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Abstrakt

Remote ischemicky perconditioning (RIPerC) se povazuje za slibnou kardioprotektivni
strategii, ktera je charakterizovana jako kratké opakujici se periody ischemie a reperfuze
navozené béhem probihajiciho infarktu myokardu. Tato metoda poskytuje srdci efektivni
ochranu pfed ischemicko-reperfuznim poskozenim. Ackoliv remote perconditioning snizuje
rozsah nekrotické oblasti myokardu, mechanismy pasobeni tohoto jevu nejsou stale zcela jasné.
Tato bakaléarska prace si proto klade za cil shrnout dosavadni znalosti o RIPerC, jeho
molekularnich mechanismech a protektivnim vlivu na srdce.

Kli¢ova slova: srdce, ischemie, protekce, perconditioning

Abstract

Remote ischemic perconditioning (RIPerC) is acknowledged to be a promising cardioprotective
strategy, defined as brief repetitive periods of ischemia and reperfusion applied during ongoing
myocardial infarction. This method provides protection against ischemia-reperfusion injury.
Although remote perconditioning reduces infarct size, the underlying mechanisms remain
unclear. The aim of this thesis is to summarize the current knowledge of RIPerC, its molecular
mechanisms and protective effects on the heart.
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Uvod

Ischemické choroba srde¢ni patii v soucasnosti ve vyspélych statech svéta k nejCastéjsSim
jak 80% ptipadi je pfitom zplisobeno akutnim infarktem myokardu (AIM) ¢i cévni mozkovou
piihodou (World Health Organization, 2021).

V poslednich letech se diky objeveni novych 1écebnych metod a 1ékii zvySuje pocet lidi,
kteti AIM ptezivaji. Nicmén¢ u mnoha z nich dochazi po AIM k remodelaci tkdn¢ a naslednému
rozvoji chronického srde¢niho selhéni. Hlavnim faktorem urcujicim dlouhodobou prognézu
pacientii po AIM je velikost odumielé Casti srdecni svaloviny v dusledku ischemicko-
reperfuzniho (I/R) poskozeni. VEasné obnoveni pritoku krve do ischemické oblasti srdce je
proto povazovano za kli¢ové, tj. ,,zlaty standard” v 1é¢bé infarktu myokardu.

Je proto zfejmé, ze jak klinicky, tak experimentalni vyzkum se usilovné zabyva studiem
novych kardioprotektivnich metod, které snizuji rozsah nekrotické oblasti srdce a predstavuji
tak nezbytny ptedpoklad pro zlepSeni klinickych vysledkd 1é¢by pacienti po AIM. Podle
recentnich experimentalnich praci by za jednu z nejucinnéjsich metod mohl byt povazovan tzv.
remote ischemicky conditioning (RIC). Jedna se o kratké, opakujici se periody
ischemie/reperfuze aplikované na vzdaleny orgén nebo tkan, které poskytuji srdci ochranu pred
akutnim I/R poskozenim. Jednou z variant RIC je také remote ischemicky perconditioning
(RIPerC), pfi némz mohou byt cykly I/R (napt. cykly I/R na koncetin€) provadény béhem
probihajici ischemie srdce. Ackoliv se jednd o metodu, ktera méa diky svému jednoduchému
provedeni nejvétsi potencidl pro vyuziti v klinické praxi, mechanismy jejiho piisobeni nejsou
stale zcela objasnény. Jeji pfeneseni do rutinni klinické praxe také komplikuje koincidence
protektivnich uéinkti RIPerC s riznymi komorbiditami (hypertenze, cukrovka a jiné), které se
u pacientt s infarktem myokardu Casto vyskytuji.

Tato prace si proto klade za cil shrnout dosavadni poznatky o RIPerC a popsat jeho
kardioprotektivni vliv na srdce. Zamétuje se také na ovlivnéni kardioprotektivniho plsobeni
RIPerC nékterymi komorbiditami, které jsou v soucasnosti nejveétsi limitaci pro jeho uplatnéni

v klinické praxi.



1 Ischemicka choroba srdec¢ni

Ischemickd choroba srde¢ni zahrnuje soubor onemocnéni, které vznikaji v disledku
snizen¢ho pritoku krve korondrnimi tepnami nebo jejich Uplnym uzavienim. Pro spravné
fungovani srde¢ni svaloviny je vyzadovan neustdly pfisun zivin a kysliku. Pokud je vSak
cirkulace v koronédrnich arteriich vyrazné redukovana, nebo dokonce pferusena, dochézi
k nedokrveni srde¢niho svalu — ischemii myokardu. Ischemie zptisobuje poruchy energetického
metabolismu v kardiomyocytech, které¢ vedou k bunééné smrti nekrézou ¢i apoptdzou. Pii¢inou
uzavieni korondrnich arterii je témét vzdy aterosklerdza, tj. kornaténi tepen. V soucasnosti patii
ischemicka choroba srde¢ni k nejcastéjSim onemocnénim srdce a cév. Jejim akutnim projevem
je infarkt myokardu, ktery v srdci aktivuje proces patofyziologickych zmén charakterizovanych

fadou srdec¢nich abnormalit a strukturnich defekti (IKEM, 2015).

1.1 Ischemicko-reperfuzni poSkozeni

Zasadni problém v patofyziologii ischemické choroby srde¢ni predstavuje poskozeni
myokardu, které vznikd nasledkem nedostatecného zasobeni tkan¢ kyslikem. Pokud ischemické
perioda trva del§i dobu, dochazi k nevratnému poskozeni kardiomyocytl, které nakonec
podléhaji bunécné smrti. Jedinou moznosti, jak ischemicky myokard ochranit pted dasledky
AIM je rychla obnova krevniho zasobent, tj. v€asna reperfuze. Nicmén¢ reperfuze sama o sob&
také prispiva k dalSimu posSkozeni tkané¢ a zhorSuje srdecni dysfunkci. Vyslednd velikost
nekrotické oblasti srdce tedy zdvisi na obou faktorech, dobé trvani ischemie a v€asné reperfuzi,
a je vysledkem celkového I/R poskozeni (Kleinbongard et al., 2017).

Mechanismy, které se ucastni v patogenezi I/R poskozeni jsou velmi komplexni, vysoce
integrované a multifaktorialni. Vlivem nedostatku kysliku béhem ischemie dochdzi v myokardu
ke zméné€ bunéného metabolismu z aerobniho na anaerobni, coz zpiisobuje nahromadéni
laktatu, vyc¢erpani ATP a snizeni pH. Dale se také zvySuje intracelularni koncentrace Na* i Ca®*
a inhibuje se kontraktilni funkce myokardu. Béhem reperfuze je znovu aktivovan elektron-
transportni fetézec, coz vede ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS). ROS déale mohou
ovlivnit rozsah reperfuzniho poSkozeni tim, Ze =zvySuji pravdépodobnost otevieni
mitochondrialniho poru prechodné propustnosti (mPTP), jenZ spousti kaskadu intracelularni
signalizace vedouci k apoptoze ¢i nekroze. Kromé toho v reakci na vysoké mnozstvi ROS

dochazi také k akumulaci neutrofilt a vzniku zanétlivé odpoveédi (Hausenloy and Yellon 2013).



