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1. ABSTRAKT

Neonatalni srdce se vyznacuji vysokou odolnosti k ischemicko-reperfuznimu
(I/R) poskozeni a nemohou byt déle chranéna pomoci ischemického preconditioningu
(IPC). O ischemickém postconditioningu (IPoC) u neonatélnich srdei neni doposud nic
znamo. Potkani srdce izolovana ve stafich 1., 4., 7. a 10. postnatdlni den byla
perfundovana dle Langendorffa. Srdce byla vystavena 40-ti nebo 60-ti minutové
ischemii a reperfuzi do maxima obnovy sily kontrakce. IPoC byl navozen protokoly
3x10s, 3x30s, 3x60s a 5x10s. Odolnost k ischemii se nezménila mezi dny 1 a 4, ale
klesla ve dnech 7 a 10. 10. den ani jeden z protokol IPoC 3x10s, 3x30s a 3x60s nevedl
k signifikantni protekci, ani pfi prodlouzeni délky ischemie na 60 min. Protokol 3x30s
(nejucinnéjsi z predchozich) byl poté aplikovan ve dnech 1, 4 a 7 bez signifikantniho
ucinku. OvSem v dalsi sérii pokust protokol 5x10s signifikantni protektivni ucinek 10.
den uz mél. IPC a [PoC v dospélych srdcich pilisobi prosttednictvim mito-K-ATP kanalu
a oxidu dusnatého (NO). Blokéator mito-K-ATP kandlu (5-HD) podany 5 min pted
ischemii a prvnich 20 minut reperfuze ovSem nemél efekt na odolnost neonatalnich
srdei ani na [PoC 10. den. Dalsi srdce byla pouzita pro analyzu 3-nitrotyrozinu (3-NT) a
byly odebrany vzorky séra pro méfeni sérovych nitrat. Signifikantni rozdil byl nalezen
v sérovych nitratech mezi dny 1 a 10, avSak nikoliv v mnozstvi tkafiového 3-NT. Zjistili
jsme, ze neonatdlni srdce v obdobi své vysoké odolnosti nemohou byt chranéna pomoci
IPoC. Byl nalezen rozdil v produkci NO, ovSem ani mito-K-ATP kanal ani ROS zfejmé

nehraji roli v odolnosti neonatalnich srdci k I/R poSkozeni.
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2. ABSTRACT

Neonatal hearts exhibit higher resistance to ischemia-reperfusion (I/R) injury
and cannot be further protected by ischemic preconditioning (IPC). Nothing is known
about ischemic postconditioning (IPoC) in neonatal hearts yet. Rat hearts isolated on
postnatal days 1, 4, 7 and 10 were perfused according to Langendorff. Hearts were
exposed to 40 or 60 min of ischemia and reperfusion up to the maximum recovery of
developed force. [IPoC was induced by protocols 3x10s, 3x30s, 3x60s and 5x10s.
Tolerance to ischemia did not change from day 1 to day 4 but decreased to days 7 and
10. On day 10, none of the IPoC protocols 3x10s, 3x30s and 3x60s led to significant
protection, not even when the ischemia was prolonged to 60 min. The 3x30s protocol
(the most effective from the previous) was also applied on days 1, 4 and 7 without any
significant effect. However, in the next series of experiments, protocol 5x10s had
significant protective effect on day 10. IPC and IPoC in adult hearts act through
mitochondrial-K-ATP channels and nitric oxide (NO). Surprisingly mito-K-ATP
blocker (5-HD) administered 5 min before ischemia and during first 20 min of
reperfusion had no effect on neonatal resistance or on IPoC on day 10. Another group of
hearts was used for analysis of 3-nitrotyrosine (3-NT) and serum samples were taken to
measure serum nitrates. Significant difference was found in serum nitrates between days
1 and 10 but not in tissue 3-NT amount. We found that neonatal hearts during the
period of their high resistance cannot be further protected by IPoC. Difference in NO
production was found, however neither mito-K-ATP nor ROS seem to play role in the

neonatal resistance to I/R injury.
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3. UVOD

Ischemicka choroba srde¢ni ptredstavuje nejéastéjsi pfi¢inu amrti ve vyspélém
svété. Pro srdecni svalovinu je dilezity neustaly ptisun kysliku a zivin a odvod
odpadnich metaboliti. Myokard miize byt postizen jak omezenim pratoku krve
koronarnim fteciStém (ischemii), tak nedostatkem kysliku v krvi (hypoxickou nebo
anemickou hypoxii). Koronarni fecisté je jiz v klidovych podminkéch typické svoji
vysokou extrakei kysliku z krve, zvySeni dodavky kysliku je tedy mozné pouze
zvySenim pratoku krve korondrnim fecistém. Ischemicka choroba srde¢ni vznika pii
nepoméru mezi myokardialni potfebou kysliku a pratokem okyslicené krve koronarnim
fecistém. Na vzniku tohoto nepoméru se mohou podilet 1 zvysené naroky myokardu,

napf. pfi hypertrofii myokardu.

Pti¢inou vzniku ICHS je vétSinou aterosklerotické postizeni koronarnich tepen.
Toto postizeni je komplikovano nejcastéji trombdzou a naslednym uzéveérem postizené
tepny. Vysledkem je piechod postizené oblasti na anaerobni metabolizmus, coz spolu
s hromadénim odpadnich produktli metabolizmu a porusenim iontové rovnovahy vede
v urCitém casovém odstupu k zaniku kardiomyocytli v postizené oblasti. Ackoliv se
ukazuje, ze kardiomyocyty jsou i v dospélosti schopny omezeného d¢leni, tato

schopnost neni dostate¢na k reparaci poinfarktového loziska, postizeni je tedy trvalé.

Klinicky popis infarktu myokardu je jiz vice nez 100 let stary, jeho 1écba se vSak
rozvijela postupné. Po dlouhou dobu 1écba obsahovala pouze klidovy rezim. Zavedeni
koronarnich jednotek a aktivni 1é€ba arytmii v roce 1961 znamenaly prvni vyznamny
posun ve vysledcich lécby. Teprve zavedeni reperfuznich terapii vSak znamenalo
skute¢né ucinnou léCbu a tyto jsou nyni uspésné klinicky aplikovany jako angioplastika,

trombolyza nebo koronarni bypassy.

Rozsah ischemického posSkozeni ovSem nezavisi pouze na intenzité a trvani
ischemického inzultu, ale také na odolnosti myokardu k ischemii. Cilem vyzkumu je
tedy zvySit odolnost srdeCnich bunék kischemii. Toho 1lze dosidhnout
kardioprotektivnimi  intervencemi, jako je ischemicky preconditioning nebo
postconditioning. Kromé toho existuji i pfirozené se vyskytujici stavy se zvySenou

odolnosti myokardu k ischemii: 1) Vyss$i odolnost neonatdlniho myokardu (u
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laboratorniho potkana je pfitomen pokles pavodni vysoké odolnosti do 10.
postnatalniho dne). 2) Vyssi odolnost Zenského myokardu (samice pfed menopauzou

maji vyssi odolnost myokardu nez samci).

Mechanizmy uvedenych zmén  citlivosti myokardu  kischemii a
kardioprotektivnich intervenci nebyly dosud zcela objasnény. Ukazalo se napiiklad, ze
ischemicky preconditioning neni v obdobi ¢asné neonatalni odolnosti myokardu viibec
ucinny. Studium vyvoje ischemického postconditioningu v prvnich 10 dnech

postnatalniho vyvoje je pfedmétem této dizertacni prace.
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4. LITERARNI PREHLED

4.1 ODOLNOST SRDCE K ISCHEMII

Vysledny rozsah postizené oblasti u akutniho infarktu myokardu zavisi, kromé
velikosti postizené oblasti, také na odolnosti myokardu k ischemii. V minulosti bylo
popsano celkem pét kardioprotektivnich mechanizmi. Prvnim objevem bylo zvySeni
odolnosti k ischemii u zvifat adaptovanych na chronickou hypoxii. Nasledovaly
experimenty s farmakologickym ovlivnénim odolnosti myokardu. Dale pfisly objevy
kardioprotektivnich intervenci ischemického preconditioningu, remote ischemic
conditioningu a ischemického postconditioningu (obr. 1). Objev ischemického
postconditioningu upozornil na pravdépodobné dilezity vyznam reperfuzniho
poskozeni. Kardiomyocyty postizené ischemii nezanikaji pouze v disledku vlastni

ischemie, ale mohou odumirat i v diisledku probihajici reperfuze.

Kromé vyse popsanych umélych kardioprotektivnich intervenci existuji
1 dva stavy pfirozené se vyskytujici zvysené odolnosti myokardu k ischemii. Neonatalni
srdce potkana je prvni postnatalni tyden zvySené¢ odolné k ischemii a jeho odolnost
nelze dale zvysit aplikaci ischemického preconditioningu (Ostadalova et al., 1998).
Naskyta se proto otazka, zda alespon nékteré mechanizmy odolnosti neonatalniho srdce
nejsou analogické mechanizmiim kardioprotektivnich intervenci v dospélych srdcich.
Druhym stavem je zvySend odolnost srdce samic pfed menopauzou. VSechny uvedené

kardioprotektivni intervence a stavy zvySené odolnosti myokardu k ischemii budou dale

popsany.

1960 1970 1980 1990 2000

Adaptace na Ischemicky Ischemicky
chronickou preconditioning postconditioning
hypoxii
Farmakologickée Remote ischemic
protekce conditioning

Obr. 1: Vyvoj kardioprotektivnich intervenci v €ase (upraveno podle: (Ostadal,

2009)).
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4.1.1 Kardioprotektivni intervence
4.1.1.1 Adaptace na chronickou hypoxii

Prvni pozorovani, ze lidé Zijici ve vysSich nadmotskych vyskadch maji nizsi
incidenci infarktu myokardu, pochazi jiz z 60. let minulého stoleti. Protektivni efekt byl
linearn¢ zavisly na nadmoiské vysce. Experimentalni prace poté potvrdily vyssi obnovu
kontraktilni funkce po anoxii u srdci exponovanych chronické hypoxii. Efekt je spjat

ptimo s redukci ischemického poskozeni, jelikoz zmenSuje rozsah nekrozy.

Analyza kardioprotektivnich mechanizmi asociovanych s chronickou hypoxii
navrhla fadu komponent, mezi néz patii napi. mitochondrial permeability transition pore
(mPTP), mitochondridlni K-ATP kanal (mito-K-ATP), kyslikové radikaly (ROS), oxid
dusny (NO) nebo protektivni kindzy. Jak bude dale rozvedeno, tyto mechanizmy se
témet dokonale prekryvaji s mechanizmy popsanymi u dalSich kardioprotektivnich

intervenci (viz ptehled (Ostadal a Kolar, 2007)).

4.1.1.2 Ischemicky preconditioning (IPC)

Ischemicky preconditioning (podrobné viz piehled (Bolli, 2007)) je aplikace
kratkého neletalniho ischemického inzultu pted vlastni ischemii. Vysledny rozsah
infarktu lze takto snizit az o 75%. Protektivni efekt IPC je rozdélen na dvé faze, pticemz
¢asna nastupuje thned a trva cca 2-3 hodiny. Pozdni se objevuje po 12-24 hodinach a
jeji efekt trva 2-3 dny. Protektivni efekt IPC byl potvrzen v fad€é organti u rlznych
zivociSnych druht, veetné ¢lovéka. Kombinace adaptace na chronickou hypoxii a IPC
zvySuje celkovy protektivni efekt (Ostadalova et al., 2002). Pro klinickou praxi je
ovSem limitujici nutnost aplikace pfed vlastnim ischemickym inzultem a tedy moznost
aplikace pouze u kardiochirurgickych vykonl. Analyza kardioprotektivnich
mechanizmil IPC ukézala zapojeni vSech vySe jmenovanych komponent (mPTP, mito-
K-ATP, ROS, NO, protektivnich kinaz), nicméné existuje nckolik rozdilti, napft.
v subtypech proteinkinazy C (PKC), které budou rozvedeny v kapitole tykajici se

mechanizmil kardioprotektivnich intervenci.
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4.1.1.3 Ischemicky postconditioning (IPoC)

Reperfuzni terapie jsou jedinou kauzalni 1écbou u akutniho infarktu myokardu.
Bohuzel reperfuze je sama spjata s dalSim poskozenim tkani a fizena reperfuze
ovlivituje rozsah infarktu. Bylo prokézano, ze ischemicky postconditioning (tfi cykly
30-ti sekundovych reokluzi v reperfuzi) zmensi rozsah infarktu (viz ptehled (Ovize et
al., 2010)). Ovlivnéni reperfuzniho poskozeni mize byt také mechanizmem ucinku IPC,

ktery vyrazn¢ zlepsi schopnost syntézy ATP v reperfuzi (Fryer et al., 2000).

I TPoC byl uspésné vyzkousen na zvitecich modelech i u ¢lovéka. Na rozdil od
IPC, u postconditioningu existuje fada rtiznych protokolii. Mechanizmy popsané u [IPoC
jsou analogické mechanizmiim popsanym u chronické hypoxie a IPC (mPTP, mito-K-
ATP, ROS, NO, i protektivni kindzy). Objev IPoC je klinicky vyznamny, jelikoz jej lze
aplikovat po prob&éhlém akutnim infarktu myokardu (viz ptehled (Ovize et al., 2010)).

4.1.1.4 Remote ischemic conditioning

Preconditioning jedné oblasti myokardu chrani i zbylou ¢ast myokardu, kde
protektivni stimul nebyl proveden. Tento jev, zvany ,,remote conditioning® byl poprvé
popsén jiz v roce 1993 (viz ptehled (Xiong et al., 2011)). Uvedenou protekci myokardu
lze vyvolat 1 ischemii jinych organti nez srdce (napf. koncetiny) a je mozné ji navodit
pred nebo na pocatku reperfuze, coz je opét velmi dilezité pro klinické vyuziti. Z
mechanizmil se pfedpoklada ucast nervovych drah, nebo vznik molekul, které aktivuji
protektivni drdhy v cilovém organu. Protektivni efekt lze prenést dokonce i mezi
riznymi zvifaty transfuzi krve (Dickson et al., 2000). Mechanizmy opét zahrnuji mPTP,

mito-K-ATP, ROS, NO a protektivni kinazy.

4.1.1.5 Farmakologické protekce

Jiz v 70. letech existovaly snahy zasdhnout do odolnosti myokardu k ischemii
farmakologicky. Experimentalni studie na zvitfatech prokazaly efekt napt. propranololu
(B-blokator) a poukazaly na vyznam neurohumoralniho pozadi infarktu (Maroko et al.,
1971). V klinické praxi ale farmakologické ovlivnéni odolnosti myokardu k ischemii

nebylo uspésné.
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Farmakologicky lze ovliviiovat komponenty uplatitujici se v mechanizmech
kardioprotektivnich intervenci. Klicovd komponenta mPTP, cyklophilin-D, je
farmakologicky inhibovatelny pomoci zndmého imunosupresiva cyklosporinu-A (nebo
sanglifehrinu-A), na kalcineurinu nezavislym mechanizmem (Lim et al., 2007; Piot et
al.,, 2008). Stejn¢ tak lze aktivovat mito-K-ATP podanim diazoxidu nebo aktivovat

ptislusné protektivni kindzy (napt. podanim ligandi jejich drah, jako je adenosin).

