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Abstrakt

Kardiovaskularni onemocnéni, mezi které patii ischemicka choroba srdecni, jeji akutni forma
infarkt myokardu, a néasledné srde¢ni selhdni, se stale fadi mezi nejCastéj$i pricinu Gmrti
na svété. Jiz desitky let si védci kladou za cil najit klinicky vyuzitelné kardioprotektivni
intervence, které by ucinné predchazely tomuto onemocnéni, a tak zmensovaly nasledky tohoto
onemocnéni a zlepSily kvalitu zZivota pacienttli. Je znamo, ze k ochran¢ srdce vyznamné piispiva
zdravy zivotni styl, jehoz soucasti je i dlouhodobé otuzovani. Benefi¢ni ucinky otuzovani
na posileni organismu jsou znamy jiz dvé sta let, zatim vSak nikdo pfed ndmi nezkoumal vliv
chladného prostiedi na velikost ischemicko-reperfizniho poskozeni (I/R). Pied 10 lety jsme
zavedli model mirné chladové expozice (8 = 1 °C) (MCE), ktery byl protektivni na velikost
infarktu myokardu a zaroven se neprokazaly negativni vedlejsi u¢inky jako je hypertenze
a hypertrofie myokardu. Nasim cilem tedy bylo zkouméani mechanismu kardioprotekce
vyvolané MCE. Polozili jsme si nasledujici otdzky. Jaky je metabolicky profil potkant
vystavenych MCE? Jaky je vliv MCE na velikost I/R poskozeni v kratkodobém a dlouhodobém
casovém horizontu? Kdy dozrava hnéda tukova tkan v pribéhu MCE? Které signalni drahy jsou
zapojeny v kardioprotekci vyvolané MCE? Nase prace ukazala, ze MCE piechodné ovliviiuje
metabolismus gluk6zy. Také jsme jako prvni prokézali, Ze po 10 dnech MCE dochazi
k vyznamné proliferaci a maturaci hnédé tukové tkané. Stejné tak po 10 dnech doslo ke snizeni
velikosti I/R poskozeni. Tento beneficni t€¢inek mirného chladu se jesté prohloubil po 5 tydnech
kontinualni chladové expozice a pretrval dva tydny po navratu do termoneutralni teploty
(24 £1 °C). Za pouziti selektivnich betablokatorti jsme potvrdili nékteré signalni drahy, které
se mohou uplatiovat v dlouhodobém kardioprotektivnim U¢inku MCE a po ndvratu do

termoneutralnich podminek.

Kli¢ové slova: potkan, myokard, hnédé tukova tkan, mirnd chladové expozice, ischemicko-

reperfuzni posSkozeni, kardioprotekce



Abstract

Cardiovascular disease, including ischemic heart disease, its acute form of myocardial
infarction and subsequent heart failure, is still the most common cause of death in the world.
For decades, scientists have been aiming to find clinically usable cardioprotective interventions
that effectively prevented this disease or reduced the consequences of this disease and improved
the quality of life of patients. It is known that a healthy lifestyle, which includes long-term
hardening, contributes to heart protection. The beneficial effects of hardening on personality
have been known for two hundred years, but no one before us has investigated the effect of a
cold environment on the magnitude of ischemia-reperfusion (I/R) damage 10 years ago, we
introduced a model of mild cold exposure (8 £ 1 °C) (MCE) which was protective on the size
of the myocardial infarction and at the same time no negative side effects such as hypertension
and myocardial hypertrophy were demonstrated. Our aim was to investigate the mechanism of
cardioprotection induced by MCE. We asked the following questions: What is the metabolic
profile of rats exposed to MCE? What is the effect of MCE on the magnitude of I/R damage in
the short and long term? When does brown adipose tissue mature during MCE? Which
signalling pathways are involved in MCE-induced cardioprotection? Our work showed that
MCE temporarily began to protect the metabolism. We were also the first to demonstrate that
after 10 days of MCE there is proliferation and maturation of brown adipose tissue. Likewise,
after 10 days there was a reduction in the magnitude of I/R damage, the beneficial effect of cold
deepened after 5 weeks of continuous cold exposure and persisted even after two weeks
returning to thermoneutral temperature (24 += 1 °C). Using selective beta-blockers, we
confirmed some signalling pathways which may apply in long-term cardioprotective effect of

MCE and after return to thermoneutral conditions.

Key words: rat, myocardium, brown adipose tissue, mild cold exposure, ischemia-reperfusion

injury, cardioprotection
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1 Uvod

Jednou z hlavnich pfi¢in imrti ve svéte je ischemicka choroba srde¢ni a jeji akutni forma infarkt
myokardu a nasledné srde¢ni selhani. V celosvétovém méritku je kazdy rok vice nez 29 milionu
lidi zasazeno infarktem myokardu a 17 miliond z nich na nésledky tohoto onemocnéni umira.
Riziko vzniku infarktu se zvySuje se Spatnym zivotnim stylem a s v€kem. Proto je jednim
z hlavnich cilii zékladniho i1 klinického vyzkumu najit molekuldrni mechanismus endogenni
odolnosti srdce k ischemicko-reperfuznimu (I/R) poskozeni a tyto poznatky vyuZit pro prevenci
a l1écbu srdce. Stejné tak je nutné nalézat nové kardioprotektivni intervence, které by tuto
endogenni odolnost stimulovaly (Powers et al., 2007). Jako jedna z dobfe pouzitelnych
moznosti se ukazuje chladova aklimace. U této protektivni intervence je vSak potieba zvolit
spravnou teplotu, zplisob expozice a dobu jejiho trvani. Benefi¢ni ¢i detrimentdlni Gc¢inek
chladu je déan intenzitou chladu s ohledem na vystaveny druh organismu, dobou trvani
arezimem expozice. V literatufe je mnoho dokladid o Skodlivém uc¢inku plisobeni ndhlého
i dlouhodobého intenzivniho chladu na kardiovaskuldvni systém. Ze statistickych analyz
vyplyva, Ze zimni mésice predstavuji zvySené riziko vyskytu infarktu myokardu. Jsou zndmy 1
dalsi Skodlivé ucCinky nepfiméfené chladové expozice na organismus, které se projevuji
poskozenim ledvin, zvySenim arterialniho krevniho tlaku, zvySenym vyskytem arytmii. Z vyse
uvedenych divodl se dostavame ke studiu benefi¢nich G€inkt chladu az v poslednich letech,
kdy jsme zavedli experimentdlni model mirné chladové aklimace. Je tfeba zminit,
7e blahodarné Uc¢inky mirné hypotermie, ktera se dlouhodobé pouzivd v klinické praxi
a vykazuje terapeutické ucinky snizujici nasledky vyvolané I/R poskozenim, jsou zaloZzeny
na snizeni metabolického obratu chlazenych tkani. Tento mechanismus je zcela odliSny
od mechanismu vyvolaného ne-hypotermickou chladovou aklimaci, kterou se zabyva tato
prace. Vlivem chladové aklimace na lidsky organismus se dlouhodobé zabyval prof. Jansky,
ktery s doc. Vybiralem a doc. Kralovou-Lesnou publikovali zajimavé prace na otuzilcich.
Pfedmétem intenzivniho vyzkumu je také hnéda ¢i bézova tukova tkan a jeji hnédnuti
po chladovém stimulu v souvislosti s fadou zdvaznych civiliza¢nich chorob, jako je diabetes

druhého typu a obezita.

Nase laboratoft se v poslednich deseti letech intenzivné zabyva vlivem mirné chladové expozice
na rozsah I/R poSkozeni. Na zdklad¢ vétSiny literarnich udajt tykajicich se vlivu drsného chladu
(4-5 °C), jsme se rozhodli testovat vliv mirné chladové expozice na odolnost srdce k ischemii

u potkana. Zavedli jsme model mirné chladové expozice 8 £ 1 °C (MCE), po dobu 5 tydni a
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pretrvavajici efekt po 2 tydnech v normotermnich podminkdch. Nejdiive jsme na
perfundovaném srdc ex vivo pozorovali snizeni velikosti infarktu a zjistili jsme, ze tento model
nevykazoval detrimentalni u¢inky na organismus potkana na trovni analyzy moci a krve. Také
jsme nepozorovali srdecni hypertrofii a systémovou hypertenzi. Dale jsme se zaméfili na
hledani co nejkrat$i doby plisobeni mirného chladu, ktera bude postacujici pro vyvolani
kardioprotektivnich ucinkii, V akutnich expozicich (1, 3 a 10 dnt1) teplotu zvysilina 9 £ 1 °C.
Poslednim cilem bylo za pouziti specifickych inhibitorti in vivo hledat protektivni signdlni
drahy stimulované mirnym chladem, a tak pfispét k vysvétleni mechanismu jim vyvolané

kardioprotekce.

2 Ischemicko-reperfuzni poskozeni

Prabéh I/R byl popsan v roce 1960 (Jennings et al., 1960). Ischemie myokardu je chapana
jako nedostatecnost v krevnim zasobeni srde¢niho svalu, kterd miize byt zapti¢ena, zaZzenim
koronarni artérie, trombdzou nebo akutni zménou uloZeni aterosklerotickych plati (Buja,
2005). I/R je spojovéno, se ztratou iontové rovnovahy v srde¢ni tkédni, rozvojem zanétu,
s poskozenim bioenergetickych procest a naslednou bunéénou smrti (Hausenloy and Yellon,
2013). Poskozeni myokardu se rozviji v obou fazich I/R ataku. V prvni, ischemické fazi, zavisi
mira poSkozeni tkan€ na délce trvani ischemie, zatimco v reperfuzni fazi, kdy detrimentalnim
agens je navrat kysliku do hypoxické tkdn¢ spojeny s oxidativnim stresem, je bunécné
poskozeni zavislé na mife ischemického poskozeni. V literatufe jsou popsany ti1 urovné miry
I/R poskozeni v zavislosti na dob¢ trvani ischemie. V prvni Grovni ischemie, kterd trva méné
nez 5 min, je reperfuzni faze velice rychld a je ¢asto doprovéazena tachykardiemi a fibrilacemi
komor, aniz by doSlo ke snizeni vykonu srde¢ni kontraktility nebo k bunééné smrti (Downey,
1990). Na druh¢ urovni ischemie trva od 5 do 20 min. Zde je reperfize charakterizovéna tzv.
omra¢eny myokard, kde dochézi k ovlivnéni kontraktility, jejiz deficit pfetrvava 24 az 72 hodin
od poskozeni. Na této Urovni jesté nedochdzi k vyznamné smrti kardiomyocyt (Bolli and
Marban, 1999). Tieti troven I/R poSkozeni je nejzavaznéjsi. Ischemie trva déle nez 20 min a
dochazi k nevratnému poskozeni kardiomyocytl. V této fazi probihd apoptotickd i nekroticka

bunécné smrt (Downey, 1990).

Béhem ischemické faze dochézi k nedostatenému zasobovani srdce kyslikem. Je postupné
sniZzena az zastavena oxidativni fosforylace v mitochondriich, coZ vede ke sniZzeni produkce
energie ve formé¢ adenosintrifosfatu (ATP). V ¢asné fazi ischemie je ATP produkovano

anaerobni glykolyzou, zvySuje se akumulace H' iont(, zvySuje se koncentrace laktatu a snizuje
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se tedy pH. Po 30 min ischemie se mize pH snizit na 6,0 az 5,5 (Solaini and Harris, 2005;
Vuorinen et al., 1995). Béhem 10 min ischemie se snizi zasoby kreatinfosfatu o 90 %, po 30 min
se snizi mnozstvi ATP o 50-60 % , zatimco se rychle zvySuje mnozstvi adenosindifosfatu
(Ambrosio et al., 1993). Hladina bunécného NADPH se také snizuje, a to méa za nasledek
vyznamné snizeni poméru NADPH/NADP. NADPH je spotfebovavan glutation reduktazou,
aby mohla obnovovat oxidovany glutation béhem oxidac¢niho stresu, pro ptehled (Solaini and

Harris, 2005).

Nedilnou souéasti I/R je zména iontové rovnovahy K', Na™ a Ca?" v cytoplazmé. Iontova
dysbalance je zpisobena neefektivnim fungovanim Na"/K"™ ATPazy a vapnikovou ATPazou
sarco/endoplazmatického retikula (SERCA), zavislych na ATP (Schéfer et al., 2001; Zweier et
al., 1987). V dusledku snizené schopnosti Na"/K* ATPazy obnovovat klidovy membranovy
potencial se hromadi intracelularné Na® ionty. To ma za nasledek snizovani sodikového
transmembranového gradientu, ¢imZ je, mimo jiné, ovlivnénad funkce Na'/Ca®" vyméniku
(NCX). Obréceny tok iontd pies NCX, zpusobuje prohlubovéani vapnikového pietizeni,
pro pehled (Bers, 2002). Vtok Ca*" do buiiky béhem I/R poskozeni dale probihd nap&tové
zavislym vapnikovym kanalem L-typu a naslednym uvolnénim Ca** ze sarkoplazmatického
retikula pfes ryanodinové receptory typu 2, tedy jako za fyziologickych podminek. Zaroven
vak snizena efektivita SERCA zplisobuje nedostatecné precerpavani intracelularniho Ca" zpét
do sarkoplasmatického retikula, a tedy jeho hromadéni v cytoplasmé&. Dale dochazi k akumulaci
extracelularnich K* iontl na zdkladé dvou mechanismd. Prvnim je zvySend propustnost
membrany pro K pfes Karp kanaly. Druhym je vysledek vyvazovani membranového napéti
kompenzujici ztratu zaporné nabitého laktatu a fosfatového zbytku (Venkatesh et al., 1991).
Na' iontd, které vyménikem Na"/H" teCou z butiky, zatimco H" opaénym smérem. Sviij vyznam
to ma v kardioprotekci zprostfedkované mitochondridlnim poérem pirechodné propustnosti
(mPTP). Jeho otevieni v diisledku vtoku Ca?" do mitochondrii a mirné se zvysujici produkci
volnych kyslikovych radikald (ROS) (Steenbergen et al., 1987), je totiz béhem ischemie
znemoznéno praveé snizenym pH (Griffiths and Halestrap, 1995) (Obr. 1).

Reperfuze je komplexni proces, ve kterém se uplatiiuje pro-oxidacni a pro-zanétliva kaskada
projevujici se funkénim posSkozenim, zplsobujicim arytmie a bunéénou smrt. V prvnich
minutach dochazi k hyperkontrakci kardiomyocyti, jsou to prvni projevy nekrozy. V pozdéjsi

fazi (hodiny) se uplatiiuje, jak apoptoza, tak 1 nekroza (Piper et al., 2004). Hlavnimi mediatory
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reperfuzniho poskozeni jsou ROS, vapnikové pretizeni a hromadéni neutrofili (Buja, 2005;
Kalogeris et al., 2016). ROS jsou mediatory oxidace ryanodinovych receptorii na
sarkoplazmatickém retikulu, ktera se projevuje uvoliiovanim Ca?" do cytosolu (Andersson et
al., 2011). Vapnikové pretizeni je charakterizovano bobtnanim mitochondrii (swellingem),
dezorganizaci mitochondridlnich krist a snizenim mitochondrialniho membranového
potencidlu. VSechny tyto déje aktivuji otevieni mPTP na vnitini mitochondrialni membrang
(Kalogeris et al., 2016). Otevieni mPTP je také stimulovdno navratem pH do normalnich
hodnot, k tomu dochézi po 2 az 3 min reperfuze, pro pichled (Halestrap et al., 2004) (Obr. 1).
Mezi dalsi stimulanty otevieni mPTP patfi zvySeni koncentrace anorganického fosfatu,
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA), proapoptickych proteinit z Bel rodiny (Bax,
Bak, Bad, Noxa, Puma a Bid), pro piehled (Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003).
S myslenkou, Zze mPTP ma dulezitou funkci v I/R poSkozeni, pfiSel v roce 1987 Crompton
(Crompton et al., 1987). V roce 1995 Griffiths a Halestrap experimentalné potvrdili, Ze mPTP
se aktivuje béhem reperfize myokardu (Griffiths and Halestrap, 1995). I kdyz mozna existence

mPTP je znama dlouho, tak doposud neni objasnéna jeho struktura, pro ptehled (Weiss et al.,
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Obrazek 1: Schéma ischemicko-reperfuzniho poskozeni; volné kyslikové radikaly (ROS), sarkoplazmatické
retikulum (SR), mitochondrialni pér prechodné propustnosti (MPTP). Prevzato z (Hausenloy and Yellon, 2013b);
doi: 10.1172/JC162874.
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3 Kardioprotektivni intervence

Vzhledem k Cetnosti vyskytu I/R poskozeni v populaci, je velkou snahou primérniho
1 klinického vyzkumu piedchdzet poSkozeni myokardu, ¢i eliminovat jeho velikost.
V nasledujici kapitole budou popsany modely kardioprotektivnich intervenci, u kterych byl

prokazan benefi¢ni efekt.

3.1 Preconditioning

Ischemicky preconditioning je experimentalni strategii, kterd vyuziva kratké epizody ischemie
k protekci tkdn€ srdce pred nésledujicim I/R atakem (Eltzschig and Eckle; Wu et al., 2019).
Murry et al. Detekovali jako prvni intermitentni ischemické ptisobeni v roce 1986 a nazvali ho
,preconditioning with ischemia® (Murry et al., 1986). Na psim modelu pouzili ¢tyii cykly
ischemie po 5 min, po kterych nasledovalo vzdy 5 min reperfize pfed samotnou 40-min
ischemii. Nasledna velikost infarktu myokardu byla o 75 % mensi nez u kontrolniho srdce
(Murry et al., 1986). Dnes se pro tuto kardioprotektivni intervenci pouziva oznaceni ischemicky
preconditioning (IPC) (Kohler et al., 2018). Bylo zjisténo, Ze IPC ochranuje tkan
pted ischemickym stresem a je doprovazeno uvolnénim nebo aktivaci mediatorti jako jsou
adenosin, bradykinin, opioidy, noradrenalin (NA), volné radikaly a podobné (Przyklenk and
Kloner, 1998). Bylo zjiSténo, Ze ptes receptory spfazené s G-proteiny je aktivovéna protein
kindza C (PKC), ktera fosforyluje mitochondridlni ATP senzitivni draslikovy kanal (Karp
kanal), ptfes ktery miiZze byt aktivovana kardioprotekce béhem I/R poskozeni (Baines et al.,
1997; Goto et al., 1995; Hu and Nattel, 1995; Schultz et al., 1997; Van Wylen et al., 1992).
Tato intervence dale sniZuje pocet ischemickych a reperfuznich komorovych arytmii (Shiki and
Hearse, 1987). IPC byl studovan na psech, krélicich, potkanech, prasatech a na lidskych
izolovanych kardiomyocytech (Yellon et al., 1998). Rozeznavame dva druhy ischemického
preconditioningu. Prvni je pfimy ischemicky preconditioning a druhy je vzdaleny ischemicky
preconditioning (RIPC) (Fukui et al., 2017).V roce 1993 bylo zjisténo, ze IPC je slozen ze dvou
oken kardioprotekce. Prvni okno se objevi ihned po stimulu preconditioningu a mizi po 2—
3 hodinach. Po 12-24 hodinach se objevi druhé okno protekce a pretrvava 2-3 dny (Marber et
al., 1993). Jiné zdroje uvadeéji, ze prvni okno mizi po 1-2 hodinach a druhé okno pietrvava 3 —
4 dny (Das and Das, 2008). Jednotliva okna se lisi v d¢jich, které v nich probihaji. Béhem
prvniho okna dochdzi k posttranslaénim modifikacim jiz existujicich proteinti, kdezto v druhém
okné dochézi k syntéze novych kardioprotektivnich proteini pfes PKC a tyrosinkinazové

drahy. PKC je hlavnim medidtorem IPC (Speechly-Dick et al., 1994). Dilezitym krokem je
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aktivace fosfolipazy D, tyrozinkinazy a MAP-kindzy (Brooks and Hearse, 1996).
Kardioprotekce je zalozena na inhibici otevieni mPTP. V priibéhu reperfuze dochazi k zvySeni
faktorti, které podporuji otevieni mPTP (obnova elektrontransportniho fetézce, ROS, zvySeni

intracelularnich Ca**, acidéza a dalsi), pro piehled (Weiss et al., 2003).

Béhem prvniho okna IPC je aktivovana tzv. , Reperfusion-Induced Salvage Kinase (RISK)*,
signalni draha pies receptory spiazené s G-proteiny. Tato draha zahrnuje fosfatidylinositol-3-
kinazu (PI3), proteinkindzu B (Akt), kindzu regulovanou extracelularnim signalem 1 a 2 (ERK
), glykogensyntazakinaza 3B (GSK-38), coz vede k inhibici otevieni mPTP. Pies receptory
sptazené s G-proteiny je aktivovana i druhd signélni draha tzv. ,, Survivor Activating Factor
Enhancement (SAFE) “, ktera zahrnuje tumor nekroticky faktor a (TNFa), pfevodnik signalu
a aktivator transkripce 3 (STAT-3) a vede také k inhibici otevieni mPTP. Béhem druhého okna
jsou aktivovany jiné drahy. Je aktivovan nuklearni faktor NF-xB, coz vede ke zvysené expresi
inducibilni NO syntazy (iNOS), cyklooxygenazy 2 (COX-2) a anti-apoptotickych proteinti, pro
piehled (Bousselmi et al., 2014) .

