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1. SOUHRN

Uvod

Ptestoze mikrodialyzy bylo uzito pro méfeni krevniho pratoku v mnohych tkanich, data
ze zalude¢ni submuko6zy potkana doposud chybi. V predchozi studii bylo jako novy marker
prutoku navrzeno lithium, které¢ vSak zatim nebylo dostate¢né validovano. Konzumace kavy
poskozuje slizni¢ni bariéru zaludku, kterd zavisi na ptiméfeném krevnim zasobeni. Neni vSak
jasné, do jaké miry mtize byt krevni prutok v zaludku ovlivnén kofeinem. Dosavadni metody
meéfeni stfevni propustnosti vyzadovaly vyuziti, resp. ovlivnéni systémové cirkulace —
mikrodialyza jako mozna alternativa zatim nebyla Vv této aplikaci odzkousSena.

Cile

Cilem bylo zaprvé: zjistit vyuzitelnost lithia pfi monitoraci zmén krevniho pritoku
Vv submukoéze zaludku a stieva danych ischemii/reperfuzi pomoci mikrodialyzy a zhodnotit
systémové projevy pomoci aktivit vybranych enzymii a tvorby oxidu dusnatého; zadruhé:
studovat lokéalni vliv kofeinu na mikrocirkulaci a tvorbu oxidu dusnaté¢ho v zalude¢ni
submukoéze a systémovy vliv na oxidativni stres vySetfenim malondialdehydu; a zatteti: zavést
novou metodu kontinudlniho méfeni slizni¢ni propustnosti v sestupném tra¢niku potkana
S vyuzitim mikrodialyzy.

Material a metodika

Bylo uzito techniky Zalude¢ni a stfevni submukézni mikrodialyzy a single-pass luminalni
perfize sestupného tracniku potkani v celkové pentobarbitalové anestézii. Jako
mikrodialyzaéni perfuzat byly pouzity roztoky obsahujici lithium, ethanol, Ringeriv a
fyziologicky roztok. Perfuzat stfevniho lumen obsahoval Ringeriv roztok obohaceny **Cr-
EDTA s nebo bez ptfidani ethanolu. Kofein byl aplikovany i.p. v davkach 1, 10 a 50 mg kg™
t€l. hm. Ischémie a reperfize bylo dosazeno do¢asnym uzavérem truncus coeliacus.

Vysledky

Mikrodialyza s vyuZitim lithia jakozto flow-markeru naznacila sniZeni krevni perfuze
zalude¢ni submukézy béhem uzavéru tr. coeliacus. V reperfizni fazi bylo v zaludcich bez
ischemické ptipravy dosazeno navraceni krevni perfize k ptivodnim hodnotam na rozdil od
téch, u kterych tato piiprava prob&hla. Mikrocirkulace v sestupném tracniku zlstala beze
zmén podobné jako vySetfené sérové analyty (studie I). Podani kofeinu nevedlo k vyznamnym
zménam Zalude¢ni submukoézni mikrocirkulace, produkce oxidu dusnatého nebo sérového
malondialdehydu (studie II). Sliznice sestupného traéniku vystavena pusobeni ethanolu
podlehla znaénym makro- 1 mikroskopickym zménam, které byly spojeny se zvySenim
propustnosti pro >*Cr-EDTA (studie I11).

Zaver

Vyse zminéné experimentalni techniky Zalude¢ni a stfevni mikrodialyzy vcetn€ propustnosti
stfevni sliznice byly Gspé$né zavedeny. Nebylo potvrzeno ochranné zvyseni krevniho pratoku
v zaludku v disledku ischemické piipravy. Kofein neovliviiuje krevni pratok v submukéze
7aludku, tvorbu malondialdehydu ani na Ca®* nezavislou syntézu oxidu dusnatého.
K objasnéni role kofeinu v kontextu drazdivych uc¢inki kavy na sliznici zaludku budou
potfebné dalsi studie.

Klicova slova
Mikrodialyza e Krevni pritok e Lithium e Zaludek a stfevo ® Oxid dusnaty e Ischemicka
ptiprava @ Kofein e Slizni¢ni bariéra @ Propustnost



2. SUMMARY

Background

Microdialysis has been used to measure blood perfusion in almost all tissues but data from rat
gut submucosa are missing. Lithium, previously suggested as a suitable flow marker has not
been validated yet. Coffee impairs gastric mucosal barrier, but the effect of caffeine on gastric
blood flow requires elucidation. All established in vivo methods of mucosal permeability
assessment necessitate the functional involvement of bloodstream — the application of
microdialysis as an alternative has not yet been tested.

Aims

The aims were: firstly, to investigate the applicability of lithium microdialysis for monitoring
blood flow changes due to ischemia/reperfusion in rat stomach and colon submucosa and to
assess the systemic effects on selected enzymes and nitric oxide; secondly, to evaluate local
impact of caffeine on gastric submucosal microcirculation, nitric oxide release and its
systemic effect on oxidative stress-related marker malondialdehyde; and finally, to develop a
microdialysis method of continuous mucosal permeability measurement in rat descending
colon.

Materials and methods

Gastric and colon submucosal microdialysis technique plus colon single-pass luminal
perfusion were used in pentobarbital-anaesthetized rats. As microdialysis perfusate, lithium,
ethanol, Ringer or saline solution-containg media were applied. Luminal perfusate contained
>!Cr-EDTA-enriched Ringer solution with/out ethanol. Caffeine was applied i.p. in doses 1,
10 and 50 mg kg™ b. wt. Ischemia and reperfusion were accomplished by temporary celiac
artery occlusion.

Results

Lithium microdialysis indicated a decrease in blood perfusion during celiac artery occlusion
in stomach. During reperfusion, the ischemic stomachs showed a restoration of blood
perfusion in contrast to the preconditioned ones. Colon microcirculation remained unaltered
as did studied serum analytes (study I). Caffeine administration did not affect gastric
submucosal microcirculation, nitric oxide production or serum malondialdehyde (study I1).
Colon mucosa exposed to ethanol presented with profound macro- and microscopical changes
associated with increased tracer permeability (study I1).

Conclusions

The aforementioned microdialysis and mucosal permeability techniques were successfully
tested and found applicable in given experimental settings. Caffeine was found not to interfere
with submucosal blood perfusion, malondialdehyde and Ca**-independent nitric oxide
synthesis. Further studies are needed to account for the lack of gastric protective blood flow
enhancement due to ischemic preconditioning and to explore possible mechanisms behind the
effects of caffeine on gastric physiology in relation to irritant effects of coffee.

Key words
Microdialysis ® Blood Perfusion e Lithium e Gut @ Nitric Oxide ® Ischemic Preconditioning
e Caffeine @ Barrier ® Permeability



3. PUOVODNI PRACE

Dizertacni prace je zalozena na nasledujicich studiich oznacenych v textu fimskymi ¢isly:

CIBICEK N, MI¢UDA S, CHLADEK J, ZIVNY P, ZADAK Z, CERMAKOVA E ET AL. Lithium
microdialysis and its use for monitoring of stomach and colon submucosal blood
perfusion — a pilot study using ischemic preconditioning in rats. Acta Medica (Hradec
Kralové) 2006;49(4):227-31.

