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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo detekovatéag endotelidlini exprese VCAM-
1 a ICAM-1 ve sin¢ arteria femoralis sinistra kralik kterym bylo podavano
antracyklinové cytostatikum daunorubicin. Sledovaline gipadné zminy exprese

obou adheznich molekul po podavani daunorubicinu.

Chronicka antracyklinova kardiotoxicita byla navoaeopakovanym podanim
daunorubicinu (3 mg/kg=50 mg/m2 i.v., 1x t@irpo dobu 10 tydin Pro sledovani
morfologickych zrén arteria femoralis byly vytweny 2 skupiny (n=11), které
reprezentovaly zvata exponovana davce daunorubicinu nebo fyziol@gak roztoku.
Zvitata byla ukodovana za 24 hodin po dané davce cytostatika. Vigleayly
porovnany s hodnotami na&benymi u kontrolnich zvat (n=8), kterym nebyla
aplikovana zadna latka.

Imunohistochemicka analyza neprokazala endoteliékpresi VCAM-1 ani
u kontrolni a ani u daunorubicinové skupiny. Imustithemicka analyza rovh
neprokazala vyznamnou expresi ICAM-1 ani u koniralm u I&ené skupiny. Nicmeén

se nedaiedpokladat, Ze by tato expreseélargjaky zasadni biologicky vyznam.

Vysledky této diplomové prace neprokézaly rozvodaslidlini dysfunkce

v arteria femoralis po chronickém podavani daunicrab u kralika.



Abstract

The aim of this thesis was to evaluate possiblengbsa of cell adhesion
molecules expression in rabbit arteria femoralisistia after the administration of

Daunorubicin. We focused on the expression of VCAIRd ICAM-1.

Chronic anthracycline cardiotoxicity was induced @administration of
daunorubicin (3 mg/kg=50 mg/m2 i.v., 1x week) ftvetperiod of 10 weeks. We
focused on the monitoring VCAM-1 and ICAM-1 expiiessin rabbit left femoral
artery. Ten daunorubicin group was compared with ¢bntrol rabbits. The animals

were killed 24 hours after the administration ofidarubicin.

Immunohistochemical analysis showed no expresditCAM-1 in any control
or experimental groups. Very weak expression of WEAwas detected in control and
experimental groups. However we can not proposg,this expression might not have
any biological effect.

In conclusion the administration of daunorubicid dot affect either VCAM-1
or ICAM-1 expression in rabbit left femoral artelguggesting that endothelial

dysfunction in this artery is not triggered by datubicin treatmenin vivo.



1. Uvod

V dnedni dob pribyva stéle vice onemoeni, jeZ jsou zfisobena zhoubnym
bujenim busk organismu. K boji proti rakovin existuje spousta ¢év, ktera jsou

schopna potlat a také vyl€it nddorova onemocini.

s

Antracyklinova antibiotika p&t mezi jedny z nejilezit¢jSich protinadorovych
latek. Antracykliny se pouzivaji jak u solidnichdod, tak i 1é¢bé leukémii.Casto se
pouzivaji v kombinaci s jinymi cytostatiky. Chemmatgie obsahujici tato cytostatika je
provazenatradou nezadoucich ¢iinki. Zvlas€ vyznamnym toxickym &inkem je

kardiotoxicita.

V této praci jsme ckiti zjistit, zda dlouhodobé podavani daunorubicinede
krom¢ signifikantnich zmin na srdci také k rozvoji endotelidlni exprese vera
femoralis, kterou je moZzné na morfologické Urovigdsvat diky expresi adheznich
molekul VCAM-1 a ICAM-1.



2. Histologie cév

Krevni cévy rozdlujeme podle vztahk obshovému centru — srdci, a k periferii
— tkanim, na cévy ffivodné (pivackjici krev ke tkanim) — artérie. Cévy odvodné
(odvadjici krev z tkani srdce) — vény, a mohutnou plateobnych cév — vlagaice,
které zprostdkovavaji vyminu mezi vnitnim prostedim (krvi) a tkaémi. Vzhledem
k odlisné funkci uvedenych typcév se lisi i jejich mikroskopicka stavba, podi€ n
stejre jako podle funkce, fd¥eme vSechny krevni cévy radil na: kapilary,
prekapilary a postkapilary, artérie, vény [1].

Obrazeke. 1 schéma cév podle Stevens and Lowe, Color Higtpk. 143
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2.1. Kapilary

Jsou to jednoduché trubice vystlané endoteleméldpojuji arterialni a vendzni
oddil okhového systému. Jejicttipny primer je @iblizné 7 um i mén, coz odpovida
praiméru velikosticervenych krvinek [1].

Krevni kapilary jsou obaleny siti retikularnichakén, ktera je odduje od
okolni tkarg. V blizkosti jejich stny jsou uloZeny fibroblasty, makrofagy,
nediferencované mezenchymovénky a tzv. pericyty Pericyty krevnich kapilér,
impregnovatelné dushianem sfbrnym, jsou biiky s dlouhymi rozétvenymi vykezky,



které ¢lenité obklopuji stnu kapilar. Je jim fisuzovana kontraktilni schopnost a na
jejim zakla@ schopnost regulovatsvit kapilary.

Typické krevni kapilary maji v obraze elektronovéhmkroskopu vyraznou

lamina basalis, na které sfieaji endotelove hiky [1].

Kapilary mizeme dlit do ¢tyt skupin v zavislosti na strukie endotelovych

burék a na pitomnostici chybéni bazalni laminy.

Souvislécili somatické kapilaryjsou charakterizovany ngfpmnosti fenestraci
v endotelu. S kapilarami tohoto typu se setkdvames3ech typech sval ve vazivu,
exokrinnich Zlazach a v nervové tkani. Na povrcthow stran svalovych kapilar
najdemesetné pinocytarni wky, které obstaravaji obougmy transport makromolekul

endotelovou biikou.

Fenestrované neboli visceralni kapildigou opateny rozsdhlymi fenestracemi
ve stnach endotelovych bgk. Fenestrace jsou uzany pgepazkou (diafragmou).
Bazalni lamina je ddk vyvinuta. Sdmito kapilarami se setkavame v mistech, kde
dochazi k rychlé vyrné latek mezi krvi a tkami, jako je tomu naip v ledvinach, ve

strevech a endokrinnich zlazach.
Obrazeke.2 rozdil mezi souvislou a fenestrovanou kapilgsodle

http://www.mc.vanderbilt.edu/histology/labmanual2fl@bsection2/Cardiovascular03.htm
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Tretim typem jsou afi kapilary fenestrované, avSak vtomtdipact bez
diafragmat, kterd by uzavirala otvory v endotelgi®¢é. Endotelie jsou oddeny od
piilehlych epitelovych buk (podocyfi) velice silnou bazalni laminou. Popsany typ
kapilar je charakteristicky pro ledvinndiska.



