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Abstrakt
Rutin je glykosid flavonolu vyskytujici se v mnotastlinach, zelenia ovoci. Rutinu
je pfipisovano nestné mnozstvi biologickych aktivit jako ndidad antioxid&ni
schopnosti, antihypertenznicinek, protizagtlivy uc¢inek, antihemoragicka aktivita,
posileni pevnosti kapilar, schopnost regulace &apmil permeability, stabilizace
destéek. Dale jsou rutinu fipisovany antibakterialni, antivirové, antiprotolda
antialergické a antikarcenogenni vlastnosti. V @sich letech je biologicka aktivita

rutinu prednetemtady studii.

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit vliv nutiu experimentalniho poskozeni
myokardu za vyuZiti isoprenalinového modelu poSkdozmayokardu, ktery vyvolava
morfologické a biochemické zmy uritych parameit, které lze firovnat k infarktu
myokardu. Jako potenciankardioprotektivni latku jsme zvolili rutin. Rutiroyl
podavan intravenozn5 minut ged aplikaci isoprenalinu. Hodnotili jsme koncenitrac
srde&niho troponinu T vplazén a histologicky obraz srdei tkare u
experimentovanych zkdt. Koncentrace srdeiho troponinu T jsme zanesli do grafu a

histologické preparaty jsme hodnotili pomocéteiné mikroskopie.

U hodnot koncentraci sréi&iho TnT nedoslo ke sniZzeni po aplikaci rutinu Bumiged
aplikaci isoprenalinu a hodnoty koncentraci &nileo TnT byly podobné jako u
skupiny zvfat, které byl podan pouze isoprenalin. Isoprenajinpodavan v davce 100
mg/kg s.c. V histologickém obraze podéani isopremalyvolava poskozeni sréfd
tkdré s charakteristickym edematdéznim rdedim intersticialnich prostor a
zaretlivym infiltratem predevsim v oblasti subendokardu. Stejny histologumibsaz byl
pozorovan i u skupin zkdt, které byly premedikovany rutinem 5 minieg aplikaci

isoprenalinu.

V tomto usp#adani experimentu rutin nema kardioprotektivni wivsoprenalinového
poSkozeni myokardu. Pro dalSi studie by bylo vhodmédnotit dlouhodobé podavani

rutinu v iznych davkach.



Abstact

Rutin is a flavonol glycoside appearing in manydsrof plants, vegetable and fruits.
There are numerous biological activities attacted,tsuch as antioxidant properties,
hypertension treatment, anti-inflammatory effect,ntiteemorrhagic activity,
strengthening of capillaries, ability to regulateapillary permeability and stabilization
of blood platelets as well. Other qualities chaegstic for rutin are antibacterial,
antiviral and antiallergenic properties, antipratalz activities and anticarcinogenic
effects. In recent years, the biological activityatin is the matter of many studies.

The main objective of this thesis is to review afluence of rutin on experimental

myocardium damage with usage of isoprenalin motielymcardium damage, which is

causing morphological and biochemical changes dhiceparameters. These changes
can be compared to the myocardial infarction. Rwas chosen to be a potentially
cardio preventive substance and it was appliecavetiously 5 minutes before an
isoprenalin application. On experimented animalslasma concentration of cardiac
troponin T and histology images of the heart wedggd. The concentration of cardiac
troponin T was charted into a diagram and histalalgpreparations (samples) were

valuated by the medium of the light microscopy.

Values of the concentration of cardiac TnT werelastered after application of rutin 5
minutes before application of isoprenalin, and ¢healues were similar to the values
recorded in the group of animals medicated onlyhw#oprenalin. Isoprenalin was
applied in a dose of 100mg/kg s.c. In the histologgige an application of isoprenalin
produces damage of the cardiac muscle with charsiiteedematous extension of
interstitial spaces with inflammatory infiltrate pegially in subendocardial space.
Similar histology image was observed in groups rofmals premedicated with rutin 5

minutes before application of isoprenalin.

In experiment structured this way, rutin does notrkvcardio protectively in case of
isoprenalin damage of myocardium. For further ssdit would be appropriate to

evaluate a long time giving of rutin in various @ss
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Rutin je glykosid flavonolu vyskytujici se v mnohastlinach, pedevsim v pohance.
Rutinu je pipisovano mnoZstvi biologickych aktivit. N#éklad antioxid&ni,
antihypertenzni, antihemoragickyidek, posileni pevnosti kapilar a schopnost regulac
kapilarni permeability. Dale pak antibakterialni,ntigirové, antiprotozoalni,

antialergické a antikarcenogenni vlastnosti.

ROS zpisobuji oxid&ni poSkozeni lipid, bilkovin, enzynid a jinych makromolekul
organismu. Oxidéni stres hraje roli ve vzniku kardiovaskularnicremocrni a tedy
antioxida&ni terapie by la mit prosgsny efekt v I€b¢ téchto onemoceni. BEhem
ischemie jsou ROSifilomny v malém mnozstvi, které se vSak zvysi gbnoveni
krevniho toku poSkozenou arterii (tzv. reperfazaigoox). Po reperfuzni fazi vznika
v organismu velké mnozZstvi superoxidovych igritteré poSkozuji tké V poslednich
letech je ¥novana pozornostipodnim latkam s antioxidaimi vlastnostmi a to

zejména polyfenolovym sléaninam.

Tato diplomova prace navazuje na bakada praci: Biologicka uloha laktoferinu
(2008) Cilem této prace je zhodnotit vliv rutinu experimentalni poskozeni myokardu

za pouziti isoprenalinového modelu poSkozeni myahkar
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2. TEORETICKA CAST
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2.1.RUTIN (kvercetin-3-rutinosid):

Rutin je flavonoidni glykosid nachazejici se v maobstlinach.(23,24,35)

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolovych stemin, které se vyskytuji jako sekundarni
metabolity rostlin a jsou v poslednich letech izigné¢ sledovany pedevSim pro jejich
antioxidani, protizastlive, protialergenni, antidiabetické, cardio-, hep a

gastroprotektvni, antivirové, antineoplasticke trasti.(8,35)

2.1.1. Polyfenolové slouceniny:

Rostlinné polyfenoly jsou jednou z nejraesEjSich skupin rostlinnych sekundarnich
metabolifi. Je znamo okolo 8000 struktur. (41)

Polyfenolové sloteniny jsou sloteeniny strukturd velmi raiznorodé, vyskytujici se
v rostlinach a tedy jsou iébnou souasti lidské stravy (vzhledem Kk jejich Sirokému
rozSieni a vysoké koncentraci v rostlinach). Na za&kl@dnych studii se fiedpoklada
protektivni vliv polyfenol predevsim u kardiovaskularni¢hnadorovych onemocni

a to zejména na zakladgchopnosti rostlinnych polyfeniolzhaSet reaktivni kyslikové
radikaly a omezovat jejich tvorbu chelataci ioptechodnych kof, predevSim katiorit

Zeleza, které jsou schopny generovat vysoce redktixdroxylové radikaly.

Na druhou stranu polyfenoly ve vysokych koncenttaciykazujitadu nepiznivych

efekii jako nagiklad prooxid&ni, mutagenni, genotoxické a strumigentinky.

Mezi nejl&zrejSi polyfenoly pati flavonoidy, fenolové kyseliny a lignany¢ehoz na
celkovém pijmu polyfenoh se flavonoidy podili asi ze 2/3, fenolové kyselpiiyplizné

1/3 a ostatni polyfenoly t¢dominoritni podil.(47)

Polyfenoly maji vhodnou chemickou strukturu pro fgaeni volnych radikal a
ukazuje se, Zze by mohly byt lepSimi antioxidaimtyitro nez vitamin E a vitamin C.
Navic tendence polyfenbl k chelataci kowt (predevSim Zeleza a d&ui) vede
k antioxid&nim vlastnostem inhibici tvorby volnych radikgkteré jsou pravtémito

kovy katalyzovany.(40)

Mnohé studie poukazuji na vliv polyfefioina lidské zdravi. Krogn antioxida&ni
aktivity dale polyfenoly vykazuji i jiné biologickéastnosti, jako je antialergicky, anti
ateroskleroticky, protizatlivy, antimikrobialni, antitromboticky, kardioprektivni,

vasodilaténi efekt.(41)
13



2.1.2. Flavonoidy :

Flavonoidy jsou skupina polyfenolovych latek s rbzou chemickou strukturou a
vlastnostmi. Eirodrg¢ se nachaziipdevsSim v ovoci, zelenin orechach, semenech a
karach.