4.1.2 Stavy prirozené se vyskytujici zvySené odolnosti myokardu k ischemii

4.1.2.1 Neonatalni srdce

Zvysena odolnost neonatalnich zvifat k anoxii byla poprvé popsana jiz
vroce 1941. Experimentalni prace na izolovanych srdcich neonatalnich kralikti a pst
pozd¢ji potvrdily zvySenou odolnost neonatdlntho myokardu k anoxii i ischemii,
odolnost muze byt ale druhové specificka (viz prehled (Ostadal et al., 2009b)).
Neonatalni srdce méla vyssi produkei laktatu, coz naznacovalo jejich schopnost udrzet
dostate¢nou produkeci ATP pomoci glykolyzy. Podrobnégjsi studie neonatalniho obdobi u
potkanii ukazaly pokles odolnosti v ¢asném neonatdlnim obdobi mezi 1. az 7. dnem
(Ostadalova et al., 1998) a nasledny vzestup odolnosti do 23. postnatalniho dne (Riva a
Hearse, 1993). Odolnost poté do dospélosti klesa u samct, u samic ziistava zvysena (viz

odolnost samic¢iho srdce).

Fetus zije v hypoxickém prostfedi a je na n¢j adaptovan (fetalni hemoglobin,
polycytémie). MoZnym mechanizmem neonatalni odolnosti myokardu by mohla byt
schopnost ,,vratit se“ do prenatidlniho stavu hypometabolické¢ adaptace na hypoxii.
Dal8imi moZnymi mechanizmy jsou utilizace aminokyselin (ta ovSem klesd do normy
jiz druhy postnatalni den), lepSi schopnost anaerobni glykolyzy, schopnost vyuzivat
aminokyseliny transaminaci, ¢i lepsi vybava k syntéze ATP. V pribéhu vyvoje se také
vyznamné méni kapildrni zasobeni neonatdlniho myokardu (po narozeni je jednou

kapilarou zasobovano cca 16 myocytl, zatimco 28. postnatalni den uz pouze jediny
myocyt).

V myokardu  existuje  kalciem  indukované  uvolnéni  kalcia  ze

sarkoplazmatického retikula, avSak jeho vliv se v priibéhu ontogeneze vyznamné méni.
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Neonatalni srdce je vyrazné zavislejsi na prisunu kalcia z extracelularniho prostoru a je
vyrazné citliv§js$i na efekt kalciovych blokétorti. Vyvoj je bifazicky, inotropni efekt
kalcia nejprve klesd mezi prvnim az ¢tvrtym postnatalnim dnem a nasledné roste az do
sedmého dne. Citlivost ke kalciovému blokatoru verapamilu ma opacny prabéh

(Ostadalova et al., 1993).

V neonatalnim srdci dale dochdzi ke zméndm exprese enzymu. Jsou zde
pfitomny izoformy PKC a, & a {. Zatimco izoforma o je pfitomna jiz prvni postnatalni
den, izoforma o byla pozorovana az sedmy den po narozeni. Déle je zde velka zasoba
inaktivni Akt (Liaw et al.,, 2013). V prubéhu vyvoje také dochazi ke zvySovani
objemov¢ frakce mitochondrii. Specificky tkanovy aerobni metabolicky obrat je vyssi u
neonatdlniho srdce, avSak pokles metabolického obratu v ischemii je niz$i. Postnatalné
se do 20. - 30. dne v mitochondriich zvySuje exprese cytochromli, ANT (adenine
nucleotide translocase), UCP 1-3 a PPARa, ktera poté opét klesa. V jednodennich
srdcich byla nalezena jedina populace mitochondrii s relativné vysokym membranovym
potencidlem, zatimco v dobé odstavu byla popsdna ptfitomnost druhé subpopulace
s niz§im membranovym potencidlem (Skarka et al., 2003). Blokada mPTP, protektivni u
dospélych srdci, je u neonatilnich srdci bez efektu. Do 14. postnatdlniho dne je
pfitomna vysokd odolnost mitochondrie kardiomyocyti ke kalciem indukovanému

bobtnani, ktera poté klesa (Milerova et al., 2010).

V obdobi  vysoké odolnosti neonatdlntho myokardu jsou nékteré
kardioprotektivni z4sahy neucinné. Postupny nastup protekce ischemickym
preconditioningem je spjat s poklesem piirozené odolnosti neonatalniho myokardu
(obr. 2). Alespon nékteré mechanizmy uvedenych protektivnich intervenci mohou byt
stejné 1 v neonatdlnim obdobi (piehled (Ostadal et al., 2009b)). Protekci nelze navodit
zesilenim protektivniho stimulu. Efekt protekce chronickou hypoxii byl u potkana
obdobny vyvoji IPC (Ostadalova et al., 2002). Nutno ovSem dodat, ze zadny
z mechanizm@i vysoké odolnosti neonatidlniho srdce, Casové neodpovida vyvoji
kardioprotektivnich intervenci. Mohou zde vSak byt také mezidruhové rozdily, napf. u
neonatéalnich kraliki 1ze uchovat produkci ATP a limitovat akumulaci Ca** pomoci

preconditioningu sevofluranem (Liu et al., 2005).
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Obr. 2: Vyvoj citlivosti k ischemii a IPC u neonatdlniho potkana (obnoveni sily
kontrakce vyjadiené¢ jako procento startovnich hodnot — DF, developed force).
(CHARVATOVA Zuzana. Odolnost nezralého srdecniho svalu k nedostatku kysliku.

Praha, 2008 Dizerta¢ni prace. Univerzita Karlova v Praze, 2. 1¢kaiska fakulta).

4.1.2.2 Samici srdce

Premenopauzalni Zeny maji niz8i riziko vyskytu kardiovaskularnich chorob
(ICHS, hypertenze, arytmie, srde¢ni selhani), po menopauze se vSak toto riziko rychle
vyrovnava muzim. Pivodni pfedpoklad o protektivnim vlivu zenskych pohlavnich
hormontli se nepodafilo prokazat, hormonalni substitu¢ni terapie pfinesla rozporuplné

vysledky, véetné moznosti zvySeného rizika vzniku ICHS a CMP (Rossouw et al.,
2002).

U ischemicko-reperfuzniho poSkozeni byla zvySena odolnost samiciho
myokardu experimentalné prokdzana. Prenatdlni hypoxie sniZuje vyskyt arytmii u
samic, vysledky u samct jsou nejednotné (srovnej (Netuka et al., 2006; Netuka et al.,
2010; Ostadal et al., 2009a)). Estrogeny maji piimy protektivni efekt na rozsah
infarktového loziska a na nékteré mechanizmy popsané u kardioprotektivnich intervenci

napft. mito-K-ATP nebo Akt (Simoncini et al., 2000).

Udaje o moznosti protekce zenského myokardu daldimi stimuly jsou konfliktni,
zavisi pravdépodobné na véku a rozsahu ischemického inzultu (viz piehled (Ostadal et

al., 2009a)).
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4.2 MECHANIZMY KARDIOPROTEKTIVNICH INTERVENCI

Mechanizmy uvedenych kardioprotektivnich intervenci a stavll zvysSené
odolnosti myokardu jsou slozité. ZjednoduSen¢ se daji shrnout jako aktivace
protektivnich signalizanich drah, vedouci k ovlivnéni koncentraci intraceluldrnich
iontll (zejména kalcia) a ovlivnéni mitochondrii nebo apoptdzy obecné. V dalsi Casti
budou podrobné rozebrany procesy probihajicich v  mitochondriich, vliv
extramitochondridlniho kalcia a pH, signalizacni drédhy a metabolické faktory

uplatnujici se v patogenezi ischemicko-reperfuzniho poskozeni.

4.2.1 Mitochondrie

V souvislosti s ischemicko-reperfuznim poskozenim postupem c¢asu vynikl
vyznam dvou klicovych struktur v mitochondrialni vnitini membrané, a sice tzv.

mitochondrial permeability transition pore (mPTP) a mitochondridlniho K-ATP kanalu.

4.2.1.1 Mitochondrial Permeability Transition Pore (mPTP)

mPTP je velky, neselektivni kandl propojujici obé mitochondridlni membrany a
zpusobujici jejich permeabilitu viz piehled (Hausenloy et al., 2009). Otevieni mPTP
vede ke kolapsu mitochondridlniho potencidlu a k bobtnani az ruptufe mitochondrie.
Soucasné dochézi k uvolnéni proapoptotickych proteinli z intermembranového prostoru
(napf. cytochrom c), coZ v kone¢ném efektu vede k zaniku bunky. V ischemii mPTP
zOstava zavieny a otevird se az v reperfuzi. Knockout klicové komponenty mPTP
cyklophilinu-D (Cyp-D) chrani pfed ischemicko-reperfuznim poskozenim (Lim et al.,
2007).

Plvodni popis molekularni struktury mPTP obsahuje tii zdkladni komponenty:
voltage-dependent anion channel (VDAC), adenine nucleotide translocase (ANT) a
cyklophilin D (Cyp-D). VDAC je strukturou zevni mitochondrialni membrany, ANT
vnitini mitochondridlni membrany a Cyp-D se vyskytuje v matrix mitochondrie.
Spole¢nou interakci jsou schopny vytvofit kalcium senzitivni kanal, propojujici obé

membrany (obr. 3). Farmakologickd inhibice Cyp-D (cyklosporinem A (Cs-A),
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sanglifehrinem A (Sf-A)) ma kardioprotektivni efekt. Ligandy ovliviiujici konformaci
ANT ovliviiuji mPTP 1 kardioprotektivni intervence (Fang et al., 2009). Jako dalsi
moznou komponentu mPTP nékteré zdroje jeSté pfifazuji mitochondridlni fosfatovy
prenaseC (PiC), jelikoz interaguje s Cyp-D, ANT1 a VDACI a anorganicky fosfat
ovlivituje mPTP (Leung et al., 2008).

mPTP je ovlivnén fadou faktorii ménicich se v prubéhu ischemie a reperfuze,
jako jsou kalciovy overload (kalcium pifimo otevira mPTP), mitochondridlni
membranovy potencial, produkce ROS nebo zmény pH. Uvedené faktory ovSem mohou
byt na sobé vzajemné zavislé.

Protektivni kaskady, spousténé kardioprotektivnimi mechanizmy, vedou k
inhibici mPTP. Farmakologicka inhibice mPTP (Cs-A, Sf-A) nebo knockouty Cyp-D
jsou kardioprotektivni 1 bez aktivace pfislusnych kardioprotektivnich drah a mj.
interferuji s ischemickym preconditioningem i postconditioningem, chronickou hypoxii
(Zhu et al., 2006) i1 farmakologickymi protekcemi viz piehled (Hausenloy et al., 2009).
Mitochondrie z neonatdlniho srdce jsou vyrazné méné¢ citlivé ke kalciem indukovanému
bobtnani a Sf-A je u nich bez efektu (Milerova et al., 2010). Neonatalni srdce se ovSem

od dospelého nelisi v mnozstvi Cyp-D (Milerova et al., 2016).

Fyziologickd funkce mPTP neni zcela jasnd. Je zndmo, Ze mirné a ptrechodné
otevieni mPTP ma fyziologicky vyznam pro eflux kalcia z mitochondrie (Altschuld et
al., 1992). mPTP je asociovan s metabolicky vyznamnymi enzymy, jako je hexokindza
nebo kreatinkinaza (Beutner et al., 1996). Absence Cyp-D (knockouty u mys$i) ma
vyznamné metabolické efekty v dospclosti (mj. rozvoj inzulinové rezistence
(Devalaraja-Narashimha et al., 2011)) a zhorSuje pribéh srdecniho selhani (Elrod et al.,

2010)).
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Obr. 3: Tradi¢ni popis struktury mPTP obsahujici tfi zékladni komponenty:
cyklophilin-D, ANT a VDAC. (SKARKA Libor. Ontogeneticky vyvoj mitochondrii
srdecniho svalu a jejich uloha v odolnosti k nedostatku kysliku. Praha, 2006 Dizerta¢ni

prace. Univerzita Karlova v Praze, 2. 1¢katska fakulta).

4.2.1.2 Mitochondrialni ATP senzitivni draselny kanal (mito-K-ATP)

Role K-ATP kanalt v kardioprotekci byla poprvé navrzena po zjisténi, ze
blokdda téchto kandali ruSi efekt ischemického preconditioningu. Ackoliv K-ATP
kanaly jsou pfitomny v cytoplazmatické membrané, sarkoplazmatickém retikulu i
v mitochondrii, za kli¢ové pro kardioprotekci jsou povazovany mitochondrialni K-ATP
kanaly (viz ptfehled (Gross a Fryer, 1999)). Tyto kandly jsou inhibovadny ATP

pfitomnym v matrix mitochondrie.

Existuje n€kolik navrzenych mechanizmt t¢inku mito-K-ATP. Jejich otevieni
snizuje mitochondridlni membranovy potencial, coz snizuje elektrickou silu pro
akumulaci kalcia v mitochondrialni matrix. Dale vede k produkci ROS. Otevieni K-
ATP kanalu zplisobuje expanzi objemu matrix nezavislou na ostatnich veli¢inach (napf.

ovlivnéni respirace) (Holmuhamedov et al., 1999).

Protektivni efekt K-ATP kandlu byl potvrzen u ischemického preconditioningu,

chronické hypoxie, ischemického postconditioningu, IPC v srdcich neonatalnich krélikti
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a remote conditioningu. Estrogeny oteviraji mito-K-ATP kanal u psa (Lee et al., 2000).
Dalsi studie tykajici se IPC v neonatalnich srdcich efekt blokatoru mito-K-ATP (5-
hydroxydekanoatu, 5-HD) neprokazala (Ostadalova et al., 2002). Vysvétleni uvedeného
nalezu je nejasné. Je mozné, ze se jednd o mezidruhovy rozdil (kralik vs. potkan), nebo
rozdil v protokolu aplikace ¢i délce ischemie. 5-HD ma kratky biologicky polocas (7
minut u psa (Garlid et al., 2003)) a vzhledem k mozné nutnosti ovlivnit reperfuzi

aplikace pfed ischemii nemusela byt dostate¢na.

Fyziologickd funkce mito-K-ATP také neni zcela znama. Samotné podani
inhibitoru mito-K-ATP pfimo funkci myokardu nezhorSuje, brani vSak vzestupu
kontraktility v odpovédi na inotropni stres (Garlid et al., 2006). Otevieni K-ATP kandlu
v mitochondrii vede k poklesu membranového potencidlu, zvySeni mitochondridlni
respirace a poklesu mitochondridlni syntézy ATP. Déle uvoliiuje Ca®>" z mitochondrie,
zvySuje objem matrix a uvoliiuje nékteré mitochondridlni proteiny, napt. cytochrom c,

adenylatkinazu (Holmuhamedov et al., 1998)).

4.2.1.3 Vztah mPTP a mito-K-ATP

Tradicni koncept, popsany v piredchozich dvou kapitolach, vSak byl v posledni
dob¢ zpochybnén. Knockouty ANT (Kokoszka et al., 2004) a VDAC (Baines et al.,
2007) otevieni mPTP nebrani. Ackoliv vétSina studii s knockouty Cyp-D popisuje
nemoznost otevieni mPTP, existuji minimalné¢ dvé studie, které popsaly pfitomnost
mPTP i v nepiitomnosti Cyp-D, byt s nutnosti vys§i davky Ca®" pro jeho otevieni, které
se zaroven stalo necitlivé k Cs-A (Basso et al., 2005; De Marchi et al., 2006). Studie
popisuyjici vliv fosfatu na mPTP jsou konfliktni (Basso et al., 2008; McGee a Baines,
2012). Studie s knockoutem PiC zatim nebyly provedeny.

