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Seznam pouzitych zkratek

ACE angiotenzin konvertujici enzym

ACH acetylcholin

AP-1 transkrip¢ni faktor

apoE apolipoprotein E

AT-1 receptor angiotenzinu Il

CAM cell adhesion molecules, bunééné adhezivni molekuly

CMP cévni mozkova ptihoda

CMV cytomegalovirus

CRP C - reaktivni protein

DAP diaminobenzidin

ECM extracelularni matrix

EDGF endothelium-derived growth factor, rastovy faktor produkovany
endotelem

EDHF endothelium-derived hyperpolarizing factor

eNOS syntaza NO

Hb hemoglobin

HDL high density lipoproteins, lipoproteiny o vysoké hustoté

ICAM-1 intercellular cell adhesion molekule-1, adhezni molekula

IDL intermediate density lipoproteins, lipoproteiny o stfedni hustoté

IFN-y interferon y

IGF-1 inzulinu podobny ristovy faktor

ICHS ischemicka choroba srdecni

ICMP ischemicka cévni mozkova piihoda

IL-1,6, 8 interleukinl, 6, 8

LDL low density lipoproteins, lipoproteiny o nizké hustoté

LPS lipopolysacharidy

MCP-1 monocytarni chemotakticky protein-1

M-CSF macrophage colony stimulating factor, ristovy hormon pro makrofagy

MDGF monocyte-derived growth factor, ristovy faktor monocytl

NF-xB nuklearni faktor kappa B

NO oxid dusnaty

oTC tissue freezing medium, zmrazovaci smés



OxLDL
PAF
PAI-1
PBS

PC
PDGF
PECAM-1
PGI

ROS
SePC
SeSP

SP

TAG
TGF B
TIMP-1
TNF a
t-PA
VCAM-1
VLDL

oxidované LDL castice

faktor agregace desticek

inhibitor aktivatoru plazminogenu

phosphate buffered saline, fosfaovy pufr, pH 7,4
phycocyanin

platelet-derived growth factor, desti¢kovy rustovy faktor
platelet endothelial cell adhesion molecule-1, adhezni molekula
prostacyklin

reactive oxigen species

selenem obohaceny phycocyanin

selenem obohacena spirulina platensis

spirulina platensis

triacylglyceroly

transforming growth factor B, transformujici ristovy faktorf3
tkanovy inhibitor metaloproteinazy 1

tumor necrosis factor a, tkdnovy nekrotizujici faktor o
tkanovy aktivator plazminogenu

vascular cell adhesion molecule-1, adhezni molekula

very low density lipoproteins, lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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1. UVOD

Ateroskleroza se nékdy oznacuje jako ,,nemoc 20. stoleti”. Netrapi ale jen nasi
moderni civilizaci. Provazi lidstvo uz dlouha tisicileti. Znamky kornaténi tepen mizeme
pozorovat i na mumiich staroegyptskych faraéni. Zmén na cévach postizenych
aterosklerdzou si vS§imal uz italsky renesan¢ni génius Leonardo da Vinci. V roce 1761
popsal italsky lékai Giovanni Battista Morgagni ve svém stézejnim dile ,,O sidlech a
pfi¢inach nemoci* zvapenaténi véncitych tepen na srdci. Podrobnéjsiho studia se vSak
onemocnéni dockalo az v 19. stoleti a probiha stale. Piesto ateroskleréza a jeji
komplikace zlstdvaji ptes fadu pokroki v poznatcich o tomto onemocnéni vedoucimi
pii¢inami morbidity a mortality ve vyspélych zemich a stejné je tomu i v Ceské
republice.

K soucasné situaci piispiva nas zivotni styl, Spatné stravovaci navyky,
nedostatek télesné aktivity, koufeni, stres a néktera dal$i onemocnéni, kterd spadaji také
do rizikovych faktort aterosklerozy.

Ateroskler6za je systémové onemocnéni postihujici cévy tepenného fecisté je
charakterizovano velmi specifickymi bunéénymi reakcemi na ukladani lipidd ve sténé
cévni. Toto vede ke vzniku aterosklerotickych plath tzv. ateromi, které zuzuji prusvit
tepny a mohou ji i zcela uzavtit pro prichod krve, coz vede k zivot ohrozujicim
komplikacim onemocnéni. Ateroskleréza se rozviji zvolna a nenapadné, dlouhou dobu
probiha bez piiznakli a v tom je jeji urCita zradnost. Proto je velice dulezité¢ dbat na
prevenci a tim padem na spravnou Zivotospravu.

Tato rigordzni prace je pilotni praci, ktera se zabyva moznym antiaterogennim

pusobenim Spiruliny platensis na experimentalnim mys$im modelu aterosklerézy.



2. TEORETICKA CAST

2.1.Rizikové faktory aterosklerdzy

Aterosklerozu neziisobi jedna pficina, ale celd fada tzv. rizikovych faktort. U
kazdého jedince zalezi na tom, kolik rizikovych faktori, v jaké sile a jak dlouho plisobi.
Celkovy stav nemocného zalezi na komplexu vnéjSich vlivlh a genetickém zakladu
jedince, na které vnéjsi vlivy ptsobi [1].

Rizikové faktory ateroskler6zy mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin tzv.

nemodifikovatelné a modifikovatelné.

Mezi nemodifikovatelné rizikové faktory (osobni charakteristiky) patii:
- vek
— osobni anamnéza aterosklerotického onemocnéni
— rodinny vyskyt pred¢asného aterosklerotického onemocnéni

— muzské pohlavi

2.1.1. Neovlivnitelna rizika

Vek - je prakticky vibec nejsilnéjsi rizikovy faktor, riziko konkrétni kardiovaskularni
ptihody prudce nartsta pfiblizné od 45. roku zivota u muza a od 55. roku Zivota u Zen.
U jedinct nad 60 let je riziko nékolikanasobné vyssi nez ve veku 40 let, a to i u 0sob

s minimalni urovni rizikovych faktort [2].

Osobni anamnéza aterosklerotického onemocnéni - (respektivé jeho disledkl), tedy
predchozi vyskyt u konkrétniho jedince, v podstaté ukazuje na jiz existujici postiZeni,

které samoziejmé velmi zvysuje riziko dalSich komplikaci do budoucna.

Rodinny vyskyt predcasného aterosklerotického onemocnéni - (tim se mysli vznik

onemocnéni ve véku do 65 let) je v zasadé ukazatelem genetické nachylnosti k nemoci.

Prislusnost k muzskému pohlavi - rovnéz predstavuje zvySené kardiovaskularni riziko
diky odliS$né hormonélni vybave. Zeny jsou do menoupazy v niz§im riziku vzhledem

k ochrané estrogeny. Po menopauze se ovSem riziko zen progresivné zvySuje a



vyrovnava se s muzskym rizikem ve vékové skupiné 70-79 roku.

Nemodifikovatelné rizikové faktory nemuzeme nijak ovlivnit, ale jejich znalost u

jedince je dulezita pro posouzeni celkového rizika [2].

2.1.2. Ovlivnitelna rizika

Z hlediska mozné prevence maji tedy nejvétsi prakticky vyznam ovlivnitelné

vvvvvv

povazuji: hyperlipoproteinémie, koufeni cigaret, arteridlni hypertenze, diabetes mellitus
a inzulinova rezistence, nedostatek fyzické aktivity a obezita, zvySeni koncentrace

homocysteinu a fibrinogenu [3].

Jejich vycet je zndzornén v piehledu nize:

Hlavni ovlivnhitelné rizikové faktory
kardiovaskularnich onemocnéni

g ; Biochemicke a fyziologicke
Faktory Zivotniho stylu charakteristiky

(oviiviitelne prinio) ) (oviivaitelné nepiimo, sekundarné)

o ® ryvieny cholesterol v plasme
= Koureni (celkovi a zejména LDL frakce)

® Strava - bohata na satur. m Nizky HDL cholesterol
tuky, cholesterol a energii i .
, o = 7vyzene triglyceridy
= Nizka pohybova aktivita .

= 7vyzeny Krevni tlak

= Alkohol - nadméma » Hyperglykémie, snizens
konzumace gluktolerance, dishetes
= Obezita

* Trombogenni faktory

Ob¢ dvé skupiny jsou ovlivnitelné, ale ne stejnym zptsobem a stejné snadno. Faktory
zivotniho stylu jsou ovlivnitelné pfimo. Jedna se vlastné o urcity zplisob chovani, a
zalezi na vili a rozhodnuti samotného jedince, jaky styl zvoli. Biochemické a
fyziologické charakteristiky jsou rovnéz ovlivnitelné, ale nepfimo a sekundarné, jako

nasledek zmén v zivotnim stylu.



Mezi vyznamné rizikové faktory aterosklerozy také tadime metabolicky syndrom,

zvysenou hladinu C-reaktivniho proteinu, psychicky stres a néktera infek¢ni agens.

