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ÚVOD 

Ateroskleróza je chronické zápalové ochorenie, výsledkom ktorého je vznik 

komplexných lézií, označovaných ako plaky. Progresia plakov môže spôsobiť zúženie 

priesvitu a intrakoronárnu trombózu, čo vedie k závažným ochoreniam, vrátane infarktu 

myokardu, mozgovej príhody a dokonca k smrti. Ateroskleróza je 2 až 4-krát častejšia 

u pacientov s ochorením diabetes mellitus (DM) oproti pacientov bez DM (Fejfarová a 

Jirkovská 2009). Hypercholesterolémia spôsobuje rozvoj aterosklerózy prostredníctvom 

procesov, ktoré sú spojené s akumuláciou lipidov a fibróznych zložiek v stene artérií. 

Výsledkom je stenóza a redukcia krvného prúdu. Poznatky v odbornej literatúre (Rekhter 

1999; Marcu et al. 2005) dávajú do súvisu rozvoj aterosklerózy a vznik aterosklerotických 

plakov s nárastom kolagénového väziva vo vrstve tunica intima aorty. Výskum rôznych 

stupňov aterosklerózy sledujúci zmeny v stenách tepien aorty a karotídy spôsobené 

hypercholesterolovou diétou a ochorením diabetes mellitus je vhodné realizovať optickými 

metódami.  

V dizertačnej práci bol sledovaný účinok dvoch významných činiteľov podieľajúcich sa 

na rozvoji aterosklerózy: hypercholesterolémie a diabetu mellitus. Vplyvy 

hypercholesterolovej diéty a ochorenia diabetes mellitus sa experimentálne skúmali oddelene 

na vzorkách aort (tunica intima) odobraných z paralelných (sledovaný efekt a kontrola) 

skupín laboratórnych potkanov rodu Wistar (dĺžka experimentov bola 5, 8, resp. 10 týždňov). 

Práca je zameraná najmä na sledovanie zmien fluorescenčných parametrov jednotlivých 

fluorofórov nachádzajúcich sa v stene aorty. Fluorescenčné vlastností tryptofánu, kolagénu, 

elastínu a NAD(P)H (redukovaný nikotínamidadeníndinukleotid/ 

nikotínamidadeníndinukleotidfosfát) boli sledované pomocou rôznych spektroskopických, 

zobrazovacích a časovo rozlíšených metód a ich vzájomnými kombináciami (Obr. 1). 

 

Obr. 1 Metódy detekcie fluorescencie. Kombinácia spektroskopie, časovo rozlíšených techník a zobrazovania 

poskytuje mnoho rôznych modulácií zaznamenávania fluorescencie.: FLIM – Zobrazovanie doby života fluorescencie, 

TRFS– časovo rozlíšená spektroskopia, MSI – multi spektrálne zobrazovanie, sFLIM – spektrálne rozlíšené FLIM 

(Chorvat a Chorvatova 2009) 
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Až do doby, kým budú odhalené kauzálne mechanizmy vedúce k aterosklerotickému 

zužovaniu a trombotickým uzáverom koronárnych tepien a než bude možné týmto procesom 

účinne predchádzať, je skúmanie v tejto oblasti nevyhnutné.  

SÚČASNÝ STAV PROBLEMATIKY 

Vznik aterosklerózy je dlhodobý proces a mechanizmy jeho vzniku nie sú napriek 

intenzívnemu výskumu dodnes dostatočne známe. Existuje viacero teórií vysvetľujúcich 

mechanizmus vzniku aterosklerózy: teória odpovede na poškodenie endotelu, teória 

chronickej infekcie, teória oxidačného stresu, teória autoimunitnej odpovede, teória klonovej 

proliferácie buniek hladkého svalstva, teória zmenených molekúl lipoproteínov.  

Meranie fluorescencie má potenciál poskytovať informácie o biochemických, 

funkčných a štrukturálnych zmenách fluorescenčných biomolekulárnych komplexov v 

patologicky transformovaných tkanivách a bunkách (Marcu 2010). Techniky fluorescenčnej 

spektroskopie použili na detekciu elastínu, kolagénu, lipidov a ďalších zdrojov 

autofluorescencie v normálnej a chorej arteriálnej stene pri charakterizácii biochemického 

zloženia aterosklerotických plakov ex vivo aj in vivo autori prác : (Honda a Fitzgerald 2008; 

Moreno a Muller 2002; Kortum a Muraca 1996; Papazoglou et al. 1994; Morguet et al. 1994; 

Baraga et al. 1990; Bartorelli et al. 1991; Christov et al. 2000; Arakawa et al. 2002; 

Angheloiu et al. 2006). Fluorescenčnými technikami identifikujú narušenia plaku (Christov et 

al. 2000),detegujú plaky s tenkou fibróznou čiapkou (Arakawa et al. 2002), diskriminujú na 

lipidy bohaté lézie (Marcu et al. 2001), a identifikujú infiltrácie makrofágov (Angheloiu et al. 

2006; Marcu et al. 2005, 2009; Tsimikas et al. 2002). Všetky prípady sú funkčne viazané 

s rozvojom aterosklerózy a vznikom plakov .  

Štúdie (Maarek et al. 2000; Marcu et al. 2001; Marcu 2010; Marcu et al. 2005, 2003, 

2009) používajúce časovo rozlíšenú fluorescenčnú spektroskopiu na humánnych aj 

veterinárnych vzorkách zistili predĺženie doby života fluorescencie aterosklerotických artérií 

(napr. 2,4 ± 0,1 ns (normálna aorta) na 3,9 ± 0,1 ns (rozvinuté lézie aorty)) v porovnaní 

s kontrolnými meraniami. Priemerná doba života s emisiou na 390 nm sa zvýšila, zatiaľ čo 

intenzita emisie fluorescencie na vlnovej dĺžke 430 nm sa výrazne znížila v intermediálnych a 

rozvinutých léziách. Miera zmeny je závislá od parametrov excitácie, stupňa aterosklerózy, 

typu tepien atď.  

