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Abstrakt

Mgr. Alena Vondrackova

Exprese endoglinu po podéavani Spirulina platensis u mysiho modelu ateroskler6zy.
Rigorézni prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacie

Cil prace: Cilem této prace bylo objasnit, zda podani Spiruliny platensis ovliviiuje
expresi endoglinu a produkci kolagenu v aterosklerotickych platech. Dale jsme

sledovali vliv Spiruliny na hladiny krevnich lipida.

Metody: Experimentalni ¢ast probihala na mysich kmene CS57BL/6J s deficitem
apolipoproteinu E ve v€ku 3 mésici. Tyto mySi byly ndhodné rozdéleny do dvou
skupin. Kontrolni skupina byla krmena aterogenni dietou s obsahem 1% cholesterolu.
Druha skupina dostavala stejnou stravu obohacenou o 20 mg Spiruliny platensis denné.
Po osmitydennim experimentu byla provedena biochemicka analyza krve. Detekce
kolagenu  byla  provedena  histologickym  barvenim  zeleny  trichrom.
Imunohistochemicka analyza odebranych segmentii tkan¢ (aorta a horni polovina srdce)
byla pouzita pro stanoveni exprese endoglinu. Dale jsme provedli kvantitativni analyzu

histologie a imunohistochemie pomoci stereologickych metod.

Vysledky: Podani Spiruliny vedlo k poklesu hladin LDL cholesterolu. Celkovy
cholesterol ani dalsi frakce nebyly ovlivnény. Vysledky histologického barveni zeleny
trichrom neprokazaly zmény Vv mnozstvi kolagenu v aterosklerotickych platech
po podani Spiruliny. Imunohistochemickou analyzou jsme pozorovali expresi endoglinu
uobou skupin. Mezi obéma skupinami jsme nezaznamenali vyznamné rozdily.
Vysledky kvantitativni analyzy barveni kolagenu a exprese endoglinu neprokazaly vliv

Spiruliny na mnoZstvi kolagenu a expresi endoglinu.

Zavér: Vysledky této prace poukazuji na slabé hypolipidemické ucinky Spiruliny
platensis. Podavani Spiruliny nemélo zadny efekt na expresi kolagenu, ¢i stabilitu
aterosklerotickych plati. Vysledky prace piisuzujeme niz$i davee Spiruliny, ktera byla

zvolena v této pilotni studii.



Abstract

Mgr. Alena Vondrackova

The endoglin expression after administration of Spirulina platensis in mouse model of
atherosclerosis.

Thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Pharmacy

Background: The aim of this study was to clarify whether the administration
of Spirulina platensis affects the expression of endoglin and the production of collagen

in atherosclerotic plaques. We also study the effect of Spirulina on blood lipid levels.

Methods: We used the mouse strain C57BL/6J deficient apolipoprotein E in the age
of 3 months. These mice were randomly divided into two groups. The control group
was fed with atherogenic diet containing 1% cholesterol. The second group received the
same diet enriched with Spirulina platensis 20 mg daily. After an eight-week
experiment, biochemical analysis of blood was performed. Detection of collagen was
performed by histological staining green trichrom. Imunohistochemical analysis
of tissue samples of segments (aorta and upper half part of heart) were used to
determine the endoglin expression. In addition, we performed imunohistochemimistry

and histology quantative analysis by stereological metods.

Results: Administration of Spirulina resulted in a decrease in LDL cholesterol. Total
cholesterol fraction and others plasma cholesterol levels were not affected. The result
of histological staining green trichrom did not confirm changes in the amount
of collagen in the atherosclerotic plaques after administration of Spirulina.
Imunohistochemical analysis, we observed the expression of endoglin in both groups.
We did not notice significant differences between both groups. We had no significant
differences among the both group. The result of quantitative analysis of collagen
staining and endoglin expression did not show effects on the amount of collagen and

endoglin expression.

Conclusions: The results of this thesis point to a weak lipid-lowering effects
of Spirulina platensis. The administration of Spirulina had no effects on collagen
expression, or stability of atherosclerotic plaques. We attribute results of this work

to lower dose of Spirulina, which was chosen in this pilot study.
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1 UVOD

Kardiovaskularni choroby jsou hlavni pfi¢inou imrtnosti obyvatel v primyslové
vyspélych zemich. Ceska republika se fadi mezi staty Snejvétsi kardiovaskularni
umrtnosti. Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou Vv soucasné dob&é zodpovédné
za témet polovinu celkové mortality a velkou mérou se podileji na nemocnosti, pracovni
neschopnosti a stupnujicich se vydajich na zdravotni péci (1).

Nejcastéjsi pricinou KVO je ateroskler6za. Jednd se o chronické zéanétlivé
onemocnéni srdce a cév, které se pozvolna vyviji n€kolik let a prvni symptomy se obvykle
objevi az klinickou manifestaci v jejim pokrocilém staddiu. Mezi klinické projevy
aterosklerozy patii ischemickd choroba srde¢ni (ICHS), cerebrovaskularni choroba,
ischemicka choroba dolnich konéetin (ICHDK) a dalsi (1, 2).

Ateroskler6za je komplexnim onemocnénim. Jde o slozity proces, na jehoz rozvoji
se podili fada faktorti a geneticka vybava jedince. Kauzalni 1é¢ba neexistuje. Podstatou
lécby aterosklerotickych onemocnéni je snaha odstranovat sSymptomy a 1éCit
komplikace (3).

Soucasny trend 1é¢by kardiovaskularnich onemocnéni se vyrazné opira o prevenci.
Prevence casného stadia aterosklerozy se nazyvd primdrni prevenci a spociva
Vv komplexnim ovlivnéni vSech modifikovanych rizikovych faktort. M4 za cil zabranit
vzniku aterosklerdzy a jejim klinickym manifestacim u dosud zdravych jedinct. V oblasti
sekundarni prevence je daraz kladen na pacienty s manifestni aterosklerdzou.
Zde je dilezita intervence vSech ovlivnitelnych faktoru spolu s farmakologickou profylaxi.

V poslednich dvaceti letech mizeme ve statistikach kardiovaskularni amrtnosti
nalézt trochu optimismu. Standardizovana mortalita na KVO v CR klesa a to zejména
v disledku zmén zivotniho stylu u ur¢itych skupin populace. Velky pokrok zaznamenala
lééba hypertenze a dyslipidémii. Dochazi také k lepSimu uplathovani zasad primarni
a sekundarni prevence spolecné s v€asnou detekci pacientti trpicich ateroskler6zou (2).

Nadale je epidemiologie KVO oznaCovana jako masivni a je predmétem
intenzivniho vyzkumu v fadé experimentalnich i klinickych laboratofich na celém svété

a také na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.



2 ATEROSKLEROZA

2.1 Uvod

Ateroskler6za je onemocnéni postihujici cévy tepenného fecisté. Postizeny mohou
byt stitedné velké a velké arterie mozku, srdce, ledvin a dalsich dulezitych organd vcetné
konletin. Definujeme ji jako chronicky zanét charakterizovany nadmérnou proliferativni
odpovédi intimy a medie tepen na rizné podnéty (4).

Proces ateroskler6zy se vyznaCuje dysfunkci endotelu a naslednou akumulaci
lipidickych latek, cholesterolu, makrofagii, bun¢k hladkého svalstva, fibrozni tkané,
odpadnich produktd bunék, kalcia a dalSich latek ve sténé cév. Proces aterogeneze vede
k zazZeni postizené tepny rizného stupné az po jeji uplnou obliteraci, na které se podili
nasedajici trombdza.

Jelikoz se jedna o dlouhodoby proces lze ho charakterizovat nékolika fazemi.
Zjednodusené¢ muzeme rozliSit ¢asnou a pozdni fazi aterosklerotického procesu. V Casné
fazi dochazi k akumulaci lipidi v cévni stén€. Pro pozdni fazi je charakteristicka intimalni

proliferace a nasedajici tromboza (3, 4).

2.2 Epidemiologie

Aterosklerdza je nejéastéjsi piic¢inou KVO ve vyspélych zemich svéta a Ceské
republice. Mezi jeji nejcastéjsi klinické manifestace patii ICHS. Ta ptredstavuje 40 % vSech
umrti z kardiovaskularnich pti¢in (5). Na obrazku ¢. 1 je patrné, Zze ICHS je zaroven

nejcastejsi priCinou umrti v Evropé.



