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Seznam pouzitych symboli a zkratek

acyl-CoA

acetyl-CoA

ADP

ATP
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CD (,,cluster of differentiation*)
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ELISA (,,Enzyme Linked Immunosorbent Assay*)

EPO

FADD (,,FAS associated death domain‘)

FAS

FAD"
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ICAM (,,intercellular adhesion molecule*)
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IFN
IL

acylkoenzym A
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C reaktivni protein
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dithiotreitol
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membranovy receptor patfici do
rodiny TNF receptori, znam také jako
CD95

flavinadenindinukleotid oxidovany
flavinadenindinukleotid redukovany
rustovy faktor fibroblastu

cytokin stimulujici v kostni dfeni
diferenciaci granulocytd

cytokin stimulujici v kostni dfeni
diferenciaci myeloidnich bunék
kfenova peroxidaza

mezibunééna adhezivni molekula

inhibitorovy protein branici
translokaci NFkB do jadra

interferon

interleukin
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LAM (,,Jleukocyte adhesion molecules*)
LIF (,,leukemia inhibiting factor*)
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MAPK (,,mitogen activated protein kinase*)
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ROS (,,reactive oxygen species*)
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SEP

SCF

TACE (,,TNF-a converting enzyme*)
TGF (,,transfoming growth factor*)
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leva komora

mitogenem aktivovana protein kinaza
cytokin stimulyjici v kostni dfeni
diferenciaci monocytu
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oxidovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
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nikotinamidadenindinukleotid
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nikotinamidadenindinukleotidfosfat
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jaderny transkripéni faktor kB
nervovy rustovy faktor
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pfirozeny zabijec

faktor aktivujici krevni desticky
fyziolgicky roztok fosfatového pufru
zaporny dekadicky logaritmus
koncentrace H' jontt
intracelularni pH

s receptorem interagujici protein
reaktivni formy kysliku

prava komora

septum

ristovy faktor kmenovych bunék
enzym S§tépici pro-TNF-a

transformacni ristovy faktor



TMB tetramethylbenzidin

TNF (,,tumor necrosis factor®) tumor nekrotizujici faktor

TNF-R1 a TNF-R2 receptory pro TNF-a

TRADD (,,TNF-a receptor associated death domain‘), death* doména asociovana s TNF-

a receptorem

TRAF (,,TNF receptor associated factor) faktor asociovany s TNF receptorem
TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
TRITON t-oktylfluoxypolyetoxyethanol

VAP (,,apoptosis-inducing protein®) proteiny indukujici apoptozu



1. Uvod

Hlavni pfiéinou kardiovaskularnich chorob je zhorSujici se Zivotni styl a prostiedi, ve
kterém Zijeme. Kazdym rokem ptibyva mnoho novych pacientli s t€mito onemocné&nimi.
Pravé jimi je zpusobeno 50% tmrti ve svété. Jen v Ceské republice zemfe na jejich
nasledky ro¢né kolem 60 tisic lidi. Proto je tomuto tématu vé€novéana velkd pozornost
klinickych a experimentalnich kardiologg.

V ramci kardiovaskularnich onemocnéni je nejcastéjsi pii¢inou umrti ischemicka
choroba srde¢ni. A tak se jednim z nejdulezitéjsich cili souc¢asné kardiologie stal vyzkum
pfi¢in vzniku tohoto onemocnéni a hledani strategii, které by vedly k minimalizaci jeho
nasledka.

Vyzkum je zaloZen na studiu kardioprotektivnich u€inkd, tedy mechanismi
vedoucich k ochrané srde¢niho svalu a patogenetickych mechanismii uplatiiyjicich se pfi
vzniku poskozeni myokardu.

Dilezitou roli v patogenezi velké vétSiny kardiovaskuldrnich onemocnéni a také v
rozvoji ischemicko-reperfuznim poskozeni hraji cytokiny. Jednomu z nich, TNF-q, je

vénovana tato bakalafska prace.



1.1. Ischemie myokardu

Ischemii myokardu nazyvame stav, kdy neni zajistén dostate¢ny piivod kysliku do
tkan€ a nejsou dostate¢né odplavovany metabolity v duisledku omezeni perfize. Je
zpisobena nahlym poklesem krevniho priitoku. Pfi ischemii dochézi k postupnému nebo
nahlému uzavieni koronarni tepny, proto je vZdy charakterizovana regionalné. Postupné
uzavirani tepny je nejcastéji zptisobeno pomalym narustem aterosklerotického platu v jeji
sténé. Nahla okluze mize byt vyvolana trombdzou, embolii nebo spasem koronarni tepny;
pro tuto formu ischemie se uzil termin akutni infarkt myokardu (Spinar a kol., 2003).

Pfi ischemii vznika fada funkénich, metabolickych a strukturdlnich zmén. Ischemie v
uzsim smyslu slova je stav reverzibilni pokud doba jejiho trvani neni dlouha. Pokud v3ak
doba trvani ischémie piesahne ur€ity limit, dochazi k nevratnému poskozeni bunék; po
obnoveni prutoku se neobnovuje oxida¢ni fosforylace a buriky umiraji — vznikd nekr6za

(Frangogiannis a kol., 2002).
1.1.1. Metabolismus myokardu

Pro pochopeni zasadnich metabolickych zmén myokardu v pribéhu ischemie (viz
kap. 3.3.) bude nejdfive v této kapitole vysvétlen metabolismus u zdravého srdce.

Srdeéni burika ziskava energii oxidaci mastnych kyselin, glukézy a jejich metabolitd,
jako je napf. laktdt a ketolatky. Tyto ziviny se dostdvaji k buiikdm myokardu z
extraceluldrni tekutiny, v niZ se octnou po vyplaveni ze zasobnich forem (triacylglyceroly
tukové tkanég, jaterni glykogen), po vyplaveni z jater (ketolatky) nebo ze svald (laktat). V
burice myokardu jsou pak odbourdvany na jednodussi latky, poptipadé skladovany ve
formé zasobnich triacylglyceroli nebo glykogenu. Lokalni intracelularni zasoby téchto
Zivin v8ak maji energeticky vyznam na velmi kratkou dobu, zpravidla n€kolik sekund,
maximalné minut (Gregor P. a Widimsky P., 1999).

Odbouravéni glukézy v cytoplazmé srde¢nich bunék postupuje az k tvorbé
acetylkoenzymu A (acetyl-CoA). Metabolismus mastnych kyselin probihé pies acyl-CoA,
ktery po vazbé na karnitin vstupuje do mitochondrii, kde nastava beta-oxidace s tvorbou
acetyl-CoA. Acetyl-CoA je v cyklu trikarbonovych kyselin (v Krebsové cyklu) postupné
oxidovan; z NAD', FAD" a NADP" vznikaji jejich redukované derivaty, tj. NADH,
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FADH, a NADPH, které vstupuji do dychaciho fetézce. Tam probiha oxida¢ni fosforylace,
ktera vede k uvoliiovéni energie a k jejimu skladovéani ve form& ATP. Z té pak ve svalové
burice jesté vznika dalsi zasobni latka schopna energii bezprostfedné uvolnit, kreatinfosfat.
Stépenim ATP na ADP a anorganicky fosfat, resp. $tépenim kreatinfosfatu, se uvolni
chemické vazby (Bytesnik a kol., 2002).

Energie je nutna pro viechny Zivotni pochody v buiikéch a jeji potfeba je naprosto
trvala. Z nejdilezit€j$ich pochodl zavislych na ptfivodu energie uvadim membranovy
transport iontd, svalovou kontrakci a proteosyntézu (Aschermann a kol., 2004).

Mastné kyseliny se dostavaji do bunék myokardu stejné jako gluk6za a laktat z
extracelularni tekutiny. Triacylglyceroly, které pfichdzeji krevnim feisttm v
chylomikronech nebo v nizkodenzitnich lipoproteinech, jsou jest¢ v plazmé& hydrolyzovany
na mastné kyseliny a vaZou se na albumin. V burice jsou esterifikovany s koenzymem A na
acyl-CoA nebo s glycerolem na triacylglyceroly, které jsou pak skladovany. Mastna
kyselina miiZe projit vnitini membranou mitochondrie pouze po vazbé¢ na karnitin ve formé
acylkarnitinu. Uvnitf mitochondrie je acylkarnitin znovu roz§tépen a vznika karnitin a
acyl-CoA, ktery vstupuje do Krebsova cyklu (O8t’adal a Vizek, 2003).

Glukéza mize byt v burice rovnéz skladovana ve formé& zasobniho glykogenu nebo
podrobena aerobni glykolyze az na pyruvat, z néhoz se tvofi acetyl-CoA, ktery vstupuje do
mitochondrii a dale do Krebsova cyklu. Oxidaci jedné molekuly glukézy se vytvoti 38
molekul ATP, pfi anaerobni glykolyze pouze 2 molekuly ATP. Zatimco za anaerobnich
podminek miZe tedy probihat glykolyza alespoi s minimalnim vytéZkem, k oxidaci

mastnych kyselin je vZdy zapottebi kysliku (Bytesnik a kol., 2002).

1.1.2. Metabolické zmény pFi ischemii

Za normalnich podminek ziskavd myokard energii z oxidaéni fosforylace, k niZ
vyuziva v 60 — 90 % oxidaci volnych mastnych kyselin v Krebsové cyklu, probihajicim v
mitochondriich. Zbytek energie ziskava oxidaci glukdzy a laktatu. Pti nedostatku kysliku
je zdrojem energie anaerobni glykolyza, ktera probiha v cytoplazmé kardiomyocytd.
Glykolyza v3ak na rozdil od oxidace jedné molekuly glukézy poskytuje pouze 2 molekuly
ATP, ve srovnani s 38 molekulami ATP ziskavanymi pfi oxida¢nich procesech. Pfitom za
klidovych podminek myokard potfebuje 10 mmol ATP/min jen k udrZeni iontové
homeostazy. Pfi nedostatku kysliku se proto v kardiomyocytu hromadi laktat, ktery se tvoii
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z pyruvatu a rychle inhibuje glykolytické enzymy od trovné fosfofruktokinazy.
Transaminaci nahromadéného pyruvétu se tvofi alanin, ktery se vyplavuje do myokardu
stejné jako laktat. Glykolyza tedy nejen neni schopna dlouhodobé zabezpecit energetickou
potiebu myokardu, ale sama o sobé podmiiiuje acidézu, ktera inaktivuje potfebné enzymy.
Nedostatecna tvorba ATP vede k lokalnimu deficitu ATP a nasledné k poruseni buné¢né
integrity. Kapacita kardiomyocyti tvofit energii z ATP a kreatinfosfatu je sniZena,
energetické rezervy se rychle vyCerpavaji. To je jeden z faktort, pro¢ se sniZuje schopnost
kontraktility kardiomyocyti. Dalsi piiinou je, Ze hromadici se ionty vodiku vytésiiuji
ionty vapniku z vazby na myofibrily. Ionty drasliku se dostavaji do extracelulamiho
prostoru a zde jsou nahrazovany ionty sodiku. Nadbytek drasliku v extracelularnim
prostoru ovliviiuje velikost membranového potencidlu. Hromadéni sodiku uvnitt buiiky
vede k jejimu otoku (Aschermann a kol., 2004).

