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POUZITE ZKRATKY:
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1. UvVOD

Prostfedi se snizenym obsahem kysliku navozuje u potkana rozvoj hypoxickeé plicni
hypertenze nejprve v dlasledku hypoxické plicni vasokonstrikce s naslednou
remodelaci plicniho cévniho fecisté. Vlivem narlGstu arterialniho krevniho tlaku v
plicnim obéhu dochazi nasledné ke kompenzatorni hypertrofii pravé komory srdecni.
V prubéhu pusobeni hypoxie na plicni tkan pozorujeme redistribuci zirnych bunék ve
sténé plicnich artérii a sou€asné zménu kvality a kvantity jejich sekre¢nich produktd.
Tyto zmény Zirnych bunék probihaji v hypoxii sou€asné s remodelacnimi zménami
zminénych cév. Mezi remodelacni zmény patfi zejména neomuskularizace
nejmensSich prealveolarnich artérii a hypertrofie tunica media vétSich artérii. DalSi
zmény se pak odehravaji ve zméné struktury slozek mezibunécné hmoty. Protoze
jsou zirné bunky zdrojem fady enzym0 a biologicky aktivnich latek, jsou povazovany
za vyznamneého Cinitele v procesu rozvoje morfologického obrazu hypoxické plicni
hypertenze. Efektivni stabilizace granul Zirnych bunék by tedy méla vést k omezeni
remodelacnich zmén plicnich artérii, k omezeni rozvoje hypoxické plicni hypertenze,
a tim sekundarné k omezeni negativniho dopadu na srdce, zejména pak k omezeni
hypertrofie pravé komory srdecni. V prubéhu studie jsme chtéli detailné zmapovat
hlavni morfologické parametry pfestavbovych zmén plicnich artérii a dale charakter
odliSnosti téchto remodelaci pfi funkéné efektivni terapii kromoglykatem sodnym.
Pfestoze se jedna o téma jiz obsahle probadané, véfime, ze pfispéjeme k dalSimu
posunuti neomezenych hranic poznani bazalniho vyzkumu morfologickych zmén
kardiopulmonalniho cévniho feCisté za experimentalnich podminek. Prace
morfologicky navazuje na rozsahlou praci tymu prof. Hergeta a prof. Hampla Ustavu

fyziologie 2. |ékafské fakulty v Praze, ktery se timto tématem zabyva jiz dlouhou



dobu a ktery verifikoval fadu dnes jizZ vSeobecné akceptovanych funkénich hypotéz

tohoto tématu.

2. TEORETICKE ZAKLADY

Plicni hypertenze je projevem fady heterogennich onemocnéni, které usti
v remodelacni zmény plicnich artérii. Této spoleCné symptomatologie lze vyuzit pfi
vyzkumu, kdy zakladni patomorfologicka remodelace kardiopulmonalniho fecisté je
spole€nym parametrem fady patologickych stavi (Dorfmdller et al., 2012). Klasifikace
plicni hypertenze je vzhledem k velké riznorodosti vyvolavajicich onemocnéni slozita
a byla v pribéhu poslednich desetileti jiz nékolikrat pozménéna. V soucasné dobé je
platné rozdéleni, ustanovené v roce 2008 (4™ World Symposium On Pulmonary
Hypertension, 2008, Dana Point, California, USA), které klasifikuje onemocnéni

vyvolavajici plicni hypertenzi do 5 skupin:

1. skupina - Plicni arterialni hypertenze

2. skupina - Plicni hypertenze vznikla v disledku onemocnéni levého srdce

3. skupina - Plicni hypertenze vznikla v dusledku plicniho onemocnéni €i hypoxie
4. skupina - Chronicka trombembolicka plicni hypertenze

5. skupina - Plicni hypertenze s nejasnou multifaktorialni etiologii vzniku

(Simonneau et al., 2013).

V oblasti vyzkumu plicni hypertenze existuje fada moznych zvifecich modelu a jejich
pouziti (Stenmark et al., 2009). V naSem experimentu remodelacnich zmén plicnich

artérii a srdce jsme pouzili model hypoxické plicni hypertenze u potkana, ktery byl
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mnoha pfedchozimi pracemi v oboru odzkousen jako funkéni (Hislop et al., 1976;

Williams et al., 1977).

Prostfedi se snizenym obsahem kysliku indukuje plicni arteridlni remodelace, které
usti v rozvoj plicni hypertenze. Mnoho ztéchto zmén se odehrava v prvnich 2
tydnech expozice hypoxii, kdy se v plicni tkani uplatfiuje fada patologickych drah,
jako je produkce peroxidu vodiku alveolarnimi makrofagy, zpusobujici poSkozovani
plicnich artérii (Wilhelm et al., 2003), produkce intersticialni kolagenazy — matrix-
metaloproteinazy 13 (MMP-13) plicnimi Zirnymi burfkami vedouci ke Stépeni
nativnich kolagenu, zejména kolagenu typu I. Tyto $tépy dale vedou ke stimulaci
fibroblastd a hladkych svalovych bunék k proliferaci a produkci mezibuné&né hmoty
(Gardi et al., 1994). Produkce téchto nizkomolekularnich §tépl kolagenu se
odehrava jiz v ¢asnych fazich expozice hypoxii a ma pravdépodobné kliCovou ulohu
v rozvoji remodelace (Novotna et al., 2002). Expozice hypoxii je dale spojena s
produkci faktoru, jako je PDGF (Dahal et al., 2011) nebo HIF-1a, ktery pfimo
indukuje produkci VEGF a erytropoietinu (Voelkel et al., 2000). Uplatiuje se zde dale
fada hypoxii indukovanych faktort, které ovliviiuji vysledné remodelacni zmény
plicnich artérii (Rose et al., 2002; Feltis et al., 2007; Ball et al., 2014). Vzhledem k
poznatku, ze pfi omezeni aktivity MMP-13 dochazi k redukci remodelace plicnich
artérii az o 50 % (Herget et al., 2003), povazuje se praveé tento faktor za uréujici v

indukci remodeladnich zmén.

Zirné burky produkujici MMP-13 byly nalezeny v tunica adventitia odporovych
plicnich artérii, zejména pak v inicialnich fazich expozice hypoxii (Vajner et al., 2006).

Produkce MMP-13 Zirnymi bunkami po expozici hypoxii byla prokazana i in vitro
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(Maxova et al., 2002; Maxova et al., 2010). Dale byla potvrzena hypotéza, Ze terapie
kromoglykatem sodnym jakozto stabilizatorem zirnych bunék proti degranulaci
omezuje rozvoj hypoxické plicni hypertenze (Banasova et. al., 2008; Maxova et. al.,
2010). Cilem naSi prace tedy bylo morfologicky kvalitativné a kvantitativné popsat
zmeény plicnich artérii a srdce v pribéhu hypoxie pfi souCasné terapii kromoglykatem
sodnym, ktery cestou stabilizace zirnych bunék vede k omezeni rozvoje hypoxické
plicni hypertenze (Herget et al., 2003).

Hypertrofie pravé komory srdeCni je sekundarnim kompenzatornim projevem
srde¢niho svalu na zvySeny odpor plicniho arterialniho fecisté. Tyto zmény zpusobuiji
dysfunkci pravé komory, a tim vyrazné zvySuji morbiditu a mortalitu pacientd s
hypoxickou plicni hypertenzi (Bartelds et al., 2016). Hlavni projevy plicni hypertenze
na srdci vznikaji v dlsledku kompenzace omezeni srdecniho vydeje vzestupem tlaku
v malém obéhu. Soucasné s hypertrofii pravé komory dochazi také k postupnému
narustu kontraktility tak, aby byl zachovan srde¢ni vydej pro potfeby organismu.
Postupné selhani této homeometrické funkéni adaptace usti v patologickou
heterometrickou adaptaci srdce a s tim souvisejici postupné srdeCni selhavani. To
charakterizuje postupné se snizujici srdecCni vydej, naruSsené plnéni levé komory a
siné, nasledné snizeni kontraktility myokardu pravé komory a tim postupné snizeni
fyzické kondice pacienta (Naeije et al., 2014; Pinsky, 2016). Hypertrofii pravé komory
srdecni Ize tedy v pribé&hu pokusu hypoxické plicni hypertenze predpokladat a jeji
kvantifikaci je tedy mozné pouzit jako dobry indikator efektivity navozeni

experimentalni hypoxické plicni hypertenze a také jako indikator efektivity jeji terapie.
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3. HYPOTEZA A CILE PRACE

3.1 Studie 1: Morfologické zmény kardiopulmonalniho krevniho rec¢isté potkana

v pribéhu 4denni hypoxie

Podle souCasného stavu poznani vede jiz nékolikadenni expozice prostfedi se
snizenym obsahem kysliku k zdsadnim morfologickym a funkénim zménam
kardiopulmonalniho krevniho fecisté. Tyto inicialni zmény se zdaji byt urlujici pro
dal8i postup reaktivity plicnich artérii a srdce na zménu zevniho prostfedi. Terapie

kromoglykatem sodnym by méla tyto zmény morfologicky modifikovat.

Hypotézy:

1. 4denni hypoxie indukuje hypoxickou remodelaci plicnich artérii, ktera je
dostatecna pro rozvoj hypoxické plicni hypertenze, a tim pro rozvoj hypertrofie pravé

komory srdecni potkana.

2. Efektivni stabilizace zirnych bunék proti degranulaci v prubéhu 4denni hypoxie
omezuje rozvoj morfologickych prestaveb plicnich artérii, a tim také rozvoj funkénich
nasledku hypoxické plicni hypertenze v podobé hypertrofie pravé komory srdecni

potkana.

3. Omezeni sekreéni aktivity zirnych bunék vede ke zménam slozek mezibunécéné
hmoty plicnich artérii potkana jak v pribéhu 4denni hypoxické arterialni remodelace,

tak v prostfedi s obvyklym obsahem kysliku — normoxie.
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Cile prace:

1. Zakladni kvalitativni posouzeni jednotlivych kategorii plicnich artérii potkana jak

v pribéhu 4denni hypoxie, tak pfi sou€asné terapii kromoglykatem sodnym.

2. Kvantifikace morfologickych zmén plicnich artérii a srdce potkana jak v prabéhu

4denni hypoxie, tak pfi souasné terapii kromoglykatem sodnym.

3. Kvantifikace zmén v distribuci zirnych bunék detekovatelnych toluidinovou modfi a
zirnych bunék MMP-13 pozitivnich ve sténé jednotlivych kategorii plicnich artérii
potkana jak v pribéhu 4denni hypoxie, tak pfi souCasné terapii kromoglykatem

sodnym.
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3.2 Studie 2: Morfologické zmény kardiopulmonalniho krevniho rec€isté potkana

v pribéhu 21denni hypoxie

Jestlize 4denni hypoxie vede k iniciaci rozvoje morfologického obrazu hypoxické
plicni remodelace, povazujeme 21denni experiment u potkana za dostateCny pro
rozvoj definitivni morfologické odpovédi plicnich artérii na hypoxii. Prvni dny
kontinualni hypoxické expozice se zdaji byt pro nasledujici morfologické remodelace
dlouhodobého pokusu urcujici, proto by méla inicialni terapie kromoglykatem sodnym

tento rozvoj modifikovat.

Hypotézy:

1. 21denni hypoxie vede k rozvoji definitivni hypoxické remodelace plicnich artérii,
ktera usti v dalSi progresi hypoxické plicni hypertenze, a tim v progresi hypertrofie

pravé komory srdecni potkana.

2. Efektivni stabilizace zirnych bunék proti degranulaci v prubéhu prvnich 4 dna
21denni hypoxie modifikuje vysledny morfologicky obraz hypoxické remodelace

jednotlivych kategorii plicnich artérii potkana.

3. Omezeni sekrec¢ni aktivity zirnych bunék v poslednich 4 dnech 21denni hypoxie

nebude mit vzhledem k jiz nastavenému trendu hypoxické remodelace vliv na

vyslednou morfologii plicnich artérii potkana.
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Cile prace:

1. Zakladni kvalitativni posouzeni jednotlivych kategorii plicnich artérii potkana jak
v pribéhu 21denni hypoxie, tak pfi souCasné terapii kromoglykatem sodnym

v prvnich nebo poslednich 4 dnech pokusu.

2. Kvantifikace morfologickych zmén plicnich artérii a srdce potkana jak v prabéhu
21denni hypoxie, tak pfi souCasné terapii kromoglykatem sodnym v prvnich nebo

poslednich 4 dnech pokusu.