CBICEK N, ZIVNA H, CIBICEK J, CERMAKOVA E, VORISEK V, MALAKOVA J ET AL.
Caffeine does not modulate nutritive blood flow to rat gastric submucosa — a
microdialysis study. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub
2008;152(1):83-90.

CIBICEK N, ZIVNA H, ZADAK Z, KULIR J, CERMAKOVA E, PALICKA V. Colon submucosal
microdialysis: a novel in vivo approach in barrier function assessment - a pilot study in
rats. Physiol Res 2007;56(5):611-7.



4. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANOVA - analyza rozptylu

ALT — alaninaminotransferaza

AMYL — amylaza

AST — aspartataminotransferaza

CAO - okluze truncus coeliacus

cGMP — cyklicky guanosin monofosfat

CHE — cholinesteraza

CM - kontrolni roztok (jak byl pouzit ve studii 1)

cpm — pocet impulzii za minutu

ECF — extracelularni tekutina

EDTA — kyselina etylendiamintetraoctova (**Cr-EDTA — stil EDTA obsahujici *'Cr)
EM — etanolovy roztok (jak byl pouzit ve studii 1)

GC-MS — plynova chromatografie (plynovy chromatograf) spojeny s MS detekci
HE — hematoxylin-eozin

HPLC — vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

IP — (gastro-) intestinalni propustnost

IPC — ischemicka piiprava

IR — ischemie/reperfaze, ischemicko-reperfuzni

IS — skupina s ischémii ve studii [

ISP — skupina s ischemickou piipravou pied ischémii ve studii I
LDH — laktatdehydrogenaza

LIP — lipaza

LM — mikrodialyza s vyuzitim lithia

MDA — malondialdehyd

MP — mikrodialyza¢ni sonda (proba)

MS — hmotnostni spektrometrie (hmotnostni spektrometr)

NO — oxid dusnaty

NOS — syntaza oxidu dusnatého (NNOS - neuronalni, eNOS - endotelialni, iINOS —
inducibilni, cNOS — konstitutivni NOS izoforma)

riPC — IPC ptisobici ve vzdalenych lokalizacich

R1/1 — Ringertuv roztok

S — kontrolni skupina ve studii I

SEM - standardni chyba praméru

UV — VIS — (u HPLC) detekce v ultrafialovém az viditelném spektru



5. UVOD DO PROBLEMATIKY

Za posledni tii desetileti doslo k velkému posunu v chapani stfeva jako vyznamného Cinitele
jak v udrZeni homeostazy organizmu, tak pii vzniku nemoci. Intaktni stfevni slizni¢ni bariéra
a dal$i obranné mechanizmy (jako napft. adekvatni prokrveni splanchniku) hraji zdsadni roli
V uchovani zdravi. Poskozeni stfevnich funkci se pak muze projevit Sirokou $kalou piiznakt
od dyspepsie az k multiorganovému selhani. Pfestoze se ve vyzkumu prevence a 1éCby
sttevnich postizeni vyuzila jiz fada experimentalnich metod, s mikrodialyzou jakozto
perspektivni in vivo metodou sledovani lokalniho metabolizmu a krevniho pritoku je zatim
velmi malo zkuSenosti.

Mikrocirkulace, oxid dusnaty a stievni bariéra

Ischemicko-reperfazni (IR) postizeni stfeva je asociovano s vysokou morbiditou a mortalitou.
Jako pfi¢iny se zde podepisuji chirurgické zakroky, riznd onemocnéni a Sokové stavy,
pticemz plati, ze stfevni sliznice a jeji mikrocirkulace (zejména buiiky endotelu) patii mezi
nejzranitelnéj$i tkané. Biochemické zmény spojené s IR-indukovanou mikrovaskularni
dysfunkci jsou charakteristické pro akutni imunitni reakci, Ktera muze dosahnout takové
intenzity, ze ovlivni vzdalené organy a vyvola tzv. systtmovou zanétlivou odpovéd’ vedouci
az k multiorganovému selhani. Pravé tato rizika volaji po hledani efektivnich preventivné-
1écebnych ptistupti. Jiz n¢kolik let je zndmo, ze funkcni rezervy stfeva vystaveného plisobeni
ischémie a reperfiize Ize potencovat tzv. ischemickou piipravou (IPC), resp. procesem, kdy
kratka IR epizoda vede k ochrané pied naslednou déletrvajici IR fazi. Casové puisobi IPC ve
dvou fazich — ¢asné a pozdni; z hlediska mista jde o ptisobeni klasické — lokalni a vzdalené,
rlPC. Ptestoze byly poskytnuty ditkazy o existenci tohoto fenoménu v riznych organech
splanchniku, udaje o tra¢niku doposud chybi. Co se ty¢e mechanizmi vysvétlujicich IPC,
centralni role byla pfipsana pisobeni oxidu dusnatého, NO.

NO je volny radikal produkovany z L-argininu rodinou svych syntaz (NOS). Byly popsany tfi
izoformy NOS — neuronalni (nNNOS), endotelialni (eNOS) a inducibilni (iNOS), ¢ehoz prvni
dvé formy tvofi nizka mnozstvi NO a jsou exprimovany tzv. konstitutivné (constituive,
cNOS), pii¢emz posledni vyzaduje indukovanou syntézu svych proteini de novo, a to
ke tvorbé velkého mnozstvi NO. Regulace fyziologickych funkci (jako napf. udrzovani
integrity slizni¢ni bariéry) a ochranné role byly pfipisovany NO vznikajicimu z
konstitutivnich izoforem. Mezi mechanizmy jeho pisobeni fadime kromé vazodilatace
prevenci leukocytarni adheze a sekrece, snizeni degranulace Zirnych bunék, redukci adheze a
sekrece desticek, stimulaci sekrece hlenu Zzalude¢nimi epiteliemi s rozsifenim jeho ochranné
vrstvy a antioxidacni funkci. Na druhé stran¢ iINOS byla povazovana za patologickou, protoze
jeji indukce vede ke snizeni viability stievnich epitelii a ke zvyseni tvorby 1ézi v celé tadé
experimentalnich modelt slizni¢ni iritace a stresu. Pfili§ vysokda mnozstvi NO jsou jiz sama 0
sobé schopna poskodit sliznice, o to vice tak ¢ini v kombinaci s luminalnimi iritanty, ¢imz
zvySuji epitelidlni propustnost. Tyto efekty pravdépodobné nejsou zplisobeny NO jako
takovym, ale spiSe produkty jeho reakci se superoxidem - peroxynitritem a kyselinou
peroxydusitou. Pfes zminéna pozorovani je diskuse ohledné vyznamu iNOS stale oteviend, a
to i diky naleztim jejiho gastroprotektivniho pusobeni (Konturek et al. 1998).

