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Seznam zkratek

ADP
AMP
AP
ATP
cAMP
DP
FAD"
FCCP
S-HD
HS
HT
IFM
ICHS
IP;
IPC
KP
Kir
LK
MMP
MitoKatp
‘OH
PC

PCr

adenosin-5’- difosfat

adenosin-5’- monofosfat

ak¢ni potencial

adenosin-5’- trifosfat

cyklicky adenosin-3",5"- monofosfat
diastolicky tlak

flavinadenindinukleotid

karbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazon

5 — hydroxydekanoat
hmotnost srdce

hmotnost téla

interfibrilarni mitochondrie

ischemicka choroba srdeé¢ni
inositol-1,4,4-trifosfat

ischemicky preconditioning
koronarni pritok

K" inward rectifier protein

leva komora

mitochondriilni membranovy potencial
mitochondrialni ATP senzitivni draslikové kanaly
hydroxylovy radikal

preconditioning

kreatinfosfat



PK

PKC
PLA,
PLC

PO;

ROS
sarkKatp
SUR

UucCp

prava komora

proteinkinaza C

fosfolipaza A2

fosfolipaza C

parcialni tlak kysliku

reaktivni formy Kysliku

sarkolemalni ATP senzitivni draslikové kanaly
sulfonylureovy receptor

uncoupling protein, odpiahujici protein



1. Uvod

Konec 20. stoleti byl ve znameni obrovského pokroku ve védé, technice a také
v mediciné. Literatura uvadi, ze v roce 1900 byla primérna doba doziti celosvétové 50 let,
v roce 2000 je vice jak 75 let a dnes se blizi osmdesatce (Spinar a kol., 2001). Velkou mérou
se na tom podili cilena 1é¢ba kardiovaskularnich onemocnéni. Pfesto jsou tato onemocnéni
stale zodpoveédna za vice nez 50 % vSech umrti.
choroba srde¢ni. Rozhodujicim faktorem poskozeni je doba trvani ischémie. Zmény, které
nastavaji pfi déle trvajici ischémii, jsou ireverzibilni. Proto se pozornost védcii zaméfuje na
to, jak zvysit odolnost myokardu k akutnimu nedostatku kysliku. Velkou mérou se
pravdépodobné na tomto onemocnéni podili Zivotni styl dnesni spole¢nosti, at’ je to stres,
koufeni, nevhodnd strava a v neposledni fad¢ také nedostatek pohybu, spolu s genetickou
predispozici (predpoklada se polygenné podminéna dédi¢nost) (Stejfa, 1998) a metabolickymi
poruchami (Klener a kol., 1997). Lékafi i védci se snazi hledat metody a nové pfistupy 1écby
tohoto onemocnéni a snizit invazivitu n€kterych zakrokl.. V posledni dobé se intenzivné
studuji endogenni kardioprotektivni mechanizmy a tak se snazi zlepSit prubéh
kardiologickych onemocnéni. Lékaisky vyzkum a to ve vSech oborech mediciny je znaéné
omezen etickymi aspekty. Proto zistava témét jedinou moznosti experimentalniho vyzkumu
prace na pokusnych zvifatech. Zvifeci experimentdlni modely poskytuji velké mnozZstvi
potfebnych informaci, i kdyZ samoziejmé s uritym omezenim. Je mozné je pouzit ke studiu
fyziologickych a patofyziologickych projevi a to jak na Grovni organu (jako v mém piipad¢),
nebo na urovni celého organizmu (Ost’adal a kol., 2005).

Tato diplomova prace si dala za cil pokradovat ve sledovani ischemické odolnosti
mys$iho srdce s vyuzitim geneticky modifikovanych jedincd. Na modelu izolovaného
perfundovaného srdce jsme sledovali rozsah ischemicko-reperfuzniho poskozeni myokardu,

pfi¢emz jsme se zaméfili na moZnou ulohu odptazeni oxida¢ni fosforylace.



2. Literarni prehled

2.1. Ischemie myokardu

Srdce je striktné anaerobni organ s velice naroénym energetickym metabolizmem.
Aby mohlo srdce normalné pracovat je nezbytny staly pfisun kysliku. Pokud je pfisun kysliku
zastaven, napiiklad pfi trombotizaci koronarni tepny (Kvasni¢ka, 2003), nebo podstatné
omezen, napiiklad pfi stendze, dojde k posSkozeni myokardu v disledku hypoxie. Toto
hypoxické poskozeni je zavislé jednak na dobé& trvani ischemie a jednak na odolnosti
myokardu vi¢i nedostatku kysliku.

Lze fici, Ze o ischemii (ischemické hypoxii) hovofime, pokud dojde k nepoméru
mezi dodavkou kysliku a potfebou energie v dané oblasti myokardu s poklesem prtitoku pod
20 % (Stejfa, 1998). Ischemie je obvykle regionalni a komplexni, coZ znamena, e nechybi
jen kyslik, ale i metabolické substraty a zaroven se hromadi metabolické produkty (kap.
2.1.1.), coz je zakladnim rozdilem od hypoxické hypoxie, ktera vétSinou postihuje cely
myokard, ale hlavné€ u ni dochazi k odvadéni metabolitli. V oblasti postizené ischemii dochazi
k poklesu koncentrace kysliku v buiikdch a spotfebovava se kyslik vazany na myoglobin.
V této fazi prechazi myokard na anaerobni glykolyzu (kap. 2.1.1.).

Jako mozZnou pfi¢inu ischemie lze uvést ateroskleroticky proces ve sténé
koronarnich cév anebo nahlé uzavieni koronarni cévy napiiklad trombem. Pokud je tento
proces rozsahlejsi, dojde k nasledné bunétné smrti a ke vzniku infarktového loziska (Katz,
1992).

Je nutné se také zminit, Ze k poskozeni myokardu nedochazi jen v priib¢hu ischémie,

ale i v nasledné reperfuzi (kap. 2.2.).

2.1.1. Metabolické zmény v pribéhu ischémie

K prvnim metabolickym zménam dochazi jiz velice kratce po zacatku ischemie;
jedna se ovSem o druhové specifickou zalezitost. U lidského srdce mohou tyto zmény nastat
jiz po 8 — 10 sekundach (Stejfa, 1998). Nastava postupny rozvrat na tirovni energetickych

rezerv buriky.



Za fyziologickych podminek ziskava myokard energii katabolizmem volnych
mastnych kyselin a glukézy. Tato energie je ukladana do ATP a vysokomolekularni formy
kreatinfosfatu (PCr). Pti ischemii ustava oxidativni metabolizmus, klesa hladina PCr a ATP,
zafind se hromadit ADP, AMP a také anorganicky fosfat P;. Dychaci fetézec a Krebstv
cyklus jsou pfi nedostatku kysliku omezeny z divodu nemoZnosti regenerace koenzymu
NADH+H" a prostetické skupiny FADH,. Je nastartovana anaerobni glykolyza a i za téchto
podminek zlstdva zdrojem energie glukéza, ta je redukovana na pyruvat, ktery je
laktatdehydrogenazou pfesmyknut na koneény produkt laktat (Stejfa, 1998). Tvorba pyruvatu
je stale udrzovéana pfes hexézomonofosfatovy zkrat. Glukéza jako zdroj energie vSak neni
energeticky vynosnd; z jedné molekuly gluk6zy se v nepfitomnosti kysliku ziskaji pouze dvé
molekuly ATP. Tento proces je zna¢né nevyhodny, jednak musi byt zajisténa vétsi dodavka
glukozy do builky, coz zajisti sympatoadrenalni aktivace, ale zarovei vznika veliké mnozstvi
metabolitd, jako je nahromadény laktat a H atd. Tvorba ATP anaerobni glykolyzou je oviem
pouze prechodny d¢j, nebot’ nasledkem acidozy dojde k zablokovani fruktokinazové reakce
(Katz, 1992), ktera je podporovana AMP a P;. Dal$im zdrojem energie je intracelularni
glykogen, jehoZ odbouravani je stimulovano proteinkinazovou reakci.

V ischemii pfevldda adrenergni stimulace kardiomyocyti jejimz duasledkem je
zvySena produkce cAMP, které urychluje nejen glykolyzu, ale i vstup glukézy do buiiky,
stimuluje glykogenfosforylazu k degradaci glykogenu a inhibuje glykogensyntazu.
Pokracujici ischémie vSak vede k vyCerpani zasob ATP, PCr a degradaci adeninovych

nukleotidi (kaskada degradace : ATP — ADP — AMP — adenosin — hypoxantin).

2.1.2. Poruchy transportu iontu v ischemii

K ireverzibilnimu po$kozeni myokardu nejvice pfispivad porucha rovnovahy iontd,
pfedev§im narst koncentrace Ca’* v cytosolu (Schaper, 1979). Stanoveni cytosolické
koncentrace vapniku je stile je§t¢ mnohdy komplikované a nepfesné. Uvadéna hodnota se
pohybuje v rozmezi 10”7 — 10™* mol/l.

Bezprostiedné po zalatku ischemie dochédzi ke zvySeni cytosolické koncentrace
vapniku, tzv. pfetizeni butiky vapnikem (O$tadal a Kolaf., 1999). Tento stav je diisledkem
snizeného odstrafiovani vapniku vlivem inhibice aktivity sarkolemalniho Na*/Ca®* antiportu,
sarkolemélni Ca®* pumpy a Ca®* pumpy sarkoplazmatického retikula. Vy&erpani

energetickych rezerv kardiomyocyti vede k omezeni ¢innosti iontovych pump. V neposledni
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fadé i vzniklé volné kyslikové radikaly zhor$uji funkci iontovych transportnich systéma.
Narist koncentrace vapniku ma za nasledek vznik kontraktilni dysfunkce, metabolické
abnormality a posléze bunéénou smrt. Bylo prokazano, Ze pfi blokaci Ca®" kanald a omezeni
nasledného intracelularntho hromadéni vapniku, doslo ke sniZeni ischemického poskozeni
myokardu ( Katz, 1992). Vlivem zvysené koncentrace vapniku uvnitf buriky dochazi k depleci
K”. Na* pumpa je inhibovana, Na" se hromadi v butice a unika K*. Zvysena koncentrace Na*
v cytosolu, stimuluje Na*/Ca®" antiport k vyméng Na* z cytosolu za extracelularni Ca®*.

