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SEZNAM ZKRATEK

2,3-DPG 2,3 - difosfoglutarat

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofostat

ANT adenin nukleotid translokaza

Apaf-1 anti-apoptotic factor, faktor aktivujici apoptotické proteazy

AT angiotenzin

ATP adenosintrifosfat

BSA hovézi sérovy albumin

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CcO oxid uhelnaty

COX cytochrom ¢ oxidéaza

DF developed force, sila kontrakce

eNOS endotelidlni NO syntaza

FAD" flavin adenin dinukleotid

FADH, redukovany flavin adenin dinukleotid

GMP guanosinmonofosfat

GTP guanosintrifosfat

HO-1 heme oxygenaza, izoforma 1

HO-2 heme oxygendaza, izoforma 2

HSP90 heat shock protein 90, protein tepelného Soku o molekularni hmotnosti 90
IgG imunoglobulin tfidy G

ICHS ischemicka choroba srde¢ni

IVH intermitentni vySkova hypoxie

iINOS inducibilni NO syntaza

IP ischemicky preconditioning

ISO isoproterenol

Katp na ATP zavisl¢é draslikovych kanaly

LDH laktat dehydrogenaza

L-NAME N nitro-L-arginin metylester (inhibitor syntazy oxidu dusnatého)
mitoK atp mitochondridlni na ATP zavislé draslikové kanaly

MPT mitochondrial permeability transition, zména mitochondridlni permeability



MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid

NAD" nikotin amid adenin dinukleotid (oxidovana forma)

NADH nikotin amid adenin dinukleotid (redukovana forma)

NO nitric oxide, oxid dusnaty

NOS nitric oxide synthase, syntaza oxidu dusnatého

PKC protein kinaza C

ROS reactive oxygen species, kyslikové radikaly

RyR ryanodinovy receptor

SDS sodium dodecyl sulfat

SHR spontaneous hypertensive rat, spontann¢ hypertenzni potkan

SR sarkoplazmatické retikulum

TBS Tris-buffered saline

TIC time to ischemic contracture, doba vzniku ischemické kontraktury
TK krevni tlak

TRIS tris[hydroxymethyl]-aminomethan

VDAC voltage-dependent anion channel, napétové fizeny aniontovy kanal
WKY Wistar Kyoto



UvVOD

Dle udaji Svétové zdravotnické organizace jsou v zemich stiedni a vychodni Evropy
nejcastéjsi pri¢inou umrti choroby srdce a cév. Vice nez polovinu z tohoto mnozstvi zaujima
jediné onemocnéni, jimz je akutni a chronicka ischemickéd choroba srde¢ni (ICHS). Cilem
klinickych 1 experimentalnich kardiologl, ktefi se vyzkumem prevence a terapie ICHS
zabyvaji, je proto tuto neptiznivou situaci zlepsit.

ICHS vznika jako dusledek nerovnovahy mezi mnozstvim kysliku (a substratl)
dodavaného srdecni buiice a mnozstvim kysliku, které bunka aktualné potfebuje ke splnéni
metabolickych narokt. Pfi ischemii (na rozdil od hypoxie) je navic kromé dodavky Zzivin
narusen i odvod produktli a nezddoucich zplodin bunééného metabolizmu. Vysledkem je pak
pfechod srde¢niho svalu na anaerobni metabolizmus, hromadéni metaboliti a porucha
energetické a iontové homeostazy; to vede k porucham kontraktility a konecnym disledkem
omezeni perfuze myokardu mize byt zanik srdecni bunky a vznik infarktu myokardu. V tom,
zda poSkozeni bude reverzibilni ¢i ireverzibilni, hraje rozhodujici roli délka trvani ischemie.
Jedinou moznosti, jak zabranit ¢i alesponl zmirnit nevratné poskozeni srde¢niho svalu, je
vCasné obnoveni pritoku krve korondrnim fecistém v postizené oblasti.

Rozsah ischemického poskozeni srdecniho svalu nezévisi pouze na intenzité a trvani
ischemického inzultu, ale také na odolnosti srdce k nedostatku kysliku. A pravé tento
parametr se v prubéhu ontogenetického vyvoje charakteristickym zplisobem méni: obecné 1ze
fici, ze odolnost je nejvyssi tésné po narozeni a pak v priabehu vyvoje postupné klesa, pficemz
obdobim nejdramatictéjSich zmén je u laboratornich potkanid prvni postnatilni tyden.
Mechanizmy zvySené odolnosti nezralého myokardu vSak dosud znamy nejsou. Jejich
analyza, spolu shleddnim moznych protektivnich mechanizmii ma klinicky vyznam
piedevsim pro détskou kardiologii a kardiochirurgii.
faktorim ICHS a aterosklerdézy geneticka predispozice, hyperlipoproteinémie, koufeni,
hypertenze, obezita, diabetes mellitus, nedostatecna télesna aktivita, stres a alkohol.
Epidemiologické studie vSak také ukazaly, Zze uvedené rizikové faktory jsou casto pfitomny
jiz v ¢asnych fazich ontogenetického vyvoje (obr. 1). Patogenetické mechanizmy, které se
uplatnuji pfi vzniku ICHS, tak piisobi jiz brzy po narozeni, genetické faktory dokonce jesté
pfed narozenim. Tento fakt, spolu s dramatickymi postnatdlnimi zménami odolnosti

myokardu, stimuluji z4jem klinickych a experimentalnich kardiologli o ¢asné obdobi vyvoje.



Ukolem této dizertatni prace je piispét k prohloubeni znalosti tykajicich se odolnosti

nezralého srde¢niho svalu k nedostatku kysliku.
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Obrazek 1: Rizikové faktory ICHS a ateroskler6zy béhem ontogenetického vyvoje

u clovéka {upraveno dle Fejfara a spol., 1975}.



LITERARNI PREHLED

CITLIVOST NEZRALEHO SRDCE K NEDOSTATKU KYSLIKU

Jak bylo jiz uvedeno v tvodu, hypoxie myokardu je vysledkem nerovnovihy mezi
dodavkou kysliku a jeho spotfebou. Zvlastnosti koronarniho fecisté je vysoka arteriovendzni
diference; v srdecnim svalu nelze proto zvysit dodavku kysliku zvySenim jeho extrakce z
arterialni krve. A tak jedinym zplsobem, jak pokryt zvySené naroky na kyslik, je vzestup
koronarniho pratoku. Spotieba kysliku zavisi na srde¢ni frekvenci, na kontraktilnim stavu
myokardu a na napéti stén srde¢nich komor. Teoreticky mutze byt jakykoli znamy
mechanizmus, vedouci k tkanové hypoxii, ptfi¢inou snizené dodavky kysliku do myokardu;
nejCastéj$i pricinou je vSak ischemicka (stagnacni) hypoxie, zplisobend redukci az uplnou
zastavou koronéarniho priitoku, a systémova (hypoxickd) hypoxie, charakterizovana poklesem
parcidlniho tlaku kysliku v arterialni krvi pfi zachovaném koronarnim pratoku.

Mnoho experimentalnich studii béhem poslednich let porovnava odolnost zralého a
nezralého myokardu k hypoxii a ischemii, nebot ta se v pribé¢hu vyvoje vyrazné¢ méni
{ptehled viz Ostadal a spol., 1999; Chvojkova a spol., 2006}. Tyto studie byly stimulovany
(1) vzristajicim zajmem o nezraly myokard déti, které podstoupily operaci pro hypoxemické
vrozené srdeCni vady na otevieném srdci; a (ii) skute¢nosti, ze rizikové faktory ICHS ptisobi

jiz v ¢asnych fazich ontogeneze (obr. 1).

Odolnost srdce k hypoxii

Prvotni dikazy, Ze odolnost k hypoxii klesa v zavislosti na véku, pfineslo studium
doby preziti potkana, kocky, psa, morcete a kralika v anoxickych podminkach {Fazekas a
spol., 1941}. Bylo prokazano, ze u kazdého druhu je doba pieziti nepfimo umérna zralosti
novorozence. Schopnost novorozenct odolavat hypoxii byla pfisuzovana vysokému obsahu
glykogenu v srdci a jatrech. Tyto studie vSak byly provadény na intaktnich zvifatech a
vysledek mohl nepiimo ovlivnit u¢inek hypoxie na centralni nervovy systém {Trojan, 1978} a
acido-bazickou rovnovéhu. Koncepce vyssi tolerance neonatdlniho srdce byla podpotena
studiemi, které pozdéji provedli Su a Friedman {1973} a Jarmakani a spol. {1978a,b; 1982}.
Na modelu perfundovaného myokardu ukazali, ze 30ti minutova anoxie (perfuzat

ekvilibrovan se smési 95% N, a 5% CO2) méla u novorozeného krélika (statfi 0-2 dny) a psa



(0-9 dni) minimalni efekt na kontraktilni funkci; u obou druhti byl negativni vliv hypoxie
umérny véku. U novorozencli byla dale oproti dospélym znaéné zvySena produkce laktatu,
coz naznacuje, Zze novorozenci jsou schopni udrzovat dospélé hladiny myokardidlni ATP.
Nékolik dalSich studii na novorozeneckém srdci ukazalo, ze nékteré protektivni jevy, jako
jsou napf. zmény v transportu vapenatych ionti {Jarmakani a spol., 1979, Nakanishi a spol.,
1982} a zmény mitochondridlnich funkci {Young a spol., 1983} ptetrvavaji po hypoxii ve
srovnani s dospélymi déle. Podobna v€kova zavislost odolnosti k hypoxii byla pozorovéna i u
potkanti {OStadal a spol., 1982}; tolerance izolované pravé komory, vyjadiend jako obnoveni
kontraktility po 20ti minutové dusikové anoxii, byla signifikantné vy$$i u novorozenych
samcl nez u dospélych jedincti. Ontogeneticky vyvoj vykazoval bifazicky profil: relativné
vysoka odolnost srdce pfi narozeni stoupala az do véku 30 dni (to znamené do konce odstavu)
a to jak u samct, tak u samic. AvSak od 30. do 60. dne odolnost u samcii klesala, zatimco u
samic se nezménila; dospély samic¢i myokard tak byl k hypoxii vyznamné odolnéjsi. Lze tedy
shrnout, ze citlivost srdce knedostatku kysliku se béhem ontogenetického vyvoje

signifikantné méni a ze Casovy prabeh zmén je u samcii a samic odliSny.

Odolnost srdce k ischemii

Stejné jako k hypoxii je nezraly myokard relativné odolny 1 k ischemii, a to u kralika
{Baker a spol., 1988}, prasete {Baker a spol., 1990}, psa {Julia a spol., 1990a,b} a potkana
{Riva a Hearse, 1991 a 1993; Yano a spol., 1987}. Riva a Hearse {1993} pozorovali, ze
Casoveé zavislé zmeény odolnosti ke globalni ischemii u izolovaného srdce samce potkana
(vyjadiené jako obnoveni systolického napéti po ischemii) vykazuji bifazicky profil, se
vzriistem odolnosti od konce prvniho postnatdlniho tydne do doby odstavu a naslednym
poklesem do doby dopélosti. Tento Casovy prubéh je podobny tomu, ktery lze pozorovat u
odolnosti srdce k hypoxii (viz vyse).

Detailni analyza tolerance izolovaného srdce potkana (konvenc¢niho kmene Wistar) ke
globalni ischemii béhem prvniho tydne Zzivota ukdzala vyznamny pokles od prvniho do
sedmého dne, naznacujici mozny trifazicky profil ontogenetického vyvoje citlivosti srdce
k ischemii, alesponi u potkana {Ostadalova a spol., 1998, obr. 2}. Citlivost neonatalniho
myokardu k ischemii mtze byt druhové specifickd: srdce neonatalniho prasete je k ischemii

citlivéjsi nez neonatalni srdce kralika {Baker a spol., 1995}.
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Obrazek 2: Ontogeneticky vyvoj citlivosti srdce k ischemii u potkana kmene Wistar
{Ost'adalova a spol., 1998, Riva a Hearse, 1991}.

V tomto kontextu je vSak nutné zminit i prace, které ukazuji, ze nezralé srdce mize byt
k ischemickému poskozeni citlivéjsi nez srdce dospélé {Chiu a spol., 1987 a Wittnich a spol.,
1987}. Dle Quantze a spol. {1992} se shora uvedené¢ vysledky lisi diky rozdilnym
parametrim, pouzitym ke stanoveni tolerance. Tito autofi totiz sledovali parametr ,,Cas do
vzniku ischemické kontraktury* (TIC), jez byla u neonatalnich srdci kratsi; uzavieli proto, ze
nezrald srdce jsou k ischemickému poskozeni citlivéjsi. Naproti tomu v ostatnich studiich
autofi hodnotili obnoveni funkce komor v reperfuzi: u nezralych srdci doslo po ischemii k
lepsimu obnoveni funkce, coz ukazuje, ze jsou k ischemickym zisahtim odolné&jsi. Vznik
ischemické kontraktury je pokladdn za pocateéni znadmku ireverzibilniho poSkozeni a
odpovida vycerpani zdsob vysokoenergetickych fosfati. Nevypovida vsSak nic o situaci
v reperfuzi a nesvéd¢i o nezvratném poskozeni ventrikularni funkce; TIC tedy neni dobrym

ukazatelem ischemického poSkozeni. Navic hodnoceni stupné funkéniho obnoveni
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kontraktility po ischemickém inzultu je mnohem blize klinickym situacim, ke kterym

v kardiologii a kardiochirurgii dochazi.

PROTEKCE NEZRALEHO MYOKARDU

Jak jiz bylo uvedeno, stupent hypoxického poSkozeni nezavisi jen na intenzité a trvani
hypoxického inzultu, ale také na odolnosti srdce k nedostatku kysliku. Neni proto
ptekvapujici, ze se v poslednich Ctyficeti letech zajem mnoha experimentalnich a klinickych
kardiologt soustfed’uje na otazku, jak l1ze odolnost srdce k nedostatku kysliku zvysit.

Z tohoto pohledu jsou v podstaté Ctyfi moznosti: 1) kratkodoba adaptace (ischemicky
preconditioning, IP), 2) dlouhodoba adaptace (na chronickou hypoxii), 3) farmakologické
intervence, jez bud’ zvySuji zasobeni myokardu kyslikem (vazodilatatory) nebo snizuji naroky
na kyslik (negativné ionotropni latky) a 4) kardioplegie, specialni typ farmakologické
protekce, Casto kombinovany s hypotermii a pouzivany v kardiochirurgii. Zatimco dat
tykajicich se protekce dosp€lého myokardu je zna¢né mnozstvi, mnohem méné je zndmo o
vyvijejicim se srdci. Literarni udaje jsou vzacné a Casto kontroverzni. V tomto piehledu se
soustfedime na vyvojové aspekty prvnich dvou jmenovanych typi protekce, IP a adaptace na

chronickou hypoxii.

Ischemicky preconditioning

Ontogeneticky vyvoj IP

Nejucinngjsi  formou docasné ochrany dospélého myokardu je ischemicky
preconditioning, ktery byl poprvé popsan v roce 1986 {Murry a spol., 1986}. Tento jev byl
definovan jako zvySena odolnost srdce k dlouhodobé¢ ischemii, ziskana diky ptedchozi kratké
expozici stejnému inzultu. Preconditioning se projevuje jako redukce poSkozeni
kardiomyocytl, vyrazny ubytek komorovych arytmii {Parrat a Vegh, 1994} a zlepSeni
obnovy kontraktilnich funkci béhem reperfuze (po dlouhotrvajici ischemii) {Cave, 1996}.
Zatimco o IP v dospélém myokardu jsou tdaje velmi rozsahlé, informace o tomto fenoménu
v nezralém myokardu jsou znacné omezené. V nasi laboratofi bylo prokdzano {Ost'adalova a
spol., 1998}, Ze klasicky IP neni, minimédln¢ u potkanil, pfitomny ihned po narozeni; jeho

protektivni efekt 1ze poprvé pozorovat na konci prvniho postnatalniho tydne zivota (sedmy
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den). Snizujici se odolnost neonatdlniho srdce po narozeni je tak kompenzovana rozvojem
endogenniho protektivniho mechanizmu — preconditioningu (obr. 3). Otazkou vSak zlstava,
zda tento fenomén neni zavisly na intenzité vyvolavajiciho stimulu.