Koureni a kardiovaskularni riziko

Vékoveé satndardizované riziko infarktu myokardu je u kufaki ptiblizné
dvojnasobné oproti nekuiakiim. Koufeni nepiiznivé plisobi na cévni sténu a dochazi k
endotelialni dysfunkeci, snizuje hladinu HDL cholesterolu, zvysuje krevni srazlivost, ma
proarymtogenni efekt, oxid uhelnaty snizuje kapacitu hemoglobinu pro ptenos kysliku,

inaktivuje NO zvySenim tvorby superoxidového radikélu a oxiduje LDL.

Strava a riziko aterosklerozy

Skladba stravy ma pro riziko vzniku ateroskler6zy zasadni vyznam. Toto riziko
ovliviuje:
o SloZeni a mnozstvi tuki
o Energetickd hodnota (nadmérny energeticky piijem)

o Zastoupeni zdroji ochrannych latek (vitaminy, antioxidanty, vlaknina)

Pohybova aktivita a kardiovaskularni riziko

Vyznamnym a silnym ochranym faktorem proti ateroskleréze a
kardiovaskularnim onemocnénim je pohybova aktivita. ZvySuje energeticky vydej a
pusobi tim proti nadvaze a obezité, ma piimy ochranny ucinek na cévy. Pfiznivé

ovlivityje také krevni tlak a hladinu krevniho cholesterolu.

Alkohol a kardiovaskularni riziko

Alkohol konzumovany v pfiméfené malém mnozstvi plsobi ochranné proti
ateroskleroze. Jestlize je vSak konzumace nadmérnd, méni se ucinek na jednoznaéné
Skodlivy, riziko aterosklerdzy se naopak zvySuje, zvySuje se riziko hypertenze,

nepfiznivy je ucinek na srdeéni sval, zvySuje se riziko h srde¢nich arytmii [4].
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Hypercholesterolémie

Zvysena hladina lipoproteinii v krvi je povazovana za hlavni rizikovy faktor
ateroskler6zy. Z hlediska aterogeneze jsou dulezit¢é hodnoty celkového cholesterolu
(>4,5mmol/l), LDL cholesterolu (>2,5mmol/l), HDL cholesterolu (<lmmol/l) a
triacylglycerolti (>2mmol/l). Stépenim lipoproteinti bohatych na triglyceridy, a to jak
exogennich — chylomikronti, tak endogennich — velmi nizko denzitnich lipoproteini
(VLDL), vznikaji remnantni lipoproteiny ucinkem lipoproteinové lipazy (LP).
Aterogenita remnantnich proteini je nepochybn¢ prokazand. Rovnéz castice, které brani
aterogenezi — lipoproteiny vysoké hustoty (HDL), jsou tvotfeny v prubéhu lipolyzy LP
bohatych na triglyceridy z jejich povrchovych ¢asti. Ochranna role HDL v aterogenezi
spo¢iva v reverznim transportu cholesterolu ze vsech extrahepatalnich buné¢k vcetné
bunék arteridlni stény, chrani LDL pied oxidaci, stimuluje syntézu NO, inhibuje adhezi
monocytl, agregaci trombocytd, snizuje krevni viskozitu a tlumi aktivitu t-PA a PAI-1.
Plazmaticka koncentrace aterogennich LDL je regulovana jejich tvorbou v jatrech na
jedné stran€ a utilizaci na specifickych receptorech (zejména v jatrech) na strané druhé.
Pocet téchto fungujicich LDL receptort je regulovan geneticky (vlastnim genem pro
LDL receptor a geny pro dva ligandy — apoprotein B a apoprotein E) a rovnéz vlivem
vnéj§tho prostiedi. Dieta s nizkym obsahem nasycenych mastnych kyselin a
cholesterolu a vysokym obsahem dietnich vldken zvySuje pocet LDL receptori, a tak
snizuje jejich koncentraci. Monocyty vstupujici do arteridlni stény za stavu zvysené
koncentrace LDL intravazalné, a tedy i v endotelialnim prostoru, pohlcuji nadbytecné
LDL ¢astice (zejména oxidované) prostiednictvim scavengerovych receptorti. Postupné
se monocyty zvetSuji a pfeménuji na rezidenéni makrofagy a pé€nové buiky. Tvorba
pénovych bunék piedstavuje inicidlni fazi aterogeneze, ale tyto buiiky jsou rovnéz Casté
v pokrocilych aterosklerotickych 1ézich, které jsou nachylné k prasknuti a zplsobuji

klinickou komplikaci — infarkt myokardu a mozkovou mrtvici [5].
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Hypertenze

Hypertenze vyznamné zvySuje kardiovaskularni riziko. ZvySené hodnoty
systolického krevniho tlaku jsou vyznamnéjsi, nez hodnoty diastolického. Za rizikové
hodnoty TK povazujeme < 140/90, u diabetikii <130/85, a to vede ke zvySené
koncentraci angiotenzinu II (silny vazokonstriktor), ktery pfispiva k rozvoji aterogeneze
stimulaci proliferace bun€k cévni hladké svaloviny. Jeho vazbou na specificky receptor
dochazi k uvolnéni reaktivnich forem kysliku a dusiku v riiznych bunkach stény arterii.
Oxidacni stres navozuje atrakci a aktivaci monocytl. ZvySuje se proteosyntéza a
hypertrofie hladké svaloviny stény cévni. Receptor angiotensinu II (AT-1) také zvySuje
aktivitu lipoxygenasy v buiikach hladké svaloviny, coz podporuje zanétlivou reakci a

lipoperoxidaci LDL. Exprimuje se receptor pro oxLDL — LOX-receptor [6].

hyperlipemie Infekce

hypertenze
diabetes __ﬁ_‘}.‘ l 4 hori st

koufeni _____y Poskozeniendotelu
zanet

+syntézy NO

lg'l_/‘_/_/:)xidaéni stres

t+ ACE N
oxidacni st(‘

o /lus el e }nm
L o [l [l

Zanét a distupce piatuy Fibroza Thromboza
[ k4 ]
ATEROSKLEROZA a AKUTNI KORONARNI SYNDROM

Obr. 1: Mechanismus ucinku angiotensin-konvertujiciho enzymu na aterosklerozu
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Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je sice samostatné onemocnéni, které ale kromé¢ jiného vyrazné
zvySuje riziko aterosklerézy a veSkerych jejich dusledkii a komplikaci. Zavaznost
tohoto rizika je dana i vysokym soucasnym vyskytem ostatnich rizikovych faktort,
zejména obezity, hypertenze a poruchami krevnich lipidi. Kone¢né produkty pokrocilé
glykace (AGE) mohou ménit bunéény metabolismus vazbou na specificky receptor
(RAGE), ktery navozuje aktivaci NF-kB (faktor spoustéjici transkripci zanétlivych
genll) a intracelularni oxidac¢ni stres. Hyperglykemie podporuje adhezi leukocyti k
endotelu zvySenim exprese VCAM-1 a dalSich adheznich molekul na povrchu bunék.
To vede ke zvySeni tonu stény arterii, k vétsi proliferaci bunék hladké svaloviny a tim
ke ztluSténi intimy uz v Casné fazi aterogeneze. Navozuje aktivaci vaskularni hladké

svaloviny. [7].

Nadvaha a obezita

Nadvéha a obezita vyznamné pfispiva kriziku aterosklerozy a
kardiovaskularnich onemocnéni. Ukazatelem piiméfenosti hmotnosti je hodnota BMI
(index telesné hmotnosti), ktera by méla byt nizsi nez 25. U kardiovaskularnich chorob
je typicka obezita centralniho typu (,tvaru jablka®), muZzského typu. Obvod pasu nad
102 cm u muzt a nad 88 cm u Zen je parametrem viscerdlni obezity. Intraabdominalni
tukové buiikky jsou metabolicky aktivnéj§i nez periférni adipocyty a uvolnuji vice
mastnych kyselin. To vede ke zvySeni jaterni tvorby VLDL a hypertriglyceridémii.

Obvod pasu koreluje s kardiovaskularnim rizikem Iépe nez BMI [3].

Trombogenni faktory

Jako trombogenni se oznacuji faktory, které usnadiuji vznik krevni srazeniny,
kterd muze ucpat cévu. Jedna se o sloZité vlastnosti krve, které jsou zavislé napt. na
vyzivé (pfijem ruznych mastnych kyselin), na ptipadném kutéctvi a moha dalSich

faktorech.
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C-reaktivni protein

Tento velmi nespecificky, ale velmi citlivy marker zanétlivé reakce je
produkovan hepatocyty, endotelidlnimi bunkami, hladkosvalovymi buikami a
makrofagy po stimulaci mediatory zanétu ( IL-6, IL-8, TNF-a ). Diky poskozeni funkce
endotelu, posileni prozanétlivého a prokoagula¢niho stavu se spolupodili na rozvoji

aterosklerdzy.