Bezprostifedné po zacatku ischemie dochazi ke zvySovani intracelularni koncentrace
véapniku (tzv. calcium overload). Tento komplexni d&éj ma své pti¢iny vné i uvnitf buriky.
Extracelularni komponenta zahrnuje vstup malych mnozstvi vapniku vyménou za ionty
sodiku a difizy pfes buné®nou membranu: jeji permeabilita je totiz vyrazné zvySena
pusobenim kyslikovych radikald, hromadicich se diky poklesu koncentrace antioxidaénich
molekul (tzv. scavengert). Rozhodujici roli ovSem hraji mechanismy intraceluldrni:
zvySené vyplavovani vapniku ze sarkoplasmatického retikula, doprovazené sniZenym
vychytdvanim cytosolického vapniku, selhani na ATP zavislé sarkolemni vépnikové
pumpy, odpovédné za odstrafiovani vapniku proti koncentra¢nimu gradientu a koneéné
vodikem fizené vyplavovani vapniku z mitochondrii. Pisobi-li ischemie delsi dobu,
sarkolema pfestava byt celistvou, zfejmé pisobenim nové tvotenych volnych kyslikovych
radikdali na membranové fosfolipidy. Duisledkem zvy$eni intracelularni koncentrace
vapniku je pak aktivace lysozomalnich protedz a fosfolipaz, coz vede k ultrastrukturalnimu
poskozeni srde¢ni buriky, stimulaci tvorby kyslikovych radikald, aktivaci latentnich, na
vapniku zavislych ATPaz, odbouravani zasob ATP a kone¢né akumulaci vapniku v

cytoplazmé v té€sné blizkosti kontraktilnich bilkovin (Ost'adal a Vizek, 2003).
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1.1.3. Ireverzibilni zmény pfi ischemicko-reperfiznim poskozeni

Je-li okluze tepny del$i neZ 20minut, dochazi k zaniku srde¢ni buriky. Ireversibilni
poskozeni obvykle zacina endokardidlné a $ifi se smérem k epikardu. K zaniku srdeéni
butkky muze dojit dvojim zplisobem, nekrézou a apoptdézou (Frangogiannis a kol., 2002,
Kolat a Ostadal, 2004 ).

Nekroéza je energeticky nezavisly proces, charakterizovany sou¢asnym poskozenim
bunéénych organel (napf. buné¢na membrana, sarkoplazmatické retikulum, mitochondrie).
Dochazi pfi ném k edému buiiky véetné jejiho jadra, k aktivaci lysozomalnich
hydrolytickych enzymt a k nekontrolovatelnému, tzv. autolytickému rozkladu buriky. Jeji
obsah se vyléva do okolniho mezibuné¢ného prostredi, kde miZze vyvolat zanétlivou reakci
(Aschermann a kol., 2004).

Apoptéza piedstavuje bunéénou smrt, charakterizovanou progresivni kondenzaci
buriky a jadra a fizenym rozkladem organel a makromolekul. Kli¢ovou tlohu ma aktivace
proteolytickych enzymd, tzv. kaspaz, které jsou pod kontrolou genetického programu,
aktivovaného poskozenim buriky. Nazory na rozsah a patogenetickou tlohu apoptdézy pii
ischemii se zna¢né li$i: jeji exprese zavisi na stupni rozvoje infarktu myokardu, velikosti
postiZzené oblasti a metodach hodnoceni. Snaha rozliSit podil nekrézy a apoptozy v
ischemickém srde¢nim svalu by mohla v budoucnu ovlivnit farmakoterapii tohoto
onemocnéni zasahem do mechanismu (O3t'adal a Vizek, 2003).

1.1.4. pH paradox

Ischemie zpisobuje kromé jiného sniZeni intraceluldrniho pH (pH;), zptsobuje tedy
acidozu. Zda se a potvrzuji to i experimentalni studie, Ze za hypoxickych ¢i ischemickych
podminek, stejné jako pfi nejriznéjSich typech stresu, miZe mit acidéza do jisté miry
protektivni G€inky (Bing, 1973).

Hypoxie nebo ischemie snizuje obsah ATP. Ztrata ATP je spojena s aktivaci
fosfolipaz a proteaz, které patfi do skupiny tzv. degradacnich ¢i destruk¢nich enzymd.
Intracelularni acidéza vsak jejich aktivitu sniZuje. Je-li dosaZzeno rychlé reperfuze, pH; se
zvy$uje, a tim také naristd aktivita zminénych degradaénich enzymi se vSemi nasledky:

myocyty zustavaji vétSinou trvale nefunkéni v kontrakénim postaveni a komplexem
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membranovych zmén a aktivitou protedz buiky zanikaji i strukturalné. Naproti tomu v

modelu pomalé korekce acidozy reperfize redukuje rozsah nekrézy (Currin, 1991).

1.1.5. Vapnikova homeostaza

Zmény pH; béhem ischemie jsou bezprostfedné nasledovany zménami vapnikové
rovnovahy. Béhem né€kolika desitek sekund reperfize nedochdzi k zasadnim zménam
(Marban, 1989). To je potvrzeno z pokusi na zvifatech, kdy ischemie obvykle neni delsi
nez 20 minut. Reperfizni faze nutna k Gpravé vapnikové homeostdzy vét§inou netrva déle
neZ 5 minut. Pfesto jiZ tyto kratké ¢asy a uvedené Ca’* zmény mohou vyustit v omradeni
myokardu (Kusuoka, 1992).

Pelouchova pozorovani (1985) naznauji, Ze pfeplnéni buné€k vapnikem v dobé
reperfuze je tim zavaznéj$i, ¢im déle trvala ptedchozi ischemie: u krétce trvajicich ischemii
(pod 20 minut) je koncentrace [Ca®*]; trojnasobna viidi kontrolam a u déle trvajici ischemie
je az desetinasobna. Po dlouhodobych ischemiich se jiz vapnikova homeostdza nikdy
nevrati do vychozi situace. Za zvySenou intracelularni vapnikovou koncentraci [Ca™);
mohou hlavné tyto faktory: ztrita ATP; osmotickd nerovnovdha; mechanické naroky
kladené na porusenou buiiku; oboustrannd Na'/Ca’* vyména pf poruSeni nap&tové

zavislého kanalu pro vapnik (Marban, 1989).

1.1.6. Funk¢ni a strukturalni projevy ischemického poskozeni

1.1.6.1. Poruchy srde¢ni kontraktility a relaxace

Za normalnich podminek funguje myokard jako celek a pracuje zcela koordinované.
Pokud je oviem &ast tkané postiZena nedostate¢nou perfiizi a metabolickymi zménami
souvisejici s ischemii, dochazi k poruseni této rovnovahy a vzniku rdznych abnormalit
kontraktilni funkce myokardu. Hlavnimi pfi¢inami jsou nedostatek energie a skutecnost, Ze
hromadici se ionty vodiku vytsiiuji vapnikové ionty z vazby na myofibrily (Spinar a kol.,
2003).

Dochazi k tzv. desynchronizaci tj. ¢asové poruse prubéhu kontrakce mezi zdravou a

postiZenou ¢&asti myokardu, dale klesa systolickd kontrakce v ischemické oblasti
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(hypokinéza) nebo zcela vymizi (akinéza) (Aschermann a kol, 2004). Myokard je na
poc¢éatku ischemie schopen kontrahovat, s kazdym stahem se ale ischemicka oblast stale
vice vyklenuje, protoZze nedokaze piekonavat vnitrokomorovy tlak produkovany normalné
perfundovanou tkani. Nedostatetna perflize postizené Casti zpisobi i heterogenitu
kontrakci co do sily a rychlosti. Diky tomu poklesne minutovy srde¢ni vydej (Opie, 1998).

Podle Spinara a kol. (2003) je viak sniZeni kontraktility v ischemické oblasti do jisté
miry prospé$né, protoZe se tak uSetfi energie pro pribéh reakci, které pfispivaji k udrZeni
integrity buné€k a oddaluji tak nastup nekrozy. Na druhou stranu je vSak nezbytné uvést, Ze
pro organismus jako celek ma porucha kontrakce srde¢niho svalu negativni disledky.

ProtoZe se za ischemickych podminek zasoby energie v ATP rychle zmensuji, odrazi
se tento stav také na relaxaci srde€ni svaloviny, kterd je na ATP pfimo zavisla. ATP je
nezbytny nejen pro pferuSeni vazeb mezi aktinem a myozinem, ale také pro odstranéni
véapniku béhem diastoly z cytosolu transportni Ca?* ATPazou sarkoplasmatického retikula.
Neutplna relaxace béhem diastoly tak pfispiva k rozvoji kontraktury (Kolaf a Ostadal,
2004).

1.1.6.2. Arytmie

Arytmie, poruchy vzniku a Sifeni elektrického vzruchu srde¢ni tkani, jsou dalsi z
typickych funkénich projevii ischemie. MiZzeme je rozdélit podle mista jejich vzniku na
supraventrikularni (vznikaji v sinotridlnim uzlu, sinich a atrioventrikularnim uzlu) a
ventrikulari (komorové) arytmie (vznikaji v komorach nebo niZ$ich patrech pievodniho
systému) (Asemu, 1999). Dal8im kritériem pro déleni arytmii je jejich G¢inek na srde¢ni
frekvenci: pokud srde¢ni frekvenci zpomaluji, jednd se o tzv. bradykardie a pokud ji
zrychluji, mluvime o tzv. tachykardiich. Podle doby vzniku miiZeme arytmie dale rozdélit
na ischemické a reperfuzni a podle mechanismu vzniku na arytmie vzniklé nasledkem
poruchy automacie (spousténé arytmie) nebo arytmie vzniklé nasledkem poruchy vedeni
(tzv. reentry) (Neckat, 1998).