Pro kardiomyocyt ma velké dusledky, pokud dojde ke zménam na membranach
béhem ischemie. Nedostatek kysliku se projevi hlavné na sloZzeni membrany. Dojde k aktivaci
buné¢nych fosfolipaz a to predevsim A; a C, které $té€pi membranové fosfolipidy na amfifilni
lyzofosfolipidy a na signalni molekuly (,,druhé posly*). Nahromadéni lyzofosfolipida vede ke

zménam membranové permeability a ke vzniku ischemickych arytmii.

2.1.3. Funkéni zmény myokardu v pribéhu ischemie

Mezi tyto zmény muzeme zafadit jednak poruchy kontraktilni funkce, jednak

poruchy rytmu — arytmie.

2.1.3.1 Poruchy kontraktilnich funkci myokardu

Pfi ischemii pfistupuje k nedostatku kysliku i pokles pfivodu substratu a zhorSené
odplavovani metabolickych zplodin. Acidéza pak pfispiva krychlému metabolickému,
funkénimu, i strukturnimu rozvratu. Jiz nékolik sekund po pteruSeni dodavky kysliku do
urité oblasti myokardu dojde k desynchronizaci kontrakci mezi ischemickou tkani a zbytkem
myokardu. Systolické kontrakce jsou oslabeny nebo vymizi. Okolni myokard kompenzuje
tuto regionalni dysfunkci hyperkinézi. Disledkem poklesu kontraktility v ischemické oblasti
dojde k vyklenuti stény myokardu, nebot’ selhdvajici okrsek neni schopen odolavat
vnitrokomorovému tlaku. Vlivem vy¢erpani zdsob ATP dojde ke hromadéni vapenatych iontd
v cytosolu. Tyto trvalé zmény vedou k porucham svalové relaxace v dusledku nedostatku

energie potfebné pro uvoliiovani aktino-myozinového komplexu sarkomer. Netplné relaxace

11



ma za nésledek postupny vzestup nitrokomorového tlaku na konci diastoly a poruchy

kontraktury (Danielssen et al., 1991).

2.1.3.2. Arytmie v pribéhu ischemie

Hlavnimi arytmogennimi mechanizmy jsou abnormality ve vzniku podrazdéni a jeho
vedeni (Miller a Pless, 1991). Patii sem zmény normalni automacie, spousténa (,,triggered*)
aktivita, navratné podrazdéni (,reentry) a vznik blokad na rtiznych drovnich pfevodniho
systému srdce.

Naru$eni iontové homeostazy vede k vykyvu hodnot klidového membranového
potencialu, zménam konfigurace akéniho potencidlu a méni se refrakterita postiZené oblasti.
ZvySuje se odpor na membrané¢ a dochazi ke sniZeni rychlosti depolarizace. V centru
infarktového loZiska je refrakterita bun€k k podrazdéni prodlouZena, na periferii zasaZené
oblasti je refrakterni faze zkracena a to i na dobu krat§i neZ je doba potfebna k obnoveni
drazdivosti v intaktni tkani. Dusledkem téchto zmén je vznik komorovych komplexi, které
prechéazeji do zéavaznych, Zivotu ohroZujicich forem komorovych arytmii (tachykardie,

fibrilace) (Stejfa, 1998).

2.1.3.3. Letalni bunééné poskozeni

Zmény na bunécné urovni se dostavuji bezprostiedn€ po vzniku ischemie. Jde o cely
komplex déju, které spolu souviseji a navazuji na sebe. S ptibyvajici dobou trvéani ischemie
roste zavaZznost a mnozstvi funkénich a ultrastrukturalnich zmén, které vyusti v ireverzibilni
bunééné poskozeni. Kardiomyocyty odumiraji a v postiZené oblasti vznika infarktové lozisko.
Zmény vyvolané snizenou dostupnosti kysliku, byly popsany vySe, dal§i déje jako je
acidifikace builky, pfetiZeni vapenatymi ionty, zvySeni osmolarity cytozolu, ztrata kontroly
mitochondrialni respirace, otok mitochondrii a edém celé buriky jsou pficinou letalniho
buné¢ného poskozeni. Poskozeni membran vede k uvolnéni lytickych enzymt, dochazi
k autolyze a ruptufe buriky (Hearse, 1979).

Klinicky se letdlni bun&tné poskozeni diagnostikuje pfitomnosti nékterych
intracelularnich enzyma v krevnim séru. Jedna se o myokardidlni kreatinkindzu (CK)

s maximalni koncentraci v séru prvni den a laktat dehydrogenazu (LDH) s maximalni
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koncentraci v séru tfeti az paty den (Silbernagel a Lang, 2001). Mnozstvi LDH v séru se u
dospélého jedince pohybuje za fyziologickych podminek do 7,5 pkat/l a fyziologicka hodnota
CK je u Zen do 2,0 pkat/l a muzi 4,0 pkat/l (Wagner, 2000).

2.2. Reperfuzni poskozeni

Ischemie delSiho trvani vede k ireverzibilnim zmé&nidm myokardu. Proto je zapotiebi
co nejrychleji obnovit priutok krve (reperfuze) v poSkozené oblasti myokardu,
z terapeutického hlediska nejsnaze trombolyzou nebo invazivné angioplastikou. Pokud b&hem
ischemie jesté nedoslo k ireverzibilnimu po$kozeni srdce, vSe se vrati do normalu a myokard
muze byt zachranén.

Reperfuze zahajend po del§i dobé ischemie, tj. v dobé, kdy energetické zasoby
kardiomyocytt jsou jiz vyCerpany, kdy doslo k velkému vzestupu cytosolické hladiny
vapniku, k osmotickému rozvratu a k vyCerpani antioxida¢nich kapacit tkané, muze
paradoxné vést k poSkozeni i t€ch bunék, které jesté neodumiely a byly potencialné 1é¢itelné
(Ostadal, 2005). Reperfuze vede k obnoveni pfisunu kysliku do mitochondrii, transportni
systém elektrond je v§ak naru$en, takze se vytvoii velké mnozstvi ROS, které pfevladnou nad
pfirozenymi antioxida¢nimi pochody (oxidaéni stres) (Zweier a kol.,1987) a dale poskozuji
membrany a ostatni bunééné komponenty (kyslikovy paradox). Reperfuzni poskozeni je
peroxidaci lipidd a aktivaci procesi, které vedou k apoptdze. Dochazi ke kontraktufe a
zvétSeni objemu bun¢k az o 20 % z divodl hromadéni sodiku a vody, za souasné ztraty
drasliku a hoi¢iku, dochazi k osmotickému $oku a nahlym sniZenim pH. Objevuji se poruchy
mikrocirkulace zpiisobené poskozenim cévniho endotelu (Stejfa, 1998).

Za reperfuzni poskozeni jsou zodpovédné piredevsim dva faktory, a to prudky
vzestup kyslikovych radikali (viz dale) a nekontrolovany vzestup vapniku v cytozolu
(vapnikové pietizeni). P¥i obnové perfuze dochazi dochazi k masivnimu vstupu Ca** do
buriky, coz ma za nasledek mnoho déji, v jejichz disledku dojde k aktivaci kontraktilniho
aparatu. Ca®* se trvale vaZe na kontraktilni protein a vznikd ireverzibilni kontraktura.
K tomuto poskozeni pfispiva deficit ATP. Mitochondrie vlivem vysoké koncentrace Ca
sniZuji produkci ATP a nedostatek energie dal ovliviiuje funkénost na ATP zavislych enzymii.

e 3 r ‘ M oq4rv 7 % ; . + 7 7
Pfi vapnikovém pietizeni buiiky dochézi vlivem nedostatku Ca** v extracelularnich
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prostorech k poruSeni mezibunéénych spojeni, coZ vede k poruchdm vedeni vzruchi —
k arytmiim. Diivodi pro¢ dochazi k vapnikovému poskozeni je nékolik : jednak dojde
k poskozeni glykokalyxu, ktery udrZuje normalni permeabilitu pro Ca®*, dale k poskozeni
sarkolemalniho Ca®* kanalu, ktery nasledné propousti vét§i mnoZstvi vapniku a v neposledni
fadé také zvysené pasivni propustnosti pro Ca®* jonty.

Castym rysem radikalovych pfemén v buiice je potenciace reaktivity vznikajicich
forem kysliku. Hydroxylovy radikal (OH) je nejreaktivnéj$i a ma nejkrat$i polo¢as rozpadu
(10° s) (Zima et al., 1995). Reaguje s purinovymi a pyrimidinovymi bazemi nukleovych
kyselin (Soska, 1993). Velice citlivé k radikalovému poskozeni jsou membranové fosfolipidy.
Lipoperoxidaci jsou nenasycené mastné kyseliny pfeménovany na hydroperoxidy,
lipoperoxidy, rizné cytotoxické aldehydy a jiné produkty a derivaty. Tyto latky mohou
narudit dvouvrstvu membrany a poSkodit membranové bilkoviny a dale membranovy
enzymovy aparat. Tim se méni permeabilita a stabilita membrany.

Z funkéniho hlediska miZeme reperuzni poskozeni myokardu rozde¢lit do dvou
projevu : A) Letalni reperfuzni poskozeni, kdy dochézi k ireverzibilnimu poskozeni

kardiomyocytt, které byly na po€atku reperfuze vlivem ischemie
poskozeny jen reverzibilné.

