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1. UVOD

Diabetes mellitus (DM) v soucasné dobé postihuje asi
6,5% populace v CR. K zavaznosti DM pfispivaji velkou
mérou komplikace doprovazejici zakladni onemocnéni.
Kardiovaskularni komplikace se u diabetik vyskytuji az
desetkrat Castéji nez v nediabetické populaci a jsou pfi¢inou
témer 70% umrti diabetickych pacientl. Zahrnuji diabetickou
kardiomyopatii, angiopatii a kardiovaskularni autonomni
neuropatii. Tyto patologické procesy vétSinou probihaji
soucasné a navzajem se ovliviuji. Pfestoze jsou tyto zmény
intenzivné studovany, mechanismus vzniku fady z nich neni
jesté zcela objasnén.

Diabetes 1. typu experimentalné navozeny
streptozotocinem (STZ) vede u potkana ke zménam
funkénich parametrd kontrakce. Kromé toho, vyznamnym
zpusobem zasahuje do vapnikového metabolismu
kardiomyocytu [klesa ¢innost Ca?*-ATPazy
sarkoplazmatického retikula (SERCA) (Ganguly a spol.,
1983), zvySuje se koncentrace fosfolambanu (Kim a spol.,
2001), klesa afinita ryanodinovych receptord (RyR)
sarkoplazmatického retikula (SR) k vapniku (Yu a spol.,
1994), snizuje se aktivita sarkolemalniho Na*-Ca?* vyméniku
(NCX) (Makino a spol., 1987) a sarkolemalni Ca?**-ATP-azy
(Heyliger a spol., 1987)]. Kvantitativni udaje o vlivu STZ
diabetu na sympatickou inervaci srdeCniho 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 pozdégjSich 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 uvolfiovani NA
v srdci diabetického potkana byl zvySen (Ganguly et al.,
1987), nezménén (Patel et al.,, 1997), nebo redukovan
(Gando et al., 1993).

Vapnikové  hospodarstvi v srdeCnich  burkach
intaktnich  potkan(i je ovliviovano inzulinem, jehoz
nedostatek je charakteristicky pro DM 1. typu. Inzulin
stimuluje vapnikovy proud L-typu (lca.) (Aulbach a spol.,
1999), c&innost NCX (Gupta a spol.,, 1986) a SERCA
(Algenstaedt a spol., 1997). Inzulin ovliviiuje rovnéz silu
kontrakce, ma pozitivné inotropni u€inek v srdci moréete (von
Arnim a Bolte, 1980), kralika (Snow, 1976), koCky a kotéte
(Lee a Downing, 1976). Informace o u€inku inzulinu na silu
kontrakce u laboratorniho potkana jsou ponékud protichidné.
Literarni zdroje informuji o pozitivné inotropnim (Sethi a
spol., 1991), negativné inotropnim (Farah a Alousi, 1981),
popfipadé zadném uc&inku inzulinu na silu srde¢ni kontrakce
(Ren a spol., 1999). Chronické podavani inzulinu diabetickym
potkanim zabranilo zménam sily kontrakce papilarniho
svalu, poklesu aktivity myozinové ATPaza a nahradé V
izoformy myozinu za izoformu V3 v srde¢nim svalu (Fein et
al., 1984) a vedlo normalizaci hodnot srdec¢ni frekvence a



krevniho tlaku (Pfaffman, 1980).

2. Cil disertace

Z dosud znamych informaci vyplyva, Ze interakce
diabetu a inzulinu v srde€nim svalu jsou nesmirné komplexni
a dosud nejasné. Dlouhodobé podavani inzulinu zabrani
rozvoji nékterych zmeén, které se objevuji v disledku
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 diabetikd
[é6ba zahajena sruzné dlouhym &asovym odstupem po
nastupu onemocnéni. Informace o pfimém pusobeni inzulinu
na srdce nekompenzovanych diabetickych subjektd jsou
pomérné sporé a v oblasti srde¢ni kontraktility protichtdné.
Tuto otadzku jsme se proto rozhodli prozkoumat podrobnéji.
Vramci disertaCni prace jsme se zabyvali akutnim
jednorazovym ucinkem inzulinu na kontraktilitu izolovaného
papilarnino  svalu intaktniho potkana a  potkana
s dlouhodobym (16 tydnud) nekompenzovanym diabetem.
Cilem bylo prozkoumat, zda inzulin vykazuje pfimé uc&inky
na srdecni kontraktilitu bez souasné hyperglykémie a zda
jsou tyto ucinky v diabetickém srdci zménény.