2 Kardioprotektivni strategie tzv. conditioningem

Vysledna velikost ischemické oblasti myokardu ovliviiuje funk¢nost a remodelaci srdce po
AIM a je hlavnim parametrem, ktery urcuje dlouhodobou prognozu pacientl s prodélanym
infarktem myokardu (Lonborg et al.,, 2013). Poté, co bylo experimentdln¢ potvrzeno, ze
v ischemické toleranci srdce hraje dulezitou roli také vCasnd reperfuze (Ginks et al., 1972;
Maroko et al., 1972), doslo k rozvoji n€kolika kardioprotektivnich strategii, které maji za cil
ochranit myokard pied I/R poSkozenim a snizit tak velikost infarktu. Nejucinngjsi
kardioprotekci poskytuje v soucasnosti aplikovani kratkych period I/R, tedy tzv. ischemicky

conditioning, kterému jsou vénovany nasledujici kapitoly.

2.1 Ischemicky preconditioning

Zakladni paradigma téchto kardioprotektivnich metod predstavuje ischemicky
preconditioning. Jeho podstatou je navozeni kratkych period ischemie srdce (v jednotkach
minut), nasledovanych periodami reperfuze, které jsou opakovany v cyklech pred zacatkem
dlouhodobé okluze koronarni tepny. Tyto periody paradoxné nezplsobuji ireverzibilni
poskozeni myokardu, naopak ho ¢ini vice rezistentni viici naslednému dlouhotrvajicimu
ischemickému inzultu a reperfuzi.

Fenomén ischemického preconditioningu jako prvni prokazali Murry et al. (1986) u pst.
Ochranny vliv na ischemicky myokard vSak pozorovali pouze v situaci, kdy byly periody I/R
navozeny pred 40 minutovou okluzi koronarni tepny. Pokud okluze koronarni arterie trvala 3
hodiny, ke sniZeni rozsahu poskozené oblasti myokardu nedoslo, coZ jen zdlraziiuje nutnou
potfebu v€asné reperfuze.

Kardioprotektivni u¢inek ischemického preconditioningu je dvoufazovy a vede ke vzniku
dvou &asové oddélenych obdobi ochrany. Casna faze, tzv. prvni okno protekce, nastupuje
bezprostiedné, v fddech minut, po ukonceni posledniho cyklu ischemického preconditioningu
a trva piiblizn€ 2-4 hodiny. Prvni okno zavisi na aktualni dostupnosti kardioprotektivnich
signdlnich proteinti a molekul. Byly podany diikazy o tom, Ze tato ¢asna faze je zprosttedkovana
aktivaci proteinkindz C (PKC), kinazami aktivovanymi mitogeny (MAPK), ROS, nebo
draslikovymi na ATP zavislymi (Katp) kanaly (Loubani & Galifianes, 2002). Béhem 12-24
hodin od ptvodniho stimulu nastupuje druhé faze protekce, kterd predstavuje genomickou a
proteomickou odpovéd na prvotni stimul. Ta obvykle pfetrvava maximalné 3—4 dny (Loubani
etal., 2004). Toto tzv. druhé okno protekce je charakterizované potlacenim exprese zanétlivych
gend a syntézou novych proteind, jez mohou vyznamné ovlivnit vyslednou ischemickou

toleranci srdce (Konstantinov et al., 2005).



Ptestoze ischemicky preconditioning pfedstavoval v poslednich 30 letech Siroce studovany
fenomén, jeho vyuziti je v klinické praxi limitované. Kvili nutnému invazivnimu piistupu
k cilovému organu muze byt provadén pouze pti vybranych operacnich zakrocich, mezi které
patii napfiklad perkutanni koronarni intervence a korondrni bypass, ve kterych je zacatek
ischemie dobte znam (Teoh et al., 2002). Pro neptedvidatelné klinické stavy, jakymi jsou akutni
infarkt myokardu ¢i cévni mozkova piihoda, bylo nutné pfijit s jinymi, vice klinicky

relevantnimi metodami a technikami.

2.2 Ischemicky postconditioning

Nevyhody spojené s v€asnou aktivaci ischemického preconditioningu pomohlo piekonat
objeveni tzv. ischemického postconditioningu, kdy jsou periody I/R aplikovany az na zacatku
reperfuze. Tento protektivni jev poprvé popsali Zhao et al. (2003), kteti zjistili, ze ischemicky
postconditioning je v ptipad¢ snizeni I/R poskozeni a redukce endotelidlni dysfunkce témét
stejné¢ ucinny jako preconditioning. Ackoliv nebyl definovan Z4dny optimalni protokol,
ischemicky postconditioning musi byt navozen co nejdiive, béhem prvnich sekund ¢i minut
reperfuze.

Postconditioning lze uspéSné pienést 1 na 1écbu pacientd s kardiovaskuldrnimi
onemocnénimi. Kladnych vysledkii bylo dosaZeno naptiklad pfi jeho realizaci po mechanickém
obnoveni krevniho toku u pacientli s AIM (Garcia et al., 2011). Z klinického hlediska vSak stale
pretrvavd nevyhoda v prodlouzeni operacni doby piiblizné o 15-20 minut. Dal$i negativni
strankou obou téchto invazivnich metod (srde¢niho lokalniho pre- i post- conditioningu) navic
je, Ze v ptitomnosti ateroskler6zy mohou vést k zavaznym komplikacim, naptiklad k prasknuti

aterosklerotického platu (Szijarto et al., 2012).

2.3 Remote ischemicky conditioning

StéZejnim krokem pro mozné vyuziti kardioprotektivnich strategii v klinické praxi bylo
objeveni RIC. Zjistilo se, ze kratké opakujici se periody ischemie a reperfuze nemusi byt
provadény pouze lokalné na srdci, ale 1ze je realizovat také na dalku. Primarni vyzkum provedli
Przyklenk et al. (1993), ktefi prokazali ochranny efekt tzv. remote preconditioningu (RIPC)
véncité tepny na vzdalenou oblast srdce, posSkozenou dlouhodobou okluzi jiné koronérni tepny.
Dnes se zda byt RIC efektivni strategii, kterou lze uplatnit nejen pro ochranu srdce, ale i dalSich
organtl jako jsou jatra, ledviny, plice ¢i mozek (Hougaard et al., 2014; Zarbock et al., 2015).
V priubehu let se také ukézalo, ze se jedna o systémovou odpovéd’ organismu, ktera maze byt

vyvolana riznymi stimuly a je efektivni u vSech dosud testovanych zivocisnych druht, ¢loveka



nevyjimaje. Podle nacasovani Ize RIC rozdélit nejen na pre- ¢i post-, ale také na per-

conditioning, pfi némz je kardioprotektivni stimul aktivovan béhem probihajici ischemie srdce.

3 Remote ischemicky perconditioning

Koncept RIPerC jako prvni prokazali Schmidt et al. (2007). U prase¢ich modeld
demonstrovali, ze kratké I/R periody provadéné na zadni koncetiné béhem srdecni ischemie
snizuji rozsah I/R poskozeni myokardu, zachovavaji postischemickou systolickou a
diastolickou funkci srdce a chrani myokard pted reperfuznimi arytmiemi.