B) Stunning (omraceni), kdy reverzibiln¢ poskozeny myokard v disledku
ischemie vykazuje v pribéhu reperfuze dlouhodobé nizsi funkéni
schopnosti oproti kontrolnimu stavu pfed ischemii, piestoze doslo

k uplnému ¢i téméf iplnému obnoveni korondrniho priitoku.

2.3. Kardioprotekce

Moznosti jak snizit nasledky poskozeni zplisobené ischemii a naslednou reperfuzi, je
hledani kardioprotektivnich mechanizmi. Oddé€leni vyvojové kardiologie Fyziologického
ustavu Akademie v&d se jiz dlouhou fadu let zabyva protektivnimi mechanizmy chronické
hypoxie, preconditioningem a také na drasliku zavislymi kandly. Dvémi naposledy
zminénymi mechanizmy se budu ve své praci také zabyvat.

Jednim z nejsledovanéjdich protektivnich jevi je ischemicky preconditioning (PC),
ktery byl objeven v druhé poloviné 80. let a bylo na toto téma publikovano né¢kolik tisic praci.
Je definovan jako kratkodoba adaptace myokardu na ischemicky stres, vyvolané ptedchéazejici

kratkou periodou ischemie spojenou s reperfuzi (kratka ischemie myokardu spojena
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s reperfuzi doCasn€ chrani srdce proti nasledujici ischemii) (Murry et al., 1986). Jedna se o
endogenni myokardialni protekci, pfi které se stivd myokard rezistentn&j$im na ischemii.
Rozeznavame &asny a pozdni preconditioning. Casny je kratkodoby, v ischemickych butikach
prudky pokles koncentrace ATP zpulsobi otevieni draslikovych kanali zavislych na ATP.
Zvy3ujici se koncentrace adenozinu stimuluje adenozinové receptory, které pomoci G
proteinu aktivuji proteinkinazy. PKC je translokovdna jednak do bunénych jader, kde
exprimuje produkci kardioprotektivnich proteini. Tyto dé&je jsou podkladem pozdniho
proconditioningu, ktery nastava za 24 hodin a jeho uéinek je prodlouzeny. Jsou stimulovany
stresové proteiny, které inhibuji vapnikové kanaly, stabilizuji kontrakci, omezuji rozsah
kontraktilni dysfunkce a puasobi antiarytmicky; pozdni PC sniZzuje pfedevS§im vyskyt

v

Lawson a Hearse, 1996)

2.3.1. Draslikové kanaly zavislé na ATP

Jak je patrné z ptredes$lé kapitoly v kardioprotekci maji znaény vyznam draslikové
kanaly zavislé na ATP. Tyto kanaly byly popsany v riznych tkanich — ve veskeré svalovin¢,
v pankreatu, ledvinach atd. véetné mozkové tkané. OvSem jejich uloha neni, jak by se na

prvni pohled zdalo, ve vSech téchto tkanich stejna, jak nam podrobné ukazuje tabulka ¢. 1

Typ tkané Uloha

srde¢ni sval modulace akéniho potencialu
kosterni sval regulace excitability

hladky sval kontrola cévniho tonu
hypofyza sekrece ristového hormonu
hypotalamus kontrola chut€ k jidlu
B-buriky pankreatu kontrola sekrece inzulinu

Tabulka & 1: Uloha K 47p kandlii v ruznych tkanich

V roce 1983 byly také objeveny v srdeéni svalovin€ a prokéazalo se, Ze tyto kanaly

jsou dilezité v mnoha regulaénich kaskadach a to jak v excitabilnich tak v neexcitabilnich
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burikich (Nichols, Lederer, 1991). Velice dulezity poznatkem, ktery pfitdhl pozornost védct,
byl fakt, Ze aktivace Karp kanalli za ischemickych nebo hypoxickych podminek ma

kardioprotektivni u¢inek. Dodnes v3ak neni toto protektivni plisobeni kanalt vysvétleno.

2.3.1.1. Kurp kanaly v srdci

V srde¢ni tkani se vyskytuji Katp kanaly dvou podtypt : prvni je lokalizovan
v sarakolemée (sarcKatp) a druhy se nachazi na vnitini mitochondrialni membrané (mitoK atp).
Jako prvni byly popsany povrchové sarkolemdlni kandly (Noma, 1983) jiz pfed vice nez
dvaceti lety. Mitochodrialni kanaly byly objeveny aZ pozdé&ji (Inoue et al., 1991). SarcKatp se
vyskytuji v kardiomyocytech ve velkém mnozstvi - 3000 aZz 5000 kanald na jeden
kardiomyocyt. Nachazeji se v sinich, komorach a v buiikach pfevodniho systému, vyznaduji
se vysokou vodivosti pro K* ionty. MitoKrp maji mnohem mensi hustotu zastoupeni a také

nizsi vodivost pro K" ionty.

2.3.2.2. Molekularni struktura K rp kanala

Dnes je uspokojivé objasnéna pouze struktura sarcKarp kanall, struktura mitKarp
kanald zatim neni zndma4, i kdyz existuje n€kolik ptedstav o jejich sloZeni.

U sarcKarp se jedna o oktamer slozeny ze dvou tetramernich podjednotek a to
sulfonylureového receptoru SUR a vlastniho draslikového kanalu, slozeného z Kir
podjednotek. SUR je protein zodpovédny za regulaci kanali. Patii do rodiny
transmembranovych proteind, obsahujicich ATP-vazebnou doménu, nazyvanych také ABC
transportéry. SUR i Kir podjednotky mohou byt rizného typu. U sarcKatp kanaly se jedna o
podjednotky SUR 2A (&tyfi podjednotky) (Aguilar-Bryan, 1995), které reaguji na koncentraci
ATP a Kir 6.2 (¢tyfi podjednotky) (Inagaki et al., 1995), které formuji K* selektivni pér v
membrané. Byly popsany také dalsi izoformy zminénych podjednotek a to SUR1/Kir 6.2 na
B-buiikach pankreatickych ostrivkd nebo SUR2B/Kir 6.1 piitomnych v hladké svaloviné

cévni stény.

16



2.3.2.3. Regulace K,rp kanali

Regulace Karp kanali je velice sloZita a ovliviiuje ji mnoho faktord. Za
fyziologickych podminek jsou Karp kanaly inhibovany vysokou intracelularni koncentraci
ATP, které je vazano na inhibi¢ni misto na cytozolické strané kanalu. K této inhibici neni
zapotiebi fosforylace kanalu. Kromé ATP se na regulaci podileji také ADP a jiné nukleotidy
(GDP, UDP), které snizuji afinitu kanalu k ATP. Neni zatim prokazano, jak tyto nukleotidy
zabrani inhibiénimu plsobeni ATP. Také latky, aktivujici receptory spfazené s G-proteiny
(adenosin, acetylcholin), aktivuji Katp kanaly v kardiomyocytech (Toombs et al., 1993). Na
aktivaci Kap kanalii se podileji také ionty H' nebo laktat. Pokles pH v buiice sniZuje citlivost
Katp kanalt k inhibi¢nim G¢inku ATP. Dal$§i moznou regulaci je regulace pomoci fosforylace
proteinkinazou A, proteinkinazou G nebo C. Uloha jednotlivych kindz je v riiznych tkénich
odli$nad. V srde¢ni svaloviné proteinkinaza C pusobi stimulaéné, ale v ostatni kosterni

svaloving inhibi¢né (Garlid et al., 2003).

2.3.3.4. K 1p kandly a farmakologie

Tyto kandly jsou selektivné inhibovany derivaty sulfonylurey a aktivovany jsou
skupinou latek nazyvanymi aktivatory Karp kanald. Derivaty sulfonylurey, jsou latky
stimulyjici sekreci inzulinu. Aktivatory Karp kanali jsou latky rizného chemického sloZeni,
napt. diazoxid, pinocidil atd.

Farmakologicky lze ob& izoformy Katp kanaly odlisit. MitoKarp kanaly, kterymi se
okrajové zabyva ma dilomova prace, jsou selektivné aktivovany diazoxidem, ke kterému maji
2000 krat vétsi citlivost neZ sarcKatp kanaly (Garlid et al., 1996). Také se v posledni dobé
zalal pouZzivat vysoce Glinny selektivni aktivator mitoKarp kanalt, BMS-191195 (Neckat a
kol., 2002).

Jako  selektivni  inhibitor mitoKatp kanald se nejéast§ji  pouziva

5-hydroxydekanoat (5-HD), ktery ov§em sloZenim nepatii mezi derivaty sulfonylurey.

UNIVERZ!TA KA‘"I OVA v Praze
k. .r?"“".'. whia
knie PRI
Vlnlcna 7 128 44 Frenc 2
UK-84
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2.3.2.5 Vyznam K,rp kanalu v kardioprotekci

Zatim nezodpovézenou otdzkou je, jakym mechanizmem pfispivaji mitoKarp kanaly
ke vzniku ischemické odolnosti myokardu. V sou€asnosti existuji téi hlavni hypotézy, které se
pokouseji tento mechanizmus vysvétlit. Prvni hypotéza predpoklada, Ze vstup K™ mitoKarp
kanaly do matrix mitochondrii zplisobi mirné sniZeni napé€ti wvnitini mitochondrialni
membrany, coZ sniZi vstup Ca’* do mitochondrii béhem ischemie a zabréni jejich naslednému
pietizeni Ca** (Holmuhamedov et al., 1998 a 1999). Mirna depolarizace membrany miize
zaroven omezovat tvorbu kyslikovych radikald v reperfuzi, kdy jsou jejich uéinky Skodlivé.
Dalsi hypotéza pfedpoklada, Ze hlavni uloha otevieni mitoKarp kanalG spociva v regulaci
objemu mitochondridlni matrix, ktery je dilezity pro udrZzeni architektury
mezimembranového prostoru a u¢inného pfenosu energie mezi mitochondrii a bunéénymi
ATP-azami (Garlid, 2000). Tteti hypotéza, piedpoklada, ze otevieni mitoKarp kandli vede
k produkci volnych kyslikovych radikdli (ROS) v mitochondriich, které pak aktivuji
kardioprotektivni mechanizmy (Pain et al., 2000). V soucasné dobé neni jasné, které z vyse

uvedenych piedstav je blize skute¢nosti.

