovina
a pojivova tkan)

membrana

Endotel

2.3.1 Funkce endotelu

Endotel je vysoce diferencovany druh epitelu (jednovrstevny dlazdicovity), ktery
slouzi jako polopropustnd membrana mezi dvéma kompartmenty vnitiniho prostiedi,

krevni plasmou a intersticialni kapalinou. Endotel udrZuje permeabilitu bariér,
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zprostfedkovavd a kontroluje rozsdhlou oboustrannou vyménu malych molekul
a omezuje transport nékterych makromolekul (6).

Dalo by se fici, Ze endotel reguluje prusvit tepny. Je-li tieba, relativné labilni spoje

se mohou Vv zavislosti na aktudlnich metabolickych narocich tkani rozsitit. Jedna se
napiiklad o zvysSeny pfisun kysliku do tepen zasobujicich svaly koncetin pii jejich
fyzickém namahani. Zvyseni pfitoku krve je zde mnohonasobné a tepny musi reagovat
svym piechodnym rozsifenim. Rovnéz se musi endotel ptizpisobit pii rozsifovani tepny
v disledku rostouciho aterosklerotického platu, v tomto piipad€ hovoiime o remodelaci.
K reaktivit¢ cév dochdzi plsobenim hemodynamickych faktor (krevni tlak)
a vazoaktivnich latek (histamin pii zadnétu). Nejsiln€jSim vazodilatacnim plisobkem je
NO (oxid dusnaty) a naopak mezi nejvyznamnéjsi vazokonstrikéni faktory se fadi
endotelin a angiotenzin 11 (8, 11).
a imunitnich procest, napf. pfi rozvoji aterosklerdzy. Exprimuji adhezni molekuly
(integriny, proteiny podobné imunoglobulinum, katheriny, selektiny), které z krve
vychytavaji rGzné druhy leukocyti. Endotelie umoziuji leukocytim diky svym
mezibunéénym spojiim snadny prichod do intersticia (11, 12).

Endotel vykazuje i ¢etnou antitrombogenni aktivitu, ¢imZ zabranuje sraZeni krve.
Napftiklad, kdyZ je endotel poSkozen aterosklerotickymi lézemi, za¢ne pojivova tkan
indukovat agregaci krevnich desti¢ek. Toto shlukovani zahajuje kaskadu udalosti, které
vedou k pfeméné fibrinu z fibrinogenu. Vytvati se trombus, ktery mize dorlst do
takové velikosti, az kompletn¢ uzavie krevni prisvit v daném misté cévy. Paklize se
trombus z mista 1éze utrhne a putuje krevnim fecist€ém (hovofime o embolu), mize
uviznout ve vzdalengjSich cévach a zplsobit tam obstrukcei (6).

Endotelové bunky skytaji na svém povrchu fadu receptorti a na zéklad¢ pftijatych
signali  dokadzou secernovat fadu antikoagulacnich, trombolytickych ale
| protrombogennich piisobku, napt. jiz zminény von Willebrandiv faktor.

Mezi dalsi funkce endotelu patii metabolizace hormonu a modifikace lipoproteint
v cévni sténé¢ (oxidace LDL, tj. lipoproteinu snizkou hustotou). Endotel reguluje
proliferaci bunék cévni hladké svaloviny, podili se na tvorbé kolagenu

a proteoglykani. Vlastnosti a funkce endotelu jsou shrnuty v tabulce €. 2 (8).

13



Tabulka 2: Vlastnosti a funkce endotelu (8).

Modifikace lipoproteinii

Regulace priisvitu tepny

e Oxidace LDL

e Vazokonstriktery: endotelin,

angiotoensin konvertujici enzym

e Vazodilatatory: NO, prostacyklin

Regulace zanétlivych a imunitnich
procesi

Antikoagulacéni a antitrombogenni
aktivita

e |L-1,IL-6,IL-8
e Adhezni molekuly (selektiny)

e Histokompatibilni antigeny

e Prostacyklin
e Aktivator plasminogenu

e Molekuly podobné heparinu

Protrombogenni aktivita

Regulace proliferace a ristu bunék

¢ Von Willebrandiv faktor e Stimulatory ristu: PDGF, CSF, FGF
e Tkanovy faktor e Inhibitory ristu: heparin, TGF-

e Inhibitor aktivatoru plasminogenu

UdrZovani permeability kapilar Metabolizace hormonii

2.3.2 Dysfunkce endotelu

Porucha vysSe zminénych endotelialnich funkci byva zndmkou vaskularniho
onemocnéni. Endotelova dysfunkce je casto povaZovéana za klicovou udalost sméfujici
K rozvoji aterosklerézy, na jejimz podkladé se pozd€ji rozviji nezadouci
kardiovaskularni ptihody (13).

Endotelové buiiky vystylaji povrch krevnich a lymfatickych cév. KdyZz bychom
endokrinni organ lidského téla. Neni tedy divu, ze jeho porucha je zodpovédnd za
nejroz§irené;si pti¢inu tmrti v civilizovanych zemich (11, 2).

U predisponovanych jedincii dochazi k posSkozeni funkci endotelu pii pievaze
rizikovych faktorti nad ochrannymi. Dysfunkce vede k poruseni relaxace cév, dochazi

ke zvySené propustnosti cévni stény. Zvysuje se napiiklad proliferace cévni hladké
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svaloviny a adheze leukocytt k povrchu endotelovych bunék. Dochazi ke
zvySené expresi povrchovych adheznich molekul, které¢ zadrzuji cirkulujici krevni
elementy. Dusledkem poskozeni endotelu (pisobenim rizikovych faktorl) je rovnéz
uvolnéni patologického mnozstvi von Willebrandova faktoru, ktery podporuje agregaci
krevnich desticek a jejich adhezi k subendoteliim.

Jeden z hlavnich mechanisml pfi¢in endotelialni dysfunkce je snizeni produkce
vazodilatacniho oxidu dusnatého (NO) v tkdnich. NO je znamy ateroprotektivni faktor.
Mnoha aspekty se podili na udrzovani kardiovaskularni homeostazy. Podili se na
regulaci krevniho tlaku, kontrakci hladkych svald, zanétu a na aktivaci krevnich
desticek.

Molekularni mechanismus zodpovédny za snizeni NO neni dosud zcela objasnén,
soucasné studie vSak predpokladaji, ze urcity vliv na aktivaci a regulaci endotelialni NO
synthazy ma jeji kofaktor, tetrahydrobiopterin.

Produkci a aktivitu NO naruSuji zejména reaktivni formy kysliku, a to hned

n¢kolika riznymi mechanismy (13).
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3 ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je definovana jako mistni zanétliva fibro-proliferativni odpoveéd’ na
ruzné formy endotelidlniho poskozeni. K dysfunkci endotelu dochézi vlivem n€kolika

nejcastéjSich rizikovych faktort (14).

3.1 Rizikové faktory

Terminem rizikové faktory se oznacuji wurCité charakteristiky, které vedou
u jednotlivych osob k rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni (KVO). Rizikové faktory
byly popsdny a definovany na zakladé¢ observacnich epidemiologickych studii,
pitevnich zdznamu, metabolickych a genetickych studii. Z globalniho hlediska rizikové
faktory zahrnuji fadu osobnich, fyziologickych a biochemickych znakl, vcetné
zivotniho stylu jedince. Né&které jsou ovlivnitelné, zatimco jiné nikoli. Ptehled

kardiovaskularnich rizikovych faktort je uveden v tabulce €. 3 (15).

Tabulka 3: Rizikové faktory pro vznik KVO (15).

Zivotni styl e Koufeni
(Ovlivnitelné) e Strava Svysokym obsahem nasycenych tukd a
cukru, malo ovoce a zeleniny
e Fyzicka neaktivita, obezita

e Abuzus alkoholu, stres

Biochemické a fyzikalni e Vysokd hladina cholesterolu (zaroven nizkd hladina
rizikové faktory HDL cholesterolu)
(Ovlivnitelné) e Vysoky krevni tlak

e Vysoka hladina triglyceridt
e Diabetes mellitus

e Trombogenni faktory

Osobni rizikové faktory o V¢gk

(Neovlivnitelné) e Pohlavi

e (Osobni a rodinnd anamnéza
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3.2 Epidemiologie

Existuji Siroké geografické rozdily v imrtnosti na KVO. Nejvyssi umrtnost je ve
Vychodni a Stfedni Evropé, nejmensi v Italii, Francii a Japonsku. Kardiovaskularni
umrtnost se zvysSuje s vékem a je obecné vyssi u muz nez u zen. Kromé pohlavi
a geografickych rozdili je mortalita ovlivnéna také etnickym ptivodem a socidlnim
postavenim. Naptiklad v rdmci Spojené¢ho Kralovstvi maji vyssi riziko 1idé z jizni Asie
nez lidé s afro-karibskym ptvodem. KV umrtnost je vyss$i Vv socialné chudsich

skupinach (16).

3.3 Patogeneze

Jak jiz bylo popsano, za vstup lipidli a zéanétlivych bun€k do stény tepny je
zodpovédna endotelidlni dysfunkce. Monocyty diferencuji v makrofagy, které poziou
lipidy a pfeméni se v pénové buiikky. To ma za nasledek vznik ,,tukovych prouzki®,
povazovanych za pocatek aterosklerdzy. Tukové prouzky jsou malé, lehce vyvysené
Iéze v misté poskozeni, zplisobené nahromadénim makrofagovych tukovych bunék v
intimé. Mohou byt prekurzory vétSich aterosklerotickych plati, ale mohou byt
I reverzibilni. K pfeméné tukovych prouzki v rozsahlejsi platy dochéazi v disledku
zéniku jadra a vzniku vazivové Cepicky.

