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1 Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékarskych ved

Kandidat: Be. Edita Blazkova

Skolitel: doc. RNDr. Viadimir Semecky, CSc.

Nazev diplomové prace: Experimentalni poSkozeni myokardu ovlivnéné podanim
D-penicilaminu

D-penicilamin je latka s Sirokym rozsahem vyuziti pii 1é€bé nejriiznéjSich
onemocnéni, zejména vSak Wilsonovy choroby. Tento standardni chelator je znam pro
svou schopnost nespecificky vazat méd'.

Jednim z cilli této prace byl podrobny popis histopatologickych zmén myokardu,
vystavenému Uc¢inku katecholaminu isoprenalinu a jejich srovnédni s obrazem myokardu
kontrolni skupiny. Hlavnim pfedmétem zajmu bylo vSak ovéfeni potencialné
kardioprotektivniho u¢inku D-penicilaminu na katecholaminovém modelu poskozeni.
Popis histologickych zmén doplituje rozsahlé vysledky in vitro a in vivo analyzy.

Experiment byl proveden na dospélych potkanech kmene Wistar Han, kteti byli
rozdéleni do Sesti skupin. Prvni skupina slouZzila jako kontrolni a obdrzela pouze
fyziologicky roztok, druhé a tieti skupiné byl podan jenom samotny D-PA, a to
v davkach 11 a 44 mgkg”. Ctvrta skupina obdrzela pouze ISO v jednordzové davce
100 mg kg, Pata a $estd skupina byla nejprve premedikovana kazda odlisnou davkou
D-PA (i.v.,11 a 44 mgkg™), poté byl kazdé z nich subkutanng aplikovan ISO. P¥itomné
zmény byly pozorovany a semikvantitativné zhodnoceny za 24 hodin.

U kontrolnich skupin i u potkand, ktefi obdrzeli pouze D-PA, nebyly az na hyperémii
kapilar patrny Zzadné odchylky od fyziologické struktury srdce. Aplikace ISO vedla
ke stfedné¢ vyznamnym zméndm v morfologii srdce potkanti, tykajicich se kapilarni
hyperémie, dilatace a edému intersticidlnich prostord, zdufeni pojivovych vlaken,
nekrotickych zmén kardiomyocytl, fragmentace myofibril a svalovych tramct
a pfitomnosti makrofagii ¢i Zirnych bunék. Premedikace obéma davkami D-PA pred
podéanim ISO vedla ke stejnému vysledku, kterym byl podstatny ubytek morfologickych
zmen, a to na uroven jejich pritomnosti mirn€ az malo vyznamnou.

Kardioprotektivni potencial D-penicilaminu byl pomoci histologické analyzy

potvrzen, nicméné je tieba jesté dalsiho zkoumani.



2 Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Candidate: Be. Edita Blazkova

Supervisor: doc. RNDr. Viadimir Semecky, CSc.

Title of thesis: Experimental myocardial damage affected the administration
of D-penicillamine

D-penicillamine is a substance with a wide range of use for the treatment of various
diseases, especially Wilson's disease. This standard chelator is known for its ability
to bind copper nonspecifically.

The first aim of the thesis was to describe in detaile histopathological changes
of the myocardium exposed to the effect of catecholamine, namely isoprenaline
and to compare these changes with the structure of control group myocardium.
The main aim was to verify potentially cardioprotective effect of D-penicillamine
on the model of catecholamine induced damage. The description of histological changes
complements the extensive results of in vitro and in vivo analysis.

The experiment was performed on adult male Wistar Han rats, which were divided
into six groups. The first group was used as a control and only received saline,
the second one and third one received D-PA alone at doses of 11 and 44 mg.kg™.
The fourth group received only ISO in a single dose of 100 mg.kg™. The fifth and sixth
groups were premedicated each with a different dose of D-PA (i.v., 11 and 44 mgkg™)
before ISO was subcutaneously administered to them. Present changes were observed
and evaluated semiquantitatively within 24 hours.

In the control groups and rats which received only D-PA alone, no deviations from
the physiological structure of the heart were seen, except capillary hyperaemia. ISO
application led to moderately significant changes in the morphology of the rat heart,
related to capillary hyperaemia, dilatation and edema of interstitial spaces, swelling
of connective fibers, necrotic changes of cardiomyocytes, fragmentation of myofibrils
and muscle trabecules and presence of macrophages or mast cells. Premedication
with both doses of D-PA prior to administration of ISO led to the same result — loss
of the morphological changes to slightly or not very significant level of their presence.

The cardioprotective potential of D-penicillamine has been confirmed by histological

analysis, but further investigation is still needed.
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3 Zadani a cil diplomové prace

Vyzkumna skupina z Katedry farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty UK
v Hradci Kralové ve spolupréci s Katedrou biologickych a Iékatrskych véd jiz dlouhou
dobu vyhodnocuje miru protektivity vybranych ptirodnich a semisyntetickych latek, a to
na katecholaminovém modelu akutniho infarktu myokardu laboratorniho potkana.

Cilem diplomové prace byl podrobny popis histopatologickych zmén myokardu
potkana Wistar Han po aplikaci isoprenalinu (s.c.) v davce 100 mg.kg" a jejich srovnani
s obrazem myokardu kontrolni skupiny, kterd obdrzela pouze fyziologicky roztok.
Nalez byl nasledné porovnan s obrazem myokardu u samcii potkana premedikovanych
D-penicilaminem (i.v.), a to v koncentracich 11 mgkg" a 44 mgkg”. Podrobny popis
histologickych zmén, pozorovanych v potkanim srdeci béhem 24 hodin, tak dopliiuje

nalezy funkéni a biochemické i vysledky in vitro testi.



4 Uvod

,ICHS postihuje lidstvo nejméne 3 000 let, jak bylo dokumentovano na mumiich
stareho Egypta“ [1].

Pojem ischemicka choroba srde¢ni (zkr. ICHS) piedstavuje skupinu onemocnéni
kardiovaskularniho systému, vznikajicich na zaklad¢ ischemie Casti srde¢ni svaloviny.
Jedna se o zavaznou zdravotni komplikaci, kterd znacné zhorSuje kvalitu zivota
u zijicich nemocnych a v nejhor§im pfipadé muize vyustit vumrti. Je jednou
z nejCastéjSich pfi¢in tmrti kardiovaskuldrniho ptvodu a frekvence jejiho vyskytu
nartista umérné véku nemocnych.

ICHS muze nabyvat stabilni a nestabilni formy, z nichz kazda se sestava z nékolika
klinickych jednotek. Stabilni formy zplsobuji nemocnym obtiZe zejména pii fyzické
namaze nebo psychické zatézi a patii mezi n€ nésledujici klinické jednotky: ndmahova
angina pectoris, nebolestiva ischemie, variantni angina pectoris, syndrom X, ICHS
s arytmiemi a také ICHS se srdecni insuficienci. Nestabilni forma, zndma také jako
akutni koronarni syndrom (zkr. AKS), nabyva akutniho rdzu a zahrnuje podjednotky,
jako jsou nestabilni angina pectoris, ndhla srde¢ni smrt a pfedevSim akutni infarkt
myokardu, jenZ je hlavnim pfedmétem zajmu této prace [2,3].

Akutni infarkt myokardu vznika v pfipad¢, kdy jakakoliv ¢ast srde¢niho svalu neni
po urcitou dobu zéasobena krvi. K tomuto dochdzi povétSinou v disledku trombozy
koronarni tepny, jeji embolizace, ale i z diivodu subintimalniho krvaceni nebo zna¢ného
sniZzeni krevniho tlaku pfi Soku ¢i velkych krevnich ztratach. Pro diagnostiku infarktu je
nezbytny priikaz nekrézy myokardu, ktera je nasledkem probihajici ischemie a souc¢asné
ptitomnost klinickych ptiznakl ischemii doprovazejicich [4,5].

Neékteré akutni formy ischemické choroby srdecni byly popsany jiz koncem
19. stoleti a v roce 1910 popsali V. P. Obrazcov a N. D. Strazesko poprvé také klinicke
projevy akutniho infarktu myokardu. Ackoliv diky vyvoji lécebnych metod
a sekundarni prevence postupem c¢asu klesala kardiovaskuldrni mortalita, a to predevsim
na akutni formy ischemické choroby srde¢ni, umrtnost na kardiovaskularni onemocnéni
stale tvoti 50-55 % z umrtnosti celkové a z toho zhruba polovinu tvofi umrti z ICHS.
Ro¢né na ICHS v Ceské republice umiraji 2-3 pacienti/1000 obyvatel a kazdoroéng
ptibyva zhruba 5-10 piipadi/1000 obyvatel. Mimo to se zvySuje vék nemocnych, kteti
umiraji, a to ne na prvni, nybrz opakovany infarkt myokardu, ktery se v zavéru muze

jevit vlastné jako jakési chronické onemocnéni [1].
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Z téchto diivodu je velmi opodstatnéné usili o nalezeni latek, a to jak ptirodnich, tak
semisyntetickych, klinicky pouzitelnych v praxi, které by mély pfinos pro prevenci

vzniku akutniho infarktu myokardu ¢i alesponi zmirnéni jeho prabéhu nebo nasledk.
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A TEORETICKA CAST

5 Histologie zdravého srdce

Srdce je duty organ, ktery je schopen rytmicky se smr$tovat a vhanét tak krev do
cév. Nachdzi se v pfednim mediastinu a je ulozeno v perikardialnim vaku, ktery
obsahuje ¢irou Zlutavou tekutinu zabranujici tfeni. Osrde¢nik je tvofen dvéma listy, a to
parietalnim perikardem a viscerdlnim epikardem, které v sebe navzijem ptechézeji.
Usrdce obvykle popisujeme jeho hrot neboli apex, bdazi, predni, zadni
(resp. spodni/brani¢ni) a bo¢ni plochu. Vnitini dutina srdce je ¢lenéna na pravou a levou
sift a komoru, které jsou od sebe oddéleny chlopnémi.

Sténa srdce je tvofena tfemi vrstvami: endokardem, myokardem a epikardem.
Nejvnitingjsi vrstvu srdce predstavuje endokard, ktery pokryva dutinu srdce, chordae
tendineae 1 srdeni chlopné. Smérem zevnitt je tvofen endotelem, nalé¢hajicim na
vrstvicku fidSiho subendotelového vaziva. Nasleduje vrstva tvofend kolagenem
a elastickymi vlakny, spole¢n¢ s piimési hladkych svalovych bunék. Na tu naléha dalsi
vrstva fidkého subendokardového vaziva s ¢etnymi vénami, nervy a vétvemi distalniho
oddilu pfevodniho systému srdce.

Stfedni a zaroveil nejsilnéjsi vrstva zvana myokard je tvofena kardiomyocyty dvojiho
druhu. A to pracovnimi, které¢ jsou kontraktilni a zabezpecuji zakladni funkce svalové
tkang, ¢ili svalovy stah a tvorbu mechanického napéti, nebo kardiomyocyty vzrusivymi,
které jsou nekontraktilni a jsou soucasti pfevodniho systému srdce. V optickém
mikroskopu se kardiomyocyty jevi jako valcovité bunky s centralné uloZenym jadrem,
které je ovalné a ma 1-2 jadérka. Valcovité bunky s Sitkou kolem 10-15 pum a délkou
okolo 85-100 um jsou Casto doplnény kardiomyocyty s vybézky, diky kterym nejspis
dochazi ke svalovému stahu ve vinach. Na povrchu buiiky je patrnd bunééna membrana
neboli sarkolema, obalend laminou basalis. Prostor mezi jaddrem a povrchem bunky je
vyplnén 1-2 pm tlustymi Zihanymi vlakénky, nazyvanymi myofibrily. Ty se skladaji
z kontraktilnich proteinii, konkrétné¢ aktinovych a myozinovych filament. Mezi
myofibrilami jsou pfitomny Cetné ovalné mitochondrie a tzv. diddy, coZ jsou utvary
sloZzené z jednoho T-tubulu a jedné sarkoplazmatické cisterny. V sarkoplazmé je pobliz
jadra také pozorovatelny Golgiho aparat, zasoby lipofuscinu, glykogenu nebo kapénky
lipidi. Mezi jednotlivymi kardiomyocyty se nachéazi vazivové intersticium, hojné na

krevni vlasecnice, lymfatické cévy a nervy. Kardiomyocyty se fadi za sebou v paralelni
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vldkna a svymi konci se dotykaji. V mistech takovychto kontaktl vznikaji spoje,
nazyvané interkalarni disky. Ty se po obarveni v mikroskopu jevi jako tmavé linie na
srdecnich vldknech. Byvaji zpravidla tvofeny dvojici membran a spoji typu
desmozomt, fascia adherens a nexusti. Myocyty pfevodniho systému srdce jsou vysoce
specializované a zajist'uji vznik a §ifeni vzruchu, podnécujiciho kontrakei srdce. Oproti
kardiomyocytiim maji mensi mnozstvi myofibril a mohutné zasoby glykogenu.

Vnégjs$i vrstvu srdce tvoii visceralni epikard a parietdlni perikard. Mezi nimi je
perikardova dutina, obsahujici nazloutlou tekutinu snizujici tfeni mezi t€mito listy pii
kontrakci srdce. Epikard je na ploSe obracené do dutiny kryt jednovrstevnym plochym
epitelem, nasedajicim na tenkou vrstvu kolagenniho vaziva. Naopak smérem od
myokardu se nachdzi subepikardové vazivo, obsahujici tukovou tkan, tepny, zily,

lymfatické cévy a nervy. Stejnou strukturu jako epikard ma i perikard [6,7,8].
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6 Ischemicko-reperfuzni posSkozeni

Srdce pro své fungovani potiebuje stalou dodavku kysliku. Existuji vSak stavy, jez
jsou spojeny s prerusenim dodavky kysliku do srdce. V jejich disledku dochézi v srdci
k dé&ji, nazyvanému ischemie, jenz mé pro srdce velmi negativni ndsledky. Pro zédchranu
srdce je vzdy nezbytné nutna reperfuze neboli obnoveni dodavky kysliku. Ta s sebou
vSak v nekterych ptipadech, obzvlasté pti déletrvajici ischemii ¢i v samotném centru
poskozeni, nese riziko ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Jedna se o jev paradoxni,

MV

poskozeni myokardu [9].

6.1 Ischemie

Ischemie myokardu je d¢j, ktery nastava pii nepoméru dodavky kysliku a jeho
skutecnou spotiebou v srdecnim svalu. Existuje nékolik pfic¢in, jez ischemii zpusobuji.
Dlvodem mize byt znacné zvySend ¢innost srdce nebo snizené mnozstvi kysliku v krvi
u tézké anémie ¢i po otravé oxidem uhelnatym. U 90 % piipada vSak za ischemii stoji
snizeny pfitok krve véncitymi tepnami, postizenymi aterosklerézou, trombozou,
spazmem ¢i shluky trombocytt. Pritézujicim faktorem mtze byt koufeni cigaret, v jehoz
disledku dochazi k vzestupu periferni koronarni rezistence nebo stres a pii ném
uvolnované katecholaminy, zvySujici spotfebu kysliku v myokardu [2,10].

