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ABSTRAKT

Embryotoxicky vliv zmény tepové frekvence vyvolany podanim léka
s antiarytmickym u¢inkem u kutecich embryi

V soucasné dobé pozorujeme rychle narustajici trend potieby kardiovaskularni
farmakologické 1écby u tehotnych zen, avSak chybi nam vSak dostate¢na
evidence o mozném nezadoucim vlivu této 1écby na vyvijejici se plod.
Predpokladame, ze antiarytmickymi léky navozena bradykardie je hlavnim
mechanismem rozvoje embryotoxicity. Na modelu kufeciho embrya jsme
testovali embryotoxicitu metoprololu, carvedilolu a ivabradinu a dale akutni
ucinky téchto 1éki na embryo. Pouzivali jsme k tomu videomikroskopii a
ultrazvukového vySetieni. Signifikantni embryotoxicita byla dokumentovéana u
carvedilolu a ivabradinu. U ED4 embryi zptsobil metoprolol, carvedilol a
ivabradin pokles tepové frekvence o 33%, 27% a 55% ve srovnani s kontrolni
skupinou (6%). U ED8 embryi byl tento efekt vyjadien vice, doslo k poklesu o
71%, 54% a 53% ve srovnani s kontrolni skupinou (36%). Srde¢ni vydej
poklesl ve vsech testovanych skupinach, ale statistické vyznamnosti dosahl



pouze ve skupiné ED8 s metoprololem. Ackoliv pocet beta-adrenergnich
receptoriit v prubc¢hu embryonalniho vyvoje klesa, negativni chronotropni
odpovéd na podand farmaka s pokrocilosti vyvoje stoupd a vede
k vyrazn&j$imu poklesu srde¢niho vydeje, ktery je pravdépodobné hlavnim
mechanismem piedfasného tmrti embrya. Metoprolol je pro plod v béznych
davkach pravdépodobné bezpefny, zatimco carvedilol a ivabradin maji na
plod potencialné negativni vliv.

Adenylat-cyklazova (AC) signalizacni kaskada kufeciho embrya
v pribéhu vyvoje: vliv podani antiarytmickych léki

AC kaskada hraje hlavni roli v regulaci srdecni kontraktility. Na modelu
kufeciho embrya jsme analyzovali mnozstvi jejich komponent, adenylat-
cyklaza 5 (AC 5), Gsa a Gia protein, vruznych stadiich embryonalniho
vyvoje u kontrolni skupiny a po podani metoprololu a carvedilolu v ED4, ED8
nebo ED4+ED8. Aplikace farmak ve stddiu ED8 vedla k signifikantni down-
regulaci AC 5 (o 40%) a také k poklesu Gsa proteinu a k poklesu aktivity AC
stimulované forskolinem. Zajimavé je, Ze aplikace farmak mlad$im ebryim ve
stadiu ED4 nem¢la tak vyrazny efekt na expresi AC a jeji aktivitu a vedla jen
k signifikantnimu nartstu exprese Gia proteinu. Vysledky nasi prace ukazuji
na silny vliv metoprololu a carvedilolu na AC systém u kufecich embryi.
Pétileta retrospektivni analyza souboru pacienti dvou center s toxickou
sérovou koncentraci digoxinu

Digoxin patii k nejstar§im 1éktim uzivanym v kardiologii pfedevsim pro 1écbu
pokro¢ilého srdeéniho selhani. Cilem prace bylo popsat charakteristiku
pacientii s toxickou sérovou koncentraci digoxinu a zaméfit se na mozné
Iékové interakce v souvislosti s mortalitou. V databazi dvou fakultnich
nemocnic jsme Vv letech 2001 az 2005 identifikovali 222 (0,2% ze vSech
hospitalizovanych) pacientli s toxickou sérovou hladinou digoxinu > 3,0
nmol/l. Primérny v&k byl 78 let, 41% bylo muzi, 14% mélo kreatinin
clearance >60 ml/min a 64% uzivalo soucasné alespoil jeden 1€k se znamou
interakci s digoxinem. Nemocni¢ni mortalita byla 8%. Statisticky
signifikantnimi prediktory mortality byly nizké hodnoty kreatinin clearance
(P=0,01) a nitrozilni aplikace digoxinu (P=0,02). Hrani¢ni statisticka
vyznamnost byla zjisténa pro snizenou ejekéni frakci levé komory (P=0,05) a
pro malou télesnou hmotnost (P=0,08). Soucasna lécba ACEI/ARB méla
protektivni u¢inek (P=0,01). Toxicka sérova koncentrace digoxinu je
Vv soucasné dobé relativné vzacn4, ale je spojena s vysokym rizikem mortality.



Typicky se vyskytuje u jedinct pokrocilého véku, s malou télesnou hmotnosti,
S renalni insuficienci a polypragmazii. SouCasna lécba ACE/ARB a BB ma
pravdépodobné ochrannych efekt.

ABSTRACT

Heart rate changes mediate the embryotoxic effect of antiarrhythmic
drugs in the chick embryo

A significant increase in cardiovascular medication use during pregnancy has
occurred in recent years but only limited evidence on its safety profile is
available. We hypothesized that drug-induced bradycardia is the leading
mechanism of developmental toxicity. We tested metoprolol, carvedilol, or
ivabradine for embryotoxicity and their acute effect on chick embryonic
model. We used video microscopy and ultrasound biomicroscopy. Significant
dose-dependent mortality was achieved in embryos injected with carvedilol
and ivabradine. In ED4 embryos, metoprolol, carvedilol and ivabradine
reduced the heart rate by 33%, 27%, and 55%, respectively, compared to
controls (6%). In ED8 embryos this effect was more pronounced with a heart
rate reduction by 71%, 54%, 53%, respectively (controls 36%). Cardiac output
decreased in all tested groups but only proved significant in the metoprolol
group in ED8 embryos. The number of B-adrenergic receptors showed a
downward tendency during embryonic development but a negative
chronotropic effect of tested drugs was increasingly pronounced with
embryonic maturity. This effect was associated with reduced cardiac output in
chick embryos, probably leading to premature death. Metoprolol in usual
doses appears to be relatively safe in pregnancy whereas carvedilol and
ivabradine have a potentially adverse effect on the foetus.

Adenylyl cyclase (AC) signalling in the developing chick heart: The
deranging effect of antiarrhythmic drugs

We analysed the number of key components of myocardial AC in the
developing chick embryo and assessed the impact of metoprolol and
carvedilol on this system. Application of these drugs at embryonic day (ED) 8
significantly downregulated (40 %) expression of adenylyl cyclase 5 level,
the amount of Gsa protein and the activity of adenylyl cyclase stimulated by
forskolin. Interestingly, when administered at ED4, these drugs did not
produce such as profound changes except for markedly increased expression
of Gia protein. These data indicate that B-blocking agents can strongly



derange adenylyl cyclase signalling during the early chick embryonic heart
development.