Zachovani slizni¢ni bariérové integrity zaludku zavisi na rovnovaze mezi agresivnimi a
ochrannymi faktory, které jsou na jedné strané reprezentovany kyselinou chlorovodikovou a
na stran¢ druhé adekvatnim prokrvenim sliznice s dostate¢nou tvorbou hlenu. Kofein
podporuje vylucovani Zalude¢ni kyseliny a miuze také prispivat ke slizniéni hypoperfazi
zpusobené poskozenim (mikro)vaskulatury (Roth and Ivy 1945, Pfeiffer and Roth 1970).
Navic jde o latku potlacujici acetylcholinem navozenou tvorbu ochranného hlenu a
poskozujici integritu Zalude¢ni sliznice (Dziadus$-Sokotowska et al. 1989). Tato pozorovani



jsou vsouladu sepidemiologickymi studiemi, které spojuji konzumaci kavy s
gastroezofagealnim refluxem, tvorbou viedi a rakovinou horni ¢asti travici trubice. Na druhé
stran¢ se ukazuje, ze kofein muze (také) zvySovat prokrveni zalude¢ni sliznice (Ozturkcan et
al. 1974) a vykazovat ochranny vliv na slizni¢ni bariéru (Wittmers et al. 1998), ¢imz by pfi
vzniku slizni¢niho postizeni mohl putisobit preventivné (Koyama et al. 1999). U kofeinu se
jedna o metylxantin s moznymi protichidnymi 0G¢inky (antagonizmus na adenozinovych
receptorech, inhibice fosfodiesterazy, aktivace Ca**-kanali a inhibice guanylatcyklazy), které
mohou interferovat s produkci NO a/nebo sjeho druhym poslem cyklickym
guanozinmonofosfatem (cGMP). Po kofeinu bylo prokdzano snizeni exprese NOS a oslabeni
glutamatem navozené tvorby NO. Ingesce kofeinu rovnéZ snizuje mnozstvi vydechovaného
NO a neguje ochranny vliv IPC. Na druhé stran¢ endotel aorty reaguje na kofein zvysenim
syntézy NO. Pies jasnou podporu vazokonstrikéni role kofeinu v riznych organech
neposkytuje literatura konzistentni idaje o vlivu kofeinu na perfazi zaludeéni (sub)mukozy,
funkci cévniho endotelu a (tudiz ani na) tvorbu Zalude¢nich slizni¢nich 1ézi (Papamichael et
al. 2005, Umemura et al. 2006, Yano et al. 1982, Parmar et al. 1985, Koyama et al. 1999).
Navic, udaje o lokalni tvorbé NO v Zaludku a modulaci celkového oxida¢niho stresu po
podani kofeinu zatim zcela chybi.

Meéreni metabolizmu, hemodynamiky a gastrointestindlni bariéry

Pro pochopeni procesi probihajicich v citlivych organech (jako je napf. mozek) muze byt
odbér systémové krve a/nebo vzorkll tkdn€ shledan jako neadekvatni a/nebo poskozujici.
Z téchto duvoda byl hledan ptistup, ktery by s vyssi specificitou a senzitivitou poskytl
dulezité biochemické a patofyziologické informace minimaln¢ invazivnim zpusobem. PO
letech experimentovani s tzv. push-pull kanylami, semi-permeabilnimi dialyza¢nimi vacky a
jejich kombinacemi ve formé¢ dialytrod, se vyvoj in vivo méfeni tkanovych procesi usadil na
kontinualni perfazi dutych dialyzaénich vlaken, které byly pozd&ji nahrazeny jehlovitymi
mikrodialyza¢nimi sondami. Mezi hlavni vyhody posledniho ze zminénych postupti patii
prevence zmén (zejména stoupani) tkanového tlaku a moznost kontinualniho méteni analyta.
V dnesni dob¢ je technika mikrodialzyzy propracovana natolik, Ze se (ve specializovanych
centrech) zacina objevovat v rutinni klinické praxi, a to zejména v neurointenzivni péci jako
prostfedek peri- a postoperativniho metabolického sledovani. Pfestoze jsou dostupna i jista
experimentalni a pilotni klinicka data z aplikaci mikrodialyzy ve splanchniku, zku$enosti
s mikrodialyzou zaludku a stieva zustavaji nadale nedostate¢né.

Pro méteni krevniho priitoku ve stené zaludku a stfeva neni prozatim Zadnd metoda zlatého
standardu, kterd by byla v§eobecné¢ ptijata pro klinické pouziti. Mezi diivody lze pocitat 1 fakt,
ze informace relevantni pro posouzeni stievni viability vyzaduji popis mikrocirkulace, protoze
lokalni perfuze nemusi nutné korelovat s celkovym krevnim tokem do organu skrze velké
cévy. V humanni a experimentalni mediciné je mozné pouzit méfeni Sérového laktatu,
dopplerovsky ultrazvuk, laserovou dopplerovskou flowmetrii, tonometrii, pocitacovou
tomografii, nuklearni magnetickou rezonan¢ni angiografii, pozitronovou emisni tomografii,
metody vyuzivajici fluorescein, oximetrii, techniky diluce barviva, intravitalni mikroskopii a
metody clearance inertniho plynu nebo mikrosfér. Problémem téchto metod je vSak
nedostatecnd senzitivita nebo specificita, hodnoceni zatizené¢ subjektivnim faktorem,
nedostate¢na klinickd validace nebo pouzitelnost, vyznamné metodologické problémy nebo
ptili§ vysoka cena pro rutinni vyuziti. Prvni (a dodnes pouzivand) metoda méteni krevniho
pritoku vyuzivajici techniku mikrodialyzy byla zaloZena na negativni korelaci mezi kapilarni
perfuzi a vytokem indikatoru (etanol) z perfuzniho média do extracelularniho tkanového
moku (Hickner et al. 1992). Mezi hlavni vyhody tohoto postupu patiila nizka invazivita a
pfimy kontakt sondy s intersticiem v blizkosti kapilar a okolnich bun¢k umoznujici zaroven
paralelni sledovani metabolismu vcetné farmakologickych studii. Nevyhodou byl spise
kvalitativni charakter méfeni prutoku a t€kavost etanolu (preanalyticka faze). Proto jsme se



Vv predchozi pilotni praci zaméfili na studium lithia, které bylo pouzito jako indikator priatoku
krve v intersticiu jater, ledviny a kosterniho svalu po parcialni hepatektomii a nefrektomii
(Hruba et al. 2004). Tato slibna metoda vsak stale ¢eka na svoji validaci (napt. na modelu IR).
Funkce stievni bariéry je posuzovana jako snadnost nefacilitované difuze specifickych latek
ptes stifevni sliznici, tj. (gastro-)intestinalni propustnost (IP). IP testy jsou zaloZeny na
sledovani prostupu markeri neboli sond pies sliznici, a to v obou smérech. Mezi typické
sondy patii cukry (sachardza, laktuléza nebo manitol), polyetylenglykoly, *'Cr-znaceny
etylendiamintetraacetat (>*Cr-EDTA), peroxidéaza a riizné proteiny jako napf. bovinni sérovy
albumin. Problémem téchto metod je fada faktort, které mohou ovlivnit vysledky vytézku
sond, jako napf. krevni pratok (coz se v praxi fesi vyuzitim poméru vytézku dvou sond, napf.
laktuldzy a manitolu). Lze naptiklad piedpokladat, ze pokud perfaze vysetfované¢ho tseku
stteva na del$i dobu klesne k hodnotim blizkym nule, dojde K vyznamnému omezeni
obohaceni krve nebo luminalniho perfuzatu markerem, coz povede k falesné¢ nizkym
hodnotam propustnosti. Toto 1ze ofekavat zejména pii kratkodobych experimentech, které
vyuzivaji artificidlniho omezeni krevniho pratoku a kontinudlné¢ monitoruji hodnoty IP
pomoci jediné sondy. V takovém piipadé¢ by aplikace mikrodialyzy v submukéze stieva
mohla pii vytézku sondy s vyhodou nahradit krevni cévy a navic je$té poskytnout dalsi
lokalni (biochemické, farmakologické nebo hemodynamické) informace.
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6. CILE DIZERTACNI PRACE

