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Laktoferin je v lidském organismu pfirozené se vyskylujici glykoprotein.
V organismu vykazuje velké spektrum acinki a ovliviiuje mnozZstvi procesy,
jeho role je pravdépodobné komplexni. V soucasné dobé je studovan
predevsim vzhledem k jeho imunomodulaCnimu a antibakteriainimu pasobeni.
Je také znamo, Ze ma silné Zelezo chelatani vlastnosti. Diky této vlastnosti

brani vzniku reaktivnich kyslikovych radikalu.

Reakce pii nichZ vznikaji volné kyslikové radikaly jsou katalyzovany volnymi
ionty Zeleza, které jsou zvySené uvoliovany pii ischemicko-reperfuznim
poskozeni. K tomuto poskozeni dochazi nasledkem ischémie myokardu, ktera
je nejéastdji vyvolana okluzi koronarnf tepny v dusledku aterosklerdzy.
Vzhledem k vysoké incidenci kardiovaskularnich onemocnéni v Evropé i
v Ceské republice, probiha vyzkum latek, které by mohly mit protektivni ucinky
na myokard. Reperfuznimu poskozeni myokardu muize byt zabran&no nebo
muZze byt alespofl zmirnéno latkami, které maiji schopnost chelatovat Zelezo.

Tento protektivni u€inek uz byl prokézan napf. u deferoxaminu.

Tato rigorézni prace navazuje na diplomovou praci: Studium vlivu chelatoru
Zeleza laktoferinu na model akutniho infarktu myokardu (2006). Cilem nasi
soucasne studie je objasnit vliv laktoferinu na isoprenalinové poskozeni

myokardu za pomoci biochemickych markeru a histologického zhodnoceni.




2. TEORETICKA CAST




2.1 INFARKT MYOKARDU (IM)

2.1.1 Definice IM

w oy

(ICHS). Je to akutni loZiskova ischemicka nekréza srdecniho svalu vznikla na
podkladé nahlého uzavéru &i progresivniho extrémniho ziZeni véncité tepny
zésobujici pfislusnou oblast. Trva-li ischemie minimainé 30 minut, dochazi k
nekroze tkané tzv. infarktu. Obnova prokrveni postizené tkané (reperfuze) je
naprosto nezbytnd pro zachovani Zivotnosti srde¢ni tkand. Av8ak obnoveni
krevniho toku koronarni artérii vede k produkci toxickych reaktivnich forem
kysliku (volné kyslikové radikaly, reactive oxygen species - ROS), pfevazné
OH:-, O;. Tento efekt je oznaCovan jako reperfuzni paradox. Tomuto procesu
mlizZe byt zabranéno nebo muze byt zmimén pfitomnosti antioxidantu
(Masopust 2003).

Akutni hypoxie

Kardiomyocyt je velmi citivy na nedostatek kysliku. Hiavnim dusledkem
ischémie je velmi rychla zména (béhem nékolika sekund) na anaerobni
metabolismus, koncici potencialng toxickou kyselinou miéénou, sniZuje se
rapidné zasoba energetickych fosfatu (kreatinfosfat, ATP). Neschopnost
kontraktility se objevi b&éhem 60 s. Zmény v ultrastruktufe se objevi do nékolika
minut (nabobtnani mitochondrii i ceié buriky, deplece glykogenu). Tyto zmény
jsou z pocatku reverzibilni, ale po 20 — 40 minutach trvajici ischémie dojde k

irreverzibilni nekréze postupné véech kardiomyocytu.

Nekréza vede k wvyplaveni biochemickych markerl  (myoglobin,
glykogenfosforylasa BB, vazebny protein mastnych kyselin, troponin T, troponin
l, kreatinkinasa-isoenzym MB, lehké i t&Zké fetézce myosinu, dal$i enzymy -
LD1, AST, CK). Nejprve jsou vyplaveny markery uloZzené voln& v sarkoplasmé
(myoglobin, &ast troponinu T), pak teprve vazané na bun&&né struktury (vétsi
Cast troponinu T a |, fetézce myosinu) (Masopust 2003).
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2 1.2 Biochemické projevy infarktu myokardu

Prechodné zvyseni aktivity biochemickych marker v séru v prvnich hodinach a
dnech po vzniku infarktu (u troponinu, LDH a HBDH pfetrvava déle) pfi
vyloudeni jiné pfiginy znamené prikaz akutniho infarktu myokardu. Podle
presnosti a kiinicke vyuZitelnosti: troponin {I nebo T), MB-izoenzym
kreatinfosfokinasy (CK-MB) s celkovou kreatinfosfokinasou {CK), myoglobin,
hydroxybutyratdehydrogenasa (HBDH), aspartat-aminotransferasa (AST),
izoenzymy laktatdehydrogenasy (LDH), aj. Nejpfesnéj$imi biochemickymi
markery infarktu jsou troponin (T nebo 1), CK-MB a myoglobin. Soudasné
zvy$eni troponinu i CK/CK-MB znamena zcela jisté infarkt myokardu. ZvySeni
samotného troponinu (zpravidla nevelké) pfi normalni hodnoté CK/CK-MB se
nazyva minimalni myokardialni léze (mikroinfarkt). Zvy3eni CK-MB pfi
normalnim troponinu je zpravidla faleSné pozitivni laboratorni hodnota (nebo je

zpusobeno jinym onemocnénim) (Widimsky et al. 2002).

Kromé specifickych (latky z nekrotického myokardu) existuji i nespecifické
biochemicke projevy infarktu myokardu (podle nich ale nelze infarkt
diagnostikovat): pfechodna hyperglykémie, zvySeni sedimentace, leukocytéza,
aj.

Pro definitivni diagnézu akutniho infarktu myokardu je nezbytné alespoi jednou
dokumentovat zvy3eni troponinu T nebo | nad normalni hodnotu (neni nutné
dokumentovat zvySeni a pokles, elevace trva 10 dni), alternativng Ize vysetfit
CK-MB mass assay. Hodnoty troponinu stoupaji velmi ¢asné a jeho zvysena
hodnota muaZe pretrvavat i 7 - 10 dni po nekréze myokardu. Pokud neni
dostupné stanoveni troponinu, je doporuovano stanoveni CK-MB mass.
Hodnoty CK-MB musi stoupat a klesat. Celkova CK ma vyznam jen ve spojeni s
CK-MB: zvyseni CK-MB pfi infarktu tvofi vice nez 7% podil z celkové hodnoty
CK. Troponin se nepouziva k diagnéze &asné recidivy infarktu (v prvnich 10-14
dnech). Pro tento Gcel je vhodné&jsi CK-MB nebo myoglobin, které se po prvni
atace infarktu rychleji vraceji k normé a proto lze detekovat jejich event.

opétovny narust.
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Biochemické markery

1. Enzymy

S-Kreatinkinasa (CK)

Kreatinkinasa je enzym, ktery stanovujeme v séru pfi podezfeni na po$kozeni
myokardu. CK v8ak neni pro srdeCni sval specificka: Zatimco myokard
obsahuje 11, 3 pkat/g, kosterni sval 53, 3 pkat/g, mozkova tkan 3 pkat/g a
travici astroji 2, 33 pkat/g; mnohem mensi obsah je v plicich (0, 21 pkat/g), v
déloze a ledviné (O, 15 pkat/g, v jatrech (0, 03 pkat/g).

Isoenzym (CK-MB)

Kreatinkinasa ma tii typy isoenzymu tvofenych dvéma typy podjednotek
oznacovanych jako podjednotka M (od "muscle") a podjednotka B (od "brain”).
Jednotlive isoenzymy jsou tvofeny vzdy dimerem z podjednotek M nebo B. Pro
myokard je typicky hybridni isoenzym CK-MB. Jeho poméré zastoupeni v
myokardu je ze vS8ech organi nejvétsi (42% MB, 58% MM). CK-MB je viak
obsazen téZ v kosternim svalstvu, i kdyZ v podstatné mensim mnozstvi (3, 5%).
Celkove mnozZstvi CK-MB v kosternim svalstvu vzhledem k podilu svalové
hmoty na celé hmotnosti organismu vak pfesahuje jeho mnozstvi v myokardu.
Proto pfi difuzni rhabdomyolyze je zvySeni CK-MB z kosterniho svalstva v
krevnim ob&hu rovnéz znagné. V tom piipadé pro rozliseni puvodu z myokardu
slouZi index CK/CK-MB, ktery je pfi pokozeni myokardu vy$$i nez 0, 1 (10%).
CK-MB je dale obsazen v travicim dstroji, v d&loze a aorté.

VySetieni CK-MB se provadi pfi podezieni na infarkt myokardu (klinicky obraz),
neni-li vak vysledek EKG jednoznacny a zvy$eni CK v séru hraniéni a kvocient
CK/AST kolem 10.

Pro rozli$eni pfiginy zvysené aktivity CK-MB se pouZiva stanoveni podilu CK-
MB na celkové aktivité¢ CK; pfi pogkozeni myokardu je tento podil 0, 06-0, 30
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(6-30%) na rozdil od vyplaveni z po8kozeného kosterniho svalstva, kde je

obvykle pod 0, 06 (pod 6%).

Pii IM aktivita CK-MB stoupé uZ po 4-6 h, maxima je dosaZeno dfive neZ u
celkové CK (za 10-20 h); normalizace u nekomplikovanych pfipadu (pod 6 %)

obvykle do 2 dnu. Pfetrvavani a zejména dalsi maxima svédZi pro reinfarkty.

S-Aspartataminotransferasa (AST)

V myokardu je AST v relativné vysoké koncentraci; vyjadiime-li pomér
katalytické koncentrace v tkani vuci katalytické koncentraci v krevnim séru, pak
pro myokard je to 8 000 , pro jatra 7 000, plice 500, erytrocyty 50. V krevni
plazmé prevazuje cytoplazmatické AST, ale mitochondrialni isoenzym muze pfi
nekroze bunék velmi rychle stoupat. Pii podkozeni myokardu nastupuje zvy3eni
AST v krevnim séru za 4 -6 hodin po zalatku ataky, dochazi k2 -
25nasobnému zvyseni hladiny, maxima dosahuje za 24 - 48 hodin a k
normalizaci dochazi za 3-6 dni. Pfi IM dosahuje AST maximum za 16 - 48 h.

Reinfarkt rovnéz vede k dal§imu vzestupu S-AST.

Kvocient CK/AST (Szasz)

Kosterni sval ma 5 krat vyssi aktivitu CK nez myokard: naproti tomu aktivita
AST v myokardu a kosternim svalu je priblizné stejna. Tato skutecnost
umoziuje pfi soudasném stanoveni CK a AST v séru zachytit infarkt myokardu
s pravdépodobnosti 90%. Pi IM je CK/AST 5 - 6 (< 10).

S-Laktatdehydrogenasa (LD)

LD je cytosolovy enzym, ktery se vyskytuje v fadé organu (ledvina, myokard,
kosterni svalstvo, pankreas, jatra, plice a dalsi). Na celkové aktivité v plazme se
podili pét isoenzymi (LD; aZ LDs) tvofenych vidy &tyfmi podjednotkami
(tetramer) dvou typu: H (od heart) a M (od muscle). Pro myokard je
charakteristicky isoenzym LD, (H4) a isoenzym LD, (HsM;). Polo¢as eliminace
LD, z plazmy je 10 £ 2 hodiny.
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Pfi IM dochazi ke zvySeni S-LD 2 - 8krat. Nastupuje za 6 - 12 h po atace,
maxima dosahuje za 24-60 h; néavrat do normatnich hladin probéhne za 7-5 dni.
Stanoveni LD je vhodné pro rozpoznani IM po 5 dnech, kdy zvySena aktivita CK
a AST je uz normalizovana. Reinfarkt ma za nasledek rovnéz vzestup LD

(pozdéji nez CK a AST). Nahla srde¢ni nedostateCnost se projevi téz

vzestupem LD.

S-Hydroxybutyratdehydrogenasa (HBD)

HBD je totoZna s isoenzymy LDy a LD,. V plazmé zdravych jedincl pievazuje
frakce LD2; u infarktu myokardu vsak stoupa rychleji LD, ktera je pro myokard

specifictéjsi (LD1>LD3).