Druhé téma feSené v pfedlozené disertatni se
vztahuje ksrde¢ni diabetické neuropatii. Informace
0 autonomni regulaci pfi diabetu jsou dosud omezené a data
mapuijici vliv dlouhodobého diabetu na sympatickou inervaci



srde€niho svalu nejsou jednotna. Zména autonomni regulace
diabetickych jedinc mze byt podminéna zménami
v uvolfovani mediatord nebo zménénou bunéénou odpovédi
(alterace nitrobunéénych signalnich kaskad). V ramci
disertaéni prace jsme se zaméfili na prvni moznost, tedy
jakym zplUsobem nekompenzovany diabetes ovliviiuje
srdeCni metabolismus jednoho z hlavnich autonomnich
mediatord — noradrenalinu, véetné sledovani jeho tkanové
koncentrace, uvolfiovani a zpétného vychytavani.

3. METODY
3.1. Zvirata

K pokusim jsme pouzili dospélé laboratorni potkany
kmene Wistar (VELAZ, Praha, CR). V8echny experimenty
na zvifatech byly provadény v souladu s Evropskou smérnici
pro ochranu obratlovcll pro experimentalni a dalsi védecké
ucely (86/609/EU) a byly schvaleny Odbornou komisi
pro praci s laboratornimi zvifaty Lékafské fakulty v Plzni
Univerzity Karlovy v Praze.

3.2. Experimentalni model diabetu

Kiindukci DM 1. typu jsme pouZili STZ rozpustény
v citratovém pufru (pH 4.5). STZ byl podan jednorazové do
ocasni zily v davce 65 mg/kg (Junod et al., 1967). Kontrolnim
zvifatim byl aplikovan pouze citratovy pufr v adekvatnim
objemu.



U experimentalnich zvifat jsme pravidelné sledovali
glykémii (enzymaticky nebo glukometrem), hladinu glukdzy
vmocCi (enzymaticky), télesnou hmotnost, koncentraci
inzulinu v plazmé a pankreatické tkani (radioimmunoassay,
RIA), dale jsme provadéli glukézovy toleranCni test a
histologické vySetfeni pankreatu.

3.3. Méreni na multicelularnich preparatech

Tenké papilarni svaly byly vystfizeny z pravé srdecni
komory laboratorniho potkana a umistény do experimentalni
lazné, kde byly pfipevnény k mechanoelektrickému prevadé&di
izometrické kontrakce. Lazen byla neustale perfundovana
oxygenovanym Tyrodeovym roztokem (slozeni v mmol/l:
NaCl 137, KCI 4,5, MgCl, 1, CaCl, 2, glukéza 10, Hepes 5,
pH upraveno na 7,4 pomoci NaOH) o teplot¢ 36°C
pfi konstantnim pratoku (6-10 ml/min). Po uvodni stabilizaci
(frekvence stimulace 1 Hz) byl preparat stimulovan rdznymi
frekvencemi (od 0,1 do 3 Hz) nebo byl vystaven vlivu periody
necinnosti (RP; od 10 do 300 s).

Sledovali jsme mechanické (sila kontrakce, pomér
sily stahu 1. stahu po RP a sily stahu pfed RP) a asové (Cas
do vrcholu kontrakce, polo&as relaxace) parametry srdecni
kontrakce. Mechanické parametry  jsou udavany
v arbitrarnich (a.u.) €i relativnich (r.u.) jednotkach, ¢asové
parametry v ms.



3.4. Uvolnovani noradrenalinu

MnozZstvi uvolnéného NA ze srde¢nich sini bylo
sledovano za bazalnich podminek pfi perfuzi oxygenovanym
Krebsovym Henseleitovym roztokem (slozeni v mmol/l: NaCl
113, NaHCO; 25, KCI 4,75, CaCl, 2,5, MgS0O,4 1,19, glukéza
11,1, Na,EDTA 0,029, kyselina askorbova 0,289) pfi teploté
37°C a dale po stimulaci depolarizaci 50 mmol/l KCI
v perfuznim roztoku, ve kterém jsme Umérné snizili
koncentraci NaCl. Bazalni i stimulované (kalium evoked
release; KER) uvolfiovani NA bylo stanoveno pfed i po
experimentalni intervenci - aplikaci blokatoru zpétného
vychytavani NA desipraminu &i bezvapnikového roztoku.
Bazalni vydej byl oznaten B1 (pfed intervenci) a B2
(po intervenci), stimulovany vydej S1, resp. S2.