Obr. 1 - Umrti podle pfi¢in, Evropa
(na zakladé poslednich dostupnych udaji,
nejcastéji z roku 2000)
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2.3 Etiopatogeneze

Teorii vzniku ateroskler6zy bylo Vv literatufe popsano jiz nékolik. Dlouhou dobu
se soudilo, Ze tvorba aterosklerotickych plati je zpiisobena pasivnim uklddanim lipida
do cévni stény. Dale byly navrzeny teorie, které tento proces charakterizuji jako aktivni
multifaktoridlni d¢j (6).

Za zminku stoji pfipomenout teorii profesora Rosse, ktery v poloviné 70. let
minulé¢ho stoleti formuloval hypotézu, Ze priméarni pfi¢inou vzniku aterosklerdzy
je strukturalni poSkozeni endotelu. Ross oznalil za spoustée aterogeneze ruzné
mechanické, chemické, fyzikalni a imunologické podnéty, které poskozuji endotel (7).
V dalsich letech byla jeho teorie dale rozsifena a oznacena za takzvanou jednotnou teorii

vzniku ateroskler6zy (8).



2.3.1 Prehled fazi aterosklerozy

V soucasnosti miizeme rozdélit rozvoj aterosklerotického procesu na casnou
a pozdni fazi. Mnoho autord zabyvajicich se touto problematikou, rozlisuje v téchto fazich

Sest typu aterosklerotickych 1ézi (9).

Obrazek 2: Rozvoj aterosklerozy v Case.

Atherosclerosis timeline

Foam Fatty Intermediate Fibrous Complicated
cells streak lesion Atheroma plaque lesion/rupture

Growth mainly by lipid accumulation sindcotl ' e

Pepine CJ. Am J Cardiol. 1998;82(suppl 10A):23S-27S

http://www.unimedic.co.uk/index.php?page=competence_centre

l. Iniciaéni faze — akumulace lipidu.

1. typ léze — Zmény v cévni sténé jsou minimalni. Lipoproteinové Castice
se nachazeji izolované v intimé a medii cév. Jde o takzvané lipoproteiny
0 nizké hustoté (LDL). Pfitomnost LDL v cévni sténé ptitahuje monocyty,
které se pii pfestupu z krve preméni na makrofagy. Makrofdg je schopny
fagocytovat lipidy a pfechazet na pénovou buriku.
Tyto 1éze jsou nejCastéji popsané v détském veku. Nekteré mohou zmizet
anebo prejit v 1éze druhého typu. Zalezi na okolnostech, jako je geneticka

vybava jedince, hladiny cholesterolu atd. (10, 11).
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2.  typ léze — Jsou oznacované jako tukové prouzky na povrchu intimy. Vznikaji
asi mezi 30 - 40 rokem. Pénové bunky jsou navrstveny na sebe a maji vyssi
obsah lipida.

3. typ léze — Stoji na rozhrani mezi ¢asnou a pozdni fazi ateroskler6zy a proto

se nazyvaji intermedidlni ¢i preateromové 1éze.

. Pozdni fdze — proliferace do intimy a nasedajici tromboza.

4. typ léze — Aterom obsahujici lipidové jadro ulozené v bazdlni Casti léze.
Jadro je tvotfeno z extracelularné akumulovanych lipidi. Tepna se postupné
uzavira.

5. typ léze — Fibroaterom. Dochazi k proliferaci a expresi hladkych svalovych
bunék, zvysuje se syntéza kolagennich a elastickych vlaken. Nad lipidovym
jadrem se tvoti vazivovy kryt neboli ¢epicka.

6. typ léze — Predstavuje komplikovanou 1ézi, kdy dochazi k ulceracim
a krvaceni do platu. Nekrotickd hmota kalcifikuje

a vznika nasténna trombdza (10, 11).

Obrazek 3: Konecné stadium aterosklerozy s trombozou

tepny a jeji uplnou okluzi. (ilustrativni foto)

http://mww.solen.cz/pdfs/int/2003/05/15. pdf
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Obrazek 4: Stadia rozvoje aterosklerozy.

Zvy3end expozicia
mechanickym, chemickym alebo biologickym patogénom
I
Endotelova dysfunkcia a lézia
]
Ochrannd odpoved’s produkciou celularnych adhezivnych molekul
1
Adherencia monocytov a T lymfocytov

k povrchu endotelovych buniek

l
Migracia monocytov a T lymfocytov cez artériovy stenu

do subendotelového priestoru

1
Vychytavanie oxidovanych LDL ¢astic makrofagmi

Stadium | Stadium |l Stadium I Stadium IV Stadium V Stadium VI
! ! ! ! !
tukové extracelularne| | |ipidové jadro| | ateroskle- | |komplikovany
pruzky tukové prazky roticky plat, skleroticky
lipidové jadro| | plat (ruptura
s fibréznou platu, trom-
Ciapkou bdza, hemo-
ragia)
. R |3
Intra- a extraceluldrna akumulacia lipidov Rozvoj fibrézy okolo R atg
R R T Aterotromboza
Formacia lipidového jadra lipidového jadra o T
Ruptdra platu
Symptomaticky
skleroticky
N SRS - komplikovany plat
Asymptomaticky skleroticky plat
ymp y yp Manifestécia klinickej pri-
hody (ICHS, NCMP, ICHDK)

Autorem obrazku je MUDr. Cubomira Fabryova, PhD.
prezidentka Slovenské Asociace Aterosklerdzy (www.saa.sk)

12



2.3.2 Endotelialni dysfunkce a tiloha bunék v procesu aterosklerozy

Endotelidlni dysfunkce je souborem prvotnich zmén, které piedchazeji vlastnimu
vzniku aterosklerotickych 1ézi, ale provazeji i pozdni stadia pokrocilé aterosklerozy.
V rané fazi ateroskler6zy nemusi mit endotelidlni dysfunkce zadné ptiznaky. Pozd¢ji pak

spolu podminuje vznik vasospasmu, ruptury aterosklerotického platu a aterotrombozy.

Endotel je nejvétsim endokrinnim organem lidského organismu, tvofi souvislou
vystelku cév a podili se na udrzeni napéti cévni stény. Ovliviiuje také procesy koagulace,
fibrinolyzy a reparacni pochody. Rozvoj endotelidlni dysfunkce je dan fadou faktort.

Vétsinu z nich zname a oznacujeme je jako rizikové faktory aterosklerozy (8).

Obrazek 5: Znaky endotelu a jeho dysfunkce (8).

Normdlni endotel ’ Kaiitei
/
Abnormadilni endotel
/ / \ Antitromboticke

Requluje

. nizuje Inhibuje migraci pusobky

cevnl tonus s

aanezl 3 proliferaci bunék
rombocyti Dysfunkce

.“4,”““‘,” ./ l \

azokonstrikce
adheze trombo migrace

Endotelové bunky

Endotelové bunky maji v procesu aterogeneze protizanétlivé a antikoagulacni
vlastnosti. Piikladem mize byt jejich schopnost syntézy oxidu dusnatého (NO).
Ten uc¢inkuje jako silny inhibitor agregace trombocytd na buiikach endotelu a redukuje
kumulaci zanétlivych bunek v intimé cév. NO sniZuje expresi genl pro molekuly ICAM-1,
VCAM-1, P-selektin a MCP-1. Tyto adhezivni molekuly a selektin pfitahuji butiky zanétu
a urychluji jejich migraci do subendotelu cév. Je znamo, Ze nékteré rizikové faktory

ateroskler6zy vedou k redukci tvorby NO (8).
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Zanétlivé bunky

LDL castice jsou schopné pasivné difundovat do cévniho endotelu. Pokud je jejich
koncentrace vys$si, zvySuje se tim i difuze. JsSou vysoce aterogenni. Akumulace lipidi
(hlavné jejich oxidovanych forem) vede k aktivaci bunc¢k endotelu, které nasledné
produkuji chemokiny, selektivni a adhezivni molekuly. Dale dochazi k chemoatrakci,
migraci a aktivaci leukocytll na misto zanétu. Monocyty, které se dostanou do intimy cév
se diferencuji na makrofagy pod vlivem chemokint jako je napi. M-CSF. Tyto chemokiny
syntetizuji scavengerové receptory, které umoznuji makrofagiim pohltit oxidované lipidy
a preménit je na pénové bunky. Takto aktivované makrofagy rychle podléhaji apoptdze

a tim se z nich uvoliuji lipidy (8).