Pfi IM zadina vzestup HBD 6 - 12 h po zacatku zachvatu, vrcholi ze vSech
enzymi nejpozdéji (za 30-72 h), ale i déle pfetrvava (normalizace za 10-21 dni).
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2. Neenzymové testy

S-Mvoglobin {S-Mb)

Pomoci citlivych metodik (RIA , imunonefelometrie, imunoturbidimetrie, latexovy
test) ize prokazat i nizké koncentrace svalového myoglobinu uvolnéného do
krevniho obéhu. ZvySeni ukazuje na mensi nebo vétsi rhabdomyolyzu.
Stanoveni myoglobinu v séru neni sice specifické pro poskozeni myokardu, ale

je to marker, jehoZ patologicke zvyseni se objevuje uZ za 2 hod po atace.

Myoglobin je hemoprotein o molekulové hmotnosti 17 800 pfitomny jak v
myokardu tak v kosternim svalstvu, lokalizovany v cytoplasmé. Proto se pfi
poskozeni svalové buiky dostava rychle do intersticia a odtud do krevni
cirkulace. Patologické zvySeni se objevuje mezi 2. - 4. hodinou po atace, vrcholi

mezi 8. - 10. hod a k normé& se vraci za 14. - 18. hod

Zvysené hodnoty se objevuji za 1,5 - 4 hod (primeér: 3 hod) po zatatku ataky
AIM. Maxima dosahuje za 3 - 5 hod (primérné za 4 hod).

Nastup zvyseni je rychlej§i nez u CK nebo CK-MB), dochazi k 100 -
3000nasobnému zvyseni hladiny, vrcholi 12 hod pfed maximem aktivity CK-MB;

u nekomplikovanych pfipadu rychle odezniva.

CK-MBmass (=hmotnost)

Jde o stanoveni CK-MB jako protein; tedy katalyticky aktivni i katalyticky
inaktivni formy enzymu. Proto ma toto stanoveni vétsi specifitu i vétsi senzitivitu
pro poskozeni myokardu nez stanoveni katalytické koncentrace. CK-MBhass S€

zvysuje u AMI o 1-2 hodiny diive nez je tomu pfi méfeni aktivity.
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Troponin T

Troponiny jsou malé proteinové molekuly, které jsou nezbytné pro regulaci
skeletalni a kardialni svalové kontrakce. Troponin T (TnT) o molekulové
hmotnosti 38 000 zprostfedkuje vazbu troponinového komplexu s molekulami
tropomyosinu (Masopust 1998). Existuji urcité rozdily v molekule mezi TnT z
myokardu a TnT z kosternich svalll, coZ umoziuje specifické imunochemické
stanoveni pouze TnT z myokardu (Babuin et al. 2005). V myokardu se naléza
gast "volného" troponinu v sarkopltasmé, ktera se pfi poskozeni myokardu
rychle vyplavuje do krevni cirkulace (za 3 - 6 hod), cozZ je pouzitelné pro ¢asnou
diagnostiku AIM nebo jineho akutniho poskozeni myokardu, druhd vétsi &ast
(95%) je vazana na kontraktilni proteiny; tato se vyplavuje pozdéji (b&hem 4
dnid po atace) a slouzi pro diagnostiku AIM i po nékolika dnech, kdy ostatni
biochemické markery se uZ normatlizovaly (diagnostika tzv. némého infarktu).
Toto bifazicke vyplaveni umoznuje téZ posouzeni Gspésnosti reperfuze.
Pfetrvavajici uvolfiovani strukturalné vazaného TnT z myokardu do cirkulace
(t. j 10 dni i vice a dosahujici hodnot aZ 40 ug/l) je zpusobeno vyplavovanim z

"X

nekrotického loZiska a odpovida postupujicimu "&isténi" poskozeného

myokardu a je soud¢asti normalniho hojiciho se procesu.

Fyziologické hodnoty ¢TnT v krevni cirkulaci jsou velmi nizké (0,00002 ug/),
takZe jsou daleko pod mezi detekovateinosti soudasnych metod. Znamena to,
Ze kazde méfitelné zvySeni cTnT je patologické a znamena pogkozeni
(nekrozu myokardu). Hodnota "cut-off" pro diagnozu akutniho infarktu myokardu
je v soucasné dobé udavana mnohem niZe nez dfive, pro stanoveni cTnT je to
hodnota 0,03 g/l.
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AIM s reperfuzi a AIM bez reperfuze

U pacientd s ¢asnou reperfuzi (do 3, 5 hod po zacatku ataky) je maximalni
vzestup TnT v séru za 14 hod, u pozdni reperfuze (po 3, 5 hod) je mnohem
pozdéji, stejné jako u pfetrvavajiciho uzavéru. Hodnota indexu 1/38 (maximaini
hodnota/hodnota za 38 hod po atace) prevysujici 1, 42 a hodnota indexu 14/38
prevysuijici 1, 09 svédCi pro Uspésnou reperfuzi (s pravdépodobnosti 95%) do
5, 8 hod po zatatku ataky. Pro reperfuzi 5-8 hod resp. pro pfetrvavajici

obstrukci mluvi hodnoty pod 0, 99, resp. pod 0, 84.

Obr. &. 1 — Gasovy pribéh uvolnéni troponinu T pfi AIM (Masopust 1998)
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Troponin |

Je pokladan za specifictéjsi nez TnT pro poskozeni myokardu. (Neni tvofen
fetalnimi burikami kosterniho svalstva jako TnT). Nebylo nalezeno zvy$eni u
polymyositidy/dermatomyositidy ani u akutni rhabdomyolyzy, renéiniho sethan,
dale ani u polytraumat (pokud nebyl zasazen myokard), ani u sportovcl po
extrémni télesné zatéZi. Diky vysoke odliSnosti této isoformy od jinych, (a2 ze
45%) v sekvenci aminokyselin, je mozZné vysoce specifické vySetfeni pomoci
monoklonalnich protilatek. Jeho koncentrace v myokardu je asi 13krat vy&si
(na gram tkané) neZ CK-MB. Ma téZ cytoplasmatickou frakci - asi 3-5%
celkového mnozstvi, coz jsou 4 mg/g vihké tkané. V krevni plasmé se vyskytuje
v komplexu s TnC. Voina frakce Tnl je velmi adhezivni a pfilne snadno na

povrch skla i umeélé hmoty.

Na rozdil od TnT nedochézi u Tnl k druhému maximu po nékolika dnech. Jinak
je prubéh u AMI podobny prubéhu TnT, pouze vrcholu dosahuje o néco dfive
(mezi 9 - 17, 6 hod, median=15, 5 hod), také vrcholova hodnota po Uspésné
reperfuzi nastupuje dfive (Masopust 1998).
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2.1.3 Akutni infarkt myokardu a ischemicka choroba srdeéni
\ soudasné dobé biochemickym markerem AIM je naméfené zvySeni troponin
T (pfipadné 1) (viz vyse), které je pro poskozeni myokardu specifické, a dale
stanoveni myoglobinu, které sice neni specifické, ale casnéjsi nez cTnT.

Obr.&.2 : Typicky pribé&h hladin myoglobinu, CK-MBmassa troponinu | u AIM
(Masopust 1998)

myoglobin  CK-MBmass troponin |

i1l

e

t
0 ) 2 345678910

V soucasne dobé je nahrazovano stanoveni katalytické koncentrace “srdeénich”
enzymu stanovenim hmotnostni koncentrace proteinu CK-MB (CK-MBpass) @
specifickeho myokardialniho troponinu T nebo I. a myoglobinu (nebo lépe

glykogenfosforylasa BB).

Stanoveni S-myoglobinu je vhodné jednak pro &asnou diagndzu (vzestup
zacina za 1, 5-3 hod) jednak pro monitorovani terapie trombolytiky. Reperfuze
se projevi Casnym vyplavenim latek z nekrotického loZiska (v priméru
maximum 4, 8 hodiny po za¢atku symptomu), na rozdil od pozdéjiho maxima

(obvykle 13 hodin) pfi netisp&sné reperfuzi.

Odhad rozsahu infarktu myokardu (velikosti nekrotického loziska)
vypoétem z hodnot $-CK (nebo S-CK-MB)

Odhad rozsahu velikosti nekrotického loZiska srdedniho svalu lze provést
pomoci matematicke rovnice na zakladé sériovych stanoveni katalytické
koncentrace myokardialnich nitrobunéénych enzyma, které jsou vyplavovany do

krevniho obéhu (pfedevsim CK nebo lépe CK-MB).
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Vychazi se z predpokladu, Ze zmény katalytické koncentrace téchto enzymu v
krvi, sledované v ¢asovych intervalech po zacatku zachvatu, zaviseji jednak na
rychiosti jejich uvolfiovani z postizeného myokardu, jednak na rychlosti jejich
odstrafiovani z krevniho obéhu. Pfedpoklada se, Ze matematicka funkce
eliminace myokardialnich enzyma z krevniho ob&hu ma monoexponencilni

charakter (i kdyZ se objevily i studie s tzv. "gama-exponencialnim” modelem -
Danner et el. ).
Velikost nekrotického loZiska myokardu (IS} se vyjadfuje jako

"gramekvivalent CK", to je mnoZstvi tkané, z které se vyplavilo takové mnozstvi

CK, které odpovida 1 g myokardu postizeného homogenni nekrozou

(Masopust 1998).
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2 2 zVIRECI MODELY
vzhledem ke stoupajici incidenci a mortalité kardiovaskularnich onemocnéni
probihd na celém svété velké mnoZstvi studii, které se zabyvaji timto
fenoménem. V soulasnosti jsou pouZzivany ruzné zvifeci modely, pficemz
kazdy drunh ma sva specifika. Nejcastéji pouZivanym pokusnym zvifetem je

potkan.

2.2.1 Potkan
Tento model je hojn& vyuZivan pii farmakologickych studiich diky relativhé
malému ekonomickému zatizeni a rychlé produkci novych zvifat.
Ve srovnani s lidskym srdcem tu jsou ale urcité rozdily v funkcich myokardu.
a) potkani myokard méa velmi kratky akéni potencial s normalni lack a
plateau fazi
b) Odstranéni Ca®* z cytosolu je predominantné zaji§tovano aktivitou
kalciové pumpy sarkoplasmatického retikula, zatimco aktivita Na*/Ca®*
vyméniku je mnohem méné duleZita.
¢) V normalnim potkanim srdci pfeviadaji isoformy t&Zko — fetézcového
a-myosinu a posun do B-myosinovych isoforem s hemodynamickymi a

hormonalnimi zménami (Hasenfuss 1998).

Isoprenalinovy model IM
Tento model! je relativné malo nakiadny, umoziiuje vyuZiti velkého mnoZstyi
vzorkl v kratkém Case, velikost nekrosy myokardu je zavista na podané davce

isoprenalinu.

Pfi IM u Elovéka dochazi k velmi podobnému stavu jako po exogennim podani
katecholaminl, kdy také dochazi ke zietelnému poskozeni funkci
kardiovaskularniho systému. Isoprenalin je synteticky katecholamin, ktery
pfedstavuje vhodny model pro studium IM a také latek pusobicich proti ROS
navozenému ischemicko-reperfuznimu poskozeni, jelikoz katecholaminy se
Samy o sobé podileji na vzniku ROS. Nabizi piistup k histopatologickému
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vysetfeni hodnoceni funkénich parametri, ale i méfeni biochemickych

parametrd (zejména troponinu).

Modelovym zvifatam je podan isoprenalin s.c. v davce 25 — 100 mg/kg. Za 24 h
po aplikaci se méii funkeni parametry. V celkové anestezii se provadi méfeni
srdeéniho vydeje a odvozenych parametrd, transpulmonarni méfeni zmén

teploty krve a ziskané udaje slouzi k vytvoreni termodiluéni kfivky.

Po podani isoprenalinu dochazi kvyraznému shizeni srdeéniho vydeje a
tepového objemu. Naopak srde¢ni frekvence se rychle zvySuje. Dochazi rovnéz
k poklesu srde¢niho vykonu. Roste parametr srde¢ni spotfeby kysliku
myokardem. Je zfetelné i uvolnéni biologickych markeri infarktu, tak jako je
tomu u Clovéka. Predev§im signifikantni uvolnéni troponinu T svédéi o
poskozeni vlivem ischemie. Soucasné dochazi k vyraznému narustu obsahu
kalcia vbuikach myokardu, ke kterému dochazi v dusledku poruseni
intracelularni homeostazy vapniku po podani isoprenalinu (Mladénka et al.
2007).

