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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové
Katedra biologickych a lékarskych véd

Kandiddt: Bc. Petr Hruska

Skolitel: Doc. RNDr. Vladimir Semecky, CSc.

Ndzev diplomové prdce: Ovlivnéni casné fdze ischemického poskozeni myokardu

potkana vybranymi flavonoidy

Flavonoidy jsou latky, které jsou nedilnou soucasti rostlin, a jimZz je zdaroven
prisuzovano mnoho zdravi prospésnych biologickych aktivit. V této praci jsme zkoumali

pripadné kardioprotektivni ucinky jejich dvou zdstupcu, quercetinu a rutinu.

Cilem tohoto pokusu bylo zaznamenat uUcinek quercetinu a rutinu na ovlivnéni
moznych patologickych zmén stavebnich soucédsti myokardu. Latky byly podavany

potkanim po dobu 7 dnl p.o. intragastrickou sondou.

Modelové poskozeni srdce laboratorniho potkana (dospély samec Wistar) bylo
navozeno v pripadé obou studovanych latek jednordzovym poddanim isoprenalinu (ISO)
s.c. vdavce 100 mg/kg. ISO vyvolané zmény byly sledovany v pribéhu 24 hodin.
Kontrolnim skupindm u obou experimentl nebyl aplikovan 1SO. Kontrolni skupiné

v pokusu s rutinem byl podan hydrogenuhlicitan sodny misto rutinu.

U skupin, jez nebyly premedikovany quercetinem ani rutinem, byl po podani I1SO
nalezen podobny histologicky obraz. Ve srovnani s kontrolni skupinou bylo pfitomno
stfedné vyznamné edematdzni rozsifeni intersticia, mirna mistni kapilarni hyperémie,
nekrotizace kardiomyocyt(, a mirnd fragmentace myofibril v endokardu, myokardu, i

epikardu. Leukocytarni infiltrat byl pfitomen rovnéz ve vsech ¢astech myokardu.

Vsem potkanim v experimentu s rutinem byl podan bud hydrogenuhli¢itan sodny,
nebo rutin. Kazda latka byla denné aplikovana ve dvou odliSnych davkach: 2,3 a 4,6
mg/kg hydrogenuhliéitanu, 11,5 a 46 mg/kg rutinu. U skupin, jimZz byl podavan rutin,
nebylo nalezeno v porovnani skontrolnimi skupinami vyznamnych zmén

histologického obrazu tkani myokardu. PFi obou davkach byl ndlez podobny.



Ve vyzkumné skupiné s quercetinem byla jeho denni davka 10 mg/kg aplikovana
poloviné jedincl. Druhd polovina misto néj obdrzela fyziologicky roztok (2 mg/kg).
Vtomto pokuse jsme spolu s histologickymi zménami zaznamenali i vybrané
hemodynamické a biochemické parametry (krevni tlak, tepova frekvence, ejekéni
frakce, EKG, cTnT, vitamin C, vitamin E, MDA). Soucasné byla stanovovana vlhka
hmotnost komor. V porovnani s kontrolnimi skupinami, I1SO skupiny premedikované
touto latkou vykazaly podobné histologické, biochemické a hemodynamické zmény

jako ISO skupina bez premedikace.

U kontrolnich skupin potkand, jimz byly podany flavonoidy, byl histologicky nalez

obdobny jako u kontrol, jez obdrzely nahradni roztoky.

Z nasich vysledk( vyplyva, Ze vtomto pokusném usporadani doslo po premedikaci
rutinem k ubytku morfologickych zmén ISO vyvolaného srde¢niho poSkozeni.

Preventivni podani quercetinu znaky kardiotoxicity neovlivnilo.
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Flavonoids are integral constituent of plants, to which are attributed many health
beneficial biological activities. In this work we have studied possible cardioprotective

effects of their two representatives, quercetin and rutin.

The aim of this experiment was to record the effect of quercetin and rutin on influence
of possible pathological changes of building components of myocardium. The

substances were given to the rats for 7 days p.o. through intragastric tube.

The model heart injury of a laboratory rat (adult male Wistar) was induced by one-time
administration of isoprenaline (ISO) in both cases of studied substances. The changes
caused by ISO have been observed for 24 hours. ISO hasn’t been applied to the control
groups in either of the experiments. The control group in the experiment with rutin

was given sodium bicarbonate instead of rutin.

In the groups that weren’t pretreated with either quercetin or rutin, there was found
similar histological picture after ISO administration. Compared to the control group,
there was markedly significant interstitial edema with dilatation, moderate local
capillar hyperemia, necrotization of cardiomyocytes, and moderate fragmentation of
myofibrils in endocardium, myocardium, and epicardium. The infiltration of leucocytes

was also present in all parts of myocardium.

All the rats in the experiment with rutin have been given either sodium bicarbonate or
rutin. Each substance has been applied in two different doses daily: 2,3 and 4,6 mg/kg
of bicarbonate, 11,5 and 46 mg/kg of rutin. Compared to the control groups, in the
groups pretreated with rutin there weren’t found any marked changes of histological

picture of myocardial tissue. The finding was similar at both doses.



The daily dose of 10 mg/kg quercetin has been applied to the first half of the specimen
in the experimental group. The second half got physiological solvent (2 mg/kg) instead.
While the experiment had been conducted, we have been noting histological changes,
and also representative haemodynamic and biochemical parameters (blood pressure,
heart rate, ejection fraction, ECG, cTnT, vitamin C, vitamin E, MDA). The wet weight of
ventricles had been determined at the same time. Compared to the control groups,
the ISO group pretreated with this substance showed similar histological, biochemical,

and haemodynamical changes as the ISO group without pretreatment.

There was similar histological picture in the control groups of rats pretreated with

flavonoids and in the control groups, to which were given substitute solutions.

According to our results, there were less morphological changes of 1ISO-induced heart
injury after rutin premedication in this experimental setting. The pretreatment with

guercetin didn’t influence any signs of cardiotoxicity.



Zadani a cil diplomové prace

Na Katedre farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové se ve
spolupraci s Katedrou biologickych a lékafskych véd dlouhodobé sleduje moZnost
protektivniho plsobeni vybranych farmak pfirodnich i pfipravenych semisyntetickou
cestou na modelové toxické poskozeni ¢asti myokardu laboratorniho potkana

isoprenalinem.

Cilem této diplomové prace je popsat patologické zmény stavebnich ¢asti myokardu,
jez byly navozeny jednorazovou aplikaci isoprenalinu (100 mg/kg s.c.) dospélym
samclm laboratorniho potkana Wistar. Vybrani potkani byli premedikovani flavonoidy
— quercetinem (10 mg/kg p.o.) ¢i rutinem (11,5 mg/kg nebo 46 mg/kg p.o.). Pfipadné
zmény byly sledovany v priibéhu 24 hodin. Histologické nalezy budou konfrontovany
s hemodynamickymi a biochemickymi nalezy v experimentdlni skupiné s aplikaci

quercetinu.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AKS akutni korondarni syndrom

ALT alanin transaminaza

AMI akutni infarkt myokardu

AST aspartat transaminaza

ATP adenosintrifosfat

CAT katalaza

CK kreatinkinaza

CK-MB kreatinkindza s podjednotkami M a B
CRP C-reaktivni protein

cTn kardidlni troponin

cTnl kardialni troponin |

cTnT kardidlni troponin T

EKG elektrokardiogram

GDF-15 rdstovy diferenciacni faktor 15
GPx glutathionperoxidaza

GR glutathionreduktaza

GSH glutathion

GSSG oxidovana forma glutathionu
GST glutathion-S-transferaza

HDL lipoproteiny o vysoké hustoté
H-E hematoxylin-eosin

H-FABP srdecni typ proteinu vazajiciho mastné kyseliny

IL-6 interleukin 6
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Uvob

V rozvinutych zemich jsou kardiovaskularni onemocnéni jednou z nejcastéjsich pfFicin
umrti. Poskozeni srdce a cév se muZe projevit v mnoha podobach, jako napf.
ischemickd choroba dolnich koncetin, cévni mozkova pfihoda, vysoky krevni tlak,
srdecni arytmie, kfeCové Zily, a v neposledni fadé akutni infarkt myokardu (AMI). AMI
nedostatku kysliku v srdecnim svalu a nasledné nekrotizaci tkdné. Tento stav zpravidla
nastdva pfi obstrukci koronarni tepny, kniz nejcastéji dochdzi v duasledku

aterosklerdzy.

Vyzkum AMI se v fadé pripadl provadi na zvifecim experimentalnim modelu, jimz byva
laboratorni potkan. Kromé chirurgického zdkroku je mozné napodobit AMI za pomoci
syntetického katecholaminu — isoprenalinu (ISO). | v této préci je vyuZzit ISO k vyvolani
ischemického poskozeni myokardu laboratorniho potkana, avsak zde je rovnéz
vénovana pozornost Udajné kardioprotektivnim ucinklim latek, jez jsou znamy jako

flavonoidy.

S flavonoidy pfichazime do styku prakticky denné, ponévadZ jsou soucasti rostlin, a
tedy i nasi potravy. Je jim pfipisovana fada pozitivnich ucink( na lidské zdravi, mimo
jiné i ty kardioprotektivni. V mnoha studiich bylo popsano zmirnéni I1ISO navozené
kardiotoxicity pravé prostrednictvim flavonoidd, z nichZ nejcastéji jsou prozkoumadvany
guercetin a rutin. Proto jsme se rozhodli sestavit experiment, v némz bychom se i my

pokusili ovéfit ucinky obou latek na histologické zmény srdce navozené podanim ISO.
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TEORETICKA CAST

1 ISCHEMIE MYOKARDU

Vyvoldvajicim prvkem ischemie myokardu byva uzavreni epikardidlni tepny. Vlastni

poskozeni tkdné vSak nastdva v dlsledku poruchy mikrocirkulace. [1]

1.1 Ischemie

Ischemie myokardu je charakterizovana jako stav vznikly pfi nepoméru mezi spotfebou
a doddavkou kysliku v srdci. Po obstrukci tepny klesa obsah kysliku v zasazené oblasti

prakticky k nulovym hodnotdm.

SniZzuje se cinnost mitochondrii a nastupuji kompenza¢ni mechanismy v podobé
anaerobni glykolyzy. Z tohoto dlvodu je zpocatku navysen transport glukézy, jeni je
regulovan ay-receptory. Vylerpavan je rovnéz intraceluldrni glykogen po stimulaci

proteinkinazovou reakci.

Prohlubujici se ischemie ma za ndsledek hromadéni laktatu a H" iontd, ¢imZ dochazi

k intraceluldrni acidéze a Utlumu glykolyzy.

ProtoZe jsou energetické rezervy v myokardu pomérné malé, rychle se vycerpaji.
V ramci 30 sekund poklesne hladina adenosintrifosfatu (ATP) o 20% a kreainfosfat o
50%, avSak mnozstvi laktatu vzrista aZ na trojndsobek. Po 30 minutach se pak snizi

hladina ATP i kreatinfosfatu o 80%, laktat je zvySen desetinasobné.

Tyto zmény jsou nejvice patrné v subendokardu. Vznikly pH gradient totiZz prochazi

celou sténou srdecni, pricemz vyssi aciddza se nachazi v oblasti subendokardu.

Zasazeny jsou i membranové pumpy, diky nimZz dochazi ke ztratdm intracelularniho

drasliku a hofciku. Zvysuje se naopak bunécny sodik a vapnik, tedy roste i osmolalita.

Nastdva hypopolarizace bunék, zkracuje se jejich napéti, zaroven je zpomaleno jejich
vedeni. Ischemické bunky se zkrdcenym akénim potencidlem se vyskytuji spolu
s buikami s normalnim nebo prodlouzenym napétim. Tyto zmény pak vedou
k arytmickym porucham. Pfitom jsou aktivovany i receptory bolesti.
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Biochemické i funkéni odchylky jsou vratné, jestlize dojde k napravé ischemie do 20

minut. [1]

1.2 Nekroza

Pfi dlouhotrvajici ischemii nastavaji ireverzibilni zmény, které, pfimo umérné s ¢asem,
nabyvaji vétSiho rozsahu. Ischemicka nekréza je koagulaéniho charakteru. Podle
velikosti zasazené oblasti rozliSujeme infarkt mikroskopicky (fokalni nekréza), maly
(postizeno méné nez 10% levé komory), stiedni (10-30% levé komory), a velky (vice

nez 30% levé komory).

Pfi rozpadu bunék a organel se jsou z nich uvolfovany lysozomalni kyselé hydrolazy a
dalsi latky, jejichz prostfednictvim nastava oxidacni stres (viz kapitola 1.5). Nekrotické,
tedy nasilné odumfelé burky, jsou postupné nahrazovany vazivem. Kromé nich lze
nalézt i apoptotické buriky, které byly usmrceny v disledku naprogramované bunécné

smrti — roli zde hraje aktivace kaspaz. Uvolnénd apoptoticka téliska jsou fagocytovana.

