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Abstrakt

Vliv chladové adaptace na organismus savci byl studovan jiz mnoho desitek let
S pouzitim pomérn¢ nizkych teplot pro adaptaci (2-6°C). Vysledky téchto praci ukéazaly
vyznamnou ulohu adrenergniho a tyroidniho systému v pribéhu adaptace a soucasné
negativni dopad na vylucovaci soustavu. Naproti tomu neddvné studie na otuzilcich
naznacuje mozné snizeni kardiovaskularniho rizika pravidelnym otuzovanim. Studie
zabyvajici se vlivem chronického chladu na odolnost srdce k ischemicko-reperfuznimu
poskozeni nejsou dostupné. Cilem této prace bylo zavést na pracovisti metodu perfuze
srdce dle Langendorffa a perfuzni fixaci srdce. Dale stanovit vliv mirné chladové
adaptace na velikost ischemicko-reperfuzniho poskozeni srdce potkana. Stanovené
metody byly Gspésné zavedeny a byla kvantifikovana velikost ischemicko-reperfuzniho

poskozeni levé komory po 5 tydnech chladové adaptace pii 10+2 °C.

Klic¢ova slova: Chladova adaptace, srdce, ischemicko-reperfuzni poskozeni,

perfuze srdce dle Langendorffa, fixace srdce



Abstract

The effect of cold acclimation on body of mammals has been studied for many
decades by using relatively low temperatures for acclimation (6-10 °C). The results of
these experiments have shown the important role of the adrenergic and thyroid system
during acclimation and negative impact on renal system at the same time. In contrast, a
recent study on winter swimmers suggests a possibility of positive influence of
hardening on cardiovascular system. There is no available study investigating a
relationship between cold adaptation and ischemia-reperfusion injury. The aim of this
study was to establish a protocol of isolated rat heart and its fixation at our workplace.
Furthermore, to find the impact of mild cold acclimation on the ischemia-reperfusion
injury of rat. Methods of ex vivo heart perfusion and fixation were successfully
established. The effect of 5 weeks long cold acclimation in 10 &= 2 °C on left ventricle

ischemia-reperfusion injury was observed.

Key words: Cold acclimation, ischemia-reperfusion injury, Langendorff
perfused heart, heart fixation
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SEZNAM ZKRATEK

BAT hnéda tukova tkan

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

eNOS endotelialni NO syntaza

(HIF-1a) hypoxii indukovany faktor 1

IPC ischemicky preconditioning

KHB Krebs-Henseleittv pufr

LV leva komora srde¢ni

mKartp mitochondrialni ATP senzitivni draselny kanal
MyHCa tézky myozinovy fetézec o

PBS fosfatovy pufr

PFA formaldehyd

PKC-6 proteinkindza C, izoforma delta

ROS reaktivni kyslikové radikaly

RPC remote preconditioning

SERCA sarkoplazmaticka vapnikova ATPéaza
SOD superoxid dismutaza

sKatp sarkolemalni ATP senzitivni draselny kanal
T3 trijodtyronin

T4 tyroxin

TSH tyroideu stimulujici hormon

TTC 2,3,5 - trifenyltetrazolium chlorid
UCP1(3) rozprahujici protein 1 nebo 3

WAT bila tukova tkan



1. UvoD

Onemocnéni kardiovaskularniho systému patii dlouhodobé mezi choroby
s vysokou mortalitou a maji celosvétové nejvyssi podil umrtnosti. Proto se mnoho
vyzkumnych tymt po celém svété soustiedi na 1écbu, zmirnéni dopadl nebo prevenci
téchto onemocnéni. V Ceské republice zemielo vroce 2013 (posledni dostupna
statisticka data CSU, 2016) na onemocnéni ob&hové soustavy pies 51 000 lidi tedy
infarktem myokardu byla nejcastéjsi pfi¢inou umrti ze vSech nemoci kardiovaskularniho
systému a spolecné s akutnim infarktem myokardu a srdecnim selhdnim tvoifi 59 %
ze vSech umrti s pfi¢inou onemocnéni ob&hové soustavy. Proto je na§ vyzkumny tym
také zaméfen svymi experimenty na zmirnéni ndsledka infarktu myokardu.

Otuzovani neboli opakované exponovani chladu je znamé jako télu prospésné.
Blahodarnych uc¢inka chladové expozice na obéhovou soustavu si V prvni poloviné 19.
stoleti v§iml Vinzenze Priessnitz, ktery vodoléCbou vylécil mnoho pacientii. Jeho
lokalni zébaly s chladnou vodou zplsobi kratkodobou vazokonstrikci a ndsledné
vazodilataci. Doporucoval svym pacientim prochazet se bosyma nohama studenou
ranni rosou, ¢imz bylo dosazeno prokrveni periferie. Fyziologickym principim
otuzovani a podstatou hibernace se vénoval mnoho let na Pfirodovédecké fakulté
Univerzity Karlovy v Praze prof. Jansky s doc. Vybiralem. Jejich dlouholeta vyzkumna
¢innost je pro vyzkum chladové adaptace vyznamnym pfispénim. Dnes, na pocatku 21.
stoleti dochazi k mirnému, ale znateInému narGstu poctu publikaci zaméfenych
na bunécné a molekularni mechanismy aktivované v chronickém chladu a objevuji se
prvni prace na srdci. Podstatné vice praci se zabyva Skodlivymi u€inky néhlé chladové
expozice. Téz existuje mnoho praci, které fesi metabolickou a molekularni podstatu
benefi¢nich uc¢inkl lokalniho podchlazeni srdce, které se vyuZziva v klinické praxi.

Model perfundovaného srdce ex vivo je pouzivana jiz vice nez 100 let,
a i v soucasnosti ma stale své uplatnéni. Dnes je pouzivan K experimentiim, u kterych je
nezadouci pouzit model in vivo, zejména pii zkoumani ucinkt 1é¢iv. Vyhodou a zaroven
1 nevyhodou modelu izolovaného srdce je zamérné vylouceni endogennich vlivi
respektive jejich absence pii experimentu. Je dulezité si pfipomenout, ze perfuze srdce
dle Langendorffa neni zapomenutou metodou utlacovanou experimenty in Situ a ma své

opodstatnéné misto mezi experimentalnimi ptistupy K vyzkumu srdce.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Kardioprotektivni intervence

Jako kardioprotektivni oznaCujeme d¢&j, ktery vede ke zmenSeni velikosti
ischemicko-reperfuzniho poskozeni srdce, pfipadné ke snizeni poctu ischemickych
poruch srde¢ni frekvence (Ostadal, 2009). Kardioprotektivni intervence mizou byt
nekolika typti, tzv. preconditioning, postconditioning, chronicka hypoxie, fyzickd zatéz

a dalsi.

2.1.1 Ischemicky preconditioning, postconditioning

Ischemicky preconditioning (IPC) byl prvné popsany Murrym a jeho kolektivem
(1986) jako ctyfikrat opakujici se pétiminutové okluze koronarnich arterii
s pétiminutovymi reperfuzemi. Po 40 minut dlouhé regionalni ischemii levé komory
srdeéni psa snizil IP I/R poSkozeni o necelych 75 %. Tento typ IPC je kardioprotektivni
ve dvou intervalech, tzv. ,,okna“. Prvni okno protekce nastava ihned po sérii kratkych
ischemii a vymizi asi do 6 hodin po intervenci. Druhy interval protekce, tzv. ,,druhé
okno* se objevuje cca 24 hodin po sérii ischemii a jeho efekt klesa, az nakonec vymizi
do 72 hodin od intervence. Dalsim typem preconditioningu je takzvany vzdaleny
(remote) preconditioning (RPC). Ten je zptisoben omezenim piistupu krve do jinych
organti nebo koncetin. Bylo zjisténo, ze ischemie jinych organti nez srdce zpusobi
po jejich reperfuzi tentyz efekt na srdci jako klasicky IPC (Przyklenk et al., 2003).
Pozitivni efekt RPC (zmenSeni infarktového loZiska, antiarytmicky efekt) byl
pozorovan po okluzi renalni tepny kralika (Takaoka et al., 1999), infrarenalni aorty
potkana (Weinbrenner et al., 2002), tepny mezenteria potkana (Xiao et al., 2001), zadni
koncetiny prasete (Kharbanda et al., 2002) a potkana (Oxman et al., 1997), RPC nebyl
na rozdil od ischemie mozku mysi (druhé okno RPC) (Tokuno et al., 2002) prokazan
u ischemie mozku prasete (Zeeuw et al., 2001). Jako Kkardioprotektivni se ukazal
I pfenos koronarniho efluentu po globalni ischemii izolovaného srdce kralika do jiného
izolovaného srdce kralika (Dickson et al., 1999). Teoreticky je RPC klinicky Iépe
vyuzitelny piedevS§im pii1 planovanych operacich srdce. Bohuzel nepriikazné az
neuspokojivé vysledky méd RPC horni koncetiny cloveéka, kde byl sledovan vylev

laktatdehydrogenazy a kreatinkindzy pfi operaci srdce (Giinaydin et al., 2000), nicméné



V této oblasti vyzkum nadéle probiha a obecné, i kdyz opatrné, se uznava pozitivni vliv
RPC, kvili moznym spoleénym mechanismim ucinku s IPC (Kloner & Yellon, 1994)
i u ¢loveéka (Cheung et al., 2016).

