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EDITORIAL

Vedecka monografia pod ndzvom ,Nové strategické pristupy v experimentalnej kardio-
protekcii” ponuka prehlad aktualnych, vysoko odbornych studii z oblasti zakladného kar-
diovaskularneho vyskumu. Experimentélny vyskum v oblasti srdcovo-cievnych ochoreni
tvori nosny pilier pre Uspesnu liecbu a prevenciu kardiovaskularnych ochoreni. Vedecka
monografia je prierezom novych poznatkov, ktoré v sebe zahrriuji vyskum adaptacnych
odpovedi a mechanizmov ochrany patologicky ovplyvneného myokardu s prihliadnutim
na vek a pohlavné rozdiely. Prezentované vysledky poskytuju informéacie o aktivacii pro-
tektivnych procesov, veducich k zvyseniu tolerancii srdca voci ischemickému poskodeniu.
Zaroven poukazuje na dolezitost detailného poznania vplyvu rizikovych faktorov zodpo-
vednych za vznik srdcovo-cievnych ochoreni, suvisiacich so zivotnym Stylom.

Vedecka monografia poskytuje aktualny prehlad strategickych postupov vyuzivajucich
ku kardioprotekcii procesy endogénnej ochrany, akymi su ischemicky preconditioning,
ako aj neinvazivny spdsob zvysenia ischemickej tolerancie srdca, pri ktorom sa spustaci
ischemicky impulz aplikuje na mieste vzdialenom od miesta ocakdvaného protektivheho
efektu, klinicky aplikovatelny preconditioning “na dialku’, tzv. ,remote” ischemicky precon-
ditioning.

Vyznamnd cast monografie je venovand Studiu energetickej udrzatelnosti myokardu
pocas jeho patologickej zétaZe so zretelom na funkciu mitochondrii. Délezitou sucastou
su informdcie o moznosti prevencie kardiovaskularnych ochoreni ovplyvnenim endotelu —
spolo¢ného miesta, kde pdsobia rézne rizikové faktory kardiovaskularnych chorob.

Autori jednotlivych kapitol prihliadali pri vytvarani tohto siborného diela na vyznamnu
vlastnost, akou je schopnost myokardu ciasto¢ne sa adaptovat na patologicky podnet.
Prihladajuc na tento délezity poznatok prebieha v myokarde oproti patogickym podnetom
cely rad kompenzacnych mechanizmov, ktorych vysledkom je udrzanie funkcie srdca a na-
sledne jeho prezivanie.

Oblast vyskumu kompenza¢nych mechanizmov ucinnych v procesoch endogénnej
ochrany myokardu, ku ktorému prispieva i tdto monografia sa ukazuje byt ako perspek-
tivna metoda v podmienkach zvysenych energetickych narokov patologicky zatazeného
myokardu.

Prezentované poznatky si vhodné ako podporny studijny materidl pre Studentov lekar-
skych a prirodnych vied. Na svoje si pridu nadSenci experimentalnej kardioprotekcie, fyzio-
l6gie, patofyzioldgie, molekularnej bioldgie, biochémie, ale aj biofyziky.

Editori
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PROFIL AUTOROV KAPITOL

MUDr. Marek Zalesak, PhD., absolvoval doktorandské studium v rokoch 2011 az 2015
z odboru fyzioldgia Zivogichov na Ustave pre vyskum srdca SAV, kde momentalne pdsobi ako
vedecky pracovnik. Podielal sa na rieSeni viacerych projektov zameranych na studium vplyvu
rizikovych fakto-mulovanej v in vitro podmienkach a kratkotrvajuceho ischemického stresu —
ischemického preconditioningu) na vnutrobunkové adapta¢né mechanizmy (PI3K/Akt sig-
ndalna draha) srdca a odolnost srdca voci ischemicko-reperfuznemu poskodeniu na ¢iasto¢né
objasnenie horsej progndzy akutneho infarktu myokardu pri komorbiditach.

Stefan Lukac je aktualne tesne pred ukon¢enim $tudia na Lekarskej fakulte UK v Bratislave
v odbore vieobecné lekdrstvo. Od prvého ro¢nika sa aktivne zapaja do Studentskej vedec-
kej ¢innosti, kde sa dominantne zaoberal problematikou oxida¢ného stresu a jeho vyzna-
me v patogenéze chordb. Za svoje prace ziskal viaceré ocenenia na konferenciach doma
i v zahranici (Budapest, Dublin), rovnako i akademické pochvaly dekana LF UK a rektora UK.
Zucastnil sa Studijnych pobytov a stazi na Georg-August Universitat v Gottingene a Alge-
meines Krankenhaus vo Viedni. Aktivne pracuje aj v Akademickom sendte Lekarskej fakulty
a vedie Team SVOC na LF.

Mgr. Veronika Ledvényiova-Farkasova, PhD., pracuje ako vedecky pracovnik (postdok-
torand) na Oddeleni srdcovej fyzioldgie a patofyzioldgie Ustavu pre vyskum srdca SAV, kde
v roku 2015 ukoncila doktorandské studium pod vedenim MUDr. Tatiany Ravingerovej,
DrSc. Dr. Farkasova sa venuje predovietkym vyskumu problematiky pohlavnych rozdielov
v odolnosti srdca voci ischemicko-reperfuznemu poskodeniu v réznych experimentalnych
modeloch. Zaroven Studuje potencidlny vplyv pohlavia na ucinnost aktivacie vlastnych
kardioprotektivnych procesov a potencidlne molekuldarne mechanizmy v pozadi s dérazom
na ulohu PI3K/Akt drahy.

MUDr., Tatiana Ravingerova DrSc., z Ustavu vyskumu srdca SAV, je vedicou Oddelenia
srdcovej fyzioldgie a patofyzioldgie, ktoré riesi vybrané problémy teoretickej a experimen-
talnej kardiolégie. Dr. Ravingerova dosiahla vyznamné vysledky v oblasti vyskumu endo-
génnych adapta¢nych mechanizmov v myokarde a ochrany vociischemickému poskodeniu
srdca. Vyrazné Uspechy dosiahla aj vo vyskume odolnosti srdca voci ischémii v diabetickom
myokarde, kde sa zaoberala molekuldrnymi mechanizmami kardioprotekcie a ich zmenami
v,,chorom” myokarde. V sucasnosti sa vo svojej vedecko-vyskumnej ¢innosti venuje Studiu
novych postupov pri ochrane srdca pred akutnou ischémiou v organizme, ktory je zatazeny
civiliza¢nymi chorobami, napr. metabolickymi poruchami, stresom, zvysenym tlakom krvi,
ako aj moznosti obnovenia znizeného adaptacného potencialu srdca.

Mgr. Lucia Griecsova je doktorandkou Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského
v Bratislave. V rdmci doktorandského studia pésobi na Oddeleni srdcovej fyzioldgie a pa-
tofyzioldgie na Ustave pre vyskum srdca SAV. Uz od bakalarskej prace sa venuje skimaniu
vplyvu rizikovych faktorov na kardiovaskuldrny systém. Vo svojej dizerta¢nej praci sa zame-
riava hlavne na vyskum vplyvu starnutia na odolnost myokardu voci ischémii a na adaptac-
né procesy v srdci potkana. Zaobera sa aj skimanim molekuldrnej podstaty ischemického
preconditioningu v zavislosti od veku a snazi sa objasnit v akom vekovom $tadiu zacina do-
chadzat k zmenam v signalizacnych kaskadach preconditioningu, a teda v Ucinnosti tychto
ochrannych adapta¢nych mechanizmov.




Mgr. Ivana Kancirova je absolventkou $tudijného programu Biomedicinska fyzika na Fa-
kulte matematiky, fyziky a informatiky Univerzity Komenského v Bratislave. Magisterské
studium ukondila v roku 2013.V sucasnosti pokracuje v studiu na Prirodovedeckej fakulte
Univerzity Komenského v Bratislave v odbore Fyzioldgia Zivocichov a zaroven pdsobi vo
funkcii doktorandky na Oddeleni biochémie Ustavu pre vyskum srdca SAV. Pracuje v oblasti
vyskumu kardioprotektivnych mechanizmov veducich k ochrane a zmen3eniu ischemické-
ho poskodenia myokardu. Sustreduje sa predovietkym na vyskum kardioprotektivnej in-
tervencie nazvanej ischemicky preconditioning ,na dialku” alebo remote ischemicky pre-
conditioning. Snazi sa objasnit, aku ulohu zohrdva bioenergetika myokardu v spominanom
procese kardioprotekcie s ohladom na respiracnu aktivitu mitochondrii a ich schopnost
produkovat energiu.

Mgr. Magdaléna Jasova od skoncenia Studia odboru Fyzioldgia Zivocichov a etolégia
na Prirodovedeckej fakulte v Bratislave v roku 2013 p6sobi ako postgradudlna Studentka
Prirodovedeckej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave na Oddeleni biochémie Usta-
vu pre vyskum srdca SAV. Magdaléna Jasova sa po¢nuc diplomovou pracou zaoberd pro-
blematikou endogénnej ochrany myokardu indukovanej nielen akutnou fazou diabetes
mellitus, ale aj r6znymi formami preconditioningu, t.j. remote ischemicky preconditioning
¢i farmakologicky preconditioning. Orientuje sa na vyskum funkénych a strukturnych vlast-
nosti srdcovych mitochondrii vyuzitim stanovenia biochemickych a biofyzikalnych parame-
trov membranovej fluidity, aktivity mitochondriovej ATP syntazy a obsahu konjugovanych
diénov. Je spoluautorkou dvoch vedeckych ¢lankov a prvoautorokov jedného vedeckého
¢lanku.




RECENZIE KAPITOL MONOGRAFIE

Vplyv rizikovych faktorov ischemickej
choroby srdca na odolnost srdca voci
ischemickému poskodeniu

Marek Zalesak

Monografia autora MUDr. M. Zalesaka, PhD.
predstavuje zaujimavu experimentalnu 3tudiu
zameranu na stdle aktudlnu problematiku - isché-
miu myokardu v pritomnosti metabolickych a os-
motickych zmien. Cennym prinosom $tudie je tiez
studium stimulovanej odolnosti myokardu voci
ischémii a uvolfovania Specifického markera po-
Skodenia kardiomyocytov, tzv. srdcového proteinu
viazuceho mastné kyseliny (h-FABP). Praca tak pre-
paja patofyzioldgické poznatky o ischémii myo-
kardu, diagnosticki moznost vzhladom na skoré
uvolnenie markera a ne/farmakologické moznosti
zvysujuce rezistenciu voci ischemickému ataku.

Pouzité metodické pristupy su adekvatne k sta-
novenym ciefom. Vysledky prace st vecne popisa-
né, rozdiely medzi prislusnymi porovnavajucimi
skupinami spravne statisticky vyhodnotené. Disku-
sia je kritickym zhodnotenim vlastnych vysledkov
a konfrontaciou s inymi podobnymi studiami, kto-
ré spolo¢ne navrhuju pritomnost mechanizmov
v zistenych protektivnych alebo myokard posko-
dzujucich dejoch.

Na zdklade prezentovanych vysledkom moz-
no konstatovat, ze kardioprotektivne posobenie
ischemického preconditioning-u je sprevadzané
s poklesom uvolnenia markera poskodenia h-FABP,
a Ze naopak hyperglykémia ale nie hyperosmotic-
ké prostredie zvysuje uvolfiovanie tohto markera
na ischémiu adaptovanych srdciach a to aj napriek
porovnatelnému vplyvu na velkost infarktového
loZiska.

Zaverom by som rada vyjadrila sumarne kladné
hodnotenie monografie, ktoré zahina ocenenie
vedeckého zameru, kvalitu spracovania a konfron-
taciu vysledkov a ambiciu prepojenia studie s kli-
nickymi situaciami.

Doc. PharmDr. Adriana Adameov4, PhD.

Predlozeny rukopis ma 29 stran a obsahuje rizi-
kové faktory ischemickej choroby srdca, rozobera
problematiku hypercholesterolémie, hypertenzie,
diabetu melitus a problematiku stabilnej a ne-
stabilnej anginy pectoris. V experimentélnej ¢asti

rozoberd vplyv simulovanej hyperglykémie a is-
chemického preconditioningu, popisuje material
a metddy, hodnotenie velkosti infarktového lozZis-
ka a analyzu h-FABP (srdcového proteinu viazuce-
ho mastné kyseliny) uvolfiovaného zo srdca. Bo-
hatd je vysledkova ¢ast a diskusia ako aj mnozstvo
pouZitej literatury.

Cielom prace bolo prispiet k rozsireniu po-
znatkov tykajucich sa vplyvu rizikovych faktorov
vzniku srdcovocievnych ochoreni, suvisiacich so
Zivotnym Stylom na ochranu srdca pred ischemic-
ko-reperfiznym poskodenim.

Z najvyznamnejsich dosiahnutych vysledkov
uvadzam: Vysledky experimentov potvrdili ochran-
ny ucinok hyperglykémie a ischemického precon-
ditioningu pri perfuzii sfdc roztokom s normoglé-
miou voci ischemicko-reperfuznemu poskodeniu.
Napriek tomu srdcia vystavené ischemickému
preconditioningu v podmienkach hyperglykémie
vykazovali vacsi rozsah ischemicko-reperfuzneho
poskodenia v porovnani so srdcami, ktoré neboli
vystavené ischemickému preconditioningu. Kom-
bindcia ischemického preconditioningu a hypegly-
kémie mé negativny ucinok na odolnost srdca voci
ischemicko-reperfiznemu poskodeniu, podobne
ako nestabilnej anginy pectoris na prognézu na-
sledného akutneho infarktu myokardu. Pri¢inou
znizenej odolnosti sfdc vystavenych ischemické-
mu preconditioningu pri hyperglykémii méze byt
zlyhanie regulacie bunkovych ochrannych mecha-
nizmov.

Pracu hodnotim kladne, lebo stadium vplyvu ri-
zikovych faktorov srdca na ischemicku toleranciu
moze mat potencialne uplatnenie v klinickej pra-
xi pri ur¢ovani prognézy akutneho infarktu myo-
kard.

MUDr. Jan Styk, CSc.

Ovplyvnenie endotelu flavonoidmi ako
moznost prevencie kardiovaskularnych
ochoreni

Stefan Luk&¢

Pozoruhodné je, Ze uvedeny prehladovy ¢lanok
je napisany Studentom vseobecného lekarstva.
V praci sa mlady medik zaobera moznostami pre-
vencie kardiovaskuldrnych ochoreni ovplyvnenim
endotelu prirodnymi latkami zo skupiny flavo-




noidov. Dnes uz vieme, Ze vyznamnou, ba az ne-
postradatelnou sucastou obehového systému je
endotel. Hoci ide len o jednu vrstvu buniek, udr-
Zuje cievnu homeostazu, ¢im zasahuje do funkcie
mnohych orgdnov. Predstavy o ulohe endoteluy,
ako len anatomicky definovanej bariéry oddeluju-
cej krv od okolitého tkaniva, sa zmeniliiba koncom
20. storocia. Rozvoj poznatkov o endoteli viedol
aj k objasneniu spolo¢ného miesta kde pdsobia
rozne rizikové faktory kardiovaskularnych choroéb.
Vsetky zname kardiovaskularne rizikové fakto-
ry, ako su napriklad hypertenzia, hypercholeste-
rolémia, diabetes mellitus, faj¢enie, ¢i vek vedu
k endotelovej dysfunkcii. Endotelova dysfunkcia
vznikd vo vcasnych stadidch aterosklerézy a ma
kld¢ové postavenie v celom jej procese. Hoci pri
niektorych lie¢ivach, ako su statiny alebo inhibito-
ry angiotenzin konvertujiceho enzymu, sa doka-
zal priaznivy vplyv na obnovu endotelovej funk-
cie, do popredia zdujmu sa ¢oraz viac dostavaju
aj rastlinné polyfenolické latky, najma flavonoidy.
V ostatnych rokoch sa sustreduje klinickd, vedec-
ka, ale i spoloc¢enska pozornost na prevenciu, ale
aj terapiu kardiovaskularnych choréb prirodnymi
flavonoidmi. Zatial vsak neexistuju velké klinic-
ké studie, ktoré by priaznivy dopad flavonoidov
na kardiovaskuldrnu morbiditu a mortalitu preu-
kazali. Avsak v experimentoch na zvieratach
a niektorych klinickych studidch uskuto¢nené
na malych poctoch pacientov tieto latky zlepsuju
endotelovu funkciu a davaju velmi sfubné vysled-
ky. Na tomto mieste treba doplnit autora prace,
nakolko aj vysledky viacerych slovenskych vys-
kumnikov preukazali, Ze extrakty z hrozna a vina
obsahujuce polyfenoly, vratane flavonoidov, mézu
mat pozitivny i¢inok na funkciu cievnej steny, naj-
ma na funkciu endotelovej vrstvy. Navyse nasi pra-
covnici dokazali, Ze okrem preventivneho ucinku,
zmes polyfenolickych latok z ¢erveného vina méze
mat aj terapeutické ucinky.

Cievny endotel sa stal cieflom pre farmakotera-
piu réznych ochoreni. Problematika tejto prace je
preto dblezitd nielen v zdkladnom vyskume, ale aj
v klinickej praxi, preto sa skimaniu biologickych
Uc¢inkov flavonoidov treba aj nadalej intenzivne
venovat. Autorovi preto patri vdaka za napisa-
nie tejto prehladovej prace. Ddfam, Ze mu dana
problematika nebude lahostajna ani po skonce-
ni Studia mediciny a ziskané poznatky vyuzije aj
v redlnej klinickej praxi.

MUDr. RNDr. Angelika Puzserova, PhD.

Praca Stefana Lukaca bola vypracovana na Le-
karskej fakulte UK v Bratislave. Autor v predloze-
nom rukopise detailne podava informacie o en-
doteli, jeho stavbe, funkcii, ako aj o endotelovej
dysfunkcii. Rovnako podrobne venuje svoju po-
zornost skupine polyfenolovych latok-flavono-
idom, kde dava do popredia najma na ich protek-
tivne Gcinky.

Autor v rukopise zd6raziuje, ze endotel je vyso-
kospecializovany organ podielajici sa na reguldcii
mnohych procesov. Jeho poskodenim vzniknutd
endotelova dysfuncia potencuje rozvoj réznych
ochoreni ciev. V tejto casti autor upozoriiuje
na prevenciu ochoreni, ovplyvnenim endotelu
v $tadiu dysfunkcie a to za pouzitia flavonoidov.

Tieto poznatky, ktoré su velmi kvalitne spracova-
né, autor podlozil s mnozZstvom prac zahrani¢nych
a domdcich autorov.

RNDr. Barbara Szeiffova-Bacova, PhD.

Ucinnost aktivacie vlastnych
kardioprotektivnych mechanizmov
v zavislosti od pohlavia a veku

Veronika Ledvényiova-Farkasova,
Tatiana Ravingerova

Tato experimentdlna studia uskuto¢nend na la-
boratérnych potkanoch je zamerand na rozsirenie
poznatkov o pohlavnych rozdieloch v kardiopro-
tektivnych mechanizmoch ischemického ,precon-
ditioning-u” u réznych vekovych kategérii ako aj
o pohlavnych rozdieloch v odolnosti myokardu
pri ischémii. Vyznamnou sucastou endogénnych
kardioprotektivnych signalnych kaskad precondi-
tioningu je aj aktivacia fosfatidylinozitol 3-kinazy
(PI3K) a proteinkinazy B (Akt). Cielom autorov bolo
aj poznanie molekuldrnych endogénnych kardio-
protektivnych mechanizmov, preto sa autorky
zamerali hlavne na objasnenie vplyvu pohlavia
a veku v aktivacii signalnej kaskady PI3K/Akt. Vy-
brand problematika je velmi dolezitd, nakolko boli
pozorované pohlavné rozdiely nielen v prevalen-
cii, ale aj v patogenéze réznych ochoreni vratane
kardiovaskularnych choroéb.

Vysledky prace potvrdili vyssiu toleranciu myo-
kardu samic voci ischemicko-reperfuznemu (I/R)
poskodeniu v porovnani s myokardom samcov,
¢o bolo zachované aj pocas starnutia samic. Zis-
tenim, ze zvysena tolerancia voci I/R poskodeniu
bola spojend so zvysenou hladinou aktivovanej
Akt v kardiomyocytoch samic, naznacuje moznu




pri¢inu v pohlavnych rozdieloch v odolnosti srd-
ca voci ischémii a reperfuzii uz za bazalnych pod-
mienok. Navyse, zvySend odolnost srdca samic
voci letdlnemu poskodeniu bola potla¢ena inhi-
biciou PI3K/Akt drahy. Okrem toho vysledky prace
potvrdzuju vyznam PI3K/Akt signalizacie aj v kar-
dioprotektivnych mechanizmoch preconditionin-
gu. Avsak na rozdiel od vyznamnej ulohy PI3K/Akt
v antiinfarktovom ucinku preconditioningu, zda sa,
Ze tato draha nie je zapojena do jeho antiarytmic-
kého ucinku. V pripade samcov sa antiarytmicky
ako aj antiinfarktovy uc¢inok ischemického precon-
ditioningu prejavil v réznych vekovych kategé-
riach. Zaujimavé bolo zistenie, Ze v pripade samcov
bol vplyv veku na arytmogenézu vyraznejsi ako
v pripade samic. V suvislosti s vekom, velkost in-
farktu myokardu po I/R poskodeni nebola ovplyv-
nena vekom ani u samcov ani u samic. Okrem toho,
vsak autorky zistili, Ze starnutie ¢iasto¢ne meni od-
poved'srdca na ischémiu a ovplyvnuje aj potencial
pre aktivaciu endogénnej kardioprotekcie. Navy-
Se predpokladajy, ze u samic dochadza k vekovo
Specifickej aktivacii PI3/Akt drahy. Zaverom praca
konstatuje, Ze ischemicky preconditioning apliko-
vany v $tudii poskytuje dostato¢ny antiinfarktovy
ucinok v srdci oboch pohlavi, aviak je vyraznejsi
u samcov a nie je ovplyvneny vekom. Vysledky po-
ukazuju aj na pohlavne, ako aj vekovo zavisly uci-
nok preconditioningu a aktivacie PI3K/Akt drahy
v procese navodenia kardioprotekcie.

Praca okrem vlastnych zaujimavych vysledkov
poskytuje velmi dobry prehlad odbornej literatu-
ry v Studovanej problematike, ktoru autorky roz-
delili do niekolkych ucelenych ¢&asti zameranych
na problematiku vplyvu pohlavia na kardiovasku-
larny systém, pohlavné rozdiely z hladiska zlyhania
srdca, vplyvu pohlavia na vznik arytmii, vyznamu
estrogénov v kardioprotekcii, zadkladnu charak-
teristiku estrogénovych receptorov, molekularne
mechanizmy pohlavnych rozdielov v odolnosti kar-
diovaskularneho systému a endogénne ochranné
mechanizmy v srdci, navodenej najma ucinkom is-
chemického preconditioningu. Vysledky prace ne-
pochybne dopifajui vedomosti v tejto komplexnej
oblasti vyskumu.

Som presvedcend, Ze ziskané vysledky tejto pra-
ce budu prinosom nielen v zdkladnom vyskume,
ale aj v klinickej praxi.

MUDr. RNDr. Angelika Puzserova, PhD.

Experimentélna praca autoriek Veroniky Ledvé-
nyiovej-Farkasovej a Tatiany Ravingerovej svojim
zameranim patri do oblasti vyskumu ochrany srd-
ca vociischemicko-reperfuznemu poskodeniu, na-
vodenej tzv. ischemickym preconditioningom (IP).
Praca prindsa povodné vysledky, ktoré sa viazu
k aktivacii vlastnych protektivnych mechanizmov
v srdci potkanov kmena Wistar v podmienkach IP.
Konkrétne si autorky dali za ciel preskumat aktiva-
ciu signdlnej kaskady fosfatidylinozitol 3-kindzy/
proteinkinazy B (PI3K/Akt), ktorej uloha v proce-
se adaptacie srdca uz bola experimentalne pre-
ukazana vo viacerych $tudiach. Stadium aktivacie
drahy PI3K/Aktv podmienkach IP autorky sledo-
vali v dvoch vekovych skupinach a laboratérny
experiment rozsirili o faktor pohlavia. Adaptac-
né a ochranné mechanizmy v experimentélnych
skupinach, ktoré predstavovali kombinacie drovni
veku a pohlavia, bolihodnotené ajna zdklade kvan-
tifikovania rozsahu infarktového loziska a vzniknu-
tych reperfuznych arytmii. Svoj experimentélny
zamer autorky viac nez dostacujuco zdévodnuju
v prvej Casti prace, ktoru tvori kompildcia doteraj-
Sich poznatkov o problematike, fenoméne IP, ako
aj o predpokladanych signalnych drahach a efek-
toroch zapojenych do kardioprotekcie. Metodicka
Cast je spracovana prehladne, ziskané vysledky au-
torky Statisticky spracovali a medziskupinové roz-
diely testovali analyzou variancie. Vysledky popis-
nej a inferencnej Statistiky prezentuju v tabulkovej
a grafickej forme, pricom vysledky jasne ukazuju
na interakciu veku a pohlavia v sledovanych cha-
rakteristikach zvolenych pre hodnotenie Gcinku IP.
Pre doteraz nizky pocet prac publikovanych v tej-
to oblasti mohli autorky zhodnotit svoje nalezy
len obmedzene - o to viac su ich vysledky, ktoré
upozornuju na fakt, Ze pri studiu a hodnoteni po-
hlavnych rozdielov v U¢inku IP a aktivacii PI3K/Akt
drahy treba prihliadat na vek, cennym prispevkom
pre vyskum moznosti, ako zvysit toleranciu srdca
k ischémii a vyuzit fenomén ischemického precon-
ditioningu nielen v klinickej praxi, ale aj v oblasti
verejného zdravotnictva.

Doc. RNDr. Iveta Waczulikova, PhD.




Vplyv dospievania na odpoved' myokardu
na ischémiu a na adaptacné procesy

v srdci potkana: studium molekularnych
mechanizmov

Lucia Griecsova

V predlozZenej experimentalnej studii bol sledo-
vany vplyv veku organizmu na schopnost indukcie
adaptacnych a kardioprotektivnych procesov priis-
chemicko-reperfuznom (IR) poskodeni u potkanov.
Praca bola rozsirena aj o studium efektivity vplyvu
ischemického preconditioningu (IPC) v troch veko-
vych skupindch zvierat — u mladych jedincov (1,5
mesiaca), mladsich dospelych jedincov (3 mesiace)
a u starsich dospelych jedincov (6 mesiacov). Adap-
tacné a ochranné mechanizmy v jednotlivych sku-
pinadch boli sledované ako na urovni letdlneho ire-
verzibilného poskodenia a elektrickej aktivity srdca
(velkost infarktového loziska a vznik reperfuznych
arytmii), tak aj na Urovni molekularnych marke-
rov kaskady PI3K/Akt/eNOS, konkrétne celkovych
a fosforylovanych foriem proteinov Akt a eNOS,
ktoré sa povazuju za dolezité na zlepsenie endote-
lovej dysfunkcie a koronarneho prietoku. Vysledky
uvedenej prace potvrdili vplyv samotného veku
na zhorsenie adaptacnej odpovede po IR poskode-
ni ako na urovni bunkovej smrti a arytmogenézy
(1,5 mes. < 3 mes. < 6 mes.), tak aj na Urovni zni-
zenej expresie molekularnych markerov Akt/p-Akt
a eNOS. Co je zaujimavé, uvedenda praca pouka-
zala na klesajuci vplyv IPC so stupajucim vekom
vzhladom na velkost infarktu a vyskyt reperfuz-
nych arytmii, ¢o mézu predstavovat dolezity opor-
ny bod pri transla¢nych studiach s prihliadnutim
na vek pacientov. Okrem toho, vysledky prace po-
ukazuju na dolezitost zachovania dostato¢nej akti-
vity protektivnej signalnej kaskady PI3K/Akt/eNOS
pri obnoveni prietoku a stabilizacii elektrickej akti-
vity — znizenie arytmogenézy a zmensenie infarktu
po IR poskodeni myokardu. Takéto vysledky mé6zu
byt cenné pri zakladnom farmakologickom vysku-
me, ako aj pri klinickych transla¢nych studiach.

PharmDr. Tomas Rajtik, PhD.

Rukopis Lucii Griecsovej vypracovany na Ustave
pre vyskum srdca SAV sa venuje najma efektu star-
nutia na adaptdciu srdca (ischemicky precondi-
tioning), ale aj objasneniu molekuldrnej podstaty
preconditioningu v zavislosti od veku.

V Uvodnej casti predlozenej experimentalnej
vedeckej prace autorka kvalitne spracovala infor-

macie o ischemickej chorobe srdca ako aj ochrane
srdca pred ischémiou cestou adaptacie, precon-
ditioningu. Velmi podrobne rozoberd signalne
drahy preconditioningu a ich zmeny ovplyvnené
vekom.

Metddy skumania odpovedaju jasne stanove-
nym cielom, ktoré autorka vo vysledkovej casti
plne splnila. Vysledky, ktoré su prehladne opisané
a uvedené v grafoch autorka v diskusnej ¢asti po-
rovnava a konfrontuje s mnozstvom zahrani¢nych
a domacich publikacii s obdobnou tematikou.

Na zaklade ziskanych vysledkov autorka v po-
slednej ¢&asti zhrnula vietky poznatky, no najma
poukazala na vyznam dal3ich studii proteinov za-
hrnutych v protektivnej bunkovej signalizicii.

RNDr. Barbara Szeiffova-Bacova, PhD.

Mitochondrie ako hlavné efektory
mechanizmov endogénnej ochrany
myokardu

Mgr. lvana Kancirovda, Mgr. Magdaléna Jasova

V monografii sa autorky lvana Kancirova a Mag-
daléna Jasova zamerali na $tudium mitochondrif
srdca, ktoré st chapané ako efektory mechanizmov
jeho endogénnej ochrany. Prinosom v tejto stvis-
losti je Studium a porovnanie kardioprotekcie po-
mocou ischemického preconditioningu a remote
ischemického preconditioningu na mitochondrie
srdca. Takéto sledovanie vyznamne prispieva k roz-
Sireniu teoretického poznania a bezpochyby ma
priamy vystup i pre klinickd prax, pretoze ukazu-
je ako tieto dve formy preconditioningu pripravia
srdce na zvysenu zataz a ako sa prejavia v procese
jeho endogénnej ochrany.

Mitochondrie su unikdtne organely eukario-
tickych buniek, ktoré okrem produkcie energie
vo forme ATP kontroluju cely rad dalsich funkcii,
vratane schopnosti adaptovat bunku na nové
podmienky prostrednictvom signalnych drah a re-
modelovat ich struktiru a dynamiku. Metodoldégia
a metodické postupy pouzité v experimente su
v stlade s vyty¢enym ciefom. Vysledky su spraco-
vané adekvatnymi Statistickymi metédamia sprav-
ne zrozumitelne popisané. Diskusia je vecnd, ne-
chyba v nej porovnanie vysledkov Studie s inymi
podobnymi. Autorky kriticky zhodnotili svoje vy-
sledky a navrhuju dalSie rieSenie problematiky.

Vysledky ukazali, Ze remote ischemicky precon-
ditioning indukuje prostrednictvom endogénnej




protekcie zmeny vo funkénych parametroch srdco-
vych mitochondrii najma s ohladom na biofyzikal-
ny stav membran. Remote ischemicky precondi-
tioning zvysil fluiditu mitochondriovej membrany
pocas faz ischemicko-reperfuzneho poskodenia
a indukoval tvorenie volnych radikdlov v stabili-
zacnej faze. Zvysend tvorba volnych kyslikovych
poznatok dovoluje predpoklad, Ze volné kyslikové
radikaly maju signdlny charakter, ktory smeruje
k iniciovaniu kardioprotektivnych endogénnych
mechanizmov.

Zaverom konstatujem, Ze monografia splnila ve-
decky zdmer v celom rozsahu. Vysledky su kvalitne
spracované a spravne hodnotené. Diskusia kon-
frontuje poznatky, je kriticka. Vysledky su prino-
som pre teoretické poznanie i klinickud prax. Na za-
klade tohto konstatovania hodnotim predlozenu
monografiu kladne.

RNDr. Olga Uli¢na, CSc.

Rézne formy preconditioningu vyvolavaju pro-
tektivne funkéné a strukturdlne zmeny v myokar-
de, ktoré su sucastou procesu endogénnej ochra-
ny myokardu.

Cielom prace bolo objasnit, akym spésobom re-
mote preconditioning propagujuci kardioprotek-
tivny Ucinok na drovni mitochondriovych mem-
bran ovplyvriuje nasledovné funkéné parametre

mitochondrii v patologicky zatazenom mokarde:
a) fluidita resp. tekutost mitochondriovej mem-
brany; b) aktivitu respiraéného retazca mitochond-
rii a ¢) produkciu kyslikovych radikalov mitochon-
driami.

Remote preconditioning pozostéaval z 3 cyklov
5 min.ischémie a naslednej 5 min. repefuzie pravej
zadnej koncatiny pouzitim tlakovej manzety.

Vysledky prace ukazali, Ze remote preconditio-
ning sposobuje zvysenie fuidity mitochondrial-
nych membran vo vietkych fazach ischemicko-
-reperfizneho testu a indukuje tvorbu volnych
kyslikovych radikalov pocas stabiliza¢nej fazy. Vy-
stavenie izolovanych sfdc ischemicko-reperfuzne-
mu poskodeniu malo za nasledok zniZenie aktivity
mitochondridlnej ATP-syntazy, ako aj pokles v ADP-
-stimulovanej respiracie, bez vplyvu na bazélnu
respiraciu mitochondrii. Zvyseny obsah oxidovanej
izoformy koenzymu CoQ9ox odrdzajuci poskode-
nie dychacieho retazca pocas globalnej ischémie
a reperfuzie myokardu sprevadzalo znizenie fluidi-
ty mitochondriovych membran.

Pracu hodnotim velmi kladne z dévodu, ze zvy-
Senu tvorbu volnych kyslikovych radikalov nespre-
a preto pripisuju volnym kyslikovym radikdlom
prevazne signalny charakter smerovany ku iniciacii
kardioprotektivnych endogénnych mechanizmov.

MUDr. Jan Styk, CSc.
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ABSTRAKT

Ischemickd choroba srdca (ICHS) je naj¢astejsSou
pricinou umrtia vo vyspelych krajinach. Vznika
v dosledku aterosklerézy koronarnych tepien, kto-
ra zmensuje ich priesvit a zabranuje adekvatnej
perfuzii myokardu. Rizikovymi faktormi (RF) vzni-
ku ICHS je starnutie a pritomnost patologickych
stavoy, ako su diabetes mellitus, hypertenzia, hy-
percholesterolémia, ktoré suvisia s nezdravym zi-
votnym Stylom. Prejavom ICHS mézu byt aj ische-
mické epizédy nestabilnej anginy pectoris (NAP)
schopné navodit adaptacnu odpoved srdca, ktora
zmiernuje rozsah letdlneho poskodenia myokardu
pri naslednom akutnom infarkte myokardu (AIM) —
najzdvaznejsej forme ICHS. NAP mozno teda pova-
Zovat za klinicky ekvivalent ischemického precon-
ditioningu (IP), najznamejsej formy endogénnej
kardioprotekcie. Sucastou mechanizmu IP je sti-
mulacia membranovych receptorov $pecifickymi
ligandmi uvolnenymi pri ischemickom strese, mo-
dulacia aktivity proteinkinaz v sarkoplazme a inhi-
bicia apoptdzy. Viaceré klinické Studie potvrdili, ze
vplyv NAP na prognézu AIM zavisi od kombinacie
viacerych komorbidit, ktoré suvisia so zivotnym
stylom. Preto sa experimentalna cast prace zame-
riava na vplyv hyperglykémie (HG) simulovanej
v in vitro podmienkach perfuziou izolovanych
stdc potkanov roztokom so zvysenou koncentra-
ciou glukézy na ochranny ucinok IP vodi ische-
micko-reperfuznemu (I/R) poskodeniu. Odolnost
srdca, respektive zdvaznost I/R poskodenia sme
posudzovali na zaklade hodnotenia velkosti in-
farktového loziska (IS) v rizikovej oblasti myokardu
a mnozstva markera poskodenia kardiomyocytov
(h-FABP - srdcového proteinu viazuceho mastné
kyseliny) uvolneného zo srdca. Vysledky experi-
mentov potvrdili ochranny Uc¢inok HG a IP pri per-
fuzii sfdc roztokom so Standardnou koncentraciou

glukézy - normoglykémii (NG) voci I/R poskode-
niu. Napriek tomu, srdcia vystavené IP v podmien-
kach HG vykazovali vacsi rozsah I/R poskodenia
v porovnani so srdcami, ktoré neboli vystavené
IP. Kombinacia IP a HG ma teda negativny ucinok
na odolnost srdca voci I/R poskodeniu, podobne
ako NAP na prognézu nasledného AIM pri komor-
biditach. Pri¢inou znizenej odolnosti sfdc vystave-
nych preconditioningu pri HG moze byt zlyhanie
regulacie bunkovych ochrannych mechanizmov.
Stadium kombinovaného vplyvu RF na ischemic-
ku toleranciu moze mat potencialne uplatnenie
v klinickej praxi pri predikcii prognézy AIM u poly-
morbidnych pacientov.

Klucové slova: rizikové faktory, ischemicky pre-
conditioning, diabetes mellitus, simulovana hyper-
glykémia, ischemicko-reperfizne poskodenie.

ABSTRACT

Ischemic heart disease (IHD) is the most frequent
cause of death in developed countries. It is a
consequence of atherosclerotic process connected
with narrowing of coronary arteries preventing
adequate coronary flow. Risk factors (RF) of IHD
are associated with ageing and pathological
conditions, such as diabetes mellitus, hypertension,
hypercholesterolemia related with unhealthy
lifestyle. Unstable angina pectoris (UAP) and its
ischemic episodes is a manifestation of IHD able
to induce adaptive heart response and to alleviate
lethal heartinjury due to acute myocardial infarction
(AIM) — the most severe form of IHD. Therefore,
UAP could be considered as a clinical equivalent of
ischemic preconditioning (IP), the well-known form
of endogenous cardioprotection. Mechanisms of
the IP include stimulation of receptors by specific
ligands released during ischemic stress, modulation
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of sarkoplasmatic protein kinases activity and
inhibition of apoptosis. Several studies showed
that influence of UAP on AIM prognosis depends
on combination of lifestyle-related comorbidities.
Therefore, the experimental part of this study is
focused on the impact of hyperglycemia (HG)
simulated in,in vitro” conditions using perfusion of
isolated rat hearts by solution with elevated glucose
on IP-induced cardioprotection against ischemia-
reperfusion (I/R) injury. The heart resistance or
severity of I/R injury was verified by determination
of the size of infarction (IS) in myocardial risk area
and the amount of marker of cell injury (h-FABP -
heart type fatty acid binding protein) released from
perfused heart.Theresults confirmed the protection
mediated by HG or IP in the hearts perfused by
solution with standard glucose concentration -
normoglycemia (NG) against I/R injury. However,
in HG the IP-hearts exhibited more extensive I/R
injury than non-preconditioned hearts. Therofore,
the combination of HG and IP exerts the negative
effect to heart resistance likewise the UAP impairs
AMI prognosis in comorbidities. The probable cause
of impaired resisitance of preconditioned hearts
under HG may be failured regulation of cell survival
mechanism. The study of combined influence of RF
on ischemic tolerance may be potentially useful in
clinical practice in prediction of AIM prognosis in
polymorbidities.