Model koronarni ligatury

Velmi uZivanym modelem je Castedné uzavieni koronami arterie a nasledna
ischemizace. Jestlize neni leva koronarni artérie zcela uzaviena, dochazi
k srdeCnimu selhani nasledkem chronické ischémie. Kompletni uzavieni levé
koronarni artérie vede k infarktu myokardu v rizném méfitku. Poskozeni funkce
leveé pfedsiné je spojeno se ztratou myokardu. Sethani je dano dilataci levé
predsiné, redukci systolické funkce a zvysenim plniciho tlaku. Progrese levé
ventrikularni dysfunkce je spojena s podobnou neurohumoralini aktivaci, jako
probiha u pacientu s chronickym srdeénim selhanim. Po 4, 8 a 16 tydne
nasledujicich po provedeni ligatury koronarmi artérie se snizuje hladina SR-
Ca*"ATPasa na Grovni mRNA | proteina soucasné se zhor§enim méstnaného
srdeCniho selhani. Ligatura levé descendentni koronarni arterie poskytuje
uniformni  velky infarkt s nizkou mortalitou. Dobfe vyuZitelna, rychia a

jednoducha metoda je elektrokatetrizace levé descendentni artérie.
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2.2.2 Krélik

Kraliéi model je sice finanné naro¢néjsi, ale skytda mnoho podobnosti

s lidskym srdcem.

a) u dospélych zvifat pfevazuje téZko-fetézcovy -myosin

b) sarkoplasmatické retikulum pfispiva ze 70% a Na*/Ca®* vymé&nik ze 30%

k eliminaci vapniku.

Kardiomyopatie zpliisobena doxorubicinem

Doxorubicin zpusobuje akutni i chronickou kardiotoxicitu a je pouZivan u
ruznych zvifecich druhl. Postizeni nastava ruznymi mechanismy véetné
produkce volnych radikalu, lipidové peroxidace, inhibice syntézy mRNA a

proteinu.

Spontanni infarkt u imbrednich kraliku
Selektivnim chovem a kfiZzenim jedincl s hereditarni hyperlipidemii a jedincu se
sklonem k aterosklerose jsou ziskany modelova zvifata s vysokou incidenci

fatalniho infarktu myokardu (Hasenfuss 1998).
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2 3 REPERFUZNi PARADOX

B&hem ischémie myokardu jsou reaktivni formy kysliku (reactive oxygen
species - ROS) pfitomny jen v malém mnozZstvi, pii obnoveni krevniho toku
koronarnim Fecistém véak dochézi k mnohonasobnému zvySeni jejich poctu.
Postischemické zvyseni ROS vznika nedplnou redukcei kysliku v mitochondriich
a tvorbou superoxidového iontu pfi reakci xanthinoxidasy, bohaté pfitomné ve
vaskularnim endotelu a pfedevdim pak volné kyslikove radikaly uvolnéné
z polymorfonuklearnich leukocytu, které pficestovaly na misto poskozeni. Neni-
li reperfuze obnovena, pokracujici ischémie poskozuje burfiky pravdépodobné

jinym mechanismem nez tvorbou reaktivnich forem kysliku (Masopust 2003).

2.3.1 Vznik ROS

Kyslik (Oz) se v mitochondriich normainé kompletné redukuje na vodu (H;0)
tim, Zze pfijima 4 elektrony. Pfi nekompletni redukci mohou vzniknou velmi
toxické derivaty. hydroxylovy ion, superoxidovy radikal a hydrogenperoxid.
Dochazi ktomu pii fadé enzymovych reakci v ruznych bunéénych sloZkach

(mitochondrie, lyzosomy, peroxisomy, plasmaticka membrana).

Superoxidovy radikal vznika bud pfimo pfi oxidaci v mitochondriich nebo pfi
reakcich katalyzovanych xanthinoxidasou, cytochromem P-450 ev. jinymi
oxidasami. Vznikly superoxid mize byt inaktivovan spontanné nebo mnohem

rychleji aéinkem superoxiddismutasy za vzniku H,0-.

Hydrogenperoxid se tvofi bud dismutaci O, nebo pfimo oxidasami v
peroxisomech, obsahujicich katalasu, ktera jej ihned rozklada. Hydroxylové
radikaly vznikaji hydrolyzou vody pfi ionizaéni radiaci nebo pfi interakci
pfechodnych kovi (kupf. Fe, Cu) pii Fentonové nebo pfi Haber - Weissové
reakci (Masopust 2003).
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2.3.2 Poskozeni navozené reaktivnimi formami kysliku

ROS jsou extrémné reaktivni, dochazi k poskozeni vétsiny buné&nych struktur.
Mezi nejvyznamnégjsi cile ataku volnych radikalu patfi proteiny, DNA a
membranové lipidy. Nenasycené mastné kyseliny jsou lipoperoxidovany,
pricemz vnikaji mj. kancerogenni aldehydy (napf. malondialdehyd (MDA),
4-hydroxynonenal aj.), hydroperoxidy, lipofusciny aj. Lipoperoxidaci podiéhaji i
bilkoviny, dochazi k poskozeni dusikatych bazi DNA s moznosti mutaci.
Glykooxidace vede k tvorbé tzv. AGE latek (advanced glycosylation end-
products), vytvari se kfizové vazby s bilkovinami, které tézce poskozuji jejich
funkci. Vysledkem je zvySena membranova propustnost, poruchy
mikrocirkulace, které vedou ke zvySené filtraci proteind a naslednému

intersticialnimu edému (Kudla 2001).

Lipidova peroxidace

Peroxidace membranovych lipidu naruSuje usporadani soudrzné iipidové
dvojvrstvy a strukturni organizace. Béhem ataku ROS dochazi ke zkracovani a
zmensovani struktury kyselin. Ukazalo se, Ze u€ast kovl jako katalyzator( je pfi
peroxidaci nezbytna. Iniciace lipidové peroxidace indukované hydroxylovym
radikailem je v nepfitomnosti kovi nemozna. Pfitomnosti kovil (Zelezo, méd)

muze byt urychlena a usnadnéna faze iniciace (Kondrova et al. 2006).

Poskozeni DNA

Reaktivni druhy kysliku mohou zplsobit zmény ve struktufe DNA, naruseni
proteinové kostry, poskozeni deoxyribosa-fosfatové kostry stejné jako vznik
specifickych chemickych modifikaci purinovych a pyrimidinovych bazi.

Oxidaéni modifikace bazi se mohou projevit jako mutace, oxidace
deoxyribosové &asti mize indukovat uvoln&ni baze nebo fetézcoveé Zlomy DNA.
Hydroxylovy radikal zptsobuje jak modifikace bazi, tak fetézcové zlomy (Kevin
2005).
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Poskozeni proteinu
Oxidace aminokyselin v proteinech vede k nevratnym fyziologickym zménam v

proteinech samotnych. Pfevainé jde o fragmentaci, agregaci (denaturace) a
zvySeni citlivosti k proteolytickému 3tépeni (vlivem konformacnich zmén)
(Grinna 1977). Citlivost proteinii vu&i oxidaci je ovliviiovana také piitomnosti
iontu kov schopnych katalyzovat reakci Fentonova typu (Baldwin et al. 1984)).

2.3.3 Obranné mechanismy vuci oxidaénimu stresu

Kyslikové radikaly jsou velmi reaktivni chemicke slouCeniny, schopné indukovat
oxidativni modifikaci daiSich molekul. Jsou wvytvafeny v malych mnoZstvich
b&hem norméiniho metabolismu bunék a jsou normalné inaktivovany
endogennimi zametacimi systémy (,scavengers®). Za fyziologickych podminek
jsou buriky chranény vidi Zelezem indukovanému oxidativnimu poskozeni
transportnimi proteiny jako je transferin a laktoferin (Lf) a Zelezo uskladiiujicimi
proteiny jako feritin a hemosiderin, které oddéluji Zelezo ve formach, je?
minimalizuji pfevod elektronu z Zeleza na molekularni kyslik. Svou &innosti tyto
proteiny pfedchazeji tvorbé novych reaktivnich forem (Ambrosio 2002).

Antioxidacni systém

Fyziologicky existuje v organismu systém antioxida&ni ochrany. Velikost
poskozeni organismu tedy zavisi na rovnovaze mezi mnoZstvim kyslikovych
radikall a schopnosti systému antioxidaéni ochrany kyslikové radikaly
vychytavat a stabilizovat. Systém antioxidaéni ochrany je tvofen jednak
specifickymi enzymy, znichz nejdileZitsj$i jsou superoxiddismutasa (SOD),
glutathionperoxidasa (GSH-Px), katalasa. Mezi neenzymatické latky systému
antioxidacni ochrany pogitame alfa-tokoferol, kyselinu L-askorbovou, glutathion,
Co-Q10, beta-karoten, flavonoidy, kyselinu mocovou, ceruloplasmin, albumin
a dalsi.

Tento systém zahmuje enzymy, jejichz aktivita zavisi hlavné na stopovych
mnoZstvich minerald (Mn, Cu, Zn a Se), jako je SOD, glutathionperoxidasa a
katalasa.
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Dale zahruje vitaminy C a E a karotenoidy a je spjata s prevenci tvorby

sekundarich radikalli v fetézovych reakcich jako je lipidova peroxidace

(iniciovana a vedena primarnimi radikaly).

Dalsi ochrannou cestou je enzymaticka prevence formace sekundarnich
radikall z koncovych derivati a umoZfujici odstranéni téchto molekul

z prostiedi, v némz reakce katalyzované kovy mohou zpisobit dalsi oxidativni

poskozeni.

Adaptace muze byt také zahmuta v antioxidaénim mechanismu. ROS také
funguji jako signal umoznujici indukci syntézy a transportu pfislusnych

antioxidant( na jeho misto plsobeni.

Nejlépe charakterizovanou antioxidaéni protivahou ROS je enzymaticka cesta
pfes katalasu, glutathionperoxidasu, glutathionreduktasu, SOD, hemoxygenasu,
thioredoxin s thioredoxinreduktasou (dvé posledni katalyzuji tvorbu antioxidantu
jako je ubiquinon, kyselina lipoova a askorbova). Jsou zarove cennymi

markery v antioxidaéni odpovédi.

Neenzymatické mechanismy jsou pfedstavovany intracelularnimi antioxidanty
(vitamin C a E, R-karoten, koenzym Q - tj. ubiquinon, kyselina lipoova a moc¢ova
a take giutathion a metaliothioneiny).

Mezi nejvyznamnéjsi intracelularni antioxidanty patfi SOD, katalasa, glutathion
a glutathionperoxidasa. Extracelularni zametadi jsou pak predstavovani
vitaminem C a E, karotenoidy, kyselinou mo&ovou a plazmatickymi bilkovinami,
které funguiji jako chelatory kovil -~ Fe (Ft, Tf a myoglobin) a Cu (albumin,
ceruloplazmin a metallothionein) (Mimic-Oka et al.1999)
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2.3.4 Antioxidanty
V souéasné dobé je vklinické praxi pouZivana a dale probiha studium

prirodnich a syntetickych antioxidadnich léciv a suplement, které mohou byt

vyuZity jako profylaxe i jako terapie.

Rostouci zajem se opira o maié antioxidacni molekuly, jako je koenzym Q, vitamin
E (a-tokoferol), vitamin C (kyselina askorbova), vitamin A a karotenoidy, melatonin
a aminoindoly. Soucasné probiha studium mnoha rostlinnych antioxidanta jako
jsou flavonoidy a polyfenoly, a-lipoova kyselina. Syntetickymi antioxidanty jsou
mimo jiné derivaty pfirodnich antioxidanti (analoga a-tokoferolu), fenolické
antioxidanty, 21-aminosteroidy a lazaroidy, slouteniny obsahujici sulfhydrylové
seskupeni (thiazoiidin, dithiolethiony) a nizkomolekutérni napodobeniny SOD.

AntioxidaCni terapie je studovana pfedevsim v souvislosti s onemocnénim srdce,
aterosklerozou a zanétem. Nicméné definitivni prukaz pozitivnich vysledki této

terapie u pacientu stale chybi (Mimic-Oka et al. 1999).