3. Kvantifikace zmén v distribuci toluidinovou modfi detekovatelnych Zirnych bunék a
MMP-13 pozitivnich Zirnych bunék ve sténé jednotlivych kategorii plicnich artérii
potkana jak v pribéhu 21denni hypoxie, tak pfi souCasné terapii kromoglykatem

sodnym v prvnich nebo poslednich 4 dnech pokusu.
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4. METODIKA

4.1. Rozdéleni experimentalnich zvirat do pokusnych skupin

Pro experiment jsme pouZili samce potkana kmene Han Whistar (BioTest Ltd.,
Konarovice, Ceska republika), ktefi byli po 8 jedincich nahodné rozdéleni do 9
pokusnych skupin. Byly to skupiny kontrolni, které byly ponechany v normoxickém a
normobarickém prostfedi bez dalSi terapie po dobu 4 dni (skupina N4) a 21 dni
(skupina N21), skupiny vystavené normobarické hypoxii (10% O3) po dobu 4 dni bez
dal$i terapie (skupina H4) a po dobu 21 dni bez dalSi terapie (skupina H21), skupiny
vystavené normobarické hypoxii se sou€asnou terapii kormoglykatem sodnym (40
mg/kg z.h., i.p. 1x1; C0399, Sigma-Aldrich Ltd., Praha, Ceska republika) po dobu
4denniho pokusu (skupina H4K), v prvnich 4 dnech 21denniho pokusu (skupina
H21KZ) a v poslednich 4 dnech 21denniho pokusu (H21KK) a nakonec skupiny
kontrolni normoxické s terapii kromoglykatem sodnym v prabéhu 4denniho pokusu
(N4K) a v prvnich 4 dnech 21denniho pokusu (skupina N21KZ). Pro experiment
4denni hypoxie byly pouzity skupiny N4, N4K, H4 a H4K, pro experiment 21denni
hypoxie byly pouzity skupiny N21, N21KZ, H21, H21KZ a H21KK. Pro pfehlednost

rozdéleni jednotlivych skupin slouzi tabulka 1.
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Nazev skupiny Popis skupiny Trvani pokusu

N4 Normoxicka kontrolni skupina bez dalSi terapie 4 dny
po dobu 4 dni
H4 Skupina vystavena 4denni hypoxii 4 dny

bez dalSi terapie

N4K Normoxicka kontrolni skupina s terapii 4 dny
kromoglykatem sodnym
v pribéhu 4denniho pokusu

H4K Skupina vystavena 4denni hypoxii s terapii 4 dny
kromoglykatem sodnym v pribé&hu pokusu

N21 Normoxicka kontrolni skupina bez dalSi terapie 21 dni
po dobu 21 dni

H21 Skupina vystavena 21denni hypoxii 21 dni
bez dalSi terapie

N21KZ Normoxicka kontrolni skupina s terapii 21 dni

kromoglykatem sodnym v prvnich 4 dnech
21denniho pokusu

H21KZ Skupina vystavena 21denni hypoxii s terapii 21 dni
kromoglykatem sodnym
v prvnich 4 dnech pokusu

H21KK Skupina vystavena 21denni hypoxii s terapii 21 dni
kromoglykatem sodnym
v poslednich 4 dnech pokusu

Tab. 1: Rozdéleni experimentalnich skupin potkanti v prabéhu pokusu.

Hypoxické prostfedi normobarické kontinualni hypoxie (10% O) jsme navozovali
v hypoxické komore Oddé&leni vyvojové kardiologie Akademie v&d Ceské republiky
(Fyziologicky ustav AV CR, Praha, Ceska republika). Zaznam o kvalité prostiedi
v hypoxické komofe byl kontinualné monitorovan a zaznamenavan pocitaCem.
Pouzili jsme standardni dietu pokusnych potkani s neomezenou dostupnosti vody.
Kazdy den pak byla zajistovana péce o potkany s vyménou vody a podestylky. Prvni
a posledni den pokusu byli potkani zvazeni. Posledni den experimentu byli potkani
uvedeni do celkové anestézie thiopentalem sodnym (40 mg/kg z.h., i.p.; VUAB
Pharma a.s., Roztoky, Ceska republika) a poté byli usmrceni instrumentalnim
prerusenim kréni patefe. Experimenty se Fidily smérnicemi Evropského spoleCenstvi

a NIH pro pouzivani pokusnych zvifat. Projekt pokusu byl schvalen Odbornou komisi
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pro ochranu laboratornich zvifat na 2. |ékarské fakulté Univerzity Karlovy v Praze.
VSichni experimentatofi ziskali kvalifikaci a odbornou zpusobilost na useku
pokusnych zvifat podle §15d, odstavce 2, pismeno a) zakona €. 246/1992 Sb. na
ochranu zvifat proti tyrani v platném znéni (navrhovani pokusl a projekttd pokusU pro
Iékare, veterinarni Iékafe a osoby s jinym vysokoSkolskym vzdélanim biologického

oboru) na Ceské zemé&délské univerzité v Praze.

4.2. Histologické techniky nekroptickych vzorki

4.2.1. Odbér, zakladni histologické zpracovani vzorku

Po usmrceni potkant byl pitvou preparovan komplex srdce a plice, ktery byl fixovan
pro dalSi histologické zpracovani v Bakerové tekutiné (40% formaldehyd 100 ml,
destilovana voda 900 ml, CaCl, 20 g). Provedli jsme pfikrojeni levé plice podélné v
sagitalni roviné a pravé plice transversalné v urovni hilu. Srdce jsme pfikroijili
Siklovym Fezem v urovni komor distalné bezprostfedn& pod atrioventrikularnim
pfechodem. Vzorky byly zality do parafinu a paralelni fezy byly krajeny o tloustce

5 um.

4.2.2. Zakladni barveni

Pro pfehledné barveni preparatl plic a srdce jsme pouzili hematoxylin-eosin. Jako
selektivni barveni jsme pouzili orcein k identifikaci elastickych vlaken a membran,
barveni podle van Giesona k identifikaci kolagennich viaken (kolagen typu 1),

toluidinovou modf k zobrazeni granul zirnych bunék, a tim tedy toluidinovou modfi
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detekovatelnych Zirnych bunék (TBDMC), a impregnaci podle Gomoriho k identifikaci

retikularnich vliaken (kolagenu typu Ill).

4.2.3. Imunohistochemcky prikaz matrix metaloproteinazy 13

Produkce a akumulace MMP-13 v granulech Zirnych bunék byla identifikovana
imunohistochemicky (IHCH). Tak byly detekovany MMP-13 pozitivni zirné burky
(MMP13MC). Revitalizaci antigenu na deparafinovanych a rehydratovanych fezech
jsme provedli jejich koupeli v citratovém pufru pfi teploté 96°C po dobu 15 minut.
Jako primarni jsme uzili krali¢i polyklonalni protilatku anti-MMP-13 (ab75606, Abcam
plc., Cambridge, UK) Ffedénou v poméru 1:200 roztokem na Fedéni protilatek
(ab64211, Abcam). Inkubace probihala 30 minut pfi pokojové teploté. K blokovani
endogennich enzym(, pozadi a reakci se sekundarni protilatkou jsme pouzili
vizualizacni kit (EXPOSE rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit, ab94726,

Abcam). Rezy byly dobarveny hematoxylinem a montovany do Solakrylu BMX.

4.2.4. Imunohistochemicky prukaz kolagenu typu VI

Produkce a zmény v distribuci kolagenu VI v okoli plicnich artérii byly vizualizovany s
pouzitim IHCH. Revitalizaci antigenu jsme provedli koupeli deparafinovanych a
rehydratovanych fezl v citratovém pufru pfi teploté 96°C po dobu 15 minut. K detekci
jsme pouzili krali¢i polyklonalni protilatku anti-collagen VI (ab6588, Abcam pilc.,
Cambridge, UK) v roztoku na fedéni protilatky (ab64211, Abcam). Primarni protilatka
byla fedéna v poméru 1:200 a inkubace probihala 30 minut pfi pokojové teploté. K

blokovani endogennich enzymu, pozadi a reakci se sekundarni protilatkou jsme
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pouzili vizualiza¢ni kit (EXPOSE rabbit specific HRP/DAB detection IHC kit, ab94726,

Abcam). Preparaty byly dobarveny hematoxylinem a montovany do Solakrylu BMX.

4.3. Metodika kvalitativniho a kvantitativniho posouzeni preparat

4.3.1. Kategorizace plicnich artérii

V plicnim parenchymu potkana jsme rozliSovali tfi kategorie artérii. Prealveolarni
plicni artérie s primérem lumina mezi 10—-30 um (Obr. 1a), osvalené periferni artérie
s prumérem lumina mezi 30-100 um (Obr. 1b) a velké vodivé artérie s primérem
lumina nad 100 pym (Obr. 1c). Prealveolarni artérie tvofi dohromady se skupinou

osvalenych perifernich artérii skupinu tzv. odporovych artérii, které hraji

pravdépodobné dominantni roli v utvareni vysledného plicniho arterialniho tlaku.
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Obr. 1: Jednotlivé kategorie plicnich artérii potkana. Barveni Hematoxylin-eosin. a)
Prealveolarni artérie (@ 10-30 um) (meéritko = 20 um), b) Osvalené periferni artérie

(D 50-100 um) (méfitko = 50 um), Centralni vodivé artérie (@ > 100 um) (méritko =
50 um).

4.3.2. Kvantifikace zmén v distribuci periarterialnich zirnych bunék

Kvantifikace zmén v distribuci periarterialnich zirnych bunék byla provadéna jednak
pfi selektivnim barveni toluidinovou modfi, kdy se jejich granula barvi
metachromaticky Cervenofialové (Obr. 2a), jednak pouzitim IHCH proti intersticialni
kolagenaze (u potkana MMP-13), ktera je obsaZzena v granulech periarterialnich
zirnych bunék (Obr. 2b). Za pozitivni nalez zZirnych bunék byly povaZovany burky
obsahujici granula — tedy buriky nedegranulované. Degranulované zirné bunky
zapocitavany nebyly. Kvantifikace byla provadéna s pomoci analyzatoru obrazu NIS
Elements 3.0 AR (Laboratory Imaging Ltd., Praha, Ceska republika), ktery jsme
pouzili spolu s motorizovanym stolkem mikroskopu k nasnimani a nasledné zméreni
pfesné plochy odecitaného plicniho preparatu. Dale jsme do nasnimaného obrazu
vkladali informaci o lokalizaci a poctu identifikovanych Zzirnych bunék ve sténé
prislusné kategorie plicnich artérii. Vysledny pocet zirnych bunék byl pak prepocitan
na plochu 1 cm? fezu. Metodika byla odvozena od pfedchozi prace mého $kolitele
(Vajner et al., 2006).
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Obr. 2: Identifikace periarterialnich Zirnych bunék pomoci identifikace jejich granul a)
toluidinovou modfi, b) IHCH anti-MMP13. (méritko = 20 um).

4.3.3. Kvantifikace “Double laminated vessels*

Pro posouzeni intenzity hypoxické remodelace plicnich artérii jsme pouzili metodu
kvantifikace zmény v procentualnim zastoupeni “double-laminated vessels” (DLV).
Za DLV byly povazovany odporové artérie, u kterych byla membrana elastica externa
utvofena na vice nez poloviné obvodu (Obr. 3). Elastické membrany byly
identifikovany orceinem. Procentualni zastoupeni artérii bylo hodnoceno po prepoctu
na 1 cm? plochy fezu. Metodika byla odvozena z predchozich praci v tomto oboru

(Leach et al., 1977, Herget et al., 1978).
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Obr. 3: Metodika identifikace “Double-laminated vessels” pfi pfitomnosti membrana

elastica externa na vice nez poloviné obvodu odporové artérie. Prealveolarni artérie.

Orcein. a) “Single-laminated vessel, b) “Double-laminated vessel. (méritko = 20 um).

