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2. ABSTRAKT

Daunorubicin (DAU) je prvni antracyklinové (ANT) antibiotikum s prokazanou
klinickou aktivitou, které bylo pouzito pri [écbé détskych leukémii. Pozdéji se ukazalo,
Ze ANT maji Siroké vyuziti v 1é¢bé pfi obou hematologickych a solidnich nador(, kam
patfi rakovina prsu, vajec¢nikd a Zaludku. Na druhou stranu jsou ANT velmi nebezpecné
z hlediska toxického pusobeni na srdce, které se projevuje nevratnymi morfologickymi
zménami a bunéfnou smrti. ProtoZe se ANT vyuZivaji i pfi |éCbé pacientl

s hypercholesterolémii, zajima nas jejich Uc¢inek na aterogenezi v krevnich cévach.

Pfredpoklddame, Ze lécba DAU pfi cholesterolové dieté bude zhorSovat
aterosklerdzu v porovnani s krdliky pouze na cholesterolové dieté. Dvandct dospélych
samcl druhu New Zealand White bylo krmeno cholesterolem (0.2% cholesterol) a
rozdéleno na skupinu kontrolni (n=7), ktera dostdvala fyziologicky roztok i.v. jednou
tydné po dobu 10 tydnl od zacatku 4. tydne, a druhou skupinu lééenou DAU (n=7),
ktera dostavala klinicky odpovidajici davku daunorubicinu (3 mg/kg, = 50 mg/mz2, i.v.).
Pro kvantifikaci aterosklerotickych plata byl aplikovan nestranny systematicky nahodny
vybér. Hodnotily se vzorky cév z aortdlniho oblouku, které se sériové nakrajely (7 um)
na kryostatu. K histologickému a morfometrickému hodnoceni bylo vyuzZito barveni

fez(l Hematoxylin-orceinem.

Vysledky morphometrické analyzy ukazuji, Ze rozdil ve velikosti
aterosklerotického platu mezi skupinou kralik( krmenou cholesterolovou dietou s DAU
a mezi skupinou pouze na cholesterolové dieté nebyl statisticky vyznamny. Lze tedy
konstatovat, Zze kombinace Ié¢by DAU a cholesterolové diety nezhorsuje aterosklerdzu
v porovnani s pouze cholesterolovou dietou v toto experimentalnim designu u kralic¢iho

modelu.

Klicova slova: Cholesterol, endotelova dysfunkce, ateroskleroticky plat, antracykliny,

daunorubicin, antracyklinova kardiotoxicita



3. ABSTRACT

Daunorubicin (DAU) was the first anthracycline (ANT) antibiotic with impressive
clinical activity in the treatment of acute pediatric leukemias. Later, it has been shown
that anthracyclines have broad range of therapeutic activities against both
hematological and solid tumors, including breast, ovarian and gastric carcinoma. On
the other hand, ANTs are the most dangerous anticancer drugs with respect to
cardiovascular toxicity characterized by mostly irreversible morphological changes and
cell death. Indeed, ANTs are used also in patients with hypercholesterolemia so the

effect on atherogenesis in blood vessels is of interest.

Thus, we hypothesized that DAU treatment and cholesterol diet will aggravate
atherosclerosis when compared to rabbits fed by cholesterol diet only. Twelve adult
male New Zealand White rabbits were fed with cholesterol diet (0.2% cholesterol).
Control group of rabbits (n=7) received saline i.v. once weekly for 10 weeks since the
beginning of the 4th week, the second DAU group (n=7) received clinically relevant
doses of daunorubicin (3 mg/kg, = 50 mg/m2, i.v.). The systematic uniform random
sampling was applied for the quantification of atherosclerotic lesions. The samples
from aortic arch were taken for the evaluation. Serial sections of vessel (7 um) were
cut on a cryostat and Hematoxylin — orcein staining was used for the histological and

morphometric evaluation.

The results of the morphometric analysis showed that atherosclerotic plaque size
was not significantly different between rabbits treated with DAU and cholesterol diet
compared to rabbits on cholesterol diet only. The results of this study showed that
combination of DAU treatment and cholesterol diet did not aggravate atherosclerosis

in aortic arch when compared to rabbits fed with cholesterol diet.

Key words: Cholesterol, endothelial dysfunction, atherosclerotic plaque,

anthracyclines, daunorubicin, anthracycline cardiotoxicity



4. UVoD

Kardiovaskuldrni onemocnéni je jedna z nejCastéjSich obav svétové populace,
nebot je velmi Castou pfi¢inou smrti. Lidé jsou kazdy den pod natlakem stresu, trpi
nedostatkem spanku a stim souvisi i jejich ne ¢asto radna Zivotosprava. Tucna a
nevhodné sloZend strava velmi prospiva k ukladani lipidG a LDL cholesterolu v cévach.
Tyto lipoproteiny (hlavné tedy LDL cholesterol) se pfi jejich zvySeném mnoZstvi
v plasmé infiltruji do jiz poSkozenych endotelidlnich bunék, které vystylaji cévy, a
vedou k progresi aterosklerdzy. Této nemoci predchazi vznik endotelové dysfunkce,
tvorba lipidovych prouzkd a nasledny vznik aterosklerotického platu, ktery zuZuje

prasvit lumen cévy a mlze svym odtrhnutim zpUsobit akutni ischemické prihody.

Antracyklinovd |é¢iva (napf. daunorubicin, doxorubicin) nasSly  vyuZiti
v protinadorové |éCbé a jsou velmi rozsifené a nenahraditelné, pfestoze jsou znamy
jejich toxické ucinky. Pfi jejich dlouhodobém uzivani se vlivem jejich kumulativni davky
vorganismu muZe vytvofit chronickd antracyklinova kardiotoxicita, ktera vede
k zavaznéjSim klinickym projeviim, nejcastéji k selhani srdce. V souvislosti s civilizacni
nemoci — aterosklerézou nds zajima, jestli daunorubicin mda vliv na tuto nemoc,
poptipadé jestli ji zhorsuje.

V této bakalarské praci se podivame podrobnéji na fyziologickou funkci endotelu,
rozvoj endotelové dysfunkce a pfiblizime si patogenezi vzniku aterosklerotického platu.
Dalsi zajimavou kapitolou jsou modelova zvifata, ktera se vyuzivaji pfi studiu pravée
aterosklerdzy. V této studii jsme si vybrali jako zviteci model kraliky, protoze jsou velmi
citlivi k cholesterolové dieté, maji podobny metabolismus tuk( jako ¢lovék a Ize u nich
snadno navodit antracyklinovou kardiotoxicitu. Jaky zplsobem muze vzniknout, jeji
akutni a chronické projevy i mozZnosti prevence jsou dalSim neméné dulezitym
obsahem této prace. Na zavér uvadim zpUsob hodnoceni vysledk(l experimenti

pomoci stereologickych metod.



5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této bakalarské prace je provéreni, zda ma |écba antracyklinovym |écivem
daunorubicinem (DAU) vliv na velikost aterosklerotického platu u kralikd s

rozvinutou aterosklerézou po podavani cholesterolové diety.

