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Abstrakt

V prubéhu chladové adaptace dochézi k posunu v produkci tepla od tfesové termogeneze
k netfesové termogenezi, ktera je zprostiedkovana adrenergni signalizaci. Bylo téZ pozorovéno,
ze chladové adaptace zvysSuje odolnost organismu vici patologickym podnétiim a mtze ovlivnit
funk¢ni parametry kardiovaskularniho systému. Avsak akutni expozice velkému chladu je Casto
spojovana s detrimentalnimi uc¢inky na organismus. Neddvno jsme ukazali, ze chronicka
expozice chladu zvysuje odolnost srdce k ischemicko-reperfuznimu poskozeni bez negativnich
vedlej$ich U¢inkd, pokud pouzijeme mirné teploty, avSak mechanismus protekce neni dosud
chladové expozice a nevykazuje ptipadné negativni Gcinky, ii) zda B1-adrenergni signalizace
hraje tlohu v kardioprotekci vyvolané chronickym chladem. Vysledky této prace ukézaly, ze
1) jednodenni expozice mirnému chladu neméni citlivost srdce k ischemii a ii) podéani
metoprololu snizilo velikost infarktu u kontrolni skupiny, av§ak nemélo vliv na srdce chladové

adaptovanych potkand.

Klicova slova: Srdce, potkan, beta 1 adrenergni receptory, chladova adaptace



Abstract

During cold acclimation the heat production is shifted from shivering to non-shivering
thermogenesis, which is mediated by adrenergic signaling. It has also been observed, that cold
acclimation may increase the organismal resistence to pathological stimuli and may affect
functional parameters of cardiovascular system. However, acute exposure to sever cold is often
associated with detrimental effects on the body. We have recently shown that chronic exposure
to cold increases the heart's resistance to ischemia-reperfusion injury without negative side
effects when mild temperatures are used, however the mechanism of protection is not yet
known. The aim of this work was to determine whether: 1) if the sensitivity of the heart to
ischemia changes already after the first day of cold exposure and does not show any negative
effects, ii) if Pl-adrenergic signaling plays a role in chronic regimen of cold-induced
cardioprotection. The results of this work showed that 1) one day of exposure to mild cold did
not change the sensitivity of the heart to ischemia and ii) metoprolol treatment reduced the

infarct size in the control group, but did not affect the heart of cold-adapted rats.

Key words : Heart, rat, beta 1 adrenergic receptors, cold acclimation
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Seznam pouzitych zkratek

AaR
AC
ADP
Akt
AMP
ATP
BAT
CAMK
cAMP
CsA
CypD
GKS 3
GRK
HIF
/R
IPC

IS
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LAD
LTCC
LV
mCU

mPTP

Oblast ohrozeni

Adenylylcyklaza

Adenosindifosfat

Proteinkinaza B

Adenosinmonofosfat
Adenosintrifosfat

Hnéda tukova tkan

Ca?*/kalmodulin dependentni proteinkinaza
Cyklicky adenosin monofosfat
Cyklosporin A

Cyklofilin D

Glykogen kinaza syntaza 3
Receptorova kinaza spojena s G-proteiny
Hypoxii indukovany faktor
Ischemicko-reperfuzni

Ischemicky preconditioning

Velikost infarktu

ATP senzitivni draselny kanal

Leva ptedni sestupna korondrni arterie
Napétové fizené Ca’" kanaly

Leva komora srde¢ni

Mitochondrialni Ca** uniporter

Mitochondrialni por prechodné propustnosti



NCX
NHE
NO
NOS
NRG
NST
PBS
PFA
PHD
Pi
PI3K
PKA
PKC
PKG
PLB
RISK
ROS
RyR
SAFE
SERCA
SOD
TNFa
TTC

BAR

Na*/Ca®" antiporter

Na'/H" antiporter

Oxid dusnaty

NO syntaza

Neureglin

Netiesova termogeneze

Fosfatovy pufr

Formaldehyd

Prolylhydroxylaza

Anorganicky fosfat

Fosfoinosititid 3 kindza
Proteinkinaza A

Proteinkinaza C

Proteinkindza G

Fosfolamban

,Reperfusion injury salvage kinases*
Reaktivni formy kysliku
Ryanodinové receptory

,.Survivor activator factor enhancement®
Ca?" ATPaza sarkoplasmatického retikula
Superoxid-dismutaza

Tumor nekrotizujici faktor a
2,3,5-trifenyltetrazolium chlorid

B adrenergni receptory
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1. Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni, mezi které patii infarkt myokardu jsou nejcastéjsi pti¢inou
amrti jak v evropském, tak ve svétovém méfitku (Virani et al., 2020). Stejné tak v Ceské
Republice predstavuji tato onemocnéni nejcastéjsi pricinu tmrti, a i nejcastejsi pricinu
hospitalizace (Kodl, 2014). Proto je stdle zaddouci hledat nové strategie, které studuji
endogenni mechanismy kardioprotekce a jejich mozné uplatnéni v 1écbé 1 prevenci téchto
onemocnéni. V soucasné dob¢ je znamo nékolik kardioprotektivnich intervenci, které
zvySuji odolnost srdce k ischemii. Mezi né fadime ischemicky conditioning, adaptaci na
fyzickou zatéz, adaptaci na hypoxii ¢i kalorickou restrikci. U téchto rezimt bylo
experimentalné prokazano zmenseni velikosti infarktu, a bylo popsdno mnoho signalnich
drah, které zvySuji odolnost srdecnich bunék a prodluzuji jejich ptezivani. Nicméné tyto
poznatky v klinickych studiich zatim nebyly potvrzeny a ani zddny z téchto modeld neni

v soucasné dob¢ vyznamné vyuzivan v klinické praxi.

Akutni vystaveni chladu byvé povazovano za rizikovy faktor, ktery je ptfi¢inou mnoha
umrti v zimnim obdobi. Oproti tomu byly nedavno publikovany dvé prace, které ukazaly, ze
adaptace na chlad vyvolava zvySenou odolnost srdce k ischemii. Vedlejsi u€inky chladové
adaptace zavisi na pouzité teploté. Pii niZSich teplotach dochazi k rozvoji hypertenze a
srdecni hypertrofie. Naproti tomu model mirné chladové adaptace je zcela novy
kardioprotektivni reZim objeveny naSim pracovistém, ktery prokazatelné snizuje velikost
infarktu po ischemicko-reperfiznim inzultu a nebyly u néj prokazany Zadné vedlejsi ucinky
jako hypertenze a srde¢ni hypertrofie (Tibenska et al., 2020). Jeho moZné terapeutické
vyuziti se prokaze v budoucnu. Cilem této prace je zjistit, zda kratkodobé vystaveni mirnému
chladu po dobu jednoho dne ma vliv na velikost infarktu u potkana a déale ovéfit, zda
kardioprotektivni efekt chronického piisobeni chladu je zprosttedkovan ptes B1-adrenergni

drahu.
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2. Literarni prehled

2.1. Ischemicko-Reperfuzni poskozeni

Zastaveni prutoku v krevnim feci$ti, ¢i jeho omezeni o vice nez 50 % vyvold rozvoj
ischemie. U srdce je ischemie nejcastéji zptisobena obstrukci ¢i zazenim koronarni arterie,
coz vede k infarktu myokardu (Reimer et al., 1983). Béhem omezeni dodavky kysliku a zivin
dochazi k fad¢ biochemickych zmén. Tyto zmény a stupeii poSkozeni se lisi v zavislosti na
mife omezeni krevniho zasobeni a dobé trvani ischemické epizody. Zpocatku se jedné o
poskozeni reverzibilni a s obnovenim krevniho priitoku dojde 1 k tplnému obnoveni srde¢ni
funkce. Prodluzujici se ischemie vSak vede k vaznému poskozeni kardiomyocytll a bunééné
smrti, kterd patfi mezi hlavni faktory vedouci ke Spatné progndze zotaveni z ischemické
srde¢ni choroby. Proto je v€asné obnoveni krevniho priitoku klicovy faktor pro sniZeni, nebo
zabranéni ireverzibilniho poskozeni funkce srdce. V pribéhu reperfiize paradoxné dochazi
ke zvétSeni rozsahu posSkozeni tkéné€, proto hovoiime o ischemicko-reperfuznim (I/R)

posSkozeni.

2.1.1. Mechanismus I/R poskozeni

Reperfuzni poSkozeni poprvé ukazali ve svych prikopnickych pracich Jennings a kolektiv,
kteti popsali srovnatelné poSkozeni vyvolané 24 hodinovou ischemii bez reperfuze se
30minutovou ischemii nasledovanou reperfizi (Jennings et al., 1960). V soucasné dobé je
znamo, ze faze reperfize je velmi komplexni a dynamicky proces, ktery mize pokracovat
az 3 dny po ukonceni ischemie (Zhao et al., 2000). Ackoli mechanismy, které jsou zapojeny
do I/R poSkozeni jsou velmi slozité, jejich plné pochopeni je klicové pro rozvoj novych
terapeutickych pfistupi. Tyto pfistupy snizuji rozsah I/R poskozeni a soucasné i prodluzuji

dobu po kterou mize byt tkan vystavena ischemii, nez dojde k ireverzibilnimu poskozeni.

Srdec¢ni sval je vysoce oxidativni tkan s vyznamnou metabolickou aktivitou, a proto je
tak velmi citlivy na poskozeni zpisobené nedostatecnym krevnim zasobenim. V prib¢hu
ischemie dochazi k rychlému sniZeni hladin kysliku, ktery tak neni k dispozici pro

funkci mitochondridlniho respirac¢niho fetézce a dochazi k zastaveni oxidativni fosforylace
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(Lesnefsky et al., 1997). To ma za nasledek snizovani poméru ATP/ADP a kompenzac¢ni
nartist anaerobni glykolyzy pro jako donoru ATP. Pfechod mezi aerobnim a anaerobnim
metabolismem je detekovatelny zvySenim redukovanych koenzymt jako je NADH, ale i
elektrokardiografickymi zménami a poklesem kontraktility kardiomyocytti (Harden et al.,
1979). Anaerobni metabolismus produkuje vyrazn€ niz§i mnozstvi ATP na jeden mol
glukozy nez oxidativni fosforylace, coz rozhodné€ neni dostatecné pro naplnéni pozadavka
aerobnich tkani. Jennings a kolektiv popsali, Ze po 40 minutové ischemii u psa dochazi
k 90 % poklesu hladiny ATP (Jennings et al., 1978) a obdobnych vysledkii bylo dosazeno 1
u laboratorniho potkana (Neely et al., 1973). ZvySenym anaerobnim metabolismem v oblasti
zasazené ischemii navic dochazi ke kumulaci kyseliny mlé¢né ve tkani, kterd nemutze byt
metabolizovdna ani odvadéna krevnim fecistém. Z experimentalnich modeld je patrné, ze
k tvorbé laktatu dochazi jiz b&hem prvnich 15-30 sekund po zahéjeni ischemie (Braasch et
al., 1968), coz prohlubuje zvyseni produkce protont a tim podpoii intracelularni acidézu.
Samotna hydrolyza ATP vede k vzestupu hladiny anorganického fosfatu (Pi), volného ADP
a téz ke snizovani intracelularniho pH. To m4 mnoho dasledkd na Grovni poklesu aktivity
ATP4z, coz vede k poklesu aktivity iontovych pump jako jsou Na/K/ATP4za a Ca’**ATP4za
plasmatické membrany, nebo Ca’>* ATP4za sarkoplasmatického retikula (SERCA), coZ vede

k akumulaci Ca®" v cytosolu (Nayler et al., 1981).

Regenerace ADP na ATP je mozna pomoci reverzibilni adenylatkinazové reakce, pfi
které¢ vznika AMP. Vzniklé AMP je dilezitou signalni molekulou v regulaci buné¢né
energetické homeostazy. ZvySujici se pomér AMP/ATP aktivuje AMP zavislou protein
kindzu jako hlavni senzor energetického stavu bunky, které se Ucastni kompenzacnich
mechanismi pro zvyseni dodavky energie a snizeni jeji spotieby pomoci AMP aktivované
AMP kinazy (Wang et al., 2003). AMP po reakci s 5 nukleotidazou uvoliiuje adenosin, ktery
muize opousStét builku a pfispivat tak k postupnému vycerpani intraceluldrnich zasob
adeninového nukleotidu (Sala-Newby et al., 2000). Na druhé stran¢, adenosin
zprostiedkovava dilezité¢ signalizace pomoci purinergnich receptori a muze tak byt
povazovan za metabolicky signal uvoliiovany z bunék v reakci na nerovnovéhu v poptavce
a dodani kysliku (Kroll et al., 1993). Adenosin se v kardiovaskuldrnim véaze na 4 subtypy
adenosinovych receptorit A1, Aza, Aos a Aza (Mustafa et al., 2009), jejichz signalizace je
sptazena s heterotrimérnimi G-proteiny. Jednotlivé subtypy téchto receptorit mohou tvofit
heterodimery s jinymi receptory jako naptiklad s glutamatovym mGLUTS receptorem (Ferré

etal., 2002), nebo téz interagovat mezi sebou navzajem. V srdci byla popsana interakce mezi
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adenosinovymi receptory A1, A2a a Az Ucastnici se kardioprotekce (Urmaliya et al., 2009).
Kardioprotektivni signalizaci téz vykazuji adenosinové receptory ve spojeni s opioidnimi
receptory, které snizuji bunécné poskozeni béhem I/R (Peart et al., 2003). Poméry ATP/ADP
a ATP/AMP tak hraji tstfedni roli v zachovani energetické homeostazy a zachovani viability

kardiomyocytl (Montgomery et al., 1991).