Nékteré informace o protektivnim ovlivnéni neonatalniho srdce lze rovnéz ziskat
studiem bunéénych kultur. Webster a spol. {1995} demonstrovali, Ze u neonatalnich
kardiomyocytl potkana, nejprve vystavenych 25ti minutové hypoxii s naslednou reoxygenaci,
doSlo k membranovému poSkozeni aZ po 6 hodinach téZké hypoxie (méné nez 0,2% Oy).
Naproti tomu kontrolni kardiomyocyty vykazovaly vyrazné hypoxické poskozeni jiz po 2-4
hodinach. Poskozeni bylo hodnoceno jako mira uvoliiovani kyseliny arachidonové a obnova
kontraktility. Je zifejmé, Ze selhani kontraktilnich funkci myocytt v tkdnovych kulturach po
hypoxii se objevuje mnohem pozdéji nez u pracujiciho srdce, ziejm¢ diky rozdilim
v rovnovaze mezi energetickymi poZzadavky a dodavkou energie v téchto dvou situacich.
Podobné Ovelgénne a spol. {1996} ukézali, ze preconditioning v tkanové kulture
neonatalnich myocyt 1ze vyvolat 60ti minutovou hypoxii, ne vSak jiz proteiny tepelného
Soku. Diky specifickym rystim tohoto experimentalniho modelu je vSak obtizné takto ziskana

data srovnavat se studiemi na celém srdci.
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Obrazek 3: Protektivni plisobeni IP v casnych fazich ontogenetického vyvoje {Ost'adalova a
spol., 1998}.
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Molekularni mechanizmy IP

Ptesny molekularni mechanizmus IP v dospélém myokardu zlstdva nejasny a totéz
plati i pro srdce nezrala. Signalizacni kaskadu zfejmé zahajuje uvolnéni urcitych ,,ochrannych
molekul® {Yellon a spol., 1998}. Mezi n¢ patii napi. adenosin, bradykinin, prostacyklin a
NO. Vsechny tyto molekuly se mohou vazat na receptory srdecnich bunék (spfazenych s
G proteiny) a tim zahajit aktivaci jedné nebo vice signalnich drah, coz v konecném diisledku
vede k fosforylaci cilového proteinu. Vedouci tlohu pii tom v dospélém srdci hraje ziejmé
proteinkindza C (PKC); néasledkem IP dochazi k jeji aktivaci a translokaci z cytosolu do
sarkolemy {Ytrehus a spol., 1994}. Konecnym efektorem této kaskady jsou pak ziejmé
mitochondrialni na ATP zavislé draslikové kanaly {Garlid a spol., 2003}. PKC je rodina
serin-threoninovych protein kindz, ktera se skladd z nejméné 12ti isoforem. Déli se na tzv.
konvenéni izoformy, které ke své aktivaci potiebuji vapenaté ionty, a na tzv. nové izoformy,
které k aktivaci vapnik nepotiebuji. V srdci potkana se béhem ontogenetického vyvoje
vyrazné méni exprese izoforem PKC {Rybin a Steinberg, 1994}; ackoliv ve dvoudennich
neonatdlnich srdcich byly detekovany PKC — a, 9, a , v dospélych srdcich byla zaznamenéana
jen velmi slabd imunoreaktivita téchto izoforem. V nasi laboratofi jsme pozorovali, Ze v srdci
potkana se hladiny isoforem PKC a a ¢ signifikantné¢ méni jiz béhem prvniho postnatalniho
tydne; zatimco PKC-a se ve vysoké hladiné exprimuje jiz prvni den, PKC-8 byla pozorovana
teprve sedmy den po narozeni. Na druhé stran¢ nebyla sedmy den, tedy v dob¢, kdy se poprvé
objevuje protektivni vliv preconditioningu, pozorovana zadnad znadmka translokace kterékoliv
z izoforem PKC {Ostadalova a spol., 1998}. Webster a spol. {1995} nalezli, ze aktivator
PKC phorbol ester tim, Ze napodobuje ucinek kratkych period hypoxie, plisobi pfi
dlouhotrvajici hypoxii na neonatidlni myocyty v kultufe protektivné. Sou€asna piitomnost
nejméné Ctyt odliSnych izoforem PKC v neonatdlnim srdei a pouze dvou riznych v srdci
dosp€lém, naznacuje vysoky stupenn vékové zavislé specifity a flexibility v mechanizmech
pienosu signalu. Baker a spol. {1999a} ukézali, ze v nezralém srdci kralika, podobné jako
v srdci dospelém, je preconditioning spojen s aktivaci mitochondridlnich Karp kanalli. Naproti
tomu v nezralém srdci potkana podani 5-hydroxydekanoatu (5-HD, selektivniho blokatoru
mitochondridlnich Karp kanalil) protektivni pasobeni IP neovlivnilo {Ostadalova a spol.,
2002}. Zda se tedy, ze v mechanizmu protektivniho ovlivnéni nezralého myokardu existuji
znac¢né mezidruhové rozdily.

Lze tedy shrnout, ze IP jako vyznamny kardioprotektivni mechanizmus neni, alesponi u

potkana, genotypickym fenoménem, ale rozviji se teprve béhem postnatalniho zivota. Zistava
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otazkou, zda se mechanizmy, které se uplatituji v preconditioningu nezralého srdce, 1isi od

mechanizmii popsanych v myokardu dospélém.

Adaptace na chronickou hypoxii

Hlavnim patofyziologickym rysem hypoxemickych vrozenych srdecnich vad je
chronickd hypoxie. Pochopeni mechanizmi, kterymi cyanotické srdecni vady ovliviiuji
vlastnosti myokardu a jaky maji tyto modifikace dopad na ochranné mechanizmy béhem
akutni ischemie, mlze byt vyznamné napi. pro lécbu limitniho poskozeni myokardu pfi
chirurgickych korekcich vad {Baker a spol., 1998}. To je jeden z hlavnich davodi, ktery
stimuluje zajem kardiologl o tuto problematiku. Do dne$niho dne vSak neexistuje adekvatni
model, ktery by modeloval chronickou perfuzi srdce hypoxickou krvi, jako je tomu pfi
cyanotickych srde¢nich vadach. Proto jsou pouzivany podobné modely jako u dospélych, to

znamena chronicka hypoxie, simulovana v normobarické ¢i hypobarické komote.

Protektivni ucinky adaptace

Pii chronické hypoxii musi myokard udrzet adekvatni kontraktilitu navzdory nizsi
tenzi kysliku v koronarni cirkulaci. Jiz na konci padesatych let bylo pozorovano {Hurtado,
myokardu. Epidemiologickd pozorovani jsou v souladu s vysledky experimentéalnich praci,
které testovaly odolnost myokardu u zvifat aklimatizovanych na vysokou nadmoiskou vysku.
V této souvislosti je vhodné pfipomenout, ze prvni experimentalni prace, ukazujici protektivni
efekt vysoké nadmotské vysky na hypoxickou odolnost srde¢niho svalu, byly provedeny
v Praze {Kopecky a Daum, 1958; Poupa a spol., 1966}. Ukézaly, ze izolovana pravd komora
potkand, adaptovanych na simulovanou vysokou nadmoiskou vysku, obnovila svoji
kontraktilitu po dusikové anoxii lépe, nez stejny preparat z normoxickych zvifat. Tyto
vysledky byly pozd¢€ji potvrzeny i dalS§imi autory a to pfi vyuziti riznych experimentalnich
modelll, rtiznych protokolti adaptace i riiznych zndmek ischemického poskozeni (velikost
infarktového loziska, kontraktilni dysfunkce a komorové arytmie).

Bohuzel jen malo autort se zamétilo na odolnost nezralého myokardu v chronicky
hypoxickych podminkach. V nasi laboratofi {OStadal a spol., 1995} bylo zjisténo, Ze
chronickd hypoxie (simulovand v barokomote) vede u potkani ke srovnatelnému zvySeni

odolnosti srdce (vyjadrené jako obnoveni kontraktilni funkce izolované pravé komory po
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akutni anoxii in vitro), jestlize jsou zvirata vystavena chronické hypoxii bud’ od ¢tvrtého dne
postnatalniho Zivota nebo v dospélosti. Adaptace na chronickou hypoxii zvySuje odolnost u
obou pohlavi, ale pohlavni rozdil (tzn. zvySena odolnost samic) zlstava zachovan {Ost'adal a
spol., 1984}. Podobné¢ ukéazal i Baker {Baker a spol., 1995}, Ze adaptace na chronickou
hypoxii (od 7. do 28. dne postnatalniho zivota) zvysuje odolnost vyvijejiciho se srdce kralika.
Z nedavnych vysledkt vyplyva {Ostadalova a spol., 2002}, ze protektivni u¢inek chronické
hypoxie neni pfitomen u novorozenych potkanii: u jednodennich mlad’at se prenatilni
expozice vyskové hypoxii (tzn. vystaveni bfezich samic v poslednim trimestru t€¢hotenstvi)
neprojevila dal§im zvySenim odolnosti k ischemii. Ochranny efekt adaptace na chronickou
hypoxii (podobn¢ jako u IP) se tedy vyviji béhem prvniho tydne Zivota. Klesajici odolnost
srdeCniho svalu kischemii béhem casnych fazi ontogentického vyvoje je tak vyvéazena
vyvojem endogennich ochrannych mechanizmil. ReSeni tohoto problému miize mit znaény
klinicky vyznam. V myokardu déti s vrozenymi cyanotickymi srde¢nimi malformacemi byla
pozorovana metabolicka adaptace na chronickou hypoxii (vyrazna redukce aerobni kapacity
energetického metabolizmu) a aktivace protektivnich kaskad {Samanek a spol, 1989;

Ferreiro a spol., 2001; Rafiee a spol., 2002}.

Mozné molekularni mechanizmy kardioprotektivniho piisobeni chronické hypoxie

Bylo navrZzeno mnoho faktori, jez by mohly hrat roli v kardioprotektivnim
mechanizmu chronické hypoxie, ale molekuldrni mechanizmus ziistava stdle nejasny.
Zahrnuje ziejm¢ na ATP zavislé draslikové kanaly, volné kyslikové radikaly, oxid dusnaty,
protein kinazy, opioidy a erytropoetin, nelze vSak vyloucit, Ze se mohou ucastnit 1 dalsi
faktory {ptehled viz Kolat a OStadal, 2004}. Naprostad vétSina praci, studujicich mozné
mechanizmy adaptace na chronickou hypoxii, se tyka jen dosp€lého myokardu.

Ostadalova a spol. {2002} prokazali, ze 5-HD v perfuzitu izolovaného srdce
zablokoval u 10ti dennich mlad’at protektivni efekt postnatdlni adaptace na chronickou
hypoxii. Zda se tedy, Ze mitochondridlni Katp kanaly mohou hrat roli v mechanizmu adaptace
1 u neonatalnich srdci. Kontroverzni je tloha NO: u neonatalnich kralika zvysila chronicka
hypoxie v srde¢nim svalu bazélni produkci NO diky aktivaci eNOS, zatimco iNOS nebyla
mefitelnd {Baker a spol., 1999b, Shi a spol., 2000}. Autoti se domnivaji, Ze asociace eNOS s
HSP90 (protein tepelného Soku) potencuje produkci NO a omezuje tvorbu superoxidu {Shi a
spol., 2002}. Kolat a spol. {2003} vSak ukézali, Ze chronicka hypoxie zvySuje expresi iNOS 1

v dospélém myokardu, zatimco exprese eNOS je snizena. Podobna situace byla pozorovana
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v nezralém myokardu: hypoxie zvysila aktivitu a expresi iNOS v myokardu sini u déti
s cyanotickymi vrozenymi srde¢nimi vadami {Ferreiro a spol., 2001}. Bakerova skupina
studovala rovné€z ulohu NO v mechanizmu adaptace na chronickou hypoxii. Z jejich prace
vyplyvd, Ze endogenni NO hraje pozitivni roli ve zvySené odolnosti srdce k ischemii u
chronicky hypoxickych neonatalnich kraliki a to aktivaci solubilni guanylat cyklazy,
akumulaci cyklického GMP a moznou aktivaci na cGMP zavislé proteinkindzy (tim umoziiuje
fosforylaci sarkoplazmatickych Karp kanall). Akutni inhibice NO syntazy podanim L-NAME
vedla k Gplnému zruseni protektivniho ptisobeni (zlepSena obnova kontraktility po ischemii)
chronické hypoxie, zatimco donor NO (GSNO — S-nitrosoglutathion) mél protektivni uc¢inek
pouze u normoxickych a ne u hypoxickych srdci neonatalnich kraliki {Baker a spol., 1999b}.
U neonatalnich potkand inhibice NOS kompletné zablokovala protektivni efekt chronické
hypoxie {Ostadalova a spol., 2002}, u dospelych hypoxickych potkani vSak k blokadé
nedochazi. Podani L-NAME nem¢lo u izolovaného perfundovaného dospélého srdce pozitivni

ucinek na obnovu kontraktilnich funkci po ischemii {Szarszoi a spol., 2002}.

Vedlejsi ucinky adaptace

U zvitat, ktera jsou vystavena podminkdm vysoké nadmotské vysky, dochazi k vyvoji
rizného stupné polycytemie {Reynafarje, 1958}, coz je spojeno s posunem disociacni kiivky
hemoglobinu doprava, diky zvySené koncentraci 2,3-DPG {Monge a spol., 1991}. K vzestupu
hematokritu dochazi jiz u 10ti dennich mlad’at, jez byla po narozeni vystavena intermitentni
vyskové hypoxii {Ostadalova a spol., 2002}. Naproti tomu u savci a ptakd, kteti jsou
genotypicky adaptovani na zivot ve vysokych nadmotskych vyskach, nebyl vyrazny vzestup
hematokritu pozorovan {Banchero a spol., 1971}. Zda se tedy, Ze zvySena vazebna kapacita
krve pro kyslik nemusi byt nutné ukazatel adaptace.

Literarni data tykajici se vlivu véku na rozvoj zmén kardiopulmonarniho aparatu,
vyvolanych chronickou hypoxii, nejsou ani dostacujici ani konzistentni. Dle Smithe a spol.
{1974} doslo u mladych potkanil, vystavenych chronické hypobarické hypoxii, k vyrazné
niz§imu rozvoji hypertrofie pravé komory v porovnani s dospélymi. Rabinowitch a spol.
{1981} porovnavali zmény kardiopulmonalniho aparatu u potkanii vystavenych stalé hypoxii,
odpovidajici nadmoiské vySce 5000 m, od devatého dne postnatidlniho zivota nebo az
v dospélosti. Dle jejich vysledkl nebyl vliv véku na rozvoj plicni hypertenze a hypertrofie
pravé komory statisticky vyznamny. Z vysledkii nasi laboratofe {Kolaf a spol., 1989; Ost’adal

a spol., 1995} vyplyva, ze intermitentni vyskova hypoxie (hypobaricka komora, nadmotska
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vyska 7000m, 8 hodin denné, celkem 24 expozic) vyvolava zvétSeni pravé komory a vznik
chronické plicni hypertenze u zvifat vystavenych chronické hypoxii jak od ctvrtého dne véku
tak v dospélosti. Zatimco zvySeni tlaku v plicni cirkulaci bylo vyraznéj$i u dospélych,
zvétSeni pravé komory bylo zase vice vyjadieno u mlad’at. U hypoxickych mlad’at vzestup
hmotnosti pravé komory pozitivné¢ koreloval (r = 0,72) se vzestupem tlaku v plicnim fecisti,
na rozdil od dospélych, kde korelace téchto dvou veli¢in byla velmi slabd (r = 0,16).
Vyznamné korelace téchto dvou parametri u hypoxickych mlad’at mize mit pficinu ve
vysoké plasticité vyvijejiciho se srdce (napt. hyperplasticky riist myocytd ihned po narozeni).
Chronickéa hypoxie rovnéz moduluje zmény kolagennich proteinti. Velikost této frakce byla
zvetSena, zatimco pomér kolagenu I a III byl snizen; to naznacuje zvySenou syntézu kolagenu
1. Zvyseni kolagenu III bylo u mladych potkant signifikantné vyznamnéjsi {Pelouch a spol.,
1993}%.

Adaptace na intermitentni vySkovou hypoxii je také provazena vyraznym opozdénim
rustu zvitat {Ostadal a spol., 1984}. Vzhledem k tomu, Ze stav vyzivy vyznamné ovliviiuje
vyvoj srdce (mlad’ata s riistovou retardaci maji zmenSeny objem a délku kardiomyocyti, {Bai
a spol., 1990}) a vzhledem k tomu, Ze redukce hmotnosti byla pozorovana i u obyvatel
vysokohorskych oblasti, kde je snizena incidence infarktu myokardu (viz vyse), logicky
vyvstava otdzka, zda prave snizeni hmotnosti nehraje v kardioprotekci vyznamnou roli.

Zatim nevyfeSenou otdzkou v procesu adaptace na chronickou hypoxii rovnéz zlstava
vliv na korondrni angiogenezu. Vysledky experimentalnich studii jsou rozporuplné: nckteré
prace referuji o zvySené denzité kapilar v komorovém myokardu, nékteré zase o nezménéné,
nebo dokonce o snizené denzit¢ kapilar {ptehled viz Rakusan, 1999}. Z literarnich udaja
vyplyva, ze dulezitou roli v rtistu srdce a koronarniho terminédlniho cévniho fecisté po riznych
stimulech hraje angiotenzin II. Tento efekt je zfejmée zprostiedkovan AT1 receptory, ackoliv
dostupnd data nejsou jednotnd {Greene a Amaral, 2002; Walther a spol., 2003}. Zajimalo nas
tedy, zda se signalni kaskada AT1 receptorti uplatiiuje v mechanizmu adaptace na chronickou
hypoxii. Pro tyto experimenty jsme pouzili irbesartan, latku ze skupiny sartand. Jsou to
antagonisté angiotenzinu II, resp. AT1 receptorti, v soucasné dob¢ klinicky pouzivané jako
antihypertenziva.

Lze tedy shrnout, ze adaptace na chronickou hypoxii zvySuje odolnost srdce
k akutnimu hypoxickému posSkozeni jak u dospélého tak nezralého srdce. U zvifat
adaptovanych na chronickou hypoxii od narozeni a v dospélosti jsou srovnatelné dalsi

parametry adaptace, jako napiiklad polycytemie, plicni hypertenze a hypertrofie pravé
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komory. Piesny kardioprotektivni mechanizmus adaptace na chronickou hypoxii vsak je,

bohuzel, stale neznamy.