Five years two center retrospective analysis of patients with toxic digoxin
serum concentration

Digoxin is an old cardiovascular drug used for treatment of advanced chronic
heart failure. We aimed to determine main characteristics of patients with
toxic digoxin serum concentration with respect to drug interactions and
mortality. Databases of two teaching hospitals were retrospectively reviewed
from 2001 till 2005 and 222 (0.2% of all admissions) patients with serum
digoxin level >3.0 nmol/ml were identified. The average age was 78 years,
41% males, 14% had creatinine clearance >60ml/min, and 64% of patients
were prescribed at least one medication with known digoxin interaction.
Hospital mortality was 8%. Statistically significant predictors of mortality
were low creatinine clearance (p=0.01) and intravenous administration of
digoxin (p=0.02). Borderline association was between mortality and low
gjection fraction of the left ventricle (p=0.05) and with low body weight
(p=0.08). Concomitant use of ACEI/ARB was protective (p=0.01). Toxic
serum digoxin concentration is uncommon finding in modern medicine with
relatively high mortality. Typical patient is an elderly with low body weight,
renal insufficiency and polypragmasia. Concomitant therapy with ACEI/ARBs
and beta-blocker appears to have a protective effect.
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1.UVOD

Srde¢ni arytmie se objevuji v prub&hu celého Zivota ¢lovéka. Je dolozeno, ze
S pfibyvajicim vékem jejich vyskyt roste. Arytmie se vSak mohou vyskytovat
jiz v pribéhu prenatalniho vyvoje jedince, a ackoliv je jejich prevalence
V tomto obdobi nizka, ptfedstavuji velice zavazny problém, ktery mize vést az
kumrti jedince. Jsou vSak i dal§i duvody, které nas nuti zkoumat vliv
antiarytmickych 1€k na jedince v Casné fazi jeho vyvoje. Pribyva totiz
té¢hotnych Zen, které musi uzivat farmakologickou lécbu také v priubéhu



téhotenstvi. Diky pokroku v oblasti détské chirurgie srdce u komplexnich
vrozenych vad se nejen snizila mortalita téchto détskych pacientd, ale kvalita
jejich Zivota se zlepSila natolik, Ze v dospé€losti umoziiuje koncepci u Zen, u
kterych by to dfive bylo nemyslitelné. AvSak i po zcela uspésnych
kardiochirurgickych vykonech ziistavaji v srdecnich oddilech jizveni, ktera
jsou potencialnim zdrojem arytmogeneze (1) a takové Zeny jsou Castéji nuceny
uzivat Iéky i v priabéhu t¢hotenstvi. Dal§im problematickym jevem je stale
narustajici primeérny vek téhotnych zZen, u kterych musime celit vyskytu
chronickych onemocnéni, vyzadujicich Casto farmakologickou lécbu, ktera
zahrnuje samoziejmé také Iéky s antiarytmickym efektem. Pfestoze je
téhotenstvi zcela fyziologicky stav, dochazi v jeho pribéhu ke snizeni prahu
pro rozvoj arytmii vlivem hormonalnich, metabolickych a hemodynamickych
zmén (2).

V soucasné dob¢ bohuzel stale chybi dostatek védecky podlozenych informaci
o vlivu Iékové terapie na vyvoj plodu a v klinické praxi tak ¢asto nezbyva nez
vychazet predevs§im z empirickych zkusenosti. Piikladem mtize byt fibrilace
sini v pribéhu téhotenstvi, u které neni zaddny jednoznacné doporuceny
postup, ktery by vedl k Gipravé srde¢niho rytmu matky a pfitom jednoznacné
neohrozil vyvoj plodu.

Digoxin je nejstarsim 1ékem uzivanym v interni medicin€ a v kardiologii vice
nez 200 let pfedevS§im pro lécbu srdecniho selhani. Je unikatni svym
souCasnym antiarytmickym a pozitivné inotropnim u¢inkem. K jeho hlavnim
nevyhodam patii Gzké terapeutické rozmezi a moznost potencialniho rozvoje
digoxinové toxicity, kterd prestavuje zavazny klinicky stav provazeny
vysokou mortalitou. Prozatim jsou znamy jen nékteré faktory, které se na
rozvoji digoxinové toxicity mohou podilet. Diilezité je proto zjistit prevalenci
digoxinové toxicity v dospé€lé populaci v dobé moderni kardiologické 1écby a
snazit se také urcit prozatim neidentifikované faktory, které se na jejim rozvoji
podileji.

2. HYPOTEZY A CILE PRACE

Cil 1 - Dutkladné prozkoumani adrenergni signalizacni kaskady srdce na
modelu kufeciho embrya s vyuzitim rizné selektivnich blokatord beta-
adrenergnich receptorii a ivabradinu, které pfestavuji bézné uzivané léky
v klinické kardiologii. Pro tato farmaka je spole¢ny jejich negativné
chronotropni uc¢inek na myokard, ktery vede nasledné¢ krozvoji vyrazné



bradykardie. Protoze srde¢ni frekvence je v dobé embryonalniho a fetalniho
vyvoje hlavnim faktorem ovliviiujicim srde¢ni vydej (3), predpokladali jsme,
ze témito tfemi léky navozend bradykardie povede k snizenému srde¢nimu
vydeji vzhledem k limitovanému mechanismu kompenzace podle Frank-
Starlinga. Tento mechanismus je v ¢asnych stadiich embryonalniho vyvoje
vyrazné limitovan pfevazujici trabekulizaci myokardu a pfitomnosti pouze
tenké vrstvy kompaktniho myokardu. (4) Predpokladali jsme, Ze je to pravé
bradykardie, provazena poklesem srdecniho vydeje, ktera pisobi negativné na
vyvoj jedince prenatdlné.

Cil 2 — Objasnit vliv beta-blokatord (BB) na adenylat-cyklazovou regula¢ni
kaskédu v ¢asnych stadiich vyvoje u kuteciho embrya. Tato regulacni kaskada
je ptimo zodpovédna za fizeni kontraktility myokardu.

Cil 3 - Prozkoumat vliv dlouhodobé 1éCby beta-adrenergnimi blokatory a
ivabradinem v dobé embryonalniho vyvoje srdce a jejiho vlivu na ptezivani
zarodkl a zmény v srde¢ni morfogeneze na modelu kutfeciho embrya.

Cil 4 — Objasnit pficiny digoxinové toxicity u pacientl pokrocilého veku,
vyskyt klinickych znamek a komplikaci, které¢ tuto klinickou jednotku
provazeji, s ohledem na komorbidity a antropometrické ukazatele nemocnych.

3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Inkubace embrya a aplikace lékii

Oplodnéna slepici vejce bilé leghornky byla inkubovana ve specializovaném
inkubatoru pfi teploté 38°C a vlhkosti 75%, byla otigena pravidelné ve 4
hodinovych intervalech. Takto byla vejce inkubovana az do 3-19
embryondlniho dne vyvoje (ED). Pii dosazeni cilového dne vyvoje, byl do
skotapky vejce vytvoren niizkami maly otvor, kterym byl aplikovan testovany
pripravek ftedény ve fyziologickém roztoku (Obrazek 1) a inkubace
pokradovala az do stanoveného dne. Takto jsme postupovali pro ucely
testovani vlivu BB a ivabradinu na embryotoxicitu a rozvoj teratogenicity a
dale pro méfeni poctu a aktivity beta-adrenergnich receptort a AC.

Pro ucely sledovani akutniho UC€inku testovanych farmak s pomoci
ultrasonografie a videomikroskopie byla kufeci embrya inkubovéana ex ovo az
do stadia ED4 ¢i EDS8. Ex ovo inkubovana embrya byla umisténa ve specidlni
Sestithelnikovité misce (5) v inkubétoru pii teploté 38°C a vlhkosti 75%.