Merania funkcií dohasínania autofluorescencie v bunkovej línii 3T3-L1 adipocytov 

pomocou časovo korelovaného počítania jednotlivých-fotónov (Time-Correlated Single 

Photon Counting-TCSPC), (excitácia 370 nm, emisia 420 až 480 nm) uvádzajú výsledky 

v práci (Evans et al. 2005). Voľné NADH bolo najlepšie fitované dvoj-exponenciálou, 

dohasínanie autofluorescencie buniek troma exponenciálami. Pridanie 30 mM glukózy 

spôsobilo nárast intenzity autofluorescencie o 29 %, výrazne skrátilo priemernú dobu života 

fluorescencie (zo 7,23 na 6,73 ns), zvýšilo relatívnu amplitúdu a frakčnú intenzitu krátkej 

zložky doby života fluorescencie na úkor dvoch dlhších komponentov dohasínania. 

Výhodou multifotónovej mikroskopie oproti štandardným histologickým metódam je 

aplikovateľnosť na intaktné tkanivá a možné in-vivo sledovanie aterosklerotických plakov,  

s výraznou klinickou hodnotou, (Breithardt et al. 1983; Boyd 2008; Brennan et al. 1997; 
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Brezinski et al. 2001; Brown et al. 2003). Multifotónová mikroskopia je použiteľná na 

zobrazovanie mnohých biologických vzoriek na úrovni organizácie buniek aj tkanív,  vrátane 

mozgových (Helmchen et al. 2001; Jung et al. 2004; Levene et al. 2004; Theer et al. 2003), 

nádorových(Brown et al. 2003; Sun et al. 2009) chrupaviek (Yeh et al. 2005) a pokožky 

(Koenig a Riemann 2003). Kolagén typu I a III sú jediné známe molekuly, ktoré produkujú 

signál generovaním druhej harmonickej (SHG) v tkanive (Thomas et al. 2014; Boulesteix et 

al. 2006; Zipfel et al. 2003). Množstvá autofluorescenčných vlákien v zdravej elastickej tepne 

boli pomocou dvoj-fotónovo excitovanej fluorescencie (TPEF) klasifikované ako elastín 

(Stary et al. 1995; van Zandvoort et al. 2004; Zoumi et al. 2004). 

V štúdii (Romer et al. 2000) preskúmali autori niektoré výhody kombinácie 

intravaskulárnej ultrasonografie (IVUS) a Ramanovej spektroskopie pre vyhodnotenie 

intaktnej arteriálnej steny. Všeobecne platí, že miesta, ktoré obsahujú veľké množstvo 

vápenatých solí (stanovené pomocou Ramanovej spektroskopie) boli klasifikované ako 

kalcifikované aj metódou IVUS. Malé depozity kalcia (6 % hmotnosti) neboli pomocou IVUS 

ľahko detegované. Množstvá a umiestnenie cholesterolu stanovené Ramanovou 

spektroskopiou boli v úzkej korelácii s prítomnosťou cholesterolu pozorovanou 

histochemicky, ale tieto depozitá neboli umiestnené presne podľa meraní IVUS. Diagnostický 

algoritmus kolektívu autorov (Buschman et al. 2001) na fitovanie podielov príspevkov 

rôznych morfologických štruktúr prítomných v tkanive artérií pre klasifikáciu tepien (97 

vzoriek koronárnej tepny) vytvoril iniciačný súbor dát na rozlíšenie tepien aterosklerotických 

s kalcifikovaným alebo s nekalcifikovaným aterosklerotickým plakom. Merané vzorky 

algoritmus zaraďoval do troch tried a to do triedy neaterosklerotické tkanivo, aterosklerotické 

tkanivo a kalcifikované aterosklerotické tkanivo. Kombinácia píkov na 1440 cm
-1

 a 1301 cm
-1

 

(väzby CH2 a CH3) indikuje prítomnosť triacylglycerolov (Baraga et al. 1992b; Manoharan et 

al. 1992). Píky špecifické pre voľný a esterifikovaný cholesterol obsiahnuté v spektrách 

pochádzajúcich z penových buniek ateromatózneho plaku indikujú prítomnosť 

esterifikovaného  

a neesterifikovaného cholesterolu. Pásy 719 cm
-1

, 762 cm
-1

 a 878 cm
-1

 dokladujú prítomnosť 

fosfolipidov, 1523 cm
-1

 a 1160 cm
-1

 prítomnosť β-karotenoidov, 1747 cm
-1

, 1654 cm
-1

,  

1440 cm
-1

 a 1301 cm
-1

 triglyceridy v tukových bunkách (Buschman et al. 2001). Autori 

v článku (van de Poll et al. 2003) skúmali možnosť využitia kombinácie algoritmu opísaného 

v (Buschman et al. 2001) a kompaktného klinického Ramanovho spektroskopu s vláknovou 

optikou vedenou cez katéter na detekciu akumulácie cholesterolu a kalcifikácií 

aterosklerotického plaku. Overili využiteľnosť tejto kombinácie s vysokou citlivosťou a 

špecifickosťou. 