4.3.4. Metodika ploSnych méreni tloustky vrstev stény velkych vodivych artérii

a myokardu pravé komory srdce pomoci analyzatoru obrazu

K ploSnym méfenim struktur preparatl plic a srdce potkana jsme pouzili analyzator
obrazu NIS Elements 3.0 AR (Laboratory Imaging Ltd., Praha, Ceska republika).
Nejprve jsme provedli s uzitim motorizovaného stolku nasnimani celého preparatu,
dale jsme pomoci funkce manualniho vymezeni plochy definovali okraje poZzadované
struktury a software tuto plochu zméfil. Aplikaci jsme pouzili na méfeni plochy a
tloustky tunica media a tunica adventitia u centralnich vodivych artérii plic a dale k
méfeni tloustky myokardu pravé komory srdce. Postupovali jsme podle nami
navrzeného predpokladu, ze i nepravidelné ohrani¢enou plochu si Ize pfedstavit tak,
ze patfi kruhu, jemuz lze zpétné vypocitat polomér. Pokud jsme téchto "kruhud"
vytvorili koncentricky vice (lumen, tunica media, tunica adventitia), naslednym
odectem jejich polomérl jsme ziskali primérnou tloustku tunica media, tunica
adventitia a myokardu (Obr. 4).
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Obr. 4: Schéma méreni tloustky podvrstev luminizovanych struktur u centrélnich
vodivych artérii plic a myokardu srdce potkana na zakladeé zpétného odectu
nepravidelnych ploch a zpétného vypoctu poloméru.

4.3.5. Metodika méreni pramérné tloustky kardiomyocyti jednotlivych

podvrstev myokardu pomoci analyzatoru obrazu.

V kategorizaci podvrstev myokardu pravé komory srdce potkana a metodice méreni
tloustky kardiomyocytl jsme vychazeli z metodiky prace Campbella a spol. (1991).
Ten stanovuje vrstvu endomyokardia, mesomyokardia a epimyokardia (Obr. 5).
Priamérna tloustka kardiomyocytlu jednotlivych podvrstev myokardu byla vypoctena
podle metodiky prace Corna a spol. (Corno et al., 2004) jako prumérna hodnota
méreni tloustky 60 kardiomyocytd na daném fezu. K morfometrii byl opét pouzit
analyzator obrazu NIS Elements 3.0 AR (Laboratory Imaging Ltd., Praha, Ceska

republika).
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Obr. 5: Znazornéni jednotlivych vrstev myokardu pravé komory srdce potkana.
Barveni hematoxylin-eosin (méritko = 100 um). a) Endomyokard, b) Mesomyokard,
c¢) Epimyokard.

4.3.5 Statistické zpracovani vysledku

Statisticka analyza byla provedena neparametrickou variantou analyzy rozptylu,
Kruskalovym-Wallisovym testem, srovnavajicim vice nezavislych skupin, s
Bonferroniho korekci (byla-li potfebna). PouZili jsme program Statistica v.10 software
(StatSoft, Inc., U.S.A.). Ziskana data jsou prezentovana jako mediany a IQR. Za

signifikantni jsme povazovali hodnoty p < 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Studie 1: Morfologické zmény kardiopulmonalniho krevniho fecisté

potkana v prabéhu 4 denni hypoxie

5.1.1. Morfologie prealveolarnich artérii

U skupiny N4 jsme zaznamenali prealveolarni artérie s 1-2 vrstvami hladkych
svalovych bunék. Osvaleni téchto artérii je symetrické (Obr. 6a). Vytvareji pouze
membrana elastica interna (Obr. 6b, €erna Sipka). V tunica adventitia prealveolarnich
artérii jsou ojedinélé fibroblasty, tenka vlakna kolagenu | (Obr. 6¢, ¢erna Sipka) a
vlakna retikularni (Obr. 6d). Cytoplasma fibroblastl je eosinofilni, jadra jevi pfevahu
heterochromatinu. Pozitivitu kolagenu VI jsme zaznamenali v bazalni membrané

endotelovych bunék (Obr. 6e, Cerna Sipka), tato vrstva je nesouvisla. Pozitivitu jevi i

endomysium hladkych svalovych bunék (Obr. 6e, bila Sipka).
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Obr. 6: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny N4. (méfitko = 20 um). a)
hematoxylin-eosin, b) orcein, c) van Gieson, d) Gomori, ) IHCH anti-Collagen VI.

Prealveolarni artérie skupiny H4 nesou znamky probihajici hypoxické remodelace.
Artérie jsou muskularizované s vice nez 3 vrstvami hladkych svalovych bunék (Obr.
7a). Nachazime Castou formaci membrana elastica externa do obrazu DLV (Obr. 7b,
Cerna Sipka). Tunica adventitia obsahuje fibroblasty s basofilni cytoplasmou a s
jadrem s pfevahou euchromatinu obklopené vliakny kolagenu | (Obr. 7c, Cerna Sipka)
a dale pak retikularni vlakna bez znamek fragmentace (Obr. 7d, €erna Sipka).
Retikularni vlakna obklopuji také hladké svalové burky tunica media (Obr. 7d, bila
Sipka). Zaznamenali jsme pozitivitu kolagenu VI subendotelialné a v tunica adventitia

(Obr. 7e, Cerna Sipka), dale pak vyraznou pozitivitu v endomysiu (Obr. 7e, bila Sipka).
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Obr. 7: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny H4. (méfitko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

U skupiny N4K je morfologicky nalez obdobny jako u skupiny N4 (Obr. 8a,b,c) avSak
s rozdilem nalezu znamek fragmentace retikularnich vlidken v tunica adventitia (Obr.

8d, Cerna Sipka). Pozitivita kolagenu VI byla stejna jako u skupiny N4, tedy v bazalni
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membrané pod endoteliemi (Obr. 8e, Cerna Sipka) a v endomysiu (Obr. 8e, bila

Sipka).

v vs

Obr. 8: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny N4K. (méfitko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.
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Prealveolarni artérie skupiny H4K maji fyziologickou urovern osvaleni v podobé 1-3
vrstev hladkych svalovych bunék (Obr. 9a). Membrana elastica externa vétSinou neni
formovana (Obr. 9b). V tunica adventitia pfitomna vlakna kolagenu | jsou u této
skupiny cetnéjsi a tlustsi (Obr. 9c, Cerna Sipka). Retikularni vlakna jsou tenka a

fragmentovana (Obr. 9d, Cerna Sipka). Pozitivita kolagenu VI byla identicka se

skupinou N4 (Obr. 9e).
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Obr. 9: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny H4K. (méfitko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.”

5.1.2. Morfologie osvalenych perifernich artérii

Osvalené periferni artérie skupiny N4 jsou symetricky muskularizované s 4-5
vrstvami hladkych svalovych bunék (Obr. 10a). Ojedinéle tvofi pouze membrana
elastica interna do obrazu “single laminated vessels®, vétSinové vSak odpovidaji
morfologické charakteristice DLV (Obr. 10b). Tunica adventitia obsahuje jemna
vlakna kolagenu | (Obr. 10c, €erna Sipka) a vlakna retikularni (Obr. 10d, ¢erna Sipka),
dale pak mezi vlakny longitudinalné ulozené fibroblasty. Kolagen VI je pozitivni v
rozsahu bazalni membrany endotelii (Obr. 10e, erna Sipka), dale pak v endomysiu

(Obr. 10e, Seda Sipka) a mirné v tunica adventitia (Obr. 10e, bila Sipka).
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Obr. 10: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny N4. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

U skupiny H4 nachazime osvalené periferni artérie se znamkami inicialni
asymetrické hypertrofie tunica media s obrazem formovani tzv. Sikmych segmentd
(Obr. 11a, Cerna Sipka). Témér vyluéné je formovani membrana elastica externa,
ktera spolu s jiz existujici membrana elastica interna vytvafi obraz DLV (Obr. 11b,
Cerna Sipka). Tunica adventitia obsahuje fibroblasty s basofilni cytoplasmou a s
jadrem s pfevahou euchromatinu obklopené viakny kolagenu | (Obr. 11c, €erna
Sipka) a dale pak retikularni vidkna bez znamek fragmentace (Obr. 11d, erna Sipka).
Retikularni vidkna obklopuji také hladké svalové buriky tunica media (Obr. 11d, bila

Sipka). Pozitivita kolagenu VI je v rozsahu endomysia pouze mirng, dale pak
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vyraznéji na pfechodu tunica media a tunica adventitia (Obr. 11e, Cerna Sipka) a také

v tunica adventitia (Obr. 11e, bila Sipka).

v v

Obr. 11: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny H4. (méfitko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.
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Zakladni morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny N4K je obdobna jako u
skupiny N4 (Obr. 12a). Dominantné se také u této skupiny vyskytuji artérie
s obrazem DLV (Obr. 12b). U vlaken kolagenu | jsme zaznamenali vyrazné&jsi
agregaci v misté prechodu tunica media a tunica adventitia (Obr. 12c, Cerna Sipka).
Specificka je morfologie retikularnich vlaken v tunica adventitia, které vykazovaly

znamky fragmentace (Obr. 12d, €erna Sipka). Pozitivita kolagenu VI je stejna jako u

skupiny N4 (Obr. 12e).
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Obr. 12: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny N4K. (méritko = 50 um).
a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.
Nalez u skupiny H4K je obdobny jako u skupiny N4K. Tunica media obsahuje 4-5
vrstev hladkych svalovych bunék bez znamek hypertrofie (Obr. 13a). Artérie
dominantné odpovidaji obrazu DLV (Obr. 13b). Tunica adventitia obsahuje jemna
vlakna kolagenu | (Obr 13c, Cerna Sipka) a vlakna retikularni, ktera jevi znamky
fragmentace (Obr 13d, ¢erna Sipka), dale pak mezi vlakny longitudinalné ulozené
fibroblasty. Nachazime slabou pozitivitu kolagenu VI v endomysiu a subendotelialné

(Obr. 13e, Cerna Sipka) a dale vyrazné pozitivitu v tunica adventitia (Obr. 13e, bila

Sipka). Endomysium je pozitivni vice nez u skupiny H4 a méné nez u skupiny N4.
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Obr. 13: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny H4K. (méritko = 50 um).
a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

5.1.3. Morfologie velkych vodivych artérii

U skupiny N4 nachazime fyziologické usporadani velkych artérii s tunica media a
tunica adventitia (Obr. 14a), primérné 4-5 fenestrovanych elastickych membran
tunica media (Obr. 14b). VIakna kolagenu | vytvafi v tunica adventitia hustou vnitfni
vrstvu tlustych kolagennich vlaken (Obr. 14c, Cerna Sipka) a dale zevni vrstvu
tenkych a Fidce uspofadanych kolagennich vidken (Obr. 14c, bila Sipka). Retikularni
vlakna tvofi kontinualni vrstvu na rozhrani tunica media a tunica adventitia (Obr. 14d,
¢erna Sipka). Pozitivitu kolagenu VI jsme zaznamenali v endomysiu se zvyraznénim v

blizkosti membrana elastica externa (Obr. 14e, Cerna Sipka). VyraznéjSi pozitivita
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byla nalezena také ve vnitfni vrstvé tunica adventitia (Obr. 14e, bila Sipka) a dale v

bazalni membrané endotelii vasa vasorum (Obr. 14e, Seda Sipka).

Obr. 14: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny N4. (méfitko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.
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U skupiny H4 zlstava tunica media v barveni hematoxylinem-eosinem fyziologické
konfigurace (Obr. 15a) a tloustky jako u skupiny N4 (Graf 1). Zaznamenali jsme
narist v primérné tloustce tunica adventitia u centralnich vodivych artérii

s primeérem vysSim nez 300 um oproti kontrolnim skupinam (Graf 2).
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Graf 1: Pramérna tloustka tunica media velkych vodivych artérii s primérem >300
um v prubéhu 4denni hypoxie.
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Graf 2: Primérna tloustka tunica adventitia velkych vodivych artérii s primérem >300
um v prabéhu 4denni hypoxie.

