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1. UVOD



Kardiovaskuldrni onemocnéni je pficinou zhruba 40 % umrti u dospélé populace
v USA, Evrop¢ a Japonsku. Spoustécim mechanismem pro vétSinu z téchto onemocnéni
je ateroskleroza, jejiz etiologie je ovlivnéna geneticky a vlivem prostfedi. Hlavnimi
rizikovymi faktory jsou: ve€k, pohlavi, rodinna predispozice, hyperlipidemie, kouieni,

diabetes a stres.

Nejcéastéjsi pri¢inou morbidity a mortality je ischemickd choroba srde¢ni a jeji
koronarni tepny. Obnoveni krevniho zésobeni je nezbytné pro zachovani Zzivotnosti
srdecni tkané€, avsSak predstavuje také riziko tzv. reperfuzniho poSkozeni. Ve vzniku
tohoto syndromu hraje dulezitou roli produkce reaktivnich kyslikovych radikalt

tvofenych za katalytického plisobeni volného Zeleza.

Laktoferin (Lf) je protein, ktery se pfirozené vyskytuje v organismu lidi a jinych
zivoc¢isnych druhii. VétSina jeho ucink vychazi ze schopnosti chelatovat trojmocné
zelezo. Diky této vlastnosti je Lf schopen snizovat tvorbu kyslikovych radikald, které
vznikaji reakcemi katalyzovanymi ionty Zeleza. V soucasné dobé¢ je Lf studovan jako
potencionalni 1éCiva latka, kterd by se mohla uplatnit napft. v terapii kardiovaskularnich

onemocnéni.



2.TEORETICKA CAST



2.1. Laktoferin

Laktoferin (Lf) je Zelezo-vazajici glykoprotein o molekulové hmotnosti 80 kDa.
Spolec¢né s transferinem a ovotransferinem je fazen do rodiny transferind. Poprvé byl

izolovan z matetského mléka roku 1960 a od té doby je intenzivné zkouman. (1)

2.1.1. Struktura

Obr.c.1.: Krystalova struktura hovéziho laktoferinu podle Moora a kol. (29)

Protein je tvofen dvémi homolognimi globularnimi podjednotkami (N a C). Kazda
z téchto podjednotek se sklad4d ze dvou domén (N1, N2 a C1, C2) a ty spolecné tvori
jedno vazebné misto pro Fe®*. Obé& podjednotky navzajem spojuje peptid tvofeny z 10-
15 aminokyselinovych zbytkl, které v molekule Lf tvofi 3 otacky o helix. Zde
nachdzime odliSnost od struktury sérového transferinu, ktery jinak vykazuje vysokou
miru shody v sekvenci AK s Lf (pravdépodobné az 60 %). U transferinu je tato ¢ast
tvofena nepravidelnou flexibilni strukturou. Spojovaci fetézec hraje vyznamnou roli
VvV otevirdni a zavirdni domén. Sekundarni strukturu proteinu ovlivituji disulfidické

mustky mezi cysteinovymi zbytky. (1, 3)



N-podjednotka (laktofericin) jak hovéziho tak lidského Lf je silny kationicky peptid,
ktery je bohaty na argininové zbytky. Je schopen vazat mnoho kyselych molekul (LPS,
lysosym, heparin a DNA). Piedpokladd se, Ze N-podjednotka je zodpovédna za
antibakterialni ucinky Lf. (3)

Jednotlivé druhy laktoferinti (lidsky, hovézi, veptovy, konisky, velbloudi, kozi, buvoli a

mysi) se shoduji v primarni struktuie priblizné ze 70 %. (1)

2.1.2.Vyskyt

Laktoferin (Lf) se fyziologicky vyskytuje v lidském téle. Nachazi se predevsim
v sekretech exokrinnich zlaz, napf.: slzach, slindch, mléce, synovialni a seminalni
tekuting, Zluci a pankreatické $tavé. Umisténi Lf ve ,,vstupnich branach* do traviciho
(buniky Zaludecni mukosy, epitelidlni builkky duodena), dychaciho a reprodukcniho
systému mizZe naznaCovat jeho zapojeni do obranyschopnosti organismu proti

patogenim. (3, 4)

Dale se nachazi v malé koncentraci v krvi. Tento plazmaticky Lf je uvolovan ze
sekundarnich granul neutrofili béhem zanétlivych procest v téle. V malych mnozstvich

byl Lf nalezen i v déloze a ve vzorcich moce a stolice. (3,4)

Biologicka tekutina Mnozstvi Lf (mg/ml)
MIéko (colostrum) >7

Mléko >1-2

Slzy >22

Seminalni tekutina >04-19
Synovialni tekutina >0,01-0,08

Sliny > 0,007 -0,01
Kravské mléko >0,02-0,2

Tabulka ¢.1 — mnozstvi Lf v jednotlivych biologickych tekutinach (3)



2.1.3.Vazba zZeleza

1 mg laktoferinu je schopen vazat 1,4 ug zZeleza. V pfirozeném stavu je Lf z 15-20 %
nasycen zelezem a ma lososovité rizovou barvu. Lf, ktery obsahuje méné nez 5%
zeleza se nazyva apolaktoferin (apo-Lf). Naopak Lf pln¢ nasyceny Zelezem je

hololaktoferin (' holo-Lf ). V matefském mléce se Lf vyskytuje ve formé apo-Lf.

Lf vykazuje 260x vyssi afinitu k zelezu nez sérovy transferin a na rozdil od néj je
schopen vazat zelezo i1 pfi niz§im pH. K uvolnéni Zeleza z molekuly Lf dochazi za
normalnich okolnosti v prostfedi s hodnotou pH 3 zatimco u transferinu uz pii pH 5,5.
Tento rozdil je zptusoben rigiditou spojovaciho peptidu v molekule Lf. Lf je schopen

vazat i jiné kationy kovii (napf. : Cu®* , Mn**, Co**, Zn*"). (3,5,6)

Molekula Lf umoziuje reverzibilni vazbu dvou molekul F e** (v kazdé podjednotce se
nachdzi jedno vazebné misto). Misto vazby tvoii dva tyrozinové zbytky, jedna kyselina
aspardgovd a dva kysliky ze synergicky vézaného anionu (COs%). P¥tomnost
bikarbonatového anionu je nezbytna pro vazbu zeleza, coz je unikatni vlastnosti Lf.
Z trojrozmérné struktury vyplyva, Ze nejprve dochézi k vazbé COs%, ktery neutralizuje
kladny naboj argininového zbytku v N-podjednotce a umoziiuje propojeni zeleza a Ctyf
ligandii (2 tyroziny a 2 kysliky z CO3”). Pokud neni na protein navézané Zelezo, jsou
obé podjednotky vétsSinou v oteviené konformaci. Konformacni zmény se uskuteéiiuji

za piispéni hydrofobnich interakci a tvorby vodikovych mustki. (1)