CIELE DIZERTAČNEJ PRÁCE 

Cieľom dizertačnej práce je preskúmať zmeny vo vrstve tunica intima a media aorty 

potkanov indukované hypercholesterolovou diétou, ochorením diabetes mellitus a tiež 

prešetriť vplyv podávania orechového oleja laboratórnym zvieratám na zmeny tkaniva aorty 

pri ochorení diabetes mellitus. Pre dosiahnutie cieľa budú použité progresívne optické 

techniky: fluorescenčná spektroskopia, povrchovo zosilnená Ramanova spektroskopia, 



Zmeny vybraných optických parametrov aorty indukované hypercholesterolémiou a ochorením diabetes mellitus  

 

Mgr. Martin UHEREK   7 

 

multifotónová mikroskopia a časovo rozlíšená laserom indukovaná fluorescenčná 

spektroskopia. Zámerom práce je experimentálne sledovanie fluorofórov (kolagén, elastín, 

NAD(P)H), ktoré môžu zohrať významnú úlohu v rozvoji aterosklerózy. Súčasne sa 

preskúmajú možnosti optických techník (časovo rozlíšená fluorescencia, excitačno-emisné 

matice, multifotónová mikroskopia) pri vyšetrovaní NADH a flavínových molekúl v aorte 

(tunica intima) laboratórnych potkanov. 

METODIKA PRÁCE A METÓDY SKÚMANIA 

Vplyv hypercholesterolovej diéty 

Laboratórne zvieratá a okrajové podmienky výskumu 

Laboratórne potkany pre experimentálny výskum boli schválené Etickou komisiou pre 

pokusy na zvieratách. Pokusné zvieratá boli samce potkanov kmeňa Wistar s východzou 

hmotnosťou 200 - 250 g rozdelené do štyroch skupín. Chov pokusných zvierat a odber 

vzoriek bol uskutočnený na Lekárskej fakulte UK v Bratislave. Prvé dve skupiny boli 

kontrolné, s 10-timi pokusnými zvieratami v skupine a dĺžkou trvania pokusov 5 (K5T) a 10 

týždňov (K10T). Tretej a štvrtej skupine bola podávaná strava obohatená o 4 % cholesterolu a 

10 % bravčovej masti (hypercholesterolová diéta). Dĺžka trvania pokusov bola tiež 5 (hCh5T) 

a 10 týždňov (hCh10T), počet zvierat v skupinách  (hCh5T aj hCh10T)  bol po 20 kusov. Na 

konci pokusu mali potkany hmotnosť od 400 do 450 g. Všetky zvieratá boli vážené na 

začiatku pokusu a tesne pred usmrtením. U všetkých zvierat boli na konci experimentu 

merané hodnoty cholesterolu a koncentrácie triacylglycerolov (TAG) v pečeni (LF UK 

v Bratislave). 

Merané údaje pre pozorované skupiny pokusných zvierat sú vyhodnotené ako štatistické 

súbory (pri vyhodnotení boli aplikované programy Microsoft Excel, Origin a štatistický 

software R). Časovo rozlíšené dáta boli analyzované pomocou dvoj-exponenciálneho modelu 

dohasínania fluorescencie. Priemernú dobu života fluorescencie mean definuje rovnica 1.  

Použité optické metódy výskumu 

Pri vyšetrovaní vzoriek aort potkanov sa používala fluorescenčná spektroskopia 

(pracovisko FMFI UK v Bratislave, Katedra jadrovej fyziky a biofyziky, spektrofluorimeter 

Perkin Elmer LS45 a vláknová sonda na nadstavci (The Remote Fiber Optic Accessory, 

product No. L2250144)), povrchovo zosilnená mikro-Ramanova spektroskopia 

(pracovisko STU v Bratislave, FEI, Ústav elektroniky a fotoniky, mikroskop OLYMPUS 

BX40, hélium neónový laser (He-Ne 633 nm) a monochromátor s CCD detektorom HORIBA, 

gr., ISA- JOBIN YVON-SPEX, SPECTRUM ONE, TE-PS, model CCD 3000, USA, Ag-

nanočastice Sigma-Aldrich  priemeru 60 nm riedené vodou 0.02 mg.ml
-1

), multifotónová 

mikroskopia a mikroskopia zobrazovania doby života fluorescencie (pracovisko 

Medzinárodné Laserové Centrum v Bratislave, yterbiový femtosekundový laser v režime 

synchronizácie módov (1038 nm, t-pulse 20 fs , Amplitude Systems), napojený na LSM 510 

META NLO mikroskop (Zeiss) a TCSPC  elektronický systém (SPC 830, Becker-Hickl) a 

časovo a spektrálne rozlíšená fluorescencia (pracovisko Medzinárodné Laserové Centrum 
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v Bratislave, pulzný pikosekundový diódový laser BHL-375 s vlnovou dĺžkou 375 nm a 

opakovacou frekvenciou 50 MHz, spektrálny detektor PML-SPEC s multi-anódovým 

fotonásobičom PML16 (vlastná zostava a všetky použité komponenty Becker-Hickl, GmbH, 

Nemecko) pripojený k mikroskopu (Zeiss Axiovert 200M) multimodálnym optickým 

vláknom (Ocean Optics, USA), fluorescencia meraná v spektrálnej oblasti 391,8 - 598,8 nm, s 

rozlíšením 13,8 nm na kanál a 16-timi kanálmi). 