Key words: risk factors, ischemic preconditioning,
diabetes mellitus, simulated hyperglycemia,
ischemia-reperfusion injury.

uvoD

Ischemicka choroba srdca (ICHS) a choroby kar-
diovaskularneho systému casto pridruzené ICHS,
ako su aneuryzma aorty alebo rendlne vaskular-
ne choroby, predstavuju az 40 % pricin vsetkych
umrti. Vyskyt ICHS sa zvysSuje s narastajucim ve-
kom ako désledok aterosklerézy koronarnych ar-
térii. Vyvoj patologickych zmien artérii suvisiacich
s ateroskler6zou podporuje pritomnost rizikovych
faktorov suvisiacich s nezdravym zivotnym stylom.
Medzi najcastejsie rizikové faktory patri faj¢enie,
diabetes mellitus, hypertenzia, dyslipidémia a ab-
domindlna obezita.

Rychly vyvoj aterosklerotickych Iézii v dosledku
posobenia rizikovych faktorov sa klinicky prejavuje
ako nestabilnd angina pectoris (NAP). U pacientov
s NAP je zvysené riziko vzniku zavaznej formy ICHS

spojenej s trvalym poskodenim srdca - akutneho
infarktu myokardu (AIM). Viaceré klinické studie
preukazali, Ze za urcitych okolnosti pacienti s NAP
maju lepsiu prognézu AIM v porovnani s pacient-
mi, u ktorych sa ischemické epizédy NAP pred
infarktom nevyskytovali. Preto tento jav mozno
prirovnat k experimentalne navodenej adaptacii
srdca na ischemicky stres oznacovanej ako ische-
micky preconditionig (IP) (Svorc a kol., 2003).

IP navodeny kratkotrvajucim ischemickym stre-
som zvysuje odolnostazmierfiujerozsah nevratné-
ho poskodenia srdca (infarktu) po naslednej dlho-
trvajucejischémii a pripadnej reperfizii pri obnove
koronarneho prietoku (I/R, ischemicko-reperfizne
poskodenie). Spustacom vnutrobunkovych adap-
tacnych procesov je stimulacia Specifickych recep-
torov na sarkoplazmatickej membrane ligandami
(adenozin, épioidy, adrenalin, bradykinin), ktoré
sa uvolfhuju pocas posobenia stresového faktora
(Murry a kol., 1986; Tyagi a Tayal, 2002). Signal je
dalej sprostredkovany aktivaciou viacerych vnut-
robunkovych proteinkindz. Medzi vnutrobunkové
mechanizmy, ktoré priamo navodzuji zvysenie
odolnosti srdca voci ischémii patri aktivacia dras-
likovych kandlov v sarkoplazmatickej membrane
a mitochondriach (Rourke, 2004), zatvaranie pérov
prechodnej priepustnosti membran mitochondrii
(mPTP) (Downey a kol., 2007) a v oneskorenej faze
IP zvySena expresia antioxida¢nych enzymov, en-
dotelovej NO-syntdzy a proteinov teplotného
Soku, ktoré sa podielaju na obnove nizsich struk-
tur stresom denaturovanych proteinov (Korthuis
a kol., 1998). Otvaranie draslikovych kanalov v sar-
koplazmatickej membrane sposobuje skratenie
fazy 2 akéného potencidlu a zabranuje pretaze-
niu bunky vapnikom, ktoré charakterizuje I/R po-
Skodenie (Ostadal a KolaF, 1999). Otvaranie drasli-
kovych kanalov membran mitochondrii spésobuje
zvysenie koncentracie draslika v mitochondriach,
ktoré podporuje energeticky metabolizmus bun-
ky. Draslikovy prad do matrixu mitochondrie a na-
sledné vylu¢ovanie draslika K*/H* vymennikovym
systémom vybija protédnovy gradient na vnutornej
membrane mitochondrie. Vybijanie gradientu ma
zanasledok jeho kompenzaénu novotvorbu, obno-
vu oxidativnej fosforylacie, utilizacie kyslika a tvor-
by ATP pri obnove koronarneho prietoku (Rourke,
2004). Zatvaranie mPTP zabranuje mechanizmom
bunkovej smrti, ktoré zahfiaju uvolfovanie niek-
torych proapoptotickych proteinov, cytochrému
C, prokaspazy-9 a faktora indukujuceho apoptézu
z mitochondrii (Crompton, 1999).
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Obr. 1. Stadia tvorby aterosklerotického plaku (Simionescu a Sima, 2012). I. $t. zvySenej priepustnosti endotelu
pri naraste plazmatickej koncentracie lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL), C-reaktivneho proteinu (CRP), Tumor
nektrotizujuceho faktora; Il. $t. inkorporacie oxidovanych a glykovanych LDL castic do intimy artérii vo forme mo-
difikovanych lipoproteinov (MLp); lIl. st. aktivacie trombocytov (PI), T-lymfocytov (T-Ly), dendritovych buniek (Dc)
a monocytov (Mon) na aktivne makrofagy (Mac) fagocytujuce MLp a ich premeny na penové bunky (FC) tvoriace
lipidové pruzky; IV. st. migracie buniek hladkej svaloviny (SMC) z médie do intimy a vzniku fibréznej ¢iapky; V. st.
fibrolipidového plaku; VI. 5t. ukladania cholesterolovych krystalov (cc) vapnika a nasledna ruptura fibréznej ciapky,
vytvorenie trombu v mieste ruptury, zdZenie priesvitu cievy.

Patologické stavy suvisiace s nezdravym Zi-
votnym Stylom (diabetes mellitus, hypertenzia,
dyslipidémia) mo6zu regulovat vnutrobunkové
adaptacné mechanizmy podobne ako IP. Vysled-
ny efekt ich pésobenia na odolnost srdca voci is-
chémii zavisi od ich vzajomnej kombinacie a dlzky
posobenia.

ISCHEMICKA CHOROBA SRDCA

Ischemickd choroba srdca (ICHS) je oznacenie
skupiny choréb, ktorych podstatou je ischémia
(nedostato¢nd perfizia) myokardu vznikajlca
v dbsledku patologického procesu v koronarnom
rieCisku. Najcastejsim patologickym procesom
spbsobujucim vznik ICHS je ateroskleréza (Ross,
1999). Ateroskleréza predstavuje komplex zmien
v intime artérii, suvisiacich s poskodenim endote-
lu s naslednou kumulaciou lipidov, najma glyko-
vanych a oxidovanych a lipoproteinov s nizkou
hustotou (ox-LDL), zapalovych buniek a v konec-
nom dosledku k tvorbe fibréznej ciapky, ktord
zuzuje priesvit artérie. Nasledna kumulacia depo-
zitov vapnika a cholesterolu zvysuje riziko ruptury
fibréznej Ciapky a vzniku krvnej zrazeniny, kto-

rd vedie k vyraznejSej obstrukcii cievy (Vohnout
a Raslova, 2009; Obr. 1).

Podla charakteru loziska aterosklerézy rozlisu-
jeme tri zakladné formy ICHS. Podstatou stabilnej
anginy pectoris (SAP) je chronicka ciasto¢nd ob-
Strukcia koronarnej artérie stabilnym loziskom ate-
rosklerézy, ktord znemoznuje adekvéatnu perfaziu
myokardu pri réznych stuprioch zataze (Albrecht,
2013). Pojem ,angina pectoris” prvykrat pouzil He-
berden v roku 1768 (z gréckeho ,ancho” — Skrtim
a latinského ,pectus” — hrudnik) pre typicku zvie-
ravi bolest hrudnika trvajucej niekolko mindut,
ktorou sa angina pectoris prejavuje. Komplikaciou
SAP mozZe byt nestabilnd angina pectoris (NAP)
spojend s ruptdrou fibréznej ciapky, naslednou
trombotizaciou v mieste defektu. NAP zvysuje ri-
ziko totdlnej pretrvavajucej okluzie koronarnej ar-
térie pri akdtnom infarkte myokardu (AIM), ktoré
ma za nasledok nevratné poskodenie myokardu
(Kaski a kol., 1996). Nenavratne poskodené kardi-
omyocyty nie su schopné udrzat normalnu distri-
buciu iénov v intraceluldrnom a extraceluldrnom
prostredi a obnovit aerébny metabolizmus po
obnoveni koronarneho prietoku. Dosledkom je
porusend ibnovd homeostdza a zvysena tvorba
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volnych kyslikovych radikalov (Ruis-Meana a Gar-
cia-Dorado, 2009). Reperfuzia (obnova koronarne-
ho prietoku) po dlhotrvajucej tazkej ischémii teda
zhor3uje progndézu ischemického poskodenia a je
pri¢inou I/R poskodenia srdca (Hearse 1997).

RIZIKOVE FAKTORY ISCHEMICKE)J
CHOROBY SRDCA

ICHS ako désledok aterosklerézy koronarneho
riec¢iska moze postihovat vietkych jedincov, aviak
pravdepodobnost jej vzniku zvysuje pritomnost
urcitych rizikovych faktorov (RF). RF st definované
ako urcité klinické, alebo laboratorné znaky (bio-
chemické, hematologické, psychologické, zmeny
na EKG) bez manifestnych priznakov, ktorych pri-
tomnost je spojena so signifikantne vy3sim relativ-
nym rizikom vzniku choroby. Na zistenie suvislosti
medzi RF a vznikom patologického procesu je po-
trebné uskutocnit epidemiologické prospektivne
studie zamerané na vyhodnotenie korelacie vysky-
tu RF s incidenciou komplikacii aterosklerézy (Zak
a kol., 2011). Medzi vyznamné prospektivne studie
hodnotiace RF patria WHO MONICA a Studia sied-
mich krajin, ktoré identifikovali fajcenie, dyslipidé-
miu, hypertenziu ako hlavné RF vzniku ICHS (Keys
a kol., 1984; Loéwel a kol., 2005). Zoznam RF rozsi-
rila Framinghamska S$tudia o diabetes mellitus,
fyzickd inaktivitu a obezitu (O'Donnell a Elosua,
2008). Dalsia vyznamna epidemiologicka studia,
INTERHEART, identifikovala a zoradila podla vy-
znamnosti 9 rizikovych faktorov: 1. Zvyseny po-
mer apolipoproteinu B (hlavny lipoprotein LDL
Castic) a apolipoproteinu A1 (hlavny lipoprotein
HDL ¢astic) (ApoB/apoAT), 2. Fajcenie, 3. Disbetes
mellitus, 4. Hypertenzia, 5. Abdomindlna obezita,
6. Psychosocialne faktory, 7. Znizena denna konzu-
macia ovocia a zeleniny, 8. Nedostatok pohybove;j
aktivity, 9. Nadmerna konzumacia alkoholu (Yusuf,
2004). RF rozdelujeme na tie, ktoré suvisia a ktoré
nesuvisia s nezdravym Zivotnym Stylom. V ramci
studia vplyvu RF suvisiacich so Zivotnym stylom na
mortalitu je potrebné eliminovat vplyv veku a vro-
denych dispozicii (familidrne dyslipidémie) zave-
denim tzv. eurépskej Standardnej populacie, ktora
zahtia skupinu ludi vo veku 35 - 74 rokov (Mdiller-
-Nordhorn a kol., 2008). Okrem vyssieho veku
a vrodenych dispozicii medzi RF, ktoré nesuvisia so
Zivotnym Stylom, patri muzské pohlavie. U muzov
v hispanskej casti populacie USA sa zistil ¢astejsi
vyskyt diabetes mellitus, hypellipidémie a hyper-
tenzie ako u Zien (Kaplan a kol., 2014).

RF ICHS spojené so Zivotnym Stylom, ako su hy-
pertenzia, diabetes mellitus, dyslipidémia a chro-
nicky stres, zvysSuju riziko aj rozsah poskodenia
srdca pri infarkte. Naopak, niektoré stresové pod-
nety, ako je akutne zvysend hladina glukézy v krvi,
mozu navodit v srdci adaptacné procesy, vysled-
kom ktorych je zvysenie odolnosti srdca voci ne-
vratnému poskodeniu pri infarkte, podobne ako
po prechodnej ischémii. ICHS sa ¢asto vyskytuje
v kombinacii s uvedenymi patologickymi proces-
mi a vnutrobunkové mechanizmy I/R poskodenia
myokardu a adaptacie mézu navzijom interfe-
rovat. Vysledny efekt pésobenia RF na odolnost
srdca voci ischémii pravdepodobne zavisi od ich
vzdjomnej kombindcie, trvania a pohlavia jedinca
(Ravingerova a kol., 2012).

Hypercholesterolémia

Vplyv hyperlipidémie, resp. hypercholesterolé-
mie (HCH) indukovanej diétou s vysokym prijmom
tukov na odolnost srdca voci I/R poskodeniu nie
je jednoznacny. Viacero experimentalnych studii
uvadza odlisné vysledky v zavislosti od trvania dié-
ty a zvieracieho modelu. U kralikov mala 3-dnova
alebo 8-tyzdniova vysokocholesterolova diéta za
nasledok vacsirozsah infarktového loZiska v porov-
nani s kontrolnymi skupinami. Naopak, 12-tyzdrio-
va vysokocholesterolova diéta u mysi a 2- a 3-tyz-
driova vysokocholesterolova diéta u kralikov vied-
la ku zvy3eniu odolnosti sfdc voci I/R poskodeniu,
ktoré sa prejavilo mensim rozsahom infarktu alebo
lep3ou obnovou funkénych parametrov (Ferdinan-
dy, 2003). Jednou z pri¢in rozdielneho u¢inku HCH
na odolnost srdca voci ischémii mbze byt aktivacia
p38 MAP-kinazy, ktora zohrava ulohu v procesoch
adaptiécie ako aj apoptdzy, programovanej bunko-
vej smrti (Ravingerova a kol., 2003a).

Hypertenzia

Vyznam hypertenzie ako RF sa zvysuje v kom-
binacii s inymi RF sUvisiacimi so Zivotnym 3tylom
(fajéenie, zvysena hladina plazmatického chole-
sterolu, diabetes mellitus) (Conroy a kol., 2003)
a v pokrocilom $tadiu. Pri chronickej arteridlnej hy-
pertenzii sa u pacientov vyvija hypertrofia lavej ko-
mory, ktora je spojena so znizenym vykonom srd-
ca a zvysenou koronarnou rezistenciou (Frohlich
a kol., 1992).V experimentalnych podmienkach sa
zistilo, Ze pri rozvoji hypertrofie lavej komory zo-
hrava klucovu ulohu p38 MAP kinaza (Behr a kol.,
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2001). Znizenie odolnosti srdca pri hypertenzii po-
tvrdzuje aj horsia obnova systolicko-diastolickej
funkcie, korondrneho prietoku, zvysena cievna re-
zistencia u hypertenznych potkanov po obnoveni
koronarneho prietoku v porovnani s normalnymi
potkanmi (Chen a kol., 2000).

Diabetes mellitus, hyperglykémia

Experimentalne aj klinické pozorovania doka-
zuju, Ze acyklickad forma glukdzy (0,02 % celkovej
hladiny glukézy) podlieha oxidacii ibnmi prechod-
nych kovov za vzniku volnych radikalov. Toxicky
uc¢inok acyklickej glukézy moze spocivat aj v ne-
enzymovej (Maillardovej) reakcii s proteinovymi
¢asticami za vzniku Schiffovych zasad (Carsky,
2008). Progresia tychto zmien pri diabetes melli-
tus vedie k poskodeniu membranovych Struktur,
idnovych transportnych mechanizmov (Na*/Ca?*
a Na*/H* vymennikovych systémov, Na*/K* a Ca?*
ATP-az) v bunkach myokardu (Ravingerova a kol.,
2011). Znizenie aktivity iénovych transportnych
mechanizmov v diabetickych srdciach moze mat
paradoxne ochranny ucinok. Pri zniZzenej aktivite
Na*/Ca** pocas ischémie nedochadza k vymene
naakumulovaného Na* za Ca?*, ¢o zabranuje vap-
nikovému pretazeniu pri obnoveni perfuzie (Tani
a Neeli, 1988, 1989). S miernejsim pretazenim kar-
diomyocytov Ca** pri I/R poskodeni diabetickych
sfdc v porovnani s nediabetickymi suvisi aj mier-
nejsia vnutrobunkova acidéza pri znizenej aktivite
anaerébnej glykolyzy v désledku obmedzeného
vstupu glukézy do buniek (Feuvray, Lopashuk,
1997). Miernejsia vnutrobunkovd acidéza vysvetlu-
je znizenu aktivitu Na*/H* a Ca**/Na* vymennika
a miernejsie pretazenie bunky iénmi Ca* (Pringlet
a kol., 1997).

Vplyv hyperglykémie alebo diabetes mellitus
(DM) na odolnost srdca voci ischémii zavisi od trva-
nia diabetického stavu. Ochranny t¢inok hypergly-
kémie sa vo vseobecnosti pripisuje jej akutnej faze.
Spojenej so zvysenou aktivitou proteinkinaz regu-
lovanych extracelularnymi signalmi— ERKY: (Strnis-
kova a kol., 2003), proteinkindzy B — Akt (Ravingo-
rova a kol. 2011), proteinkinazy C — PKC a zvy$enou
syntézou proteinov teplotného 3oku (Balakumar
a Sharma, 2012). V akutnej faze (1 - 2 tyzdne) dia-
betického stavu indukovaného streptozotocinom
(STZ) bol pozorovany mensi rozsah infarktu a po-
rovnatelny (Ravingerova a kol., 2003b), alebo zni-
zeny vyskyt arytmii spolu so znizenou produkciou
laktatu pocas ischémie (Ravingerova a kol., 2000)

a miernejsie pretazenie buniek Ca?* a Na* a strata-
mi K* a Mg?* (Tosaki a kol., 1996). V chronickej faze
(8 tyzdriov) DM indukovaného STZ rozsah infarktu
a porucha iénovej homeostazy bola porovnatelna
s kontrolnymi podmienkami a zavaznost arytmif
dokonca zvysena (Ravingerova a kol., 2003b; Tosa-
ki a kol., 1996). U psov s chronickym DM sa zistila
zhorSend obnova funkénych parametrov pocas
reperflzie (Haider a kol., 1977). Znizenu odolnost
sftdc v chronickom $tadiu potvrdzuju aj klinické
studie, ktoré vacsinou uvadzaju horsiu progndzu
AIM a castejsi vyskyt komplikacii, ako je zlyhanie
srdca alebo nahla smrt diabetickych pacientov
(Jaffe a kol., 1984, Stone a kol., 1989).

Stabilna a nestabilna angina pectoris

NAP, ktora je jednym z rizikovych faktorov vzniku
AIM, sa zaroven povazuje za klinicky ekvivalent IP
zmiernujuci rozsah nevratného poskodenia srdca
pri infarkte (Svorc a kol., 2003). Protektivny G¢inok
NAP potvrdzuje aj retrospektivna analyza udajov
ziskanych zo studii Trombolysis in myocardial infar-
ction studies-4, 9B (TIMI-4, TIMI-9B). Pacienti s pri-
znakmi 24 hodin pred AIM vykazovali nizsi vyskyt
komplikacii AIM (srdcové zlyhanie, nahla smrt)
a mensi rozsah infarktového loziska urceny hladi-
nou kreatinkindzy (marker poskodenia kardiomyo-
cytov) v krvi v porovnani s pacientmi bez predcha-
dzajucej NAP.Vysledky uvedenych $tudii dokazujq,
ze NAP je ekvivalentom skorej fazy IP (Kloner a kol.,
1995; Kloner a kol., 1998). V studii Nakagawu a kol.
(1995) sa tiez zistila lepsia obnova ejekénej frakcie
po infarkte u pacientov, ktori mali posledné ische-
mické epizédy NAP niekolko dni pred infarktom,
ako u pacientov bez predchadzajucej NAP. Teda
NAP moze aktivovat mechanizmy vcasnej aj one-
skorenej fazy kardioprotekcie. Ochranny ucinok
série epizod kratkotrvajucej ischémie bol potvrde-
ny aj u pacientov so SAP v kombindacii s fyzickou
aktivitou. Prechodnd ischémia spdésobena opa-
kovanou fyzickou zatazou pri SAP moéze navodit
adaptacné mechanizmy, ktoré postupne skracuju
trvanie ischemickych bolesti a znizujui incidenciu
ischemickych arytmii (Li a kol., 2003). DIhodobé
obmedzenie koronarneho prietoku pri SAP vedie
k doc¢asnému znizeniu kontraktility pri zachovanej
viabilite kardiomyocytov, tzv. hibernacii myokardu
(Krupicka a kol., 1999). Podobne hibernacia myo-
kardu predstavuje jednu z foriem adaptdcie srdca
na znizeny krvny prietok a ochranny fenomén po-
dobne ako IP (Bolli, 1992).
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Viaceré klinické studie tiez poukazali na Ziadny,
alebo negativny vplyv anginy pektoris na progné-
zu nasledného AIM u pacientov s DM alebo hy-
pertenziou, ktory sa prejavil zvySenim mortality
(Behar a kol., 1992; Ishihara a kol., 2001). Negativny
ucinok série kratkotrvajucich ischemickych atakov
na odolnost srdca sa zistil aj v experimentélnych
podmienkach u potkanov s hyperlipidémiou (Ju-
haszakol., 2004).V in vivo experimentoch na psoch
s otvorenym hrudnikom akudtna hyperglykémia
indukovand kontinudlnym intraven6znym poda-
vanim glukézy celkom oslabila ochranny G¢inok
IP voci dlhotrvajucej ischémii navodnej okluziou
koronarnej artérie (Kernsten a kol., 1998, Vladic
a kol.,, 2011). Vysledky uvedenych prac naznacujq,
Ze adaptacny ucinok kratkotrvajuceho ischemic-
kého stresu v kombinacii s inymi patologickymi
stavmi moze byt oslabeny.

EXPERIMENTALNA

CAST STUDIE - VPLYV
SIMULOVANEJ HYPERGLYKEMIE
A ISCHEMICKEHO
PRECONDITIONINGU

NA ODOLNOST SRDCA VOCI
ISCHEMII

Epidemiologické a experimentdlne studie po-
tvrdili, Ze patologické stavy, ktoré zvysuju riziko
ICHS resp. AIM, ako su NAP, diabetes mellitus, hy-
pertenzia, hypercholesterolémia sa u pacientov
¢asto vyskytuju sucasne a ich modula¢né ucinky
na odolnost srdca a prognézu AIM sa navzajom
ovplyviuju. Medzi ¢asto vyuzivané metédy expe-
rimentdlnej kardiolodgie patri korondrna okluzia
in vivo u zvierat s otvorenom hrudniku a izolacia
a perfuzia srdca podla Langendorffa in vitro. In vivo
experimenty umoznuju Studovat odolnost srdca
a adaptacné mechanizmy na stresové podnety
na urovni celého organizmu. Perfuzia izolované-
ho srdca zivnym roztokom v in vitro podmienkach
eliminuje vplyv zdpalovej odpovede na stresovy
podnet a nervovu a hormondlnu reguldciu srdca.
Umoznuje tak Studovat ochranné mechanizmy
vodi I/R na drovni srdca (Doring a Dehnert, 1988).
Experimenty na izolovanych srdciach potkanov
preukazali ochranny U¢inok akutnej fazy STZ-indu-
kovaného diabetes mellitus, ktory zmierfioval za-
vaznost ischémiou indukovanych arytmii (Ravin-
gerova a kol., 2000) aj rozsah infarktu (Matejikova

a kol., 2008), podobne ako in vivo pokusy uskutoc-
nené na potkanoch s otvorenym hrudnikom (Ra-
vingerova a kol., 2003). Standardné podmienky pri
perfazii izolovaného srdca vsak rovnako eliminu-
ju aj posobenie patologickych stavov, ktoré cha-
rakterizuju experimentalne skupiny. Preto sme sa
v experimentalnej casti prace zamerali na stu-
dium vplyvu hyperglykémie simulovanej perfu-
ziou izolovaného srdca roztokom so zvysenou
koncentraciou glukézy, ischemického precondi-
tioningu a kombinacie oboch faktorov na odol-
nost srdca voci I/R poskodeniu.

Zavaznost a rychlost vyvoja patologickych
zmien myokardu pri I/R poskodeni sme posudzo-
vali na zdklade hodnotenia rozsahu infarktového
loziska v rizikovej oblasti myokardu a uvolfovania
srdcového proteinu viazuceho mastné kyseliny
(h-FABP — biomarker poskodenia kardiomyocytov)
zo sfdc do perfuzneho média. V sucasnosti je zna-
mych 9 typov FABP proteinov. Usporiadanie ami-
nokyselinovych jednotiek urcuje ich 3pecifickost
pre jednotlivé organy (Veerkamp a kol., 1999).
Viacero klinickych studii potvrdilo, Ze prave h-FABP,
zastUpeny najma v srdci, je velmi Specificky (Alha-
di a Fox, 2004) a v¢asny marker AIM, ktorého uvol-
fnovanie zac¢ina uz 20 minut po vzniku ischémie
a hladina v krvi dohahuje maximum po 3 hodinach
(Chan a kol., 2004; Cavus a kol., 2006). Prave rychle
uvolfovanie h-FABP bolo dévodom jeho vyuZitia
ako kardiomarkera v nasich experimentoch s rela-
tivne kratkym trvanim protokolu ischémie a reper-
fuzie. Rychle uvolfovanie h-FABP, ale podstatne
nizsie hladiny v sére ako pri infarkte sa vyskytuju
aj pri NAP, pre ktoru nie je charakteristické letal-
ne poskodenie srdca spojené s nekrézou (Tsuji
akol., 1993). Preto h-FABP v sére méze byt zaroven
markerom lahsieho poskodenia myokardu k comu
pravdepodobne prispieva jeho nizka molekulova
hmotnost a lokalizacia v sarkoplazme (Spirkova
a kol., 2005).

Dal3im cielom bolo odli3it vplyv metabolickych
ucinkov zvysenej koncentracie glukézy od vplyvu
jej osmotickych vlastnosti na odolnost srdca voci
ischemicko-reperfiznemu poskodeniu a uc¢innost
IP. Hyperosméza perfizneho média bez zvysenia
koncentracie energetickych substratov myokardu
bola dosiahnuta pridanim manitolu do perfizne-
ho média v koncentracii rovnajucej sa prebytocnej
koncentracii glukézy v perfiznom médiu pri simu-
lovanej hyperglykémii.
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MATERIAL A METODY

Model izolovaného srdca

Po rychlej excizii z hrudnej dutiny boli srdcia
umiestnené do chladeného (4 °C) heparinizované-
ho fyziologického roztoku a do 60 sekund umiest-
nené do perfluzneho zariadenia (ADInstruments,
Nemecko). V experimentoch bola vyuzitd metéda
retrogradnej perfluzie podla Langendorffa (Obr. 2),
ktora spociva v kanyldacii a perfuzii sfdc cez vypre-
parovanu aortu pri konstantnom tlaku 75 mmHg
a teplote 37 °C. Srdcia boli perfundované Krebso-
vym-Henseleitovym (KH) roztokom s koncentra-
ciou (v mM): NaCl 118,0; KCI 3,2; MgSO, 1,2;
NaHCO, 25,0; KH,PO, 1,18; CaCl, 2,5; glukézy 11,0
alebo 22,0; pripadne glukdézy 11,0 a manitolu 11,0.
Roztok bol syteny zmesou plynov O, a CO, v obje-
movom pomere 95: 5.

perfuzny
roztok

Ustie pravej
koronarnej artérie -

ustie lavej
7 koronarnej artérie

zatvorena
chlopria aorty

fava
komora

Obr. 2. Schéma retrogradnej perfuzie srdca podla Lan-
gendorffa (upravené podla Déring a Dehnert, 1988).
Vo faze diastoly pri zatvorenych aortalnych chlopniach
perfuzny roztok prudi cez kanylovanu aortu a koronar-
ne tepny do srdca, vo faze systoly prudi cez koronarne
zily a pltcnicu von zo srdca.

Protokol ischémie a reperfazie

Kazdy experimentélny protokol sa zacal obdo-
bim 20-minutovej fazy stabilizacie, ktorej cielom
bolo dosiahnut stalost funkénych parametrov:
koronarneho prietoku — CF, frekvencie akcie srd-
ca (HR), tlaku vyvinutému v lavej komore (rozdiel
medzi systolickym a diastolickym tlakom - LVDP),
maximalnej rychlosti narastu (+dP/dt__)a poklesu
(-dP/dt__ ) systolického tlaku ako miery kontrakcie
arelaxacie. Tlakové parametre boli snimané pomo-
cou katétra s plastovym balénikom zavedeného do

dutiny lavej komory spojeného s tlakovym snima-
¢om (MLP844, ADInstruments, Nemecko). Baldnik
bol napifany vodou, pokial diastolicky tlak nebol
ustaleny na hodnote 5 - 7 mmHg. Elektricka aktivi-
ta srdca bola snimana pomocou dvojice elektréd,
jednej spojenej s povrchom lavej komory a druhej
Standardnej umiestnenej na aortalnej kanyle.

Po ustaleni funkénych parametrov sme vyvolali
30-mindtovu ischémiu okluziou zostupného ra-
mena lavej korondrnej artérie (LAD) — regional-
na ischémia (Obr. 3). Po regiondlnej ischémii bol
koronarny prietok LAD obnoveny a nasledovala
120-minutova reperfiizia. Po 30-minutovej isché-
mii dochadza k vyraznému ireverzibilnému pos-
kodeniu myokardu, ktoré sa paradoxne zhorsuje
v priebehu néslednej reperfuzie. Hovorime o I/R
poskodeni. V skupinach s ischemickym precondi-
tioningom boli srdcia vystavené sérii dvoch cyklov
5-minutovej ischémie a 5-minudtovej reperfuzie
pred navodenim 30-minutovej ischémie. Pocet ex-
perimentov v jednotlivych experimentalnych sku-
pinach bol 5 - 8.

Obr. 3. Koronarna okluzia navodena stla¢enim svalo-
viny okolo cievy naloZenim ligatury chirurgickou ihlou
a zafixovana plastovym uzaverom (fotografia: Ustav pre
vyskum srdca SAV).

Rozdelenie experimentalnych protokolov

1. Kontrolna skupina sfdc vystavenych dlhotrvaju-
cej regiondlnej ischémii a reperfuzii perfundo-
vanych KH roztokom so $tandardnou koncen-
traciou glukézy (NG) 11,0 mM.

2. Kontrolnd skupina sfdc vystavenych dlhotrva-
jucej regionalnej ischémii, reperfizii a hyper-
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glykémii simulovanej perfuziou KH roztokom so
zvysenou koncentraciou glukézy 22,0 mM po-
¢as celého experimentu.

3. Kontrolnd skupina sfdc vystavenych dlhotrva-
jucej regionalnej ischémii, reperfizii a hyperos-
moze navodenej perfuziou KH roztokom so
standardnou koncentraciou glukézy a koncen-
trdciou manitolu 11,0 mM pocas celého expe-
rimentu.

4. Srdcia vystavené ischemickému preconditionin-
gu, dlhotrvajucej regionalnej ischémii, reperfu-
zii, perfundované Standardnym KH roztokom
so Standardnou koncentraciou glukozy.

5. Srdcia vystavené ischemickému preconditionin-
gu, dlhotrvajucej regionalnejischémii a reperfu-
zii v podmienkach simulovanej hyperglykémie.

6. Srdcia vystavené ischemickému preconditionin-
gu, dlhotrvajucej regiondlnej ischémii a reper-
fuzii v podmienkach hyperosmézy perfuzneho
média navodenej manitolom.

Hodnotenie velkosti infarktového loziska

Na hodnotenie velkosti infarktového loziska
bola pouzitd metéda dvojitého farbenia aplika-
ciou roztokov KMnO, a trifenyltetrazéliumchloridu
(TTC) s teplotou 37 °C cez aortu na farebné odli-
Senie pléch normalneho neischemizovaného, is-
chemického prezivajuceho a nekrotického tkaniva
na rezoch srdca (Obr. 4).

Po ukonceni 30-minutovej regionalnej ischémie,
2-hodinovej reperflzie a opatovnej koronarnej
okluzii sme srdcia perfundovali (3 mL) roztokom
KMnO,, aby sme farebne odlisili neischemicky
myokard. Po vyplachnuti prebytotného KMnO,
fyziologickym roztokom a uvolneni korondrnej
okluzie sme srdcia premyli 10 mL 1 % timivym roz-
tokom trifenyltetrazéliumchloridu (TTC). Nasledne
boli srdcia inkubované v tomto roztoku 30 minut
pri teplote 37 °C a potom umiestnené do 10 %
roztoku formaldehydu. Po 24 hodinach boli srdcia
nakrajané na 1 - 2 mm rezy a odstranené pred-
siene spolu s pravou komorou. Rezy boli potom
umiestnené na dalsich 72 hodin do formaldehydu
na fixaciu farebného kontrastu medzi prezivajucim
a nekrotickym ischemickym tkanivom. Pripravené
rezy boli umiestnené medzi priehladné plasto-
vé platnicky a obrysy farebnych kontrastov spolu
s dutinou lavej komory zakreslené na celofanovu
féliu. Z folie boli obrysy zosnimané elektronickym
perom a vyhodnotené nekomerénym planimetric-
kym softvérom (E. Traasdahl, Troms, Norway).

Tmavofialova oblast predstavuje neischemické
normalne perfundované tkanivo pocas celého ex-
perimentu zafarbené roztokom KMnO,. Cervena
oblast predstavuje ischemické prezivajuce tkani-
vo, kde interakcia dehydrogenaz a ich koenzymov
sTTC sa prejavuje farebnou reakciou vzniku forma-
zanu. Bleda oblast predstavuje odumreté tkanivo
s neaktivnymi dehydrogendzami, kde k farebnej
reakcii s TTC nedochadza.

Ischemické viabilné (IV, prezivajuce) a ischemic-
ké odumreté (IS, infarktové) tkanivo predstavujiuce
rizikovu oblast myokardu (AR) a spolu s neische-
mickym normalnym tkanivom (NT) predstavuju
celkovu oblast lavej komory (LK). Rozsah infarktu
je vyjadreny podielom IS z celej AR v percentach
(obr. 14).

1A% NT

AR

s

Obr. 4. Rez zafarbenou favou komorou (fotografia:
Ustav pre vyskum srdca SAV). AR - celkova rizikova ob-
last lavej komory; IV - ischemické prezivajuce tkanivo
zafarbené na cerveno; IS — infarktové odumreté tkani-
vo nezafarbené; NT - neischemické tkanivo zafarbené
KMnO4; DLK - dutina lavej komory.

DLK

Analyza h-FABP uvolhovaného zo sirdc

H-FABP sa stanovoval vo vzorkach perfuzneho
roztoku vytekajucom zo sidc cez plicnicu. Roztok
sa zbieral pocas celej fazy stabilizacie, dlhotrva-
jucej koronarnej okluzie, a reperfuzie. Zbieranie
roztoku pocas reperfuzie bolo rozdelené na sériu
Siestich 20 min. trvajucich odberov. Podmienkou
spracovania vzoriek boli hodnoty koronarne-
ho prietoku patriace do kalibrovaného intervalu
v kazdom $tadiu experimentu. Vzorky ziskaného
perfuzneho roztoku z jednotlivych odberov boli
dialyzované cez noc oproti destilovanej vode pri
teplote 4 °C pomocou rurovitej dialyzacnej celulo-
zovej membrany a magnetického miesadla. Jeden
ml kazdej vzorky dialyzovaného roztoku bol napi-
petovany do Eppendorfovej skimavky, zmrazeny
pri teplote -20 °C a kompletne lyofilizovany. Lyofi-
lizované vzorky boli nasledne nariedené roztokom
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na riedenie na objem 110 uL. Vo vzorkach boli sta-
novené koncentracie h-FABP.

Principom stanovenia koncentracie h-FABP
vo vzorkach bola kvantitativna sendvi¢ova imuno-
analyza (ELISA) pozostavajuca z laboratérnej sady
(CUSABIO). Postup prebiehal podla manualu. Spe-
cifické anti-h-FABP protilatky boli vopred naviaza-
né na mikroplatni¢ku. Vzorky standérd a perfuzne-
ho roztoku s objemom 100 uL boli pipetované
do jamiek mikroplatnicky, kde reagovali s imobi-
lizovanymi protilatkami. Po 2-hodinovej inkubdcii
pri teplote 37 °C a odstraneni prebyto¢nej tekutiny
nasledovala inkubacia 1 hod. s anti-h-FABP proti-
latkou konjugovanou s biotinom (100 uL na jam-
ku). Po premyti jamiek a vysuseni jamiek nasledo-
vala inkubacia 1 hod. s redkovkovou peroxidazou
(100 pL na jamku) pri teplote 37 °C. Po odstraneni
nenaviazanych substancii nasledovala inkubacia
peroxidazy s TMB-substratom pri teplote 37 °C.
O 30 min. bola farebna reakcia zastavena, spek-
trofotometricky vyhodnotena pri vinovej dizke
450 nm a hodnoty koncentracie h-FABP vo vzor-
kach stanovené podla kalibra¢nej krivky.

Sucin hodnoty koncentracie a objemu odobra-
tého perfuzneho roztoku v prislusnom stadiu ex-
perimentu predstavoval latkové mnozZstvo uvolne-
ného h-FABP zo srdca v tomto stadiu. ReSpektujuc
spdsob spracovania a nanasania objemov vzoriek
na platnicku, zistené hodnoty latkovych mnoz-
stiev boli vynasobené ¢islom 0,09. Tato konstanta
predstavuje zjednodusenie matematického vyra-
zu %/ x'%/. . Postupnym su¢tom upravenych
hodnét sme ziskali celkové hodnoty vyluceného
markera bunkového poskodenia v jednotlivych
stadiach experimentu, pomocou ktorych sme

zostavili kumulativne krivky uvolfiovaného mnoz-
stva h-FABP z perfundovaného srdca (Obr. 6 — 8).

Statistické vyhodnotenie vysledkov

Vysledky su prezentované ako priemery =+ stred-
né chyby priemerov (SEM). Statistickt vyznamnost
rozdielov medzi skupinami sme hodnotili multifak-
toridlnou analyzou (ANOVA) s naslednym Student-
-Newman-Keuls U testom. Kritériom pre statisticku
vyznamnost bola hodnota p < 0,05.

VYSLEDKY

Bazalne hodnoty hemodynamickych
parametrov izolovanych sfdc potkanov

Priemerné hodnoty hemodynamickych paramet-
rov meranych v poslednej minute stabilizacie v jed-
notlivych skupinach su uvedené v Tab. 1. Medzi na-
meranymi hodnotami v jednotlivych skupinach ne-
boli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely.