Ze vsech vyse zminénych fenoménti RIC ma praveé RIPerC nejvétsi potencial pro vyuziti
v lékatské praxi. Jeho hlavni vyhoda spocivé predevs§im ve snadné realizaci. Lze ho provadét
bez specialnich zdravotnickych prostiedkil i odbornych znalosti, diky ¢emuz byl také uspésné
prokéazan pti vyzkumu kardioprotekce u lidi s AIM. Jeho protektivni pisobeni se potvrdilo
napiiklad pti operacich srdec¢nich chlopni. U pacienti doslo k vyraznému snizeni hladiny
troponinu I, jako hlavniho markeru poskozeni srdce, ktery prokazuje i mikroskopické zony
nekrotického myokardu (Li et al., 2010). Za asi nejvyznamnéjsi uspéch je povazovana studie,
ve které byl pacientim s AIM navozen RIPerC na horni koncetin¢, pomoci inflace a deflace
manzety na meéteni tlaku, v prib&hu jejich pfevozu do nemocnice (Betker et al., 2010).
Vysledky této studie potvrdily ochranny G¢inek RIPerC, ktery vedl k mensimu poSkozeni srdce
v disledku rozvijejiciho se AIM.

Lokalni ischemicky conditioning
R IPC

|
\:- R IPostC

Remote ischemicky conditioning

R lcilovy organ
RIPC
vzdaleny
organ
R cilovy organ
RIPerC
vzdaleny
organ
R cilovy orgé
—— RIPostC
vzdaleny
organ

Obr. 1: Grafické shrnuti moznych kardioprotektivnich strategii aktivovanych ridznymi protokoly
conditioningu. Cerné pruhy = ischemie. Bilé pruhy = reperfuze. IPC (ischemicky preconditioning), IPostC
(ischemicky postconditioning), RIPC (remote ischemicky preconditioning), RIPerC (remote ischemicky
perconditioning), RIPostC (remote ischemicky postconditioning). Pfevzato z Szijarto et al., 2012



4 Molekularni mechanismy remote ischemického perconditioningu

Ptestoze se podatilo protektivni vliv RIPerC ptevést 1 do klinické praxe, podstata jeho
molekularnich mechanismu zlstava stale z vétsi ¢asti nejasna. Pro jejich objasnéni 1ze hledat
inspiraci u piibuznych forem conditioningu. Co se tyka molekularnich mechanismd, lépe
prozkoumanym je RIPC, u kterého se pii pfenosu signdlu ze vzdaleného mista k cilovému
organu predpoklada uloha vzajemné interakce 3 mechanismii — humoralniho, neuronalniho a
systémového. Jednotlivé typy conditioningu se vSak 1isi svym ¢asovym provedenim, coz vede
k tvaham o rozdilné aktivaci a koncentraci jednotlivych faktorG signadlnich drah. Kli¢ové
slozky vSech typii RIC vsak s nejvétsi pravdépodobnosti ziistavaji stejné (Szijarto et al., 2012).

V soucasnosti existuje fada studii ukazujicich na mnoho odlisnych signalnich molekul a
mechanismi, které se mohou pfi remote conditioningu uplatinovat. Vyzkumy navic probihaji
na riznych urovnich, od izolovanych bunéénych organel (napi. mitochondrie) pies
kardiomyocyty a izolovana srdce, az po celé zvife. Objasnéni dané problematiky také
komplikuje vyuzivani odliSnych modelovych organismd, ¢i rtiznych imunologickych a
biochemickych metod (Heusch et al., 2015).

Na zdkladé& obecnych znalosti o RIC 1ze usuzovat, Ze v protektivnim mechanismu RIPerC
budou existovat dvé hlavni cesty kardioprotekce. Prvni poskytuje spojeni mezi vzdalenym a
cilovym orgadnem a zahrnuje jiz diive zminéné mechanismy humoralni, neuronalni a systémové.
Druhou c¢ast tvofi signalni transdukce a efektorové mechanismy, kam patii predevSim
molekularni a subcelularni sloZky, a také slozky spojené s kandly — viz obr. 2 (Szijarto et al.,
2012). Nejvice diskutované molekularni mechanismy spojené s RIPerC jsou detailnéji probrany

v nasledujicich kapitolach.



Vzdaleny organ, Perconditioning
&
Mediatory: adenosin, -—
bradykinin?, opioidy,
CGRP?, AT-I?,
endokanabinoidy? ~ Systémova
s - odpovéd?
¥ 7 ﬁ P - (1)
\.\ \\ ’ Protizanétlivé a
\ ‘Nﬁ V@ ¢ antiapoptické signaly
¥ ¢ AR -
GPCR? = =]
Cilovy organ {Kardioprotekee!
RISK > . e mPTP inhibice? - (2)
K',mp kanal
SAFE > o — hladiny ATP?
Rho —> ROS+jiné? —_— (neznamé mechanismy)
g J

Obr. 2: Zakladni molekularni mechanismy RIPerC. 1) Spojovaci mechanismy mezi
vzdalenym a cilovym organem. 2) Efektorové slozky a slozky signalni transdukce.
Pievzato z Szijarto et al., 2012

4.1 Mitochondrie

Ackoliv u RIPerC neni stale ptfesné jasné€, jak kardioprotektivni signalizace probiha od
vzdaleného organu k srdci, intracelularni signalizace se zda byt u vSech typl conditioningti
které ovliviiuji kardioprotekci prostiednictvim rtznych procesit spojenych naptiklad se
zvysenou produkei ROS, otevienim mPTP nebo Katp kanali, ¢i s apoptozou (Kleinbongard et

al., 2017).

4.1.1 Karp kanaly

Kartp kandly jsou dovniti usmériiujici kanaly, které se v kardiomyocytech hojné vyskytuji
pfedevSim na vnitini membrané mitochondrii a na sarkolemé. Jsou aktivovany intraceluldrnim
ATP a inhibovany intracelularnimi nukleosid difosfaty, ¢imZ poskytuji propojeni mezi
bunéénym metabolismem a membranovou excitabilitou (Fujita & Kurachi, 2000). PfedevSim
mitochondrialni Katp kandly hraji dilezitou roli v regulaci odolnosti srdce k I/R poSkozeni.
Jejich pilisobeni bylo potvrzeno u vSech existujicich forem conditioningu (Fryer et al., 2001;
Loukogeorgakis et al., 2007), v€etné RIPerC, coz demonstrovali Schmidt et al. (2007). Podanim
specifického blokatoru Katp kanalli glibencalmidu inhibovali protektivni G¢inek RIPerC u
prasat. Stejného vysledku doséhli i Zhao et al. (2009) pfi studiich na potkanech. Ti navic

ukézali, Ze otevieni Katp kanalii zavisi také na inhibici Rho-kinézy.



Déle mohou otevirani mitochondridlnich Katp kanalti mimo jiné ovliviiovat oxid dusnaty
(NO) (Sasaki et al., 2000), ¢i PKC (Sato et al., 1998) a PKG (Costa et al., 2005). Po otevieni
kanali zacnou mitochondrie produkovat vice ROS, které mohou pozitivni zpétnou vazbou opét
aktivovat PKC (Costa & Garlid, 2008). Jedna se o ambivalentni roli ROS. Stejné tak, jako
ischemie, kterd je provadéna v kratkych intervalech mtize byt prospésnd, tak i1 kratkodobé
zvySend produkce ROS v malém mnozstvi mlze svou signalizaci pfispivat k ochrané

myokardu.