Bylo zjisténo, ze velka ¢ast Zeleza je u kojencti vazéna na Lf. Nasledné studie prokazaly
pritomnost specifickych receptort pro Lf v kartaovém lemu fetalnich enterocytii. Tyto
receptory zprostiedkovavaji vychytavani laktoferinem vazaného Zeleza intestinalnimi
epitelidlnimi buiikkami. To ukazuje, Ze by laktoferin mohl byt diileZitou transportni

cestou pro Zelezo v raném véku. (21)

Lf je schopen chelatovat volné zelezo a tim brani vzniku tkanové toxickych volnych
radikald. (7)
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2.1.4.Uinek

Ackoliv je laktoferin (Lf) dnes intenzivné studovan, jeho pfesnd uloha v organismu neni
zcela presné definovana. Strukturdlni a biochemickda podobnost s transferinem
naznacuje jeho moznou roli v metabolismu zeleza. Také jeho Uc¢inky ve velké mite
souvisi se schopnosti vazat zelezo a jiné molekuly, napt.: DNA, heparin. A pravé diky
posledné zminéné vlastnosti ma laktoferin i na zeleze nezavislé t¢inky. Usuzuje se, ze

celkové ptsobeni Lf ma komplexni charakter. (3)

Imunomodulator
Antitumorové Antiparazitické
Protizanétlivy I Antifugalni
Hypoferaemie \\\ / //y Antivirové
Transkripcni faktor «+—— LAKTOFERIN Inhibitor protéazy
Absorpce zeleza ‘A// \ Protedzovy
Granulopoeza Antibakterialni
Autoprotilatky / \ Ribonucleazovy

Kationicky peptid Prokoagulacni

Obr.¢.2.: Utinky laktoferinu (8)

Antibakterialni ucinek
Zde nachazime dvoji mechanismus uc¢inku Lf.
A) Lf ma schopnost vazat zelezo a tim omezuje jeho pfisun bakteriim. Pii
nedostatku Zeleza dochazi k pozastaveni jejich rustu.(2) Laktoferin je dale
schopen inhibovat agregaci bakterii a tvorbu biofilmu. Pod pojmem biofilm se

vy

rozumi skupina bakterii, které Ziji ve spojeni s povrchem a jsou uzavieny do

ey

polymerni matrix. Takto zijici bakterie jsou mnohem vice rezistentni nez
bakterie Zijici samostatné. Mezi infekce zplsobené biofilmem patii napft.:
endokarditida, osteomyelitida, infekce urindrniho a bilarniho traktu, zubni
infekce. Bylo prokdzano, ze v pfitomnosti subinhibi¢ni koncentrace Lf
(20 pg/ml) bakterie nejsou schopny tvofit biofilm. Lf totiz vyvolava u bakterii
»Skubavy* pohyb, ktery znemoziuje jejich shluknuti. Tento ucinek je rovnéz

zpusoben chelataci zeleza. (9)
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B) Druhy mechanismus antibakterialniho plsobeni je na Zeleze nezavisly a je
zprostfedkovan N-podjednotkou molekuly Lf. Dochazi k poSkozeni bunécné

stény bakteridlni bunky. (8)

Antivirovy tcinek
Lf je schopen redukovat infektivitu riznych virt hlavné in vitro. Mechanismus tohoto
ucinku pravdépodobné souvisi s blokovanim interakci mezi hostitelskou buiikou a

virem. Tento ucinek vyplyva ze schopnosti Lf vazat kyselé¢ molekuly. (8)

Antifugalni Géinek
Lf piisobi na rod Candida diky své schopnosti vazat Zelezo a diky pfimé interakci
s buitkami téchto organismii.U¢innost Lf byla testovana v kombinaci s antifugalnimi

1é¢ivy. (10)

Antiparaziticky tucéinek
Byla prokazana redukce aktivity pii inkubaci sporozoiti Toxoplasmy gondii a Eimerie

stiedai s Lf. Pravdépodobné dochazi ke snizeni integrity membrany parazita. (8)

Protizanétlivy ucinek

Laktoferin mize piimo ovliviiovat zanétlivou odpovéd’. Inhibuje produkci cytokint,
které patfi mezi mediatory zénétlivé odpoveédi a déle inhibuje expresi adhezivnich
molekul na endotelialnich buiikach, které jsou nutné pro pfestup imunitnich bun€k do
mista zanétu. Inhibi¢ni schopnost Lf je zplisobena vazbou na lipid A, ktery je soucasti
LPS uvolnéného z bakterii. Touto vazbou je znemoznéno navazani LPS k CD14

receptorim na povrchu makrofagii a tim se zamezi rozvoji zanétlivé odpovédi. (7,11)

Imunomodulaéni Gé¢inek

V in vitro studii bylo zjiSténo, ze Lf mize indukovat buné¢nou proliferaci a maturaci
tim, Ze slouZi jako dérce Zeleza pro T-buniky. Déle je schopen regulovat zrani a aktivaci
lymfocytt. (12)

Po p.o podavani Lf zdravym dobrovolnikiim vzrostl pocet nezralych neutrofilt v jejich

krvi. (13)

12



Antitumorovy tc¢inek
Bylo provedeno mnoho studii na zvitatech, které prokéazali, ze Lf miZe inhibovat rozvoj
experimentalnich tumorti. Pfesny mechanismus tohoto u¢inku vSak zatim neni znam.

Uvazuje se o regulaci aktivity NK bunék nebo o inhibici angiogeneze. (8)

2.1.5. Zpusob podani

Peroralni podani

Pivodné se predpokladalo, ze v mléce obsazeny lakroferin (Lf) se po p.o. podani
absorbuje hlavné u novorozenat a to pomoci receptoru pro Lf, ktery je vysoce
exprimovan v tenkém stfevé narozenych jedinci. Pozdé¢ji se vSak ukdazalo, zZe
vstiebavani Lf do krevniho ob&hu po p.o. probiha 1 u odstavenych mladd’at a mladého
hovéziho dobytka. S timto souvisel i objev specifickych receptord pro Lf v duodenu,
jejunu, ileu a colonu. Nejvétsi hustota téchto receptori se vyskytovala hlavné v oblasti
Peyerovych plati, coz naznacovalo souvislost mezi transportem Lf a lymfatickym
systtmem. Aby byla ovéfena tato domnénka, byl proveden pokus, ve kterém byl
potkantim aplikovan bovinni Lf pfimo do duodena a to v davce 1g/kg. Zvifata byla
rozdélena do dvou skupin. U jedné byla odebirana hrudni lymfa a u druhé skupiny ne.
Plazmatick4 koncentrace bovinniho Lf u skupiny, kde byla odebirdna lymfa, nevzrostla
po intraduodenalnim podani. Rychle vs8ak vzrostla u skupiny, kde lymfa odebirana
nebyla. Tento pokus jasné prokazal, Ze intraduodenalné podany Lf je transportovan do
krevniho ob&hu u dospé€lych potkanii pomoci lymfatického systému. Takto resorbovany
Lf neni okamzit¢ metabolizovan v jatrech a mulZe byt distribuovan do vSech organt

Vv uéinné davce.