SYSTEMOVA HYPERTENZE A ODOLNOST NEZRALEHO SRDCE K NEDOSTATKU
KYSLIKU

Jak bylo uvedeno v tvodu, ICHS a ateroskler6zu nelze povazovat za onemocnéni paté
a vysSich dekad zivota, ale jejich rizikové faktory jsou pfitomny jiz v Casnych fézich
ontogenetického vyvoje {Fejfar a spol., 1975} (obr. 1). Jednim z nejvyznamnéjSich je
bezesporu systémova hypertenze. Nabizi se proto otazka, zda toto onemocnéni muze ovlivnit
odolnost myokardu k nedostatku kysliku.

Nejcast¢jSim experimentadlnim modelem esencialni hypertenze je kmen spontanné
hypertenznich potkanti (SHR). Byl vyslechtén roku 1963 v japonském Kyotu {Okamoto a
Aoki, 1963} z populace outbrednich potkanti kmene Wistar kiizenim samcl s mirnou
hypertenzi a samic s vysokym krevnim tlakem; do nasledujicich sourozeneckych kiizeni byli
vybirani jen potomci s vysokym krevnim tlakem {Okamoto, 1969}. Vznikli tak inbredni
jedinci, u nichz se v pribéhu vyvoje bez vyjimky vyviji hypertenze; systolicky tlak dosahuje
az 200 mm Hg. Jako kontrolni se pouziva inbredni normotenzni kmen Wistar-Kyoto (WKY),
vySlechtény rovnéZz zoutbredni linie Wistar. PouZivani SHR byva zriznych divodi
kritizovano: pro heterogenitu chovnych kolonii, pro pouzivani neadekvatnich normotenznich
kontrolnich kmenti a pro nevhodnost SHR jako modelu lidské esencialni hypertenze {Zicha a
Kunes, 1999}. Avsak pouziti SHR pfineslo jiz fadu vyznamnych informaci: vSeobecna
dostupnost téchto zvifat umoznila detailni studium kardiovaskularnich abnormalit, jejich
genetickou podminénost a kritické vyvojové periody stejné¢ jako moznosti farmakologického
ovlivnéni latkami, pouzivanymi v 1é¢bé lidské esencidlni hypertenze. Dlouhodobé zvyseni
krevniho tlaku je jist¢ ovlivnéno pfedevSim genotypem, avsak ptisobi na n¢j i faktory zevniho
prostiedi, jako jsou napf. vyziva, stres a fyzickd aktivita; to do velké miry plati i pro lidské

onemocnéni.

Hypertenze u neonatalnich SHR

Je pfedevSim nutno zdUraznit, Ze po narozeni je vzestup TK velmi rychly a to i u

normotenznich mlad’at: ze 14 mm Hg vzroste béhem prvnich tfi tydni postnatalniho Zivota na
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85 mm Hg {Litchfield, 1958}. U SHR byl ve vétSin€ pripadii naméien signifikantné vyssi TK
JiZz po narozeni {Bruno a spol., 1979; Gray, 1984; Clubb a spol., 1987} : existuji vSak prace,
které tuto skutecnost popiraji {Lais a spol., 1977}. Diivodem tohoto rozporu muze byt pouziti
riznych podkmeni SHR stejn¢ jako rozdily v metodé méfeni TK novorozenych mlad’at
{Kunes a spol., 1997}. K charakteristické akceleraci ristu TK dochazi u SHR mezi tfetim a
desatym tydnem postnatdlniho Zivota: hodnoty asi o 30% pievySuji TK stejné starych
normotenznich kontrol. Zatimco WKY dosahuji dospélych hodnot TK asi 10. tyden
postnatalniho Zivota, u SHR tlak dale roste nejméné do 20. tydne {podrobnéji v piehledu
Zicha a Kunes, 1999}.

Vzestup TK béhem vyvoje je zavisly na dvou zakladnich hemodynamickych
parametrech: srdecnim vydeji a celkové periferni rezistenci. Stile vSak neni jasné, ktera
z uvedenych veli¢in je odpovédna za zvySeny TK u novorozenych SHR. Nékteré prace sice
uvadéji, ze srdecni frekvence je u mlad’at SHR vzdy vyssi nez u WKY {Bruno a spol., 1979;
Gray, 1984}, diky obrovské variabilit¢ vSak tento rozdil nedosahuje statistické vyznamnosti.
Zvyseny TK u mlad’at SHR mize byt rovnéz disledkem rychlejsi maturace. Tuto hypotézu
podporuje zvySeny tonus sympatiku v regulaci srde¢ni frekvence u novorozenych SHR
{Tucker a Johnson, 1984}. Pri¢inou hypertenze mize byt i pokrocilejsi stddium vyvoje
mononukledrnich kardiomyocytti {Clubb a spol., 1987}. NevyfeSend ziistava otdzka, zda
urychleny hyperplasticky riist kardiomyocytii u plodi SHR mutze ovlivnit vysi TK, ¢i zda
hypertenze SHR plodl urychluje rist kardiomyocytu.

Kardiomegalie u SHR

Hypertenze mlad’at SHR je spojena se zvétSenim srdce. Nékolik studii novorozenych
SHR ukazuje pfitomnost kardiomegalie jiz v ¢asnych fazich ontogenetického vyvoje {ptehled
viz Kunes§ a spol., 1997}. Predpoklada se, ze zvétSeni srdce je komplexni déj, zahrnujici
inicidlni podnéty, na néz navazuji signalni mechanizmy, jejichz vysledkem je exprese urcitych
gentl. UmysIn& nepouzivame termin ,hypertrofie”, protoze v ¢asnych fazich vyvoje je rist
srdce zplisoben jak hypertrofii tak hyperplazii srde¢nich bunck {Anversa a spol., 1980}.
Ackoliv jiz bylo popsdno mnoho faktorti, jez stimuluji patologicky rust srde¢niho svalu,
piesny mechanizmus zlistava stale nejasny. Podle Clubba a spol. {1987} je zvySend hmotnost
srdce u novorozenych SHR dusledkem vystupiované hyperplazie in utero: pfi narozeni méla
srdce SHR vyrazné vice kardiomyocytl oproti kontrolam. Prace Hameta a spol. {1982} zase

poukazuje na vyssi relativni obsah DNA v srdcich novorozenych SHR v porovnani s WKY.
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Dalsi prace naznacuji, Ze v patogeneze zvétSeni srdce mize hrat vyznamnou roli genetické
pozadi {Pang a spol., 1986}.

Jak bylo fefeno vySe, kardiomegalie se u hypertenznich potkanii objevuje
bezprostiedné po narozeni. Jednim z enzymii, o kterém se predpoklada, ze hraje vyznamnou
roli vregulaci TK a adaptaci srdce na zatéz je hem oxygenaza (HO); je to mikrozomalni
enzym, rozkladajici molekulu hemu za vzniku ekvimoldrniho mnozstvi oxidu uhelnatého a
biliverdinu, ktery je okamzit¢ déale redukovan na bilirubin {Tenhunen, 1968}; uvolnéné
zelezo se vaze na ferritin {pfehled viz Maines, 1988}. Do dne$niho dne jsou znamy tfi
izoenzymy HO: jako HO-1 byla oznacena inducibilni forma, synonymem je téz oznac¢eni HSP
32 {Maines, 1997}. Exprese HO-1 je indukovéna riznymi stresovymi a zadnétlivymi stimuly,
jako napftiklad tézkymi kovy, UV zafenim, endotoxinem, hypoxii a hyperoxii {Keyse a
Tyrrell, 1989}. HO-2 je konstitutivni forma, exprimovand za normalnich podminek ve vSech
organech, nejvice vSak v mozku a varlatech. Nejpozd¢ji objevena HO-3 {McCoubrey a spol.,
1997}, je velmi podobna HO-2, vykazuje vSak nejslabsi katalytickou aktivitu a o jeji funkci
toho zatim neni mnoho znamo.

HO jsou pfisuzovany vyznamné cytoprotektivni vlastnosti, pfedev§im diky plisobeni
produktii rozkladu hemu, biliverdinu a bilirubinu: velmi G¢inn¢ zabrafuji peroxidaci
lipidovych membran a tento U¢inek se zesiluje pii hypoxii {Stocker a spol., 1987}. Nelze
nezminit protektivni piisobeni zvysené exprese HO-1 v mechanizmu ischemicko-reperfuzniho
poskozeni, a to jak ve smyslu postischemického zlepSeni srdecnich funkci a zmenSeni
velikosti infarktového loziska {Clark a spol., 2000}, tak v preventivnim pusobeni na vznik
letalnich ischemickych arytmii {Pataki a spol., 2001} .

HO ma rovnéz dilezitou roli v regulaci TK. Predpoklada se, ze metabolicka cesta
HO/CO se uplatiiuje v regulaci bazalniho tonu rezistentnich cév, riistu hladkych svalovych
bun€k cév a remodelaci cévni stény {Ndisang a spol., 2002}. U dospélych SHR vedlo
podavani induktort HO-1 ¢i substrati HO k normalizaci TK. A naopak podavani blokatort
HO normotenznim zvifatim zptsobilo vzestup systémového TK {piehled viz Chen a spol.,

2003}.
Hypertenze a odolnost srde¢niho svalu k ischemii

Bylo opakované prokazéano, Ze hypertroficky myokard dospélych SHR je ve srovnani
s normotenznimi zvifaty podstatné méné odolny k akutnimu nedostatku kysliku {Belichard a

spol., 1988; Snoeckx a spol., 1989, 1993; Mill a spol., 1998, Itter a spol., 2004}. Vysledky
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z nasi laboratofe navic ukazaly {Besik a spol., 2007}, Ze v odpovédi srdei dospélych SHR na
akutni ischemii existuji vyznamné pohlavni rozdily: myokard samic byl k akutnimu
nedostatku kysliku podstatné odolnéjS$i nez srde¢ni sval stejné starych samcl. SniZenou
odolnost ma vsak i srde¢ni sval, jehoz zvétSeni bylo vyvolano jinymi experimentalnimi
zasahy, jako je napf. podavani isoproterenolu, thyroxinu, rendlni hypertenze, aortokavalni
zkrat ¢i konstrikce aorty {ptehled viz BeSik a spol., 2007}. To odpovidd 1 klinickému
pozorovani, ze hypertroficky myokard je citlivéjsi k ischemii nez srde¢ni sval nezvétSeny
{Friehs a del Nido, 2003}. Zda4 se tedy, ze snizena odolnost k akutnimu nedostatku kysliku je
zpusobena piedevsim morfologickymi a metabolickymi zménami, charakteristickymi obecné
pro hypertroficky srde¢ni sval, bez ohledu na vyvolavajici patogeneticky mechanizmus
{Besik a spol., 2007}.

O odolnosti srdecniho svalu neonatidlnich SHR k nedostatku kysliku neni, bohuzel,
doposud nic zndmo. Tim méné jsou dostupné tdaje o mozném protektivnim ovlivnéni

ischemického myokardu nezralych SHR a o faktorech, které se pii tomto fenoménu uplatnuji.
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MOZNE MECHANIZMY VYSSI ODOLNOSTI NEZRALEHO SRDCE

Mechanizmy odpovédné za vyssi odolnost nezralého srdce k nedostatku kysliku dosud
nebyly uspokojivé objasnény {Ost'ddal a spol., 1999} (tab. 1). Lze spekulovat, zda vysvétleni
tohoto fenoménu lze nalézt v nizSich energetickych pozadavcich, vyssi anaerobni glykolytické
kapacité a vétSich zasobach glykogenu v nezralém srdci {Hoerter, 1976}. Odolnost nezral¢ho
srdce k ischemii muize rovnéZ souviset slep$i schopnosti vyuzivat aminokyseliny
transaminaci {Julia a spol., 1990 a, b}. Béhem vyvoje se méni téZ mira utilizace ATP {Hohl,
1997}: ve zralém srdci dojde rychleji k vyCerpani jeho zasob; v nezralém srdci se béhem
ischemie akumuluje AMP, coz umoziuje rychlé doplnéni ATP v reperfuzi; v dospélém srdci
je proto potfebna syntéza de novo. Tato pozorovani naznacuji, Ze nezraly myokard je 1épe
pfipraven pro syntézu ATP, coz je vyhodné v podminkach nizké dostupnosti substrati.

Dal8im faktorem, ktery se muze podilet na zvySené odolnosti nezralé¢ho srdce, jsou
vyvojové zmény v transportu Ca®" {Nijjar a Dhalla, 1997}. Homeostdza kalcia je v Gizkém
vztahu k metabolizmu buriky a je obecné piijatou determinantou tkanového poskozeni a to jak
pii nedostatku, tak pii obnoveni dodavky kysliku. Transport Ca*" se u novorozencii a
dospélych 1isi (obr. 4): je zndmo, Ze kontrakce myokardu u savcl je zavisld jak na piestupu
Ca”" pres sarkolemu, tak na uvolnéni Ca*" ze sarkoplazmatického retikula {Fabiato, 1983}.
Béhem vyvoje se vSak vyrazné méni vzijemny pomér téchto mechanizmi. Kontrakce
neonatalniho myokardu, ve kterém neni sarkoplazmatické retikulum pln€ vyvinuto, je ve
velké mife zavisla na toku vapniku pies sarkolemu, predeviim Na/Ca®" vyménikem. B&hem
dalsiho vyvoje se zvySuje schopnost sarkoplazmatického retikula akumulovat vapenaté ionty,
méni se rovnéZ distribuce vapnikovych kanaldl a postupné dozrava schopnost uvoliiovat Ca*"
ze sarkoplazmatického retikula {Tanaka a Shigenobu, 1989}. Podobné se zvySuje citlivost
srde¢nich myofilament k Ca®"; u potkana dosahne dosp&lych hodnot po dvou tydnech

postnatalniho zivota {Vornanen, 1997}.
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Tabulka 1: Mozné priciny vyssi odolnosti nezralého myokardu k ischemicko/reperfuznimu

poskozeni {upraveno z Ost'adal a Kolar, 1999}.

| Energetické naroky

1 Glykolyticka kapacita

1 Zasoby glykogenu

| Vychytavani volnych mastnych kyselin
Modifikace katabolickych drah pro ATP
Odlisny obsah oxidaénich radikall

| Citlivost k acidéze

| Citlivost k vapnikovému pretizeni

Nezralé srdce je diky v&tsi zavislosti na transsarkolemalnim vstupu Ca®" citlivejsi k
negativné inotropnimu ucinku antagonist vapnikovych kandld, jako je verapamil, nifedipin a
diltiazem. Davky, které u dospélych zvifat vyvolaly jen maly negativn¢ inotropni efekt, u
novorozenych srdci kontrakci zastavily {Boucek a spol., 1984; Skovranek a spol., 1986;
Kolét a spol., 1990}. Tato pozorovani lze oznacit za ptekvapiva, protoze vstup vapniku pies
membranu zaji§tuje v nezralém srdci predeviim Na/Ca>" vyménik, ktery neni antagonisty
vapniku ptimo ovlivnén. Zdanlivy rozpor Ize vysvétlit nejspise zkracenim akéniho potencidlu,
ke kterému vlivem inhibice vapnikovych kanalii dochazi {Artman a spol., 2002}. Vyvojové
rozdily v u¢inku vapnikovych antagonisti tedy nejsou ziejme vysledkem zmén v hustoté a
afinit¢ L-typu vapnikovych kanalti {Ostadal a Kolafr, 1999}, nebot’ tyto parametry v srdci
potkana dosahuji dospélych hodnot jiz béhem prvniho tydne Zivota. Podobné se v srdci
novorozenych a dospélych kralikti zasadn€ neliSi vazebné vlastnosti vapnikovych kanali.
Byly vsak popsany vyznamné vyvojové rozdily v subceluldrni lokalizaci téchto kanali;
béhem zréani jsou soustiedény v junkénich oblastech vznikajicich T-tubuld, které jsou spjaty
se sarkoplazmatickym retikulem {Wibo a spol., 1991}. Tato skute¢nost, spolu se vzristajici
Gilohou uvoliiovani Ca®" ze sarkoplazmatického retikula, miZe vysvétlit klesajici citlivost
k negativné inotropnimu ptisobeni vapnikovych antagonisti béhem vyvoje. Navzdory
vyznamnym mezidruhovym rozdilim je vSak ziejmé, Ze ontogenetické zmény v citlivosti
k vapnikovym antagonistim existuji u vSech savcii vetné Cloveka a zaviseji na ¢asovém

01 v ror J o s v vy 2+ . Ja [ 7 ~er
prabéhu zrani systému, jez ovliviiuji transport Ca™ vsrdei a cévach. Klinické pouziti
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antagonistd kalcia je proto u détskych pacientll zna¢né limitovano {Artman, 1992; Artman a

spol., 2002; Ostadal a spol., 1989,1999}.

ZRALY KARDIOMYOCYT NEZRALY KARDIOMYOCYT
sarkolema L-typ Ca2+ kanalu
L-typ Ca?* kanalu / \ O ‘ '
L T - tubulus

RyR
SR a’f/Ca2+

RyR
Na*/K* pumpa ‘ ‘ | ‘ l

myofilamenta

myofilamenta

Obrazek 4: Transport vapniku ve zralém a nezralém kardiomyocytu. Ve zralém
kardiomyocytu otvird depolarizace membrany napétové zavislé Ca®* kandly (L-typ). Prestup
extraceluldrniho Ca®* do buriky vyvold uvolnéni Ca** ze sarkoplazmatického retikula (SR) specifickymi
(RyR) Ca** kandly (,calcium-induced calcium release™). V nezralém kardiomyocytu chybi T-tubuly, SR
neni dostatetné vyvinuté; burky jsou vice zavislé na prestupu Ca®* sarkolemou cestou Na*/Ca®*

vyméniku {upraveno z Artman a spol., 2002}.

