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1 ABSTRAKT

Cilem této rigordézni prace bylo detekovat zmény endotelidlni exprese
nitrotyrosinu ve stén¢ aortalniho oblouku kralikf, kterym bylo podavéano antracyklinové
cytostatikum daunorubicin. Sledovali jsme pfipadné zmény exprese nitrotyrosinu po
raznych davkovych intervalech podavani daunorubicinu.

Chronickd antracyklinova kardiotoxicita byla navozena opakovanym podanim
daunorubicinu (3 mg/kg=50 mg/m2 i.v., 1x tydn¢) po dobu 10 tydna. Pro sledovani
casového morfologickych, zmén aorty v pribéhu rozvoje toxického ucinku antracyklinti
bylo utvofeno 10 daunorubicinovych skupin (n=6), které reprezentovaly zvifata
exponovana rizné kumulativni ddvce DAU. Zvifata byla ukoncovéana za 24 hodin nebo
za 7 dna po dané kumulativni davce cytostatika. Vysledky byly porovnany s hodnotami
naméfenymi u kontrolnich zvitat (n=6), kterym nebyla aplikovana zadna latka.

Imunohistochemicka analyza neprokazala indukci endotelidlni exprese markeru
nitracniho stresu nitrotyrosinu ani u kontrolni a ani u zadné z daunorubicinovych
skupin.

Lze tedy konstatovat, Ze daunorubicin zfejm¢ neindukuje morfologicky
detekovatelnou endotelialni dysfunkci v aortdlnim oblouku kralika u modelu
antracyklinové cardiotoxicity a ukazuje na vétsi obrannou schopnost endotelidlnich

bunék ve srovnani s kardiomyocyty.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate possible changes of nitrotyrosine expression
in rabbit aorta after repeated administration of daunorubicin.

Chronic anthracycline cardiotoxicity was induced by repeated administration of
daunorubicinu (3 mg/kg=50 mg/m2 i.v., 1x week) for the period of 10 weeks. We
focused on the monitoring nitrotyrosine expression in rabbit aorta. Ten daunorubicin
groups were compared with control rabbits. The animals were killed 24 hours and/or 7
days after the administration of daunorubicin.

Immunohistochemical analysis showed no expression of nitrotyrosine in any control
or experimental groups.

In conclusion, the administration of daunorubicin did not induce nitrotyrosine
expression in aorta in either control and daunorubicin treated rabbits, suggesting that
endothelial dysfunction and/or nitrative stress in aorta is not triggered by daunorubicin

treatment in vivo.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kardiovaskularni systém

Kardiovaskularni systém se sklada zkrevniho a lymfatického vaskularniho
systému. Kardiovaskularni systém distribuuje v organismu kyslik a nutriéni latky ke
tkanim. Dale odvadi odpadové zplodiny metabolismu k exkrecnim organim. Zajistuje
transport hormonti k cilovym organtim. Spolu snervovym systémem pfispiva
k integraci funkce celého organismu [1].

Krevni vaskularni systém tvoii cévy a srdce. Krevni cévy se déli na artérie,
kapilary a vény. Tepny neboli artérie se postupné vétvi ve stile tenci aZ v nejtenci,
zvané arterioly. Ty dale pfechazeji ve vlasecnice (kapilary). Kapilary pokracuji do

nejtencich zil, které se nazyvaji venuly, a ty se sbiraji v zily — vény [1].

2.1.1 Obecna struktura cév

Cévni stény odpovidaji svou strukturou funkénim narokim jednotlivych useki
cévniho feciste.
Sténa cév (Obr. 1) se sklada ze tii vrstev, které nazyvame tunica intima, tunica media a

tunica adventia.
Tunica intima

Tunica intima je tvofena vrstvou endotelovych bunék, které lemuji vnitini povrch
cévy a vrstvou subendotelovou.

Endotelové bunky jsou polygonalni, ploché. Jsou obvykle protazené ve sméru
toku krve. Centralni oblast buiikky se vyklenuje do lumina cévy. Buika vysila tenké
lateralni vybézky, které mohou byt pouze 0,2 pm tlusté. Ploché jadro je uloZeno
v centralni oblasti buniky. V okoli jadra se nachazi maly Golgiho komplex, nékolik
mitochondrii, nepfili§ cetné ribozomy a ojedinéle drobné cisterny granuldrniho
endoplazmatického retikula. Vyskytuji se zde i elementy cytoskeletu — intermedialni
filamenta a Cetnd aktinovad mikrofilamenta. Pfitomnost mikrofilament souvisi ziejmé

s predpoklddanou schopnosti téchto bunék se do urCit¢é miry kontrahovat. Mezi
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endotelovymi bunikami jsou vyvinuty Cetné zonulae occludentes, nachazi se zde také
nexy. Endotelové bunky spocivaji na bazalni laming. Endotelové bunky patii mezi
dlouho zijici elementy. Vykazuji jen nizkou mitotickou aktivitu.

Endotelové buniky maji antitrombogenni ucinek. Zabranuji styku krevnich
desti¢ek se subendotelovou tkéni, jejich shlukovéani, vzniku trombi. Vykazuji také
znac¢nou metabolickou aktivitu.

Subendotelova vrstva je tvofena fidkym kolagennim vazivem. Miize obsahovat i

jednotlivé  hladké svalové bunky. Elementy tunica intima jsou uspofadany

longitudinalné [2].

Tunica media

Hlavnimi strukturdlnimi elementy tunica media jsou hladké svalové bunky.
Hladké svalové bunky produkuji mezibunéénou hmotu. Je zde zastoupen zejména
glukosaminoglykan chondroitin sulfat a proteoglykany tento glukosaminoglykan
obsahujici. Dale se zde nachazi rGzné mnozstvi elastickych a retikularnich vlaken.
Elastickd vlakna vytvareji v médii cév jemné sité nebo blanky. Vzhledem k vlastnostem
elastinu tyto blanky nemohou byt kompaktni. Jsou v nich vytvofeny otvory (fenestrae),
které umoznuji, aby ziviny pronikaly do hlubSich partii stény cév. Nazyvaji se
membranae fenestratae. N&kdy se elastické struktury koncentruji na hranicich tunica
media, vytvafeji membrana elastica interna a membrana elastica externa a odd¢luji

tunica media od tunica intima 1 od tunica adventitia.

Tunica adventicia

Tunica adventitia je tvofena kolagennim vazivem. Z bun¢k zde nachézime
fibroblasty a adipocyty. Mohou se zde vyskytnout i hladké svalové bunky. Prevazuji
zde longitudindlné uspofadand kolagenni i elasticka vldkna. V adventicii je obsazen
pfevazné kolagen typu I, déale glykosaminoglykany dermatansulfit a v malé mire i
heparansulfat.

Vyziva stény drobnych cév je zajistovana difuzi a inhibici vyzivnych latek a
kysliku z krve protékajici cévou. Cévy s primérem vétSim nez 1 mm maji vyvinuty ve
sténdch systém vlastnich cév, které nazyvdme vasa vasorum. Vasa vasorum mohou

vznikat jako vétve artérie, kterou vyzivuji, nebo jsou zasobovany sousednimi artériemi.
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Tyto cévy se mohou vétvit v adventicii a v zevnich oblastech médie. Vasa vasorum se
daleko castéji vyskytuji ve sténach vén nez ve sténach artérii. Je to zplisobeno mensi
koncentraci kysliku ve vendzni krvi.