Obrazek 6: Makrofag.

Pocitacové upraveny snimek makrofaga
z elektronového rastrovaciho mikroskopu
pohlcujiciho mikrovidkno. Podobné se
makrofag chova pri likvidaci krystali
cholesterolu.

zdroj: prevzato z internetu a upraveno
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Buniky hladké svaloviny cév (VSMCs)

VSMCs se nachazeji v medii cév a reguluji cévni tonus. Pfi ateroskler6ze jsou tyto
buniky ovlivnény riznymi cytokiny, které produkuji burniky endotelu a makrofagy. VSMCs
putuji z medie cév do intimy a méni se i jejich fenotyp. Tim se redukuje jejich obsah
kontraktilnich proteini. VSMCs produkuji rizné rastové faktory VEGF, PDGF, které
urychluji jejich proliferaci v misté poskozeni. Dale vytvaii glykosoaminoglykany, elastin
a izoformy kolagenu 1. a 3., které zajist'uji reparaci cév a formovani fibrozni Cepicky
aterosklerotické 1éze. Fibrozni kryt neboli cepicka oddéluje vysoce trombogenni jadro
od trombocytt a proteini koagulace, které cirkuluji v krvi. Jelikoz jsou VSMCs schopné
syntézy fibrozni cCepicky, miizeme je povazovat za ochranné bunky V procesu

aterosklerozy (12).

Vulnerabilita a ruptura aterosklerotického platu

Rozvoj ruptury aterosklerotického platu nastava nékolika nize uvedenymi

mechanismy.

Aktivované T bunky produkuji cytokiny, které inhibuji VSMCs a dochazi
k poskozeni syntézy kolagenu. Makrofagy produkuji cytokiny jako je IL-1p a TNF-a, které
maji cytotoxicky vliv na VSMCs. Déle makrofagy produkuji metaloproteinazy degradujici
proteiny fibrozni ¢epicky.

Ateroskleroticky plat se miize uvolnit dvojim zptisobem. Castéji dochazi k ruptuie
fibrozni CepiCky, nezli k erozi endotelovych bun€k pokryvajicich ¢epicku. Nasledné
dochazi k aktivaci trombocytli a spousti se tak koagulacni kaskada. Tak vznika nasedajici

trombus, ktery se miize uvolnit do krevniho fe€isté a vyvolat ischémii (13).
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2.4 Rizikové faktory

Rizikové faktory, které se podilejici na vzniku aterosklerézy rozdélujeme
na neovlivnitelné a ovlivnitelné. Jsou vysledkem interakce zivotniho stylu jedince s jeho

genetickou vybavou (2).

MW

rizikovych faktora.

Neovlivnitelné rizikové faktory

Riziko stoupa se zvySujicim se v€kem. U muzd je tomu po 45. roce a u zen po
55. roce zivota (resp. po menopauze). VEk je povazovan za velky rizikovy faktor
aterosklerozy. Hlavni pfi¢inou zvySovani rizika véku je postupnd akumulace jinych

rizikovych faktorti (3, 4).

Dédi¢nost

V genezi aterosklerozy hraje dtlezitou roli polygenni predispozice. Geny kddujici
transportni proteiny lipidi, jejich receptory a enzymy ucCastnici se tvorby lipidi jsou
vysoce polymorfni a Casto u svych nositeli prokazateln¢ ovliviiuji koncentraci lipida
v krvi. Diilezité jsou dédicn¢ podminéné zmény receptori LDL a apolipoproteini, mutace
destickovych a koagulacnich funkci u trombofilnich stavli, genové polymorfismy ACE,

reninu, endotelinu, NO syntasy, atd.

Geneticky jsou také kddovany rozméry korondrnich tepen, funkce endotelu, funkce
hladké svaloviny cév, molekularni mechanismy riistu a remodelaci (cytokiny, rlstové

faktory, adhezivni molekuly, apoptdza) a fada dalSich (4).
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Rodinnéd anamnéza (RA)

Zde je zvySené riziko pro jedince, pokud jeho rodinna anamnéza obsahuje
predCasnou manifestaci aterosklerdzy. U muzii ve véku niz§im nez 55 let a u zen niz§im

nez 65 let, nebo U ptibuzného 1. stupné (tj. rodiCe, sourozenci, déti).

Nékolik prospektivnich studii prokazalo, Zze rodinnd anamnéza piedstavuje
nezavisly rizikovy faktor. Relativni riziko vzniku ICHS, je pfi pozitivni RA dvakrat

az dvanactkrat vyssi.

Vyznamnou roli z hlediska familidrniho rizika maji genetické predispozice a Zivotni
styl rodiny (rodinné prostiedi, stravovani, koufeni v domacnosti). Z tohoto pohledu tedy

vime, ze hlavnimi nositeli familiarniho rizika jsou sourozenci (4).

Pohlavi

MuZi maji obecné vétsi riziko nez zeny. U muzd dosahuje riziko klinické

vyznamnosti jiz ve véku 40 — 50 let, u Zen je tomu az po menopauze (4).

Ovlivnitelné rizikové faktory

Koufeni cigaret

Patii k nejdulezitéjSim rizikovym faktoraim. Kouieni se samo o sobé podili
na vzniku jinych rizikovych faktorti ateroskler6zy napi. hypertenze. Zplodiny kouie

vyrazné poskozuji endotel nejen u aktivnich, ale i u pasivnich kutaku (3, 14).

Dyslipoproteinemie (DLP)

Dyslipoproteinemie  je  skupina  metabolickych ~ onemocnéni,  ktera
je charakterizovana zménou koncentrace lipoproteind Vv krvi. Jedna se o onemocnéni
hromadného vyskytu, které zvySuje riziko kardiovaskularnich chorob, pfedev§im

ateroskler6zy. Na rozvoji DLP se podileji faktory genetické a vlivy zevniho prostiedi.
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Rozdélujeme izolovanou hypercholesterolemii (zvyseni LDL-cholesterolu),

izolovanou hypertriacylglyceridemii a kombinovanou hyperlipidemii (4).

Hodnoty dyslipidémie jsou: celkovy cholesterol > 5 mmol/l, LDL >3 mmol/l, HDL
< 1 mmol/l a triglyceridy > 1,7 mmol/l. U pacienti s diabetem ¢i metabolickym

syndromem jsou tyto hodnoty jesté piisné;si.

Terapie DLP zahrnuje hypolipidemika jako statiny, fibraty, pryskyfice, ezetimib
&i niacin s intervenci rezimovych opatieni. Lé¢ba je dlouhodoba a celozivotni. Usp&sna
lécba DLP snizuje riziko kardiovaskularnich pfihod, ale nemize je eliminovat, jelikoz

proces aterosklerdzy je komplexni déj (3).

Arterialni hypertenze (AH)

Arterialni hypertenze predstavuje zakladni rizikovy faktor aterosklerozy a je také
nejcastéjSim chronickym onemocnénim v primyslové vyspélych zemich. Jeji prevalence
je mezi 30 — 40 % a narGsta ve vysSich vékovych skupinach. Na zakladé metaanalyzy
populacnich studii byla prokdzana jednoznacna zavislost kardiovaskularni morbidity
a mortality na hodnoté krevniho tlaku. Pfikladem uvadim vysledek z Framinghamské
studie. Tato velkd epidemiologicka studie zjistila, Ze riziko umrti na ICHS se zvySuje
nasledovné: vezmeme-li relativni riziko systolického krevniho tlaku (STK) jako 1, zvysi
se u osoby s STK nad 180 mm Hg 5,56 krat (4).

WHO definuje AH jako opakované zvyseni krevniho tlaku nad hodnotu 140/90 mm
Hg, a to alespont u 2 ze 3 méteni pii dvou riznych navstévach I€kare. Klasifikovat lze AH

do Ctyt skupin dle vyvojovych stadii (3).