Pomérné nedavno byl objeven efekt takzvaného postconditioningu. Ten spociva
v kratkych intervalech reperfuze po piredchozi dlouhé ischemii, tedy kratkodobé
davkovani malého mnozstvi perfuzatu/krve do ischemii zasazenych casti srdce
(Galagudza et al., 2004; Li et al., 2006). Ochrana srdce postconditioningem neni
zvysena IPC, z ¢ehoz se mizeme domnivat, Ze mohou pusobit protektivné ptes spolecné

signaliza¢ni drahy (Halkos et al., 2004).

2.1.2 Adaptace na hypoxii a fyzickou zatéz

2.1.2.1 Hypoxie

Hypoxii nazyvame snizenou dostupnost kysliku ve srovnani s pozadavky na jeho
dodavku. Clovek je b&zné hypoxii vystaven ve vysokych nadmotskych vyskach, kde je
f1dSi vzduch, tedy 1 niZs§i parcialni tlak kysliku nebo naptiklad ve fetdlnim vyvoji
v d¢loze matky (Ostadalova et al., 1998). Lidi Zzijicich ve vysokych nadmotskych
vyskach nad 2400 m. n. m. je celosvétové ptes 140 miliont. Tito lidé maji mensi
incidenci obezity, cukrovky a nemoci koronarniho tepenného fecisté, coz patrné vice
souvisi s Zivotnim stylem neZ s hypoxii samotnou. Tyto vyhody jsou vykoupeny vysSim
vyskytem systémové a plicni hypertenze a vySkového ledvinového syndromu (Hurtado
etal., 2012).

V laboratornich podminkach muzeme navodit normobarickou i hypobarickou
hypoxii. Normobaricka hypoxie je navozena zvySenim obsahu dusiku za zachovani
normalniho tlaku vzduchu, coz vede kpoklesu pO. (Reymann et al., 1984).
Hypobaricka hypoxie simulujici v laboratornich podminkach vysokohorské prostiedi je
navozena odsavanim vzduchu z podtlakovych adaptac¢nich komor. Dle technického
feSeni a velikosti komory, mtize adaptace probihat bud’ pferuSovanég, anebo kontinualng.
Srdce potkant laboratorné adaptovanych na vysokohorskou hypoxii 5 hodin denné 5x
tydné po zasazeni infarktem trpéla mensSimi infarktovymi lozisky, ¢imZ byl potvrzen

beneficni efekt chronické hypoxie na obyvatelstvo Zzijici ve vysokych nadmoiskych

vyskach (Meerson et al., 1973), tento nalez byl nékolikrat potvrzen (Kolaf et al., 2007;
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Ostadal et al., 1998; Poupa et al.,, 1966). Pifiznivé Gc¢inky intermitentni hypoxie
na funk¢éné-morfologicky stav myokardu byly pozorovany naptiklad tymem Oddéleni
vyvojové kardiologie AV CR, ktery prokéazal jeji vzristajici antiarytmické uéinky
u ischemie provadéné in situ s prodluzujici se dobou adaptace (Asemu et al., 2000) nebo
Svycarskymi vyzkumniky, ktefi chovali potkany 2 tydny V normobarické hypoxii
a 1 hodinu denn¢ jim umoznili pfistup normoxického vzduchu (Milano et al., 2002).
Benefi¢ni pusobeni 23 hodinové hypoxie je ovSem v rozporu s vysledky dr. Neckaie
FGU AV, ktery zjistil, ze zvétSuje velikost infarktu (Neckar et al., 2013). Rozdilné
nalezy mohou mit pfi¢inu patrné v odlisném metodickém ptistupu.

Aktivace protektivnich signalnich drah se mohou liSit v zavislosti na konkrétnim
protokolu, délce adaptace, jeji intenzité¢ pfipadné animalnim modelu atp. Nicméné
nékteré signalni drahy aktivované hypoxii nebo jejich efektory jsou spolecné
(Neckar et al., 2002a). Chronicka intermitentni hypoxie i preconditioning stabilizuji
hypoxii indukovany transkrip¢ni faktor la (HIF-1a) (Cai et al., 2003, 2013), ktery
ovliviiuje transkripci az 200 gent (Ong and Hausenloy, 2012) a tim zajistuje vysoce
komplexni odpovéd organismu i bunék. Diive byl zastdvan nazor, Zze zvySena
adrenergni odpovéd’ vyvolana intermitentni hypoxii (Ostadal, 1984 in Usdin et al.,
1984) a oxidativni stres zpusobeny zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS), které vznikaji pfi intermitentni hypoxii (Yoshikawa et al., 1982), jsou skodlivé.
Pozdé&ji bylo prokdzano, ze oboji slouzi jako aktivator signalnich drah vyznamnych
v kardioprotekci (Kolaf et al., 2007; Mallet et al., 2006).

Bylo zjisténo, ze protektivni rezimy adaptace na hypoxii aktivuji PKC-6
(Kolat et al., 2007, Neckat et al., 2005), proteinkinazy zrodiny mitogenem
aktivovanych proteinkinaz (Rafiee et al., 2002), fosfatidylinositol 3-kinazu
(Ravingerova et al., 2006), cGMP-zavislou proteinkinazu (Baker et al., 1999),
proteinkinazu B/Akt (Ravingerova et al., 2006) a mnoho dalsich. Jednim z cila jejich
fosforylace by mohly byt ATP senzitivni draselné kanaly, jak mitochondrialni (mKatp),
tak sarkolemalni (sKatp), nebo hexokinaza 2. Vysledky experimentl, pii kterych
dochazelo k blokaci nebo otvirani mKatp myokardu potkana ukazuji pravdépodobnou
zasadni roli tohoto kanalu v ochrané¢ proti I/R poskozeni (Kolat et al., 2005;
Neckar et al., 2002b). Na protektivni ucinky aktivace sKatp vSak bylo jiz také
poukazano (Gumina et al., 2003).

11



2.1.2.2 Cviceni

Pravidelny fyzicky trénink byl opakované prokazan jako kardioprotektivni (Borges
and Lessa, 2015; Li et al., 2014; McElroy et al., 1978). V ramci zdravého Zzivotniho
stylu je pohyb vSeobecné doporucovan, udrzuje jedince v t€lesné kondici, pokud je
provadén v rozumné mife ve vhodnych podminkach.

Pravidelné cviceni zptsobuje dlouhodobé bradykardii jak v klidném stavu, tak
snizuje srde¢ni frekvenci i v sub-maximalnim pracovnim zatiZzeni. ZvySuje dlouhodobé
ejekéni frakci a zlepSuje vyuziti kysliku myokardem (Saltin et al.,, 1968 in
McElroy et al., 1978). Jiz vroce 1978 upozornil na kardioprotekci vyvolanou
pravidelnym cvi¢enim McElroy et al. Tato prace se stala odrazovym mustkem
pro nespocet experimentti zabyvajicich se cviéenim a kardioprotekci. Jeho experiment
snizil velikost infarktu o 30%.