Tunica adventitia je u této skupiny Casto nepravidelné rozSifena s patrnym “sprout-
like” zmnozZenim vasa vasorum (Obr. 15a, Cerna Sipka). Membrana elastica interna je
Casto nepravidelna a prferuSovana (Obr. 15b, Cerné Sipky), stejné jako membranae
fenestratae, u kterych je navic patrné vétveni (Obr. 15b, bila Sipka). Vlakna kolagenu
| jsou tlustS§i a zmnozZena v tunica adventitia (Obr. 15c, Cerna Sipka). Retikularni
vlakna tvofi hustou obalku hladkych svalovych bunék tunica media (Obr. 15d, Cerna
Sipka), dale pak sit v tunica adventitia (Obr. 15d, bila Sipka). Je patrny pokles
pozitivity kolagenu VI v endomysiu (Obr. 15e, €erna Sipka) oproti N4. Naopak

vyrazné narlst v celém rozsahu tunica adventitia (Obr. 15e, bila Sipka). Pozitivita

kolagenu VI je vyraznéji také v okoli vasa vasorum (Obr. 15e, Seda Sipka).
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Obr. 15: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny H4. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

U skupiny N4K zustavaji zakladni morfologie a usporadani elastickych membran v
nezménéné podobé (Obr. 16a,b). Tloustka tunica media a tunica adventitia je
shodna jako u skupiny N4 (Graf 1,2). Tlusta vlakna kolagenu | z vnitfni vrstvy tunica
adventitia se proplétaji s tenkymi vlakny vrstvy vnéjsi (Obr. 16c, Cerna Sipka). Vrstva
retikularnich vlaken na rozmezi tunica media a tunica adventitia, pozorovana u
skupiny N4, jevi u skupiny N4K patrnou fragmentaci (Obr. 16d, Cerna Sipka).

Pozitivita kolagenu VI odpovida nalezu u skupiny N4 (Obr. 16e).
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Obr. 16: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny N4K. (méfitko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

U skupiny H4K je zakladni morfologie a uspofadani elastickych membran
nezménéna (Obr 17a,b). Nezaznamenali jsme zménu v tloustce tunica media oproti

ostatnim skupinam (Graf 1), tunica adventitia je tlustSi nez skupiny N4 a N4K, ale
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tenci nez u skupiny H4 (Graf 2). Nalez vlaken kolagenu | odpovida nalezu u skupiny
H4 (Obr. 17c). Retikularni vlakna nachazime v tunica media kolem hladkych
svalovych bunék (Obr. 17d, Cerna Sipka), v tunica adventitia jsou izolovana retikularni
vlakna fragmentovana (Obr. 17d, bila Sipka). Pozitivitu kolagenu VI nachazime v
endomysiu podobné jako u skupiny N4. Vyraznéji je zde pozitivita v rozsahu tunica

adventitia (Obr. 17e, Cerna Sipka), dale pak v okoli vasa vasorum (Obr. 17e, bila

Sipka).
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Obr. 17: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny H4K. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

5.1.4. Zmény v procentualnim zastoupeni “Double laminated vessels*

4denni hypoxie u skupiny H4 vedla k signifikantnimu nartstu v procentualnim

zastoupeni DLV oproti kontrolnim normoxickym skupindm N4 a N4K, ale také oproti

skupiné H4K. Rozdil mezi skupinami N4, N4K a H4K zaznamenan nebyl (Graf 3).

60

55

50

45

DLV (%)

40

35

30

25

H

N4

H4 N4K
— 0009

H4K

o Median
(] 25%-75%
T Min-Max

Graf 3: Zmény v procentualnim zastoupeni DLV v prabéhu 4denni hypoxie.
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5.1.5. Zmény v distribuci toluidinovou mofi detekovatelnych zirnych bunék

V prabéhu 4denniho pokusu jsme zaznamenali pokles TBDMC v tunica adventitia
perifernich odporovych artérii (Graf 4c) a velkych vodivych artérii skupin H4 a H4K,
oproti skupinam N4 a N4K (Graf 4d). Na urovni prealveolarnich artérii byl
zaznamenan pokles v poc¢tu TBDMC u skupiny H4 oproti skupinam N4 a N4K (Graf
4a). Na urovni perifernich osvalenych artérii signifikantni rozdil zaznamenan nebyl

(Graf 4b).
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Graf 4: Zmény v distribuci TBDMC jednotlivych kategorii plicnich artérii v prubéhu
4denni hypoxie. a) Prealveolarni artérie, b) Periferni osvalené artérie, c) Periferni
odporové artérie, d) Velké vodivé artérie.
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5.1.6. Zmény v distribuci matrix metaloproteinaza 13 pozitivnich zirnych bunék
U prealveolarnich a centralnich vodivych artérii jsme zaznamenali pokles poctu
MMP13MC u skupiny H4 a H4K oproti skupindm N4, N4K. Dale pak pokles
MMP13MC skupiny H4 oproti skupiné H4K (Graf 5a,d). U perifernich osvalenych
artérii pak pokles MMP13MC skupiny H4 oproti skupinam N4 a N4K (Graf 5b). Na
urovni perifernich odporovych artérii jsme zaznamenali pokles MMP13MC skupiny

H4 oproti skupinam N4, N4K a H4K (Graf 5c).
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Graf 5: Zmény v distribuci MMP13MC jednotlivych kategorii plicnich artérii v prabéhu
4denni hypoxie. a) Prealveolarni artérie, b) Periferni osvalené artérie, c) Periferni
odporové artérie, d) Velké vodivé artérie.
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5.1.7. Morfometrické zmény pravé komory srdec¢ni

4denni hypoxie u skupiny H4 vedla k hypertrofii myokardu pravé komory srdec¢ni se
signifikantnim naristem tloustky myokardu oproti skupinam N4, N4K a H4K (Graf
6a). Dale jsme zaznamenali hypertrofii s naristem tloustky kardiomyocytl pravé
komory srdeCni ve vrstvé endomyokardu (Graf 6b) a mesomyokardu (Graf 6c).
Signifikantni zmény jsme nezaznamenali pouze u kardiomyocytu epimyokardu (Graf

6d).
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Graf 6: Zmény v tloustce myokardu [um] pravé komory a v tlouStce kardiomyocytu

[1m] jednotlivych vrstev myokardu v prubéhu 4denni hypoxie.
a) TlouStka myokardu pravé komory

b) TlouStka kardiomyocytli endomyokardu pravé komory

¢) Tloustka kardiomyocyti mesomyokardu pravé komory

d) Tloustka kardiomyocytt epimyokardu pravé komory
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5.1.8. Zmény ve vysledné hmotnosti potkanu

VSichni potkani pokusu 4denni hypoxie zahajovali experiment s primérnou hmotnosti
238 * 1g. Skupiny vystavené hypoxii dosahly signifikantné nizsi primérné hmotnosti
s hodnotou 257 + 1g, nez skupiny normoxické, u kterych byla primérna hmotnost

273 £ 29 (Graf 7).
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Graf 7: Prumérna hmotnost potkant 4denniho experimentu na konci pokusu.
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5.2. Studie 2: Morfologické zmény kardiopulmonalniho krevniho fecisté

potkana v prabéhu 21denni hypoxie

5.2.1. Morfologie prealveolarnich artérii

Morfologicky nalez skupiny prealveolarnich artérii skupiny N21 zcela odpovida
nalezu skupiny N4 u studie 1. Prealveolarni artérie obsahuji nejvySe 1-2 vrstvy
hladkych svalovych bunék s tim, Ze osvaleni stény artérii je symetrické (Obr. 18a).
Artérie utvareji pouze membrana elastica interna (Obr. 18b, ¢erna Sipka). V tunica
adventitia prealveolarnich artérii jsou ojedinélé fibroblasty, tenka viakna kolagenu |
(Obr. 18c, Cerna Sipka) a vlakna retikularni (Obr. 18d, Cerna Sipka). Cytoplasma
fibroblastl je eosinofilni a obsahuje jadro s pfevahou heterochromatinu. Pozitivitu
kolagenu VI jsme zaznamenali v bazalni membrané pod endoteliemi (Obr. 18e, Cerna

Sipka), tato vrstva je nesouvisla, endomysium je rovnéz pozitivni (Obr. 18e, bila

Sipka).
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Obr. 18: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny N21. (méfitko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

Prealveolarni artérie skupiny H21 jsou muskularizované vice nez 3 vrstvami hladkych
svalovych bunék (Obr. 19a). Nalézame cCetné artérie s formovanou membrana
elastica externa pfes vice nez 2 obvodu do obrazu DLV (Obr. 19b, €erna Sipka).
Pozorujeme zmnozeni vlaken kolagenu | v tunica adventitia bez patrné stratifikace
(Obr. 19c, Cerna Sipka) a dale zmnozeni vlaken retikularnich v endomysiu a v tunica
adventitia bez patrné fragmentace (Obr. 19d). Pozitivita kolagenu VI je vyraznéji
patrna v endomysiu (Obr. 19e, Cerna Sipka) a dale v tunica adventitia (Obr. 19e, bila

Sipka).
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Obr. 19: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny H21. (méritko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

Zakladni morfologie prealveolarnich artérii skupiny N21KZ odpovida morfologii
skupiny N21, tedy osvaleni 1-2 vrstvami hladkych svalovych bunék (Obr. 20a).

Artérie tvofi pouze membrana elastica interna (Obr. 20b, &erna Sipka), vlakna
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kolagenu | jsou jemna v tunica adventitia (Obr. 20c, Cerna Sipka) a retikularni viakna
jsou v tunica adventitia mirné zmnozena s patrnou fragmentaci (Obr. 20d, ¢erna

Sipka). Pozitivita kolagenu VI odpovida nalezu u skupiny N21 (Obr. 20e).

v vs

Obr. 20: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny N21KZ. (méritko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.
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Prealveolarni artérie skupiny H21KZ jsou symetricky muskularizované s 3-5 vrstvami
hladkych svalovych bunék v tunica media (Obr 21a). Utvareji ¢asto membrana
elastica externa do obrazu DLV (Obr. 21b, ¢erna Sipka), nalézame ale také pocetné
artérie s pouze membrana elastica interna. Vlakna kolagenu | jsou v rozsahu tunica
adventitia zmnozena a tlusta (Obr. 21c, Cerna Sipka). Retikularni vlakna jsou tlusta a
fragmentovana bez patrnych znamek stratifikace v arterialni sténé (Obr. 21d, ¢erna

Sipka). Pozitivita kolagenu VI je slaba v endomysiu (Obr. 21e, Cerna Sipka) a

vyraznéji pak v rozsahu tunica adventitia (Obr. 21e, bila Sipka).
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Obr. 21: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny H21KZ. (méfitko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

Zakladni morfologie prealveolarnich artérii skupiny H21KK odpovida nalezu skupiny
H21. Osvaleni je patrné ve vice nez 3 vrstvach hladkych svalovych bunék (Obr. 22a).
Artérie tvofi dominantné membrana elastica externa do obrazu DLV (Obr. 22b, ¢erna
Sipka). Vlakna kolagenu | v tunica adventitia jsou zmnozena (Obr. 22c, Cerna Sipka),
retikularni vidkna v endomysiu a v tunica adventitia jsou také pocetngjsi, avSak s
patrnou fragmentaci (Obr. 22d, ¢erna Sipka). Pozitivita kolagenu VI odpovida nalezu

skupiny H21 (Qbr. 22e).
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Obr. 22: Morfologie prealveolarnich artérii u skupiny H21KK. (méfitko = 20 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

5.2.2. Morfologie osvalenych perifernich artérii

Morfologie osvalenych perifernich artérii skupiny N21 opét pIné odpovida morfologii
skupiny N4 ze studie 1. Artérie jsou symetricky osvalené 4-5 vrstvami hladkych
svalovych bunék (Obr. 23a). Nékteré mensi artérie utvareji pouze membrana elastica
interna, vétSinové v8ak odpovidaji obrazu DLV (Obr. 23b, Cerna Sipka). Tunica
adventitia obsahuje jemna vlakna kolagenu | (Obr. 23c) a vlakna retikularni (Obr.
23d), dale pak mezi vliakny longitudinalné uloZené fibroblasty. Kolagen VI je pozitivni
v rozsahu bazalni membrany endotelii (Obr. 23e, Cerna Sipka), dale pak v endomysiu

tunica media (Obr. 23e, bila Sipka) a mirné v tunica adventitia (Obr. 23e, Seda Sipka).
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Obr. 23: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny N21. (méfitko = 50 um).
a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

Osvalené periferni artérie skupiny H21 jevi znamky progrese asymetrické hypertrofie
tunica media s formovanim tzv. Sikmych segmentt a obsahujici vice nez 5 vrstev

hladkych svalovych bunék (Obr. 24a). Naprosto prevazujici jsou artérie, utvarejici
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membrana elastica externa, ktera spolu s jiz existujici membrana elastica interna
vytvari obraz DLV (Obr. 24b). Vlakna kolagenu | jsou v tunica adventitia uspofadany
do 3 vrstev. Vnitfni vrstvy s tenkymi vlakny, které oddéluji tunica media a tunica
adventitia (Obr. 24c, Cerna Sipka). Centralni vrstva s €etnymi tlustymi kolagennimi
vlakny (Obr. 24c, bila Sipka) a zevni vrstva s ten€imi viakny (Obr. 24c, Seda Sipka).
Retikularni vlakna jsou zmnozena v rozsahu endomysia a také v tunica adventitia
bez patrné stratifikace (Obr. 24d). Pozitivita kolagenu VI je méné v endomysiu (QObr.
24e, Cerna Sipka), vyraznéji pak v tunica adventitia s maximem v blizkosti membrana

elastica externa (Obr. 24e, bila Sipka).
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Obr. 24: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny H21. (méfitko = 50 um).
a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.
Osvalené periferni artérie skupiny N21KZ jsou morfologicky téméF identické se
skupinou N21. Zmény jsme nezaznamenali v charakteru osvaleni tunica media (Obr.
25a), v utvareni membrana elastica externa (Obr. 25b) a v kvalité a kvantité vlaken
kolagenu | (Obr. 25c¢). Pouze retikularni vidkna v rozsahu tunica adventitia se odliSuiji,
patrnou fragmentaci (Obr. 25d, ¢erna Sipka). Pozitivita kolagenu VI odpovida nalezu

skupiny N21 (Qbr. 25e).
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Obr. 25: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny N21KZ. (méritko = 50
um). a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-
Collagen VI.