Za normalni hodnoty krevniho tlaku se povazuje systolicky tlak do 140 mm Hg
a diastolicky v hodnotdch do 90 mm Hg v bézné populaci. U osob s diabetem, rendlnim
postizenim ¢i s mikroalbuminurii by méli byt cilové hodnoty krevniho tlaku niz§i nez
130/80 mm Hg (4).

Bylo dokazano, ze vysoky krevni tlak pfimo poskozuje cévni endotel a jiné organy.
Presny mechanismus jakym pisobi hypertenze na formaci a ptipadnou rupturu
aterosklerotického platu nezndme. Jednou z moZnosti je ovlivnéni stability platu, kterd

je funkci interakce cholesterolového obsahu platu, sily fibrozniho krytu a stfiznych sil
18



pusobicich na cévni sténu. Hodnota systolického krevniho tlaku je zodpovédna za plisobici

pticné sily a ovliviiuje tedy stabilitu platu (15).

Diabetes mellitus, porusena glukdzova tolerance, metabolicky syndrom

Mezi nemocnymi diabetem jsou aterosklerotické komplikace wvid¢i pti¢inou
morbidity a mortality. ICHS se u diabetikii vyskytuje 2-3 krat Castéji. Klinické projevy
aterosklerozy se u diabetikii projevuji difive. Nemocni s diabetem maji obvykle dalsi
rizikové faktory jako je hypercholesterolémie, hypertenze a obezita. Diabetes mellitus
je komplexni metabolické onemocnéni provazené poruchou fibrinolitické aktivity, zvySené
hladiny fibrinogenu a poruchou glykosylace tkanovych proteint. Data z velkych studii
vSak nepotvrdila, Ze na vyskytu KVO ma u diabetikd vliv pfisnd kontrola glykemie.
Akcelerace aterosklerozy u diabetikl je vyrazné ovlivnéna odstranénim dalsich rizikovych

faktord aterosklerozy (4, 15).

Jako metabolicky syndrom se oznacuje soubor vice uvedenych rizikovych faktora:
porucha la¢né glykemie ¢i inzulinova rezistence, arterialni hypertenze, abdominalni
obezita, hypercholesterolémie a triglyceridémie. Nemocni s MS maji vysoké riziko

aterosklerozy (4).

Obezita

Obezita se stava nejcastéjs$i metabolickou nemoci v rozvinutych zemich a postupné
I Vrozvijejicich se zemich svéta. Jeji prevalence stoupa ve vSech vékovych skupinach
uobou pohlavi. Pfedev§im obezita centralniho typu (abdominalni) je Casto soucasti

metabolického syndromu a vede k akceleraci aterosklerdzy.

Redukce hmotnosti je zdkladem v 1écbé a prevenci vSech KVO a komplikaci

aterosklerdzy (3, 4).

Nedostatek télesné aktivity

Nedostatek télesné aktivity ma neptiznivy vliv na celkovy zdravotni stav a zvysuje

riziko vzniku aterosklerdozy (3).
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3 MYSI MODELY ATEROSKLEROZY

Obrazek 7 — Mysi model aterosklerozy (ilustrativni foto).

http://jaxmice.jax.org

Ateroskler6za je komplexni, chronické onemocnéni, které se u cClovéka vyviji
po nékolik let. Z téchto dtvoda se vyzkum aterosklerozy in vivo v poslednich desetiletich
soustied’'uje na zvifeci modely aterosklerozy. U zvifat dokdzeme lépe sledovat prib¢h

tohoto onemocnéni a hodnotit ho v kratsSim casovém horizontu (16).

Do nedavné doby se vyzkum ateroskler6zy zamétoval na vétsi zvitata, jako jsou

prasata, primati a kralici. Tyto velké modely zaznamenaly velké ptinosy (17).

Postupem cCasu se my$ stala prevladajicim druhem ve studiu aterosklerozy.
Jeji vyhodou je mala velikost a moznost genetické modifikace. Mysi jsou velice odolné
vici ateroskleroze. Vyjimkou je mySi kmen C57BL/J6. Prvni model aterosklerdzy
za pouziti tohoto kmene byl zalozen na stravé (Wisslerova laboratoi na pocatku 1960).
Strava obsahovala 30% tuku, 5% cholesterolu a 2% cholové kyseliny. Tato strava byla pro
mysi vysoce toxicka a to v disledku vysokého obsahu kyseliny cholové. U mySi dochédzelo

k ¢astému rozvoji zanétu, ztracely na vaze a trpély zejména respira¢nimi infekcemi.

Upravu slozeni stravy pozdéji provedl Paigen. Stravu s obsahem 15% tuku, 1.25%
cholesterolu a 0.5% kyseliny cholové nazyvame Paigenovou stravou. I tento model mél své
nevyhody, aterosklerotické 1éze byly velmi malé a strava stale zanétliva, coZ pfinasSelo

potize. Aterosklerotické 1éze se u téchto mysi nachazely v oblasti aortalniho kmene.
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Zajimavé je, Ze oproti lidské rase maji samice mysSi generalizovanéjsi
aterosklerotické 1éze nez samci. Paigen a kol. vyvinuli nejen specialné upravenou stravu,
ale svymi poznatky o kvantifikaci 1ézi v aortalnim kmeni vyznamné piispéli do vyzkumu

aterosklerotického procesu (18).

Pozd¢ji vyvinul Hayek a kol vice fyziologickou stravu pro navozeni
hyperlipidémie u mys$i. Mluvime o tzn. ‘‘western type diet*‘, ktera obsahuje 21%
tuku, 0.15 % cholesterolu a neobsahuje kyselinu cholovou. Dnes se Siroce pouziva
u geneticky modifikovanych mySich modeld, jelikoZ se jeji slozeni podoba slozeni lidské
stravy (19).

3.1 Transgenni my$i modely

Transgenni mysi modely vznikly Gpravou exprese gent, které jsou zapojeny

do nekterych z krokt, které ovliviiuji metabolismus lipida.

Apolipoprotein B (APO-B) je dulezitym proteinem pro ¢astice VLDL a LDL. Jako
ligand je zodpovédny za jejich ptfestup do tkani. Dalo by se piedpokladat, ze zvySené
hladiny APO-B povedou k akceleraci ateroskler6zy. Vyzkum u transgennich mysi, vSak
tuto myslenku nepotvrdil. Pouze pokud byly mysi krmeny specialné upravenou stravou
bohatou na tuky a cholesterol, doslo k rozvoji aterosklerozy. Léze mély jednoduchou

strukturu tvofenou pievazné makrofagy a pénovymi bunkami (16, 20).

Apolipoprotein E (APO-E) je exprimovan na povrchu nejriznéjsich krevnich lipida
a je nezbytny pro katabolismus lipoproteini. APO-E transgenni mysi maji spontanni
prubéh aterosklerdzy, ktery je pii vyzkumu urychlovan podavanim specidlné upravené
stravy. V aterosklerotickych 1ézich jiz mlizeme pozorovat bohatost pénovych bunék

a formaci fibrozni ¢epicky nad 1ézi (16).
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3.2 LDL - receptor deficitni mysi model (LDLR-KO)

Obrazek 8: LDL — receptor deficitni mysi model (ilustrativni foto).

http://jaxmice.jax.org

LDLR-KO mysi model byl poprvé vytvoren v roce 1993 Ishibashim a kol. (21).
Pti krmeni téchto mys$i béZnou stravou nedochazi ke spontdnnimu rozvoji aterosklerozy.
Ten musi byt podpofen stravou bohatou na tuky, na kterou model velmi dobie reaguje.
Pokud jsou tedy LDLR-KO mys$i krmeny Paigen ¢i western stravou dochazi u nich
k rozvoji velkych aterosklerotickych 1ézi a narastu hladiny plasmatického cholesterolu.
Hypercholesterolémie u LDLR-KO myS$i navozena upravenou stravou se velice podoba

lidské familiarni hypercholesterolemii typu II1. (22, 23).