Pénové bunky za¢nou umirat a uvoliiovat svljj lipidovy obsah, dochazi ke vzniku
nekrotického jadra. Uvolnéni cytoplasmatického obsahu vede Kk hromadéni
extracelularnich lipidii a ristového faktoru, coz vyvolava zanét. Nasledkem prostupu
hladkych cévnich svalovych bun€k do intimy a jejich néasledné proliferace vznika
vazivova Cepicka. Pfitomnost zvétSujicitho se mnozstvi bunééné hmoty zptisobuje rlst
platu (17).

Podle velikosti a stavby rozliSujeme dva typy plati. Plat s mohutnym nekrotickym
jadrem, vysokym obsahem zénétlivych bunék a tenkou vazivovou cepickou se nazyva
“nestabilni plat“. M4 vétsi predpoklad, Ze dojde k jeho ruptufe, nez plat s malym
nekrotickym jadrem, niz§im obsahem zanétlivych bunék a silngjsi vazivovou ¢epickou.
Takovy plat je oznaCovan jako “stabilni plat”“. Ruptura platu vede ke vzniku trombu,
ktery miize uzavfit lumen a zplsobit IM nebo CMP. Ne vzdy k tomu vSak musi dojit.
Ateromovy plat miZzeme v€asnymi zésahy stabilizovat a predejit tak vyskytu téchto

zavaznych udalosti (18).

17



3.3.1 Inicidlni faze vzniku plitu — endotelidlni dysfunkce

Rizikové faktory poskozuji endotel nékolika zplsoby. Obvykle se mohou

I vzajemné dopliiovat. Mezi nejéastéjsi iniciatory endotelialni dysfunkce patii:

e Vysoka hladina oxidovaného LDL (low-density lipoprotein)

e Volné radikaly, napf. reaktivni slouc¢eniny kysliku (ROS)

e Geneticka zatéz

e ZvySena plasmaticka koncentrace homocysteinu

e Infekéni mikroorganismy (Herpes virus, Chlamydia pneumoniae)
e Smykové napéti v oblastech turbulentniho proudéni krve

e Endogenni zanétlivé plsobky, napt. cytokiny (19)

Nésledkem piisobeni ROS dochézi v této fazi ke zvySené propustnosti endotelu
a zvysuje se prinik LDL lipoproteini z krve do arteridlni stény.

Lipoproteiny jsou komplexy lipidii (cholesterolu a triglyceridi) a specidlniho
hydrofilniho proteinu. Jelikoz cholesterol a triglyceridy jsou hydrofobni a krev se z vétsi
¢asti sklada z vody, jedna se o hydrofilni pfenasece téchto lipidd. Lipoproteiny délime
podle hustoty proteinu v komplexu. Napi. pokud je hustota tukii vysoka a hustota
proteinti naopak nizkd, jedna se o lipoprotein s nizkou hustotou (low-density
lipoprotein, LDL).

Funkci LDL je dodavat cholesterol perifernim tkanim (triglyceridy jsou pfedem
hydrolyzovany jaterni lipazou). Do buiiky se castice LDL dostdvaji pomoci LDL
receptorti jejichz ligandem je apoB-100. Uvnitt buiiky je cholesterol uvolnén a dale
zpracovavan k fyziologickym ucelim (syntéza bunéné membrany, steroidnich
hormonti apod.). LDL receptory buiika syntetizuje pii nedostatku cholesterolu, pokud
ho vSak naopak krvi v podobé lipoproteinii koluje hodné a receptory ho nestaci
vychytavat, dochazi k jejich chemické modifikaci, glykaci nebo oxidaci. Takové Castice
vstupuji pifes “scavengerové LDL receptory do makrofagh a urychluji rozvoj
aterosklerdzy (19).

Nasledkem plisobeni ROS dochazi k expresi adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-
1, PECAM-1, P-selektin), které se adheruji na povrch endotelu a pomoci kterych
leukocyty migruji do arterialni stény (viz Obr. 3), (21).
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Obrazek 3: Pocatek vzniku aterosklerotického pldtu (21).

A. Zdrava arterialni sténa je sloZena z intimy (vrstvy endotelovych bunék umisténych na
membrana elastica interna a z medie, kterou vypliuje extracelularni matrix a v ni
zabudované hladké svalové bunky. Medie je obklopena tenkou vrstvou membrana
elastica externa

B. Piisobenim rizikovych faktorii se cévni stena vystavuje pritomnosti ROS, dochazi k
upregulaci adhezivnich molekul a ke zvysSeni propustnosti endotelu. V disledku toho
leukocyty adheruji k endotelu a ndsledné pronikaji hloubéji do cévni steny. Rovnez
LDL prostupuji do cévni stény.

A. Normalni artérie

NG, i

Endotel

Membrina elastica interna

v Media

é‘:— Hladké svalové buiky

g,,y..__ Matrix

Membrana elastica externa

=
D
T

Pronikini lipida (LDL)

Zvvieni regulace adhezivnich
molekul (VCAM-1, ICAM-1)

Migrace lenkocyta do
arteriilni stény

Vznik ROS (reaktivanich

i kyslikovych sloutenin)

3.3.2 Zanét

Disledkem poSkozeni endotelu (pisobenim rizikovych faktoril) dochazi k uvolnéni
patologického mnozZstvi von Willebrandova faktoru, ktery podporuje agregaci krevnich

desticek a jejich adhezi k subendoteliim (viz Obr. 4). Desti¢ky se k endotelu zpravidla
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adheruji v mistech nachylnych na poskozeni. Takové misto je naptiklad rozdvojeni
karotid (22).

Adherence a naslednd agregace krevnich desticek je stimulovéna integriny, P-
selektinem, fibrinem, tromboxanem A, a tkanovym faktorem. Jakmile se piichycené
desticky stanou aktivni, ze svého bunécného povrchu uvolni fadu zanétlivych pasobk,
protedz a vazokonstrikénich latek, které dale podporuji zanét a prohlubuji poskozeni
endotelu. To vede ke shlukovéni, adhezi a nasledné¢ invazi leukocytti (neutrofilii
a monocyttl) do mista poskozeni (19).

Krevni desticky v misté 1éze uvoliuji destickovy faktor 4 (PF4) a ten podnécuje
preménu monocytll v makrofagy a jejich nasledné vychytavani oxidovanych LDL.

Dysfunkce endotelidlnich bunék a tim podminénd adherence desticek ma za
nasledek jiz zminénou invazi leukocytl, kterd vede k vytvofeni tukovych prouZzki.
Nejprve se leukocyty pohybuji po endotelidlnim povrchu cévni stény, coz je
zprostiedkovano expresi selektinli, pfedev§im P-selektinu. Potom leukocyty tésné
pfilnou k endotelu a z cévniho fecisté prostoupi do okolni tkan¢ (media intima). Tento
proces extravazace je uskute¢fiovan pomoci integrinli a imunoglobulinil, zejména ale
pomoci adheznich molekul VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) a ICAM-1
(intercellular adhesion molekule 1), (23).

Reakci bunék intimy na extravazaci leukocytli je vypusSténi riiznych chemokinii. Ty
pomoci svych receptort pevné vazi monocyty a T-lymfocyty a umoZiuji jim migrovat.
V intimné monocyty a T-lymfocyty dozravaji a uvoliiuji chemoatraktivni cytokiny,
napft. chemokin ligand 2 (CCL-2, znamy také jako MCP-1). MCP-1 zesiluje zanétlivou
odpoved’ (24).

Piimy dikaz o casti CCL-2 a jeho receptoru CCR-2 v aterogenezi pochazi
Z vyzkumu u ApOE'/' mysi, u kterych dochazi ke snizené expresi CCL-2 nebo CCR-2. U
téchto mysi pozorujeme vyrazné¢ nizs§i podil makrofagli i celkové mensi nartst
aterosklerotického platu.

Zanét je ptitomen po celou dobu rozvoje aterosklerotického platu a Gcastni se ho
nescetné mnozstvi pro-zanétlivych cytokinti, napf. interferon-y (IFN-y), tumor
nekrotizujici faktor o (TNF a ), interleukin-1 (IL-1), IL-2 a IL-18 (25).

Vyznam imunity u ateroskler6zy se omezuje nejen na adaptivni imunitni systém, ale
1 vrozena imunita je dualezitd. TLRs (toll-like receptory) jsou receptory, jejichz

molekulova struktura jim umoziiuje spojovat se s patogeny. Kdyz poSkozené tkané
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uvolni “nebezpecné pusobky* ¢i modifikované LDL lipoproteiny, tyto receptory nato
zareaguji stejné jako na invazi mikroorganismt, tedy iniciovanim zanétlivé odezvy (26).

C-reaktivni protein (CRP), kratky pentraxin, ktery je pouzivan jako prediktivni
marker pro ischemickou chorobu srdec¢ni, je soucasti vrozené¢ho imunitniho systému.
Mechanismy vysvétlujici Gcast CRP v srdecnich onemocnénich jsou dosud
neobjasnény, jelikoz veskeré experimenty ztézuje genetickd odliSnost mezi mysSim
a lidskym CRP. Soucasné studie vSak ukdzaly, ze dlouhy pentraxin (PTX3) zajistuje
u mysi kardioprotektivni u¢inek. Hladiny PTX3 jsou zvysené pfi ischemii myokardu jak
u mys$i tak u lidi, proto by mohl mit potencial jako prognosticky marker.

PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors), které jsou exprimovany
endotelidlnimi bufikami v cévni sténé€, jsou dileZitou skupinou jadernych receptort,
které reguluji pfisun monocytl, jejich adhezi i pfestup do tkani, stejn¢ jako jejich
exprimovany monocty, makrofagy a T-bunkami a jsou spojovany s ateroprotektivnimi

procesy, které zahrnuji inhibici zdnétlivych molekul (27).