Infekce

Je stéle vice diikazt, Ze chronické infekce mé souvislost s rozvojem aterogeneze.
Byla nalezena ptfitomnost herpetickych virit a Chlamydia pneumoniae v ateromovych
platech a zvySeny titr protilatek proti riznym infekénim agens (Helicobacter pylori,
cytomegalovirus, virus Epsteina a Barrové, Hemophilus influenzae, Mycoplasma
pneumoniae) u pacientll s akutnim koronarnim syndromem. Rovnéz chronicky zanét
periodontia je povazovan za pfispivajici faktor rozvoje aterosklerdzy. Infekce cévni
stény indukuje tvorbu latek, které napomadhaji rozvinout dysfunci endotelu i cévnich

svalovych bunék [8].
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2.2.Ateroskleroza

Vznik choroby

Pohled na vznik ateroskler6zy prosSel velkym vyvojem, a to od infiltra¢ni teorie
vzniku aterosklerdzy lipidova infiltrace skrz endotel.

V sedmdesatych letech 20. stoleti byla ptfedchozi teorie vystiidana teorii
mechanického poskozeni endotelu. Podle ni 1éze endotelovych bunék s naslednym
odkrytim subendotelového vaziva zplsobi aktivaci krevnich desticek a jejich nasednuti
na poskozenou ¢ast cévni stény. Aktivované desticky produkuji fadu ptisobkil, z nichz
pfedev§im platelet derived growth factor (PDGF) byl pokladdn za spoustéci faktor
celého procesu. Silny aktivaéni faktor pro hladkosvalové buitky PDGF podporuje jejich
migraci z médie skrz lamina elastica interna a naslednou proliferaci v intimé.
Hladkosvalové bunky pak v intim¢ produkuji proteiny extracelularni matrix (ECM),
dochazi k akumulaci lipidii a vzniku 1éze. Tato teorie nezlstala kone¢nou, jelikoz se
neprokazal defekt integrity endotelu na pocatku vyvoje 1éze dale jelikoz krevni desticky
nehrajou roli v pocatecnich stadii aterosklerozy, ale hlavné pfi jejich komplikacich.
Zminéna proliferace hladkosvalovych bunck je dnes pokladana spiSe za pozitivni jev
zajiStujici stabilitu aterosklerotického platu.

Dnes je podkladem tohoto onemocnéni teorie inflamatorni (zdnétlivé) choroby a

vznik endotelialni dysfunkce, coz vede ke vzniku aterosklerotické 1éze [9].
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Obr. 2: Vznik aterosklerozy, inflamace. Lusis, Nature 2000.
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Zakladni stadia (formy) aterosklerozy

1.Casna léze - tukové prouzky

Tukové prouzky jsou nejcastéj$i formou aterosklerozy a vyskytuji se jiz v

détském veéku. Nachazime je predevSim v intimné velkych cév. Jsou Zluté barvy a

neprominuji do lumina arterie, neovliviuji tedy pratok krve. Zakladnimi elementy jsou

pénové bunky, které vznikaji z makrofagi a bunc¢k hladké svaloviny, které¢ akumuluji

lipidy (ve formé esterti cholesterolu). Tukové prouzky nejsou stabilni, béhem zivota se

vyvijeji a muze dojit také k jejich regresi [10].

2.Fibrozni ateromové platy

Fibrozni platy (ateromy) jsou vétsi, ostie ohrani¢ena, Sedozluta loziska, tuzsi az

chrupavc¢ité konzistence. Prominuji do lumina arterie a pasobi jeji obstrukci. Ateromy

obsahuji proliferujici buniky hladkych svali, makrofagy, lymfocyty, kolagenni matrix a

tukova depozita. Mohou podléhat nekroze a kalcifikovat.

MEDIA {buniky hladké svaloviny)

a {(bunécné zbytky, pénové
I&;—L 2
W43 3 nbunky, cholesterol, krystaly,
CRiy NDuRly, di

FIBROZNI
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Obr. 3: Schéma ateromového platu

17



3. Stadium komplikované 1éze

Komplikované 1éze vznikaji kalcifikaci, degenerativnimi zménami (ulcerace,
ruptura), které se stavaji mistem adherence trombocytl, agregace trombozy. Tromboza

je pak pricinou nahlého cévniho uzavéru.
Lokalizace 1€zi je variabilni, ale nejcastéji v epikardialni Casti véncité tepny,

nejcasteji excentrického typu, v misté odstupu nebo vétveni artérii. Distalnim smérem

aterosklerotickych zmén pribyva [11].
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Patofyziologie

Nejprve dochazi k aktivaci endotelidlnich bun¢k (vlivem oxidovanych
lipoproteinti, pfredevsim LDL, hemodynamického stresu atd.) Po aktivaci tyto bunky
produkuji rastové faktory (PDGF, ....., MCP-1) a cytokiny (IL-1, TNF-a ), na povrchu
endotelu je zvysend exprese bunéénych adheznich molekul (CAM): napt. VCAM-1 a
ICAM-1). Zménou permeability a vy$$i expresi CAM vstupuji LDL ¢astice do intimy.
Prostupem ptes endotel, stykem s monocyty, makrofagy, hladkosvalovymi bunikami a T-
lymfocyty je LDL v cirkulaci a pifimo v cévni sténé¢ oxidativné¢ modifikovan, vyssi
mérou zejména za situaci zvysujicich oxidacni stres (koufeni, hyperglykémie, chronicky
zanét) [12].

Cytokiny pfitahuji do mista 1éze monocyty a T-lymfocyty z krevni cirkulace,
dochazi k jejich migraci do intimy a aktivaci. Monocyty se zde transformuji na
makrofagy (ptisobenim EDGF, M-CSF), které pohlcuji oxLDL prostfednictvim
receptorti pro oxLDL nebo scavengerovych receptori (SR-Al, SR-All, CD-36, CD-68)
a zvySnou kumulaci cholesterolu bez zpétnovazebné regulace tak vznikaji pénové
buiky. Ty jsou makroskopicky patrné jako ploché zlutavé teCky ¢i prouzky v
subendotelu, odtud ,,tukové prouzky* (fatty streaks). Tukové prouzky maji definovanou
histologickou strukturu a vznikaji v mistech se zvySenym obsahem lipoproteinii v

intim¢ diky jejich zvySené vazbé na makromolekuly extracelularni matrix [9].

endotel
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cholesterolové jadro J penova bugka

Obr. 4: Zjednodusené schéma tvorby a degradace fibrozniho krytu aterosklerotického platu
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Makrofagy jsou hlavnim bunécnym typem zastoupenym v 1ézi, spoustéji a
udrzuji inflamaci v subendotelu. Makrofagy taktéz produkuji rtistové faktory (PDGF,
MCP-1) a cytokiny (IL-1, TNF-a) a tim zvySuji chemotaxi a kumulaci dalSich
makrofagl a T- lymfocyti. Spolecné s endotelem produkuji PDGF (destickovy riistovy
faktor), MDGF (monocytovy rustovy faktor) a zanétlivé mediatory (IL-8). Diky témto
pusobktim dochazi ke zmén¢ fenotypu hladkych svalovych bunék. Fenotyp kontraktilni
(udrzuje cévni tonus a podili se na reparaci pii poskozeni) prechazi na fenotyp sekrecni
(produkuje ristové faktory, cytokiny, elastin a kolagen). Dochazi k proliferaci a vstupu
hladkosvalovych elementi do intimy. Diky cytokinim jsou pfitahovany dalsi
hladkosvalové bunky, a ty syntetizuji kolagenni matrix a tvoii se tzv. fibrézni cepicka.
Makrofagy stale pohlcuji lipoproteinové castice (hlavné volny cholesterol) a kumuluji
se zejména ve stiedni stiedni ¢asti platu. Volny cholesterol plisobi nekrézu a apoptdzu
makrofagu. Tyto procesy vedou ke vzniku ateromového platu [13].

Fibrézni ateromovy plat je pevna svétleSediva vyvySenina v lumen cévy, sklada
se z fibrozni Cepicky a jadra. Pod nejsvrchnéjsi vrstvou cepicky tvofenou endotelem
jsou proliferované hladkosvalové buiky, zanétlivé buiky, T-lymfocyty, makrofagy,
pénové buiiky a extracelularni matrix. Cepicka kryje utvafejici a zvétsujici se lipidni
jédro, které obsahuje bunécnou drt’ extracelularnich lipida s krystalky cholesterolu a
pénovych bunék a je vysoce trombogenni.