2.3.5 Chelatacni terapie

MoZnou cestou v prevenci poskozeni myokardu ROS se jevi chelataéni terapie.
Chelatory vazZou Zelezo, které je pak v komplexu pfevazné trojmocné Fe* a
tedy oxidoredukéné malo aktivni. Chelatace Zeleza blokuje Fentonovu reakci,
tim Ze snizuje pfistup Zeleza pro tvorbu ROS. Chelatory Zeleza pomanhaiji
dlouhodobému pfeZivani u pacientl s pretizenim organismu Zelezem a redukuji
incidenci kardiaini dysfunkce. Aékoli chelatagni lé&ba ZlepSuje piezivani, tito
pacienti jsou stale vriziku rozvoje pozdni Zelezem-indukované kardiomyopatii.

Jeden z nejuspésnajsich pistupll v prevenci poskozeni volnymi radikaly ale stale

predstavuje chelatace kovli (Andrews 1999).
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1. Laktoferin (Lf)

Laktoferin je v lidském organismu pfirozené se vyskytujici glykoprotein. Patfi do
stejné skupiny glykoproteinu jako transferin, ktery je transportni formou Zeleza.
Vv organismu vykazuje velké spektrum G&inku a oviiviluje mnoZstvi procesu,
jeho role ale jesté neni zcela pfesné definovana. V soucasné dobé je studovan
pfedevéim vzhledem k jeho imunomodulacnimu a antibakterialnimu pusobeni.

Obr.€.3: Struktura Lf (http://www tufts.edu/sacklerfimmunology fimages/ Lactoferrin. jpg ke
dni 10.4.2007)

Lf je monomericky Zelezo vézaijici glykoprotein s molekulovou hmotnosti priblizné
80 kDa. Spolu s transferinem (Tf) a ovotransferinem patfi do rodiny transferint”
(pfiblizné ze 60 % se shoduje se sérovym Tf). Vazebné misto pro Zelezo umoZriuje
vazbu dvou molekul Zeleza, ktera je pevna, ale reversibilni. U Lf probiha
uvolilovani Zeleza v normalnim stavu pii pH kolem 3, zatimco Tf a izolovana N -
podjednotka Lf uvoliiuje Zelezo uz pii pH 5,5. (Duffy et al. 2001). V pfirozeném
stavu je Lf z 15 az 20 % nasycen Zelezem a ma lososové riZovou barvu, jejiz

intenzita je zavisla na stupni nasyceni Zelezem.

Lf, ktery obsahuje méné jak 5 % Zeleza je oznacovan jako apolaktoferin. Naopak
Lf pIné nasyceny Zelezem je hololaktoferin. Afinita Lf k Zelezu je vysoka, asi
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260krat vy33Si nez afinita serového Tf a na rozdil od Tf je schopen udrZet Zelezo i
pii niz8im pH. Je schopen vézat i jiné kationy kovu jako napf.: Cu®, Mn*, Co™,
Zn** nebo kyselé molekuly jako je heparin, DNA a rizné povrchové molekuly

(Sanches et al. 1992).

Lf se fyziologicky vyskytuje v mnoha tkanich, organech a tekutinach lidského téla.
Predominantné se vyskytuje v sekretech exokrinnich Zlaz, které jsou lokalizovany
ve vstupnich branach do traviciho, respiraéniho a reproduktivniho systému. Lf byl
ale také nalezen v ledvinach, Zluéniku, pankreatu, gastrointestindlnim traktu a
jatrech. V polymorfonuklearnich leukocytech je protein skladovan ve specialnich
(sekundarnich) granulich, kde zustava do doby bunécné aktivace. Po kontaktu
scizim antigenem tyto bufiky degranuluji auvolfiuji velké mnozstvi
antibakterialnich a antivirovych peptidi, mezi které patfi i Lf. Tento proces je
hlavnim zdrojem Lf v plasmé. Hiadina Lf v plasmé je pfi fyziologickém stavu velmi
nizka (1 pug/ml), ale pii nékterych patologickych stavech, napf. pii zanétu, prudce
stoupa a dosahuje koncentrace az 200 pg/ml. Po degranulaci je Lf odstranén
zcirkulace riznymi  mechanismy, pfevainé pomoci bunék monocyto-
makrofagového systému. Tyto bufiky maiji receptory s vysokou afinitou k Lf a
dopravuji vazané Zelezo do Ft, coZ je spojeno s destrukci Lf. Lf pronika do buriky
z okolniho prostiedi a je transportovan do jadra bufiky, kde se specificky vaze
k urCitym strukturdm DNA. Tim dochazi ke spusténi transkripce reporterovych
genu (Abrink et al. 2000).

Lf se po p.o. podani vstiebava ze stievniho epitelu, tento transport je umoznén
pravdépodobné receptorem zprostfedkovanou endocytozou. U novorozench a
Cerstvé narozenych mladat probiha transport predevsim v prvnich dnech po
narozeni, byla u nich prokézana pfitomnost enterohepatalni cirkulace Po i.v.
podani Lf u potkanu dochézi k rychlému sniZovani jeho koncentrace v plasmé.
Tento proces je silndé zavisly na davce podaného Lf. Farmakokinetické
parametry ukazuji na receptorem zprostfedkovany transportni mechanismus
(Troots et al. 2001, Sanches et al. 1992). Po i.p. podani Lf u potkant v davce 40
mg/kg je maximalni koncentrace Lf v plasmé dosaZena za 2 — 4 hodiny po
aplikaci. Za 24 hodin je jeho hladina uz nedetekovatelna. Po podéni druhé
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davky roste koncentrace v plasmé daleko rychleji nez pfi podani prvni davky

(Troots et al. 2001).

pri pilotnich studich Lf se sice kardioprotektivni aCinek nepotvrdil, ale pfi
naslednych studiich s podavanim v deldim &asovém intervalu se ukazala

moznost jeho pozitivniho pasobeni (Vykrutova 2006).

Lf vykazuje 0Cinky antibakterialni, antivirové, antifugalni, antiparazitické,
antitumorové, imunomodulaéni; ovliviluje zanét a hypersenzitivni reakce,
enzymatickou aktivitu, reguluje transkripci gent a je také piirozenym antioxidantem
(Brock et al. 20002, Kruzel et al. 2002, Fujita et al. 2004, Furmanski et al.

1989)

Lf ma silné Zelezo-chelatacni vlastnosti. M& 260x vyssi afinitu k Zelezu neZ
transferin. Chelatuje trojmocné Zelezo a tak plUsobi proti tvorb& kyslikovych
radikalu. Pfedpokladame, Ze laktoferin bude branit vzniku volnych radikall u
ischemicko-reperfuzniho poskozeni ale i vtkanich s vysokym metabolickym
obratem (plice, ledvina, jatra). Uginek laktoferinu u téchto patologickych stavu in

vivo jesté nebyl detailngji studovén.
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2, Deferoxamin (Desferal®; DFO)
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Obr.¢.4 : Struktura deferoxaminu (Tam et al. 2003)

Deferoxamin je silny specificky chelator Zeleza a jinych kova. Je jiz nékolik let
pouzivan v klinické praxi. Je to lék volby pii chelata&ni terapii thalasemie. Déle
se pouZiva u pacientl s nékterymi typy anemii, kiefi dostavaji ¢asto transfaze,
coZ vede k nadbytku Zeleza v organizmu nebo pacientl s tézkym onemocnénim
ledvin, u kterych se pravidelné provadi dialyza, ktera ma za nasledek nadmérné

hromadént hliniku v organizmu (Tam et al. 2003).

DFC je chelataéni &inidlo, které vytvaii chelataéni komplexy pfevazné s
trojmocnym Zelezem a trojmocnym hlinikem: konstanty tvorby komplexu jsou
1031 a 1025. Afinita DFO k bivalentnim iontdm jako je napf. Fe?*, Cu®*, Zn** a
Ca®* je podstatné niz3i (konstanty komplexd 1014 a méné). K chelataci dochazi
na molarni bazi 1:1, takZe 1 g DFO muZe teoreticky vazat 85 mg trojmocného

Zeleza.

Vzhledem ke svym chelataénim vlastnostem je DFO schopen vychytavat Zelezo
bud volné, nebo véazané ve ferritinu a hemosiderinu bunék, a tak vytvaret
komplex feroxaminu (FO). Vyloudeni Zeleza FO moéi odrazi predevsim obrat
plazmatického Zeleza, zatimco 2Zelezo vylougené stolici je odrazem
intrahepataini chelatace Zeleza. Vychytavani 3Zeleza z ferritinu nebo
hemosiderinu je nizké v klinické koncentrace odpovidda DFO. DFO vsak
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nevychytava Zelezo z transferinu nebo z hemoglobinu a z ostatnich hemin

obsahujicich sloucenin.

DFO podporuje vyluCovani Zeleza a aluminia moci a stolici, a tak sniZuje

patologicka loZiska Zeleza a aluminia v organech.

Po intramuskularni anebo subkutanni aplikaci je desferoxamin (DFO) rychle
vstiebavan. Z gastrointestinalniho traktu je pfi neporudené mukose vstiebavan
§patné. Po peroraini aplikaci 1 g DFO je jeho absolutni biologicka dostupnost
niz8i nez 2 %. Pokud je DFO podén v dialyzaéni tekuting, je b&hem peritonealni

dialyzyabsorbovan.

U zdravych dobrovoiniki dosahovala koncentrace v plazmé nejvy$sich hodnot
15,5 mmol/l (8,7 pg/ml) za 30 minut po intramuskulérni aplikaci 10 mg/kg DFO.
Za hodinu po aplikaci byla maximalni koncentrace feroxaminu (FO) 3,7 mmol/L
(2,3pg/ml). Po intravendzni infuzi 2 g (29 mg/kg) DFO zdravym dobrovolnikim
bylo za dvé hodiny dosaZeno rovnovézného stavu koncentrace DFO 30,5
umol/l; distribuce DFO je velmi rychla a primémy distribuéni polotas je 0,4
hodiny. Na proteiny séra se vaze méné nez 10 % DFO.

V organismu je DFO metabolizovan transaminaci a oxidaci, beta-oxidaci,
dekarboxylaci a N-hydroxylaci. V moti pacienti se zvy$enym vyskytem Zeleza

byly nalezeny &tyfi metabolity DFO.

ProtoZe je p.o. malo aktivni a je velmi rychle vyludovan ledvinami, musi byt
pacient udrzovan v konstantni infuzni terapii, ktera zahrnuje kontinualni
intravenézni a subkutanni infusi nebo &asté intramuskulari podani, které je
obtizné snesitelné pro pacienta — muZe zplsobovat bolest nebo induraci
v misté vpichu. Nejéastéji se podava 4 — 7 dni subkutanni infusi v8 — 12

hodinovych periodach.

Mezi nejcastéjsi neZzadouci Gginky patii pravé lokaini reakce. Velmi &asto se
vyskytuje bolestivost v misté injekce, prosaknuti, zdufeni, zarudnuti, paleni,
svedéni a vyrazka; vzacné se vyskytuji puchyiky, mistni otoky a zanét. Mistni
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reakce jsou Casto doprovazeny i celkovou reakci jako jsou bolesti kloubu, svall,
bolesti hlavy, kopfivkou, nevolnosti, teplotou, méné &asto zvracenim, bolesti
bficha nebo astmatickym zachvatem (SPC Desferal® AISLP 2007).

Vazbou do komplexu s DFO brani volnému Zelezu (i¢astnit se ha Fentonové reaki,
ktera produkuje toxicky OH- radikal z H,O,, a tak dochazi ke sniZeni radikalového

poskozeni.