Pro svoji funkci myokard ziskava energii ve formé ATP z volnych mastnych kyselin,
glukozy a laktatu, fyziologicky za pfistupu kysliku (aerobné). Pokud vSak dojde
k pferuseni dodavky krve a tudiZ i kysliku do srdce, vznikd ATP jiZ jen anaerobné.
Anaerobni glykolyza vede ke vzniku kyseliny mlééné, ktera disociuje na ionty H'
a laktat. Mnozstvi vytvofeného ATP je vSak nedostatecné a jeho nedostatek spole¢né
s hromadénim iont H' vede k poruchdm myokardialni kontrakce. Kviili deficitu ATP
muze nasledné dojit k poskozeni systolické cerpaci funkce komor, zvySeni tuhosti
myokardu béhem diastoly a souc¢asné zvySeni diastolického tlaku v komoréach. To vede
ke staze krve v plicnim ob¢hu. Jestlize jsou ischemii postizeny i papilarni svaly, mize
dojit az k jejich ruptute, vedouci ke vzniku akutni mitrdlni insuficience. V neposlednim
pfipadé¢ muize dojit ke vzniku arytmie, podminéné poruchou elektrické drazdivosti
myokardu vlivem ischemie. Jsou stimulovdny nociceptory, coz vede k angin6znim
bolestem a aktivaci sympatiku neboli tachykardii, silnému poceni a nevolnosti. Pokud

ischemie odezni do 20 minut, jsou vzniklé biochemické a funkéni zmény reverzibilni.
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Jestlize vSak ischemie trva déle, zastavi se nakonec diky tkanové acidéze i samotna
anaerobni glykolyza a dojde knevratnému poskozeni bunék suvolnénim

intracelularnich enzymt a srde¢niho troponinu do krve [3,9].
6.2 Nadbytek Ca®**

Jednim z procesti, hrajicim vyznamnou roli v patofyziologii ischemicko-reperfuzniho
poskozeni je pietizeni vapnikem. Za ischemickych podminek, kdy je dodavka kysliku
do tkané pozastavena, dochazi k produkci energie ve formé¢ ATP pomoci anaerobni
glykolyzy. Ta vede ke vzniku a akumulaci laktatu, protonti a NAD" a soudasné
ke snizeni bunécného pH. Mechanismus normalizace bunéného pH spociva
ve vyloudeni iontd H', vyménou za Na' skrze Na'/H" transportér. lonty Na' jsou
vzapéti z buiiky odstrafiovany vyménou za Ca®’, a to transportérem Na'/Ca®". Timto
zpasobem dochazi k vyraznému vzestupu iontd Ca®" v cytosolu buiiky. Jelikoz po
reperfuzi témeéf okamzité nastava proces obnovy fyziologického pH, dochéazi logicky
také k vyraznému pietiZzeni kardiomyocytu jiz zminénymi vapenatymi ionty. Soucasné
je také narusen transport Ca>" pres sarkoplazmatické retikulum. Zatimco je vychytavani
vapniku prostiednictvim Ca®" ATPazy sarkoplazmatického retikula téméf znemoznéno,
jeho uvoliovéani skrze pfisluSny receptor do builkky je spiSe urychleno. Vysoka
koncentrace vapenatych iontli je schopna aktivovat mnoho systémdi, jez se podili na
vzniku I/R poskozeni. Velké mnozstvi Ca>” vstupuje do mitochondrie, v niZ je schopno
navazat se na vazebné domény mitochondridlniho poéru piechodné propustnosti
(zkr. MPTP), ¢imZ dochdzi k jeho otevieni a buné€né smrti. Otevienim tohoto kanalu
totiz dochdzi ke kolapsu membranového potencidlu v mitochondrii a k odpojeni
oxidativni fosforylace, coz vyulsti v depleci ATP a smrt bunky. Otevieni kanalu
napomahd také oxidacni stres ¢i praveé obnova pH buriky, které je jinak béhem ischemie
znacn¢ snizeno a udrzuje kandl uzavieny. Nizké pH také znemoznuje kontrakci
myofibril. Vyrovnanim pH builky do normalu nasledné dochézi ke vzniku
hyperkontrakei. Dal$im cilem zvySené hladiny vépniku v bufice je rodina cysteinovych
protedz, zvana kalpainy, které jsou jeho pomoci aktivovany a degraduji bunécné
proteiny cytoskeletu, endoplazmatického retikula ¢i samotné mitochondrie. Ptetizeni
vapnikem muze také nakonec vést k formovani komplext kalcia a pyrofostatu
¢i kyseliny mocové. Ty maji schopnost vazat se na tzv. inflamazém. Ten je schopny
produkce molekul, stimulujicich sekreci prozanétlivych cytokinti, chemokind a IL 1-

[11,12,13].
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6.3 Oxidacéni stres

Ihned béhem prvnich minut po obnové zdsobeni myokardu okysli¢enou krvi dochézi
k produkci nadmérného mnozstvi reaktivnich forem kysliku. Jednd se o volné radikaly,
coz jsou molekuly ¢i atomy, obsahujici neparové elektrony. Volné radikaly vznikajici
z kysliku byvaji zkracené nazyvany ROS a jsou vysoce reaktivni. Primarnim ROS,
vznikajicim béhem I/R poskozeni, je superoxid (O ). Ten je prekurzorem pro vznik
dalsich reaktivnich forem kysliku. Superoxidovy radikdl velmi rychle a spontdnné
podléhd dismutaci na méné toxicky peroxid vodiku (H,O,), a to za ucasti enzymu
superoxiddismutazy (zkr. SOD), pfitomného v cytosolu ¢i mitochondrii. Peroxid vodiku
je dale pfeménén za icasti enzymu glutathionperoxidazy (zkr. GPx), vyuzivajiciho jako
substrat redukovany glutathion (GSH), ve vodu. V podminkéach nizkého pH, které
nastdva 1 v pfipadé ischemie myokardu, miize byt superoxid pfemeénén také v radikal
hydroperoxylovy (HOO). Peroxid vodiku se podili na vzniku vysoce reaktivni formy,
jakou je hydroxylovy radikal (OH-), a to Fentonovou reakci, nebo miize sam o sob¢
reagovat napf. s hemoglobinem a myoglobinem. Superoxidovy radikal mutze také
reagovat s oxidem dusnatym za vzniku peroxynitritu (ONOQO"), jenz mize byt nakonec
protonovan a vytvofit vysoce cytotoxickou kyselinu peroxodusitou (ONOOH) [13].

Vznik reaktivnich forem kysliku po reperfuzi miize byt podminén reaktivaci
elektronového transportniho fetézce ¢i napi. akumulaci nadbytku vapenatych iont
v bunice. Jinymi zdroji mohou byt také NADPH-oxiddza z neutrofild, ptilakanych do
daného mista nebo xanthinoxidaza, pochézejici z endotelidlnich bun€k. Ta vyuziva
kyslik ke konverzi nadbytku hypoxanthinu, ktery se ve tkdni nahromadil béhem
ischemie, v xanthin, a to za soucasné tvorby ROS.

Nadmérné mnozstvi takto vzniklyjch ROS neni dostatecné vychytdvano
antioxida¢nimi systémy a vykazuje bunéCnou cytotoxicitu. Reaktivni formy kysliku
jsou schopny poskodit bunécnou membranu peroxidaci lipidi, mohou také indukovat
denaturaci enzyml a v neposledni fadé mohou pfimo modifikovat DNA. ROS také
stimuluji aktivaci, chemotaxi a adhezi leukocytli, a to prostfednictvim fosfolipazy A,
Jiz potencuji k pfeméné v kyselinu arachidonovou, dilezity prekurzor pro syntézu
eikosanoidli (tromboxan A,, leukotrien B4), nebo skrze genovou expresi adhezivnich
molekul a cytokinli, a to aktivaci transkripcnich faktorti, jako je napf. nuklearni

faktor kB [11,14].
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6.4 Zanét

Prvni fazi reparativniho procesu po ischemii srdce je zanét, zprostiedkovany
prevazné buitkami vrozené imunity. Nicméné upln€ prvnimi bunkami, aktivovanymi
v disledku poskozeni myokardu ischemii, jsou krevni desticky. Ty se shlukuji, aby
zabranily ptripadnému krvaceni, a uvolnuji dulezité rustové faktory, jako jsou
napt. PDGF neboli destickovy rastovy faktor, destickovy faktor 4 ¢i faktor aktivujici
desticky (zkr. PAF). Vlivem PAF dochazi k prvotnimu ptilakani a adhezi neutrofilnich
granulocytii. Neutrofily jsou prvnimi leukocyty, objevujicimi se v poskozeném
myokardu, a to jiz béhem nékolika hodin od ischemické prihody. Do postizenych mist
mohou byt pfildkdny také vlivem uvoliiujicich se ROS, aktivaci komplementu
a zejména prostfednictvim ,,nebezpecnych signala* [15,16].

Poskozené a postupné odumirajici kardiomyocyty, ale i poskozend extracelularni
matrix, uvoliiuji za nepfiznivych podminek ischemie substance, jez se chovaji jako
»hebezpecné signaly“. Odbornég jsou tyto latky nazyvany jako s nebezpe€im asociované
molekularni vzory (zkr. DAMP, z anglického danger-associated molecular patterns).
Patfi mezi n¢ zejména protein HMGBI1 (zkratka anglického high mobility group box-1),
proteiny skupiny S100, proteiny teplotniho Soku (zkr. HSP, z anglického heat shock
protein), fragmenty matrix, adenosin, extracelularni RNA, nizkomolekularni kyselina
hyaluronova, kyselina moc€ova, IL-1 a a jiné. Tyto molekuly, jinak zvané také jako
alarminy, jsou schopny se vazat na piibuzné PRR receptory (zkratka anglického pattern
recognition receptor), pritomné na prezivSich bunkach ¢i pfildkanych leukocytech.
Mezi PRR zde patii zejména receptory TLR (zkratka anglického Toll-like receptor),
NLR (z anglického nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor)
a receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykace (zkr. RAGE, z anglického receptor
for advanced glycation end-products). Obvykle jsou exprimovany na leukocytech, ale
1 kardiomyocytech, fibroblastech ¢i  buiikdch endotelu. V dasledku takto
zprostfedkované signalizace dochazi k aktivaci MAP kinazy neboli mitogenem
aktivované proteinkinidzy a také nukledrniho faktoru kB (zkr. NF-kB). Touto cestou
dochézi nasledné k vysoké expresi panelu prozanétlivych gentl, a to genl pro cytokiny,
chemokiny a adhezni molekuly.

Mezi prozanétlivé cytokiny, k jejichz sekreci zde v hojném mnozstvi dochazi, patii
IL-1 B, tumory nekrotizujici faktor (zkr. TNF), IL-6 a IL-18. Jsou uvoliiovany

leukocyty, fibroblasty, endotelidlnimi buiikami a kardiomyocyty, podporuji samotnou
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syntézu adheznich molekul a chemokint a prohlubuji zanétlivou reakci. Znacné zvySena
exprese obou hlavnich skupin chemokini C-C a C-X-C je schopna pfildkat do
poskozeného myokardu dalsi ndplavu leukocyti. Chemokiny C-X-C obsahuji
tripeptidovou sekvenci Glu-Leu-Arg a zprostiedkuji ptilakédni neutrofili, zatimco
C-C chemokiny pusobi jako chemoatraktanty pfevazné monocytii a T-lymfocyti.
Nejprve jsou do poskozenych mist ptilakany neutrofily a posléze monocyty. Adhezni
molekuly jako jsou VCAM, ICAM a selektiny, jejichz exprese je také znacné zvysena,
jsou s prilakanymi leukocyty schopny interagovat.

Cirkulujici leukocyty, nesouci pfislusné ligandy, jsou zachycovany selektiny
aktivovan¢ho endotelu a tzv. roluji podél jeho povrchu. Pozd¢ji jsou diky zménam
v konformaci leukocytdrnich integrinii (LFA1 nebo Macl), zplisobenych interakci mezi
CXC chemokiny a pfislusnymi receptory na jejich povrchu, jiZz pevnéji zachycovany
endotelidlnimi adhezivnimi receptory ICAM. Takto dochédzi k vytvofeni mnohem
pevnéjSiho spojeni a adherenci. Samotnd diapedéza, neboli prinik leukocyti do
intersticidlniho prostoru, je zprostfedkovana pomoci destickové endotelové adhezni
molekuly (PECAM-1), kterd je konstitutivné exprimovana podél mezibunéénych spojli
v endotelu.

Neutrofily po jejich priniku do poskozenych mist uvolnuji proteolytické enzymy
a odstranuji z loZiska odumielé bunky a extracelularni debris, mohou vSak také
napomaéhat dal§imu uvolnovani ROS. Nasledn¢ pfildkand prozanétlivd subpopulace
monocytl, kterd pretrvava v lozisku az po dobu 3 dnti, produkuje v misté proteazy
degradujici matrix, dal$i zanétlivé cytokiny a podili se na odklizeni tzv. debris. Velmi
Casné po probéhlé ischemii infiltruji danou oblast také lymfocyty, a to pfedevSim
lymfocyty T. Za normdlnich okolnosti obsahuje zdravé srdce ulozisté zirnych bunck
a makrofagt, které v pribéhu zanétu podléhaji vyrazné proliferaci. Zirné buiiky,
strategicky umisténé v perivaskularnim prostoru, navic obsahuji preformované
mediatory jako jsou TNF, histamin ¢i tryptaza. At uz stimulace cytokiny, adenosinem,
reaktivnimi kyslikovymi formami ¢i aktivace komplementu, zpusobi degranulaci
zirnych bun¢k a uvolnéni uvedenych mediatord do okoli. Zejména TNF a histamin poté
hraji ddlezZitou roli v probihajici zanétlivé reakci. Aktivované bunky endotelu kromé
exprese adheznich molekul mohou také samy produkovat zanétlivé cytokiny
a chemokiny. Myokard také za normdlnich podminek obsahuje hojné mnozZstvi
klidovych fibroblastli, hrajicich roli zejména v udrzovani sité extracelularni matrix.

Stimulaci pomoci DAMP, nabyvaji tyto fibroblasty schopnosti sekrece velkého
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mnozstvi cytokinii a chemokinli. Mnozstvi téchto latek jsou pravdépodobné schopny
produkovat také ptezivsi kardiomyocyty. Aktivaci zanétlivé kaskddy mé v neposledni
fad¢ na svédomi také fragmentace extracelularni matrix a uvolnéni fragmentt kolagenu,
fibronektinu a hyaluronanu [14,15,16,17,18].

Proces zanétlivé odpovédi po ischemii myokardu, se vSemi zac¢astnénymi bunikami
a molekulami, je ptehledné vyobrazen na obrazku 1.

Haematopoietic cells Platelets Lymphocyte

@} i " ::- — Menocyte .}
:r'3\ - o :

Endothelial cell —— _/ Matrix - l
=< fragments @ ©

TLR
Cardiomyocyte
o -
- cs&
B

Fibrtﬁ-}st H‘H"““-m..\_\
C5a o o ° cell
u ‘ggu 'Jg
Resident myocardial cells ]

Obrazek 1. Zanétliva reakce po ischemii myokardu [17]

Na obrazku jsou patrny poskozené kardiomyocyty a fragmenty extracelularni matrix,
uvolnujici DAMP, které se vazou na TLR a timto spousti zanétlivou reakci. Aktivace
komplementu a uvolnéni ROS také iniciuje zanét. Jak poSkozené, tak prezivsi
kardiomyocyty, ale také buniky endotelu, fibroblasty, zirné buiky a piildkané krevni
desticky, neutrofily a monocyty — vSechny se ucastni zanétlivé reakce. Cirkulujici
leukocyty (1) jsou zachyceny aktivovanymi bunikami endotelu a roluji za pomoci
selektint  (2). Rolujici leukocyty jsou aktivovany chemokiny, véazanymi na
proteoglykanech endotelidlniho povrchu (3), nasledné aktivované leukocyty adheruji
k buiikkdm endotelu pomoci integrinti (4). Zesileni vazby mezi leukocyty a endotelem
(5) je nasledovano transmigraci leukocytt do loziska infarktu (6) [17].

V dalsi fazi reparace ischemii poSkozeného myokardu, nazyvané jako proliferacni,
spolupracuji neutrofily, monocyty, buniky endotelu a pericyty na ukonceni pocatecni

zanétlivé faze. Prodlouzeni ucinku zanétlivych komponent by mohlo mit pro myokard
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velmi neptiznivé dopady. Pro uspésné hojeni je tedy nezbytné nutné zdsadné potlacit
probihajici zanétlivou reakci. Dynamické zmény ve fenotypu monocyti a makrofagi,
subpopulacemi lymfocyti jednou z hlavnich komponent, napomahajicich k Gspésné
redukci pivodné masivniho zanétu. Takto pozménéné buiky se posléze postaraji
0 odstranéni neutrofilli, podléhajicich apoptdze, a to prostiednictvim procesu zvaného
eferocytdza. Soucasné pivodné zanétlivé neutrofily a monocyty produkuji mediatory
(jako jsou napf. annexin Al, laktoferin ¢i jaderny receptor podrodiny 4, skupiny a,
Clen 1 (zkr. Nrdal) a jiné), které zabranuji dalSimu ndplavu takovychto bunék.
Eferocytoza je spojena také s uvolnénim protizanétlivych cytokint, jako jsou IL-10 ¢i
transformuyjici ristovy faktor B (zkr. TGF-p, z anglického transforming growth factor B),
nebo také vaskularni endotelidlni faktor (zkr. VEGF, z anglického vascular endothelial
growth factor). Inhibice zanétlivé odpovédi je také navozena aktivaci endogennich
intracelularnich signalt, a to konkrétné aktivaci kindzy spojené s IL-1R. Cilem této faze
reparace myokardu je odstranéni zanétlivého infiltratu a vytvofeni kolagenni jizvy.
Z toho divodu jsou pozdéji nejmasivnéjsi slozkou tzv. myofibroblasty, jez jsou pouze
fenotypové  pozménénymi  fibroblasty (zejména  vlivem G¢inku  TGF-p,
renin-angiotensin-aldosteronového systému, PDGF a dalSich), primarné lokalizovanymi
v okrajové zon€ loziska infarktu a schopnymi exprimovat kontraktilni proteiny
(napf. a-hladkosvalovy aktin, zkr. a-SMA). Aktivované myofibroblasty jsou schopny
sekrece jak strukturdlnich proteint, tak i matricelularnich. Specializaci téchto bunék je
syntéza kolagenu typu I a III, ktery je ve velké mife ukladan v misté poskozeni za
ucelem reparace. Kolagen muize byt degradovan pomoci degradacnich enzymi,
tzv. matrixovych metaloproteinaz (zkr. MMP), pfi¢emz klicovou metaloproteinazou
remodelace je intersticialni kolagendza MMP-1. Jeji aktivita je regulovana pomoci
tkanovych inhibitorit metaloproteindz (zkr. TIMP). Syntéza MMP-1 1 jejich inhibitord
je regulovana pomoci lokéln¢ produkovanych rastovych faktorti, a to véetné TGF-p,
ktery je schopen negativni regulace exprese MMP-1 a pozitivni regulace syntézy TIMP.
Syntéza kolagenu je aktivovdna jiz velmi brzy po poskozeni myokardu, nicméné
kolagen je v této Casné fazi degradovan pomoci MMP-1, ktera je posléze ve fazi
fibrogeneze utlumena vlivem TIMP.