3.3 APO E - deficitni mysi model (APOE-KO)

APOE-KO mysi model byl vytvofen v roce 1992. Je charakterizovan samovolnym
rozvojem aterosklerdzy s vyraznou hypercholesterolémii. Aterosklerotické 1éze u APO-E
deficitnich mysi jsou velice podobné jako u c¢lovéka. Tyto mysi reaguji, obdobné jako
¢lovek, na western stravu. Pokud jsou krmeny touto stravou, zvySuje se tvorba a velikost
jejich aterosklerotickych 1ézi. APO-E deficitni mysi, které piijimaly western stravu
5 tydnli, mély 3-4 krat vétsi 1éze nez ty samé mysi krmené stravou s nizkym obsahem tuk
(viz obrazek ¢. 9). Rozvoj aterosklerdzy je u nich vy$si nez u LDL - receptor deficitnich
mysi (22, 23).
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Experimentaln¢ se APOE-KO mysi model vyuziva k identifikaci gend a roli
riznych typti bun€k ucastnicich se aterogeneze a k identifikaci vlivu rizikovych faktor
aterosklerdzy. Nutno téz zminit, Ze se jedna o Siroce vyuzivany mysi model ve vyzkumu

lé¢iv z hlediska farmakologie a moZnosti nové terapie aterosklerozy (23).

Obrazek 9: Diagram aterosklerotickych zmén v ¢ase u APO-E deficitniho

mysiho modelu v zdavislosti na typu p¥ijimané stravy (23).

— Western type diet
—— Chow diet
|| | | | | | |
[l | | | | | |
weeks 5 6 g 10 15 20 30 40
mUnUC}'tC I
adhesion ——
ﬁ) a4m ¢ c“ .|
lesion ' !
. . |
intermediate
lesion . ,
- . __________________________________________________________]
fibrous plaque

Preklad:

Western type diet - Western strava (bohata na tuky)
Chow diet — béZna strava

weeks — tydny

monocyte adhesion — adheze monocytt

foam cell lesion — 1éze pénovych bunék

intermediate lesion — intermedialni 1éze

fibrous plague — fibrozni plak
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3.4 DalSi mySi modely

Dale jsou ve vyzkumu ateroskler6zy pouzivany tzn. dvojité deficitni mysi modely.
Piikladem je APO-E a LDL-receptor deficitni mysi model, ktery charakterizuje rozvoj
tézké hypercholesterolémie a aterosklerdzy (22). Rozvoj aterosklerdzy je spontanni, vyssi
nez u predchozich mySich modeld a neni zalozen na pouziti vysoce tukové stravy. Diky
tomu je vyuzivan pro studium latek, které maji anti-aterogenni efekt a jsou podavany

mysim s béZnou stravou (24).
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4 SPIRULINAPLATENSIS

Spirulina se taxonomicky fadi mezi Bakteria (bakterie), oddéleni Cyanobakteriae

(Sinice), tiida Cyanophyceae, tad Oscillatoriales, rod Arthrospira (Spirulina) (25).

Obrazek 10 — Spirulina platensis (ilustrativni foto).

http://www.sciento.co.uk/catalog/item/247/

Spirulina platensis je modrozelena ftasa, diky obsahu pigmentu chlorofylu
a fykokyaninu. Je to jednobuné¢na tasa vyskytujici se v teplych klimatickych oblastech.
Jeji nazev je odvozen od latinského slova helix (spirala) a poukazuje na uspofadani, které
je patrné z obrazku ¢. 10. I kdyz se jedna o jednobunéénou fasu, jeji struktura je relativné
velka (0,5 mm) (26).

Spirulina a jiné modrozelené fasy obsahuji proteiny, esencidlni mastné kyseliny,
polysacharidy, antioxidanty, vitaminy a mineralni latky a pouzivaji se jako zdroj vyzivy.
V potravinarstvi se vyuzivd zejména Spirulina platensis. UZivd se jako potravinovy
dopln€k a je téZ oznacCovana za jeden z nejbohatSich a nejkomplexnéjSich zdroji vyzivy
na svété (27).

Pozitivni vliv Spiruliny na aterosklerozu je predmétem mnoha studii.
Bylo prokazano, ze Spirulina vykazuje hypolipidemické G¢inky a snizuje krevni tlak (28).
Mechanismus hypolipidemického uc€inku vsak nebyl pln€ vysvétlen.

Nagakoa S.a kol., zjistili, Zze Spirulina inhibuje stfevni absorpci cholesterolu
a zluCovych kyselin, diky obsahu C-fykokyaninu (C-PC) (29). Dale bylo prokazano, ze
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fykokyanin inhibuje pankreatickou lipazu. Tim dochazi ke snizeni cholesterolu
a triacylglycerida v krvi (30).

C-fykokyanin je barevny pigment strukturalné podobny bilirubinu. Ma silné
antioxida¢ni (31) a protizanétlivé (32) vlastnosti, diky nimz je schopen vychytavat volné
radikaly. Nekteré studie aplikovaly jeho ucinky pfi studiu aterosklerozy a zjistili, ze C-
fykokyanin ma preventivni G¢inky na rozvoj aterogeneze (33).

Védci z Taiwanu publikovali vysledky studie s C-fykokyaninem. Pfedmétem studie
prozanétlivé cytokiny, produkci oxidu dusnatého (NO) a prostaglandinu E2 (PGE-2)
potlacenim produkce eNOS a COX-2 (34).

Mezi obsahové latky Spiruliny platensis patii i selen (Se), ktery je pro organismus
velmi dobfe ziskatelny, jelikoz je vazan na organické sloucening. Selen je dulezitym
esencidlnim stopovym prvkem, ktery pomdha pii prevenci mnoha onemocnéni. Jeho
nedostatek v potravé mize vést k mnoha chorobam a patologickym stavim jako jsou
kardiovaskularni choroby, revmatoidni artritida, Sedy zakal a anémie. Je také sloZkou
mnoha selen-dependentnich enzymi, jako je glutation-peroxidaza. Obsah Se ve Spiruliné
platensis neni velky. Tento fakt vSak vzbudil zajem védcu, ktefi se zamétili na produkci
Spiruliny s vy$8§im obsahem selenu. To se podafilo docilit pomoci specialniho riistového
média obohaceného o selen. Vznikla Spirulina obohacena o Se dava nové moznosti
komer¢niho vyuziti organicky vazaného selenu.

Jeromé Riss a kol. publikovali studii, kterda demonstruje protektivni ucinky
Spiruliny na kardiovaskularni systém. Tato studie byla provedena na kieccich, jez trpély
hypercholesterolémii. Zvifata byla krmena stravou obohacenou o Spirulinu a C-fykokyanin
sruznym obsahem Se. Plasmaticky cholesterol byl nizS§i u skupiny, ktera dostavala
Spirulinu obohacenou o selen. K ovlivnéni hladin HDL-cholesterolu nedo$lo. Dals$i zmény
byly pozorovany také v aterosklerotickych 1ézich v aorté. Léze se po podavani Spiruliny
signifikantné zmenSily. Vysledky dokazuji, Ze chronickd konzumace Spiruliny sniZuje
mnozstvi oxidativnich faktort a upravuje lipidovy metabolismus, ¢imz pomaha pii
prevenci aterosklerozy (35).

Jind studie byla provedena na tzn. New Zealand White krali¢cim modelu.
Tato zvifata trpéla hypercholesterolémii indukovanou vysoko tukovou stravou

obsahujicich 0.5 % cholesterolu. Suplementace Spirulinou prokazala zmenSeni intimalnich
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1ézi v aorté. Doslo ke snizeni celkového cholesterolu, triglyceridi, LDL cholesterolu
a ke zvyseni HDL-cholesterolu (36).

Spirulina platensis obsahuje téZ mukopolysacharidy (glykosaminoglykany), které
setadi mezi heteropolysacharidy. Spirulan vapenaty (Ca-SP) je specifickym
polysacharidem, ktery byl izolovan z horkého vodniho extraktu Spiruliny platensis. Jedna
se o sulfatovy polysacharid, u kterého byla zkoumana jeho biologicka aktivita. Bylo
zjisténo, ze Ca-SP inhibuje trombin aktivaci heparinového kofaktoru II. a inhibuje
proliferaci zanétlivych bun¢k. Tim mize zpomalit proces bunééné proliferace v endotelu
cév. Na zaklad¢ téchto poznatkd, lze fici, ze Ca-SP pomdhd predchazet vzniku
aterosklerozy a miize také podpofit jeji léCeni (37).

