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Ischemicka choroba srdecni (ICHS) je jednou z hlavnich pfi¢in dmrti ve vétsiné
evropskych statu. Ceskad republika se Ffadi mezi staty s nejvyssi
kardiovaskularni umrtnosti. Akutni formou ICHS je infarkt myokardu. PFi infarktu
myokardu dochdzi k Upiné okluzi koronami tepny (ischémii), ktera vede
v prabéhu 30 minut k nekréze myokardu. Obnoveni krevniho zasobeni
(reperfuze) je nezbytna pro zachovani Zivotnosti srde¢ni tkané. Pfi reperfuzi ale
také dochazi k nadprodukci reaktivnich kyslikovych radikalu, které jsou
zodpovédné za ischemicko-reperfuzni po$kozeni. Tento jev je oznacovan jako
tzv. reperfuzni paradox a dochézi pfi ném k podkozeni viech typl biomolekul —

lipidu, proteind i DNA.

Vznik reaktivnich kyslikovych radikalu je katalyzovan volnymi ionty Zeleza, které
jsou zvySené uvolnovany pii ischemicko-reperfuznim poskozeni. Reperfuznimu
pogkozeni myokardu muzZe byt zabranéno nebo muze byt alespofi zmirnéno
latkami, které maji schopnost chelatovat zelezo. Tento protektivni Gcinek uz byl

prokazan napf. u deferoxaminu.

Laktoferin je vlidském organismu pfirozené se vyskytujici glykoprotein.
V organismu vykazuje velké spektrum G&ink( a ovliviiuje mnoZstvi procesu,
jeho role ale jeSté neni zcela pfesné definovana. V soucasné dobé je studovan

predevdim vzhledem k jeho imunomodulaénimu a antibakterialnimu pusobeni.

Laktoferin ma silné Zelezo-chelata¢ni vlastnosti. Patfi do stejné skupiny
glykoproteinl jako transferin, ktery je transportni formou Zeleza. Laktoferin ma
vEak 260x vyssi afinitu k Zelezu nez transferin. Chelatuje trojmocné Zelezo a tak
pusobi proti tvorbé kyslikovych radikalu. Pfedpokliadame, Ze laktoferin bude
branit vzniku volnych radikall u ischemicko-reperfuzniho poskozeni ale i
v tkanich s vysokym metabolickym obratem (plice, ledvina, jatra). Uginek
laktoferinu u téchto patologickych stavl in vivo je$té nebyl detailn&ji studovan.

Cilem této diplomové prace je stanovit Uginky laktoferinu na raznych Grovnich
organismu zdravého zvifete a zvifete s vyvolanym infarktem myokardu.
Studium téchto UCinkG muZe slouZit pfi dalsich studiich protektivnich Géinku

laktoferinu na vznik volnych kyslikovych radikal( a po§kozeni myokardu.
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2.1 LAKTOFERIN

2.1.1 Struktura

Struktura lidského laktoferinu (Lf) byla poprvé popsana vroce 1987. Lf je
monomericky Zelezo vazajici glykoprotein s molekulovou hmotnosti pfiblizné

80 kDa. Spolu s transferinem a ovotransferinem patfi do rodiny transferinu.

Lf se na urovni sekvence aminokyselin i trojrozmeérné konformaci ve vysoké
mife shoduje se sérovym transferinem, pfiblizné ze 60%. Aminokyselinové
sekvence Lf riznych druhu zvifat jsou také velmi podobné avéak ne zcela

identické (1).

Molekula glykoproteinu Lf obsahuje 2 mista potencionalni glykosilace. Stupen
glykosilace se lii u raznych molekul, mohou obsahovat hexosu, mannosu,
hexosaminy nebo jineé sacharidy a mohou se také liSit ve stupni jejich

fosforylace (2).

Protein je tvofen dvémi homolognimi globularnimi podjednotkami -
N-podjednotka a C-podjednotka. Kazda z téchto podjednotek je dale tvofena
dvéma domeénami (N1, N2 a C1, C2). Obé podjednotky jsou spojeny peptidem
slozenym z 10 — 15 AK zbytkl. Tyto AK zbytky v molekule Lf tvofi 3 otacky
a — helix, pravé tento peptid tvofi vyznamny rozdil ve struktufe laktoferinu a
transferinu a je také zodpovédny za jejich rizné chovani pfi uvoliiovani zeleza.
V molekule transferinu je tento Gsek tvofen flexibilni nepravidelnou strukturou.
Zatimco rigidita helikalni struktury spojovaciho peptidu v molekule Lf zajistuje
silngjdi interakci mezi obé&mi podjednotkami, stabilizuje vazbu Zeleza
v N-podjednotce a posunuje zacatek uvolnéni Zeleza az k niz8im hodnotam

pH. U Lf probiha uvolitovéani Zeleza v normalnim stavu pii pH kolem 3, zatimco

transferin a izolovana N-podjednotka Lf uvoliiuje Zelezo uz pfi pH 5,5 (3,1).




Obr. &. 1 - Struktura laktoferinu (Bou Abdallah & El Hage Chanhine, 1998).
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Misto vazby Zzeleza

DuleZitou roli vtéto molekule hraje zejména misto, kde se vaZe Zelezo.
Vazebné misto pro Zelezo, jedno na kazdé podjednotce, se nachazi mezi 2
doménami kaZzdé podjednotky. Tyto mista tedy umozniuji vazbu dvou molekul
Zeleza, ktera je pevna, ale reversibilni. Toto misto na N-podjednotce zahmuje
dva tyrosinové zbytky, jednu kyselinu asparagovou a jeden histidin a dva
kysliky ze synergisticky vazaného anionu (CO:%). Na vazbé Zeleza se
synergisticky podili také vazba CO3%, coz je unikatni viastnosti Lf.

Ligandy pro vazbu Fe®" jsou shodné na obou podjednotkach Lf a shoduji se

take s ligandy sérového transferinu a ovotransferinu.

Bylo potvrzeno, ze nejprve dochazi k vazbé COs?, ktera neutralizuje kladny
naboj argininového zbytku v N-podjednotce a asociované helix a umozfuje
propojeni Zeleza a &ty ligandl (2 tyrosiny a 2 kysliky z COs?) ve vnitinim
povrchu N2 domény.

Jestlize na protein neni navazano Zelezo, obé podjednotky jsou vétsinou

v otevieném konformaci.
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Zatimco pii navazani Zeleza dochazi k jejich uzavieni. PFfi konformacnich
zménach, kdy dochazi k pfiblizovani obou podjednotek, nedochazi k tvorbé

kovalentnich vazeb ale prevazné ke stabilizaci pomoci hydrofobnich interakci a

tvorbé vodikovych mustku (1).

Uvolnéni zeleza

V kyselém prostfedi (pH <3,5) tedy dochazi ke ztraté navazaného Zeleza
z molekuly holo a monoferického C-mista laktoferinu mechanismem, ktery
zahrnuje 4 kroky. V prvnich dvou krocich dochazi k modifikacim konformace
celé molekuly (tato faze se vyskytuje i u apolaktoferinu). Tyto dva procesy jsou
nezavislé na mnozstvi Zeleza a jsou nasledovany tfetim krokem, ve kterém
dochazi k pfijmuti dvou protont. Ve c&tvrtém kroku se uvolfiuje Zelezo pfi

pomalém pfijimani 2 protonu (3).

HOLOLAKTOFERIN
l

ztrata karbonatu a ¢aste€né rozbaleni struktury

!

protonace ¢astecné rozbaleného proteinu

!

interakce se solemi

!

uvolnéni zeleza

l

protonace apolaktoferinu

l

disociace anionu

l
APOLAKTOFERIN
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2.1.2 Vlastnosti

Biochemické viastnosti

V piirozeném stavu je Lf z 15 az 20% nasycen Zelezem a ma lososové ruZovou
barvu, jejiz intenzita je zavisla na stupni nasyceni Zelezem. Lf, ktery obsahuje
méneé jak 5% Zeleza je oznaCovan jako apolaktoferin (apokf). Naopak Lf piné
nasyceny Zelezem je hololaktoferin (holoLf). V miéce se Lf nachazi v podobé

apolaktoferinu.

Afinita Lf k Zelezu je vysoka, asi 260krat vy3si nez afinita sérového transferinu a
na rozdil od transferinu je schopen udrzet Zelezo i pfi niZ§im pH. Mnozstvi

navazaného Zeleza je zavislé na pfitomnosti bikaronatového iontu (4).

Lf nemusi vZdy vazat jen Zelezo. Je schopen vazat i jiné kationy kova jako
napf.. Cu®*, Mn*, Co*, Zn?" nebo kyselé molekuly jako je heparin, DNA a
ruzne povrchove molekuly. Tato vazba pak méni i vinovou délku absorpéniho

maxima (5,4).

Fyzikalné — chemické viastnosti

Lf ma velmi vysokou hodnotu isoelektrického bodu. Teoretickd hodnota pl
vypoctena pro Lf je 9,4 — 9,5. AvSak experimentalné zjisténé hodnoty se
pohybuji ve velkém rozmezi od 5,5 po 10, coz muze byt vysvétleno variaci

v arginin-bohatych N-podjedotkach za ruznych podminek separace.
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Technologické vlastnosti

Tepelné stabilita
Tepelna stabilita Lf je velmi dllezitou viastnosti, ktera uréuje moZnosti jeho

zpracovani a tim i vyuZitelnosti Lf jako léCiva. Chovani jednotlivych forem Lf pifi
tepelnych zménach se znatelné lidi. HoloLf byl vice rezistentni vidi teplem

indukovanym zménam neZ apolLf.

Pasteurizace pii 72° C na 15 s neméla Zadny vliv na antimikrobidlni vlastnosti
apolaktoferinu ani Zelezem - saturovaneho Lf. Av8ak UHT (coZ je bleskové
2 - 3 s zahfati na 137° C a nasledné rychlé zchlazeni) zrusila schopnost holoLf

vazat se na povrch bakterii stejné jako bakteriostatickou aktivitu apolaktoferinu.

Pfi procesu UHT byly obé formy proteinu zcela denaturovany. Jak se zda, diky
UHT dochazi ke zménam ve strukturach i biologickych vlastnostech

prirozeného Lf, tedy apolLf i holoLf.

Mezi 72° C a 85° C dochazi k denaturaci Lf reakci 1. fadu. Bylo potvrzeno, Ze
standardni reZimy pasterizace, které se pouzivaji kazdodenné v primyslu,
nemaji zadny efekt na strukturu Lf. Proto se pasteurizace jevi jako nejlep$i

zpusob pfi zpracovani produktu, které obsahuji tento protein (6).

Lf je, diky své schopnosti inhibovat Fentonovu reakci a tim i tvorbu volnych
radikall, vyuZitelny jako antioxidant v riznych potravinovych produktech a

muze se tak dopliikové podilet na prodlouZeni doby pouZitelnosti (7).
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2.1.3 Fyziologie laktoferinu

Lf se fyziologicky vyskytuje v mnoha tkanich, organech i tekutinach lidského
téla. Ackoli je intenzivné studovan, neni jeho funkce v organismu zcela

objasnéna. Lf vykazuje celé spektrum aktivit a jeho funkce bude

pravdépodobné komplexni.

Vyskyt

Lf se predominantné vyskytuje v sekretech exokrinnich Zlaz, napf. v slzach,
slinach, mléce, synoviaini a seminalni tekutiné, které jsou lokalizovany ve
vstupnich branach do traviciho, respira¢niho a reproduktivhiho systému. To

ukazuje na jeho protektivni roli v boji proti patogenum (6).

