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Seznam zkratek a symbolu

ADP

AGE

ATP

a.u.

CaMK

CF

CICR

CPA

DAN

DM

KAN

KER

L-NAME

MN

MmRNA

NA

NCX

NO

adenosindifosfore¢na kyselina

pozdni produkty glykace
adenosintrifosfore¢na kyselina
arbitrarni jednotky
kalmodulin-dependetni kinaza

sila kontrakce

vapnikem indukované uvolnéni vapniku
cyklopiazonova kyselina

diabeticka autonomni neuropatie
diabetes mellitus

elektromechanicka vazba, vazba mezi excitaci a kontrakci
vapnikovy proud L-typu

vapnikovy proud T-typu
intraperitonealné

intravenézné

kardiovaskularni autonomni neuropatie
draslikem stimulované uvolfovani
nitro-L-arginin metylester

mezinarodni jednotky

membranové napéti

informacni ribonukleova kyselina
noradrenalin

Na*-Ca®" vyménik

oxid dusnaty



PKA
PKC
PL
PMCA
R/2
RIA
RP
RyR
SERCA
SR
STz
STZ1
STZ4
STZ7
TTP
[X]e

[X]i

proteinkinaza A

proteinkinaza C

fosfolamban

sarkolemalni Ca®*-ATPaza

poloCas relaxace

radioimmunoassay

perioda necinnosti

ryanodinovy receptor

Ca?*-ATPaza sarkoplazmatického retikula
sarkoplazmatické retikulum

streptozotocin

diabeticka zvifata 1 mésic po aplikaci streptozotocinu
diabeticka zvifata 4 mésice po aplikaci streptozotocinu
diabeticka zvifata 7 mésicu po aplikaci streptozotocinu
Cas od zacCatku do vrcholu kontrakce

extracelularni koncentrace iontu

intracelularni koncentrace iontu



1. UVOD






Diabetes mellitus (DM) pFedstavuje v rozvinutych spole¢nostech
vyznamny medicinsky problém. Za poslednich 20 let se vyskyt diabetu v nasi
republice zdvojnasobil a postihuje asi 6,5% populace. DM se déli na DM
1. typu (dfive inzulin-dependentni diabetes mellitus), DM 2. typu (dfive inzulin
non-dependentni diabetes mellitus) a diabetes, ktery je soucasti jinych
onemocnéni. Kardiovaskularni komplikace se u diabetikl vyskytuji az
desetkrat Castéji nez v nediabetické populaci a jsou pfi€inou téméfr 70% umrti
diabetickych pacientd. Vzhledem ke klinickému vyznamu problému a znacné
neuplnosti znalosti o pusobeni diabetu na srde¢ni sval jsme se rozhodli touto
problematikou zabyvat. Vyvinuli jsme experimentalni model DM 1. typu a
zaméfili jsme se na studium vlivu diabetu a inzulinu na kontraktilitu a
autonomni regulaci myokardu. Cilem bylo pfispét k pochopeni mechanism
pusobeni diabetu na srdce a jeho regulaci. Vzhledem k tomu, ze se
kardiovaskularni komplikace vyskytuji ve zvySené mifre i u lé€enych diabetiku,
vénovali jsme se rovnéz pusobeni inzulinu na srde¢ni ¢innost ve snaze pomoci
optimalizovat stavajici a vypracovavat noveé terapeutické moznosti.

Vysledky experimentl tykajici se kontraktility papilarnich svalu i
uvoliovani noradrenalinu navazuji na vyzkumné zaméreni naseho pracovisté,
které se jiz vice nez tfi desitky let vénuje jak studiu kontraktilnich vlastnosti
myokardu, tak i autonomni regulaci srdce laboratorniho potkana v obdobi
postnatalniho vyvoje. V roce 1998 se Ustav fyziologie pfipojil k Vyzkumnému
zaméru |. interni kliniky LF UK v Plzni, zaméfenému pravé na studium

endokrinopatii.
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1.1. Kontrakce srdec¢ni buriky

Déje zajistujici kontrakci srdecniho svalu jsou zahajeny akénim napétim
(AN), které se Sifi po membrané srdecni buriky. Intracelularni koncentrace
vapniku ([Ca®']) je za klidovych podminek 107 mol/l. Béhem AN dochazi
vlivem depolarizace k otevieni sarkolemalnich vapnikovych kanall L-typu,
jimiz do srdecni buriky proudi vapenaté ionty po elektrochemickém gradientu.
ZvySeni [Ca®']; aktivuje uvolnéni vapniku zterminalnich cisteren
sarkoplazmatického retikula (SR), které je hlavnim intracelularnim zdrojem
vapniku. Vapnik uvolnény ze SR se spole¢né s vapnikem proudicim do buriky
z extracelularniho prostfedi navaze na bilkovinu troponin C, coz umozni tvorbu
pricnych mustkd mezi kontraktilnimi bilkovinami aktinem a myozinem a jejich
vzajemny posuv, ktery vede ke kontrakci celého kardiomyocytu. V této fazi se
[Ca®*] zvySuje aZ na 10 mol/l. Proces, pii kterém elektricky vzruch §ifici se po
membrané bunky zpUsobuje mechanickou odpovéd téze bunky, se oznacuje
jako elektromechanicka vazba (excitation-contraction coupling, ECC) neboli
vazba mezi excitaci a kontrakci. Elektromechanicka vazba v myokardu je na
rozdil od kosterniho svalu zavisla na pfisunu vapniku z extracelularniho
prostfedi a normalni kontrakce srde¢niho svalu tedy nemuize dlouhodobé
probihat v bezvapnikovém prostfedi (New a Trautwein, 1972).

Zakladni podminkou pro ukonc€eni kontrakce a zahajeni relaxace je
shizeni intracelularni kontrakce vapniku. K od&erpani Ca** z cytoplazmy slouzi
Styfi zakladni transportni systémy — Ca?*-ATPaza SR (SERCA), sodiko-
-vapnikovy vymeénik (NCX), sarkolemalni Ca?*-ATPaza a mitochondrialni

vapnikovy transportér. V savéim myokardu hraji ddleZitou ulohu zejména
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SERCA a NCX, zbylé dva transportni systémy jsou méné vyznamné (Bers,

2002).

s

kontraktilni aparat

Obr. 1. Hospodareni s vapnikem v komorovém kardiomyocytu.
NCX — Na*-Ca®*-vyménik, RyR — ryanodinovy receptor, PLB — fosfolamban, SR —
sarkoplazmatickeé retikulum, ATP — systém aktivniho transportu, Ic, — vapnikovy proud

L typu (upraveno podle Berse, 2002).

1.1.1. Uvolnéni vapniku ze sarkoplazmatického retikula
Vapnikovy kanal L-typu

Vapnikové kanaly L-typu (lca) se nachazeji na membrané vsech
kardiomyocytl, jejich nejvétsi vyskyt je v komorovych kardiomyocytech,
zejména v oblasti T-tubull, kde jsou Ilokalizovany vtésné blizkosti
ryanodinovych receptord SR (Scriven et al., 2000). Aktivace vapnikovych

kanall nastava pfi membranovém napéti (MN) kolem -30 mV. Vapnik proudici

13



po elektrochemickém gradientu do kardiomyocytu aktivovanym kanalem lca.
difunduje k SR a otevira vapnikové kanaly SR. Tento proces, kdy proud
vapniku z extracelularniho prostfedi zpusobi uvolnéni vapniku ze SR, se
oznacuje jako ,vapnikem indukované uvolnéni vapniku“ (calcium-induced
calcium release, CICR) a byl poprvé popsan Fabiatem v roce 1975. Bylo
prokazano, ze kanal Ic, hraje rozhoduijici roli pfi uvolnéni vapniku ze SR a
jeho pfitomnost je pro CICR nezbytna (Eisner et al., 1998).

Inaktivace kanall lca. probiha pomalu a je zavisla na MN a [Ca®*] (Lee
et al.,, 1985). Vapnik uvolnény ze SR kromé toho, Zze aktivuje kontraktilni
aparat, pfispiva k inaktivaci Ic,. (Sipido et al., 1995), ktera je zprostfedkovana
bilkovinou kalmodulinem a brani nadmérnému vstupu vapniku do bunky
(Peterson et al.,, 1999). Kanal je mozno farmakologicky zablokovat
dihydropyridiny (napf. nifedipin), fenylalkylaminy (napf. verapamil) Ci

benzothiazepiny (napf. diltiazem) (v pfehledu McDonald et al., 1994).

Alternativni cesty vedouci k uvolnéni vapniku ze SR

Vapnikovy kanal T-typu (Icat) se nachazi zejména v membrané bunék
prevodniho systému srde¢niho (Hirano et al., 1989), v komorové svaloviné je
jeho vyskyt sporadicky (Mitra a Morad, 1986). Kanal je aktivovan pfi MN kolem
-60 mV. Inaktivace lcat nastava pfi MN -50 mV, na rozdil od Ic, probiha rychle
a je pouze napétové zavisla (Catterall, 2000). Bylo prokazano, ze za urcitych
okolnosti je Icat schopen spustit uvolnéni vapniku ze SR (Sipido et al., 1998),
ale za fyziologickych podminek se na tomto procesu podili pouze malou

mérou a jeho vliv je prekryt pfevazujicim ucinkem lcq.
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NCX je sarkolemalni transportni mechanismus, ktery vyménuje ionty
sodiku a vapniku mezi extra- a intracelularnim prostfedim. Byly identifikovany
tfi izoformy NCX, pfi¢emz v srdci se vyskytuje izoforma NCX1 (Quednau et al.,
1997). Transsarkolemalni vyména iontl probiha elektrogenné v poméru
3Na*:1Ca®* (Hinata et al., 2002). V zavislosti na aktudlnim MN a
koncentracnim gradientu obou iontdl muze NCX pracovat ve dvou rezimech -
v normalnim, kdy je vapnik vypuzovan z bunky a sodik teCe do buriky, a
v obraceném rezimu, kdy vapnik vstupuje do buriky a sodik je vypuzovan
z bunky ven. Pokud by tedy NCX pracoval v reverznim modu, mohl by se
pravdépodobné podilet na CICR v srdeCni bunce. Tato domnénka byla
opakované prokazana tim, ze byl spustén CICR jak v pfitomnosti blokatorl lca.
(Leblanc a Hume, 1990), tak i pfi pozitivnim MN, kdy je lca. inaktivovan (Levi et
al., 1994). Bylo vSak zjisténo, ze narlst intracelularni koncentrace vapniku
vlivem proudu NCX je ve srovnani s mohutnym Ilc,. méné vyrazny a pomalejsi.
NCX tedy pravdépodobné pfispiva k uvolfiovani vapniku ze SR, avSak
postaveni Ic,. je v tomto procesu dominantni (Sipido et al., 1997).

Za uréitych specifickych podminek se na procesu uvolnéni Ca®* ze SR
mohou podilet dalSi mechanismy, jako je napf. napétim aktivované uvolnéni
vapniku (Ferrier a Howlett, 2001), inozitol (1,4,5)-trifosfat (Perez et al., 1997),
vapnikovy proud citlivy k tetrodotoxinu (Chen-lzu et al., 2001) &i tzv. ,pfesmyk
vodivosti“ (slip-mode conductance), pfi kterém vstupuje vapnik do bunky
kanaly rychlého sodikového proudu (Santana et al., 1998). Mozny pfispévek
alternativnich cest vtoku vapniku do kardiomyocytu je vSak kontroverzni a za
hlavni spousté¢ uvolnéni vapniku ze SR v srdeCnim svalu je povazovan lca.

(Eisner et al., 1998).
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1.1.2. Sarkoplazmatické retikulum
Hlavni funkci SR je skladovat vapenaté ionty, uvolfovat je do

cytoplazmy a od&erpavat z cytoplazmy zpét do SR.

Ryanodinové receptory

Membrana SR je vybavena kanaly uvolfujicimi vapnik (release channels),
jejichz pfitomnost je nezbytna pro normalni prabéh ECC. Svij nazev dostaly
podle rostlinného alkaloidu ryanodinu, ktery je schopen modulovat jejich
vodivost (Lai a Meissner, 1989). Proto byvaji tyto kanaly nazyvany
ryanodinovymi receptory (RyR).

AZ dosud byly identifikovany tfi izoformy RyR: izoforma RyR1 je
charaktericka pro kosterni sval, RyR2 pro myokard a izoforma RyR3 je
vSudypfitomna (MacLennan et al., 2002). RyR se sklada ze ¢tyf shodnych
podjednotek. Vétsi Cast receptoru je obracena do cytoplazmy, mensi Cast
prochazi membranou SR (Samso a Wagenknecht, 1998). Nejvétsi
koncentrace RyR je na terminalnich cisternach junkéniho SR v blizkosti
T-tubult, kde je nevys$Si denzita lca. (Scriven et al., 2000). Vzhledem k tomu,
Ze vzdalenost mezi terminalni cisternou a T-tubulem je asi 10 nm, jsou RyR
v tésné blizkosti sarkolemy srdecni buriky (Lai a Meissner, 1989).

RyR jsou na membrané SR rozmistény v pravidelnych intervalech (az
100 RyR na 200 nm membrany). V zavislosti na zivo¢iSném druhu pfipada na
kazdych 100 RyR od 10 do 25 kanall Ica, coz je dostateCny pocet nutny pro
aktivaci RyR. Hlavnim podnétem pro otevieni RyR je zvySeni [Ca?'].
Nejucinnéjsi aktivace RyR je zajisténa prostfednictvim vapniku tekouciho do
buniky kanaly lca, pravdépodobné vzhledem ke vzajemnému geometrickému

uspofadani RyR a Ica (Wier a Balke, 1999).
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Vodivost kanalt RyR je rovnéz ovlivnéna mnozstvim Ca?* uvnitf SR.
Vzrustajici intrasarkoplazmaticka koncentrace vapniku zvySuje citlivost RyR
k [Ca®*], a tim i pravdépodobnost otevieni RyR (Shannon et al., 2000,
Lukyanenko et al., 1996). Naopak nizka koncentrace Ca®" uvnitf SR brani
probéhnuti CICR, a tim uplnému vyc€erpani vapniku ze SR. Ryanodinové
receptory SR jsou aktivovany mikromolarnimi koncentracemi [Caz+]i, vySSi,
tedy milimolarnimi koncentrace [Ca2+]i, kanaly inhibuji (Meissner a Henderson,
1987). Kanaly Ize rovnéz uvést do otevieného stavu kofeinem (O’Neill a
Eisner, 1990), ATP ¢&i cyklickou ADP-rib6zou, blokada je mozna pomoci
hof¢iku (Meissner a Henderson, 1987), u izoformy RyR1 také dantrolenem

(Zhao et al., 2001).

Kalsekvestrin

Véapenaté ionty jsou uvnitf SR navazany na bilkovinu kalsekvestrin,
ktery je lokalizovan zejména v terminalnich cisternach SR (MacLennan a
Wong, 1971). Kalsekvestrin ma sice malou afinitu, ale zato velkou vazebnou
kapacitu pro vapnik; jedna molekula kalsekvestrinu miize navazat 40-50 Ca®*
iontd (MacLennan et al., 2002). Pomoci kalsekvestrinu je vapnik vazan uvnitf
SR a diky tomu je zde asi 10 000krat vyssi koncentrace vapniku nez v okolni
cytoplazmé. Retikulum ma tak schopnost béhem kratké doby uvolnit nebo

kumulovat velké mnozstvi Ca?*.

1.1.3. Odéerpani vapniku z cytoplazmy
Ca’*-ATPéza sarkoplazmatického retikula (SERCA)
SERCA se nachazi zejména na membrané longitudinalnich tubuli SR.

Hlavni funkci SERCA je odCerpavat vapnik z cytoplazmy do SR a vytvofit tak
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podminky nezbytné pro zahajeni relaxace. V tkanich byly identifikovany tfi typy
SERCA, znichz kazdy ma nékolik izoforem. Izoforma charakteristicka pro
srde¢ni sval se oznaCuje jako SERCA2a (Tada a Toyofuku, 1996). P¥i
rozstépeni jedné molekuly ATP pfenese pumpa do retikula 2 molekuly vapniku
(MacLennan et al., 2002).

Podil SERCA na odstrafiovani vapniku z cytoplazmy savc€ich
kardiomyocytl je zavisly na ZivoCiSném druhu. V srdci potkana je
prostfednictvim SERCA odCerpano az 92 % zcelkového mnozZstvi
odstranéného vapniku, u ostatnich zivocisnych druha (kralik, fretka, kocka,
morce) je tento podil nizsi a Cini asi 70-75% (Bers, 1997).

Cinnost SERCA je nepiimo regulovana pomoci fosfolambanu (PL).
Jedna se o protein, ktery ovlivnénim SERCA zasahuje vyznamnym zpUsobem
do regulace srdec¢ni kontraktility (Koss a Kranias, 1996). Nefosforylovany PL
snizuje afinitu SERCA k vapniku a tlumi tak jeji efektivitu. Inhibi¢nimu vlivu
fosfolambanu na SERCA je naopak zabranéno jeho fosforylaci (Simerman a
Jones, 1998). Fosforylace PL je zajiStovana napfiklad fosforylovanou
cAMP-dependentni proteinkinazou A (Li et al., 2000) nebo Ca®*‘/kalmodulin-
-dependentni proteinkinazou (Narayanan a Xu, 1997). Mezi latky stimulujici
¢innost SERCA patfi hormony S§titné zlazy (Kiss et al., 1994) a inzulin
(Algenstaedt et al., 1997). Aktivace SERCA tedy urychluje odéerpavani Ca?*
z cytoplazmy do SR, &imZ se urychluje nastup relaxace a zvySuje naloz

vapniku uvnitf SR dostupného pro dalsi ECC .
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Sodiko-vapnikovy vyménik (NCX)

Cinnost NCX v normalnim rezimu, kdy vypuzuje vapnik z buriky, se
rovnéz podili na zahajeni procesu relaxace. U nékterych Zivoc&iSnych druh
(fretka, kralik, koCka, morce, pes, lidsky myokard) odstrafiuje NCX bé&hem
relaxace az jednu tretinu Ca* z cytoplazmy, v srdci laboratorniho potkana a

mysSi je jeho vliv na od€erpani vapniku zanedbatelny (Bers, 1997).

1.1.4. Kontraktilni aparat kardiomyocytu

Zakladni kontraktilni jednotkou kardiomyocytu je sarkomera. Jedna se o
utvar ohrani¢eny dvéma Z-liniemi. Sarkomera je tvofena tlustymi a tenkymi
myofilamenty a regulacnimi proteiny.

Tenka myofilamenta obsahujici bilkoviny aktin, tropomyozin a troponin,
jsou ukotvena z jedné strany do Z-linii, z druhé strany se zanofuji mezi tlusta
myofilamenta. Zaklad tenkého myofilamenta tvofi dvojita a-Sroubovice
fibrilarniho aktinu, na némz jsou v pravidelnych intervalech umisténa aktivni
mista slouzici k interakci mezi aktinem a hlavou myozinu. Dlouhé molekuly
tropomyozinu v klidovém stavu kryji aktivni mista aktinu. Molekuly troponinu
jsou umistény v pravidelnych intervalech podél tropomyozinové molekuly. Po
navazani Ca®* na vazebné misto troponinu dojde ke konformaéni zméné
molekuly troponinu, coz zpusobi nasledny pohyb tropomyozinu a odkryti
aktivnich mist aktinu.

Zakladem tlustého filamenta je bilkovina myozin, ktera vytvari osovou
strukturu vldkna a dvé hlavy. Hlava myozinu ma ATP-azovou aktivitu a

obsahuje vazebna mista pro aktin (Brady, 1991).
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Podstatou kontrakce je chemicka reakce mezi tenkymi a tlustymi
myofilamenty spojena s opakovanou tvorbou pfi€nych mustkl a pohybem
hlavy myozinu, coz vede k zasouvanim tenkych mezi tlusta myofilamenta.
Béhem tohoto procesu dochazi k pfiblizovani Z-linii, a tim i ke zkracovani
sarkomery a nasledné celé srdecni buriky. Nezbytnou podminkou pro zahajeni
této reakce je dostateCné zvysSeni intracelularni koncentrace vapniku a pfisun
energie ve formé ATP. Sila kontrakce je zavisla na vzajemném postaveni
aktinovych a myozinovych filament a je tedy ovlivnéna pocatecni délkou
sarkomery (Frank-Starlinglv zakon). Vysledna sila kontrakce stoupa se
vzristajici [Ca®'];, jedna se o sigmoidalni zavislost. Tato pozitivni zavislost je

modulovana riznymi mechanickymi a neurohumoralnimi faktory (Bers, 2002).