Byl studovan i jiny mechanismus, kterym DFO muZe zvySovat dlouhotrvaijici
ischemickou toleranci srdce. Ph fyziologické adaptaci k hypoxii dochazi ke
zménam v bunééném metabolismu, tvorbé novych cév, produkci matrix, replikaci
myocyta a dalSim déjim. DuleZitou roli v tomto procesu hraji HIF (hypoxia-inducible
transcription factors), coz jsou transkripéni faktory regulujici bunéénou odpovéd na
nedostatek kysliku. Pfi podani DFO 2 hodiny pfed ischemickou atakou dochazi
k redukci ischemického poskozeni a také k zvySeni hladiny HIF-2alfa mRNA. DFO
aktivuje v kardiomyocytech stejnou sérii procesl, ktera nastava pii adaptaénich
zmeénach nastolenych plsobenim bradykininu nebo acetyicholinu. Pomoci
aktktivace NOS-guanylyicyklasa-PKG kaskady dochézi k otevieni MitoKatp kanald a
to nasledné vede k tvorbé ROS v mitochondriich a déle alkalizaci matrix. ROS
pusobi jako difusibilni druhy posel spoustgjici nastup adaptacnich zmén. Paradoxn&
se tak chelator Zeleza s antioxidaénim Uginkem podili na v zniku ROS, které jsou

v tomto pfipade vyznamnym &lenem v protekci myokardu (Philipp et al. 2005).

Oba mechanismy zmenSuji tkafové poskozeni pii ischémii a reperfuzi.
Je viak nutné zjistit, zda by lécba jednodavkovym podanim DFO poskytla
dostateénou kardioprotekci in vivo a zda je prevladajicim mechanismem
aktivace HIF systému &i intervence pies kyslikové radikaly a Fentonovu reakci.
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3. Deferipron (F. erriprox”)

O
N

Deferiprone

Obr.£.5: Struktura deferipronu (Tam et al. 2003)

Dalsi v souCasnosti i v kliniké praxi pouzivanym chelatorem Zeleza je deferipron
- (1,2-dimethyl-3-hydroxypyridin-4-on). Uginky této p.o. aktivni latky jsou pfi
stavech pretizeni organismu Zelezem, myelodysplasii a thalasemii major
srovnatelné s uCinkem DFO, pficemz redukce hladiny Fe v myokardu u
pacientu s thalasemii, byla potvrzena novymi MR! metodami. Uginnost
v odstrafiovani Zeleza z myokardu je na podobné urovni jako u DFO.

Patfi do skupiny dvojmocnych hydroxypyridinon chelatord Zeleza, obsahuje dva
vicinalni kyslikové atomy, které selektivné chelatuji trojmocné kovové kationy.
Deferipron je synteticky analog mimosinu — chelatoru Zeleza izolovaného

z lusténiny Mimosa paduca (Hoffbrand 2003) .

Deferipron je po p.o. podani velmi rychle absorbovan a maximalnich
plasmatickych hladin dosahuje po 45 a? 60 minutach po ingesci. Potrava
CasteCné sniZuje jeho absorpci. Tvofi chelaty na bazi 3:1 chelator/zelezo, ty
jsou vyluCovany modi. Vice nez 90% légiva je eliminovano z plasmy béhem 5
az 6 hodin po podani. Deferipron je inaktivovan predevsim ve | fazi
metabolismu, vic nez 85% podané davky je vylougeno moéi jako nechelatujici
o-glukuronid, ktery je také vyluéovan moci. Dochazi k glukoronidaci
hydroxylové skupiny nezbytné pro chelataci kovu, proto jsou nové slouceniny
navrhovany tak, aby se zabranilo o-glukuronidaci a zvysila efektivita lecby.
V soucasné dobé je pro IéEbu nezbytna pomémé vysoka davka 75 mg/kg 3krat

denné.
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Deferipron je lékem druhé volby pfi stavech pretizeni organismu Zelezem.
Uziva se take u pacientt, ktefi nemohou byt 1é8eni DFO nebo nevykazuji
uspokojujici odpovéd na terapii touto latkou (SPC Ferriprox AISLP 2007).
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4. Dexrazoxan (ICRF 187, Cardioxaneqf’)

Obr.€.6: Struktura dexrazoxanu (http./redpoll. pharmacy. valberta.ca/drugbank /cgibin/

getCard.cgi? CARD=APRD00090.txt ke dni 23.3.2007)

Dexrazoxan je klinicky vyuZivan pfi prevenci kardiotoxicity zpusobené
podavanim antracyklini pfi 1é8bé& karcinom(. Antracykliny (doxorubicin,
daunorubicin a epirubicin) vykazuji na davce zavislou kardiotoxicitu diky rozvoji
vzniku Zelezo-dependentnich volnych kyslikovych radikall, které poskozuji
relativné nechranéné bufiky myokardu. Tyto latky se podili na oxida¢nich a
redukenich reakcich: fada NADPH-dependentnich bunéénych reduktas je
schopna redukovat doxorubicin na volné radikaly semichinonu, které reaguji s
molekularnim kyslikem za vzniku vysoce reaktivnich cytotoxickych slougenin,
jako jsou napfiklad superoxid, hydroxylové radikdly a peroxid vodiku.
PredevSim ale doxorubin tvofi chelaty s Zelezem a napomahé tak k rozvoji
hydroxylovych radikali pfi Haber-Weissové reakci. Naslednd dochazi ke
kyslikem zprostfedkované lipidové peroxidaci, ireverzibilni  destrukci

kardiomyocytu a poskozeni srde&niho svalu (Kruger et al. 2006).

Dexrazoxan, analog EDTA (bisdioxopiperazinovy derivat), je hydrolyzovan
v buitkach myokardu na produkt s otevienymi cykly ICRF - 198. Dexrazoxan
(ICRF-187) i hydrolyzovany produkt (ICRF 198) jsou schopny tvoiit chelaty s
ionty Zeleza. Vychytavanim ionti Zeleza se zabrani, aby komplexy Fe*-
antracykliny vstoupily do oxidoredukéniho cykiu a vytvofily reaktivni kyslikové
radikaly. Jelikoz kardiotoxicita a protinddorova Gg&innost antracyklinii jsou
zprostiedkovany  rozdilnym  mechanismem, dexrazoxan neovliviiuje
protinadorovy ucinek antracyklinii, ani nechrani pfed jejich jinym nez

kardiotoxickym nezadoucim tginkem (Ramu et al. 2006).
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Obr.¢. 7: Hydrolyza dexrazoxanu ( hitp://www.onkodin.de/zms /contente6/e
38842/ e42492/e42583/index_ger.html ke dni 23.3.2007)

Farmakokinetika dexrazoxanu odpovida otevienému dvoukompartmentovému
modelu s poloCasy 15 minut a 140 minut. Distribu&ni objem je 1,1 | /kg. Tkariova
distribuce je rychla, nejvy$si koncentrace nezménéné latky i produktu hydrolyzy
byla zjisténa v jatrech a ledvinach. Nepronika do likvoru v klinicky vyznamném
rozsahu. Vazba na plazmatické bilkoviny je minimaini (méné nez 2%). Asi 40%
dexrazoxanu se vylu€uje ledvinami v nezménéné podob&, ostatni ve formé
metabolit. U pacienti s niZ8i clearance kreatininu muiZe byt sniZena i

clearance dexrazoxanu.

Jednotliva i.v. davka 600 mg/kg u potkanu a mysi pfi predklinickém zkouseni

latky nezpusobila mortalitu ani signifikantni toxicitu.

Pfi opakovani podavani byly primarnimi cilovymi organy ty, ve kterych dochazi
k rychlému bunéénému déleni: kostni dief, lymfaticka tkan, testes a intestinalni
trakt.

Davkovaci schéma je dileZitym faktorem pro snizeni podkozeni tkani:
jednotiiva vysokd davka je lépe tolerovana neZ stejna davka rozdélena na

celodenni dil&i davky.
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Pii pokusech na my3ich byl zaznamenan mutagenni Géinek dexrazoxanu.
Nelze vyloucCit, 2e by dexrazoxan mohl mit karcinogenni nebo teratogenni
aginky. Pfi podavani dexrazoxanu v doporu¢ovanych kardioprotektivnich
davkach nebyl zaznamenan vzestup incidence nebo zavaZnosti klinickych
pfiznaku toxicity standardnich chemoterapeutickych reziml s antracykliny, s
vyjimkou mirného potencovani leukopenie a trombocytopenie. V misté vpichu

se muze objevit iokalni podrazdéni a bolestivost.

Pii davkach 4 - 5x vySSich neZ jsou terapeutické (4500mg/m? max.
tolerovatelna davka) se muZe projevit pfechodna leukopenie nebo
trombocytopenie mirného nebo stfedniho stupné, nausea, vomitus, alopecie
nebo pfechodne zvySeni hodnot jaternich enzymu. P#i davkach blizkych
maximaini tolerované davce se miiZe objevit malatnost, mirna horecka, vzestup
clearance Zeleza a zinku, anemie, abnormalni krevni srazlivost, pfechodné
zvySeni serovych ftriglyceridu a amylaz a prechodny pokles sérové hladiny
kalcia (SPC Cardioxane® AISLP 2007).

Byla provedena studie, ktera se zabyvala potencionalnim protektivnim t&inkem
dexrazoxanu ischemicko-reperfuznim poskozeni myokardu. Dexrazoxan
signifikantné zlepSil hemodynamické funkce pfi podani 25 min po celkové
ischémii. Také byl zkouman jeho potenciondini terapeuticky efekt pii dalSich
patologickych situacich. Na zvifecich modelech byl prokazan protektivni adinek
a snizeni acetaminofenem indukovaného poskozeni jater a srdce zplUsobené

isoproterenclem (Kruger et al. 2006).
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5. Deferasirox (Exjade'm)

OH

Obr.¢.8: Struktura deferasiroxu (http.//www.medsafe.govt.nz/Profs/ Datasheet/e
/exjadetabpic1.gif ke dni 10.4.2007)

Defesirox je dal§i ze skupiny chelatoru Zeleza, které se uZivaji v praxi. Je
vysoce selektivni k trojmocnému Zelezu a podporuje jeho vyluovani prevazné
do stolice. PouZiva se pii 1éEbé chronického pietizeni organismu Zelezem a u
pacientu s thalasemii major, kde je deferoxamin kontraindikovan nebo je

nevhodny.

Je to trojvazné chelatadni cinidlo, které vaze Z2elezo s vysokou afinitou

v pomeru 2:1. Deferasirox méa malou afinitu k zinku a médi, a neplsobi proto

trvaly pokles hladin téchto kova v séru.

Deferasirox je absorbovan po p.o. podani a maximalni koncentrace v plasmé
dosahuje pfiblizné za 1,5 — 4 hodiny po podani. Je silné vazan na plazmatické

r bilkoviny (99%), témé&F vylucné na sérovy albumin a ma maly distribugni objem.
Hiavni metabolickou cestou je glukuronidace s naslednym vyluovanim do
Zlugi. Pravdépodobné dochazi ve stfevé k dekonjugaci glukuronidi a nasledné
reabsorpci (enterohepatalni cyklus). Deferasirox a jeho metabolity jsou
primarné vyluCovany stolici (84% davky). VyluGovani deferasiroxu ledvinami je
minimaini (8%} davky.

Po dlouhodobé 1é¢bé deferasiroxem dochazi ke snizeni koncentrace Zeleza
v jatrech a poklesu hladin sérového feritinu. Omezené klinické Gdaje ziskané pfi
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pouZiti MRI naznaduji, Ze pfi lécbé deferasiroxem vdavkach 10 - 30
mg/kg/den po dobu jednoho roku muze také dojit ke sniZeni hladiny zeleza
v srdci.

NejCastejSimi nezadoucimi Gginky b&hem chronické 16¢by touto latkou byly u
dospélych a déti poruchy zaZivani, pfiblizné u 26% pacientd {pfedevsim
nauzea, zvraceni, prujem nebo bolesti bficha). KoZni vyrazka se vyskytla u 7%
pacientu. Tyto neZadouci UCinky jsou zavislé na davce, jsou pfevazné mimé az
stfedné zavazné a obvykle pfechodného charakteru (SPC Exjade® AISLP
2007).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 METODICKA CAST

3.1.1 Provedeni studie
Modelova zvifata byla ndhodné rozdélena do 4 skupin, kaZda z nich

obsahovala 7 zvifat. Hmotnosti zvifat se pohybovala v rozmezi 360 +- 10 g.
¢ Kontrolni skupiné (CONTROL) jsme podali fyziologicky roztok 1 mg/kg s. c.
¢ 2.sk. (ISO) jsme podali isoprenalin ve vodném roztoku 100 mg/kg s. c.
e 3. sk. (LA) jsme podali laktoferin 50 mg/kg i.v.

e 4.sk. (LA+ISO) jsme podali laktoferin 50 mg/kg i.v.
a isoprenalin 100 mg/kg s. c.

