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Abstrakt:

Ischemicky conditioning na dalku, nebo také ischemicky remote conditioning, je
experimentalni 1é¢ebna metoda slouzici k ochrané srdce (nebo jinych organt)
proti ischemicko-reperfuznimu poskozeni. Na rozdil od klasického conditioningu, kdy se
proces spousti po sérii kratkych ischemii pfimo na cilovém organu, se u conditioningu na dalku
aktivuje ochranné funkce pomoci sérii kratkych ischemii a naslednych reperfuzi vykonanych
na vzdalené tkani, nejcastéji se jedna o zaskrceni koncetiny. Pienos signalu ze vzdalené¢ho
organu do cilového organu je zprostiedkovan neurondlni a humoralni cestou. Metoda je
aplikovatelna jako pre-conditioning, tedy pied ptredpoklddanou dlouhodobou ischemii, jako
per-conditioning, tedy béhem dlouhodobé ischemie a — také jako post-conditioning po
dlouhodobé ischemii. Jedna se o bezpe¢nou, neinvazivni, lehce proveditelnou a levnou metodu.
V této bakaléaiské praci jsou popsany dosud poznané molekularni mechanismy, kterymi se

conditioning na dalku muze podilet na vzniku kardioprotekce.

Klic¢ova slova:

Srdce,  ischemicky  conditioning na  dalku, ischemicky conditioning,

ischemicko-reperfuzni poskozeni, kardioprotekce, experimentalni 1é¢ba.



Abstract:

Ischemic remote conditioning is an experimental treatment method serving for the
protection of heart (or other organs) against ischemia-reperfusion injury. In comparison with
the regular conditioning, where the process is initiated by sequence of short ischemias
performed directly on the target organ, protective function of the remote conditioning is
activated via sequence of short ischemias and following reperfusions executed on a remote
tissue — usually by strangulating an upper limb. Transmission of the signal from the remote
organ to the target organ is mediated via neuronal and humoral routes. Method can be applied
as pre-conditioning, before the presumed long-term ischemia, and per-conditioning, during
long-term ischemia, or as post-conditioning after a long-term ischemia. It is quite safe, non-
invasive, inexpensive and easily feasible method. This thesis describes the so far identified
molecular mechanisms involved in the development of cardioprotection mediated by remote

conditioning.

Key words:

Heart, ischemic remote conditioning, ischemic conditioning, ischemia-reperfusion

injury, cardioprotection, experimental treatment.
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1 Uvod

Tato prace si klade za cil shrnout informace o principech, mechanismech a vyuziti jevu,
ktery se jmenuje ,,ischemicky conditioning na dalku®, ale je také znamy jako ,,ischemicky
remote conditioning™ (RIC). RIC je experimentalni 1é¢ebnd metoda, jejiz cilem je snizit
zavaznost ischemicko-reperfuzniho poskozeni srdce a jinych orgdnti pomoci pfirozené ochrany
téla pfed poSkozenim tkani. K jejimu provedeni je tfeba aplikovat nékolik kratkych sérii
ischemie a nasledné reperfuze na vzdaleném orgéanu - tkani - nejcastéji na horni nebo dolni

kondeting.

V roce 1993 Przyklenkova a kol. ptisli s objevem ischemického remote conditioningu.
Diky studiim na psech dokazali, ze kardioprotektivni vliv klasického conditioningu je

univerzalni a mize byt aktivovan i ze vzdalené¢ho organu.

Mechanismy ischemického conditioningu na dalku jsou velmi podobné mechanismiim
ischemického conditioningu, které zahrnuji pfedevsim signalni drahy RISK a SAFE. Cesta,
ktera vede od vzdaleného organu do organu, ktery ma byt ochranén, vsak stale neni upln¢ jasné
popsana. Existuje mnoho studii, které popisuji velké mnozstvi riznych signalnich molekul
a mechanism, které by mohly stat za kardioprotektivnimi ti€¢inky ischemického conditioningu.
V této praci bude jako hlavni cilovy organ vystupovat srdce. Pokusim se alespoil kratce
predstavit nékteré z hlavnich teorii, pfedstavovat podrobnéji vSechny teorie neni vzhledem

k jejich velkému mnozstvi mozné.

V soucasné dobé se setkdvame se tfemi teoriemi, které navrhuji, jakym zptisobem
dochazi ke zprostiedkovani zvySené protekce cilového organu ovlivnénim jiné vzdalené ¢asti
téla. Humoralni teorie hovoti o tom, Ze krev odebrana z zZivocicha, ktery byl podroben RIC,
muze zmens$it zavaznost ischemicko-reperfuzniho poskozeni jiného zivocicha, je-li mu

transplantovana. Celd humoralni teorie stoji na zméné koncentrace latek v séru.

Neuronalni teorie fika, Ze aferentni nervy vyslou po aktivaci adenosinem nebo
bradykininem signal, ktery je do srdce dopraven sympatickymi a parasympatickymi vldkny.
Tato teorie byla ovéfovana pomoci gangliovych blokatort. Je jasné, Ze neuronalni cesta je

k funkci RIC nezbytna.

Teorie genové exprese zkouma vliv zmény genové exprese na RIC. V ramci této teorie

je individualné zkouman naptiklad NF-xB, Egr-1 nebo aktivace leukocyta.