Objevily se i1 nazory, ze soucasti mPTP je i mitochondridlni FO/F1 ATPaza
(Chinopoulos a Adam-Vizi, 2012). Podotykame, Ze priikaz kauzalni role ve formaci
mPTP vyzaduje knockout (v minulosti podobna role byla popsana pro ANT a VDAC —
samotny prukaz, Ze molekula je schopna tvofit kanal v mitochondridlni membrang tedy
nestaci). Knockout celé FO/F1 ATPazy je z pochopitelnych diivodii nemoZny. Recentné
se ovSem objevila studie pracujici s knockouty podjednotek e a g FO/F1 ATPazy. Tento
knockout zabranil otevieni mPTP, ¢imz se FO/F1 ATPaza stala druhou pravdépodobné

potvrzenou komponentou mPTP (Carraro et al., 2014).
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Vlastni struktura K-ATP kanalu je dalSi neznamou. Knockouty gent pro
komponenty tradi¢né popisované jako soucasti membranovych K-ATP kanali otevieni
mito-K-ATP nebrani (Miki et al., 2002). Objev, Ze mito-K-ATP kanal je schopen
inhibovat aktivitu sukcindtdehydrogenazy (SDH) vedl k pokusu o koimunoprecipitaci
proteinti interagujicich s SDH, jehoz vysledkem byl komplex mitochondrial ATP-
binding casette protein-1 (mABC1), ATP-syntdiza, ANT a PiC. Tyto proteiny
vykazovaly aktivitu mito-K-ATP kandlu a byly ovlivnény aktivatory a inhibitory mito-
K-ATP (Ardehali a O'Rourke, 2005) (obr. 4). Nelze si nevSimnout, ze ANT, PiC a
FO/F1 ATPaza jsou soucasné navrhovany jako komponenty mPTP. Dalsi studie zjistila
odlignosti v charakteru protekce proti Ca*" overloadu: zatimco otevieni mito-K-ATP
(diazoxid) oddalilo nastup mitochondridlniho bobtnani, ale neovlivnilo jeho progresi,
Cs-A (blokator mPTP) neovlivnil nastup mitochondrialniho bobtnéani, avSak zpomalil
jeho progresi. Charakter protekce inhibitorem ANT byl ovSem analogicky protekci
diazoxidem a nikoliv Cs-A (Akao et al., 2003). Uvedené nalezy zpochybnuji roli ANT
jako komponenty mPTP a naznacuji moznou funkci ANT jako komponenty mito-K-

ATP kanalu.

Vylouceni nékterych proteint ze struktury mPTP neznamend, Ze nemohou mit
regulacni funkci. Napi. VDAC je ptimo fosforylovan protektivnimi kindzami (napt. Akt
(Steenbergen et al., 2009)) a podili se na transportech Ca’?’. Asociace mPTP
s hexokinazou je ovlivnéna kardioprotektivnimi enzymy (napt. Akt (Majewski et al.,

2004)) a metabolické faktory jsou popsany i u kardioprotektivnich intervenci.

K+

Intermembranovy
prostor

Vnitfni membréna

FO
: €D
ATP
Matrix

Obr. 4: Mozné komponenty mito-K-ATP kanalu (upraveno podle: (Ardehali a
O'Rourke, 2005)).
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4.2.1.4 Kyslikové radikaly (ROS)

Mitochondrie pii své ¢innosti produkuje kyslikové radikaly (ROS), které mohou
pfimo poskozovat cilové mitochondrialni struktury. Zenské srdce ma niz&i produkci
ROS ve srovnani s muzskym srdcem (Borras et al., 2003). Existuji popisy piimé
aktivace mPTP pomoci ROS. Pivodné se tak predpokladal jejich skodlivy efekt. Tento
koncept ovSem dostal zasadni trhliny zjiSténim, ze samotné kyslikové radikaly se
podileji na protekcich IPC (ptehled (Matsuzaki et al., 2009)), [PoC (Penna et al., 2006b)
1 chronickou hypoxii (Kolar et al., 2007). Uvedené kardioprotektivni intervence byly

(alesporni castecné) zrusitelné aplikaci antioxidantt.

Mito-K-ATP kanal a produkce ROS jsou navzijem propojeny (piehled
(Matsuzaki et al., 2009). Podani diazoxidu vedlo k inhibici respirace a produkci
kyslikovych radikald. Valinomycin, latka neselektivné zvySujici permeabilitu pro K,
vykazoval bifazicky vliv na produkci ROS, s maximem produkce pii stejné permeabilité
membrany pro K jakou normaln& dosahuje mito-K-ATP kanal, coz implikuje, Ze
produkce ROS by piimo mohla byt cilem otevieni mito-K-ATP kanalu. Bohuzel vztah
je dale komplikovdn nélezem, Ze nékteré ROS (superoxid) zpusobuji otevieni
mitochondridlntho K-ATP kanélu v bovinnim srdci (Zhang et al., 2001). Pokud se
nejedna o mezidruhovy rozdil je tedy mozné, ze mezi mito-K-ATP kanalem a produkci

kyslikovych radikald existuje pozitivni zpétnovazebny okruh.

Oproti tomu existuji prace, které popisuji pokles produkce alespon nékterych
ROS v disledku otevieni mito-K-ATP kanalu (hydroxylové radikaly (Lu et al., 2006)).
Je mozZné, Ze se efekt ROS 1isi v zavislosti na typu (superoxid vs. hydroxylovy radikal),
koncentraci (nizka vs. vysokd) nebo dobé piisobeni (pted reperfuzi vs. v reperfuzi).
Adaptace na chronickou hypoxii byla zrusSitelna antioxidanty pouze ¢astecné a u kontrol
antioxidanty samy mirné sniZily rozsah infarktu (Kolar et al., 2007). Studie specificky

zametené na tyto rozdily ovSem chybi.

4.2.1.5 Efekt NO v mitochondrii

S kyslikovymi radikdly miize izce souviset 1 efekt NO. NO je dobfe znama
kardioprotektivni molekula (IPC (Muscari et al., 2004), [PoC (Penna et al., 2006a)),

nicméné s nejasnym mechanizmem pusobeni. Jednou z moZnosti je plsobeni ptes
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protektivni kindzy (Protein kinaza G - PKG). Existuji prace prokazujici
kardioprotektivni efekt NO nezavisly na PKG (Sun et al., 2013). Nejcastéji se
vyskytujicim vysvétlenim je takzvana S-nitrosylace (SNO) proteini s moznym vlivem
na jejich funkci (v€etné Cyp-D). Existuje ovSem i druhé vysvétleni. Je znamo, ze NO je
slabym inhibitorem cytochromi, pfevazné cytochromii a3 (cytochrom oxidéza). Podani
NO spolu se superoxidem vede k vyrazné inhibici komplexii I a II, kterd je zruSitelna
podanim superoxiddismutazy, coz naznacuje pravdépodobné plsobeni pies peroxynitrit
(Jekabsone et al., 2003). S tim se shoduje nalez, ze pfima inhibice komplexu I vyvolala
blokddu mPTP dokonce jesté silné€jsi, nez jakou docilila aplikace Cs-A (Chauvin et al.,

2001).

Zde je vsak zfejmy nesoulad s praci popisujici nartist mitochondridlni respirace
v disledku otevieni K-ATP kandlu, ktery by mél vést k produkci superoxidu pfii
soucasné aktivaci protektivnich kinaz (napt. Akt), kterd zarovent vyprodukuje NO (ptes
eNOS) (Holmuhamedov et al., 1998). Dale bylo popsano otevieni mPTP zpisobené
peroxynitritem (analogicky konflikt jako u kyslikovych radikalt) a tento efekt byl
blokovatelny Cs-A. Podil ovlivnéni mitochondridlnich cytochrom@ oxidem dusnatym

v kardioprotektivnich mechanizmech tedy nelze jednozna¢né rozhodnout.

4.2.1.6 Mitochondrialni membranovy potencial

U mitochondridlntho membranového potencidlu existuji asi nejzésadnéjsi
rozpory. Tradicné je popisovéana depolarizace jako efekt mPTP a protektivni intervence
jsou spjaty se zabranénim kolapsu mitochondridlniho potencidlu (Xu et al., 2001).
V pribéhu postnatalni ontogeneze byla popsana nejprve piitomnost jedné populace
mitochondrii s vysokym membranovym potencidlem a pozdé&ji druhé populace s nizkym
membranovym potencidlem (Skarka et al., 2003). Oproti tomu, jako pfimy nasledek
otevieni mito-K-ATP kandlu nebo IPC, je soucasné popisovdn pokles
mitochondrialniho membranového potencialu (Holmuhamedov et al.,, 1998). Studie
kontinudlné¢ méfici membranovy potencial v priibéhu reperfuze popsala nejprve nartst
potencidlu nasledovany po urcité dobé poklesem, ktery se vyskytl pouze u variabilniho

poctu mitochondrii (Juhaszova et al., 2004).

Pravdépodobné vysvétleni spociva v nerozliSovani pti¢iny a diasledku. mPTP

muze neselektivni permeabilizaci membrany zplsobit kolaps membranového
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potencialu, coz ovSem nevypovida o hodnotach potencialu pied otevienim mPTP, kdy
naopak protektivni mize byt nizky potencidl (napf. v disledku otevieni mito-K-ATP).
Vysoky membranovy potencidl naopak miize fungovat jako hnaci sila pro transport

kalcia do mitochondrie.

4.2.1.7 Mitochondrialni enzymy

Do mitochondrie jsou translokovany nékteré molekuly pomoci pienaseci
v membran¢ mitochondrie. Jednim znich je pfenaSe¢ TOM?20. Tento pienaSec
translokuje nékteré kardioprotektivni enzymy (napi. PKCe (Budas et al., 2010)).
Blokada tohoto ptenasece rusi efekt protekce diazoxidem, ackoliv nerusi efekt protekce

preconditioningem (Rodriguez-Sinovas et al., 2006).

Existuji popisy ucinku protektivnich kindz v mitochondrii (napt. PKCe (Costa et
al., 2006)) downstream od mito-K-ATP. Aktivace kinaz v mitochondrii mize byt
zpusobena ROS a tyto mohou piimo fosforylovat cilové proteiny. Zde je vSak nutna
opatrnost. Existuji kolidujici popisy PKCe jako upstream od mito-K-ATP (Korge et al.,
2002) a je mozné, ze PKCe m4 sama bazalni aktivitu nedostate¢nou pro otevieni mito-
K-ATP, avSak jeji blok zabrani otevieni mito-K-ATP napf. pomoci diazoxidu. Nelze
vyloucit ani pozitivni zpétnovazebny okruh mezi PKCe, mito-K-ATP a ROS. Existuje
studie prokazujici zavislost efektu mito-K-ATP na ROS i PKC (Juhaszova et al., 2004).

Mozné vysvétleni viz obr. 5.

PKCe

PKCe

PKCe

Obr. 5: Mozna zapojeni mito-K-ATP, ROS a PKCe. Ve vSech ptipadech blok
PKCe zrusi efekt aktivator mito-K-ATP (v prvnim posunutim prahu pro otevieni mito-
K-ATP, vdruhém pieruSenim signdlu downstream od mito-K-ATP a ve tfetim

pferusenim zpétnovazebného okruhu).
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4.2.1.8 Mitochondrialni kalcium

V prubéhu ischemie dochazi ke kalciovému overloadu mitochondrii.
Mitochondrie obsahuje slozity systém transportu kalcia, obsahujici minimalné tfi prvky:
1) mitochondridlni kalciovy uniportér (MCU), ktery je odpovédny

za pasivni import kalcia
2) Na'/Ca®" vyménik (NCX), odpovédny za sekundarné aktivni eflux Ca**
3) na Na" nezavisly eflux

Tento eflux muze byt fyziologickou funkci mPTP, které je otevirano kalciem a
vede k jeho efluxu a pfi nizSich hodnotach kalciového overloadu mPTP muze ve
skutecnosti mitochondrii chranit pravé pred excesivni akumulaci kalcia (piehled
(Rizzuto et al., 2009)). VSechny transportni mechanizmy v mitochondrii a SR jsou

zobrazeny na obr. 6.

Samotna blokdda MCU je pro kardioprotektivni efekt dostatecnd, coz naznacuje
nutnost ovlivnéni kalcia v mitochondridlni matrix (Cao et al., 2006). Efekt IPC byl
ztracen aktivatorem MCU a kardioprotekce po jeho aplikaci byla obnovena aplikaci Cs-
A (Zhang et al., 2006). Mitochondrie ze samic¢iho srdce maji niz8i uptake kalcia (Arieli
et al., 2004). Mitochondrie z neonatalniho srdce jsou vyrazné¢ méné citlivé ke kalciem
indukovanému bobtnani a rychlost jeho nastupu je cca polovi¢ni oproti dospélému srdci

(Milerova et al., 2010).

Kalcium aktivuje dehydrogenazy Krebsova cyklu a muize tedy ovliviiovat
mitochondrialni respiraci (pfi riistu srde¢ni frekvence roste koncentrace Ca** v cytosolu
a nasledkem toho produkce ATP v mitochondrii (Jouaville et al., 1999)). Matrixové
kalcium také otevira mPTP. Byla popsdna inhibice mitochondridlni respirace
v soucinnosti s NO (Jekabsone et al., 2003), avSak neni jasné, zda se nejedné o disledek

ztraty cytochromt v disledku mPTP.

Transport kalcia do mitochondrie je pravdépodobné veden pies VDAC. VDAC
je neselektivni kanal, permeabilni pro kationty i anionty pfi nizkém membranovém
potencidlu, vyrazné zvysujici svoji selektivitu pro kationty pfi vysokém membranovém
potencidlu (ptehled (Rizzuto et al., 2009)). Samotnd overexprese VDAC zvySuje
transport kalcia do mitochondrie. Do tohoto transportu je pravdépodobné zapojeno

sarkoplazmatickeé retikulum, coZ bude rozvedeno dale.
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Obr. 6: Transporty iontd v mitochondrii a sarkoplazmatickém retikulu (SR).
Cytochromy vytvotri gradient H', ktery je pouZit pro ¢innost ATPazy a
elektroneutralnich vyménikd K*/H" a Na'/H". Kalium proudi do matrix pfes mito-K-
ATP kanal a je zpétné pumpovano ven K'/H" vyménikem. Natrium pohéni Na*/Ca*"
vyménik (NCX), ktery slouzi jako fyziologicky eflux pro Ca?‘, které se do matrix
dostane pfes MCU. Pii excesu matrixového Ca** dochazi k otevieni mPTP. Ca** se do

mitochondrie dostava ze sarkoplazmatického retikula cestou IP3R a VDAC.

4.2.1.9 Dalsi mitochondrialni iontové prenasece

Za tvorbu gradientu K™ by mél byt odpovédny mitochondrialni K*/H" exchanger
na vnitini membrané mitochondrii (obr. 6). Tento antiport je elektroneutralni a je fizen

pouze koncentracemi uvedenych ionttl (s moznym tokem obéma sméry).

