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1. UVOD



Laktoferin je protein, ktery se pfirozené vyskytuje v lidském organismu, zejména
Vv sekretech exokrinnich zl4z. V malém mnozstvi se nachazi i v n¢kterych tkanich a krvi.
Jeho molekula byla poprvé izolovana z mateiského mléka roku 1960. V organismu
vykazuje Siroké spektrum ucinkt, které ve velké mife souvisi se schopnosti vazat zelezo

a jiné molekuly.

Ischemicka choroba srdecni je ve vyspélych zemich jednim z nejCastéji se vyskytujicich
onemocnéni a je jednou z nejCastéjSich pfi¢in hospitalizace a Umrtnosti v dospélé
populaci. V Ceské republice roéné umird na ischemickou chorobu srdeéni pfiblizné
30 000 osob, z toho pites 20% tvofi osoby mladSich 65 let. Vzhledem Kk témto

okolnostem probiha vyzkum latek, které by mohli mit protektivni u¢inky na myokard.

V soucasné dobé je laktoferin studovan jako potencialni 1é¢iva latka, kterd by mohla
zmirnit poskozeni myokardu pfi ischemii a nasledné pti obnové prokrveni ischemické
tkané (reperfizi). Jednim z faktorli, které pfispivaji k poskozeni tkéné, jsou reaktivni
slouceniny kysliku. Reakce, pii kterych vznikaji volné kyslikové radikély, jsou
katalyzovany volnymi ionty zeleza. Diky schopnosti chelatovat volné zelezité ionty je
laktoferin schopen sniZit tvorbu reaktivnich kyslikovych radikald. Jeho afinita k Zelezu

je 260krat vyssi nez u transferinu.



2. TEORETICKA CAST



2.1. LAKTOFERIN

2.1.1. Struktura

Laktoferin (Lf) je monomericky, zelezo vazajici glykoprotein s molekulovou hmotnosti

priblizné 80 kDa. (1)

Lidsky Lf je ptiblizné ze 60 % shodny se sérovym transferinem a pfiblizn¢ ze 70 % je
shodny s Lf, ktery se nachazi u jinych zivocisnych druhii (hovézi, vepiovy, konsky,

velbloudi, kozi, buvoli a mysi). (1)

Protein je tvofen dvémi homolognimi globularnimi podjednotkami — N-podjednotkou a
C-podjednotkou. Kazda z téchto podjednotek se sklada ze dvou domén (N1, N2 a C1 a
C2), které spole¢né tvoii vazebné misto pro Fe®*. Obg podjednotky jsou spojeny

peptidem slozenym z 10-15 AK zbytkda. (1,6)

2.1.2. Vlastnosti

Lf uvoliuje zelezo v prostiedi pfi pH kolem 3, zatimco transferin uvoliluje Zelezo uz pfi
pH 5,5. Afinita Lf k Zelezu je asi 260krat vyssi nez afinita sérového transferinu a na

rozdil od transferinu je schopen udrzet Zelezo 1 pii nizSim pH. (6)

V ptirozeném stavu je Lf z 15-20% nasycen Zelezem a ma lososové riZovou barvu, jejiz
intenzita je z&visla na stupni nasyceni Zelezem. Lf, ktery obsahuje mensi mnozstvi nez
5% zeleza, je oznacCovan jako apolaktoferin (apoLf). Naopak Lf plné nasyceny zelezem
je hololaktoferin (holoLf). V mateiském mléce se Lf nachazi v podob¢ apoLf. (6)

1 mg Lf je schopen vézat 1,4 ug zeleza. (5) Lf ma 1 ur€itou afinitu k jinym koviim a

muZe vazat napk.: Cu?*, Mn**, Co®* a zn* ionty. (6)



2.1.3. Vyskyt

Lf se fyziologicky vyskytuje v sekretech exokrinnich Zlaz, napf.: v slzach, slinach,
mléce, synovidlni a semindlni tekutin€, zlu¢i a pankreatick¢ Staveé, které jsou
lokalizovéany ve vstupnich branach do tréviciho, respira¢niho a reproduk¢niho systému.
Lf zde tvofi bariéru proti patogenim. Ve velmi malém mnozstvi byl Lf nalezen ve

vzorcich moce a stolice. (6,7)

Jeho koncentrace v krvi je naopak velmi mala za fyziologickych podminek. Béhem
zanétlivych procest v organismu je Lf uvolnovan ze sekundarnich granul neutrofilt. (6)
Po degranulaci je Lf transportovan do jater, kde je vychytavan specifickymi receptory a

nasledné rozlozen. (9)

2.1.4. U¢inky

Lf mé v organismu velké spektrum ucinkl a ovliviiuje mnozstvi procesu, i kdyz jeho
role jeSté neni zcela piesné definovana. Strukturdlni a biochemickd podobnost
s transferinem ukazuje, ze Lf mize hrat urcitou roli v metabolizmu Zeleza jako jeho
transportni molekula. PfestoZe je Lf intenzivn€ zkouman, stale chybi piesvédcivy dikaz
o jeho zapojeni do regulace homeostazy Zeleza nebo vstiebavani zeleza z tenkého stieva

pii fyziologickém stavu.

Ve velké mife jeho ucinky souvisi se schopnosti vazat Zelezo a jiné molekuly, napf.

rizné bunééné povrchové molekuly, DNA, heparin a jiné. (6)

Antimikrobialni uc¢inky

Lf ma schopnost vadzat Zelezo a tim omezuje jeho piisun bakteriim. Zelezo je esencidlni

zivinou pro bakterie a pii nedostatku Zeleza dochazi k zastaveni rstu bakterii. (9)
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Antivirové ucinky

Lf je schopen redukovat aktivitu rtznych vird hlavné in vitro. Mechanismus tohoto
ucinku je zatim nejisty. Pravdépodobné souvisi s blokovanim interakci mezi
hostitelskou butikou a virem. Tento U¢inek vyplyva ze schopnosti Lf vazat kyselé

molekuly. (9)

Ovlivnéni zanétu

Lf je dilezitou sloZzkou prvni obranné linie organismu. Pti zanétlivé reakci je uvolnén ze
sekundarnich granuli neutrofili do infikované tkané a do krve. Za fyziologickych
podminek dosahuje koncentrace Lf v krvi 0,4-2 mg/l, ale béhem patologické reakce

vzroste az na 200 mg/1. (17)

Studie in vitro a in vivo prokazaly, ze Lf inhibuje produkci nékterych cytokinti, mezi
které patii TNF-a a IL-1B, IL-6. Tyto cytokiny jsou kli¢ovymi mediatory zanétlivé
odpovédi. Lf mize mit i prozanétlivé G¢inky. Indukuje uvolnéni I1L-8, TNF-a a oxidu
dusnatého (NO). Lf také inhibuje expresi adhezivnich molekul (E-selektin, ICAM-1, IL-
8) na endotelidlnich bunkach, které jsou nutné pro prestup imunitnich bunék do mista

zanétu.