Dilezitym mechanismem udrZeni pH homeostazy je aktivace cytoplasmatického Na'/H"
vyméniku (NHE), ktery Cerpa protony z buiiky vyménou za sodné ionty (Avkiran et al.,
2002). To pftispiva ke zvysené akumulaci sodnych iontl v cytoplasmé a zaroven vede k
reverznimu &erpani Ca?’ iontli do buiiky pomoci sarkolemalniho Na*/Ca®" antiporteru
(NCX) (Griffiths et al., 1998), coz vyusti ve vapenaté pretizeni. Tento mechanismus mutize

prispivat k vapenatému pretizeni v ischemické fazi I/R poskozeni.

V reperfuzi dochazi ke znovuobnoveni krevniho priatoku a snim i hladin kysliku a
substratli do ischemické oblasti, spolu s vymytim nahromadénych metaboliti zpisobujicich
lokalni acidozu (Moon et al., 2019). Normalizace pH deinhibuje aktivaci calpaintl, coZ jsou
cysteinové proteazy, které degraduji cytoskeletalni struktury. K jejich aktivaci dochazi jiz
béhem ischemie zvysenou hladinou Ca**, av$ak nizké pH je udrzuje neaktivni (Hernando et
al., 2010). Obdobné je popsan vliv nizkého pH na inhibici otevirani mitochondrialnich port
(mPTP), kdy snizeni pH jiZ na hodnoty 6,2 inhibuje otevirani tohoto péru (Halestrap et al.,
1991). Zvysenim pH na fyziologickou uroven v reperfuzi tak zvySuje pravdépodobnost

jejich otevieni a s nim 1 pravdépodobnost apoptdzy bunck.

2.1.2. Vapenaté pretizeni a jeho dlsledky

Funkce srdce je zajiSténa koordinovanymi kontrakcemi syncitia kardiomyocyti, kde je
excitace prevadéna na kontraktilni silu v reakci na elektricky podnét. Béhem excitace
kardiomyocytii dochazi ke vtoku malého mnoZstvi Ca** do cytoplasmy prostiednictvim
nap&tové fizenych Ca?" kanalti L2-typu (LTCC), které spousti uvolnéni vétsiho mnoZstvi
Ca®" ze sarkoplasmatického retikula pomoci ryanodinovych receptori (RyR) v procesu
znamém jako ,,calcium induced calcium release* (Bers et al., 2002). Po uvolnéni Ca*" ze
sarkoplasmatického retikula dochéazi k jeho vazbé na troponin C, coZz umoziiuje interakci
aktinu a myosinu a zkraceni sarkomer. Béhem relaxace dochézi k opétovnému vychytavani

vapenatych iontl pomoci SERCA, vsrdci se jednd o isoformu SERCA2A, kterd je
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regulovana fosfolambanem (PLB) (Tada et al., 1998). PLB je integralni membranovy protein
sarkoplasmatického retikula, jehoz cytoplasmatickd doména obsahuje dvé fosforyla¢ni mista
(Ser16 a Thrl7) (Fujii et al., 1989). V klidovych podminkach PLB funk¢né interaguje se
SERCA, &mz snizuje jeji afinitu k Ca®". Tato inhibice miZze byt zrusena zvySenymi
cytosolickymi hladinami Ca?*, nebo v podminkach stimulace adrenergni signalizace skrz
fosforylaci PLB na Ser16 zbytku pomoci protein kindzy A (PKA) (MacLennan et al., 2003),

coz vede k urychleni faze relaxace (Brittsan et al., 2003).

Jak jiz bylo zminéno, v procesu I/R poskozeni dochazi ke snizeni poméru ATP/ADP,
coz snizuje aktivitu energeticky zavislé Na/K/ATPéazy a narusSuje iontovou homeostazu
kardiomyocyti. To pfispiva k vapenatému pretizeni reverzni aktivaci NCX (zejména
isoformy NCX1) vedouci ke zvy$enému toku Ca?" do myocytii. Vyména iontii pomoci NCX
je pasivnim mechanismem Fizenym koncentraénim gradientem Na®, avSak fosforylace
pomoci PKA vede ke zvysSené aktivité tohoto proteinu (Perchenet et al., 2000).
Hyperfosforylace NCX pomoci PKA byla téZ pozorovana v kardiomyocytech selhavajiciho
srdce (Wei et al., 2003). Poddni inhibitoru NCX snizuje velikost infarktu snizenim
pravdépodobnosti aktivace apoptdzy v obdobi reperfiize na zdklad¢€ snizeni cytosolického a
mitochondridlniho Ca®" pietizeni (Lv et al., 2013). Toto pietizeni je dale podporovano
nedostatecnou hladinou ATP, kterd znemoziiuje funkci SERCA. Reaktivace metabolismu
v obdobi reperfize je spojena se zvysenou aktivitou SERCA, coz vede ke zvySenému obratu
Ca**, které je usnadnéno tésnou blizkosti s T-tubuly a mitochondriemi (Orchard et al., 2007).
Nasledkem toho doch4zi koscilacim hladin Ca®" vyvolavajici hyperkontrakci

kardiomyocyti, kterd miize vyustit az v jejich nekrézu (Abdallah et al., 2011).
Calpain a jeho funkce

Zvysené intracelularni koncentrace Ca’?* dale  aktivuji fadu enzymid jako jsou
Ca”'/kalmodulin dependentni proteinové kinazy (CaMK) nebo calpainy, které piispivaji
bunééné smrti a dysfunkci srdce po I/R. CaMK fosforyluji proteiny zapojené do
intracelularni manipulace s vapnikem a bylo prokazano, ze CAMKII v obdobi reperfuze
pfispiva k arytmogenezi prostiednictvim zvySené fosforylace RyR, PLB a LTCC (Said et
al., 2011). Calpainy, které jsou v srdci zastoupeny isoformami pam (Sandmann et al., 2001)
se nachézeji intracelularné v blizkosti jejich endogennich inhibitorQ, calpastatin pobliz
Z- disku (Barnoy et al., 1999). Calpastatin se sklada ze Ctyt inhibi¢nich podjednotek z nichz
kazda podjednotka inhibuje jednu molekulu calpainu blokovanim interakce mezi
katalytickym mistem a substratem (Betts et al., 2003), avsak béhem reperfiize dochézi k jeho
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degradaci v proteasomu. Proteasomy se té€z podili na degradaci RyR2 béhem I/R poskozeni
spolu s calpainy (Pedrozo et al., 2010). Krom¢ destabilizace cytoskeletu aktivovanym
calpainem béhem I/R dochazi také k aktivaci Bid (proapoptotického ¢lena rodiny Bcl2)
zavislé na calpainu a tim indukci mitochondridlniho poskozeni (Chen et al., 2002). To
prokazuje zadsadni vyznam calpaini béhem I/R posSkozeni, diky kterému calpainy
v soucasnosti ziskdvaji mnoho pozornosti ze stran vyzkumnych tymu pii snahach o vyuziti

inhibice téchto enzymt a tim i zmensSeni I/R poskozeni.
Inflamasomy

Dal$im patologickym procesem, ktery je spojen s vapenatym pietizenim je tvorba komplexii
pyrofosfatu vépenatého a tvorba kyseliny mocové. Tyto latky piedstavuji nebezpecné
signaly aktivujici inflamasomy, které se podileji na zvysSené tvorbé cytokinu TNFa (tumor
nekrotizujici faktor o)), ktery aktivuje transkripéni faktor NF-«kB, nebo aktivacni protein 1.
NF-kB se po aktivaci translokuje do jadra, kde reguluje transkripci svych cilovych genii
vcetné prozanétlivych cytokint (Condorelli et al., 2002). Prozanétlivy TNFa téz naruSenim
homeostazy Ca** podporuji arytmogenezi a snizeni kontraktility myocytd (Duncan et al.,
2010). Nové prace popisuji i uvoltiovani Ca** vyvolené akutnim podanim TNFo vedouci
k arytmiim cestou produkce reaktivnich forem kysliku (ROS- Reactive Oxygen Species)

v kardiomyocytech (Zuo et al., 2018).

Vyznamnou tlohu ve vapenatém pietizeni a aktivaci apoptozy hraji mitochondrie, a proto

jsou ¢astym cilem zdkladniho 1 klinického vyzkumu (Lemasters et al., 2010).
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2.1.3. Oxidacni stres a mPTP

Mezi kompenzaéni mechanismy vyrovnavajici zmény v intracelularnich zménach
cytosolickych hladin Ca®" patfi zvySeny transport Ca** do mitochondrii pomoci nap&tové
zavislého kanalu VDAC (voltage dependent anion chanel) pfes vnéj$i mitochondrialni
membranu a pomoci mitochondridlniho uniporteru mCU (mitochondrial Calcium
Uniporter), pres vnitini mitochondrialni membranu (Kirichok et al., 2004). Vsup Ca*"
pomoci mCU je zavisly na mitochondrialnim membranovém potencidlu. Mitochondrie tak
plsobi jako pufr Ca** a zvySené hladiny cytosolického véapniku vedou ke zvySenym
koncentracim Ca?" v mitochondriich (Ausma et al., 2000). To zvy3uje pravdépodobnost
naruseni syntézy ATP, zvySené produkce ROS a otevieni mitochondrialnich pori prechodné
propustnosti (mPTP), coz je spojeno s redistribuci nizkomolekularnich latek mensich 1,5

kDa (Parks et al., 2018).

ROS jsou molekuly s neparovym elektronem ve své valen¢ni sféte, které mohou vyvolat
fetézové radikalové reakce, avSak v pfiméfeném mnozstvi mohou slouzit i k signalizacnim
funkcim a k modulaci fyziologickych ¢i protektivnich procesti. Mezi ROS patii
superoxidovy anion, ktery je produktem jednoelektronové redukce kysliku schopny
inaktivovat jiné enzymy jako je napf. akonitdza. Nicméné, byva rychle metabolizovan
enzymem superoxid-dismutdzou (SOD) na peroxid vodiku (H20:), ktery je nasledné
eliminovan kataldzou. H»O: je voln¢ rozpustny v lipidech a muze tak v malém mnozstvi
pusobit jako modulator bunécéné signalizace, ale ve velkém mnozstvi se miize podilet na

tvorbé hydroxylového radikdlu. Pro piehled (Finkel, 2011).

Pt1 ischemii dochazi k produkci ROS zejména respiracnim komplexem I a III elektron
transportniho fetézce, coZ bylo podpoieno vyzkumem inhibitorli jednotlivych krokt (Chen
et al., 2003). Dalsi dilezitou ulohu v produkci ROS ma enzym xantinoxidaza. Jedna se o
oxidoreduktazu katalyzujici oxidaci hypoxantinu na xantin a dale i oxidaci xantinu na
kyselinu mocovou. Obé tyto reakce jsou doprovazeny tvorbou ROS. Obnoveni piisunu
kysliku béhem reperfize a nahlé zvysSeni jeho koncentrace ve tkani vyvold nadmérnou
tvorbu superoxidového radikalu, a to zejména v respiraénim fetézci, piisobenim NADPH
oxiddzy a katabolismem hypoxantinu. Takto vytvofené ROS rychle piekro¢i obranné
antioxidaéni kapacity bunky, coz vede k peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin,

proteinové karboxylaci a poskozeni DNA (Becker et al., 2004).
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Kombinované u¢inky nadmérné produkce ROS a vysoké hladiny Ca*" pieduréuji
mitochondrii k otevirdni mPTP, ktery hraje rozhodujici ulohu pfi reperfaznim poskozeni
tkané (Abdallah et al., 2011). Zvysena koncentrace Ca*" v mitochondrialni matrix vyvolava
zvyseny koloidni osmoticky tlak, ktery podporuje transport vody do mitochondrii a
zpusobuje tak mitochondrialni bobtnani (swelling) (Eliseev et al., 2002). Nadmérny nartist
objemu mitochondrii vede k rozpojeni oxidativni fosforylace a nasledné otevieni mPTP
poru, ktery umozni vyliti cytochromu ¢ do cytoplasmy, kde dochézi k aktivaci kaspas 3 a 9
a nasledné tvorbé apoptosomu, coz vede k bunééné smrti (Narula et al., 1999; Kim et al.,
2005). Inhibice mCU pomoci Ru360 zlepsuje funkcni stabilitu mitochondrie omezenim
mitochondridlniho Ca?" pretizeni béhem I/R (Guan et al., 2019). Experimentalni diikazy
vSak spojuji otevieni mPTP nejen s apoptotickou, ale i nekrotickou smrti buiiky, a to
v zavislosti na jejim energetickém stavu. V disledku otevieni mPTP také dochazi ke
zvySené¢ produkci superoxidu, coz je spojeno se ztratou cytochromu ¢ a NADPH
z mitochondrii, které vyznamné oslabuji antioxida¢ni kapacitu mitochondrii (Pasdois et al.,

2011).