Fibrozni plat mize rist pozvolna a postupné obturovat cévni lumen, klinicky se
manifestuje napt. jako stabilni angina pectoris nebo se stane nestabilnim, vede k
trombotizaci a akutni obstrukci, klinicky se projevi jako infarkt myokardu nebo

nestabilni angina pectoris.
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Obr. 5.: Shéma stabilniho a nestabilniho aterosklerotického platu (Libby, 1995,
materidal "IMPPACT", BMS CR)

Plat nachylny k rubtuie se oznaCuje jako plat vulnerabilni, nebo nestabilni.
Nestabilni ateroskleroticky plat (obr. 2) je typicky zvySenym mnozstvim zanétlivych
bun¢k, makrofagli, zvySenou apoptézou téchto makrofagl, velkym lipidnim jadrem
krytym jen tUzkou fibrozni cepickou. Zvlasté pak fibrozni cCepicka infiltrovana
makrofagy a T lymfocyty je rizikovym faktorem. Makrofagy totiz sekretuji jednak pro-
inflamatorni cytokiny jako TNF, IFN-y a IL-1, které ptisobi apoptézu hladkosvalovych
bunék, blokuji tvorbu kolagenu a jednak metaloproteazy, které rozkladaji kolagen a jiné
slozky ECM. Toto vSechno jsou faktory plsobici degradaci a zGzeni fibrozniho krytu
platu a tedy jeho nachylnost k ruptufe. Trombogenicita aterosklerotické 1éze je rovnéz
zavisla na pritomnosti tkanového faktoru. Tkanovy faktor (TF) je protein, ktery je
spoustécim signalem vnéjsi cesty koagulacni kaskady. V aterosklerotické 1ézi mize byt
produkovan endotelidlnimi buitkami a makrofdgy aktivovanymi riznymi podnéty a je
uvolnovan béhem smrti buiiky v asociaci s apoptotickymi mikropartikulemi. Navic
jedna z charakteristik apoptotickych bun¢k je externalizace fosfatidylserinu do vné&jsi
vrstvy membrany, ¢imZz se vytvaii vhodné prostiedi pro aktivaci TF. Tento proces
determinuje trombogenicitu uvniti plaku a mize vysvétlit tvorbu trombu po ruptufe

plaku, kdy se dostava do kontaktu lipidni jadro s krvi [14].
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Ruptura je komplikace ateromového platu, ktery obsahuje lipidni jadro
zaujimajici vic nez 40% objemu léze a tizkou fibrozni CepiCku bohatou na makrofagy a
chudou na hladkosvalové buiiky. Je vysledkem nerovnovahy mezi silami plisobicimi na
¢epicku a vnitini pevnosti ¢epicky, ktera urcuje rezistenci k ruptuie. U ruptury se jedna
o hluboké ,,prasknuti* s uvolnénim trombogenniho materialu do krve, kdezto u eroze se
jedna o povrchové odstranéni endotelu. Pfi¢inou endotelidlni eroze by mohla byt
naptiklad apoptoza endotelovych bun€k na povrchu aterosklerotického platu. Vlivem
pro-adhezivnich a pro-koagulacnich vlastnosti apoptotickych bunék by tento jev mohl

hrat podstatnou roli v iniciaci koagula¢ni kaskady a v tvorbé luminalniho trombu [15].

makr ofagy
‘oteolyticke enzym : -
(ﬂMP), cytokiny ng y | | hladke svalove bunky
T-lynfocyty synteza kdagenu
interferon 7, ILs

¢ {
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Obr. 6: Bunécné elementy v aterosklerotickém platu
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2.3.Lipoproteiny

Lipidy jsou krvi transportovany v podobé kulovitych molekularnich komplex,
lipoproteinti .(LP)

Jejich obal tvofi amfifilni lipidy (fosfolipidy, cholesterol), jejich jadro tvoii silné
hydrofobni lipidy (triacylglyceroly) a estery cholesterolu (chol-ester), coz je transportni
a skladovaci forma cholesterolu. Lipoproteiny mimoto obsahuji nékteré apolipoproteiny
a rozliSuji se podle velikosti, hustoty, slozeni lipidli, mista tvorby a rovnéz na zaklade
svych apolipoproteinti, které slouzi jako strukturni elementy LP, jako ligandy pro LP-
receptory v membrané LP-cilovych bunck a také jako aktivatory enzymi. PredevSim
zvySena hladina lipoproteinti v krvi je povazovana za hlavni rizikovy faktor vzniku
ateroskler6zy. Nejrizikovéjsi z hlediska aterogeneze jsou LDL ¢astice. OvSem novéji se
diskutuje jiz 1 zvySeni VLDL i IDL a remnant chylomiker jako rizikové. Protektivni
charakter maji pouze HDL. Problematice lipoproteinti a aterosklerézy se vénuje ceska
monografie Doc.MUDr.Sosky, Csc [16].

Nebezpeci neptedstavuji nativni LDL, ale LDL modifikované. LDL difunduji,
viceméné dle koncentrace, skrz spoje mezi endotelovymi butikami i skrz bunky do
subendotelu a pokud je porusena rovnovaha mezi jejich pfijmem a vydejem mutze zde
dochézet k jejich akumulaci. Coz je hlavni ptfedpoklad pro moznost jejich zmény —
oxidace, lipolyza, proteolyza, agregace. Nejcastéjsi strukturalni zménou je pak lipidova

oxidace [17].

Dnes se ptredpokladaji tfi hlavni enzymové mechanismy, které produkci volnych

radikala kysliku zplisobuji tuto oxidaci:

- 12/15 lipoxygenaza.
U mysi se lipoxygenazy jevi jako hlavni zpisob oxidace LDL, nebot defekt
lipoxygenazy vyrazné snizuje celkovy povrch vzniklych aterosklerotickych 1ézi, ale
u ¢loveka to ziejmé v takové mife neplati.

- NADPH oxidéza, jednotka P47 phox.

- Mitochondrie, jejich enzymatické tvorba volnych radikald.

Pozdgéji, s postupem vyvoje 1éze, se jedna exkluzivné o neenzymatickou lipoperoxidaci,
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tvorbu volnych radikalti bez ucasti enzymu .

Oxidativni modifikace LDL udajné probiha ve dvou fazich. K prvni fazi oxidace
dochazi jesté pred vstupem monocytil do subendotelu a jedna se o oxidaci lipidi bez
zmény apolipoproteini B (apoB) (mildly nebo minimally oxidized LDL). Druha faze
nastavd, kdyz jsou monocyty rekrutovany do léze, pieménovany na makrofagy a
prispivaji svou obrovskou oxidac¢ni kapacitou. Lipidy v LDL jsou tak dale oxidovany,
ale oxiduje se i jejich proteinova slozka (highly oxidized LDL), coz vede ke ztraté
rozpoznavani téchto ¢astic LDL receptory, jejich vychytavani pfes ,,scavenger
receptory a masivni akumulaci cholesterolu v makrofazich za vzniku pénovych bunek.

Oxidované lipidy predstavuji inflamatorni substance — maji chemoatrakcni
vlastnosti pro monocyty, aktivuji T lymfocyty, endotelové bunky atd. Vyvolavaji taktéz
autoimunitni reakci organismu projevujici se tvorbou specifickych cirkulujicich
protilatek. Studie u lidi pak prokazaly zvySené hladiny téchto autoprotilatek u pacientd
s progresivni koronarni aterosklerdzou a povazuji je za nezavisly faktor predpovidajici

vyvoj aterosklerozy [18].
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2.4.Spirulina platensis (Arthrospira platensis)

Tato modrozelena mikrofasa se vyskytuje v
tropickych a subtropickych vysoce alkalickych vodach v
Africe, Asii a Jizni Americe.

Spirulina je zdrojem pfirozenych lehce
zpracovatelnych bilkovin (cca 60%) a bohatym ptirodnim
zdrojem zeleného rostlinného barviva chlorofylu. Vedle toho
Spirulina obsahuje i velké mnozstvi Zeleza v chelatové formé,
vapnik, zinek, draslik a hot¢ik. Z mikroelementti ve Spiruliné

najdeme selen, chrom, lithium a mangan [19].

Obr. 7: Spirulina platensis

Selen ma obvykle velkou pozornost jako esencidlni mikroprvek pro zvifata i pro
¢lovéka. Jeho funkce je spojena s antiaterogennimi a s dal$imi fyziologickymi funkcemi
diky velkému mnozstvi enzymu zavislych na selenu. Nedostatek selenu v potravé muize
byt pfic¢inou odlisSnych poruch jako napf. onemocnéni kardiovaskuldrni soustavy,
rakoviny, reumatické artritidy, katarakty a anémie. Hlavni formy selenu vyskytujici se
Vv potravé jsou organické na proteiny navazané SeMet (selenomethionin, zdrojem jsou
rostliny 1 zvifata) a SeCys (selenocystein, zdrojem jsou zvifata). Selenan je pfitomny
v n¢kterych potravinach a v oblastech s malym vyskytem selenu je do potravy piidavan.
Organicky selen jako dopln€k stravy je povazovan za lepSi a bezpetnéj$i nez
anorganicky selen. Jako odezva na potfebu selenu v organismu jsou velmi rozsifené
potraviny obohacené o selen [20]. 11 Pfi hledani zdroje organického selenu se védci
pokouseli zvysit normalné nizkou hladinu selenu ve Spiruliné platensis jejim rastem
v mediu obohacené o selen Tento pokus by mohl slouzit jako zdroj pro produkci
organického selenu. Spirulina je modrozelend mikrofasa patiici do skupiny
Cyanobakterii. Je vyuzivana jako zdroj proteintli a dal§ich nutri¢nich prvka. Phycocyanin
(PC) a alophycocyanin jsou modré, ve vode rozpustné fotosyntetické proteiny ziskané
Z cyanobakterii jako je Spirulina. Jsou pouzivany jako nutrienty nejen pro ¢loveéka, ale
také pro zvifata, jako pfirodni potravindiska a kosmeticka barviva a také jako Iéky.