Vyrazn& proliferacni aktivita myofibroblasti je v dal§i fazi (zvané maturacni)

inhibovana a dochéazi k vyzravani vytvotfené jizvy. Uvnitt kolagenni matrix dochazi
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k pficnému spojovani a reparativni myofibroblasty upadaji do klidového stavu nebo

podléhaji apoptoze [15,18,19].

6.5 Nekroza

K ireverzibilnim zménam v myokardu dochazi tehdy, trva-li ischemie po delsi dobu.
Zvysuje se mnozstvi cirkulujicich katecholaminti jakozto stresovych hormont, dochazi
k hromadéni vapniku v bunkdch a v dusledku utlumu dychaciho fetézce vznikaji
reaktivni formy kysliku, které¢ poSkozuji mastné kyseliny membranovych fosfolipidi.
Dochazi k rozpadu bunéénych organel a v disledku toho se uvoliuji i lysozomalni
kyselé hydrolazy, vedouci k bunécné smrti neboli nekrdze. Nekroza bunék se projevuje
jejich morfologickymi zménami, a to predev§im zménami jadra, cytoplazmy ¢i jinych
organel. Svou roli zde hraje také apoptdza neboli programovana bunécna smrt, ke které
dochazi cestou aktivace kaspaz. Pii apoptdze dochazi k pyknodze jadra, svrastovani
buiiky a fragmentaci v apoptoticka t&liska, odstrafiovand makrofagy. Cim je trvani
ischemie delsi, tim vice bunék v centru loziska postupné odumira [9,10].

V zavislosti na délce trvani ischemie, jejim rozSifeni a také na misté uzavéru
koronarni tepny rozliSujeme infarkt transmuralni — zasahuje v prlfezu celou srde¢ni
sténu, subendokardidlni — postizena je subendokardidlni oblast, a dale také
intramuralni — postizeni vnitini ¢asti srde¢ni stény. Infarkt, ktery neni transmuldrniho
typu, nabyva obvykle podoby jediného souvislého loziska ¢i mnohacetnych drobnych
nekroz.

Dle lokalizace tepenného uzdvéru miZzeme transmuldrni infarkty dale rozlisSit
na: a) predni — ischemie v oblasti predni stény levé komory (a nékdy také
mezikomorovych ptepazek) ¢i apikalni — poskozeni srde¢niho hrotu, jez jsou zptisobeny
uzavérem sestupné vétve levé koronarni tepny; b) zadni — poSkozeni zadni stény levé
komory (¢i mezikomorovych piepazek), zplisobené uzdvérem pravé koronarni tepny;
a v neposledni fad€ c¢) bo¢ni — postizeni boc¢ni stény levé komory, ke kterému dojde pii
uzavéru obkruzujici vétve levé koronarni tepny. Samotny infarkt myokardu pravé
komory je vzacny, obCas byva pfitomen soucasné s postizenim komory levé. Stejné tak
neobvykly je infarkt sini [10,6].

Postizen vSak mtize byt také myokard pirevodniho systému, a to v disledku uzavéru
pravého Tawarova raménka a ptedni vétve levého raménka nebo AV uzlu a zadni vétve

levého raménka.
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Dle objemu zasazeného myokardu mizeme infarkt rozdélit také na

velky (> 30 % levé komory), stiedni (10-30 %) a maly (< 10 % levé komory) [6].
6.6 Histopatologicky obraz

Nasledkem tézké akutni ischemie trvajici déle nez 20 minut dochézi v myokardu
ke zménam, ve svém zavéru odpovidajicim nekréze neboli infarktu myokardu. Avsak
1 tyto zmény se zde vyvijeji postupné.

Prvotni mikroskopicky pozorovatelnou zménou akutni faze infarktu myokardu jsou
tzv. vinky, vzniklé protazenim, zvinénim a ztencenim jiz odumfelych svalovych vldken.
Ty jsou takto modifikovany tahem okolni zivé svaloviny. Dochazi k edému intersticia
a po 8-16 hodinach se objevuje nekrdza kardiomyocytl. Jadro bledne, tmavne nebo se
svrastuje, az nakonec mizi. Cytoplazma je vice eosinofilni a ztraci se i pficné
pruhovéni. Zhruba po 24 hodinach jsou na okrajich loziska patrny neutrofilni leukocyty,
ptildkané do mista latkami, uvoliiujicimi se z odumfelych bunék. Fragmentovana vldkna
jsou posléze nahrazovana granulacni tkéni, a to za pfitomnosti vlasecnic s endoteliemi,
fibroblastd, Zzirnych bunck a velkého mnozstvi makrofdgi. Takto je obvykle
nahrazovdna nejprve okrajova c¢ast loziska, postupné smérem k jeho stfedu.
Makroskopicky se lozisko nekrozy jevi zprvu bledé, poté tmavocervené nebo namodralé
a postupné se zacind ohranicovat od svého okoli. V okoli mlze byt patrno piekrveni.
Typického obrazu koagulacni nekrozy, kterd je pro infarkt myokardu nanejvys
specifickd, nabyva lozisko po 3-7 dnech. Je jilovité barvy, mékké a zakalené.

Za vice nez tyden je nahrazena vétSina nekrotického loziska a po 6 tydnech je
granulaéni tkan zcela pfeménéna v kolagenni/hyalinni vazivo. Makroskopicka podoba
loziska v pozdni fazi infarktu myokardu nabyvé nejprve Sedavé barvy a v konecné fazi
se méni ve vyzralou jizvu [10,6,9].

o 24

vychézejici z texth autortt Kumara et al. a Bishopa et al., je uveden v tabulce 1.

21



Tabulka 1. Casovy sled patologii pii AIM [20,21]

Cas Makroskopicky vzhled Histologicky nalez
0-05h zadné zmény zadné zmény
deplece glykogenu
0,5—-4h zadné zmény '
zvInéna vldkna na okrajich
o pocatek tvorby koagulacni nekrozy
4-12h ojedinélé tmavé skvrny ‘
edém + hemorrhagie
tvorba koagula¢ni nekrézy pokracuje
karyopyknéza jader
12-24h tmavé skvrny hypereosinofilie kardiomyocytl
nekrdza kontrakénich pruhti na okrajich
pocatek infiltrace neutrofilt
koagula¢ni nekrdza pokracuje
pocinajici nazloutlé )
1 —3 dny ztrata jader a pruhovani
zbarveni center infarktu ' ' o
T infiltrace neutrofild do intersticia
pocinajici rozpad svalovych vldken
37 dai hyperémie na okrajich apoptdza neutrofill
— 7 dni
jemna naZloutla centra pocatek odstraiiovani odumfelych bunék
na okrajich makrofagy
maximalni jemné a T fagocytéza mrtvych bunék na okrajich
7 — 10 dni nazloutlé zbarveni pocinajici tvorba granula¢ni tkané na
cervené zbarveni okrajl okrajich
cerveno-Sedé zvyraznéni
10 — 14 dni ) zrala granulacni tkan s kolagenem typu I
okrajii
2 — 8§ tydnt Sedo-bila granulaéni tkan Tdepozice kolagenu a ¥ bunéénost
> 2 mésice kompletni zjizveni vytvofena denzni kolagenni jizva




7 Akutni infarkt myokardu

Akutni infarkt myokardu (zkr. AIM) je zivot ohrozujici onemocnéni, které¢ je
velikosti a obvykle vznika z dGvodu zGzeni nebo uplného uzavéru ptislusné véncité
tepny, zasobujici danou oblast srdecniho svalu. Toto onemocnéni se spolecné s dalSimi
fadi mezi akutni koronarni syndromy a délime jej na akutni Q-infarkt myokardu
a akutni non-Q-infarkt myokardu, dle nalezu patologickych Q-kmitti na EKG. Q-infarkt
vznikd na podklad¢ uplného uzavéru koronarni tepny, non-Q-infarkt myokardu byva
zpusoben pouze velmi kratce trvajicim ¢i neuplnym uzavérem véncité tepny. Na rozdil
od Q-infarktu tedy neni koronérni pritok zcela zastaven, ale je pouze omezen. Dé¢leni na
Q-infarkt a non-Q-infarkt je vSak v posledni dobé méné uzivano, jelikoz ma neurcity
anatomicky a klinicky vyznam. V soucasné dob¢ je vice pouzivano dé€leni dle vyvoje
EKG na AIM bez elevaci usekt S-T neboli NSTEMI (je podobny non-Q-infarktu) a na
AIM s S-T elevaci, zkr. STEMI (souvislost s Q-infarktem) [2,9].

V roce 2000 byla Prvni globalni pracovni skupinou pro IM (First Global MI Task
Force) vytvotfena definice, ktera za infarkt myokardu povazovala jakoukoliv nekrozu,
doprovazejici ischemii srde¢niho svalu. Revizi této definice zohlediujici fakt, ze
k infarktu myokardu mohou vést také rizné jiné stavy, vydala Druha globalni pracovni
skupina pro IM (Second Global MI Task Force) v roce 2007. Jelikoz bylo s vyvojem
novych citlivych metod detekce markert nekrézy myokardu mozné rozpoznat i velmi
malad poSkozeni myokardu ¢i malé nekrdzy, bylo nutné univerzalni definici IM dale
revidovat a prozatim posledni revize byla ptredloZena Tieti globalni pracovni skupinou
pro IM (Third Global MI Task Force) v roce 2012. Aktualni definice IM predklada
kritéria jak pro akutni infarkt myokardu, tak pro infarkt myokardu jiz ptfekonany.
Dle posledni definice by mél byt pojem akutni infarkt myokardu pouzivan vzdy, kdyz
jsme schopni prokdzat pfitomnost nekrézy myokardu, v klinické situaci odpovidajici
akutni myokardidlni ischemii [22].

Kritéria pro akutni infarkt myokardu jsou stru¢né uvedena v tabulce 2, zatimco

kritéria pro jiz piekonany infarkt myokardu jsou shrnuta v tabulce 3.
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Tabulka 2. Kritéria pro definici akutniho infarktu myokardu [22]

Kritéria

Akutni infarkt myokardu — musi byt splnéno nejméné jedno z uvedenych:

a)

zmeéna hladiny srde¢nich biomarkera (nejlépe cTn), z nichz alespoi jedna

ptresahuje 99. percentil pro normalni referencni populaci a soucasné jsou:

- pfitomny symptomy ischemie myokardu

- nové vyznamné zmény useku ST-viny ¢i blokada levého Tawarova raménka
(zkr. BLRT)

- patologické Q-kmity na EKG

- zobrazeny ztraty funkéniho myokardu nebo nové regionalni poruchy
hybnosti srdecni stény

- nebo je identifikovan intrakoronarni trombus pfi angiografii, popft. pitve

b)

srde¢ni smrt souc¢asné se symptomy myokardidlni ischemie a novymi zménami
na EKG ¢i s novou BLRT, pokud srde¢ni smrt nastala pted detekci nebo pred

samotnym zvySenim hodnot srde¢nich biomarkera

IM s perkutanni koronarni intervenci definovan zvySenim hodnot cTn

na > pétinasobek 99. percentilu URL u pacientii s piivodné normalnimi
hodnotami, anebo vzestupem hladin ¢Tn o > 20 %, pokud byly ptivodni hodnoty
zvySeny a jsou nyni stabilni/klesajici + alespon nekteré z nasledujicich:

- symptomy myokardialni ischemie

- nové ischemické zmény patrné na EKG

- angiograficky nalez souvisejici s komplikaci zadkroku

- potvrzeni ztraty viabilniho myokardu nebo hybnosti srdecni stény

d)

pfitomnost trombdzy stentu spojené s IM, potvrzené angiografii nebo pitvou,
za podminek ischemie, se zménou hladiny alespoil jednoho srde¢niho

biomarkeru nad 99. percentil normalni referen¢ni populace

IM s provedenim aortokoronarniho bypassu potvrzen zvysSenim hladin srde¢nich
biomarker( na > desetinasobek 99. percentilu pro normalni referen¢ni populaci
u pacientl s pivodné normalnimi hladinami + alesponl nékteré z nésledujicich:

- nové patologické Q-kmity na EKG nebo BLRT

- okluze §té€pu €1 nativni koronarni tepny potvrzena angiografii

- potvrzeni ztraty viabilniho myokardu nebo hybnosti srde¢ni stény
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Tabulka 3. Kritéria pro definici ptekonaného infarktu myokardu [22]

Kritéria

Ptekonany infarkt myokardu — musi byt splnéno alespon jedno z nize uvedenych:

a) nové patologické Q-kmity vetné symptomil nebo symptomy chybi, pfi

soucasném vylouceni neischemickych zmén

b) zobrazeni ztraty viabilniho myokardu v oblasti, kterd je znacné ztencena

a neschopna kontrakce, pii soucasném vylouceni neischemickych zmén

¢) patologickoanatomicky pritkaz jiz prekonaného infarktu myokardu

7.1 Klinicka Kklasifikace

Predevsim z diivodu nutnosti vhodné zvolené 1é¢by, byva v praxi infarkt myokardu
¢lenén na n¢kolik typi. Jednim z typi IM je ten, u které¢ho dochazi k elevaci useku ST
ve dvou sousednich svodech z jedné oblasti na EKG. Jedna se tedy o IM s elevaci useku
ST neboli ST elevation IM, zkr. STEMI. O tzv. non-ST elevation (NSTEMI) mluvime,
pokud pacient tuto elevaci pii EKG nevykazuje. U nékterych pacientd vznikaji
v pribehu infarktu nové Q-kmity, (typ Q-IM), u nékterych k tomuto vSak nedochazi
(typ non-Q-IM). Infarkt myokardu miizeme dale Clenit do péti typl,, majicich rizné
patologicke, klinické 1 prognostické odliSnosti a u kterych je predev§$im volen rozdilny
postup 1écby.

Spontanni infarkt myokardu (IM typu 1) — dochazi k nému zpravidla nasledkem
ruptury ¢i jiné komplikace aterosklerotického platu a posléze vznikem trombu v nékteré
z koronarnich tepen, dodavajicich do myokardu kyslik. Pritok krve je sniZen
a kardiomyocyty podléhaji nevratnym zménam.

IM podminény ischemickou nerovnovahou (IM typ 2) — k nerovnovaze mezi
dodéavkou a spotiebou kysliku do myokardu zde dochazi z jinych pficin, a to naptiklad
z diivodu korondrniho spasmu, vysoké koncentrace cirkulujicich katecholaminti
s toxickymi ucinky, endotelidlni dysfunkce, hypotenze, anémie ¢i podstoupeni rozsahlé
operace jiné nez kardiochirurgické.

Srdeéni smrt v disledku infarktu myokardu (IM typ 3) — zahrnuje nemocné,
u kterych nastavd srde€ni smrt s pfiznaky myokardidlni ischemie a jsou u nich
pfedpokladdny nové ischemické zmény na EKG, avSak nezndme hodnoty srdec¢nich
biomarkerq, a to napiiklad proto, ze smrt nastala diive, nez bylo mozné odebrat krevni

vzorek ¢i posoudit vysledek.
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IM spojeny s revaskulariza¢nimi procedurami (IM typu 4 a 5) — mize nastat
v dtsledku perkutdnni koronarni intervence (zkr. PCI) nebo po nasiti aortokoronarniho

bypassu (zkr. CABG) [22].