Nejnovéjsi studie s modrozelenou fasou Spirulina platensis neprokazaly ptesny
mechanismus pozitivnich G¢inkii na organismus. Ten zejména spociva v bohatosti
a rozmanitosti jejich obsahovych latek, které maji blahodarné u¢inky na zdravi ¢lovéka.
Diky tomu je Spirulina platensis uzivana ve formé tablet, tobolek ¢i prasku jako

potravinovy dopln€k pro zdravi a aktivni zivot (27, 35).
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5 ENDOGLIN

Endoglin (0znadovan jako molekula CD 105) Obrdzek 11: Modelova struktura
je integralni membranovy glykoprotein. Jeho struktura endoglinu.
se sklada z velké extracelularni domény, hydrofobni
transmembranové domény a kratké cytosolové
domény viz obrazek €. 11 (38). Jedna se o vysoce
glykosylovany protein o hmotnosti 180-kDa. Endoglin
se vyskytuje ve dvou isoformach, dlouha isoforma L-
endoglin a kratka isoforma S-endoglin. Ob¢ tyto

isoformy byly popsané v lidské a mysi tkani (38, 39,

40). Lidské isoformy endoglinu se 1li§i svymi _
http://mww.uscnk.com/directory/Endo

cytoplasmatickymi konci, které obsahuji rizny pocet glin(ENG-CD105)-0980.htm

aminoskupin. L-endoglin je dominantné exprimujici

isoforma (41).

Strukturalné se endoglin fadi k rodin€é proteinti zona pellucida (ZP), jelikoz
obsahuje zona pellucida doménu o 260 aminokyselinovych zbytki ve své extracelularni
doméné. Jeho cytosolovd doména je fosforylovana pomoci serin a treonin kinasy
a zahrnuje TGF-p receptor typu I a II. Bylo dokazano, ze fosforylace endoglinu ma vliv na

jeho subcelularni lokalizaci a migraci (42).

Exprese endoglinu hraje roli ve vyvoji cév, angiogenezi a vaskularni homeostaze.
Endoglin je slabé exprimovan buiikami cévniho endotelu. Oproti tomu, je jeho vyrazna
exprese pozorovana napiiklad v pribéhu aktivni angiogeneze, embryogeneze, v zanétlivé
tkani, pfi cévnim poskozeni a v nddorové tkani. Vyrazna exprese byla také popsana
Vv ischemii ledvin ¢i srdce. Endoglin je v kardiovaskularnim systému exprimovan i v fadé
jinych typt bunék a jeho exprese je ovlivnéna patologickymi procesy (42). Vyrazna
exprese endoglinu je v hladkosvalovych buikach cévni stény aterosklerotickych plati (43).

Endoglin je v souvislosti s vaskularni homeostazou spojovan s onemocnénim
zvanym hereditarni hemoragicka teleangiektdzie (HHT) znamé téz jako Oslerova-
Renduova-Weberova nemoc. HHT je autozomalné-dominantné dédi¢né onemocnéni, které

postihuje 1 jedince z 8000 v celosvétové populaci (44). RozliSujeme dvé genetické formy
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mutaci genu pro endoglin, tak mutaci genu pro ALK-1. Pacienti trpici HHT maji rozsifené
drobné krevni cévy (kapilary a zilky) s ménécennou cévni sténou. Nemoc se projevuje

krvacenim do sliznic riznych organa (45, 46).

Endoglin je soucasti proteinové komplexu TGF-B. TGF-B komplex zahrnuje 3 typy
receptori TGF-B1, TGF-B2 a endoglin. O TGF- mluvime jako o rodiné multifunkénich
cytokinti regulujici extracelularni rust, diferenciaci, migraci, produkci extracelularni matrix
a angiogenezi.Endoglin se v komplexu TGF- vaze na TGF-B receptor typu II. Poté
dochazi v jeho pritomnosti k fosforylaci ALK 1. ALK-1 aktivuje proteiny Smad-1/Smad-5
a ALK-5 fosforyluje Smad-2/Smad-3 proteiny. Pfi fosforylaci a indukci Smad proteind
dochazi Kk jejich presunu do bunétného jadra, kde nastava genova transkripce (47). Popis

signalizacni drahy TGF-f vystihuje obrazek ¢. 12.

Obrazek 12: Signalizacni draha TGF-f (44).

TGF-p
Wy
Endeglin Plasma
| | Membrane
ALKS ALK 1ALKS
TﬁR-“ Hamodimer TER-I LHBtamdimar
_smad-3 ) ——— (Smad-115 )
Smad4 | _Smad-
T m— [ o~
f-—-_ * | ——-.__-\Nuclaua
_r—
ﬁ"_,,-' Gens Trarmeription H“‘“'“-a.‘
Cuiescent Endothedial Cell Activated Endothelial Cell

29



Vyzkum potvrdil jisté souvislosti mezi molekulou endoglinu a aterosklerézou a je
predmétem dalSich studii. ZvySend exprese endoglinu byla nalezena v mysich i lidskych
aterosklerotickych platech (48). Bylo prokazano, ze navozena hypercholesterolémie u mysi
zvysila hladiny endoglinu v krvi a snizila jeho expresi v aortalnich lézich. Mtizeme
usoudit, ze inhibice endoglin - signaliza¢ni drahy muize byt jeden z mechanismi
zodpovédnych za endotelidlni dysfunkci. Sledovani hladin endoglinu je povazovano
za zajimavy marker progrese aterosklerozy. AvSak piesny zdroj a role endoglinu v Krvi

zatim nebyla objasnéna (49).
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6 CILPRACE

Cilem této rigorozni prace bylo zjistit ucinky Spiruliny platensis na expresi
endoglinu a produkci kolagenu v aterosklerotickych platech na experimentalnim zvifecim
modelu, kterym byly APOE-deficientni mysi. Dale byly sledovany parametry lipidového
spektra v krvi. K hodnoceni morfologickych nalezi byly pouzity histologickeé,

imunohistochemické a stereologické metody.
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Zvirata a predepsana dieta

Samci mys$i kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (APOE-KO) vazici 15-
20 grami, byly ziskany z Jackson Laboratories (USA). VSechny mysi ve véku 3 mésice
byly poté nahodné rozdéleny do 2 skupin.

Nasledné jim zaCala byt podavana aterogenni dieta s obsahem 1% cholesterolu
po dobu 8 tydnil (kontrolni skupina). Ve Spirulina platensis skupiné byly mySi krmeny
stejnou aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 20 mg Spiruliny platensis denné.

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

Na konci experimentu byla zvifata pies noc vylaénéna a byla provedena euthanasie
predavkovanim v parach éteru. Zvifatim byly odebrany ze srdce vzorky krve
pro biochemické vysetteni. Dale byly odebrany segmenty tkané tvoiené aortou spolu
s horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponofily do OCT media (Leica, Praha, Ceska

republika), nasledn¢ byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pti — 80°C.

7.2 Biochemicka analyza

Biochemicka analyza vzorkti krve byla provedena na Klinice gerontologické
a metabolické Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Celkové koncentrace cholesterolu byly
hodnoceny enzymaticky na zdkladé konvencnich diagnostickych metod (Lachema, Brno,
Ceska republika) a spektrofotometrické analyzy (cholesterol pti 510 nm, triglyceridy pti
540 nm vlnové délky) (ULTROSPECT Ill, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala,
Svédsko).
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7.3 Histologické barveni zeleny trichrom — detekce kolagenu

b)

d)

Barveni na kolagen — zeleny trichrom — goldner
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7.4 Imunohistochemie