Studie bude probihat v krevnich cévach, konkrétné v aortalnim oblouku, kralikd
typu New Zealand rozdélenych do dvou skupin — krmenych cholesterolovou dietou
(kontrolni) a DAU s cholesterolovou dietou (lécend). U obou skupin je cilem navodit
hypercholesterolémii a sni souvisejici ateroskler6zu a soucasné u jedné znich

aplikovat DAU pro rozvoj antracyklinova kardiotoxicity.

Nasledné je nutné vypreparované cévy kralik( nakrajet na kryostatu, obarvit za
Ucelem zvyraznéni struktur a poté plochy aterosklerotického platu ndhodné vybranych

fezl cév zkvantifikovat pomoci stereologickych metod.



6. TEORETICKA CAST

6.1 Endotelova funkce a dysfunkce

Endotelova dysfunkce je pocatecni stddium aterosklerdzy a nastava jesté pred
vlastni strukturalni zménou stény cév. (Vrablik et al., 2011) Proto bych na Uvod chtéla
uvést fyziologickou ulohu endotelu, pficiny vzniku endotelova dysfunkce a patogenezi

pfi vzniku aterosklerdzy.

6.1.1 Fyziologicka funkce endotelu

Buriky endotelu jsou velice vyznamné pro organismus a znalost jejich funkce je
zakladem pro pochopeni vzniku endotelové dysfunkce. Endotel je jednovrstevny
plochy epitel, ktery tvofi membrdnu, oddélujici sténu cévy od krve, fidi jeji
propustnost, zajistuje nesmacivost povrchu cévy a ma netrombogenni povrch. Zastava
funkci nejvétsiho endokrinniho organu v téle, s hmotnosti okolo 1,5 — 3 kg. (Vrablik et
al., 2011) V poslednich letech se ukazalo, ze endotel je velice metabolicky aktivni organ

s mnoha dalsimi funkcemi, na které se ted blize zamérim. (Karasek et al., 2004)

Endotelova buriky vystylaji lumen kazdé cévy, tedy arterii, vén, ale i kapilar
vjedné vrstvé bunék, nasedajicich na bazalni membranu. Jejich tvar je spiSe
nepravidelny, podlouhly. Bazalni membrana zajistuje fizenou propustnost pro bunééné
elementy, jako jsou leukocyty, které vyuzivaji ke svému prostupu adhezni molekuly, ale
i nebunécné krevni komponenty, vyuzivajici transportni mechanismy. (Davignon et al.,

2014)

Velmi vyznamnou funkci endotelu je schopnost vasodilatace. Ta je zabezpecdena
molekulou oxidu dusnatého (NO), nejdllezitéjsi latkou s vasodilatacnim Gcinkem, ktera
je produkovana pravé burnikami endotelu aktivaci enzymu NO-syntazy. Oxid dusnaty
zajiStuje kromé roztaZeni cévy i potlaceni zdnétlivé odpovédi a inhibuje oxidaci LDL
cholesterolu. (Davignon et al.,, 2014) Neméné dUlezitou vasodilatacni molekulou je
prostacyklin, ktery se produkuje bunkami endotelu za obdobnych situaci jako NO, je
tedy aktivovan napftiklad hypoxii nebo smykovym napétim krevniho proudu. Aby se

zachovala rovnovaha, vznikaji zde i latky jako endotelin-1, ktery ma vasokonstrikéni
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ucinky a pusobi pfi poskozeni endotelu. (Ce$ka, 1999; Karasek et al., 2004; Vrablik et
al.,, 2011) Pro uplnost vyctu funkci zdravého endotelu musim jesté zminit ovlivnéni

hemostazy a fibrinolyzy, reparativni pochody a angiogenezi. (Kardsek et al., 2004)

6.1.2 Endotelova dysfunkce

Endotelova dysfunkce (ED) je prvnim, tzv. némym stadiem aterosklerdzy a je
popisovana jako funkéni poskozeni endotelu, které se projevuje predevsim zvySenou
propustnosti cévni stény. To ma za nasledek nerovnovahu mezi hemokoagulaénimi,
vasoaktivnimi a proliferaci stimulujicimi pUsobky, které poSkozeny endotel neni
schopny produkovat. Takto postizené cévy maiji sklon k spasmu, aterogenezi, trombdze
a proliferaci hladké svaloviny v subendotelu. (Davignon et al., 2014; Karasek et al.,

2004; Vrablik et al., 2011)

PFi¢iny ED jsou viceméné shodné s rizikovymi faktory pro aterosklerézu. Radime
sem hlavné arterialni hypertenzi (dochazi k mechanickému poskozeni endotelu vlivem
vitivého proudu krve), zvySenou hladinu lipoprotein( v krvi (hlavné cholesterolu a LDL),
hyperglykémii, hyperinzulinémii, hypoxii, hyperhomocysteinémii, dale koureni,
plsobeni cytostatik, vék, diabetes mellitus a vznik imunokomplext. (Ceska, 1999;
Karasek et al., 2004; Scheen et al.,, 2018) Infekce a toxické latky hraji také velmi
vyznamnou roli pfi vzniku tohoto onemocnéni a povazujeme je za jeden ze spoustécich
mechanisml poskozeni endotelu. Dochazi k aktivaci imunitniho systému, pti kterém
dochdzi k imunopatologickému poskozeni endotelu. (Tesauro et al., 2017; Vrablik et
al., 2011) Jako druhy nejdulezitéjSi mechanismus vzniku ED je oxidativni stres. (Tesauro

et al., 2017)

Mnohé z téchto faktor( mizeme ovlivnit, patti sem napriklad pfilis tucna strava
(hyperlipoproteinémie), nizkd fyzicka aktivita, obezita, diabetes mellitus 2. typu,
kouteni a dalSi. Na druhou stranu genetické predispozice jako vrozenou poruchu
lipoproteinu a, rodinou anamnézu ischemické choroby srdecni, vék nebo pohlavi

ovlivnit nemazeme. (Vrablik et al., 2011; Cegka, 1999; Ciccone et al., 2013)
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Obr. 1: Vznik a disledky endotelové dysfunkce. Vlevo vidime fyziologickou
endotelovou bunku, ktera plni fadu funkci. Za urcitych podminek (hypertenze,
diabetes, koureni, infekce, oxidativni stres a mnoho dalSich) dochazi k poskozeni

endotelové burnky a jeji dysfunkci (vpravo), kterd se projevi patologickymi zménami.
Zdroj: Vrablik et al., 2011 (prevzato)

Je prokdzano, ze u muzl je vznik endotelové dysfunkce a aterosklerézy castéjsi,
protoze nejsou jako Zeny chrdnény estrogeny a maji nizsSi koncentrace HDL

cholesterolu. (Ceska, 1999)

6.2 Ateroskleroza

Ateroskleréza je chronické zanétlivé onemocnéni cévni stény, které je
charakterizovano akumulaci lipidG v arteridlni cévni sténé. (Veseli et al., 2017)
Postihuje prevainé velké a stfedné velké arterie. (Getz et al., 2012) V nasledujici
kapitole se budu vénovat hypotéze vzniku aterosklerotického platu, u kterého oproti
endotelova dysfunkci uz mizeme detekovat strukturdlni ireverzibilni zmény. (Davignon

et al., 2014)
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6.2.1 Lipoproteiny a aterosklerdza