Existuji urcité mezidruhové rozdily v afinité a po¢tu vazebnych mist pro Lf v tenkém
stievé. Napft. afinita Lf- receptoru v tenkém stievé potkana k bovinnimu Lf je 7 krat
niz§i nez u dospélého skotu. To mulze vysvétlit rozdilny ucinek Lf u dospélych

jedinct.(14)

Dulezitym faktorem pfi p.o. podani je skutecnost, Ze Lf je odolny vici proteolytické

degradaci trypsinem a dalSich travicich enzymti.(15)
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Intravenosni podani

Pfi intravenosnim podani Lf dochazi k jeho rychlé eliminaci z krevniho ob&hu (92.8 +/-
9.5% davky do 5 minut po podéni). Za tento proces jsou odpovédna jatra, v jejichz
parenchymalnich bunikach se Lf koncentruje. Lf zde totiz kompetuje o vazebné misto
s apolipoproteinem E. Vyznamny podil na kompetici ma N-podjednotka Lf, jejiz AK
sekvence je velice podobna apolipoproteinu E. Po vychytani jatry je Lf transportovan do

lysosomt, kde je rozlozen. (16)

2.1.6. Vyuziti

Laktoferin (Lf) je pomérné stabilni latka. Nerozklada se pfi pasteurizaci ani pii dalSich
antimikrobnich stabiliza¢nich postupech, coz umoziluje jeho zpracovani jako
potenciondlni 1é¢ivé latky. (3)

V soucasné dob¢ existuje na nasem trhu neékolik vyrobkl s obsahem Lf, které vychazeji

Z jeho vyse uvedenych ucinki. Jedna se o preparaty urcené k podpirné terapii.

Preventan Quatro

Jedna se o volné prodejny pfipravek vyrabény firmou SVUS Pharma a.s., Hradec
Kralové. V jedné tableté je obsazeno 44 mg Lf, Img ucinné slozky (nukleotidy,
aminokyseliny, oligopeptidy), 3 mg silice maty peprné, 5 mg eukalyptové silice a
pomocné latky. Pfipravek je uréen proti bolesti v krku a jeho ucinnost spo¢iva v aktivaci
slizni¢ni imunity. Vyrobcem doporucené davkovéni je 2 tablety denné nechat volné

rozplynout Ustech. (17)

Imunoenzym

Vyrobcem tohoto piipravku je FAVEA spol. s.r.o. Kopfivnice. Jedna tableta obsahuje
20 mg laktoferinu, 60 mg vitaminu C, 25 mg rutinu, 15 mg enzymi (papain a
bromelain). Tento vyrobek je uren k posileni obranyschopnosti organismu a jako
prevence onemocnéni dychacich cest. Doporucuje se uzivat 1 tabletu denn¢ v obdobi

zvySeného vyskytu bakteridlnich a virovych onemocnéni. (18)
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Medvid’ata pri kasli a nachlazeni

Opét piipravek vyrdbény firmou Favea s.r.o. ureny na kasSel a nachlazeni a jako
prevence zanétu stiedniho ucha. Jedna se o tablety s obsahem 20 mg kolostra (zdroj
laktoferinu), 500 mg xylitolu, 100 mg sorbitolu, 40 mg fruktézy a 20 mg mandzy.
Vyrobce uvadi, ze kombinace téchto latek uc¢inn¢ brani adhezi mikrobd a wvird.

Doporuc¢ené davkovani je vycucat 1-3 tablety denné. (18)
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2.2. Zelezo

Zelezo je nepostradatelny biogenni prvek. Vyznamné se uplatiiuje v fadé metabolickych
procest (syntéza DNA, RNA a proteinti, transport elektronli, respirace, proliferace,
diferenciace a regulace genové exprese). Zavisi na ném reverzibilni vazba kysliku na
hemoglobin a dal§i vyznamné biochemické reakce. (20, 21) Diky své schopnosti
odevzdavat a pfijimat elektron je souc¢asti mnoha enzymu. Za urcitych podminek mutize
vSak byt zelezo pro organismus nebezpecné a to svou ucasti na tvorbé volnych radikali.

(30)

Homeostaza zeleza je déj, jehoz se ucastni celd fada riznych proteinii. Na ,,rozcesti*
mezi jednotlivymi metabolickymi procesy (vychytavani, uskladnéni) mutze vznikat
ur¢ité mnozstvi volné pfistupnych iontid Zeleza, které jsou nc¢kdy oznacovany jako
labilni zdsoba Zeleza (labile iron pool: LIP). LIP je definovdna jako zdsoba lehce
chelatovatelného, tj. nevdzaného nebo slabé vazaného, zeleza o nizké molekulové
hmotnosti. Pravd&podobn& obsahuje ob& formy Zeleza (Fe** a Fe**) spojené s riznymi
ligandy. LIP pifedstavuje jen maly zlomek celkového bunééného zeleza (3-5 %). V in
vitro studii LIP katalyzovala volnymi radikdly podminénou oxidaci LDL
v endotelidlnich bunkach, hladké svaloviné a v makrofazich. To ukazuje pfimou

souvislost mezi oxidaci LDL a metabolismem zeleza. (22)
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2.3.Volné radikaly a reaktivni formy Kysliku

Volny radikal je samostatné existujici jednotka obsahujici jeden nebo vice neparovych
elektronti. Radikaly vznikaji ztratou nebo pfijmutim elektronu. Pfitomnost neparového

elektronu €ini tyto formy vysoce reaktivnimi.