Fyziologicky roztok i Lf v davce 50 mg/kg jsme aplikovali do postranni ocasni
Zily pomoci kanylky a Valu-Setu. Pro usnadnéni aplikace Lf byly Zily dilatovany
nahfivanim ocasu horkou vodou. Lf jsme podali 5 minut pfed podanim
isoprenalinu. Méfeni probfhala za 24 hodin po aplikaci Lf nebo isoprenalinu,
resp. obou. Pfed usmrcenim zvifete 1M KCI byla odebrana krev do

heparinizované zkumavky.

Isoprenalinovy model

Pro studium infarktu myokardu jsme vybrali isoprenalinovy model. Podani
nekrogennich davek isoprenalinu navozuje u potkani nejdfive absolutni
ischémii, ktera je nasledovana stavem podobnym IM s manifestovanymi
morfologickymi a funkénimi zmé&nami. Potkanum jsme podali isoprenalin s.c.
v davce 100 mg/kg podle pavodni studie Blasig et al., 1985. Pokus proved| Mgr.
Premys| Mladénka.
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Biochemicka analyza
Krevni vzorky jsme okamzité po odbéru transportovali do Ustavu Klinické
biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, kde byla

provedena jejich analyza.

Srdeéni troponin T (cTnT) byl stanoven pomoci elektroimunoluminiscenéni
imunoeseje (Elecsys 2010, Roce diagnostic) za pouziti specifickych
monoklonainich protilatek proti cTnT.

TBARS (thiobarbituric acid reactive substances; latky reaktivni s kyselinou
barbiturovou) byly stanoveny spektrofotometricky (Beckman DU 640, Palo Alto,
USA) za tvorby barevnych adukta vzniklych reakci produktd lipidové peroxidace
(MDA) s kyselinou thiobarbiturovou.

Ziskané hodnoty tykajici se podani Lf a ISO konkrétnim potkanim slouZily
kindexaci a grafickému znazomén{ vztahu podani isoprenalinu, laktoferinu
nebo laktoferinu a isoprenalinu na biochemické ukazatele srdeéniho poskozeni

(viz. Vysledky).

Statisticka analyza
Skupiny byly porovnany neparovym T-testem. Za hladinu statistické

vyznamnosti bylo povazovano P*0.05.

3.1.2 Zvirata

K experimentum byli pouZiti samci potkanii kmene Wistar (BioTest s.r.o., Ceska
republika) o prumémé hmotnosti 350 g. Zvifata byla chovana ve vivariu
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze se zaji$ténou
ventilaci vzduchu pro oteviené chovy, teplotou v rozmezi 22-24°C, s volnym
piistupem ke standardni peletizované stravé a pitné vodé. Studie byla
provadéna v souladu se Zakonem €. 246/1992 Sb.o ochrané zvifat proti tyrani a
pod odbornym dohledem Etické komise Farmaceutické fakuity v Hradci Kralové

Univerzity Karlovy v Praze.
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3.1.3 Chemikélie a pristroje

Urethan (ethylurethan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
Aqua pro inj. Biotika, inj. sol.(Biotika a.s., Slovensko)
Heparin Légiva (Zentiva a.s., Ceska republika)
Isoprenalin (Zentiva a.s, Ceska republika)

Laktoferin (SVUS, Hradec Kralové)

chirurgické nastroje (peany, nluzky, skalpely, nité apod.)
kanylky

Valu-Set, PE katetry

tlakovy snima¢ BPR-02

Cardiosys® (Experimentria Ltd, Madarsko)

software Cardiosys V 1.1.

mikropipety

3.1.4 Histologické zpracovani

Tkan odebranou pro histologické vySetieni jsme nejprve fixovali a oznaéili
Cislem, pod nimZ je vzorek evidovan. Nasledné jsme vzorek odvodnil,
projasnili, prosvytili parafinem a zalili vzorek do parafinu. Dale jsme pfipravili
histologické fezy, které jsme dale upravovali. Po odparafinovani preparatii jsme
pristoupili k histologickému barveni. Obarvené preparaty jsme zamontovali do
kanadského balzamu. Po zaschnuti byly vzorky pfipraveny pro analyzu

svételnou mikroskopii.

Chemikalie, pFistroje a nastroje pfi histologickém zpracovani
aceton (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)

alcianova modr (SIGMA — ALDRICH)

kysely fuchsin (Fisher Scientific)

eosin G (MERCK)

ethanol 96% (Lihovar Chrudim a.s.)

ethylenglykol (Lachema Brno)

formol konc. (PENTA — CHRUDIM)

glycerol (ALMA)
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glutaraldehyd (Lachema Brno)

hematoxylin (Lachema Brno)

chlorid Zelezity ( Lachema Brno)

jodi¢nan sodny {(Lachema Brno)

kanadsky balzam (Lachema Brno)

kyselina fosfomolybdenova (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina octova (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina pikrova (Polskie Odczynniki Chemiczne)

kyselina octovéa ledova (LACH — NER s.r.o. NERATOVICE)
oranz G (Fisher Scientific)

parafin (PARAMIX - HOLICE)

Ponceau RR (Loba-Chemie, Wien, Austria)

siran hlinity (PENTA — CHRUDIM)

svétla zelefi (Fluka AG, Switzerland)

uranylacetat (MERCK)

xylen (Kulich Hradec Kralové)

pH metr (pH 538 WTW)

michacka (MM1, Laboratorni pfistroje Praha)
laboratorni sklo (kadinky, odmérné vaice apod.)
kyvety

podlozni a kryci sklicka

sankovy mikrotom (Leitz-Wetzlar, Reichert)

rotacni mikrotom (MPS-2)

svételny mikroskop (Hund Wetzlar V 300)

mikroskop Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan)
digitéini kamera Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., USA)
software LUCIA verze 4.71 (Laboratory Imaging Prague CR)
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Zpracovani materiadlu pro histologickou analyzu

Fixace je rychlé vysraZeni (denaturace) bilkovin, protoplasmy bunék a tkani
fixaCnimi prostfedky. K fixaci jsme pouzili Bouinovu tekutinu. Minimalni doba
fixace je 24 hodin — zaleZi na velikosti vzorku. Po skoné&eni fixace jsme vzorek
dale zpracovavali. Tato procedura sestava z odvodnéni, projasnéni, prosyceni
parafinem a nasleduje vlastni zaliti vzorku do parafinu. Pfi projasnéni jde o
odstranéni ethanolu z tkané. Pii prosycovani nesmi teplota parafinu prekrodit
58°C.

Bouinova fixaéni tekutina

nasyceny roztok kyseliny pikrové 300 ml
neutralni formol 100 ml

pred pouZitim se pfidava 3 — 5 ml kyseliny octové ledové na kazdych 100 mi
roztoku

Neutralni formol

K neutralizaci formolu se pouziva praskového CaCO; nebo MgCO;. Nasype se
do lahve s formolem asi do vy3e 2 — 5 cm, ob&as se protiepe a b&hem nékolika

dnil je formol zneutralizovan. Redi se vodou.

Zpracovani vzorku z fixace Bouinovou tekutinou

80 % ethanol 1 hod

aceton 3 x b&hem 24 hodin
benzen 3 x po 10 min
parafin 2 x béhem 24 hodin

zaliti do parafinu

Kvlastnimu zaliti tkané do parafinu se pouZiva zkvalitnény a pfefiltrovany
parafin. Ten se ziska tak, Ze k pfetavenému parafinu pfidame 3 — 5 graml
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véeliho vosku na 100 gramu parafinu. Zalévani se provadi v kovovych
rozebiratelnych komurkach, do nichZ se umisti zpracovavany material. Kdy? je
parafin tuhy, bloCek se ofizne tak, aby vrstva parafinu kolem vzorku byla $iroka

3 — 5 milimetru a ulozi se do ozna¢eného sacku.

Pred krajenim se blogek pfitmeli k dfevénému $paliGku. Krajeni se provadi na
safkovém mikrotomu (Reichert). Nejprve se blogek musi nahrubo prokrajet
k vlastni tkéni. Pak se nafidi hiavice mikrometrického $roubu na Zadanou
tloustku fezu a kraji se tenké fezy o tloustce 5 — 7 mikrometrdl. Parafinové fezy
se opatrné prenaseji do kapky destilované vody na podloznim skli¢ku. To je
prfedem nutno potfit smési bilku s glycerolem, aby se fez na skligko pfilepil a

pozdéji béhem barveni ze sklicka neodplaval.

Smés glycerolu s bilkem

K vajeCnému bilku pfidame stejné mnoZstvi glycerolu, uslehame a piefiltrujeme.

K filtratu pfidame maly kousek kafru za t&elem konzervace.

Rez se na podloZnim sklitku napne pomoci preparacnich jehel a sklicko se
polozi na elektrickou plotnu, ktera je zahiata na 40°C. KdyZ se fez narovna,
sejme se z plotny a pfebyte¢na destilovana voda se necha odkapat nebo se
odsaije filtraénim papirem. Podlozni skli¢ko se oznaéi pomoci diamantu &islem

zpracovavaného vzorku a uloZi se do termostatu vyhiatého na 38°C az 40°C.

Histologické fezy se dale barvi. Pokud prohlizime preparat v optickém
mikroskopu, jednotlivé slozky tkané se takika nelidi lomivosti svétla. Pfi barveni
vyuzivame toho, Ze ruzné soudasti bunék a tkani vazou ruzna barviva, takze je
v mikroskopu zfetelné rozlisime. Zakladnim barvenim preparatu je hematoxylin

& eosin.

Zamontovani do kanadského balzamu

Obarvene preparaty jsme vyzvedli z kyvety s xylenem, fadné a naposledy otfeli
sklicko v okoli preparatl. Poté jsme preparaty pfikryli krycim sklickem, na ném2
byla kapka kanadského balzamu a nechali nékolik dni zaschnout.
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HISTOLOGICKA BARVENiI PRO SVETEL. MIKROSKOPII

1. HEMATOXYLIN A EOSIN

odparafinovani: 3xxylen..................... 5 min
96 % ethanol............... 5 min
70 % ethanol ................. 5 min
destilovanavoda .......... 5 min

otieni sklicek

barveni: hematoxylin ............... 6 - 8 min
pramenitavoda .......... 10 min (modfeni)
otieni sklicek

destilovana voda — oplachnuti

odvodnéni: 2x 96 % ethanol — oplachnuti
ethanol — xylen (2:1)....3 min
ethanol — xylen (1:2)....3 min

projasnéni: 3xxylen .................. 3 min
otieni sklicek
zamontovani do kanadského balzamu

Roztoky:

Hematoxylin Hill Eosin

hematoxylin 409 1 % roztok eosinu v destilované
vodé

jodi¢nan sodny 04¢9

siran hlinity 3529

destilovana voda 710,0 ml

ethylenglykol 250,0 mi

kyselina octova 40,0 ml

Vysledek barveni: Jadra bunék, kolagenni vazivo riZové, svalstvo éervené.
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2. ZELENY TRICHROM (MASSONOVY TRICH ROMY)

Roztoky:
Roztok kyselého alkoholu: kyselinaoctova ........... 10 ml
96% ethanol ............... 990 ml
Roztok kyselého fuchsinu — ponceau: roztok A ................... 1 dil
roztok B ................... 2 dily

Roztok A: barvivo jsme rozpustili ve vafici vodé a aZ po vychladnuti jsme

pridali kyselinu octovou.

kysely fuchsin ............ 29
destilovana voda ......... 200 ml
kyselina octova ........... 2ml

Roztok B: postup jako u roztoku A

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

Roztok oranze G a kyseliny fosfomolybdenové:
destilovana voda .................. 200 ml
kyselina fosfomolybdenova ....10 g
oranz G .........coovviiiiinn, 44

Roztok metylenové zelené:

destilovana voda ......... 100 ml

metylenova zeleri ... ...... 0,29

kyselina octova ........... 0,5ml
Barveni: hematoxylin................ 4 min

destilovana voda — oplachnuti

diferenciace v kyselém alkoholu za kontroly mikroskopem
pramenita voda .............5 min

destilovana voda — oplachnuti

kysely fuchsin-ponceau...4 min

1% kyselina octové — oplachnuti
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diferenciace roztokem oranZe G a kyseliny fosfomolybdenové za kontroly
v mikroskopu (aZ kolagenni vazivo zistane témér bezbarvé)