3.3.3 Vznik pénovych bunék

Jakmile LDL lipoproteiny migruji do intimy, dochézi tam k jejich modifikaci a jsou
snadngji vychytdvany buikami. V intimn€ se uvoliuji ristové faktory (monocyte
colony-stimulating factor, M-CSF) a cytokiny (TNF-a a IFN-y) a iniciuji pfeménu
monoctyll v makrofagy, které nésledné vyzravaji do aktivnich makrofag. Tento
vyzravajici proces u makrofagii zvySuje expresi jejich “scavengerovych® receptorti
(receptory A, B1 a CD36), které pfijimaji a vazi modifikované LDL (28).

V soucasné dobé& existuje domnénka, Ze zatimco receptor A je proaterogenni (ma
svlyj podil pfi vychytavani oxidovanych LDL do cévni stény), receptor Bl je atero-
protektivni (podili se na ptesunu esterifikovaného cholesterolu pomoci HDL do jater),
(29).

Pozieni lipidi makrofagy usti ve shromazd’'ovani tukovych kapek uvniti makrofagi,
ty ziskavaji pod mikroskopem pénovy vzhled a vznikaji tak pénové buiky. Pénoveé
bunky uvoliuji ristové faktory a cytokiny, které ptispivaji k progresi aterosklerotickych
1ézi. Uvolnuji protedzy (MMPs), které stimuluji rozpad bunécné matrix. Pénové bunky

spolu s T-lymfocyty rozviji vznik tukovych prouzki (viz Obr. 4), (30).
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Cholesterol mize byt kromé vychytavani lipidy transportovan pomoci pienasecii
ABCA-1 a ABCG-1 do mimobunécného prostoru, kde se navdze na HDL akceptor —
apolipoprotein E. Tento proces se nazyva zpétny transport cholesterolu. Cholesterol
muze byt pomoci plasmatické lecitin-cholesterol acyltransferazy esterifikovan
a transportovan z tkani do jater. Toto odvéadéni cholesterolu je povazované za
ateroprotektivni, jelikoz odstranuje nakupeny cholesterol, a tim snizuje riziko vzniku
penovych bunék. Podpora zpétného transportu cholesterolu je jednou z moznosti jak

predchazet a odvracet aterosklerotické cévni onemocnéni (31).

Obrdazek 4: Vznik tukovych prouZki (21).

Desticky adheruji k poSkozené endotelialni vrstvé a tam degranuluji. LDL castice jsou
V arteridlni stené modifikovany, to usnadnuje jejich vychytavani makrofagy a méni se
V pénové bunky. Uvolnéni chemokinii a rustového faktoru vede k expresi dalsich
zanetlivych bunek, aktivaci T-lymfocytit a migraci a proliferaci hladkych svalovych
bunék.

Pronikni lipida (LDL)

Piilnuti a agregace destitek

Migrace a proliferace
hladkych svalovych bunék

Tvorba pénovych bunék
Aktivace T-lvmfovyta

Prostup a piilnuti dalsich
leukocyta

3.3.4 Proliferace a migrace bunék hladké cévni svaloviny

Tukové prouzky se postupné zvétSuji a rozviji se aterosklerotické platy. Vytvari se
na nich fibrézni cepicka z hladkosvalovych bunék (vascular smooth muscle cells,
VSCMs), (viz Obr. 5). Cepicka tvofi ochrannou vrstvu mezi 1ézi a endotelem cévy. Pfi
rozvoji pokrocilého platu z tukovych prouzkt migruji VSCMs z medie do intimy, kde
dochazi k jejich proliferaci. Béhem tohoto procesu dochazi u VSCMs k fenotypové
obmén¢ z kontraktilnich hladkych bunék na syntetické. Vznik fibrozni Cepicky je

stimulovan rastovymi faktory, cytokiny. Na migraci a proliferaci se rovnéz podili
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destickovy riistovy faktor (PDGF), fibroblastovy rastovy faktor (FGF) a transformujici
rustovy faktor B (TGF-B). Tyto faktory se uvoliluji z bezjadernych desticek,
endotelidlnich bunék, makrofagti, pénovych bunék a VSCMs. Rovnéz rozpad
mezibunééné hmoty usnadnuje piechod VSMCs z medie do intimy. Jak se léze
postupné¢ zvétSuje a mohutni, zanétlivé cytokiny (IFN-y) podporuji apoptozu
makrofagl. To vede ke vzniku nekrotického jadra, které je charakteristické pro

pokrocilé stadium rozvoje platu (32).

Obrazek 5: Stabilni ateroskleroticky plat (21).

Migrace a proliferace hladkych svalovych bunek vede K tvorbé fibrozni cepicky.
Apoptozou pénovych bunék vznika nekrotické jadro. Dochazi k dalsimu nahromadeni
makrofagit a T-lymfocyti.
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3.3.5 Ruptura platu a vznik trombu

Predpoklada se, ze po vytvofeni casné léze, dochazi k jejimu dal§imu ristu
narazove. K t€émto “narazim® muze dochdzet v disledku ruptury platu a jeho nésledné
opravy. Slozeni platu urcuje rizika jeho utrZeni. Platy se silnou fibrézni cepickou se
povazuji za klinicky stabilni (viz Obr. 5), zatimco platy s vysokym lipidovym obsahem
a malou nebo zadnou vazivovou cepiCkou jsou oznacovany za nestabilni a jsou

nachylné k ruptute (viz Obr. 6), (30, 33).

Obrazek 6: Nestabilni ateroskleroticky plat (21).

Nasledkem apoptozy hladkych svalovych bunék a degradace bunécné matrix dochazi ke
ztencovani fibrozni cepicky a ke krvdceni uvnitr platu. Plat se stava vice nestabilni a
nachylny k rupture.

Ztenteni vazivové fepicky: apoptoza
hladkych svalovych bunék a rozklad
matrix

Ruptura vazivové cepicky
Krviceni v plitu

Vznik trombu

Utrzeni platu urychluji 3 hlavni faktory:
a) ztencovani fibrozni cepicky

Ke ztenceni fibrozni Cepicky miize dojit v disledku apoptézy hladkosvalovych
bunék, ¢imZ se zaroven omezuje syntézu matrix a pruznost a roztaznost Cepicky.
Rovnéz apoptéza makrofagh zvySuje velikost nekrotického jadra, coz vyviji tlak na
vazivo a dochdzi opét k apoptéoze vazivovych bunck. Ke ztenCovani prispiva i zanét
v platu, nebot’ pifi ném muze dochazet k aktivaci protedz, coz vede k rozpadu

mimobunécnych proteint (33).
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b) rozpad mezibunééné hmoty

Rozpad matrix snizuje mnozstvi kolagenu v platu a to omezuje pruznost vaziva.
proteaza je plasmin, ktery rozklada fibrin, ¢imz ovliviluje stabilitu platu. Katepsiny jsou
univerzalni rodinou extraceluldrnich enzymti, které ovliviiuji stabilitu platu stejné jako
spoustu jinych procest ateroskler6zy. Bunééné metaloproteiny (MMPs) nachazime
Vv mistech rozpadu extracelularni matrix v aterosklerotickych platech a je dokdzéano, ze
vytazenim jejich geni u mysi dochazi k pozitivnimu vlivu na rozvoj i stabilitu platu.
MMPs jsou aktivovany 1 protedzami zirnych bunck, chymazami, tryptadzami

a katepsinem G (34, 35).
¢) vznik mikrocévy a jeji trombézy uvniti platu

Ke vzniku arterioly nebo kapilary uvnitf platu (neoangiogeneze) dochazi predevsim
u nestabilnich platd. Predpoklada se, ze pii neoangiogenezi se uplatiuji zirné buiiky,
nachdzi se vedle nové vytvofené cévy a obsahuji potencidlni proangiogenni faktor,
fibroblastovy ristovy faktor, ktery piispiva k bujeni dal§ich vétvi¢ek novocév. Zirné
bunky vSak obsahuji i dal§i proangiogenni faktory, jako je histamin, heparin, chymaza,
tryptaza, cévni endotelidlni rtistovy faktor a nervovy riistovy faktor (36).

RovnéZz angiogenni faktory odvozené od T-lymfocyti a makrofagh ptispivaji
k neovaskularizaci, a to pfedevsim tfemi nasledujicimi procesy. Vétvenim vasa vasorum
kolem nekrotického jadra, vytvofenim nezralych cév a ztratou bazalni membrany kolem
funk¢nich kapilar. Tyto procesy vyvolavaji unik Cervenych krvinek do platu, ¢imz
spousti zadnétlivou odezvu a naslednou novotvorbu cév (37).

V mistech zanicené tkané€ produkuji makrofagy a Zirné buiiky proteolytické enzymy,
které¢ mohou svou aktivitou poSkodit endotel noveé vytvofenych cév.

Pti ruptute platu dochazi k vyliti vysoce trombogennich prvkl platu do krevniho
reCisté, coz vede ke shlukovani krevnich desticek a nasledné tvorbé sraZzeniny (trombu).
(viz Obr. 7) Trombus miize kompletné uzaviit prasvit cévy, coz se klinicky projevi
napt. jako infarkt nebo mrtvice. Proto je nesmirné¢ nezbytnd znalost mechanismi
regulace krevnich desti¢ek a vzniku trombu. Zda se, Ze dileZitou roli v téchto procesech
hraje proteinkinasa C, jeji isoformy se rlizn¢ uplatiiuji pii aktivaci desticek (38).

Ruptura platu se vSak miiZe i zahojit. Bud’ se mize regenerovat, nebo na jejim misté

vznikne jizva. Oba procesy vedou k rozsiteni velikosti platu (33).
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Béhem opravného procesu se uvoliiuje TGF-B, ktery stimuluje VSCMs, diky nimz
se mize vytvofit nezbytnd tkan a extracelularni matrix pro tvorbu kostry vazivové
¢epicky. Béhem tvorby trombu se uvoliiuje trombin, ktery podnécuje rist VSCMs a je

rovnéz dulezity pro tvorbu vazivové Eepicky (30).
Obrdazek 7: Ruptura pldatu (21).