7.2 Klinicky obraz

K akutnimu infarktu myokardu muaze dojit kdykoliv béhem dne a povétSinou je
nastup priznakl pro néj svéd¢ici velmi nahly. I pfesto bylo prokazano, ze ponékud
Castéji dochazi ke vzniku IM v dopolednich hodinach, a to mezi Sestou a dvanactou
hodinou [9,4].

Naprosto typickym symptomem je bolest na hrudi, neboli stenokardie, ktera je
podobna bolesti pii angin€ pectoris. Na rozdil od té je vS§ak mnohem vice intenzivni,
neni spojena s ndmahou, nybrz se projevuje v klidu a ma také mnohem delsi trvani
(obvykle vice nez 20 minut). Jeji intenzita se muize lisit, a to v zavislosti na rychlosti
vzniku a stupni obstrukce piislusné tepny. Bolest mize byt lokalizovand v oblasti
hrudniku okolo srdce (=prekordialni bolest) ¢i za stiedni tietinou sterna (retrosternalni
bolest). Obvykle je nemocnymi popisovdna jako skliujici bolest, kterd je svirava,
tlakova, drtici ¢i paliva. Mlze vyzafovat do dolni Celisti, krku, zad ¢i epigastria, ale
predev§im hlavné do pazi a hornich koncetin, v pfipad€¢ levé horni koncetiny az do
maliku. V nékterych ptipadech se bolest projevuje jen jako neurcity tlak v okoli
hrudniku.

Stenokardii b&Zné provazeji také jiné symptomy, jako jsou slabost, duSnost
¢1 nauzea. Pacienti jsou bledi, poti se (objevuje se studeny pot) a mohou mit chladné
koncetiny. Neobvyklé nejsou ani pocity uzkosti, nedostatku vzduchu a strach ze smrti.
V disledku vzniku arytmii se muiZe objevit palpitace ¢i celkovy kolaps se ztratou
védomi. Pfedevsim star$i pacienti mohou byt zna¢né zmateni ¢i neklidni, velmi casté je
1 zvraceni.

Ne vzdy jsou ptiznaky akutniho infarktu myokardu typické, u nékterych pacientti se
dokonce nemusi objevit viilbec nebo se projevi az nasledkem komplikaci, kterymi jsou
levostranné srdecni selhani, synkopa a periferni embolizace. Pokud nejsou klinické
pfiznaky vyjadfeny vilbec, mluvime o tzv. asymptomatickém infarktu myokardu. Ten
byva pfitomen ponejvice u starSich osob, zen, diabetikii a u pacientl po operaci. U ¢asti
nemocnych se objevuji pfiznaky, které nejsou pro IM tplné typické. Jednd se o rizné
nespecifické a méné intenzivni bolesti nebo je pfitomna duSnost a poceni.

Asymptomatickych a pacientl s nespecifickymi symptomy je zhruba 20 % [2,9,4,23].
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7.3 Laboratorni diagnostika

Diagnostika akutniho infarktu myokardu je u pacientl s bolesti na hrudi provadéna
na zéklad¢ diagnostickych algoritmi. Jejich cilem je co nejrychleji odhalit, zda
u nemocného opravdu hrozi vysoké riziko vyskytu AIM a je tieba neprodlené zahdjit
1écbu ¢i jestli mize byt bezpecné propustén domi. Tyto pocatecni diagnostické
algoritmy se opiraji o dikladnou anamnézu, fyzikalni vySetfeni pacienta a EKG. Velmi
dalezitou soucasti diagnostiky, na které je také z velké Casti postavena nejnovéejsi
definice AIM, je prave diagnostika laboratorni. V nékterych piipadech byva pro
presnéjSi urceni diagnézy spektrum vySetfovacich metod rozsifeno o zobrazovaci
metody ¢i zatézové testy [24,22].

Zaklad laboratorniho vySetfeni pfedstavuje stanoveni hladin srdec¢nich troponind,
koncentrace srde¢ni frakce kreatinkindzy (tzv. CK-MB mass) nebo myoglobinu. Jedna
se o markery charakterizujici nekrézu myokardu [2,5,25].

Dle nékterych autori je soucéasti dnesSni klinické praxe kromé vySetfeni hladin
srdecnich troponint také stanoveni natriuretickych peptidi a D-dimert [24].

Existuji vSak 1 dal§i biomarkery, jejichz hladiny byly prokazatelné zvySeny
u nemocnych s AKS, ale jejich vyuZiti se v klinické praxi pfili§ nedostalo. Jedna se
napt. o ischemii modifikovany albumin (zkr. IMA), srde¢ni typ proteinu vazajiciho
mastné kyseliny (angl. zkr. H-FABP), kopeptin, myeloperoxidazu, CRP, cholin,
placentarni ristovy faktor (zkr. PIGF), solubilni ligand CD40 (zkr. SCD40L), riistovy
diferenciacni faktor 15 (GDF-15) a mnohé¢ dalsi [5,25].

7.3.1 Srdecni troponiny

Srde¢ni troponiny jsou strukturni proteiny, které jsou soucasti tropomyosinového
komplexu myocyti piicné pruhovaného svalstva, podilejici se na jeho kontrakci
a relaxaci. Cely komplex srde€nich troponinti (zkr. cTn) je tvofen tfemi podjednotkami,
a to troponiny I (¢Tnl), T (¢cTnT) a C (¢cTnC). Zmény v kardiomyocytech, vznikajici
v disledku poSkozeni srdce pifi AIM, zplsobuji uvolnéni troponind do periferni
cirkulace. Odtud jsou pozdéji eliminovany retikuloendotelidlnim systémem. JelikoZ jsou
troponiny I a T exprimovany pouze v srdecni svaloving, jedna se o biomarkery vysoce
orgadnové specifické, jejichz vzestup koncentraci v krvi je pii souCasném vyskytu
odpovidajicich symptomtl povazovan za dasledek nekrézy myokardu.

K uvolnéni troponint do krevniho ob¢hu dochazi obvykle za 1-6 hodin od poskozeni

myokardu, maximalnich hodnot pak dosahuji za 12 hodin. Poté jejich hladiny pomalu
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klesaji, avSak detekovatelné ziistavaji jesté dalSich 7-14 dni. Ztéchto divodi je
doporucovano vysettit hladiny troponinii v krvi opakované - pii pfijeti pacienta a po
urcitém casovém intervalu (napt. 6-9 hodinach) znovu. V soucasné dob¢ jsou troponiny
stanovovany pomoci vysoce senzitivnich metod (tzv. Hs metod), které umoziuji
predevsim jejich casnéjsi detekci. Pro nekrézu myokardu svéd¢i snizeni ¢i zvySeni
alespont jedné z hladin srdecnich troponinii, piesahujici 99. percentil pro normalni
referencni populaci. Pozitivita Hs troponini je schopna svédCit pro nekrozu velmi
malého rozsahu, ale i pro celou fadu jinych onemocnéni srdce. Z toho divodu je nutné

interpretovat vysledky tohoto vysetieni s ohledem na celkovy klinicky obraz [5,24,25].
73.2 CK-MB

CK-MB je jednim ze tfech izoenzymi kreatinkinazy, ktery je kromé myokardu
pfitomen také v kosternim svalstvu a v mozku. I pfes tuto skutecnost je vSak zvySeni
jeho hladiny v periferni krvi velmi typické pravé pro nekrézu myokardu.

Drtive byvala vySetfovana sérova aktivita tohoto enzymu, dnes je doporu¢ovano spise
stanoveni hmotnostni koncentrace (CK-MB mass). Tato frakce kreatinkindzy je na
vzestupu za 3-8 hodin od vzniku nekrézy, maxima dosahuje za 24-36 hodin a vymizi
za 3-4 dny.

Pro diagnézu je nutny prikaz alespon dvou po sobé jdoucich vzorkli vysSich nez
normalni hodnoty. Opakovana vySetfteni CK-MB byla po mnoho let zlatym standardem
pro diagnostiku AIM, avSak s ndstupem vysoce senzitivnich metod pro stanoveni
troponind, zacalo byt jeji pouZziti doporucovano spise jako dopliujici k troponinlim, nez

jako samostatné vySetfovany marker [5,25].
7.3.3 Myoglobin

Myoglobin je maly hemovy protein, pfitomny v cytoplazmé vSech svalovych bunék.
Z toho divodu je zvySeni jeho koncentrace v PK velmi nespecifické a mlize odrazet
také stavy po operacich nebo traumatech kosterniho svalstva [2,25].

Vyhodou je naopak jeho velmi ¢asné zvySeni, které nastava jiz za 1-3 hodiny od
vzniku nekr6zy s maximem zhruba za 6-9 hodin a normalizaci do 24 hodin. JelikoZ je
nejdiive vyplavovanym biomarkerem od pocatku stenokardie, je jeho vyuziti ve spojeni
s troponiny velmi vhodné pro casnou diagnostiku. Velmi vysokd senzitivita také
zarucuje jeho negativni prediktivni hodnotu, na jejimz zdklad¢ jsme schopni AIM

opravnéné vyloucit [25].
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7.3.4 Natriuretické peptidy

Natriuretické peptidy jsou protektivni hormony, které mimo jiné zasahuji do
homeostazy vody a ionti a jsou produkované svalovinou srdec¢nich sini. Jejich tcinek je
podminén vazbou na piislusné receptory a k vzestupu jejich hladiny vede tlakové
¢i objemové pretizeni myokardu. Mimo poskozeni myokardu vSak mohou reflektovat
také jind onemocnéni srdce, jako jsou napiiklad chlopenni vady, arytmie, zanétliva
onemocnéni srdce, ale i plicni embolizace a mnoha dalsi. Ackoli v téchto piipadech
nedosahuji hladiny natriuretickych peptidi v krvi tak vysokych hodnot, je nutné tuto
skute¢nost vzit pfi interpretaci vysledkli v potaz.

Prestoze existuji dva hlavni natriuretické peptidy, a to mozkovy natriureticky
peptid — BNP a sifiovy natriureticky peptid — ANP, v klinické praxi se uplatilo
pfedevsim stanoveni BNP a N-terminélniho fragmentu proBNP (zkr. NT-proBNP), jenz
je biologicky neaktivni a vznika postupnym odstépovanim prekurzoru. Vysetieni BNP
a NT-proBNP se stalo nedilnou soucasti rutinni diagnostiky srdecniho selhani, a to
pfedevsim u pacientd s nejasnym klinickym obrazem (napt. polymorbidnich).

Natriuretické peptidy jsou velmi piinosné pro svou negativni prediktivni hodnotu
u pacientit jak sakutnim, tak chronickym srdecnim selhdnim. Dle soucasnych
evropskych doporuceni plati, ze v pfipadé podezieni na akutni srde¢ni selhani je
hodnota BNP <100 pg/ml a NT-proBNP <300 pg/ml dostacujici pro vylouceni
srdecniho selhani. Co se tyce chronického srde¢niho selhani, stejné plati hodnoty

BNP <35 pg/ml a NT-proBNP < 125 pg/ml [24,25].
7.3.5 D-dimery

D-dimery jsou koneénymi produkty Stépeni fibrinu, k jehoZ degradaci doSlo
v navaznosti na aktivaci krevniho srazeni. K jejich zvySeni v cirkulaci dochdzi zejména
u tromboembolickych stavi, ale existuji i1 jiné stavy, které jejich zvySeni doprovazi
(napf. zanét, trauma, sepse, atd.).

Pro klinickou praxi pfedstavuje nejvyS$i piinos zejména negativni prediktivni
hodnota tohoto vySetieni, pficemZ nejvySsi senzitivity je dosazeno pouZitim metody

ELISA. Interpretace vysledkli musi byt opét opirana o celkovy klinicky obraz [24].
7.3.6 Ostatni biomarkery
Mezi dalsi biomarkery, jejichz zvySeni bylo opakované prokazano prave

u nemocnych s AKS, patii napiiklad CRP, jenZ je proteinem akutni faze, produkovanym
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jatry jako odpovéd na zanét. Na nespecifické znadmky zédnétu mize mimo CRP
upozornit také napt. zvySena hodnota TNF-a. Na probihajici ischemii myokardu mize
poukazat zvySend hodnota ischemii modifikovaného albuminu (IMA), ktery vznika
z albuminu poskozenim jeho N-konce za ischemickych podminek. IMA neni schopen
vazat kovy a je mozné jej detekovat v krvi pomoci kobalt-vazajiciho testu. Kromé n¢j
o ischemii vypovida také protein vazajici mastné kyseliny, konkrétnéji jeho srde¢ni typ
(H-FABP), exprimovany pfedevsim pravé v myokardu. Diky své malé molekule mize
proniknout ischemii poskozenymi bunéénymi membranami. O interakci desticek
amonocytd vypovidaji napf. placentdrni rastovy faktor a solubilni ligand CDA40,
interakce trombocytl s leukocyty jsou charakterizovany interleukiny (6,10). V pribéhu
akutnich koronarnich syndromi muze dojit také ke zvySeni hladiny myeloperoxidazy
jako markeru oxidativniho stresu, cirkulujicich metaloproteindz, markerti endotelidlni
dysfunkce, kopeptinu nebo cholinu. Tyto parametry si vSak své misto pro diagnostiku

AKS neziskaly a vyuzivany jsou pouze jiz zminéné ukazatele nekrézy myokardu [5,25].

7.4 Lécba

Uspésnost 16¢by akutniho infarktu myokardu pomoci nejefektivnéjsi a dnes Siroce
nejvyuzivanéj$i z metod je 90-95%. U akutnich koronarnich syndromi je vc€asna
diagnostika a lécba zakladem uspéchu. Riziko imrti pacienta je zna¢né snizeno, pokud
je mu vcas poskytnuta odborna lékaiskd pomoc, a to dnes za pomoci moderniho
pfistrojového vybaveni na kardiologickych jednotkach. Cilem obecné 1écebné strategie
je zpruchodnéni uzaviené véncité tepny a obnoveni dodavky kysliku do srdce. Toho je
ve vétsing pripadi dosazeno pravé jiz zminovanou perkutanni koronarni intervenci
(PCI). V nékterych piipadech je také vyuzivano Gc€inkli trombolytické 1é€by, ale i1 celé
fady dalSich 1é¢ebnych metod, které vSak znacné ptresahuji obsah této diplomové prace

[2,9].
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8 Isoprenalin

Isoprenalin (zkr. ISO) je synteticka latka, znama také pod nazvem isoproterenol.

Molekulovy vzorec této latky je C;H;7NOs, strukturni vzorec je uveden na

HO
OH |,
HD—E —L N\I/

Obrazek 2. Strukturni vzorec isoprenalinu [26]

nasledujicim obrazku:

Jednd se o neselektivniho agonistu B-adrenergnich receptorl, ktery se spolecné
s adrenalinem, noradrenalinem ¢i dopaminem fadi do skupiny katecholamint. Jelikoz
jeho ucinek pasobi predevsim na srdce, plice, kosterni svalstvo a travici trakt, mize byt
vyuzivéan jako bronchodilatator ¢i srde¢ni stimulant [26,27].

Endogenni katecholaminy, jako jsou pravé adrenalin, noradrenalin ¢i dopamin, jsou
signalni molekuly, které se podili na udrzovani homeostazy kardiovaskularniho
systému. Jejich pfitomnost je ve velmi nizkych koncentracich pro organismus nezbytna,
avSak vyssi koncentrace katecholaminii, at” uz uvolnénych, nebo exogennich podanych
organismu zvenci, jsou kardiotoxické [26,28].

Kardiotoxicita vysSich davek isoprenalinu je schopna navodit stav, ktery je v mnoha
aspektech velice podobny akutnimu infarktu myokardu u ¢lovéka. Z toho diivodu je
isoprenalinovy model jiz od roku 1970 Siroce vyuzivanym experimentalnim modelem
pro navozeni myokardidlniho poSkozeni u potkani i jinych laboratornich zvitat. Jelikoz
se jednd o relativné levny a neinvazivni postup s moznosti snadné¢ho vytvoreni velkého
mnozstvi reprezentativnich vzorkl v kratkém case, vzniklo jiz v minulosti mnoho studii,
vyuzivajicich tento model k testovani G¢innosti nejriznéjSich potencialné protektivnich
latek v problematice myokardialniho poskozeni [29,30,31].