Lf byl ale také nalezen v ledvinach, Zluéniku, pankreas, gastrointestinalnim
traktu a jatrech. Za produkci Lf vtéchto organech jsou pravdépodobné

zodpovédné specializované buriky (8).

Regulace syntézy Lf je komplexni proces. Transkripce je regulovana
hormonalnimi i nehormonalnimi faktory. Do regulace jsou zapojeny steroidni
hormony, ristové faktory, kinasové kaskady a transkripéni faktory v rtiznych
urovnich. V kostni dieni pravdépodobné dochazi k syntéze Lf, ale tento proces
je omezen pouze na stav zrani bunék a dospélé monocyty a neutrofily (PMN)
tuto schopnost uz nemaji (9,10). PFi vyzravani bunék probiha syntéza Lf ve fazi
myelocytu, pfi¢emz modulace exprese genu pro Lf probiha pfi pfechodu buriky
ze stadia promyelocytu do stadia myelocytu. Translatovatelna mRNA pro Lf se
objevuje pfiblizné ve stejném &asovém okamzZiku, kdy nastava vznik
sekundarnich granuli. Syntéza Lf je tedy koordinovana a slad&na s prvky
nutnymi pro formovani sekundamich granuli. Lf je také vyznamny marker

genové exprese omezeny pouze na terminalni fazi vyzravani granulocytl (11).

VPMN je protein skladovan ve specialnich (sekundarnich) granulich, kde

zlstava do doby bunécné aktivace. Po kontaktu s cizim antigenem tyto bufiky
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degranuluji a uvolnuji velké mnozstvi antibakterialnich a antivirovych peptidu,
mezi které patfi i Lf. Tento proces je hlavnim zdrojem Lf v plasmé. Hladina Lf
v plasmé je pii fyziologickém stavu velmi nizka (1 ug/ml), ale pfi nékterych
patologickych stavech, napf. pfi zanétu, prudce stoupa a dosahuje koncentrace
ay 200 pg/ml. Po degranulaci je Lf odstranén z cirkulace riznymi mechanismy,
prevazné pomoci bunék monocyto-makrofagového systému. Tyto buiiky maji
receptory s vysokou afinitou k Lf a dopravuji vazané Zelezo do ferritinu, coZ je

spojeno s destrukci Lf (8).

Lf byl také nalezen ve vzorcich moCe a stolice, ale jen ve velmi malych
mnozstvich (13). Lf v mo&i novorozencl pochazi z materského miéka, zatimco
Lf ve stolici dospélych pochazi ze sekrece Zluéniku a pankreatu. Také buriky
rektalni mukosy produkuiji Lf. Produkce Lf pankreatem a rektaini mukosou muze

byt dulezitym krokem v kontrole mikrobialni flory v duodenu (12).

Tabulka ¢. 1 - MnozZstvi Lf v jednotlivych biologickych tekutinach (13)

Biologicka tekutina Mnozstvi Lf (mg/ml)
Miéko (colostreum) >7

Miéko >1-2

Slzy >2,2

Seminalni tekutina >0,4-1,9

Synovialni tekutina >0,01-0,08

Sliny >0,007-0,01

Kravské mléko >0,02-0,2

Lf je relativné rezistentni vidi plsobeni proteolytickych enzym( a vaze se na
specificky receptor v membrané kartaCového lemu stfeva. Geny pro tento
receptor jsou exprimovany na vysoké uUrovni v fetalnim malém stievé a
dospélém srdci. Receptory pro Lf se vyskytuji na mnoha riiznych organech.
Unikatni vlastnosti Lf zajistuji receptory na povrchu makrofagu, lymfocyt,
h_epatocytﬁ nebo intestinalnich bunék (14). Na rozdil od transferinu, receptory
pro Lf nejsou internanalizovany do bunék. Transepitelidini transport se

uskutecriuje bud cestou degradace, kdy je vétsina Lf rozloZzena a Zelezo je
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uvolhovano intracelulamé, nebo imunoreaktivni Lf pfechazi pfes epitel se

7elezem stale navazanym.

Lf pronika do bunky z okolniho prostfedi a je transportovan do jadra bunky, kde

se specificky vaze kurCitym strukturam DNA. Tim dochazi ke spusténi

transkripce reporterovych genu {15).

p.o. podani

U novorozencu a éerstvé narozenych mladat je orainé podany Lf receptorem
zprostiedkovanou endocytozou transportovan do bunék stfevniho epitelu.
Odtud je transportovan do periferni cirkulace. U vétSiny savcich novorozenc(
jsou makromolekuly transportovany zintestinainiho lumen do krve jen
v omezenem Casovem useku. U prasat jsou proteiny colostrea transportovany
do cirkulace jen bé&éhem prvniho dne Zivota {12). S tim souvisi skuteénost, Ze
schopnost mléné Zlazy produkovat Lf znatelne klesa béhem prvnich 24 hodin
laktace (6). Lidsky Lf matcina puvodu byl také nalezen v modéi kojenych
pfedCasné narozenych déti. To ukazuje na signifikantni transepitelialni transport
Lf ze stfeva u téchto déti (4, 35).

Lf je znatelné odolny vuci proteolytické degradaci, ktera by mohla nastat pfi
leho transportu gastrointestinalnim traktem. Intragastrickd degradace neni
signifikantné ovlivnéna saturaci Lf Zelezem. Podstatné mnozstvi (vice nez 60%)
apolLf i holoLf zustdva po pasazi zaludkem nezménéno. Vstiebavani Lf u
dospélych neni zcela objasnéno, predpoklada se ale Ze probiha v mnohem

mensi mife nezZ je tomu u novorozenych mladat (16).

Predpoklada se, ze Lf se snadnéji absorbuje v pfitomnosti Zlucovych kyselin
nebo v konjugaci s nimi. Vylu¢ovan je do Zlu¢e a nasledné je reabsorbovan do
krevniho {ecisté. U novorozenych mladat byla potvrzena prfitomnost

enterohepatalni cirkulace (4).
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iv. a i.p.podani

Po i.v. podani Lf u potkanG dochazi k rychiému sniZzovani jeho koncentrace

v plasmé. Tento proces je siiné zavisly na davce podaneho Lf. Pri davkach 40 a
160 mg/kg je procentualni mnoZstvi Lf zachovaného v plasmé signifikantne
vyssi nez pfi nizsich davkach. Farmakokineticke parametry ukazuji na
receptorem zprostfedkovany transportni mechanismus.

Pfi studiich distribuce Lf do ruznych organu, bylo zjisténo, Ze pfevazné
mnozstvi (32%) Lf je po 80 min po i.v. podani distribuovano do jater. Urcité
mnoZstvi (6%) zustava zachovano vplasme, kde se Lf vaZe na leukocyty,
monocyty a lymfocyty. Minoritni mnoZstvi se objevuje v dalSich organech, napf.:
v plicich, ledvinach a sleziné. Ve vS8ech organech se Lf vyskytuje hlavné

v bufikach epitelu a bunkach soustredénych kolem cév v téchto organu (16).

Po i.p. podani Lf u potkanu v davce 40 mg/kg je maximalni koncentrace Lf
v plasmé dosazena za 2 — 4 hodiny po aplikaci. Za 24 hodin je jeho hladina uz
nedetekovatelna. Po podani druhé davky roste koncentrace v plasmé daleko

rychleji nez pii podani prvni davky.
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2.1.4 Uéinky Lf

Lf je fyziologicky se vyskytujici molekula, ktere ma v organismu velké spektrum

ucinka a ovliviuje mnoZstvi procesu, i kdyz jeho role jesté neni zcela presné

definovana. Strukturaini a biochemicka podobnost s transferinem ukazuje, Ze Lf

muze hrat urcitou roli v metabolismu Zeleza jako jeho transportni molekula.

Prestoze je Lf intenzivné zkouman, stale chybi presvédCivy dukaz o jeho

zapojeni do regulace homeostazy Zeleza nebo vstfebavani zeleza z tenkého

stfeva pii fyziologickém stavu.

Ve velké mife jeho uCinky souvisi se schopnosti vazat Zzelezo a jiné molekuly,

napf. ruzné bunééné povrchove molekuly, DNA, heparin, aj. (6).

Uéinky Lf :

antibakterialni — bakteriostaticky i baktericidni
antivirovy

antifugalni

antiparaziticky

antitumorovy

ovlivnéni zanétu
imunomodulaéni

ovlivnéni hypersenzitivni reakce
enzymaticka aktivita

regulace transkripce genu
pfirozeny antioxidant

ochrana pred lipidovou peroxidaci
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Antimikrobialni uéinky

1. bakteriostatické pusobeni
Lf ma extrémni schopnost vazat Zelezo. Antimikrobialni schopnost laktoferinu

byla dlouho pfisuzovana pfedevéim vychytavani  Zeleza, coZ je jedna
2 esencialnich Zivin pro patogeny. Pii nedostatku Zeleza dochazi k zastaveni

riistu bakterii.

2. baktericidni pusobeni

Druhy mechanismus antibakterialniho acinku Lf je na Zeleze nezavisly. Je
zajistén vazbou Lf a lipopolysacharidu (LPS) G- bakterii. Lf je schopen
destabilizovat vnéj§i membranu G- bakterii, coz vede kuvolnéni LPS.
Odstépeni LPS z vnéjsi membrany je umoZnéno pfimou interakci kationeckého
Lf s aniockym LPS, piesnéji s lipidem A, ktery je soucéasti LPS (17). Tim
dochazi ke zméné permeability membrany, zvyseni citlivosti k jinym
antibakterialnim pusobkum a nasledné smrti mikroorganismu. Deaktivaci LPS
dochazi k poklesu LPS-indukovaného uvolnéni cytokinG z monocytt a
blokovani produkce superoxidu neutrofily. Lf je tak schopen chranit tkan pred
poSkozenim zpusobenym rozvojem LPS-indukované endotoxemie. Pfi
intraperitonealnim podani Lf pfed podani LPS doslo u mysi k mensi hypotermii
a mensimu poskozeni tkané nez u jedincu bez Lf. Soutasné dosdlo ke zméné
v produkei cytokinu. Doslo ke znatelnému sniZzeni produkce TNF-a, IL-6, IL-10 a
NO (9).

Antivirové Géinky

Lf pusobi pfedevdim preventivng, je$té pfed tim, neZ virus napadne buniku.
Preinkubace bunék sLf se ukazala udinna. Pusobil jako prevence nakazy,
zatimco u uz napadenych bunék nemél zadny inhibiéni efekt. Mechanismem
antivirové aktivity Lf je vazba na mista hostitelské buriky, ktera funguji jako
receptor nebo co-receptor pro vir (napf. vazba na HSPGs — heparin sulphate
proteoglykans). Tim se zabrani uz prvnimu kontaktu viru s hostitelskou burikou
(18).

19




Lf také zvySuje antivirovou odpovéd imunitniho systému. Podavani laktoferinu
bunéénym kulturam in vitro, zvifatim nebo zdravym dobrovoinikim se zvysil
podet NK bunék, monocytl, makrofagu a granulocytu — tyto typy bunék hraji

dulezitou roli vrannych fazich virové infekce, proto se zvySuje specificka

odpovéd organismu na virovou infekci (19).