Rupturou fibrozni cepicky nebo erozi luminalniho povrchu dochdzi ke vzniku trombu,
ktery miize ucpat cely prusvit cévy.

Trombus v lumen cévy

Ruptura vazivové cepiky

Trombus v plitu
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4 MYSI MODELY ATEROSKLEROZY

Ke studiu patogeneze a 1écby aterosklerotickych 1ézi bylo v minulosti pouzito
mnoho druhti zvifat. Prvni zminka o pokusech vztahujicich se k aterosklerdze se datuje
do roku 1908. V t¢ dobé doktor Ignatowski zpozoroval ztlu$téni intimy v aortach
u kralika, kteti byli krmeni stravou bohatou na proteiny (39).

Do roku 1992 se vétSina vyzkumu soustiedila pfedevsim na kraliky, v mensi mife na
prasata a opice. Ackoli se u kraliki ateroskler6za samovolné nerozviji, po vnéjSim
zéasahu reaguji zvysSenou hladinou cholesterolu a rozvojem léze v relativné kratké dobé.
Aterosklerotické modely prasat a primatii jsou sice lidskym modelim podobné nejvice,
bohuzel jsou ale velmi drahé a navic se vyzaduji specidlni opatieni pii zachdzeni
S témito zvifaty. V minulosti nam vSak tyto modely poskytly neocenitelné poznatky.
Naptiklad prase¢i model odhalil, Ze jednim z prvnich procest v rozvoji 1éze je infiltrace
monocytl. Studie na kralicich a opicich byly stéZejni pti definovani bunéénych procesi
vedoucich k vytvoreni a rozvoji 1éze. V uplynulych letech probihalo nes¢etné mnozstvi
vyzkumt a bylo zapotiebi najit model, ktery by umoziioval terapeutické studie na tak
velkém poctu zvitat. Takovym modelem se od roku 1992 stal mysi model (40).

Mysi jsou viici aterosklerdze vysoce odolné. Vyjimkou je pouze kmen C57BL/6. U
néj lze proces ateroskler6zy navodit specidlni dietou bohatou na cholesterol. Pravé tento
model pouzila v 60. letech Wisslerova laboratof. Pomér surovin (30% tuku, 5%
cholesterolu a 2% kyseliny cholové) sice vedl u C57BL/6 k rozvoji aterosklerozy, ale
zaroven byl pro mysi toxicky. Mysi ztracely na vaze a trpély vaznymi infekcemi
respiraéniho traktu. Paigen a kol. dietu pozménili, redukovali obsah lipidd. “Paigenova
dieta” obsahuje 15% tuku, 1.25% cholesterolu a 0,5% cholové kyseliny. Ackoli byl
tento model Siroce uZivany, mél i1 své nevyhody, 1éze byly velmi malé, omezené pouze
na aortdlni kmen, a navic byla dieta vzhledem k abnormalné¢ vysokému obsahu
cholesterolu nefyziologicka. Také s ohledem na patologii 1ézi neni tento model vhodny
pro lidskou aterosklerézu. Tohle vSechno vedlo védce k bagatelizaci role mysi jako
vhodného modelu. Diky genovému inzenyrstvi vSak nabyvaji od roku 1992 mysi
modely tpln¢ jinych rozméri (41, 42).

Tabulka 4 popisuje hlavni vyhody a nevyhody pouziti mysi jako modelt

aterosklerdzy.
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Tabulka 4: Vyhody a nevyhody mySich modelii (43).

Vyhody mysich modeli Nevyhody mysich modeli

e Schopnost validné kontrolovat Zivotni e OdliSnd primérnd délka zivota (2

prostiedi a dietu roky) a hmotnost (309)

e Kratka generacni doba (3 tydny e Velmi odlisny lipidovy profil (75%
bfezost a pohlavni dospélost do 6 cholesterolu v lidské plazmé je LDL,

tydnu po narozeni) zatimco u mysi prevazuje HDL)

e Jednoduché a hospodarné pozadavky e Normdlni stravou nelze dostihnout

na zabezpe€ovani mysi (shanéni, chov) aterosklerdzy, u lidi bézny proces

e Rodi se velké mnozstvi potomki

(imbrednich kment)

e Navozeni aterosklerézy v kratkém

¢asovém useku

e Moznost zmény genetického profilu,
vlozeni novych geni nebo vyfazeni

puvodnich

e Rozmach techniky pomohl piekonat

omezeni velikosti mySich preparata

4.1 ApoE-deficientni mySi

Nekolik let se védci po celém svéte snazili vytvofit lepsi model pro lipoproteinové
poruchy a identifikovat geny, které jsou zodpovédné za rozvoj aterosklerdzy. V roce
1992 se podatilo cilené potlacit aktivitu genu zodpovédného za expresi apolipoproteinu
E (apoE). ApoE je bilkovinna soucast lipoproteinti (HDL, VLDL, chylomikront), ktera
slouzi pro prenos cholesterolu a rovnéz jako ligand pro vazbu na bunécné receptory
Vv jatrech a mozku. Jeho spojitost s rozvojem aterosklerézy je jednoznacné prokazana
a diky inaktivaci apoE genu se podafilo vytvofit novy kmen mysi — apoE-deficientni

mysi. (44).

28



ApoE-deficientni mysi méli 5x vySsi plasmatickou hladinu cholesterolu nez méli
puvodni kmeny. Ackoli celkovy cholesterol byl vysoky, HDL cholesterol byl sniZzen o
vice nez polovinu normalni plasmatické hladiny. Hladina triglyceridii se zvysila o 68%.
Predpoklada se, ze mysi postradaji cholesteryl-ester transferovy protein, enzym, ktery
prenasi esterifikovany cholesterol z HDL do VLDL a LDL. I pies tyto rozdily maji
apoE-deficientni mysi srovnatelné fenotypy s lidmi. Ukazalo se, ze chronologicky sled
udalosti vedoucich ke vzniku aterosklerotickych 1ézi u téchto mysi je velice podobny
lidskym modelim aterosklerdzy (45).

Jiz ve véku 5-6 tydnl probihd na endotelidlnim povrchu aorty adheze monocyta.
Pod mikroskopem mutizeme spatfit transendotelidlni migraci monocytt. V 6-10. tydnu
Zivota lze u apoE-deficientnich mysi pozorovat migraci hladko-svalovych bunék
a vznik pénovych bungk s naslednym rozvojem tukovych prouzki. Tukové prouzky se
pomémé rychle rozviji v pokrocilé 1éze. Tyto 1éze obsahuji typickd nekrotickd jadra
obklopena proliferujicimi  hladko-svalovymi builkkami s rliznym mnoZstvim
extracelularni matrix. Tyto 1éze mivaji dobie vytvofenou vazivovou cepicku. Pomérné
beézn¢ se stava, ze se zanctliva 1éze nahloda hluboko do medie a zplisobi tam aortalni
aneurysma. Na mnoha platech u starSich zvifat nalézame kalcifikovana loziska (46).

SloZitost 1ézi spolu s vyhodami pouZiti téchto mysi jako modelt pro lidskou
ateroskler6zu déla tento model Zadoucim pro studium environmentalnich a genetickych
pfiCin ateroskler6zy. Objev apoE-deficientnich mysi potvrdil vhodnost téchto zvifat
jako modell pro vyzkum aterosklerézy u lidi a polozil zaklad pro budouci studium
specialnich diet.

Hayek a kol. piekonali Paigenovu mysi dietu a pfisli s tzv. “western-type* dietou,
ktera je vice fyziologicka neZ byla nékolik let stard Paigenova. Tato dieta obsahuje
21% tuku, 0,15% cholesterolu a zddnou cholovou kyselinu. Pokud jsou touto dietou
krmeny obycejné kmeny myS$i, dochdzi u nich k dvojndsobnému zvySeni hladiny
plazmatického cholesterolu, zatimco u apoE-deficientnich mysi dochazi k vice nez
trojnasobnému zvyseni cholesterolu. Postprandialni clearence lipoproteind je vyrazné
narusSena. ApoE-deficientni mysi na “western-type* dietu odpovidaji podobné jako lidé
na béznou stravu. Pfi této dieté je znacné€ urychlen vyvoj 1ézi a jejich velikost je veEtsi.
U deseti tydennich zvitat, kterd byla po dobu 5 tydnti krmena touto dietou, dochézi k tii
az Ctyfnasobnému zvétSeni velikosti 1ézi neZz dochdzi u zvifat krmenych nizkotu¢nou

dietou.
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Kromé histologické podobnosti s lidskymi 1ézemi, ukazuji mySi modely na
podobnost i v odpovédich na environmentalni podnéty. Zatim vSak u zadného mysiho
kmenu nebyla pozorovana ruptura platu. Progrese aterosklerotickych 1ézi probiha
rychleji nez u lidi, coz se muZze jevit jako vyhodné v mnoha experimentalnich

vyzkumech (45).
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5 P-SELEKTIN

P-selektin (CD62P) je adhezni molekula, patfici do skupiny selektini (P-selektin, E-
selektin, L-selektin). Jeji struktura je zndzornéna na obrazku 8. Dohromady hraji
selektiny dulezitou roli pfi zahajeni migrace leukocytti do arterialni stény. P-selektin je
Caste¢né zodpovédny za adhezi leukocytt a krevnich desticek k endotelu. P-selektin je
rovnéz objektem zajmu kvili moznému vyuziti jeho rozpustné formy jako
plazmatického ukazatele neptiznivych kardiovaskularnich udélosti.