VétSina dulezitych volnych radikalti vznikd z molekuly kysliku. Pokud tato molekula
ptijme jeden elektron (jako jeho zdroj slouzi napf. NADH a FADH,), dojde ke vzniku
superoxidového radikalu (O;7). Radikaly maji také své meziprodukty, napf. peroxid
vodiku (H20;) nebo peroxinitrit (ONOQ), které jsou rovnéz vysoce reaktivni a svymi
biologickymi funkcemi se podobaji volnym radikalim, a proto je fadime do skupiny

reaktivnich forem kysliku (ROS).

Aby byla molekula kysliku vyuzita jako zdroj biologické energie, musi dojit k jeji tiplné
redukci. Tento proces probihd v mitochondriich. Redukce vsak neni 100 % a 1-4 %

kysliku se netplné¢ redukuje za vzniku superoxidového radikélu.
02—> Oy

Tuto reakci katalyzuje NADH koenzym Q reduktaza. Velké mnozstvi O,” vznika
hlavn¢ pfi nadmérné koncentraci kysliku nebo pii poskozeni mitochondrii. VétSina
vzniklého superoxidu je pomoci superoxid-dismutdsy pfeménéna na peroxid vodiku

(H20,). Ten snadno difunduje ptes mitochondrialni membranu.

O, + Oy +2H" — H,O, + O
Peroxid vodiku je redukovan na kyslik a vodu nebo reaguje s pfechodnymi kovy
(hlavng s Fez+) za vzniku hydroxylového radikalu (OH’). Tato reakce se nazyva
Fentonova.

Fe*" + H,0; — Fe** + OH: + OH’

OH' je obzvlasté reaktivni radikal, ktery je schopen reagovat se vSemi biologickymi

molekulami. Na rozdil od stabilnéjSich radikalt (napt. O,") miize takto reagovat pouze
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na misté¢ svého vzniku.(19) Volné kyslikové radikaly jsou za urcitych podminek pro
organismus velmi Skodlivé. Diky své vysoké reaktivit¢ mohou poskozovat proteiny
(oxidace aminokyselin), DNA (zmény ve struktuie, mutace) a lipidy (naruseni
soudrznosti lipidové dvojvrstvy). Proto ma organismus vyvinuty svlj endogenni
antioxidacni systém, ktery ho chrani pfed moznym poskozenim. Mezi hlavni endogenni
antioxidanty patii superoxid dismutdsa, kataldsa, glutathion peroxidasa, glutathion,

koenzym Q10, vitamin C a E. (19)
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2.4. Ischemicko-reperfuzni poskozeni myokardu

2.4.1. Reperfuzni paradox

Reperfuzni poSkozeni je béznym klinickym paradoxem. Jednd se o néhlé
znovuobnoveni krevniho zasobeni ischemické tkang, které v§ak mlze zplisobit zavazné
poskozeni bun€k a tkdni. Setkdvame se s nim u ischemického myokardu, pfi
mozkovych onemocnénich nebo po transplantacich bohaté prokrvenych organa (napf.

jater). (22, 25)

2.4.2. Reaktivni formy kysliku a reperfuzni poskozeni

ROS se podstatnou mérou uplatiuji v patogenesi postischemického poskozeni srdce.
Bunécnd smrt pii ischemicko-reperfuznim posSkozeni je zplsobena nekrézou a
apoptézou. Ukdzalo se, ze ROS ptimo indukuji apoptozu pii tomto poskozeni. Arytmie
vzniklé  pfi  ischemicko-reperfuznim  poskozeni jsou zplsobené¢ pfimym

elektrofyziologickym ptisobenim ROS na myokard.

Hlavnim zdrojem ROS pii reperfuzi ischemické tkané je xanthin-oxidasa. Béhem
ischemie jsou purinové prekurzory degradovany na hypoxanthin a xanthin a enzym
xanthin-dehydrogenésa je pfeménén na xanthin-oxidasu. Xanthin-oxidasa katalyzuje
oxidaci hypoxanthinu a xanthinu na kyselinu mocovou a zaroven redukuje O, na O," a
H,0,. (19)

Uvolnéni ROS v pribehu reperfuze myokardu je povazovano za hlavni diivod snizeni
¢innosti srdce po probehlé ischemii. Malé mnozstvi ROS se vSak uvoliiuje 1 v prub¢hu
ischemie a ty jsou signalni molekulou pfi znovuobnoveni energetické bilance béhem
reperfuze. Takto vzniklé radikdly snizuji energeticky vydej pi1 kontrakci béhem
reperfuze. Byla provedena studie, ve které byly podavané antioxidacni latky pred
ischemii a béhem reperfuze. Bylo zjiSténo, Ze pokud se podaji antioxidanty pted
ischemii, dojde k inhibici obnovy produkce ATP béhem reperfuze. Zavérem je vSak
nutno fici, Ze ani jeden zplsob podani téchto latek neovlivnil postischemicky pokles

kontraktility myokardu. (26)
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V sedmdesatych letech minulého stoleti byl piijat i fyziologicky vyznam ROS. Zjistilo
se, ze ROS jsou dilezitymi medidtory pfi pfenosu signalu, ktery je spojeny s c¢innosti
myokardu. ROS jsou tvofeny jako odpovéd na aktivaci receptotli na povrchu bunky
(cytokiny a receptory sprazené s G-proteinem). Takto vytvofené ROS se podili na
regulaci apoptdsy a bnééné proliferace. Tento objev ukazal, ze ROS jsou vyznamné pro

regulaci bunécného zivota. (19)

2.4.3. Zelezo a reperfuzni poskozeni

Byla provedena studie na ischemickém myokardu potkana, ktera prokazala 600 %
narast produkce peroxidu vodiku pfi néhlé reperfuzi. Je znamo, ze peroxid vodiku
dokaze ovlivnit uvolnéni iontl Zeleza z proteint, kde je Zelezo vazano spolecné se sirou.
To zpusobi nartst intraceluldrni LIP, kterd mtze byt uvolnéna z buiiky. Mimoto byla
pozorovana masivni mobilizace iontd Zeleza a médi pii prolongované srde¢ni ischemii.
Redoxné aktivni je obzvlasté tzv. ,,volné“ zelezo a méd’. Zpusob, jakym se oba kovy

podili na poskozeni tkané popisuje kovy katalyzovana Fentonova reakce. (22)

2.4.4.Ucinek antioxidantii na ischemicko-reperfuzni poskozeni

Exogenni podani latek s antioxida¢nim U¢inkem bylo intensivné sledovdno za ucelem
sniZzeni posSkozeni myokardu pii ischemicko-reperfurnim dé&ji. MlUZeme sem zaradit
latky, které vychytavaji ROS (superoxiddismutésa, deferoxamin, vitamin C a E) a latky,
které¢ zabranuji tvorbé ROS (deferoxamin, laktoferin, allopurinol). Ackoliv pokusy
provedené na zvifecich modelech mély pozitivni vysledky, nepotvrdil se tento ucinek
Vv klinickych studiich. To mohlo byt zptisobeno napt. netispéSnym transportem lé€iva do

poskozené tkané€ nebo nizkou bunécnou permeabilitou.(19)