3.5. Stanoveni koncentrace noradrenalinu (NA)

Koncentrace NA v tkanovych extraktech a v perfuzatu
sini byla stanovena RIA metodou pomoci diagnostického
setu firmy IBL Hamburg (Némecko). Vzorky tkané levé a
pravé srdeCni siné byly extrahovany 0,4 mol/l HCIO, a
centrifugovany. Koncentrace NA byla stanovena ve vzniklém
supernatantu.

3.6. Prezentace vysledku a statistika

Jednotlivé vysledky jsou v praci uvedeny jako primér
t+ stfedni chyba priméru (SEM). PFi testovani statistické
vyznamnosti rozdilnosti pramér byl pouzit podle okolnosti



parovy nebo neparovy Studentlv t-test a pfi srovnani vice
souborll analyza rozptylu ANOVA. Rozdily na hladiné
vyznamnosti p<0,05 jsou povazovany za statisticky
vyznamne.

4. VYSLEDKY

Predlozena disertaéni prace pfinasi nékteré nové
poznatky o vlivu inzulinu na kontraktilni funkce papilarniho
svalu a o sympatické inervaci zdravych a diabetickych
laboratornich potkand.

4.1. Uginek inzulinu na kontrakci papilarniho svalu
kontrolnich a diabetickych potkanti
V této Casti studie jsme se zabyvali studiem vlivu
inzulinu na kontraktilitu pravokomorovych papilarnich svali
intaktnich a diabetickych zvifat a pokusili jsme se
o vysvétleni mozZného mechanismu inotropniho uc€inku
inzulinu. Dale jsme se pokusili charakterizovat zmény
mechanickych vlastnosti srdeCniho svalu, ke kterym dochazi
v dusledku chronického diabetu.
Ctyfi mésice trvajici diabetes vedl u potkand
k vyznamnému snizZeni sily kontrakce, coz je v souladu s jiz
dfive publikovanymi vysledky (Ren et al., 1999; Brown et al.,
1996). Pfi¢inou je pravdépodobné porucha kalciového
metabolismu kardiomyocytl (redukce Ica., pokles poctu RyR,
snizena funkce SERCA, NCX aj.). Pro vyrazné poSkozeni
vapnikového metabolismu srde€nich bunék v disledku
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dlouhodobého diabetu svédCi 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 u€inek 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 ucinek, jsme
pristoupili k pouziti desetinasobné vysSi davky. Z vysledku
nasSich experimentl vyplyva, ze inzulin v davce 80 m.j./l ma
negativné inotropni  ucinek jak u kontrolnich, tak
u diabetickych zvifat. U kontrolnich zvirat inzulin zkratil trvani
kontrakce a relaxace. U diabetickych zvifat nebyly tyto
Casové parametry inzulinem ovlivnény. Je tedy zfejmé, Ze
poskozeni srdce u STZ potkanu je natolik zavazné, Zze
jednorazové podani inzulinu nemuize normalizovat zmény
trvani srdec¢ni kontrakce a relaxace vzniklé v dusledku
dlouhodobého diabetu.