Obrazek 1 Morfologie ED4 a EDS (vyvojového stadia kureciho embrya) a
demonstrace jednotlivych metod pro ziskani dat a jejich analyzu.
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3.2 Testovani embryotoxicity

Embryotoxicky vliv byl testovan in ovo aplikaci riznych davek metoprololu,
carvedilolu nebo ivabradinu do amniotického vaku ve stadiu ED4 a ED8 . U
kontrolni skupiny byl intramnioticky aplikovan fyziologicky roztok. Embrya
byla dale in ovo inkubovana aZz do ED9. Nasledné byla embrya vynata z vejce,
byla pfesné zméiena jejich mokra a sucha vaha a vdha embryonalnich srdci.
(Obrazek 1)

3.3 Ex ovo videomikroskopie a vySetieni ultrazvukem

Kufeci embrya inkubovana ex ovo, byla vySetfena ve stadiu ED4
videomikroskopicky a ve stadiu ED8 ultrazvukovou metodou. Po dobu
vySetieni byla embrya udrZzovéna pfi teploté 37.5 °C. Farmaka byla aplikovana
intraamnioticky jehlou. Béhem videomikroskopie byly zaznamenavany 10
sekund dlouhé smycky kazdou minutu po celkovou dobu 30 minut digitdlnim
fotoaparatem Canon G5 spojenym s disekénim mikroskopem Leica SMZ 16.
Srde¢ni objemy embryi byly zhodnoceny pomoci rovnice pro elipsoid (6) a
dale byla hodnocena tepova frekvence embrya (Obrazek 2). Ultrazvukova
biomikroskopie byla provadéna s piistrojem Vevo 760, upravenym pro kufeci
embrya (5). Kazdé dvé minuty po celkovou délku 30 minut byl zaznamenan
M-mode fez obéma srde¢nimi komorami a B-mode smycka s projekci na
dlouhou a kratkou osu komor. Z M-mode zaznamu byla zjiSténa tepova
frekvence a ze zaznamu projekce v dlouhé ose byl s pomoci Simpsonovy
rovnice vypocten tepovy objem a srde¢ni vydej (srdec¢ni vydej (ul/min) =
tepovy objem (pl) * tepova frekvence (n/min) (Obrazek 2).



Obrazek 2 Dole: Videomikroskopie u ED4 kuieciho embrya se zdaznamem
tepové frekvence (A-E) zobrazujici negativni inotropni efekt ivabradinu.
Mikrofotografie a ultrazvukové vysetieni v B-modu a M-modu u EDS8 kureciho
embryonalniho  stadia (F-J) dokumentujici negativné chronotropni a
dromotropni efekt metoprololu. A — atrium, FL — fore limb, HL — hind limb,

— left atrium, LV — left ventricle, OT — outflow tract, RA — right atrium, RV
— right ventricle, V — ventricle. Zluté tecky oznacuji bod zdjmu, kde byl
detekovain zaznam tepové frekvence (D, E).Upraveno podle(7)
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3.4 Davky antiarytmickych léku

Na jedno vejce (prumérn€ 57g) bylo podano 200 pl (nug) metoprololu. Tato
davka prestavuje 16x vyssi davku neZ je maximalni doporucena davka pro
dospélého cloveka (70 kg). Davka 50 pl (ng) carvedilolu predstavuje 4x vyssi
davku nez je maximalni doporucena denni davka pro dospélého cloveka.
Davka 200 pl (ng) ivabradinu je 7x vyssi nez maximalni doporucena davka
pro dospélého cloveéka.

3.5 Analyza beta-adrenergnich receptoru

Ptiprava membran kardiomyocytl k detekci poctu beta-adrenergnich receptori
byla provedena nasledujicim zptusobem. Srdce kufecich embryi byla
rozmélnéna, homogenizovdna ve specidlnim pufru obsahujici kompletni
spektrum proteazovych inhibitortt (Roche Diagnostics). Nasledné byla smés



bunécnych fragmett (jader, mebran) izolovana pomoci centrifugace. Mnozstvi
beta-adrenergnich receptorti bylo stanoveno pomoci specialni vazebné eseje
obsahujici neselektivniho beta-adrenergniho antagonistu ([*H]CGP12177).
Nespecifické vazby byly nésledné identifikovany inkubaci s radioaktivné
znacenym L-propranololem (10 uM). Radioaktivita na filtrech byla métena
pomoci scintilaéni metody v 5 ml CytoScint (ICN Biomedicals). Mnozstvi
receptorll bylo métfeno ve vSech vzorcich opakované ve 3-5 pokusech a z nich
kazdy byl proveden tikrat.

3.6 Hodnoceni aktivity adenylat-cyklazy

Po pfipravé bunéénych membran vySe popsanym zpisobem byla hodnocena
aktivita AC méfenim miry konverze [a-**P]JATP na [*P]cAMP, tedy metodou
podle Solomona a kol. (8). Membrany kardiomyocytt (20 pg bilkoviny) byly
inkubovany se specialni reakéni smési (100 ul). Aktivita stimulované AC byla
méfena po pridani 10 uM isoprenalinu nebo 10 pM forskolinu. Separace od
nové vytvoieného [*PJcAMP byla provedena s uzitim suché chromatografie
na aluminiovych sloupcich (9).

3.7 Elektroforéza a Western blot analyza — exprese adenylat-cyklazy a G
proteinu

Vzorky membran kardiomyocytd byly nafedény Laemmliho pufrem a
elektroforeticky byly uvolnéné bilkoviny pfeneseny na nitrocelul6zovou
membranu, blokovany 5% mlékem bez tuku v TBS a déle byly inkubovéany
s relevantnimi primarnimi protilatkami pies noc pii 4 °C. Déle byly vystaveny
sekundarnim protilatkdm proti krali¢imu imunoglobulinu. Ziskané imunobloty
byly znazornény pomoci zesilené chemoluminiscentni techniky v souladu
s doporucenimi vyrobce (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA) a byly
digitalizovany a analyzovany kvantitativné pomoci programu ImageQuantTM
TL (Amersham Biosciences).

3.8 Analyza souboru pacienti s digoxinovou toxicitou

Na zéklad¢ Gdaji z databaze centralniho oddg€leni biochemie dvou fakultnich
nemocnic Vv Praze (VSeobecna fakultni nemocnice a Ustiedni vojenska
nemocnice) jsme ziskali soubor 222 pacientd internich oddéleni v pétiletém
¢asovém obdobi od roku 2001 az 2005 vcetn€, ktefi méli toxickou sérovou
hladinu digoxinu v hodnotach > 3.0 nmol/ml. Ve stejném obdobi bylo na tato



interni oddéleni postupné pfijato celkem 116,276 pacienti. Veskeré
medicinské zaznamy téchto 222 pacienti byly disledné analyzovany
zkuSenym kardiologem. Pro statistické hodnoceni byl pouzit Fishertiv exaktni
test a metoda logistické regrese k posouzeni souvislosti toxické hladiny
digoxinu s jednotlivymi charakteristikami jednotlivei v souboru. Studie
vyhovéla pozadavkim Helsinské deklarace pro studie s pacienty.