V poslednich letech bylo mnoho studii na ochranu pted I/R poskozenim zaméfeno na
prevenci otevirani mPTP a to zejména pomoci inhibice cyklofilinu D (CypD). CypD,
koédovany genem Ppif je prolylisomerdza umisténd v mitochondridlni matrix, ktera
moduluje mPTP, ackoliv sama neni strukturdlni slozkou tohoto poru (Basso et al., 2005) a
zaroven je receptorem pro imunosupresivni 1é¢ivo cyklosporin A (CsA) (Kajitani et al.,
2008). Uginek CsA byva popisovan jako znecitlivujici pro otevirani mPTP, které sice miize
nastat, ale stava se odolng&j$i viici Ca**, Pi a dal$im induktorim (Crompton et al., 1988;
Bernardi et al., 1992). Uziti chemickych inhibitort CypD jako sanglifehrin-A a Debilo-025
umoziuji studium Ulohy otevirani mPTP pfi /R a je 1 popséno, Ze uziti téchto inhibitort
pusobilo protektivné pred I/R (Lim et al., 2007; Gomez et al., 2007), avS§ak nedavné klinické
studie neprokazuji ucinnost uZziti inhibice CypD pfi 1é¢bé akutniho infarktu myokardu
(Mewton et al., 2015). Tyto vysledky naznacuji, Ze stale chybi pfesné znalosti pro pochopeni
kaskadovité signalizace zplsobujici otevirani mPTP. Obrazek 1 ptfedstavuje schématické

znazornéni mechanismu I/R poskozeni v kardiomyocytech.
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Obrdzek 1 : Schematické zndzornéni mechanismu ischemicko-reperfuzniho poskozeni myokardu.
Béhem ischemie pokles pH inhibuje otevirdni mitochondridlnich pdri (mPTP). NarusSend
intraceluldrni iontovd homeostdza zplsobuje vdpenaté pretiZeni, které spolu se zvysenou tvorbou
reaktivnich kyslikovych radikdli (ROS) zvysuje pravdépodobnost otevirani mPTP. Otevieni mPTP
vede k vyliti cytochromu C (Cyt. C) aktivaci kaspdz a apoptoze kardiomyocytu. Upraveno dle Li et
al., 2016.

Rozsah I/R poskozeni zavisi na intenzité a trvani ischemického podnétu a mize byt
zmirnén zvysSenou odolnosti myokardu k ischémii. Stabilizace funkce mitochondrii a
inhibice otevirani mPTP jsou soucasti vétSiny kardioprotektivnich strategii, které

pravdépodobné zmirnuji vapenaté pretizeni a oxidacni stres.
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2.2. Kardioprotektivni reZzimy

Jako kardioprotektivni rezimy oznacujeme nefarmakologické strategie s adaptivni reakct,
ktera vyrazné zvysuje schopnost srdce odolavat I/R poSkozeni. Zkoumani téchto rezimti ma
velmi dlouhou historii. V poslednich letech se velmi intenzivné studuji riizné typy
conditioningli, z nichZ nejznam¢;jsi je ischemicky preconditioning. AvSak i adaptace na
hypoxii, ¢i adaptace na fyzickou zatéZz si v soucasnosti ziskavaji stale vétsi pozornost ze stran

vyzkumnych kolektivii pro jejich potencialni terapeutické vyuziti.

2.2.1. Preconditioning a postconditioning

Meznikem ve vyzkumu kardioprotekce patii experiment Murryho a kolektivu, kdy bylo psi
srdce vystaveno C¢tyfem po sobé jdoucim korondrnim okluzim trvajicim 5 minut,
nasledovanych 5 minutovou reperfuzi pred dlouhodobou ischemii a kone¢nou reperfuzi, pti
kterém byl pozorovan téméi 75% pokles velikosti infarktu oproti zvifatiim, prodélavajicim
pouze prodlouzenou ischemii nasledovanou reperfuzi (Murry et al., 1986). Tento jev
zvySené endogenni tolerance myokardu proti ischemii byl pojmenovan jako ischemicky
preconditioning (IPC). Zpocatku byl tento protektivni fenotyp pfipisovan zménadm
v bunééném metabolismu, avSak navazujici studie s vyuZitim antagonistli adenosinovych
receptorit Al prokazaly Gc¢inek adenosinu jako signaliza¢ni udalost v IPC (Liu et al., 1991).
Odpovéd’ vyvolana kratkou sekvenci ischemii a reperfuzi je dvoufazova, kdy k prvni
protektivni fazi dochéazi témét okamzité, zatim co k druhé, opozdéné fazi dochazi po
refrakterni period€ 24 hodin. Do ¢asné faze IPC je zapojena aktivace jiz existujicich molekul
spolu se signalizaci subletalnich davek ROS, kdy posttranslacni modifikace redoxné
senzitivnich proteint spousti kardioprotektivni drahy, zatim co druha faze, téZ nazyvana jako
,»druhé okno kardioprotekce (Marber et al., 1993) zahrnuje zvySenou expresi ochrannych

proteinti v reakci na akutni signal.

Postconditioning byl poprvé popsan pied necelymi 20 lety. Po 60 minutové ischémii
autofi provedli 3 cykly za sebou jdoucich reperfuzi pteruSovanych kratkymi epizodami
ischemie v trvani 30 sekund pfed kone¢nou reperfuzi. Tento zdkrok vyznamné sniZzil velikost
infarktu, ekvivalentné k IPC (Zhao et al., 2003). Od té doby byl kardioprotektivni fenotyp

zpusobeny ischemickym postconditioningem prokdzan mnohymi laboratoifemi, 1 kdyz se
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znaCnymi rozdily ve vysledcich a experimentalnich protokolech (Penna et al., 2008).
Ptedpoklada se, ze ischemicky postconditioning omezuje rychlé navraceni fyziologického
pH v ischemické oblasti vedouci k otevirani mPTP (Cohen et al., 2007). Nespornou vyhodou
ischemického postconditioningu je moznost jeho snadného uziti v klinické praxi. Obdobné¢
se nabizi 1 moZznost snadného vyuziti v klinické praxi vzdaleného ischemického
conditioningu, pfi kterém je pfechodna ischemie aplikovand na misto vzdalené od cilového
organu, jako je tomu v pracich, pii kterych byla pozorovéana kardioprotekce po vystaveni
ledviny (Gho et al., 1996) ¢i kosterniho svalu (Birnbaum et al., 1997) lokalni ischemii.
Kardioprotece vyvolana vyuzitim vzdaleného conditioningu se jevi stejné silnd jako
protekce vyvolana postconditioningem (Kerendi et al., 2005), avSak doposud nebyl nalezen
optimalni organ ¢i protokol pro vyuziti tohoto pfistupu, nebot’ v prubéhu I/R dochazi ke

komplikacim v souvislosti se Spatnym prokrvenim periferie.

2.2.2. Signalni drahy asociované s conditioningem

K dosazeni kardioprotektivniho uinku conditioningu patii zachovani mitochondrialni
funkce plsobenim tii hlavnich signalizacnich drah, mezi které patii drdha RISK
(Reperfusion Injury Salvage Kinase), draha SAFE (Survivor Activator Factor Enhancement)
a draha aktivace protein kinazy C (PKC). Zatimco pfi aktivaci drahy RISK dochézi k aktivaci
nebo inhibici proteinli, SAFE drdha stimuluje expresi genli ke zmirnéni ischemického

poskozeni.

Skupina kindz RISK byla popsana jako sestavajici se z kombinace dvou kaskad a to
fosfoinosititid-3 kindzy (PI3K) (Nagoshi et al., 2005) a mitogenem aktivované protein
kindzy, které pokud jsou aktivované v dob& reperfuze, tak vykazuji vyrazny
kardioprotektivni efekt (Tsang et al., 2004). K aktivaci drdhy RISK dochazi po navazani
agonisty, mezi které fadime opioidy, bradykinin, adenosin a dal§i na receptor sprazeny
s heterotrimérnim G-proteinem. PI3K aktivuje proteinkindzu B (Akt), kterd se podili na
kardioprotekci nejen pomoci fosforylaci, ale i modulaci mitochondrialni morfologie (Ong et
al., 2015). Mezi dalsi cile fosforylace PI3K patii glykogen syntaza kinaza 3 (GSK3) (Gross
et al., 2004), ktera pokud je fosforylovana a tedy inhibovana, tak se podili na inhibici
otevieni mPTP (Juhaszova et al., 2004).
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Akt muze déle fosforylovat endotelidlni syntdzu oxidu dusnatého (NOS3) na serinu
1176, coz vede k jeji aktivaci a syntéze oxidu dusnatého (NO) z L-argininu (Dimmeler et
al., 1999). NO zesiluje svij signdl prostfednictvim guanylatcyklazy, vedouci k aktivaci
proteinkindazy G (PKG) vné&js$i mitochondridlni membrany, kterd aktivuje PKCe (Qiu et al.,
1998) intermembranového prostoru mitochondrii (Costa et al., 2005). PKCe fosforylaci
napomaha otevieni mitochondridlnich ATP zavislych K kanald (mitoKate), které se
podileji na inhibici otevirani mPTP (Saurin et al., 2002). PKG se ucastni na fosforylaci PLB
a zvysSuje tak aktivitu SERCA pfii zvysSené acidoze kardiomyocytu ¢imz se podili na snizeni

oscilaci vapniku a udrzeni vapnikové homeostazy (Inserte et al., 2014).

Nedavno objevena draha SAFE se podili na ¢asné i pozdni fazi IPC prostfednictvim
Janusovy kindzy JAK, ktery je aktivovana cytokiny jako jsou interleukin-6 a TNFa (Lacerda
et al., 2009). Pivodné ptedpokladany piispévek TNFa k reperfuznimu poskozeni byl
vyvracen pii pokusech s pouzitim specialni protilatky TNFa, jejiz podani po fazi ischemie
vykazuje snizeni I/R poskozeni (Gao et al., 2008). Po navazani TNFa na TNF receptor 2
dochazi k aktivaci transkripéniho faktoru STAT3, ktery nasledné pozitivné reguluje
antiapoptické proteiny jako je Bcl-2 a sniZzuje mnozstvi apoptického Bax (Bolli et al., 2011).
STAT3 ma i velmi vyrazny vliv na funkci mitochondrie, kde se nejen ucastni inhibice
otevirani mPTP skrz inhibici mCU (Wu et al., 2019), ale zaroven je popsan jako faktor
ucastnici se modulace mitochondridlni morfologie skrz zvyseni exprese proteinu OPA1
(Nan et al.,, 2017). Zajimavé je, ze pii studii vzdaleného conditioningu na lidskych
pacientech byla pozorovédna vétsi aktivace STATS, nez STAT3 (Heusch et al., 2012).
Schématické zndzornéni hlavnich signaliza¢nich drah RISK a SAFE, které se podileji na

kardioprotekci vyvolané conditioningem piedstavuje obrazek 2.
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Je tedy patrné, ze ischemicky conditioning je odpovédi na ischemicky stres vyvolany
kratkymi opakovanymi ischemiemi a reperfuzemi, ktery snizuje spotiebu energie a zpozd'uje

nastup apoptdzy bunck zptsobené I/R poskozenim.
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Obrdzek 2 : Kardioprotektivni drdhy asociované s conditioningem RISK a SAFE. Draha RISK
zahrnuje aktivaci receptoru spraZzeného s G-proteinem (GPCR) aktivujiciho proteinkundzu B (Akt),
endotelidlni NO syntdzu (eNOS), guanyldtcykldzu (GC) a proteinkindzy G a C (PKG, PKC) ovlivriujici
mitochondridlni ATP senzitivni draslikovy kandl (mKarp), ktery se podili na inhibici
mitochondridlnich port (mPT). Draha SAFE stimulujici zvysenou expresi proteint Bcl-2 a sniZzenou
expresi Bax prostrednictvim Janus kindzy (JAK) a aktivdtori transkripce (STAT3). Prevzato
zMarcket al., 2018.