2 Ischemicka choroba srdec¢ni

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je onemocnéni, které vznika v disledku akutniho
nebo chronického omezeni pratoku krve cévami srdce. Nejcastéjsim omezenim byvaji zmény
na véncitych tepnach, které¢ zamezi pfitékani krve do urcité oblasti srde¢niho svalu. Zde pak
vznikne nepomér mezi dodavkou a spotiebou kysliku - tedy Cast srde¢ni tkané je hypoxicka

a dojde k ischemii, ktera miize vyustit az v nekrozu (Spinar a kol. 2003).

2.1 Ischemicko-reperfuzni poskozeni

Ischemicko-reperfuzni poskozeni (IRP) je poskozeni tkané zpusobené dlouhodobou
ischemii a naslednou reperfuzi tkané. IRP je vyznamny jev, zv1asté pro vysoky vyskyt akutnich
infarkt myokardu (AIM). Stupen poskozeni myokardu je z&visly na délce ischemie a zasazené

oblasti (Reimer et al., 1977).

2.1.1 Poskozeni zptsobené ischemii

Pokud se myokardu nedostava dostate¢né mnozstvi kysliku, za¢ne se sniZovat hladina
metabolickych substratil a snizi se produkce adenosintrifostatu (ATP), ktery v myokardu bézné
vznika béhem oxidativni fosforylace. Pokud ATP neni v dostate¢ném mnozstvi, aktivuje se
anaerobni metabolismus, prestava fungovat Na*/K™-ATPaza a naru$i se piijem ionti
sarkoplazmatickym retikulem (SR). Diky nefunkénosti Na*/K*™-ATPazy dojde ke zvyseni
koncentrace Na* a K* iontd v bufice, k poskozeni sarkoplasmatického retikula a k nekroze
bunky (obr. 1) (Ferdinandy a kol., 2007).



Obrazek 1: Zména koncentraci latek v myokardu béhem poskozeni zpisobeného

ischemii.

2.1.2 Poskozeni zpiisobené reperfuzi

Reperfuze znamena obnoveni ptivodu krve do ischemické ¢asti myokardu. Pro preziti
ischemii postizenych bunék je reperfuze nezbytna, ale mize ptsobit i §kodlivé (Ferdinandy
a kol., 2007). Pii reperfuzi dojde k névratu fyziologického zasobeni tkan¢ O2, obnové aktivity
mitochondrii, membranového potencialu a produkce ATP. Dojde Kk nahlé reoxygenaci
a reaktivaci elektrontransportniho fetézce, produkujiciho reaktivni formu kysliku (ROS), ktery
stimuluje tvorbu reaktivnich forem dusiku (RNS), a nasledné dochazi k dal§imu uvolfiovani
ROS (DeWall et al., 1971). Vznik a uvoliiovani reaktivnich forem kysliku a dusiku mtize mit
za nasledek poskozeni SR a vstup Na* ionti do mitochondrii. Vlivem odplavovani protond
v buiice vzrusta pH (obr. 2). VSechny tyto zmény mohou vést k otevieni mitochondrialniho
poru prechodné permeability (MPTP), ktery hraje kli¢ovou roli v aktivaci nekrozy (Ferdinandy
a kol., 2007).
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Obrazek 2: Zména koncentraci latek v myokardu béhem poskozeni zplsobeného

reperfuzi.
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3 Ischemicky conditioning

Diive nez pfistoupim K popisu samotného conditioningu na dalku — remote

conditioningu, je potieba alespoinl obecné popsat mechanismy klasického conditioningu.

Ischemicky conditioning je obecné jev, pii némz diky kratkym sériim ischemie dojde
k protekci tkani proti ischemicko-reperfuznimu poskozeni. Ischemicky conditioning se dale
déli podle mista ptisobeni a nacasovani. U vSech typt ischemického conditioningu se stale
pohybujeme ve fazi vyzkumu, piesto je v posledni dobé velkd snaha o uvedeni ziskanych

poznatkt do klinické praxe.

3.1 Ischemicky preconditioning

Ischemicky preconditioning (IPC) byl objeven v roce 1968 (Murry a kol., 1968), kdy
byli experimentu podrobeni psi. Jednalo se o experiment, pfi némz byli psi vystaveni ¢tyfem
cyklim pétiminutové ischemie a pétiminutové reperfuze bezprosttedné ptred tim, nez prodélali
fizenou 40-ti minutovou ischemickou pitihodu. Po reperfuzi bylo poskozeni o 75 % niZsi oproti
kontrolni skupiné (Heusch G., 2015). Stejny jev byl postupné pozorovan u mnoha druhii véetné

cloveka (Yellon a kol., 1993). IPC miizeme rozd¢lit do dvou fazi - akutni a pozdni faze.

Akutni faze (first window) nebo také klasicky IPC zacind okamzité po stimulech
vyvolavajicich preconditioning, trva 2—4 hodiny. V akutni fazi pozorujeme vyssi protektivni
ucinek vuci nekréze bunek (Marber a kol. 1993). Kardiomyocyty béhem akutni fdze uvoliuji
molekuly adenosinu, bradykininu a endorfint a ty aktivaci pfislusnych receptort a G proteind

spousti signalni cesty, které nepomahaji kardioprotekci (Heusch, 2015).