Dalsim faktorem, ktery se podili na tkanovém poskozeni, jsou volné kyslikové
radikaly. Dle Southwortha a spol. {1997} produkuje nezralé srdce v reperfuzi méné volnych
radikall; nejvétsi rozdil pozorovali po 20 minutidch ischemie, kdy zralé srdce vytvotilo
ctytikrat vice volnych radikalli nez srdce nezralé. Jelikoz hlavnim zdrojem kyslikovych
radikald je u tohoto modelu xantin-oxidazovy systém, Ize vyvojové zmény tvorby volnych

radikala v reperfuzi vysvétlit stimulaci zminéného systému béhem ischemie. Neni vSak jasné,
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zda se za vyvoje objevuji podobné zmény i v dalSich systémech tvoficich volné radikaly.
Nejasny je rovnéz vztah mezi produkei volnych radikala a obnovou kontraktilnich funkei v
reperfuzi. Zd4 se vSak, Ze rozhodujici roli hraje pfedchozi ischemické poSkozeni (délka
ischemického inzultu) {Ost’adal a Kolat, 1999} .

Dulezitou roli v citlivosti srdce k ischemii miize hrat té€z acidéza: negativné inotropni
efekt nizkého pH byl piekvapiveé nizsi u neonatélnich kraliki, coz mize byt dle Solara a spol.
{1988} vysvétleno nizdi citlivosti myofibril k Ca™" pii nizkém pH v této vékové skuping.
Z4dna z téchto pozorovani viak nemohou zcela vysvétlit rychle se ménici odolnost srdce

k ischemii béhem prvniho tydne zivota potkana {Ost’adalova a spol., 1998}.

Mozna iloha mitochondrii v odolnosti nezralého srdce k ischemii

Mitochondrie pri ischemii srdecni burnky

V pribéhu déletrvajici ischemie se energeticky metabolizmus musi spolehnout na
anaerobni glykolyzu, kterd vSak neni schopna kryt pozadavky pracujiciho myokardu. Diky
tomu se v srdeéni buiice hromadi $kodlivé produkty, zejména laktat a H' ionty. Hladina ATP
rychle klesa, a to ze dvou diivodi: jednak proto, Ze jeho tvorba je zastavena pro nefunkéni
oxidativni fosforylaci, jednak proto, ze ATP syntaza ve snaze udrzet mitochondrialni
membranovy potencial zafina ATP Sté€pit {Jennings a spol, 1991}. Tento obranny
mechanizmus funguje jako prevence proti selhani mitochondridlniho metabolizmu, avsak
v pripad¢ déletrvajiciho nedostatku kysliku urychluje energeticky kolaps bunky. V prubéhu
ischemie se v respiraCnim fetézci na vnitini mitochondrialni membrané hromadi ¢astecné
redukované meziprodukty ubisemichinonu; ty po obnoveni priitoku krve reaguji s kyslikem a
produkuji obrovské mnozstvi superoxidu {Vanden Hoek a spol., 1997}. Za normadlnich
okolnosti je superoxid pfeménén na relativné malo Skodlivy peroxid vodiku enzymatickym
komplexem superoxid dizmutazy, nachazejicim se v matrix mitochondrie. AvSak za ischemie
nejsou enzymatické antioxidacni systémy jiz schopny zabranit vzniku velkého mnozstvi
H,0.,, které je v pfitomnosti redukovanych atomt Zeleza (Fe-S skupiny respiracniho fetézce,
akonitasa, ferritin) zdrojem vysoce nebezpecnych hydroxylovych radikali {Biemond a spol.,
1984}. Po vyCerpani veskerych obrannych antioxida¢nich mechanizmi bunky dochazi
k radikédlovému poskozeni enzymi oxidativniho fetézce (mista nejvétSiho poskozeni jsou
totoznd s misty nejvetsi produkce radikali) a mitochondrie pak neni schopna obnovit

membranovy potencial a zahajit produkci ATP; obnova dodavky kysliku pak nemusi vést
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k reparaci srde¢nich funkci. V piipadé¢ déletrvajici ischemie dochéazi k ireverzibilnimu
poskozeni: mitochondrie se rozpadaji, veskera energie je vyCerpana, dojde k naruseni iontové
a metabolické rovnovéahy v cytoplazmé a srdecni builka podléha nekréze ¢i apoptdze {Fliss a

Gattinger, 1996; Akiyama a spol., 1997}.

., Mitochondrial permeability transition pore“ (MPT por)

Za urcitych okolnosti se mezi mitochondridlni matrix a cytoplazmou muze vytvofit
velky komplex proteinti vnitini a vné€j$i membrany, ktery otevird cestu pro vyménu solutd
mezi obéma systémy. Protoze hlavnim znakem tohoto jevu je vysoka permeabilita
mitochondridlni membrany, oznafuje se tento proteinovy komplex jako ,mitochondrial
permeability transition pore* (MPT pore) {Crompton, 1999}.

Struktura MPT péru neni zatim zcela jasna, ale piredpokladd se, ze sestava
z mitochondridlnich membranovych proteind, a to pfedev§im z porinu (VDAC) a ANT
{Zamzami a Kroemer, 2001} (obr. 5). VDAC se za normélnich okolnosti nachazi na vné&;jsi
mitochondridlni membrané a je propustny pro molekuly o velikosti do 5000 Da. Zajist'uje tak
volnou vymeénu respira¢nich substrati, jako napt. NADH, FADH,, ATP a ADP mezi
cytoplazmou a intermembranovym prostorem. Vnitini mitochondridlni membrana je naproti
tomu prakticky nepropustna. Dojde-li k aktivaci kanalu, v oblasti kontaktnich mist obou
membran (mista, kde je vnitfni membrana nejblize vnéjsi) se vytvofi spojenim VDAC a
ANT velky pér a propoji matrix s cytoplazmou. Bylo zjisténo, ze faktory, zvySujici
pravdépodobnost otevieni MPT poru, jsou predevSim nizkd hladina ATP, vysoka
intramitochondridlni koncentrace vapniku a zména pH {Halestrap a spol., 2004}. V srde¢nim
svalu se MPT otevira pifedev§im v pribéhu ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. Otevieny por
umoznuje volnou vyménu vody a solutd do velikosti 1500 Da mezi mitochondridlni matrix a
cytoplazmou bunky; pro mitochondrii to znamena vazné naruseni vnitiniho prostiedi, dochéazi
k rozvratu metabolické rovnovahy. V dasledku rychlého poklesu potencialu na vnitini
membrané dochazi zahy k rozptazeni oxidativni fosforylace (tj. k pferuseni pfemény energie,
ziskané oxidaci, na ATP), produkce ATP ustava; n¢kdy dokonce ATP-syntaza v reverznim
chodu stépi ATP ve snaze zachovat membranovy potencidl. ATP je v buiice rychle
spotfebovan, pfi¢emz syntéza nového nefunguje, vétSina metabolickych procesti bunky je
naruSena. Dal§im disledkem otevieného MPT poéru je zvysend produkce ROS; poskozeni se
tim potencuje a oteviraji se dalsi MPT poéry. Diky volnému proudéni vody a solutli mezi

mitochondrialni matrix a cytoplazmou dochdzi k naruseni iontové rovnovahy, mitochondrie
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bobtna, kristy postupné mizeji a vnéj$i membrana se rozpadd. Z mezimembranového prostoru
se do cytoplazmy uvoliiuje cytochrom c, ktery v souhie s Apaf-1 a prokaspazou 9 (prekurzor
enzymu ze skupiny cysteinovych protedz, které¢ po aktivaci vedou k rozpadu bunky) vytvaii
tzv. apoptosom, ktery miize nastartovat proces bunécné smrti.

Kli¢ovou soucasti aktivace MPT poru se zda byt cyklofilin D, maly mitochondrialni
protein, ktery byl pojmenovan diky své schopnosti vazat se na imunostatikum cyklosporin A.
Cyklosporin A inhibuje jeho navazani na ANT, ¢imZ vyrazné omezuje aktivitu MPT péru. U
mys$i, postradajicich gen pro cyklofilin D, byla pozorovdna vysoka odolnost k nekrotickému
poskozeni bunék nasledkem oxidativniho stresu a vapnikového pietizeni {Baines a spol.,
2005; Nakagawa a spol., 2005}. Podobny efekt byl rovnéz pozorovan v pokusech, kdy se
k blokadé MPT poéru pouzivaji inhibitory cyklofilinu D {Di Lisa a spol., 2001; Clarke a spol.,
2002}.

intermembranovy
prostor

6%¢g

ETS UCP mitoK,, ATP-aza  ANT

vnitini @

membrana

matrix @

Obrazek 5: MPT por a struktury vnitfni mitochondrialni membrany. H* - vodik, K* - draslik, P
— fosfat, ATP — adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat, ETS — elektronovy transportni systém, UCP
— ,uncoupling" protein, mitoKarp — mitochondridlni na ATP zavislé draslikové kanaly, MPT por —
»mitochondrial permeability transition" por, VDAC — napét'ové Fizeny aniontovy kanal, ANT — adenin

nukleotid translokaza, CykD — cyklofilin D, PBR - periferni benzodiazepinovy receptor.
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O tom, zda se bunka vyda cestou apoptotické ¢i nekrotické smrti, rozhoduje nékolik
faktori. Apoptoticky proces je charakteristicky pfedevSim zéavislosti na dodavce ATP,
zatimco nekroticky proces je spiSe vyvrcholenim kompletniho metabolického a energetického
kolapsu. Zda se, ze MPT por se uplatiuje predevsim v nekrotickém typu bunécné smrti, kde
je aktivovan oxidativnim stresem a vysokou hladinou véapniku {Baines a spol., 2005;
Nakagawa a spol., 2005}; u mysi postradajicich gen pro cyklofilin D nebylo totizZ pozorovano
naruSeni apoptotické kaskddy, vyvolané cestou Bcl-2 proteinit ani fadou dalSich
proapoptotickych stimulti {Nakagawa a spol., 2005}. Podobné& Li a spol. {2004} pozorovali u
neurondlnich bunék, které tvotily velké mnozstvi cyklofilinu D, zvySenou odolnost
vuci apoptdze. Piesto nelze moznost ticasti MPT poru v apoptdze zcela zavrhnout; je mozné,
ze se zde uplatituje prave jeho prechodné otevieni {Halestrap a spol., 2004} .

O tom, zda by se MPT p6r mohl uplatiiovat také v ischemicko-reperfuznim poskozeni

neonatalniho srdce, neni dosud nic znamo.
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CILE PRACE

Cilem prace bylo ovéieni hypotézy, zda
a) se lisi odolnost neonatalniho srdce k nedostatku kysliku u konvencnich a
spontanné hypertenznich potkant;
b) zda se v patogeneze ischemicko-reperfuzniho poskozeni neonatalniho srdce

uplatiiuje, podobné jako u dospélych jedincii, mitochondridlni por (MPT)

Na zakladé detailni analyzy dostupnych literarnich dat byly stanoveny tfi etapy
dizerta¢ni prace:
1. studium faktori ovlivitujicich odolnost nezralého srdce u konvencnich potkant
2. analyza vyvoje odolnosti srde¢niho svalu v ¢asném postnatalnim obdobi u SHR

3. analyza ulohy MPT péru v ischemicko-reperfuznim poskozeni nezralé¢ho srdce
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METODIKA

Vsechny pokusy byly provadény po schvéleni odbornou komisi Fyziologického ustavu
AV CR pro posuzovani prace se zvifaty ve vyzkumnych projektech a v souladu s pravidly
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, publikované US National Institute
of Health (NIH ¢islo 85-23, 1996).

EXPERIMENTALNI MODEL

K pokusiim byla pouzita mlad’ata laboratorniho potkana kmentt Wistar, SHR a WKY
z chovu Fyziologického tGstavu AV CR. Ve staii 1 resp. 10 dnil byla mlad’ata zvaZena a
usmrcena dekapitaci. Hrudnik byl rychle otevien a aorta byla kanylovana (nerezovou kanylou
s vnéjsim prumérem 0,45 mm pro 1. den a 0,8 mm pro 10. den). Srdce bylo vyjmuto, atria
odstranéna a komory byly perfundovany metodou dle Langendorffa za konstantniho tlaku,
ktery odpovidal sttednimu arterialnimu tlaku pro dané vyvojové stddium a kmen {Litchfield,
1958; Zicha a spol., 1986; Clubb a spol., 1987}. Srdce byla perfundovdna Krebs—
Henseleitovym roztokem, ktery obsahoval (v mmol/l): NaCl 118,0; KCI1 4,7; CaCl, 1,25;
MgSO4 1,2; NaHCO; 25,0; KH,PO4 1,2 a glukézu 7,0. Roztok byl saturovan smési 95 % O, a
5 % CO, (pH 7.4); teplota byla udrZzovana na 37 °C. Srdce byla elektricky stimulovana
frekvenci 200 Uder za minutu s pouzitim stfibrnych elektrod, pfiloZzenych na srdec¢ni bazi.
Stimula¢ni pulsy mély sttidavou polaritu, trvaly 1 ms a jejich voltaZz byla oproti prahové
hodnoté o polovinu zvysena. Klidové predpéti bylo pomoci mikroSroubu postupné zvySovano
aZz na hodnotu, kdy sila kontrakce (DF) dosahuje 80 % maximalni sily, dosaZené pii
odpovidajicim preloadu.

Kontraktilni funkce (DF, +dF/dt, -dF/dt) izolovaného srdce byly méfeny pomoci
snimacde sily kontrakce. Ten byl se srdeCnim hrotem spojen pomoci silonového uvazu,
dvouramenné titanové paky a sklenéného vldkna (obr. 6). Kontraktilni parametry byly
automaticky vyhodnocovany on-line pfipojenym pocitacem (signal byl patiicné zesilen

zesilovacem).
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Obrazek 6: Schéma méreni kontraktility izolovaného neonatalniho srdce dle

Langendorffa.

Po stabilizaci izolovaného srdce byla zaznamenéana startovni hodnota DF. Srdce, na
kterych byl hodnocen ucinek ischemického preconditioningu, byla vystavena tiem
3-minutovym periodam globalni ischemie, oddélenych 5 minutami reperfuze; kontrolni srdce
byla odpovidajici dobu perfundovana. VSechna srdce pak byla vystavena 40 (ptipadné 20, 30,
60) minutam globalni ischemie, na kterou navazovala doba reperfuze do maxima obnoveni
DF (posledni hodnota pfed jejim poklesem, méfeno v tfi-minutovych intervalech; pramérné
30 minut; obr. 7). Mira obnoveni sily kontrakce byla vyjadfena jako procento startovni

hodnoty.

32



Ischemie

perfuze 25’ 30’

ischemie 40’

Ischemie + Preconditioning

perfuze |?| |?| |€ 30’

ischemie  [3] [3] [3] 40

Obrazek 7: Experimentalni protokol pro stanoveni odolnosti k ischemii a protektivniho

plisobeni IP.

MLADATA S NiZKOU TELESNOU HMOTNOST]

Nizké télesné hmotnosti mlad’at bylo dosazeno vyuzitim modelu velkych hnizd dle
Kennedyho {1957}. Pokusna mlad’ata byla po porodu rozdélena tak, aby jejich po€et v hnizdé
byl 14; kontrolni hnizda m¢la 8 mlad’at.

ADAPTACE MLADAT NA CHRONICKOU HYPOXII

Mléd’ata byla v hnizdech spolu s matkou vystavena intermitentni vyskové hypoxii
(IVH) v hypobarické komote pii barometrickém tlaku 54 kPa (405 mm Hg — odpovida
nadmotské vySce 5000 m) a parcidlnimu tlaku kysliku Po, 11,3 kPa (85 mm Hg); denni
expozice trvala 8 hodin, mladata byla vystavena hypoxii od prvniho do devateho
postnatalniho dne (tj. celkem 9 expozic). Analyzy byly provedeny nésledujici den po posledni

expozici, tj. desaty postnatalni den.
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STANOVENI INOTROPNI ODPOVEDI NA STOUPAJICI KONCENTRACI VAPNIKU

Srdce byla perfundovana Tyrodovym roztokem, ktery obsahoval (v mmol): NaCl
145,0; KC1 5,9; CaCl; 1,25; MgCl, 1,2; glukozu 11,0; mannitol 1,1 a HEPES 5,0. pH bylo
upraveno pomoci Tris na 7.4 a roztok byl saturovan 100%nim O,. Timto roztokem
(koncentrace Ca®" 1,25 mmol/l) byla srdce stabilizovana; poté byla ekvilibrovana roztokem
s poloviéni koncentraci Ca** (j. 0,625 mmol/l); koncentrace vapniku byla postupné
zvySovana (cca po 30s) na 1,25; 2,5; 5,0; 7,5 a 10,0 mmol/l; u kazdé¢ koncentrace byla

zaznamenana inotropni odpovéd’ srdci.

VLIV IRBESARTANU

Irbesartan, blokator AT1 receptorti (Bristol-Myers Squibb, New Brunswick, USA), byl
rozpu$tén v 0,80bj% 1IN hydroxidu sodného. Roztok byl mladatim podavan Zaludeéni
sondou v déavce 40ug/g a objemu 10ul/g (doplnéno fyziologickym roztokem) télesné
hmotnosti 1x denné od 1. do 9. dne postnatalniho Zivota; vzdy pied vystavenim vyskové

hypoxii; kontrolni skupiné byl stejnym zptisobem podavan fyziologicky roztok.

