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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. UVOD




Kardiovaskularni onemocnéni, zvlasté ischemicka choroba srdecni
a infarkt myokardu stoji na ¢elnim misté v poradi pric¢in celkové morbidity
a mortality v Ceské republice. V pozadi naprosté vétiny pfipad( ischemické
choroby srdeéni a infarktu myokardu je koronarni ateroskleréza. Mezi vedlejsi
rizikové faktory, jejichz ovlivnéni snad snizi riziko kardiovaskulamich
onemocnéni, by mél byt zafazen oxidacni stres.

Oxidaéni stres nastava pfi poruseni rovnovahy mezi vznikem
a odstrafiovanim reaktivnich forem kysliku a dusiku. Tento stav se dnes
povazuje za vyznamny patogeneticky faktor v aterogenezi nékterych akutnich
& chronickych poruch funkce srdce a pfi stavech, které vytvafi pro uvedené
nemoci vhodné prostiedi a podminky, jako jsou dysfunkce endotelu a zvy$ena
agregabilita krevnich desticek. K nadmérne tvorbé reaktivnich forem kysliku
kyslikovych radikall na mechanismu poskozeni bunék myokardu je mozno
zZjistit pfi ischemicko-reperfuznim syndromu a vlbec pfi stavech, které jsou
spjaté s hypoxii a s ischémii, jako i pfi patogenezi aterosklerdzy.

Vyznamnym katalyzatorem vzniku reaktivnich stouéenin kysliku jsou
ionty Zeleza. Zelezo miiZe také podporovat peroxidaci lipid, coZ je rozhodujici
krok na cestd katerosklerose. Zelezo je pro zivot nezbytng, pini
nezastupitelnou roli v mnoha vitalnich funkci. V nadbyteéném mnozZstvi je
ale pro organismus $kodlivé. Proto musi byt jeho mnoZstvi a kinetika
v organismu regulovany. Bylo prokazano, ze zvysené mnozstvi zeleza souvisi
se zvySenymi kardiovaskularnimi pfihodami. Pretizeni Zelezem mulze byt
upraveno chelataéni terapii. Vyznamnym chelatorem zeleza je deferoxamin,
dal$im pak laktoferin.

Laktoferin je glykoprotein, ktery se pfirozené vyskytuje v lidském
organismu. Vyskytuje se v mnoha tkanich, organech a tekutinach lidského téla.

Vykazuje cely komplex G&ink() a zasahuje do mnoha procesu, ale jeho role
zatim neni presné objasnéna.




Laktoferin je silny chelator Zeleza. Chelatuje trojmocné Zelezo a diky této
vlastnosti bréani tvorbé volnych radikall. Extracelularni Zelezo za normalnich
podminek cirkuluje v plazmé navazané na transferin, coz je Cetny protein
s mimoradné vysokou afinitou pro Zelezo. Laktoferin patfi do stejné skupiny
proteind jako transferin a ma dokonce az 260krat vyssi afinitu k Zelezu nez
transferin. Predpokladame, ze laktoferin bude zabrarovat tvorbé volnych
radikall ve tkanich s vysokym metabolickym obratem (jatra, ledviny, plice)
a také u ischemicko — reperfuzniho poskozeni.

Cilem na$i prace bylo charakterizovat UcCinky laktoferinu v organismu
zdravého zvifete a zvifete sindukovanym infarktem myokardu. Hlavnim
zamérem bylo ovéfit moznost vyuziti laktoferinu jako chelatoru zeleza a tim
stanoveni jeho protektivnich Ucinkd pfi vzniku volnych kyslikovych radikaid.



2. TEORETICKA CAST
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Jelikoz naSe prace byla zaloZzena na schopnosti laktoferinu chelatovat
selezo, je vhodné se zprvu sezndmit s roli, metabolismem a reguianimi

cestami tohoto prvku v organismu:

2 4. ZAKLADNI INFORMACE O ROLI ZELEZA V ORGANISMU

Zelezo je nejpéznéjsi prechodny prvek v organismu (1). Je to pro Zivot
nezbytny kovovy prvek, ktery v organismu a v burikach pini mnoho vitalnich
funkci (2). Buniky potiebuji Zelezo k syntéze DNA, RNA a protein, k transportu
elektrond, respiraci, proliferaci, diferenciaci a k regulaci genové exprese. Zelezo
je nutné k prechodu bunék z G1 do S faze bunécného cyklu a ovliviuje expresi
molekul, které kontroluji pribéh bunééného cyklu. Zelezo je souéasti pro buriku
zivotné  dlleZitych enzym( napf. oxidazy, kataldzy, peroxidazy,
ribonukleotidreduktazy, akonitdzy, cytochromld a syntdzy oxidu dusnatého.
Jednou z hlavnich funkci Zeleza je Gc¢ast pfi transportu kysliku (jako souéast
hemu) (1).

Nejvétsi mnozstvi Zeleza je v krvi jako sou€ast hemoglobinu (60-70%),
kromé toho se vyskytuje ve vSech burikach ve formé bunéénych hemind (jen asi
0,2%) a ve svalstvu jako myoglobin (8%). V retikuioendotelovém systému,
zejména sleziny a jater, ale téz ve stfevni sliznici a v kostni dfeni je Zelezo
skladovano jako feritin a hemosiderin (asi 20%). Transport Zeleza
se uskuteénuje ve vazbé na specificky beta-globulin — transferin {0,1%) (3).

Pozitivni Gloha Zeleza v metabolismu je obecnd znama. Zelezo véak
muZe plsobit i toxicky. Patfi totizZ mezi tzv. pfechodné kovy. Tyto prvky, kam
kromé Zeleza fadime i napf. méd, mangan, chrom aj., maji predposledni slupku
nedpiné obsazenou elektrony a vyskytuji se ve vice mocenstvich. Maji
charakter volnych radikall a vyznamné se mohou podilet na jejich reakcich.
Z nich nejdilezitéjsi je tzv. Fentonova reakce. Organismus se snazi této reakci
branit (4).
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Fentonovou reakci vznika velmi reaktivni hydroxylovy radikal (OH).
Hydroxylové radikaly jsou nejvice reaktivni volné radikaly a maji schopnost
reagovat s velkym mnozstvim bunénych komponent, véetné rezidui
aminokyselin, DNA. Dale puasobi

i na membranové lipidy, €imz iniciuji fetézec reakci voinych radikal( znémych

purinovych a pyrimidinovych bazi

jako lipidova peroxidace (5).

Tabulka &. 1: Hlavni bunééné cilové struktury pro voiné radikaly

Cil

Poskozeni

Nasledky

nenasycené mastné
kyseliny v lipidech

ztrata dvojnych vazeb,
tvorba reaktivnich
metabolitd
(peroxidy,aldehydy)

zmeénéna fluidita lipida,
zmeény v propustnosti
membran, vliv na
membranové vazané
enzymy, tvorba

chemoatraktivnich latek pro

deoxyribozy,
modifikace a poskozeni
bazi, zlomy retézce,

kiizové vazby fetézcu

makrofagy

proteiny agregace a sitovani, zmeény v transportu iontd,
fragmentace a $tépeni, |vstup Ca** do cytosolu,
modifikace thiolovych |zmény v aktivité enzymi
skupin a benzenovych
jader aminokyselin,
reakce s hemovym
zelezem

'DNA Stépeni kruhu mutace, transiacni chyby,

inhibice proteosyntézy

(6)

Zvysené mnozstvi Zeleza souvisi se zvySenymi Kkardiovaskularnimi

pfihodami (7).

Kardiovaskulami onemocnéni (KVO),

1l

zvlasté ischemicka




F

choroba srdecni (ICHS) a infarkt myokardu (IM) stoji na &elnim misté v pofadi
pricin celkové morbidity a mortality v Ceské republice. V pozadi naprosté
vétsiny pripad ICHS a IM je koronarni aterosklerdza. S vyskytem aterosklerézy
a jejich komptikaci (Ci klinickych projevll) souvisi fada rizikovych faktort. Podle
sougasnych nazorh by mél byt oxidatni stres zafazen mezi vedlej$i rizikové
faktory, jejichZ ovlivnéni snad snizi riziko KVO (6).

Volné radikaly a reaktivni metabolity kysliku jsou nezbytné pro spravnou
ginnost mnoha fyziologickych funkci a systému v organismu. Pokud se reaktivni
metabolity tvofi ve zvySené mife a pfirozené ochranné systémy nedokazou
jejich tvorbé zabranit, anebo nestaCi uz vytvorené radikdly vychytat, voiné
radikaly spoustéji mnozZstvi fetézovych reakci, jejichz vysledkem je poskozeni
biologicky duleZitych molekul, naru$eni integrity bunék a tkani s negativnim
dopadem na cely organismus. Mezi patologické stavy organismu, které souvisi
s oxida¢nim stresem, patii napi. ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce, mozku
a jinych organu, metabolické poruchy jako diabetes mellitus, poruchy funkci
ledvin, ale i ateroskler6za, rakovina, revmatoidni artritida a nékteré geneticke

poruchy (8).

S ohledem na kliovy vyznam i potencialni toxicitu musi byt mnozstvi
zeleza a jeho kinetika (distribuce) v ramci organismu pfiméfené regulovany.
V nékolika poslednich letech bylo dosazeno pokroku ve studiu kinetiky zeleza
na Urovni organismu i jednotlivych organd a bunék, byly popsany nové proteiny,
které se téchto dé&ju zucastriuji, ale mnohé mechanismy zUstavaji nevyjasnény

(2).

Redoxni vlastnosti Zeleza ho ¢ini podstatnym pro zakladni bunééné
funkce, ale diky této vlastnosti je také dllezitym katalyzatorem chemickych
reakci volnych radikal(, nasleduje oxidativni stres a bunééné poskozeni (9).

12



V organismu bézné vznikd fada reaktivnich forem kysliku (reactive

oxygen species — ROS) a reaktivnich forem dusiku (reactive nitrogen species —
RNS) a tyto latky maji znaény fyziologicky i patogeneticky vyznam. Jde o latky,
které pohotové reaguji s riznymi biologickymi strukturami: mastnymi kyselinami
a lipidy, aminokyselinami a proteiny, mononukieotidy a polynukleotidy
(nukleovymi kyselinami) i s Fadou nizkomolekuldrnich metaboliti a koenzymu.
Diky tomu se staly vyznamnymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni
ochrany a signalnimi molekulami bunécné regulace. Za urcitych okolnosti vsak
plsobi jako toxické latky a jako dezinformaéni agenti schopni organismus
poskodit a dokonce ho i usmrtit. Vznik radikalu maze byt iniciaci celého fetézce
daléich reakci. Pokud radikat reaguje s ,normalni* molekulou, nutng ji zméni na
radikal a radikalova reakce se tim propaguje do okoli. Teprve reakci dvou
radikal: se neparové elektrony spoji ve dvojici a vznika ,normaini® molekula.

Radikalova reakce se tak ukonéi — terminace (6).

2.2.1. ANTIOXIDACNI OCHRANNY SYSTEM

Organismus pouziva tfi moznych typi ochrany:

Nejbéznéjéim zpusobem je branit se tvorbé nadmérného mnozstvi
reaktivnich forem kysliku a dusiku napf. regulaci aktivity enzymu, které je tvori
(Indukovateing syntédza NO'), nebo vychytavanim tranzitnich prvkl z reaktivnich
Pozic (transferin, feritin).

Druhou moznosti je zachyt a odstranéni radikall, které se ji2 vytvorily.
Vliteratyre se tyto latky oznaéuji jako vychytavade &i zametade (scavengers),
lapace (trappers) a zhasede (quenchers). Tyto pojmy nejsou zaloZeny
M3 chemickém principu, kterym ochranné Iatky piisobi, a tak je vymezeni jejich
Obsahy problematické. Mnohem vystiznéjsi je déleni antioxidantli na enzymy

an s . . . . oy ixr v sy
, _"" latky davajici s reaktivnimi formami kysliku a dusiku stalejsi a tudiz méné
OXIcke produkty.




Na antioxidacni ochrané se podileji téZ obecné reparaéni mechanismy
poékozen?Ch biomolekul. Fosfolipazy odstrafiuji poskozene mastné kyseliny
sfolipidd, oxidatné modifikované proteiny se rozkladaji proteolyticky

z fo
a zvIastni reparacni enzymy opravuji poskozenou DNA (6).

2.2.2. PROLOMENI ANTIOXIDACNI OCHRANY

Poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstrafiovanim reaktivnich forem
kysliku a dusiku se nazyva oxidaéni stres. Muze byt vyvoian nadmérnou
produkci RONS, nedostatecnou funkci antioxidaéniho ochranného systému
nebo kombinaci obou téchto nedostatkl. Knadmémé tvorbé ROS dochazi
pii nékterych metabolickych situacich, pfi reoxygenaci tkané po ischémii, po
piijmu oxidoredukéné aktivnich forem. Také nadmérna syntéza radikaiu oxidu
dusnatého je Skodliva. Hladina radikdlu oxidu dusnatého je udrzovana
ve fyziologickych mezich jeho rychiou difizi do krve a reakci
s oxyhemoglobinem (6).

2.3. KLICOVA ULOHA ZELEZA V OXIDACNIM POSKOZENI
ORGANISMU

Zelezo patii mezi prechodné (tranzitni) prvky, nebot pfedposiedni
elektronovou slupku nema zcela zapinénou elekirony. Pohotové reaguje s ROS
(6). Fentonovou reakci vznikd vysoce toxicky hydroxylovy radikdl HO,
ktery v Zivé hmoté reaguje s okolnimi biomolekulami. Jde o extremné siiné
oxidacéni ¢inidio vytrhujici elektron z nenasycenych mastnych kyselin, atakyjici
a hydroxylujici aminokyseliny a baze nukleovych kyselin. Po Fentonové reakci
pak dal$i superoxid redukuje trojmocné zelezo zpét na dvojmocne, takze je
regenerovanc pro dalsi katalyzu.

