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1. UVOD




Zelezo je pro zivot nezbytny kovovy prvek, ktery plni v organizmu mnoho vitalnich
funkci. Je esencidlni pro bunécny metabolismus a funkei Zivotné duleZitych enzymu.
Normalngé jsou tkanové hladiny Zeleza precizné regulovany, aby se minimalizovaly
potencialni toxicke efekty Katalyticky aktivniho Zeleza. (1, 4) ZvySené mnoZstvi Zeleza
(akutni 1 chronické) je spojeno s po¢tem chorobnych stavii. V nékolika epidemiologickych
studiich vystupuje zelezo jako potentni rizikovy faktor chronické srdeéni choroby, zvysené
hladiny Zeleza v téle se spojuji se zvy3enym rizikem infarktu myokardu. Zelezo je prechodny
kov, ktery v redox aktivni formé podnécuje oxidacni stres a tkariové poskozeni katalyzovanim
toxickych redoxnich reakei, které produkuji volné radikély. Zelezo je proto pres lipidovou
peroxidaci zahmuto do patogeneze aterosklerdzy. (31, 32, 34) Kardiomyopatie
z predavkovani Zelezem je nejcasté)si piicinou srdeéniho selhani u mladych dospivaticich a je
¢asto spojena s arytmiemi. (4) Presto jsou dukazy z prospektivnich lidskych popula¢nich
studii nejednotné, prinesly ve vztahu hladin Zeleza ke kardiovaskuldarnim chorobam
rozporuplné vysledky s prohlaSenimi od silné pozitivnich k zcela negativnim.

Volné¢ radikaly jsou pfili§ reaktivnimi elementy, nez aby mohly byt tolerovany
v Zivych tkénich. Aerobni organismy pouZivaji sofistikovany obranny systém vici produkci,
propagaci a pusobeni volnych radikali a jinych toxickych entit. Produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS), z nichz je hydroxylovy radikal nejtoxi¢téjsi, se iniciuje radikalova fetézova
reakce smérem k poskozeni makromolekul (lipidy, proteiny a DNA). (15)

VnaSi praci jsme se zaméfili na myokard a jako vhodny model studia

vt s

isoprenalinovy model. Podanim nekrogennich davek isoprenalinu u potkanii jsme tak
simulovali stav blizky IM. Soub&Zné byl podavan laktoferin, ktery jako chelator Zeleza
pfedstavoval protektivni slozku tohoto zasahu. Isoprenalin jako synteticky katecholamin
pfedstavuje vhodny model pro studium latek protektivnich viéi  ischemicko-
reperfiznimu poskozeni navozenému ROS. Vystupiiovani sympatické aktivity a zvySeni
hladin katecholaminu totiz vede ke kardiotoxicité s prokazanou Gcasti ROS.

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je stale nejcastéjdi pficina morbidity
a mortality ve vyspélych zemich. Proto rozvoj znalosti a poznatkll v této oblasti mizZe
vést minimalné ke zlep3eni kvality Zivota nemocnych trpicich jakoukoli formou ICHS.

Pfi IM je piitomna ischémie (okluze koronarni tepny) vedouci k nekréze myokardu.

Reperfize - obnova prokrveni tkan& — je esencidlni pro zachovani viability srdeéni

tkan¢, zaroven viak predstavuje riziko (ischemicko-reperfiizni poskozeni). (3, 40)




V soucasnosti nejvétsiho vyznamu nabyvaji selektivni intervence do procesu
oxida¢niho stresu chelataci ionti piechodnych kovi (Fe, Cu) - hlavné podanim
deferoxaminu. Nespecificky muze byt oxidacni aktivita tlumena &etnymi antioxidanty.
Nejvétsi pozomost je vénovana studiu klasickych (syntetickych) chelatorii Zeleza,
zejména pak deferoxaminu (v soucasnosti obéma katedrami spole¢né vedeny projekt
studia uéinku deferoxaminu). V tuzemskeé i zahraniéni literatuie jsme se hojné setkavali
s problematikou latek s protektivnimi efekty vii¢i ischemicko-reperfuznimu poskozeni,
a to v in vitro i in vivo studiich. NaSe prace se zaméfila na laktoferin, v lidském
organismu se pfirozené vyskytujici glykoprotein se silné vyjadienymi Zelezo-
chelataénimi vlastnostmi. In vitro laktoferin G¢inné ochranil vybrané potravni produkty
pred U¢inkem volnych radikalt a néslednou oxidaci. In vivo vsak jesté nebylo detailngji
studovano jeho pusobeni proti tvorbé volnych radikali u ischemicko-reperfiizniho
poskozeni 1 poSkozeni v jinych tkanich, v nichz jsou tvofeny ve vys&i mite. (4, 52)

Tato prace o transportu Zeleza u potkana byla spolu s dvéma dal$imi pracemi
zpracovana v ramci studia vlivu chelatora Zeleza laktoferinu na model akutniho IM
a histologii vybranych organovych systému (prostredky na tento vyzkum jsou &erpany
z grantu GA UK 98/2005/C/FaF). Prace byla pouZita k zavedeni metody stanoveni
zeleza v kardiomyocytu, ale také zji$téni Géinku laktoferinu na zdravé zvife a zvife
s vyvolanym infarktem myokardu. Na zaklad& ziskanych vysledku bude v pfistich
letech vypracovana metoda kvantifikace a vyhodnoceni moZného protektivniho Géinku
laktoferinu na poskozeni myokardu.

Je snaha nalézt vhodné latky, které sniZuji negativni nasledky infarktu myokardu
ROS. Studium Ilaktoferinu, latky télu vlastni, by mélo byt pfinosem v terapii téchto

onemocnéni. Bude tedy snahou prozkoumat, zda by laktoferin nemohl byt vyuzivan

jako légivo.




2. TEORETICKA CAST




2.1 Zelezo v organismu

2.1.1 Charakteristika zeleza

Zelezo je nejbéZnéjsi pfechodny prvek v organizmu. Je to pro Zivot nezbytny
kovovy prvek, ktery v organizmu a v bunikach plni mnoho vitalnich funkci. (1)

Zelezo je soudasti hemoglobinu erytrocytli (60-70 %), myoglobinu (8 %) ve
svalstvu a fady enzymi, ve viech bunkéch se vyskytuje ve formé bunéénych heminti
(jen asi 0,2 %). V retikuloendotelovém systému, zejména sleziny a jater, ale téz ve
strevni sliznici a v kostni dieni je Zelezo skladovano jako feritin a hemosiderin (asi
20 %). Pouze nepatrna frakce Zzeleza (0,1 %) se vyskytuje v plazmé vizana na
specificky beta-globulin — transferin. (2) Zelezo transportujici proteiny jako transferin
a laktoferin a Zelezo uskladilujici proteiny jako feritin a hemosiderin oddéluji Zelezo ve
formach, jez mimimalizuji pfevod elektronu z Zeleza na molekulami kyslik. (3)

Zelezo je esencialni pro bunéeny metabolismus a funkci enzymii. (4) Zelezo hraje
duleZitou roli v mnoha aspektech mitochondridlniho metabolismu. (5) Buriky potiebuiji Zelezo
k syntéze DNA, RNA a proteind, k transportu elektroni, respiraci, proliferaci, diferenciaci
ak regulaci genové exprese. Zelezo je soucasti pro bunku Zivotné dilezitych enzymiu napi.
oxidazy, katalazy, peroxidazy, ribonukleotidreduktazy, akonitdzy, cytochromi a syntazy
oxidu dusnatého. Jednou z hlavnich funkci Zeleza je ucast pii transportu kysliku (jako soucast
hemu). (1) Zelezo je také faktorem virulence mikrobialniho ristu. (3)

V buitkdch je Zelezo uloZeno hlavné v biologicky neaktivni formé, vazano ve
feritinu. (6) Normalné jsou tkafiové hladiny Zeleza precizné regulovany a uskladnény jako
feritinovy komplex, takto se minimalizuji potencialni toxické efekty katalyticky aktivniho
Zeleza. (4) Redoxni vlastnosti totiZ Zelezo determinuji nejen pro zakladni bunééné funkce,
ale diky témto vlastnostem je také dilezitym katalyzatorem chemickych reakei volnych
radikalli, nasledovanych oxidagnim stresem a bun&nym poskozenim. (7) Peroxid vodiku
miiZze reagovat s hemoglobinem za uvolnéni redox aktivniho nizkomolekulamiho Zeleza
(LMrFe) zhemové poloviny. Toto redox aktivni Zelezo je schopno participovat
vorganickych a anorganickych kyslikoradikalovych reakeich, jako je stimulace lipidové
peroxidace a katalyzovani tvorby vysoce skodlivého hydroxylového radikalu (OH). Buriky
Jsou chranény viéi Zelezem indukovanému oxidativnimu poskozeni produkei feritinu, jenz
muze byt modifikovéan intracelulaimé do hemosiderinu. Za fyziologickych podminek vsak

nejen feritin a hemosiderin, ale 1 transferin a laktoferin chrani pted toxicitou Zeleza. (8)




Piesto musi byt Zelezo dostupné pro vyménné a metabolické potreby. V cytosolu
existuje maly chelatovatelny pool Zeleza, tzv. nestabilni zisoba Zeleza (LIP, labil iron pool),
jen je vizan na nizkomolekulami cheldtory jako jsou nukleotidy, citrdt a AK. (6, 8)

Toxicky efekt Zeleza vyplyva z jeho podstaty, Ze patii mezi tzv. piechodné kovy.
Tyto prvky, kam kromé Zeleza fadime i napf. méd, mangan, chrom aj., maji
predposledni slupku netpln€ obsazenou elektrony a vyskytuji se ve vice mocenstvich.
Maji charakter volnych radikalG a vyznamné se mohou podilet na jejich reakcich. (2)

Zvy$ené mnozZstvi zeleza souvisi se zvySenymi kardiovaskularnimi pfihodami. (9)

2.1.2 Metabolismus zeleza

Bunééné hladiny zeleza jsou velmi jemné regulovany tak, aby bylo zajidténo
jeho adekvatni (potfebné) mnoZstvi a tak minimalizovano toxické plisobeni volného
Zeleza. Hlavni kontrola homeostizy télnich zasob Zeleza je u vy3Sich organizmt
situovana v epitelidlni vrstvé duodena, kde se absorbuje dietarni Zelezo, zatimco
kontrola eliminace Zeleza se u savcl nevyvinula. (10) Environmentélni a dietarni Zelezo
je nejvice piitomno jako Fe®', coz je nerozpustna a obecné bio-nedosazitelna forma.
Takto je dostupnost Zeleza limitovana, protoze oxidovana forma kovu (Fe'") je pii
neutralnim pH extrémné nerozpustna. (11) Téméf viechny dostupné zasoby Zeleza jsou
proto odvozeny z makrofagové recyklace.

Pies intestinalni sténu vstoupi do t€la pouze 1 aZ 2 mg zeleza, pfesto je 25 mg
Zeleza potfeba pro erythropoezu a ostatni potfeby. Staré a poskozené erytrocyty jsou
fagocytovany specializovanymi makrofagy, pohlcené erytrocyty jsou lysovany,
hemoglobin je degradovan, &ast Zeleza je uskladnéna a zbytek je exportovan do
cirkulace, aby byl nasledné navazan na transferin. (12) Za fyziologickych okolnosti jsou
ztraty Zeleza z organizmu pomémé malé — odlupovanim epitelii ze stfeva a mo¢ového
traktu se ztraci v priméru 1 mg denné, takZe piijem a ztraty Zeleza z organizmu jsou

vyrovnane. K vétdim ztratdm dochazi fyziologicky u Zen v pribéhu menstruace.

ZvySena potieba Zeleza je rovnéZ v prubéhu téhotenstvi - a7 3 mg denné. (13)




Absorpce v tenkém stievé

Denni resorpce Zeleza tvofi cca 0,025 - 0,05% celkového mnoZstvi Zeleza
v organizmu a pfedstavuje tak jen malou ¢ast ze Zeleza pfijatého v potravé (z 12 az 18
mg za den se absorbuje pouze 1 aZ 2 mg). Zelezo vstupuje u obratloveid do téla primamé
hlavné v proximalni ¢asti stieva - pfes duodenum, kde se absorbuje dietirni Zelezo pfi
pH 8,1 aZ 9,3. (10} V intestindlnim lumen je Fe’' redukovano na vice rozpustné Fe*’
prostiednictvim ferrireduktazy. (15) Enterocyty jsou specializovany pro absorpci
a transport Zeleza z nitra tenkého stfeva. Prckurzorové buiiky, z nichz se diferencuji
enterocyty, pusobi pouze jako cidlo télesnych potieb Zeleza. Nezbytné proteiny pro
absorpci, uskladnéni a export jsou exprimovany v endotelu. (16)

DMT1/DTC1/Nramp2 (DMTI1- divalent metal transporter nebo také DCT1-
divalent cation transporter), prena$e¢ Zeleza v apikalnich burikach, transportuje Fe?'
ptes intestinalni povrch. Nramp2 je H /divalentni kov symportér (natural resistance —
associated macrophage protein), ktery transportuje kromé zeleza také dalsi kovy.

Po vstupu do mukoézni buiiky se zelezo stfetne s feritinem (Ft), dojde kjeho
zablokovani uvnitf proteinu a uchovani v mukéznich buiikach. V piipadé deficience Zeleza
produkuji mukoézni buiiky Ft s obtizemi a vét§ina Zeleza v bufice je transportovana do
basolateralni membrany. Diftize Fe?* pres basolaterdlni membréanu Je facilitovana plisobenim
MTP1/Tregl/ferroportinul (metal transporter protein/iron regulated transporter), ktery je
zodpovédny za export Zeleza zbuiky. Nasledné je Zelezo oxidovano hephaestinem
(ferroxidaza obsahujici méd’) na Zelezo trojmocné a takto se vaZe se na transferin. (17, 18, 16)
Absorpce intestindlniho Zeleza je regulovana mnoZstvim Zeleza v potravé, odpovédi na

celkové zasoby zeleza v téle, potiebami erythropoezy a odpovédi na akutni hypoxii. (19)

Zelezo v plazmé

V plazmé cirkuluje extracelulami Zelezo navazané na tramsferin (Tf), coZ je
protein s mimofadné vysokou afinitou pro Zelezo. (20) Tento specificky protein
zajistuje transport Zeleza od enterocyti k ostatnim burikam. Tf je jednotetézcovy sérovy
glykoprotein (Mr=80000) s dvéma vazebnymi misty pro Fe*™. (1) Receptor pro Tf (T{R)
Je transmembranovy glykoprotein tvofeny dvéma polypeptidovymi jednotkami,
spojenymi disulfidovymi mustky. (21) TfR1 je exprimovan viudyptitomné, TfR2 je
omezeny na hepatocyty, duodendlni kryptové bunky a erythroidni bufiky - méa vysoce
specializovanou roli. TfR2 vaZze Tf s pfiblizné 30x men3i afinitou nez TfR1 a jeho

exprese neni kontrolovana IRE/IRP regulatornim systémem. {12)
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Vychyt Zeleza burikami

Vychyt Zeleza z Tf zahmuje vazbu diferrického transferinu (2Fe’ Tf) na TfR na
povrchu bunék, endocytézu TE-TfR komplexu a uvolnéni Zeleza zproteinu pfi
endosomalnim pH 5,5. (22) Z endosomu je Zelezo transportovano divalentnim kovovym
nosi¢em - DMT]1, coZ je transmembranovy transportér Zeleza. Tf, stale navazany na
TfR, se pak vraci na bunéény povrch, kde je uvolnén do cirkulace. (17)

Ve vétSiné bunék je uptake Zeleza (vychytavani) primamé zprostiedkovan
vnitini vazbou komplexu Tf-Fe na vysoce afinitni TfR. Sekundarni mechanismus
uptaku Zeleza se vyskytuje diky Tf nezavislému procesu, tento proces netransferinové
vazaného Zeleza (NTBI) ma mensi roli v uptaku Zeleza za normalnich fyziologickych
podminek, ale stava se prevladajicim, kdyZz je sérové Zelezo vyznamné zvyseno
(hemochromatoza). V potkanim myokardu muZe NTBI uptake ptrevysit Tf-zavislé drahy
300 krat. Za podminek pievazujici NTBI se objevuje saturace Tf a redukce mnozZstvi
TfR, coz vede k nadmérnému uptaku Tf-independentniho Zeleza neznamou transportni
dridhou. NTBI uptake byl demonstrovan v mnoha savéich burikdch, véetné kardialnich
myocyti. Je totiZ kalciové dependentni a mbZe byt posilen ptedchozim naloZenim
Zeleza do bunek.