Flavonoidim jsou ipisovany fizné biologické aktivity. Fkladem n@ize byt
antibakterialni, antivirovy, protiz&tlivy, antialergicky a vasodilatai inek. Dale
také inhibice lipidové peroxidace, ovliém agregace desgk, snizeni permeability
kapilar, snizeni fragility kapilar, inhibice aktiyi enzymového systému zahrnujici
cyklooxygenasu a lipoxygenasu. Flavonoidy se tupjat jako antioxidanty,

~vychytavai”(tzv.scavengery) volnych radikiéla chelatory divalentnich katian8)

V souwasné dobje znamo vice nez 4000znych struktur flavonoidl(5,8)

Obr.1 -Zakladni struktura flavonaid42)

Zakladem struktury flavonoid je flavan skladajici se ze dvou benzenovych jader
(A,B), které jsou spojeny pyranem (C).Jednotlivév@inoidy odliSuji hydroxylové a

keto- skupiny substituované na zakladni strukturu.

Prirodni flavonoidy maji népsgji podobu O-glykosid (cukerné sloZzka a necukerna

cast=aglykon).

Mezi zakladni skupiny flavonoid pati flavonoly, flavony, flavanony, katechiny,

(flavanoly), antokyanidiny, izoflavony, dihydroflaxoly, chalkony.(8,38)

14



2.1.3. Rutin :

OH
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Obr. 2 -Struktura rutinu (53)
Vyskyt rutinu :

Rutin je glykosid flavonolu vyskytujici se v mnohaostlinach, pedvSim
v pohance.(23,24,51) Nadzemriast Pohanky obecnéFggopyrum esculentum
obsahuje znmé mnozstvi rutinu.(18) Dale je Siroce distribuoyam zelenig a
ovoci.(52)

2.1.4. Priklady biologickych aktivit rutinu :

Rutin byl sledovan pro jeho prasmy vliv v prevenci a ¢ riznych onemoaini.

Rutinu je gipisovano ne&tné mnozstvi aktivit jako néjglad antioxidéni,
antihypertenzni a protizétiivy Gcinek. Antihemoragicka aktivita, posileni pevnosti
kapiléar, schopnost regulace kapilarni permeabditstabilizace desgk. Dale jsou mu
pripisovany antibakterialni, antivirové, antiprotofdaantialergické a antikarcenogenni
vlastnosti. V ®&kterych studiich je popisovana inhibice LDL peracd a antioxidani
aktivita ve Fentonovreakci.(24,52)
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* Protizartlivy G¢inek rutinu :

Protizarttlivy efekt rutinu mize byt realizovan imejmenSim inhibici produkce
prozartlivych mediatoti, které hraji dlezitou roli v migraci a aktivaci neutrofil
Protoze se neutrofily vyznammicastni zastlivého procesu, jejich inhibice migrace a

degranulace d¥e byt zodpo¥#dna za protizatlivou aktivitu rutinu.

Vysledky studie Seloum L. et.al ukazuji na intii vliv rutinu na migraci a
degranulaci neutrofil Prepoklada se efekt rutinu na inhibici enZyrnzahrnutych
v neutrofilni odpo¥di béhem zaatlivého procesu. #sny mechanismustiaku rutinu

na zawtlivy proces neni znam.(44)

» Antimikrobiélni aktivita rutinu :
Nekteré studie popisuiji, Ze rutin ma téz antimikratiécinek.
Rutin ma prosggny vliv na septickou artritidu #Zgobenou Candida ablicans. V
zavislosti na davce efektivnost rutinu 8p@ prava@podobr predevsim v inhibici
produkce NO LPS-aktivovanymi makrofagy a supresiifarace T-lymfocyli.Bé¢hem
proliferace T-lymfocyt CD4+ T lymfocyty indukuji produkci cytokin které ovliauji

artritidu. Kandicidni efekt rutinu v porovnani sriktky uzivanymi I€ivy typu

azolovych slotenin a fluconazolu neni tak vyznamny.(15)
* Vliv rutinu na permeabilitu kapilar:
Rutin sniZuje permeabilitu koZnich kapilar. (1)

Rutin byl fadu let pouzivan pro jeho schopnost snizit kagilpemmeabilitu a fragilitu.
Napriklad troxerutin ( O-(beta-hydroxyethyl)-rutinosjdse stal velice uzitay v I&bé

chronické Zilni insuficience. Komplexni mechanisma&inku neni znam, ale je
popisovan efekt proti agregaci erytracyd piznivy vliv na krevni fibrinolyticky

systém.(12)
» Antikarcenogenni vlastnosti rutinu:

Prirodre vyskytujici se fenolové sl@éeniny, obzvlast pak fenolové kyseliny a
polyhydroxylované flavonoidy, vykazuji moznou amtikenogenni aktivitu proti
riznym chemickym latkam. Mezi tyto polyfenoly pai rutin, glykosid flavonolu

guercetinu.
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zménam nukleotidové sekvence a aktivaci protoonkégedteré se &astni rozvoje
karcinomu. Rutin moduluje poSkozeni DNA karcinogemyopravné enzymy DNA
(DNA polymerazap a DNA ligaza). Na zakladtéchto poznatk by tedy rutin mohl
poskytovat ochranu proti chemickym karcinogpen (51)

Rutin prokazuje schopnost inhibice proliferaceklmie zvySenim aktivity makrofég

a tedy indukci apoptdzy nadorovych bkin(29)

Rutin vykazuje inhikini efekt angiogenezm vitro a in vivo tim, Ze m¢ni produkci
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), IB-TNFa. Inhibuje produkci VEGF
(hlavni regulator angiogeneze) a IB-Istimuluje proliferaci endotelovych bék) a
stimuluje produkci TNE (vySSi davky TNE vyvolavaji smrt nadorovych bek)
v tumor-asociovanych makrofazich. Dale rutin inlguproliferaci a migraci
endotelovych buk. Angiogeneze je idezitd pro fist karcinomu a tedy inhibice

angiogeneze by mohla bytiany zpisob &by nadorovych onemoeni.(13)
» Antioxida¢ni aktivita rutinu:

Flavonoidy dok&zi chelatovat ionty kibxoz hraje dlezitou roli v jejich antioxidani
aktivité, protoze vznik volnych radikélje obvykle katalyzovanipchodnymi kovyin

vivoain vitro.(11)

Oxidani stres se podili na poskozeni bilkovin, lipidukleovych kyselin, akceleraci
aterosklerdzy, fispiva k rozvoji degenerativnich onemeégha karcinogeneze. (16)

Studie podporuji stanovisko, Ze oxida stres hraje roli ve vzniku srildch a
vaskularnich abnormalit utznych tym kardiovaskularnich onemog&m a tedy
antioxidani terapie by ra mit prospsSny efekt v boji s&mito onemocanimi.
Prosgsny vliv antioxid&ni terapie byl sledovan u hypertenze, aterosklerézy

ischemické choroby srdei, kardiomyopatie a #stnavého srdmiho selhani. (9)

Na zaklad studie P. Mladnka et al. rutin nema protektivni vliv proti katetdaminové
kardiotoxici€. Malé davky isoprenalinu asobuji ischemii myokardu, ktera je spojena
se zvySenim volného Zeleza a&dn které jsou uvolény do cirkulace a vyvolavaji
oxidatni stres. Falvonoidy na zakkadchopnosti vazat Zelezo &dha vychytavat ROS

by teoreticky ndli mit protektivni efekt na toto posSkozeni myokarddicméré na

17



zéklad studie P. Mladgnka et al.i.v. podavany rutin nema pozitivni efekt na
katecholaminové poskozeni myokardu. (35)

Studie C. La. Casa et.al ukazuje, Ze ma rutin gpasitektivni efekt u experimentalniho
poSkozeni 50% ethanolem, prépddobré na zaklad jeho antioxidanich vlastnosti.
Vysledky této studie naztaji, Ze gastroprotektivni dinek rutinu je dan anti-
lipoperoxida&nim efektem a zvySenou anti-oxémd enzymatickou (GSH-Pxjinnosti.
(25)

» Antiaterogenni vlastnost rutinu

Studie poukazuji na schopnost rutinu inhibovat peaxci LDL. (52) Prag¢ oxidace
LDL méa rozhodujici tlohu v rozvoji ateroskler6zypfwze modifikovana LDL vykazuji
vySSi aterogenitu ve srovnani s nativnimi LDL.(W§uziti antioxidant by tedy nglo
mit antiaterogennidinek.(24)

2.1.5. Aplikace rutinu :

Rutin se pouzivd k&b¢ hemoragii, alergii, hemoraid kiecovych Zil ¢i
hypertenze.(50)

Rutin se pouziva téz pro jeho antioxidavlastnosti a v kombinaci s vitaminem C se
znasobuje antioxidai efekt rutinu, diky kterému jsou tiky organismu chramy pred
poSkozenim volnymi radikaly. Déale rutin napomahatageni cév a tim zlepsSuje
prokrveni orgafi, ma vasodilaténi a antitroboticky ¢&inek.(54)

Rutin a jeho derivaty jsou sédsti Giznych |€ebnych pipravka jako nap. Ascorutin,
Anavenol, Cilkanol,Venoruton a dalsi.(55)
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2.2. Dalsi latky s antioxid&nim u¢inkem :

V bakal&ské praci jsme se zabyvali dalS§i moZnou kardioptitel latkou u
experimentalniho poSkozeni myokardu a to lakto&minktery v této praci @puvadim

a bude porovnan svysledky experimentu provederghatinem. OB latky byly
testovany na isoprenalinovém modelu poskozeni myokakde podavana davka
isoprenalinu byla 100 mg/kg hmotnostiiate.