4. VYSLEDKY

4.1 Embryotoxicita metoprololu, carvedilolu a ivabradinu

Mortalita kontrolni skupiny (fyziologicky roztok) byla 14% u embryi stadia
ED4 a 6% u stadia EDS8. Podani zvySujici se ddvky metoprololu ED4 embryim
nevedlo ke statisticky odlisné mortalité. AvSak u ED8 embryi doslo po
aplikaci 200 pl metoprololu k mortalit¢ 39%. Velmi vyznamné zvySena
mortalita byla zjisténa u ED4 embryi po aplikaci 200 pl carvedilolu — 86%. U
stejné davky carvedilolu byla u ED8 embryi mortalita 44%. Vyznamna
zavislost mortality (80%) na davce podaného ivabradinu byla zjisténa u ED4
embryi po aplikaci 200 pl ivabradinu (Tabulka 1). U ED8 embryi byl tento
efekt mén¢ vyjadien s mortalitou 10% pii stejné davce ivabradinu (Tabulka 2).
Mokré a suché vahy embryi a embryondlnich srdci se statisticky signifikantné
neliSily mezi jednotlivymi skupinami (Tabulka 1,2).

Tabulka 1 Vysledky u embryi lé¢enych ve 4-dennim stadiu *p<0,05,
pramér £+ SE, +pramér ziskany vypoctem z celkového objemu srdci

-4 DRivka N Exitus __Mortalita Vaha _embrva Viha srdce (2)°
Metoorolol 0 1 1 9 1.425 +0.114 0.0127
2 21 0 0 1,65240,157 0,0014
20 12 0 0 1,37540,162 0,0146
40 21 2 10 1,736+0,162 0,0164
200 16 0 0 1,388+0,120 0,0157
Carvedilol 0 5 0 0 1,317+0,085 0,0156
2 6 0 0 1,264+0,078 0,0145
20 13 1 8 1,350+0,149 0,0142
40 15 1 7 1,416+0,071 0,0156
200 14 12 86* 1,405+0,152 0,0163
ivabradin 0 13 3 23 0,791£0,056 0,0107
2 10 1 10 0,810+0,889 0,0093
20 10 1 10 0,814+0,079 0,0088
40 29 16 55* 0,821+0,103 0,0092

200 15 12 80* 0,694+0,164 0,0090




Tabulka 2 Vysledky u embryi 1é¢enych v 8-dennim stadiu *p<0,05,
pramér = SE, +pramér ziskany vypoctem z celkového objemu srdci

metoprolol 0 19 2 11 1.502 +0.179 0.0165
2 20 0 0 1,830+0,178 0,0184
20 20 1 5 1,717+0,146 0,0190
40 15 0 0 1,332+0,163 0,0135
200 23 9 39* 1,604+0,097 0,0135

carvedilol 0 3 0 0 1,257+0,064 n.d.
2 5 1 20 1,249+0,114 0,0138
20 16 0 25 1,339+0,142 0,0137
40 15 4 0 1,366+0,129 0,0151
200 6 7 44* 1,314+0,175 0,0105

ivabradin 0 12 0 0 1,592+0,147 0,0118
2 12 1 8 1,439+0,163 0,0109
20 12 2 17 1,573£0,147 0,0117
40 12 0 0 1,510+0,156 0,0150
200 20 2 10 1,444+0,191 0,0127

4.2 Funkéni efekt farmak v ¢asném embryonalnim stadiu ED 4

Metoprolol vedl k poklesu tepové frekvence (TF) o 33% a k poklesu srdeéniho
vydeje o 16% ve 30 minutdch (min) po podani ED4 ex ovo embryim.
V kontrolni skupiné doslo ve 30 min k poklesu TF o 6% a k poklesu srde¢niho
vydeje o 1%. Rozdil vpoklesu TF byl mezi skupinami statisticky
signifikantné¢ odlisny s P=0,009%, ale rozdil v srde¢nim vydeji statistické
vyznamnosti nedosahl ani v ramci stejné skupiny (P=0,930) ani pfi porovnani
obou skupin (P=0,503). Pro nazornost byly trendy téchto sledovanych
parametrd vyjadfeny normalizovanymi hodnotami bez naznaceni chyb méfeni
(Obrazek 3).

Maximalni negativné chronotropni ucinek carvedilolu u ED4 embryi byl
dosazen jiz 6 minut po aplikaci, kdy doslo k poklesu o0 27% (P=0,0003) a k
dalsimu poklesu TF po dobu sledovani (30 min) jiz nedoslo. Rozdil mezi TF
Vv této skupiné byl oproti kontrolni skuping statisticky vyznamny v 6. i ve 30.
min s P=0,001 a P=0,047. Statisticky vyznamny rozdil v srdeénim vydeji mezi
skupinou carvedilolu ED4 a kontrolni skupinou zjistén nebyl (Obrazek 3).
Podani ivabradinu ED4 embryim vedlo k poklesu TF po 30 min sledovéani o
55%. Tento rozdil byl vysoce statisticky vyznamny s P<0,001. Srde¢ni vydej
ve skupiné ivabradinu poklesl ve 30 min az o 43% oproti pivodnim



hodnotam, ale v porovnani s kontrolni skupinou nebylo dosazeno statistické
vyznamnosti (P=0,986). (Obrazek 3)

Obrazek 3 Srdecni frekvence a srdecni vydej, embryonalni stadium ED4.
Pokles tepové frekvence vede k poklesu srdecniho vydeje. * P<0,05 statisticky
vyznamny rozdil. Upraveno podle (7).
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4.3 Funkéni efekt v embryonalnim stadiu EDS

U vyvojoveé pokrocilej§ich ED8 embryi byl negativné chronotropni efekt
metoprololu jesté vice vyjadien nez tomu bylo u ED4. TF poklesla v pribéhu
30 min 0 71% (P<0,001) v porovnani s kontrolni ED8 skupinou, kde doslo
k poklesu jen o 36% (P<0,001). Rozdil mezi skupinami byl ve 30 min
statisticky vyznamny s P=0,011. V obou skupinidch doslo k vyznamnému
poklesu srdec¢niho vydeje spolecné s poklesem TF, o 61% to bylo ve skupiné
s metoprololem a 0 36% v kontrolni skupiné. Tento rozdil byl statisticky
vyznamny s P=0,001. (Obrazek 4).

U EDS8 po podani 50 pl Carvedilolu doslo k poklesu TF o 54% ptvodnich
hodnot (P<0,001) ve 30 min. Srovnani s kontrolni skupinou ukazalo statisticky
vyznamny rozdil s P=0,037. Ve skupiné s carvedilolem byl vzestup tepového
objemu v 6 a 30 minutach statisticky vyznamny a vedl jen k pomalému
poklesu srde¢niho vydeje spolu s klesajici TF. Vysledkem byl jen mirny
pokles srde¢niho vydeje, ktery nedosahl statistické vyznamnosti oproti
kontrolni skupin€. U obou skupin doslo k poklesu srde¢niho vydeje o 36% a
33% ve 30 min (Obrazek 4).

U ED8 embryi po aplikaci ivabradinu doslo k poklesu TF 0 53% (P<0.001) ve
30 min. Proti kontrolni skupiné byl tento rozdil statisticky pouze hrani¢ni



s P=0,052. Srde¢ni vydej poklesl o 45% ve skupiné s ivabradinem a o 36%
v kontrolni skupin¢ (P=0,128), tento rozdil nebyl statisticky vyznamny
(Obrazek 4).
Obrazek 4 Srdecni frekvence a srdecni vydej, embryonalni stadium EDS.
Pokles tepové frekvence vede k poklesu srdecniho vydeje. * P<0,05 statisticky
vyznamny rozdil. Upraveno podle (7).