2.4. Co jsou kyslikové radikaly (ROS)

Volné kyslikové radikaly jsou atomy nebo molekuly, které obsahuji v elektronovém
obalu jeden nebo vice neparovych elektrond. Hlavni nebezpeéi existence téchto radikalt
spoCiva v tom, Ze se snazi doplnit si chybéjici elektron z okolnich molekul, ¢imz tyto
molekuly méni na sekundarni radikaly a reakce se fetézové S§ifi. Volné radikaly reaguji
prakticky s kazdym typem molekul v buiikach a tim je poskozuji na v§ech drovnich. PfevaZzna
¢ast volnych radikald vznika v organizmu z molekularniho kysliku. Hlavni ¢ast ptijatého
kysliku se redukuje v dychacim fetézci v mitochondriich za vzniku ATP; zbytek
molekularniho kysliku se podili na vzniku superoxidu, ktery pak dale kumuluje na dalsi
reaktivni formy, z nichZ nejskodlivéjsi jsou hydroxylové radikaly a peroxynitrit. Kyslikové

radikaly v§ak nevznikaji jen v mitochondriich, ale v cytozolu v fad¢ buné¢nych reakci.
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2.4.1. Signalni ROS a kardioprotekce

Jak bylo fefeno v kapitole 2.3.2.5. mohou ROS kromé svych toxickych uginki
fungovat i jako signalni prvky v protektivni kaskadé preconditioningu (PC). Mechanizmus
této protekce neni zatim Upln€ objasnén, ale je dokazana zvy$ena produkce signalnich ROS
vyvoland PC (Oldenburg et al, 2002) a to jak ischemickym PC nebo PC vyvolanym
farmakologicky (Brennan, 2006). Pfedpoklada se, Zze otevieni mitoKatp kanald vede ke
zvySené produkci signalnich ROS (viz pfedeslé kapitoly) a to pravdépodobné v komplexu III
transportniho fetézce elektront. Signalni ROS aktivuji kinazy, které pak zprostiedkuji pfenos
signalu az ke kone¢nym strukturdm, které jsou zodpovédné za zvy$enou odolnost
k ischemickému poskozeni. Podle aktualnich pfedstav by aktivace mitoKarp kanall a mirny
vtok K* do matrix zpiisobil mirnou depolarizaci mitochondrialni membrany a v dasledku toho

by se produkovalo mén¢ skodlivych radikala v reperfuzi.

2.4.2. Vyznam mitochondrii v kardioprotekci

Jak vyplynulo z pfede$lych kapitol, dulezitou ulohu v ischemické odolnosti hraji
mitochondrie. Mitochondrie jsou organely ovalného tvaru s variabilni velikosti. V burikach
jsou vétveny do slozitych retikularnich siti, vykazujicich zna¢nou fluiditu. Struktura
mitochondrie je maximalné uzptisobena hlavni funkci — produkci ATP. Od cytoplazmatického
okoli je oddélena dvojitou membranou: vnéjsi, ktera je propustna pro proteiny do velikosti
5000 Da, a vnitini, kterd vymezuje prostor pro mitochondridlni matrix a je propustna pouze
prostfednictvim specifickych transportnich proteinti. Vnitini membrana, na které se nachéazeji
enzymy oxidativni fosforylace, je tvofena kristami, které zvétSuji efektivni povrch pro
energetickou pfeménu. Tvar a podet krist je rizny a odpovida intenzit¢ oxidativniho
metabolizmu v dané butice — mitochondrie kardiomyocytd maji kristy mnohem hustsi nez
mitochondrie z jinych tkani. Matrix obsahuje pfedev§im enzymy oxidativni fosforylace a B-

oxidace mastnych kyselin.
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Obr. ¢. 1. Stavba mitochondrie

2.4.2.1 Membranovy potencial mitochondrii

Aby mohl fungovat respira¢ni fetézec, musi ho tvofit ¢tyfi proteinové komplexy (I,
II, 111, IV), jejichz dkolem je pfenos elektrond z FADH2 a NADH na koneény akceptor —
kyslik. V priibéhu transportu elektrond na kyslik pumpuji respiraéni komplexy I, III a IV
protony z matrix pfes vnitini mitochondrialni membranu do mezimembranového prostoru a
na membran€¢ tak vznikd negativni protonovy gradient, ten je hlavni soulasti
mitochondridlniho membranového potencidlu (MMP), jehoz velikost charakterizuje
energeticky stav mitochondrie. Protonovy gradient je hybnou silou syntézy ATP. Produkce

ATP v mitochondriich probiha na principu elektrochemického spiazeni.

2.4.2.2. Princip odprazeni — UCP

Odptahovaci proteiny (UCP) tvofi podskupinu mitochondrialnich ROS transportnich
proteintl a jsou pravdépodobné odvozeny z protonovych/aniontovych kanalt. Tyto kandly se
ve velkém procentu podileji v mechanizmu tvorby signalnich a bunééné antioxidaéni obrany
(Ishizawa et al., 2006) a to prostfednictvim proteinovych komplexu (viz kap. 2.5.2.1). UCP se
nachazeji na vnitini mitochondridlni membrané, kde umoziiuji protonim volny prostup ve

sméru elektrochemického gradientu zpét do mitochondrialni matrix. (Sack, 2006). Tim snizuji
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mitochondridlni membranovy potencial, ktery vyuZiva ATP syntdza pii fosforylaci ADP na
ATP. Tato depolarizace by podle poslednich vyzkumi mohla byt podkladem zvySené
ischemické odolnosti diky potlaceni tvorby ROS a inhibice oxidaé¢niho stresu. Toto odpfazZeni
muize byt pouze kratkodobé, nebot’ myokard nemiZe ziskavat dostateéné mnoZstvi energie
jinym zpusobem.

V souc€asné dobé€ je zndmo pét podtyptt UCP 1 — UCP $, ale jejich tiloha v tkanich se lisi.
Jako prvni byl v roce1 976 objeven UCP1; tento protein hraje roli v adaptaci na nizkou teplotu
a také v mechanizmu obrany proti obezité. Nachazi se vyhradné v hnédé tukové tkani a diky
tomu je tato tkan jedinym specializovanym organem u ¢lovéka, jehoz fyziologickou funkei je
regulace tvorby tepla. Do popfedi zajmu obezitologii se dostal poté, co byla prokazana
stimulace jeho syntézy nadmérnym pfijmem potravy. Ostatni UCP byly nalezeny v celé fadé
tkani, pfedev§im v bilé tukové tkani, brzliku, slezing, ale také v srdci. Maji vyznam napf.
v regulaci télesné hmotnosti (Dulloo, Samec, 2000), ale také v kardioprotekci. Nejvice v této
radikélové ochrané a kardioprotekci hraje roly UCP 2. UCP2 a UCP3 patii do podrodiny, ktré
maji vliv na signalni ROS (Canon, et al, 2006). Posledni ¢lanek oviem, ktery v této oblasti byl
publikovédn se zaméfuje konkrétné na UCP 2 a tvrdi, Ze exprese tohoto proteinu vede
k signifikantnimu poklesu ATP a vyvoji acidozy, ale nema vliv na pfeZivani buriky (Bodyak
et al., 2006).

Jsou exprimovany prevazné v kosterni svaloving, v hnédém tuku, bilé tukové tkani atd.

2.5. Odprazeni oxidacni fosforylace a kardioprotekce

Vyznam odpfazeni oxidac¢ni fosforylace v kardioprotekci neni jesté doposud zcela
objasnéna a dosavadni poznatky jsou kontroverzni. Je ovSem prokazano, Ze je moZné
farmakologické odptaZeni oxida¢ni fosforylace, které by mohlo vést k mirmé disipitaci
mitochondridlniho membranového potencialu, coZ ma kardioprotektivni G¢inky. Jako mozny
odpfahovaé je mozno pouZit karbonyl cyanid 4-(trifluorometoxy) phenylhydrazon (FCCP).
Tato latka vyrazné omezuje rozsah infarktu myokardu, av§ak ptisobila takto projektivné pouze
v uzkém rozhrani koncentraci. Dosud publikované prace ukazaly, Ze podani nizké
koncentrace protonoforu (100 nM) FCCP, pted globalni ischemii vede ke kardioprotekci,
zatimco vys$si koncentrace (300nM) buiiku poskodi (Brennan, 2006). Pouzivané koncentrace
jsou mnohem niZ§i ve srovnani s koncentracemi, které se pouzivaji v biochemickych

experimentech k uplnému odptazeni oxida¢ni fosforylace a transportu elektront. Protektivni
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spoustéci mechanizmus FCCP zahrnuje signalni ROS (kap. 2.5.1.) a jeho dusledkem je
omezeni produkce Skodlivych ROS v reperfuzi. To lze ovéfit zablokovanim u¢inku FCCP
latkami, které pulsobi jako antioxidanty. Jiz v zminéném c¢lanku se snazi objasnit

mitochondridlni odpovéd’ na riznou koncentraci FCCP.
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3. Cile prace

Na zéklad¢ studia dostupnych literarnich zdroji byly stanoveny nasledujici cile

diplomové prace :

Zvladnout techmniku izolovaného perfundovanéhe mySiho srdce a méreni velikosti

infarktu myokardu, vystaveného globalni ischemii a reperfuzi.