Nekrotizace postupuje od subendokardu vinovité k subepikardu. Cely jeji rozvoj trva 3
az 6 hodin. Vétsina infarktl je takto ukoncena kolem 6 hodin od obstrukce koronarni

tepny, stav mlze probihat i déle. [1]

1.3 Histologické zmény

Od pocatku vzniku ischemie lze pozorovat ireverzibilni zmény kardiomyocytl za 15 az
20 minut. Tyto zmény jsou vSak patrné jen pod elektronovym mikroskopem, coz je pro

diagnostiku v klinické praxi nepouzitelné.

Nejranéjsi pozorovatelnou zménou je ztenceni, protazeni a zvinéni mrtvych vladken (tzv.
vinky), jez nastdva tahem okolni Zivé svaloviny. K edematdéznim zménam intersticia

dochdzi po 4 az 8 hodinach.

Nekrotické zmény muZeme pozorovat po 8 az 16 hodinach: cytoplazma vykazuje
vyraznéjsi eozinofilni zbarveni a jaddro naopak bledne v dlsledku rozpadu jadra
(karyolyza). Nebo jadro naopak tmavne a svrastuje se, naceZ zmizi (pyknotizace jadra).

Mizi rovnéz pfi¢né pruhovani.
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Po 24 hodinach se na okraji loZiska objevuji neutrofilni leukocyty, pficemz nejvyraznéjsi
infiltrat je pozorovatelny za 2 aZz 3 dny. Poté se zacina ztracet. K rozkladu mrtvych
bunék dochazi tfeti az paty den, nacez jsou nahrazovdny granulacni tkani (vlasecnice
s endotelem, fibroblasty, makrofagy, a lymfocyty). Tato nahrada postupuje od okraju
loZiska k jeho centru. VétsSinou byva poskozena tkan vyménéna kolem desatého dne.
Nasledujicich Sest tydnO je granulacni tkan nahrazovdna kolagennim ¢i hyalinnim

vazivem.

Odlisné zmény mlzZeme pozorovat pfi méné vyrazné ischemii — myomalacii, pfi niz
dochazi k zaniku kardiomyocytl. Rana se nehoji jizvou a neni pozorovatelnd ani

bunécna reakce.

U dalSiho typu nekrézy myokardu nachazime kontrakéni pruhy, u nichZ jsou vyrazné
ztlustélé Z-linie postizenych bunék. Tento jev nastava v dlsledku hyperkontrakce
mrtvych sarkomer. Stimto Ukazem se setkdvdme napf. u katecholaminové
kardiotoxicity, feochromocytomu, na okrajich infarktu, po reperfuzi, ¢i po dlouhé

resuscitaci. Pruhy mGZeme pozorovat i jako artefakt v okrajich histologickych fezu. [1]

1.4 Ischemicko-reperfuzni poskozeni

Stav, kdy dojde k obnoveni pratoku vischemické oblasti, nazyvame reperfuze. Jeji
ucinek byva komplexni a vzdy pfiznivy. Pfi reperfuzi je zkracena doba trvani ischemie, a
zaroven se omezi i velikost loZiska. Vyvoj nekrézy je reperfuzi sice urychlen, zato je

vSak postizena oblast mensi.

Dojde tedy krychlému, prudkému, avsak kratkému vzestupu kardiospecifickych
enzym(. Diky reperfuzi je urychlen proces hojeni, zachovadna je srdecni funkce, a

dochazi i k zlepSeni progndzy pacienta.

V ranych stadiich ischemie pomaha reperfuze k zdchrané postizeného myokardu, ale
pti dlouhotrvajici ischemii mlZe nastat ischemicko-reperfuzni poskozeni. Typicky pfi
ném dochazi k pfeplnéni bunék vapnikem (calcium overload), endotelové dysfunkci,
aktivaci komplementu, a zdnétlivych bunék. Nadbytek védpniku vSak muize nastat i u

dalSich situaci, napfiklad po urazu elektrickym proudem, nebo po srdecni operaci. [1]
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1.5 Oxidacni stres

PoSkozeni tkané myokardu je rovnéz nasledkem oxidacniho stresu. Ten vznika pfi
poruseni rovnovahy mezi tvorbou radikdld RONS (reaktivni formy kysliku a dusiku) a

aktivitou antioxida¢nich mechanism{, které maji za kol RONS neutralizovat.

V lidském srdci nejcastéji vznikaji tyto volné radikdly: superoxidovy anion (0;"),
hydroxylovy radikal (OH"), peroxid vodiku (H,0,), singletovy kyslik, peroxynitrit (ONOO"
), oxid dusnaty (NO’). O, funguje jako prekurzor, ze kterého vznikd rada dalSich
radikald.

Za béinych podminek vznikaji radikaly jen v malé mire, a to fyziologicky pfi Uniku
elektronll z mitochondie béhem jejich transportu. Odpovéd kardiomyocytu na béznou
produkci O, spociva v jeho preméné na H,0, enzymem superoxiddismutdzou (SOD)
v cytoplazmé ¢i mitochondriich. H,0, byva zpravidla pfeménovan na vodu systémem

kataldzy (CAT) nebo glutathionperoxidazy (GPx).

Pfi ischemii a reperfuzi dochazi ke zvySeni produkce O,", ktera navic pochazi z vice
bunécénych zdroj (napf. transport mitochondridlniho elektronu, NADPH oxiddza, NO
syntetdza, xantin oxidaza, cytochrom P450, cyklooxygendza). Antioxidacni obrana,
zahrnujici enzymy SOD, CAT, GPx, GR (glutathionreduktaza), je navic béhem ischemie a
reperfuze snizena. Mira reakci RONS, jez v burikach probihaji, rozhoduje o tom, zda

bude nastalé poskozeni reverzibilni, nebo fatalni.

Béhem ischemie a ¢asné reperfuze dochazi jak ke snizeni pH, tak i k hypoxii, coz
napomaha uvolfiovani Fe** z enzym® metaloproteinaz. Volné Zeleznaté kationty pak

katalyzuji pribéh Fentonovy reakce, pfi niz je H,0, konvertovan na OH'.

Nadale je pfi ischemii a reperfuzi zvySena produkce OH’, ktery je povaZovan za nejvice
poskozujici radikdl. Vyssi je i produkce NO', jez s O, vytvafi ONOO'. Pfi nizkém pH
dochazi navic k pfipojeni protonu na ONOO’, takZe vznikd kyselina peroxynitridova

ONOOMH, jejiz degradace pfispiva spolu s Fentonovou reakci k tvorbé OH' radikalu.

Reperfuze stimuluje enzymy NADPH oxiddzu, cytochrom P450, a cyklooxygenazu ke
zvyseni a zrychleni produktivity volnych radikald. Opétovné okysliceni tkani tak
paradoxné vede rozsahlé tvorbé RONS, jez mlze spolu se zavaznym nedostatkem ATP

vyvolat nekrézu kardiomyocytu. [3]
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2 LABORATORNI MARKERY

Stanoveni diagnoézy pfi akutni hrudni bolesti byva problematické. Opozdéna diagndza
nejen zvysSuje zvySuje cenu terapie, ale muZe vést i ke zhorSeni stavu pacienta,

pripadné k jeho umrti. Dulezita je tedy v€asna a presna diagndza.

Myokard muUZe byt poskozen mnoha mechanismy, znichZz nejzavainéjsi je
dlouhotrvajici ischemické zranéni. Disledkem takového zranéni je nekréza bunék, jiz

zname jako akutni infarkt myokardu (AMI).

Diagnéza AMI vyzaduje klinicky obraz, vnémi lze nalézt pfiznaky ischémie,
charakteristické zmény EKG, a vneposledni tfadé zmény hladin biomarkert

charakteristickych pro AMI. [4]

2.1 Biomarkery nekrozy myokardu

2.1.1 Troponiny

Srdecni troponiny (cTn) jsou soucasti tropomyozinového komplexu kardiomyocyta.
Jejich stanoveni dosud patfi mezi nejcitlivéjsi a nejspolehlivéjsi biochemické ukazatele

akutni nekrézy myokardu.

Jmenovité kardidlni troponin | (cTnl) a T (cTnT) jsou nezbytné pro hodnoceni akutnich
koronarnich syndromu (AKS) pfi odhadu vyvoje kardiovaskularnich komplikaci. cTnT je
navic patentovan pouze jednim vyrobcem, coZ zajiStuje jeho celosvétovou

standardizaci.

Hodnoty cTn se uddvaji v arbitrarnich jednotkach, pfiéemz od roku 2007 je u zdravych

osob mladsich 60 let stanoven cut-off pro AMI 99. percentil.

Pti vzniku akutni ischemické nekrézy je pozorovan narlst cTn v periferni krvi po 2-4
hodinach, avsak diagnosticky vyuZitelny vzestup nastava az po 4-6 hodinach. cTn je
z nekrotickych bunék uvolfovan postupné, a pfi rozsahlém poskozeni myokardu
muUzZeme sledovat zvySenou plazmatickou koncentraci c¢cTn az 14 dni. Mnozstvi
uvolnéného cTn vypovidd i o rozsahu nekrdzy. Pro recidivu svédci akutni ndarlst cTn

v plazmé alespon o 20%. [5]
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2.1.2 Myoglobin

Myoglobin patfi mezi malé cytoplasmatické hemoproteiny. ZvySeni jeho hladiny
nastava do 1 aZ 3 hodin od pocatku nekrézy myokardu a vrcholu dosahuje po 6 az 9

hodinach. K jeho normalizaci dochazi do 24 hodin.

V diagnostice AMI patfi myoglobin mezi klasické biomarkery. K jeho vzrlistu dochazi
nejdrive po nastupu AMI (do dvou hodin od pocatku hrudni bolesti). Kromé AMI muze
byt zvySeny i pfi rendlni insuficienci ¢i pfi poranéni kosterniho svalstva. K diagnostice

¢asného AMI by mél byt myoglobin diagnostikovan spolu s cTn. [4]

2.1.3 H-FABP

H-FABP (srde¢ni typ proteinu vazajictho mastné kyseliny) je cytosolicky
nizkomolekularni protein, jehoz funkce spociva vtransportu mastnych kyselin a
metabolismu. Nejvice je exprimovan v myokardu, ale nalézt ho mGzeme i v mozku,
ledvindch, a kosterni svaloviné. Diky své malé velikosti snadno pronikd poéry

cytoplasmatické membrany u ischemickych kardiomyocyta.

Pouziva se predevsim ke sledovani ¢asného AMI spolu s dalSimi markery (cTnl), a Ize ho
rovnéz pouzit ke stanoveni progndzy pfi poranéni myokardu. S jeho pomoci mizeme
stanovit mortalitu u pacientd s akutnim koronarnim syndromem. Tento marker se

zatim rutinné nepouziva. [4]

2.1.4 Ischemii modifikovany albumin

Albumin je protein slouzici k transportu rady latek prostfednictvim krevni plasmy,
mimo jiné i stopovych prvkl (napf. kobalt, méd, a nikl). Pfi ischemii vSak dochazi ke
strukturnim zménam v N-terminadlni ¢asti této bilkoviny, nacez je omezena schopnost
albuminu vazat tyto kovy. Vtakovém pripadé je albumin oznacovan jako ischemii

modifikovany albumin (IMA).

IMA vznikd pravdépodobné v dlsledku zmén vyvolanych ischemii (aktivni formy
kysliku, hypoxie, aciddza, reperfuze). Diky témto zménam se rovnéz uvolfiuje méd

z bilkovin (napf. z ceruloplasminu), kterd ndsledné soutézi o vazbu na albumin
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s kobaltem na N-termindlnim konci IMA. Samotné stanoveni hladiny IMA je zaloZeno

na posouzeni schopnosti albuminu vazat exogenni Co".

IMA je pro svou velkou senzitivitu vhodny pro diagnostiku akutnich korondrnich
syndrom(, zejména v kombinaci s cTnT a EKG. K vzestupu hladin IMA dochazi béhem
nékolika minut po zacatku ischemie, vrcholu dosahuje po 2 az 3 hodinach. Normalizace
nastava po 6 hodinach. Vyhoda jeho poutziti spociva v tom, Ze hladina IMA se nelisi u

v o

muzl a Zen, a nebyla pozorovana ani korelace s vékem.

Prozatim vSak neni IMA bézné pouzivan u pacientl s podezienim na akutni koronarni
syndrom. Dosud totiZ nebyla jednoznacné stanovena maximalni hladina, jiz Ize jesté
povazZovat za fyziologickou. Neni ani jasny vliv hladiny albuminu na IMA, a proto je
zvazovana moznost pouziti podilu IMA a albuminu. Naddle neni ani jednoznacné

uréena senzitivita IMA — muUZe vznikat pfi jakékoli ischemii, nejen myokardidlni. [6]

2.2 Biomarkery zanétu

2.2.1 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) je protein uvolfiovany hepatocyty v odpovéd na stimulaci
zanétlivymi cytokiny. CRP je schopen aktivovat klasickou drahu komplementu, diky
némuz je schopen se navdzat na poskozené bunky — véetné ischemickych

kardiomyocytua.