Vplyv ochorenia diabetes mellitus 

Laboratórne zvieratá a okrajové podmienky výskumu 

 Samci potkanov Wistar (s hmotnosťou 250 - 320 g) boli chovaní v 12-hodinovom 

cykle svetlo / tma v prostredí s konštantnou teplotou 25 °C, s voľným prístupom k štandardnej 

potrave (Larsen pelety) a vode z vodovodu. Všetky experimenty sa vykonávali v súlade s 

pokynmi pre starostlivosť a využitie pokusných zvierat schválenými Štátnou veterinárnou 

správou SR.. Postup experimentu realizovaného na LF UK v Bratislave (RNDr. Oľga Uličná, 

CSc): určenie hmotnosti a koncentrácie glukózy v krvi pokusného súboru potkanov (60ks); 

vyvolanie diabetu mellitus (u 3 skupín po 10 členoch) podaním streptozotocínu a vpichnutie 

placeba kontrolným subjektom (3 skupiny po 10 členoch) ; opätovné určenie hmotnosti 

a koncentrácie glukózy v krvi všetkých potkanov po 48 hodinách; trvanie pokusu 8 týždňov 

od podania streptozotocínu a placeba; záverečné určenie hmotnosti a koncentrácie glukózy 

v krvi všetkých potkanov. 

Diabetes mellitus bol vyvolaný podaním streptozotocínu do chvostovej vény potkanov (45 

mg.kg
-1

 v 0.5 mol.l
-1

 citrátovom tlmivom roztoku pH 4.5). Jedincom z kontrolnej skupiny bol 

v rovnakom čase vpichnutý do chvostovej vény citrátový tlmivý roztok pH 4.5 (placebo). Za 

diabetické a použité v experimente boli považované iba potkany s úrovňou glukózy v krvi 

vyššou ako 15 mmol.l
-1

 (štandardný glukometer (Optium XCEED, Abbot Ltd., UK). 

Skupinám diabetických a kontrolných zvierat (pri rozdelení na dve podskupiny) boli 

podávané dve dávky orechového oleja, 100 mg.kg
-1

/deň a 500 mg.kg
-1

/deň po dobu 8 

týždňov.  

Spracovanie experimentálnych dát bolo realizované v programe SPCImage (Becker & 

Hickl), FAST v.3.4 (Edinburgh Instruments), Origin 7 (Microcal) a R softvérom (open 

source). Časovo rozlíšené dáta boli analyzované pomocou dvoj a troj-exponenciálneho 

modelu dohasínania fluorescencie. Priemerná doba života fluorescencie mean bola 

vyhodnotená ako pomer: 

rovnica 1 Odhad priemernej doby života fluorescencie 

     
                        

                
   

kde i označuje dobu života fluorescencie i-tej zložky a ai označuje relatívnu amplitúdu i- tej 

zložky. Pomer viazaný / voľný NADH bol ocenený ako zlomok a2 / a1 amplitúdy týkajúcej sa 

viazanej a voľnej koncentrácie NADH. Priemerné hodnoty parametrov časovo rozlíšenej 
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fluorescenčnej spektroskopie boli vyhodnotené v spektrálnom rozsahu 391,8 – 598,8 nm, 

pomer relatívnych amplitúd a2 / a1 (Obr. 9) bol odhadnutý pre spektrálnu oblasť 420 - 488 nm. 

Vzorky plazmy sa uchovali zmrazením na biochemickú analýzu. Plazmatická 

koncentrácia glukózy, celkového cholesterolu (tChol), cholesterolu v lipoproteínoch s nízkou 

hustotou (LDL-Chol), cholesterolu v lipoproteínoch s vysokou hustotou (HDL-Chol) a 

triacylglycerolov (TAG) boli stanovené v akreditovanom klinickom laboratóriu biochémie a 

hematológie (Alphamedical, s.r.o. , SR) pomocou chemického systému ADVIA 1800 

(Siemens Healthcare Diagnostics, Nemecko). 

Použité optické metódy výskumu 

Pri vyšetrovaní vzoriek aort potkanov sa používala fluorescenčná spektroskopia 

(pracovisko FMFI UK v Bratislave, Katedra jadrovej fyziky a biofyziky, spektrofluorimeter 

Perkin Elmer LS45 a vláknová sonda na nadstavci (The Remote Fiber Optic Accessory, 

product No. L2250144)), multifotónová mikroskopia a mikroskopia zobrazovania doby 

života fluorescencie (pracovisko Medzinárodné Laserové Centrum v Bratislave, yterbiový 

femtosekundový laser v režime synchronizácie módov (1038 nm, t-pulse 20 fs , Amplitude 

Systems), napojený na LSM 510 META NLO mikroskop (Zeiss) a TCSPC  elektronický 

systém (SPC 830, Becker-Hickl), a časovo rozlíšená fluorescencia (pracovisko 

Medzinárodné Laserové Centrum v Bratislave, pulzný pikosekundový diódový laser BHL-

375 s vlnovou dĺžkou 375 nm a opakovacou frekvenciou 50 MHz, dichroický filter 395 nm a 

emisný filter LP 397 nm (Zeiss sada filtrov 01), objektív Achroplan 10x / 0,1, upevnený na 

mikroskop Zeiss Axiovert 200M, emisia zaznamenávaná jednokanálovým detektorom 

s fotonásobičom PMC-100, detektory napojené na mikroskop multimodálnym optickým 

vláknom (Ocean Optics, USA.)) a časovo a spektrálne rozlíšená fluorescencia (pracovisko 

Medzinárodné Laserové Centrum v Bratislave, pulzný pikosekundový diódový laser BHL-

375 s vlnovou dĺžkou 375 nm a opakovacou frekvenciou 50 MHz, spektrálny detektor PML-

SPEC s multi-anódovým fotonásobičom PML16 (vlastná zostava a všetky použité 

komponenty Becker-Hickl, GmbH, Nemecko) pripojený k mikroskopu (Zeiss Axiovert 

200M) multimodálnym optickým vláknom (Ocean Optics, USA), fluorescencia meraná v 

spektrálnej oblasti 391,8 - 598,8 nm, s rozlíšením 13,8 nm na kanál a 16-timi kanálmi). 