Pfi¢inou vzniku ischemickych arytmii je existence strukturdlné i elektricky
abnormalniho myokardu. Dojde k poruse vzniku impulsi, jejich vedeni nebo ke kombinaci

obou pfi¢in (Aschermann a kol., 2004).
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1.2. Reperfuzni poSkozeni

Reperfuze, tj. obnoveni prutoku krve ischemickym myokardem v relativné kratké
dobé, jednozna¢né zmensuje rozsah nekrézy a zlepSuje prognézu nemocnych s akutnim
infarktem myokardu. Pokud dojde ale k obnoveni pritoku v dobé, kdy jsou energetické
zasoby bunék jiz vyCerpany, kdy doslo k velkému vzestupu cytosolického vapniku, k
osmotickému rozvratu a k vyCerpani vychytavacu (,scavegeru) kyslikovych radikald,
muze dojit i k poskozeni téch bunék, které dosud neodumiely a byly potencialné 1éCitelné.
Vtomto ptipadé¢ hovofime o tzv. reperfuznim poSkozeni. Za toto poSkozeni jsou
odpovédné pfedeviim dva faktory: prudké zvy3eni produkce kyslikovych radikald v
okamziku reperfiize a nekontrolovatelny vstup vapniku do nitra buiiky. Ten je zptsoben
zvySenou Na'/Ca’ vymeénou, zvySenym vstupem véapniku véapnikovymi kanaly a v
neposledni fadé¢ nekontrolovatelnym vstupem molekul pies poruSenou bunéénou
membranu (O$t'adal a Vizek, 2003).

Fisher a kol. (1994) rozdélili reperfizni poskozeni na ¢tyfi typy, jak je pozorovali v

experimentech se zvifety:

1) letalni reperfuzni poSkozeni — tj. reperfizi navozena smrt bunék, které byly béhem

ischemie poskozeny pouze reverzibilng,;

2) cévni reperfuzni poskozeni — progresivni po§kozeni mikrocirkulace s roz§ifenim oblasti
,»no reflow fenoménem (tj. neschopnost krve reperfundovat ischemickou oblast, pfestoze
byla odstranéna cévni obstrukce odpovédné za ischemii) a ztrata koronarni vazodilataéni

rezervy,
3) reperfuzi vyvolany ,stunning* (omraéeny myokard) — tj. postischemicka kontraktilni
dysfunkce, ktera po reperfizi pfetrvava i pfesto, Ze nedo$lo k ireverzibilnimu poskozeni a

Ze byl obnoven normalni nebo téméf normalni pritok koronarnimi tepnami;

4) reperfizni arytmie — vznik komorové tachykardie nebo fibrilace komor béhem prvnich
sekund po reperfuzi.

16



1.3. Hypoxie

Hypoxie je stav, kdy pfi adekvatni perfuzi je do tkani pfivadéno snizené mnoZstvi
kysliku, ale odplavovani metabolitl je pfiméfené. V fad¢ kardiovaskuldrnich onemocnéni
se Casto setkavame s hypoxickymi stavy kardiopulmonalniho systému, které vznikaji pravé
na zaklad¢é nerovnosti mezi dodavkou a burikami momentalné vyZadovanym mnoZzstvim
kysliku (Gregor a Widimsky, 1999).

Jsou znamy 4 typy hypoxie (Ost'’adal a Vizek, 2003):

a) ischemicka hypoxie (€asto oznaovana jako srde¢ni ischemie), ktera je vyvolana
redukci aZ zastavou koronarniho pritoku;

b) hypoxicka hypoxie, charakterizovana poklesem parcialniho tlaku kysliku p(0;) v
arterialni krvi pfi normalnim koronarnim pritoku;

¢) anemickd hypoxie, pfi niZ je sice arteridlni tlaku kysliku p(O;) normaélni, ale
transportni kapacita krve pro kyslik je sniZena;

d) histotoxicka hypoxie, vznikajici sniZzenou utilizaci kysliku v burice pfi dostate¢né
saturaci i pratoku (napf. inhibice oxidativnich enzym pfi otravé kyanidem).

Nejcéastéj$imi pficinou nedostateéného zasobovani srdeéniho svalu kyslikem jsou
bezpochyby prvni dva mechanismy; tj. ischemickd a hypoxickd hypoxie. S ischemickou
hypoxii se nej¢astéji setkdvame pii ischemické chorobé srde¢ni a s hypoxickou hypoxii u
chronickych plicnich onemocnéni, u cyanotickych vrozenych vad nebo pii zménach
kardiopulmonadlniho systému vyvolaného pobytem v prostfedi s nizkym obsahem kysliku
ve vzduchu (Ost’adal a kol., 1998).

Ve dvou piipadech mizeme vSak hypoxickou hypoxii kvalifikovat jako situaci
fyziologickou: fetalni myokard, adaptovany na hypoxii odpovidajici vysce 8000 m a
srde¢ni sval stilych obyvatel vysokych nadmotskych vysek. V obou téchto situacich je
srde¢ni sval vyznamné odolnéjsi k akutnimu nedostatku kysliku. Tato skute¢nost se stala
stiedem zajmu v fadé experimentalnich vyzkumt zaméfenych na studium mechanismi
chranicich srdce pfed akutnim ischemickym poskozenim (Neckat a kol., 2004).

Terminy hypoxie a ischemie se ¢asto zaménuji, i kdyZ rozdily mizeme hledat uz na
bunééné urovni. U ischemie neni sniZena jen doddvka kysliku a substratd, ale vyznamné je
sniZzeno odplavovani metabolitd. Zatimco hypoxicka hypoxie postihuje cely myokard, tak u

ischemie je ohrani¢ena pouze oblast zasobend postiZenou koronarni tepnou. U hypoxie je
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dodavana krev méné oxigenovana a koronarni pritok, zasobovani myokardu substraty a

odvod odpadnich latek jsou zachovany (Ost'adal a Vizek, 2003).

1.3.1. Protektivni vliv chronické hypoxie

Adaptace organismii na podminky chronické hypoxie vede ke zvySené odolnosti
myokardu k akutni ischemii na riznych urovnich poskozeni. Adaptace ma pozitivni vliv na
velikost infarktu myokardu, postischemickou obnovu kontraktilnich funkci a vyskyt a
zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii (Neckaft, 1998).

Pocatkem 70. let minulého stoleti se prokazalo, Ze chronickd hypoxie vyznamné
snizuje velikost infarktu myokardu u potkanti (Maroko a kol., 1972), coZ bylo pozd&ji
podpofeno dal$imi publikacemi (napi: Turek a kol., 1980, Neckatr a kol., 2002). Mira
kardioprotektivniho u¢inku chronické hypoxie na velikost infarktu je pfimo umérna
intenzit¢ hypoxického stimulu — nadmotské vysce, po¢tu hypoxickych expozic a dobé
jejich trvani (Neckat, 1998).

Adaptace na chronickou hypoxii ma také protektivni vliv na postischemickou
obnovu kontraktilnich funkci myokardu (Kopecky a Daum, 1958, Poupa a kol., 1966,
Widimsky a kol., 1973, McGrath a kol., 1973). Tato skute¢nost byla sledovana i pozdéji na
izolované pravé komoie jak u samcti potkana, tak i samic, které jsou obecné k ischemii
odolnéj$i nez samci (Ost'adal a kol., 1998). Dale se prokazalo, Ze i na levé komofe na
modelu izolovaného perfundovaného srdce dochazi ke zlepSeni kontraktilni funkce
myokardu (Felaco a kol., 2000, Neckar a kol., 2002, Zhong a kol., 2002).

Dlouhodobéd adaptace na hypoxické podminky na modelech ,in situ” a
perfundovaného srdce ,in vitro“ sniZzuje vyskyt zavaZnych ischemicko-reperfiiznich
arytmii (Asemu a kol., 1999, Zhong a kol., 2002).

1.3.2. Doba trvani kardioprotektivnich u¢inki chronické hypoxie

Vét§ina zmén vyvolanych chronickou hypoxii se vraci na pivodni uroven b&hem 3-5
tydnd od ukonceni adaptace. Dochazi k postupné normalizaci hmotnosti hypertrofované
pravé komory, poklesu hodnot tlaku v pravé komofte a v plicnici (Kolaf a Ost’adal, 2004),
snizeni hematokritu a hladiny hemoglobinu a normalizaci elektrofyziologickych (Chouabe
a kol., 2002) i metabolickych zmén myokardu (Novak a kol., 2004).
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1.3.3. Molekularni mechanismy chronické hypoxie

Soucasné poznani umoziiuje hledat mechanismy kardioprotektivniho u€inku
chronické hypoxie na molekularni urovni. Hlavni postaveni dnes zaujimaji ATP
dependentni draslikové kanaly (Katp), reaktivni formy kysliku (ROS, ,,Reactive oxygen
species*), oxid dusnaty (NO) a protein kindza C (PKC). V posledni dob& se ukazuje, Ze
vyznamnou roli v kardioprotektivnim pisobeni adaptace na chronickou hypoxii miZe hrat
aktivace ATP zavislych draslikovych kanali (Katp), ktera vede ke zkraceni akéniho
potencidlu a tim ke sniZeni pfestupu extracelularniho vapniku do nitra buriky. Timto
mechanismem lze zabranit pfetizeni butiky vapnikem a tim vyrazn€ sniZit po$kozeni
svalovych a endotelovych bunék (Neckat, 2005).