1.2. Autonomni regulace srdecCni Cinnosti

Spontanni €innost srde¢ni svaloviny je pod vlivem obou komponent
periferni ¢asti autonomniho nervového systému. Sympatikus vykazuje ucinky
kardioexcitani  (pozitivné inotropni,  chronotropni, = dromotropni a
bathmotropni), na rozdil od parasympatiku, jehoz ucinky jsou kardioinhibicni.
Obé casti autonomniho nervového systému pracuji na principu zesileného
antagonismu (Levy, 1971). Eferentni Cast sympatické a parasympatické
inervace ma dvouneuronovou strukturu. Bunécna téla pregangliovych
sympatickych neuron se nachazeji v intermediolateralnich jadrech
postrannich rohd hornich segmentd hrudni michy (Th1 - Th5-6). Pregangliova
vlakna vystupuji z michy pFfednimi misSnimi kofeny a cestou rami
communicantes albi vstupuji do paravertebralnich ganglii (Barr a Kiernan,

1988). Synapse mezi pregangliovymi a postgangliovymi neurony se nachazeji
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v krénich a v hornich hrudnich gangliich (Levy a Martin, 1995). Postgangliova
vlakna (nervi cardiaci) inervuji pracovni svalovinu sini a komor.

Bunécna téla parasympatickych pregangliovych neuronl jsou uloZena
v nucleus dorsalis nervi vagi, event. v nucleus ambiguus prodlouzené michy
(Levy a Martin, 1995). Vlakna téchto neuronl opoustéji prodlouzenou michu
prostfednictvim bloudivych nerva, jejichz vétve (rami cardiaci) se v hrudniku
stavaji soucasti srdeCni nervové pletené. Pregangliova parasympaticka vlakna
se prfepojuji na postgangliové neurony v gangliich srdeCniho plexu v tésné
blizkosti srdce a v intramuralnich gangliich. Parasympaticka inervace je
v sinich mnohem hustSi nez v komorach, kde slouzi pfevazné k modulaci
aktivity sympatiku a k inervaci koronarnich cév (Loffelholz a Pappano, 1985).

Nervova vlakna terminalni srdecni pletené jsou v intervalech 5 - 15 um
charakteristicky zesilena do varikozit, které obsahuji synaptické vacky
(vezikuly). V mistech varikozit byva bunéfna membrana ztlustéla a v jeji tésné
blizkosti jsou vacky zhustény. Pfenos informace z nervovych vldken na
kardiomyocyty je realizovan chemicky, prostfednictvim prenasect (mediatora),
které jsou uloZeny v synaptickych vaccich. Mediatory se uvolnuji postupné pfi
Sifeni akCénich potenciald po nervovém vilakné (uvolhovani “en passant’;
Burnstock, 1986; Loffelholz a Pappano, 1985) a vazou se na specifické
receptory lokalizované v membranach srdecnich bunék. KonecCny efekt
stimulace autonomnich neuronu zavisi na jejich vzruchové aktivité, mnozstvi
uvolnéného mediatoru, hustoté specifickych receptord v postsynaptické
membrané a jejich afinité k pfisluSnému mediatoru, na u€inku modulujicich
latek a mnoha dalSich faktorech. Klasickym pfenaseem vzruchu

z postgangliovych sympatickych viaken na srdecni buriky je noradrenalin (NA)
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a prislusna nervova vlakna jsou oznacCovana jako adrenergni. Acetylcholin je
mediatorem postgangliovych parasympatickych vlaken, ktera jsou oznaCovana

jako cholinergni (Lundberg, 1996).

1.3. Kardiovaskularni aparat a diabetes mellitus

Kardiovaskularni  komplikace DM zahrnuji  mikrovaskularni a
makrovaskularni postizeni, diabetickou kardiomyopatii a kardiovaskularni
autonomni neuropatii jako soucCast diabetické autonomni neuropatie. VySe
zminéné patologické procesy vétSinou probihaji souCasné a navzajem se

ovlivAuiji.

1.3.1. Diabeticka angiopatie

Vaskularni komplikace diabetu se fadi mezi nejCastéjsi pfi€iny smrti u
diabetickych pacientl. Diabeticka mikroangiopatie postihuje kapilary vcetné
prilehlych arteriol a venul a klinicky se manifestuje zejména jako diabeticka
retinopatie, nefropatie a neuropatie. Makroangiopatie postihuji artérie a
projevuji se arterioskler6zou. Diabetes urychluje a zhorSuje prabéh
aterosklerotického poSkozeni cév a zvySuje zejména riziko vzniku mozkovych
pfihod, postizeni koronarnich a perifernich cév. Mikrovaskularni komplikace se
Castéji vyskytuji u DM 1. typu a makrovaskularni spiSe u typu druhého. Obé
poruchy se navzajem ovliviiuji, napf. mikroangiopatické poskozeni vasa
vasorum zhorSuje makroangiopatické poskozeni vétSich cév.

Mechanismus vzniku diabetickych angiopatii neni jeSté zcela objasnén,
ale pravdépodobné se jedna o kombinaci pfi€in, kdy se metabolicka

(hyperglykémie a dyslipidémie) a hemodynamicka porucha projevi u geneticky
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disponovaného jedince (Gugliucci, 2000). Strukturalnim podkladem angiopatie
je ztlusténi bazalni membrany cév, které vede nasledné Kk jejich okluzi a
tkanové hypoxii (Lorenzi, 1992). Zavaznost zmén vétSinou koreluje s hladinou
glukézy v krvi; hyperglykémie urychluje a zhorSuje pribéh vaskularnich
hypotéz, mezi které patfi aldozoreduktazova teorie, vliv pozdnich produktl
glykace, zména aktivity proteinkinazy C (PKC), oxidacni stres, pseudohypoxie,
alterace lipoproteinového metabolismu ¢&i aktivace cytokini (Gugliucci, 2000),
pfiemz jako nejvice pravdépodobné jsou uvadény prvni tfi teorie.

Enzym aldozoreduktaza, jehoz aktivita se zvySuje v dusledku
hyperglykémie, stimuluje v tkanich nezavislych na inzulinu pfeménu glukézy
na sorbitol a jeho produkt fruktozu. Tyto latky poSkozuji integritu bunécné
membrany, negativné ovliviuji bunéény metabolismus a dalSi funkce buriky
(Gabbay, 1973). Kromé toho se sorbitol a fruktéza kumuluji v cévni sténé a
jako latky osmoticky aktivni vazou vodu, coz mechanicky poSkozuje tkan.
Kofaktorem premény glukézy na sorbitol je nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADPH), ktery je mimo jiné nezbytny pro vznik oxidu dusnatého (NO)
z argininu. ZvySena transformace glukdézy na sorbitol snizuje dostupnost
NADPH pro dalSi déje, klesa tvorba NO, coZ vede k vasokonstrikci a ke
zhorSenému krevnimu zasobeni tkani (Gabbay, 1973; Greene et al., 1988).

Zmeény aktivity PKC zplUsobené diabetem jsou zavislé na typu tkané.
Utlum aktivity PKC v nervové tkani byl popsan v souvislosti s diabetickou
neuropatii (Greene et al., 1992). Naopak v hladké svaloviné cévni stény je
aktivita PKC (zejména izoformy () zvySena pravdépodobné vlivem

diacylglycerolu. Syntéza diacylglycerolu je stimulovana hyperglykémii (Koya a
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King, 1998). Stimulace PKC zvySuje citlivost bunék hladké svaloviny stény cév
k vazokonstrik¢nim latkam, coz vede Kk poklesu pritoku krve tkanémi.
(Gugliucci, 2000).

Je znamo, Ze zvySena nabidka glukoézy vede k neenzymatickému
pfipojeni cukru k proteinim neboli glykaci. Tento jev byl u diabetickych
pacientl popsan v souvislosti se vznikem glykovaného hemoglobinu, ktery je
pouzivan jako spolehlivy marker prubéhu onemocnéni (Stevens, 1977). Kromé
vzniku €asnych produktl glykace, mezi které patfi napfiklad vySe zminény
glykovany hemoglobin, iniciuje dlouhodoba hyperglykémie dalsi fazi glykace,
zahrnujici sérii reakci, jez vedou ke vzniku tzv. pozdnich produkti glykace
(advanced glycation end-products, AGE; Njoroge a Monnier, 1989). AGE se
ukladaji ve sténé cév, kde zpusobuji ztlusténi bazalni membrany, pokles
elasticity pojivové tkané a aktivaci komplementu s naslednym vznikem
zanétlivé reakce. K tvorbé AGE dochazi i u nediabetickych pacientl a tyto
produkty jsou zodpovédné za nékteré pfiznaky starnuti tkani (hromadéni
pigmentu, pokles elasticity tkani aj.). ZvySena produkce AGE u diabetik( tyto
zmény urychluje (Gugliucci, 2000). Glykaci a oxidaci podléhaji rovnéz tuky
(zejm. LDL- lipoproteiny o nizké hustoté), jejich modifikované molekuly se pak
ukladaji v cévni sténé a davaji vznik aterosklerotickym platiim.

Vzhledem k tomu, Ze existuje uUzka pfiCinna souvislost mezi
hyperglykémii, dyslipidémii a rozvojem vaskularnich komplikaci, je dilezité u
diabetickych pacientli vhodnym zpusobem a v&as regulovat glykémii a hladinu

lipida v krvi.
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1.3.2. Diabeticka kardiomyopatie

Existence diabetické kardiomyopatie byla stanovena na zakladé
zjisténi, Ze myokardialni dysfunkci Ize diagnostikovat i u pacienti-diabetiku,
ktefi nemaji zadné znamky ischemické choroby srdecCni, posSkozeni
chlopenniho aparatu nebo hypertenzi (Paillole et al., 1989). Mechanismus
vzniku diabetické kardiomyopatie neni zcela objasnén. Az dosud bylo zjiSténo
nékolik potencialné patogenetickych faktoru, které se pfi vzniku a rozvoji
metabolické poruchy (deplece glukézového transportéru GLUT-4, vzestup
hladiny volnych mastnych kyselin, nedostatek karnitinu, zmény vapnikového
hospodarstvi), myokardialni fibr6za (spojena se vzestupem hladiny
angiotenzinu I, IGF-l a =zanétlivych cytokinl), poskozeni malych cév
(mikroangiopatie se zhor§enim koronarniho prutoku a endotelialni dysfunkci),
autonomni neuropatie, doprovazena denervaci a zménami koncentrace
katecholaminl v srdci, a inzulinova rezistence (Fang et al., 2004). Produkce
ATP v diabetickém kardiomyocytu je témeér vyhradné zavisla na utilizaci
volnych mastnych kyselin, coZ podstatné zvySuje naroky srdeCni tkané na
dodavku kysliku a vede ke kumulaci toxickych meziprodukti metabolismu
volnych mastnych kyselin a k inhibici metabolismu glukézy (Lopaschuk, 2002).
Toxicita oxida¢nich produktld metabolismu volnych mastnych kyselin na srdce
je potencovana hyperglykémii (Young et al., 2002).

Diabeticka kardiomyopatie je charakterizovana v ¢asné fazi diastolickou
a vpozdni fazi systolickou dysfunkci (Mahgoub a Abd-Alfattah, 1998),
hypertrofii srdeCnich bunék (Gargiulo et al., 1998) a v kone¢né fazi i srde¢nim

selhanim (Jarret, 1989). Pro diastolickou dysfunkci srde¢ni komory je
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charakteristické prodlouzeni izovolumické relaxace, zhorSeni Casné faze
pInéni komor a zvySeni plnéni sini (Schannwell et al., 2002). Tento stav vznika
v dusledku myokardialni fibrézy, ktera je pravdépodobné zpusobena kumulaci
AGE v srdeCni tkani (Bauters et al., 2003). AGE se mimo jiné rovnéz podileji
na naruSeni kalciového metabolismu srde¢nich bunék (Ziegelhoffer et al.,
1997). P¥i diabetické kardiomyopatii dochazi k intracelularni retenci vapniku
doprovazené vzestupem [Na']; (Dhalla et al., 1985). Nékteré experimenty
provadéné na transgennich mySich prokazaly, Ze se na komorové dysfunkci
mulze také podilet zvySena aktivita PKC-B, ktera vede k hypertrofii levé
komory, nekréze srdeCnich bunék a multifokalni fibréze srdecni tkané
(Wakasaki et al., 1997). Jak jiz bylo zminéné dfive, jednou z pfi€in zvySené

aktivity PKC-B muUze byt hyperglykémie (Koya a King, 1998).

1.3.3. Kardiovaskularni autonomni neuropatie

Mezi pomérné pozdé diagnostikované a malo prozkoumané komplikace
diabetu patfi diabeticka autonomni neuropatie (DAN), ktera postihuje vice nez
50% diabetiku. PostiZzeni autonomni inervace kardiovaskularniho aparatu vede
k rozvoji kardiovaskularni autonomni neuropatie (KAN). KAN postihuje
aferentni i eferentni slozku autonomni inervace a klinicky se manifestuje
tachykardii (Ziegler, 1994), ortostatickou hypotenzi (Low et al., 1975),
asymptomatickou ischémii myokardu (Marchant et al., 1993) a intoleranci
fyzické zatéze (Roy et al., 1989). Pfitomnost KAN zvySuje riziko nahlé srdecni
smrti, ischemické choroby srdec¢ni i chronického srde¢niho selhani (Gerritsen

et al., 2001).
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Na vzniku KAN se podili metabolické poskozeni nervovych vilaken,
autoimunitni vlivy, nedostatek neurohumoralnich rustovych faktort a poruchy
cévniho zasobeni nervu vznikajici v dusledku diabetické mikroangiopatie
(Vinik, 1999). Metabolické poskozeni nervovych viaken je zpusobeno zejména
zvySenou preménou glukézy na sorbitol & na jeho produkt fruktozu.
K destruujicimu ucinku sorbitolu a fruktézy v nervovych vldknech pfispiva jiz
vySe zminény osmoticky ucinek. NADPH, ktery se ucastni premény glukézy na
sorbitol, ma pfimy toxicky uCinek na nervovou tkan. Kromé toho bylo zjisténo,
Zze hyperglykémie snizuje vychytavani inozitolu, ktery je dulezity pro tvorbu
myelinovych pochev a neuronalnich membran. Duasledkem jsou zmény
membranového napéti a porucha elektrogeneze nervovych bunék (Greene et
al., 1988). Na vzniku nervové hypoxie se kromé& mikroangiopatického
poSkozeni vasa nervorum podili vasokonstrikce vznikajici v dusledku aktivace
PKC (Veves a King, 2001). Na druhou stranu, aktivita PKC v nervovych
burikach je vlivem hyperglykémie inhibovana, pravdépodobné v dusledku
nedostatku inozitolu, coZ vede ke sniZeni aktivity Na*-K*-ATPazy, poklesu
vodivosti nervl a k degenerativnim zménam axonl a Schwannovych bunék

(Greene et al., 1992).

1.3.4. Postizeni myokardu laboratorniho potkana v disledku
streptozotocinového diabetu

DM 1. typu experimentalné navozeny podanim streptozotocinu (STZ)
laboratornimu potkanovi snizuje silu kontrakce a to jak in vivo (Dowell et al.,
1986) tak u izolovanych preparatl, kdy se pokles kontrakce projevuje

vyraznym snizenim srde¢niho vydeje (Penpargkul et al., 1980; Vadlamudi et
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al., 1982). U experimentl provadénych na izolovanych kardiomyocytech STZ
potkanu byla popsana redukce zkraceni a prodlouzeny ¢as zkraceni srde¢nich
bunék (Okoyama et al., 1994; Yu et al. 1994). Pfi sledovani sily kontrakce
papilarnich svall uz vysledky tak jednoznacné nejsou. Néktefi autofi prokazali
negativné inotropni U€inek dlouhodobého STZ diabetu (Cameron et al., 1989),
na druhou stranu byly popsany experimenty, ve kterych neni Zadny rozdil
v sile kontrakce papilarnino svalu mezi kontrolnimi a diabetickymi potkany
(Fein et al., 1980; Takeda et al., 1988).

Jiz za 4 tydny po indukci diabetu dochazi v pracovnich bunkach
komorové svaloviny k zavaznym zménam v hospodareni s vapnikem. Ty
zahrnuji pokles aktivity SERCA (Ganguly et al., 1983), ktery je pravdépodobné
zpusoben snizenim afinity SERCA k vapniku (Kim et al., 2001), poklesem
koncentrace (Netticadan et al. 2001) a exprese mRNA pro SERCA (Kim et al.,
2001). Navzdory tomu existuji prace, ve kterych pokles exprese mRNA pro
SERCA v srdci diabetického potkana prokazan nebyl (Zarain-Herzberg et al.,
1994). Exprese mRNA pro PL i koncentrace této bilkoviny byla v srdci
diabetického potkana zvySena, coz pravdépodobné pfispiva ke snizené funkci
SERCA u diabetickych potkanu. V urovni fosforylace PL nebyl zaznamenan
rozdil mezi zdravymi a diabetickymi zvifaty (Kim et al., 2001). Diabetické
poskozeni SR bylo doprovazeno i snizenou afinitou ryanodinovych receptor(
SR kvapniku (Yu et al., 1994), aniz by dochazelo k redukci jejich poctu
(Bidasee et al., 2001). Proud neseny sarkolemalnim NCX je v srdci
diabetickych potkanu rovnéz snizen ve srovnani s kontrolnimi zvifaty (Makino
et al., 1987; Chattou et al., 1999). Redukce proudu NCX byla vysvétlena

poklesem koncentrace NCX a exprese mRNA pro NCX (Hattori et al., 2000).
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Ke zménam vapnikového hospodarstvi v diabetickém srdci prispiva také
snizeni aktivity sarkolemalni Ca®*-ATPazy (Heyliger et al., 1987). Poskozeni
transportnich mechanismd odcerpavajicich vapnik z cytoplazmy vede
k intracelularnimu hromadéni Ca?®', coz muze prispivat k dalSimu rozvoji
diabetické kardiomyopatie (Makino et al., 1987).

Zmeény vyvolané STZ diabetem Ize pozorovat i na urovni kontraktilniho
aparatu, kde dochazi ke zpomaleni rychlosti tvorby pficnych mustkd (Ishikawa
et al., 1999). Pfi dlouhodobém trvani STZ diabetu je V4 izoforma myozinu
nahrazovana izoformou V3 s niz§i ATPazovou aktivitu (Malhotra a Sanghi,
1997). Snizeni aktivity myozinové ATPazy bylo mozné potlacit podanim
hormonu §titné zZlazy, z ¢ehoz vyplyva, Zze zména aktivity myozinové ATPazy
nemusi byt zplsobena nedostatkem inzulinu, ale muze byt dusledkem
hypofunkce s§titné Zlazy, ktera byva doprovodnym jevem STZ diabetu
(Dillmann, 1982).

STZ diabetes rovnéz ovliviuje elektrické vlastnosti srde¢nich bunék.
Dochazi k redukci proudu lca. (Chattou et al.,, 1999; Nobe et al., 1990).
V experimentech s blokatorem lca. nitrendipinem byl zjistén snizeny pocet
vazebnych mist pro tento blokator (Lee et al., 1992). Dale byla prokazana
redukce repolarizujiciho draslikového proudu v srdecCnich sini a komorach
diabetickych potkanu, ktera vedla k prodlouzeni akéniho napéti (Jourdon a
Feuvray, 1993). V diabetickych preparatech bylo rovnéz prokazano snizeni
aktivity Na'-K'-ATPazy (Ziegelhoffer et al., 2003) a Na'-H™-vyméniku
(Lagadig-Grossmann et al., 1988).

Aplikace STZ vedla také k degenerativnim zménam sympatickych nerva

laboratorniho potkana, které byly pozorovany jiz za 24 hodin po podani STZ
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(Monckton a Pehowich, 1980). Rozvoj autonomni neuropatie u STZ diabetu
byl rovnéz prokazan fadou funkénich studii (Kimball et al., 1992). Byla
popsana klidova bradykardie, snizené cirkadianni kolisani srdecni frekvence a
pokles tonu sympatické a parasympatické inervace za klidovych podminek

(Hicks et al., 1998).