2.2.3. Hypoxie

Pti hypoxii dochazi k nerovnovaze mezi dodavkou kysliku a jeho poptavkou ve tkani. V
reakci na chronickou hypoxii, at’ jiz normobarickou, tedy za zachovani norméalniho tlaku
vzduchu ¢i hypobarickou stimulujici vysokohorské prostiedi bylo pozorovana snizena

velikost infarktu po I/R poSkozeni, spolu se snizenym vyskytem komorovych arytmii.
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Adaptace na hypoxii patii spolu s IPC k nejvice studovanym kardioprotektivnim
strategiim, ale doba ochrany pomoci adaptace na chronickou hypoxii je vyrazné¢ delsi.
Kardioprotektivni u¢inek chronické normobarické hypoxie byl pozorovan i 5 tydnil po
ukonceni adaptace snizenou velikosti infarktu (Neckar et al., 2004). Molekularni
mechanismy adaptace na chronickou hypoxii se v soucasné dobé velmi intenzivné studuji a
zda se, ze spolu s IPC vyuzivaji shodné signalni kaskady, avSak riznou efektivitou (Neckar
etal.,2002). Tyto signalni drahy zahrnuji zejména PKCe (Holzerova et al., 2015) ovliviujici
Kartp kanal. Ovlivnéni tohoto kanalu na sarkolemé ma za nésledek zkraceni trvani akéniho
potencialu, zatim co mitochondrialni Katp kanal ovliviiuje regulaci objemu a Ca*'
homeostazu mitochondrii. Indukce PKC je ptfipisovana zvySené produkci NO v disledku

aktivace inducibilni NOS béhem chronické normobarické hypoxie (Tsibulnikov et al., 2018).

Do adaptace na chronickou hypoxii jsou zapojeny i signdlni drahy ovliviiujici genovou
expresi proteind, které ovliviuji intracelularni homeostazu kysliku. Zmény exprese téchto
proteini jsou zprostiedkovany zejména pomoci transkripcnich faktort HIF1 a HIF2
(Hypoxia Inducible Factor). HIF se skladaji ze dvou podjednotek, cytosolické podjednotky
a a jaderné podjednotky B, které spolu za ptiznivych podminek dimerizuji a ovliviiuji expresi
mnoha desitek gentl, jako jsou napft. geny pro erytropoetin, inducibilni NOS a dalsich, které
se Ucastni regulace homeostazy (Bergeron et al., 1999). Za normoxie dochazi ke kovalentni
modifikaci HIFa (Srinivas et al., 1999) enzymem z rodiny prolylhydroxyldz (PHD)
(Jaakkola et al., 2001), ktera ma 3 isoformy a to PHD1, PHD2 a PHD3. Hydroxylace HIF a
usnadiiuje navazani von Hippel-Lindau supresorového proteinu, coz vede k proteasomalni
degradaci HIFa podjednotky (Maxwell et al., 1999). K tomu ov§em nedochazi za hypoxie,
kdy kvili nedostatku kysliku jako substratu pro PHD nejsou lysinové zbytky HIFa
hydroxylovany a HIFa se mize translokovat do jadra a spolu s HIFP zahajovat genovou
expresi vazbou na hypoxii responzivni elementy v promotorech cilovych genti (Jiang et al.,
1996). Studie s represi genu pro PHD2, ktera vykazuje nejvyssi specifitu k HIF1a prokazala
vyznamnou kardioprotekci v mySim modelu (Natarajan et al., 2006). K expresi podjednotky
HIFB, kterd je téZ oznaCovéana jako Arntl dochazi konstitutivné a jeji aktivita neni ovlivnéna
hladinou kysliku v bunice (Huang et al., 1996). Mezi induktory HIF patii i ROS, které
nejenom zvysuji hladiny HIFo, ale téZ se ucastni inhibice degradace PHD (Niecknig et al.,
2012). Pfi chronické hypoxii byla popsana uloha HIF pfi regulaci metabolismu glukézy
prostiednictvim HIF-AMPK drédhy aktivujici PGCla jako klicovy regulator buné¢ného

metabolismu (Gu et al., 2018). Studie thymocyti naznacuji 1 roli v udrzovani intracelularni
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homeostazy Ca** zalozené na HIF zavislém zvyseni exprese genu pro SERCA (Neumann et

al., 2005).

V souvislosti s HIF nelze nezminit, Ze prikopnické prace Williama G. Kaelina, Petera
Ratciffa a Gregga Semenzy popisujici jak buniky citi a pfizpisobuji se dostupnosti kysliku
byly v loiiském roce ocenény Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu (The Nobel Prize

in Physiology or Medicine 2019).

2.2.4 Adaptace na fyzickou zatéz

Ptimétend fyzicka aktivita je obecné povazovana za vhodnou prevenci kardiovaskularnich
chorob a bylo téz prokazano, Ze snizuje rizikové faktory jako jsou vysoky krevni tlak, obezitu
¢irezistence vuci inzulinu (Shephard et al., 1999; Lohmann et al., 1978). Navic bylo zjisténo,
ze cviCeni zvysuje odolnost srdce k I/R poskozeni at’ jiz formou pravidelnych tréninki ¢i
kratkodobé akutni zatéze. Zvysena fyzicka aktivita a vytrvalostni trénink snizuji klidovou
srdecni frekvenci, kterd pokud je zvySena, byva spojovdna se zvySenym rizikem
kardiovaskularnich pfihod. Experimentalni prace popisuji 25% pokles velikosti infarktu po
dlouhodobé¢ adaptaci na fyzickou zatéz (Brown et al., 2003), kdy kardioprotekce trva az 9
dni po ukonleni cviceni (Lennon et al., 2004), doposud vSak nebyl popsan piesny
mechanismus protekce. Relativné nové studie naznacuji zapojeni vice riznych faktori pii
kardioprotekci vyvolané fyzickou zaté€zi, mezi které patii zvySeni hladin SOD, zvySeni
exprese sarkolemélnich Katp kanalt (Brown et al., 2005), zvySeni hladin metabolitd NO
(Calvert et al., 2011) a zvySena plasmatickd hladina neureglinu (NRG). NRG je transkripcni
faktor podilejici se na regulaci absorpce glukdézy v myocytech, ktery se béhem oxida¢niho
stresu podili na aktivaci PI3K/Akt drahy (Fukazawa et al., 2003). Plasmatické hladiny
NRG- 1B u lidi koreluji se cvicebni kapacitou a lze ho tak vyuzit jako markeru
kardiovaskularni zdatnosti (Moondra et al., 2009). Pti pokusech s potkany adaptovanymi na
fyzickou zatéz v kombinaci s vystavenim chronické normobarické hypoxii bylo pozorovano,
ze pravidelny trénink béhem adaptace na hypoxii poskytuje stejny protektivni fenotyp jako

vystaveni samotné chronické hypoxii (Aldnova et al., 2017).

Zéaveérem lze fici, Ze fenomény conditioningu at’ jiz aplikované pfimo na srdce jako
cilovy organ, nebo i jako vzdéaleny preconditioning (Kerendi et al 2005), nebo vzdaleny
postconditioning (Song et al., 2016) vykazuji silnou kardioprotekci, stejné tak jako adaptace
na hypoxii a fyzickou zatéz. I ptes obrovsky pokrok, ke kterému doslo béhem poslednich 30
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let pfi snaze o popsani signalnich drah ucastnicich se kardioprotekce vyvolané témito
rezimy, presné mechanismy signalni transdukce nejdou dodnes plné objasnény. Porozuméni

pfenosu signalu ndm pomuze vysvétlit i zmirnit poSkozeni zptisobené rizikovymi faktory.
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2.3. Uloha beta adrenergnich receptor( v kardioprotektivnich
rezimech

vvvvvv

(BAR), které prendseji signaly sympatického nervového systému do kardiomyocytt. Jedna
se 0 membranové receptory které se po vazbé endogenniho ligandu jako je adrenalin nebo
noradrenalin stabilizuji v aktivni konformaci a dochazi k jejich spfazeni s heterotrimernimi
G-proteiny, coz vede ke konformacni zméné a disociaci nyni aktivnich podjednotek o a
komplexu By (Rockman et al., 2002). Aktivace B1AR predstavuje primarni mechanismus
zvySovani srde¢ni odpovédi pii stresu, avSak chronickéd aktivace téchto receptord hraje i

dilezitou roli v patologickych stavech srdce (Engelhardt et al., 1999).

V srdci savetl byly identifikovany 3 rizné podtypy BAR, a to B1, f2 a B3 kodované
odlisnymi geny Adrb 1-3. BAR vykazuji rizné afinity k ligandiim, které umoziuji variabilni
aktivaci kazdého subtypu (pro piehled (Taylor, 2007)). Dominantni zastoupeni (ptiblizné
70%) patii B1 receptortim, které jsou spojeny vyhradné s odpovédi stimulac¢ni podjednotky
G- proteinu Gas stimulujici adenylatcyklazu (AC), zatim co B2 receptory, které jsou ve
zdravém srdci zastoupeny 27 % mohou byt spojeny jak se stimulacnim proteinem Gsa, tak
inhibi¢nim proteinem Gia (Xiao et al., 1995). Za fyziologického stavu jsou jejich funkce
primarné synergistické, kdy P2 receptory nachdzime primarné v T-tubulech spole¢né
s LTCC (Schobesberger et al., 2016), zatim co B1AR jsou distribuovany po celém
sarkolemalnim povrchu (Nikolaev et al., 2006). To by mohlo vysvétlovat rozdilnou i€innost
vazby téchto receptorovych podtypi, kdy byla pozorovana n€kolikanasobné vyssi ucinnost
produkce cAMP po stimulaci 2AR néz u B1AR (Levy et al., 1993). Nicmén¢ s ohledem na
denzitu BAR se zda, Ze f2AR nestimuluji kontraktilitu myokardu u¢innéji neZ f1AR. Navic
nedavné prace popisuji pritomnost B1AR ve vSech kardiomyocytech, zatim co B2 a 3

subtypy jsou v myocytech zastoupeny zhruba 5 % (Myagmar et al., 2017).

B1AR hraji dominantni lohu pti zvySovani srdecni chronotropie a ionotropie. K tomuto
pozitivnimu U¢inku dochazi aktivaci AC zvySujici hladiny cyklického AMP (cAMP) a
stimulujici PKA po aktivaci receptoru. Katalytickd podjednotka PKA nésledné fosforyluje
proteiny zapojené do modulace intracelularnich hladin vépniku jako jsou LTCC, PLB, RyR
ale 1 mnoho dalSich (Gerhardstein et al., 1999; Marx et al., 2000). Tyto proteiny se pak
béhem srdecniho selhdni podileji na zménach kontraktility kardiomyocyti. Bylo téz

zaznamenano, ze prodlouzena aktivace B1AR zpusobuje prechod od PKA k signalizaci
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zéavislé na CAMK-II., ktera se téz podili na zménach kontraktility kardiomyocytt (Wang et
al., 2004). Ucast signalizace pomoci CAMK-II po aktivaci B1AR byla téZ pozorovana pii
kardiomyocytarni hypertrofii in vitro (Engelhardt et al., 1999).

B1AR a ze B2AR mohou téz aktivovat receptorové kindzy G-proteind BGRK, kromé
aktivace PKA. Po stimulaci AR agonistou interaguji volné Py podjednotky
heterotrimérniho G-proteinu s BGRK (Pitcher et al., 1992), ¢imz se BGRK dostavaji do
blizkosti transmembranovych BAR. Nasledna fosforylace BAR pomoci BGRK snizuje
afinitu receptorti pro stimulacni G-protein. Ke zvysSené expresi PGRK dochazi béhem
srde¢niho selhani a dochazi tak ke snizeni pfenosu signalu BAR (Choi et al., 1997). Zaroven
prodlouzend stimulace B2AR zpiisobuje fosforylaci tohoto receptoru pomoci protein
kindzy A, coZ umoziuje presmyk od stimulacniho Gsa proteinu k inhibi¢nimu Gia (Daaka
et al., 1997), ktery ma tlumivy ucinek na aktivitu AC a ucastni se kardioprotekce cestou
aktivace PI3K a Akt (Zhu et al., 2001). Prostednictvim B2 receptorti je téZ popsana aktivace
endotelialni NOS vedouci ke zvyseni produkce NO v cévnim systému (Ferro et al., 1999).
Bylo téz navrzeno, ze protektivni efekt zprostfedkovany conditioningem muze byt

indukovan stimulaci f2AR (Tong et al., 2005).

Kvantitativné jsou v srdci nejméné zastoupeny PB3AR, kterym jsou pfipisovany
protektivni G€inky a aktivuji dréhy inhibi¢niho G-proteinu. Tyto receptory se tak podileji na
negativnim ionotropnim U¢inku v srdci prostfednictvim zvysené produkce NO cestou PI3K
a Akt a snizovani hladin ROS. Cytoplasmaticky konec C-konec B3 AR navic postrada cilové
aminokyselinové sekvence pro fosforylaci (Liggett et al., 1993) pomoci PKA a BGRK, diky

popisuji tcast zvysené exprese B3AR v prevenci srde¢ni fibrozy (Hermida et al., 2018).