Druha faze (second window), nebo také pozdni faze, zacina az po 12-24 hodinach a trva
2-3 dny. Druhé faze mé méné protektivni u¢inek na nekrézu myokardu, ale vice chrani proti
omraceni myokardu (Yellon a kol., 2003) (myocardial stunning = omraceni myokardu; jde
0 lokalni dysfunkci myokardu, ktera miize nastat po odeznéni ischemie a obnoveni perfuze).
Na rozdil od akutni faze nevyuziva tato faze okamzité dostupné latky, ale efektivné vyuziva
zvySeni exprese cytokini a rustovych faktori prostfednictvim jejich de novo syntézy (Heusch,
2015).
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Signalni drahy aktivované béhem IPC se oznacuji zkratkami RISK (Reperfusion-

Induced Salvage Kinase pathway) a SAFE (Survivor Activating Factor Enhancement pathway).

Signalni draha RISK mize byt aktivovana ve chvili, kdy se adenosin, bradykin nebo
opioidy navazou na piislusné receptory spirazené s G-proteiny (GPCR) na membran¢ bunky
(obr. 3). Po jejich aktivaci vstupuji do hry hlavni kindzy ERK1/2 (extracelularnim signalem
regulovana kinaza 5) a PI3K-Akt (fosfatidyl-inositol 3-kinaza). Zejména posledné jmenovana
je dilezitou anti-apoptotickou kinazou, ktera mimo jiné aktivuje eNOS (endotelova syntaza)
a HK2 (hexokindza 2). eNOS pomoci syntézy NO aktivuje cGMP (cyklicky
guanosinmonofosfat), ktery je ve zvySené koncentraci aktivatnim prvkem pro
PKG (proteinkinaza G). PKG potom zajisti aktivaci PKC-g, ale jak k tomu dochazi, zatim neni
uplné jasné. Jisté je, ze PKC-¢ ma kardioprotektivni u¢inek, coz dokazal, vice nez pied 10 lety,
Ytrehus a kol. Pii vyzkumu na mySich modelech tehdy inhibovali funkci PKC
a kardioprotektivni u¢inky se Vv tomto piipadé neprojevily. Katp kandly jsou neaktivni pfi
normalnich hladinach bunécného ATP ale vzhledem k tomu, ze ATP je béhem hypoxie
vyCerpan, zvysuje aktivitu téchto kanald k vystupu K* a hyperpolarizaci. Coz je ziejmé ve snaze
chranit buniky a minimalizovat poskozeni zptisobené hypoxii. Tak dojde k aktivaci mitKartp
(mitochondrialni ATP sensitivni K* kanal), ktery je pii dostatku ATP neaktivni, ov§em pfi
nedostatku se zvySuje jeho aktivita a tim dojde k vyliti K™ a hyperpolarizaci. MitKatp miiZe byt
také velmi dobfe aktivovan uméle pomoci diazoxidu (Santos a kol., 2002). Vime, Ze otevieni
mitKarp kanald v cilovém organu pied nebo bezprostfedné po nastupu dlouhodobé ischemie
snizi rychlost hydrolyzy ATP nebo rychlost ATPazové aktivity v mitochondriich, coZz ma
kardioprotektivni €inek. Diky tomu se snizi rychlost spotieby ATP b&hem reperfuze (Santos
a kol., 2002). Dalsim kardioprotektivnim t¢inkem otevieni mitKarp je redukce apoptozy.
K redukci dojde diky sniZeni exprese proapoptotického faktoru Bax a zvySeni exprese Bcl-2
(Dong a kol., 2003). O funkci PKC-¢ a inhibici MPTP se toho bohuzel zatim moc nevi

a mechanismy téchto jev jsou teprve zkoumany (Costa a kol., 2006).

HK2 se bézné¢ vaze na mitochondrialni membranu Vv zavislosti na koncentraci
gluk6za-6-fosfatu v cytoplasmé. Cim méné je glukdza-6-fosfatu v cytoplasmé, tim vyssi je
afinita HK2 k mitochondrialni membrané. V prub&hu reperfuze dojde ke zvyseni koncentrace
glukoza-6-fosfatu a HK2 poté interaguje s proteiny ze skupiny Bcl-2, ¢imz zamezuje vstupu
cytochromu c do cytoplasmy a snizuje produkci ROS v prubéhu IR. Dale se pak HK2 podili na
stabilizaci kontaktnich mist vnitini a vnéj$i mitochondrialni membrany, ¢imZ zabranuje dalSimu

vyliti cytochromu ¢ do cytoplasmy (Hernandez-reséndiz a kol., 2014).
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Mitochondrie

Obrazek 3: ZjednoduSené schéma fungovani drahy RISK.

Signalni draha SAFE je nezavisla na RISK draze a je aktivovana TNF-o, (tumor necrosis
factor a), ktery se navdze na TNFR a spolecné aktivuji JaK (Janusovu kinazu). Jak poté
fosforylaci aktivuje STAT proteiny (signalni pienaSece a aktivatory transkripce) v cytoplasmeé
(obr. 4). Aktivovany STAT3 protein se dostava do jadra a tam spusti transkripci
anti-apoptickych gent (Lecour, James, 2011, Hattori a kol., 2001). Aktivovany STAT3 snizuje
pravdépodobnost otevieni MPTP, ¢imz podporuje drahu RISK. Mechanismus, kterym STAT3

zamezuje otevieni MPTP, doposud neni piesné znamy (Dawn a kol., 2004).

