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ABSTRAKT

Laktoferin je glykoprotein o molekulové hmotnosti 80 kDa se schopnosti
vazat Zelezo a jiné kovy. Tomuto glykoproteinu je plipisovéna fada
biologickych funkci, kferé jsou prozatim ve stadiu studii. Vyskytuje se
vmliéce a viadé daliich sekretl jako napf. slzy, nosni sekret, sliny, stfevni
hlen a dalsi. TéZ je obsazen v sekunddrmich granulich neutrofild. Molekula
laktoferinu je rozdélena na podjednotky N a C. Kazdd podjednotka mda 2
domeény N1+N2 a C1+C2. A v kaidé podjednotce je vazebné misto pro
Zelezo.

V experimentu jsme se zabyvali studiem vlivu laktoferinu na poskozeni srdce
po infarktu myokardu. K experimentu jsme pouiili 10 samcd potkand o
inicidini hmotnosti 170-192 g, kterym byl laktoferin poddvén pomoci
gastrické sondy. Ddle byl poloviné z nich poddn isoprenalin pro navozeni
stavu podobnému infarktu myokardu. Krev byla odebrdna a zméfena
koncentrace srdeéniho froponinu T. Tkané byly ihned fixovdny a ddle
zpracovany pro histologické pozorovéni. Koncentrace troponinu byla
vynesena do grafu a histologické fezy pozorovdny mikroskopicky.

Zvysledkd je zfejmé, Ze hodnoty srde&niho froponinu T phi poddni
isoprendlinu a laktoferinu nejsou piilis odiisné od hodnot u zvifat kterym byl
poddn pouze isoprendlin. V experimentu jsme pouZii pfilii maly pocet
experimentdlnich zvitat, a proto nelze porovnat vysledky.



ABSTRACT

Lactoferrin is an iron-binding glycoprotein with molecular of weight about
80,000 Da. Lactoferin is a mulfifunctional protein with many biclogical
functions. Functions of lactoferrin are studiing for now. It is found in milk and
in most exocrine secretions including tears, saliva, nasal secretions, intestinal
mucus and so on. This protein is secreted by the secondary granules of
neutrophils. The glycoprotein folds into globular lobes, N and C. And the
lobes are divided into two domains, N1 and N2, and C1 and C2. The iron-
binding seat is situated between the domains in each lobe.

In our experiment we studied the influence of lactoferin on damage of the
heart after myocardial infarction. In the experiment were used 10 males rats
about starting weigh 170-192 grams. Lactoferrin was administration by
gastic gavage. And half of them was administration isoprenaline for
inducing myocardial infarction. In the biood are tested concentration of
cardiac tfroponin T and ftissues are fixated and adapted for
histodifferentiation. We are constructed graph from returns of concentration
of cardiac troponin and preparation we are studying microscopically.

Experiment results show that concentration of cardiac troponin T aren't
different between rats with lactoferrin and without lactofenin. In our
experiment we used small number of experimental animals, that's why we
can't compare results.
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Laktoferin je glykoprotein o molekulové hmotnosti okolo 80 kDa. Nachdzi se
v miéce a dallich sekretech exokrinnich zlidz. Nachdz se napiiklad v slzadch,
nosnim sekretu, slindch, stfevnim hlenu, genitalnich sekretech a take je
obsazen v sekunddmich granulich neutrofill. Laktoferin md& schopnost
vazby zeleza. Ve své molekule md dvé vazebnd mista pro zelezo. Podili se
tedy na metabolismu Zeleza v organismu.

Laktoferin je multifunkéni protein. Mezi funkce laktorerinu patfi regulace
absorbce Zeleza v organismu, antibakteridini ochrana organismu, regulace
imunitni odpovédi, protizdnétlivy Oc¢inek, vliv laktoferinu na sttevni viry a
parazity a dalii. Rada jeho funkci viak neni zcela objasnéna a je
predmétem mnoha studii. (1,5, 6,7, 10}

Cilem této prace je poukdzat na protektivni vliv lakioferinu po navozeni
stavu podobnému infarktu myokardu. Cilem je pfedeviim poukdzat na
ovlivnéni mozinych morfologickych a funkénich zmén v myokardu po
experimentdlnim  poddni  s.c. isoprenalinu  potkanOm  krdtkodobé
premedikovanym i.g. poddavanim laktoferinu.

Na Katedre biologickych a lékafskych véd a na Katedfe farmakologie
intenzivné probihd vyzkum protektivnich 0&inky laktoferinu na organismu.
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2.1. Lakioferin

Laktoferin je multifunk&ni glykoprotein, ktery md schopnost vdzat Zelezo.
Nékdy byvd téi nazyvdn laktotransferin, Ndzev laktoferin je odvozen
z latinskych slov ferrum - Zelezo a lac — miéko. Laktoferin byl objeven v roce
1939 vkravském miléce a roku 1960 byl poprvé izolovéan zlidského
matefského mieka.

Laktoferin spolecné s transferinem a ovotransferinem patfi do rodiny Zelezo-
vazaijicich proteiny nazyvanych transferiny.{10)

Laktoferin je protein véazaijici Zelezo o molekulové hmotnosti okolo 80 000 Da
(80 kDa). V molekule md& dvé vazebnd mista pro Zelezo. Laktoferinu je
pfipisovana fada biologickych funkci, napf. regulace absorbce Zelezq,
regulace imunitniho systému, podpora ristu lymfocytd, inhibice rdstu
bakterii a mnoho dalich.{6)

Laktoferin md Fadu biologickych funkci. Tyto funkce viak nejsou zcela
objasnény a jsou pfedmétem mnoha studii.

2.1.1. Vyskyt :

Laktoferin se vyskytuje v mléce a mnoha daldich sekretech exokrinnich Zldz.
Nachdzi se napfiklad v sizéch, nosnim sekretu, slindch, stfevnim hlenu,
genitdlnich sekretech a také je obsazen v sekunddarnich granulich neutrofild.

(1)
2.1.2. Shuktura :

Laktoferin je glykoprotein, tzn. Ze kromé& proteinové struktury, skiddaiici se
z aminokyselin, cbsahuje ve své molekule navdzanou cukernou slozku,

Molekula laktoferinu je rozdélena na podjednotky N a C, které jsou
homologni. Podjednotky jsou spojeny polypeptidovym feté&zcem. Kazdd
podjednotka md 2 domény N1+N2 a C1+C2. V kaidé podjednotce jsou
domény kovalentné spojeny 2 fetézci (ve formé& beta sklddaného listu,
antfiparalelné uspofddanych). Mezi doménami je misto pro vazbu Zeleza.
Molekula miZe byt ve formé vdzaijici zelezo, nebo ve formé volné. Ve formé
s navazanym Zelezem dochdzi ke zméné konformace a domény N1 a N2 se
vzaviou, mezi nimi je navdzdano zelezo. To samé plati i pro domény Cla C2.