Zjistit, zda delece genu pro odpiahovaci protein 2 (UCP2) ovlivni ischemickou odolnost

mySiho srdce.

Zjistit, zda akutni podani protonoforu FCCP ovlivni ischemickou odolnost mysiho srdce

a zmérit zavislost ucinku na davce.
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4. Material a metody

K pokustim byli pouziti dospéli samci mysi s deleci genu pro protein UCP2 a jim
odpovidajici kontrolni zvifata kmene B6. Tyto myS$i, ndm byly poskytnuty dr. Kopeckym
z Oddgleni tukové tkang Fyziologického ustavu AVCR.

Ke studiu u¢inkd FCCP byli pouziti dospéli samci komeréniho kmene ICR od firmy VELAZ.
Jejich primérna hmotnost se pohybovala v rozmezi 26 — 36 g. Zvitata byla chovana za
standardnich podminek v plastovych nadobach, které velikosti odpovidaji chovnym norméam.
V mistnosti, byla udrzovana stala teplota (22 + 2 °C) a stfidani tmy a svétla v dvanacti

hodinovém intervalu. Zvitata byla krmena standardni dietou s volnym pfistupem k pitné vodé.

4.1. Perfuze izolovaného mysiho srdce

Zvitata jsem anestetizovali jednordzovym intraperitonedlnim podanim thiopentalu
v davce 100 mg/kg hmotnosti. Tato davka byla dostaCujici pro celkové uspani zvifete a
nasledné vyjmuti srdce. Thiopental patti do skupiny barbituratd; tyto latky obecné potlacuji
aktivitu dechového centra a proto je nutné zvifata sledovat, aby nedo$lo k hypoxii jesté pred
zapocCetim pokusu.

Jakmile bylo zvife plné anestetizovano, pfemistili jsme je na operacni podlozku a
zafixovali. KGZi na hrudniku jsme nasttihli od processus xiphoideus sterna az k jugulu a
mirnym lateralnim tahem odpreparovali pokozku a tim odkryli svalovinu hrudniku. Kratkym
stiihem v urovni branice otevteli bfisni dutinu a prosttihli branici. V této fazi jiz museli velice
obeztetné sledovat ¢as, protoZe vstupem do hrudni dutiny znemoznili zvifeti dychani, ¢imz
dochazi k hypoxii myokardu. Poté jsme rychle stiihali Zebra v lateralni Grovni smérem
kranialné€ az k prvnimu Zebru, odklopili hrudni ko§ a tim odkryli celou hrudni dutinu. Srdce
lehce podebrali, povytahli a vystfihli kolmo k patefi v oblasti horniho pélu brzliku. Thned po
vyjmuti srdce vlozili do Petriho misky s vychlazenym perfuznim roztokem, tento roztok je
ochlazovan kousky ledu. Podchlazeni vyjmutého srdce zpomali pribéh nésledkti ischemie a
umozni ndm prodlouzit ¢as potfebny ke kanylaci aorty. Jemnou preparaci odhalili vzestupnou
¢ast oblouku aorty a zde odstfihnuli, zaroveit odpreparovali kousky plic, popiipadé tukové
tkan€ a co nejrychleji volny konec aorty nasadili a zafixovali chirurgickym hedvabim na

nerezovou kanylu perfuzniho systému, z niZ pomalu odkapava perfuzni roztok.
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Poté, co je srdce zav&3eno na perfuzni kanylu a zafixovano, je ptivod perfuzniho roztok uplng
otevien. Od tohoto okamziku je méfen ¢as pokusu.

Byl pouzit perfuzni systému dle Langendorfa pro perfuzi srdce in vitro (obr. 4).

ot R < b i R

Obr. 4 Langendorffitv apardt pro perfuzi srdce in vitro

Tato technika je zaloZena na perfuzi koronarniho fe€i$t€ oxygenovanym a temperovanym
(37 °C) krystaloidnim roztokem pfivadénym retrogradné do aorty. Perfuzni tlak v aorté
uzavie aortalni chlopeii a tim zabrani vtékani a hromadéni krve v levé komote. Takto muze
roztok pronikat pfimo do koronarniho fe€isté, které odstupuje z baze vzestupné aorty. Srde¢ni
svalovina je velice dobfe vaskularizovéna a roztok se tedy dostane ke kazdé burice. Vyhoda
perfuze srdce in vitro spo€iva v jejich izolaci od neurohumoralni regulace, coZ nim umoZiiuje
sledovat odpovédi na Grovni samotného myokardu.

Perfuzi srdce l1ze provadét ve dvou zakladnich modifikacich: za konstantniho tlaku
nebo za konstantniho pritoku. V nasem piipad€ byla pouzita perfuze za konstantniho tlaku.

Tlak perfuzniho roztoku byl udrzovan probublavanim oxygenacniho plynu (karbogen), coz je
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smés 95 % O, a 5 % CO,, ptes vodni sloupec, ve valci spojeném s uzavienou nadobou
s perfuznim roztokem. Celkova vy$ka sloupce kapaliny byla 109 cm, coZz odpovida
hydrostatickému tlaku 80 mmHg. Cela aparatura dle Langendorfa ma dvojity plast, ktery je
temperovany cirkulacnim termostatem na teplotu 37 °C. Perfundované srdce je také chranéno
od okoli - je umisténo ve sklenéné nadobé, ktera je také temperovana.

K perfuzi srdce byl pouzit modifikovany roztok Krebs-Henseleitiv (sloZzeni ukazuje
tabulka €. 2); k jeho ptipravé byla vzdy pouzita deionizovana voda. U pfipraveného roztoku
se muselo upravit pH na 7,4. Dtlezitou podminkou je pfipravovat kazdy den Cerstvy roztok,
vzdy pied zafatkem pokusu. Timto roztokem je srdce perfundovano celou dobu pokusu,
krome ischemické periody.

V prib€hu pokusu je také meétfen koronarni pritok, coZ se provadi zachycenim

perfuzétu protékajiciho srdcem za ¢as do kalibrované nadobky.

NaCl NaHCO, KCI MgSO, KH,PO, CaCl, Glukéza

118 mM 25 mM 4,7mM 1,2 mM 1,2 mM 1,25 mM 11 mM

Tabulka ¢.2. SloZeni Krebs-Henseleitova pufru

4.2. Experimentalni protokol

Experimentalni protokol vychazel z postupu, ktery na Oddéleni vyvojové kardiologie
Fyziologického ustavu AV CR zavedla Mgr. Adriana Rohagova. Jako prvni prob&hla
stabilizaéni faze s dobou trvani dvacet minut. Ugelem této periody je docilit rovnovazného
stavu tak, aby se funkéni parametry srdce jiz neménily, to znamend, Ze srdce mélo normalni
akci a bylo bez arytmii. Tyto poruchy jsou obvykle vyvolané manipulaci ze srdcem pfi jeho
vyjmuti. Na zadatku period byl zméfen koronarni pratok. Od dvacaté minuty byla navozena
globalni ischemie a to uplnym zastavenim perfuzniho roztoku k srdci. Srdce bylo v této
periodé ponofeno v temperovaném roztoku o teploté¢ 37 °C. Jednd se opét o Krebs—
Henseleitiv roztok, tentokrat oviem bez glukozy, ktery je sycen po celou dobu smési 95 %
Ny a5 % CO,.

Dalsi perioda za¢ina otevienim pfivodu roztoku do aorty a obnovenim koronarniho

prutoku. Na konci reperfuze byl opét zméfen koronarni pritok.

26



V posledni fazi pokusu po ukonéeni reperfuze je stanoven rozsah poskozeni

(velikost infarktu myokardu; kap. 4.4)

4.2.1. Doba ischemie a reperfuze

V prvni sérii experimentl na srdcich mysi kmene B6 byla zvolena doba ischemie 45
min. Jak vyplynulo z pfedeslych pokusti (Rohagova, 2005), je tato ischemie pfi pokusech na
srdcich kmene ICR dostate¢nym inzultem k vyvolani ireverzibilnich zmén. Ukazalo se vsak,
ze kmen B6 je k ireverzibiln€jSimu poskozeni odolngjsi neZ kmen ICR, a proto byla v dalsi
sérii pokusi doba ischemie prodlouzena na 55 min. V pokusu, ve kterém byl sledovan u¢inek
FCCP na samce kmene ICR, byla doba ischemie 45 min.

Doba reperfuze byla zvolena na 60 min. a to ve vSech sériich pokusi. Tato doba je

pro naSe pokusy plné dostacujici.

4.3. Ischemicka odolnost myokardu mysi s deleci genu pro UCP 2

Experimenty na srdcich téchto mysi probihaly podle vyse uvedeného protokolu. Jako
kontroly byly pouzity mysi kmene B6. V dalsi sérii pokust jsme na téchto srdcich testovali
uroven inhibice mitoKatp kanall. PouZili jsme selektivni blokator téchto kanald, 5-
hydroxydekanoat (5-HD), ktery byl podavan béhem 10-min periody pied 45-min ischemii. 5-
HD byl rozpustén ve vodé v koncentraci 10 mM/] a davkovan infuzni pumpou rychlosti 0,05
ml/min postrannim infuznim portem, vyvedenym té€sné nad aortalni kanylou. Pfi primérném
koronarnim pritoku 2 ml/min byla vyslednd koncentrace 5-HD v perfuznim mediu 250

umol/l. Na konci periody i béhem aplikace blokatoru byl méfen koronarni pritok.