RIPC je charakterizovan opakujici se ischemii na tkani vzdalené od srdce (Lau et al., 2017).
Musi byt vSak splnény nasledujici tfi podminky: generovdni signalu, pfeneseni signalu
na cilovy orgéan a odpovéd’ transferované¢ho signalu musi vyustit v kardioprotekci (Totzeck et
al., 2016). Praci, které se tykaji RIPC existuje velké mnozstvi, ale neni v nich pouzit jednotny
rezim tzn. Stejny pocet a trvani I/R cykla. Proto si v roce 2016 Johnsen a spol. dali za cil zjistit
vliv poctu cykli a jejich trvani na uc¢innost RIPC. Z jejich vysledkl vyplyva, ze ucinnost RIPC
je zavisla na poctu cykll 1 na jejich délce. Protekce nebyla statisticky prokézéana pti pouziti
méné nez Ctyt cykll RIPC a okluzi zadni koncetiny, ktera trvala 10 min (Johnsen et al., 2016).
Mechanismus kardioprotekce je zde stejny jako u pfimého ischemického preconditioningu,
pro ptehled (Hausenloy and Yellon, 2007). Doposud neni objasnéna signalni drdha mezi
ischemickym organem a srdcem, ale ptedpoklada se existence tfi moznych cest. Prvni cesta je
zalozena na humoralnich faktorech, druhd cesta je neurélni a tfeti je systematicka, pro piehled

(Bousselmi et al., 2014).
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3.2 Farmakologicky preconditioning

Bylo zjisténo, ze efektu ischemického preconditioningu Ize docilit 1 farmakologickou cestou
tzv. farmakologicky preconditioning. Kardioprotektivni efekt ischemického preconditioningu
je zprostiedkovan receptory, které jsou sprazené s inhibicnim G-proteinem (Gi):
adenosinovymi receptory Ai/As, bradykininovym B a opioidnimi o receptory (Ebrahim et al.,
2001; Fryer et al., 1999; Takano et al., 2001), proto se vyuziva k vyvolani protekce agonisti
téchto receptorti adenosin, bradykinin ¢i opioidy (Miki et al., 1998; Schultz et al., 1996;
Tsuchida et al., 1992), které dale aktivuji PKC a nésledné stimuluji otevieni Kartp kanalu,
ktery je mediatorem nebo koneénym efektorem (Garlid et al., 1997; Sato et al., 1998). Uloha
adenosinu byla zjisténa v aktivaci adenosinovych receptortt A; jak pted ischemii myokardu,
tak i v casné fazi reperfuze. Bylo zjiSténo, Ze v Casné fazi reperfize zvySend aktivita
adenosinovych receptorti A je spojena se zvysenou fosforylaci Akt, endotelidlni NO syntazy
(eNOS) a dochazi tak ke zlepSeni mitochondridlni funkce (Liu et al., 1991; Paez et al., 2019).
Baxter s kolektivem (1994) jako prvni prokazal efekt adenosinovych receptori
na kardioprotekci po 24 hod od provedeni ischemického preconditioningu. Kardioprotektivni
ucinek bradykininu byl prokdzan na nejriznéjSich animdlnich modelech jako jsou potkani,
kralici a prasata (Jaberansari et al., 2001; Kositprapa et al., 2001; Starkopf et al., 1997). Prvni
experiment vyuzivajici agonistu opioidl, ktery potvrdil pozitivni efekt v pozdé¢jsi fazi
kardioprotekce, byl proveden v roce 1999 (Fryer et al., 1999). Loubani a Galinanes (2002) byli
prvni, ktefi ve své praci dokazali, Ze farmakologicky preconditioning a ischemicky
preconditioning maji shodnou signalni kaskddu u lidského myokardu probihajici
pies mitochondridlni Karp kanil, PKC a mitogenem aktivované proteinkinazy p38
(p38MAPK). Vesvé praci popisuji protektivni signalni drahu néasledovné: Aktivace
adenosinového receptoru nebo ai-adrenergniho receptoru zpusobi otevieni mitochondridlniho
Katp kanalu prostfednictvim signalizace Gi proteinti, véetné aktivace PKC. PKC miize byt
translokovana na mitochondridlni membranu, sarkolemu, interkalarni disky anebo jadro,
kde aktivuje p38MAPK spolecné s konecnymi efektory nebo, intermedidty mitogenu
aktivované proteinové kindzy (MAPK) (Obr. 2). U ¢lovéka lze protekci inhibovat blokaci
jednotlivych komponent (Katp kanal, PKC, p38MAPK), zatimco naptiklad u prasat je potieba
inhibovat sou€asné¢ PKC a tyrozinkinazu (Vahlhaus et al., 1998). Proto je cileno na tento
mitochondrialni Katp kandl pomoci farmak. Takovym piikladem je diazoxid, ktery selektivné
otvird Katp kandl a byl u né& potvrzen kardioprotektivni uc¢inek (Garlid et al., 1997). Wang

a spol. pouzili diazoxid u pacientii ktefi méli podstoupit bypass korondrni arterie. Srde¢ni index
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byl mnohem leps$i u pacientl, kterym byl aplikovan diazoxid, stejné tak se jim rychleji
uzdravovala srdecni tkan po chirurgickém zakroku (Wang et al., 2003). Gonzales a spol. vyuzili
diazoxid na testovani hypotézy, zda jsou béhem farmakologického preconditioningu
regulovany vapnikové kandly L-typu. Z jejich vysledka vyplyva, ze diazoxid snizuje influx
Ca?" a0 50 % snizil mnozstvi hlavni podjednotky vapnikového kandlu L-typu (o podjednotky)
v membrané. Pain a spol., 2000 za pouziti tyrozinkinazového antagonisty (genistein)
demonstrovali inhibici protekce vyvolanou diazoxidem na krali¢im srdci (Gonzalez et al.,

2010).
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Obrazek 2: Schéma signalni drahy farmakologického preconditioningu; inhibi¢ni G-protein (Gi), fosfolipaza C
(PLC), fosfolipaza D (PLD), mitogenem aktivovana proteinkinaza p38 (p38MAPK), mitochondrialni draselny
kanal citlivy na ATP (Karp), volné kyslikové radikaly (ROS), proteinkinaza C(PKC). Pievzato z (Loubani and
Galifianes, 2002); doi 10.1186/1472-6793-2-10.

3.3 Postconditioning

V roce 2003 vysla prvni prace, kterd poprvé pfinesla informace o kardioprotektivnim ucinku
ischemického postconditioningu. Zhao jako prvni provedl na animéalnim modelu 3 cykly 30-s
reperfize nasledované 30-s reokluzi po 60 min po koronérni okluzi. Snizeni velikosti infarktu
byla na stejné urovni jako po IPC. Diky tomu byl definovan ischemicky postconditioning jako
d¢j, pti kterém se stiidaji kratké cykly reperfuze s reokluzi na pocatku reperfiize (Zhao et al.,
2003). Benefi¢ni ucinek byl také prokazan u pacientii, kterym byl navozen postconditioning
behem koronérni angioplastiky. Prvni klinicka studie z roku 2005 doklada signifikantni snizeni
mnozstvi kreatinkinazy v séru o 36 % b&hem prvnich 72 hod po reperfizi u téchto pacientl

ve srovnani se standardnim angioplastickym zakrokem (Staat et al., 2005). Ukazuje se,
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ze se na protektivnim uc¢inku podili snizeni akumulace neutrofilli, snizeni endotelidlni
disfunkce, snizeni oxida¢niho stresu, redukce apoptotické smrti buné&k, snizeni akumulace Ca**
v mitochondriich (Kin et al., 2004; Shao et al., 2019; Zhao et al., 2003; Zhao ZQ, Sun HY,
Wang NP, Kerendi F, Guyton RA, 2003). Ischemicky postconditioning je limitovan brzkymi

reperfuznimi minutami (Heusch, 2015).

3.4 Chronicka intermitentni hypoxie

Hypoxie myokardu je charakterizovana jako disproporce mezi dodavkou a pozadavkem tkané
na kyslik. Pfi¢in mize byt n€kolik: snizeni arteridlniho pO. (hypoxicka hypoxie), snizeni
pratoku krve koronarnimi arteriemi (ischemickd hypoxie), snizeni transportni kapacity krve
pro kyslik (O2) pfi zachovani normalniho pO: (anemicka hypoxie) (Kolatf, 1996). Prvni
experiment, ktery prokazal kardioprotektivni u¢inek chronické hypoxie, uskutecnili Kopecky
aDaum vPraze v roce 1958. Sledovali odpovéd izolovaného srde¢niho svalu,
ktery vystavovali kazdy druhy den po dobu 6 tydni podminkdm nadmoiské vysky 7000 m
(Kopecky and Daum, 1958). Pocatky experimentt s hypoxii sahaji do roku 1973, kdy byl pouzit
intermitentni hypobaricky model (Meerson et al., 1973). Potkani byli exponovani nadmoiské
vysce 6000 m 5 hodin denné v celkové délce 40 dnii. Umrtnost zvifat s podvézanou koronarni
arterii byla sniZzena 5-6x a velikost nekrozy byla sniZzena o 35 %. Intermitentni hypobarické
hypoxické podminky (7000 m; 8 hod/den, 5 tydni) chrani myokard pied I/R poSkozenim,
snizuji jeho velikost a sniZuji pocet komorovych arytmii (Neckar et al., 2002, Asemu et al.,
2000). Hypoxické podminky nejsou testovany pouze na animdlnich modelech, ale takeé
na lidech. Dobrovolnici podstupuji normobarickou hypoxii, kdy jim je podavan plyn
se snizenou koncentraci kysliku. Ve studii, ve které¢ byla navozena intermitentni normobaricka
hypoxie snizenim koncentrace inhalovaného kysliku z 18 % na 10 % a bylo zjisténo,
ze u hypertenznich pacientli do$lo ke sniZeni arteridlniho krevniho tlaku na téméf stejnou

hodnotu jako u normotenznich pacientli (Lyamina et al., 2011).

Kardioprotektivni mechanismus chronické intermitentni hypoxie je zalozen na zvySené aktivité
Kartp kandlu, coZ bylo potvrzeno experimentem na kralicim modelu (Baker et al., 1997). Katp
kandl se neoteviel za normalnich podminek. Za hypoxickych podminek dochazi
k hyperpolarizujicimu proudu, tim se zkracuje trvani srde¢niho akéniho potencidlu, coz vede
k redukci vtoku Ca** vapnikovymi kanaly L-typu, snizenim aktivity Na*/Ca** vyméniku
aNa"/H" vyméniku. Tyto mechanismy piedstavuji prevenci proti vapnikovému pretizeni

béhem ischemie a béhem reperfuze. Vapnikova rovnovaha je béhem intermitentni hypoxie
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udrzovana zvySenou aktivitou ryanodinovych receptorti, sarkoplazmatickym retikulem,
Na®/Ca** vyménikem (Chen et al, 2006; Yeung et al., 2007). Dalsi ddleZitou roli
v kardioprotektivnim mechanismu intermitentni hypoxie hraje PKC (Ding et al., 2004). Jeji
hlavni role je, Zze po své translokaci na membranu aktivuje signalni kaskady popsané vyse

v kapitole Preconditioning (Liu et al., 1994).

Béhem I/R poskozeni vznikaji ROS, které jsou velmi dulezité signalni molekuly pro indukci
kardioprotekce. ROS ovliviiuji dal$i signalni dradhy pfes: napi. tyrozinovou kinazu, MAP
kinazu, fosfolipazu C, NFkB, IP3 receptor, ryanodinovy receptor, Na*/Ca** vyménik (Kamata
and Hirata, 1999). Intermitentni hypoxie chrani kardiomyocyty pied oxidativnim stresem
a otviranim mPTP (Zhu et al., 2006b). ZvySuje se exprese Cu/Zn superoxiddismutazy (Cu/Zn
SOD), Mn superoxiddismutazy (Mn SOD), celkova antioxida¢ni kapacita a aktivita kataldzy
(CAT) v kardiomyocytech (Kolar et al. 2007, Chang et al., 2019). Antioxidacni systém byl
sledovan také v podminkach kontinualni hypoxie, kde byla zvySend hladina Cu/Zn SOD, Mn
SOD a snizuje se CAT na tirovni mRNA (Kasparova et al., 2015a).

3.5 Fyzicka zatéz

V roce 1970 byla publikovana odborna prace, ktera ukazala, ze fyzicka aktivita je spojena
se snizenim mortality vyvolané kardiovaskularnim onemocnénim (Paffenbarger et al., 1970).
Nejen, Ze fyzicka aktivita sniZzuje vyskyt infarktu myokardu, ale také zvySuje miru pieZiti
po ném (Hull et al., 1994). Existuji préace, které se zabyvaji vlivem jak akutniho (v rozsahu
dntt), tak 1 chronického cviceni (tydny az meésice) na I/R poskozeni (Hamilton et al., 2001;
Powers et al., 1998; Taylor et al., 1999). Kardioprotekci vyvolanou cvi¢enim miizeme rozd¢lit
do dvou fazi. Prvni faze kardioprotekce nastava asi po pil hodiné akutniho cviceni, ale jeji
benefit je ztracen po 3 hodinach od cvi¢ni. Mechanismus této brzké faze neni dobfe znam,
ale predpoklada se, Ze za ni mize zvysena aktivita antioxida¢niho enzymu MnSOD (Hoshida
et al., 2002; Yamashita et al., 1999). Druh¢ faze kardioprotekce vyvolané cvicenim je dosazeno
do 24 hod po 5-dennim cviceni a pfetrvava po dobu nejméné 9 dnl. Zcela vymizi po 18 dnech
od cviceni (Lennon et al., 2004a). Vytrvalostni cviceni vede ke zménam v korondrni cirkulaci,
napi. se zvySuje prumér koronarnich tepen a zvySuje se hustota arterioldrniho feciSte,
pro ptehled (Harold Laughlin et al., 2012). Dale dochazi k fad€ zmén na tirovni kardiomyocyti.
Na animdlnim modelu bylo prokdzano snizeni rychlosti glykolyzy v srdci béhem ischemie
(Burelle et al., 2004). Zvysuje se fosforylace a aktivita eNOS (Hambrecht et al., 2003). Aktivita

eNOS je spojena se zvySujici se produkci oxidu dusnatého (NO). Béhem ischemie se dusitany
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preménuji na NO plsobenim nitritredukazy (Lefer, 2006). Zvysena hladina NO aktivuje S-
nitrosylaci u srdecnich proteini béhem I/R poskozeni, coZ mé za nasledek inhibici aktivity
kaspazy 3 (Kim et al., 1997). Produkce NO z thionitrili ovlivitluje komplex I elektron-
transportniho fetézce v mitochondriich, kde dochazi ke snizeni produkce ROS (Shiva et al.,
2007). Po cviceni se také zvysuje hladina proteinu teplotniho Soku 72 (heat shock proteinu 72;
HSP72) (Locke et al., 1995). HSP72 zvySuje antioxidac¢ni kapacitu v myokardu a ptedchazi
apoptéze diky své ochranné funkci chaperonu (Steel et al., 2004; Suzuki et al., 2002).
V neposledni fadé cviceni ovliviiuje aktivitu Katp kanalli, ov§em pouze sarkolemalnich nikoliv
mitochondrialnich (Brown et al., 2005). Cviceni ovliviiuje klicové antioxidac¢ni enzymy (SOD,
glutathionperoxidaza a CAT), které jsou zapojeny do ochrany myokardu pted nekrozou
a apoptozou, tedy do kardioprotektivniho mechanismu (Frasier et al., 2013; Hamilton et al.,
2004; Homans et al., 1992; Lennon et al., 2004b; Powers et al., 1993; Yamashita et al., 1999).
Kwak et al., 2006 byl jeden z prvnich, ktery se zaméfil na vliv cvieni na starnouci srdce.
Béhem starnuti dochéazi ke ztraté myocytd, remodelaci a poruse kontraktilni funkce srdce
(Centurione et al., 2003; Stewart et al., 2003; Torella et al., 2004). Apoptdza v prubéhu starnuti
ptispiva ke ztrat€ myocytl o vice nez 30 % (Olivetti et al., 1991). Na potkanim modelu bylo
zjisténo, ze 12-tydenni cviCeni signifikantn€ zamezilo ztradt€¢ myocytd, zvySilo mnozstvi
pojivové tkané v levé komote, byla snizena hladina kaspazy 9 a snizeny pomér Bax/Bcl2,

zaptiinény zvySenim exprese Bcl2 proteinu (Kwak et al., 2006).

3.6 Kaloricka restrikce

V celosvétovém méfitku se zvysuje poet obéznich jedincil. Z dat Ceského statistického tifadu
vyplyva, Ze obezitou v Ceské republice trpi 20 % muzi a 18 % Zen, mirnou nadvéhou je
postizeno 47 % muzi a 33 % zen (CSU, 2018 https://www.czso.cz/csu/czso/prumerny-cech-
trpi-mirnou-nadvahou). Existuje cela fada pfistupli a dietnich rezimi, které se snazi sniZit
mnozstvi tukové tkané v téle a zmirnit dopady obezity. Jednim z dietnich rezimi je kaloricka
restrikce, pii které je snizen denni kaloricky ptijem, coz vede k posileni zdravi a prodlouzeni
zivota (Ahmet et al., 2011; pro ptehled Chung et al., 2013). Obezita zvySuje incidenci diabetu
typu II a kardiovaskularniho poskozeni, pro piehled (Visscher and Seidell, 2001).
Ke kardiovaskularnimu posSkozeni pfispiva zvySeni arteridlniho krevniho tlaku a ostatnich
slozek metabolického syndromu (Reusch, 2002; Wallis et al., 2002). Experimenty prokazaly jiz
v roce 1978, Ze kaloricka restrikce snizuje krevni tlak (Young et al., 1978) a jsou znamy mnohé

benefi¢ni Uc¢inky jako je napiiklad prevence organismu pied diabetem, sniZeni hladiny
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cholesterolu, snizeni zanétlivé odpovédi, snizeni vaskularni fibrozy (Fontana et al., 2004; Guo
etal., 2002; Michael Anson et al., 2003; Nicklas et al., 2004). Dalsim kladem kalorické restrikce
je vliv na hypertenzi a srde¢ni hypertrofii (Dolinsky et al., 2010). Nejen kontinudlni kaloricka
restrikce prokazuje tyto ucinky, ale také intermitentni kaloricka restrikce, ktera se vyznacuje
tim, ze podavani potravy obden vykazuje pozitivni G¢inek na organismus (Goodrick et al.,

1982; Wan et al., 2003).

Kardioprotektivni efekt byl prokdzan u kratkodobé kalorické restrikce, u dlouhodobé mirné
kalorické restrikce (2040 %) a u intermitentniho hladovéni (Ahmet et al., 2005a; Han et al.,
2012; De Lucia et al., 2018; Noyan et al., 2015; Peart et al., 2012). Kardioprotektivni efekt
kalorické restrikce se studuje jak na ex vivo modelu, tak i na modelu in vivo s riznym designem
délky ischemie a reperfiize. Neexistuje jednotny model pro studium kalorické restrikce na I/R:
Abete et al. pouzili 20 min globalni ischemii nasledovanou 40 min reperfuzi (Abete et al.,
2002a). Melo et al. zvolili 20 min globalni ischemii nasledovanou 20 min reperfuzi (Melo et
al., 2016). Zatimco Shinmura a spol. provedli experiment na modelu 25 min globalni ischemie
a 60 min reperfuze (Shinmura et al., 2007). In vivo model s 15 min ischemii s rtizn¢ dlouhou
reperfuzi (0,25, 0,5, 1, 2, 3 a 6 hodin) vyuzili Chandrasekar a spol. (Chandrasekar et al., 2001).
Bylo prokazéno, ze dlouhodobd kaloricka restrikce pozitivné ovliviluje hemodynamické
parametry béhem I/R poskozeni (Abete et al., 2002b), zvySuje srde¢ni sympatickou inervaci
s normalizovanou hladinou B-adrenergnich receptori (De Lucia et al., 2018). SniZeni tepové
frekvence a systolického krevniho tlaku bylo také prokazano u 25% restrikce, kterd trvala 4
tydny (Rodriguez et al., 2012). Noyan a spol. publikovali préci, kterd prokazala na mySim
modelu signifikantni sniZzeni velikosti infarktu myokardu po 30% kalorické restrikei,
ktera trvala 7 dni. Snorek a spol. ukéazal, ze kaloricka restrikce signifikantné snizuje predéasné
komorové tidery (PVC) (Snorek et al., 2012), av§ak také snizuje volny T3 a T4 v séru (Yamagishi
et al., 2010). Intermitentni hladovéni redukuje hypertrofii myocytii a dilataci levé komory
(Okoshi et al., 2019), snizuje velikost I/R poskozeni, pocet neutrofilii a makrofagh (Ahmet et
al., 2005a). Je znamo, Ze béhem I/R poskozeni se zvySuje produkce ROS, ktera se také dale
zvysuje s vékem, proto védci cili na tuto oblast. V roce 1930 byl poprvé popsan benefi¢ni
ucinek kalorické restrikce. McCay demonstroval prodlouZeni stfedniho a maximalniho véku
u potkani (McCay et al., 1989). Hypotéza proti starnuti se opird o to, ze diky redukci
energetického pfijmu mitochondrie neprodukuji velké mnozstvi volnych radikald, a tim je
snizeno oxidacni poSkozeni buiiky, pro pfehled (Sohal and Weindruch, 1996). Na potkanim

modelu byla potvrzeno sniZzeni hypertrofie levé komory srdecni, sniZila se téZ aktivita
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proapoptickych izoforem Bcl-rodiny a byla snizena aktivita kaspazy 9 (Niemann et al., 2010).
Prace tykajici se kardioprotekce ukdzaly aktivaci ,survival® signdlni kaskady. Zvysila
se exprese Akt, Bcl2 (Ahmet et al., 2005a), byla zvySena aktivita SOD a CAT (Cicekdal et al.,
2019). Zvysuje se také koncentrace beta-hydroxybutirdtu a pomér mezi beta-hydroxybutiratem
a acetoacetatem (Snorek et al., 2012), coz opdt muze vést k ovlivnéni redoxniho stavu

mitochondrii.

4 Chladova adaptace

Na chladovou expozici mizeme nahlizet z mnoha pohledi. Prvnim z nich je délka trvani
chladové expozice. Takto Ize chladovou expozici rozdé€lit na akutni a chronickou. Akutni
expozice trva od n¢kolika minut az po n€kolik hodin (Garofalo et al., 1996; Ricci et al., 2000).
Odpoveéd’ na chlad souvisi s vazokonstrikei, tfesovou termogenezi, snizujicimi se tepelnymi
ztratami, zvySujici se produkei tepla (Castellani et Young 2016). Vystaveni akutnimu chladu
(10 °C, 2 hod) zvysilo produkeci tepla 2,6x. Zvysila se oxidace glukézy v plazmé o 13 %,
oxidace svalového glykogenu o 109 % a oxidace lipidu o 376 %. Tyto vysledky poukazuji
na to, ze zvysenou produkci tepla zajist'uji predevsim lipidy (50 %) a svalovy glykogen (30
%), zatimco glukéza v plazmé (10 %) a proteiny (10 %) v mensi mife (Haman et al., 2002).
Béhem akutni chladové expozice je aktivovana draha: katecholaminy, -adrenergni receptory,
adenylatcyklaza, cyklické AMP (cAMP), proteinkinaza A, hormon senzitivni lipaza, NEFA
azvySend exprese odptfahujitho proteinu (uncoupling-proteinu, UCP) (Maslov et
Vychuzhanina, 2015). Stres vyvolany chladem zvySuje antioxida¢ni kapacitu, zvySuje rychlost
metabolismu u chladové senzitivnich organt, jako jsou jatra, kosterni svaly, hnéda tukova tkan
(BAT) a srdce (Wang et al., 2015b). Dochazi k ovliviiovani krevnich parametri. Akutni
chladova expozice vyvolana studenou lazni (18 °C, po n€kolik min) signifikantné zvysila
koncentraci NEFA v plazmé, zatimco ostatni parametry, jako je hladina glukozy, triglyceridy,
trilodotyronin, tyroxin, tyreotropni hormon, kortizol a adrenokortikotropni hormon byly beze
zmén (Ouellet et al., 2012). AvSak postupné vystavovani lidi studenému vzduchu 14-15 °C
v celkovém rozsahu 10 dni ukazalo v plazmé postupné snizeni gluk6zy a zvySeni NA. Hladiny
NEFA, triglyceridi a insulinu mély pouze zvySujici se tendenci. Ptekvapivé, hladina
tyreotropniho hormonu, volného T4 a adrenalinu mé¢la tendenci ke snizeni (Hanssen et al.,

2016).