Mechanismus kardiotoxického ucinku isoproterenolu je pomérné slozity. Nadmérna
stimulace B-adrenergnich receptorii vede ke zvySené poptavce energie v myokardu.
K tomu navic stimulace B;-adrenergnich receptorti zplisobuje periferni vazodilataci,
snizeni diastolického krevniho tlaku a tim i perfuzi myokardu. K energetické
nerovnovaze se dale pfipojuji dalsi zmeény, jako je napi. pfetizeni vapnikem ¢i agregace

trombocytll s moznym utvofenim trombu. DalSim spolupiisobkem je i zde oxidacni
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stres. At uz v disledku spontanni autooxidace katecholamind, oxidace katalyzované
kovovymi ionty, nebo dusledkem ischemie, vznikaji v myokardu po podani ISO
reaktivni kyslikové radikaly. Tyto zmény spolecné s dalSimi strukturdlnimi zménami
(zména v propustnosti bunééné membrany) hraji spolecné vyznamnou roli v patogenezi
poskozeni myokardu. Oblasti jevici se jako nejvice citlivou k uvedenym zménam je
predevsim subendokard levé komory srdce [26,30,32].

Mira poskozeni myokardu je =zavisld na pouzité davce isoprenalinu. Studii
Mladénky et al. (2009a) bylo potvrzeno, Ze davka 100 mg.kg" s.c. je schopna navodit
zna¢né zmény v myokardu, v jejichz disledku doslo k uvolnéni nadbytku srdecniho
troponinu T do periferie, zrychleni srde¢niho tepu, poklesu systolického objemu
azvySeni indexu vlhké hmotnosti komor. Pfedev§im uvolnéni zna¢ného mnozstvi
troponinit do periferie, které je zdkladnim kamenem diagnostiky, jenom potvrzuje
velkou podobnost experimentalniho poskozeni myokardu, navozeného pomoci
isoprenalinu u laboratornich zvirat, se skutenym akutnim infarktem myokardu
u ¢lov€ka. Tato davka byla navic schopna zplsobit 31% miru morality pokusnych
zvirat, ktera v zasad¢ odpovida mife Umrtnosti v lidské populaci pied zavedenim
soucasné nefarmakologické 1é¢by [31,28].

Podani dostate¢né davky isoprenalinu laboratornimu zvifeti je schopno také vyvolat
zmeény v histologii myokardu jeho srdce. Mladénka et al. (2009a) potvrdil, Ze po podéani
davky 100 mgkg', nasledné autopsii &asti tkané srde¢ni komory a jejim b& ném
histologickém zpracovani, bylo v preparatech obarvenych barvenim Hematoxylin-eosin
patrno difuzni toxické poSkozeni se zanétlivou reakci. To bylo pfitomno v celém
myokardu, nejvice vSak v oblasti subendokardu. Kardiomyocyty s intenzivné eosinofilni
cytoplazmou byly znaéné degenerované az nekrotické. Kromé toho byl pozorovan
mirny zanétlivy infiltrat s leukocyty a také mirny edém intersticia [31].

Brazilska studie Loba Filha et al. potvrzuje toxické ucinky isoprenalinu mimo jiné
piehlednou obrazovou dokumentaci mikroskopického nalezu u samct potkana Wistar,
po podani davky 150 mg.kg" ve dvou 24 hodinovych intervalech. Mikroskopicky nalez
klasifikuje do n€kolika urovni poskozeni myokardu, a to na: (0) zddné¢ zmény, (1) mirné
zmény — fokalni poskozeni kardiomyocytli nebo mald multifokalni degenerace s lehkou
zanétlivou reakct, (2) sttedni zmény — rozsdhla degenerace myofibril a/nebo difuzni
zanétlivy proces, (3) t€Zké zmeény - nekrdza a difuzni zanétlivy proces [29].

Prince ve své studii mimo vyhodnoceni miry protektivniho ucinku (-)epikatechinu

také semikvantitativné vyjadiil intenzitu histopatologickych zmén v myokardu,
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navozenych pravé samotnym isoprenalinem. Stupen poskozeni vyjadiil v podobé
ktizkl, a to jako: (A) zadné zmény, (+) mirné¢ zmény, (+++) zna¢né zméeny. Oproti
kontrolni skupiné potkani, kterd nevykazovala zadné zmény, byly u skupin potkanti po
aplikaci ISO patry znacné zmény (+++) co se ty¢e edému, nekrozy i pfitomnosti
zanétlivych bunck. V této studii byl ISO podavan pokusnym zvifatim opét v davce
100 mg.kg™, avsak v intervalu 24 h po dobu dvou dnii [33].

Uroveii poskozeni se viak také méni v ¢ase, uplynulém od podani dané davky.
Podrobné¢jsi analyzou histopatologickych zmén, ve spojeni se studiem dalSich zmén
biochemickych, navic s vyhodnocenim moznosti ovlivnéni vysledku konkrétni latkou se
zabyva napt. Zhang et al. [30].

Kromé znaéného zvySeni hladiny srde¢niho troponinu T v PK, byla pozorovatelna
také zvySena hladina c¢Tnl ¢i napt. AST a mocoviny. Bylo také prokazano celkové
zvySeni poctu leukocytl. Sérova hladina CK byla zvysena, zatimco jeji hladina v srdci
se znacn¢ snizila. Hladiny antioxida¢nich enzymu katalazy, superoxiddismutdzy
a glutathionperoxidazy byly, spolecné s glutathionem jako takovym, jejich zvySenou
spotfebou znacné vycerpany. Hladiny vitamind E a C, pravdépodobnych antioxidanti,
vykazovaly tendence ke snizeni. Byla prokazéna také zvySena myokardialni slozka

meédi. Tato zjiSténi byla potvrzena pravé mnohymi studiemi [29,32,31,28].
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9 D-penicilamin

D-penicilamin, znamy také jen jako penicilamin, dimethylcystein ¢i
napf. merkaptovalin, je degradacnim produktem penicilinovych antibiotik. Tento derivat
aminokyseliny cysteinu ma molekulovy vzorec CsH;NO,S a nésledujici strukturni

vzorec, uvedeny na obrazku 3.

H NH,

H,C OH

HS

CH; O

Obrazek 3. Strukturni vzorec D-penicilaminu [34]

D-penicilamin je latka s Sirokym rozsahem vyuziti pii 1é¢b€ nejriznéjsich
onemocnéni. Pouziva se v 1€cbé revmatoidni artritidy, kde plisobi jako imunosupresor
aredukuje tak pocty lymfocytl, inhibuje funkci makrofagh, snizuje hladinu IL-1,
samotného revmatoidniho faktoru a brani sitovani kolagenu. Vyuzit jej dale lze pfi
1é€be cystinurie, sklerodermie, otrav téZkymi kovy ale pfedevSim v 1€cbé Wilsonovy
choroby. Wilsonova choroba je geneticky podminéné autozomalné recesivni
onemocnéni, spocivajici v poruSe metabolismu médi. PostiZen je gen kédujici ATPazu
transportujici méd, jejiz absence ¢i sniZena aktivita vede k nadmérné akumulaci médi
v jatrech a k jejimu nedostate¢nému vylucovani zlu¢i. Méd’ mize vSak také proniknout
do krevniho ob¢hu a ukladat se i v jinych organech, napt. v mozku, ledvinach nebo
rohovce a zde zplsobit poSkozeni. Cilem terapie Wilsonovy choroby je redukce
nadmérné akumulace médi, a to zvySenim jeji exkrece moci. Tyto pifedpoklady vyborné
splituje pravé D-penicilamin, ktery je u€innym cheldtorem kovi, schopnym véazat méd’
a potencovat jeji vylouc¢eni moci [35,34,36].

Meéd’ je esencialni stopovy prvek, fungujici jako kofaktor mnoha enzymil zapojenych
do redoxnich reakci — jedna se pfedevSim o enzymy cytochrom c oxidazu,
askorbatoxidazu ¢i superoxiddismutdzu. Je vSak také prvkem, schopnym navodit
oxidacéni stres, a to dvéma moznymi zplsoby. Zaprvé, mize piimo katalyzovat vznik
reaktivnich forem kysliku skrze reakci podobnou Fentonové. Ionty Cu(Il) mohou byt za
pritomnosti superoxidového radikalu nebo biologickych reduktantti, jako jsou naptiklad

glutathion ¢i askorbova kyselina, redukovany na Cu(I). Pravé ty jsou pak schopny
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katalyzovat rozklad peroxidu vodiku vysSe uvedenou reakci, a to za vzniku velmi
reaktivniho hydroxylového radikdlu, déale schopného poSkozovat ostatni bunécéné
molekuly. Zadruhé, zvySené mnozstvi uvolnéné meédi muze znacné snizit hladiny
glutathionu. Ten je substratem mnoha enzymu, odklizejicich ROS a je sam také
uc¢innym antioxidantem. Jeho deplece muze vyustit v prohloubeni cytotoxicity
reaktivnich forem kysliku a také jejich masivnéjsi produkei, z divodu vyssi katalytické
aktivity médi za nepfitomnosti glutathionu [37].

Jiz pfed mnoha lety bylo ve védeckych experimentech prokazano, ze po reperfuzi
ischemického srdce nasleduje okamzité¢ uvolnéni znacného mnozstvi médi (a také
zeleza). Tyto kovové ionty ve své redox aktivni form¢ hraji vyznamnou roli v procesu
vzniku reaktivnich forem kysliku, zodpovédnych za poSkozeni srde¢ni tkdné v pribchu
ischemie a nasledné reperfuze [38].

Mnohé studie jasné¢ potvrzuji, Ze u pacientl s akutnim infarktem myokardu byly
skute¢né nalezeny vyssi hladiny médi v séru, nez u zdravych jedinci kontrolnich skupin
a ze je méd spojena s vysSi mortalitou na kardiovaskuldrni choroby u pacientd,
podstupujicich koronarni angiografii [39,40].

Neni proto ptrekvapenim, Ze se na zdkladé téchto zjiSténi pfimo nabidla otdzka
ovlivnéni tkanového poskozeni pomoci chelatori nebezpecnych piechodnych kovii.
Nékteré chelatory Zeleza, které by mohly ovlivnit pribéh poskozeni myokardu v jeho
isoprenalinovém modelu, byly pfedmétem zkoumani jiZ né€kolika zahrani¢nich studii
[41,42,43].

Vyzkumna skupina Mladénky z Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové poukazala na kardioprotektivni ucinky dvou chelatort Zeleza, a to PCTH
a dexrazoxanu [44,45].

Pon€kud méné pozornosti bylo v dosavadnich letech vénovano studiu
kardioprotektivity chelatorti médi. Prozatim je znama pouze jedna studie, kterd testovala
efekt znamého chelatoru médi, a to konkrétné neocuproinu, v experimentalnim modelu
ischemie myokardu a nésledné reperfuze, konkrétné na izolovanych srdcich potkant
[46].

JelikoZ navic nejsou zdznamy o pokusech, provadénych na plném zvifecim modelu,
byl pro nasi studii vybran pravé standardni cheldtor médi D-penicilamin, ktery je latkou

v minulosti §iroce vyuzivanou pro 1écbu nejriznéjSich uvedenych patologii [34].
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B EXPERIMENTALNI CAST

10 Provedeni experimentu

Tato diplomova prace vychazi ze studie autorti Rihy et al. (2016) a udaje, potiebné

pro doplnéni experimentalni ¢asti, byly od téchto autora prevzaty s jejich svolenim [34].
10.1 Zvirata a pouzity material

V experimentu bylo pouzito 46 samct potkana Wistar Han, ziskanych od
firmy Meditox (Ceska republika). Potkani byli chovani v klecich, umisténych
ve specidlni klimatizované mistnosti, v niz se periodicky stfidal svételny rezim s tmou
ve 12 hodinovych cyklech. Zvifata méla po dobu dvou tydnd volny pfistup
ke kohoutkové vodé a standardni peletkové stravé pro hlodavce. Po této dobé
aklimatizace byli zdravi potkani vazici okolo 390 g pouZiti pro provedeni experimentu.
Tato studie byla schvalena Etickou komisi Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové a odpovida doporuc¢enim, zvanym The Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, publikovanym americkou Nérodni Instituci Zdravi (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996).

V pokusech byly vyuzity tyto reagencie a roztoky:

- katecholaminy epineftin a isoprenalin
- D-penicilamin
- hexahydrat chloridu Zelezitého (FeCl;-6H,0)
- heptahydrat siranu Zeleznatého (FeSO4-7H,0)
- ferrozin
- octan sodny
- kyselina octova
- 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (zkr. HEPES)
- sodna sil HEPES
- hydroxylamin
- kyselina salicylova
- 2,3-dihydroxybenzoova a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina
Vsechny vyse uvedené chemikalie a roztoky byly potizeny od Sigma Aldrich (USA).
Dale bylo vyuzito:
- deferoxamin (Novartis, Svycarsko)
- dimethylsulfoxid (Avantor Performance Materials, USA)
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methanol (JT Baker, USA)

chemikalie a roztoky pouzit¢ pro bunééné kultury, jako jsou kultivacni
média, séra a dal$i (Sigma Aldrich, USA; Lonza Group, Svycarsko)

zasobni roztoky zeleznatych a Zelezitych iontt, pfipravené fedénim destilovanou
vodou (Milli-Q RG, Merck Millipore, USA)

peroxid vodiku

vodny roztok kyseliny fosfore¢né

neutralni ¢erven (Sigma)

formaldehyd obohaceny o CaCl,

ethanol

sondy propidium iodid a Hoechst 33342 (Molecular Probes, USA)

voda do injekce (B. Braun, Némecko)

vodny roztok urethanu (Sigma Aldrich, USA)

vodny roztok chloridu draselného

askorbat, FeSOy4

solny roztok a rtizné dalsi pufry

bunéénd linie H9c2, odvozend zembryonalni BD1X srdecni tkané potkana

(American Type Culture Collection, USA)

Byly pouzity také tyto pfistroje a nastroje:

mikrodestickovy ~ reader = Synergy @ HT  Multi-Detection  (BioTek
Instruments Inc., USA) vetné mikrodesti¢ek

HPLC systém (Dionex Ultimate 3000, Dionex Corp., USA) s kolonou C18
Eclipse Plus (4.6 x100 mm, 3.5 um, Agilent Inc., USA)

75 cm? kultivaéni nadobky pro tkané (Techno Plastic Products AG)
mikrodesti¢kovy spektrofotometr Tecan Infinite 200 M (Tecan, Svycarsko)
epifluorescencni mikroskop Nikon Eclipse TS100 s 10-40x zvétSujicimi
objektivy (Nikon, Japonsko), vybavenymi digitdlni kamerou 1300Q
(VDS Vosskiihler GmbH, Némecko)

tlakovy snima¢ MLTO0380/D (ADInstruments, Australie)

tlakové-objemovy katetr typu Millar (Millar pressure-volume catheter SPR-838
2 F, 4E, 9 mm, Millar Instruments Inc., USA), PE katetry

elektrody pro méreni EKG 11 MLA1215 (ADInstruments)

PowerLab se softwarem LabChart 7 (ADInstruments)
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- Cobas e411 od firmy Roche pro vysoce senzitivni elektrochemiluminiscen¢ni
imunoanalyzu

- HPLC systém LC-10A (Shimadzu, Japonsko)

- PrinCE 750 pro elektroforézu s UV detekci (Nizozemsko)

- ultrazvukovy bunéény homogenizator (Model XL2000, Misonics, USA)

10.2 Usporadani experimentu

Protektivni uc¢inky D-penicilaminu, klinicky ¢asto vyuzivaného cheldtoru médi,
v experimentalnim modelu akutniho infarktu myokardu vyvolaném katecholaminy, byly
testovany jak v in vitro experimentech za pouZiti zejména kardiomyoblastové bunécné

linie H9¢2, tak v in vivo experimentech na potkanech kmene Wistar Han.
10.2.1 In vitro experiment

Hlavni podstatou této c¢asti védeckého experimentu bylo ovéfeni, zdali je
D-penicilamin schopen mit pozitivni efekt na bunééné poskozeni, vyvolané
katecholaminy epinefrinem a isoprenalinem v kardiomyoblastové bunécéné linii H9¢c2.
Jelikoz tyto katecholaminy spontdnné oxiduji v mnozstvi chemicky ptibuznych
produktti, bylo v bunécnych experimentech vytvoreno pét riznych protokold pro
studium toxického ¢i protektivniho ucinku danych sloucenin. Katecholaminy byly
k buitkdm HO9c2 pfidany jak Cerstvé pfipravené ve své ptivodni podobé, tak oxidované,
a to po 24 h preinkubaci v kultivaénim médiu pii 37 °C. Do smési s katecholaminy byl
pfidan D-penicilamin, a to bud’ na pocatku provadéného bunécného experimentu, nebo
na zacatku 24 h preoxidace katecholaminli. Dodrzované experimentalni protokoly jsou

znazornény na obrazku 4.