Myokardialni uptake Fe?' se vyskytuje diky L-typu Ca®' kanali a blok4da téchto
kandli by mohla byt uZite¢na v 1é&bé pacientd snadmémnymi hladinami sérového
Zeleza. Vyznamna slozka myokardidlniho uptaku redukovaného zeleza (Fe’') je zavisla
na elektrické excitabilit® srdce a miZe byt modulovana légivy a intervencemi, jez
zasahuji Ca” kandlovou aktivitu L-typu. Fe** permeuje Ca’™ kanaly ve vysokych

koncentracich a miZe ménit kanalovou kinetiku za nizkych koncentraci. (4)

Bunélny metabolismus Zeleza

Jakmile Zelezo vstoupi do builky, vytvai zasobu nizkomolekuldrniho chelatabilniho
Zeleza, co? je zasoba dostupnych iontl Zeleza, tzv. nestabilni zasoba Zeleza (LIP, labil iron
pool). Jsou to jak ionty Fe?' tak i Fe', které tvori komplexy s intracelulamimi ligandy -
nizkomolekularnimi chelatory jako jsou napf. citraty a jiné organické ionty, fosfaty,
karboxylaty, nukleotidy a nukleosidy, polypeptidy a fosfolipidy. (23) Nadbytek Zcleza
v LIP, ktery pfesahuje potfebné mnoZstvi pro syntézu funkéniho hemu a nehemovych
proteinti obsahujicich Zelezo, je uskladnéno uvniti Ft. (23) Za podminek velkého nadbytku

Zeleza je Ft pteveden do lysosomu, kde je transformovan do hemosiderinu. (17)
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Ferritin (Ft) je protein uskladiujici Zelezo s kli¢ovou roli v metabolismu
seleza. Ft je tvofen kostrou s dutinou, ktera je schopna uskladnit 4500 atomi Fe''
jako anorganicky komplex. Molekuly Ft jsou tvofeny dvéma typy podjednotek, H -
tézka (heavy) je duleZitd pro oxidaci Fe’' a L - light (light), kterd asistuje pfi
formaci jadra. (24) Pii nadbytku Zeleza pusobi Ft jako protein izolujici Zelezo,
chrani tak buriky pfed jeho toxicitou. Pfi nizkém obsahu Zeleza puisobi jako zdroj
jontd Zeleza, kter¢ jsou nutné pro syntézu proteini obsahujicich Zelezo. (23)
Zvyiené mnozstvi sérového Ft obecné odrazi zvySené mnozZstvi Zeleza ve tkéanich,
muze se ale nespecificky zvySovat pfi zanétu. (25)

Hemosiderin (obsahuje 37 % Zeleza) pfedstavuje malo rozpustné agregaty
Ft. (13) Nicméné jsou u jistych patologickych stavli nalezeny masivni depozice
hemosiderinu, které ale nevznikly pfimo z rozpadu Ft. (24)

Proteiny regulujici Zelezo (IRP, iron regulatory proteins) piedstavuji
senzory mnoZstvi cytoplazmatického Zeleza a kontrolory mnoZstvi proteini
zahrmutych v homeostaze zeleza: Tf, TfRI, MTP1 a DMTI1. Posttranskripéni
regulace genové exprese se uskute¢iiuje interakci mRNA s IRP. Na 5° nebo 3¢
nepiepisovanych oblastech mRNA (tzv. UTR) se vyskytuji vlasenky se smyé&kou
nazyvané elementy reagujici na Zelezo (IRE, iron responsive elements), které jsou
rozpoznavany specifickymi proteiny IRP1 a IRP2. IRPs, patfici k akonitdzové
roding, pusobi jako kli¢ové regulatory homeostazy bunééného Zeleza. (10, 26)

Nedavno byl objeven novy regulator intestindlni absorpce a homeostazy
Zeleza v buiikach - hepcidin. Je sekretovan v zavislosti na intracelularni Grovni
Zeleza a kontroluje hladinu MTP1 na bunééném povrchu. (27)

Pti zanétu a infekct nastavd bunédna retence zeleza (tzv. ,,zanétliva
regulace®). Zelezo se akumuluje v makrofagovych burikach, navic je pferuSena
intestindlni absorpce Zeleza. (12) Zelezo je totiZ esencialni pro invazivni mikrobiélni
a neoplastické buitky. Mikrobialni patogeny musi pro pfeZiti a replikaci v hostitelich

ziskat jejich zelezo. (28)
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2.1.3 Patologické stavy Zeleza

Hemochromatoza

Hemochromatoza je vrozena porucha metabolismu Zeleza, spojend se zvysenym
vstiebavanim Zeleza ze stieva a jeho excesivnim ukladdanim v n&kterych organech (jatra,
pankreas, srdce, thyreoidea, gonady, hypofyza, hypothalamus, kiize) s jejich naslednym
poskozenim. Zpravidla se rozliSuje primarni (hereditarni, idiopaticka, genetickd) a
sekundarni hemochromatdza. Vedie toho jsou popsany poruchy spojené se zvyienym
ukladanim Zeleza v jatrech (napf. africkd hemochromat6za Bantu) a hemosiderosa. (29)

Hereditirni hemochromatéza (HH) je autozomalné recesivni postizeni
vyplyvajici z mutaci histokompatibilniho antigenu HLA-A a postihuje cca 10% lidi
evropského puvodu. (4) Je to genetické poskozeni, jez v homozygotnim stavu vede
k pfedavkovani Zelezem (az 60 g v t&le), k t€Zkému prib&hu a véasné smrti obvykle na
karcinom jater, jiné jaterni choroby, kardiomyopatii ¢i diabetes. Osoby s heterozygotni
formou HH se nepravdépodobné vyvinou k predavkovani Zelezem, ale maji tendenci
mit veétsi zasoby zeleza vtéle, jak ukazuje vy$si sérovy Ft. (30) Sekundarni
hemochromatéza je jednogenové postiZeni, zapfic¢ifiuje syndromy thalassemia major
a sideroblastickou anémii spojenou s netcinnou erytropoetickou aktivitou. (4)

Zpocatku byva vklinické symptomatologii slabost, letargie, pobolivani bficha,
impotence a artralgie. Pi fyzikalnim vySetfeni dominuje hepatosplenomegalie, u pokrocilého
onemocnéni pak dale ikterus, ascites, kozni zmény a projevy srdecniho postiZeni. (29) Osoby
s HH maji zvySené riziko kardiovaskulami smrti a IM. Pfi t&7kém predavkovani Zeleza u
pacient s HH je porudena endotelialni funkce. (31) Monocyty a makrofagy pacienti s HH
uvoliiuji 2krét vice nizkomolekulamiho Zeleza nez buiiky kontrolni, co? vysvétluje vyssi

plazmatickou koncentraci potencialné katalyticky aktivniho Zeleza u téchto pacienti. (8)

Transfuzni sideroza

Dlouhodoba transfuzni terapie je Zivot zachrafujici 1é¢ba u pacientl
$ nedstupnou anémii vyplyvajici z thalasémie, selhani kostni dfené nebo agresivni 1é¢by
rakoviny. Intravenozni preparaty Zeleza (dextran Zeleza) jsou dnes b&zné podavany
v kombinaci s erytropoetinem v [é¢b& anémie u pacienti s chronickym selhanim ledvin
(CRF), stavem, ktery se vyznaduje oxidativnim stresem a zanétem. Tato léba
pravidelné zvy3uje zatizeni Zelezem, jez mlZe potencialné zesilovat oxidativni stres

a tak kardiovaskuldrni onemocnéni v této populaci. (29, 32).
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Opakovana transfuze vede krapidnimu zvétSeni mnoZstvi Zeleza a mize
zapticinit transfizni siderdzu, protoZe neexistuje mechanizmus pro exkreci Zeleza.
Zelezo je nakonec uskladnéno ve stejnych mistech jako u jinych postiZeni z pietizeni
selezem (hepatocyty, myokard, endokrinni tkan€). (19) U pacienti s transfiznim
preddvkovanim Zelezem se muZze vyvinout Zivot limitujici kardiomyopatie. Zelezem
preplnéné kardiomyocyty ukazuji na zvySen¢ uvolfiovéni kyseliny arachidonové
a prostaglandini. Efekt kyseliny arachidonové a jejich metabolitd na rytmicitu
kardiomyocytli vede k pfi¢inné souvislosti mezi témito signaly a elektromechanickymi

zménamti u kardiomyopatie indukované predavkovanim Zeleza. (33)
2.1.4 Toxicita zeleza

Volné¢ ionty pifechodnych kovu (Fe, Cu) ¢asto vystupuji jako donory elektronu,
nutného pro generaci hydroxylového radikalu (OH') z peroxidu vodiku (H»O»).
V pritomnosti nadbytku Zeleza je toxicita H,O: zesilena 10-1000 krat. Proto
vychytavani pfechodnych kowvii muZe byt povaZovano za vyznamny mechanismus
antioxidaéni obrany. (15)

Zvyseni sérovéeho Zeleza se vyskytuje Siroce a je spojeno s poétem chorobnych
stavii. Akutni otrava Zelezem je nejéast&jsi pficinou mortality z pfedavkovani u malych
déti a dasto vylsti v myokardialni dysfunkci. (4) Predavkovani Zelezem vede ke
kardidlni toxicitg, zasahujici jak elektrickou vodivost, tak svalovou kontraktilitu. (25)
Chronicka zvySeni sérového Zeleza byvaji spojena s poétem chorobnych stavii jako je
kardiomyopatie, diabetes, hypopituitarismus a jaterni cirhdza.

Neékolik epidemiologickych studii navrhlo Zelezo jako potentni rizikovy faktor
chronické srdeéni choroby (chronic heart disease, CHD). Zvy3ené hladiny Zeleza
v téle se spojuji se zvySenym rizikem infarktu myokardu (IM) & smrti na CHD. (31, 34)
Zelezo je prechodny kov, ktery vredox aktivni formé podnécuje oxidaéni stres
a tkénové poskozeni katalyzovanim toxickych redoxnich reakci (napi. Fentonovu
reakci). Tvorba kyslikovych radikali a nasledng lipidova peroxidace jsou zahmuty do
patogeneze aterosklerozy. (31, 32) Kardiomyopatie zpiedivkovani Zelezem je
nejéastéjsi pric¢inou srdeéniho selhani u mladych dospivajicich a je &asto spojena
S arytmiemi (to obecné vyplyva z primami a sekunddmi hemochromatozy). Srdeéni
selhani je vidgi pfi¢inou mortality u pacientd s transfiznim pretiZzenim Zelezem, kdy

myokardialni uptake Zeleza vyplyva z Tf-independentniho procesu. (4)
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Felezo a ICHS

Zelezo hraje roli v generaci reaktivnich forem kysliku (ROS) katalyzovanim
Fentonovy ¢i Haber-Weissovy reakce. Ukazuje se, Ze Zelezo zesiluje poskozeni béhem
ischémie a reperfuze dokonce i za absence pfesyceni Zelezem. Doplitkova dieta Zelezem
zvySuje stupei oxida¢niho poskozeni v ischemickych potkanich srdcich.

Superoxid vytvateny béhem oxidaéniho stresu muze mobilizovat Zelezo z Ft
a peroxid vodiku je schopen uvolnit Zelezo zhemu. Hem, odvozeny z lyzovanych
erytrocytu, je vychytivan rychle endotelidlnimi bufikami a uvolfiuje své Zelezo, tudiz
zesiluje oxidacni poskozeni. A¢ Tf neuvoliiuje své Zelezo za normalniho pH, za nizkého
pH, coZz miZe byt pfipad v arteridlnich sténéch, je Zelezo uvolnéno z Tf a indukuje
oxidaci LDL. Produkce Ft v makrofazich a endotelidlnich buiikich by mohla byt

protektivnim mechanismem vici Skodlivym Géinktim volného Zeleza. (8)

Zelezo a aterogeneze

Koronami ateroskleréza je komplexni onemocnéni, kdy je zapoé¢itano mnoZstvi
genetickych a environmentalnich faktoru. (35) Ateroskleroza muze vést k CHD,
zapric¢ifiujici myokardilni ischemii a infarkt. (8) Jednou z oblasti, v niz je zvy3ené
Zelezo povazovano za faktor zvyseni kardiovaskularnich problému, byla jeho asociace
s aterogenicitou LDL cholesterolu. (2) Piestoze vztahy mezi markery zvy3eného Zeleza
a rizikem CHD jsou siln&jsi spiSe pro ischémické jevy neZz piitomnost aterosklerdzy
(AT), soucasna data ukazuji, Ze Zelezo mize byt vyznamné v ¢asném rozvoji AT. (36)

Mechanismus, jimz Zelezo stimuluje aterogenezi je nejasny. (8) Hromadi se
dikazy, ze Zelezo muZe byt zahrnuto do udélosti vedoucich k AT posilenim lipidové
peroxidace {indukovana ROS) a hladkosvalové bunéiné proliferace. (35) Redox aktivni
Zelezo totiz muzZe pfispivat k lipidové peroxidaci, endotelialni bunééné aktivaci a tvorbé

ROS (hlavné hydroxylového radikalu Fentonovou reakci). (36)

Lipidova peroxidace

Zelezo plni svou katalyticku roli v lipidové peroxidaci, ktera piedstavuje dileZity
faktor tvorby aterosklerotickych 1ézi. Studie ukéazaly, Ze Zelezo mize stimulovat lipidovou
peroxidaci in vitro a in vivo. Peroxidace membranovych lipidi naruluje uspofadani soudrzné
lipidové dvojvrstvy — dochézi ke zkracovani a zmenSovani struktury kyselin. Normalni
nativni LDL prostupuje sténou tepny bez poskozeni cévy. Zelezem katalyzované reakce

volnych radikali vedou koxidaci LDL, ktery se vyskytje vburikach endotelu,
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hladkosvalovych buikach, lymfocytech ¢i makrofazich. Oxidovany LDL (ox-LDL) je
rozpoznavan zametaCovymi receptory na tkafovych makrofizich, néasledné dojde
k akumulaci lipida vitéto sténé a tvorbé pénovych bunék (charakteristické buriky
aterosklerotickych lézi ztukovych pruhi). Ox-LDL svou chemotaktickou kapacitou
vychytava cirkulujici monocyty ke sténé a inhibuje makrofagy v odchodu z intimy arterialni
stény. (8) Zelezo muze zapficinit oxidaéni ni¢eni LDL, vedouci k rychlému vy&isténi plazmy
od LDL. Ackoli na prvni pohled toto odstranéni z plazmy by mohlo vypadat jako pozitivni,
rychlé vychytavani prezentuje problémy pro endoteliaini buriky ohranicujici krevni cévy.
Zelezo samo se miiZe nachazet v aterosklerotickych lézich. (2) Obsah Zeleza
v téchto 1ézich je zvySen ve srovnani s normalnimi arterialnimi sténami. V pozdéjdich
stadiich aterosklerotického procesu se nachazi vice Zelezem nasyceného Ft v 1ézich
t hladkosvalovych burikach. V podminkach oxida¢niho stresu tento Ft slouzi jako zdroj
volného katalyzujiciho Zeleza. (8) U zvifecich modelt AT je vaskulami depozice Zeleza
uizce spjata s progresi LDL oxidace a AT (36). Zda je netransferinové vazané zelezo

vyznamné v aterogenezi in vivo zatim neni jasné. (8)

Endotelidlni bunééna aktivace

Endotel je kriticky vregulaci vazomotorického tonu, destickové aktivity,
leukocytové adheze a vaskulami hladkosvalové proliferace diky uvolfiovani nékolika
parakrinnich faktord, zahrnujicich oxid dusnaty (NO). Endotelidlni dysfunkce neni
pouze v€asnym markerem KVS rizika, ale také pfispiva k patogenezi AT.