Doba trvani chronické expozice je chapana v délce nékolika tydnt (Girotti et al., 2011). Xing

a kol. ve své praci shrnuli obecnou charakteristiku chladové adaptace, kterou lze rozd¢€lit na dvé

23



faze. Prvni faze chladové stimulace trva tfi tydny. Teplo je produkovano jatry a kosternimi
svaly. ZvySuje se koncentrace katecholaminii, posiluje se aktivita adenylatcyklazy,
fosfodiesterazy, zvysuje se lipolyza. Druhd faze chladové adaptace trva dalsi tfi tydny. Snizuje
se produkce tepla jatry, kosternim svalstvem a zvySuje se aktivita enzymu v hnédé tukové tkan¢
BAT (UCP, tyroxine-5-iodin, lipoproteinova lipaza). Urychluje se rozpad triglycerida
v plazmatickych lipoproteinech, coz vede k produkci tepla a ke snizeni té€lesného tuku. Existuji
termoregulacni mechanismy, které lze rozd¢lit do dvou kategorii obligatorni a fakultativni.
Obligatorni termogeneze je ovliviiovana tyroidnimi hormony a postihuje kontinualn¢ vSechny
organy a tkan¢. Fakultativni termogeneze je regulovana katecholaminy a je aktivovana podle
aktualni potfeby organismu. Je produkovana hlavné BAT a kosternimi svaly, pro piehled
(Hampl et al., 2006). Fyziologickd odpovéd’ organismu na chronickou chladovou expozici
probihé ve tfech oblastech: zvykani, metabolické ptizpiisobeni a izolaéni ptizplisobeni (zvyseni
termogeneze, respektive posileni mechanism, které Setti té€lesné teplo) (Castellani and Young,
2016). Dlouhodoba chladova expozice ptisobi na adrenergni systém, jenz zvysuje expresi UCPs
v tkanich. Pti chronické chladové expozici je aktivovana draha: katecholaminy, B-adrenergni
receptory, adenylatcykldza, cAMP, proteinkindza A, p38 kindza, transkripéni faktory a zvySeni
exprese UCP (Maslov and Vychuzhanina, 2015).

Druhym zptsobem rozliSovani typd chladové expozice rozumime zplsob vystaveni chladu.
Jedinci jsou exponovéni chladnému vzduchu (Blondin et al., 2014; Hiroshima et al., 2018),
anebo mohou byt ponofovani zcela ¢i ¢astecné do studené 1azn€ (Gordon et al., 2019; Jansky et
al., 2006; Xing et al., 2014). Chladovou expozici Ize studovat na otuzilcich (Jansky et al., 1996).
U jednotlivych modeli byl dosud sledovan vliv chladové expozice na rychlost metabolismu
(Lesna et al., 1999; Sramek et al., 2000), t&lesnou hmotnost, tepovou frekvenci, systolicky
a diastolicky arteridlni krevni tlak, stfedni arterialni krevni tlak, hemodynamické parametry
(Acosta et al., 2018; Deveci and Egginton, 2007; Jansky et al., 2008; Kim et al., 2014; Lesna et
al., 1999; De Lorenzo et al., 1999). Déle byla sledovana koncentrace glukozy v plazmé, hladina
katecholaminti, celkovad koncentrace cholesterolu, triglyceridii, antioxidac¢nich enzymu

(Kralova Lesna et al., 2015a; Manfredi et al., 2013).

Lidé se mezi sebou lisi rliznymi individudlnimi faktory — napt. dietou, fyzickou kondici
a obsahem télesného tuku atp., coz podmiiiuje jejich odliSnou reakci na chladovou expozici. Na
zakladé zmén v teploté jadra, v primérné teploté kiize a na trovni metabolismu pak mizeme

rozdélit lidi do ¢tyt skupin podle adaptacni odpovédi - metabolicka, izola¢ni, hypotermicka
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a izolacni hypotermicka (Bittel, 1992). Metabolicka adaptace je charakterizovana zvySenou
produkeci tepla béhem chladové expozice, zvySenim primérné teploty ktize, pfi neménné teploté
télniho jadra. Behem izolac¢ni adaptace je zachovana teplota jadra, neméni se ani produkce tepla
a je sniZzena prumerna teplota kiize. Hypotermicka adaptace snizuje teplotu jadra, sttedni teplota
klize se neméni. Metabolickd kompenzace vede ke snizeni stfedni télesné teploty. Izola¢ni
hypotermickd adaptace je kombinaci jak izola¢ni, tak i hypotermické adaptace: snizeni teploty
jadra a stedni teploty klize, iroven metabolismu se téméf neméni, pro piehled (Launay and

Savourey, 2009).

4.1 Vystaveni extrémnimu chladu

Védci také studuji na animalnim modelu a na dobrovolnicich vliv extrémniho chladu
na organismus. Na potkanim modelu (-8 °C, 4 hod) byla zjisténa zvySena spotieba lipidi
v buiikach nadledvinek, zvySena spotieba jaterniho glykogenu. Byl také namétfen snizeny
objem kardiomyocyti o 76 % (Meneghini et al., 2008). Vystaveni dobrovolnikti chladnému
vzduchu -11 °C (6-8 hod/den, 40 dni) ovlivnilo nejen hormondlni hladinu, ale i variabilitu
tepové frekvence. Doslo ke snizeni hladiny kortizolu, testosteronu, prolaktinu, trijodtyroninu
a tyroxinu. Byla zvySena pouze hladina tyreotropniho hormonu. V ramci variability tepové
frekvence byla sledovana jak nizk4 variabilita tepové frekvence (0,04-0,15 Hz), ktera je dana
sympatickou a parasympatickou aktivitou, tak 1 vysoka variabilita tepové frekvence (0,15-0,40
Hz), kterou zapficinuje predevsim parasympatikus. Byla zjiSt€na nerovnovaha autonomniho
vegetativniho nervstva, znamenajici utlum sympatiku a/nebo prevladajici vliv parasympatiku
(Farrace et al., 2003). Jedinci, kteti méli chlazené ¢elo 0 °C po dobu 60s, m¢li snizenou tepovou
frekvenci, snizeny prutok krve kiiZi a zvySeny stfedni arterialni tlak. Byl u nich sledovan
cerebrovaskularni index (podil mezi sttednim arteridlnim tlakem a primérnou rychlosti toku)
a také periferni resistence (podil mezi sttednim arteridlnim tlakem a srde¢nim vydejem). Bylo
zméfeno, ze maximalni zvySeni cerebrovaskularniho indexu bylo niZ§i neZ maximalni zvySeni
periferni resistence. Vazokonstrikce v mozku neni tak masivni pfi sympatické inervaci,
protoze za¢nou pusobit autoregula¢ni mechanismy na bazi humoralni a neurdlni (Brown et al.,

2003a).

V dnesni dobé se tési velké oblibé kryosauna. Jedinci jsou exponovani velmi nizkym teplotam
po dobu né¢kolik minut. Po vystaveni teploté -70 °C (3 min) byla v krvi u dobrovolnikt
naméfena zvySena aktivita glutamatdehydrogenazy, aspartdtaminotransferazy, lipazy,

laktatdehydrogenazy, cholinesterazy, leucinaminopeptidazy. Byla také zvySena hladina NEFA
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, HDL-cholesterolu, kreatininu, gluk6zy a B-hydroxybutyratu, draselnych a chloridovych iont
(Juravlyova et al., 2018). Byla porovnana antioxida¢ni kapacita v plazm¢ mezi zenami,
které byly exponovany v kryosauné -110 °C (2 min, 3 mésice) s otuzilci, kteti byli vystaveni
ledové vodé (2s, 3 mésice). Bylo zjisténo, Ze u Zen byla zvySena antioxidacni kapacita béhem
prvnich 4 tydnii ve 2. min po chladové expozice a k ndvratu na bazéalni hodnotu doslo po 35 min
od vystaveni chladu. Stejného vysledku bylo dosazeno i u otuzilci (Dugué et al., 2005).
Na stejném modelu (zeny vystaveny -110 °C, 2 min; otuzilci exponovani chladné vod¢ 0-2 °C,
20 s) bylo naméteno signifikantni snizeni hladiny adrenokortikotropniho hormonu a kortizolu
v plazmé ve 35 min ve 4-12 tydnu ve srovnani s 1. tydnem. Uroven interleukint IL-1-beta, IL-

6 a TNFa v plazmé byla beze zmény (Leppéluoto et al., 2008).

4.2 Vliv chladové expozice na glukozovou toleranci organismu

Chladova expozice méni vnitini prostfedi organismu. Je velmi pravdépodobné, ze glukozova
tolerance se zvySuje aktivaci tfesové a netfesové termogeneze (Vallerand et al., 1990). Zména
glukozové homeostdzy ve vztahu k chladové expozici zacala byt studovana v 80. letech 20.
stoleti. Prvni experimenty byly provedeny po akutnim vystaveni chladu a sledovaly pfevazné
inzulinovou senzitivitu. 24hodinové vystaveni 4 °C zvysilo pfijem potravy, sniZilo koncentraci
glukézy v plazmé, sniZilo jaterni glykogen. Doslo k mirnému naristu MK v plazmé a snizila se
koncentrace inzulinu v séru o 50 % (Smith and Davidson, 1982). Experiment na samicich
exponovanych chladu (5 °C, 48 hod), kterym byla injekéné podana glukéza (Iml 50%
glukozy/kg), prokdzal sniZeni inzulinové odpovédi a zlepSeni glukézové tolerance. Stejnych
vysledk bylo dosazeno i v ptipadé, ze samice byly vystaveny stejné teploté (5 °C) po dobu 3
tydnii. Avsak, opacné zmény byly pozorovany, kdyz se samice vratily do kontrolniho prostredi
na 15-18 hod (Vallerand et al., 1983). Sledovéni inzulinové senzitivity v kosternim svalu
(soleus) u potkanti (4 °C) v asovém rozmezi 0,5, 2, 7 a 14 dni prokézalo, Ze 2. a 7. den byla
zvySena citlivost glykolyzy na koncentraci inzulinu. AvSak u 2-denni chladové skupiny
po pridani agonisty adenosinového receptoru tento efekt zmizel (Budohoski et al., 1984).
V roce 2017 vysla prace, ktera se zaméftila na vliv akutniho chladu (4 °C, 7 dni) na oxidativni
a glykolytické svalstvo. Bylo zjisténo, Ze akutni chlad zvysil syntézu glykogenu, oxidaci
glukozy a redukoval fosforylaci glykogensyntdzy pouze v pomalém svalu, m. soleu. Ve vSech
svalech byla zvySena fosforylace AKT, GSK3 a AMPK (Sepa-Kishi et al., 2017). Vallerand et
al., 1987 provedl inzulinovy test na potkanech exponovanych akutnimu chladu, kteii byli

vystaveni 4 °C na 48 hod a byl jim poddn inzulin (0,5 U/kg intraven6zn¢). Byla zjiSténa
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maximalni spotieba glukézy v BAT, v bil¢ tukové tkani a v kosternim svalstvu jako odpovéd’
na davku inzulinu. Vystaveni organismu akutnimu chladu (5 °C, 48 hod) signifikantné zvysilo
spotiebu glukozy nasledovné: srdce (73 %), kosterni svaly (126-326 %) a BAT 95krat (Shibata
et al., 1989). Také experiment Vallerand a spol. prokédzal zvySenou spotiebu glukdzy
v ¢ervenych a bilych kosternich svalech (2-5krat), v srdci (8krat), v bilé tukové tkani (4-20krat)
a v BAT (110krat) pfi teplot¢ 5 °C po dobu 48 hod. Chronicka chladova expozice (5 °C, 3
tydny) zvysila spotifebu glukozy v srdei 15krat a v bilé tukové tkani 29krat. V BAT doslo
naopak ke snizeni spotieby glukézy (Vallerand et al., 1990). Glukozovy toleranc¢ni test byl
sledovan 1 u lidi, ktefi byli exponovani 10 °C, 3 hod. Samotny chlad mél signifikantni vliv
na zvySeni rychlosti metabolismu. Spotfeba O se zvySila vice nez 2,5krat a koncentrace
noradrenalinu se zvysila 6,5krat a adrenalinu 2,3krat. Oralni provedeni glukozového
toleranéniho testu (GTT) (40 g.m™ povrch téla) nemélo vliv na koncentrace glukdzy v plazmé
a inzulinovou odpovéd, aviak intravenézni provedeni GTT (20 g.m™ povrch téla) sniZilo
celkovy glukézovy profil, byla také snizena hladina inzulinu. Hladina glukézy v plazmé
se navratila na bazalni Groveit béhem jedné hodiny v chladu, kdezto kontrolni skupina
potfebovala pro navrat 2 hod v 29 °C (Vallerand et al., 1988). Na zaklad¢ experimentt,
které provedla pracovni skupina Valleranda, l1ze ptedpokladat, Ze chlad stimuluje spotiebu
glukozy tfemi mechanismy. Stimulaci kontraktilni aktivity kosterniho svalstva, zvySenou
inzulinovou citlivosti v kosternich svalech, v bil¢ tukové tkani a v BAT. V neposledni fad¢ také
prostiednictvim neinzulinové drahy (Vallerand et al., 1990). Stejnych vysledki bylo také
dosaZeno na myS$im modelu béhem intermitentni chladové adaptace. Mysim byla podana davka
bud’ ¢isté glukozy (2 g/kg, 1.p.), nebo inzulinu (5 U/kg i.p.). Intermitentni model (4 °C, 2 hod
denné) neprokazal vyznamné zmény po 7 dnech expozice, ale zvySena glukdzova tolerance
a zlepSeni inzulinové citlivosti bylo prok4dzano po 14 dnech (Wang et al., 2015a). Vystaveni
organismu teploté 20 °C po dobu 10 dni prokazalo sniZeni uvolnéni inzulinu vyvolané glukézou

a snizeni gluk6ézové odpovédi (Uchida et al., 2010).

4.3 Vliv chladu na kardiovaskularni systém

Bylo publikovdno mnoho praci, které poukazuji na negativni ucinek chronického chladu
ve smyslu vniku hypertenze a srde¢ni hypertrofie (Fregly et al., 1993; Kim et al., 2003;
Matsubara et al., 2016; Sun et al., 1997, 2003). Pfedpokladd se, Ze hypertenze vyvolana
chladem je spojena se zvySenou aktivitou renin-angiotensin-aldosteronového systému (Sun et

al., 1995, 2001). Bylo také prokdzano, ze inhibice mineralokortikoidnich receptorti ochranila
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organismus pred vznikem hypertenze vyvolané chladem (Sun et al., 2008). Dale skupina Suna
ukazala, Ze systémem renin-angiotensin-aldosteron nema vliv na srdecni hypertrofii (Sun et
al., 2003), avsak se ukazuje, Ze srdecni hypertrofii lze ovlivnit inhibici protoonkogenu c-myc
(Bello Roufai et al., 2007), ktery se podili na bunécné proliferaci béhem tumorogeneze. Bylo
publikovano, ze po chladové adaptaci se jeho exprese v srdci zvySuje (6 °C) (Bello Roufai et
al., 2007; Ponzielli et al., 2005). Hypertrofie levé komory srdecni byla prokazana u chronické
chladové adaptace (4 °C, 4 tydny) (Tsibulnikov et al., 2019). I prace na lidech, kdy dobrovolnici
byli vystaveni chladné vodé 10 °C po dobu 120 min potvrdila zvysSeni systolického
a diastolického krevniho tlaku ze 126 a 83 mmHg na 145 a 100 mmHg, ale doslo ke snizeni
tepové frekvence ze 72 uder/min na 59 uder/min. ZvysSeni krevniho tlaku mé za nasledek vyssi
pracovni zatéz na srdce (Korhonen, 2006). U naseho modelu mirné chladové adaptace (8 °C, 5

tydntll) jsme hypertenzi ani hypertrofii levé komory srde¢ni neprokézali (Tibenska et al., 2020).

Chladova adaptace zvySuje srdecni pretizeni 1 dotizeni (preload, afterload) aniz by dochéazelo
k vyznamné zméné komorové kontraktility, tepové frekvence a srde¢niho vydeje (Wilson and
Crandall, 2011). V roce 2010 byla publikovana prace, ktera porovnava odpovéd’ srdce na chlad
(voda 15 °C, 20 min) u mladych (20-34 let) a u starSich lidi (58-64 let). U starSich jedinct byl
zji$tén vyssi index spotieby kysliku myokardem, stejné tak 1 vyssi systolicky a stfedni arteridlni
tlak. Preload byl zvysen, end-diastolicky objem komory se zvysil ze 106 + 7 na 126 £ 9 ml,
kdeZto u mladych lidi se end-diastolicky objem téméf nezménil (107 + 7 na 111 £ 7 ml). Méfené
parametry komorové kontraktility jako ejekéni frakce, srdecni akcelerace béhem izovolumické
kontrakce byly u obou skupin neménné (Wilson et al., 2010). ZvySena spotieba kysliku byla
také prokazana u jedinct (55-65 let), kteti byli vystaveni ,kratkodobé*“ chladové expozici
(- 10 °C, 15 min) (Hintsala et al., 2014), coZ jsou velmi drsné podminky. Vyssi spotieba kysliku
vede k zvySeni pritoku koronarnim systémem, pro ptehled (Manou-Stathopoulou et al., 2015).
Dvacetiminutova akutni chladova expozice zvySuje u mladych (25 = 1 rok) i1 u starSich
(65 = 2 roky) jedinct stres stény levé komory. I kdyZz je zvySena poptavka myokardu po O>
u obou experimentalnich skupin, tak koronarni vazodilatace je sniZend pouze u mladych
dobrovolnikii (Gao et al., 2012). Koronarni vazodilatace vyvolana stresorem, kam bezpochybné
patii 1 chladové expozice, zahrnuje n¢kolik mechanismii: morfologické zmény v koronarnich
cévach, zmény vyvolané endotelem a reakce sympatického nervového systému, ktery je
ovlivnén postupujicim vékem (Durand et al., 2004; Hess et al., 2009; Wilson et al., 2007).
Je tteba zminit, Ze vystaveni neotuzilych lidi teploté vody pod 17 °C je jiz velmi vyznamny

zéasah do tepelné homeostazy, nebot’ voda rychle odjima teplo z téla a ochlazuje organismus.
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Chladné prosttedi ovlivituje také hemodynamické parametry v krvi (Mercer et al., 1999b;
Ockene et al., 2004). Hladina ¢ervenych krvinek a hemoglobinu odraZeji schopnost organismu
pfenaSet O a tim udrzovat rovnovahu mezi nabidkou a poptavkou, proto se sleduji
hemodynamické parametry na chladovych modelech. Vystaveni chladnému vzduchu pouze
v Sortkéach bez pohybu (11 °C, 1 hod) ovlivnilo u mladych lidi zanétlivou odpoveéd’ organismu
a ze ziskanych vysledkl vyplyva, ze dochdzi i k zvySeni srazlivosti krve. Byl zvySen pocet
cervenych krvinek a koncentrace hemu, dale bylo pozorovano zvyseni mobilizace granulocyti,
zvysSeni tromboxanu B2 a sniZzeni poc¢tu lymfocytd. Dale byl zjiStén binaurdlni rytmus
u granulocytti, krevnich desti¢ek a v jejich stfednim objemu. Nedoslo vsak k signifikantnim
zméndm u krevniho koagulaéniho faktoru VII, cytokint, interleukinu-6 a u TNFa (Mercer et
al., 1999b). Dlouhodobé otuzovani v mofti (fijen az duben) také zvySilo pocet Cervenych
krvinek, koncentraci hemoglobinu, stfedni mnoZstvi hemoglobinu v erytrocytech (MCH),
stfedni koncentraci hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) a koncentraci erytropoetinu v séru.
Byl snizen pocet trombocytti, imunoglobulini (IgG, IgA, IgM) (Checinska-Maciejewska et al.,
2019). Ucastnici, ktefi absolvovali plavani na 150 m v 6 °C vodg, méli signifikantng zvyseny
pocet Cervenych krvinek, bilych krvinek a krevnich desti¢ek. Hladina hemoglobinu méla
zvySujici se tendenci. Parametry MCH a MCHC byly beze zmén. Celkovy pocet neutrofild,
lymfocytli a monocytt byl také zvysSen. Opét byl zjistén pokles objemu plazmy o 2,54%, coz
muze prispét k relativnimu naristu krevnich bun¢k (Lombardi et al., 2011). I dalsi experiment
(6 °C, 2 hod), kde ucastnici pouze sed¢€li na zidli v chladné mistnosti, potvrdil vySe zminéné
nalezy, tzn. tendence k zvySeni poctu erytrocytd, neutrofili a zvySené koncentrace tromboxanu
B2 (Bokenes et al., 2004a). Chladova expozice, pii které ucastnici bez pohybu byli obklopeni
studenymi matracemi (3 °C, 2 hod), také zvySuje hladinu NEFA, cholesterolu, triacylglycerid
vséru (Hoeke et al., 2017). AvSak dlouhodobé otuZovani nepotvrdilo zmény v hladiné

cholesterolu, HDL, LDL a triglyceridu (Kralova Lesna et al., 2015a).

4.4 Role B-adrenergniho systému v ischemicko-reperfiiznim posSkozeni

Srde¢ni kontraktilita je modulovana B-adrenergnimi receptory (B-ARs). B-ARs se vyskytuji
ve ttech typech (B1-, B2-, B3-ARs) a jsou sprazené s G-proteiny. B1-, f2-ARs byly v srdci
objeveny dfive nez B3-ARs a oba tyto receptory mohou mit ionotropni a chronotropni efekt.
Norepinefrinem se aktivuje drdha pres B1-ARs, ktera je spfazena se stimulacnim G-proteinem
(Gs), nasledné stimuluje adenylatcyklazu, dochazi k zvyseni hladiny cAMP, ktera poté aktivuje
proteinkindzu A (PAK) fosforylujici Ca*" kandly L-typu a vyslednym efektem je uvolnéni CA%*
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ionti a zvySeni srdec¢ni kontraktility (Xiao and Lakatta, 1993). Disfunkce p1-ARs vede k
rozvoji arytmii, srdecni hypertrofii, remodelaci komor a apoptdze (Lehnart et al., 2005; Zaugg
et al., 2000). Bylo také prokazano, ze P1-ARs hraji dulezitou roli béhem ischemického
preconditioningu (Spear et al., 2007). f2-ARs jsou spfazeny jak s Gs, tak s inhibi¢nim
G- proteinem (Gi) (T Asano, 1984). Stimula¢ni draha je aktivovana zinterolem (Kaumann et
al., 1996), kdezto na aktivaci inhibi¢ni antiapoptotické drahy ERK ptisobi karbachol (Xiao et
al., 1999). Schopnost B2-ARs drédhy piepinat mezi stimulacnim a inhibi¢nim u¢inkem
vede k antiapoptotickému ucinku, a tim piispiva ke kardioprotekci (Chesley et al., 2000a).
Jizv 80. letech minulého stoleti ischemické experimenty na psich a praseCich
modelech prokazaly, ze se béhem ischemie signifikantné zvysuje pocet adrenergnich receptori
(Maisel et al., 1985; Mukherjee et al., 1979; Vatner et al., 1988). Prace z roku 1998 porovnavala
expresi B-ARs na psim modelu mezi lateralni oblasti a oblasti podvazu levé piedni sestupné
koronarni arterie (LAD). Bylo zjiSténo, Ze po 30 min ischemii a 1 hod reperfizi neni rozdil
v celkové hustoté B-ARs, avSak pouze po 30 min ischemické period¢ se signifikantné zvysila
exprese B2-ARs (Bartels et al., 1998). Experiment porovnavajici velikost I/R poskozeni mezi
transgennimi (zvySena exprese f2-ARs v srdci) samicemi a samci prokazal, ze po 20 min
ischemie a 40 min reperfuze se velikost I/R poskozeni zvétsila u sameii vice nez u samic. Samci
méli také béhem ischemie niz§i hladinu ATP a pH (Cross et al., 2002). B3-ARs byly
objeveny v srdci na konci minulého stoleti. Bylo zjiSténo, Ze vykazuji negativni ionotropni
efekt na myokard, coZ pfedstavuje opacny vliv nez B1- a f2-ARs. Jejich zvySend exprese byla
nameétena pii srde€nim selhani a hypertenzi (Rozec and Gauthier, 2006). V roce 2011 vysla
prace, kterd naopak poukazuje na benefi¢ni u€inek 3-ARs v I/R poskozeni, a to ptes aktivaci
eNOS (Aragon et al., 2011). Z vySe uvedeného vyplyva, ze B-adrenergni systém se stal
dilezitym  terapeutickym  cilem v pfedchdzeni  ¢i  eliminovani  velikosti ~ I/R
poskozeni. K zjisténi téchto cild se vyuzivaji inhibitory B-AR receptorid napt. metoprolol

(inhibitor B1-ARs) a ICI 118,551 hydrochlorid (inhibitor 2-ARs).