Obecnym cilem prace bylo vyuzit mikrodialyzu ve splanchnické oblasti potkana se
zaméienim na bariérovou funkci stfeva a hemodynamické, resp. metabolické déje vyznamné
pro udrzeni této funkce. Specifickymi cily bylo:

I. zhodnotit vyuzitelnost mikrodialyzy lithia (LM) v submukoéze zaludku a tracniku
potkana pro sledovani zmén krevniho prutoku zpisobenych IR, studium ochranného
vlivu lokalni a vzdalené IPC na nutri¢ni krevni pritok a vyzkum moznych systémovych
projevi okluze truncus coeliacus (CAO) a IPC zméfenim vybranych enzymovych
aktivit a NO;

Il. studovat mozny (na davce zavisly) vliv kofeinu na mikrocirkulaci a tvorbu NO

v submukéze zaludku a na marker systémového oxida¢niho stresu plazmaticky
malondialdehyd (MDA);

I1l. otestovat moznost vyuziti mikrodialyzy submukozy tra¢niku pro kontinudlni méteni

stavu stfevni slizni¢ni bariéry potkana po intraluminalni perfazi koncentrovanym
etanolem.

11



7. MATERIAL A METODY

Chemikalie

Jako mikrodialyzagni perfazni roztoky byly vyuZity: sérovy standard Li* (2 mmol 17,
Eppendorf, Hamburg, Germany, studie 1), 0,9 % fyziologicky roztok obohaceny etanolem
s kone¢nou koncentraci 50 mmol I (studie 11) nebo Ringeriiv roztok (InMediec s.r.o.,
Luhacovice, Czech Republic, studie I1l). Kofein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) byl
rozpustén ve fyziologickém roztoku tak, aby bylo dosazeno koncentraci 0,5, 5 and 25 mg ml?
(studie 11). Jako luminalni perfuzat ve studii Ill byl vyuzit roztok **Cr-EDTA v 0,005 mol I
EDTA, 433,64 MBq (11,72 mCi) mlI™, pH=7,0 (Perkin Elmer, Boston, MA, USA), ktery byl
ziedén R1/1 (1: 1666,7 obj. — kontrolni roztok, CM), nebo stejnym zptisobem v roztoku R1/1
a 96 % etanolu tak, aby vznikl 20 %-ni roztok etanolu (etanolovy roztok, EM).

Zvireci modely

Experimenty byly provadény na dospélych potkanich samcich kmene Wistar v celkové
pentobarbitalové anestézii (ivodni davka 50 mg/kg télesné hmotnosti). V zavéru byla zvifata
usmrcena odbérem arteridlni krve; séra nebo plazmy byly uchovany pii -20 az -70 °C.
Vsechna zvifata obdrzela péci v souladu s platnymi zakony na ochranu zvifat proti tyrani. Ve
studiich I a Il bylo uzito upravené techniky zalude¢ni submukézni mikrodialyzy (Kitano et al.
2000). Mikrodialyza¢ni sonda CMA/20, CMA/Microdialysis, Solna, Svédsko, (studie I) nebo
MAB 11.8.10, Microbiotech/se AB, Stockholm, Svédsko (studie 1l) byla vloZena do
ptipraveného tunelu a zajisténa stehem. V sestupném tra¢niku byly stejnym zplisobem
implantovany sondy CMAJ/20 (studie 1) nebo MAB 1.2.4., (studie Ill). Katetry byly
perfundovany ¢erpadlem LD 20, Tesla Pielou¢ (studie 1) nebo CMA 102, CMA Microdialysis
AB, Solna, Svédsko (studie I, 111). IR poskozeni zaludku bylo dosaZzeno pomoci mikrosvorky
v Girovni odstupu truncus coeliacus z bfisni aorty (Pajdo et al. 2001). Uginnost intervence byla
vzdy ovéfena vizualné. Single-pass perfiuze stfeva bylo dosazeno pomoci kanyly s dvojim
lumen, ktera byla po vlozeni a upevnéni proplachovana pumpou LD 20.

Experimentdalni protokoly

Studie | zahrnovala tii skupiny zvifat — prvni kontrolni skupinu (S), druhou ischemickou
skupinu (1S), ktera podstoupila 30-minutovou CAO s naslednou 2,5 hodiny trvajici reperfuzi a
koneéné teti skupinu s identickou IR fazi, které predchazela ischemicka piiprava sestavajici
z 5 min. ischémie a 25 min. reperfize (ISP). Studie Il vyuzila ¢tyfi skupiny zvitat, z nichz
prvni byl intraperitonealné aplikovan fyziologicky roztok (kontrola), druhé, treti a ctvrté pak
roztoky kofeinu s koncentracemi 0,5, 5 a 25 mg ml™ (davky kofeinu byly v daném potadi 1,
10 a 50 mg kg* t&l. hm.). Ve studii 11l byla prvni skupina vySetfovana jako kontrolni
(obdrzela pouze CM), pfiCemZ druhd skupina byla vystavena 30-minutovému pulisobeni
intraluminalniho EM.

Stabilita funkce sondy, kalibracni postupy a vysetieni nutricniho krevniho pritoku

Ve studiich | a Il byly sondy kalibrovany in vitro s vyuzitim ,,zero-net flux*“ metody
(Lonnroth et al. 1987). Méteni NO pomoci in vivo mikrodialyzy ve studii 1l bylo validovano
ve dvou krocich. Nejdiive byla po dobu 7 hodin kontinualné testovana stabilita funkce sondy
pro vytézek dusi¢nanového aniontu. Poté byl stanoven vytézek sondy in vivo metodou ,,zero-
net flux“. Odhad krevni perfuze v submukoze zaludku ve studii | byl vyjadien pomoci rozdilu
koncentraci iontu lithia (vtokova — vytokova konc.) jak bylo uvedeno v pfedchozi studii
(Hruba et al. 2004). Tento parametr je oznacen jako ,,LM®“. Ve studii Il byla pro popis
lokalniho krevniho prutoku vyuzita technika diluce etanolu, ktera pracuje s pomérem jeho
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koncentraci na vystupu a vstupu (Hickner et al. 1995), pti¢emz koncentrace etanolu v
perfuzatu &nila 50 mmol 1™,

Laboratorni analyzy, méreni stirevni integrity a svételna mikroskopie

Li* byl stanoven plamenovou fotometrii. Sérovy NO byl stanoven jako suma dusitanu a
dusi¢nanu (NOz pomoci HPLC s UV-VIS detekci, NO, fluorimetricky). Sérové aktivity
enzymu byly stanoveny pomoci rutinniho biochemického analyzatoru (Hitachi 917). NO
v mikrodialyzatech byl stanoven jako suma dusitanu a dusi¢nanu metodou ELISA pomoci
komeréné dostupného kitu. Analyza etanolu byla provedena na pfistroji GC-MS. Plazmaticky
kofein byl stanoven pomoci HPLC s fotodiodovym detektorem. Plazmaticky MDA byl
stanoven fotometricky. Aktivita gama zafeni byla zmétena pfistrojem LB 2111. Propustnost
sliznice traéniku byla ur¢ena vypoétem: [(cpm dialyzatu — cpm pozadi) / (cpm luminalniho
perfuzatu — cpm pozadi)] x 100. Vysledky byly vyjadieny v %. Pro vySetieni svételnou
mikroskopii byly pouzity standardni parafinové fezy a barveni hematoxylin—eozinem (HE).
Kritéria pro zhodnoceni poskozeni sliznice zaludku jsou detailné popsana jinde (Natale et al.
2001).