Mozné vysvétleni mitochondrialniho transportu kalia je nasledujici. K'/H"
exchanger vytvoii K gradient na vnitfni membrané mitochondrie. Tento gradient je
zkratovan otevienim mito-K-ATP kanalu, coz zptsobi pokles mitochondridlniho
potencidlu a zvySenou spotfebu kysliku, pravdépodobné v disledku uncouplingu
(Ardehali a O'Rourke, 2005). Samotnd aplikace uncoupleru (2,4-dinitrofenolu) ma
kardioprotektivni efekt (Minners et al., 2000). Existuji sice ndzory, ze efekt diazoxidu je
nezavisly na mito-K-ATP (protoZe je nezavisly na koncentraci K*), toto je oviem

vyrazné zpochybniuje. Mitochondrie také obsahuje Na'/H" vyménik, ktery by mohl byt
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odpovédny za tvorbu gradientu Na*, potfebného pro Na*/Ca** exchanger (Numata et al.,

1998).

4.2.2 Vliv extramitochondrialniho kalcia a pH na kardioprotektivni intervence

4.2.2.1 Extramitochondrialni kalcium

V cytosolu je udrzovana nizkd hladina kalcia ¢innosti Na/Ca** vyméniku
(NCX) a Ca-ATPazy (PMCA) na plazmatické membrané. ZvySeni muze byt zptisobeno
piestupem Ca’" z extracelularniho prostoru nebo ze SR (cestou receptoru pro inositol-
tri-fosfat — IP3R, dihydropyridinového receptoru nebo ryanodinového receptoru).
Zpétna resorpce kalcia jde cestou kalciovych ATPaz sarkoplazmatického retikula —

SERCA.

IP3R sarkoplazmatického retikula se po aktivaci spojuje do clusteri uvoliiyjicich
Ca’". Bylo popsano spojeni IP3R ze SR a VDAC zevni mitochondridlni membrany
pomoci grp75 (Szabadkai et al., 2006) a tésnd asociace mitochondrii a SR,
zprostiedkovana pomoci tzv. mitochondria-asociated ER membranes (MAM) (pichled
(Rizzuto et al, 2009)). Blokdda inhibitoru SERCA (phospholamban) zvySuje
ischemicko-reperfuzni poskozeni po 30 minutach, pti¢emz blok MCU a mPTP stile ma
protektivni efekt (Shintani-Ishida et al., 2012). ZvySeni poskozeni Ize vysvétlit jediné
tak, 7e Ca** zplisobujici mPTP se do mitochondrie dostane ptes SR (aktivace SERCA
zvysi Ca®" v SR a nésledkem toho i v mitochondrii). Schéma pienosu Ca®>" mezi SR a

mitochondrii je soucasti obr. 6.

Tradiéni cesta prestupu kalcia z ECT jde pres Ca®" kanaly, v ischemicko-
reperfuznim poskozeni vak byla popsana jina cesta. Ischemie vede k influxu Na" do
buiiky, ktery je nasledné spojen s influxem Ca®" pies membranovy Na‘/Ca*" exchanger
(NCX). Pii reperfuzi pak dochazi k efluxu Na® pfes tento pienaSe¢ a normalizace
intracelularniho Na* je spjata s dal§im overloadem Ca®" se viemi z toho vyplyvajicimi
dasledky pro mPTP, viz piehled (Ovize et al., 2010). Samotnd blokdada NCX ma
kardioprotektivni efekt analogicky IPoC, ovSem pfi soucasné aplikaci s [PoC se jejich

efekt vzajemnée vyrusi (Kaljusto et al., 2010). Ackoliv vysvétleni uvedeného nélezu je
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komplikované, je ziejmé, Ze membranovy NCX hraje roli v ischemicko-reperfuznim

poskozeni.

Na zakladé¢ uvedenych nalezli se dd uvazovat o mechanizmu kalciového
overloadu, obsahujicimu influx Ca®* pfes membranovy NCX, jeho akumulaci v SR pfes
SERCA, nasledny transport do mitochondrie pies komplex IP3R-grp75-VDAC a MCU
a nasledné otevieni mPTP. U neonatélniho srdce je vSak nutné si v§imnout, ze ackoliv
absence Ca’>" v SR by byla elegantnim vysvétlenim vysoké odolnosti neonatalniho
myokardu, popsany vyvoj citlivosti ke kalciovym blokatorim (rast citlivosti do 4. dne a
nasledny pokles do 7. dne (Ostadalova et al., 1993)) a vyvoj efektu IPC (bez efektu 1. i
4. den a pocatek efektu 7. den a zjevny efekt 10. den (Ostadalova et al., 1993;
Ostadalova et al., 1998)) si neodpovidaji.

4.2.2.2 Vliv pH na kardioprotekci

Acidotickd reperfuze ma protektivni efekt srovnatelny s kardiprotektivnimi
intervencemi (Inserte et al., 2008). Alkalicka reperfuze (bikarbonat, pH 7,7) rusi
protekci IPC (Hausenloy et al., 2007). Mechanizmem muze byt ovlivnéni iontovych
pienalecti viz prehled (Ovize et al., 2010). Blokdda Na'/H" exchangeru je
kardioprotektivni, avSak je vyrazn¢ efektivngj$i pii aplikaci pred ischemii nez
v reperfuzi, coz naznaduje mozné ovlivnéni intracelularni akumulace Ca*" v ischemii

(Bugge a Ytrehus, 1995).

Acidoza zaroven piimo blokuje aktivaci apoptotickych enzymi. V ischemii
dochazi k translokaci calpainu, avSak jeho aktivace nastane az v reperfuzi po
normalizaci pH. Zaroven je moZné, Ze acidéza samotna aktivuje protektivni drahy
(protekce byla zruSitelna aplikaci scavengertt ROS, blokatory protein kinazy C (PKC) a
antagonistou mito-K-ATP (5-HD) (Cohen et al., 2007)). Nizké pH také inhibuje mPTP
viz prehled (Ovize et al., 2010).

4.2.3 Signaliza¢ni drahy

Protektivni signal se musi k cilovym strukturdm (mitochondrie, SR) dostat az
z cytoplazmatické membrany. Za ptenos kardioprotektivniho vlivu jsou odpovédné

intracelularni signaliza¢ni drdhy (obr. 7).
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Obr. 7: Schéma kardioprotektivnich drah.
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4.2.3.1 Draha RISK — PI3K/Akt

Prvni a zfejmé nejvyznamnéjsi drahou tcastnici se kardioprotekce je tzv.
draha RISK (reperfusion injury salvage kinase). Tato draha je slozena ze dvou
komponent, kterymi jsou drdhy PI3K (fosfatidylinositol-3-kindza) — Akt — GSK3f
(glykogensyntaza-kindza 3 Beta) a draha MEK1,2 — ERK, ktera patii k MAPK (MAP-
kindzam).

Drédha PI3K/Akt je aktivovana ftadou signaliza¢nich molekul, mj.
inzulinem a IGF-1. Akt pfimo inhibuje nékteré apoptotické proteiny (BAX), aktivuje
eNOS a produkuje NO, ovliviiuje dalSi proteinkindzy (napf. GSK3B) a ovliviiuje
transkripéni faktory (NF-xf). Akt dale fosforyluje GLUT 4 a mé tedy metabolické
ucinky. Za nejvyznamnéj$i vSak lze povazovat objev zavislosti protektivniho vlivu Akt
na mito-K-ATP a mPTP viz ptrehled (Hausenloy a Yellon, 2004). Vzhledem k rychlosti
efektu protekce IPoC je mechanizmus protekce zavisly na transkripénich faktorech
nepravdépodobny a ziejmé se musi jednat o piimy vliv na cilové mitochondridlni

struktury.

Existuji vSak dalSi moZnosti popsané mimo kardioprotekci. Z onkologickych

studii vime, Ze Akt fosforyluje IP3R a tim blokuje uvolnéni Ca>* ze SR a jeho transport
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do mitochondrii, coZz je mechanizmem rezistence nékterych nadort k apoptotickym
stimulim (Szado et al., 2008), ovSem s evidentnimi moznymi implikacemi pro

kardioprotekci.

IPoC brani otevieni mPTP a tento efekt je zavisly na PI3K/Akt (Tsang et al.,
2004). Analogicka zavislost byla nalezena také u IPC a remote conditioningu. Nejasna
zustava role u protekce chronickou hypoxii, kde jsou v poptedi popisovany jiné kinazy
(napt. PKC9), avsak inhibice Akt zpisobila ¢astecnou ztratu protekce, byt nizsi nez u
IPC, jehoz efekt kompletné zrusila (Ravingerova et al., 2007). Akt zarovenn muze byt
odpovédna za protekci zenského srdce, jelikoz je aktivovana estrogeny (Simoncini et
al., 2000). V neonatdlnim srdci je pfitomna velkd zdsoba inaktivni Akt (Liaw et al.,

2013).

4.2.3.2 Draha RISK — MEK1,2/ERK

S protekci zpisobenou Akt tzce souvisi nékteré MAPK (mitogen activated
protein kinase), konkrétné draha MEK1,2/ERK. Tato drdha je aktivovana nékterymi
rustovymi faktory, napt. TGF-B a je funkéné spjata s drahou Akt, coZ potvrzuji nalezy
z onkologie, kdy u nddort zavislych na jedné z uvedenych kinaz (Akt, ERK) pii jeji
inhibici druhd ptevezme jeji funkci (Sunayama et al., 2010). Z onkologickych studii
dale vime, ze ERK blokuje otevieni mPTP, zfejm¢ mechanizmem zavislym na GSK3f a
fosforylaci Cyp-D (Rasola et al., 2010). Protektivni vliv ERK byl také popsan u fady
protektivnich intervenci (napi. [PoC (Darling et al., 2005)).

Pro roli ostatnich MAPK (JNK a p38) existuji konfliktni udaje. Je mozné, Ze
slouzi k adaptaci na chronickou hypoxii (u kraliki byla spojena s jejich aktivaci a
inhibice PKCe, JNK nebo p38 vedla k zruSeni protektivniho efektu (Rafiee et al.,
2002)). Na druhou stranu reoxygenace po akutni hypoxii vede k aktivaci JNK a p38,
I[PoC byl spojen s jejich inhibici a jejich farmakologicka aktivace vedla k zruSeni
protekce IPoC (Sun et al., 2006). MAPK by s vyjimkou ERK m¢ly slouzit jako adaptace
na stresové podnéty. ERK mize ve skutecnosti slouzit jako odbofka od jinak
potencialné Skodlivych drah (moZna ostatni MAPK, cAMP, PLC-Ca’"), které jeji
aktivaci zpétnovazebné¢ omezuji svoje uCinky. Kromé toho v astrocytech aktivator
mito-K-ATP zvysil tUrovenl fosforylace ERK, coZz implikuje dal§i pozitivni

zpétnovazebny okruh (Wang et al., 2013).
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4.2.3.3 Glykogen-syntaza-kinaza 3 beta (GSK3p)

Dalsi kindzou je glykogen-syntdza-kindza 3 beta (GSK3p). Tento enzym ma
kromé fosforylace a inhibice glykogen-syntazy fadu dalSich funkci. V kardioprotekci je
protektivni jeji inhibice. Knockout GSK3p je protektivni i bez dalsi intervence a
diazoxid a inzulin nevyvolavaji protekci u mysi s konstitutivné aktivni GSK3f
(Juhaszova et al., 2004). U onkologickych studii byla popsana GSK3B dependentni
fosforylace Cyp-D (Rasola et al., 2010). Bohuzel studie tykajici se inhibice GSK3f
piimo u IPoC jsou opét konfliktni. Prvni studie prokazala pouze efekt Cs-A a ztratu
protektivniho efektu inhibice GSK3f i [PoC u knock-in GSK3p (Gomez et al., 2008).
Kratce nato ovSem byla publikovéana studie, kdy IPC i IPoC mély efekt u knock-inu
GSK3pB a jeji inhibitory byly bez efektu i u kontrol, zatimco Cs-A protektivni efekt stale
mél (Nishino et al., 2008). Neonatalni srdce vykazuje vysoky stupeni inhibice GSK3f3

v prvnim postnatalnim tydnu (Liaw et al., 2013).

4.2.3.4 Skupina PKC

Dalsi skupinou kinaz je skupina PKC, zejména PKCe a PKCd. V kardioprotekci
byl popsan efekt neklasickych izoforem PKC (3, €) zavislych na DAG a nikoliv Ca** viz
prehled (Budas et al.,, 2007). Z hlediska reperfuzniho poskozeni u IPC a IPoC je
protektivni inhibice PKD$ (Inagaki et al., 2003) a aktivace PKCe (Zatta et al., 2006).
Ovsem u chronické hypoxie byla popsana upregulace PKCd a downregulace PKCeg
(Kolar et al., 2007). Rozpor mezi efekty uvedenych izoforem PKC by se dal vysvétlit
jako analogie situace u MAPK; PKCe a ERK jsou protektivni u akutnich intervenci,
které zaroven blokuji JNK, p38 a PKC9, kdy tyto jsou naopak protektivni u chronické
hypoxie. I zde mohou byt pozitivni zpétnovazebné okruhy. Adenovirovéd infekce
neonatdlnich potkanich kardiomyocytli s expresi PKCe aktivovala ERK pouze
s minimalnim efektem na JNK, zatimco exprese PKCd aktivovala JNK bez ovlivnéni
ERK a spustila apoptézu (Heidkamp et al., 2001). V neonatalnim srdci dochazi ke
zménam exprese izoforem PKC, kdy izoforma a je pfitomna jiz prvni den, zatimco

izoforma J byla pfitomna az sedmy postnatalni den (Ostadalova et al., 1998).
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4.2.3.5 Draha NO/PKG

V souvislosti s popisovanymi efekty NO je uvazovan efekt PKG. Existuji studie
dokladujici efekt NO nezédvisly na PKG (Sun et al., 2013), které byly rozvedeny
v kapitole tykajici se NO v mitochondrii. Oproti tomu existuji prace prokazujici
zavislost IPoC na cGMP a PKG (Costa et al., 2005). Aktivace eNOS je zavisla na Akt
(Yang et al., 2013). eNOS zaroven ovliviiuje protekci zptisobenou chronickou hypoxii
(Baker et al., 1999b). OvSem u lidi s cyanotickymi srde¢nimi vadami bylo zjisténo
zvyseni exprese iNOS a pokles exprese eNOS (Ferreiro et al., 2001). Je mozné, ze NO
se podili na zvySené odolnosti neonatalniho srdce, jelikoz ta byla snizena inhibitorem
NOS (L-NAME (Ostadalova et al., 2002)), neovlivnilo ovSem IPC v neonatalnim srdci.
Vysvétleni uvedenych konfliktti (SNO vs. PKG, eNOS vs. iNOS) je nejasné.