U osvalenych perifernich artérii skupiny H21KZ jsme zaznamenali znamky
hypertrofie tunica media, ta je vS8ak zcela symetricka bez utvafeni tzv. Sikmych
segmentu (Obr. 26a). Artérie vétSinou formuji membrana elastica externa do obrazu
DLV (Obr. 26b), nachazime zde vSak také ojedinélé artérie s pouze membrana
elastica interna jako u skupiny N21. Vlakna kolagenu | jsou v rozsahu tunica
adventitia zmnozZena a ztlustéla s patrnou stratifikaci jako u skupiny H21 (Obr. 26c,
C¢erna Sipka). Retikularni vlakna jsou zmnoZena vrozsahu endomysia a tunica
adventitia, bez stratifikace a s patrnymi fragmentacemi (Obr. 26d, Cerna Sipka).

Pozitivita kolagenu VI je v rozsahu endomysia (Obr. 26e, Cerna Sipka) a tunica
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adventitia (Obr. 26b, bila Sipka). Pozitivita v endomysiu je siln&jSi nez u skupiny H21,

avSak slabsi nez u skupiny N21.

Obr. 26: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny H21KZ. (méfitko = 50
um). a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-
Collagen VI.
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Zakladni morfologie a osvaleni tunica media u skupiny H21KK odpovida skupiné H21
(Obr. 27a). Artérie také tvofi dominantné membrana elastica externa do obrazu DLV
(Obr. 27b) a stejné jako u skupiny H21 obsahuji zmnozZena a tlusta vliakna kolagenu |
v tunica adventitia s patrnym trilaminarnim usporadanim (Obr. 27c, Cerna Sipka).
Retikularni vlakna v endomysiu a tunica adventitia jsou u této skupiny tenka, méné
Casta a jevi znamky fragmentace (Obr. 27d, ¢erna Sipka). Pozitivita kolagenu VI

odpovida nalezu skupiny H21 (Obr. 27e).

7 8 e \'f Pl Mt 4
O R (e, W, .

PN Y TS
O
&\_:\"i‘ bl :

e - ,‘u-'d'

’ﬂ

61



Obr. 27: Morfologie osvalenych perifernich artérii u skupiny H21KK. (méfitko = 50
um). a) Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-
Collagen VI.

5.2.3. Morfologie velkych vodivych artérii

Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny N21 se neliS§i od skupiny N4 ze studie
1, a to jak vcharakteru osvaleni tunica media (Obr. 28a), tak v uspofadani
fenestrovanych elastickych membran tunica media (Obr. 28b), v charakteru vliaken

kolagenu | (Obr. 28c) a vlaken retikularnich (Obr. 29d). Pozitivita kolagenu VI je

stejna jako u skupiny N4 (Obr. 28e).
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Obr. 28: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny N21. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

U skupiny H21 jsme zaznamenali symetrickou hypertrofii tunica media (Obr. 29a),
ktera je u artérii s primérem vySSim nez 300 um signifikantni oproti skupinam N21,
N21KZ (Graf 8). Tunica adventitia je u této skupiny také zbytnéla, misty asymetricky,
s patrnym zmnozZenim vasa vasorum (Obr. 29a, €erna Sipka). Tato hypertrofie byla
také kvantifikovana jako signifikantni u artérii s primérem vys$Sim nez 300 pum oproti

skupindm N21 a N21KZ (Graf 9).
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Graf 8: Primérna tlouStka tunica media velkych vodivych artérii o praméru >300 um
v prubéhu 21denni hypoxie.
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Graf 9: Primérna tloustka tunica adventitia velkych vodivych artérii o praméru >300
um v prubéhu 21denni hypoxie.

Elastické fenestrované membrany tunica media jevi €asto znamky Stépeni a vétveni,
dochazi také ke zmnoZeni elastickych vlaken ve vnitfnich vrstvach tunica adventitia
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(Obr. 29b, Cerna Sipka). Vlakna kolagenu | utvafi v rozsahu tunica adventitia dvé
vrstvy. Vnitfni s tlustymi a zmnozenymi vlakny (Obr. 29c, Cerna Sipka) a zevni
s tenkymi a fidce usporadanymi vliakny (Obr. 29c, bila Sipka). Tyto dvé vrstvy viaken
kolagenu | se vzajemné prolinaji v misté svého kontaktu. Pozorovali jsme zmnoZeni
retikularnich vlaken v endomysiu a v tunica adventitia (Obr. 29d). Pozitivita kolagenu
VI je v endomysiu pouze minimalni (Obr. 29e, ¢erna Sipka), vyraznéjsi pak v rozsahu
tunica adventitia s maximem ve vnitini vrstvé a kolem vasa vasorum (Obr. 29e, bila

Sipka).

T A
A% Ji%‘%@ | ? ,

.

65



v vs

Obr. 29: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny H21. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

Morfologie velkych vodivych artérii, uspofadani elastickych membran a viaken
kolagenu | skupiny N21KZ odpovida zakladnimu morfologickému nalezu u skupiny
N21 (Obr. 30a,b,c). Odlidnosti jsme zaznamenali u vlaken retikularnich, ktera jsou
v rozsahu endomysia a tunica adventitia zmnozena a s patrnou fragmentaci (Obr.

30d, ¢erna Sipka). Pozitivita kolagenu VI odpovida nalezu skupiny N21 (Obr. 30e).
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Obr. 30: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny N21KZ. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

U skupiny H21KZ jsme zaznamenali symetrickou hypertrofii tunica media (Obr. 31a),
ktera je u artérii s primérem vy$Sim nez 300 um signifikantni oproti skupinam N21,
N21KZ (Graf 8). Tunica adventitia je u této skupiny také zbytnéla, misty asymetricky,
s patrnym zmnoZenim vasa vasorum (Obr 31a, ¢erna Sipka). Narust tloustky byl také
kvantifikovan jako signifikantni u artérii s primérem vys8im nez 300 ym oproti
skupinam N21 a N21KZ (Graf 9). Uspofradani fenestrovanych elastickych membran
tunica media odpovida nalezu skupiny H21, s odliSnosti membrana elastica interna,
ktera je tenCi a bez znamek Stépeni a vétveni (Obr. 31b, €erna Sipka). Elasticka
vlakna tunica adventitia jsou méné pocetna. Vlakna kolagenu | utvareji v rozsahu

tunica adventitia dvé vrstvy, vnitfni dominantni vrstvu s tlustymi a poCetnymi vlakny
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(Obr. 31c, Cerna Sipka) a zevni vrstvu s tenimi a fidce uspofadanymi viakny (Obr.
31c, bila Sipka). Zmnozeni retikularnich vlaken jsme zaznamenali v endomysiu (Obr.
31d, €erna Sipka) a v tunica adventitia s patrnou fragmentaci. Tunica adventitia jevila
vnitfni vrstvu retikularnich viaken, ktera byla ponékud tlustSi (Obr. 31d, bila Sipka).
Pozitivita kolagenu VI je v endomysiu (Obr. 31e, Cerna Sipka) a dale pak v rozsahu

tunica adventitia (Obr. 31e, bila Sipka). Pozitivita endomysia je silnéjSi nez u skupiny

H21, avSak slabsi nez u skupiny N21.
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Obr. 31: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny H21KZ. (méritko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, c) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

Morfologie velkych vodivych artérii, uspofadani elastickych membran, elastickych a
vlaken kolagenu | u skupiny H21KK odpovida zakladnimu morfologickému nalezu u
skupiny H21 (Obr. 32a,b,c). OdliSnosti jsme zaznamenali pouze u membrana elastica
interna, ktera je tenci, bez vétveni a Stépeni. Vlakna retikularni jsou v endomysiu
(Obr 32d, Cerna Sipka) a v tunica adventitia (Obr 32d, bila Sipka) mirné zmnozena a
s patrnou fragmentaci. Pozitivita kolagenu VI odpovida nalezu skupiny H21 (Obr.

32e).
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Obr. 32: Morfologie velkych vodivych artérii u skupiny H21KK. (méfitko = 50 um). a)
Hematoxylin-eosin, b) Orcein, ¢) Van Gieson, d) Gomori, e) IHCH anti-Collagen VI.

5.2.4. Zmény v procentualnim zastoupeni “Double laminated vessels*

21denni hypoxie u skupiny H21 vedla k signifikantnimu narlistu v procentualnim
zastoupeni DLV oproti kontrolnim normoxickym skupinam N4 a N4K, ale také oproti
skupiné H21KZ. Rozdil mezi skupinou H21 a H21KK zaznamenan nebyl, také jsme
nezaznamenali rozdil mezi skupinou N21 a N21KZ. U skupiny H21KZ byl pak
signifikantni narust v procentualnim zastoupeni DLV oproti kontrolnim normoxickym

skupinam N4 a N4K (Graf 10).
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Graf 10: Zmény v procentualnim zastoupeni DLV v prubéhu 21 denni hypoxie.

5.2.5. Zmény v distribuci toluidinovou modfi detekovatelnych zirnych bunék

Na urovni prealveolarnich artérii jsme zaznamenali pokles po¢tu TBDMC u skupiny
H21KZ oproti skupinam N21 a N21KZ. U perifernich osvalenych artérii, odporovych

artérii a velkych vodivych artérii byl zaznamenan signifikantni pokles po¢tu TBDMC u

skupiny H21, H21KZ a H21KK oproti skupinam N21 a N21KZ (Graf 11).
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Graf 11: Zmény v distribuci TBDMC jednotlivych kategorii plicnich artérii v prabéhu
21denni hypoxie. a) Prealveolarni artérie, b) Periferni osvalené artérie, c) Periferni
odporové artérie, d) Velké vodivé artérie.

5.2.6. Zmény v distribuci matrix metaloproteinaza 13 pozitivnich zirnych bunék

Na urovni prealveolarnich artérii jsme zaznamenali signifikantni pokles v poctu
MMP13MC u skupiny H21, H21KZ a H21KK oproti skupinam N21 a N21KZ, dale ale
také pokles v potu MMP13MC u skupiny H21KZ oproti skupinam H21 a H21KK. U
perifernich osvalenych artérii, odporovych artérii a velkych vodivych artérii byl
zaznamenan signifikantni pokles po¢tu MMP13MC u skupiny H21, H21KZ a H21KK

oproti skupindm N21 a N21KZ (Graf 12).
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Graf 12: Zmény v distribuci MMP13MC jednotlivych kategorii plicnich artérii
v prubéhu 4denni hypoxie. a) Prealveolarni artérie, b) Periferni osvalené artérie,
c) Periferni odporové artérie, d) Velké vodivé artérie.