1.3.4. Negativni nasledky chronické hypoxie

V systémovém obé&hu zptisobuji hypoxické podminky vasodilataci. Naopak na plicni
obéh pilsobi vasokonstrikéné, coZz vyvolava vznik plicni hypertenze, pretéZuje pravé
komory a v kone¢ném dusledku dojde ke vzniku hypertrofie (Kolaf a Ostadal, 2004).
Vystaveni potkant vysoké nadmoiské vysce vyvola také morfologické zmé&ny myokardu a
vznik drobnych nekrotickych lozisek (Neckaf a kol., 2004). Pelouch a kol. (1985) zjistili
posun ve sloZeni myosinovych isoforem od vysoce aktivni V1 ATPazy k nizkoaktivni V3

isoformé, sniZzeni poméru kolagen I/kolagen III diky zvysené syntéze formy III.
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1.4. Cytokiny

1.4.1. Definice cytokinii

Cytokiny jsou definovany jako sekrefni regulaéni proteiny a glykoproteiny o
molekulovych hmotnostech od 6 do 60 kDa. Jejich tlohou je kontrola bunééného ristu,
diferenciace a dalsi funkce. Nejdilezitéjsi funkci je regulace imunitnich déji a zajisténi

homeostazy za normalnich i patologickych podminek (Pé&ni¢ka a Gregor, 2000)
1.4.2. Vlastnosti cytokinu

Cytokiny nachdzime pfedev8im extracelularné, kde reakci s pfisluSnym receptorem
na cilovych burikach pfenadeji informaci o stavu organismu a vyvoldvaji pfisluSnou
biologickou odpovéd. VétSina cytokint je sekretovana klasickymi sekre€nimi cestami.
Existuji v8ak i membranové formy nékterych cytokinl, které jsou na rozdil od
sekretovanych forem zakotveny v cytoplazmatické membrané¢ hydrofobni sekvenci
pfiblizn€ 20 aminokyselin (transmembranové proteiny) (Das, 2000).

Vétsina cytokinii je ve svych t¢incich pleiotropni (pisobi na nékolik riiznych druhti
bunék), ¢asto pusobi v kaskadé (jeden cytokin indukuje tvorbu druhého) a cely cytokinovy
systém je do ur¢ité miry redundantni (jednotlivé cytokiny mohou byt ¢asto nahrazeny
jinymi). Cytokiny pisobi bud’ autokrinné (pisobi na buriku, ktera je produkuje), parakrinné
(ptisobi na buiiky v tésné blizkosti) nebo endokrinné (po transportu cevnim fecistém plisobi
na vzdalené tkan¢). Pro nékteré ucely je nezbytné nutné koordinované spoluptsobeni
nékolika riznych cytokint. Tyto slozité interakce v cytokinovém systému se oznacuji jako
cytokinova sit’ (Hofejsi a Bartitikova, 2005).

20



1.4.3. Klasifikace cytokinu

Obecné déleni (Hotejsi a Bartirikova, 2005):

o Interleukiny: IL1 az IL-32; heterogenni skupina cytokini regulujicich hlavné
rozli¢né aspekty vyvoje a aktivace leukocytu.

e Chemokiny: IL-8 a fada pfibuznych molekul s chemotaktickou aktivitou.

o Interferony: IFN-a, B a y; dulezité sloZky neadaptivnich antivirovych obrannych
mechanismi a regulatory imunity.

e Transformujici ristové faktory: TGF-a, TGF-f (strukturné zcela odli$né).

e Faktory stimuluyjici kolonie (CSF): cytokiny stimulujici v kostni dfeni diferenciaci
granulocyti (G-CSF), monocyti (M-CSF) nebo obou typi myeloidnich bun¢k
(GM-CSF).

e Tumor nekrotizujici faktory: TNF-a,

e Rustové faktory: ristovy faktor kmenovych bun€k (SCF), erytropoetin (EPO),
ristovy faktor fibroblastti (FGF), nervovy ristovy faktor (NGF), faktor inhibujici
leukémii (LIF) a dalsi

Déleni podle funkce (Klener a kol., 1997):

o Prozanétlivé cytokiny (v€etné chemokind): (IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a, TNF-B)

o Protizanétlivé cytokiny: (IL-4, IL-10, TGF B)

e Cytokiny s aktivitou ristovych faktori hematopoetickych bunék: (IL-3, IL-7, IL-9,
IL-11, EPO, CSF)

e Cytokiny uplatiujici se v humoralni (protilatkové) imunité: (IL-4, IL-5, IL-13)

e Cytokiny uplatiujici se v buné&né imunité: (IL-2, [FN-y)

e Cytokiny s antivirovym u¢inkem — interferony: (IFN-a, [FN- B)
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1.4.4. Role cytokinu v kardiovaskularnich onemocnénich

Cytokiny se v kardiologii uplatiuji v patogenezi fady poruch funkénich
(vazospasmy, poruchy kontraktility myokardu), degenerativnich (zejména v aterogenezi) a
v patogenezi zanétlivych procesd (myokarditida, perikarditida). Zcela specificka je jejich
uloha pfi vzniku a progresi onemocnéni cévni stény (zejména aterosklerézy) (Klener a kol.,
1997).

Pénitka a Gregor (1997) navrhli struénou hypotézu o roli cytokini v

kardiovaskulanich onemocnénich (viz obrdzek ¢. 1):

inzult (infekce, endotoxin, hypoxie, kyslikové radikaly, trauma, zvySeny systolicky nebo
diastolicky wall stres)
!
syntéza cytokinu prvniho sledu (IL-1, TNF-a) rezistentnimi makrofagy a myocyty
l
imigrace leukocytl s rozvojem mistniho zanétu, s nadmérnou produkci riznych cytokind,

prostaglandint, leukotrient aj.

pusobeni cytokina na:

1. myokard — zhorSeni symptomu, pokles ejek¢ni frakce, remodelace levé komory
s progresi jeji dysfunkce a dilatace, tvorba arytmogenniho substratu, spusténi maligni
arytmie

2. cévy — potenciace ateroskler6zy a koronarni trombdzy

3. cely organismus — syntéza proteini akutni faze s navozenim prokoagula¢niho stavu,
hore¢ka, bolesti svalli, kloubt a hlavy (,,flu-like* syndrom), tachykardie, sniZeni periférni
cevni rezistence a hladin cholesterolu, navozeni hypotyreézy, zvySené resorpce kosti a
chrupavek (osteoporoza, artr6za), nespavosti, anorexie, katabolismu, kachektizace, anémie
inzulinové rezistence, zhorSeni ptitomného poskozeni ledvin aj.

!

progrese zdkladnfho kardiovaskularniho onemocnéni

Obrazek ¢. 1: Cytokinova hypotéza kardiovaskularniho onemocnéni (pfevzato z Péni¢ka a
kol., 2000)

22




1.5. Tumor nekrotizujici faktory

TNF fadime mezi prozanétlivé cytokiny. Tyto cytokiny jsou schopny zvysit svoji
vlastni produkci, stimulovat syntézu malych zanétlivych mediatori jako jsou PAF
(,,Platelet-activating factor*), eikosanoidy a kyslikové radikaly, a aktivovat bunéiné
komponenty. TNF jsou endogenni pyrogeny, které stimuluji produkci jinych endogennich
pyrogent jako IL-1p (Meldrum, 1998).

Do této skupiny cytokini patfi TNF-a a TNF-f.

1.5.1. TNF- §

TNF- B byl poprvé popsan Carswelem v roce 1975 jako lymfotoxin. Ma vétsi
molekulu nez TNF-a, je méné u€inny a jeho vyskyt je omezeny. Je nejéastéji produkovan

T-lymfocyty. Ma cytotoxické a cytolytické u€inky (Feldman a kol., 2000).

1.5.2. TNF- @

TNF-a je stabilni homotrimémi molekula obsahujici 185 aminokyselin, jeho
molekulova hmotnost je 17 kDa. Sklada se z dlouhych fetézcti B-struktury skladdanych listt,
sto¢enych do tzv. rolky (,jell roll). Jeho struktura je vyobrazena na obrdzku ¢. 2. Patfi
mezi peptidové hormony a glykoproteiny (http://en.wikipedia.org/wiki/TNF_alpha).

Obrazek ¢. 2: Struktura TNF- a (pfevzato z http://en.wikipedia.org/wiki/TNF _alpha)
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V roce 1975, Carswel a kol. identifikovali TNF- a jako endotoxinem indukovany
sérovy faktor. O deset let pozd&ji vé&dci izolovali hormon kachektin z nddorovych bunék
postizenych kachexii. Nasledujici klonovani genu koddujiciho kachektin a TNF- a
potvrdilo, Ze jsou tyto molekuly identické a proto se TNF-a oznaduje jako kachektin
(Feldman a kol., 2000).

TNF-a se uplatiiuje jako mediator zanétlivych d&t a septického Soku, pisobi
uvolnéni dalSich mediatori zanétu (leukotrienti, prostagladinu E), indukuje expresi
nékterych gend. Ma cytostatické a cytotoxické ucinky, cytotoxicky pusobi tvorba
kyslikovych radikalti, kterou TNF-a indukuje. Dale je znam jeho silny katabolicky ucinek
zodpovédny za nadorovou kachexii. Inhibuje lipoproteinové lipazy, potlatuje diferenciaci
adipocytli a ma silné angiogenni uinky. Pfisuzuje se mu role v patogenezi roztrouSené
skler6zy a né&kterych autoimunitnich onemocnénich, ale také v patogenezi ischemicko-
reperfizniho poSkozeni, endotoxemie, ateroskler6zy, myokarditidy a srde¢niho selhani, a
uplatiiuje se ziejmée i pfi odmitnuti transplantovanych organii (Klener a kol., 1997).

Je produkovan fadou bunék, napf. lymfocyty, neutrofily, fibroblasty, hladkymi
svalovymi buitkami, v men3i mife i endotelovymi buiikami a butikami riznych nadorti. V
pribéhu ischemicko-reperfuzniho procesu jsou jeho hlavnim zdrojem aktivované
neutrofily a makrofagy v loZisku ischemie (Dawn a kol., 2004).