Na zvifecich modelech jsou zkoumany vlivy cvi¢eni piedev§im ve dvou smérech -
vytrvalostni cviceni a kratkodoba zatéz. U ¢loveéka obecné plati, ze izotonicka fyzicka
¢innost, kuptikladu plavani, béh, cyklistika zahrnuje praci velkych svalovych skupin,
jejichz masivni vazodilatace zpiisobuje excentrickou hypertrofii srdce zvySenym
vendznim navratem vyvoldvajici objemové pietizeni. Tato hypertrofie se vyznacuje
zvétSenim levé komory a zménou tloustky stény levé komory. Izometricka cviceni,
napiiklad vzpirdni, zplsobuji tlakové pretizeni srdce spiSe neZ objemové, vedouci
ke koncentrické hypertrofii (Pluim et al., 2000). Primérny arterilni tlak pti double-leg
pressu (vzpirdni obéma nohama) ¢inil 320/250 mmHg, nejvyssi z namétenych tlakt
dokonce 480/350 mmHg (MacDougall et al., 1985), je tedy ziejmé, Ze adaptace srdce je
nezbytna. Tyto zmény jsou vSak morfologické, zavislé Cisté na fyzikélnich podminkach
pfi adaptaci.

Kardioprotektivni mechanismy vyvolané fyzickou zatézi se stale studuji a stale se
¢eka na jejich plné vysvétleni. Jedna ze zmén vyvolanych adaptaci na cviceni je zvySeni
syntézy proteinti tepelného Soku (HSP). Vyssi hladina HSP70 rodiny proteint
indukovana cvicenim byla povazovana za kardioprotektivni (Harris and Starnes, 2001).
Nicmén¢ témet soubézné studie toto tvrzeni vyvratily u HSP72 (Quindry et al., 2007,
Taylor et al., 1999), ktery patii do rodiny HSP70. Po ischemii srdce bez prodleni
vyuziva k produkci NO endotelialni NO syntazu (eNOS), s jistym zpozdénim produkce
NO stoupa za ptispéni indukované NO syntazy (Golbidi and Laher, 2011). Jiz jedno
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cviceni navozuje protekci pres NO (Babai et al., 2002). Protektivni vliv oxidu dusnatého
byl prokazan, kdyz byla protekce indukované cvicenim zruSena zablokovanim eNOS
(Farah et al.,, 2013). Kdalsi produkci NO dochazi redukci dusitand. P#i cviceni
vzrusta schopnost srdce této redukce, coz muze také zprostfedkovat protekci
(Nicholson et al., 2013).

Aktivace antioxida¢nich mechanizmii cviCenim je pfinejmensim diskutabilni.
jsou superoxid dismutaza (SOD), katalaza a glutation peroxidaza. Néktefi autofi tvrdi,
ze cviCeni zvySuje hladinu katalazy (Lennon et al., 2004a), glutation peroxidazy (Frasier
et al., 2013), dochazet muze i ke zvySovani hladiny glutationu a Cu-Zn a Mn isoforem
SOD (Powers et al., 1998). Ani mitochondrialni MnSOD nema stile jasny vliv
na kardioprotekci, protoze existuji dvé prace potvrzujici opak zjistény na organismech
s deleci genu pro MnSOD (Lennon et al., 2004b; Yamashita et al., 1999). Dale bylo
zjisténo, ze nezastupitelnou roli v kardioprotekci vyvolané cvicenim hraje také zvysena

syntéza opioidnich receptortu (Dickson et al., 2008).

2.1.3 Otuzovani, chladova adaptace

Protektivni Uc¢inky akutniho chladu pfi anoxii jsou znamé a hojné
vyuzivané zejména Vv transplantaéni medicin€, kardiochirurgii. Pii podchlazeni téla,
organd, se zpomaluji metabolické pochody, a tim se zpomaluji i Skodlivé Ucinky
ischemie a reperfuze (Kohlhauer et al., 2015). Vede ke zpomaleni produkce ROS,
okyselovani cytosolu buné€k, excitotoxicity, tedy ke sniZzeni nekrozy a apoptozy bunék
(Polderman, 2009).

Blahodarné ucinky na organismus vSak piinasi i adaptace na chlad neboli
otuzovani. U adaptace pretrvavaji ucinky delsi dobu nez u akutni expozice
a mechanizmy spusténé adaptaci se od akutni chladové expozice vyrazné lisi. U akutni
expozice se vyznamné uplatiiuje stimulace stresové osy a adrenergni signalizace
(Brenner et al., 1999). Bylo popsano, ze adaptovany lidsky organismus mize vykazovat
tfi typy adaptace — hypotermicka, inzulativni a metabolickd. U hypotermického
ptizpusobeni dochazi ke snizeni teploty v rektu s nizkou metabolickou kompenzaci
vedouci k ochlazeni t€la. Inzulativni ptizpisobeni vede ke zvySeni tepelné izolace,

charakterizované snizenou primeérnou teplotou kiize a nezménénou vnitini teplotou téla.
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Metabolické prizptisobeni vede ke zvySeni povrchové teploty kize, zvySeni metabolické
produkce tepla, ale nemeéni vnitini teplotu (Bittel, 1992).

U c¢lovéka byl studovan vliv chladové adaptace na otuzilcich na Piirodovédecké
fakulté Univerzity Karlovy v Praze a diky prof. Janskému a doc. Vybiralovi jiz vznikla
jista tradice studia vlivu chladu na ¢loveéka. V jejich praci byli probandi z fad mladych
sportovct. Adaptace byla provadéna 3x tydné 1 hodinu ve vodé o teploté 14 °C (Jansky
et al., 1996) po dobu 4-6 tydni. Touto praci bylo zjisténo, Ze lidé adaptovani na chlad
maji dlouhodobé sniZzenou vnitini 1 povrchovou teplotu, opozdénou metabolickou
odpovéd na chlazeni a subjektivné snizeny ties. Hypotalamicky prah pro indukci
termogeneze byl posunut k niz§im teplotam. Simeckova s kolektivem (2000) popsala
u ¢lovéka vliv blokace adrenergnich receptori propranololem na produkci tepla
pfi akutnim chladovém stimulu. Lokalni ochlazeni dlouhodobé snizuje srde¢ni
frekvenci, systolicky tlak, centralni teplotu, ale neméni odpovéd katecholamint
na chladovou expozici (Jansky et al., 2006).

Adaptace potkana na chlad se projevuje zhoustnutim a najezenim srsti, vznikem
depozit hnédé tukové tkdné¢ (BAT) mezi Zebry, podél bifisni aorty, okolo ledvin.
Nejvyraznéjsi a nejlépe viditelna zasoba BAT se nachazi v oblasti mezi pletencem
prednich koncetin. U ¢loveéka byla tato tkan dlouho znama pouze u novorozenych déti
kvuli jejich omezené schopnosti termoregulace. Hnéda tukova tkan vsak, dle diivéjsich
domnének, méla rychle zaniknout. Teprve neddvno vSak bylo zjisténo, Ze ke vzniku
BAT miiZe dojit po delsi chladové stimulaci i u dospélého ¢loveéka. Pomoci pozitronové
emisni tomografie byla depozita hnédého tuku objevena u dobrovolniki v kréni oblasti
nad kli¢nimi kostmi (Lidell and Enerbédck, 2010). BAT je morfologicky diametralné
odli$né od bilé tukové tkan¢ (WAT). Tkané se liSi pfedevSim masivni vaskularizaci,
inervaci sympatickymi nervovymi vlakny (Bartness et al., 2010). Dale se bunky BAT
li§1 jaddrem vprostied bunky, oproti utlacovanému jadru WAT, vysokou hustotou
mitochondrii, malymi kapi¢kami tuku, misto velkych tukovych vakuol (Obr. 1), a p*

adrenergnimi receptory.
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Obr. 1: Srovnani hnédé a bilé tukové tkané. Vlevo je BAT se zmnoZenymi mitochondriemi,
tukovymi kapénkami, velmi transkripéné aktivnim neutlac¢ovanym jadrem. Vpravo WAT
s velkymi tukovymi vakuolami, utlaéenym jadrem, na obrazku bez mitochondrii. (autorka:
Dr. Barbara Elsnicova; elektronovy mikroskop JEOL 1011 vybaveny CCD kamerou)

Aktivace té€chto receptorli epinefrinem vyvolava lipolyzu a aktivaci rozpfahujiciho
proteinu 1 (UCP1). Tento protein je soucasti vnitini mitochondridlni membrany
(Jacobsson et al., 1985; Krauss et al., 2005). Pokud je aktivni, zkratuje elektrochemicky
potencial na membrané, ktery by byl vyuzit pro vyrobu ATP, za vzniku tepla
(Krauss et al., 2005). Dalsi odpovédi po aktivaci B*adrenergnich receptorii je zvyseni
hladiny iodotyronin deiodinazy typu 2 (DIO2) a transkripce genu proteinu PGC-1a,
transkripcniho koaktivatoru regulujici mnohé geny energetického metabolismu
(Puigserver et al., 1998; Silva and Larsen, 1983). PGC-1a zvySuje expresi genu UCP1
a dalsich geni potiebnych pro biogenezi mitochondrii (Puigserver and Spiegelman,
2003). DIO2 je enzym ptevadéjici T4 na Tz, ktery je schopen vazat se na tyroidni
receptory. Pokud jsou tyto receptory koaktivovany PGC-1a, vzrista jesté vice translace
proteinu UCP1 (Puigserver and Spiegelman, 2003). Diky této draze dochazi k rychlejsi
a vetsi vyrobé tepla zavislé na chladové adaptaci.