Ve sténach vétsSiny krevnich cév, které obsahuji hladké svalové buriky, se nachazi
mohutné vyvinuta sit’ sympatickych nemyelinizovanych vazomotorickych nervovych
vlaken. Chemickym mediatorem je zde norepinefrin. Uvolnéni norepinefrinu zptisobuje
vazokonstrikei. V artériich vétSinou eferentni nervova vlakna nepronikaji az do tunica
media. Norepinefrin musi difundovat nékolik mikrometri, aby pronikl k hladkym
svalovym builkdm médie. Ve vénach se nervova zakonceni nachéazeji v adventidii i
v médii. Celkovy pocet nervovych zakonceni je ale men$i nez v artériich. Artérie
kosternich svalil obsahuji také zakonceni parasympatickych nervovych vldken. Jejich
chemickym modulédtorem je zde acetycholin, ktery ma zde vazodilata¢ni u¢inek.

Vsechny cévy maji pomérné velkou schopnost regenerace [2].

Obrazek 1. Obecné schéma stavby cévni stény (pievzato 7 www.teachpe.com).

tunica intima

membrana elastica interna

tunica media

metnbrana elastica externa

turica externa
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2.1.1.1 Arterie

Podle priméru artérie délime je na arterioly, artérie malého a stfedniho kalibru a
artérie velkého kalibru.

Artérie (tepny) jsou vétSinou uloZeny hloubégji v chranénych mistech. Jen na
nekterych mistech je tepna povrchové ulozena a jeji tep je hmatny. K organtim vedou
tepny zpravidla z nejblizsich zdrojii. U nékterych organti maji tepny dlouhy prubéh a to
je znamkou zmény polohy tohoto organu béhem vyvoje. V organech, které méni sviij
objem, probihaji tepny vinuté a vinovité.

Sténa kazdé tepny ma tfi vrstvy, jsou to tunica intima, tunica media a tunica
externa.

Tunica intima se sklada z jedné vrstvy plochych endotelovych bun¢k podlozenych
siti elastickych a kolagennich vlaken nebo elastickymi blankami. Elasticka vlakna a
blanky se souhrnné nazyvaji membrana elastica interna.

Tunica media je nejsilnéjsi z vrstev stény tepny. Sklada se z hladké svaloviny,
jejiz bunky probihaji cirkularné nebo v nizkych spiralovitych zavitech, mezi nimiz a
kolem jsou sit¢ kolagennich a elastickych vlaken. Podle velikosti tepen pfevazuje
elastickd nebo svalova slozka v tunica media, a tepny se proto oznacuji jako tepny
elastického typu nebo svalového. Velké tepny jsou typu elastického, ve stiedné velkych
tepnach je svalova a elasticka slozka v rovnovaze. S vétvenim na mensi cévy piibyva
svaloviny a tepny mensiho kalibru jsou svalového typu.

Tepny elastického typu se pii systolickém narazu krve rozpinaji a pfi diastole se
vraceji do pivodniho kalibru. Tim pohanéji krev. Tepny svalového typu maji ve
svaloving své stény hlavné regulacni aparat, ktery méni prisvit tepny a reguluje tak
pritok krve.

Tunica externa je na povrchu cévy. Tvofi ji fibrilarni vazivo s kolagennimi i
elastickymi vlédkny, kterd se na povrchu cévy sitovité prektizuji a prechazeji do vaziva
v nejbliz§im okoli cévy. Od svalové vrstvy byva tunica externa oddélena elastickou
vrstvickou — membrana elastica externa.

Zvlastnim typem malych arterii jsou tzv. polStatkové artérie, které maji pod
intimou podélné ulozené svalové bunky, které svym smrsténim polstarkovité¢ zdvihnou

intimu a zuzi prisvit cévy.
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Protoze stény tepen jsou relativné silné, nestaci pro né piivod kysliku a zivin
z protékajici krve difusi sténou. Vyzivu a kyslik pro stény tepen obstaravaji slabé
tepénky a odvadéji tenoucké zilky, které v cévnich sténach podélné probihaji. Nazyvaji
se vasa vasorum.

Arterioly jsou nejten¢i artérie. Skladaji se zendotelu a ztenké vrstvicky
cirkularn€ probihajicich hladkych svalovych bunék. Mezi endotelem a svalovymi
bunkami je membrana elastica interna, ktera se sklada ze sité vldken. Na povrchu
svalovych bungk je tenka fibroelastickd vrstva. Arterioly maji pomérné silnou sténu a
maly prasvit. Jsou bohat¢ zasobeny nervovymi vlakny. Svou svalovinou pohotové méni
prusvit, a proto patii k hlavnim oblasti regulace pratoku cévnim feciStém v organismu.
Konecné useky arteriol pred kapilarami se oznacuji jako prekapilary, prekapilary dale

pokracuji do kapilar [3].

2.1.1.2 Kapilary

Kapilary neboli vlase¢nice jsou velmi uzké cévy o priméru okolo 7 um. Sténu
tvofi jen jedna vrstva endotelovych bunék, k nimz zvenc¢i ptiléha sit’ retikularnich
vlaken. Na kapilaru mohou pftiléhat zvenci tzv. pericyty, které svymi tenkym vybézky
obemykaji kapilaru. Pericyty mohou zuzovat prisvit kapilary.

Sitka kapilar je proménlivd, nejb&zn&jsi prisvit odpovidia rozméru &ervenych
krvinek. Existuji i mensi kapilary, které se nachazeji v sitnici oka a ve svalech. Siroké
kapilary se nachazeji v jatrech, kostni dfeni, v zubni dfeni a v klife nadledvin. Tyto
kapilary se oznacuji jako sinusoidy. Neckteré endotelové bunky maji 1 fagocytarni
schopnosti.

Prisvit kapilar se méni vlivem nerva, piimym vlivem nékterych ptsobka.
Adrenalin plsobi zuzeni kapilar, naopak histamin s nékterymi produkty latkové

Kapilary maji riznou upravu v jednotlivych organech. Nejcastéji tvoiti sité, nékdy
podélné sité s pficnymi svaly, kolem zlazovitych striktur vytvareji koSickoveé site,
v koznich kapilarach a ve stfevnich klcich tvoii klicky, v ledvinach klubicka. Tenkymi
sttnami kapilar probiha veSkera latkova vymeéna v organismu. Pro tuto vyménu je
adaptovana struktura endotelovych bunck, které tvofi velmi tenkou vrstvu kapilary. Tu
zevné dopliiuje tenkd vrstva lamina basalis. V nékterych orgénech jsou stény kapilar

zcela souvislé, v jinych se nachdzeji tzv. fenestrované kapilary. V jejich sténach se
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nachdzeji submikroskopické pory prekryté ultratenkou blankou (diafragmou), na jejiz
zevni strané teprve je lamina basalis. Struktury molekul v diafragmé vyrazné ovliviiuji
jeji propustnost. Kapilary pokracuji jako tzv. postkapilary. Postkapilary maji stejnou
stavbu jako kapilary, ale na rozdil od kapilar jsou Sir$i. Postkapilary dale pokracuji do
zil.

Ptechod prekapilary do kapilary a do zily se v jednotlivych organech lisi a tkanich

li§i. V nekterych organech a tkéanich plati schéma arteriola — prekapilara — prevenula —

vvvvvv

2.1.1.3 Vény

Venuly jsou nejtenci zily, se sténou slozenou ze tii vrstev. Vnitini vrstva téz
tunica intima, obsahuje endotel a tenkou vazivovou subendotelovou vrstvu, kde neni
vytvofena membrana elastica interna. Stfedni vrstva tunica media se skladad z tenké
vrstvy hladkych svalovych bun¢k, bez elastickych vldken. Tunica externa je sloZzena z
pomérné silné vrstvy vaziva s kolagennimi vldkny. Venuly se sbihaji do zil.