Multifaktorialni pfi€iny rozvoje diabetického poskozeni srdce dokladaji
experimenty, pfi kterych byly rGznymi intervencemi potlateny &i zmirnény
projevy srde¢niho poskozeni. U STZ potkand bylo prokazano, ze
adrenomedulin normalizuje hodnoty srde¢niho vydeje (Dobrzynski et al.,
2002). Blokator angiotenzin konvertujiciho enzymu cilazapril zlepSuje
koronarni pratok a silu stahu levé srde¢ni komory (Udayachalerm et al., 2001),
Poklesu sily srdeCni kontrakce Ize rovnéz zabranit bosentanem, coz je
blokator endotelinového receptoru (Verma et al., 2001). L-NAME a blokator
IcaL nifedipin normalizuji hodnoty srdecni frekvence (Smith et al., 1997; Shah
et al.,, 1995). DalSi blokator Ica. verapamil zamezuje zménam na urovni
kontraktiiniho aparatu (Afzal et al., 1989). Kromé& toho bylo zjiSténo, zZe
intervence upravuijici plazmatickou koncentraci lipida u STZ potkanu, napfiklad
podavani cholinu a methioninu (Heyliger et al., 1986), karnitinu (Rodrigues et
al., 1990) a probukolu (Tada et al.,, 1992) zpomaluji rozvoj diabetické

kardiomyopatie.

1.4. Kardiovaskularni aparat a inzulin

PFiCinou DM 1. typu je absolutni nedostatek inzulinu (inzulinopenie).

Inzulin, hormon produkovany [B-bufikami Langerhansovych ostrlivka
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endokrinni ¢asti pankreatu, vyznamnym zpusobem zasahuje do metabolismu
cukra, tuka a lipidd. Kromé& toho ma inzulin i fadu méné znamych
nemetabolickych u¢inkd v€etné vlivu na kardiovaskularni aparat. Z ¢asového
hlediska Ize uCinky inzulinu rozdélit na bezprostfedni, kdy inzulin moduluje
membranovou permeabilitu, transmembranovy pfenos ¢&i fosforylaci nékterych
enzymdU, a na dlouhodobé ucinky ovliviiujici proteosyntézu buriky.

Bylo zjisténo, ze inzulin ovliviiuje permeabilitu membrany vzrusSivych
tkani a zplsobuje hyperpolarizaci. Vzestup membranového napéti je
vysvétlovan redukci permeability membrany pro sodik (Zierler a Wu, 1988) a
zvysenou aktivitou Na*-K*-ATPazy, kterou popsali LaManna a Ferrier (1981).
Naproti tomu Gupta et al. (1986) stimulaci Na’-K'-ATPazy inzulinem
v srde¢nich bunkach neprokazali. Inzulin rovnéz ovliviiuje krevni obéh — jeho
podani vede kvazodilataci a zvySeni pratoku v kosternim svalu
(Yki-Jarvinen a Utriainen, 1998), pfi stavu hyperglykémie a hypetriglyceridémie
zvySuje plazmatickou koncentraci blokatoru plazminogenového aktivatoru a
pusobi  tak  antifibrinolyticky = (Calles-Ascandon et al., 1998),
u inzulinorezistentnich pacientl vykazoval i proagregacni efekt (Baldi et al.,
1996). Stimulaci sympatické ¢asti autonomniho nervového systému zrychluje
inzulin srde¢ni frekvenci, zvySuje hodnotu systolického tlaku a zvySuje hladinu
noradrenalinu v plazmé (Rowe et al., 1981).

Inzulin také vyznamnym zplsobem zasahuje do vapnikového
hospodarstvi kardiomyocytl. Bylo popsano, ze v srdci laboratorniho potkana
stimuluje Ica. Tento UCinek je zavisly na davce inzulinu a je pravdépodobné
zprostfedkovan cestou proteinkinazy A (Aulbach et al., 1999). Podobny vliv

inzulinu na proteinkinazu A byl nalezen i v lidskych kardiomyocytech (Maier et
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al., 1999). Na druhou stranu, v srdci diabetickych pacientl nebyl stimulacni vliv
inzulinu na vapnikovy proud L-typu prokazan (Maier et al., 2001).

V 80. letech minulého stoleti bylo zjisténo, ze inzulin stimuluje proud
neseny NCX (Kato a Kako, 1988; Gupta et al., 1986). Pozdéji bylo prokazano,
ze efekt inzulinu na NCX je inhibovan v pfitomnosti blokatoru PKC
staurosporinu a existuje tedy mozna spojitost mezi u€inkem inzulinu na NCX a
signalni cestou PKC (Ballard et al., 1994).

Pomérné malo dostupnych informaci je znamo o pfimém ucinku
inzulinu na SERCA. Studie Gupty et al. (1989) prokazaly stimulacni uc€inek
inzulinu na SERCA2 v kardiomyocytech prasete. Pozdéji byla popsana mozna
interakce mezi substratem inzulinového receptoru a dvou izoforem vapnikové
pumpy (SERCA1, SERCA2), ktera je ovliviiovana inzulinem stimulovanou
tyrozinkinazovou cestou (Algenstaedt et al., 1997).

Uginek inzulinu na silu srdeéni kontrakce vykazuje mezidruhové rozdily.
Pozitivné inotropni ucinek inzulinu byl zaznamenan v srdci mor€ete (von Arnim
a Bolte, 1980), kralika (Snow, 1976), koCky a kotéte (Lee a Downing, 1976).
V srdci prasete byl popsan bifazicky efekt inzulinu; inicialni negativné inotropni
ucinek byl nasledovan zesilenim srdec¢ni kontrakce (Lee a Downing, 1976).
Slozitost inotropniho pulsobeni inzulinu dokumentuji vysledky experiment
provadénych na myokardu veverky, kde inzulin vykazoval negativné inotropni
ucinek u bdélych zvifat. Vyjimku tvofila tzv. letni skupina zvifat, u které nizsi
davka inzulinu vedla k zesileni kontrakce, zatimco vy3sSi davka inzulinu
vyvolala negativné inotropni efekt. U hibernujicich zvifat nebyla sila kontrakce
inzulinem vyznamné ovlivnéna (Nakipova et al., 2000). Informace o ucinku

inzulinu na silu srde¢ni kontrakce u laboratorniho potkana jsou ponékud
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nejednotné. Literarni zdroje informuji o pozitivné inotropnim (Sethi et al.,
1991), negativné inotropnim (Farah a Alousi, 1981), popfipadé zadném ucinku

inzulinu na silu srde¢ni kontrakce (Ren et al., 1999; Schmidt a Koch, 2002).

1.5. Diabetické srdce a inzulin

STZ zvifata, ktera jsou dlouhodobé I|éCena inzulinem, vykazuji
normalizaci hodnot srdecni frekvence a krevniho tlaku (Pfaffman, 1980).
Pravidelné podavani inzulinu diabetickym zvifatim rovnéz zabranilo zménam
sily kontrakce papilarniho svalu, poklesu aktivity myozinové ATPazy a nahradé
V4 izoformy myozinu za izoformu V3 (Fein et al., 1984). Inzulinova Ié¢ba vedla
nejprve k normalizaci biochemickych parametri (normoglykémie), s urCitym
C¢asovym odstupem doslo i k upravé zmén vznikajicich pusobenim diabetu na
srdce. Urover upravy funkénich vlastnosti srdce je pfimo Umérna dobé
podavani inzulinu (Fein et al., 1981).

Akutni aplikace inzulinu na levokomorovy papilarni sval potkanu
s kratkodobym diabetem (5-7 dni) vedla k vzestupu sily kontrakce, avSak
trvani kontrakce ani relaxace nebylo inzulinem ovlivnéno. V izolovanych
kardiomyocytech diabetickych zvifat inzulin zvySoval vyskyt vapnikovych
prechodu (Ren et al., 1999).

V€asna a spravné vedena lécba diabetikll inzulinem snizuje rychlost
rozvoje kardiovaskularnich komplikaci (Srikanthan a Hsueh, 2004). Dosud
nezodpovézenou otazkou vSak zUstava, zda diabetiCti pacienti vice profituji
z metabolickych U&inkd inzulinu i z pfimého uc€inku inzulinu na srdce nebo se

na léEebném procesu podili kombinace obou faktoru.
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1.6. Cile disertace

Z vySe uvedeného prehledu je zfejmé, Ze interakce diabetu a inzulinu
v srde€nim svalu jsou nesmirné komplexni a dosud nejasné. Dlouhodobé
podavani inzulinu zabrani rozvoji nékterych zmén, které se objevuji v dusledku
pusobeni diabetu na srdce a jeho inervaci. Nicméné u vétSiny studii
experimentalniho diabetu je aplikace inzulinu zahajena bezprostfedné po
indukci diabetu, coz nekoresponduje s klinickymi podminkami, kdy je u
diabetikGl |éCba zahajena s ruzné dlouhym c¢asovym odstupem po nastupu
onemocnéni. Informace o pfimém pUsobeni inzulinu na srdce
nekompenzovanych diabetickych subjektl jsou pomérné sporé a v oblasti
srde¢ni kontraktility protichGdné. Tuto otazku jsme se proto rozhodli
prozkoumat podrobnégji. V ramci disertaéni prace jsme se zabyvali akutnim
jednorazovym ucinkem inzulinu na kontraktilitu izolovaného papilarniho svalu
intaktniho potkana a potkana s dlouhodobym (16 tydnd) nekompenzovanym
diabetem. Cilem bylo prozkoumat, zda inzulin vykazuje pfimé ucinky na
srdeCni kontraktilitu bez souCasné hyperglykémie a zda jsou tyto ucinky
v diabetickém srdci zménény.

Druhé téma feSené v pfedloZzené disertacni se vztahuje k srdecni
diabetické neuropatii (viz vyse). Informace o autonomni regulaci pfi diabetu
jsou dosud omezené a data mapujici vliv dlouhodobého diabetu na
sympatickou inervaci srde¢niho svalu nejsou jednotna. Zména autonomni
regulace diabetickych jedincd mize byt podminéna zménami v uvolhovani
mediatord nebo zménénou bunéCnou odpovédi (alterace nitrobunécnych
signalnich kaskad). V ramci disertaéni prace jsme se zaméfili na prvni

moznost, tedy jakym zplUsobem nekompenzovany diabetes ovliviiuje srde¢ni
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metabolismus jednoho z hlavnich autonomnich mediator — noradrenalinu,
vCetné sledovani jeho tkanové koncentrace, uvolhovani a zpétného

vychytavani.
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2. METODY
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2.1. Zvirata

K pokusim jsme pouZili dospélé laboratorni potkany kmene Wistar
z konvenéniho chovu firmy VELAZ (Praha, CR). Poget laboratornich potkand
v jedné kleci byl maximalné pét. Zvifrata méla volny pfistup k potravé a vodeé,
pokud nebylo v ramci experimentu nutné provadét odbéry nalacno. Do pokusu
byla zvifata zafazena nejdfive po dvoutydenni adaptaci. VSechny experimenty
na zvifatech byly provadény v souladu s Evropskou smérnici pro ochranu
obratlovcl pro experimentalni a dalSi védecké ucely (European Directive for
the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other
Scientific Purposes, 86/609/EU) a byly schvaleny Odbornou komisi pro praci
s laboratornimi zvifaty Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. Obé studie
prezentované v této disertacni praci probihaly souCasné. Laboratorni zvifata
jsme rozdélili dle pohlavi, pro experimenty zabyvajici se kontraktilitou jsme
pouzivali samce, pokusy studujici autonomni regulaci byly provadény na
samicich laboratorniho potkana. V budoucnu budou pokusy provadény na
zvifatech opacného pohlavi, abychom mohli zohlednit i pfipadné pohlavni

rozdily.

2.2. Experimentalni model diabetu

2.2.1. Indukce streptozotocinového diabetu

K vyvolani diabetu jsme pouzivali STZ (Sigma-Aldrich, USA). STZ byl
rozpustén v citratovém pufru (pH 4,5) a podan jednorazové do ocasni zily
laboratorniho potkana v davce 65 mg/kg (Junod et al., 1967; Stauffacher et
al., 1970; Ganda et al., 1976). Kontrolnim zvifatim byl aplikovan citratovy pufr

v adekvatnim objemu.
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2.2.2. Ovéreni diabetického modelu

U experimentalnich zvifat jsme pravidelné sledovali hladinu glukozy
vkrvi a télesnou hmotnost. Dale jsme méfili hladinu glukézy v modi,
plazmatickou koncentraci inzulinu, koncentraci inzulinu v pankreatu, provadéli

jsme glukdzovy tolerancni test a histologickeé vySetfeni pankreaticke tkané.

Glykémie

Glykémie v krvi byla méfena vzdy pred aplikaci STZ (event. citratového
pufru), 48 hodin po aplikaci STZ (event. citratového pufru) a dale v tydennich
intervalech az do 20. tydne, u vybranych pokusu kazdy mésic az do jednoho
roku po prvnim podani STZ (event. citratového pufru). Krev byla odebirana
pomoci sklenénych heparinizovanych kapilar z retrobulbarnino plexu. Pred
odbérem byla zvifata uvedena do lehké éterové narkdzy. Odebrana krev byla
vypusténa do  zkumavek s odparkem  K,EDTA  (draselna sl
etylendiaminotetraoctové kyseliny). Ke stanoveni glykémie byl pouzita
enzymaticka metoda (Bio-La-Test, Lachema, Brno, Ceska republika), pfi niz je
glukéza oxidovana kyslikem za katalyzy glukézooxidazou na peroxid vodiku a
glukonat. Vznikly peroxid vodiku byl stanoven oxidacni kopulaci se
substituovanym fenolem a 4-aminofenazonem za katalyzy peroxidazou.
Absorbance vzniklého vzorku byla stanovovana na spektrofotometru (Spekol,
NDR) proti slepému vzorku pfi vinové délce 492 nm a porovnana s hodnotou
standardu.

Tésné pfed usmrcenim zvifete jsme méfili glykémii osobnim

glukometrem Accutrend® GC (Roche Diagnostics, Svycarsko) pomoci
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diagnostickych prouzkd. Krev byla odebirdana z retrobulbarniho plexu do

sklenénych heparinizovanych kapilar.
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Obr. 2.1. Hodnota glykémie (A) a télesné hmotnosti (B) u kontrolnich a
diabetickych potkand.

Prazdné ctverce: kontrolni potkani (n=20), jednorazova aplikace citratového pufru.
PIné krouZky: diabeticti potkani (n=25) — jednorazova aplikace STZ v citratovém
pufru. * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi u

kontrolnich zvifat, p<0,05.

Jednorazova aplikace STZ do ocasni zily dospélého laboratorniho

potkana (stafi 60 dna) vedla k vyznamnému vzestupu hladiny glukézy v krvi.
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Glykémie u STZ zvifat byla zvySena jiz 24 hodin po injekci STZ, a to na
hodnoty vysSi nez 20 mmol/l. Tato vyrazna hyperglykémie se u STZ zvirat
udrzela po celou dobu pokusu (obr. 2.1.A). Pokud u STZ potkant dva dny po
aplikaci STZ nedosahovala glykémie hodnoty 18 mmol/l, byla zvifata z pokusu
vyfazena. U kontrolnich potkanud, kterym byl aplikovan pouze citratovy pufr,
nedoslo k vzestupu glykémie nad 12 mmol/l po celou dobu experimentu (obr.

2.1.A).

Télesna hmotnost

Ve stejnych Casovych intervalech jako koncentraci glukdzy v krvi jsme
sledovali hmotnost zvifat.

Hmotnost kontrolnich potkanu progresivné rostla po celou dobu
experimentu (obr. 2.1.B) z vychozi hodnoty 207 £ 7 g (stafi 60 dnt) az na 300
+ 19 g (stafi 200 dnu), zatimco u STZ potkant télesna hmotnost stagnovala a
nebyla statisticky vyznamné odliSna na za¢atku a na konci pokusu (obr. 2.1.B)

— vychozi hodnota 208 + 4 g (stafi 60 dnl) a 228 + 19 g (stafi 200 dnu).

Glykosurie

Pro stanoveni koncentrace glukdézy v moc€i byla zvifata umisténa do
metabolickych kleci a mo€ byla sbirdna do zkumavek po dobu tfi hodin.
Ziskany vzorek moci byl zfedén destilovanou vodou v poméru 1:10 a dale
zpracovan stejnym zpusobem jako vzorek krve pomoci Bio-La-Testu.

Pfi méfeni glykosurie jsme u nelaénych kontrolnich zvifat zaznamenali
pouze stopové mnozstvi glukézy v moci pfed i po aplikaci citratového pufru

(obr. 2.2).
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U nelacnych diabetickych zvifat se hodnota glukézy v moci vyrazné
zvysila jiz béhem prvniho tydne po aplikaci STZ a po celou dobu experimentu

se udrzovala na hodnotach vysSich nez 45 mmol/l (obr. 2.2).
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Obr. 2.2. Hodnota koncentrace glukézy v moci u kontrolnich a diabetickych
laboratornich potkanti.

Prazdné d&tverce: kontrolni potkani (n=20), jednorazova aplikace citratového pufru.
PIné krouZky: diabeticti potkani (n=25) — jednorézova aplikace STZ v citratovém
pufru. * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi u

kontrolnich zvifat, p<0,05.

Imunohistochemie pankreatu
Slinivka bfisni byla vyfata bezprostfedné po usmrceni zvifete a

fixovana 4% formaldehydem. Vzorek tkané byl vioZzen do parafinu a nakrajen
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na fezy o tloustce 5 uym. Endogenni peroxidazova aktivita byla blokovana
roztokem peroxidu vodiku (1 dil) a metanolu (50 dilG). Rezy byly inkubovany
s primarni polyklonalni morc&eci protilatkou (1:150; Dako, CA, USA) po dobu
dvanacti hodin pfi teploté 4°C. Dale jsme pouzili Novostain Super ABC
Universal Kit (Novocastra Laboratories Ltd., VB) a aplikovali jsme sekundarni
protilatku (45 min, 37°C) a avidin-biotin peroxidazovy komplex (45 min, 37°C).
Nakonec byla tkan obarvena Gillovym hematoxylinem (30 s; Bio-Optica, Italie).
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Obr. 2.3. Histologické snimky Langerhansovych ostrivkid pankreatu kontrolnich
potkant (A) a diabetickych potkant za 24 hodin (B) a 48 hodin (C) po aplikaci
STZ

Endokrinni ¢ast pankreatt(i kontrolnich potkant obsahovala hojné mnoZstvi ostrivki
pravidelné architektoniky s vysokou imunoreaktivitou na inzulin (A). Jeden den po
aplikaci STZ doSlo k ubytku ostravkt a ke sniZeni pozitivity na inzulin (B). Po 48
hodinach pusobeni STZ byl vyjadfen vyznamny ubytek ostrivku a bunék tvoficich

inzulin (C).

Histologicky nalez pankreatické tkané STZ potkant korespondoval
s rostouci glykémii, kdy 24 hodin po aplikaci STZ méla zvifata glykémii
20,2 + 1,2 mmol/l (n=6) a ve vzorcich pankreatické tkané byl mensi poclet
Langerhansovych ostrivkd s nepravidelnou architektonikou, které vykazovaly

snizenou imunoreaktivitu na inzulin (obr. 2.3.B). Po 48 hodinach méli STZ
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potkani (n=5) glykémii 23,1 = 1,1 mmol/l, endokrinni ¢ast jejich pankreatl
obsahovala ostrlivky nepravidelné stavby pouze ojedinéle a burky ostravkul

vykazovaly slabou az nulovou pozitivitu na inzulin (obr. 2.3.C).

2.2.3. Dlouhodobé sledovani diabetickych potkant

Béhem prvnich péti mésicd po aplikaci STZ jsme u laboratornich
potkanu nachazeli charakteristické znamky DM 1. typu. Vzhledem k tomu, zZe
jsme hodlali studovat srdecni tkan zvifat s chronickym diabetem, zajimalo nas,
zda jsou dosazené vysledky trvalé a zda budou zvifata vykazovat znamky
diabetu dlouhodobé, tj. za jeden rok po indukci diabetu. ProtoZze jsme
v zadném ze sledovanych parametrd nenalezli vyznamné mezipohlavni
rozdily, pouZzili jsme zvifata obou pohlavi (n=200). Téméf 25% potkanu
uhynulo pfed dokonenim experimentu. U zbyvajicich zvifat (n=152) jsme
pravidelné kazdy meésic stanovovali koncentraci glukdzy v krvi a na zakladé
hodnot glykémie jsme zvifata rozdélili do dvou skupin. V prvni skupiné
oznacené STZa (n=92) byla zvifata, jejichz glykémie neklesla pod 18 mmol/l
ve sledovaném obdobi 12 mésichd. Do druhé skupiny (STZb; n=60) byla
zarazena zvifata, u nichz byla glykémie v prvnich Sesti mésicich po indukci
diabetu vysSi nez 18 mmol/l, avSak v druhém pulroce nepfesahla hodnotu 13
mmol/l. Ostatni zvifata byla z experimentu vyfazena. Hodnoty glykémii
v jednotlivych mésicich pokusu jsou uvedeny na obrazku 2.4.A.