Tranzitni kovy (Zelezo, méd) se vyznamné ucastni vzniku reaktivnich
forem kysliku, jen pokud nejsou véazany v bezpeénych depozitnich formach,
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jako je selezo ve feritinu a v transferinu a méd v ceruloplazminu. Bezpecné
uloZeni a tim ,inaktivace® tranzitnich kovd jsou nezbytné k tomu, aby byl ¢as
odstranit superoxid z tkané superoxiddismutazou a peroxid vodiku katalazou.
Oba enzymy jsou soucasti antioxida¢niho ochranného systému organismu,
ktery zahmuje téZ enzym glutathionperoxidazu (odstranujici peroxidy) a fadu
neenzymovych Japaél® volnych radikall (scavengers), napf. askorbat,
tokoferol, urét, bilirubin, beta-karoten a jiné latky ucastnici se zneSkodnéni ROS

(napf. redukovany glutathion).

Fentonova reakce:
HoO, + Fe?* -—> HO' + OH + Fe*

(6)

2.4. MITOCHONDRIE

Zelezo hraje dlleZitou roli vmnoha aspektech mitochondrialniho
metabolismu. Je dobie znamo, Ze Zzelezo je do mitochondrie prepravovano
pro syntézu hemu. Avsak teprve nedavno se stala velmi cenéna dllezitost této
organely pro mnoho dal$ich aspektd metabolismu zeleza. Mitochondrie je
generatorem metabolismu Zeleza a je dulezita nejen pro syntézu hemu, ale také
hraje rozhodujici roli pfi vzniku [Fe-S] skupin.

Bylo objeveno mnoZstvi mitochondridlnich proteind zapojenych
do metabolismu Zeleza. Mitochondrie obsahuje mnoho proteind
obsahujicich [Fe-S] skupinu véetné enzymi dychaciho retézce (komplex | a lll),
ferrochelatazy a enzymu cyklu kyseliny citronové jako je akonitdza a sukcinat
dehydrogenaza (10).

Mitochondrie je mistem bunééné respirace (aerobniho metabolismu)
temér u vdech eukaryot. Tyto cytoplazmatické organely, dostatecné velké maji
promeénlivy tvar a velikost, ale nejCastgji jsou elipsoidni srozméry 1x2
mikrometru. Typickéd eukaryontni buhfka obsahuje okolo 2000 mitochondrii,
které zaujimaji pfiblizné 1/5 jejiho celkového objemu.
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Mitochondrie maji 2 membrany: hladkou vnéjsi membranu a vysoce
zprohybanou vnitini membranu, jejiz invaginace se jmenuji kristy. Tak kazda
mitochondrie obsahuje 2 oddily: mezimembranovy prostor a vnitini prostor
zvany matrix. Enzymy katalyzujici reakce spojené s respiraci jsou vétsinou
integrovany de vnitini mitochondrialni membrany. Mitochondrie jsou podobné
syym tvarem a velikosti bakteriim. Matrix obsahuje specifické DNA, RNA
a ribozomy, které se GZastni syntézy ruznych mitochondridinich komponent.
Dokonce se reprodukuji pficnym délenim a jejich respirani procesy napadné

pfipominaji aerobni bakterie (11).

2.5. METABOLISMUS ZELEZA

V organismu dospélého c¢lovéka je obsazeno cca 4000mg Zeieza,
piiblizné 2/3 jsou v hemoglobinu erytrocytd a jejich prekurzord. Mimo
hemoglobin je hemové Zelezo soucasti myoglobinu a fady enzymu. Asi 1/4
Zzeleza je uloZzena vzasobarnach ( ve feritinu), zejména v jatrech
a v makrofagovych burkach. Pfi nadbytku se zelezo hromadi téz ve formé
hemosiderinu. V plazmé je jenom malé mnozstvi zeleza. Toto Zelezo vSak

vykazuje vysoky obrat.

Vétsi cast zeleza se recykluje mezi kostni dfeni a makrofagovym
systémem, zejména ve sleziné, kde dochazi k likvidaci starych erytrocyti.
Resorpci v duodenu jsou po ukonéeni ristu doplhovany jen bézne ztraty
Zeleza. | kdyZz denni resorpce Zeleza tvofi cca 0,025 — 0,05% celkového
mnozstvi Zeleza v organismu a predstavuje jen malou &ast ze Zeleza prijatého
v potravé. Dlcuhodobé snizené &i zvySené mnozstvi vstiebaného Zeleza vede
ke Klinicky vyznamnym stavim — sideropenii nebo k pretizeni Zelezem. Proto je
resorpce Zeleza klicovou funkci, ktera vyzaduje fizeni s ohledem na potfebu
Zeleza (2).

V minulych letech bylo identifikovano mnoho novych genl a proteind,
které jsou zapojeny do metabolismu Zeleza, Byly nalezeny mutace, které jsou
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dpovédné za poruchu v transportu Zeleza a vedou bud k pretizeni zelezem
z0

nebo K deficienci Zeleza.

Prestoze je Zelezo &etnym prvkem, jeho dostupnost je redukovana,
protoze oxidovana  forma kovu (Fe %) je vneutrdlnim pH extrémné
nerozpustnd. Tak se komplexni mechanismus pro jeho ziskani, vyuZiti
a uchovani dokonce vyvinul i u nejprimitivnéjdich organismd (12).

Bunééné hladiny Zeleza jsou velmi jemné regulovany tak, aby bylo
zajisténo jeho adekvétni (potfebné) mnozstvi a tak minimalizovano toxicke
plusobeni volného Zeleza. Hlavni kontrola homeostazy téinich zasob Zeleza je
u vy$sich organismu situovana v epitelidini vrstvé duodena, kde se vstiebava
dietarni Zelezo, zatimco kontrola eliminace Zeleza se u savcl nevyvinula (13).
Mrnozstvi Zeleza mUZe byt povaZzovano za zpétnou kontrolu svého vilastniho
metabolismu (14). (viz Pfiloha &. 1)

2.5.1. TENKE STREVO - INTESTINUM TENUE

Tenké stievo navazuje na zaludek jako trubice o priméru kolem 3 az 4
cm, dlouha 3 az 5 m. Probihd zde hlavni a posledni etapa enzymatického
$tépeni potravy ve vstiebatelné komponenty a vstiebavani vzniknuvsich
komponent. Tenké stfevo ma 3 Gseky: duodenum, jejunum a ileum.

Sliznice tenkého stieva je bledé rizova, krytd jednovrstevnym
cylindrickym epitelem, ktery ma resorpcéni schopnosti. Mezi témito burikami jsou
vtrouseny poharkové bunky produkujici povrchovy ochranny hlen.

Sliznice celého tenkého stfeva je poseta drobnymi, Stihlymi, prstovitymi
vybézky, zvanymi villi intestinales, stievni kiky, jez maji v duodenu tvar spis$
listkovity, v dalSich Usecich stieva jsou kyjovité nebo kuzelovité. Jsou vysoke
0,3 az 1 mm; na 1 mm? podle mista stfeva pfipada 10 az 40 klkd. Vyznamné
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svétsuji plochu sliznice tenkého stieva. Povrch kIkU tvofi cylindricky epitel,

na némz se podili vice druht bunék.

Enterocyty tvori vétSinu bunék na povrchu kikd. Jsou &tihlé, cylindricke,
na volném povrchu nesou Cetné, 1 az 2 mikrometry vysoké mikroklky, jichz je
kolem 3000 na povrchu jedné bunky a pfedstavuji vyznamné zvétSeni
resorpéniho  povrchu buriky. Hlavni funkci enterocytl je vstfebavani latek
s nitra tenkého stfeva. Enterocyty jsou neustale obnovovany, opotiebené

se odiuéuji na vreholku kiku, rozpadaji se, a z nich se uvolnuji enzymy.

Glandulae intestinales — zlazy tenkého streva jsou vytvofeny ve vsech
oddilech tenkého streva mezi klky ve formé krypt.

Duodenum je dlouhé 20 az 28 cm, ma prameér 3,5 az 4,5 cm. Klky jsou
mirné zplostélé, jsou zde zcelého tenkeého stieva nejhustsi. Glandulae
duodenales (Brunnerovy Zzlazy) jsou specifické pro duodenum. Jsou to
rozvétvené tuboalveolarni zlazy, které produkuji hlen alkalické reakce (pH 8,1
az 9,3) (15).

Uvniti intestinalnich krypt jsou multipotentni prekurzorové bufky,
nékteré z nich migruji na klky a diferencuji se na enterocyty. Enterocyty jsou
specializovany pro absorpci a transport zeleza. Prekurzorové burky se liSi
od enterocytll v expresi protein(i zapojenych do vychytu a transportu Zeleza.
Prekurzorové buitky pusobi pouze jako Cidlo télesnych potieb Zeleza,
po diferenciaci jsou enterocyty schopny zelezo transportovat. Pozadované
proteiny pro absorpci, uskladnéni a export jsou exprimovany v endotelech (16).

2.5.2. STREVNi TRANSPORT ZELEZA

Za normalnich podminek lidé pfijmou pfiblizné 12 az 18 mg dietamiho
Zeleza za den. Hlavné jako Fe *, ze kterych jsou 1 aZ 2 mg absorbovany (5).
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Environmentéini a dietamni Zelezo je nejvice pFitomno jako Fe*, coz je
nerozpustna a obecné bio-nedosaziteina forma. Zelezo vstupuje u obratlovcd
do téla primarné pfes duodenum, hlavné v proximalni ¢&asti stfeva.
V intestinalnim  lumen je Fe* redukovano na vice rozpustné Fe®
p.-ostfednictvim ferrireduktazy, ktera pfenadi elektrony 2z cytosolického

nikotinamidadenindinukleotidfosfétu na extraceluldrni akceptor jako je Fe™*.

Nramp2 (znamy jako DMT1 nebo DCT1) transportuje Fe” pies
intestinalni povrch. Nramp2 je H*/divalentni kov symportér, ktery transportuje
kromé zZeleza také dal$i kovy. Defekt Nramp2 vede ke zhorSenému
intestinalnimu a defektnimu endosomalnimu transportu Zeleza (17). (viz Pfiloha

¢ 2)

Regulace intestinaini absorpce Zeleza

Absorpce intestinalniho Zeleza je regulovana v nékolika cestach:

1) Mize byt modulovana mnozstvim Zeleza pravé zkonzumovaného
v potravé, mechanismus odkazuje na dietarni regulator. Za nékolik dni
pozdéji vznika dietarni bolus Zeleza, absorpéni enterocyty jsou
resistentni k ziskavani dalsiho Zeleza. Tento jev se nazyva ,mukosalni
blok". Tato blokovaci &innost vyplyva z akumulace intracelularniho
zeleza.

2) Sekundarni regulatorni mechanismus zaznamendva urovné Zeleza,
ale spi$e odpovida na celkové zasoby Zeleza v téle nez na dietarni
Zelezo. Tento mechanismus je oznacen jako ,zasobni regulator’. Je
schopny ménit mnozstvi absorbovaného zeleza v limitovaném rozsahu.
Pfestoze molekularni detaily regulace zasob nejsou znamy,
pravdépodobné plsobi na udrovni kryptovych bunék a odpovida
na saturaci plazmového transferinu Zzelezem. Mnozstvi apikalniho
transportéru DMT1 je ménéno podle télesnych zasob zeleza.

3) Treti regulatorni mechanismus znamy jako ,erythropoeticky regulator”
neodpovidéd na celkové Urovné Zeleza, ale moduluje absorpci zeleza
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podie potieb erythropoezy. Erythropoeticky regulator ma vétsi schopnost
zvysit absorpci Zeleza neZ zasobni regulator. Erythropoeticky regulator
pravdépodobné zahrnuje signal, ktery je neseny plazmou z kostni diené
do streva.

4) Absorpce seleza se zvySuje v odpovédi na akutni hypoxii. Neni
ale znamo, zda je hypoxicky signal veden pies 1 nebo vice
diskutovanych regulatornich cest nebo pfes nezavisly mechanismus

(18).

Jakmile Zelezo vstoupi do mukézni bunky ma pouze 2 moznosti: bud
se stietne s feritinem a dojde k zablokovani Zeleza dovniti proteinu nebo muze
byt zelezo transportovano do basolateraini membrany. Za normalnich okolnosti
je mnoho Zeleza uskladnéno ve formé feritinu a uchovano v mukédznich
bufikach, coz vede knizkému mukéznimu transferu Zeleza. V pfipadé
deficience Zzeleza mukozni bufky produkuiji stézi feritin a vétsina Zzeleza v bunce
je transportovana do basolaterdlni membrany. Zde je difuze Fe?*
pfes basolateraini membranu facilitovana pusobenim Ireg1 (5). Zelezo je pritom
oxidovano hephaestinem na Zelezo trojmocné a vaze se na transferin.
Hephaestin je ferroxidaza obsahujici méd, je povazovan za transmembranovy
analog ceruloplasminu, ktery zajistuje oxidaci zeleza pfi jeho vystupu
Z makrofagti (2).

Ferroportin 1/lreg1/MTP1

Lokalizace Ferroportin 1/Ireg1/MTP1 v burtkach a ve tkanich odpovida
jeho  funkci, kterou je export Zeleza zbufky. V duodenu
se Ferroportini/lreg1/MTP1 nachazi ve zralych enterocytech, ale nenachazi
se vkryptach. Tento protein je nalézan v jatrech, prevazné v Kupferovych
buiikach, kde je Zelezo ziskavano z ¢ervenych krvinek (16).

MTP1 je tedy vyjadien ve tkanich zapojenych do homeostazy Zeleza

vidle, véetné vyvoje a dozravani retikuloendotelidiniho systému, duodena

a délohy v téhotenstvi. MTP1 je vyjadien rovnéz ve svalech a v bunkach

20



centralnino nervového systému embrya. Na subbunééné udrovni je MTP1
|okalizovan Vv basolateralni  membrané bunék vepitelu  duodena
av cytoplazmatickych vesikulach bunék retikuloendoteliainino systému. Deficit
seleza vyvolava expresi genu MTP1 v duodenu, ale soucasné také snizuje jeho
expresi v jétrech. Tyto Gdaje ukazuji na skutecnost, Ze MTP1 je membranovy

protein regulovany Zelezem, ktery je zapojen do bunétného metabolismu

Feleza.