Aterogeneze je ddvdna Uzce do souvislosti s hyperlipoproteinémii, jak jsem
uvedla vyse. Lipidova hypotéza byla jedna z prvnich teorii aterogeneze. Pfredpoklada,
e prvotni pfi¢inou vzniku aterosklerdzy je praveé infiltrace lipid( do stény cévy. (Ceika,
1999) Je dokdzano, Ze vysoky obsah LDL cholesterolu (z anglického low-density
lipoprotein) v plasmé vede kprogresi aterosklerézy, nasledné sniZzeni tohoto
lipoproteinu  redukuje  vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni spojovanych
s aterosklerézou. Oproti tomu zvySena koncentrace HDL cholesterolu (z angl. high-

density lipoprotein) neni se vznikem aterosklerdzy nijak spojovana. (Lu et al., 2015)

6.2.2 Infekce a aterosklerdza

V posledni dobé je davan velky dliraz na infekci jako na potencialni mechanismus
vzniku aterosklerdzy. Infekéni agens, které onemocnéni vyvolavaji, jsou bakterie i viry.
Z virll se jmenuje nejCastéji cytomegalovirus, dale herpes viry, influenza A virus, virus
hepatitidy C a HIV. (Ceka, 1999; Pothineni et al., 2017) Mezi bakterialni agens, ktera
jsou davana do souvislosti s aterosklerézou, se tadi hlavné Chlamydia pneumoniae,
Porphyromonas gingivalis a Helicobacter pylori. Intracelularni bakterie C. pneumoniae
se podle nékterych autorl podili na predc¢asném projeveni ischemické choroby srdecni.
(Cedka, 1999) Viechny vy%e uvedené bakterie a viry se spolupodili na tvoreni
aterosklerotického platu, jeho progresi a poté na jeho nestabilité. (Pothineni et al.,

2017)

6.2.3 Patogeneze aterosklerozy

Aterosklerdza je proces probihajici v endotelu cévy, ktery zahrnuje nasledujici
déje. Zacina narusenim intimy cévy vlivem mechanickym nebo plsobenim biologickych
¢i chemickych agens. Nasleduje vznik endotelova dysfunkce, ktery jsem popsala vyse.
Tvofi se pénové bunky a lipidové prouzky, které se postupné méni na ateroskleroticky
plat, ktery je potom plvodem akutnich ischemickych onemocnéni. Tyto procesy si

pfiblizime v nasledujicich odstavcich. (Ceka, 1999; Pothineni et al., 2017)
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Zvysena propustnost cév zplsobena ztratou funkcénosti endotelové vystelky
souvisi se zvySenym vychytavanim monocyt( a lymfocytl z krve, které se shromazduji
v intimé cév. Je tomu tak, protoze poskozeny aktivovany endotel (nej¢astéji smykovym
tfenim, prebytkem oxidovaného LDL, hyperglykémii) produkuje reaktivni slouceniny
kysliku (ROS), chemoatraktivni cytokiny (MCP-1) a adhezni molekuly, které umoznuji
prostup bunék zanétu do subendotelového prostoru. (Veseli et al., 2017) Mezi adhezni
molekuly patfi zejména VCAM-1 a ICAM-1. Obé tyto molekuly jsou strukturné i funkéné
podobné a fadi se do rodiny imunoglobulini jako transmembranové glykoproteiny.
(Nachtigal et al., 2004) Z infiltrovanych monocytl se stdvaji makrofagové, ve kterych se
kumuluje oxidovany LDL cholesterol, a tak se buriky méni v tzv. pénové buriky a rozviji
se zanétliva reakce. Mikroskopicky mizZeme toto reverzibilni stadium aterosklerdzy

pozorovat jako lipidni prouzkovéni. (Ceska, 1999; Pothineni et al., 2017)

Nasledujici reverzibilni stddium se projevuje pritomnosti fibromuskuldrniho
platu, ktery vznikd pokracovanim shromazdovani LDL cholesterolu a jeho esterd
v makrofazich. Tento plat je mnohem vétsi, protoZe dochazi k aktivaci a prostupu
hladkych svalovych bunék ztunica media do tunica intima, kde burky produkuji
extraceluldrni matrix sloZzenou prevainé z kolagenu, elastinu a glykosaminglykan(.
(Ceska, 1999; Pothineni et al., 2017; Veseli et al., 2017) Mezi bakterie a viry, které se
podileji na rozvijeni zanétlivé reakce, podporuji rGst hladkych svalovych bunék,
potlacuji apoptézu a produkuji rastové faktory fadime hlavné C. pneumonie,

Cytomegalovirus, P. gingivalis. (Pothineni et al., 2017)

vevys

esterl cholesterolu v makrofazich a hladkych svalovych bunkach. Dochazi k narGstu
poctu pénovych bunék. Ty jsou tak preplnény tuky, Ze dochazi k nekréze, apoptdze, a
tedy wyliti obsahu do okoli, ktery nazyvdme ateromova hmota (také kasovitd hmota,
aterom). Povrch ateromu tvofi tzv. fiboromuskularni ¢epic¢ka z kolagennich vldken a
hladkych svalovych bunék. Uvnitf platu se ukladaji soli vapniku a krystalky
cholesterolu. (Ce$ka, 1999; Tesauro et al., 2017) U postariich pacient(l trpicich
aterosklerézou v porovnani s mladSimi si vSimadme zvySené kalcifikace, a naopak

mensiho poctu prozanétlivych bunék. (Tesauro et al., 2017)
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Takhle vytvoreny ateroskleroticky plat je pomérné stabilni, obsahuje méné
tukd a nema tendenci k praskani, protoze je chranén silnou fibromuskularni ¢epickou.
Problém nastdva pfi tvorbé méné stabilniho platu, ktery je pokryty tenkou vrstvou
kolagennich vlaken, obsahuje velké nekrotické jadro pIné lipid( a koncentruje se zde
vétsi mnozstvi zanétlivych bunék, apoptotickych a nekrotickych makrofagl. (Chyba!
Nenalezen zdroj odkazi.) Hrozi ruptura aterosklerotického platu a wyliti
trombogenniho obsahu do krve, kde miize dochazet k trombdze ¢ embolii. (Cedka,

1999; Pothineni et al., 2017)
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Obr. 2: Zmény v cévni sténé u aterosklerozy. Na prlifezu cévy je simulovan vyvoj
aterosklerdzy od fyziologického vzhledu cévni stény (1) pres tvorbu tukovych prouzkd
v tunice intimé vlivem poskozeni a dysfunkce endotelu (2) az po vznik fibrézniho platu

(ateromu), ktery vznika pokracujici kumulaci cholesterolu v makrofazich a svalovych
bunkach (3).