Vplyv simulovanej hyperglykémie,
hyperosmotického prostredia

a ischemického preconditioningu
na rozsah infarktu

Pri Standardnych NG podmienkach srdcia vy-
stavené ischemickému preconditioningu vykazo-
vali signifikantne mensi rozsah rozsahu infarktu
po dlhotrvajucej koronarnej okluzii a reperfuzii
v rizikovej oblasti myokardu (IS/AR), ako srdcia
kontrolnej skupiny, ktoré neboli vystavené IP (8,8
+1,0)%vs. (17,1 £1,2) %, p < 0.05). Srdcia vystave-

Tab. 1. Bazdlne hemodynamické paremetre izolovanych sfdc potkanov

Zakladné hemodynamické parametre izolovaného srdca potkana

Skupina H CF LVDP +(dP/dt) —-(dP/dt)__
min~' mL min™' mm of Hg mm s mm s
C/NG 254+ 16 87+1,0 74,7 £9,9 1959 + 290 1138 + 206
IP/NG 238+ 16 100£1,0 76,8 9,6 1995 + 349 1164 + 213
C/HG 238+ 11 10,7 £1,1 859+7,0 2161 £ 258 1409 =123
IP/HG 230+ 20 10,6 £0,7 73,3x9,2 2062 =213 1242 +113
C/HO 228+ 16 83+0,8 752+6,5 2334+ 204 1819+ 738
IP/HO 202 +18 6,7+0,5 644 +5,6 1326+ 110 1027 =93

C - Kontrolné skupiny; IP — skupiny vystavené ischemickému preconditioningu; NG - srdcia perfundované stan-
dardnym KH roztokom; HG - simulovana hyperglykémia; HO — srdcia perfundované KH roztokom s obsahom mani-
tolu, hyperosméza; HR - frekvencia srdca; CF — koronarny prietok; LVDP — maximalny tlak vyvinuty lavou komorou
(systolicky minus diastolicky tlak); (dP/dt) - maximalna rychlost vzostupu tlaku vyvinutého lavou komorou; -
(dP/dt) - maximalna rychlost poklesu tlaku vyvinutého lavou komorou.

t
max
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né IP v podmienkach simulovanej hyperglykémie
vykazovali va&si rozsah infarktu oproti kontrolnej
skupine (21,4 + 2,2) % vs. (14,3 £ 1,3) %, p < 0,05),
podobne ako pri hyperosméze navodenej mani-
tolom (22,76 £ 2,4) % vs. (13,4 £ 0,6) %, p < 0,05).
Pokles pomeru IS/AR v kontrolnych skupinach pri
simulovanej hyperglykémii alebo hyperosmoéze
oproti standardnym podmienkam nebol $tatistic-
ky vyznamny (Obr. 5).
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Obr. 5. Vplyv ischemického preconditioningu, hyper-
glykémie a hyperosmotického prostredia na velkost
infarktového loziska. C — Kontrolné skupiny; IP - srdcia
vystavené ischemickému preconditioningu; NG - srdcia
perfundované standardnym KH roztokom; HG - simu-
lovand hyperglykémia; HO - srdcia perfundované KH
roztokom s obsahom manitolu — hyperosmoéza; IS -
velkost infarktu; AR - rizikova oblast; * — C/NG vs. IP/NG,
p < 0,05; # - C/HG vs. IP/HG, p < 0,05; + — C/HO vs. IP/
HO, p < 0,05.

Uvoliiovanie h-FABP z myokardu
do perfazneho média pocas
experimentov

IP signifikantne zniZil celkové mnozstvo h-FABP
(v pmol) uvolneného do perfizneho média v 100.
az 120. min. reperflazie oproti kontrolnej skupi-
ne pri Standardnych podmienkach (1677 + 626
a 1808 + 660 vs. 6189 + 1765 a 8803 + 2415, p <
0.05) (obr. 6). Srdcia vystavené IP v podmienkach
simulovanej hyperglykémie vykazovali signifi-
kantne zvysené uvolnenie celkového mnozZstva
h-FABP (v pmol) do perfizneho média od 60. mi-
nuty reperfuzie v porovnani s kontrolnou skupi-
nou (3183 £ 415; 3936 + 396; 4521 + 442; 5541 +
229 vs. 1345 £ 558; 1812 + 532; 2651 + 415; 3458
+ 283, p < 0,05) (Obr. 7). Podobne pri hyperosmoéze
navodenej manitolom v skupine sfdc vystavenych
IP bol pozorovany trend zvysenia celkového mnoz-
stva h-FABP uvolneného do perfizneho média

na konci dlhotrvajucej reperflzie oproti kontrol-
nej skupine (Obr. 8).V kontrolnych experimentoch,
kedy srdcia neboli vystavené preconditioningu,
simulovana hyperglykémia signifikantne znizila
mnozstvo h-FABP uvolneného v 100.a 120. minute
reperflzie. Podobne znizenie uvolfiovania h-FABP
v kontrolnych experimentoch bolo pozorované aj
v pripade hyperosmézy, ktoré viak nedosahovalo
uroven Statistickej vyznamnosti (Obr. 6 — 8).
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Obr. 6. Kumulativne krivky uvolfiovaného mnozstva
h-FABP zo sfdc perfundovanych standardnym KH roz-
tokom. h-FABP - latkové mnozstvo srdcového proteinu
viazuceho mastné kyseliny uvolnované do perfuzneho
média vyjadrené v 10® pmol; IP — srdcia vystavené is-
chemickému preconditioningu; C — kontrolna skupina;
NG - srdcia perfundované KH roztokom so standardnou
koncentraciou glukézy; * - C/NG vs. IP/NG, p < 0,05.

+-CHG

OIPHG

o

H-FABP (107 pmol)

-30 0 20 40 60 80 100 120

Cas reperfiizie (min)

Obr. 7. Kumulativne krivky uvolfiovaného mnozstva
h-FABP zo sfdc pri simulovanej hyperglykémii. h-FABP
- Latkové mnozstvo srdcového proteinu viazuceho
mastné kyseliny uvolfiované do perfizneho média vy-
jadrené v 10° pmol; IP — srdcia vystavené ischemickému
preconditioningu; C - kontrolnd skupina; HG - srdcia
perfundované KH roztokom so zvysenou koncentraci-
ou glukézy; C/HG vs. IP/HG, p < 0,05.
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Obr. 8. Kumulativne krivky uvolfiovaného mnozstva
h-FABP zo sfdc pri navodenej hyperosmoze. h-FABP -
latkové mnozstvo srdcového proteinu viazuceho mast-
né kyseliny uvolfiované do perfuzneho média vyja-
drené v 10° pmol; IP - srdcia vystavené ischemickému
preconditioningu; C — kontrolna skupina; HO - hyperos-
moza navodend perfuziou sfidc KH roztokom s obsahom
manitolu.

DISKUSIA

Vysledky nasich experimentov preukazali signi-
fikantne znizené celkové mnozstvo uvolneného
h-FABP zo sfdc vystavenych IP v 100. a 120. minute
reperflzie (Obr. 6) a zaroven mensi rozsah infark-
tu v porovnani so srdciami kontrolnej skupiny pri
Standardnych podmienkach (Obr. 5). Uvedené vy-
sledky potvrdzuju ze IP spomaluje vyvin a znizuje
rozsah ireverzibilného I/R poskodenia izolovaného
srdca v in vitro podmienkach, podobne ako v pri-
pade in vivo experimentov na otvorenom hrudni-
ku u psov (Murry a kol., 1991). Uvolfiovanie h-FABP
bolo zistené vo vietkych experimentoch aj v ta-
diu koronarnej okluzie pri obmedzeni koronar-
neho prietoku rizikovou oblastou myokardu (obr.
17 - 19). Potencidlnou pricinou moze byt bazdlne
uvolriovanie h-FABP z neischemického myokardu
potvrdené klinickou Studiou (Tsuji a kol., 1993),
alebo vplyv kolaterdlnej koronarnej cirkulacie de-
monstrovany morfologickou Studiou uz v priebe-
hu 15. az 30. minuty koronarnej okluzie u potka-
nov (Jia a Sato, 1997).

Naopak, pri simulovanej hyperglykémii sme po-
zorovali signifikantne vacsi rozsah infarktu (Obr. 5)
azvysené uvolfiovanie h-FABP zo sfdc vystavenych
IP od 60. minuty reperfuzie (Obr. 7). Vysledky expe-
rimentov naznacuju, ze IP v podmienkach simulo-
vanej HG ma negativny ucinok na odolnost srdca
voci I/R poskodeniu. Podobne znizend odolnost
stdc vystavenych preconditioningu v porovnani
s kontrolnou skupinou sa prejavila aj v podmien-
kach indukovanej hyperosmolarity perfuzneho

média manitolom signifikantne va¢sim rozsahom
infarktového loziska (Obr. 5) a trendom zvyseného
celkového mnozstva uvolneného h-FABP na konci
reperfizie (Obr. 8). Ako mozné pri¢iny negativne-
ho vplyvu IP pri akitnej HG simulovanej v in vitro
podmienkach na odolnost srdca voci I/R poskode-
niu prichadza do Uvahy viacero moznosti. V nasich
experimentoch tieto podmienky eliminovali inzu-
linovu stimulaciu PI3K/Akt drahy prostrednictvom
aktivacie receptorov s tyrozinkindzovou aktivitou.
Désledkom toho méze byt oslabenie negativnej
regulacie GSK-3RB a prevencie apoptézy, podobne
ako v pripade STZ-indukovaného diabetes mel-
litus (Yin a kol., 2012). Ochranny u¢inok inzulinu
voci bunkovej smrti viak nie je jednoznacny. Podla
inych $tudii, izolované kardiomyocyty inkubované
v Zivnom médiu s inzulinom vykazovali zvysenie
aktivity apoptézy uréenej pomerom koncentra-
cii proteinov Bax a Bcl-2 (Ricci a kol., 2008) alebo
uvolnenim cytochrému c¢ z mitochondrii a akti-
vaciou kaspazy-3 v sarkoplazme (Rajamani a kol.,
2011).Sucastou signdlnej transdukcie IP je aj PKC-&
(Schulzakol., 2001), ktora sa méze podielat na pro-
cese apoptoézy (Zhao a kol., 2012). Zvysend aktivita
PKC-& bola zistend aj v kardiomyocytoch inkubova-
nych v Zivnom médiu so zvySenou koncentraciou
glukdzy alebo pritomnostou manitolu (Shizukuda
a kol., 2002). Stimulacia PKC-6 méze byt dalSou
pricinou zmeny kardioprotektivneho ucinku IP
na nepriaznivy v podmienkach simulovanej hyper-
glykémie. Sucastou mechanizmu kardioptotekcie
indukovanej IP je uvolfiovanie adenozinu z myo-
cytov pri kratkom ischemickom strese a parakrin-
nd stimulacia adenozinovych receptorov. Bunkovy
edém a s nim suvisiace zvysenie priepustnosti sar-
koplazmatickej membréany pri prechodnej isché-
mii je pravdepodobne mechanizmus umoznujuci
uvolfovanie ligandov stimulujucich prislusné re-
ceptory spustajuce vnutrobunkové signélne drahy
charakteristické pre IP (Strbak, 2011). IP zaroven
nasledne zabranuje vacsiemu rozsahu bunkové-
ho edému ako sucasti nevratného I/R poskodenia
srdca (Diaz a kol., 2003). Zvy3enie priepustnosti
sarkoplazmatickej membrany suvisiace s kratkym
ischemickym stresom pri uvolfiovani adenozinu
z buniek potvrdzuju aj experimenty na kulturach
izolovanych nervovych buniek inkubovanych
v hypotonickom zivnom médiu (Phillips a O'Regan,
2002). Zabranenie vzniku prechodného bunkové-
ho edému a uvolfovaniu klic¢ovych medidtorov
IP (adenozinu) pri kratkotrvajucom ischemickom
strese U¢inkom hyperosmotického prostredia
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mozZe tiez objasrovat oslabenie ochranného ucin-
ku IP voci I/R poskodeniu. Vyznam adenozinu ako
klicového medidtora IP potvdila farmakologicka
inhibicia adenozinovych receptorov v experimen-
toch Diaz a kol. (2003), ktord mala za nasledok
zmenu pozitivneho U¢inku IP na odolnost srd-
ca na negativny. Negativny ucinok IP sa prejavil
vratného I/R poskodenia izolovanych myocytov
v porovnani s kontrolnou skupinou v podmien-
kach farmakologickej inhibicie adenozinovych
receptorov. Negativny Ucinok IP na odolnost srdca
vodi I/R poskodeniu v podmienkach simulovanej
HG ciasto¢ne vysvetluju aj zmeny regulacie PI3K/
Akt, jednej z klucovych signdlnych drah IP v po-
rovnani so standardnymi NG in vitro podmienkami
(Zalesdk a kol., 2015).

HG alebo pritomnost manitolu v perfiznom
médiu v nasich experimentoch Statisticky vyz-
namne neovplyvnila rozsah infarktu v srdciach
kontrolnych skupin, ktoré neboli vystavené IP
(Obr. 5). Napriek tomu, simulovand hyperglykémia,
podobne ako hyperosmolarita perfuzneho média
navodena pritomnostou manitolu, vyrazne znizila
uvolfiovanie h-FABP zo sfdc pocas experimentu,
v porovnani so Standardnymi podmienkami (obr.
6 — 8). Vysledky naznacuju, ze srdcia perfundované
hyperosmolarnym zivnym roztokom so zvysenou
koncentraciou glukézy alebo pritomnostou ma-
nitolu su odolnejsie voci I/R poskodeniu. Priazni-
vy ucinok narastu osmotického tlaku prostredia
na odolnost voci I/R poskodemiu potvrdzuje aj
zvysenie expresie proteinu hsp90 a kataldzy, lepsia
obnova komorovych funkcii a znizené uvolfiovanie
kreatinkinazy z izolovanych sfdc potkanov perfun-
dovanych KH roztokom zo zvySenou koncentra-
ciou glukézy alebo pritomnosti manitolu v pra-
cach Cao akol. (2013) a Chen a kol. (2006). Znizené
uvolfovanie h-FABP moéze byt taktiez désledkom
ochrany hyperosmolarneho prostredia voci vzni-
ku bunkového edému a zvysovaniu priepustnosti
bunkovych membran v rizikovej oblasti myokardu
(Buja a Willerson, 1981), ktoré umozriuje uvolrfiova-
nie nizkomolekulovych ¢astic zo sarkoplazmy ako
napriklad h-FABP. Ochranny Ucinok hyperosmdzy
voci vzniku bunkovému edému spojeny s lep3ou
obnovou funkénych parametrov lavej komory
po obnove korondrneho prietoku bez vyrazného
ovplyvnenia rozsahu infarktu potvrdzuju aj expe-
rimenty Sun a Lin (1990) a Carlson a kol. (1992).
Antiinfarktovy uc¢inok hyperosmézy bol popisany
v pripade kratkotrvajuceho (5 min.) zvySenia os-

motického tlaku perfuzneho média naizolovanych
srdciach pred navodenim I/R poskodenia (Falck
a kol. 1999).

Fyziologicky vyznam FABP spociva v schopnos-
ti viazat hydrofébne ligandy (vyssie karboxylové
kyseliny, eikozanoidy, acylglyceroly) a zabezpecit
ich transport v hydrofilnom prostredi cytoplaz-
my do Specifickych bunkovych kompartmentov.
Podporuju tak obnovu membranovych Struktur
po poskodeni, signdlnu transdukciu, energetic-
ky metabolizmus vyssich karboxylovych kyselin
v mitochondridch a peroxizémoch (Furuhashi
a kol., 2011). Vysledky experimentov na potka-
noch preukazali viac ako 50 % ubytok h-FABP
v myokarde po 60-minutovej ischémii a reperfu-
zii, na zdklade ktorého mozno uvazovat aj o za-
vaznom naruseni metabolizmu lipidov (Knowlton
a kol, 1989). Preto zabranenie ubytku h-FABP
mozZe viest k lepsej obnove metabolizmu lipidov
pri reperfuzii, ktory je primarnym a najbohatsim
zdrojom ATP v myokarde.

ZAVER

Vysledky nasich experimentov potvrdili ochran-
ny ucinok IP pri standardnych podmienkach a sa-
motnej simulovanej hyperglykémie voci I/R po-
Skodeniu srdca. Napriek tomu, IP v podmienkach
HG znizil odolnost sfdc voci I/R poskodeniu.

Cielom prace bolo prispiet k rozsireniu poznat-
kov tykajucich sa vplyvu RF vzniku KVCH suvisia-
cich so zivotnym $tylom na vnutrobunkové me-
chanizmy ochrany srdca pred I/R poskodenim.

Dokazali sme, Ze efekt posobenia vybranych
faktorov (IP, simulovand HG) na odolnost srdca
voci ischémii zavisi od ich vzajomnej kombinacie.
Vzajomnu interakciu RF pri ovplyvhovani zavaz-
nosti ischemického poskodenia srdca potvrdzuju
aj klinické studie. NAP, ktora sa povazuje za klinic-
ky ekvivalent IP, je zaroven aj jednym z rizikovych
faktorov suvisiacich so Zivotnym stylom, ktory zvy-
Suje pravdepodobnost vzniku AIM. Progndza AIM
u pacientov s NAP zavisi od pritomnosti dalSich
patologickych stavov, ktoré ju spravidla zhorsuju.
Aj v nasich experimentoch IP v podmienkach HG
zvacSoval rozsah I/R poskodenia srdca. Poznatky
ziskané v ramci $tudia vplyvu rizikovych faktorov
ischemickej choroby srdca na odolnost srdca voci
ischemickému poskodeniu moézu najst poten-
cidlne uplatnenie v klinickej praxi pri predikcii
progndzy AIM pri komorbiditach.
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ABSTRAKT

Endotelové bunky uz davno nepredstavuju iba
pasivnu vrstvu vystielajucu endolumindlny povrch
ciev. Podla viacerych autorov ide o biologicky ak-
tivny organ, ktory zohrava délezitu ulohu v regula-
cii cievneho tonusu. Z embryologického pohladu
pochddza endotel z mezenchymového tkaniva.
Anatomicko-histologicky tvori délezitu Strukturu
tunica intima, kde participuje na tvorbe selektiv-
ne permeabilnej membrany. Endotelové bunky
secernuju biologicky aktivne molekuly, ako su pro-
stacyklin, endoteliny, ale hlavne oxiddusnaty (NO).
Tieto pbsobky tvoria skupiny vazokonstrikéne
a vazodilata¢ne pdsobiacich latok, ktorych dysba-
lans nazyvame endotelova dysfunkcia. Flavono-
idy ako prirodné latky polyfenolového charakteru
predstavuju zaujimavu zlozku ludskej stravy z hla-
diska interakcie s endotelovymi bunkami. Viaceré
Studie sa zaoberaju ovplyvnenim endotelovej dys-
funkcie flavonoidmi, dominante zo skupiny flava-
nolov, ako moznost redukcie rozvoja aterosklerézy
a artériovej hypertenzie. In vitro boli skimané aj
antikancerogénne ucinky flavonoidov. Preukazuje
sa, ze pévodna hypotéza o Cistom antioxidatnom
efekte flavonoidov nie je celkom spravna. Viaceré
prace totiz potvrdili zlepsenie endotelovej funkcie
¢i tlaku krvi bez ovplyvnenia parametrov oxidac-
ného stresu, ¢o vedie k predpokladu pritomnosti
aktivne posobiacich metabolitov. Suspektnym
ucinkom flavonoidov je ovplyvnenie NO syntazy
a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH)-
-oxidazy, ¢o v kone¢nom dosledku vedie k zvyse-
nej biodostupnosti oxidu dusnatého. Tento efekt
viak nie je az taky vyrazny v podmienkach plne
rozvinutej hypertenzie. Rovnako je potrebné titro-
vat davku uzivanych flavonoidov, kedZe aj pouzitie

flavonoidov vo vysokom mnozstve sa nezaobide
bez neZiaducich efektov. Flavonoidy urcite nena-
hradia konvencnu farmakoterapiu hypertenzie,
no ako doplnkovy faktor podporujuci restituciu
endotelu najdu urcité uplatnenie v oblasti preven-
tivnej kardioldgie.

Kltacové slova: epikatechin, endotel, flavonoidy,
endotelova dysfunkcia, oxid dusnaty.

ABSTRACT

Endothelial cells did not present just a passive
layer lining the endoluminal surface of vessels.
According to several authors, it is a biologically
active organ which plays an important role in
the regulation of vascular tone. Endothelium is
derived from the mesenchymal cells and it forms
animportantanatomical and histological structure
of the tunica intima, where it participates in the
formation of selectively permeable membrane.
Endothelial cells secrete biologically active
molecules, such as prostacyclin, endothelins,
but especially nitrogen monoxide (NO). These
agent presents two groups of vasoconstrictors
and vasodilators, which imbalance is called
endothelial dysfunction. Flavonoids, natural
substances of polyphenol structure, represent
an element of the human nourishment that
interacts with endothelial cells. Several studies
focused on the affecting endothelial dysfunction
by using of flavonoids, especially with flavanols
with the aim to reduce a risk of the development
of atherosclerosis and hypertension. In vitro anti-
cancer effect of flavonoids have also been studied.
It demonstrates that the original hypothesis
about the only antioxidant effect of flavonoids is
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not quite correct. Many publications confirmed
the improvement of endothelial function and
blood pressure without affecting the parameters
of the oxidative stress, what implicates the idea
of presence of metabolically active substances.
Suspected effect of flavonoids could be the
influence of NO synthase and nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase,
which ultimately leads to increased bioavailability
of nitric oxide. This effect is limited in conditions
of clinically manifested hypertension. A dose of
flavonoids should be also titrate, as well as the use
of flavonoids in high doses is not without adverse
effects. Flavonoids certainly could not replace
conventional medical treatment of hypertension,
but as an additional pull factor for endothelial
restitution could find specific application in the
field of preventive cardiology.

Key words: epicatechin, endothelium, flavonoids,
endothelial dysfunction, nitric oxid.

uvoD

V priebehu poslednych rokov sa objavilo mno-
ho vyznamnych poznatkov, ktoré zadsadne ovplyv-
nili chdpanie fyziolégie a patofyzioldgie reguldcie
krvného tlaku. Kedysi nevnimana uloha vystelky
cievnej steny, endotelu, v regula¢nych procesoch
ovplyvnovania viacerych fyziologickych mecha-
nizmov sa v sucasnosti stava predmetom badania
mnohych vedeckych kolektivov. V nasledujucej
Casti preto zhrniem aktudlne informacie o endote-
li, jeho stavbe, funkcii, lohach v niektorych fyzio-
logickych procesoch a v zmysle klinického vyzna-
mu pri patogenéze kardiovaskularnych ochoreni.
Rovnako budu poskytnuté informacie o skupine
polyfenolovych latok nazyvanych flavonoidy,
kedZe ich pozivanie preukazuje pozitivne vplyvy
na kardiovaskularny systém, obzvlast na endote-
lovu funkciu. Nehovoriac o tom, Ze su najhojnejsie
zastupenymi polyfenolmi v strave, ¢o napomaha
ich dostupnosti pre Siroké skupiny obyvatelstva.

ENDOTEL

Stena ciev ludského tela je tvorena troma za-
kladnymi elementmi, a to endotelom, hladkosva-
lovymi bunkami a spojivovym tkanivom (Obr. 1).
Tieto su vo vacsine ciev anatomicky usporiadané
do troch zakladnych vrstiev: tunica intima, tunica
media a tunica externa. MnoZstvo a zastUpenie

jednotlivych elementov podielajucich sa na stavbe
konkrétnej cievy je podmienené jednak mechanic-
kymi faktormi, z ktorych dominantnu ulohu zohra-
va lokélne pdsobiaci krvny tlak, tak aj faktormi me-
tabolickymi, ktoré reflektuju poziadavky cielovych
tkaniv na Ziviny (Hammer a McPhee, 2014).

Endotel, ktory predstavuje Specificky typ epite-
lidlneho tkaniva, je ulozeny v tunica intima, kde sa
podiela na tvorbe selektivne permeabilnej barié-
ry medzi krvnou plazmou a intersticidlnou tekuti-
nou subendotelidineho tkaniva, ¢im tvori hranicu
medzi intra a extravazalnym priestorom. Toto vy-
soko diferencované tkanivo je predisponované
na sprostredkovanie a aktivny monitoring oboj-
smernej vymeny malych molekul a restrikciu trans-
portu molekul s velkou molekulovou hmotnostou
medzi dvoma spomenutymi vnutornymi kom-
partmentmi. Celkova plocha endotelovej vystelky
vietkych ciev dospelého ludského organizmu sa
odhaduje az na 500 az 1000 m? s celkovou hmot-
nostou asi 1,5 kilogramu (Javorka a kol., 2014).

Okrem ulohy vo vymene ¢astic medzi krvou
a tkanivami maju endotelové bunky aj dalSie ne-
menej vyznamné funkcie. Sem moézeme zaradit
produkciu vazoaktivnych faktorov ovplyviujucich
cievny tonus, ako je oxid dusnaty (NO), endoteliny
alebo iné vazorelaxacne a vazokonstrikéne poéso-
biace latky, ¢i délezitu ulohu pri konverzii angio-
tenzinu | na angiotenzin Il (Hammer a McPhee,
2014).

Vyznamna je i pritomnost unikatnych pozdiz-
ne usporiadanych vezikdl nazyvanych Weibel-
-Paladeho telieska, ktoré obsahuju selektin a von
Willebrandov faktor (VWF), dolezitu sucast koagu-
la¢nych mechanizmov. Rast a obnova ciev je jed-
nou z dalSich uloh endotelu, ktord okrem iného
je sprostredkovana vaskularnym endotelidlnym
rastovym faktorom (VEGF) zohravajucim nemalud
ulohu vo fyziologickych, ale i patologickych proce-
soch (Hulin a kol, 2009).

Aj napriek morfologickej podobnosti nie su en-
dotelové bunky homogénne vo svojej funkcio-
nalite a spektrum ich funkénych vlastnosti sa lisi
v zavislosti od ich lokalizacie.

Histologicka struktara endotelu

Endotelové bunky su polygonalne bunky, kto-
rych pozdizna os smeruje paralelne so smerom
toku krvného prudu. Usporiadané su v jednej
kompaktnej vrstve, ktord je situovana na bazalnej
lamine. Cytoplazma obsahuje jadro, ktorého ulo-
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Zenie podmienuje vyklenutie ¢asti bunky do lu-
menu, maly Golgiho aparat, mitochondrie, volné
ribozémy a cisterny drsného endoplazmatického
retikula.

Endotelové bunky brania kontaktu krvnych ele-
mentov a medzibunkovej hmoty, ¢im napomaha-
ju udrziavat rovnovahu medzi pro- a anti-koagu-
laénymi procesmi.

Luminalny povrch endotélia je pokryty vrstvou
glykokalyxu, ktorej hribka méze dosahovat az
500 nm. Tato predstavuje faktor podmieriujuci
jeho nezmacanlivost a silny negativny naboj, ktory
je vyznamny pre selektivnu permeabilitu bunkovej
membrany. Nemenej vyznamnou ulohou glykoka-
lyxu je aj mediacia naviazania a lokalneho zhluko-
vania rozlicnych molekul, ako su antikoagula¢né
alebo rastové faktory, cytokiny, chemokiny, ale
aj enzymy ovplyvnujuce intraluminalne procesy
(Luelmann-Rauch, 2012).

Tak, ako bazalny povrch, i povrch buniek cievnej
vystelky lokalizovany v kontakte s intravaskular-
nou tekutinou je charakterizovany obzvlast velkym
mnozstvom kaveol. Tieto predstavuju vchlypeni-
ny bunkovej membrany tvaru gréckeho pismena
omega, v ktorych ma bunkova membrana Special-
nu lipidovu vybavu zahriujucu vysoku koncentra-
ciu cholesterolu a sfingolipidov. Stabilizaciu tych-
to kaveol zabezpecuje Specificky protein kaveolin.
Funkcia kaveol nie je doposial plne objasnend, no
predpoklada sa, ze ide o viac ako len enodocytézu
sprostredkujuce partikuly. V cievnom riecisku za-
bezpecuju napriklad transcytézu bielkovin krvnej
plazmy, no taktiez pretrvavaju ako stabilné jamky
na povrchu, pravdepodobne ako prednostné do-
mény vazby medzi membranovymi receptormi
a intracelularnymi signdlnymi retazcami. Takto su
napriklad lokalizované receptory pre inzulin, ras-

Endatel

Laming elostica interna

Tunica media

Tunica

externa

Obr. 1. Anatomicka stavba ciev (upravené podla Fox
(1993)).

tové faktory ¢i endotelin, ale aj endotelovd NO
syntaza (eNOS). Kaveoly mézu zohravat aj ulohu
pri rozvoji roznych kardiovaskularnych ochoreni
(Das a Das, 2012).

Schopnost endotelovych buniek odolavat silné-
mu Smykovému napadtiu je zabezpecend pritom-
nostou takzvanych stresovych vldken, ktoré su
tvorené kontraktilnymi zvazkami aktinovych fila-
mentov. Tieto sU orientované paralelne so smerom
prudenia krvi (Luelmann-Rauch, 2012).

Fyziologické funkcie endotelu

V sucasnosti uz nie je endotelové tkanivo chapa-
né ako pasivna vystelka ciev, ale niektori autori ho,
naopak, nazyvaju samostatnym orgdnom. Funk-
cie endotelu variruju podla konkrétneho Useku
cievneho rieciska. Mnohé z nich boli objavené uz
davnejsie, no mnoho jeho uloh bolo popisanych
len nedavno a o velkej skupine moznych interakcii
sa zatial len diskutuje. Podla aktualne dostupnych
poznatkov pIni endotel tieto funkcie:

- predstavuje difaznu bariéru: tesné spojenia
tight junction brania pasivnemu prenikaniu
velkomolekulovych latok z plazmy do suben-
dotelidlnych tkaniv; tymto je mozné udrziavat
onkoticky tlak krvnej plazmy a nedochadza
k Uniku tekutin do extravazalneho priestoru;

- zabranuje adhézii krvnych buniek na luminal-
nej strane endotelovych buniek, ¢im je zachova-
ny kontinuadlny tok krvi;

- reguluje migraciu leukocytov: endotel najma
v postkapilarnych venuldch ma schopnost za-
bezpecenu pritomnostou selektinov a inych
adhéznych molekul ovplyvnit prestup bielych
krviniek po predchadzajicej stimuldcii, ¢im sa
zucastnuje na regulacii zapalovych procesov;

- podiela sa na procesoch zrazania krvi, co je
umoznené expresiou réznorodych povrchovych
molekul a biologicky aktivnych latok; za normal-
nych okolnosti brani endotel svojimi vlastnosta-
mi tvorbe intravazalnych zrazenin produkciou
prostacyklinu a NO, ktoré inhibuju agregaciu
krvnych dosticiek; pri poskodeni ciev, a teda
i endotelu, dochadza naopak k uvolneniu vWF
z Wiebel-Paladeho granul procesom exocytdzy,
¢im sa zaroven P-selektin pritomny v ich stene
dostava na bunkovy povrch; tymito mechaniz-
mami ma endotel Gcast na hemostaze;

- endotelové bunky disponuju schopnostou re-
gulovat priesvit ciev; umoznené je to jednak
pritomnostou tzv. myoendotelového kontaktu
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medzi hladkosvalovymi bunkami a endotéli-
om; toto spojenie ma charakter gap junction
apredpoklada sa, ze zohrdva Ulohu pri sprostred-
kovani vazodilata¢nych podnetov; zaroven su
v endoteli produkované vazodilata¢ne i vazo-
konstrik¢ne pdsobiace latky, ktorych ulohy su
popisané nizsie;

- produkuje zlozky extracelularnej matrix
subendotelového vaziva a konstitutivnym uvol-
novanim vVWF bazalnym smerom podporuje ad-
héziu endotelu a subendotelového extracelular-
neho matrixu (Hammer a McPhee, 2014).

Endotelom produkované vazoaktivne
latky

Endotel nepredstavuje len pasivnu cievnu vy-
stelku, ktorej dominantnou ulohou je mechanicka
odolnost, ale naopak, je to vysoko aktivny organ
secernujuci mnohé biologicky Gc¢inné molekuly,
ktoré su vitalne délezité pre regulaciu funkcii ciev
(Obr. 2). Jeho bunky reaguju na zmeny prietoku,
na Siroku $kalu cirkulujucich substancii a zapa-
lovych mediatorov. Ako odpoved na spomenuté
stimuly uvolfiuje endotélium Siroku paletu latok,
ako su rastové a vazoaktivne faktory. Rastové fak-
tory reguluju vaskularny vyvoj a maju tak okrem
iného aj vyznamnu ulohu v reparacii poskodenych
ciev, ale i patogenéze réznych ochoreni. Vazoak-
tivne Castice zohravaju doélezité funkcie v parakrin-
nej komunikacii, kedy ovplyvnuju cievny tonus.
Do tejto skupiny latok patria napriklad: prosta-
glandiny, zvlast prostacyklin a tromboxany, oxid
dusnaty a endoteliny (Javorka a kol, 2014).

Prostacyklin a tromboxany

Prostacyklin (PGl) a tromboxany predstavuju
biologicky aktivne molekuly s dominantnou ulo-
hou v parakrinnej komunikacii v réznych tkanivach
[udského organizmu. Chemicky su zaradované
medzi prostaglandiny, teda metabolity vznikajuce
u¢inkom enzymu cyklooxgenazy z kyseliny arachi-
dénovej. Zatial ¢o je prostacyklin produkovany en-
dotéliom, tromboxan A, (TXA,) produkuju trombo-
cyty. Spomenuté latky maju aj protichodné ucinky,
kedZe tromboxan podporuje vazokonstrikciu spo-
lu s agregéaciou trombocytov a prostacyklin cievy,
naopak, dilatuje a okrem toho agregaciu trombo-
cytov inhibuje. PGl stimuluje Gs protein, ¢im do-
chadza k aktivacii adenylatcyklazy a tvorbe cyklic-
kého adenozinmonofosfatu (cAMP), ktory inhibuje

kindzu lahkych retazcov myozinu, ¢im dochadza
k vazodilatatnému efektu. Tromboxan ucinkuje
pomocou proteinu Gq, ktory aktivuje dve trans-
dukéné signélne cesty: signdlnu cestu fosfolipazy
C, ktorou vznika inozitol trifosfat a signalnu cestu
Rho-kindzy. Inozitol trifosfat stimuluje uvolnenie
vapnika zo sarkoplazmatického retikula svalovej
bunky a aktivuje proteinkindzu C tvorbou diacyl-
glycerolu. Rho-kindza inhibuje fosfatdzu lahkych
myozinovych retazcov, ¢im v kone¢nom désledku
dochadza ku vazokonstrikcii (Feng a kol, 1999).

Rovnovaha medzi PGI, aTXA, je klucova v proce-
soch udrziavania fyziologického prietoku krvi cie-
vou, ¢o moéze byt narusené pri poskodeni cievnej
steny, kedy nastdva prokoagulacny stav a zvysuje
sa produkcia tromboxanu. Opacnym pripadom je
uzivanie kyseliny acetylsalicylovej, pripadne neste-
roidnych antiflogistik, ¢o vedie k irreverzibilnej in-
hibicii enzymu cyklooxygenazy a tym aj k redukcii
tvorby tromboxéanu a prostacyklinu. Zatial ¢o v en-
dotelovych bunkéach dochadza k novonasyntetizo-
vaniu cyklooxygendzy a tym aj k produkcii prosta-
cyklinu, trombocyty tuto schopnost nemaju, ¢im
nastava dominancia PGl, a je navodeny tzv. anti-
koagulacny stav. Tento mechanizmus je vyuzivany
pri lie¢be, ale hlavne prevencii velkého mnoZstva
ochoreni, ako je napriklad infarkt myokardu, cievne
mozgové prihody, angina pectoris a tranzitérne is-
chemické ataky, kedy pacienti so zvysenym rizikom
vyskytu tychto ochoreni dlhodobo uzivaju acetyl-
salicylovu kyselinu (Cibul¢ik, 2009).

Oxid dusnaty (NO)

Dokazanie tvorby tohto potentného vazodila-
tatora endotelovymi bunkami bolo vyznamnym
objavom pri Studiu patogenézy cievnych ocho-
reni. Najprv bolo pozorované, ze odstranenie en-
dotélia zo vzorky arteridlneho tkaniva spdsobilo
zmenu cievnej reaktivity na acetylcholin. Kym pri
zachovani cievnej steny v normalnom anatomicko-
-fyziologickom stave po stimulacii acetylcholinom
sa cieva dilatovala, po odstraneni endotelovych
buniek doslo naopak k odpovedi opacnej, teda
k vazokonstrikcii (Furchgott a Zawadzki, 1980).
Postupnost objavov viedla sprvu k pomenovaniu
neznamej latky produkovanej vnutornou vystel-
kou cievnej steny ako od endotelu odvodeny re-
laxa¢ny faktor, ktory bol neskor identifikovany ako
molekula oxidu dusnatého.

Oxid dusnaty je anorganicka zli¢enina, ktorej
molekula obsahuje jeden atdém dusika a jeden
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atom kyslika spojenych dvojitou vazbou. Je to reak-

tivna latka, ktord ma vysoku schopnost difuzibility.

Produkovny je zaminokyseliny L-argininu za Ucasti

kyslika, redukovaného NADP a dalsich kofaktorov,

pricom vznika L-citrulin, samotny NO a oxidovana
forma NADP. Cela reakcia prebieha pomocou klu-
¢ového enzymu katalyzujluceho proces tvorby oxi-
du dusnatého - NO syntazy. Nevyhnutnou sucas-
tou chemickej reakcie je pritomnost kofaktorov,
ktorymi su v tomto pripade tetrahydrobiopterin,
flavinadenin-dinukleotid a flavin-mononukleotid.

Doposial boli popisané tri formy tohto enzymu,

ato:

- NOS1 (nNOS) ktorej pritomnost bola objavena
v bunkéch nervového systému, ale aj v inych ty-
poch buniek.

- NOS2 (iNOS) nachdadzajuca sa v makrofagoch
a pribuznych imunokompetentnych bunkach,

- NOS3 (eNOS), ktora je produkovana prave en-
dotelovymi bunkami.

Plati, Ze zatial ¢o nNOS a iNOS su lokalizované
hlavne v cytoplazme buniek, eNOS je charakteris-
ticky pritomna ako membranovy enzym. Syntazy
oxidu dusnatého lokalizované v bunkach imu-
nitného systému a v endotelovych bunkach su
aktivované mediatormi zvysujicimi intracelular-
nu koncentraciu iénov Ca*, ako su acetylcholin,
bradykinin, ale aj uz spominané Smykové napatie.
Naopak NOS2 je aktivovana cytokinmi produkova-
nymi pri zapalovej odpovedi.

NO vyprodukovany endotelovou bunkou ma
velmi kratky pol¢as rozpadu, ¢o je dané jeho radi-
kalovym charakterom, teda pritomnostou nespa-
reného elektrénu vo valen¢nej vrstve. Velku afinitu
k oxidu dusnatému ma aj superoxidovy radikal,
ktory interakciou s nim redukuje jeho biologic-
ku dostupnost. Po svojom uvolneni NO difundu-
je k hladkosvalovym bunkam nachédzajicich sa
v hibsich vrstvach cievnej steny. V nich svojim
ucinkom aktivuje enzym guanylatcyklazu, ktorého
aktivitou dochadza k premene guanozintrifosfatu
na cyklicky guanozinmonofosfat (cGMP). Tento
svojim u¢inkom:

- inhibuje vstup Ca*" do buniek a zniZuje tak jeho
intracelularnu koncentraciu;

— aktivuje K*-kanaly, ¢im dochadza k hyperpolari-
zacii a relaxacii;

- stimuluje cGMP dependentnu proteinkinazu,
ktord aktivuje fosfatdzu lahkych myozinovych
retazcov, ¢o vedie v kone¢nom dosledku k re-
laxacii hladkosvalovych buniek s vyslednou va-
zodilataciou cievy (Klabunde, 2011). Na principe

inhibicie degradacie cGMP funguju aj niektoré

lieciva (sildenafil, tadalafil), takzvané inhibito-

ry fosfodiesterazy, ktorych vazodilataciu pod-
porujuci Uc¢inok sa vyuziva napriklad pri lie¢be
plucnej hypertenzie, ale hlavne erektilnej dys-

funkcie (Maren¢dk, 2006).