Zily maji tenéi stény neZ tepny stejného kalibru. Celkovy objem Zilniho fedisté
v téle je asi trojndsobna oproti objemu fecisté¢ tepen. Krev v zildch proudi pomalu,
protoze ji nepohdni sila srdce. Pohyb krve v Zilach je zavisly na fadé pohybu téla, které
nepiimo pohanéji krev v ptilehlych Zilach.

Velky objem zilniho feciste¢ a pomaly priitok v ném jsou podkladem toho, Ze na
fad€ mist téla predstavuje Zilni fecisté reverzni objem krve, ktery miize byt pti naléhavé
potiebé rychle doddn do obchu. Poloha Zil v téle je dvoji. Povrchové Zily zpravidla
nedoprovazeji obdobné tepny. Tepny probihaji v podkoznim vazivu, jsou misty pod
ktzi viditelné a maji spojky do hlubokych Zil skrze povrchové facie. Hluboké zily
vétSinou doprovazeji tepny, Casto i nervy. Podél tepen stfedniho kalibru jdou casto dvé
zily, které mohou byt misty napfi¢ spojené.

Stény zil maji tfi vrstvy. Od tepen se lisi mensi relativni tloustkou vrstev a
pomérem zastoupeni jednotlivych tkanovych slozek vnich. V tunica intima je
membrana elastica interna vytvofena az v zilach stfedniho a vétSiho priméru. Také
tunica media je tenci a obsahuje méné hladké svaloviny nez v tepnach.Svalovina chybi
na nékterych zilach, které jsou vsazeny do okolniho hustého vaziva nebo do spongidzni
kosti. Tim jsou zbaveny moznosti regulovat priitok krve. I stény vétSiny nejvétSich zil

maji zredukovanou svalovinu.
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Zilni chlopné jsou utvary charakteristické pro zily. Jedna se o vyb&zky intimy
kryté endotelem, uvnitf jsou vyztuzené dostateénym mnozstvim vaziva. Zilni chlopné
maji polomésicitou formu, s jednou az tfemi kapsami. Jejich orientace dovoluje pritok
krve jen jednim smérem, a to k srdci. V Zilach jsou chlopné rizné Cetné a od sebe rizné

vzdalené. Nejcetn€jsi jsou na koncetinovych zilach, povrchovych a i hlubokych [1].

Struktura cév je znazornéna na obrazku ¢. 2.

Obrazek 2. Znazoriuje strukturu cév (pievzato z http://faculty.stcc.edu).

chlopné

endotel

elasticlea vlalma
& VAZIVO

turica media

tunica adventiia
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2.1.2 Endotel a jeho fyziologicka funkce

Endotel tvoti jednovrstevnou vnitini vystelku cévniho lumen. Endotelidlni buiky
maji nepravidelny podlouhly tvar s délkou okolo 25-50 um, Siftkou 10-15 pm a vyskou
do 5 pm. Dlouhou dobu se predpokladalo, ze endotel tvoii pouze bunéfnou bariéru
odd¢lujici cévni sténu od krve a zajistuje nesmacivy povrch cévniho lumen. Vyzkum v
poslednich letech vSak prokazal, Ze endotel je metabolicky velmi aktivni organ s celou
fadou fyziologickych funkci [4].

Jednou ze zékladnich funkci endotelu je zajisténi fizené propustnosti mezi krvi a
okolnimi tkdnémi. Endotel kontroluje prostup jak pro bunééné elementy, tak pro
nebunécné krevni komponenty. Nebunééné komponenty vyuzivaji pro svou cestu
paracelularni 1 transcelularni transportni mechanismy. Prostup krevnich elementt —
leukocytl je realizovan za pomoci vazoadhezivnich molekul, kterych endotel na svém
povrchu exprimuje celou fadu (E-selektin, ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1).

Dalsi tlohou endotelu je kontrola optimalniho pratoku krve cévou. Mezi
oxid dusnaty (NO). Jeho tvorba je zprostfedkovana NO-syntazou, kterd je aktivovana
smykovym napétim krevniho proudu (shear-stress), hypoxii a celou fadou lokalnich
pusobki. NO méd mohutny vazodilata¢ni u€inek, inhibuje expresi adhezivnich molekul,
adhezi a agregaci trombocyti a apoptozu endotelidlnich bunck. Brzdi téz migraci
myocytll z médie, jejich proliferaci a transformaci v sekre¢ni butiky. Dalsi vazodilata¢ni
latkou produkovanou endotelem je prostacyklin [5]. Prostacyklin je uvoliiovan za
obdobnych situaci jako NO a jejich ucinek se navzajem potencuje. Tietim vazodilatacné
pusobicim faktorem je endothelium — derived hyperpolarizing factor, jehoz hlavni
biologickou ulohou je pravdépodobné vazodilatace v koronarnim tecisti. K zachovani
rovnovahy vznikd v endotelu néckolik latek s vazokonstrikénim pasobenim. Jde
piedev§im o endotelin-1. Vedle podnétd, které vedou i k uvolnéni NO (napf.
bradykinin, angiotenzin II, shear stress), jeho syntézu stimuluji nckteré aterogenni
proteiny (trombin), ¢i lipoproteiny (oxidovany LDL). V intaktnich cévach plsobi
endotelin-1 bimodalné¢ — vazokonstrikéni ucinek je mirnén soucasnou stimulaci
produkce NO a prostacyklinu [6].

PInéd vazokonstrikce se objevi az pii poSkozeni endotelu. Endotelin-1 také
stimuluje proliferaci myocyti v cévni sténé. Na povrchu endotelu je téz vazan
angiotenzin-konvertujici enzym a endotel mlize prostfednictvim zmény jeho aktivity
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ovliviiovat hladiny angiotezinu II a bradykininu. Dalsi funkci endotelu je zajiSténi
integrity cévniho fecisté. Intaktni endotel je dokonale nesmacivym povrchem. Jiz pii
pouhé deskvamaci endotelidlnich bunék dochazi k absorbci von Willebrandova faktoru
(VWF) a ten prostfednictvim desti¢kovych receptort aktivuje adhezi trombocyti, které
se vazou na subendotelidlné lokalizovand vlakna kolagenu. Poté dochdzi k jejich
aktivaci a degranulaci, coz vede k uvolnéni ftady dalSich proagregacné a
vazokonstrikéné pusobicich latek. Prostfednictvim destickovych receptorti IIb/Illa a
fibrinogenu desti¢ky agreguji. Primarni, destickova faze hemokoagulace je doprovazena
sekundarni hemostdzou, na jejimz konci je pfeména fibrinogenu trombinem v
nerozpustny fibrin. I tato faze je ovlivnitelna endotelem. Endotel vdZe na svém povrchu
antitrombin III, ktery inaktivuje trombin a vznikly komplex je z cirkulace odstranén.
Endotel také produkuje trombomodulin. Komplex trombomodulin-trombin ma jiz
omezenou schopnost $té€pit fibrinogen, navic aktivuje protein C, ktery — v komplexu s
proteinem S — inaktivuje faktory Va a Vlla a tim inhibuje koagulaci. Endotel kontroluje
navic i fibrinolyzu. Klicovym enzymem Ssté€picim molekuly fibrinu je plasmin. Ten
vzniké z cirkulujiciho plasminogenu plisobenim tkanového aktivatoru plasminogenu (t-
PA). Ten naopak mize byt inhibovan svym inhibitorem (PAI-1). Jak t-PA, tak PAI-1
jsou v endotelu syntetizovany a mohou byt v rizném poméru uvoliiovany.