CRP patfi mezi nespecifické markery zadnétu, a proto je jeho vyuziti jako diagnostického
markeru AMI velmi omezené. U pacientl s akutnim koronarnim syndromem je jej
mozné pouzit jako prognosticky marker — avsak jen v dlouhodobé perspektivé. Jeho

schopnost predvidat srdecni prihody v blizké budoucnosti je nespolehliva.

Pro doplnéni a zpresnéni diagndzy je optimalni pouzivat CRP v kombinaci s dalSimi

biomarkery. [4]
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2.2.2 Prozanétlivé markery

Imunologicka odpovéd na ischemicko-reperfuzni poskozeni je spojena s produkci
fadou cytokin(, napftiklad IL-6 a TNF-a. IL-6 slouZi k aktivaci zanétlivych bunék i jater,
kterd pak vylucuji proteiny akutni faze (naptf. CRP). MlZe mit rovnéZz negativné

inotropni efekt prostrednictvim myokardialni NO-syntazy.

TNF-a je cytokin vyskytujici se v endotelidlnich burikdch, makrofazich, a v myocytech
hladkého svalstva. Je schopen snizit srde¢ni kontraktilitu bud’ pfimo, nebo indukci NO-

syntazy. [7]

2.3 Nové biomarkery pouzivané v diagnostice AMI

2.3.1 Cholin

Cholin je enzymaticky produkt enzymu fosfolipazy D, ktery slouZi nejen jako marker
nestability aterosklerotického platu, ale rovnéz i jako marker zavainé ischemie
myokardu. Ukazalo se, Ze izomery cholinu jsou dulezité slozky bunécéné signalizace, jez

se vyskytuji i pfi zanétu a destabilizaci korondrniho platu.

V soucéasné dobé se uvaZuje o pouZiti cholinu jako biomarkeru k predvidani negativnich
dlsledkl ischemie, knimz patfi naptiklad srdecni smrt, zastava srdce, infarkt

myokardu, rozvoj srde¢niho selhani, revaskularizace, a Zivot ohroZujici arytmie. [7]

2.3.2 F2izoprostany

F2 izoprostany jsou biologicky aktivni produkty metabolizmu kyseliny arachidonové.
Jejich biosyntéza probihd v mnoha odlisSnych bunkach pfi vytvareni aterosklerotického
platu, a to véetné monocytl. ZvySené hladiny volnych F2 izoprostana byly nalezeny u
pacientd s akutnim koronarnim syndromem, a zaroven lze s jejich pomoci predvidat

rozvoj srde¢niho selhani, revaskularizaci, a smrt. [7]

2.3.3 Rustovy diferenciacni faktor 15

GDF-15, neboli rlstovy diferenciac¢ni faktor 15, patfi do nadrodiny cytokinl TGF-b, a je

zatlenén do regulace zanétlivych a apoptotickych cest. Za fyziologickych podminek
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GDF-15 produkuje ve vyznamné mire placenta, avsak je vyluCovdn i u mnoha druht

rakovin, a tkanich vystavenym stresu (napf. pfi poranéni, ischemii).

Za pomoci GDF-15 je mozné predvidat fatalni ¢i nefatalni AMI — avsak pro tento ucel se

zda byt pfinosnéjsim cTnT. [7]

2.3.4 Adiponektin

Adiponektin je protein sekretovany zralymi adipocyty a ma inzulin senzitivujici,
protizanétlivé, antiaterogenni, i antiangiogenni Uc¢inky. Pravdépodobné zvyraziuje
komplikace spojené s obezitou, a je nepfimo Umérné spjaty s kardiovaskularnimi
rizikovymi faktory, jimiz jsou napf. diabetes typu 2, hypertenze, a onemocnéni

koronarnich arterii.

Pfi poskozeni endotelidlni bariéry je adiponektin schopen se akumulovat
v subendokardu a omezit adhezi monocytll na endotelidlni buriky. Takto inhibuje

proliferaci a migraci hladkého svalstva v cévach. Ma tedy pfimo antiaterogenni tUcinky.

Nizsi hladina adiponektinu byla pozorovana u Zen, obéznich lidi, u diabetu druhého
typu nebo pfi inzulinové rezistenci. Byla prokdzana korelace mezi nizkou hladinou
plazmatického adiponektinu a zvySenym rizikem AMI béhem Sesti let u pacientl bez
predchoziho kardiovaskuldrnihno onemocnéni. Nizkd hladina adiponektinu byla rovnéz
pozorovana po prodélani AMI, a u muzl trpicich naslednymi komplikacemi AMI (smrt
spojena se srdecnimi pfihodami, rekurentni AMI, nestabilni angina pectoris, srdecni

selhani). [7]

2.4 Ostatni biomarkery

2.4.1 Glutathion

Obvykle jsou reaktivni formy kysliku neutralizovany antioxidanty, pfiéemz glutathion
(GSH) ve své redukované formé patfi mezi nejsilnéjsi intraceluldrni antioxidanty.
Pomér mezi GSH a jeho oxidované formy GSSG pak muze slouzit jako reprezentativni

marker antioxidacni kapacity buriky.

Ke snizeni hladiny GSH dochazi i u klinickych stavd, pfi nichz dochazi rovnéz k poklesu

bunécného redoxniho potencialu. GSH spolu s redoxnim potencidlem jsou soucdsti
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signaliza¢niho systému, jenZ reguluje syntézu cytokinG a adheznich molekul. U

pacientl s AMI nalézame v krvi nizsi hladiny GSH. [8, 9]

3 ISOPRENALINOVY MODEL KARDIOTOXICITY

Akutni infarkt myokardu je v soucasnosti jednim z intenzivné zkoumanych jevd, k jehoz
vyzkumu se pouzivaji zvifeci modely. Samotna ischemie je u nich vyvolavana podanim

syntetického katecholaminu, jimz zpravidla byva ISO.

V minulosti byl I1SO poddvan astmatikim v kombinaci s dalSimi bronchodilatatory,
avSak tato kombinace vedla ke zvySeni mortality pacientd. Nasledujici studie pak
ukazaly jeho schopnost vyvolat ischemizaci myokardu, a pro tyto ucely je nyni

laboratorné pouZzivan. [10]

3.1 Isoprenalin H {

H
Uzivani 1SO na zvifecich modelech ma nékolik 0 |

vyhod: jednd se o relativné levnou Ilatku,

neinvazivni, jeho velkou davku Ize pfFipravit S
v kratkém case, a rozsah nekrdzy myokardu je J ”
He ",
ovlivnitelny mnoZstvim podaného I1SO. [11] 0
0.
'H
3.1.1 Struktura a nazvy Obr. 1: Strukturni vzorec I1SO [12]

Sumarni vzorec ISO je C11H17NO3 a jeho molekulovd hmotnost je 211,25758 g/mol.
Jeho strukturni nazev je 4-[1-hydroxy-2-(propan-2-ylamino)ethyl]benzene-1,2-diol. V
zahrani¢ni literatufe se muZeme setkat i s jeho alternativnimi nazvy, jimiz jsou

isoproterenol, norisodrin, novodrin, aludrin, asiprenol, a assiprenol. [12]

3.1.2 Farmakokinetika

V lidském organismu je ISO metabolizovdn v jatrech, plicich, a vdalSich tkanich
enzymem katechol-O-metyltransferazou. Vzniklé metabolity maji malou aktivitu, a jsou
vyluéovany moci ve formé sulfatovych konjugdt(. Stejné je exkretovan i nezménény

ISO.
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Biologicky polocas ISO se pohybuje vramci jedné aZz nékolika minut, k Uplnému

vylouceni z organismu dochazi do cca 24 hodin po podani. [13]

3.1.3 Mechanismus ucinku

ISO plsobi na srdecni tkan prostfednictvim B; i B, adrenergnich receptord sympatiku,
pficemz kontraktilita myokardu je ovliviiovdna zejména [; receptory. Stimulaci B;
receptord je vyvolano snizeni prahu drazdivosti, zrychleni atrioventrikularniho vedeni,
zvysSeni drazdivosti srdecniho svalu (pozitivné bathmotropni Ucinky) a zrychleni srdecni

¢innosti (pozitivné chronotropni ucinky).

Stimulované B, receptory zapfiCinuji systémovou i plicni vazodilataci, jez ma za
nasledek pokles odporu, proti némuz je krev vyhanéna ze srdce. Vyssi davky I1SO snizuji

Zilni navrat i systolicky krevni tlak. [13]

3.1.4 U¢inky na myokard

Katecholaminy obecné zvysuji kontraktilitu myokardu a srdecni tepovou frekvenci, coz
vede k vyznamné zvySenému srdecnimu vydeji i ke zvySené spotfebé kysliku. Podani
ISO snizuje periferni odpor tkani a zplsobuje vazodilataci mnoha cév, nacez dochazi ke
snizeni diastolického a systolického krevniho tlaku. Nadbytek katecholamind v obéhu
pak ma za ndsledek poskozeni tkané myokardu, které mizZeme pozorovat u srdec¢ni

ischemie, anginy pectoris, infarktu myokardu, a srde¢ni arytmie.

Pokud je srdec¢ni tkan vystavena nadmérnému mnoiZstvi katecholaminil, dochazi
k remodelaci myokardu a kardiomyocyt( na subceluldrni Urovni. Chronicka stimulace
B-adrenergnich receptorl muze zpUsobit nejen progresivni dysfunkci kardiomyocytd,

ale i prestavbu celého myokardu - hypertrofii.

Kontraktilita srdce je regulovdna B-adrenergnimi receptory, pficemz jejich nadmérna
aktivace pfispiva k rozvoji zvysené srdecni ¢innosti. Naopak jejich snizena aktivita ma
za nasledek i zklidnéni myokardu.

Podani ISO zplsobi zavainy stres v myokardu pravé kvali aktivaci adrenergniho

systému. Pokud toto drdzdéni pretrvava, dochdazi ke kompenzaci tohoto stavu pravé
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remodelaci srdce, které pak ma posilenou kontraktilitu a zvySenou kapacitu

endoplazmatického retikula pro Ca®* ionty.

Stimulace B-adrenergnich receptori isoprenalinem je spojena s aktivaci transduk¢nich
mechanismU, jimiZ jsou kinazy, G proteiny, adenosin nukleotidy, aktivace systému
renin-angiotenzin-aldosteron, indukce oxida¢niho stresu, Na*/H" a Na‘/Ca** pump.
Dochazi dale ke zvyseni hladin endotelinl, zménam v produkci oxidu dusnatého, i ke

zvysSeni fibrogennich faktoru. [14]

3.2 Histologické zmény

Rozsah poskozeni tkdné myokardu je zavisly na velikosti pouzité davky ISO, i na jeho
zpUsobu podani. Vysoka davka 1SO, v rozmezi 85-300 mg/kg, je schopna vyvolat u
potkanl podobné poskozeni, k jakému dochazi u AMI u ¢lovéka. Z tohoto ddvodu se
pouziva ISO k vytvareni potkaniho modelu srde¢niho selhdni podobnému lidskému

AMI. [14]

Jedna davka 150 mg/kg 1SO vyvolala u potkant nekrotické zmény béhem 24 hodin. Ve
tkani bylo moiné pozorovat degeneraci myocytl a nekrézu, intersticidlni a

perivaskularni fibrézu obzvlasté v levé srdeéni komore. [15]

Ve své studii se skupina Pick et al. 1989 podrobnéji zabyvala fibrotizaci myokardu
vyvolanou ISO pfi nékolikadenni expozici. Byla pouZita davka 1 mg/kg po dobu dvou

dn(, pficemz pokus byl sledovan v sekvenci 1, 2, 3, 4, a 8 dni.

Podle vysledk( studie reagovaly fibroblasty myokardu na ISO ve druhém dni produkci
kolagenu | a lll ve formé tenkych vldken, zatimco mezibunééné prostory byly témér
uzavieny. Sit kolagenu se béhem pokusu déle roztahovala pres sousedici svalova
vlakna a naristala tloustka kolagenovych vlidken. Osmy den tlusta vlakna previadala.

[16]

U potkanli dochdzi po administraci jedné vysoké ddavky ISO k formaci infarktovych
oblasti, jez obsahuji nekrotickou tkan ve ventro-laterdlni ¢asti levé komory nad

apexem.

Ultrastrukturdini zmény kardiomyocytd se odehrdvaji i mimo nekrotické oblasti na
urovni myofibril, mitochondrii a t-tubuld. U myocyt( levé komory byl pozorovan vyskyt
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vezikul v t-tubulech a longitudinalnim sarkoplazmatickém retikulu. Mitochondrialni
zmény byly obzvlast patrné na myocytech papilarniho svalu, kde naruseni

ultrastruktury bylo mozné sledovat i na Urovni myofibril. [14]

Pfi administraci ISO v mnozstvi 100 mg/kg je mozné sledovat zavainé fokalni nebo
epitelem endokardu nebo v tenké fibrozni tkani pod epitelem epikardu. Jen vzacné se

infiltrat vyskytoval v centrdlnim myokardu. [17]

3.3 Biochemické a funkéni zmény

Pro sledovani zmén spojenych s poskozenim myokardu je mozZno pouzit mnoho
biochemickych markert, ke kterym patfi kreatinkindza (CK), véetné jeji podjednotky
CK-MB, aspartat transamindza (AST), alanin transaminaza (ALT), a laktat

dehydrogenadza. VSechny tyto markery se zpravidla stanovuji v krevnim séru. [18]

Troponin T (TnT) a troponin | (Tnl) jsou slozkami regulac¢niho komplexu troponin-
tropomyosin v pfiéné pruhovaném svalu. Vsrdeénim svalu se pak vyskytuji jejich
izoformy cTnT a cTnl. Kjejich vzestupu, jenz ma velkou diagnostickou senzitivitu,

dochadzi v rdmci nékolika hodin po srdeéni ischemii.