Imunomodulaéni u¢inky

V in vitro studiich bylo zjisténo, ze Lf mize indukovat bunénou proliferaci a maturaci
tim, Ze slouzi jako darce Zeleza pro T-bunky. Lf tedy reguluje zrani a aktivaci T-

lymfocytt. (17)

Antitumorové ucinky

Antitumorové U¢inky Lf jsou velice rozmanité. Zahrnuji regulaci aktivity NK bunék,
modulaci exprese G1 proteinti a urychleni apoptdzy. Zadny z téchto G¢inki neni zavisly
na vazbé¢ zeleza. Existuje mnoho studii na zvitatech, které ukazuji, Ze Lf miiZze inhibovat

rozvoj experimentalnich tumori. (9)
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Laktoferin jako ristovy faktor

U cerstvé narozenych mlad’at krmenych matefskym mlékem byl prokazany rychlejsi
rust a vyvoj gastrointestinalniho traktu nez u mlad’at krmenych ndhradni vyzivou. Za
tento ucinek je zodpovédny Lf, ktery stimuluje zaclenéni thymidinu do DNA. Pouze

holoLf ma tyto tc¢inky. (11)

Enzymaticka aktivita

Razné frakce purifikovaného lidského Lf maji 5 enzymovych aktivit: DNaza, RNaza,
ATPéza, fosfatdza a hydrolaza malto-oligosacharidii. Odli§nd enzymova aktivita je dana
specifickou konformaci monomerniho Lf, kterou ovliviiuji navazané ligandy. DNéazova
a RNazova aktivita pfispiva k ochrané pfed viry a bakteriemi tak, Ze hydrolyzuje jejich
nukleové kyseliny. Nékteré z katalytickych schopnosti jednotlivych frakei jsou
cytotoxické a indukuji apoptosu. (2)

Regulace transkripce genti
Lf je schopen proniknout do jadra bunky, kde se vaze na DNA a tim ovliviluje

transkripci. Tato vazba je umoznéna N-koncem Lf. (4)

2.1.5. Farmakologicke podani

Intraveno6zni podani (i.v.)

Intraven6zné podany Lf je rychle vychytavan jatry z cirkulace potkand, mysi a kralikt
(92.8 +/- 9.5% davky 5 minut po podani). Na parenchymalnich bunikach se nachazi
receptor, ktery slouzi k vychytavani apoE lipoproteind. Diky podobnosti v sekvenci AK
Lf a apoE lipoproteinti dochdzi ke kompetici o vazebné misto a Lf miize tedy blokovat

vychytavani apoE lipoproteintl.

Po vychytani je Lf transportovan do lysozomd, kde je rozloZen. Tento proces probiha

pomaleji nez eliminace z cirkulace. (14)
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Peroralni podani (p.o.)

Lf je odolny vii¢i proteolytické degradaci trypsinem a jemu podobnym enzymiim.

HoloLf je vice rezistentni nez apoLf. (11)

Lf podany p.o. ma protektivni G¢inky proti riznym nemocem jak u zvifat tak u lidi.
V travicim traktu se Lf ¢i jeho fragmenty vazou na epitelidlni bunky a ovliviuji

imunitni reakci intestinalni mukozy a dale 1 systémovou imunitu. (8)

V kartd¢ovém lemu tenkého stieva se nachazi receptory pro Lf. Jedna se o receptor pro
nizkomolekuldrni lipoproteiny (LRP). Po navdzani na receptor je Lf absorbovéan
endocytozou do bunék stfevniho epitelu a odtud je transportovan portalni Zilou a
lymfatickymi cestami do systémové cirkulace. (10,11,13) Receptor pro Lf je vysoce
exprimovan v tenkém stfeveé u narozenych jedinct, kde slouzi jako alternativni cesta pro
transport Zeleza. Zatimco u dospélych jedinct je mnohem méné exprimovan a transport
zeleza je zde zprostiedkovan DMT1. DMTT1 je protein, ktery se nachdzi na lumindlni

strané enterocyt a transportuje dvojmocné kovy dovnitf bunky. (12)
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2.2. Reaktivni formy Kkysliku (ROS)

ROS zahrnuji rizné slouceniny a volné radikaly odvozené od molekuly kysliku. Volné
radikaly jsou vysoce reaktivni molekuly diky pfitomnosti neparového valen¢niho

elektronu. (18)

Za fyziologického stavu se kyslik (O2) v mitochondriich redukuje na vodu (H20) tim, ze
pfijima 4 elektrony v dychacim fetézci. Tato redukce neni 100 % ucinnd a mald ¢ast

molekul O, (1-4%) je nekompletné redukovana na superoxidovy radikal (O;"). (20)
02—> Oy

Pii nizké tenzi O, nebo pii poSkozeni mitochondrii se zvySuje a urychluje tvorba Oy,
coz vede primarné k tvorbé ROS béhem ischemie a reperfuzniho poskozeni. (18)
Superoxidovy radikal vznika také pii reakcich katalyzovanych xantin oxidazou,

cytochromem P450 ¢i jinymi oxidazami. (20)

K tvorbé O, dochazi i v jinych bunénych slozkach napt. v lysozomech, peroxisomech
¢i plazmatické membrané. Fagocytujici bil¢ krvinky (neutrofily, monocyty, makrofagy
a eosinofily) zdmérné produkuji O,", ktery se podili na jejich mikrobicidnim tcinku.
(20)

Vétsina O, je ucinkem superoxid dismutasy rychle inaktivovana za vzniku H,O5 :

O, + Oy +2H" — H,O, + O

Puisobenim katalazy a glutathion peroxidazy je H,O, redukovan na H,O a O,, pokud ale
neni rozlozen, miiZe reagovat spiechodnymi kovy (zejména s Fe?") za vzniku

hydroxylového radikalu pfi tzv. Fentonové reakci (18):

Fe?* + H,0, — Fe** + OH- + OH
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Kromé toho muze peroxid vodiku a dalsi ROS uvoliovat ionty Zeleza z proteinti, kde je

Zelezo vazano pres siru a tim se zvySuje tvorba OH". (23)