1



Naopak pokud molekula necbsahuvje Zelezo jsou domény odddleny a
vznika mezi nimi §térbina, kterd je pristupnd pro vazbu Zeleza. (3)

Obr. 1 — Molekula lakioferinu klisny s navéazanym Fes+v kaZdé podjednotce (Esnouf, 1997).

Struktura laktoferinu klisny se shoduje ze 70 % s ostatnimi laktoferiny. (10)
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2.1.3. Vyznam Zeleza (Fe) pro organismus :

Laktoferin je schopny vdazat Zelezo, je viak schopny vazat i jiné kovy, ale
s daleko menidi ofinitou. Vdze napiiklad: Gad+, AR+, VO2+, Mn3+, Co3+, Cuz+,
InZ*, a daldi. M& viak nejvétii afinitu k Zelezu. (12)

Mnoistvi vstiebaného Zeleza je od 3 % do é % poZitého mnoZstvi.

Vefiina Zeleza se vsifebdavd v horni &dsti tenkého stfeva. Duodenum a
piilehld Cast jejuna obsahuji tedy nejvice Zeleza vhodného pro resorbei.
Slizni¢ni buriky maiji intraceluldmi prenaied Zeleza , z néhoz se &dst Jeleza
dostavd do mitochondrii a zbytek je rozd&len mezi apoferitin v buikéch
siznice  a  transferin.  Transferin  je fransportni  polypeptid  Zeleza
v plasmeé.Tento polypeptid ma dvé vazebnd mista pro Zelezo. Naopak
apoferitin je bilkovina tvofend 24 podjednotkami, kterd se nachdz v mnoha
tkanich, a kterd po spojeni s zelezem tvoii feritin. Feritin je hlavni zdsobdmou
Zeleza ve tkdnich. Molekuly feritinu v lysozomdlnich membrdndch mohou
agregovat v depozita, kterd obsahuji az 50 % Zeleza. Tato depozita se
nazyvaji hemosiderin.(2)

Lasoby Zeleza jsou tedy v podobé feritinu nebo hemosiderinu. V plazmé je
Zelezo vazdno na transportni protein transferin. Navdzdnim transferinu na
specificky transferinovy receptor(TfR) se Zelezo dostavd do bunék,
predeviim erytrocytl , ve kterych je vyuZito pro syntézu hemu. (8)

Télo dospélého Cloveka obsahuje okolo 4 g Zeleza a ztoho tvofi asi 3g
hemoglobin v erytrocytech. Ddle je Zelezo obsaZeno myoglobinu a mnoho
enzymech, jako napf. kataldza, peroxiddzy, cytochromy. (9)

Fyziologicka hladina Zeleza v séru je u muz0 14,3 - 26,00 ymol/l a u Zen 10,7
- 21,5 ymol/I. Novorozenci maiji vyssi hladinu. {9)

Biolodicky vyznam Zeleza pro organismus :

Hiavni funkci Zeleza je jeho zastoupeni v molekule hemoglobinu, ktery je
nezbyiny pro pfenos kysliku v organismu,

Hemoglobin je krevni bilkovina (hemoprotein) o molekulové hmotnosti
64 450 Da, kterd vyplfiuje erytrocyty. Molekula hemoglobinu se skldda ze 4
globinovych fetézct a 4 hemd. Vidy dva a dva fetézce jsou identické,
Zakladem hemu je protoporfiin (= tetrapyrol). V hemu je Zelezo ve formé
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Fe2+, Fe2 je Etyfmi vazbami vazano v tetrapyrolovém kruhu, jednou vazbou
na globin a jednou vazbou je schopny vazat kysiik. (8)

HOOL

[Welely

Obr. 2 — Struktura hemu

Jelezo je ddle obsazeno v myoglobiny, cytochromech a mnoha enzymech.
Je tedy nezbyinou souddsti pro spravnou funkci organismu.

lonty Fe2+ mdii i negativni viiv na organismus, protoZe se o&astni tvorby
nebezpetného hydroxylového radikalu z peroxidu vodiku. Tato reakce je
nazyvéna Fentonova reakce.

HyOo+ Fe2t — OH- + -OH + Fe®*

Hydroxylovy radikal mbze zpUsobit poskozeni sivotng dolezitych molekul,
joko jsou nukleové kyseliny a bilkoviny. nebo miZe nastartovat fetézovou
reakdi lipoperoxidace. Ve Fentonové reakci se uplathiujf ionty Fe?*. Redukci
Fe¥ muze vyvolat napr. i superoxidovy radikal {02-), nebo za urditych
okolnosti 1 kyselina askorbovd, kterd v tomto pfipadé ma viastné
prooxida&ni O&inky. Této reakcl brani transferin, ktery vaze volné Zelezo.
Dalii ochranu tvori ceruloplazmin, ktery oxiduje Fe?" na Fed3*. (9)

Schopnost laktoferinu chelatovat Zelezo snizuje tedy také tvorbu kyslikovych
radikaio.
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2.1.4. Biologické funkce laktoferinu :

Laktoferinu je pripisovano velké mnoistvi biologickych funkci na organismus.
Nejsou viak prozatim zcela objasnény a pravdépodobné fada z nich neni
do dnesni doby jesté objevena. Laktoferin je tedy pfedmétem experimenty,
které zkoumgii jeho strukturu, viastnosti, ale i moznost jeho vyuziti pro écbu
&i prevenci onemocnéni. Zde uvadim pouze nékteré z nich:

Priklady funkei laktoferinu :

1. Laktoferin se podili na regulaci absorbce Zeleza v organismu. {6)

2. Antibakteridlni ochrana organismu:

Antibakteridini funkce laktoferinu je zprostfedkovana dvéma rdznymi
mechanismy:

A) Prvni mechanismus vyuzivd schopnosti laktoferinu vazat zelezo
s vysokou afinitou. Bakterie vyuZivaj Zelezo ke svému rdstu. Laktoferin tim, Ze
véze Zelezo, brdni bakteridlnimu ristu. Laktoferin je tedy schopny pozastavit
rost Cetné fady mikroorganismd a to gram-negativnich i gram-pozitivnich
bakterii a kvasinek. Pozastaveni ristu je vsak casto docasné, protoze
nékteré bakterie, pfedeviim gram-negativni bakterie se mohou na
nedostatek Zeleza adaptovat a vytvdii  jednoduchy vybéiek kterym
mohou Zelezo odebirat z laktoferinu. (1)