Poslednim typem kapilar jsosinusoidy které maji nasledujici vlastnosti:
kiivolaky pribéh a napad&rozsteny phsvit (30-40 pum), fetelrg zpomalujici piitok
krve, obsahuji hojnost fenestraci (bez diafragmatpdotelové ghé. Sinusoidycasto
postradaji souvislou bazalni laminu. Sinusoidni iléap se vyskytuji pedevsim

v jatrech a v hematopoetickych organech jako jerkaken a slezina [1].

2.2. Prekapilary a postkapilary

Prekapilary jsou umishy na arterialni strankapilarnihoreciste. Jejich lumen je
v praiméru  Siroké 12-40 pm. NejmenSi z nich se skladajindogelové trubice
a nepdetnych hladkych svalovych bk roztrousenych whendotelu.

Postkapilary jsou na vendézni stéakapilarnihorecisté. Jejich péisvit dosahuje
piiblizné 200 um. Stnha nejmenSich se sklada z endotelu a roztrouSeelrhent
vazivové tkan. Znana prostupnost, permeabilita endotelu postkapitajehdilezitou

tlohu @i vymene latek mezi krvi a tk&mi [1].

2.3. Artérie a vény

Ve sené¢ artérii i vén niZzeme rozliSit ii skladeb® rozdilné vrstvy, které
ozna&ujeme jako tunica interna neboli intima, tunica med tunica externa, neboli

adventitia.

Tunica interna vystavena imému mechanickémuapobeni proudu krevniho,
je kryta naprosto hladkym endotelovym povlakempkigmoziuje plynulé a nerusené
prouckni krve, zabrauje jejimu srazeni a udrzuje ji tekutou. Sasti intimy je
vrstvicka subendotelového vaziva s podétmientovanymi kolagennimi a retikularnimi

vlakny, ktera brani jejimu strzeni krevnim proudem.

Tunica media,sloZzena z cirkulagh uspdadaného hladkého svalstva &Sy Ci
mensSi pimesi elastickych vlaken, regulujeil&il lumina cévy, psobi proti @inku

viv s

krevniho tlaku a zarwje tak pondrné stélou a co nejielnejSi swtlost cévy [2].

Tunica externaci adventicia slouzi gedevSim ke spojeni cévy s okolim

a vyrovnava tinek zevnich sil fisobicich z okoli, chrani tak cévu hlgvipred
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protahovanim (nap u cév kodetin). Tomuto delu nejlépe vyhovujéidké kolagenni
vazivo, prostoupené sihi viaken elastickych [3].

2.3.1 Artérie

PrestoZe térr kazda artérie ma v podrobnostech svou vlastntkgpi stavbu,
muzeme na podkladrozdili v kalibru a z toho rezultujicich skladebnych odehky
spaiivajicich hlave v tlou¥’ce jednotlivych vrstev, podle rozdilv zastoupeni slozky
svalové a elastické, rozlisit celkenii thlavni typy artérii: arterioly, artérie typu

svaloveho a artérie typu elastického

Arterioly jsou velice tenké cévy,igchazejici na jedné stran silngjSi artérie
(svalového typu), na druhé stéaw prekapilary. Ska jejich lumina se pohybuje
v rozmezi 30-150 um. Intima arteriol je teoa pouze endotelovou blankou, ktera
piimo naseda na tenkou, cirkul&rarientovanou elastickou blanku membrana elastica
interna. Membrana elastica interna &dge intimu od medie, je tyena rkolika malo
vrstvickami cirkularé upaddanych hladkych bk svalovych. Na medii sefipojuje
zevre adventicia, tvéend u nejtetich arteriol pouze fibrocyty a vlakny retikularnimi

Vi s

VétSina pojmenovanych artérii v lidskéstet jsouartérie svaloveho typuntima
je shodna s arteriolami az na to, Ze subendotelosia je powrkud tlustSi a mze
obsahovat i &o hladkych svalovych bgk. Membrana elastica interna jéetelrs
vyvinuta. Medie nmize obsahovat az 40 vrstev hladkych svalovych elémgejichz
mnoZzstvi se zmenSuje s velikostugritu cévy. Tyto biikky jsou proloZzeny itznym
poétem elastickych membran (v zavislosti na kalibreere), retikularnich viaken
i proteoglykany. Membrana elastica externa f&omna jen ve &sSich svalovych
artériich. Adventicie sestava z kolagennich atielagch vidken i malého pdu
fibroblasti a tukovych buék. V adventicii také najdeme lymfatické cévy, vasaorum

a nervy, které mohou pronikat az do zevnich vretedie [4].

Ve sen¢ artérii elastického typye pritomno velké mnozstvi elastinu, které
podmiiuje Zluté zabarveni cévy. K artériim tohoto typtiipaorta, truncus pulmonalis
a dalSi. Stna je v pondru k objemnému luminu tenka. Endotelovéiky tunica intima
maji prevazrg polygonalni tvar. Subendotelova vrstva obsahuj&éekolagenni fibrily,

fibroblasty acetna gevazr longitudinalré probihajici elasticka vlakna, ktera ves)&h

11



vrstw prechazeji do elastickych membran tunica media. Udiélso clovéka dosahuje

intima aorty tlougky az 100 pm.

Tunica media je nejtlustSi vrstvouémsy. Obsahuje 40 az 60 elastickych
dirkovanych blanek asi 2,5 um tlustych, které megibou anastomoézuji Sikmymi
spojkami. V prostorach mezi koncentricky usmanymi blankami jsou fibroblasty,
zakladni hmota amorfni, kolagenni fibrily a hladkéalové biiky. Hladké svalové
buiky jsou oplo&tlé rozwtvené elementy upinajici se do elastickych memhiéau

uspdadany cirkulara a jako celek tvid hladké svalstvo oplo&bu spiralu.

Tunica adventicia je po#mé tenka vazivow elasticka vrstva sipvazujicim
longitudinalnim usptadanim vlaknitych struktur. Obsahuje vasa vasorunemova
vldkna. Adventicie brani nadimému roztaZzeni tunica media a intim# prdeni
systole [1].

Obrazeke.3 stavba artérii a vén podle Fox, Start I, Huméygiology 4th, Brown Publisher

2.3.2 Vény

Rozdluji se na venuly, vény malého kalibru &esiniho kalibru a velké vény.
Vény podléhaji daleko &Sim individualnim a regionalnim rozdih nez artérie.

12



Venozni systém ma podstatmétSi kapacitu nez systém arteridlni. Objem vén je as
tiikrat VetSi nez artérii. Vény zpravidla sledujiapéh artérii a maji #tSi kalibr a teti

stnu nez odpovidajici artérie.

Venulymaji piasvit mezi 0,2 — 1 mm. Tunica intima se sklada zoteld a tenké
vazivové vrstvy subendotelové. Tunica media je &erdloZzena z jedné a# wrstev
hladkych svalovych buk, elastickych vldken je malo nebo cljibviabec. Tunica
adventicia je porrné tlusta. Sklada serpvazié z longitudinalnich kolagennich viaken.