Utinky TNF-o zavisi na aktivité jeho receptort, jejichZ dva typy jsou znamy. Teprve
vazbou TNF-a na tyto receptory dochazi k vyslednému u¢inku spocivajicimu napf. v
indukci apoptézy, cytotoxickému pasobeni a fadé dalsich (Bajaj a kol., 2006). Cast t&chto
receptoru je vazana na bunééné membrany, dalsi ¢ast volné cirkuluje. Bylo prokazano, ze
se molekuly téchto receptori mohou stat za ur¢itych podminek rezervoarem TNF-a, nebot’
vazba cirkulujiciho receptoru pro TNF-a na vlastni molekulu TNF-a ma ,,neutralizujici
u¢inek* (Monden a kol., 2007).
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1.5.2.1. Membranové receptory pro TNF-a

TNF-a zprostredkovava své u€inky ptfes dva typy membranovych receptori: TNF-R1
a TNF-R2. Oba receptory vlastni extracelularni doménu, ktera obsahuje 4 tandemové se
opakujici na cystein bohaté motivy. Kazdy z receptori spousti jiné signalni drahy (viz
obrdzek ¢ 3). TNF-R1 aktivuje proces apoptézy a TNF-R2 spousti drahy vedouci k
translokaci transkripéniho faktoru NFkB do bunééného jadra (Meldrum, 1998).

L) A:wmon '/ ‘w-m Nucleus

Obrazek ¢. 3: Receptory pro TNF-a: TNF-R1 aktivuje apoptické signalni drahy, zatimco
TNF-R2 spousti signalni drahy aktivujici translokaci transkripéniho faktoru NFxB do jadra
buriky (pfevzato z Meldrum, 1998)

1.5.2.1.1. Aktivace TNFR1: spusténi apoptickych signalnich drah

TNF-a indukuje apoptézu v mnoha bunéénych typech véetn¢ bunék myokardu. Na
pocatku signalni drahy vedouci k apoptdze se TNF-a navaze na TNF-R1 nebo FAS. Oba
tyto receptory patii do rodiny TNF receptort, jsou to povrchové receptory a souhrnné je
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nazyvame ,.death* receptory. Tyto transmembranové receptory nesou na své cytosolické
&asti tzv. ,,death doménu. Tato doména je souasti jejich cytosolickych podjednotek, u
TNF-R1 to je TRADD (,,TNF-a associated death domain) a u FAS to je FADD (,.Fas
associated death domain‘). Interakci mezi témito dvéma doménami zprostiedkovava RIP
(,,receptor interacting protein*). Soucasti RIP je kinazova doména, ktera aktivuje
cysteinové protedzy — kaspazy. Signalni draha kaspaz vede ke stimulaci endonukleazy,
které v nasledujicim kroku ni¢i jadernou DNA. Jen za uréitych podminek je mozné, aby
TNF-R1 aktivovalo signalni drahu vedouci k translokaci NFxB do buné&ného jadra
(Meldrum, 1998).

1.5.2.1.2. Aktivace TNF-R2: signalni draha vedouci k translokaci NFkB
do jader bunék

Soudasti TNF-R2 je cytoplasmaticky protein TRAFs (,,TNF receptor associated
factors,,), ktery se aktivuje pfi navazani TNF-a. Biologicka funkce TRAFs zatim neni
zcela znama, ale vi se, Ze obsahuje dva proteinové motivy, které se oznaduji ,,zinkovy a
kruhovy prst* (,.zinc and ring fingers*). Z nich se signal $ifi a pfenasi na MAP kinazy,
které fosforyluji inhibi¢ni proteiny IkB, které se nasledné uvoliuji z vazby s NF«xB
(Meldrum, 1998).
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1.6. TNF-a v srdci

1.6.1. Buiiky produkujici TNF-a v srde¢ni tkani

Ve zdravém srdci je koncentrace TNF-a nizkd. TNF-a je hlavné lokalizovano v
cévnich endothelidlnich buiikach, makrofazich a Zirnych burikach. Tento typ produkce
TNF-a myokardem je oznaCovan jako bazalni a slouzi pravdépodobné k udrZovani
homeostaze béhem normoxie, velmi kratké ischemie a ¢asné reperfiize. Bylo prokdzano, Zze
TNF-a méa v nizkych koncentracich ochranné uc¢inky proti hypoxickému poskozeni
(Maekawa a kol. 2000). Hypoxii indukované prozanétlivé cytokiny stimuluji produkci
antioxidantii a jinych stresovych proteini. Dale TNF-o indukuje pokles koncentrace
cytosolického vapniku, a tim redukuje vapnikové pfetiZzeni a zpomali vznik nekrozy, resp.
apoptdzy (Stamm a kol. 2001).

Béhem ischemicko-reperfizniho poskozeni dochazi ke zvysené produkci TNF-a. Na
této zvySené produkci se podileji aktivované makrofagy, monocyty a myocyty, které

uvoliiuji TNF-a pfedevsim na pocatku reperfuze (Schulz, 2008).

1.6.2. Molekularni mechanismus produkce TNF-a béhem ischemicko-

reperfizniho poskozeni

Transkripéni faktor NFxB je zodpovédny za spusténi produkce TNF-a. Za
normalnich podminek je NFkB vazan na dva inhibi¢ni proteiny IkB, které znemoziiuji jeho
translokaci do jadra. IkB mohou byt fosforylovany napf. kindzou p38 MAPK (,p38
mitogen-activated protein kinase*), kterd se miZe aktivovat puisobenim oxidativniho
stresu. Z komplexu NFkB- IkB se uvoliiuje IxB a aktivovany NFxB se miiZe transportovat
do jadra, kde se navaZe na jedno ze ¢tyf vazebnych mist v promotoru genu pro TNF-a.
Aby doslo k transkripci, musi se navazat nejméné dvé molekuly NFxB (Kimura a kol.,
2006). K vytvoteni TNF-a a k jeho naslednému uvolnéni do extracelularniho prostoru je
nutnd aktivace TACE (,,TNF-a converting enzyme*), ktery je fazen do skupiny
metaloprotienaz (Sack, 2002).
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1.6.3. Vliv TNF-a na ischemicko-reperfizni poskozeni

V priibéhu ischemie dochazi ke zvySené produkci TNF-a. Intenzita produkce TNF-a
je pfimo umérna tfem faktorim: zavaznosti ischemie, velikosti loZiska a pfitomnosti
srde¢niho selhani. TNF-a je jednim z faktord, které se podileji na tom, zda myocyty preziji
nebo odumiou. Kromé toho spousti dal§i bunééné zanétlivé odpovédi, dale funguje jako
chemoreaktant pro neutrofily (Duran, 2008).

TNF-a se vaze na receptory endothelidlnich bun€k v cévach, ¢imz aktivuje expresi
LAM (,,leukocyte adhesion molecules*) a translokaci NFkB do bunééného jadra, coz vede
k produkci ICAM-1 (,,intercellular adhesion molecule) a E-selektinu. Jde o esencidlni
molekuly, které pfimo zprostiedkovavaji interakce aktivovanych neutrofilt, trombocyti,
endotelu a ischemizovanych myocyti (Eddly a kol., 1992). Pro tento proces je nezbytna
interakce povrchové struktury CD11/CD18 (povrchové molekuly leukocytd) na povrchu
aktivovaného neutrofilu s adhezivnimi molekulami ostatnich zucastnénych bunék
(endotelu, trombocyti a myocyti) (Kimura a kol., 2006). Zatimco nékteré adhezivni
molekuly jsou v ur¢itém mnozZstvi konstitutivné exprimovany na bunéénych strukturach
srdce (ICAM-1, ICAM-2, CD31, CD73,VAP1), jiné (napf. E-selektin) nikoliv. Bylo
prokazano, Ze exprese t€chto molekul je rovnomérna v myokardu sini i komor (Das, 2000).
Akumulace aktivovanych neutrofili v ischemii postizené tkani a jejich interakce s
myocyty, ostatnimi buiikami a sloZkami mezibunééné hmoty, usti v produkci volnych
kyslikovych radikalu, derivati kyseliny arachidonové a proteolytickych enzymu, které dale
prohlubuji poskozeni myokardu (Gu a kol. 2006).

Zvysena koncentrace TNF-a v myokardu ovliviiuje hemodynamické parametry tim,
Ze snizuje kontraktilni funkce srde¢niho svalu, redukuje ejekéni frakci, snizuje odpor cév,
zpisobuje hypotenzi a dilataci komor. TNF-o navozuje v myokardu také apoptézu
kardiomyocytl a indukci dal$ich srde¢nich depresori jako jsou cytokiny IL-1, IL-2 a IL-6
(Kurrelmeier a kol. 2000).
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1.6.4. Kardioprotekce a TNF-a

Uritym ovlivnénim ulohy TNF-a v srdci 1ze vyvolat kardioprotektivni G€inky. Napf.
pfi inhibici TNF-R1 po tficeti minutové koronarni okluzi a nasledné 24-hodinové reperfuzi
dochazi ke zmenseni velikosti infarktu. Naopak aktivace TNF-R1 zvySuje kontraktilni
dysfunkci, zhorSuje obnovu remodelace srdce po infarktu a ma dopad na ireverzibilni
podkozeni bunék bhem ischemicko-reperfiizniho d&e. Uinky aktivace TNFR2 nejsou
jesté zcela objasnény (Schulz, 2008).

Podani inhibitoru pro TNF-a (napi: Etanerecept) redukuje postischemickou
zanétlivou reakci, ktera pfispivda k poSkozeni a nasledné nepfiznivé remodelaci srdce
(Duran, 2008).

V regulaci exprese TNF-a pti ischemii se mohou podilet také dalsi cytokiny, napi:
IL-10 (Kaur a kol., 2006). Yang a kol. (2000) métili hladiny TNF-a v plasmé po
ischemicko-reperfiznim poskozeni u kontrolnich my$i a transgennich jedincti s vyfazenym

genem pro IL-10. V plasmé kontrolni skupiny namétili mnohem niZ8i koncentraci TNF-a.
1.6.5. Uloha TNF-a v ischemické odolnosti navozené chronickou hypoxii

Studie ukazuji, Ze béhem adaptace na chronickou hypoxii dochazi ke zvySené
produkci TNF-a. Experimenty Smithe a kol. (2001) prokazali, Ze zvy$ena produkce
navozena chronickou hypoxii vede k plicni vasokonstrici a nasledné plicni hypertenzi.