Zviteci modely ukazaly na dulezitost role P-selektinu v procesu aterogeneze.
ZvySena hladina rozpustného P-selektinu v plazmé byla s riznym vztahem k prognoze
prokazana u kardiovaskularnich onemocnéni, véetné ICHS, hypertenze a u fibrilace sini.
Napftiklad v aktivnim aterosklerotickém platu u mysi byla prokazana zvysena exprese P-
selektinu a naopak pii nedostatku P-selektinu byla pozorovana sniZzena tendence

formovani platt (47).

Obrdazek 8: Struktura molekuly P-selektinu (47).

P-selektin je nejvetsi ze selektinu. Jeho atomova hmotnost ¢ini 140 kDa. Tato molekula
se sklada z endotelového riistového faktoru, deviti opakujicich se regulacnich sekvenci,
lecitinu s amino- skupinou na jednom konci a transmembranové sekvenci s karboxy-
skupinou na druhém konci molekuly.

NH, CCEIErOQ00000@@—_ — COOH

EGF - endotelovy mistovy fakctor
1-9 - opakuijici se regulacni sekovence

O - transmemmbranova domena

NH2 - amino skpina na konci molekuly
COOH - karboxy skupina na konci molekuly

5.1 Exprese na endotelu

P-selektin je soucasti membrany krevnich destiCek nebo také soucasti membrany
Weibel-Paladeho télisek endotelidlnich bun€k. Po in vitro pisobeni zanétlivych
mediatortt (histamin, trombin, phorbolové estery, hypoxie) na endotelidlni bunky
dochazi béhem nékolika minut k mobilizaci Weibel-Paladeho télisek a degranulaci

jejich von Willebrandova faktoru. Zhruba béhem dvou minut po stimulaci je na povrchu
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desticek nebo na endotelu exprimovan rovnéz P-selektin. Tato exprese trva jen chvili,
kulminuje po 10 min a odezniva do 3 hodin. K dalsi syntéze P-selektinu dochazi béhem
2 hodin diky cytokinim, jako jsou IL-1, TNF-a, trombin, liposacharidy nebo kyslikové
radikaly (48).

Predpoklada se, Ze wurCity vliv na expresi P-selektinu maji metabolity
ateroprotektivniho oxidu dusnatého (NO). Minamino a kol. popisuji spojitost mezi
nizkou hladinou NO metaboliti a vysokou expresi desti¢kového P-selektinu. Inhibitory
NO synthazy by pak byli zodpovédny za zvySenou expresi P-selektinu (49).

Hlavnim ligandem pro P-selektin je glykoprotein PSGL-1 (P-selektin glykoprotein
ligand-1), ktery se nachazi na vétsin¢ hemopoetickych bun¢k, jako jsou neutrofily,
lymfocyty, eosinofily, monocyty. Miizeme ho tedy nalézt u téch, u kterych dochazi
k adhezi na endotelialni povrch cévni stény. PSGL-1 vSak slouzi i pro ostatni typy
selektind.

Cetné experimenty u apo-E deficientnich mysi a lidi dokladaji Gcast P-selektinu
aPSGL-1 pfi rolovani leukocytl po endotelu a popisuji vliv P-selektinu na interakci

mezi destickami a leukocyty. Tyto interakce znézoriiuje obrazek 9 (50).

Obrazek 9: Funkce P-selektinu: obrdzek popisuje vztah mezi P-selektinem, destickami,
leukocyty a aterogenezi.(47).

Altivace desticek s
expresi P-selektinu na
svém povrchu a adheze
desti‘ek na endotelu

Rolovani monocyti a
> neutrofii po endotelu |::>
Puting y Lo
PNV

Cévni endotel

® - monocyty CD - krevni desticky - P-selektin

Adheze monocyti a
neutrofild k destiékam a
endotelu

Pokud u mysi chybi P-selektin, jeho funkci adheze leukocytl a rolovani po endotelu

piebira L-selektin. U mys$i bez P-selektinu, které jsou léceny TNF-a, je pro omezeni
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rolovani nutné blokovat funkci E-selektinu. U E-selektin/P-selektin deficientnich mysi
vibec nedochézi k rolovani leukocytl po endotelialnim povrchu.

Pozorovani a studie selektini indikuji, ze P-selektin je zodpovédny za casné
rolovani leukocytti, zatimco E-selektin pfispiva krolovani v menSi mife a je
zodpovédny spise za adhezi (51).

Hustota P-selektinu v aktivovaném endotelu neni in Vvivo znamda, avSak
imunohistochemické vyzkumy ptedpokladaji, ze je mnohem mens$i nez hustota E-
selektinu.

Imunohostochemické analyzy prokazaly vyraznou endotelovou expresi P-selektinu
v lidskych nestabilnich aterosklerotickych platech. Barveni ukéazalo na silnou spojitost
s expresi adhezni molekuly ICAM-1. AvSak v normadlnich artériich nebo ve stabilnich
fibroznich platech nebyla piitomnost P-selektinu detekovdna. Adhezi leukocytl
ke tkanim Ize inhibovat pomoci protilatek pro P-selektin mifenych do specifického
mista adheze.

Exprese P-selektinu se zvySuje u pacientli s nestabilni anginou pectoris ¢i po
mozkové mrtvici. Tyto experimenty podporuji koncept, Ze zvySena exprese P-selektinu

hraje v rozvoji ateroskler6ézy vyznamnou roli (52).

5.2 Prirezové studie kardiovaskularnich onemocnéni (rozpustny P-
selektin)

Prvni klinické studie zaméfené na souvislost mezi P-selektinem a KVO se zacaly
objevovat pred deseti lety. ZvySena hladina rozpustného P-selektinu byla prokézana
v Siroké Skale akutnich 1 chronickych kardiovaskuldrnich onemocnénich. Wu a kol.
popsali zvySenou hladinu po AIM a pii mozkové trombdze. Spolu s Chong a kol. jasné
uvedli, Ze rozpustny P-selektin by mohl byt uzite¢ny jako novy marker trombotickych
onemocnéni (53).

Zvysené hladiny rozpustného P-selektinu byly dale hlaSeny fadou vyzkumnych
tymi u ICHDK, chronickych ICHS, u hypertenze a u nestabilni AP (nikoli vSak
u stabilni AP). Co se tyka cerebrovaskularnich onemocnéni, byl nalezen zvySeny
rozpustny P-selektin u pacienti se symptomatickou stenézou vnitinich karotid a akutni

cévni mozkovou piihodou (49).
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5.3 Farmakologické intervence

Riondino a kol. zjistili, Ze sniZzeni krevniho tlaku u starSich hypertenznich lidi
pomoci ACE-inhibitort ¢i blokatorti vapnikovych kanald vede k redukci shlukovani
destic¢ek a ke snizené expresi destickového i endotelového P-selektinu (54).

Statiny patii do skupiny 1ékti snizujici hladinu cholesterolu v krvi. Nové vSak bylo
uznano, ze krom¢ hypolipidemickych ucinkd maji statiny pfiznivy vliv i na endotel
arozvoj a progresi zanétu. Pucetti a kol. prokazali vyrazné zlepSeni funkce krevnich
desticek a snizeni hladiny P-selektinu u hypercholesterolemickych pacientli po terapii
nékterymi statiny (simvastatin, atorvastatin, fluvastatin). Ukazalo se, ze statiny snizuji
hladinu P-selektinu po akutni koronarni piihodé i u pacientti se stabilni ICHS. Jednim
z predpokladanych mechanismu snizeni exprese selektini by mohla byt stimulace oxidu

dusnatého, ktery ma za nasledek snizovani aktivace krevnich desticek (55).
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6 SPIRULINA PLATENSIS

Spirulina platensis je voln¢ plovouci jednobunécnd fasa se spiralovité stocenymi
vlakny. Jeji mikroskopicka struktura je patrna z obrazku 10. N¢kdy je oznacovana jako
Athrospira platensis, fadi se do tfidy cyanobakterii (sinic) a ma schopnost fotosyntézy.
Piirozené se vyskytuje ve slanych alkalickych vodnich nadrzich v subtropech nebo
tropech, pfedev§im v Americe, Mexiku, Asii a stiedni Africe.

Prvotni vyzkumy byly zaméfeny na studium nutriénich hodnot Spiruliny jako
zdroje potravy. Spirulina je vyznamna pro svij neobvykle vysoky obsah bilkovin (az
70% suché vahy). RovnéZ je velmi bohatd na vitaminy, minerdly, esencidlni mastné
kyseliny a jiné ziviny (56).

Na pocatku 80. let se vyzkum obratil na studium Spiruliny jako potencialniho
nutraceutika v prevenci riznych onemocnéni. Spirulina se stala jednim z vyznamnych
potravinovych doplikli s pfiznivymi ucinky na fadu chorob. Bylo hlaSeno, Ze
konzumace Spiruliny méa vyznam v prevenci hypercholesterolémie, kardiovaskularnich
onemocnéni, uréitych zanétlivych onemocnéni, alergii, rakovin, virovych infekci,

porusené glukdzové tolerance, diabetu a jinych metabolickych onemocnéni (57).

Obrazek 10: Spirulina platensis pod mikroskopem: jednd se o jednobunécnou rasu
spiralovitého tvaru.

A: http://vitainfo.cz/eshop/detail.php?idzb=230 (11.3.2012),
B: http://www.mokkka.hu/drupal/en/node/9923 (11.3.2012)
C: http://www.sciento.co.uk/catalog/item/247/ (11.3.2012)
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6.1 Slozeni

Sucha véaha Spiruliny je z 51-70% tvofena proteiny. Jednd se o kompletni bilkoviny
obsahujici vSechny esencialni a nckteré neesencidlni aminokyseliny. Svoji nutri¢ni
hodnotou mohou tyto proteiny pfipominat bilkoviny obsazené v mase, mléku ¢i vejcich.