13



Bunécna membrana

Mitochondrie

Obrazek 4: Zjednodusené schéma fungovani drahy SAFE.

Drahy RISK a SAFE podle n€kterych vyzkumii nemohou fungovat samostatné, protoze
inhibice jedné z nich by mohla zpusobit nefunk¢nost i té druhé. Preconditioning by pak nemé¢l

kardioprotektivni u¢inky (Lecour a kol., 2005, Suleman a kol., 2008).
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3.2 Ischemicky postconditioning

POC stejné¢ jako IPC spociva v provedeni nékolika kratkych period ischemie
a reperfuze. Na rozdil od IPC je ale aplikovan po nastupu dlouhodobé ischemie, avSak diive
nez dojde k reperfuzi (Kaur a kol., 2009). IPC ma jeden zésadni nedostatek, a tim je
nepredvidatelnost ischemie. Tento nedostatek byl divodem Kk hledani jinych moznosti

a ke vzniku metody ischemického postconditioningu (POC).

POC byl objeven roku 2003 na psim modelu. Bezprostfedné po vzniku koronarni okluze
byla provedena série tii devadesativtefinovych cykli ischemie a nasledné reperfuze. Oproti
kontrolni skupiné byly nésledky reperfuze o 50 % pftiznivéjsi (Xi a kol., 2008). O dva roky
pozdéji objevil vyzkumny tym Franze Kerendiho moznost vyuZiti POC 1 pfi jeho aplikaci ze

vzdalenych organd, a tak byl vyvinut ischemicky remote postconditioning.

POC ma obecné podobné mechanismy jako IPC, taktéz aktivuje drahy RISK a SAFE

(viz kapitola Ischemicky preconditioning).
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4 Ischemicky conditioning na dalku

Ischemicky conditioning na dalku, nebo-1i také ischemicky remote conditioning (RIC),
je jev, kdy diky kratkym fizenym sériim ischemie v jednom cévnim fecisti, organu nebo tkani
dojde ke vzniku latek, které maji protektivni u€inek na jiné vzdalené tkan¢ a organy. Cilem RIC
je tedy snizit ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce nebo jiného organu, dojde-li k infarktu.
Muze byt také pouzit preventivné béhem operaci, u nichz hrozi riziko do¢asné ischemie
(Heusch a kol., 2016). Mechanismus RIC vychazi z mechanismu IPC, je vSak zna¢né
komplikovany a také mén¢ prozkoumany. Je zde tieba odpoveédét na otazku, jakym zpiisobem
se dostava signal zprostfedkovavajici kardioprotekci ze vzdaleného do cilového organu.

Nejpravdépodobnéjsi se jevi teorie pienosu prostiednictvim humoralnich a neurondlnich drah

(Heusch a kol., 2016).

Ischemicky conditioning na dalku mizeme stejné jako bézny conditioning rozdélit na
preconditioning na dalku a postconditioning na dalku. Je to neinvazivni, cenové dostupny
a efektivni zplisob ochrany tkdni pfed ischemicko-reperfuznim poSkozenim. Funkénost této

metody byla ovéfena v n€kolika studiich (Hausenloy a kol., 2012).

4.1 Mechanismy

Ptesny molekularni mechanismus ischemického conditioningu na déalku neni doposud
znamy. Jisté je pouze to, Ze béhem conditioningu na dalku dochéazi ke zméné genové exprese,
aktivaci leukocyt a v neposledni fadé€ k adaptacim mitochondrii na stres vyvolany nedostatkem
kysliku. Na zaklad¢ dosud ziskanych informaci, publikovanych v fadé ptedchozich studii, by
mechanismus RIC mohl zahrnovat tfi moZnosti — humoralni cestu, neuronalni cestu a zménu
genoveé exprese. Pro u¢inny conditioning na dalku je ziejmé tfeba aktivovat nékolik riznych
signdlnich drah, které funguji v zavislosti na sob&. Vztahy mezi jednotlivymi drahami dosud

nebyly jasn¢ definovany.
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4.1.1 Humoralni cesta

Studie humoralni teorie conditioningu na dalku byly zahdjeny na prase¢im modelu.
Tehdy se transplantovalo srdce z prasete, které conditioningem neproslo, do prasete, které
conditioningem proslo. Néaslednd uméle vyvolana ischemické piihoda méla prokazatelné nizsi

nasledky nez u kontrolni skupiny (Konstantinov a kol., 2005).

Dalsi studie jiz neprobihala na prasatech, ale na kralicich. Vyzkumny tym Erika W.
Dicksona jedné skupiné kraliku aplikoval RIPC a poté jim odebral krevni plasmu. Transfuzi
této krve poté dostala druhd skupina krélikli, u nichz byla nasledn¢ vytvofena dlouhodoba
ischemie myokardu. Nasledky reperfuze byly ptiznivéjsi u kralikt s transplantovanou krvi nez
u kontrolni skupiny. Analyza latek cirkulujicich v krvi po provedeném RIPC prokdzala
ptitomnost latek, které se sice pifirozené v krvi vyskytujici, ale tyto latky zde byly v jinych

koncentracich nez u organismu, na které RIC aplikovan nebyl. (Dickson a kol., 1999).