Tepové frekvence ED8 stadium (% bazélni hodnoty) Srdecni vydej ED8 (% bazalni hodnoty)
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4.4 Beta-adrenergni receptory v priubéhu vyvoje

V experimentu byl zaznamenan jednoznacny klesajici trend v poctu beta-
adrenergnich receptord v prubéhu vyvoje kufeciho embrya (ED4-ED18).
(Obrazek 5) Mnozstvi beta-adrenergnich receptorti se mezi EDS embryi
inkubovanymi 24 hodin s metoprololem a kontrolni ED9 skupinou nelisilo. U
EDS8 embryi stejna doba inkubace s carvedilolem vedla k redukci poctu beta-
adrenergnich receptori ve srovnani s kontrolni skupinou (56 versus 72
fmol/mg bilkoviny). Je zajimavé, Ze embrya casnéjStho ED4 stadia
inkubovana s metoprololem a carvedilolem méla vyrazn€ nizsi pocet beta-
adrenergnich receptord ve srovnani s kontrolni skupinou a také s vyvojove
star§imi ED8 embryi. Primérné mnozstvi beta-adrenergnich receptorti ve
skupinach ED4 + ED8 embryi s metoprololem byla 55 fmol/mg bilkoviny;
ED4 + ED8 embryi 1é¢enych carvedilolem jen 37 fmol/mg bilkoviny (Obrazek
6).

Obrazek 5 Vyvoj poctu beta-adrenergnich receptorii u kureciho embrya.

Upraveno podle (7).
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Obrazek 6 Down-regulace beta-adrenergnich receptorii u kureciho embrya
V dusledku podani BB. * P<0,05 statisticky vyznamny rozdil. Upraveno podle

).

Specific [*H]CGP12177 binding
(fmol. mg‘ protein)
*

4.5 Aktivita adenylat-cyklazy

Aktivita AC v kardiomyocytech kufecich embryi nebyla vyznamné odli$na
mezi ED4 a ED18 vyvojového stadia. Isoprenalin, ktery je beta-adrenergnim
agonistou, zvySil hodnoty AC o 40-45% proti normalnim hodnotam.
Forskolin, pfimy aktivator AC katalytické subjednotky a Gs proteinu, zvysil
aktivitu enzymu az 10x. Lze fici, Ze se mira stimula¢niho uc¢inku téchto
pripravkl na aktivitu AC neliSila vyznamné mezi jednotlivymi vyvojovymi
stadii kutfeciho embrya. Nicmén€ nelze nezminit, Ze byla zaznamenana mirna
klesajici tendence u isoprenalinem stimulované aktivity AC v pozdéjsich
stadiich embryonalni vyvoje. Aplikace metoprololu a carvedilolu ve stadiich
ED4 nebo ED4+EDS neovlivnily aktivitu AC méfené v ED9 stadiu. Obé tyto
latky vSak vyznamné snizily forskolinem stimulovanou aktivitu AC, pokud



byly aplikovany v ED8 stadiu vyvoje. K poklesu této aktivity doslo také u
kufecich embryi po aplikaci carvedilolu v ED4+EDS8 stadiu, ale tento vliv
nedosahl statistické vyznamnosti. (Obrazek 7).

Obrazek 13 Aktivita AC u kurectho embrya v pritbéhu ontogeneze. Bazalni
hodnoty AC (piné sloupce), isoprenalinem stimulovand hodnota AC (piicné
pruhované sloupce), forskolinem stimulovana hodnota AC (prazdné sloupce).
Hladina AC byla mérena na membrandach kardiomyocytit riiznych vyvojovych
stadii. Viechny hodnoty jsou uvadeny jako prumeér + smeérodatnd odchylka
(SMOD). Upraveno podle (10).
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4.6 Exprese adenylat-cyklazy a G proteinu v priibéhu vyvoje

Pomoci metody Western Blot bylo hodnoceno mnozstvi AC 5 a a podjednotky
stimulaéniho (Gs) a inhibi¢niho (Gi) proteinu, které predstavuji klicové
komponenty AC signalizacni kaskady, na jednotlivych vyvojovych stadiich
kufeciho embrya. Vyskyt dominantni srde¢ni izoformy ACS5 se v Casnych
vyvojovych stadiich neménil a k poklesu o vice nez 30% doslo az v ED12-
ED18. Zatimco mnozstvi ACS5 nebylo v casnych stadiich ED4 ovlivnéno
ucinky metoprololu a carvedilolu, jejich podani na ED8 stadiu vedlo
k vyznamnému poklesu (o cca 40-50%) ACS5. Pokud byly BB podany
soucasné v ED4 a EDS stadiu, doslo k poklesu aktivity AC5, ale pokles byl
mnohem méné vyrazny (cca o 20%).

Mnozstvi subjednotek G proteinu (Gs a Gi) je v ¢asnych stadiich vyvoje velmi
malé. K dramatickému nardstu poctu subjednotek G proteinu dochéazi v obdobi
ED4-EDS. Nasledn¢ jiz mnozstvi a podjednotek G proteinu zistava relativné
nezménéno az do ED18. U embryi 1éCenych metoprololem a carvedilolem



v ED4 stadiu nedoSlo k vyznamnéj$imu ovlivnéni mnozstvi Gsa. OvSem
aplikace metoprololu v EDS stadiu a ED4+EDS8 vedla k poklesu (o cca 40%)
exprese Gso. Je zajimavé, Ze v experimentu nebylo dosazeno stejného efektu
na expresi Gsa u embryi 1é€enych ve stejném obdobi carvedilolem. Aplikace
obou BB ve stadiu ED4 a aplikace carvedilolu v ED8 nebo ED4+EDS stadiu
vyrazné zvysila (o cca 60%) mnozstvi Gia hodnoceno v ED9. Aplikace
metoprololu u kufecich embryi v ED8 nebo ED4+EDS nevedla ke zménam
mnozstvi Gia proteinu.

4.7 Vysledky pétileté retrospektivni analyzy souboru pacientii dvou center
s toxickou sérovou koncentraci digoxinu

Zakladni charakteristika naSeho souboru 222 pacientd s toxickou sérovou
hladinou digoxinu pfesahujici hodnoty > 3,0 nmol/ml je vyjadiena v Tabulce
3. Celkova mortalita v pribéhu hospitalizace byla 8,1%. Ztoho
kardiovaskularni mortalita, ktera byla prokazatelné v souvislosti s toxicitou
digoxinu, dosahla v celém souboru 1,8%. Pii studiu dalSich pfidruzenych
onemocnéni jednotlivych pacientli v nasem souboru lze z relevantnich tdaju
zminit, ze jen 14% pacientll mélo normalni funkci ledvin vyjadfeno hodnotou
clearance kreatininu > 60 ml/min. Statisticky signifikantnim prediktorem
mortality v naSem souboru byla nizka hodnota clearance kreatininu s P=0,02
(Odds Ratio 0,95), ale nikoliv sérova koncentrace kreatininu s P=0,15 (Odds
Ratio 1,00).