Vény malého a &dniho kalibrumaji pfisvit od 1 — 9 mm. Do této skupiny pat
vSechny vény kroghlavnich venéznich kméra jejich gitoka. Tunica intima je tenka,
endotelové biiky maji polygonalni tvar. Subendotelova vréka je velmi jemna.
Mnozstvi elastickych vldken na rozhrani intimy admesilré kolisa. Mohou #&kdy
tvorit hustou s jemnych elastickych vliaken. Tunica media je vevsémi s artériemi
téhoz kalibru te&i. Svalové biiky hladké jsou usgadany do plochych cirkularnich
svazeki, odctlenych kolagennimi vlakny a 8ihi vlaken elastickych. Tunica media je
nejlépe vyvinuta ve vénach kietin, zvlast distalnich. Tunica adventicia je vyrazna
fibroelasticka vrstva, ve které se &em ktunica mediatasto objevuji skupiny
longitudinalré uspgdadanych svalovych bgh [1].

Velké vénymaji dole vyvinutou intimu. Tunica media je mnohem den
s rekolika malo vrstvami hladkych svalovych hikn a hojnosti vaziva. Daleko
nejsilngjSi a nejlépe vyvinuta je v Zilach adventicia. Taidventicialni svalstvo slouzi
k zesileni siny a zabrauje roztaZzeni cév. Cirkularni a longitudinalni usmtani
hladkych sval v téchto zilach umoiuje navzdory gravitaci peristaltick§erpat krev

smgrem Kk srdci.

Na rozdil od artérii, jsou malé aexdre veliké vény uvnit opateny chlopgmi.
Tyto struktury sestavaji ze dvou polesititych zahyti tunica intima, kter&ni do
lumen. Obsahuiji elastické vazivo a jsou po oboansith kryty endotelem. Chlopse
hojr¢ vyskytuji predevSim v Zilach kafetin (rukou i nohou). Ustmiuji krev snérem
k srdci. Hnaci sila srdce je posilovadna stahy kosth sval, které tyto Zily obklopuji

[4].
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3. Funkce cévniho endotelu

Endotel je jednovrstevny ploSny epitel, ktery v¥&tiumen cév a odduje tak
krevni elementy od extravaskularni tkanCévni endotel tvd asi 1% z celkové
hmotnosticlovéka a jeho povrch je zhruba 500G fB]. Lidské endotelialni biky Ziji
priblizné 30 let [6].

Endotel se vyznaminpodili na regulaci cévni permeability, cévniho uon
uplatiuje se v hemostaze a fibrinolyze, ovilije strukturu cévni &hy a &astni se

interakce s bkami krve[7].

3.1. Regulace cévni permeability

Endotel vytvéi makromolekularni bariéru mezi krevnimi cévami kolaimi
tkaremi. Integritu endotelu zajf§ije existence mezibgdnych spoji, pritomnost
elektrostatického naboje endotelialni membrany @esii bazalni membranis].
NejvétsSi vyznam pro udrZzeni spravné permeability endatehji mezibu&né spoje. Z
hlediska funkce i struktury rozliSujemekolik typt meziburcnych spoj.

Mezi r¢ pafi tzv. zonulae occludentegboli £sné spojeni (tigh junctions), ktera
se nachazeji nejblize apexunhky. Predstavuji nejisnejSi spojeni mezi hikami
a struktural® jsou tvaeny transmembranovym proteinem occludinem, ktergpgen
s intracelularnimi proteiny jako ZO-1, ZO-2, cingub rab 13[9]. Tésné spoje jsou
velmi frekventované mezi mozkovymi endotelidlniminkami, kde jsou saiésti

hematoencefalické bariéfy].

N¢které prace ukazuji, Ze mnozZstéchto spojeni v acftstoupa v oblastech
s vysokym ,shear stresem” a tak &snié spojeizjme podileji na ochrahendotelu ped

hemodynamickymi silami a tedygx moZnosti rozvoje ateroskler6zy [10].

Naopak, ateroskleroticka loZiska se vybgja zejména v oblastech s nizkym
.Shear stresem* a tedy v oblastech, kde je mno&stuaiych spaj mensi11].

Druhym typem mezibufgtnych spoji jsou tzv. nexy (gap junctions), které

vytvareji hexamery s hydrofilnim pdélem un@isym ve stedu. Zakladnimi strukturnimi



jednotkami jsou konexony. Tyto spoje se uplgtpiéi komunikaci endotelialnich bgh
nag. béhem angiogenezé?2].

Tretim typem mezibugnych spoji jsou zonulae adhaerentes (adherens
junctions). Tvéi je transmembranové proteiny kadheriny, které jsspojeny
s intracelularnimi proteiny kateniny a s aktinovymiikrofilamenty. Hlavnim
kadherinem, ktery se nachazi &hto adherentnich spojenich mezi endotelialnimi
buikami je VE (vaskularni-endotelialni)-kadherin. T@rtyp endotelialnich spbjje
ovliviiovan celouradou zastlivych substanci jako TNi; interferony, trombinem,
histaminem, ale také nappolymorfonuklearnimi leukocyty a hemodynamickymi

silami, které jeasto rozrusuji a zvySuji cévni permeabilitu [13].

Tyto adherentni spoje ovihivji slozeni a funkci jakésnych spaj, tak nexi,
a proto se zdaji byt zasadni pro udrZeni cévni gabitity.
Obrazeks.5 mezibuécnych spaj podle

http://bioweb.wku.edu/courses/biol566/L21Adhesigii®ansdctn.html
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3.2. Regulace cévniho tonu

Endotel misobi na cévni tonus #wa zakladnimi zfsoby. Produkuje jak
vazokonstrikni, tak vazodilaténi substance. Za fyziologického stavu zajjé endotel

pievahu vazodilataich latek nad vazokonsttikimi.

K nejvyznamijSim substancim twenym endotelem pitoxid dusny (NO),
ktery je syntetizovan z L-argininu zarifpmnosti NO-syntdzy (eNOS). NO ma
vazodilat&ni, antiagregéni, antiadhezivni &inky a inhibuje migraci a proliferaci
hladkych svalovych butk [8]. NO pasobi antiagregan¢ spole&né s prostacyklinem tim,
Ze inhibuje aktivaci desitk. Krome toho ma NO #ejme jeSe fibrinolytické inky.

Produkce NO je ovlitovanaradou faktoti. Mezi nejvyznamsi stimulatory
produkce NO pdt mechanické vlivy (shear stress) [14jprmony acetylcholin,
vazopresin, ale takéada latek, které se uptafi pii hemokoagulaci jako serotonin,
ADP a trombin [7]. Naopak dkteré zastlivé cytokiny jako TNF, nebo také oxLDL
snizuji tvorbu NO endotelenRada klinickych i experimentélnich studii ukazuje na
poruchy v metabolismu NO z@zanych patologickych stdiy jako jsou ateroskleréza,
hypercholesterolemie, diabetes a hypertenze [ snizené produkce NO, ktera se
uplatiuje v patogenezi aterosklerdzy, je nutnéradnit, Ze i vysSi produkce NOuxe
vést k poSkozeni endotelu a tedy k rozvoji ateersidy. Ukazalo se, Ze nap
makrofagy a hladkosvaloveé tiky produkuji isoformu NO-syntazy, tzv. induktivniON
syntazu (iNOS), ktera Agobuje nadprodukci NO [16]. ZvySena hladina NO ped#e

ke zvySenému oxidaimu stresu a naslednému poskozeni endotelu.