V piedchozi praci byl laktoferin davkovan 2 mg a 2,5w@5 ml aqua pro inj. pomoci

gastrické sondy.

Z vysledki stanovenych koncentraci sédéch troponiii T a na zaklag histologického
zhodnoceni laktoferin nejevil kardioprotektivnéiek u isoprenalinového poskozeni
myokardu.(10)

Pro gedchozi bakalgdkou praci byly vyuzity progedky zgrantu GA UK
94/2006/C/Faf.

2.2.1. Laktoferin :

Laktoferin je Zelezo-vazajici glykoprotein o mol&dué hmotnosti okolo 80kDa, ktery
spole&né s transferinem a ovotransferinemipato rodiny transferii, jejichZz funkci je

transport Zeleza v krevnim séru.(2,14,49)
2.2.2..Vyskyt laktoferinu :

Laktoferin se nachazi ve vysoké koncentra@devsim v kolostru a mléce. Déle se
nachazi v sekretech exokrinnich Zlaz jako tikdg@d slzach, slinach, spermatu,
vaginalni tekuti, nosnim a bronchialnim sekretu, &lugastrointestinalni tekutina
maoci. Také se nachazi v granulich neutifofid nizka koncentrace byla nalezena
v plasn¢.(7,21,49)

2.2.3. Struktura laktoferinu :

Laktoferin je monomericky glykoprotein s molekulevbmotnosti okolo 80 kDa.(45)
Struktura laktoferinu se &sti liSi mezi zastupciiznych druli.(3)Laktoferin se sklada

Z polypeptidovéhaetzce, ktery obsahuje okolo 700 aminokyselin a jed¢len do
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dvou homolognich podjednotek nazyvanych N a C mpbjtky. Dale ma kazdéa dahto
podjednotek d&¥ domény N1+N2 a C+C2.(10,21,45)

Obr. 3 — Polypeptidovietizec lidského laktoferinu.(3)

Laktoferin ma schopnost vazbyeglevsim Fe, ale vaZe i jiné kovy jako hapa™, Al*,
VO, Mn**, Co**, Cu*, Zr?*, a dalsi. M4 vSak nejtsi afinitu k Zelezu.(10,48)

2.2.4. Biologické vlastnosti laktoferinu :

Laktoferin je multifunkni glykoprotein, ktery je intenzi¥n studovan pedevsim

v poslednim desetileti.(19,21)

Laktoferinu je pipisovano velké mnoZstvi biologickych funkci na amgmus. Nejsou

vSak prozatim zcela objasty a pravédpodobré fada z nich neni do dnesni doby est
objevena. Laktoferin je tedyi@dnttem experimerit, které zkoumaji jeho strukturu,
vlastnosti, ale i moznost jeho vyuziti praté ¢i prevenci fiznych onemocii.(10)

Nekteré vlastnosti laktoferinu jsou spojovany s jelehopnosti vazby Zeleza a naopak

jiné z nich jsou na Zeleze nezavislé.(21)
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Priklady biologickych aktivit laktoferinu :
» Laktoferin se podili na regulaci absorbce Zelemeganismu
e Imunomodulé&ni a protizastliva aktivita
» Antibakterialni vlastnost laktoferinu
» Antivirov4 aktivita laktoferinu
» Antifungalni aktivita
» Antiparazitarni aktivita
* Protinddorova aktivita
e Enzymova aktivita

* Antioxida¢ni a chelaténi aktivita laktoferinu(19,21,28,36)
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2.3. ROS (reaktivni formy kysliku):

2.3.1. Charakteristika ROS :

Radikal je molekula, atom, iont, ktery ma ve vélgnsfé&e jeden nebo vice neparovych
elektroni.(16) Radikaly jsou schopné pocitou dobu nezavislé existence, vyZogci
se tendenci kettzovym reakcim, kdy jeden radikal vytvaadikaly dalsi.(33)

Mezi ROS paf predevSim superoxidovy anion O2- a hydroxylovy radiR&l- .Dale
mezi ROS pat peroxid vodiku a singletovy kyslik, které nejsadikaly.(33) ROS
vznikaji v organismu {sobenim exogennich fakfori endogennich metabolickych
proces.(52)

ROS zpisobuji gedevsSim oxidéni posSkozeni lipid (lipoperoxidace) a to zejména
fosfolipidové dvojvrstvy vSech biologickych membyééle pak oxidéni poskozeni
bilkovin, enzyni a jinych makromolekul (nukleové kyseliny, polysaddy,

glykosaminoglykany) organismu.

Vztah ke vzniku ROS maji ionty kév(zejména Fe a Cu), které ve farme" nebo

CU?* katalyzuji tvorbu hydroxylového radikalu.(27)

Pri ischemii hynefada bugk a nasled& pii obnoveni cirkulace jsou pak mrtvé a
poSkozené hiky zdrojem volnych radikél které vznikaji odbouravanim poskozenych
molekul (nap. purimi xantinoxidazou).(16) V reperfuzni fazi po ischemaidy vznika

mnoZstvi volnych radikal(17)

Na zaklad téchto poznatk Ize pgredpokladat vliv chelataich vlastnosti rutinu jako
potencialni ochranu organismiegd vznikem kyslikovych radikal

Ochranu ped oxid&nim stresem vorganismu #o predevSim SOD

(superoxiddismutasa), glutathionperoxidasa, myetopdasa, katalasa, peroxidasy.

Dale pak endogenni nizkomolekularni antioxidangkoj jsou glutathion, kyselina
mocova, koenzym Q a dalSi. Dale mezi neenzymatickdurasw pati antioxida&ni
vitaminy g@ijimané potravou jako naiklad vitamin E, vitamin C, karotenoidy a
v poslednich letech se¢wuje pozornost frodnim latkam, zejména polyfenolovym
sloweninam (fenolové kyseliny, hydroxyskoové kyseliny, naftochinony, kumariny,
flavonoidy, taniny). (27,41)
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2.3.2. MoZnosti méreni antioxidacni aktivity:

Mezi metody schopné &eni antioxidani aktivity pati DPPH radikalovy test, FRAP

metoda a jejich modifikace.

DPPH radikélovy test je zaloZen na reakci stabdrilov zbarveného radikalu DPPH
(2,2-difenyl-1-picrylnydrazyl radikal) s antioxidem. Ri této reakci dochazi ke
zhaSeni DPPH radikélu projevujici se blednutim akazt DPPH a poklesem jeho
absorbance wgitené pi 525 nm. Pokles absorbance jediny koncentraci antioxidantu

ve vzorku.

FRAP metoda je spektrofotometrickd metoda zaloZeaaschopnosti antioxidait
redukovat Fe3+ na Fe2+. Fe2+ jsou pakieny spektrofotometricky #ienim
barevného (modrého) komplexu s 2,4,6-tris(2-pyjidytriazin(TPTZ), jehoz absotpi

maximum je pi 595 nm. (41)
2.3.3. Reperfiizni paradox :

Pri tkdnové hypoxii xantinoxidasa katalyzuje tvorbu supétoxého iontu. Tato
xantinoxidasa vznika z xantindehydrogenasiynedostatku kysliku v tkani. Nésletin
po obnoveni dodavky kysliku dostane xantinoxidazndrepny substrat a oxiduje

hypoxantin na xantin za vzniku superoxidovych igtkteré poskozuji tka(33)

RSP TR

A'{P deydrog enas
A?P proteasy & 7 - I.'_'a}'_
AP - ;

_ |sc:herV
ac:ienosm
N N T
mﬂ[sm s ifefrraxcid, cova
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hypoxanthin y xanthin > kyselina

O3
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Obr. 4 - Mechanismus reperfazniho poskozeni (33)
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ROS jsou Bhem ischemie myokarduippmny pouze v malém mnoZzstvi, které se vsak
zvySi @i obnoveni krevniho toku koronarni arterii ( = népeni paradox). Toto zvySeni
reaktivnich forem kysliku vznika neuplnou redukgsliku v mitochondriich a tvorbou
superoxidoveho iontu ip reakci xantinoxidazy, bohé&tpritomné ve vaskularnim
endotelu. TéZ se podileji volné kyslikové radikalolnéné z polymorfonuklearnich

leukocyti, které gicestovali na misto poskozeni.(31)
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2.4, ISCHEMICKE POSKOZENi SRDCE:

2.4.1. Ischemie :

Kontrakce myokardu vyZaduje vyin¢ aerobni metabolismus ( regenerace ATP z ADP
oxidativni fosforylaci) a je navozovana stdem svalem samym (autonomni sStde
systém), nikoliv vijSimi nervovymi podgty, akoliv nervova soustava e mit na
tento stav vliv. Myokard vyZzaduje stalyfipod kysliku a neriwe pracovat na
.Kyslikovy dluh® (ziskavani energie po kratSi dabanaerobni glykolyzy), jako je tomu

u kosterniho svalu. Jako zdroj energie slouzi mgahikaredevSim mastné kyselinyiip
hladowni ketolatky.