By Druhym zpUsobem antibakteridini ochrany je pfimé baktericidni
pUsobeni laktoferinu. Laktoferin md pfimy baktericidni O&inek na nékteré G-
a G+ bakterie, ktery neni zpuUsoben odebirdnim Fe bakterim. Ve
fyziologickych koncentracich ni&i laktoferin bunécnou sténu tim, Ze
zbuné&&né stény uvolfivje lipopolysacharidy. Vyzkumy naznaluji, ie za
bakfericidni pUsobeni je zodpovédnd doména N-konce laktoferinu.
Aminokyseliny zodpovédné za baktericidni pUsobeni jsou vzddlené od
aminokyselin podilejicich se na vazbé Fe. To poukazuje na fakt, ze
baktericidni pUsobeni a vazba Fe jsou na sobé nezdvisié. (1)

3. Regulace imunitni odpovédi organismu :

Lakioferin se podili na regulaci imunitniho systemu. (5)

Laktoferin je uvolfovdan ze sekunddrnich granuli neutrofild. Byl prokézdn jeho
vliv na myelopoezu a to jak pozitivni, tak i negativni. Systémovd baktendini
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infekce je provdzena vzestupem hladiny laktoferinu v séru secernovaného
granulocyty a doprovodnym sniZzenim hladiny Zeleza v séru. (1)

Ve studiich in vifro a in vivo byl prezentovdn viiv laktoferinu na inhibici
produkce nékolika cytokinh vietné TNF-a a IL-1B, které jsou kliCovymi
medidiory z&nétlivé reakce. Laktoferin se véie na lipid A, ktery se uvolfivje
zlyzovanych bakterii, a tim zabrafuje vazbé tohoto lipidu na CDI14
receptory makrofdgl. Dochdzi tedy ke sniZzeni produkce TNF-a zmirnéni
rozvoje zanétlivé reakce. (1)

Receptory pro laktoferin jsou na povrchu myeloblastd, monocytd,
makrofédgu, lymfocytd a poskozenych epitelidinich bufkdch, proto je
navrhovdna schopnost laktoferinu fidit produkci cytokin® v t&chto buikach.

(1)

4. Protizanétlivy U¢inek laktoferinu:

Laktoferin je schopen inhibice nékolika cytokin® (napf. TNFa, IL-1, IL-6,...),
které jsou hlavnimi medidtory zdanétlivé reakce. Inhibice je zpUsobena
vazbou Lf na Lipid A, ktery je soucdsti lipopolysachariduuvolfivjiciho se
zbakteri a fm je znemoinéno navazdni lipopolysacharidu k CD14
receptorim na povrchu makrofdgl a tim se zmimuje rozvoj zdnétlivé
reakce. {1}

5. Vliv laktoferinu ng stirevni viry :

Nékteré studie ukazuji na schopnost apo- laktoferinu (laktoferin ochuzeny o
Zelezo) a holo- laktoferinu (laktoferin saturovany Zelezem) z hovéziho miéka
potlacit vazbu a replikaci rotaviru in vitro. Ne viechny zkoumdani viak tuto
viasthost potvizuji. Podobné je poukazovdno na schopnost laktoferinu
pfedeijit replikaci adenoviru. (7)

6. Vliv laktoferinu na sifevni parazity :

Lidsky i hovézi laktoferin vykazuii giardicidni Ucinek. ZpUsobuji zmény ve
strukture Giardia trophozoites. D& se tedy fici, ze laktoferin ma funkci slizniéni
ochrany proti Giardiim. {7)

Jak jiz bylo feCeno laktoferin je multifunkeni protein a ma tedy nescetné
mnozstvi funkci na organismus. Vétsina znich je viak teprve ve stadiu
zkoumani.
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2.2. ISCHEMICKA CHOROBA SRDECNI

Laktoferin md siiné Zelezo-chelataéni viastnosti a méa 260x vy3si afinitu
k Zelezu neZ transferin. Schopnosti chelatace frojmocného Zeleza pusobi
profi tvorbé& kyslikovych radikdld. Z této schopnosti je pfedpokladano, ze
laktoferin bude brdnit vzniku volnych kyslikovych radikdld u ischemicko-
reperfuznino poskozeni. (5,15)

Volné radikdly poskozuiji pfedeviim nukieoveé kyseliny, proteiny a lipidy.
2.2.1. 1schemickd choroba srdeéni

Fyzickd ndmaha & psychické vzruseni vyvoldvaiji véfii spotfebu O-
myokardem proto, Ze vdUsledku aklivace sympatiku roste tepovd
frekvence i kontraktilita myokardu. Zdravé srdce na to reaguje snizenim
odporu korondlnich cév a tim tedy zvySuje prdtok krve korondrnim fecistém
a vyrovnavd tedy kyslikovou bilanci. Protok krve korondrnim fecistém se
Zvyiuje aZ na pétindsobek klidové hodnoty. Tento jev se nazyvd korondmi
rezerva. Tzv. korondrni rezerva je ddna tim, ze korondrni cévy jsou v klidu ve
stavu konstrikce a dilatuji se az v plipadé potieby.

Ischemickd choroba srdeéni (ICHS) je ddna snizenim korondrni rezervy ¢ je
proto snizena nabidka O2 pii zatézi a psychickém vypéti. Projevem ICHS je
levostrannd bolest na prsou, v paii a krku. (11)

Hlavni pficinou ICHS je z0zeni proximdlnich korondmich arterii
aterosklerézou. Trvd-i ischemie myokardu delii dobu, dochdzi zhruba po 1
hodiné k nekréze tkané&, tzn. infarktu. (11}

2.2.2 Infarkt myokardu

Nejzdvazingjsim typem ICHS je akutni infarkt myokardu. Dochdzi k ischemii a
nasledné nekréze Cdsti myokardu ndsledkem Uplné okluze korondrni tepny.
Mortalita tohoto onemocnéni je stdle vysokd. (9)

Infarkt myokardu (IM) diagnostikujeme podle nejméné dvou pfiznaky z tzv.
Triddy pfiznakd IM. Mezi triddu patfi : vice neZ pul hodiny trvajici bolest na
hrudi, zmény na EKG, laboratorni znameky. (9}
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2.2.3. Reperfize a reperfuzni paradox :

Obnoveni prokrveni, tedy reperfUze ischemické tkané&, je nezbytné pro
zachovdni Zivotaschopnosti myokardu. Reperfize viak vede k produkci
toxickych reaktivnich forem kysliku (volné kyslikové radikdaly, ROS-reactive
oxygen species). Tento jev se nazyva reperfuzni paradox. (5, 15)

Volné kyslikové radikdly pak zplsobuji poskozeni tkani.