Vyjadieni MTP1 v deciduu (ve sliznici délohy v téhotenstvi) na strané
matky nasvédéuje tomu, ze MTP1 mulzZe exportovat zelezo z krevniho obéhu
matky do krevniho obéhu plodu. Vyjadfeni MTP1 v dvanactniku je omezeno
na zralé absorpéni burky v epitelu kiki. DMT1, pfenase¢ Zeleza v apikalnich
bunkach, je rovnéz lokalizovan ve zralych absorpenich bunkach epitelu kIkd.
Pozitivni regulace exprese MTP1 v duodenu (zvy8ené vyjadieni) pfi snizovani

obsahu Zeleza probiha soub&zné s regulaci DMT1.

Ukazuje se, Ze v jaternich hepatocytech se MTP1 vyjadiuje na povrchu
bunék lemujicich sinusoidy. Vyjadfeni MTP1 na sinusoidalnim povrchu
hepatocytll naznacuje, ze MTP1 hraje roli v metabolismu Zzeleza v hepatocytech
a rovnéz naznacuje, ze MTP1 by mohl exportovat zelezo ztéchto bunék.
Porucha regulace exprese MTP1 v hepatocytech mize byt mozna dulezita

pfi hemochromatoze.

Vjinych bunkach téla a zviaété u embrya muze mit MTP1 ochrannou
funkci, ktera spociva v omezovani hladiny cytoplazmatického Zzeleza. Vyvoj
nervového systému mizZe vyzadovat MTP1 pro Ggely pevné regulace hladin
vnitrobunééného nebo cytosolického Zeleza, ktera tyto bumky chrani proti
poSkozeni oxidaci, kterou Zelezo zprostredkovava. MTP1 a DMT1 jsou
vyjadieny rovnéz v bunkach ledvin, pficemz MTP1 je lokalizovan v glomerulech
a v proximalnich tubularnich burikéach ledvin (19).
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2.5.3. CIRKULACE A BUNECNY VYCHYT ZELEZA

7a normalnich podminek cirkuluje extracelulami Zelezo v plazmé
navazané na transferin (Tf), coz je Cetny protein s mimofadné vysokou afinitou
pro selezo. Vtéto formé je Zelezo nereaktivni (20). Transport Zeleza
od enterocytl k ostatnim buikam se tedy déje prostrednictvim specifického
proteinu  — transferinu. Transferin je jednofetézcovy sérovy glykoprotein
(Mr=80000) s dvéma vazebnymi misty pro Fe* (1). Normalni kapacita

transferinu vazat Zelezo je mezi 20-ti az 60-ti % (21).

Zelezo pfenasené krevni cirkulaci transferinem muze byt vyuZito
buikami pouze tehdy, je-li zachyceno specifickym receptorem a jeho
prostrednictvim preneseno do bunky. Receptor pro Tf (TfR) je
transmembranovy glykoprotein tvofeny dvéma polypeptidovymi jednotkami,
kazda o molekulové hmotnosti 95000 (760 AMK), spojenych disulfidovymi
mastky. Nejvétsi doména je extracelularni (671 AMK), cytoplazmaticka domeéna
(61 AMK) je N-terminélni. Transmembranova Cast (28 AMK) je tvofena
predevsim hydrofébnimi AMK (3).

Vychyt Zeleza z Tf zahrnuje vazbu Tf na TfR, intemalizaci Tf receptorové
mediovanou endocytosou a pii snizeném endosomalnim pH dochazi k uvoinéni
Zeleza z proteinu (22). Diferricky transferin (2Fe* Tf) se vaZe na TfR na povrchu
bunék a Tf-TfR komplex je internalizovan v klathrinem pokrytych vesiklech.
Vesikly ztraci svij povlak (film) a vysledkem je bezproblémova fuze vesiki(
s endosomy. Uvnitf endosomu je pH piiblizné 5,5 u¢inkem ATP dependentni
protonové pumpy v endosomalni membrané, ktera ¢erpa protony z cytosolu do
endosomalniho lumen. Zelezo je uvolfiovanc z Tf-TfR komplexu jako Fe
ucinkem kyselého pH uvnitt endosomalniho kompartmentu. Z endosomu je
Zelezo transportovano divalentnim kationtovym nosicem DMT1, coZz je
transmembranovy transportér Zeleza. O domnélé ferriredukidze, kterd je
zapojena do redukce Fe* pfed jeho transportem z endosomu pomoci DMT1,
vime velmi malo. Apotransferin, stdle navazany na TfR, se pak vraci na
bunéény povrch, kde je uvolnén do cirkulace. Dokonéuje se vysoce ucinny

22




)

cyklus, ktery vnasi Zelezo do burky v podstaté jako 2Fe* Tf a uvoliuje protein
pez obsahu Zeleza pro reutilizaci (5). (viz Pfiloha €. 3)

Jakmile Zelezo vstoupi do bufky, vytvafi hypoteticko-nizkomolekulami
zasobu jinak znadmou jako zasoba chelatabilniho Zeleza. Zelezo miZe byt
vyuzito v mnoha bunéénych procesech, které zahrnuji inkorporaci Zeleza
do mnoha dllezitych proteinl obsahujicich Zzelezo — hiavné do Ft. Za podminek
velké zétéZe Zeleza je Ft pifeveden do lysosomu, kde je transformovéan

do hemosiderinu (5).

Nejvice Zzeleza je uZito pii syntéze hemoglobinu ve vyvijejicich
se erythroidnich burikach. Po uvoinéni zeleza z Tf uvniti endosomd prochazi
zelezo pres endosomalni membranu a vstupuje do intracelutarnich nestabilnich
zasob Zeleza. Nadbytek Zeleza v nestalych zasobach, ktery pfesahuje potiebné
mnozstvi pro syntézu funkéniho hemu a nehemovych proteint obsahuijicich
Zelezo, je uskladnéno uvniti proteinu vézajiciho Zelezo - feritinu (22).

Apotransferin a TfR1 jsou na bunééném povrchu recyklovany a kazdy
muzZe byt znovu uzivan pro dalSi cykly navazani a vychytu Zeleza. TfR1 je
vSudypfitomné exprimovan, Tf-mediovany vychyt Zeleza probiha ve vétsiné
bunék (23).

Homologni protein, TfR2, je omezeny na hepatocyty, ducdenalni
kryptové buriky a erythroidni buitky, ma vysoce specializovanou roli. Mutace
vlidském TfR2 genu wvyplyva vhemochromatézu (patologické pietiZeni
Zelezem) ukazujici na jeho dlleZitost v homeostaze Zeleza. TfR2 vaze Tf
s pfiblizné 30x mensi afinitou nez TfR1 a na rozdil od TfR1 neni jeho exprese
kontrolovana IRE/IRP regulatornim systémem (23).

Proteiny regulované Zzelezem (IRPs) pfedstavuji senzory mnozZstvi
Cytoplazmatického Zeleza a kontroléry mnoZstvi proteind zahrnutych
vhomeostédze Zeleza: Tf, TfR1, Ferroportinl/lregi/MTP1 a DMT1
(Nramp2,DCT1) (13). Posttranskripéni regulace genové exprese se uskutecnuje
interakci MRNA s proteiny. Na 5 nebo 3‘ nepfepisovanych oblastech mRNA
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(UTR) se vyskytuji viasenky se smyckou nazyvané elementy reagujici na
solezo - IRE (Iron Responsive Element), které jsou rozpoznavany specifickymi
z

proteiny regulovanymi Zelezem - IRP (lron Regulatory Protein, IRP1 a IRP2).
IRE byly nalezeny na nepfekladanych oblastech mRNA pro Ft (5 UTR), TfR (3’
UTR) a DMT1 (3' UTR). Nizka hladina Zeleza v bufice umozZiuje vazbu IRP na
IRE, nasledny efekt zavisi na tom, zda se IRE nachazi na 3' nebo 5 UTR.
V pripadé interakce IRP s 3' - IRE (TfR, DMT1) dochazi ke zvy3eni stability
mRNA (zabranéni stépeni mRNA endonukiedzou) a produkci proteinu,
vysledkem je zvy$eny pfijem Zeleza. Vazba IRP na 5’ - IRE (Ft) vede ke sniZeni
tvorby proteinu. V piipadé nadbytku Zeleza je situace opacna. IRP1 je
preménén na cytosolovou akonitazu a IRP2 je odbouran, nemohou se tedy
vazat na IRE. 5' - mRNA je $tépena, TfR a DMT1 jsou odbouravany. Pfi deficitu
seleza bylo v duodenu nalezeno zvy$ené mnoZstvi DMT1, lregl a Dcytb
mRNA. Vpfipadé DMT1 je vysvétliteiné na zakladé interakce IRP-IRE,
vpiipadé Iregl a Dcytb (nemaji IRE) ne. Proto se predpokladaji dalsi
mechanismy regulace, zejména efekt hepcidinu (1).

IRPs (IRP1 a IRP2) patfi k akonitazové rodiné. IRP1 muze fungovat jako
mRNA - véazajici protein nebo jako enzym konvertujici citrat na isocitrat (13).
IRP1 je v aminosekvenci podobny k m-akonitaze, coz je [4Fe-4S] enzym cyklu
trikarboxylovych kyselin, ktery konvertuje citrat na isocitrat. IRP2 je z 57%
v sekvenci AMK identicky k IRP1. Zelezo mediuje oxidaci IRP2, ktera pfedchazi
jeho degradaci (24). Ackoli je IRP2 strukturaingé a funkéné podobny k IRP1,
IRP2 nevytvafi [Fe-S) skupinu a nevykazuje akonitdzovou aktivitu (13). Oba
IRPs jsou fosfoproteiny a aktivator fosfokindzy ¢ rychle stimuluje fosforylaci IRP
a zvySuje IRE vazajici aktivitu (24). IRPs pusobi jako klicové regulatory
homeostazy bunééného Zeleza. Aktivitu IRPs mohou ovlivnit rizni Einitelé
a podminky. Savéi buriky reaguji na deficienci Zeleza zvySenym poctem TfR1
na povrchu bunék. Zaroven je zastavena tvorba Ft, aby se zvySila dostupnost
Zeleza. Pii nadbytku Zeleza dochazi k opaénym déjim: mnozstvi TfR1 je
snizeno a zvy$ena syntéza Ft — nadbytek Zeleza je formovan do Ft (13).
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Deytb
Dcytb je hemoprotein pravdépodobné zodpovédny za redukci zeleza

v kartacovém lemu enterocytl (25).

Hepcidin

Nedavno byl objeven novy regulator intestinalni absorpce a homeostazy
v bunkach. Jedna se o hepcidin (26). U ¢loveka je hepcidin syntetizovany jako
prekurzor 0 délce 84 AMK (2). Hepcidin je peptid, vykazuje antibakterialni
aktivitu a byl objeven v lidské moci. Je produkovan v jatrech jako vysledek
pretizeni Zelezem. Vaze se na Ferroportinl, nasledné je tento komplex
internalizovan a degradovan, coz vede ke snizeni exportu Zeleza. Hepcidin je
dulezity v homeostaze Zeleza, je sekretovan v zavislosti na intracelulami arovni

Feleza a kontroluje hladinu Ferropotinu1 na bunééném povrchu (26).

Feritin

Feritin (Ft) je protein wuskladdujici Zelezo, hraje klicovou roli
vmetabolismu ZzZeleza. VSechny Ft maji 24 proteinovych podskupin,
které vytvafi kostru s dutinou. Dutina je schopna uskladnit 4500 atomu Fe**
jako anorganicky komplex. Molekuly Ft izolované z obratlovel jsou vytvofeny
ze dvou typl podjednotek (H a L), zatimco Ft z rostlin a bakterii obsahuje pouze
fetézec H. Retézce H (heavy - t&2ké) jsou dllezité pro Fe?* oxidaci a L (light -
lehké) fetézce asistuji pii formaci jadra (27).

Pfi velkém mnozstvi Zeleza pusobi Ft jako protein izolujici Zelezo, chrani
tak buriky pred jeho toxicitou. Zvy$ena exprese tézké podjednotky (H) Ft snizi
hiadinu nestabilni zasoby Zeleza a snizi H,O, indukované poskozenim DNA.
Pfi nizkém obsahu Zeleza plsobi jako zdroj iontl Zeleza, které jsou nutné pro
syntézu proteint obsahuijicich zelezo. Nicméné mechanismy, kterymi se Zelezo

uvoliuje z Ft zGstavaji nejasné (28).
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Zvysené mnozstvi sérového Ft obecné odrazi zvySené mnozstvi zeleza
ve tkanich. Mnozstvi Ft se ale miZe nespecificky zvySovat pfi zanétu (29).

Unikatni homopolymer Ft typu H je exprimovan v mitochondriich
(mﬁochondriélni Ft — MtF). Nadmérna exprese MtF vede k akumulaci Zeleza
v mitochondriich, ke snizeni cytosolického Ft a zvySené expresi TfR1. MtF
exprese je zvy$ena u anemickych stavl charakterizovanych akumulaci Zeleza
v mitochondriich (sideroblasticka anémie), z cehoz vyplyva protektivni role MtF

proti toxicité mediované Zelezem (23).

Degradace Ft mize vést k rustu toxicity kvdli nekontrolovanému uvoinéni
seleza. Degradace uvnitf membrany enkapsulované sekundarnimi lysosomy
muze predejit tomuto problému a byt po¢atkem jiné formy uskladnéni zeleza

znamé jako hemosiderin (27).

Hemosiderin

Hemosiderin obsahuje 37 % 2zZeleza ze své molekulové hmotnosti,
predstavuje viastné malo rozpustné agregaty Ft (30). Nicméné jsou v jistych
patologickych  stavech nalezeny masivni depozice hemosiderinu,

které ale nevznikly piimo z rozpadu Ft (27).

2.5.4. NESTABILNi ZASOBA ZELEZA

Vychyt a uskladnéni Zeleza je provadéno rlznymi proteiny, vznikd
zasoba dostupnych iontl Zeleza, ktera je nazyvana jako nestabilni zésoba
Zeleza (LIP — labile iron pool). LIP je definovan jako nizkomolekularni zasoba
slabé chelatovateiného Zeleza, ktera pravdépodobné sestava z obou forem
lontl Zeleza (Fe? a Fe*') spojenych srdznymi ligandy s vysokou afinitou
k iontim Zeleza. LIP reprezentuji pouze minoritni frakci z celkového bunééného
zeleza. Zelezo je v komplexu s riznorodymi nizkomolekularnimi chelatory jako
jsou citraty a jiné organické ionty, fosfaty, karboxylaty, nukleotidy a nukleosidy,
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fosfolipidy. Piesto jsou skuteCné piirodni intracelulami ligandy,

po;ypeptidy a

které se uéastni vzniku LIP, nejasné (28).