Deferoxamin

Deferoxamin je pifirozené se vyskytujici latka, ktera se izoluje ze Streptomyces pilosus.
V lékatstvi se béZn€ vyuziva jako chelator Zzeleza. Chemicky se jednd o tri-
hydroxamovou kyselinu. KaZzdd molekula deferoxaminu reaguje s jednim atomem

zeleza. Jeho nevyhodou je, ze musi byt podan parenteralné.
Bylo prokdzano, Ze deferoxamin pfiznivé ovliviiuje vasodilataci arterii u pacientl

s poskozenim srdecnich cév. Jednd se o vasodilataci vyvolanou endotelem

produkovanym oxidem dusnatym. Snizeni cévni funkce diky zvySené koncentraci iontl
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zeleza muze vysvétlit souvislost mezi kardiovaskularnim poskozenim a ionty Zeleza.
Snizend cévni Cinnost se bézné projevuje u pacientl s aterosklerézou, kde endotelialni

poskozenti je klicem ke vzniku akutniho ischemického poskozeni. (27)

Diky svym chelata¢nim schopnostem snizuje dostupnost iontd zeleza v reakci podilejici
se na tvorbé reaktivnich kyslikovych radikald (ROS). Déle je schopen také piimo
vychytavat volné radikély. Provedené studie prokdzaly jeho protektivni ucinek pfi

ischemicko-reperfuznim poskozeni. (19)

Ioannis A. Paraskevaidis a jeho kolegové provedli pokus, ve kterém chtéli zjistit i¢inek
i.v. podaného deferoxaminu na reperfuzni poskozeni u pacientli podstupujicich
korondrni bypass. Je totiz znamo, ze znovuobnoveni koronarniho pratoku pti reperfuzi
je spojeno se snizenou funkci levé komory a pomalym navratem do plného funkéniho
stavu. To je zptisobeno volnymi radikaly, které jsou produkovany v priab&hu reperfuze a
mohou vést az poSkozeni myocytl. Srdce je chranéno vlastnim antioxida¢nim
mechanismem, ale pokud dojde Kk rozsahlému oxida¢nimu stresu, tento vnitini
mechanismus je nedostatecny a je tfeba uzit exogenné podany antioxidant. V této studii
byl prokazan piiznivy G€inek deferoxaminu na zlepseni ¢innosti levé komory srde¢ni po

probéhlé ischemii a to hlavné u pacienti se slabou srde¢ni funkci. (28)

Laktoferin

Shigeto Shimmura a jeho spolupracovnici provedli studii, ve které chtéli ovéfit
protektivni u€inek laktoferinu (Lf) u reperfuzniho poskozeni rohovky. Pouzili epitelialni
bunky lidské rohovky, které vystavili pfechodné¢ ischemii a poté znovu obnovili pfisun
kysliku. Bylo ovéteno, Ze pravé reperfuze vede k velkému posSkozeni bunck a to v
dasledku tvorby volnych kyslikovych radikali (ROS) pii tomto déji. Lf, jako hlavni
protein vyskytujici se v slzach prokdzal schopnost snizovat poSkozeni epitelidlnich
bunék rohovky pfii reperfuznim poSkozeni diky své schopnosti chelatovat Zelezo. To se
uplatniuyje pii vzniku ROS. Bylo zjisténo, Ze Lf je vychytdvan buiikami rohovky a plsobi

zde jako transportér Zeleza a zaroven jako U¢inny antioxidant. (25)
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2.5. Infarkt myokardu (I1M)

2.5.1. Definice

Akutni infarkt myokardu (AIM) je loziskova ischemicka nekroza srde¢niho svalu, ktera
vznika ndhlym uzavérem véncité tepny zasobujici ptisluSnou oblast. U naprosté vétSiny
nemocnych (asi 95 %) je pfiCinou akutniho uzévéru véncité tepny korondrni
ateroskler6za. Mechanismus vzniku akutniho uzdvéru muze byt dvoji: a) dojde
K ruptufe nestabilniho platu, na ktery naseda intrakoronarni trombus, b) stabilni
ateroskleroticky plat se pozvolna zvétSuje a vede k tézkému zOzeni prisvitu véncité
tepny. Ischemicka nekr6za myokardu zacind jiz za 20-30 minut po uzavéru véncité
tepny. Rozsah infarktu je dan pfedevsim velikosti povodi uzaviené tepny a pfitomnosti
kolateralniho cévniho zdsobeni. Pti postizeni vice nez 20 % myokardu levé komory se
obvykle rozviji dysfunkce levé komory, coz se klinicky projevi zndmkami srde¢niho

selhani. (23)

Ateroskler6za je jednou z hlavnich pfi¢in uzavieni krevniho zdsobovani znamého jako
ischemie a je zodpovédna za 40 % umrti v USA, Evropé a Japonsku. Etiologie
ateroskler6zy je ovlivnéna geneticky a vlivem prostredi. Hlavnimi rizikovymi faktory
jsou: vek, pohlavi, rodinnd predispozice, hyperlipidemie, koufeni, diabetes a infekce.
Prevladajici hypotézou popisujici etiologii aterosklerézy je ,,zanétliva teorie, ktera
popisuje tuto chorobu jako proliferaci hladkého svalu cévni stény jako disledek riznych

poskozeni. (22)

2.5.2. Histologicky obraz

Histologickd analyza Casného infarktu myokardu pomoci svételné mikroskopie je
pomérné slozZita, protoze mnoho buné€k pfeziva 1 hodinu trvajici ischemii.
Diagnostickym znakem bunééné smrti jsou az sekundarni zmény vyvolané nekrozou (ty

se ve vetSineé tkani objevuji po 6-8 hodinach).