Akutni hypoxie :

Kardiomyocyt je velmi citlivy na nedostatek kyslikidlavnim disledkem ischemie je
velmi rychla znéna (rekolik sekund) na anaerobni metabolismus, dkanpotencialg
toxickou kyselinou mlénou. Rapidd se sniZuje zasoba energetickych fasfat
(kreatinfosfat, ATP). Bhem 60 sekund se objevi neschopnost kontraktiibgny

v ultrastruktie se objevuji do dkolika minut (nabobtnani mitochondrii i celérby,
deplece glykogenu). Zény jsou zpoatku reverzibilni, ale po 20-40 minutach trvajici
ischemie dojde k irrreverzibilni nekréze postéipBech kardiomyocyit(31)

zmena cas

nastup deplece ATP ¢kolik sekund
ztrata kontraktility do 2 min
snizeni ATP :

na 50% gill0)

na 10% g:10)
nekréza kardiomyocytu 20 — 40 min
mikrovaskularni poskozeni Po 1 hod

Obr. 5 Casovy sled kifovych znén v kardiomyocytechipakutni ischemii(31)
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Isoprenalin vyvolava morfologické a biochemickeéémy nekterych parametr, které
lze @irovnat k infarktu myokardu.

Infarkt myokardu je nejzava#jsi formou ischemické choroby skae (ICHS). ICHS je
dana snizenim koronarni rezervy a tedy sniZenidkgbkysliku @i zagzi i
psychickém vypti. Hlavni gicinou ICHS je zUZeni proximalnich koronarnich afrteri
aterosklerézou. (10,39,46)

2.4.2. Biochemické markery infarktu myokardu:

Jak jiz bylo zmigno v mé bakai&ké praci vyséeni market infarktu myokardu ma
vyznam pedevsSim ve stanoveni diagndzy akutniho IM, odli®winiho IM od jinych
forem ICHSC¢I od jiné giciny bolesti na hrudi nebo wiBe, stanoveni komplikacitip
lécb¢ IM, stanoveni velikosti infarktového loziska ayadgorognozy pacienta, stanoveni

rekanalizace &ncité cévy a reperflze ischemického loziska.(10,39)

V krevnim séru (plaz®) jsou prokazovany intracelularni bilkoviny, ktegé uvohuji
z ischemického loziska myokardu. Trva-li ischemaeize kolik hodin uvohuji se do
krevniho olshu pouze bilkoviny obsazené v cytoplazaevalovych bugk (nag. AST,
CK, myoglobin a malatast TnT). Pokud vSak ischemie trva delSi dobu, ébich
k uvoliovani do krevniho aitnu bilkovin tvdicich fibrilarni kontraktilni komplex a to

piedevsim TnT a Tnl.

Z biochemickych markér IM Ize stanovit zejména AST, CK ( CK-MB mass), LD,

myoglobin, troponin Ta l.

Za nejlepsi markery pro potvrzeni IM jsou povaZzgvgmedevsim myoglobin jako
casny marker IM, ale nespecificky. Dale CK-MB masspacifické kardialni troponiny
T al.(10,39)

Srde¢ni troponiny :

Srdeni troponiny jsou organav specifické biochemické markerykipischemickém
poSkozeni myokardu u akutnich koronarnich syndranmi poSkozeni myokardu jiné
etiologie a patogeneze. Klinicka symptomatologierzastup koncentrace skaéch
troponini je povaZzovana zaudledek ireverzibilni nekrozy myokardu. K vzestupu

koncentrace sraaich troponii v krvi dochazi po 2-4 hodinach a pokuge jejich
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postupné uvalovani z jiz nekrotickych myofibril kardiomyoayt které podmiuje
trvani zvySenych koncentraci tropoinw krvi v ¥adu (7-14) dni.
Uvolnéné mnozstvi srdmich troponir je anerné rozsahu nekrézy, avSak vysledna

aktualni koncentrace v krvi e byt ovliviena rychlosti vzniku nekrézy, rozsahem

reperfaze a reperfaznim poSkozenim myokardu.(57)

-krat

myoglabin  CK-MBmass tropartin |

20

[H 1 2I' 3/ 456 TEII0
oni
Obr. 6- Typicky ptibéh myoglobinu, CK-MBmass a Tnl u akutniho infarktyakardu.(32)

V poslednich letech stoupa vyuziti stanoveni kotreer srdénich troponiri oproti
ostatnim marké&m srdeéniho poskozeni fedevSim pro jejich kardiospecifitu a
pietrvavani jejich zvysenych hodnot koncentraci v kpo delSi dobu (delSi

.diagnostické okno").
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2.4.3. Histologicky obraz srdce :

Sténa srdce se sklada z endokardu, myokardu a epikardu

» Endokard vystyla vnihi povrch srdce. Jé&zrg tlusty na iznych mistech srdce.

NejtlustSi je v okoli usti velkych cév.(22)

Endokard se sklada zjedné vrstvy plochych endefeto bugk a tenke
subendotelové vrstvyidkeho vaziva, které krognkolagennich a elastickych

vlaken obsahujedto burtk hladkého svalstva. (20)

Mezi endokardem a myokardem je subendokardova avrstziva, ve které
probihaji vény, nervy a &we pevodniho systéemu sréigho (Purkyiova
vlakna). (20)

» Myokard tvdi nejSirSicast srdéni seény a je tvden vrstvou picné pruhovaného
svalu usptadaného v anastomozujici trdmce, které jsou sloZzeny
z kardiomyocyli. Kardiomyocyty jsou cylindrické hiky s Sikmymi vykgZky,
které maji jadro uloZeno zpravidla uptest (=centralé uloZzené jadro) a az 25%
kardiomyocyfi muze byt dvoujadernych. Dale jsourtky mezi sebou propojeny
tzv. interkalarnimi disky, které se veésiném mikroskopu jevi jakorfgné
probihajici schodovité tmavsi linie. Prostory megalovymi tramci vypiuje

fidké vazivo, v Bmz probihaji kapilary koronarniho &tu.(34)

Podle funkce lze biky myokardu rozdit na buiky prevodniho systému
srde&niho, ktery mé schopnost samovblworit vzruchy a rozvést je v nalezité
posloupnosti po srdci, a Bky pracovniho myokardu, jejichz funkci je kontrakce
a tedy mechanicka prace srdce. Vzruch vznika vasir@nim uzlu ( nodulus
sinoatrialis) jehoz hitky jsou modfikované kardiomyocyty, které jsou mensi
obsahuji mensi et myofibril a jsou koncentricky uspidany kolem nodalni
arterie. Tyto specializované ity vedou vzruch k atrioventrikularnimu uzlu
(nodulus atrioventricularis), ktery je tten specializovanymi kardiomyocyty
stejného charakteru jako iiky v sinoatrialnim uzlu. Atrioventrikularni uzel
piechazi do Hissova svazku, ktery je i Purkyiovymi vlidkny a dli se na
pravé a levé Tawarovo raménko, levé raménkoé&tiend dva svazky. Svazky

Purkyhovych vidken se tahnou v subendokardové ¥rstt k srdénimu hrotu,
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kde vytv&i postranni ¥tve, které uskutsiuji kontakty s bitkami pracovniho
myokardu.Purkiovy buiky maji WtSi piimér nez &zné kardiomyocyty.(20,26)

» Epikard tvai vnejSi vrstvu srdeni seny. (34)

Na zevni strah je kryt jednovrstevnym plochym epitelem (mezotélem
podloZzenym tenkou vrstvou vaziva. Subepikardovdvarse sklada sdkého
vaziva, které obsahuje vény, nervy a nervova gangli této vrst¢ je

soustedna i tukova tka, ktera srdce obaluje. (20)

2.4.4. Histopatologicky obraz srdce :

Akutni infarkt myokardu vznika nasledkem akutni hiemie myokardu.

Z histologického pohledu se jednda o koagaoia nekr6zu charakterizovanou
hypereozinofilii cytoplazmy kardiomyodyt jejichz obrysy #stavaji zachovany.

Nasledr pak dochazi k pyknoze jader, které posléze zankaayolyzou. Jsou patrna
tmaw ¢ervena nekrotickad vlakna myokardu se ztratou belnagsti jader. Nekrotick&
svalova vlakna jsou zprvu od&ldny Strbinami vyplrenymi edémovou tekutinou a
zhruba po 24-48 hodinach pak zejména neutrofiliéuikocyty a erytrocyty. Je patrné
pirekrveni dilatovanych kapilar.