VÝSLEDKY A DISKUSIA DIZERTAČNEJ PRÁCE 

Vplyv hypercholesterolovej diéty 

Počas rozvoja aterosklerózy dochádza k zmnoženiu kolagénového väziva vo vrstve 

tunika intima aorty (Lilledahl 2007; Rekhter 1999), čomu odpovedajú aj naše pozorovania. 

Nárast intenzity fluorescencie pri excitácii 290 nm môže byť dôsledkom zvýšeného množstva 

bielkovín a aminokyselín, ktoré sú žiarením tejto vlnovej dĺžky excitované (Obr. 2). Nárast 

intenzity fluorescencie pri excitácii 340 nm odpovedá predpokladanému zmnoženiu 

kolagénového väziva. Intenzita fluorescencie v hypercholesterolovej skupine bola významne 

vyššia v porovnaní s hodnotami kontrolnej skupiny, čo znamená, že počet excitovaných 

molekúl v rovnakom objeme vzorky tkaniva bol v prípade hypercholesterolovej skupiny vyšší 
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(Obr. 3). Predpokladáme, že je to účinok väčšej hrúbky a / alebo zmenenej štruktúry tunica 

intima. Táto hypotéza bola overená aj metódou nelineárneho optického zobrazovania a časovo 

a spektrálne rozlíšenou fluorescenciou.  

  

Obr. 2 Intenzita fluorescencie aort (tunica intima) pri  excitácii 340 nm: kontrolná skupina potkanov s dĺžkou trvania 

pokusu 5 týždňov (K5T) a 10 týždňov (K10T), priemer ± SD, n=10 vzoriek; skupina potkanov kŕmená 

hypercholesterolovou diétou s dĺžkou trvania pokusu 5 týždňov (hCh5T) a 10 týždňov (hCh10T), priemer ± SD, n = 20 

vzoriek; emisie v maximách 387-393 nm, * - signifikantná zmena, p < 0.05 

  

Obr. 3 Intenzita fluorescencie aort (tunica intima) pri  excitácii 355 nm: kontrolná skupina potkanov s dĺžkou trvania 

pokusu 10 týždňov (K10T), priemer ± SD, n=10 vzoriek; skupina potkanov kŕmená hypercholesterolovou diétou 

s dĺžkou trvania pokusu 10 týždňov (hCh10T), priemer ± SD, n = 20 vzoriek; emisie vo fluorescenčnom maxime 394-

399 nm a v druhom fluorescenčnom maxime 421-426 nm, * - signifikantná zmena, p<0.001 

Metódou nelineárneho optického zobrazovania sme preukázali signifikantnú zmenu 

hrúbky vrstvy tunica média a intima aorty (Obr. 4 b) a signifikantnú zmenu pomeru SHG/TPEF 

(Obr. 4 a). Merania dokladujú predpokladaný nárast hrúbky steny aorty a nárast signálu SHG 

oproti TPEF u vzoriek aort skupiny potkanov kŕmených hypercholesterolovou diétou po dobu 

10 týždňov (hCh10T), pri porovnaní so vzorkami kontrolnej skupiny potkanov (K10T). 

Signál z kolagénu (SHG) verzus signál tkanivových štruktúr excitovaných pomocou TPEF 

(hlavne elastín, ale aj erytrocyty, hladké svalové bunky, endotel, atď. narástol, to môže 

znamenať predpokladané zvýšenie množstva kolagénu. 
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Obr. 4 a) pomer SHG/TPEF, priemer ± SD, n = 5, ** - signifikantná zmena, p < 0.01, b) hrúbka vrstiev tunica intima 

a tunica media steny aorty, priemer ± SD, n = 5,* - signifikantná zmena , p < 0.05 

V úvodnej fáze štúdie týchto dvoch skupín potkanov pomocou Ramanovej 

spektroskopie sme overovali postupy používané v literatúre, t.j. študovali sme Ramanove 

spektrá aort vo vlnovej oblasti od 1000 do 1800 cm
-1

. V tejto oblasti sa podľa práce (Baraga et 

al. 1992a)  nachádzajú dva pásy s vysokou intenzitou umiestnené na 1440 a 1670 cm
-1

, 

prislúchajúce markerom cholesterolu: 1439 cm
-1

 je pás v dôsledku C-H väzby, zatiaľ čo pás 

1669 cm
-1

 je pripisovaný vibráciám C=C väzby. Z interpretácie nameraných výsledkov 

vyplýva, že v tejto oblasti spektra nie je možné podľa polohy píkov a ich vzájomného posunu 

identifikovať rozdiel medzi hypercholesterolovou a kontrolnou skupinou potkanov (Obr. 5 a,b). 

Na prekonanie tohto obmedzenia sme skúmanie aorty sústredili do spektrálnej oblasti 500 - 

1200 cm
-1

. V tomto intervale je pás 700 cm
-1

 dobre známy ako marker cholesterolu. Jeho 

širšie využitie na identifikáciu poškoditeľnosti plakov aorty a všeobecne rozvoja 

aterosklerózy sme v citovaných zdrojoch nenašli. Pás hodnôt 681,6 ± 3,1 cm
-1

 u zdravej aorty 

pochádza z kolagénu, ktorý je základnou zložkou spojivového tkaniva a extracelulárnej 

matrix obklopujúcej väčšinu buniek (Gullekson et al. 2011). Pás hodnôt 697,8 ± 3,5 cm
-1

 

pozorovaný v hCh10T skupine potvrdil prítomnosť cholesterolu v aorte, oproti ojedinelému 

výskytu píku s minimálnou intenzitou u kontrolnej skupiny K10T. Tieto dva pásy hodnôt sú 

preto vhodným indikátorom overenia zvýšenej prítomnosti cholesterolu v stene aorty (Obr. 5 c). 