Analyza dat

Pokud neni uvedeno jinak, data jsou praimeéry + standardni chyby priméru (SEM) absolutnich
nebo relativnich hodnot (které byly vztazeny k individuélnim referen¢nim hodnotam, tj. 100
% ziskanym hned po ukonceni ekvilibra¢ni periody). Pro statistické vyhodnoceni bylo uzito
test normality, analyzy rozptylu (ANOVA) s nebo bez opakovani s Fisherovym LSD post
hoc testem pro mnohocetna srovnani (pouze ve studii 1) s vyuzitim programia NCSS 2004 a
Statistica. Hladina vyznamnosti o byla stanovena na 0,05.
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8. VYSLEDKY

Studie | — souhrn hlavnich vysledku

Ziskali jsme zékladni znalost o funkci pouzit¢ mikrodialyzacni sondy (CMA 20)
pomoci in vitro testu (obr. 1).

Ov¢tili jsme spravnou pozici sondy v organech (obr. 2).

Vychozi hodnoty LM se mezi skupinami ani mezi misty implantace nelisily. Absolutni
hodnoty LM ve skupiné S svédéi pro stabilitu krevni perfuze v zaludku. Kratka i
dlouha ischémie vedla k poklesu hodnot LM, které se v reperfuzni fazi ve skupiné IS
navratily K vychozim hladinam, pti¢emz ve skupiné s ischemickou ptipravou doslo
k dalgimu poklesu LM. Zadna z popsanych zmén nedoséhla statistické vyznamnosti
pii srovnavani s kontrolni skupinou (S). V tra¢niku nebyly zachyceny zmény (obr. 3).
Experimentalni zakroky nemély vyznamny vliv na sérovy NO a aktivity vybranych
enzymu (obr. 4 a 5).

47 wo3umid y=o0s0x-004  Obr. 1.
vs i In vitro kalibrace sondy CMA 20 (#i
experimenty po osmi meérenich). Rozdil
v koncentraci lithia v perfuzdru a dialyzdtu
vynesen proti lithiu v perfuzdatu poskytne
primku jejiz gradient predstavuje vytézek
sondy (80, 29 a 19 % pro perfuzni rychlosti
y-otmso0e  0.3,2a3.3 ul min™).

y = 0.29x + 0.05

A microdialysate lithium (mmol i)

<D

1 2 3 4 5

perfusate lithium (mmol ')

Obr. 2.
Histologicky pohled na sténu Zaludku (vlevo) a tracniku (vpravo) naznacuje piivodni pozici
mikrodialyzacnich sond (MP) ve skupiné S.
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Obr. 3.

Srovnani urovné krevni perfize vyjadrené jako rozdil v koncentraci lithia v perfuzdtu a
dialyzatu (LM) v submukoze Zaludku (a) a tracniku (D). Symboly * °©; ** ©° g *** °°° o7nacuji
p<0.05; p<0.01 a p<0.001 ve srovndni s vychozimi hodnotami v ramci skupin. Primeéry +

SEM (n=6-8).
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Obr. 4 (nahote). 3
Priméry + SEM (n = 6 - 10). 5]

Obr. 5 (vpravo). " K]

o L N
Priiméry + SEM (n = 6 - 10). ’ ALT  AST LDH CHE LIP  AMYL
Studie Il — souhrn hlavnich vysledkii

[ ]

Ov¢tili jsme spravnou pozici sondy v organu (obr. 6a), pticemz histologicky obraz byl
v souladu s literaturou (obr. 6b, Kitano et al. 2000).

Vsechny skupiny obsahovaly histologické 1éze stupiiti O-11; makroskopicky nebyla
sliznice zaludku kofeinem ovlivnéna (obr. 6¢-€).

Ziskali jsme znalost o funkci pouzité mikrodialyza¢ni sondy (MAB 11.8.10) in vivo
s prukazem jeji stability v¢etné produkce NO ve sledovaném case (obr. 7, 8).

Kofein byl bez efektu na extracelularni koncentraci dusi¢nani a dusitanti (obr. 9a),
resp. na mikrocirkulaci studovanou etanolovou diluéni technikou (obr. 9b).

Biologicka dostupnost kofeinu po i.p. podani byla srovnatelna s aplikaci i.v.; dané
davky vSak nevedly ke zméné oxida¢niho stresu hodnoceného pomoci koncentraci
plazmatického markeru lipoperoxidace - MDA (tab. 1).
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Obr. 6.

Panel “a” doklada sprdavnou pozici mikrodialyzacni sondy (sipka). Katetr je obklopen
edemem s hyperémii a mirnym difuznim zanétlivym infiltratem, ktery misty pronika do
sliznice. Pevnéjsi vnitrni trubice sondy byla poSkozena v pribéhu krdjeni prepardtu
(mu=sliznice, sm=submukéza, mp=viastni svalova vrstva). Panel “b” prindsi detail zevni
membrany sondy s vcestovanymi polymorfonukledry (Sipka). Panely “c-e” ukazuji normdalni
sliznici (stupen 0), a ddle léze prvniho a duhého stupné, tj. oloupané epitelie a nekrézu jamek
(Sipky). Standardni barveni hematoxylin-eosinem, pivodni zvétseni “a” 125x, “b” 500x, “c-
e’ 250x.

30 - Obr. 7.

Graf popisuje stabilitu celkové produkce NO
(suma dusicnami a dusitanit) mérené pomoci
in vivo mikrodialyzy v submukoze Zaludku
potkanii v celkové anestézii. Sipky definuji
casovy pritbéh in vivo kalibrace sondy (kterd
provedena Vv jiné studii, viz obr. 8). Data jsou

N
[$)]
1

N
o
1

|4=— in vivo recovery experiment =p|

total NO (umol 1)
>

Ll vyjadiena jako pruméry + SEM 7 péti
5 - méreni.
o T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7
time (h)
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Obr. 8.

L In vivo kalibrace sondy (metoda “zero net-
\.\:\ flux”).  Vysledkem naneseni rozdilu Vv

' : ‘ obsahu celkového NO mezi dialyzatem a
perfuzatem proti NO v perfuzatu je primka,
jejiz smernice predstavuje vytezek sondy (38
o %). Prisecik sosou x pak souhlasi
S koncentraci NO v okolnim tkanovém moku
(~ 23 umol I'Y), pFicem? prisecik s 0sou y se
priblizuje  k prumérné  hodnoté  ziskané
Vdaném casovém intervalu z experimentu
-60 - zkoumajiciho stabilitu produkce NO. (11
umol I'*, obr. 7). Jednotlivé vysledky ze tiech
zvirat jsou vyjadreny jako body.