4.4.1 Betablokatory

Metoprolol patii mezi 31adrenergni antagonisty, v oblasti kardiologie se pouziva od roku 1975.
Byl pouzivan v klinickych studii u pacient s hypertenzi as vyskytem koronarniho
onemocnéni. Po podani metoprololu doslo u téchto pacientd k sniZzeni kardiovaskularnich
piihod a umrti (Papadopoulos and Papademetriou, 2009). Na prase¢im modelu byl proveden

experiment, ve kterém bylo navozeno I/R poskozeni s 90 min ischemii, ktera byla nasledovana
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4 az 22 dny reperfuze. Prasatim byl po 15 min ischemie podan metoprolol (v celkovém
mnozstvi 7,5 mg). Podani metoprololu mélo beneficni Gcinek, doslo ke snizeni velikosti
infarktu a doslo také ke zlepSeni funkce levé srde¢ni komory a zlepsila se ejekéni frakce levé
komory (Ibanez et al., 2007). Snizeni velikosti infarktu bylo také prokazano u pacientd,
ktefi méli infarkt myokardu s ST elevacemi (Ibanez et al., 2013). Na prasecim modelu bylo
prokéazano, ze metoprolol (0,75 mg/kg) nema vliv na velikost I/R poskozeni, pokud ischemie
trva kratkou dobu, tj. 20-25 min, a nebo piili§ dlouho tj. 60 min. Uginnost metoprololu byla
prokézana pii délce trvani od 30 do 50 min (Lobo-Gonzalez et al., 2020). Bylo také potvrzeno,
ze myokard byl vice chranén ptfed poSkozenim, pokud byl metoprolol podan pied reperfuzni
fazi nez po reperfuzi. Soucasné méla tato skupina snizenou infiltraci neutrofild, byla snizena

apoptdza a byla zvysena aktivita proteinkinazy B (Akt) (Ibanez et al., 2011) .

Synteticka latka ICI 118,551 hydrochlorid (erytro-dl-1-(7-metylindan-4-yloxy)-3-
isopropylaminobutan-2-ol hydrochlorid) je jeden z 32 adrenergnich antagonistt. ICI 118,551
je také hojné vyuzivan v oblasti sledovani ¢i ovliviiovani kardioprotektivnich projevi.
Bylo prokazano, ze u lidi ICI 118,551 hydrochlorid projevuje sviij kompetitivni selektivni
charakter u davky niz$i nez 40 mg. Davka niz$i nez 40 mg snizila tepovou frekvenci pfi cviceni
o 10 uder/min (Arnold et al., 1985). V roce 2003 byla publikovana prace, ktera sledovala
ucinek ICI 118,551 hydrochloridu (2 uM) na velikost I/R poSkozeni (40 min globalni ischemie
nasledovana 30 min reperfuzi). Ukazalo se, Ze podani ICI 118,551 hydrochloridu nemélo vliv
na kardioprotektivni ti€inek isoprenalinu, ktery byl podan 5 min pted ischemickou fazi (Frances
et al., 2003). Naopak prace roce 2011 ukazala opacny efekt (Salie et al., 2011a). Pii podani
tohoto inhibitoru (50 nM) byl zruSen kardioprotektivni efekt vyvolany isoprenalinem (Salie et
al., 2011a). Byl u n¢&j také prokdzan pozitivni u¢inek na plicni hypertenzi. Po podani ICI
118,551 hydrochloridu (0,2 mg/kg) byl sniZzen systolicky plicni tlak z 32,3 mmHg
na 23,9 mmHg, coz ptedstavuje snizeni o 25 %. Systémovy systolicky tlak byl po podéani
inhibitoru beze zmény (Wenzel et al., 2009). Podéani ICI 118,551 (50 mg) snizil krevni tlak
u pacientll s mirnou hypertenzi (Vincent H., 1985). Na morcatech byl zase prokazan benefi¢ni

ucinek ve snizeni po¢tu komorovych fibrilaci (Cuparencu et al., 2000).

5 Uloha hnédého tuku v chladové adaptaci

U savcll rozeznavame tii typy tukové tkané: bilou, béZzovou a hnédou. Jednotlivé druhy se 1isi
svoji morfologii, anatomickym uloZenim, vyvojem a funkci (Kiefer, 2016). Bilé adipocyty jsou

tvotfeny jednou velkou tukovou kapkou a obsahuji relativné malo mitochondrii a malé mnozstvi
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UCPI. Jsou soucasti viscerdlniho tuku. Slouzi jako zasobnik pro skladovani paliva (Wang and
Seale, 2016). Za urcitych podminek jako je chronicka chladova stimulace, cviceni, piisobeni
agonisty koaktivator peroxizomalni proliferaci aktivovaného receptoru gama (PPARYy),
nebo agonisty Bs-adrenergnich receptorti dochazi k tzv. ,,browningu®, tedy hnédnuti bilé tukové
tkan¢ (Richard et al., 2010; Sidossis et Kajimura, 2015). Témto adipocytim fikdme bézové
adipocyty. Hnédnuti je proces, pii kterém dochéazi k aktivaci exprese UCPI v bézovych
adipocytech uvnitf bilych tukovych lozisek. Bézové adipocyty jsou kombinaci jak bilych,
tak 1 hnédych adipocyti. U hlodavci se vyskytuji uvnitf bilych tukovych oblasti,
subkutanné v oblasti tfisel nebo podpazi (Richard et al., 2010). Maji nékteré znaky stejné jako
hnédé adipocyty. Obsahuji vétsi mnozstvi mitochondrii, multilokularni lipidové vakuoly
a probihd v nich zvySena exprese UCP1 (Sidossis and Kajimura, 2015). Na druhou stranu
se lisi ve svém pivodu a vyvoji. Hnédé preadipocyty vznikaji pod vlivem prekurzoru
myogenniho faktoru 5 (Myf5), zatimco bilé a bézové preadipocyty vznikaji pfimo pod vlivem
Myf5 negativniho progenitoru. Dalsi rozdil je v genové expresi. Hnéd¢é adipocyty exprimuji
Zicl a LIM homeobox 8. Bézové adipocyty exprimuji: CD137, transmembranovy protein 26,
transportni protein mastnych kyselin (Slc27al), transkripéni faktor T-box, homeobox C9. Bilé
adipocyty exprimuji homeobox C8 a transkripéni faktor 21 (Qian et al., 2015; Sidossis and
Kajimura, 2015).

Hnédé adipocyty maji polygondlni tvar. Obsahuji velké mnoZzstvi mitochondrii, malych
lipidovych vakuol, které jsou obklopené cytoplazmou. Mitochondrie obsahuji na vnitini
mitochondridlni membrané UCP1 (Sidossis and Kajimura, 2015), diky kterému ma BAT
termogeneticky potencidl. UCP1 odpfahuje oxidativni fosforylaci od syntézy ATP,
a tim dochazi ke generovani tepla (Qian et al.). U hlodavci se BAT vyskytuje v malych
interskapuldrnich, subskapularnich, axilarnich, perirenalnich a periaortalnich loziscich
(Richard et al.,, 2010). U dospélého cloveka se BAT vyskytuje spiSe cervikalng,
supracervikalné, parasteralné a n€kdy 1 perirenalné (Kiefer, 2016). Je to vysoce specializovany
organ, ktery je zodpoveédny za netfesovou termogenezi (Vucetic et al., 2011). Hanssen a spol.
2016 ukazali, ze ve 3 dnech akutni chladové expozice je signifikantné zapojena tiesova
termogeneze, kdezto 10. den po chladové expozici se zvySuje aktivita BAT a dochazi k aktivaci
netfesové termogeneze (Hanssen et al., 2016). U lidi, ktefi se koupali ve vodni lazni (14 °C,
1 hod/den) v celkovém rozsahu 7 dnl, se po chladové expozici redukovala tfesova
termogeneze o 20 % a zvysila se aktivita a kapacita BAT (Gordon et al., 2019). Stejné tak

doslo k zvySeni o 45 % v metabolické aktivité a 2,2ndsobné vyssi oxidativni kapacit¢ BAT
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u lidi, ktefi byli vystaveni 10 °C na vzduchu (2 hod/den/4 tydny), ale tfesova intenzita nebyla
rozdilna mezi skupinami (Blondin et al., 2014). BAT je tkan, ktera je inervovana sympatikem
a je pod vlivem sympatického neurotransmiteru noradrenalinu, ktery je zodpoveédny za aktivaci
genoveé exprese v proliferaci a aktivaci netfesové termogeneze. Noradrenalin plisobi primarné
pies Bs.adrenergni receptory a urCity efekt maji i aj-adrenergni receptory (Cannon and
Nedergaard, 2004). Bylo prokdzano, Ze netfesovou termogenezi lze zvysit indukei
noradrenalinu o vice nez 60 % u chladové adaptovanych potkani. Bylo také zjisténo,
ze u potkanti, ktefi byli vystaveni akutni chladové expozici (4°C, 4 hod denng)
dochézi k redukci  endogenniho noradrenalinu o 50 % v interscapularni oblasti

a0 30 % v epididymalni i retroperitonealni tukové tkani (Garofalo et al., 1996).

UCP2 geny jsou exprimovany jiz v prenatalnim vyvoji, zatimco geny UCPI a UCP3 jsou
exprimovany az postnatalné. Ucp2 mRNA transkript se zvySuje po narozeni, ale pomaleji
nezZ mRNA Ucp3 a Ucpl. Kratké vystaveni chladu zptisobilo u dospélych mysi zvySeni mRNA
Ucpl a Ucp2, ale nikoliv Ucp3 (Carmona et al., 1998). Exprese Ucp3 je zavisla
na hormondlnich signalech (napf. tyroidni hormony), které jsou zapojeny do energetické

rovnovahy (Gong et al., 1997).

Z uvedeného vyplyva, ze adaptivni odpovéd na chlad vyvolavd komplexni hormondlni a
metabolické zmény v organismu a jeho ucinky se lisi dle intenzity a doby expozice. Vliv chladu
na signalni drdhy v srdci v dobé zapoceti této prace nebyl téméf vibec studovany a jeho
potencialni kardioprotektivni efekt je izce spojen s nastavenim mirnéjsi teploty a rezimu

s ohledem na exponovany organismus.
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6 Cile diserta¢ni prace

1. Zjistit nezbytné nutnou dobu expozice mirnému chladu (8 + 1 °C), kterd jiz vyvola

odpovéd’ netesové termogeneze u podestlanych potkanti ustajenych v paru

2. Stanovit vliv kratkodobé expozice mirnému chladu (9 £ 1°C) na velikost ischemicko-

reperfuzniho poskozeni s cilem najit nejkratSi dobu, kterd vyvolava kardioprotekci

3. Stanovit vliv dlouhodobé expozice mirnému chladu (8 £ 1 °C) a nésledné 2-tydenni

regrese (24 = 1 °C) na velikost ischemicko-reperfuzniho poskozeni

4. Urcit zapojeni adrenergnich signalnich drah PB1-AR a B2-AR v mechanismu

kardioprotekce s pouzitim selektivnich inhibitora
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7 Chladova expozice a pouzité metody

7.1 Rezimy chladové expozice

V této praci byla sledovana odpovéd’ organismu v pritbé¢hu chladové aklimace, ktera v tomto
komplexnim pohledu a mirném rezimu neni dosud popsana. Byly zvoleny dva rezimy mirné
chladové expozice, a to kratkodoba expozice (9 + 1 °C) a dlouhodoba expozice (8 = 1 °C).
Na zékladé dostupné literatury byla vybrana 1-denni (1D), 3-denni (3D) chladova expozice,
kdy je aktivovadna tfesova termogeneze. 10-denni chladova expozice (10D), ve které byla
JiZ zaznamenana netfesova termogeneze u lidi pii teploté 15-16°C a byla jiz zvySena aktivita
BAT (van der Lans et al., 2013). Na zaklad¢ dlouholetych zkuSenosti doc. Stanislava Vybirala
byl zvolen chronicky model 5-tydenni chladovéa expozice (CL). Pro zjisténi ptretrvavajiciho
ucinku CL byla zvolena 2-tydenni regrese ve 24 £ 1 °C (CLR). VSechna zvifata byla
pro minimalizaci vlivu stresu z transportu ponechdna tyden pted chladovou expozici
v termoneutralni teploté (24 = 1 °C). Potkani ureni na CL a CLR byli béhem prvniho tydne
chladové expozice postupné zvykani na 8 = 1 °C intermitentni expozici (kazdy den 8 hodin
v 8+ 1°C a 16 hodin ve 24 £ 1 °C). Na rozdil od potkanti chladové exponovanych po dobu 1
dne, 3 dni a 10 dnti, ktefi byli rovnou umisténi do teploty o stupné vyssi (9 + 1 °C) na potiebnou
dobu chladové expozice. V experimentech byly pouZity dvé kontrolni skupiny jedna pro 1D,
3D a 10D, a druhd pro CL a CLR. Hmotnost zvitat byla planovana tak, aby byla na konci vSech
experimentll piiblizné stejna. Tedy, aby navozena ischemie myokardu byla provadéna na stejné
starych zvifatech a mohla se porovnavat surovni metabolického profilu a netfesové

termogeneze.

Pribéh chladové aklimace je zobrazen na €asové ose jednotlivych chladovych expozic (Obr.
3). Zvitata byla chovédna po dvojicich s podestylkou, abychom zamezili socidlnimu stresu.
Béhem chladové expozice byla pravidelné sledovana rektalni teplota (Pfiloha 15.1). VSechna
zvitata byla krmena standardni dietou ST1 a chovéna ve svételném reZzim 12/12. Pro stanoveni
I/R poskozeni byli pouziti samci kmene Wistar, chovné jadro Charles River (Velaz s.r.o.).
Na ostatni experimenty byli pouZiti samci kmene Wistar z Fyziologického tstavu AV CR v.v.i.
(FGU). Vsechna zvitata byla pfivezena do vivaria PfF UK v po&ateéni hmotnosti 180-220 g.
Po tydnu byla ¢ast pouzita pro chronicky experiment a zvifata pro akutni expozice byla

vystavena chladu az po dosazeni hmotnosti 300-350 g.
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Obrizek 3: Casovy pribéh kratkodobé a dlouhodobé chladové expozice ve zvolenych rezimech: 1 den

(1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D), 5 tydnt (CL), 5 tydnt chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontrol (C).

7.2 Glukézovy tolerancni test

Ve spolupraci s doc. Janem Poldkem byl podle Weiszenstein a spol. zaveden na naSich
modelech glukézovy toleranéni test (Weiszenstein et al., 2016). Pted glukézovym tolerancnim
testem potkani lacnili 17 hodin. V den experimentu byli zvézeni a byla jim ziletkou odiata
Spicka ocasu. Z ocasni cévy byla odebrana kapka krve a pomoci glukometru (ACCU-CHEK
Performa) byla zméfena pocateni hladina glukézy v krvi. Dle hmotnosti byla potkanim
podéna glukéza (i.p. 100 mg/100 g). V intervalu 5 min byla méfena hladina glukdzy z ocasni
cévy, vcelkové délce 90 min. Posledni naméfend hodnota hladiny glukézy v krvi byla

naméiena ve 120. min (Polak et al., 2018).

7.3 Metabolicky test

Potkani urceni pro stanoveni odpovédi netfesoveé termogeneze po stimulaci noradrenalinem byli
rozdéleni do nasledujicich skupin: 3D, 10D, CL, CLR a kontrolni skupiny. Den pfed samotnym
experimentem byli zvazeni a v den experimentu jim bylo poddno anestetikum Thiopental (i.p.
0,1 ml/100 g), v hluboké anestezii byla zvifata fixovana v poloze na zadech a byl jim zaveden
teplomér do rekta. T¢lesnd teplota byla monitorovana po celou dobu experimentu a byla
udrzovéana pomoci vyhfivaci decky v rozmezi 3637 °C. Nasledovala kanylace levé jugularni
zily. Prostfednictvim kanyly byli potkani napojeni na infuzni pumpou pro kontinualni infizi

noradrenalinu. Pied spuSténim infze byla potkaniim nasazena metabolickd maska, a tim doSlo
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k propojeni s analyzatorem dychacich plyni (Spirolyt II; VEB JUNKALOR DESSAU DDR
18/2961). Dle ptislusné hmotnosti potkana byl pfipraven infuzni roztok nasledujiciho slozeni:
noradrenalin byl rozpustén ve fyziologickém roztoku s 5% glukzou s vyslednou koncentraci

noradrenalinu 20 pg/ml na 100 g.

Potkanim byla métena celkova spotieba kysliku prvnich 10 min pomoci spirometru (Spirolyt,
NDR), byl stanoven bazalni metabolismus (BM). Nasledovala 15 min infiize noradrenalinu

v infuzni rychlosti 20 pl/min. Po vypnuti infuze byla 5 min méfena spotieby kysliku v tzv. post

aplikacni fazi (PAP). Po ukonceni méfeni byl odebran kompaktni BAT z interskapularni oblasti

(Obr. 4) a zvazen.

1. \
Obrazek 4: Ukazka hnédé tukové tkan¢ (BAT) v interskapularni oblasti u kontrolni skupiny (A) a po chronické

chladové expozici (B) a po izolaci (vpravo); (autor: Mgr. Pavel Vebr).

7.4 Odbér krve na krevni obraz a biochemickou analyzu séra

Krev byla odebrana z ocasni zily. Potkaniim byla odnata $picka ocasu a volné tekouci krev byla
sbirana do ptfedem pfipravenych odbérovych zkumavek. Zkumavky byly pfedem urcené
pro analyzu krevniho obrazu (cca 1 ml krve) a pro biochemickou analyzu krevniho séra

(cca 0,5 ml). Odebrana krev byla analyzovana veterinarni laboratoti Freston s.r.o.
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7.5 Chirurgické navozeni ischemicko-reperfiizniho poskozeni

Vsechny experimenty byly provedeny v souladu se zdkonem Ceské narodni rady na ochranu
zvitat proti tyrani (zékon €. 246/1992 Sb.). Potkani byli anestetizovani v mistnosti chladové
adaptace podanim Thiopentalu (i.p. 60 mg/100 g). Hloubka anestezie a rektalni teplota byly
kontrolovany v pribéhu celého experimentu. Byla kanylovdna prava karotida, kterou byl
invazivné¢ sniman arteridlni krevni tlak a tepova frekvence potkani. Byla provedena
tracheostomie, nasledovana thorakotomii v oblasti patého mezizebti. Potkani byli ventilovani
plicnim ventildtorem (UGO Basile, Italy). Dechovy objem byl nastaven na 1,2 ml/100 g, 68—
70 cyklt/min. Byl odstranén perikard, poté byl proveden podvaz ptredni sestupné vétve levé
koronarni artérie (LAD) 1-2 mm pod sifiovym ouSkem (Sici materidl od Chirmax) (Obr. 5).
Byla zapocata 10 minut stabilizace. Potkan byl napojen na EKG (PowerLab a LabChart 8
software; ADInstrument). Po 10-min stabilizaci byla provedend okluze LAD chirurgickou
svorkou (Medin) na 20 min, tj. ischemickd faze. Po 20 min byl podvaz povolen a byla zahajena
reperfuze (3 hodiny). Béhem prvnich 5 min reperfuze byl potkan jesSté monitorovan a bylo
snimano EKG. Nasledné byl odsat vzduch a tekutina v hrudni dutin€ a hrudnik byl chirurgicky
uzavien. Potkan byl odpojen od plicniho ventildtoru a byla vyjmuta kanyla z karotidy.
Potkan byl pienesen na vyhiivanou podlozku, kde sdm piezival 3-hodinovou reperfuzi (Neckar

etal., 2017; Tibenska et al., 2020, 2021; Marvanova et al. submitted).

LAD

Obrazek 5: Grafické zobrazeni oblasti podvazu; pfedni leva sestupnd koronarni artérie (LAD), prava komora
srde¢ni (RV), leva komora srde¢ni (LV), aorta (A), plicnice (PA), pravé ousko (RA), levé ousko (LA). Pfevzato
z (Aljinovié et al., 2010); DOI: 10.14670/HH-25.1507.
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7.6 Barveni

Velikost I/R poskozeni byla stanovena barvenim tetrazoliovou soli jak je uvedeno (Neckar et
al., 2003; Tibenska et al., 2020). Po 3-hodinové reperfuzi byl potkanovi otevien hrudnik.
Srdce bylo vyjmuto, aortou zavéSeno na kanylu na 20 ml injekéni stiikacce, promyto
fyziologickym roztokem o pokojové teploté a podvaz byl znovu utaZen chirurgickou svorkou
(Medin s.r.0.). Koronarni arterie byly naplnény fyziologickym roztokem a po vyméné injekcni
sttikacky bylo srdce nésledné nabarveno 3% vodnym roztokem manganistanu draselného,
coz obarvilo oblast nezasazenou ischemii. Po ndsledném promyti fyziologickym roztokem byl
odstranén podvaz a srdce bylo ulozeno alespoil na 1 hodinu do mrazdku (-20 °C). Po jedné
hodiné bylo rozkrajeno na jednotlivé fezy o tloustce 1 mm. Rezy byly pieneseny do predem
zahtatého 1% roztoku 2,3,5 - triphenyltetrazolium chloridu (Sigma) v PBS (pH 7,4, 37 °C)
(TTC). Ve vodni lazni (37 °C) byly fezy v roztoku barveny 25 min. Poté byl roztok TTC
vyménén za 4% roztok formaldehydu (PFA) v PBS. V PFA byly fezy fixovany po dobu 3 dnt.
Nasledné byla zjednotlivych fezi odstfihnutd prava komora (RV) a leva komora (LV)
s mezikomorovym septem (S) byla nafocena (Nikon D5100, 105 mm F2.8 EX DG MACRO
OS) (Obr. 6, 7). Velikost I/R poSkozeni a rozsah oblasti zasazené ischemii byla stanovena

pomoci softwaru Graphic Cell Analyzer (Parulek et al., 2009).