Lze tedyfici, Ze jak snizena, tak zvySena syntéza NO vedevieku

endotelialni dysfunkce a naslednému riziku rozadgrosklerdzy.

DalSi vyznamnou vazodilatai a antiagregani substanci, ktera je produkovana
endotelem, je prostacyklin P& Ukazuje se, Ze antiagreéga (Cinky PGL jsou hlavnim
biologickym (&inkem tohoto eikosanoidufigemz vazodilatéeni (&inky jsou nizsi nez
u NO. Z hlediska vztahu k ateroskler6ze se ukazato,snizena hladina PGje
rizikovym faktorem pi vzniku ischemické choroby sréi@ [17].

Posledni zmiovanou vazodilatai latkou je endotelialni hyperpolarizujici
faktor (EDHF, endothelium-derived hyperpolarizingctor). Je to iejm¢ metabolit
kyseliny arachidonové, ktery se upilaje hlavre lokalne v regulaci periferni cévni

rezistence [18].
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Mezi nejvyznamujSi vazokonstrikni substanci produkovanou endotelemtipat
endotelin (ET)-1 [19]. Za fyziologickych podminele €£T-1 podili zejména na
udrzovani klidového cévniho tonu a to jak vlastniazokonstriknim &inkem, tak
stimulaci tvorby NO a PGl Je také chemoatraktantem, aktivatorem makigfag
stimulatorem proliferace hladkych svalovych Bkim kolagenuDale spolupracuje na
zaretlivée reakci tim, Ze zvySuje expresickterych adheznich molekul. ZvySené
plazmatické hladiny ET-1 byly pozorovany jak u geri s hypercholesterolemii, tak
u pacient s koronarnim syndromem. ZvySena exprese ET-1 bgka zjiSEna
v aterosklerotickych Iézich u lidi i experimentéimizviat, a proto by mohl slouZit jako
marker endotelialni dysfunkce, ale svyndinky se podili i na progresi aterosklerozy
[5,19,20].

Obrazek¢. 6 schéma gsobeni ET-1, NO, PGI2 podle Humbert, M, Sitbon, Sinmonneau, G.
Treatment of pulmonary arterial hypertension. N Bniged 2004; 351:142
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Angiotenzin 1l vznik& z angiotenzinu I¢inkem angiotenzin konvertujiciho enzymu,

ktery je produkovan endotelerngiotenzin se podili na vzniku endotelialni dyfce
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a aterosklerézy svym vazokonstikm (Einkem, zvySuje expresi E-selektinu, VCAM-
1 a ICAM-1, podili se na chemotaxi a aktivaci mdi&gh a T lymfocyfti, je dilezity pri
oxidaci LDL v subendotelialnim prostoru a stimulppliferaci a hypertrofii hladkych

svalovych bugk [6].

3.3. Hemostatické a fibrinolytické funkce endotelu

Za normalnich podminek endotel vyitv@ontrombogenni bariéru, ktera brani

interakci sodasti krve se subendotelialnimi strukturami.

NejvyznamijSim anti-trombogennim modulatorem, ktery je pramkdn
endotelem, je trombomodulin. Trombomodulin se vd@drombin, ktery ma v procesu
hemostazy zasadni roli. Po této vaziraci trombin pro-koagutai aktivitu a naopak
se stava aktivatorem proteinu C, ktery se pak paodilinhibici koagulace a na aktivaci
fibrinolyzy. Ne¢které zastlivé cytokiny jako TNF nebo IL-1 sniZuji tvorbu
trombomodulinu a tim zvysuji riziko vzniku trorinf21].

DalSim produktem endotelu, ktery ovlivje proces koagulace je membranovy
glykoprotein nazvany tkéovy faktor. Tkanovy faktor neni detekovatelny na normalnim
endotelu, ale jeho exprese je vyrazwvySena v aterosklerotickych Iézich a to zejména
v oblasti lipidového jadra a na povrchu platu, tekize byt zodpoddny za

trombogenicitu aterosklerotickych pig2].

V  procesu hemostazy jsou sarfgme  klicové i trombocyty.
Hypercholesterolemie @ide aktivovat trombocyty, ty pak uvalji fadu substanci, které
bud endotel poSkozuji ffmo, jako nap serotonin, nebo stimuluji proliferaci
hladkosvalovych busk a aktivuji makrofagy, ngemz se podili zejména degivy
rastovy faktor (PDGF) [23].

V regulacicinnosti destiek se uplatuji jak aktivatory destiek, mezi které péit
PAF (platelet-activating factor) produkovany endiee neutrofily, monocyty,
makrofagy nebo inhibitory, ke kterym pigjiz diive zminovani NO a PGI[19].

Endotel ovlivuje fibrinolyzu FedevSim tvorbou tkévého aktivatoru
plazminogenu (tPA) a inhibitérplazminogenovych aktivator(PAI-1,2), které jsou za
normalnich sta¥ v rovnovaze. Zatlivé cytokiny TNF a IL-1 sniZuji syntézu
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plazminogenového aktivatoru (tPA) a zvySuji syntézwvohovani PAI-1¢imzZ se
podili na inhibici fibrinolyzy [24].

Pro spravny pibéh hemostazy jsou utezité i dalSi latky produkované
endotelem. P&t mezi & von Willebrandwv faktor (vVWf), ktery zprostedkovava adhezi

trombocyti k extracelularni matrix v subendotelialnich prosti[22].
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4. Imunoglobulinova skupina adheznich molekul

lg skupina adheznich molekul je velka rodina poexsith burénych molekul,
ktera redstavuje 50% vSech povrchovych molekul leukibcysou glykoproteinového

charakteru, tviené opakujicimi se I|g doménami z btz [2].

Zprostedkovavaji jak homofilni (vazba adhezivni molekulyedné biice na
stejnou molekulu ve druhé), tak heterofilni inter@ivazba adhezivni molekuly v jedné
buiice na neidentickou molekulu ve druhébei [25].

Pati sem celédada adheznich molekul jako antigérspecifické receptory T

(TCR) a B lymfocylt (BCR), koreceptory T lymfocytCD4 a CD8, které jsountkzité
pro jejich spravnou funkciipimunitnich reakcich.