Zdroj: Silbernagl et al., 2012 (prevzato)

Pokud dojde k ruptuie nestabilniho aterosklerotického platu, zvysi se riziko
vyskytu akutniho infarktu myokardu vlivem moZného ucpdni cévy trombem. Také
dochdzi éasto k ndmahové stenokardii pfi anginé pectoris, pokud se zuzi lumen
koronarni tepny o vice jak 75 %. Celkové mluvime o ischemické chorobé srdecni (ICHS),
kterd je velmi ¢astou komplikaci aterosklerézy. (Ceska, 1999; Pothineni et al., 2017;

Scheen et al., 2018) Celosvétové umira na ICHS nejvice lidi, v roce 2016 to bylo vice nez
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9 miliond (WHO, 2018) V zdpadnich zemich umird aZ polovina lidi na nemoci

kardiovaskularniho systému. (Silbernagl et al., 2012)

6.3 Modelové zvirata pri studiu aterosklerozy

UZ v minulém stoleti, konkrétné roku 1908, se vySetfovala ateroskleréza na
kralicich. Pravé Ignatowski zkoumal tvorbu prvotniho platu ve sténé aorty kralikd, ktefi
byli krmeni dietou bohatou na cholesterol. (Veseli at al., 2017; Fan et al., 2015) Od té
doby se provadi vyzkum i na jinych modelovych organismech, nejcastéji na mysich,

dale na prasatech a nehumannich primatech. (Veseli at al., 2017; Getz et al., 2012)

Laboratorni zvifata jsou velmi duleZitou soucdsti vyzkumu v mediciné pfi studiich
nejen lidskych nemoci, ale i vyvijeni terapeutickych a diagnostickych nastroju. (Fan et
al., 2015) Pfi vybéru modelového zvifete se soustfedime na jeho dostupnost i cenu,
snadné manipulovani, udrzovani, rozmnozovani v laboratornich podminkdch a
v neposledni fadé na dostatecnou znalost jeho genetické vybavy. (Fan et al., 2015;
Veseli at al., 2017) Zadny ze zvitecich modell p¥i modelovani lidské aterosklerézy neni
dokonaly, ma své vyhody i limitace. S ohledem na vySe uvedené naroky se nejcastéji

vyuziva model mysi. (Getz et al., 2012)

6.3.1 Mysi modely aterosklerozy

Mysi model je nejvice vyuzivany pti studiu vzniku aterosklerdzy, prestoze se lisi
v mnoha parametrech od ¢lovéka. Vznikajici platy u mysi jsou rozloZeny spisSe v kofenu
a oblouku aorty; u ¢lovéka vice v korondrnich arteriich, karotidach a perifernich
cévach. (Getz et al., 2012) Jejich nejvétsi vyhodou je rychla reprodukce, jednoducha
genetickd manipulace a kratky ¢as vyvoje aterosklerdzy. (Veseli at al., 2017; Getz et al.,
2012) Dalsim rozdilem je, Ze netvofi u chronické aterosklerdzy fiboromuskularni ¢epicku,
jako je tomu u ¢lovéka a nepodléhaji tedy snadno rupturdm. (Veseli at al., 2017; Getz

etal., 2012)

Standartni mys je relativné rezistentni k tvorbé platl, kvili odliSnému lipidovému
profilu ve srovnani s ¢clovékem. Nejvice cholesterolu je u ni obsazeno v HDL a jen velmi
malo v aterogennim LDL i VLDL (z angl. very density low lipoprotein). (Veseli at al.,

2017) Proto se nejcastéji vyuzivd model mysi s deficitem LDL-receptoru nebo
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apolipoproteinu E (apoE). (Lu et al., 2015) Apolipoprotein E-deficitni mys je populdrni
v laboratofich pfi studiu aterosklerézy, protoZe je nachylnda ktvorbé platd i pfi
normalni dieté. (Kapourchali et al.,, 2014) ApoE je glykoprotein tvoreny v jatrech a
mozku a slouZi jako ligand pro receptory, které se zbavuji chylomikron( a VLDL zbytkd.
Jeho odstranénim se zvySi plasmaticka hladina celkového cholesterolu, nej¢astéji na

VLDL a chylomikronech. (Veseli at al., 2017; Meir et al., 2003; Getz et al., 2012)

6.3.2 Kralici model aterosklerozy

Kralik je velmi vyuZivanym zvifecim modelem pti studiu lidské aterosklerézy,
protoze jeho metabolismus lipid{ je v porovnani s mysi nejvice podobny ¢lovéku. (Wu
L et al., 2018) Je cenové dostupny, jednoduse se s nim zachazi, ma vhodnou velikost,
unikatni rysy metabolismu lipoproteinl a je nejvice citlivy k cholesterolové dieté. (Fan
et al.,, 2000; Fan et al., 2015; Getz et al., 2012) Od roku 2000 se vsak Casto dava
prednost geneticky modifikovanym mysim bez apoE a LDL receptoru, presto je model

kralika nezbytny pfi studiich kardiovaskularnich onemocnéni. (Fan et al., 2015)

Kralik ma spolecné rysy s clovékem, které z ného délaji unikdtni model pfi
studiu aterosklerdzy a hyperlipidémie. Patfi sem apolipoprotein B (apoB), ktery ma
chemické sloZeni a obsah apoproteinu podobny jako ¢lovék. Dale jatra krdlika, které
nesestfihuji apoB mRNA, takie apoB-48 je pfitomen pouze na stievnich
chylomikronech, ale ne na VLDL a LDL, jako je tomu u mysi. ApoB-48 ¢astice jsou
katabolizovdny mnohem rychleji nez apoB-100, coz ¢aste¢né vysvétluje, proc jsou mysi
vice rezistentni k aterogenezi. DalSim rysem je obsah plasmatického proteinu CETP
(z angl. cholesterol ester transfer protein), ktery se podili na transportu cholesterolu
do jater a hraje dulezZitou roli v patogenezi aterosklerdzy. (Brousseau et al., 1999; Fan

et al.,, 2015; Lu et al., 2018)

Ve vyzkumu se setkdvame se tremi typy kralikd, a to s kraliky na cholesterolové
dieté, LDLR-deficitnimi kraliky, tzv. WHHL (z angl. Watanabe heritable hyperlipidemic),
které jsou analogem klidské familiarni hypercholesterolémii, a s geneticky
modifikovanymi kraliky. (Fan et al., 2015; Shiomi et al., 2009) WHHL jsou mutantni
plemeno, které maji uz od narozeni pfi normadlni dieté hypercholesterolémii

s prevazujicim LDL lipoproteinem. Na tomto plemenu byl poprvé dokazan efekt statind,
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které maji hypolipidemicky efekt, zmens3uji velikost platd a sniZuji trombogenitu.
(Veseli at al., 2017) Nejcastéji vyuzivanymi cholesterolem-krmenymi kréliky jsou druhy
New Zealand White (NZW) a Japanese White, které maji evropsky plivod a patfi do
rodu Leporidae. (Getz et al., 2012; Fan et al., 2015) V porovndni s ¢lovékem se u kralika
tvofi plat prvotné v aortdlnim oblouku a hrudni aorté a je tvoren prevaziné makrofagy-

zprostredkovanymi pénovymi burikami. (Getz et al., 2012; Fan et al., 2015)