Proteinovy extrakt ze Spiruliny je silnym scavangerem volnych radikala
(hydroxylovych a peroxylovych) a inhibuje peroxidaci mikrosomdlnich lipidd. Zvysena

hladina phycocyaninu je spojena se zvySenim antioxidaéni aktivity a tim je phycocyanin
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hlavni slozkou podilejici se na antioxidac¢ni aktivité. 16 Phycocyanin je také silny
pusobi jako vyznamny scavanger ROS (reactive oxygen species) na mnoha modelech
jak in vitro tak i in vivo [21].

Spirulinou platensis se také zabyvali Jérome Riss, Kelly Décordé, Thibault
Sutura atd. ve své praci: “Phycobiliprotein C-phycocyanin ze Spiruliny platensis
redukuje oxidacni stres a expresi NADPH oxiddzy indukovanou pri aterogenni dieté u
krecki”.

Studovéany byly tcinky spiruliny a phycocyaninu, obou jak obohacené i neobohacené o
selen, na plazmaticky cholesterol, pocCatecni aterosklerézu, srdecni produkci
superoxidového aniontu a na expresi NAD(P)H oxidazy u kiec¢kua [19].

Pti tomto pokusu bylo rozdéleno Ctyticet kieckti do péti skupin po osmi a krmeno
aterogenni dietou 12 tydnt. Sondou do zaludku jim bylo podano bud’ mL/kg denné
phycocyaninu (PC), selenem obohaceny phycocyanin (SePC), spiruliny (SP) nebo
selenem obohacené spiruluny (SeSP) ve vodé. U jedné ze skupin byla pouzita pro
kontrolu voda. SeSP a SePC obsahovaly 0,4um Se/100g. Koncentrace plazmatického
cholesterolu a non-HDL cholesterolu byla nizsi ve skupiné konzumujici SePC. HDL
cholesterol nebyl nikdy ovlivnén. SePC vyznamné zvysil plazmatickou antioxida¢ni
kapacitu o 42% oproti kontrole. Ve vSech skupindch v porovndni s kontrolou byl
zaznamenan ochranny efekt aktivity gluthation peroxiddzy (v pruméru 87%) a
superoxid dismutazy (56%) v jatrech. Tukové prouzky v aortdlni ¢asti byly vyznamné
redukovany hlavné u experimentalnich skupin, kde byl podavan PC (o 82%) a SePC (o
85%). Srdecni produkce superoxidového aniontu se podstatné sniZila asi o 46 - 76% ve
¢tyfech pokusnych skupinach a zvlasté ve skupiné SePC (76%). Po konzumaci SePC se
snizila exprese podjednotky p22phox NAD(P)H oxidazy o 34% [22].

Vysledky ukazuji, ze chronickd konzumace Se-bohatého phycocyaninu spiruliny je
schopna zabranit rozvoji aterosklerdzy. Zakladni mechanismus souvisi predevSim s
inhibici pro-oxida¢nich faktort a druhotny vyznam ma zlepSeni lipidového profilu v

krvi.
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2.5.Endotel a regulace cévniho tonu

Endotel hraje dvoji roli v regulaci vasomotorického napéti. Produkuje a uvoliuje
jak relaxacni tak 1 konstrik¢éni faktory (viz. obr. 8). V normalnim endotelu maji pfevahu
vasorelaxacéni faktory nad faktory vasokonstrik¢nimi [23]. Vasoaktivni faktory

uvolnované endotelem jsou znazornény na obr. 8, jejich seznam je v tabulce 1.

Tab. 1 Vasoaktivni latky produkované endotelialnimi burnikami

Vasoaktivni modulator Vasoaktivni efekt

Oxid dusnaty (NO) vasodilatace, inhibice agregace
krevnich destic¢ek, proliferace
hladkosvalovych buriek a
migrace

Prostacyklin (PGI) inhibice krevnich desticek,
vasokonstrikce

Endothelium-derived vasodilatace

hyperpolarizing

factor (EDHF)
Endothelin (ET-1) vasokonstrikce
Renin-angiotensin systém vasokonstrikce, stimulace
proliferace hladkosvalovych
bun¢k
Superoxidové anionty vasokonstrikce
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Obr. 8: Schéma strukturalnich elementu cévniho endotelu, pocatecni déje aterosklerozy
(leva cast), a zastupci regulace cévniho tonu zprostredkovani endotelovymi burnikami
(prava cast).

A, infiltrace leukocytu; B, tvorba pénovych bunek,; C, proliferace hladkosvalovych

bunek; D, migrace hladkosvalovych bunék.
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OXID DUSNATY
NO je hlavni vasorelaxaéni faktor produkovany burnikami endotelu. V endotelu je

syntetizovan eNOS (NO syntetaza)

L-arginin — L-citrullin NO

Syntéza zahrnuje oxidaci dusiku guanidinu na L-arginin po aktivaci specifickych G-
proteini. Pfestoze exprese gent pro eNOS je konstitutivni, mize byt regulovana mnoha
elementy v promotorové oblasti. Naptiklad promotorova sekvence eNOS obsahuje
odpovedi elementl na shear stres stejné jako aktivatory proteinu 1(AP-1) a nuklearniho
faktoru 1 (NF-1). Dalsim dikazem je, Ze stimulace proteinkinazy C (o nebo g) muze

vést k aktivaci promotoru eNOS u lidského endotelu. eNOS se vyskytuje zejména u
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endotelovych bunék, ale byla nalezena 1 u krevnich desticek a selektivni populace
neuront.Molekularni hmotnost eNOS je 135 kDa. Fosforylace enzymu miize vést k jeho
premisténi do cytosolu a tim regulovat aktivity eNOS [24].

Aktivace eNOS vyzaduje nékolik kofaktorti. Ackoliv eNOS je predevSim
kalcium- a kalmodulin-dependentni enzym, nedavné dikazy ukazuji moznost kalcium-
independentni aktivace. Tento druh eNOS aktivace byl prokazan pii odpovédi na shear
stres. Signal transdukCénich procesu, které mohou vést ke kalcium-independentni
aktivaci, vyzaduje fosforylaci tyrosinu, aktivaci fosfolipazy C-y; a narust 1,4,5-
trifosfatu. Aktivace eNOS pravdépodobné vyzaduje dalsi kofaktory jako NADPH,
5,6,7,8-tetrahydrobiopterin, FMN a FAD [25]

Bazalni sekrece NO endotelialnimi bunikami zptisobuje vasodilataci cév. Polocas
rozpadu NO je asi 3-5 sekund a po uvolnéni z endotelialnich bun¢k se snadno rozsifi do
oloklnich tkani. Z endotelu pronikd do hladkych svalovych bunék, kde aktivuje jejich
rozpustnou guanylatcyklazu a zplsobi nariist cGMP. Vysledkem zvySeni cGMP je
inhibice kontraktilnich mechanismt hladkych svalovych bunék a vede k vasorelaxaci.
Endotelidlni buiikky uvoliluji NO také do krevniho proudu. Pfedtim nez je NO
inaktivovan oxyhemoglobinem, mize zlstat biologicky aktivni v blizkosti endotelu a
potlacit adhezi leukocytii na buiiky endotelu. Cést z téchto procesti miize vyzadovat NO
indukovanou down-regulaci exprese adhesivnich bun€k na endotel napi. ICAM-1 A
VCAM-1. NO ale nechrani pted stimulaci upregulace ICAM-1 zpiisobenou LPS
(lipopolysacharidy). NO je silny inhibitor agregace krevnich desti¢ek a mutize spolu
s prostacyklinem inhibovat aktivaci desti¢ek a uplatnit se ve fibrinolytickych procesech.
Kromé toho NO ovliviiuje lokalni prostedi uvnitf cévni stény. Napiiklad NO zabraiuje
proliferaci a migraci hladkych svalovych bunék a produkci matrix témito burikami [26].

Regulace tvorby NO byla hojné¢ studovana. Zpocatku se véfilo, Ze eNOS se
projevuje Vv endotelialnich bunikach. Dukazy ukazuji, ze funkce eNOS mize byt
regulovana nékolika odliSnymi podnéty. Nejlépe znamé fyziologické aktivatory tvorby
je povazovan shear stres. Je prokazano, Ze fyzikalni pokusy mohou stimulovat tvorbu
NO vcévnim fecisti u lidi, stejn¢ tak indukovat genovou expresi eNOS u
experimentalnich zvifat. Krom¢ toho produkce endotelidlntho NO muize byt
stimulovana hormony napf. acetylcholinem, vasopresinem, estrogeny, autakoidy
(bradykinin a histamin), destickovymi faktory (serotonin a ADP) a faktory tvoficimi se

pti koagulaci krve (trombin). Exprese eNOS a tim i produkce NO muze byt zvySena
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TGF-B a vysokou hladinou glukézy. Zanétlivé cytokiny jako je TNF a LDL mohou vést
k snizeni exprese eNOS. [27].