Antifugalni uéinky

V kombinaci s flukonazolem redukuje na minimum MIC ruznych klinickych

druht rodu Candida. Mechanismus pusobeni Lf neni zcela pfesné objasnén

(18).

Antiparizitické G€inky

Role Lf je tady velmi nejasna, Lf pusobi riznymi mechanismy. Byla prokazana
redukce aktivity pfi inkubaci sporozoitl Toxoplasmy gondii a Eimerie stiedai
s Lf. Usuzuje se bud na snizeni integrity membrany parazita, nebo na interakci

s hostitelskymi tkanémi (18).

Antitumorové Géinky

Na zvifecich modelech byla dokazana schopnost Lf branit rozvoji
experimentalnich tumoru. Lf pusobi raznymi mechanismy. Ale zadna z téchto

aktivit asi nesouvisi se schopnosti Lf vazat Zelezo (19).

Apoptosa je jednim z dlleZitych mechanismul, které brani vzniku a rozvoji
kancerogeneze. Antitumorova aktivita Lf je také dana jeho schopnosti zvysit
expresi Fas na urovni mRNA i proteinové Grovni a aktivaci kaspasy 3 a
kaspasy 8 (20). Fas je membranovy protein exprimovany na povrchu NK bunék,
aktivovanych T-lymfocytt. Pfirozenymi inicidtory nadbyteénych, poskozenych
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nebo nadorovych bunék jsou ligandy/receptory smrti (death-ligands/receptors),

patfici do rodiny TNF. Mezi nejvyznamnéjsi ligand/receptorové pary patfi

zejména:

o Fas-ligand/Fas (CD95),
« TRAIL-ligandy/receptory TRAIL-R1 az R4
« TNFa/TNFR1aR2

Rodina TNF/NGF proteinQ tj. tumorovy nekrotizujici faktor a (TNFa), ligand
Fas/APO-1 (=ligand CD95), ligand TRAIL/APO-2 spousti apoptosu vazbou na
pfisiusné specificke receptory (tzv. smrtici receptory), lokalizované na povrchu
buiky (TNF-R1, CD-95 a TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5). Pfi spusténi
apoptosy dochazi k pfestavbé (trimerizaci) receptorové molekuly, coz dale
vede k nahromadeni tzv. adaptorovych molekul na smrtici doméné smrticiho
receptoru. V dal$im prabéhu apoptosové signalni drahy hraji duleZitou ulohu
mitochondrie (uvolnéni cytochromu c) a aktivace tzv. kaspasové kaskady.
Vlastni proces apoptosy nastava proteolyzou intracelularnich bilkovin pro
buiku Zzivotné dulezitych. Enzymy, které tuto proteolyzu katalyzuji (nebo
aktivuji jiné efektorove molekuly), se nazyvaji kaspasy (Cytosolic Aspartate-
Specific cystein Proteases = CASPASE). V dalsi fazi pak dochazi ke §t&peni
proteinu cytoskeletu a jadra (21).

Lf se podili na aktivaci NK bunék a zvySuje citlivost cilovych bunék k iyze.
Pfi koncentraci 10 pyg/ml zvyduje cytolyzu, pfi 10nasobné koncentraci pouze
moduluje cytolyzu v zavislosti na fenotypu cilovych bunék. Lf se vaZe na 91%
populace NK bunék a zvySuje jejich cytotoxickou aktivitu, avak pfi vyssich
koncentracich Lf naopak dochazi ke sniZeni této aktivity. Lf signifikantné

zvysuje citlivost k lyze u bunék epitelu tlustého stieva a prsu (22).

VEGF.¢5 je hlavnim angiogennim faktorem pfispivajicim k rozvoji vétsiny
tumord. Lf jako jediny oralné podany protein vykazuje signifikantni inhibici
VEGF¢5. Tato inhibice pravdépodobné probiha jednou ze tii moznych cest:
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1. Lf se vaZe a inktivuje angiogenni molekuly nebo se vaze a aktivuje

latentni antiangiogenni faktory v cirkulaci.

2 Lf se vate na heparin-podobné molekuly na povrchu endotelovych
bunék, které zachycuji biologicky aktivni molekuly a zprostfedkuji tak
vazbu Lf na specifické receptory. Tak muze Lf na této cesté regulovat

centralni funkce endotelovych bunék.

3. Lf se pfimo vaze na specifické receptory v endotelovych burnkach jako je
napi. LRP (low-density lipoprotein-receptor-related protein). Na LRP se
také vaze apoprotein E, ktery silné inhibuje proliferaci a motilitu
endotelovych bunék. Coz ukazuje, Ze Lf by mohl pusobit stejnym

mechanismem (23).

Lf reguluje klicové kroky pfi bunééném cyklu, ¢imz se také muzZe podilet na
supresi tumoru. U nadorovych buné&k prsu Lf inhibuje rast a pfechod buriky
z G1 faze do S faze bunélného cyklu. Toto pozastaveni G1 faze je spojeno
s dramatickym sniZenim urovné Cdk2 proteinu, cykiinu E a aktivity Cdk4. Tento
jev je doprovazen zvy3enou expresi Cdk inhibitoru p21 (CIP1) (24).

Shrnuti antitumorovych G¢inku:

* posiluje apoptosu aktivaci Fas a kaspasy 3a 8

podili se na aktivaci NK bunék

¢ inhibuje angioneogenezi zprostfedkovanou VEGFigs a Il -1a

* moduluje expresi G1 proteina

¢ rozviji makrofagovou cytotoxicitu

* pfi soucasném podani s karcinogennimi heterocyklickymi aminy inhibuje
jejich toxicky Ucinek supresi enzymu faze L., cytochromu P 4501A2 (25)

22




Ovlivnéni zanétu

Lf kompetuje s L-selektinem o vazbu k LPS a tim sniZuje produkci kyslikovych
radikald.  L-selektin je na seru nezavisly LPS receptor na bunééném povrchu
neutrofili  zahrnuty v pohybu bunky, trombdze a zanétu, zprostfedkovava jak
vazbu LPS tak i transdukci signalu v neutrofilu. LPS se vaZe na L-selektin,
nasledné dochazi k aktivaci leukocytu,  oxidativnimu vzplanuti a tvorbé
reaktivhich volnych radikald. Pfi vysokych koncentracich LPS dochazi
k poskozeni tkané nasledkem pusobeni reaktivnich kyslikovych radikalu. Pfi
poskozeni tkané (infekce, trauma, LPS) je aktivovan monocyto-makrofagovy
systém, nasleduje produkce IL-1, IL-6, TNF-a, GM-CSF, NO dale pak aktivace
cirkulujicich neutrofilu a stimulace tvorby novych makrofagu a neutrofilil v kostni

dfeni (19,36).

Degranulace aktivovanych neutrofild zpusobi uvolnéni velkého mnoZstvi
sekundarnich mediatort vCetneé Lf. Protizanétlivé pusobeni Lf neni dano jen
chelataci LPS, ale také regulaci, jakousi negativni zpétnou vazbou, zanétlivého
procesu. Lf se vaZe na specifické receptory na monocytech, coz vede k
oslabeni produkce cytokind a dale redukci aktivace novych monocytl a

neutrofild.

Lf se vaZe na CD14, coZ je 55 kDa glykoprotein, ktery existuje:
e vrozpustné formé v plazmé v koncentraci 2 — 6 pg/ml

s protein ukotveny na povrchu monocytu nebo makrofagu

Lf interaguje i s komplexem LPS-CD14. Touto vazbou dochazi i k inhibici
exprese endotelialnich adhesivnich molekul E-selektinu, ICAM-1. Tim dochazi
kinhibici infiltrace leukocytt, mikrovaskularni trombézy a poskozeni endotelu
(26). Tato vazba také snizuje expresi prozanétlivého IL-8 uz na urovni mRNA.
IL-8 aktivuje integriny (LFA-1), adhesivni molekuly neutrofiltl, které umoziuiji
silngj8i vazbu k endotelu a rozvoj zanétu. Dimér IL-8 je schopen se vazat na
molekuly proteogylkanti napi. heparinu a heparan sulfatované molekuly. Lf
kompetuje sIL-8 o vazbu na tyto molekuly a tim inhibuje zanétlivé pochody
(27).
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Pfi malych koncentracich LPS, je transfer LPS na CD14 zprostredkovan LBP
(Lps-binding protein) a tak se zvysuje citlivost bunék vuci LPS. Lf brani vzniku
LBP-zprostFedkované vazbé LPS k CD14 a tak snizuje jejich odpovéd vugdi LPS,
snizuje tedy produkci cytokinu: IL-1, IL-6, TNF-a ze LPS — stimulovanych

monocytu (26).

TNFa a IL-1 zvyuji expresi adhesivnich molekul na leukocytech i endotelovych
puitkach. Zvysuje se adherence bunek a je umoznéna diapedeza imunitnich
bunék. TNFa zlepsuje fagocytézu a je pfimym stimulem pro uvolnéni pusobku
ze sekundarnich granuli. Tyto G8inky jsou dulezité pfi rozvoji zanétlivé reakce,
vedou k pogkozeni okolni tkané. Lf jako zpétna vazba zabranuje nadmé&rmému

rozvoji zanétu, aktivaci leukocytu a poskozeni okolni tkané (28).

Lf signifikantné sniZuje proliferaci a uvolfovani IL-2. Aktivace B-bunék probiha
bud pfimou vazbou IL-1, nebo pfes IL-2 aktivované T-bunky. Lf tak svym
pusobenim také zasahuje do tvorby protilatek (29).

Soucasné Lf ovliviluje zanétlivou reakci organismu a tvorbu reaktivnich
kyslikovych radikalt (ROS) i jinym mechanismem, ktery je dan jeho schopnosti
vazat Zelezo. Zelezo je zakladni slozkou kontroly tvorby ROS. Katalyzuje 2
kroky procesu znamého jako Haber-Weisova reakce. Tvorba hydroxylového
radikalu pfes Zelezo dependentni Haber-Weissovu reakci vede k rozvoji
fagocytové  mikrobicidni  aktivity a lipidové peroxidaci. ROS vietné
hydroxylového radikalu mize reagovat s viemi typy biologickych molekul, co?
nasledné muZe vést k naruSeni funkce té&chto molekul a tim k poskozeni
organismu. V pfitomnosti Fe? peroxid vodiku spontanné piechazi
v hydroxylovy radikal. Fe®* vznikly vtéto reakci je vazan Lf a bezpeéné
transportovan do bunék retikulo-endotelialniho systému, kde je skladovéno
Vv podobé ferritinu. Endogenni Lf se tedy podili na regulaci vzniku ROS (19).
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Imunomodulaéni ucinky

Lf podporuje zrani T bunéénych prekurzort v imunokompetentni Th lymfocyty a
diferenciaci a zrani B bunék ve zralé antigen presentujici bunky. Zvysuje také

expresi LFA-1 (leukocyte function associated-1) antigenu u lidskych lymfocytu v

periferni krvi (19).

Lf se podili i na regulaci vyzravani imunitnich bunék. Lf zvySuje produkci CSF
(colony stimulating factor), zvySuje pocet nezralych forem neutrofila v cirkulujici
krvi (30). VSechny hlavni podtypy lymfocytu exprimuji receptor pro Lf:
ap T buiky, Ad T-bunky, CD8+, CD4+, B-buiky i NK buriky. Receptor pro Lf je
vétdinou exprimovan spolu s receptorem pro transferin, ale u 35% decidualnich
lymfocytu a 15% aktivovanych krevnich bun&k je exprimovan receptor pro Lf
samostatné (31). Lf je nedilnou soucasti cytokiny indukované kaskady béhem
metabolické nerovnovahy pii poskozeni tkané. Cytokiny svym komplexnim
pusobenim také ovliviiuji maturaci imunitnich bunék a tak je i Lf ovliviujicim

faktorem v tomto sloZitém procesu (19).