Kromé myokardu Ize sledovat expresi cTnT v malém mnozstvi ve fetalnim kosternim
svalstvu, a jeho opétovna exprese byla zaznamendna i u kosterni svaloviny dospélych
potkant. Naopak cTnl je jedina izoforma Tnl v myokardu, jeZz se jinde nevyskytuje. To

¢ini z cTnl vysoce specificky marker myokardového poskozeni. [19]

Srdec¢ni ischemie vyvoland ISO (ve studii pouzita davka 100 mg/kg) je provazena
zvySenim krevniho tlaku, tepu, a hypertrofii komor. Mimo vzestupu sérového cTnT bylo

mozné sledovat i vzestup hladiny vapniku v myokardu.

Svou roli v poskozeni vyvolaném 1SO sehrdvaji i reaktivni formy kysliku (ROS), jez se
pravdépodobné uplatiuji v pocatku vzniku ischémie. Je i moiné, Ze se nékteré

biochemické markery normalizuji béhem 24 hodin.

Srde¢ni mikroelementy, kam patfi Zelezo, méd, zinek a selen, jsou konstituenty
antioxidagnich enzym0 a dalsich fyziologicky vyznamnych molekul. Zelezo s médi jsou

navic schopni katalyzovat vznik ROS, pficemz zvysend hladina médi mlze plsobit jako
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vyznamny faktor oxidacniho stresu. Vyraznd zména v obsahu Zeleza ani zinku nebyla

zaznamenana, hladina selenu vzrostla statisticky nevyznamné. [11]

Zmény byly pozorovany i u aktivit SOD a glutathion-S-transferdzy (GST) pfi pouziti
davky 85 mg/kg 1SO. Spolu s enzymy CAT a GPx tvofi prvni obrannou linii béhem
oxidacniho stresu. Ve srovnani s kontrolni skupinou doslo u potkant, jimz byl aplikovan
ISO, k vyznamnému poklesu koncentrace GSH a na ném zavislych enzym( (GPx a GST

v srdecni tkani).

GPx tvofi hlavni enzymaticky mechanizmus, jimz se v myokardu neutralizuji peroxidy, a
jeho dlouhodoby pokles mize vést k akumulaci intraceluldrnich peroxida. Stejné tak
GST odstranuje stabilni peroxidy. Pokles GSH, jenZ je substratem pro oba enzymy, je

pak pfimo spojen se snizenim aktivity GPx a GST.

Zaznamendn byl soucasné pokles hladin vitaminu C a E u potkan, jimZ byl podan ISO.
Oba sehravaji roli vobrané proti oxidaénimu stresu, pficemz vitamin E je schopen

zastavit peroxidaci lipidd a regenerovat vitamin C.

Dalsim markerem, podle kterého se posuzuje oxidacni stres, je malondialdehyd (MDA),
jenZz se prevadi na barevny komplex TBARS (thiobarbituric acid reactive substance).
Vzestup hladin TBARS pak indikuje vzestup peroxidace lipid(i, coZz mizeme pozorovat

v srdecni tkani i plazmé pravé po administraci ISO. [18, 20]

4 FLAVONOIDY

Pro Ucely prevence a pripadné |éCby kardiovaskuldrnich onemocnéni je v souéasnosti
prozkoumavdna cela fada latek, s nimiz se mizeme setkat i v potravé. Jiz vime, Ze
rostliny obsahuji velké mnozZstvi prospésnych substanci, které maji antioxidaéni ucinky,
a proto je tedy nazyvdme antioxidacnimi fytochemikdaliemi. Do této skupiny mizeme

zaradit rodinu polyfenoll, do nichz patfi podskupina latek, jiz zname jako flavonoidy.

Flavonoidy ubikviterné nachazime v rostlinné tisi, kde hraji dalezitou funkci pti regulaci
rastu a obrané vUci infekcim. Jsou vyuzZivdny nejen botaniky pro taxonomickou

klasifikaci, ale i tvofi dulezitou slozku léCivych rostlin uzivanych v tradi¢ni mediciné.

Co se chemické struktury tyce, flavonoidy patfi mezi derivaty benzo-y-pyronu, jenz
sestava z fenolickych a pyranovych kruhd, a jejich klasifikace je odvozovana podle
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jednotlivych substituci. RozliSujeme pak tyto tridy flavonoid(: flavanoly, flavony (rutin),

flavonoly (quercetin), flavanony, isoflavony, a anthocyanidiny. [21, 22]

4.1 Quercetin

4.1.1 Struktura a chemické vlastnosti

Quercetinu, latce patfici mezi flavonoly, je dodnes Ho

0
| OH
vénovdana velkd pozornost. Jednda se o latku

OH OH
nerozpustnou ve vodé, zato dobfe rozpustnou OH O

v alkoholu a lipidech. Jeho chemicky nazev je 2- Obr. 2: Strukturni vzorec
(3,4-dihydroxyfenyl)-3,5,7-trihydroxychromen-4- quercetinu [45]
on. Pfipojeni glykosylové skupiny muize zménit jak jeho rozpustnost, tak jeho ucinky in

vivo. [23, 24]

4.1.2 Vyskyt v potravé

Quercetin patfi mezi nejhojnéji se vyskytujici flavonoidy, jez jsou Siroce rozsifeny
v rostlinné fisi — napfiklad v jablku, bobulovitych plodech, brukvovité zelening, kapary,
hroznech, cibuli, Salotce, caji, a v rajcatech. Jednd se tedy o nejhojnéji pfijimany
flavonoid v lidské stravé. Pfijiman je nejéastéji ve formé glykosidu s jednim ¢i dvéma
zbytky glukdzy, pripadé rutinosy (napt. v caji). Aglykonni forma je v potravé daleko
méneé Casta.

Béhem trdveni je quercetin zbavovan cukernych zbytk( napfiklad enzymy v Ustni
dutiné, stfevech, na hydrolyze se podili i stfevni mikrofléra. V aglykonni formé je totiz

vice lipofilni, a tedy i sndze vstrebatelny bunkami. U potkan( je ¢astec¢né resorbovan i

v Zaludku. [23, 25]

4.1.3 Vlastnosti z hlediska mediciny

Tato latka je zkoumana pro své antialergenni ucinky (in vitro inhibuje uvolfiovani
histaminu z bazofild a mastocytll), a protirakovinové (in vitro antioxidacni,

antiproliferativni, pro-apoptotické ucinky). Vyzkum se provadi i v souvislosti
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s diabetem, hypertenzi, a mnoha dalSimi stavy a nemocemi, ale v neposledni fadé jsou

zkoumany i jeho kardioprotektivni vlastnosti. [23]

Napfriklad byla prokazana pfima souvislost mezi vysi jeho pfijmu v potravé a zvyseni

odolnosti LDL v{ici oxidaci (avSak bez ovlivnéni hladiny lipoprotein). [26]

Mezi jeho dalsi kardioprotektivni vlastnosti patfi schopnost zneSkodriovat
superoxidovy aniont, singletovy kyslik a lipidoperoxidové radikaly. V neposledni fadé i
volné radikdly. Je schopen vytvaret komplexy s kovovymi ionty, a tedy zabranit jejich

oxidaci, jez vede k vytvareni ROS. [27, 25, 28]

Podle nedavné studie je quercetin schopen u mysi branit agregaci desti¢ek, a tedy i

formaci trombu. [29]

Oralni podavani quercetinu nevykazalo jednoznacny vliv vci antioxidaénim enzymim,
avsak byla prokazdna inhibice oxidativniho poskozeni DNA lymfocytl. Neni bez
zajimavosti, Ze v kombinaci s isorhamnetinem a rhamnetinem byl quercetin schopen
snizit koncentrace lipid0 u potkand krmenych stravou obohacenou o cholesterol. [26,

30]

Dale u zvifecich modell diabetu byl prokdzan pozitivni vliv quercetinu na obnoveni

endotelidlni funkce, na systolicky krevni tlak, a na hladinu lipid(i v plazmé. [29]

Podle nizozemské kohortové studie je prijem flavonoll/flavonl nepfimo Umérny

k vyskytu mrtvice v populaci. [31]

Casné in vitro studie polyfenol(i, véetné quercetinu, prokazaly nékolik zavainych
potencidlnich reakci s izolovanymi mitochondriemi - ackoli tyto ucinky byly sledovany
pfi vysSich davkach, nez bychom odekavali in vivo. Napfiklad inhibice respirace
guercetinem nastdva nejméné pri 10 uM, zatimco dosazitelna plazmatickd koncentrace

se pohybuje v rozmezi 100-600 nM. [26]

Quercetin je zkouman nejen samostatné, ale i v kombinaci s jinymi latkami, ve snaze
posilit jeho antioxidaéni ucinky. Naptiklad s a-tokoferolem byl schopen normalizovat
biochemické parametry (membranové vdzané ATPazy a lysozomalni enzymy srdecni

tkané) pfi navozeni ischemie isoprenalinem. [32]
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Zaafan et al. ve své studii zkoumal vliv atorvastatinu a quercetinu na ischemii
vyvolanou isoprenalinem. Byli pouZiti samci potkan( Wistar vazici 150-200 g, ktefi byli

rozdéleni do péti skupin po osmi jedincich.

Jedna skupina dostavala 14 dni quercetin (50 mg/kg p.o.). Posledni dva dny jim byl
podavan ISO v davce 100 mg/kg. Po 24 hodinach bylo snimano jejich EKG a odebrana
krev ke sledovani biochemickych markerl. Nasledovalo odebrani myokardu pro
histologickou analyzu. Kontrolni skupina nebyla premedikovdna quercetinem ani ji

nebyl podan ISO.

Po aplikaci 1SO byly v myokardu pfitomny (ve srovndni s kontrolni skupinou) tyto
patologické zmeény: mnohocetné fokdalni oblasti s degenerovanymi kardiomyocyty,
edémem, a infiltratem zanétlivych bunék. U skupin premedikovanych quercetinem

doslo po podani ISO v porovnani s ISO k vyraznému zlepSeni histologického obrazu.

Na EKG byla po podani isoprenalinu pozorovdna ve srovnani s kontrolni skupinou
pozitivni T vlna, zvySeni ST segmentu, a pokles amplitudy viny R. U skupiny, jiz byl
podavan quercetin, doslo oproti Cisté isoprenalinové skupiné ke zredukovani vzestupu

ST segmentu, a ke zvySeni amplitudy R viny.

Z biochemickych marker( byly sledovany cTnl, malondialdehyd, a dalsi. Po podani
quercetinu byla hladina cTnl o 64,68% nizsi ve srovnani s isoprenalinovou skupinou.
Stejné tak mél quercetin pfiznivy vliv na hladinu malondialdehydu - byl pozorovan

pokles 0 21,3%. [33]

Problematice quercetinu a myokardidlni ischemie se vénovala i studie Pandy a Kara.
Potkani Wistar o vaze 200-210 g byli rozdéleni do péti skupin, z nichz treti byl poddan
quercetin o davce 10 mg/kg p.o. po dobu 14 dnd. Posledni dva dny jim byl aplikovan
isoprenalin (100 mg/kg s.c.). Po anestezii ketamin hydrochloridem byly zpracovany
histologické fezy, rovnéz bylo monitorovano jejich EKG, a stanoveny biomarkery z

krevniho séra.

V histologickém obrazu potkand, jimzZ byl podan pouze ISO, bylo ve srovnani s kontrolni
skupinou patrné rozsahlé naruseni a fragmentace myofibril, ztrata pruhovani,

nekrotizace kardiomyocyt(, a edém intersticia. U skupiny, jez byla pfed podanim ISO
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premedikovdna quercetinem, byly ve srovndni s ISO skupinou mensi nekrotizace i
zanétlivy infiltrat.
Ziskané biochemické parametry byly podobné jako u ostatnich zde uvedenych praci,

mérena byla rovnéz i jejich srdecni ¢innost. Ukazalo se, Ze pfi podavani quercetinu

doslo ve srovnani s isoprenalinovou skupinou k normalizaci srde¢niho tepu. [34]

Punithavathi a Prince se rovnéz ve své studii vénovali vlivu quercetinu na ischemii
vyvolanou isoprenalinem; tentokrat v kombinaci s a-tokoferolem. Experiment byl
proveden obdobné, jako je pravé vySe uvedeny, avsak s nékolika odliSnostmi. Vaha
potkanl se pohybovala v rozmezi 180-200 g, isoprenalin byl podavan subkutanné (s.c.)

v davce 100 mg/kg po dva dny ve 24 hodinovém intervalu.