Nové dikazy ukazuji, Ze redox aktivni Zelezo muZe pfispivat k aktivaci endotelidlnich
bunék a desti¢ek. Zelezo je také zahmuto do mnoha enzymovych systémi, véetné NO
syntaizy (NOS) a neproteinové se vazajici Zelezo muZe piimo inaktivovat endotelové
odvozeny NO (EDNO). Interakce Zeleza s NO jsou kritické pro bioaktivitu NO. Aktivace
guanylatcyklézy se dé&je reverzibilni vazbou NO na Fe** hemové Zelezo (NO miize vézat jak
Fe’ hem tak i Fe’* hem vNOS Jjako zpétnovazebna inhibice). NO také muze regulovat
bunéené uskladnéni zeleza. Zvyseny oxidacni stres je spojen s porugenou Ginnosti EDNO

u pacientii s AT a miiZe byt kli¢em k v&asnému mechanismu v rozvoji atheromu. (36)

Studie vlivu Zeleza na CHD
Epidemiologické studie vztahu Zeleza a koronami srde¢ni choroby (CHD) pfinesly
rozporuplné vysledky od pozitivnich k zcela negativnim. Za chronickych podminek, jako je

onemocnéni jater a zanétlivé choroby, mohou byt zménény hladiny Zeleza a vytvoieny
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asociace s CHD. Vétina studii postavila stanoveni CHD rizika pouze na méfeni stavu Zeleza
a pritom dokonce hladiny sérovcho Ft mohou zfetelné kolisat ¢as od ¢asu u nékterych
jedinch. Proto aZ dal3i méfeni stavu Zeleza, zejména sérového Ft ve velkych studiich se
sériovymi méfenimi mohou zcela zménit soucasné vysledky a jejich interpretace. (37)
Dilkazy z prospektivnich lidskych populaénich studii json nejednotné. Zvysené télové zasoby
yeleza byly spojeny se zvySenym rizikem CHD smrti ¢i AMI v nékolika (ne viech) studiich.
Nicméné nesrovnalosti mohou byt diisledkem mnoha biologickych a méficich metod
pouzitych pfi odhadu t€lovych zisob Zeleza a interpretaci vysledkd studii. (34) Dukazy
o zelezem-indukovaném poSkozeni béhem ischémie-reperfize jsou vétSinou nepiimé
a zaloZzené na studiich, jez demonstrovaly protektivni efekt deferoxaminu, silného chelatora
zeleza, inhibujiciho Zelezem-katalyzovanou Fentonovu reakci. (6)

Podporujici dukazy pochazeji zin vitro studii lipidové peroxidace
a lipoproteinovych modifikaci, studii zvifecich modeld sycenych cholesterolem
aspredavkovanim Zelezem a z analyz slozeni lidskych aterosklerotickych lézi.
Hodnotila se sérova Ft koncentrace, v jinych studiich byla pouZita spiSe tradiénéjsi
klinicki méfeni (sérové Zelezo nebo sérova Tf saturace). Sérova Ft koncentrace
predstavuje nejlepsi neinvazivni méfitelny indikator télovych zasob Zeleza. Pouziti
serového Ft v odhadu zasob Zeleza je viak komplikované, protoZe Ft je také protein
akutni faze, ktery je zvy3en pii zanétu, vaznych chorobich jater a rakoving. (34) Ve
studii asymtomatické karotidové AT je silnd korelace mezi AT a zisobami Zeleza
umuzl i zen, zietelng)i pokud je spjata s hypercholesterolémii. Prospektivni studie na
stejné skupiné odkryla sérové Ft hladiny jako nejsilngjsi rizikovy faktor progrese AT
(sniZovani zasob Zeleza je prospéiné a daldi akumulace zvy3uje kardiovaskularni
riziko). Ft a LDL-cholesterol synergisticky plsobi v incidenci kardiovaskularniho
onemocnéni (KVO) a smrti. (8)

U muzi nartistaji zasoby Zeleza (sérova koncentrace Ft) po puberté, u Zen pak
zustavaji nizké a narlistaji az po 45. roku. U mladych mui je paralela rizika CHD
ahladin Zeleza. Maximalni rozdil pohlavi ve Ft sérovych hladinich je zhruba ve 45
letech a ¢ini 300 %. (8) V roce 1981 byl rozdil v incidenci CHD mezi muzi a Zenami,
vysvétlovano rozdilnostmi v uskladnéném Zeleze. Menstruaci mladych dospélych Zen
bylo vysvétlovano, proé Zeny jsou obecn& méné rizikovéjsi v srdeénim onemocnéni nez
muzi. Fyziologickd ztrdta krve menstruaci reprezentuje mechanismus protektivni
deplece Zeleza, ktera snizuje riziko IM, zatimco nahrazovani Zeleza, specialné

U pacientt s rendlnim onemocnénim, je spojeno s vaznymi koronarnimi stavy. (2, 31)
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2.2 Oxidacni stres v téle

2.2.1 Charakteristika

Oxidacni stres je stav, v némz oxida¢ni metabolity — reaktivni kyslikové formy
(ROS, reactive oxygen species; blize v kapitole 2.2.3) projevuji sviij toxicky éinek a to
bud’ diky jejich vzrustajici produkci, pozménénému bunéénému mechanismu protekce
nebo neschopnosti opravy jiz vzniklého oxida¢ni poSkozeni (repara¢ni enzymy).
Oxidaéni stres zpusobuje oxidaci thiolovych skupin, lipidovou peroxidaci, denaturaci
proteini a poSkozeni nukleovych kyselin vedouci nejprve k reverzibilnimu poskozeni
a ptipadné déle k nekréze. (38)

Oxidacni stres muze byt zapiic¢inén endogennimi stresy nebo exogennimi zdroji
volnych radikalu (VR). Zvyseny pfisun radikali pochazi exogenné z ioniza¢niho zafent,
nadbytku pfechodnych kovl, vedlejsich ucinkl 1é¢iv a toxickych chemikalii, nadbytku
kysliku a zvySené¢ kyslikové koncentrace. Xenobiotika a environmentalni polutanty
mohou zvysit intracelularni formaci ROS (napf. pfes Fentonovu reakci, zahrnujici
stopové prvky jako Fe a Cu). Endogenni faktory plynou z vychytavani a aktivace
fagocytd v misté¢ poSkozeni, uniku elektroni znarueného mitochondrialniho
clektronového fetézee, delokalizace ionth prechodnych kovi a jejich uniku z hemového
proteinu, sniZené antioxidaéni kapacity {redukované antioxidaéni enzymy, snizené
hladiny antioxidantu, onik ¢&i destrukce antioxidantl). Béhem lidskych chorob se mize
projevit zvySend aktivita VR jako nasledek primamich (napf. nadbytek radiaéni
expozice) nebo sekundarnich udalosti (tkanové poskozeni traumatem). (15)

Pfi oxidatnim stresu u ischémie vzristd produkce volnych Kkyslikovych
radikalu (OFR, oxygen free radicals) v mitochondriich a leukocytech a produkce téchto
ROS je exacerbovana znovuvstoupenim kysliku béhem reperfuze. (38) OFR jsou velmi
reaktivni chemické slougeniny, schopné indukovat oxidativni modifikaci dalgich
molekul. Jsou vytvafeny v malych mnozstvich béhem normalniho metabolismu bunék
ajsou normalné inaktivovany endogennimi zametacimi systémy. (39) Kyslik je
rozhodujici uéastnik v tvorb& OFR a éetnych daldich bunéénych procesi. Kyslik se
podili na tvorb& NO, hrajici vyznamnou roli ve vymezeni cévniho tonu, kardidlni
kontraktility a riznych dalSich parametri. Kyslik je ustiedni v tvorb& ROS, je se
mohou podilet jako ,.dobro¢inné* molekuly v bunéénych signalnich procesech nebo

mohou indukovat ireverzibilni bunééné poskozeni a smrt. (40)
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Ischémie obecné zapficifiuje zmény v obrannych mechanismech vic¢i OFR, hlavné
je to redukce aktivity mitchondrialni superoxiddismutazy (SOD) a ochuzovani tkani
o redukovany glutathion. (38) Zda se pravdépodobné, Ze specialné u nemocnych osob jsou
antioxida¢ni mechanismy redukovany, coz vede k nerovnovaze mezi produkci VR a jejich
odstrafiovanim. Z toho plyne akumulace koncovych produkti pusobeni VR a pomalu
progredujici poskozovani tkani. Antioxida¢ni obrana je pfemoZena a VR se stavaji vysoce
destruktivnimi va¢i burikdm a tkanim. Tento oxidadni stres se objevuje, kdyZz je vaZné
narudeni prooxidant-antioxidant rovnovahy svyhodou pro prvniho z nich, vedouciho
k lipidové peroxidaci, denaturaci proteini ¢i enzymi nebo mutagennimu poskozeni
nukleovych kyselin. To mizZe byt ilustrovano na aktivovanych neutrofilech, které se mohou
vyvinout jak ve fyziologickou (zabijeni mikroorganismi intracelulamé a kontrolovana
produkce ROS) tak 1 patologickou odpovéd (zanét snekontrolovatelnou extracelulami
produkci ROS). Oxidacni stres tedy obecné vyplyva bud’ ze zvySené expozice ROS &
pritomnosti sniZzene antioxida¢ni obrany, vedouci k oxida¢nimu niéeni lipidd, proteinli a DNA
(anebo kombinaci obou jevii najednou). Mimo poskozovani makromolekul, zasahuje téZ fadu
redox senzitivnich signalnich drah. U ¢loveka je oxidacni stres (podminén uvolnénim
oxidovaného glutathionu v koronamim sinu) prokdzin béhem chirurgické reperfiize celého
srdce i po trombolyze a je spojen s piechodnou levokomorovou dysfunkci. (15)

Svékem vede vzrist mitochondridlnich DNA mutaci (mitDNA mutaci)
a oxida¢niho stresu k hypotéze, ze produkce ROS je piic¢inou patogennich efekth mitDNA
mutaci. VR jako vedlejsi produkty mitochondrialni respirace mohou nicit pfilehlé bunégné
elementy véetné mitDNA. Oxida¢né poskozend mitDNA vede k mutacim, zasahujicim
funkci elektronového transportniho tetézce, protoZe viechny mitochondridlng kédované
proteiny jsou pedjednotkami respiracnich enzymovych komplexi. Ustupujici elektronovy
transport pousti vice elektronu, coz vede k dal$imu oxidativnimu poskozeni. Nicméng tvrzeni,
Ze nahodné mitDNA mutace zapficifuji oxidativni stres, nebylo otestovano. Diivodem je, Ze
zatim nebyl vhodny Zadny geneticky model s nédhodnymi mutacemi. (41)

Soucasné udaje ukazaly uizkou spojitost mezi oxidacnim stresem a apoptézou. Tumor
necrosis faktor (TNF) indukuje rychly vzrist intracelulamich reaktivnich kyslikovych
meziprodukth a apoptdzu. Toto neni omezeno pouze na myocyty, ale vyskytuje se i na Grovni
endotelu, kde TNF vede k expresi indukovatelné NOS, produkei reaktivniho radikalu NO,
oxida¢nimu stresu a apoptéze. Je proto mozné, ze imunologicka odpovéd’ na srdecni selhani
vede k endotelialni a myocytové dysfunkci a oxidaénim stresem zprostfedkované apoptoze.

Objasnéni téchto mechanismi muze vést k novym terapeutickym strategiim. (38)

19

.




2.2.2 Systémy tvorby ROS

ROS mohou pochizet zvnéjsiho prostfedi, zaroveil jsou produkovany fadou
pochodii vtéle. Jsou konstanté vytvafeny v lidském téle normélnimi metabolickymi
procesy, jako je redukce kysliku na vodu mitochondridlnim elektronovym transportnim
dychacim fetézcem 1 procesem tvorby ATP oxidativni fosforylaci. Kazdy kyslikovy atom
obsahuje 2 neparoveé elektrony ve valenéni vrstvé. Atomy nebo molekuly s neparovymi
elektrony jsou oznafeny jako volné radikaly (VR) a jsou vysoce reaktivnimi entitami,
schopnymi participovat v riznych (bio)chemickych reakcich. Molekulami kyslik (O,) je
charakterizovan jako diradikal, tj. vlastnosti, jeZ dovoluje kapalnému kysliku byt piitahovin
k polim magnetu. Tato vlastnost také ukazuje, Ze plnd redukce kysliku na vodu, jako
terminalni d¢j v elektronovém transportnim fetézci, vyzaduje 4 elektrony. Sekvenéni donace
elektronu pro kyslik béhem tohoto procesu miize vytvafet ROS jako meziprodukty. Malé
procento (2-5 %) elektronl totiz unikd z hlavniho proudu mitochondridlniho dychaciho
retézce za jednomocné redukce molekulamiho kysliku, tj. dodanim prvnihe elektronu,
vedouci k tvorbé radikalu superoxidového aniontu (Oy-). Superoxid vznika tedy pfimou
oxidaci v mitochondriich nebo pomoci xanthinoxidazy, cytochromu P450, aj.

0y — Oy-

Donace druhého elektronu vede k tvorbé peroxidu, jez podiéha protonaci poskytujici
peroxid vodiku (H;0;). V lidskych burikach je superoxid rychle transformovan na H,O;; tato
reakce probiha spontanné nebo je mocné akcelerovana superoxiddismutizou (SOD). Peroxid
vodiku vznika tedy dismutaci superoxidu nebo pfimo oxidazami v peroxizémech s obsahem
katalazy, ktera jej ihned rozklada.

0y + 02"+ 2H — Hy0p + O,

Tieti elektron je dodan ve Fentonové reakci s Zeleznatymi (nebo méd’natymi)

ionty za tvorby vysoce reaktivniho hydroxylového radikdlu (OH-).Dal3i redukce H;0,
totiZ labilizuje jeho interkyslikové vazby aZ dojde k rozstépeni na OH- a OH". Volné
ionty piechodnych kovil (Fe, Cu) ¢asto vystupuji v této reakei jako donor elektronu.
V ptitomnosti nadbytku Zeleza je toxicita H,O; zesilena 10-1000 krat.

Fe’" + HyO, — Fe'" + OH" + OH-

Hydroxylové radikaly vznikaji také pii Haber-Weissové reakci. Singletovy

kyslik (10,), velmi kratce trvajici a reaktivni forma molekularniho kysliku, muze byt

tvofen riznymi mechanismy, véetné Haber-Weissovy reakce:
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H;O; + Oy~ — OH" + OH- + 10,
Konedné posledni stupefl piedstavuje redukéni donaci étvrtého elektronu za
tvorby vody. (40, 15) Oxid dusnaty (NO) ma neparovy elektron (NO"), jenz muiZe
reagovat s Oy°" za tvorby siln¢ho oxidantu - peroxynitritového radikalu (ONOO"):

NO" +0O3=— ONOO- +H" «» NO;' + OH-

Defences: 0,
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Obrazek ¢. 2: Hlavni drahy tvorby a dal$iho osudu ROS a mista antioxidaéni obrany.
Sources - zdroje, damage — po3kozeni, GSH - redukovany glutathion, GSSG
oxidovany glutathion. (Mimié-Oka, J. et al, (15))

Vsrdei a jinych tkanich mohou byt ROS formovéany nékolika mechanismy
v mitochondriich jako vedlejdi produkt normalniho bunééného aerobniho metabolismu —
kromé vyse zminéného dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace i xanthinoxidézou (X0),
NAD(P)H oxidazou, cytochromem P450, autooxidaci katecholaminii a Stépenim pomoci
NOS. Formace ROS v srdci mitze byt indukovana piisobenim cytokinii a ristovych faktord.
Angiotenzin 1I a TNF indukuji tvorbu H;O; a Oy~ aktivaci NAD(P)H oxidazy. Tato cesta
pres NAD(P)H je nejlépe popsana na cévnich hladkosvalovych bunkach, ale také byla
zdokumentovéna na ostatnich typech bunék jako jsou kardiomyocyty. A tak mohou hlavni

procesy, jimiZ srdce ziskava dostatek energie, vést k produkci ROS. (40)
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2.2.3 Vlastnosti a uloha volnych radikalu

Volny radikal (VR) je atom ¢&i molekula, schopna samostatné existence, majici
jeden nebo vice neparovych elektroni. Jsou tendence reagovat, aniz rozliduji s jakymi
molekulami pfichazeji do kontaktu. Jsou-li jiZ vytvofeny, reaguji bud s daldim
radikalem nebo jinou neradikalovou molekulou pomoci rozli¢énych interakci. Setkaji-li
se dva radikaly, mohou zkombinovat sviij neparovy elektron za tvorby kovalentni
vazby. Radikal tvofi dal3i radikal, vedouci k Fetézové reakci. Diky vysoké reaktivité se
mohou VR snadno reagovat napf. s molekulami enzymu, receptoru, iontovych pump,
dochazi tim k pfimé oxidaci, inaktivaci ¢i inhibici jejich normalni funkce. Piesto vétiina
molekul, nachazejicich se in vivo, jsou neradikaly. Monitorovini tohoto procesu je
nesnadny, jelikoz ROS jsou velmi reaktivni ¢astice a tudiz tézko méiitelné. (15)

Mezi nejvyznamnéjsi druhy volnych radikalu patiéi kyslikové volné radikily
(OFR, oxygen free radical). Za stupriovaného dodani jednotlivého elektronu
molekularnimu  kysliku se vytvafi jedineéné spektrum reaktivnéjsich intermediatd.
Termin ,,OFR* zahmuje radikal superoxidového anionu (Os ), hydroxylovy radikal
(HO-) a dalsi peroxidove lipidové a jiné radikaly (LOO- a XOO").