ROS jsou schopné znicit prakticky jakoukoliv biologickou slouceninu (proteiny, DNA,
lipidy). Peroxidace membranovych lipidi narusuje uspotadani lipidové dvojvrstvy.
Vznikaji peroxiderivaty nenasycenych mastnych kyselin, které se snadno $tépi, piicemz
se uvolnuje malondialdehyd (MDA).(22) Oxidaci DNA dochazi k chemickym
modifikacim purinovych a pyrimidinovych bazi, k mutacim ¢i zlomim v fetézci DNA.
Oxidace aminokyselin v proteinech vede k nevratnym fyziologickym zménam jako je

fragmentace, agregace (denaturace) a zvysena citlivost k proteolytickému Stépeni. (21)

Na druhé stran€ maji ROS v organismu 1 fyziologické ucinky. Aktivaci receptort pro
cytokiny a receptorti spfazenych s G proteinem na povrchu bunék, dochdzi k
zvySené produkci ROS. Tak se ROS podileji na spousténi proliferace a hypertrofie
bunék nebo jsou zahrnovany do kontroly kaskady apoptozy. (18)

Ochrana organismu pred ROS

Organismus vlastni rizné mechanismy, kterymi muiZze zabranit tvorbé kyslikovych
radikali, napf. zminénym pasobenim superoxid dismutdzy, kataldzy, glutathion
peroxidadzy (tzv. enzymatickd cesta) nebo plisobenim glutathionu a vitaminti C, A a E

(tzv. neenzymatické cesta). (18)

Glutathion peroxidasa (GPx) je enzym, ktery slouzi k redukci peroxidl napt. peroxidu

vodiku:
2GSH + H,0, — GS-SG + 2H,0

Kofaktorem enzymu je glutathion (GSH). Jedna se o tripeptid slozeny z aminokyselin
L-cysteinu, L-glycinu a L-glutamové kyseliny. GPx se vyskytuje v erytrocytech a ve
vétsing tkani u savell. V erytrocytech chrani hemoglobin pied oxidaci peroxidem vodiku
na methemoglobin. Erytrocyty produkuji peroxid vodiku riznymi mechanismy napf.

reakci mezi kyselinou askorbovou a oxyhemogobinem. (15, 31)
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2.3. ZELEZO

Zelezo je nepostradatelnym prvkem pro zakladni bunééné funkce, jako je syntéza DNA,
RNA a proteintl. Ucastni se transportu kysliku a elektronti a uplatiiuje se v procesu

bunécného dychani. (33)

V téle zdravého dospélého cloveéka je obsazeno 3,5-4 g zeleza. 65-70 % zeleza je
obsazeno v hemoglobinu erytrocyti a 4 % jsou v myoglobinu. Asi 1 % je vazano
Vv enzymech (cytochromy, cytochrom oxidaza, peroxidaza, kataldza aj.). Zasobni zelezo

tvoti 15 — 30% a na transportni zelezo ptipada 0,1 %. (32)

Zelezo piijaté z potravy se nachazi ve dvou formach — hemové (Fez+) a nehemové
(Feg+). Nehemové Zelezo pfijaté z rostlinné stravy tvoii az 95% denniho piijmu Zeleza,

zbytek ptipada na hemové zelezo obsazené v mase. (33)

lonty Fe*" jsou nejprve redukovéany v kyselém prostiedi Zaludku na Fe?*. Redukci
usnadnuje piitomnost kyseliny askorbové ¢i aminokyselin cysteinu a histidinu. Naopak
fytaty, vapenaté ionty & polyfenolycké sloueniny inhibuji vstiebani Fe?*. K redukci

Fe**na Fe*" dochazi i v duodenu pisobenim enzymu cytochromu b. (33)

Zelezo se vstiebava ve form& Fe®* v duodenu pomoci DMTI, coz je protein, ktery
transportuje dvojmocné kovy do enterocytii. V buiice mize byt Zelezo po oxidaci na
Fe®* navazano na apo-ferritin za vzniku feritinu (FR). Jedna se o protein slouZici
k uskladnéni zeleza v bunikach. Jedna molekula je schopna uchovat az 4500 Fe** jontd.
(23) K uvolnéni Fe** z feritinu miize dojit pti poklesu pH na hodnotu 6 napf. pii hypoxii
tkani, ¢innosti fagocytli nebo v redukujicim prostfedi. Pokud neni Zelezo navdzané na
FR, vytvaii v buiice tzv. labilni intraceluldrni pool zeleza (LIP). (32) LIP tvofi
nizkomolekularni slouceniny (napft. citrat, fosfat, karboxylat, polypeptidy, nukleotidy
aj.), které maji nizkou afinitu k iontim Zzeleza (Fe2+ i Fe*). V homeostaze LIP hraje
vyznamnou roli FR. V prostiedi bohatém na ionty Zeleza je schopen FR vyvazat tyto
ionty a tim chranit organismus pied toxickym plsobenim Zeleza. Na druhé strané pii

nizké koncentraci iontli je FR zdrojem Zeleza pro organismus. (23)
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Dalsi slouceninou, kterd v buiice mtlize uskladiiovat Zelezo, je hemosiderin. Jedna se o
degrada¢ni formu feritinu, kterd se nachdzi v siderozomech (lysozomy obsahujici

zelezo). (32)

Z buitky je Fe* uvoliiovano pomoci proteinu ferroportinu 1, ktery se nachazi na
bazolaterdlni stran¢ enterocytl. Feroportin 1 se nachazi i na jinych buikéch
V organismu napi. v jatrech, ledvinach a sleziné. Po uvolnéni je Fe?* oxidovéano na Fe*
pomoci specifickych proteini a navazano na protein apo-transferin za vzniku
transferinu (TF), coZ je transportni forma Zeleza. Zelezo vazané na TF je vychytavano
pomoci receptoru pro transferin (TFR). Komplex TF-2Fe*" je po navézani na TFR
vtaZzen endocytdzou do buiiky, kde je Zelezo uvolnéno a TFR opét dopraven na povrch

buiiky. (23)

Zelezo je z organismu eliminovano odlupovanim enterocytd, ptipadné pii menstruacnim

krvaceni. Primérné ztraty Zeleza byvaji 1-2 mg za den.