Po p.o. podavani Lf zdravym dobrovolnikim vzrostl poéet nezralych neutrofitd
v cirkulujici krvi. Toto zvy$eni bylo vice nez dvojnasobné pfi davce 10 mg, ale
statisticky vyznamné bylo i zvySeni pfi davkach 2 a 50 mg. Podavani Lf také
zpusobilo pokles spontanni produkce IL-6 a TNF-a, tento pokles byl
signifikantni zejména den po posledni davce a pokradoval i v nasledujicich 14
dnech (32).

Lf mUze byt potencionalné latkou, které zlepsuje efektivitu vakcinace. Kravsky
Lf ma mnoho cukernych zbytk( s vysokou afinitou k mannosovym receptoriim.
Tyto receptory se hojné vyskytuji na antigen prezentujicich burkéch v kizi a

koZnim epitelu, stejné jako v GIT epitelu (19).
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ovlivnéni hypersenzitivni reakce

Lf silné inhibuje zpoZdény typ hypersenzitivity. Z ¢asti muZe byt tento jev spojen
s selektivni inhibici funkce Th1, ponévadz Lf sniZzuje expresi receptoru pro IL-2
na burkach Th1 linie. Zatimco exprese |L-4 receptoru na Th2 bunkach neni

ovlivnéna. Navic Lf snizuje proliferativni odpovéd Th1 bunék na prezentaci

antigenu. Lf také snizuje proliferaci a uvoliiovani IL-2 (19).

Enzymaticka aktivita

U nékterych isoforem Lf byla prokazana enzymaticka aktivita.

+ ribonukleasova aktivita

o proteasova aklivita — serin proteasova aktivita (9,10)

Regulace transkripce gent

Lf se vaze na specifické DNA sekvence a tak reguluje transkripci reporterovych
genu obsaZenych v sekvencich promotorového regionu. Pfesny mechanismus

ale neni popsan (9).
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2.2 ROLELFU AKUTNIHO INFARKTU MYOKARDU

Infarkt myokardu (IM) je nejzavaznejsi formou ischemické choroby srdeéni
(ICHS). Dochazi k okluzi koronarni tepny.Trva-li ischemie minimalné 30 minut,
dochazi k nekroze tkané tzv. infarktu. Obnova prokrveni postizené tkané
(reperfuze) je naprosto nezbytna pro zachovani Zivotnosti srde¢ni tkané. Avéak
obnoveni krevniho toku koronarni arterii vede k produkci toxickych reaktivnich
forem kysliku (volne kyslikové radikaly, ROS), prevazné OH-, O Tento efekt je
oznadovan jako reperfizni paradox. Tomuto procesu mize byt zabranéno
nebo muZe byt zmirnén pfitomnosti antioxidantu (21). Jak se zd4, mohl by Lf,
vzhledem ke svym viastnostem, U¢inné pusobit proti tvorbé voinych radikall pfi

ischemicko-reperfaznim poskozeni srdce.

2.2.1 Kardiomyocyt

Myokard se v mnohém podoba kostermnimu svalstvu; patfi téZ mezi pfi¢né
pruhovaneé svalstvo. Jsou v8ak zde dvé zakladni histologické odchylky: Zatim
co v myocytech kosternich svalu jsou jadra umisténa na periferii bunék, tésné
pod sarkolemou, v kardiomyocytu jsou uprostied. Znamena to, Ze
kardiomyocyty maji perinukleamni prostor, v némZ jsou uspofadana
myofilamenta. Druha odli$nost je v tom, Ze kardiomyocyty maji tzv. interkalami
disky, coz jsou specializované molekulové komplexy oddélujici jednu buiku od
druhé (vime, Ze buriky kosterniho svalu nejsou od sebe takto oddéleny, ale tvofi

syncytium).

Kardiomyocyt ma velké mnoZstvi mitochondrii (téméF polovina bufky jsou
mitochondrie). Je to proto, Ze srdeéni sval musi pracovat nepfetrzité po celou
dobu Zivota, kontrakce myokardu vyZaduje vyluéné aerobni metabolismus
(regenerace ATP z ADP oxidaéni fosforylaci) a je navozovana srde&nim svalem
samym (autonomni srdeéni systém), nikoliv vnéj§imi nervovymi podnéty,

ackoliv nervova soustava mize mit na tento stah vliv.
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Jako zdroj energie slouZi myokardu pfedevS8im mastne kyseliny (po jidle i na
a

laéno),
(nemuze pracovat na ,
2 anaerobni glykolyzy, jako je tomu u kosterniho svalu).

pfi hladovéni téZz ketolatky. Myokard vyZaduje staly privod kysliku
kyslikovy dluh" tj. ziskavat urCitou krat$i dobu energii

2.2.2 Akutni hypoxie

Kardiomyocyt je velmi citlivy na nedostatek kysliku. Hlavnim dusledkem
ischemie je velmi rychld zména (béhem nékolika sekund) na anaerobni
metabolismus, kon€ici potencialné toxickou kyselinou miécnou; snizuje se
rapidné zasoba energetickych fosfatu (kreatinfosfat, ATP). Neschopnost
kontraktility se objevi béhem 60 s. Zmény v ultrastruktufe se objevi do nékolika
minut {nabobtnani mitochondrii i celé bunky, deplece glykogenu). Tyto zmény
jsou z pocatku reverzibilni, ale po 20 — 40 minutach trvajici ischemie dojde k

irreverzibilni nekroze postupné vdech kardiomyocytu.

Nekr6za vede k vyplaveni biochemickych markerd  (myogiobin,
glykogenfosforylasa BB, vazebny protein mastnych kyselin, troponin T, troponin
I, kreatinkinasa-isoenzym MB, lehkeé i tézké retézce myosinu, dal$i enzymy -
LD1, AST, CK). Nejprve jsou vyplaveny markery uloZzené voiné v sarkoplasmé
(myoglobin, ¢ast troponinu T), pak teprve vazané na bunééné struktury (vétsi

¢ast troponinu T a |, fetézce myosinu).
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obr.é. 2 - Schéma ischemického poskozeni bunky

Reverzibilni poskozeni i Ireverzibilni pos kozeni
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2.2.3 Reperfuazni paradox

Béhem ischemie myokardu jsou reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species - ROS) pfitomny jen v malém mnozstvi, pfi obnoveni krevniho toku
koronarnim fecistém v8ak dochazi k mnohonasobnému zvyseni jejich podtu.
Postischemické zvy$eni ROS vznika netiplnou redukci kysliku v mitochondriich
a tvorbou superoxidového iontu pfi reakci xanthinoxidasy, bohaté pfitomné ve
vaskularnim endotelu a predevdim pak volné kyslikové radikaly uvolnéné
z polymorfonuklearnich leukocytl, které pficestovaly na misto podkozeni. Neni-
i reperfuze obnovena, pokradujici ischémie poskozuje bunky pravdépodobné

jinym mechanismem nezZ tvorbou reaktivnich forem kysliku (21).
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2.2.4 Vznik ROS

Kyslik (O2) se Vv mitochondriich normalné kompletné redukuje na vodu (H;O)
tim, ze pfijima 4 elektrony. Pfi nekompletni redukci mohou vzniknou velmi
toxické derivaty: hydroxylovy ion, superoxidovy radikal a hydrogenperoxid.
Dochazi k tomu pfi fadé enzymovych reakci v ruznych bunécénych slozkach

(mitochondrie, lyzosomy, peroxisomy, plasmaticka membrana).

Superoxidovy radikal vznika bud pfimo pfi oxidaci v mitochondriich nebo pi
reakcich katalyzovanych xanthinoxidasou, cytochromem P-450 ev. jinymi

oxidasami:

Oy — 07

Vznikly superoxid muze byt inaktivovan spontanné nebo mnohem rychleji

Géinkem superoxiddismutasy za vzniku H2Os;:
0,7+ Oy + 2H" = H0, + Oy

Hydrogenperoxid se tvofi bud dismutaci O, nebo pfimo oxidasami v

peroxisomech, obsahuijicich katalasu, ktera jej ihned rozklada.
Hydroxylové radikaly vznikaji hydrolyzou vody pfi ionizaéni radiaci:
H.O — H- + OH:
nebo pfi interakci pfechodnych kovt (kupf. Fe, Cu) pfi Fentonové reakci:
Fe’" + H,0; — Fe®* + OH: + OH-
nebo pii Haberové a Weissové reakei:

H,O, + Op-- — OH + OH- + O,
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navozené reaktivnimi formami kysliku

poskozeni

ROS jsou extrémné reaktivni, dochazi k poskozeni vétsiny bunéénych struktur.

Mezi nejvyznamnéjsi cile ataku volnych radikalu patfi proteiny, DNA a

membranové lipidy.

Lipidova peroxidace
Peroxidace membranovych lipidu naruSuje uspofadani soudriné lipidové

dvojvrstvy a strukturni organizace. Béhem ataku ROS dochazi ke zkracovani a
zmensovani struktury kyselin. Velmi vyznamnou roli v prabéhu lipidni
peroxidace hraji kovy. Ukazalo se, Ze Ucast kovu jako katalyzatoru je nezbytna
pii lipidni peroxidaci, kterd je indukovana hydroxylovym radikalem. Iniciace
lipidni peroxidace indukované hydroxylovym radikalem je v nepfitomnosti kovu
nemozna. Pfitomnosti nékterych kovu (zelezo, méd) muze byt urychlena a

usnadnéna faze iniciace.

Poskozeni DNA

Reaktivni druhy kysliku mohou zpusobit zmény ve struktufe DNA, narueni

proteinové kostry, poskozeni deoxyribosa-fosfatove kostry stejné jako vznik

specifickych chemickych modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi.

Oxidaéni modifikace bazi se mohou projevit jako mutace, oxidace
deoxyribosové ¢asti mizZe indukovat uvolnéni baze nebo fetézcové zlomy DNA.

Hydroxylovy radikal zpusobuje jak modifikace bazi, tak fetézcove zlomy.

Z péti hlavnich komponent DNA jsou na poskozeni hydroxylovym radikalem
nejvice citlivé nasledujici nukleotidy: thymin, cytosin, nasleduje adenin, guanin

a deoxiriboza.
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poskozeni roteinu

Oxidace aminokyselin v proteinech vede k nevratnym fyziologickym zménam v
proteineCh samotnych. Tyto fyziologické zmény jsou kategorizovany do tfi
skupin: fragmentace, agregace (denaturace), citlivost k proteolytickému $tépeni
(viivem konformacnich zmén) (36). Citlivost proteina vuéi oxidaci je oviivilovana

také pritomnosti iontu kovu schopnych katalyzovat reakci Fentonova typu (33)
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2.2.5 Zelezo

Zelezo je zvlast dulezité pfi toxickém kyslikovém poskozeni. Vétsina volného
seleza je v trojmocné formé a musi byt redukovana na dvojmocnou, aby mohla
byt aginna ve Fentonoveé reakci. Redukce muze byt podporena superoxidem. A

tedy zdroje Zeleza a superoxidu jsou nutne pro maximalni oxidaéni poskozeni

bunky {37).