Bylo vSak prokazano, ze akutni ischemie myokardu je provdzena protaZzenymi a
zvlnénymi svalovymi vlakny, které se vyskytuji na hranici oblasti zasazené infarktem.
Tento jev se zda byt charakteristickym znakem Casné¢ho infarktu myokardu (vytvafi se
do jedné hodiny od ischémie). Zvinéna vlakna jsou tenka a protazena. Jejich vznik je

popsan nasledovné: svalova vldkna v oblasti zasazené ischemii se piestanou pohybovat,

22



ale diky svému napojeni na vlakna se zachovalou pohyblivosti, jsou pii kazdé systole
vystaveny silnému tahu. Tim dojde k jejich protazeni a naslednému ohybéani nasledkem

mechanické sily. (24,31)

Po 4-8 hodinach od probéhlé ischémie vznika edém intersticia a za 12-24 hodin se
zacina vyvijet koagula¢ni nekrdza myokardidlnich bunék- plazma dostava eozinofilng;si
zbarveni a jadro bud’ bledne (karyolyza) nebo se svrastuje a tmavne (pykndza). Posléze
jsou bunky zménény ve svrastélé, silné eozinofilni bezjaderné tutvary bez pti¢ného
pruhovani. Kolen 24. hodiny se v intersticiu zac¢inaji objevovat neutrofilni leukocyty
(2.-3. den je infiltrat nejvyznamnéjsi). Treti az sedmy den po ischemii dochazi
k rozpadu mrtvych bunék a v infiltratu se objevuji makrofagy. Poté dochazi k nahradé
nekrotického myokardu granulaéni tkani. Kolem 10. dne jiz byva takto nahrazena vétsi

¢ast infarktu. Zhruba béhem 6 tydntl se granulacni tkan zméni v pevnou kolagenni jizvu.

(32)

2.5.3. Isoprenalinovy model IM

Isoprenalin (synonymum isoproterenol) je syntetickd latka s neselektivnim plsobenim
na receptory B (B1 i P2) @ Snevyznamnym ucinkem na receptory o. Stimulaci Pi-
receptor v myokardu dochdzi ke zvySeni srdecni frekvence (positivné chronotropni
ucinek), zesileni srde¢ni kontrakce (positivné inotropni ucinek), urychluje se vedeni
vzruchu (positivné dromotropni U¢inek) a zvySuje se srde¢ni draZdivost (positivné
batmotropni uc¢inek). Diky svym u¢inkim byl nékdy vyuzivan jako docasné

kardiostimulans pii kardiopulmonalni resuscitaci. (33)

V ur¢itych davkach je isoprenalin schopen navodit na zvifecim modelu poskozeni
podobné infarktu myokardu. Poskozeni je nejvice patrné v oblastech svaloviny, ktera je
nejcitlivéjsi k hypoxii (subendokardium levé srdecni komory). Isoprenalinem navozena
B-adrenergni kardiostimulace zpisobi nardst oxidativniho metabolismu v srdci.
Koronarni cirkulace pak neni schopna zajistit dostate¢né mnozstvi kysliku pro myocyt.
Energetickd nestabilita spolecné s mnozstvim biochemickych (masivni influx vapniku,
agregace krevnich desticek, stimulace systému adenylat-cyklazy a tvorba reaktivnich
kyslikovych radikald) a strukturdlnich zmén (ovlivnéni propustnosti membran) ptispiva

k patogenezi destrukce myocytu (apoptdza a nekrdza).(34)
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3. CIL PRACE
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Cilem této rigordzni prace je stanovit u¢inky intravenosn¢ podaného cheldtoru Zeleza
laktoferinu na histologicky obraz ¢asné faze modelového akutniho infarktu myokardu u

potkana.
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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 (Bio Test s.r.o. Ceska
republika) o primérné hmotnosti 350g. Zvifata byla chovana ve vivariu Farmaceutické
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové se zajisténim ventilace vzduchu pro
oteviené¢ chovy, teplotou vrozmezi 22-24°C, svolnym pfistupem ke standardni
peletizované straveé a pitné vodé. K pokustim byla zvitata pouzita po ¢trnactidenni dobé
aklimatizace. Studie byla provadéna v souladu se Zakonem ¢€.246/1992 Sb. O ochran¢
zvitat proti tyrdni a pod odbornym dohledem Etické komise Farmaceutické fakulty

Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

4.1.2. Isoprenalinovy model

Pro studium infarktu myokardu jsme pouzili isoprenalinovy model. Je totiz zndmo, Ze
v urcitych davkach je isoprenalin schopen na zvifecim modelu navodit poSkozeni

podobné¢ infarktu myokardu (podrobnéji viz. Kapitola 2.5.3).

4.1.3. Chemikalie a pristroje

urethan (ethylurethan, Sigma-Aldrich, USA)

aqua pro inj. Biotika, inj. Sol. (Biotika a.s. Slovensko)
isoprenalin (ISO, Sigma-Aldrich, USA)

laktoferin (DMV International, USA)

heparin Léciva (Zentiva a.s., Ceska republika)
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4.1.4. Provedeni pokusu

Pokus probihal ve spolupraci s kolegy z Katedry farmakologie, ktefi hodnotili
biochemické parametry poskozeni myokardu. Nejprve jsme zvifata nahodné rozdélili do

Ctyt skupin:

1. Kontrolni skupina (,,C*, 7 zvitat), aplikace fyziologického roztoku (1 ml kg‘l) S.C.

2. Isoprenalinova skupina (,,I, 13 zvitat), aplikace ISO (100 mg kg'l) S.C.

3. Laktoferinov skupina (,,La“, 7 zvifat), aplikace laktoferinu (50 mg kg™) i.v.

4. Laktoferin + Isoprenalin (,,Lal“, 11 zvifat) i.v. aplikace laktoferinu (50 mg kg™) 5

minut pied s.c. podanim isoprenalinu (100 mg kg'l)

Aplikace jednotlivych latek byla provedena 24 hodin ptfed chirurgickym vykonem.
Tomu vzdy predchazelo 12 hodinové laénéni zvifat a nasledna anestezie
intraperitonealné¢ podanym urethanem (1,2 g kg'l). Soucasti pokusu bylo méteni
hemodynamickych funkénich parametri. Pokus byl ukon¢en po 35 minutach i.v.

podanim KCI (1 mM ). Poté byl odebran myokard pro naslednou histologickou analyzu.