Nékteré studie na mysich modelech se také zaméfovaly na zkoumani potencialnich
zmén latek v séru. U mysi byly po provedeném RIPC naméfeny sniZzené koncentrace IL-6
alL-1. Klesla také koncentrace prozanétlivého cytokinu TNF-a (ktera Vv pozdéjsich
studiich u lidi naopak stoupala). V pozdni fazi RIPC bylo prokdzano zvySeni obsahu
cytokini a tim inhibuje zanétlivou odpovéd’ (Zhang a kol., 2013). Pti vyzkumu na my$im
modelu se ukazalo, Ze dojde-li k zablokovani receptoru pro IL-10, nebo je knockoutovany gen
pro jeho expresi, nema RIPC zadny efekt. U mysi s knockoutovynym genem pro IL-10 bylo
pozdéji testovano dodani tohoto cytokinu exogenné, coz plné nahradilo kardioprotektivni

ucinek RIPC (Cai a kol., 2012).

Pfi vyzkumu na lidech - na pacientech, kteti se méli podrobit zakroku, jehoZ soucasti
bylo pfevedeni na mimotélni ob&h, se po rozboru séra zjistilo, Ze pacienti, ktefi pfed timto
zakrokem prosli RIPC, méli po operaci znané niz8i koncentrace troponinu T. Déle byly
U téchto pacientii meéteny koncentrace cytokinti v séru hned po aplikaci RIPC a byla naméfena
znan¢ vyssi koncentrace IL-B, IL-8, TNF-oa a HIF-la. Tato méfeni poukazuji na

kardioprotektivni G¢inky cytokinti uvolnénych pii RIPC (Albrecht a kol., 2013).

Jak u lidi, tak u mysi byla mira poskozeni myokardu nizsi u skupiny, u které¢ byl
proveden RIPC. U mysiho modelu se dale porovnavaly vysledky skupin, na kterych byl
aplikovan RIPC a skupin, na kterych byl aplikovan IPC. Hladina vySe zminénych cytokind
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a nasledky reperfuzniho poSkozeni byly jasné nizsi u skupiny s IPC, nez u skupiny s RIPC. Na
zaklad¢ tohoto vyzkumu muizeme tvrdit, Ze kardioprotekce pomoci IPC je ucinnéjsi nez

kardioprotekce pomoci RIPC (Zhang a kol., 2013).

Do humoralni teorie nesmime zapomenout zafadit endogenni chemické stimuly, mezi
které se fadi malé molekuly, jako tfeba ionty vapniku, které mohou piisobit pomoci aktivace
adenosinu a PKC, ale jejich kardioprotektivni u¢inek je spiSe minoritni (Wallbridge a kol.,
1996). Dale pak reaktivni formy kysliku (ROS), které maji v conditioningu c¢astecné
protichiidnou tulohu. Pfilisné mnozstvi ROS zptsobi nezvratné poSkozeni myokardu, kdezto
vV malém mnozstvi (napt. jako odpovéd na mitochondrialni aktivaci Katp) ptisobi ROS
kardioprotektivné (Tullio a kol., 2007). I velikost ischemie ovliviiuje kardioprotektivitu ROS.
U malych ischemii plisobi ROS kardioprotektivné, kdezto u hlubokych a rozsahlych ischemii
jsou ROS na skodu (Heusch a kol., 2015). Mezi endogenni chemické stimuly miizeme zatadit
i reaktivni formy dusiku (RNS). Ty, stejné¢ jako ROS, v malém mnozstvi pusobi
kardioprotektivné, zatimco ve velkém mnozstvi opacné€. Neptitomnost specifické NO syntdzy
diky které se v organismu tvoti RNS, zcela nevylucuje kardioprotektivni u¢inek RNS (Rassaf
akol., 2014). RNS nejsou tvofeny pouze exogenngé, ale jsou také syntetizovany béhem ischemie

(Martin a kol., 2006).

4.1.2 Neuronalni cesta

Efektem ptsobeni neurondlnich drah vpribéhu RIC se zabyvd n¢ckolik
experimentalnich studii (Hausenloy a Yellon, 2008). Dikazy o tom, Ze autonomni nervovy
systém hraje v RIC svoji roli, pfisly po pokusech s gangliovymi blokatory — hexamethoniem,
ktery byl pouzit mj. vyzkumnym tymem prof. Wolfruma (Wolfrum a kol., 2002),
a trimetaphanem (Loukogeorgakis a kol., 2005). Po pouziti téchto gangliovych blokatort byla

inhibovana ochranna funkce RIC.

Dalsi studie zkoumaly vliv resekce nekterych nervi na funkci RIC (Lim a kol., 2010).
Vyzkumny tym Lim a kol. zkoumal tuto teorii na mySim modelu, kdy byl na uspané mysi
oddglen femoralni nerv od femoralni Zily a tepny, zaroven byla provedena resekce femoralniho
a ischiatického nervu. To vSe bylo provedeno pied aplikaci RIC. RIC na tomto mySim modelu
m¢él naprosto nulovy ochranny efekt. Na dalSich mySich modelech byla provedena resekce vzdy

jen jednoho nervu - bud’ ischiatického nebo femoralniho. V téchto ptipadech doslo pouze
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k lehkému omezeni ochranné funkce RIC. Jednim ze zavéru této studie bylo, ze RIC
zprostifedkovava ochranu myokardu mimo jiné pravé pomoci neuronalni cesty (Lim a kol.,
2010).