1% kyselina octova — oplachnuti

metylenové zelen .......... 2,5 min

1% kyselina octova — 3x oplachnuti

Odvodnéni: 96% ethanol............... 3 min
ethanol — xylen (2:1) ....3 min

ethanol — xylen (1:2) ....3 min

Projasnéni: 3xxylen................... 3 min
otieni sklicek

Zamontovani do kanadského balzamu

Vysledek barveni: kolagenni vlakna zbarvena zelené
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3. WEIGERTUV ZELEZITY HEMATOXILIN - VAN GIESONUV

PIKROFUCHSIN
odparafinovani: 3xxylen..................... 5 min
96 % ethanol............... 5 min
70 % ethanol ................. 5 min
destilovana voda .......... 5 min
barveni: Weigertlv hematoxylin............ 15—~ 20 min
pramenita voda ...................... 5 min
destilovana voda..................... oplachnuti
pikrofuchsin............................ 5—-10 min
destilovana voda..................... oplachnuti (rychle)
ethanol 70% .............coeevnnee oplachnuti (rychle}
ethanol 80%.............ccccovevvinrens oplachnuti {rychie)
ethanol 96%..........ccccevvvvevunneenn... oplachnuti
ethanol 86%.........ccccccveeveennennn.n. oplachnuti
ethanol —xylen 2:1................... oplachnuti
ethanol —xylen 1:2................... oplacnuti
3xxylen ... 3 min
Roztoky:
Weigertuv Zelezity hematoxylin
roztok A roztok B
ethanol 96%........ 100,0 mi destilovana voda ....... 95,0 mi
hemtoxylin ............ 1,0m chlorid Zelezity........... 0,6g
HCL....coo 0,75 ml

Roztok A : Roztok B = 1:1

Pikrofuchsin:
za studena nasyceny roztok kyseliny pikrové.............. 100,0 mi
2% roztok kyselého fuchsinu.......................oc oo, 6,0 mi

pfed pouZitim jsme okyselili 1 kapkou 2% kyseliny octové na 10 ml
vysledek barveni:
Jadra se barvi ¢ernohné&dé, kolagenni vazivo ¢ervené, svalstvo Zluté (Vacek

, 1998).
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4. ALCIANOVA MODR

Roztoky:

Roztok alcianové modfi: alcianova modk.......... 19
destilovana voda ........ 99 ml
kyselina octova........... 1 mi

Barveni: Barveni alcianovou modfi probihalo podobné jako barveni
hematoxilinem-eosinem, jen stim rozdilem, Ze po odparafinovani jsme
nejprve roztoky piebarvili alcidanovou modii (15 minut) a pak jsme obarvili
jadra hematoxylinem (8 minut). Po propirani a modrani v pramenité vodé
jsme dobarvili 1% vodnym roztokem eosinu a nakonec jsme vzorky odvodnili

a projasnili.

Vysledek barveni: Jadra bunék a chrupavky modfe, kolagenni vazivo

ruzove.




UPRAVA MATERIALU PRO ELEKTRONOVOU MIKROSKOPII

Prvni fixace: 3% roztok glutaraldehydu ............... 20 min {lednice)
vypirani Millonigovym fosforeCnanovym pufrem tiikrat 15 min

(lednice)

Druha fixace : 2% roztok kyseliny osmicelé ......... 2 hod (lednice)
vypirani Millonigovym pufrem ¢étyfikrat 15 min (lednice)

Odvodnéni alkoholovou Fadou:

ethanol 25% vychlazeny............ 15 min
ethanol 50% vychlazeny............ 15 min
ethanol 75% vychlazeny s obsahem uranylacetatu 1%......cc.o.......... 15min
ethanol 96% s obsahem uranylacetatu 1% pii pokoj. teploté............ 15min
ethanol 100% s obsahem uranylacetatu 1% pfi pokoj. teploté............ 15min

ethanol 100%pfi pokoj. teploté 2 x 15 min

Béhem odvodnovéani jsme pfipravili epoxidovou pryskyfici. Pouzili jsme
smés epon-durkupan, kterd je sloZzena z Eponu, Durkupanu modrého,
Cerveného, Zlutého a zeleného v urgitém poméru. Pfiprava probihala pfi
vihkosti do 40%.

Prosycovani:

smés €.I. 100% aceton : epon-durkupan=2:1 ............. 1 hod
smes ¢. Il. 100% aceton : epon-durkupan=1:2............... 1 hod
SMES epon-durkUpPan ............ccc.vevevvveecvre e 24 hod

Zaliti smesi epon-durkupan do Zelatinovych tobolek - polymerizace (60°C) 3

dny

Vzorky jsme krajeli na ultramikrotomu. Polosilné fezy (cca 1um) jsme barvili
barvicim roztokem, poté jsme je oplachii redestilovanou vodou . Rezy jsme

dale montovali do pryskyfice.
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4. VYSLEDKY




Biochemicky profil viivu laktoferinu na model isoprenalinového

. poskozeni myokardu

Na Ctyfech skupinach laboratornich zvifat jsme provedli studii vlivu laktoferinu
| na biochemické markery poskozeni myokardu pfi podani isoprenalinu. Podani
[ nekrogennich dévek isoprenalinu navozuje u potkan( stav velmi podobny
| infarktu myokardu. Nejprve dochazi k absolutni ischemii, dale pak k manifestaci

morfologickych a funk&nich zmén.

Ve spolupraci s Ustavem kiinické biochemie a diagnostiky Fakulini nemocnice v
Hradci Kraloveé jsme ze vzorki odebrané krve ziskali hodnoty troponinu T a
TBARS. Troponin je v soucasné dobé povaZovan za jeden z hlavnich a
nejpfesngjdich  biomarkera IM. TBARS (latky reagujici s kyselinou
thiobarbiturovou) vznikaji reakci malondialdehydu s kyselinou thiobarbiturovou

a jsou vysledkem reakce ROS s nenasycenymi mastnymi kyselinami.

Ziskané hodnoty nam umoznily grafické znazorn&ni vztahu podani isoprenalinu,

laktoferinu nebo laktoferinu a isoprenalinu v porovnani s kontrolou.

Provedli jsme také histologické zhodnoceni vzorku myokardu zlevé i pravé

komory, vzorky jsme odebirali z oblasti od sini ke hrotu.

e Viiv laktoferinu na hladinu troponinu T u isoprenalinového poskozeni

myokardu

e Viiv laktoferinu na hladinu TBARS u isoprenalinového poskozeni

myokardu

o Histologické zhodnoceni

—



4.1 Viiv Lf na hladinu troponinu T

Troponin T (cTnT) zprostiedkuje vazbu troponinového komplexu s molekulami
tropomyosinu a je nezbytny pro regulaci skeletdlni a kardialni svalové
kontrakce. Pfi poskozeni myokardu se troponin rychle vyplavuje do krevni
cirkulace, coZ je pouzitelné pro ¢asnou diagnostiku AMI nebo jiného akutniho
poskozeni myokardu.

Graf &.1: Troponin T
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* znamena vs. kontrola p<0,05 + vs. laktoferin p<0,05

Fyziologické hodnoty cTnT v krevni cirkulaci jsou tak nizké, Ze kazdé méfitelné
zvySeni cTnT je patologické a znamena poskozeni (nekrézu myokardu).

Je patrné, Ze u kontrolni skupiny a skupiny kde byl podan pouze Lf (50 mg/kg)
nedos$lo k Zadnému poskozeni myokardu. Hladiny cTnT jsou nulové.

Podani isoprenalinu v nekrogennich davkach (100 mg/kg s.c.) zpusobilo
vyrazneé zvySeni hladiny ¢TnT v plasmé& v porovnani s kontrolni skupinou.
Hodnoty se bliZily 16 pg/l. Dochazi kischemizaci a silnému poskozeni
myokardu.
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Pfi souasném podani isoprenalinu a Lf doslo k vyplaveni cTnT. Hodnoty jsou
podobné jako u skupiny, kde byl podan isoprenalin samotny. Podani Lf tedy
neovlivnilo poskozeni myokardu, nedoslo k protekci pfed ischemickym

pusobenim isoprenalinu.




4.2 Vliv laktoferinu na hladinu TBARS

TBARS (thiobarbituric acid reactive substances, latky reaktivni s kyselinou
barbiturovou) jsou latky, které nam umoziuji hodnoceni reperfuzniho
poskozeni. Pfi pasobeni ROS dochazi mimo jiné k lipidové peroxidaci, pfitemz
vnikaji kancerogenni aldehydy napf. malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal
aj. Jedna molekula malondialdehydu, sekundarniho lipidického oxidaéniho
produktu, reaguje se dvémi molekulami kyseliny thiobarbiturové.

Jednou z nejuzivanégjich metod k hodnoceni schopnosti latek eliminovat
lipidovou peroxidaci je metoda TBA-MDA. Je =zaloZena na stanoveni
malondialdehydu (MDA) na =zakladé jeho barevné reakce s kyselinou
[ thiobarbiturovou (TBA), méfi se absorbance pii 532 nm. Spektrofotometrické
stanoveni adukti TBA-MDA je jednoduché a citlivé (Paulova et.al 2004).

Graf €.2: TBARS
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Hladina TBARS se v porovnani s kontrolni skupinou mirné zvysila po podani
isoprenalinu. Doslo k peroxidaci lipidu a vzniku MDA nasledkem ischemicko-
reperfuzniho poskozeni myokardu.
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Ve skuping, kde byl podan Lf samostatné, doslo ke snizeni hladiny TBARS
v porovnani s kontrolni skupinou. To vyplyvd zjeho antioxida¢nich a
chelatagnich acinku, dochazi ke snizeni tvorby ROS a nasledné k mensimu

ischemicko-reperfuznimu poskozeni.

Pii sou¢asném podani s isoprenalinem Lf zabranil vzestupu TBARS (i kdyZ bez
statistickeé vyznamnosti). Hodnoty TBARS jsou niz§i nez u skupiny 1SO, kde byl
podan pouze isoprenalin. Lf by mohl mit protektivni ucinek pfi ischemicko-

reperfuznim poskozeni myokardu.




4.3 Histologické zhodnoceni

Fotodokumentace a digitalizace mikroskopickych ndalezi byla provedena
pomoci mikroskopu Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan), digitalni kamerou
Pixelink PL-AB642 (Vitana Corp., USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.71
(Laboratory Imaging Prague, CR).

Pomoci pfiénych i podéinych fez( celym vypreparovanym myokardem jsme
ovéfovali histologické zmény, které nastaly po experimentainim podani
laktoferinu a nasledné& isoprenalinu a vyvolaly ve struktufe myokardu obraz

podobny nalezu pfi akutni ischemizaci.

V navaznosti na pilotni studii byl opakované prokazan trend ischemického
poskozeni na celé struktufe myokardu (obr.¢. 1). Zmény v ¢ase odbéru po 24
hod od expozice isoprenalinu nemély znatelné charakteristické znaky pozdnich
zmén akutniho infarktu myokardu — tj. loZiska kompletniho rozpadu bunék svalu
I intersticia s demarkacni linii leukocytarniho valu, jaka jsou v takovychto

Casovych intervalech obvykle pfitomna.

Po podani isoprenalinu jsme se ¢asto setkali se zménami, které mély difazni,
nikoli lozZiskovy charakter. Zvlasté v subepikardidini a subendokardianich
oblastech jsme pozorovali plastovy charakter zmén, véts§i mnozstvi

polymorfonuklearniho infiltratu a trombotizace (Obr.€.2, 3).