Zelezo obsazené v Cervenych krvinkach je v organizmu znovu vyuzito. Cervené krvinky
jsou na konci svého zivota pohlceny specidlnimi makrofagy, z hemoglobinu je uvolnéno
zelezo a vazbou na TF je vraceno zpét do ob&hu a opét vyuZzito pii syntéze

hemoglobinu. (32)
Volné ionty Zeleza se podileji na tvorbé vysoce reaktivnich kyslikovych radikalt, které

poskozuji molekuly (lipidy, proteiny, DNA) a tim se ucastni na rozvoji

kardiovaskularnich onemocnéni. (23)
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Deferoxamin

Deferoxamin je slouCenina, kterd vytvari stabilni komplex s Fe** i Fe?* a snizuje tak
tvorbu volnych kyslikovych radikalti. Byly provedeny mnohé studie na zvitatech, kdy
po podéani deferoxaminu dosSlo ke zlepSeni kontraktilnich funkci a snizeni dysrytmii

béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni. (18)

Deferoxamin je pouzivan v klinické praxi pod nazvem DESFERAL k 1é¢bé chronického
pfetizeni organismu Zelezem a pfi akutni otravé Zelezem. Je podavan u nekterych typt

anémii, kde je pacientim Casto poddvana transfize Zeleza coz vede k nadbytku zZeleza.

3)

Velmi Casto se vyskytuje bolestivost v misté injekce, prosaknuti, zdufeni, zarudnuti,
paleni, svédéni a vyrazka; vzacné se vyskytuji puchyiky, mistni otoky a zanét. Mistni
reakce jsou Casto doprovazeny i celkovou reakci jako jsou bolesti kloubi, svali, bolesti
hlavy, kopfivkou, nevolnosti, teplotou, mén¢ casto zvracenim, bolesti bficha nebo

astmatickym zachvatem. (3)

Byla provedena studie, kde byl demonstrovan protektivni Uc¢inek deferoxaminu na
sniZeni volnych kyslikovych radikali. Pacientim byl podan i.v. infuzi po dobu 8 hodin
roztok deferoxaminu v davce 4g na 250 ml 5% roztoku dextrosy pied transplantaci
koronarniho arteridlniho bypassu. U pacienti se sledoval ucinek deferoxaminu na
lipidovou peroxidaci a na jednotlivé funkce srdce pted, v prubéhu a po operaci. Pied a
VvV pribe¢hu operace nebyly vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou
S deferoxaminem. Po operaci doSlo k vyznamnému naristu volnych kyslikovych
radikalu v kontrolni skuping, ale ve skupiné s deferoxaminem doslo ke zlepSeni funkce
levé komory, coz souvisi s niz§im poskozenim tkan¢ myokardu v disledku snizeni

volnych radikalu. (19)
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2.4. MYOKARD

2.4.1. Struktura a fyziologie

Myokard je duty svalovy organ, ktery se sklada z cylindrickych bunék uspotadanych ve
sloupcich. Uprostfed buiiky je ulozeno vzdy jedno jadro a wvnitfek buiky vypliuji
kontraktilni fibrilarni bilkoviny — aktin a myozin. 30-50 % objemu bunky tvofi
mitochondrie. Buriky jsou spojeny tzv. interkalarnimi disky, a proto srdce pracuje jako
funk¢ni syncytium. (24)

Zakladni kontraktilni jednotkou myofibril je sarkomera. Obsahuje paraleln¢ usporadana
silnd vlakna myozinova a slaba aktinova, ktera se pifi kontrakci do sebe zasouvaji.
Aktinova vldkna obsahuji dva regulacni proteiny: troponin a tropomyozin. Vlaknita
molekula tropomyozinu je uloZzena mezi vldkny aktinu. Na kazdou molekulu
tropomyozinu je navazana molekula troponinu (Tn), kterd se skldda ze tfi podjednotek:
C, T a I. Na TnC se vazi vapenaté ionty. TnT spojuje Tn stropomyozinem. Tnl
zabranuje tvorbé mustkli mezi aktinem a myozinem v nepfitomnosti vapenatych ionti.
Tnl aTnT existuji ve tfech isoformach a pouze jedna znich je typickd pro vyskyt
Vv srde¢nich bunkéch. Srdecni troponin I (¢Tnl) a T (¢TnT) se tedy pouzivaji jako citlivé

a specifické markery pro hodnoceni poskozeni bun¢k myokardu. (24, 35)

Srde¢ni bunky zisk4vaji energii oxidaci mastnych kyselin (MK), glukézy a jejich
metaboliti (napf. laktatu ¢i ketolatek). Glukdza a MK se metabolizuji aZ na acetyl-CoA.
Acetyl-CoA vstupuje do Krebsova cyklu, kde je oxidovan a vznikaji redukované formy
jako NADH a FADH, které vstupuji do dychaciho fetézce. Zde probihd oxidacni

fosforylace, coz vede k uvolnéni energie, ktera je skladovana ve formé ATP.

Za klidovych podminek se MK podileji na tvorbé energie ze 75 %, glukdéza z 20 % a
laktat z 5%.
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2.4.2. Ischemickd choroba srdecni (ICHS)

Ischémii se rozumi nedostateény ptivod kysliku do tkdné¢ a nedostatecné odplavovani

metaboliti v dusledku omezeného prokrveni. (24)

ICHS je ve vétSing piipadi zpisobena aterosklerézou véncitych tepen. Existuji faktory,
které mohou zvysit pravdépodobnost vzniku ICHS. Mezi tyto rizikové faktory patii
napt. koufeni, hyperlipidémie, hypertenze, diabetes melitus a dale veék, muzské pohlavi

a geneticka zatéz ¢i hyperhomocysteinémie a zvySeni nékterych trombogennich faktort.

(25)

ICHS ma Siroké spektrum klinickych projevi. Jednotlivé klinické formy se mohou
vzajemné rizn€ kombinovat. DéEli se na akutni a chronické. Mezi akutni formy fadime
nestabilni anginu pectoris, akutni infarkt myokardu a nahlou smrt srdecni. Mezi
chronické formy patii asymptomatickd ICHS, angina pectoris, stav po infarktu

myokardu, dysrytmicka forma ICHS. (25)

Za normalnich podminek ziskava myokard energii z oxida¢ni fosforylace a jsou
vyuzivany predev§sim MK. Pii nedostatku kysliku je Krebstv cyklus v mitochondriich
zastaven a dochéazi pouze k odbouravani glukézy na laktat, snizeni pH a malému zisku
ATP, cozZ nestaci k zajiSténi Zivotnosti bun€k. (24) Jiz za 8-10s po uzavéru pritoku je

myokard cyanoticky. (22)

V pribéhu 30-60s ustavaji kontrakce. (24) Diky nedostatku ATP se v buiice hromadi
Na" (snizena aktivita Na* -K* ATPasy) a vznika edém kardyomyocytd. Déle se hromadi
Ca?* v disledku snizené aktivity Ca2+-ATPasy, odsunu ionti do sarkoplazmatického
retikula (SR) a mitochondrii. Navic dochazi k uvolnéni Ca** z mitochondrii a SR. Tyto
zmeny jsou piesto zcela reverzibilni. Zajisti-1i se dostatecny ptisun kysliku do postizené

tkané, obnovi se v ni fyziologicky metabolismus. (22)
Neobnovi-li se pritok do 20 minut, dochdzi v nékterych buiikdch k ireverzibilnimu

poskozeni. Objevuje se agregace jadrového chromatinu, ztrata Zzihani a dochazi

k zvétSeni mitochondrii s obsahem granul. Zvyiena koncentrace Ca®* aktivuje
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fosfolipasu Ay, ktera Stépi fosfolipidy membran a nastava jejich fragmentace. V prub¢hu
ischemie se zvySuje tvorba kyslikovych radikala, které se podileji na poSkozeni tkané¢.