4.2.3.6 Drdha SAFE (Jak/STAT3)

Na rozdil od ptedchozich drah kardioprotekce drahou SAFE (=Surivovor
activating factor enhancement, Jak/STAT3) zptisobuje pouze malé zvyseni aktivit Akt a
ERK a neni zruSitelnd jejich inhibici. Tato draha je aktivovdna pomoci TNFa, a jejim
vyslednym efektem by mohlo byt pfimé ovlivnéni komponent apoptézy (Bad, Bcl-2
(Lecour et al., 2005)). STAT 3 se translokuje do mitochondrie a ma inhibi¢ni uc¢inek na
mPTP (Boengler et al., 2010). Kardioprotekce IPC i IPoC je zavisla na STAT 3, avSak u
knockoutu STAT 3 stale fungoval [PoC zavisly na draze RISK, cozZ vedlo k hypotéze,
ze draha SAFE funguje jako regulator drahy RISK (Goodman et al., 2008).

4.2.3.7 Shrnuti signalizacnich drah

I vliv signaliza¢nich drah v kardioprotekci zfejmé bude komplikovanéjsi.
Pravdépodobné se zde budou vyskytovat pozitivni zpétnovazebné okruhy (napf.
MAPK-PKC). Navic existuje studie dokladajici zavislost aktivace Akt na Cyp-D
(Hausenloy et al., 2010). IPC viibec nedocilil fosforylace Akt u Cyp-D knockout mysi.
Klasickou interpretaci by toto znamenalo, Ze Akt je downstream od Cyp-D. SpiSe se

domnivame, ze by zde mohl existovat velky zpétnovazebny okruh.
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4.2.4 Signaliza¢ni molekuly

Existence remote conditioningu a fakt, ze protekci IPC lze pfenést i mezi
riznymi zvifaty transfuzi, upozornil na vyznam signalizacnich molekul
v kardioprotekci. V dusledku kardioprotektivnich intervenci dochéazi k vyplaveni fady
lokaln¢ piisobicich latek spoustéjicich kardioprotektivni drahy, mezi néz patfi napf.
adenosin, bradykinin nebo opioidy. Rada dalsich latek je schopna farmakologicky
navodit kardioprotekci, avSak zatim bez dukazi o jejich pfimém vlivu
v kardioprotektivnich intervencich. Sem patfi napf. inzulin nebo erytropoetin viz

piehled (Ovize et al., 2010).

Intersticialni adenosin se zvysuje v prabéhu ischemie u prasat a jeho odstranéni
(deamindzou) neovliviiuje rozsah ischemie, avSak rusi efekt IPC. U IPoC zpomaluje
vyplavovani adenosinu ze srdci po ischemii. Existuje fada konfliktnich nalezi u studii
snazicich se o urceni typu adenosinového receptoru zodpovédného za kardioprotekci viz
prehled (Ovize et al., 2010). Za nejrelevantnéj$i nalez ovSem povazujeme zjisténi, ze
uvedené receptory funguji v soucinnosti (kardioprotekce A1 agonistou byla zruSitelna
knockoutem obou podtypi A: receptoru (Zhan et al., 2011)), coz uvedené konflikty

vysvétluje.

Role bradykininu v kardioprotektivnich intervencich byla prokazéana zjiSténim,
ze efekt IPC u kralikd je zruSitelny aplikaci antagonistii bradykininovych receptort
(Wall et al., 1994). Efekt bradykininu byl potvrzen i u IPoC a byl zavisly na popsanych
mechanizmech kardioprotekce viz prehled (Ovize et al., 2010). Dale byla popsana
zéavislost IPC a IPoC na opioidech. Uvedena data spojuje studie naznacujici zavislost
kardioprotekce bradykininem a opioidy na mito-K-ATP a ROS, coz implikuje jejich
spole¢ny mechanizmus U¢inku. Nutno ovSem podotknout, Ze uvedend studie nenalezla

analogickou zavislost u adenosinu (Cohen et al., 2001).

Byl popsan kardioprotektivni efekt kombinace gluk6za-inzulin-draslik, nasledné
prace ovSem prokazaly, ze za kardioprotektivni efekt je primarné odpovédny inzulin.
Inzulin aktivuje protektivni drahu PI3K/Akt a jeji downstream efektory a jeho
protektivni efekt je zruSitelny inhibitory Akt (Jonassen et al., 2000) a NO (Gao et al.,
2002). Analogicky kardioprotektivni efekt zavisly na Akt ma takeé IGF-I a dalsi rastové
faktory.
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Za zvySenou odolnost sami¢iho srdce mohou byt odpovédné estrogeny. Ackoliv
existuji konfliktni idaje ohledné jejich kardioprotektivniho efektu (zejména ve vztahu
k substitu¢nim terapiim), estrogenové receptory nefunguji pouze jako transkripcni
PI3K/Akt/eNOS (Simoncini et al., 2000). Byla také popsana aktivace dalSich
kardioprotektivnich struktur estrogeny jako je eNOS nebo mito-K-ATP.

Posledni v tomto piehledu popsanou kardioprotektivni latkou je erytropoetin
(EPO). Kardioprotekce EPO je zavisla na Akt a ERK (Mudalagiri et al., 2008).
Vzhledem k tomu, Ze intermitentni hypoxie zvysuje hladinu EPO, se tento mtze podilet

na jejim protektivnim efektu.

4.2.5 Metabolické faktory

V kardioprotekci se mohou uplatiiovat i metabolické faktory. Ackoliv je
kardioprotekce spiSe vysledkem aktivace protektivnich kindz a plvodni teorie
zkousejici metabolické intervence (napf. glukozu nebo draslik) se nepotvrdily,
metabolické faktory jsou u kardioprotektivnich intervenci popsadny a mohly by byt

dasledkem aktivace ptislusnych signaliza¢nich drah.

Efekt IPoC je zavisly na uchovani glykolytické aktivity. IPoC zvysil translokaci
GLUT4 a glykolyzu a inhibice glykolyzy (iodoacetat) zrusila jeho protektivni efekt
(Correa et al., 2008). Tento vysledek lze ocfekavat vzhledem k faktu, Ze jednou
z molekul spoustéjicich kardioprotekci je inzulin a jeho signalizacni draha PI3K/Akt
(Jonassen et al., 2000) a asociaci mPTP s hexokindzou. Potfeba glykolyzy
v ischemicko-reprefuznim poskozeni je navic logicka vzhledem k nedostatku kysliku
pro ¢innost mitochondrii, nebo v nutnosti generovat dostatek ATP pro vylouceni excesu
intracelularniho kalcia. Analogické metabolické efekty byly popsany i u IPC a byl
navrzen mechanizmus jejich Gc¢inku pres Akt a AMPK (Ji et al., 2013).

IPC zplsobuje pokles zasob ATP pied ischemii. IPC ovSem vyrazné zpomaluje
depleci zasob ATP v po 10 minutach ischemie. Po 40-ti minutové ischemii vSak mezi
nimi nebyl rozdil (Murry et al., 1990). Ischemie a reperfuze vyrazné snizila rychlost
syntézy ATP a IPC ji zvysil téméf na hodnoty kontrol. Blokdda mito-K-ATP zpiisobila

signifikantni omezeni ucinku IPC (Fryer et al., 2000). Z toho se da odvodit, ze dllezZita
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je schopnost syntézy ATP v reperfuzi a nikoliv preservace metabolizmu v ischemii.
Neonatalni srdce vykazuje v ischemii pomalej$i pokles koncentraci ATP a vyssi
produkci laktatu, coz naznacuje pravé schopnost efektivné vyuzit glykolyzu k syntéze

ATP (viz ptehled (Ostadal et al., 2009b)).

4.3 SHRNUTI LITERARNIHO PREHLEDU

I pfes fadu nejasnosti provézejicich tuto problematiku se ukazuje znacna
podobnost mechanizml mezi jednotlivymi kardioprotektivnimi stavy. Problémem muze
byt spiSe nedostatecna znalost nékterych mechanizmu a strukturalnich detaili (napi. u
mPTP a mito-K-ATP). Proto se domnivame, ze existuji pouze dva funkcni stavy
odpovédné za mechanizmy odolnosti myokardu k ischemii a tyto stavy se stfidaji napfic

vSemi popsanymi intervencemi a stavy s vysokou odolnosti myokardu.

V prvnim stavu, kdy je srdce relativné rezistentni k ischemii, jsou
kardioprotektivni drahy aktivni, mito-K-ATP kandl je otevien, mPTP je zavien (resp.
ma vysoky prah pro otevieni), transport kalcia do mitochondrie (a zfejmé i SR) je
blokovan, naopak eflux kalcia z mitochondrie je podporovdn a zdrojem energie je
anaerobni glykolyza. Protekce se pravdépodobné ucastni NO a alespoii nékteré ROS

(superoxid). Tyto podminky zfejmée spliuje vysoce odolné neonatalni srdce.

V druhém stavu jsou kardioprotektivni drahy neaktivni, mito-K-ATP kanal je
zavien, prah pro otevieni mPTP je nizky, transport kalcia do mitochondrie je facilitovan
(mozna vysokym mitochondridlnim membranovym potencidlem) a zdrojem energie pro
kardiomyocyt bude pievazné utilizace mastnych kyselin (pfehled viz tab. 1.).
Nedostatecna schopnost anaerobni glykolyzy mtze byt pficinou vysokeé citlivosti srdce

k ischemicko-reperfuznimu poskozeni.
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Stav rezistentni k | Stav citlivy k ischemii
ischemii

Préah pro otevieni mPTP vysoky nizky

Mito-K-ATP kanal otevien zavien

Tvorba NO (aktivita NOS) ano ne

Transport Ca?* do mitochondrie | tlumen facilitovan

Aktivita protektivnich kinaz | ano / vysoka ne / nizka

(Akt)

Ptevazujici zdroj ATP

glykolyza

mastné kyseliny

Tab. 1: Shrnuti hypotézy o dvou stavech kardiomyocytu liSicich se citlivosti

k ischemii.
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5. HYPOTEZY A CILE DIZERTACNI PRACE

Dizertacni prace je zalozena na nésledujicich hypotézach

1) Kardioprotektivni intervence (ischemicky preconditioning a
postconditioning) jsou u¢inné u dospélych srdci. Neonatalni srdce jsou k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni odolngj$i a ischemicky preconditioning tuto odolnost dale
nezvySuje. Predpokladame, Ze odolnost myokardu v ¢asném neonatidlnim obdobi se
nezvysi pomoci ischemického postconditioningu, jehoz ontogeneticky vyvoj bude
obdobny jiz popsanému vyvoji ischemického preconditioningu.

2) V mechanizmech kardioprotektivnich intervenci u dospélych srdci se

uplatiiuje mito-K-ATP kandl a protektivni vliv NO. Piedpokladame, ze tyto dva

mechanizmy se budou podilet i na vysoké odolnosti neonatélniho srdce.

Cile dizertac¢ni prace:

1) Analyza vyvoje ucinnosti ischemického postconditioningu v ¢asném
neonatalnim obdobi pomoci méfeni obnoveni sily kontrakce (DF) po ischemii a

uvolnéni enzymu (LDH) z poskozeného myokardu.

2) Analyza Uc¢inku blokatoru mitochondridlniho K-ATP kandlu 5-
hydroxydekanoatu na odolnost neonatalnich srdci a ischemicky postconditioning u

neonatalnich srdci.

3) Méfeni endogenni produkce NO pomoci analyzy sérovych nitrati a

stanoveni nitrotyrozinu v neonatalnich srdcich.
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6. METODIKA

Vsechny pokusy byly provadény po schvaleni odbornou komisi 2. lékatské
fakulty UK pro posuzovani prace se zviraty ve vyzkumnych projektech a v souladu
s pravidly Guide for Care and Use of Laboratory Animals, publikované US National
Institute of Health (NIH cislo 85-23, 1996).

6.1 EXPERIMENTALNI MODEL

K pokustim byla pouzita mlad’ata laboratorniho potkana kmene Wistar ve staii 1,
4, 7 a 10 dnd. Experimentélni a kontrolni skupiny byly slozeny z mlad’at pochéazejicich
vzdy minimalné ze tfi hnizd. Mlad’ata byla zvazena a usmrcena dekapitaci. Hrudnik byl
rychle otevien a aorta kanylovana (nerezovou kanylou s vnéj$§im primérem 0,45 mm
pro 1. a 4. den a 0,8 mm pro 7. a 10. den). Srdce bylo vyjmuto, atria odstranéna a
komory byly perfundovdny metodou dle Langendorffa za konstantniho tlaku, ktery
odpovidal stfednimu arteridlnimu tlaku pro dané vyvojové stadium (Clubb et al., 1987;
Litchfield, 1958) Srdce byla perfundovana Krebs—Henseleitovym roztokem, ktery
obsahoval (v mmol/l): NaCl 118,0; KCI 4,7; CaCl; 1,25; MgSO4 1,2; NaHCO3 25,0;
KH2PO4 1,2 a glukozu 7,0. Roztok byl saturovan smési 95 % Oz a 5 % CO: (pH 7,4);
teplota byla udrzovana na 37 °C. Srdce byla elektricky stimulovana frekvenci 200 udert
za minutu s pouzitim stfibrnych elektrod, pfiloZenych na srde¢ni bazi. Stimula¢ni pulsy
mély stfidavou polaritu, trvaly 1 ms a jejich voltdz byla oproti prahové hodnoté o
polovinu zvySena. Klidové predpéti bylo pomoci mikroSroubu postupné zvySovano az
na hodnotu, kdy sila kontrakce (DF) dosahuje 80 % maximalni sily, dosazené pii
odpovidajicim preloadu. Sila kontrakce (DF) izolovaného srdce byla méfena pomoci
snimace sily kontrakce. Ten byl se srde¢nim hrotem spojen pomoci silonového tivazu,
dvouramenné titanové paky a sklenéného vlakna. Kontraktilni parametry byly
automaticky vyhodnocovany on-line pfipojenym pocitacem (signal byl patiicné zesilen
zesilovacem) obr. 8. Po stabilizaci izolovaného srdce byla zaznamendna startovni
hodnota DF. Srdce byla nésledné vystavena 40 nebo 60 minutdm globalni ischemie.
Srdce, na kterych byl hodnocen ucinek ischemického postconditioningu, byla na

pocatku reperfuze vystavena tfem periodam 10, 30 nebo 60 sekundové ischemie nebo
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péti periodam 10 sekundové ischemie odd€lené stejn¢ dlouhymi periodami reperfuze.
Protokoly byly voleny na zéklad¢ piehledu protokolll pouzivanych u dospélych zvitat
(Skyschally et al., 2009). Kontrolni srdce byla odpovidajici dobu perfundovéna.
Nasledovala reperfuze do maxima obnoveni DF (nejvyssi dosazena hodnota pted jejim
poklesem, métfeno v tiiminutovych intervalech) obr. 9. Mira obnoveni kontrakce byla

vyjadfena jako procento startovni hodnoty.
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Obr. 8: Schéma métfeni kontraktility izolovaného neonatdlniho srdce dle
Langendorffa. (CHARVATOVA, Zuzana. Odolnost nezralého srdecniho svalu
k nedostatku kysliku. Praha, 2008. Dizerta¢ni prace. Univerzita Karlova v Praze, 2.

Iékarska fakulta).
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Obr. 9: Prehled experimentalnich skupin a protokold postconditioningu.