Endotel mtze zasahovat 1 do reparativnich procesi a angiogeneze. Reparativni
pochody v cévni stén¢ jsou kontrolovany fadou cytokini. Mezi rastové faktory a
cytokiny endotelidlniho pivodu jsou fazeny napi. Transformujici ristovy faktor beta,
fibroblastovy rastovy faktor, destickovy rastovy faktor, interleukin-1, endotelin-1. Tyto
mitogeny stimuluji rast bunék hladké svaloviny, jejich migraci do subendotelialniho
prostoru z médie s naslednou hyperplazii intimy a hypertrofii cévni stény. Naopak velmi
vyznamnym antimitogenem je NO, ktery inhibuje proliferaci bun¢k hladké svaloviny a

zabraniuje hypertrofii cévni stény [7].
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2.1.3 Endotelialni dysfunkce

Endotelialni dysfunkce je definovana jako funk¢ni posSkozeni endotelu,
charakterizované piedev§im zvySenou propustnosti cévni stény, nerovnovahou mezi
vazoaktivnimi, hemokoagulacnimi a proliferaci inhibujicimi, resp. stimulujicimi
pusobky. Mimo selektivni zvySeni permeability se projevuje sklonem k vazospazmu,
resp. nedostateCnou vazomotorickou odpoveédi na endotel-dependentni podnét (nékdy
dokonce paradoxni vazokonstrikci), tendenci k trombdze a nedostateCnou inhibici
subendotelidlni  proliferace. Pfedstavuje Casnou, morfologicky némou fazi
aterosklerdzy, avsak podili se 1 na vyvoji morfologicky zifejmych aterosklerotickych 1ézi
a prispiva ke klinické manifestaci aterosklerdzy. Hraje dlleZitou roli také v patogenezi
hypertenze, srdecniho selhédni, renalniho selhdni, komplikaci diabetes mellitus, sepse a
dalsich chorob. Existuje fada pfic¢in endoteliani dysfunkce. VétSina z nich jsou zndmé
rizikové faktory aterosklerozy. Mezi hlavni pfiCiny patii arteridlni hypertenze,
hyperlipoproteinémie (zejména hypercholesterolémie a predev§im zvySend hladina
LDL, pticemz nejnebezpecnéjsi jsou oxidované ¢i glykované LDL), hyperglykémie,
hyperinzulinémie, hypoxie, hyperhomocysteinémie, koufeni, ionizujici zafeni,
cytostatika, starnuti, imunokomplexy a rtizné infekce. Je zifejmé, Ze napi. u diabetu
pusobi navzijem nékolik rizikovych faktorti, které vznik endotelidlni dysfunkce
akceleruji. K témto systémovym faktorim se mohou pfidat lokalné piisobici faktory
jako jsou turbulence krevniho toku (bifurkace cévy, mensi fixace cévy k okoli), vrozené

¢i ziskané cévni anomalie, ¢i intravaskularni vykony (angioplastika). [8].
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2.2 iNOS

Hlavnim vasodilata¢nim faktorem, produkovanym endotelidlnimi bunikami, je
oxid dusny. Ten je syntetizovan endotelovou synthdzou. Gen eNOS je exprimovan
konstitutivné, ale exprese reaguje také na stres. Prestoze je eNOS primdrné piitomen
v endotelovych bunikdch, mize byt také nalezen v krevnich destickdch a nékterych
neuronech. Pfi aktivaci eNOS jsou dulezit¢ dalsi faktory, jako je NADP; 5,6,7,8-
tetrahydrobiopterin; FMN a FAD. Sekrece oxidu dusného je zodpovédna za vasodilataci
[9].

Oxid dusny snaze pronika do tkani a aktivuje guanylcyklazu, kterd zvySuje
hodnoty cGMP. Zvysené hodnoty cGMP zapfic¢inuji inhibici kontraktilnich mechanismu
vedoucich k vasorelaxaci. Endotelové buiiky navic uvolituji NO do krve a vyvolavaji
deregulaci endotelovych bunck adhezivnich molekul, intraceluldrnich adhezivnich
molekul-1 (ICAM-1) a vaskularnich bun¢k adhezivnich molekul (VCAM-1).

Regulace NO je ovlivnéna hlavné predevSim stresem, stres je dokonce jeden
produkci NO ve svalech, stejné tak jako indukovat expresy eNOS genu.

Endotelova produkce NO mulze byt stimulovdna hormony, acetylcholinem,
vasopresinem, estrogeny, histaminem a dale faktory z krevnich desticek- serotoninem,
ADP, stejné tak jako faktory tvofené pii krevni koagulaci — trombinem; narozdil od
zéanétlivych cytokint, které snizuji expresy eNOSu. Mezi cytokiny patii TNF a LDL.

Porucha regulace NO byla nalezena v mnoha vaskularnich onemocnénich véetné
ateroskler6zy, hypercholesterolemie, ischemické choroby srde¢ni, diabetu a hypertenze.
Vyzkumy ukazuji, ze endotelova svalova relaxace je porusena zejména u zvifat
zivenych stravou bohatou na cholesterol nebo u aterosklerotickych arterii. Tyto poruchy
souvisi se stupném rozvoje aterosklerozy [10].

Endotelové bunky nemaji jen ochranou funkci, ale ve zvySené mife mohou
poskozovat endotel. Proto endotel mtize hrat dvoji roli v aterogenezi. Vysoké hladiny
NO, které mohou poskozovat buinky, jsou produkovany tzv. inducible NOS (iNOS).
Tato isoforma NOSu je primarné pfitomnd v makrofazich, hepatocytech, myokardu a

v hladkych svalovych bunkach.
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Zvysené hodnoty NO zplisobuji riiznymi mechanismy apoptdézu ve svalovych
buiikdch. NO je reaktivni a ve zvySenych hladinach muze zpisobit poSkozeni bunck.
Reaguje se superoxidem na peroxonitrit, u kterého vyzkumy ukdzaly, ze mize byt
hlavni faktor bunééného poskozeni.

Takto zvySené hladiny NO mohou pfispivat k rozvoji stresu a tkanového

poskozeni v aterogenezi [11].

2.3 Nitrotyrosin

Mezi enzymy, které se podileji na rozvoji zanétlivych onemocnéni patii také
nitrotyrosin. Nitrotyrosin vznikd spolu s 3-chlorotyrosinem z myeloperoxidazy (MPO)
oxida¢nimi procesy. Koncentrace nitrotyrosinu a 3-chlorotyrosinu jsou zvySeny u
jedinci, u kterych se rozviji aterosklerdza [12].

Nitrotyrosin hraje diilezitou roli pfi rozvoji aterosklerdézy a jinych zanétlivych
onemocnéni. Sklada se z tyrosinu, ktery mize byt volny nebo vazany. Forma vazana na
protein je biologicky aktivni nitrotyrosin, ktery vznika nitraci z tyrosinu. Tato forma ma
rovnéz spojitost s ateroskler6zou. Nitrotyrosin mize vznikat nékolika cestami. MPO
oxiduje anion kyseliny dusité (NO, ) na oxid dusicity, ktery umoznuje nitraci tyrosinu
na nitrotyrosin. DalSi cesta vzniku nitrotyrosinu je oxidace HCIO", pomoci enzymu
MPO. HCIO" se oxiduje na NO, Cl pomoci NO,". Vysledny produkt NO, CI je také druh
reaktivniho nitrogenu, ktery podporuje tvorbu nitrotyrosinu.