Obrazek 6: Srdce obarvené 3% manganistanem draselnym (autor obrazku: Mgr. Pavel Vebr).
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Nezasazena oblast

Valiabilni tkan

Nekroticka tkan

Obrazek 7: Ukazka pficného fezu levé komory po obarveni 1% roztokem 2,3,5 - triphenyltetrazoliem chloridu

v PBS (autor: Mgr. Pavel Vebr).

7.7 Podani inhibitoru

Pro zjisténi kardioprotektivnich mechanismi v mirném chladu byl u 12 potkanti z CL a CLR
skupin stanoven rozsah I/R poskozeni po podéani vybranych selektivnich inhibitori: metoprolol
tartrat (inhibitor B1-AR; Apotex Europe B. V., Leiden, Nerland), ICI 118,551 hydrochlorid
(inhibitor B2-AR; Sigma). VSechny experimenty byly provedeny v daném roce v zimnim

obdobi (listopad az inor).

Prvnim pouzitym selektivnim inhibitorem byl metoprolol tartrat. Inhibitor byl poddvan
rozpustény ve fyziologickém roztoku a aplikovan 20 min pifed ischemickou fazi I/R,
ve vysledné koncentraci 50 mg/kg i.p.. Kontrolnim skupindm byl podan odpovidajici objem

fyziologického roztoku (Sharma et al., 2008).

Druhym pouzitym inhibitorem byl ICI 118,551 hydrochlorid, ktery byl rozpustén
ve fyziologickém roztoku a aplikovan 20 min pted ischemickou fazi I/R ve vysledné
koncentraci 1 mg/kg i.p.. Kontrolnim skupinam byl podan odpovidajici objem fyziologického

roztoku (Mantsch et al., 2010).
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8 Statistické hodnoceni

Ziskana data byla statisticky hodnocena pomoci GraphPad Prism 8 software (GraphPad, San
Diego, CA). Pro porovnani 2 skupin byl pouzit neparametricky T-test (Mann-Whitney test).
V ptipadé 3 a vice skupin byla pouzita One-way ANOVA korigovana Tukey post hoc testem.
Poslednim pouzitym testem byla Two-way ANOVA s Dunnets's post hoc testem (zjisténi vlivu
chladové expozice) a se Sidak's post hoc testem (zjisténi vlivu inhibitoru). Za statisticky

prukazna data se povazovala pti p< 0,05.
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9 Vysledky

Disertacni praci lze rozdélit do dvou ¢asti. Prvni ¢ast prace si klade za cil stanovit metabolicky
profil akutni (9 = 1 °C) i chronické faze chladové expozice (8 £ 1 °C). V ramci metabolického
profilu byly u samcti Wistar sledovany nésledujici parametry: télesnd hmotnost (BW), hmotnost
BAT, odpovéd’ organismu na stimulaci noradrenalinem, glukézova tolerance, hematologické
a biochemické parametry krve. Nedilnou soucasti bylo také sledovani rektalni teploty
a stanoveni srdec¢nich indexti. Druha ¢ést disertacni prace se zamétuje na stanoveni velikosti
ischemicko-reperfuzniho (I/R) poSkozeni v pribéhu chladové expozice a vyuziti selektivnich

inhibitord pro zjisténi mechanismu kardioprotekce.

9.1 Metabolicky profil chladové expozice

V prvni studii bylo cilem stanovit metabolicky profil chladové expozice. V ramci profilovani
chladové expozice byli pouziti samci kmene Wistar z chovného jadra FGU. Byla u nich
stanovena odpovéd organismu na stimulaci noradrenalinem, gluk6zovéa tolerance, byly
stanoveny hematologické a biochemické parametry krve. V neposledni fadé byla u vSech
experimentalnich zvifat sledovdana hmotnost kompaktni hnédé tukové tkané (W_BAT)
v interskapularni oblasti a télesna hmotnost. Pribéhovy hmotnostni graf je zobrazen na Obr. 8

a nebyl zjistén zddny hmotnostni rozdil mezi skupinami.

Pribéhovy hmotnostni graf
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—— CLR
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Obrazek 8: Pribeéhovy hmotnostni graf u chronické chladové expozice 5 tydnti (CL), u 5 tydnti chladu a 2-tydenni
regrese (CLR) a u kontroly (C) z chovného jadra FGU AV CR; n= 8.

42



9.1.1 Hmotnostni parametry

Béhem chladové expozice nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily v télesné hmotnosti
napfi¢ skupinami. Primérnd télesnd hmotnost kontrolnich zvifat ke metabolickym testim
v pribéhu kratkodobého chladu (chovné jadro Fyziologicky tstav AV CR) byla 443 + 51 g,
skupiny 3D byla 429 + 41 ga 10D 464 + 23 g, hmotnosti se nelisily. Primérnd hmotnost kontrol
dlouhodobé¢ chladové expozice byla 464 + 23 g, u CL byla 510 + 32 g au CLR byla 501 + 23
g (Obr. 9A a 9D). Na téchto zviratech pfi teploté 9 °C modelech dosahl BAT primeémé
maximalni hmotnosti u CL 1176 + 368 mg, nartst o 135 % proti kontrole (Obr. 9E). Ale jiz u
10D byl zjistén signifikantni narast BAT 1054 + 122 mg, coz ptedstavuje narist o 110 % oproti
kontrolni skupiné (Obr. 9B).
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Obrazek 9: T¢lesna hmotnost (BW) (A; D); hmotnost hnédé tukové tkané (W_BAT) (B; E); pomér BAT/BW (C;
F); ve zvolenych chladovych expozicich: 3 dny (3D), 10 dni (10D), 5 tydntt (CL), 5 tydna chladu a 2-tydenni
regrese (CLR) a u pfislusnych kontrol (C). Hodnoty pfedstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou

(*p <0,05); ***p <0,001 vs C; ###p <0,001 vs 3D; **p <0,01 vs CL; #p <0,05 vs CL; n= 6.
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9.1.2 Odpovéd’ netiesové termogeneze na stimulaci noradrenalinem

Historicky se traduje, ze dospéla zvirata jiz nelze plnohodnotné adaptovat na chlad (ustni
sdéleni doc. Vybiral). AvSak vyuziti chladu v terapii méa smysl vétSinou u dospélych,
Casto obéznich jedincii, proto jsme zvolili dospéléd zvirata, ktera vykazovala pomérné strmou
rastovou kiivku (viz Obr. 9). Hmotnost zvifat v dobé experimentu byla mezi 400-500 gramy.
Pomoci neptimé kalorimentrie (Spirolyt II) jsme méfili rychlost metabolismu u kontrolnich
a adaptovanych zvifat a zjistili jsme signifikantni zvySeni u 10D o 48 % vici kontrole. U CL
stale pretrvava signifikantni nartst oproti kontrole, ale je zde patrny pokles od skupiny 10D
(0 53 %). V regresi skupiné CLR byl zjistén klesajici trend v metabolickém obratu a rozdil jiz

nebyl signifikantni (Obr. 10).
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Obrazek 10: Rychlost metabolismus po infiizi noradrenalinu ve zvolenych chladovych expozicich (A; B): 3 dny
(3D), 10 dni (10D), 5 tydnd (CL), 5 tydnd chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u pfislusnych kontrol (C); bazalni
metabolismus (BM), postaplika¢ni faze noradrenalinu (1,8 ug/ml na 100 g, 5 min; PAP). Hodnoty pfedstavuji
primérmou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs BM3p; ***p <0,001 vs BMop; ###p
<0,001 vs PAPc; n=6.
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9.1.3 Glukozovy tolerancni test

Glukézovy tolerancni test byl stanoven v prubéhu chladové aklimace v expozicich 3D, 10D,
CL a nasledného zotaveni ve skupin¢ CLR. Hladina glukozy byla signifikantné€ zvySena treti
den expozice chladu (3D) ve 20 min, kdy byla namétfena hodnota 13 mmol/l. Tento rozdil byl
statisticky prikazny proti ostatnim skupindm exponovanym chladu a proti kontrole.
Signifikantni zvysSeni bylo vii¢i vSem ostatnim skupindm nasledovné: o 17 % ve srovnani
s kontrolou, o 11 % oproti 10D, o 19 % oproti CL a o 13 % oproti CLR. U téZe skupiny 3D

byla vyznamné vyssi hladina i ve 30 min ve srovnani s CL o 28 % (Obr. 11, Ptiloha. 15.2).
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Obrazek 11: Priubéh glukdzového toleranéniho testu ve zvolenych chladovych expozicich: 3 dny (3D), 10 dni
(10D), 5 tydna (CL), 5 tydnd chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontrolni skupiny (C). Hodnoty piedstavuji
priimérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05). ***p <0,001 3D vs C; ~p <0,01 3D vs 10D; ##p <0,001
3D vs CL; “p <0,05 3D vs CLR; n=9.

45



9.1.4 Hematologie a biochemicka analyza séra

Vzhledem k tomu, ze chladova expozice je v literatufe spojovana s poskozenim ledvin (Fregly,
1982) a zménou krevnich parametri (Kralova Lesna et al., 2015b), byl stanoven v naSich
modelech krevni obraz a provedena biochemicka analyza séra tomto ohledu. Hladina kyseliny
mocovée byla signifikantné zvysena o 45 % u CLR oproti kontrole a mezi CL a CLR byl rozdil
52 %. Hladiny cholesterolu a triacylglycerolii byly beze zmén (Tab. 1). Vysledky krevniho
obrazu a biochemicka analyza séra ukéazaly nasledujici: signifikantni snizeni poc¢tu lymfocytt
u3D o020 %,ul0Do 12 % au CLR o 15 %. Signifikantni nartst granulocytt o 41 % u 3D.
U CLR bylo zjisténo signifikantni navyseni granulocytti o 31 % a monocytd o 35 % od kontrolni
skupiny. Pocet ¢ervenych krvinek byl signifikantné snizen o 12 % a hladina hemoglobinu byla
snizena o 7 % v 10D. Na rozdil od primérného objemu erytrocyti, ktery byl naopak zvysen
v 10D 0 7 %. U CLR doslo k snizeni 0 5 %. A mezi CL a CLR byl signifikantni rozdil 7 %.
Stejny nalez byl u primérné koncentrace hemoglobinu v erytrocytech: signifikantni narast
v 10D 0 6 % a snizeni 0 6 % u CLR. Jak mezi 3D a 10D, tak i mezi CL a CLR byl signifikantni
rozdil 7 %. U 3D doslo k signifikantnimu sniZeni o 3 % a také v hladiné MCHC vztaZzeného na
hematokrit bylo snizeni o 5 %. Distribucni §ife erytrocytl byla také zvySend o0 4 % v 10D. Pocet
krevnich desticek byl signifikantn€ snizen u vSech experimentalnich skupin: 3D 027 %, 10D o

29,5 %, CL 027 % a CLR 0 25 %.
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Experimentalni skupiny C 3D 10D CL CLR

n 6 6 6 6 6
Krevni obraz
Pocet bilych krvinek (10%/1) 182+6 19,0+ 1 17,1£2 16,3 +2 15,6+ 4
Pocet lymfocytt (10°/1) 12,3+4 10,5+ 1 10,2+ 1 10,4 +1 92+3
Podet monocyti (10%/1) 0,6 +0,3 0,7+0,1 0,6+ 0,1 0,6+ 0,1 0,7+0,2
Pocet granulocytt (10%/1) 53+2 7.8+ 1 63+1 53+1 58+1
Lymfocyty (%) 68,03 552+4" 59,8 £2" 64,1 +4 58,0+ 6"
Monocyty (%) 3,1+0,5 3,8 +£0,5 3,5+0,4 3,8 +£0,3 42+0,5"
Granulocyty (%) 28,9+ 3 40,8 + 4™ 36,7+2 32244 378+ 6"
Pocet gervenych krvinek (10'%/1) 9,0+0,5 8,6+0,4 7.9+0,2" 8,5+04 9,5+ 0,3
Hemoglobin (g/1) 1750413 1653 +4"  1622+3"  164,0+5 174,7+3
Hematokrit (%) 53,3+4 52,12 50,2 +2 51,12 534+1
Priimérny objemu erytrocyti (f1) 59,2+2 60,6 £1 63,6 1" 60,31 56,1 £ 2"
MCHC priim. obsah hemoglobinu 19,4+ 04  192+0,6 20,5£02"% 193 +04 18,3+ 0,5
(pg)
MCHC je hodnota vztaZzena na 328,0+4 317,0+ 6" 322,85 321,06 327,0+ 4
hematokrit (g/1)
Hodnoty distribuéni kiivky pro 150+04 15,1+£0,1 15,6 £ 0,3 153+0,3 149+0,5
erytrocyty (%)
Pocet krevnich desti¢ek (10%/1) 2094,7 + 1528,5 + 1476,5 + 1530,0 + 1572,3 + 88"
323 222" 307 99"
Primérny objem desticky (f1) 6,4 +0,1 6,6 0,7 6,3+0,2 6,4+0,1 6,0+ 0,3
Trombokrit (%) 16,9 +0,3 17,0+ 0,3 17,1+£0,2 16,9+0,1 16,6 £0,1
Biochemicka analyza séra
Cholesterol (umol/l) 2,3+03 24+04 2,4+0,2 25+04 23+03
Triacylgycerol (umol/l) 2,0+0,6 1,4+04 2,0+04 22403 2,3+0,6
Kyselina moc¢ova (umol/l) 119,3+42 86,0+ 18 1182+16 102,2+10 53,5+ 9"

Tabulka 1: Krevni obraz a biochemickd analyza séra ve zvolenych chladovych expozicich: 3 dny (3D), 10 dni
(10D), 5 tydnui (CL), 5 tydnii chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontrol (C). Priimérnda koncentrace hemoglobinu
v erytrocytech (MCHC). Hodnoty predstavuji primeérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05).
*n <0,05 vs C; **p <0,01 vs C; ***p <0,001 vs C; ~~p <0,01 vs 3D; ##p <0,01 vs CL; #p <0,05 vs CL; n= 6.
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9.2 Ischemicka tolerance srdce v pocatcich chladové expozice (1 az 10 dni)

V ramci druhého cile byla provedena na potkanech kmene Wistar z chovu Velaz s.r.o. Zamé¢fili
jsme se na stanoveni ischemické tolerance levé komory v pocatcich chladové expozice po 1, 3
a 10 dnech. V pocatcich chladové expozice byly stanoveny zdkladni parametry: télesna
hmotnost (BW), hmotnost BAT, pomér BAT/BW, rektalni teplota (RT), celkova hmotnost
srdce (HW), pomér hmotnosti levé komory srdeéni ku hmotnosti téla (LV/BW),
pomér hmotnosti pravé komory srdecni ku hmotnosti zvifete (RV/BW) a pomér hmotnosti
celého srdce ku hmotnosti téla (HW/BW). Ve 3 dnech chladové expozice (3D) bylo zjisténo
signifikantni zvySeni HW o 15 % ve srovnani s kontrolni skupinou. U skupiny 10D byl zjistén
signifikantni narlst nasledujicich parametrt oproti kontrolni skupiné: hmotnosti BAT o 45 %,
pomér BAT/BW o 44 %, HW o 22 %, RV/BW o 35 % a HW/BW o 18 %. Ostatni parametry
byly beze zmény (Tab. 2).

Experimentalni

skupiny Kontrola 1D 3D 10D
n 8 8 8 8
BW (g) 385+ 16 363+ 13 356 £21 370 + 30
BAT (mg) 257+ 47 270 £ 57 266 £ 86 396 £ 71**
BAT/BW 0,67 £0,12 0,74+ 0,16 0,74 £ 0,23 1,07 £0,11%**
RT (°C) 37,0+ 0,23 36,9 +£0,54 36,7+ 0,27 36,9+ 0,31
HW (mg) 1016 + 83 1059 + 79 1018 + 58 1030 + 86
LV/BW 2,07+0,23 2,21+0,26 2,24 +£0,08 2,16 £0,13
RV/BW 0,57 £ 0,05 0,57+ 0,06 0,61 £0,07 0,62 + 0,07
HW/BW 2,64 £0,22 2,78 £0,26 2,86 £0,11 2,79+ 0,12

Tabulka 2: Zakladni parametry: télesna hmotnost (BW),; hmotnost hnédé tukové tkané (BAT), pomér BAT/BW;
rektalni teplota (RT);, hmotnost celého srdce (HW); pomér hmotnosti levé komory srdecni ku hmotnosti téla
(LV/BW), pomér hmotnosti pravé komory srdecni ku hmotnosti téla (RV/BW) a pomer hmotnosti celého srdce
ku hmotnosti téla (HW/BW) u kratkodobé chladové expozice: Iden (1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D) a u kontroly
(C). Hodnoty predstavuji priiomérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C; **p <0,01
vs C; n=38.
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Hmotnost potkanli v den experimentu byla v rozmezi: kontrola 356 = 17 g, 1D 344 + 5 g,
3D387 £ 7 g, 10D 371 + 5 g a skupiny se vzijemné signifikantné neliily (Obr. 10A).
Hmotnost BAT u kontrolni skupiny byla 278 + 20 mg, po 1 a 3 dnu se signifikantné nezménila
(1D 244 £29 mg; 3D 351 +£ 27 mg), avSak po 10 dnech vzrostla na 414 + 43 mg, coz ptedstavuje
signifikantni zvySeni o 149 % oproti kontrolni skupin€ (Obr. 12B). V pribéhu I/R poskozeni
byly sledovany hemodynamické parametry, tepova frekvence a stfedni arteridlni tlak (Tab. 3)

a nebyly zjiStény za4dné rozdily v naméfenych hodnotach.
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Obrazek 12: Maturace hnédé tukové tkané (BAT): T¢lesna hmotnost (BW, A); hmotnost hnédé tukové tkane
(W_BAT, B); pomér BAT/BW (C); u kratkodobé chladové expozice: 1den (1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D)
a u kontroly (C). Hodnoty piedstavuji praimérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C;
p <0,05 vs 1D; Tp <0,001 vs 1D; n= 6.

Experimentalni skupiny C 1D 3D 10D

Tepova frekvence (udery/min)

Stabilizace 390+ 17 403 +20 398 + 22 382+ 30
Ischemie 384 £33 395+23 382 £ 31 380+ 33
Reperfuze 375+29 395+ 30 385+ 36 382 + 35

Stredni arterialni tlak (mmHg)

Stabilizace 91 +24 83+ 18 92+ 16 70 £ 18*
Ischemie 77 £ 19 73+ 11 88+ 18 74 £ 23
Reperfuze 76 £ 16 70+ 12 84+ 17 70+ 17

Tabulka 3: Hemodynamické parametry: tepovd frekvence a stiedni arterialni tlak v kratkodobé chladové expozici:
1 den (1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D) a u kontroly (C). Hodnoty predstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou
odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C; n = 9.
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U kontrolni skupiny byla namétena velikost I/R poskozeni 52 %. Velikost I/R poskozeni po 1

dni chladové expozice (1D) 49 % se nelisila od kontrolni skupiny, u které velikost infarktu byla

52 %. Ptekvapivé jiz po 3 dnech chladové expozice (3D) byla velikost infarktu snizena na 34

% a doslo k signifikantnimu sniZeni velikosti I/R poSkozeni o 35 % proti kontrole. 10 dni

chladové expozice (10D) snizilo velikost I/R poSkozeni na 38 %, coz ptedstavuje signifikantni

snizeni o 27 % proti kontrole (Obr. 13A). Velikost oblasti zasazené ischemii se mezi

jednotlivymi skupinami nelisila, pohybovala se v rozmezi 45-48 % (Obr. 13B).

A .
I/R poskozeni
T
60 I
Tt
*% *
~ 40+
g T T
~
<
Z 20
0 T T T
1D 3D 10D

B
Area at risk
60
T - L=
~ 404
&
>
—
% 2
O T T T T
C 1D 3D 10D

Obrazek 13: Velikost ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni (A) vyjadieno jako pomér velikosti infarktu (IS)

a velikosti zasazené oblasti ischemii (AR); velikost zasazené oblasti levé komory srde¢ni ischemii (B), vyjadieno

jako pomér AR a velikosti levé komory (LV) u kratkodobé chladové expozice: 1 den (1D), 3 dny (3D), 10 dni

(10D) a u kontroly (C). Hodnoty piedstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05
vs C; **p <0,05 vs C; 'p <0,01 vs 1D; T'p <0,001 vs 1D; n=9.

50



9.3 Vliv dlouhodobé chladové expozice na ischemickou toleranci srdce a jeji
pretrvani

Treti studie byla také provedena na potkanech kmene Wistar z chovu Velaz s.r.o..
Byla zaméfena na stanoveni velikosti I/R poskozeni po dlouhodobé chladové expozici a na jeji
pretrvavajici efekt. Behem adaptace byli potkani vazeni jednou tydné a nebyl zjistén rozdil
v télesné hmotnosti, pribéhovy hmotnostni graf ukazuje Obr. 14. U dlouhodobé chladové
expozice byly také stanoveny zakladni parametry: télesnd hmotnost, hmotnost BAT,
pomér BAT/BW, rektélni teplota (RT), celkova hmotnost srdce (HW), pomér hmotnosti levé
komory srde¢ni ku hmotnosti téla (LV/BW), pomér hmotnosti pravé komory srdecni
ku hmotnosti téla (RV/BW) a pomér hmotnosti celého srdce ku hmotnosti té¢la (HW/BW). Po 5
tydnech chladové expozice (CL) byl zjistén signifikantni nartist hmotnosti BAT o 158 %
apomér BAT/BW o 160 % oproti kontrole. Toto signifikantni zvySeni ptetrvalo i béhem
2- tydenni regrese (CLR) 136 % (BAT) a 131 % (BAT/BW). Ostatni parametry byly beze
zmény (Tab. 4).

Prabéhovy hmotnostni graf

400
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Obrazek 14: Prib¢hovy hmotnostni graf u chronické chladové expozice 5 tydnti (CL), u 2-tydenni regrese (CLR)

a u kontroly (C) z chovného jadra Velaz s.r.o.; n = 24.
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Experimentalni

skupiny Kontrola CL CLR
n 12 12 12
BW (g) 359 +22 357+ 30 371 +39
BAT (mg) 230 £33 594 + 54%** 543 £ 98***
BAT/BW 0,64 +0,10 1,67 £0,16*** 1,47 £ 0,25%**
RT1.5den (°C) 37,4+0,1 37,1 0,1 -
RT (°C) 37,0+£0,3 37,104 36,9+0,3
HW (mg) 975+29,1 1007 £22,0 961 +£24,5
LV/BW 1,65+0,52 1,77 £ 0,04 1,62 +£0,1
RV/BW 0,53 +0,24 0,55+0,02 0,48 £0,02
HW/BW 2,72 £ 0,81 2,82 +0,06 2,58 £ 0,05

Tabulka 4: Zdkladni parametry: télesna hmotnost (BW),; hmotnost hnédé tukové tkané (BAT); pomer BAT/BW;
rektalni teplota behem prvniho tydne (RT.yaen); rektalni teplota v pribéhu adaptace (RT); hmotnost celého srdce
(HW),; pomér hmotnosti levé komory srdecni ku hmotnosti téla (LV/BW), pomér hmotnosti pravé komory srdecni
ku hmotnosti tela (RV/BW) a pomér hmotnosti celého srdce ku hmotnosti téela (HW/BW) u dlouhodobé chladové
expozice: u chronické chladové expozice 5 tydmi (CL), 5 tydnii chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C).
Hodnoty predstavuji pritmérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); ***p <0,001 vs C; n=12.