Tabulka 3 Charakteristika souboru

Charakteristika Pocet pacientii v souboru n=222
Vek (roky) 77,6 (9,3)
Zenské pohlavi n (%) 130 (59)
Vaha (kg) 72,8 (16,3)
K+ v séru (mmol/1) 4,6 (0,8)
Kreatinin v séru (umol/l) 199,4 (139,2)
Clearance kreatininu (ml/min) 35,9 (22,6)
Denni davka digoxinu (mg) 0,195 (0,100)
Podani digoxinu per os n (%) 184 (73)
Hladina digoxinu v séru (nmol/l) 45 (2,2)
Ejekeni frakee levé komory (%) 42,4 (13,7)

Data jsou uvadéna jako primérné hodnoty +/- SMODCH piipadné jako pocet a
percentualné zastoupeni nemocnych.




Celkem 64% pacientii naSeho souboru uzivalo alesponn jeden preparat se
znamou lékovou interakci s digoxinem, ktera vede ke zvyseni jeho sérové
hladiny. Dokonce 7% pacientli uzivalo tfi a vice takovychto 1ékd souCasné.
Vsechny potencidlni 1ékové interakce v nasem souboru jsme detailné
analyzovali také ve vztahu k mortalité ¢i prezivani. Zjistili jsme statisticky
signifikantni pozitivni korelaci mezi uzivanim Iéku ze skupiny angiotenzin
konvertujicitho enzymu a blokatoru angiotenzinového receptoru (ACEI/ARB)
a prezivanim. Tyto dvé lékové skupiny mély v naSem souboru protektivni
ucinek, nebot’ mortalita u pacientd bez této medikace byla 13,46% a mortalita
ve skupiné pacientli 1é¢enych preparaty ze skupiny ACEI/ARB byla 3,37%.
Tento rozdil je statisticky vyznamny (p=0,01). Tyto dvé skupiny pacientt at’
jiz s ¢i bez 1éCby preparaty ACEI/ARB se od sebe jinak ni¢im statistiky
vyznamn¢ neliSily. Rozdil nebyl ve véku (77 primérny veék versus 78 let),
v ejekeni frakei levé komory (s 1écbou 41% versus bez 1é€by 45%), sérove
hladin¢ drasliku (4,7 mmol/l u ACEI/ARB ¢i 4,5 mmol/l bez ACEI/ARB),
V hodnoté clearance kreatininu (34,8 ml/min u ACEI/ARB a 34,1 ml/min bez
ACEI/ARB).

Zaznamenali jsme statisticky trend niz§i mortality u pacientll soucasné
léCenych medikamenty ze skupiny BB. Mortalita ve skupin€é pacientl
1é¢enych témito preparaty byla 3,03% zatimco ve skupiné nelécené BB byla
mortalita 10,67%, coz piedstavuje staticky trend s P=0,07 viz Tabulka 3. Pro
ostatni léky beézn€¢ uzivané v moderni kardiologii jako jsou kyselina
acetylsalicylova, furosemid, hydrochlorothiazid, statinové preparaty, warfarin,
které se vyskytly v analyzovaném souboru, jsme zadnou dalsi statisticky
signifikantni zavislost nenalezli. Dale jsme neprokazali zadnou statisticky
signifikantni zavislost mezi léky, které¢ maji znadmou pfimou lékovou interakci
S digoxinem, napfiklad amiodaron, carvedilol, verapamil, spironolacton,
omeprazol, makrolidova antibiotika, a mortalitou

5. DISKUZE

5.1 Embryotoxicky vliv zmény tepové frekvence vyvolany podanim léku
s antiarytmickym t¢inkem u kufecich embryi

Studovany byly tii rizné léky s antiarytmickym ucinkem a s velmi silnym
bradykardizujicim potencialem. Metoprolol je stfedné siln¢ selektivni BB
(blokuje beta 1 adrenergni receptory), s negativné chronotropnim a negativné



inotropnim téinkem (11). Carvedilol patii k neselektivnim BB, které piimo
inhibuji beta-1 a beta-2 receptory pfitomné v myokardu ale také v bunkach
cévni stény (11). Jeho Siroce blokujici efekt na adrenergni receptory vede
k negativné chronotropnimu efektu, méné vyjadienému negativné inotropnimu
efektu (12), a dale snizuje afterload (dotiZeni). Ivabradin je relativné novym
lékem s pfimym ucinkem na tzv. ,,funny* (If) kanaly pfitomnymi V sinusovém
uzlu ve vysoké koncentraci. Tim je umoznén silny bradykardizujici efekt
ivabradinu bez soucasného negativné inotropniho ucinku (13).

Nekolik retrospektivnich studii sledujicich nezddouci uc¢inky BB (naptiklad
metoprololu) na plod u t€¢hotnych Zen neprokazalo zvyseny vyskyt malformaci
u novorozenci (14, 15). Metoprolol je v soucasnosti doporuc¢en pro 1é¢bu
supraventrikularnich arytmii (SVT) v prubéhu téhotenstvi ve tfidé | s Grovni
evidence B, spoznamkou, Zze by tyto léky nemély byt podavany v prvnim
trimestru t€hotenstvi, jestlize je to mozné (16). Lze fici, Ze zkuSenosti
z observacnich studii u t€hotnych Zen koreluji s nasimi nalezy, ve kterych
nebyly nalezeny malformace srdce, ale ani jiné malformace u kutfecich embryi
lécenych v kritickou fazi jejich vyvoje metoprololem. Nemizeme vsak
potvrdit domnénku, Ze je uzZivani metoprololu v prvnim trimestru provazeno
vys$§im rizikem pro vyvoj plodu. NaSe nélezy ukazuji spiSe mensi citlivost
mladSich ED4 embryi vici €inkiim metoprololu a carvedilolu, pfestoze maji
relativné vy$§i mnozstvi pfitomnych beta-adrenergnich receptorti. V placebem
kontrolované studii u t¢hotnych Zen IéCenych BB atenololem nedoslo
k vyss$imu vyskytu malformaci u plodd, ale novorozenci 1é¢enych matek méli
Castéji bradykardii (17). Také my jsme prokazali silné negativné chronotropni
ucinky metoprololu u kufeciho embrya u vice vyspélych jedinci EDS ve
srovnani s kontrolni skupinou. Bradykardii zptusobeny pokles srde¢niho
vydeje souvisi také s faktem, Zze ptevazujici myokardialni trabekulizace nad
hmotou kompaktniho myokardu levé komory fetalniho srdce neumoziiuje plny
efekt Frankova-Starlingova mechanismu, ktery se uplatiuje u dospélych
jedinct (18). Nedostate¢ny srde¢ni vydej mize zpusobit tmrti jedince, které
bylo v nasem experimentu pozorovano u ED8 kufecich embryi po aplikaci 200
zpusobena lehkou az stfedné vyznamnou bradykardii mize byt mechanismem
umrti jedince (19).

Také v kontrolni skupiné jsme také pozorovali pokles tepové frekvence, ktery
nebyl vyznamny u ED4 embryi, ale statistické vyznamnosti dosahl u vyvojove



starS§ich ED8 embryi. Na tomto fenoménu se mohlo podilet osychani
amniotické membrany a tlak ultrazvukové sondy.