5.2.7. Morfometrické zmény pravé komory srdec¢ni

21denni hypoxie u skupiny H21, H21KZ a H21KK vedla k hypertrofii myokardu se
signifikantnim narustem tloustky myokardu pravé komory srdeéni oproti skupinam
N21, N21KZ. U skupiny H21KZ jsme zaznamenaly omezeni hypertrofie s mensi
tloustkou myokardu pravé komory srdec¢ni oproti skupinam H21 a H21KK (Graf 13a).
Dale jsme zaznamenali hypertrofii s naristem tloustky kardiomyocytl pravé komory
srdeCni ve vrstvé endomyokardu (Graf 13b), mesomyokardu (Graf 13c) a

epimyokardu (Graf 13d) u skupiny H21, H21KZ a H21KK oproti skupinam N21 a
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N21KZ. Omezeni hypertrofie kardiomyocytl bylo patrné u skupiny H21KZ oproti

skupinam H21 a H21KK.
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Graf 13: Zmény v tloustce pravého myokardu a dale kardiomyocytu jednotlivych
vrstev myokardu v pribéhu 21denni hypoxie. a) TlouStka pravého myokardu, b)
TlousStka kardiomyocytii pravého endomyokardu, c) TlouStka kardiomyocyti
pravého mesomyokardu, d) TlouStka kardiomyocytu pravého epimyokardu.

5.2.8. Zmény ve vysledné hmotnosti potkani

Vsichni potkani pokusu 21denni hypoxie zahajovali experiment s priimérnou
hmotnosti 279 £ 8g. Skupiny vystavené hypoxii dosahly signifikantné nizsi praimérné
hmotnosti s hodnotou 344 + 3g, nez skupiny normoxické, u kterych byla primérna

hmotnost 388 + 4g (Graf 14).
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Graf 14: Prumérna hmotnost potkand 21denniho experimentu na konci pokusu.

6. DISKUZE

6.1. Vymezeni zkoumané problematiky

Cilem experimentu bylo morfologicky detailné popsat zmény a aspekty remodelace
plicnich artérii potkana v pribéhu 4denni a 21denni hypoxie a zejména pak stav
remodelace pfi souCasné terapii plicni hypertenze kromoglykatem sodnym. P¥i
posuzovani zakladni morfologie plicnich artérii jsme postupovali porovnavanim
s fyziologickym nalezem — v naSem pfipadé skupiny N4 a N21, tedy skupiny kontrolni
normoxické. Tento normalni nalez plicnich artérii, v€etné rozdéleni cév v prlibéhu
vétveni na jednotlivé kategorie, byl do urdité miry jiz popsan (Meyrick et al., 1978).
DalSi prace se v minulosti vénovaly hypoxicko-remodelaénim procesum plicnich
artérii a srdce. Byla tak jiz popsana logicka hypertrofie pravé komory srdecni,

muskularizace plicnich arteriol, & hypertrofie tunica media perifernich plicnich artérii

75



(Leach et al., 1976; Williams et. al., 1977). Pfes fadu praci, které se vénovaly
moznosti ovlivnit rozvoj a pribéh hypoxické plicni hypertenze terapii kromoglykatem
sodnym (napf. Dahal et al., 2011; Bartelds et al., 2012), nebyly doposud pfesné
popsany kvantitativni a kvalitativni morfologické zmény plicnich artérii a srdce
potkana pfi této terapii. Tento vystup by mél byt tedy hlavnim a originalnim ukolem

celého experimentu.

6.2. Studie 1: Morfologické zmény kardiopulmonalniho krevniho fecisté

potkana v prabéhu 4denni hypoxie

Po expozici potkana 4denni hypoxii dochazi k zasadni remodelaci prealveolarnich a
perifernich osvalenych artérii. Tyto dvé skupiny cév tvofi dohromady skupinu
perifernich odporovych artérii, které hraji pravdépodobné dominantni ulohu ve
formovani vysledné plicni hypertenze. Zaznamenana neomuskularizace
prealveolarnich artérii a hypertofie tunica media perifernich odporovych artérii po 4
dnech hypoxie byla v konsensu s nalezem pfedchozich praci (Hislop et al., 1976).
Tyto zmény provazelo zmnozeni kolagennich vlaken v rozsahu tunica adventitia a
dale zmnozeni retikularnich vlaken v endomysiu a tunica adventitia. Tyto vlaknité
slozky mezibunéfné hmoty jsou pravdépodobné produkovany stimulovanymi
hladkymi svalovymi burikami tunica media a fibroblasty tunica adventitia, na které
v prubéhu hypoxické expozice plUsobi fada mediatorli, které jsou hypoxii pfimo
indukované. Jsou to enzymatické produkty zirnych bunék jako tryptaza, chymaza a
MMP-13 u potkanu (Tozzi et al., 1998; Pejler et al., 2010; Maxova et al., 2010). Dale
pak cytokiny jako platelet-derived growth factor (PDGF), basic fibroblast growth factor

(bFGF), vascular endothelial growth factor (VEGF) a transforming growth factor J3,
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které kromé stimulace hladkych svalovych bunék, fibroblastd a endotelii plsobi jako
chemotakticky faktor pro zirné bunky (Kelley et al., 2000; Feltis et al., 2007). DalSi
produkované faktory pak meéni reaktivitu a miru odpovédi na tuto patologickou
signalizaci (Tabima et al., 2010). A nakonec vSeobecné znamé produkty Zirnych
bunék jako histamin a heparin, které ovliviiuji buné&cnou signalizaci mezi burikami a
dale mezi bunkami a mezibunéfnou matrix. Hypoxicka remodelace perifernich
odporovych artérii je provazena také formaci zevni elastické membrany do obrazu
DLV. Tato zména je u hypoxie natolik ur€ujici, ze se narlst v procentualnim
zastoupeni DLV povazuje za znamku probéhlé remodelace (Leach et al., 1977;
Herget et al., 1978). V nasi studii byl zaznamenan signifikantni nartst v po¢tu DLV u

skupiny H4 oproti skupinam N4 a N4K.

V prabéhu hypoxické remodelace dochazi dale ke zméné v mnozstvi exprimovaného
kolagenu VI v rozsahu stény plicnich artérii. Jedna se o Sirokou rodinu nefibrilarnich
kotevnich proteind, které maji v riznych tkanich fadu funkci. Spojuji kolagen VI a
perlekan s bazalni membranou, dale pak jako kotevni protein zprostifedkovavaji
vazbu bunék na rizné souclasti mezibunééné hmoty, &imz pomahaji utvaret 3D
architekturu tkani. Kolagen VI hraje také podstatnou roli v migraci hladkych svalovych
bunék a fibroblastl, ¢imz pomaha v utvafeni finalni struktury mezibuné&né hmoty,
zejména pfi riznych remodelacnich déjich (Fitzgerald et al., 2013; Mak et al., 2014;
Cescon et al., 2015). Literatura popisuje napfiklad zvySenou pozitivitu kolagenu VI
v myokardu pfi remodelaci infarktového lozZiska a diskutuje moznost jeho pouziti jako
markeru remodelace (Dinh et al., 2009). Dale byla popsana snizena pritomnost
kolagenu VI v hladkych svalovych burikach velkych vodivych artérii v pribéhu

hypoxie (Zaloudikova et al., 2017). V nasi praci jsme u skupiny N4 na urovni
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prealveolarnich artérii zaznamenali mirnou pozitivitu v rozsahu endomysia, ktera
vyrazné vzrostla, jeSté s pozitivitou v tunica adventitia u skupiny H4. Tato mista se
zvysenou expresi kolagenu VI Ize pokladat za mista s nejvyraznéjSi remodelacni
aktivitou, ke které dochazi pfi neomuskularizaci tunica media a excesivni tvorbé
vlaknité slozky mezibuné&né hmoty v celém rozsahu stény prealveolarnich artérii. U
skupiny H4K nebyl tento narust pozitivity patrny. Hypotézu o uziti pozitivity kolagenu
VI jako ukazatele remodelacnich zmén s tvorbou vlaknité sloZzky mezibunécné hmoty
a hyperplasie tento nalez potvrzuje. Na urovni perifernich osvalenych artérii byla u
skupiny N4 pozitivita kolagenu VI v rozsahu endomysia a tunica adventitia. Pozitivita
vyrazné poklesla v endomysiu skupiny H4 a naopak vzrostla v tunica adventitia.
Tento nalez vysvétlujeme tak, Ze zde jiZ nedochazi k hyperplasii hladkych svalovych
bunék tunica media jako u prealveolarnich artérii, ale pouze k popsané hypertrofii.
Predpokladame, ZzZe bunky se ve svych proteosyntetickych drahach zacaly
dominantné orientovat na tvorbu intracelularnich produkti nutnych k hypertrofii a
syntéza kolagenu VI je tak omezena. U skupiny H4K byl nalez pozitivity kolagenu VI
v rozsahu endomysia vySSi nez u skupiny H4, ale nizSi nez u skupiny N4. Tento
vysledek potvrzuje morfologicky a morfometricky nalez omezeni hypoxické
remodelace. Nalez zvySené pozitivity kolagenu VI v tunica adventitia u skupiny H4
povazujeme za projev a soucast zvySené produkce komponent mezibunécné hmoty

v ramci remodelace.

Morfologické zmény velkych vodivych artérii nebyly doposud pfili§ posuzovany,
protoze se predpoklada, ze nehraji dominantni ulohu ve formovani vysledného tlaku
plicniho obéhu. V nasi praci jsme se pro celistvost posuzovani arterialniho fecisté

plic potkana zaméfili i na tuto kategorii. Zaznamenali jsme oblasti ztlustélé tunica
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adventitia se zmnozenim vasa vasorum. Je pravdépodobné, Ze jsou tyto zmény také
indukovany pusobenim VEGF, tak jak to bylo jiz v nékterych pracich popsano u
astmatu (Feltis et al., 2007). DalSi autor popsal vyrazny narust vasa vasorum v tunica
adventitia spojeny s perivaskularni extravazaci v prubé&hu hypoxie (Davie et al.,
2004). Narust tloustky tunica adventitia u artérii skupiny H4 s primérem >300 ym
v porovnani se skupinami N4 a N4K byl signifikantni. Narust tloustky tunica media
signifikantni nebyl. Vzhledem k objemu této vrstvy vS8ak nebyla vétsi signifikantni
hypertrofie solidni svalové vrstvy po 4 dnech pokusu ani predpokladana. V rozsahu
stény velkych vodivych artérii doslo pfi hypoxii ke zménam v morfologii vliaknité
slozky mezibunétné hmoty. Konkrétné pak zmnozZeni a jisté dezorganizace
elastickych fenestrovanych membran, zmnozZeni vidken kolagenu | v rozsahu tunica
adventitia a zmnozeni retikularnich vlaken v tunica media a tunica adventitia. Tyto
zmény pfisuzujeme opétovné vyrazné stimulaci hladkych svalovych bunék,
fibroblastd a endotelii hypoxii indukovanymi faktory. Pozitivita kolagenu VI byla na
urovni velkych vodivych artérii u skupiny N4 patrna v endomysiu a dale v tunica
adventitia. Po expozici hypoxii u skupiny H4 pozorujeme pokles pozitivity v tunica
media a narust pozitivity v tunica adventitia. Tyto zmény diskutujeme stejné jako u
perifernich osvalenych artérii. Pokles pozitivity v tunica media jako dusledek snizené
intracelularni produkce pfi hypoxické hypertrofii hladkych svalovych bunék, zvySeny
nalez v tunica adventitia jako projev zvySené tvorby a strukturalni pfestavby
mezibunécné hmoty. Domnivame se, Ze kromé jiz literarné zminéné moznosti pouziti
diagnostiky kolagenu VI jako markeru remodelace, je mozné jej dobfe pouzit jako

pozitivni marker hyperplasie, a do urcité miry jako negativni marker hypertrofie.
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U skupiny H4 byl zaznamenan narust v tloustce myokardu pravé komory srdecni a
dale kardiomyocytl endomyokardu a mesomyokardu pravé komory oproti skupinam
N4 a N4K. Vysledek nam pfinesl dukaz o tom, ze nami navozena hypoxie vedla
efektivné k rozvoji hypoxické plicni hypertenze. V literatufe jsme zaznamenali pouze
pokus, ktery sledoval podrobné remodelace levé komory u systémové hypertenze po
minimalné péti tydnech. V tomto pfipadé byla hypertroficka odpovéd nejvyssi u vrstvy
epimyokardu, kdy autor popsal nejvy3Si hypertroficky potencial u vrstvy s nejmenSimi
kardiomyocyty — tedy vrstvy epimyokardu levé komory (Campbell et al., 2013). D& se
vSak predpokladat rozdilna morfologie u pravé komory, kdy v naSsem pokusu byla
prumérna tloustka kardiomyocytu u vrstvy epimyokardu naopak nejvyssi. S tim vSak
adekvatné koreloval vysledek, kdy jsme u kardiomyocytl epimyokardu po 4 dnech
pokusu hypertrofii vibec nezaznamenali, na rozdil od vrstvy endomyokardu a

mesomyokardu.