Dale se timto tématem zabyvala Kotasova (2007), ktera méfila koncentraci TNF-a
v levé a pravé komote normoxickych a chronicky hypoxickych potkani. Z jejich vysledka
vypliva: Bazalni koncentrace TNF-a v pravé komote normoxickych potkani je vyznamné
vy$8i oproti komoie levé a to jak v cytosolické, tak v partikularni frakci. Chronicka
hypoxie nevedla k Zddné zméné bazalni koncentrace TNF-a v cytosolické ani
v partikularni frakci myokardu levé komory. V pravé komoie se efekt chronické hypoxie

projevil sniZenim koncentrace TNF-a v obou frakcich zhruba na polovinu.
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2. Cil prace

Zakladnimi cily pfedkladané bakalafské prace byly tyto diléi cile:

1. Na zéklad€ studia dostupné literatury shromézdit informace o mechanismu

ischemicko-reperfizniho poskozeni srdce a uloze TNF-a.

2. Zavést metodu ELISA pro méfeni koncentrace TNF-a v srde¢ni tkéni.

3. Porovnat bazalni koncentrace TNF-a v myokardu pravé a levé komory a

septa normoxickych a chronicky hypoxickych potkant.
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3. Material a metody

3.1. Pokusna zvirata

Pro pokusy byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar z chovu
Velaz, s.r.o. v rozmezi hmotnosti 250-350g. VSechna zvifata byla b&hem adaptaéni 1
pokusné faze krmena ad libitum standardni laboratorni dietou ST1 (Bergman, Mlyn

Kocanda) a méla volny pfistup k vodé.
3.1.1. Experimentalni skupiny

Skupina ¢&. 1: Kontrola (C)

Vsichni laboratorni potkani z této skupiny byli chovani po celou adapta¢ni dobu v
normoxickych podminkach (tj. 10 potkani po dobu tfi tydnt). Potkani byli usmrceni
cervitralni dislokaci $kolitelem specialistou. Srdce bylo rychle vystfizeno z hrudniku a
ponofeno do ledového fyziologického roztoku. Byla odstfiZena volné sténa pravé komory,
volna sténa levé komory a septum, a nakonec byl odebran vzorek krve. Vzorky byly

zamrazeny v tekutém dusiku a uchovany pti -70°C v mrazicim boxu.

Skupina ¢&. 2: Adaptace na hypoxii (10% O;) po dobu tFi tydni (A)
Zvitata byla tfi tydny vystavena hypoxickym podminkam odpovidajicim nadmoiské
vy$ce 5500 m.n.m. (10% O;) v normobarické komote. Na konci experimentu byli potkani

usmrceni a dale byly odebrany vzorky srdce a krve stejné jako u skupiny &.1.

3.2. Pouzité chemikalie

Izolace proteinu 1:

SloZeni pufru pro izolaci proteint 1 (pH 7,4):

12,5 mM TRIS/HCI - Loba Feinchemie (Rakousko)

250 mM sacharéza - Sigma (Némecko)

2,5 mM ethylenglykoltetraoctova kyseliny (EGTA) - Sigma (USA)
1 mM ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) - Sigma (USA)
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100 mM fluorid sodny - Sigma (Némecko)

5 mM dithiotreitol (DTT) - Sigma (USA)

0,3 mM fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) - Sigma (Cina)
0,02 mM leupeptin - Sigma (Némecko)

0,02 mM apoprotein - Sigma (USA)

Izolace proteinu 2.:
SloZeni pufru pro izolaci proteint 2 (pH 7,4):
tablety PBS - Gibco (UK)

Izolace proteina 1 i 2:
t-oktylfluoxypolyetoxyethanol (TRITON X-100) - Serva (Némecko)

Meéfeni koncentrace proteini podle Bradforda:
destilovana voda (H;0) - laboratoF AVCR
Bradfordav roztok - Sigma (USA)

standardy BSA — Biorad (Némecko)

ELISA Kit - R&D Systems (USA):

Desti¢ka o 96 jamkach, které jsou pokryty monoklonalnimi protilatkami pro potkani TNF-
a (,,Rat TNF-a Microplate*)

Polyklonélni protilatky proti potkani TNF-a konjugovany kfenovou peroxiddzou (,,Rat
TNF-a Conjugate*)

Potkani TNF-a standard (,,Rat TNF-a Standard™)

Potkani TNF-a kontrola (,,Rat TNF-a Control*)

Stanovovaci rozpoustédlo (,,4ssay Diluent RD1-41%)

Kalibra¢ni rozpoustédlo (,,Calibrator Diluent RD5-17)

Koncentrat promyvaciho pufru (,,Wash Buffer Concentrate*)

Substratovy roztok (,,Substrate solution*) — (Color reagent A: H,O, a Color Reagent B:
tetramethylbenzidin)

Inhibiéni roztok (,,Stop Solution*) — roztok HCI

Kryci félie (,,Plate Covers*)
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ELISA Kit — Bender MedSystems (Rakousko):

Desti¢ka o0 96 jamkach, které jsou pokryty monoklondlnimi protilatkami pro potkani TNF-
a (,,Rat TNF-a Microplate*)

Biotin-konjugat (,,Biotin-Conjugate®) - polyklonalni protilatky proti potkani TNF-a
Streptavidin HRP (,,Streptavidin HRP*) - kienova peroxidaza

TNF-a standard (,,TNF-a Standard*) - TNF-a standard o koncentraci 5000 pg/ml
Substratové rozpoustédlo (,,Sample Diluent*)

Koncentrat stanovovaciho pufru (,,4ssay Buffer Concentrate®)

Koncentrat promyvaciho pufru (,,Wash Buffer Concentrate*)

Substratovy roztok (,,Substrate Solution*) - TMB

Inhibi¢ni roztok (,,Stop Solution*) — roztok H,SO4

Kryci folie (,,Adhesive films*)

3.3. Pouzité metody

3.3.1. Izolace proteini

Cilem izolace proteini je separovat cytosolickou a membranovou frakci homogenatu

a pfipravit vzorky pro poZadovana meéfeni.

Izolace proteinu 1:

Nejprve se v keramické misce s tekutym dusikem vzorek rozdrtil na mensi kousky a
poté rozmélnil na jemny prasek pomoci tlouCku. Prasek se diikladné pomoci $pachtle
pfevedl do Potterova homogenizatoru a jeho okraje byly omyty dvakrat 500 pl izolaéniho
pufru. Vzorek byl homogenizovan az do doby, kdy se ¢asti tkané dokonale rozmélnily, a
poté pifeveden do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky. Do homogenizitoru se napipetovalo
jesté jednou 500 pl izolaéniho pufru a postup se opakoval.

Vzorky byly odstfedény pfi 1000 g (centrifuga Sigma Laboratory Centrifuges 3K18)
po dobu 10 min. pfi 4°C. Doslo k viditelnému oddéleni supernatantu a peletu. Supernatant
1 byl pomoci pipety opatrné odebran a pfeveden do plastovych zkumavek uréenych pro
ultracentrifugaci (Beckman L-90 Ultracentrifuge), ktera trvala 1 hod. pti 4°C pti 37000

otackach s pouzitim rotoru RS3Ti.
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Supernatant 2 se pfevedl do plastovych zkumavek. Pelet 2 se nejprve uvolnil od
stény zkumavky proplachnutim 300 ul izolaéniho pufru a pfevedl se do Potterova
homogenizatoru, kde byl nasledn€¢ zhomogenizovan. A dale pfeveden do plastové
zkumavky. Do Potterova homogenizatoru se opét napipetovalo 300 pl izola¢niho pufru a
postup se opakoval. Supernatant 2 a zhomogenizovany pelet 2 se sto€ily na ultracentrifuze
po dobu 1 hod. pfi 37000 otackach pti 4°C.

Supernatant 3 se odpipetoval do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky. Pelet 3 se uvolnil
ze zkumavky a nasledn€ homgenizoval stejnym zplisobem jako pelet 2. Déle se ptenesl do
1,5 ml Eppenderfovy zkumavky. Do peletu 3 bylo napipetovdno 5 pl Triton X-100 a
nasledné kazdych 5 min. promichavan na vortexu po dobu 1 hod. Vzorky supernatantu 3
byly zamrazeny v -70°C.

Pelet 3 se odpipetoval do plastové zkumavky a ultracentrifugoval po dobu 1 hod. pti
4°C pti 37000 otackach. Supernatant 4 se odlil do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky a byl
zamrazen v -70°C. Supernatant 3 tedy pfedstavuje cytosolickou frakci a supernantant 4
partikularni frakci.

Vzorky byly uchovany pro pozdé€j§i pouziti. Po celou dobu pokusu byly
meziprodukty i vysledné produkty chlazeny v ledu.

Izolace proteini 2:
K izolaci proteinti byl pouzit ,izolaéni pufr 2 (viz str. 33), jinak postup byl stejny

jako u Izolace proteini 1 (viz str. 34).

3.3.2. Stanoveni koncentrace proteinu podle Bradforda

Bradfordova zkou$ka je spektroskopicky kolorimetricky analyticky postup, ktery
slouzi ke stanoveni koncentrace proteini v roztoku. Princip této metody je zaloZen na
zméné absorbance v modrém barvivu (,,Coomasie Briliant Blue G-250), které se vaZe na
arginin a hydrofébni zbytky aminokyselin v proteinech. Barvivo obsahuje dvé slozky:
prvni, tvofenou aniontem, ktera se vaZze na protein, mad modré zbarveni a dosahuje
absorb¢niho maxima pti 595 nm. Druha slozka tvofi kation, je zelena a Cervend a na
protein se navaZe. Pokles absorbance je umémy mnoZstvi navdzané modfi a proto i

mnoZstvi proteinu pfitomného ve vzorku.
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3.3.2.1. Postup stanoveni koncentrace proteini podle Bradforda

Bradfordiv roztok se nechal ohfdt na laboratorni teplotu. Do kazdé jamky
mikrotitraéni desti¢ky se napipetovalo 10 pl standardu a nebo 1 pl vzorku s 9 pl
destilované vody. Dale se do kazdé jamky napipetovalo 250 pl Bradfordova roztoku a celd
desti¢ka se jemné protiepala, aby se obsah jamek dokonale promichal. Vzorky se nechaly
inkubovat 15 min. pfi laboratorni teploté. Zméfila se absorbance vzorkid a standardi na
pfistroji Mikroplate Reader (Victor, Perkin Elmer, USA) pfi vlnové délce 595 nm a
sestrojila se kalibraéni kfivka, podle jejiZ rovnice spektrofotometr vypocital na zakladé

zméfené absorbance koncentraci jednotlivych vzorki.