2.5.5. MAKROFAGOVA RECYKLACE ZELEZA

Staré a poskozené erytrocyty jsou fagocytovany specializovanymi
makrofagy, které slouZi k zajisténi reutilizace Zeleza z hemoglobinu. Pohlcené
erytrocyty jsou lysovany, hemogiobin je degradovan (pomoci hemoxygenazy),
¢ast zeleza je uskladnéna a zbytek je exportovan do cirkulace, aby byl nasledné
navazan na Tf. Pfes intestinaini sténu vstoupi do téla pouze 1 az 2 mgq zeleza,

presto je 25 mg Zeleza potreba pro erythropoezu a ostatni potieby.

Erythroidni bunky jsou tedy hlavnim spotfebitelem Zeleza a potfebné
mnozstvi Zeleza v erythronu (kostni dien, erythroidni prekurzory a cirkulujici
gervené krvinky) normalné pfesahuje mnozstvi uskladnéného Zeleza.
Pokud erythroidni potieby pfesahuji kapacitu uskladhovacich bunék
k mobilizaci Zeleza pro erythropoezu, intestindlini absorpce je zvySena

Lerythroidnim regulatorem”.

Téméi vSechny dostupné zasoby Zeleza jsou tedy odvozeny

z makrofagové recyklace (23).

2.5.6. ZANETLIVA REGULACE

Bunécnd retence Zeleza rychle nastava pii zénétu a infekci,
pravdépodobné proto, aby bylo Zelezo ukryto pfed invazivnimi patogeny. Zelezo
se akumuluje v makrofagovych bunkach, které recykluji Zelezo ze starnoucich
erytrocyti a je prerusena intestindini absorpce Zeleza. Tato regulace je
nazyvana jako ,zanétliva regulace” (23).

Zelezo je totiz zakladni Zivinou pro invazivni mikrobialni a neoplastické
buiiky a maze tak zvysit riziko chorob indukovanych témito mikroby. Mikrobialni
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geny musi pro preziti a replikaci v hostitelich ziskat hostitelské Zelezo.

pato

Vysoce virulentni kmeny maji vyjimeéné silné mechanismy pro ziskani
hostitelského yeleza ze zdravych hostitell. V lidech, jejichz tkané a burky

obsahuji nadmérné mnozstvi Zeleza, patogeny mohou mnohem rychleji ziskat

selezo Z molekul Tf.

Asociace a role infekénich patogent u chronickych zanétlivych nemoci
a neoplasii ma vyznam pro vefejné zdravotnictvi, oSetieni a prevenci.
Metabolismus Zeleza je u téchto nemoci rizikovym faktorem, pravé tak jako pri
klasickych infekénich onemocnéni. ProtoZze mnozstvi Zeleza je v riznych
skupinach obyvatelstva pozoruhodné variabilni, provéfovani mnozstvi zeleza
u hostitelskych  populaci by mohlo poskytnout cennou informaci
v epidemiologickych, diagnostickych, profylaktickych a lecebnych studiich,

které se tykaji infekénich onemocnéni (31).

2.5.7. ZTRATY ZELEZA

Za fyziologickych okolnosti jsou ztraty Zzeleza z organismu pomérné maié
- odlupovanim epitelii ze stfeva a mocového traktu se ztraci v priméru 1 mg
denné, takZe pfijem a ztraty Zeleza z organismu jsou vyrovnané. K vétsim
ztrdtdm dochazi fyziologicky u Zen v prub&hu menstruace — navic 1 mg denné
(resp. 0,8 az 1,8 mg). Rovnovazna bilance je zde udrzovana zvysenou resorpci
ze stfeva. Zvy$ena potreba Zeleza je rovnéz v prabéhu téhotenstvi - az 3 mg
denné (30).

2.6. HEMOCHROMATOZA

Hemochromatéza je vrozena porucha metabolismu zeleza, je spojena se
ZvySenym vstfebavanim zZeleza ze stfeva a jeho excesivnim ukiadanim
v nékterych organech (jatra, pankreas, srdce, thyreoidea, gonady, hypofyza,

hypothalamus, kdize) s jejich naslednym poskozenim.
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\/ literature sé zpravidla rozii$uje primami hemochromatéza (synonyma:
idiopaticka, hereditarni, genetickd) a sekundarni hemochromat6za (komplikujici
napr. thalasémii s inefektivni erythropoezou). Vedle toho jsou popsany poruchy
spojené se zvydenym ukladanim Zeleza v jatrech (africkd hemochromat6za
Bantu, porphyria cutanea tarda, juvenilni hemochromatéza, kongenitalni

transferinémie a dalsi) a hemosiderosa (v disledku opakovanych krevnich

transfuzi).

Hemochromat6za je autozomalné recesivné dédicné onemocnéni. Je
charakterizovéna abnormainé zvysenym vstiebavanim Zeleza sliznici tenkého
stfeva (3 a2 6 g dennd). U alkohoalikil se toto vstfebavani dale zvysuje. Zvyseny
prenos Zeleza je spojen s vy§$i saturaci Tf a dale posilen vazbou Zeleza na jiné
nosice nez je Tf (napf. chelaty scitrdtem). V dusledku abnormainiho
vstfebavani tkané obsahuji enormni mnozstvi zeleza, jeho zasoby v celém téle

mohou dosdhnout az 60 g.

U symptomatickych osob se klinické pfiznaky objevuji zpravidla mezi
tyficdtym a padesatym rokem. MuZi jsou postizeni 10 krat Castéji nez
menstruujici Zeny. Zpoc&atku v klinické symptomatologii byva slabost, pobolivani
bficha, impotence a artralgie. Rozvoj diabetu, kozni zmény a srde¢ni postizeni
nebyvaji pfi €asné diagndze zpravidla pfitomny. V popfedi rozvinutého
klinického obrazu je letargie. Pii fyzikalnim vySetieni dominuje
hepatosplenomegalie, u pokrocilého onemocnéni pak déale ikterus, ascites,

koZni zmény a projevy srdecniho postizeni (32).

2.7. TRANSFUZNI SIDEROZA

Dlouhodoba transfuzni terapie je nova procedura, zivot zachranujici
lééba u pacientl s nedstupnou anémii vyplyvajici z thalasemie, selhani kostni
diené nebo agresivni léCby rakoviny. Tato metoda je uzivana u pacientd
s pokraéujicimi komplikacemi z onemocnéni srpkovitych bunék. Opakovana
transfize vede k rapidnimu zvétSeni mnoZstvi Zeleza, protoZze kazda jednotka
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protoZe neexistuje mechanismus pro exkreci Zeleza. Protoze je toto Zelezo
odvozené z ervenych krvinek, retikuloendoteliaini makrofagy jsou pietizené

selezem dfive nez parenchymové tkanové buiky. | u transfuzni siderézy je
selezo nakonec uskladneno ve stejnych mistech jako v jinych pripadech,
kdy doslo k pretiZeni Zelezem (hepatocyty, myokard, endokrinni tkané) (18).

2.8. ZELEZO A KARDIOVASKULARNI ONEMOCNEN:I

Kardiovaskularni onemocnéni je heterogenni skupina onemocnéni,
které postihuji srdce a krevni fecisté. Onemocnéni jsou charakteristicka
anginou pectoris, hypertenzi, srde¢nim selhanim, akutnim infarktem myokardu
a arytmii (25).

Rozdil ve vyskytu kardiglnich chorob u muzt a Zen by mohl byt vysvétlen
v rozdilné hladiné zeleza. U pacientl s poruchou uskladnéni Zeleza se objevuje
poskozeni myokardu — Zelezo je naakumulovano u muzl s vékem a u Zen
po menopauze. Existuje souvislost mezi uskladnénim zeleza a kardiovaskularni
umrtnosti (33).

U pacientl s nadbytkem Zeleza se miZe vyvinout Zivot ohrozujici
kardiomyopatie (34). V pfipadé nadbytku Zeleza dochazi k bunécnému
poskozeni. Vsrdci to ma za nasledek poskozeni aktivity Na-K-ATPazy,
poskozeni aktivity mitochondridlniho dychaciho fetézce a mlize se Kklinicky
manifestovat jako srde¢ni sethani nebo dysrytmie. Pozdnim ukazatelem
myokardialniho pfetizeni Zelezem je systolickd dysfunkce a tato srdecni
porucha ¢asto vede k nahlé siderotické kardiomyopatii (35).

Pretizeni Zelezem tedy indukuje kardialni toxicitu ovlivnénim elektrické
kondukce a svalové kontraktility. Inhibice elektrické kondukce mize byt pficinou
vysoké incidence nevysvétliteiné nahlé smrti, pravdépodobné z divodu arytmii
pozorovanych u pacientd svySSi zatézi Zeleza. Kardiaini onemocnéni
indukované Zelezem se vyviji az po letech od zvy$eni tkafové koncentrace
Zeleza (29).
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Pretizeni Zelezem zvyraziiuje uvolnéni arachidonové kyseliny a jeji

inkorporaci do fosfatidylcholinu, stejné tak jako indukci cyklooxygenazy 2

| a produkci eicosanoidu. Efekty arachidonové kyseliny a jejich matabolit(

' na myokardialni rytmicitu vykazuji pfi¢innou spojitost mezi pretizeni Zelezem

| 3 indukovanymi elektromechanickymi zménami. Prostaglandiny D2, E2, F2
a tromboxan A2 zvysuji riziko reversibilnich tachyarytmii (34).

: Teorie oxidacniho stresu navic napovida, Ze Zelezo jako mocné
katalytické agens mlZe podporovat tvorbu vysoce reaktivnich forem kysliku
a peroxidaci lipidd, coz je rozhodujici krok na cesté k arteriosklerose. Mezi
biochemickymi znaky zasoby Zeleza v téle je za nejlepSi méfitko vSeobecné
povazovana hladina Ft v séru, kterou je mozné v epidemiologickych studiich
snadno vyhodnocovat. Hladina Ft, coz je protein akutni faze, mdze narustat
rovnéz pfi poskozeni srdetniho svalu a pfi zanétu. Osm prospektivnich
skupinovych studii ohlasilo zavéry, Zze existuje vzajemny vztah mezi Ft v séru
a rizikem onemocnéni koronarnich cév nebo arteriosklerosy. Pouze dvé studie
nasly vyznamnou pozitivni zavislost. Jako dopinék k hodnoceni piebytku Zeleza
nékolik nedavnych studii vyjadfilo specificky hypotézu ,iron depletion® — ta k4,
Ze sniZzeni zasob Zeleza je spojeno s nizsim rizikem onemocnéni koronarnich
cév (36).

2.9. VOLNE RADIKALY A CHOROBY KARDIOVASKULARNIHO
SYSTEMU

Nezadouci plsobeni nadprodukce voinych reaktivnich forem kysliku
na lidsky organismus a jeho pifima ucast v patogenezi mnohych chorobnych
stavll je dnes uZz v8eobecné pfijimanym faktem. ZvySenad produkce volnych
reaktivnich forem kysliku se charakterizuje ¢asto pojmem ,oxidaéni stres".
Tento stav se dnes povaZuje za vyznamny patogeneticky faktor v aterogenezi
nékterych akutnich & chronickych poruch funkce srdce a pfi stavech,
které vytvafi pro uvedené nemoci vhodné prostiedi a podminky, jako jsou
dysfunkce endotelu a zvysena agregabilita krevnich desticek (37).
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2.9.1. OXID DUSNATY A KARDIOVASKULARNI SYSTEM

Oxid dusnaty (NO) je mala molekula, ktera hraje roli v riznych
1;!r‘!iomgick)’(ch a patologickych procesech véetné srazeni krve, vasokonstrikce,
inhibice agregace krevnich destiek, relaxace hladkych svall, regulace imunity,
neurotransmise a metabolismu Zeleza {38).

preferenénimi cily NO jsou [Fe-S] skupiny a soucasti cytotoxickych
ssinkd NO je inhibice m-akonitazy. Byla dokédzana souvisliost mezi
homeostazou Zeleza a NO, NO vykazuje mnoho efektd na IRP1 a IRP2.
Dllezitéd je modulace IRP prostiednictvim NO v makrofagovych burikach,
protoze tyto bunky jsou vyznamné v patofyziologickych podminkach jako je
-4nét @ anémie z chronického onemocnéni. SlouCeniny odvozené od NO
mohou zapfiginit oxidaci a tim inaktivaci IRP. Ohledné efektit NO na IRP
2Ustava mnoho nejistot, castecné protoze vnitini stavba této molekuly vykazuje
zavislost na redoxnim stavu prostiedi, ve kterém je vytvofena.
NO za fyziologickych podminek pfes IRP1 aktivaci inhibuje IRP2. Tento déj,
ktery je vysoce vyjadien v makrofagovych bunkach, mize byt patofyziologicky
vyznamny, protoZe cytokiny mediovana regulace makrofagl je doprovazena
zvydenim syntézy Ft a snizenim obsahu mRNA TfR. Retence zeleza
v makrofagovych burikach je charakteristicka pfi zanétlivych podminkach. IRP1
i IRP2 aktivita v lidskych makrofagovych buiikach je pfechodné zvy3ena kratce
po lé&bé cytokiny nebo donory NO, ale poté zfetelné potlatena a doprovazena
zvySenym obsahem Ft (9).

NO mize inhibovat aktivitu riznych molekul zapojenych
do energetického metabolismu véetné mitochondridini  akonitazy,
nikotinamidadenindinukleotid: ubichinon oxidoreduktazy, sukcinat: ubichinon
oxidoreduktazy z mitochondriglniho fetézce transportu elektrond (38).