V soucasné dob¢ si vysvétlujeme funkci neuronalniho mechanismu tak, ze dojde

k uvolnéni neuropeptidi, naptiklad adenosinu, bradykininu (Ding a kol., 2001) nebo CGRP
(Xiao a kol., 2001) ze vzdaleného organu, a tyto transmitery aktivuji mistni aferentni nervy. Ty

pak stimuluji nervy sympatiku a parasympatiku vedouci do cilového organu (obr. 5) (Tang

a kol., 1999).
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Obrazek 5: Soucasna neurondlni hypotéza.

4.1.3 Genova exprese
Teorie genové exprese muze byt t€Z zndma jako teorie systémové odpovédi. Zmena

genoveé exprese béhem RIC byla pozorovana na mysich srdcich (Podgoreanu a kol., 2005)
apoté i u lidskych pacientii podstupujicich kardiochirurgicky zakrok (Arab a kol., 2007).
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Zaskrceni koncetiny zptsobilo zménu genové exprese a zmény ve vzdalenych organech.
Konkrétné doslo ke zméné genti zajistujicich odpovedi na zanétlivé procesy a stres vyvolany
nedostatkem kysliku (Konstantinov a kol., 2005). Zména genové exprese se tyka velké spousty

genll a mnoho z nich je individualné studovano.

Prvnim ptikladem ovlivnéni genové exprese by mohl byt nukledrni faktor kappa-B
(NF-xB), ktery mize byt do RIC zapojen hned né€kolika cestami, napiiklad prostiednictvim
drah piirozené imunity nebo drahou PI3K (Fosfatidylinositol 3 kinaza) (Hausenloy a kol.,
2005). Li a kol. dokazali na mysim modelu, Ze béhem RIC je nezbytny transkripéni faktor
NF-kB a iNOS (inducibilni syntaza oxidu dusnatého). Pokud byl u mysi cilené zablokovan
faktor p105 u podjednotky NF-kB nebo iNOS, nebyl RIC G¢inny (Li a kol., 2004).

Genova exprese ovlivituje také aktivaci leukocytt (Konstantinov a kol., 2004). Zména
této konkrétni genové exprese je patrna zejména mezi ranou a pozdni fazi (first a second
window). RIC zde potlac¢uje aktivaci leukocyti — tim padem i expresi gend dualezitych
pro syntézu proteintt zapojenych do chemotaxe, adheze a migrace leukocytu, stejné tak jako
potlacuje syntézu cytokini potfebnych k signalizaci v ramci nespecifické imunity (Harkin
a kol., 2002). Imunitni reakce v leukocytech jsou ovS§em nespecifické a mohou byt aktivovany
napft. bakterialnimi LPS, HSP nebo také hypoxii, TNF-a (zde narazime na podobnost s IPC
a drahami RISK a SAFE - viz kapitola Ischemicky preconditioning) a dal§imi stimuly, z nichz

mnoho mize zpisobovat také kardioprotekei pii RIC (Tahepold a kol., 2001).

Jednim z ptikladti mtize byt také potlaceni exprese genu Egr-1, ktery aktivuje transkripci

gent zapojenych do procesu ischemicko-reperfuzniho poskozeni tkané (Yan a kol., 2000).

Muzeme fici, ze zmé&na genové exprese a genova transkripce je pro RIC kli¢ova, avSak
nepodafilo se mi najit jasné popsanou a jednozna¢nou cestu vedouci od vzdaleného organu
pfimo k ochran¢ cilového organu zplisobenou pouze zménou genové exprese, do které by uz

nevstupovaly jiné mechanismy.

4.2 Ischemicky preconditioning na dalku

Ischemicky preconditioning na dalku (RIPC) byl objeven v roce 1993 vyzkumnym
tymem Kariny Przyklenkové jako nova forma IPC. Vyzkum probihal na psim modelu, kdy tym

provedl sérii ¢tyt pétiminutovych cykll ischemie a reperfuze na obézné korondrni tepné, a poté
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byla navozena ischemie v oblasti levé pifedni koronarni tepny. Oproti kontrolni skupiné byla
velikost reperfuzniho poskozeni znac¢né nizsi (Przyklenk a kol., 1993). Timto objevem
prokézali, ze metoda IPC ma kardioprotektivni u€inky i pii aplikaci v organech ¢i tkdnich
vzdalenych srdci. Na lidech se RIPC zacal aplikovat az po zjisténi, Zze jej lze provadét

neinvazivné, napt. nafouknutim manzety okolo nadlokti (Kharbanda a kol., 2002).

Yellon a kolektiv byli prvni, ktefi pouzili IPC na lidech. Na nahodné vybrané skupiné
demonstrovali, ze tfiminutové zastaveni pritoku krve aortou a jeji nasledné dvouminutové
uvolnéni zvysi produkci ATP v myokardu. Tato i mnoho dalSich studii byly provadény

U pacientt s koronarnim bypassem nebo u pacientii pii srdeni operaci (Yellon a kol., 1993).