Abychom u NZW vyvolali aterogenezi, je potfeba ho krmit dietou bohatou na
cholesterol. (Lu et al., 2018) Aby se dosahlo co nejvétsi podobnosti s clovékem, podava
se strava obsahujici od 0,3 do 2 % cholesterolu a od 4 do 8 % tuku v zavislosti na vaze
kralika po dobu 20-26 tydn(. (Veseli at al., 2017; Fan et al., 2015) Oproti tomu u kralika
s deficitem apoE (podobné jako apoE-mys) se dosahuje uz pfi normadlni dieté mirné
hyperlipidémie, pfi cholesterolové dieté u toho typu se hladina cholesterolu zvysi az 6x

oproti standartnimu typu. (Veseli et al., 2017)

6.4 Antracykliny a jejich kardiotoxicita

Antracykliny (ANT) jsou nejucinnéjsi a nejpouzivanéjsi léciva, ktera byla vyvinuta
na lé¢bu rakoviny prsu, lymfomu, akutni leukémie a sarkomy. Na druhou stranu jsou
prokazané jejich toxické ucinky na srdce a mohou zpUsobit jeho selhani. (Chung et al.,

2016)

6.4.1 Struktura

Do skupiny antracyklinG se fadi ctyfi nejrozsirenéjsi latky, a to doxorubicin,
daunorubicin a jejich alternativy epirubicin a idarubicin. Jejich struktura je vzajemné
velmi podobnd, jsou to derivaty, jejichz zaklad tvofi Ctyfi cyklohexanové kruhy s
navazanou cukernou slozkou (daunosamin) na sedmém uhliku fetézce (Chybal!

Nenalezen zdroj odkazu.). (McGowan et al., 2017)
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Obr. 3: Chemicka struktura ctyF hlavnich antracyklind. Chemicka struktura Ctyr
hlavnich derivat(i antracyklin(i (doxorubicin, daunorubicin, epirubicin a idarubicin),
ktera je vzajemné velmi podobna. Zakladem je cyklohexanovy kruh s cukernou slozkou

daunosaminem.

Zdroj: Sim@inek at al., 2009

6.4.2 Mechanismus ucinku antracyklinti

Antracykliny jsou vyuzZivané jako U¢inna chemoterapeutickd agens, ktera maji
velmi toxicky vliv na srdce v zavislosti na jejich kumulativni davce. Zmény srdce, které
provazi 1éEbu rakoviny, jsou ¢asto nevratné a progresivni. (Bansal et al., 2017; SimGnek
et al., 2009) U pacient(l byla zaznamenana nejcastéji bradykardie, ischemie myokardu,
kardiomyopatie a syndrom dlouhého QT intervalu. (Chung et al., 2016) Aby se predeslo
témto komplikacim, byla snaha snizit kumulaci ANT v organismu nizSimi jednotlivymi
davkami, vyuzit jiné strukturni analogy ANT nebo aplikovat kardioprotektivni agens.
(Bansal et al.,, 2017) Vyskyt selhani srdce se i pfes mnohé pokusy prevence nedafi

snizit. (Sawyer et al., 2010)

Mechanismus kardiotoxicity neni Uplné jasny, hovofi se o vice faktorech.

(McGowan et al., 2017) Nejvice uzndvanym molekuldrnim mechanismem je oxidativni
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stres, vyvolany daunorubicinem a doxorubicinem, ktery byl dokazan in vitro uz
predchozimi studii. (Siminek et al., 2009) Stimto procesem souvisi také vliv
topoisomerasy 2 jako hlavniho medidtoru kardiotoxicity a také produkce Zelezem
zprosttedkovanych ROS molekul v kardiomyocytech. (McGowan et al., 2017; SimGnek

et al., 2009)

Souvislost DNA topoisomerasy 23 (Top2p) s kardiotoxicitou popsal uz roku 1984
K.M. Tewey et al. Tento isoenzym (Top2a a Top2B) se podili na tvorbé jedno-
fetézcovych a dvou-fetézcovych zlom(G DNA, kterymi reguluje replikaci DNA,
transkripci, rekombinaci a prestavbu chromatinu. (McGowan et al.,, 2017) Pokud je
pacient |é¢en doxorubicinem, dojde ke vzniku a navazani Top2a-doxorubicin komplexu
na DNA a tim se inhibuje jeji replikace, bunécny cyklus se zastavi v G1/G2 fazi a je
indukovana apoptdza. (Tewey et al., 1984) Také dojde k navdzani Top2B-doxorubicin
komplexu na DNA a supresi receptoru, ktery reguluje oxidativni metabolismus. Timto
procesem se aktivuje tumor supresorovy gen p53, B-adrenergni signalizace, dochazi k
mitochondridlni dysfunkci a zvySené apoptéze. (McGowan et al., 2017; Tewey et al.,
1984) Pritomnost isoenzymu Top2p je velmi dllezZitd k pfimému navazani doxorubicinu
na DNA, indukuje produkci ROS molekul a sniZuje transkripci genu pro antioxidacni
enzym. Absence Top2B ma protektivni Ucinky na vznik doxorubicin-indukované

kardiotoxicity. (Chung et al., 2016; McGowan et al., 2017; Tewey et al., 1984)

Na udrovni histologické je kardiotoxicita ANT charakterizovana poskozenim
myokardu proteolyzou, fibrézou, nekrézou a apoptézou. Casnd buné&tnd smrt a
zaroven zvyseni fibrézy myokardu jsou dvé hlavni histologické zmény, které vedou

k systolické a diastolické srdec¢ni dysfunkci. (Chung et al., 2016)

6.4.3 Akutni a chronicka antracyklinova kardiotoxicita

Antracyklinovd antibiotika jsou soucasti chemoterapeutickych protokold pfi
[é¢bé obou hematologickych malignit (lymfoblastickd i myeloidni) a solidnich nador(
(jako je rakovina prsu, vaje¢niku, pojivové tkané), avsak projevuji se kardiotoxicitou
nékolika typu. (Sterba et al., 2011) U pacientl po podani ANT nebo pfi poddvani ANT
se objevuje akutni kardiotoxicita, kterd je Casto subklinicka, ale byla zpozorovéana

vasodilatace s hypotenzi a pfechodna srdeéni arytmie. Tyto akutni zmény nejsou
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zavislé na podané davce a projevuji se nenucené. Daleko zavaznéjsi klinické projevy ma
chronicka antracyklinova kardiotoxicita s €asnou a pozdni manifestaci. Chronicka forma
znamena pro pacienta Spatnou progndézu a jeho Sance na preziti je horsi nez u jinych

typu srdecnich selhani. (Sterba et al., 2013)

Chronickd forma se rozviji postupné béhem tydnl aZz mésici a muZe vést
k nevratnému poskozeni kardiomyocytl levé srdecni komory. Je charakterizovdna
dysfunkci kardiomyocytll v levé srdecni komore, rozviji se v kardiomyopatii a srdec¢ni
selhani. (Sterba et al., 2011, 2013) Morfologicky nalézame zmény jako vakuolizaci
v cytoplasmé, zvétSené mitochondrie, neusporadanost nebo ztratu myofybril a také
programovanou nebo neprogramovanou buné¢nou smrt. (Sterba et al., 2011) Casna
forma (z angl. early-onset) chronické kardiotoxicity zplisobené ANT se projevuje
v prlibéhu prvniho roku Iécby ANT. Druhd forma chronické kardiotoxicity se nazyva
pozdni (z angl. late-onset) a mlzZe se projevit az po nékolika letech Ié¢by. (Sterba et al.,