NO velmi aktivné reaguje se superoxidovym aniontem za tvorby
prooxidaéné pUsobiciho peroxynitritu (ONOQO), a to tim, Ze se z ného pres
rychle se rozpadajici meziprodukt peroxydusicnou kyselinu vytvari oxid dusicity
a cytotoxicky pusobici hydroxylovy radikdl. Pdasobeni  peroxynitritu
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= metabolické a funkéni procesy kardiomyocytu je rozmanité: jde o molekulu,

Kterd zpusobuje peroxidaci lipidi a modifikuje funkénost proteind. Pusobi

ireversibilni inhibici respirace v mitochondriich. V pokusech na izolovaném srdci
potkana sé to projevuje napfiklad vyraznymi zménami vykonnosti levé srdecni
Komory. Novéjsi prace poukazuji na jednoznatnou 0¢ast NO a jeho
prooxidaénich metabolitl v patogenezi aterosklerosy a trombosy. V procesech
aterosklerosy by méia hrat jednu z rozhodujicich Uloh pravé rovnovaha mezi

NO a superoxidovym aniontem v cevni sténé (37).

2.9.2. OXIDACE LIPOPROTEINOVYCH KOMPONENT
A ATEROSKLEROSA

Stale narusta pocet poznatkl, které dokazuji Uzky vztah mezi rizikem
kardiovaskulamich chorob a procesy, které jsou spjaté se zvySenou endogenni
produkci volnych kyslikovych radikahi, vedi ke zformovani hypotéz, které hiedaji
spojitost mezi zvy$enou tvorbou reaktivnich forem kysliku a aterosklerosou.
ProtoZe se uz del$i ¢as vi, ze v tomto procesu hraji zasadni ulohu lipoproteiny,
hledd se souvislost s modifikaci jejich molekul oxidaénimi procesy. Zasadni
dloha vtomto procesu se pfipisuje molekuldm nizkodenzitniho lipoproteinu
(LDL), k éemuz piispiva i fakt, Ze na hypercholesterolémii — v3eobecné
uznavaného rizikového faktoru aterosklerosy — se nejvic podili pravé zvysena
plazmaticka hladina LDL (37).

2.9.3. ISCHEMICKO-REPERFUZNiI SYNDROM

Poznatky, ziskané v pokusech na izolovanych ischemizovanych a potom
reperfundovanych srdcich zvifecich modell, vyustily ve formulaci koncepce
reperfuzniho poskozeni, které nastava po predchazejici casové rizné dlouhé
ischémii. Mezi dominantni patologické faktory se zaradila i zvySena tvorba
volnych kyslikovych radikaill, kterd nastava nejen v obdobi oxidacni reperfuze,
ale i v éase samotné dlouhotrvajici ischémie.
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o uloze oxidaéniho stresu v tomto procesu hovofi nékolik faktl:

_ v pokusech na izolovaném srdci pfidanim systému generujiciho volné
kyslikové radikaly dochazi ke snizeni funkce myokardu
_ snizovani oxidaéniho poskozeni pfidanim antioxidancii a nebo

antioxidaénich enzyma zlepSuje srdeéni funkci

Pfi nahlém zvys$eni tvorby volnych radikald kysliku se uvazuje o akumulaci
vapnikovych iontd Vv procesu ischemicko-reperfuznihc  syndromu.
pii diouhotrvajici ischémii se Ca®" hromadi v mitochondriich, aktivuji se pomalé
ca?* kanaly v sarkoplazmatickém retikulu. Vznikajici pokies pH v cytosolu
a nahle zvy$ena koncentrace anorganického fosfatu vede v$ak k desensibilizaci
afinity cytosolového volného Ca?* viéi vazebnému misiu na kontraktilnich
proteinech (troponin C) a tim dochazi ke snizeni kontrakcni sily struktur
myokardu. Intracelularni akumulace vapnikovych iontl, ktera zacala
v ischemizované tkani, se paradoxné zvySuje béhem reperfuze a spousti
kaskadu proces(, které jsou indukované pravé volnymi ionty vapniku (aktivace
mnohych enzym{, zvy$ovani agregability destiek, tvorba produktl degradace
kyseliny arachidonové). Dilema, zda pfi ischemicko-reperfuznim syndromu
akumulace Ca®" a nasleduijici porucha jeho navazani na kontraktilni proteiny, je

stale nevyiesena.

Ukazalo se, 2e produkce voinych kyslikovych radikald se nemusi omezovat
pouze na reperfizni reoxygenacni fazi, ale Ze ischémie myokardu aktivuje
volné radikaly v mitochondridlnim dychacim fetézci a pii metabolickych
preménach kyseliny arachidonové. Tyto produkty se zacinaji tvofit a jejich
koncentrace narGsta uz pfi preru$eni koronarniho pratoku (37).
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29.4. VOLNE RADIKALY PRODUKOVANE PRI DEFINOVANYCH
" KARDIOVASKULARNICH CHOROBACH

Pozomost na zvySenou produkci volnych kyslikovych radikall
se soustredila na klinické stavy, pfi kterych evidentné dochazi k ischemicko-
reperfﬂznimu syndromu. Takovymi jsou pfedevsim akutni infarkt myokardu
s nasledujici spontanni anebo terapeutickou reperfizi postizené tkané a dalsi
formy subakutni ¢i chronické ischemické choroby (angina pectoris). Poukazalo
se na tyto poznatky ziskané na ruznych zvifecich modelech. VoIné kyslikové
radikély v téchto pokusech zpusobovaly depresi srde¢ni funkce a jeho
kontraktility a ovliviovaly bunéénou integritu, pficem2 podani antioxidacnich

enzym{l — superoxiddismutazy a katalazy — mélo zfejmy beneficni efekt.

Akutni infarkt myokardu mél vyrazny vliv na zvy$enou produkci
lipoperoxidl, coz se projevilo zvy$enymi hodnotami malondialdehydu v plazme
vprvnich dnech onemocnéni. Vtomto obdobi se souCasné snizuje aktivita

superoxiddismutazy.

S nadprodukci  volnych radikdll  kysliku se spojuje i vznik arytmii
indukovanych reperfuzi. Hypotéza o mozném vztahu se opira o tyto fakty:

- reperfuze ischemického myokardu potencuje incidenci arytmii, pfiCemz
antioxidanty maji protektivni efekt

- v pokusech in vitro producenti volnych kyslikovych radikala vyvolavaji
arytmie anebo elektrofyziologické zmény

- elektricky vyvolana fibrilace vyvolava zvySenou tvorbu ROS
i za nepfitomnosti ischémie

Na moznost zvy$ené tvorby ROS a jejich metabolitd u riznych druhu
kardiomyopatii upozornilo uz vice autorG. Zjistly se zmény v aktivitach
antioxidaénich enzymu a zvy$eni hladin produktd lipoperoxidace v krvi pacientu
s chronickymi formami sethavani srdce a riznymi druhy kardiomyopatii.
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pacienti S kongestivnim srde¢nim selhanim méli vyssi plazmatické hladiny
marker lipoperoxidace v porovnani s kontrolnim souborem. Tyto poznatky
se potvrdily i pfi sledovani oxidatniho stresu u pacientt, ktefi méli kiinicky
diagnostikované rozné formy Kkardiomyopatii, verifikované i morfologicky

ve vzorkach ziskanych endomyokardialni biopsii (37).

7d4 se, ze ROS hraji dlohu i v patogenezi srdeCni hypertrofie (37).
Vpokusech na potkanech se ukazalo, Ze nékolik tydni po indukci stabilni
hypertrofie srdce dochazi ke zvySovani aktivit enzyma antioxidaéniho systemu
bunék, naopak mnozstvi produktll lipoperoxidace klesa (39). Ukazuje se tedy,
3o stabilni srde¢ni hypertrofie je spjata s vy3si antioxidaCni kapacitou srdce.
Naopak, pfechod ze stavu kompenzované srdecni hypertrofie do stavu
srdeénino selhani provazi vyrazny pokles endogennich antioxidaénich rezerv.
Dlouhodobé podavani vitaminu E pokusnym zvifatim dokazalo zlepsit
antioxidaéni status myokardu a snizit narUstani oxidaéniho stresu,

ktery je doprovodnym jevem pfii srde¢nim selhani (37).

Zavér

Pfi mnohych kardiovaskularnich chorobach se voiné kyslikoveé radikaly
svymi cytotoxickymi Gginky vyraznou mérou zucastiuji v patogenezi,
kyslikovych radikall na mechanismu poskozeni bunék myokardu je mozno
Zjistit pfi ischemicko-reperfuznim syndromu a vlbec pii stavech, kieré jsou
spjaté s hypoxii a ischémii, jako i pfi patogenezi aterosklerosy. Oxidace
lipoproteinii se povaZuje za jeden zurlujicich mechanism pfi tvorbé

aterosklerotickych cévnich zmén. Nepochybuje se o vyznamné ucasti ROS pri
poruchach funkce endotelu cév. Dosud ziskané poznatky jednoznacné
poukazuji na nutnost zabezpetit u pacientd co nejoptimaingjsi antioxidaéni
status a musi se dbat o neustalé doplhovani jejich antioxidaénich rezerv
podavanim Uéinnych antioxidancii napf. antioxidaéné plsobicich vitaminud
a dalsich antioxidantd (37).
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2.10. CHELATACNI TERAPIE

pretizeni zelezem mize byt upraveno chelataéni terapii. Moznosti,
které je siroko dostupnd, je deferoxamin poskytnuty v kontinualni infdzi. Oralni
cheldtory jsou ve vyvoiji, ale dosud Zzadny neni tak efektivni nebo bezpe¢ny

jako deferoxamin (18).

2.10.1. DEFEROXAMIN

Deforoxamin je silny chelator Zeleza, které je pak v komplexu prevazné
rojmocné (Fe* ) a tedy oxidoreduktné mélo aktivni. Deferoxamin véze o néco
slabgiji i jiné pfechodné kovy. Je publikovana fada studii Ucinku deferoxaminu
na kardiovaskulami po$kozeni, zavéry v3ak nejsou jednoznacné. Vzhledem
ke kratkému polodasu deferoxamin nelze uzivat preventivné Kk protekci
pied oxidanim stresem vyvolanym chemickymi latkami. Zabranuje vzniku
ferylové formy myoglobinu a feryl-myoglobinového radikalu. Deferoxamin
se uziva k 1é¢bé stavll spojenych s patologickou kumulaci Zeleza

v organismu (6).

Dal$im vyznamnym chelatorem Zeleza je laktoferin.

2.11. LAKTOFERIN

2.11.1. STRUKTURA LAKTOFERINU

Laktoferin (LA) je monomericky Zelezo vazajici glykoprotein
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 80 kDa. Na udrovni aminokyselinové
sekvence i trojrozm&mé konformace se LA shoduje pfiblizné ze 60%

se sérovym Tf, spoleéné patii do rodiny proteind transferin( (40).
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protein je tvofen dvéma homolognimi globularnimi podjednotkami,
4 z téchto podjednotek je dale tvoifena dvéma doménami (41). Vazebné

kazd
misto pro zelezo se nachazi na kazdé podjednotce mezi témitc doménami.

Tato mista umoZniuji pevnou ale reversibilni vazbu dvou molekul Zeleza.
Na vazbé Zeleza se synergisticky podili také vazba COs%, coz je unikatni
vlastnosti LA. Ligandy pro vazbu Fe* jsou shodné na obou podjednotkach LA

a shoduji se také s ligandy sérového Tf (40).

2.11.2. VLASTNOSTI LAKTOFERINU

V piirozeném stavu je LA z15 az 20% nasycen Zelezem. LA,
ktery obsahuje méné nez 5% Zeleza, byl nazvan apolaktoferin. Hololaktoferin je
naopak LA pIné nasyceny Zelezem. Vmléce se LA nachézi v podobe
apolaktoferinu (42).

LA vykazuje vysokou afinitu k Zelezu, asi 260 krat vy$si nez je afinita
sérového Tf (42). U LA probiha uvolhovani zeleza v normalnim stavu pii pH
kolem 3, zatimco Tf uvoliuje Zzelezo uz pii pH 5,5 (41).

LA nevaze vzdy jen Zelezo, je schopen vazat i jiné kationty kov(
jako napt.; Cu®, Mn®*, Co*, Zn** nebo molekuly jako je DNA, heparin a rizné

povrchové molekuly (43).

DileZitou schopnosti LA je inhibice Fentonovy reakce a tim i tvorby

nebezpetnych volnych radikall (44).

2.11.3. VYSKYT A UCINKY LAKTOFERINU

LA se fyziologicky vyskytuje v mnoha tkanich, organech i tekutinach
lidského téla. Funkce LA v organismu neni presné popsana, i kdyz je LA

intenzivng studovan. Vykazuje celé spektrum aktivit a jeho funkce bude
pravdépodobné komplexni (45).
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vyskyt

LA se pfednostné vyskytuje v sekretech exokrinnich zlaz, napr. v slzach,

slinach, miéce, synovialni a seminaini tekutingé, které jsou lokalizovany
ve vstupech do respiraéniho, traviciho a reproduktivniho systému. To ukazuje

na jeho ddleZitou roli v boji proti patogentm (45).

Protein je skladovan v dospélych monocytech a neutrofilech
v sekundérnich granulich, kde z(stava v nezménéné podobée do doby bunécné
aktivace. Po kontaktu s cizim antigenem tyto buriky degranuluji a uvoliuiji velké
mnozstvi antibakteridlnich a antivirovych peptidl, mezi které patii i LA. Tento
proces je hlavnim zdrojem LA vplasmé Hiladina LA vplasmé je pfi
fyziologickém stavu velmi nizka (1 pg/ml), ale pri nékterych patologickych
stavech, jako je zanét, prudce stoupa a dosahuje koncentrace az 200 pg/ml.
Po degranuiaci je LA odstranén z cirkuiace riznymi mechanismy, prevainé
pomoci bunék monocyto-makrofagového systému. Tyto bunky maji receptory
svysokou afinitou k LA a dopravuji vazané Zelezo do Ft, coZ je spojeno
s destrukci LA (48).