Potkanlm z Sesté skupiny byl pred aplikaci ISO podavan pouze quercetin denné
v dadvce 10 mg/kg po dobu 14 dnll za pomoci intragastrické sondy. Paté skupiné byl
podan pouze isoprenalin. Vyjmuti myokardu bylo provedeno po 12 hodinach od

posledni ISO injekce.

Byla zde sledovana fada parametrd, véetné hladiny vitaminu C v krevni plazmé. Oproti
kontrolni skupiné doslo k jeho poklesu u skupiny, jiz nebyl podan quercetin ani a-
tokoferol. Po podani quercetinu byl zaznamenan jeji ¢aste€ny vzestup, pfi pouziti smési
quercetin a a-tokoferol byla plazmaticka hladina vitaminu C po ISO aplikaci

normalizovana. [35]
Vsechny tyto vysledky jsou z hlediska kardioprotektivnich ucinkl quercetinu dosti
zajimavé, a je to tedy i divod, pro¢ byl quercetin pouzit pro vyzkumnou ¢dast této

prace.

4.2 Rutin

4.2.1 Struktura

Rutin, rovnéz jako quercetin, patfi mezi flavonoidy, a
pfitahuje pozornost svymi fytochemickymi vlastnostmi.
Jeho systematicky nazev je quercetin-3-rutinosid a jak

toto pojmenovdni napovida, jednd se o jednu
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z glykosidickych forem quercetinu. Mlzeme se setkat i s odliSnym pojmenovanim

rutinu, a to vitamin P. [36]

4.2.2 Vyskyt v potravé

Rutin se obvykle vyskytuje spolu s quercetinem, pfiéemz je Ize nalézt v rostlinach, jako
jsou napf. cibule, jablka, bobulovité plody, vino, a ¢aj. Za bohaty zdroj této latky je ve

stravé povazovana pohanka.

Quercetin i rutin slouZi jako substraty pro rostlinné peroxidazy, pficemz rutin je jimi
hydrolyzovadn na quercetin a rutinosu. Quercetin je pfi stresu zpracovavan na kyselinu
3,4-dihydroxybenzoovou, kterd ma antifungdlni ucinky. Rutinosa je pak schopna zvysit
rychlost respirace. Dale bylo prokazano, Ze rutin poskytuje rostlindm ochranu pred
Skodlivym UV zarenim, a zfejmé z téchto dlivodu se oba flavonoidy vyskytuji spolecné.

[36,37,38]

Hydrolyza rutinu je v lidském organismu uskute¢fiovdna enzymatickymi glykosiddazami,
a jejim produktem jsou quercetin spolu s rutinosou. Jak quercetin, tak rutin, jsou

vytecné zdroje farmaceutickych produktd uréenych pro fytoterapii. [37, 39]

4.2.3 Vlastnosti z hlediska mediciny

Vétsina biologickych aktivit (napf. protizdnétlivé, antimikrobidlni, antitumorové a
antiastmatické acinky) je zpravidla pripisovana antioxidacnim vlastnostem rutinu.

Dokonce vykazuje vétsi stabilitu vici oxidaci nez quercetin.

Diky svym antioxidaénim uc¢inkim je rutin pouZivan nejen ve farmacii, ale i
v potravinaiském a kosmetickém primyslu. Casta je jeho kombinace s vitaminem C.

[37]

Mnoho studii prokdzalo antioxidacni vlastnosti rutinu, a to zejména schopnost
neutralizovat volné radikaly. Tim dokaze zabranit mnoha patologickym staviim, a je ho
rovnéZ mozné jej pouzit k terapeutickym ucelim. DokaZze se navdazat na ionty Zeleza,

¢imz zabranuje dalsi tvorbé volnych radikal(. [40, 41]

Rutin pfispivd k ochrané vic¢i oxidaci odevzdanim elektronu reaktivnim volnym

radikdlim, ¢imZ je stabilizuje, a prerusi tak retézovou reakci radikalld. To umozniuji
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fenolické kruhy a volné hydroxylové skupiny v jeho chemické struktufe. Hydroxylové

skupiny mohou rovnéz darovat vodik, diky ¢emuz opét zabrani dalsi oxidaci. [42]

Jak jiz bylo feceno, rutin se vyskytuje v céetnych rostlinach. Stejné jako ostatni
flavonoidy je v nich pfitomen v glykosidové formé, avsak jeho pfesny metabolismus je
nejasny. Obecné se vSak predpoklada, Ze glykosidy jsou hydrolyzovany stfevnimi
mikroflérou pred vlastni absorpci. Je vSak vstfebavan pomaleji nez quercetin. Podle
nékterych studii se rutin absorbuje jen z malé ¢asti, Ci zcela vibec, protoze je ve

stfevech rozkladdn na metabolity. [37]

Ackoli existuje mnoho studii zkoumajicich biologické ucinky rutinu, jejich mechanismus
je stale nejasny. Ztoho dlavodu se v zdpadni mediciné rutin dosud pfiliS nevyuziva.

K tomu lIze pficist i jeho nepfilis dobrou absorpci po peroralnim podani.

Nicméné by rutin mohl ovlivhovat néktera chronickda onemocnéni. Napriklad byly
sledovany jeho antidiabetické vlastnosti u potkan(, jimz byl podavan stravou ve
vysokém mnozstvi. Podle dalSich studii byl rutin schopen oddalit poSkozeni ledvin
diabetickych potkant, a zaroven je potencidlnim lékem pro prevenci ¢asné diabetické
neuropatie. Mohl by dokonce zabranit glykosilaci hemoglobinu, kterda muaze mit za

nasledek nervové poskozeni a slepotu.

Nékteré studie prokazaly, Ze rutin dokdze snizit hladinu lipidd v krvi, a to zejména LDL a
VLDL. HDL se naopak vysily. Rutin byl i oznacen jako slibny flavonoid z dGvodu snizeni
rizika aterosklerdzy, kdy prokazal svou kapacitu inhibovat oxidaci LDL. Dale byl schopen

zabranit agregaci trombocytl a zpevnit kapilary. [37, 39]

Prince a Priya se ve své studii vénovali uc¢inku rutinu na lysozomalni enzymy u 1SO
navozené kardiotoxicity potkanich samc( Wistar (150-170 g). Rutin jim byl podavan po
42 dnl p.o. vdavce 80 mg/kg. Vybranym skupinam byl podavan ISO (100 mg/kg s.c.)
po dva dny v intervalu 24 hodin. 12 hodin po druhé aplikaci ISO byl okamZzité vyjmut a

uloZen cely myokard. Kontrolnim skupinam nebyl podan ISO.

Histologickd analyza se zabyvala patologickymi zménami v celém myokardu. U skupin,
jez dostaly pouze ISO, zahrnoval histologicky obraz ve srovnani s kontrolnimi skupinami
znacnou nekrézu, Cetny zanétlivy infiltrat, a hojné bylo rovnéZ rozdéleni svalovych

vldken. Avsak u skupin, jez byly pred aplikaci ISO premedikovdny rutinem, nastalo
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zlepSeni. Nebyla pozorovdna nekrdza, nebyla oddélena svalova vldkna, a byl jen maly

zanétlivy infiltrat. [43]

| skupina Li et al. se vénovala ve své studii vlivu podavani rutinu na isoprenalinem
vyvolanou kardiotoxicitu. Potkani Wistar o vaze 200+20 g obdrzeli denni davku rutinu
25 mg/kg nebo 50 mg/kg po dobu 21 dnl p.o. V den 0 byl vSem potkandm, kromé
kontrolnich skupin, podan isoprenalin v ddvce 15 mg/kg s. c. Poté byla provedena
histologicka analyza, hemodynamické méreni, stanoveny byly i biochemické markery, a

western blot analyza.

V histologickém obrazu ISO skupiny bylo pozorovatelné naruseni struktury celého
myokardu. PFfi porovnani s kontrolni skupinou byla patrnd nekrotizace v oblasti
subendokardu, dilatace kapildr a leukocytdrni infiltrat. Po aplikaci rutinu doslo, ve
srovnani s I1SO skupinou, k vyraznému zlepseni vSech uvedenych patologickych zmén.

Myokard ve vSech kontrolnich skupinach nepodlehl Zadnym zménam.

Isoprenalin vyvolal vyznamny pokles +dp/dtmax @ -dp/dtmax. Rutin v davce 25 mg/kg
znatelné zmirnil Gcéinky ISO na +dp/dtmax i Na -dp/dtmax. Vyrazny nardst plazmatické
koncentrace MDA byl pozorovan po aplikaci isoprenalinu. Rutin byl schopen zabranit

tomuto nardstu zplsobem, jenz byl pfimo umérny jeho davce. [44]

Rovnéz Karthick a Prince se ve své studii zabyvali ochrannymi G¢inky rutinu vuci srdec¢ni
ischemii vyvolané isoprenalinem. Byli pouZiti samci bilych potkant Wistar o vaze 150-
170 g, na nichz byl sledovan ucinek rutinu v davkach 40 a 80 mg/kg. Rutin byl podavan
po dobu 42 dnl perordlné (p.o.) intragastrickou sondou. Isoprenalin byl aplikovan
podkozZni injekci posledni dva dny v ddvce 150 mg/kg v intervalu 24 hodin. Nasledné

probéhlo stanoveni vybranych enzym( (LDH, AST, ALT, SOD, GPx) a vitaminu C.

Skupina, jiz byl aplikovan pouze ISO, vykazala vyznamny pokles hladiny vitaminu C (z
229,69+15,39 mg/dl na 121,04%8,46 mg/dl). Na druhé strané u skupin, jimZz byl
poddavan rutin, byl zaznamenan narlst koncentraci tohoto vitaminu (pfi 40 mg/kg
rutinu 172,92+10,12 mg/dl; pfi 80 mg/kg rutinu 205,40%+9,98 mg/dl). Vyssi hladina
vitaminu C oproti kontrolni skupiné byla zaznamenana u skupin, jimZz byl podavan
rutin, ackoli jiz ne isoprenalin (pfi 40 mg/kg rutinu 235,88+16,19 mg/dl; pfi 80 mg/kg
rutinu 238,33+16,33 mg/dl). [45]
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PRAKTICKA CAST

5 PROVEDENi EXPERIMENTU

5.1 Zpracovani materialu pro histologickou analyzu

Standardni histologickd analyza sestava z fady krok(, mezi néZ patfi fixace odebrané
tkané a jeji odvodnéni, projasnéni, prosyceni, zaliti do parafinu, krajeni na mikrotomu,
lepeni fezll na podloZni sklicka, barveni, montovani, a v neposledni fadé pozorovani

pfipravenych preparatt pod mikroskopem.

Pro zabranéni autolyzy (samovolnému rozkladu zplsobenym enzymy) tkané je treba
preparat nejprve fixovat. Procesem fixace se rychle vysrazi bilkoviny v protoplasmé
bunék a tkani za pomoci fixacnich prostfedkd, jez musi spliovat nasledujici pozadavky:
zachovat co nejoptimdlnéjsi strukturu tkané, rychle pronikat do tkané a zaroven

neporusovat jeji barvitelnost.

V experimentu s rutinem byl k fixaci pouzit studeny roztok 10% pufrovaného formalinu
po dobu cca 24 hodin. U pokusu s quercetinem byl k rapidni fixaci pouzit studeny

roztok 10% paraformaldehydu po cca 24 hodin.

V tab. 1 je pak uveden postup odvodnovani fixovaného vzorku.
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Tab. 1: Odvodriovdni vzorku fixovaného ve studeném 10% formalinu

Pouzita latka Doba fixace
70% etanol 30 minut
70% etanol 30 minut
80% etanol 3 hodiny
90% etanol 2 hodiny
96% etanol pres noc
aceton I. 30 minut
aceton Il. 30 minut
xylen I. 2 hodiny
xylen Il 4 hodiny
parafin I. prfes noc
parafin Il. pres noc

Vzorek byl odvodnén za pomoci vzestupné alkoholové fady a acetonu. Nasledovalo
projasnéni, pfi némz byl ze vzorku odstranén etanol za pomoci xylenu - parafin je totiz
nerozpustny v etanolu. Xylen je naopak misitelny s etanolem a dokaze rozpoustét

parafin.

Nasledovalo prosyceni vzorku parafinem, a zalit byl rovnéz do parafinu. Ze vzniklych
blo¢kld byly pripravovany pricné fezy na automatickém sankovém mikrotomu LEICA
DSC 1 o tlou$tce 5-7 um. Rez byl pak pfenesen do kapky vody na upravené podloini

skli¢ko, jez bylo potfeno smési glycerolu s bilkem. Tato Uprava slouzila k tomu, aby se
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fez na sklicko prilepil a zistal na ném fixovan pro dalsi zpracovani.

ProtoZe se k barveni histologickych preparatt pouzivaji zpravidla vodné roztoky barviv,

bylo tfeba fezy nejprve odparafinovat dle postupu, jenz je uveden v tab. 2.

Pro hodnoceni ve svételném mikroskopu jsme vyuzili dvou typa barveni - hematoxylin

s eosimem (H-E), a zeleny trichrom dle Goldnera.