(22)
2.4.3. Ischemicko-reperfiizni poskozeni

Reperfuzni poSkozeni je stav, pii kterém dochdzi k poskozeni tkané pii opétovném
zasobovani tkané krvi, ktera byla po ur¢itou dobu ischemicka. Nedostatek kysliku a
zivin z krve vytvari podminky, pfi kterych obnova cirkulace vyusti v zanét a oxidativni

poskozeni diky indukci oxidativniho stresu. (27)

Po obnové krevniho =zasobeni (reperfuzi) dochazi k dezorganizaci myofibril,
intracelularnimu otoku, ztrat¢ glykogenu a zvySeni koncentrace kalcia uvnitf
mitochondrii. Vépnik v mitochondriich brani tvorbé energie a v bunice aktivuje déje,

které vedou k poskozeni membrany a nekréze buiiky. (24)

PtestoZe je obnova pritoku krve velmi dilezita, dochazi pti ném paradoxné k poSkozeni
bun¢k a tkani v dusledku zvysené tvorby volnych radikald. (23) Rozsah poskozeni

zavisi na délce trvani ischemie pied reperfuzi. (24)

Volné kyslikové radikaly jsou produkovany béhem prvnich minut reperfuze. Stimuluji
uvolnéni destickového aktivaéniho faktoru z endotelu, ktery aktivuje dalsi neutrofily.
Z aktivovanych neutrofilii se uvoliiuji kyslikové radikaly a proteasy a tim se zhorSuje
posSkozeni tkan¢€. Vzrista produkce vazokonstrikéné piisobicich latek jako je endotelin-

1, které omezuji proudéni krve. (27)

Zvysena tvorba H,O, béhem reperfuze je zplisobena zvysenou aktivitou xantin oxidazy
a dale snizenou aktivitou katalazy a glutathion oxidazy. Dalsi zdrojem H,O, jsou
mitochondrie. Pfi reperfuzi dochédzi k poskozeni téchto organel, které produkuji vice
H20, nez mitochondrie za fyziologického stavu. H»O, zplsobuje zvySené uvolnéni
iontii zeleza a tim se zvysuje produkce OH-. Casna reperfuze mize zpisobit az 600%

narust H,O, v myokardu. (23)
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2.4.4. Biochemicka diagnostika

Jiz pfi silném poskozeni plazmatické membrany bunék myokardu dochézi k vyplaveni
enzyml a urCitych latek do krve, které se pouzivaji k hodnoceni miry poskozeni

myokardu. (25)

V soucasnosti nejrozsifenéj§im a nejspecifictéjsSim biochemickym markerem akutniho
infarktu myokardu (AIM) jsou specifické izoformy troponinu T a I, které se vyskytuji
pouze vV myokardu. Plazmatické hladiny stoupaji za 4-6 hodin od zacatku infarktu a
vrcholi za 24 hodin. ZvySené hladiny vsak ptetrvavaji 10 az 14 dni, coZ umoziuje i

pozdni diagn6zu prodélaného infarktu. (25)

Dal$im biochemickym markerem AIM je stanoveni hladiny kreatinkinazy (CK) a
predevsim jejiho izoenzymu, ktery je specificky pro myokard CK-MB. Celkova CK
stoupa v plazmé také pii nekrdze kosterniho svalu nebo mozkové tkan¢. Plazmaticka
aktivita celkové CK i CK-MB zacina stoupat za 4-6 hodin od zacatku obtizi, vrcholi za
24 hodin a do 2-3 dna se normalizuje. (25) K odliSeni zvySené koncentrace CK pii
poskozeni kosterniho svalstva se pouziva urCeni aktivity aspartat-aminotransferazy

(AST) &i CK-MB. (24)

AST je enzym pfitomen v mitochondriich i cytoplazmé bunék jater, myokardu a
kosterniho svalstva. Hladina v séru stoupa za 4-10 hodin, maximalni hodnoty je
dosaZeno za 24-36 hodin a do 4. dne hladina klesé4 k vychozi hodnoté. (24)

Laktatdehydrogeniaza (LD) je enzym vyskytujici se prakticky ve vSech tkanich, a
proto je stanoveni plazmatické aktivity malo spolehlivé. Pro myokard je specificky
izoenzym LDI1, ale stanoveni se vétSinou rutinné neprovadi. Hladina LD se zvySuje
piiblizné za 24 hodin od zacatku obtiZi, vrcholi kolem 3. dne a pretrvdva minimalné 7

dni. (25)
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Myoglobin je nizkomolekularni protein, ktery se uvoliuje z poskozenych
kardiomyocyti velmi ¢asné. Jeho hladina v krvi stoupa jiz po 2-4 hodinach. Je rychle
vyluCovan do moci a jeho hladina se nejdéle do 24 hodin normalizuje. Myoglobin je

velmi citlivy marker a jeho vyznam je zejména v ¢asné diagnostice AIM. (24)
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2.5. ISOPRENALIN (1SO)

Obr.¢.1: Struktura isoprenalinu

OH 4

HO NT/

HO

ISO je synteticka latka s neselektivnim pusobenim na  [-receptory (B; a B2) a

S nevyznamnym uc¢inkem na a-receptory sympatického nervového systému. (28)

Stimulaci Bj-receptort v myokardu dochazi k zvySeni srde¢ni frekvence (pozitivné
chronotropni ucinek), zesileni srde¢ni kontrakce (pozitivn€ inotropni uc¢inek), urychluje
se vedeni vzruchu (pozitivné dromotropni ucinek) a zvySuje se srde¢ni drazdivost
(pozitivné batmotropni G¢inek). Zvysuje se tim i spotieba kysliku myokardem a velké
davky 1 dlouhodobé podavani ISO mohou vést k poskozeni cév a nekrdze myokardu. Jiz
2 minuty po i.p. podani ISO se objevuje zvySena kontrakce a otok mitochondrii.
Postupné dochézi ke snizovani zédsob ATP, vychytdvani kalcia do mitochondrii coz
vede K rozpojeni oxidativni fosforylace. ZvySena koncentrace kalcia se dale podili na

rozvoji nekrozy. (28, 29)