4.1.2 Mitochondrialni por pirechodné propustnosti (mPTP)

Mitochondrialni pér pirechodné propustnosti (mPTP) se nachazi na vnitini mitochondrialni
membrané a jeho otevieni pii reperfuzi je povazovéano za kone¢ny efektor vedouci k bunécné
smrti apoptézou a nekrozou (Lejay et al.,, 2016). Za fyziologickych podminek je mPTP
prevazné v zavieném stavu. Béhem reperfuze vSak dochazi k jejich otevieni v odpovédi na
zvySenou intracelularni hladinu vapenatych iontii a vys$si produkei ROS. Vysledkem je naruSeni
mitochondridlniho transmembranového potencidlu, uvolnéni cytochromu c, spusténi
cytosolické kaskaddy kaspaz a vycerpani ATP. Inhibice otevieni mPTP je soucasti
kardioprotekce pomoci RIPC a muze byt vyvolana aktivaci RISK drahy (Hausenloy et al.,
2004). V souvislosti s RIPerC se také uvazuje o ucasti mPTP v mechanismu protekce.
Pravdépodobné¢ k jeho inhibici dochdzi pfes zvySenou produkci ROS mitochondriemi

v disledku otevieni Katp kanali (Zhang et al., 2018).

4.1.3 Apoptoza

Jednim z typti bunééné smrti kardiomyocyti v dusledku I/R poskozeni je apoptoza.
Podstoupeni bunécné smrti mize byt reakci na mnoho riznych stimult, véetné¢ hypoxie,
oxida¢niho stresu ¢i metabolické inhibice. Apoptdza piredstavuje programovanou bunécnou
smrt. Jedna se o d¢j zavisly na ATP, ktery zahrnuje uvolnéni cytochromu ¢ z poSkozenych
mitochondrii, ¢i aktivaci ligandli nékterych membrénovych receptorii. V disledku aktivace
kaspaz a jinych signalnich molekul dochazi nakonec ke vzniku neselektivnich pori
v mitochondrii, $tépeni DNA a degradaci jader (Rossello & Yellon, 2018).

Intracelularni myocytarni apoptotickd draha je fizena rodinou Bcl-2 proteind, které
moduluji propustnost mitochondridlni membrany. Bcl-2 rodina miize byt rozdélena na
proapoptotické a antiapoptotické proteiny. Antiapoptotické proteiny Bcl-2 podporuji prezivani
buné¢k potla¢enim funkce proaptototického Bcl-2 proteinu Bax, ktery #idi uvolnéni cytochromu
¢ z mitochondrii a iniciuje aktivaci kaspdz (Pastorino et al., 1998). Role Bcl-2 v ptezivani bunck

byla potvrzena i béhem vyzkumu preconditioningu, kdy doslo k jejich zvysené expresi (Maulik
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et al., 1999). Béhem ischemie byla navic v srde¢nich bunkéch prokazana zvysena aktivita Bax
(Capano & Crompton, 2006).

Zvysena exprese Bcl-2 byla pozorovana i béhem RIPerC pii pokusech na potkanech.
Zhu et al. (2013) pozorovali zvySené hladiny Bcl-2 u vSech typti RIC, zatimco exprese Bax u
téchto tfi strategii, RIPC, RIPostC i RIPerC, byla nizsi. Stejného vysledku béhem RIPerC
dosahli i Wang et al. (2016). Tito autofi také zkoumali hypotézu, Ze ischemii a morfinem
vyvoland kardioprotekce sdili podobné signalni antiapoptotické drahy. To se podafilo potvrdit
zvySenim poméru Bcl-2/Bax, a naopak snizenim poctu apoptotickych bunék v ischemické
oblasti srdce béhem navozeni obou kardioprotektivnich strategii. Ochranny efekt vyvolany
kombinaci téchto metod se zdal byt uc¢innéjsi, nez samostatné aktivovana protekce RIPerC nebo

morfinem.

4.2 RISK draha

Béhem reperfuze se v myokardu aktivuji specifické kinazy, které mohou zprosttedkovat
bunécnou signalizaci pro preziti bunék a poskytuji adekvatni kardioprotektivni odpoveéd’ vuci
I/R poskozeni. Podle téchto kinaz byla pojmenovana celd draha, tzv. RISK (reperfusion injury
salvage kinase) (Schulman et al., 2002). Je povaZovana za univerzalni buné¢nou signalni
kaskadu, nebot’ kromé conditioningu se miZe aktivovat také pomoci farmakologickych latek,
jakymi jsou naptiklad adenosin, bradykinin ¢i statiny (Rossello & Yellon, 2018).

Aktivace RISK drahy béhem reperfuze a jeji pozitivni ti€inky na ischemicky myokard byly
potvrzeny jak u ischemického preconditioningu (Hausenloy et al., 2005), tak i
postconditioningu (Tsang et al., 2004). U ischemického preconditioningu se podafilo definovat
detailni mechanismy a popsat cely fetézec kindz sestavajici z Akt-eNOS-cGMP-PKG drahy,
ktery vede k otevieni mitochondridlnich Katp kanali vedouci ke zvysSené produkci ROS a dalsi
aktivaci kinaz (Samavati et al., 2002). V ptipad¢ RIPerC se zda byt aktivace RISK drahy dosud
spiSe kontroverzni. Xin et al. (2010) potvrdili, ze u potkanti, ktefi podstoupili RIPerC, se urcité
slozky RISK kaskady aktivuji. U této skupiny potkant autofi zaznamenali zvySenou hladinu
fosforylace Akt a Erk 1/2 kinaz v porovnani s kontrolnimi jedinci. Jejich vysledky se shodovaly
i s dal§imi pokusy provadénymi na potkanech (Tamareille et al., 2011). Naopak pii studiich na
prase¢ich modelech ptisobeni RISK drahy potvrzeno nebylo (Hausenloy et al.,, 2012;
Skyschally et al., 2018). RIPerC si v téchto ptipadech zachoval sviij kardioprotektivni u¢inek
1 po podani specifického inhibitoru RISK signalni drahy.

wrwe

Skyschally et al. (2018) proto zkoumali, zda bude protektivni efekt RIPerC zachovan po



odebrani krevni plazmy z prasat, u kterych byl navozen RIPerC a jejim pienosu do izolovanych
srdci potkand a mysi. U hlodavéich srdci perfundovanych dialyzadtem plazmy z praseciho
modelu bylo pozorovano snizeni velikosti infarktu. Navic, po inhibici RISK dréhy, byl tento
protektivni efekt inhibovan. Podle vSeho se tedy zda, ze signalni drahy u vSech typt
conditioningu jsou do znacné miry stejné, ackoliv se mohou v urcitych detailech liSit mezi

jednotlivymi Zivoc¢isnymi druhy (Skyschally et al., 2018).