Schmidt a Koch (2002) popsali zavislost inotropniho
ucinku inzulinu na koncentraci vapniku v pracovnim roztoku
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(ICa®']e) v izolovaném srdci intaktniho potkana a morcete.
Ovlivnéni Géinku inzulinu zménou [Ca*'], jsme prokazali i
v pokusech provadénych na papilarnich svalech intaktnich
jedincti. PFi snizeném [Ca®']. v pracovnim roztoku vyvolal
inzulin pozitivné inotropni Ug&inek, pfi zvySeném [Ca®']. silu
kontrakce neovlivnil. U STZ potkand v roztocich se
zménénou [Ca?'], se inotropni Gginek inzulinu neprojevil.
Abychom objasnili podstatu negativné inotropniho
ucinku inzulinu, rozhodli jsme se sledovat jeho vliv
na kontraktilitu v pfitomnosti cyklopiazonova kyseliny (CPA),
ktera blokuje SERCA, a nifedipinu - blokatoru Ic,. 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
srdeCni kontrakce v pfitomnosti 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 2z pouZitych
stimulacnich frekvenci. Na zakladé téchto vysledkd mazeme
fici, ze pravdépodobnym mistem inotropniho ucinku inzulinu
by mohl byt Ica. V experimentech provadénych
na izolovanych kardiomyocytech vsak bylo zjisténo, Ze
inzulin stimuluje lca. (Aulbach et al., 1999; Maier et al., 1999).
Podobny stimulaéni d¢inek inzulinu  bychom  mohli
prfedpokladat i u multicelularniho preparatu. Lze tedy
spekulovat, ze za negativné inotropnim ucinkem inzulinu stoji
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zhorSeni procesu spousténi a uvolnéni vapniku ze SR, které
je indukovano pravé zejm. vapnikovym proudem L-typu.

Nase dosavadni vysledky vSak mohou slouzit
pouze jako nepfimy dikaz vySe popsané hypotézy.
K objasnéni mechanismu inotropniho G&inku inzulinu
planujeme provést méfeni iontovych proudd (lca) a
nitrobunécnych vapnikovych pfechodd u izolovanych
kardiomyocyt( intaktnich a STZ potkan.

K vyuziti poznatkd o inotropnim ucinku inzulinu
v klinické praxi se na zakladé dosavadnich znalosti
nelze vyjadfit. Byly popsany vyznamné mezidruhové
rozdily v ucinky 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  uCinek inzulinu projevuje i v lidském
myokardu. Kromé toho je tfeba 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 pfipadé by
bylo vhodné pfi inzulinové IéCbé diabetu brat v avahu
moznost pfimych U€inkd inzulinu na srdec¢ni inotropii.
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4.2. Uvoliovani noradrenalinu v srdeénich sinich
diabetického potkana

Druha ¢ast prace byla zaméfena na studium zmén
koncentrace, uvolfovani a  zpétného  vychytavani
noradrenalinu v srde¢nich sinich laboratorniho potkana
s vyvijejicim se dlouhodobym diabetem (7 mésicl) ve
srovnani s kontrolnimi zvifaty. Diabetickd zvifata byla
sledovana 1, 4 a 7 mésicu po indukci diabetu, rozdélena do
tfi skupin a oznacena jako STZ1, STZ4 a STZ7. Kontrolni
potkani, byli rovnéz rozdéleni do tfi skupin oznacenych
Cont1, Cont4 a Cont7.

Koncentrace NA v srdeCnich 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 mésicl
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 pribéhu experimentu neménil. U skupin STZ1 a STZ7 se
spontanni uvolfovani NA neliSilo od kontrolnich jedincd,
pouze u skupiny STZ4 jsme zaznamenali signifikantni
zvySeni spontanniho vydeje NA. Stimulovany vydej NA u
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diabetickych potkanu byl u skupin STZ1 a STZ4 zvySen ve
srovnani s kontrolami, u skupiny STZ7 naopak snizen. Podle
dostupnych udaji uvolfiovani NA vlivem KER u diabetickych
potkanut dosud nebylo popsano.

NA mlze byt z nervovych zakonéeni uvolfiovan bud
ze synaptickych méchyrkd terminal nervového vlakna
exocytézou nebo obousmérnym neuronalnim pfenaseCem.
Nejprve jsme se pokusili zdokumentovat, jakou mérou se na
uvolfiovani NA podili neuronalni transportér. K tomuto ucelu
jsme pouzili desipramin, ktery blokuje c¢innost tohoto
transportéru  vobou smérech. Desipramin  zvySoval
stimulovany vydej NA u v3ech kontrolnich zvifat a také u
STZ1 skupiny, skupinu STZ7 vyznamné neovlivnil. U skupiny
STZ4 byl vydej NA desipraminem inhibovan. To svédéi pro
domnénku, ze NA byl u zvifat STZ4 uvolhovan zejména
cestou neuronalniho pfenaseCe a nikoliv exocytozou.
Uvolhovani NA exocytdézou je zavislé na pfisunu vapniku
z extracelularniho  prostfedi. Abychom popsali podil
exocytéozy na uvolhovani NA, provedli jsme pokusy
v bezvapnikovém prostfedi. U skupiny STZ4 byl stimulovany
vydej NA vbezvapnikovém prostfedi ve srovnani
s kontrolami vyznamné zvySen. Tato skute¢nost je dalSim
nepfimym dldkazem pro hypotézu, ze v tomto stadiu diabetu
hraje neuronalini transportér nezavisly na vapniku rozhodujici
roli v uvolfovani NA.