Dysregulace metabolismu NO je detekovana u mnoha cévnich onemocnéni napft.
u aterosklerdzy, hypercholesterolémii, ischemické reperfuzi, diabetu a hypertenze. Silné
dikazy naznacuji, ze cévni relaxace zavisla na endotelu je vyrazné poskozena u zvirat
krmenych cholesterolem nebo u izolovanych aterosklerotickych lidskych koronarnich
arterii. PoSkozeni relaxace odpovida stupni aterosklerdzy [28].

Samotny NO produkovany endotelidlnimi buiikami nemiize udrzet normalni
integritu endotelu, ale naproti tomu zvyseni jeho hladiny mize vyvolat jeho poranéni.
NO tudiz hraje dvoji roli v aterogenezi. Vysoké hladiny NO zpisobujici poSkozeni
buniky jsou produkované tzv. iNOS (induktivni syntdza) jako odezva na stimulaci
cytokiny. Tato izoforma NOS je prezentovana pfedevs§im na makrofazich, u hepatocytu,
u bunék myokardu a hladkych svalovych bunék. iNOS byla také identifikovana u bunék
endotelu, ale jejich stimulace interferonem-y TNF nebo LPS zvySuje produkci NO
pouze nepatrn€. ZvySeni NO, pfimo nebo pomoci jeho derivati, mize byt pticinou
n¢kolika cytotoxickych efektli jako je nitrace proteinti, ribosylace ADP a inhibice
aktivity enzymid. NO muze tedy indukovat apoptdézu u cévnich bun¢k, zatimco u
endotelidlnich bun¢k se projevuji procesy inhibujici apoptéozu. NO je volny radikal a pfi
zvyseni jeho hladiny mize dojit k poSkozeni vlivem zvySeného oxidaéniho stresu [29].
Naprtiklad NO reaguje se superoxidem a vznika forma peroxynitritu, ktery je velice
silny oxidant. Reakce NO se superoxidem je tfikrat rychlejsi nez dismutace superoxidu
katalyzovana superoxiddismutdzou. Tato reakce mize byt vyznamné ovlivnéna lokalni
regulaci krevniho proudu. Kromé toho se predpokladé, Ze tvorba peroxynitritu mize byt
hlavnim faktorem pro oxidativni poskozeni bunék. Mitochondrie mohou byt primarnim
mistem produkce peroxynitritu v builkich a mohou byt snadno ovlivnitelné ke
zvySovani jeho hladin. Peroxynitrit miZe poruSit funkci mitochondrii a tim pfispét
K jejich dysfunkci nebo smrti. Pfedpoklada se, ze indukce iNOS pomoci cytokind a
zvySeni hladiny superoxidu mohou piispivat ke tvorbé peroxynitritu  uvnitt
aterosklerotickych 1ézi. Zvysené hladiny NO zpusobuji zvySeny oxidacni stres a

tkanovéposkozeni u aterogeneze [30].
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3. CIL PRACE

Cilem této rigordézni prace bylo ovéfit potencidlni hypolipidemické ucinky
Spiruliny platensis a pokusit se popsat stav cévniho endotelu pomoci endotelidlni NO
syntézy na experimentdlnim zvifecim modelu, kterym byly apoE-deficientni mysi.
Ktomu byly sledovany parametry lipidového spektra v krvi a detekovana exprese
eNOS na cévnim endotelu. K hodnoceni morfologickych nalezii byly pouzity

imunohistochemické a sterolo-gické metody.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.Zvirata a predepsana dieta
Samci mysi kmene C57BL/6J s deficitem apolipoproteinu E (apoE™), vazici 15-

20 grami, byli laskavé poskytnuti Prof. Polednem (IKEM, Praha, Cesk4 Republika) a
ustdjeni v SEMEDu (Praha, Ceska Republika). Viechny mysi byly v 6-ti tydnech Zivota
odstaveny od matky, nahodné rozdéleny do 2 skupin.

ApoE-deficientni mysi (n=8) byly krmeny po odstaveni standardni dietou po
dobu 2 tydnt. Ve véku 8 tydntl jim zacala byt podavana aterogenni dieta (Western type
diet) obsahovala 21% tuku (11% nasycenych mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu
po dobu 8 tydnu (kontrolni skupina). Ve Spirulina platensis skupiné¢ byly mysi krmeny

stejnou aterogenni dietou, ke které bylo pfidavano 20 mg Spirulina platensis denng.

Kazda z mysi ve skupiné krmené Spirulinou byla chovana v samostatné Kleci.
Dostavaly denné 6 g potravy (ve specialn€ 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 vylacnéna a byla provedena
euthanasie predavkovanim v parach éteru. Zvitatiim byly odebrany ze srdce vzorky krve
pro biochemické vysetieni. Dale byly odebrany segmenty tkané tvofené aortou spolu s
horni polovinou srdce. Tyto segmenty se ponoiily do OCT media (Leica, Praha, Ceska

republika), nasledné byly zmrazeny v tekutém dusiku a uskladnény pii — 80°C.
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4.2.Biochemicka analyza
Celkové koncentrace cholesterolu byly hodnoceny enzymaticky na zakladé

konven¢nich ~ diagnostickych metod (Lachema, Brno, Ceskd republika) a
spektrofotometrické analyzy (cholesterol v 510 nm, triglyceridy v 540 nm vlnové délky)
(ULTROSPECT III, Pharmacia LKB biotechnologie, Uppsala, Svédsko).

4.3.Imunohistochemie
Imunohistochemicka a stereologicka analyza byla provedena v 1 cm aortalniho

sinu a Casti aortalniho oblouku. Vzorky se ponofily do OCT smési, nasledné byly
zmrazeny v kapalném dusiku a ulozeny v lednicce pii - 80°C. Na zmrazovacim
mikrotomu byly poté nakrajeny série piicnych fezi o tloustce (7 um) a ty byly
pfeneseny na skli¢ka pfedem upravené v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout a
pak se na 20 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavaného v — 20°C. Timto procesem
doslo k fixaci fezi a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy vlozily do
0,3% roztoku peroxidu vodiku v PBS (15 minut), ¢imZz se zablokovala endogenni
peroxiddzova aktivita. Pfed inkubaci tfezi s primarni protilditkou bylo nutné jesté
zablokovat nespecifickd vazebnd mista, proto se fezy na 30 minut ponoftily do roztoku
10% goat séra v PBS (sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). 1 hodinu se pak
inkubovaly s primarni protilatkou pii pokojové teploté. Po oplachu v PBS se fezy
inkubovaly se sekundarni protilatkou — goad anti-mouse Ig konjugovanym na
peroxidazou oznaceny polymer (DAKO En Vision+TM, Carpinteria, USA). K tomu,
aby navazané protilatky mohly byt zobrazeny, se pouzil diaminobenzidin (DAB
substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Pro kontrolni sklicka byl zvolen

stejny postup, ale misto primarni protilatky se pouzil roztok PBS.

Byvly pouzity nasledujici primarni protilatky:

e monoklondlni protilatka rabbit anti-mouse eNOS BD Pharmingen
(California, USA).

Pracovni postup

EnVision systém
1. suseni tkanovych fezt v termostatu (60min)

2. fixace v acetonu (-20°C; 30min)
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3. oschnuti fezl (15min)

4. promyti v PBS (2 X 5 min)

5. aplikace 10% blokujiciho zviteciho séra (30 min)
6. aplikace primarni protilatky (inkubace 60 min)

7. promyti v PBS (2 x 5 min)

8. promyti v 3% H,0; (15 min)

9. promyti v PBS (2 X 5 min)

10. aplikace sekundarni protilatky (inkubace 30 min)
11. promyti v PBS (2 x 5 min)

12. inkubace s roztokem chromogenu (DAB) (doba inkubace rtizna pro kazdou

protilatku)
13. oplach fezii v acetonu
14. odvodnéni ezl (aceton)
15. odvodnéni fezu (aceton-xylen 10/1) (3 min)
16. odvodnéni fezu (aceton-xylen 1/10) (3 min)
17. odvodnéni fezi (xylen) (3 X 2 min)

18. montovani feza do Eukittu
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4.4 Kvantitativni analyza imunohistochemie a velikost 1ézi
Plocha exprese eNOS byla kvantifikovany pomoci stereologickych metod [31].

Nejprve se nakrajela série fezli o tloustce 7 um (0,385 mm dlouhé useky cévy tvoftici
tzv. referencni objem). Byl proveden systematicky ndhodny vybér fezli z referenéniho
objemu. Prvni fez byl pro kazdé imunohistochemické barveni vybran nahodné, a pak se
vybral kazdy paty fez, takze bylo pro kazdé barveni pouzito pét fezl ke stereologickému
odhadu. Byla pouzita metoda bodové testovaci miizky, kterd se zvolila tak, abychom
napocitali vice nez 200 prisecikii mezi body sité a pozitivitou (hnéda barva) na jednu
cévu [32]. Odhadovana plocha exprese se vypocetla podle vzorce:

estA= a *P

kde parametr a charakterizuje plochu pfisluSejici jednomu testovacimu bodu a P je
pocet priseciki mezi body testovaci sité a imunohistochemickym barvenim.
Fotodokumentace a digitalizace snimkii z mikroskopu Olympus BX byla provedena
digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA) a za pomoci softwaru NIS
verze 2.3 (Laboratory Imaging Prague, Ceska republika).