2.2.4. Isoprenalin_(Isoprenaline (INN) nebo isoproterenol (USAN))

OH
HOD/J\/ N \I/

HO
4-[1-hydroxy-2-[1-methylethylamino)]ethylbenzen-1,2-diol

Qbr. 3.- Struktura isoprenalinu (16)

Na myokard md isoprenalin pozitivni inotropni, chronotropni, dromotropni a
batmotropni efekt. Zvyduje srdecni vyde] a spoifebu kysliku myokardem. Aktivaci
B2 receptord zniivje perifémi rezistenci a cévni vazodilataci. Klesd systolicky a
diastolicky krevni tlak. Ddle svym pusobenim na presynaptické B2 receptory pUsobi
zvy3ené uvoliovani noradrendlinu  z postsynaptickych zakoneni  sympatiku.
Vminulosti byl isoprenalin pouzivan joko  krdtkodoby  kard.ostimulas,
bronchodilatans a pfi 1&é¢bé astmatu. Isoprenalin viak zhorSuje ischemii a to
pfedeviim tim, Ze zvySuje spoffebu kysliku myokardem. 7 tohto divodu se
v soudasné dobé pouziva predeviim pro experimentdlni Ucely. (16}

lsoprenalin  je synteticky katecholamin. Po jeho poddni dochdzi
k podobnemu stavu jako je infarkt myokardu. Isoprenalin je tedy vhodny
pro studium infarktu myokardu a latek pUsobicich proti vzniku reaktivnich
forem kysliku. (15)

Odborny &lanek udava, Ze po poddni s.c. isoprenalinu v ddvce 67mg/kg
t&lesné hmotnosti zvirete vyvolalo charakteristické zmény srdedni tkéné.
lhned po smrti experimentovaného potkana bylo jeho srdce vyjmuto,
fixovino a zpracovdno pro histologické pozorovani a ndsledné
pozorovamo svételnou i elektronovou mikroskopii. Na histol agickych
obrazech byla vidét koagulaéni nekréza o fragmentace fibril, které
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reprezentuji poskozeni srdecnf tkané infarktem. Ddle byli Zetené
makrofagy, fibroblasty a kolagenovd vidkna, kterd charakterizovala
poinfarktovy stav. (4)

2.2.5. Laboratorni vyiefieni IM :

V krevnim séru {plazmé} jsou prokazovdny intracelutdrni bilkoviny, které se
uvoliuji zischemického loZiska myokardu. Trvd-ii ischemie pouze nékolik
hodin wuvolfivji se do krevniho obéhu pouze bilkkoviny obsazeneé
v cytoplazmé svalovych bunék (napf. AST, CK, myoglobin a mald &ast TnT).
Na rozdil pokud trvd ischemie deldi dobu dochdzi i k uvolfiovani do krevniho
obéhu bilkovin tvoricich fibrilarniho kontraktiiniho komplexu a to predeviim
TnTaTnl. {9)

Jako nejlepsi pro potvrzeni Ci vylouceni IM se jevi myoglobin, CK-MB mass a
kardialni froponin T nebo I.

Biochemické markery IM :

AST {aspartdtaminotransferdza) stoupd za 4-6 h po zacatku ischemie, vrchol
pozorujeme za 1-2 dny a k normdlu se vraci do 5 dnU. AST se vyplavuje
z cytoplazmy a mitochondrii. Nevyhodou je mald specifita AST z dUvodu
jeho uvolfovdni i pfi polkozeni kosterniho svalstva, hemolyze a nekréze
hepatocytl. Pro IM se stanovuje pomér AST/ALT a tento pomér byvd vétsi
nezl .(9)

CK {kregtinkindza) se uvolfwje do krve podobné jako AST. Nemd také pfilis
velkou specifitu pro svoji aktivitu v kosternim svalu.(?)

CK ma 3 typy izoenzymu, které jsou tvoreny dvéma podjednotkami a to
podjednotka M (muscle) a podjednotka B (brain). Pro myokard je typicky
izoenzym CK-MB. Nevyhodou je pfitomnost CK-MB v kosternim svalu.
Celkové mnozstvi CK-MB v kosternim svalu vzhledem k podilu svalové hmoty
na celé hmotnosti organismu viak pfesahuje mnozstvi CK-MB v myokardu.
(15)

Pro stanoveni IM se pouiiva tzv. CK-MB mass. Koncentrace se uvdadi
v hmotnostnich jednotkéch (ug/l}). Na rozdil od stanoveni aktivity CK-MB
(Mkat/l) se prokazi i CasteCné degradované molekuly, které ziratily svoii
enzymovou aktivitu. Stanoveni se provadi stanovenim anfigenu. (9)
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LD{loktdtdehydrogendza) stoupd vséru u IM nejpomalej a vrcholu
dosahuje az za 2-3 dny a zvyiend z0stava oz 2 tydny. LD se viak vyskytuje
prakticky ve v $ech tkdnich, a proto je pro IM mdlo specifickd. (?}

Myoglobin je bilkovina nachdzejici se v cyfoplazmé a v krvi se objevuje jiZ
za 0,5-2 hodiny po IM. ProtoZe molekuly ze srdecniho svalu i kosterniho svalu
jsou totoiné, je stanoveni myoglobinu dosti nespecifické, aviak se
myoglobin pouzivé jako Casny marker IM. (9)

TroponinTal (TnT aTnl) se jevi jako prozatim nejlepsi markery IM.