4.1.5. Histologickd analyza

Vysetieni byl podroben pfi¢ny fez levé a pravé komory myokardu. Tkéan odebranou pro
histologickou analyzu jsme zpracovali standardnimi histologickymi postupy (fixace,
odvodnéni, projasnéni, prosyceni parafinem a zaliti do parafinu). Z parafinovych blockt
jsme piipravili histologické fezy (7 um siln€), které jsme dale nabarvili. Jako zakladni
techniku barveni preparati jsme pouZili hematoxylin a eosin. Obarvené preparaty jsme
zamontovali do Solakrylu. Po zaschnuti byly vzorky pfipraveny pro analyzu svételnou

mikroskopii (metodika histologického zpracovani byla podrobné popsana v diplomové

praci: Skrle 2007. (35)

Fotodokumentace a digitalizace mikroskopickych nalezii byla provedena pomoci
mikroskopu Olympus AX-70 (Olympus Ltd., Japan), digitalni kamerou Pixelink PL-
A642 (Vitana Corp., USA) a za pomoci softwaru LUCIA verze 4.71 (Laboratory
Imaging Prague, CR).
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5. VYSLEDKY
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V pribéhu pokusu nedoSlo k umrti zZadného zvifete z kontrolni skupiny ani z tzv.
»laktoferinové™ skupiny. V obou zbyvajicich skupinach (,,I a ,,Lal*) byla srovnatelna

mortalita (4 a 3 zvitata)

Pomoci pti¢nych i podélnych fezli celym vypreparovanym myokardem jsme ovéfovali
histologické zmény, které nastaly po experimentdlnim podéani laktoferinu (Lf) na

isoprenalinovy model infarktu myokardu u potkana.

V kontrolni  (,,C*) 1 v laktoferinové (,,La*) skupin¢ jsme shodné pozorovali
neposkozenou stavbu myokardu. Kardiomyocyty tvofily kompaktni strukturu. Jadra
bun¢k méla doutnikovity tvar a byla ulozend centradln¢ (Obr.¢.3,4). Na detailnéjSim

zobrazeni bylo dobie patrné zihani svalovych bunék (Obr.¢.4).

U obou zbyvajicich skupin (,,I, ,,Lal*) bylo mozné pozorovat ischemické poskozeni
myokardu, které mélo difuzni charakter s nejvétsi intensitou v subendokardidlni oblasti.
V case 24 hodin od expozice isoprenalinem (pfipadné kombinace Iso + Lf) byly patrné
znaky cCasné faze infarktu myokardu. Pozorovali jsme zvétSené intersticium se
znamkami edému a neutrofilnim infiltratem (obr.¢.5,6). Cytoplasma myocytt byla silné
eosinofilni s pozorovatelnymi zménami jader. Ta byla vybledla (karyolyza) nebo
svrastéla a ztmavld (pyknoza) (obr.C.7). To ukazuje na vyvoj koagulacni nekrozy
myokardidlnich bunék. V n&kterych preparatech se vyskytovali drobné hemorrhagie
(obr.c.7) Na obrazku ¢.8 je dobie patrny pfechod mezi tkéni zasazenou nekrézou
(vpravo dole) a tkani nepostiZenou (vlevo nahote). Postizené bunky jsou neohrani¢ené,

bez pti¢ného pruhovani, vyskytuji se u nich jaderné zmeény a vakuolizace cytoplazmy.

Ve skupingé, ve které byl podan laktoferin 5 minut pfed isoprenalinem jsme
nepozorovali vyznamny protektivni U¢inek na poSkozeni stavby myokardu oproti
skupin€, kde byl isoprenalin podan samostatn€. V né&kterych preparatech mélo

poskozeni sice mirnéjsi charakter, avSak tento trend se vyskytoval ndhodné.
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6. DISKUSE
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Laktoferin (Lf) je Zelezo-vazajici glykoprotein o molekulové hmotnosti 80 kDa.
Fyziologicky se vyskytuje v mnoha tkanich, organech i tekutinach lidského téla.

Ackoliv je intenzivné studovan, neni jeho funkce v organismu zcela objasnéna. (3)

Vétsina ucinkll Lf je spojovana se schopnosti vazat zelezo. Oproti transferinu vykazuje
260x vyssi afinitu k tomuto iontu. Zelezo se uplatiuje jako katalyzitor reakci, pii
kterych vznikaji pro organismus nebezpecné ROS. Diky svym Zelezo-chelataénim

ucinkiim mize Lf potlacovat tvorbu téchto skodlivych latek. (3,7)

ROS se podstatnou mérou uplatiuji v patogenesi postischemického poskozeni srdce.
Uvoliuji se v prubéhu reperfuze a pifimo zplsobuji poSkozeni myokardu (apoptoza,
nekroza, arytmie).(19) Exogenni podéni latek s antioxidacnim U¢inkem je intensivné
sledovano za ucelem snizeni poSkozeni myokardu pifi ischemicko-reperfuznim déji.
Diky svému biologickému ptivodu a silné vazbé Zeleza se predpoklada, ze i laktoferin
by mohl pozitivné pasobit pfi tomto poSkozeni. V in vitro studii na bunikach rohovky

prokazal Lf schopnost snizovat poSkozeni epitelialnich bun€k navozené reperfuzi. (25)

V nasem experimentu jsme se zaméfili na studium vlivu intravenosné podané¢ho Lf na
¢asnou fazi infarktu myokardu. Konkrétn¢ jsme se zabyvali histopatologickou analyzou.
Vychézeli jsme z antioxidacnich a chelata¢nich U¢inkd Lf a ptfedpokladali sniZeni
tvorby ROS a nésledné 1 mensi ischemicko-reperfuzni poskozeni tkané€. Pro sledovani
protektivnich uc¢inki Lf byl vyuzit isoprenalinovy model. Exogenni podani
katecholaminti (ve vétSich davkach) navozuje totiz podobny stav jako u infarktu

myokardu.

Podani laktoferinu nebylo spojeno s Zadnymi viditelnymi zménami v histologickém
obraze myokardu. Histologicky nalez byl neodliSitelny od kontrolni skupiny.
Isoprenalinem navozend ischemie se projevila negativné na stavbé tkané. Pozorovali
jsme zmény charakteristické pro ¢asnou fazi infarktu myokardu. Zaznamenali jsme
diftzni charakter poSkozeni myokardu s nejvétsi intenzitou v subendokardialni oblasti.
Casté bylo zejména zvétsené intersticium se znidmkami edému a neutrofilnim
infiltratem. To ukazuje na aktivaci imunitniho systému a zanétlivou reakci. V buikach
jsme Casto pozorovali jaderné zmény (karyolyza, pyknoza) a eozinofilni cytoplazmu s

vakuolizacemi, coz je charakteristické pro vyvoj koagulacni nekrozy. Nékteré bunky jiz
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nem¢ly zachované pfi¢né pruhovani. Drobné hemorrhagie mohly byt zpiisobeny ndhlou

reperfuzi nebo manipulaci pfi odbéru.