Koufeni je dalsi faktor, ktery podporuje vznik nitrotyrosinu, ktery se dale podili

na vzniku zanétlivych onemocnéni a tvorby aterosklerdzy.
2.4 Antracykliny

Tato skupina 1€kt byla izolovana z mikroorganizmti podobné jako antibiotika
pusobici proti bakteriim. Spolecnym ucinkem Iékd této skupiny je poSkozovani
malignich, ale i zdravych bun¢k, 1isi se vSak zptisobem, jakym toho dosahuji a lisi se i
vedlej$imi neZadoucimi Gcinky.

Antracykliny se skladdaji z tetracyklického aglykonu s chinonovymi a
hydrochinonovymi skupinami. Na kruh A je vazan cukr daunosamin. [13].

Struktury antracyklinti jsou ukdzany na obrazku (Obr.3).
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Obrazek 3. Struktura jednotlivych antracyklinii (pievzato 7 www.wikipedia.org) .

|
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2.4.1 Mechanismus uéinku

Za hlavni cilovou strukturu pro cytostaticky uc¢inek antracyklini se povazuje
DNA vjadie bunky. Antracykliny maji schopnost interkalace, to je schopnost
vmezetovat se mezi pary bazi DNA a blokovat funkci zejména topoisomerazy II.
Dusledkem je inhibice replikace a transkripce DNA a RNA. V pfitomnosti antracyklint
se také generuji reaktivni slouceniny kysliku, které vedou k peroxidaci lipidl, poskozuji
myokard, a podminuji kardiotoxicitu. Tkén myokardu je chudé na antioxidacni enzymy,
které mohou ptisobeni kyslikovych radikalt eliminovat, a tim se projevi jejich toxicky
ucinek pravé v myokardu.

Typické jsou zmény subcelularni struktury, to znamené pomalou ztratu myofibril
a vaskuolizace bun¢k. V tomto dé&ji se vyznamné uplatiiuji ionty Zzeleza dostupné

z myoglobinu a hemoglobinu [13].

2.4.2 Zpusob podani

Déavkovaci schéma podéavani se mize liSit podle jeho uziti v ramci specifického
lécebného rezimu (napf. v monoterapii nebo v kombinaci s jinymi cytotoxickymi
latkami) a v zavislosti na indikaci.
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Je doporucena aplikace kanylou volné protékajici intravenozni infuzi (0,9%
fyziologického roztoku nebo 5% roztoku glukozy). Infuze by méla byt bézné podavana
v casovém rozmezi 3-20 minut dle davky a objemu infuzniho roztoku, aby se
minimalizovalo riziko vzniku trombo6zy nebo perivendzni extravazace. Pfimé podani
injekce se nedoporucuje vzhledem k riziku extravazace.

Ostatni zplsoby podani se pfiliS nevyuzivaji. Vyjimkou je peroralni aplikace

idarubicinu [14].

2.4.3 Farmakokinetika

Biotransformace antracyklinli se odehrava vétSinou v jatrech. vznikaji alkoholické
metabolity a ty maji mnohem niZ§i cytostatickou aktivitu. Alkoholové metabolity se
podileji 1 na orgdnové toxicite.

VétSina davky je u zorganismu vyloucena jatry, pouze mens$i Cast léciva je

z organismu vyloucena ledvinami.

2.4.4 Indikace

V hematologii je doxorubicin soucédsti kombinaci k 1écbé nehodgkinskych
lymfoma, Hodgkinovy choroby, mnohocCetného myelomu, akutni lymfoblastické
a myeloidni leukémie. U solidnich tumorli patii mezi indikace: karcinom
prsu, osteosarkom, sarkom mékkych tkdni, malobunéény  bronchogenni
karcinom. Karcinom moc¢ového méchyfe, ovaria a endometria, zaludku
a Stitné zlazy, jater. Neuroblastom a Wilmsiv nador. Doxorubicin je
moznou alternativou k 1é€bé nadorovych vypotki v intrapleurdlni nebo
intraperitonealni aplikaci.

Daunorubicin se pouziva pfedevSim k indukéni 1éc¢bé lymfoblastické a
myeloblastické leukemie nebo k 1écb¢ blastické transformace chronické myeloidni
leukemie. Lék se pouziva zdsadn€ v kombinacéni 1écbé [15].

Na terapii epirubicinem ptiznivé reaguje Siroké spektrum nadorovych onemocnéni
¢asny, metastazujici a pokrocily karcinom prsu. Déle karcinom ovaria, zaludku a jicnu,
karcinom v oblasti hlavy a krku. Také se pouzivda pro [éCbu primarniho
hepatoceluldrniho karcinomu, karcinomu plic, sarkom mékkych tkéni a kosti, akutni
leukemie, karcinom mocového méchyie, non-hodgkinsky lymfom a Hodgkintv
lymfom, mnohocetny myelom, karcinom pankreatu, hormonalné refrakterni karcinom

prostaty a karcinom rekta.
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Idarubicin se pouziva u lécby akutni nelymfocytarni leukémie dospélych. Je
schopen indukce remise jak v terapii prvni linie, tak u pacienti s relapsem, ktefi
neodpovédéli na 1écbu. Dalsi vyuziti idarubicinu je u akutni lymfocytarni leukémie u
dospélych a déti jako terapie druhé linie.

Mitoxantron patii mezi antracyklinové derivaty. Pouzivad se k indukéni lécbé
akutni myeloblastické leukemie a je cytostatikem druhé volby u Hodkinovy choroby a
nehodgkinskych lymfomii. U solidnich tumora se uplatiuje v 1é¢bé karcinomu prsu a

ovaria [16].

2.4.5 Extrakardialni aéinky

Hematologickd toxicita stejné¢ jako ostatni cytotoxické latky zplsobuji
antracykliny myelosupresi. Pfed zahdjenim a v pribéhu kazdého terapeutického cyklu
by mél byt vyhodnocen hematologicky profil vcetné diferencidlniho bilého obrazu.
Predominantni manifestaci hematologické toxicity je reverzibilni leukopenie nebo
granulocytopenie (neutropenie) a je nejcastéjsi akutni toxicitou limitujici podéani tohoto
davkami, dosahuji nejvyznamnéjSiho minima mezi 10. a 14. dnem po podani 1éku. Ve
vetsSing pripadl jsou tranzientni s ndvratem poctu neutrofili k normdlnim hodnotdm k
21. dni. Mohou se vyskytnout také trombocytopenie a anemie. Tézka myelosuprese se
klinicky projevuje horeckou, sepsi/septikemii, septickym Sokem, hemoragii, tkafiovou
hypoxii nebo umrtim [16].

Sekundarni leukemie byla zaznamenana u pacientii 1é¢enych antracykliny vcetné.
Jeji vyskyt je Castéjsi pii soucasném podavani s antineoplastickymi agens poskozujicimi
DNA, nebo pokud byli jiz dfive pacienti intenzivné 1éCeni cytotoxickymi léky nebo
pokud byly davky antracyklinu eskalovany. Tyto leukémie mohou mit latentni periodu
1 az 3 roky.