Télesna hmotnost vSech STZ zvifat se v prvnich Sesti mésicich pokusu
nezménila, na rozdil od kontrolnich potkand, jejichz hmotnost progresivné

rostla. Ani ve druhém pulroce se hmotnost potkantd STZa neménila, zatimco u
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skupiny zvifat STZb jsme registrovali pravidelné pfiristky hmotnosti. Vyvoj

hmotnosti potkant dokumentuje obrazek 2.4.B.
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Obr. 2.4. Hodnoty glykémie (A) a télesné hmotnosti (B) u laboratorniho potkana
v prubéhu jednoho roku.
Prazdné ctverce: kontrolni potkani (n=40), jednorazova aplikace citratového pufru.
Piné krouzky: STZa potkani (n=92) — jednorazova aplikace STZ v citratovém pufru,
glykémie >18 mmol/l po celou dobu experimentu. PIné trojuhelniky: STZb potkani
(n=60) - jednorazova aplikace STZ v citratovém pufru, glykémie >18 mmol/l v prvnim
pulroce pokusu a <13 mmol/l v druhém pdlroce pokusu. * statisticky vyznamny rozdil
ve srovnani s hodnotami naméfenymi u kontrolnich zvitat, * statisticky vyznamny

rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi u zvifat skupiny STZa, p<0,05.
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Obr. 2.5. Koncentrace inzulinu v plazmé u laboratorniho potkana v pribéhu
jednoho roku.

Prazdné ctverce: kontrolni potkani (n=40), jednorazova aplikace citratového pufru.
PiIné krouzky: STZa potkani (n=92) — jednorazova aplikace STZ v citratovém pufru,
glykémie >18 mmol/l po celou dobu experimentu. PIné trojuhelniky: STZb potkani
(n=60) - jednorazova aplikace STZ v citratovém pufru, glykémie >18 mmol/l v prvnim
pulroce pokusu a <13 mmol/l ve druhém pulroce pokusu. * statisticky vyznamny rozdil

ve srovnéni s hodnotami naméfenymi u kontrolnich zvifat (p<0,01). *

statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi u zvifat skupiny STZa

(p<0,05).
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Stanoveni koncentrace inzulinu v plazmé

Odebrana krev byla smichana s protisrazlivym c¢inidlem K;EDTA a
centrifugovana (1000 x g, 4°C, 15 min). Poté jsme do zkumavek odsali plazmu
a skladovali jsme ji pfi teploté -20°C. Koncentrace inzulinu v plazmé byla
stanovena pomoci komeréniho RIA setu (LINCO Research, MO, USA), ktery

1'% a antisérum ziskané od moréete

obsahuje potkani inzulin znacCeny
obsahujici protilatky proti inzulinu.
Obrazek 2.5 dokumentuje plazmatickou koncentraci inzulinu u potkanu
zafazenych do dlouhodobého pokusu. U zvifat STZa byla koncentrace inzulinu
v plazmé az pétkrat nizSi nez u odpovidajicich kontrolnich zvifat, zatimco u

skupiny STZb byla plazmaticka koncentrace vyS$si nez u skupiny STZa a blizZila

se k hodnotam namérenym u kontrolnich zvifat.

Stanoveni koncentrace inzulinu v pankreatické tkani

Slinivka bfisni byla vyjmuta co nejdfive po usmrceni zvifete a oCisténa
od okolnich tkani. Poté jsme pankreatickou tkan zmrazili, zvazli a
zhomogenizovali pfi teploté 4°C v 10 objemech kyselého alkoholového roztoku
(75% [vol/vol] etanolu, 23,5% redestilované vody a 1,5% 10 mol/l HCI).
Homogenat jsme centrifugovali (5000 x g, 4°C, 20 min), supernatant jsme
odsali a skladovali pfi teploté -20°C. Koncentrace inzulinu v pankreatické tkani
jsme stanovili pomoci komer¢niho RIA setu (LINCO Research, MO, USA).

Koncentrace inzulinu v pankreatické tkani kontrolnich zvifat stafi 3
mésice byla 18,7 + 2,2 ng/g a vyznamné se neménila s pfibyvajicim vékem,
kdezto pankreaticka koncentrace inzulinu u skupiny STZa byla vyrazné nizsi

ve srovnani s kontrolami (1,25 £ 0,21 ng/g na konci prvniho mésice po aplikaci
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STZ) a neménila se v pribéhu experimentu, tj. 1,97 + 0,32 ng/g v devatém a
1,68 = 0,21 ng/g ve dvanactém meésici po aplikaci STZ. U skupiny STZb se
koncentrace inzulinu v pankreatu zvySila v druhém pulroce pokusu,
dosahovala hodnot 10,3 £ 1,5 ng/g (9.mésic) a 13,8 £ 1,7 ng/g (12. mésic).
Tyto hodnoty nebyly statisticky vyznamné odliSné od hodnot naméfenych u

pfislusnych kontrol.

s v s

Obr. 2.6. Imunohistochemické mikrosnimky endokrinni ¢asti pankreatu potkant

STZa (A), STZb (B) a kontrolnich zvirat (C).

Distribuce bunék imunopozitivnich na pfitomnost inzulinu a architektonika
Langerhansovych ostravkt pankreati STZb (B) odpovida nalezu intaktnich zvirat (C).
Atrofické ostruvky v pankreatech STZa (A) obsahuji minimum zachovalych B-bunék,
které jsou rozptyleny mezi previadajicimi inzulin-negativnimi burikami. Useéka

odpovida 50 um.

Rozdil koncentrace inzulinu v pankreatické tkani mezi skupinami zvifat
STZa a STZb byl patrny i u histologickych preparatu. Vzorky pankreatu
odebrané od potkanli STZb obsahovaly dobfe ohraniCené ostruvky se
zachovalymi B-burikami (obr. 2.6.B) a vykazovaly podobnost se
vzorky kontrolnich zvifat (obr. 2.6.C). V pankreatické tkani potkant STZa byl

mensi pocet malych ostrivkl, které meély nepravidelny tvar a ve srovnani
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s kontrolami byly hife ohraniCené. Buriky obsahujici inzulin nebyly pfitomny

vubec nebo jen v minimalnim poctu (obr. 2.6.A).

Glukozovy tolerancni test

Glukézovy toleran¢ni test jsme provadéli u laboratornich potkand po
dvanactihodinovém lacnéni. Zvifata jsme anestezovali uretanem (1,5 g/kg
télesné hmotnosti). Glukézu (2 g/kg) jsme aplikovali intraperitonealné. Ve
vzorcich krve z retrobulbarnihu plexu, které jsme odebirali 15, 30, 60, 90, 120,
150 a 180 minut po podani glukdzy, jsme stanovovali glykémii a plazmatickou
koncentraci inzulinu.

Prestoze jsme v pokroCilych stadiich onemocnéni nenalezli vyznamny
rozdil v glykémii a v plazmatické koncentraci inzulinu mezi kontrolnimi a STZb
potkany, prubéh glukézového toleranéniho testu byl u vy§e zminénych skupin
zvifat odlisSny. Prabéh glykemické kfivky glukézového toleranéniho testu
provadéného v 9. a 12. mésici experimentu vykazoval u STZb zvifat
patologické hodnoty podobné jako u skupiny STZa a vyrazné se lisil od
prubéhu kfivky ziskané od kontrolnich zvifat (obr. 2.7.A). Obé skupiny STZ
zvirat reagovaly na glukézovou zatéz snizenou sekreci inzulinu ve srovnani

s kontrolni skupinou (obr. 2.7.B).
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Obr. 2.7. Glykemicka krivka (A) a plazmaticka koncentrace inzulinu (B) pri
glukézovém toleran¢nim testu u kontrolnich a diabetickych potkanu 12 mésicu
po aplikaci STZ.

Préazdné d&tverce: kontrolni potkani (n=40), jednorazova aplikace citratového pufru.
Piné krouzky: STZa potkani (n=92). PIné trojuhelniky: STZb potkani (n=60).
* statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi u kontrolnich

zvirat, p<0,05.

Vysledky dlouhodobého sledovani STZ potkanu ukazuji, ze prvnich 6
mésicu po indukci diabetu byl model DM 1. typu stabilni a vykazoval
charakteristické laboratorni znamky diabetu, zatimco v druhém pllroce u cca
40% prezivSich potkant dosSlo ke spontanni upravé glykémie, koncentrace

inzulinu v plazmé& a v pankreatické tkani. Navzdory tomu, vysledky
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glukézoveého tolerancniho testu téchto zvirat vykazovaly znamky porusené
glukdzové tolerance. U zbyvajicich potkanu (cca 60%) laboratorni vysledky
svédCily pro pretrvavani tézkého diabetu. Pfi planovani dalSich pokust bylo
nutno pocitat se skuteCnosti, Ze se u starSich zvifat s tézkym diabetem
zvySuje mortalita a ze u urCité Casti prezivajicich zvifat dochazi k Castecné
spontanni regeneraci. Pfi studiu kontraktilnich vlastnosti a inervace srdce jsme
do pokusu zafazovali pouze ta zvifata, jejichz glykémie byla vySSi nez 18

mmol/l.

2.3. Méreni kontraktility

2.3.1. Volba preparatu

Vzhledem ktomu, Ze jsme v experimentech hodlali pouzit pomérné
intenzivni intervence do vapnikového hospodarstvi, které nejsou slucitelné
s in vivo situaci, bylo nutné zvolit vhodny izolovany preparat. Do uvahy
prichazely izolované perfundované srdce, multicelularni preparat nebo
izolované kardiomyocyty. Proti pouziti izolovaného perfundovaného srdce
hovofilo obtizné sledovani frekvenéné zavislych jevl. Pfi pokusech na
izolovanych kardiomyocytech Ize dostupnymi metodami méfit pouze kontrakci
nezatizené burnky (,unloaded contraction). Dale bychom u tohoto typu
preparatu vyloucCili vzajemné ovlivnéni bunék a vliv zmén prostredi
v mezibunéénych prostorech (kumulace iontl, metabolickych zplodin apod.).
Proto jsme se rozhodli provést experimenty na multicelularnim preparatu.
Vzhledem k zamérfeni prace na sledovani sily svalové kontrakce byl potfebny
preparat se stejnosmérnym usporfadanim svalovych vilaken. Tomuto

pozadavku nejlépe vyhovoval papilarni sval. Pfi volbé mista odbéru svall
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hovofil pro pravou komoru fakt, Ze pravokomorové papilarni svaly jsou ve
srovnani s levokomorovymi svaly podstatné tenci a prosta difuze kysliku
z pracovniho roztoku zabezpeCi dostateCné okysliCeni preparatu bez

hypoxickych lozisek uvniti preparatu.

2.3.2. Priprava preparatu
Laboratornim potkanim byl intraperitonealné aplikovan heparin

(500 i.u.) a deset minut poté byli anestezovani intraperitonealni injekci uretanu
(1,5 g/1 kg). Srdce bylo rychle vyjmuto z dutiny hrudni a vloZzeno do Tyrodova
roztoku, kde byly z pravé srdeCni komory vystfizeny vhodné papilarni svaly.
Preparat byl upnut bazi do otvoru pfepazky dvoukomorové stimulaéni lazné
s Tyrodovym roztokem a S$lasSinkovy konec byl silonovou niti pfipojen k
mechanoelektrickému prevadéci F30 (Hugo Sachs, SRN) (obr. 2.8). Pro
pokusy jsme pouzili pouze ty svaly, které nevykazovaly spontanni aktivitu.
Méfeni byla provedena v pseudoizometrickém rezimu. Klidové napéti svalu
bylo nastaveno tak, aby sila kontrakce dosahovala 90-95% maxima pfi
stimulaéni frekvenci 1 Hz. Sval byl elektricky stimulovan pravouhlymi impulsy
pfivadénymi prostfednictvim optoizolac¢ni jednotky z komercniho stimulatoru
Pulsemaster A300 (WPI, USA). Délka stimula¢niho pulsu byla 1 ms, amplituda
byla 0 50% vysSi nez nalezeny stimulaéni prah.

Béhem uvodni tficetiminutové stabilizace jsme preparat stimulovali
frekvenci 1 Hz. Pfi vlastnim experimentu jsme pouZili nasledujici intervence:
e ruzné frekvence stimulace (3; 2; 1; 0,5; 0,3; 0,2; 0,1 Hz) v ustaleném stavu
e vliv periody necinnosti - ustaleny stav (stimulacni frekvence 1 Hz) byl

prerusen ruzné dlouhou periodou necinnosti (10, 30, 60, 120, 300 s).
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Obr. 2.8. Schéma komurky pro méreni na multicelularnim preparatu.

MEP — mechanoelektricky prevadé¢, SE — stimulaéni elektroda. Baze
pravokomorového papilarniho svalu je upevnéna v otvoru prepazky oddélujici levou a
pravou &ast experimentéalni komurky. Slasinkovy konec preparéatu je pomoci nité

pripojen k mechanoelektrickému prevadédi.

2.3.3. Registrace srdecni kontrakce, sledované parametry
Pfi pokusech na papilarnich svalech jsme sledovali jak Casove, tak i

mechanické parametry (obr. 2.9). Klidova tenze odpovidala nule. Signal
z mechanoelektrického snimace byl zesilen a Casové derivovan jednotkou
zkonstruovanou na Ustavu fyziologie (ing. Bartak). Vystupni signal z jednotky
byl pfiveden do A/D pfevodniku (ADVANTECH PCL-812/PG) a zpracovan
programem DiSys (Merlin, Ceska republika).
1) mechanické parametry

a) CF - je maximalni intenzita izometrické kontrakce. Udavano

v arbitrarnich jednotkach (a.u.).
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2)

b) CFpost-restt CFss — pomér sily kontrakce 1. stahu po periodé necinnosti a
sily stahu pred periodou necinnosti.

Casové parametry — vSechny Casové parametry jsou udavany

v milisekundach.

a) TTP — Cas do vrcholu kontrakce méfeny od zacCatku kontrakce do
okamziku, kdy kontrakce dosahla maximalni hodnoty.

b) R/2 — poloCas relaxace je Casovy interval méfeny od okamziku, kdy
kontrakce dosahla maximalni hodnoty do okamZziku, kdy kontrakce
poklesla na polovinu maximalni hodnoty.

c) Rgp - Casovy interval méfeny od okamziku, kdy kontrakce dosahla
maximalni hodnoty do okamziku, kdy kontrakce poklesla na 10%
maximalni hodnoty.

d) Rsp.90 — Casovy interval méfeny od okamziku, kdy sila kontrakce klesla
na polovinu maximalni hodnoty do okamziku, kdy kontrakce poklesla na

10% maximalni hodnoty.
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Obr. 2.9. Sledované parametry kontrakce papilarniho svalu

CF — sila kontrakce, TTP — ¢as do vrcholu kontrakce, R — relaxace.

2.3.4. Roztoky a chemikalie

Pfi méfenich na papilarnich svalech jsme pouzivali modifikovany
Tyrodav roztok (slozeni v mmol/l: NaCl 137; KCI 4,5; MgCl; 1; CaCl; 2; glukéza
10; Hepes 5; pH upraveno na 7,4 pomoci NaOH). Ve vybranych pokusech
byla koncentrace CaCl, snizena na tfetinu (0,67 mmol/l) nebo zvySena na
trojnasobek (6 mmol/l). Zasobni roztok, ktery trvale protékal experimentalni
lazni rychlosti 6-10 ml/min, byl oxygenovan Cistym O, a zahfivan na teplotu
36°C.

Inzulin byl rozpustén v 1 ml 1M HCI, pfidan do Tyrodova roztoku a poté

bylo znovu upraveno pH roztoku pomoci NaOH. Nifedipin byl rozpustén v 1 ml
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dimetyl sulfoxidu a poté pfidan do roztoku, ktery byl chranén pfed svétlem.
Inzulin byl pouzit v koncentraci 2,8 mg/l (= 80 i.u./l), nifedipin a kyselina
cyklopiazonova byly uzity v koncentraci 3 pmol/l. VeSkeré chemikalie byly od

firmy Lachema nebo Sigma.

2.4. Priprava tkané pro stanoveni noradrenalinu

Potkani byli usmrceni dekapitaci. Srdce bylo rychle vyjmuto a
proplachnuto ledové chladnym fyziologickym roztokem. Pfi dalSi preparaci,
kterou jsme provadéli rovnéz v ledové chladném fyziologickém roztoku, jsme
srdce o istili od tukové a vazivové tkané a rozdélili na pravou sifi a levou sin
vCetné mezisinového septa. Po zvazeni byly vzorky extrahovany v 0,4 moll/l
HCIO, a centrifugovany po dobu 20 minut pfi 5000 x g. Ze vzniklého
supernatantu jsme odebrali 150 ul a pfidali k nému 1000 ul destilované vody.
Koncentrace NA byla méfena metodou RIA pomoci diagnostického setu firmy

IBL Hamburg (Némecko).

2.5. Uvolnovani noradrenalinu

2.5.1. Bazalni a stimulované uvolnovani noradrenalinu

Po dekapitaci zvifete jsme rychle vyjmuli srdce a vypreparovali srdec¢ni
siné v oxygenovaném Krebsové-Henseleitové roztoku tohoto slozeni (v
mmol/l): NaCl 113; NaHCO; 25; KCI 4,75; CaCl, 2,5; MgSO4 1,19; glukéza
11,1; Na;EDTA 0,029; kyselina askorbova 0,289. Ke stanoveni mnozstvi NA
uvolnéného ze srdeCnich sini za bazalnich podminek a po stimulaci
uvolfiovani vysokou koncentraci K* v perfuznim roztoku jsme pouZili

temperovanych (37°C) komUrek o objemu cca 0,5 ml promyvanych roztokem
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pomoci peristaltické pumpy o vysoké presnosti (ICN, Svycarsko). Komiirky
byly zhotoveny v Ustfednich dilnach LF UK v Plzni podle dokumentace
laskavé poskytnuté Sylvii Bourgoin a Michelem Pohlem z INSERM U288
v Pafizi (Pohl et al., 1989). V pokusech jsme srdeCni siné sdruzovali tak, aby
hmotnost tkané byla 70 - 100 mg. Vypreparované siné jsme promyvali
rychlosti 0,15 ml/min bazalnim roztokem, ktery byl oxygenovan smési O, a
CO2 vpoméru 95%:5%. V pfipravnych experimentech jsme urcili, kdy se
uvolfovani NA po vlozeni tkané do komurek ustali a v jakych intervalech je

nejvhodnéjsi stanovit bazalni a stimulovany vydej mediatoru.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
min
B1 S1 B2 S2
B1 -DES S1 -DES BZ+DES
S2.pEs
B1 +Ca S1 +Ca Bz-Ca Sz-Ca
I I S S IS IS IS IS S .
Frakce : 1 ‘ 2 3 ' 4 5 ' 6 7
Vyména za Vyména za Vyména za
K" roztok bazalni roztok K" roztok

Obr. 2.10. Schéma perfuzniho experimentu

Tlusté usecCky vyjadiuji 10minutova sbérna obdobi pfi rychlosti perfuze 0,15 mi/min.
Koncentrace NA byla méfena ve frakcich &. 1, 3, 5 a 7, oznaenych B1, S1, B2 a S2.
OkamZité po sbéru frakci B1 a B2 byl bazalni roztok vyménén za roztok s 50 mmol/l
KCl a po sbhéru frakce S1 byl naopak stimulaéni roztok vyménén zpét za bazalni.
Indexy oznacuji pfitomnost (+) ¢i absenci (-) dané latky v perfuznim roztoku: DES —

desipramin (107 nebo 10° mol/l); Ca — vapenaté ionty.
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Casové schéma experimentu ukazuje obrazek 2.10. Po 30 minutach
promyvani tkané se vydej NA ustalil a mohl byt zahajen sbér 10minutovych
frakci pfi teploté 0°C. Bazalni vydej NA byl stanoven ve frakcich 1 a 5, které
jsme oznadcili jako B1 a B2. Okamzité po sbéru B1 a B2 bylo uvolfiovani NA
stimulovano depolarizaci 50 mmol/l KCI v perfuznim roztoku, ve kterém jsme
umérné snizili koncentraci NaCl, aby osmolalita roztoku zlstala zachovana.
Zbyvajici slozeni stimulacniho roztoku bylo stejné jako u bazalniho roztoku.
Stimulované uvolniovani NA bylo stanoveno ve frakcich 3 a 7, oznacenych S1
a S2.

Po ukonceni experimentu jsme perfuzaty zmrazili, tkané zvazili a
extrahovali pomoci 0,1 mol/l HCIO4, abychom stanovili obsah NA v tkani

pomoci diagnostického setu firmy IBL Hamburg (Némecko).