Od druhého tydne (subakutni infarkt myokardu) sefarktovém loZisku objevuji
znamky pd@inajici koagulani nekrézy. Na periferii se tvb nespecificka granutai
tkan, ktera postuph prostupuje celym loziskem. Granéha tk& je vysoce celularni
obsahujici fibroblasty, novotvené kapilary, makrofagy, lymfocyty a ubyva
neutrofilnich leukocylt. Nasled® po 3-6 tydnech se nespecificka gradolaka meni

na tka fibrozni, kde se snizuje b&most, zvySuje se produkce kolagennich vlaken,
fibroblasty se diferencuji na fibrocyty, které putdji kolagenni vlakna a vznika tzv.

vazivova jizva.(6)
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2.5. ISOPRENALINOVY MODEL POSKOZENI
MYOKARDU

Zpocatku jak je i uvedeno ve studii Beregovich J. etbgl isoprenalin studovan pro
jeho mozny protektivni vliv u paciehts akutnim infarktem myokardu.¢elem této
studie bylo popsat hemodynamickou od@bvrelativneé malych davek ISO dhem
akutni faze IM. Paciefim byl podavan ISO v malych vzestupnych davkach2i3a 1
pg/min i.v. po dobu 15 minut a byly &®ny hemodynamické vlastnosti srdce. Na
zaklad negativnich vlivi se ISO z&al pouzivat k navozeni experimentalnino poskozeni
myokardu a je dosud vyuzit v mnozstvi studii, kigegluji morfologické a biochemické

zmeény rekterych parameitirsrdce, které Izefpovnavat k infarktu myokardu.(4)

Isoprenalin ~ (isoprotenerol,ISO) je synteticky ké@amin s inotropnim a
chronotropnim &inkem uZzivany k vyvolani patologického stavu, kterg grirovnat k

IM. Uplny mechanismus katecholaminové kardiotoyicieni pl& objasrin.(4,35)

OH n
Ho:@)\_/ N T/
HO

Obr. 7- Vzorec isoprenalinu (56)

Katecholaminy se podileji na normalni gsme funkci, avSak nadémné mnoZzstvi
katecholamifi je zodpo¥dné za rozvojtznych dysfunkci srdce jako je régad
infarkt myokardu. Malé davky isoprenalinu vyvoldvarde&ni hypertrofii, vysoké
davky isoprenalinu vedou k biochemickym a strukhird zmenam, které zfisobuji
irreverzibilni poSkozeni bwk vedoucich k jejich nekr6ze. Isoprenalin zvySsigeni
frekvenci a silu kontrakce srdce, které zgewavySuji praci srdce a tedy i spelbu
kysliku. Maze dochéazet k dysbalanci mezi dodavkou a pozadaugestiku srdcem.
Tato dysbalance vede k ischemiitidPuzend tachykardie zkracuje periodu diastoly,
snizuje plgni koronérnich cév a apobuje koronérni hypotenzi. Dochazi k vyraznému
snizeni srdtiho vydeje a tepového objemu. Ukgi se biologické markery IM,

piedevsim troponin T, ktery &&¢i o poSkozeni vlivem ischemie. Nigta obsah kalcia
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v bunkdch myokardu, ke kterému dochazi uskédku porusSeni intracelularni
homeostazy vapniku po podani isoprenalinu. Dodkhagéerpavani ATP. (30,37)

Studie Sancheze V.Ch. et al. zabyvajici se pod#&udprenalinu v davce 67 mg/ksic
ukazuje charakteristické zmy podobné infarktu myokardu na zakiaustologickych,
hemodynamickych a biochemickychéfani. Histologické vysledky ukazuji, Ze&hHem
prvnich hodin a jestvice Zetelrgji béchem 3 az 6 hodin po aplikaci ISO dochazi ke
zmeénam svalovych buik, které se po prodlouzeni a z&éhi nasleds kontrahuji. Tento
stav pokréuje v pfibéhu 12 hodin po aplikaci ISO. Mezi 12 a 24 hodineudgtelna
koagul&ni nekréza a fragmentace myofibriliitemnost makrofay fibroblasti a
kolagenovych vidken je evidentni mezi 48 a 96 hadirUltrastrukturalni zgmy byly
zietelné v prvnich hodinach po aplikaci ISO &ke mitochondrialni poskozeni
s poklesem ATP bylo sledovano po 6 hodinach od piok#O. Koagulani nekrozu Ize
povazovat za indikator infarktu (12-24hod). &y pred koagulani nekrézou (O-
12hod) Ize povazovat za preinfarktovy stav a péetibovy stav charakterizuje gaek
jizveni (48-96hod).(43)

Isoprenalinovy model poSkozeni myokardu byl pouZieto diplomové praci pro

zhodnoceni €inku rutinu u experimentalniho poskozeni myokardu.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. EXPERIMENT:

Experiment byl proveden na kated Farmakologie a toxikologie ve spolupraci
s katedrou Biologickych a lékekych \&d.

3.1.1. Zvirata

K experimenim jsme pouzili samce potkankmene Wistar (BioTest s.r.Ggska
republika) o hmotnosti okolo 360 g. Zafa byla chovana ve vivariu Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se z&gnim ventilace vzduchu pro
oteené chovy, teplotou vrozmezi 22-24°C, s volnyrfistppem ke standardni
peletizované strav a pitné vod. Studie byla provasha v souladu se Zakonem
¢.246/1992 Sb. O ochrarzvirat proti tyrani a pod odbornym dohledem Etické lsami

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradcrddove.

3.1.2. Chemikadlie a pristroje

urethan (ethylurethan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
aqua pro inj. Biotika, inj. Sol. (Biotika a.s. Sknsko)
heparin Léiva (Zentiva a.s.(eskéa republika)

rutin (Sigma-Aldrich)

isoprenalin (Sigma-Aldrich)

chirurgické nastroje (peanyazky, skalpely, nit apod.)
kanylky

valu-Set, PE katetry

tlakovy snima BPR-0,2

cardiosys® (Experimentria Ltd, Marsko)

software Cardiosys V1.1

mikropipety
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3.1.3. Provedeni experimentu :
Zvitata byla nahodhrozclena do 6 skupin :
1. Kontrolni skupina (7 zvat) dostala fyziologicky roztok 1 mg/kg s.c.
2. SkupinalSO (10 zviat) dostala 100 mg/kg isoprenalinu ve vodném raztok.
3. SkupinaRull (7 zvira ) dostala 11,5 mg/kg rutinu i.v.
4. SkupinaRu46 (7 zviat) dostala 46 mg/kg rutinu i.v.

5. SkupinaRull+ISO (10 zviat) dostala 11,5 mg/kg rutinu i.v. 5 minutea

aplikaci isoprenalinu v davce 100 mg/kg s.c.

6. Skupina Ru46+ISO (17 zviat) dostala 46 mg/kg rutinu i.v. 5 minutepl

aplikaci isoprenalinu v davce 100 mg/kg s.c.

Prislusna nireni funkénich parametfr srdce byla provedena po 24 hodinach od aplikace
rutinu, isoprenalingi fyziologického roztoku na katéel Farmakologie a toxikologie.

Na konci experimentu byla odebrana krev pro biodbkou analyzu a srdai komory

pro histologické zhodnoceni.

Biochemicka analyza byla provedena v Ustavu kli@idkiochemie a diagnostiky

Fakultni nemocnice v Hradci kralové.

Histologické zpracovani vzorku a zhodnoceni higikych prepardtjsme provedli na
katede Biologickych a lékiskych &d.
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3.2. HISTOLOGICKE ZPRACOVANI VZOKU :

Tkan odebranou pro histologické zpracovani jsme ihnledilu do fixacni tekutiny a
oznaili ptislusnym¢islem, pod kterym byl vzorek evidovan. Po fixaangs vzorek
odvodnili, projasnili, prosytili parafinem a zaldio parafinu. Vzorky zalité v parafinu
jsme nasledhnakrdjeli, umistili na sktko a upravili. Preparaty jsme odparafinovali a
obarvili Zddanym histologickym barvenim. Po obafhjeme preparaty zamontovali do
kanadského balzamu a nechali zaschnout. Takto zodopreparaty bylyipraveny

pro swtelnou mikroskopii.