Receptory pro LA se vyskytuji na mnoha riznych organech napr.
na povrchu hepatocytd nebo intestinalinich bunék, ale i na povrchu makrofagt
a lymfocytl) (47). Na rozdil od Tf, receptory pro LA nejsou internanalizovany
do bunék. Transepitelidini transport se uskutechuje bud cestou degradace,
kdy je vétSsina LA roziozena a zelezo je uvolfiovano intracelulame,
nebo imunoreaktivni LA prechazi pies epitel se Zzelezem stéle navazanym (48).

Utinky laktoferinu

LA je pfirozené se vyskytujici molekula, kterd ma v organismu velké
mnozZstvi UEiNk( a ovliviuje spektrum procesq, i pres to jeho roie jesté neni
zcela piesné definovana. Strukturdini a biochemicka podobnost s Tf ukazuje,
Ze LA mUze hrat urditou roli v metabolismu Zeleza jako jeho transportni

molekula. PfestoZe je LA intenzivné zkouman, stale chybi presvédCivy dukaz
0 jeho zapojeni do regulace homeostazy Zeleza nebo vstiebavani Zeleza

I; Z tenkého stifeva pri fyziologickém stavu.

39

. -




Jeho UCinky vétSinou souvisi se schopnosti vazat zelezo a jiné molekuly,
napf. rizné bunééné povrchové molekuly, DNA, heparin, aj (45).

Uginky LA :
1. antibakterialni — bakteriostaticky i baktericidni
antivirovy
antifungalni
antiparaziticky
antitumorovy
ovlivnéni zanétu
imunomodulaéni
ovlivnéni hypersenzitivni reakce

© o NN

enzymaticka aktivita

10.regulace transkripce gend

11. pfirozeny antioxidant

12.ochrana pred lipidovou peroxidaci

Antimikrobialni aéinky

LA ma extrémni schopnost vazat zelezo. Antimikrobialni schopnost LA
byla dlouho prisuzovana pfedevSim vychytavani Zeleza, coz je jedna
z esencialnich Zivin pro patogeny. Pfi nedostatku zeleza dochazi k zastaveni
rastu bakterii (49).

Dal$i mechanismus antibakteridlniho uéinku LA je nezavisly na zeleze.
Je zajistén vazbou LA na lipopolysacharid G- bakterii. LA je schopen
destabilizovat vnéj$i membranu G- bakterii, coz vede kuvolnéni
lipopolysacharidu (49). Tim dochazi ke zméné permeability membrany, zvyseni
citlivosti k jinym antibakteridlnim plsobkim a nasledné smrti mikroorganismu
(50).
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Antivirové acinky

LA pusobi hlavné preventivné, nez virus napadne bunku. U napadenych
punék uZz nema Zzadny inhibicni efekt. Blokuje v hostitelské bunce mista,
ktera funguiji jako receptor pro vir (51).

Antitumorové pasobeni

LA puUsobi riznymi mechanismy (napf. se podili na aktivaci NK bunék,
rozviji makrofagovou cytotoxicitu). Na zvifecich modelech byla dokazana
schopnost LA branit rozvoji experimentalnich tumord, vétsinou ale jeho pozitivni

plsobeni nesouvisi s vazbou Zeleza (52).

Ovlivnéni zanétu

LA kompetuje s L-selektinem o vazbu k lipopolysacharidu a tim snizuje
produkci  kyslikovych radikall. L-selektin je lipopolysacharidovy receptor
na bunééném povrchu neutrofill. Lipopolysacharid se vaze na L-selektin,
nasledné dochazi k aktivaci leukocytli, oxidativnimu vzplanuti a tvorbé volnych
reaktivnich radikala.

Soucasné LA ovliviiuje zanétlivou reakci organismu a tvorbu ROS i jinym
mechanismem, ktery je dan jeho schopnosti vazat Zelezo. Zelezo je zékladni
slozkou kontroly tvorby ROS. Tvorba hydroxylového radikalu vede k rozvoji
fagocytarni mikrobicidni aktivity a k lipidové peroxidaci ROS véetné
hydroxylového radikalu mize reagovat se vSemi typy biologickych molekul,
coz nasledné mize vést k naruseni funkce téchto molekul a tim k poskozeni
organismu. V pfitomnosti Fe? peroxid vodiku spontanné pfechazi
v hydroxylovy radikal. Fe** vznikly vtéto reakci je vazan LA a bezpeéné
transportovan do  makrofagd retikulo - endotelidiniho  systému,
kde je skladovano v podobé Ft. Endogenni LA se tedy podili na regulaci
vzniku ROS (52).
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LA chelatuje trojmocné Zelezo a tak plsobi proti tvorbé volnych radikal(.

Bylo prokazano, Zze brani vzniku hydroxylového radikalu, ktery vznika
pfi Fentonové reakci a je zodpovédny za poskozeni vsech typa molekul —
proteind, lipidU i DNA (53).

42




3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. METODICKA CAST

3.1.1. ZVIRATA

K experimentdim byli pouZiti samci (v pilotni studii samice) potkant
kmene Wistar (BioTest s.r.o., Ceska republika) o primérné hmotnosti 350 g.
7Zvitata byla chovana ve vivariu Farmaceuticke fakuity v Hradci Kralove
Univerzity Karlovy v Praze se zaji$ténou ventilaci vzduchu pro oteviené chovy,
teplotou v rozmezi 22-24°C, s volnym pfistupem ke standardni peletizované
stravé a pitné vodé. Studie byla provadéna v souladu se Zakonem &. 246/1992
Sb.o ochrané zvifat proti tyrani a pod odbornym dohledem Eticke 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 Légiva (Zentiva a.s., Ceska republika)
Isoprenalin (Zentiva a.s., Ceska republika)

laktoferin (SVUS, Hradec Kralové, Ceska republika)

chirurgické nastroje (peany, nizky, skalpely, nité apod.)

kanylky

Valu-Set, PE katetry

tlakovy snima¢ BPR-02

piné komputerizovany pfistroj pro méfeni srde¢niho vydeje a odvozenych

parametri Cardiosys® (Experimentria Ltd, Madarsko)
software Cardiosys V 1.1.
mikropipety




h

3.1.3. PILOTNi STUDIE

Tiem potkanim samicim jsme aplikovali v odliSnych davkach s Casovym
odstupem laktoferin (LA) do postranni ocasni Zily pomoci kanylky a Valu-Setu.
Jednotlivé davky intraven6zné podaného LA byly 21,2 mg/kg, 100,0 mg/kg a
47,19 mg/kg (viz Tabulka €. 2). Pro usnadnéni aplikace LA byly Zily dilatovany
nahfivanim ocasu horkou vodou. Sledovali jsme edematozni zmény a hematurii
u samice s nejvy$si davkou (100,0 mg/kg), a proto byla tato samice sledovana
v pravideinych &asovych intervalech.

Tabulka ¢. 2: Aplikace laktoferinu

pofa::r\:‘?céislo hmotnost samice | davka laktoferinu
1. 330 mg 21,2 mg/kg
: 370 mg 100,0 mg/kg
3. 350 mg 47,19 mg/kg

3.1.4. MODEL AKUTNIHO INFARKTU MYOKARDU

Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy model.
Podani nekrogennich davek isoprenalinu navozuje u potkani nejdfive absolutni
ischémii, ktera je nasledovana stavem podobnym infarktu myokardu
s manifestovanymi morfologickymi a funk&nimi zmé&nami. Pokus provedi Mgr.

Pfemysl Mladénka.

Isoprenalinovy model
Potkanim jsme podali isoprenalin s.c. v davce 100 mg/kg podle plvodni

studie Blasig et al., 1985. Za 24 h po aplikaci jsme mé&iili funk&ni parametry.




Funkéni parametry

V celkové anestezii navozené i.p. podanim 1 g.kg” urethanu ve 20%
vodném roztoku jsme provedli mérfeni srdeéniho vydeje a odvozenych
parametrd s vyuZitim  Stewartovy-Hamiltonovy  termodiluéni  metody.
Polyethylenovy katétr (0,5/1,0 mm) naplnény heparinizovanym fyziologickym
roztokem jsme zavedli pies pravou v. jugularis ext. do pravé predsiné k podani
indikatoru — chlazeny fyziologicky roztok o teploté nizsi nez 10°C o cbjemu 0,1
mi. Prostfednictvim a. carotis comm. sin. jsme zavedli termistorovy katétr
do aortalniho oblouku, coz umozniio transpulmonarni méfeni zmén teploty krve
a vytvofeni termodiluéni kfivky. Treti PE katétr {0,5/1,0 mm) napinény
heparinizovanym fyziologickym roztokem (10 IU.ml') a spojen s tlakovym
snimatem BPR-02 jsme zavedli do pravostranné a. iliaca com. Sensory jsme
propojili s piné komputerizovanym pfistrojem pro méfeni srdeéniho vydeje
a odvozenych parametr( Cardiosys®, software Cardiosys V 1.1.

Méreni termodiluni kiivky jsme provedli po stabilizaci fyziologickych funkci
ctyiikrat v pétiminutovych intervalech. Dalsi proménné byly bud simultanné
méfeny nebo pocitany:

o tlaky krve (BP). stfedni (mBP), systolicky (sBP), diastolicky (dBP);

(mmHg)

¢ srdecni frekvence (HR; tepy.min'1)

e srdeéni index (Cl; ml.min" .kg™)

e index tepového objemu (SVE mi.kg™")

+ sBP x HR (tzv. dvojprodukt, “double product’, parametr srdeéni spotieby

kysliku; mmHg.tepy.min™)

e index celkové periferni rezistence mBP/CI (Rs,totl; mmHg.mI".min.kg)

e index srde&niho vykonu, Cl x mBP (CPOI; mmHg.mL.min".kg™)

(54)

Naméfené hodnoty u modelového pipadu jsou shrnuty v tabulce &. 3.
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Tabulka &. 3: Funkéni parametry po 24 h po podani isoprenalinu s.c.

v davce 100 mg/kg

— M&reni | M&feni | Mafeni | Mareni . Sm.

| Velicina (ednotky) | g 4 &.2 &3 | ca4 | PUmer | ogen.
systolicky tiak 119 127 129 131 1265 |4,555217
(mmHg)

'stredni tlak 94 102 103 104 100,75 |3,960745
 (mmHg) _ ' :
diastolicky tiak 82 90 90 o2 885 |3,840573
(mmHg)

srdecni frekvence 475 479 482 475 47775 |2,947457
_@gqr_l_mln}

;e_%;ta krve 36,8 36,9 36,8 36,6 36.775 |0,108972
‘teplota indikatoru 44 0.192474
o 14.6 14 .4 14,3 14,3 14, .
srdecni vydej 46 53 52 48 4975 |2.861381
((ml/ mln}l

tepovy objem 0.1 0.11 0,11 0.1 0,105 0,005
ml / ader)

dvojprodukt

(FS x stredni TK) 44650 | 48858 | 49646 | 49400 | 481385 |2034,161
(mmHg*ader / min)

periferni odpor

{mmkigemin / mi) 205 | 1936 | 1975 | 2189 2039 |0,096817
srdecni prace

il minrmmHg) 4298 5375 5371 4941 4996 25 | 440,0269
index srdecniho

Videje (ml/min/kg) | 1868 | 2151 | 2129 | 1939 | 202125 | 12,1771
index tepového

objemu 0,408163 | 0,448979 | 0,448979 | 0,408163 | 0,42857 |0,020408
ml / dder / kg)

dvojprodukt

(FS x stfedni TK) 182244 9 | 199420 4 | 202636,7 | 201632,6| 1968484 | 8302,7
| {mmHg*ader/min/kg)

\index perifernino

odpory 8,391836 | 7902040 | 8,061224 | 8934693 | 8,32245 |0,395171
|(mmHg*min / ml / kg)

/index srdeéni prace

i/ min'mmbig 1 kg) | 17542.85| 2193877 | 21922,44| 20167,34| 20392,9 1796,028
' hmotnost zvifete 245

'hmotnost komor

{bez krve (g) 1.256

'hmotnost komor 5 1

bez krverkg (%o) ;
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31.5. PODANI LAKTOFERINU

Tii dny jsme aplikovali 3 potkan(im opakované laktoferin (LA) v davce 20
ma/kg kazdych 24 hodin. U dvou z téchto tfi zvifat (LAH, LAI2) jsme aplikovali
isoprenalin (1SO) knavozeni IM a jeden z nich (LA1) slouZil jako kontrola
pez 1SO. Gtvrtému a patému potkanovi (LAI3, LAI4) byl aplikovan jednorazové
LA v davce 50 mg/kg a po 5 minutach ISO (viz Tabulka €. 4).

Tabulka &. 4: Schéma podani laktoferinu

N 1.den [ 2.den|3.den| 4.den 5. den
F 20mg/ |20mg/ | 20mg/

kgLA |koLA |kgia | 'SO *
LAI1 |m 250 225 | 250 255 240
LA 5 4,5 5 -
| (urethan) - - - 25,5mg (1,4ml)
20mg/ |20mg/ | 20mg/
kgLA |kg LA (kg la| 18O *
LAI2 |m 250 250 | 255 260 240
LA 5 5 5,1 -
| (urethan) - - 26 mg (1,4ml)

20mg/ |20mg/ |20mg/

kgLA |kgLA |kgta ! 7
LA1 m 250 250 260 240
LA 5 5 52
| (urethan) - - - (1,4ml)
50mg/
kg LA +| +
1SO
LAB 275 | 245
LA 13,75
I (urethan) | 27,5mg | (1,5ml)
50mg/
kg LA +| +
ISO
LAl 260 | 245
LA 13

| (urethan) | 26 mg {1,5ml)

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

m (s) — hmotnost srdce v gramech
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Ziskané hodnoty a veliCiny tykajici se podani LA a I1SO konkrétnim
potkanilm slouzily kindexaci a grafickému zndzoméni vztahu podani
isoprenalinu, laktoferinu nebo laktoferinu a isoprenalinu na vitélni funkce srdce
(viz. Vysledky).

3.2. HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

Tkaft odebranou pro histologické vySetieni jsme nejprve fixovali
a oznaili &islem, pod nimZ je vzorek evidovan. Nasledné jsme
vzorek odvodnili, projasnili, prosytili parafinem a zalili vzorek do parafinu. Poté
jsme pfipravili histologické rezy, které jsme dale upravovali. Po odparafinovani
preparatl jsme pfistoupili k histologickému barveni. Obarvené preparaty jsme
zamontovali do kanadského balzamu. Po zaschnuti byly vzorky pfipraveny
pro analyzu svéteinou mikroskopii.