Tyroidni hormony maji dle Pantose a jeho kolektivu (2012) vliv na piestavbu
srde¢niho svalu, jako odpoveéd na ischemicky inzult. Stavaji se tedy dulezitym prvkem
nutnym k Gvaze pfi studiu vlivu chladové adaptace na ischemicko-reperfuzni poskozeni
srdce. Pomér T4 a T3 v plazmé je asi 20:1. Mnozstvi trijodtyroninu, jako ligandu TRal
aTRP1 jadernych receptord, ovlivituje transkripci genti zahrnutych mimo jiné
i do metabolismu cukrd a tuk®, jejich koncentraci v plazmé, zanétlivych faktord,

15



apoptoézu (viz Graf 1), dokonce i dychani mitochondrii (O’Reilly and Murphy, 1992).
T3 ovliviiuje i1 srdecni frekvenci pies stimulaci exprese MyHCa a SERCA. (Arnostova
etal., 2011; Harvey and Williams, 2002; Soukup et al., 2001; Yen, 2001).

Structure/
cytoskeleton

Receptor/signaling + / Transcription factor
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Graf 1: Graf znazoriujici zvySenou transkripci geni, sjednocenych dle WGéinku produkti
transkripce, bunééné linie HepG2-TRal po podani 100nM T3 na 48 hodin (prevzato
z Huang et al., 2008).

Hladiny T3 a T4 kolisaji v zavislosti na ro¢ni dobé. Celkova koncentrace Tz byla

v

v

Chladovou adaptaci se hladina T3 v plazmé nezménila (De Lorenzo et al., 1998),
na rozdil vSak od akutni chladové expozice, ktera hladinu T3 zvySovala (Herpin et al.,
1995; Leppéluoto et al., 2005)

Literatura k objasnéni chladové adaptace a jejiho pfimého vlivu na kardiomyocyty
téméf chybi. Rozdéleni chladové adaptace do dvou fazi zavislych na ¢ase navrhuje Xing
s kolektivem (2014). Prvni fazi nazval chladovou stimulaci, spojenou aktivaci stresové
osy. Doprovazi ji zvySovani hladiny katecholaminl, aktivity fosfodiesterazy

a adenylylcyklazy. Typickd pro tuto fazi je tepelnd produkce v kosternich svalech
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a jatrech, trva asi tfi tydny. Naopak druhd faze zvanéd adaptacni se vyznacuje itlumem
svalové a jaterni termogeneze a aktivaci netfesové produkce tepla pies UCP1 v BAT.
Také by mélo dochazet ke zvyseni kapacity antioxida¢niho komplexu zvysenim hladiny
katalazy a SOD v ledvinach a jatrech, kosternich svalech a pravé v myokardu (Selman
et al., 2000).

2.2 Perfuze srdce dle Langendorffa

Perfuze srdce dle Langendorffa neboli protokol perfuze izolovaného srdce, srdce
ex vivo, je vyznamny experimentalni pfistup k vyzkumu zékladnich fyziologickych
vlastnosti denervovaného srdce, elektrofyziologii, odolnosti srdce k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni atp. Cely systém je pomémé jednoduchy, nicméné velmi
dimyslny. Jako prvni vroce 1866 Carl Ludwig s Eliasem Cyonem pfipravili prvni
izolované Zabi srdce. Vroce 1883 Hendy Newell Martin vyvinul metodu
perfundovaného savéiho srdce, nasledovan byl Oscarem Langendorffem v roce 1897,
ktery perfuzni systém zdokonaluje a ve své praci napiiklad dokazuje, Ze umirajici srdce
a srdce bez rytmu mize byt resuscitovano pomoci perfuze. Mimo jiné také komentuje
Newellem zjistény vliv teploty na rychlost srde¢niho rytmu a hrani¢ni teploty,
za kterych funguje koci¢i srdce (16,5°C — 45°C) (Langendorff, 1897). Langendorffova
metoda perfuze izolovaného potkaniho srdce byla stabilizovana a pouzivana od 60. let
20. stoleti (Zimmer, 1998).

Model srdce ex vivo mizeme rozdélit na perfuzi pod stalym tlakem a perfuzi
pod stalym pratokem. Perfuze pod stalym tlakem je zajiSténa hydrostatickym tlakem
perfuzniho roztoku umisténého v zasobniku nap#. 100 cm nad perfundovanym srdcem.
Tim je zabezpeCen staly tlak perfuze koronarniho systému. Perfuze pod stalym
pritokem je zajiSténa peristaltickou pumpou, ktera v pravidelnych intervalech pumpuje
perfuzni roztok do srdce. Dnes jiz existuji pumpy se zpétnou vazbou, které dokazi
reagovat na zménu kapacity koronarnich artérii (Bell et al., 2011). K perfuzi srdce
dochazi bez naplnéni levé komory srde¢ni (LV). Srdecni sval je zasoben pfes systém
koronarnich arterii odstupujicich z mista zvaného sinus aortae dexter et sinister, které
lezi nad aortalni chlopni (Sutherland & Hearse, 2000). To znamena, ze perfuzni roztok,
ktery teCe kanylou retrogradné do aorty, uzavird svym tlakem aortalni chlopen a vnika

tak pouze do koronarnich arterii. Perfuzi pod stalym tlakem povazujeme za Setrné&jsi
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a pratok koronarnimi arteriemi se vice blizi fyziologickému stavu, protoze
do koronarniho systému proudi perfuzni roztok pouze v okamziku diastoly, tedy
v okamziku, kdy nejsou cévy zuzené srdeCnim stahem, nikoli neustéle, jako je tomu
Vv piipadé uziti peristaltické pumpy (konzultace prof. Kolaf, dr. Ballagi).

U perfundovaného srdce dle Langendorffa mizeme urcit jeho stav dle nasledujicich
parametrii. Prvnim je koronarni pratok, ktery se méti pii perfuzi pod stalym tlakem
a udava nam vitalitu srdce. Pratok mizeme méfit ruéné pomoci odmérného valce, anebo
pomoci pratokoméru, ktery je samoziejmé presnéjsi a umozni dlouhodobd méieni,
S peristaltickou pumpou, je prutok dany nastavenim pumpy. Dal§im parametrem, ktery
muze byt méten, je sila kontrakce neboli systolickd a diastolickd funkce levé komory.
K tomuto méfeni se nejCastéji pouziva balonku plnéného fyziologickym roztokem
vlozeného do LV po odstranéni levé siné¢ mitralni chlopni (Nikolic et al., 2016;
Weietal., 2011). Balonek musi byt z materialu, ktery neni pfili§ elasticky,
aby nedochazelo ke ztratam pii pfenosu tlaku na kapalinu v balonku, nebo naopak.
Nesmi byt ani ptili§ pevny, aby viibec k pfenosu tlaku doslo, musi také dobte vypliovat
dutinu komory (Curtis et al., 1986). Tlak je pfevodnikem pieveden do elektrického
signalu a pies zesilova¢ prenesen do zaznamového zafizeni (Sutherland et al., 2003).
Je ztejmeé, Ze ztlakovych informaci muizeme odvodit zaroven frekvenci srdeniho
rytmu. Pomoci elektrod lze v experimentu naméfit EKG. To je vhodné ptredevS§im
pro zachyceni arytmii, fibrilaci a dalSich poruch ve vedeni vzruchu myokardem,
samoziejm¢ 1 pro mefeni srde¢ni frekvence, které je vSak zbytecné, pokud
je srdce uméle stimulovano, coz se muze provadét pro uniformitu experimentu

(Chou et al., 2014).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Zavést metodu perfuze srdce dle Langendorffa a metodu globalniho ischemicko-
reperfuzniho poSkozeni na nasem pracovisti

2. Pozorovat vliv chladové adaptace potkana na velikost ischemicko-reperfuzniho
poskozeni levé komory srdecni

3. Zavést metodu perfuzni fixace srdci pro piipravu mikroskopickych preparati
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4. MATERIALY A METODY

4.1 Adaptace

Potkani kmene Wistar firmy Velaz byli rozdéleni do tfi skupin — kontrolni,
experimentalni chronicka, experimentalni regresni. Pro kazdou skupinu bylo celkem
pouzito 20 zvitat. Zvitata méla na zac¢atku pokusu hmotnost 250 g+ 1 g.