2013)

6.4.4 Prevence

V souvislosti s ¢astou |écbou antracykliny se mluvi o moZnostech prevence
vzniku kardiotoxicity. Mezi primarni opatfeni fadime sniZzeni mnoZstvi kumulativni
davky ANT, vyuziti jinych antracyklinovych strukturnich analogl a také o protektivnich
latkach uzivanych soucasné s Iécbou. (Bansal et al., 2017) Kardioprotektivni agens byla
zkoumana a pfislo se na to, Ze jedinym prozatim prokazanym fungujicim agens in vivo
je Dexrazoxan (DEX). Tato latka, podavand v kombinaci s ANT, i podle studii nasi fakulty
zamezuje vzniku kardiotoxicity, a dokonce i snizuje mnozstvi cholesterolu v krvi.
(Simunek et al., 2004) Dale jsou prokazané pozitivni ucinky DEX na funkci systoly levé

komory, ktera naopak vykazuje pfi [écbé ANT sniZzenou funkci. (Popelova et al., 2009)

6.5 Vybrané stereologické metody

Abychom mohli kvantifikovat dvourozmérné a trojrozmérné objekty, mizeme
vyuzZivat tzv. stereologické metody. Odhadujeme parametry jako je celkovy objem,
plocha povrchu hodnoceného objektu, pocet ¢astic i délka linedrnich atvarl za vyuziti

geometrickych testovacich sond. (Nachtigal, 2002)

21



Stereologické metody vyuZivaji principy geometrické pravdépodobnosti;
neprovadime pfimé méreni skute¢nych hodnot, ale odhady téchto hodnot pomoci

blocka, fezd, mikrofotografii, projekci a dalSich. (Nachtigal, 2002; Tonar, 2008)

Pro kvantifikaci vysledkl se vyuZiva statistické hodnoceni, analyza pfesnosti a
spravnosti. Pfesnost znamend opakované méreni vysledk(i s podobnym vysledkem,
spravnost je spiSe mira, sniz odhady namérenych hodnot sméfuji k ocekdvané

hodnoté. (Tonar, 2008)

Stereologické metody jsou zaloZené na vyuZivani nestranného systematického
vybéru, ktery umoznuje kvantifikaci vybrané ¢asti objektu jako celku relativné rychle a

snizuje vznik chyby zplsobené laborantem. (Nachtigal, 2002)

6.5.1 Systematicky nahodny vybér

Pfi hodnoceni histologickych fezl si casto vybirame urcity pocet sklicek,
abychom zredukovali hodnocené mnozstvi tkané. Vybér ndam umoini odhadnout
mérenou veli¢inu bez toho, abychom museli hodnotit cely objekt nebo jeho ¢ast jako
celek. ProtoZze by mohlo dojit ke zkresleni vysledkd vybérem sklicek napf. v naSem
pfipadé cévy z urlitého mista nebo k Cisté nahodilému vybéru sklicek, vyuZiva se

v praxi technika systematického ndhodného vybéru. (Tonar, 2008)

Pfi hodnoceni objektu se postupuje tak, Zze se vytvori sériové fezy o urcité
tloustce. Prvni sklicko se vybere nahodné a poté se vybira kazdé n-té sklicko se stejnym
rozestupem od prvniho. Jak velky rozestup (n) mezi jednotlivymi sklicky si zvolime,
zavisi na struktufe hodnoceného objektu, ktery chceme kvantifikovat, a také na chybé

méreni. (Nachtigal, 2002; Tonar, 2008)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Metodicka cast

7.1.1 Zvirata

V nasi studii vlivu antracyklinového léciva daunorubicinu (DAU) na aterogenezi u
kralik krmenych cholesterolovou dietou jsme pouzili tfinact dospélych kraliki samcu
(3.0-3.5 kg) druhu New Zealand White (NZW), ktefi byli chovani oddélené v klecich pfi
standardnich podminkach. Abychom dosahli zvySené koncentrace cholesterolu, byl
pfiddvdan homogenizovany cholesterol do standartni potravy, kterd se nasledné

prevedla na béziné podavané granule.

V prvnich tfech tydnech byli vSichni krélici krmeni 0.3% cholesterolovou dietou,
poté se pokracovalo po dobu jedendcti tydnu s nizsi davkou, a to 0.2% cholesterolu.
Pti sniZzeni davky cholesterolu se kralici rozdélili na skupinu kontrolni (7 kralik(), ktera
dostavala fyziologicky roztok i.v. jednou tydné, a skupinu lécenou (6 kralik(), ktefi

dostavali podobné davku DAU (3 mg/kg, = 50 mg/m2, i.v.), odpovidajici klinické davce.

Pozdéji se u lé¢ené skupiny vyvinula chronickd antracyklinova kardiotoxicita, kterd
vedla k naslednému srde¢nimu poskozeni az dysfunkci. BEhem experimentu se vSechny
kralici z kontrolni skupiny dozili az do konce, jeden ze Sesti l1é¢enych kralik( zemfrel

predcasné v osmém tydnu.

7.1.2 Histologické vyhodnoceni a stereologie

7.1.2.1 Histologicka cast — krdjeni a barveni

K histologické analyze se vzaly standartni vzorky cév z aortdlniho oblouku. Z kazdé
cévy se zhotovily na kryostatu sériové fezy o tloustce 7um a byly umistény na Zelatinou
potazena sklicka. Nasledné se nestrannym systematickym nahodnym vybérem z cca 30
fez(l kazdé cévy ziskalo 5 sklicek z kazdé cévy kazdého krdlika, které byly ndasledné
barveny metodou Hematoxylin-orceinem podle protokolu (viz niZze). Barveni se provadi
hematoxylinem pro zviditelnéni jader a orceinem pro zvyraznéni elastickych vldken, a

tedy pro odliSeni tunica intima (cholesterolového platu) od tunica media.
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Podrobnéjsi postup provedeni barveni byl nasledujici:

Jako prvni se vyndaji fezy ven z mrazdku a nechaji se osusit. Poté se vloZi do
acetonu (PENTA) v mrazaku, aby se rfezy na sklicku zafixovaly a lépe se s nimi
pracovalo, a po pfiblizné 20 minutach se vyndaji a nechaji znovu osusit. K odvodnéni
fezl se pouzije 70 % etanol (Lach-Ner) na 5 minut a nasledné se prenda do prvniho
barviva orceinu (Sigma-Aldrich), ktery se Cerstvé pfipravil rozpusténim 2 g v 100ml 96
% etanolu (Lach-Ner) za tepla na vodni lazni, filtraci a pfidanim 1 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové (PENTA). Po 30 minutach barveni a obcasného michani
pfendame sklicka na 3 minuty do kyselého etanolu, ptipraveného z100 ml 70 %
etanolu (Lach-Ner) a 1 ml kyseliny octové (Lach-Ner). Pokracuje se druhym barvenim
koncentrovanym hematoxylinem (Sigma-Aldrich) po dobu 30 sekund, oplachne se
v destilované vodé a po dobu pfiblizné 1 minuty se nechd modrat pod tekouci vodou.
Nakonec se provede oplach v96 % alkoholu (Lach-Ner) a nechd se projit pres
odvodriovaci fadu xylen-alkoholu (Lach-Ner), v kazdé vani¢ce 3 minuty. Nabarvené rfezy
se montuji Eukittem (Sigma-Aldrich) a pfikryvaji krycim sklickem. DulezZité je mit sklicka
od zacdtku popsand obycejnou tuzkou, protoze napft. lihova fixa by se pfi kontaktu

s alkoholem smyla.