Spirulina obsahuje kolem 7 % lipidi, povazuje se za vyznamny zdroj nenasycenych
mastnych kyselin (NMK), znichz nejdilezitéjsi je kyselina y-linoleova. Z dalSich
vyznamnych NMK poskytuje Spirulina  kyselinu  a-linoleovou, linolovou,
stearidonovou, eikosapentaenovou, dokosahexaenovou a arachidonovou. Dale obsahuje
15-20% sacharidii, znichz nejvice je zastoupena rychle se utilizujici rhamndza
a glykogen. Oba dva sacharidy maji nizky glykemicky index.

Spirulina obsahuje ¢etna piirodni barviva, predevsim karotenoidy, 1,2% chlorofylu
a az 15% fykocyaninu. Dale obsahuje antioxida¢ni enzymy (superoxid dismutdzu
a glutation peroxidazu) a polyaminy, diky kterym ziskéva spirulina charakteristicky
snadno resorbovatelné zelezo, velké mnozstvi vapniku, hoiciku a chrom. Spirulina
obsahuje celou $kalu vitaminti, zejména vitaminy Bj, By, Bg, niacin, biotin, kyselinu
pantotenovou, listovou, inositol a vitamin E. Také je oznacovana za jeden z nejvétSich

rostlinnych zdroju vitaminu By, (58).

6.2 Priznivé ucinky na kardiovaskularni onemocnéni (KVO)
Ptinosy Spiruliny v KVO vyplyvaji predev§Sim z jejich hypolipidemickych,
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pozorovany u zvifat. Zatim byl vSak proveden pouze omezeny pocet téchto klinickych
studii, ktery by mohl potvrdit validitu G¢inkt této fasy u lidi. Zaroven jsou omezené
I soucasné poznatky o zakladnich mechanismech ucinkd Spiruliny, zejména téch

hypolipidemickych (59).

6.3 Hypolipidemické uc¢inky

Ackoli byl vliv Spiruliny na hladinu lipidd jasn€ prokazan v fad¢ preklinickych

I klinickych studii, mechanismus hypolipidemického ucinku je nam stale nejasny.
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Utinna latka, ktera je zodpovédna za hypolipidemickou aktivitu dosud nebyla
identifikovana. Diky studii s koncentratem Spiruliny platensis (SPC) se zjistilo, ze SPC
muze vazat cholesterolové metabolity zlucovych kyselin a rovnéz mulze sniZovat
rozpustnost cholesterolu, a tim tak podporovat jeho vylucovani stolici. Predpoklada se,
ze tohle by mohl byt jeden z hypolipidemickych mechanismt SPC.

Fykocyanin je ve vodé rozpustny protein obsazeny ve Spiruliné. Konzumace
fykocyaninového preparatu ziskaného z koncentratu SPC vyrazné snizila aterogenni
index 1 hladinu celkového cholesterolu. Proto se o fykocyaninu uvazuje jako
0 potencidlni ucinné latce zodpovédné za hypolipidemickou aktivitu. Pro potvrzeni
téchto zaveéri je tfeba provést fadu dalSich studii zaméfenych na Ccisty extrakt

fykocyaninu (60).

6.3.1 Preklinické studie

Hypolipidemicky uc¢inek Spiruliny a jejich extrakti byl prokazan u fady zvifecich
modelt zahrnujicich mysi, potkany, kiecky a kraliky. V mysich studiich, kde byly mysi
krmeny vysoko cholesterolovou dietou s ptimési Spiruliny (16% potravy), doslo
k vyraznému snizeni celkového plasmatického cholesterolu, LDL, VLDL a fosfolipidu.
Naopak hladina HDL zaznamenala podstatné zvySeni oproti normalu. Také hladina
jaternich triglyceridii byla po poZiti Spiruliny a vysoko tu¢né diety sniZzena (63).

Dalsi vyzkum za experimentaln¢ upravenych podminek byl proveden u “Wistar*
potkant. Specialn¢€ upravenou stravou s 68% fruktézy bylo docileno hyperlipidémie.
Zatazenim Spiruliny (5%, 10%, 15%) do této diety doSlo k markantnimu zlepSeni
lipidového profilu. Bylo pozorovano zvySeni aktivity lipoproteinové a jaterni lipazy.
Diky tomu se ptredpokldda, Ze zvySeni téchto lipaz je jednim z mechanismu
hypolipidemické aktivity spiruliny pii uméle navozené vysokofruktozové dieté (62).

Po zatazeni Spiruliny do béZné stravy bylo prokazano zlepSeni lipidového profiluiu
potkanti, kterym byla pfedem intraperitonealné aplikovana injekce tetrachlormetanu,
pro navozeni hyperlipidémie. Hypolipidemicky ucinek Spiruliny byl potvrzen i u
diabetickych mysich modeld. U téchto modelt byly diabetické podminky navozeny
podavanim aloxanu (59).

Hypolipidemické ucinky zjisténé u mysi a potkant byly ovéfeny ve dvou studiich na
kieccich a kralicich. U skupiny kieckt, ktefi byli krmeni aterogenni dietou s piimési

Spiruliny nebo jejiho fykocyaninového extraktu doslo k sniZeni celkového cholesterolu,
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LDL, VLDL, zatimco hladina HDL nebyla ovlivnéna. Dale byla pozorovana redukce
tukovych prouzkii v aortach kieckd, coz svédc¢i pro antiaterogenni Gcinek spiruliny. U
kralika byla po podavani vysokocholesterolové stravy se Spirulinou pozorovana snizena

hladina cholesterolu az 0 49% a zvySena hladina HDL o 25% (63).

6.3.2 Klinické studie

Byla provedena ftada klinickych studii k posouzeni hypolipidemické aktivity
Spiruliny u lidi. Cilové skupiny zahrnovaly zdravé dobrovolniky, pacienty s ICHS,
s diabetem mellitus 2. typu, nefrotickym syndromem a star§i pacienty s nebo bez
cholesterolemie. Denni davka Spiruliny, délka uZivani a vysledky testovani jsou patrné

Z tabulky ¢. 5.

Tabulka 5: Hypolipidemické ucinky Spiruliny; souhrn vysledkii klinickych studii (59).

Skupina Pocet Davka a Utinek

Doba uzivani

Pacienti s ICHS 30 2g nebo 4g Vyrazné byla snizena hladina celkového
cholesterolu o 22,4% (29)/33,5% (4g), LDL o
31%/45%, VLDL 0 22%/23% a triglyceridy o
22%/23%. Hladina HDL se naopak zvysila o
11,5%/12,8%. Rovnéz u obou skupin doslo
Kk vyraznému snizeni vahy.

Po 3 mésice

Pacienti 23 Ig po2 mésice Celkova hladina cholesterolu, LDL a triglyceridi
S nefrotickym byla u vSech snizena a to o 1,19mmol/l,
syndromem 0,86mmol/l a 1,17mmol/l. Také pomér LDL/HDL
a celkovy cholesterol/HDL byl vyrazné snizen.
Zdravi 36 4,5gpo 6 tydnt Celkovy plasmaticky cholesterol a triglyceridy
dobrovolnici byly snizeny o 10% a 28%. Hladina HDL vzrostla

o 15%., zatimco LDL se podstatné snizila.
Soucasné se jak u muzl, tak u Zen normalizovala

hladina krevniho tlaku.
Pacienti 15 2gpo 2 mesice Vyrazné snizeni bylo zjisttno u hladiny
s diabetem triglycerida, celkového cholesterolu a volnych
mellitus zluGovych kyselin. LDL a VLDL se rovnéz
snizily a navic se snizila i hladina cukru v krvi a
glykovany hemoglobin.
Zdravi starsi 78 8gpo 16 tydni  Celkova plasmaticka hladina cholesterolu a LDL
dobrovolnici byla vyrazné sniZzena u Zen, zatimco u muzl

nebyla pozorovana statisticky vyznamna redukce.
Hladina HDL a triglyceridi nebyla rovnéz
ovlivnéna.
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Shrnuti vysledkit klinickych testii

Uvazujeme-li komplexné¢ nad témito studiemi, nemiizeme opomenout rozdily
v typech studii, malych poctech ucastnikii v testovanych skupindch i1 rozdilech ve
zdravotnim stavu dobrovolnikli. To vSechno znaci na urcity nesoulad v reakcich na
podavani Spiruliny. I pfes to, Ze na vysloveni dostatecné prukaznosti u¢inku neexistuje
dostatek dat a informaci, souhrnna data z téchto studii ukazuji na hypolipidemicky efekt
Spiruliny u lidi. Vé&tSina téchto studii je bohuZzel limitovana omezenym poctem osob v
testovanych skupinach a pomérné¢ jednoduchym experimentdlnim designem.
K potvrzeni validnich hypolipidemickych ucinki je tfeba provést dalsi studie se

zamétfenim na tyto nedostatky (59).

6.4 Antioxidacni a protizanétlivé u¢inky

Jak oxidac¢ni stres, tak rozvoj zanétu prispivaji k patogenezi KVO, zahrnujicich
aterosklerézu, srdecni hypertrofii, srdecni selhani a hypertenzi. Pfti KVO dochazi
k nadprodukci reaktivnich sloucenin kysliku (ROS), které ptisobi oxida¢ni stres
endotelidlnim buiikdm, a tim dochézi k jejich dysfunkci. Néasledkem oxidacnich zmén
dochdzi k remodelaci a dysfunkci endotelu. RovnéZ oxidace LDL c¢astic patfi mezi
nezbytné procesy pro rozvoj aterosklerozy. Kromé souvislosti s poruchou
v metabolismu lipidl je ateroskler6za povazovédna za chronické zanétlivé onemocnéni.
Latky s antioxidacni €i protizanétlivou aktivitou jsou v rozvoji KVO povaZovany za
pfinosné (64).