NO okrem priamej vazodilatdcie ma aj dalsie
ucinky na cievny systém ktoré su:

— antitromboticky efekt — inhibiciou adhézie a ag-
regdacie trombocytov;

- antiinflamacny efekt - inhibiciou adhézie leuko-
cytov, vychytdvanim superoxidu;

— antiproliferativny efekt - inhibiciou proliferacie
hladkosvalovych buniek;

- nepriama vazodilatécia inhibiciou sympatikovej

vazokonstrikcie (Klabunde, 2011).

Vseobecne rozlisujeme prietokom indukovanu
a receptorom stimulovanu produkciu NO. Okrem
uz spomenutych acetylcholinu a bradykininu exis-
tuju aj dalsie vazoaktivne posobiace latky, vysled-
kom ucinku ktorych je vazodilatacia sprostred-
kovana uvolnenim NO endotelovymi bunkami.
K tymto molekuldm radime napriklad vazoaktivny
intestinalny polypeptid, substanciu P alebo ade-
nozin, no existuju i mnohé dalsie. Cestu vazodila-
tacie podmienenu uvolnenim NO nevyuzivaju in
vivo iba vazodilata¢ne pésobiace latky, ale aj latky
s opa¢nym efektom, ktoré tymto mechanizmom
simultdnne zmens3uju nimi indukovanu vazokon-
strikciu (Klabunde, 2011).

V poslednych rokoch bola objavenda molekula
asymetrického dimetylargininu, ktory je povazova-
ny za endogénny inhibitor NO syntazy. Najnovsie
vyskumy ukazuju na jeho spojitost s vyskytom
endotelovej dysfunkcie, rizikom kardiovaskular-
nej mortality a chronickych obli¢kovych ochoreni
(Alpoim a kol., 2015).

Endoteliny

Endotelové bunky, okrem vyssie spomenutych
vazodilata¢ne posobiacich latok, produkuju aj
latky posobiace vazokonstrikéne, ktoré sa nazyva-
ju endoteliny (ET). Hoci tieto mézu mat v malych
mnozstvach aj vazodilatacny ucinok, v pripade, ze
posobia autokrinne iba na samotnu endotelovu
bunku, vo vacsich mnozstvach spésobuju prave
zuzenie cievneho limenu. Chemicky ide o latky
peptidového charakteru obsahujice 21 aminoky-
selinovych jednotiek spojenych dvomidisulfidovy-
mi vazbami. Svojou Struktirou su pribuzné sarafo-
toxinom, polypeptidom najdenych v hadom jede




Stefan Lukac

a podla pritomnosti jednotlivych aminokyselin
v ich Strukture rozozndvame 3 izoformy endoteli-
nov. Tvorené su z vacsich molekulovych prekurzo-
rov za pomoci enzymu konvertujuceho endotelin.
Najcastejsie produkovanym typom endotelinov je
ET-1, ktory je zaroven doposial najpotentnejsou
vazokonstrikéne pdsobiacou objavenou latkou
(Hammer a McPhee, 2014). Jeho tvorba bola pre-
ukadzana hlavne v cievnej stene, a to v endotelo-
vych bunkdach a v hladkosvalovych bunkach, ok-
rem toho aj v makrofagoch, fibroblastoch, myokar-
diocytoch, mozgovych neurénoch, pankreatickych
bunkach a bunkach ¢revného epitelu. Produkcia
ostatnych dvoch skupin endotelinov nie je tak roz-
Sirend, oba su exprimované v bunkach ¢revného
epitelu, ET-2 je detekovatelny aj v ovaridlnych bun-
kach a ET-3 v bunkach endotelu. Donedéavna nebol
celkom zndmy mechanizmus ucinku endotelinov,
no najnovsie objavy poskytli informacie o zapoje-
ni dvoch receptorov spriahnutych s G-proteinom,
tzv. ET, a ET, receptor. Zatial ¢o ET, ma najvys3siu
afinitu k endotelinu-1, ET, ma k vietkym trom po-
lypeptidovym izoformdm afinitu rovnakd (Ham-
mer a McPhee, 2014).
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Hladkosvalové bunky cievnej steny maju na
svojom povrchu oba typy receptorov, pri ktorych
aktivacii dochadza k aktivovaniu fosfolipazy C
s naslednou produkciou inozitoltrifosfatu a dia-
cylglycerolu. Kaskada tychto dejov vedie k zvyse-
niu intraceluldarneho obsahu Ca* mechanizmom
jeho uvolfovania z vnutrobunkovych zasob a za-
roven pri aktivacii $pecifickych vapnikovych kana-
lov influxom z extraceluldrneho prostredia. Vysled-
kom je napokon cievna vazokonstrikcia. Receptor
ET, exprimuju viak aj bunky endotelu, pri ktorého
aktivacii dochadza k stimulacii endotelovej NOS,
¢o vedie k uvolneniu NO a néslednej vazodilata-
cii. Reaktivita Zil a tepien na endoteliny nie je rov-
nakd, pricom existuje predpoklad, ze vény maju
vyssiu citlivost na endotelin ako artérie (Miller
a kol, 1989).

Uvolfiovanie endotelinov je podporované adre-
nalinom, noradrenalinom, angiotenzinom ll, vazo-
presinom, trombinom, niektorymi cytokinmi, ako
napriklad interleukin-1, inymi latkami a faktormi,
medzi ktoré mézeme zaradit aj hypoxiu. Inhibicia
je naopak vysledkom pésobenia atridlneho natriu-
retického peptidu, prostacyklinu a NO.
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Obr. 2. Endotelom produkované vazoaktivne latky (upravené podla Gutiérrez a kol., 2013) Al - angiotenzin T,
All - angtiotenzin 2, AT, - receptor pre angiotenzin 2, ACh - acetylcholin, M — muskarinovy receptor, 5-HT - 5-hyd-
roxytryptamin, S1 - serotoninovy receptor, ET-1 - endotelin 1, Bk - bradykinin, ECE - endotelin konvertujuci enzym,
EDHF - od endotelu odvodeny hyperpolariza¢ny faktor, L-Arg - L-arginin, eNOS — endotelova syntéza oxidu dusna-
tého, NO - oxid dusnaty, B2 - bradykininovy receptor, ET, - endotelinovy receptor A, ET, - endotelinovy receptor
B, PGH, - prostaglandin H,, TXA, - tromboxan A, ROS - volné kyslikové radikély, TX - tromboxanovy receptor,
ACE - angiotenzin konvertujuci enzym, cAMP - cyklicky adenozinmonofosfat, cGMP - cyklicky guanozinmonofos-
fat, ADP-adenozindifosfat, P — receptor pre adenozindifosfat, PGI, - prostacyklin.
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Existuju aj poznatky o tom, Ze by ET-1 mohol
prispievat k remodeldcii extraceluldrnej matrix pri
patogéneze kardiovaskuldarnych ochoreni, ako je
plicna alebo systémova hypertenzia, ale aj obli¢-
kovych ochoreni (Meyers a Sethna, 2013).V sucas-
nosti sa uz napriklad v terapii plucnej hypertenzie
vyuziva aj neselektivny inhibitor receptoru pre en-
dotelin-1, bosentan (Simkova a Jansa, 2007).

Iné latky

Okrem vyssie spomenutych latok syntetizova-
nych endotelom, ktoré maju majoritnd ulohu pri
reguldcii cievneho tonu, bola preukazana pritom-
nost i dalSich, menej ¢asto spominanych molekul.
Ide o molekulu reninu a angiotenzin-konvertuju-
ceho enzymu (ACE), ktorého najvyssia koncentra-
cia je na povrchu limenu plucnych ciev. ACE zo-
hrava vyznamnu ulohu pri konverzii angiotenzinu
| na vazokonstrik¢ne poésobiaci angiotenzin Il, ale
sucasne sa podiela na rozklade bradykininu. Tento
enzym je preto jednym z cielov antihypertenznej
terapie, kedy jeho inhibiciou nedochddza len
k zniZzeniu tvorby angiotenzinu I, ale zaroven je
znizené aj odburavanie bradykininu, ktory posobi
vazodilatacne. Tym je dosiahnuté zniZenie perifér-
neho odporu a after-loadu, ¢im dochadza k pokle-
su krvného tlaku (Willey, 2002).

Endotelova dysfunkcia

Kumulaénym pdsobenim nepriaznivych fakto-
rov na endotel dochddza k jeho porusovaniu nie
len z morfologického hladiska, ale i funkéného.
Tento stav je nazyvany endotelovd dysfunkcia.
Dysfunkcia endotelu je definovana ako nerovno-
vaha medzi vazodilata¢ne a vazokonstrikéne po-
sobiacimi faktormi. Rovnako je ovplyvnend rov-
novaha medzi antikoagulacne a prokoagulac¢ne
posobiacimi ¢initelmi. VSeobecne moZno povedat,
Ze ide o defekt akychkolvek mechanizmov homeo-
stazy zabezpecovanych endotelom. Dochadza tak
k nepriaznivym podmienkam preferujucim rozvoj
aterosklerézy, artériovej hypertenzie ¢i srdcového
zlyhania (Karetovd, 2002). Vysledkom dysfunkcie
je porucha vazorelaxacie zdavislej od endotelu,
¢o vedie k vyssiemu tonusu hladkosvalovych bu-
niek tunica media cievnej steny a je spdsobeny aj
znizenou sekréciou oxidu dusnatého (Puzserova
a Bernatova, 2012). Nemenej dolezitou je znizena
biodostupnost NO kvéli jeho interakcii s volnymi
kyslikovymi radikalmi a tvorbe peroxynitritu.

Endotelova dysfunkcia per se tvori zéklad mno-
hych kardiovaskularnych, ale i inych ochoreni. Hu-
lin pripomina pritomnost vyraznej dysfunkcie en-
dotelu pri nasledujucich poruchach a chorobach
(Hulin a kol., 2009):

— aterosklerdza,

- hypertenzia,

- diabetes mellitus,

- plucna hypertenzia,

— vaskulitidy,

- posttransplanta¢na rejekcia,

- maligny hemangioendoteliom.

Co viak vedie k dysfunkcii endotelu nie je dopo-
sial celkom objasnené. Ur¢ita ulohu iste zohrava
hypercholesterolémia, ktord je taktiez rizikovym
faktorom aterosklerézy. Spolupésobiacim ¢ini-
tefom je takisto oxidacny stres, ktory poskodzuje
endotel, zniZzuje dostupnost NO pri jeho interakcii
so superoxidovym radikdlom. Rovnako volné radi-
kaly atakuju LDL (lipoproteiny s nizkou hustotou,
low-density lipoproteins) cholesterol a nasled-
nou vazbou oxidovaného LDL na LOX-1 receptor
dochadza k inhibicii endotelovej NOS. Jednymi
z najdolezitejSich ciev, ktorych endotelova dys-
funkcia zdsadne negativnym spdsobom ovplyvni
stav vyzivovaného organu, su koronarne artérie.
Gutiérrez potvrdzuje, Ze endotelova dysfunkcia
predstavuje nezavisly prediktor symptémov a je
kardiovaskularny rizikovy faktor u pacientov so
stabilnou ischemickou chorobou srdca (Gutiérrez
a kol., 2013). Preto ma zmysel aktivita v zmysle de-
tekcie a intervencie pri endotelovej dysfunkcii.

Moznosti detekcie endotelovej
dysfunkcie

Testy na hodnotenie endotelovej dysfunkcie
su zamerané na sledovanie endotel-dependent-
nej vazodilatacie. Rozdeluju sa na invazivne a ne-
invazivne. Pri invazivnych vysetreniach je casto
sledovanad endotelova dysfunkcia korondrnych
ciev. Principom vysetrenia je podanie endotel-
-dependentnych dilatatorov ciev, napr. acetylcho-
linu, pri koronarografickom vysetreni a sledovanie
naslednej cievnej reakcie. U neposkodenych ciev
dochddza k vazodilatacii, opakom je vazokonstrik-
cia v podmienkach endotelovej dysfunkcie. Rov-
nako je mozné sledovat reakciu intrakoronarnej
dopplerovskej sonografie. Z neinvazivnych metéd
sa vyuziva hlavne ultrazvukové sledovanie dys-
funkcie v artéria brachialis, kedZe bol preukdzany
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vztah medzi dysfunkciou endotelu v koronarnom
riecisku a v tejto tepne (Gokce a kol., 2002). Sledu-
je sa vazodilatacia navodend zvysenym prietokom
krvi (FMD, z angl. flow mediated dilatation) pocas
reaktivnej hyperémie, ktora nasleduje po prechod-
nej kompresii brachialnej artérie. Smykové napatie
posobi ako faktor zvysujuci uvolfiovanie NO, ¢o sa
prejavi naslednou dilataciou artérie (Skultétyova
a kol., 2004).

FLAVONOIDY

Biochémia flavonoidov

Objav flavonoidov sa pripisuje dvojici madar-
skych vedcov Rusznyakovi a Szent-Gyorgyimu
v roku 1936 (Rusznydk a Szent-Gyorgyi, 1936). Ich
ucinky boli vsak ludstvu zndme uz od nepamati.
Ide o sekundarne rastlinné metabolity, ktorych pri-
rodzenou ulohou v rastlinnej risi je podmieriova-
nie farby a chuti. Nemenej dolezité su ich nutri¢né
vlastnosti a U¢inky na rozlicné organové systémy
¢loveka. Zakladnou strukturou flavonoidov je fla-
van, teda 2-fenyl-benzo-y-pyran (Obr. 3). Rozdelu-
ju sa na 6 zakladnych skupin v zavislosti od nasyte-
nosti a oxidacie stredného kruhu C na:

- flavény

- flavonoly

- flavanoly (katechiny)

- flavanony

- izoflavonoidy

- antokyanidiny (Heim a kol., 2002)
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Obr. 3. Zakladna molekula flavonoidov, zdroj: https://
openi.nlm.nih.gov.

Dominantny zdroj prijmu flavonoidov pre ¢lo-
veka tvoria hlavne ovocie a zelenina doplnené
o ¢ajavino (Obr. 4). Jednotlivé triedy su zastupené
v rbznom mnozstve v konkrétnych plodinach.

Denny prijem flavonoidov sa r6zni na zaklade
geografickych odlisnosti, ¢o je podmienené do-
stupnostou potravin a osobnymi preferenciami

roéznych narodnosti, kde isté percento moézu zo-
hravat Specifické stravovacie navyky. Prikladom
moze byt studia Bekinga a Vieru zamerand na sta-
novenie dennej spotreby flavonoidov v populacii
anglickych a irskych obcanov. Je zndme, Ze pitie
¢aju patri k akejsi britskej kulture stravovania sa.
Vysledky studie poukdzali na to, Ze dominantnymi
flavonoidmi konzumovanymi touto skupinou boli
antokyanidiny a flavanoly v priemernom mnozstve
182 mg u anglickej populacie, resp. 177 mg u irskej
(Beking a Vieira, 2011). Inym prikladom je studia
autorov analyzujuca prijem flavonoidov v Spaniel-
skejpopuldcii, kde gastronomické zvyklostizahfna-
ju spotrebu vysokého mnozstva ovocia a zeleniny,
ktorym sa vdaka vybornym klimatickym podmien-
kam na Pyrenejskom polostrove dari. Tato Studia
preukazala, Ze priemerny denny prijem flavonoi-
dov v populacii Spanielov je 313,26 mg (Zamora-
-Ros a kol., 2010). Neda mi nespomenut i indidnov
z kmena Kuna v Amazonskych pralesoch, u kto-
rych dominantnym zdrojom prijmu flavonoidov
a hlavne flavanolov su pokrmy a napoje vyrabané
z Theobroma cacao. Tieto pozivatiny prislusnikom
tejto etnickej skupiny zabezpecovali mohutny pri-
jem hlavne epikatechinu. Jeho kardioprotektivny
a vazoprotektivny ucinok inhiboval rozvoj hyper-
tenzie a inych kardiovaskularnych ochoreni v tejto
populacii (McCullough a kol., 2006).

Flavonoidy, rovnako ako iné latky, podliehaju
v ludskom organizme metabolickym zmenam
a ich skonzumovany objem neodrdza skuto¢nu
biodostupnost.V prirode sa dominantne vyskytuju
viazané s glykozidmi. V traviacom trakte uc¢inkom
enzymatického pdésobenia glykoziddz tenkého
¢reva dochadza k separacii glykozidovej a flavono-
idovej zlozky (aglykénu). Po oddeleni sacharidovej
Casti je zvy$na molekula schopna difuzie cez bun-
kové membrany enterocytov vdaka pritomnosti
hydroxylovych skupin, ktoré potencuju polaritu
a hydrofilitu molekuly (Day a kol., 1998). Absor-
pcia nie je u vietkych skupin flavonoidov rovna-
ka. Najlepsie su absorbované latky zo skupiny izo-
flavénov, naopak, najtazsie dochadza k prestupu
antokyaninov (Viskupicova a kol., 2008). Ista cast
prijatych flavonoidov je vstrebavana aj v hrubom
Creve a nasledne su tieto latky zapojené do meta-
bolizmu, kde dochdadza k ich glukuronidacii, sulfa-
tacii a O-metylacii (Danihelova a Sturdik, 2011).
Preto je potrebné pri réznych diétnych odporuca-
niach uvazovat nie len o koncentracii flavonoidov
v konkrétnej potravine, ale i 0 moznostiach orga-
nizmu latky extrahovat a zuzitkovat.
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Obr. 4. Zdroje flavonoidov v potrave (prevzaté od Pan a kol., 2010). A — flavény, B — flavonoly, C - flavanoly, D - fla-
vanény, E - izoflavonoidy, G — antokyanidiny.
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Moznosti aplikacie flavonoidov
v medicine

Dévodov, preco sa flavonoidy dostali do po-
zornosti lekdrov a réznych vyskumnikov, je hned
niekolko. Vdaka pritomnosti pocetnych hydroxy-
lovych skupin ich zaradujeme medzi polyfenolické
latky. Antioxidac¢ny ucinok je zabezpecovany nie-
len vychytdvanim volnych kyslikovych radikalov,
ale aj stimuldciou antioxida¢nych enzymov. Avsak
tedria o fungovani tychto latok v ludskom orga-
nizme iba na zdklade ich antioxida¢ného ucinku
je aktudlne na Ustupe, kedZe narastd pritomnost
dokazovych studii potvrdzujucich Specificky uci-
nok flavonoidov na rézne receptory a enzymové
systémy (Testai, 2015).

Z ucinkov flavonoidov je nutné spomenut ich
mozné aplikacie v onkoldgii. Je pravdepodobné,
ze flavonoidy obsiahnuté v potravindch mozu byt
ucinné ako sucast diétnych opatreni u pacientov
so zavaznym malignym ochorenim mozgového
tkaniva glioblastoma multiforme. Ich U¢inok nie je
len antioxida¢ny, kedy dochadza k protekcii glial-
nych buniek pred oxida¢nym stresom, ale rovnako
vyznamna je aj redukcia neuroinflamacnych pro-
cesov a glutamatom-indukovanej excitotoxicty.
Velka cast flavonoidov zaroven inhibuje prolifera-
ciu buniek glioblastomu a pro-onkongénne sig-
nalne drahy (Vidak a kol., 2015). Velka ¢&ast tychto
Ucinkov je zatial preukdazatelna len v in-vitro pod-
mienkach respektive na animalnych modeloch.
Podobné ucinky v zmysle inhibicie proliferacie
malignych buniek a indukcie apoptézy doplnené
o baktericidny ucinok proti Helicobacter pylori boli
preukdazané pri aplikacii flavonoidu resveratrolu pri
karcindmoch zalidka (Zulueta a kol., 2015). Domi-
nantnym efektom flavonoidov je v3ak ich ucinok
na kardiovaskularny systém.

Ovplyvnenie endotelu flavonoidmi

Najcastejsie studovanou aplikaciou prirodnych
flavonoidov v humannej medicine su moznosti
ovplyvnenia patologickych procesov v cievhom
riecisku alebo srdcovom svale, pricom dominuje
prva spomenutd problematika. Kli¢ovym sa z po-
hladu ciev zda ovplyvnenie ich vnutornej vystelky —
endotelu - v $tadiu endotelovej dysfunkcie, kedy
dochadza k prevahe vazokonstrikénych faktorov.
Zvysena cievna rezistencia na podklade endote-
lovej dysfunkcie sa méze podielat aj na rozvoji
arteridlnej hypertenzie. Preto je snahou ovplyvnit

funkcie endotelu este pred rozvojom hypertenzie,
k comu nam moézu posluzit prave flavonoidy.

Ovplyvnenie parametrov oxidacného
stresu

Viaceré $tudie, rovnako, ako aj nds posledny
preukdzali, ze uzivanim flavonoidov, napriklad epi-
katechinu, dochadza k zvyseniu celkovej antioxi-
dacnej kapacity krvnej plazmy (Lukac a kol, 2015).
Tento fakt potvrdzuje aj studia DASH (Dietary
Approaches to Stop Hypertension), ktorej cielom
bolo preukazat vplyv diéty bohatej na ovocie
a zeleninu, ktoré st hojnym zdrojom flavonoidoy,
na krvny tlak a parametre oxida¢ného stresu u hy-
pertenznych pacientov. Ovocna i zeleninova dié-
ta znizovali krvny tlak, pricom najlepsie vysledky
preukdzala ich kombindacia. Okrem zniZenia tlaku
krvi sa taktiez u pacientov konzumujucich takuto
diétu zvysila antioxida¢nd kapacita séra a znizila
hladina malondialdehydu (Miller a kol., 1998).

Flavonoidy ako epikatechin dokazu v istych dav-
kach redukovat plazmatickd hladinu endotelinov.
ET-1 aktivuje NADPH-oxidazu, ktora je zodpoved-
na za produkciu vaskularnych kyslikovych radika-
lov. Takto znizenim hladiny ET-1 mbzu nepriamo
flavonoidy redukovat produkciu kyslikovych radi-
kalov ovplyvnenim enzymatickych systémov (Ji-
ménez a kol., 2007). Rovnako v podmienkach ex-
perimentélnej hypertenzie bolo preukizané ET-1
podmienené zvysenie xantinoxidazy a mitochon-
dridlnej produkcie kyslikovych radikalov (Callera
a kol, 2006).

Preukazuje sa viak, Ze je potrebny dlhodoby pri-
jem flavonoidov v potrave, kedze kratkodobé po-
Zitie potravin bohatych na flavonoidy, akym je na-
priklad tmava ¢okolada, nema vplyv na parametre
oxida¢ného stresu (Vlachopoulos a kol., 2005).

Ovplyvnenie cievnej reaktivity

Od endotelu zavisla vazodilatacia je sprostred-
kovana aj oxidom dusnatym. Epigallokatechin
3-galldt zo skupiny flavonoidov je potentnym
induktorom eNOS (Potenza a kol., 2007). Tymto
mechanizmom mozu flavonoidy prispievat k na-
pravaniu nesuladu vytvoreného v podmienkach
endotelovej dysfunkcie. Zvysend produkcia NO,
ktora je vysledkom vyssie spomenutého javu, na-
sledne spésobi relaxaciu hladkosvalovych buniek
cievnej steny, a tym aj znizenie periférnej rezisten-
cie. Rovnako Duffy a kolektiv preukazali, ze ako
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kratkodobé, tak i dlhodobé (4 tyzdne) pitie cier-
neho ¢aju v mnozstve 900 ml denne u pacientov
s ischemickou chorobou srdca malo za nasledok
zlepsenie od endotelu zavislej vazodilatacie (Duffy
a kol., 2001).

Mechanizmus, akym flavonoidy sprostredkuju

od endotelu nezavislu vazodilataciu, nie je zatial

presne popisany. Predpokladd sa, Ze dochadza
k ovplyviovaniu kindz, fosfodiesteraz a ibnovych
kanalov, ako to preukazal Calderone. Aplikaciou
flavénov a flavanénov dosiahol vazorelaxaény
efekt spbsobeny otvorenim kalciom aktivova-
nych a ATP zavislych kaliovych kanalov (Calderone
a kol., 2004).

ZvySovanie biodostupnosti NO, ktord je nielen
spojend s indukciou eNOS a jeho zvysenou syn-
tézou, ale do uvahy treba vziat aj antioxidacné
ucinky flavonoidov, ktoré brania interakcii volnych
kyslikovych radikalov s oxidom dusnatym. Tak je
inhibovana jeho degradacia mediatormi oxidac-
ného stresu.

Ovplyvnenie aterosklerézy

Aterosklerdza ako cievne ochorenie charakteri-
zované pritomnostou aterosklerotickych platov je
¢asto podmienené ukladanim lipidov do cievnej
steny, kde endotel ako sty¢na plocha hra nemalu
ulohu. Morfologické a funkéné zmeny spdsobené
aterosklerézou sa nasledne podielaju na rozvoji
réznych ochoreni kardiovaskuldrneho systému
ako je ischemickd choroba srdca, periférna artério-
va choroba koncatin, hypertenzia ale i poskodenie
obli¢iek. Na zéklade tychto faktov je snahou mno-
hych odbornikov odhalit moznosti inhibicie roz-
voja aterosklerotickych zmien v cievnom riecisku.
Aj tu nachdadzaju potencidlne uplatnenie flavono-
idy. Preukdzanym efektom flavanolov obsiahnu-
tych v ¢okolade je jednak uz spomenuta inhibicia
produkcie volnych kyslikovych radikélov, ktoré
oxiduju volné LDL, no zaroven aj redukcia celkové-
ho cholesterolu a LDL v krvnej plazme u ludi s vys-
$im kardiovaskularnym rizikom (Fernandéz-Murga
a kol., 2011).

Bolo taktiez preukazané, Ze expozicia endotelial-
nych buniek oxidovanému LDL vedie k proteozo-
malnej degraddcii endotelovej NOS. Tomuto javu
je podla Scheweho mozné zabranit preventivnym
ovplyvnenim endotelovych buniek epikatechinom
(Schewe a kol., 2008; Steffen a kol., 2007).

Nedavna $tudia uskuto¢nena v Japonsku na 131
pacientoch s hypercholesterolémiou preukaza-

la signifikantny pokles oxidovaného LDL a narast
HDL v krvnej plazme u probandov, ktori konzu-
movali kakaovy prasok s vysokym obsahom poly-
fenolov, hlavne katechinov a prokyanidinov (Baba
a kol., 2007).

Ovplyvnenie tlaku krvi

V' nadvaznosti na spomenuté zavery réznych
studii, z ktorych vyplyva antiaterogénny a antihy-
pertenzny efekt flavonoidov, je nutné spomenut
zmeny tlaku krvi ako vysledok ich pdésobenia
na endotel. Vychytavanim kyslikovych radikalov,
inhibiciou NADPH-oxidazy, znizovanim oxidova-
ného LDL, zvy$enou produkciou a biodostupnos-
tou oxidu dusnatého dosahuju flavonoidy znizenie
periférnej rezistencie a tym zlepSovanim hyperten-
zie v arterialnom riecisku. Preukazuju to i klinické
studie a metaanalyzy. Hooper uvadza, ze jednora-
zovy ajdlhodoby prijem flavonoidov v potravinach
s ich vysokym obsahom, ako je ¢okoldda, vedie
k zlepSeniu prietokom sprostredkovanej dilatacie
v artériach. Okrem toho konstatuje, Ze prijem co-
kolddy bohatej na flavonoidy redukuje systolicky
tlak krvi v priemere o0 5,8 mm Hg a diastolicky tlak
krvi 0 3,3 mm Hg.V mensej miere ako ¢okolada re-
dukuje krvny tlak extrakt s6jovych proteinov, aviak
nie iné s6jové komponenty (Hooper a kol., 2008).
Rovnako sa v nasej studii podarilo v modeli experi-
mentalnej hypertenzie inhibovat rozvoj vysokého
krvného tlaku po 2-tyzdriovom podavani epika-
techinu mladym samcom spontanne hyperten-
znych potkanov (Lukéa¢ a kol., 2015). Tato skutoc-
nost podporuje dohady odbornikov, Ze prirodné
polyfenoly maju ulohu aj v obdobi rozvoja hyper-
tenzie. Hoci v neskorsich $tadidch hypertenzie je
ich ucinok zatial diskutabilny, epikatechin G¢inne
redukoval vysoky tlak krvi a zabranil endotelovej
dysfunkcii aj u dospelych spontadnne hyperten-
znych potkanov (Galleano a kol., 2013).

Neziaduce ucinky flavonoidov

Okrem pozitivnych ucinkov flavonoidov na kar-
diovaskularny systém a pri nadorovych ochore-
niach je nutné spomenut aj mozné ich negativ-
ne Ucinky. Riziko neziaducich uc¢inkov je pravde-
podobne zvysené v podmienkach uzivania inych
liekov ako dosledok liekovych interakcii veducich
k zvySeniu biodostupnosti uzivanych polyfeno-
lov (Lambert a kol., 2007). Tieto vysledky su v3ak
pozorované v experimentalnych modeloch a pri
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dévkach vysoko prekracujucich standardné mnoz-
stvo polyfenolov prijimanych potravou, ¢i po ich
suplementicii. I1$lo hlavne o G¢inky spojené s gas-
trointestinalnym traktom pri peroralnom pozivani
¢ierneho ¢aju, ako je nevolnost, nauzea ¢i vracanie
(Lambert a kol., 2007). NeZiaduce Ucinky z ovplyv-
nenia endotelu ako hypotenzia ¢i hypokoagulacia
zatial pozorované neboli.

ZAVER

Na zdver moézeme zhrnut, Ze endotel zdaleka
nepredstavuje len pasivnu vystelku ciev, ale vyso-
kospecializovany organ, ktory sa podiela na regu-
[acii mnohych procesov. Tieto procesy predstavuju
regulaciu napatia cievnej steny, prestup molekul
z intravazalneho priestoru a mnohé dalsie. Ve-
kom a posobenim réznych negativnych agensov
dochdadza k jeho poskodzovaniu a rozvoju stavu
nazyvaného endotelovd dysfunkcia, pricom do-
minantnymi sa stavaju vazokonstrikéne posobiace
faktory. Endotelova dysfunkcia potencuje rozvoj
roznych ochoreni ciev, akymi su aterosklerdza, is-
chemicka choroba srdca, periférna artériova cho-
roba alebo hypertenzia. Sekundarne tieto ocho-
renia potencuju dalsie zmeny v inych organoch,
ako je napriklad poskodenie obliciek. Ako zvykli
hovorievat stari velikani mediciny, dolezZitejsia ako
terapia je prevencia. Preto ma nezastupitelnu ulo-
hu pri prevencii uz vyssie spomenutych ochoreni
ovplyvnenie endotelu v $tadiu dysfunkcie. To mo-
Zzeme dosiahnut napriklad uZivanim rastlinnych
polyfenolov, z ktorych su najcastejsie zastupené
v nasej strave prave flavonoidy. Z tejto mohutne
zastupenej skupiny prirodnych latok su intenzivne
Studované hlavne tie, ktoré su dobre absorbované
z traviaceho traktu a dostupné vacsiemu mnoz-
stvu fudi.

Medzi tieto patria katechiny obsiahnuté v ¢o-
koldde a ¢aji. Ich uc¢inok na endotel a jeho funkcie
nie je dany len ich antioxida¢nym ucinkom, ale
aj aktivnym pdésobenim na enzymové systémy
a metabolické drahy, ¢oho vysledkom je zlepse-
nie produkcie a dostupnosti NO, od endotelu-za-
vislej vazodilatacie a teda zlepSenie endotelovej
funkcie. Kone¢nym vysledkom moze byt pokles
krvného tlaku. Pozivanie flavonoidov vsak nie je,
tak, ako ni¢ v medicine, bez moznych rizik, ktoré
su dané hlavne ich enormne zvysenou plazma-
tickou koncentraciou. V sucasnosti sa pokracuje
v skimani moznosti ovplyvnenia endotelu a me-
chanizmov ucinku réznych flavonoidov, ktoré by

nam pomohli pochopit nielen ich mechanizmus
posobenia, ale aj odhalit dalSie mechanizmy roz-
voja hypertenzie.
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ABSTRAKT

Vek a pohlavie zohravaju vyznamnu ulohu
pri  posudzovani rizika vzniku kardiovasku-
larnych ochoreni. U muZov je pritom riziko um-
rtia na srdcovocievne ochorenia dvakrat vyssie
ako u Zien rovnakého veku pred menopauzou.
Neustdle rastie pocet klinickych a modelovych
experimentalnych studii potvrdzujucich pohlavné
rozdiely v odolnosti srdca voci ischémii nie len
v experimentalnych modeloch, ale aj klinickych
pracach. Jednou z najvyznamnejsich signalnych
drah podielajucich sa na pohlavnych rozdieloch
v odolnosti myokardu je kaskada fosfatidylinozitol
3-kinazy/proteinkinazy B (PI3K/Akt), ktorad zahfha
mnozstvo dalsich efektorovych molekul a podiela
sa tak na reguldcii mnohych procesov vratane in-
hibicie apoptézy, reguldcie bunkovej proliferacie,
metabolizmu a hypertrofie. Okrem toho je PI3K/
Akt draha sucastou signalnych kaskad ischemic-
kého preconditioningu (PC), fenoménu, pri ktorom
dochdadza k aktivacii vlastnych vnutrobunkovych
kardioprotektivnych mechanizmov. Aj napriek in-
tenzivnemu Studiu PC a jeho vyuzitia ako aktiva-
tora endogénnej kardioprotekcie nie je doposial
zname, Ci existuju pohlavné rozdiely v ucinnosti
PC. Cielom prace bolo skumat vplyv pohlavia
na ucinnost endogénnych ochrannych mechaniz-
mov v srdci potkana laboratérneho kmena Wistar
a objasnit ulohu PI3K/Akt kaskady v tychto pro-
cesoch. Vysledky prace ukazali zvysenu odolnost
myokardu samic voci ischemicko-reperfuznemu
(I/R) posSkodeniu. Starnutie znizilo toleranciu srdca
voci arytmiam, ale neovplyvnilo rozsah letdlneho
poskodenia nezdvisle od pohlavia. Aplikovany
PC poskytoval dostato¢ny antiinfarktovy ucinok
v srdci oboch pohlavi (vyraznejsi u samcov), ktory
nebol ovplyvneny vekom. Inhibicia PI3K/Akt drahy

blokovala antiinfarktovy ucinok PC v srdci samcov
nezavisle na veku. Rovnaky tc¢inok PC sme pozoro-
vali aj v srdci mladsich, ale nie starSich dospelych
samic. U samcov doslo vplyvom PC k signifikan-
tnému zvyseniu aktivacie Akt, ktoré nebolo pozo-
rované u samic. Predpokladame, ze srdce samic
je efektivnejsie chranené uz za bazalnych pod-
mienok, pravdepodobne kvéli vyssej aktivacii Akt
v porovnani so samcami. Vysledky nasej prace
teda potvrdzuju, ze PI3K je aktivovana v srdciach
vystavenych PC a jej inhibicia blokuje ,down-
streamovl” signalizaciu, ako je aktivacia Akt
a podporuju vyznamnu ulohu PI3K/Akt signal-
izacie v kardioprotektivnych mechanizmoch PC,
ktora je ovplyvnena pohlavim.

Klucové slova: pohlavie, vek, PI3K, ischemicko-
reperfuzne poskodenie myokardu.

ABSTRACT

Age and sex play a significant role in determining
the risk of coronary heart disease. In humans, men
are twice as likely to die from coronary heart disease
aswomen and premenopausal females have alower
risk of cardiovascular attack than age-matched
males. There is growing evidence that there is a
sex-specific difference in the susceptibility of the
myocardium to ischemia in various experimental
models and clinical situations as well. One of the
most important signaling pathways involved in sex
differences in myocardial resistance to ischemia
is phosphatidilinositol 3-kinase/proteinkinase B
(PI3K/Akt) cascade with multiple effector molecules
that contribute to the regulation of many processes
including inhibition of apoptosis, regulation of
cell proliferation, metabolism and hypertrophy.
Furthermore, PI3K/Akt is a part of signaling
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cascades involved in activation of intracellular
cardioprotective mechanisms such as phenomenon
known as ischemic preconditioning (PC). Despite
intensive studies of its role as an activator of
endogenous cardioprotection, it is not yet known
whether there are sex differences in the efficiency
of the PC. The study aimed to examine effect of
gender on the efficiency of endogenous protective
mechanisms in heart and to clarify an involvement
of PI3K/Akt in these processes. Our results showed
enhanced tolerance of female hearts to ischemia-
reperfusion I/R injury. Aging reduced tolerance
to arrhythmias, but did not affect the extent
of myocardial infarction. Applied PC provided
sufficient anti-infarct protection in the hearts of
both sexes (more pronounced in males), which was
not affected by age. PI3K/Akt inhibition suppressed
anti-infarct effect of PCin the male hearts regardless
of age and also in the hearts of younger, but not
older adult females. Moreover, similar levels of Akt
phosphorylation were found in preconditioned and
control female myocardium. Therefore, we assume
that female heart is protected more effectively
even at the basal conditions, possibly due to higher
levels of activated Akt compared to males. The
results of our work suggest that PI3K is activated
in hearts subjected to PC and its inhibition blocks
"downstream" signaling, such as Akt activation and
support the important role of PI3K/Akt cascade
in cardioprotective mechanisms of PC, which is
influenced by sex.

Key words: Key words: sex, age, PI3K, myocardial
ischemia-reperfusion injury.

uvoD

Kardiovaskuldrne ochorenia (KVO) predstavuju
jeden z najzavaznejsich medicinskych problémoyv,
ktorym ludstvo v dnesnej dobe celi. Podla Sveto-
vej zdravotnickej organizacie prave ochorenia srd-
covo-cievneho systému zapricinuju celosvetovo
najviac umrti rocne. Medzi najfrekventovanejsie
patri ateroskleréza, hypertenzia a s nimi suvisiaca
ischemicka choroba srdca a infarkt myokardu.

Zeny pred menopauzou maju vo vieobecnos-
ti niZsie riziko vzniku kardiovaskularnych choroéb.
Velky vyznam sa v tomto smere prisudzuje najma
pohlavnym horménom. Vplyv pohlavia je bada-
tefny v mnohych oblastiach fudského Zivota. Muzi
a zeny myslia, citia, vnimaju a vyjadruju sa odlisne.
Vlychova hra sice vyznamnu rolu, ale tieto odlis-

nosti su ovplyvnené geneticky a hlavne fyziologic-
ky. Muzi a Zeny sa odliSuju v mnohych aspektoch
fyziolégie a patofyziolégie kardiovaskularneho
systému (KVS). Tento fakt sa premieta v rozdielnej
odolnosti srdca na poskodenie, vyvolané rozli¢ny-
mi patofyziologickymi procesmi.

Mechanizmy podielajuce sa na pohlavnych roz-
dieloch z hladiska odolnosti srdca voci KVO su
vsak zatial nedostato¢ne objasnené, a preto sa
od vedeckej verejnosti o¢akava intenzivny vyskum
v tejto oblasti. Faktom je, Ze pohlavie predstavuje
vyznamny faktor, ktory by mal byt zohladfiovany
pri uréovani i posudzovani mnohych diagnostic-
kych a terapeutickych postupov v réznych oblas-
tiach humannej mediciny, vratane kardioldgie.