Nekteri ¢lenové této rodiny adheznich molekul jsou vyznammei vztahu
k ateroskler6ze. Nejvyznargjgimi zastupci jsou intercellular cell adhesionlecale-1
a -2 (ICAM-1 a ICAM-2), vascular cell adhesion neallle-1 (VCAM-1), platelet-
endothelial cell adhesion molekule-1 (PECAM-1) acosal addressin cell adhesion
molecule-1 (MAdCAM-1) [26].
Obrazeke.7 struktura Ig podle

http://www.cbr.med.harvard.edu/labs/wagner/mediadjgi .html

PECAM-1 WCAM-1 E

9

Ke'§

4

I

2

by

20



4.1. Struktura a funkce VCAM-1 a ICAM-1

VCAM-1 a ICAM-1 maji podobnou strukturu a funkd. hlediska struktury
jsou olg adhezivni molekuly transmembranové glykoproteibgahujici N-konec, sérii
lg domén, transmembranovou oblast a cytoplazmatikkpec. VCAM-1 ma 7
extracelularnich domén, ICAM-1 jich ma 5. Pro spdje ligandy integrit maji dw
dulezité domény. U VCAM-1 je to doména 1 a 4 a u ICANE to doména 1 a 3.

VCAM-1 interaguje s integrinya 4 1 a rekdy takéa 4 7. VCAM-1 Ucinky,
které se projevuji zanedbat&lna nestimulovanych endotelialnichikéch, mohou byt
vyrazré regulované po cytokinové aktivaci. Tato CAM podgeradhezi lymfocyt

a monocyt k cévnimu endotelu v mistzarétu [27].

ICAM-1 Ig doména 1 se vazZeosp, integrinem(LFA-1) a Ig doména 3 se vaze
s aumpP2 integrinem (Mac-1). ICAM-1 niize interagovat $adou dalSich molekul, jako

jsou C3b, fibrinogen a bakterialni lipopolysachdgé].

Orgéany, ve kterych se nachazi vysoka exprese ICA(dHte) vykazuji mensi
piirastek ICAM-1 exprese po stimulaci cytokiny nez tier jich obsahuji ménnag.
srdce). Rozpustna isoforma ICAM-1 uge byt detekovana v normalnim séru
ve vyznamp zvySeném pi&u pri nékterych chorobnych stavech. ICAM-2 je zkracena
forma ICAM-1, ktera je klasicky exprimovana na etadi@lnich bukach, ale na rozdil

od ICAM-1 nedochazi ke zvyseni jeji exprese akiieaciotelu [29].

VCAM-1 i ICAM-1 mohou stabilizovat vazbu leukodyk endotelu a podileji se
na jejich diapedezi. VCAM-1 igjm¢ navic selektivé vychytava mononuklearni

leukocyty, protoZe ty na rozdil od neutréféxprimujioy integriny [30].

4.2. Exprese VCAM-1 a ICAM-1

VCAM-1 i ICAM-1 jsou exprimovany endotelialnimi Blkami, makrofagy
a hladkymi svalovymi bttkami [31]. Ri studiich na kralicich a mySich bylo z§i8o, ze
VCAM-1 je exprimovan na endotelidlnichikach jest pred akumulaci makroféiga T
lymfocyta v oblastech, které jsougdukeny ke vzniku lézi. #¢emZ lokalizace&chto
mist je éasto ovliviena hemodynamickymi vlastnostmiigalevSim tzv. shear stresem.
ICAM-1 je exprimovan ve stejnych oblastech jako M@A, ale jeho exprese je

pozorovana i v oblastech s nizkou prgwatdobnosti vyskytu aterosklerotickych lézi
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[32]. U malych aterosklerotickych 1ézi je VCAM-1GAM-1 exprimovan pedevsim na
endotelialnich bikach, gitom je VCAM-1 exprimovéan i hladkosvalovymi bkami,
které giléhaji k aterosklerotické lézi. U pokiitejSich aterosklerotickych lézi je
VCAM-1 i ICAM-1 exprimovan ¥tSinou bugk v intim¢ cév. Resto se ukazuje, ze
VCAM-1 je exprimovan pedevSim v oblastech vyskytu lézi, zatimco ICAM-1 je

exprimovan endotelidlnimi llkami i mimo aterosklerotickou l€zi.

Exprese d&chto adheznich molekul je owiievana fadou faktodi, které se
uplatiuji i v patogenezi ateroskler6zy. Hypercholestermée a oxidované LDL
a diabetes zvysuji expresi jak ICAM-1, tak VCAM33].

Také kodeni, hyperhomocysteinemie, hemodynamicky streskynighear
stress) zvySuji expresi VCAM-1 a ICAM{29].

ICAM-1 exprese je indukovana cytokiny, jako jsountar necrosis factor-alfa
(TNF-0), interferon-gama a interleukir31(IL-1) nebo pilnutim k extracelularni
matrix. VCAM-1 je podob#&regulovan IL-1 a TNFe..

4.3. PECAM-1

Je dalSim zastupcem adheznich molekul imunoglotwdinrodiny. Je to
glykoprotein, ktery ma 6 extracelularnich Ig domémansmembranovou oblast

a cytoplazmaticky konef@4].

PECAM-1 je exprimovan iedevSim na endotelialnich ikéch v mist
intercelularnich spdj na trombocytech a ét8iné leukocyi. Déle se podili na
homofilnich i heterofilnich bui&nych interakcich, f¢emz hlavnim heterofilnim

ligandem jeoyBsintegrin[35].

PECAM-1 hraje dlezitou roli ve vaskulogenezi, angiogenezi a vyznarge

podili na transmigraci leukodytlo subendotelianich prostdi36].
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5. Antracyklinoveé antineoplastické latky

Antracyklinova antibiotika p&t mezi jedny z n€pstji uzivanych cytostatik. Jiz
na z&atku 60-tych let byl z huBtreptomyces peucetilasStreptomyces ceruleorubidus
izolovan daunorubicin (téz zvany daunomycin, rubidomycin) a viapi dosud
nejvyznamgjsi antracyklinovy derivat -doxorubicin (adriamycin). Jedna se o latky,
které se skladaji z tetracyklického aglykonu a ghidicky vazaného aminocukru
daunosaminu. Oba derivaty si jsou chemicky velmigbmé (liSi se pouze jednou
hydroxylovou skupinou na C14, Obr.8 ), nicraéfe mezi nimi znany rozdil
v indikatni Sii. Chinonovacast aglykonu (cyklus B) ma zasadni vyznam pro tworb
volnych kyslikovych radikdl redoxni cyklizaci. [37].

Obrazeke. 8 Chemické struktura doxorubicinu a daunorubicpodle

www.Ifhk.cuni.cz/farmakol/predn/cz/2006/2006_20@#rsnar-Chladek-protinadorova-chemoterapie.ppt

5.1. Mechanismus cytostatického &inku

Cytotoxicky &inek antracyklii je dan nejen jejich interkalaci, ale i inhibici
topoizomerazy a tvorbou kyslikovych radikakteré zgisobuji zlomy v DNA. Vazba
antracyklimi na DNA je kritickym djem pro protinadoroveé dinky téchto latek.
Inhibice topizomerazy je zodp&ina za rozgpeni oboutretzci, zatimco aktivni
kyslikové radikaly &fpi prevazri jeden rettz dvouSroubovice DNA. Antracykliny
obsahuji ve své molekule hydrochinon, ktery je &toekm Zeleza. Komplex latka-
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Zelezo-DNA katalyzuje fignos elektronu z glutathionu na kyslik, coz vedstkoreni
aktivnich kyslikovych radikél které maji na hikach velmi destruktivni dinky.
Intramolekularni reakce spojené iemposem elektronu vedou i ke vzniku
intermediarnich produkt které maji alkylani &inky. Antracykliny jsou pro tyto
Ucinky cytostatické, ale i karcinogeni a mutagenii[3

Obrazeke. 9 Schéma interkalace daunorubicinu a doxorubigndle

www.uochb.cas.cz/Zpravy/postgrad2005/7_stibor.pdf

Daunomycin
Adriamycin

Superoxid dismutaza a kataldza jsou enzymatickyionaronymi mechanismy,
které snizuji toxicitu volnych radikélvzniklych v gitomnosti. Tyto projektivni &inky
mohou byt zesileny podanim antioxtidé&ch latek, jako tokoferol, ale hla¥rchelaty,

které vazou Zelezo [38].