Zelezo je nejpé&ZnéjSi pfechodny prvek vorganizmu (38). Je to pro Zivot
nezbytny kovovy prvek, ktery v organizmu a v bufikach plni mnoho vitalnich
funkci (39). Bunky potfebuji Zelezo ksyntéze DNA, RNA a proteinqg,
k transportu elektronu, respiraci, proliferaci, diferenciaci a k regulaci genové
exprese. Zelezo je nutné k pfechodu bunék z G1 do S faze bun&éného cyklu a
ovlivituje expresi molekul, které kontroluji prub&h bunééného cyklu. Zelezo je
soudasti pro bunku Zivotné dulleZitych enzymu napf. oxidazy, katalazy,
peroxidazy, ribonukleotidreduktazy, akonitdzy, cytochromu a syntazy oxidu
dusnatého. Jednou z hlavnich funkci Zeleza je ugast pfi transportu kysliku (jako

soucast hemu) (38).

Nejvétsi mnozstvi Zeleza je v krvi jako souéast hemoglobinu (60-70%), kromé
toho se vyskytuje ve vSech bunkach ve formé buné&énych heminu (jen asi 0,2%)
a ve svalstvu jako myoglobin (8%). V retikuloendotelovém systému, zejména
ve sleziné a jatrech, ale téZz ve stfevni sliznici a v kostni dfeni je Zelezo
skladovano jako feritin a hemosiderin (asi 20%). Transport Zeleza se

uskutediuje ve vazbé na transferin (0,1%) (40).

V organizmu dospélého &lovéka je obsazeno cca 4000 mg Zeleza, piiblizné 2/3
jsou v hemoglobinu erytrocytd a jejich prekurzori. Mimo hemoglobin je hemové
Zelezo souGasti myoglobinu a fady enzym(. Asi 1/4 Zeleza je uloZena
Vv zasobarnach (ve feritinu), zejména v jatrech a v makrofagovych bufikach. P¥i
nadbytku se Zelezo hromadi téZ ve formé hemosiderinu. V plazmé je jenom

malé mnozZstvi Zelezo.
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Environmentélni a dietarni Zelezo je nejvice pfitomno jako Fe*', coz je
nerozpustna a obecné bio-nedosazitelna forma. Zelezo vstupuje u obratlovcu
do téla primarné pres duodenum, hlavné v proximalni ¢&asti stfeva.
V intestinainim  lumen  je Fe® redukovano na vice rozpustné Fe®*
prostfednictvim ferrireduktazy, ktera prenasi elektrony z cytosolického NADPH

na extracelulari akceptor jako je Fe*.(39)

Nramp2 (znamy jako DMT1 nebo DCT1) transportuje Fe?* pres intestinalni
povrch (41).

Za normalnich podminek cirkuluje extracelularni Zelezo v plazmé navazané na
transferin. V této formé je Zelezo nereaktivni. Transport Zeleza od enterocytu
k ostatnim buiikam se tedy déje prostiednictvim specifického proteinu —

transferinu (42).

Jakmile Zelezo vstoupi do buriky, vytvari hypoteticko-nizkomolekularni zasobu
jinak znamou jako za&soba chelatabilniho Zeleza. Zelezo muze byt vyuZito
v mnoha buné&énych procesech, které zahrnuji inkorporaci Z2eleza do mnoha
dulezitych proteinu obsahujicich Zelezo — hlavné do feritinu. Za podminek velke
zatéZe Zelezem je feritin preveden do lysosomu, kde je transformovan do

hemosiderinu (43).

Zelezo je vbunce uskladnéno v podobé feritinu, ktery hraje kliGovou roli
v metabolismu Zeleza. Feritin ma 24 proteinovych podjednotek, které vytvari
kostru s dutinou. Dutina je schopna uskladnit 4500 atomu Fe®* jako anorganicky
komplex (44).
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2.2.6 Cheletacni terapie

MoZnou cestou v prevenci poskozeni myokardu ROS se jevi chelatacni terapie.

Velice studovanou slouéeninou je také deferoxamin (Desferal, DFO)(45).

Deforoxamin je silny chelatator Zeleza, které je pak v komplexu pfevazné
trojmocné Fe* a tedy oxidoredukéné malo aktivni. Chelatace Zeleza
deferoxaminem blokuje Fentonovu reakci, tim Ze sniZuje pristup Zeleza pro
tvorbu ROS. Deferoxamin védZe o néco slabégji i jiné pfechodné kovy. Je
publikovana fada studii GCinku deferoxaminu na kardiovaskularni poskozeni,
zavéry viak nejsou jednoznacne. Vzhledem ke kratkému poloc¢asu deferoxamin
nelze uzZivat preventivné k protekci pfed oxidacnim stresem vyvolanym
chemickymi latkami. Zabranuje vzniku ferylové formy myoglobinu a feryl-
myoglobinového radikalu (46). Souasné muze také sniZovat aktivaci
endotelialnich bunék v odpovédi na TNF-a a kolagenem aktivovanou agregaci
trombocytu (47). Deferoxamin se uzivad k lé¢bé stavl spojenych s

patologickou kumulaci Zeleza v organizmu. (46)

Lf ma velkou schopnost vazat Zelezo, jeho afinita k Zelezu je 260x vy$si nez u
transferinu (4). Lf chelatuje trojmocné zelezo a tak pusobi proti tvorbé volnych
radikall. Bylo prokazano, Ze brani vzniku hydroxylového radikalu, ktery vznika
pfi Fentonové a Haber-Weissove reakci (34). Pfedpoklada se, Ze bude ucCinné
pusobit nejen u ischemicko-reperfuzniho poskozeni, ale i v tkanich s vysokym
metabolickym obratem (plice, ledviny, jatra), kde se predpoklada vétsi tvorba

volnych radikalu.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 METODICKA CAST

3.1.1 Zvirata

Kexperimentﬁm byli pouziti samci (v pilotni studii samice) potkani kmene
Wistar (BioTest s.r.o., Ceska republika) o primémné hmotnosti 350 g. Zvifata
byla chovana ve vivariu Farmaceutické fakulty v Hradci Kralove Univerzity
Karlovy v Praze se zajisténou ventilaci vzduchu pro oteviené chovy, teplotou
v rozmezi 22-24°C, s volnym pristupem ke standardni peletizované stravé a
pitné vode. Studie byla provadéna v souladu se Zakonem ¢. 246/1992 Sbh.o
ochrané zvifat proti tyrani a pod odbornym dohledem Etické komise

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze.

3.1.2 Chemikalie a pristroje

urethan (ethylurethan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
Aqua pro inj. Biotika, inj. sol.(Biotika a.s., Slovensko)
Heparin Lédiva (Zentiva a.s., Ceska republika)
isoprenalin (Zentiva a.s, Ceska republika)

laktoferin (SVUS, Hradec Kraloveé)

chirurgické nastroje (peany, nuzky, skalpely, nité apod.)
kanylky

Valu-Set, PE katetry

tlakovy snima¢ BPR-02

Cardiosys® (Experimentria Ltd, Madarsko)

software Cardiosys V 1.1.

mikropipety




3.1.3 Pilotni studie

Trem potkanim samicim jsme aplikovali v odlisnych davkach s ¢asovym
odstupem laktoferin (Lf} do postranni ocasni zZily pomoci kanylky a Valu-Setu.
Jednotlivé davky intravenézné podaného Lf byly 21,2 mg/kg, 100,0 mg/kg a
47,19 mg/kg (viz Tab. €. 1). Pro usnadnéni aplikace Lf byly Zily dilatovany
nahfivanim ocasu horkou vodou. Sledovali jsme edematozni zmény a hematurii
u samice s nejvy8si davkou (100,0 mg/kg), a proto byla jesté tato samice

sledovana v pravidelnych ¢asovych intervalech.

Tab. &. 1 Aplikace laktoferinu

~ pofadové Cislo

hmotnost samice

davka laktoferinu

samic
. 1. 330 mg 21,2 mglkg
B 2. 370 mg 100,0 mg/kg
3. 350 mg 47,19 ma/kg

3.1.4 Model akutniho infarktu myokardu

Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy model. Podani
nekrogennich davek isoprenalinu navozuje u potkanu nejdfive absolutni
ischéemii, ktera je nasledovana stavem podobnym IM s manifestovanymi

morfologickymi a funkénimi zménami. Pokus provedl Mgr. Pfemysl Mladénka.

Isoprenalinovy model
Potkanum jsme podali isoprenalin s.c. v davce 100 mg/kg podle puvodni studie

Blasig et al., 1985. Za 24 h po aplikaci jsme méfili funkéni parametry.
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Funkéni parametry
V celkové anestezii navozené i.p. podanim 1 g.kg™ urethanu ve 20% vodném

roztoku jsme provedli méfeni srdecniho vydeje a odvozenych parametru
s vyuzitim Stewartovy-Hamiltonovy termodiluéni metody. Polyethylenovy katetr
(0,5/1,0 mm) naplnény heparinizovanym fyziologickym roztokem jsme zavedli
pfes pravou V. juguiaris ext. do pravé pfedsine k podani indikatoru — chlazeny
fyziologicky roztok o teploté nizsi nez 10°C o objemu 0,1 ml. Prostfednictvim
a. carotis comm. sin. jsme zavedli termistorovy katetr do aortalniho oblouku,
coz umoznilo transpulmonami méfeni zmén teploty krve a vytvorfeni
termodilu¢ni kiivky. Tfeti PE katétr (0,5/1,0 mm) naplnény heparinizovanym
fyziologickym roztokem (10 1U.ml-1) a spojen s tlakovym snimac¢em BPR-02
jsme zavedli do pravostranné a. iliaca com. Sensory jsme propojili s piné
komputerizovanym pfistrojem pro méfeni srdecniho vydeje a odvozenych
parametri Cardiosys®, software Cardiosys V 1.1.
Méfeni termodilucni krivky jsme provedli po stabilizaci fyziologickych funkci
étyrikrat v pétiminutovych intervalech. Dal8i proménné byly bud simultanné
méfeny nebo pocitany:
o tlaky krve (BP): stfedni (mBP), systolicky (sBP), diastolicky (dBP)
{(mmHg)
+ srdecni frekvence (HR; tepy.min-1)
¢ srdecni index (Cl; ml.min-1.kg-1)
* index tepového objemu (SVI; ml.kg-1)
¢ sBP x HR (tzv. dvojprodukt, “double product”, parametr srde¢ni spotreby
kysliku; mmHg.tepy.min-1)
e index celtkové periferni rezistence mBP/Cl (Rs,¢totl, mmHg.mi-
1.min.kg)
¢ index srdeéniho vykonu, Cl x mBP (CPOI; mmHg.ml.min-1.kg-1)

Veli€iny byly méfeny 4x v 5 minutovych intervalech (48).