120 150

-15 -

-30 y = 0.38x + 8.76

45 -

A microdialysate total NO (umol I')

perfusate total NO (umol I'")

120 4 1,0 -
2
= 100 1 0.8
©
S 2
2 80 1 =
5 £ 06
g -1 S
2 60 ~0--0mg kg_1 3
% --@- 10mg ki_1 E 0.4 -
-&- mg kg =
- 4 4 4 ]
g —@—50mg kg’ o ~o-1mgkg’
© i.p. caffeine bolus 0,2:1 i.p. caffeine bolus --A--10 mg kg1
§ 20 ¢ ¢ —@— 50 mg kg
0 T r : . ; ; 0,0 T T . ; :
0 1 2 3 4 5 6 b 0 1 2 3 4 5 6
a 30-min time interval 30-min time interval
Obr. 9.

v

Panel “a” predstavuje celkovou produkci NO V ndvaznosti na zvysujici se davky kofeinu.
V priibéhu 2,5 h sledovani nedoslo kvyznamnym rozdilum. Panel “b” ilustruje priibéh
mikrocirkulace sledované etanolovou dilucni technikou (ktera negativné koreluje s nutricnim
krevnim priitokem). Pres jistou tendenci ke zhorseni (zejm. v intervalech 3 a 5) po podani
kofeinu nebyly ani zde zachyceny statisticky signifikantni zmeny. Vysledky jsou priumeéry +
SEM ze Sesti méreni.

i.p. davka kofeinu (mg kg™ b.wt.) 0 1 10 50

plazmaticky kofein (mg I™) 0+0.00 1.43+£0.07 11.80+0.42 56.51+1.68

plazmaticky MDA (umol 1) 0.94+0.05 091+0.12 0.84+0.03 0.80%0.15

Tab. 1.

Tabulka shrnujici viiv riznych davek kofeinu na jeho plazmatickou hladinu a koncentraci
malondialdehydu (MDA) pri ukonceni experimentu. Spojitost mezi davkou kofeinu a produkci
MDA nebyla nalezena podobné jako vyznamné zmeny v plazmatickych koncentracich MDA.
Data jsou prezentovana jako priimeéry £ SEM ze Sesti méreni.

17



Studie Il — souhrn hlavnich vysledkii

e Technika in vivo submukoézni mikrodialyzy pfi paralelni single-pass luminalni perfuzi
sestupného tra¢niku potkana byla uspésné zavedena (obr. 10).

e Ziskali jsme zakladni znalost o funkci pouzité mikrodialyza¢ni sondy (MAB 1.2.4.)
pomoci in vitro testu (obr. 11).

e Ove¢fili jsme spravnou pozici sondy v organu (obr. 12a).

Neperfundovana Cast

stteva nebyla experimentalni procedurou morfologicky

ovlivnéna (obr. 12b). Aplikace R1/1 a vehikula (CM) nem¢la vliv na mikroskopicky
obraz perfundované ¢asti stieva (obr. 12c). Intraluminalni podani etanolu vedlo k
znaénému (az makroskopickému) poSkozeni stieva (obr. 12d,e).

e EM zvysilo propustnost sliznice pro radioaktivni sondu (obr. 13).

perfusate 'Cr-EDTA activity (cpm pul™)

R1/1
ZAE M
Cem T
w .S
Lo
R1/1 )i
m/ (_
water bath
(38°C)
v
20 1 y =-0,6775x + 14,843
<
B 154
W~
e
o=
w, 1 .
25"
3 i)
] ‘E 5 -
'g =
g @
£ 0 T T T — .
< 5 10 15 20 25

Obr. 10.

Schéma submukozni in vivo mikrodialyzy (a)
s paralelni single-pass lumindlni perfuzi
sestupného  tracniku  (b).  Navrhovand
technika mereni strevni sliznicni bariéry
nevyzaduje ligaci ledvin, kanylaci cév pro
krevni odbery ani perforaci travici trubice.

Obr. 11

Kalibrace sondy in vitro (metoda “no net-
flux”). Vysledkem naneseni rozdilu v aktivité
SICr-EDTA mezi dialyzdtem a perfuzdtem
proti aktivitée **Cr-EDTA Vv perfuzdtu je
primka, jejiz smérnice predstavuje vytézek
sondy (68 %). Prisecik s osou x souhlasi
s aktivitou °'Cr-EDTA v okolnim médiu
(kadinka). Vysledky jsou prumery + SEM ze
Sesti mérent.
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Obr. 12.

Diagram demonstrujici histologicky obraz stény sestupného tracniku (stnd. barveni
hematoxylin-eosinem, zvétseni vyznaceno méritkem). a, Verifikace pozice sondy. Sipka
ukazuje na zbytky sondy, ktera byla poskozena pripravou histologického preparatu. b,
Proximalni (neperfundovand) cast tracniku s neposkozenymi vrstvami organu. ¢, Obrazek
zachycujici strevni sténu po perfuzi s vehikulem (kontroni skupina) bez zasadniho
patologického nalezu. d, a e, Etanolova skupina se vyznacovala leukocytarni infiltraci (Sipka,
d), kterou provazela ztrdta typické sliznicni architektury (Sipka, e) v disledku erozivniho
pusobeni etanolu.

5'Cr-EDTA permeability (%)

*hk
*hk

20 % ethanol

—— ethanol (n=6)
---03-- control (n=6)

r] Ll

N L

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
time (min)

Obr. 13.

Odhad stievni bariérové funkce pomoci
méfeni propustnosti sliznice pro 'Cr-
EDTA (lumen-submukdza) pomérem aktivit
15 4l perfuzniho média k 15 4
mikrodialyzdru x 100, vyjadieno v %.
Postupny  narist  aktivity je patrny
V pritbéhu perfuze EM v etanolové skupine.
**a*** oznacuji p < 0.01 a < 0.001.
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9. DISKUSE

Metodologické poznamky

K ekvilibraci slozeni ECF a redukci intraindividualni variability je v mikrodialyze bézné
vyuzivana Gvodni tzv. stabiliza¢ni epizoda (~ 30-90 min, s interpretaci relativnich vysledki
vztazenych k vlastnim referencnim hodnotam, viz studie II). Tato doba vSak nestaci
k eliminaci hlavniho zdroje interindividualni variability — akumulaci biologického materialu
(buniky, desticky, fibrin atd.) v tésném okoli sondy nasledkem tkanového mikrotraumatu. Pres
snahu minimalizovat tkanové poskozeni a krvaceni v okoli sondy nebylo vzdy mozné
dosahnout uspokojivych vysledkil (s nutnosti vyfazeni nékterych zvirat), a to zejména pii
umisténi sondy do tra¢niku (Studie 1). Do budoucna by proto bylo vhodné provadét méteni
s nékolikadennim odkladem po implantaci sondy do tkané (Kitano et al. 2000).