W CA
(a) CA: | Experiment |
Sy CA
(b} CA and D-PA: |  Experiment |
/" D-PA
“CA
(c) oxCA: Experiment |
W CA
(d) oxCA then D-PA: Preoxidation Experiment |
D-PA
“yCA
() oxCA with D-PA: | | Experiment |
/D-PA
| 24 hours | 24 hours |
preincubation cellular exposure

Obrazek 4. Prehled protokoli bunééného experimentu
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V samotném bunécném experimentu byla nasledné, po expozici uvedenym latkam,
vyhodnocena cytotoxicita, a to na zakladé mnozstvi Zivotaschopnych bunék. Nedilnou
soucasti této casti bylo také pozorovani zmén v bunééné morfologii. Jelikoz je znamo,
ze chelatory kovl nejsou obvykle ptilis specifické, zajimalo autory studie také, zdali je
D-PA schopen vazat i Zelezo. Proto bylo soucasti in vitro experimentu také vySetieni
redukéni a chelatacni kapacity D-PA pro zelezo anebo test zabrany produkce

hydroxylového radikalu, probihajici normaln¢ prave za katalyzy Zelezem.
10.2.2 In vivo experiment

Vin vivo experimentu byly jak protektivni G¢inky D-PA, tak toxické ucinky ISO
pfimo hodnoceny na zvifecim modelu. Laboratorni potkani byli ndhodné rozdé€leni do
Sesti skupin. Skupina C (negativni kontrola) obdrzela vodu ve formé injekce do ocasni
7ily, zatimco skupiny D-PA11 a D-PA44 D-penicilamin v davce 11 nebo 44 mgkg™.
ISO v davee 100 mgkg' nebo voda v injekci byla potkanim podana o p&t minut
pozdéji subkutanné. Ke tfem uvedenym skupindm tak ptibyly skupiny ISO (pozitivni
kontrola), D-PA11+ISO a D-PA44+ISO. Po podéani uvedenych latek méla zvifata jesté
po dobu nésledujicich 12 hodin pfistup k vodé a krmivu, na dalSich 12 hodin ptfed
operaci jim byly tyto zdroje odebrany. Zvifata byla uspana pomoci intraperitonealni
injekce vodného roztoku urethanu a byly u nich vySetfeny hemodynamické parametry.
Nasledné byl z abdominalni aorty odebran do heparinizované zkumavky krevni vzorek,
ktery byl posléze podroben biochemické analyze. Na konci experimentu byla zvitata
bezbolestné utracena za pouZiti intraven6zni aplikace vodného roztoku chloridu

draselného.
10.2.3 Analyza dat

K detekci odlehlych hodnot, a to jak v bunééném, tak ve zvifecim modelu, byl pouzit
Grubbstv test. Data jsou vyjadiena jako prumér + SD. Pro viceCetnd porovnani byla
vyuZita jednofaktorovd ANOVA, nésledn¢ s Tukeyho testem (in vivo experiment)
a Bonfferoniho post hoc analyzou (in vitro experiment). Rozdily mezi jednotlivymi
skupinami byly povazovany za signifikantni, pokud byla hodnota P < 0,05. VSechny
statistické analyzy byly provedeny v programu GraphPad Prism verze 6.0 (GraphPad
Software, USA), pouze vysledky bunécného experimentu byly vyhodnoceny pomoci

statistického softwaru SigmaStat (Systat Software Inc., USA).
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10.3 Pouzité metody

K dosazeni vysledkli uvedené casti experimentalni studie bylo vyuzito nékolika

nasledujicich metod.
10.3.1.1  Kultivace bunék

K tomu, aby mohly byt provedeny nize uvedené bunécéné in vitro experimenty,
musely byt bunky linie H9¢2 nejdiive kultivovany, a to v Dulbeccoem modifikovaném
Eaglové médiu (zkr. DMEM), obohaceném o 10% tepelné inaktivované fetalni bovinni
sérum, 1% roztok penicilinu/streptomycinu a HEPES pufr. Bunky byly kultivovany
v kultivaénich lahvi¢kach pti 37 °C a ve zvlhéené atmosféte s 5 % CO,. Narostlé
kultury byly dvakrat tydné subkultivovany a nasledné nasazeny do mikrodestic¢ek.
V dalsi fazi také doslo k vyméné kultivaéniho média za médium bez séra, a to 24 h pred
zahajenim experimentu z toho diivodu, aby byla zastavena proliferace bun¢k. V tomto
séru také chybél pyruvat, jelikoz by jako antioxidant mohl ovlivnit toxicitu spojenou

s ROS.
10.3.1.2 Test absorpce neutralni cervené

Poté co byly k bunéénym kulturdm dle uvedenych protokold pfidany katecholaminy
a D-PA, byla vysledna cytotoxicita vyhodnocena na zédkladé mnozstvi Zivotaschopnych
bunék. Tato metoda je zaloZena na schopnosti pfezivsich bun€k inkorporovat neutralni
cervenl. Toto barvivo je schopno snize proniknout membranou Zivych bunék a ukladat
se v bunéénych lysozomech. Do jamek mikrotitraéni desti€ky s pfeZiv§imi bunkami
bylo tedy v nésledujicim kroku pfiddno médium s neutralni ¢erveni. Po 3h inkubaci pfi
37 °C byl odstranén supernatant, buiikky byly fixovany formaldehydem obohacenym
o0 CaCl, a poté dvakrat promyty pufrovanym fyziologickym roztokem. Néasledovala
solubilizace 1% kyselinou octovou v 50% methanolu za soucasného michani. Timto
zpusobem se z bun€k neutralni ¢erven zpétné uvolnila do extraceluldrni tekutiny a jeji

absorbance byla zméfena pomoci mikrodestickového spektrofotometru.
10.3.1.3 Epifluorescencni mikroskopie

K posouzeni zmén v morfologii buné¢k bylo vyuZito inverzniho epifluorescenc¢niho
mikroskopu, a to po obarveni jader molekularnimi sondami, jeZ jsou urceny
k identifikaci nekrotickych bun¢k a apoptdzy. Barveni obéma sondami probihalo po

dobu 10 minut pii 37 °C.
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10.3.1.4 Test chelatace a redukce Zeleza

Tento experiment byl proveden s vyuzitim latky ferrozinu, ktery je schopen jako
specificky indikator tvofit purpurové zbarvené komplexy s zeleznatymi ionty. Ackoliv
ferrozin bézné nereaguje s zelezitymi ionty, je mozné tyto ionty nejprve redukovat
pomoci vhodného redukéniho ¢inidla (napt. hydroxylaminu) na ionty Zeleznaté a poté
nechat jiz Usp&Sné reagovat s ferrozinem za vzniku zbarveni. Hodnoceni chelatace
zeleza D-penicilaminem bylo provadéno v jamkach mikrotitratni desticky za
pritomnosti pufrt, acetatu a HEPES pufru. Po pfidani riznych koncentraci D-PA do
jamek desticky, pfislo na tadu pfidani roztoku s Zeleznatymi a zelezitymi ionty
a nasledovala inkubace po dobu 2 minut. Pro posouzeni celkové chelatace zeleza byl do
jamek nejprve piidan hydroxylamin a nasledné ihned a po 5 minutich od ptidavku
ferrozinu zméfena absorbance vzniklych komplexti. V ptfipadé urceni stupné redukce
zelezitych iontd, byly testované latky v riznych koncentracich smiseny v jamkach
desticky s zelezitymi ionty a pufry a i zde byla po uplynuti intervalu 2 minut a ptidavku
ferrozinu ihned i po 5 minutach zmétfena absorbance.

Mnozstvi nezchelatovaného ¢i nezredukovaného Zeleza bylo vypocteno jako rozdil
absorbanci testovaného vzorku (s ferrozinem) a blanku (bez ferrozinu) ku rozdilu
absorbanci kontrolniho vzorku (se zndmym mnozstvim Zeleza, bez ptidavku testované

slouceniny) a kontrolniho blanku.
10.3.1.5 Inhibice produkce hydroxylovych radikalii

V tomto testu byly Zzeleznaté ionty miseny s testovanymi latkami o rdznych
koncentracich, rozpusténymi v methanolu, a to po dobu 2 minut. Poté byl ke smési
pfidan peroxid vodiku a kyselina salicylovd, kterd je schopna zachytit vzniklé
hydroxylové radikaly za vzniku 2,3-dihydroxybenzoové a 2,5-dihydroxybenzoové
kyseliny. Tyto produkty jsou pak snadno detekovatelné pomoci HPLC systému
s kolonou C18 Eclipse Plus. Jako mobilni faze byl pouzit 40% methanol a také
0,085% vodny roztok kyseliny fosforecné. Jako interni standard byly pouZity kyseliny
2,3-dihydroxybenzoova a 2,5-dihydroxybenzoova.

Koncentrace hydroxylovych radikali byla vypoctena jako primér vzorki, smisenych

(1) s methanolem a (2) s internim standardem.
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10.3.1.6 Vysetreni hemodynamickych parametrii

V pribéhu anestezie probéhlo u potkani méfeni tlaku, a to zavedenim PE katetru
napojen¢ho na tlakovy snima¢ MLTO0380/D do levé spolecné kycelni arterie. Skrze
pravou spole¢nou karotidu byl do levé komory srdce pfipojen tlakové-objemovy katetr
typu Millar. Tyto spole¢né s elektrodami pro zaznam EKG byly napojeny na PowerLab
se syst¢tmem LabChart 7. Data byla sbirana po dobu 30 minut a néasledné¢ byla po

ukonceni experimentu provedena kalibrace hypertonickou soli.
10.3.1.7 Biochemicka analyza

V krevnim vzorku, odebraném b&hem operace zvifete, byla nasledné stanovena
hladina ¢TnT vséru za pomoci vysoce senzitivni elektrochemiluminiscenéni
imunoanalyzy na pfistroji Cobas e411. Vitamin E v plasmé byl stanoven po
deproteinizaci za pouziti HPLC systému LC-10A s fluorimetrickou detekci, vitamin C
elektroforézou (PrinCE) s UV detekci. Pro méteni peroxidace lipidi bylo 100-150 mg
srde¢ni tkané nejprve zalito ledoveé vychlazenym pufrem fosfore¢nanu draselného. Poté
byla tkan nakrdjena a rozdrcena ultrazvukovym homogenizatorem XL2000. Rozdrcena
tkan byla inkubovana po dobu 30 minut pfi 37 °C s askorbatem a FeSO4. MnoZzstvi CO

uvolnéného do vialky bylo stanoveno pomoci plynové chromatografie.
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11 Metodika prace

11.1 Zpracovani vzorku pro histologickou analyzu

Zakladni postup standardniho zpracovani materidlu pro histologickou analyzu se
sestava z n¢kolika krokt, jimiz jsou fixace, zalévani, krajeni, lepeni fezl, dale jejich
barveni a samotné montovani preparatu.

Prvni krok, fixace materidlu, je nezbytnou soucasti uspe€Sného zpracovani
odebraného vzorku. Slouzi ke konzervaci bun¢k a tkdni a zabranuje jejich rozkladu jak
autolyticky (ptisobenim bunéénych enzymt), tak heterolyticky (poSkozeni tkané
mikroorganismy). K zachovani vlastnosti materidlu pro ucely dal§iho studia je tedy
nutnd rychld denaturace proteind a usmrceni bunék, a to prave fixaci. Idealné by fixativa
méla byt schopna rychlé penetrace do vzorku, neméla by snizovat jeho barvitelnost
a ani ovlivnit dal$i zpracovani. V histologii byva nejcastéji vyuzivana fixace pomoci
formaldehydu, ktery pificné svazuje polypeptidové fetézce proteinit a velmi dobie
zachovava mikroskopickou strukturu tkani.

Vnasem experimentu byl kfixaci materidlu vyuzit chlazeny roztok
10% pufrovaného formaldehydu. Odebrany material byl do né¢j okamzité¢ ponoten, a to
na 24 hodin.

Nasledujici proces zalévani se sestava z n¢kolika krokii. Prvnim z nich je odvodnéni
vzorku, a to obvykle za pomoci ethanolu o stoupajici koncentraci, pfi¢emz doba
potfebna k odvodnéni zavisi na velikosti a struktufe tkanového blocku, obvykle se vSak
pohybuje od 13 do 28 hodin. Nasleduje projasnéni, jelikoz se po odvodnéni musi
ethanol ztkdné fadné odstranit. Ktomu se Casto vyuziva latky sniz§im bodem
varu, Xylenu. Poslednimi kroky jsou prosyceni tkdné€ v tekutém parafinu a konecné

samotn¢ zaliti tkané do tohoto zalévaciho média [47,48].
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Pti histologickém zpracovani naseho preparatu byly pouzité latky i ¢asové intervaly
jejich pasobeni upraveny dle aktualnich potieb a tradi¢nich postupt laboratoie a cely

postup zalévani je podrobn¢ rozepsan v tabulce 4.

Tabulka 4. Postup pfi zalévani fixovaného materialu

Pouzita latka Casovy interval Proces
70% ethanol 30 minut
70% ethanol 30 minut
80% ethanol 3 hodiny
90% ethanol 2 hodiny odvodnéni
96% ethanol pies noc
aceton L. 30 minut
aceton II. 30 minut
xylen . 2 hodiny
projasnéni
xylen II. 4 hodiny
parafin I. pies noc
prosyceni + zaliti
parafin II. pies noc

Z takto vytvotenych parafinovych blockli byly nésledné pomoci saikového
mikrotomu LEICA DSC 1 vytvoieny fezy o tloustce zhruba 5 um. Ty byly vzépéti
pfeneseny na podlozni sklicka s kapkou vody. Tyto podlozni sklicka byla také predem
potiena smési glycerolu s bilky, kterd napomaha pfilepeni a fixaci fezu na sklicko.

Pred vlastnim barvenim bylo dale nutné odstranit zfezli zalévaci médium
(odparafinovat je) pomoci vhodného rozpoustédla, a to proto, abychom zajistili spravny
ucinek barviv, vétSinou pouzivanych ve formé¢ vodnych roztokti. V poslednim kroku

bylo tfeba fezy prevést do destilované vody [47].
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K témto ukoniim byl v nasi laboratofi vyuzit postup, uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 5. Postup pii odparafinovani blocku

Pouzita latka Casovy interval Proces
xylen 5 minut
xylen 5 minut
xylen 5 minut odparafinovani
96% ethanol 5 minut
70% ethanol 5 minut
destilovana voda 5 minut ptevedeni do vody
otfeni sklicek -

V nasem experimentu bylo pro zvyraznéni potiebnych struktur preparatu vyuzito
metod pro piehlednd barveni, a to konkrétné¢ barveni Hematoxylin-eosin (zkr. H-E)

a zeleny trichrom dle Goldnera.

11.2 Barveni Hematoxylin-eosin

Jednd se o zékladni barvici metodu, hojné vyuZivanou pro piehledné barveni.
Hematoxylin je bazické barvivo, které barvi jadra bunék. Jelikoz vSak roztok
hematoxylinu sdm o sob€ bazofilni substance nebarvi, je nejdiive tieba jej oxidaci
preménit v hematein a zn¢j pfipravit barevny lak pfidanim mofidla. Nejcastéji
vyuZivanym hematoxylinem pro rutinni barveni je Mayeriiv hematoxylin. Eosin je

barvivo kyselé, které barvi acidofilni substance, jakou je napft. cytoplazma [48].

Celkovy vysledek barveni pak je [47]:

jadra bun¢k modie
cytoplazma ruzove
kolagenni vazivo  rizoveé
svalstvo cervené

chrupavka modfe
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V nasem experimentu byl vyuzit 1% roztok eosinu v destilované vod¢ a hematoxylin,

pfipraveny dle postupu uvedeného v tabulce 6.

Tabulka 6. Slozeni roztoku hematoxylinu

Latka MnoZzstvi
hematoxylin 4¢g
jodi¢nan sodny 04¢g
siran hlinity 352¢
destilovana voda 710 ml
ethylenglykol 250 ml
kyselina octova 40 ml

Postup, dle kterého bylo provedeno samotné barveni pomoci takto ptfipravenych

roztok, je uveden v tabulce 7.