Experimentalni potkani byli 5 tydnii adaptovani v chladové komotie na teplotu
10 °C £ 2 °C. Experimentalni regresni potkani byli nasledn¢ na dva tydny pfemisténi
do teploty stejné, jakou méli po celych pét tydnt kontrolni potkani. Kontrolni skupina
byla po celou dobu chovana v pokojové teploté 25 °C. Vsechna zvitata byla krmena
standardni dietou ST1. Byla chovéana ve svételném rezimu 12/12 v klecich s neustalym

pristupem k vod¢ a potrave.

25°C

10°Cw=

Obr. 2: Schéma adaptace potkani v Fadu tydni. Modie kontrolni skupina, Zluté€ regresni skupina,
cervené chladova skupina (Inspirace Marvanova)

4.2 Krebs-Henseleituv pufr

Krebs-Henseleitiv (KHB) pufr je izotonickym roztokem soli a glukozy (viz
tabulka 1). Ptidavani soli a glukdzy v urcitém pofadi neni potiebné, pouze CaCl, byl
pfidavan jako posledni po malych castech, aby nedoSlo k vysrazeni vapniku do roztoku.
Roztok byl pted pouzitim sycen 30 minut medicinalnim plynem (95 % Oz2a 5 % COy)
a zahfivan na teplotu 37 °C. Pokud to bylo nutné, pH roztoku bylo upraveno tak,

aby bylo v rozmezi fyziologického pH krve, tedy mezi 7,37 — 7,40 = 0,02.
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Tab. 1: SloZeni Krebs-Henseleitova pufru

Slozka mM/I
CeH120¢ 11
NaCl 118.5
NaHCOs3 25
KH2PO4 1,2
MgSO4 1,2
KCI 4,7
CaCl> 1,2

4.3 lzolace srdce, perfuze dle Langendorffa

Potkan byl usmrcen cervikdlni dislokaci pod dohledem osoby proskolené
dle zakona ¢. 18/2004 Sb. o uznavani odborné kvalifikace na praci se zvitaty dle zakona
€. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani § 15d. V oblasti mecovitého vybézku byl
proveden vstup do téla, torakotomie. Srdce bylo vystfizeno tak, aby byla zachovana
aorta alespon v délce 1-2 mm, zavéSeno na Langendorffuv perfuzni systém. Cely proces
od usmrceni zvifete az po povéSeni srdce na perfuzni systém bylo nutné stihnout
Vv O nejrychlej§im case (do 1 minuty 30 vtefin), aby bylo zabranéno ischemickym
zménam na srdci. Srdce, ktera nebyla zavéSena do tohoto limitu, byla z pokusu
vytazena. Perfuze byla provedena KHB o teploté 37 °C a pH 7,4. Srdce bylo 15 minut
ponechano stabilizaci. Nasledné byla zahajena jeho globalni ischemie trvajici 30 minut,
zpusobena pieruSenim pratoku pufru srdcem. Béhem ischemie bylo srdce ponotfeno
do prohiivaného KHB syceného dusikem. Reperfuze byla zapocata po ischemické fazi
na dobu 30 minut (schéma Obr. 3). Poté bylo srdce snato z perfuzniho systému, jemné
arychle osuseno na filtraénim papiru a zamrazeno v -20 °C zabalené do hlinikového
obalu. Zamrazeni srdce slouzi pro lepsi manipulaci se srdcem pfi krajeni. Tento

protokol byl proveden u vsech tii skupin zvifat totozné.
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stabilizace ischemie reperfuze

10 minut 30 minut 30 minut

Obr. 3: Casova osa protokolu I/R poskozeni myokardu ex vivo

4.4 Analyza ischemicko-reperfuzniho poskozeni

K barveni srdce byl pfipraven 0,1% roztok trifenyltetrazolium choridu (TTC)
ve fosfatovém pufru (PBS) o pH 7.,4. Roztok byl dikladn¢ promichédn a zahiivan
na teplotu 37°C.

Srdce bylo po zmrazeni rozkrajeno na 5 - 6 fezil. Rezy byly barveny 0,1% roztokem
TTC v PBS po dobu 10 minut. Tato stl barvi po rozkladu dehydrogenazami
ve viabilnich bunkach tkan nacerveno (Klein et al., 1981). Po obarveni byly nakrajené
fezy ulozeny na 72 hodin do 4% formaldehydu (PFA).

Po tfech dnech byly fezy z PFA vynaty, byly odstfizeny stény pravé komory
a zbylé LV vyfoceny vzdy z obou stran, pomoci fotoaparatu Nikon D5100 a objektivu
SIGMA 105mm F2.8 MAKRO EX DG OS HSM. Snimky byly hodnoceny v programu
ImageJ. Hodnotila se plocha nekrotické tkané k celkovému obsahu fezu srdce. Vysledky

byly vyjadieny jako procento nekrotické tkan€ z celkové plochy srdce.

4.5 Zavedeni metod perfuzni fixace srdce

Pro fixaci srdce za ucelem vyroby mikroskopickych preparati je dilezité srdce
zastavit v relaxovaném stavu. K relaxaci pouzivame pufr Tyrod (v mmol/l 136,9 NacCl,
2,7 KCI, 1,8 CaCly, 0,1 MgClz, 11,9 NaHCO3, 0,4 NaH2PO4 a 5,6 CsH1206) ovsem
modifikovany, se zvySenou koncentraci K* iontti (ck= 16,2 mM/1) o pH 7,4 a pokojové
teploté asi 21°C. Srdce je timto pufrem retrogradné perfundovano do 30 vtefin, obvykle
krat§i dobu. Cim je tento krok Casové kratdi, tim difive miZeme zahajit fixaci
a zamezime tim nezddoucim ischemickym, metabolickym nebo strukturnim zménam
kardiomyocytu. Pokud je srdce napohled relaxované, zahajime bez prodleni perfuzi 4%
formaldehydem o pokojové teploté na dobu asi 3 minut. Srdce po sejmuti z fixa¢niho
aparatu zbavime sini, rozfizneme piiblizn¢ v poloviné¢ komor tak, aby vznikly podobné
velké cCasti apikdlni a bazdlni a 3 hodiny nechame fixovat ve 4% formaldehydu.

Nasledné ulozime ¢asti srdce do 8% sacharozy pres noc.
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4.6 Hmotnost téla a srdce

Pro kontrolu pfijmu potravy potkanii, ktery by mohl byt ze stresu z pfili§ nizkych
teplot nedostate¢ny a pro vylouceni protektivniho vlivu kalorické restrikce, byl kazdy
potkan pravidelné jednou za tyden vazen na laboratornich vahach. Namétené hmotnosti
byly zapsany do tabulek (ptiloha B), které¢ byly pribézné hodnoceny.

Pomér hmotnosti srdce (HW) a hmotnosti téla (BW) urcuje, zda dochazi
pii adaptaci napiiklad ke zméné velikosti srdce nebo poklesu hmotnosti. Mize
odhalit hypertrofii. Hmotnosti srdce byly zaznamenavany u skupin potkanu, které

nebyly zahrnuty v experimentu I/R poskozeni srdce.