Protokol pro barveni Hematoxylin-orceinem:

1. Osusit fezy z mrazaku 20 minut Pr/prava. orceinu:

2. Aceton v mrazaku 20 minut 2 gorcein

3. Osusit fezy 20 minut 100 ml 96 % etanol

4. 70 % etanol 5 minut 1 ml konc. HCI

5. Orcein 30 minut ' ) o

6. Kysely etanol 3 minuty Orcein se rOZEUS,tI na vodni lazni zal tepla
7. Konc. hematoxylin 30 sekund v etanolu a pfida se koncentrovand HCl.
8. Destilovand voda oplach . )

9. Modréni pod tekouci vodou 1 minuta Priprava kyseleho etanolu:

10. Odvodnéni 96 % alkohol oplach 100 m! 70 % etanolu

11. Odvodnéni xylen-alkohol 3 minuty 1 ml kyseliny octove

12. Montovani Eukitt

Pozn. Plvod jednotlivych chemikalii je uveden vyse v podrobné rozepsaném popisu

provedeni prace.
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7.1.2.2 Morfometricka cadst

Vlastni kvantitativni vyhodnoceni obarvenych rezl probihalo za pouziti svételného
mikroskopu. Pomoci pocitaCového programu NIS Elements se méfila odhadovana
plocha cholesterolového platu (v um?) v kazdé cévé a hodnoty ploch se statisticky
porovndvaly v programu GraphPad Prism 8.0.2. (GraphPad Software, Inc., CA, USA).
K porovndni dat se vyuzila metoda nepdrového t-testu, kdy pfi porovnavani pfimo
dvou skupin byl aplikovan test Manntv-Whitneyho. Hodnoty p mensi nebo rovny 0.05

byly uznany jako statisticky signifikantni.

¥
Hﬂ“ﬂ‘“" @
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Obr. 4: Ukdzka méfeni plochy cholesterolového pldatu (v um?). Ukdzka méfeni plochy
cholesterolového platu, ktera se provadéla ruéné v pocitatovém programu. Cervena
plocha je plocha velikosti aterosklerotického platu v jednom foceném useku jedné

aorty. ZvétSeni 40 x (bar 100 um).
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8. VYSLEDKY

Hlavnim bodem této bakalarské prace je prezentovani vysledkd po histologické a

morfologické evaluaci aortdlnich oblouk( celkem 13 krdlikd.

8.1 Velikost plochy aterosklerotického platu

Vysledky stereologické analyzy velikosti aterosklerotickych platl v aortdlnim
oblouku u cholesterolové a cholesterolové, daunorubicinem lé¢ené skupiny shrnuje
graf ¢. 1. MUZeme si v§imnout, Ze plocha platd cholesterolu (um?2) u skupiny kraliku
krmenych cholesterolovou dietou (kontrolni skupina) je vyssi nez u kralik( krmenych
cholesterolovou dietou a daunorubicinem. Presto jsou tyto rozdily statisticky
nevyznamné, hodnota p odpovida 0,1807. Tento statisticky vysledek by Sel s nejvétsi

pravdépodobnosti upravit navySenim poctu kralik(i v kazdé skupiné.

Porovnani vellkostl platu u kontroly a daunorubicinu
2000000

1500000 -

Nﬁ 1000000 -

ns
300000+ —_—

T T
K_CHOL DAU+CHOL

ns = non significant

Graf 1: Porovndni velikosti plati u kontrolni skupiny a daunorubicinové skupiny.
Plocha platd (um?) u skupiny kraliku krmenych cholesterolovou dietou (kontrolni
skupina/K_CHOL - 7kralikd) a u kralik krmenych cholesterolovou dietou a
daunorubicinem (Ié¢end skupina/DAU + CHOL - 6 kralikd).

Dale si miZeme povsimnout, Ze odchylky ve velikosti aterosklerotickych plat
mezi jedinci ve skupiné byly veliké.
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8.2 Reprezentativni obrdzky aorty

Pro lepsi znazornéni uvadim nékolik reprezentativnich obrazk( cév kralik({
z kontrolni i lé¢ené skupiny focené pfi zvétseni 40 x na svételném mikroskopu. Ve
vSech pfipadech se jednd o ¢ast aortdlniho oblouku, barveni podle protokolu

hematoxylin-orcein (viz kapitola 7.1.2.1).

8.2.1 Kontrolni skupina

Skupina kralikd krmenych cholesterolovou dietou. Barveni orceinem vyrazné
oddéluje rozsahly cholesterolovy plat (svétlejSi cast struktury) a tunicu medii

aortalniho oblouku (tmavsi ¢ast, viditelna elasticka vldkna).
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Obr. 5. Reprezentativni obrdazky barveni hematoxylin — orcein u kontrolni skupiny
krmené pouze cholesterolovou dietou (A, B, C, D). Rezy ukazuji na variabilitu ve
velikosti platd v rdmci jedné skupiny zvirat. Svétlé oblasti jsou mista, kde se nachazi

ateroskleroticky plat. Zvétseni 40 x (bar 100 um).
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8.2.2 Skupina lé¢ena DAU

Skupina krdlik(i krmenych cholesterolovou dietou a daunorubicinem dle protokolu.
MlzZeme si vSimnout, Ze cholesterolovy plat vIumen cévy aortdlniho oblouku je

vyrazné mensi, nékde chybi uplné.