4.4. Sledovani u¢inki FCCP na ischemickou odolnost myokardu

V dal$im pokusu jsme sledovali zda podani protonoforu FCCP ovlivni ischemickou
odolnost mys$iho srdce. Tyto pokusy byly provadény na srdcich kmene ICR. Nejprve byla
zvolena koncentrace, ktera dle dostupnych konkrétnich Gdaji (Brennan, 2006) méla mit

protektivni G¢inek a nasledné jsme sledovali vliv vy$8ich a niz$ich koncentraci a tak sestavili
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kfivku koncentra¢ni zavislosti. Experiment byl provadén podle vySe popsaného protokolu
(45-min ischemie). Na konci stabilizani faze pfed ischemii byl po dobu 5-min infuzni
pumpou podavan protonofor FCCP pritokovou rychlosti 0,03 ml/min. Vysledné koncentrace
latky v pufraénim médiu byly 10, 30, 100 a 300 nmol/l. kontrolnim srdcim bylo stejnym
zpliisobem podavano rozpoustédlo v odpovidajici koncentraci. Jako rozpoustédlo pro FCCP

byl pouzit ¢isty etanol.

4.5. Stanoveni velikosti infarktu myokardu

Ke stanoveni rozsahu ischemicko-reperfuzniho poskozeni myokardu jsme zvolili
meéteni velikosti zivé srde¢ni tkané obarvené tetrazoliovymi solemi. Srdce bylo ihned po
skoneni pokusu proplachnuto za pomoci injekéni stiikacky 2 ml 1% roztoku TTC (2,3,5-
trifenyltetrazolium), ktery byl pfipraven vidy kazdy den pied pokusy rozpusténim TTC ve
fosfatového pufru. Roztok TTC se aplikuje do aortalni kanyly. TTC u¢inné reaguje
s bunéénymi dehydrogenazami za vzniku nerozpustné barevné slou€eniny formazanu (Klein
et al, 1981). Buiiky, které nemaji poskozeny enzymaticky aparat reaguji s tetrazoliem a obarvi
se Cervené. Burky, které jsou jiz poSkozené a dehydrogenazy jiz nemohou s tetrazoliem
reagovat, zustanou neobarvené. Srdce bylo po proplachnuti roztokem TTC, do tohoto roztoku
jesté ponofeno na 30 minut pii teploté 37 °C. Po dokonalém obarveni bylo srdce ponofeno na
dal8ich 24 hodin do 10 % formalinu, kdy doslo ke zvyraznéni nekrotickych oblasti. Fixace ve
formalinu umozZnila i snadnéjsi krajeni srdce na fezy.

Takto obarvené a fixované srdce bylo zbaveno sini a pravé komory a levd komora
byla nakrajena na 0,75 mm fezy kolmo k dlouhé ose komory (obr. &. 5). Tyto fezy byly
zobou stran nafoceny digitalnim fotoaparaitem (Olympus C4040 Zoom) a upraveny
programem pro zpracovani fotografii (Adobe Photoshop 7.0) (obr. €. 6). Jednotlivé fezy byly
analyzovany planimetricky pomoci programu Elipse (obr. €. 7), vyvinutého ve
Fyziologickém ustavu AV CR. Velikost infarktu byla vyjadiena v procentech velikosti levé

komory.
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4.6. Statistické zpracovani vysledki
Vysledky jsou prezentovany jako prumeéry + stfedni chyba priméru (SEM). Byl

pouzit t-test. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily na hladin€ p < 0,05. Veskeré

vysledky jsou zpracovany v programu Excel.
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S. Vysledky

5.1. Ovéreni odolnosti mySiho srdce k ischemickému poskozeni

Prvnim tkolem bylo ovéfit pokusy Mgr. Adriany Rohacové, zda kmen, bude stejné
citlivy k ischemickému poskozeni, pfi pouziti modelu 45 min ischemie, jako v jejim pfipadé.

Byly testovany dva kmeny mysi a to kmen ICR a kmen BALB/C3. VZzdy se jednalo
o stejné staré (3 mésicni) samce.

Vysledky dokumentuje tabulka ¢. 3 a graf ¢. 1 :

ICR BALBI/C3

pocet zvifat 7 7
hmotnost téla (g) 39+1,04 28+ 0,40
KP vychozi (ml/min) 2,3+0,10 2,1+0,04
KP v reperfuzi (mi/min) 2,2+0,08 2,0+0,04
velikost infarktu (% LK) 31+44 28+224

Tabulka ¢. 3 . Hmotnost téla, korondrni pritok (KP) a velikost infarktu myokardu, vyjadrena
v procentech levé komory (LK) u mys$i kmenu ICR a BALB/C3, pocCet zvirat.
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Graf ¢. 1. Velikost infarktu myokardu vyjadrena v procentech levé komory u mysich kmenii

ICR a BALB/C3.

Velikost infarktu byla u kmene ICR v priméru 31 %, coz je velmi podobné udajim, které ve
svych experimentech méla Rohacova (2005). Ischemicka citlivost samc kmene BALB/C3 se
od kmene ICR vyrazné nelisila.

5.2. Ischemicka odolnost myokardu mysi s deleci UCP 2

V tomto pokuse byl pouzit kmen mys$i sdeleci genu pro tento protein a
odpovidajici kontroly kmene B6. Vzhledem k uloze UCP v produkci kyslikovych radikald
jsme ptredpokladali, ze mysi s deleci tohoto genu budou citlivéjsi k ischemckému poskozeni.
Tento pfedpoklad se v§ak nepotvrdil.

Vysledky dokumentuje tabulka ¢. 4 a graf ¢. 2 :
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UCP 2 B6
pocet zvifat 9 8
hmotnost zvirat (g) 34 + 0,67 32+0,25
KP vychozi (ml/min) 2,3+0,08 2,2+0,07
KP v reperfuzi (ml/min) 2,2+0,08 20+0,05
velikost nfarktu (% LK) 18+1.11° 16 £ 0.53

Tabulka ¢.4 . Hmotnost téla, korondrni prutok (KP) a velikost infarktu myokardu, vyjadrena
v procentech levé komory (LK), u UCP 27 a kontrol B6, pocet zviFat,
*P < 0,05 versus kontoly B6.
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Graf. ¢ .2. Velikost infarktu myokardu, vyjddiena v procentech levé komory (LK) u UCP 2 )

a kontrol B6, *P < 0,05 versus kontoly B6.
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Jak je patrné z tabulky ¢. 4 a grafu €. 2 jsou rozsahy infarktu myokardu u mysi s deleci genu
pro UCP 2 protein a kontrol B6 téméf shodné. Rozsah infarktu byl v rozmezi 15 — 20 %
velikosti LK a to jak u mysi s deleci genu, tak u kontrol. Zda se tedy, Ze tento kmen je vici
ischemii odolnéjsi nez kmeny ICR, kde se velikost infarktu pohybovala nad 30 %.

Vzhledem ktomu, Ze rozsah poskozeni byl pomérné maly, prodlouZili jsme
ischemickou periodu ze 45 min na 55 min. Cilem tohoto pokusu bylo ovéfit, zda
predpokladany rozdil ischemické odolnosti obou skupin by se mohl projevit pii vét§im stupni
poskozeni.

Vysledky dokumentuje tabulka ¢. 5 a graf €. 3 :

UCP 2 B6

pocet zvifat 8 7
hmotnost zvifat (g) 34,5+ 0,37 34 10,29
KP vychozi (ml/min) 2,3+0,06 2,2+0,03
KP v reperfuzi (ml/min) 2,1+0,06 2,1+0,06
velikost infarktu (% LK) 44 + 2 06 47 + 1,22

Tabulka ¢. 5 . Hmotnost téla, korondrni pritok (KP) a velikost infarktu myokardu, vyjadrena
v procentech levé komory (LK) u UCP 2 ) a kontrol B6 po prodlouzeni

ischemie na 55 min, pocet zvirat, *P < 0,05 versus kontroly B6.
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Graf. ¢. 3. Velikost infarktu myokardu, vyjddrena v procentech levé komory (LK) u UCP 2 i

a kontrol B6 po prodlouzeni ischemie na 55 min, *P < 0,05 versus kontroly B6.

Jak je patrné z tabulky €. 5 a grafu ¢. 3, prodlouZeni ischemie o 10 min vedlo ke zvétSeni
infarktu na 45 %. Ani v této situaci jsme vSak nezaznamenali zadny rozdil ve velikosti

infarktu myokardu mezi UCP 2 ™ a kontrolami B6.

5.2.2. Vliv inhibitoru mitoKrp kanala

Vyse uvedené vysledky Ize vyvodit dvéma zptsoby;
bud’ UCP 2 protein nehraje v ischemické odolnosti myokardu vyznamnou tlohu nebo

je chybéni tohoto proteinu kompenzovano jinymi mechanizmy.

Jednou z mozZnosti je aktivace mitoKatp kanalii na vnitini mitochondridlni membrané, ktera
by mohla vést k jeji depolarizaci a tim chranit myokard pfed poskozenim, takze chybéni UCP
2 by se nemohlo projevit.

Proto jsme pouzili inhibitor téchto kanalti 5-HD.
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Vysledky dokumentuje tabulka €. 6 a graf ¢. 4:
UCP 2 UCP2 + 5 HD B6 B6 + 5 HD
polet zvifat 9 7 8 8
hmotnost zvifat (g) 34+ 0,67 35+0,86 32+0,25 | 33+0,05
KP vychozi (ml/min) 2,3+0,08 2,3+0,07 22+0,07 | 23+0,06
KP v reperfuzi (ml/min) | 2,2+ 0,08 2,1+0,06 200,05 220,01
velikost infarktu (% LK) 18+ 1 11 20+ 579 16 £+ 0.53 16 +0.43

Tabulka ¢. 6. Hmotnost téla, korondrni pritok (KP) a velikost infarktu myokardu, vyjadrena

v procentech levé komory (LK) pFi inhibici K 47p senzitivnich kandlu selektivnim

inhibitorem 5-HD se zviraty, kde nebyl 5-HD pouZit, pocet zvirat.
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Graf. ¢. 4. Velikost infarktu myokardu, vyjadiena v procentech levé komory (LK) pri inhibici

Karp senzitivnich kandlii selektivnim inhibitorem 5-HD se zviraty, kde nebyl 5-HD

pouzit.
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Jak je patrné z tabulky ¢&. 6 a grafu ¢. 4, inhibice mitoKatp kanald 5-HD vyrazné neovlivnila
velikost infarktu u srdci kmene B6 ani u srdci UCP 2 ). Zda se tedy, Ze ptedpokladané

disledky chybéni genu pro UCP 2 nejsou kompenzovany aktivaci mitoK atp kanald.