BLOKADA MPT PORU U NEONATALNIHO SRDCE

Pro pokusy s blokddou MPT poru byl pouzit modifikovany Krebs-Henseleitiv roztok,
tzn. neobsahoval manitol a koncentrace CaCl, byla dvojnasobnd (2,5 mmol/l). Po stabilizaci
(primérné 10 minut) byla zaznamendna hodnota DF a srdce byla 10 minut perfundovana
roztokem obsahujicim 1 uM sanglifehrin A (blokator MPT péru, Novartis Pharma AG, Basel)
nebo 3,38 mM etanol (kontrolni méfeni s rozpoustédlem sanglifehrinu) (obr. 8). Poté byla
vSechna srdce vystavena 40 minutové globalni ischemii, néasledované reperfuzi 20 min.
Béhem reperfuze byly odebirany vzorky koronarniho efluentu pro stanoveni koncentrace
LDH (obr. 8). Zbyvajici efluent byl pouzit pro stanoveni celkového mnozstvi vyplavené LDH.
Po odebrani posledniho vzorku byla opét zaznamenina hodnota DF a srdce bylo (bez
zastaveni perfuze) rychle zmrazeno Wollenbergerovymi klestémi vychlazenymi v tekutém

dusiku a ulozeno pii teploté — 70 °C.
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PERFUZE DOSPELEHO SRDCE A BLOKADA MPT PORU

K pokusim byli pouziti dosp€li samci laboratornich potkani kmene Wistar stafi
3 mésict a primérné hmotnosti 350 g.

Zvitata byla anestezovana jednordzovym intraperitonealnim podanim thiopentalu (50
mg/kg). Po fixaci na operacni podlozce byla kiize na hrudniku nastfizena az k jugulu a
odklopena. Poté byla oteviena bfiSni dutina tésné¢ pod branici. Po ptesttizeni branice byla
zebra stithana kranidlné az k prvnimu zebru a odklopena. Srdce bylo rychle vyjmuto z
hrudniku, upevnéno na aortdlni kanylu a perfundovano v perfuznim aparatu podle
Langendorffa.

Srdce bylo perfundovano za konstantniho tlaku (100 cm H,O) Krebs-Henseleitovym
roztokem ve slozeni (mmol/l): NaCl 118,0; KCl 4,7; CaCl, 2,5; MgSO4 1,2; NaHCO; 25,0;
KH,PO4 1,2 a glukéza 7,0. Roztok byl saturovan karbogenem (95% O, a 5% CQO), pH bylo
upraveno na 7,4 a roztok byl udrzovan pii konstantni teplot¢ 37 °C. Perfuzni roztok byl
piipravovan kazdy den pied zacatkem pokusu. Po upevnéni v perfuznim aparatu byly ze srdce
odstranény zbytky extrakardialni tkané. Srdce bylo elektricky stimulovdno pravothlymi pulsy
s frekvenci 300 za minutu koaxidlni elektrodou pfiloZenou na bazi pravé komory. Délka pulzi
byla nastavena na 2 ms a napé€ti na hodnotu prevysujici o 50 % hodnotu prahovou.

Po 10 minutové stabilizaci byla srdce perfundovana roztokem s obsahem 1 uM
sanglifehrinu A (blokdtor MPT poéru, Novartis Pharma AG, Basel) nebo 3,38 mM etanolu
(kontrolni méfeni s rozpoustédlem sanglifehrinu) po dobu 10 min (obr. 8). Sanglifehrin A byl
do perfuzatu pridavan ve formé zasobniho alkoholového roztoku o koncentraci 5 mmol/I tésné
pied vlastnim pokusem. Kontrolni skupina byla pied ischemickou fazi perfundovana po dobu
20 minut nemodifikovanym perfuznim roztokem. Poté byla srdce vystavena 20-min globalni
ischemii a 40-min reperfuzi. Globalni ischemie byla vyvolana uzavienim ptitoku perfuzniho
roztoku do srdce. V prubéhu ischemie byla srdce ponofena do Krebs-Henseleitova roztoku
temperovaného na 37°C (pH 7,4).

V pribéhu reperfuzni faze byly odebirdny vzorky pro stanoveni LDH v efluentu
(obr. 8). Po 40 minutich bylo srdce rychle zmrazeno Wollenbergerovymi kleStémi

vychlazenymi v tekutém dusiku a uchovano pfi teploté -70 °C.
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Obrazek 8: Experimentalni protokol pro neonatalni a dospélé srdce. Po 10 min stabilizaci
byla srdce perfundovana roztokem sanglifehrinu A (SfA) nebo etanolu po dobu 10 min. Poté byla
vystavena globalni ischemii (40 min u mlad'at a 20 min u dospélych), nasledované reperfuzni fazi (20
min v pfipadé mladat a 40 min v pripadé dospélych). Na konci stabilizace, pred ischemii a v priibéhu
reperfuze byly odebirany vzorky pro stanoveni laktat dehydrogenazy (LDH), a to dle nasleduijiciho
schématu: u mladat po dobu 30 s v ¢ase 0 (na zacatku reperfuze) a pak v ¢ase 0,5 min, 1 min, 1,5
min, 2 min, 2,5 min, 5 min, 10 min, 15 min a 20 min; u dospélych 20 s v ¢ase 0 a pak 10 s v Case 1

min, 2 min, 3 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min a 40 min.

STANOVENI LDH

K hodnoceni rozsahu poSkozeni srdce byla pouzita metoda méfeni obsahu LDH
v koronarnim efluentu. Vzorky efluentu byly odebirdny dle experimentalniho protokolu
(obr. 8) 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
byly odebrany dva vzorky pro zjisténi obsahu celkové LDH uvolnéné v priibéhu reperfuzni
faze. Vzorky, urené k méfeni obsahu LDH, byly udrzovéany pfi teplot¢ 4 °C az do doby
méfteni (do 15 hod po ukonceni experimentu).

LDH bylo méfeno analyzatorem Roche/Hitachi 902 (Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, Germany), za pouziti kitu LDH Roche/Hitachi.

Princip stanoveni:
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pyruvat + NADH + (H") <--------- > laktat + (NAD")
{viz Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie, 1972}.

Data jsou vyjadiena jako mnozstvi LDH na hmotnost srde¢ni tkané [nkat/g]. Vzhledem
k nutnosti analyzovat v srde¢ni tkani krom& LDH také NAD" nebylo mozné data vyjadfit na
hmotnost susiny. Protoze hydratace myokardu se u jednotlivych pokusnych skupin vyznamné
lisila, bylo nutné vytvoftit postup, ktery by tuto skute¢nost respektoval. Byl proto stanoven
tzv. koeficient hydratace a bylo zjisténo, jak se 1iS§i obsah vody v jednotlivych
experimentalnich skupinach (tab. 2). Jako referen¢ni skupina byla zvolena ta srdce, ktera byla
po vyjmuti z téla pouze dvacet minut perfundovana Krebs-Henseleitovym roztokem a
zmrazena Wollenbergerovymi kleStémi. Poté byla zjiSténa primérna relativni hmotnost srdce
kazdé skupiny (pomér hmotnosti srdce a téla x 100) a stanoven koeficient hydratace, ktery je
déan pomérem priamérné relativni hmotnosti srdce dané skupiny k hodnoté skupiny referencni

(tab. 2).

STANOVENI NAD"

Stanoveni NAD" v srdeé¢ni tkani 1ze pouzit jako jednu z metod pro sledovéani aktivity
MPT poéru {Di Lisa a spol., 2001}. Otevieni MPT poru ovliviluje fadu metabolickych dé&t
spojenych s energetickym metabolizmem; k nim lze poéitat i degradaci NAD" enzymem
NAD"-glykolhydrolazou, lokalizovanou vné mitochondrialni matrix. V priibéhu ischemie a
reperfuze se otevira MPT pér, NAD" se vyplavi z mitochondrie a je degradovan vyse
uvedenym enzymem. Nasledkem ischemicko-reperfuzniho poskozeni dochdzi tedy ke
znaénému ubytku NAD" v srdeéni tkéani; tento efekt Ize snizit pouzitim blokatord MPT poru
{Di Lisa a spol., 2001, Clarke a spol., 2002}.

Extrakce NAD" byla provadéna na srdcich zmrazenych Wollebergerovymi klestémi a
uschovanych pii teploté -70 °C. Spodni tfetina srdce (pfevazné apex levé komory) byla
rozdrcena v tekutém dusiku a homogenizovana pfistrojem SilentCrusher M (Heidolph,
Schwabach, Germany) v 0,5 M roztoku HCLO4. Mnozstvi HCLO4 bylo pfidano v poméru
10 ml na 1 g tkané a homogenizace byla provedena 3x v délce 10s s 20s pauzami pii teploté
4 °C. Suspenze byla centrifugovana 2x 10 min pii 1500 gav (4 °C). Supernatant byl sbiran do
zkumavek a pelet resuspendovan ve stejném mnozstvim HCLO4 jako na pocatku. Vzorky

byly nasledné¢ neutralizovany dvojndsobnym mnozstvim 0,25 M roztoku KOH v 1M
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fosfatovém pufru o pH 7,5, a to na ledu po dobu 15 min. V reakei vznika silny oxidant
KCLO,, ktery sedimentuje na dné¢ zkumavek a supernatant tak lze odebrat bez nutnosti
centrifugace. V této fazi byla zjiStovéana velikost pH extraktd a odstranény vzorky, jejichz pH
se pohybovalo mimo oblast 7,3-7,4. Z kazdého vzorku byly 2 ml extraktu skladovany pfi
teploté —30 °C az do doby stanoveni NAD".

K vlastnimu stanoveni NAD" byla pouZita modifikovand metoda pomoci alkohol
dehydrogenazy {Bernofsky a Swan, 1973; Jacobson a Jacobson, 1976}. V principu jde o
enzymatickou cyklickou reakci oxidace alkoholu alkohol dehydrogendzou za soucasné
redukce NAD" — NADH + H'. Kone¢nou redukci MTT tetrazolia za ucasti elektronového
pienaSeCe phenazin ethosulfatu dojde ke zméné barvy ze zluté na hnédou az Cernou; reakci
inhibuje iodacetét.

Extrakty byly po rozmrazeni znovu centrifugovany 10 min pii 1500 gay pro
odstranéni precipitovaného KCLO4. Vzorky byly dle potfeby a predchoziho testovaciho
méfeni nafedény. V detekénich zkumavkach bylo pfed zahajenim reakce 0,5 ml vzorku a
reagencie o celkovém objemu 0,6 ml v nésledujicich koncetracich: Na-Bicin, 100 mM,
pH=7,8; ethanol, 0,5 M; 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid
(MTT), 0,42 mM; phenazin ethosulfat, 1,66 mM; EDTA, 4,16 mM; hovézi sérovy albumin
0,83 mg/ml a 0,1 ml roztoku alkohol dehydrogendzy (0,3 mg/ml v 100 mM roztoku Na-
Bicinu, pH=7,8). Jako standard byly pouZity vzorky rGizné koncentrace piipravené z NAD"
(Sigma) v redestilované vodé¢. Reakce byla zahdjena smichanim vSech reagencii za snizené¢ho
osvétleni a pfidanim 0,1 ml roztoku alkohol dehydrogenédzy. Inkubace probihala ve tmé pfi
30 °C po dobu 25 min; reakce byla zastavena ptfiddnim 0,5 ml iodacetatu (12 mM roztok
v redestilované vod€) do kazdé detekéni zkumavky. Absorbance byla stanovena
spektrofotometrem pii 570 nm. Data jsou vyjadiena jako pg NAD" na g srde¢ni tkang. Kazdy
extrakt byl zméfen 2x a vysledna koncentrace je aritmetickym primérem obou méfeni.

Ziskané vysledky byly korigovany koeficientem hydratace (viz vyse).

Tabulka 2: Relativnhi hmotnost srdce a koeficient hydratace 10ti dennich a dospélych
potkanii
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a) schéma odbéru srdci:

STABILIZACE ISCHEMIE REPERFUZE

stabilizace

ischemie |

kontroly+etanol

sanglifehrin A
I I
b) experimentalni data:
stabilizace ischemie kontroly + etanol  sanglifehrin A
(ref. skupina)
10ti denni mlad’ata
- relativni hm. srdce 8,88 + 0,22 528 +0,11 7,84 +£0,16 ** 7,84 £0,21 **
- koeficient hydratace - 0,59 +0,02 0,88 +£0,03 0,88 0,03
dospéli
- relativni hm. srdce 3,38 £0,08 3,29 £0,08 3,71+0,10 * 4,08 +0,15 **
- koeficient hydratace - 0,97 +£0,03 1,10 £ 0,04 1,21 £0,05

a) schéma odbéru srdci: srdce byla odebirdana na konci stabilizace (referencni skupina), na konci
ischemie a na konci reperfuze (do perfuzatu bylo pridano rozpoustédlo (etanol) nebo sanglifehrin A)

b) experimentalni data: * P<0,05, ** P<0,01, vs. referencni skupina. Data jsou vyjadiena jako primér
+ S.E.M.

STANOVENI EXPRESE HO-1 A HO-2

Ve stafi 10 dnli byla mlad’ata usmrcena dekapitaci, jejich srdce byla rychle vyjmuta
z téla a promyta fyziologickym roztokem o teploté¢ 4 °C. Nasledné byla srdce rozdélena na
pravou komoru a levou komoru se septem a jednotlivé ¢asti byly prudce zmrazeny v tekutém
dusiku a zvazeny. Do dal$i analyzy byly uchovéavany pfi teploté —70 °C.

Pro extrakci proteintl z levé komory a septa bylo pouzito 25 fezl z kryostatu (tloustka
15um); pravd komora byla vzhledem ke své velikosti homogenizovana celd pfistrojem
Ultraturax Polytron (rychlost 8, 20 sekund). Pro extrakci byl pouzit viely SDS pufr (1% SDS,
10 mM Tris-HCI pH 7,4, ImM ortho-vanadat, 0,3 mM aprotinin, 4 mM leupeptin, 60 mM
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phenylmethanesulfonyl fluorid). Lyzaty byly zahtaty v mikrovinné troubé (15s, 900W) a poté
zcentrifugovany (11 000g, 15 min pii 15°C). Koncentrace extrahovanych proteind v
supernatantu byla zméfena pomoci ,,BCA protein assay“ kitu (Pierce-Perbio; Brebiéres,
Francie); jako standard byly pouzity vzorky o rtizné koncentraci BSA. Extrakty byly do dalsi
analyzy uchovany pfi teploté -20°C.

Exprese HO-1 a HO-2 byla stanovena pomoci metody Western blot. Proteiny (20 ug
pro detekci HO-1 a 10 pg pro detekci HO-2) byly po denaturaci separovany elektroforézou
(90V) na 12%nim SDS-polyakrylamidovém gelu a nasledné elektroforeticky (2 hodiny, 300
mA, 200V) pieneseny na nitrocelul6zovou membranu (péry 0,45 um; Schleicher & Schuell,
Dassel, Germany) v roztoku o sloZeni: 25mM Tris, 192 mM glycin, 0,01% SDS a 15%
ethanol (pro oba kroky byl pouzit Bio Rad systém). Pro ovéfeni, zda do kazdé jamky bylo
naneseno stejné mnozstvi proteinu, byly membrany obarveny pomoci S-ponceau (Sigma).
Membrany pak byly po dobu 2 hodin blokovany pfi laboratorni teploté v saturaénim roztoku:
TBS (pH 7,4) obsahujici 0,1% Tween-20 a 5% odtucnéné susené mléko. Poté byly pies noc
inkubovany s protilatkami pii teploté 4°C a to bud’ s anti-HO-1 nebo anti-HO-2 (obé& kralici;
Stressgen); obé byly pouZity v koncentraci 1/4000 v satura¢nim roztoku (TBS-Tween-20
s ptidavkem mléka). Po vymyti nenavazanych protilatek (3x 10min v TBS-Tween-20) byly
membrany 2 hodiny inkubovény pfi laboratorni teploté se sekundarni protilatkou (IgG proti
kralicim protilatkdm) konjugovanou s kienovou peroxidazou (o koncentraci 1/5000
v saturatnim roztoku, Amersham). Po opétovném vymyti byly imunoreaktivni prouzky
vizualizovany pomoci zesilené chemiluminiscence ECL+ (Amersham) a pfistroje Fujifilm
Las-1000. Velikost prouzki byla stanovena denzitometricky na pocitaci se softwarem Image
Gauge, Fuji a vysledek byl normalizovan na mnozstvi aktinu v piislusném gelu (stanoveno
denzitometricky z fotografie membrany po obarveni S-ponceau). Aby byla mozna
normalizace mezi jednotlivymi analyzami v rtizné dny, do kazdého gelu byl nanesen protein

ze stejného vzorku.
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STATISTICKE HODNOCENI

Nameétené vysledky jsou uvadény jako primérné hodnoty % stfedni chyby priméru
(S.EM.). Vysledky byly ziskany znejméné osmi izolovanych srdci v kazdé skupiné. U
biochemickych analyz bylo ve skupiné vzdy nejméné 5 vzorki. Rozdily v obnové
kontraktility mezi jednotlivymi skupinami byly hodnoceny pouzitim dvoj- a jednocestné
analyzy variance. ANOVA a nasledny Student-Newman-Keulstiv test byly pouzity pro
analyzu variance uvnitf skupin. Linearni regresni piimky byly hodnoceny analyzou
kovariance (ANCOVA). Statistické rozdily byly povazovany za vyznamné pfi
p < 0,05. Ke statistickému a grafickému zpracovani vysledka byl pouzit program GraphPad

Prism 3.00.
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VYSLEDKY

FAKTORY OVLIVNUJICI ODOLNOST SRDECNIHO SVALU K ISCHEMII
V CASNYCH FAZICH POSTNATALNIHO VYVOJE U KONVENCNICH POTKANU

Vliv délky globalni ischemie
1. den postnatalniho zivota se odolnost myokardu k ischemii (vyjadiena jako obnoveni

kontraktility) s prodluzovanim délky ischemie vyznamné snizovala. Protektivni efekt IP v§ak

nebylo mozné vyvolat ani zvySovanim intenzity ischemického stimulu (obr. 9).