Spirulina obsahuje n€kolik G¢innych latek, zejména fykocyanin a p-karoten. Tyto
latky maji potencialni antioxidac¢ni a protizanétlivy ucinek. Fykocyanin ma schopnost
vyhledavat volné radikaly, sniZovat produkci Skodlivych dusitanti, potlacovat expresi
inhibitort NO syntézy a zabraiiovat mikrosomalni peroxidaci lipidi v jatrech.

Z dalSich protizanétlivych aktivit dokdze fykocyanin inhibovat vznik zanétlivych
cytokint (TNF-a), potlacit expresi COX-2 a snizit produkci prostaglandinu E.

B-karoten pfispivd k omezeni peroxidace lipidl, jez zplsobuje singletovy kyslik.
Studie rovnéZz ukdzaly, ze [-karoten inhibuje produkci prostaglandinu E a potlacuje

expresi INOS, COX-2, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6 a IL-12 (65).
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6.4.1 Preklinické a klinické studie

In vitro studie

Vysledky in vitro studii jasné ukazuji na antioxida¢ni a protizanétlivou aktivitu
Spirulinového extraktu. Bylo zjisténo, ze Spirulina podporuje aktivitu bunéénych
antioxida¢nich enzymt, inaktivuje volné kyslikové radikaly a také omezuje
metabolickou aktivitu funkénich neutrofilt, které spousti zanétlivou odezvu. Dale in
vitro studie prokazaly, Ze spirulinovy etanolicky extrakt zvySuje syntézu a uvoliiovani
oxidu dusnatého. Rovnéz inhibuje syntézu a uvolnéni vazokonstrikénich metabolitd

z kyseliny arachidonové.

In vivo studie

Byla provedena tfada zvitfecich testd k potvrzeni antioxida¢nich a protizanétlivych
uéinkd Spiruliny. 2 skupiny in vivo studii potvrdily, ze Spirulinovy extrakt zvySuje
syntézu a uvolfiovani NO a redukuje endotelidlni syntézu vazokonstrikéniho
prostanoidu. Souhrnna data z in vivo studii potvrdila, ze konzumace Spiruliny zklidiuje
nebo pfedchazi oxidacnimu stresu a zanétu Ackoli tyto studii nebyly pfimo zamétené na

-----

Spiruliny platensis.

Klinické studie
Na rozdil od preklinickych studii, klinickych pokusii zatim nebylo provedeno
dostatetné mnozstvi, aby se mohly formulovat urcité zavéry ohledné¢ antioxidacnich

a protizanétlivych tc¢inkt Spiruliny u lidi (59).
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7 CILPRACE, ZADANIi PRACE

Cilem této diplomové prace bylo detekovat a kvantifikovat endotelidlni expresi P-
selektinu v aorté apoE-deficientnich mysi po podavani Spiruliny platensis. K hodnoceni
exprese byly pouzity imunohistochemické metody a ke kvantifikaci stereologické

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
gramil byly ziskany z Jackson Laboratories (USA). VSechny mysi ve véku 3 mésice
byly poté ndhodné rozdé€leny do 2 skupin.

Nésledné jim zacala byt poddvéana aterogenni dieta s obsahem 1% cholesterolu po
dobu 8 tydnt (kontrolni skupina). Ve Spirulina platensis skupiné¢ byly mys$i krmeny
stejnou aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 40 mg Spiruliny platensis denn¢.

Kazdd z mysi ve skupiné krmené Spirulinou byla chovana v samostatné kleci.
Dostavaly denné 6g potravy (ve specidlné upravenych granulich) a mély volny pfistup
k vodé po celou dobu studie. Béhem experimentu nebyly nalezeny zmény télesné
hmotnosti v souvislosti se spotfebou potravy.

Na konci experimentu byla zvifata pfes noc vylaénéna a byla provedena euthanasie
pfedavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce vzorky krve
pro biochemické vysetieni. Dale byly odebrany segmenty tkané tvofené 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 pii — 80°C.

8.2 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorkli krve byla provedena na Klinice gerontologické
a metabolické Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkové koncentrace cholesterolu
byly hodnoceny enzymaticky na zakladé konvenénich diagnostickych metod (Lachema,
Brno, Cesk4 republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol pii 510 nm,
triglyceridy pfi 540 nm vlnové délky), (ULTROSPECT Ill, Pharmacia LKB
biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

8.3 Imunohistochemie

Imunohistochemickd analyza byla provedena v 1 cm aortdlniho sinu a v ¢asti
aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série pti¢nych fezl o tloust’ce 7 um
na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly preneseny na skli¢ka, ktera byla pfedem

upravena v roztoku zelatiny. Tato sklicka se nechala oschnout (60 min).
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Pro detekci exprese P-selektinu v aortalnich fezech byla pouzita metodika s avidin-
biotinovym komplexem (ABC) a vizualizaci pomoci diaminobenzidinu (DAB). V misté
detekce antigenu ve tkani poskytuje DAB hnédou barevnou reakci. K

imunohistochemické detekci byly pouzity nasledujici protilatky:

Primarni protildatka:

goat anti-mouse P-selectin (Santa Cruz, sc-6943)

Sekundarni protildatka:

horse anti-goat 1gG (Vector Laboratories)

8.3.1 Pracovni postup — ABC metodika

Pted vlastni analyzou se fezy fixovaly 20 min v acetonu pii -20°C a nasledné se 15
min susily. Diky tomu doslo k fixaci a pevnéjsi adhezi fezl na podlozni sklicko. Po
oschnuti fezli byla sklicka na 2x5 min vlozena k promyti do pufru
Z hydrogenfosfore¢nanovych soli (PBS). Potom byl na fezy napipetovan roztok 10%
goat séra v PBS (Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko), (30min), ktery
zablokoval nespecificka vazebna mista pied vlastni aplikaci primarni protilatky. Poté
byl na skli¢ka s fezy nanesen roztok anti-avidinu D (15 min) a po promyti v PBS (5
min) na 15 min nanesen roztok anti-biotinu. Tyto roztoky byly pouZity pro zabranéni
nezadouci reaktivity téchto latek v mysi tkani. Po oplachu v PBS nastala vlastni
Sedesatiminutova inkubace tkanovych fezt s primarni protilatkou - goat anti-mouse P-
selectin (Santa Cruz, sc-6943). Dalsi fazi bylo promyti v PBS (2x5 min)
a patnactiminutova aplikace 10% goat séra v PBS. Nasledovala inkubace fezli se
sekundarni protilatkou (30 min) - horse anti-goat 1gG (Vector Laoratories). Po promyti
v PBS (5 min) byla sklicka vlozena na 15 min do roztoku 3% H;O, a znovu
proplachnuta v PBS (2x5 min). Dale byl na sklicka pro zesileni vizualizace nanesen
avidin-biotinovy komplex (ABC) obsahujici peroxidazovy substrat (Vector
Laboratories). K vizualizaci navazanych protilatek se po pétiminutovém oplachu v PBS
pouzil diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA).
Po inkubaci s DAB byla sklicka oplachnuta v destilované vodé. Na zavér byly fezy
odvodnény. Nejprve byly oplachnuty acetonem a poté byly vlozeny na 3 min do roztoku
aceton-xylen (10:1) a nasledn¢ na 3 min do roztoku aceton-xylen (1:10). Sklicka byla

montovana Eukittem. Fotofokumentace a digitalizace snimkt pofizenych mikroskopem
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Olympus AX 70 byla provedena digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp.,
Kanada) pomoci softwaru NIS (Laboratory Imaging, Ceska republika). Stereologicka
analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo, Slovensko).

8.3.2 Kvantitativni analyza imunohistochemie — stereologicka analyza

Plocha velikosti endotelialni exprese P-selektinu byla kvantifikovana pomoci
stereologickych metod. Nejprve se nakrajela série 100 fezti o tloustce 7um. Byl
proveden systematicky ndhodny vybér fezi z referencniho objemu. Prvni fez pro kazdé
barveni byl vybran ndhodné a pak se vybral kazdy 12 fez, takze osm fezii barveni bylo
pouzito ke stereologickému odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky,
kterd se zvolila tak, abychom napocitali vice nez 100 priseciki mezi body sit¢ a P-
selektin barvenim na cévnim endotelu na jednu z cév. Odhadované plocha barveni se

vypocetla podle vzorce:
estA=a*P,
kde parametr a charakterizuje plochu pfislusejici jednomu testovacimu bodu a P je
pocet prisecikli mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni (66).
8.3.3 Statisticka analyza

Hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér £ SEM (stiedni chyba priméru) pro
8 zvifat v kazdé skupiné. Statistickd vyznamnost rozdild ve skupinach byla hodnocena
t-testem pomoci softwaru GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., Kalifornie). P

hodnoty 0,05 nebo méné byly povazovany za statisticky vyznamné.
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9 VYSLEDKY

9.1 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza neprokdzala signifikantni zmény v hladindch celkového
cholesterolu u kontrolnich mysi ve srovnéni se skupinou, které byla podavana Spirulina

(18.99 + 0.5 mmol/l vs 16.56 = 1.3 mmol/l), (viz Graf 1).

Graf 1: Lipidovy profil u mysi kontrolnich a mysi krmenych Spirulinou platensis.

Osmitydenni podavani Spiruliny nevedlo ke statisticky vyznamnému poklesu hladin
celkového cholesterolu (p = 0,0983).
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9.2 Imunohistochemicka analyza
9.2.1 Imunohistochemické barveni P-selektinu v oblasti aortalniho sinu

Exprese P-selektinu byla pozorovana u vSech mysi v experimentu. Exprese byla
detekovana pouze na cévnim endotelu platu i mimo n& (viz Obr. 11-12).
Imunohistochemicka analyza byla provedena na 120 fezech z obou skupin mysi.
Exprese P-selektinu byla velmi vyrovnand u obou skupin zvifata a nebyly zde patrné

vyznamné zmény z hlediska intenzity exprese (viz Obr. 11-12).
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Obrazek 11: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni P-selektinu u
kontrolni skupiny zviiat.