Naméfené hodnoty u modelového pfipadu jsou shrnuty v tab. &. 2.
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Tab. & 2 Funkéni parametry po 24 h po

v davce 100 mg/kg

podani

isoprenalinu  s.c.

méreni | méfeni | méfeni | méfeni sm.
veli¢ina (jednotky) ¢.1 ¢.2 ¢.3 €. 4 prumér | odch.
~ovstolicky tlak (mmHg) [ 119 127 129 131 126,5 | 4,555217
stfedni tlak (mmHg) (94 102 103 104 100,75 3,960745
m tlak (mmHg) {82 90 90 92 88,5 3,840573
srdec¢ni frekvence
(uder/min} 475 479 482 475 477,75  12,947457
teplota krve ( sC) 36,8 36,9 36,8 36,6 36,775 10,108972
teplota indikatoru (sC) | 14,6 14,4 14,3 14,3 14,4 0,122474
srdedni vydej (mi/ min) | 46 53 52 48 49,75 2,861381
tepovy objem
{ml / uder) 0,1 0,11 0,11 0,1 0,105 0,005
dvojproduki
(FS x stfedni TK)
(mmHg*ader / min) 44650 48858 49646 49400 48138,5 [2034,161
periferni odpor
{(mmHg*min / ml) 2,056 1,936 1,975 2,189 2,039 0,096817
srde¢ni prace
{ml / min*mmHg) 4298 5375 5371 4941 4996,25 |440,0269
index srdeéniho vydeje
(ml / min / kg) 186,6 2151 212,9 193,9 202,125 (12,1771
index tepoveého objemu
(mi / ader / ka) 0,408163 {0,448979 | 0,448979 | 0,408163 | 0,42857 |0,020408
dvojprodukt
(FS x stfedni TK)
(mmHg*ader / min / kg) | 182244,9 | 199420,4 | 202636,7 | 201632,6 | 196484 [8302,7
index periferniho odporu
{(mmHg*min / ml/kg) {8,391836 |7,902040 [8,061224 [8,934693 [8,32245 [0,395171
index srdeéni prace
(ml/min*mmHg / kg) {17542,85|21938,77 |21922,44 | 20167,34 | 20392,9 11796,028
hmotnost zvifete (g) | 245
hmotnost komor
bez krve (g) 1,256
hmotnost komor
bez krverkg {%o) 51




3.1.5 Podani Lf

Tii dny jsme podavali 3 potkanum opakované laktoferin (Lf) v davce 20 mg/kg
kazdych 24 hodin. U dvou ztéchto tfi zvirat (LAN, LAIZ) jsme aplikovali
isoprenalin (ISO) k navozeni IM a jeden z nich (LA1) slouZil jako kontrola bez
isoprenalinu. Ctvrtému a patému potkanovi (LAI3, LAI4) byl aplikovan
jednorazove Lf v davce 50 mg/kg a po 5 minutach ISO (viz Tab. €. 3,4).

Tab. &. 3: Podani laktoferinu

Opakované podani Podani
LA Jednorazové podani LA isoprenalinu

| LAN 20mglkg (3x) | 0 - 25,5 mg ._
' [
LA 20 mgkkg 3x) | - T 26 mg |

; LA1 20mg/kg(3x) | = - kontrolni

LAI3 | - 50 mg/kg 27,5 mg
LAI4 I' -ee- 50 mg/kg 26 mg |




Tab. &.4: Schema podavani laktoferinu

1. den 2. den 3. den 4.den 5. den
20mg/kg | 20myg/kg | 20mglkg
LA LA LA IS0 *
m 250 225 250 255 240
|
LA LA 5 4,5 5 -
I
(urethan) - - - 25,5mg (1,4ml)
20mg/kg | 20mg/kg | 20mglkg
LA LA LA 150 *
LAI2 m 250 250 255 260 240
LA 5 5 5,1 -
I
(urethan) - - 26 mg {1,4ml)
20mg/kg | 20mg/kg | 20mg/kg +
LA LA LA
LAY m 250 250 260 240
LA 5 5 52
I
(urethan) ) ] ) (1,4ml)
50mg/kg
LA + +
ISO
LAI3 m 275 245
LA 13,75
|
(urethan) 27.5mg | (1,.5ml)
50mg/kg
LA+ +
ISO
LAI4 m 260 245
LA 13
|
{urethan} 26 mg (1,5ml)

m — hmotnost zvifete v g

LA — davka laktoferinu v mg
i (urethan) — davka isoprenalinu, v zavorce davka 20%w/V roztoku urethanu

m (s) - hmotnost srdce v gramech

Ziskané hodnoty a veliiny tykajici se podani Lf a ISO konkrétnim potkanum

slouZily kindexaci a grafickému znazoméni vztahu podani isoprenalinu,

laktoferinu nebo laktoferinu a isoprenalinu na vitalni funkce srdce (viz.
Vysledky).




3.2 HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

Tkan odebranou pro histologicke vySetfeni jsme nejprve fixovali a oznadili
gislem, pod nimZ je vzorek evidovan. Nasledné jsme vzorek odvodnili,
projasnili, prosytili parafinem a zalili vzorek do parafinu. Dale jsme pfipravili
histologické fezy, které jsme dale upravovali. Po odparafinovani preparatu jsme
pfistoupili k histologickemu barveni. Obarvené preparaty jsme zamontovali do
kanadského balzamu. Po zaschnuti byly vzorky pfipraveny pro analyzu

svételnou mikroskopii.

3.2.1 Chemikalie, pristroje a nastroje pfi histologickém
zpracovani

aceton (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)

alcianova modr (SIGMA — ALDRICH)

kysely fuchsin (Fisher Scientific)

eosin G {MERCK)

ethanol 96% (Lihovar Chrudim a.s.)

ethylenglykol (Lachema Brno)

formol konc. (PENTA — CHRUDIM)

glycerol (ALMA)

hematoxylin (Lachema Brno)

chlorid Zelezity ( Lachema Brno)

jodiénan sodny (Lachema Brno)

kanadsky balzam (Lachema Brno)

kyselina fosfomolybdenova (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina chlorovodikovéa (Lachema Brno)

kyselina octova (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina pikrova (Polskie Odczynniki Chemiczne)

kyselina octova ledova (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
oranz G (Fisher Scientific)

parafin (PARAMIX — HOLICE)

Ponceau RR (Loba-Chemie, Wien, Austria)
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giran hlinity (PENTA — CHRUDIM)

svétla zelen (Fluka AG, Switzerland)

xylen (Kulich Hradec Kralové)

sluta krevni sul (kalium ferrokyanatum) (PENTA — CHRUDIM) Ks[Fe(CN)e] .

3H.0

pH metr (pH 538 WTW)
michacka (MM1, Laboratorni pfistroje Praha)

taboratorni sklo (kadinky, odmérne valce apod.)

kyvety

podlozni a kryci sklicka

sankovy mikrotom (Leitz-Wetzlar, Reichert)

rotacni mikrotom (MPS-2)

svételny mikroskop (Hund Wetzlar V 300)

mikroskop Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan)

digitalni kamera Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA)
software LUCIA verze 4.71 (Laboratory !maging Prague CR)

3.2.2 Zpracovani materialu pro histologickou analyzu

Fixace je rychlé vysrazeni (denaturace) bilkovin, protoplasmy bunék a tkani
fixatnimi prostfedky. Cilem je zabranit samovolnému rozkladu tkané neboli
autolyze. Ta je podminéna pusobenim enzymu a vede rychle khrubym
zménam protoplasmy az k Uplnému rozkladu bunék a tkani. Fixace musi byt
Setrna, aby byla zachovana pokud mozno takova struktura tkané, jakou ma tkan
zaziva. Fixace dale nesmi porusovat barvitelnost tkané a musi do tkané rychle
pronikat. Tkan resp. vzorek tkané je nutno vioZit do fixace co nejrychleji po

odebréni. U celych organu se fixacni roztok vstrika pfimo do cév.

K fixaci se pouziva Bouinova tekutina. Minimalni doba fixace je 24 hodin —

zéleZi na velikosti vzorku. Po skonéeni fixace je nutno vzorek dale zpracovavat.

44

—



Tato procedura sestava zodvodnéni, projasnéni, prosyceni parafinem a
nasleduje viastni zaliti vzorku do parafinu. Pfi projasnéni jde o odstraneni

ethanolu z tkéné&. Pfi prosycovani nesmi teplota parafinu prekrocit 58°C.

Bouinova fixac¢ni tekutina
nasyceny roztok kyseliny pikrove 300 ml

neutraini formoi 100 m|

pred pouZitim se pfidava 3 — 5 ml kyseliny octové ledové na kaZzdych 100 ml

roztoku

Neutralni formol

K neutralizaci formolu se pouZiva praskoveho CaCO3; nebo MgCO;. Nasype se
do lahve s formolem asi do vy3e 2 — 5 cm, obCas se protiepe a b&hem nékolika

dnu je formol zneutralizovan. Redi se vodou.

Zpracovani vzorku z fixace Bouinovou tekutinou

80 % ethanol 1 hod

aceton 3 x béhem 24 hodin
benzen 3 x po 10 min
parafin 2 x béhem 24 hodin

zaliti do parafinu

K vlastnimu zaliti tkané do parafinu se pouZiva zkvalitnény a prefiltrovany
parafin. Ten se ziska tak, Ze k pfetavenému parafinu pridame 3 — 5 gramu
véeliho vosku na 100 gramu parafinu. Zalévani se provadi v kovovych

rozebiratelnych komurkach, do nichZ se umisti zpracovavany material. Kdyz je
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parafin tuhy, bloek se ofizne tak, aby vrstva parafinu kolem vzorku byla Siroka

3 — 5 milimetru a ulozi se do oznageného sacku.

Pred krajenim se blo¢ek pfitmeli k dfevénému $palicku. Krajeni se provadi na
sankovém mikrotomu (Reichert). Nejprve se blotek musi nahrubo prokrajet
k vlastni tkani. Pak se naridi hlavice mikrometrickeho Sroubu na Zadanou
tloudtku fezu a kraji se tenké fezy o tloustce 5 — 7 mikrometrl. Parafinové fezy

se opatrné prenadeji do kapky destilované vody na podloznim sklicku. To je

pfedem nutno potfit smesi bilku s glycerolem, aby se fez na sklicko prilepil a

pozdéji béhem barveni ze sklicka neodplaval.

Smeés glycerolu s bilkem

K vaje¢nému bilku pfidame stejné mnozstvi glycerolu, uslehame a pfefiltrujeme.

K filtratu pfidame maly kousek kafru za GCelem konzervace.

Rez se na podloznim sklicku napne pomoci preparaénich jehel a sklitko se
polozi na elektrickou plotnu, ktera je zahrata na 40°C. Kdyz se fez narovna,
sejme se z plotny a prebyteCna destilovana voda se necha odkapat nebo se
odsaje filtracnim papirem. Podlozni sklicko se oznali pomoci diamantu Cislem
zpracovavaného vzorku a ulozi se do termostatu vyhratého na 38°C az 40°C.

Histologické fezy se dale barvi. Pokud prohlizZime preparat v optickém
mikroskopu, jednotlivé sloZky tkané se takrka nelisi lomivosti svétla. Pfi barveni
vyuzivame toho, Ze rizné soucéasti bunék a tkani vazou ruzna barviva, takze je
v mikroskopu zfetelné rozliSime. Zakladnim barvenim preparatu je hematoxylin

& eosin.

Zamontovani do kanadského balzamu
Obarvené preparaty jsme vyzvedli z kyvety s xylenem, fadné& a naposledy otreli
sklicko v okoli preparatu. Poté jsme preparaty pfikryli krycim sklickem, na némz

byla kapka kanadského balzamu a nechali nékolik dni zaschnout.