Béhem srde¢niho selhani dochdzi k vyrazné snizené expresi f1AR a zvySené expresi
B3AR (Bristow et al., 1989), zatimco hladiny f2AR ziistavaji nezméneny. Zajimavé vsak je,
7e dlouhodobé kalorick4 restrikce plné zvratila sniZzeni hladin B1AR zplsobené srde¢nim

selhanim a vedla k normalizaci hladin tohoto subtypu AR (De Lucia et al., 2018).

Antagonisté BAR, neboli B-blokatory patii mezi nejpouzivanéjsi latky pii 1écbe
kardiovaskularnich onemocnéni. Jedna se o kompetitivni inhibitory katecholamind, jejichZz
spole¢ny mechanismus ucinku je zalozeny na blokadé BAR. K objevu prvniho B-blokatoru
propranololu (pronethalolu), ktery vyrazné snizoval morbiditu u pacientd s anginou pectoris

doslo jiz v roce 1964 (Prichard et al., 1964). Dnes je vyuziti B-blokéatord rozsifeno na 1écbu
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hypertenze, srdecnich arytmii a je doporucovano u pacientt s ischemickou chorobou srdec¢ni
jako kardioprotektivni (Newby et al., 2016). Metoprolol je selektivni antagonista B1AR,
ktery snizuje aktivaci AC a PKA a tim zpomaluje piistup vapenatych iontl ke kontraktilnimu
aparatu kardiomyocyti. Pii podani této latky pacientim pted reperfuzi byla popsana snizena
velikost infarktu (Ibanez et al., 2013). Navic mohou selektivni 1 blokatory podporovat
zvyseni exprese B3AR pokud jsou podavany po infarktu myokardu (Cannavo et al., 2017),
¢imz dochéazi ke zvySeni kardioprotektivni signalizace tohoto subtypu adrenergnich
receptorti (Sharma et al., 2008). Shoda mezi velkymi klinickymi studiemi prokazala
pozitivni ucinky 1é¢by s uzitim selektivnich B1 blokatorti u pacientii s kardiovaskularnimi

onemocnénimi (Waagstein et al., 1993; Hjalmarson et al., 1999).
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3. Cile diplomové prace

V zévislosti na popsanych mechanismech I/R poskozeni a mechanismech kardioprotekce
s jejich vztahem k signalizaci pomoci B adrenergnich receptorti je cilem této diplomové

prace zjistit:

1. Vliv jednodenni chladové expozice na velikost ischemicko-reperfuzniho

poskozeni srdce

2. Ulohu metoprololu v kardioprotektivnim u¢inku chladové adaptace po 5 tydnech

vystaveni chladu a néslednych dvou tydnech zotaveni
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4. Material a metody

4.1. Pouzitd zvirata

V diplomové praci jsme pouzili potkani kmene Wistar s pocate¢ni hmotnosti 200 = 1 g od
dodavatele Velaz s.r.o. pro chronické adaptace a pro akutni experiment potkany o vaze
360 + 8 g. Potkani byli chovani v paru, ve standardnich akvariich s normalni podestylkou za
konstantnich podminek svétla a tmy 12/12. Zvitata byla krmena standardni dietou ST1 ad

libitum, se stalym piistupem k vode.

4.1. Pribéh chladové adaptace

V prvni ¢asti diplomové prace byli potkani ndhodné rozdéleni do dvou skupin, kontrolni a
experimentalni po 20 zvifatech v kazdé skupin€. Kontrolni skupina byla po dobu pokusu
chovana za stalych tepelnych podminek 24 + 1 °C, zatim co pokusna skupina byla umisténa

na 24 hodin do chladové komory, kde byli vystaveni teplotam 8 + 1°C.

Ve druhé ¢asti diplomové prace byli potkani rozdéleni do 3 skupin po 40 zvitatech.
Kontrolni skupina byla po dobu celého pokusu chovéna pii standardnich tepelnych
podminkach 24 + 1 °C. Druha skupina byla po dobu jednoho tydne postupné adaptovana na
chlad a nasledujicich 5 tydnl chovéna pii 8 = 1 °C. Posledni, regresni skupina byla chovéana
stejn¢ jako chladové adaptovani, ale po uplynuti 5 tydnti chladové adaptace byli potkani

navraceni do mistnosti s teplotou 24 + 1 °C. Potkani byli pravidelné monitorovani méfenim
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rektalni teploty, aby bylo prokazano, ze v pribéhu chladové adaptace nedochazi k jejich

podchlazeni. Priitb¢h chladové adaptace je pro piehled zndzornén obrazkem 3.

241}{: - |

EDC e

L
' Adaptace (tydny)

Obrazek 3: Priibéh chladové adaptace. Modra linie predstavuje kontrolni skupinu vystavenou
24 + 1° C po dobu celého experimentu. Oranzovd linie predstavuje chladové adaptované

potkany, kteri byli vystaveni 5 tydni teplotam 8 + 1 °C. Zelenou linii zndzornéna regresni
skupina potkand, kterd po uplynuti 5tydenni chladové adaptace byla navrdcena do 24 + 1 °C na
2 tydny. Upraveno dle Marvanovd, 2015.

4.2. Podani metoprololu

Ve druhé ¢asti diplomové prace byla polovina skupiny kontrolni, chladové i regresni
intraperitonealné¢ (50 mg/kg) oSetfena Metoprololem (Apotex Europe B.V., Leiden,
Nizozemsko), B1 selektivnim antagonistou 20 minut pfed okluzi koronarni arterie dle

¢asového schématu na obrazku 4.

Poddni anestézie Podani Metoprololu . Stabilizace Ischemie . Reperflze

10 min 10 min 20 min 3 hod
Obrdzek 4 : Casovd osa zndzorriujici priibéh experimentdlniho protokol I/R poskozeni in vivo
s poddnim metoprololu.
Tato zvifata byla nasledné podrobena protokolu I/R poskozeni in vivo.
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4.3. Metoda ischemicko-reperfizniho poskozeni in vivo

Kazdy potkan byl zvaZen den pfed pokusem a dle naméfené védhy byl v den experimentu
uveden do hluboké anestezie intraperitoneédlni injekci Thiopentalu (60 mg/kg). Poté byli
potkani umisténi na operacni stil, kde byli fixovani v poloze na zddech. Rektalni télesna
teplota byla monitorovana po celou dobu operaéniho zdkroku a udrZzovana v rozmezi
36- 37,5 °C, aby nedochazelo ke kardioprotektivni hypotermii, ktera by znehodnotila
vysledky pokusu. Heparinizovana kanyla byla zavedena do pravé arterie carotis communis
pro monitorovani krevniho tlaku v priabéhu operace s pouzitim PowerLab a LabChartPro
softwere. Obdobné byl po dobu zakroku nahravan zaznam tii svodového EKG, ze které¢ho

byla nésledné stanovena srde¢ni frekvence.

Tupou preparaci byla odhalena pridusnice, pro naslednou tracheotomii s intubaci a
napojenim na ventilator (Ugo Basile, Italie). Potkan byl ventilovan mechanickou ventilaci s
frekvenci dychani 60-70 naddechi/min, za objemu 1,2 ml/100 g télesné hmotnosti po celou
dobu zakroku. Nasledn¢ byla provedena
totakotomie, rozevieni mezizebii pomoci
rozveérace na levé strané¢ hrudniku, ktera
umoznila pfistup k srdci. Srdee bylo pomoci
pinzet zbaveno perikardu k odhaleni
umisténi levé predni sestupné (LAD — Left
anterior descending) koronarni

arterie. Okluze LAD byla provedena

pouzitim zahnuté jehly s hedvabnym
vlaknem 5/0 (Chirmax, Vitrex Ceska
republika), kterd byla zavedena pfiblizné 1-
2 mm od pocatku LAD. Konce hedvabného
vlédkna byly volné protazeny A

polyethylenovou trubickou a rdna byla

sterilné¢ kryta. Nasledovala 10minutova

stabilizace, po které byla vyvoldna

regionalni ischemie zataZenim volnych oprazek 5: Srdce s okluzi LAD. 1- Oblast

distdlné od okluze se stava ischemickou. 2-

misto okluze priblizné 1-2 mm od pocdtku LAD.
pomoci svorky. Spravnost zatazeni ligatury preyzato z Wu et al., 2010.

koncti hedvabného vladkna a jejich zajiSténi
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je mozné overit pomoci typického poklesu krevniho tlaku a zmén na zaznamu EKG. Tato
faze ischemie byla udrzovana po dobu 20 minut a po jejim uplynuti byla ligatura opét
povolena a polyetylenova trubicka snata. Hrudnik byl nasledné uzavien za soucasného
odsani ptebytecného vzduchu a potkan byl odpojen od ventilace. Spontanné dychajici zvitata
byla pfenesena na vyhtfivanou decku, kde byla monitorovdna jejich télesna teplota
nasledujici 3 hodiny reperfuze. Okluze LAD sischemickou oblasti je pro piehled

zndzornéna obrazkem 5.

4.4.Barveni a fixace srdci

Po uplynuti 3hodinové reperfuze doslo k znovuotevieni hrudniku v oblasti processus
xiphoideu a vyjmuti srdce, které bylo zavéSeno za aortu a pevné ptichyceno ke kovové
kanyle na 20 ml stfikacce s heparinizovanym fyziologickym roztokem o pokojové teploté a
promyvano do té doby, dokud nevytékal Cisty efluent. Ligatura okluze LAD byla znovu
protazena polyetylenovou trubickou a utazena, aby nedosSlo k obarveni tkén¢ oblasti
ohroZeni. Nésledné promyti srdce 5% roztokem manganistanu draselného ve vodé obarvilo
nezasazenou oblast srdce. Po povoleni ligatury bylo srdce znovu promyvano fyziologickym
roztokem do vytékani ¢istého efluentu. Pribeh barveni srdce je znazornén obrazkem 6. Dale
bylo srdce siiato z aparatury, lehce vysuSeno filtracnim papirem a mrazeno po dobu 1 hodiny
pii -20°C. Po zmraZeni bylo srdce vyjmuto z mrazaku a pomoci Ziletky krajeno na 1 mm

fezy kolmo k podélné ose. Z jednoho srdce 1ze takto ptipravit 6-9 fezi.

Obrazek 6: Zndzornéni jednotlivych krokd barveni srdce. A- Srdce promyvané fyziologickym roztokem
do vytékani Cistého efluentu. B- Srdce se zataZenou ligaturou korondrni arterie, kterd brdni obarveni
oblasti ohroZeni. C- Srdce promyto 5% roztokem manganistanu draselného. Modrd sipka ukazuje na
oblast ohroZeni AaR, vyZivovanou zataZzenou korondrni arterii, kterd nebyla obarvena.
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Usmrcenym potkantim byla z oblasti mezi lopatkami vynata hnéda tukova tkan (BAT),
ktera byla dikladné o€iSténa od ostatnich tkdni a mrazena v tekutém dusiku pro nasledné

analyzy.

4.4. Analyza velikosti ischemicko-reperfuzniho poskozeni

Pro analyzu I/R poskozeni byly fezy srdci barveny v pfedem pfipraveném a dikladné
rozmichaném 0,1% roztoku 2,3,5- trifenyltetrazolium chloridu (TTC) ve fosfatovém pufru
o pH 7,4. Rezy byly takto inkubovany po 20 minut pii 37°C ve vodni lazni. Princip barveni
spo¢ivd ve vyvolani barevné reakce pomoci dehydrogendaz pfitomnych ve
viabilnich kardiomyocytech, kdezto nekrotické oblasti obarveny nejsou a ziistavaji svétlé.
Nasledné byly fezy z roztoku TTC vynaty a umistény do lahvi¢ek s4% roztokem
formaldehydu a na 72 hodin umistény do lednice. Po uplynuti tfidenni lhity byly fezy
vyjmuty z lahvicek, lehce osuseny filtracnim papirem a byly jim odstfizeny stény pravé
komory. Jednotlivé fezy levych komor pak byly fotografovany pomoci fotoaparatu Nikon
D5100 s objektivem Sigma 105 mm F2.8 Makro pro néslednou analyzu pomoci pocitacové
planimetrické metody. Na snimcich fezii se hodnotila velikost oblasti zasazeni (AaR) levé
komory a procentualni zastoupeni velikosti infarktu (IS) v této oblasti vyjadiené jako
IS/AaR. Obrazek 7 znazornuje obarvené fezy srdce s odstfizenou pravou komorou

pfipravené na fotografovani.