5.2. Zpusob podani a farmakokinetika antracyklini

Antracykliny se podavaji intravenégnpiicemz jiné zfisoby podani (nap
intraperitonealni) jsou uzivany pouze ve zvlastmi¢padech (terapie nadoperitonea)
[39].

Vyjimkou je nowjSi derivat idarubicin, u oz je mozna takée peroralni
aplikace. Po intravendznim podani se antracyklinawibiotika rychle distribuuji do
celého &la, zvlasé pak do ledvin, sleziny, jater, plic a srdce. Thitiva se podstatnou
mérou VAazi na intracelularni komponenty ¢éine  DNA). Distribuéni  objem

doxorubicinu je vySSi nez 25 ml/kg. Antracykliny tpg nepronikaji skrz
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hematoencefalickou bariéru, ale prochazi placenthamiérou do plodu a také do

matdského miléka.

Biotransformace antracyklin probihd pedevSim v jatrech za casti
cytoplazmatickych enzytn aldo-keto reduktdz. Vznikaji tak alkoholické mettity
(doxorubicinol, daunorubicinol atd.) s mnohem niggtiostatickou aktivitou, oviem se
znanym toxickym potencialem. Uvedeny typ biotransfoceae uplaiuje i v jinych
tkanich (nap myokard); hydroxylové metabolity se zde mohouivakt podilet na
organové toxicit. DalSi navrzené metabolické cesty zahrnuji hydrolglykosidické
vazby progtednictvim NADP-reduktdzy a konjugaci s kyselinouukgironovou

a sulfatem.

NejvétsSi mnozstvi vlastniho ¢é&va (40-50 %) je z organizmu vydavano jatry,
a to z poloviny v nezeméné podob. Pouze mensSitast podané davky d&a je
vylouéena z organizmu ledvinamiPokles plazmatickych hladin nejuzivggiho
doxorubicinu se odehrava ve 3 fazich s paty eliminaceil, = 4,8 min, {3 = 2,6 h
a typ, = 48 h. [40].

5.3. Indikace antracyklinu

s

Doxorubicin je jednou z nejdezit¢jSich latek protinadorové chemoterapie. Mezi
indikace jeho uziti pat karcinomy prsu, endometria, ovaria, varletenstitlazy a plic,
dalefada sarkorin, neuroblastom, Ewiniy sarkom, osteosarkom a rhabdomyosarkom
a z hematologickych nadakutni leukémie, plazmocytom, Hodgkinova nemoc
a difaizni nehodgkinské lymfomy. Je pouzivan jako adjuviatgrapie u karcinomu prsu

a osteogenniho sarkomu.

Doxorubicin se obvykle podava v kombinaci s dalSitaikami (napiklad
s cyklofosfamidem, cisplatinou a derivaty &owginy), s nimiz @sobi synergicky.
Podavanim v kombinaci je moZno dosdhnout delSichisie neZz podavanim
doxorubicinu samotného. Kombifrd terapie také podstatrsnizi rkteré nezadouci

Ucinky, které by se jinak ptprojevily pid pouziti vysSich davek doxorubicinu.

Daunorubicin je pouzivan hlayrk 1écbé akutni leukémie [37]. V této indikaci
se zda daunorubicirgiinngjsi nez doxorubicin. Spektrum pouZiti daunorubidewsak

znane¢ Uzké a jeho &innost na solidni nadory se zda velmi omezena.
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5.4. Nezadouci &inky antracyklin @

Antracykliny steji jako WtSina ostatnich cytotoxickych latek,igobuji Gtlum
kostni derg, ktery je vSak porrné kratky s rychlym zotavenim. Od ostatnich latek se
antracykliny 1isi vyznanou kumulativni kardiotoxicitou, jejiz nasledky nmoah byt
ireversibilni. Mechanismus Kkardiotoxickéhocinka antracyklimi neni jest piné
objasrén. Fredpoklada se, Ze zahrnuje nadnou tvorbu volnych radikélv myokardu.
Doxorubicin je obvykle podavan v p@ém¢ vysokych davkach intermitentnv 3-4
tydennich intervalech. iPpodavani doxorubicinu v nizSich davkach nebo kamdtini
infazi je nebezp& posSkozeni myokardu nizsi, protoZe jeho konceatraplazné nema
vysoké vrcholy. B kumulativnich davkach doxorubicinu nizsich n&gg/nt jsou
kardiotoxické dinky vzacné. Dalsim, té#h pravidelnym nezadoucim ¢imkem
doxorubicinu a daunorubicinu j&Zzkad aZ totalni alopecie, a to fipstandardnim

davkovani [37].

5.5. Antracyklinova kardiotoxicita

Antracyklinovou kardiotoxicitu &ime na akutni, subakutni, chronickou
a pozdni. Akutni toxicita se projevujéhdem nebo &olik hodin po podani cytostatika.
Je charakterizovana tachyarytmii, vz&gaou popsany ipady fatald komorovych

arytmii a rarit@ i rozvoj akutniho infarktu myokardu.

Subakutni toxicita je spojena se syndromem periidyedmyokarditidy,
klinickym projevem jsou fiznaky srdéniho selhavani.

Chronicka toxicita se projevuje vitkhu jednoho roku od ukéeni I&€by, je
pro ni charakteristickd systolick& dysfunkce lewva@mlory ot s @iznaky srdéniho

selhani.

Pozdni toxicita vznika vice nez rok po ukeni chemoterapie §&&Sinou 4 az 20
let po skokeni l&by). Jeji piibéh dlouho symptomaticky, posléze se vyviiggevsim
znamky srdéniho selhavani na podkladdysfunkce levé komory (diastolické
i systolické). Vzacyi se vyskytuji komoroveé arytmie [41].
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Obrazeke.11 pisobeni antracyklif na kardiomyocyt

http://www.heartandmetabolism.org/issues/HM35/HMSEsherc.asp
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6. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo detekovatéag endotelidlni exprese VCAM-
1 a ICAM-1 ve sin¢ arteria femoralis sinistra kralik kterym bylo podavano
antracyklinové cytostatikum daunorubicin. Pro zabrda expreseéthto adheznich

molekul byly vyuzity imunohistochemické metody.
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1. Zvirata a predepsana dieta

Pokusna zviata: kralici, Cincila velka, samci

Podminky: zvifata byla umisiha ve vivariu LF HK UK a krmena standardni
laboratorni dietou. Zachazeni seiaty seftidilo dle "Guide for the care and use of
laboratory animals" (1996). UZiti laboratornich fatipro @&ely tohoto pokusu bylo
schvéleno Odbornou komisi pro ochranuiatvproti tyrani Lékeské fakulty v Hradci

Kraloveé.