 
Obr. 5 Mikro-Ramanove spektrá získané z aort kontrolnej a hCh10T skupiny potkanov; a,b) rozsah 1000 - 1800 cm-1 

porovnanie spektrálneho umiestnenia maxím skupín potkanov K10T a hCh10T, priemer ± SD, n = 10, c) rozsah 

spektra 500 - 1200 cm-1, porovnanie spektrálneho umiestnenia maxím skupín potkanov K10T a hCh10T, * - 

signifikantná zmena, p < 0.01 
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Pre detailnejšie preskúmanie sme preto robili časovo a spektrálne rozlíšenú 

fluorescenciu, ktorej výsledky odpovedajú informáciám v práci (Marcu et al. 2005). Tvar 

spektra ani doba života fluorescencie sa vplyvom hypercholesterolovej diéty nezmenila (Obr. 6 

a). Zaznamenali sme však významný, takmer trojnásobný nárast intenzity fluorescencie (Obr. 6 

b), čo môže súvisieť s nárastom hrúbky steny aort a so zvýšeným množstvom kolagénu 

u skupiny potkanov hCh10T oproti kontrolným vzorkám zo skupiny K10T. 

 

Obr. 6 Fluorescenčné spektrum potkaních aort (τmean), namerané pomocou TCSPC, excitácia 375 nm: a) 

normalizované dáta, b) namerané dáta. Modrá čiara s trojuholníkmi - kontrolná skupina zvierat (K10T), červená 

čiara so štvorcami je skupina zvierat s hyper-cholesterolovou dietou (hCh10T), priemer ± SD, n=6, excitácia 375 nm 

 

Vplyv ochorenia diabetes mellitus 

Pri koncentrácii glukózy (Obr. 7) môžeme konštatovať, že stav diabetes mellitus bol 

potvrdený u všetkých jedincov v skupine zvierat s DM. Použitie excitačnej vlnovej dĺžky 270 

nm je podľa (Aldrovani et al. 2007; Ramanujam 2006) vhodné na monitorovanie prítomnosti 

proteínov v tunica intima aorty, lebo je excitačným maximom aminokyselín tryptofánu , 

tyrozínu, a fenylalanínu.  

 

Obr. 7 Koncentrácia glukózy v krvi skupiny potkanov s vyvolaným ochorením diabetes mellitus: na začiatku 

experimentu (DM1), 48 hodín po podaní streptozotocínu (DM2), na konci experimentu (DM3), priemer ± SD, n = 10; 

porovnanie s koncentráciou glukózy v krvi u kontrolnej skupiny potkanov na začiatku experimentu (cntrl1) a na 

konci experimentu (cntrl2), priemer ± SD, n = 8  
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Zaznamenané emisné maximá boli v intervale < 337 ;341 > nm , čo indikuje najmä 

prítomnosť tryptofánu (Ramanujam 2006; Pascu et al. 2011). Množstvo aminokyselín 

(proteínov) je teda pravdepodobne väčšie v prípade segmentov aort zo skupiny DM  než 

u kontrolnej skupiny (Obr. 8).Vysoká dávka (500 mg.kg
-1

/deň) orechového oleja je dostatočná 

na potlačenie niektorých patologických procesov v diabetickej aorte, čo dokladuje zmena 

fluorescenčných vlastností skupiny DM N2 (s vyššou dávkou orechového oleja) oproti 

skupine DM, pričom sa parametre fluorescencie skupiny DM N2 približujú kontrolnej 

skupine. Podávanie dávok orechového oleja zdravým potkanom (kontrolná skupina) 

nespôsobilo významné zmeny fluorescencie. 

 

Obr. 8 Intenzita fluorescencie aortálnych segmentov potkanov kmeňa Wistar pri excitácii 270 nm, emisia približne 

338 nm, cntrl - zdravé zvieratá (kontrolná skupina), cntrl N1, cntrl N2 - zdravé zvieratá ošetrené dvoma dávkami 

orechového oleja, 100 a 500 mg.kg-1/deň; DM - zvieratá s diabetes mellitus, DM N1, DM N2 - jedince  

s diabetes mellitus liečené dávkami orechového oleja, 100 a 500 mg.kg-1/deň. Údaje sú vyjadrené ako priemery ± SD 

z 8-mich nezávislých pokusov. * - signifikantná zmena, p < 0.001 

Výsledky dosiahnuté metódou časovo rozlíšenej autofluorescenčnej spektroskopie 

vzoriek potkaních aort boli následne analyzované použitím dvoj-exponenciálneho modelu 

dohasínania fluorescencie. V experimente bola doba života fluorescencie rýchlejšieho 

komponentu 1 cca 0,7 ns (0,635 ± 0,05 ns u skupiny DM a 0,764 ± 0,03 ns u kontrolnej 

skupiny), čo zodpovedá hodnote doby života fluorescencie typickej pre voľný NADH (Cheng 

et al. 2007). Naše hodnoty druhej zložky doby života fluorescencie 2 sa pohybujú medzi 3-5 

ns, čo je o niečo viac, než minimum intervalu obvyklej doby dohasínania fluorescencie 

viazanej formy NADH (2 - 10 ns (Cheng et al. 2007)). Hodnota doby života fluorescencie 2 

odráža zložitosť povahy našich vzoriek, lebo zahŕňa aj dohasínanie fluorescencie iných 

molekúl, najmä štruktúrnych proteínov. Cieľom výskumu nebol úplný rozklad meraného 

signálu, ale definovanie postupu a spôsobu merania zmien autofluorescenčných vlastností 

aorty, použiteľného na detegovanie rozvoja DM. Podľa výsledkov a porovnaní s inými 

autormi  (napr. (Drozdowicz-Tomsia et al. 2014; Williamson et al. 1993)) a zhodnotení 