Stimulaci PB,-receptort dochazi k vazodilataci v kosternich svalech a tim k snizeni

periferniho odporu a k poklesu diastolického tlaku. (28)

ISO je pomaleji rozkladdn monoaminooxiddsou (MAQO) a pusobi proto déle nez

pfirozené neurotransmitery sympatického nervového systému. (28)

V soucasné dobé€ je klinicky vyznam ISO maly a pouZiva se spiSe v experimentalni
farmakologii K vyvolani ischemie u zvifat. V minulosti se podaval jako docasny
kardiostimulans pied zavedenim kardiostimuldtoru a jako bronchodilatans v lécbé

astmatu. (28)
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3. CIL PRACE
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Cilem této rigorézni prace bylo objasnéni vlivu intraven6zné podaného laktoferinu na
katecholaminovy model akutniho infarktu myokardu u potkanii. Tento ucinek byl

zkouman zejména pomoci vybranych biochemickych parametrt.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. METODICKA CAST

4.1.1. Zvirata

K experimentim byli pouziti samci potkant kmene Wistar (Biotest s.r.o. Ceska
republika) o primérné hmotnosti 350g. Zvitrata byla chovéana ve vivariu Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se zajisténou ventilaci vzduchu pro
oteviené chovy, teplotou vrozmezi 22-24°C, svolnym piistupem ke standardni
peletizované stravé a pitné vodé. Studie byla provadéna v souladu se Zakonem
€.246/1992 Sb. O ochrané zvirat proti tyrani a pod odbornym dohledem Etické komise

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.1.2. Chemikalie

Urethan (Sigma-Aldrich, USA)

Aqua pro inj. Biotika, inj. Sol. (Biotika a.s. Slovensko)
Heparin Légiva (Zentiva a.s., Ceska republika)
Isoprenalin (Sigma-Aldrich, USA)

Laktoferin — hovézi (DMV Internacional, USA)

4.1.3. Provedeni experimentu

Experimentalni zvifata byla nahodné rozdélena do 4 skupin:

» Kontrolni skupina (kontrola) — zahrnovala 7 zvitat, byl podan fyziologicky
roztok 2 ml/kg s.c

» Skupina s isoprenalinem (1SO) — zahrnovala 13 zvifat, byl podan vodny roztok

isoprenalinu 100 mg/kg s.c.

» Skupina s laktoferinem (LA) — zahrnovala 7 zvifat, byl podan vodny roztok
laktoferinu 50 mg/kg i.v.
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» Skupina s laktoferinem a isoprenalinem (LA+ISO) — zahrnovala 11 zvitat, byl
podan vodny roztok laktoferinu 50 mg/kg i.v. a za 5 min byl podén vodny roztok

isoprenalinu 100 mg/kg s.c.

Fyziologicky roztok i Lf byl aplikovan do postranni ocasni zily pomoci kanylky a Valu-
setu. Pro usnadnéni aplikace byly zily dilatovany nahfivanim ocasu v horké vode¢. Latky
byly aplikovany 24 hodin pfed méfenim. Méfeni bylo provadéno v celkové anestezii
navozené i.p. podanim 20% vodného roztoku urethanu (1.2 g/kg). Krev k biochemické
analyze byla odebrana do heparinizované¢ zkumavky. Zvifata byla po provedeni
experimentu usmrcena i.v. podanim vodného roztoku KCl (ImM). Ze zvitat byla
odebrana srdce, kterd byla zmrazena na -20°C a nasledné pouzita pro stanoveni

koncentrace vapniku.

4.1.4. Biochemicke parametry

Ve spolupréci s Ustavem klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové byly ze vzorkd odebrané krve ziskany hodnoty srde¢niho troponinu T v séru,

celkového glutathionu v krvi a glutathion peroxidéasy v erytrocytech.

Srde¢ni troponin T (cTnT) byl stanoven v séru pomoci elektrochemiluminiscencni
metody (Elecsys 2010, Roche Diagnostics) s pouzitim specifickych monoklonalnich

protilatek proti cTnT.

Celkovy glutathion (GSH) byl pomoci kapilarni elektroforézy separovan z plazmy a
nasledné stanoven UV detekci ( System P/ACE 5100, Beckman) pii vinové délce 200

nm.
Glutathion peroxidasa (GPx) byla stanovena nepfimo v erytrocytech pomoci

komer¢niho kytu (Ransel, Randox, UK) spektrofotometricky snizenim absorbance pfii

vlnové délce 340 nm (Cobas Mira, Roche, Switzerland).
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4.1.5. Vapnik v srdci

Ze vzorku tkané myokardu byly ziskdny hodnoty koncentrace vapniku v srdci.
Zmrazené vzorky tkané myokardu byly vysuseny, zvazeny a za pouziti kyseliny dusi¢né
a peroxidu vodiku byly pfipraveny ke stanoveni hladiny vapniku. Koncentrace vapniku
byla stanovena fotometricky pomoci plamenového fotometru (Eppendorf, Efox 5053,

Germany). Vysledky byly vyjadieny v pumol/g.
4.1.6. Statisticka analyza

Statistické rozdily mezi skupinami byly testovany pomoci T-testu za vyuziti softwaru
GraphPad Prism verze 4.00 pro Windows, GraphPad Software, (San Diego California

USA). Za hladinu statistické vyznamnosti byla povazovana P < 0,05.
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5. VYSLEDKY
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srdecni troponin T v séru

*A

kontrola ISO LA LA+ISO

Obr.¢.2. Srde¢ni troponin T v séru.

* P< 0,01 vs. kontrola + P<0.01vs. LA

Je zfejmé, Ze u kontrolni skupiny a skupiny, kde byl podan laktoferin jsou hodnoty
cTnT témét nulové. Pfi podani isoprenalinu doslo k vyraznému zvyseni hladiny cTnT v
plazm¢ v porovnani s kontrolni skupinou. Ve skupiné, kde byl podan laktoferin a
isoprenalin doslo taktéz k masivnimu k vyplaveni ¢TnT. Hladina c¢TnT dosahovala

podobnych hodnot jako ve skupin€ s podanym isoprenalinem.
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vapnik v myokardu
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Obr.¢.3. Vapnik v myokardu.