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Obrdzek 7: Fixované rezy levé komory pred focenim pro planimetrickou analyzu velikosti infarktu.
Tmavd cdst fezi predstavuje oblast viabilni obarvenou pomoci 5% roztoku manganistanu
draselného. Cervené je obarvena oblast ohroZeni pomoci TTC. Bilé oblasti pfedstavuji infarkt, kde
nedoslo k obarveni pomoci TTC.

35



4.5. Statistické vyhodnoceni vysledk

Vysledky ziskané pii zpracovani této prace byly vyhodnoceny pomoci programu GraphPad
Prism 8.0. Statistickd analyza mezi dvéma skupinami byla pocitdna pomoci t-testu.
Dochazelo-li k porovnani rozdilu vice hodnot bylo vyuzito analyzy ANOVA. Za statisticky

vyznamnou hodnotu je povazovana hodnota p < 0,05.
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5. Vysledky

5.1. Vliv jednodenniho chladu na I/R poskozeni srdce potkana

Kontrolni i experimentalni skupina zvifat byla vézena v den experimentu. Vysledky
znéazornuje graf 1, kdy mezi skupinami nebyl prokazan vyznamny rozdil. Primérné hodnoty
télesné hmotnosti Cinily pro kontrolni skupinu 368 £14 g a pro skupinu vystavenou chladu

352+ 6g.

Hmotnost potkanu
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Graf 1 : Hmotnosti potkant v den experimentu. Mezi skupinami kontrolni (C; n=8) a skupinou
vystavenou chladu (1D, n=8) nebyl zaznamendn statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty jsou
vyneseny jako priimér + S.E.M.

Velikost infarktu vyjadiena jako procentualni podil nekrotické tkdné z oblasti ohrozeni
(AaR). U obou skupin, kontrolni i experimentalni se velikost oblasti ohroZeni AaR neliSily
a doséhly primérné hodnoty 46 £ 5 % LV pro kontrolni skupinu a 48 + 3 % LV pro skupinu
vystavenou chladu. Velikost infarktu mezi kontrolnimi zvifaty a zvifaty 24 hodin
vystavenymi chladu se statisticky nelisi. Primérna velikost infarktu u kontrolni skupiny

predstavuje 50 + 3 % oblasti ohrozeni AaR, zatim co u skupiny vystavené chladu primérné
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46 + 5 % oblasti ohroZeni AaR. Vysledky znazornéné v grafu €. 2 dokladaji, Zze mirny chlad

nema detrimentalni vliv na srdce ani po prvnim dni adaptace.

A Area at risk B Infarkt
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Graf 2: Vliv jednodenni expozice chladu na velikost infarktu myokardu. Kontrolni skupina potkanu
(C; n=8) byla chovdna za standardnich teplotnich podminek 24 + 1°C a porovndna s experimentdlni
skupinou (1D; n=8), kterd byla vystavena teploté 8 + 1°C po dobu 24 hodin. A: Velikost oblasti
ohroZeni (AaR) vyjddrend v procentech levé komory (LV). B: Vztah mezi velikosti infarktu (IS) a oblasti
ohroZeni (AaR) je vyjddren v procentech. Hodnoty jsou uvedeny jako prumér + S.E.M.
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5.2. Vliv metoprololu na I/R chladové adaptovaného potkana

Druhym cilem diplomové prace bylo stanovit vliv akutniho podani metoprololu na velikost
I/R poskozeni u kontrol a chronicky adaptovanych potkant po 5 tydnech a nasledném

zotaveni 2 tydny (regresni skupina).

5.2.1. Hmotnosti zvirat

Zvitata rozdélena do jednotlivych skupin byla pribézné vazena v priibéhu chladové
adaptace. Hmotnosti zvitat den pied experimentem jsou znazornény v grafu 3, kde nebyl
zjistén vyznamny rozdil hmotnosti mezi jednotlivymi skupinami. Primémé hodnoty
hmotnosti potkant €inily 421 + 6 g pro kontrolni skupinu, 394 + 6 g pro skupinu chladové
adaptovanou a 416+ 7 g pro skupinu regresni. Rozdily hmotnosti mezi jednotlivymi

skupinami nedosahovaly statisticky vyznamného rozdilu.

§400— = 7
g 300- %
§ 200 %

10:: | %

Graf 3 : Hmotnosti potkant po skonceni chladové adaptace (CL, 5 tydni 8 + 1°C; n=16) a po
ndsledujicich dvou tydnech v kontrolnich podminkdch (CLR, 2 tydny 24 + 1°C; n=16) ve srovndni
s kontrolni skupinou (C; n=16). Hodnoty jsou uvedeny jako prumér + S.E. M.
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Hmotnosti odebraného hnédého tuku jsou vyobrazeny v grafu 4, kde pro kontrolni
skupinu, ¢ini 326 + 25 mg bez metoprololu a 311 + 16 mg s podanym metoprololem. Tento
rozdil nevykazuje statisticky vyznamnou odchylku. U skupiny chladové adaptovanych
potkanti byl zaznamenan vyznamny, témei dvojnasobny nartist hmotnosti BAT, ktery ¢inil
611 £+ 56,39 mg bez metoprololu a 709 + 38 mg pii akutnim podani metoprololu. Rozdil
hmotnosti BAT u chladové adaptovanych potkani bez a spodanim metoprololu
nedosahoval statisticky vyznamného rozdilu. Vyznamny ndrGst hmotnosti BAT byl
zachovan 1 u skupiny regresni, kde hodnoty ¢inily 469 + 32 mg u chladovych kontrol a
431 + 35 mg s podanim metoprololu. Mezi hmotnostmi BAT regresnich potkani bez
metoprololu a s poddnim metoprololu nebyl vyznamny rozdil. Hmotnost BAT u regresnich

potkanti ¢ini 140 % hmotnosti BAT kontrolni skupiny.
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Graf 4 : Hmotnosti BAT potkan( po skonceni chladové adaptace (CL, 5 tydni 8 + 1°C; n=16;
***%p<0,0001 ) a po ndsledujicich dvou tydnech v kontrolnich podminkdch (CLR, 2 tydny 24 + 1°C;
n=16; **p<0,0037) ve srovndni s kontrolni skupinou (C; 24 + 1°C, n=16). Sedou barvou jsou rozliseny
hmotnosti BAT potkanu s akutnim poddnim metoprololu. Hodnoty jsou uvedeny jako prumér
+ S.E.M. BAT izoloval Mgr.Bc. Pavel Vebr.
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5.2.2. Vliv chladové adaptace na I/R poskozeni

Mezi kontrolni, chladové adaptovanou a regresni skupinou se velikost AaR nelisSila, hodnoty
byly nasledujici: pro kontrolni skupinu pfedstavuji pramérnou velikost 52 +4 %, pro
chladové¢ adaptovanou skupinu 49 + 2 % a pro regresni skupinu 46 + 4 % zasazeni LV. Tato
data, kterda nevykazuji statisticky vyznamné rozdily, ndAm umoznuji porovnani velikosti
infarktu, vyjadfeného jako procentualni zastoupeni oblasti ohrozeni AaR. U kontrolni
skupiny ptedstavuje infarkt 56 =5 % AaR. Analyza velikosti infarktu mezi jednotlivymi
skupinami odhalila vyznamny kardioprotektivni uc¢inek chladové adaptace, kde velikost
infarktu klesla na 22 + 4 % AaR, tedy 60% pokles velikosti infarktu ve srovnani s kontrolni
skupinou. Vyznamnou kardioprotekci vykazuje i regresni skupina, kde je velikost infarktu
31+£59% AaR, a predstavuje tedy 45% snizeni velikosti infarktu v porovnani s kontrolni

skupinou. Namétené vysledky jsou zndzornény grafem 5.
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Graf 5 : Vliv chladové adaptace na velikost infarktu myokardu. Kontrolni skupina potkand (C, n=8)
byla chovdna za standardnich teplotnich podminek 24 + 1°C. Chladové adaptovand skupina potkand
(CL, n=8), byla po dobu 5 tydni vystavena teploté 8 + 1°C spolu se skupinou regresni (CLR, n=8),
kterd po uplynuti 5 tydni expozice chladu byla na 2 tydny navrdcena do standardnich teplotnich
podminek 24 +1°C. A: Zastoupeni ohroZené oblasti Area at risk (AaR) levé komory (LV) v
procenterch. B: Vztah mezi velikosti infarktu (IS) a oblasti ohroZeni (AaR) je vyjddren v procentech.
Hodnoty jsou uvedeny jako priimér + S.E.M. **p <0,0032; ***p <0,0002
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5.2.3. Vliv metoprololu na I/R poskozeni chladové adaptovanych potkand

Rozdily ve velikosti oblasti ohrozeni u potkanti oSetfenych metoprololem necinily
statisticky vyznamné rozdily, kde ptedstavovaly 46 = 1 % levé komory u kontrolni skupiny,
56 +4 % u chladové adaptované a 50 £ 3 % levé komory u regresni skupiny zvifat. Tato
data, ktera necini statisticky vyznamny rozdil umoziuji porovnani velikosti infarktu.
Velikost infarktu u kontrolni skupiny po podani metoprololu ¢ini 37 + 6 % oblasti ohroZeni.
Podani metoprololu tedy snizilo velikost infarktu o 34 % u kontrolni skupiny potkand.
Podani této latky nemélo statisticky vyznamny vliv na velikost infarktu u chladové
adaptovanych ani regresnich potkanli, kde primérné velikosti infarktu ¢inily 29 +9 %
oblasti ohroZeni pro chladové potkany a 38 +5 % pro regresni potkany. Vysledky jsou

znazornény grafem 6.
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Graf 6: Vliv poddni metoprololu na velikost infarktu myokardu. Kontrolni skupina potkant (C,
n=16) byla chovdna za standardnich teplotnich podminek 24 + 1°C. Chladové adaptovand skupina
potkanu (CL, n=16) byla po dobu 5 tydnii vystavena teploté 8 + 1°C spolu se skupinou regresni (CLR,
n=16), kterd po uplynuti 5 tydni expozice chladu byla na 2 tydny navrdcena do standardnich
teplotnich podminek 24 + 1°C. Polovina kaZdé skupiny byla intraperitonedlné osetrena
metoprololem. A: Zastoupeni ohroZené oblasti Area at risk (AaR) levé komory (LV) v procenterch. B:
Vztah mezi velikosti infarktu (IS) a oblasti ohroZeni (AaR) je vyjddfen v procentech. Hodnoty jsou
uvedeny jako priimér + S.E.M. *p <0,05; **p <0,0032; ***p <0,0002
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6. Diskuze

Ve své diplomové praci jsem navazala na diplomovou praci Mgr. Anety Marvanové a
Mgr. Bc. Pavla Vebra a mym cilem bylo zjistit, jaky vliv ma mirny jednodenni chlad a zda
je v kardioprotektivnim mechanismu chronické adaptace na chlad zapojena signaliza¢ni
draha B1AR. Moje vysledky ukazaly, ze akutni jednodenni vystaveni chladu neméni velikost
infarktu po podrobeni potkanii I/R poskozeni in vivo. Potvrdila jsem kardioprotektivni vliv
po Stydenni chladové adaptaci a sniZeni infarktu o 60 %. Stejn¢ tak jsem ukdzala, Ze takto
navozend kardioprotekce pretrvava nejméné 2 tydny po navratu potkanti do kontrolnich
podminek a infarkt zstava snizen o 45 %. Nasledné podani metoprololu ukazalo, ze inhibice
B1 adrenergnich receptorti neméla vliv na velikost infarktu ani u chladové adaptovaného
potkana, ani po dvou tydnech regrese, avSak snizila velikost infarktu u kontrolnich zvitat o
34 %. Tyto vysledky jsou soucésti publikace, kterd dale ukazuje, ze tento novy
kardioprotektivni model chladové adaptace neméni aktivitu adenylylcykldzy ani po

stimulaci ptes jednotlivé stupné této signalni dréhy.