4.7 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena mezi dvéma skupinami neparovym t-testem.
Khodnoceni byl pouzit program GraphPad Prism 5. Za statisticky vyznamna byla
povazovana data, pokud p<0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Perfuze dle Langendorffa, globalni ischemie

Metoda perfuze srdce dle Langendorffa a globalni ischemie byla zavedena
za konzultaci a pomoci prof. Kolare, dr. Neckaire a dr. Mandikové z Fyziologického
tstavu AV CR. Ke standardizaci a optimalizaci podminek byly pouzity poznatky
z odbornych ¢lanka (Bell et al., 2011). Byla pouzita peristalticka pumpa s nastavenym
pratokem 12 ml.min, kterd pumpovala KHB pfes ohiivaci kolonu do aorty navletené
na ocelovou kanylu. Srdce bylo po celou dobu v zahtivaci komirce, v jejichZ sténach
proudilo ohfivaci médium o teploté¢ 37 °C, ¢imz bylo zamezeno podchlazeni srdce.

Efluent byl odvadén do odpadu.
5.2 Hmotnost zviiat

Primérna hmotnost zvitat pfed experimentem ischemicko-reperfuzniho poskozeni

se nelisila statisticky prikaznym rozdilem.

Kontrola hmotnosti v den pokusu
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Graf 2: Hmotnosti zvifat pi‘ed experimentem ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Mezi skupinami
nebyl statisticky vyznamny rozdil (nk=18, nr=10, *p<0, 05, mk = 431.2 + 7.388 g, mr = 410.7
+12.49 g).
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5.3 Stanoveni velikosti I/R poSkozeni LV
Krajeni, barveni, fotografovani a hodnoceni srdce bylo zavedeno dle konzultaci

kolegli z Fyziologického ustavu AV CR, a postupné doplnéno a piizptisobeno nasim

podminkam.

. N \ - . J 4 P /!
Obr. 4: Srovnani srdce kontroly (A) a dvoutydenni regrese (B). Nakrajena srdce barvena 1% TTC,

nekroticka mista odbarvena 3 dny 4% formaldehydem. Foceno fotoaparatem Nikon D5100
s objektivem SIGMA 105mm F2.8 MAKRO EX DG OS HSM na Petriho miskach.

Protokol I/R poskozeni srdce ex vivo ukazal, ze chladova adaptace potkana ma
prokazatelné pozitivni u¢inky po 14 dnech teplotni regrese, ve smyslu zmenseni plochy
nekrotické tkané na fezech barvenych TTC (viz graf 3). Nekroza postihla 20 % plochy
fezi kontrolnich srdci, zatimco srdce potkanti regresniho protokolu byla postizena

nekrdézou o 65 % méng¢, s plochou nekrozy fezt 7 %.

I/R poskozeni LV

*%k%k

% /IR poskozeni
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o

Graf 3: Ischemicko-reperfuzni poskozeni levé komory srdeéni potkana (nk=18, nr=10, ***p<0,0001)
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5.4 Fixace srdce pro pripravu mikroskopickych preparati

Fixace srdce byla ptvodné zavedena ve spolupraci s prof. Kolafem
z Fyziologického ustavu AV CR. Poté byl protokol modifikovan po konzultaci
s dr. Martou Novotovou z Ustavu molekularnej fyziologie a genetiky SAV v Bratislavé.
Drobné upravy protokolu jsem provedl na zaklad¢ rozdilnych podminek na naSem
pracovisti. Rozdil mezi dobfe a $patn¢ fixovanym srdcem ilustruji nasledujici obrazky
(Obr. 5, Obr. 6). Mym tkolem, vedle prezentovanych vysledkd, byla fixace vSech srdci
v nasi laboratofi. Kvalita fixace a fezli a obrazki B. Elsnicové byla ocenéna

na mezinarodni konferenci v Pafizi francouzskymi kolegy a protokol jsme jim

S potéSenim poskytli ke vS§eobecnému uziti.

Obr. 5: Fixované relaxované srdce ve fluorescenénim mikroskopu. Cervené phalloidinem znaéeny
aktin sarkomer, modie DAPI znafenda jiadra kardiomyocytu (autor: Mairio Heles;
fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX 81).

Obr. 6: Fixované kontrahované srdce ve fluorescenénim mikroskopu. Cervené phalloidinem
znaceny aktin sarkomer, modie DAPI znacena jadra kardiomyocytu (autor: Mario HeleS;
fluorescencni mikroskop Olympus IX 81).

26



6. DISKUZE

V piedlozené praci jsem po zavedeni metodickych piistupi stanovil velikost
infarktu u kontrolnich a experimentalnich zvifat po 5 tydnech chladové adaptace
a naslednych dvou tydnech ve standardnich tepelnych podminkédch. Tento model jsme
zvolili jako idealni pro méfeni pietrvavajicich disledkt chladové adaptace po zvazeni
technickych a metodickych komplikaci, které by mohly nastat v ptipadé¢ odbéru srdce
ihned po adaptaci. Pokud bychom analyzovali srdce ihned po adaptaci, tak by byl
potkan vystaven nahlému vzestupu teploty okoli, coz by mohlo vyvolat zvySenou
odpovéd’ na urovni Heat shock protein (HSP), které jsou zndmé jako protektivni
(Currie et al., 1988; Karmazyn et al., 1990). Odbér srdce v chladu a pfenos do vzdalené
mistnosti jsme téZ nepovazovali za idealni protokol. Potkan byl prikazné adaptovan
nachlad po péti tydnech (Jansky et al., 1996; Xing et al., 2014), kdy bylo mozné

pouhym okem vidét interscapularni zasobu BAT, ktera vazila zhruba 1 gram.

e

7 A

)

Obr. 5: Schéma potkana, ¢erné vyznaceno misto vzniku makroskopického mezilopatkového
zasobniku BAT. (upraveno dle: Cannon and Nedergaard, 2004)

Co se tyka chronické adaptace na chlad, v literatufe se setkavame s mnoha pracemi
(Arnold and Richard, 1987; Puerta and Abelenda, 1987; Stancic et al., 2013;
Vybiral et al., 1985), ve kterych bylo uzivano velmi nizkych teplot 2-6°C. Pfi takto
nizkych teplotach byly zjistény poruchy na turovni ledvin i nadledvin, vyvolané
dehydrataci zpisobenou chladem (Fregly, 1982). ZanaSich podminek nebylo zadné
poskozeni prokazano (Marvanova, 2015). Objevovaly se i pfiznaky hypertenze
a nasledné hypertrofie (Sun et al., 1997). Proto jsme zvolili vyssi teplotu adaptace,
abychom piedesli t€émto negativnim dopadim. Marvanova ve své diplomové praci
vysetrovala mo¢ a nezaznamenala zadné negativni duasledky této adaptace.

Ani hypertrofie srdce se nejevi u tohoto modelu jako vyznamny duasledek, snizena
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hmotnost adaptovanych potkani je vysvétlovana vyS$$im energetickym vydejem
(Marvanova, 2015).

Jako perfuzat pro srdce ex vivo se nejcastéji pouziva roztok Tyrod (Frosini et al.,
2012) nebo Krebs-Henseleitav pufr (KHB - pro slozeni viz kapitolu 4 - materialy
a metody). V zavislosti na experimentu se oba roztoky uzivaji v riznych modifikacich
a to naptiklad bez Ca?*, s vysokym obsahem ionti K*, s hovézim sérovym albuminem,
volnymi mastnymi kyselinami nebo 1é¢ivy atp. (Freisleben, 2000; Park et al., 2016;
Xue et al., 2011). Srdce v naSem experimentu byla perfundovana nemodifikovanym
KHB namichanym dle tab. 1.