Prozatim chybi zkuSenost s vlivem carvedilolu na lidsky plod. Na zakladé¢
naseho experimentu miizeme fici, ze vysoké davky carvedilolu (200 ul) vedou
k vyznamnym nezadoucim ucinkim na vyvijejiciho se jedince v obdobi
embryondlniho i fetdlniho vyvoje. Tato davka carvedilolu je 16x vyS$si, nez
bézné doporuovana davka pro dospélého pacienta. Vedla k rozvoji velmi
signifikantnich epizod dlouhych asystolii a nakonec ke smrti jedince. Nizsi
embryotoxicita toxicita nebyla prokazana. Pusobenim carvedilolu doslo
k vyznamnému poklesu tepové frekvence u ED8 embryi, ale pokles srde¢niho
vydeje nedosahl statistické vyznamnosti.

Bezpecnosti profil ivabradinu v téhotenstvi neni znam. V naSem experimentu
jsme prokézali vyznamnou embryotoxicitu ivabradinu v ¢asnych vyvojovych
stadiich a domnivame se, ze dalsi studium této problematiky je nutné.
Specializované ,,funny“ kandly pacemakerovych bunék jsou piitomny
v myokardu jiz ve velmi Casnych stadiich a postupné dochazi k jejich
koncentraci do sinoatridlniho a atrioventrikularniho uzlu (20, 21). Proto neni
prekvapenim, Ze ma ivabradin velmi silny negativné chronotropni ucinek na
vyvijejici se srdce, jak prokazal in vitro Sarre a kol. (20, 21) a my tento vliv
potvrzujeme ve studii in vivo.

V naSem experimentu jsme prokazali ptitomnost funk¢nich beta-adrenergnich
receptord v ¢asné fazi vyvoje, u ED4 embryi. Jiz v dfive publikovanych
pracich je dokumentovana vristajici citlivost srdce vic¢i beta-mimetickym
1ékiim v zavislosti stupni vyvoje jedince, S maximalnim U¢inkem na ED9
kufeci embrya (22). Tento nalez je zcCela ve shodé s nasim pozorovanim vyssi
akutni citlivosti vii¢ci BB u ED8 embryi oproti ED4 embryonalnimu stadiu.
Zajimavé je, ze tento fenomén nemuze byt pfiéten vySSimu poctu beta-
adrenergnich receptori, protoze jsme dokumentovali naopak klesajici
tendenci poétu receptort v pribéhu vyvoje od stadii ED4 az do EDI18.
Predpokladame, Ze lepsi propojeni receptord a efektorti (coupling) zvysuje
jejich efektivitu v pozdé¢jsich vyvojovych stadiich, coz by mohlo vysvétlit
jejich vyssi citlivost vuci aéinkim beta-mimetickych latek. Dale jsme
prokazali, Ze dlouho trvajici u¢inek BB vede k poklesu poétu (down-regulaci)
beta-adrenergnich receptort v ¢asnych vyvojovych stadiich. Ze tfi testovanych



latek byl tento efekt nejvice vyjadien u carvedilolu, neselektivniho BB, oproti
metoprololu, ktery patii ke sttedné selektivnim BB.

5.2 Adenylat-cyklazova signaliza¢ni kaskada kufeciho embrya v priibéhu
vyvoje: vliv podani antiarytmickych léki

V nasledujici praci jsme hodnotili vliv dvou ¢asto uzivanych BB, metoprololu
a carvedilolu, na klicové komponenty a funkci AC signaliza¢ni kaskady
V prubehu vyvoje kufeciho embrya.

Nase soucasna experimentalni data ukazuji, ze ackoliv dochazi k poklesu
predominantni srde¢ni izoformy AC 5 v prubéhu vyvojového obdobi embrya
mezi ED12 az EDIS8, aktivita enzymu zistava stabilni v prib&hu celého
prenatalniho vyvoje kufeciho embrya, coz je ve shod¢ s pifedchozimi pracemi
(23, 24). Paraleln¢ témto nalezim jsme zjistili vzestup Gs a Gi proteinu
V obdobi mezi ED4 a ED8 embryonalniho vyvoje. Podobny vzestup srdecniho
Gi v prubéhu ¢asného vyvoje kufeciho embrya prokazali také ostatni autofi
(24). Vysledky nasich ptedchozich praci a také praci jinych autorti ukazuji
jasny pokles poétu beta-adrenergnich receptort v myokardu Vv pribéhu
prenatalni ontogeneze (7, 25, 26). Na zakladé vSech téchto poznatkd se
domnivame, Ze vyvoj poctu beta-adrenergnich receptor, G proteinli a AC
neni v prib&hu vyvoje zcela jednoduse koordinovan. Je také dilezité zminit,
7e CasteCny pokles beta-adrenergnich receptor v pozdéjsich stadiich vyvoje
embrya byl nasledovan jen d¢asteCné sniZzenou aktivitou isoprenalinem
indukované aktivity AC. Tento udaj nuti pomyslet na moznost tzv.
receptorové rezervy, takze ne vSechny beta-adrenergni receptory musi byt
nezbytné spojeny s AC signalizacni kaskadou a byt schopny prenosu signalu
na efektorovy mechanismus. Jiz dfive bylo prokdzano, ze receptorova rezerva
beta-adrenergnich receptortt vyrazné kolisa v riznych tkanich a také
mezidruhové (27-29). Na zakladé téchto informaci lze tedy ptedpokladat, ze
Se na zvysené citlivosti vici 1ékiim s beta-mimetickymi G¢inky v pozdéjsich
fazich vyvoje podili kvalitnéj$i propojeni beta-adrenergnich receptorti se
signalizatni AC kaskadou. V pifedchozi praci jsme pozorovali vyznamny
pokles v poc¢tu beta-adrenergnich receptorti u kutecich embryi po podani BB
na stadiu ED4 nebo ED8 nebo ED4+ED8 (7). Nase vysledky ukazuji, ze
aplikace metoprololu a carvedilolu ve stadiu EDS, ale nikoliv ve stadiich ED4
nebo ED4+EDS, vyznamné snizuji aktivitu AC stimulované forskolinem.
Bazalni hodnoty ¢i hodnoty AC aktivity stimulované isoprenalinem se vSak za



téchto podminek signifikantné neliSily. Tato diskrepance muize byt alespon
castecn¢ vysvétlena poklesem mnozstvi G proteinu, ktery byl zaznamenan u
kufecich embryi 1é¢enych BB ve EDS stadiu. Forskolin zvySuje aktivitu AC
nejen primym G¢inkem, ale také cestou aktivace Gs proteinu (30) a proto i
niz§i mnozstvi G proteinu miize odpovidat za nizsi Gcinek tohoto preparatu na
stimulaci AC.