Tab. 2: Postup odparafinovani

Latka Doba plsobeni
xylen 5 minut
xylen 5 minut
xylen 5 minut
96% etanol 5 minut
70% etanol 5 minut
destilovana voda 5 minut

otreni sklicek -

5.1.1 Hematoxylin a eosin (H-E)

Ve svételné mikroskopii jsou hematoxylin a eosin nej¢astéji pouzivanym zakladnim
barvenim. Zatimco hematoxylin je zdsadité barvivo, jez zvyraziuje kyselé (bazofilni)
bunécné komponenty, eosin je naopak barvivo kyselé a je vyrazné pritahovdn

strukturami zdsaditymi.
Pfi jeho pouziti je zbarven preparat takovymto zplisobem:
e Jadra bunék a chrupavka — modre

e Kolagenni vazivo — rizové
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e Svalstvo — Cervené

K samotnému barveni byl pouZit 1% roztok eosinu v destilované vodé, hematoxylin byl

pak zhotoven dle rozpisu v nasledujici tab. 3:

Tab. 3: SloZeni roztoku Hematoxylin Hill

Latka Mnozstvi
hematoxylin 40g
jodi¢nan sodny 04g
siran hlinity 352¢
destilovand voda 710,0 ml
ethylenglykol 250,0 ml
kyselina octova 40,0 ml

Proces samotného barveni je shrnut v tab. 4:

Tab. 4: Barveni H-E

v

Latka Cas
hematoxylin 6-8 minut
pramenitad voda (modreni) 10 minut

otreni sklicek -

eosin 2 minuty

destilovand voda oplachnuti
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Po nabarveni preparatu nasledovalo jeho odvodnéni, jez zahrnovalo dvojndsobné
oplachnuti v 96% etanolu, ponofeni do smési etanol-xylen (2:1) na 3 minuty, a posléze

opét do etanol-xylenu (tentokrat v poméru 1:2) opét na 3 minuty.

Nasledovalo projasnéni v lazni xylenu, jez se opakovala tfikrat po dobu 3 minut. Poté

byla sklicka otfena a obarvené fezy byly zamontovany do kanadského balzamu.

5.1.2 Zeleny trichrom podle Goldnera

Kromé prehledového barveni, jimz byl hematoxylin a eosin, byly preparaty nabarveny

zelenym trichromem podle Goldnera.
Takto byl ziskan mikroskopicky preparat, na némz byly rozliSeny nasledujici struktury:
e Kolagenni vazivo — zelené zbarveni

Jadra — modré zbarveni

Svalovina — cihlové cervené zbarveni

Erytrocyty — oranzové zbarveni

Hyalinni vazivo — ¢ervené zbarveni

Vtab. 5 a tab. 6 je zobrazen postup pripravy roztoku Goldner | a lll, jez jsou spolu
s Goldner Il nezbytné pro zhotoveni takto barveného preparatu. Podstatou
nasledujiciho postupu barveni je pak impregnace preparatu kyselym roztokem poncea

(Goldner 1), Fuchsinem S (rovnéz Goldner 1), a svétlou zeleni (Goldner Il1).
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Tab. 5: Priprava roztoku Goldner |

Odebrané mnoistvi pro vysledny
Latka Mnozstvi
roztok
ponceu de xylidin lg
koncentrovana kys. octova 1ml 20 ml
destilovana voda 100 ml
oranz G 1lg
koncentrovana kys. octova 1ml 10 ml
destilovana voda 100 ml
Fuchsin S 1 ml
koncentrovana kys. octova 1ml 10 ml
destilovana voda 100 ml

Roztok Goldner Il byl pfipraven jako 1% vodni roztok kyseliny fosfowolframové.

Tab 6: Priprava roztoku Goldner Il

Latka MnozZstvi
svétla zelen 15¢g
kyselina octova ledova 1ml
destilovana voda 100 ml
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Postup samotného barveni Ize shrnout do téchto kroku:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

Odparafinovani rezu.

Ponofeni fezll do roztoku Hematoxylin Gill na 4 minuty.
Oplachnuti v 70% alkoholu a diferencovani v kyselém alkoholu.
Oplachnuti tekouci vodou — modfeni preparatu.

Ponofeni do roztoku Goldner | na dobu 10 minut. Nasledoval oplach

destilovanou vodou.

VloZeni do roztoku Goldner II na 10 minut, posléze opét oplachnuti

destilovanou vodou.
Ponofeni do roztoku Goldner lll na 10 minut a oplachnuti destilovanou vodou.

Odvodnéni preparatu a posléze montovani do Solakrylu.

5.2 Quercetin

Udaje pro experimentalni ¢ast byly pouZity se svolenim autord Rihy et al. [46]

5.2.1 Pouzité latky a pristroje

V experimentu byly upotfebeny nasledujici latky:

Fyziologicky roztok

Quercetin (Sigma-Aldrich, Némecko)
Isoprenalin

Urethan (Sigma-Aldrich, Némecko)

Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, Némecko)
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VyuZzity byly tyto pfistroje:
e Chirurgické nastroje (skalpely, nlzky, nité,...)
e Tlakovy snima¢ MLT0380/D (AdInstruments, Australie)
e PE katetry

e Tlakové-objemny katetr typu Millar (Millar pressure-volume catether SPR-838 2

F, 4E, 9mm, Millar Instruments Inc., USA)
e EKG koncetinové svody Il MLA1215 (AdInstruments, Austrdlie)
e Powerlab se softwarem LabChart 7 (AdInstruments, Australie)
e Elecsys 2010 (Roche, Svycarsko) — elektrochemoluminiscenéni imunoese;j
e PrinCE 750 (Prince Technologies B. V., Nizozemsko) — kapilarni elektroforéza
e HPLC system LC-10A (Shimadzu, Japonsko)
e System P/ACE 5100 (Beckman, USA) — deproteinizace elektroforézou
e Potter-Elvehjemlv homogenizator (B. Braun, Némecko)

e Centrifuga VWR Compact Star CS4 (VWR International, LLC, USA)

5.2.2 Pokusna zvirata

K pokusu s quercetinem bylo pouZito 31 samcl potkand Wistar-Han (Ceska republika),
jenz byli dodéni firmou Meditox (Ceska republika). 23 potkanG bylo pouZito pro

zakladni studii s isoprenalinem, a zbylych 8 pro farmakokinetickou studii.

Potkani byli uchovavani po dva tydny v klecich v mistnosti, ktera byla k tomu ucéelové
zarizena — kromé klimatizace byl zde zajistén svételny rezim, v némz se stfidalo svétlo
stmou po 12 hodinach. Po aklimatizaci byli potkani vaZici kolem 375 g

(hemodynamicka studie) a 456 g (farmakokineticka studie) pouziti k experimentim.

Studie probéhla se svolenim Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové a odpovidala podminkam doporuceni The Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals publikovaného americkou Narodni Instituci Zdravi (NIH

Publication No. 85-23, revised 1996).
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5.2.3 Priprava k experimentu

Potkani byli nahodné rozdéleni do dvou skupin, z nichZ jedné byl poddavan fyziologicky
roztok (2 mg/kg), zatimco druha dostavala po dobu sedmi dn(l intragastrickou sondou
quercetin (10 mg/kg). Posledni den se, po podani téchto latek, potkani opét nahodné

rozdélili k podani vody (2 ml/kg) s.c. nebo roztoku isoprenalinu (100 mg/kg).

Po dalSich 24 hodinach zacal vlastni experiment. Experimentalni skupiny, jimZ nebyl
podan ISO, byly pak oznaceny jako kontrolni (fyziologicky roztok) nebo Q (quercetin).
Dalsi dvé skupiny, jez dostaly 1SO, byly oznaceny jako ISO (fyziologicky roztok +

isoprenalin) a Q+ISO (quercetin + isoprenalin).

5.2.4 Histologie

Myokardy byly bezprostfedné po vyjmuti z experimentdlniho jedince ponofeny do
pufrovaného studeného 10 % roztoku paraformaldehydu na cca 24 hodin. Nasledovalo
jejich rozdéleni pfiénymi fezy na ¢tyfi segmenty smérem od baze myokardu k jeho
apexu. Takto ziskané ¢asti byly zality do parafinovych blo¢ku klasickou metodou. Z nich
byly nakrajeny rezy o tloustce cca 5 um, barveny hematoxylinem a eosinem pro
svételné mikroskopickou analyzu. Ziskané nalezy byly pozorovany a dokumentovany na
mikroskopu Olympus AX70 (Olympus, Japonsko) pomoci kamerového systému ProgRes
CT3 (Jenoptik, Némecko) a pocitacové obrazové analyzy NIS Elements AR 4.00.11

(Ceska republika).

5.2.5 Hemodynamicka studie

K anestézii, jiz predchazelo 12 hodin lac¢néni experimentalnich jedinc(, byla pouzita
intraperitonealni (i. p.) injekce vodného roztoku urethanu v koncentraci 1,2 g/kg. Poté

nasledovalo sledovani hemodynamickych parametr( nasledujicim zptisobem.

Pfi méreni tlaku byl do levé spolecné kycelni arterie zaveden heparinizovany
polyetylenovy (PE) katetr (0,5/1,0 mm). Na ného byl pak napojen tlakovy snimac
MLTO0380/D. Pres pravou spolec¢nou karotidu byl do levé srdecni komory vloZen

tlakové-objemovy katetr Millar. Potom byl snimaé spolu s katetrem a subkutannimi
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EKG koncetinovymi svody Il MLA1215 napojen na pfistroj PowerLab se softwarem

LabChart7.

Ziskavani dat probihalo cca 30 minut, pficemz nezbytna kalibrace hypertonickou soli
(dvakrat 20 ul 25% w/w roztoku chloridu sodného) se uskutecnila pfi ukonéeni sbéru
dat. Krevni vzorky byly odebrany z brisni aorty do heparinizované testovaci zkumavky
(170 1U/10 ml). Poté byla zvifata usmrcena v anestézii intravendzni aplikaci 1 ml
vodniho roztoku chloridu draselného (KCI) o koncentraci 1M. Pfed podanim KClI

neuhynulo Zzadné zvire.

5.2.6 Biochemické markery

V biochemické analyze byly stanovovany hladiny troponinu T myokardu (cTnT),
vitaminu C a E z krevniho séra a celkovy glutathion (GSH) z pIné krve. Bylo provedeno

rovnéz stanoveni malondialdehydu (MDA) obsazeném v srdecni tkani.

Hodnoty cTnT byly stanoveny pomoci vysoce senzitivni elektrochemoluminiscenéni
imunoeseje (Elecsys 2010, Svycarsko), jen? vyuZivd dvou monoklondlnich protilatek

specificky reagujicich s cTnT.

K separaci GSH byla vyuzita kapilarni elektroforéza s UV detekci pfi vinové délce 200

nm (PrinCE 750; PrinCE Technologies, Nizozemsko).

Po deproteinizaci bylo moziné stanovit mnoiZstvi vitaminu C prostfednictvim
elektroforézy s UV detekci (P/ACE 5100, Beckman Coulter, USA), i vitaminu E separaci

na HPLC systému LC-10A s fluorimetrickou detekci (Shimadzu, Japonsko).

Hladina MDA byla stanovena po homogenizaci myokardialni tkdné za pomoci Potter-
Elvehjemova homogenizatoru B. Braun ve fosfatovém pufru o pH 7,4. Ziskany
homogenat byl nasledné vloien do centrifugy na 10 minut pfi 2600 G. MnoZstvi

stanoveného MDA pak bylo méreno spektrofotometricky s kyselinou thiobarbiturovou.

46



5.3 Rutin

5.3.1 Zpracovani experimentu

V tomto experimentu byl sledovan vliv rutinu na ISO vyvolanou ischemii myokardu.
K tomu bylo pouZito 54 samct potkan( Wistar:Han (MediTox, Ceska Republika), jimZ

byla vénovana pfi aklimatizaci stejnd péce, jako pti pokusu s quercetinem (viz 5.2.2.)

Studie byla rovnéz schvalena Etickou komisi Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Krdlové za podminek uvedenych v The Guide for The Care and Use of

Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

Samci o primérné vaze 390 g byli ndhodné rozdéleni mezi kontrolni a I1SO skupiny.
V kontrolni skupiné byly podany roztoky hydrogenuhli¢itanu sodného (1,26% w/V ve

vodném roztoku) a rutinu nasledujicim zptisobem:
e Hydrogenuhli¢itan sodny — 2,3 ml/kg (SB2,3; 6 potkan()
e Hydrogenuhli¢itan sodny — 4,6 ml/kg (SB4,6; 6 potkan()
e Rutin—11,5 mg/kg (2,3 ml/kg; Rull,5; 6 potkant)
e Rutin—46 mg/kg (4,6 ml/kg; Ru46; 6 potkana)

Rovnéz ISO skupiny obdrzZely stejnym zplsobem vyse uvedené latky, odlisny byl pouze
pocet jedincl v jednotlivych skupindch: SB2,3+ISO (9 potkan(); SB4,6+ISO (7 potkanu);
Rul1,5+ISO (7 potkant); Ru46+ISO (7 potkand). O pét minut pozdéji jim byl podan
vodny roztok isoprenalinu (100 mg/kg, s.c.). Anestézie pred chirurgickym zakrokem

byla provedena i. p. injekci vodného roztoku urethanu (1,2 g/kg).