OFR jsou soucasti vétsi skupiny molekul ¢asto nazyvané reaktivni kyslikové
formy (ROS, reactive oxygen species), které jsou vSechny silnéji oxidovany nez
molekularni kyslik sam. Termin ROS patii skupiné metaboliti charakteru radikald i
neradikall, odvozenych od molekuldrniho kysliku, jako je superoxidovy radikal (O,),
peroxid vodiku (H;0;), hydroxylovy radikal (OH-), lipidové peroxidy (LOO),
singletovy kyslik (102), kyselina chlorna (HOCI) a dali N-chloraminové sloudeniny.
(15) (viz Tab. 1).

V organismu béZné vznika i fada reaktivnich forem dusiku (RNS, reactive
nitrogen species), které se také déli na radikaly jako je oxid dusnaty (NO) a dusigity
(NOy), k neradikalim fadime napt. nitrosyl (NO”), kyselinu dusitou (HNO»), oxid
dusity (N,0s), oxid dusiéity (NO,), peroxynitrit (ONOO), aj. (14 str.21-23)
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Tab. 1. Piehled vybranych ROS a RNS (15)

o Radikaly:

Superoxid (0z) Radikal skyslikovym centrem a selektivni reaktivitou. Je produkovan
getnymi enzymovymi systémy, autooxidacnimi reakcemi a neenzymatickymi elektronovymi
prenosy, jeZ jednomocné redukuji molekulami kyslik. SOD akceleruje dismutaci Op+- jeho

konverzi na peroxid vodiku {H>O») a kyslik (O;).

Hydroxyl (OH#) Vysoce reaktivni radikal s kyslikovym centrem, atakujici viechny

molekuly v lidském téle.

Peroxyl, alkoxyl (RO;*), (RO#) (tj. lipidové radikaly) Typicky organické radikaly,

gasto se stfetdvajici jako intermediaty béhem zhrouceni peroxidu lipidit (peroxidace).

Oxidy dusiku (NO¢), (ONOO"), (NO;*) NO je tvofen in vivo z L-argininu, ONOO -

vznika reakci NO- s Oy~ , NO;' se nachazi ve znedisténém ovzduii a kouii.

o  Neradikaly:

Peroxid vodiku (H,0-) Tvofen in vivo dismutaci O*- (SOD) a také mnoha oxidizovymi
enzymy. Vy3§i hiadiny H,O; mohou utodit na nékolik energii-produkujicich systému. Je to
silny oxidant a v dostateéné koncentraci muze zabit jakoukoli buriku. H,O také tvoti OHe
v pritomnosti prechodnych kovil (Fentonova reakce); H,O; zvySuje vaskulami permeabilitu,

uvolfiovani prostacyklinu a translokaci P-selektinu na povrch endotelialnich bun&k.

Kyselina chlorna (HOCI) Siiny oxidant, vytvafeny v lidskych neutrofilech v misté
zanétu plisobenim enzymu myeloperoxidazy. MuzZe taktéZ reagovat s O~ za tvorby

OH- v neutrofilech.

Ozon (0;) Tento 3kodlivy plyn spotiebovava plazmatické antioxidanty (vitamin D,

vitamin E a kyselinu mo&ovou).
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Efekty ROS ve fyziologickych procesech

Kromé toho, Ze ROS jsou souédsti jevu oxidacniho stresu. soucasné studie
ukazaly, Ze jsou také ROS, jeZ jsou generovany specializovanou plazmatickou
membranovou oxidazou za normalni fyziologické signalizace ristovymi faktory
a cytokiny. ROS jsou schopné pusobit pfimo na signalni transdukéni drahy, &i
neptimo tvorbou bioaktivnich mediatoru. (15)

VR jsou zahrnuty v nékolika normaélnich biologickych procesech in vivo.
Jsou soucasti kaskady antimikrobniho plsobeni fagocyta diky NADPH-oxidazy,
jsou obsaZeny v arzenalu téchto obrannych bunék (neutrofili, monocyti, makrofagn,
eosinofili). ROS jsou soucasti mnoha bunéénych signalnich drah (napf. jako druzi
poslové) v modulovéni aktivity specifickych transkripénich faktori. Mohou puisobit
jako regulaéni molekuly v biochemickych procesech; napf. lymfocyty a fibroblasty
konstantné tvofi mala mnoZstvi superoxidového radikalu jako ristového regulatoru.
Ostatni nefagocytické buriky (endotelidlni a arterialni hladkosvalové buiiky) mohou
byt stimulovany uvolfiovanim superoxidu. VR jsou taktéZz zahmuty v mechanismu
G¢inku uréitych enzymu (ribonukleosiddifosfat reduktaza, cyt P450 a prostaglandin
syntaza). V neposledni fadé pak také funguji jako signal umoziujici indukci syntézy

a transportu pfisluSnych antioxidanti na jeho misto plisobeni. (40, 15)

Role ROS v Fadé patologickych stavi

Snad nejroz§ifenéj$imi rozpoznanymi biologickymi G¢inky ROS jsou ty, jez
se objevuji, kdyZ jsou pfemoZeny obranné mechanismy bunék a ROS pak reaguji
pfimo sbuné&nymi lipidy, proteiny a DNA,coz vede k bunéénému poskozeni
a smrti. Lipidova peroxidace vede k poruseni membran bunék i organel. Mutageneze
DNA je indukovana zlomy, purinovou oxidaci, protein-DNA cross-linkingem
a daldimi zménami chromatinové struktury a zasahuje do exprese geni. Modifikace
proteint inaktivuje klicové enzymy a denaturuje je na nefunkéni proteiny. Obecné
starnuti a s vékem spjaté zmény v kardiovaskularnim systému patif k dlouhodobym
kumulativnim efektiim ROS.

ROS mohou hrat vyznamnou roli v genezi a progresi CHD s naslednou
myokardialni ischemii a nekrézou jako vedouci pfi¢inou srdeéniho sethani. ROS
aktivita vcévni sténé prispiva k formaci oxidovaného LDL, hlavni ptiging
Patogeneze AT. ROS zprostiedkovanou aktivaci makrofigh zapfiifiuji rupturu

cévnich plaki, nasledné trombozu a okluzi. (40) Nerovnovaha mezi ROS a obranou
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antioxidanty, prispivéa k progresi chronického srde¢niho selhdni. Akutni inhibice XO,
jez produkuje ROS, viak zlepSuje mechanickou ucinnost selhavajiciho srdce, ale zda
dlouhodoba inhibice projevuje prospéiné efekty u tohoto stavu neni znamo. (41)

Uzitim kardiopulmonarniho bypassu se vystavuje cirkulujici  krev
nefyziologickym povrchuim a mechanickym stresim. Aktivuje se tak nékolik
regulatornich kaskad. V dusledku toho erytrocyty lyzuji a uvoliiuji svij bunéény
obsah - hemoglobin a katalazu, a neutrofily se aktivuji k produkci superoxidu
a peroxidu vodiku. Peroxid vodiku mizZe reagovat s hemoglobinem uvolnéni redox
aktivniho nizkomolekularniho Zeleza (LMrFe) z hemové poloviny. Toto redox

aktivni Zelezo je schopno participovat v organickych a anorganickych

kyslikoradikalovych reakcich. (3)
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2.3 Myokardialni ischémie a reperfiize

ot

(ICHS), pii niz dochézi k okluzi koronami tepny. Pit ischémii trvajici minimalné 30
minut dochazi k nekréze tkané, tzv. infarktu. Obnova prokrveni postiZené tkané
(reperfuze) je naprosto nezbytna pro zachovani zivotnosti srde¢ni tkané€, av$ak obnoveni
krevniho toku koronarnimi arteriemi vede k produkci toxickych ROS. Tomuto procesu

miize byt zabranéno nebo mizZe byt zmirnén pfitomnosti antioxidantu. (3, 40)
2.3.1 Role kysliku v myokardiilni energetice a metabolismu

Srdce nutné vyzaduje piitomnost kysliku, a prestoze ma silny obranny
mechanismus, je citlivé na oxidaéni stres, ktery se vyskytuje napi. béhem
postischemické reperfize. Sav¢i srdce je obligatné aerobmi organ. Temét polovinu
kardiomyocytu tvofi Cetné mitochondrie, kontrakce myokardu je zavisla na oxidaéni
fostorylaci. V klidu srdce spotfebuje ptiblizné 8-15 ml O/min/100g tkiné. To je
viditeln¢ vice nezZ v mozku {asi 3 m] O2/min/100g) a miZe vzrist na vice nez 70 ml
Oy/min/100g myokardialni tkané b&hem intenzivniho cvigeni. Srde¢ni sval savcu za
anaerobnich podminek nemuze produkovat dostatek energie pro udrZeni nezbytnych
bun&nych procest. Tvoii se toxickd kyselina mlécna, klesaji zasoby energetickych
fosfatl a ztraci se kontraktilni schopnost myokardu. Pokud tato akutni hypoxie trva déle
nez 20 az 40 minut, dojde k irreverzibilni nekréze kardiomyocytu — infarktu. (38, 15)

Srdce je schopno zuZitkovat rizna metabolicka paliva véetné mastnych kyselin
(MK), glukozy, laktatu, ketont a aminokyselin. Ve stadiu piijmu potravy (po najezeni) jsou
MK preferovanym palivem, coZz odpovida az 90 % celkového acetyl-CoA poskytnutého
srde¢nim mitochondrim. MK jsou metabolizovany B-oxidaci, ktera produkuje acetyl-CoA,
NADH a FADH,. Acetyl-CoA vstupuje do Krebsova cyklu, tvorictho vice NADH
a FADH2. Glukdza je metabolizovana zpoéatku glykolytickou cestou za tvorby relativné
malého mnoZstvi ATP a také pyruvatu, jeZ vstupuje do Krebsova cyklu. V nepfitomnosti
kysliku je celkové mnozstvi energie, které se tvoil témito procesy, nedostatené
k vyrovnani potfeb srdce. PoZadavek srdce na energii je naplnén - ale jen vstupem
vysledného NADH a FADH> do elektronového transportniho fetezce, ktery tvori ATP

oxidativni fosforylaci v mitochondriich. Kyslik slouzi jako terminalni elektronovy akceptor
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hacim Petdzci; pti chybéni dostateéného mnoZstvi kysliku se elektronovy transport

vdyc

zastavuj

e a kardidlni energetické potieby nejsou kryty. Konstatni dopliovani kysliku je
viak pro zachovani kardialni Zivotaschopnosti a funkce nevhodne.

Role kysliku a s kyslikem spjatych procesu v srdci jsou komplexni; mohou byt
prospé&sné nebo mohou piispivat ke kardialni dysfunkci a smrti. Také uskladnéni
kysliku v srdci je komplexni. Kyslik je hlavni determinantou myokardialni genové
exprese, a jak klesaji hladiny myokardidlniho kysliku béhem izolované hypoxie ¢i
s ischémii-spjaté hypoxie, modely genové exprese v srdci jsou viditelné pozménény.
Kyslik se podili na tvorbé NO, hrajiciho vyznamnou roli ve vymezeni cévniho tonu,
kardialni kontraktility a riznych dalSich parametri. Kyslik je rozhodujici uéastnik
vtvorbé ROS, jeZz se mohou podilet jako .dobro¢inné* molekuly v buné&énych
signalnich procesech nebo mohou indukovat ireverzibilni bunéné poskozeni a smrt,

a getnych dalsich bunéénych procest vyznam jeho role vsrdci je podstatny

v pochopeni patogeneze kardialni dysfunkce. (40}
2.3.2 Patogeneze ischémie/reperfuze

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO} je heterogenni skupina poruch, které
zasahuji srdce a krevni cévy. Tyto choroby jsou charakterizovany jako angina pectoris,
hypertenze, kongestivni srdeéni selhani, akutni infarkt myokardu (AIM) a arytmie.
V posledni dob& jsou zvazovana biochemickd, fyziologicka a farmakologickd data
podporujici spojeni mezi reakcemi VR a kardiovaskulamim tkafiovym poskozenim.
Hromadi se dukazy, Ze podminky nemoci jsou pfimo ¢ nepiimo spojeny s oxidaénim
nicenim a sdileji spoleéné mechanismy molekularniho a bunééného poskozeni.

Aktivni zahruti VR do ischemicko-reperfuzniho poskozeni je demonstrovano
pfimymi i nepfimymi experimentalnimi dikazy. Ptimé dikazy vyplyvaji z moZnosti
mefeni radikali v myokardidlni tkéni elektronovou spinovou rezonanci a spinovou
vychytavaci metodou; nepfimé pak méfenim produkti utoku VR na biologické
substraty a méfenim intra- a extracelulami antioxida¢ni kapacity. Déle se v soucasnosti
vychdzi z experimentalnich néalezu, Ze v ischemické tkani je poskozeni antioxida¢nich
mechanismi. Dikazy jsou podporovéany kardioprotektivnimi efekty latek indukujicich
antioxida¢ni enzymy v srdci a prosp&inymi efekty nékolika enzymatickych zametada

VR, antioxidantd a chelatorii Zeleza v reperfuznim myokardu. (15)
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Ischémie
Myokardialni ischémie se objevuje, kdyz potieby kysliku pfevazi jeho dodavku,

coz vede k buné&nému poskozeni. V souasnosti je pozornost soustfedéna na
nasledujici rysy ischemického a postischemického srdce: rozvoj acidozy, tvorba edému,
piesyceni vapnikem, tvorba VR a nadprodukce NO (to spolu vytvafi irreverzibilni
ni¢eni). Rychly pokles kysliku v ischemickych tkanich vede k pifepnuti z oxidativniho
na anaerobni metabolismus. Béhem minut nastupu ischémie pfesihnou energetické
potieby srdecni kapacitu anaerobné syntetizovat ATP. Laktat a netlumivé vodikové
jonty se hromadi v tkani, coZz vede k rychlé zméné tkanové acidobazické rovnovahy.
Selhani viech energeticky zavislych mechanism vede k zhor$eni membranovych
iontovych gradientd, otevieni selektivnich 1 neselektivnich iontovych kanali
avyrovnani vétdiny intra- a extracelulamich iontd. Jako dusledek této anoxické
depolarizace opoudt&ji K~ ionty buiiku, Na, CI' a Ca*" do ni vstupuji. Bunééna
akumulace iontd formuje cytotoxicky edém. Iniracelularni pfesyceni Ca”" muze také
spustit kaskadu udalosti, jeZ mohou vést k tvorbé ROS. ZvySena koncentrace Ca*'
aktivuje protedzy, které konvertuji xanthindehydrogenazu na XO. (15)

Mezi faktory ischemickeho poSkozeni srdce se klade nejvétsi pozornost tvorbé
ROS, povazovanych za hlavni determinanty myokardidlniho poskozeni. Ischémie
zapfic¢iiuje zmény v obrannych mechanismech vué¢i OFR, hlavné redukci aktivity
mitchondridlni SOD a ochuzovani tkani o redukovany glutathion. (38) ROS aktivace je
pouze jednim piispivatelem post-MI nekrozy a reperfizniho poskozeni. Nejméné 20%
pacientl trpicich na IM pokraduji ve vyvoji srde¢niho selhani. Zpisob, kterym se
komory hoji a remodeluji po IM je hlavni determinantou v piipadné kardialni funkci
a progresi srde¢niho selhani. ROS se podili na procesech remodelace mnoha zpusoby;
jako signalni molekuly vrozvoji kompenzaéni hypertrofie a ztraté myocyti diky
apoptéze ¢i smrti jinych bunék. (40) Zvysené hladiny Zeleza v téle byly spojeny se
zvySenym rizikem CHD ¢&i IM. Osoby s HH maji zvySené riziko kardiovaskulami smrti
a IM. Vé&t3i tloustka intimy — medie karotidovych artérii je spolehlivym markerem
vykazujicim véasnou strukturalni vaskulami patologii spojenou s KVS rizikovymi
faktory a CHD. (31)

Myokardidlni ischémie je odvozena z akutni zinétlivé odpovédi, jez je silné
Posilena reperfuzi. Odpoveéd akutni faze, odvozend in vivo tkafiovym nidenim, je
charakterizovana patofyziologickou kaskadou prozanétlivych reakei, napf. produkci