3.3.3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbet Assay)

ELISA je imunologickd metoda urfend k detekci ptitomnosti celé fady latek jako
jsou napiiklad proteiny, hormony, toxiny nebo pesticidy. Podstatou této metody je pouziti
protilatek, které se specificky vaZou na prokéazanou latku (antigen). Protilatka nebo antigen
jsou vsak nejprve oznaeny pomoci enzymu. A pravé timto enzymem katalyzovana reakce

pfi niz dojde ke zmeéné barvy, slouzi k dikazu ptitomnosti daného antigenu.

3.3.3.1. Sandwich ELISA

Néami pouzity typ ELISA testu se nazyv4d Sandwich ELISA. Tato metoda vyuZiva
dvé protilatky proti danému antigenu (v nasem piipad€¢ proti TNF-a), které se na ngj
specificky navazi. Pfitom je duileZité, aby se obé& protilatky navéazaly prostorové proti sobé.

Prvni tzv. kryci protilatka (,,coating, capture antibody™) — (obrazek ¢. 4, krok 1, str.
37) - se nejprve navaZze na dno mikrotitra¢ni desti¢ky. Poté se do kazdé jamky pfida
v odebraném vzorku dokazovany antigen — (obrdzek ¢. 4, krok 2, str. 37). Po urcité dobé
inkubace se antigen navaZe na prvni protilatku.

Druha tzv. detekéni protilatka (,,detection antibody™) — je pfidana az po vymyti
zbytkl vzorku a prvni protilatky. Na detekéni protilatce je navazan enzym (nejCastéji
kfenova peroxidaza HRP). Tato detekéni protilatka se navaZe prostorové proti prvni

protilatce, takZe je antigen mezi nimi a vznikne komplex protilatka-antigen-protilatka
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(odtud nazev Sandwich ELISA). V dal§im kroku po vymyti zbytku nenavézané detekéni
protilatky se ptida chromogen (,,substrate solution*) TMB (tetramethylbenzidin/peroxid
vodiku). TMB se G€inkem peroxidu vodiku oxiduje na modfe zbarvenou latku a tato reakce
je katalyzovana HRP. Intenzita zbarveni je pfimo iméma mnoZstvi navazaného antigenu.

Pfidanim inhibi¢niho roztoku (,,stop solution*) se barva zméni na Zlutou.

Obrazek ¢ 4: Sandwich ELISA: Prvni obrazek zobrazuje pokryti desti¢ky kryci
protilatkou, druhy pak pfidani antigenu. Tteti obrazek ukazuje tvorbu komplexu protilatka-
antigen-protilatka. Detekéni latka, ktera je prostorové navazana proti kryci protilatce, ma
na svém konci navazany enzym. Na poslednim obrazku jsou spoleéné zobrazeny reakce
chromogenu s peroxidem vodiku katalyzovana enzymem a inhibi¢ni reakce (pfevzato
z Berg a kol., 2002).

3.3.3.2. Postup metody ELISA

ELISA Kit - R&D Systems (USA):

Do kazdé jamky mikrotitraéni destiCky bylo napipetovano 50 pl stanovovaciho
rozpoustédla. Dale bylo ptidano 50 pl standardu / kontroly / vzorku. Desti¢ka byla lehce
promichdna a nasledné pokryta folii. Vzorky se nechaly inkubovat 2 hod. pfi laboratorni
teploté¢. Pomoci multipipety byly vysany objemy ze vSech jamek. Do kazdé jamky se
napipetovalo 300 ul promyvaciho pufru, ktery byl po 15 s. zase odpipetovan ven. Postup
s promyvacim pufrem se opakoval celkem 4x. Do kazdé jamky bylo ptfidano 100 pl
polyklondlni protilatky proti potkani TNF-a konjugovany kfenovou peroxiddzou a opét se
nechalo 2 hod. inkubovat pfi laboratorni teploté. Obsah jamek byl vysat a opakoval se
postup s promyvacim pufrem 4x. Poté bylo napipetovano 100 pl substratového roztoku do
kazdé jamky. Desti¢ka se nasledné inkubovala 30 min. ve tmé pfi laboratorni teploté. Po
vyndani desti¢ky z tmavého mista se do viech jamek napipetovalo 100 pl inhibi¢niho
roztoku. Detekovala se absorbance jednotlivych vzorkd na pfistroji Mikroplate Reader
(Victor, Perkin Elmer, USA) pfi vinovych délkach 450 a 544 nm.
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ELISA Kit — Bender MedSystems (Rakousko):

Kazda jamka v desticce se naplnila 300 pl promyvaciho pufru a nasledné
vyprazdnila. Tento postup se opakoval 2x. Do jamek uréenych pro standard se
napipetovalo 100 pl substratového rozpoustédla a 100 ul standardu. Do jamek pro vzorky
bylo pfidano 50 pl substratového rozpoustédla a 50 pl vzorku. Poté se pomoci multipipety
pfidalo 50 pl biotin-konjugatu do v8ech jamek. Desticka se ponechala 2 hod. inkubovat pti
laboratorni teplot&. Poté se jamky vyprazdnily a promyvaly se 300 pl promyvacim pufrem
v kazdé jamce. Promyvani bylo provadéno celkem 4x. Do v3ech jamek bylo napipetovano
100 pl streptavidnu HRP a nasledné se desti¢ka inkubovala 1 hod. pti laboratorni teplote.
Op¢t se jamky vyprazdnily a 4x promyvaly se 300 pl promyvacim pufrem v kazdé jamce.
Do vSech jamek bylo pfiddno 100 pl substratového roztoku. Desti¢ka se vlozila na 30 min.
do tmavé mistnosti. Po vyndani desti€ky z tmavého mista se do vSech jamek napipetovalo
100 pl inhibiéniho roztoku. Déle se detekovala absorbance jednotlivych vzorki na ptistroji
Mikroplate Reader (Victor, Perkin Elmer, USA) p#i vinovych délkach 450 a 620 nm.

3.3.4. Statistické vyhodnoceni

Vysledky jsou prezentovany jako priméry + stfedni chyba priméru (S.D.). Za
statisticky vyznamné byly povaZzovany rozdily na hladiné P < 0,05.
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4. Vysledky

Pro porovnani bazalni koncentrace TNF-a v myokardu normoxickych a chronicky
hypoxickych potkanil bylo pouzito celkem 13 srdci. Koncentrace TNF-a byla zméfena
v cytosolické a partikularni frakci ze 6 odebranych levych komor, 6 pravych komor a 2
sept v kazdé skupin€ (viz tabulka ¢. 1). Koncentrace TNF-a téchto vzorku, které byly
izolovany izola¢nim pufrem 1, byla méfena ELISA kitem od firmy R&D Systems. Déle
timto kitem byly zméfeny koncentrace TNF-a u dvou vzorkti plasem. Jedno srdce
normoxického potkana, které bylo izolovano izola¢nim pufrem 2, bylo analyzovano
ELISA kitem od firmy Bender MedSystems.

Tabulka ¢ 1. Polet odebranych srdci pro porovnani bazilni koncentrace TNF-a u
normoxickych a chronicky hypoxickych zvifat a po¢et analyzovanych levych komor (LV),
pravych komor (RV) a sept (SEP): C - kontrolni zvifata chovana v normoxickych
podminkach, A - zvifata adaptovana na hypoxické podminky.

Skupina Podet Pocet Pocet Pocet
odebranych analyzovanych | analyzovanych | analyzovanych
srdci LV RV SEP

C 10 6 6 2

A 10 6 6 2

Zakladni hodnocené parametry:

Ve v8ech pokusech jsem zaznamenavala télesnou hmotnost zvifat (BW) a hmotnost

odebranych levych a pravych komor a sept. Tyto parametry ukazuje tabulka ¢. 2.

Tabulka ¢. 2: Primé&ma télesna hmotnost (BW) pokusnych zvifat, priméma hmotnost
levych (LVW) a pravych (RVW) komor a sept (SEPW) odebranych pro porovnani bazalni
koncentrace TNF-a: C - kontrolni zvifata chovand v normoxickych podminkéch, A -
zvifata adaptovand na hypoxické podminky.

Skupina BW (g) LVW (mg) RVW (mg) SEPW (mg)
C 286 £ 4 423+ 12 180 £ 6 186 £ 13
A 294 £5 418 £ 15 211+8 204 £ 9
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Porovnani bazilni koncentrace TNF-a v levé a pravé komore a septu normoxickych a

chronicky hypoxickych potkanii:

Tabulky ¢ 3 a 4 ukazuji hodnoty optickych denzit pti 450 nm pro jednotlivé
standardy. Z téchto hodnot jsem sestavila kalibra¢ni pfimky (viz. grafy ¢ 1 a 2, strana 41).

Tabulka ¢ 3: Hodnoty optickych denzit pii 450 nm pro jednotlivé koncentrace standardi
(ELISA Kit - R&D Systems).

Koncentrace TNF-a Opticka denzita pti 450 nm
v standardech (pg/ml)

0 0

12,5 0,0435

25 0,0875

50 0,172

100 0,33

200 0,6295

400 1,1605

Tabulka ¢ 4: Hodnoty optickych denzit pfi 450 nm pro jednotlivé koncentrace standardi
(ELISA Kit — Bender MedSystems).

Koncentrace TNF-a. Opticka denzita pii 450 nm
v standardech (pg/ml)

0 0

39 0,012

78 0,024

156 0,07

313 0,216

625 0,307

1250 0,506
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Graf ¢. I. Kalibratni kiivka (ELISA Kit - R&D Systems): Do grafu byly vyneseny
koncentrace TNF-a ve vzorcich standardii (pg/ml) proti optické denzité pti 450 nm.
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Graf ¢. 2: Kalibra¢ni kfivka (ELISA Kit — Bender MedSystems): Do grafu byly vyneseny
koncentrace TNF-a ve vzorcich standardi (pg/ml) proti optické denzité pfi 450 nm.
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Tabulky ¢. 5 a 6 ukazuji zméfené koncentrace TNF-a v cytosolické a partikularni
frakci levé a pravé komory a septa, vztaZené na miligram proteint. V tabulce ¢ 7 jsou

hodnoty koncentraci TNF-a ve vzorcich plasem.