Exprese P-selektinu je detekovdana pouze na cévnim endotelu platu i mimo plat (Sipky).
Rezy jsou dobarveny hematoxylinem.

L) 100 ym
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Obrazek 12: Reprezentativni obrdazek imunohistochemického barveni P-selektinu u
skupiny zviiat, kterym byla poddavana Spirulina platensis.

Exprese P-selektinu je detekovana pouze na cévnim endotelu platu i mimo plat (Sipky).
Rezy jsou dobarveny hematoxylinem.
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9.3 Stereologicka analyza exprese P-selektinu v aorté

Stereologickd analyza v zasadé¢ potvrdila, Ze podavani Spiruliny platensis
neovlivnilo endotelialni expresi P-selektinu ve srovnani s kontrolni skupinou (0.007 +

0.001 mm? vs 0.007 + 0.001 mm?), (viz Graf 2).

Graf 2: Stereologickd analyza exprese P-selektinu v aorté.

Podavani Spiruliny nevedlo k signifikantni zmene exprese P-selektinu ve srovnani
S kontrolni skupinou (p= 0,6615).
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10 DISKUZE

Hypercholesterolémie hraje zésadni roli v rozvoji ateroskler6zy. Osobdm se
zvySenou hladinou cholesterolu hrozi vétsi riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni.
Dosud neni plné objasnén pifesny mechanismus vzniku hypercholesterolémické
aterosklerdzy, ale je ziejmé, ze na jejim rozvoji se podili oxidacni stres, ktery vyplyva
ze zvySené produkce reaktivnich forem kysliku (ROS). Pokusy ptedejit nebo zabranit
ateroskler6ze proto souvisi se snahou snizit hladiny cholesterolu a redukovat bunéény
stres (67).

Kromé¢ statind, které¢ vyznamné redukuji hladiny cholesterolu a plsobi vyrazné
ateroprotektivné se zkouma také tada substanci, které nelze zaradit mezi léCiva.
Protektivni 0¢inky z hlediska kardiovaskularnich komplikaci jsou pozorovany
u vlakniny, jako psyllium, pectin, nebo celuldza (68).

Ptipravky obsahujici Spirulinu platensis se pro svoje terapeutické ucinky pouzivaji
v 1é¢bé mnoha onemocnéni zahrnujici hypercholesterolémii a ateroskler6zu. Stejné tak
se pouziva ke snizeni hmotnosti u obéznich lidi. Predpoklada se, ze latky zodpoveédné za
tyto 1écebné vlastnosti maji antioxidacni schopnosti, naptiklad nenasycené mastné
kyseliny a fykocyanin (69, 70).

Nase predchozi studie poukazaly na jist¢ hypolipidemické ucinky spiruliny
podavané hypercholesterolemickym mysim (nepublikované vysledky). V soucasné dobé
jsme navic zjistili endotel-protektivni G€inky spiruliny in vitro u endotelialnich bun¢k
(Mgr. Strasky, nepublikované vysledky).

Proto jsme se v této diplomové praci snazili zachytit zmény endotelidlni exprese
prozanétlivého a proaterogenniho markeru, P-selektinu u apoE-deficientnich mysi,
kterym byla podavana Spirulina platensis.

Podavani Spiruliny platensis nevedlo k signifikantnim zménam v hladinach
cholesterolu u téchto mysi. Tento fakt poukazuje na moznou nizko zvolenou davku
Spiruliny nebo na kratkou dobu podavéni, ktera by mohla byt nedostacujici pro snizeni
hladin takto vysokého cholesterolu. Navzdory tomu jsme pfistoupili k analyze exprese
P-selektinu v aorté.

Adhezni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou exprimované na
povrchu vSech tkani organismu. Selektiny pifedstavuji skupinu 3 adhezivnich molekul,
konkrétn¢ E-, L- a P-selektinu. P-selektin se nachazi v alfa granulich desticek a Weibel-

Paladeho téliscich endotelidlnich bun¢k a je dilezity pfi interakci mezi leukocyty,
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aktivovanymi destickami a endotelem. Jeho exprese je na klidovém endotelu velmi
nizka. Exprese P-selektinu je zvySena v aterosklerotickych platech. Navic bylo zjisténo,
ze P-selektin je spolecné s VCAM-1 exprimovan endotelem jeSté¢ pied akumulaci
makrofagi a T lymfocytli v intimé cév. P-selektin se tedy vyznamné podili na iniciaci i
progresi aterogeneze (71, 72).

Expresi P-selektinu jsme detekovali pouze na cévnim endotelu aorty na povrchu
platu i mimo plat na intaktnim endotelu, coz je v souladu s literarnimi zdroji. Podavani
spiruliny vSak neovlivnilo expresi P-selektinu, coz bylo potvrzeno i stereologickou
analyzou (73)

Exprese P-selektinu je sniZzena po podavani statini, coz ukazuje, Ze je mozné jej
pouzit jako marker ucinnosti poddvaného 1¢é¢iva, ¢i substance. Negativni vysledek
Z hlediska podéavani Spiruliny vSak Slo oc¢ekavat nebot’ bez hypolipidemického uc€inku
pravdépodobné nelze vidét vyrazny vliv Spiruliny na cévni endotel béhem aterogeneze.

Zména davkovaciho schématu bude tedy zifejm¢ nutnd k potvrzeni endotel-

protektivnich G¢inka Spiruliny in vitro v podminkach in vivo aterogeneze (74).
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11 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda Spirulina platensis ovliviiuje endoteliani
expresi adhezni molekuly P-selektinu v aorté apoE-deficientnich mysi.

Podavani spiruliny nevedlo k signifikantnim zménam hladin cholesterolu ve
srovnani s nelécenou skupinou.

Exprese P-selektinu byla detekovdna pouze na cévnim endotelu na povrchu plati
I mimo plat u vSech zvitat v experimentu.

Stereologicka analyza imunohistochemického barevni P-selektinu neprokazala
signifikantni vliv podavani spiruliny platensis na jeho expresi.

Zména davkovaciho schématu bude tedy ziejm¢ nutnd k potvrzeni endotel-

protektivnich u€inkl spiruliny in vitro v podminkach in vivo aterogeneze.
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12 SEZNAM ZKRATEK

ABC
ABCA-1
ABCG-1

ACEi

AIM
AP
ApoB
ApoE
BSA
C57BL/6
CCL-2
CCR-2
CD36
CMP
COX-2
CRP
CSF
DAB
estA
FGF
HDL

ICAM-1

Avidin-biotinovy komplex (avidin-biotin complex)
ATP-binding cassette sub-family A member 1 transporter
ATP-binding cassette sub-family G member 1 transporter
Inhibitor angiotensin konvertujiciho enzymu (angiotensin-converting-
enzyme inhibitor)

Akutni infarkt myokardu

Angina pectoris

Apolipoprotein B

Apolipoprotein E

Bovine serum albumin

Inbredni mysi kmen (C57 black 6)

Chemokinovy ligand 2 (C-C motif ligand 2)
Chemokinovy receptor 2 (C-C motif receptor 2)
Scavengerovy receptor (cluster of differentiation 36)
Cévni mozkové ptihoda

Cyklooxygenaza 2

C- reaktivni protein

Kolonie stimulujici faktor (colony stimulating factor)
Diaminobenzidin

Odhadovana plocha barveni

Fibroblastovy rstovy faktor (fibroblast growth factor)
Lipoprotein o vysoké hustoté (high density lipoprotein)

Mezibunééna adhezni molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1)
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ICHDK Ischemicka choroba dolnich kondetin

ICHS Ischemicka choroba srde¢ni

IFN-y Interferon y

19G Imunoglobulin G

IL-1 Interleukin 1

IL-2 Interleukin 2

IL-6 Interleukin 6

IL-8 Interleukin 8

IL-12 Interleukin 12

IL-18 Interleukin 18

IM Infarkt myokardu

INOS Inhibitors nitric oxide synthase

KVO Kardiovaskularni onemocnéni

LDL Lipoprotein o nizké hustoté (low density lipoprotein)
MCP-1 Monocyte chemotactic protein 1
M-CSF Monocyte colony-stimulating factor
MMPs Matrix metalloproteinases

NMK Nenasycené mastné kyseliny

NO Oxid dusnaty (nitric oxid)

OCT Medium (optimal cutting temperature)
PBS Fosfatovy pufr (phosphate buffered saline)
pJPB63 Plasmid JPB63

pNMC109  Plasmid NMC109

PDGF Destickovy rustovy faktor (platelet-derived growth factor)
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PECAM-1

PF4
PPARS
PSGL-1
PTX3
ROS
SEM
SPC
TLRs
TNF- o
TGF-B
USA
VCAM-1
VLDL

VSCMs

Destickova adhezivni molekula (platelet-endothelial cell adhesion
molecule)

Destickovy faktor 4 (platelet factor 4)

Peroxisome proliferator-activated receptors

P-selektin glykoprotein ligand 1

Dlouhy pentraxin (pentraxin-related protein)

Reaktivni kyslikové slouceniny (reactive oxygen species)
Stfedni chyba priméru

Koncentrat Spiruliny platensis (Spirulina platensis concentrate)
Toll-like receptors

Tumor nekrotizujici faktor o (tumor necrosis factor a)
Transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor f3)
Spojené staty americké (United State of America)

Cévni adhezni molekula 1 (vascullar cell adhesion molecule 1)
Lipoprotein o velmi nizké hustoté (very low density lipoprotein)

Hladkosvalové buriky (vascular smooth muscle cells)
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