Troponinovy komplex je tvofen tfemi bilkovinami, které jsou vazdny na
tropomyozin pfi¢né pruhovaného svaistva. Primdrni struktura  molekul
troponinu kosterniho svalu se Ii§i od struktury troponinu myokardu a je moznée
je odlisit imunochemicky. ()

TnT se v krvi objevuje soucasné s CK a vrcholu dosahuje kolem 4.dne a
hodnoty se vraci k normdilu za vice nez 2 tydny. (9)

Tni m& mensi podil snadno uvolnitelné cytoplazmatické frakce, ale vysokou
specifiénost. Lze tedy fici, Z& TnT md o néco véfdi citlivost a Tn | je zase o
néco vice specifiCtéjsi. (Racek)

Vyznam laboratornino vysetfeni spociva predeviim ve stanoveni diagnézy
akutniho IM, odlideni akutniho IM od jinych forem ICHS &i od jiné pficiny
bolesti na hrudi nebo v bfide, stanoveni komplikaci pfi [ECbé IM, stanoveni
velikosti infarktového loZiska a tedy i progndzy pacienta a stanoveni
rekandlizace véndité cévy a reperfize ischemického loZiska. (9)
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. EXPERIMENT :

3.1.1 Zvifata

K experimentim jsme pouZili samce potkanl kmene Wistar (Bio Test sro.
Ceskd republika) o inicidlni hmotnosti 170-192g. Zvifata byla chovana ve
vivériv  Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Krdlové se
zajisténim venfilace vzduchu pro oteviené chovy, teplotou vrozmezi 22-
24°C, s volnym pfistupem ke standardni peletizované stravé a pitné vodé.
Studie byla provddéna v souladu se Zdkonem &.246/1992 Sb. O ochrané
zvirat proti tyrdni a pod odbornym dohledem Etické komise Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Krdloveé.

3.1.2. Chemikdlie a piistroje :

- urethan (ethylurethan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

- aqua pro inj. Biotika, inj. Sol. {Biotika a.s. Slovensko)

- heparin Lé&iva (Zentiva a.s., Ceskd republika)

- isoprenalin (Zentiva a.s.,Ceskd republikal)

- laktoferin (SVUS Hradec Krdlové,ID: QDODSA10016)

- chirurgické ndstroje (peany, nOzky, skalpely, nité apod.)
- kanylky

- valu-Set, PE katetry

- flakovy snimaé BPR-0,2

- cardiosys® (Experimentria Ltd, Madarsko)

- software Cardiosys V1.1

23



- mikropipety

K experimentu bylo pouiito

3.1.3. Provedeni experimentu :

10 zvifat.

Pomoci gastrické sondy byla

poddvana suspenze laktoferinu v 0,5 ml aqua pro inj.. Nékterym zvifatim byl

poddvam pouze laktoferin {LA) a ostatnim laktoferin a s.c. isoprenalin {LAI).

Isoprendiin byl poddvdm s.c. v davce 100 mg/kg. Davkovani laktoferinu je

uvedeno v ndsieduijici tabulce.

LA 2mg v 0.5 mi gastrické sondy

LA 2,5 mg v 0.5 m! gastrické sondy

zviie | 81v | v | 104V 11.0v | 140v | 15av | a7av | teav | 2tv | 1SO experiment
LA20 | X X X X X X X X X - 23.4v
- X X X X X X X X X |23mv] wdtakve— +
Lae | X X X X X X X X X __|23.1v 24.0¥
a2 | x X X X X X X X X - 281V
taz2 | x X X X X X X X X - 281V
. X X X X X X X X __losiv 20.0v
LAR2 | X X X X X X X X X 5.V 8.V
- X X X X X X X X X 6V | anestezie — +
LA23 | X X X X X X X X X - 15.V
LAz | X X X X X X X X X |15V 16.V
Obr. 4 - Davkovani laktoferinu a isoprenalinu

Neozna&end zvifata uvedend v fabulce uhynula. Ostatni byla ndhodné

rozdélena, jedné poloving znich byl poddn isoprendiin. Po provedeni

experimentu byla odebrdna krev a zvite usmrceno 1M vodnym roztokem

KCI. Organy zvitete byly ihned fixovdny pro histologické pozorovani ve

svételném mikroskopu. Hladina srdeéniho troponinu T byla zméfena v séru

na biochemickém oddéleni Fakultni nemocnice v Hradci Krdlove.

Davku i.g. poddvaného laktoferinu jsme zvysili z2 mg na 2,5mg z ddvodu

rostouci hmotnosti experimentovanych potkano.
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3.2. HISTOLOGICKE ZPRACOVANI VZORKU :

TkAn odebranou pro histologické vyseffeni jsme ihned uloZili do fixa&ni
tekutiny a oznadili Eislem vzorku.

Vzorek byl fixovdn, zalit do zkvdiitnéného parafinu, nakrdjen, obarven a
nakonec mikroskopicky pozorovan.

3.2.1. Chemikdlie, pfistroje a ndstroje pii histologickém zpracovdni :

- aceton (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)

- dlcidnovda modr (SIGMA-ALDRICH}

- bazicky fuchsin {Loba Feinchemie}

- eosin G (MERCK)

- ethanol 96% {Lihovar Chrudim a.s.}

- ethylenglykol {Lachema Brno)

- formol konc. (PENTA-CHRUDIM)

- glycerol (ALMA)

- hematoxylin (Lachema Brno}

- chlorid Zelezity (Lachema Bmo}

- jodi¢nan sodny (Lachema Brno)

- jodid draselny (Lachema Brno)

- kyselina fosfomolybdenovd (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
- kyselina chlorovodikovd {Lachema Brno)

- kyselina jodistd (Lachema Brno)
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- kyselina octovd (LACH-NER s.r.0. NERATOVICE)

- kyselina pikrovd (Polskie Oddczynniki Chemiczne)

- kyselina octovd ledovd (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
- kysely fuchsin (Fischer Scientific)

- parafin (PARAMIX-HOLICE)

- pirosifi¢itan draselny{ Lachema Brno)

- siran hlinity (PENTA-CHRUDIM])

- sirnatan sodny (Lachema Brno)

- Solakryl (Lachema Brno)

- svélld zelen (Flusa AG,Switzerland)

- xylen (Kulich Hradec Krdlové)

- pH metr (pH 538 WTW)

- michacka (MM1, Laboratorni pfistroje Praha)

- laboratorni sklo (kadinky, odmérné vdlce, pipety apod.)
- kyvety

- podlozni a kryci sklicka

- sankovy mikrotom ( Leitz-Wetzlar, Reichert)

- rotani mikrotom (MPS-2)

- mikroskop Olympus AX-70 {Olympus Ltd.,Japan)

- digitdini kamera Pixeling PL-A642 (Vitana Corp.,USA)
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- software NIS verze 2.3{Laboratory Imaging Prague, CR)

3.2.2. Fixace :

Fixace je rychlé vysr&zeni {denaturace) bilkovin profoplazmy bun&k a tkani
fixaénimi prostiedky, které md zabrdnit samovolnému rozkiadu tkané
(autolyze). Autolyza je dédna pusobenim enzym0. Fixace musi byt zaroven
setrnd denaturace, aby byla zachovana struktura tkdné, jakou ma tkan
zaziva. Aviak nezndme prostiedek, ktery by tkén vibec nezméni. Vidy
dochdzi ke zmé&ndm struktury, napfiklad vysrazeni bilkovin, smisténi tkaneé,
vznik artefaktl. Tyto zmény maiji byt co nejmendi. Ddle fixace musi rychle
pronikat do tkdné, aby doslo ke stejnomémému profixovani. (14)

Fixace musi splfiovat i zadkladni podminky :
1. co nejlépe zachovat strukturu tkané
2. zachovat barvitelnost tkané
3. rychle pronikat do tkané

Provedeni fixace :

Kousek tkdné se vlo# do fixa&ni tekutiny. Je treba dodrzovat ur€ita pravidia:

- Tkan musi byt do fixa&ni tekutiny vioZzena co nejdiive po odbéru. 4im
déle po smrti se provadi fixace, tim vice je porudena autolytickymi
Zménamii.