Podani laktoferinu 5 minut pfed aplikaci isoprenalinu (,,Lal*) nedokdzalo zmirnit
poskozeni myokardu. Pozorovali jsme podobny obraz jako po podéani isoprenalinu
Neschopnost laktoferinu navodit protekci mohlo byt zpisobeno n¢kolika faktory. 1) Po
1.v. podéni je znacna ¢ast Lf do péti minut vychytana jatry.(16) 2) Poskozeni myokardu
navozené¢ ISO ma komplexni charakter (nejen produkce ROS, ale i1 adrenergni
stimulace).(36) 3) Malad schopnost Lf pronikat do bun¢k diky hydrofilnimu charakteru
molekuly.

Vzhledem k velkému chelataénimu potencidlu Lf by bylo vhodné pokracovat ve studiu
této latky ve vztahu k poskozeni myokardu. Je tfeba zhodnotit ddvkovaci schéma a

pfipadnou modifikaci struktury k dosazeni pfizniveéjsi farmakokinetiky. Diky

poznatkiim o p.o. podani je tfeba uvazovat i o této moznosti aplikace Lf.
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7. ZAVER
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Intravenosni podani laktoferinu v davce 50 mg.kg'l nemélo protektivni ucinek na
patologické zm&ny navozené podanim isoprenalinu v davee 100 mg.kg™. Isoprenalinem
navozené poskozeni pfipomina Casnou fazi AIM. Piesto, ze jsou do patofyziologie
akutnich fazi AIM zapojeny ROS produkované za katalatického piispéni volného

zeleza, nebyl laktoferin, jako endogenni chelator zeleza, schopen tento proces zmirnit.
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8. ABSTRAKT
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Laktoferin (La) je zelezo vazajici glykoprotein o molekulové hmotnosti 80 kDa. Jeho
struktura vykazuje vysokou miru shody v sekvenci aminokyselin a v trojrozmérném
usporadani se sérovym transferinem. Afinita Lf k Zzelezu je 260x vyssi nez u transferinu.
Lf se fyziologicky vyskytuje v exokrinnich sekretech: napf. slzy, sliny, matefské mléko,
synovialni a semindlni tekutina. Dale se vyskytuje v sekundarnich granulech neutrofilti.
Presnd funkce Lf vorganismu je velmi casto diskutovana. Pravdépodobné ma
komplexni charakter. V uskute¢nénych studiich byl popsdn antimikrobidlni,

rrrrr

hydroxylového radikalu Fentonovou reakci souvisi s chelataci volného zeleza.

Katecholaminovy model poSkozeni myokardu, navozeny podavanim syntetického
katecholaminu isoprenalinu (ISO), se v mnoha patofyziologickych ohledech podoba
akutnimu infarktu myokardu (AIM). Jedinou moznosti obnovy tkané srde¢ni svaloviny
pii AIM je jeji reperfuze. Tento proces je vSak provazen uvolnénim velkého mnozstvi
hydroxylovych radikalt, které vznikaji Fentonovou reakci za katalyzy volného Zeleza.
Hydroxylové radikdly se vyznamné podileji na poSkozeni srde¢ni tkdné. Diky svym
schopnostem se pfedpokladd, ze by Lf mohl mit pozitivni efekt na srdecni poSkozeni

navozené podanim katecholamind.

V nasem experimentu jsme sledovali vliv Lf na histologickou strukturu myokardu u
ISO modelu AIM navozeném na potkanovi. Zvifata jsme nadhodné rozdélili do CEtyt
skupin: kontrolni skupina (roztok NaCl 1ml kg™), ISO skupina (ISO s.c. 100 mg kg™),
La skupina (La i.v. 50 mg kg™*), La+ISO skupina (i.v. La 5 min. pied s.c. aplikaci ISO).

Na konci experimentu byl odebran myokard pro histopatologickou analyzu. V kontrolni
a v La skupiné jsme pozorovali normdlni strukturu myokardu. Vyznamné patologické
zmény v celém myokardu jsme nalezli ve skupiné ISO a La+ISO. Pozorovali jsme
intersticialni edém, zanétlivy infiltrat, myocyty s eosinofilni cytoplazmou a jadernymi
zménami (pykndsa). Zavér, ktery jsme z naSeho pokusu vyvodili je, Ze La nedokazal

zmirnit ISO navozené poskozeni struktury myokardu.

Vysledky naseho experimentu mohou byt uzitecné pro dalsi sledovani protektivniho
ucinku La na ischemicko-reperfuzni poskozeni myokardu. V dalSich studiich by bylo
vhodné zamé¢fit se na zlepSeni farmakokinetickych parametri Lf. Pro tuto praci byly

vyuzity prostiedky z grantu GA UK 94/2006/C/Faf.

40



9. SUMMARY
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Lactoferin (La) is an 80-kDa iron-binding glykoprotein. It shares a high degree of
homology at amino acid sequence level and also the three dimensional conformation
level with transferin. Afinity of Lf to iron is about 260times higher than that of
transferin. 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 is still a hot subject of
scientific disputation. Lf was documented to act as antimicrobial, antiinflamatory and
antitumoral agent. These effects are probably based on its iron chelating properties.
Similarly La inhibits hydroxyl radical formation via Fenton reaction due to chelation of

free iron.

The catecholamine model of myocardial injury, represented by administration of
synthetic catecholamine isoprenaline (I1SO), posseses many pathophysiological
similarities with acute myocardial infarction (AMI). The only possibility for myocardial
tissue recovery in AMI represents the reperfusion of ischaemic myocardium. But this
process is associated with tissue derangement due to burst of hydroxyl radical catalyzed
by free iron (Fenton reaction). Therefore La has been proposed to have potentially

positive effects in a catecholamine model of myocardial injury.

In our experiment we studied the influence of Lf on histological features of rat
catecholamine model of myocardial injury. Animals were randomly divided into four
groups: Control group (saline 1ml kg™), 1SO group (ISO s.c. 100 mg kg™), La group (La
iv. 50 mg kg™, lactoferrin+isoprenaline group (i.v. lactoferrin 5 min. before s.c.
application of isoprenaline). The myocardial tissue was removed at the end of the
experiment and histopathologically analyzed. Normal structure of myocardium was
observed in the control group and in the lactoferrin group. Significant pathological
changes of the whole myocadium was found in both isoprenaline and
isoprenaline+lactoferrrin treated groups. We observed interstitial oedema, inflamatory
infiltrate, myocytes with eosinophilic cytoplasm and nuclei changes (pyknosis). The
conclusion was, that administration of lactoferrin did not affect morphological changes

in myocardium induced by isoprenaline.
The results of our work can be usefull for further study of protective effect of Lf on

ischemia-reperfusion injury. It could be useful to improve the farmacokinetics of Lf.
The work was supported by Charles University, grant No GA UK 94/2006/C/Faf.
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