6.2 STANOVENI ENZYMU LAKTATDEHYDROGENAZY (LDH)

K hodnoceni rozsahu poSkozeni srdce byla pouzita metoda méteni obsahu LDH
v korondrnim efluentu. Vzorky efluentu byly odebirany dle experimentalniho protokolu
(obr. 10) a mnozstvi efluentu bylo zjistovano zvazenim zkumavky pied a po odbéru.
Navic byl shromazd’'ovan veSkery efluent za dobu reperfuze a jeho hmotnost
zaznamenavana. Z n¢ho byl odebran vzorek pro zjiSténi obsahu celkové LDH uvolnéné
v prubéhu reperfuze. Vzorky urcené k méfeni obsahu LDH byly udrzovany pfi teploté 4
°C az do doby métfeni metodou dle (Mukherjee, 2010): 100 pl vzorku bylo inkubovano
se 150 pl Gerstvé pripraveného roztoku NAD" (3 mM) a 100 ul laktatu (0,9 M) v TRIS-
HCl pufru (0,1 M; pH 9,0) pifi 37°C po dobu 15 min. Nésledné bylo ptfidano 250 pl 2,4-
dinitrofenylhydrazinu (0,1% v 2 M HCIl). Reakce byla zastavena 2,5 ml NaOH (0,4 M)
a absorbance byla zmétena pii 505 nm po 20 min. Po kvantitativnim uréeni mnozstvi
pyruvatu byla vypoctena aktivita LDH. Kalibrace byla provedena standardnim roztokem

pyruvatu a vyhodnocena pomoci linearni regrese.
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Obr. 10: Experimentalni protokol pro méfeni LDH.

6.3 BLOKADA MITO-K-ATP KANALU U NEONATALNIHO SRDCE

Pro pokusy s blokddou mito-K-ATP kandlu byl pouzit 5-hydroxydekanoat
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Perfuze dle Langendorffa byla provadéna analogicky
pokusiim pro ischemicky postconditioning. Po stabilizaci byla zaznamenana hodnota
DF a srdce byla 5 min perfundovana Krebs-Henseleitovym roztokem s 5-HD v 500 uM
koncentraci (Rodrigo a Samani, 2008). Poté byla srdce vystavena 40 minutové ischemii
po niz nasledovalo dalS$ich 20 min perfuze identickym roztokem 5-HD s cilem ovlivnit
reperfuzni fazi. Dalsi experimentalni skupina obdrzela soucasnou aplikaci 5-HD a
ischemického postconditionigu 5x10s. Nasledovala reperfuze standardnim Krebs-
Henseleitovym roztokem do maxima obnoveni DF (analogicky protokolu pro

ischemicky postconditioning, obr. 11).
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Obr. 11: Experimentalni protokol pro méteni t€inku 5-HD.
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6.4 STANOVENI SEROVYCH NITRATU A NITROTYROZINU V
NEONATALNICH SRDCICH

6.4.1 Odbér vzorku

Stanoveni mmnozstvi 3-nitrotyrozinu bylo provedeno ze srdci a ze séra
neonatdlnich mlad’at laboratorniho potkana kmene Wistar ve stafich 1. a 10. den.
Experimentalni a kontrolni skupiny byly slozeny z mlad’at pochazejicich ze tfi hnizd.
Mlad’ata byla zvazena a usmrcena dekapitaci a byla odebrana smisena krev. Hrudnik
byl rychle otevien, srdce bylo vyjmuto, zvazeno a zmrazeno v tekutém dusiku a
uchovéano pii -70°C pro naslednou analyzu mnozstvi nitrotyrozinu. Krev byla po
koagulaci (cca 30min) zcentrifugovana pii 2900 ot/min po dobu 10 minut. Sérum bylo
nasledné zmrazeno v tekutém dusiku a taktéZ uchovéno pii -70°C pro naslednou

analyzu.

6.4.2 Stanoveni sérovych nitrata

Vzorek séra (25 pl) byl pfiddn k 5Sml 0,1IM VCIz v 2M HCI s 300ul
protipénivého ¢inidla. Vzorek byl konstantné probublavan He a byl zahiivan na 90°C.
Nitraty, nitrity a S-nitrososlouceniny byly konvertovany na NO. Uvolnéné plyny byly
ptivedeny do chladi¢e a plynového probublavace naplnéného KOH, coZ brani poSkozeni
NO analyzatoru (NOA) parami HCI. V NOA (Sievers NOA 2801), NO reaguje s O3 za
tvorby excitovaného NO>". KdyZ se nestabilni elektrony NO>" vraci do svého
zékladniho stavu, tak uvolnuji energii. Svételna emise linearné koreluje s obsahem NO

ve vzorku.

6.4.3 Stanoveni nitrotyrozinu

Ke stanoveni 3 - nitrotyrosinu byly pouzity vzorky srde¢nich tkani potkant ve
stafi 1. a 10. postnatalni den. 3 - nitrotyrosin byl stanovovan v srde¢ni tkani po extrakci
TBS (tris pufrovany solny roztok pH 8,3) s inhibitory proteaz (benzamidin, EDTA,
PMSF). 100mg tkan¢ bylo homogenizovano ve 2 ml TBS, extrahovano 30 min pii 4°C
a centrifugovano (48000 g, 10 min, 4°C). Ve vysledném supernatantu byl stanoven 3 —
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nitrotyrosin modifikovanou ELISA metodou pro stanoveni 3 - nitrotyrosinu v séru
pomoci nami ptipravené mysi monoklonalni protilatky (mMAb) NO-60-E3 (vyrobené
na zdejSim pracovisti) (Fisarkova et al., 2004). 96-jamkova polystyrenova desticka
(Maxisorp, Nunc) byla potazena peroxynitritem nitrovanym BSA v 50 mM
uhlicitanovém pufru o koncentraci 10pug/ml pies noc pi1 4°C. Blokovani nespecifické
sorpce bylo provedeno tfikrat opakovanou 5 min inkubaci s TTBS (TBS s 0,05%
Tweeen-20). Zkoumané vzorky i standardy byly fedény v TBS pufru s ptidavkem 0,1%
PVP (polyvinylpyrrolidon) a 0,01% Tween - 20 a napipetovdno 50ul/jamku takto
fedéného standardu ¢i vzorku na blokovanou desku. Nésledné bylo pfidano 50 pl/jamku
mMADb NO-60-E3 tedéné 1:125 000 v identickém pufru a smés byla inkubovana po
dobu 60 minut za mirného tfepani pfi laboratorni teploté (stejna teplota pouzita i pro
vSechny nasledujici kroky). Nasledné byly jamky promyty 3x TTBS a ptiddno 100
ul/jamku antimy$i kralici protilatky konjugované s peroxidazou (Sigma A-8924)
nafedéné v 1% BSA v PBS v poméru 1:2500. Sekundarni protilatka byla na desce
inkubovana 90 minut za mirného tiepani a po nasledném pétinasobném oplachu PBS
s 0,05% Tween-20 byla provedena barevna peroxiddzova reakce s o-fenylendiaminem a
ukoncena po 30 min pfidanim 2 M kyseliny sirové. Absorbance byla zmétfena pii 492
nm, standardni kiivka a mnozstvi 3 - nitrotyrosinu ve vzorcich bylo vypocteno podle
Rodbardovy ctyfparametrové rovnice (Rodbard a McClean, 1977). Koncentrace
proteinli byla méfena metodou kyseliny bicinchoninové (Smith et al., 1985) a je

vyjadiena na gram extrahovaného proteinu.

6.5 STATISTICKE ZHODNOCENI

Nameétené vysledky jsou uvadény jako primérné hodnoty + stiedni chyby
priméru (S.E.M.). Vysledky byly ziskdny z nejméné sedmi izolovanych srdci v kazdé
skupiné ischemického postconditioningu a jejich kontrol. U analyzy LDH byly ve
skupiné vzdy nejméné Ctyfi vzorky. Vysledky pro urceni Gc€inku 5-hydroxydekanoatu
byly ziskany z nejméné Sesti izolovanych srdci v kazdé skupiné. Stanoveni sérovych
nitrath a 3-nitrotyrozinu bylo provedeno z deseti vzorkd v kazdé skupiné. Rozdily
v obnové kontraktility mezi jednotlivymi skupinami ischemického postconditioningu
byly hodnoceny pouZitim analyzy variace. ANOVA a nésledny Student-Neuman-

Keulstiv test byl pouzit pro analyzu variace uvnitf skupin. Stejnym zptisobem byl
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hodnocen 1uc¢inek 5-hydroxydekanoatu na neonatdlni srdce a ischemicky
postconditioning. LDH bylo analyzovdno porovnanim Pearsonova korela¢niho
koeficientu s kritickou hodnotou a naslednym provedenim linearni regrese. Rozdily
mezi skupinami LDH byly hodnoceny pomoci neparovych t-testi. Hodnoty sérovych
nitrath a tkanového 3-nitrotyrozinu byly také hodnoceny pomoci neparovych t-testu.
Statistické rozdily byly povazovany za vyznamné pii p < 0,05. Ke statistickému
zpracovani vysledkli byl pouzit program Statview 5.0. Grafy byly vytvofeny
v programu GraphPad Prism 6.07 for Windows.
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7. VYSLEDKY

7.1 VYVOJ ODOLNOSTI K ISCHEMICKO-REPERFUZNIMU POSKOZENI

Neonatalni srdce se vyznacovala vysokou odolnosti k ischemicko-reperfuznimu
(I/R) poskozeni (vyjadienou jako mira obnoveni sily kontrakce) 1. a 4. postnatalni den,

ktera poté signifikantné poklesla 7. a 10. postnatalni den (obr. 12).
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Obr. 12: Vyvoj odolnosti neonatdlnich srdci k I/R posSkozeni v zavislosti na
veku.

* signifikantni (p<0,05) oproti 1. dni
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7.2 ISCHEMICKY POSTCONDITIONING

7.2.1 10. den

Protektivni efekt IPC neni pfitomen 1. postnatalni den, ale objevuje se az 7. a 10.
postnatalni den. U IPoC jsme ocCekavali podobny vysledek. Na zakladé protokola
pouzivanych u dospélych zvitat jsme zvolili tfi protokoly (3x10s, 3x30s a 3x60s) a tyto
otestovali 10. postnatalni den. Zadny zuvedenych protokolti nevykazal signifikantni

protektivni efekt (obr. 13).
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Obr. 13: Odolnost k ischemii a tf1 protokoly IPoC u 10 dennich zvitat.

49



7.2.2 Vliv délky globalni ischemie

V minulosti byla popsdna zéavislost efektu ischemického preconditioningu na
délce ischemie, kdy protektivni efekt, nepfitomny u 20 a 30 minutové ischemii, se
projevil teprve po 40 a 60 minutové ischemii (CHARVATOVA Zuzana. Odolnost
nezralého srdecniho svalu k nedostatku kysliku. Praha, 2008 Dizertatni préace.
Univerzita Karlova v Praze, 2. lékarska fakulta). Vzhledem k nazna¢enému, avsSak
nesignifikantnimu, efektu protokolu 3 x 30 sekund byl tento protokol otestovan s délkou

ischemie prodlouzenou na 60 minut. Protektivni efekt se ptesto neprojevil (obr. 14).
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Obr. 14: Vliv délky globalni ischemie na u¢innost protokolu [PoC 3x30 sekund.

* signifikantni (p<0,05) oproti 40 min ischemii
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7.2.3 Vyvoj efektu ischemického postconditioningu

Protokol ischemického postconditioningu 3 x 30 sekund byl nésledn¢ otestovan
v pribéhu ¢asného postnatilniho vyvoje. V zadném z testovanych stati (1., 4., 7. a 10.

postnatalni den) se neobjevil signifikantni protektivni u¢inek (obr. 15).
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Obr. 15: Ischemicky postconditioning v prib&hu postnatalniho vyvoje.
* signifikantni (p<0,05) oproti 1. dni

51



7.2.4 Protokol 5 x 10 sekund

Spolecné s pokusy tykajicimi se efektu 5-hydroxydekanoatu (viz dale) byl
otestovan dal§i protokol ischemického postconditioningu (5x10s). Tento protokol

vykazal signifikantni protektivni efekt u 10 dennich zvirat (obr. 16).
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Obr. 16: Protokol ischemického postconditioningu 5 x 10 sekund.
* signifikantni (p<0,05) oproti 1. dni

# signifikantni (p<0,05) oproti 10 dennim kontroldm

7.3 STANOVENI LDH U ISCHEMICKEHO POSTCONDITIONINGU

Metoda stanoveni aktivity LDH v koronarnim efluentu byla pouZzita jako dalsi
zpiisob urceni rozsahu ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. Mira obnoveni sily
kontrakce (DF) a mnozstvi vyplavené LDH vykazovaly signifikantni negativni korelaci
(obr. 17). U protokolu IPoC 3 x 30 sekund nebyl nalezen signifikantni rozdil v aktivité
LDH ve stafich 1., 4. a 7. postnatalni den. Signifikantni rozdil se nevyskytl ani u vyse

zminéného protokolu 60 minutové ischemie 10. postnatalni den (obr. 18).
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Obr. 17: Statisticky signifikantni (p<0,05) negativni korelace mnozstvi

uvolnéné LDH a obnoveni DF.
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Obr. 18: MnoZstvi uvolnéné LDH u kontrol a ischemického postconditioningu
v prubéhu ontogenetického vyvoje (1-7. den méfeno po 40-ti min ischemii, 10. den po

60-ti min ischemit).
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7.4 VLIV PODANI BLOKATORU MITO-K-ATP KANALU NA ODOLNOST
NEONATALNICH SRDCIi

Blokator mito-K-ATP kanalu podavany pted ischemii odolnost neonatalnich
srdci neovlivnil (Ostadalova et al., 2002). 5-HD ma ovSem kratky biologicky polocas, a
proto byla pouzita aplikace 5-HD pied i po globalni ischemii s cilem snizit odolnost
neonatalniho srdce ovlivnénim reperfuze. V zddném z testovanych stafi (1., 4. a 10. den)

5-HD nemg¢l signifikantni efekt na odolnost neonatalnich srdci (obr. 19).
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Obr. 19: Vliv podéani blokatoru mito-K-ATP kandlu 5-HD na odolnost
neonatalnich srdci.

* signifikantni (p<0,05) oproti 1. dni
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Podani 5-HD v uvedeném protokolu vedlo k signifikantnimu prodlouzeni doby
do maximalni obnovy DF 4. a 10. postnatalni den, ackoliv kone¢nou dosazenou hodnotu
obnovy DF neovlivnilo (obr. 20). Vyvoj u kontrol odpovidd normélnimu vyvoji

popsanému v predchozich studiich.
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Obr. 20: Vliv podani blokatoru mito-K-ATP kanalu 5-HD na ¢as do maxima
obnoveni DF.

* signifikantni (p<0,05) oproti piislusné kontrolni skupiné
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7.5 VLIV PODANI BLOKATORU MITO-K-ATP KANALU NA ISCHEMICKY
POSTCONDITIONING

Protektivni efekt postconditioningu 5x10s podani 5-HD neovlivnilo. Cas do

obnovy DF byl ovlivnén pouze 5-HD a nikoliv postconditioningem (obr. 21).
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Obr. 21: Vliv podani 5-HD na ischemicky postconditioning; obnova DF a ¢as
do maxima obnoveni DF.

* signifikantni (p<0,05) oproti prislusné kontrolni skupiné
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7.6 STANOVENI MNOZSTVi SEROVYCH NITRATU A NITROTYROZINU
V NEONATALNICH SRDCICH

L-NAME snizilo odolnost neonatalnich srdci k ischemii (Ostadalova et al.,
2002), ale 0 mozné produkci NO u neonatalnich zvitat nebylo nic blizsitho zndmo. U 1
dennich potkant jsme nalezli signifikantné¢ vysSi hladiny sérovych nitrati oproti 10

dennim potkantim (obr. 22).