Emetogenni ucinek fadi fadi antracykliny mezi stfedni az silné emetogeny.
Nauseu a zvraceni lze potlacit antagonisty serotoninovych receptori. Mukozitida se
obecné dostavi brzy po podéani 1éku a pokud ma tézky prabeh, miize béhem nékolika dni
vyustit ve slizni¢ni ulcerace. VétSina pacientd se zotavi z tohoto nezadouciho ucinku do
tretiho tydne 1écby.

Eliminace probiha pievazné hepatobiliarni cestou. Hladiny celkového bilirubinu
by mély byt zjistény pted zapocetim 1éCby a béhem 1écby. U pacientl se zvySenymi
hodnotami bilirubinu a mize dojit ke zpomaleni eliminace 1é¢iva a zvyseni celkové
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toxicity. U téchto pacienti jsou doporuceny niz$i davky. Pacientim s tézkym

postizenim jater by nemél byt podavany [17].

2.4.6 Kardiotoxicita

Projevy kardiotoxicity byly popsdny po podani vétSiny cytostatik. Nejvice
pozornosti je vénovano antracyklinim a mitoxantronu, nebot’ pfedstavuji nejvétsi
riziko. Castéji se s projevy kardiotoxicity setkdvame i po podani cyklofosfamidu, 5-
fluorouracilu, taxanu a trastuzumabu.

Kardiotoxicita antracyklinil je kumulativni, na prvnim misté zavisi na dosazené
kumulativni davce (KD). Jsou stanoveny maximalni doporu¢ené¢ KD pro jednotlivé
preparaty: 550 mg/m: pro daunorubicin a doxorubicin, 100 aZ 150 mg/m: pro idarubicin,
850900 mg/m: pro epirubicin a 160 mg/m2 pro mitoxantron (pii predchozi 16¢bé
antracykliny 100 mg/m>).

Dalsimi rizikovymi faktory kardiotoxicity antracyklint jsou vék (nad 65 let, pod 3
roky), kombinace s jinymi kardiotoxickymi cytostatiky (cyklofosfamid, taxany, 5-
fluorouracil) nebo radioterapii mediastina, Zenské pohlavi, piedchédzejici srdecni
onemocnéni a bolusové podani cytostatika.

Podle casového faktoru délime kardiotoxicitu antracyklinii na akutni, subakutni,
chronickou a pozdni. Klinicky vyznamné je hlavné chronickd a pozdni kardiotoxicita,
kterd se projevuje s ¢asovym odstupem po ukonceni 1écby jako chronické srde¢ni
selhéani [18].

Jejimi projevy jsou nejcastéji supraventrikuldrni extrasystoly (SES), komorové
extrasystoly (KES), nespecifické zmény tseku ST-T a prodlouzeni intervalu QTc.
Nézory na zménu srde¢ni frekvence po podéani antracyklinli nejsou jednotné, nékteré
prace popisuji vzestup tepové frekvence, jiné jeji pokles. Vzacné se vyskytujicimi
komplikacemi jsou perikarditida, akutni srde¢ni selhani a infarkt myokardu. Dale byla
popséana jednotliva nahld amrti pacientli 1é€enych antracykliny pod obrazem fibrilace
komor u pacientli s prodlouZzenym intervalem QTc, komorové tachykardie typu torsade

du pointes a nezvladatelny AV blok III. Stupné [18].

23



2.4.7 Typy kardiotoxicity

2.4.7.1 Akutni kardiotoxicita

Akutni kardiotoxicita je pfechodna, reverzibilni, eventudlné klinicky
zvladnutelna  antiarytmiky.  Objevuje se bezprosttedn¢ po prvni déavce
(béhem 24 hod.) nebo jako nasledek prvni léebné kury zménami na EKG
v useku ST-T, prodlouzenim QT intervalu a arytmiemi. Po skonceni arytmie
muze 1écba pokracovat. Akutni kardiotoxicita byva doprovazena myelosupresi, nauzeou

a zvracenim [18].

2.4.7.2 Subakutni kardiotoxicita

Subakutni toxicita je spojena se syndromem perikarditidymyokarditidy.
Klinickym projevem jsou ptiznaky srdecniho selhdvani. Byla popsédna po opakovaném

podani daunorubicinu nebo v pritbéhu nékolika mésicti po skonceni chemoterapie.

2.4.7.3 Chronicka kardiotoxicita

Kardiotoxicita ~ zplisobena  dlouhodobgj§im  podavanim  doxorubicinu,
oznaCovanad jako chronickd, se projevuje kardiomyopatii, kterd mlze mit
za nasledek srde¢ni selhani. Souvisi s kumulativni davkou (> nebo = 550 mg/m2).
Klinicky se manifestuje nahle (béhem prvniho roku léCby, nejcastéji 1-2 mésice
po posledni divce) a rychle progreduje. Je pomérné¢  rezistentni
na léCbu. Miuze ohrozit zivot nemocného, jeji progndéza byva vazna.
Symptomy:  tachykardie, tachypnoe, dilatace srdce, plicni a  venozni
kongesce, pleurdlni vypotky. Pfi¢inou je poskozeni a progresivni ztrata
myocytl, kterda je zprvu funkéné¢ kompenzovana zbylymi myocyty, a proto
Casto unikd pozornosti. S rOstem kumulativni davky se vSak prohlubuje
pokles stazlivosti myokardu a klesa ejekéni frakce. Nasledkem mulze byt

akutni srde¢ni dekompenzace [18].

2.4.7.4 Pozdni kardiotoxicita

Pozdni kardiotoxicita se miZe manifestovat po vice letech aZz desetiletich
(4-20 let) od ukonceni 1écby. V elektrickych vlastnostech se projevuje
poruchami vodivosti a tachyarytmiemi. PoSkozeni myocyti a dysfunkce komor
miva za nasledek pozdni dekompenzaci srdce. Tento typ kardiotoxicity byl
popsan i u déti [19].
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2.4.8 Prevence kardiotoxicity

Prevenci srdecniho poskozeni je 1€k dexrazoxan (ICRF-187), strukturné ptibuzny
EDTA. L€k je podavan obvykle 15 minut pfed doxorubicinem v mnozstvi 10 - 20x
vétSim neZ je davka podavaného cytostatika. Dosavadni studie nepotvrzuji pivodni
predpoklady, Ze podéani dexrazoxanu snizuje pocet lécebnych odpovédi, zkracuje
prezivani nemocnych nebo zvySuje myelotoxicitu 1éCby.

Také zména 1ékové formy antracyklinli - podéani lipozomalni formy - umoznuje
zvysit celkovou kumulativni davku bez zvySeni rizika kardiotoxicity.

Podobné zména délky aplikace z kratké inflize na n€kolikahodinovou kontinualni
infizi nebo podani ve schématu 1x tydné (kumulativni davka podana ve vice
jednotlivych davkach) je doprovéazeno snizenim kardiotoxicity.

Prevenci ptfedavkovani antracyklinli, a tim i nariistu toxicity, je redukce davek
antracyklinii pii poruSe jaternich funkci. Dévku doxorubicinu nebo epirubicinu je
vhodné redukovat o 50 % pii hodnotach sérového bilirubinu v rozmezi 1,5 - 3 nasobku
normalnich hodnot a o 75 % pfi 3 - 5 ti ndsobku sérovych hodnot bilirubinu.