46

—




3.2.3 HISTOLOGICKA BARVENI PRO SVETEL. MIKROSKOPII

1. HEMATOXYLIN A EOSIN

odparafinovani: 3xxylen .................... 5 min

96 % ethanol............... 5 min

70 % ethanol ................. 5 min

| destilovanavoda .......... 5 min

| otieni skli¢ek

barveni: hematoxylin ............... 6 -8 min
pramenita voda .......... 10 min (modreni)

otfeni sklicek

destilovana voda - oplachnuti

odvodnéni:  2x 96 % ethanol — oplachnuti
ethanol — xylen (2:1)....3 min

ethanol — xylen (1:2)....3 min

projasnéni: 3xxylen................. 3 min
otfeni skli¢ek

zamontovani do kanadského balzamu

Roztoky:

Hematoxylin Hill Eosin

hematoxylin 409 1 % roztok eosinu v destilované
vodé

jodi¢nan sodny 04g

siran hlinity 352¢g

destilovana voda 710,0 ml

ethylenglykol 250,0 ml

kyselina octova 40,0 mi

Vysledek barveni: Jadra bunék, kolagenni vazivo riZove, svalstvo Cervené.
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2. ZELENY TRICHROM (MASSONOVY TRICHROMY)

Roztoky:
Roztok kyselého alkoholu: kyselina octova ........... 10mi
96% ethanol ............... 990 ml
Roztok kyselého fuchsinu — ponceau: roztok A ................... 1 dil
| roztok B ................... 2 dily

Roztok A: barvivo jsme rozpustili ve varici vodé a az po vychladnuti jsme

pfidali kyselinu octovou.

kysely fuchsin ............ 29
1 destilovana voda ......... 200 ml
kyselina octova ........... 2mi

Roztok B: postup jako u roztoku A

ponceau 2R ............... 29
destilovana voda ......... 200 mi
kyselina octova ........... 2ml

Roztok oranze G a kyseliny fosfomolybdenoveé:

destilovanavoda .................. 200 ml

Roztok metylenové zelené:

destilovana voda ......... 100 ml

metylenova zelen ......... 0,2g

kyselina octova ........... 0,5 ml
Barveni: hematoxylin................ 4 min

destilovana voda — oplachnuti

diferenciace v kyselém alkoholu za kontroly mikroskopem
pramenita voda .............5 min

destilovana voda — oplachnuti

kysely fuchsin-ponceau...4 min

1% kyselina octova — oplachnuti
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diferenciace roztokem oranze G a kyseliny fosfomolybdenové za kontroly
v mikroskopu (az kolagenni vazivo zustane témér bezbarvé)

1% kyselina octova — oplachnuti

metylenova zelen .......... 2,5 min

1% kyselina octova — 3x oplachnuti
Odvodnéni: 96% ethanol............... 3 min
ethanol — xylen (2:1) ....3 min

ethanol — xylen (1:2) ....3 min

Projasnéni: 3xxylen ................... 3 min
otfeni skliCek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni: kolagenni vidkna zbarvena zelené

3. PEARLSOVA REAKCE NA TROJMOCNE ZELEZO

odparafinovani: 3xxylen .................... 5 min
96 % ethanol............... 5 min
70 % ethanol ................. 5 min
destilovana voda .......... 5 min

otfeni sklicek

reakce: stejnd mnozstvi Cerstvé pfipraveného roztoku 4% ferrokyanidu
draselného a 4% kyseliny chlorovodikové jsme smisili, roztok jsme zahfivali

ve vodni lazni na 60°C, poté jsme barvili pfibliZné 2 minuty.

destilovana voda (vypirani)................ooe i 5 min
jadrova Cerveh (dobarveni)................. nekolik s
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odvodnéni:  2x 96 % ethanol — oplachnuti
ethanol — xylen (2:1)....3 min
ethanol — xylen (1:2)....3 min

projasnéni: 3xxylen.................. 3 min

otreni sklicek

zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni:

Trojmocné Zelezo je zbarveno modre, jadra bunék Cervené

4. WEIGERTUV ZELEZITY HEMATOXILIN — VAN GIESONUV

PIKROFUCHSIN
odparafinovani: 3xxylen..................... 5 min
96 % ethanol............... 5 min
70 % ethanol ................. 5 min
destilovanavoda .......... 5 min
otfeni sklicek
barveni:
Weigertiv hematoxylin............ 15 — 20 min
pramenitavoda ...................... 5 min
destilovanavoda..................... oplachnuti
pikrofuchsin............................ 5—10 min
destilovanavoda..................... oplachnuti (rychle)
ethanol 70% .......................... oplachnuti (rychle)
ethanol 80%.......cooveeveviiiiiiiinnns oplachnuti (rychle)
ethanol 96%.......ccocoeveeeveiennnnnnnn, oplachnuti
ethanol 96%.......cccooeeeeeeinnnninn, oplachnuti
ethanol —xylen 2:1................... oplachnuti
ethanol —xylen 1:2.................. oplacnuti

3x xylen




Roztoky:
Weigertuv Zelezity hematoxylin

roztok A roztok B

ethanol 96%........ 100,0 mi destilovana voda ....... 85,0 ml

hemtoxylin ............ 1,0m chiorid Zelezity........... 0,69
HCL......o 0,75 ml

Roztok A : Roztok B = 1:1

Pikrofuchsin:
za studena nasyceny roztok kyseliny pikrove.............. 100,0 ml
2% roztok kyselého fuchsinu.....................o 6,0 ml

pred pouzitim jsme okyselili 1 kapkou 2% kyseliny octové na 10 ml

vysledek barveni:

Jadra se barvi Cernohnede, kolagenni vazivo ervené, svalstvo zluté (.




4. VYSLEDKY

52




Nejprve jsme provedli orientacni pilotni studii, kterd ukazala zakladni parametry
podavani laktoferinu, nasledné jsme na ni navazali studii vlivu laktoferinu na

model akutniho infarktu myokardu.

4.1 PILOTNIi STUDIE

Pfi intravenoznim podani laktoferinu (Lf) byly pozorovany markantnéjsi projevy
poskozeni tkani navozené Lf (edém a hematurie) pouze pii nejvy3si podané
davce 100 mg/kg.

Tab. €. 1: Jednotliva i.v. podani laktoferinu

pofadové Eislo hmotnost samice davka LA [mg/kg]
samic [mg]
1. 330 21,2
2. 370 100,0
3. 350 47,19

V prabéhu hodiny doslo u samice s nejvyssi davkou Lf k otoku v ¢elistni oblasti
s vyrazné roz$ifenymi pory a vyskytla se u ni hematurie. Samice byla tedy
pozorovana v pravidelnych ¢asovych intervalech a po 6 hodinach byl otok

zmensen o 75 %, ale pory byly stale rozsifené.

U zbylych dvou samic se v Celistni oblasti vyskytl velice nepatrny otok,

hematurie se nevyskytla vubec.




4.2 VLIV LF NA MODEL AKUTNIHO INFARKTU MYOKARDU

Podani nekrogennich davek isoprenalinu navozuje u potkanl nejdfive absolutni
ischémii, ktera je nasledovana stavem podobnym IM s manifestovanymi

morfologickymi a funkénimi zménami.

Ziskané hodnoty a veliCiny tykajici se podani Lf a 1ISO konkrétnim potkanum
slouzily kindexaci a grafickému znazoméni vztahu podani isoprenalinu,

laktoferinu nebo laktoferinu a isoprenalinu na vitaini funkce srdce .

¢ index vihké hmotnosti komor (wet ventricle index)

e index srdeCniho vydeje (cardiac index)

* histologické zhodnoceni




Index vihké hmotnosti komor (wet ventricle index)

Index vihké hmotnosti komor pfedstavuje pomér hmotnosti komor a hmotnosti
zvifete [%o]. Index ma u zdravého kontrolniho zvifete nizké hodnoty - pfiblizné
2,5 %o, nevyskytuje se zde zadny otok.

Hodnoty od 3,0 do 4,0 %0 vykazuje vzorek s isoprenalinem. Zvy$eni indexu je
dano navozenim IM.

U kontrolniho vzorku (LA1, dle Tab. & 3: Schéma podavani laktoferinu)
s opakovanym podanim Lf (3x20 mg/kg), Lf sdm o sob& zvySuje hodnoty
podobné jako podani isoprenalinu — to vyplyva zjeho biologickych U&inka
plynoucich z i.v. podani, které stimuluje imunitni reakci (viz. edematézni projevy
v pilotni studii).

Markantné vy38i hodnoty 4,0 az 50 % byly dosazeny u kombinaci
opakovaného podani Lf (3x20 mg/kg) a 1SO (LAI1 a LAI2) a kolem 5,0 %o u
pfipadu s jednorazovym podanim Lf 50 mg/kg + ISO (LAI3 a LAI4) (viz Graf
¢. 1).

Graf ¢. 1: Index vihké hmotnosti komor

index vlhké hmotnosti komor
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Index srde€niho vydeje (cardiac index) Iml/min/kg]

Index srde¢niho vydeje je pomér srdecniho vydeje [ml/min] a hmotnosti zvifete
[kg]. Vy88i hodnoty tohoto indexu (az do 400 ml/min/kg) predstavuji zdrava

srdce (kontrola).

Po aplikaci isoprenalinu v nekrogennich davkach (25 mg) dochazi k ischemizaci
myokardu, coZ se projevi poklesem srde¢niho vydeje - krajni hodnoty az pod
100 mi/min/kg. Hodnota u LA1 (opakované podani Lf 3x20 mg/kg) se bliZila
hodnoté 300 ml/min/kg, po podani Lf 3x20 mg/kg + ISO (LAI1 a LAI2) se
hodnoty pohybovaly v rozmezi 200 az 300 ml/min/kg a pfi jednorazovém podani
Lf 50 mg/kg + ISO (LAI3 a LAI4) kolem 200 ml/min/kg (viz Graf &. 2).

Diky znacné variabilité a individualité vystupl pfi podani laktoferinu nelze
jednotlivé druhy podani pro nizky pocet zvifat hodnotit.

Graf €. 2: Index srdecniho vydeje
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Jak se ukazalo uz vpilotni studii, podani laktoferinu vyvolava u
experimentalnich jedincu vyrazny zasah do integrity jejich organismu. Tyto

zmény jsme mohli pozorovat i v makroskopickém méfitku (otok, hematurie).

Z nasledné studie vyplyva, Ze nedochazi k predpokiadanému zretelné
protektivnimu G€inku laktoferinu pfi ischemickem poskozeni myokardu.
Ocekavany vysledek sice nebyl prokazan, ale vzhledem k malému poétu
experimentalnich jedincu, jej nemuzeme zcela jednoznacne vyloucit. Na
experimentalnim jedinci s opakovanym podanim laktoferinu LAI1 3x20 mg/kg,
se ukazala moznost pozitivniho pusobeni pfi ischemii navozené naslednym
podanim isoprenalinu. Parametry poskozeni zde nebyly tak vyrazné jako u

jinych jedincu.

Histologické zhodnoceni

Na histologické ovéfeni zmén, které po experimentalnim podani laktoferinu a
nasledné isoprenalinu vyvolaly ve struktufe myokardu obraz podobny nalezu pri
akutni infarktizaci, jsme zvolili pficné i podélne fezy celym vypreparovanym

srdcem.

Fotodokumentace a digitalizace  mikroskopickych nalezu byla provedena
pomoci mikroskopu Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan), digitalni kamerou
Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.71
(Laboratory Imaging Prague, CR). Sterologickd analyza nebyla v téchto
preparatech realizovatelna, protoZe zmény nalezené v poskozeném myokardu

byly pfilis difGzni a nebylo je mozno odlisit pomoci plosné ¢i barevné diference.