* P< 0,01 vs. kontrola

U kontrolni skupiny a skupiny, kde byl podan laktoferin nebyly nalezeny vyznamné

rozdily v koncentraci vapniku v myokardu. Po podani isoprenalinu doslo k vyraznému

naristu koncentrace vapniku v srdci. Podani laktoferinu pfed isoprenalinem dokazalo

alespon Castecné snizit vzestup vapniku zpiisobeny isoprenalinem.
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kontrola ISO LA LA+ISO

Obr.¢.4. Celkovy glutathion v Krvi

*P<0,05vs. kontrola ~ + P<0.05 vs. ISO
Laktoferin statisticky vyznamné zvysil hladinu celkového glutathionu v krvi ve
srovnani s kontrolni skupinou. Ve skuping, kde byl podan laktoferin s isoprenalinem,

doslo k statisticky vyznamnému zvysSeni hladiny celkového glutathionu proti skuping,

kde byl podan samotny isoprenalin.

34



GPx v erytrocytech

)(_
+

h i
X
@,
5
@,
4
2

)

55

S

5

o

@,

9,
@,
@,
@,
9,

-

@,
O
O
)

*
5
%0
&S
&

@,
O
a

0

@,
’0

o

@,
@,
QO

55

o

X

\/
9,
’0

@,
O
‘0

O

@,
9,

(X

.00

@,

5

55

@,
N

\/

9,

@,
O

S

o
XX

)

)V
55

55

o,

a

kontrola ISO LA LA+ISO

a

Obr.¢.5. Glutathion peroxidazy v erytrocytech

* P< 0,05 vs. kontrola + P< 0.05 vs. ISO

Laktoferin statisticky vyznamné snizil hladinu glutathion peroxidazy v erytrocytech u
zdravych zvifat proti kontrolni skuping. Isoprenalin nemél zadny vliv na tento parametr.
Ve skupiné, kde byl podan laktoferin s isoprenalinem, doslo k statisticky vyznamnému
sniZzeni hladiny glutathion peroxidazy v erytrocytech, jak vzhledem ke kontrolni skupiné

tak i k isoprenalinové skuping.
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6. DISKUZE
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Laktoferin (Lf) je glykoprotein, ktery se vyskytuje pfirozené v tkanich a sekretech
lidského organismu. V organismu vykazuje Siroké spektrum ucinkti. Nékteré jsou
zavislé na schopnosti vazat zelezo, jiné jsou na zeleze nezavislé. Presto je jeho role
V organismu zatim neznama a je predmétem neustalého zkoumani. V soucasné dobé¢ je
Lf studovan jako potencidlni 1é¢iva latka, kterd by se mohla uplatnit v 1écbé zanétu,

rakoviny a jinych onemocnéni

Je schopen chelatovat trojmocné Zelezo a jeho afinita k zelezu je 260krat vyssi nez u
transferinu. Zelezo katalyzuje reakce, pii kterych vznikaji volné kyslikové radikaly. Lf
diky schopnosti chelatovat zelezo snizuje tvorbu reaktivnich kyslikovych radikali a tim

omezuje posSkozeni tkani. (1,2)

V soucasné dobé probiha studium pfirodnich i syntetickych latek, které mohou snizit
tvorbu ROS a tak zmirnit ischemicko- reperfuzni poskozeni myokardu. V klinické praxi
se pouzivaji latky, které jsou schopné vychytavat Zelezo a jiné ptrechodné kovy (napf.

deferoxamin)

V nasi studii byl sledovan protektivni ucinek i.v. podané¢ho Lf na ischemicky myokard.
Ischemie byla vyvolana s.c. poddnim isoprenalinu v davce 100 mg/kg. Je zndmo, Ze
podani ISO ve vysokych davkach vyvolava tachykardii, zvySuje se spotieba kysliku
myokardem, coz vede postupné k ischemii anaslednému poskozeni srdecni tkané.
Rozviji se stav podobny infarktu myokardu u c¢lovéka. Velmi citlivym ukazatelem
poskozeni bun¢k myokardu je stanoveni koncentrace c¢TnT v plazmé. Fyziologické
hodnoty cTnT jsou v krvi velmi nizké, pohybuji se v rozmezi 0-0,18 pg/l. (34) U
kontrolni skupiny a skupiny, kde byl podan Lf jsou hodnoty c¢TnT témét nulové.
Nedoslo k Zadnému poSkozeni myokardu. Naopak po podani isoprenalinu doslo k
poskozeni celého myokardu, které zapfti¢inilo masivni zvySeni hladiny ¢cTnT. Hodnoty

se blizily 16 ug/l.

Podobnych hodnot dosahovala hladina ¢TnT 1 ve skupiné, kde byl podan laktoferin s
isoprenalinem. Z téchto vysledkid vypliva, ze podani Lf nesnizilo posSkozeni myokardu
navozené podanim isoprenalinu a nedoSlo k ochrané myokardu pted ischemickym

plsobenim isprenalinu.

37



U kontrolni skupiny a skupiny, kde byl podan laktoferin nejsou statistické rozdily
Vv koncentraci vapniku v myokardu, ale pfi podani isoprenalinu doslo k vyraznému
narastu koncentrace vapniku v srdci. Bloom a kol. uvadi zvyseni koncentrace vapniku
Vv srdci jiz n€kolik minut po i.p. podéani isoprenalinu. Toto zvySeni je pravdépodobné
zpusobeno vice mechanismy (ischemie, -adrenergni stimulace). Vapnik je vychytavan
z plazmy do kardiomyocytti a nasledn¢ do mitochondrii, kde aktivuje aktinomyosinovou
ATPasu, tim se snizi hladina ATP a dojde krozpojeni oxidativni fosforylace.
V mitochondriich navic véapnik tvofi deposita, ktera pfispivaji spolu s rozpojenim

oxidativni fosforylace k poSkozeni téchto organel a nasledné i kardiomyocytu. (29)

Ve skupiné, kde byl podan laktoferin s isoprenalin, snizil laktoferin hladinu vépniku v
srdci navozenou podanim isoprenalinu. Tento efekt byl pravdépodobné zplisoben
inhibici tvorby reaktivnich kyslikovych sloucenin diky chelataci volného Zeleza

laktoferinem.

Podani isoprenalinu jen nevyznamné snizuje hladinu celkového glutationu v Krvi.
Naopak laktoferin statisticky vyznamné zvysil hladinu celkového glutathionu v Krvi
proti kontrolni skupiné a tento nariist ziistal zachovan i1 po podani isoprenalinu.

Vysvétleni ani vyznam tohoto u¢inku neni znam.