Cytokinti, horec¢kou, aktivaci komplementu, leukocytézou, proteosyntézou akutni faze
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ainfiltract tkané netrofily - polymorfonukledrnimi levkocyty (PMN). V neporueném
organismu zahajuje ischemickeé myokardialni poskozeni akutni zanétlivou odpoveéd, v niz
jsou PMN hlavnimi Géastniky. Dikazy indikuji, Ze spoluprobihajici zanétlivé reakce jsou
posilovany reperfiizi a Ze akumulace PMN muze prispivat k myokardialnimu poskozeni, tj.
uvolnénim VR odvozenych od kysliku, proteaz a leukotrient. PMN jsou zahmuty do akutni
zanétlivé odpovédi na tkafioveé poSkozeni amaji kapacitu k produkci OFR, pokud jsou
aktivovany piiméfenymi stimuly. PMN jsou takto prvni linii obrany organismu proti
invadujicim patogeniim. Jsou zdroveil medidtory tkafiové destrukce u zané&tlivych chorob.
PMN se hromadi vischemickém areperfundovaném myokardu pod vlivem
chemoatraktantl. Béhem kardiopulmonarniho bypassu muze chelator Zeleza deferoxamin
rudit PMN rozvoj a kalciovy antagonista nifedipin snizuje PMN degranulaci. Nékolik 1é¢iv
pouzivanych v1é¢bé u pacientl sischemii myokardu (blokatory vapnikového kandlu,
lidokain, heparin a kaptopril) inhibuji tuto funkci mimo jejich vlastni farmakologické
efekty, ale jejich pfispéni k inhibici PMN v celkovém pusobeni téchto 1é¢iv je neznamé.
Leukocyty mohou byt spjaty s rozsahem koronami arterialni choroby (CAD)
arizikem koronarni rekurence IM. U pacienti s AIM pocet bilych krvinek vzrista
bé¢hem nékolika hodin po nastupu bolesti na hrudi, s vrcholem 2-4 dny po infarktu
anavratem k normalu béhem 1 tydne. Lédba streptokinazou u pacientd s AIM se
ukazala byt spojena s prudkou komplementovou aktivaci a pfechodnym sniZenim poétu
leukocytd, ktery je nasledovan novym vzrlistem poétu cirkulujicich bunék. Po
permanentni koronami okluzi se PMN hromadi v lidském myokardu béhem 24 hodin,

jejich pfitomnost dosahuje vrehol za 24 hodin a mizi za 1 tyden. (42)

Reperfuzni poskozent

Expozice myokardialni tkan& kratké, ptechodné ischémii, nasledované reperfuzi,
pouta v soucasnosti znaénou pozomost. Reperfize ischémického myokardu je
potencionalné prosp&ina, jelikoz mortalita je piimo proporcionalni velikosti a vaZnosti
infarktu a délce trvani ischémie. Reperfiize mizZe obnovit kyslik a substraty burikam
ischemického myokardu, ale tento proces miize vytvatet jinou formu myokardialniho
podkozeni - reperfazni poskozeni (RP). (15) V&asna reperfuzni 1é¢ba
ischémizovaného myokardu miZe zachranit ohrozenou tkaf a redukovat morbiditu
amortalitu. (43) Tato obnoveni normdlniho toku krve srdcem metodami jako je
angioplastika, trombolytické latky & kardiopulmonarni bypass mohou vést ke

specifickym 1ézim (arytmie, deficity kontraktility, nekréza), jejichZ vyznamnost také
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zavisi na trvani ischémie. Ackoli u pacienti s AIM v¢asna reperfuze zesiluje

strukturalni a funkcni uzdraveni myokardu a zlepSuje pieziti, hromadici se
experimentalni diikazy ukazuji, Ze myokardialni reperfiize muze posilovat potencialné
kardiotoxické zanétlive reakce. (3) Znovuvstoupenim kysliku b&hem reperfuze je
exacerbovana produkce toxickych kyslikovych metabolitd, soucasné vzrustd produkce
OFR v mitochondriich a leukocytech. (38)

Postischémick4 reperfize nese svou Skodlivou komponentu, ktera muze z&asti
rusit ptiznivé vcinky obnoveného pfitoku. Hlavnimi mediatory tohoto jevu jsou ROS
a PMN. ROS, tvofené ve velkych mnozstvich pfi pfitoku, indukuji oxida¢ni poSkozeni
tkani a moduluji rozné udalosti, které nakonec vedou k tkafiovému poskozeni. (39)
PMN jsou bunéénymi mediatory myokardialniho reperfuzniho poskozeni, primarné pro
tvorbu biologicky aktivnich OFR. Inhibice PMN muzZe redukovat myokardialni
poskozeni po experimentalni ischemii a reperfizi. (42) Neutrofilni aktivace je
doprovazena uvolnénim lytickych, prozanétlivych a vazokonstrikénich molekul a tyto
mohou ucpat Kapilary. Pritok tak miZe byt narulen na mikrovaskulami urovni,
navzdory postaéujicimu prutoku v epikardialnich atreriich (tzv. .,no-reflow*). Tento jev
reprezentuje viudypiitomnou reakci tkani v¢i ischémii a reperfuzi. (39)

Dukazy potvrzuji, Ze poSkozeni myokardidlni builky indukované cyklem
ischémie a reperfize mizZe byt z&asti zapfi¢inéno tvorbou toxickych ROS jako je
superoxidovy radikal (Oz), peroxid vodiku (H20») a hydroxylovy radikal (OH’). ROS
pii RP mohou pochézet zintracelularnich (mitochondrie, XO) ¢i z extracelulamich
zdroji (neutrofily a makrofigy). Béhem reoxygenace muze XO uzit Op jako
elektronového akceptoru, vedouci k formaci superoxidového aniontu a peroxidu vodiku,
jez mohou reagovat za tvorby hydroxylovych radikalit. Poskozeni myokardidlni tkané
muze taktéZ uvolfiovat ionty Zeleza, které stimuluji reakce VR. Dal$im zdrojem OFR je
intramitochondrialni elektronovy transportni fetézec. Poskozeni mitochondrialni funkce
a zvy3ena produkce superoxidu jsou naprosto obecnymi jevy spojenymi s reperfizi.
Experimentalni studie ukazaly, e mitochondrialni dysfunkce je ndsledovana zvySenou
produkei O, touto organelou po expozici srdeéniho svalu viéi ischemii/reperfizi.

Zvy%ena tvorba ROS nasledujici hypoxii/reoxygenaci je naneStésti spojena
snizkou antioxidaéni kapacitou myokardidlni tkan& Jmenovité v myocytech
i endotelidlnich busikach je velmi nizka koncentrace katalazy a jeji vétSina je
kompartmentizovana v peroxizémech. Tato subcelularni lokalizace chrani kataladzu pfed

tim, aby byla 0éinnym akceptorem H,O, (aktivitou SOD v cytosolu). Nedostacujici
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antioxidacni kapacita tkan€ k zametani zvyseného obsahu ROS po ischémii/reoxygenaci

se jevi jako dulezity faktor piispivajici ke tkanové dysfunkci. Zvyseni oxidacniho stresu

pfi RP je spojeno s funké&nim poni¢enim vaskularni aktivity a uvolnénim kreatinkinazy,
laktatdehydrogenazy, myoglobinu a troponinu C do krevniho toku z cytosolového
kompartmentu. Kaskada udalosti spojenych s ischemicko/reperfiznim poskozenim
mimo tvorby VR zahrnuje uvolnéni cytokinl a rustovych faktort, leukocytovou adhezi,
agregaci desticek, proliferaci hladkych svall a mechanické postiZeni. (39, 38)
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2.4 Obranné mechanismy vudi oxida¢nimu stresu

OFR jsou velmi reaktivni chemické slouceniny, schopné indukovat oxidativni
modifikaci daldich molekul. Jsou vytvafeny v malych mnoZstvich béhem normainiho
metabolismu bun&k a jsou normdlné inaktivovany endogennimi zametacimi systémy
(,,scavengers™). (39) Buiiky jsou chranény za fyziologickych podminek vuci Zelezem
indukovanému oxidativnimu poskozeni transportnimi proteiny jako je Tf a laktoferin
(Lf) a Zelezo uskladriujicimi proteiny jako Ft a hemosiderin, které oddéluji Zelezo ve
formach, jez minimalizuji pfevod elektroni z Zeleza na molekulami kyslik. Svou
ginnosti tyto proteiny pfedchazeji tvorbé novych reaktivnich forem. (3, 8)

Ischémie obecné zapfi¢iiuje zmény v obrannych mechanismech viéi OFR. (38)
Specidlné u nemoenych osob jsou antioxida¢ni mechanismy redukovény, coz vede
k nerovnovaze mezi produkci VR a jejich odstrafiovanim, z ¢ehoz plyne akumulace
koncovych produktd piisobeni VR a pomalu progredujici poskozovani tkani. (15)

Strategie inhibice poSkozeni volnymi radikaly zahrnuje jak endogenni

antioxida¢ni mechanismy, tak vyuziti chelataéni terapie.
2.4.1 Antioxidaéni systém

ROS jsou piili§ reaktivni aby mohly byt tolerovany v zivych tkanich. Aby se
zabranilo pfesyceni volnymi radikaly a peroxidy, pouZivaji acrobni organismy
sofistikovany obranny systém, kterym plisobi v intra- a extracelularnich vodnych fazich
tak i v membréanach. Strategie antioxida¢ni obrany souvisi se zasahem do oxidativniho
utoku v jeho Casnych momentech (tj. tvorba prvotnich radikaltl) i b&hem inicia¢nich
afet€zovych propagaénich procesi. Antioxidaéni ochrana se zda sklada ze
4 sekven¢nich hladin defenzivni aktivity: preventivni, S§tépici fetézce, opravné
a adaptivni.

Prvni znich (preventivni), $iroce enzymaticka, zahrnuje enzymy, jejichZ
aktivita zavisi hlavné na stopovych mnozstvich minerdlu (Mn, Cu, Zn a Se), jako je
SOD, glutathionperoxidaza a katalaza.

Druha zahrnuje vitaminy C a E a karotenoidy a je spjata s prevenci proliferace
sekundarnich radikaly v fetézovych reakeich jako je lipidova peroxidace (iniciovdna

a vedena primarnimi radikaly).
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Tieti (opravnd) je enzymatickd prevence formace sekunddrnich radikalu
7 koncofetézovych derivati a umoznujici odstranéni téchto molekul z prostiedi, v némz
reakce katalyzované kovy mohou zpusobit dalsi oxidativni poskozeni.

Nakonec, adaptace muze byt téZ zahrnuta v antioxida¢nim mechanismu. VR
také funguji jako signdl umoZfujici indukei syntézy a transportu pfisludnych
antioxidant na jeho misto pusobeni. (15)

Nejlépe charakterizovanou antioxida¢ni protivahou ROS je enzymaticka cesta
pres katalazu, glutathionperoxidazu, glutathionreduktdzu, SOD, hemoxygenazu,
thioredoxin s thioredoxinreduktazou (dveé posledni katalyzuji tvorbu antioxidantu jako
je ubiquinon, kyselina lipoova a askorbovd). Jsou zirovefi cennymi markery
v antioxidagni odpovédi. Delece thioredoxinreduktazy vede k vyvojovym srde¢nim
abnormalitim a u kardialni smrti sekundarné k té€zké dilatované kardiomyopatii.
Neenzymatické mechanismy jsou piedstavovany intracelulirimi antioxidanty (vitamin
C a E, B-karoten, koenzym Q - tj. ubiquinon, kyselina lipoova a mocova a také
glutathion a metallothioneiny). (40)

Mezi nejvyznamné$i intracelularni vychytavace patii SOD, katalaza,
glutathion a glutathionperoxidaza. Extracelularni zametaéi jsou pak piedstavovani
vitaminem C a E, karotenoidy, kyselinou mo¢ovou a plazmatickymi bilkovinami, které
funguji jako chelatory kovu — Fe (Ft, Tf a myoglobin) a Cu (albumin, ceruloplazmin

a metallothionein). (15)

Antioxidanty (10X)

AQOX pittahuji védeckou a klinickou pozomost v mediciné. Experimentalni in
vivo a in vifro studie i epidemiologické studie navrhuji korelaci mezi vaZnosti
oxida¢nim stresem indukovanych chorob a hladinami AOX, coz indikuje, Ze stav AOX
mizZe byt relevantni lidskému zdravi a nemoci. Siroka skala piirodnich a syntetickych
antioxidacnich 1é¢iv a suplement je navrhovéana pro profylaktické a terapeutické ucely.

Rostouci zajem se opira o malé antioxiducni molekuly, jako je koenzym Q, vitamin
E (o-tokoferol), vitamin C (kyselina askorbova), vitamin A a karotenoidy, kyselina mocova,
melatonin a aminoindoly. Pozornost fyziologicka i farmakologicka je up¥ena i na rostlinné
antioxidanty jako flavonoidy a polyfenoly a na o-lipoovou kyselinu. Synretickymi
antioxidanty jsou mimo jiné derivity piirodnich antioxidanti (analoga a-tokoferolu),
fenolické antioxidanty, 21-aminosteroidy a lazaroidy, sloueniny obsahujici sulfhydrylové

seskupeni (thiazolidin, dithiolethiony) a nizkomolekulamni napodobeniny SOD. Mnozstvi
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Jéciv jako betablokatory, ACEI, blokatory kalciového kanalu a Hs-antihistaminika zametajt
ROS, inhibuji lipidovou peroxidaci a moduluji oxidaci LDL-lipoproteint.

Antioxidacni terapie nabyva vyznamu u CAD, AT a zanétu. Nicméné koneény
prikaz prosp&inych efektl této terapie u pacientu s CHD stale chybi. (15) Studovaly se
zmény mezi funkénimi a bioenergetickymi efekty AOX podavanych pfed a po
myokardialni ischémii. Vsechny AOX podané pied ischémii inhibovaly obnovu ATP ve
srovnani s kontrolami. AOX podané pied ischémii snizovaly uéinnost kontrakce béhem
reperfuze ve srovnani s kontrolami. To vede k poznatku, Ze ROS tvoiené bé&hem ischémie

zesiluji bioenergetickou obnovu diky vzestupu u¢innosti kontrakce. (44)
2.4.2 Chelataéni terapie

V soucasnosti neexistuje uspokojujici terapie onemocnéni z piedavkovani Zelezem.
Chelatory Zeleza pomdhaji dlouhodobému prezivani u téchto pacientu a redukuji incidenci
kardialni dysfunkce. Ackoli chelatacni 1é¢ba zlepSuje preZivani, tito pacienti jsou stale
v riziku rozvoje pozdni Zelezem-indukované kardiomyopatie. Proto pochopeni mechanismu
akumulace Zeleza v srdei a jinych tkanich mohou byt uZiteCnymi pro rozvoj novych
lécebnych strategii u pacienti s pfeddvkovanim Zelezem (4). Jeden z nejuspéinéjsich

pfistuptl v prevenci poskozeni VR predstavuje chelatace kovu. (15)

Deferoxamin (Desferal; DFQO)

DFO, silny specificky chelator Zeleza, byl pouzZit v experimentalnich modelech
infarktu, v nichZ je vyuZita ur¢ita hladina protekce. (15) Tvoii stabilni komplex s Zelezitymi
ionty Fe’", snizujic tak jejich pHstupnost pro tvorbu ROS. MiiZe také snizovat aktivaci
endotelialnich bun&k v odpovédi na TNF-a a kolagenem-indukovanou desti¢kovou agregaci
plné krve, Ve vyssich koncentracich (>0,5 mmol/l) mitze zametat ROS. (36)

Prospésny efekt DFO muize byt vysvétlen jeho schopnosti redukce, tj. inaktivace
tetrylmyoglobinu. (15) Chelatace Zeleza DFO blokuje Zelezem-katalxyzovanou Fentonovu
reakci, ale taktéZ inhibuje propylhydroxylézy a timto aktivuje ur¢ité hypoxii-indukovatelné
transkripéni faktory (HIF), které spoustéji adaptaci buiiky na hypoxii. (45, 6) Chemicka
neutralizace volného Zeleza touto slouceninou byla hodnocena experimentalné pro vliv Zeleza
na biochemické Géinky OFR. Vézéni do komplexu s DFO bréni volnému Zelezu iastnit se
na Fentonové reakci, kterd produkuje toxicky OH- radikal zH,0,, a tak lé¢bou timto

chelétorem Zeleza miize byt dosaZeno oslabeni radikalového poskozeni. Nové byl odhalen
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dodatetny mechanismus, kterym DFO muze zvySovat dlouhotrvajici ischemickou
toleranci srdce. Bylo rozpoznano, Ze expozice DFO muze aktivovat rodinu hypoxii-
indukovatelnych faktoru (HIF) vizolovanych buikach i1 in vivo. Dlouhotrvajici
indukce protektivnich genu miZe tvofit slibny cil profylaktické intervence. Je viak
nutno zjistit, zda by lécba jednodavkovym podanim DFO poskytla udrzovaci
kardioprotekei in vivo a zda aktivace HIF systému ¢&i intervence pres kyslikové radikaly
smi reprezentovat pfevladajici mechanismus pisobeni DFO. Oba mechanismy mohou
zmirfiovat tkanové poskozeni pii ischémii a reperfazi.