- Tkdnovy blocek nesmi byt pfilis velky (tloustka do 1cm) Jinak by
dochdzelo k profixovani jen povrchové vrstvy. Pokud se fixuji celé
orgdny je nutno vstiiknou t fixa&ni tekutinu piimo do cév.

- Plo§né orgdny, které se krouti {napf. stfeva, blany), je nutno napinat
na korkovou ploténku.

- Musi byt dostate&né mnoistvi fixacni tekutiny (20XaZz 50X vic nei je
objem tkanového blocku).

- Fixa&ni tekutina musi mit dostate&ny pfistup k tkérovému bloCku.
-  Doba fixace je riznd a zdle# na druhu fixaéni fekutiny a velikost

vzorku. (14)

27



V experimentu jsme pouiii Bouinovu fixacni tekutinu a 40% para-
formaldehyd

BOUINOVA FIXACNI TEKUTINA :

Bouinova tekutina je Zluté barvy a patii k nejCastéji pouzivanym fixacnim
tekutindm. Rychle pronikd do tkdné, kterd se pak dobre barvi. Je viak
nevhodnd k fixaci krevnatych orgdnO(napf. slezina), protoze krev se
pusobenim této tekutiny srdzi a vytvdr tvrdou hmotu, kierd se tézko
krdji.Ddle se nehodi k fixaci tkéni uréenych k zdliti do celoidinu, protoze
zabrarfivje pronikani celoidiu do tkané.(14)

Promérnd doba fixace je 24 hodin. Tkan se nesmi vypirat ve vodé.

Pfiprava:
nasyceny roztok kyseliny pikrove ............ 300mli
FOMMNON ettt seabs 100mi

Pfed pouitim nutno pridat 5 ml kyseliny octové ledové na kaidych 100ml
roztoku.

Ipracovani vzorku po fixaci Bouinovou tekutinou :

80% €tANOL....eeeeeeceeeee e 1 hod
[ ACETON e rano
B ACetON e, v poledne
[ eTol=] (o] o TR odpoledne

nechat pfes noc

L XYION e 10 min
Lo XYM ettt cenneaeens 20 min
(R oTe ] {0 | {1 o TRV RORRROOIO 2 hod
I, PAFQfiN. e seres do 2. dne

Zaliti do zkvalitnéného parafinu
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FORMOL :

Formol je jedna z nejpouzivanéjiich fixacnich tekutin. V laboratofi byl pouzit
4% para-formaldehyd. Formol je bezbarvd kapalina drézdivéno zdpachu.

Ipracovani vzorku po fixaci formolem :

70% €1ANOL.....ceeeeeecceeerrere s 30 min
70% €1ANOL......o et 30 min
210/ (o] o T | RO US 3 hod
4857 =) (o o o] S 2 hod
96% €tANO0L....ocviriirierenrenrenennnn, nechat pfes noc
ACETON L rvirrreeeririeranreereeennereesnsesensessessane 30 min
ACETON . woeieeeeec e 30 min
XYIEN |, v rrrrereree s 2 hod
XYIEN 1. e 4 hod
[oTo (o] 11 o T8 PR nechat pfes noc
PArafin Il .cceeee e nechat pfes noc

zaliti do zkvalitnéného parafinu

Zdliti do zkvdiitnéného parafinu :

Zkvdlitnény parafin pfipravime tok, ze k pfetavenému parafinu pifidédme
malé mnozstvi vCeliho vosku a to okolo 3 - 5 g na 100 g parafinu. Parafin
s voskem umoznuje krdjeni velmi tenkych fezo.

Zaliti jsme provedii v kovové zalévaci komurce, do které jsme umistili vzorek
tkané. Po zchladnuti se pfebyteény parafin ofizne a blo¢ek se uloZi do
lednice.
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3.2.3. Krdjeni :
Vzorek jsme krdjeli na sérikovém mikrotomu Leitz — Wetzlar.

Nejprve jsme oznadili podioZni sklicko cislem vzorku. Poté jsme pofreli
podlozni sklicko smési glycerolu a bilku (smé&s glycerolu a bilku v pomeéru 1:1
).Na toto potiené sklicko jsme kdpli kapku vody, do které jsme pfenesli fez
z mikrotomu. Nésledné jsme Fezy na sklicku umistili na pfedehiétou plotynku.
Rezy na plotynce jsme se snafili co nejlépe vypnout pomoci preparacnich
jehel. Nakonec jsme slili ze skiicka prebyteCnou vodu. Prepardty jsme
nechali volné& oschnout a poté barvili pfislusnymi barvicimi technikami.

3.2.4. Barveni :
Barveni jsme provadeéli pro svételnou mikroskopii.

HEMATOXYLIN A EOSIN :

Odparafinovani :

BXXYIEN et 5 min
96% €1ANOL...ucirrriirreree e 5 min
70% €1aNO0L....ccicceeeee et 5 min
destilovand voda......veeeieenieincniiiennnn 5 min
offeni sklicek

Barveni :

HematoXylin ... e 6-8 min
pramenitd voda..........ccevenens 10 min (modfeni)

offeni sklicek

BOSIN o ceeeeeee et recenre e s e n e as e e e s s 2 min
destilovand voda..........ceeeveeeceeeenen. oplachnuti
Odvodneéni :

2X 96% etanOl . opldchnuti
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etanol = xylen (2:1) e 3 min
etanol = xylen [1:2) .. 3 min
Projasnéni :

BXXYIEN ettt et 3 min
offeni sklicek

ROITOKY :

- Hematoxylin Hill :

HemMAOXYIN e caenes 409

JOdI€NAN SOANY....iviecerrcrteeeniorinane 049

SITAN NlINTHY e er e e 352¢g

destilovana vodQ.......cvnnniniiieennnen 710,0 mi

ethvlengIyKol.........eoeereeeircttceneneene 250,0 ml

kyselinad OCTOVA ....viviiveee e, 40,0 mi
- Eosin:

1% roztok eosinu v destilované vodé

Vysledek barveni : Jadra bunék, kolagenni vazivo roZzove, svalstvo Eervené.