Den 1

75

”
50 - - #

25

obnoveni DF
(% startovnich hodnot)

20 40 60 min
1 ischemie [ ischemie + preconditioning

Obrazek 9: Odolnost srdecniho svalu a IP u jednodenniho srdce; zavislost na délce
globalni ischemie.

# signifikantni (p < 0,05) oproti 20 min; " signifikantni (p < 0,05) oproti 40 min.

10. den postnatalniho Zivota reparace kontraktility s prodluzujici se délkou globalni
ischemie rovnéz vyznamné klesala. Protektivni efekt IP se po 20 a 30 min ischemii neprojevil,
minimalni doba ischemie, kdy bylo mozno jeho uc¢inek pozorovat, byl 40 minut (obr. 10).
Ve vSech néasledujicich experimentech proto byla neonatdlni srdce vystavena 40 min globalni

ischemii.
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Obrazek 10: Odolnost srdec¢niho svalu a IP u 10ti denniho srdce; zavislost na délce

ischemie.

# T

signifikantni (p < 0,05) oproti 20 min; " signifikantni (p < 0,05) oproti 40 min; * signifikantni

(p < 0,05) oproti ischemické skupiné.

Vliv télesné hmotnosti

Pii adaptaci mlad’at na IVH signifikantné klesd hmotnost mlad’at. Otazkou je, zda
pravé nizka télesna hmotnost per se neni tim protektivnim faktorem. Porovnavali jsme proto
odolnost srdce k ischemii u tfi skupin mladat: a) u ,hypoxickych®, ktera méla snizenou
télesnou hmotnost diky pobytu v hypobarické komote (hypoxickd s nizkou hmotnosti, HNH),
b) u skupiny normoxickych mléd’at, u niz bylo dosaZeno nizké télesné hmotnosti diky vétSimu
poctu mlad’at v jednom hnizd¢ (normoxickad s nizkou hmotnosti, NNH) a c¢) u kontrolni
skupiny (normalni télesnd hmotnost).

Hmotnostni parametry mlad’at a hematokrit jsou uvedeny v tabulce 3. Hmotnost téla
byla oproti kontroldm signifikantn€ sniZena u obou pokusnych skupin (HNH, NNH). Stejné
tak byla snizena i vlhké a suchd hmotnost srdce; tento efekt byl vice vyjadien u NNH. U HNH
byla signifikantné zvySena jak relativni hmotnost srdce, tak jeho hydratace (snizeny obsah
suSiny). Ristova retardace byla doprovazena zvysSenim hematokritu a to jak u HNH, tak u

NNH.
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Absolutni startovni hodnoty sily kontrakce byly u obou pokusnych skupin oproti
kontrolam signifikantn¢ snizeny. U NNH se sila kontrakce, vyjadiend na gram srde¢ni tkané
(suché 1 vlhké), od kontrol nelisila, ale byla signifikantn€ vyssi nez u mlad’at ze skupiny HNH

(tabulka 4).

Tabulka 3: Hmotnostni parametry.

Skupina n Hmotnost  Hematokrit  Hmotnost Relativni Hmotnost Relativni
téla [g] [%] srdce[mg| hmotnost suSiny [mg] hmotnost
srdce[mg/g] suSiny [%]

Kontroly 13 23,7+0.8 31,4405  100,5+3,4 43+0,1 19.2+0,4 19,4 +0,7
HNH 22 173+04* 395+0,6" 850+29%® 49+01® 150+06% 17,7+03%®
NNH 10 162+08° 343+08" 69,1+28% 43+0.2 129+04° 18,7+0,3

* signifikantni vs. Kontroly, ° signifikantni vs. NNH

Tabulka 4: Kontraktilni parametry — startovni hodnoty.

Skupina DF DF/hmot- DF/suSina
[g] nost srdce lg/g]
[g/g]

Kontroly  4,6+0,3 46,6 +£3,0 241 £ 16
HNH 34+0,1% 41,0+£24°  233+14°
NNH 35+02%  50,0+22 269 + 10

* signifikantni vs. Kontroly, ° signifikantni vs. NNH

Zatimco adaptace mladd’at na IVH signifikantné zvySuje obnoveni sily kontrakce po
ischemii, nizkd t¢lesnd hmotnost per se (u normoxickych mlad’at) neméla na reparaci
kontraktilnich funkci po globalni ischemii zadny vliv. Protektivni efekt IP byl pozorovan u

vSech sledovanych skupin; IP navic zvySoval protektivni ucinek IVH (obr. 11).
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Obrazek 11: Odolnost 10ti denniho srdce mlad'at s nizkou télesnou hmotnosti, efekt IP.
Kontroly — standartni pocet (8) mladat v hnizdé za normoxickych podminek; HNH — mlad‘ata s nizkou
télesnou hmotnosti adaptovana na IVH; NNH — mladata s nizkou télesnou hmotnosti (vyssi pocet
mladat v hnizdé, 14) za normoxickych podminek.

* signifikantni (p < 0,05) vs. ischemie; * signifikantni (p < 0,05) vs. kontroly a NNH.

Uloha AT1 receptorii v mechanizmu adaptace na chronickou hypoxii

Jak bylo uvedeno v uvodu, molekularni mechanizmy zvySené odolnosti nezralého
srdce k ischemii nejsou dosud zndmy. Mozné signalni drahy, které se v mechanizmu adaptace
na chronickou hypoxii mohou uplatiiovat, zahrnuji i AT1 receptory. Mlad’atim, vystavenym
chronické hypoxii nebo chovanym v normoxickych podminkach, jsme proto podavali
blokator AT1 receptori irbesartan.

Hmotnostni parametry mladd’at jsou shrnuty v tabulce 5. U mlad’at adaptovanych od
narozeni do 10. dne na IVH doslo k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti, vzestupu
hematokritu a narGstu hmotnosti pravé srde¢ni komory, zatimco hmotnost levé komory
zistala oproti normoxickym kontroldm nezménénd. Podévani irbesartanu vedlo k
vyznamnému sniZeni absolutni hmotnosti téla a obou srde¢nich komor jak u normoxické, tak
hypoxické skupiny mlad’at. Relativni hmotnost obou komor byla snizena pouze u mladat
adaptovanych na IVH. U normoxické skupiny doslo po podavani irbesartanu k vzestupu
hematokritu, u adaptovanych mlad’at se hematokrit po podani farmaka nezménil. Podavani
irbesartanu nemé¢lo u normoxické skupiny zadny vliv na odolnost srdce k ischemii, ale

zablokovalo protektivni efekt adaptace mlad’at na chronickou hypoxii (obr. 12).
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Tabulka 5: Hmotnostni parametry 10ti dennich mlad'at po adaptaci na IVH a podavani

irbesartanu.
Skupina n  Hmotnost Hematokrit Hmotnost Hmotnost PK/HT LK/HT
téla [g] [l PK [mg] LK [mg] [mg/g] [mg/g]
K16 172+09 31,9+0,2 18,4+1,2 53,9+ 1,8 1,07+£0,03 3,18+0,10
normoxické I 16 129+0,8* 34,7+0,5* 151+0,6* 37,0+13* 1,19+£0,06 2,92+0,13
b b b b
adaptované 15 149+0,6 41,8+ 0,8 21,7+ 1,0 50,7+1,8 1,46+0,04 3,41 +0,07
17 12,1£0,3* 41,0£0,9° 154+0,6 32,6+0,9® 127+0,04" 2,69+0,04°

K - kontroly, I — irbesartan, PK — prava komora, LK — leva komora se septem, HT — hmotnost téla
* signifikantni vs. kontrolni skupina, ° signifikantni vs. normoxicka skupina

obnoveni DF
(% startovnich hodnot)
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%
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normoxické adaptované

1 kontroly [ irbesartan

Obrazek 12: Vliv irbesartanu na odolnost 10ti denniho srdce mlad’at k akutni ischemii.

* signifikantni (p < 0,05) vs. normoxicka skupina; * signifikantni (p < 0,05) vs. kontrolni skupina (bez

irbesartanu).
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VYVOJ ODOLNOSTI SRDECNIHO SVALU K ISCHEMII V CASNYCH FAZICH
POSTNATALNIHO VYVOJE U SPONTANNE HYPERTENZNICH POTKANU

Hmotnostni parametry mlad’at SHR

Casny postnatalni vyvoj vybranych hmotnostnich a kontraktilnich parametr mladat
SHR v porovnani s jejich normotenzivnimi kontrolami WKY je shrnut v tabulkach 6-8.

Prvni postnatalni den méla mlad’ata obou kment stejnou télesnou hmotnost, béhem
casného postnatalniho obdobi vSak méla mlad’ata SHR mensi vahovy ptirastek a 10. den jiz
méla oproti kontrolam signifikantné niz§i hmotnost téla. Srdce hypertenznich mlad’at byla
vyznamné zvétSend jiz po narozeni, tento rozdil pretrvaval i 10. den. ZvétSend srdce vsak
obsahovala méné suSiny. Z kontraktilnich parametri se po narozeni mldd’ata SHR od WKY

neliSila v absolutnich hodnotdch DF a dF/dt max, 10. den vSak jiz byly tyto hodnoty u SHR

......

Tabulka 6: Hmotnostni parametry jednodennich WKY a SHR.

Skupina n  Hmotnost téla Hematokrit Hmotnost Relativni Relativni
[g] [%o] srdce[mg]| hmotnost hmotnost
srdce[mg/g] susiny [%]

WKY 14 5,0+0,1 38,6 £1,3 21,2+0,7 434+0,1 18,8 £0,3
SHR 9 4,8+0,1 36,2+ 1,5 27,6+0,9*° 58+£02° 16,1 +0,5°

* signif. vs. WKY

Tabulka 7: Hmotnostni parametry 10ti dennich WKY a SHR.

Skupina n Hmotnost Hematokrit Hmotnost  Relativni Relativni Srde¢ni
téla [g] [%] srdce[mg] hmotnost hmotnost index [%]
srdce[mg/g] suSiny [%]

WKY 13 18,7+0,6 31,7+0,5 77,5+25  42+0,1 184+03 29,113
SHR 18 122+03° 332+09 69,9+26° 58+02° 155+03° 23,7+0,9°

* signifikantni. vs. WKY
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Tabulka 8: Startovni hodnoty kontraktilnich parametri SHR a WKY 1. a 10. den.

Skupina Vék DF DF/ hmotnost DF/suSina +dF/dt max
[g] srdce [g/g] lg/gl [¢/min]
WKY 1 1,2+0,1 55,4+3,0 305,2+ 15,0 26,9 +1,8
10 5,7+0,2 74,5+3,1 404,0 £ 15,1 1292+ 4.4
SHR 1 1,1£0,1 40,8+ 1,8° 256,4+14,9° 241+1,2
10 4,1+£0.2° 60,0+3,3" 387,0 £ 20,1 89,7+42°

* signifikantni. vs. WKY odpovidajiciho v&ku

Citlivost neonatalniho srdce SHR k vapniku

Porovnavali jsme citlivost jednodenniho a desetidenniho izolovaného srdce
konven¢nich kmenti, WKY a SHR ke stoupajici koncentraci vapniku v perfuznim roztoku.
Béhem casného postnatdlniho obdobi se citlivost k vapniku vyznamné méni u vsech
sledovanych kment (obr. 13). U jednodennich srdeci vSech kment sila kontrakce pfi vysSich
koncentracich klesala, u 10ti dennich se drzela pfiblizné na stejné urovni. Citlivost
jednodennich SHR k véapniku vsak byla oproti normotenznim kontroldm WKY (a konvenc¢nim
mladd’atim) vyznamné vys$i, 10. den se tato hodnota u jednotlivych skupin jiz nelisila

(obr. 14).
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Obrazek 13: Citlivost izolovanych srdci 1 a 10ti dennich mlad'at kmene Wistar, WKY a SHR
ke stoupajici koncentraci vapniku.

" signifikantni (p < 0,05) vs. 1. den.
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Obrazek 14: Srovnani citlivosti izolovanych srdci 1 a 10ti dennich mlad'at kmene Wistar,
WKY a SHR ke stoupajici koncentraci vapniku.

* signifikantni (p < 0,05) vs. WKY.
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Odolnost srdci neonatalnich SHR k nedostatku Kkysliku

Stejn€ jako u konvenc¢nich kment Wistar, odolnost srde¢niho svalu k ischemii u
kmentt SHR a WKY béhem casného postnatilniho vyvoje klesa: 10. den jsou jejich srdce
signifikantné¢ mén¢ odolna k nedostatku kysliku nez 1. den (obr. 15).

Novorozena hypertenzni mlad’ata jsou piritom k nedostatku kysliku vyznamné
odolnéjsi nez mlad’ata kontrolniho kmene WKY. 10. den se pak jiZ v odolnosti SHR od WKY
nelisi (obr. 16).
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Obrazek 15: Odolnost srdecniho svalu k ischemii u kmen@ Wistar, WKY a SHR, 1. a 10.
postnatalni den.
" signifikantni (p < 0,05) vs. 1. den.
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Obrazek 16: Odolnost srdecniho svalu mladat SHR a WKY. Porovhani 1. a 10.

postnatalniho dne Zivota.
* signifikantni (p < 0,05) vs. WKY.
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MoZznosti protekce neonatalniho srdce SHR

Jak bylo feceno vyse, u mlad’at konvencniho kmene Wistar 1ze 10. den odolnost srdce
k ischemii protektivné ovlivnit v zasadé dvéma mechanizmy: IP a adaptaci na chronickou
hypoxii. Zajimalo nas proto, jak na oba protektivni fenomény budou reagovat 10ti denni
mlad’ata WKY a SHR. Zjistili jsme, Ze u SHR a WKY se protektivni u¢inek IP neprojevil
(obr. 17).

Vystaveni mlad’at obou sledovanych kmenti IVH (hmotnostni parametry shrnuty v
tab. 9) vedlo ke zvyseni hematokritu a jejich adaptace byla provazena vyznamnym snizenim
hmotnosti téla. Relativni hmotnost srdce se vSak zvysila pouze u kontrolnich WKY, u
hypertenznich mlad’at, u kterych byla relativni hmotnost srdce zvySena jiz u normoxické
skupiny, k dal§imu zvysSeni nedoSlo. Pravolevy srde¢ni index vsak po adaptaci stoupal i u
SHR, u normoxické skupiny byl naopak nizsi. Obdobné jako u IP, u zadného z testovanych

kmenti jsme neprokazali kardioprotektivni efekt adaptace na chronickou hypoxii (obr. 18.).
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Obrazek 17: Vliv IP na odolnost srdecniho svalu 10ti dennich mlad’'at kmene Wistar, WKY
a SHR.

* signifikantni (p < 0,05) vs. ischemicka skupina, * signifikantni (p < 0,05) vs. konvencni Wistar.
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Tabulka 9: Hmotnostni parametry 10ti dennich WKY a SHR po adaptaci na IVH.

Skupina n  Hmotnost Hematokrit Hmotnost Relativni Relativni Srde¢ni
téla [%] srdce[mg] hmotnost hmotnost index
[g] srdce[mg/g] suSiny [%] [%]

normoxické 13 18,7+0,6 31,7+0,5 77,5+2,5 4,2+0,1 18,4+03 29,1+1,3

WKY 7 b b b b
adaptované 18 14,8+05° 38,0+0,7% 72,0£2,0 49+01° 178+03 375+12

gyr normoxické 18 122+03° 332+0,9 699+26° 58+02" 155+03" 23,7+09°
adaptované 16  8,9+0,3° 36,6+09° 50,7+1,9° 5740, 16,8+02° 358+1,3°"

* signifikantni. vs. WKY, " signifikantni. vs. normoxicka skupina

100

50 1 -

obnoveni DF
(% startovnich hodnot)

Wistar WKY SHR

L1 normoxické [ adaptované

Obrazek 18: Vliv adaptace na chronickou hypoxii na odolnost srdecniho svalu 10ti dennich
mlad'at kmene Wistar, WKY a SHR.

* signifikantni (p < 0,05) vs. normoxicka skupina, * signifikantni (p < 0,05) vs. konvenéni Wistar.
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Exprese hem oxygenazy v neonatalnim srdci SHR

V 10ti dennich srdcich spontanné hypertenznich mlad’at s kardiomegalii a jejich
kontrol WKY jsme studovali expresi hem oxygenazy 1 a 2, a to oddélené v pravé a levé
komote se septem.