Z naSich vysledku tedy vyplyva, Ze mechanismus
uvolnovani NA u potkand s chronickym diabetem je
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pravdépodobné odliSny od mechanismu u kontrolnich zvifat
a muze prispivat k poklesu koncentrace NA v srdecnich
sinich STZ zvifat.

Je znamo, Z2e zmény v innosti neuronalniho
pfenaSeCe pro NA mohou pfispivat ke vzniku zavaznych
srde¢nich onemocnéni. Bylo napfiklad zjisténo, Zze zhorseni
funkce tohoto transportéru ma podil na rozvoji srdeéniho
selhani (Backs et al., 2001). Analogicky lze uvazovat, ze
zména funkce prenasSeCe v srdci STZ potkand by mohla
pfispivat ke vzniku diabetického poskozeni srdce. Je znamo,
Ze inzulin stimuluje ¢innost neuronalniho pfenasece pro NA
v SK-N-SH bunkach (Apparsundaram et al., 2001). Dale bylo
popsano, ze Vv neuronech laboratorniho 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 provést
studium akutniho u€inku inzulinu na transportér kontrolnich a
diabetickych potkand a sledovani ¢&innosti neuronalniho
pfenasece v srdci nekompenzovanych STZ potkani a STZ
potkan( lIé&enych inzulinem.

5. HLAVNi ZAVERY

Uginek inzulinu na kontrakci papilarniho svalu

kontrolnich a diabetickych potkanti

o Chronicky diabetes sniZzoval silu kontrakce, prodluZoval
prubéh kontrakce i relaxace.
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Inzulin vykazoval negativné inotropni ucinek u papilarnich
svalll kontrolnich i diabetickych potkan.

Inzulin u kontrolnich zvifat zkracoval trvani kontrakce i
relaxace.

Casovy pribé&h kontrakce a relaxace u STZ zvitat nebyl
inzulinem ovlivnén.

U kontrolnich potkan(i v prostfedi se snizenou [Ca®*‘].
vyvolal inzulin pozitivné inotropni ucinek, pfi zvySené
[Ca**].inzulin neovlivnil CF.

Zména [Ca®'], v roztoku u diabetickych zvifat potlagila
inotropni ucinek inzulinu.

Cyklopiazonova kyselina (blokator SERCA), narozdil od
nifedipinu  (blokator lca), nezabranila negativné
inotropnimu ucinku inzulinu.

Pfi¢inou negativné inotropniho U&inku inzulinu je
pravdépodobné zhorSena efektivita procesu uvolfiovani
vapniku ze SR.

Uvolnovani noradrenalinu v srdec¢nich sinich
diabetického potkana

Koncentrace NA v srdeCnich sinich laboratorniho
potkana klesala svékem, diabetes ve srovnani
s kontrolami nejprve zvySil (STZ1) a poté snizil (STZ7)
koncentraci NA.

Spontanni vydej NA byl vyrazné vy3si u STZ4 nezZ u
odpovidaijicich kontrolnich zvifat.

17



e KER vydej NA byl ve srovnani s kontrolnimi potkany
zvySen u STZ1 a 4, snizen u STZ7.

o Desipramin zvySoval stimulovany vydej NA u vSech
kontrolnich a STZ1 potkan.

e Desipramin inhiboval stimulovany vydej NA u STZ4.

e Stimulovany vydej NA v bezvapnikovém prostfedi byl u
diabetickych zvifat vy8Si nez u kontrol, maxima
dosahoval u STZ4.

e U skupiny STZ4 pravdépodobné hraje rozhodujici roli
v uvolfovani NA neurondlni transportér nezavisly na
vapniku.

e Mechanismus uvolfiovani NA znervovych vldken
inervujicich srdce je vlivem chronického diabetu zménén
a pravdépodobné pfispiva k poklesu koncentrace NA
v srde€nich sinich STZ zvifat.
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