Ve studii | bylo jako indikatoru krevni perfiize vyuzito iontli Li*, a to zejména pro jeho
netékavost, dobrou difuzi v télnich tekutinach bez vazby na komponenty mikrodialyza¢niho
systému a moznost relativné jednoduché analyzy. Li* ma navic apyrogenni charakter, je
levné, snadno dostupné a dobte popsané z hlediska farmakokinetiky i dynamiky (bezpe¢nosti)
vzhledem k jeho dlouholetému terapeutickému vyuziti, coz ho piedurcuje k aplikacim
v humanni mediciné (etické hledisko). Z téchto diivodd se Li* jevi jako velice vyhodné a
perspektivni aditivum do mikrodialyzacnich perfuznich roztokd k méfeni krevniho prutoku.
Hlavni jeho nevyhodou je vSak nutnost ziskani relativné objemnych vzorkid (minimum je 100
ul) pro analyzu na plamenovém fotometru (kvili mrtvému objemu). Na druhé strané, pro
dosazeni optimalni senzitivity mikrodialyzy v detekci lokalniho krevniho pritoku (jinymi
slovy co nejvyssiho vytézku sondy) je nutno pocitat s minimalnimi perfaznimi rychlostmi
vyzadujicimi del$i ¢asové intervaly sbéru (tento fakt demonstruji i vysledky kalibrace sondy
in vitro, kdy perfuzni rychlost 2 ul min™ vedla k vyt&zku pouhych 30 %, obr. 3). Pfes vysokou
interindividuélni variabilitu dat a zatim pro mikrodialyzu neptizpisobenou analytickou fazi se
metoda LM ukazala jako slibna v kvalitativni detekci zmén v mikrocirkulaci. Pro uplatnéni
vV huménnich studiich v§ak budou potiebné jesté dalsi validace (zejm. srovnani se zavedenymi
metodami).

Literatura poskytuje jen omezené mnozstvi dat tykajicich se méteni NO v Zaludku pomoci in
vivo mikrodialyzy. Iversen et al., ktefi (za pouziti odlisného typu sondy a pratokové rychlosti)
méfili koncentraci NO ve sténé zaludku kralika, dospéli k hodnotam cca. 10 a 70 pmol 1™ pro
dusitan, resp. dusi¢nan. Vytézek sondy pro dané latky in vitro ptedstavoval 31 - 33 %,
pti¢emz autofi funkci sondy in vivo nehodnotili — jejich odhadem by se mohl pohybovat mezi
10 - 40 % (lversen et al. 1997). Suzuki et al. validovali vyuziti sond (podobného typu jaky byl
pouzit u nas) ke studiu metabolizmu dusikatych latek v lumen lidského zaludku. Vypocteny
vytézek sondy in vitro pro dusitan inil pi rychlosti perfuze 2 pl min™ 71 % (Suzuki et al.
2003). Nase vysledky vytézka sondy in vivo jsou srovnatelné s témito pracemi, jelikoz funkce
dialyza¢nich membran v podminkach in vivo v obecné roviné klesa. Koncentrace celkového
intersticialniho NO ve studii Il (~ 23 pmol 1) byl u potkana niz3i neZ nalezli Iversen et al. u
kralika. Je véci diskuse do jaké miry tento rozdil 1ze pfipsat na vrub odli$nosti v technice a
druhu pouZitych zvitat.

Studie 111 vyuzila jako indikator IP **Cr-EDTA, a to z divodu nizké molekulové hmotnosti a
praméru, tj. charakteristik, které této latce umoznuji snadny a rychly prostup skrze pfirozené
bariéry organismu. Jedinym ¢initelem, ktery pak hraje vyznamnou roli v propustnosti sliznice
pro *'Cr-EDTA je integrita tzv. tight junctions epitelialni vystelky. Dalsi vyhodou **Cr-EDTA
je stanoveni gama aktivity, které nevede ke ztraté objemu vzorku, ¢imz tento Ize uchovat pro
jiné analyzy. Z divodu jednorazové piipravy radioaktivnich roztoki byl efekt rozpadu
eliminovan vyuzitim poméru aktivit v mikrodialyzatu a luminalnim perfuzatu. 20 %-ni roztok
etanolu vedl k masivnim erozim a k produkci makroskopicky patrnych slizni¢nich 1ézi
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spojenych s vyznamnym vzestupem propustnosti sliznice pro vybrany indikator. Variabilita
vysledkti IP Vv kontrolni skupin¢ — patrn¢ zplsobena kolisanim intraluminalniho tlaku
v disledku pfechodnych zmén rychlosti luminalni perfize — nenabyla statisticky
signifikantnich rozméri a postradala histologicky korelat (obr. 2, studie I11).

Ischemicka priprava (studie I)

V obecné rovin€ je ucinnost IPC zavisld na modulaci krevniho priutoku castecné cestou
lokalniho (Pajdo et al. 2001) a/nebo systémového vzestupu tvorby NO (Koti et al. 2002). Ve
druhém piipadé¢ jde o mechanizmus, ktery se pravdépodobné uplatiuje ve vzdalenych
organech (Brzozowski et al. 2004). V nasem experimentu vSak méla IPC tendenci pusobit
obracené — inhibici vzestupu NO daného dlouhodobou ischémii (obr. 4). Stabilni hodnoty LM
Vv kontrolni skupiné (S) svédéi pro dobrou reprodukovatelnost dat, naopak epizody ischémie
vedly k oc¢ekavanym poklesim ve sledovaném parametru. Zajimavosti je absence pozitivniho
vlivu IPC na mikrocirkulaci; vysledky spiSe naznacuji moznost tzv. ,,no-reflow* podminek,
které jsou typické pro komplikovanou IR s poruchou mikrocirkulace, coz nebylo pozorovano
ve skuping IS (obr. 3a). Tyto vysledky by bylo mozné ¢asteéné vysvétlit i pomoci adenozin-
xantinové teorie (Peralta et al. 1998), podle které mohlo dojit k neadekvatni reperfazni fazi
v prub¢hu IPC, coz vsak vzhledem k vizualni kontrole pratoku po odstranéni vaskularniho
klipu nepovazujeme za pravdépodobné. Pitevni nalezy nesvédcily pro ztratu intravaskularniho
objemu. V dal$im ze studovanych organt - sestupném traéniku - jsme nezaznamenali
vyznamné zmény LM. V tomto piipadé jde o novou informaci zajimavou mimo jiné i proto,
ze rIPC byl popsén v celé fad¢ vzdalenych organii.

Co se tyCe jaterniho poskozeni, Koti et al. popsali snizeni poskozeni mikrocirkulace a
hepatocytd (plazmatickych aktivit ALT a AST) po aplikaci IPC (Koti et al. 2002).
K podobnym zavéram dospéli u piijemct transplantovanych jater s IPC Gong et al. (Gong et
al. 2004). Prospéch zIPC projevujici se zachovanim mikrocirkulace a nizké aktivity
plazmatické lipazy je patrny také u IR poskozeni pankreatu (Obermaier et al. 2004,
Dembinski et al. 2003). Studie | prokazala absenci vlivu CAO na jaterni nebo pankreaticky
parenchym. V pftipad¢ jater lze toto vysvétlit krevnim zasobenim, které jde hlavné cestou V.
portae. Prokrveni slinivky bfisni vSak zavisi na a. splenica (vyuzita k uzavéru vyse
zminénymi autory), ktera z a. celiaca odstupuje. Pro studium IR zmén V jednotlivych
organech bude zfejmé v budoucnu nutna vice selektivni klampaz.