Aktivaciou vlastnych adaptac¢nych mecha-
nizmov prostrednictvom kratkych stresovych sti-
mulov, napr. epizéd ischémie a reperfuzie, sa srdce
stava odolnejsie voci naslednej dlhsie trvajlcej
ischémii. Ide o vysoko u¢inni metddu, ktorej pres-
ny mechanizmus v3ak nie je Uplne jasny. Vyznam-
nou sucastou signalnych kaskad preconditioningu
su okrem iného aj reaktivne formy kyslika (ROS),
aktivacia fosfatidylinozitol 3-kindzy (PI3K), ako aj
aktivacia ,downstream” efektoru proteinkinazy B
(Akt). V dnesnej dobe nie je objasnena ani exis-
tencia moznych pohlavnych rozdielov v aktivacii
vlastnych adaptaénych mechanizmov.

Vplyv pohlavia na kardiovaskularny
systém

Vacsina experimentalnych studii zameranych na
vyskumischemicko-reperfuzneho (I/R) poskodenia
bola v minulosti vykonavana len na zvieratach
samcieho pohlavia bez ohfadu na studovany druh
(Black a Rodger, 1996). Podobny fenomén bolo
mozné v minulosti vidiet aj pri klinickych studiach.
Zastupenie zien v randomizovanych klinickych
studiach sa v priebehu ¢asu zvysilo, ale zostava
nizke vo vztahu k ich celkovému zastupeniu
v populdciach s KVO (Melloni a kol, 2010).
Aj napriek tomu, vo viacerych experimentélnych
(Douglas a kol., 1998; Jain a kol., 2002) i klinickych
studidch (Carroll a kol, 1992; Hayward a kol.,
2000) bol preukdzany vyznamny vplyv pohlavia
na patologické zmeny v KVS (Ostddal a KoldF,
1999). V porovnani s muzmi rovnakého veku je
u Zien pred menopauzou nizsi vyskyt hypertrofie
lavej komory, ochoreni korondrnych artérii
(Hayward a kol., 2000) i remodelécie srdcového
tkaniva po infarkte myokardu (Crabbe a kol., 2003).
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Na druhej strane, ked sa ochorenie uz rozvinie,
Zzenska populdcia vykazuje vyssiu Umrtnost ako
muzskd. Tento fakt méze ciasto¢ne suvisiet aj
s neskorsim zaciatkom lie¢by v neprospech Zien,
ktoré vnimaju bolest inak ako muzi a podceriuju
prvotné symptémy (Marrugat,1998).V poslednych
rokoch stipa povedomie o vyzname pohlavnych
rozdielov pri studiu poruch KVS, a narasta tak aj
pocet prac zaoberajucich sa touto problematikou.

Ako uz bolo spomenuté, Zeny pred meno-
pauzou maju relativne nizke riziko vyskytu KVO
(Gordon a kol., 1978). Po menopauze toto riziko
narastd takmer dvojndsobne a KVO stavaju
naj¢astejsSou pri¢cinou Umrtia Zien starSieho
veku. Takéto vysledky naznacuju, Ze znizené
hladiny estrogénov v désledku menopauzy, su
zodpovedné za zvyseny vyskyt KVO, a estrogény
preto zohravaju pozitivnu ulohu v prevencii KVO.
Najvacsi vyznam v ochrane KVS Zien je spojeny
s pozitivnym uc¢inkom endogénneho estrogénu
na lipidové zloZenie a endotelovu funkciu (Murphy
a Steenbergen, 2007).

Napriek pozitivnym uc¢inkom podavania exo-
génnych estrogénov na odolnost KVS vodi
patologickym zmendm, ktoré boli ukdzané vo
viacerych experimentalnych stadiach (Kim a kol.,
1996; Booth a kol., 2003) a v klinickych studiach
(Women’sHealthInitiative-WHI;Heartand Estrogen/
Progestin Replacement Study-HERS) (Hulley a kol.,
1998; Rossouw a kol., 2002) sa nepodarilo preuka-
zat prospednost nahradnej hormonalnej terapie
v prevencii rozvoja primarnych a sekundarnych
ochoreni korondrnych artérii u pacientok po me-
nopauze. Na druhej strane vysledky starSich
klinickych studii ukazovali, ze hormonalna terapia
nasadend pred 60 rokom zivota méze redukovat
rizikoakutnehoinfarktu myokarduuzien (Falkeborn
a kol., 1992; Grodstein a kol., 2000).

Pohlavné rozdiely z hladiska zlyhania
srdca

Zlyhanie srdca, hlavna pri¢ina umrti pacientov
s KVO najma v starnucej populdcii, predstavuje
komplexny klinicky syndrém, ktory moze byt
dosledkom akejkolvek poruchy srdcovej funkcie.
Zlyhanie srdca postihuje obe pohlavia s mierne
vacsou proporciou u muzov (Mehta a Cowie, 2006).
Zlyhanie srdca charakteristické redukovanou
ejekénou frakciou sa vyskytuje CastejSie u muzov
a je primarne spojené s ochoreniami koronarnych
ciev, zatial ¢o zlyhanie srdca so zachovanou

ejek¢énou frakciou sa castejSie vyskytuje u Zien
a je menej beZzne spojené s ischémiou (Lee a kol.,
2009; Scantlebury a Borlaug, 2011). V pripade
muzov vsak dochadza k rozvoju srdcového
zlyhania v skorSom veku ako u zien (Mayer a kol.,
2014). Z rizikovych faktorov srdcového zlyhania
je v niektorych populaciach u Zien zvyseny vyskyt
hypertenzie, obezity,chronickychochorenioblic¢iek
a komorovych fibrilacii, zatial ¢o v pripade muzov
je to infarkt myokardu, chronickd obstrukénd
choroba pluc a periférna arteriopatia (Conde-
-Martel a kol., 2015). Spomedzi vietkych rizikovych
faktorov len komorové fibrilacie $pecificky zvysuju
riziko zlyhania srdca u zZien a Zenské pohlavie je
teda vyznamny nezavisly prediktor (Mayer a kol.,
2014).Riziko zlyhania srdca je pritom porovnatelné
bez ohladu na pohlavie do veku 55 rokov. Medzi 55
az 64 rokom su muzi az dvojnasobne nachylnejsi
nazlyhaniesrdcav porovnanisozenami.Vpopulacii
nad 65 rokov je riziko zlyhania srdca medzi muzmi
a zenami opat porovnatelné (Sussman, 2003).

Vplyv pohlavia na vznik arytmii

Jednoznacny vplyv pohlavia bol preukazany pri
vysetreni roznych elektrofyziologickych paramet-
rov srdca. Pohlavné rozdiely existuju napr. v dizke
trvania QT intervalu a akéného potencialu (Burke
a kol., 1997; Saba a kol., 2002). Podobné rozdiely
boli pozorované aj vo vyskyte rézne zavaznych
foriem ischemickych arytmii, ako su extrasysto-
ly (PVC), komorové tachykardie (VT) a komorové
fibrilacie (VF) (Philp a kol., 2006). Medzi mechaniz-
my zodpovedné za pohlavné rozdiely z hladiska
elektrofyziologickych parametrov, ovplyviujlce
i predispoziciu k vzniku arytmii, mézeme zara-
dit rozdiely v expresii a funkcii iébnovych kanalov
(Katsube a kol., 1998), ako aj odlisnosti v aktivacii
autondmneho nervového systému (Burke a kol.,
1997; Airaksinen a kol., 1998).

Taktiez aj v experimentalnych $tudiach bola
preukdzana regulacia otvarania iénovych kana-
lov sami¢imi pohlavnymi hormdénmi, ¢o vyrazne
prispieva k pohlavnym rozdielom z hladiska rizika
vzniku srdcovych arytmii. Estrogény, mézu redu-
kovat vyskyt arytmii priamo, a to prostrednictvom
ucinku 17 estradiolu (E2) ako blokatora Ca** ka-
nalov L-typu (Jiang a kol., 1992). Estrogény taktiez
ovplyviuju dizku trvania repolarizacie membrany
kardiomyocytov srdcovych komér a vznik ische-
mickych arytmii nielen prostrednictvom zmeny
expresie, ale aj ovplyvnenim otvarania napatovo
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zavislych pomaly aktivovanych K* kanalov Kv1.5
(Trepanier-Boulay, 2001). Progesterdn a E2 skracu-
ju ¢as repolarizacie kardiomyocytov vdaka regula-
cii otvarania Ca** kanalov L-typu a pomaly aktivo-
vanych K* kandlov Kv1.5. Tato regulacia prebieha
negenémovou drahou zahfhajucou postupnu ak-
tivaciu c-Src, PI3K, Akt a endotelovej syntazy oxidu
dusnatého (eNOS). Oxid dusnaty (NO) ako vysled-
ny produkt inhibuje Ca** kanaly L-typu a prostred-
nictvom S-nitrozildcie proteinov kandla podporuje
otvaranie K* kanalov (Furukawa a Kurokawa, 2008).
Ovaridlne hormdény zohravaju vyznamnu ulohu
aj v reguldcii vstupu Ca®* do sarkoplazmatického
retikula (SR) kardiomyocytov. ZniZzenie mnozstva
Ca?* v SR tak vedie k obmedzeniu I/R poskodenia
(Mitchell a kol., 1993; Zucchi a kol., 2001). Okrem
toho akutne podavanie E2 znizuje vyskyt PVC, ko-
morovych tachykardii a fibrilacii u potkanov (Philp,
2006) i psov (Node a kol., 1997). Tento antiarytmic-
ky efekt E2 je zavisly na davke, pricom u samic je
potrebna desatnasobne mensia koncentracia E2
na dosiahnutie rovnakého ucinku ako u samcov
potkana. Tento efekt je spojeny s blokadou Ca*
kanalov (Philp, 2006) a méze byt sprostredkovany
i otvaranim K* kanélov (Node a kol., 1997).

VYZNAM ESTROGENOV
V KARDIOPROTEKCII

Estrogény ovplyviuju KVS priamymi ucinkami
na bunky cievneho systému alebo prostrednic-
tvom nepriamych systémovych Gcinkov. Vplyvom
estrogénov moze dojst k zmene v syntéze prote-
inov alebo aktivite viacerych iénovych kanalov,
kontraktilnych proteinov a v produkcii ROS. Spo-
menuté Ucinky estrogénov zohravaju ulohu aj pri
niektorych chorobnych stavov KVS. Regulaciou
pocetnosti a aktivity niektorych iénovych kanalov
atransportérov sa estrogény podielaju aj na modu-
lacii srdcovej repolarizacie, kontraktility a citlivosti
voci arytmiam (Saito a kol., 2009). Boli zaznamena-
né aj pohlavné rozdiely v pocte Ca?* a Na* kandlov,
ktoré su aspon CiastoCne pripisované estrogénom,
kedZe ich vplyvom dochéadza k,upregulacii” Na* -
Ca*" vymennika (Chen a kol., 2011) a ,downregu-
lacii” L-typu Ca?* kandlov (Johnson a kol., 1997).
Zname su aj pozitivne Ucinky estrogénov na funk-
ciu cievneho systému, redukciu aterosklerdzy, ako
aj dolezitd uloha estrogénov v udrziavani zdravé-
ho ako aj v reparacii poskodeného endotelu ciev
(Adams a kol., 1990). Tento proces zahina estro-
génom sprostredkované zvysenie aktivity eNOS

a enzymu cyklooxygendazy (Mendelsohn a Karas,
2005), ¢o prispieva k zlepSeniu cievnej relaxacie.
Estrogén tiez inhibuje I/R-indukovanu apoptézu
kardiomyocytov vytvaranim bazalneho antiapop-
totického profilu, ¢o je spojené s expresiou,,caspa-
se recruitment domain” (ARC) (Bouma a kol., 2010).
Dokazané boli i pozitivhe ucinky estrogénov pri
spomalovani procesu hypertrofie srdca inhibiciou
fosforylacie mitogénmi aktivovanej proteinkinazy
(MAPK) p38 (van Eickels a kol., 2001). Okrem toho
estrogén ,downreguluje” aktivitu renin-angio-
tenzinového systému v cievach normotenznych
i hypertenznych potkanov (Nickenig a kol., 1998)
a taktiez moze zvysit expresiu atridlneho natriu-
retického peptidu (Potvin a Varma, 1991). Aj pro-
strednictvom tychto Uc¢inkov méze estrogén po-
tlacat hypertrofiu myokardu.

Estrogénové receptory

Estrogény uplatfuju svoj komplexny biologicky
efekt najma prostrednictvom jadrovych es-
trogénovych receptorov (ER): ER-a a ER-3 (Kuiper
a kol., 1997; Nilsson a Gustafsson, 2002), ktoré
sa odlisuju svojou distribuciou v tkanivach
a tiez rozdielnou Specificitou, s akou viazu ligand
(Kuiper a kol., 1997). Oba typy ER st exprimované
v endoteli ciev i v myokarde c¢loveka (Karas
a kol., 1994; Grohe, 1997), ¢o indikuje priamy vplyv
estrogénov na srdce. Estrogénové receptory-3 su
predominantnymi receptormi v myokarde a teda
hraju dolezitu ulohu pri sprostredkovani Gcinku
estrogénov v tomto organe. Schopnost ER-8
reagovat zvySenou expresiou na 17B-estradiol
(E2) je totiz v porovnani s ER-a v kardiomyocytoch
vyrazne vyssia (Nuedling a kol., 1999).

V srdci posobi aktivacia ER-8 kardioprotektivne, ¢o
sa prejavuje lepsou funkénou obnovou myokardu
po I/R (Nikolic a kol., 2007) a zmen3enim velkosti
infarktového loZiska (Lin a kol., 2009) v porovnani
s nelieCenou skupinou. Na druhej strane ER-a
zohravaju rozhodujucu ulohu v endotelovych
bunkach ciev, kde sprostredkuji E2 indukovanu
prevenciu endotelovej dysfunkcie po I/R pos-
kodeni (Favre a kol, 2010). Okrem vdzby na
ER-a a ER-B sa estrogén podiela aj na steroidnej
signalizacii iniciovanej na plazmatickej membrane
prostrednictvom estrogénovych receptorov spoje-
nych s G proteinom (GPER/GPR30) (Filardo a Tho-
mas, 2005). Aktivaciou GPER dochadza k mobilizacii
intraceluldarneho Ca®* (Revankar, 2005), k tran-
saktivacii receptora pre epidermalny rastovy faktor
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(Filardo a Thomas, 2005), ako aj k inhibicii otvarania
mitochondridlneho péru prechodne zvysujuceho
permeabilitu (mPTP) (Bopassa a kol., 2010). Estrogény
sa moOzu viazat aj na iné vnutrobunkové signalne
molekuly a indukovat tak rychly ucinok aktivaciou
signdlnej kaskady, ktord zahfia PI3K, Akt, extracelu-
larnym signdlom regulované kinazy (ERK) 1/2, c-Jun
N-termindlne kindzy (JNK) a p38 MAPK (Simonici
a kol., 2000; Wang a kol., 2009).

MOLEKULARNE
MECHANIZMY POHLAVNYCH
ROZDIELOV V ODOLNOSTI
KARDIOVASKULARNEHO
SYSTEMU

Uloha fosfatidylinositol 3-kinazy a jej
cielovych molekul v kardioprotekcii

Fosfatidylinositol 3-kindzy predstavuju rodinu
evolu¢ne konzervovanych lipidovych kindz, ktoré
sprostredkuju mnozstvo bunkovych reakcii rovna-
ko vo fyziologickych, ako aj v patofyziologickych
podmienkach. Fosfatidylinositol 3-kindza mébze
byt aktivovana receptormi s tyrozinovou/cytoki-
novou aktivitou (trieda |,) (Foster a kol., 2003), ale-
bo receptormi spojenymi s G proteinmi (trieda 1)
(Oudit a kol., 2003; Brock a kol., 2003).

Fosfatidylinositol 3-kinaza je exprimovana v kar-
diomyocytoch, fibroblastoch, endotelovych bun-
kach a hladkych svalovych bunkach ciev, kde
ovplyviiuje bunkové prezitie/apoptdzu, hypertro-
fiu, kontraktilitu a metabolizmus. Signdlne drahy
zahfiajuce PI3K st obsiahnuté v patogenéze mno-
hych ochoreni KVS vratane hypertrofie srdca, srd-
cového zlyhania a hypertenzie, vyznamné su viak
aj v procesoch aktivacie endogénnej kardiopro-
tekcie ako je preconditioning (Oudit a kol., 2004).

Aktivovana PI3K produkuje fosfatidylinositolové
zvysky a nasledne dochadza k aktivacii fosfoinosi-
tol-zavislej kindzy-1 (PDK1), Akt (Dimmeler a kol.,
1999) a mnohych izoforiem proteinkinazy C (PKC)
(Tong a kol., 2000), ktoré mozu aktivovat viacero
L~downstreamovych” cielovych molekul vratane
NOS (Dimmeler a kol., 1999) a mnohych antiapop-
totickych mechanizmov (Datta a kol., 1999).

Proteinkindza B, ako jeden z najvyznamnejsich
efektorov PI3K, je exprimovana v srdci (Crackower
a kol., 2002), hladkych svalovych bunkach ciev
(Huang a Kontos, 2002) a v endotelovych bunkach
(Kim a kol., 2000). Draha PI3K/Akt sa podiela na

reguldcii mnohych procesov v cicav¢ich bunkach
prostrednictvom fosforylacie rozli¢nych substratov
vratane kindzy glykogén syntazy-3 (GSK-3) (meta-
bolizmus glykogénu a proteinov), apoptotickych
proteinov (BAX, BAD, BIM, p53 a kaspaz), vezikul
glukézového transportéra GLUT4 (metabolizmus
glukdzy), transkripénych faktorov, p70S6K, eNOS
a PKC (Cross a kol., 2000). Bolo taktiez preukdaza-
né, ze rastovy faktor podobny inzulinu-1 (IGF-1)
sprostredkuje kardioprotekciu v zavislosti od akti-
vacie PI3K/Akt kaskady (Fujio a kol., 2000).

Pohlavné rozdiely v aktivite vybranych
molekul regulovanych fosfatidylinositol
3-kinazou

Mladé Zeny majui v myokardidlnych bunkach
vyssie hladiny aktivovanej (fosforylovanej) Akt
(p-Akt) ako muzi porovnatelného veku a Zeny
po menopauze (Camper-Kirbyakol.,2001).Podobne
aj kardiomyocyty sexualne dospelych samic mysi
vykazuju vyssie hladiny p-Akt (Camper-Kirby
a kol,, 2001; Bae a Zhang, 2005), ako aj aktivovanej
(fosforylovanej) PKC (p-PKC) (Bae a Zhang, 2005).
Pritom neboli zaznamenané Ziadne pohlavné
rozdiely v celkovych hladinach Akt a PKC. Inhibicia
PI3K/Akt drahy vedie v myokarde samic k zhor3eniu
I/R poskodenia. V srdci samcov tento efekt nebol
pozorovany, ¢o poukazuje na vyznamnejsiu Ulohu
PI3K/Akt drahy v kardioprotekcii u samic. Pohlavné
rozdiely v aktivite Akt mézu byt ¢iastocne vysvetlené
vplyvom estrogénov, kedze v kardiomyocytoch
samic s odstranenymi ovariami su hladiny p-Akt
(Ren a kol.,, 2003) a celkovej PKCepsilon (PKCe)
(Novotny a kol., 2009) znizené.

Endotelovd NOS predstavuje jednu z cielovych
molekul Akt (Dimmeler a kol., 1999). Farmakolo-
gickou inhibiciou PI3K bolo dokazané, Ze estradiol
(ER-a) aktivuje eNOS prostrednictvom PI3K/Akt
drahy, ¢o vedie k zvyseniu produkcie NO v endote-
lovych bunkéch (Haynes a kol., 2000). NO produko-
vany eNOS v endotelovych bunkach cievneho sys-
tému indukuje vazodilataciu hladkych svalovych
buniek ciev (Furchgott a Zawadzki, 1980), okrem
toho reguluje interakcie medzi leukocytmi a en-
dotelovymi bunkami (Kubes a kol., 1991), inhibuje
adhéziu a agregdciu trombocytov (Mellion a kol.,
1981) a timi proliferaciu hladkych svalovych bu-
niek (Ignarro a kol.,, 2001). Spomenuté uc¢inky NO
maju pozitivny vplyv na KVS ako celok a podielaju
sa tak aj na kardioprotekcii. ER-a taktiez priamo
interaguju s p85 regula¢nou podjednotkou PI3K,
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a preto mézu priamo ovplyviovat tuto signalnu
drahu (Simonici a kol., 2000).

Podobne, ako v pripade Akt, aj neselektivna in-
hibicia PKC zapricinuje zhorsenie postischemickej
obnovy funkcie lavej komory (LV) a zvac3enie in-
farktu myokardu u samic, ale nie samcov potkana
v porovnani s kontrolnymi zvieratami (Bae a Zhang,
2005). V porovnani s neselektivnou inhibiciou PKC,
dochédza pri selektivnej inhibicii PKCe k vyraznému
zhordeniu I/R poskodenia v srdci samcov, co
naznacuje, Ze kardioprotektivny efekt sprostred-
kovany PKC je pravdepodobne izoenzymovo zavisly
a neselektivna inhibicia vedie k potla¢eniu réznych
izoforiem PKC s protichodnym ucinkom v kardio-
protekcii. Navyse, zvysena aktivita PKCe zohrava
dolezitd ulohu v pohlavnych rozdieloch v kardiopro-
tekcii, kedZe v srdci samic su pritomné vyssie hladiny
p-PKCe ako u samcov (Bae a Zhang, 2005).

ENDOGENNE OCHRANNE
MECHANIZMY V SRDCI

Ischemicky preconditioning

Vystavenie kratkym epizédam ischémie poskytuje
srdcu ochranu vo¢i nasledujlcej predizenej periéde
ischémie. Tento jav, znamy ako ischemicky precon-
ditioning (PC), redukuje poskodenie vyvolané pre-
trvavajucou ischémiou, ¢o sa prejavuje zmiernenim
rozsahu nekrotickych zmien (Murry a kol., 1986),
zlep3enim funkénej obnovy srdca po ischémii (Cave
a Hearse, 1992; Abete a kol. 2002), znizenym vysky-
tom ischemickych (Végh a kol., 1992) a reperfuznych
(Shiki a Hearse, 1987) arytmii a znizenou expresiou
prozapalovych cytokinov (Wang a kol., 2005). Doka-
zom protektivneho ucinku aplikacie PC je aj znizené
uvolfiovanie kreatinkinazy a laktatdehydrogenazy
do koronarneho efluentu (¢o naznacuje mensie po-
Skodenie buniek) (Parratt a Vegh, 1994).

Molekularne mechanizmy ischemického
preconditioningu

Kardioprotekcia indukovana PC je receptorovo
zavisly proces. Vo vcasnej faze PC hra dolezitu
ulohu stimulacia receptorov spriahnutych s Gi/q
proteinmi (adenozinové A1/A3, bradykininové
B2, opioidné, al-adrenergické a muskarinové M1
receptory) pomocou prislusnych agonistov alebo
aktivacia receptorov s tyrozinkindzovou aktivitou
prostrednictvom ich ligandov, vratane rastovych
faktorov a hormoénov (inzulin). Ulohu v PC zohréava

aj zvysena produkcia volnych radikalov, zvysend
aktivitaeNOS a biologicka aktivitaNO (Ravingerova
a kol., 1999).

Uvodnym spusta¢om pdsobiacim pocaskréatkych
epizdd ischémie a reperfluzie moze byt adenozin,
najma prostrednictvom interakcie s A1 receptormi
(Liu a kol., 1991). Ich aktivacia vykazuje antidysryt-
micky ucinok (Wainwight a Parratt, 1993), ktory je
véak pravdepodobne druhovo $pecificky. Dalsim
spusta¢om je bradykinin s vyraznym antiarytmic-
kym Gcinkom (Coker a McGrath, 1985), dalej medzi
spustace patria aj mierny narast Ca®* v cytosole,
noradrenalin, NO, volné radikaly, stresové proteiny
a endotelin (Ostadal a Kolaf, 1999).

Aktivacia vnutrobunkovych kindzovych kaskad
je povazovana za hlavny proces v mechanizmoch
prenosu signalu, ktoré sprostredkivaju protektiv-
ny efekt PC (Yellon a Downey, 2003). V procese PC
(pocas reperfluzie) dochadza k aktivacii PI3K/Akt
a ERK1/2 signdlnych drah (Hausenloy a kol., 2004).
Medzi enzymové mediatory kaskady PC vyustujucej
do kardioprotekcie patria PKC, tyrozinkindza a MAPK
(Maulik a kol., 1996). Proteinkindza C sprostred-
kuje protektivny ucinok PC aktivaciou mitochon-
dridlnych K__ kanalov (Speechly-Dick a kol., 1994).
Okrem toho, Nishikawa a kol. (2002) vo svojej studii
dokazali, ze aj superoxidové iény mitochondridl-
neho pévodu mézu byt doélezitym aktivatorom PKC.
Uloha tzv. ,stresovych” kindz p38-MAPK a JNK (sub-
familia MAPK) v odpovedi myokardu na ischémiu je
stale povazovana za kontroverznu. Aj napriek tomu
mnohé prace poukazuju na ich mozny priaznivy
efekt v kardioprotekcii vyvolanej PC (Maulik a kol
1996; Mocanu a kol., 2000).

Vyznamnym enzymovym signalnym systémom,
ktory je zapojeny do normdalnych fyziologickych
procesov rastu a prezitia bunky, metabolickej
kontroly, ale aj protekcie vyvolanej preconditio-
ningom, je PI3K a jej,,downstreamovy” efektor Akt
(Krieg a kol., 2004). Aktivovana PI3K/Akt aktivuje
PKC a zohrava dolezitu ulohu v sprostredkovani
antiapoptotického efektu PC. Nasledujuca fosfory-
l[acia proteinov vedie bud'k inhibicii proapoptickej
drahy, alebo k aktivacii viacerych antiapoptotic-
kych signadlnych mechanizmov (Murphy, 2004).

Mechanizmy kardioprotektivneho acinku
ischemického preconditioningu v srdci
samic

V pripade samic su to prave pohlavné hormoé-
ny, najma estrogény, ktoré zohravaju vyznamnu
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ulohu v citlivosti a odolnosti srdca voci ischémii.
Podobne aj v pripade kardioprotektivneho ucinku
PC u samic nemozno opomenut pritomnost a ne-
zanedbatelny vplyv estrogénov. Medzi mechaniz-
my zodpovedné za kardioprotektivne ucinky PC
v srdci samic m6zeme zahrnut aktivitu PI3K/Akt,
eNOS (Wang a kol., 2006) a réznych izoforiem PKC
(Sovershaev a kol., 2006).

Existuje len malo $tudii pojednavajucich o ulo-
he estrogénov v sprostredkovani efektu PC (Song
a kol., 2003; Peng a kol., 2004; Shinmura a kol.,
2008). Chronicky deficit estrogénov ma negativny
vplyv na ochranny uc¢inok PC v srdci samic. U sa-
mic s odstranenymi ovariami dochadza k oslabeniu
pozitivneho vplyvu PC na obnovu postischemickej
funkcie LV (Peng a kol., 2004) a na rozsah letalne-
ho poskodenia (Song a kol., 2003). V podmienkach
chronického nedostatku estrogénov méze do-
chadzat k naruseniu kardioprotektivneho ucinku
PC v désledku zlyhania mechanizmu translokécie
PKCe z cytosélovej do membranovej frakcie a osla-
benia jej fosforylacie (Shinmura a kol., 2008). Nedo-
statok estrogénov méze taktiez zapricinit dysfunk-
ciu PKCe aj v dosledku znizenia aktivity PI3K/PDK1/
Akt signélnej drahy. Okrem klasického PC moéze
signdlna draha PI3K/Akt fungovat aj ako mediator
alebo spusta¢ kardioprotekcie sprostredkovanej
farmakologickym preconditioningom (podéavanim
sirovodika) (Hu a kol., 2008). Podobne aj precondi-
tioning vyvolany podavanim E2 indukuje fosforyla-
ciu Akt, PKCa a PKCe a membranovu translokaciu
PKCe a PKCS (Sovershaev a kol., 2006).

Ako uz bolo spomenuté, viaceré studie potvrdili
zvySenu odolnost srdca samic voci I/R poskode-
niu. Napriek tomuto vyznamnému poznatku nie je
zatial jednoznacne dokazané, ¢i existuju pohlav-
né rozdiely aj z hladiska odolnosti srdca voci I/R
poskodeniu myokardu vystavenému PC. Okrem
toho, efekt PC méze byt ovplyvneny nielen pohla-
vim, ale aj vekom (Turcato a kol., 2006). Z malého
poctu studii zaoberajucich sa vplyvom pohlavia
na ucinky PC len niektoré poukazuju na protek-
tivny efekt PC vodi I/R poSkodeniu v srdci samic.
Vzostup rezistencie myokardu samic zahfria vyssie
spomenuty znizeny vyskyt arytmii (Humphreys
a kol,, 1999), vylepsenie funkénej obnovy srdca
a redukciu nekrézy (Turcato a kol., 2006).

Na druhej strane, vysledky autorov Song a kol.
(2003) a Wang a kol. (2006) poukazuju na neutral-
ny ucinok preconditioningu v srdci samic. Tieto
vysledky potvrdili existenciu pohlavnych rozdie-
lov z hladiska ucinnosti preconditioningu, kedze

kardioprotektivny efekt PC dokézali iba v pripade
samcov.

Okrem toho je pravdepodobné, Ze ucinok PC
nie je zavisly len od pohlavia, ale aj od veku, ked-
ze protokol PC s 3-minutovou Uvodnou ischémiou
nevyvolal zlepSenie postischemickej funkénej ob-
novy myokardu ani zmensenie infarktu u 10-tyz-
driovych samic (Song kol., 2003; Turcato a kol.,
2006), ale vyrazne zlepsil funkénu obnovu a zmen-
Sil infarkt myokardu u starsich (18-tyzdnovych) sa-
mic. Na druhej strane, v pripade samcov PC zlepsil
postischemickd obnovu myokardu oboch veko-
vych skupin (Turcato a kol., 2006).

Druhé okno kardioprotekcie

Okno protekcie poskytnuté PC je kratke. Ochra-
na sa straca do 2 hodin u vacsiny experimental-
nych modelov. Zndme je aj tzv. druhé okno pro-
tekcie (oneskoreny PC), ktoré sa objavuje 24 hodin
po inicidlnej ischémii a méze pretrvat 2 az 3 dni
(Baxter a kol., 1995).

Ako uz bolo spomenuté, pocas kratkej ischémie
uvolfiuje srdce mnozstvo latok ako su adenozin,
katecholaminy, angiotenzin Il, NO, bradykinin a en-
dotelin. V3etky tieto latky sa moézZu viazat na recep-
tory kardiomyocytov a tym nastartovat signalne
drahy, ktoré vyvrcholia fosforylaciou efektorovych
proteinov, ktoré napokon poskytnu kardiomyocy-
tom ochranu vo¢i neskorsej predizenej ischémii
(Przyklenk a Kloner, 1998). Na rozdiel od akutnej
kardioprotekcie, ochranny ucinok PC, ktory sa ob-
javuje neskor, je vo vacsej miere zavisly na aktivite
NO, NOS, ,heat-shock” proteinov, superoxiddismu-
tazy a indukcii cytokinov. Bolli a kol. (1998) ukazali,
Zze NO dokonca zohréava dve rozli¢né ulohy v ones-
korenom PC. V inicidlnej fdze dochadza k stimula-
cii eNOS-zavislej tvorby NO, ktory sluzi ako spustac
molekuldrnej kaskady (PKCg, nuklearny faktor kap-
paB a iné) zavisenej aktivaciou iNOS a produkciou
NO v neskorsej faze, ktory sprostredkuje ochranu
voci ischémii.

VYSKUMNE CIELE

Vyskum vplyvu pohlavia na ucinnost
endogénnych ochrannych mechanizmov
v srdci

Nasim zamerom bolo porovnat Ucinnost ische-
mického preconditioningu v myokarde v zavislosti
od pohlavia v dvoch vekovych skupinach. Ciefom
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bolo taktiez zistit, ¢i aktivacia PI3K kaskady hra
rovnako délezitu ulohu v ochrane indukovanej PC
v srdci mladSich a starsich dospelych samcov a sa-
mic potkana.

MATERIAL A METODY

Zvierata

V praci sme pouzili samce a samice potkana
laboratérneho kmena Wistar vo veku 12 (mladé
dospelé) a 18 (starSie dospelé) tyzdnov. Zvierata
boli chované v Standardnych podmienkach
s konstantnym svetelnym rezimom 12L : 12D
(zapnutie svetla o 06:00) a teplotou (22 + 2) °C
s pristupom k potrave a vode ad libitum. Veko-
vé skupiny 12- a 18-tyzdiovych zvierat sme vy-
brali na zdklade Studie autorov Turcato a kol.
(2006), v ktorej bola preukazana vyrazne lepsia
obnova lavokomorového vyvinutého tlaku
(LVDP) v srdci 10-, ako aj 18-tyzdnhovych samic
v porovnani so samcami. Autori taktieZ poukaza-
li na zavislost kardioprotekcie navodenej PC
od pohlavia a veku zvierat. Nasim cielom bolo
objasnit, ¢i tak maly vekovy rozdiel mo6ze mat
vplyv na citlivost srdca potkana voci ischemicko-
-reperfuznemu poskodeniu. Vietky procedury boli
schvalené Statnou veterindrnou a potravinovou
spravou SR (Ochrana zvierat pouzivanych na ve-
decké alebo vzdelavacie ucely).

Perfizna technika

Pouzitda perfuzna technika bola popisana
v predchadzajucej praci (Ravingerova a kol. 2009).
V kratkosti, potkany boli anestetizované intra-
peritonealne podanou injekciou pentobarbitalu
(60 mg/kg hmotnosti) spolu s heparinom (500 IU).
Srdcia boli nasledne vypreparované, kanylované
cez aortu a perfundované podla Langendorffa
pri konstantnom perfiznom tlaku 73 mm Hg
(T mm Hg = 133,322 Pa) a teplote 37 °C. Ako per-
fuzne médium bol pouzity modifikovany Krebsov-
Henseleitov roztok nasycovany zmesou 95 % O,
and 5 % CO, (pH 7.4), ktory obsahoval: (v mM):
NaCl, 118,0; KCl, 3,2; MgSO,, 1,2; NaHCO,, 25,0;
KH,PO,, 1,18; CaCl,, 2,5; glukoza, 7,0. Epikardialny
elektrogram bol zaznamendvany pomocou dvoch
elektréd pripojenych na apex srdca a aortalnu ka-
nylu. Lavokomorovy tlak (LV) bol zaznamenavany
prostrednictvom neelastického balénika plneného
vodou umiestneného do dutiny LV (balénik bol

nafukovany pre dosiahnutie koncového diastol-
ického tlaku 5 - 7 mm Hg) a napojeného na tla-
kovy snimac¢ (MLP844, ADInstruments, Nemecko).
LV systolicky (LVSP), koncovy diastolicky (LVDiP)
a vyvinuty tlak (LVDP; systolicky minus diastolicky
tlak), srdcova frekvencia (HR) a koronarny prietok
boli monitorované pocas celej doby trvania ex-
perimentu. Srdcia boli stabilizované po dobu 15 az
20 min. pred dalsimi zasahmi.

Experimentalne protokoly

V kontrolnej skupine (C), po Uvodnej stabilizacii
a daldej 15 min. perfdzii boli srdcia vystavené
30 min. trvajucej regionalnej ischémii (RI) indu-
kovanej okluziou lavej prednej zostupnej vetvy
(LAD) koronarnej artérie (pre hodnotenie isché-
miou-indukovanych komorovych arytmii), po
ktorej nasledovala 2 h reperfizia pre stanove-
nie velkosti infarktového loziska (IS). V skupinach
s PC boli srdcia po stabilizacii vystavené 5 min. Rl
a 5 min. reperfuzii a naslednej 30 min. Rl a 2 h re-
perfuzii. V skupinach ovplyvnenych wortman-
ninom (Sigma) (W; W+PC) boli srdcia s PC aj bez
PC po stabilizacii perfundované roztokom wort-
manninu (100 nM) rozpustenom v DMSO (Sigma;
< 0,01 %) 15 min pred ischémiou. Dalej nasledoval
rovnaky protokol spomenuty vyssie. Davkovanie
wortmanninu bolo stanovené na zaklade pred-
chadzajucich stadii, kde dana koncentracia nielen
potlacila antiinfarktovy ucinok PC (Matejikova
a kol. 2009; Ravingerova a kol. 2009), ale tiez blok-
ovala PC-indukovanu aktivaciu (fosforylaciu) Akt
pred dlhotrvajucou ischémiou (Mocanu a kol.
2002).

Hodnotenie velkosti infarktového loziska

Velkost rizikovej oblasti (AR), oblasti infarkto-
vého tkaniva (IS) a oblasti prezivajuceho tkaniva
(LT) bola vizualizovana dvojitou metédou farbenia
s 5 % manganistanom draselnym rozpustenym
vo vode a 1 % roztokom 2,3,5-trifenyltetrazélium
chloridu (TTC) rozpustenym v 0,1 M fosfatovom
pufri (pH 7,4). Nasledne boli srdcia cez noc fixo-
vané v 10 % formaldehyde a potom nakrajané
na 1 mm hrubé prie¢ne rezy, z ktorych bola odde-
lend prava komora a velkosti jednotlivych oblasti
LV (AR, IS, LT) boli stanovené pomocou pocitacovej
planimetrie. Velkost IS je vyjadrena ako percento
z AR a AR je vyjadrend ako percento z celkového
objemu LV.
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Kvantifikacia arytmii

Komorové arytmie sme zaznamendvali konti-
nudlne pocas ischémie a analyzované podla Lam-
bethskej konvencie (Walker et al. 1988). Zamerali
sme sa na ektopicku aktivitu, vyjadrenu ako celko-
vy pocet extrasystol (PVC) pocas 30 min Rl a vyskyt
komorovych tachykardii (VT — definovanej ako
Styri a viac za sebou nasledujuce ektopické ude-
ry), charakterizovany ako celkovy pocet epizéd VT
(VTE) a trvanie VT (VTD).

Odoberanie a homogenizacia vzoriek

Vzorky tkaniva pouzité na Western blot analyzu
boli odobrané z LV vietkych pouzitych experimen-
talnych skupin. Tkanivo bolo rozotreté v tekutom
dusiku, rozsuspendované v ladovom roztoku A
(mM: 20 Tris—HCl, 250 sachardza, 1,0 EGTA, 1,0 DTT,
1,0 PMSF a 0,5 ortovanad sodny, pH 7.4) a zho-
mogenizované. Homogendty boli ndsledne zcen-
trifugované 5 min pri 4 °C a 800 g. Supernatant
bol opdtovne zcentrifugovany 30 min pri 4 °C
a 16 100 g. Supernatanty po druhej centrifugacii
(solubilna frakcia) boli pouzité na dalsiu analyzu.

Elektroforéza a Western blot analyza

Vzorky proteinovych frakcii obsahujuce ekviva-
lentné mnozstvo proteinov (80 pg na drdhu) boli
elektroforeticky (SDS-PAGE) rozdelené na zaklade
svojej molekulovej hmotnosti. Specifické proti-
latky anti-Akt kindza (Santa Cruz Biotechnology)
a anti-phospho-Akt kinaza (Cell Signaling Tech-
nology) boli pouzité na primarnu imunodetekciu.
Peroxidazou znaceny anti-rabbit imunoglobulin
(Cell Signaling Technology) bol pouzity ako sekun-
darna protildtka. Naviazané protildtky boli detego-
vané ECL metddou a opticka denzita jednotlivych

bandov bola analyzovana softwérom PCBAS 2,08e
a normalizovana na GAPDH (anti-GAPDH protilat-
ka ako internd kontrola). Vysledky boli vyjadrené
v arbitrarnych jednotkach (a.u.).