Pro lepsi instruktivhost nalezu uvadime na pocatku obrazové dokumentace

histologicky fez kontrolniho intakiniho myokardu (obr.1).

Pii stfednim a vétSim zvétSeni vidime, Ze svalové buriky v oblasti erstvého
infarkfu jsou dobre ohraniCené, zachovavaji svuj tvar, ale jejich cytoplasmy se

stava abnormalné eozinofilni. PFiéné pruhovani je v nékterych kardiomyocytech
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zachovano, v nékterych vsak jiz nebylo pozorovatelne. Na nékterych Usecich
byla patrna i forma hrubsiho granularniho rozpadu takto postiZenych bunék
(obr. 2 a 3). Jadra vtakovychto oblastech se rozpadla karyolyzou nebo
karyorexi. Na urcitych usecich hranice nekrotické a zachovalé tkané byly
pozorovatelné i prufezy dystroficky zménénymi myocyty s vyraznym
hydropickym vakuolizovanim cytoplazmy (obr.4). Velmi napadnym néalezem
byla pfitomnost leukocytalniho infiltratu v interstitiuv a rovnéz vyrazna leukostaza
v kapilarach myokardu (obr. 5). Zviasté na prehlednych podélnych fezech je
dobfe patrny gradient sméru a hustoty leukocytarniho infiltratu od stfedni Casti

myokardu ke jeho hrotu (obr. 6).

Pri  vetsim zvétSeni bylo moZzne tento infiltrat lokalizovat jednak
v subendokardialnich oblastech (tam mél dokonce loziskovy charakter), jednak
v obdobném uspofadani, ale spise vdifusni formé i v subepikardidlnich

lokalizacich (obr. 7 a 8).

Pii velkém zvétseni byly dobfe pozorovatelné histologické zmény zpusobené

ischemickou nekrozou srdecni svaloviny.

Leukostaza vytvorena v kapilarnim recisti zasobujicim myokard je tvofena
pfevazné nahromadénymi neutrofilnimi leukocyty. Postupné tyto buniky
prostupuiji intersticiem, které je edematézné prosaknuté a oddaluje od sebe
kardiomyocyty intaktni i ty, ktere jiz podlehly uplne nekroze s rozpadem jader,
ztratou pfiného pruhovani a zvy$enou eozinofilii cytoplasmy, zpusobenou

koagulaci bilkovinnych komponent (obr.9).

Zviasté instruktivni obraz byl pozorovan pfi velkém zvétSeni na preparatech
barvenych pomoci kombinace jadrového barveni Zelezitym hematoxylinem
podie Weigerta a van Giesonova a barveni pikrofuchsinem. Tam se nekroticky
rozpad myocytu a jejich degranulovany obsah dobfe barevné odlisil od
¢ervenofialového zbareveni viaknitych komponent vazivove tkané intersticia a
tmavych vietenovitych jader fibroblastl. Soucasné byla pozorovana ve stejné

lokalité pritomnost elementu polymorfonuklearniho infiltratu (obr.10).
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Nutno poznamenat, zZe tento typ ischemické nekrozy v ase odbéru po 24 hod
od expozice isoprenalinu nemél jesté zaznamenatelné charakteristické znaky
pozdnich zmén akutniho infarktu myokardu — tj. loziska kompletniho rozpadu
bunék svalu i intersticia s demarkacni linii leukocytarniho valu, jakéd jsou

v takovychto Casovych intervalech obvykle pfitomna.
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1 Obr.2 - LACT+ISO — myokard — barveni H-E, zv. 100x
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Obr.6 —LACT+ISO — myokard — barveni W-G, zv. 40 x
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Obr.8 — LACT+ISO — myokard — barveni H-E, zv. 100 x
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| Obr.10 — LACT+ISO — myokard — barveni W-G, zv. 400 x
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5. DISKUZE




V souCasné dobé probiha intenzivni studium latek, ktere by mohly mit

protektivni ucinky pfi ischemicko-repurfuznim poskozeni myokardu.

Jednou z moznych cest je pouziti Zelezo-chelata¢nich latek. Tyto latky chelatuji
volné ionty Zeleza, které katalyzuji vznik velmi nebezpecnych reaktivnich

kyslikovych radikala. Protektivni Géinek uz byl prokazan napf. u deferoxaminu.

Deforoxamin je silny chelatator Zeleza, kieré je pak v komplexu pfevazné
trojmocné Fe®* a tedy oxidoredukéné malo aktivni. Chelatace Zeleza blokuje
Fentonovu reakci, tim Ze snizuje pristup Zeleza pro tvorbu ROS. Je publikovana
| fada studii ucinku deferoxaminu na kardiovaskularni poskozeni, zavéry vsak
nejsou jednoznaéné. Vzhledem ke kratkému poloCasu deferoxamin nelze uzivat
preventivné k protekci pred oxidaCnim stresem vyvolanym chemickymi latkami.
Deferoxamin se uziva k 1écbé stavl spojenych s patologickou kumulaci

Zeleza v organizmu (46).

V nadi studii jsme se zaméfili na v lidském téle se pfirozené vyskytujici latku
laktoferin (Lf). Tento glykoprotein, ktery ma 260x vyssi afinitu k Zzelezu nez
transferin, se vyskytuje v mnoha tkanich, organech i tekutinach lidského téla.

V organismu vykazuje velké spektrum 0&inkli a ovliviiuje mnoZstvi procesu,
jeho role ale jesté neni zcela presné definovana. V soucasné dobé je studovan
. predev§im vzhledem k jeho imunomodulaénimu a antibakteridlnimu pasobeni.

Uginek Lf u patologickych stavi vyvolanych volnymi kyslikovymi radikaly in vivo

jesté nebyl detailngji studovan.

Jako vhodny model studia nejzavaznéjsi formy ICHS infarktu myokardu jsme
pouzili isoprenalinovy model. Poprvé byl sledovan ucinek Lf a histologické
zmény po jeho podani v souvislosti s ischemicko-reperfuznim poskozenim

myokardu.

Hodnotili jsme patologické zmény po podani isoprenalinu pomoci analyzy
funkénich parametrt a histopatologického vySetfeni. Pii ischemicko-
reperfuznim posgkozeni myokardu hraje velmi duleZitou roli zelezo. Byla

planovana lokalizace depozita Zeleza ve strukturach poskozeného myokardu.
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Avsak i pfes opakované pouziti specifickych metod i jejich modifikaci se toto
nepodafilo. Sledovani zmén v transportu a depozici zeleza by bylo vhodné ke

zjisténi ulohy Lf pfi tomto poskozeni.

| Nejprve jsme provedli orientaéni pilotni studii, ktera ukazala zakladni parametry
podavani Lf. Pfi této studii se ukazalo, Zze Lf vyvolava vyrazny zasah do integrity
organismu experimentalnich jedincu. Pozorovali jsme makroskopické zmény

{otok, hematurie) po i.v. podani nejvyssi davky Lf (100 mg/kg) .

1 Nasledné jsme provedii studii, pfi které jsme podavali Lf 3 po sobé nasledujici
dny nebo v jednorazové iv. davce, bohuzel nedosio k pfedpokiadanému
zietelné protektivnimu ucinku laktoferinu pfi ischemickém podkozeni myokardu.
Oc¢ekavany vysledek sice nebyl prokazan, ale vzhledem k malému poctu
experimentalnich jedincu, jej nemUZzeme zcela jednoznacné vyloucit. Na
\ jednom experimentalnim jedinci s opakovanym podanim laktoferinu, se
ukdzala moznost pozitivniho pusobeni pfi ischemii navozeneé naslednym
' podanim isoprenalinu. Parametry poskozeni zde nebyly tak vyrazné jako u

jinych jedincu.

Pii histopatologickém vysetfeni jsme se zaméfili na Lf navozené zmény na
myokardu. Pri studiich distribuce Lf do ruznych organu, bylo zjisténo, Ze
pfevazné mnozstvi (32%) Lf je po 60 min po i.v. podani distribuovano do jater.
Urcité mnozstvi (6%) zustava zachovano vplasmé, kde se Lf vaze na
leukocyty, monocyty a lymfocyty. Minoritni mnozstvi se objevuje v dalSich
organech, napf.: v plicich, ledvinach a sleziné (16). Pfi daldim vyzkumu by
proto bylo vhodné se soustiedit také na zhodnoceni Uginku Lf na jiné organy

neZ je myokard.

V nasi studii jsme podavali Lf pouze i.v. cestou aplikace v kratkém davkovacim
intervalu. U jedné skupiny zvifat po 3 dny u druhé skupiny jednorazove. Jiz
diive bylo zjisténo, Zze dlouhodobé p.o. podavani Lf hraje duleZitou roli
v ovlivnéni imunity a muze preventivné pusobit pfi vzniku tumoru a metastaz
(19). Proto by bylo vhodné studium vlivu Lf pfi podavani p.o. cestou aplikace.

Pro odhaleni protektivnich ucinku v souvislosti s predpokladanym vlivem na
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imunitni systém, by bylo vhodné sledovani Gcinku pfi dlouhodobém podavani

Lf v ruznych davkovacich schematech.

PrestoZze nase vysledky neukazuji na jednoznaéné protektivni pusobeni Lf pfi
ischemicko-reperfuznim poskozeni myokardu, daldi studium této latky by mohlo

vést k nalezeni optimalniho zpusobu podavavani, davkového schématu, délky

premedikace a osvétleni role Lf pfi ischemickém poskozeni myokardu.




6. ZAVER




V teoretické ¢asti této diplomové prace jsme zpracovali souCasne vedecke
poznatky o struktufe, vlastnostech, ucincich laktoferinu a zménach myokardu,

které nastavaji béhem ischemicko-repurfuzniho poskozeni.

Byla provedena pilotni studie, ktera ukazala zakladni parametry podavani
laktoferinu, nasledné na ni navazala studie vlivu laktoferinu na model akutniho
infarktu myokardu. Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy
model. V celkové anestezii jsme provedli mérfeni srdeCniho wvydeje a
odvozenych parametri s vyuzitim Stewartovy-Hamiltonovy termodilucni
metody. Méfeni probihalo za pouziti plné komputerizovaného pristroje pro
méfeni srde¢niho vydeje a odvozenych parametru Cardiosys®, software
Cardiosys V 1.1.

Histopatologické vysetfeni zahrnovalo odbér vybranych tkani, zpracovani
konvencni histologickou technikou pro svéteinou mikroskopii (Bouinova fixacni
tekutina a zaliti do parafinovych blocku) a vlastni barveni pro vyhodnoceni
nalezi svételnou mikroskopii (hematoxylin-eosin, zeleny trichrom, Perlsova
reakce a Weigert-Van Gieson). Obarvené preparaty jsme pozorovali pod
svételnym mikroskopem. Nasledné jsme provedli jejich fotodokumentaci a

nalezy prezentovali v obrazové dokumentaci.

Pro studium vlivu chelatoru zeleza laktoferinu na model akutniho IM byly
pouzity prostiedky na z grantu GA UK 98/2005/C/FaF. Tato prace by mohla byt
vyuZita pfi dalSim studiu protektivniho GCinku laktoferinu pfi poskozeni
myokardu. Zejména by bylo vhodné stanovit jeho ucinky pfi dlouhodobém p.o.
podavani v ruznych davkovacich schématech.
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