4.3 SAFE draha

Mezi dal$i intracelularni mechanismy, které mohou byt zahrnuty v kardioprotekci
zprostiedkované RIPerC patii také SAFE (survivor activating factor enhancement) draha. Je
aktivovana imunitnim systémem a fidi funkci nékolika komponent dtlezitych pro pteziti bunék.
Kli¢ové slozky predstavuji cytokin tumor nekrotizujici faktor- o (TNF-a) a signalni transduktor
a aktivator transkripce-3 (STAT-3). STAT-3 je transkripéni faktor, ale v odpovédi na
conditioning se Castéji nez pii transkripci uplatiiuje pii fosforylaci nékterych slozek
intracelularni signalizace, jako napfiklad pii fosforylaci a inaktivaci proapoptotického faktoru
Bad (Lecour et al., 2005). SAFE draha poskytuje ochranu pfi ischemickém preconditioningu
(Gent et al., 2017) 1 postconditioningu (Heusch et al., 2011), a podobné jako RISK draha
inhibuje otevirani mPTP (Boengler et al., 2010).

Na zacatku SAFE signalizace stoji Janus kinidza (JAK)/STAT dréha, kterd je v srdci
stimulovand béhem I/R (Negoro et al., 2000). JAK kindza aktivovand TNF-a dale aktivuje
STAT-3 protein, ktery ovlivnénim mitochondridlni funkce (potlaceni otevirani mPTP, sniZeni
tvorby ROS) zprostfedkovava ochrannou odpovéd (Wegrzyn et al., 2009). Ackoliv zvySena
hladina TNF-a muaze pfispivat béhem reperfuze k srdecni dysfunkci a apoptdze a rozvoji
chronického srde¢niho selhani (Maekawa et al., 2002), jeho stimulace v srdci v ¢asné ischemii
nebo reperfuzi je paradoxné spojovéna s ochrannym uc¢inkem ischemického conditioningu
(Lacerda et al., 2009). U mysi, které mély gen pro TNF-a inaktivovany nebylo moZzné
protektivni vliv conditioningu aktivovat (Smith et al., 2002).

Dale miize byt SAFE drdha navozena také vazbou TNF-a na sviij TNF receptor 2, ¢imzZ se
aktivuje STAT-3, ktery mtze inhibovat apoptoticky faktor FOXO-1 v jadfe (viz obr. 3). Protein
STAT-3 mize také zvySovat genovou expresi antiapoptotického proteinu Bcl-2 a naopak
snizovat expresi proapoptotického proteinu Bax (Hattori et al., 2001).

Zajimavé je, ze kardioprotekce remote ischemického conditioningu u pacientd, ktefi
podstoupili koronarni bypass, je spojena pouze s aktivaci STAT-5 a nikoliv se STAT-3 (Heusch
et al., 2012). U vyzkumt RIPerC se vysledky mezi riznymi druhy v aktivaci STAT proteint
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lisi a pfesny mechanismus plusobeni SAFE drahy neni zatim zcela objasnén. ZvySena
fosforylace STAT-3 béhem reperfuze byla v souvislosti s RIPerC pozorovéana predev§im u
prasecich modelti (Kleinbongard et al., 2018a). SniZeni rozsahu infarktu se navic prokazalo
viditelnym poklesem elevace ST segmentu. Na stejném, zavedeném modelu I/R u prasat
potvrdili zvySenou aktivitu STAT-3 1 Skyschally et al. (2018), v obou piipadech byl
kardioprotektivni ucinek inhibovan podanim blokatoru STAT-3. V prvnim piipad¢ vsak
zaznamenali zvySenou fosforylaci ve 120. minuté reperfuze, avSak v druhém pokusu v 10.
minuté. Obecn¢ Ize tedy fici, Ze aktivace a nacasovani zvySeni STAT-3 neni tak fixni jako jeho
inhibice (Kleinbongard, et al., 2018b).

Aktivace STAT-3 byla u prasat potvrzena u vSech typi conditioningu. Rozdilnych
vysledkl vsak dosahuji vyzkumy provadéné na jinych zvifecich modelech. Andreadou et al.
(2015) ve své studii na kralicich nezjistili Zadné zvySené hodnoty STAT-3 fosforylace béhem
RIPerC. Béhem reperfuze vSak pozorovali aktivaci STAT-5. Inhibitor signalni drahy zahrnujici
STAT-5 protein vSak kardioprotektivni efekt RIPerC neovlivnil, coz vedlo k z&vérim, Zze u
kralikd se STAT-5 bé¢hem kardioprotekce zprostfedkované RIPerC sice aktivuje, ale samotny
neni pro ochranu pifimo vyzadovan.

U potkanti se vyrazné zvyseni fosforylace STAT proteinu béhem RIPerC také nepotvrdila,
nicméné 1 presto dokazal RIPerC poskytnout myokardu ochranu (Tamareille et al., 2011).
Pokud vsak byl RIPerC zkombinovén s [PostC, tak se hladiny STAT-3 vyrazné zvySily, coZ se
projevilo 1 na vyssi redukci velikosti infarktu myokardu. Kromé& SAFE drahy vSak tato skupina
pozorovala i zmény exprese proteind RISK drahy. Je tedy pravdépodobné, Ze pii aktivaci
kombinace obou kardioprotektivnich metod, RIPerC 1 IPostC, dochdzi ke zkiiZzené interakci

obou protektivnich signalnich drah, RISK 1 SAFE (Tamareille et al., 2011).

SAFE draha

g Extracelularni prostor

Cytoplasma

A
@—I BAD

Jadro

{ Bcl-2 exprese

l Bax exprese

Obr. 3: Schématické znazornéni prlibéhu SAFE signalni
drahy. Pfevzato z: Rosenberg et al., 2018
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4.4 Metabolismus oxidu dusnatého

4.4.1 Ocxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je diilezitou buné¢nou signalni molekulou, ktera se v organismu ucastni
mnoha dé&ju, které jsou nezbytné pro zachovani integrity a spravné funkce kardiovaskularniho
systému, zvlast¢ pak cév (Chandra et al., 2012). NO produkovany endotelidlnimi buiikami
pusobi jako vasodilatator (Hein et al., 2003), inhibuje apoptézu (Li et al., 1999), zabraiiuje
neutrofiliim adherovat na povrch endotelu cév (Ma et al., 1993), a také miize pisobit jako
antioxidant, ktery vychytavd ROS (McCall et al., 1989). Je dobfe znamé, ze snizené hladiny
NO pfispivaji k dysfunkci cévniho endotelu a rozviji I/R poSkozeni kardiovaskularnich chorob,
véetné poskozeni, kterd jsou spojena s infarktem myokardu a vaskularnimi komplikacemi u
diabetika (Tratsiakovich et al., 2017).

Jednou z hlavnich drah, prostfednictvim které mtize NO ovliviiovat ischemickou toleranci
srdce, je signalizace zprostifedkovana receptory spfazenymi s G proteiny. Ty mohou byt
aktivované pomoci bradykininu, adenosinu, opioidii a dal$ich latek (Tratsiakovich et al., 2013).
Nasledn¢ se aktivuje endotelidlni NO syntaza (eNOS), kterd produkuje NO. NO se dale mtze
véazat na guanylatcyklazu a aktivuje PKG a PKC, coz vede k otevieni Karp kanalti (Heusch et
al., 2008). Tato drdha je aktivovana predevSim pii ischemickém preconditioningu a
postconditioningu. Nicméné celkem nedavna studie Zhang et al. (2018) ukazuje, Ze aktivace
opioidnich receptori a NO-PKC-KaTp signalizace je zahrnuta také v kardioprotekci vyvolané

RIPerC.