Exprese inducibilni izoformy HO-1 byla u SHR signifikantn¢ nizs§i v pravé komote
v porovnéni s komorou levou. U kontrolnich WKY nebyl mezi komorami v expresi HO-1
statisticky vyznamny rozdil. Po adaptaci na IVH doslo jak u mlad’at SHR, tak u kontrolnich
WKY k signifikantnimu zvyseni exprese HO-1 v pravé komote (obr. 19).

Exprese konstitutivni izoformy HO-2 byla v obou komorach shodna jak u SHR, tak u
WKY. Adaptace na IVH vyznamné sniZila expresi HO-2 u SHR v levé komoie oproti
normotenznim mlad’atim. U kontrolnich WKY nebyla exprese HO-2 adaptaci ovlivnéna
(obr. 20).
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Obrazek 19: Exprese HO-1 v 10ti dennim srdci mlad’at kmene WKY a SHR, vliv chronické
hypoxie.

" signifikantni (p < 0,05) vs. leva komora; * signifikantni (p < 0,05) vs. normoxicka skupina.
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Obrazek 20: Exprese HO-2 v 10ti dennim srdci mlad’at kmene WKY a SHR, vliv chronické

hypoxie.

* signifikantni (p < 0,05) vs. leva komora; * signifikantni (p < 0,05) vs. normoxicka skupina.
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ULOHA MPT PORU V MECHANIZMU ISCHEMICKO-REPERFUZNIHO POSKOZENT

Ovlivnéni rozsahu ischemicko-reperuzniho poskozeni

Na nezralém srdci (10. den) jsme sledovali vliv blokddy MPT péru sanglifehrinem A
na rozsah ischemicko-reperfuzniho poskozeni v porovnani se srdcem dospélym. Ke stanoveni
miry ischemicko-reperfuzniho poskozeni na izolovaném srdci jsme pouzili metodu méteni
aktivity LDH v korondrnim efluentu. Tato metoda se rutinné pouziva u dospélych, u mlad’at
vSak jeji spolehlivost zatim nebyla ovéfena. Nase méfeni ukazala, ze mira obnoveni
kontraktility po ischemii a mnozstvi vyplavené LDH vykazovala vyraznou negativni korelaci

(obr. 21), coz nés utvrdilo v tom, Ze tuto metodu Ize velmi dobie pouZit i pro neonatalni srdce.
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Obrazek 21: Vztah mezi reparaci kontraktility a mnozstvim vyplavené LDH u 10ti dennich
mlad'at.

Rozsah poskozeni jsme proto vyjadfovali jako mnozstvi celkové LDH vzniklé béhem
postischemické reperfuze. Zatimco u 10-ti dennich mlad’at nedoslo blokddou MPT poéru ke
statisticky vyznamnému ovlivnéni produkce LDH v pribéhu reperfuze, u dospélych doslo k

vyznamnému snizeni rozsahu poskozeni (obr. 22).
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Obrazek 22: Vliv blokady MPT podru na ischemicko-reperfuzni poskozeni izolovanych srdci

10ti dennich mlad‘at a dospélych potkanil.

" signifikantni (p < 0,05) vs. kontroly.

Casovy pribéh vyplavovani LDH se u mladat a dospélych vyznamné ligil. U mlad’at

bylo maxima dosazeno po 3. min, u dospélych o 7 min pozdé&ji; navrat k pocatecnim

hodnotam jsme u mlad’at pozorovali po 15-20 min, u dospélych zvitat ziistaly hodnoty i po 40

min reperfuze zvySeny (obr. 23).
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Obrazek 23: Vliv blokady MPT podru na ischemicko-reperfuzni poskozeni izolovanych srdci
10ti dennich mlad'at a dospélych potkani; casovy priibéh vyplaveni LDH.
" signifikantni (p < 0,05) vs. kontroly.

Ovlivnéni aktivity MPT péru
Pro sledovani aktivity MPT péru po podéani sanglifehrinu A jsme pouzili metodu
méfeni NAD" v srde¢ni tkani na konci reperfuze. U mlad’at jsme nezaznamenali statisticky

vyznamné zmeény, naproti tomu u dospélych se vlivem blokady poru zachovalo v srde¢ni

tkani vyznamné vétsi mnozstvi NAD™ (obr. 24).
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Obrazek 24: Vliv blokady MPT péru na obsah NAD" v srde¢ni tkani 10ti dennich mlad'at a
dospélych potkani v priibéhu ischemie a reperfuze.

* signifikantni (p < 0,05) vs. kontroly.

Vztah mezi LDH a NAD"

U dospélych byla prok4dzana negativni korelace mezi mirou ischemického poskozeni a
koncentraci NAD" v srdeéni tkani: se zvétiujicim se poskozenim mnozstvi NAD" klesa (obr.
25). Tento vztah jsme vSak nezaznamenali u nezralého srdce. Regresni analyza v tomto
piipad¢ ukazala vztah pravé opacny - s rostoucim poSkozenim, vyjadienym jako mnozstvi

uvolnéného LDH, se zvysuje hladina NAD" v tkani (obr. 25).
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Obrazek 25: Vztah mezi celkovym mnozZstvim vyplavené LDH a obsahem NAD* v srdecni

tkani na konci reperfuze; porovnani dospélych srdci a srdci 10ti dennich mlad‘at.
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DISKUZE

Nase pokusy ukazaly, ze u jednodennich mlad’at konven¢nich potkani odolnost
myokardu k ischemii (vyjadfena jako obnoveni kontraktility) klesa s délkou ischemie. U
jednodennich mlad’at nelze vyvolat protektivni pisobeni IP ani prodlouzenim ischemie z 20
na 60 min. U 10ti dennich mlad’at se protektivni vliv IP projevi, ale minimalni doba ischemie,
nutnd k ochrannému ucinku IP, je 40min. Odolnost neonatdlniho srdce k ischemii neni
ovlivnéna nizkou télesnou hmotnosti, vyvolanou nedostateCnou vyzivou v ¢asné fazi
ontogenetického vyvoje. To naznacCuje, Zze minimalné¢ u neonatidlnich potkanii nejsou
kardioprotektivni fenomény, jako je adaptace na IVH a IP, ovlivnény riistovou retardaci.
Kardioprotektivni efekt chronické hypoxie lze u 10ti dennich mlad’at kompletné¢ odstranit
blokddou AT 1 receptord.

Odolnost srdecniho svalu k akutni ischemii u SHR a WKY po porodu klesa, podobné
jako je tomu u konvencnich potkant. Na rozdil od kmene Wistar nelze v§ak u WKY a SHR
odolnost protektivné ovlivnit: jak IP tak adaptace na IVH byly bez efektu. Adaptace na IVH
vSak vyrazné ovlivnila aktivitu obou izoforem hem oxygenazy: zvysila expresi HO-1 v pravé
komote, naopak u SHR snizila expresi HO-2 v komote levé.

Uloha MPT péru v mechanizmu ischemicko-reperfuzniho poskozeni neonatalniho
srdce se od dospélého srdce lisi: zatimco jeho blokdda v dospélém srdci snizuje rozsah
poskozeni, v nezralém srdci je bez ucinku.

Podivejme se nyni na jednotlivé vysledky podrobnéji.

FAKTORY OVLIVNUJICI ODOLNOST SRDECNIHO SVALU K ISCHEMII
V CASNYCH FAZICH POSTNATALNIHO VYVOJE U KONVENCNICH POTKANU

Vliv délky globalni ischemie

U jednodennich i 10ti dennich mléd’at se odolnost myokardu k ischemii
s prodluzovanim délky ischemického insultu vyznamné snizovala. V souladu s pfedchozimi
vysledky nasi laboratofe {Ostadalova a spol., 1998} jsme ukdazali, Ze ihned po narozeni
(1. den) nelze protektivni piisobeni IP vyvolat, a to ani po prodlouzeni ischemické faze na 60
minut. Podobny vysledek popisuje Awad a spol. {1998} u 4-denniho potkana. Nelze vsak
vyloucit, Ze pii pouziti odliSného ukazatele poSkozeni (napft. velikost infarktu, pocet arytmiti)

¢i jiného zivoc¢isného druhu, miize mit protektivni efekt preconditioningu odlisny casovy
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prabéh. Dokladem muze byt prace Liu a spol. {1998}, kteti pozorovali, ze IP mize byt
vyvolan na izolovaném perfundovaném srdci 4-7 denniho krélika.

10. den postnatalniho zivota lze jiz pfi pouziti naSeho standartniho protokolu (tj.
40min ischemie) protektivni efekt IP vyvolat. Pti zkraceni ischemické faze na 30 resp. 20 min
se vSak ochranny ucinek neprojevil. IP neni tedy zifejmé genotypickym fenoménem, ale
rozviji se béhem prvniho postnatalniho tydne s tim, jak klesd endogenni odolnost myokardu

k nedostatku kysliku.

Vliv télesné hmotnosti

Mlad’ata, jez byla od narozeni adaptovana na IVH, rostla pomaleji a dosdhla nizsi
hmotnosti téla a srdce, navic méla zvySeny hematokrit. Mira téchto adaptativnich odpovédi je
obdobna jako v predchazejicich experimentech {Ost'ddalova a spol., 2002}. Mlad’ata jsou do
15. dne postnatdlniho Zivota z hlediska vyzivy a vyluCovani vyhradné zavisld na matce
{Babicky a spol., 1970, 1973}. Hlavnim divodem opozdéni ristu adaptovanych mlad’at je
tedy zfejm¢& negativni dopad adaptace matky na produkci mléka, a to na jeho kvalitu i
kvantitu. Mezi dal$imi pfi¢inami lze jmenovat naptiklad snizenou odpoveéd mladd’at na hlad,
vyvolanou IVH {Henning, 1981}, dehydrataci, vyvolanou zvySenou plicni ventilaci {Heath a
Williams, 1995}, zvySenou bazdlni metabolickou spotiebu pii pobytu ve vysokych
nadmotskych vyskach {Nair a spol., 1971}, anorexii a hypofagii {Gloster a spol., 1974;
prehled viz Chvojkova a spol., 2005}. Stejné opozdéni ristu vykazovala i mlad’ata, jez byla
chovana v hnizdech s vys$S§im poctem jedinct. V tomto ptipade je divodem omezeny piistup
mlad’at k sdni mléka. Vzhledem k tomu, Ze mateiské mléko je nejen zdrojem kalorii, ale 1
tekutin, zvySeny hematokrit mladat v této skupiné¢ lze vysvétlit dehydrataci mladat.
Hematokrit u adaptované skupiny je krom¢ dehydratace (viz vySe) zvySen také diky
polyglobulii, vyvolané pobytem ve vysoké nadmotské vysce {Ost’adal a Kolat, 1999}.

Samotnad nizk4 télesna hmotnost, vyvolana vétSim poctem mladat v hnizd€, vSak
neméla zadny vliv na odolnost srdce k ischemii. Zda se tedy, Ze riistova retardace neni
soucasti kardioprotektivniho mechanizmu adaptace na IVH ani mechanizmu IP v ¢asnych
fazich ontogenetického vyvoje. Nelze vSak vyloucit, ze malnutrice v Casnych fazich
ontogenetického vyvoje nemize ovlivnit citlivost srdecniho svalu k nedostatku kysliku

v dospélosti {Barker, 2006} .
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AT1 receptory v mechanizmu adaptace na chronickou hypoxii

Podavani blokatoru AT1 receptort irbesartanu vedlo k ristové retardaci mladat.
Relativni hmotnost srde¢nich komor nebyla u normoxické skupiny po podani irbesartanu
znatelné ovlivnéna, tzn. Ze retardace riistu postihuje proporciondlné hmotnost téla i srdce.
Pfi¢inou této retardace muze byt anorexie mlad’at po podani tohoto farmaka. Snizené sani
mlad’at vede nejen k poklesu piijmu energie, ale také k dehydrataci. Otazkou je, zda anorexii
nemohla vyvolat samotnéd sondaz zaludku: kontrolni mlad’ata vSak podstoupila stejny zakrok;
zalude¢ni sondou jim bylo podano odpovidajici mnozstvi fyziologického roztoku a jejich
hmotnostni parametry se neliSily od zvifat intaktnich. Vliv samotné sondaze zaludku na
rustovou retardaci mlad’at je tedy nepravdépodobny.

U hypoxické skupiny vSak irbesartan snizil relativni hmotnost levé srde¢ni komory a
kompletné zabranil zvétSeni pravé srdecni komory, vyvolanému adaptaci na IVH. Je
nepravdépodobné, ze by byl tento ucinek zplsoben sniZzenou citlivosti mlad’at na pasobeni
chronické hypoxie, nebot blokdda AT1 receptori neovlivnila zvySeni hematokritu u
hypoxické skupiny. Tyto vysledky vSak naznacuji, ze angiotenzin II cestou AT1 receptort
hraje dulezitou roli v ristové odpovédi nezralého srdce na IVH. Tuto hypotézu podporuje i
fakt, ze v myokardu mlad’at vystavenych IVH byla nalezena zvysend denzita AT1 receptord,
zatimco denzita AT2 subtypi zlstala nezménéna {RakuSan a spol.,, 2007}. Podobné
Chassagne a spol. {2000} nalezli, Ze zvySena muskularizace plicnich arteriol, vyvolana
chronickou hypoxii, je doprovdzena zvysenou expresi AT1 receptori. Signalni kaskada cestou
ATI receptorii se v nezralém myokardu rovnéz uplatiiuje ve vaskulogenezi po adaptaci na
IVH, nebot’ po podani blokatoru AT1 receptort irbesartanu zistala denzita arteriol a kapilar u
adaptovanych mladd’at nezménéna {Rakusan a spol., 2007}.

Dulezitym vysledkem téchto experimentl je, Ze podavani irbesartanu zablokovalo
kardioprotektivni efekt adaptace mlad’at na IVH, zatimco u normoxické skupiny podavani
farmaka odolnost srdce k ischemii neovlivnilo. Z toho vyplyva, Zze signalni kaskdda AT1
receptoru je zfejmé soucasti kardioprotektivniho ucinku adaptace na IVH. V této souvislosti je
zajimavé zminit vysledky Oudota a spol. {2003}, Ze stimulace AT1 receptori zlepSuje
ochranu srde¢niho svalu pfi ischemicko-reperfuznim poSkozeni. Zda se, ze inhibi¢ni ptisobeni
AT1 blokady na odolnost srdce k ischemii se odehrava spiSe na trovni myocytl nez na arovni
mikrocirkulace: mlad’ata adaptovand na IVH méla po podavani irbesartanu vyrazné nizsi
odolnost k ischemii, zaroven vSak signifikantné vyssi koronarni pritok v pribéhu reperfuze

{Rakusan a spol., 2007}.
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VYVOJ ODOLNOSTI SRDECNIHO SVALU K ISCHEMII V CASNYCH FAZICH
POSTNATALNIHO VYVOJE U SPONTANNE HYPERTENZNICH POTKANU

Jak bylo uvedeno jiz v vodu, odolnost srdecniho svalu k nedostatku kysliku se
v ¢asnych fazich ontogenetického vyvoje vyrazné¢ meéni. Detailni analyza tolerance
izolovaného srdce potkana kmene Wistar ke globalni ischemii béhem prvniho tydne zivota
ukazala vyznamny pokles od prvniho do sedmého dne {OSst’adalova a spol., 1998}. Podobny
trend vykazuje i neonatdlni srdce kmentit SHR a WKY: 10. den postnatdlniho zivota jsou
jejich srdce signifikantné méné odolna k nedostatku kysliku nez bezprostiedné po narozeni.
Prekvapivé je vSak zjisténi, Ze novorozena hypertenzni mlad’ata jsou vyznamné odolnéjsi nez
mlad’ata kontrolniho kmene WKY: tento rozdil vSak v pribéhu prvniho postnatalniho tydne
mizi a 10. den jsme v citlivosti izolovanych srdci SHR a WKY k ischemii rozdil nenalezli.
V této souvislosti je nutno poznamenat, ze u dospélych zvifat je situace presné obracend:
hypertrofické srdce dospélych samcii kmene SHR je k ischemii mén¢ odolné nez srdce samcti
kmene WKY {Belichard a spol., 1988; Snoeckx a spol., 1989, 1993; Itter a spol., 2004, Besik
a spol., 2007}. Pfi¢inou snizené odolnosti hypertrofického srdce k ischemii je zfejmé komplex
riznych zmén: v pribéhu ischemie vykazuje hypertrofické srdce zvySenou ztratu
makroergnich fosfatd, zvySenou akumulaci laktitu a vodikovych iontl, casngjsi vznik
kontraktury, zrychlené¢ pietizeni builky vapnikem v pribéhu reperfuze, zhorSeny
metabolismus sodiku a sniZenou dostupnost NO. ZvétSeni bunék navic prodluzuje difuzni
drahu pro kyslik {Batra a RakuSan, 1992} a sniZena hustota terminalniho krevniho feciste je
dle Friehse a del Nida {2003} doprovazena poklesem kontraktility a zvysSenou citlivosti
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni.