3.2.1. CHEMIKALIE, PRISTROJE A NASTROJE UZITE PRI
HISTOLOGICKEM ZPRACOVANI

aceton (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
alcianova modf (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 Bmo)

jodignan sodny (Lachema Bmo)

kanadsky balzam (Lachema Brno)

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

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

kysely fuchsin (ACROS ORGANICS)

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

parafin (PARAMIX — HOLICE)

Ponceau RR (Loba-Chemie, Wien, Austria)

siran hlinity (PENTA - CHRUDIM)

svétla zelen (Fluka AG, Switzerland)

xylen (Kutich Hradec Krélové)

Zluta krevni sul {kalium ferrokyanatum) (PENTA — CHRUDIM)

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

laboratorni sklo (kadinky, odmérné vaice apod.)

kyvety

podlozni a kryci skli¢ka

sankovy mikrotom (Leitz-Wetzlar, Reichert)

rotacni mikrotom (MPS-2)

svételny mikroskop (Hund Wetzlar V 300)

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

digitaini kamera Pixelink PL — A642 (Vitana Corp., USA)
software LUCIA verze 4,71 (Laboratory Imaging Prague, CR)

3.2.2. ZPRACOVANI MATERIALU PRO HISTOLOGICKOU ANALYZU

Fixace je rychlé vysrazeni (denaturace) bilkovin, protoplasmy bunék
a tkani fixacnimi prostiedky. Cilem je zabranit samovolnému rozkladu tkéné
neboli autolyze. Ta je podminéna plsobenim enzym( a vede rychle k hrubym
zménam protoplasmy aZ k upinému rozkladu bunék a tkani. Fixace musi byt
Setrnd, aby byla zachovana pokud mozno takova struktura tkans, jakou ma tkan
zaZiva. Fixace dale nesmi porusovat barvitelnost tkdné a musi do tkané rychle
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pronikat. Tkan resp. vzorek tkané je nutno vioZit do fixace co nejrychleji
po odebrani. U celych organt se fixaéni roztok vstfika pfimo do cév.

K fixaci se pouziva Bouinova tekutina. Minimaini doba fixace je 24 hodin
- zalezi na velikosti vzorku. Po skonéeni fixace je nutno vzorek dale
zpracovavat. Tato procedura sestdva zodvodnéni, projasnéni, prosyceni
parafinem a nasleduje vlastni zaliti vzorku do parafinu. Pfi projasnéni jde
o odstranéni ethanolu z tkané. PFi prosycovani nesmi tepiota parafinu prekrogit
58°C.

Bouinova fixa¢ni tekutina
nasyceny roztok kyseliny pikrové 300 mi
neutralni formol 100 mi

pred pouZitim se pfidava 3 — 5 ml kyseliny octové iedové na kazdych 100
ml roztoku

Neutraini formol

K neutralizaci formolu se pouziva praskového CaCO; nebo MgCOs.
Nasype se do lahve s formolem asi do vySe 2 — 5 cm, obéas se protiepe a
béhem nékolika dnd 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

Kvlastnimu zaliti tkané do parafinu se pouZiva zkvalitnény
a prefiltrovany parafin. Ten se ziska tak, Ze k pfetavenému parafinu pfidame 3
~ 5 gramd véeliho vosku na 100 grami parafinu. Zalévani se provadi
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v kovovych rozebiratelnych komurkach, do nichz se umisti zpracovavany
material. Kdyz je parafin tuhy, blodek se ofizne tak, aby vrstva parafinu kolem
vzorku byla Siroké 3 — 5 milimetr a uloZi se do oznaceného saéku.

Pred krajenim se bloCek piitmeli k dievénému $palitku. Kréjeni
se provadi na sankovém mikrotomu (Reichert). Nejprve se bloéek musi nahrubo
prokrajet kviastni tkani. Pak se nafidi hlavice mikrometrického S$roubu
na Zadanou tloustku fezl a kraji se tenké fezy o tloustce 5 — 7 mikrometra.
Parafinove fezy se opatrné piendseji do kapky destilované vody na podioznim
sklitku. To je pfedem nutno potfit smési bilku s glycerolem, aby se fez
na sklicko pfilepil a pozdé&ji béhem barveni ze sklitka neodplaval.

Smés glycerolu s bilkem
K vajeénému bilku pfiddme stejné mnozstvi glycerolu, uslehame
a prefiltrujeme. K filtratu pfidame maly kousek kafru za Ui¢elem konzervace.

Rez se na podioznim sklicku napne pomoci preparaénich jehel a skli¢ko
se polozi na elektrickou plotnu, ktera je zahrata na 40°C. Kdyz se fez narovna,
sejme se zplotny a pfebyteCna destiiovana voda se nechd odkapat nebo
se odsaje filtracnim papirem. Podlozni sklicko se oznaCi pomoci diamantu
Cislem zpracovavaného vzorku a ulozi se do termostatu vyhiatého na 38°C
az 40°C.

Histologické fezy se dale barvi. Pokud prohlizime preparat v optickém
mikroskopu, jednotlivé slozky tkané se takika nelisi lomivosti svétla. PFi barveni
vyuzivame toho, Ze rlizné soucasti bunék a tkani vaZou rlzna barviva, takze je
v mikroskopu zfeteiné rozlisime. Zakladnim barvenim preparatu je hematoxylin
& eosin.

Zamontovani do kanadského balzamu
Obarvené preparaty jsme vyzvedli zkyvety sxylenem, fadné
@ naposledy otreli sklicko v okoli preparatl. Poté jsme preparaty piikryli krycim
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sklickem, na némz byla kapka kanadského balzédmu, a nechali nékolik dni

zaschnout.

3.2.3. HISTOLOGICKA BARVENI PRO SVETELNOU MIKROSKOPII

1. Hematoxylin a eosin

Odparafinovani: 3xxylen....................5 min
96 % ethanol...............5min
70 % ethanol ................. Smin
destilovand voda .......... 5 min

otfeni sklicek

Roztoky:

Hematoxylin Hill Eosin

hematoxylin 4049 1 % roztok eosinu v destilované vodé
jodicnan sodny 04g9

siran hlinity 35249

destilovana voda 710,0 m}

ethylenglykol 250,0 ml

kyselina octova 40,0 ml

Barveni: hematoxylin ..............6 - 8 min

pramenita voda .............10 min (modfeni)
otfeni sklicek

eosin.......................2 min

destilovana voda — oplachnuti

Odvodnéni: 2x 96 % ethanol — oplachnuti
ethanol — xylen (2:1)....3 min
ethanol — xylen (1:2)....3 min
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Projasnéni: 3xxylen.................3min
otfeni sklicek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni:
Jadra bunék a chrupavka modre, kolagenni vazivo rizové, svalstvo ervené.

2. Zeleny trichrom (Massonovy trichromy}

Odparafinovani: 3xxylen....................5 min
96 % ethanol..............5 min
70 % ethanol ................. 5 min
destilovanaveda .......... 5 min

offeni sklicek

Roztoky:
Roztok kyselého alkoholu: kyselinaoctova ............. 10 ml
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
piidali kyselinu octovou.

kysely fuchsin ...............2 ¢
destilovanavoda ... ... ... 200 mi
kyselinaoctova ..............2 ml

Roztok B: postup jako u roztoku A

ponceau 2R ..................2¢Q

destilovana voda .........200 mi

kyselina octova ..............2 ml
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Roztok oranze G a kyseliny fosfomolybdenové:
destilovana voda ... ...............200 ml

kyselina fosfomolybdenova ... ... 109
oranzG ..........c..eviev i v 4 g

Roztok metylenové zelené:

destilovanavoda .................100 ml

metylenova zelen ................0,2 ¢

kyselinaoctova ....................0,5ml
Barveni: hematoxylin................4 min

destilovana voda — oplachnuti

diferenciace v kyselém alkoholu za kontroly mikroskopem

pramenitavoda ............. 5 min

destilovana voda — oplachnuti

kysely fuchsin-pconceau...4 min

1% kyselina octova — oplachnuti

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...................3min
otfeni sklicek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni: Kolagenni vldkna zbarvena zelené.
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3. Pearlsova reakce na trojmocné Zelezo

Odparafinovani: 3xxylen ....................5 min
96 % ethanol..............5min
70 % ethanol ................ 5 min
destilovanavoda .......... 5 min

otfeni sklicek

Reakce: Stejna mnoZstvi Cerstvé pfipraveného roztoku 4% ferrokyanidu
draselneho a 4% kyseliny chlorovodikové jsme smisili, roztok jsme zahfivali
ve vodni ldzni na 60°C, poté jsme barvili pfiblizné 2 minuty.

destilovana voda (vypirani).........................cc oo oo 5 min

jadrova Cerven (dobarveni)..................... .o oo v NEKOITK S
Odvodnéni: 2x 96 % ethanol — oplachnuti
ethanol — xylen (2:1)....3 min

ethanol — xylen (1:2)....3 min

Projasnéni: 3xxylen.................3min
otfeni sklicek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni:
Trojmocné zelezo je zbarveno modrie, jadra bunék Cervené.

Odparafinovani: 3xxylen ....................5 min
96 % ethanol............... 5 min
70 % ethanol ................. 5Smin

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




otfeni sklicek

Barveni:
Weigertiv hematoxylin............ 15— 20 min
pramenitavoda .....................5min
destilovana voda.....................oplachnuti
pikrofuchsin...........................5 =10 min
destilovana voda.....................oplachnuti (rychle)
ethanol 70% ...........................oplachnuti (rychle)
ethanol 80%..........cccoccveeeveeeeeenee oplachnuti (rychle)
ethanol 96%.............ccevmeeiemeeneeen. oplachnuti
ethanol 96%.............ccceevvveenneenn. oplachnuti
ethanol — xylen 2:1...................oplachnuti
ethanol — xylen 1:2...................oplachnuti
3xxylen ............c.nen .3 miN
Roztoky:
Weigertuv Zelezity hematoxylin
roztok A roztok B
ethanol 86%........... 100,0 mi destilovanavoda .............. 95,0 ml
hematoxylin ............1,0m chiorid zelezity................... 0649

kyselina chlorovodikova.....0,75 ml

Roztok A : Roztok B = 1:1

Pikrofuchsin:
za studena nasyceny roztok kyseliny pikrové..............100,0 ml
2% roztok kyselého fuchsinu.................. ... ccccccvee e e..6,0 ml

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

Odvodnéni: 2x 96 % ethanol — oplachnuti
ethanol — xylen (2:1)....3 min
ethano! — xylen (1:2)....3 min
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Projasnéni: 3xxylen.................3min
otfeni sklicek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni:
Jadra se barvi éemohnédé, kolagenni vazivo Cervené, svalstvo zluté.
(59)
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4. VYSLEDKY
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Nejprve jsme proved!i orientaéni pilotni studii, ktera ukazala zakladni
parametry podavani laktoferinu, poté jsme na ni navazali studii vlivu laktoferinu
na model akutniho infarktu myokardu.

4.1. PILOTNi STUDIE

Pfi intraven6znim podani laktoferinu (LA) byly pozorovany markantné;si
projevy poskozeni tkani navozené LA (edém a hematurie) pouze pfi nejvyssi
podané davce 100 mg/kg.

Tabulka ¢. 2: Aplikace laktoferinu

p°fa::r‘:$:is'° hmotnost samice | davka laktoferinu
1. 330 mg 21,2 mg/kg
2. 370 mg 100,0 mg/kg
3. 350 mg 47,19 mg/kg

V prubéhu hodiny doslo u samice s nejvy$si davkou LA k otoku v Selistni
oblasti s vyrazné rozsifenymi pory a vyskytla se u ni hematurie. Samice byla
tedy pozorovana v pravidelnych éasovych intervalech a po 6 hodinach byl otok
zmensen 0 75 %, ale pory byly stale rozsifené.

U zbylych dvou samic se v &elistni oblasti vyskytl velice nepatmy otok,
hematurie se nevyskytla viibec.
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4.2. VLIV LAKTOFERINU NA MODEL AKUTNIHO INFARKTU
MYOKARDU

Podani nekrogennich davek isoprenalinu navozuje u potkani nejdfive
absolutni  ischémii, ktera je nasledovana stavem podobnym IM
s manifestovanymi morfologickymi a funkénimi zménami.

Ziskané hodnoty a veliiny tykajici se podani LA a I1SO konkrétnim
potkanim  slouZily kindexaci a grafickému znazomeéni vztahu podani
isoprenalinu, laktoferinu nebo laktoferinu a isoprenalinu na vitalni funkce srdce .

Index vihké hmotnosti komor (wet ventricle index)

Index vihké hmotnosti komor predstavuje pomér hmotnosti komor
a hmotnosti zvitete [%¢]. 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 ISO. Zvy$eni indexu je dano
navozenim IM.

U kontrolniho vzorku (LA1, viz Tabulka ¢. 4: Schéma podani laktoferinu)
s opakovanym podanim LA (3x20 mg/kg), LA sam o sobé zvySuje hodnoty
podobné jako podani ISO - to vyplyva z jeho biologickych Geinki plynoucich
Z i.v. podani, které stimuluje imunitni reakci (viz edematozni projevy v pilotni
studii).

Mnohem vyssi hodnoty 4,0 az 50 % byly dosazeny u kombinaci
opakovaného podani LA (3x20 mg/kg) a I1ISO (LAI1 a LAI2) a kolem 5,0 %e
u pfipadl sjednorazovym podanim LA 50 mgkg + ISO (LAI3 a LAI4)
(viz Graf &. 1).
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Graf €. 1: Index vihké hmotnosti komor

. index vihké hmotnosti komor
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Index srde¢niho vydeje (cardiac index) [mlimin/kg]

Index srdetniho vydeje se rovna poméru srdecniho vydeje [ml/min]
a hmotnosti zvifete [kg]. Vy$si 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 pokiesem srdeéniho vydeje - krajni
hodnoty az pod 100 mi/min/kg. Hodnota u LA1 (opakované podani LA 3x20
mg/kg) se blizila hodnoté 300 ml/min/kg, po podani LA 3x20 mg/kg + ISO (LAI1
a LAI2) se hodnoty pohybovaly vrozmezi 200 az 300 ml/min/kg
a pfi jednorazovém podani LA 50 mg/kg + ISO (LAI3 a LAI4) kolem 200
ml/min/kg (viz Graf €. 2).