4.4.2 Arginaza-NO draha

Dalsi metabolickou dréhou, kterd je v soucasnosti ¢asto probirdna ve spojitosti s RIPerC je
na arginaze zavisla disociace L-argininu na L-ornithin a mocovinu (Kiss et al., 2014). Pravé
arginaza, enzym mocovinového cyklu, je limitujicim faktorem pro tvorbu NO (White et al.,
2006). Nachazi se ve dvou izoformach a ob¢ jsou Siroce zastoupeny v kardiovaskularnim
systému. V myokardu a v korondrnich tepnach se zvySuje jeji exprese behem ischemie (Gonon
et al., 2012; Hein et al., 2003). Stejné tak je jeji aktivita zvySend i1 v dalSich kardiovaskularnich
patologickych situacich casto spojenych se starnutim. Piikladem muze byt aterosklerdza,
hypertenze, ¢i diabetes mellitus (Ming et al., 2004; Romero et al., 2008). V takovych ptipadech
dochazi ke kompetici arginazy s eNOS o jejich spolecny substrat L-arginin, ¢imz se sniZuje
dostupnost NO. Nasledkem toho dochazi ke zvySené produkci superoxidu (Oz), ktera je
zprostiedkovana mechanismem nazyvanym rozptazeni NO syntazy. O> reaguje s NO za vzniku

peroxynitritu (ONOOQO"), a dale redukuje mnoZzstvi biologické dostupnosti NO (Chandra et al.,
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2012). Reaktivni formy kysliku, které jsou diilezitym hracem pii rozvoji I/R poSkozeni, mohou
navic také prispivat ke zvySovani arginazové aktivity tim, ze aktivuji RhoA/ROCK signalni
dréhu. Zapojeni této drahy bylo ptedevsim zkoumano v souvislosti s rozvojem cukrovky, proto
bude detailnéji tato signalizace vysvétlena v kapitole o limitacich kardioprotektivniho ptisobeni

RIPerC pti komorbiditach (viz kapitola 5).

4.5 Zanétliva reakce

U mnoha pacientli, kteti pteziji AIM dochazi k remodelaci levé komory, jez vede
k fibrotizaci tkan€ a nésledné srde¢ni dysfunkci. Patofyziologické strukturdlni zmény komory
uzce souvisi s nadmérnym rozvojem zanétlivé reakce, ktera je iniciovana sérii komplexnich
bunécnych déji. Na druhou stranu ma vSak zanét i svou diilezitou funkci v opravé srde¢ni tkane.
Nejdrive dochazi k casné fazi zanétlivé reakce, kdy je poSkozené misto zbaveno mrtvych bunék
a zbytkidl extracelularni matrix (ECM). Po ni néasleduje fdze reparacni, charakterizovana
odstranénim zanétu a vznikem jizvy.

Na zanétlivou reakci, kterd se uplatiiuje pfi strukturdlni pteméné levé komory po infarktu
muze svym protektivnim vlivem pisobit jak cilovy, tak vzdaleny ischemicky conditioning.
Bylo zjiSténo, ze béhem aplikace kratkych period I/R dochdzi ke zméné profilu genetické
exprese celého organismu protizanétlivym a antiapoptotickym smérem (Souza Filho et al.,
2009; Szijartdo et al.,, 2012). Inhibice sekrece prozanétlivych cytokini vede ke snizené
schopnosti neutrofili adherovat na endotel cév a pronikat do tkéni, coz ma za nasledek potlaceni
prib&hu lokalniho zanétu (Shimizu et al., 2010). Navic redukce infiltrace leukocytl zptsobuje
mensi produkci ROS, jejichz vznik je typicky pro pozdni fazi reperfuze.

Pozitivni vliv RIC na nezddouci remodelaci levé komory po infarktu myokardu potvrdili
Wei et al. (2011). Ve své studii prokazali, Ze oba typy conditioningu, RIPerC i RIPostC, se
podili na sniZeni zanétlivé reakce v myokardu potkand. Ctvrty den po navozeni infarktu
myokardu pozorovali sniZenou infiltraci makrofagti a monocytii do ischemii postiZzené oblasti
srdce, snizenou expresi IL-1B a redukci oxidativniho stresu v disledku kardioprotektivnich
intervenci.

Vliv RIPerC na prib¢eh zanétlivé reakce u potkant zkoumali také Pilz et al. (2019). Jejich
stézejnim zjisténim bylo, ze RIPerC je spojen se zvySenou hladinou proteinu Neureglinu-1
(NRG-1) a expresi jeho receptoru ErbB3. NRG-1 je rastovy faktor, ktery ma antiremodelacni a
protizanétlivé ucinky (Galindo et al.,, 2014) a spolu se svymi receptory zrodiny ErbB3
ovlivituje regulaci kardiovaskularniho vyvoje a udrzuje funkéni a strukturalni integritu srdce

dospélych jedinct (Hedhli et al., 2011). Utlumeni jeho aktivity béhem infarktu ma za nasledek
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expanzi zanétlivé reakce. Naopak zvyseni NRG-1 pti RIPerC mitize ptispivat k lepsi srdecni
funkci (Pilz et al., 2019). Navic signalni drdha NRG-1/ErbB3 inhibuje pfeménu srdecnich
fibroblastii na myofibroblasty, tedy buiniky zodpovidajici za proces ukladani kolagenu, coz je
charakteristicky d¢j pro fibrotizaci tkané po infarktu myokardu.

Dale také Pilz et al. (2019) pozorovali vyrazné snizeni exprese hladiny Tenascinu-C
(TNC) v dtsledku RIPerC. Protein TNC se v srdci zdravych jedincti témét nevyskytuje, je vSak
siln€¢ exprimovan béhem srdecnich onemocnénich spojenych se zanétem. Ovliviluje také
imunitni reakci tim, Ze moduluje polarizaci M1/M2 makrofagt (Kimura et al., 2018). Podporuje
vznik M1 makrofagl, které¢ produkuji prozanétlivé cytokiny, chemokiny a rlstové faktory.
Naopak druhou skupinu, M2 makrofagy, inhibuje. Ty zodpovidaji za opravy tkan¢ a odstranéni
zanétu. Celkové lze tedy fici, ze RIPerC pozitivng ovlivnil srde¢ni funkce po AIM tim, Ze snizil

Skodlivou remodelaci srdce po infarktu a utlumil zanétlivou reakci.
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5 Komorbidity

Experimentalni modely, které jsou vyuzivany v kardiovaskularnim vyzkumu ne vzdy
odpovidaji klinické situaci. Ve vétSin¢ ptipadu je kardioprotektivni ptisobeni ischemického
conditioningu popisovano na zdravych jedincich a jeho pteneseni do klinické praxe nelze proto
povazovat za samoziejmost. Ve skutecnosti pravé dal§i onemocnéni, ktera se vyskytuji u
pacienti s AIM (napf. diabetes mellitus, hypertenze, hyperlipidémie aj.) celou situaci
komplikuji. Také pii 1écbé téchto onemocnéni pomoci rtiznych farmakoterapii, jako jsou
statiny, nitraty ¢i perordlni antidiabetika, dochazi k omezeni ¢i Uplnému zruSeni
kardioprotektivniho vlivu RIC (Baranyai et al., 2015).