ZELENY TRICHROM :

Roztok ponceau-kysely fuchsin :

roztok A : kysely fuChsin.........ccccvicnivneenennnn, 19
destilovana voda.......eeeeenee. 100 mli
kyselina oCtovA......ccvevecirveeeens 1mil

roztok B :Ponceau 2R.....iiveeereeceeeceeseenee 1g
destilovana vodd ... 100 mi



kyselina octova ledova............... 1Tml

Roztoky se piipravi rozpudténim barviv ve vafici vodé s pfiddnim kyseliny
octové ledové po zchladnuti. Pfed pouZitim smisime 1 dil roztoku A se 2 dily
roztoku B.

Roztok oranze G a kyseliny fosformolybdenové :

destilovand voda......ccviccicvenincninnenas 100 ml
kyselina fosformolybdenovd...........vnenee. 59
OFQNZ G .ovvrnveerrrrereerser e s st st s 29

Roztok svétle zelené :

destilovand voda.......ecccoeciniceccceeeee 100m|
SVEHA ZEIEN e 0.2g
kyselina octovd ledovd......vevvinnnne. 0.5g

1.
2,

10.

Rezy odparafinujeme aZ do vody a podloZni sklicka otfeme.

Odparafinované fezy vyprané ve vodé predbarvime hematoxylinem 3-5
minut.

Opldchneme ve vodé.
Oplachem diferencujeme v kyselém alkoholu za kontroly v mikroskopu.

Vypirdme 5 min. V tekouci vodé, otfeme a oplachneme destilovanou
vodou.

Barvime kysely fuchsin — panceau 3-5 minut.
Oplachneme fezy 1 % kyselinou octovou.

Diferencujeme roziockem oranze G a kyseliny fosformolybdenove za
kontroly v mikroskopu aZ kolagenni vazivo zUstane témér bezbarvé (30
min.}.

Opldchneme 1% kyselinou octovou.

Dobarvime roztokem svétlé zelené 3-5 min.
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11.

12.

13.
14.

Oplachneme fremi IGdznémi 1 % kyseliny octové, tekutinu z fezu odsajeme
filtraCnim papirem.

Odvodnime vjedné ldzni 96 % ethanolu, alkohol-xylen (2:1) a xylen-
alkoholu {2:1).

Projasnime ffemi 1&znémi xylenu.

Po offeni hadiikern zamontujeme do kanadského balzdmu.

3.2.5. Zamontovani do kanadského balzdmu :

Obarvené prepardty jsme prikryli krycim sklickem, na kterém byla kapka
kanadského balzdmu a nechali nékolik dni oschnout.
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4. VYSLEDKY



4.1 Vliv Lf na koncentraci srdecniho troponinu T

Troponiny jsou specifické markery infarktu myokardu. Primdami  struktura
troponinG kosterntho svalu se (& od primdrni struktury froponind myokardu a
je proto moZné je roziisit imunochemicky a tim diagnostikovat poskozeni
myokardu.(?)

PHi poskozeni myokardu dochdzi k vyplaven zvy$eného mnozstvi froponind
do cirkulace. Vrcholu dosahuji kolem 4. dne a k normdlu se vraci za déle
neZ dva tydny.(?)
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* p>0.001 vs. Konfrola

Z vysledkd zanesenych do grafu je vidét, Ze kontrolni skupina a skupina kde
byl poddvan pouze laktoferin (LA) maiji koncentraci srdedniho froponinu T
t&mé&F nulovou. U t&chto skupin nedoslo k poskozeni myokardu.

Naopak podani isoprenalinu (ISO) vyvolalo vyrazny vzestup hladiny
srdeéniho troponinu T v plazmé testovanych zvifat . Poddni isoprenalinu
tedy zpUsobilo poskozeni srdecni tkané.

U zvifat kterd byla premedikovéna laktoferinen jsme po poddni isoprenalinu
zaznamenali deléi &as prezivani. Z toho miZeme usuzovat i na vySi hladinu
srdeéniho froponinu T, protoZe defi preZiti znamend | véfsi produkci
srdecniho troponinul.
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Pro posouzeni hodnot viak bylo v experimentu pouzito malého podtu
experimentovanych zvifat a nelze tedy vysledky experimentu hodnotit.

4.2 Histologické zhodnoceni experimentu

K histologickému zhodnoceni jsme pouiili pficné a podélné fezy myokardu
a hodnotili pomoci svételné mikroskopie.

Fotodokumentace a digitalizace byla proveden mikroskopem Olympus AX-
70 {Olympus Ltd., Japan) a digitdlni kamerou Pixelink PL-Aé42 (Vitana Corp.,
USA) za pouziti softwaru NIS verze 2.3(Laboratory Imaging Prague, CR)

Histologické vysetfeni myokardu potkanl, kterym byl poddvdn pouze i.g.
laktoferin se neliSilo od obrazu normdiniho myokardu. Trdmce tvofené
kardiomyocyty probihali bez znatelnych dilataci intersticidlnich prostory,
kapilami ndpii byla pliméfend fyziologickym pomérim. Jadra svalovych
bunék byla dobfe konfigurovéna a ve véfiiné fezd zaujmala centrdini
polohu a méla dobfe rozlisitelny chromatin a jadérko. (Olbr.-5)

Tato charakteristika je ilustrovana ve vétiim zvétieni, kde dilezitym znakem
intaktnosti myokardu je i dobre vytvorenad sit myofibril. {Obr.-6)

Mikroskopicky obraz myokardu experimentovanych potkan, kterym byl
krGtkodobé poddavan i.g. laktoferin a jednordzové s.c. isoprendlin, byl
ndpadné& zménén. Pfi studiu zhotovenych fezd byla dominantnim znakem
vyrazna  infiltfrace  intersticidinich  prostord myokardu  zdnétlivym
kulatobunéCnym infiltrdtem. Topograficky byla nejndpadnéjsi lokalizace
v oblasti bazdinich &asti srdce v blizkosti hrotu,  Presngj§i  kvantitativni
zastoupeni zanétlivych bunék jsme lokdlizovali do oblasti subendokardidini a
subperikardidini. { Obr.-7}