4.3 Ischemicky postconditioning na dalku

Varianta postconditioningu na dalku (RPOC) je vhodnou metodou k protekci proti
reperfuzi po dlouhodobé ischemii, a to pravé diky efektivité, cenové nenarocnosti a moznosti
aplikace bez invazivnich vstupt (Gill a kol., 2015). Mimo vyuziti pfed kardiologickymi
operacemi a po dlouhodobé ischemii je moZzné tuto metodu vyuzivat pfi transportu pacientil
s akutnim infarktem myokardu pfimo v sanité po cesté do nemocnice. Stejné jako u ostatnich
forem RIC spociva princip ve stfidavych sériich kratké ischemie a reperfuze vzdalen¢ho organu
(kongetiny) (obr. 6). Od RIPC se RPOC lisi pouze naasovanim. RPOC je mozné provést po
fazi ischemie cilového organu, avSak metodu je tfeba aplikovat pied reperfuzi cilového organu

(Heusch a kol., 2012).

RPOC byl testovan na mysich, kdy jim byla po okluzi koronarnich tepen periodicky
zaskrcovana koncetina. Touto metodou byla snizena mira poskozeni myokardu témér
0 50 % (Kerendi a kol., 2005). Pozdéji byl vzdaleny POC aplikovan i na dal$ich pokusnych
modelech, véetné ¢loveka. Na vSech testovanych skupinach mél POC kardioprotektivni Gi¢inky.
Stejné jako u IPC jsou po piisobeni POC aktivovany drahy RISK a SAFE (Lacerda a kol., 2009).
Oproti kontrolni skupiné€ bylo pozorovano snizeni koncentrace prozanétlivych cytokinii TNF a
a IL-6 (Wang a kol., 2014).
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Obrazek 6: Remote ischemic post conditioning aplikovany pomoci $krtidla na tfisle
pravé spodni kocéetiny. A — konéetina pied ptilozenim $krtidla, B — odkrvena koncetina s

ptilozenym skrtidlem, C — znovu prokrvend koncetina — po reperfuzi, bez skrtidla.

Pievzato z: Zhang a kol., 2016
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5 Klinické vyuziti

Ischemicky conditioning na dalku zacal byt pro 1ékate zajimavy praveé ve chvili, kdy se
zjistilo, ze je mozné ho aplikovat neinvazivné na vzdaleném organu, pouze nafouknutim
manzety ktera zaskrti koncetinu (Kharbanda a kol., 2002). Prvni studie provadéna na lidskych
pacientech se konala v roce 2000. Bylo shromazdéno 8 pacientl ¢ekajicich na koronarni bypass,
ktefi byli rozdéleni na dvé skupiny, pficemz na prvni skupiné byl aplikovan RIC (2 série
ischemie-reperfuze na nadlokti). Vysledky studie byly negativni a neukazaly se zadné rozdily
mezi skupinou s RIC a kontrolni skupinou. Problémem této studie byl pravdépodobné maly

pocet sérii ischemie-reperfuze a mala velikost testovanych skupin (Giinaydin a kol., 2000).

Od debaklu v roce 2000 trvalo dlouhou dobu, nez se nékdo pokusil studii zopakovat. Az
Vv roce 2006 se objevila dalsi studie, kdy bylo ndhodné vybrano 37 déti, které mély vrozenou
srdeCni vadu a v blizké dobé mely podstoupit chirurgickou operaci. 17 déti bylo ndhodné
vybrano do skupiny s RIC a kontrolni skupinu tvofilo zbylych 20 déti. Déti ze skupiny s RIC
prosly sérii ¢tyf pétiminutovych cykli ischemie-reperfuze, kdy jim byla nafukovaci manzetou
zaSkrcena dolni koncetina. Poté se vSechny déti podrobily pldnovanému chirurgickému
zakroku. Po odebrani vzorkl krve se zjistilo, ze v kontrolni skupiné byla vyznamné vyssi
hladina troponinu I. Tato studie byla prvni, ktera potvrdila kardioprotektivni ii¢inek RIPC u lidi
(Chemug a kol., 2006).

Po studii z roku 2006 se RIC stal pfedmétem nékolika dalSich vyzkumu. V roce 2011 se
konala velkd studie zahrnujici ptes 480 pacientil, jejimZ zavérem bylo, ze RIC ma vliv na
sniZzeni pooperacniho poskozeni myokardu, avSak neovlivituje pooperacni umrtnost (Takagia

a Umemoto, 2011).
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6 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout informace o principech, mechanismech
a vyuziti ischemického conditioningu na dalku. Conditioning na dalku, jak jiz bylo feceno, je
experimentalni 1é¢ebnd metoda zalozena na aplikaci n€kolika sériich kratkodobé ischemie
a nasledné reperfuze, provadéné na vzdaleném organu, nejcastéji na koncetiné, coz ma
kardioprotektivni u¢inky. Stejné jako klasicky conditioning mizeme remote conditioning dale
d¢lit na preconditioning, perconditioning a postconditioning a to podle toho, zda byl aplikovan

pted, béhem anebo po dlouhodobé ischemii.