5.3. Vliv FCCP na ischemickou odolnost myokardu

Odptazeni oxida¢ni fosforylace a pokles mitochondridlniho membranového

potencidlu lze vyvolat také farmakologicky podanim riznych odpfahovadi. V na§em ptipadé

byly podany nizké koncentrace protonoforu FCCP.

Vysledky dokumentuje tabulka ¢. 7 a graf €. 5 :

10 nM 30 nM 100 nM 300 nM
poéet zvifat 7 7 8 8 6

hmotnost zvifat (g) 38+0,85 34+£0,28 34+0,5 39+£0,5 33+0,66

KP vychozi (ml/min) 2,4 +0,02 2,3+0,02 2,4 +0,07 24+0,02 2,3+0,06

KP bé&hem aplikace FCCP

{ml/min) 24 +0,02 2,3+0,02 2,4+0,07 240,02 230,06

KP v reperfuzi (ml/min) 2,1+0,05 2+0,07 2,1+0,05 2,1+0,05 2,1+0,03
velikost infarktu (% LK) 36+212 212277 8+212% 14+ 0,67** 32+216

Tabulka ¢. 7 . Vliv riuznych koncentraci FCCP na korondrni prutok (KP) a velikost infarktu

myokardu, vyjddreného v procentech levé komory (LK), pocet zvirat,

**P < 0,01 versus kontroly (K).
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Graf ¢. 5. Vliv riznych koncentraci FCCP na velikost infarktu, vyjadreného v procentech

levé komory, **P<0,01 versus kontroly (K).

Zjistilo se, ze FCCP zmenSuje velikost infarktu p#i koncentraci 10 nmol/l. ZvySeni
koncentrace na 30 nmol/l vedlo k dal§imu prohloubeni kardioprotektivniho U¢inku na
maximum : velikost infarktu byla zredukovana vic jak na ¢&tvrtinu kontroly. Dalsi zvySeni
koncentrace na 100 nmol/l plisobilo jesté stale protektivné; ucinek koncentrace byl sice mensi
nez u koncentrace 30 nmol/l, ale vét§i nez u koncentrace 10 nmol/l. Rozsah poskozni pfi

podéni koncentrace 300 nmol/] se ptili§ nelisil od kontrol.

3%



6. Diskuze

6.1. Experimentilni model

Hlavnim zdmérem této diplomové prace bylo objasnit nékteré mechanizmy, které se
uplatiiuji v kardioprotekei pfi ischemicko-reperfuznim poskozeni.

Jako model jsme zvolili mys, protoZze je nejrozsifenéj$im savéim modelem, je
k dispozici fada kmeni s cilenymi genetickymi modifikacemi, které jsou vhodné pro vyzkum
zaméfeny na ischemicko-reperfuzni poskozeni, techniky genovych manipulaci jsou u tohoto
druhu nejlépe propracovany, mys se rychle mnozi, roste a jeji chov je ekonomicky nenaro¢ny,
my$ byla zvolena jako modelovy organizmus, u kterého ma byt sekvenovan kazdy gen
(Ostadal, Vizek, 2005). Moznou nevyhodou je oviem jeji mala velikost, ktera pfedstavuje
znacny problém pfi manipulaci a spolehlivém a pfesném meéfeni kardiovaskularnich funkeci.
Prace na tak malém srdci, které ma milimetrové rozméry znamena zmeénu ptistupu k nékterym
stavajicim technikam, ale tyto techniky byly zvladnuty Rohacovou (2005). Ja jsem zvladnuti
této techniky ovéfil na mysich kmene ICR a BALB/C3.

Ke studiu akutni ischemie 1ze pouzit fadu metod. V detailu lze tyto metody rozdélit
do dvou zakladnich skupin : na experimenty in vivo a in vitro. Pro pokusy na mySich, jsme
zvolili metodu in vitro, to znamena, Ze jsme upiednostnili model izolovaného perfundovaného
mys$iho srdce podle Langendorfa, ktery se dnes pouziva pro experimenty na srdci. Jedna se o
standardni metodu, ktera poskytuje reprodukovatelné vysledky a je hojn€ pouZivana v mnoha
laboratofich. Lze ji pouzivat jak pro funkéni tak pro farmakologické pokusy. Z hlediska
farmakologie je izolované srdce vynikajici preparat pro testovani pfimého u¢inku biologicky
aktivnich latek.

V prubéhu perfuze se sleduje koronarni pritok a to v dob¢ stabilizaéni i v dob¢
reperfuze. Velikost koronarniho pratoku je uréen funkénim stavem tepajictho myokardu a
stavem jeho koronarniho fe¢ist€. V mém piipadé jsem pocital koronarni prutok z objemu
tekutiny proslé za ¢as. V nékterych pfipadech hodnoty koronarniho priitoku mohou lisit.
Divodu této variability hodnot koronarniho pritoku mtize byt nékolik : jednak se miize jednat
o technicky problém — nebo o nepfesnosti pfi stanoveni korondrniho priitoku. V uvahu
pfichazeji také nepfesnosti pii odebirani tekutiny do kalibrované nadoby a chyby zplsobené
tnikem perfuzniho roztoku z kanyly mimo aortu pravdépodobné v disledku nedokonalého

upevnéni volného konce aorty ke kanyle. V mém ptipadé byly hodnoty velice homogenni.
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Sledovani koronarniho pritoku bylo velice dulezité, abych mohl posoudit funkéni stav
pozorovaného myokardu. Dal$im neméné dilezity divodem sledovani koronarniho pratoku
bylo zjistit zda v dob¢ aplikace chemickych preparati (5-HD, FCCP) nebude funkéni stav
myokardu narusen. Dostupné literarni zdroje se o té€chto funkénich problémech nezmiiuji a
mé se jen potvrdilo, Ze koronarni pritok v dobé stabilizaéni faze a v dobé aplikace
chemickych preparati nezaznamenal zZadné signifikantni rozdily, coZ svédéi o tom, Ze podani
preparatii nema na funkéni stav myokardu ,,zadny* vliv.

V konecné fazi je tieba stanovit rozsah poSkozeni, coz lze n€kolika zplsoby; jednak
je mozné méfit fukéni parametry testovaného izolovaného perfundovaného srdce jako
v pfipadé Brennana (2006) zjistovanim obnovy kontraktilnich funkeci.

Dalsi metodou zjisténi ischemicko-reprfuzniho poskozeni je sledovani vyskytu ischemickych
a reperfuznich komorovych arytmii. Pii in vitro perfuzi se elektrokardiogram snima pifimo
z povrchu srdce. Elektrody se obvykle umistuji na srde¢ni bazi a hrot. Zde ov§em hrozi
traumatizace tkan¢ a vzhledem k tomu, Ze pracujeme na mys$im myokardu neni tato metoda
ptili§ vhodna.

Dle mého néazoru je nejvhodnéj$i metoda méfeni ischemicko-reperfuzniho poSkozeni,
stanoveni rozsahu infarktu myokardu, kterou jsme pouzivali. Jeji vysledky 1ze snadno porovat
s literaturou a piedev§im umozZiiuje jednozna¢né odliSeni tkang, ktera pteZzila ischemicky a
reperfuzni inzult, od letalné poSkozenych oblasti myokardu.

Jedna se o techniku barveni tetrazoliovymi solemi, kterd je velice spolehliva a proto zna¢né
roz§ifena. V naem piipadé byla barvena srdce, ktera byla vystavena globalni ischemii, kdy je
upln¢ zastaven ptivod perfuzniho roztoku. K barveni jsme pouzili jiz zminéné tetrazoliové
barvivo (TTC), které pfimo odlisilo infarkt myokardu od intaktni tkané. Tetrazoliové soli
reaguji s bunéénymi dehydogenazami, které oxiduji bunééné substraty. Redukéni ekvivalenty
jsou odnimény substratu a pfenaseny na akceptory elektronti - koenzym NAD', NADP" nebo
FAD®. Regenerace téchto skupin probihd pravé redukci TTC, jehoz redukovana forma

formazan, je stabilni a nerozpustny.