Pficné pruhovani je v nékterych kardiomyocytech zachovano, v nékterych viak
jiz nebylo pozorovatelné (Obr. £.4). Na tzv. polosilnych fezech byla pfesvédgivé
prokdzana myolyza a rizné stupné nekrotického stadia jader. Na nékterych
(secich byla patrna i forma hrubsiho granularniho rozpadu takto postizenych
bunék. Jadra v takovychto oblastech se rozpadla karyolyzou nebo karyorexi. Na
urCitych Gsecich hranice nekrotické a zachovalé tkané byly pozorovatelné i
prufezy dystroficky zménénymi Kkardiomyocyty s vyraznym hydropickym

vakuolizovanim cytoplazmy.
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Opét se ukazaly zmény zanétlivého infiltratu v cévach (zvySena aktivace
imunokompetentnich bun&k a exprese adhezivnich molekul) i mimo cévy
v pfisludnych okrscich {obr. €. 2). Na rozdil od pilotni studie byly nalezeny také

Caste tromby, coz ukazuje na endotelovou dysfunkci (obr €. 3).

aw ws

myokardu, nez pii podani samotného isoprenalinu. Podkozeni kardiomyocytu
se objevovalo v mensi mife a byla vice zachovana jejich integrita. Zmény byly
ale velmi nehomogenni a Casto se jednotlivé vzorky liSily v mife poskozeni.

Proto je jejich hodnoceni velmi slozité.
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Obr. €. 1 Lf + 1ISO — myokard - barveni H-E, zvétSeni 100x
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¢. 3 Lf + I1SO — myokard — barveni alcianova modf, zv. 400x
- I_ : A”’ B




5. DISKUZE
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Laktoferin je Zelezo vazajici glykoprotein, ktery se fyziologicky vyskytuje
v lidském organismu. Je obsaZen v sekretech exokrinnich Zlaz - v slzach,
slinach, mléce, synovialni a seminalni tekutiné (Steijns et al. 2000). V plasmé
se  vyskytuje predevéim pii zanétive odpovédi a  pochazi
z polymorfonuklearnich neutrofill (Abrink et al. 2000). V lidském téle ma
mnoho funkci, ale jeho role bude pravdépodobné komplexni. V souasné dobé
je  studovan pfedevdim v souvislosti sjeho  antibakterialnimi a
imunomodulacnimu Géinky. V Cetnych studiich byly popsany jeho antibakterialni
— Dbakteriostaticky i baktericidni, antivirovy, antifugalni, antiparaziticky,
antitumorovy a antioxidacni G€inky. Byla popsana i jeho enzymatickd aktivita,
role v ovlivnéni hypersenzitivni reakce a regulaci transkripce nékterych genu
{Brock et al. 20002, Kruzel et al. 2002, Fujita et al. 2004, Furmanski et al.
1989)

Lf v8ak take pusobi jako chelator zeleza. Jeho schopnost vazat Zelezo je
dokonce aZ 260x vy33i nez je tomu u transferinu, ktery je transportni formou
Zeleza vlidském téle (Sanches et al. 1992) Diky této vlastnosti vyvazuje
trojmocné Zelezo, které je jednim z hlavnich katalyzatoru Haber-Weissovy a
Fentonovy reakce. Pii téchto reakcich dochazi k tvorb& nadmérmného mnozstvi
reaktivnich kyslikovych radikalu (Baldwin et al. 1984)

V soucasné dobé probiha studium mnoha latek, ktere by mohly mit protektivni
udinky vuci pusobeni ROS. V klinické praxi se pouzivaji chelatory Zeleza a
jinych pfechodnych prvku (napf. deferoxamin, deferipron, dexrazoxan,
deferasirox) pfi onemocnénich, které jsou spojeny s pfetizenim organismu
Zelezem, myelodysplasii, thalasemii major nebo pfi prevenci kardiotoxicity
zplsobené podavanim antracyklini {(Tam et al. 2003, Hoffbrand et al. 2003,
Philipp et al. 2006) BohuZel, vzhledem k ekonomické néaroCnosti a Casto i
kratkému biologickému polo¢asu, nelze tyto latky podavat preventivné

k protekci pfed oxidaénim pusobeni ROS.

ProtoZze u IM dochazi k velmi podobnému stavu jako po exogennim podani

katecholaminu, vybrali jsme isoprenalinovy model jako vhodny pfiklad pro
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studium protektivnich aéinka laktoferinu. Dochazi k podobnému, i kdyz ne zcela
identickému poskozeni myokardu jako pfi AIM. V soucasné dobé je jednim
z hlavnich markerd IM hladina cTnT (troponin T) (Zimmerman et al. 1999,
Rottbaurer et al. 1996, Murthy et al. 1996). Troponin T je velmi citlivym
markerem myokardianiho poskozeni, umoziiuje také rozlideni, zda doslo
k reperfuzi, nebo kni nedoslo (Babuin et al. 2003, Gibbons et al. 2004).
Fyziologické hodnoty cTnT v krevni cirkulaci jsou tak nizké, ze kazdé méfitelné
zvySeni ¢TnT je patologické a znamena poskozeni (nekrozu myokardu)
(Masopust 2003). U kontrolni skupiny a skupiny, kde byl podan pouze Lf jsme
nezaznamenali Zzadné méfitelné hodnoty cTnT, nedoslo kischemickému
poskozeni myokardu. Po aplikaci isoprenalinu jsme zaznamenali vyznamné
zvySeni cTnT, které potvrzuje poskozeni myokardu. Pii souCasném podani
isoprenalinu a Lf do$lo k vyplaveni cTnT, pfi¢emz hodnoty jsou podobné jako u
skupiny, kde byl podan isoprenalin samotny. Podani Lf tedy bohuzel neovlivnilo
poskozeni myokardu, nedodlo k protekci pfed ischemickym pusobenim

isoprenalinu.

Pfi ischemicko-reperfuznim poskozeni myokardu dochazi k naruseni struktury i
funkce uvSech typu molekul. Jednim z nejzavaznéjSich projevu je lipidova
peroxidace. Pfi studiu latek s antiradikalovymi aéinky se proto fada metod
zaméfuje pfimo na testovani inhibiénich G¢inku na lipidovou peroxidaci Latky
potlacujici lipidovou peroxidaci mohou eliminovat jak iniciaéni kyslikové radikaly
(OH.), tak sekundarné vznikajici radikalové meziprodukty (peroxyl, alkoxyl) a
mohou také posobit jako latky chelatujici ionty prechodnych kovu.
Malondialdehyd (MDA) je konefnym produktem lipoperoxidace a je
nejrozSifenéjsim ukazatelem téchto reakci (Paulova et al. 2004). V nasi studii
jsme pouzili hodnoty MDA (resp.TBARS) jako ukazatele ischemicko-

reperfuzniho poskozeni.

V soucasne dobé existuje nékolik pohledu na hladinu TBARS pii ischemickém
poskozeni myokardu. Né&které studie uvadéji, Ze hladina TBARS nesouvisi
s ischemicko-reperfuznim poskozenim (OQlsson et al. 2002). Av3ak pfi studii
G¢inku podani isoprenalinu na myokard, bylo ovéfeno signifikantni zvySeni
hladiny TBARS v plasmé po podani ISO (Tappia et al. 2001). Ukazalo se, ze
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vprvnich 30 minutach  po vyvolani ischémie hladina TBARS zustava
nezmenéna, nasledné pfiblizné 3 hodiny stoupa, zatimco za 24 hodin po atace
hladina opét klesa k puvodnim hodnotam (Roth et al. 1985). V nasi studii jsme
TBARS méfili za 24 hod po vyvolani ischémie podanim isoprenalinu. Doslo

k mirnému zvySeni hladiny TBARS v plasmé.

Protoze jsme vychazeli z antioxidacnich a chelataénich ucinku Lf, pfedpokladali
jsme sniZeni tvorby ROS a nasledné i mensi ischemicko-reperfuzni poskozeni.
Ve skupiné, kde byl podan Lf samostatné, doslo ke sniZeni hladiny TBARS
v porovnani s kontrolni skupinou. Pfi souasném podani s isoprenalinem Lf
zabranil vzestupu TBARS (i kdyz bez statistické vyznamnosti). Hodnoty TBARS
jsou nizsi nez u skupiny 1SO, kde byl podan pouze isoprenalin. | kdyZz hodnoty
nedosahuiji statistické vyznamnosti, je zietelny pozitivni trend v pusobeni Lf.
Vzhledem ktomu, Ze je vyzkum pusobeni Lf na ischemicko-reperfuzni
poskozeni myokardu teprve na zalatku, nemuzeme spolehlivé vyvratit, ale
bohuzel ani potvrdit protektivni G&inky Lf na myokard.

Pfi histologickém zhodnoceni jsme navazali na pilotni studii. Opakované byl
prokazan trend ischemického poskozeni na celem srdci. Zmény po expozici
isoprenalinu nemély na arovni svetelné mikroskopie charakteristické znaky jaké
jsou obvyklé u AIM na myokardu pfitomné. Zaznamenali jsme difGzni, nikoli
loZiskovy charakter poSkozeni myokardu. U vzorka zvifat, kterym byl podan
laktoferin, se u nékterych preparatu objevilo meéné vyznamné poSkozeni
myokardu, nez pfi podani samotného isoprenalinu. U kardiomyocytu jsme ¢asto
zaznamenali zachovanou integritu. Zmeény byly ale velmi nehomogenni a ¢asto
se jednotlivé vzorky lisily v mife poskozeni. Proto bylo hodnoceni velmi slozZité.
V obrazové dokumentaci jsme zachytili nejcharakteristi¢téjgi zmény, které se
objevovaly po podani isoprenalinu a laktoferinu.

V nasi studii jsme pomoci biochemickych markeru zjistovali pusobeni Lf na
ischemicko-reperfuzni poskozeni myokardu, které bylo vyvolano podanim
isoprenalinu. Navazali jsme tak na pilotni studii, ktera nam umoznila poznat
zakladni parametry podavani Lf. V pilotni studii jsme provedli méfeni srdecniho

vydeje a odvozenych parametri s vyuzitim Stewart-Hamiltonovy termodilu¢ni
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metody. Pfi i.v. podani Lf se neprokazal pfedpokladany zieteiné protektivni
aginek. V pilotni studii jsme vyuZili jen mého poétu (ifi a nasledné pét)
modelovych zvifat. V soutasné studii jsme proto pouZili tyfi skupiny, z nichZ

kazda obsahovala sedm zvifat.

Pouzili jsme biochemické markery — troponin T a TBARS jako ukazatele
ischemicko-reperfuznino poskozeni myokardu. U troponinu T se pozitivni trend
v pusobeni Lf bohuZel nepodafilo prokdzat. U TBARS jsme zaznamenali
sniZzeni hodnot (i kdyZz bez statistické vyznamnosti) v porovnani s kontrolni
skupinou. Pfi dalSich studiich pusobeni Lf by bylo vhodné sledovani ucinki pii
dlouhodobém podévani Lf v riznych davkovacich schématech. Mohli bychom
tak ziskat komplexné&jsi pohled a prokazat nebo vyvratit nase pfedpoklady o
protektivhim pusobeni Lf.
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Vtéto rigorézni praci jsme se za pomoci biochemickych markert a
histologického zhodnoceni snaZili objasnit vliv laktoferinu na isoprenalinove
poskozeni myokardu. V teoretické ¢asti jsme se zaméfili na pouziti ruznych
markerd akutniho infarktu myokardu a pusobeni chelatorl Zeleza, které jsou

v soucasné dobé pouzivany v klinické praxi.

Pro studium protektivnich G¢inku laktoferinu jsme vybrali isoprenalinovy model,
protoZe u AIM dochazi k velmi podobnému stavu jako po exogennim podani
katecholamind. Dochazi k podobnému, i kdyZ ne zcela identickému poskozeni
myokardu jako pfi AIM. Ve spolupraci s Ustavem klinické biochemie a
diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci Kralové jsme ze vzork( odebrane krve

ziskali hodnoty troponinu T a TBARS.

Histopatologické zhodnoceni zahrnovalo odbér vybranych dseku myokardu,
zpracovani konvenéni histologickou technikou pro svételnou mikroskopii vCetné
zpracovani tzv. polosilnych fezl a vlastni barveni pro vyhodnoceni nalezl
svételnou mikroskopii. Obarvené preparaty jsme pozorovali pod svételnym
mikroskopem. Nasledné jsme provedli jejich fotodokumentaci a nalezy

prezentovali v obrazové dokumentaci.

VyuZili jsme biochemické markery troponin T a TBARS pro studium
biochemického profilu vlivu Lf na model isoprenalinového poskozeni myokardu.

Tato studie byla umoznéna diky grantu GA UK 98/2005/C/FaF. Tato prace by

dale mohla byt vyuzita pii dal$im studiu protektivniho Gcinku laktoferinu pri

poskozeni myokardu.
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