3.2.1. Chemikadlie, pristroje, ndstroje pri histologickém zpracovani :
aceton (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)

alcianova motl(SIGMA-ALDRICH)

bazicky fuchsin (Loba Feinchemie)

eosin G (MERCK)

ethanol 96% (Lihovar Chrudim a.s.)

ethylenglykol (Lachema Brno)

formol konc. (PENTA-CHRUDIM)

fuchsin S (MERCK)

glycerol (ALMA)

hematoxylin (Lachema Brno)

chlorid Zelezity (Lachema Brno)

jodi¢cnan sodny (Lachema Brno)

jodid draselny (Lachema Brno)

kyselina fosfomolybdenova (LACH-NER s.r.o. NERATODH)

kyselina fosfowolframovéa (Lachema Brno)
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kyselina chlorovodikova (Lachema Brno)

kyselina jodista (Lachema Brno)

kyselina octova (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
kyselina pikrova (Polskie Oddczynniki Chemiczne)
kyselina octova ledova (LACH-NER s.r.o. NERATOVICE)
kysely fuchsin (Fischer Scientific)

oranz G ( MERCK)

parafin (PARAMIX-HOLICE)

pirositi¢itan draselny( Lachema Brno)

ponceu de xylidin (MERCK)

siran hlinity (PENTA-CHRUDIM)

sirnatan sodny (Lachema Brno)

Solakryl (Lachema Brno)

swtla zelar (Flusa AG,Switzerland)

xylen (Kulich Hradec Kraloveé)

pH metr (pH 538 WTW)

michaka (MM1, Laboratorni fistroje Praha)
laboratorni sklo (kadinky, odkmeé valce, pipety apod.)
kyvety

podlozni a kryci skika

saikovy mikrotom ( Leitz-Wetzlar, Reichert)
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rotatni mikrotom (MPS-2)

swtelny mikroskop (Hund Wetzlar V300)

mikroskop Olympus AX-70 (Olympus Ltd.,Japan)
digitalni kamera Pixeling PL-A642 (Vitana Corp.,USA

software NIS-ELEMENTS AR 2.30

3.2.2. Fixace

Fixace zabrauje autolyze a bakterialnimu rozkladuti fkaci dochazi ke koagulaci a
denaturaci bilkovin.

Optimalni doba fixace je do 24 hodin a je zavidavalikosti vzorku. Doportuje se,
aby objem fix&niho¢inidla byl nejmég 10x &tSi, neZ je objem fixovaného vzorku.(6)

V experimentu byla pouzita Bouinova fixd tekutina a formol.

Bouinova fixaéni tekutina:
Bouinova fix&ni tekutina je Zluté barvy a patk negasgji pouzivanym fixa&nim
tekutinam. Rychle pronika do tk&rktera se pak ddb barvi. Je vSak nevhodna k fixaci
krevnatych orgéain (nag. slezina), protoZze krev seigpbenim této tekutiny srazi a
vytvari tvrdou hmotu, kterd seszko krdji. Dale se nehodi k fixaci tkani¢anych
k zaliti do celoidinu, protoZe zatimge pronikani celoidinu do tk&nPrimérna doba
fixace je 24 hodin. (10)

Priprava:

nasyceny roztok kyseliny pikrové...300ml
formol........coooi 100ml
Pred pouzitim nutnofjdat 5 ml kyseliny octové ledové na kazdych 100@atoku.

Zpracovani vzorku po fixaci Bouinovou tekutinou :

80% etanol .................. 1 hod
l.aceton ......coccevenvennen.. rdno
Il. aceton ...........ccceeu. v poledne
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lll. aceton ..................... odpoledne

nechat fes noc

Lxylen ......cccccvvvvviiinnnnnns 10 min
Il xylen ......ccccovvvvvvinnnnnns 20 min
I parafin ...........cccoeeee 2 hod

II. parafin ...................... do 2. dne

Zaliti do zkvalitreného parafinu

Formol :
Formol je jedna z nejpouzivgaich fixatnich tekutin. V laborai® byl pouzit 4% para-
formaldehyd. Formol je bezbarva kapalina drazdivéspachu.

Zpracovani vzorku po fixaci formolem :

70% etanol ....................... 30 min
70% etanol ....................... 30 min
80% etanol ...........ccceeene 3 hod
90% etanol .........cccceeeeennne 2 hod
96% etanol ............ccceeenee.. nech&tgpnoc
aceton . ....ccooevviiiiiiiinen, 30 min
aceton Il ....ccoooveeiniinnnnn. 30 min
xylen I oo, 2 hod
xylen Il ..., 4 hod
parafin l. .......ccccovviiiiinnnnnn. nechdép noc
parafin Il. .......ccccvvvviiiinnn. nechdep noc

zaliti do zkvalit@ného parafinu
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Zaliti do zkvalitn éného parafinu:

Zkvalitnény parafin pipravime tak, Ze kietavenému parafinuidgdme malé mnoZzstvi
v¢eliho vosku a to okolo 3 — 5 g na 100 g parafirmrafn s voskem umaaje krajeni

velmi tenkychiezi.

Vzorky tkare jsme umistili do kovovych kotmek, zalili parafinem a nechali oschnout.
Po zaschnuti jsmegbyte&ny parafin ¢izli a blatky se vzorkem ulozili do lednice.

3.2.3. Krdjeni

Vzorek jsme krajeli na s&ovem mikrotomu Leitz — Wetzlar.

Podlozni skiiko jsme oznaéli cislem, pod kterym byl vzorek evidovan. Poté jsme
sklicko poteli smesi glycerolu a bilku (s&s glycerolu a bilku v posnu 1:1 ) a na
sklicko kapli kapku vody, do které jsmeemeslitezy z mikrotomuRezy na skiiku
jsme umistili na fedem pedeltatou plotynku a snazili se je co nejlépe vypnouhpoi
preparénich jehel. Rebyte&nou vodu ze sktka jsme slili a preparaty nechali véin

oschnout.

3.2.4. Barveni

Barveni pro sételnou mikroskopii:

Barveni slouzi k zviditekni jednotlivych slozek tk&na k rozliSenidchto slozek mezi
sebou. Za timto delem se pouzivaiznych smisi barviv, které tkfové komponenty
piibarvi vice ¢i meérg selektivnim zfisobem. \tSina barveni pouzivanych
k histologickému hodnoceni se chova jako &wmuiny kyselé nebo zasadité povahy,

které maji tendenci vytwvat elektrostatické vazby s ionizovatelnymi radikikigni.

Mezi nejpouziva@Si snes barviv pati hematoxylin-eosin. Hematoxylin se chova jako
bazické barvivo a barvi jadro a ostatni kyselékstmy (organely bohaté na RNA)
modie. Naproti tomu eosin se chova jako kyselé baravmarvi bazické komponenty
tkani. Eosin barvi cytoplaznierverg a kolagenizow.(20)
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» HEMATOXYLIN A EOSIN :

Odparafinovani

3x xylen 5 min
96% etanol 5 min
70% etanol 5 min

destilovana voda 5 min

otieni skltéek

Barveni:
Hematoxylin 6-8 min
pramenita voda 10 min (miehi)

otireni skléek
Eosin 2 min

destilovana voda oplachnuti

Odvodreni :

2x 96% etanol oplachnuti
etanol — xylen (2:1) 3 min
etanol — xylen (1:2) 3 min
Projasini :

3x xylen 3 min

otireni skléek

40



Roztoky :

- Hematoxylin Hill :

Hematoxylin 4049
jodi¢cnan sodny 0,49
siran hlinity 35,29
destilovanavoda 710,0 ml
etylenglykol 250,0 ml
kyselina octova 40,0 ml

- Eosin : 1% roztok eosinu v destilované ¥od

Vysledek barveni: Jadra bikn mode, kolagenni vazivai#ow, svalstvatervere.

> ZELENY TRICHROM :

Princip : barveni v kyselém roztoku Ponceu, Fudsirs a sgtlé zeleni
Postup :

1. Odparafinovat, destilovana voda

2. Hematoxylin Gill 4 minuty

3. Oplach v 70% alkoholu, diferencovat v kyselém atdah

4. Tekouci voda- zmodrat

5. Goldnerl. ..o 10 min

6. Oplach destilovanou vodou

7. Goldner Il .....ooviiiiiii i, 10 min

8. Oplach destilovanou vodou
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9. Goldner lll. .......ooviiiiiiii, 10 min
10.Oplach destilovanou vodou
11.0dvodnit, projasnit, zamontovat do kanadského bbalza
Roztoky :
Goldner I. :
a) - Ponceu de xylidin 19
- koncentrovana kyselina octova 1 ml
- destilovana voda 100 ml
b) - oranz G 19
- koncentrovana kyselina octova 1 mi
- destilovana voda 100 mi
c) — Fuchsin S 19
- koncentrovana kyselina octova 1 mi
- destilovana voda 100 ml

Roztoky zfiltrujeme. Konény roztok Goldner I. Bpravime tak, Ze odebereme 20 ml

roztoku a) + 10 ml roztoku b) + 10 ml roztoku cjakadme 40 ml roztoku Goldner 1.
Goldner Il. :

1 % vodny roztok kyseliny fosfowolframové

Goldner 1. :
- Switla zela 159
- koncentrovana kyselina octova 1mi
- destilovana voda 100ml
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Vysledek barveni :

Kolagenni vazivo zelen jadra busk mode, svalovina cihlo¥ cerverg, erytrocyty

oranZo¥, hyalinni vazivaierverg.