6.2. UCP a ischemicka odolnost

Odpiahovaci proteiny, které se nachazeji na vnitfni mitochondridlni membrané

zpusobuji  ¢asteCnou disipaci protonového elektrochemického gradientu a pokles
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membranového potencidlu. Tato funkce je nejlépe dokumentovéana v pfipadé UCP1, ktery je
exprimovan vyhradn€ v hnédé tukové tkani a jeho hlavni tlohou je tvorba tepla (Ricquier et
al., 2000). V ostatnich tkanich v¢etné myokardu se nachazi jiny ¢len rodiny UCP a to UCP2.
Jeho tloha je ve srovnani s UCP1 mnohem méné prostudovana. V posledni dobé se objevily
prace, které se zabyvaji UCP (véetné UCP2) v souvislosti s ochranou tkani a bunék pied
oxida¢nim stresem. Ukézalo se, Ze UCP2 je indukovan a aktivovan oxidaénim stresem
(Echtay et al., 2002) a jeho funkce vede k utlumu produkce ROS (Teshima et al., 2003,
Ishizawa et al., 2006). Existuje tedy zpétna vazba, jejimz prostiednictvim mohou UCP
regulovat produkci ROS. Tvorba ROS zavisi na hodnoté mitochondridlniho membranového
potencidlu — zvySeni tvorbu ROS stimuluje, pokles v disledku mirného odpfaZzeni naopak
omezuje. K hyperpolarizaci vnitini mitochodridlni membrany dochazi v reperfuzni tkani,
ktera byla vystavena ischemickému insultu a tato situace je spojena s velkym naristem tvorby
ROS, které maji v této fazi $kodlivé u¢inky a pfispivaji k ischemickému poskozeni. Mirné
odptazeni oxida¢ni fosforylace a nizky pokles membranového potencidlu vyvolaného UCP
mohou tedy mit protektivni u¢inky, které jsou divodem sniZeni oxida¢niho stresu v reperfuzi.
Existuje n€kolik praci, které v souladu s touto pfedstavou, Ze UCP mohou ochranit srdce pred
ischemicko-reperfuznim poskozenim naptiklad Hoerter et al. (2004) zjistili, Ze srdce
transgennich mySich, kterd exprimovala velké mnozstvi UCP1, byla odolné&jsi k poskozeni
nez srdce mysi kontrolnich, coz se projevilo mnohem lepsi odolnosti funkéni kontraktility
béhem reperfuze. Zvysena exprese UCP2 v kardiomyocytech zru$ila tvorbu ROS, zabréanila
vapnikovému pfetizeni a oddalila nastup bunééné smrti (Teshima et al., 2003). Dale bylo
prokazano, Ze opozdéna faze ischemického preconditioningu je spojena s indukci UCP2 a
UCP3 v myokardu (McLeod et al., 2005).

Vysledky na$i prace v8ak vySe uvedené studie nepotvrdily. Pouzivali jsme mysi
s vyfazenym genem pro UCP2, jejichz srdce nevykazovala sniZzenou odolnost k ischemicko-
reperfuznimu poskozeni ve srovnani s kontrolnim kmenem B6. Na zaklad¢ vysledkd vySe
uvedenych studii jsme ocekavaly, Ze chybéni UCP2 se projevi zvySenou citlivosti
k poskozeni, coZz se nestalo. Velikost infarktu, vyvolaného globalni ischemii a reperfuzi in
vitro se u obou skupin vyrazné neli§il ani po prodlouZeni ischemie a zvySeni podilu
nekrotické tkané. Vysvétleni tohoto nalezu neméame, ale lze spekulovat o né&kolika
moznostech.

Jednou z moznosti je, Ze UCP2 je sice pro ischemickou odolnost myokardu dulezity,
ale jeho absence je u pouzitych transgennich my$i kompenzovana jinym mechanizmem.

V téchto srdcich by mohla byt napfiklad zvySend exprese UCP3, ktery se také muze
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uplatriovat v kardioprotekci (McLeod et al., 2005) a mohl by plnit funkci UCP2. Tuto
mozZnost vSak nemiZeme prokazat nebot' jsme expresi UCP3 neméfili. Jinou teoretickou
moznosti je, ¢ u UCP2” mysi je zvysena exprese nebo aktivita mitoKatp kanald, které
mohou také zpisobovat mirné odpfazeni a pokles mitochondridlniho membranového
potencidlu (Huppertz et al., 2001) a maskovat tak neptiznivé dtsledky ztraty UCP2.
V disledku aktivace mitoKarp kanélti by do$lo ke zvySeni ischemické odolnosti, které by
mohlo pravé kompenzovat zhorSeni odolnosti zptisobené absenci UCP2. NaSe experimenty
vSak ukézaly, Ze tato moznost je velmi nepravdépodobna. Pokud by vyse uvedena hypotéza
platila pak by blokada mitoKarp kanald zpisobila zvét§eni infarktu myokardu ve skuping
UCP2™") . To se vak nestalo a 5-HD nemél Zadny vliv na srdce s deficitem UCP ani na srdce
kontrolni.

Nemulzeme vyloucit ani moznost, ze UCP2 nehraje za danych podminek
v ischemické odolnosti myS$iho srdce vyznamnou ulohu. Neexistuji jiné studie na tomto
modelu, které by se zabyvaly srdcem, musime v$ak vzit v uvahu prace, které se zabyvaji
moznosti ulohy UCP2 v neuroprotekci. VétSina z nich prokazala zvySenou expresi UCP2
v mozku za podminek oxida¢niho stresu, coz v§ak nemusi mit ptfimou souvislost s odolnosti
k poskozeni (Cannon et al., 2006). U transgennich mysi se zvySenou expresi UCP2 vSak bylo
pozorovano mensi poSkozeni mozku vyvolané ischemii nez u kontrol (Mattiasson et al.,
2003). V jiné studii byl viak vysloven opak: UCP2" my3i vykazovali mensi ischemické
poskozeni neZ kontroly (de Bilbao et al., 2006), coz by nasvéd¢ovalo tomu, ze UCP2 je spise
Skodlivy neZ protektivni. Dosavadni nalezy tedy zatim neumoziiuji jednoznaéné interpretovat
ulohu UCP2 v ischemické odolnosti a je nutné této otdzce vénovat hlubsi experimentalni

pozornost.

6.3. Kardioprotektivni u¢inek odpiahovace FCCP

Poté, co jsme zjistili, Ze chybéni genu pro UCP2 nema vliv na odolnost mysiho srdce
k ischemii, jsme se rozhodli ovéfit zda farmakologické odpfazeni oxidaéni fosforylace, které
by mohlo vést k mirné disipaci mitochondridlniho membranového potencidlu, ma
kardioprotektivni G¢inky. Pouzili jsme nizké koncentrace protonoforu FCCP. Tato latka

vyrazné omezuje rozsah infarktu myokardu, av§ak pusobila takto protektivné pouze v izkém
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rozhrani nizkych koncentraci. Nejvyraznéjsi ucinek se projevil v koncentraci 30 nmol/l, kdy
se velikost infarktu myokardu sniZila na &tvrtinu oproti kontrolam. SniZeni ¢i zvySeni této
koncentrace vedlo k oslabeni protektivniho G¢inku a koncentrace 300 nmol/l jiZ ischemickou
odolnost neovlivnila. Je nutné pfipomenout, Ze tyto koncentrace jsou mnohem niz8i ve
srovnani s koncentracemi, které se pouzivaji v biochemickych experimentech k Gplnému
odpfazeni oxidaéni fosforylace a transportu elektronl. V tomto koncentraénim rozmezi lze
tedy ocekéavat jen mirné odpfazeni a pfipadné mirnou depolarizaci vnitini mitochondrialni
membrany.

Podafilo se nam tedy prokazat, Ze mirné odpfaZeni je kardioprotektivni a hypotézy,
které predpokladaji, Ze tento proces se uplatiiuje v mechanismech preconditioningu, i jinych
protektivnich jevi , jsou smysluplné. Nase studie je prvni, kterd charakterizovala vliv FCCP
na velikost infarktu na mysim srdci a vysledky jsou zcela v souladu s nedavno publikovanym
¢lankem, ktery demonstroval podobny u¢inek na perfundovaném srdci potkana, kdy jako
projev poSkozeni byl hodnocen stuperi kontraktilni dysfunkce ( Brennan et al., 2006). V této
praci byl nejmensi protektivni uc¢inek FCCP zjistén pfi podani vyssi koncentrace 100 nmol/l
nez v naSich experimentech, coz muaze byt disledkem rozdili v intenzit¢ energetického
metabolizmu myS$iho a potkaniho srdce, ktery je dusledkem napi. odli$né tepové frekvence.
Protektivni u¢inek FCCP ve vySe uvedené praci ( Brennan et al., 2006) byl zablokovan
latkami, které ptsobi jako antioxidanty. Zda se tedy pravdépodobné, Ze protektivni spoustéci
mechanismus FCCP zahrnuje signalni ROS a jeho dusledkem je omezeni produkce
Skodlivych ROS v reperfuzi. Je zajimavé, Ze o podobném mechanismu u¢inku se uvaZuje
v souvislosti s kardioprotektivnim mechanismem aktivace mitoKarp kanald, ¢imz by bylo
mozné vysvétlit skute€nost, Ze blokada téchto kanald nema na protektivni G€inek FCCP vliv
(Brennan et al., 2006).

Také dalsi prace potvrdily ulohu odpfazeni odolnosti myokardu k poskozeni. Jiny typ
odptahovacde, 2,4-dinitrofenol zmensil rozsah infarktu a zlep$il kontraktilni funkce srdce
potkana vystaveného ischemii a reperfuzi.

Lze tedy uzaviit, Ze naSe vysledky spolu s dostupnymi literd&rnimi udaji jsou
v souladu s nadzorem, Ze mirné odptaZeni oxidaéni fosforylace a transportu elektrond,
navozené pfed ischemickym insultem, ma vyznamné ochranné ulinky, které se mohou

uplatiiovat v fadé¢ kardioprotektivnich mechanizm?.
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7. Zavér

bodu :

Hlavni vysledky diplomové prace, kterou pfedkladam, lze shrnout do nasledujicich

Byla zvladnuta technika perfundovaného mysiho srdce in vitro, stanoveni rozsahu

infarktu myokardu histochemickou technikou.

Experimenty provadéné na srdcich mysi s deleci genu pro odptahujici protein (UCP2)
neprokéazaly jejich zmeénénou odolnost k letdlnimu ischemicko-reperfuznimu

poskozeni ve srovnani s odpovidajicimi kontrolami.

Zd4 se, nezménéna ischemickd odolnost srdei UCP 2 mySsi neni dasledkem

kompenzace na trovni mitochondrialnich Karp kanali.
Zjistili jsme, Ze mirné odptaZzeni oxidaéni fosforylace akutnim podanim protonoforu

FCCP ma vyrazny kardioprotektivni u¢inek. Tento ucinek se projevil v uzkém

rozmezi nizkych koncentraci vyraznym zmensenim rozsahu infarktu myokardu.
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