Ptedevsim diabetes mellitus pfedstavuje vyznamnou vyzvu pro zavedeni RIC do klinické
praxe. Jeho negativni vliv na srdce byl popsan u vSech typti RIC, véetné RIPerC. Kiss et al.
(2014) navodili diabetes 1. typu pomoci intravenozni injekce streptozocinu a demonstrovali, ze
RIPerC sice vyrazné snizil myokardidlni oblast infarktu u nediabetickych potkant, ale jiz
nedokézal ovlivnit infarkt u potkanti s diabetem 1. typu.

Hyperglykemie u pacienti se krom¢ chronickych metabolickych chorob, miize také
objevovat 1 v akutnich stavech, jako naptiklad pfi akutnim koronarnim syndromu (Baranyai et
al., 2015). Pfi vyzkumu na potkanech, kterym byla akutni hyperglykemie navozena podanim
infuze 50% dextrozy, doslo k vyraznému utlumeni protektivniho u€¢inku RIPerC. Naproti tomu
u skupiny normoglykemickych zvifat, kterd obdrZela 46% manitol pro udrZeni podobné
osmolarity, se snizeni infarktu v disledku RIPerC potvrdilo (Baranyai et al., 2015). Autofi dale
publikovali, ze hyperglykemie u potkanti zvysuje incidenci a dobu trvani ischemickych arytmii
v porovnani se zvifaty s normalnimi hodnotami glykemie, avSak sama o sobé neovliviiuje
rozsah I/R poskozeni. Stejného vysledku dosahly i nékteré dalsi studie (Kersten et al., 2001;
Raphael et al., 2010). N&kolik jinych studii je vSak s timto zjiSt€énim v rozporu (Mapanga et al.,
2014; Su et al., 2013). Ty naopak ukazaly, Ze akutni hyperglykemie ke zhorSenému rozsahu
infarktu myokardu pfispiva. Tyto rozporuplné vysledky mohly vzniknout v dusledku podani
odliSnych koncentraci glukézy. K potvrzeni zvySeni infarktu myokardu pii akutni
hyperglykemii doSlo ve studiich, které podavaly experimentalnim modelim vyrazn€ vyssi
koncentraci glukozy (vice nez 30mM). Baranyai et al. (2015), ktefi nepozorovali zadné

ovlivnéni akutni hyperglykemii, pouZili naopak koncentraci vyrazné€ niz$i (15-20mM).
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5.1 Molekularni drahy hyperglykemie

U kazdého typu conditioningu se béhem diabetu ¢i akutni hyperglykemie uvazuje o
aktivaci odliSnych signalnich drah. Mezi molekularni drahy, které jsou nejvice diskutované
v souvislosti s utlumenim protektivniho vlivu RIPerC u diabetickych modelt, patii napiiklad
ovlivnéni mMTOR/AKT dréhy, autofagie, oxidativniho stresu a RhoA/Rho kindzové signélni

drahy.

5.1.1 mTOR/AKT draha

mTOR (mammalian target of rapamycin) je serin/threonin kindza a centralni regulator
bunécné funkce, ktery urcuje Zivotaschopnost bun¢k (Volkers et al., 2013). Dysregulace jeho
signalizace pii srde¢nich chorobach pfispiva k apoptéze kardiomyocyti spojené s mnoha
dal$imi myokardidlnimi poskozenimi, jez vedou ke zhorSeni srde¢ni funkce. mTOR existuje ve
dvou izoformach. mTOR komplex 1 je inhibovan pomoci antibiotika rapamycinu, coZ mimo
jiné mize vést ke snizeni velikosti infarktu myokardu (Khan et al., 2006). Intracelularni podani
rapamycinu u mysi navic také indukovalo ochranu kardiomyocytd pted nekrézou a apoptdzou.
mTOR komplex 2 reguluje bunécnou homeostazu, stresové odpovédi, energeticky
metabolismus a autofagii. Nasledné se takeé zjistilo, Ze RIC, ktery chrani myokard ptfed ischemii,
je spojen s downregulaci mTOR (Rohailla et al., 2014).

V souvislosti s vySe zminénou studii byla prokdzana zvySend aktivace mTOR drahy
v dusledku akutni hyperglykemie (Baranyai et al., 2015). Proto se tito autofi domnivaji, ze
upregulace této signalizace by mohla byt zodpovédna za ztratu kardioprotektivniho tc€inku
RIPerC.

V ptedchazejicich studiich bylo také ukazano, ze pii nadbytku glukézy a oxidativnim
stresu, tedy pti srovnatelnych podminkéch nastavajicich béhem akutni hyperglykemie, dochazi
k aktivaci nejen mTOR dréhy, ale soucasné i kinazy Akt (Wei et al., 2014). Podobné& bylo
demonstrovano, Ze aktivace Akt pted ischemii vyrazné interferuje s protektivnimi stimuly,
jakymi jsou ischemicky preconditioning (Fullmer et al., 2013) a ischemicky postconditioning
(Bouhidel et al., 2008). Vsechny tyto vysledky byly v souladu s pokusy provadénymi skupinou
Baranyai et al. (2015). Autofi proto postulovali, Ze hyperglykemie inhibovala kardioprotektivni

pusobeni RIPerC v disledku aktivace mechanismi, které jsou soucasti Akt-mTOR dréhy.

5.1.2 Oxidativni stres
ROS a reaktivni formy dusiku (RNS) hraji dilleZitou roli jak v poskozeni myokardu, tak i
v jeho ochrané. ZvySend produkce ROS béhem I/R mulze vést ke vzniku oxidativniho stresu,

vvvvvv
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podminek je tvorba volnych radikali nizkda, zplsobenda piedevSim unikem elektront
z mitochondridlniho elektron-transportniho fetézce. Nizsi koncentrace ROS mohou pfispivat
k normalni bunécné funkci i1 signdlni transdukci, vcetné kardioprotektivni signalizace
(Velayutham et al., 2011).

Tvorbu ROS i RNS mitize vyrazné ovlivnit také hyperglykemie (Su et al., 2013).
Predpoklada se, ze vysoka tvorba volnych radikali v priibéhu rozvoje cukrovky bude také
castecné zodpoveédna za vEtsi nachylnost diabetického myokardu k ischemickému poskozeni a
za rozvoj komplikaci spojenych s diabetem. Produkce ROS je pii diabetu spojovana piredevsim
s prerusenim elektron-transportniho fetézce, s aktivaci NADPH oxidazy a rozptazenim (tzv.
,2uncoupling®) NO syntazy. Naopak hladiny glutathion peroxiddzy a dalSich enzymatickych
(superoxid dismutaza, kataldza) i neenzymatickych (vitamin E, C, retinol) antioxidatntl jsou u
diabetickych jedincii v porovnani se zdravymi pomérné nizké (Ramakrishna & Jailkhani,
2008).

Protektivni stimul, jako RIC, snizuje nitrosativni stres (Alburquerque-Béjar et al., 2015).
Jak ukézaly pfedchozi studie, metabolické komorbidity jsou velmi Casto spojené se zvySenym
nitrosativnim/oxidativnim stresem (Li et al., 2013). Podobné i izolovana srdce perfundovana
hyperglykemickym roztokem vykazovala zvySenou aktivitu volnych radikald. Ve shodé
s témito poznatky Baranyai et al. (2015) pozorovali u hyperglykemickych potkant in vivo
zvySené hladiny markeru nitrosativniho stresu (3-nitrotyrosin). U téchto modelti nebyl
ochranny vliv RIPerC na myokard Gi¢inny. Zda se tedy, Ze zvySeny oxidativni i nitrosativni stres

by pravdépodobné mohl hrat roli v inhibici kardioprotektivniho efektu RIPerC.