Po terapii kromoglykatem sodnym u skupiny H4K byla remodelace vyrazné
omezena. Podle literarnich udaju dochazi po terapii k fosforylaci a shlukovani
proteinu moesinu kolem sekreCnich granul zirnych bunék, ¢imz se zamezi moznosti
jejich degranulace, a tim uvolnéni enzymu a biologicky aktivnich latek do jejich okoli
ve sténé plicnich artérii (Theoharides et al., 2000). JelikoZ povazujeme degranulacni
produkty Zirnych bunék, zejména pak MMP-13, za urCujici v hypoxické remodelaci
plicnich artérii, omezeni prestavby po terapii by mélo byt logickym nasledkem.
Neomuskularizaci prealveolarnich arteii a hypertrofii tunica media perifernich
osvalenych artérii jsme nezaznamenali. Stejné tak nedoslo k narlstu v procentualnim
zastoupeni DLV jako morfologického markeru hypoxické remodelace plicnich artérii.

Struktura kolagenu | a elastickych vlaken se oproti skupiné N4 nezménila. Pozitivita
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kolagenu VI byla u velkych vodivych artérii skupiny H4K podobna jako u skupiny
perifernich osvalenych artérii. Nalézame pozitivitu kolagenu VI v rozsahu endomysia,
ktera je nizSi nez u skupiny N4, av8ak vysSSi neZz u skupiny H4. Pozitivita v tunica
adventitia odpovida nalezu skupiny N4. V tunica adventitia perifernich odporovych
artérii byla zaznamenana fragmentace retikularnich vlaken. S timto stavem jsme se
setkali v naSsem experimentu u vS8ech skupin léCenych kromoglykatem sodnym,
dokonce i u skupin normoxickych s terapii (N4K a N21KZ). Pfedpokladame, Ze
zablokovanim degranulace zirnych bunék kromoglykatem sodnym dojde k narudeni
rovnovahy mezi produkci a Stépenim kolagenu. To nasledné méni rovnovahu a
signalizace v mezibunééné hmoté, ktera se v naSem pfipadé u skupin N4K a N21KZ
projevila pouze fragmentaci retikularnich vlaken. Produkty Zzirnych bunék se
prikazné uplatiiuji v fizeni obratu kolagenu jak za fyziologickych podminek, tak v
prubéhu hypoxie (Novotna et al., 2002). Proteazy zirnych bunék jsou podstatné v
remodelaci mezibunééné hmoty (Nielsen et al., 2008) a Stépeni kolagenu (Greenlee
et al., 2007). Cytokiny zirnych bunék stimuluji fibroblasty a hladké svalové buriky k
produkci kolagenu (Kelley et al., 2000). Tyto zminéné obraty mohou byt blokovany po
stabilizaci zirnych bunék i v normoxii, i za jinych patologickych stavl. Nastifuje to
poznatek prace, ktera popisuje naruSeni kolagenniho obratu s narustem mnozstvi
tenkych kolagennich fibril u invazivniho karcinomu prsu po absenci MMP-13 (Nielsen
et al., 2008). Zirné buriky mohou byt aktivovany také cestou signalizace NO a
reaktivnimi slou¢eninami kysliku (Swindle et al., 2004). Fragmenty kolagenu | stejné
jako degradacni produkty kolagenu po oxidaci a nitraci stimuluji fibroblasty a hladké
svalové buriky k proliferaci a produkci extracelularni matrix. V testu hypotézy, ze
oxidaCni poSkozeni bylo kritické pouze v pocCatecni fazi rozvoje hypoxické plicni

hypertenze, byl v literatufe experimentalnim potkanim aplikovan N-acetylcystein na
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pocatku a v pribéhu chronické hypoxie — tento experiment ved! k signifikantnimu
poklesu v procentualnim zastoupeni DLV oproti kontrolni skupiné (Lachmanova et
al., 2005). Noveé poznatky v této oblasti by meélo pfinést posouzeni naseho

experimentu elektronovou mikroskopii, kterou planujeme provést do budoucna.

DalSim posuzovanym parametrem v pokusu 4denni hypoxie byly zmény v poctu
periarterialnich Zirnych bunék, kdy jsme granula detekovali jak pomoci toluidinové
modfi (TBDMC), tak pomoci IHCH proti MMP13 v granulech Zzirnych bunék
(MMP13MC). Zaznamenali jsme pokles v po¢tu TBDMC a MMP13MC u skupiny
4denni hypoxie H4. Pokles poctu MMP13MC byl omezen terapii kromoglykatem
sodnym u skupiny H4K. Trend zmény poctu periarterialnich zirnych bunék v pribéhu
hypoxie byl odliSny oproti vysledku pfedchozi prace naseho ustavu (Vajner et al.,
2006). Lze se domnivat, ze k odliSnym vysledkim doslo na zakladé rozdilné
reaktivity zirnych bunék a odliSnym nagasovanim degranulace u jednotlivych kmena
potkand. Tato mezikmenova variabilita je v literatufe jizZ popsana u potkanti a mysi
(Majeed, 1994a, 1994b). DalSi hypotézou diskuse je vyrazna dynamika moznych
vysledkd mezi 3. a 7. dnem hypoxie (Meyrick et al., 1979). Jestlize nebyl metodicky
postup pfedchoziho a souCasného experimentu zcela identicky, mohlo dojit
k odlisSnostem ve vysledcich. DalSi moznosti je odliSnost vysledku vlivem rozdilného
zpusobu navozeni hypoxie, kdy Fada pFfedchozich experimentl zabyvajicich se
hypoxii, navozovalo toto prostfedi v hypoxickych komorach, které musely byt
v prubéhu experimentu otvirany z didvodu péce o potkany. Takovy experiment Ize
pak do jisté miry povazovat za pokus s intermitentni hypoxii, ktera je odlisna od
nadeho pokusu. Nami pouzita hypoxicka komora AV CR je dostateéné& prostorna, aby

byla pfes pfechodovou komoru pfistupna experimentatorovi. Neni tedy za cely pokus
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nutné hypoxii preruSovat. Pravé mozné rozdily mezi intermitentni a kontinualni
hypoxii byly jiz v literatufe zaznamenany (Leach et. al, 1976). Podle naseho nazoru
dochazi hypoxii k degranulaci zirnych bunék, a tim také ke ztraté moznosti
vizualizace jejich granul toluidinovou modfi a MMP13. Tim si vysvétluieme pokles
poc¢tu TBDMC a MMP13MC u skupiny H4. Terapie kromoglykatem sodnym tuto
degranulaci omezuje, proto nedochazi ke ztraté moznosti jejich vizualizace, a tim ke
snizeni jejiho zaznamenatelného poctu. Vysledky dale naznacuji, Ze blok
degranulace neni kompletni, protoZze u skupiny prealveolarnich a velkych vodivych
artérii byl, i pfres terapii, zaznamenany jisty signifikantni pokles po¢tu MMP13MC.
Pocet MMP13MC byl u skupiny H4K na urovni prealveolarnich a velkych vodivych
artérii vzdy niz8i nez u skupiny N4 a N4K, avSak signifikantné vySsi u skupiny H4K
nez u skupiny H4 na arovni artérii odporovych i velkych vodivych. Signifikantni dikaz
omezeni bazalni degranulace Zzirnych bunék u skupiny N4K oproti skupiné N4
zaznamenan nebyl i pfesto, Ze nesignifikantni trendy vysledkl byly pravidlem. Této
hypotéze nasvédcCuji také morfologické nalezy jistych odliSnosti u skupiny N4K oproti
skupiné N4, které byly diskutovany vyse. Jisty dikaz nasi hypotézy by mél pfinést
pokus vizualizace zirnych bunék pfes markery membran pomoci c-kit (CD 117)
IHCH, nebo lépe FceR1 IHCH (Heneberg et al., 2011), ktery jsme v nasem pokusu
zatim neprovedli. V literatufe jsou jiz vysledky, které stanovily narust poctu zirnych
bunék vtunica adventitia plicnich artérii v prabéhu hypoxie a v prabéhu
posthypoxického zotaveni u idiopatické plicni hypertenze (Davie et al., 2004 ; Montani
et al., 2011). Kvalitativni nalezy u skupiny H4K byly potvrzeny kvantifikaci zmény
procentualniho zastoupeni DLV, kdy pfi terapii kromoglykatem sodnym nebyl nalezen
rozdil oproti skupiné N4 a N4K. Efekt terapie v podobé omezeni rozvoje remodelace

plicnich artérii pfi hypoxické plicni hypertenzi byl timto dokazan. K podpofe dikazu o
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funkénim efektu terapie jsme zjiStovali zmény v tloustce kardiomyocytl jednotlivych
podvrstev myokardu pravé komory a dale zmény v tloustce pravé komory. Pres
vSechny diskutabilni interpretacni odchylky plicni morfologie by méla byt tato exaktni
metoda dukazem jednoznaénym. U skupiny H4K nedo$lo k zadné zméné
v morfometrii kardiomyocytl pravé komory a v tloustce celé pravé komory oproti

skupindm N4 a N4K.

Na urovni velkych vodivych artérii po terapii kromoglykatem sodnym doslo
k zmenSeni narlstu tloustky tunica adventitia oproti skupiné H4. Presto je zde vSak
zaznamenatelny narast oproti skupiné N4 a N4K. Také zde byl, jako u skupiny H4,
patrny narust poltu vasa vasorum v rozsahu tunica adventitia. Lze tedy dovozovat,
Ze v prubéhu hypoxie jsou v remodelaci velkych vodivych artérii efektivni vyraznéiji i
dal$i faktory uvolfované v souvislosti s hypoxii — viz vySe. Stejné jako u ostatnich
skupin Ié€enych kromoglykatem sodnym jsme zaznamenali fragmentaci retikularnich

vlaken ve sténé artérii.

V konsensu s obdobnymi experimenty v literatufe jsme potvrdili pokles pramérné
télesné vahy potkanu vystavenych hypoxii bez ohledu na terapii kromoglykatem
sodnym. Tedy ze dominantnim faktorem stresu je pro potkany hypoxie, nikoliv
kazdodenni intraperitonealni aplikaci kromoglykatu sodného (Lachmanova et al.,

2005; Banasova et al., 2008).
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6.3. Studie 2: Morfologické zmény kardiopulmonalniho krevniho re¢isté

potkana v prabéhu 21denni hypoxie

Cilem této studie bylo pokracovani v objasnéni morfologickych zmén plicnich artérii
potkana v pribéhu 21denni hypoxie a dale histologickych zmén na téchto cévach po
terapii kromoglykatem sodnym. Jak bylo zminéno, dominantni hypoxicko-
remodelacni déje plicnich artérii se odehravaji v prvnich dvou tydnech hypoxické
expozice, kdy probiha fada vySe zminénych patologickych drah, indukujicich tyto

prestavby.

Morfologické nalezy na plicnich artériich po 21 dnech hypoxie u skupiny H21 byly
logickym pokracovanim remodelace u skupiny H4 z pfedchozi studie, kdy byly tyto
zmény teprve zahajeny a patrné poprvé detekovatelné (Paddenberg et al., 2007). Po
trech tydnech hypoxické remodelace jsme zaznamenali vyraznou muskularizaci
prealveolarnich artérii a dale pokroCilou asymetrickou hypertrofii tunica media
perifernich osvalenych artérii. Tyto zmény odporovych plicnich artérii vedly k formaci
membrana elastica externa a utvafeni obrazu DLV. Narlst procentualniho
zastoupeni DLV byl u skupiny H21 signifikantni oproti skupinam kontrolnim
normoxickym N21 a N21KZ. Na urovni velkych vodivych artérii jsme zaznamenali
hypertrofii a signifikantni narlst tloustky tunica media a tunica adventitia v konsenzu
s vysledky v literatufe (Meyrick et al., 1980). Hypoxicka remodelace perifernich
osvalenych artérii vedla k formaci trilaminarniho usporadani tunica adventitia. Toto
nové vzniklé usporadani pfisuzujeme edému tunica adventitia, ktery muize byt

vrwvs

prubéhu hypoxie (Pietra et al., 2004). Tato morfologie je odliSna od fyziologického
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uspofadani tunica adventitia velkych vodivych artérii, které si zachovavaji
fyziologické bilaminarni uspofadani navzdory 21denni hypoxii, v souladu s
uznavanou literaturou, ktera rozliSuje tuto bilaminaritu a zavadi popisné oznaceni
tunica adventitia a tunica externa (Witter et al., 2016). Po 21.dnu hypoxie jsou
pravdépodobné vesSkeré mozné hypoxické remodelace plicnich artérii kompletni
(Semenza et al., 2001), vSechny aspekty prestaveb jsou morfologicky detekovatelné
a genova exprese je jiz upravena v navaznosti na expozici chronické hypoxii
(Semenza et al., 1985). Nalezy pozitivity kolagenu VI v rozsahu stén jednotlivych

kategorii plicnich artérii odpovidaji nalezim u skupiny H4.