2.5.2. Uvoliiovani noradrenalinu pod vlivem desipraminu

Desipramin (DES) se pouziva jako inhibitor zpétného vychytavani NA
neuronalnim transportérem (Dart et al., 1984; Bogdanski, 1985). Jeho ucinek
na uvolfiovani NA byl u vSech skupin kontrolnich zvifat a u diabetickych zvirat
1 mésic po indukci diabetu (STZ1) ovéfovan stejnym experimentalnim
protokolem, kdy byly pouzity dvé koncentrace DES (10° a 107 mol/l). U
potkanu se Ctyf- a sedmimésiénim diabetem (STZ4 a STZ7) byl pouzit
v koncentraci 10 mol/l. BazaIni a stimulovany vydej NA byl méfen bez DES
(frakce B1pes a S1pes) a v pfitomnosti DES v perfuznim roztoku (frakce

BZ+DES a 82+DES)-
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2.5.3. Uvolinovani NA v bezvapnikovém prostredi

Abychom odlisili podil NA uvolnéného kalcium-dependentni exocytdézou
od podilu NA uvolnéného kalcium-independentnim prenasecem, provedli jsme
meérfeni vydeje NA v bezvapnikovém prostredi. K méfeni bazalniho vydeje NA
v nepfitomnosti vapniku (B2.ca) byl zakladni perfuzni roztok modifikovan
(slozeni v mmol/l): NaCl 118; NaHCO; 25; KCI 4,75; MgSO4 1,19; glukdza
11,1; Na,EDTA 0,029; kyselina askorbova 0,289. Ke stimulovanému vydeji NA
v bezvapnikovém prostiedi byl pouzit roztok bez vapenatych iontd, ve kterém
byla koncentrace KCI zvySena na 50 mmol/l a umérné tomu byl snizena

koncentrace NaCl.

2.6. Stanoveni koncentrace noradrenalinu

Koncentraci NA jsme stanovili v tkafiovych extraktech a v perfuzatu sini
pfi uvolhovani in vitro RIA metodou. VyuZivali jsme diagnostickou soupravu
Catecholamine TriCat™ firmy IBL Hamburg (Némecko). NA byl extrahovan
z biologického materialu a enzymaticky konvertovan katechol-O-
metyltranferazou. DalSi postup byl analogicky klasické RIA, zalozené na
kompetici znaCeného a neznaceného antigenu o limitované mnoZstvi
protilatky. Po dosazeni rovnovaznéeho stavu byl komplex antigen-protilatka
precipitovan a centrifugovan. Vazana aktivita precipitatu byla méfena na gama
CitaCi. Koncentrace NA v neznamych vzorcich byla zjiStovana pomoci
standardni kfivky. Rozsah stanoveni byl 0,1 - 10 ng/ml, specifita protilatky (v

%): noradrenalin 100; normetanefrin 0,38; dopamin 0,09; adrenalin 0,6.
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Ziskané koncentrace jsme prepocetli na 1 g tkané pfi stanoveni obsahu
NA v srdeCnich sinich nebo vyjadfili v ng/g/min pfi méfeni mnozstvi NA

uvolnéného z promyvané tkané.

2.7. Prezentace vysledkU a statistika

Jednotlivé vysledky jsou v praci uvedeny jako pramér * stfedni chyba
pruméru (SEM). P¥i testovani statistické vyznamnosti rozdilnosti praiméru byl
pouzit podle okolnosti parovy nebo neparovy Studentuv t-test a pfi srovnani
vice souborl analyza rozptylu ANOVA. Rozdily na hladiné vyznamnosti
p<0,05 jsou povazovany za statisticky vyznamné a v grafech jsou oznaceny
symboly * nebo *. Pfi pog&itatovém zpracovani vysledku, grafl a statistiky jsme
pouzili software Origin (Microcal Software, USA), statistické hodnoceni jsme

provadéli pomoci statistiky BMDP (BMDP Inc., USA).
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3. VYSLEDKY A DISKUSE
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3.1. Uginek inzulinu na kontrakci papilarniho svalu kontrolnich a

diabetickych potkan(
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3.1.1. Uvod

Jednou z nejzavaznéjSich komplikaci DM 1. typu je diabeticka
kardiomyopatie, ktera v konecné fazi mize vést az k srdeCnimu selhani
(Jarret, 1989). VCasné a spravné zahajeni léCby diabetu inzulinem dokaze
zabranit vlivu diabetu na myokard nebo alespon oddalit fatalni dusledky
diabetu na srdecni tkan (Fein et al., 1981; Schaible et al., 1983; Srikanthan a
Hsueh, 2004). O pfimém ucinku inzulinu na srdecni kontrakci jak intaktnich tak
diabetickych zvifat existuji v dostupné literatufe jen ojedinélé informace, které
jsou, jak jiz bylo zminéno dfive, rozporuplné (Farah a Alousi, 1981; Sethi et al.,
1991; Ren et al.,, 1999; Schmidt a Koch, 2002). Akutni ucinek inzulinu na
kontrakci pravokomoroveého papilarniho svalu podle naSich znalosti dosud
popsan nebyl.

V této Casti praci jsme se pokusili popsat akutni u€inek inzulinu na silu a
Casovy prubéh kontrakce papilarniho svalu pravé komory kontrolnich a
diabetickych zvifat. Vzhledem ktomu, Ze inzulin ovlivhuje nékteré Cclanky
vapnikového metabolismu srdeCnich bunék, provedli jsme méfeni rovnéz po
intervenci do kalciového metabolismu (zablokovani SERCA a I¢, ). Déle nas
zajimalo, zda naopak zména extracelularni koncentrace vapniku ovlivni
inotropni ucinek inzulinu, a proto jsme sledovali u€inek inzulinu pfi snizené a
zvy$ené koncentraci Ca** v pracovnim roztoku.

Do pokusu bylo zafazeno 45 dospélych samcUl laboratorniho potkana.
Diabetes byl indukovan STZ (n=25), kontrolnim zvifatim (n=20) byl aplikovan
pouze citratovy pufr. Podrobny postup indukce DM 1. typu byl popsan
v kapitole “Metody“. Za diabeticka byla povaZovana zvifata, jejichz glykémie

nala¢no po aplikaci STZ byla vy$Si nez 18 mmol/l (n=22).
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Detailni popis méfeni na papilarnich svalech, vcCetné sledovanych

parametru a sloZeni roztokl je uveden v kapitole “Metody*“.

3.1.2. Vysledky

Zakladni parametry diabetickych potkant

U kontrolnich i diabetickych zvifat jsme pravidelné sledovali télesnou
hmotnost, koncentraci glukdézy v krvi a inzulinu v plazmé. Pfed aplikaci STZ
nebyla hmotnost potkanu v obou experimentalni skupinach vyznamné odliSna
(obr. 3.1.1). Glykémie u kontrolnich potkanlt nepfesahla hodnotu 9 mmol/l po
celou dobu experimentu (16 tydnl), zatimco glykémie u diabetické skupiny
zvifat vyrazné stoupla uz v prvnim tydnu po aplikaci STZ a na zvySenych
hodnotach se udrzela az do ukonceni experimentu (obr. 3.1.1). Télesna
hmotnost kontrolnich zvifat postupné narustala, pfiristek télesné hmotnosti
diabetickych zvifat byl signifikantné nizSi nez u zvifat kontrolnich (obr. 3.1.1).
Koncentrace inzulinu v plazmé u kontrolnich potkanu byla téméF konstantni
v celém prabéhu pokusu, kdezto u diabetickych zvifat signifikantné poklesla

(obr. 3.1.1)
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Obr. 3.1.1. Glykémie, télesna hmotnost a koncentrace inzulinu v plazmé u
kontrolnich a diabetickych potkand.

Prazdné sloupce: kontrolni zvifata (n=20), plné sloupce: STZ zvifata (n=22).
* statisticky vyznamny rozdil od hodnot naméfenych u kontrolnich zvirat (p<0,05),
# statisticky vyznamny rozdil ve srovnéani s hodnotami namérenymi pred aplikaci STZ

nebo citratového pufru (p<0,05).

Uginek diabetu a inzulinu na kontrakci papilarniho svalu

Dlouhodobé trvani diabetu zpusobilo vyznamny pokles sily srdecni
kontrakce (CF) papilarniho svalu (obr. 3.1.2.A). Zavislost sily kontrakce na
stimulacni frekvenci byla u diabetickych zvifat méné vyjadfena, zejména pfi
nizSich frekvencich stimulace (<1 Hz) (obr. 3.1.2.B, 3.1.2.C). Akutni podani

inzulinu (80 i.u./l) pfekvapivé zpUsobilo oslabeni srdeéni kontrakce u obou
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experimentalnich skupin. Pfi stimulaéni frekvenci 1 Hz poklesla hodnota CF
z47 £ 2,8 a.u. na 35 = 2,8 a.u. (n=5, p<0,05) u kontrolnich potkant a z
23 £+ 29 a.u. na 14 = 1,7 a.u. (n=6, p<0,05) u diabetickych potkanu (obr.
3.1.2.A). Negativné inotropni uc€inek inzulinu jsme nalezli pfi vSech
sledovanych frekvencich. U kontrol byl inotropni efekt inzulinu vice vyjadfen pfi
nizsich frekvencich stimulace, zatimco u diabetickych zvifat pfi vysSi frekvenci
stimulace (obr. 3.1.2.B, 3.1.2.C).

U obou experimentalnich skupin se Cas od zaCatku do vrcholu
kontrakce (TTP) zkracoval s rostouci stimulaéni frekvenci. TTP byl u
diabetickych potkanl signifikantné delSi nez u kontrol pfi vSech frekvencich
stimulace (obr. 3.1.3). Akutni podani inzulinu kontrolnim potkanim vedlo ke
zkraceni TTP pfi vS8ech stimulacnich frekvencich (obr. 3.1.3.A), zatimco
Casovy prubéh kontrakce diabetickych zvifat podanim inzulinu ovlivnén neby
(obr. 3.1.3.B). P¥i stimula¢ni frekvenci 1 Hz byl TTP u kontrolnich skupiny
70,6 £ 2,6 ms v kontrolnim roztoku a 56,5 + 2,4 ms v roztoku s inzulinem,
zatimco u STZ zvitat byl TTP pfi stejné stimulacni frekvenci 77,5 + 2,3, resp.

73,7 + 3,4 ms.
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Obr. 3.1.2. Uéinek inzulinu na silu srdeéni kontrakce kontrolnich a diabetickych
potkandii.

A. Sila kontrakce (CF) pri frekvenci stimulace 1 Hz. Leva ¢ast: kontrolni potkani (n=5),
prava ¢ast: STZ potkani (n=6). Prazdné sloupce: kontrolni roztok, plné sloupce: roztok
S inzulinem (80 i.u./l), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami
namérenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnéani s
hodnotami naméfenymi u kontrolnich zvifat (p<0,05). B. Zavislost CF na frekvenci
stimulace u kontrolnich zvifat (n=5). C. Zavislost CF na frekvenci stimulace u
diabetickych zvirat (n=6). Hodnoty byly standardizovany na hodnotu CF v kontrolnim
roztoku pri stimulacni frekvenci 1 Hz. Prazdné ctverce: kontrolni roztok, piné krouzky:
inzulin (80 i.u./l), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi
v kontrolnim roztoku (p<0,05). Levy inset: viiv inzulinu na CF pfi stimulacni frekvenci

1 Hz u kontrolnich potkand. Pravy inset: Vliv inzulinu na CF pri stimulacni frekvenci
1 Hz u diabetickych potkanu. — inz: roztok bez inzulinu, + inz: roztok s inzulinem (80

m.j./l).

71



90 ~ 90 -
_##
##  #
80 - 80 @ 5\ #
= g ll\i}\ \l\#
NG Lt
704 l\; 70 - I
E | N |
E 60-%*;‘;\3 . % 60
] L\I .
50 - l\I 50 -
1
40 T T T T T T 40 T T T T T T
0 1 2 3 0 1 2 3

frekvence stimulace (Hz)

Obr 3.1.3. Uéinek inzulinu na trvdni kontrakce kontrolnich a diabetickych
potkanu.

A. Zavislost trvani kontrakce (TTP) na stimulacni frekvenci u kontrolnich potkanu
(n=5). B. Zavislost TTP na stimulacni frekvenci u diabetickych potkanti (n=6). Prazdné

Ctverce: kontrolni roztok, piné krouzky: inzulin (80 i.u./l), * statisticky vyznamny rozdil

#

ve srovnani s hodnotami namérenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05), * statisticky

vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi u kontrolnich zvirat (p<0,05).

Polocas relaxace (R/2) se jak u kontrolnich tak u diabetickych potkant
zkracoval s rostouci stimulaéni frekvenci. R/2 byl podobné jako TTP
signifikantné prodlouzen u STZ potkanu (ve srovnani s kontrolnimi zvifaty) pfi
vSech stimulaénich frekvencich (obr 3.1.4). U kontrolnich zvifat inzulin zkratil
R/2 (obr. 3.1.4.A), zatimco u STZ potkanu nemél Zzadny vliv na ¢asovy prubéh

relaxace (obr. 3.1.4.B).
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Obr 3.1.4. Uéinek inzulinu na trvdni relaxace kontrolnich a diabetickych
potkandii.

A. Zavislost trvani relaxace (R/2) na stimulacni frekvenci u kontrolnich potkant (n=5).
B. Zavislost R/2 na stimulacni frekvenci u diabetickych potkant (n=6). Prazdné
Ctverce: kontrolni roztok, plné krouzky: inzulin (80 i.u./l), * statisticky vyznamny rozdil

#

ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05), * statisticky

vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi u kontrolnich zvirat (p<0,05).

Uginek inzulinu pfi riznych koncentracich vépniku v extracelularni roztoku
Vtéto C&asti experimentd jsme se pokusili ovéfit, zda zména
koncentrace vapniku v extracelularnim prostfedi maze ovlivnit u€inek inzulinu
na silu kontrakce a trvani kontrakce a relaxace papilarniho svalu. Nejprve jsme
méfili parametry kontrakce v zakladnim roztoku s normalni koncentraci kalcia

(2 mmol/l). Poté jsme provadéli méfeni v roztoku bud se snizenou (0,67
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mmol/l), nebo zvySenou koncentraci vapniku (6 mmol/l) koncentraci vapniku.
Na zaveér jsme do roztoku modifikovaného zménou koncentrace vapniku pfidali
inzulin (80 i.u./l) a opét jsme zaznamenali zakladni parametry srdecni
kontrakce.

SniZzeni koncentrace vapniku v pracovnim roztoku vedlo k vyraznému
poklesu CF jak u kontrolnich, tak u diabetickych zvifat. Pfi frekvenci stimulace
1 Hz se snizila CF u kontrolnich zvifat az na 25%, u diabetickych zvifat na
30% hodnoty v kontrolnim roztoku (obr. 3.1.5). Po pfidani inzulinu do roztoku
s tfetinovou koncentraci vapniku se hodnota CF u kontrolnich zvifat
signifikantné zvysila pfi vSech pouzitych stimulacnich frekvencich, ale
nedosahla hodnoty namérené v kontrolnim roztoku (obr. 3.1.5.A). OdliSny
nalez jsme zaznamenali u STZ potkand, u kterych inzulin témérf neovlivnil CF
v roztoku se snizenou koncentraci kalcia (obr. 3.1.5.B). Ve vSech typech
roztoku u obou experimentalnich skupin jsme zaznamenali zavislost sily
kontrakce na frekvenci stimulace; CF se snizovala s rostouci frekvenci
stimulace. Inzulin v roztoku se snizenou koncentraci vapniku u kontrolnich
zvirat zesiloval CF a pusobil tedy pozitivné inotropné, na rozdil od ucinku
v roztoku s normalni koncentraci kalcia, kde byl jeho ucinek negativné

inotropni.
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Obr. 3.1.5. Uéinek inzulinu na silu srdeéni kontrakce kontrolnich a diabetickych
potkanu v roztoku se sniZenou koncentraci vapniku.

A. Zavislost CF na frekvenci stimulace u kontrolnich zvirat (n=5). B. Zavislost CF na
frekvenci stimulace u diabetickych zvifat (n=6). Hodnoty byly standardizovany na
hodnotu CF v kontrolnim roztoku pfi stimulaéni frekvenci 1 Hz. Prazdné Ctverce:
kontrolni roztok, plné krouzky: sniZzena koncentrace vapniku (0,67 mmol/l), piné
trojuhelniky: snizena koncentrace vapniku (0,67 mmol/) + inzulin (80 i.u./),
* statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim

roztoku (p<0,05), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi

v roztoku se sniZzenou koncentraci vapniku.

TTP, ktery byl v kontrolnim roztoku signifikantné del$i u STZ potkand,
nebyl snizenim koncentrace Ca?* v pracovnim roztoku ovlivnén u zadné ze

sledovanych skupin (obr. 3.1.6). Podani inzulinu zkratilo TTP u kontrolnich
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zvirat, pfi frekvenci stimulace 1 Hz byl TTP v kontrolnim roztoku 64

v roztoku s tfetinovym Ca®* 67 £+ 1.3 ms a po pfidani inzulinu 50 %

I+

3 ms,

2 ms

(obr. 3.1.6.A). U STZ zvirat nebyl ¢asovy prubéh kontrakce inzulinem ovlivnén

ani v roztoku se snizenou koncentraci vapniku (obr. 3.1.6.B).
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Obr. 3.1.6. Uéinek inzulinu na trvdni srdeéni kontrakce kontrolnich a

diabetickych potkani v roztoku se snizenou koncentraci vapniku.

A. Zavislost trvani kontrakce (TTP) na stimulacni frekvenci u kontrolnich potkani

(n=5). B. Zavislost TTP na stimulacni frekvenci u diabetickych potkant (n=6). Prazdné

Ctverce: kontrolni roztok, plné krouzky: snizena koncentrace vapniku (0,67 mmol/l),

plné trojuhelniky: sniZzena koncentrace véapniku (0,67 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),

*

statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi v kontrolnim

roztoku (p<0,05), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnéni s hodnotami namérenymi u

kontrolnich zvirat (p<0,05).
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Obr. 3.1.7. Uéinek inzulinu na poloéas relaxace kontrolnich a diabetickych
potkanu v roztoku se sniZzenou koncentraci vapniku.

A. Zavislost poloCasu relaxace (R/2) na stimulacni frekvenci u kontrolnich potkant
(n=5). B. Zavislost R/2 na stimulacni frekvenci u diabetickych potkant (n=6). Prazdné
Ctverce: kontrolni roztok, plné krouZky: sniZzena koncentrace vapniku (0,67 mmol/l),
plné trojuhelniky: snizena koncentrace vapniku (0,67 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),
* statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim
roztoku (p<0,05), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi u

kontrolnich zvifat (p<0,05).

SniZeni koncentrace vapniku v pracovnim roztoku vedlo u kontrolnich zvifat ke
zkraceni R/2, pfi frekvenci stimulace 1 Hz se R/2 zkratil z 40,3 £ 0,3 ms na

34,7 £ 2,6 ms. Nasledna aplikace inzulinu téméf nezménila hodnotu R/2 (pfi
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stimulaéni frekvenci 1 Hz 32,9 + 2 ms; obr. 3.1.7.A). U diabetickych potkand,
jejichz R/2 v kontrolnim roztoku bylo ve srovnani s intaktnimi zvifaty
signifikantné delSi, nebylo trvani relaxace ovlivnéno ani zménou extracelularni

koncentrace vapniku ani inzulinem (obr. 3.1.7.B)

ZvySeni extracelularni koncentrace vapniku v pracovnim roztoku
vyrazné zesililo CF u kontrolnich zvifat pfi vS8ech sledovanych frekvencich
stimulace. P¥i nizSich frekvencich stimulace (< 1 Hz) hodnota CF vzrostla na
200%, pfi vySsSich frekvencich stimulace (= 1 Hz) az na 250% kontrolnich
hodnot. Inzulin v tomto pfipadé nevykazoval inotropni ucinek (obr. 3.1.8.A). U
diabetickych zvifat nebylo CF ovlivnéno zvy$enim koncentrace vapniku ani
naslednym podanim inzulinu (obr. 3.1.8.B).

TTP u kontrolnich potkanu se vlivem zvySeni koncentrace vapniku
v pracovnim roztoku vyznamné zkratil, pfi stimulacni frekvenci 1 Hz ze
70 £ 2,3 ms na 57,3 £ 1,7 ms. Inzulin pfi trojnasobné zvySené koncentraci
kalcia zkratil TTP pouze pfi vy$Sich stimulagnich frekvencich (> 1 Hz), Casové
trvani kontrakce pfi nizSich frekvencich stimulace nebylo inzulinem ovlivnéno —
pfi stimulaéni frekvenci 1 Hz byla hodnota TTP 53,6 + 3 ms (obr. 3.1.9.A). TTP
diabetickych potkand nebyl v dusledku vySe zminénych intervenci

signifikantné ovlivnéno (obr. 3.1.9.B).
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Obr. 3.1.8. Uéinek inzulinu na silu srdeéni kontrakce kontrolnich a diabetickych
potkanu v roztoku se zvysSenou koncentraci vapniku.