U asymptomatickych nemocnych s ejekéni frakei levé komory pod 35%, tj. ve
stadiu NYHA 1 méstnavého srde¢niho selhani, se uplatituji ACE inhibitory. Novéji 1ze
podat antagonisty receptoru pro angiotensin I, které snizuji morbiditu a mortalitu na
kardiovaskularni poruchy jest¢ ucinngji nez ACE inhibitory. Indikace srdecnich
glykosidii, beta-blokator a blokatorti kalciovych kandlli se nelisi od indikaci pro jiné
formy srde¢niho selhani. V piipadé manifestniho méstnavého srde¢niho selhani

dopliujeme 1écbu ACE inhibitory o 1é¢bu diuretiky [19].
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3 CIL PRACE

Cilem této rigorozni prace bylo detekovat zmény endotelidlni exprese markeru
nitrace proteinli nitrotyrosinu ve sténé aortalniho oblouku kralikli, kterym bylo
podavano antracyklinové cytostatikum daunorubicin. Sledovali jsme pifipadné zmény
exprese nitrotyrosinu po rtznych davkovych intervalech podavani daunorubicinu. Pro

zobrazeni exprese tohoto markeru byly vyuzity imunohistochemické metody.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Zvirata a predepsana dieta

Pokusna zvirata: kralici, Cincila velka, samci

Podminky: zvifata byla umisténa ve vivariu LF HK UK a krmena standardni
laboratorni dietou. Zachazeni se zvifaty se fidilo dle "Guide for the care and use of
laboratory animals" (1996). Uziti laboratornich zvifat pro tcely tohoto pokusu bylo
schvaleno Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrdni Lékaiské fakulty v Hradci

Kralové.

Pouzita 1é¢iva a chemikalie: pro ucely pokusu byly uzity tyto latky: ketamin (Narketan
inj., Vétoquinol, Svycarsko), pentobarbital (Sigma-Aldrich, USA), daunorubicin

(Daunoblastina, Pharmacia, Italie).

Schéma pokusu:

Chronicka antracyklinova kardiotoxicita byla navozena opakovanym podanim
daunorubicinu (3 mg/kg=50 mg/m2 i.v., 1x tydné€) po dobu 10 tydnl. Vzorky krve pro
stanoveni standardnich biochemickych a hematologickych parametrii byly odebirdny
pred 1., 5. aplikaci a na konci pokusu z centralni uSni artérie. Plazmatické koncentrace
srde¢niho troponinu T, popft. troponinu I byly stanoveny v plazmé ziskané 1., 5., 8., 10.
tyden a na konci pokusu. Studie byla ukoncena 5. az 7. den po posledni aplikaci, kdy

byly invazivn¢ hodnoceny parametry srde¢ni funkce.
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Pro sledovani €asového sledu biochemickych, morfologickych, funkénich a jinych
zmén myokardu levé komory v pribéhu rozvoje toxického ucinku antracyklinii bylo
utvotreno 10 daunorubicinovych skupin (n=6), které reprezentovaly zvifata exponovana
rizné kumulativni davce DAU. Zvitata byla ukon¢ovana za 24 hodin nebo za 7 dnti po
dané kumulativni davce cytostatika.

Vysledky byly porovnany s hodnotami naméfenymi u kontrolnich zvifat (n=6),
kterym nebyla aplikovana zadna latka

a) kontrolni skupina;

b) daunorubicinova skupina (daunorubicin, 3 mg/kg, i.v., poddvan

Ix tydné);

* [-tydenni za 24 hod
* [-tydenni za tyden
*  3-tydenni za 24 hod
* 3-tydenni za tyden
* S-tydenni za 24 hod
* S-tydenni za tyden
» 8-tydenni za 24 hod
*  8-tydenni za tyden
* [0-tydenni za 24 hod
* [0-tydenni za tyden
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S IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemicka analyza byla provedena v 1 cm dlouhych segmentech
aortalniho oblouku. Vzorky se ponofily do OCT smési, nasledné¢ byly zamrazeny
v kapalném dusiku a ulozeny v lednicce pii -80 stupnich Celsia. Na zmrazovacim
mikrotomu byly poté nakrdjeny série pticnych fezii o tloustce 7um a ty byly pieneseny
na skli¢ka pfedem upravené v roztoku Zelatiny. Rezy se nechaly oschnout a pak se na
20 minut vlozily do roztoku acetonu uchovavaného v —20 stupnich Celsia. Timto
procesem doslo k fixaci ezl a jejich lepsi adhezi na podlozni sklicko. Poté se fezy
vlozily do 0,3% roztoku peroxidu vodiku v PBS (15 minut), ¢imz se zablokovala
endogenni peroxidazova aktivita. Pfed inkubaci fezii s primdrni protilatkou bylo nutné
jesté zablokovat nespecifickd vazebna mista, proto se fezy na 30 minut ponofily do
roztoku 10% goat séra v PBS (sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko). 1 hodinu
se pak inkubovaly s primarni protilatkou piti pokojové teploté. Po oplachu v PBS se fezy
inkubovaly se sekundarni protilatkou- goat anti-mouse IgG (DAKO En Vision+(tm),
Carpinteria, USA). K tomu, aby navazané protilatky mohly byt zobrazeny, se pouzil
diaminobenzidin (DAB substrat-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA). Pro
kontrolni sklicka byl zvolen stejny postup, ale misto primarni protilatky se pouzil roztok
BSA.

Byly pouzity nasledujici primarni protilatky:

mouse anti-rabbit nitrotyrosine (Chemicon, clone 2A8.2) fedéni 1:100

Pracovni postup
EnVision systém — detekce exprese nitrotyrosinu

1. suSeni tkanovych fezl v termostatu (60min)

2. fixace v acetonu (-20°C; 30min)

3. oschnuti fezl (15min)

4. promyti v PBS (2 x 5 min)

5. aplikace 10% blokujiciho zviteciho séra (30 min)

6. aplikace primarni protilatky (inkubace 60 min)
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

promyti v PBS (2 x 5 min)

promyti v 3% H,0, (15 min)

promyti v PBS (2 x 5 min)

aplikace sekundarni protilatky (inkubace 30 min)
promyti v PBS (2 x 5 min)

inkubace s roztokem chromogenu (DAB) (doba inkubace riznid pro kazdou

protilatku)

oplach fezl v aceton

odvodnéni fezii (aceton)

odvodnéni fezii (aceton-xylen 10/1) (3 min)
odvodnéni fezii (aceton-xylen 1/10) (3 min)
odvodnéni fezil (xylen) (3 x 2 min)

montovani fezd do Eukittu
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6 VYSLEDKY

Vysledky analyzy cinnosti myokardu byly hodnoceny na Farmakologickém
ustavu Lékatské fakulty v Hradci Kralové, kde byla prokézana indukce zédvazné
kardiomyopatie po podani daunorubicinu.

My jsme se zam¢étili pouze na hodnoceni piipadnych zmén exprese nitrotyrosinu

ve sténé cévy (aortalniho oblouku)

Imunohistochemické barveni v oblasti aortilniho oblouku

Sténa cévy nevykazovala zadné znamky patologie. Imunohistochemickd analyza
prokézala silnou expresi PECAM-1 téméf po celém lumen cévy bez ohledu na skupinu
kralikii (viz. Obr. 4, 5). Tyto vysledky potvrzuji pouziti PECAM-1 jako markeru
cévniho endotelu. Detekce nitrotyrosinu byla prokazana u ,,pozitivni kontroly*, coZ bylo
zvite krmené 2 mésice cholesterolovou dietou s obsahem 0.4% cholesterolu (viz. Obr.
6). Naproti tomu exprese nitrotyrosinu byla nalezena pouze u jednoho zvifete
z daunorubicinovych skupin (obrdzek neuveden). Tato pozitivni reakce byla ovSem
zcela vyjimecna a nebyla pozorovéana u zadného jiného zvifete z daunorubicinové (viz

Obr. 8), ¢i kontrolni skupiny (viz. Obr. 7).