Srovname-li velikost infarktu u naSeho nového modelu, s ostatnimi kardioprotektivnimi
strategiemi, tak lze pozorovat, Ze nejstudovanéjsi kardioprotektivni strategie IPC sniZila
velikost infarktu u potkanii az o 44 % oproti kontrolni skupiné (Neckart et al., 2002). Tato
data jsou v souladu s pracemi Cetnych laboratofi zabyvajicich se IPC pfi kterych byl
pozorovan 40-55% pokles ve velikost infarktu myokardu v zavislosti na pouzZitém
experimentalnim protokolu (Zhao et al., 2003; Zhang et al., 2014; Akbari et al.,, 2019).
Obdobné vysledky pfi sniZeni velikosti infarktu vyuZzitim IPC se podaftilo ziskat 1 pfi pouZiti
jinych druhti pokusnych zvitat, jako jsou prasata (Grund et al., 1970; Schulz et al., 2005), ¢i
kralici (Jung et al., 2000). Vystaveni potkani mirné¢ kontinualni normobarické hypoxii po
dobu 3 tydnti snizilo u takto adaptovanych zvitat velikost infarktu o 32 % oproti kontroldm
(Aldnova et al., 2017). Vyznamné snizeni velikosti infarktu vykazuje téz adaptace na
intermitentni hypobarickou hypoxii stimulujici vysokohorsky tlak ekvivalentni nadmoiské
vySce 7000 m.n.m, které byli potkani vystaveni celkem 35krat a to 8 hodin denn¢ po 5 dni
vtydnu. Pii této adaptaci bylo pozorovano 31% snizeni velikosti infarktu. Tato
kardioprotekce prokazatelné pretrvava minimalné 5 tydnii po ukonceni adaptace, kdy bylo
pozorovano sniZeni infarktu ptiblizné o 11 % oproti normoxickym kontrolam (Neckaf et al.,
2004). Rovnéz adaptace intermitentni hypoxii, které¢ byli potkani vystaveni 8 hodin denné

po tfi tydny vykazuje silnou kardioprotekci, pii které bylo pozorovano 26% snizeni velikosti

43



infarktu (Kasparova et al., 2015). Takto navozena kardioprotekce se vSak nezda byt silnéjsi
nez protekce vyvoland kontinualni chronickou normobarickou hypoxii, kde byl pozorovan
vétsi pokles ve velikosti infarktu. Zaroven adaptace na intermitentni hypoxii, které byli
potkani vystaveni 23 hodin denné po tii tydny nevykazuje kardioprotekci, naopak byl
zaznamenan 5% ndrGst ve velikosti infarktu oproti normoxické kontrolni skuping
(Kasparova et al., 2015). Zajimavé téz je, ze kardioprotektivni efekt adaptace na
intermitentni hypoxii stimulujici vysokohorské prostiedi, které byli potkani vystaveni 8
hodin denn¢, 5 dni v tydnu se nezda byt aditivni s kardioprotekci navozenou pomoci IPC
(Neckar et al., 2002). Potkani adaptovani na fyzickou zatéz nucenym béhem o rychlosti
25-30 m/min a to 10-50 minut denn¢ po dobu 5 dni a néslednych 2 dnech odpocinku
vykazovali 18% snizeni velikosti infarktu myokardu ve srovndni s kontrolni skupinou
(Alanova et al., 2017). Obdobnych vysledkd, tedy 20% sniZeni velikosti infarktu bylo
docileno pétidenni adaptaci potkanl, na fyzickou z&téz o mirné intenzité, kterd byla
simulovana 40 minutovym cvi¢enim, kdy 12 minut ptedstavovala zaté¢z pti 70 % VoOmax
(Ramez et al., 2019). Avsak pti adaptaci potkant na fyzickou zatéz o vysoké intenzité, které
bylo docileno cvi¢enim potkanti 5 po sobé jdoucich dni 40 minut, kdy 12 minut
predstavovala zatéz 85-90% Vomax bylo zaznamenano az 34% sniZeni velikosti infarktu
(Ramez et al., 2019), tedy obdobné¢ sniZeni velikosti infarktu, jaké bylo pozorovano pii
adaptaci potkanii na chronickou normobarickou hypoxii. Kardioprotektivni fenotyp
adaptace na fyzickou zatéz se vSak také nejevi jako aditivni adaptaci na chronickou
normobarickou hypoxii (Aldnova et al., 2017). Chladova adaptace pouZitd pii zpracovani
této diplomové prace snizila u potkant velikost infarktu o 60 %. U potkant, kteti byli po
chladové adaptaci navraceni do kontrolnich podminek na 2 tydny byla pozorovana sniZzena
velikost infarktu 0 45 % oproti kontrolni skuping, coZ potvrzuje pretrvavajici kardioprotekci
velkého rozsahu. S ohledem na vySe popsana pozorovani 1ze model mirné chladové adaptace
fadit mezi kardioprotektivni reZimy, které vyrazné snizuji velikost infarktu. U takto
navozené protekce je navic sniZzena velikost infarktu pozorovatelnd jest€¢ minimalné 2 tydny
po navratu potkanti do kontrolnich podminek, coz bylo prokazano jak pokusy ex vivo (Vebr,

2016), tak in vivo (Tibenska et al., 2018) 1 v této praci.

V nasi praci jsme ukézali, Ze chladova adaptace neméni aktivitu adenylylcyklazy a
zvySuje B2 a B3 receptory v membranové frakci (Tibenska et al., 2020). Kardiovaskularni
systém reaguje na vystaveni stresoru, jako je chlad prostfednictvim adrenergnich receptorti.

V komorovém myokardu jsou zastoupeny vSechny 3 subtypy BAR, B1, 2 a 3. Ve zdravém
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srdci je pomér BARI:B2AR piiblizn¢ 4:1 s minimalnim zastoupenim B3AR, avSak
zastoupeni B1AR pfi srdecnim selhéni klesd (Bristow et al., 1989). B1AR jsou spfazeny
s heterotrimérnimi  G-proteiny, kdy aktivace téchto receptori vede ke zvySeni
intracelularnich hladin cAMP pomoci AC a nasledné aktivaci PKA. Chronické aktivace
B1AR je povazovana za skodlivou, doprovazejici hypertrofii a srde¢ni selhani. Naproti tomu
chronicka aktivace f2AR je povazovana za protektivni (Zhang et al., 2010). Je dulezité vSak
zminit, ze zalezi jednak na délce, ale téz i na intenzit¢ stimulace jednotlivych subtypli AR.
Uloha BAR byla prokazana v kardioprotektivnim rezimu adaptace na hypoxii, kdy bylo
pozorovano snizeni poméru B1AR:2AR (Mardon et al., 1998) spolu se snizenou aktivitou
AC (Hrbasova et al., 2003). Tyto zmény jsou povazovany za protektivni pii vystaveni akutni
ischémii myokardu. V nasi praci jsme ukazali, ze v levé komote chladové adaptovanych
potkani nebyly zaznamendny zmény v expresi B1AR a PKA, avSak byla pozorovana

zvySena translokace B2 i B3AR na sarkolemu (Tibenska et al., 2020).

Lécba pomoci B1 blokatort je vyuzivana po celém svéteé pii 1é¢bé srde¢niho selhani,
nebot’ snizuje dopad nepfiznivych u¢inkli chronické stimulace B1AR, kterd ma zasadni
vyznam Vv patogenezi tohoto stavu. V této praci byl pouzit jako f1 blokator metoprolol.
Ackoli je metoprolol selelektivni pro B1AR, jeho vysoké davky ztraci kardiospecifitu a
mohou zprostfedkovat relaxaci cév aktivaci perifernich f2AR (Yamamoto et al., 2019).
Davka metoprololu v této praci tak odpovidala odborné literatufe a €inila 50 mg/kg. Mirny
pokles srdecni frekvence, ktery je pro Ucinek tohoto léku typicky byl pozorovan témér
okamzit¢ po jeho podani, kdy tepova frekvence z primérnych 378 bpm na praimérnych 322
bpm, avSak nebyl pozorovdn vyrazny pokles v arteridlnim krevnim tlaku, ktery by
naznacoval plsobeni metoprololu prostfednictvim P2AR (Yamamoto et al., 2019).
Intraperitoneélni podani metoprololu 20 minut pied okluzi koronarni arterie vyrazn¢ snizilo
velikost infarktu o 34 % u kontrolnich potkand. Tyto vysledky jsou v souladu se studii
METOCARD-CNIC, popisujici sniZzeni velikosti infarktu u pacientll po intravenéznim
podani metoprololu pted reperfuzi (Ibanez et al., 2013). V nasi préci vSak intraperitonealni
podani metoprololu nemélo vliv na kardioprotekci vyvolanou chladovou adaptaci, kde byla
pozorovana obdobna velikost infarktu u chladové adaptovanych i regresnich skupin potkanii.
Tyto vysledky naznacuji, Ze signalizace pomoci BIAR nema =zasadni vliv na
kardioprotektivni fenotyp vyvolany chladovou adaptaci, atkoli B1 AR hraji diileZitou roli pfi
vyvoji NST a aktivaci BAT. V nasi praci jsme ukazali nezménénou funkci adenylylcyklazy

behem chladové adaptace v levé komote myokardu (Tibenska et al., 2020). Tyto vysledky
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jsou znacné¢ rozdilné od pozorovani adaptace na chronickou hypoxii, ktera je t€z spojovéana
s kardioprotekci, nicméné pfi ni byla popsana snizena funkce adenylylcyklazy (Hrbasova et
al., 2003) za nezménénych hladin BAR. Tyto vysledky by mohly naznacovat, Ze béhem obou
kardioprotektivnich rezimii dochazi k aktivaci odliSnych intracelularnich signdlnich drah.
Nezménéna funkce adenylylcyklazy vede k aktivaci PKA, kterd fosforylaci ovlivituje
proteiny klicové pro kontrakei myocytd, ale fosforylaci mize téz ovliviiovat B2AR a tim
jejich presmyk k protektivni signalizaci, kterd je zprostfedkovana inhibi¢nim G-proteinem.
Zajimavé je, ze kombinované ucinky metoprololu spolu s 2 agonistou vykazuji lepsi
vysledky nez uziti samotného B1 blokatoru pti omezeni velikosti infarktu (Ahmet et al.,

2005) i pii 1é¢bé potkanti vystavenych chronickému stresu (Sun et al., 2014).

Pii vystaveni potkanl chronickému stresu byla v myokardu potkana pozorovana
zvySena exprese 1 zvySena hladina proteinu B3AR (Laukova et al., 2014). Tato data jsou
v souladu se zvysenou expresi tohoto subtypu AR v myokardu chladové adaptovaného
potkana (Tibenska et al., 2020). Signalizace pomoci B3AR indukuje negativni ionotropni
ucinek, ktery je zprostfedkovan NOS (Gauthier et al., 1998) a obecné povazovan za
kardioprotektivni. AvSak v pracich, které se zabyvaji kardioprotekci zprostfedkovanou
B3AR se Casto setkavame s nesjednocenymi a Casto i protichidnymi vysledky, coz je ziejmé
zpusobeno vyuzitim odliSnych B3 agonistl, jejich rozdilnym davkovanim a vyuzitim
riznych zvifecich modelt. V praci Salieho, podani agonisty B3AR BRL37344 (5 pg/kg)
sniZilo velikost infarktu o 50 % pak-li Ze byl podan 10 minut pfed vyvolanim ischemie, avSak
podani této latky 10 minut pted reperfuzi snizilo velikost infarktu o 65 % (Salie et al., 2019).
Ve stejné praci pak podani BRL37344 béhem prvnich 10 minut reperfuze snizilo velikost
infarktu o 55 % (Salie et al., 2019). Podani BRL37344 mySim (5 pg/kg) pred reperfuzi
snizilo velikost infarktu jen o 34 % (Niu et al., 2014). Podani BRL37344 prasatim pied
reperfuzi snizilo velikost infarktu o 21% (5 pg/kg) (Garcia-Prieto et al., 2014), avSak vyuziti
latky Mirobegaronu, selektivniho B3 agonisty (v davkach 5, 10, 50, and 500 pg/kg) podaného
pted reperfiizi nemélo zadny vliv na velikost infarktu u prasete (Rossello et al., 2018). Navic
bylo pozorovéano, ze B2 a B3AR se vyskytuji pouze na malém procentudlnim zastoupeni
kardiomyocytl ve zdravém srdci (Myagmar et al., 2017). Zmény v signalizaci f2AR spolu
se zvySenou expresi B3AR receptorli vlivem chladové adaptace by mohly vyznamné
pfispivat ke kardioprotekci zpisobené timto rezimem, nicméné je tfeba dalSich vyzkumi,
aby byl molekuldrni mechanismus kardioprotekce vyvolané chladovou adaptaci plné

objasnén.
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Akutni vystaveni chladu vyvolavé u Zivocichti reakce, které¢ maji minimalizovat tepelné
ztraty jako jsou periferni vazokonstrikce, piloerekce a oslabeni pocitl zizné (Stephens et al.,
2001). V reakci na periferni vazokontrikci dochdzi k redistribuci objemu plasmy, jejiz objem
je mirn¢ snizeny (Kenefick et al., 2004). Tyto reakce jsou zprostiedkovany zvySenou
hladinou katecholaminii, zejména noradrenalinu, kdy bylo pozorovano Zze plasmatické
coz odréazi aktivaci sympatického nervového systému v reakci na chlad. Pokud pilisobeni
chladu ptetrvava po delsi dobu, dochazi k produkci tepla pomoci svalového tfesu. Jedna se
o svalové zasSkuby, které zaCinaji ve svalech trupu a poté se rozsiiuji i do koncetin (Bell et
al., 1992). Intenzita a rozsah kontrakci zavisi na zavaznosti chladového stresu. Tato tfesova
termogeneze je v prubéhu chladové adaptace nahrazena netiesovou termogenezi (NST) po

aktivaci BAT pomoci adrenergnich receptort (Foster et al., 1979).