A. Zavislost CF na frekvenci stimulace u kontrolnich zvirat (n=5). B. Zavislost CF na
frekvenci stimulace u diabetickych zvifat (n=6). Hodnoty byly standardizovany na
hodnotu CF v kontrolnim roztoku pfi stimulacni frekvenci 1 Hz. Prazdné Ctverce:
kontrolni roztok, pilné krouzky: zvySena koncentrace vapniku (6 mmol/), piné
trojuhelniky: zvySena koncentrace vapniku (6 mmol/) + inzulin (80 i.u.J/l),

*

statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim

roztoku (p<0,05).
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Obr. 3.1.9. Uéinek inzulinu na trvani srdeéni kontrakce kontrolnich a
diabetickych potkani v roztoku se zvySenou koncentraci vapniku.

A. Zavislost trvani kontrakce (TTP) na stimulacni frekvenci u kontrolnich potkanu
(n=5). B. Zavislost TTP na stimulacni frekvenci u diabetickych potkant (n=6). Prazdné
Ctverce: kontrolni roztok, piné krouZky: zvySena koncentrace vapniku (6 mmol/l), piné
trojuhelniky: zvySena koncentrace vapniku (6 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),
* statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim
roztoku (p<0,05), * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi

v roztoku se sniZenou koncentraci vapniku.

R/2 nebyl vliivem zvySené koncentrace Ca** v pracovnim roztoku
ovlivnén ani u jedné ze sledovanych skupin (obr. 3.1.10). Podani inzulinu

zkratilo R/2 u kontrolnich zvifat, pfi frekvenci stimulace 1 Hz byla hodnota R/2
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v kontrolnim roztoku 43,8 + 1,9 ms, v roztoku s trojnasobnym Ca®* 44,1+ 1ms
a po pfidani inzulinu 36,3 £ 1,9 ms (obr. 3.1.10.A). U STZ zvifat nebyl ¢asovy
prubéh kontrakce v roztoku se zvySenou koncentraci vapniku inzulinem

ovlivnén (obr. 3.1.10.B).
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Obr. 3.1.10. Uéinek inzulinu na polodas relaxace kontrolnich a diabetickych
potkanu v roztoku se zvysenou koncentraci vapniku.

A. Zavislost polo¢asu relaxace (R/2) na stimulacni frekvenci u kontrolnich potkant
(n=5). B. Zavislost R/2 na stimulacni frekvenci u diabetickych potkant (n=6). Prazdné
Ctverce: kontrolni roztok, piné krouzky: zvySena koncentrace vapniku (6 mmol/l), piné
trojuhelniky: zvySena koncentrace vapniku (6 mmol/) + inzulin (80 i.u./l),

statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim

roztoku (p<0,05).

81



Negativné inotropni ucinek inzulinu a sarkoplazmatické retikulum

Sila kontrakce po periodé necinnosti (RP) je u potkant vétsi ve
srovnani se silou kontrakce pred RP. Tento jev se nazyva post-rest zesileni
kontrakce a je spojen zejména s €innosti NCX a SERCA (Shattock a Bers
1989, Bers a Christensen 1990). Abychom ziskali vice informaci o uc€inku
diabetu a inzulinu na kontraktilitu, sledovali jsme post-rest zesileni
v kontrolnim roztoku a v roztoku s inzulinem u obou experimentalnich skupin.
Stimulace v ustaleném stavu (1 Hz) byla preruSsena periodou necinnosti
rizného trvani (od 10 do 300 s). Sila prvni kontrakce po RP u kontrolni
skupiny byla vzdy zesilena ve srovnani se silou kontrakce v ustaleném stavu
s tim, Ze maximalni narast sily jsme pozorovali po RP trvajici 60 s. Inzulin u
kontrol neovlivnil post-rest zesileni (obr. 3.1.11.B).

V srdci diabetickych potkanl byla post-rest potenciace rovnéz pfritomna.
Ve srovnani s kontrolnimi zvifaty byla vSak méné vyjadiena, rovnéz jeji
zavislost na délce trvani RP byla méné vyrazna (obr. 3.1.11.C). Inzulin, na
rozdil od kontrolnich zvifat, vyznamné zvySil post-rest potenciaci u
diabetickych potkanu (obr. 3. 1.11.C).

Abychom lépe objasnili roli SR v uc€inku inzulinu a dlouhotrvajiciho
diabetu, pouzili jsme cyklopiazonovou kyselinu (CPA), coz je selektivni
blokator SERCA. Cyklopiazonova kyselina (3 umol/l) zpusobila negativné
inotropni ucinek u kontrolnich i diabetickych zvifat, pfi stimulacni frekvenci
1 Hz poklesla CF z 47 + 2,8 a.u. na 26 + 2,7 a.u. (n=5, p<0,05) u kontrolnich
potkantia z 23 £ 2,9 a.u. na 14 + 1,5 a.u. (n=6, p<0,05) u diabetickych potkan

(obr. 3.1.12.A).
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Obr. 3.1.11. Uéinek inzulinu na post-rest zesileni kontrakce u kontrolnich a
diabetickych zvirat.

A. Sila kontrakce (CF) pred periodou necinnosti (RP) pri frekvenci stimulace 1 Hz.
Leva ¢&ast: kontrolni potkani (n=5), prava ¢ast: STZ potkani (n=6). Prazdné sloupce:
kontrolni roztok, piné sloupce: roztok s inzulinem (80 i.u./l), * statisticky vyznamny
rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05), * statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi u kontrolnich zvirat (p<0,05).
B. Efekt inzulinu na post-rest zesileni u kontrol (n=5). Levy inset: CF pred a po RP
v kontrolnim roztoku. Pravy inset: CF pred a po RP v roztoku obsahujicim inzulin. C.
Efekt inzulinu na post-rest zesileni u diabetickych zvirat. Levy inset: CF pred a po RP
v kontrolnim roztoku. Pravy inset: CF pred a po RP v roztoku obsahujicim inzulin.
Prazdné Cctverce: kontrolni roztok, plné krouZky: inzulin (80 i.u./l), * statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05).

— inz: roztok bez inzulinu, + inz: roztok s inzulinem (80 m.j./l).
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Obr. 3.1.12. Negativné inotropni uc¢inek inzulinu v pfitomnosti CPA

A. Sila kontrakce (CF) pfi frekvenci stimulace 1 Hz. Leva ¢ast: kontrolni potkani (n=5),
prava cast: STZ potkani (n=6). Prazdné sloupce: kontrolni roztok, Srafované sloupce:
CPA (3 umol/l), plné sloupce: CPA (3 umol/) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05),
* statisticky vyznamny rozdil ve srovnéni s hodnotami namérenymi v roztoku s CPA
(p<0,05). B. CF pfi raznych frekvencich stimulace (0,1 — 3 Hz) u kontrolnich zvifat
(n=5). C. CF prii riznych frekvencich stimulace (0,1 — 3 Hz) u diabetickych zvirat
(n=6). Hodnoty byly standardizovany na hodnotu CF v kontrolnim roztoku pfi
stimulacni frekvenci 1 Hz. Prazdné ctverce: kontrolni roztok, piné krouzky: CPA (3
umol/l), plné trojuhelniky CPA (3 umol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky vyznamny
rozdil ve srovnéni s hodnotami namérenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05), * statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi v roztoku s CPA (p<0,05).

Levy inset: vliv CPA a CPA + inzulinu (inz) na CF pri stimulacni frekvenci 1 Hz u
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kontrolnich potkanu. Pravy inset: Vliv CPA a CPA + inzulinu na CF pri stimulani

frekvenci 1 Hz u diabetickych potkand.
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Obr. 3.1.13. Vliv CPA a CPA+ inzulinu na pribéh relaxace

A. Trvani relaxace u kontrolnich potkant (n=5). B. Trvani relaxace u STZ potkant
(n=6). Prazdné CcCtverce: kontrolni roztok, piné krouzky: CPA (3 umol/l), piné
trojuhelniky: CPA (3 umol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky vyznamny rozdil ve

srovnani s hodnotami namérfenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05).

Aplikace inzulinu do roztoku s CPA dale prohloubila pokles CF
zpusobeny cyklopiazonovou kyselinou opét u obou experimentalnich skupin
(obr. 3. 1.12). Negativné inotropni ucinek inzulinu byl v pfitomnosti CPA (obr.
3. 1.12) podobny jako v roztoku bez CPA (obr. 3. 1.12).

CPA neovlivnila trvani kontrakce, ale vyznamné prodlouZzila trvani

relaxace, a to zejména jeji druhé poloviny jak u kontrolnich tak u diabetickych
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potkanu (obr. 3.1.13). P¥i stimulacni frekvenci 2 Hz se €asovy parametr Rgg
prodlouzil z 57,2 + 2,4 ms (kontrolni roztok) na 70,4 £ 1,9 ms (CPA) u kontrol a
z 68,8 = 3,4 ms (kontrolni roztok) na 98,7 + 4,5 ms (CPA) u STZ zvifat. Inzulin
normalizoval trvani relaxace, ovSem pouze u kontrolnich a nikoliv u

diabetickych potkanu (obr. 3.1.13).

Negativné inotropni ucinek inzulinu a lca;

DalSim pravdépodobnym mistem inotropniho uc€inku inzulinu by mohl
byt L-typ Ca®" kanalu, ktery slouzi transsarkolemalnimu transportu vapniku.
Z tohoto davodu jsme vdalSi sérii pokusl studovali ucinek inzulinu
v pfitomnosti nifedipinu — blokatoru Ic,.. Nifedipin (3 umol/l) oslabil CF v obou
experimentalnich skupinach (obr. 3.1.14). Tento efekt nifedipinu byl zavisly na
stimulaéni frekvenci, jak jiz bylo popsano dfive (Schouten a ter Keurs, 1991).
Negativné inotropni uc€inek nifedipinu byl vice vyjadien pfi vySSich frekvencich
stimulace (obr. 3.1.14.B, 3.1.14.C), napfiklad CF u kontrolnich potkanu
v pfitomnosti nifedipinu byla redukovana pfi stimulac¢ni frekvenci 0,1 Hz pouze
na 91 = 0,7% kontrolni kontrakce, kdezto pfi stimulacni frekvenci 3 Hz az na
9,4 + 4,9% (n=5, p<0,05); u diabetickych potkanu za stejnych podminek
poklesla CF na 89,3 £ 5,2%, resp. 27,1 £ 1,8% (n=6, p<0,05). Aplikace inzulinu
do roztoku s nifedipinem silu kontrakce dale neovlivnila. Zmény po pfidani
inzulinu jsme nepozorovali ani pfi nizSich stimulacnich frekvencich, pfi kterych

byl efekt nifedipinu minimaini (obr. 3.1.14.B, 3.1.14.C).
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Obr. 3.1.14. Uéinek inzulinu na silu kontrakce v pfitomnosti nifedipinu

A. Sila kontrakce (CF) pfi frekvenci stimulace 1 Hz. Leva c¢ast: kontrolni potkani (n=5),
prava cast: STZ potkani (n=6). Prazdné sloupce: kontrolni roztok, Srafované sloupce:
nifedipin (3 umol/l), piné sloupce: CPA (3 umol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky
vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami namérenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05).
B. CF pri riznych frekvencich stimulace (0,1 — 3 Hz) u kontrolnich zvifat (n=5). C. CF
pfi raznych frekvencich stimulace (0,1 — 3 Hz) u diabetickych zvirat (n=6). Hodnoty
byly standardizovany na hodnotu CF v kontrolnim roztoku pfi stimulacni frekvenci 1
Hz. Prazdné Cctverce: kontrolni roztok, plné krouZky: nifedipin (3 umol/l), piné
trojuhelniky nifedipin (3 umol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky vyznamny rozdil ve
srovnani s hodnotami naméfenymi v kontrolnim roztoku (p<0,05). Levy inset: vliv
nifedipinu (nif) a nifedipinu + inzulinu (inz) na CF pfi stimulacéni frekvenci 1 Hz u
kontrolnich potkant. Pravy inset: Vliv nifedipinu a nifedipinu + inzulinu na CF pri

stimulacni frekvenci 1 Hz u diabetickych potkand.
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3.1.3. Diskuse

Prioritnim nalezem uvedenych méfeni je skuteCnost, ze inzulin
vykazoval negativné inotropni u€inek u papilarnich svalu kontrolnich i
diabetickych potkanu. Inotropni ucinek inzulinu byl zavisly na koncentraci
vapniku v extracelularnim prostfedi. U kontrolnich zvifat mél inzulin pfi
snizené koncentraci vapniku pozitivné inotropni ucCinek a pfi zvySené
koncentraci silu kontrakce neovlivnil. Zména koncentrace vapniku v roztoku u
diabetickych zvifat potlacila inotropni ucinek inzulinu. NaSe vysledky
naznacuji, ze negativné inotropni ucinek inzulinu by mohl souviset s Cinnosti
kanalu Ica. a s procesem uvolfiovani vapniku ze SR. Naopak, proces plnéni
SR vapnikem, zejména aktivita SERCA, ktomuto inzulinovému efektu
pravdépodobné nepfispiva. Nasimi experimenty jsme dale potvrdili negativné
inotropni vliv chronického diabetu, popsany jiz dfive (Penpargkul et al., 1980;

Brown et al., 2001).

Inotropni ucinek inzulinu v srdci intaktniho potkana

Uginek inzulinu na srde&ni kontraktilitu u laboratorniho potkana je jev
pomeérné malo studovany a dosud prezentované vysledky nejsou jednotné. Byl
popsan pozitivné inotropni ucinek (Sethi et al., 1991), negativné inotropni
ucinek (Farah a Alousi, 1981) a dokonce nulovy ucinek (Schmidt a Koch,
2002; Ren et al.,, 1999) inzulinu na silu srde¢ni kontrakce. V naSich
experimentech inzulin (80 i.u./l) sniZzoval silu kontrakce papilarniho svalu
v priméru o 25 % hodnoty u kontrolnich zvifat.

Duvody rozdilnych vysledk( vySe uvedenych praci jsou zatim nejasné,

jednou z pfi€in by mohly byt rozdilné experimentalni podminky. Extracelularni
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koncentrace vapniku ([Ca®']e) v pracovnim roztoku je jednim z urdujicich
faktoru sily srde¢niho stahu. Ve vySe uvedenych studiich byly pouzity rizné
koncentrace [Ca®']e, coz mohlo pfispét k riznorodosti dosazenych vysledku.
Zavislost inotropniho u€inku inzulinu na extracelularni koncentraci vapniku jiz
byla prokazana na izolovaném srdci laboratorniho potkana a morcete, kdy byla
méfena sila kontrakce levé komory. Pfi [Ca®']e 1,25 mmol/l a nizsi vyvolal
inzulin (64 i.u./l) pozitivné inotropni Ucinek, pfi [Ca*]le 5 mmol/l byl
zaznamenan negativné inotropni Ucinek a pfi [Ca®*]e 2,5 mmol/l nemél inzulin
zadny ucinek (Schmidt a Koch, 2002). V naSich experimentech provadénych
na papilarnich svalech jsme rovnéz prokazali, Ze [Ca*'], ovliviiuje charakter
inotropniho Gdinku inzulinu u intaktnich zvitfat. Pfi [Ca**]s 2 mmol/l inzulin
zeslaboval CF papilarniho svalu, pokles [Ca®']. na tfetinu (0,67 mmol/l) zménil
negativné inotropni Uginek na pozitivni a vzestup [Ca®']e na trojnasobek
(6 mmol/l) inotropni U€inek inzulinu potladil. Zodpovédét otazku, co je pficinou
rozdilnych kontraktilnich G&ink(i inzulinu pfi rznych [Ca®']e, je vzhledem ke
slozZitosti vapnikového metabolismu velmi tézké. Lze vSak spekulovat, Zze pfi
riznych [Ca®*]s se méni vyznam jednotlivych transportnich systémt Ca®* a
jejich ovlivnéni inzulinem pro vyslednou kontrak¢ni odpovéd.

Dal$im dulezitym faktorem rozdilnych vysledkd mlaze byt misto pavodu
papilarniho svalu. V experimentech Rena et al. (1999) inzulin neovlivnil silu
kontrakce levokomorovych papilarnich svalu, zatimco v naSem pfipadé mél
inzulin negativné inotropni efekt na pravokomorové papilarni svaly. Rozdily
elektrofyziologickych a mechanickych vlastnosti mezi pravou a levou komorou

byly popsany jiz dfive (Nand et al., 1997; Casis et al., 1998).
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Z informaci dostupnych v literatufe lze usuzovat, Ze inotropni ucinek
inzulinu zavisi rovnéz na velikosti pouzité davky. Ren et al. (1999) dosahoval
pozitivné inotropniho u€inku s davkou od 1 do 15 m.j./I, vy8Si davky (70 m.j./l)
kontrakci zeslabovaly. V pokusech Schmidta a Kocha (2002) v roztocich
s extracelularni koncentraci kalcia (2,5 mmol/l) bylo zaznamenano nejvétsi
zesileni kontrakce v rozmezi koncentrace inzulinu 8-16 m.j./I, pfi pouziti vySsi
koncentrace inzulinu (30 m.j./[) mél inzulin negativné inotropni efekt. Nase
vysledky tedy koresponduji s vySe uvedenymi udaji, kdy nami pouzita davka
inzulinu (80 m.j./l) je vy$Si a vyvolala negativné inotropni ucinek.

Aplikace inzulinu ovlivnila rovnéz trvani kontrakce a relaxace, kdy
v srdci kontrolnich potkant doslo ke zkraceni jak TTP, tak i R/2. Toto zkraceni
odpovida udajum o ucincich inzulinu na urovni bufky — inzulin stimuluje L-typ
vapnikového kanalu (Aulbach et al.,, 1999), NCX (Ballard et al., 1994) a
interakci mezi substratem inzulinového receptoru a SERCA2 (Algenstaedt et

al., 1997).