Kyslikové radikaly (ROS) zfejmé hraji diilezitou ulohu v kardioprotektivnich
mechanizmech u dospélych srdci (Matsuzaki et al., 2009) a jejich tvorba byla
asociovana s mito-K-ATP kanalem (Andrukhiv et al., 2006). 3-nitrotyrozin vznika
interakci tyrozinu s peroxynitritem, ktery vznikd zNO a superoxidu. Zadny rozdil
v obsahu 3-NT v neonatélnich srdcich mezi 1. a 10. postnatdlnim dnem jsme ovSem

nenalezli (obr. 22).
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Obr. 22: Sérové nitraty a 3-nitrotyrozin v neonatalnich srdcich u 1. a 10.

dennich potkantl.

* signifikantni (p<0,05) oproti 1. dni
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8. DISKUZE

Nase pokusy potvrdily vysokou odolnost srdei neonatalnich potkant
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni (méfenou jako obnoveni sily kontrakce po
ischemii a pomoci uvolnéni LDH), ktera v prub¢hu prvnich deseti postnatalnich dni
klesa. Kardioprotektivni efekt ischemického postconditioningu se 10. postnatalni den
podafilo vyvolat pouze pomoci protokolu 5x10s, ostatni protokoly byly neucinné.
Protektivni efekt protokolu 3x30s se neobjevil ani pti prodlouzeni délky ischemie na 60
minut. U vysoce odolnych neonatélnich srdei do 7. postnatalniho dne se dle o¢ekavani

protektivni efekt nepodafrilo vyvolat.

Podéani blokatoru mito-K-ATP kandlu, 5-hydroxydekanoatu, navzdory naSim
ocekavanim, odolnost neonatdlnich srdei nesnizilo. Stejné tak blokdda mito-K-ATP
kanalu neovlivnila protektivni efekt protokolu 5x10s ischemického postconditiongu. U
tfi z péti pokusnych skupin doslo k prodlouZeni ¢asu do maximalni obnovy DF, coz je

neoc¢ekavany nélez.

V séru 1-dennich neonatalnich potkanG byly nalezeny signifikantné vyssi
hladiny sérovych nitratt oproti 10. postnatalnimu dni, coz je v souladu s o¢ekavanym
kardioprotektivnim vlivem NO u neonatdlnich zvifat. Navzdory tomu nebyl nalezen
rozdil v mnozstvi 3-nitrotyrozinu v neonatdlnich srdcich mezi prvnim a desatym

postnatalnim dnem, coz implikuje moZnou absenci superoxidu v neonatalnich srdcich.

8.1 METODY MERENI UCINNOSTI POSTCONDITIONINGU

8.1.1 Méreni sily kontrakce (DF)

K ur€eni odolnosti neonatalnich srdei k ischemicko-reperfuznimu poskozeni
byla pouzita metoda méteni obnoveni sily kontrakce po probéhlé ischemii. Tato metoda
nejlépe odpovidd pozadavkim nasi studie, jelikoz nejlépe koreluje s tizi skute¢ného
ischemického poskozeni (Ostadalova et al., 1998). Kardiomyocyt zanikly v ischemii se
Jiz neni schopen dale kontrahovat a pii konstantnim preloadu bude zanik kardiomycyta

odpovidat poklesu kontraktility a sily kontrakce. Jiné veli¢iny, jako je naptiklad ¢as do
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obnovy sily kontrakce, nemusi korelovat s mirou ischemického posSkozeni. Pokud
bychom se divali pouze na rychlost obnovy sily kontrakce, tak bychom odvodili chybny
zaveér, ze neonatdlni srdce je ve 4. postnatilnim dni méné odolné k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni. Piitom 4-denni neonatalni srdce svou silu kontrakce obnovuje
sice pomaleji, ale na stejnou procentni hodnotu, jako srdce ve stafi jednoho dne.
Z uvedenych diivodi tedy reperfuze probihala tak dlouho, dokud stale dochazelo k rastu
sily kontrakce. Cas do maxima obnovy sily kontrakce byl analyzovan nezavisle na
velikosti této obnovy. V minulosti ¢asto pouzivany cCas do vzniku kontraktury takeé

nekoreluje s mirou ischemického poskozeni (Quantz et al., 1992).

8.1.2 Stanoveni enzymu laktatdehydrogenazy (LDH)

Jako druhéd metoda méfeni rozsahu I/R poskozeni bylo pouzito méfeni uvolnéné
LDH v koronarnim efluentu. Uvolnovani kardiospecifickych enzymt je 1 v klinice
dobfe znamou a pouzivanou metodou zjistovani pritomnosti ischemického poskozeni.
Pti pokusech dle Langendorffa navic odpada diferencidlni diagnostika zdroje této LDH
(perfundovéno je pouze srdce). Tato metoda byla také pouzita v pfedchozich pracich
zabyvajicich se odolnosti neonatdlniho srdce a protektivnim U¢inkem Sf-A
(CHARVATOVA Zuzana. Odolnost nezralého srdecniho svalu k nedostatku kysliku.
Praha, 2008 Dizerta¢ni prace. Univerzita Karlova v Praze, 2. 1¢kaiska fakulta). Navic je

béZné dostupnd a vyuzivana napft. i v pokusech na dospélych zvitatech.

8.1.3 Pouzité protokoly ischemického postconditioningu

Jelikoz se jedna o prvni studii zabyvajici se IPoC u neonatalnich potkanti, dosud
nemame, na rozdil od dospélych potkant, k dispozici jind data tykajici se efektu
ruznych protokolt IPoC u neonatalnich zvifat. Protokoly IPC jsou odlisné a obvykle
pouzivaji mensSi pocet delSich ischemii (3x3min (Ostadalova et al., 1998)). Nase
protokoly byly voleny na zdklad¢ logické snahy o zkraceni délky ischemii (typické pro
protokoly IPoC v dospélém srdci) a na zékladé ptehledu protokolti pouzivanych u
dospélych zvitat (Skyschally et al., 2009)). Obecné 1ze vysledovat urcitou tendenci

k vys§i ucinnosti protokold s vétSim poctem kratSich ischemii. Na druhou stranu lze
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nalézt popsanou ucinnost i u protokolu 2x30s na dospé€lych potkanech (Ferrera et al.,

2009). Nelze vyloucit, ze jiné protokoly IPoC by mély vyssi ucinnost.

8.2 ISCHEMICKY POSTCONDITIONING

Neonatalni srdce byla v 1. a 4. postnatalnim dni signifikantné¢ odolné;si
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni, tato odolnost 7. a 10. postnatalni den klesla.
Nalez je v souladu s pfedchozimi pracemi tykajicimi se IPC (Ostadalova et al., 2002;

Ostadalova et al., 1998).

Jednim z hlavnich vysledkii pozorovanych pii naSich pokusech je nemoznost
zvySeni odolnosti k ischemii u neonatélnich srdci v ¢asném obdobi posnatalniho vyvoje.
Vysledky pokust s protokolem 3x30s se mirn€ 1i§i od pifedchozich vysledkt
ischemického preconditioningu a adaptace na chronickou hypoxii, kde se objevily
znamky protekce jiz koncem prvniho postnatidlniho tydne (Ostadalova et al., 2002;
Ostadalova et al., 1998). Oproti tomu vysledky pokust s protokolem 5x10s jiz
odpovidaji témto predchozim pracim. Moznym vysvétlenim je vyssi G¢innost tohoto

protokolu oproti protokoliim pouzitym v pfedchozich pokusech (3x10s, 3x30s, 3x60s).

Byla také nalezena signifikantni negativni korelace mezi mnoZzstvim uvolnéné
LDH a obnovou DF. Vysledky ziskané méfenim LDH jsou analogické vysledkiim
méfeni obnovy DF (byt maji niz8i piesnost oproti vysledkim DF). Korekce na
mnozstvi uvolnéného effluentu ani korekce na hmotnost srdei nevedla ke zvySeni
ptresnosti vysledku. Vzhledem k absenci signifikantniho vysledku v celkové uvolnéné

LDH nebyla analyza jejiho vyplavovani v Case dale provadéna.

Nemoznost zvysit poc¢atecni vysokou odolnost neonatalnich srdci k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni implikuje, Ze se mozna jednd o obecnéjsi biologicky fenomén.
Pocatecni vysokd odolnost nemlzZe byt dale zvySena pomoci dal§i protektivni
intervence. Podobnou odolnosti jako neonatalni srdce se vyznacuji také vysoce odolna
srdce poikilotermnich zvitat (Overgaard et al., 2004) nebo srdce premenopauzalnich Zen
(Ostadal et al., 2009a), kdy se uplatiiuje vliv estrogent v aktivaci (Simoncini et al.,

2000).
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8.3 MITOCHONDRIALNI K-ATP KANAL

8.3.1 Pouzita metoda blokady mito-K-ATP kanalu

Druhym zasadnim vysledkem naSich studii bylo zhodnoceni efektu blokady
mito-K-ATP kanalu pomoci 5-HD aplikovanym pifed i1 po reperfuzi v nejvysSSim
pouzivaném davkovani (Rodrigo a Samani, 2008). Tato aplikace byla volena kvili
minimalizaci rizika neucinnosti 5-HD kvili jeho kratkému polocasu. Studie prokazujici
efekt 5-HD na IPC byly provedeny na jinych zvifatech (kralik) a pouzivaly kratsi
protokoly ischemie (Baker et al., 1999a). Pouziti 40-ti minutového protokolu ischemie u
neonatdlnich potkani vyplyvd zptedchozich studii (kratS§i protokoly ischemie
neposkodily srdce natolik, aby ischemicky preconditioning mél protektivni efekt)
(CHARVATOVA Zuzana. Odolnost nezralého srdecniho svalu k nedostatku kysliku.

Praha, 2008 Dizerta¢ni prace. Univerzita Karlova v Praze, 2. 1¢katska fakulta).

8.3.2 Efekt blokady mito-K ATP kanalu

Navzdory volenému protokolu podani 5-HD odolnost neonatdlnich srdci
k ischemicko-reprefuznimu poSkozeni neovlivnilo v Zddném z testovanych stafi. Jednim
zmoznych vysvétleni je, ze mito-K-ATP kanal se skutecné na vysoké odolnosti
neonatéalnich srdci nepodili. Pfi¢ina vysoké odolnosti neonatdlnich srdci k ischemicko-

reperfuznimu poSkozeni tak zfejmé spociva v jinych mechanizmech.

Existuje 1 jiné mozné vysvétleni. Struktura mito-K-ATP kanalu neni dobie
znama ani u dospelych srdci a je mozné, ze 5-HD viibec neplsobi na neonatalni mito-K-
ATP kanal. Skutecné jsou popsany vyvojové zmeény napi. ANT (vice ANT2 a méné
ANTI1 v prvnim postnatadlnim tydnu (Skarka et al., 2003)) a ANT je popsano jako
mozna komponenta mito-K-ATP (Ardehali a O'Rourke, 2005). Pokud by 5-HD pro svijj
efekt vyzadoval ptitomnost ANTI, tak by existovalo vysvétleni pro absenci jeho
ucinku, pficemZz funkce mito-K-ATP by v neonatdlnim srdci stdle mohla byt
zprostifedkovana pfes ANT2. 5-HD ma efekt na f-oxidaci mastnych kyselin (Hanley et
al., 2005) a neni jasné, zda toto souvisi s jeho inhibici mito-K-ATP kandlu. Nelze
vyloucit, Ze pisobi nepfimo pifes jinou komponentu, kterd také nemusi byt

v neonatdlnim srdci pfitomna. PouZiti jiného blokatoru K-ATP kanala by vSak nebylo

61



selektivni (ptisobi 1 na sarkoplazmatické kandly) a interpretace vysledkli by byla

podobn¢ slozita.

5-HD jsme nasledné aplikovali s protokolem ischemického postconditioningu
s cilem ovlivnit jeho efekt. Podani 5-HD neovlivnilo IPoC v 10. postnatdlnim dni, coz
sved¢i spise o rozdilnych mechanizmech IPoC v neonatalnim a dospélém srdci, nez o
neucinnosti 5-HD na neonatalni srdce. 10. postnatalni den jiz klesa exprese ANT2,
avSak zatim vyrazn€ nestoupa exprese ANT1 (ta je zvySena az 20. postnatalni den). Roli
také mohou hrat mezidruhové rozdily. Existuji diskrepance tykajici se efektu 5-HD
mezi studiemi na potkanech a kralicich (Baker et al., 1999a; Ostadalova et al., 2002). U
kralika vSak existuji i rozdily v efektu IPC v neonatalnim obdobi (Liu et al., 1998).
Neocekavanym vysledkem u nekterych skupin je ovlivnéni ¢asu do maxima obnovy DF
pomoci 5-HD, coz by mohlo byt vysvétleno jako efekt na kontraktilitu (popsan
v studiich na dospélych zvifatech (Garlid et al., 2006)) a nikoliv jako efekt na
ischemicko-reperfuzni poskozeni. Cas do maxima obnovy DF nevykazuje zadny vztah

k velikosti obnovy DF (srovnej obr. 19 a obr. 20).

8.4 OXID DUSNATY

8.4.1 Stanoveni sérovych nitrata

DalSim cilem naSich pokust bylo uréeni moZného vlivu NO na odolnost
neonatdlnich srdci. NO ma kardioprotektivni efekt v dospélych srdcich (Zhang et al.,
2000) a L-NAME redukovalo protektivni efekt IPoC (Penna et al., 2006a). L-NAME
také snizilo vysokou odolnost neonatalnich srdci k ischemicko-reperfuznimu poskozeni
(Ostadalova et al., 2002). Na§ nalez zvySené hladiny sérovych nitratd u 1-dennich
potkanll naznacuje, Ze zvySena produkce NO by mohla hrat roli ve vysoké odolnosti
jejich srdci. Stale vSak zbyva fada otdzek. Zdroj této produkce NO neni dostatecné
identifikovan. V dospélych srdcich je jim pravdépodobné eNOS aktivovand pomoci Akt
(Yang et al., 2013). V neonatélnich srdcich je vy$$i mnozstvi Akt, ale neni konstitutivné
aktivni (Liaw et al., 2013). Jakym mechanizmem se NO podili na protekci, také neni

zcela jasné; v dospélych srdcich byla navrzena S-nitrosylace (Sun et al., 2013).
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8.4.2 Stanoveni nitrotyrozinu v neonatalnich srdcich

Analogicky vysledek nebyl nalezen v pfipadé méfeni 3-NT. Existuji dvé mozna
vysvétleni. Prvni moZznosti je, ze v neonatdlnich srdcich chybi superoxid nutny pro
vznik peroxinitritu (a 3-NT). Toto by mohlo potvrzovat absenci efektu mito-K-ATP
kanalu, jelikoz jeho otevieni je v dospélych srdcich spojeno s produkci superoxidu
(Matsuzaki et al., 2009). Navic tento nalez je nezavisly na efektu 5-HD a konfliktnich
komponentach mito-K-ATP, jelikoz se jedna o funk¢ni disledek otevieni mito-K-ATP
(a jakéhokoliv jiného zvySeni permeability mitochondrialni membrany pro K). Na
druhou stranu, nalez zvySené hladiny nitrath v séru nemusi nutné souviset
s kardioprotekei v intracelularnim prostoru myokardu. Oproti tomu v dospélych srdcich

je podani donoru NO pro protekci dostate¢né (Rakhit et al., 1999).