BAT priestavuje unikatni organ, nejen diky své termogenni aktivité schopné produkovat
velké mnozstvi tepla, ale téz 1 diky strategickému umisténi kolem velkych cév, ledvin a
michy. Je znamo, Ze znacné mnozstvi BAT pretrvava i u lidi azZ do dospélosti a to zejména
u zen (Cypess et al., 2009). V souladu s potiebou ptizptlisobit se teplotnim podminkdm, je
BAT velmi plastickd tkan, kdy po néckolika hodindch aktivace chladem dochazi ke
zvétSovani zasobnich ulozist BAT hypertrofickymi a hyperplastickymi procesy (Pro piehled
(Cannon & Nedergaard, 2004)). Aktivace BAT téz indukuje expresi inducibilni NOS (Nisoli
et al., 1997), coz by mohlo pfispét ke zvySenému pritoku krve, ktery ke nezbytny pro
trofickou adaptaci BAT béhem chladové adaptace. BAT se aktivuje témét okamzité po
vystaveni organismu chladu a to zejména skrz aktivaci adrenergnich receptort, piedevS§im
subtypi B1AR a B3AR (Riis-Vestergaard et al., 2020). Draha signalni transdukce vede pies
zvySeni intracelularnich hladin cAMP a PKA, vedouci k fosforylaci fady proteint jako je
hormon senzitivni lipdza (Holm et al., 1987). Volné¢ mastné kyseliny pak slouzi jako
substraty pro termogenezi a jsou popsany jako aktivatory UCP1 (Cunnungham et al., 1986).
UCP1 je hlavni efektor NST, ktery se hojné nachazi ve vnitini mitochondridlni membrané
adipocytt. BAT, kde umoziuje odpojeni oxidativni fosforylace prostfednictvim
regulovaného Uniku protonli zpét do mitochondridlni matrix za uvolnéni tepla. ZvySena
transkripce UCPI je detekovatelna jiz béhem par minut po vystaveni organismu chladu
(Ricquier et al., 1984). Vedle BAT, je UCP1 exprimovan v tzv. bézovych adipocytech, které
jsou rozptyleny v bilé tukové tkdni. Pod vlivem sympatického nervového systému

v chladové adaptaci, kdy dochazi k uvolnéni noradrenalinu dojde pies aktivaci BPAR ke
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stimulaci exprese UCP1, ale téz ke pti stimulaci bézovych adipocyta v procesu “zhnédnuti*

(Wu et al., 2012).

Pti zpracovani diplomové prace byl pouzit model postupné mirné chladové adaptace,
kdy jsou potkani chovani v teplotach 8 = 1°C. Tento model byl vyvinut na naSem pracovisti
pted 7 lety a jako prvni jsme ukézali jeho kardioprotektivni Uc¢inek bez vedlejSich
negativnich vlivl jako je hypertenze a srdecni hypertrofie. V modelech chladové adaptace
se kterymi se setkdme v odborné literatufe autofi pfevazné pouzivaji nizkych teplot v
rozmezi 3 — 4°C, které Casto zpusobuji zvySeny krevni tlak a hypertrofii levé komory (Sun
et al., 1997; Fregly et al., 1989). Dale v dasledku pouziti ptili§ nizkych teplot dochazi k
poskozeni ledvin a dehydrataci organismu. Model mirné chladové adaptace predchazi
hypertrofii levé komory, jak ve své diplomové praci prokdzala Aneta Marvanova. Déle také
tento model piedchazi poskozeni ledvin coZ bylo potvrzeno analyzou moci (Marvanova,
2015). V této praci jsme prokazali signifikantni zvySeni BAT v mezilopatkové oblasti o
187 % po 5 tydnech adaptace na chlad pii 8 £ 1°C. Hmotnost BAT u regresnich potkant
vykazovala pokles oproti potkaniim chladové adaptovanym, kde jejich hmotnost vykazovala
144% hmotnosti BAT kontrolnich potkant. ZvySeni hmotnosti BAT u chladovych skupin
potkand je v souladu s pracemi Cetnych laboratofi, které se zabyvaji vlivem chladové
expozice na organy (Wang et al., 2015) a svéd¢i tak o tspéSné adaptaci na chlad (Bukowiecki
et al., 1982; Ogawa et al., 1992; Xing et al., 2014). VSichni zmifiovani autofi vyuZivali pro
studium chladové adaptace vystaveni potkant 4°C. Ogawa zaznamenal 175% narist
hmotnosti BAT v mezilopatkové oblasti u chladové adaptovanych potkanti po 4 tydnech
adaptace, coz nepiedstavuje vyznamny rozdil oproti hmotnosti BAT chladové adaptovanych
potkant naméfené v této praci po 5 tydnech adaptace (Ogawa et al., 1992). Tato data sved¢i
o Uspésné chladové adaptaci a rozvoji NST po 5 tydnech vystaveni mirnému chladu 8 + 1°C.
Kontrolni skupiny potkanti ve vySe zminénych pokusech byly chovany pii 25°C. Bukowiecki
zaznamenal hmotnost BAT kontrolnich potkani v pokusu necelych 290 mg (Bukowiecki et
al., 1982). Tyto hmotnosti jsou niz§i nez hmotnosti BAT kontrolnich potkanii namétené
v této praci, kde hodnoty u kontrolnich potkanti ¢ini primérné 319 mg. Tento rozdil by mohl
byt zplisoben odliSnym pohlavim potkanti v pokusech, ¢i nizsi celkovou hmotnosti zvitat,
které autofi pouzili. Hmotnost zvifat ve zminovanych pokusech se pohybovala v rozpéti
250-300 g, avSak autofi neuvadéji hmotnostni pomér BAT/hmotnost potkant. Tedy rozdil
v celkové hmotnosti potkanli by mohl vysvétlovat rozdilné hodnoty BAT u kontrolnich

skupin potkanil.
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Ohledné expozice chladu a jeho vlivu na kardiovaskularni systém se vétSina studii
zamétfuje na akutni expozici, kterd je chapéana jako rizikovy faktor a to zejména u Zen
(L Ullevig et al., 2018). Mnoho studii popisuje téz korelaci mezi akutni expozici chladu
umrtnosti v zimnim obdobi. Vysledky v této praci odhaluji, ze akutni vystaveni potkant
chladu v zimnim obdobi na 24 hodin nema vliv na velikost infarktu, ktera byla shodna
s kontrolni skupinou. Tyto vysledky, které nevykazuji detrimentalni vliv akutni expozice
chladu na velikost I/R poskozeni mohou byt zpiisobeny mirngj$im modelem vystaveni
chladu, ktery nevykazuje tolik negativnich patofyziologickych vlivii jako modely
vyuzivajici teploty 4 °C, jak bylo popsano vyse.

Dlouhodobé chladova adaptace naopak vykazuje fadu priznivych uc¢inkl na organismus
jako je zlepSend imunitni odpovéd’, zlepSend vaskularni reaktivita a nedavno byla popsana i
jako moZzné prevence mozkové mrtvice (Peng et al., 2018). Ohledné vlivu chladové adaptace
na I/R poskozeni neni v soucasné dobé dostatek odborné literatury, vzhledem k tomu ze
chladova adaptace jako kardioprotektivni rezim je naprosto novy model. Pozitivni vliv mirné
chladové adaptace na srdce popisuji ve svych diplomovych pracich Mgr. Aneta BeneSova a
Mgr. Be. Pavel Vebr, ktefi poprvé ukdzali snizeni ve velikosti I/R poskozeni pii pouziti
tohoto rezimu (Marvanova, 2015; Vebr, 2016). V souladu s jejich pracemi jsou i tyto
vysledky, které potvrzuji vyrazny pokles ve velikosti infarktu u chladové adaptovanych
potkanti, ktery ¢ini 60% snizeni oproti kontrolam pfi vyuziti modelu 5tydenni postupné

mirné chladové adaptace.

Ubytek télesné hmotnosti nebo snizeny piirtistek télesné hmotnosti u potkant miize byt
znamkou zvySeného energetického vydeje proti pfijmim, ale i nasledkem bolesti, stresu a
nepohodli (Hau, 2010). Pfi zpracovani této prace nebyly zaznamendny vyznamné rozdily
hmotnosti mezi jednotlivymi skupinami, a to ani pfi akutnim, ani pfi chronickém vystaveni
chladu, pfestoze je znamo, ze sympaticky nervovy systém prostiednictvim noradrenalinu
hraje ustfedni roli v reakci organismu na stres. Obdobna vaha u skupin chladovych,
regresnich 1 kontrolnich v chronickém pokusu by mohla byt zpisobena modelem mirné

chladové adaptace vyuzivajici teplot 8 = 1 °C.

K predchézeni socialniho stresu u potkanti bylo docileno chovanim potkanti v paru. Pfi
protokolu I/R poSkozeni in vivo s naslednou analyzou velikosti infarktu byli potkani z jedné
klece téz anestetizovani najednou, aby zvysend srdecni frekvence, zvySena sekrece hormont
a zména télesné teploty, které se vyskytuji u kratkodobého socialniho stresu nezkreslovaly
vysledky pokusu (Sgoifo et al., 1999). V naSich podminkéach byla potkanim pravidelné
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meéiena rektalni teplota, ktera se pohybovala v rozmezi 36 - 37,5 °C dokazujici, Zze v prubéhu

experimentu nedochéazelo k podchlazeni potkand, coz svéd¢i o mirnosti této adaptace.
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7. Zaver

Model mirné chladové adaptace, jako novy kardioprotektivni rezim, ktery byl vyuzit pfi
zpracovavani této prace prokazatelné¢ snizuje velikost infarktu pii I/R poskozeni in vivo
v srdci chladové adaptovaného potkana. Tato vyznamna endogenni protekce pretrvava
minimaln¢ i po nasledujici dva tydny, kdy byla rovnéz pozorovatelnd signifikantné snizena
velikost infarktu. Tyto vysledky ukazuji, Ze model mirné chladové adaptace patii mezi silné
kardioprotektivni rezimy. Zaroven, pii akutnim 24 hodinovém vystaveni potkand chladu
bylo prokézano, Ze tato expozice nema vliv na velikost I/R poskozeni, kdy byla pozorovana

obdobna velikost infarktu experimentalni i kontrolni skupiny.

K prokézani chladové adaptace pfi teplotach 8 + 1°C, coz je teplota vyssi, nez se kterymi
se setkdvame v odborné literatute, slouzil odbér a védzeni mezilopatkové BAT, jako
klicového organu netiesové termogeneze. U chladovych skupin potkani byl vyznamny
narust této tkdn¢ oproti skupindm kontrolnim, coz svéd¢i o tspésném pribéhu chladové
adaptace pii téchto teplotdch. Pii vyuziti modelu mirné¢ chladové adaptace bylo jiz
v minulosti prokazéano, Ze nezplisobuje hypertrofii srdce, ani jiné patologické stavy, které se

vyskytuji pfi chladové adaptaci za vyuZiti nizsich teplot.

Aktivace Bl adrenergnich receptori, které v srdei pfedstavuji az 70% vsSech BAR,
pfedstavuje primarni mechanismus zvySovani ionotropie a chronotropie pii stresu. Blokada
tohoto subtypu AR pomoci antagonisty metoprololu patii mezi Casto vyuzivané postupy pii
1é¢€bé kardiovaskularnich onemocnéni v klinické praxi. Bylo pozorovano, Ze chladova
adaptace neméni zastoupeni f1AR v srdci potkana. Pfi zpracovani této prace byl potkanim
podavan metoprolol intraperitonedlné v davee 50 mg/kg. Tato davka vyrazné sniZila velikost
infarktu po I/R poskozeni u kontrolnich potkanti chovanych pti 24 °C. Podani metoprololu
vSak nemélo vliv na velikost I/R poskozeni myokardu u chladové adaptované ani u regresni
skupiny potkani. Tyto vysledky naznacuji, ze tento subtyp AR nemda primarni ulohu
v kardioprotekci vyvolané chladovou adaptaci. Béhem chladové adaptace byla v odborné
literatufe popsana zvysSena exprese P3AR v srdci potkana. Tento subtyp receptorti ma
kli¢ovou roli v BAT a aktivaci NST. ZvySena translokace $2 a B3AR na sarkolemu spolu se
zménou pomeéru B1:2AR by mohly mit zasadni vyznam pii kardioprotekci vyvolané

chladovou adaptaci.
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Tato prace poskytuje zajimavé vysledky o vlivu chladové adaptace na srdce spolu
s ucinky B1 adrenergni signalizace. Zaroven také nabizi mozné sméry ve vyzkumu, které¢ by
mohly pomoci odhalit doposud neznamy molekuldrni mechanismus kardioprotekce

vyvolané timto reZimem.
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