Imunohistochemicka analyza byla provedena v 1 cm aortdlniho sinu a v cCasti
aortalniho oblouku. Pro hodnoceni byly nakrajeny série pti¢nych tfezli o tloustce 7 um
na zmrazovacim mikrotomu. Rezy byly pfeneseny na skli¢ka, ktera byla pfedem upravena
v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout (60 minut) a pak se na 15 minut vlozily
do roztoku acetonu uchovavaného v -20°C. Poté se fezy nechaly ususit (15 minut) a znovu
se vlozily na 15 minut do acetonu. Timto procesem doslo k fixaci fezl a jejich lepsi adhezi
na podlozni sklicko. Déle se fezy promyly v roztoku PBS (2x5 minut). Pied inkubaci fezl
S primarni protilatkou bylo nutné jesté¢ zablokovat nespecificka vazebna mista, proto
se fezy na 30 minut ponoftily 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.
Po oplachu v PBS se sklicka 1 hodinu inkubovala s primarni protilatkou Rat Anti-Mouse
CD105 (endoglin) — ziedéni 1/100 (Pharmingen USA) pii pokojové teploté. Po oplachu
v PBS (2x5 minut) se aplikovalo 10 % zviieci sérum v PBS (10 minut) a nasledné se fezy
inkubovaly se sekundarni protilatkou (30 minut) Goat Anti-Rat IgG (Vector Laboratories).
Po inkubaci se fezy vlozily do roztoku PBS (5 minut). Nasledovalo promyti v roztoku 3%
H,0, (15 minut) a promyti v PBS (2x5 minut). Dale byl na sklicka nanesen avidin-
biotinovy komplex obsahujici peroxidazovy substrat (VectorLaboratories) (30 minut).
Po oplachu v PBS (5 minut) se k vizualizaci navazanych protilatek pouzil diaminobenzidin
(DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Na zavér byly fezy
oplachnuty ve vodé a poté odvodnény v acetonu, aceton — xylenu (10:1) asi 3 minuty,
aceton — xylenu (1:10) také 3 minuty, 3x v xXylenu (po 2 minutach). Na zavér byla sklicka

zamontovana do eukittu.

Pouzita primarni protilatka:

monoklondlni protilaitka Rat Anti-Mouse CD105 (endoglin) — ziedéni 1/100
(Pharmingen USA)

Pouzita sekundarni protilatka:

sekundarni protilatka Goat Anti-Rat IgG (Vector Laboratories)
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Pracovni postup:
1. oschnuti fez (60 minut)
2. fixace v acetonu (-20°C; 15 minut)

3. suSeni fezi (15 minut)

&

fixace v acetonu (15 minut)

5. promyti v PBS (2x5 minut)

6. aplikace 10% zvifeciho séra v PBS (30 minut)
7. inkubace s avidinem D (15 minut)

8. promyti v PBS (5 minut)

9. inkubace s biotinem (15 minut)

10. promyti v PBS (oplach)

11. aplikace primarni protilatky fedéné s BSA (inkubace 60 minut)
12. promyti v PBS (2x5 minut)

13. aplikace 10% zviteciho séra v PBS (15 minut)
14. aplikace sekundarni protilatky (+ mouse sérum v PBS) (inkubace 30 minut)
15. promyti v PBS (5 minut)

16. promyti v 3% H,0, (15 minut)

17. promyti v PBS (2x5 minut)

18. ABC komplex elite (30 minut)

19. oplach v PBS (5 minut)

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

22. odvodnéni ezl (aceton) (oplach)

23. odvodnéni fezu (aceton-xylen 10:1) (3 minuty)
24. odvodnéni fezl (aceton-xylen 1:10) (3 minuty)
25. odvodnéni fezl (xylen) (3x2 minuty)

26. montovani fezli do Eukittu
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7.5 Kvantitativni analyza barveni kolagenu a exprese endoglinu

Plocha barveni kolagenu a exprese endoglinu byla kvantifikovana pomoci
stereologickych metod (50). Nejprve se nakrajela série 50 fezti o tloustce 7um. Byl
proveden systematicky ndhodny vybér fezii z referencniho objemu. Prvni fez pro kazdé
barveni byl vybran ndhodné a pak se vybral kazdy 5. fez, takze se hodnotilo pét ezl pro
barveni kolagenu. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky, ktera se zvolila tak,
abychom napocitali vice nez 100 prusec¢iki mezi body sité a barvenim kolagenu nebo
expresi endoglinu na jednu cévu. Odhadovana plocha aterosklerotické 1éze se vypocetla

podle vzorce:
estA=ax P,

kde parametr a charakterizuje plochu pfisluSejici jednomu testovacimu bodu

a P je pocet pruseciki mezi body testovaci sité a pozitivitou barveni.

Fotodokumentace a digitalizace snimki z fluorescencniho mikroskopu Olympus
BX byla provedena digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (VitanaCorp., USA) za pomoci
softwaru NIS elements verze 3.22 (Laboratorymaging Prague, Ceska republika).
Stereologicka analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,

Slovensko).

Statisticka analyza

Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako primér = SEM (stfedni chyba
pruméru) pro 8 zvitat v kazdé skupiné. Ke vzajemnému porovnani parametra u Spirulinové
a kontrolni skupiny byl pouzit neparovy T test. Rozdily mezi skupinami byly statisticky
vyznamné v piipade, Ze p < a, kde 0=0,05. K vypoctu byl pouzit GraphPadPrism software
(verze 5.0).
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8 VYSLEDKY

8.1 Biochemicka analyza

Vysledky biochemické analyzy prokézaly 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. SniZena byla pouze hladina LDL cholesterolu po podavani Spiruliny ('P<0,01).

8.2 Histologické barveni zelenym trichromem

U vSech tezli v kontrolni i Spirulinou 1é¢ené skupiné byla pozorovana piitomnost
aterosklerotickych 1ézi (obr. 13, 14). Léze byly nejvétsi v oblasti aortalniho sinu, ale
pokracovaly také v oblasti aortdlniho oblouku. Aterosklerotické léze byly vyrazné
vyvinuty, pfiCemZz u fady z nich byla jiz nalezena ateromova nekroticka jadra. Léze
obsahovaly velké mnozstvi kolagenu (zelena barva), ktery byl pfitomen také v medii cév.
Podavani Spiruliny nevedlo k patrnému snizeni plochy obarvené zelenym

trichromem (obr. 14).
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Obrazek 13, 14: Reprezentativni obrazky barveni zelenym trichromem u kontrolni
skupiny a skupiny zviiat krmené Spirulinou. Sipky ukazuji na p¥itomnost kolagenu
Vv aterosklerotickych lézich. Uprostied cévy jsou vidét zbytky semilundrnich chlopni.

Obrazky neukazuji rozdil v intenzité barveni mezi skupinami.
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8.3 Imunohistochemické barveni endoglinu v oblasti aortalniho sinu

Exprese endoglinu byla pozorovana u vSech mys$i v experimentu. Exprese byla
pozorovana témei vyluéné na cévnim endotelu platu, chlopni i mimo plat. Po prohlédnuti
40 tezi z kazdé skupiny, jsme nepozorovali vyznamné rozdily v barveni mezi ob&éma
skupinami (obr. 15, 16).

Obrazek 15: Reprezentativni obrdzek imunohistochemického barveni endoglinu u

kontrolni skupiny zvifat. Silnd exprese je pozorovina na cévnim endotelu v oblasti

korene aorty (Sipky).
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Obrazek 16: Reprezentativni obrazek imunohistochemického barveni endoglinu u zvirat,
kterym byla poddvdna Spirulina. | zde je pozorovana silnd exprese na cévnim endotelu v

oblasti koiene aorty (Sipky).
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8.4 Kvantitativni analyza barveni kolagenu

Ke kvantifikaci byly pouzity stereologické metody. V kazdé skupiné zvitat bylo
hodnoceno pomoci bodové testovaci miizky 40 fezl. Vysledky neprokazaly vliv Spiruliny
na mnozstvi kolagenu v aterosklerotickych platech 0,13 + 0,01 ver. 0,19 + 0,02 mm?

Podavani Spiruliny signifikantné neovlivnilo plochu barveni kolagenu.

Graf 2: Kvantitativni analyza mnoZstvi kolagenu v pldtu.
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8.5 Kvantitativni analyza exprese endoglinu

Ke kvantifikaci byly pouzity stereologické metody. V kazdé skupiné zvitat bylo

hodnoceno pomoci bodové testovaci miizky 40 tezi. Vysledky neprokézaly vliv Spiruliny

na expresi endoglinu ve srovnani s kontrolni skupinou 0,02 + 0,01 ver. 0,03 + 0,02 mm®.

Podévéni Spiruliny signifikantn€ neovlivnilo expresi endoglinu v aorté¢.