(Chorvatova a Chorvat 2014; Chorvat a Chorvatova 2009) predpokladáme, že pomer 

relatívnych amplitúd autofluorescencie a2/a1 meraný v spektrálnom rozsahu ~ 420 - 480 nm, 

zodpovedá pomeru molekúl NADH vo viskóznom prostredí a / alebo viazanému NADH 
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(dlhší komponent doby života fluorescencie, 2) a molekulám voľného NADH (rýchlejší 

komponent doby života fluorescencie, 1), Obr. 9. Naše výsledky sú v súlade s hypotézou, že 

počiatočná fáza nekontrolovaného DM u potkanov vedie k zvýšenému pomeru voľného a 

viazaného NADH, čo čiastočne korešponduje s výsledkami z predchádzajúcich štúdií 

(Williamson et al. 1993; Skala et al. 2009). Takýto stav možno opísať ako pseudohypoxia, 

pretože aj keď je množstvo tkanivového kyslíka nezmenené, hyperglykémia indukuje 

pseudohypoxiu a spôsobuje patologické stavy, ktoré ďalej vedú k diabetickým komplikáciám, 

nevyváženej homeostáze a metabolickým poruchám. 

 

Obr. 9 Doba života fluorescencie pre dvoj-exponenciálny model  (a),  (b) a pomer ich amplit[d a2/a1 (c) odhadnutý 

z kriviek dohasínania UV – excitovaných vzoriek aort kontrolnej skupiny zvierat (cntrl) a skupiny zvierat 

s vyvolaným diabetes mellitus (DM) pomocou bi-exponenciálnej analýzy, * p < 0.001, ** p < 0.00001, priemer ± SD, n 

= 10 pre diabetické zvieratá a n = 8 pre kontrolnú skupinu zvierat, dáta získané metódou časovo a spektrálne 

rozlíšenej fluorescencie 

Emisné spektrá sú konštruované zo spektrochronogramov integráciou počtov fotónov 

v časovej závislosti. Autofluorescenčné spektrum potkanov kontrolnej skupiny malo odlišný 

tvar v porovnaní s tvarom spektra skupiny DM  (Obr. 10 a). Fluorescenčné spektrá oboch 

skupín majú dva píky na treťom a piatom kanáli, čo zodpovedá 419.6 ± 5 nm a 447,2 ± 5 nm. 

Kontrolná skupina vykazuje dva vrcholy s približne rovnakou intenzitou, zatiaľ čo skupina 

DM má prvý vrchol s významne menšou intenzitou než druhý (p < 0,001). Pozorovali sme 

tiež, že intenzita fluorescencie v oblasti dlhších vlnových dĺžok (spektrálne rozmedzie 460,8 

až 557,4 nm), bola podstatne nižšia (p < 0,001) v prípade kontrolnej skupiny zvierat v 

porovnaní so skupinou DM (Obr. 10 a). 

 

1
2

a b 



Zmeny vybraných optických parametrov aorty indukované hypercholesterolémiou a ochorením diabetes mellitus  

 

Mgr. Martin UHEREK   15 

 

Obr. 10 Časovo rozlíšené emisné spektrá  aort potkanov, autofluorescencia excitovaná UV laserom, kontrolná skupina 

(cntrl, n = 8), skupina potkanov s diabetes mellitus (DM, n = 10), (a) spektrum fluorescencie opísaných prípadov 

potkaních aort (τmean) namerané pomocou TCSPC, (b) závislosť doby života fluorescencie  (cntrl aj DM),  (cntrl aj 

DM)  od emisnej vlnovej dĺžky, dáta získané metódou časovo a spektrálne rozlíšenej fluorescencie 

Doby života fluorescencie rýchlejšej zložky oboch skupín (1) neboli závislé na emisnej 

vlnovej dĺžke, zatiaľ čo pomalšia zložka (2) má tendenciu (z 4,69 ± 0,19 pri 391,8 nm do 

3,73 ± 0,17 pri 598,8 nm) skracovania doby života fluorescencie smerom k dlhším emisným 

vlnovým dĺžkam (Obr. 10b). 

 ZÁVER 

Dizertačná práca skúmala zmeny v aorte (tunica intima a tunica media) laboratórnych 

potkanov kmeňa Wistar indukovaných hypercholesterolovou (hCh) diétou (štandardná strava 

obohatená o 4 % cholesterolu a 10 % bravčovej masti, trvanie pokusu 5 a 10 týždňov), 

vyvolaným ochorením diabetes mellitus (DM), (streptozotocín 45 mg.kg
-1

, pokus dĺžky 8 

týždňov) a vplyvom orechového oleja (100 mg.kg
-1

/deň a 500 mg.kg
-1

/deň) na zmeny tkaniva 

aorty pri ochorení diabetes mellitus v porovnaní s kontrolnými skupinami. Aplikované sú 

metódy fluorescenčnej spektroskopie, Ramanovej spektroskopie, multifotónovej mikroskopie 

a mikroskopie zobrazovania doby života fluorescencie, detekcie časovo a spektrálne 

rozlíšenej fluorescencie. 

 Experimentálne sme preukázali nasledovné efekty: 

Vplyv hypercholesterolovej diéty : 

- Nárast intenzity autofluorescencie u skupiny hCh10T oproti kontrolnej skupine vo 

všetkých troch zistených excitačno – emisných maximách, ktoré môžeme priradiť 

zvýšenému množstvu kolagénu a elastínu (excitácia 340 nm, emisia 399 nm), 

NAD(P)H ( excitácia 355 nm, emisia 426 nm), tryptofánu (excitácia 290 nm, 

emisia 341 nm). 