Charakterizovand populace zdnétlivého infiltratu je velmi heterogenni. Jsou
v ném zastoupeny pocetné makrofdgy, neutrofiini leukocyty a mensi pocet
lymfocytl. Ndpadné u téchto fezl bylo edematdzni rozsifeni intersticia a to
zvI&§té v piitomnosti infiltratd, stejné jako vyrazné prekrveni kapilamiho
zésobeni myokardu.(Olbr.-8)

Z vyie popsanych ndlezl Ize usuzovat na to, Ze samotné poddni laktoferinu
neovlivnilo na Urovni svételné mikroskopie fyziologické poméry v srdci.
Naopak po podaniisoprenalinu byl vyvoldn infarktu podobny proces.
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Obr.6 — LA — fez myokardem - barveni Hematoxylin-Eosin, zvétieni 400x
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- barveni Zeleny frichrom, zvéfieni 200x

LA+ISO- Fez myokardem

Obr.7

- barveni zeleny nichrom, zvétieni 400x

kardem

fez myo

w

LA+ISO-

Obr. 8 -
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5. DISKUSE
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Laktoferin je multifunk&ni glykoprotein se schopnosti vazat Zelezo, ktery se
vyskytuje v mléce a sekretech exokrinnich Zldz. (1) Ve své molekule md dvé
vazebnd mista pro Zelezo. Svoji schopnosti vazat Zelezo snizuje tvorbu
hydroxylového radikdlu, ktery vznikd vtzv. Fentonové reakci. Vznik
nadbyte¢ného hydroxylového radikélu zpUsobuje poskozeni tkani. (9) Ddle
volné kyslikové radikdly vznikaiji pfi reperfizi ischemické tkdné a téz poskozuii
dalii poskozeni tkéni. {(15)

V této prdci jsme se zabyvdli otdzkou, zda md laktoferin protektivni viiv na
poskozeni myokardu, které bylo vyvoldno s.c. poddnim isoprenalinu. Pii
poddni isoprenalinu dochdzi k poskozeni myokardu, které je podobné jako
u infarktu myokardu. Jako marker jsme pouiili hladinu srdeéniho troponinu T,
ktery je specifickym markerem poskozeni myokardu.

Po podani isoprenalinu vyrazné vzrostla hladina srdeéniho troponinu T oproti
kontrole. U kontrolniho vzorku byla hodnota srde&niho froponinu T témér
nulova a stejné tak i v vzorku kde byl poddn pouze laktoferin. Hladiny
srdecniho froponinu T u zvitat , kterym byl pied poddnim isoprenalinu
krédtkodobé poddvan laktoferin, se nelisili od hladin srde&niho troponinu T u
zvifat  kierym laktoferin poddvdan nebyl. Naopak hodnoty srdeéniho
troponinu T u zvital, kterym jsme poddavali pfed aplikaci isoprenalinu
laktoferin se zddly byt 0 néco vyisi. To Ize odUvodnit tim, Ze jsme u potkand
premedikovanych laktoferinem zaznamenali delii Casy prezivéni po aplikaci
isoprendlinu a tedy deldi Eas prezivani znamend i vyssi porodukkci tohoto
markeru. ProtoZze jsme testovali pouze maly pocet zvifat, neni moiné
vysledky porovndvat a je potieba experiment provést s vétsi skupinou
jedincd a poté hodnotit naméfené hodnoty. Ddle mohou byt také vysledky
zkreslené z dUvodu, ze zvite je pii experimentu vystaveno stresu, ktery je pro
organismus nezadouci. Uz jen poddni s.c. isoprenadlinu je pro zvife stresovou
situaci. Pro sprdvné hodnoceni experimentu by bylo potfeba stresovou
sifuaci co nejvice potlacit.

Histologické hodnoceni jsme provedli pomoci svételné mikroskopie o
hodnotili jsme histologické fezy, které jsme zhotovili z tkéné odebrané ihned
po provedeni experimentu. Odebranou tkdn jsme ihned fixovali a ddle
zpracovavdli pro histologické pozorovdni. Na histologickych obrazech bylo
vidét Ze, poddni pouze i.g. laktoferinu nevedlo k Zddnym morfologickym
zméndm myokardu a histologicky obraz se neli§il od fyziologického obrazu.
Lze tedy fici, Ze i.g. podany laktoferin nikterak neovlivnil srde&ni tkén.
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Naopak s.c poddni isoprendlinu se na histologickém obrazu projevilo
infiliraci  intersticidinich prostord myokardu. Vinfiltrdtu jsme pozorovali
zastoupeni piredevsim makrofdgd, neutrofild a méné iymfocytd. Pfi poddni
$.C. isoprenalinu tedy doslo k poskozeni myokardu.

Chagoya de Sanchez et. al {4) ve svém odborném c&lanku uvadi, Ze po
poddni isoprenalinu dochdézi k poskozeni myokardu a ndsledné infiltraci
tkané. Totéz jsme pozoroval na nasich histologickych obrazech. Infiltrace
byla pfedeviim v subendokardidlini a subperikardidini oblasti myokardu.
MUzeme tedy predpoklddat, e poddni isoprendlinu vyvola infarktu
podobny stav a jevi se tedy jako dobry pro studium protektivinino viivu
laktoferinu na poskozeni myokardu.

V dallim studiu protektivniho OCinku laktoferinu by bylo vhodné pracovat
s rozsdhlejdi skupinou testovanych zvitat a zamerzit stresové situaci, které je
zvife vystaveno.
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6. ZAVER



Tato bakaldiska prace byla sepsdna formou teoretické a experimentdlni
¢asti. Odborné vedeni a informace poskytli Doc. RNDr. Viadimir Semecky,
CSc. a Mgr. Pfemysl Mladénka.

V teoretické &dsti jsme na zdkladé odbornych &ladnkd a uéebnic zpracovadli
poznatky o vyskytu, strukture a biclogickych funkcich laktoferinu. Také jsme
se zminili o vyuziti Zeleza v organismu a tvorbé hydroxylového radikdlu v tzv.
Fentonové reakci. V daldi ¢asti jsme se zabyvali ischemickou chorobou
srdeCni vCetné infarktu myokardu a laboratorni diagnostikou téchto
chemocnéni, tedy biochemickymi markery IM.

Ndsledovala experimentdini &dst, kterd zahmovala provedeni experimentu
a ndsledné zhodnoceni vysledkd. Hodnofili jsme koncentraci sre&niho
troponinu T a histologické preparaty myokardu.

Tuto prdéci bych chtéla vyuZit pro sepsani diplomové prdace v navazujicim
magisterském studiu.
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