Zvlastnosti KHB, je vysoka koncentrace glukézy v roztoku (10 — 11 mmol/l)
vhledem k fyziologické koncentraci glukézy v krvi (5 mmol/l). Takto vysoka
koncentrace glukdézy je substituci za absenci mastnych kyselin a pyruvatu, tedy
piirozenych substratii pro metabolizmus srdce (Stanley et al., 2005). Zde se ukazuje asi
nejvetsi nevyhoda KHB, tedy absence velkého mnozstvi latek bézné se vyskytujicich
v krevni plazmé, nejen majoritniho substratu pro metabolismus srdce ¢i kreatinu,
ale také hormont, bilkovin atp. Samoziejmé dalsi nevyhodou je omezené mnozstvi
kysliku, rozpuSténého v roztoku, pro oxidativni fosforylaci. I proto se nékdy pouzivaji
perfuzaty s pfidanymi krevnimi elementy, ¢i rovnou krev (Clements-Jewery et al., 2002;
Pasini et al., 1999; Qiu and Hearse, 1992). Nastupem experimentd in vivo se vSak
perfuze krvi pfestala témét pouzivat, protoze tim odpadly jeji nevyhody. Hormonalni
vliv darce krve, vétsi spotfeba zvifat, hemolyza a dalsi. Pfi pouziti perfuzatu
s ¢ervenymi krvinkami byly pouZzivany hovézi ¢ervené krvinky v modifikovaném KHB.
Tento typ perfuzatu je velmi Casové naroény na piipravu a dokonce i na material.
Nebot’, pro snizeni poctu lyzovanych Cervenych krvinek, pii pfipravé je vhodné se
vyhnout sklenénym nadobam a pouzivat predevsim plast. Stejné jako perfuze krvi ma
perfuze KHB s ¢ervenymi krvinkami své vyhody - snizeni rizika edému srdce,
pomalejsi snizovani kvality kontrakce, neZ je tomu u perfuze samostatnym KHB, asi 5
% za hodinu, ptiblizeni koronarnimu pratoku in vivo 2-3 ml/min. Imunologicka reakce
hovézich erytrocytli se srdcem potkana je malo pravdépodobnd, protoze pfipraveny
perfuzat by mél byt prost bilych krvinek (Sutherland & Hearse, 2000).

Pomérn¢ zasadni v kazdém protokolu je Casovy protokol pro stabilizaci srdce,

iIschemii, at’ uz globalni nebo regionalni, a trvani reperfuze. Existuje nespocet clankt
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o0 ischemicko-reperfuznim poskozeni srdce ex vivo sodlisné¢ dlouhymi protokoly.
Casové tseky jednotlivych fazi protokoltt I/R poskozeni izolovaného srdce se ¢asto
méni v zavislosti na kmeni zvifete, druhu experimentu aj. Stabilizace srdce je dulezita
pro zotaveni srdce po vyjmuti z téla zvifete a nasazeni na perfuzni systém. Doporucena
doba stabilizace je 15-20 minut (Bell et al., 2011), najdeme vSak i ¢lanky, kde je
stabilizace ptilhodinova (Li et al., 2016). Ischemie muze trvat libovolné dlouhou dobu.
Ucelem experimentu miize byt pouhd ischemizace srdce bez vzniku nekrotickych
lozisek nebo naopak vyvolani nekrotickych zmén na myokardu. Ischemii miizeme
vyvolat bud’ globalné, nebo regionalné. Pro globalni ischemie se pouzivaji dva
protokoly bud’ tzv. ,,no flow* (bez prutoku), nebo ,slow flow* (malym pritokem).
Standardni doba pro vyvolani I/R poskozeni v rozsahu asi 40 % pii pouziti globalni
,,no flow* ischemie je mezi 20 — 35 minutami (Manukyan et al., 2011). Napiiklad Qiu
s Hearsem (1992) méli v jednom z experimentd i 105 minut trvajici globalni ischemii.
Naproti tomu, regionalni ischemie je pisobena standardné 30 — 40 minut podvazem levé
sestupné koronarni tepny. Doba trvani reperfuze mize byt velmi variabilni a jeji délka
se srostoucim poznanim molekularnich a bunéénych mechanismt méni. Zalezi zde
i na druhu pouzitého zvifeciho modelu. U mysi byl doporuceny ¢as reperfuze 60 minut,
u potkana 120 minut. Experimenty prokézaly, Ze dehydrogenédzy jsou z mySiho srdce
plné¢ vymyty jiz po 30 minutach, z potkaniho po 60 minutach (Ferrera et al., 2009;
Schwarz et al., 2000).

Ve svém protokolu jsem provedl 10 minutovou stabilizaci, na konci vykazovalo
srdce normalni rytmus a tepovou frekvenci nad 120 uderd za minutu. Stabilizaci
nasledovala 30 minutova globalni ,,no flow* ischemie, kterou doporudil prof. Kolaf#
(ustni sde€leni), je doporuovana v odbornych ¢lancich (Bell et al., 2011)
a Vv predbéznych experimentech se mi osvédcila. Reperfuzi jsem do svého protokolu
zvolil 30 minutovou jako kompromis mezi nejkratsi publikovanou, o délce 15 minut
(Teng et al., 2015), a nejcastéji provadénou 60 minutovou. Dr. Neckai doporucoval
reperfuzi minimalné hodinovou, Iépe dvouhodinovou (Ustni sdé€leni). Nicméné se
vzrustajicim ¢asem, béhem kterého je srdce zavéSené na kanyle bez jakéhokoliv zasahu,
se zhorSuje prace LV minimalné 0 5-10 % za hodinu (Sutherland et al., 2003) a nartsta

edém.
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Velikost ischemicko-reperfuzniho poskozeni LV regresni skupiny se signifikantné
lisila od kontroly 0 65 %. Na zaklad¢ téchto méteni predpokladdme, ze fyziologické
zmény vyvolané chladovou adaptaci jsou 14 dni po jejim skonceni kardioprotektivni.
Tento vysledek nelze porovnavat s literarnimi daji, nebot’ jsem nenasel, ze by nékdo
stanovil velikost ischemicko-reperfuzniho poskozeni po adaptaci na chlad.

Moznou pfi¢inou kardioprotekce chladové adaptace by mohly byt rizné
hormonalni zmény, které jsou s ni spojené. Chladova adaptace plisobi na svém zacatku
jako vyznamny stresor, podobn¢ jako jednorazova chladova expozice (Huttunen et al.,
2001). Dochazi tedy k uvolnovani noradrenalinu, nasledné k celkové reakci organismu
na vliv zvyseného tonu sympatiku, jako je vazokonstrikce a rozvoj termogeneze
Vv kosternich svalech (Astrup et al., 1989; Dronjak et al., 2004). Na rozdil od hlodavci,
kterym zvySuje noradrenalin v akutnim chladu termogenezi, ¢lovék nema termogenni
systém tak mnoho zavisly na noradrenalinu. Noradrenalin také nevyvolava u otuzilého
Clovéka zvySeni metabolizmu oproti kontrole (Lesna et al., 1999). Ke zméndm
Vv adrenergni signalizaci vSak dochdzi po celou dobu adaptace a to pfredevSim ve
stresové fazi adaptace, pii které dochazi k desenzitizaci adrenoreceptorl, jako pfi
mnoha druzich stresu (Fitzgerald et al., 1981; Jansky et al., 2007).

Dalsim stresovym hormonem vyplavovanym do krve pii akutni chladové reakci je
kortikosteron, glukokortikoidni hormon, prekurzor aldosteronu (Bramham et al., 1998).
Bylo prokdzano, ze akutni chlad zvySuje u potkana hladinu kortikosteronu minimalné
na 24 hodin (Ustunel et al., 2014). Na izolovanych kardiomyocytech byl pozorovan vliv
kortikosteronu na L-typ Ca?* proud, ktery byl pod jeho vlivem zvysen (Wagner et al.,
2011). Dalsi poznatky vztahujici se ke vlivu kortikosteronu na srdce nebyly nalezeny.