Nicméné redukce rozsahu infarktu byla dosazena pouze pokud byl DFO podan
urdity interval pfed ischémii, zatimco podani soubéZné sreperfizi bylo netcinné.
Pozorovani ukazuje, Ze DFO pusobi hlavné tzv. ..prekondici srdce - piredlé¢bou® proti
hypoxii, ale cesta efektu limitovani infarktu DFO nebyla objasnéna. Akutni
a prodlouzena ,myokardidlni prekondice” je spusténa v odpovédi na hromadéni
kyslikovych radikalu a aktivaci proteinkinazy C. Kinetika ischemické prekondice se déli
na akutni reakci, zvy3ujici ischemickou toleranci bé&hem né€kolika minut, ktera je
nasledovana prodlouzenym ,.druhym oknem® kardioprotekce, zpusobenym zvySenou
expresi kardioprotektivnich geni. (45)

Pomoci DFO bylo prokazana hypotéza, Ze redukce vaskulami zésoby Zeleza
muze zvratit endotelialni dysfunkei piedioketnich rezistentnich cév u pacientd s CAD.
DFO zlepsil NO-zprosttedkovanou, endotelidlné zavislou vazodilataci u pacienta
s CAD. (36)

Hodnoceni myokardialniho Zeleza béhem chelataéni terapie neni proveditelné
opakovanymi endomyokardialnimi biopsiemi diky heterogenit¢ distribuce Zeleza
ariziku komplikaci. Byla popsana neinvazivni metoda zaloZena na zobrazeni
magnetickou rezonanci. Tato metoda byla vyuzita pro opakovany odhad
myokardidlniho obsahu zZeleza béhem chelatacni terapie DFO u 14 dospélych pacienti

$ thalassémii s transfiiznim pfedavkovanim Zelezem. (46)

Laktoferin (Lf)

Acgkoli je Lf intenzivné studovan, neni jeho funkce v organismu zcela objasnéna. Lf
vykazuje celé spektrum aktivit a jeho funkce bude pravdépodobné komplexni. Lf je
monomericky Zelezo vézajici glykoprotein s molekulovou hmotnosti piiblizné 80 kDa.
Spolu s Tf a ovoTf patii do rodiny ,transferinG (piiblizné ze 60 % se shoduje se sérovym

Tf). Vazebné misto pro Zelezo umoziiuje vazbu dvou molekul Zeleza, kterd je pevna, ale
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reversibilni. U Lf probiha uvoliiovani zeleza v normalnim stavu pfi pH kolem 3, zatimeo Tt
a izolovana N - podjednotka Lf uvoliiuje Zelezo uz pti pH 5,5. (47, 48). V pfirozeném stavu
jeLfz15 az 20 % nasycen Zelezem a ma lososové riZzovou barvu, jejiz intenzita je zavisla
na stupni nasyceni Zelezem. Lf, kiery obsahuje méné jak 5 % Zeleza je oznaCovan jako
apolaktoferin. Naopak Lf pln€ nasyceny Zelezem je hololaktoferin. Afinita Lf k Zelezu je
vysokaé, asi 260 krat vy3si nez afinita sérového Tt a na rozdil od Tt je schopen udrzet Zelezo
i pti nizsim pH. Je schopen vézat i jiné kationy kovii jako napt.: Cu®’, Mn®', Co™, Zn™*
nebo kyselé molekuly jako je heparin, DNA a rizné povrchové molekuly. (49, 50)

Lf se fyziologicky vyskytuje v mnoha tkanich, organech 1 tekutinach lidského téla.
Predominantné se vyskytuje v sckretech exokrinnich Zlaz, které jsou lokalizovany ve
vstupnich branach do traviciho, respira¢niho a reproduktivniho systemu. (51) Lf byl ale také
nalezen v ledvinach, Zluéniku, pankreatu, gastrointestinalnim traktu a jatrech. V PMN je
protein skladovan ve specialnich (sekundarnich) granulich, kde zuastava do doby bunécné
aktivace. Po kontaktu s cizim antigenem tyto buriky degranuluji a uvoliuji velké mnozstvi
antibakterialnich a antivirovych peptidl, mezi které patii i Lf. Tento proces je hlavnim
zdrojem Lf vplasmé. Hladina Lf vplasmé je pii fyziologickém stavu velmi nizka
(1 pg/ml), ale pii nékterych patologickych stavech, napf. pii zanétu, prudce stoupa
a dosahuje koncentrace aZz 200 pg/ml. Po degranulaci je Lf odstranén z cirkulace niznymi
mechanismy, pfevazné pomoci bunék monocyto-makrofagového systému. Tyto buitky maji
receptory s vysokou afinitou k Lf a dopravuji vazané zelezo do Ft, coz je spojeno
s destrukci Lf. Lf pronika do buriky z okolniho prostiedi a je transportovan do jadra bunky,
kde se specificky vaze k uréitym strukturam DNA. Tim dochazi ke spusténi transkripce
reporterovych geni.

Lf ma velkou schopnost vazat Fe, jeho afinita k Fe je 260x vy3si nez u Tf. (49) Lf
chelatuje trojmocné Zelezo a tak pusobi proti tvorbé VR. Bylo prokazano, Ze brani vzniku
hydroxylového radikalu, ktery vznikid pfi Fentonové a Haber-Weissové reakci. (52)
Soucasné Lf ovliviuje zanétlivou reakci organismu a tvorbu ROS i jinym mechanismem,
ktery je dan jeho schopnosti vézat Zelezo. P¥i Fentonové reakci vznikly Fe’' je vazan Lf
abezpeéné transportovan do makrofagh retikuloendotelidlniho systému, kde je skladovano
v podobé Ft. Endogenni Lf se tedy podili na regulaci vzniku ROS. (53} Lf vykazuje 0¢inky
antibakterialni, antivirové, antifugélni, antiparazitické, antitumorové,- imunomodulacni;

ovliviiuje zanét a hypersenzitivni reakce, enzymatickou aktivitu, reguluje transkripci gend

a je také piirozenym antioxidantem. (54, 53)
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Klinické vyuZiti cheldtori

Terapeuticky je DFO aplikovan pro podporu renadlni exkrece zeleza
u onemocnéni spojenych s jeho nadbytkem ¢i intoxikaci. (45) Chelataéni terapie DFO
se provadi u dospélych pacientd s thalassémii s transfuznim piedavkovanim Zelezem.
(46) Chelata¢ni terapic DFO muZe vést k negativni bilanci Zeleza, sniZit incidenci
a vaznost Zelezem-indukovane kardiotoxicity a prodlouzit pfeziti. Nicméné, abychom
byli tspésni, musi se podat s.c. infuzi po 8-10h/den. Nizkd compliance spojend s timto
obtiZnym podavacim schématem se promita do sniZeného pieZivani pacienta. (25,4)
Neékteré (ne viechny) studie ucinku chelatoru DFO na ischemické myokardialni déni
u zvifat vykazuji prospéiny efekt piedlécby touto latkou na RP. (8)

Strukturalni a biochemicka podobnost Lf s Tf ukazuje, Ze Lf mizZe hrat uréitou
roli v metabolismu Zeleza jako jeho transportni molekula. Pfestoze je Lf intenzivné
zkouman, stale chybi pfesvéd¢ivy dikaz o jeho zapojeni do regulace homeostazy zeleza
nebo vsttebavani zeleza z tenkého stieva pfi fyziologickém stavu. Jak se zda, mohl by
Lf, vzhledem ke svym vlastnostem, G¢inné pusobit proti tvorbé VR pii ischemicko-
reperfuznim po8kozeni srdce. Predpoklada se, Ze bude u¢inné pusobit nejen

u ischemicko-reperfiuzniho poskozeni, ale i v tkanich s vysokym metabolickym obratem

(plice, ledviny, jatra), kde se predpoklada vétsi tvorba VR. (51, 52)




3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 Metodicka ¢ast

3.1.1 Zvirata

K experimentum byli pouzZiti samei (v pilotni studil samice} potkantu kmene
Wistar (BioTest s.r.o., Ceska republika) o pramémé hmotnosti 350 g. Zvifata byla
chovana ve vivartu Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze
se zajisténou ventilaci vzduchu pro oteviene chovy, teplotou vrozmezi 22 — 24°C,
svolnym piistupem 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 Etické komise Farmaceutické fakulty v Hradci Kralove Univerzity

Karlovy v Praze.
3.1.2 Chemikalie, pristroje a nastroje

Chemikalie

ethylurethan (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, SRN)
aqua pro inj. (Biotika a.s., Slovensko)

heparin (Zentiva a.s., CR)

1soprenalin

laktoferin (SVUS, Hradec Kralove)

PFistroje a nastroje
chirurgicke nastroje (peany, nuzky, skalpely, nité)
kanylky
Valu-Set, PE katetry
tlakovy snima¢ BPR-02
pln& komputerizovany pfistroj pro méfeni srde¢niho vydeje a odvozenych parametrii
Cardiosys® (Experimentria Ltd, Mad'arsko), software Cardiosys V 1.1.
. mikropipety
pH metr (pH 538 WTW)
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3.1.3 Pilotni studie podani laktoferinu

Tiem potkanim samicim byl vodlisnych davkach s ¢asovym odstupem
aplikovan laktoferin (LA) do postranni ocasni Zily pomoci kanylky a Valu-Setu.
Jednotlivé davky intravenézné podaného LA byly 21,2 mg/kg, 100,0 mg/kg a 47,19
mg/kg (viz Tab. &. 1). Pro usnadnéni aplikace LA byly Zily dilatovany nahfivanim ocasu
horkou vodou. Sledovali jsme edematdézni zmény a hematurii u samice s nejvyssi
davkou (100,0 mg/kg), a proto byla jedté tato samice sledovana v pravidelnych

gasovych intervalech.

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

potadové ¢islo samic | hmotnost samice [mg] | davka LA [mg/kg]
1. 330 21,2
2. ' 370 ‘ 1000 |
3 ' 350 47,19
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3.1.4 Model akutniho infarktu myokardu

Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy medel. Podani
nekrogennich davek isoprenalinu navozuje u potkani nejdiive absolutni ischémii, ktera
je nasledovéna stavem podobnym IM s manifestovanymi morfologickymi a funk¢nimi

zménami. Pokus provedl Mgr. Pfemysl Mladénka.

Isoprenalinovy model
Potkantiim jsme podali isoprenalin (ISO} s.c. v davce 100 mg/kg podie puvodni
studie Blasig et al., 1985. Za 24 h po aplikaci jsme méiili funk&ni parametry. (55)

Funk¢ni parametry

| V celkové anestezii, navozené ip. podanim 1 gkg' urethanu ve 20% vodném

roztoku, jsme provedli méfeni srde¢niho vydeje a odvozenych parametri s vyuZitim
I Stewartovy-Hamiltonovy termodiluéni metody. Polyethylenovy katétr (0,5/1,0 mm),
naplnény heparinizovanym fyziologickym roztokem, jsme zavedli pres pravou v. jugularis
ext. do pravé predsiné k podéni indikatoru — chlazeny fyziologicky roztok o teploté nizsi nez
10°C o objemu 0,1 ml. Prostiednictvim a. carotis comm. sin. jsme zavedli termistorovy katétr
do aortdlniho oblouku, coZ umoznilo transpulmonami meéfeni zmén teploty krve a vytvoreni
termodiluéni kitvky. Treti PE katétr (0,5/1,0 mmy), naplnény heparinizovanym fyziologickym
roztokem (10 1U.ml") a spojeny s tlakovym snimacem BPR-02, jsme zavedli do pravostranné
a. 1liaca comm. Sensory jsme propojili s plné komputenizovanym pfistrojem pro méfeni

srdeéniho vydeje a odvozenych parametrii Cardiosys®, software Cardiosys V 1.1.

Meéfeni termodiluéni kiivky jsme provedli po stabilizaci fyziologickych funkei 4x v
pétiminutovych intervalech. Dal$i proménné byly bud’ simultanné méfeny nebo pocitany:
o tlaky krve (BP): stfedni (mBP), systolicky (sBP), diastolicky (dBP) (mmHg)
s srdelni frekvence (HR; tepy.min™")
¢ srdeéni index (CI, ml.min-l.kg'l)
¢ index tepového objemu (SVI; mbkg™)
* sBP x HR (tzv. dvojprodukt, “double product™, parametr srde¢ni spotteby kysliku;
mmHg.tepy.min™)
¢ index celkové periferni rezistence mBP/CI (Rs,totl; mmH g.ml".min.kg)

¢ index srdecniho vykonu, CI x mBP (CPOI; mml—Ig.ml.min’I kg 3
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Veli¢iny byly méreny 4x v 5 minutovych intervalech. Naméfené hodnoty u modelového

ptipadu jsou shrnuty v Tab. &. 2.

Tab. 2. Funkéni parametry po 24 h po podani isoprenalinu (ISO) s.c. v ddvce 100 mg/kg

méreni

méreni

méreni

veli¢ina (jednotky) el 62 €3 mg : primér | sm. odch.
systolicky tlak (mmHg) 119 127 129 131 126,5] 4,555217
stiedni tlak (mmHg) 94 102 103 104} 100,75| 3,960745
diastolicky tlak (mmHg) 82 90 90 92 88,5| 3,840573
srdecni frekvence 475 479 482 475  477,75| 2,947457
(uder/min)
teplota krve ( sC) 36,8 36,9 36,8 36,6|  36,775| 0,108972
teplota indikatoru ( sC) 14,6 14,4 14,3 14,3 14,4 0,122474
srdeéni vvdej {ml/ min) 46 53 52 48 49,75 2,861381
tepovy objem (ml / uder) 0,1 0,11 0,11 (0,1 0,105 0,005
dvojprodukt
(FS x stfedni TK) 44650 48858 49646  49400| 48138,5| 2034,161
(mmHg*uder / min)
periferni odpor 2,056 1,936 1,975 2,189 2,039| 0,096817
(mmHg*min / ml)
stdecn prace (ml/ 4298 5375 5371 4941| 499625| 440,0269
min*mmHg)
index srdecniho vydeje 186,6| 21511 2129  1939| 202,125| 12,1771
| (ml/min/kg)
index tepového objemu | 1401631 448079] 0,448979| 0.408163| 042857 0020408
{ml / uder / kg)
dvojprodukt
(FS x stredni TK) 182244,9{ 199420,4| 202636,7| 201632,6| 196484  8302,7
(mmHg*ider / min / kg)
index periferniho odporu | g 3918361 7902040 | 8,061224| 8934693 8,32245| 0395171
(mmHg*min / ml / kg)
index srde&ni prace
(ml / min*mmHe/ ke | 1754285 21938,77| 2192244/ 2016734| 203929 | 1796,028
hmotnost zvitete (g) 245
hmotnost komor bez krve 1956
(g '
hmotnost komor bez 5.1
krve/kg (%o) ’
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| 3.1.5 Podani laktoferinu (viz Tab. ¢ 3 a 4)

. Ttem potkanum byl 3 dny po sobé podavan laktoferin (LA) opakované kazdych
24 hodin v davce 20 mg/kg. U dvou (LAIl a LAI2) ztéchto tii byl jesté¢ 4. den
aplikovan u LAI1 25,5 mg a u LAI2 26 mg isoprenalinu k navozeni infarktu myokardu
| (LA 3x20 mg/kg + ISO). Poslednimu ze tii (LA1) jako kontrolnimu vzorku nebyl ISO
podan (LA 3x20 mg/kg).

Ctvrtému a patému potkanovi (LAI3 a LAI4) byl laktoferin aplikovan
jednorazové v davce 50 mg/kg a po 5 minutdch u LAI3 27,5 mg a u LAI4 26 mg
isoprenalinu (LA 50 mg/kg + ISO).