-  Na základe prítomnosti Ramanovho píku 700 cm
-1

 (pripisujeme cholesterolu) a 

680 cm
-1

 (priraďujeme kolagénu) sa nám podarilo odlíšiť vzorky potkanov zo 

skupiny hCh10T od príslušnej kontrolnej skupiny. 

- Multifotónovou mikroskopiou sme zaznamenali nárast hrúbky steny aorty vrstvy 

tunica media a intima a tiež zmenu v pomere signálu z SHG a TPEF, pričom 

signál z SHG možno priradiť kolagénu a signál z TPEF najmä elastínu, čo 

dokazuje nárast množstva kolagénu oproti elastínu vo vrstvách tunica media 

a intima aorty. 
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- Časovo rozlíšenou fluorescenciou sme nezaznamenali zmenu v dobe života 

fluorescencie, zistili sme takmer trojnásobný nárast intenzity fluorescencie u 

skupiny hCh10T oproti kontrolnej skupine pri excitácii 375 nm v emisnej oblasti 

(405 - 502 nm), čo odpovedá emisii kolagénu, elastínu, NAD(P)H, flavínom.  

 

Vplyv ochorenia diabetes mellitus : 

- Zvýšenie intenzity fluorescencie skupiny s DM oproti kontrolnej skupine pri 

excitácii 270 nm v emisnom maxime (339 – 341 nm) možno priradiť fluorescencii 

tryptofánu.  

- Pokles intenzity fluorescencie skupiny u  DM N2 (s dávkou orechového oleja 500 

mg.kg
-1

/deň) oproti skupine  DM pri excitácii 270 nm v emisnom maxime (337 – 

341 nm) možno priradiť fluorescencii tryptofánu, aj pri excitácii 340 nm v 

maxime emisie (386,5 nm), odpovedá kolagénu a elastínu. Zistené fluorescenčné 

charakteristiky aort potkanov skupiny DM N2 sa priblížili charakteristikám 

kontrolnej skupiny zdravých potkanov. 

- Časovo rozlíšená fluorescencia ukázala zmenu v tvare spektra v priemernej dobe 

života fluorescencie mean aj v dobe života fluorescencie fitovanej dvoj-

exponenciálnym modelom 1 a 2  skupiny potkanov DM oproti kontrolnej 

skupine. 

- Nárast pomeru amplitúd a2/a1, ktoré predstavujú frakčnú populáciu molekúl 

spojenú s komponentmi dohasínania  pre dobu života fluorescencie 2 a 1, 

súvisiacu so zmenou viazaného (2, a2) a voľného NADH (1, a1). 

-  

Výsledky štúdie okrem analýzy meraní zmien optických parametrov aorty dokladujú 

realizovateľnosť súčasného zaznamenávania signálu generovaním druhej harmonickej, dvoj-

fotónovo excitovanej fluorescencie a zobrazenia doby života fluorescencie potkaních aort, 

súvisiace s priestorovým rozložením kolagénu, NADH a flavínových molekúl v sledovaných 

tkanivách. Výsledky experimentov a ich interpretácia sú príspevkom k objasneniu zmien v 

organizácii kolagénu a funkčných zmien sprevádzajúcich rozvoj kardiovaskulárnych ochorení 

v stene aorty potkanov. Po prvýkrát bolo preukázané pomerné rozlíšenie voľného a viazaného 

NADH pomocou dvoj-exponenciálneho modelu dohasínania autofluorescencie v tkanive 

aorty. 
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SUMMARY 

 

The aim of the dissertation thesis was to investigate changes in the layers of the tunica intima 

and tunica media of the aorta from Wistar rats, induced by hypercholesterolemic (hCh) diet 

(standard diet enriched with 4% cholesterol and 10% lard, duration of the experiment 5 and 

10 weeks), or caused by diabetes mellitus (DM) (streptozotocin 45 mg.kg
-1

, 8 weeks trial), as 

well as the influence of walnut oil (100 mg.kg
-1 

/ day and 500 mg.kg
-1

 / day) for the changes 

in aortic tissue in the condition of diabetes mellitus, compared to control animals. 

Introductory chapters work illustrates basic concepts (hypercholesterolemia and diabetes 

mellitus and their relation to atherosclerosis, description of the experimental methods) and 

provide an overview of the current knowledge based on available published works. 

Methodically the thesis is divided into two sections, which are devoted to: i) the impact of 

hypercholesterolemic diet and ii) the impact of diabetes mellitus, both with the description of 

specific equipment and procedures used. We applied the methods of fluorescence 

spectroscopy, Raman spectroscopy, multiphoton microscopy, fluorescence lifetime imaging 

microscopy, and time and spectrally resolved fluorescence detection. In the Results and 

Discussion section, in addition to analysis of measured changes in the optical parameters of 

the aorta, we justify the feasibility of recordings of second harmonic generation signals, two-

photon excitation of fluorescence and the lifetime of fluorescence in rat aortas, that relates to 

the spatial distribution of collagen, NADH, and flavin molecules in the investigated tissues. 

The obtained experimental results and their interpretation, contribute to the elucidation of 

changes in the spatial organization of collagen and functional changes accompanying the 

development of cardiovascular diseases in the aortic wall of rats. For the first time in rat aorta 

the signals from free and bound NADH has been experimentally observed and identified by 

two-exponential analysis of tissue autofluorescence. 

Keywords: aorta, atherosclerosis, cholesterolemia, diabetes mellitus, fluorescence 
spectroscopy, multi-photon microscopy, Raman spectroscopy 
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