Mechanismus negativné inotropniho ucinku inzulinu

O myokardu potkana je znamo, Ze na periodu necinnosti reaguje
zesilenim kontrakce po této periodé (post-rest potenciace). Na tomto jevu se
podili zejména NCX, ktery u potkana béhem pauzy ¢erpa Ca®" do buriky, a
nasledné SERCA (Shattock a Bers, 1989; Bers a Christensen, 1990). V naSich
experimentech inzulin neovlivnil post-rest zesileni u zdravych zvifat,
u diabetickych potkanu inzulin post-rest zesileni kontrakce dokonce zvySoval.
Tyto vysledky naznacuji, Ze negativné inotropni UC€inek inzulinu

pravdépodobné nesouvisi s procesem plnéni SR vapnikem. Abychom ovéfili
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tuto domnénku, provedli jsme méfeni v pfitomnosti CPA, blokatoru SERCA.
Pfidani inzulinu do roztoku s CPA oslabilo silu stahu podobnym zplUsobem
jako v nepfitomnosti CPA, a to jak u kontrolnich, tak i u diabetickych potkanu.
Tato nezavislost ucinku inzulinu a CPA jasné naznacuje, Ze proces plnéni SR
vapnikem pomoci SERCA2 neni rozhodujicim Cinitelem negativné inotropniho
ucinku inzulinu a Ze je tfeba hledat jiny mechanismus inzulinového efektu.
Dalsim pravdépodobnym mistem inotropniho ucinku inzulinu by mohl
byt sarkolemalni vapnikovy proud neseny vapnikovym kanalem L-typu (lcaL).
Nifedipin, blokator Ic,., zeslaboval CF a to v zavislosti na stimulaéni frekvenci,
coz bylo popsano jiz dfive (Schouten a ter Keurs, 1991). Inzulin pfidany do
roztoku s nifedipinem jiz dale neovliviioval silu stahu. Negativné inotropni
ucinek inzulinu se neprojevil ani pfi nizSich stimula¢nich frekvencich, kde
nifedipin oslaboval CF pouze minimalné. Na zakladé téchto experimentl by
bylo mozné vyslovit hypotézu, Ze inzulin inhibuje lca. a Ze redukce tohoto
proudu zpUsobuje negativné inotropni Ucinek inzulinu. Vliv inzulinu na g, byl
v kardiomyocytech potkana jiz studovan pfimo pomoci techniky patch-clamp a
bylo nalezeno, Ze Ic,. je inzulinem naopak stimulovan (Aulbach et al., 1999).
Pokud Ize predpokladat, ze podobny stimulacni ucinek inzulinu na lca. nastava
i u multicelularniho preparatu, nejpravdépodobnéjSim mechanismem
negativné inotropniho ucinku inzulinu by mohlo byt naruSeni procesu
spousténi a uvolfiovani vapniku ze sarkoplazmatického retikula (zhorSeni

efektivity tohoto procesu).
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Negativné inotropni ucinek diabetu

Potkani se STZ diabetem vykazovali vSechny charakteristické znamky
diabetu: zvySeni hladiny glukézy v krvi, pokles plazmatické koncentrace
inzulinu, stagnace télesné hmotnosti. Sestnact tydnu trvajici diabetes ved|
v nasich podminkach k poklesu sily srde¢ni kontrakce. Kromé toho doslo
k prodlouzeni prabéhu jak kontrakce tak i relaxace. Nase vysledky se shoduji
se zavéry praci publikovanych dfive (Ren et al., 1999; Brown et al., 1996). P¥i
zkoumani mechanismu negativné inotropniho pusobeni diabetu bylo
provedeno mnoho experimentd na diabetickych zvifatech, a to na bunééné i
molekularni urovni. Byla popsana fada zmén ve vapnikovém hospodarstvi
srdec¢ni buriky, které vznikly v souvislosti s rozvojem diabetu: redukce Ic,. (Lee
et al., 1992), sniZzeny pocet ryanodinovych receptord SR (Yu et al., 1994;
Teshima et al., 2000), pokles koncentrace mRNA i proteinu SERCA2 (Kim et
al., 2001), inhibice SERCA2 zvySenou hladinou nefosforylovaného
fosfolambanu (Kim et al., 2001), pokles koncentrace mRNA a proteinu NCX
(Hattori et al., 2000), alterace ¢innosti sarkolemalni Ca?*-ATPazy (Heyliger et
al.,, 1987). Byly prokazany také vyznamné zmény na urovni kontraktilnich
proteint: pokles senzitivity k vapniku, pfeména V, izoformy myozinu na
izoformu V3, ktera ma niz8i ATPazovou aktivitu (Malhotra a Sanghi, 1997) a
zpomaleni rychlosti tvorby pficnych mustku mezi aktinem a myozinem

(Ishikawa et al., 1999).
Inotropni ucinek inzulinu v srdci diabetického potkana

Negativné inotropni efekt inzulinu byl u STZ zvifat ve srovnani

s kontrolami vice vyjadfen — pokles CF v pfitomnosti inzulinu byl u STZ
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potkant témér 40%, u intaktnich zvifat 25 %. Narust sily kontrakce po RP byl
u diabetickych zvifat stimulovan inzulinem. Inzulin u diabetickych zvirat
neovlivnil trvani kontrakce ani relaxace. Na rozdil od kontrolnich potkan(
nemél inzulin u STZ skupiny zadny vliv na CF ¢i ¢asovy prubéh kontrakce a
relaxace v roztocich se zménénou koncentraci vapniku.

Kontraktilni u€inky inzulinu v diabetickém srdci tedy vykazuji celou
fadu rozdili ve srovnani s normalnim srdcem. PFiCinou jsou patrné
mnohocetné uc€inky diabetu na vapnikové hospodarstvi (viz vyse), které
nastavuji novou zakladni situaci s odliSnymi relativnimi pfispévky jednotlivych
komponent Ca®* metabolismu.

V inotropnim ucinku inzulinu u diabetickych potkant pravdépodobné
hraje svoji roli i trvani diabetu. Papilarni svaly potkand s kratkodobym
diabetem trvajicim 5-7 dnu reagovaly na podani inzulinu zesilenim kontrakce
(Ren et al.,, 1999). Naproti tomu nase mérfeni byla provadéna u potkan(
s dlouhodobym diabetem (16 tydn() a inzulin mél v tomto pfipadé negativné
inotropni ucCinek. Je tedy mozné, Zze po urcCité dobé trvani onemocnéni,
dochazi v srdci STZ zvifat k takovym zménam, které vedou ke zméné ucinku

inzulinu na silu srdec¢ni kontrakce.
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3.2. Uvolnovani noradrenalinu v srdec¢nich sinich laboratorniho

potkana
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3.2.1. Uvod

Diabeticka autonomni neuropatie doprovazi pozdéjsi stadia diabetu a
pfispiva k narustu morbidity a mortality diabetickych pacientt (Burger et al.,
1999). Na zakladé &etnych pozorovani diabetickych pacientl Ize fici, Zze DM
1. typu poskozuje jak sympatickou, tak i parasympatickou ¢ast autonomniho
nervového systému (Hilsted 1982, Eckberg et al., 1986; Lishner et al., 1987).
Kvantitativni udaje o vlivu diabetu na sympatickou inervaci srdec¢niho svalu
nejsou jednotné. V Casnych stadiich onemocnéni bylo popsano, Ze se
koncentrace noradrenalinu (NA) v srdci zvySuje (Paulson a Light, 1981;
Akyiama et al., 1989; Ganguly et al., 1987), nebo neméni (Gando et al., 1993;
Patel et al., 1997), v pozdéjSich stadiich diabetu byl pozorovan jeji pokles
(Wisniewska a Wisniewski, 1996; Schmidt et al., 1999), nebo zadna zména
(Felten et al., 1982, Vadlamudi a McNeill, 1984; Zola et al., 1988). Rovnéz
obrat nebo uvolfovani NA v srdci diabetického potkana byl zvy$en (Ganguly et
al., 1987), nezménén (Patel et al., 1997) nebo redukovan (Gando et al., 1993).
Plazmaticka koncentrace katecholaminu byla bud zvySena (Paulson a Light,
1981; Wisniewska a Wisniewski, 1996), nebo nezménéna (Christensen, 1979).
VySe zminéné rozdilné vysledky mohou souviset s odliSnostmi
experimentalniho modelu, napf. s trvanim a zavaznosti diabetu, pohlavim,
druhem a vékem zvifete Ci s rozdily v pouzitych metodach.

Cilem této Casti prace bylo posoudit, jak diabetes ovlivni koncentraci,
uvolnovani a zpétné vychytavani NA v sympatickych vlaknech inervujicich
srdce samic laboratorniho potkana v asném a pozdéjSim stadiu onemocnéni,
ti. 1, 4 a 7 mésicu po indukci diabetu. Uvolfiovani NA ze srdecnich sini bylo

studovano in vitro za bazalnich podminek a po stimulaci depolarizaci, ktera
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byla navozena zvy$enim extracelularni koncentrace drasliku (K* evoked
release, KER). Obrazek 3.2.1 ukazuje uvolfiovani NA v sinich kontrolnich
zvirat pfi pfipravnych pokusech. Béhem 30-minutové stabilizace byla
stanovena koncentrace NA ve tfech desetiminutovych vzorcich oznacenych A,
B a C. Bazalni vydej NA (B1 a B2) byl asi desetkrat nizSi nez vydej
stimulovany vysokou koncentraci drasliku (S1 a S2).

Diabetes byl u samic laboratorniho potkana (stafi 50 dnl) indukovan
aplikaci STZ zplsobem podrobné popsanym v kapitole “Metody“. Diabeticka
zvifata byla sledovana 1, 4 a 7 mésicu po indukci diabetu, rozdélena do ffi
skupin a oznacena jako STZ1, STZ4 a STZ7. Kontrolni potkani, kterym byl
podan citratovy pufr bez STZ, byli také rozdéleni do tfi skupin oznacenych
Cont1, Cont4 a Cont7. Koncentrace NA byla rovnéz stanovena u
dvoumésicnich kontrolnich zvifat (Contr0). Za diabeticka byla povazovana
zvirata, jejichz glykémie nalacno po aplikaci STZ byla vy$8i nez 18 mmol/l
(n=22). Experimentalni protokol popisujici uvolfiovani NA z izolovanych
perfundovanych sini a stanoveni koncentrace NA jsou uvedeny v kapitole

“Metody".
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NA vydej (ng/g/min)
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Obr. 3.2.1. Vydej NA ze srdec¢nich sini kontrolnich potkanu Cont0 v pfipravnych
pokusech.
Pismena A, B a C oznacuji 10minutové intervaly stabilizace preparatu. B1, B2 —

bazalni vydej NA. S1, S2 — stimulovany vydej NA.

3.2.2. Vysledky
Obecné

Pfed podanim STZ ¢&i citratového pufru nebyly mezi zvifaty vyznamné
rozdily vtélesné hmotnosti a hladiné glukézy v krvi. Télesna hmotnost
kontrolnich zvifat se postupné zvySovala z 205 + 4 g ve véku 2 mésicu az na
355 + 10 g ve véku 9 mésicu. Télesna hmotnost STZ potkanu se vyrazné
neménila v pribéhu celého experimentu, ve véku 2 mésicu (tj. pfed aplikaci
STZ) byla 195 £ 5 g a v deviti mésicich 198 + 11 g (skupina STZ7). Glykémie

nalaéno u kontrolnich zvifat nepfesahovala hodnotu 7 mmol/l. Cast
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diabetickych potkant béhem pokusu uhynula (25%) nebo u nich doSlo
ke spontanni regeneraci [B-bunék Langerhansovych ostravkd (35%), coz
snizilo pocCet zvifat v experimentalni skupiné STZ4 a STZ7 ve srovnani

s kontrolnimi skupinami.

Koncentrace NA v srdecnich sini kontrolnich potkant

Vliv véku na koncentraci NA v srdeCnich sinich zdravych potkanu
zobrazuje obrazek 3.2.2. Hodnoty koncentrace NA zlevé i pravé siné byly
srovnatelné ve vSech vékovych skupinach. Ve véku 2 mésicl (Cont0) byla
koncentrace NA 1594 + 137 ng/g a 1552 + 93 ng/kg v prave, resp. leve sini. U
potkanu stafi 3 a 6 mésicu (Cont1, resp. Cont4) byly hodnoty koncentrace NA
v obou sinich srovnatelné s hodnotami namérfenymi u dvoumeésicnich zvifat.
Hodnota koncentrace NA u devitimésiCnich potkanu (Cont7) byla v obou

sinich vyznamné nizsi (p < 0,05, vzhledem ke Cont0).

Koncentrace NA v srdecnich sinich diabetickych potkant

Diabetes vyrazné ovlivnil koncentraci NA v srde¢nich sinich (obr. 3.2.3).
Po pocate€nim signifikantnim vzestupu koncentrace NA v sinich potkan(
skupiny STZ1 (p < 0,05, vzhledem k odpovidajicim kontrolam) dochazelo
k postupnému poklesu koncentrace, ktery byl, ve srovnani s pfislusnymi

kontrolami, statisticky vyznamny u skupiny STZ7 (p < 0,05).
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Obr. 3.2.2. Koncentrace noradrenalinu (NA) v srdec¢nich sinich kontrolnich

potkandii.

RA — prava sin, LA — leva siri; Cont0, Cont1, Cont4 a Cont7 kontrolni dvou, tfi, Sesti a

devitimésiéni potkani. * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami skupiny

Cont0 (p<0,05), n=6 pro kazdy oddil i skupinu.

Bazalni a stimulované uvolrfiovani NA za kontrolnich podminek

U kontrolnich zvifat se hodnota spontanné uvolnéného NA (B1 a B2)

neliSila v jednotlivych vékovych kategoriich a pohybovala se mezi 0,199 + 0,01

ng/g/min v Cont7 a 0,224 + 0,01 v Cont1 sinich. Bazalni uvolhovani NA se

vyznamné neliSilo v sinich STZ1 a STZ7 (0,239 + 0,02 a 0,185 + 0,03

ng/g/min) a zaroven bylo srovnatelné s vékové odpovidajicimi kontrolami.
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Rozdil byl u STZ4, kde bylo bazalni uvolfovani NA vyznamné vyS$Si

(0,371 £ 0,03 ng/g/min).

140 - * *
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Obr. 3.2.3. Koncentrace noradrenalinu (NA) v srdecnich sinich diabetickych
potkani.

Koncentrace NA je vyjadrena v % hodnot odpovidajicich kontrolnich zvifat. RA —
prava sif, LA — leva sini; * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami
odpovidajicich kontrolnich zvifat (p<0,05), n=6 pro vSechny kontrolni skupiny, STZ1 a

STZ4, n=4 pro skupinu STZ7.

Ve srovnani s bazalnim uvolfiovanim bylo stimulované uvolhovani NA
(S1 a S2) u v8ech vékovych skupin vyrazné vyssi, a to jak u kontrol, tak u STZ
zvifat (obr. 3.2.4). Pomér hodnot stimulovaného uvolfiovani S2/S1 byl u

kontrolnich a diabetickych zvifat srovnatelny a Ccinil 1,07 + 0,1 v sinich
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kontrolnich zvifat a 0,99 = 0,2 v sinich STZ zvifat. Naproti tomu absolutni
hodnoty stimulovaného uvolnovani NA u diabetickych zvifat byly vysSiv 1. a 4.
mésici po indukci diabetu, pozdéji dochazelo k jejich poklesu (ve srovnani

s intaktnimi zviraty).

4,0 -
| I kontroly
35 [ 1STZ * *

vydej NA (ng/g/min)
&
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]

o
o

S1 S2 S1 S2 S1 S2
1™ 4M ™

Obr. 3.2.4. Uvolnovani noradrenalinu (NA) ze srdec¢nich sini kontrolnich a
diabetickych (STZ) potkand.

Vydej NA stimulovany vysokou koncentraci K* v perfuznim roztoku béhem prvni a
druhé stimulace (S1, resp. S2) ze sini diabetickych potkani 1, 4 a 7 mésicu po
indukci diabetu (1M, 4M, 7M). * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami
odpovidajicich kontrolnich zvifat (p<0,05), n=5 pro vSechny kontrolni skupiny, STZ1 a

STZ4, n=4 pro skupinu STZ7.
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Obr. 3.2.5. Uvolnovani noradrenalinu (NA) ze srdecnich sini kontrolnich a
diabetickych (STZ) potkanu bez a s desipraminem (DES).

Viydej NA stimulovany vysokou koncentraci K v perfuznim roztoku béhem prvni a
druhé stimulace (S1.pes, resp. S2.pes) ze sini diabetickych potkant 1, 4 a 7 mésict po
indukci diabetu (1M, 4M, 7M). Inhibitor zpétného vychytavani NA desipramin byl
pfidan do perfuzniho roztoku pri sbéru frakce S2. * statisticky vyznamny rozdil ve
srovnani s hodnotami odpovidajicich kontrolnich zvirat (p<0,05), n=5 pro vSechny
kontrolni skupiny, STZ1 a STZ4, n=4 pro skupinu STZ7. -DES: perfuzni roztok bez

desipraminu, +DES: pracovni roztok s desipraminem.

Usinek desipraminu na uvolfiovéani NA
U skupin Cont1 a STZ1 jsme do perfuzniho roztoku pfi sbéru frakci

B2.pes @ S2.pes pridali desipramin (DES) ve dvou koncentracich (107 a 10°®
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mol/l). DES neovlivnil mnozZstvi NA uvolnéné za bazalnich podminek, ale
zvySoval stimulované uvolfiovani NA (S2.pes) ze sini kontrolnich (Cont1) a
diabetickych (STZ1) zvifat a jeho efekt byl pfimo umérny pouZzité koncentraci.
Tento ucinek DES byl vyrazné niz8i u vzorkd STZ1 nez u Cont1. Pomér
S2.pes/S1.pes byl v sinich Cont1 1,35 + 0,09 pfi koncentraci DES 107 mol/l a
1,89 + 0,09 pfi koncentraci DES 10° mol/l. V sinich STZ1 nemé&l DES
v koncentraci 107 mol/l Zadny u&inek (S2.pes/S1pes = 0,96 + 0,16) a
v koncentraci 10® byl jeho efekt zfejmy, avéak ve srovnani s kontrolami nizi
(S2+pes/S1pes = 1,55 £ 0,12). Nicméné vySSi koncentrace DES signifikantné
zvySovala stimulovany vydej NA v sinich STZ1.

Naprosto odli$na situace byla u skupiny STZ4, kde DES (10 mol/l)
vyznamné inhiboval stimulované uvolfiovani NA. Je také zajimave, Ze bazalni
vydej NA u STZ4, ktery byl vyrazné vySSi nez u kontrol (viz vySe), byl
v pritomnosti DES inhibovan.

Bazalni a stimulované uvolfiovani NA bez DES (B1.pes a S1pgs) i
v pfitomnosti DES (B2.pes a S2:pes) se u Cont4 a Cont7 neliSilo od Cont1.
Pomér S2.pes/S1.pes byl 2,11 £ 0,15 u Cont4 a 0,74 £ 0,07 u STZ4. U skupiny

STZ7 DES neovlivnil stimulovany vydej NA (obr. 3.2.5).

Uvolriovani NA v bezvapnikovem prostredi

Stimulované uvolfiovani NA v bezvapnikovém prostfedi u kontrolnich
zvifat dosahovalo srovnatelnych hodnot s bazalnim vydejem v kontrolnim
roztoku a v celém pribéhu pokusu nepfesahlo 11% hodnot KER pfi normalni
koncentraci Ca?* (pomér S2.c./S1.ca se pohyboval od 0,06 + 0,01 do

0,1 + 0,01 ve vSech kontrolnich skupinach). Stimulovany vydej NA
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v bezvapnikovém prostiedi byl u diabetickych potkani za 1 mésic po indukci

diabetu ponékud vySSi nez u kontrolnich zvifat (pomér S2.ca/S1:ca

= 0,17 £ 0,01), maxima dosahl u STZ4 (pomér S2.¢ca/S1+ca = 0,29 £ 0,02) a

c

potkani STZ7 dosahoval rovnéz vysSich hodnot (pomér S2.ca/S1:ca

= 0,27 £ 0,02) ve srovnani s intaktnimi zvifaty (obr. 3.2.6).
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Obr. 3.2.6. Uvolnovani noradrenalinu (NA) ze srdec¢nich sini diabetickych (STZ)
potkani s vapnikem a v bezvapnikovém prostredi.

Vydej NA stimulovany vysokou koncentraci K* v perfuznim roztoku béhem prvni a
druhé stimulace (S1.c,, resp. S2.c.) ze sini diabetickych potkand 1, 4 a 7 mésict po
indukci diabetu (1M, 4M, 7M). Siné byly promyvany roztokem s vapnikem (+Ca) nebo
bez vapniku (-Ca). * statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s hodnotami
odpovidajicich kontrolnich zvirat (p<0,05), n=5 pro vSechny kontrolni skupiny, STZ1 a

STZ4, n=4 pro skupinu STZ7.

106



3.2.3. Diskuse

V této Casti prace jsme shromazdili néktera nova data tykajici se
sympatické inervace srdce u diabetickych samic laboratorniho potkana.
Koncentrace NA se v obou srdeCnich sinich vyznamné snizovala s vékem
zvirat, nejvétsi pokles jsme zaznamenali mezi jedinci stafi 6 — 9 mésict (40%).
Nase vysledky jsou v souladu s vysledky longitudinalni studie zamérené na
méfeni koncentrace NA v srdci samce laboratorniho potkana (McLean et al.,
1983).

Bylo zjisténo, Ze uvolnovani a zpétné vychytavani NA v riznych ¢astech
srdce laboratorniho potkana klesa s vékem (Docherty, 1996; Snyder et al.,
1998a; Snyder et al., 1998b). Snyder et al. (1998c) zaznamenali, Ze pokles
schopnosti adrenergnich zakoncCeni uvolfiovat NA je signifikantné nizSi u
samic ve srovnani se samci. Nase vysledky naopak neprokazaly, ze by stafi
zvirat ovliviiovalo uvolfiovani Ci vychytavani NA v izolovanych srdecnich sinich
samic laboratorniho potkana. Z toho vyplyva, Zze nami pozorovany pokles
koncentrace NA v srde¢ni tkani nemulze byt pravdépodobné zpUlsoben
zhorSenou funkci transportniho mechanismu nervovych zakonceni.

Koncentraci NA v srdeCnich sinich diabetickych zvifat jsme sledovali po
dobu 7 mésicl. Pocatecni mirny vzestup hodnoty NA (28%) v sinich byl
nasledovan trvalym poklesem, kdy za 7 mésicl po indukci diabetu dosahovala
koncentrace NA u STZ zvifat 60% hodnoty kontrolnich zvifat. Také
koncentrace NA v myokardu stanovovana post mortem u lidi s dlouhodobym
diabetem byla vyrazné snizena (Neubauer a Christensen, 1976).

S pfihlédnutim k témto skuteCnostem lze konstatovat, Ze experimentalni STZ
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diabetes trvajici méné nez 4 mésice nemuze vérné simulovat situaci, ktera by
byla srovnatelna s obrazem chronického diabetu u lidi.