Tabulka ¢ 5: Koncentrace TNF-a v cytosolické a partikularni frakci levé (LV) a pravé
(RV) komory a septa (SEP) (méfena ELISA kitem — Bender MedSystems): C - kontrolni
zvife chované v normoxickych podminkéch.

Koncentrace TNF-a Koncentrace TNF-a Koncentrace TNF-a

vLV (pg/mg) vRV (pg/mg) v SEP (pg/mg)
Skupina Part. f. Cytosol. f. | Part. f. Cytosol. f. | Part. f. Cytosol. f.
C 833,7 66,4 1033,3 1417 765,7 93,4

Tabulka & 6: Primérna koncentrace TNF-a v cytosolické a partikularni frakei levé (LV) a
pravé (RV) komory a septa (SEP) (méfena ELISA kitem - R&D Systems): C - kontrolni
zvifata chovana v normoxickych podminkach, A - zvifata adaptovana na hypoxické
podminky.

Koncentrace TNF-a | Koncentrace TNF-a | Koncentrace TNF-a
v LV (pg/mg) v RV (pg/mg) v SEP (pg/mg)
Skupina Part. f. Cytosol. f. | Part. f. Cytosol. f. | Part. f. Cytosol. f.
C 4483 +10 | 3,04+15 |31,13+£11 |6,22+17 |27,79+13 | 4,18+ 1
A 43,52+6 |2,89+2 2629+9 |2,55+9 2430+4 |390+13

Tabulka ¢ 7: Priméma koncentrace TNF-a v plasmé (méfend ELISA kitem - R&D
Systems): C - kontrolni zvifata chovana v normoxickych podminkach, A - zvifata
adaptovana na hypoxické podminky.

Skupina Koncentrace TNF-a v plasmé (pg/ml)
C 242+2
A 21,5+ 4

Grafy ¢. 3, 4 a 5 znazoriiuji porovnani bazalnich koncentraci TNF-a vztazenych na
miligram proteinti (namé&fené ELISA kitem - R&D Systems) v cytosolické frakci (graf ¢. 3,
str. 43), partikularni frakci (graf ¢. 4, str. 43) a ve vzorcich plasem (graf ¢ 3, str. 44) u
normoxickych a chronicky hypoxickych potkana.
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Graf ¢ 3: Porovnéani bazdlnich koncentraci TNF-o vztazenych na miligram proteind
v cytosolické frakci levé (LV cyt) a pravé (RV cyt) komory a septa (SEP cyt): control -
kontrolni zvifata chovand v normoxickych podminkach, adapted - zvifata adaptovana na
hypoxické podminky.

*P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil oproti pravé komote (RV)

***P < 0,005: statisticky vyznamny rozdil oproti pravé komoie (RV)
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Graf ¢ 4: Porovnani bazéalnich koncentraci TNF-a vztaZzenych na miligram proteint
v partikularni frakci levé (LV mem) a pravé (RV mem) komory a septa (SEP mem):
control - kontrolni zvifata chovana v normoxickych podminkach, adapted - zvifata
adaptovana na hypoxické podminky.

*P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil oproti levé komote (LV)

**P <0,05: statisticky vyznamny rozdil oproti levé komote (LV)
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Graf ¢ 5: Porovnani bazalnich koncentraci TNF-a v plasmé: control - kontrolni zvifata
chovand v normoxickych podminkach, adapted - zvifata adaptovana na hypoxické

podminky.

Bazalni koncentrace TNF-a v cytosolické frakci v pravé komote normoxickych i chronicky
hypoxickych potkand byla vyznamné vyssi oproti komofe levé, pravé naopak tomu bylo
v partikularni frakci. Statisticky vyznamné vy$§i byla bazalni koncentrace TNF-a
v cytosolické i partikularni frakci u chronicky adaptovanych potkant. Chronickéd hypoxie
nevedla k Zadné zméné v cytosolické ani partikulamni frakci.
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5. Diskuse

Chronicka hypoxie zvySuje odolnost srdce viici ischemicko-reperfiznimu poskozeni.
PiestoZe experimentdlni vyzkum tohoto kardioprotektivniho fenoménu probiha jiz fadu let,
presny mechanismus jeho plisobeni neni objasnén. ProtoZe se v n€kolika studiich ukazalo,
Ze se hladiny cytokinti ve vysoké nadmoiské vysce zvySuji, zaméfila se tato prace pravé na
roli jednoho ze skupiny prozanétlivych cytokind — TNF-a — v ischemické odolnosti
chronicky hypoxickych srdci.

Pro studium vlivu chronické hypoxie na myokard jsme pouZzili model permanentni
normobarické hypoxie. Tento model je na Oddéleni vyvojové kardiologie Fyziologického
tstavu AV CR nové zaveden od roku 2006. Adaptace potkant trvala 21 dni a po celou tuto
dobu byla zvifata chovana v hypoxické atmosféfe normobarické komory, kterd obsahuje
10% O,, coz odpovidd stupni hypoxie v nadmoiské vySce 5500 m. Vyhodou tohoto
modelu je, Ze v prib¢hu hypoxie nedochazi k reoxygenaci a zvifata maji po celou dobu
adaptace volny pfistup k potravé a vod€. Zaroveii je normobaricka komora uzptisobena ke
vstupu Clovéka, aniZz by se znatelné zménilo slozeni vzduchu v komote, a tak je mozZné
s potkany uvnitf manipulovat. Narozdil od intermitentni expozice, permanentni hypoxie
nevede béhem doby adaptace k vyraznému zpomaleni télesného ristu potkant. Télesné
hmotnosti normoxickych a hypoxickych zvifat se vyrazné neliily. SniZzeni hmotnosti je
komplexni d&j, na kterém se podili pfedev$im stres. Zvifata chovand v normobarické
komofe jsou na jeji prostiedi plné adaptovana a nejsou tak vystavena vyrazné€j$imu stresu
kromé& hypoxie samotné.

K méfeni koncentrace TNF-o v tkani se pouZzivaji nasledujici metody: ELISA (Kaur
a kol., 2006), fluoroimmunoassay (Kimura a kol., 2006) nebo Western blot (Stamm a kol.,
2001). My jsme pro naSe experimenty zvolili metodu ELISA ztoho divodu, Ze je
pouzivana nejlast&ji. Jeji vyhodou je vysoka citlivost: lze ji detekovat velmi malé
koncentrace proteinu (pg/ml). Protilatky, které se v této metodé pouzivaji, se specificky
vazou na stanovovany protein. Jeji dal$i nemalou vyhodou je i to, Ze nevyZaduje pouZiti
specialnich drahych ptistroji a metoda je ¢asové ekonomicka. Pro na$e pokusy jsme zvolili
kity ELISA dodané firmou R&D Systems z USA a kity ELISA dodané firmou Bender
MedSystems z Rakouska. Mnohonasobné vy3§i hodnoty bazélni koncentrace TNF-a
v myokardu kontrolniho potkana byly naméfeny ELISA kitem - R&D Systems nez které
byly naméfeny ELISA kitem - Bender MedSystems. Tento velky rozdil si lze vysvétlit
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v rozdilnosti pouzitého pufru a kitu. Izolaéni pufr 1, ktery obsahoval DTT, miZe
ovliviiovat stabilitu protilatek. Disulfidické mistky spojujici fetézce protilatky pravé
uvoliiyje silné redukéni &inidlo DTT. To je jeden z diivodi nizké koncentrace TNF-a
naméfené kitem ELISA - R&D Systems. Druhy divod je dan vétsi efektivnosti ELISA kitu
- Bender MedSystems. Tento kit obsahuje jako detekéni protilatku biotinovany konjugat,
ktery ma velkou afinitu k streptavidinu-HRP, jenz se na né&j vaze. Tento krok je u ELISA
kitu - R&D Systems vynechan, protoZe na detekéni latce je uZ ptimo navazana HRP. Dalsi
rozdil vkitech je v inhibiénim roztoku, kyselina fosfore¢nd (ELISA kit - Bender
MedSystems) 1épe zastavuje reakci TMB s H,O, nez kyselina chlorovodikova (ELISA kit -
R&D Systems). Z uvedenych fakti je ziejmé, Ze vhodnéjsi je pouzit pro izolaci proteind
pufr PBS a k mé&feni koncentrace TNF-a ELISA kit od firmy Bender MedSystem.

V naSich pokusech nevedla adaptace na chronickou hypoxii k Zadné zméné
koncentrace TNF-a v myokardu a ani v plasmé. Musime vSak brat zfetel na pouZity
izola¢ni pufr a ELISA kit. N&které studie ale ukazaly, Ze pobyt ve vysoké nadmoiské vysce
miZe tvorbu cytokint stimulovat. Kubo a kol. (1998) naméfili zvy$enou koncentraci TNF-
a v tekuting ziskané bronchoalveoldrni lavazi. Dale Ryan a kol. (2005) experimentalné
dokazali, Ze u pacientli s obstrukénim spankovym syndromem, ktery je formou chronické
intermitentni hypoxie, se koncentrace TNF-a v krevnim séru zvySuje. Je v§ak nutné zminit,
Ze jsme pouzili nové zavedeny model permanentni normobarické hypoxie, ktery se ukazuje
byt v mnoha smérech odli$ny od modelu intermitentni hypobarické hypoxie. Tento model
byl pouzit zatim jen u jedné prace — Kotasova (2007). Ta naméfila sniZenou bazalni

koncentraci TNF-a v pravé komotfe myokardu chronicky hypoxickych potkani.
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6. Zavér

Hlavni splnéné cile této bakalafské prace shrnuji nasledujici body:

1) Byla provedena detailni analyza odborné literatury zabyvajici se ulohou TNF-a

v ischemicko — reperfuznim poskozeni myokardu.

2) Podafilo se zavést metodu ELISA pro méfeni koncentrace TNF-a. Ze dvou
testovanych ELISA kitd se jako vhodnéjsi (citlivéjsi) ukazal ELISA kit od firmy
Bender MedSystem.

3) Zjistili jsme z porovnani bazdlni koncentrace TNF-a v myokardu pravé a levé

komory a septa normoxickych a chronicky hypoxickych potkanti, Ze chronicka

hypoxie nevedla ke zméné& koncentrace tohoto cytokinu.
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