Obr. 6. Reprezentativni obrdzky barveni hematoxylin — orcein u daunorubicinové
skupiny krmené cholesterolovou dietou a po poddvdni daunorubicinu (A, B, C, D).
Aterosklerotické platy jsou mensi ne? v kontrolni skupiné. Rezy ale také ukazuji na

variabilitu ve velikosti platl v rdmci jedné skupiny zvifat. Svétlé oblasti jsou mista kde

se nachazi ateroskleroticky plat. Zvétseni 40 x (bar 100 um).
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40 x

32



33



9. DISKUSE

Antracykliny (ANT) jako protinddorovda léCiva jsou pfi |é¢bé hematologickych a
solidnich nadorli velmi nepostradatelna. Jak jiz vime, davaji se do souvislosti
se zavaznou komplikaci jejich 1écby, a to s chronickou antracyklinovou kardiotoxicitou
prichazejici s kumulativni davkou Iléciva (nejcastéji daunorubicin, doxorubicin),
projevujici se nevratnymi, progresivnimi zmé&nami srdce. (Bansal et al., 2017; Simének
et al., 2009) Kardiotoxicita je charakterizovana dysfunkci kardiomyocytl v levé srdecni

komore, rozviji se v kardiomyopatii az srdec¢ni selhani. (Sterba et al., 2011, 2013)

Nékteré prace ale naznacily, Ze ANT mohou také negativné ovliviiovat funkci
cévniho endotelu (napf. prostiednictvim oxidacniho a nitracniho stresu) (Woijcik et al.,
2015). To je také mechanismus ucink ANT na tumorové bunky. ANT mohou také
vyznamné pfispét k porucham lipidového metabolismu zvySenim celkového a LDL
cholesterolu (Kalabova et al., 2011). Lze tedy vysvétlit domnénku, Ze dlouhodobé
podavani ANT by mohlo potencovat aterogenni proces v cévach, a to kombinaci
oxida€niho stresu a ovlivnénim hladin cholesterolu, coz by mohlo byt dalsi limitou

jejich klinického vyuziti s ohledem na kardiovaskularni komplikace (Luu et al., 2018).

Proto jsme vtéto bakalarské praci chtéli zjistit, jestli chronickd kardiotoxicita u
kralik(i vyvolana ANT povede ve spojeni s hypercholesterolémii k progresi aterogeneze
v aorté. V tomto projektu na kralicich jsme se tedy zaméfili na souvislost aterosklerdzy
a ANT kardiotoxicity. Hypercholesterolémii a aterogenezi je mozné pomérné snadno a
reprodukovatelné experimentalné indukovat u kralika podavanim diety obohacené o
cholesterol (vétSinou 0,2-0,5 %), pficemz tento model je povaZovan za velmi relevantni
(Pecoraro et al., 2014). V predchozich letech byly provedeny pilotni studie, které
usnadnily optimalizaci nastaveni experimentalnich metod a zvysily tak Sanci na
Uspésné reseni projektu. PFi vybéru kralik( jako laboratorniho modelu jsme se drzeli
hned nékolika vyhodnych vlastnosti. Patfi sem zejména podobnost lipidového
metabolismu s lidmi, citlivost k cholesterolové dieté, cenova dostupnost a mnoho
dalSich. (Wu L et al., 2018; Fan et al., 2015; Getz et al.,, 2012) V minulosti probéhla
podobna studie protinddorového léc¢iva adriamycinu na potkanech (Zbinden et al.

1977), ale jejich odliSnost s ¢lovékem je natolik rozdilnd, Ze neni vhodna pro pochopeni
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patofyziologickych déji. Ke kvantifikaci aterogennich zmén jsme pouZili stereologické
metody, které jsou vhodné ke méreni odhadu velikosti aterosklerdzy u kralikd, coz bylo

prokazano drive. (Nachtigal et al., 2004)

Z informaci uvedenych vyse vyplyva, Ze jsem ocekavali zhorSeni vlivu ANT na jiz
vyvinutou aterosklerézu. Obecné jsme prokdzali, Ze cholesterolova dieta vyvolava u
vétsSiny zvirat rozvoj aterosklerdzy v aorté. Nicméné stereologickd analyza neprokdzala
signifikantni ovlivnéni velikosti aterosklerotickych platd po poddvani ANT and
cholesterolové diety. Naopak, podle nasich vysledkl, dokonce z grafu ¢. 1 mizeme
vycist, Ze doslo ke snizeni velikosti aterosklerotického platu u skupiny |écené DAU

oproti skupiné kontrolni, i kdyz vysledky nebyly statisticky vyznamné.

BohuZel nase vysledky jsou statisticky nesignifikantni, coz muze byt ddno nizkym
poctem zvirat v jednotlivych skupinach. Dalsim faktem, ktery musime brat v potaz, je
také rozdilnd velikost jednotlivych aort, coz mohlo také vysledky ovlivnit, nebot
velikost platd muize do jisté miry korelovat s velikosti aort jako takovych. Tento
problém by mohl byt odstranén méfenim procentudlniho podilu platu v cévé, coz

budeme provadét v dalsi fazi studie.

Vysledky této bakalarské prace, kterd byla také pilotni studii v této problematice,
tedy neprokazaly vliv daunorubicinu na velikost aterosklerotickych u kralikd, kterym
byla podavana cholesterolova dieta. V dalsi fazi studie se zaméfime nejen na velikost
plath, ale budeme také sledovat expresi vybranych zanétlivych marker( a markeru

dysfunkce endotelu a pfipadné proces aterogeneze také v jinych cévach.
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10. ZAVER

Na zavér mé bakalarské prace lze konstatovat, Ze cholesterolova dieta podavana
spole¢né s daunorubicinem nevede ke zvétSeni velikosti aterosklerotickych platd ve

srovnani se skupinou, které byla podavana pouze cholesterolova dieta.
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11. POUZITE ZKRATKY

NO

Oxid dusnaty

Vasodilataéni molekula oxid dusnaty

NO-syntaza

Syntdza oxidu dusnatého

Enzym tvofici oxid dusnaty

LDL Low-density lipoprotein Lipoprotein s nizkou hustotou

ED Endotelova dysfunkce Poskozeni endotelové vystelky

HDL High-density lipoprotein Lipoprotein s vysokou hustotou

ROS Reactive oxygen species Reaktivni slouceniny kysliku

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 | Chemoatraktant pro monocyty

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 Mezibunécéna adhezni molekula

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 Cévni bunéénda adhezni molekula

ICHS Ischemickd choroba srdecni Ischemicka choroba srdeéni

WHO World health organisation Svétova zdravotnickd organizace

VLDL Very low-density lipoprotein Lipoprotein s velmi malou hustotou

LDL-receptor Low-density lipoprotein receptor Receptor pro lipoprotein s nizkou
hustotou

apoE Apoliproprotein E Apoliproprotein E, glykoprotein

apoB Apoliproprotein B Apoliproprotein B, glykoprotein

mRNA Messenger ribonucleic acid Informacni ribonukleova kyselina

CETP cholesterol ester transfer protein Protein uplatiujici se pfi reverznim

transportu cholesterolu

LDLR-deficitni | Low-density lipoprotein receptor- | Bez receptoru pro lipoproteiny o
deficitni nizké hustoté

WHHL rabbit The Watanabe heritable | Mutantni  plemeno kralika 3
hyperlipidemic rabbit hypercholesterolémii

NzZW New Zealand White Plemeno kralika rodu Leporidae

ANT Anthracykliny Antracykliny

DNA Deoxyribonucleic acid Dvouvlaknova ribonukleova kyselina

Top2a /Top2B | Topoisomerasa 2 alfa a beta Isoenzym topoisomerdza 2 alfa a beta

G1 a G2 faze Gap 1 a Gap 2 fdze Faze bunécného cyklu po mitdze

i.v. Intravenous Nitrozilni

ANOVA Analysis of variance Analyza rozptylu

Hcl Hydrochloric acid Kyselina chlorovodikova
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