Stereologickd analyza byla hodnocena softwarem PointGrid ELLIPSE (ViDiTo,
Slovensko).

4.5.Statisticka analyza
Vsechny hodnoty v grafech jsou vyjadieny jako praimér =+ SEM (stfedni chyba

praméru) pro 8 zvifat vkazdé skupingé. Ke vzijemnému porovnani parametri u
Spirulina platensis a kontrolni skupiny byl pouzit neparovy T test. Rozdily mezi
skupinami byly statisticky vyznamné v pfipadé¢, Ze p < a, kde 0=0,05. K vypoctu byl

pouzit GraphPad Prism software (verze 5.0).
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5. VYSLEDKY

5.1.Biochemicka analyza

U vSech mysi v experimentu byly stanoveny hladiny celkového cholesterolu
(TC), jednotlivych lipoproteini (VLDL, LDL a HDL) a triacylglyceroli. Podavani
Spiruliny platensis vedlo k signifikantnimu snizeni hladiny celkového cholesterolu i,

VLDL a také LDL ve srovnani s kontrolni nelé¢enou skupinou (viz graf. 1).

Graf 1 : Lipidovy profil u kontrolnich a Spirulinou krmenych mysi. Osmitydenni
podavani Spiruliny statisticky vyznamné snizilo hladiny celkového cholesterolu, LDL

('P<0,05) a VLDL cholesterolu (" P<0,01). Triacylglyceroly byly snizeny bez statistické

Vyznammnosti.
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5.2.Imunohistochemické barveni eNOS v oblasti aortalniho
sinu

Exprese endotelidlni NO syntdzy byla pozorovana u obou skupin zvifat. Silna
exprese byla pozorovana na cévnim endotelu a to jak na povrchu aterosklerotického
platu tak 1 mimo n¢j (viz. Obr.9). Dale byla u nékterych cév pozorovéana exprese
v aterosklerotickych platech, coz pokazuje na expresi n€kterymi buitkami uvniti platu

(viz. Obr 10).
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Obr. 9 : Imunohistochemické barveni eNOS u kontrolni skupiny zvifat.
Silna exprese je pozorovana v aterosklerotickém platu, slab$i exprese pak na

cévnim endotelu (Sipka). Zvétseni 100x.
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Obr.10 : Imunohistochemické barveni eNOS u skupiny zvifat, kterym byla
podavana Spirulina. Silna exprese je pozorovana v aterosklerotickém platu,
av8ak ve srovnani s kontrolni skupinou je silna exprese pozorovana na cévnim

endotelu na povrchu platu i mimo néj (Sipky). Zvétseni 100x.
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5.3.Stereologicka analyza imunohistochemického barveni
eNOS.

Stereologicka analyza exprese eNOS byla provedena jak v oblasti cévni intimy
tak také pouze na cévnim endotelu, z toho diivodu abychom selektivné také zachytili
expresi endotelem bez ohledu na celkovou expresi v intimé. Stereologicka analyza
celkové intimalni exprese eNOS neprokazala vliv podavani Spiruliny platensis na
expresi eNOS (viz graf 3). Na druhé strané ale selektivni analyza exprese cévnim
endotelem ukazala statisticky vyznamné zvyseni exprese eNOS po podavani Spiruliny

platensis ve srovnani s kontrolni skupinou (viz graf 4).

Graf 3 : Stereologicka analyza celkové exprese eNOS v cévni intimé. Podavani
Spiruliny platensis nevedlo Kk signifikantnimu ovlivnéni exprese eNOS ve srovndni

S kontrolni skupinou.
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Graf 4 : Stereologickd analyza pouze ednotelidalni exprese eNOS v cévni sténé.
Podavani Spiruliny platensis vedlo k signifikantnimu zvyseni endotelialni exprese eNOS

ve srovnani s kontrolni skupinou.
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6. DISKUSE

Ateroskleroza jako chronické zanétlivé onemocnéni je velice rozsifenym
onemocnénim, které ur€itym zpisobem postihuje vSechny vékové skupiny obyvatelstva.
Klinické ptiznaky aterosklerdzy, které se ve vétSin€ pripada objevuji, az v pozdéjSich
letech zivota jsou dnes velmi frekventované a ateroskler6za je v soucasné dob¢ piic¢inou
témet 50% vSech umrti. Rozsahly vyzkum v oblasti ateroskler6zy odhalil v poslednich
letech fadu novych poznatkt, které pfispivaji k pochopeni d&ji, ke kterym dochézi
béhem aterogenniho procesu. Mnohé poznatky tykajici se aterogenniho procesu
zduraznuji ulohu zanétlivé reakce v procesu aterogeneze [12]. V souvislosti se zanétem
se intenzivné studuje uloha adhezivnich molekul, slozek imunitniho systému, ale i
dalsich faktorti modifikujicich zénétlivou reakci, které tak obecné participuji na rozvoji
a vzniku klinickych komplikaci aterosklerézy. Studium aterogennich zmén na
morfologické urovni je dnes Casto dopliiovano pouzivanim rtiznych morfometrickych
metod, které se snazi detekované aterogenni zmény objektivizovat. Mnohé poznatky
tykajici se aterogenniho procesu zduraznuji Ulohu zanétlivé reakce v procesu

aterogeneze.[33].

Od roku 1986 se védecké skupiny v ruznych laboratofich snazily vyvolat
ateroskler6zu u mysi za ucelem zavedeni nového zvifeciho modelu. Mysi jsou obvykle
vysoce rezistentni vic€i aterosklerdze. Pfi pfijmu bézné stravy maji nizkou hladinu
celkového cholesterolu a vyssi hladinu protektivniho HDL cholesterolu, tudiZ se u nich
nevyvijeji aterosklerotické 1éze. OvSem pokud jsou mySi krmeny stravou s vysokym
podilem cholesterolu a tukl, kterd téZ obsahuje ZluCové kyseliny, hladina jejich
celkového cholesterolu roste a po né€kolika mésicich se u vybranych kment mysi

zacnou tvofit vrstvy pénovych bunék, zejména v subendotelu cév v okoli aortalniho sinu

[34].

Ackoli se tento model zprvu vyvijel slibng, mél dva zésadni problémy. Oproti
lidskym aterosklerotickym 1ézim, které se vyskytuji ve vétvich hlavnich cév, kde platy
progreduji, my$i 1éze jsou malé a vyskytuji se pouze v oblastech aortdlniho oblouku a
nedochazi k jejich progresi. Strava, kterou jsou mysSi krmeny, je nefyziologicka,
obsahuje 10 — 20x vice cholesterolu a zlucovych kyselin. Tato strava vyvola chronicky
zanét pouze u citlivych kment mysi, nikoli u kment ateroskleroticky rezistentnich, coz
zvysuje moznost dohadu, ze genetické rozdily mezi danymi kmeny mys$i jsou dany spise

rozdily v reakci na podanou stravu.
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V roce 1992 pouzily dvé laboratofe specialni genovou technologii, ktera dala
vzniknout mysSim deficientnim v apolipoproteinu E (apoE) [35]. ApoE jsou tvofeny
primarné v jatrech a maji na svém povrchu zakladni lipoproteinové ¢astice a ligandy pro
rozpoznani lipoproteini a také pro clearance lipoproteinovych receptorti. ApoE-
deficientni mysi maji zpozdéné vylucovani lipoproteint a pii nizkocholesterolové stravé
hladina jejich cholesterolu stoupd — jako disledek akumulace chylomikronti a VLDL
zbytkli, obohacenych esterifikovanym i1 volnym cholesterolem. U téchto mysi se
vyvijeji nejen lipidni prouzky, ale také fibromuskularni platy, typické pro aterosklerdézu
u lidi. Tyto léze se formuji v aorté, v biiSni aort€¢, v hlavnich vétvich karotid,
interkostalnich, mesenterickych, rendlnich a ilidlnich arteriich a také v proximalnich
¢astech koronarnich, femoralnich a podklickovych arterii. Lipidni prouzky se objevuji
po deseti tydnech, 1éze obsahujici pénové buiiky a hladkosvalové bunky se objevuji po
patnacti tydnech. Fibromuskuldrni platy jsou patrné po dvaceti tydnech, obsahuji
nekrotické jadro a fibromuskuldrni ¢epicku z hladkosvalovych bunék obklopenych
elastickymi vlakny a kolagenem. U starSich mys$i se fibromuskuldrni platy vyvijeji,
U pokrocilych 1ézi je patrnd destrukce bunék medie s piilezitostnym vyvojem
aneuryzmat. Rozsdhla proliferace fibrézni tkané muize zuzit lumen cévy, ¢i dokonce
zpusobit jeji uplnou okluzi. Komplikované 1éze charakterizované trombdzou se vSak
nevyskytly [36].

V terapii hyperlipidemii a cévnich komplikaci (aterosklerdzy) jsou dnes asi
nejvyznamngéj$imi 1éky statiny.

Nicméné bylo také prokazano, ze je stile snaha najit nova léCiva, ¢i dietarni
dopliiky, které by piinesly pozitivni vliv na aterogenni proces.