5.3.2 Histologie

K hodnoceni experimentu s rutinem bylo pouZito jak H-E barveni, tak i trichrom podle
Goldnera. Barveni probéhlo zpisobem uvedenym v kapitole 5.1. Zaroven byly tkarové
blocky z myokardu experimentdlnich zvifat zpracovdny metodou pro zhotoveni
polosilnych  fezll, ktera ma obvyklé pouZiti pro pfipravu preparatl vtransmisni

elektronové mikroskopii.

Fixace tkanovych bloc¢kl byla provedena ponofenim do 3% roztoku glutaraldehydu, a
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nasledné 1% OsO, (oboji ve fosfatovém pufru pfi pH 7,2-7,4). Odvodnéni vzorku
probéhlo ve vzestupné radé koncentraci acetonu a propylen oxidu. Nasledné byl
vzorek zalit do smési pryskyfic Durcupan ACM a Epon 812. Krajeni o zvolené tloustce
cca 1 um bylo provedeno na ultramikrotomu LKB a zhotovené fezy barveny

toluidinovou modfi.

Pro histologickou analyzu a fotodokumentaci byly pouzity pfi¢né rfezy vySetfovanych
¢asti myokardu. Snimky uvedené v této praci byly vybrany podle charakteristickych
nalezi u jednotlivych zvifat. Zhotovené preparaty byly pozorovany za pomoci
svételného mikroskopu OLYMPUS AX-70 s digitdlni kamerou ProgRes CT3 (Jenoptik,
Némecko). Ziskané snimky byly zpracovany zobrazovacim programem NIS - ELEMENTS

AR 4.00.11 (Ceska republika).
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6 VYSLEDKY

6.1 Quercetin

6.1.1 Histologicka analyza

Pfehled zmén jednotlivych experimentdlnich skupin je uveden nize vtab. 7. Pro
zachovani prehlednosti je zachovano jejich oznadeni z kapitoly 5.2.3. Hodnoceni je
semikvantitativni, tzn. Zadné patologické zmény (-), mdlo (+), mirné (++), a stfedné

(+++) vyznamné zmény.

Tab. 7: Semikvantitativni hodnoceni histopatologickych zmén endokardu, myokardu a epikardu

Q
Oblast Kontrola (0] ISO Q+ISO
Mistni Endokard + + +++ 4+
kapilarni Myokard + + +++ +4++
hyperémie Epikard + + +++ +++
. Endokard = - +++ +++
Intersticialni
. . Myokard = - +++ +++
otok s dilataci .
Epikard - - +++ +++
Otok Endokard - - +++ 4+
pojivovych Myokard - - +++ +++
vlaken Epikard - - +++ +++
Nekrotické Endokard = - ++ ++
zmény Myokard - - e ++
kardiomyocyta Epikard - - ++ +
Fragmentace Ell ok s . L =
. Myokard - - ++ ++
myofibril -
Epikard - = ++ ++
Fragmentace Endokard - - + +
svalovych Myokard - > 4 +
trabekul Epikard - - + n
PFitomnost Endokard - o 4+ it
makrofaga/ Myokard - - 4+ F++
Zirnych bunék Epikard - = +++ 4+

Jak bylo mozné ocekavat, poddani ISO zpUsobilo ve srovnani s kontrolni skupinou ¢asty
zanétlivy infiltrat ve tkani, otok velmi rozsifenych intersticialnich prostor(, a nekrotické

zmény v oblasti komor (napft. ztrdta myofibrilarniho pruhovani, pyknotizace jader).

49



Mirny az stfedni lymfocytarni infiltrat, v némz jsou zahrnuty i aktivované makrofagy, se
pohyboval od epikardidlnich k subendokradialnim sekcim. Ndlez u zvifat, jimZz byl

preventivné poddvan quercetin (Q+1SO), byl podobny jako u ISO skupiny.

U skupiny, jez dostala pouze quercetin, byl histologicky nalez podobny kontrolni
skupiné — tedy s vyjimkou jednoho zvifete, u néhoz byl v epikardu nalezen mirny

fokalni intersticialni infiltrat lymfocytd.

Na obr. 4 je pfehledovy snimek myokardu kontrolni skupiny, u niz nebyl pouzit rutin
ani 1SO. Zde je moiné pozorovat vlakna myokardidlniho svalu a protdhla jadra
doutnikovitého tvaru. Rozsiteni intersticialniho prostoru mezi kardiomyocyty je dano

chybou metody.

Obr. 4: Prehledovy snimek myokardu (kontrola), barveni H-E, zv. 100x

Ve srovnani s obr. 4 nam obr. 5 ukazuje myokard, na néjz byl aplikovan pouze ISO. Na
ném je jiz pozorovatelna oblast ischemického poskozeni s nekrotickymi myocyty, otok

v Siroce rozSifeném intersticiu, a infiltrat zanétlivych bunék.
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Obr. 5: Myokard (1SO), barveni H-E, zv. 100x; zelend Sipka - edém

Pritomnost zanétlivého infiltratu mizeme vidét i na obr. 6, ktery se nachazi ve stfedné

rozsireném intersticiu.

Obr. 6: Myokard (Q+1SO), barveni H-E, zv. 100x; oranZovd sipka — lymfocytdrni infiltrdt

Na obr. 7 muZeme vidét histopatologicky nalez subendokardidlni casti levého

myokardu s aplikovanym ISO, na ném? je patrné rozsahlé poskozeni dané oblasti.
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Obr. 7: Endokard a myokard (ISO), barveni H-E, zv. 100x

Na dalSim obr. 8 je zobrazena subendokardialni a myokardialni ¢ast srde¢niho svalu,
presnéji levé komory. Vtomto pripadé byl aplikovan ISO po kratké preventivni
administraci quercetinu. Histopatologické zmény tady zahrnuji multifokdIni subakutni

zanét myokardu a infiltrat mononukledrnich bunék v subendokardialni tkani.

Obr. 8: Endokard a myokard (Q+1SO), barveni H-E, zv. 100x
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Snimek (obr. 9) ndm poskytuje souhrnny pohled na pravou komoru zvirete, jemuz byl
podan quercetin a ISO. V epikardu je moZné pozorovat silny intersticidlni lymfocytarni

infiltrat a dilataci subepikardialnich krevnich cév (ozna¢eno modrou Sipkou v obr. 9).

Obr. 9: Epikard a myokard (Q+ISO), barveni H-E, zv. 100x

Rovnéz obr. 10 ukazuje pravou komoru potkana, jemuz byl podan quercetin a ISO.

V epikardu je pfitomen mirny epikardialni a fokdlni intersticidlni infiltrat lymfocytd.

Obr. 10: Epikard a myokard (Q+ISO), barveni H-E, zv. 100x
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6.1.2 Hemodynamické parametry

NiZe uvedena data jsou vyjadiena jako pramér + SD (smérodatna odchylka). Porovnani
rozdili probéhlo prostfednictvim ANOVA testu, po némz nasledoval Fishertv LSD test.
Udaje k ANOVA testu byly ziskany ze setu individudlnich t-test(i. Ke statistické analyze
byl pouzit software GraphPad Prism 5 pro Windows (GraphPad Software, USA). Za
signifikantni byly povaZovany rozdily p<0,05.

U skupiny, jiz byl podan pouze ISO, se krevni tlak vyznamné nezménil, zato vSak doslo
k vyznamnému zrychleni tepové frekvence. Pfedchazejici aplikace quercetinu neméla

na tuto zménu zadny vliv.

ISO byl ddle schopen vyznamné sniZit ejekéni frakci (39£15%) v porovnani s kontrolami
(fyziologicky roztok 67+18%, quercetin 67+13%). Premedikace quercetinem zde rovnéz
nevykazala pozitivni vliv (40£8%). Takovyto pokles ejekcni frakce ukazuje na srdecni

selhdni, a proto byly analyzovany i dalsi parametry srdecni ¢innosti.

Po aplikaci ISO nastalo zvyseni end-diastolického tlaku levé komory a periferni
rezistence. Zdaroven ISO vyvolal narlst diastolické isovolemické relaxace, avsak
neovlivnil kontraktilitu. Ani v téchto pfipadech se neukazal pozitivni vliv quercetinu,

s vyjimkou end-diastolického tlaku levé komory, u néhoz byl protektivni uéinek patrny.

U obou skupin bylo pozorovatelné zvySeni spoje QRS-T, jez odpovida elevaci ST

segmentu na lidském EKG.

6.1.3 Biochemické markery a vlhka hmotnost komor

Po aplikaci ISO bylo pozorovano vyznamné zvyseni cTnT, pfiCemz podany quercetin
nemél na tento parametr Zadny vliv (viz graf 1). Stejné tak u skupiny, jiz byl pred ISO
podavan quercetin, nedoslo ke zméné hladiny vitaminu C. Pfi srovnani kontrolni a ISO

skupiny nebyly pozorovany ani Zzadné zmény v hladinach vitaminu E a MDA.

Déle byla stanovena i vlhka hmotnost komor (viz graf 2). U ISO skupiny byl ve srovnani
v kontrolni skupinou zaznamenan vyznamny narUst této hodnoty, avsak stejné jako u

pfedchozich méreni podavani quercetinu tento parametr neovlivnilo.
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Graf 1: Hladina cTnT v krevnim séru
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Graf 2: VIhké hmotnost komor
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6.2 Rutin

6.2.1 Histologicka analyza

Vtab. 8 je uvedeno prehledné semikvantitativni hodnoceni patologickych zmén.
Jednotlivé skupiny jsou oznaceny stejnym zplsobem, jenz je uveden v kapitole 5.3.1.
Zmény samotné byly hodnoceny jako absence patologickych zmén (-), malo (+), mirné

(++) a stfedné (+++) vyznamné zmény.
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Tab. 8: Semikvantitativni hodnoceni histopatologickych zmén endokardu, myokardu a

epikardu Ru
SB SB
Oblast 23 a6 Rull,5 Rud6 SB2,3+I1SO SB4,6+1SO Rull,5+ISO Ru46+1SO
Endokard - - + + +++ 4+ ++ ++
Mistni kapilarni
L. Myokard - - + + +++ +++ + +
hyperémie
Epikard - - + + +++ +++ ++ ++
Endokard - - - - +++ +++ ++ ++
Instersticidlni
. , Myokard - - - - +++ +++ + 4
otok s dilataci
Epikard - - - - +++ +++ ++ ++
Endokard - - - - +++ +++ ++ ++
Otok
pOjiVOVVCh Myokard - - - - +4+ +4++ o +
viaken
Epikard - - - - +++ +++ ++ ++
Endokard - - - - ++ ++ + +
Nekrotické
zmény Myokard - - . . ++ ++ +/- +/-
kardiomyocytt
Epikard - - - - ++ ++ + +
Endokard - - - - ++ ++ + +
Fragmentace
. Myokard - - - - ++ ++ + +
myofibril
Epikard - - - - ++ ++ + 4
Endokard - - a - + + _ _
Fragmetace
svalovych Myokard - - - . o . . .
trabekul
Epikard - - - o 4 + - _
Endokard - - - - +++ 4+ ++ ++
Pfitomnost
makrofégﬁ/ Myokard - - - - +++ +++ ++ ++
Zirnych bunék
Epikard - - - - +++ +++ ++ ++
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V histopatologické analyze experimentu byla k hodnoceni pouzita ndsledujici barviva:
H-E a Goldnerlv zeleny trichrom pro svételnou mikroskopii, toluidinovd modf pro

transmisni elektronovou mikroskopii.

Ve svételné mikroskopii bylo u preparatt ze skupin SB2,3; SB4,6; Rul1,5 a Ru46 mozné
pozorovat fyziologickou strukturu tkané — viz obrdzky 11 (pfehledny fez sténou

myokardu), 12 (oblast od endokardu k epikardu), 13 (detail pticného fezu myokardu).

Obr. 12: Myokard (Rull,5), H-E barveni, zv. 100x
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Obr. 13: Myokard (Ru46), H-E barveni, zv. 400x

U skupin Rull,5+ISO, Ru46+ISO nalézame oproti Cisté ISO skupindm tyto zmény:
lokalni kapilarni hyperémie, mirny otok intersticia spolu s dilataci, otok kardiomyocyt(,
a mensi infiltrdt zanétlivych bunék. Nalézt je mizieme zejména v endokardu, ale

Castecné i v perikardu (viz obr. 14, 15 -, 16).

Obr. 14: Prehledovy rez sténou myokardu (Ru46+ISO), Goldnerdv zeleny trichrom, zv.