Laktoferin statisticky vyznamné snizil hladinu glutathion peroxidazy v erytrocytech u
zdravych zvifat proti kontrolni skuping€. Tento nalez bude spiSe artefaktem, jelikoZ je
znamo, 7e erytrocytalni enzymy jsou malo nachylné k akutnim zméndm, coz ukazuje i
nezménénd koncentrace tohoto enzymu po podadni isoprenalinu. Je spiSe mozZné, Ze
laktoferin, ktery je schopen vazby na povrchové molekuly a interakce s krevnimi
elementy (26,30), ovlivnil méfeni. Tato domnénka bude muset byt ovéfena dalSimi

experimenty.
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7. ZAVER
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Premedikace i.v. podaného laktoferinu v davce 50 mg/kg nezmirnila poskozeni
myokardu po s.c. podani isoprenalinu v ddvce 100 mg/kg. Byl pouze pozorovan
pozitivni ucinek laktoferinu na snizeni hladiny vapniku v srdci. Laktoferin statisticky
vyznamné zvysil hladinu celkového glutathionu v krvi a statisticky vyznamné snizil
hladinu glutathion peroxidazy v erytrocytech, ale neovlivnil hladinu c¢TnT v séru.
Laktoferin jako chelator Zeleza nedokéazal ovlivnit patofyziologii AIM, ve které se

vyznamné uplatiiuje zelezem katalyzovana produkce ROS.
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8. ABSTRAKT
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Laktoferin (Lf) je glykoprotein vazajici zelezo o molekulové hmotnosti 80-kD.
Vyskytuje se pfirozené v sekretech exokrinnich z1az (v slzach, slinach, mléce, sinovidlni
a seminalni tekutin€) a v sekundarnich granulech neutrofild. Je znamo, ze Lf vykazuje
Vv organismu je pravdépodobné komplexni a je pfedmétem védeckého zkoumani. Diky
schopnosti chelatovat zelezo, snizuje Lf tvorbu hydroxylovych radikalt pfi tzv.

Fentonové reakci. Afinita Lf k Zelezu je asi 260krat vétsi nez u transferinu.

V experimentu byl pouzit isoprenalin (ISO) jako modelova sloucenina k vyvolani stavu
podobnému akutnimu infarktu myokardu u ¢lovéka. Podani nekrotickych davek ISO
zpusobuje ischémii nasledovanou poskozenim myokardu. Reperfuze ischemického
myokardu ptedstavuje jedinou moznost, jak zachovat srde¢ni tkan pti akutnim infarktu
myokardu, ale tento proces je spojen s poskozenim tkané v dusledku zvysené tvorby
hydroxylovych radikalt v tzv. Fentonové reakci, kterd je katalyzovana volnymi ionty

zeleza.

Potkani kmene Wistar byli ndhodné rozdéleni do ctyt skupin podle piijaté medikace:
kontrola (fyziologicky roztok), isoprenalin (ISO, 100mg/kg s.c.), hovézi laktoferin (La,
50 mg/kg i.v.) a kombinace La+ISO v jiz zminénych davkach (La byl podan 5 min pted
podanim ISO). Po 24 hod byly odebrany vzorky krve a myokardu pro analyzu

vybranych parametrt.

Pii s.c. podani isoprenalinu zdravému zvifeti doSlo k vyraznému poskozeni tkané
myokardu, coz se projevilo zvySenim sérové hladiny ¢TnT a zvySenim hladiny vapniku
v srdci. Naopak celkovy glutathion a GPx nebyly vyznamné ovlivnény. Samotny
laktoferrin statisticky vyznamné zvysil hladinu celkového glutathionu a statisticky
vyznamné snizil hladinu glutathion peroxidazy v erytrocytech, ale nevedl k uvolnéni

cTnT v séru a nezvysil hladinu vapniku v srdci.
Premedikace laktoferinem pfed podanim isoprenalinu snizila hladinu vapniku v srdci

proti skupiné, kde byl podan samotny isoprenalin. Hladina ¢TnT dosahovala podobnych

hodnot jako ve skuping s isoprenalinem.
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Kromé snizeni hladiny véapniku v srdci neméla premedikace laktoferinem zadny
pozitivni vliv na poskozeni myokardu po s.c. podani vysokych davek isoprenalinu.
Tento pozitivni vliv laktoferinu je zalozen na schopnosti inhibovat volné kyslikové

radikaly diky chelataci volného Zeleza.

Tato prace vznikla za podpory grantu GAUK 94/2006/C/Faf
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9. SUMMARY
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Lactoferrin (Lf) is an 80-kDa iron-binding glykoprotein. Lf is present physiologically in
exocrine secretions, eg. tears, saliva, milk, sinovial fluid, seminal fluid and in the
secondary granules of neutophils. The precise function of Lf in organism is considered
to be very complex and it is still a hot subject of scientific disputation. Lf was
documented to act as antimicrobial, antiinflamatory and antitumoral agent. Another of
its properties is ability to inhibit hydroxyl radical formation via Fenton reaction. Afinity

of Lf to iron is about 260times higher than that of transferrin.

Isoproterenol (1SO) has been used as a model compound to induce infarct-like lesions in
the rat and various other animal species. Administration of necrotic dose of 1ISO caused
ischaemia followed by damage of the myocardium. Ischaemia alters iron homeostasis
and redox-active free iron, which catalyses ROS-generation. The only possibility for
myocardial tissue recovery in acute moycardial infarction represents the reperfusion of
ischemic myocardium. But the whole process is associated with damage of myocardium

due to burst of hydroxyl radical catalyzed by free iron (Fenton reaction).

In our experiment we studied the effects of Lf in a catecholamine model of myocardial
injury. We had four experimental groups divided according to the received medication:
control (saline), isoprenaline (1ISO, 100 mg/kg s.c.), bovine lactoferrin (La, 50 mg/kg
i.v.) and the combination of La+ISO in the above-mentioned doses (La was
administered 5 min before I1SO). After 24 h a sample of blood was withdrawn and the

heart was removed for analysis of various parameters.

Control and lactoferrin treated animals had negligible levels of serum c¢TnT and there
was no statistical difference between myocardial calcium levels in these groups.
Isoprenaline brought about a marked cTnT release and myocardial calcium overload.
Lactoferrin premedication did not affect the release of cTnT, however, it decreased
calcium overload caused by ISO. Lactoferrin significantly elevated levels of total

glutathione while significantly decreasing glutathion peroxidase in erythrocytes.

Our experiment did not show the prophylactic administration of bovine laktoferin on
myocardial injury caused by s.c. administration of necrogenic dose of 1SO. The partial
protective effect of lactoferrin is based on inhibition of ROS formation due to chelation
of free iron. Our experiment was under the grant GA UK 94/2006/C/Faf.
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