31



Obrazek 4. Endotelialni exprese PECAM-1 u kontrolni skupiny zvifat. Exprese byla
pozorovdna u vSech zviiat po celém lumen cévy. Sipky ukazuji na hnédou barvu,

kterd je diikazem detekce PECAM-1 exprese. ZvétSeni 100x.
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Obrazek 5. Endotelialni exprese PECAM-1 u daunorubicinové skupiny skupiny
gvirat. Exprese byla pozorovdana u vSech zvirat ze vSech daunorubicinovych skupin po
celém lumen cévy. Sipky ukazuji na hnédou barvu, kterd je ditkazem detekce

PECAM-1 exprese. ZvétsSeni 100x.
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Obrazek 6. Exprese nitrotyrosinu u ,pozitivni kontroly*, zviiete s pFitomnosti tzv.

lipidniho prouzkovani (Sipky). ZvétSeni 100x.

Obrazek 7. Endotelialni exprese nitrotyrosinu u kontrolni skupiny zvifat. Exprese
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nitrotyrosinu nebyla pozorovana u Zdadného zvifete 7 kontrolni skupiny. ZvétSeni

100x.
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Obrazek 8. Endotelialni exprese nitrotyrosinu u daunorubicinové skupiny zvirat.

v

Exprese nitrotyrosinu nebyla pozorovina u Zadného zvirete z daunorubicinové

skupiny. ZvétSeni 100x.
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7 DISKUSE

Antracyklinova antibiotika patii mezi jedny z nejcastéji uzivanych cytostatik. Jiz
na zacatku 60-tych let byl z hub Streptomyces peucetilus a Streptomyces ceruleorubidus
izolovan daunorubicin (téz zvany daunomycin, rubidomycin) a vzapéti 1 dosud
nejvyznamnéjsi antracyklinovy derivat — doxorubicin (adriamycin). Antracyklinova
antibiotika vykazuji vyznamny cytostaticky a pouze mirny antimikrobidlni ucinek.
Minimalni bakteriostatickd koncentrace je vétSinou nad hranici Unosné toxicity.
Protinadorovy ucCinek téchto latek mize byt vyuzit v kurativni, ale i1 adjuvantni,
neoadjuvantni ¢i paliativni terapii [19].

Antracykliny, stejn€ jako vétSina ostatnich protinddorovych 1é¢iv, vykazuji pouze
relativni selektivitu svého cytostatického ucinku. Nasledkem toho je chemoterapie
obsahujici tato cytostatika provazena fadou nezadoucich ucinka. Pro antracykliny je
charakteristickd vyznamna myelosuprese, jez muze vyrazné ovlivnit davku podaného
lé¢iva. V preklinickych experimentech byla u hlodavct a kraliki zaznamenana pomérné
vyraznad nefrotoxicita antracyklind. Ackoliv podstata tohoto jevu nebyla dosud
vysvétlena, nékteré prace dokumentuji podil ROS na tomto druhu toxicity. Tomu by téz
nasvédcoval protektivni UCinek dexrazoxanu nejen viici kardiotoxickym, ale 1
nefrotoxickym G¢inklim antracyklinii [20]. NejznaméjS$im nezddoucim Gc¢inkem je vSak
ziejm¢ kardiotoxicita antracyklini. Prvni zminky o kardiotoxickém plisobeni
antracyklinQ se objevily jiz kratce po jejich zavedeni do klinické praxe [21]. Vzhledem
k nastupu a charakteru klinickych projevi 1ze rozd¢lit antracyklinovou kardiotoxicitu na
akutni, subakutni, chronickou a pozdni [22]. Kardiotoxicita antracyklinii se ukazala byt
vyznamnym omezenim jejich klinického uziti, a proto je moznost redukce tohoto
zédvazného nezddouciho ucinku intenzivné studovana. Jednim z mechanizmi, ktery je
intenzivné studovan ve vztahu k rozvoji kardiotoxicity je tvorba volnych kyslikovych
radikalt. Neni zcela jasné, jestli produkce volnych kyslikovych radikalt (ROS) k
protinddorovému pisobeni. Z dostupnych informaci se zda, ze ROS se ucastni na
protinadorovém efektu antracyklinii spiSe minoritné, na rozdil od kardiotoxicity, kde
patrn¢ hraji velmi vyznamnou ulohu [23].

Kromé indukce oxida¢niho stresu se v kardiotoxicité antracyklind uplatiiuje také
tzv. nitracni stres. Za indukci nitra¢niho stresu je obecné zodpovédnd vysoka produkce

NO zejména diky zvySené aktivit¢ iNOS. Takto vznikly NO poté reaguje se
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superoxidem za vzniku peroxynitritu [24]. Mezi enzymy, které se podileji na rozvoji
zanétlivych onemocnéni patii také nitrotyrosin. Nitrotyrosin je markerem spole¢né¢ho
pusobeni reaktivnich substanci kysliku a dusiku v organismu, proto se stal bézné
pouzivanym indikatorem radikdlového poskozeni tkani. Vznika nitraci volného nebo v
proteinu vazaného tyrosinu, in vivo se na jeho vzniku podili nejpravdépodobnéji
peroxynitrit a myeloperoxiddza. Koncentrace nitrotyrosinu jsou zvySeny u jedinci, u
kterych se rozviji aterosklerdza [25]. Kromé¢ nékterych studii, které popsaly indukci
zanétu v cévach v souvislosti s podavanim antracyklind, indukce nitra¢niho stresu
v extrakardidlnich cévach nebyla popsana. Proto jsme se v této rigordzni praci chtéli
detekovat zmény endotelidlni exprese markeru nitrace proteinl nitrotyrosinu ve sténé
aortalniho oblouku kralik, kterym bylo podavano antracyklinové -cytostatikum
daunorubicin. Sledovali jsme piipadné zmény exprese nitrotyrosinu po riznych
davkovych intervalech podavani daunorubicinu.

Vysledky imunohistochemické analyzy vSak neprokazaly indukci exprese
nitrotyrosinu v aorté¢ ani u kontrolni ani u zadné z antracyklinovych skupin. Tyto
vysledky jsou v soucasnosti v souladu s dal$imi vysledky, ve kterych zatim nebyla
prokéazana exprese markert zanétu ani oxida¢niho stresu v aort¢.

Lze tedy konstatovat, Ze daunorubicin zfejmé¢ neindukuje morfologicky
detekovatelnou endotelidlni dysfunkci v aortalnim oblouku kralika u modelu
antracyklinové cardiotoxicity a ukazuje na vétSi obrannou schopnost endotelidlnich

buné¢k ve srovnani s kardiomyocyty.
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8 ZAVER

Tato rigordézni prace se zameéfila na studium mozné indukce endotelidlni
dysfunkce po dlouhodobém podavani cytostatiku daunorubicinu u krali¢tho modelu pro
studium chronické kardiotoxicity.

Imunohistochemicka analyza neprokazala indukci endotelialni exprese markeru
nitracniho stresu nitrotyrosinu ani u kontrolni a ani u Zadné z daunorubicinovych
skupin.

Lze tedy konstatovat, Ze daunorubicin zfejmé neindukuje morfologicky
detekovatelnou endotelidlni dysfunkci v aortalnim oblouku kralika u modelu
antracyklinové kardiotoxicity a ukazuje na vétSi obrannou schopnost endotelidlnich

buné¢k ve srovnani s kardiomyocyty.
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