Na zvySenou adrenergni signalizaci navazuje stimulace funkce tyroidnich hormonti
zvysSenou aktivaci deiodaz (Silva and Larsen, 1983). Tyroidni hormony se podileji na
rozvoji netfesové termogeneze spolu S B3 adrenergni drahou. Mimo jiné maji téz piimy
vliv na spravny vyvoj srdce, mikromorfologii kardiomyocytu (White and Dauncey,
1999) expresi rychlych srdecnich izoforem tézkych fetézci myozinu (Arnostova et al.,
2011). Tyroidni hormony zvySuji expresi UCP1 proteinu, ktery slouzi k tepelné
produkci v BAT (Krauss et al., 2005). V BAT mizeme najit také UCP3, ktery je dale
ve vétsim mnozstvi exprimovan v kosternich svalech (Vidal-Puig et al., 1997). UCP3 je

vSak exprimovan i v srdci chronicky zatizeném infarktem (Murray et al., 2008),
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pii vysokém piijmu mastnych kyselin (Krauss et al., 2005) nebo 1é¢bé tyroidnimi
hormony (Buroker et al., 2007). Ex vivo provedené ischemicko-reperfuzni poskozeni
potkaniho srdce vykazovalo lepsi zotaveni po IPC, ktery prokazatelné zvysil hladinu
UCP3. Zasadni kardioprotektivni role rozpfazeni zapii¢inénému proteinem UCP3 byla
nasledn¢ potvrzena (Ozcan et al., 2013). U lidi vystavenych chladnému vzduchu
o teplot¢ 5 -10 °C, pal hodiny, nebo par hodin, nebyla naméfena zména tyroidnich
hormonut ani tyroideu stimulujiciho hormonu (TSH) v séru (Hershman et al., 1970;
Leppiluoto et al., 1988). Avsak v praci Hermanussena (1995) koncentrace TSH v séru
byla prokazatelné vyssi jak po jednom, tak po opakovanych vstupech do chladné vody.
Dale, po nékolika hodinach prace v mrazicim boxu (-20 °C) sérova hadina celkovych
Tsza T4 klesla. U jinych pracovniki denné pracujicich v nizkych teplotach
mezi -10 a 8 °C celkova hladina Tz Klesla, ale vzrostla hladina volného Tz (Solter and
Misjak, 1989). Zebiicky pruhované (Danio rerio) adaptované na nizké teploty
vykazovaly vys§i srde¢ni frekvenci a aktivitu sarkoplazmatické Ca?*-ATPazy.
Pii vyvolaném nedostatku Tz tato odpovéd na hypotermii nenastala, a obracené
po umélém dodani tohoto hormonu se obnovila (Little and Seebacher, 2014).
Nesrovnalosti v naméfenych hodnotach mezi pracemi mohou byt zpusobené napiiklad
rozdilnymi experimentalnimi pfistupy. Pochopeni vlivu chladové adaptace na produkci
tyroidnich hormonti bude vyZadovat sjednoceni protokoli minimalné¢ ve smyslu
zpisobu chladové adaptace, jeji délky, intenzity. Na konci nasi adaptace jsme
po jednom méteni Zadné zmény v T3 nenasli (nepublikovano). Tyto parametry se 1isi
Vv ramci citovanych praci, stejné jako druhy organizmu (¢lovek, prase, potkan, morce,
ryba), na kterych je vztah chladové adaptace k tyroidni regulaci pozorovan (Little and
Seebacher, 2014; Macari et al., 1983; Solter and Misjak, 1989; Yamada et al., 1965).
Chladova adaptace ma prokazatelny vliv i na posileni ochrany pfed ROS (Ozcan et al.,
2013), coz bylo prokazano i u otuzilci (Lubkowska et al., 2013). V prvni fazi byly
sledovany zmeény v hladiné Cu-Zn SOD v kosternim svalstvu, kterd se v druhé fazi
vratila do hodnot namétfenych u kontrolnich potkand. V obou fazich byla vSak
sledovana zvySena aktivita katalazy, glutation reduktazy, Mn SOD i glutation
peroxidazy (Petrovic et al., 2008).

Snahou spravné fixace srdce je dostate¢né rychlost pro zachovani uspoiadani

morfologie buiiky nejpodobn&jsi nativnimu stavu pred fixaci. Uspé&$nost fixace nelze
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ovérit, dokud neni fez srdce pod mikroskopem. Relaxované srdce ma délku sarkomery
maximalné 2,3 um, ale lze je rozpoznat jiz pii fixaci v PFA. Dutina levé komory je
prostorna a srde¢ni sténa LV je relativné tenkd. Pokud je srdce kontrahované, prostor
LV je zmenSeny, jeji sténa relativné ztlustéld. Ve fluorescenénim mikroskopu tvoii
phalloidinem znaceny aktin sarkomer hyperkontrahovaného (délka sarkomery 0,9 pm)
srdce zdanlivé prouzky. Relaxované srdce ma pfi stejném znaCeni aktin sarkomer
V postaveni piipominajici obdélniky (viz kapitolu 5.4). Srdce =zistalo v kontrakci

pravdépodobné po nedikladné perfuzi relaxaénim roztokem.
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7. ZAVER

Mirny model adaptace na chlad prezentovany v této praci se jevi jako dostacujici
pro studium ischemicko-reperfuzniho poskozeni srdce u potkani adaptovanych
na chlad. Potkani méli vyvinutou BAT 1 po dvou tydnech teplotni regrese, coz znamena
pretrvani uc¢inka adaptace, které jsme predpokladali. Ischemicko-reperfuzni poskozeni
navozené u kontrolni a experimentalni skupiny zvifat 30 minutovou globalni ischemii
bez prutoku nasledovanou 30 minutami reperfuze vyrazné pokleslo u experimentalni
skupiny zvitat. Tento experiment bychom radi nyni zopakovali na modelu srdce in vivo,
abychom se pfiblizili co nejvice realnému fyziologickému stavu. Molekularni podstata
protekce vyvolané mirnym chladem neni znama a ¢eka na postupné objasnéni
standardizovanymi experimenty. Moznymi faktory ovliviiujici toleranci srdce
k ischemii by mohly byt adrenergni signalizace, tyroidni hormony, jejich spole¢ny
ucinek pres UCP, apod.

Spravna a co nejrychlejsi fixace srdce je zakladem pro kvalitni obraz a studium
molekularné-morfologickych jevii myokardu. To je zajisténo rychlym a pifesnym
povésenim srdce na perfuzni soustavu (modifikovany Langendorff), dale kratkou,
ale ti¢innou relaxaci a co nejrychleji zapocatou perfuzni fixaci. Vypracovali jsme dobry

protokol pro fixaci a dostatek praxe mi umoznil dosdhnout co nejlepsich vysledk.
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9. PRILOHOVA CAST

Ptiloha A: Tabulka pro zapisovani experimentalniho protokolu

Cislo potkana: Skupina: Datum:

Poznamky:

Hmotnost [g]:

Stabilizace [min]

Ischemie [min]

Reperfuze [min]
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Ptiloha B: Ilustrace tydenniho zapisovani hmotnosti

~

C. (el (] (gl (] (gl (gl (gl (g] (g]
p. |Typad. [14.12.2015 |[g]21.12.|28.12. |4.1.2016 |[g]11.1.|18.1. |25.1. [4.2.2016 |[8.2.2016 |15.2.2016 |22.2.2016
1| kontrola 259 303 326 356 378 393
2 | kontrola 246 284 310 340 357 367 387 400 403 415 424
3 [ kontrola 265 300 327 350 372 387 403 406
4| kontrola 246 280 307 338 356 367 389
5 | kontrola 263 306 335 359 384 399 412 430 433 442 458
6 | kontrola 257 284 306 330 346 356 369 382 385 390
7 | kontrola 302 347 375 409 431 445 367 374 480
8 | kontrola 268 291 318 335 349 356 368 380 382 393 403
9 | kontrola 205 235 260 338
10 | kontrola 279 309 333 357 373 385 399 416 416
11 | kontrola 259 293 316 337 357 369 386 398 396
12 | kontrola 266 295 320 341 358 375 387 409 407
13 | kontrola 291 319 338 356 366 377 390 403 408 410 424 422
14 | kontrola 294 327 353 380 397 409 419 403 401 407 423 436
15 | kontrola 287 317 345 371 388 405 419 429 438 448 455 458
16 | kontrola 296 320 344 374 389 399 414 434 438 444 452 459
17 | kontrola 285 320 345 376 388 400 426 442 445 450
18 | kontrola 287 320 332 367 379 393 406 426 426 431
19 | kontrola 285 320 337 353 371 380 393 400 403 408
20 | kontrola 270 300 324 341 357 369 386 395 401 403
21 | kontrola 308 340 366 389 414 428 448 468 469 480
22 | kontrola 281 318 338 365 380 393 409 427 431 438 449
23 | kontrola 282 315 342 363 377 393 409 424 429
24 | kontrola 261 290 312 333 344 355 371 390 395 398 414
25 | kontrola 279 313 334 360 377 392 407 421 422 425
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