3.2.5. Zamontovani do kanadského balzamu :

Obarvené preparaty jsmeilpyli krycim sklickem, na kterém byla kapka kanadského

balzamu a nechaligkolik dni oschnout.
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4. VYSLEDKY
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4.1. Histologické zhodnoceni experimentu :

K histologickému zhodnoceni jsme pouzitigmé a podélnéezy myokardu a hodnotili
jsme je pomoci stelné mikroskopie.

Fotodokumentace a digitalizace byla provedena mkapem Olympus AX-70
(Olympus Ltd., Japan) a digitalni kamerou Pixelilkk-A642 (Vitana Corp., USA) za
pouziti softwaru NIS-ELEMENTS 2.30

Na obr. 9 az 18 je zobrazena kontrolni 8ndéka bez patologickych zem:

Obr.9 ukazuje fehled pravé a levé komory srdce a na obr. 10 jpyzana stha pravé
komory s pehledre odliSitelnym  epikardem, myokardem a endokardem.
Kardiomyocyty nejsou oddeny dilatacemi intersticialnich prostorKapilarni napt je
piiméiena fyziologickym poréram. Svalovina se jevi bez z#tivéeho infiltratu.

Obr.11 az 13 je barven zelenym trichromem. Totosdyar nam umaiuje prehledré
odlisit jadra bunk, erytrocyty, svalovinu, kolagenni a hyalinni waziNa fotografiich
je znazorgina prava a leva komora (obr.11), leva komora siellnym epikardem a
myokardem ( obr.12) a endokard levé komory (obr.@)raz odpovida fyziologickym
poneram v srdci. Neni viditelné edematdzni rdesii intersticialnich prostar ani
zaretliva infiltrace.

Na obr.14 je detail endokardu a myokardu pravé kgmdadra kardiomyocit
zaujimaji centralni polohu a maji rozliSitelny cimatin a jadérko.

Obr.15,16,17 znaznuji endokard bez edematézniho réesi intersticialnich prostor
a bez zaétlivé infiltrace intersticialnich prostar

Na obr.18 je detail myokardu s viditelnyniigmym pruhovanim svaloviny. Na obrazu
jsou zetelre viditeIné mezibuiné spoje tzv. interkalarni disky.

Dokumentace kontroly ukazuje neporusenostésridikare bez zjevnych patologickych
zmeén a poslouzi nam k porovnani patologického stavapdikaci isoprenalinu.

Mikroskopicky obraz srdce u experimentalnichiai/ipo aplikaci isoprenalinu v davce
100 mg/kg je napadnzmenén oproti kontrole. Naiezech je vyrazna infiltrace
intersticialnich prostdr zaretlivym kulatoburgénym infiltrdtem a to nejvice v oblasti
subendokardialni. Populace z8ivého infiltratu je velice heterogenni a jsou &m
zastoupeny fedevsim makrofagy a neutrofilni leukocyty, raéymfocyti. Déle je zde
napadné edematozni ragsii intersticia. (obr.19)

Po aplikaci rutinu je mikroskopicky obraz srdce t@&nén. Narezech je v mensi i@
oproti aplikaci isoprenalinu viditelné edematdzokieni intersticialnich prostéra
zéaretlivy infiltrat. (obr.20,21)
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Aplikace rutinu a isoprenalinu &p vykazuje edemat6zni ro#8hi intersticialnich
prostoil se zawtlivou infiltraci. Z histologického pohledu rutiremykazuje protektivni
acinek na srdéni tk& po aplikaci isoprenalinu. (obr.22-31)

Edemat6zni rozBni intersticia mezi kardiomyocyty a 2#ivy infiltrat je lokalizovan
piedevsim v oblasti pod endokardem. (obr.24,25,27,28)

Obdobny mikroskopicky obraz jsme pozorovali po kaati laktoferinu a isoprenalinu,
ktera byla pednétem bakaléské prace. (obr.32,33)
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Obr. 10— Kontrola — gha pravé komory: epikard + myokard + endokard vdx@irhematoxylin-eosin,
zwvétSeni 100x
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Obr. 12 — Kontrola — leva komora: epikard + myokabdrveni zeleny trichrom, #geni 100x
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Obr. 16- Kontrola — leva komora: detail endokarduarveni zeleny trichrom, iseni 400x
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Obr. 20- Rutin — endokard — barveni zeleny trichrawitSeni 200x
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Obr. 22- Rutin + ISO — prava a leva komordehped svaloviny myokardu — barveni hematoxylin-epsi
zvétSeni 40x
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Obr. 24- Rutin + 1SO - leva komora: endokardarveni hematoxylin-eosin, &&eni 100x
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Obr. 26 — Rutin + ISO - leva komora: epikard — lesivhematoxylin-eosin. ZtSeni 200x
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Obr. 28- Rutin + ISO - leva komora: endokard — bahhematoxylin-eosin, 2t5eni 400x
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Obr. 30- Rutin + I1SO - leva komora: myokard — baiv@ematoxylin-eosin, 2tSeni 400x

57



Obr. 31- Rutin + I1SO - leva komora: epikard — bafegematoxylin-eosin, 2¢Seni 400x
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Obr. 33- Laktoferin + ISO — endokard - barvenergltrichrom, z#tSeni 400x
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4.2. Zhodnoceni koncentrace srdmiho troponinu T :

Troponin spolec¢né s aktinem, tropomyosinem a myosinem je soucasti filament pricné
pruhované svaloviny.

Troponin je komplex tfi podjednotek TnT, TnC , Tnl a je uchycen na molekule tropomyosinu.
Podjednotka TnT je spojena s tropomyosinem. TnC vaZe ionty kalcia a Tnl omezuje interakci
mezi aktinem a myosinem. (20,31)

Primarni struktura molekul troponinu u kosterniho svalu se lisi od struktury troponinu
myokardu a jsou odliSitelné imunologicky.(39)

30 +

25 *

20 -

umol/l

15 A

10 -

4 ——
0 . . e — . . T

kontrola ISO Rull Rull+SO Rud6 Rude+150

*p>0,001 vs. kontrola
Obr. 8- Graf namérenych hodnot koncentaci srde¢nihoTnT

Z vysledkl koncentraci srde¢niho TnT zanesenych v grafu je patrné, Ze kontrolni skupina, které
byl podavan pouze fyziologicky roztok, ma namérenou koncentraci TnT téméf nulovou. To
samé je vidét i u skupiny Rull, které byl podan rutin v davce 11,5 mg/kg, a u skupiny Ru46,
ktera dostala rutin v davce 46 mg/kg. U téchto skupin nedoslo k poskozeni myokardu.

Po podani isoprenalinu doslo k ndrustu hodnot koncentrace srde¢nihoTnT a je ziejmé, Ze
podani isoprenalinu vyvolava poskozeni srdecni tkané.

Premedikace rutinem v davce 11,5 mg/kg nebo v davce 46 mg/kg nevedla ke snizeni hodnot
koncentraci srde¢niho TnT v plazmé.

Na zakladé vysledk namérenych hodnot koncentraci srde¢niho TnT vtomto usporadani
experimentu rutin nema kardioprotektivni ucinek.
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5. DISKUSE

61



Rutin (kvercetin-3-rutinosid) je glykosid flavongluktery se vyskytuje v mnoha
rostlinach (pedevSim v pohance) a téZ je obsaZen v ovoci a iméleRutinu je

pfipisovano mnozstvi aktivit jako n#iglad antioxid&ni vlastnosti, protizaslivy

acinek, antihemoragickad aktivita, posileni pevnostapikar, regulace kapilarni
permeability, stabilizace de&tk. Dale antibakterialni, antivirové, antiprotozoal
antialergické a antikarcenogenni vlastnosti.(252462)

Razné studie poukazuji na fakt, Ze oxida stres hraje roli ve vzniku
kardiovaskularnich onemoé&mi, a proto by antioxidmi terapie mla mit prosgsny
efekt @i lécbé téchto onemoceni. (9) BEhem ischemie myokardu jsou RO8tpmny
pouze v malém mnozstvi, které se vSak zvy¢bie reperfluzni faze.(31)Rutin by tedy
teoreticky na zaklad jeho antioxidanich vlastnosti mohl slouzit prévjako
antioxidani terapie udgchto onemockni.