V den experimentu byla primérna hmotnost zvifat 360 + 22 g (Obr. 15A). Hmotnost BAT byla
po 5-tydenni chladové expozici 594 + 54 mg, signifikantni zvySeni o 158 % oproti kontrolni
skupiné. U CLR pfetrvavala zvySend hmotnost BAT 543 + 98 mg, signifikantni zvySeni o
136 % oproti kontrolni skupiné (Obr. 15B). Béhem navozovani I/R poskozeni byly sledovany
hemodynamické parametry tepova frekvence a stfedni arterialni tlak (Tab. 5). Bylo zjiSténo
zvySeni tepové frekvence ve stabilizaci u CL skupiny

nepatrné  signifikantni

7 363 + 24 ldery/min na 399 + 29 udery/min, ostatni hemodynamické parametry byly beze

zmeny.
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Obrazek 15: Télesna hmotnost (BW, A); hmotnost hnédé tukové tkan¢ (W_BAT, B); pomér BAT/BW (C);
u chronické chladové expozice 5 tydnd (CL), 5 tydnd chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C). Hodnoty
predstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); ***p <0,001 vs C; #p <0,05 CL vs CLR;
n=12.

Experimentalni skupiny C CL CLR

Tepova frekvence (udery/min)

Stabilizace 363 +£24 399+ 29° 379 £29
Ischemie 370 £23 379 + 35 381 +42
Reperfuze 360 + 28 379 £ 29 379 £39

Stiredni arterialni tlak (mmHg)

Stabilizace 91+ 18 97 £22 96 £ 20
Ischemie 91+ 17 84 +£21 99 + 17
Reperfuze 88+ 14 89+ 19 97+ 10

Tabulka 5: Hemodynamické parametry: tepova frekvence a stredni arterialni tlak u chronické chladové expozice
Stydnui (CL), Stydnit chlad a 2tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C). Hodnoty predstavuji primérnou hodnotu
se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C; n=12.
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U kontrolni skupiny byla namétfena velikost I/R poskozeni 41 %. Velikost I/R poskozeni po
Stydnech chladové expozice (CL) byla 14 %, coz ptedstavuje signifikantni snizeni o 66 %
oproti kontrole. Po 2-tydenni regresi (CLR) efekt chladové expozice pietrvaval a rozsah I/R
poskozeni byl 24 % a pietrvavalo tedy signifikantni snizeni o 51 % oproti kontrole (Obr. 16A,
B). Velikost oblasti zasazené ischemii se mezi jednotlivymi skupinami neliSila, 48 % (Obr.

16C, D).
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Obrazek 16: Velikost I/R poskozeni, vyjadieno jako pomér velikosti infarktu (IS) a velikosti zasazené oblasti
ischemii (AR) (A, B); velikost zasazené oblasti levé komory srde¢ni ischemii (C, D), vyjadieno jako pomér AR
a velikosti levé komory (LV) u chronické chladové expozice 5 tydnti (CL), 5 tydna chlad a 2-tydenni regrese
(CLR) a u pfislusnych kontrol (C). Hodnoty ptedstavuji praimérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p

<0,05); ***p <0,001 vs C; **p <0,01 vs C; n=10.
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9.4 Pouziti selektivnich inhibitori pro zjisténi mechanismu kardioprotekce

9.4.1 Inhibitor Metoprolol tartrat

Ve ¢tvrté studii jsme se zaméiili na objasnéni mechanismu zodpovidajiciho za kardioprotekci
vyvolanou dlouhodobou chladovou expozici. Prvnim pouzitym selektivnim inhibitorem byl
metoprolol tartrat, inhibitor B1-ARs. Béhem chladové adaptace byla také sledovana télesna
hmotnost a po navozeni I/R poskozeni byla sledovana hmotnost BAT. Primérnd hmotnost
u kontrolnich potkant v den experimentu byla 423 £ 8 g, u CL 399 +5 g, uCLR 416 +9 g
a u potkant s inhibitorem: kontrola 425 £ 7 g, CL 398 + 6 g a CLR 426 = 5 g. B¢hem
navozovani I/R poskozeni byly sledovany hemodynamické parametry tepova frekvence
a stfedni arteridlni tlak (Tab. 6). V naméfenych hodnotach byly zjiStény nasledujici
signifikantni rozdily. Tepova frekvence byla ve vSech fazich I/R poskozeni po podéni inhibitoru
snizena vyjma reperfuzni faze u CLR, kde doSlo k zvySeni tepové frekvence z 283 + 10
uderl/min na 295 + 7 idert/min. Stiedni arterialni tlak byl také snizen po aplikaci inhibitoru
ve stabilizaci, a to u CL z80 £ 8 mmHg na 60 + 5 mmHg a u CLR z 93 + 7 mmHg
na 61 £ 3 mmHg. Stejn¢ tak byl snizen 1 vischemické fazi, u kontrolni skupiny
ze 77 £ 3 mmHg na 60 + 3 mmHg a u CLR z 95 + 7 mmHg na 65 + 2 mmHg. Regresni skupina
bez inhibitoru méla zvySeny stfedni arteridlni tlak v ischemické fazi 95 + 7 mmHg v porovnani
s kontrolni skupinou 77 = 3 mmHg. V reperfizni tazi I/R poSkozeni byl stfedni arterialni tlak
snizen po podani metoprololu pouze u CLR z 89 £ 6 mmHg na 61 + 3 mmHg. Namétfené
hodnoty stfedniho arteridlniho tlaku ukdzaly rozdil u skupiny CL bez inhibitoru mezi

stabilizacni (81 + 8 mmHg) a reperfuzni fazi (62 + 4 mmHg) (tab. 6).
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Experimentalni skupiny ) @)

CLr
CL
CLRr
CLR;

Tepova frekvence (udery/min)

Stabilizace 386 £11  338+8% 375+15 327+10% 387+9  305+6°
Ischemie 379+10 321+8" 365+14 307+10" 389+12 296+ 7"
Reperfuze 380+9  320+8" 360+15 311+11* 283+10 295+7*

Stredni arterialni tlak (mmHg)

Stabilizace 82+6 69 + 4 81+8 60 + 5% 93+ 7 61+ 3*
Ischemie 77 £3 60 + 3" 70+ 4 55+2 95+ 7" 65 + 2"
Reperflze 73+4 64 +4 62+4.  58+3 89+6"  61+3%

Tabulka 6: Hemodynamické parametry: tepova frekvence a stredni arterialni tlak po podani 50 mg/kg za den
inhibitoru metoprolol tartrat (I) a po podani fyziologického roztoku (F) u chronické chladové expozice 5 tydnii
(CL), 5 tydnii a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C). Hodnoty predstavuji prismérnou hodnotu se smérodatnou
odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs odpovidajici kontrolni skupina, #p <0,05 vs odpovidajici skupina

bez inhibitoru, t p <0,05 vs odpovidajici skupina ve stabilizaci; n=12.

Velikost I/R poskozeni po 5 tydnech chladové expozice (CL) byla 30 %. Po 2-tydenni regresi
(CLR) efekt chladové expozice pietrvaval a rozsah I/R poskozeni byl 23 % v obou chladovych
rezimech doslo tedy k signifikantnimu sniZeni, jelikoZ velikost I/R poskozeni u kontrolni
skupiny byla 56 %. Po podani inhibitoru metoprololu byla velikosti I/R poskozeni u kontrolni
skupiny 40 %, ostatni skupiny byly beze zmény 29 % u skupiny CL a 34 % u skupiny CLR
(Obr. 17A). Velikost oblasti zasazené ischemii se mezi jednotlivymi skupinami neliSila.

Pohybovala se v rozmezi 46-55 % (Obr. 17B).
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Obrazek 17: Velikost ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni po podani inhibitoru inhibitor 81 AR, metoprolol
tartrat (I) a po podani fyziologického roztoku (F; A); velikost zasazené oblasti levé komory srdecni ischemii (B)
u chronické chladové expozice 5 tydnti (CL); 5 tydnd a 2-tydenni regrese (CLR) a u piislusnych kontrol. Hodnoty
predstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (¥*p <0,05); ***p <0,001 vs C; #p <0,05 C

s inhibitorem vs C s fyziologickym roztokem; n=12.
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9.4.2 Inhibice B2-ARs (ICI 118,551 hydrochlorid)

Na zaklad¢ nalezti ve zménach aktivace protein kindzy B/Akt drahy kolegyné (Tibenska et al.,
2020) jsme stanovili rozsah infarktu po 1i.p. podéani inhibitoru B2-ARs (ICI 118,551
hydrochlorid). Primérna hmotnost u kontrolnich potkant v den experimentu byla 371 = 6 g,
uCL 355+10 g, uCLR 460 + 8 g a u potkant s inhibitorem: kontrola 377+ 6 g, CL 352+9 ¢
a CLR 433 + 7 g. Behem navozovani I/R poskozeni byly sledovany hemodynamické parametry
tepova frekvence a stiedni arterialni tlak (tab. 7) a nebyly zjistény zadné rozdily v namétenych

hodnotach mezi experimentalnimi skupinami.

CLr
CL
CLRr
CLR;

Experimentalni skupiny o) )

Tepova frekvence (uidery/min)

Stabilizace 3746  380+9 369+15 368+6 374+£9 35949
Ischemie 363£6  369+8 350+15 354+£10 369+12 344+8
Reperfuze 3597 3666 34615 35711 361+10 343+8

Stredni arterialni tlak (mmHg)

Stabilizace 82+8 75+8 787 71+7 80+6 72+7
Ischemie 777 65+5 66 +4 65+4 71£6 65«5
Reperfuze 71+5 58+4 59+4 65+5 67+£4 60+4

Tabulka 7: Hemodynamické parametry: tepova frekvence a stiedni arterialni tlak po podani 1 mg/kg inhibitoru
ICI 118,551 (1) a po podani fyziologickeho roztoku (F) u chronické chladové expozice 5 tydnii (CL), 5 tydnii chlad
a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C). Hodnoty predstavuji stredovou hodnotu se smérodatnou odchylkou
(*p <0,05); n=12.
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Podani inhibitoru 82-ARs ICI 118,551 ukazalo zajimavé vysledky (Obr. 18). Potvrdili jsme,
jak snizeni velikost infarktu z 50 % na 25 % u skupiny CL, tak pfetrvavajici efekt chladové
expozice u skupiny CLR, kde velikost infarktu byla 30 %. Podani 1 mg/kg ICI118,551
u kontrolnich potkani a u CL skupiny nevyvolalo Zzadné signifikantni zmény.
K signifikantnimu rozdilu ve velikosti I/R poskozeni doslo u skupiny CLR, kdy po podéani
inhibitoru se velikost infarktu zvysila ze 30 % na 48 %, coz predstavuje nariist o 60 %
(Obr. 18A). Velikost oblasti zasazené ischemii se mezi jednotlivymi skupinami neliSila.

Pohybovala se v rozmezi 47-52 % (Obr. 18B).
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Obrazek 18: Velikost ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni, vyjadieno jako pomér velikosti infarktu (IS) a
velikosti zasazené oblasti ischemii (AR), po podani inhibitoru ICI 118,551 hydrochlorid (1mg/kg, I), po podani
fyziologického roztoku (F, A) a velikost zasazené oblasti levé komory srde¢ni ischemii (B), vyjadieno jako pomér
AR a velikosti levé komory (LV), u chronické chladové expozice 5 tydnd (CL), 5 tydnt chlad a 2-tydenni regrese
(CLR) a u kontroly (C). Hodnoty piedstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); **p
<0,001 vs C; *p <0,05 vs C; *p <0,05 CLR s inhibitorem vs CLR s fyziologickym roztokem; fp <0,001 C s

inhibitorem vs CL s inhibitorem; n= 12.
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10 Diskuze

Tato disertacni prace je dokoncena 5 let poté, co byly poprvé publikovany prvni klicové
vysledky této prace dokladajici, ze chronicka aklimace na mirny chlad (8 = 1 °C) snizuje
velikost infarktu bez vedlejSich negativnich ucinkli (publikovany abstrakt konference
Amsterodam ISHR; IMCC, 2018) a publikace druhého souboru klicovych vysledki tykajici se
akutni expozice byla publikovana v roce podani této prace (Marvanova et al. 2023). Tento
prvotni nalez stimuloval velké usili k pochopeni mechanismu kardioprotektivniho uc¢inku
MCA, které je soucasti disertacni prace Veroniky Tibenské a dvou spole¢nych publikovanych
clankt (Tibenska et al., 2020, 2021), jejichz fyziologicka ¢ast je soucasti predkladané disertacni
prace. Tato disertacni prace dale pfinasi dilezité origindlni nélezy, které odpovidaji na otazky,
jaka je nejkratsi doba expozice mirnému chladu, kterd vyvolava kardioprotektivni ucinek a jak
probihd rand faze aklimace u tohoto modelu. Ukazali jsme, ze mirny chlad stimuluje
kardioprotektivni signalni drahy (snizuje velikost infarktu) jiz po 3 dnech aklimace, aniz by byl
maturovany hnédy tuk a dale, Ze hnédy tuk za téchto podminek dozrava a vyznamné proliferuje
az v 10 dnech aklimace (Marvanova et al., 2023). Maturace hnédé tukové tkan¢ v 10 dnech,
byla prokdzana i pomoci klasického méfeni intenzity metabolismu stimulované infuzi
noradrenalinu pomoci nepfimé kalorimetrie. Analyza signalnich drah ukazuje, ze mechanismus

kardioprotekce po 3 a 10 dnech chladové expozice se lisi (Marvanova et al. 2023).

Setkavame se s Castym dotazem, pro¢ nazyvame nasi aklimaci na chlad mirnou, kdyz teplota
8 °C, je pomérné velmi nizka. K tomu je potieba dodat, Ze zvifata jsou aklimovana ve dvojicich,
mohou se zahfivat a maji téz dostatek podestylky, coz diive nebylo zvykem u obdobnych
experimenti a zvifata byla chovdna individualné a bez podestylky z divodu
reprodukovatelnosti vysledkti (Dronjak et al., 2004; Tibenska et al., 2020). Individualni chov
a absence podestylky je zdrojem negativniho aditivniho socialniho a enviromentalniho stresu
(Dronjak et al., 2004; Frisbee et al., 2015; Westenbroek et al., 2004). Dal§im divodem,
pro¢ nazyvame na$ rezim mirny je, ze teplota je nastaven pod prahem tfesové termogeneze
u potkana, kterou ustanovil Lemo et al. na hodnot¢ 7 °C (Lemo et al., 2020). Prah byl stanoven

v v

zde bude jesté o néco vyse.

Vystaveni chladnému prostfedi piedstavuje jistou stresovou zatéZ organismu, kterd ma
specificky charakter. Abychom zhodnotili a nasledné vyloucili nepiiméfeny energeticky vydej

a stres zvirat, méfili jsme hmotnost téla zvifat po celou dobu experimenti. Hmotnost
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aklimovanych zvifat rostla stejn¢ jako u kontrolni skupiny, coz potvrzuje, ze model je
pfiméteny a fyziologicky. Dalsi otazkou, kterou jsme si kladli bylo, zda ndmi zvoleny model,
respektive ndmi zvolené teploty, jsou dostate¢né k dosazeni adaptovaného fenotypu zvitat
vyvolavajici kardioprotekci. Proto jsme sledovali hmotnost BAT a zmény morfologie
v prub¢hu aklimace, byla pozorovana mitochondridlni biogeneze od 1. dne expozice, avSak
signifikantni nardst hmotnosti byl zjistén az po 10 dnech expozice mirnému chladu. Hmotnost
BAT odréazi pribéh a kvalitu adaptivni odpovédi téla u potkanti. V tomto ohledu je potieba
zminit, Ze jsme v této praci pouzili potkany ze dvou chovnych jader. Prvni skupinu tvoii samci
kmene Wistar z chovného jadra FGU AV CR. Tito jedinci byli pouziti v prvni studii této prace,
ktera je zaméfena na stanoveni metabolického profilu chladové exponovanych potkanti. Byla
to zvifata, kterd rychle nabyvala hmotnosti (Obr. 19), vyznamné rychleji nez potkani
z chovného jadra Velaz s.r.o.; a byli proto vyuziti pro zodpovézeni otazky, zda lze zvitata

s vysokou hmotnosti adaptovat a jaky vliv ma chlad na jejich metabolismus.

Priibéhovy hmotnostni graf FGU AV CR vs Velaz s.r.0.
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Obrazek 19: Srovnavaci pribehovy hmotnostni graf u chronické chladové expozice 5 tydnt (CL), u 5 tydnt
chladu a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C) z chovného jadra FGU AV CR; n= 8; vs z chovné jadro Velaz

S.r.0.; n= 24,

Na postupném nartistu BAT v podminkach mirného chladového modelu bylo zjiSténo, ze mezi
0. a 10. dnem chladové expozice (10D) bylo dosazeno nejvyraznéjsiho nartstu velikosti BAT
1054 £ 122 mg (FGU) a 396 + 71 mg (Velaz s.r.0.). Kolokalizace UCP s mitochondriemi byla

signifikantné zvySena jiz po 1 dni expozice chladu, avSak funk¢ni aktivita na urovni UCP-
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zavislé respirace se objevila az v 10 dnech, coz svédci o maturaci (Obr. 20) (Marvanova et al.,

2023).
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Obrazek 20: Reprezentativni obrazek mitochondrii v BAT (Cervena barva, anti-OXPHOS Abs) a odptahujiciho
proteinu UCP1 (zelena barva), modra barva oznacuje barveni jader pomoci DAPI v pribéhu expozice chladu 1
az 10 dni (1D, 3D, 10D). Tteti sloupec ukazuje kolokalizaci UCP1 s OXPHOS (zlutooranzova barva), ¢ernobilé
obrazky ukazuji odpovidajici kolokalizaci pixelt (Mander’s M2 korelujici koenficient) kvantifikované v grafu A,
B; (n=5). UCP-zavisla respirace izolovanych mitochondrii, C; (n=5-6). (Marvanova et al. 2023); doi:

10.1038/s41598-023-44205-4.

Z naSich vysledki 1ze tedy usuzovat, Ze 10. den chladové expozice je dulezitym bodem mezi
kratkodobou expozici a chronickou/dlouhodobou expozici. Dale ze ziskanych hodnot vyplyva,
ze mezi 10. dnem a 5. tydnem chronické chladové expozice (CL) jiz nedochazi k tak rychlému
nariistu velikosti BAT a jeho hmotnost stoupla pouze o 10 % (FGU AV potkani) a o 33 %
(potkani z Velaz s.r.o). Toto zjisténi bylo potvrzeno u obou dodavatelskych skupin.
Hmotnostni ndlezy BAT byly podpofeny experimentem zaméfenym na odpovéd’ stimulaci
noradrenalinem netfesovou termogenezi, kdy maximalni odpovédi bylo dosazeno po 10 dnech
chladové expozice a po 5 tydnech tento efekt pretrvaval, avSak odpovéd’ netfesové termogeneze
nebyla jiz tak vysokd jako u skupiny 10D (Obr. 10). U lidi, kteti byli vystaveni chladnému
vzduchu 15-16 °C po dobu 10 dni, byla zjiSténa zvySend aktivita BAT a také zvySena aktivita

netfesové termogeneze (van der Lans et al., 2013). Stejného zjiSténi bylo dosazeno u obéznich
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jedinct za stejnych podminek chladové expozice (Hanssen et al., 2016). Lidé, kteti byli
vystaveni chladné vodé (14°C) 1 hodinu denn¢, méli zvySenou aktivitu netfesové termogeneze
jiz sedmy den otuzovani (Gordon et al., 2019). Po 4-tydennim otuzovani (10 °C, 2 h denn¢)
doslo ke zvySeni objemu BAT o 45 % a oxidativni metabolismus byl zvySen o 182 % (Blondin
et al., 2017). Z dostupné literatury Ize usuzovat, Ze zvysena aktivita netfesové termogeneze je
zavisla na zvoleném modelu chladové expozice, zda jsou jedinci vystaveni chladnému vzduchu
¢i chladné vodé¢ a také na mnozstvi podkozniho tuku, coz dokldda Smith (Smith and Hanna,
1975). U otuzilct byla také sledovana rychlost metabolismu po podani infuze adrenalinu (0,1
ug min’! kg!), izoprenalinu a noradrenalinu (0,45 pg min! kg™). Bylo prokazano, Ze rychlost
metabolismu otuzilcti se zvysila po podani adrenalinu o0 45 % v porovnani s hladinou bazalniho
metabolismu, zatimco u kontrol vzrostla pouze o 24 %. Podani izoprenalinu a noradrenalinu
mélo na otuzilce stejny vliv jako na kontrolni skupinu. Tento ndlez vedl ke zjisténi,
7e po exogennim podani adrenalinu dochazi k termogenezi na svalové urovni a v bilém tuku,
coz zajistuje kratkodobé preziti i v prostedi o teploté okolo 5 °C (Lesna et al., 1999; Simonsen
et al., 1992). Je tieba poznamenat, ze v dob¢, kdy byly experimenty provedeny, nebylo znamo,
7e u ¢lovéka se aktivuje hnéda (bézova) tukova tkan, coz bylo zjisténo az v roce 2013 (van der

Lans et al., 2013).

Co se tykd metabolismu glukozy a chladu, je znamo, Ze na pocatku chladové expozice
se spotieba glukozy zvySuje v disledku tfesové termogeneze a je to mozna jeden z divodi,
pro¢ neexistuji prace, které by se zamcfily na glukozovy tolerancni test v dlouhodobém
casovém horizontu. V ramci sledovani metabolického profilu jsme se tedy zaméfili
na stanoveni hladiny glukézy v krvi prostiednictvim glukézového toleranéniho testu.
Nami provedeny glukézovy tolerancni test prokazal maximalni zvySenou hladinu glukézy
v krvi u skupiny, ktera byla exponovana chladu 3 dny (3D) a to ve 20 min od podani glukozy.
Ostatni skupiny exponované chladu se od kontroly neliSily. V pocatcich testu tedy byl
pozorovan zhorSeny metabolismus glukozy, jelikoZ ve 3D by mohlo télo preferovat jako zdroj
energie mastné kyseliny oproti glukéze, ale srovnani hladiny glukézy ve 120. min napfic¢
skupinami je stejny a zaroven ve 3D bylo zjiS§téno snizené mnozstvi triacylglycerolu v séru.
Publikované zdroje se zameétuji pievazné na kratkodobou chladovou expozici v rozmezi
nékolika dni, ¢i na intermitentni chladovy model. Na intermitentnim mys$im modelu (4 °C, 7
a 14 tydnt) sledovali Wang a spol. také hladinu glukézy v krvi po i.p. podani dextrozy (2 g/kg)
v Casovém useku 0, 30, 60, 90 a 120 min. Po 14 tydnech doslo ke zlepSeni glukdzové tolerance

u intermitentni skupiny, zatimco po 7 tydnech nebyl rozdil mezi intermitentni skupinou
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a kontrolou pozorovan. U obou skupin hladina gluk6zy v krvi dosahla svého maxima v 30 min
Wang a spol., (2015b). Literatura se predevs§im zaobira vlivem chladu na gluk6zovou toleranci
u obéznich jedinct. U obéznich dobrovolnikt, ktefi byli vystaveni chladné vodé¢ (10 °C, 1 h)
a byl jim proveden 3 hod ordlni gluk6ézovy toleran¢ni test (75 g gluk6zy/200 ml vody),
nebylo prokazano zlepseni (Sellers et al., 2021). AvSak prace na zvifecich modelech ukazuji na
zvySenou hladinu gluk6zy v krvi vrozmezi mezi 20 a 30 min od ip. podani glukédzy.
Mysim vystavenym studené vodé¢ (7 tydnid, 1 hod/den) byl podan 10% roztok glukdzy.
Maximalni hladina glukozy v krvi ve 30 min byla zjisténa jak u mysi, které byly vystaveny
pouze studené vod¢, tak 1 u mysi, které mely kombinaci chladné vody s dietou s vysokym
obsahem tuku (Zhu et al., 2018). Dalsi prace kombinovala cviceni a akutni vystaveni chladu
(4 °C, 48 hod) ukazala maximalni tendenci ke zvyseni hladiny gluk6zy v krvi béhem prvnich

20 min po podani D-glukdzy (2 g/kg) (Knuth et al., 2018).