Tab €. 3: Podéni laktoferinu (LA) a isoprenalinu (ISO) u jednotlivych zvifat

Opakované podani LA | Jednorazové podani LA | Podani isoprenalinu
LAIl 20mg/kg (3x) |  meee- 25,5 mg
LAI2 20mg/kg(3x) | = - 26 mg
LAl 20 mg/kg {3x) e kontrolni
LAIZ | - 50 mg/kg 27,5 mg
LAI4 | - 50 mg/kg 26 mg
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Tab. ¢. 3: Schéma podavani laktoferinu

m - hmotnost zvifete v g

LA - davka laktoferinu v mg
I (urethan) - davka isoprenalinu, v zavorce davka 20% w/V roztoku urethanu
m(s) - hmotnost srdce v g

21.XI 22.X1 23.X1 24.X1 25.X1
20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg
LA LA LA 150 *
LAII [ 250 225 250 255 240
LA 5 4,5 5 -
i
(arethan) = - - 25,5mg (1,4ml}
20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg
LA LA LA 150 *
LAI2 m 250 250 255 260 240
LA 5 5 5,1 -
1
(urethan) ) ) ) 26 mg (1,4ml)
20mg/kg 20meg/kg 20mg/kg +
LA LA LA
LAL m 250 250 260 240
LA 5 5 52
i
(urethan) i ) i (1,4ml)
S0mg/kg +
LA +ISO
LAI3 m 275 245
LA 13,75
1
(urethan) 27,5mg (1,5ml)
S0mg/kg "
LA + iSO
LAI4 m 260 245
LA 13
1
(urethan} 26 mg (1,5ml)

Ziskané hodnoty a veli¢iny tykajici se podani LA a ISO konkrétnim potkanim

slouzily k indexaci a grafickému znazornéni vztahu podani isoprenalinu, laktoferinu

nebo laktoferinu a isoprenalinu na vitalni funkce srdce (viz 4. Vysledky).




3.2 Histologické zpracovani odebranych vzorku

3.2.1 Chemikalie, pFistroje a niastroje

Chemikalie

aceton {LACH — NER s.r.o0., Neratovice)

eosin G (Merck, Darmstadt, SRN)

_l ethanol 96% (Lihovar Chrudim a.s.)

; ethylenglykol (Lachema n.p., Brno)

formol konc. (PENTA, Chrudim)

glycerol (ALMA)

hematoxylin (Lachema n.p., Brno)

chlorid Zelezity ( Lachema n.p., Brno)

jodiénan sodny (Lachema n.p., Brno)

kanadsky balzam (Lachema n.p., Brno)

| kyselina fosfomolybdenova (LACH — NER s.r.0., Neratovice)
kyselina chlorovodikova (Lachema n.p., Brno)

kyselina octova (LACH — NER s.r.0., Neratovice)
kyselina pikrova (Polskie Odczynniki Chemiczne, Polsko)
kysely fuchsin (Fisher Scientific, Velka Britanie)

kyselina octova ledova (LACH — NER s.r.o., Neratovice)
oranZ G (Fisher Scientific, Velka Britanie)

parafin (PARAMIX, Holice)

Ponceau RR (Loba-Chemie, Wien, Rakousko)

siran hlinity (PENTA, Chrudim)

svétla zelen (Fluka AG, Svf;carsko)

xylen (Kulich, Hradec Kralové)

Zluta krevni sul (kalium ferrok yanatum) K4[Fe(CN)g] . 3H,O (PENTA, Chrudim)

P¥istroje a ndstroje

mikropipety

pH metr (pH 538 WTW)

michacka (MM1. Laboratorni piistroje Praha)

termostat
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kovoveé komurky, 3palicky

nuz

laboratorni sklo (kadinky, odmémé valce apod.), kyvety
podlozni a kryci skli¢ka

diamant k popisu sklicek

preparacni jehly a Stétecek

| sankovy mikrotom (Leitz-Wetzlar, Reichert)

rotaéni mikrotom (MPS-2)

elektricka ploténka

svételny mikroskop (Hund Wetzlar V 300)

mikroskop Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan)
digitalni kamera Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA)
software LUCIA verze 4.71 (Laboratory Imaging Prague CR)




3.2.2 Zpracovani materialu pro histologickou analyzu

Tkan odebrana pro histologické vy3etieni jsme nejprve fixovali a oznacili ¢islem,
pod nimz je vzorek evidovan. Provedli jsme odvodnéni, projasnéni, prosyceni
parafinem a vlastni zaliti vzorku do parafinu. Dale jsme pfipravili histologické rezy,
které jsme je$té¢ dale upravovali. Po odparafinovani preparatl jsme pfistoupili
k histologickému barveni. Obarvené preparaty jsme zamontovali do kanadského

balzamu a po zaschnuti byly pfipraveny pro analyzu svételnou mikroskopii.

Fixace vzorku

Fixace je rychl¢ vysraZeni (denaturace) bilkovin, protoplasmy bunék a tkani
fixaénimi prostiedky. Cilem je zabranit samovolnému rozkladu tkané neboli autolyze.
Ta je podminéna pusobenim enzymu a vede rychle k hrubym zménam protoplasmy az
k Uplnému rozkladu bunék a tkani. Fixace musi byt Setrna, aby byla zachovana pokud
mozno takova struktura tkané, jakou ma tkan zaziva. Fixace dale nesmi porusovat
barvitelnost tkané a musi do tkané rychle pronikat. Tkan resp. vzorek tkané je nutno
vlozit do fixace co nejrychleji po odebrani. U celych organu se fixaéni roztok vstiika

ptimo do cév. Minimalni doba fixace je 24 hodin, zalezZi na velikosti vzorku.

K fixaci jsme pouzili Bouinovu tekutinu. Po skondeni fixace bylo nutno vzorek

dale zpracovavat.

Bouinova fixaéni tekutina

nasyceny roztok kyseliny pikrove ...300 ml
neutrdlni formol ................... ... 100 ml
Pied upotiebenim jsme na kazdych 100 ml takto pfipraveného roztoku ptidali 5
ml kyseliny octové ledové.
Neutralni formol
K neutralizaci formolu se pouZiva pra§kového CaCO; nebo MgCO;. Nasype se
do lahve s formolem asi do vySe 2 — 5 cm, obdas se protiepe a béhem nékolika dnit je

formol zneutralizovan. Redi se vodou.
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Dalsi zpracovani

Tato procedura sestavala zodvodnéni, projasnéni, prosyceni parafinem
a nasledné vlastniho zaliti vzorku do parafinu. Pfi projasnéni jde o odstranéni ethanolu
z tkan€. Pti prosycovani nesmi teplota parafinu piekro¢it 58°C. Nasledné jsme piipravili
histologické tezy, které jsme jeSté upravili k vlastni histologické analyze. Vzorky

z fixaéni tekutiny jsme postupné vkladali do nasledujicich tekutin na uvedenou dobu:

Odvodnéni tkané: 50% ethanol................... I hod.
70% ethanol.................... I hod.
80% ethanol.................... 1 hod.
ACEtOM....oiiiniiiiaiiianen, 3x vyménit béhem 24 hod.
Projasnéni: xylen 1. 10 min.
xylen 2., 10 min
Prosyceni: parafin 1 (56-58 “C)........... 24 hod.
parafin 2 (56-58 °C) .......... 24 hod.

Zaliti vzorku do parafinu

Poté jsme zalévali vzorky do blockn zkvalitnénym a ptefiltrovanym parafinem (3-5 g
veeliho vosku na 100 g ptepalencho parafinu). To jsme provadéli tak, Ze jsme vzorek tkané
umistili doprostied ¢&tverce, vytvofen¢ho dvéma kovovymi liStami tvaru L (komurky),
poloZenymi na podkladu, a do ¢tverce jsme nalili teply parafin a cely preparat jsme nechali
ztuhnout asi jeden den. Po odejmuti kovovych li§t jsme blocek se zalitym vzorkem ofizhi
pomoci noZe na vhodnou velikost (vrstva parafinu kolem vzorku 3-5 mm) a ulozili do

oznaceného sacku do chladu.

Priprava histologickvch Fezii a dalsi Yiprava

Pted krajenim jsme blodek nalepili na dievény $palicek, pomoci ného? jsme blocek se
vzorkem upevnili do svorek saiikového & rotaéniho mikrotomu. Nejprve jsme bloéek
nahrubo prokrajel k vlastni tkdni. Pak jsme nafidili hlavici mikrometrické¢ho Sroubu na
pozadovanou tloudtku fezu a krajeli tenké fezy o tloust'ce 5 — 7 mikrometrt. Parafinové fezy
jsme kladli na podlozni sklicka, pfedem oznacena piislusSnym d&islem pomoci diamantu,
potfena smeési bilku s glycerinem a kapkou destilované vody. Smés bilku s glycerolem je zde
proto, aby se fez na sklicko pfilepil a pozdéji béhem barveni ze sklicka neodplaval. Uvedenou
smés jsme piipravili ze stejn¢ho dilu vaje¢ného bilku a glycerinu uslehanim a pfefiltrovanim.

K filtratu jsme piidali maly kousek kafiu za icelem konzervace.

48

e




Na kazd¢ sklicko jsme pomoci preparaéni jehly a Stétecku prenaseli 2-4 preparaty.
Ty jsme nechali na sklickach narovnavat poloZenim na elektrickou ploténku o teploté okolo
50 “C. Po napnuti fezu jsme preparat sejmuli z plotny a prebyte¢nou destilovanou vodu slili
pies hranu skli¢ka a sklicko nechali voln& oschnout. PodloZni sklicka s fezy jsme uloZili do

termostatu vyhiatého na 38 °C az 40 “C. Nakonec jsme preparaty odparafinovali.

Odparafinovini: 3x xylen ..................... 5 min
96 % ethanol ...............5 min
70 % ethanol .................5 min
destilovana voda ........... 5 min

Po odparafinovani jsme skli¢ka opatrné otieli hadiikem a nasledovalo barveni (viz 3.3).

Zamontovani do kanadského balzamu

Obarvené preparaty jsme vyzvedli z kyvety s xylenem, fddné a naposledy otreli
sklicko v okoli preparatii. Poté jsme preparaty piikryli krycim sklickem, na némz byla

kapka kanadského balzdmu, a nechali nékolik dni zaschnout.
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3.2.3 Histologicka barveni pro svételnou mikroskopii

Pokud prohliZzime preparat v optickém mikroskopu, jednotlivé slozky tkané se
taktka nelisi lomivosti svétla. Pfi barveni vyuzivame toho, Ze mizné soucasti bunék a
tkani vazou rizna barviva, takZe je v mikroskopu zieteiné rozli§ime. Zakladnim

barvenim preparatu je hematoxylin a eosin.

Hotové preparaty jsme barvili &tverym zpusobem: hematoxylin-eosinem,
zelenym trichromem, Pearlsovym barvenim trojmocného Zeleza a Weigertovym

zelezitym hematoxylinem — van Giesonovym pikrofuchsinem (Weigert-Van Giesonem).

Preparaty jsme pozorovali pomoci svételneho mikroskopu (HUND WETZLAR
V300). Fotodokumentace a digitalizace mikroskopickych nalezui 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).

Hematoxylin a eosin

Roztoky:
Roztok hematoxylinu Hill

hematoxylin ............... 40¢
jodi¢énan sodny ............ 04¢g
siran hlinity ............... 352 ¢
destilovana voda ......... 710,0 m}
ethylenglykol ............. 250,0 mi
kyselina octova ........... 40,0 ml

Roztok jsme pfipravili rozpudténim hematoxylinu, jodi¢nanu a siranu
v destilovane vodé a promichali. Poté jsme pfidali ethylenglykol a znovu zamichali.
Nakonec jsme piidali kyselinu octovou. Pfed pouzitim jsme roztok nechali uzrat

a prefiltrovali. Roztok hematoxylinu se uchovava v lahvi, do které se pini az po zatku.
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Roztok eosinu je 1% roztok eosinu v destilované vodé

Barveni: hematoxylin ............... 6-8 min
pramenita voda ........... 10 min (modienti)

otieni skli¢ek

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

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni: Jadra bunék a chrupavka modie, kolagenni vazivo a cytoplazma

riZzové, svalstvo a erytrocyty Cervené.

Zeleny trichrom (Massonovy trichromy)

Roztoky:
Roztok kyselého alkoholu:

kyselina octova ........... 10 ml

96% ethanol ............... 990 ml
Roztok kyselého fuchsinu — ponceau:

roztok A ...l 1dil

roztok B ... 2 dily

Roztok A: barvivo jsme rozpustili ve vafici vodé€ a az po vychladnuti jsme pfidali

kyselinu octovou.

kysely fuchsin ............ 2g
destilovana voda ......... 200 ml
kyselina octova ........... 2 ml

Roztok B: postup jako u roztoku A

ponceau 2R ........ .. ... 2g
destilovana voda ......... 200 ml
kyselina octova ........... 2 ml




Roztok oranZze G a kyseliny fosfomolybdenové:

destilovana voda ......... 200 ml

Roztok metylenové zelené:

Barveni:

Odvodnéni:

Projasnéni:

oranz G .........oevieenn. 4g
destilovana voda ......... 100 ml
metylenova zeleii .........0,2 g
kyselina octova ........... 0,5 ml
hematoxyhin................ 4 min

destilovana voda — oplachnuti
diferenciace v kyselém alkoholu za kontroly mikroskopem
pramenita voda ............5 min
destilovana voda — oplachnuti
kysely fuchsin-ponceau...4 min
% kyselina octova — oplachnuti
diferenciace roztokem oranze G a kyseliny fosfomolybdenové za
kontroly v mikroskopu (az kolagenni vazivo zustane témér
bezbarveé)
1% kyselina octova — oplachnuti
metylenova zelen ......... 2,5 min
1% kyselina octova — 3x oplachnuti
96% ethanol............... 3 min
ethanol - xylen (2:1) ....3 min
ethanol — xylen (1:2) ....3 min
3xxylen ... 3 min

otfent skli¢ek

Zamontovani do kanadského balzimu

Vysledek barveni: kolagenni vidkna zbarvena zelené
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Pearlsova reakce na trojmocné Zelezo
Reakee:

Smisili }sme stejnd mnozstvi Cerstvé piipraveného roztoku 4% ferrokyanidu
draselného a 4% kyseliny chlorovodikové, vznikly roztok jsme zahfivali ve vodni lazni

na 60°C, poté jsme barvili pfiblizné 2 minuty.

destilovana voda .......... 5 min (vypirani)
jadrova gerveri ............ nékolik sekund (dobarveni)
Odvodnéni: 2x 96 % ethanol — oplachnuti

ethanol — xylen (2:1).....3 min
ethanol — xylen (1:2).....3 min

Projasnéni: 3xxylen ..ol 3 min
otfeni skli¢ek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni: Trojmocné Zelezo je zbarveno tmaveé modre, jadra bunék cervené

Weigertiv Zelezity hematoxylin — Van Giesoniv pikrofuchsin

Roztoky:
Weigertuv Zelezity hematoxylin: roztok A : roztok B (1:1)

roztok A:
ethanol 96%........cceue..... 100,0 ml
hematoxylin ............... 1,0 ml
roztok B:
destilovana voda .......... 95,0 mi
chlorid Zelezity............ 0,6 g
HCl...oooiiiiiiiin 0,75 ml
Pikrofuchsin:

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

pfed pouzitim jsme okyselili 1 kapkou 2% kyseliny octové na 10 ml
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Barveni: Weigertuv hematoxyhin...15 — 20 min

pramenita voda ............ 5 min

destilovana voda............ oplachnuti

pikrofuchsin................ 510 min

destilovana voda............ opldchnuti (rychle)

ethanol 70% ................. oplachnuti (rychle)

ethanol 80%........c.coeeennee. oplachnuti (rychle)
Odvodnéni: 2x 96 % ethanol — oplachnuti

ethanol — xylen (2:1).......3 min
ethanol — xylen (1:2).......3 min

Projasnéni: 3xxylen ... 3 min
otfeni sklicek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni:

Jadra se barvi Cernohnédé, kolagenni vazivo ¢ervené, svalstvo Zluté, (56)
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4. VYSLEDKY
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Byla provedena pilotni studie, ktera ukazala zakladni parametry podavani laktoferinu,

nasledné na ni navazala studie vlivu laktoferinu na model akutniho infarktu myokardu.

4.1 Pilotni studie

Pit intravendznim podani laktoferinu (LA) byly pozorovany markantnéjsi projevy

poskozeni tkani LA (edém a hematurie) pouze pii nejvyssi podane davee 100 mg/kg.

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

poiadové ¢islo samic | hmotnost samice [mg] | davka LA [mg/kg]
1. 330 21,2
2. 370 100,0
3. ' 350 47,19

V pribéhu hodiny do$lo u samice s nejvy$si davkou LA k otoku v &elistni oblasti
s vyrazné rozSifenymi poéry a vyskytla se u ni hematurie. Samice byla tedy pozorovana
v pravidelnych ¢asovych intervalech a po 6 hodinach byl otok zmensen o 75 %, ale pory
byly stale rozsitené.

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

hematurie se nevyskytla vubec.
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4.2 Viiv laktoferinu na model akutniho IM

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

Ziskané hodnoty tykajici se podani LA a ISO konkrétnim potkanum slouZily

k indexaci a naslednému grafickému zndzornéni.