Statisticka analyza

Vysledky su prezentované ako priemerné hod-
noty + stredna chyba priemeru (SEM). Statistické
vyhodnotenie bolo vkonané pomocou softwaru
GrafPad Prism 6. Na zistenie rozdielu medzi jed-
notlivymi skupinami sme pouzili metédy analyzy
variancie (two-way ANOVA) a nasledne testy viac-
nasobnych porovnani.). Testovali sme na hladine
vyznamnosti a=0,05.

VYSLEDKY

Charakteristika izolovanych sfrdc

Bazélne predischemické hodnoty hemodyna-
mickych parametrov 12- a 18-tyzdfhovych samcov
a samic véetkych experimentalnych skupin st uve-
dené v tabulke 1.V pozorovanych skupinach sa
funk¢né parametre sidc pred ischémiou nelisili.
Podavanie wortmanninu 15 minut pred ischémiou
nemalo na tieto parametre vyznamny vplyv.

Vplyv pohlavia a veku na citlivost srdca
voCi I/R poskodeniu

Srdcia 12-, ako aj 18-tyzdriovych neovplyvne-
nych (kontrolnych) samic vykazovali zvySenu odol-
nost voci letdlnemu I/R poskodeniu v porovnani
so samcami, ¢o sa prejavilo mensim rozsahom
infarktu (IS/AR) v pripade samic. Vek neovplyvnil
velkost nekrotickej oblasti ani v pripade samcov
ani samic (Obr. 1).

Tabulka 1. Bazalne predischemické funkéné parametre izolovanych stdc 12- a 18-tyzdhovych samcov

a samic potkana

Parameter/Skupina Samice 12w Samce 12w Samice 18w Samce 18w
CF, mL/min 6,4+0,5 6,6+0,7 59+0,3 92+04
LVSP, mm Hg 86+5 73+6 80+3 82+2
LVDiP, mm Hg 43+0,7 52+0,9 48+04 54+04
LVDP, mm Hg 82+6 79+3 74+ 4 77 2
HR, uder/min 278+ 12 293+6 271+8 240+ 13

CF, koronarny prietok; LVSP, systolicky tlak v lavej komore; LVDIP, diastolicky tlak; LVDP, tlak vyvinuty lavou komorou
(LVSP minus LVDiP); HR, srdcova frekvencia. Hodnoty si udavané ako priemery z nameranych hodnot + SEM z 21
az 28 sidc.
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Podobne, srdcia samic oboch vekovych sku-
pin v porovnani so samcami vykazovali zvysenu
odolnost aj voci ischemickym arytmiam. Pocet ex-
trasystol, ako aj pocet epizéd VT pocas ischémie,
bol signifikantne nizsi v srdci 12- i 18-tyzdnovych
samic v porovnani so samcami. Okrem toho, vply-
vom veku dosdlo k vyznamnému narastu poctu
ischemickych komorovych tachyarytmii rovnako
v skupine samcov, ako i samic (Tab. 2).

Vplyv ischemického preconditioningu
na ischemicko/reperfuzne poskodenie
v myokarde samcov a samic

Ischemicky preconditioning neovplyvnil aryt-
mogenézu v srdciach 12-tyzdhovych samic v po-
rovnani s kontrolnou skupinou (Tab. 2). Na druhej
strane, v srdciach 12-tyzdnovych samcov, ako aj
18-tyzdriovych samcov a samic, sa naplno prejavil
antiarytmicky uc¢inok PC, kedZe v tychto skupinach
doslo k signifikantnému poklesu poctu extrasy-
stol, poctu epizdd VT, ako aj celkového trvania VT
(Tab. 2).

Ischemicky preconditioning taktiez efektivne
redukoval velkost infarktu myokardu samcov i sa-
mic oboch vekovych skupin. Zaznamenali sme aj
pohlavné rozdiely v Uc¢innosti PC, kedZe v pripade
12 aj 18-tyzdnovych samcov doslo vplyvom PC
k vyraznejSiemu zmenseniu velkosti infarktu, ako
v pripade samic (12w samice — 0 53 %; 18w sami-
ce — 0 29 %; 12w samce — 0 57 %; 18w samce —
039 %) (obr. 1).

Samice Samce
40
M PC

30
— * *
£
- *
]

104

n_

12w 18w 12w 18w

Obr. 1. Vplyv ischemického preconditioningu (PC)
na velkost infarktového loziska po 30-minutovej re-
gionalnej ischémii a 2-hodinovej reperfuzii v srdci 12-
a 18-tyzdnovych (12w a 18w) samcov a samic. C: skupi-
ny bez PC; PC: skupiny s PC. Hodnoty su prezentované
ako priemer + SEM zo 7 - 9 sfdc v skupine. # samce vs.
samice rovnakého veku; * PC vs. C rovnakého pohlavia
aveku; p <0,05.

Uloha PI3K/Akt drahy v mechanizme
ischemického preconditioningu

Vysledky Western blot analyzy ukazali o takmer
50 % vyssi pomer p-Akt/Akt v srdci kontrolnych sa-
mic v porovnani so samcami (Obr. 2). Pomer p-Akt/
Akt v srdci kontrolnych samic dosahovali podobnu
uroven ako v srdci samic vystavenych PC (Obr. 2),
¢o ukazuje, ze PC nemal v srdci samic vplyv na ak-
tivaciu (fosforylaciu) Akt. Na druhej strane, pomer
p-Akt/Akt v srdci samcov vykazoval vplyvom PC
stUpajucu tendenciu (Obr. 2) v porovnani s kon-
trolnou skupinou. Nezaznamenali sme rozdiely
v hladindch Akt medzi jednotlivymi skupinami
(Samice: kontrola - (1,03 + 0,04) a.u. a PC - (0,85
+ 0,10) a.u., Samce: kontrola - (1,23 + 0,02) a.u.
aPC-(1,35+£0,29) a.u.).

Samice Samce
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Obr. 2. Vplyv ischemického preconditioningu (PC)
na pomer hladin fosforylovanej/celkovej proteinkina-
zy B (pAkt/Akt) v srdci 12-tyzdhovych samcov a samic
pred ischémiou. C: skupiny bez PC; PC: skupiny s PC
(Hore). Reprezentativne obrazky bandov Akt a p-Akt
jednotlivych skupin (Dole). Hodnoty su prezentované
ako priemer = SEM zo 4 sidc v skupine. # samce vs. sa-
mice rovnakej skupiny; p < 0,05.

Vplyv inhibicie PI3K/Akt drahy
na odolnost srdca samcov a samic vodi
ischemicko/reperfiaznemu poskodeniu

Wortmannin, ako inhibitor PI3K/Akt drahy, ne-
ovplyvnil arytmogenézu v srdci samic ani samcov
oboch vekovych skupin (p > 0,05 vs. kontroly rov-
nakého veku; Tab. 2).

Zaznamenali sme pritomnost pohlavnych roz-
dielov v rozsahu letdlneho poskodenia myokardu
vplyvom aplikdcie wortmanninu. Obr. 3. ukazuje
signifikantné zvacsenie infarktu myokardu vply-
vom inhibicie PI3K/Akt drahy v izolovanom srdci
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Tabulka 2. Vplyv PI3K/Akt drahy na arytmogenézu v izolovanom srdci 12- a 18-tyzdnovych (12w/18w)
samcov a samic kontrolnych a vystavenych ischemickému preconditioningu

gee:;’lp lyv- Samice Samcléomroslgmice Samce SamiceISCheSr:Ir:\Ig precc;r;(r::itégmnq Samce
12w 12w 18w 18w 12w 12w 18w 18w
PVC 78+ 11 563 +67% 313+79% 929+220#* 161+46 169%34% 163+47% 294+71%
VTE 13+05 104+2,0% 27+148# 82+304#* 21+08 06+02* 04+04% 6,0%1,6*
VTD 23+1,1 380%82% 46+243# 175+68# 12+05 1,1+04%* 05%05% 13,0+56*
Kontrola Ischemicky preconditioning
Wortmannin  Samice Samce Samice Samce Samice Samce Samice Samce
12w 12w 18w 18w 12w 12w 18w 18w
PVC 54+13  480+50* 385+112# 599+279 129146 92+25 126 £45  155+56
VTE 09+06 11+£2* 30£13# 57+21#  20+08 1,1+£06 2007 30%12
VTD 13+11 43 + 6* 50£12# 129+38#* 1,1+04 12+04 13+04 871+£38#*

PVC: celkovy pocet extrasystol; VTE: pocet epizéd komorovych tachykardii; VTD: celkové trvanie komorovych ta-
chykardii (s). Hodnoty su prezentované ako priemer + SEM zo 5-9 sfdc v skupine. * samce vs. samice rovnakého
veku; # 18w vs. 12w rovnakého pohlavia; & 12 a 18-tyzdriové zvierata s ischemickym preconditioningom vs. kontro-

ly rovnakého veku a pohlavia; p < 0,05.

samic oboch vekovych skupin. OdliSnu odpoved

na aplikaciu wortmanninu sme zaznamenali v srd-
ci samcov, ktori nevykazovali signifikantné zmeny
rozsahu letalneho poskodenia po aplikacii wort-
manninu ani v 12 ani 18-tyzdnovej experimental-
nej skupine (Obr. 3).

18-tyzdriovych samic ani samcov (p > 0,05 vs. ne-
ovplyvnené samice/samce s PC rovnakého veku;
Tab. 2). Na druhej strane wortmannin aplikovany
pocas PC potlacil antiinfarktovy ucinok PC v srd-
ci 12-tyzdnovych samcov i samic (Obr. 4). V srdci
18-tyzdniovych zvierat potlacil wortmannin anti-
infarktovy ucinok PC len v pripade samcov a nemal

Samice Samce . ;
40 " Oc vplyv na velkost infarktu u samic (Obr. 4).
#
3 * _'I: _-l: T aw
304 Samice Samce
§' 40 " # Oc
@ 20 #a mm PC
< 301 #a 0 PC+W
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101 ;-5- 2 a *
| *
@ .
0 104
12w 18w 12w 18w
Obr. 3. Vplyv aplikacie wortmanninu (W) na velkost in- o
12w 18w 12w 18w

farktového loZiska po 30-minutovej regionalnej isché-
mii a 2-hodinovej reperfizii v srdci 12- a 18-tyzdnovych
(12w a 18w) samcov a samic. C: skupiny bez wortmanni-
nu; W: skupiny s wortmanninom. Hodnoty su prezento-
vané ako priemer + SEM zo 7 — 9 sfdc v skupine. # samce
vs. samice rovnakého veku; * W vs. C rovnakého pohla-
via a veku; p < 0,05.

Vplyv inhibicie PI3K/Akt drahy

na ochranny ucinok ischemického
preconditioningu v srdci samcov a samic

Antiarytmicky u¢inok PC nebol ovplyvneny in-
hibiciou PI3K/Akt drahy pocas PC v srdci 12- ani

Obr. 4. Vplyv aplikacie wortmanninu pocas ischemic-
kého preconditioningu (PC) na velkost infarktového
loZiska po 30-minutovej regionalnej ischémii a 2-ho-
dinovej reperfizii v srdci 12- a 18-tyzdnovych (12w
a 18w) samcov a samic. C: kontrolné skupiny; W: skupi-
ny s wortmanninom; PC+W: skupiny s wortmanninom
a PC. Hodnoty su prezentované ako priemer + SEM zo
7 az 9 sfdc v skupine. * PC vs. C rovnakého pohlavia
a veku; # samce vs. samice rovnakého veku a skupiny;
2 PC+W vs. PC rovnakého pohlavia a veku; p < 0,05.
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DISKUSIA

Vplyv pohlavia a veku na ischemicko
reperfuzne poskodenie srdca potkana
a uloha PI3K/Akt drahy

V prezentovanej studii sme demonstrovali zvy-
Senu odolnost myokardu 12-tyzdriovych samic
voci I/R poskodeniu v porovnani s 12-tyzdnovy-
mi samcami. Samice vykazovali zvy3enu odolnost
nielen voci letdlnemu poskodeniu, ale aj vodi is-
chémiou indukovanym arytmidm v porovnani
so samcami. Tieto vysledky su v sulade so zistenia-
mi studii, ktoré potvrdili vyssiu toleranciu myokar-
du samic vodi I/R poskodeniu (Humphreys a kol.
1999; Cavasin a kol. 2004; Wang a kol. 2005; Bae
a Zhang 2005).

Dospievanie ¢iasto¢ne ovplyvnilo toleran-
ciu srdca voci ischémii a reperfuzii aj v zavislosti
od pohlavia. V pripade 18-tyzdriovych samcov
i samic doslo k narastu ektopickej elektrickej ak-
tivity — PVC, ako aj k signifikantnému zvyseniu
VTE v porovnani s 12-tyzdriovymi zvieratami. Za-
ujimavé je, Ze v pripade samcov bol vplyv veku
na arytmogenézu vyraznejsi ako v pripade samic.
Na druhej strane, velkost infarktu myokardu ne-
bola ovplyvnena vekom ani v pripade samcov ani
samic. Okrem toho sme pozorovali aj zachovanie
pohlavnych rozdielov v odolnosti srdca voci I/R
poskodeniu, kedZe podobne, ako u 12-tyzdro-
vych zvierat, 18-tyzdriové samice vykazovali vyssiu
odolnost voci letalnemu poskodeniu v porovnani
s 18-tyzdriovymi samcami. Je tiez zndme, ze E2
aktivuje PI3K/Akt drahu, ktord zohrdva vyznamnu
ulohu v reguldcii bunkového prezitia a kontrole
metabolizmu. Aktivacia PI3K/Akt drahy moéze viest
k aktivacii eNOS, antiapoptotickych efektorov ako
aj k inhibicii proapoptotickych proteinov skupi-
ny Bcl-2, BAD (Aikawa a kol. 2000) a efektorovej
kaspazy-9 (Cardone a kol. 1998). Bolo dokazané, ze
v kardiomyocytoch mladych Zien pred menopau-
zou su pritomné vyssie hladiny p-Akt ako u muzov
porovnatelného veku a zien po menopauze. Tak-
to zvysené hladiny p-Akt u Zien su spojené s vyz-
namne nizsim rizikom kardiovaskularnych ochore-
niv porovnanis muzmi (Camper-Kirby a kol., 2001).
Podobne aj kardiomyocyty dospelych samic mysi
vykazuju vyssie hladiny p-Akt ako kardiomyocyty
samcov (Camper-Kirby a kol., 2001; Bae a Zhang
2005), o je spojené so zvysenou toleranciou voci
I/R poskodeniu a moze byt pricinou pohlavnych
rozdielov v odolnosti srdca voci ischémii a reper-

fuzii. Tieto data kore$ponduju s nasimi vysledkami,
v ktorych sme zaznamenali signifikantne zvyse-
né hladiny p-Akt, ako aj pomer p-Akt/Akt v srdci
12-tyzdriovych samic v porovnani so samcami rov-
nakého veku, ¢o spolu so zvySenou odolnostou
myokardu samic voci ischémii a reperfuzii pouka-
zuje navyznamnejsiu Ulohu aktivacie Akt v ochrane
srdca samic voci letdlnemu poskodeniu. Zaroven
sme zistili, ze inhibitor PI3K/Akt drahy — wortman-
nin vyznamne zhorsuje toleranciu srdca samic voci
infarktu myokardu nezdvisle na veku. Aj napriek
tomu, Ze inhibicia PI3K/Akt drahy zapricinila zvac-
Senie rozsahu letalneho poskodenia srdca, nemala
inhibicia PI3K/Akt drahy vplyv na rozvoj arytmo-
genézy aniv pripade 12- ani 18-tyzdriovych samic.
Srdcia samcov oboch vekovych skupin nevykazo-
vali zmeny v tolerancii voci ischémii a reperfuzii
po podani wortmanninu. Nasa praca je v zhode
s vysledkami studie autorov Bae a Zhang (2005),
v ktorej zistili, ze zvy$ena odolnost srdca samic voci
ischemickému poskodeniu je potla¢ena inhibiciou
PI3K/Akt drahy wortmanninom.

Vplyv pohlavia a veku na ucinnost
ischemického preconditioningu

Doposial len dve predchadzajuce studie sledo-
vali vplyv PC na citlivost srdca voci I/R poskodeniu
v srdci samcov a samic rézneho veku. V studii vy-
uzivajucej 10- a 18-tyzdriové mysi oboch pohlavi
Turcato a kol. (2006) zistili, Ze PC neovplyvnoval
postischemicku obnovu funkcie srdca 10-tyzdrio-
vych samic, aviak vyrazne zlep3oval funkénu ob-
novu srdca stardich 18-tyzdhovych samic. Odlisné
vysledky boli zaznamenané v pripade samcov,
u ktorych PC vylep3oval poischemické funkéné
parametre v oboch vekovych skupinéach. Prezento-
vana Studia ciastocne potvrdzuje zistenia autorov
Turcato a kol. (2006) o odlisnej G¢innosti PC v srdci
mladsich a starsich jedincov aj v zavislosti od po-
hlavia. Zaznamenali sme rozdielnu odpoved na PC
stimulus v srdci 12- a 18-tyzdriovych samic. Aj na-
priek tomu, Ze v nasej praci PC efektivne redukoval
rozsah infarktu myokardu 12-, ako aj 18-tyzdrio-
vych samic, len v srdciach starsich dospelych samic
sa prejavil aj antiarytmicky uc¢inok PC. Na druhej
strane, v pripade samcov sa antiarytmicky ako aj
antiinfarktovy ucinok PC naplno prejavil v oboch
vekovych skupinach. Nase vysledky tak naznacu-
ju, Ze dospievanie ¢iasto¢ne meni odpoved srdca
na ischémiu a ovplyvnuje aj potencial pre akti-
vaciu endogénnej kardioprotekcie. Podobne aj
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v praci Song a kol. (2003) autori zistili, ze PC sti-
mulus nebol efektivny pre navodenie kardiopro-
tekcie v srdci 10-tyzdriovych samic mysi, ktoré uz
za kontrolnych podmienok vykazovali vylepsenu
funkénu obnovu ako aj mensie letalne poskodenie
v porovnani so samcami. Avsak v pripade samcov
sa kardioprotektivny ucinok PC prejavil v plnej
miere; redukoval velkost infarktu a zaroven zlep-
Soval postichemicku funkénd obnovu srdca, ¢o je
v stlade s nasimi zisteniami.

Uloha PI3K/Akt drahy v procese
ischemického preconditioningu
v zavislosti od pohlavia a veku

Zistili sme, Ze inhibicia PI3K/Akt drahy wortman-
ninom blokuje antiinfarktovy uc¢inok PC v srdci
12-tyzdriovych samic, ale nie v srdci 18-tyzdriovych
samic.Nadruhejstrane, aplikacia wortmanninu ne-
ovplyvnilau¢inokPCnaarytmogenézuu12-,ani18-
-tyzdiovych samic. Na zaklade tychto vysledkov
predpokladame, Zze dochdadza k vekovo Specifickej
aktivacii PI3K/Akt drahy, ktora pravdepodobne zo-
hrava vyznamnejsiu Ulohu v myokarde 12-tyzdrio-
vych samic v porovnani s 18-tyzdriovymi.

V srdci 12-tyzdriovych samic vystavenych PC
sme zaznamenali podobné hladiny p-Akt/Akt
ako v srdci 12-tyzdhovych kontrolnych samic.
Na druhej strane, v srdci samcov sme pozorovali
narastanie pomeru p-Akt/Akt v srdcisamcov.Vzhla-
dom na tieto data v spojeni so vy$sou odolnostou
myokardu samic voci I/R poskodeniu v porovnani
s myokardom samcov, ktord sme demonstrovali
v tejto praci, predpokladdme, Ze srdce samic je
efektivnejsie chranené uz za bazalnych (kontrol-
nych) podmienok, pravdepodobne kvoéli vyssej
aktivacii Akt v porovnani so samcami.

Mechanizmy zapojené do kardioprotektivne-
ho G¢inku PC zahfhaju aktivaciu PI3K/Akt drahy,
eNOS (Wang a kol., 2006) a niektoré izoformy PKC
(Soversheav a kol., 2006). V myokarde samic su
to predovietkym pohlavné hormény, konkrétne
estrogény, ktoré vyznamne ovplyviuju citlivost
srdca voci ischémii. Zvysena kardioprotekcia u sa-
mic méze byt vysvetlena nielen vys$sie spomenu-
tymi gendmovymi Ucinkami estrogénu (zvysenie
expresie GLUT4 na plazmatickej membréne, ale-
bo zvysenie expresie NOS), ale aj negenémovou
aktivaciou kardioprotektivnych signadlnych drah,
ktoré aktivuju kaskady prezitia, ako je PI3K/Akt
(Murphy a Steenbergen, 2007). Deficit estrogénu
ma negativny dopad na protektivny ucinok PC

v srdci samic. Ovariektomizacia samic blokuje kar-
dioprotektivne Gcinky PC ako napr. poischemické
zlepsenie kontraktilnej funkcie (Peng a kol., 2004)
a antiinfarktovy efekt (Song a kol., 2003). V podmi-
enkach chronickej deficiencie estrogénu moze byt
zvratenie ochranného ucinku PC vysvetlené zly-
hanim translokacie PKCe do membranovej frakcie
a redukciou PC-indukovanej fosforylacie PKCe
(Shinmura a kol., 2008) a Akt (Tong a kol., 2000).

Co sa tyka zmen3enia letdlneho poskodenia
vplyvom PC, toto bolo v nasej studii potlacené
wortmanninom v srdciach 12-tyzdnhovych samcov
i samic. Podobne aj v srdci 18-tyzdnovych sam-
cov i samic PC zmensil rozsah infarktu myokardu.
Okrem toho hladiny p-Akt/Akt po ischémii a re-
perfazii boli v skupine samcov s PC signifikantne
zvysené v porovnani s kontrolnymi samcami. Tieto
zistenia podporuju aj vysledky o negativnom do-
padeinhibicie PI3K/Akt na antiinfarktovy u¢inok PC
v srdci 12-tyzdnovych samcov. Wortmannin pritom
neovplyvnil antiarytmicky efekt PC v srdci samcov
oboch vekovych skupin, ¢o potvrdzuju aj pre-
doslé studie, v ktorych bolo zistené, ze PI3K/Akt
drdha nie je zapojenad do antiarytmického ucin-
ku PC v srdci samcov na rozdiel od jej vyznamnej
ulohy v antiinfarktovom ucinku PC (Ravingerova
a kol., 2009).

ZAVERY

Vysledky nasej prace potvrdzuju ulohu akti-
vacie PI3K v srdciach vystavenych PC pricom jej
inhibicia blokuje “downstreamovu” signaliziciu,
ako je aktivacia Akt, a podporuju vyznam PI3K/
Akt signalizacie v kardioprotektivnych mechaniz-
moch PC. Ischemicky preconditioning aplikovany
v tejto studii poskytuje dostatoc¢ny antiinfarktovy
ucinok v srdci oboch pohlavi (vyraznejsi u sam-
cov), ktory nie je ovplyvneny vekom. Na druhej
strane, antiarytmicka ochrana nie je potenciova-
nd PC v srdci 12-tyzdhovych samic. Tieto zistenia
poukazuju na pohlavne, ako aj vekovo zavisly
ucinok PC v procese navodenia kardioprotekcie.
Popisané rozdiely mézu byt zapri¢inené odlisnou
ulohou PI3K/Akt v antiinfarktovej a antiarytmic-
kej ochrane myokardu. Aktivacia PI3K/Akt drahy
pocas PC zohrava kritickd ulohu v ochrane srdca
voci I/R poskodeniu navodenej PC v srdci mlad-
Sich samic ako aj mladsich a starSich samcov
potkana, zatial ¢o kardioprotekcia v srdci starsich
samic sa javi ¢iastocne nezavisla na aktivacii PI3K/
Akt signalizacie.
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ABSTRAKT

Uvod: Znizena odolnost srdca voci ischemicko-
-reperfuznemu (I/R) poskodeniu bola preukdzana
v mnohych $tudiach na ¢loveku aj na animalnych
modeloch. Presné bunkové mechanizmy tohto
nepriaznivého fenotypu vsak nie su dodnes plne
objasnené. Starnutie moze interferovat aj s me-
chanizmami prirodzenej ochrany myokardu (pre-
conditioning, PC) a spésobovat zmeny v protektiv-
nych signaliza¢nych kaskadach. Metodika: V nasej
studii sme skumali ucinky dospievania na funkciu
srdca, jeho odpoved na ischémiu a na vybrané pro-
teiny zahrnuté v kaskade ,,prezitia“ u juvenilnych
(1,5 mes.), mladsich dospelych (3 mes.) a starsich
dospelych (6 mes.) samcov potkana Wistar. Srdcia
boli perfundované na Langendorffovej aparature,
vystavené 30-min. I/120-min. R s PC indukovanym
jednym cyklom 5-min. I/5-min. R alebo bez neho.
Merali sme velkost infarktovej zény (IS), citlivost
na ventrikuldrne arytmie a kontraktilnd funkciu
srdca (LVDP). V paralelnych skupinach boli odob-
raté vzorky tkaniva za bazalnych podmienok a po
I/R pre detekciu hladin proteinov: proteinkina-
za B (Akt), fosforylovand (aktivovana) Akt (p-Akt)
a endotelova NO syntaza (eNOS). Vysledky: Do-
spievanie zhorsilo odpoved srdca voci letdlnemu
I/R poskodeniu (zvacsena velkost infarktu), zvysi-
lo arytmogenézu a tieto zmeny boli viac viditelné
u mladsich skupin zvierat. Funkéna obnova (LVDP)
vekom ovplyvnena nebola. PC potlacil vyskyt ma-
lignych arytmii, zmensil velkost infarktu a zlepsil
obnovu LVDP u mladsich skupin, zatial ¢o jeho uci-
nok bol u starsej skupiny potlaceny. Strata kardi-
oprotektivneho ucinku PC bola spojena so znize-
nou bazalnou aj post-IR hladinou Akt, pAkt a eNOS
u star3ej skupiny zvierat. Taktiez doslo k poklesu

v PC-indukovanej upregulacii tychto proteinov
u starSej (6 mes.) skupiny v porovnani s mladsou
(3 mes.). Zaver: S vekom spojené zmeny v odpove-
di srdca na ischémiu mézu byt sposobené potlace-
nim prirodzenych mechanizmov kardioprotekcie
v dosledku disfunkcie proteinov zahrnutych v pro-
tektivnej bunkovej signalizacii, ktora moze nastat
uzZ pocas procesu dospievania.

Klucové slova: ischémia, vek, odolnost, precondi-
tioning, signaliza¢né kaskady.

ABSTRACT

Background: Reduced tolerance to ischemia/
reperfusion (I/R) injury has been shown in elder
humanandanimalhearts,however,theonsetofthis
unfavorable phenotype and cellular mechanisms
behind remain unknown. Moreover, aging may
interfere with the mechanisms ofinnate myocardial
protection (preconditioning, PC) and cause defects
in protective cell signaling. Methods: We studied
the changes in myocardial function, response to
ischemia and selected proteins involved in “pro-
survival” pathways in the hearts from juvenile (1.5
months), younger adult (3 months) and mature
adult (6 months) male Wistar rats. In Langendorff-
perfused hearts exposed to 30-min 1/120-min R
without or with prior PC (one cycle of 5-min 1/5-
min R), we measured infarct size (IS, TTC staining),
susceptibility to reperfusion arrhythmias and
recovery of contractile function (left ventricular
developed pressure, LVDP). In parallel groups,
LV tissue was sampled for the detection of
protein levels (WB) of Akt kinase, phosphorylated
(activated) Akt (p-Akt) and endothelial NO synthase
(eNOS). Results: Maturation impaired cardiac
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response to lethal I/R injury (increased IS) and
promoted arrhythmogenesis and these changes
were more markedly evident in the younger
groups of animals. Functional recovery (LVDP) was
not affected by aging. PC reduced occurrence of
malignant arrhythmias, IS and improved LVDP
recovery in younger animals, while its efficacy
was attenuated in the mature adults. Loss of PC
protection was associated with age-dependent
reduced Akt phosphorylation and levels of eNOS
in the hearts of mature animals compared with
the younger ones, as well as with a failure of PC to
upregulate these proteins in the elder (6 months)
group. Conclusion: Aging-related alterations in
myocardial response to ischemia may be caused
by dysfunction of proteins involved in protective
cell signaling that may occur already during the
process of maturation.

Key words: ischemia, aging, tolerance, precondi-
tioning, signaling pathways.

uvoD

V rebri¢ku tych najzavaznejsich a najrozsirenej-
Sich ochoreni dnesnej doby zastavaju kardiovas-
kuldrne ochorenia (KVO) popredné miesta. Ich vy-
skyt a umrtnost na ne su najvyssie v rozvinutych
krajinach sveta. Ischemicka choroba srdca, ako
jedno z KVO, sa podiela na tychto umrtiach asi 50
percentami, ¢o ¢ini vyse 7 milidnov amrti ro¢ne.
Jej najcastejSou pric¢inou byva aterosklerotické po-
Skodenie koronarnych tepien. Okrem toho, rozvoj
ischemickej choroby priamo ovplyvnuju aj viaceré
rizikové faktory a ochorenia, akymi s hypertenzia,
diabetes mellitus alebo vek. Prave vek este viac
podnecuje nérast hypertenzie alebo diabetu. Vek
vplyva na kardiovaskularny systém (KVS) ako ne-
zavisly rizikovy faktor. Starnutie ovplyvnuje KVS
od tej najnizsej urovne DNA cez mitochondrie,
kardiomyocyty az po celé tkanivo srdca. Mnohé
studie sa uz dlhé roky intenzivne zaoberali vply-
vom veku na ischémiu. Vyskum sa v3ak za niekolko
poslednych rokov posunul dalej a studie sa dnes
uz zaoberaju aj vplyvom veku na adaptaciu srdca
(ischemicky preconditioning, PC). Vedecké timy
sa v sucasnej dobe vyrazne venuju hlavne objas-
neniu molekularnej podstaty PC, jej jednotlivych
kaskad a skumaju aj vplyv viacerych rizikovych
faktorov vratane veku. Napriek tomu, vplyv veku
na odolnost srdca nie je plne objasneny a vysled-
ky viacerych studii na réznych animélnych mode-

loch sa lisia a byvaju neraz protichodné. Je preto
potrebné venovat sa tejto problematike nadalej
a hlbsie studovat aj molekularnu podstatu tohto
fenoménu, aby sme sa mohli v buducnosti dopra-
covat k jeho vhodnejsiemu klinickému vyuzitiu.

ISCHEMICKA CHOROBA SRDCA

Slovo ischémia bolo pévodne odvodené z dvoch
gréckych slov ,ischein” (zabranit/ obmedzit)
a ,haima” (krv). Aj napriek tomu, ze za posledné
roky bola ischémia srdca jednou z najvyznamnej-
Sich Studovanych tém v kardiovaskularnom vys-
kume, o jej spravnej definicii sa dlho diskutovalo
(Hearse, 1994). Mnoho vedcov preferuje definovat
ischémiu ako nerovnovahu medzi dodavkou kysli-
ka a substratov do srdca a ich spotrebou v samot-
nom srdci, ktord vedie k anaerébnemu metabo-
lizmu a redukcii kontraktilnej funkcie (Verdouw
a kol., 1998). Jednou z najnovsich definicii isché-
mie je definicia ischemickej choroby srdca od Spi-
nara: Ischemicka choroba srdca (ICHS) je ochorenie
srdcového svalu, sposobené akitnym alebo chro-
nickym obmedzenim, alebo az zastavenim prito-
ku krvi vplyvom zmien na koronarnych tepnach
do urcitej oblasti myokardu, kde vznikd ischémia
alebo nekréza. Najcastejsia pric¢ina vzniku isché-
mie je aterosklerotické poskodenie koronarnych
tepien (Spinar, 2003).

Adaptacia srdca a jej formy

Myslienka vlastnej ochrany srdca pred isché-
miou je zaloZzena na dbkazoch, Ze srdce samo je
schopné sa chranit voci skodlivym nasledkom
ischémie, a to cestou adaptacie na rézne formy
mierneho stresu. Tie zahifaju prechodnu ischémiu
(ischemicky preconditioning, PC), hypoxiu, hyper-
glykémiu, ako aj farmakologicky preconditioning,
a vsetky sa vyznacuju schopnostou zvysit odol-
nost srdca pred nasledujucou trvalou ischémiou
(Ravingerova, 2007). Ischemicky preconditioning
bol po prvykrat popisany Murrym a kol. (1986)
a definovany ako zvy3ena odolnost srdca voci dlh-
Sie trvajucej ischémii spbsobend kratkymi perié-
dami predchadzajucej ischémie.

Molekularna podstata preconditioningu
Aj ked molekularne mechanizmy ischemického

preconditioningu nie su dodnes plne objasne-
né, roky rozsiahlych studii na animalnych mode-
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loch uz charakterizovali r6zne bunkové signaly
zodpovedné za znizenie I/R poskodenia (Murphy
a [Bteenberger], 2008). Cyklus PC pozostavajuci
z kratkej ischémie a kratkej reperflzie sposobuje
uvolnenie substancii (adenozin, bradykinin, opio-
idy) z ischemického myokardu, ktoré pdsobia cez
receptory spriahnuté s G-proteinmi a spustaju
viaceré signaliza¢né kaskady. Ochrana, ktord méze
poskytovat kazdy z tychto agonistov, moze byt
blokovana inhibiciou proteinkindzy C (PKC), ¢o
sveddi o jej centralnom vyzname ako spolo¢ného
menovatela v tejto kaskade. Bradykinin a opioidy
stimuluju PKCe cestou kaskady fosfatidylinozitol
3-kindzy (PI3K), ktord zahfna aktivaciu Akt kinazy,
endotelidlnej NO syntazy (eNOS), guanylatcykla-
zy (GC), proteinkindzy G (PKG) a otvorenie mito-
chondridlnych draslikovych ATP kanalov (mKATP)
(Korzick a Lancaster, 2013). Okrem toho, PKC moéze
byt aktivovana prostrednictvom adenozinu alebo
guanylatcyklazy prostrednictvom natriuretického
peptidového receptoru (Juhaszova a kol., 2005;
Heusch a kol., 2008). Nasledny prisun draslika do
mitochondrii, vyvolany otvorenim mKATP ka-
nalov, vedie k tvorbe reaktivnych foriem kyslika
(ROS). Tie posobia ako druhy posol pre aktivaciu
PKCe. Hoci je PKCe kriticky dolezita v kaskade PC,
nepdsobi ako efektor kardioprotekcie, ale skér ako
rozhodujuci medziprodukt pri prenose ochrannej
signalizacie do mitochondrii a pri zahdjeni bunko-
vej ochrany pocas reperfuzie. PKCe aktivuje pocas
reperfizie obidve kindzové kaskady délezité pre
prezitie bunky, PI3K/Akt a MEK1/2-ERK1/2 (kina-
za regulujuca MAP kindzu ERK1/2). Obe kaskady
fosforyluju a inaktivuju mitochondridlnu kinazu
glykogénsyntazy-3 (GSK-33). To ma za nasledok
inhibiciu mitochondridlnych pérov prechodnej
(tranzientnej) permeability (MPTP), ktoré su pokla-
dané za konecny efektor PC. Indukcia MPTP péru
spbsobuje stratu mitochondridlneho membrano-
vého potencidlu, ¢o ohrozuje schopnost bunky
tvorit ATP. Tym dochadza k bunkovému edému,
lyze mitochondridlnej membrany buniek aZz ne-
kréze, ¢o ma za nasledok uvolnenie cytochrému
C a inicidciu apoptézy. PKCe zabranuje otvore-
niu MPTP pocas reperflzie nielen aktivaciou Akt
a ERK1/2, ale aj priamou fosforylaciou a inhibiciou
GSK-3[3, aktivaciou mKATP kanalov, fosforylaciou
moznych MPTP regula¢nych proteinov, ako su na-
patovo-zavisly idnovy kanal (VDAC) a adeninovy
jadrovy transportér (ANT). Boli preukazané aj dal-
Sie Ulohy PKCe pocas PC, a to v reguldcii bunkové-
ho redoxného stavu prostrednictvom prepojenia

s eNOS (Korzick a Lancaster, 2013). Schopnost PC
inhibovat otvaranie MPTP kanalov pocas I/R po-
Skodenia sa teda javi ako kltu¢ovy bod z hladiska
bunkového prezivania (Heusch a kol., 2008). Hoci
PC je dnes oznacovany ako ,zlaty Standard” ochra-
ny srdca, velky pocet vedcov v sucasnosti zastéva
nazor, ze ochranny potencial PC je iba prechodny
(Ferdinandy a kol., 2007).

Adaptacné mechanizmy a zmeny
v signalnej kaskade ischemického
preconditioningu v suvislosti s vekom

Vplyv starnutia na schopnost preconditioningu
chranit myokard pred I/R poskodenim bol intenziv-
ne Studovany. Vo vacsine studii sa s narastajucim
vekom preukazala strata kardioprotekcie vyvola-
nej pomocou PC (Schulman a kol., 2001; Boengler
a kol., 2007). V dalsich pokusoch vsak bola kardio-
protekcia dosiahnutda pomocou PC aj u stredne
starych potkanov, ale iba v pripade zvysenia poctu
stimulov PC, k ¢comu v3ak nedoslo v pripade sta-
rych potkanov (Schulman a kol., 2001).

Rovnako aj mnohé klinické studie dokazali zni-
Zzenu schopnost kardioprotekcie vyvolanej tran-
zientnou anginou pectoris (analég PC) u ludi
v starsom veku (Lee a kol., 2002; Bartling a kol.,
2003). Bolo zistené, ze pritomnost tzv. predinfar-
ktovej anginy 48 hodin pred akudtnym infarktom
myokardu poskytovala ochranu starsim pacien-
tom vo veku do 65 rokov. U pacientov vo veku nad
65 rokov vsak tento efekt nebol az tak preukaza-
telny (Abete a kol., 1997).

Pokles ischemickej tolerancie s narastajucim
vekom koreluje so zmenami v bunkovej expresii
proteinov zapojenych do kardioprotektivnej sig-
nalizacie. Dévodom je fakt, Ze v starndcom srdci
je viacero génov odlisne exprimovanych a medzi
tieto gény patria aj tie, ktoré kdduju proteiny zapo-
jené do signalnej transdukcie PC (Taylor a Starnes,
2003).

ZniZzena odpoved starnuceho srdca na kardio-
protektivny stimul méze mat vsak v prvom rade
povod v znizenej hladine extracelularnych ligan-
dov. Konkrétne bolo preukazané znizenie hladiny
IGF-1 v srdci starych potkanov (26 mesiacov). Dali
faktor, ktory méze ovplyvihovat odpovede srdca
na kardioprotektivny stimul v sdvislosti s vekom, je
uroven expresie sarkolemalnych receptorov. Nie-
len hladina ligandu, ale aj expresia IGF-1 receptora
bola u potkanich sfdc s vekom preukazatelne zni-
zend (Leri akol., 2000). V srdciach starych potkanov
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bola dokazana aj znizena expresia bradykininové-
ho receptora 2, ktorého ulohou je sprostredkova-
nie kardioprotekcie pomocou PC (Kintsurashvili
akol., 2005). Avsak pri kardioprotekcii indukovanej
adenozinom nebola jej strata v starndcom srdci
spojena so znizenim expresie receptora, ale dévo-
dom bolo skér znizenie hladiny signalnych prvkov
(Willems a kol., 2005).