Terapie kromoglykatem sodnym v prvnich 4 dnech hypoxie u skupiny H21KZ
pozménila vysledny morfologicky nalez po 21dennim pokusu. Remodelaéni zmény
byly zaznamenatelné, avsak byly modifikovany a zpomaleny oproti skupiné H21. To
dokazuje také vysledek procentualniho zastoupeni DLV, které bylo u skupiny H21KZ
signifikantné vysSi nez u skupiny kontrolni normoxické N21, avSak nizSi nez u
skupiny H21. Muskularizace prealveolarnich artérii a hypertrofie tunica media
perifernich osvalenych artérii byla symetricka, bez utvafeni obrazu Sikmych
segmentu. Urcita, i kdyz modifikovana prestavba zde vSak jiz probiha. To
pfisuzujeme pravdépodobné kratkodobému terapeutickému efektu kromoglykatu
sodného (Neale et al., 1986). Aktivaci remodelacnich zmén naznacuji i vysledky
pozitivity kolagenu VI, které u jednotlivych kategorii plicnich artérii jiz vice pfipomina
nalezy u skupiny H21, i kdyz méné vyrazné. Vzhledem k nalezu tedy usuzujeme, Ze
inicialni kroky hypoxické remodelace a signalizace podminuji dalSi postup této
kaskady. V pfipadé jeji zmény, jako v nasem pfipadé stabilizaci zirnych bunék,

probiha remodelace nadale modifikované a ani po delSi dobé nedojde symetrie s
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neléCenou hypoxickou skupinou. Zaznamenané zmény vlaknité slozky mezibunécné
hmoty v podobé& zmnoZeni a ztlusténi kolagennich vlaken ve sténé plicnich artérii,
popsana formace vrstev tunica adventitia a fragmentace retikularnich viaken jsou v
konsenzu s nalezem 4denniho pokusu a byly diskutovany vySe. V rozvoji téchto
zmén se zde pravdépodobné uplatriuje také rozvoj edému tunica adventitia spolu se
zmnozenim vasa vasorum, které pozoruieme u vSech skupin IéCenych
kromoglykatem. V diskusi studie 1 jsem zminoval mozné naruSeni bazalni sekrece
zirnych bunék. V literatufe jiz byl popsan pfipad, kdy zména fyziologické aktivity
kolagenaz vedla k fragmentaci retikularnich viaken v endometriu (Xu et al., 2013), je
otazka, zda je tento model obecné pFenositelny na plicni patologii. Dale se tento
nalez kfizi s doposud uznavanou teorii o potencované, chronickou hypoxii
indukované angiogenezi (Wernersson et al.,, 2014), kdy u skupin I|éCenych
kromoglykatem byla angiogeneze v podobé& zmnozeni vasa vasorum jesté
intenzivnéjSi. Otazkou pak tedy je, zda tyto morfologické nalezy vznikaji z pouhého
zablokovani periarterialnich zirnych bunék. Populace zirnych bunék je pomérné
heterogenni skupina (Cruse et al., 2016) obsahujici variabilni mnozstvi vysoce a
nizce elektronové denzniho materialu ve svych granulech (Howell et al., 2003). Je
pravdépodobné, Ze existuji rozdily v moznostech stabilizace granul proti degranulaci.
Tomu nasvédCuje také rozdilnost v moznosti stabilizace napfiklad plicnich,
slizni¢nich &i peritonealnich zirnych bunék (Finn et al., 2013). Nelze tedy napfiklad
vyloucit mozny vliv peribronchialnich zirnych bunék, které mohou mit odliSnou
odpovéd na naSi terapii a které se vyskytuji v bezprostfedni blizkosti velkych
vodivych a perifernich muskularizovanych artérii v ramci tracheobronchialniho
stromu. Tato teorie by mohla byt posouzena kvantifikaci peribronchialnich TBDMC a

MMP13MC. Narust tloustky tunica adventitia a tunica media skupiny H21KZ probéhl
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bez rozdilu oproti skupiné H21. Divodem je pravdépodobny efekt dalSich hypoxii

indukovanych faktort — viz vySe.

Terapie kromoglykatem sodnym v poslednich 4 dnech 21denni hypoxie neméla
vyrazny efekt na finalni morfologii plicnich artérii. Zaznamenali jsme pouze drobné
zmény usporadani kolagennich a retikularnich viaken u perifernich osvalenych artérii
a velkych vodivych artérii. Obrat kolagenu je pravdépodobné dostatec¢né rychly
proces, ktery mize byt pozménén kratkodobym pozdnim zasahem do 21denni
hypoxie. Vysledek je v konsenzu a logickym pokraCovanim vysledku u studie 1.
Procentualni zastoupeni DLV odpovida skupiné H21, dokazuje to tedy, Ze terapie v
poslednich 4 dnech 21denni hypoxie nema vliv na vysledny obraz morfologie

hypoxické plicni hypertenze.

Zmény v distribuci TBDMC a MMP13MC zachovavaji trend ze 4denniho pokusu
studie 1. Hypoxie vedla ke snizeni poCtu detekovatelnych zirnych bunék. Terapie
kromoglykatem sodnym tento trend u 21denniho pokusu nezménila (H21 vs H21KZ
vs H21KK). Vyjimkou byl pouze stav u prealveolarnich artérii, kde byl pokles u
skupiny H21KZ zmirnén oproti skupinam H21 a H21KK, coz mlze byt vysvétleno
rozdilnym mechanismem a nacasovanim remodelaci jednotlivych kategorii plicnich
artérii. Nalez u skupiny N21KZ kopiroval obraz u skupiny N21 s vyjimkou jiz
uvadéné, terapii kromoglykatem sodnym indukované, fragmentace retikularnich

vlaken — viz diskuse N4K studie 1.

Morfometrické vysledky analyzy tloustky jednotlivych kardiomyocytl a celého

myokardu pravé komory srdecni, byl v souladu s pfedpokladanym funkénim efektem
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terapie na hypoxickou plicni hypertenzi. Kardiomyocyty a myokard pravé komory byly
u skupiny H21 a H21KK signifikantné zbytnélé oproti skupinam N21 a N21KZ. U
skupiny H21KZ byla tato hypertrofie méné vyrazna nez u skupin H21 a H21KK, coz
je primy morfologicky dukaz toho, zZe i kratkodoba terapie kromoglykatem sodnym v
pocatku 21denni hypoxie plicni hypertenzi omezi. Rozdilnou reaktivitu jednotlivych
podvrstev myokardu jako u 4denniho pokusu jsme u 21denniho pokusu

nezaznamenali.

Stejné jako u studie 1 jsme potvrdili pokles primérné télesné vahy potkanu
vystavenych hypoxii bez ohledu na terapii kromoglykatem sodnym. Tedy Ze
dominantnim faktorem stresu je pro potkany hypoxie, nikoliv kazdodenni
intraperitonealni aplikaci kromoglykatu sodného (Lachmanova et al., 2005; Barnasova

et al., 2008).

7. ZAVER

Studie 1 dokazala, Ze remodelacni zmény plicnich artérii, které se uskute¢ni béhem
4denni hypoxie se signifikantné projevi zvysenym procentualnim zastoupenim DLV,
jakozto hlavnich markerd hypoxické remodelace plicnich artérii. Tyto prestavbové
zmeény plicnich artérii dostacuji k rozvoji hypoxické plicni hypertenze, ktera pak dale
vede kreaktivni hypertrofii pravé komory srdeCni, a kardiomyocytu ve vrstvé
endomyokardu a mesomyokardu. Stabilizace zirnych bunék kromoglykatem sodnym
v prubéhu 4denni hypoxie tyto remodelaéni zmény vyrazné omezuje, vcCetné
minimalizace dopadu hypoxie na pravou komoru srdecni. Hypoxie zpusobuje krom

muskularizaCnich zmén plicnich artérii také zmény ve vlaknité slozce mezibunécné
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hmoty. Nékteré tyto zmény se odehravaji i pfes, nebo dokonce i vlivem stabilizace
zirnych bunék proti degranulaci, a to bud cestou naruseni bazalni sekrece Zirnych
bunék, nebo cestou uplatnéni dalSich hypoxii indukovanych faktord plicni tkané.
Pocet TBDMC a MMP13MC dle naSi prace po expozici hypoxii v okoli plicnich artérii

klesa, terapie kromoglykatem sodnym tento pokles omezuije.

Studie 2 prokazuje, Ze pokraCovani 4denni hypoxie do 21denniho pokusu vede
k progresi jiz zahdjenych remodelaci plicnich artérii. Terapie kromoglykatem sodnym
v prvnich 4 dnech 21denni hypoxie tento postup omezuje a modifikuje, kdy zmirfiuje
narust v procentualnim zastoupeni DLV, pfesto nedovede zabranit rozvoji hypoxické
plicni hypertenze, a s tim souvisejici hypertrofii kardiomyocytl a celého myokardu
pravé komory srdec¢ni. Vliv na zménu v distribuci TBDMC a MMP13MC tato terapie
vyrazné nema. Terapie kromoglykatem sodnym v poslednich 4 dnech 21denni
hypoxie na vyslednou remodelaci a hypoxickou plicni hypertenzi efekt nema.
Dochazi v3ak presto k projevum terapie kromoglykatem sodnym na urovni viaknité
slozky mezibunécné hmoty. Tyto zmény byly zaznamenany i u skupin normoxickych,

[éCenych kromoglykatem sodnym.

8. SOUHRN

V naSsem pokusu jsme potvrdili terapeuticky efekt kromoglykatu sodného na
hypoxické remodelace plicnich artérii, vedouci v rozvoj hypoxickeé plicni hypertenze.
V prubéhu téchto déju predpokladame kromé degranulaénich produktd zirnych
bunék nezanedbatelny efekt dalSich dulezitych faktor( indukujicich prestavbové

zmeény, které se projevuji dominantné po funkénim zablokovani degranulace Zirnych
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bunék. Doposud prehlizené, avSak vyrazné zmény velkych vodivych artérii v podobé
zbytnéni tunica media a tunica adventitia, hraji pravdépodobné svoji ulohu v utvareni
vysledné hypoxické plicni hypertenze. Na jejich progresi se vSak uplathuji vyraznéji i
jiné faktory nez jen produkty zZirnych bunék. Terapie kromoglykatem sodnym méla
pouze minimalni efekt na plicni artérie, jestlize byl podavan v zavéru pokusu 21denni
hypoxie. Jisty efekt terapie kromoglykatem sodnym v8ak byl zaznamenan i u
[éEenych skupin normoxickych. Analyza hypertrofie myokardu pravé komory srdeéni,
ktera mlze byt povazovana za indikator rozvoje hypoxické plicni hypertenze,
potvrdila naSe morfologické zavéry ve struktufe plicnich artérii potkana v pribéhu
terapie. Déle pak potvrdila funkéni efekt terapie na rozvoj hypoxické plicni

hypertenze.

9. SUMMARY

In our experimment, we confirmed a therapeutic effect of sodium cromoglycate
administration on hypoxic remodeling of the lung pulmonary arteries, even when
administration was at the beginning only. Nevertheless, there is suspicion of other
important players during hypoxic remodeling except periarterial pulmonary mast cells
due to some other morphological remodeling after significant mast cells stabilisation.
On the contrary, so called large conduit arteries could also influence hypoxic
pulmonary hypertension by their conspicuous medial and adventitial remodeling
during hypoxia; neverthless, the effect of mast cells products to these changes was
only partial. Sodium cromoglycate has some litle effect to rat lung arteries, even

administrated in normoxical groups. Hypertrophy of right ventricular myocardium,
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which can be considered as a marker of hypoxic pulmonary hypertension, confirmed

our morphological results in structure of pulmonary arteries during therapy.
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