Ucinky kofeinu (studie I1)

Protoze v ptipad¢ kavy jde o slozitou smés latek ptisobicich v zavislosti na typu zpracovani
kavovych zrn, ve studii II jsme se zamé&fili na farmakologicky dobfe popsané chemické
individuum - kofein. Studovali jsme ptedpokladanou roli kofeinu v poskozeni integrity
sliznice zaludku a duodena kavou pozorované u mladych zdravych jedincti (Cibickova et al.
2004), a to métenim lokalni produkce NO a krevniho pritoku v zalude¢ni submukoéze véetné
vlivu kofeinu na systémovy oxidativni stres a morfologii sliznice.

Literatura uvadi snizeni exprese NOS Vv kosternim svalu, oslabeni glutamatem indukované
tvorby NO v mysi miSe a kone¢né pokles vylu¢ovani NO ve vydechovaném vzduchu kratce
po poziti kofeinu. Negativni vliv kofeinu na syntézu NO nepiimo podporuje i nalez oslabeni
ochranného vlivu IPC tj. reaktivni hyperémie v disledku hypoperfuzi indukované akumulace
adenozinu a nasledné tvorby NO. Na druhé stran¢ endotel aorty reaguje na kofein zvySenim
syntézy NO. S ohledem na pouZitou analytickou metodiku 1ze konstatovat, Ze naSe vysledky
sv&d¢i o absenci vlivu kofeinu na iINOS (eNOS tvoii nanomolarni koncentrace NO) v zaludku
potkana v celkové anestézii.

Co se tyce krevniho prutoku v tomto organu, néktefi autofi popisuji pozitivni vliv kofeinu in a
ex vivo (Ozturkcan et al. 1974, Koyama et al. 1999), coz vSak nase vysledky nepodporuji.
Ptimy vliv kofeinu na klidovy krevni pritok, resp. indukovanou vaskularni kontraktilitu nebyl
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nalezen ani v jinych studiich (Umemura et al. 2006, Wierema et al. 2005). Podobn¢ 1ze nalézt
rozpory ve vlivu kofeinu na funkci endotelu - Papamichael et al. prokazali akutni negativni
vliv (Papamichael et al. 2005), Umemura et al. naopak pozitivni vliv na indukovanou
vazodilataci, pii¢emz za bazalnich podminek efekt pozorovan nebyl (Umemura et al. 2006).
Tato skupina sva pozorovani vysvétlila zvySenim endotelialni produkce NO zplsobenym
aktivaci na ryanodin citlivych Ca®" kanald s naslednym potlacenim degradace cCGMP, pfiCemz
ptedchozi skupina argumentovala inhibici solubilni guanylat cyklazy s naslednou supresi
tvorby cGMP. Ani Vv jednom piipadé vsak tvorba NO in situ méfena nebyla. Jelikoz
farmakologicka aktivita kofeinu zavisi na jeho plazmatické koncentraci, jeho konecny
vazoaktivni G¢inek miZze byt vysledkem rovnovahy mezi moznym Vvazokonstrik¢nim
(adenozin antagonizujicim) a vazodilataénim (NO uvoliujicim) pisobenim.

Existuje né€kolik mechanizmu, kterymi mize kofein zvysit hladinu oxida¢niho stresu
(Papamichael et al. 2005); jednim z nich je i (neselektivni) antagonizmus na receptorech pro
adenozin — latku zvySujici produkci NO jako antioxidantu. Al Moutaery et al. zjistili
zvySenou miru oxida¢niho stresu (MDA v mozku) po UGrazu mozku u potkanii predem
vystavenych kofeinu, kterd byla navic spojena s na ddvce zavislym zvySenim jejich tmrtnosti
(Al Moutaery et al. 2003). Ptes dobrou biodostupnost kofeinu dosazenou i.p. podanim byla
vSak Vv nasem experimentu pozorovana pouze nevyznamna tendence k niz§im plazmatickym
koncentracim MDA, coz svéd¢i pro absenci akutniho negativniho vlivu kofeinu na
systémovou lipoperoxidaci. Pokusili jsme se rovnéz studovat vliv kofeinu na makro- i
mikromorfologii sliznice. Makroskopicky negativni nalez se promitl i do histologicky
srovnatelnych 1€zi ve vSech skupinach zvitat. Tyto zavéry je pfesto nutno povazovat za pilotni
a v budoucnu je ovétit pomoci slozitéjsiho (validovaného) histomorfometrického méteni.
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10. ZAVERY A PERSPEKTIVY DO BUDOUCNA

Predkladana disertacni prace pfispéla k rozsifeni aplikacnich moznosti a odhaleni limitaci
mikrodialyzy v gastrointestinalnim traktu potkana. Studie | demonstruje novou alternativu
méfeni krevniho pritoku v gastrointestinalnim traktu pomoci intersticialni mikrodialyzy. Za
danych experimentalnich podminek technika umoznila zachyceni zmén v krevnim pritoku
zalude¢ni submukoézou potkana, nicméné nepotvrdila popisovany ochranny vliv ischemické
piipravy na tkanovou mikrocirkulaci. K objasnéni tohoto fenoménu a srovnani mikrodialyzy
lithia se zavedenymi metodami (pii paralelni invazivni monitoraci krevniho tlaku) budou
potiebn¢ dalsi studie.

Vysledky studie Il naznacuji, ze intraperitonealni podani kofeinu (ve studovanych davkach)
pravdépodobné nevede k tvorbé akutnich morfologickych zmén na sliznici zaludku. Kofein
neovliviwyje nutri¢ni krevni pratok ani tvorbu oxidu dusnatého v zalude¢ni submukéze a nema
vliv ani na systémovy oxidacni stres hodnoceny urovni lipoperoxidace v plazmé. Pro
vysvétleni nezddoucich Gc¢inkl kavy na sliznici Zaludku a mozné role kofeinu (resp. jinych
drazdivych konstituentil) v téchto d&jich jsou nutné dalsi studie. Pro zvySeni citlivosti
mikrodialyzy k zachytu zmén je potiebné jit cestou redukce interindividualni variability (napf.
zavadénim novych kontinualnich kalibracnich procesti s vyuzitim radioaktivnich sond nebo
pomoci tzv. oddalené mikrodialyzy).

Metodikou navrzenou ve studii Il bylo mozné zachytit poskozeni slizni¢ni bariéry bez
nutnosti ligace organd, krevnich odbéri resp. vendzni katetrizace. Tato pilotni studie
poskytuje solidni zaklad pro rozvoj nové metody vyuzitelné v experimentech obsahujicich
kontinualni méfeni integrity stfevni slizni¢ni bariéry, pficemz navic umoziluje paralelni
monitoraci biochemickych dé&ju nebo farmakologie. V dalsim kroku bude nutné srovnani
mikrodialyzy (v idedlnim piipad€é spojené s monitoraci a regulaci intralumindlniho tlaku)
s referenénimi metodami méteni bariérové funkce streva.
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