5.3 Pétiletad retrospektivni analyza souboru pacientic dvou center s
toxickou sérovou koncentraci digoxinu

V nasi praci dokumentujeme vzacny vyskyt digoxinové toxicity v dospélé
populaci, ktery je vSak provazen vysokym rizikem mortality. Zjistili jsme, Zze
jen 14% pacientii v naSem souboru mélo normalni funkci ledvin s hodnotou
clearance kreatininu > 60 ml/min. Byla to sniZend hodnota clearance
kreatininu, kterd byla statisticky signifikantnim prediktorem mortality
pacientli v nasem souboru, a nikoliv absolutni hodnota sérového kreatininu.
Nase zjisténi jednoznacné podporuje rutinni kalkulaci clearance kreatininu
s pomoci Cockroftovy-Gaultovy rovnice namisto posuzovani funkce ledvin
pouze na zakladé sérové koncentrace kreatininu (31). Pozitivni prediktivni
hodnota nizké clearance kreatininu ve vztahu k mortalit¢ pacientd v nasem
souboru mize byt vysvétlena znamymi  farmakodynamickymi
charakteristikami digoxinu. Asi 70% digoxinu je zlidského organizmu
vylucovano v puvodni formé& pomoci aktivni funkce ledvin. To plati jen u téch
pacienttl, kde je zachovana normalni funkce ledvin (11).

V nasi praci prokazujeme, ze charakteristiky souboru jakymi jsou pohlavi,
davka digoxinu, sérova hladina drasliku, vek, sérova hladina digoxinu, nemély
statisticky signifikantni souvislost s mortalitou pacientli v naS§em souboru, na
¢emz se muze podilet niz§i mortalita v souboru. Zjistili jsme pouze hrani¢ni
souvislost nizké systolické funkce levé komory vyjadirené ejekeni frakei.

Na zéklad¢ detailni analyzy soucasné podavané medikace jsme zjistili, Zze 64%
pacientl uZzivalo alespoii jeden 1ék s prokazanym vlivem na zvySeni hladiny
sérového digoxinu. Pfesto se ndm nepodafilo prokdzat vliv tohoto jevu na
mortalitu u pacienti v naSem souboru. Zajimavym zjisténim byl nalez
ochranného efektu soucasné 1écby farmaky ze skupiny ACEI/ARB. Mortalita
pacienti léCenych témito preparaty byla statisticky signifikantné niZzsi.
Ochranny ucinek ACEI/ARB mtize byt vysvétlen také jejich schopnosti mirné
zadrzovat v lidském organismu draslik, ackoliv v naSem souboru nebyly



hodnoty koncentrace drasliku v séru signifikantni odlisné. Dale piichazi
Vv uvahu potencialné antiarytmicky efekt ACEI/ARB. Zajimavé je také zjisténi
statistického trendu, ktery ukazuje na mozny ochranny vliv soucasného
podavani 1ékt ze skupiny BB.

Po statistické adjustaci ke skupiné pacientli naseho souboru, u kterych byla
data kompletni (141 pacientli), jsme prokdzali pozitivni korelaci nitrozilné
podaného digoxinu s mortalitou kde p=0,02 (odds ratio 32,56). Tento nalez
vsak musi byt vykladan s opatrnosti, nebot’ vice nemocni pacienti byli Castéji
léCeni préveé nitrozilni aplikaci digoxinu. Statisticka zavislost mortality na
stupni systolické dysfunkce vyjadrené ejekéni frakci levé komory byla po
adjustaci jesté vyrazn&jsi nez v celém souboru s p=0,05 (odds ratio 0,95).
Systolicka funkce levé komory je znamym silnym prediktorem mortality
pacientl, jak ukazala fada prechozich klinickych studii (32-34).

Daéle jsme v této podskupiné pacientli s kompletnimi daty pozorovali hrani¢ni
statistickou zavislost mortality na té€lesné hmotnosti s trendem vyssi mortality
U pacienttl s niz$i t€lesnou hmotnosti (p=0,08) (odds ratio 0.94). Tento jev
mize byt vysvétlen farmakodynamickymi vlastnostmi digoxinu, nebot az
50% télesného obsahu digoxinu je vazano na receptory kosterniho svalstva.
(11). Tato nase pozorovani jsou v souhlasu s nalezem fady ptedchozich studii,
které ukazuji na horsi pribéh otravy digoxinem u pacientd pokroc¢ilého véku
(35) a u zen (36). Tito pacienti maji vyssi riziko rozvoje digoxinové toxicity
S téz$im prubeéhem otravy.

6. ZAVERY

V nasem experimentu na kufecich embryich jsme prokazali, ze v prubéhu
vyvojového obdobi kutfeciho embrya dochdzi postupné k poklesu poctu beta-
adrenergnich receptori v myokardu a také k poklesu predominantni srde¢ni
izoformy AC 5 a souasné k vzestupu mnozstvi Gs a Gi proteinu. Pfes
uvedené zmény jsme pritom prokazali jen Castecné¢ snizeny efekt podani
isoprenalinu v pozdéjsich stadiich vyvoje. Toto pozorovani si vysvétlujeme
dvéma mechanismy, tzv. receptorovou rezervou a kvalitnéj$im spojeni mezi
receptorem a efektorem — excitation-contraction coupling. Receptorovou
rezervou myslime nadbyte¢ny pocet beta-adrenergnich receptori v myokardu,
Znichz jen c¢ast je spojena s AC signalizacni kaskddou umoziujici pfenos
signalu na efektorovy mechanismus.



V dalsi Casti naseho experimentu zaméfeného na vliv antiarytmické 1€¢by na
vyvoj kardiovaskularniho aparatu u kufecich embryi jsme prokazali, ze
citlivost vii¢i negativn€ chronotropnimu ucinku zkoumanych preparatt
metoprololu, carvedilolu a ivabradinu stoupa pifimo umérné se stupném
embryondlniho vyvoje jedince. Podafilo se ndm potvrdit nasi hypotézu, ve
které jsme predpokladali, ze srdce kufeciho embrya nemda dostatecné
kompenza¢ni mechanismy, kterymi by dokazalo zachovat dostate¢ny srde¢ni
vydej i pti farmaky navozené bradykardii. V nasem experimentu jsme
prokazali pokles srde¢niho vydeje odpovidajiciho stupni farmaky navozené
bradykardie, ktery se podilel na umrti embryi.

Dale se nam podafrilo prokazat, ze dlouhodobé& podavané BB v experimentu na
kufecich embryich mohou v nékterych ptfipadech negativné ovlivnit expresi
beta-adrenergnich receptori, G proteinu a adenylat-cyklazy kardiomyocyta.
Tyto komponenty piedstavuji klicovou signalizacni kaskadu potiebnou pro
normalni embryonalni vyvoj jedince.

Zavérem nasi experimentalni prace bychom chtéli zdiiraznit, aby 1ékafi, kteii
jsou stale Castéji nuceni predepisovat 1éky t€hotnym zenadm, byli maximalné
obeznameni s jejich potencialn€ negativnimi G¢inky na vyvijejici se plod. Na
zaklad¢ naSich zkuSenosti z experimentu se domnivame, Ze je metoprolol
v béznych davkach pravdépodobné bezpecny u téhotnych zen. Ivabradine a
carvedilol vSak mohou vést k potencialné nezadoucim ucinkiim na plod a to
prave na zakladé€ ovlivnéni jeho tepové frekvence.

V Kklinické ¢asti naSeho vyzkumu jsme prokazali, ze se v dobé moderni
kardiologické terapie digoxinova toxicita vyskytuje vzacné, ale je spojena
s vysokou mortalitou. Typicky se digoxinova toxicita vyskytuje u jedinct
pokrocilého véku, s nizkou te€lesnou hmotnosti (Castéji zeny), s renalni
insuficienci a s polypragmazii. Soucasnd lé¢ba ACEI/ARB a BB ma
pravdépodobné protektivni vliv z hlediska mortality.
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