Jednou z kindz zapojenych do PC, ktora sa tiez
s vekom meni, je aj PKC. PC je spojeny s translo-
kaciou PKC z cytozolu do membranovej frakcie
a naslednou aktivadciou mKATP kanalov. Translo-
kacia PKC je v starnicom srdci porusena a tym sa
pravdepodobne podiela na zniZeni kardioprotek-
cie. Okrem toho, jednotlivé izoformy PKC mézu
mat r6zne Ucinky na PC (Boengler a kol., 2009). Po-
rucha ischemickej tolerancie s narastajucim vekom
bola u potkanich samcov spojena so zvysenou ba-
zalnou expresiou PKCS a tiez mohla byt zlepSena
inhibiciou PKCS (Kostyak a kol., 2006). Taktiez bolo
dokdzané aj znizenie expresie PKCe a zvysenie ex-
presie GSK-3B v mitochondridch pocas ischémie.
ZvySenie expresie PKCe jej akutnou aktivaciou
odstranilo tento negativny G¢inok (Korzick a kol.,
2007). Aj klinické Studie na starSich pacientoch,
ktori podstupili koronarnu angiografiu, preukéza-
li zhor3enu reakciu na PC a slabsiu aktivaciu KATP
kanalov. K obnoveniu kardioprotekcie indukovanej
pomocou PC nasledne dopomohlo podanie nico-
randilu, agonistu KATP kanalov (Lee a kol., 2002).

Dalsim z proteinov, ktorého expresia sa s ve-
kom meni, je aj eNOS a jeho fosforylovana forma
(p-eNQS). V starsom veku bola dokadzana prave
znizena expresia eNOS a pomeru p-eNOS/eNOS
(lemitsu a kol., 2006).

Kardioprotekcia indukovana pomocou PC sa vy-
znacuje zvysenou fosforylaciou proteinkinaz, ako
su: Akt, GSK-3[3, ako aj ERK1/2 a p38 MAPK (mito-
génmi aktivované proteinkinazy), a v starnicom
srdci dochdadza k zmenam v ich expresii a aktiva-
cii (Boengler a kol., 2009). Expresia Akt s vekom sa
v réznych $tudiach lisi. V $tudii podla Hunter a kol.
(2007) bola preukazatelne zvysenad u potkanov
vo veku 23 mesiacov. V studii podla lemitsu a kol.
(2006) vsak preukdzali znizenie hladin fosforylo-
vanej Akt (p-Akt) a aj pomeru p-Akt/Akt v starSom
veku.

CIELE

1. Skumat vplyv dospievania na funkciu a odol-
nost srdca potkana voci ischémii,

2. objasnit, v akom vekovom $tadiu zac¢ina docha-
dzat k zmendm v ucinnosti ochrannych adap-
ta¢nych mechanizmov (preconditioning),

3. preskimat signdlne drahy kardioprotekcie v z&-
vislosti od veku (porovnat zmeny v hladinach
vybranych proteinov).

MATERIAL A METODY

Pokusné zvierata

V experimentoch sme pouzili samce potkana
laboratérneho, kmena Wistar vo veku 1,5 mesiaca,
3 mesiace a 6 mesiacov o hmotnosti 220 - 440 gra-
mov. Zvieratd boli chované v klietkach po 3 - 4 je-
dincoch, v standardnych podmienkach chovnych
noriem, kimené Standardnou peletovou zmesou
a s pristupom k potrave a vode ad libitum. Vo zve-
rinci bola udrziavana stala teplota 20 - 22 °C a pri-
rodzeny svetelny rezim (12 hod. svetlo a 12 hod.
tma). Vsetky postupy boli vykonavané v sulade
s ,Guide for the Care and Use of Laboratory Ani-
mals” (NIH, 1996) a schvélené etickou komisiou
Ustavu pre vyskum srdca SAV a Statnou veterinar-
nou a potravinovou spravou SR.

Perfazia izolovaného srdca potkana

Zvierata boli anestezované intraperitonedlnym
podanim pentobarbitalu (50 - 60 mg/kg) v kom-
binacii s heparinom (500 IU). Po anestéze boli srd-
cia vyoperované, izolované v ladovom fyziologic-
kom roztoku a prenesené na perfiznu aparatuiru
(ADInstruments, Nemecko), kde boli kanylované
cez aortu a perfundované Krebsovym-Henseleito-
vym pufrom podla metédy Langendorffa. TImivy
Krebsov-Henseleitov pufor (K-H) bol saturovany
zmesou plynov O, a CO, v objemovom pomere
95:5 (pH 7,4) a obsahoval nasledujice chemikalie
(v mM): glukoza 5,5; NaCl 118,0; CaCl, 1,6; NaHCO,
25,0; MgSO, 1,18; KH,PO, 1,28; KCI 3,0. Perflzia
prebiehala pri teplote 37 °C a konstantnom per-
fuznom tlaku 73 mmHg.

Navodenie globalnejischémie
areperfuzie

Po zahajeni perfuzie boli srdcia vo vsetkych
skupinach 20 minut stabilizované. Nasledne boli
vystavené 30-minutovej globalnej ischémii, kto-
ra bola navodena zastavenim pritoku perfuzne-
ho roztoku. Po ischémii bol koronarny prietok
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A. Protokol kontrolnej ischémie a reperfizie

Odber vzorky

B. Protokol PC

Odber vzorky

Odber vzorky

Infarkt

Odber vzorky Infarkt

Obr. 1. Priebeh jednotlivych experimentédlnych protokolov: S - stabilizacia; Gl - globalna ischémia; R - reperfuzia;

PC - ischemicky preconditioning.

obnoveny a srdcia boli vystavené 120-minutovej
reperfuzii.

Experimentalne protokoly

V praci boli pouzité dva experimentdlne pro-
tokoly:

A. Protokol kontrolnej ischémie a reperfuzie po-
zostaval z 20-minutovej stabilizacie, po ktorej
nasledovala 30-minutovd globalna ischémia
a 120-minutova reperfuzia.

. Protokol ischemického preconditioningu (PC)
sa v porovnani s protokolom A odliSoval iba
v tom, Zze po 20-minutovej stabilizacii bol vyvo-
lany PC: 5 minut ischémie a 5 minut reperfuzie.
Dalej protokol pokracoval rovnako, ako v proto-
kole A (Obr. 1).

los]

Meranie a zaznamenavanie funkcnych
parametrov myokardu

Funkéné parametre myokardu boli merané
a vyhodnocované kontinudlne za pomoci pocita-
¢ového programu PowerLab/8SP Chart 7. Lavoko-
morovy (LV) tlak bol merany za pomoci neelastic-
kého kvapalinou naplneného balénika, ktory bol
vloZzeny do lavej komory a napojeny na tlakovy
snima¢ (MLP, ADInstruments, Nemecko). Elek-
trogram bol zaznamenavany pomocou elektréd
umiestnenych na kanyle a epikarde. Parametrami
monitorovanymi pocas experimentalneho proto-
kolu boli: koronarny prietok (CF), frekvencia srdca
(HR), hodnoty lavokomorového systolického tlaku
(LVSP), lavokomorového koncovo-diastolického
tlaku (LVEDP), lavokomorového vyvinutého tlaku

(LVDP) a maximalnej rychlosti vzostupu a poklesu
LV tlaku (+(dP/dt) _,—(dP/dt) ).

max’ max

Vyhodnotenie poctu arytmii

Reperfuzne arytmie sme analyzovali zo zdznamu
elektrogramu pocas prvych 10 minut reperfuzie
a hodnotili na zdklade Lambethskej konvencie
(Walker a kol., 1988). Zamerali sme sa na hodnote-
nie trvania komorovych tachykardii (VT).

Stanovenie velkosti infarktovej zony

Velkost infarktovej zény bola stanovena farbe-
nim srdca pomocou 2,3,5-trifenyltetrazélium chlo-
ridu (TTC). Po farbeni boli srdcia nakrajané (kolmo
na dlhu os srdca) na cca. 1 mm tenké rezy, ktoré

Obr. 2. Stanovenie velkosti infarktu na rezoch z lavej
komory myokardu potkana. IS - infarktova oblast, AR -
rizikova oblast.
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boli ndsledne vyhodnotené pomocou metddy po-
¢itacovej planimetrie. Rizikova oblast (AR) predsta-
vuje celd plochu lavej komory. Velkost infarktovej
oblasti (IS) je vyjadrena ako pomer infarktovej plo-
chy k rizikovej oblasti v percentach (IS/AR).

Stanovenie expresie proteinov analyzou
Western blot

Tkanivové vzorky sme odoberali z lavej srdco-
vej komory a to v 20 minute stabilizacie (kontrol-
né vzorky), v 40 minute reperfuzie (I/R vzorky) a
v 40 minute reperfuzie s predchadzajicim pre-
conditioningom (PC vzorky). Tkaniva sme zmrazi-
li v tekutom dusiku a resuspendovali v ladovom
homogeniza¢nom roztoku. Nasledne sme vzorky
homogenizovali tefléonovym homogenizatorom.
Pripravené homogenaty sme odstredovali 5 minut
pri 800 x g. Po centrifugacii sme z homogenatov
odstranili pelet a zostavajici supernatant sme
opat odstredili pri 16100 x g po dobu 30 minut.
Takto pripravené postmitochondridlne superna-
tanty po druhom odstredeni (oznac¢ované aj ako
solubilna frakcia) sme pouzili pre dalSiu analyzu.
Koncentraciu proteinov sme stanovili Bradfordo-
vou metédou.

Vzorky proteinovych frakcii obsahovali rovnaké
mnozstvo proteinov na jednu jamku. Pripravené
vzorky sme nasledne zmiesali so vzorkovym roz-
tokom a naniesli na polyakrylamidovy gél (10 %),
kde sa proteiny pritomné vo vzorke pomocou SDS-
PAGE elektroforézy (dodecyl sulfat sodny — SDS,
elektroforéza na polyakrylamidovom géle — PAGE)
rozdelili podla ich velkosti. Po elektroforetickej
separacii sme pomocou Western blotovej apara-
tury preniesli proteiny z gélu na nitrocelulézovu
membranu. Ako primarne protildtky sme pouzili:
anti-Akt, anti-p-Akt, anti-eNOS a ako sekundarnu
protilatku anti-rabbit polyclonal HRP. Proteiny sme
potom vizualizovali chemiiluminis¢en¢nou me-
tédou (ECL). Vysledky sme analyzovali za pomoci
softvéru CARESTREAM, Kodak In-Vivo Multispect-
ral Imagin System a boli vztiahnuté na hodnoty
GAPDH (anti - GAPDH protilatky) pre zabezpece-
nie vnutornej kontroly.

Analyza a statistické spracovanie dat

Vysledky su prezentované ako priemerné hod-
noty + strednd chyba priemeru (SEM). Na zistenie
rozdielov medzi jednotlivymi skupinami boli pou-
Zité testy: test varian¢nej analyzy (one-way ANO-

VA) a post-hoc (multiple comparisons) testy — Bon-
ferroni a Sidakov test. Na hodnotenie arytmii bol
pouzity Mann-Whitney test. Za Statisticky vyznam-
né boli povazované rozdiely s P < 0.05.

VYSLEDKY

Vplyv veku na biometrické parametre
zvierat

Vek vyrazne ovplyvnil biometrické parametre
potkana. Oba parametre, aj hmotnost tela, aj srd-
ca potkana, sa so stupajucim vekom signifikantne
zvySovali. Najvacsi narast celkovej hmotnosti tela
sme zaznamenali medzi 3. a 6. mesiacom Zzivota
zvierat, pokym hmotnost srdca narastala postup-
ne od 1,5 do 6 mesiacov.

Vplyv veku na zakladné hemodynamické
parametre srdca potkana

Pri pozorovani vplyvu veku na zdkladné hemo-
dynamické parametre srdca potkana neboli u po-
zorovanych parametroch (HR, LVSP, LVEDP, LVDP,
+(dP/dt)__, —(dP/dt) _ a CF) preukazané ziadne
signifikantné zmeny v zavislosti od veku zvierat.

Vplyv veku a preconditioningu
na ischemicko - reperfiizne poskodenie
myokardu

Vplyv veku a preconditioningu na velkost
infarktovej zony

Stupajuci vek vyrazne ovplyvnil rozsah letalne-
ho poskodenia (velkost infarktovej zény) po I/R
poskodeni u kontrolnych skupin zvierat. Vo veku
3 mesiacov doslo k signifikantnému zvacseniu vel-
kosti infarktu v porovnani s 1,5-mesacnou skupi-
nou (3 mes.: (33,0 + 2,2) =vs. (23,6 £ 3,0) %; # - P <
0,05). Taktiez bolo preukazané, Ze aj vo veku 6 me-
siacov doslo k signifikantnému zvyseniu velkosti IS
v porovnani s 3 mesa¢nou skupinou (6 mes.: (39,0
+0,9) % vs. (33,0 £ 2,2) %; # — P < 0,05; Obr. 3).

U skupin zvierat adaptovanych na PC, pri porov-
navani skupin v ramci veku, dochadza taktiez k po-
stupnému zvacsovaniu velkosti infarktu rovnako
ako pri neadaptovanych skupinach. Pri porovna-
vani PC skupiny s kontrolnou skupinou u 1,5-me-
sacnych ((8,6 £ 1,5) % vs. (23,6 £ 3,0) %, * - P < 0,05
PC vs. K) aj u 3-mesacnych zvierat ((16,0 £+ 2,4) %
vs. (33,0 £ 2,2) %, * - P < 0,05 PC vs. K) mbézeme
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pozorovat zmensenie velkosti infarktu, a to z dé-
vodu pozitivheho efektu preconditioningu. Avsak
u 6-mesacnych zvierat neboli pozorované Ziadne
signifikantné zmeny medzi PC a kontrolnou skupi-
nou. Preto sa nazdavame, Ze tieto zistenia zazna-
€uju znizenu Ucinnost PC v starsej skupine zvierat.
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Obr. 3. Vplyv veku na velkost infarktovej zony u adapto-
vanych a neadaptovanych sfdc potkana. K — kontrolna
(neadaptovanad) skupina, PC - preconditioning (adap-
tovana skupina), IS/AR (%) - velkost infarktovej zény
v percentach z rizikovej oblasti. Hodnoty su uvedené
ako priemery + S.EM. z 8 - 12 sfdc v skupine. * - P <
0,05 PCvs.K; #+-P<0,05-0,01vs.1,5a3 mes.

Vplyv veku a preconditioningu
na obnovenie lavokomorového
vyvinutého tlaku po ischémii a reperfuzii

S narastajucim vekom sme nezaznamenali Ziad-
ne signifikantné zmeny v hodnotidch obnovenia
[avokomorového vyvinutého tlaku po ischémii
reperfuzii pri ich porovnani s vychodiskovymi
hodnotami (1,5 mes.: 68,9 + 6,7; 3 mes.: 61,8 + 7,5;
6 mes.: 74,3 * 3,8; v % z vychodiskovych hodnot).
Vplyv preconditioningu na obnovu LVDP sa viak
preukdzal, a to u mladsich skupin zvierat. Vo veku
1,5 aj 3 mesiace doslo k signifikantnému nérastu
obnovy LVDP v PC skupine v porovnani s kontrol-
nou skupinou (1,5 mes.: 80,8 + 4,2 vs. 68,9 + 6,7;
3mes.: 77,1 +58vs.61,8+7,5;*-P < 0,05PCvs.
K). Vo veku 6 mesiacov vsak neboli preukazané
Ziadne signifikantné zmeny v obnove LVDP v PC
skupine v porovnani s kontrolou, ¢o opat potvr-
dzuje pokles ucinnosti PC vo veku 6 mesiacov.

Vplyv veku a preconditioningu na vyskyt
reperfaznych arytmii

V praci sme sa zamerali na vplyv veku a precon-
ditioningu na celkové trvanie komorovych tachy-
kardii. Opat sa ndm preukdzal negativny vplyv

veku. V experimentdlnej skupine 3-mesaénych
zvierat sme zaznamenali vyrazny narast celkové-
ho trvania komorovych tachykardii v porovnani
s 1,5-mesa¢nou experimentalnou skupinou (84,0
+ 17,0 vs. 43,6 = 5,1; v sekundach; # - P < 0,05).
V skupine 6-mesacénych zvierat doslo k este vacsie-
mu ndrastu trvania komorovych tachykardii a ten-
to narast bol signifikantny aj v porovnani s 3-me-
sa¢nou skupinou (204,0+73,0vs.840+£17,0;+-P
< 0,05). Rovnaky trend v naraste arytmogenézy so
stupajucim vekom pozorujeme aj v PC skupinach
pri porovnavani skupin v ramci veku.

Vplyv PC sme pozorovali na signifikantnom pok-
lese celkového trvania komorovych tachykardii pri
porovnavani PC skupin s kontrolou u 1,5 (18,0 +
7,0vs. 43,6 +5,1;* - P < 0,05 PCvs. K) aj 3-mesac-
nych zvierat (19,0 £9,0vs. 84,0+ 17,0; * - P < 0,05
PC vs. K). U 6-mesacnych potkanov viak nedoslo
k Ziadnemu signifikantnému rozdielu v celkovom
trvani komorovych tachykardii medzi PC a kontrol-
nou skupinou (Obr. 4).
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Obr. 4. Vplyv veku na celkové trvanie komorovych
tachykardii u adaptovanych a neadaptovanych sfdc
potkana. K — kontrolna (neadaptovana) skupina, PC -
preconditioning (adaptovana skupina). Hodnoty su
uvedené ako priemery + S.E.M. z 8 — 12 sfdc v skupine*
-P<0,05PCvs.K; #-P<0,05vs. 1,5 mes,+ - P < 0,05
vs. 3 mes.

Vplyv veku na adaptacné mechanizmy
a zmeny v signalnej kaskade
ischemického preconditioningu

Vpplyv veku na fosforyldciu proteinu Akt a na hladi-
ny proteinu eNOS v myokarde potkana za bazdlnych
podmienok

Pozorovali sme vplyv veku na aktivéciu (fosfory-
lciu) proteinu Akt, ktord bola vyjadrena ako pomer
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hladin fosforylovanej Akt (p-Akt) a celkovej Akt.
S narastajucim vekom sme zaznamenali postup-
né znizovanie pomeru p-Akt/Akt. Signifikantné
zmeny boli pozorované uz vo veku 3 mesiacov Zi-
vota potkana (pokles pomeru o 26 % v porovnani
s 1,5-mesacnou skupinou), ale aj neskér vo veku
6 mesiacov zivota, a to v porovnani aj s 1,5-mesac-
nou (pokles o 60 %) aj 3-mesa¢nou skupinou zvie-
rat (pokles 0 46 %) (Obr.5A). V hladinach proteinu
eNOS sme so vzrastajucim vekom zaznamenali ich
vyrazny pokles. Hladiny proteinu eNOS sa signifi-
kantne znizili uz vo veku 3 mesiacov (o 60 % voci
1,5 mes.), ale taktieZ aj neskor vo veku 6 mesiacov
(049 % voci 1,5 mes.) v porovnani s 1,5-mesacnou
skupinou zvierat (Obr. 5B).
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Obr. 5. Vplyv veku na hladiny vybranych proteinov
v myokarde potkana za bazalnych podmienok. A. Vplyv
veku na fosforylaciu (aktivéciu) proteinu Akt. B. Vplyv
veku na hladiny proteinu eNOS. p-Akt/Akt — pomer fos-
forylovanej a celkovej Akt, obe vztiahnuté ku GAPDH.
eNOS - endotelova syntaza oxidu dusnatého, vyjadrena

v arbitrarnych jednotkéch (a.u., vztiahnuté ku GAPDH).
Hodnoty su uvedené ako priemery = S.E.M. zo 4 sidc
v skupine. * — P < 0,05 vs. 1,5, # - P < 0,05 vs. 3 mes.

Vply veku a preconditioningu

na fosforylaciu proteinu Akt a na hladiny
proteinu eNOS v myokarde potkana

po ischémii a reperfuzii

Pri pozorovani vplyvu veku a preconditioningu
na aktivaciu (fosforylaciu) proteinu Akt (vyjadre-
na ako pomer p-Akt/Akt) sme sa zamerali uz len
na dve hlavné vekové kategoérie: 3 a 6 mesiacov.
Doévodom bolo, Ze v predchadzajucich experi-
mentoch dochadzalo k najva¢sim zmendm prave
v tychto vekovych skupinach. Vplyv veku bol vy-
razne znatelny pri signifikantnom znizeni pomeru
p-Akt/Akt o 24 % u 6-mesacnej kontrolnej skupiny
zvierat v porovnani s 3-mesa¢nou kontrolnou sku-
pinou. V PC skupinach sme pri porovnavani veku
nepozorovali ziadne signifikantné zmeny. Pri po-
rovnavani PC skupin s kontrolnymi vo veku 3 me-
siacov sme vsak zaznamenali signifikantné zvyse-
nie pomeru p-Akt/Akt v PC skupine o 48 % oproti
kontrolnej skupine zvierat, ¢o sved¢i o funkénosti
PC vo veku 3 mesiacov zZivota potkana. Vo veku
6 mesiacov sme viak nezaznamenali Ziadne zme-
ny v pomere hladin pAkt/Akt v PC skupine oproti
kontrolnej skupine (Obr. 6A).

V hladinach proteinu eNOS sme pozorovali aj
vplyv veku aj preconditioningu podobne ako pri
aktivacii proteinu Akt. Vplyv veku bol vyrazne
znatelny pri signifikantnom znizeni hladiny eNOS
0 28 % u 6-mesacnej kontrolnej skupiny zvierat
v porovnani s 3-mesa¢nou kontrolnou skupinou.
V PC skupinach sme pri porovnavani veku nepozo-
rovali Ziadne signifikantné zmeny. Pri porovnavani
PC skupin s kontrolnymi vo veku 3 mesiacov sme
zaznamenali signifikantné zvysenie hladiny pro-
teinu eNOS v PC skupine o 36 % oproti kontrolnej
skupine zvierat, ¢o sved¢i o funkénosti precondi-
tioningu vo veku 3 mesiacov. Vo veku 6 mesiacov
sme vsak nezaznamenali Ziadne zmeny hladiny
eNOS v PC skupine oproti kontrolnej skupine,
a teda sa nazddvame, Ze preconditioning uz nie je
plne ucinny vo veku 6 mesiacov (Obr. 6B).
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Obr. 6. Vplyv veku a preconditioningu na hladiny vybra-
nych proteinov v myokarde potkana po ischémii a reper-
fuzii. A. Vplyv veku a preconditioningu na fosforylaciu
proteinu Akt. B. Vplyv veku a preconditioningu na hla-
diny proteinu eNOS. p-Akt/Akt — pomer fosforylovanej
a celkovej Akt, obe vztiahnuté ku GAPDH. eNOS - endo-
telova syntaza oxidu dusnatého, vyjadrendvarbitrarnych
jednotkach (a.u., vztiahnuté ku GAPDH). IR - ischemic-
ko-reperfuzna (kontrolnd) skupina, IR+PC - ischemicko
reperfizna skupina s preconditioningom. Hodnoty su
uvedené ako priemery + S.E.M. zo 4 sidc v skupine. * — P
<0,05PCvs.IR; #-P < 0,05 vs. 3 mes.

DISKUSIA

V tejto Studii sme poprvykrat preukazali, ze uz
pocas fazy dospievania dochédza k signifikantnym
zmenam v odolnosti srdca potkana k I/R poskode-
niu, v Uc¢innosti adapta¢nych mechanizmov a tak-
tiez v hladinach kardioprotektivnych proteinov.

Dospievanie vyrazne ovplyvnilo biometrické pa-
rametre srdca. S narastajucim vekom dochadzalo aj
k postupnému narastu pomeru hmotnosti srdca ku
hmotnosti tela zvierat, ¢o je v sulade aj s predchadza-
jucimi studiami (Kostyak a kol., 2006, 2007). V pripa-
de hemodynamickych parametrov neboli preukéza-

né Ziadne zmeny v suvislosti s narastajucim vekom.
To je opadt v sulade s viacerymi predchadzajucimi
studiami (Delp a kol., 1998; Pacher a kol, 2004).

Hlavnym cielom nasej prace bolo skimat vplyv
dospievania na odolnost srdca potkana voci isché-
mii a na ucinnost ischemického preconditioningu.
Zamerali sme sa na hodnotenie velkosti letdlneho
poskodenia (infarktovej zény), arytmii a funkénej ob-
novy izolovaného srdca potkana vystaveného I/R.

Preukazali sme, Ze s narastajucim vekom docha-
dzalo k postupnému zvacSovaniu infarktovej zény
srdca (Obr. 3), ¢o je tiez v sulade s vysledkami via-
cerych studii (Schulman a kol., 2001; Kostyak a kol.,
2006). Dospievanie vyrazne ovplyvnilo aj vyskyt
arytmii, ¢o sme pozorovali hlavne na naraste cel-
kového trvania komorovych tachykardii s vekom
(Obr. 4). Tieto vysledky su v zhode aj so studiou
podla Ledvényiova a kol. (2013), v ktorej uz 3-me-
sacny vekovy rozdiel viedol k signifikantnému na-
rastu epizéd komorovych tachykardii pri porovnani
s mladsou skupinou.V suvislosti s dospievanim sme
vsak nezaznamenali Ziadne signifikantné zmeny
v obnoveni l[avokomorového vyvinutého tlaku po
ischémii a reperfuzii. Toto zistenie viak nie je v su-
lade s viacerymi Studiami, ktoré dokazuju horsie
obnovenie LVDP po ischémii a reperfuzii v starSom
veku (Kostyak a kol., 2006; Korzick a kol., 2007).
Nazddvame sa vsak, ze tieto vysledky mézu byt
v zhode so studiou podla Babusikova a kol. (2012),
v ktorej sa vo veku 6 mesiacov v porovnani s mlad-
Sou skupinou nepreukdzali zmeny v hladinach pro-
teinov SERCA 2a a fosfolambanu. Prave to méze
byt jednym z dévodov nezmenenej kontraktilnej
obnovy srdca v suvislosti s dospievanim. Taktiez sa
vsak nazdavame, ze aj viacero inych faktorov (napr.
oxida¢ny stav myokardu) méze ovplyviovat toto
zachovanie postischemickej kontraktilnej funkcie
srdca s vekom (Matejikova a kol., 2009).

V rdmci nasej studie sme taktiez dokazali, ze PC
zmensil velkost infarktu (Obr. 3) a skratil trvanie
komorovych tachykardii (Obr. 4) u mladsich skupin
zvierat (1,5 a 3 mesiace) v porovnani s kontrolnymi
skupinami. Aj v mnohych dalsich studiach bol do-
kazany nizsi vyskyt reperfiznych arytmii u mladsich
zvierat vystavenych PC (Takeshima a kol., 1997; Led-
vényiova a kol.,, 2013). Okrem toho sme zaznamena-
li signifikantné zvysenie obnovy LVDP u mladsich
skupin zvierat (1,5 a 3 mesiace) s PC v porovnani
s kontrolnymi skupinami. Tieto zistenia su opat
v zhode aj s inymi Studiami dokazujucimi lepsie ob-
novenie LVDP po I/R u PC skupin iba v mladom veku
(3 mesiace) (Taniakol., 1997; Matejikova a kol., 2009).
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Na druhej strane, vo veku 6 mesiacov Zivota potka-
na sa nam ani u jedného z pozorovanych prejavov
poskodenia (IS, arytmie, obnova LVDP) nepreukazali
Ziadne zmeny medzi kontrolnymi a PC skupinami, ¢o
naznacuje ze pouzity protokol PC uz v tomto veku
nie je ucinny (Obr. 3, 4). Aj vysledky dalsich studii
preukazuji Gc¢inok PC na zmens3enie infarktovej
zény len u mladsich zvierat (3 mesiace) (Schulman
a kol., 2001; Boengler a kol., 2007). V studii podla
Ledvényiova a kol. (2013) bola taktieZ prezentovana
znizend antiarytmicka ucinnost PC v starsej 18-tyz-
dnovej skupine v porovnani s mlad3ou 12-tyzdno-
vou skupinou potkanov. Okrem iného, nase vy-
sledky su v sulade aj s dalSou $tudiou dokazujicou
oslabenie ochrany srdca (PC) pred postischemickou
kontraktilnou disfunkciou u starsich mysi v porov-
nani s mladsimi (Turcato a kol., 2006).

Na zaklade tychto zisteni sa nazdavame, ze as-
pon v pripade protokolu ischemického precondi-
tioningu pouzitého v nasej studii, PC zacina stracat
svoj ucinok uz v stadiu dospelosti. Napriek tomu
verime, Ze U¢innost PC by mohla byt zachovana aj
vo veku 6 mesiacov. A to napr. pouZzitim intenziv-
nejsieho protokolu PC, teda s viacerymi epizédami
I/R, ako to mbézeme vidiet v $tudii podla Schulman
a kol. (2001), v ktorej zvyseny pocet PC stimulov
dopomohol G¢innosti kardioprotekcie aj u 12-me-
sa¢nych potkanov.

Poslednym ciefom nasej studie bolo skimat sig-
nalne drahy kardioprotekcie v suvislosti s vekom
a odhalit zmeny v rdmci vybranych , kaskad prezi-
tia” so zameranim sa na 3$pecifické proteiny: Akt,
p-Akt a eNOS.

Vplyv veku sa prejavil na zmenach v pomere hla-
din fosforylovanej a celkovej Akt za bazalnych pod-
mienok. S narastajucim vekom dochdadzalo k po-
stupnému poklesu pomeru hladin tychto proteinov
(Obr. 5A). Hladiny proteinu eNOS preukazovali rov-
naké s vekom spojené zmeny, a teda dochadzalo
kich postupnému poklesu v ramci veku (Obr. 5B). Po-
kles hladin tohto proteinu sme pozorovali v srdciach
potkana uz od veku 3 mesiacov. Nase vysledky teda
podporuju vyznam eNOS v myokarde (Ping a kol.,
1999), ako aj fakt, ze jej pokles méze mat nepriaznivé
ucinky u neadaptovanych zvierat vo veku 6 mesiacov
Zivota vystavenych ischemickej zatazi. Okrem toho
sU nase zistenia aj v sulade so studiou podla lemitsu
a kol. (2006), v ktorej autori preukdzali signifikantny
pokles pomeru hladin p-Akt/Akt a p-eNOS/eNOS
v suvislosti s narastajucim vekom zvierat.

Pri pozorovani vplyvu PC na hladiny kardiopro-
tektivnych proteinov sme sa zamerali len na tie ve-

kové kategdrie zvierat (3 a 6 mesiacov), u ktorych
sa nam preukdzali najvacsie rozdiely v odolnosti
srdca vodi ischemickému poskodeniu a v kardio-
protektivnom ucinku PC.

KedZe sme v nasdej studii preukdzali signifikant-
ny narast pomeru hladin p-Akt/Akt v PC skupine
v porovnani s kontrolnou u 3-mesacnych zvierat
(Obr. 6A), nazddvame sa, ze proteiny Akt a p-Akt
su priamo zahrnuté v kardioprotektivnom ucinku
PC v tomto veku. Tieto zistenia su v zhode so $tu-
diou podla Hausenloy a kol. (2005), v ktorej autori
dokazali, ze PC viedol k vacsej fosforylacii Akt v izo-
lovanom srdci po I/R, ¢o potvrdilo esencidlnu ulo-
hu tejto kindzy v PC-indukovanej ochrane srdca
u mladych zvierat. V starSom veku (6 mesiacov)
sme vsak nepozorovali Ziadne zmeny v pomere
hladin pAkt/Akt v PC skupine v porovnani s kon-
trolnou (Obr. 4A). Podobne, ako u pomeru hladin
p-Akt/Akt, sme aj u hladin proteinu eNOS pozoro-
vali jeho narast u PC skupiny v porovnani s kon-
trolnou len u mladsej skupiny zvierat (Obr. 6B).
Vo veku 6 mesiacov opat nedoslo k Zziadnym zme-
nam v hladinach tohto proteinu pri porovnani PC
skupiny s kontrolnou. Preto sa domnievame, Ze
prave neschopnost PC aktivovat signalnu drahu
Akt/eNOS méze byt zodpovedna za oslabenie kar-
dioprotekcie vo veku 6 mesiacov. Nazddvame sa,
Ze vysledky v hladinach proteinu eNOS kopiruju
vysledky v hladinach p-Akt z dévodu priameho
prepojenia tychto proteinov v PC kaskade (Zhang
a kol., 2005).

ZAVERY

Na zadver moézme povedat, Zze dospievanie zhor-
Silo odpoved srdca voci letalnemu I/R poskodeniu
(zvacsenad velkost infarktu), zvysilo arytmogenézu,
zatial ¢o funkénd obnova vekom ovplyvnena ne-
bola. PC potlacil vyskyt malignych arytmii, zmen;il
velkost infarktu a zlepsil obnovu LVDP u mladsich
skupin, zatial ¢o jeho Ucinok bol u starsej skupiny
potlaceny. Strata kardioprotektivneho Gcinku PC
bola spojend so znizenou bazélnou aj post-IR hladi-
nou proteinov Akt, p-Akt aj eNOS u starsej skupiny
zvierat. Taktiez doslo k poklesu v PC--indukovanej
upreguldcii tychto proteinov u dospelej skupiny
v porovnani s mladsimi. S vekom spojené zmeny
v odpovedi srdca na ischémiu mo6zu byt spdsobe-
né potlacenim prirodzenych mechanizmov kar-
dioprotekcie v désledku disfunkcie proteinov za-
hrnutych v protektivnej bunkovej signalizacii.
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ABSTRAKT

Ischemickda choroba srdca patri k jednym z naj-
CastejSie sa vyskytujucich pric¢in zavazného po-
Skodenia myokardu vo vyspelych krajinach.
Ztoho dévodu sa stale vacsia pozornost sustreduje
na nové moznosti vyuzitia kardioprotekcie v snahe
predist letdlnemu poskodeniu myokardu a zlepsit
jeho funkéné parametre. Rézne formy precondi-
tioningu, ktorych uUlohou je predpriprava myo-
kardu na zvysenu nadchdadzajucu zataz, vyvola-
vaju protektivne funkéné a Strukturdlne zmeny
v myokarde, ktoré su sucastou procesu endo-
génnej ochrany myokardu. Cielom nasej prace
bolo objasnit ulohu srdcovych mitochondrii, ako
kone¢ného efektora remote ischemického pre-
conditioninu, aplikovanej na vzdialenom mies-
te od srdca. Remote ichemicky preconditioning
pozostéval z troch cylov 5-minutovej ischémie
a naslednej 5-minutovej reperfuzie (200 mmHg)
pravej zadnej koncatiny pouzitim tlakovej man-
zety. Z excidovanych sidc podrobenych ische-
micko-reperfuznemu testu podla Langendorffa
(15-minutova stabilizacia, 30-minutova globalna
ischémia, 40-minutova reperfizia) boli pomocou
diferencidlnej centrifugacie za pouzitia proteazy
(P 6141) izolované mitochondrie. V izolovanych
mitochondriach boli stanovené nasledovné para-
metre: respira¢nd aktivita mitochondrii pomocou
respirometra Oxygraph-2k (Oroboros Instruments,
Rakusko), aktivita mitochondriovej ATP syntdzy
stanovend ako mnozstvo anorganického fosfa-
tu uvolneného pocas Stiepenia ATP za jednotku
¢asu, fluidita mitochondriovych membran spek-
trofluorometricky vyuzitim fluorescen¢nej sondy
1,6-difenyl-1,3,5-hexatriénu a obsah oxidovanych
izoforiem koenzymu Q (CoQ, ) metédou HPLC.
Vlystavenie izolovanych sfdc ischemicko-reper-
fuznemu poskodeniu malo za nasledok znize-
nie aktivity mitochondriovej ATP syntazy, ako aj

pokles ADP-stimulovanej respiracie bez vplyvu
na bazalnu respiraciu mitochondrii. Zvyseny obsah
oxidovanej izoformy koenzymu CoQ,_ odraZajuci
poskodenie dychacieho retazca pocas globalnej
ischémie a reperfizie myokardu sprevadzalo zni-
Zenie fluidity mitochondriovych membrén. Remo-
te ischemicky preconditioning ¢iastocne zabranil
poklesu aktivity mitochondriovej ATP syntézy, ako
aj poklesu ADP-stimulovanej respiracie v désledku
ischemicko-reperfizneho poskodenia a zaroven
zvysil obsah koenzymu CoQ, po 15 minutovej
stabilizacii ischemicko-reperfuzneho testu. Fluidi-
ta mitochondriovej membrany bola vo vietkych
fazach ischemicko-reperfuzneho testu zvysena.
Napriek zvysenej tvorbe volnych kyslikovych ra-
dikdlov pocas stabiliza¢nej fazy nedoslo ku rigi-
dizacii mitochondriovych membran, ¢o svedci
o ich signdlnej ulohe. Vysledky potvrdzuju po-
Skodzujuci doésledok ischemicko-reperfizneho
testu na funkcné a Strukturalne vlastnosti srdco-
vych mitochondrii. Remote ischemicky precondi-
tiong pravdepodobne prostrednictvom tvorby vol-
nych kyslikovych radikalov respiratnym retazcom
mitochondrii indukuje mechanizmy endogén-
nej ochrany myokardu, vdaka ktorym dochadza
k zmierneniu letdlneho poskodenia vyvolaného
ischemicko-reperfiznym poskodenim.

Klucové slova: remote ischemicky preconditio-
ning, ischemicko-reperfuzne poskodenie, srdcové
mitochondrie, dychaci retazec, volné kyslikové ra-
dikaly, fluidita mitochondriovych membran.

ABSTRACT

Ischemic heart disease is one of the most
frequent causes of severe myocardial injury
occuring in the developed countries. Therefore, the
emphasis is focused on the new possibilities of the
cardioprotection usage in order to avoid the lethal
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heartinjuryandtoimproveitsfunctional parameters.
Different types of preconditioning preparing heart
on the increased load induce protective functional
and structural changes participating in proceses of
endogenous protection. The aim of our study was to
elucidate the role of heart mitochondria as the final
effector of noninvasive form of remote ischemic
preconditioning applied at the distance location
from the heart. Remote ischemic preconditioning
consisted of three cycles of 5-minutes ischemia
and 5-minutes reperfusion (200 mmHg) of the
right hind limb using a pressure cuff. Mitochondria
were isolated by differential centrifugation using
the protease (P 6141) from the excited hearts
subjected to ischemia-reperfusion Langendorff
test (15 minutes of stabilization, 30 minutes of
global ischemia, 40 minutes of reperfusion).
Following parameters were determined in the
isolated heart mitochondria: the activity of
mitochondrial respiration using respirometer
Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Austria), the
mitochondrial ATP synthase activity determined
as the amount of inorganic phosphate released by
ATP splitting per unit of time, the mitochondrial
membrane fluidity by spectrofluorometry using
the fluorescent probe 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatrien
and the content of oxidised isoforms coenzyme Q
(CoQ, ) by HPLC method. Isolated heart exposed to
ischemic-reperfusion injury resulted in a reduction
of the mitochondrial ATP synthase activity as well as
decrease in the ADP-stimulated respiration without
affecting the basal mitochondrial respiration.
Increase the content of coenzyme CoQ,_ oxidised
isoforms reflecting respiratory chain damage during
heart globalischemiaand reperfusionaccompanied
by the mitochondrial membrane fluidity decrease.
Remote ischemic preconditioning partly prevented
the decrease of mitochondrial ATP synthase activity
as well as decrease of ADP-stimulated respiration
due to ischemia-reperfusion injury whereas the
content of coenzyme CoQ,_ oxidized isoforms was
increased after 15 minutes stabilization of ischemia-
reperfusion test. Mitochondrial membrane
fluidity was increased in all phases of ischemia-
reperfusion test. Despite of increase generation
of free oxygen radicals during stabilization phase,
rigidization of the mitochondrial membrane was
not observed. This finding suggest signallig role of
free oxygen radicals. Our results confirm damaging
consequence of ischemia-reperfusion test on the
functional and structural properties of the heart
mitochondria. Remote ischemic preconditioning

trought the generation of free oxygen radicals
by the mitochondrial respiratory chain probably
indicates the mechanisms of heart endogenous
protection that lead to the alleviation of the lethal
damaged induced by ischemic-reperfusion injury.