Tato rigor6zni prace byla tedy zamétena na sledovani u¢inkti Spiruliny platensis,
na aterogenezi u apoE-deficientnim mysim modelu krmenym aterogenni dietou.

Spirulina je modrozelena fasa patfici mezi spirdlovit¢é mikrofasy. Jako
potravinovy dopln€k je pfipravovana na slunecnych farmach v Asii. Spirulina je
zdrojem pfirozenych lehce zpracovatelnych bilkovin a bohatym ptirodnim zdrojem
zeleného rostlinného barviva chlorofylu. Vedle toho Spirulina obsahuje 1 velké mnozstvi
zeleza v chelatové formé (10 g spiruliny obsahuje stejné mnozstvi zeleza jako 450 g
Spendtu), vapnik, zinek, draslik a hotf¢ik. Z mikroelementii ve Spiruliné najdeme selen,
chrom, lithtum a mangan. Dilezity je 1 obsah antioxida¢né pisobicich latek, prekurzoru
vitaminu A - beta-karotenu (10 g Spiruliny jej obsahuje stejné jak o 4,5 litru kravského

mléka anebo 14 vajec) a vitaminl skupiny B. ZvIasté vyznamna je pfitomnost vitaminu
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B12, zcela netypicka pro rostlinnou fi§i [19]. Rasa obsahuje pfiblizné 65 % bilkovin,
vcetné vSech osmi esencialnich aminokyselin, a proto je idealnim doplitkem stravy pro
sportovce, vegany, starsSi a oslabené lidi. Dalsi pro zivot nezbytnou skupinou, kterou
organismus nedokdze syntetizovat jsou polynenasycené mastné kyseliny, jakou
naptiklad je kyselina gama-linolenova, obsazena i v matefském mléce a podilejici se
mimo jiné také na snizovani hladiny plazmatického cholesterolu. C-Phycocyanin
obsazeny v tomto extraktu mad podobnou strukturu jako bilirubin a plisobi jako silny
antioxidant metabolickych produkti volnych radikali [21] (ROS — reactive oxygen
species), ale byly prokazany také jeho hypolipidemické efekty [20].

V této diplomové praci jsme ukazali, ze 8 tydenni aplikace Spiruliny apoE-
deficientnim mysim ma za nasledek signifikantni snizeni celkového cholesterolu, VLDL
a LDL cholesterolu. Tento hypolipidemicky uc¢inek byl vysvétlen ptitomnosti pravé
vySe zminovaného C-Phycocyaninu. Bylo totiz prokazano, ze tato substance inhibuje
absorpci cholesterolu ve stievé, s naslednym zvySenim exkrece zlu¢ovych kyselin [20].

Z hlediska funkce a stavu endotelu jsme se zaméfili na studium endotelialni NO
syntazy. Tento enzym je kli¢ovy z hlediska endotelialni produkce oxidu dusnatého [24].
Oxid dusnaty md& mnoho pozitivnich funkci ve vztahu k cévnimu endotelu. Ma
vazodilata¢ni, antiadhezni, antiprolifera¢ni G¢inky. Je produkovan pravé eNOS, ktery je
sice do jisté miry konstitutivni enzym nicméné jeho exprese je ovlivnéna fadou faktord,
které ovliviiuji proces aterogeneze jako napi. zvySena hladina LDL cholesterolu,
oxidaéni stres a dalsi [37]. Snizena exprese eNOS ja také zakladnim markerem rozvoje
endotelidlni dysfunkce. V této rigordzni praci jsme zjistili, Ze celkova exprese eNOS
nebyla podavani Spiruliny platensis ovlivnéna. Naproti tomu ale pouze endotelialni
exprese byla po podani Spiruliny platensis statisticky vyznamné zvySena v porovnani
s kontrolni nelécenou skupinou. Zvysena exprese eNOS po podavani 1éciv jako napf.
statinl byla jiz diive prokdzana a zaroven bylo také ukazano, Ze tento efekt je ptiznivy
na chovani cévniho endotelu [38].

Tato rigordzni prace tedy prokazala pozitivni vliv podavani Spiruliny platensis
na parametry lipidového spektra u apoE-deficientnich myS$i. Poddvani Spiruliny také
vedlo ke zvySeni endotelidlni exprese eNOS, coZ poukazuje na jeji pozitivni vliv na

cévni endotel, ktery pravdépodobné souvisi s jejimi hypolipidemickymi vlastnostmi.
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7. ZAVER

Tato rigordézni prace se zabyvala vlivem Spiruliny platensis na parametry

lipidového spektra a expresi eNOS u apoE-deficientniho modelu aterosklerdzy.

Vysledky ukdzaly na pozitivni vliv Spiruliny platensis na hladinu celkového
cholesterolu, VLDL, LDL, pficemz triacylglyceroly byly sniZeny pouze statisticky

nevyznamng.

Stereologicka analyza imunohistochemického barveni dale prokazala, ze

endotelialni exprese eNOS byla po podavani Spiruliny signifikantn¢ zvysena.

Dosavadni vysledky této pilotni studie se Spirulinou platensis ukazuji na jeji
potencidlni hypolidemické ucinky u apoE-deficientniho modelu aterosklerdzy. Tento
hypolipidemicky ucinek, ziejmé také vedl ke zvySeni endotelidlni exprese eNOS, coz
lze povazovat za pozitivni vliv Spiruliny platensis na endotel u apoE-deficientnich

mysi.
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8. ABSTRAKT

Spirulina platensis je modrozelend fasa patiici do cyanobakterii. Rasa je velkym
zdrojem lehce zpracovatelnych bilkovin, nenasycenych mastnych kyselin a dalSich
elementil, napf. z makroelementll Zelezo a véapnik z mikroelementti chrom, lithium a
selen. Daéle obsahuje pfirodni barviva chlorofyl, phycocyanin. Byly popsany jeji

antioxidacni a protizanétlivé ucinky.

Tato rigordzni prace se zabyvala vlivem Spiruliny Platensis na parametry

lipidového spektra a expresi eNOS u apoE-deficientniho modelu aterosklerozy.

ApoE deficientni mys$i (n=8) byly krmeny po odstaveni standardni dietou po
dobu 2 tydnti. Ve véku 8 tydnti jim zacala byt podavana aterogenni dieta (Western type
diet) obsahovala 21% tuku (11% nasycenych mastnych kyselin) a 0,15% cholesterolu
po dobu 8 tydnil (kontrolni skupina). Ve Spirulina platensis skupiné byly mysi krmeny
stejnou aterogenni dietou, ke které bylo ptfidavano 20 mg Spirulina platensis denné.
Byla provedena biochemicka analyza lipidniho spektra, a dale provedena

imunohistochemicka a stereologicka analyza exprese endotelidlni NO syntazy (eNOS).

Vysledky ukazaly na pozitivni vliv Spiruliny platensis na hladinu celkového
cholesterolu, VLDL, LDL, pfi¢emz triacylglyceroly byly snizeny pouze statisticky
nevyznamng. Stereologicka analyza imunohistochemického barveni dale prokazala, Ze

endotelidlni exprese eNOS byla po podavani Spiruliny signifikantné zvysena.

Dosavadni vysledky této pilotni studie se Spirulinou platensis ukazuji na jeji
potencidlni hypolidemické uc€inky u apoE-deficientniho modelu aterosklerozy. Tento
hypolipidemicky ucinek, ziejmé také vedl ke zvySeni endotelidlni exprese eNOS, coZz
lze povazovat za pozitivni vliv Spiruliny platensis na endotel u apoE-deficientnich

mysi.
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9. ABSTRACT

Spirulina platensis is a blue-green microalga belonging to the cyanobacteria
family. Microalga is a large source of proteins and good fatty acid and other nutritional
elements, for example iron, calcium, chromium, lithium, selenium. It also contains
natural dyes chlorophyll, phycocyanin. Its antioxidant and anti-inflammatory were
described.

The aim of this thesis was to determine potencial hypolipidemic effects and
potential effects on endothelium of Spirulina platensis in apoE-deficient mice.

ApoE-deficient mice were fed standard diet for 2 weeks. At the age of 8 weeks
the control group of animals were fed with the western type diet, which contained 21%
fat and 0,15% cholesterol for 8 weeks. The same atherogenic diet was used in Spirulina
platensis group, where Spirulina platensis was added to the atherogenic diet at the
dosage of 20 mg per day. The biochemical analysis of lipid spectrum was done, area of
atherosclerotic lesions was determined and imunohistochemical and stereological
analysis of eNOS expression was performed as well.

The results of this thesis showed positive effects of Spirulina platensis on
cholesterol levels, VLDL and LDL cholesterol. Moreover stereological analysis of
imunohischemical staining revealed that, that endotelial expression eNOS was

significantly increased by Spirulina treatment as well.

These results of this pilot study with Spirulina platensis shows its potencial
hypolipidemic effects in apoE-deficient mice. Moreover these hypolipidemic effects
resulted in a significant increase of eNOS in vessel endothelium suggesting positive

effect of Spirulina treatment on vessel endothelium.
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