Graf 3: Kvantitativni analyza exprese endoglinu.
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9 DISKUZE

Ateroskler6za je difuzni proces, ktery zacina v cCasném détstvi, postupné
asymptomaticky progreduje a v dospélosti se klinicky manifestuje jako ICHS, ischemické
poskozeni centralniho nervového systému a periferni cirkulace (51). Ateroskleroza
je velmi rozsifené onemocnéni, charakterizované chronickymi zanétlivymi zménami,
postihujici vSechny vékové skupiny obyvatelstva. Klinické priznaky aterosklerozy
se objevuji az v pozd¢jSich letech zivota a v soucasné dob¢ je aterosklerdza pti¢inou témeét
50 % vsSech umrti. Rozsadhly vyzkum v této oblasti odhalil fadu novych poznatk,
ptispivajicich k pochopeni dé¢ja, ke kterym dochazi béhem aterogenniho procesu.

V soucasné dobé¢ se k ovlivnéni aterosklerdzy pouZziva fada substanci vetné téch,
které jsou ziskavany ptimo v piirode¢.

Proto se tato diplomova prace také zameétila na studium potencidlnich u€inka
Spiruliny platensis, na aterogenezi u APOE-deficitniho kmene mys$i. Hlavni diraz byl
kladen na sledovani exprese endoglinu a na mnozstvi kolagenu v aterosklerotickych
platech.

Spirulina je volné plovouci vlaknita fasa rostouci v alkalickych vodach. Diky své
vysoké nutricni hodnoté se po staleti vyuziva jako potravina, a to zejména ve stfedni
Africe. Dnes je uzivana jako dopln¢k stravy po celém svété, coz vzbuzuje velkou
pozornost. Realizuji se velké studie na hodnoceni 1é¢ivych ucinka Spiruliny. Tento
vyzkum se ubird do mnoha obori mediciny. Provadi se na celé fadé onemocnéni véetné
hypercholesterolémie, triglyceridémie, kardiovaskuldrnich onemocnéni, zanétlivych
chorob, rakoviny a virovych infekci. Spirulina mé blahodarné Gc¢inky na kardiovaskularni
syst¢tm v disledku jejich hypolipidemickych, antioxida¢nich a protizanétlivych
ucinka (52).

TGF-B1 a endoglinovd signalizacni kaskdda hraje dulezitou roli v procesu
aterogeneze. Posledni data ukazuji na mozny protektivni vliv této kaskady v ateroskler6ze
v experimentech a také ukazuji na moznosti sledovani téchto markeri u pacientii
s kardiovaskularnim onemocnénim (53). TGF-B1 vykonava své uéinky prostiednictvim
receptortl, které se oznaCuji TGF-BRI, TGF-BRII. Kromé téchto dvou receptorli existuje
také ,,pomocny“ TGF-BRIIL, ktery se také nazyva endoglin (CD105) (54). V soucasnosti

existuje cela fada praci popisujici vyznam endoglinu v procesu aterogeneze (54). Dale byla
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jeho uloha prokazana v hypertenzi a diabetes mellitus (55). Velmi recentni prace navic
naznacuji, ze endoglin by mohl byt dobrym markerem uCinnosti terapie statini (56)
a pripadn¢ zmén hladin cholesterolu (49). My jsme v této rigordzni praci chtéli objasnit,
zda podavani potencialné hypolipidemické substance (Spiruliny) povede ke zménam
exprese endoglinu a piipadné ke zménam v morfologii platu reprezentované mnozstvim
kolagenu.

Podavani Spiruliny piekvapivé vedlo pouze k poklesu hladin LDL cholesterolu.
Celkovy cholesterol ani dalsi frakce zménény nebyly. Tento slaby hypolipidemicky efekt
lze ptisuzovat niz§i davce Spiruliny, kterd byla v této pilotni studii zvolena. Ptesto jsme
v dalsi fazi provedli imunohistochemickou a stereologickou analyzu exprese endoglinu.
Vysledky této analyzy neukazovaly zmény exprese endoglinu po podavani Spiruliny. Tyto
vysledky byly pozd&ji potvrzeny Western blot analyzou (Strasky, nepublikované
vysledky). Tento vysledek je tedy ziejmé odrazem slabého efektu Spiruliny na hladiny
cholesterolu, protoze predchozi prace jasn€ ukazaly, ze snizovani hladin cholesterolu méni
expresi endoglinu (49). Rada studii dale prokéazala pozitivni vliv endoglinu na expresi
eNOS (57) a mnozstvi kolagenu a stabilitu aterosklerotickych plata (58). Z tohoto dtvodu
jsme také sledovali akumulaci kolagenu v platech. Ani zde ovSem nedos$lo k ovlivnéni
mnozstvi kolagenu v platech po podavani Spiruliny.

Vysledky této rigordzni prace tedy ukazuji slabé hypolipidemické u¢inky Spiruliny
platensis a zaroven zadny efekt na expresi endoglinu, ¢i stabilitu aterosklerotickych platt.
V dalSich studiich musi byt zjevné testovany vyssi davky, které by mohly ukézat na benefit

podavani Spiruliny v procesu aterogeneze.
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10 ZAVER

Cilem této rigorozni prace bylo zjistit ucinky Spiruliny platensis na expresi
endoglinu a produkci kolagenu v aterosklerotickych platech na experimentalnim zvifecim
modelu, kterym byly APOE-deficitni mys$i. K tomu byly sledovany parametry lipidového
spektra v krvi, barveni na kolagen a exprese endoglinu v platu.

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

Vysledky histologické analyzy barveni na kolagen neprokazaly zmény mnozstvi
kolagenu v aterosklerotickych platech po podavani Spiruliny.

Vysledky imunohistochemické analyzy neprokdzaly zmény exprese endoglinu
u mysi, kterym byla podévana Spirulina platensis.

Vysledky kvantitativni analyzy barveni na kolagen a exprese endoglinu
neprokazaly vliv Spiruliny na mnozstvi kolagenu a expresi endoglinu.

Vysledky této rigordzni prace tedy ukazuji slabé hypolipidemické G€inky Spiruliny

platensis a zaroven zadny efekt na expresi endoglinu, ¢i stabilitu aterosklerotickych platu.
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11 SEZNAM ZKRATEK

ABC
ACE
AH
ALK1
ALKS5
APO B
APO E
APOE-KO
BSA

ca
Ca-SP
CD 105
CMP
COX 2
C-PC
DAB
DLP
eNOS
HDL
HHT
ICAM-1
19G
ICHDK
ICHS
IL-1B
KVO
LDL
LDLR-KO
MCP-1

avidin — biotin komplex

angiotenzin konvertujici enzym

arterialni hypertenze

activin receptor-like kinase 1

activin receptor-like kinase 2

apolipoprotein B

apolipoprotein E

apolipoprotein E deficitni mysi model

bovinni sérovy albumin

karcinom

spirulan vapenaty

endoglin

cévni mozkova ptihoda

cyklooxigenasa 2

C-fykokyanin

diamonobenzidin

dyslipidémie

endotelidlni NO syntasa

lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins)
hereditarni hemoragicka teleangiektazie

mezibunééné adhezni molekuly-1 (inter-cellular adhesion molecules)
imunoglobulin G

ischemicka choroba dolnich koncetin

ischemicka choroba srdecni

interleukin-1

kardiovaskuladrni onemocnéni

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

monocytarni chemotakticky protein - 1
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M-CSF
MS
NCPM
NO

OTC medium
PBS
PDGF
PGE 2
RA

Se

SEM
Smad
STK
TGF-B
TNF-a
TRF-BRI-111
VCAM-1
VEGF
VLDL
VSMCs
WHO

faktor stimulujici makrofagy (macrophage-colony stimulating factor)
metabolicky syndrom

nahla cévni mozkova ptihoda

oxid dusnaty (nitric oxide)

zmrazovaci médium

fosfatovy pufr

od desticek odvozeny rastovy faktor (platelet derived growth factor)
prostaglandin 2

rodinna anamnéza

selen

sttedni chyba priméru

protein regulujici funkci TGF-, fungujici jako transkripéni faktor
systolicky krevni tlak

transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor )
tumor nekrotizujici faktor o (tumor necrosis factor o)

receptory typu I-111 pro TGF-B

cévni adhezni molekula-1 (vascular cell adhesion molekule-1)
endotelialni ristovy faktor cév (vascular endothelial growth factor)
lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (very low density lipoproteins)
buniky hladké svaloviny cév (vascular smooth muscle cells)

svétova zdravotnické organizace (Word Health Organisation)
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