Diky znac¢né variabilité a individualité vystup( pfi podani laktoferinu nelze
Jednotiivé druhy podani pro nizky pocéet zvitat hodnotit.
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Graf &. 2: Index srdeéniho vydeje
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4.3. VYHODNOCENI HISTOLOGICKYCH PREPARATU

Na histologické ovéfeni zmeén, které po experimentalnim podani
laktoferinut a nasledné isoprenalinu vyvolaly ve strukture myokardu obraz
podobny nalezu pii akutni infarzaci, jsme zvolili pficné i podélné fezy celym

vypreparovanym srdcem.

Fotodokumentace a digitalizace mikroskopickych nalezd 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 realizovateina, protoze zmény nalezené v poskozeném myokardu
byly pfili§ difuzni a nebylo je mozno odlisit pomoci ploéné ¢i barevné diference.

Pro lepéi instruktivnost nalezi uvadime na pocatku obrazové
dokumentace histologicky fez kontrolniho intaktniho myokardu (obrazek €.1).
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Pfi stfednim a vétSim zvétSeni vidime, Zze svalové burky v oblasti
gerstvého infarktu jsou dobfe ohranitené, zachovavaji sv(j tvar,
ale jejich cytoplasma se stava abnormalné eozinofilni. Pficné pruhovani je
v nékterych kardiomyocytech zachovano, v nékterych vs$ak jiz nebylo
pozorovatelné. Na nékterych usecich byla patrna i forma hrubsiho granulamiho
rozpadu takto postizenych bunék (obrazek ¢. 2 a 3). Jadra v takovychto
oblastech se rozpadla karyolyzou nebo karyorexi. Na uritych dsecich hranice
nekrotické a zachovalé tkané byly pozorovateiné i prufezy dystroficky
zménénymi myocyty s vyraznym hydropickym vakuolizovanim cytoplasmy
(obrazek €. 4). Velmi napadnym nalezem byla pfitomnost leukocytarniho
infiltratu v intersticiu a rovnéz vyrazna leukostaza v kapilarach myokardu
(obrazek ¢&. 5). Zvlasté na piehlednych podéinych fezech je dobie patmy
gradient sméru a hustoty leukocytamiho infiliratu od stredni ¢asti myokardu
k jeho hrotu (obrazek &. 6).

Pfi vétsim zvétSeni bylo mozZzné tento infiltrat lokalizovat jednak
v subendokardialnich oblastech ( tam mél dokonce ioziskovy charakter), jednak
v obdobném uspoféadani, ale spiSe v difusni formé, i v subepikardialnich
lokalizacich (obrazek ¢.7 a 8).

Pfi velkém zvétSeni byly dobfe pozorovatelné histologické zmény

zplsobené ischemickou nekrézou srdecni svaloviny.

Leukostaza vytvorena v kapitarnim fecisti zasobujicim myokard je
tvorena pfevazné nahromadénymi neutrofilnimi leukocyty. Postupné tyto burnky
prostupuji intersticiem, které je edematézné prosaknuté a oddaluje od sebe
kardiomyocyty intaktni i ty, které jiz podlehly Gplné nekréze s rozpadem jader,
Ztratou pfiéného pruhovani a zvySenou eozinofilii cytoplasmy, zplsobenou
koagulaci bilkovinnych komponent {obrazek &. 9).

Zvlasté instruktivni byl takovyto obraz pozorovan pii velkém zvétseni
na preparatech barvenych kombinaci pomoci jadrového barveni Zelezitym
hematoxylinem podle Weigerta a van Giesonova barveni pikrofuchsinem. Tam
se nekroticky rozpad myocytl a jejich degranulovany obsah dobfe barevné
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odlisil od Cervenofialového zbareveni vlaknitych komponent vazivové tkané
intersticia a tmavych vietenovitych jader fibroblastl. Soucasné byla pozorovana
ve stejné lokalité pfitomnost elementl polymorfonuklearniho infiltratu (obrazek
¢. 10).

Nutno poznamenat, ze tento typ ischemické nekrézy v Case odbéru
po 24 hodinach od expozice isoprenalinu nemél jesté zaznamenatelné
charakteristické znaky pozdnich zmén akutniho infarktu myokardu — tj. loZiska
kompletniho rozpadu bunék svalu i intersticia s demarkaéni linii leukocytarniho
valu, jaka jsou v takovychto ¢asovych intervalech obvykle pfitomna.
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— barveni: hematoxylin - eosin,

1. KONTROLA — zdravy myokard

Obrazek C.

zvétSeni: 40x

hematoxylin - eosin, zvétseni: 200x

i.

Obrazek €. 2: LA+ISO - myokard — barven
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Obrazek &. 3: LA+ISO - myokard — barveni: Weigertliv Zelezity hematoxylin —

van _Giesonuv pikrofuchsin, zv&tSeni: 200x




QObrazek ¢. 5: LA+ISO — myokard — barveni: hematoxylin - eosin, zvét$eni: 400x
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Obrazek &. 7: LA+ISO — barveni: Weigertiv Zelezity hematoxylin — van
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Giesonuv pikrofuchsin, zvétseni: 100x
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Obrazek €. 9: LA+ISO — myokard — barveni: hematoxylin - eosin, zvétSeni: 100x

| ] T

Obrazek &. 10: LA+ISO — myokard — barveni: Weigertiv Zelezity hematoxylin —

van Giesonuv pikrofuchsin, zvét$eni: 400x
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5. DISKUSE

71




Cilem nasdi prace bylo charakterizovat ucinky laktoferinu v organismu
zdravého zvifete a zvifete s indukovanym infarkiem myokardu. Hlavnim
zamérem bylo ovéfit moznost vyuziti laktoferinu jako chelatoru Zzeleza
a tim stanoveni jeho protektivnich G€inkG pfi vzniku volnych kyslikovych
radikald.

Jelikoz nase prace byla zalozena na schopnosti laktoferinu chelatovat
zelezo, seznamili jsme se zprvu s roli, metabolismem a regulaénimi cestami
tohoto prvku v organismu. Redoxni vlastnosti Zeleza ho ¢&ini nezbytnym
pro zakladni bunécné funkce, ale diky této vlastnosti je také dulezitym
katalyzatorem chemickych reakci volnych radikall, nasleduje oxidativni stres
a bunécné poskozeni. Tyio reakce maji diky produkci volnych radikald
patologicky charakter.

S ohledem na kli¢ovy vyznam i potencialni toxicitu musi byt mnozstvi
zeleza a jeho distribuce v ramci organismu regulovany. V nékolika poslednich
letech bylo dosazeno pokroku ve studiu kinetiky Zeleza na drovni organismu
i jednotlivych organu a bunék, byly popsany nové proteiny, které se téchto déji
ZGcastnuji, ale mnohé mechanismy zUstavaji nevyjasnény.

V soucasnosti se medicina zabyva vyhledavanim latek, které by plsobily
protektivné pii ischemicko - reperfaznim poskozeni, ale i u dalSich
patologickych stavll zapfic¢inénych pusobenim volnych kyslikovych radikal(.
Hledaji se prirodni i syntetické antioxidacné pulsobici latky. Pozornost
také upoutaly latky, které chelatuji Zelezo v organismu a tim snizuji jeho aktivni
mnozstvi. Vyznamnym chelatorem Zzeleza je deferoxamin. Hiedaji se dalsi
struktury, které by se daly vyuzit pro jejich protektivni plsobeni.

Velmi perspektivni molekulou v této oblasti se jevi laktoferin. Laktoferin je
télu vlastni glykoprotein. V organismu vykazuije mnocho  uU&inkd,
véetnd schopnosti chelatovat Zelezo. Svoji strukturou a biochemickymi
vlastnostmi ukazuje, ze mize hrat uréitou roli v metabolismu Zeleza jako jeho
transportni molekula. PiestozZe je ale laktoferin intenzivné zkouman, stale chybi
presvédCivy dlkaz o jehc zapojeni do regulace homeostazy Zeleza. DalSi
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pusobenim volnych kyslikovych radikall. Laktoferin pfedstavuje slibny &ldnek
v ochrané tkani vi&i Zelezem — katalyzovanym reakcim.

Co se tyka lokalizace, soustredil se nas zajem predevSim na zmeény
v myokardialni tkani, predevsim na ischemicko — reperfuzni poSkozeni.

Zaméiili jsme se na metabolismus Zzeleza v organismu, hlavné
na spojitost mezi hladinami Zeleza v organismu a vyskytem kardiovaskularniho
poskozeni. Vychazeli jsme zmnohych experimentalnich studii, pfevazné
zahraniénich, zaméfenych na tuto problematiku. Rada studii prokazovala
souvislost mezi nadmérnymi hladinami Zeleza v organismu a kardiovaskularnim
poskozeni. Nékteré studie tuto souvislost ale nepotvrdily.

Pro experiment jsme pouZili jako zvifeci model samce i samice
laboratomiho potkana kmene Wistar. Pro studium infarktu myokardu jsme
vybrali isoprenalinovy model. V celkové anestezii jsme provedli méfeni
srdeéniho vydeje a odvozenych parametri: s vyuzitim Stewartovy — Hamiltonovy
termodilu¢ni metody. Nasledné jsme provedli histopatologické vysetfeni.

Z vysledkad naseho experimentu jednoznacné nevyplyva,
Ze by dochazelo k vyraznému protektivnimu 0cinku laktoferinu pfi ischemii
myokardu. Pouzili jsme ale maly pofet experimentalnich jedincd,
proto nemUzZeme protektivni efekt laktoferinu zcela vyloucit. Navic jsme
u jedncho zvifete, kterému byl opakované podavan taktoferin, zaznamenali

mensi znamky poskozeni myokardu oproti dai$im experimentainim zviratam.

Protoze pii ischemicko — reperfiznim poskozeni hraje dalezitou roli
Zelezo, zamysleli jsme také lokalizovat depozita zeleza ve strukturach
poskozeného myokardu. Pfes opakované pouziti specifickych metod a jejich
modifikaci se nam to ale nepodarilo.

My jsme podavali laktoferin pouze i.v. jednordzové nebo i.v. opakované

(3 aplikace). V navazujicich studiich by bylo vhodné pouzit vétsi pocet
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experimentalnich jedinc a vyzkouset jiné formy podani lakioferinu
(p.o. dlouhodobé) v rliznych davkovych schématech.

Nase vysledky sice neukazuji na jednoznacné protektivni puscbeni
laktoferinu pfi ischemicko — reperfuznim poskozeni myokardu, ale dal$i studie
by mohly vést k osvétleni U€inku laktoferinu pfi tomto patologickém stavu
a knalezeni optimainiho davkového schématu, délky a zplsobu podavani
laktoferinu.
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6. ZAVER
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i

Zavérem mlZeme konstatovat, 2e se nam nepodafilo jednoznacné
prokazat protektivni Géinek laktoferinu pfi ischemicko — reperftiznim poskozeni
myokardu. Pies opakované pouziti specifickych metod a jejich modifikaci
se nam nepodafilo ani lokalizovat depozita zeleza ve strukturach poskozeného

myokardu.

Nejprve jsme provedli pilotni studii podavéani laktoferinu, na ni jsme
navazali studii vlivu laktoferinu na model akutniho infarktu myokardu.
Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy model.
K experimenttm jsme pouzili samce i samice laboratorniho potkana. Potkaniim
jsme podaii isoprenalin s. ¢. v davce 100 mg/kg a za 24 hodin po aplikaci jsme
méfili funkéni parametry. V celkové anestezii jsme provedli méfeni srdeCniho
vydeje a odvozenych parametrld s vyuZitim Stewartovy — Hamiltonovy
termodiluéni metody. Daéle jsme provedli histologické vySetfeni vybranych
organd se zaméfenim na myokard.

Na histologické ovéfeni zmén, které po experimentainim podani
laktoferinu a nasledné isoprenalinu vyvolaly ve struktufe myokardu obraz
podobny nalezu pfi akutni infarzaci, jsme zvolili pfiéné i podélne fezy celym
vypreparovanym  srdcem. Pfi velkém zvétdeni byly dobfe pozorovatelné
histologické zmény zplsobené ischemickou nekrézou srdecni svaloviny.
Zvlasté instruktivni byl takovyto obraz pozorovan pii velkém zvétSeni
na preparatech barvenych kombinaci pomoci jadrového barveni Zelezitym
hematoxylinem podle Weigerta a van Giesonova barveni pikrofuchsinem.

V navazujicich studiich by bylo vhodné vyzkoudet dalSi moznosti
podavani laktoferinu (p.0.) v ruznych dévkovych schématech. Dalsi studium
Uéink(l laktoferinu by mélo byt pfinosem v terapii onemocnéni zapfi¢inénych
pasobenim volnych kyslikovych radikald.
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Priloha €. 1: Distribuce Zeleza u dospélého &lovéka
Ptiloha ¢. 2: Transport Zeleza pres intestinéini epitel

Priloha €. 3: Cyklus transferinu



Pfiloha &. 1: Distribuce zeleza u dospélého &lovéka (Andrews, N. C., 1999)

Dietary iron

Duodenum
{average, 1-2mg
per day) _

Utilization . Utilization
G ]
¥,
. Plasma !
| e (FANSTRITIN m— '
- {3 mg)
% Bone marrow
Muscle_ 1300 mg)
{myoglobin) Circulating ',
(300 mg} ! erythrocytes
e —r— J | (hemoglobin)
(1800 mg) - .
1
Y
Storage )
iron
Liver Reticulo-
parenchyma endothelial
macrophages
(1000 mg) (600 mg)

Stoughed mucosal cells
Desquamation
Menstruation

Other blood loss
]Eaverage, 1-2 mg per day)l

\/

Iron loss




Pfiloha ¢. 2: Transport Zeleza pies intestinalni epitel (Andrews, N. C., 1999)
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Pfiloha €. 3: Cyklus transferinu (Andrews, N. C., 1999)
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