100x
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Obr. 16: Myokard a endokard (Rul1,5+IS0O), Goldnertv zeleny trichrom, zv. 200x; hnédd

Sipka — dilatovand céva

Ve viech Castech tkdné se nachdzel masivni zanétlivy infiltrat (viz obr. 17, 18, 19). P¥i

vétSim zvétSeni bylo moiné pozorovat velké mnoiZstvi fagocytlli a mastocytld spolu
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svyznamnym intersticidlnim edémem. Pritomna byla rovnéz fokalni lozZiska
nekrotickych kardiomyocytd. U obou skupin Rull,5+ISO a Ru46+ISO se tedy
vyskytovala markantni alterace srdec¢ni tkané. Rozdil mezi odliSnymi koncentracemi
rutinu nebyl patrny, avsak ve srovnani s kontrolnimi ISO skupinami doSlo k mirnému

zlepseni.

Obr. 18: Myokard (Ru46+I1S0), Goldnertv zeleny trichrom, zv. 200x
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Obr. 19: Endokard (Ru11,5+IS0O), Goldnertv zeleny trichrom, zv. 200x

NiZe jsou uvedeny snimky barvené toluidinovou modfi, jez nam poskytuji lepsi rozliseni

zmén v srde¢nich komorach experimentalnich potkand.

Obr. 20: Endokard a myokard (SB2,3), toluidinovd modr, zv. 400x
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Obr. 22: Endokard a myokard (Ru46+1S0), toluidinovd modfr, zv. 200x
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Obr. 24: Myokard (SB4,6), toluidinovd modr, zv. 200x
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Obr. 26: Myokard (Rul1,5+ISO), toluidinovd modr, zv. 200x; Zlutd Sipka - cévni trombus
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Obr. 27: Myokard (SB4,6+1S0), toluidinovd modfr, zv. 400x; A - mastocyt, B— makrofdg,

C — nekroticky kardiomyocyt

Obr. 28: Epikard a myokard (Rul1,5), toluidinovd modr, zv. 200x
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Obr. 30: Epikard a myokard (Rul1,5+1S0), toluidinovd modr, zv. 200x
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Obr. 31: Endokard a myokard (Rul1,5+I1S0O), toluidinovd modr, zv. 400x
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7 DISKUZE

| pres soucasny pokrok v mediciné a farmacii patfi kardiovaskularni choroby mezi jednu
z nejcastéjsich pfricin umrti ve vyspélych zemich. Z tohoto dlivodu probiha neustale
vyzkum, jenz se zaméfuje na prevenci téchto chorob, a pfipadnou minimalizaci

poskozeni lidského organismu.

K badani v oblasti kardioprotektivnich ucinkl flavonoidd jsou ¢asto vyuzivany potkani
modely, na nichz je vyvolavana ischemie bud' chirurgicky, anebo podanim ISO. [33, 34
43, 44, 47] Vtomto experimentu byl pozorovan vliv vybranych flavonoidl, tedy
guercetinu a rutinu, na ischemickou remodelaci srde¢ni tkané vyvolanou pravé I1SO
(100 mg/kg). Zmény jsme pozorovali ve vSech stavebnich ¢astech myokardu —

endokardu, myokardu a epikardu.

Histologicka analyza I1SO skupin nepremedikovanych flavonoidy vykazala tyto vysledky
v porovnani s kontrolnimi skupinami: stfedné vyznamna kapilarni hyperémie, stfedné
vyznamny intersticidlni otok s dilataci, stfedné vyznamny otok pojivovych vldken,
mirna nekréza kardiomyocytl, mirna fragmentace myofibril, mdlo vyznamna
fragmentace svalovych vlaken, a stfedné vyznamny zdnétlivy infiltrat. Histologicky

obraz Cisté I1SO skupin byl v obou pokusech podobny.

Kostinkova ve své diplomové praci, jez probihala na stejném pracovisti jako tato
diplomova prace, srovndvala histologické zmény myokardu po aplikaci 1SO
(jednorazové 100 mg/kg, 24 hodin) skontrolami, jimz ISO podan nebyl.
Z histologickych zmén byly pozorovdny dilatace intersticidlnich  prostor(
s leukocytarnim infiltratem, edémem intersticia a prfekrveni cév. Ddle byla pfitomna
fragmentace bunék myokardu, mizeni jader, a fragmentace myofibril. VSechny tyto

popsané zmény jsou obdobné tém, jez byly zaznamendny v této praci. [47]

Po premedikaci rutinem bylo u ISO navozené kardiotoxicity pozorovano v porovnani
s kontrolnimi skupinami malé aZz mirné zlepseni histologického obrazu. Nebyla
pfitomna fragmentace svalovych trabekul a fragmentace myofibril byla ve vSech
stavebnich ¢astech myokardu malo vyznamna. Mirné vyznamna byla zanétliva

infiltrace v endokardu, myokardu, i epikardu. Mirné zlepseni nastalo u mistni kapilarni
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hyperémie, intersticidlniho otoku s dilataci, i otoku pojivovych vlaken v oblasti
myokardu. V endokardu a perikardu byl Ubytek téchto tfi ukazatel(l kardiotoxického
poskozeni jen malo patrny. Nekrotizace kardiomyocytl byla pfitomna v myokardu jen

minimalné, avSak v endokardu a perikardu byla jiz mdalo vyznamna.

Prince a Priya ve svém experimentu s rutinem (80 mg/kg po 42 dn() popsali jeho
jednoznacéné pozitivni vliv na histopatologickou prestavbu vyvolanou ISO (dvakrat 100
mg/kg, 48 hodin). Ve srovnani s kontrolni skupinou byla u skupiny, jiz byl podan rutin a
ISO, pfitomna svalova vldkna normadlni bez nekrézy. Nebyla pozorovana separace
svazkl svalovych vldken a pfitomen byl jen mirny infiltrdt zdnétlivych bunék. Doba
pusobeni I1SO je vtomto experimentu delsi a intenzivnéjsi nez v této prdci, coz mohlo

ovlivnit zdvaznost zmén vyvolanych ISO. [43]

Ve studii Li et al. bylo pozorovano zmirnéni histologickych zmén pfi premedikaci
rutinem (25 mg/kg a 50 mg/kg po dobu 21 dnt). U skupin, jimZ byl podan ISO (15
mg/kg, jednorazové na pocatku experimentu) a rutin, nastalo ve srovnani s 1SO
skupinou vyrazné zlepSeni histologického obrazu. Byl popsan ubytek nekrézy
subendokardu, dilatace kapilar, a leukocytarniho infiltratu. Zmény byly podobné u
obou koncentraci rutinu. V jejich experimentalnim nastaveni byl pozorovan vliv rutinu
na ISO navozenou kardiotoxicitu, jez trvala sice delSi dobu, avsak byla pouzita mensi

davka ISO. [44]

Ve srovnani s predchazejicimi studiemi [43, 44] byla v naSem experimentu zvolena
kratSi doba premedikace (7 dni), v niz byly podavany malé (11,5 mg/kg) a stfedni (46
mg/kg) davky rutinu. Histologické analyze v téchto studiich nebylo vénovano tolik
prostoru, avSak i vnich jsou potvrzeny ochranné ucinky rutinu na ISO vyvolanou

kardiotoxicitu.

Po premedikaci quercetinem (10 mg/kg p.o., 7 dni) vyvolal ISO ve vsech ¢astech
myokardu podobné histologické zmény jako ve skuping, jiz quercetin podan nebyl.
V porovnani s kontrolni skupinou ndlez zahrnoval stfedné mirnou nekrdézu
kardiomyocyt(i, mirnou fragmentaci myofibril, vyznamny intersticidlni otok s dilataci,
stfedné vyznamnou kapilarni hyperémii, stfedné vyznamny leukocytdrni infiltrat, malo

vyznamnou fragmentaci svalovych vlaken, a stfedné vyznamny otok pojivovych vlaken.
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Na druhé strané skupina Zaafan et al. popsala zlepSeni histologického obrazu po
preventivnim podani quercetinu (50 mg/kg p.o., 14 dni) pred aplikaci ISO (100 mg/kg
s.c. jednorazové, pusobeni 48 hodin). Ve srovnani s kontrolni 1ISO skupinou doslo u
guercetinem premedikované skupiny kvyraznému ubytku oblasti s nekrotickymi
bunkami, edémem intersticia a infiltratem zanétlivych bunék. V jejich studii byli
potkani vystaveni plsobeni ISO, neZli tomu bylo v této praci. Premedikace quercetinem

se liSila jak ¢asem, tak velikosti davky. [33]

Panda a Kar podavali potkanim quercetin v davce 10 mg/kg p.o. po dobu 14 dn(. I1SO
byl aplikovan v davce 100 mg/kg s.c. a potkani byli jeho plsobeni vystaveni po dobu 48
hodin. Zde bylo pfi premedikaci quercetinem ve srovnani s pouze ISO skupinou
pozorovano zlepsSeni histologického obrazu. SniZily se jak stupen nekrézy, tak zanétliva
infiltrace. V této studii byla hladina quercetinu zvolena podobna jako v nasem
experimentu, ale zde byly pozorovdny ochranné ucinky quercetinu na histologické

zmény navozené podanim ISO. [34]

V nasem pokuse s quercetinem jsme se rozhodli doplnit histologické nalezy i o ty
biochemické a hemodynamické. Aplikace ISO byla zde schopna ovlivnit, oproti
kontrolni skupiné, srdec¢ni frekvenci (zrychleni), ejekéni frakci (pokles o cca 20%), EKG
(zvyseni spoje QRS-T), a cTnT (vyznamny narUst). Hladiny vitaminu C a MDA zlstaly

beze zmény. Vzrostla i vihka hmotnost komor.

Skupina, jez byla pred aplikaci ISO premedikovdna quercetinem, vykdazala podobné
zmény. Ze ziskanych vysledk( usuzujeme, Ze tato substance nebyla schopna v nasem
nastaveni pokusu ovlivnit ani biochemické, ani hemodynamické markery
kardiotoxického posSkozeni. Podle udajl ziskanych z pfedchozich studii [33, 34, 35] bylo
mozné ocekavat, Ze quercetin by mohl byt schopen zmirnit uvedené hemodynamické i
biochemické zndmky kardiotoxicity. OdliSné vysledky z naSeho pokusu bychom
pravdépodobné mohli pfi¢ist na vrub kratsi dobé premedikace quercetinem, pfipadné i
faktu, Zze zmény navozené ISO byly zaznamenavany po kratsi dobu - v pribéhu 24

hodin.

Ve vSech predchazejicich analyzach byl tedy kardioprotektivni Gcinek flavonoid( vice

patrny, nezli v nasich experimentech. To je pravdépodobné zplsobeno delsi dobou
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premedikace téchto latkek v porovnani s nasi studii. Svou roli mlze sehrdvat i kratsi

doba pUsobeni ISO (24 hodin) v nasem pokusu.
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ZAVER

Histologicka analyza potvrdila, Ze isoprenalin v davce 100 mg/kg je schopen po 24
hodinach vyvolat patologicky obraz myokardu pfipominajici AMI. Ve srovnani
s kontrolnimi skupinami bylo v celém myokardu pfitomno stfedné vyznamné prekrveni
kapilar, stfedné vyznamna dilatace intersticidlnich prostor( vcetné jejich edému,
stfedné vyznamny otok vlaken pojiva, mirné vyznamné nekrotické zmény
kardiomyocytl, mirna fragmentace myofibril, mald fragmentace svalovych trabekul, a

stfedné vyznamny leukocytarni infiltrat.

U skupin potkand, jimz byl aplikovan rutin (11,5 mg/kg a 46 mg/kg po 7 dni), nastalo ve
srovnani s histologickym ISO obrazem malo vyznamné zlepSeni morfologickych zmén.
Napfiklad mdlo patrné zlepseni bylo pozorovano u mistni kapildrni hyperémie,
intersticialniho otoku s dilataci, i otoku pojivovych vldken. Nekrotizace kardiomyocytl
byla jen malo vyznamnd. Nenastala fragmentace svalovych trabekul a fragmentace
myofibril byla jen malo pfitomnd. Zanétliva infiltrace byla mirné vyznamna. Pfi nasem

nastaveni pokusu nebyl pozorovan rozdil mezi nizsi a vy$si davkou podaného rutinu.

Na druhé strané u potkanu, jimz byl pfed aplikaci ISO podavan quercetin (10 mg/kg po

7 dni), nenastaly zddné zmény histologického obrazu (viz vyse).

V pokusu s quercetinem byly rovnéz zméreny vybrané hemodynamické parametry
(EKG, krevni tlak, srdecni frekvence, ejekéni frakce, diastolicka izovolemicka relaxace,
end-diastolicky tlak levé komory). Pfedchozi aplikace této substance neméla na
zminéné parametry zadny vliv, s vyjimkou end-diastolického levé komory, na némz byl
protektivni Uc¢inek patrny. Quercetin vSak celkové nebyl schopen ovlivnit

hemodynamické zmény vyvolané ISO.

Rovnéz byly stanoveny biochemické markery laboratornich potkand, jimz byl podavan
guercetin. Po injekci ISO doslo oproti kontrolnim skupindm k vyznamnému zvyseni
hladiny cTnT, avSak beze zmén zlstaly hladiny vitaminu C, vitaminu E, a MDA. Také byl
pozorovan vyznamny narust vlhké hmotnosti komor. Premedikace quercetinem
neovlivnila Zadny z téchto parametrl, a neprokazaly se tedy jeho kardioprotektivni

vlastnosti.
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