Mechanismus uvolhovani NA ze zakonCeni postgangliovych
sympatickych viaken je pomérné podrobné prostudovan. Uvolnéni mediatoru
je iniciovano depolarizaci, ktera zpusobi vtok vapniku do terminaly nervového
vlakna, coz vede k migraci synaptickych méchyiki s mediatorem smérem
k nervové membrané a k exocytoze. Uvolnény NA je odstranovan ze
synaptické Stérbiny zejména zpétnym vychytavanim do nervového viakna
pomoci neuronalniho prenaseCe (Nedergaard, 1988). NA je transportovan
symportem s Na* a CI', hnaci silou pfenasece je koncentraéni gradient sodiku
zajistovany &innosti Na*-K*-ATPazy (Rudnick a Clark, 1993). Za urgitych
podminek, napf. pfi poklesu koncentraéniho gradientu pro Na® nebo pfi
vzestupu koncentrace NA uvnitf nervového viakna muze dojit k obraceni
sméru neuronalniho pfenasSece a NA je vypuzovan z buriky ven (Langeloh et
al., 1987; Trendelenburg, 1990; Levi a Raiteri, 1993). Blokator neuronalniho
prenaseCe desipramin inhibuje transport NA v obou smérech (Levi a Raiteri,
1993).

Depolarizace vyvolana zvySenim [K']e ovliviiuje &innost riiznych
pfenasecCl ruzné. Okuma a Osumi (1986) na fezech mozku potkana popsali,
Zze uvolhovani dopaminu (DA) indukované pomoci KCI je na vapniku
nezavislé, na rozdil od elektricky stimulovaného uvolfiovani DA. AvSak oba
zpusoby uvolfiovani NA (KER a elektricka stimulace) jsou na vapniku zavislé.
Rovnéz v potkanim srdci je draslikem indukované uvolfiovani NA zavislé na
vapniku (Dumont et al., 1997). Dosavadni vysledky vSak naznacuji, Ze NA je

vlivem KER uvoliovan jak exocytézou, tak pomoci neuronalniho prenasece
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(Yamazaki et al., 1998). Vzhledem k tomu, Ze draslikem indukovany vydej NA
byl v pfitomnosti DES zvySen u vSech kontrolnich skupin, Ize z vysledku
nasich experimentd in vitro usoudit, Ze draslikem indukovany vydej NA byl
zprostfedkovan kalcium-dependentni exocytdzou.

Obrat a vydej NA v srdci diabetickych potkanu byl studovan za riznych
experimentalnich podminek jak in vivo, tak in vitro. Ganguly et al. (1986)
zaznamenali vzestup koncentrace a obratu NA v srdci samcl potkana
Sprague-Dawley 8 tydnl po indukci diabetu. Kromé toho zjistili, Zze
intraneuronalni méchyiky s NA mohou byt v dusledku diabetu defektni, coz
pfispiva ke zvyseni vydeje NA z cytoplazmy (Ganguly et al., 1987). Porucha
vydeje NA exocytdzou v leve srdecCni sini byla rovnéz popsana u diabetickych
samcu kmene Wistar 8-12 tydnu po aplikaci STZ (Gando et al., 1993).

V naSich experimentech nebyl bazalni vydej NA v srdeCnich sinich
kontrolnich ani diabetickych potkant ovlivnén s vyjimkou skupiny zvifat STZ4,
u nichz byl vydej NA vyrazné vySSi nez u kontrol a zaroven byl inhibovan
v pritomnosti DES, coz svédCi spiSe pro vydej NA cestou neuronalniho
pfenaseCe. Tento narust bazalniho ne-exocytézového uvolfiovani NA muze
prispivat k poklesu koncentrace NA v sinich STZ potkanda.

Absolutni hodnoty NA uvolnéného viivem KCI byly zvySeny u vzorkd
STZ1 a STZ4. Pokud by vSak hodnota tkariové koncentrace NA (zvysSena u
STZ1 a snizena u STZ4) byla vztazena k hodnoté vydeje NA, vétsi podil NA
by se uvolfioval pouze ze sini potkant STZ4. V tomto stadiu diabetu je vydej
NA signifikantné inhibovan v pfitomnosti DES a relativné velka ¢ast vydeje NA
(30%) je na vapniku nezavisla. Zda se tedy, Ze neuronalni transportér hraje

vyznamnou roli v kalcium-independetnim uvolfiovani NA v této fazi diabetu.
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Existuji dikazy, ze [Na']; je u diabetu vyznamné zvySena (Schaffer, 1991;
Doliba et al., 2000). Koncentracni gradient pro sodik je tedy podstatné snizen,
coz muze vést k ovlivnéni Cinnosti neuronalniho prfenasece. Navic zvySena
koncentrace NA uvnitf bufiky muize zvySovat afinitu intracelularni cCasti
pfenaseCe k NA (Langeloh et al., 1987). Kromé toho bylo zjisténo, Ze inzulin
moduluje cCinnost NA prenaseCe v SK-N-SH burikach (buriky izolované
z lidského neuroblastomu) (Apparsundaram et al., 2001). Proto by vliv
dlouhodobé inzulinopenie na aktivitu NA transportéru zasluhoval dalsi studium.

Na zakladé uvedenych dat je obtizné vysvétlit, pro¢ DES neovlivnil
vydej NA v srdeénich sinich STZ7 zvitat. Udaje o dlouhodobém STZ diabetu
potkanu jsou pomérné sporé, protoZze jen pomérné mala Cast zvirat preziva
bez CasteCné kompenzace diabetu. Existuji prace, ve kterych je vyuzivan
"'C-hydroxyefedrin - radioaktivni analog NA, ktery je aktivné vychytavan
terminalami srde¢nich sympatickych nervl. U zvifat s diabetem trvajicim 6 a 9
mésicl je izotop méné zadrzovan, pravdépodobné v dusledku poruchy
neuronalniho vychytavani (Schmidt et al., 1999). Dlouhodoby diabetes navic
zpusobuje zavazné morfologické zmény sympatickych nervl inervujicich
srdce, vCetné poskozeni varikosit, ubytku Schwannovych bunék a degenerace
nervovych terminal (Felten et al., 1982; Tomlinson a Yusof, 1983; Addicks et
al., 1993).

Zavérem lze tedy konstatovat, ze zvySeny, draslikem stimulovany vydej
v srde€nich sinich diabetickych potkand muze mit pFiCinu v dysfunkci

neuronalniho prenasece.
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4. ZAVER
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Zavérem se pokusim shrnout nejdilezitéjSi poznatky vyplyvajici
z vysledkl nasSich pozorovani a nastinit smér dalSiho vyzkumu. Predlozena
disertacni prace pfinasi nékteré nové poznatky o vlivu inzulinu na kontraktilni
funkce papilarnino svalu a o sympatické inervaci zdravych a diabetickych

laboratornich potkand.

Diabetes jsme u potkanu indukovali farmakologicky pomoci STZ. Tento
experimentalni model diabetu 1. typu u laboratorniho potkana je stabilni a
mnoha badateli ovéfeny. Podobné jako u neléCeného diabetika je STZ
diabetes charakterizovan hyperglykémii, polydipsii, polyurii a poklesem
télesné hmotnosti (Hebden et al., 1986; Tomlinson et al., 1992). V prubéhu
nékolika tydnl po aplikaci STZ dochazi k naruseni systolickych i diastolickych
funkci, které je pozorovano i u Clovéka vramci rozvoje diabetické
kardiomyopatie. Stejné jako u STZ potkanu jsou znamky poskozeni myokardu
diabetickych pacientu vice vyjadieny pfi zvySeni srde¢ni zatéze, napf. pfi
cviCeni (Vered et al., 1984; Zola et al., 1986). Prestoze srdecni funkce jsou
u diabetik ovlivnény i dalSimi faktory (hypertenze, aterosklerdza,
mikroangiopatie, neuropatie), existuji Cetné didkazy pro pfimé poskozeni
kardiomyocytl, které je také podrobné popsano u experimentalniho modelu
(Gotzsche, 1986). Vzhledem ktomu, Ze laboratorni potkan je pomérné
rezistentni k aterosklerdze, poskytuje STZ model relativné neovlivnény obraz o
pusobeni hyperglykémie a inzulinopenie na srdecni sval (Tomlinson et al.,
1992). Na druhou stranu odolnost potkanu k ateroskler6ze omezuje vyuziti
tohoto modelu pro studium makrovaskularnich komplikaci diabetu, které jsou

Castym chronickym doprovodnym jevem cukrovky u Clovéka.
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U zvifat s experimentalnim STZ diabetem dochazi, kromé alterace
kardiovaskularniho aparatu, rovnéz k naruseni funkce fady dalSich systémd
(endokrinni, renalni, nervovy), které zpétné ovliviuji Cinnost srdce a cév.
Dysfunkce nékterych organud, napf. ledvin, je disledkem pfimého vlivu STZ,
inzulinopenie a hyperglykémie pouze potencuji nefrotoxicky efekt STZ
(Tomlinson et al., 1992).

Je tfeba mit na zfeteli, Ze STZ model reflektuje obraz humanniho
diabetu pfed urCenim spravné diagnézy a zahajenim odpovidajici IéCby.
Vzhledem ktomu, Ze je téméf nemozné provést diagnézu DM u Cloveéka
bezprostfedné po vzniku onemocnéni, dava STZ model neocenitelnou
moznost ziskat informace o €asnych zménach srdec¢ni tkané, které mohou
pozdéji vést k naruSeni srde¢nich funkci az k srde¢nimu selhani. Lze tedy Fici,
Ze i pres jisté odliSnosti od pribéhu DM 1. typu u lidi je STZ model diabetu u
laboratorniho potkana Casto pouzivan, zejména pro svou spolehlivost a

jednoduchost indukce.

V prvni Casti studie jsme se =zabyvali studiem vlivu inzulinu na
kontraktilitu pravokomorovych papilarnich svall intaktnich a diabetickych zvirat
a pokusili jsme se o vysvétleni mozného mechanismu inotropniho ucinku
inzulinu. Dale jsme se pokusili charakterizovat zmény mechanickych vlastnosti
srdecniho svalu, ke kterym dochazi v disledku chronického diabetu.

Ctyfi mésice trvajici diabetes ved| u potkand k vyznamnému snizeni
sily kontrakce, cozZ je v souladu s jiz dfive publikovanymi vysledky (Ren et al.,
1999; Brown et al., 1996). Pfi€inou je pravdépodobné porucha kalciového

metabolismu kardiomyocytu (redukce lca, pokles poétu RyR, snizena funkce
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SERCA2, NCX aj.). Pro vyrazné poskozeni vapnikového metabolismu
srde¢nich bunék v disledku dlouhodobého diabetu svéd¢i rovnéz prodlouzeni
kontrakce a relaxace ve srovnani s hodnotami ziskanymi od kontrolnich zvirat.

DM 1. typu je mimo jiné charakterizovan hypoinzulinémii. U potkant
s kratkodobym diabetem bylo zjiSténo, ze aplikace inzulinu vyvolala pozitivné
inotropni ucinek (Ren et al.,, 1999). V naSich pokusech jsme sledovali, zda
akutni ucinek inzulinu dokaze zabranit poklesu sily kontrakce u zvifat
s chronickym diabetem. Literarni udaje o vlivu inzulinu na kontraktilitu
intaktniho myokardu nejsou jednotné. Dosud byl popsan negativné inotropni
(Farah a Alousi, 1981), pozitivné inotropni (Sethi et al., 1991) a nulovy ucinek
(Schmidt a Koch, 2002) inzulinu na myokard potkana. Po pocatecnich
pokusech s davkou 8 m.j./l, kdy inzulin v naSich podminkach nevykazoval
zadny udinek, jsme pfistoupili k pouziti desetinasobné vyssi davky. Z vysledku
nasich experimentl vyplyva, ze inzulin vdavce 80 m.j./ ma negativné
inotropni ucinek jak u kontrolnich, tak u diabetickych zvifat. U kontrolnich
zvifat inzulin zkratil trvani kontrakce a relaxace. U diabetickych zvifat nebyly
tyto Casové parametry inzulinem ovlivnény. Je tedy zfejmeé, ze posSkozeni
srdce u STZ potkanu je natolik zavazné, zZe jednorazové podani inzulinu
nemuze normalizovat zmény trvani srdeCni kontrakce a relaxace vzniklé
v dusledku dlouhodobého diabetu.

Schmidt a Koch (2002) popsali zavislost inotropniho ucinku inzulinu na
[Ca*']s v pracovnim roztoku v izolovaném srdci intaktniho potkana a moréete.
Ovlivnéni ucinku inzulinu zménou [Caz"]e jsme prokazali i v pokusech
provadénych na papilarnich svalech intaktnich jedincl. Pfi snizeném [Ca®']e

v pracovnim roztoku vyvolal inzulin pozitivné inotropni ucinek, pfi zvySeném
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[Ca®"]e silu kontrakce neovlivnil. U STZ potkant v roztocich se zménénou
[Ca2+]e se inotropni ucinek inzulinu neprojevil.

Abychom objasnili podstatu negativné inotropniho uc€inku inzulinu,
rozhodli jsme se sledovat jeho vliv na kontraktilitu v pfitomnosti CPA, ktera
blokuje SERCA, a nifedipinu - blokatoru lgca.. Podani CPA nezabranilo
negativné inotropnimu ucinku inzulinu. Z toho tedy vyplyva, Ze proces plnéni
SR vapnikem prostfednictvim SERCA neni pravdépodobné zodpovédny za
vySe zminény inotropni efekt inzulinu. Oslabeni sily srde¢ni kontrakce
v pritomnosti nifedipinu bylo popsano jiz dfive (Schoulen a ter Kurs, 1991).
V naSich experimentech aplikace inzulinu na papilarni sval ovlivnény
nifedipinem vyznamné nezménila silu stahu pfi zadné z pouzitych stimulacnich
frekvenci. Na zakladé téchto vysledki mulzeme fFici, Zze pravdépodobnym
mistem inotropniho u¢inku inzulinu by mohl byt lca. V experimentech
provadénych na izolovanych kardiomyocytech vSak bylo zjiSténo, Ze inzulin
stimuluje lca. (Aulbach et al., 1999; Maier et al., 1999). Podobny stimulaéni
ucinek inzulinu bychom mohli pfedpokladat i u multicelularniho preparatu. Lze
tedy spekulovat, Ze za negativné inotropnim ucinkem inzulinu stoji zhorSeni
procesu spousténi a uvolnéni vapniku ze SR, které je indukovano pravé zejm.
vapnikovym proudem L-typu.

NasSe dosavadni vysledky vS8ak mohou slouZit pouze jako nepfimy
dikaz vySe popsané hypotézy. K objasnéni mechanismu inotropniho Gc&inku
inzulinu planujeme provést méfeni iontovych proudd (IcaL) a nitrobunéénych
vapnikovych pfechodu u izolovanych kardiomyocytl intaktnich a STZ potkanu.

K vyuziti poznatkd o inotropnim ucinku inzulinu v klinické praxi se na

zakladé dosavadnich znalosti nelze vyjadfit. Byly popsany vyznamné
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mezidruhové rozdily v U€inky inzulinu (Snow 1976; Lee a Downing, 1976; von
Arnim a Bolte, 1980; Sethi et al., 1991; Farah a Alousi 1981; Ren et al., 1999;
Schmidt a Koch, 2002). Proto by bylo vhodné si nejprve ovéfit, zda se
negativné inotropni uc€inek inzulinu projevuje i v lidském myokardu. Kromé
toho je treba vzit v uvahu, ze inzulin byl v naSich experimentech podan
jednorazové. Nabizi se zde tedy otazka, zda chronické podavani inzulinu (jako
je tomu v pfipadé diabetickych pacientl) bude mit podobné nebo rozdilné
ucinky. V kazdém pripadé by bylo vhodné pfi inzulinové |écbé diabetu brat

v uvahu moznost pfimych uc€inkl inzulinu na srdecni inotropii.

Druha cast prace byla zaméfena na studium zmén koncentrace,
uvoliovani a zpétného vychytavani noradrenalinu v srdeCnich sinich
laboratorniho potkana s vyvijejicim se dlouhodobym diabetem (7 mésicl) ve
srovnani s kontrolnimi zviraty.

Koncentrace NA v srde€nich sinich se u kontrolnich i diabetickych
zvifat snizovala s vékem. Hodnota NA v srdci diabetickych zvifat ve srovnani
s intaktnimi zvifaty byla za 1. mésic po indukci diabetu lehce zvySena,
v dalSich mésicich trvani onemocnéni naopak klesala. Za 7 mésicu po aplikaci
STZ dosahovala koncentrace NA pouze 60% hodnoty naméfené u kontrolnich
zvifat. Podobné zmény v koncentraci NA byly popsany rovnéz v srdci pacientd
s dlouhodobym diabetem (Neubauer a Christensen, 1976).

Vydej NA jsme zkoumali za klidovych podminek a pfi stimulaci vysokou
koncentraci K* v perfuznim roztoku (KER). Spontanni ani stimulovany vydej
NA u kontrolnich zvifat se v pribé&hu experimentu neménil. U skupin STZ1 a

STZ7 se spontanni uvolfiovani NA neliSilo od kontrolnich jedincl, pouze u
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skupiny STZ4 jsme zaznamenali signifikantni zvySeni spontanniho vydeje NA.
Stimulovany vydej NA u diabetickych potkanu byl u skupin STZ1 a STZ4
zvySen ve srovnani s kontrolami, u skupiny STZ7 naopak snizen. Podle
dostupnych udaju uvolfiovani NA vlivem KER u diabetickych potkant dosud
nebylo popsano.

NA muzZe byt z nervovych zakonceni uvolfiovan bud ze synaptickych
méchyrkd terminal nervového vlakna exocytézou nebo obousmérnym
neuronalnim prenaseCem. Nejprve jsme se pokusili zdokumentovat, jakou
meérou se na uvolnovani NA podili neuronalni transportér. K tomuto ucelu jsme
pouzili desipramin, ktery blokuje Cinnost transportéru v obou smérech.
Desipramin zvySoval stimulovany vydej NA u vSech kontrolnich zvifat a také u
STZ1 skupiny, skupinu STZ7 vyznamné neovlivnil. U skupiny STZ4 byl vydej
NA desipraminem inhibovan. To svédCi pro domnénku, ze NA byl u zvifat
STZ4 uvoliiovan zejména cestou neuronalniho prenase€e a nikoliv
exocytozou. Uvolhovani NA exocytdozou je =zavislé na pfisunu vapniku
z extracelularniho prostredi. Abychom popsali podil exocytézy na uvoliovani
NA, provedli jsme pokusy v bezvapnikovém prostiedi. U skupiny STZ4 byl
stimulovany vydej NA v bezvapnikovém prostfedi ve srovnani s kontrolami
vyznamné zvySen. Tato skuteCnost je dalSim nepfimym dukazem pro
hypotézu, Ze v tomto stadiu diabetu hraje neuronalni transportér nezavisly na
vapniku rozhoduijici roli v uvolfiovani NA.

Z naSich vysledkl tedy vyplyva, Ze mechanismus uvolfiovani NA u
potkanl s chronickym diabetem je pravdépodobné odliSny od mechanismu u
kontrolnich zvifat a mlze prispivat k poklesu koncentrace NA v srdecnich

sinich STZ zvirat.
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Je znamo, ze zmény v Cinnosti neuronalniho prenaseCe pro NA mohou
prispivat ke vzniku zavaznych srdeCnich onemocnéni. Bylo napfiklad zjiSténo,
Z2e zhorSeni funkce tohoto transportéru ma podil na rozvoji srde¢niho selhani
(Backs et al., 2001). Analogicky lze uvazovat, Ze zména funkce prenasece
v srdci STZ potkant by mohla pfispivat ke vzniku diabetického poskozeni
srdce. Jak jiz bylo dfive zminéno, inzulin stimuluje c€innost neuronalniho
pfenaseCe pro NA v SK-N-SH burikach (Apparsundaram et al., 2001). Dale
bylo popsano, Ze v neuronech Ilaboratornihno potkana vedlo chronické
podavani inzulinu k poklesu exprese mRNA pro tento transportni systém
(Figlewicz et al.,, 1993). Vliv inzulinu na neuronalni pfenase pro NA
v myokardu podle naSich znalosti dosud popsan nebyl. V budoucnu planujeme
studium akutniho u€inku inzulinu na transportér kontrolnich a diabetickych
potkand a sledovani C€innosti  neuronalniho  pfenasee v srdci

nekompenzovanych STZ potkant a STZ potkanu Ié&enych inzulinem.
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