Pouzita I&iva a chemikalie: pro (ely pokusu byly uZity tyto latkyketamin(Narketan
inj., Vétoquinol, Svycarsko)pentobarbital (Sigma-Aldrich, USA),daunorubicin
(Daunoblastina, Pharmacia, Italie).

Schéma pokusu
Pokusna zvata byla randomizovana do 2 skupin:
kontrolni skupingn==8, fyziologicky roztok, 1 ml/kg, i.v.);
daunorubicinova skupinen=11, daunorubicin, 3 mg/kg, i.v.);
Latky byly aplikovany jednou tydfn po dobu 10 tydin

U jednoho zuiete byl aplikovan endotoxin, lipopolysacharid zlesta coli,
ktery by nm¢ navodit systémovy zé&h a indukovat tak expresi adheznich molekul na
endotelu vSech cév. Pro nas bylo tohlefevpouzito jako pozitivni kontrola pro

imunohistochemicka barveni.
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8. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemickd analyza byla provedena v 1 cwutdich segmentech
arteria femoralis sinistra. Vzorky se pdéitypdo OCT sngsi, nasleda byly zamrazeny
v kapalném dusiku a ulozeny v letite @i —80 stupnich Celsia. Na zmrazovacim
mikrotomu byly poté nakrjeny sérig¢ignychtezi o tlou§ce 1um a ty byly geneseny
na skltka predem upravené v roztoku ZelatiRezy se nechaly oschnout a pak se na
20 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavanéhe-20 stupnich Celsia. Timto
procesem doslo k fixadiezi a jejich lepSi adhezi na podloZzni gkb. Poté seaezy
vlozily do 0,3% roztoku peroxidu vodiku v PBS (15nmot), ¢imZ se zablokovala
endogenni peroxidazova aktivitaieB inkubacirezi s primarni protilatkou bylo nutné
jese zablokovat nespecifickd vazebna mista, protdezg na 30 minut poriidy do
roztoku 10% goat séra v PBS (sigma Aldrich Cher8tejnheim, Nmecko). 1 hodinu
se pak inkubovaly s primérni protilatkoti pokojové teplat. Po oplachu v PBS sezy
inkubovaly se sekundérni protilatkou- goat anti-s@ugG (DAKO En Vision+(tm),
Carpinteria, USA). K tomu, aby navazané protilatkphly byt zobrazeny, se pouzil
diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DB@KCarpinteria, USA). Pro
kontrolni skltka byl zvolen stejny postup, ale misto primarntipitky se pouZil roztok
BSA.

Byly pouzity nasledujici primarni protilatky:
e Mouse anti-human PECAM-1 (ready to use) Dakocyt@naDenmark

e Mouse anti-rabbit VCAM-1 (Rb1/9¥édni 1/20) (laska¥ poskytnuto
Dr. M.1.Cybulsky)

e Mouse anti-rabbit ICAM-1 (Rb2/3¥édni 1/10) (laska¥ poskytnuto
Dr. M.1.Cybulsky)
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9. VYSLEDKY

Vysledky analyzy¢innosti myokardu byly hodnoceny na Farmakologickém
Ustavu Lékeské fakulty v Hradci Kralové, kde byla prokazanalukce zévazné

kardiomyopatie po podani Daunorubicinu.

My jsme se za®fili pouze na hodnocenitipadnych zrdin exprese adheznich

molekul ve stné cévy (arteria femoralis).

Imunohistochemické barveni v oblasti arteria femdisa

Nejprve byla analyzovana exprese VCAM-1 a ICAM-a&or€ u zviat, kterym
bylo podavano LPS. Vysledky potvrdily indukci obadheznich molekul na cévnim
endotelu aorty (obr. 12 a 13). Timto byla prokazam&cnost obou protilatek a zarave

spravnost pouzitych imunohistochemickych technik.
PECAM-1.:

Imunohistochemicka analyza prokéazala silnou expRECAM-1 témdt po
celém lumen cévy bez ohledu na skupinu kialikyto vysledky potvrzuji pouziti
PECAM-1 jako markeru cévniho endotelu (obr. 14 )a 15

ICAM-1:

Imunohistochemicka barveni neprokazala vyraznoukodexprese ICAM-1 ani
u kontrolni ani u daunorubicinové skupiny (obr. 48.7). U rkterych zvfat z obou
skupin byla pozorovéana velmi slab&d expresetkolika endotelialnich bugk, nicmér

se nedajedpokladat, ze by tato expreseélangjaky zasadni biologicky vyznam.
VCAM-1:

Imunohistochemick&d barveni neprokazala indukci esgr VCAM-1 ani

u kontrolni ani u daunorubicinové skupiny (obr.18%.
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Obrazek 12. - Endotelialni exprese ICAM-1 v admi zviete, kterému bylo podano
LPS. Silna exprese byla pozorovana okolo celého émmnaorty (Sipky). Z#tSeni 100x.
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Obrazek 13. - Endotelialni exprese VCAM-1 v abtt zviete, kterému bylo podano
LPS. Silna exprese byla pozorovana okolo celého d&maorty (Sipky). Z#tSeni 100x.
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Obrazek 14. - Endotelialni exprese PECAM-1 v aitefemoralis u kontrolni skupiny

zviFat. Exprese byla pozorovana u viechiavipo celém lumen cévy. Sipky ukazuji na

hnédou barvu, ktera je dkazem detekce PECAM-1 exprese éBeni 100x.
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Obrézek 15. - Endotelialni exprese PECAM-1 v argefemoralis u daunorubicinové

skupiny zv¥at. Exprese byla pozorovana u v3echiatipo celém lumen cévy. Sipky
ukazuji na hrédou barvu, ktera je dkazem detekce PECAM-1 exprese.éBeni
100x.
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Obrazek 16. - Endotelidlni exprese ICAM-1 v arterf@moralis u kontrolni
skupiny zvkat. Vyrazna exprese ICAM-1 nebyla pozorovana u Zéldo kontrolniho

zvi‘ete. Pouze u é&kterych byla pozorovana velmi slaba exprese wkalika
endotelialnich burgk (Sipka). Z\vtSeni 100x.
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Obrazek 17. - Endotelialni exprese ICAM-1 v arterfamoralis u daunorubicinové

skupiny zviat. Vyrazna exprese ICAM-1 nebyla pozorovana u Zédo zviete.