Nedilnou souc¢asti metabolického profilu vtéto praci byl screening krevniho obrazu
a biochemické analyza séra ve spolupraci s veterinarni laboratoti Freston s.r.o. tlustych potkanii
z FGU. Stanoveni krevniho obrazu u kratkodobé adaptace opét ukazala vyznamné zmény ve
skupiné 10D. V této experimentalni skupiné byl zjistén pokles v poctu lymfocytid, v poctu
cervenych krvinek a v hladin€¢ hemoglobinu, avsak MCHC prim. obsah hemoglobinu vzrostl.
Naopak bylo prokazano zvyseni objemu erytrocytl, v prumémém obsahu hemoglobinu
v erytrocytech a v distribu¢ni §ifi erytrocytd. U skupiny 3D byl zjistén také pokles poctu
lymfocytl a mirny pokles v poctu erytrocyti, avSak jako jedina skupina vykéazala nartst v poctu
granulocytii. V dlouhodobé chladové expozici byly zaznamenany vyznamné zmény pouze
u skupiny CLR. Navrat do termoneutralni teploty (24 £ 1 °C) zpisobil snizeni primérného
objemu erytrocytli a primérného obsahu hemoglobinu v erytrocytech. Vyznamny nalez je,
Ze napiic¢ vSemi experimentalnimi skupinami se pocet krevnich desticek oproti kontrole sniZil.
Biochemicka analyza krevniho séra prokazala zmény pouze u skupiny CLR, a to v hlading
kyseliny mocové, kterd byla zvySend. Hladina kyseliny mocové v krvi byla sledovana pouze
v jediné publikaci, kdy krev byla otuzilcim odebrana hodinu pfed ponofenim do ledové vody
(2 °C, 5 min) a hodinu po otuzovani. Bylo zji§téno, Ze koncentrace kyseliny mocové v plazmé
klesa po chladovém stimulu. Siems a spol. vyslovili hypotézu, ze tento pokles je zptisoben

spotfebou kyseliny mocové pro eliminaci ROS (Siems et al., 1994).

Hladina cholesterolu a triacylglycerolit byla u vSech skupin beze zmén. Hematologické

a biochemické parametry byly sledovany také u otuzilcti. Otuzilci byli vystaveni
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intermitentnimu chladu, zatimco na$ rezim je kontinudlni. V roce 2019 bylo po sezonnim
otuzovani zen i muzu (fijen az duben) prokdzano, ze se zvysSuje pocet Cervenych krvinek,
hladina hemoglobinu, MCHC, MCH a dochézi ke snizeni poc¢tu krevnich desti¢ek (Checinska-
Maciejewska et al., 2019), coz jsou opacné vysledky nez u nas a je potieba zdlraznit, Ze tyto
vysledky byly ziskany na potkanech z chovii FGU AV s rychle ptibyvajici hmotnosti, kde byla
pozd¢ji zjisténa infekce mykoplasmou a proto data nebyla publikovana. NA potkanech
z Velazu po mirném chronickém chladu nebyly zjistény rozdily v krevnim obrazu (vysledky
Iveta Nedvédovd). Nicméné, ndlezy snizené imunitni odpovédi u infikovanych potkant
adaptovanych na chlad poslouzily jako inspirace pro analyzu cytokini a chemokinl v pribéhu
aklimace, ktera odhalila antiinflama¢ni-imunosupresivni vliv mirného chladu (Marvanova et al.
2023) a tyto vysledky byly podkladem pro dalsi Setfeni imunitni odpovédi v chladu v kombinaci
s podanim lipopolysacharidu (Daniel VaSek et al. Submitted).

Snizeni objemu plazmy po vystaveni chladu je Castym jevem vzhledem ke zvySeni diurézy
v chladném prostiedi (Vogelaere et al., 1992). Lombardi et al. ukazal zvySeny pocet vSech
krevnich elementi (Cervené, bilé krvinky a krevni desticky), zvySeni relativniho Ccisla
granulocytti, lymfocytl a neutrofilii bylo zjisténo pti otuzovani v 6 °C (10 min), aniz by doslo
ke zméné v objemu plazmy (Lombardi et al., 2011). Pokud se mladi muzi vystavovali studené
vodeé (0 °C, 120 min) meli zvySeny pocet cervenych krvinek, hladinu hemoglobinu i hematokrit,
ale objem plazmy byl snizen (Vogelaere et al., 1990). Po Sesti mésicich sezonniho otuzovani
bylo zjiSténo, ze ptetrvava zvySeni MCH a MCHC, zatimco pocet erytrocyti a hladina
hematokritu klesd pod bazéalni uroven (Telegtow et al., 2015). Na otuzilcich bylo takeé
prokézano, ze dochédzi béhem vystaveni chladné vodé (8 °C) ke sniZeni vodivosti krve,

kterd pak pfetrvava 30 min po otuZovani (Gregson et al., 2011; Mawhinney et al., 2013).

Dtlezitym faktorem ve zménach krevnich parametr jsou sezonni vlivy. V roce 2013 byla
publikovana prace, ktera se zameétila na sbér dat tykajicich se faktorti negativné ovliviiyjicich
kardiovaskularni systém. Bylo zjiSténo, ze hladina celkového cholesterolu byla v pribéhu let
1979-2008 nejvyssi v fijnu, HDL cholesterol v lednu a hladina triacylglyceroli méla své
maximum v zaii a fijnu (Hopstock et al., 2013). V praci zaméfené na rozdil
v hemodynamickych parametrech mezi Zenami a muzi bylo zjiSténo, Ze v fijnu maji Zeny
snizenou koncentraci triacylglycerold, pomér ApoB/ApoA a zvySeny HDL cholesterol vice nez
muzi. Stejny trend byl zjistén v lednu u poméru ApoB/ApoA a HDL cholesterolu, zatimco

v dubnu byl tento trend opét 1 u triacylglycerolt (Checinska-Maciejewska et al., 2017).
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Dalsim cilem prace bylo posoudit vliv mirného chladu na odolnost srdce k ischemii
a na odpovéd’ kardiovaskularniho systému. V prvni fad¢ jsme monitorovali rektalni teplotu
v pribéhu celé chladové expozice. Sledovani rektalni teploty bylo velice dalezité, aby bylo
mozné vyloucit podchlazeni potkant jako pficinu kardioprotektivniho efektu. Soucasné jsme
se zam¢fili na sledovani srde¢nich a hemodynamickych parametra (tepovou frekvenci a stfedni
arterialni tlak). Z literatury vyplyva, ze expozice -5 °C negativné ovlivituje hemodynamické
parametry (Li et al., 2009; Sramek et al., 2000), dale je spojovano s rozvojem hypertenze (Kim
et al., 2003; Sun et al., 1997, 2003) a u dlouhodobé chladové expozice za drsnéjsich teplotnich
podminek (4 °C, 4 tydny) byla prokazana srde¢ni hypertrofie (Lu and Xu, 2013). Naméfené
hodnoty prokézaly, ze nami zvoleny model mirného chladu neovliviiuje rektalni teplotu.
Rektalni teplota zvifat exponovanych chladu se od kontrolni skupiny nelisila, pohybovala se
v rozmezi 36,7 + 0,27 °C - 37,1 + 0,4 °C. Na lidském modelu byl také sledovan vliv chladové
expozice, ale jedinci byli vystaveni akutné chladné vodé (8 °C, 10 min), ktera jak jsme jiz
zminili, ma vysokou tepelnou vodivost a kapacitu, ¢imz télo ztraci rychle teplo. To vysvétluje,
proc u téchto experimentti dochazi ke snizeni rektalni teploty. Muzi vystaveni po dobu 10 min
chladné vodé (8 °C) méli snizenou rektélni teplotu na stejnou hodnotu jako muzi vystaveni vodé
24 °C (Mawhinney et al., 2013). I dal§i prace na dvandcti aktivnich muzich prokazala,
ze dochézi ke snizovani rektélni teploty po akutnim vystaveni 4 min 8 °C (Costello et al., 2012).
Sramek a spol. se zaméfili na otuzovani v riznych teplotach (32 °C, 20 °C a 14 °C) a jejich
vlivu na organismus. Bylo zji§téno, ze teplota 32 °C nema vliv na rektalni teplotu ani na rychlost
metabolismu, ale dochéazi ke sniZeni tepové frekvence o 15 % a ke sniZeni systolického
a diastolického krevniho tlaku o 12 %. Vystaveni 20 °C snizilo rektélni teplotu, zvysilo rychlost
metabolismu o 93 %, ale tepova frekvence a arteridlni krevni tlak byly na urovni skupiny
v termoneutralni oblasti (Sramek et al., 2000). Posledni sledovanou skupinou byli jedinci
vystaveni vodé€ (14 °C), u kterych doslo ke sniZeni rektalni teploty, avSak doslo ke zvySeni
rychlosti metabolismu o 350 %, tepova frekvence byla zvySena o 5 %, systolicky krevni tlak
byl zvySen o 7 % a diastolicky krevni tlak byl zvySen o 8 %. Prace porovnavajici ¢asy 5, 10
a 20 min po ponoteni v chladné vodé (14 °C) prokazala, Ze v 5. min doslo k nejvyraznéjsimu
sniZeni rektalni teploty (Peiffer et al., 2009). Na intermitentnim modelu (14 °C) bylo prokazéno,
ze jedinci, ktefi byli vystaveni rychle chladu, méli dfive sniZzeny set point na teplotu 35,5 °C
nez jedinci, ktefi byli vystaveni chladu pomaleji (Brazaitis et al., 2014). Jedinci, ktefi byli
vystaveni ledové tfisti, méli stabilni tepovou frekvenci (72 udery/min) a stfedni arteridlni tlak
(106 mmHg) béhem prvnich 30 min otuzovani. Béhem zbyvajicich 58 min tepova frekvence

i sttedni arteridlni tlak dosdhly svého maxima (101 udert/min; 115 mmHg) (Bongers et al.,
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2019). Intermitentni vystavovani muzi chladnému vzduchu (2 h, 10 °C) po dobu 11 dni
prokézalo snizeni rektalni teploty o 0,5 °C po 120 min chladové expozice. Déle bylo zjisténo
snizeni tepové frekvence z 78 £ 6 tdery/min na 64 + 4 tdery/min ve 120. min. Systolicky krevni
tlak se zacal signifikantné zvySovat v nultém dni chladové expozice, konkrétné jiz po 5 min
setrvani v chladu. V 60. min systolicky tlak dosahl svého maxima 137 + 4 mmHg.
Bylo zaznamenano i snizeni zvyseného systolického krevniho tlaku, a to 4. a 6. den chladové
expozice, zatimco diastolicky krevni tlak se signifikantné¢ zvysil az na konci chladové
intermitentni expozice (Leppéluoto et al., 2001). Prace sledujici odpovéd’ mladého organismu
(v€k 19-31 let) na akutni vystaveni chladnému vzduchu (2 h, 6 °C) prokazala, Ze u téchto
dobrovolniku dochédzelo k postupnému zvySovani stiedniho arteridlniho tlaku, ale svého
vyznamného rozdilu dosdhla az na samém konci experimentu (Bekenes et al., 2004b).
Akutni vystaveni samct Wistar chladnému vzduchu (11 °C) nemélo vliv na tepovou frekvenci,
ale doslo ke zvySeni hodnoty systolického krevniho tlaku (Luo et al., 2012). N¢které pracovni
skupiny poukédzaly na zmény hmotnosti srdecnich komor vyvolané chladovou expozici
potkanti. Jedna se o dlouhodobou chladovou expozici v rozmezi tydnt, zvolena teplota byla
v téchto experimentech 4-5 °C. Byla u nich prokézana hypertrofie levé srde¢ni komory
(Freegly et al., 1991; Tsibulnikov et al., 2019). Na modelu potkana bylo prokéazano,
ze vystaveni chladnému prostfedi po dobu 40 dnid (9 °C) nevyvolalo hypertenzi,
avSak po sniZzeni teploty na 5 °C doslo k hypertenzi, rozvoji zvySujiciho se systolického,
diastolického 1 stfedniho krevniho tlaku a také hypertrofii levé komory srde¢ni (Shechtman et
al., 1990). Je tedy ziejmé, ze bude existovat prahova hodnota pro vznik hypertenze. Vliv chladu
v rozpéti nékolika dni na hmotnost srdecnich komor nebyl doposud publikovan. Nami zvoleny
model mirného chladu neovlivnil tepovou frekvenci ani stfedni arterialni tlak v pocatcich
chladové expozice. Po péti tydnech chladové expozice byla mirn€ zvysSena tepova frekvence
uskupiny CL o 10 % od kontrolni skupiny. Po néavratu do termoneutralniho prostiedi
se hodnota tepové frekvence vratila na uUroven kontroly. Stfedni arteridlni tlak nebyl
v dlouhodobém horizontu chladové expozice ovlivnén. Stejné tak mirny chlad nevyvolal zmény
ve sledovanych hmotnostnich parametrech srdce. Z dosazenych vysledki 1ze tedy usuzovat,
ze nami zvoleny model mirného chladu nevyvolal hypertenzi a srde¢ni hypertrofii v pocéatcich
chladové expozice ani v dlouhodobém c¢asovém horizontu. Dochazi k eliminaci vzniku
hlavnich rizikovych faktori, které podporuji vznik kardiovaskularnich onemocnéni (Jackson et

al., 2005).
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V této praci piinaSime prvni informace o vlivu mirného chladu na velikost I/R poSkozeni
myokardu v ¢asné fazi aklimace (1D, 3D a 10D), a po dlouhodobé (CL) kde byl také sledovan
pretrvavajici efekt chladové expozice (po 2 tydnech, CLR). Ukdzali jsme, Ze jiz po tiech dnech
doslo k vyznamnému snizeni ve velikosti I/R poskozeni o 35 % proti kontrole. U 10D se snizila
velikost infarktu oproti kontrole o 27 %. Chronicky chlad tento kardioprotektivni efekt
prohloubil a po péti tydnech chladové expozice doslo k razantnéjSimu snizeni ve velikosti I/R
poskozeni oproti kontrole, a 0 to 0 66 %. Po navratu do termoneutralniho prostredi (24 °C)
kardioprotektivni efekt pretrvaval a skupina CLR méla velikosti I/R poskozeni také
signifikantné sniZzenou oproti kontrole, a to o 51 %. U vSech experimentalnich skupin velikost
oblasti zasazené ischemii se neliSila a pohybovala se v rozmezi 45-48 %. Soucasna literatura
se doposud nezmiiluje o kratkodobém kontinualnim vystaveni chladnému prostiedi.
Akutni chlad je pouze prezentovdn ve smyslu vystaveni organismu tepelnému Soku
ve spojitosti s vys§im rizikem ¢i vyskytem infarktu myokardu (Bhaskaran et al., 2009),
zatimco chronicky chlad byl studovan na kontinualnich nebo na intermitentnich modelech
(Tsibulnikov et al., 2019). Préce, ktera se zaméftila na vliv kontinudlniho chladu (4 °C, 4 tydny)
na velikost I/R poskozeni byla publikovdna v roce 2016 skupinou Tsibulnikova (Tsibulnikov
et al,, 2016). Nami zjiSténé vysledky byly prezentovany v souboru abstrakti konference
Amsterodam ISHR; JMCC, 2018. Rusti kolegové posléze publikovali praci, kterd se zamétila
jak na kontinualni chlad (4 °C, 4 tydny), tak i na intermitentni modely 8 hod/denné nebo
1,5 hod/denné (4 °C, 4 tydny). Na animalnim modelu bylo provedeno I/R poSkozeni s ischemii
45 min nésledovanou 2 hod reperfuzi. Bylo zjisténo, Ze kontinudlni chladova expozice sniZila
velikost I/R poskozeni, zatimco ani jeden intermitentni model nemé¢l na velikost I/R poSkozeni
vliv (Tsibulnikov et al., 2019). Z dostupné literatury mizeme fici, Zze doposud neexistuji jiné
pracovni skupiny, které by experimentalni chirurgii studovali vliv chladové expozice a jeji
pretrvavajici efekt na velikost I/R poSkozeni. Stejné tak vyzkum tykajici se kardioprotektivnich
mechanismi vyvolanych chladem je teprve na svém pocatku. Lze vSak usuzovat, ze diky jiz
zjisténym beneficnim G¢inkiim chladové expozice na kardiovaskularni systém, se vystaveni
chladu zatadi mezi dal$i kardioprotektivni intervence, jako je napt. hypoxie, kaloricka restrikce
¢i fyzickd zatéz (viz nize). Velmi pirekvapujici je zjisténi, Ze doposud studované
kardioprotektivni intervence zamétené na velikost I/R poskozeni nedosahuji takovych vysledki
jako je nami zvoleny chronicky model mirné chladové expozice. Nami zvolené podminky
mirné chronické chladové expozice v porovnani s dal§imi kardioprotektivnimi modely
prokédzaly vyznamné vétsi snizeni velikosti I/R poskozeni ve srovnani s vySe zminénymi

protektivnimi rezimy. Bylo prokdzano, Ze intermitentni hypoxie (7000 m, 8 h/den, 24-30
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expozic) snizuje velikost I/R poSkozeni o 16 % (Neckar et al., 2002) proti nasSim naleziim,
kdy I/R poskozeni bylo snizeno o 66 % u skupiny CL a 0 51 % u skupiny CLR (Tibenska et al.,
2020). Stejné tak byl prokazan benefi¢ni tcinek na velikost I/R poskozeni na modelu chronické
hypoxie (12% O2) (Alanova et al., 2017). Vystaveni kontinualni chronické normobarické
hypoxii prokazalo snizeni velikosti I/R poskozeni o 21 %. Stejnych vysledki bylo dosazeno pii
intermitentni normobarické hypoxii (8 h/den), velikost I/R poskozeni byla snizena o 27 %
(Kasparova et al., 2015b). Ani dostupnd literatura tykajici se kalorické restrikce ¢i cviceni
neprokazuje takové vysledky jako byly dosazeny na nami zvoleném modelu. Kaloricka
restrikce na myS$im modelu prokézala snizeni velikosti I/R poSkozeni o 8 % (Noyan et al., 2015).
Také intermitentni hladovéni prokéazalo signifikantni snizeni velikosti I/R poSkozeni o 30 % na
potkanim modelu (Ahmet et al., 2005a). V neposledni fad¢ jsou znamy blahodarné uc¢inky
cvi¢eni na srdce. Potkani, ktefi plavali hodinu denné ve 35 - 37 °C po dobu 5 tydnd, méli
snizenou velikost I/R poskozeni o 30 % ve srovnani s kontrolni skupinou (McElroy et al., 1978).
V roce 2003 byla publikovana prace, kterd prokazala, ze 20-tydenni cviceni snizuje velikost I/R

poskozeni, a to o 8 % (Brown et al., 2003b).