Tabulka 7. Postup pii barveni metodou H-E

Latka Casovy interval
hematoxylin 6-8 minut
pramenita voda 10 minut

otfeni sklicek -

eosin 2 minuty

destilovana voda oplachnuti

Obarvené fezy je nasledné tfeba odvodnit a projasnit. Za tcelem odvodnéni byly
preparaty dvakrat oplachnuty v 96% ethanolu a ponofeny nejprve do smési ethanolu
s xylenem v poméru 2:1 na 3 minuty, a pot¢ znovu do smési ethanol-xylen, avSak
vpoméru 1:2 na 3 minuty. Projasnéni bylo dosaZzeno pomoci tfech ldzni xylenu,
ve kterych byla sklicka ponofena vzdy po dobu 3 minut. V poslednim kroku byla

skli¢ka dukladné osuSena a kone¢né zamontovana do kanadského balzamu.
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11.3 Barveni zeleny trichrom dle Goldnera

Jedna se o casto vyuzivanou metodu barveni, vhodnou zejména k vySetieni
kolagenniho vaziva. K barveni vaziva slouzi svétla zelen zlutava, k barveni jader je
obvykle pouzit Weigertiiv hematoxylin, k dobarveni kolagenu a dalSich struktur

ponceau kysely fuchsin, oranz G, svétla zelen zlutava, ptipadné€ anilinova modrt [47,48].

Celkovy vysledek barveni pak je [47]:

jadra bun¢k modrfe az hnédocerné
svalstvo cervené
erytrocyty oranzove

kolagenni vazivo  zelené

Pro toto barveni bylo nejdiive nutno pfipravit potiebné roztoky, kterymi byly
Goldner I a Goldner IIl. Pfesny postup jejich ptipravy je uveden v tabulce 8
a v tabulce 9. Jako Goldner II byl vyuZit 1% vodny roztok kyseliny fosfowolframové.

Tabulka 8. Ptiprava roztoku Goldner I

Latka Mnozstvi | Potif‘ebné mnoZstvi pro roztok Goldner I
ponceau de xilidin lg
koncentrovana kys. octova 1 ml 20 ml
destilovana voda 100 ml
oranz G lg
koncentrovana kys. octova 1 ml 10 ml
destilovana voda 100 ml
Fuchsin S 1 ml
koncentrovana kys. octova 1 ml 10 ml
destilovana voda 100 ml

47



Tabulka 9. Ptiprava roztoku Goldner III

Latka MnoZstvi
svétla zelen I,5¢g
ledova kyselina octova 1 ml
destilovana voda 100 ml

Samotné barveni bylo provedeno dle uvedené¢ho schématu:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

Nejprve byly fezy odparafinovény, a to stejnym zplsobem jako v piipade
barveni metodou Hematoxylin-eosin (viz tabulka 5)

V dalsim kroku byly odparafinované fezy ponoteny do roztoku hematoxylinu po
dobu 4 minut

Nasledné probéhlo oplachnuti v 70% alkoholu a diferencovani v kyselém
alkoholu

Bylo provedeno modieni preparatu oplachnutim pod tekouci vodou

Preparaty byly ponofeny do roztoku Goldner I po dobu 10 minut, nasledovalo
oplachnuti destilovanou vodou

Nasledovalo ponofeni do roztoku Goldner II na 10 minut + oplach destilovanou
vodou

Vlozeni preparati do roztoku Goldner III (10 minut) a znovu oplach
destilovanou vodou

Nakonec byl preparat odvodnén a zamontovan do Solakrylu

11.4 Mikroskopické hodnoceni a fotodokumentace

Takto  zpracované histologické preparaty byly dikladné¢ prohlédnuty

a fotodokumentace, uvedend v této praci, byla vybrana dle charakteristiky pfitomnych

nalezli. Mikroskopické hodnoceni bylo provedeno za pomoci svételného mikroskopu

OLYMPUS AX-70, vybaveného digitdlni kamerou ProgRes LT3 od firmy Jenoptik

(Némecko). Snimky byly déle zpracovany v zobrazovacim softwaru NIS - ELEMENTS
AR 4.00.11 (Ceska republika).
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12 Vysledky

12.1 Histologicka analyza

Na samotny zacatek je tfeba uvést histologicky obraz myokardu kontrolni skupiny
potkantl, jimZ nebyl podan ani ISO ani D-PA. Ten je zachycen na obrdzku 5. Je zde
patrna ¢ast myokardu, kterd vykazuje vSechny znamky charakteristické pro fyziologicky
nalez. Jednd se zejména o viditelné pficné pruhovani, ovalnd jadra kardiomyocyta,
spojeni mezi kardiomyocyty v podobé interkaldrnich diskd a také izké intersticidlni
prostory s krevnimi cévami.

Histologicky obraz myokardu u skupin potkand, jimz byl intravendzné podan pouze
samotny D-PA, se pfi prohlizeni v mikroskopu jevil jako velmi podobny kontrolni
skupiné. Obrazek 6 piedstavuje preparat obarveny zelenym trichromem dle Goldnera,
na kterém je patrny endokard, myokard i epikard, a to po podani davky 11 mgkg™
D-PA. Na obrazku 7 je pti vétS§im zvétSeni zobrazen endokard s papilarnimi svaly, a to
po podani davky 44 mg.kg' D-PA. At uZ v koncentraci 11 nebo 44 mgkg™, v Zadném
z preparat téchto dvou skupin nebyly zpozorovany znamky probihajici nekrézy
a celkovy obraz ptipominal fyziologickou strukturu myokardu. Jedinou odchylkou se
muze zdat byt kapilarni hyperémie, ktera byla zpozorovana ve vSech vrstvach srdce
kontrolni skupiny i skupin D-PA11 a D-PA44. Ptekrveni kapilary je dobfe viditelné
pravé na obrazku 7.

Aplikace ISO v davce 100 mgkg' u ISO skupiny potkand, vedla ke vzniku
ischemického poskozeni myokardu. V mist¢ tohoto poSkozeni byly patrmy
charakteristické znadmky pocinajici nekrozy kardiomyocytl, a to v podobé
fragmentovanych bunék myokardu s eosinofilni cytoplazmou. Znacné dilatované
intersticidlni prostory vypliloval markantni edém a ptekrvené krevni kapilary. Takto
roz$ifené intersticium z velké ¢asti vypliioval infiltrat zanétlivych bun¢k. Na obrazku 8
je zobrazen myokard, u n¢hoz je v dusledku podani ISO patrny vyrazny diftzni
zanétlivy infiltrat v dilatovaném intersticiu. Stejn¢ mohutny difuzni infiltrat byl
pfitomen také v epikardu (obrazek 9) i endokardu (obrazek 10). Na obrazku 10 je
v zobrazeném endokardu krom¢ mohutného kulatobunécného infiltratu dobfe patrna
také silnd eosinofilie a homogenizace cytoplazmy se ztratou typického pruhovani.
Masivni fragmentace je doprovazena také vyraznou hyperémii kapilar.

Premedikace potkanti ob&ma davkami D-penicilaminu (11 a 44 mgkg"), vedla po

nasledné aplikaci ISO k vzijemné velmi podobnému vysledku histologické analyzy.
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U obou téchto skupin doslo ke zlepSeni zmén v histopatologickém obraze, které nastaly
vlivem podani isoprenalinu, pfi¢emz toto zlepSeni bylo patrné ptedevsim v epikardu
a myokardu. Ischemické poskozeni, ackoliv mnohem mensiho razu nez u samotnych
ISO skupin, ztstalo patrné spise v endokardu obou skupin.

Na obrazku 11 je zobrazen myokard a endokard skupiny po premedikaci pomoci
D-PA vdavee 11 mgkg'. Na této detailngjsi fotografii je viditelny mirny zanétlivy
infiltrat a fragmentace cytoplazmy, vyskytujici se predevSim pravé v endokardu.
Obrazek 12 predstavuje myokard skupiny potkani D-PA11+ISO s mirnymi zménami
v podobé zanétlivé infiltrace cév, difizné se Sifici celou strukturou myokardu. Tento
infiltrat je vSak v porovnani s ISO skupinami opravdu mirngj$iho razu. Na obrazku 13
jsou detailné zachyceny jedny z hlavnich komponent zanétlivé populace bunék, jimiz
jsou zirné bunky. Ty byly nalezeny v malém poctu pravé v myokardu skupiny
D-PA11+ISO.

Naésledujici obrazek 14 zachycuje endokard a myokard skupiny potkand
D-PA44+1S0O, na kterém pozorujeme zmény v podobé dilatace intersticidlnich prostorti
a mirného zanétlivého infiltratu, a to opét pfedev§im v endokardu. Podobny obraz je
viditelny na obrazku 15, kde je v endokardu stejné skupiny opét pfitomen mirny

rrrrr

Posledni obrazek 16 predstavuje endokard skupiny potkant, premedikovanych pomoci
D-PA vdavce 44 mgkg”, ktery po podani ISO jevil znamky drobn&jsi infiltrace
zanétlivymi buitkami, a to napf. dobfe viditelnymi monocyty, oznaCenymi v obrazku
zelenymi Sipkami. Pfitomny jsou také Cetné fibroblasty (ozna¢ené modrymi Sipkami),
rozsifené intersticidlni prostory a drobné piekrvené kapilary. VSechny tyto uvedené
zmény maji vSak, ve srovnani s histopatologickym obrazem u skupin potkant, jimz byl
podan pouze ISO v davce 100 mg.kg™", mirng&jsi podobu.

Na zavér této prace byly jednotlivé zmény v histopatologickém obraze srdci
potkant kontrolni skupiny, skupin po aplikaci D-PA v koncentracich 11 a 44 mgkg™,
ale 1 ISO, ISO+D-PA 11 a ISO+D-PA 44, semikvantitativné zhodnoceny. Pfitomnost
¢1 nepfitomnost zmén, charakteristickych pro ischemické poskozeni byla hodnocena pro
kazdou wvrstvu srdce samostatné. Semikvantitativni hodnoceni popisuje ptritomné
patologické zmény jako: zddné (-), malo (+), mirné (++) a sttedn¢ vyznamné (+++).

Ptehled semikvantitativniho hodnoceni je uveden v tabulce 10.
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Obrazek 6. Endokard, myokard a epikard (D-PA11), barveni zeleny trichrom, zv. 40x

51



B W il . o
STR T o SO «
EAG T, O 4 N

Obrazek 7. Endokard a papilarni svaly (D-PA44), barveni H-E, zv. 100x
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Obrazek 8. Myokard (ISO), barveni H-E, zv. 200x
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Obrazek 9. Epikard (ISO), barveni H-E, zv. 100x
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Obrazek 10. Endokard (ISO), barveni H-E, zv. 200x
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Obrazek 11. Myokard a endokard (D-PA11+ISO), barveni H-E, zv. 400x
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Obrazek 12. Myokard (D-PA11+ISO), barveni H-E, zv. 40x
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Obrazek 13. Zirné buiiky v myokardu (D-PA11+ISO), barveni H-E, zv. 200x
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Obrazek 14. Endokard a myokard (D-PA44+ISO), barveni H-E, zv. 40x
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Obrazek 16. Endokard (D-PA44+ISO), barveni H-E, zv. 200x
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Tabulka 10. Semikvantitativni hodnoceni zmén v srdci potkana

Zména Oblast Kontrola D-PA 11 D-PA 44 ISO ISO+D-PA 11 | ISO+D-PA 44
) Endokard + + + -+ ++ 4+
Mistni kapilarni
. Myokard + + + 4+ + +
hyperémie i
Epikard + + + +++ + +
) Endokard - - - Tt T+ T
Dilatace a edém
. .. Myokard - - - 44+ + ¥
Intersticia -
Epikard - - - Tt T T
Endokard - - - 4t 4+ T+
Zdufeni
., , Myokard - - - T+ n n
pojivovych vlaken .
Epikard - - - Tt T T
L Endokard - - - 4t 4+ T+
Nekrotické zmény
. o Myokard - - - 44+ + ¥
kardiomyocyta -
Epikard - - - . T T
Endokard - - - +++ ++ 4+
Fragmentace
. Myokard - - - 4+ + +
myofibril g
Epikard - - - ot T T
Endokard - - - +++ ++ 4+
Fragmentace
, ., . | Myokard - - - T n n
svalovych tramct .
Epikard - - - it i T
Pfitomnost Endokard - - - 4+ ++ T+
makrofagt/ Myokard - - - +++ ++ T+
zirnych bun¢k Epikard - - - +++ T+ T+




12.2 Farmakologicka analyza
12.2.1  In vitro experiment

12.2.1.1 Test absorbce neutralni cervenée
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koncentraci. 300 a 1000 uM
D-PA spolehlivé zabranilo

bunééné smrti.

Graf 1. Zivotnost bunék po aplikaci D-PA, katecholamintl a jejich oxidagnich produktii

12.2.1.2 Epifluorescencni mikroskopie

Samotny D-PA neovlivnil bunénou morfologii, koncentrace 300 uM ochranila

kardiomyoblasty pted poskozenim katecholaminy.

12.2.1.3 Test chelatace a redukce Zeleza
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Za pomoci kompetitivni spektrofotometrické metody byla potvrzena schopnost D-PA

vazat zelezo, avSak mira chelatacni aktivity této latky klesa se snizujicim se pH okoli.

Bylo potvrzeno, Ze D-PA je schopen znacné redukovat zelezité¢ ionty, avSak opét

v zavislosti na pH prostiedi.

12.2.1.4 Inhibice produkce hydroxylovych radikalii
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Graf 4. Vliv D-PA na produkci hydroxylovych radikala

12.2.2 In vivo experiment

12.2.2.1 Mortalita
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59



12.2.2.2 Hemodynamické parametry

Podéni ISO zvifatim nezménilo jejich tlak krve, avSak za 24 hodin po jeho
administraci doSlo ke zrychleni srde¢niho tepu a ke snizeni systolického objemu
a ejekcni frakce. Sdm D-PA nemél na tyto parametry zadny efekt, jako premedikace
pred podanim ISO dokézal ve své vyssi davce zabranit poklesu systolického objemu.

Ostatni hemodynamické parametry nevykazovaly zadné dalsi signifikantni rozdily.

12.2.2.3 Biochemické markery a vlhka hmotnost komor
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Graf 8. Index vlhké hmotnosti komor po podani ISO, D-PA a kombinaci

Vyssi davka D-PA s ISO signifikantné zvysila hladinu cTnT vzhledem ke kontrolnim
a ISO skupinam. Ve skupiné D-PA11+ISO doslo k poklesu oproti ISO skupiné, avSak
tento rozdil neni signifikantni. Samotny ISO zpusobil mirny pokles hladiny vitaminu C,

vys$si davka D-PA+ISO vedla ke znaénému zvySeni jeho hladiny.
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13 Diskuze

Ischemicka choroba srdecni je Zivot ohrozujici onemocnéni, vznikaji v disledku
poskozeni a ztraty viabilniho myokardu vlivem ischemie. Nemocného pacienta s velmi
typickymi ptiznaky pro akutni infarkt myokardu je nezbytné nutné co nejdiive dopravit
do nemocnice za ucelem poskytnuti odborné I€karské péce. Série vySetieni
a diagnostickd kritéria, stru¢n€¢ popsana v této praci, poté diagndézu AIM potvrdi,
v lepSim ptipadé¢ vyvrati. Za pomoci modernich 1é¢ebnych metod a pfistrojové techniky
kardiologickych jednotek jsou v dnesni dobé odbornici schopni dosdhnout 90-95 %
uspésnosti 1€cby, a to za pouziti nejobvyklejsi z metod, tzv. PCIL I pfesto vSak umrti na
kardiovaskularni onemocnéni predstavuji 50-55 % z tmrtnosti celkové, piicemz zhruba
polovinu ztoho tvoii Gmrti zICHS. Roéné na ICHS v Ceské republice umiraji
2-3 pacienti/1000 obyvatel a kazdoro¢né ptibyva zhruba 5-10 pifipadi/1000 obyvatel
[9,1].