ZvétSeni 100x.
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Obrazek 18. - Endotelidlni exprese VCAM-1 u konmdlskupiny zvfat. Exprese

VCAM-1 nebyla pozorovana u zadného imte z kontrolni skupiny. Z&Seni 100x.
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Obrazek 19. - Endotelialni exprese VCAM-1 u daunbicinové skupiny zvat.
Exprese VCAM-1 nebyla pozorovana u zZadnéhoretd z daunorubicinové skupiny.

ZvétSeni 100x.
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10.DISKUSE

Onkologicka léba jecasto provazengadou vedlejSich nezadoucictinki, které
mohou zkomplikovat a dkdy i zmdit jeji vysledny efekt. Zavaznou komplikaci je
poSkozeni srdce neboli kardiotoxicita. |1 kdyz sevys&ytuje tak casto jako naip
hematologicka toxicita, hepatotoxicita nebo nefxativa, nelze ji vzhledem k moznym
fatalnim komplikacim podé®vat. NegasgjSimi projevy kardiovaskularni toxicity jsou
arytmie, znény krevniho tlaku, srd@i selhani, ischémie myokardu a perikarditida.
VétSina tchto komplikaci probiha akutn tj. objevuji se v pibéhu &by nebo
bezprostedre po jejim ukokeni. Vyjim&né postaveni mezi cytostatiky zaujimaji
antracykliny se svoji chronickou a pozdni kardiatdru, ktera se riize projevit az
scasovym odstupem po uk&emi &by [42].

Antracyklinova antibiotika jsou jedny z nejuziwggich cytostatik. Antracykliny,
podobré jako vSechna ostatni cytostatika, vykazuji pouwativni selektivitu svého
cytostatického ¢inku. Nasledkem toho provazi cytostatickou teraaila neZzadoucich
acinka. Pro antracykliny je charakteristickd vyznamna logeprese, jez fiZe vyrazg
ovliviovat davku podanéhod&a. U hlodavé a kraliki pouzivanych v preklinickych

experimentech byla zaznamenana powvyrazna nefrotoxicita antracyklirf42].

Prvni zminky o kardiotoxickémugobeni antracykliin se objevily jiz kratce po
jejich zavedeni do klinické praxe [43]. Kardiotokéc pisobeni antracyklinovych
cytostatik se do zraé miry vymyka nezadoucingiakam bézr¢ sledovanych u jinych
cytostatik. Kardiotoxicita antracyklinse ukazala byt vyznamnym omezenim jejich
klinického uziti, a proto je moznost redukce tohatvazného nezadouciha@irnku
intenzivreé studovana. Jednim z mechaniznktery je intenziva studovan ve vztahu
k rozvoji kardiotoxicity je tvorba volnych kyslikgeh radikali. Neni zcela jasné, jestli
produkce volnych kyslikovych radikal (ROS) k protinadorovému upobeni.

Z dostupnych informaci se zda, Zze ROS gmstni na protinddorovem efektu
antracykliri spiSe minority, na rozdil od kardiotoxicity, kde patrnhraji velmi

vyznamnou Ulohu [44].

Adhezni molekuly VCAM-1 i ICAM-1 hraji d@lezitou roli v rozvoji zatlivé
reakce a uplauji se také v patogeneizanych patologickych stav Jsou exprimovany

endotelialnimi bitkami, makrofagy a hladkymi svalovymi ftkemi [45].
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Exprese dchto adheznich molekul je oviievanaradou faktoil, které se uplauji
v patogenezi aterosklerdzy, diabetu mellitu al@lBith onemoami. Bylo prokazano,
Ze hypercholesterolemie, oxitta stres, kokeni [2,36,46,47]. Exprese obotichto

molekul je také indukovana zé&tivymi cytokiny jako TNFe nebo IL-1 [48].

Cilem této diplomové préce bylo zjistit, zda dlodbbé podavani daunorubicinu
vede krond signifikantnich zmin na srdci také k rozvoji endotelialni exprese terda
femoralis, kterou je mozné na morfologické Uroviadsvat diky expresi adheznich
molekul VCAM-1 a ICAM-1.

Studium imunohistochemického barveni adheznich kableSak neprokazala
indukci jejich exprese v arteria femoralis. Expréa88AM-1 nebyla pozorovana ani
u kontrolni a ani u daunorubicinové skupiny. Naptoinu pouze velmi slaba exprese
ICAM-1 u rekolika endotelialnich buik byla pozorovana u kontrolni skupiny. Neda se
vSak fedpokladat, Zze by tato expreseélangjaky zasadni biologicky vyznam. Podobna
exprese ICAM-1 byla nalezena také po dlouhodobémiayéni daunorubicinu. Tyto
vysledky navazuji na vysledky diplomové prace kgiggNoskové [42], ktera rowi
neprokazala indukci exprese ICAM-1 a VCAM-1 v &antzvirat, kterym byl podavan
daunorubicin v intervalugkolika tydni.

Zawrem tedy nizeme konstatovat, Ze podavani daunorubicif@jm® nevede
k indukci exprese bwdnych adheznich molekul ICAM-1 a VCAM-1 v cévachlika.
Vysledky tedy zatim nazuaji, Ze dlouhodobé podavani daunorubicinu sice vede
k rozvoji patologickych zrn v myokardu, nicméh nevede k rozvoji morfologicky
detekovatelné endotelialni dysfunkce.
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11. ZAVER

Tato diplomova prace se za&fila na studium mozné indukce endotelialni
dysfunkce po dlouhodobém podavani cytostatiku dadmcinu u kraléiho modelu pro

studium chronické kardiotoxicity v arteria femosali

Imunohistochemicka analyza neprokazala indukci exlidini exprese VCAM-1

ani u kontrolni a ani u daunorubicinoveé skupiny.

Imunohistochemicka analyza prokazala pouze velabal endotelialni expresi
ICAM-1 u obou skupin zvat.

BohuZel nebyl zaznamenén @&nzadny rozdil v intenzitbarveni ICAM-1 mezi

kontrolni a daunorubicinovou skupinou.

Vysledky této diplomové prace tedy nazumg Ze dlouhodobé podavani
daunorubicinu sice vede k rozvoji patologickychémnv myokardu, nicménnevede

k rozvoji morfologicky detekovatelné endotelialiyistlinkce.
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E-kadherin
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ICAM

IL-1
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oxLDL
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PDGF
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TCR
TNF-a
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VE-kadherin

vWF

Z0

12.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

adenosindifosfat

antigenni receptor lymfoayB

buré¢nd adhezni molekuly

diferenciani buré¢né znaky CD klasifikace
endotelialni hyperpolarizujici faktor
epitelialni kadherin

endotelin

intercellular adhesion molecule
interleukin -1

mucosal addressin cell adhesion mollecule
oxid dusnaty

oxidovany lipoprotein o nizké hustot
inhibitor plazminogenovych aktivator
aktiv&ni faktor destiek

platelet endothelial cell adhesion molecul
destikovy ristovy faktor

prostacyklin

antigenni receptor lymfoayT

tumor nekrotizujici faktos

tk&ovy aktivator plazminogenu

vascular cell adhesion molecule
vaskularni — endotelialni kadherin

von Willebrandv faktor

€sna spojeni
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