5.1.3 Autofagie

Autofagie je Zivotn¢ dulezita katabolicka draha, pii které se buniky zbavuji poSkozenych ¢i
starych organel. Pohlceny materidl je obalen i s cytoplazmou do vacki a nasledné degradovan
a recyklovan v lysozomech. Proces autofagie hraje dilezitou roli v mnoha aspektech bunécné
fyziologie a je stimulovan pfedev§im pfi nedostatku Zivin a energie. Ischemii vyvolana vysoka
aktivita autofagie ma pro srdce ochrannou funkci (Yan et al., 2005). Odstranénim poskozenych
mitochondrii produkujicich ROS a recyklaci molekul, které mohou byt dale pouZity pro opravu
bunék, napomaha zmirnit I/R poskozeni. Inhibice jeji funkce se miize negativné odrazit ve
velikosti infarktu a postischemické obnové srdecni kontraktility (Qian et al., 2009). Vzhledem
k tomu, Ze nedostatek glukézy vedl ke stimulaci autofagie (Matsui et al., 2007), nebylo
piekvapujicim zjiSténim, ze béhem diabetu byla jeji funkce naopak potlacena (Kobayashi et al.,

2012).
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Utast autofagie v kardioprotekci zprostiedkované RIPostC byla potvrzena u zdravych mysi
zvySenou hladinou autofagickych proteinii a vétSim poctem autofagozomli béhem casné faze
reperfuze. Naopak u diabetickych modelt nebyl RIPostC schopen autofagii aktivovat, coz se
projevilo v absenci jeho protektivniho u¢inku (Han et al., 2014).

Také béhem RIPerC Baranyai et al. (2015) pozorovali v hyperglykemickém myokardu
snizené¢ hodnoty autofagického markeru (pomér LC3-II/LC3-I). Hodnoty ostatnich
autofagickych slozek vSak ziistaly nezménéné. Presto ale byla pozorovdna vysoka aktivita
mTOR drahy, jako hlavniho regulatoru autofagie. Lze tak tedy uvaZzovat o tom, ze potlaceni
autofagie béhem hyperglykemie by mohlo (alespoii z ¢4sti) vést k zablokovani protektivniho

udinku RIPerC.

5.1.4 RhoA/Rho kinazova (ROCK) signalni draha

RhoA/ROCK draha se podili na fad¢ zékladnich fyziologickych funkci véetné bunééné
migrace, adheze, apoptdzy 1 kontrakce bunék hladké svaloviny (Rajagopalan et al., 2010; Shiga
et al., 2005). Dilezitou roli zastava i v patofyziologickych kardiovaskularnich chorobach, které
jsou spojené se zanétem a endotelialni dysfunkci (Kishi et al., 2005; Masumoto et al., 2002).

Rho kinaza (ROCK) je serin/threoninova kinaza, aktivovana malym GTP vazebnym
proteinem RhoA. Bé¢hem I/R dochazi ke zvySeni myokardialni aktivity RhoA, ktery stimulaci
ROCK pfispiva k vétSimu poSkozeni srdce v disledku akutni ischemie (Bao et al., 2004).
Zvysend aktivita RhoA/ROCK dréahy je s velkou pravdépodobnosti také zahrnuta do signalnich
déjt vedoucich ke sniZzené biologické dostupnosti NO. Béhem ischemie se totiz zvysuje aktivita
enzymu arginazy, ktera je stimulovana ROS a zanétlivymi cytokiny pravé prostfednictvim
ROCK signalizace (Chandra et al., 2012; Ming et al., 2004). Jak jiZ bylo probirano v predeslé
kapitole (viz kapitola 4.4.2), v disledku zvySenych hladin argindzy dochazi k posunu
metabolismu argininu z eNOS smérem k argindze, kterd preménuje L-arginin na L-ornithin,
¢imz je snizovana produkce NO a dochéazi k naruSeni funkce cév a kardiovaskularnim
komplikacim. Interakci mezi ROCK a arginazou naznacuji vyzkumy spojené
s farmakologickou inhibici ROCK, ktera zaroveil vyrazn€ snizZila velikost infarktu a vedla
k inhibici argindzové aktivity v I/R myokardu (Kiss et al., 2014).

Zvysené hladiny obou slozek, arginazy i ROCK byly pozorovany i béhem diabetu. Jejich
inhibice ochranila diabetické srdce pfed I/R poSkozenim, avSak tento protektivni efekt byl u
diabetikli blokovan inhibitorem endotelidlni NO syntazy. To tedy ukazuje, Ze ROCK inhibice

poskytuje diabetickému myokardu ochranu proti I/R poskozeni prostfednictvim mechanismu,
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ktery zahrnuje snizeni aktivity arginazy a zvySeni biologické dostupnosti NO (Tratsiakovich et
al., 2017).

RIPerC u zdravych (nediabetickych) potkanti potlacil funkci argindzy i Rho kinazy
v prub¢hu akutni I/R. U diabetickych modelt vsak jejich aktivitu neovlivnil (Kiss et al., 2014).
Protektivni u¢inek RIPerC byl navic zcela zablokovan také inhibici NO syntazy. Proto se zda
byt pravdépodobné, ze béhem diabetu dochézi k zablokovani kardioprotekce zprosttedkované

RIPerC vlivem zvysené aktivity ROCK drahy a nasledného snizeni biologické dostupnosti NO.
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Zavér

Remote ischemicky perconditioning je efektivni kardioprotektivni strategie, ktera
navozenim kratkych, neletalnich period ischemie a reperfuze perifernich tkani (provadénych
béhem probihajici ischemie myokardu), chrani srdce pfed I/R poskozenim. Diky své
jednoduché realizaci mize byt snadno vyuzita v klinické praxi. Jedna se o neinvazivni metodu,
ktera neprodluzuje operacni dobu a Ize ji provadét bez specidlnich zdravotnich zafizeni a
odbornych znalosti, naptiklad pomoci inflace a deflace manzety na méfeni tlaku. Je mozné ji
vyuzivat prakticky ve vSech vybranych i nepfedvidatelnych situacich, ve kterych existuje
nebezpeci I/R poskozeni srdce. Protektivni vliv RIPerC byl potvrzen v mnoha experimentalnich
studiich, pfi operacich srdce ¢i transplantacich riiznych organt, pfesto vSak nelze jeho vyuziti
v bézné 1€karské praxi povazovat za samoziejmost. Hlavni problém ptredstavuji predevSim
komorbidity (hypertenze, hyperglykemie aj.) a rizné metabolické poruchy. Tato onemocnéni
mohou zptsobit omezeni kardioprotektivniho piisobeni RIPerC. V soucasnosti je nejveétsi
vyzvou diabetes mellitus, ktery je v souvislosti s RIPerC ¢asto zkouman. Pro objasnéni vlivu
rizikovych faktort na protektivni G€inek RIPerC a jeho zavedeni do klinické praxe jsou proto
nezbytné dal§i studie a vyzkumy, které by pfinesly lepSi pochopeni jeho molekularnich

mechanismu.
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