Z toho diivodu existuje jiz po nékolik let snaha o nalezeni latek, at’ uz ptirodnich
¢i semisyntetickych, které by mély kardioprotektivni u¢inek a mohly by ptipadnému
infarktu myokardu zabranit nebo alesponi prokazatelné zlepsit jeho pribéh a nasledky.
Studium kardioprotektivity vybranych latek je realizovéano jak na Farmaceutické fakulté
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, tak na celosvétové trovni. Vyzkumna skupina
pod vedenim Mladénky jiz v minulych letech provedla vyhodnoceni ti¢inku mnohych
latek na uméle vyvolané poskozeni myokardu. Jednalo se napiiklad o pfirodni latky,
tzv. flavonoidy, konkrétné quercetin a rutin [28,49]. Stejnymi flavonoidy se ve své
diplomové praci zabyval také HruSka, ktery doplituje vysledek vyzkumné skupiny
o detailnéjsi histopatologickou analyzu [50]. Flavonoidy se zabyvaly také mnohé
zahrani¢ni studie. Naptiklad Prince vyhodnotil miru kardioprotektivniho ucinku
flavonoidu (-)epikatechinu na uméle navozené poSkozeni myokardu [33].

Vyzkumnd skupina Kardiovaskuldrni a respiraéni farmakologie a toxikologie se
v minulych letech zaméfila také na studium latek, schopnych vézat zelezo. JelikoZ jsou
ionty Zeleza dilezitym katalyzatorem Fentonovy reakce, v jejimz disledku vznikaji pfi
ischemii myokardu reaktivni kyslikové formy trvale poskozujici myokard, mohla by byt
pfinosem pro zlepSeni pribehu IM prave aplikace chelatori zeleza. Ve svych pracich se
vyzkumny tym zaméfil na studium PCTH, dexrazoxanu a laktoferinu [44,45,51]. Také
chelatory Zeleza se zabyvali mnozi zahranicni védci. Chelator Zeleza deferoxamin se

stal ter¢em zajmu pro Bolliho et al. ¢1 naptiklad Paraskevaidise et al. [41,42].
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V ischemickém poskozeni myokardu, zprosttedkovaném mimo jiné z velké ¢asti také
vlivem ROS, hraji dualezitou roli také ionty dalSiho prechodného kovu — médi.
Chelatorim médi byla doposud vénovana pozornost jen minimaln¢ a pouze studie
Appelbauma et al. posuzuje vliv neocuproinu na izolovana srdce potkana [46]. Z toho
divodu byl pro tuto diplomovou préci i studii vyzkumné skupiny vybran jako pfedmét
zajmu chelator médi D-penicilamin, ktery je znam svymi schopnostmi nespecificky
vazat ionty médi a je Casto vyuzivan pro 1écbu Wilsonovy choroby [36].

Ackoliv v dnesni dobé¢ existuje vice modelii experimentalniho poskozeni myokardu,
pro studium kardioprotektivity riznych latek je nejvice vhodny pravé model
katecholaminovy. Aplikace isoprenalinu pfedstavuje moznost, Siroce vyuzivanou
v oblasti védeckého vyzkumu, jak relativné snadno a levné€ navodit v srdci laboratorniho
zvitete stav, velmi podobny akutnimu infarktu u ¢lovéka. V histopatologickém obrazu
srdce u skupin potkantl, jimz byla v naSem experimentu podana subkutanné jednorazova
davka 100 mg.kg™ isoprenalinu, bylo patrno markantni poskozeni. Jak v endokardu, tak
1 v myokardu a epikardu byly nalezeny stfedné vyznamné zmény, tykajici se kapilarni
hyperémie, dilatace a edému intersticia, zdutfeni pojivovych vldken, nekrotickych zmén
kardiomyocyt, fragmentace myofibril a svalovych trdmct a pritomnosti zirnych bunék
¢i makrofagl. Mladénka et al. (2009a) ve své studii popisuje mimo jiné
histopatologicky obraz myokardu potkana po 24 hodinach od podani jednorazové davky
100 mg kg™ ISO. V jeho nalezu byla potvrzena ptitomnost zanétlivého infiltratu, edému
intersticia a nekrotickych zmén kardiomyocytii s vyraznou eosinofilii cytoplazmy [31].
Tento obraz se slucuje s obrazem myokardu skupiny potkanti, jimZz byl v této préci
podan pouze ISO. Kostinkova ve své praci podrobné popsala ¢asné histopatologické
zmény v myokardu potkant, jimz byl podan ISO (davka 100 mgkg™), a to po
2 hodinach od jeho aplikace a vysledny obraz srovnala s obrazem kontrolni skupiny.
Kostinkova u ISO skupin zpozorovala rozsifeni intersticia s edémem, zanétlivy infiltrat,
piekrveni cév, fragmentaci myofibril a bunék myokardu ¢i mizeni jader [52]. Tento
nalez je velmi podobny ndlezu, patrnému u ISO skupiny v nasi praci. Lobo Filho et al.
ve svém experimentu podaval potkanim isoprenalin subkutanng v davce 150 mgkg”,
a to v intervalu 24 hodin ve dvou po sobé jdoucich dnech. Vysledkem byl nalez stiedné
tézkych az t€zkych zmén v histologii srdce potkana [29]. Stejné tak ve dvou davkach
aintervalu 24 hodin bylo 100 mgkg” isoprenalinu podéno potkanim ve studii
Princeho. Ten popsal zmény v histologii srdce, tykajici se projevil nekrozy, edému

a pritomnosti zanétlivych bunék jako vyrazné a vyjadfil je semikvantitativné pomoci
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trech kiizki (+++) [33]. To se shoduje se semikvantitativnim hodnocenim ISO skupin
vnas$i praci. Zhang et al. ve své praci aplikoval potkanim jednorazovou davku
isoprenalinu, a to ve tiech raznych variantich (125, 250 a 500 pgkg'). V piipads
podani 250 a 500 pg.kg™ byly po 3 hodinach od aplikace latky v histologickém obraze
srdei potkanii patrny hyperkontrakéni prouzky a nekrotické zmény kardiomyocyta.
V intervalu dalSich 6, 12 a 24 hodin byly pozorovany zmény na urovni nekrézy
kardiomyocytl, edému intersticia a mohutnd infiltrace makrofagy. Soucasné bylo
po 12 hodindch patrno malé mnozstvi kolagenu. Za 48 hodin od aplikace ISO
(125 & 500 pg.kg™') byla patrna mohutna kolagenni vlikna se zbytky nekrotickych
isoprenalinu a také v ¢asovém intervalu pozorovani ptipadnych zmén. Pravé tyto dva
faktory jsou zésadni pro vyslednou podobu histopatologického obrazu. V naSem
experimentu byla potkanim podéna pouze jednorazova davka 100 mgkg’
a po 24 hodinach od jejiho podéani byly pozorovany zmény. Jelikoz pozorovatelnym
zméndm vévodi predevSim masivni kulatobunééna infiltrace, popiipadé vyskyt
makrofagl a zirnych bunék, mizeme tento stav pfirovnat k ¢asné akutni fazi zanétlivé
reakce myokardu. V disledku kratkého Casového intervalu totiz nedochdzi k plnému
rozvinuti opravdového infarktu myokardu tak, jak ho zname u lidi a proto tento model
infarkt pouze ptipomina. Navic neni brdno v potaz starnuti myokardu i organismu jako
takového. Starnuti myokardu méni stav prostiedi extracelularni matrix a zhorSuje
efektivitu remodelace po IM ve smyslu redukce tvorby kolagenni jizvy pii hojeni [53].

Histologicky obraz srdce u skupin potkant, jimz byl podan jenom samotny D-PA, at’
uz v koncentraci 11, nebo 44 mgkg', nejevil az na hyperémii kapilar zadné dalsi
zmény. Prekrveni cév mohlo byt zapfi¢inéno invazivitou samotného podani dané latky.

Premedikace potkant pomoci D-PA (11 a 44 mg.kg™) a nasledna aplikace ISO, vedla
u obou pouzitych davek k podobnému vysledku histologické analyzy. VétSina
uvedenych zmén, vznikajicich vlivem isoprenalinu se po pfedchozi premedikaci timto
chelatorem médi jevila jako mnohem mirnéj§itho rdzu. Semikvantitativné byly tyto
zmény v myokardu a epikardu potkanich srdci hodnoceny jako malo vyznamné, snad
jen v endokardu zustaly pfece jen vice patrné (mirné vyznamné). Jen co se tyce
infiltrace makrofagy a zirnymi bunikami, zlstaly zmény zietelnéj$i (mirné vyznamné).

V in vitro testech jevil D-PA tendenci branit poskozeni a bunééné smrti vyvolané

podanim katecholamint ¢i blokovat Fentonovu reakci, avSak vysledny efekt zavisel na
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pouzité davce. Byla potvrzena schopnost D-penicilaminu vézat a redukovat Zelezo,
avSak mira jeho aktivity zavisela na vlastnostech okolniho prostfedi. Vin vivo
experimentu snizil D-PA mortalitu zvifat z36% na 14% (11 mgkg™")
a22 % (44 mgkg"), zhemodynamickych parametri vedl pouze k zabran& poklesu
systolického objemu. Vyssi davka D-PA vedla ke sniZzeni indexu vlhké hmotnosti
komor a zlepsila tak probihajici edém, niz$i davka k tomu pouze sméfovala. Naopak, co
se tyka cTnT, zatimco v ptipadé nizs$i davky doslo k poklesu hladiny uvolnéného cTnT,
vyssi davka vedla k jeho znaénému zvySeni. Samotny ISO zptsobil mirny pokles
hladiny vitaminu C, vys$i davka D-PA+ISO vedla k opétovnému zvyseni jeho hladiny.
Vysledky provedenych in vivo i in vitro testd jsou tak oproti histologické analyze, ktera
ve vysledku potvrdila pozitivni efekt D-PA na katecholaminy indukované poskozeni

myokardu potkana, spiSe nejednoznacéné.
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14 Zavér

Za pomoci podrobné histologické analyzy vcetné semikvantitativniho hodnoceni
nalezu byly potvrzeny negativni G€inky isoprenalinu podaného v jednorazové davce
100 mg.kg™'. Zmény v histologii potkaniho srdce byly pozorované po uplynuti intervalu
24 hodin a byly porovnany s obrazem kontrolnich skupin. Svym razem pfipominaly
akutni infarkt myokardu. Jak v endokardu, tak i v myokardu a epikardu byly pfitomny
sttedn¢ vyznamné zmeény, tykajici se kapilarni hyperémie, dilatace a edému
intersticidlnich prostorti, zdutfeni pojivovych vlaken, nekrotickych zmén kardiomyocytt,
fragmentace myofibril a svalovych tramct a ptitomnosti makrofaga ¢i zirnych bunék.

Histopatologicky obraz skupin potkantl, jimz byl podan pouze samotny D-PA, a to
v davkach 11 a 44 mg.kg™, nejevil aZ na prekrveni kapilar zadné morfologické zmény.

Premedikace pomoci D-PA (11 a 44 mgkg"') podana pied aplikaci ISO, vedla
uobou davek k podobnému vysledku, jimz je zlepSeni uvedenych morfologickych
zmén, vyvolanych pravé ucinky ISO. Co se tyka epikardu a myokardu, byly zmény
tykajici se kapilarni hyperémie, dilatace a edému intersticia, zdufeni pojivovych vldken,
nekrotickych zmén kardiomyocytl ¢i fragmentace myofibril a svalovych tramcd jen
malo vyznamné. Snad jen v endokardu zistaly uvedené zmény poné€kud vyraznéjsi
bunikami pretrvala v endokardu, myokardu i epikardu mirné vyznamna.

Pro lepsi pirehlednost jsou souhrnné vysledky semikvantitativniho hodnoceni
histopatologickych zmén uvedeny v tabulce 10.

Byly provedeny také in vitro testy, ve kterych jevil D-PA tendenci branit poSkozeni
a bunécné smrti vyvolané podanim katecholamint ¢i blokovat Fentonovu reakci, avSak
vysledek zévisel na davce. Také schopnost D-penicilaminu vazat a redukovat Zelezo
zéavisela na vlastnostech okolniho prostfedi. V in vivo experimentu snizila premedikace
pomoci D-PA mortalitu zvifat, co se tykd hemodynamiky, vedla pouze k zabrané
poklesu systolického objemu. Vyssi davka vedla ke snizeni indexu vlhké hmotnosti
komor a zlepSila tak probihajici edém, niz8i davka k tomu pouze sméfovala. Zatimco
v piipad¢ niz8i davky doslo k poklesu hladiny uvolnéného c¢TnT, vyssi davka naopak
vedla k signifikantnimu zvySeni. Vys$§i davka D-PA vedla ke zvySeni hladiny

vitaminu C, ptivodné sniZené vlivem ISO.
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Vysledky provedenych in vivo i in vitro funkénich testii spiSe pfedpokladaji, ze
podani D-PA nema vyrazny protektivni vliv na modelové poskozeni myokardu potkana
indukované katecholaminy.

Oproti tomu histopatologicky obraz zmirnéni rozsahu alteraci v myokardech
potkant, kterym byl D-PA aplikovan ve vySe zminénych koncentracich, pfesvédcive

doklada jeho pozitivni ptisobeni.
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15 Seznam pouzitych zkratek

AIM akutni infarkt myokardu

AKS akutni koronéarni syndrom

ANOVA analyza rozptylu

ANP sinovy natriureticky peptid

AST aspartataminotransferaza

ATP adenosintrifostat

AV uzel atrioventrikulérni uzel

BLRT blokada levého Tawarova raménka

BNP mozkovy natriureticky peptid

CA katecholamin

CABG aortokoronarni bypass

CD diferencia¢ni skupina

CK kreatinkindza

CK-MB kreatinkindza s podjednotkami M a B

CRP C-reaktivni protein

c¢Tn srdecni troponin

¢TnC srdecni troponin C

c¢Tnl srdecni troponin |

c¢TnT srde¢ni troponin T

DAMP s nebezpecim asociované molekuldrni vzory
DEF deferoxamin

DMEM Dulbeccoem modifikované Eaglovo médium
DMSO dimethylsulfoxid

DNA kyselina deoxyribonukleova

D-PA D-penicilamin

EKG elektrokardiografie

ELISA z anglického Enzyme-linked immunosorbent assay, enzymovée

znaceny imunotest s vyuzitim pevné faze

EPI epinefrin

GDF-15 rastovy diferenciacni faktor 15
GPx glutathionperoxidaza

GSH glutathion

67



H-E
HEPES
H-FABP
HMGB1
HPLC
hs

HSP

iv.

I/R poskozeni
ICAM
ICHS
IL
IL-1R
IM

IMA
ISO
LFA1l
Macl
MAP kinaza
MMP
MMP-1
MPTP
NAD
NADPH
NF-kB
NIH
NLR

Nr4al
NSTEMI
NT-proBNP
oxCA

PAF

PCI

Hematoxylin-eosin

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

srdecni typ proteinu vazajiciho mastné kyseliny

z anglického High mobility group box-1

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

vysoce senzitivni

protein teplotniho Soku

intravenozné

ischemicko-reperfuzni poskozeni

intercelularni adhezivni molekula

ischemicka choroba srdec¢ni

interleukin

interleukin-1 receptor

infarkt myokardu

ischemii modifikovany albumin

isoprenalin

z anglického Lymphocyte function-associated antigen 1
z anglického Macrophage-1 antigen

mitogenem aktivovana proteinkindza

matrixové metaloproteinazy

intersticialni kolagenéaza

mitochondrialni por pfechodné propustnosti

nikotinamidadenindinukleotid

nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuklearni faktor kB

Narodni instituce zdravi

z anglického

Nucleotide-binding

oligomerization

(NOD)-like receptor, ,,receptory podobné¢ NOD*

jaderny receptor podrodiny 4, skupiny a, ¢len 1

infarkt myokardu bez elevace useku ST

N-terminalni fragment proBNP

oxidovany katecholamin

faktor aktivujici desticky

perkutanni koronarni intervence

68

domain



PCTH
PDGF
PE
PECAM-1
PK
PIGF
PRR
RAGE
RNA
ROS
s.C.
SCD40L
SD
SOD
STEMI
TGF-p
TIMP
TLR
TNF
URL
VCAM
VEGF
a-SMA

2-pyridylkarboxaldehyd-2-thiofenkarboxylhydrazon
destickovy ristovy faktor

polyethylen

destickova endotelova adhezni molekula 1
periferni krev

placentarni rustovy faktor

receptory rozeznavajici molekulové vzory
receptor pro kone¢né produkty pokrocilé glykace
ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové formy

subkutanné

solubilni ligand CD40

smérodatna odchylka

superoxiddismutaza

infarkt myokardu s elevaci useku ST
transformujici rastovy faktor 8

tkanovy inhibitor metaloproteinaz

z anglického Toll-like receptor, ,receptory podobné Toll*
tumory nekrotizujici faktor

horni referen¢ni limit

vaskularni adhezivni molekula

vaskularni endotelialni faktor

a-hladkosvalovy aktin
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