Pii srovnani remote conditioningu s klasickym conditioningem miuzeme fici, Ze
mechanismus obou typt téchto intervenci stoji na stejném zakladu, tedy na signalnich drahach
RISK a SAFE. Draha RISK je aktivovana navazanim adenosinu, opioidu, ¢i bradykininu na
ptislusny GPCR. Po aktivaci je spusténa signalni kaskada, na jejimz konci najdeme inhibované
MPTP, oteviené mitKatp kandly a sniZzenou produkci ROS. Draha SAFE je aktivovana
navdzanim TNF-o na TNFR, nacez se pifes JaK a STAT proteiny dostaneme az

k anti-apoptotickym gentim a inhibici mPTP.

Hlavnim rozdilem mezi klasickym conditioningem a conditioningem na dalku, je
moznost neinvazivniho provedeni (série n¢kolika zaSkrceni koncetiny manZetou a nasledné
povoleni) a s tim spojend niz$i financni ndro¢nost. MoZnost neinvazivniho provedeni ovSem
znamena nutnost dopraveni signdlu ze vzdaleného organu do organu cilového. Aktualné se
muizZeme bavit o tfech teoriich pfenosu signalu ze vzdaleného organu do cilového — humoralni
a neuronalni cesta a genova exprese, Z nichz kazda je provéfovana mnoZzstvim studii, ale
u zadné z nich nemame doposud uplné a kompletni informace. V ramci humoralni teorie bylo
zjisténo, ze na my$im modelu funguje kardioprotektivné IL-10 a koncentrace cytkoinu TNF-o
klesa, zatimco u lidi koncentrace TNF-a stoupd, stejné tak jako koncentrace IL-B, IL-8
a HIF-1a. Déle se humoralni teorie zabyva endogennimi chemickymi stimuly (konkrétné ROS),
které, jak se zjistilo, maji kardioprotektivni U€inek pouze v malém mnoZstvi a u ischemii
malého rozsahu. Neuronalni teorie se zabyva vlivem neuronalnich drah na kardioprotekci, coz
bylo z pocatku oveétovano pomoci gangliovych blokator a resekci nervi. V soucasné dobé
vime, Ze dojde k uvolnéni neuropeptidu a aktivaci sympatickych a parasympatickych vlaken,
ktera predaji signal vedouci ke kardioprotekci do cilového organu. Teorie genové exprese
pracuje s expresi pro NF-KB a iNOS, bez nichz je RIC netspésny. Dale se k teorii genové

exprese vaze aktivace leukocytl, kdy RIC potlaci v leukocytech exprese gent pro nékteré
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cytokiny, které jsou v ramci nespecifické imunity nahrazeny jinymi kardioprotektivnimi

latkami, naptiklad bakteridlnimi LPS, HSP, nebo také TNF-a.

Soucasné vyuziti v klinické praxi ma stale statut experimentalni mediciny, ackoliv se
jedna o neinvazivni a levnou metodu. Mechanismus RIC je sice doposud popsan jen na relativné
zakladni trovni, ale mnoho studii vykazuje vysledky potvrzujici navozeni zvySené odolnosti
myokardu proti IRP. Je-li RIC netspésny, neni pravdépodobné Skodlivy, ale ma pouze nulovy
efekt, ¢imz pacienta na zivoté neohrozi. Pokud je aplikace RIC uspésnd, muze snizit nasledky
ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. O kolik procent RIC nasledky snizi, to se zatim neda
jednoznacné fici, protoze studie jsou provadény na riznych zivo¢isnych modelech a i u stejnych

modelt byvaji vysledky rtizné.
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7 Seznam zkratek

Akt proteinkinaza B

ATP adenosintrifostat

Bax protein z rodiny Bcl-2 ucastnici se apoptozy
Bcl-2 genova rodina bel genti

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CGRP peptid ptibuzny peptidu s kalcitoninem
DNA deoxyribonukleova kyselina

Egr-1 early growth response factor 1

eNOS endotelova syntdza oxidu dusnatého
ERK1/2 extracelularnim signalem regulovana kinaza '»
GPCR receptory sprazené s G-proteiny

HIF-1a hypoxii indukovany faktor 1-alfa

HK2 hexokindza 2

HSP heat shock protein

ICHS ischemicka choroba srde¢ni

IL interleukin

IL-1 interleukin 1

IL-10 interleukin 10

IL-6 interleukin 6

IL-8 interleukin 8

IL-B interleukin beta

iINOS makrofagova neboli inducibilni NO-syntaza
IPC ischemicky preconditioning

IR ischemicko-reperfuzni

IRP ischemicko-reperfuzni poskozeni

JaK Janusova kindza

Katp ATP sensitivni K* kanal

LPS lipopolysacharid

mitKarp mitochondrialni ATP sensitivni K* kanal
mPTP por pirechodné permeability
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NF-kB
PI3K
PKC
PKC-¢
PKG
POC
RIC
RIPC
RISK
RNS
ROS
RPOC
SAFE
SR
STAT
TNF
TNFR
TNF-a

nukleéarni faktor kappa B

fosfatidylinositol 3-kinaza

proteinkinaza C

proteinkinaza C epsilon

proteinkinaza G

ischemicky postconditioning

ischemicky conditioning na dalku
ischemicky preconditioning na dalku
reperfusion injury salvage kinase pathway
reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

ischemicky postconditioning

survivor activating factor enhancement pathway
sarkoplazmatické retikulum

signdlni transduktor a aktivator transkripce
tumor nekrotizujici faktor

receptor tumor nekrotizujiciho faktoru

tumor nekrotizujici faktor o
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