Index vihké hmotnosti komor (wet ventricle index) (viz Graf ¢. 1)

Index vlhké hmotnosti komor predstavuje pomér hmotnosti komor a hmotnosti
zvifete [%o]. Index ma u zdravého kontrolniho zvifete nizké hodnoty kolem 2,5 %o —
nevyskytuje se zde zadny otok. Hodnoty od 3,0 do 4,0 %o vykazuje vzorek
s isoprenalinem. Zvy3eni indexu je dano navozenim infarktu myokardu,

U kontrolniho vzorku LA1 (dle Tab. ¢ 3: Schéma podavani laktoferinu)
s opakovanym podanim LA 3x20 mg/kg se objevilo zvySeni hodnot. LA sam o sobé
zvySuje hodnoty podobné jako podani isoprenalinu — to vyplyva z jeho biologickych
ucinku plynoucich z i.v. podani, které stimuluje imunitni reakci (viz edemat6zni projevy
v pilotni studii).

Markantné vyss§i hodnoty 4,0 az 5,0 %o byly dosazeny u LAIl a LAI2, kombinaci
opakovaného podani LA 3x20 mg/kg a podani ISO. Kolem 5,0 %o se pohybovaly
hodnoty u pfipadu s jednorazovym podanim LA 50 mg/kg a ISO (LAI3 a LAI4).
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Graf ¢. 1: Index vlhké hmotnosti komor

index vlhké hmotnosti komor
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¢ @ LA 3x20mg/kg + ISO
20 LA 50mg/kg + ISO

Index srdeéniho vvdeje (cardiac index) Iml/min/kg] (viz Graf &. 2)

[ndex srde¢niho vydeje je pomér srde¢niho vydeje [ml/min] a hmotnosti zvifete
[kg]. Vy33i hodnoty tohoto indexu (az do 400 ml/min/kg) predstavuji zdrava srdce
(kontrola). Po aplikaci isoprenalinu v nekrogennich davkach (kolem 25 mg) dochazi
k ischemizaci myokardu, coZ se projevi poklesem srdegniho vydeje - krajni hodnoty az
pod 100 ml/min/kg.

Hodnota u kontrolniho vzorku LA1 s opakovanym podanim LA 3x20 mg/kg se
blizila hodnoté 300 ml/min/kg.

Po opakovaném podani kombinace LA 3x20 mg/kg + [SO (LAIl a LAI2) se
hodnoty pohybovaly v rozmezi 200 az 300 ml/min/kg. Jednorazové podani LA 50
mg/kg + ISO (LAI3 a LAI4) vedlo k hodnotam kolem 200 ml/min/kg.

Diky zna¢né variabilité a individualité vystupi pfi podani laktoferinu nelze

Jednotlivé druhy podani pro nizky pocet zvitat hodnotit.
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Graf ¢. 2: Index srde¢niho vydeje
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Histologické zhodnoceni

Na histologické ovéreni zmeén, které po experimentalnim podani laktoferinu a
nasledné i1soprenalinu vyvolaly ve struktufe myokardu obraz podobny nalezu pfi akutni
infarktizaci, jsme zvolili pii¢né 1 podélné fezy celym vypreparovanym srdcem.

Fotodokumentace a digitalizace  mikroskopickych nalezu byla provedena
pomoci mikroskopu Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan), digitalni kamerou Pixelink
PL-A642 (Vitana Corp., USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.71 (Laboratory
Imaging Prague, CR). Sterologicka analyza nebyla v téchto preparatech realizovatelna,
protoZze zmény nalezené v poskozeném myokardu byly p#ili§ difizni a nebylo je moZno
odlisit pomoci plo$né ¢&i barevné diference.

Pro lepSi instruktivnost nalezll uvadime na pocatku obrazové dokumentace
histologicky Fez kontrolniho intaktniho myokardu (obr.1).

Pii stfednim a vétSim zvétSeni vidime, Ze svalové buiky v oblasti ¢erstvého
infarktu jsou dobfe ohraniéené, zachovavaji svij tvar, ale jejich cytoplasmy se stava
abnormalné eozinofilni. Pfi¢né pruhovani je v nékterych kardiomyocytech zachovano,
v né¢kterych vsak jiz nebylo pozorovatelné. Na nékterych dsecich byla patma i forma
hrubsiho granuldrniho rozpadu takto postizenych bunék (obr. 2 a 3) . Jadra v takovychto
oblastech se rozpadla karyolyzou nebo karyorexi. Na uréitych vsecich hranice
nekrotické a zachovalé tkané byly pozorovatelné 1 prifezy dystroficky zménénymi
myocyty svyraznym hydropickym vakuolizovanim cytoplazmy (obr.4).Velmi
napadnym nalezem byla pfitomnost leukocytalniho infiltratu v interstitiu a rovnéz
vyraznd leukostaza v kapilarach myokardu (obr. 5). Zvlasté na ptehlednych podélnych
fezech je dobie patrny gradient sméru a hustoty leukocytarniho infiltratu od stfedni &asti
myokardu ke jeho hrotu (obr. 6).

P vétsim zvétleni bylo mozné tento infiltrat lokalizovat jednak
v subendokardialnich oblastech (tam mé&l dokonce loZiskovy charakter), jednak
v obdobném uspofadani, ale spiSe v difusni formé i v subepikardialnich lokalizacich
{obr. 7 a 8).

Pii velkem zvétSeni byly dobie pozorovatelné histologické zmény zplsobené
ischemickou nekrozou srdeéni svaloviny.

Leukostaza vytvofena v kapilamim fecisti zasobujicim myokard je tvofena
prevazné nahromadénymi necutrofilnimi leukocyty. Postupné tyto buiky prostupuji

intersticiem, které je edematézné prosaknuté a oddaluje od sebe kardiomyocyty intaktni
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i ty, kter¢ jiZz podiehly Gplné nekréze s rozpadem jader, ztratou pii¢ného pruhovani a
zvySenou eozinofilii cytoplasmy, zpusobenou koagulaci bilkovinnych komponent
(obr.9).

Zvlaste instruktivni obraz byl pozorovan ptfi velkém zvétSeni na preparatech
barvenych pomoci kombinace jadrového barveni Zelezitym hematoxylinem podle
Weigerta a van Giesonova a barveni pikrofuchsinem. Tam se nekroticky rozpad
myocytd a jejich degranulovany obsah dobfe barevné odhsil od cervenofialového
zbarveni vlaknitych komponent vazivové tkdné intersticia a tmavych vietenovitych
jader fibroblasti. Soucasné byla pozorovana ve stejné lokalité pfitomnost elementi
polymorfonuklearniho infiltratu (obr.10).

Nutno poznamenat, Ze tento typ ischemické nckrézy v ¢ase odbéru po 24 hod. od
expozice isoprenalinu nemél jedté zaznamenatelé charakteristické znaky pozdnich zmén
akutniho infarktu myokardu - tj. loziska kompletniho rozpadu bunék svalu 1 intersticia
s demarkaéni linii leukocytarniho valu, jaka jsou v takovychto ¢asovych intervalech

obvykle piitomna.
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Je ziejme, Ze podani laktoferinu vyvolava u experimentalnich jedinct vyrazny
zasah do integrity organismu. Tyto zmény jsme pozorovali piedevsim v pilotni studii,
kde se projevily i v makroskopickém méfitku.

Z nasledné studie wvyplyva, Ze nedochazi k piedpokladanému zfetelné
protektivnimu Uéinku laktoferinu pii ischemickém poskozeni myokardu. Ocekavany
vysledek sice nebyl prokazan, ale vzhledem k malému poc¢tu experimentalnich jedincu,
jej nemuzeme zcela jednoznaéné vyloudit. Na experimentalnim jedinci s opakovanym
podanim laktoferinu LAIl 3x20 mg/kg, se ukazala moZnost pozitivniho plusobeni pfi
ischemii navozené naslednym podanim isoprenalinu. Parametry poSkozeni zde nebyly

tak vyrazné jako u jinych jedincu.
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S. DISKUSE




V teoretické ¢asti jsme se zaméfili na fyziologické i patologické aspekty obecné
pfitomnostt Zeleza v organismu. JelikoZz se Zelezo aktivné podili na oxidativnich
patologickych pochodech diky produkci kyslikovych radikalh, vénovali jsme pozornost
take charakteristice oxida¢niho stresu v tkanich. Tyto pochody pak vytvéreji fenomén
tkanového podkozeni, ktery ma své misto (kromé& mnoha ostatnich organil) hlavné
v myokardialni tkani, a to v pribéhu ischémie a nasledné pii reperfizni periodé po IM.
Vychézeli jsme =z c&etnych experimentélnich studii (vét$inou zahrani¢nich), které
nasledné hledaly na zakladé vieobecn€ znamych 1 novych poznatki o in vivo a in vitro
chovani Zeleza spojitost mezi hladinami Zeleza v téle a vyskytem kardiovaskulamich
komplikaci. Vétsina z nich byla provadéna na zvifecich modelech, nékolik z nich
vychazelo zlidskych prospektivnich studii. Rada znich se navzijem dopliiovala
a podporovala navrhovanou hypotézu, na druh¢ strané zde vSak vystupovalo nékolik
praci, v nichz se tato hypotéza nepotvrdila, ¢i spife byla vyvracena.

Soucasna medicina se zabyva hojné problematikou protektivnich latek, které by
tlumily ¢i  eliminovaly nasledky ischemicko-reperfuzniho poSkozeni z hlediska
obecného a nespecifického zasahu do oxidaénich déju fadou pfirodnich 1 syntetickych
antioxidanti. Svou pozornost v posledni dob€ upfela i na ovlivnéni oxidativnich
pochodu selektiviim z&sahem pomoci specifické chelatace iontu piechodnych kovu.
Laktoferin, jako Zelezo chelatujici, télu vlastni glykoprotein, pfedstavuje perspektivni
¢lanek v protekci tkani vici zelezem-katalyzovanym reakcim do budoucna.

Jako vhodny model studia nejzavaznéjsi formy ICHS infarktu myokardu jsme
pouzili isoprenalinovy model. Poprvé byl sledovan u¢inek laktoferinu a histologické
zmény po jeho podani v souvislosti s ischemicko-reperfuznim pogkozenim myokardu.
Hodnotili jsme patologické zmény po podani isoprenalinu pomoci analyzy funké¢nich
parametri a histopatologického vy$etfeni. Pifi ischemicko-reperfuznim poskozeni
myokardu hraje velmi dileZitou roli Zelezo. Byla planovana lokalizace depozita Zeleza
ve strukturach poskozeného myokardu. Avsak i pies opakované pouZiti specifickych
metod i jejich modifikaci se toto nepodafilo. Sledovani zmén v transportu a depozici

Zeleza by bylo vhodné ke zjidténi ulohy laktoferinu pfi tomto poskozeni.
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Vyhodnoceni parametra a vysledkt ziskanych béhem experimentu piineslo
nékolik poznatki. Ocekavany protektivni u¢inek laktoferinu nebyl zcela prokazan.
Vzhledem k malému poé¢tu jedincti, v8ak nemuzZeme zcela vyloudit jeho pozitivni vliv
pfi ischemii myokardu. U jednoho experimentalniho zvifete byly po opakovaném
podéni laktoferinu zaznamenany men$i znamky poskozeni myokardu, neZ u jinych
jedincu.

Laktoferin byl podavin pouze i.v. zpusobem aplikace a v nékolika davkach.
Bylo by vhodné dalsi studium vlivu laktoferinu pfi riznych zpisobech aplikace, zv1asté
vyhodné se jevi p.o. podani.

V nadi studii jsme podavali laktoferin maximalné tfi dny nebo jednorazové. Pro
odhaleni protektivnich u¢inkd v souvislosti s pfedpokladanym vlivem na imunitni
systém, by bylo vhodné sledovani ucinku pii dlouhodobém podavani laktoferinu
v riznych davkovacich schématech.

Piestoze nade vysledky neukazuji na jednoznadéné protektivni plsobeni
laktoferinu pi1 ischemicko-reperfuznim poskozeni myokardu, dalsi studium této latky
by mohlo vést k nalezeni optimalniho zptisobu podavavani, davkového schématu, délky

premedikace a osvétleni role laktoferinu pfi ischemickém poskozeni myokardu.
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6. ZAVER
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Byla provedena pilotni studie, kterd ukézala zdkladni parametry podavani
laktoferinu, nasledné na ni navazala studie vlivu laktoferinu na model akutniho infarktu
myokardu. Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy model.
V celkové anestezii jsme provedli méfeni srde¢niho vydeje a odvozenych parametru
s vyuzitim Stewartovy-Hamiltonovy termodiluéni metody. Pouzili jsme k pokusim
samce i samice laboratorniho potkana.

Histopatologické vysetieni zahrnovalo odbér vybranych tkani (myokard, plice,
ledvina, jatra, slinna z14za, slezina), zpracovani konvenéni histologickou technikou pro
svételnou mikroskopii (Bouinova fixaéni tekutina a zaliti do parafinovych blocki)
a vlastni barveni pro vyhodnoceni nalezu svételnou mikroskopii (hematoxylin-eosin,
zeleny trichrom, Perlsova reakce a Weigert-Van Gieson). Obarvené preparaty jsme
pozorovali pod svételnym mikroskopem, pfiéemz jsme se kromé sledovani ostatnich
organid zaméfili hlavné na myokard. Nasledn¢ jsme pak provedli jejich
fotodokumentaci.

Tato prace o transportu Zeleza u potkana byla spolu s dvéma dalSimi pracemi
zpracovana v ramci studia vlivu chelatora Zeleza laktoferinu na model akutniho IM
a histologii vybranych organovych systémi (prostifedky na tento vyzkum jsou éerpany
z grantu GA UK 98/2005/C/FaF). Prace byla pouzita k zavedeni metody stanoveni
Zeleza v kardiomyocytu, ale také zjisténi G¢inku laktoferinu na zdravé zvife a zvife
s vyvolanym infarktem myokardu. Na zakladé ziskanych vysledkd bude v piistich
letech vypracovana metoda kvantifikace a vyhodnoceni mozného protektivniho uéinku
laktoferinu na po$kozeni myokardu.

Je snaha nalézt vhodné latky, které snizuji negativni nasledky infarktu myokardu
ROS. Hlavnim cilem do budoucna je stanovit uéinky laktoferinu na riznych urovnich
organismu jak u zdravého organismu, tak u organismu, u néhoz byl vyvolan infarkt
myokardu. Je zde snaha nalézt vhodné latky, které sniZuji negativni nasledky infarktu
myokardu a piipadné by také mohly pusobit protektivné i u jinych chorobnych stavii
zapfiéinénych ROS. Studium laktoferinu, latky télu vlastni, by mélo byt pfinosem
v terapii téchto onemocnéni. Bude tedy snahou prozkoumat, zda by laktoferin nemohl

byt vyuzivan jako leécivo.
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7. POUZITE ZKRATKY
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AIM akutni mfarkt myokardu

AOX antioxidanty

AT ateroskleréza

CAD chronicka arterialni nemoc {chronic arterial disease)
DFO deferoxamin

DMT]1 divalentni kovovy transporter (divalent metal transporter)
DTC] divalentni kationtovy transportér {divalent cation transproter)
EDNO endotelové odvozeny NO

FADH- flavinadenindinukleotid

Ft feritin

HH hereditarni hemochromatéza

HIF hypoxii-indukovatelné faktory (transknpce)

CHD chronicka srde¢ni choroba (chronic heart disease)

ICHS ischemicka choroba srdeéni

IM infarkt myokardu

IRE element reagujici na Zelezo (iron responsive element)
Iregl transportér regulovany Zelezem (iron regulated transporter)
IRP protein regulujici Zelezo (iron regulatory protein)

KVO kardiovaskularni onemocnéni

LDL nizkodenzitni lipoprotein

Lf laktoferin

LIP nestabilni zasoba Zeleza (labile iron pool)

LMrFe redox aktivni nizkomolekulami Zelezo

mitDNA mitochondnaini DNA

MK mastna kyselina
NADH nikotinamidadenindinukleotid
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NOS NO syntaza
Nramp H'/divalentni kov symportér (natural resistance-associated macrophage
protein)
NTBI transportni proces netransferinove vazaného Zeleza
OFR volné kyslikové radikaly (oxygen free radicals)
ox-LDL oxidovany LDL
PMN polymorfonuklieamni leukocyty (neutrofily)
74

R




RNS
ROS
RP
SOD
Tf
TR
TNF
VR
X0

reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
reaktivni formy kysliku {reactive oxygen species)
reperfuzni poskozeni

superoxiddismutaza

transferin

transferinovy receptor

tumor necrosis faktor

volné radikaly

xanthinoxidaza
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