NO se kromé vysoké odolnosti neonatdlniho myokardu miiZze také podilet na
protektivnim plsobeni kardioprotektivnich intervenci. Stanoveni role NO u I[PoC
v neonatalnim srdci vSak nebylo pfedmétem naseho vyzkumu. Pfipominame, Ze podéani

L-NAME neovlivnilo IPC 10. postnatalni den (Ostadalova et al., 2002).

8.5 OSTATNI MECHANIZMY ODOLNOSTI NEONATALNIHO SRDCE

8.5.1 MozZna propojeni kardioprotektivnich mechanizmu

NaSe studie v casném postnatdlnim obdobi se soustfedila pouze na dva
mechanizmy (mito-K-ATP kandl a NO), které hraji roli v kardioprotekci dospélych
srdci. Je vhodné zde pfipomenout, Ze téchto mechanizmil je celd fada a nelze tak

vyloucit roli jinych procesi ve zvySené odolnosti.

Neonatalni srdce i kardioprotektivni intervence v dospélém srdci jsou zavislé na
glykolyze. Zmény ve vyvoji metabolizmu kalcia by také mohly témto intervencim
odpovidat, na rozdil od ontogenetického vyvoje kardioprotekce ovSem vykazuji
bifazicky vyvoj. Odolnost k otevieni mPTP je analogickd kardioprotektivnim
intervencim, neni vSak zpusobena absenci Cyp-D. V tuto chvili neni jasné, zda se na ni
muze podilet NO. Inhibice GSK3p je popsana, neni vSak jasné jeji mozné zapojeni
k eNOS (ptfipominame, ze v kardioprotektivnich drahach jsou vysoce pravdépodobné

pozitivni zpétnovazebné okruhy). Neni také otestovan vliv aktivace GSK3f3 na odolnost
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neonatéalnich srdci a metodicky by pravdépodobné byl komplikovany (byl by potieba
geneticky knock-in). Dalsi kindzy ¢i mechanizmy kardioprotektivnich intervenci (napf.
vliv pH) nejsou v neonatdlnim srdci popsany vubec. Pro plné pochopeni mechanizmil
vysoké odolnosti neonatalniho srdce bude nutny detailnéjsi popis Casného postnatalniho
vyvoje. Vyvijejici se srdce prochazi fadou zmén a ne kazda musi byt odpovédna za jeho

vysokou odolnost.

Dtlezitou informaci pro analyzu kardioprotektivnich mechanizml je jejich
pravdépodobné zapojeni do pozitivnich zpétnovazebnych okruht. Klasickd interpretace
analyzujici kardioprotektivni drahy jako analogové fungujici izolované fady kinaz je
spornd. V kardioprotektivnich intervencich se nachdzi velké mnozstvi mist, kde inhibice
,»vSeho rusi v§e®. Intracelularni kindzy pravdépodobné funguji analogicky jako neuron.
Prvni linie kindz (analogie dendritil) zpracovava analogové pfichazejici informace. Ty
se sejdou na pozitivnim zpétnovazebném okruhu (analogie inicidlniho segmentu), ktery
funguje jako analogové¢ digitalni pfevodnik — signaly se seCtou. Podle toho, které
prevazi, pak dojde bud’ k aktivaci nebo inhibici celého okruhu (analogie axonu — bud’
vSe, nebo nic). Existuji studie zpochybiiyjici roli Akt v IPoC (Inserte et al., 2013).
Vzhledem k tomu, Ze Akt patii v kardioprotekci k prvni linii kindz, je mozné, Ze jeji
aktivace pouze neni dostateCna k pfebiti inhibicnich signali downstream ve

zpétnovazebném okruhu.

8.5.2 Kardioprotektivni draha Wnt

V neposledni tadé¢ je nutné zminit existenci dalSich méné¢ znamych
signalizaCnich drah, jako je drdha Wnt/Frizzled/Disheveled. Tato draha je znama
pfedevS§im z embryonalniho vyvoje a také pro svou roli u kolorektalniho karcinomu
(Disheveled inhibuje komplex APC/GSK3p, ktery degraduje B-katenin. Mutace APC je
odpovédna za familiarni adenomat6zni polypozu a pies B-kateninem stimulované déleni
bunék za vznik kolorektdlniho karcinomu). Drdha Wnt je tedy moznym zdrojem
inhibice GSK3f nezavislym na Akt (srovnej s neonatalnim srdcem, kde inhibice GSK3f3
casové odpovidd vyvoji odolnosti myokardu kischemii (Liaw et al., 2013)).
Antagonizmus drahy Wnt rusi kardioprotekci IPC (Vigneron et al., 2011). Drdha Wnt je
ziejm& propojena s NO (eNOS) (Bandara et al., 2016). Navic blokada Wnt ma

nezadouci UCinky na stfevni sliznici 1 dospélych zvitat (Valenta et al., 2016), coz
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implikuje, ze se nejednd o drahu s uCinky pouze v embryondlnim vyvoji. Je mozné, ze
tato draha je odpovédna za hyperplastick¢é d€leni v obecné&j$im rozsahu (srovnej
s neonatalnim srdcem, které roste hyperplastickym ristem (Kunes et al., 1997)) a nelze
vyloucit, ze pravé ona aktivuje downstream efektory kardioprotekce v neonatdlnim
srdci, coz by mohlo vysvétlovat nezavislost odolnosti neonatalnich srdci na Akt a mito-
K-ATP kanalu. Existuji proto dal$i mozna vysvétleni vysoké odolnosti neonatalnich

srdci, kterd mohou byt predmétem budouciho vyzkumu.

8.5.3 Uplatnéni kardioprotektivnich mechanizmii u srde¢niho selhani

Naskyta se otazka, pro¢ viibec srdce obsahuje takto slozity systém komponent
ovliviyjicich jeho odolnost. Jednoducha hypotéza o ,,lepSim* ¢i ,,hor§im* stavu srdce
nevysvétluje diivod existence tohoto ,.horSiho* stavu. Neodpovidaji ani ptedstavy o
,»Vyzravani“ neonatalniho srdce do dospélosti, jelikoz napft. kalcium vykazuje bifazicky
vyvoj (pro¢ by neonatalni srdce nejprve ztracelo schopnost akumulace kalcia jen, aby ji
poté ziskalo nazpét?). Uvedené kardioprotektivni mechanizmy se mohou uplatiiovat i u
dalsich chorob, mezi néz patii napt. srde¢ni selhani. Popisované mechanizmy srde¢niho
selhani jsou podobné slozité, jako mechanizmy kardioprotektivnich intervenci,

v nasledujicim odstavci uvedeme alespon jejich zakladni srovnani.

Exprese fetalnich genii koreluje se zavaznosti srdecniho selhani. U srde¢niho
selhani je popsana dysfunkce mitochondrii ve smyslu poklesu oxidativni fosforylace a
tvorby energeticky fosfati (fosfokreatin, ATP). Mitochondrie selhavajiciho myokardu
ztraceji svlyj kontakt se sarkoplazmatickym retikulem a v dasledku toho lze ocekavat
defektni transport kalcia do mitochondrii. U srde¢niho selhani dochézi k defektim ve
funkci sarkoplazmatického retikula, kdy kalcium se neakumuluje v SR (Gnik pfes
ryanodinové receptory a pokles funkce SERCA). Blokada PI3K poméha u srde¢niho
selhani. Kalcineurinova draha je upregulovana (efekt CsA na kalcineurin a Cyp-D je
povazovan za oddéleny, vzhledem ke komplexnosti signalizacnich drah vSak nelze
vyloucit, Ze spolu souvisi (piehledy viz Rosca a Hoppel, 2013; Tarone et al., 2014)).
Selhavajici srdce zvySené vyuziva glukdzu jako zdroj energie, ovSem pouze anaerobné.
Vzhledem k poskozeni mitochondrii neni schopno ji oxidovat (De Jong a Lopaschuk,
2017). Je vhodné ptipomenout, ze v dospélém srdci ma otevieni mito-K-ATP kanélu

negativni vliv na kontraktilitu.
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Ne vSechny mechanizmy vychazeji takto jednoznacné. eNOS je soucasti
protekce proti srdecnimu selhani a sildenafil je testovan jako 1€k pro srde¢ni selhani.
ROS jsou opét konfliktni (je navrhovana zavislost na misté produkce, ta je popisovana i

u kardioprotektivnich mechanizmii, ovSem z dat Ize jen tézko odvodit blizsi zavéry).

Je vSak mozné prosté vysvétleni, ze tyto dva stavy jdou proti sobé. Neonatalni
srdce nepotiebuje vysoky vykon, proto miize byt odolné k ischemii. Samci mivaji
silngjsi télesnou konstituci nez samice. Hypertrofie srdce vétSinou neni choroba, ale je
to reakce na jiné onemocnéni, ktera mu pomaha vyrovnat se se zvySenymi naroky.
Hypertrofickd srdce jsou refrakterni na IPoC. To, co je dobré pro pteziti ischemie,
v dlouhodobém dutsledku muize vést k srdeCnimu selhani. Navic to, ze se nékteré
kardioprotektivni drahy staly vyznamnym pifedmétem z4jmu v oboru onkologie, dobfe
ukazuje jejich potencialni nezadouci tcinky.

To neznamend, Ze by nebylo mozné jich terapeuticky vyuzivat. Pravé naopak,
evoluéni nastaveni mulze byt kompromis mezi riziky jdoucimi na obé strany.
Kardiomyocyt nevi, ze centimetr pfed nim je ateroskleroticky plat a pokud se to dozvi,
napt. v podobé IPC, je schopen se na to adaptovat. Selektivni aktivace ¢i inhibice
uvedenych mechanizmi pouze tam, kde je tieba, mize pfedstavovat velmi vyznamny
terapeuticky zasah do vSech uvedenych chorob. Rizika pfitom mohou byt vyznamné
niz8i nez pii chronické dlouhodobé aktivaci. Aktivace kinazy Akt na par hodin pouze
v myokardu, kde je navic velmi nizk4 incidence malignit, mize byt vyrazné lepsi

volbou neZ dlouhodoba aktivace Akt v celém organizmu.
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9. SOUHRN

l. Potvrdili jsme, Ze se neonatdlni srdce vyznacuji vyssi odolnosti k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni (vyjadienou jako mira obnoveni sily kontrakce), ktera klesa

mezi 1. a 10. postnatalnim dnem.

2. Ischemicky postconditioning nema protektivni efekt v Casnych fazich
postnatalniho vyvoje a jeho protektivni efekt se objevuje az 10. postnatalni den pii
pouziti protokolu 5x10 sekund. Tento protokol je pravdépodobné ucinnéjsi nez

predchozi protokoly 3x10, 3x30 a 3x60 sekund.

3. Délka ischemie neméla v nasich pokusech vliv na ischemicky postconditioning.
Tento nalez je v rozporu s piedchozimi vysledky u ischemického preconditioningu, kde

prodlouZeni délky ischemie mélo vliv.

4. Nebyly nalezeny signifikantni rozdily v mnozstvi uvolnéné LDH v koronarnim
effluentu, coz je v souladu s vysledky ischemického postconditioningu, ackoliv maji

niz8i pfesnost nez méteni obnovy sily kontrakce (DF).

5. Podani blokatoru mito-K-ATP kanalu 5-HD odolnost neonatalnich srdci
neovlivnilo. Nelze vyloucit, ze 5-HD ve skute¢nosti na neonatdlni mito-K-ATP kanal
nepusobi. MoZna absence superoxidu v neonatédlnich srdcich a pfitomny efekt 5-HD na
¢as do maxima obnovy DF (pravdépodobné dan jeho vlivem na kontraktilitu) vSak

svédci proti roli mito-K-ATP kanélu ve vysoké odolnosti neonatélnich srdci.

6. Podani blokatoru mito-K-ATP kanalu 5-HD neovlivnilo pfitomny protektivni
efekt protokolu IPoC 5x10s 10. postnatalni den. Opét nelze vyloudit, ze 5-HD na
neonatalni mito-K-ATP kanal neplsobi. Pokud by piisobil, pak by to znamenalo rozdil

v mechanizmech [PoC mezi neonatalnim a dospélym srdcem.

7. Stanoveni sérovych nitratl prokazalo signifikantné vyssi hladiny 1. postnatalni

den oproti 10. postnatadlnimu dni. V kombinaci s pfedchozim nalezenym efektem L-
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NAME na odolnost 1. dennich srdci tento nalez podporuje hypotézu, ze produkce NO je

odpovédna za vysokou odolnost neonatélnich srdci.

8. Nebyl nalezen rozdil v mnozstvi 3-nitrotyrozinu mezi 1. a 10. postnatalnim
dnem. Moznym vysvétlenim je absence superoxidu nutného pro vytvoreni 3-NT.
Vzhledem k tomu, Ze tvorba superoxidu by méla byt podporovéna otevienim mito-K-
ATP kandlu, tento nalez podporuje pravdépodobnou neucast mito-K-ATP na vysoké

odolnosti neonatalnich srdci.
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10. SUMMARY

1. We have confirmed, that neonatal hearts are characterized by higher resistance
to ischemia-reperfusion injury (expressed as recovery of developed force), which drops

between 1st and 10th postnatal day.

2. Ischemic postconditioning does not have protective effect in early stages of
postnatal development and its protective effect appears only on day 10 of postnatal life
while using protocol 5x10 seconds. This protocol is probably more potent than previous

protocols 3x10, 3x30 and 3x60 seconds.

3. The length of ischemia in our experiments did not affect the ischemic
postconditioing. This finding contradicts previous results regarding ischemic

preconditioning, where prolongating ischemia did influence cardioprotection.

4. No significant differences found in LDH release in coronary effluent are in
agreement with our results of ischemic postconditioning, although they have lower

accuracy compared to recovery of developed force (DF).

5. Application of mito-K-ATP channel blocker 5-HD did not affect the high
resistance of neonatal hearts. We cannot rule out, that 5-HD actually does not affect
mito-K-ATP channel in neonatal hearts. Probable absence of superoxide in neonatal
hearts and existence of effect of 5-HD on time to recovery (probably caused by its effect
on contractility) however speak against role of mito-K-ATP channel in high resistance

of neonatal hearts.

6. Administering mito-K-ATP channel blocker did not affect protective effect of
[PoC protocol 5x10s on day 10. Once again, we cannot rule out that 5-HD actually does
not affect neonatal mito-K-ATP channel. If it had an effect, that would mean diference

in mechanisms of IPoC between neonatal and adult hearts.
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7. Serum nitrates measurement proved significantly higher levels on postnatal day
1 compared to day 10. Taken together with previously found effect of L-NAME on
resistance of neonatal hearts on day 1, this finding supports the theory, that NO

production is responsible for high resistace of neonatal hearts.

8. We found no difference in 3-nitrotyrosine content between day 1 and day 10.
Possible explanation is absence of superoxide that is necessary for 3-NT formation.
Since superoxide production should be associated with mito-K-ATP channel opening,
this finding supports that mito-K-ATP channel probably does not play role in high

resistance of neonatal hearts.
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