Na zaklad¢ vysledkl proteinové analyzy levych srde¢nich komor po chronické chladové
expozici kolegyné Veroniky Tibenské (Tibenska et al., 2020), jsme se zaméfili na ovéteni jejich
nalezli u dlouhodobé chladové expozici. Veronika Tibenska zjistila, Ze chronicka chladova
expozice zvysSuje mnozstvi B2-ARs a B3-ARs v hrubé membranové frakci, zatimco mirnd
chladova expozice méla desenzitizujici vliv na B1-AR signalni drdhu. Bylo zjiSténo,
ze se mnozstvi B2-AR v membranové frakci zvySuje o 46 % u CL skupiny a zvySeni o 30 %
pretrvava u CLR skupiny. MnoZstvi 33-ARs se signifikantné zvysilo o 30 % u CL skupiny
a 052 % u CLR skupiny. Z dostupné literatury je zndmo, Ze béhem infarktu myokardu jsou B1-
AR spojovany se srdecni hypertrofii, remodelaci komor a apoptézou (Bernstein et al., 2005;
Communal et al., 1999; Zhu et al., 2001). Bylo prokazano, ze 32-ARs v ischemickém srdci
tlumi srdecni remodelaci a zvySuje kontraktilni funkci (Ahmet et al., 2005b; Patterson et al.,
2004; Tsuneyoshi et al., 2005), jsou spojovany s antiapoptickym vlivem v kardiomyocytech
(Chesley et al., 2000b; Zaugg et al., 2000; Zhu et al., 2001), a moduluji cévni reaktivitu
areguluji krevni tlak (Masuo, 2010). Za pouzZiti selektivnich B1-AR a B2-AR betablokatorti
(Metoprolol tartrat a ICI 118, 551 hydrochlorid) jsme zacilili na potvrzeni ¢i vyvraceni ulohy

téchto receptorti v mechanismu kardioprotektivniho efektu dlouhodobého mirného chladu.
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Aplikace betablokatoru Metoprolol tartrat (50 mg/kg i.p.) ovlivnila tepovou frekvenci i stiedni
arterialni tlak. Tepova frekvence byla ve vSech fazich I/R poskozeni po podani inhibitoru
signifikantn¢ snizena kromé reperfizni faze u skupiny CLR, kde doslo k zvySeni tepové
frekvence o 12 uderti/min. U skupiny CLR bez inhibitoru doslo k zvySeni stfedniho arterialniho
tlaku v ischemické i1 v reperfuzni fazi. Po podani Metoprololu doslo ke sniZeni stfedniho
arteridlniho tlaku u CL skupiny o 20 mmHg a u skupiny CLR o 32 mmHg. Déle stfedni
arterialni tlak byl snizen 1 v ischemické fazi u kontrolni skupiny o 17 mmHg a u skupiny CLR
o 30 mmHg. Skupina CLR s podanym inhibitorem m¢la sniZzeny stfedni arterialni tlak
1 v reperfuzni fazi o 28 mmHg. Byl také zjistén rozdil u skupiny CL bez inhibitoru mezi
stabilizaci a reperfizni fazi o 22 mmHg. Vysledky na mirném chladovém modelu bez inhibitoru
potvrdily kardioprotektivni efekt. U skupiny CL byla velikost I/R poskozeni 30 % a u skupiny
CLR 23 %. Podani betablokatoru Metoprololu mélo vliv pouze na kontrolni skupinu. Po podéani
inhibitoru doslo u kontrolni skupiny k signifikantnimu sniZeni velikosti I/R poSkozeni na 40 %
oproti kontrole, které¢ byl podan pouze fyziologicky roztok. Ostatni experimentalni skupiny
nebyly podanim inhibitoru ovlivnény. Obecné je znamo, ze ¢im vétsi plocha myokardu je
ischemii zasazena, tim je vétsi nekrotické poSkozeni tkédné (Ustni pieddni pii konzultaci
metody). Velikost oblasti zasazené ischemii se mezi jednotlivymi skupinami signifikantné
neliSila. Pohybovala se v rozmezi 46-55 %. Lze tedy vyloucit variabilitu chirurgického zasahu.
Znamena to, Ze velikosti infarktl je mozné napfi¢ skupinami porovnavat. V literatuie
se setkdvame pouze s informacemi tykajici se i¢inku podani samotného metoprololu v priibéhu
I/R poSkozeni na rGznych animalnich modelech. Bylo prokazdno na prase¢im modelu, Ze
podani metoprololu (7,5 mg) v ¢asné ischemické fazi, tj. po 15 min koronarni okluze snizuje
velikost infarktu a zlepSuje obnovu funkce levé komory srde¢ni béhem reperfuzni faze (Ibanez
et al., 2007). Dalsi prace na prase¢im modelu toto tvrzeni nepotvrdila, intravendzni podani
metoprololu (0,75 mg/kg) ve 20. minuté ischemie nemélo vliv na velikost infarktu v brzké fazi
I/R poskozeni, tj. ve 20 az 25 min, ale jeho benefi¢ni efekt byl potvrzen béhem 30 az 50 min
ischemie. Podani metoprololu zlepsilo ejekéni frakei levé komory srdecni 45. den reperfuze
(Lobo-Gonzalez et al., 2020). Na potkanim modelu byl prokazan benefi¢ni ucinek metoprololu
(1mg/kg), kdy byl potkanim podéan na zacatku dvouhodinové reperfuzni faze. Opét doslo ke
snizeni velikosti infarktu a zlepSeni disfunkce levé komory (Zhu et al., 2006a). Také podéani
vy$$i davky metoprololu (1 mg/kg + 0.5 mg/kg o 90 min pozd€ji) 5 min pied zacatkem

reperfuzni faze snizilo velikost infarktu na krali¢cim modelu (Feuerstein et al., 1998).
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Inhibitor ICI 118, 551 hydrochlorid byl uspé€sné pouzivan ve studiich, které vyuzivaly
pro sledovani velikosti I/R poSkozeni izolovana potkani srdce. Jednotlivé experimenty se lisi
jak navozenim ischemie (globalni nebo regionalni), ale také pouzitou koncentraci inhibitoru
(Frances et al., 2003; Salie et al., 2011b). Z dostupné literatury vyplyva, ze jsme jako prvni
pouzili inhibitor ICI 118, 551 hydrochlorid na modelu in vivo. Jelikoz neexistuje podptirna
literatura, kterd by odkazovala jednoznacné na standardné pouzivanou déavku, tak jsme
se v prvni fad¢ zaméfili na jeji testovani. Zvolili jsme si dvé davky 0,5mg/kg a Img/kg, které
jsme testovali na 5-tydennim chladu. Nizka davka neméla vyznamny vliv na velikost I/R

poskozeni, zatimco 1mg/kg tento efekt mél (viz vysledky).

Podani ICI 118, 551 hydrochloridu (1 mg/kg i.p.) nemélo vliv na tepovou frekvenci
ani na hodnoty stfedniho arteridlniho tlaku. Byl potvrzen kardioprotektivni efekt vyvolany
mirnou chladovou expozici. Doslo ke snizeni velikosti I/R poskozeni: u skupiny CL byla
velkost I/R poSkozeni snizena o 25 % a u skupiny CLR byl potvrzen pietrvavajici efekt, velikost
I/R poSkozeni byla 30 %. Podani selektivniho inhibitoru ICI 118,551 hydrochloridu nemélo
vliv na kontrolni skupinu ani na skupinu CL, zatimco u skupiny CLR doslo
ke statisticky vyznamnému zvySeni velikosti I/R poskozeni o 18 %. Velikost oblasti zasazené
ischemii se mezi jednotlivymi skupinami signifikantné neliSila; pohybovala se v rozmezi
47- 52 %. Tato hodnota je dulezitd pro posouzeni relevance velikosti infarktu, nebot’ mensi
oblast zasaZeni procentualné snizuje velikost infarktu. Ve spolupraci s kolegyni Veronikou
Tibenskou byly zjistény vysledky proteinovou a imunofluorescen¢ni analyzou, které poukazuji
na to, ze pravdépodobné budou existovat dva kardioprotektivni mechanismy uplatiujici
se behem chronické chladové expozice. Z dosaZzenych vysledkl vyplyva, Ze kardioprotektivni
mechanismus po navratu do normalni teploty po 2 tydnech se li§i od mechanismu vyvolaného
v prubéhu aklimace, ktery je na B2 adrenergni drdze nezavisly. Ve dvou tydenni regresi jsou
spojeny s B2 adrenergni signalizaci a protein kindzou B/Akt, zatimco chronicky chlad
neovliviiuje B1, ani B2 adrenergni signalni drahu (Tibenska et al., 2021). To je zajimavy nalez

a stale zbyva najit a objasnit mechanismus kardioprotekce v chronickém chladu.
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11 Zavér

Tato prace navazuje na moji diplomovou praci zroku 2015, kde byly predstaveny pilotni
vysledky metabolického profilu mirné chladové aklimace (1012 °C) v dlouhodobém ¢asovém
horizontu. Zjisténé pozitivni vysledky nas zavazaly zjistit odpovéd’ organismu na kratkodobé
vystaveni chladnému prostiedi a pokusit se najit ptelomovy bod mezi akutnim a chronickym
vystavenim chladu. Pro experimenty jsme byli nuceni pouzit potkani samce kmene Wistar
ze dvou chovnych jader, jelikoZ bylo zji§téno, Ze potkani z chovného jadra FGU jsou k ischemii
rezistentni a nelze je vyuzit pro navozeni I/R poskozeni. Tato zvitata byla proto vyuzita pouze
pro stanoveni metabolického profilu chladové aklimace. Piekvapujici byl také nartist hmotnosti
u téchto potkanti. Z naméfenych vysledka vyplyva, zZe zjistény nartist hmotnosti nem¢l vliv na
miru jejich adaptace na chlad. Nami zvoleny model mirného chladu u obou chovnych jader
prokazal, Ze k dostatecné adaptaci organismu na chlad dochéazi 10. den chladové expozice,

kdy hmotnost hnédé tukové tkané dosahuje svého maxima a dale se jiz vyznamné nezvysuje.

Po stanoveni metabolického profilu se prace zaméfila na vliv chladové aklimace na velikost I/R
poskozeni. Jiz 3. den chladové aklimace byl pozorovan trend ke snizeni velikosti I/R poskozeni,
i kdyz hnédd tukova tkan neni jesté plné maturovana. Chladova aklimace méla nejveétsi
benefi¢ni vliv na velikost infarktu u skupiny CL. Skupina dvoutydenni regrese vykazovala
ve srovnani s CL trend mirného rlistu I/R poskozeni, pfi zachovani signifikantniho benefi¢niho
efektu oproti kontrole. Dle zjisténych beneficnich u€inki mirné chladové aklimace, by se nas
model mohl zafadit mezi kardioprotektivni modely jako jsou hypoxie, kaloricka restrikce nebo

fyzicka zatéz.

Diserta¢ni prace pfispiva k objasnéni mechanismu kardioprotekce za pouziti selektivnich
inhibitord beta-adrenegnch receptori. Ze zjiSténych hodnot usuzujeme, Zze se lisi
kardioprotektivni mechanismus u dlouhodob¢ aklimatizovanych potkanti a potkani po
dvoutydenni regresi. Skupina pétitydenni aklimace vykazovala kardioprotektivni efekt bez
zapojeni B1 1 B2 adrenergni signalizace, zatim co u samcu, ktefi se po pétitydenni aklimaci
vratili do normdlni teploty na dva tydny, je mechanismus kardioprotekce spojeny s B2

adrenergni signalizaci.
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smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs BM3p; ***p <0,001 vs BMiop; ###p <0,001
AV AN LG 1 S o TP PRPPPPPPRRRRRPPPPRPRIRE 44

Obrazek 11: Pribe¢h glukdézového tolerancniho testu ve zvolenych chladovych expozicich: 3
dny (3D), 10 dni (10D), 5 tydnti (CL), 5 tydnt chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontrolni
skupiny (C). Hodnoty pfedstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05).
##%p <0,001 3D vs C; ~p <0,01 3D vs 10D; *#p <0,001 3D vs CL; “p <0,05 3D vs CLR; n=9.

Obrazek 12: Maturace hnédé tukové tkané (BAT): T¢lesna hmotnost (BW, A); hmotnost
hnédé tukové tkané (W_BAT, B); pomér BAT/BW (C); u kratkodobé chladové expozice: 1den
(1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D) a u kontroly (C). Hodnoty ptedstavuji primérnou hodnotu se
smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C; 'p <0,05 vs 1D; Tp <0,001 vs 1D; n= 6.

Obrazek 13: Velikost ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni (A) vyjadieno jako pomér
velikosti infarktu (IS) a velikosti zasazené oblasti ischemii (AR); velikost zasazené oblasti levé
komory srdec¢ni ischemii (B), vyjadieno jako pomér AR a velikosti levé komory (LV) u
kratkodobé chladové expozice: 1 den (1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D) a u kontroly (C). Hodnoty
predstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C; **p

<0,05 vs C; p <0,01 vs 1D; Tp <0,001 vS 1D; 1= 9. w.ooeveiieieceeeeeeeeeeeeeee e, 50

Obrazek 14: Pribehovy hmotnostni graf u chronické chladové expozice 5 tydnt (CL), u 2-
tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C) z chovného jadra Velaz s.r.o.;n=24. .....cccoceeeenee 51

Obrazek 15: T¢lesna hmotnost (BW, A); hmotnost hnéd¢ tukové tkan¢ (W_BAT, B); pomér
BAT/BW (C); u chronické chladové expozice 5 tydni (CL), 5 tydnii chlad a 2-tydenni regrese
(CLR) a u kontroly (C). Hodnoty pifedstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou
(*p <0,05); ***p <0,001 vs C; #p <0,05 CL vs CLR; =12, ..ccciiiiiiiiiieiieiieeeeeeeeeen 53

Obrazek 16: Velikost I/R poskozeni, vyjadieno jako pomér velikosti infarktu (IS) a velikosti
zasazené oblasti ischemii (AR) (A, B); velikost zasazené oblasti levé komory srde¢ni ischemii
(C, D), vyjadieno jako pomér AR a velikosti levé komory (LV) u chronické chladové expozice
5 tydnii (CL), 5 tydnt chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u ptislusnych kontrol (C). Hodnoty
predstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); ***p <0,001 vs C; **p

<O,0T VS G5 10, i e e 54
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Obrazek 17: Velikost ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni po podani inhibitoru inhibitor
31 AR, metoprolol tartrat (I) a po podani fyziologického roztoku (F; A); velikost zasazené
oblasti levé komory srde¢ni ischemii (B) u chronické chladové expozice 5 tydnt (CL); 5 tydnii
a 2-tydenni regrese (CLR) a u piislusnych kontrol. Hodnoty ptfedstavuji priimérnou hodnotu se
smerodatnou odchylkou (*p <0,05); ***p <0,001 vs C; #p <0,05 C s inhibitorem vs C
s fyZ10logickym roZtOKEeM; NT=12....coiiiiiiieiieiiecie ettt et et aeebeeenae e 57

Obrazek 18: Velikost ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni, vyjadieno jako pomeér
velikosti infarktu (IS) a velikosti zasazené oblasti ischemii (AR), po podani inhibitoru ICI
118,551 hydrochlorid (Img/kg, I), po podani fyziologického roztoku (F, A) a velikost zasazené
oblasti levé komory srde¢ni ischemii (B), vyjadieno jako pomér AR a velikosti levé komory
(LV), u chronické chladové expozice 5 tydnt (CL), 5 tydna chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a
u kontroly (C). Hodnoty ptedstavuji primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05);
##p <0,001 vs C; *p <0,05 vs C; *p <0,05 CLR s inhibitorem vs CLR s fyziologickym

roztokem; p <0,001 C s inhibitorem vs CL s inhibitorem; n= 12. .......c.c.ccoeveeevveeerererennene. 59

Obrazek 19: Srovnavaci prubehovy hmotnostni graf u chronické chladové expozice 5 tydnt
(CL), u 5 tydnii chladu a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C) z chovného jadra FGU AV

CR;n=8;vsz chovné jadro Velaz s.1.0.; 1= 24 ..o 61

Obrazek 20: Reprezentativni obrazek mitochondrii v BAT (Cervena barva, anti-OXPHOS
Abs) a odptahujiciho proteinu UCP1 (zelend barva), modra barva oznacuje barveni jader
pomoci DAPI v priibéhu expozice chladu 1 az 10 dni (1D, 3D, 10D). Tteti sloupec ukazuje
kolokalizaci UCP1 s OXPHOS (Zlutooranzova barva), ¢ernobilé obrazky ukazuji odpovidajici
kolokalizaci pixeltl (Mander’s M2 korelujici koenficient) kvantifikované v grafu A, B; (n=5).
UCP-zavisla respirace izolovanych mitochondrii, C; (n=5-6). (Marvanova et al. 2023); doi:

10.1038/841598-023-44205-4 .....ooiiiiiieiiiieeeetee ettt ettt sttt 62
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Tabulka 1: Krevni obraz a biochemicka analyza séra ve zvolenych chladovych expozicich: 3
dny (3D), 10 dni (10D), 5 tydnu (CL), 5 tydnii chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontrol (C).
Prumeérna koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC). Hodnoty predstavuji priimérnou
hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05). *p <0,05 vs C; **p <0,01 vs C; ***p <0,001
vs C; ~~p <0,01 vs 3D, ## p <0,01 vs CL; #p <0,05 v§ CL; = 6. cccocuevveeeeieeeeeieeeeeeennnn 47

Tabulka 2: Zdkladni parametry: télesna hmotnost (BW),; hmotnost hnédé tukoveé tkané (BAT),
pomer BAT/BW; rektalni teplota (RT);, hmotnost celého srdce (HW), pomer hmotnosti levé
komory srdecni ku hmotnosti tela (LV/BW), pomér hmotnosti pravé komory srdecni ku
hmotnosti téla (RV/BW) a pomér hmotnosti celého srdce ku hmotnosti téla (HW/BW) u
kratkodobé chladové expozice: Iden (1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D) a u kontroly (C). Hodnoty
predstavuji priimernou hodnotu se smerodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs C; **p
LOLOL VS € 1= 8. e e e e e e e 48

Tabulka 3: Hemodynamické parametry: tepovd frekvence a stredni arterialni tlak v kratkodobé
chladové expozici: 1 den (1D), 3 dny (3D), 10 dni (10D) a u kontroly (C). Hodnoty predstavuji
prumeérnou hodnotu se smerodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05vs C; n =9................ 49

Tabulka 4: Zdkladni parametry: télesnd hmotnost (BW),; hmotnost hnédé tukové tkané (BAT),
pomeér BAT/BW, rektalni teplota behem prvniho tydne (RT.yden); rektalni teplota v priitbéhu
adaptace (RT);, hmotnost celého srdce (HW), pomér hmotnosti levé komory srdecni ku
hmotnosti téla (LV/BW), pomér hmotnosti pravé komory srdecni ku hmotnosti téla (RV/BW) a
pomeér hmotnosti celého srdce ku hmotnosti téela (HW/BW) u dlouhodobé chladové expozice: u
chronické chladové expozice 5 tydnii (CL), 5 tydnu chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly
(C). Hodnoty predstavuji priumernou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); ***p
SO,001 VS C; H= 12 oottt et 52

Tabulka 5: Hemodynamické parametry: tepova frekvence a stiedni arterialni tlak u chronické
chladové expozice Stydnii (CL), 5tydnu chlad a 2tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C).
Hodnoty predstavuji priomérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs
G = 120 ettt 53

Tabulka 6: Hemodynamické parametry: tepovda frekvence a stredni arterialni tlak po podani
50 mg/kg za den inhibitoru metoprolol tartrat (I) a po podani fyziologického roztoku (F) u
chronicke chladové expozice 5 tydnii (CL), 5 tydnii a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C).
Hodnoty predstavuji priomérnou hodnotu se smerodatnou odchylkou (*p <0,05); *p <0,05 vs
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odpovidajici kontrolni skupina, #p <0,05 vs odpovidajici skupina bez inhibitoru, { p <0,05 vs

odpovidajici skupina ve stabilizaci; N= 12. ............cc.ccceeviiiiiiiiieeieeeeee e 56

Tabulka 7: Hemodynamické parametry: tepova frekvence a stredni arterialni tlak po podani 1
mg/kg inhibitoru ICI 118,551 (1) a po podani fyziologického roztoku (F) u chronické chladové
expozice 5 tydnii (CL), 5 tydnit chlad a 2-tydenni regrese (CLR) a u kontroly (C). Hodnoty

predstavuji stredovou hodnotu se smérodatnou odchylkou (*p <0,05); n=12. ........cc........... 58
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15 Prilohy

15.1 Zaznam rektalni teploty

Rektalni teplota méfena u 10D

10D 19.11.2018| 21.11.2018 22.11.2018| 26.11.2018| 27.11.2018| 28.11.2018

1 36,5 37,3 36,8 35,4 37,4 37,1

2 35,6 35,8 36,9 37,2 37,5 37,3

3 37,0 36,8 36,7 36,6 36,9 36,6

4 37,1 36,3 36,8 36,5 36,7 36,4

5 36,7 36,4 36,6 37,0 36,8 36,6

6 36,3 36,4 36,7 37,4 37,3 36,7

7 37,0 36,7 36,3 36,8 36,5 36,9

8 37,0 37,0 36,6 37,1 36,7 36,9

9 37,6 36,8 36,8 36,7 37,2 37,4

10 37,5 37,0 36,4 36,8 37,3 37,1

11 37 35,8 36,8 37,1 36,8 36,9

12 37 36,9 37,4 37,1 37,5 36,6
priimér 36,9 36,6 36,7 36,8 37,1 36,9
odchylka 0,3 0,5 0,4 0,2 0,3 0,3

Rektalni teplota méfena u prvnich 10 zvirat ze skupiny C
1den 6.den 11. den
31.10.2018 05.11.2018| 12.11.2018 19.11.2018| 26.11.2018 06.12.2018
13 hod 9:45 hod 15 hod 13hod 13hod 13hod
1 37,5 37,0 37,3 37,0
2 37,7 36,9 37 37,0

3 37,7 37,0 37,0 37,4 37,3 36,8

4 37,7 37,2 37,1 36,9 37,0 36,7

5 38,1 37,3 36,3 36,9 36,6 36,8

6 38,0 37,6 37,4 373 37,3 37,2

7 37,5 37,0 37 36,8 37,2 37,0

8 37,6 37,3 37 37,1 37,1 37,0

9 37,7 37,0 37,1 36,6 37,1 37,2

10 37,0 37,3 36,7 37,0 36,8 37,0
pramér 37,7 37,2 37,0 37,0 37,1 37,0
odchylka 0,09 0,07 0,10 0,07 0,08 0,07
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15.2 Tabulka glukozového toleranc¢niho testu

Control | Baseline | 10 min 20 30 40 50 60 90 120 min
3 4,8 7,3 8,5 9,8 7,7 7.4 6,9 5,8 5,2
4 4,8 7.4 8,5 9,1 8,0 7,3 6,8 5,3 5,0
5 5,2 8,5 9,1 9,3 8,5 7,6 7,2 5,4 4.8
6 3,4 8,9 10,9 9,5 8,9 8,6 8,0 6,4 51
7 4,8 9,5 10,5 8,9 7,5 6,7
1CL 4,2 7,2 7,8 8,7 7,9 7,8 7,6 5,8 51
1CLR 5 6 8 8 8 7 7 6 5
mean 4,6 7,9 8,8 9,1 8,2 8,1 7,5 6,0 5,3
sd 0,6 1,1 1,1 0,6 0,5 1,2 0,7 0,8 0,6
Cold 10D | Baseline | 10 min 20 30 40 50 60 90 120 min
1 4,6 7,8 9,3 8,9 8,2 7,0 71 6,2 5,8
2 5,0 9,8 10,5 9,8 8,7 8,2 7,2 6,2 5,8
3 47 6,5 9,2 9,2 8,5 7,7 7,3 6,3 6,1
4 49 11,6 9,7 9,3 7,5 7,3 6,8 6,8 57
5 5,8 9,5 10,7 9,8 9,0 8,9 7,7 5,7 6,0
6 4.4 11,4 12,5 9,9 8,7 6,7 6,5
7 4,5 9,6 11,3 9,6 7,9 8,2 7,6 6,0 5,9
mean 4,8 9,5 10,5 9,4 8,3 8,2 7,5 6,3 6,0
sd 0,5 1,8 1,2 0,4 0,5 1,0 0,6 0,4 0,3
Cold 3D | Baseline | 10 min 20 30 40 50 60 90 120 min
1 52 8,9 13,9 12,7 | 10,9 10,2 9,0 6,8 6,1
2 49 9,0 11,0 10,5 8,7 8,4 7,6 6,9 6,6
3 4,6 12,8 14,3 13,2 | 11,9 10,8 10,1 8,4 7,5
4 47 6,0 7,8 7,8 7,6 7,2 6,2 5,5
mean 4.9 9,2 13,1 11,1 9,8 9,3 8,5 71 6,4
sd 0,3 2,8 1,8 2,5 1,9 1,5 1,3 0,9 0,8
CL Baseline | 10 min 20 30 40 50 60 90 120 min
1 47 9,1 9,9 8,5 7,9 7,5 7,3 6,3 5,4
2 5,3 7,3 7,3 6,8 6,2 6,0 6,3 6,0 5,4
3 5,5 9,9 10,1 9,6 8,8 8,6 8,4 6,7 6,2
4 52 7,0 7,2 7,2 7,0 7,2 7,2 6,0 5,9
5
mean 5,2 8,3 8,6 8,0 7,5 7,3 7,3 6,3 5,7
sd 0,3 1,4 1,6 1,3 1,1 1,1 0,9 0,3 0,4
1 5,2 79 8,3 8,0 7.4 6,8 6,7 5,8 5,2
2 5,3 8,9 11,8 10,0 9,3 9,2 9,0 7,3 6,1
3 49 7,7 9,8 9,3 9,0 8,5 8,0 6,7 6,0
4 53 7.8 8,4 8,4 8,5 7.9 8,0 7,5 6,3
5
mean 5,2 8,1 9,6 8,9 8,6 8,1 7,9 6,8 5,9
sd 0,2 0,6 1,6 0,9 0,8 1,0 0,9 0,8 0,5
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