Vysvétlit ontogenetické rozdily v citlivosti srdci SHR a WKY k ischemii miize byt
zatim pouze spekulativni, protoZe udaje o odolnosti myokardu téchto kmentl v asnych fazich
postnatalniho vyvoje v literatufe doposud chybéji. Jak vypada srdce a krevni ob¢h
novorozenych SHR? Prvni otazkou, na kterou je tieba hledat odpovéd’ je, zda mlizeme o
jednodennim srdci SHR fici, Ze je hypertrofické. Srdce novorozenych SHR je sice zvétSené,
mozna jiz prenatalné {Gray, 1984}, avSak o hypertrofii rozhodn¢ mluvit nemtzeme {Kunes a
spol., 1997}. Pro fetalni a Casné postnatalni obdobi (pfiblizné do 4. dne zivota) je totiz typicky
hyperplasticky rtist. V tomto obdobi roste srdce rychleji nez ostatni télo a jeho relativni
hmotnost stoupd; maxima dosahuje v pribéhu prvniho postnatdlniho tydne a poté az do
dospelosti pozvolna klesd {Kunes a spol., 1997}. Srdce novorozenych SHR ma ve srovnani

s kmenem WKY vétsi pocet mensich bunék {Clubb a spol., 1987}; odpada tak shora uvedeny
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divod zhorseného krevniho zasobeni. Co je pri¢inou zvétseni srde¢niho svalu novorozenych
SHR? Na rozdil od dospélych zvitat se nezda pravdépodobné, Ze je to sekundarni adaptace na
zvySené¢ hodnoty krevniho tlaku: farmakologickd intervence vede v neonatdlnim obdobi
k vyznamnému sniZeni krevniho tlaku, avSak k podstatné mensimu ovlivnéni kardiomegalie
{Weiss a Lundgren, 1978}. Je proto nezbytné uvazovat o jinych mechanizmech, jako je
genetické pozadi ¢i hormondlni kontrolni mechanizmy (napf. adrenergni a renin-
angiotensinovy systém) {Gray, 1984; Zicha a Kunes, 1999}.

Vzhledem k tomu, Ze srovnatelny stupeii kardiomegalie, vyjadieny zvySenou hodnotou
relativni hmotnosti srdce, jsme nalezli jak 1. tak 10. den zivota SHR, nelze predpokladat, ze
pouze kvantitativni rozdil ve velikosti srdce by mohl byt zodpovédny za rozdily v odolnosti
v ¢asné postnatdlni ontogeneze. Do stejné kategorie je mozno ziejmé zafadit i vyvoj
kontraktilnich parametri, které byly 1. 1 10. den Zivota u SHR nizs§i nez u WKY. Jak se tedy
1i$i jednodenni a desetidenni srdce SHR ve srovnani s normotenznimi zvifaty? Jsou to
predevsim shora zminéné rozdily morfogenetické: jednodenni srdce SHR ma vétsi pocet
mensich bun€k a tedy 1 vyhodnéjsi pomér kapilara:vldkno {Clubb a spol., 1987}. Je zajimavé,
ze mitoticka aktivita myocytl klesa u SHR dfive neZ u normotenznich zvifat, a proto i dfive
dochdzi k ptechodu na hypertroficky rist {Engelmann a Gerrity, 1988}. Prvni den Zivota je
vyznamné vys$$i inotropni odpovéd’ na katecholaminy {Tanaka a spol., 1988}, sami jsme
nalezli vy$$i inotropni odpovéd’ na stoupajici koncentraci vapniku; v dalSim vyvoji se tyto
rozdily stiraji. Vyloucit nelze ani rozdily metabolické: novorozené¢ SHR maji nizs§i hladinu
glukézy a vyssi koncentraci laktatu v plazmé, coz mize svédcit pro riiznou miru adaptace na
intrauterinni hypoxii {Lewis a spol., 1997}. Lze predpokladat, ze prvni tyden Zivota se
uvedené parametry u SHR velmi rychle méni a den ode dne se 1i$i, podobn¢ jako kontraktilni
parametry u potkani kmene Wistar {OSt’adalova a spol., 1995} Uvedené nalezy svéd¢i pro
kriticky vyznam neonatalniho obdobi pro normalni a patologicky vyvoj srde¢niho svalu SHR
{Zicha a Kunes$, 1999}. Rozhodnout, ktera z vyvojovych zmén, probihajicich v srde¢nim
svalu v tomto obdobi je odpovédna za zmény odolnosti k ischemii, je vSak pfi soucasné
urovni nasich znalosti obtizné.

V literatute doposud chyb¢ji udaje o mozném protektivnim ovlivnéni neonatdlnich
ukazaly, ze jak ischemicky preconditioning tak adaptace na chronickou hypoxii u
novorozenych srdei potkanii kmene Wistar protektivni U€inek nemaji; ten se vyviji teprve
v pribéhu prvniho postnatalni tydne {Ostadalova a spol., 2002}. Skutecnost, ze u srdci SHR

a WKY se nam tento efekt nepodafilo prokazat ani 10. den zivota, miize byt zptisobena tim,
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ze protektivni G¢inek nastupuje u téchto kmenti v pozde€jsim obdobi Zivota; pro to svédci fakt,
ze u dospélych SHR ischemicky preconditioning kardioprotektivni efekt ma {Boutros a

Wang, 1995}.

Exprese hem oxygenazy v neonatalnim srdci SHR

Jak jiz bylo uvedeno v ivodu, HO hraje vyznamnou ulohu v regulaci TK a v regulaci
rustu kardiomyocytli u dospélych jedincti. U neonatalnich SHR byla exprese inducibilni HO-1
vyznamné vyss§i v levé komote v porovnani s komorou pravou; u normotenznich WKY jsme
vSak rozdil nezjistili. ZvySenou expresi HO-1 Ize vysvétlit jednak aktivaci antihypertrofickych
signaliza¢nich kaskad {Tongers a spol., 2004; Fiedler a Wollert, 2004}, jednak piimou reakci
na rozvoj systémové hypertenze. Vzestup exprese HO-1 v aort¢ SHR povazuji Cheng a spol.
{2004} za kompenza¢ni mechanizmus, vyvolany vzestupem systolického TK. Po adaptaci
mlad’at na IVH doslo k vzestupu exprese HO-1 ve zvétSené pravé komote, a to jak u mlad’at
SHR tak WKY. Jde o prioritni nélez, jehoz vysvétleni mize byt zatim pouze spekulativni.
Jednou z moZnych pfi¢in mize byt vySe uvedena reakce na vzestup tlaku. V této souvislosti je
nutno zminit nalez Grilliho a spol. {2003}, kteti uvadéji, ze vzestup exprese HO-1 v srdci
potkana muze byt pfimou adaptativni odpovédi na hypoxii, a to cestou aktivace iNOS
v srde¢nich bunkéch.

V expresi konstitutivni HO-2 jsme u normoxické skupiny mlad’at SHR i WKY
nenalezli zddny rozdil. Tento vysledek nebyl piekvapivy, nebot je znamo, ze je to praveé
inducibilni HO-1, ktera méni svoji expresi a aktivitu za urcitych patofyziologickych situacich
{Keyse a Tyrrell, 1989}. Necekany byl proto vyznamny pokles exprese HO-2 v levé komoie
u hypertenznich mlad’at po adaptaci na IVH. Muzeme pouze spekulovat, ze se miize jednat o

geneticky podminény vliv hypoxie.

ULOHA MITOCHONDRI{ PRI ISCHEMII NEZRALEHO SRDCE

V poslednich letech se ukazalo, ze zdsadni lohu v ischemicko-reperfuznim poSkozeni
dospé€lého srdce hraje MPT por {Halestrap a spol., 2004; ptehled viz Di Lisa a Bernardi,
2006}. Dlikazem pro toto tvrzeni jsou predevsim vysledky ukazujici, Ze blokada otevieni poru
vyznamné snizuje velikost infarktového loziska. Pficinou otevieni MPT péru jsou déje, ke
kterym dochazi na pocatku reperfuze: vzestup hladiny vapniku, pokles membranového

potencialu mitochondrii, zvySena hladina anorganického fosfatu, zmény v pH, pokles hladiny
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makroergnich fosfati a zvySeni volnych kyslikovych radikali. Dasledkem otevieni poru je
pak kolaps membranového potencialu mitochondrie, pokles tUrovné oxidativniho
metabolizmu, bobtndni mitochondrii, vedouci k redukci krist a poSkozeni vnéjsi
mitochondridlni membrany a kone¢né zanik mitochondrie se vSemi negativnimi dopady na
samotnou buiiku. Inhibice otevieni MPT poéru sanglifehrinem A (SfA se vaze na jednu
z komponent MPT poéru a tim ho blokuje {Clarke a spol., 2002}) vyrazné sniZzuje rozsah
ischemicko-reperfuzniho poskozeni u dospé€lych srdei.

Sledovanim aktivity MPT péru jsme potvrdili jeho nezastupitelnou ulohu v procesu
ischemicko-reperfuzniho poskozeni; u dospélych zvifat jeho inhibice sanglifehrinem A, ve
shodé¢ svysSe uvedenymi pokusy {Halestrap a spol., 2004}, vyrazné snizila rozsah
ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. Jeho tloha v nezralém srdci vSak zlstava stale nejasna; u
mlad’at se inhibici MPT poru nepodafilo rozsah poskozeni ovlivnit. Co mlze byt za tuto
vyvojovou zménu odpoveédné?

Ke stanoveni miry ischemicko-reperfuzniho poskozeni na izolovaném srdci jsme
pouzili metodu meéteni aktivity LDH v korondrnim efluentu, kterd se rutinné pouziva u
dospélych; jeji pouzitelnost u mlad’at vSak nebyla doposud ovétena. Vysledky naSich méteni
ukazuji, Ze mezi reparaci kontraktility (recipro¢ni hodnota miry ischemicko-reperfuzniho
poskozeni) a mnozstvim produkovaného LDH existuje u 10ti dennich mlad’at vyznamna
negativni korelace, tj., Ze se zvySujicim se poskozenim stoupd mnozstvi LDH v koronarnim
efluentu. K posouzeni rozsahu ischemicko-reperfuzniho posSkozeni u 10ti dennich mlad’at tedy
1ze, podobné jako u dospélych, metodu méteni LDH pouzit.

Pro sledovani aktivity samotného MPT poru jsme pouzili metodu méfeni NAD"
v srdedni tkani, zalozené na vztahu mezi mirou otevieni péru a ubytkem NAD', jak ji
v dospélé srde¢ni tkani popsali Di Lisa a spol. {2001}. Tento vztah potvrzuji i naSe vysledky,
které ukazuji negativni korelaci mezi mnozstvim produkovaného LDH v eluitu (mira
poskozeni) a NAD" v srde¢ni tkani na konci reperfuze u dospélého srdce. Tento vztah jsme
vSak nepozorovali u nezralého srdce, kde regresni analyza prokazala pifimou tméru mezi
uvolnénym LDH do eluatu a obsahem NAD" na konci reperfuze - s rostoucim poskozenim se
zvySuje mnozstvi NAD' v tkani. To znamena, 7e na rozdil od srdce dospé&lého, vyssi
poskozeni neonatalniho srdce neni provazeno snizenim NAD' v myokardu. Metoda sledovani
aktivity MPT poéru pomoci stanoveni obsahu NAD' je proto v srdeénim svalu nezralého
potkana nepouzitelna. Divodem je s nejvétsi pravdépodobnosti zcela odliSny metabolizmus
nezralého myokardu, ktery v situaci globdlni ischemie spoléha na produkci ATP cestou

anaerobni glykolyzy {Lopaschuk a spol., 1992; Bass a spol., 2001}. Pii ni vznika velké
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mnozstvi redukovaného NADH+H" a roste pomér NADH/NAD', coz je z hlediska fady
enzymatickych funkci buiiky nezadouci (zejména pro samotnou glykolyzu). Proto se NAD"
regeneruje prosttednictvim LDH v reakci pyruvat — laktat (pii dostatku kysliku dochézi
k regeneraci NAD™ na zacatku dychaciho fetézce a laktat je oxidovdn na vodu a oxid
uhli¢ity). Poté, co se v buiice spotiebuje glukéza, neni jiz NAD" utilizovan a diky tomu se
jeho mnozstvi na konci ischemie zvySuje. Lze tedy ptredpokladat, ze v nezralé srdecni buiice
bude v dtisledku vyssi utilizace glukozy i vyssi hladina NAD" v cytoplazmé. Jeho uvoliiovani
z mitochondrii miize byt proto z hlediska méfeni celkového obsahu NAD" v srde¢ni tkani
zanedbatelné (i s prihlédnutim k faktu, ze mitochondrii je v tomto vékovém obdobi relativné
malo). Naproti tomu v dospélém srdci pfevazuje NAD™ mitochondrialni a jeho uvolnéni a
naslednou degradaci NAD-glykolhydrolazou Ize spolehlivé zméfit {Di Lisa a spol., 2001} .
Ke sledovani aktivity MPT péru u mladat se proto zda byt vhodnéj$i metodika méteni
bobtnéni izolovanych mitochondrii {Balaska a spol., 2005}; stav poru je v§ak mozno hodnotit
az za nékolik hodin po samotném pokusu. Izolace mitochondrii miize znamenat nejen
oddaleni momentu méfeni poéru, ale nelze vyloucit ani negativni vliv izolace na funkci
mitochondrii.

Skutecnost, ze se ndm na rozdil od dospé€lych nepodafilo prokazat protektivni vliv
blokddy MPT poéru na poskozeni myokardu u mlad’at, mize mit n€kolik vysvétleni: (i)
sanglifehrin A nemusi fungovat v disledku vyvojovych zmén ve strukture MPT péru (chybi
receptor pro sanglifehrin A), (ii) v neonatalnich srdecnich bunkéch je tak malé mnozstvi MPT
port, ze nejsou schopny svou aktivitou chovani srde¢ni bunky ovlivnit a (iii) mnozstvi
mitochondrii v nezralé¢ srdecni buiice je mensi nez v dospélych srdcich. To jednak snizuje
moznost vyrazné¢ji ovlivnit bunéény metabolizmus, jednak vypovida o orientaci neonatalniho
srdce na extramitochondridlni zplsob ziskdvani energie. Zdd se tedy, Ze mechanizmus
ischemicko-reperfuzniho poskozeni v nezralém srdci neni spojeny s ulohou mitochondrii

v takové mife, jako je tomu u dospélého srdce.
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SOUHRN

U jednodennich mlad’at konvencnich potkanti odolnost myokardu k ischemii
(vyjadiena jako obnoveni kontraktility izolovaného perfundovaného srdce) klesa
s délkou ischemie. V této fazi vyvoje nelze odolnost zvysit ptisobenim ischemického
preconditioningu, a to ani po prodlouzeni ischemické faze ze 40 na 60 minut. Naproti
tomu 10. den postnatdlniho zivota Ize protektivni uc€inek ischemického
preconditioningu vyvolat jiz pfi pouziti 40 min ischemie; pii zkraceni ischemické faze
na 30 resp. 20 min se vSak ochranny ucinek neprojevil. Ischemicky preconditioning
neni tedy zfejm& genotypickym fenoménem, ale rozviji se b&hem casného

postnatalniho vyvoje s tim, jak klesa odolnost myokardu k nedostatku kysliku.

Odolnost neonatilniho srdce k akutni ischemii neni ovlivnéna nizkou télesnou
hmotnosti, vyvolanou nedostate¢nym piijmem matefského mléka (vétsi pocet mlad’at
v hnizd¢). Zda se tedy, Ze ristova retardace neni soucasti kardioprotektivnich
mechanizmii: adaptace na intermitentni vySkovou hypoxii ¢i ischemického
preconditioningu. Nelze vSak vyloucit, Ze malnutrice v Casnych fazich
ontogenetického vyvoje mize ovlivnit citlivost srde¢niho svalu k nedostatku kysliku

v dospélosti.

Kardioprotektivni efekt adaptace na chronickou hypoxii Ize u 10 dennich mlad’at
kompletné odstranit blokddou AT1 receptorii. To znamen4, Ze tato signélni kaskéada je
v nezralych srdcich ziejmé soucasti mechanizmu kardioprotektivniho ucinku

adaptace.

Odolnost srde¢niho svalu k akutni ischemii je u jednodennich SHR vyssi nez u WKY.
Po narozeni odolnost u obou kmentl klesa, podobné jako je tomu u konvenénich
potkand. Na rozdil od kmene Wistar nelze vSak u neonatalnich SHR a WKY odolnost
srdecniho svalu protektivné ovlivnit: jak ischemicky preconditioning tak adaptace na
chronickou hypoxii byly vtomto vékovém obdobi bez efektu. Jednim z moznych
vysvétleni je, Ze protektivni G¢inek nastupuje u téchto kmenti v pozd¢jSim obdobi
zivota; pro to svéd¢i fakt, Ze u dospélych SHR ischemicky preconditioning

kardioprotektivni efekt ma.
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Adaptace na nedostatek kysliku vyrazné ovlivnila aktivitu hem oxygenazy 1 v pravé
komoie neonatalnich SHR a WKY; aktivita hem oxygendzy 2 ovlivnéna nebyla.
Vzestup exprese hem oxygendzy muize byt pfimou adaptivni odpovédi na hypoxii, a to

zfejmé cestou aktivace iNOS v srde¢nich bunikach.

Uloha MPT péru v mechanizmu ischemicko-reperfiizniho poskozeni neonatalniho
srdce se od dospélého srdce 1isi: zatimco jeho blokada v dospélém srdci snizuje rozsah
poskozeni, v nezralém srdci je bez ucinku. Vysvétlenim mohou byt vyvojové rozdily
v pritomnosti receptori pro sanglifehrin, v denzit¢ MPT pérd ¢i v mnozstvi
mitochondrii. Zda ze tedy, ze mechanizmus ischemicko-reperfuzniho poskozeni neni
v nezralém srdci spojen s ulohou mitochondrii v takové mife, jako je tomu u

dospélého srdce.
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