Ochranu ped oxid&nim stresem Vv organismu f#o predevSim SOD,
glatathionperoxidasa, myeloperoxidasa, katalasa, roxjuasy. Dale pak
nizkomolekularni endogenni antioxidanty glatathikyselina mgova, koenzym Q a
dalSi. Paf sem i neenzymatické antioxidantiijjmmané potravou jako jsou vitamin E,
vitamin C a karotenoidy. V poslednich letech sénuwe pozornost igdevsSim
polyfenolovym slodeninam a tyto slateniny se tak stavajirpdnetem zajmu #iznych
studii. (27,41)

V sowasné dob vyuziti flavonoidi jako antioxidant, je zaloZeno na jejich schopnosti
chelatovat ionty ko, které hraji dlezitou roli ve vzniku volnych radikal(40)
Antioxidatni schopnost rutinu by teoreticky mohla slouzitgachrana organismuqd
vznikem kyslikovych radikal

V této diplomova praci jsme se snazili na zaklsebretickych znalosti prokazat, nebo
naopak vyvratit pedpokladany kardioprotektivni vliv rutinu u expeentalniho
poSkozeni myokardu. Jako model poskozeni myokasduwe jzvolili isoprenalinovy
model poSkozeni myokardu, ktery¢éimposlouZzit k vyvolani patologického stavu
morfologickych a biochemickych zm rekterych parametr, které Ize provnat

k infarktu myokardu. Isoprenalin byl podavan v dai®0 mg/kg s.c. Davkovani rutinu
jsme zvolili 11,5 mg/kg a 46 mg/kigv. 5 minut ed aplikaci isoprenalinu. Zakladem
pro nas bylo histologické zhodnoceni provedenélpementu. Pro dopémi vysledki
experimentu jsme vyuzili stanoveni koncentrace &ri® troponinu T jako
specifického markeru poskozeni myokardu.

Pri histologickém zhodnoceni provedeného experimegstue vychazeli z obréz
ziskanych sstelnou mikroskopii, kde jsme hodnotili Zmy srd€ni tkaré v porovnani
s kontrolou. Kontrolni preparaty nejevily znamkytglagickych zm¢n a odpovidaly
fyziologickym pongram v srdci. Mezi kardiomyocyty kontrolniho vzorku nije
nepozorovali dilatace intersticialnich prostoBvalovina nejevila znamky z&fivého
infiltratu a kapilarni nd@ byla giméirena fyziologickym poréraim. Naopak po podani
isoprenalinu jsme pozorovali vyrazné &my charakteristické rozZ&nim intersticia
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s vyraznym zaetlivym kulatoburécnym infiltratem gedevSim v subendokardu. Déle
jsme pozorovali ztratu barvitelnosti jader a degatieni zneny v kardiomyocytech.
Jak jsme tekavali ISO vyvolal poSkozeni skitd tkare.

Jiz v histologické studii Chagoya de Sanchéz dt. jsbu popsany zemy

v mikroskopickém obrazu po aplikaci isoprenalindavce 67 mg/kg s.c. vigiehu 96
hodin. V této studii jsou infarktu podobné &my predevSim v oblasti subendokardu a
totéZ jsme pozorovali i v naSem provedeni experimekde byl podavan isoprenalin
v davce 100 mg/kg.(43)

Lze tedytici, Ze aplikace isoprenalinu vyvolava infarktu pbdé zndny srdéni tkarg

s charakteristickym histologickym obrazem. Po aipouze rutinu jsou vSak v mensi
miie téZ patrné zemy v podols dilataci intersticialnich prostbise zaatlivou infiltraci.
Predpoklad, Ze rutin by & mit kardioprotektivni vliv se nam nepada v tomto
uspdadani experimentu prokazat a aplikace rutinu 5 mohed aplikaci isoprenalinu
nentla vliv na poskozeni myokardu vyvolané isoprenatiré histologickém obraze
ztratu barvitelnosti jader a degenerativniégagnkardiomyocyt predevsim v oblasti pod
endokardem. Z histologického zhodnoceni proveder&iperimentu vyplyva, Ze rutin
nema kardioprotektivnidinek v tomto uspiadani experimentu.

Pro ugesréni zhodnoceni poSkozeni myokardu jsme zvolili kasdecificky TnT.
Srde&ni troponiny jsou popisovany jako orgagospecifické biochemické markery
poSkozeni myokardu. Organbgpecifické jsou proto, Zze primarni struktura tnoipol
kosterniho svalu se liSi od primarni struktury toimu myokardu a je mozné je odliSit
imunologicky. Na zaklagltéto organové specifity troporiirstoupa jejich vyuziti oproti
ostatnim marké&m srd€niho poSkozeni. Vyhodou stanoveni tropdnje i fakt, Zze

k vzestupu jejich koncentrace v krvi dochazi po I#sdinach od poSkozeni myokardu a
dale pokrduje jejich postupné uvdbvani z jiz nekrotickych myofibril kardiomyoayt
které podmiuje trvani zvySené koncentrace tropdninkrvi v fadu 7-14 dni. Pro tyto
vlastnosti jsou v poslednich letech shdietroponiny povazovany za nejlepSi markery
srde&niho poskozeni. (39,57)

Hodnoty koncentraci srdeiho TnT v tomto experimentu nejevili tendenci Kigsu u
skupin, které byli premedikovany rutinem. Konceoé&rasrdéniho TnT v plazm u
kontrolni skupiny a skupin, kterym byl aplikovanuze rutin byly téns nulové a nelze
usuzovat na poskozeni sédé tkart. Naopak podani isoprenalinu v davce 100 mg/kg
s.c. vyvolalo vyrazny vzestup koncentrace &nileo TnT. Vzestup koncentrace
srde&niho TnT po aplikaci isoprenalinu je nasledkem odekr myokardu. Ani

z biochemického pohledu stanoveni hladin koncensed&niho TnT v plazm rutin
nema pedpokladany kardiprotektivniinek v tomto uspiadani experimentu.

Vtéto diplomové praci jsme neprokazali kardiopktiteni efekt rutinu u

experimentalniho poSkozeni myokardu. Otazkourgelgvsim volba davkovani rutinu.

Pri dalSich studiich zabyvajicich s&inky rutinu by bylo vhodné dlouhodobé podavani
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rutinu v tiznych davkéch, které by ndm pomohlo prokédzat nebopak vyvratit
piedpokladany protektivnicinek rutinu.

Obdobné vysledky jsme pozorovali v bakalk® préaci, kde jsme se snazili prokazat
kardioprotektivni dinek laktoferinu, jako téz latky s antioxigdmi vlastnostmi.
Laktoferinu je téZ ppisovano mnoZstvi biologickych aktivit ackteré z nich jsou
spojovany s jeho schopnosti vazby Zeleza a naap@lk jnich se jevi na této schopnosti
nezavislé. V pedchozi praci jsme téz vyuzili isoprenalinovy modabSkozeni
myokardu a isoprenalin byl rovh aplikovan v davce 100 mg/lgyc. Jako teoreticky
protektivni latku jsme aplikovali laktoferin v dé&v@ a 2,5 mg v 0,5 ml gastrické sondy.
V histologickém zhodnoceni jsme pozorovali podolam&ny jako u experimentu
provedeného s rutinem. Premedikace laktoferinentéfakevedla k ochrgnsrdeni
tkareé pred posSkozenim isoprenalinem. Histologicky obraaplikaci isoprenalinu aft
vykazoval patologické zémy v podols dilatace intersticialnich prostoma zawstlivého
infiltradtu predevSim v oblasti subendokardu a subperikardu. rBodaktoferin
nezabranil patologickym zfam srdéni tkaré. Taktéz stanoveni koncentrace
srde&niho TnT nevykazovalo pokles po premedikaci lakiofm. (10)

V dalsi praci by bylo vhodné f@devSim navrhnout dlouhodobé podavani rutinu
(pripadre laktoferinu) v fiznych davkach.
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6. ZAVER
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Tato diplomova prace je navazujici praci na bakktu praci: Biologicka uUloha
laktoferinu. Diplomova prace je sepsana formou dické a experimentalniasti.
Odborné vedeni a informace poskytli Doc.RNDr. Viaiti Semecky a Mgr. iemysl
Mladénka PhD.

V teoretické ¢asti jsme pouzili odbornyclklanki a webnic k sepsani pozndtko
struktue, vyskytu, aplikacich a biologickyckiacich rutinu. Déle jsme se z&fili na
charakteristiku ROS a tzv. reperfuzni paradox, estické posSkozeni srdce a
isoprenalinovy model poskozeni myokardu.

V experimentalni ¢asti je popsano provedeni experimentu a histopgittHé
zhodnoceni odebranych vzéarkmyokardu, které byli zpracovany histologickou
technikou pro sételnou mikroskopii. Histopatologické zhodnoceni deplréno o
zhodnoceni koncentraci staého troponinu T v plazgnexperimentovanych potkanV
experimentu byl vyuzit isoprenalinovy model poSkuzenyokardu, ktery vyvolava
morfologické a biochemické zmy nrekterych parameit, které Ize firovnat k infarktu
myokardu.

Tato prace by mohla byt vyuzitdi plalSim studiu biologickych aktivit rutinu.
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