Keywords: remote ischemic preconditionin
preconditioning, ischemia-reperfusion injury,
heart mitochondria, respiratory chain, free oxygen
species, mitochondrial membrane fluidity.

uvoD

Mitochondrie predstavuju délezité vnutrobun-
kové organely, ktoré maju v myokarde ako ajvinych
organoch nezastupitelnd ulohu. Okrem kontro-
lovania bunkovych funkcii si zname predovset-
kym z hladiska plnenia energetickych poziadaviek
vo forme ATP procesom zvanym oxidativna fosfo-
rylacia (Kadenbach, 2012). Nemenej vyznamné su
tiez ich ulohy v dalsich fyziologickych procesoch.
Mitochondrie sa podielaju na vapnikovej signali-
zacii, su jednymi z producentov volnych kysliko-
vych radikalov a podielaju sa tiez na reguldcii i6no-
vej homeostazy (Griffiths a kol., 2000; Ziegelhoffer
a kol, 1999). Rovnako su centrom zachovania
jemnej, prisne regulovanej rovnovahy medzi Zivo-
tom a smrtou. Tato reguldcia sa prejavuje bud cez
dlho trvajuce odpovede na Urovni expresie, tran-
skripcie a translacie a cez kratko trvajuce posttran-
skripéné odpovede (Acin-Perez a Enriquez, 2014;
McCarron a kol., 2013). Reakciou na najrdznejsie
stresové signaly, vratane straty rastovych fakto-
rov, hypoxie ¢i poskodenia DNA, mézu indukovat
apoptézu bunky (Gustafsson a Gottlieb, 2008).
Mitochondrie tiez disponuju schopnostou adap-
tovat bunku na nové podmienky prostrednic-
tvom signalnych drah a remodelovat ich Strukturu
a dynamiku. Tym sa vyznamnou mierou podielaju
na kardioprotektivnom procese zvanom mecha-
nizmy endogénnej ochrany myokardu (Ferko
a kol., 2008).

STRUKTURA MITOCHONDRII

Mitochondrie ako membranové Struktury po-
zostavaju z vonkajsej a vnutornej membrany, ktoré
ich oddeluju od cytoplazmy a inych organel v bun-
ke a tieZ vytvaraju vnutorny priestor mitochondrie,
ktory je vyplneny tekutinou, nazyvanou matrix.
VonkajSia membrdna obsahuje velké mnozstvo
porov, ktoré umoznuju volnu difiziu do priestoru
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medzi vonkajSou a vnutornou membranou. Me-
dzimembranovy priestor mitochondrii je preto
vdaka velkej priepustnosti vonkajsej membrany
svojim zloZzenim velmi podobny cytoplazme. Na-
viac vnutornd membrana mitochondrii obsahuje
proteiny (cytochrém c), ktoré sa zapdajaju do pro-
cesu mitochondriovej energetiky, ako aj do pro-
cesu apoptdzy (Sherratt, 1991). Za fyziologickych
podmienok lipidické zloZenie mitochondriovych
membran pozostava z fosfatydilcholinu (~54 mol
%), fosfatydiletaloaminu (~29 mol %), fosfatydili-
nozitolu (~14 mol %) a tiez cholesterolu (~5 mol%).
MnozZstvo kardiolipinu sa vo vnutornej membrane
mitochondrii nachadza v ovela vy$Som mnozstve
(~25 mol %) ako v membréane vonkajsej (~5 mol %)
(Daum, 1985). Toto zloZenie sa vplyvom patologic-
kych zmien ¢i vplyvom diéty méze menita do znac-
nej miery tak ovplyviovat aj fluiditu mitochon-
driovej membrany. Vnutornad membrana je vysoko
nepriepustnd, dokonca kvéli vysokému zaporné-
mu naboju typickych molekul fosfolipidov — kar-
diolipinu a fosfatidylglycerolu, neprepusta ani ATP
a ADP (Paradies a kol., 2014). Preto su pre prechod
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vacsiny molekul a iénov vytvorené membranové
transportéry. Napriklad antiportovy transportny
systém (ANT) tj. ADP/ATP-translokdaza uskutocriuje
prenos molekul ATP z matrix, do cytozolu. Vdaka
tomuto systému je ponuka ADP, pochadzajuceho
z cytoplazmy v rovnovahe s mnozstvom ATP, kto-
ré mitochondria do cytoplazmy dodava (Ferencik
a kol.,, 2000). Vo vnutornej membrane su tiez vno-
rené Styri proteinové komplexy, ktoré su sucastou
dychacieho retazca mitochondrie. Zodpovedné
su predovsetkym za oxidaciu redukovanych ekvi-
valentov vo forme NADH alebo FADH, pochadza-
jucich z réznych metabolickych ciest (glykolyza,
oxidacia mastnych kyselin alebo Krebsov cyklus).
Proces oxidacie NADH a FADH, je spojeny s pum-
povanim proténov vodika do intermembranové-
ho priestoru, pricom vysledny proténovy gradient
je vyuzity ATP syntazou (komplex V) v procese tzv.
oxida¢nej fosforylacie k vytvoreniu vyuZitelnej
energie vo forme ATP (Obr. 1).

ATP syntdza predstavuje protein pozostavaju-
ci z dvoch funkénych ¢asti viazanych predizenym
ramenom. Podjednotka F, je zloZzena zo 6 Casti
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Obr. 1. Schematické znazornenie elektrén-transportného retazca v mitochondriach. Prechod elektréonov cez mul-
tiproteinové komplexy | - NADH dehydrogendza; Il - sukcindtdehydrogenaza; Il - cytochrom-c-reduktaza; IV - cy-
tochrémoxidaza a dva mobilné prenasace Q - koenzym Q a Cyt ¢ — cytochrom c. (http://sciencesoup.tumblr.com/
post/92192632459/electron-transport-chain-from-thg mitochondrial).
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uloZzenych do kruhu a umiestnena v matrixe mi-
tochondrii. Podjednotka F, nazyvana tieZ rotor, je
zlozend zo 10-14 identickych transmembranovych
proteinovych podjednotiek umiestnenych vo vnu-
tornej membrane mitochondrii (Witting a kol,
2008). Tieto podjednotky pracuju na zdklade
principov rota¢nej katalyzy. To znamen4, Ze pro-
tonovy gradient ustanovuje silu, ktora sposobuje
rotaciu rotora. Mechanicka energia otac¢ania je po-
tom transformovana na chemicku energiu - ener-
giu vazby ADP a anorganického fosfatu a na ener-
giu tvorby ATP (Alberts a kol., 2008) (Obr. 2).

Lipidova

Rotor dvojvrstva

Stator

Obr. 2. Zndzornenie ATP syntazy uloZenej vo vnutornej
mitochondriovej membrane. Pozostédva z troch hlav-
nych Casti: rotujica podjednotka F, uloZena v mem-
brdne pozostavajuca z 10 — 14 képii peptidu vytvéra-
juceho kandl pre transmembranovy prechod H*; stop-
ka zloZzend z podjednotiek q, §, €; podjednotka F, uloze-
na v matrixe mitochondrie zloZena z podjednotiek a, 3,
Yy, na ktoru je viazand tvorba ATP z ADP a anorganického

fosfatu (P). (http://biochemikon.com/metabolism-at-a{
blance/mitochondrial-metabolism/oxphos-cascade))

Mitochondriova membrana ako sucast
kardioprotekcie

Membrana mitochondrii kardiomyocytov ne-
predstavuje len biomembrdnu vytvarajucu funk-
¢ne oddelené, na sebe zavislé priestory - kompart-
menty. Ukazuje sa byt aj strukturou, ktord je za-
pojena do este nie celkom objasneného procesu
endogénnej ochrany myokardu. Napriklad je do-
kazané, ze pri zvyseni energetickych poziadaviek
metabolizmu organizmu dochadza na membrane
mitochondrii k tvorbe tzv. mitochondriovych ener-

getickych transportnych pérov (mPTP) zabezpecu-
jucich urychlené a kapacitné zvysenie transportu
molekul ATP vytvorenych v matrix mitochondrie
do cytoplazmy bunky (Bakker a kol., 1995). Struk-
tura mPTP nie je dodnes celkom zndma. V elektré-
novom mikroskope sa tato Struktura javi ako fuzia
vonkajsej a vnutornej membrany mitochondrie
do nedvojvrstvovej, tzv. ,nonbilayer” konforma-
cie (Biermans a kol., 1990). V sucasnosti s zname
tri klu¢ové zlozky mPTP: vo vnutornej membrane
adenin-nukleotid translokaza (ATP/ADP transloka-
za), v matrixe cyklofilin D a vo vonkajSej membrane
nachadzajuci sa napatovo-zavisly anionovy kanal
(VDACQ) (Obr. 3) (Halestrap a kol., 1998; Crompton,
1999; Zoratti a kol., 2005). Signal pre tvorbu mPTP
v kardiomyocytoch medzi vnutornou a vonkajsou
membranou mitochondrie je propagovany vstu-
pom iénov extraceluldarneho Ca?* cez napatovo
zavisly vapnikovy kanal sarkolémy do bunky. Do-
chadza tak k naslednému uvolneniu vépnika zo
sarkoplazmatického retikula tzv. vapnikom indu-
kované uvoliiovanie vapnika, veduce k prechod-
nému zvyseniu koncentracie ibnov Ca®* v sarkop-
lazme, tzv. vapnikovému tranzientu a nasledne aj
k zvy$enému vstupu i6nov Ca®* do mitochondrii
(Ziegelhoffer a kol., 2009).

Ukazuje sa, ze tvorba mPTP pravdepodobne
nasledne iniciuje dalSie procesy, pozorované boli
hlavne zmeny v biofyzikélnych vlastnostiach mi-
tochondriovej membréany. Jednu z délezitych
vlastnosti mitochondrii predstavuje membrano-
va fluidita, definovand ako druh anizotropickych
pohybov, ktoré prispievaju k mobilite zloZiek
v biologickej membrane. V tomto pripade sledo-
vany biofyzikalny parameter - fluidita opisuje tes-
nost, akymi su acylové ¢asti membranovych fosfo-
lipidov vedla seba ulozené. Z tejto stranky méze
spominany parameter zna¢ne ovplyvriovat mobi-
litu molekul, a tak aj senzitivitu a reaktivitu trans-
portérov, receptorov a enzymovych komplexov
viazanych na membranu (Ziegelhoffer a kol., 2012).
Praca Ziegelhoffera a jeho kolektivu dokazala, Ze
zvysena tvorba mPTP spbsobuje zvysenie fluidity
mitochondriovej membrany, ¢im kompenzuje zni-
zenu funkciu elektrontransportného retazca v do-
sledku poskodenia komplexov | a Il umozniujuc
lepsie zachovanie produkcie energie a zvysenie jej
transportu do cytoplazmy kardiomyocytu (Ziegel-
hoffer a kol., 2009, Waczulikova a kol., 2007).
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Obr. 3. Hypotézy o Strukture mitochondriovych trans-
portnych pérov (mPTP): (A) Klasicky pohlad — Struktura
mPTP je tvorend komplexom VDAC-ANT-CyP-D nacha-
dzajuceho sa v ,kontaktnych miestach” mitochon-
driovych membran. (B) Novy pohlad - zakladné prvky
tvoriace mPTP su v sucasnej dobe neidentifikované,
ale su pravdepodobne regulované susednymi mole-
kulami. Vysvetlivky: Hexokinaza Il (HKII), keratin kinaza
(CK), cyklofilin D (CypD), periférny benzodiazepinovy
receptor (PBR), adenin-nukleotid translokdza (ANT),
napatovo-zavisly anidénovy kanal (VDAC), OMM - von-
kajsia mitochondriovd membrana, IMM - vnuatorna
mitochondriova membrana, IMS - medzimembranovy
priestor (Zorov a kol., 2009).

Zvysena tvorba mPTP bola pozorovana pri expe-
rimentalnom modeli streptozotocinom-indukova-
ného diabetes mellitus v akitnom $tadiu ochorenia
(Ziegelhoffer-Mihalovi¢ova a kol. 1997). Pre toto
stddium ochorenia vyvolané jednorazovym intra-
peritonedlnym podanim streptozotocinu v davke
65 mg kg™ je prizna¢nad inhibicia sekrécia inzuli-
nu a znizend signalizacia inzulinového receptora
v cielovych bunkéch so zndmkami zmien sposobe-
nych diabetom, av3ak este bez sprievodnych kom-
plikacii (Ziegelhoffer a kol., 1996). Akutne stadium
streptozotocinom-indukovaného diabetes mellitus
. typu je ¢asto vyuzivany ako experimentalny mo-
del na sledovanie endogénnych ochrannych me-
chanizmov, ktoré nastupuju v relativne kratkom
Case, od 8 dni do 3 tyzdriov. Pocas tejto doby do-
chadza v mitochondriach diabetického myokardu
k poskodeniu dychacieho retazca, tok elektrénov
sa spomali, ¢o sa prejavi v neschopnosti mitochon-
drii spotrebovat kyslik, avsak bez odpojenia oxida-

cie od fosforylacie. Diabeticky myokard sa teda na-
chadza v stave tzv. pseudohypoxie, kedy napriek
dostato¢nému prisunu kyslika ho myokard nedo-
kaze plne vyuzit (Ziegelhoffer a kol., 2009).

Myokard sa snazi prostrednictvom viacerych
kompenza¢nych mechanizmov adaptovat na tie-
to nové podmienky. Akutne $tadium ochorenia
umoziuje sledovanie adapta¢nych zmien myo-
kardu, ktoré este nie su sprevadzané nezvratnymi
patologickymi komplikaciami.

V experimentadlnom modeli streptozotocino-
vého diabetu bolo pozorovanych este niekolko
dalsich zmien pravdepodobne suvisiacich s endo-
génnymi ochrannymi mechanizmami. Potvrdend
bola pritomnost procesu neenzymatickej glykacie
proteinov alebo priamej vazby glukézy na pro-
teiny prostrednictvom vytvorenia Amadoriho pro-
duktov, ktoré su nasledne zdrojom tvorby tzv. ko-
nec¢nych produktov pokrocilej glykacie (advanced
glycation end products, AGEs) a pokrocilych tzv.
Maillardovych produktov. Tymto procesom do-
chadza ku vzniku proteinovych sieti (crosslink), ¢o
zvysuje tuhost membranovych struktur sarkolémy
kardiomyocytov (Ziegelhoffer-Mihalovi¢ova a kol.,
2003). Dochadza tak ku zniZzeniu permeability sar-
kolemalnej membrany pre vapnik, ¢o pre myokard
v kone¢nom doésledku predstavuje protektivny
uc¢inok chraniaci kardiomyocyty pred vapniko-
vym pretazenim (Ziegelhoffer a kol., 1999). Vyssie
popisané kardioprotektivhe zmeny endogénnej
ochrany myokardu maju dopad aj na fyziologické
parametre myokardu, kedy bola popisand znize-
nda senzitivita diabetickych stdc na ischémiu (Tani
a Neely, 1988; Ravingerova a kol., 2000), reperfiz-
ne poskodenie (Vogel a Apstein, 1988; Ravinge-
rova a kol., 2003), ako aj na vapnikové pretazenie
(Gotzsche, 1991; Ziegelhoffer a kol., 1996).

Endogénne ochranné mechanizmy rovnako
sprevadzaju fenomén, nazyvany ischemicky pre-
conditioning. Jeho kardioprotektivny mechaniz-
mus popisany v roku 1986 Murrym a jeho kolek-
tivom spociva v navodenikratkych periéd ischémie
myokardu, striedanych s kratkymi periédami re-
perfuzie, ktoré paradoxne poskytuju zvysenu is-
chemicku toleranciu myokardu (Murry a kol, 1986).
Nové moznosti v oblasti kardioprotekcie poskytla
relativne nova forma preconditioningu — remote
ischemicky preconditioning, kedy k periédam is-
chémie nedochdadza priamo v myokarde, ale jeho
protekcia je navodena kratkymi periédami isché-
mie a reperfluzie vzdialenych orgénov (Przyklenk
a kol,, 1993).V experimentilnej ¢i v klinickej praxi
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tento kardioprotektivny mechanizmus mozno na-
vodit zasvorkovanim nutri¢nych artérii rendlneho,
mesenterického (i ilického riecista, ale aj koncati-
novou ischémiou navodenou napriklad inflaciou
manzety alebo turniketom. Tato metdda sa ukaza-
la ako velmi jednoduchd, neinvazivna a lahko ap-
likovatelnd v klinickej praxi (Schmidt a kol., 2012;
Kharbanda a kol., 2009).

Vlastny mechanizmus, prostrednictvom ktorého
epizdda kratkej ischémie a reperfizie vo vzdia-
lenom organe vykazuje kardioprotekciu voci na-
slednému ischemicko-reperfuznemu poskodeniu
je v sucasnej dobe nejasny. Studie naznacuju, ze
existuju viaceré cesty prenosu signalu remote is-
chemického preconditioningu. Pri neurénovej sig-
nalnej drahe sa predpokladd, Ze kardioprotekcia
je sprostredkovana tvorbou endogénnych latok,
akymi su adenozin, bradykinin alebo kalcitonin
gene-related peptid (CGRP) aktivujucich lokalne
aferentné nervové drahy stimulaciou eferent-
nych nervovych drah (Lim a kol., 2010). Je rovnako
pravdepodobné, Ze tieto endogénne latky su zo
vzdialeného organu transportované tzv. humo-
ralnou signalnou drahou (Shimizu a kol., 2009;
Dickson a kol, 1999). Touto cestou su endogénne
latky vzdialeného orgénu vyplavované do krvné-
ho obehu, ktorym sa dostavaju do myokardu, kde
naviazanim na prislusny receptor aktivuju intrace-
luldrne signalne drahy. Tretia hypotéza sa zameria-
va na systémovu ochrannu odpoved potlacajucu
zapal a apoptdzu pocas kratkych sérii ischémie
a naslednej reperfuzie vzdialeného organu (Hau-
senloy a Yellon, 2008).

Aktudlne sa uvazuje aj o zapojeni volnych kys-
likovych radikalov ako signalu, ktory iniciuje od-
poved myokardu na ischemicky impulz zo vzdia-
leného orgadnu od srdca. Tato tedria vychadza
z poznatkov ischemického preconditioningu,
v ktorom bola uloha volnych kyslikovych radikalov
uz objasnena. Ischemicky preconditioning iniciu-
je tvorbu volnych kyslikov¢h radikalov O, H,0,°
ako aj OH’, ktorych zdrojom je prave dychaci re-
tazec mitochondrii. Vytvorené kyslikové radikaly
reaguju predovietkym s nelipidickymi zlozkami
dychacieho retazca a len v malej miere s membra-
novymi lipidmi, ¢oho dbékazom je nezmenend
fluidita mitochondriovych membran. Cast vy-
tvorenych volnych radikdlov stihne zreagovat so
zlozkami dychacieho retazca, no velké mnozstvo
je ihned' po vytvoreni vypudené cez chloridovy
kanal priamo do cytoplazmy kardiomyocytu. Tu uz
interaguju s dalSimi lipidickymi komponentami,

vytvaraju konjugované diény, coho vysledkom je
znizenie fluidity sarkolémy s dopadom na znizenu
kontrakénu funkciu myokardu, ale aj na znizeny
vstup Ca?* do kardiomyocytu. Tento mechanizmus
napomaha k zabraneniu vapnikového pretazenia
kardiomyocytov (Malekova a kol., 2007). Dékazom
o signdlnej ulohe vytvorenych volnych kyslikovych
radikélov vplyvom ischemického preconditionin-
gu je aj fakt, Ze ich exogénne podanie (O,’, H,0,’)
dokédze napodobnit kardioprotektivny efekt vy-
volany ischemickym preconditioningom (Maslov
a kol 2015).

|Vzdialmj' orgén alebo tka.m'vol

FIPC indukovany periodami ischémie

Altivacia
proteinkin
P38/ INK/EF/MAPK
| Neurilna I Humoralna
Adenozin Adenozin Protizipalovi a
Bradykinin Bradykinin antiapoptoticka
CGEP Opioidy odpoved a génova
CGRP transkripcia
Angiotenzin [
kanabinoidy \
STAT 1/3, NF«B,
AP-1. Nrf2a
7 Cirkulujuei faktor | HIF 1o
Ciel
| oorgans |TTTTTTTTT Receptor spriahnuty f--===========|-=====~=
thanivo s G-proteinom
L
Kindzové cesty
RISK, SAFE, cGMP/PKG
* iNOS, HSP, COX-2
NO+
Skory ROS
preconditioning ) _ Oneskoreny
Mitochondria preconditioning

Obr. 4. Navrhované mechanizmy p6sobenia remote is-
chemického preconditioningu, JNK — Janusova kinaza,
ErK — kindza regulujuca extracelularny signal, MAPK -
mitogen-aktivujuca protein kindza, CGRP - peptid uvol-
neny z kalcitoninu, STAT 1/3 - aktivator transkripénych
proteinov, NFKB - nukledrny faktor kappa B, AP-1 — ak-
tivator-proteinu-1, Nrf2 — nuklearny faktor 2, HIF-1a -
hypoxiou indukovatelny faktor 1a, RISK - kindza zabra-
nujuca poskodeniu spdésobenému reperfiziou, SAFE -
faktor aktivujuci zlepsenie prezitia, cGMP/PKG - cyk-
lickd guanozin monofosfat zavisla proteinkinaza,
iNOS - indukovand syntdza oxidu dusnatého, HSP -
proteiny teplotného $oku, COX-2 - cyklooxygenaza-2,
NO - oxid dusnaty, ROS - reaktivne formy kyslika, K, -
draslikovy kanal zavisli od ATP, mPTP — mitochondriovy
por prechodnej permeability (Veighey a Macallister,
2012).
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Intracelularny  mechanizmus ischemického,
ako aj remote ischemického preconditioningu,
je v sucasnosti intenzivne Studovany a je pravde-
podobné, Ze spociva v zapojeni viacerych signal-
nych drah vratane PKC-g a skratka GSK-3p. Aj ked
signalne drahy preconditioningu su pravdepodob-
ne viaceré, v kone¢nom désledku vietky smeruju
vietky k obnove bazalnych funkcii mitochondrii
poischemicko-reperfuznom poskodeni, konkrétne
vedu k zamedzeniu otvorenia mitochondriovych
mPTP (Crompton a kol, 1987). Otvorenie mPTP ma
za nasledok okamziti depolarizadciu mitochon-
driovej membrany a hydrolyzu ATP na ADP pomo-
cou ATP syntazy v snahe udrzat membranovy po-
tencidl. Navyse, dlhsie otvorenie mPTP méze viest
k nadmernému vstupu vody do matrix mitochon-
drii, k napucaniu mitochondrii veduc k rupture
vonkajsej mitochondriovej membrany. V nepo-
slednom rade uvolnenie proapoptotickych mo-
lekdl z intermembranového priestoru (cytochrém
¢, Smac / Diablo, a Apafi-1) vedie k bunkovej smrti
kardiomyocytov (Patterson a kol., 2000).

Preto mozno povedat, Ze dalsia existencia bun-
ky je vlastne determinovana rozsahom otvorenia
mPTP. Popisané boli dva rezimy otvorenia mPTP:
s nizkou vodivostou a vysokou vodivostou. Trochu
kontroverzna je existencia rezimu otvorenia mPTP
s nizkou vodivostou, ktord umoznuje prienik ma-
lych rozpustenych latok. Toto otvorenie moze bun-
ka prezit a dokonca rozsah tohto otvorenia méze
byt za niektorych okolnosti pre bunku dokonca
protektivny, ako v pripade uz vyssie spominaného
mechanizmu endogénnej ochrany pri akdtnom
streptozotocinom-indukovanom diabetes mellitus.
Pri rezime s vysokou vodivostou, mitochondrio-
vou membranou prechadzaji molekuly vacsie ako
1,5 kDa sposobujuce pucanie bunky. Vtedy moéze
taktiez dochadzat ku programovanej bunkovej
smrti, aj napriek tomu, Ze vyroba energie je prime-
rand. Pri velkom rozsahu otvorenia mPTP, bunka
umiera procesom nekrézy v doésledku nedosta-
toc¢nej produkcie energie (Weiss a kol., 2003).

CIELE

Uz studia Carnickej a kolektivu naznadila, ze
v sUcasnosti sa kladie velky déraz najma na identi-
fikaciu aferentnych signalov vysielanych zo vzdia-
lenej ischemizovanej oblasti (Carnicka et al., 2013).
Avsak mélo studii sa zameriava na moznu suvislost
medzi tymito signalmi a prislusnou odpovedou
srdcovych mitochondrii pozorovanou po aplikacii

remote ischemického preconditioningu. Preto je
zaujimavé, Ze este stéle neexistuju studie, ktorych
snahou by bolo ur¢it ulohu bioenergetiky mito-
chondrii v slede reakcii indukovanych v srdci pro-
cesom endogénnej ochrany remote ischemického
preconditioningu.

Nasim cielom bolo objasnit, akym spésobom
remote ischemicky preconditioning propagujuci
kardioprotektivny uc¢inok na urovni mitochon-
driovych membran ovplyvriuje nasledovné funk-
¢né parametre mitochondrii v patologicky zataze-
nom myokarde:

a) fluidita/tekutost mitochondriovej membra-
ny, ktord bola uréend pomocou fluorescenénej
spektrofotometrie parametrom fluorescencnej
anizotropie sondy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatriénu
(DPH). Pouzitd sonda sa zabudovava do membra-
ny mitochondrii, kde jej orientacia a pohyb suvisi
s usporiadanim fosfolipidovych molekdl membra-
ny. Fluorescen¢nd anizotropia DPH sa potom ne-
priamo meni s tekutostou mitochondriovej mem-
brany;

b) aktivita respira¢ného retazca mitochondrii
s ohladom na bazalnu respiraciu, ADP-stimulo-
vanu respiraciu a aktivitu piateho komplexu dy-
chacieho retazca (ATP syntazy). Pre tento ucel bola
pouzitd velmi citlivd oxygrafickd metdda (oxygraf
Oroboros, Innsbruck, Rakusko), ktord umoznuje
meranie spotreby kyslika izolovanych mitochon-
drii za pokojovych podmienok (bazalna respira-
cia, stav S2) s pouzitim substratov komplexu I a Il
(glutamat+maldt, malat+oktanoyl karnitin), ako
aj aktivnu respiraciu (ADP-stimulovana respiracia,
stav S3) spojenu s oxida¢nou fosforylaciou. Akti-
vitu ATP syntadzy sme merali spektrofotometricky
ako mnozstvo anorganického fosfatu vytvoreného
Stiepenim ATP v pritomnosti Standardnej mito-
chondriovej frakcie za jednotku ¢asu;

¢) produkcia kyslikovych radikdlov mitochon-
driami, ktora bola stanovena nepriamo, meranim
obsahu oxidovanych izoforiem koenzymu CoQ,_
v izolovanych mitochondridch vyuzitim metody
vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie.

MATERIAL A METODY

Experimentalne zvierata

Pre experimenty boli pouZité samce pot-
kana kmena Wistar vo veku 10 - 12 tyzdnoy,
s hmotnostou (280 + 20) g zakupené z chovnej
stanice Dobra voda, Slovenska republika. Zvierata
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chované v $tandardnych podmienkach (12-hodi-
novy svetelny rezim deri/noc, teplota (22 + 2) °C,
Standardna peletova potrava a voda s pristupom
ad libitum) boli rozdelené do dvoch skupin: zdrava
kontrolna skupina (C; n = 21) a skupina s remote
ischemickym preconditioningom (RPC, n = 21).
Vsetky pokusy boli vykonané s poziadavkami kon-
trolovanymi Statnou veterinarnou a potravinovou
spravou Slovenskej republiky.

Anestézia

Experimentdlne zvieratd boli anestetizované
intraperitonedlnym podanim tiopentalu (50 az
60 mg kg™) aplikovanym spolu s heparinom
(500 1U).

Remote ischemicky preconditioning

Remote ischemicky preconditioning bol vyvola-
ny 3 sériami kratkych 5-min. okluzii femoralnej ar-
térie pravej dolnej koncatiny striedanych s 5-min.
reperfuznymi fdzami s pouzitim tlakovej manzety.

Metoda izolovaného perfundovaného
srdca

Izolované srdcia kontrolnej, ako aj remote ische-
mickym preconditioningom ovplyvnenej skupiny
boli nasledne vystavené perfuzii s Krebsov-Hen-
seleitovym roztokom podla Langendorffa. Pre is-
chemicko-reperfuzny test bol pouzity nasledov-
ny protokol: 15-minutova stabilizacna perfizia,
30-minatovad globalna ischémia a 40-minutova
post-ischemicka reperfuzia.

Metoda izolacie mitochondrii

Mitochondrie boli izolované zo sftdc oboch sku-
pin po kazdej faze ischemicko-reperfuzneho testu
podla Langendorffa. Na ich izolaciu bola pouzita
metdéda diferencidlnej centrifugacie s pouzitim
protedzy vykondvana pri teplote 4 °C. Postup izo-
lacie bol nasledovny. Srdcia rozstrihané na jemné
fragmenty (kasovitu hmotu) boli zaliate izola¢nym
roztokom (180 mmol L' KCl,4 mmol L""EDTAa 1 %
sérovy albumin, pH 7,4) s pridanou protedzou
(Sigma P 6141, 2,5 mg g7' tkaniva) a inkubované
pri izbovej teplote po dobu 20 minut. Po inkuba-
cii bolo tkanivo po dobu 2 - 3 minit homogeni-
zované v homogeniza¢nej suprave teflon-sklo

a centrifugované 10 minut pri 1000g. Vysledny
supernatant obsahujuici mitochondrie bol znovu
centrifugovany 10 minut pri 6200g. Ziskany pelet
bol napokon resuspendovany v 20 mL izola¢ného
roztoku bez albuminu a centrifugovany 10 minut
pri 6200g. Vysledny sediment predstavoval vysled-
nu mitochondriovd frakciu a bol pouzity pre dalsie
biochemické stanovenie bielkovin podla Lowryho
(Lowry, 1951).Vzorky boli zriedené tak, aby vysled-
na koncentracia mitochondriového proteinu bola

1 ug.uL.
Stanovenie mitochondriovej respiracie

K meraniu parametrov oxida¢nej fosforylacie
izolovanych mitochondrii bol pouzity respirome-
ter Oxygraph-2k (Oroboros Instruments, Rakusko)
s doplnenym softwérom Darlab (Oroboros In-
struments) simultdnne merajuci mitochondrial-
nu koncentraciu kyslika a jeho spotrebu. Meranie
bolo vykonavané pri 37°C s respiratnym médiom
MiRO6 (Fasching a kol., 2014). Pre stanovenie ba-
zalnej (stav 2) a ADP-stimulovanej respiracie (stav
3) boli zvolené 2 kombinacie respira¢nych substra-
tov. Kombindcia substratov glutamat (10 mmol
L") a malat (0,2 mmol L") bola ur¢ena pre stano-
venie respiracie viazanej na komplex |, kombinacia
substratov malat (0,2 mmol L) a oktanoylkarnitin
(0,2 mmol L) boli pouzité pre stanovenie oxidacie
mastnych kyselin. Bazalna respiracia bola merana
po pridani kombinacie vyssie uvedenych substra-
tov do meracej komérky oxygrafu. ADP-stimulova-
na respiracia bola vyvolana naslednym pridanim
ADP s koncentraciou nasyteného roztoku (2 mmol
L™). Spotreba kyslika je vyjadrend v pmol s7'mg™
bola normalizovana na aktivitu citrat syntazy sta-
novenej spektrofotometricky podla Eigentler et al.
(2012).

Stanovenie aktivity mitochondriovej ATP
syntazy

Aktivita ATP syntdzy, merana v pritomnosti
ibnov Mg?* a odpojovaca oxidacnej fosforylacie
2,4-dinitrofenolu (DNP) v reakcii v smere hydroly-
zy ATP (DNP-stimulovana Mg?*-ATPazova aktivita),
bola stanovena spektrofotometricky ako mnozstvo
anorganického fosfatu (P) uvolneného Stiepenim
ATP pri teplote 37 °C za jednotku casu. Aktivita
ATP syntdzy bola analyzovand inkubéciou 50 pL
mitochondriovej frakcie v 1 mL inkuba¢ného mé-

dia obsahujuceho (mmol I"): 250 imidazolového
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timivého roztoku, pH 7,4; 40 MgCl, a 0,1 DNP. Reak-
cia bola spustena po 10 minutach predinkubacie
pri 37 °C pridanim 40 mmol I-" ATP-Tris a ukoncend
po 20 minutach pridanim 1 mL ladovej 12 % ky-
seliny trichléroctovej a 1 mL zmesi 1 % roztoku
molybdénanu aménneho v 10 M H,SO, a 5 %
FeSO,.7H,0. Koncentracia anorganického fosfatu
vinkuba¢nom médiu bola ur¢end spektrofotomet-
ricky pri 700 nm metédou podla Taussky a Shorr
(Taussky a Shorr, 1953).

Stanovenie membranovej fluidity
mitochondrii

Pre stanovenie membranovej fluidity mitochon-
drii bol pouzity parameter (steady state) fluores-
cencnej anizotropie lipofilnej fluorescenénej son-
dy 1,6-difenyl-1,3,5-hexatriénu (DPH). V désledku
jej vysokej afinity k hydrofébnym castiam lipidov
sa sonda zabudovdva do mitochondriovej mem-
brany, orientuje sa paralelne s acylovymi retazca-
mi fosfolipidov a kmita v obmedzenom uhle spolu
s membranovymi fosfolipidmi. So zmenou polo-
hy fluorescen¢nej sondy dochadza ku zmene aj
anizotropie jej fluorescencie. Mitochondrie boli
resuspendované na finalnu koncentraciu mito-
chondriového proteinu 0,5 ug pL™ v izotonickom
roztoku obsahujucom 180 mmol L' NaCl, 4 mmol
L' EDTA (pH 7,4) a boli ofarbené s 0,25 mmol L™
DPH. Vzorky boli inkubované pri teplote (22 £ 1) °C
na ¢as 20 minut potrebny na to, aby sa fluores-
centnd sonda mohla kompletne inkorporovat
do mitochondriovej membrany. Fluorescenénd
anizotropia bola stanovenda pouzitim PerkinElmer
LS45 luminiscen¢ného spektrofotometra s nasta-
venim excita¢nej vinovej dizky 360 nm a emisnej
vinovej dizky 425 nm. Stupen fluorescenénej ani-
zotropie stanoveného pomocou metédy podla
Shinitzky (Shinitzky, 1984) je v negativhom vztahu
k fluidite membrany a v pozitivnom vztahu k rigi-
dite membrany.

Stanovenie obsahu oxidovanych
izoforiem CoQ, v mitochondriach

Obsah oxidovanych izoforiem koenzymu Q
(CoQ,_ ) v izolovanych mitochondriach bol stano-
veny metdédou HPLC (Beckmann Gold, USA) s po-
uzitim kolény Sepharon SGX C18 (250 mm X 4 mm
i.d., 7 um, Tessek, Ceska republika). Mobilna faza
pozostavala zo zmesi metanol : acetonitril : eta-
nol v obj. pomere 6 : 2 : 2. Meranie prebiehalo pri

prietoku 1 mL min~' s nastrekom vzorky o objeme
20 pL. Koncentracia koenzymovych izoforiem bola
detegovana spektrofotometricky pri vinovej dizke
275 nm. Vietky merania boli vykonané pri izbovej
teplote.

Statisticka analyza dat

Statisticka analyza dat bola vykonana pomocou
programu StastDirect verzie 2.7.8 (StatsDirect, UK).
Vlysledky su prezentované ako priemerné hodno-
ty £ strednd chyba priemeru (SEM). Normalita dat
bola overena pouzitim Shapiro-Wilkovho W-testu.
Medziskupinové rozdiely boli testované one-way
analyzou variancie s nasledujucim Dunnettovym
testom pre porovnanie s kontrolou alebo Tukey-
-Kramerovym testom pre vietky parové porovna-
nia. V pripade nenormalne rozdelenych dat bola
pouzitd alternativa neparametrickych testov (Krus-
kal-Wallisov test a Connover-Inmanov test).

VYSLEDKY

V tejto $tudii sme sledovali vplyv remote ische-
mického preconditioningu na izolované srdcové
mitochondrie s Uuc¢elom objasnenia moznych al-
teracii vo funkénosti mitochondrii, ktoré by mohli
byt protektivne po ischemicko-reperfuznom po-
Skodeni. Obrazky 5 - 8 znazorfiuju merania ba-
zalnej respiracie, ako aj respiracie mitochondrii
po pridani exogénneho ADP, t. j. ADP-stimulova-
nej respiracie mitochondrii, s pouZitim viacerych
kombindcii respira¢nych substratov. Zistili sme, ze
pri pouziti kombinacie substratov glutamat+ma-
lat, ischemicko-reperfizne poskodenie sposobilo
signifikantny pokles v ADP-stimulovanej respircii
048,52 % u kontrolnej skupiny. Remote ischemicky
preconditioning vsak pokles v dosledku ischemic-
ko-reperfuzneho poskodenia Statisticky vyznam-
ne neovplyvnil, aj ked pokles predstavoval 38,9 %.
Pri pouziti substratov malat+oktanoylkarnitin od-
razajucich proces oxidacie mastnych kyselin sme
pozorovali obdobny pokles v doésledku ischemic-
ko-reperfuzneho poskodenia (24,5 % u kontrolnej
skupiny a 19,8 % u skupiny s RPC). Bazalna respi-
racia nebola ischemicko-reperfuznym poskode-
nim, ani remote ischemickym preconditioningom
ovplyvnena.
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Obr. 5. Efekt remote ischemického preconditionin-
gu (RPC) na bazélnu respiraciu (stav S2) mitochondrii
izolovanych zo srdca po jednotlivych fazach ischemic-
ko-reperflizneho testu. Ako substraty boli pouzité glu-
tamat+maldt. Data su prezentované ako aritmeticky
priemer = SEM, n=7.
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Obr. 6. Efekt remote ischemického preconditioningu
(RPC) na ADP-stimulovanu respiraciu (stav S3) mito-
chondrii izolovanych zo srdca po jednotlivych fazach
ischemicko-reperfuzneho testu. Ako substraty boli po-
uzité glutamat+maldt. Data su prezentované ako arit-
meticky priemer + SEM, n=7." p < 0,05 vs. C po stabili-
zacii vs. C po reperfuzii, * p < 0,05 RPC po stabilizacii vs.
RPC po reperfizii.
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Obr. 7. Efekt remote ischemického preconditionin-
gu (RPC) na bazélnu respiraciu (stav S2) mitochondrii
izolovanych zo srdca po jednotlivych fazach ischemic-
ko-reperflizneho testu. Ako substraty boli pouzité ma-
lat+oktanoylkarnitin pre objasnenie zapojenia procesu
oxidacie mastnych kyselin (FAO). Data su prezentované
ako aritmeticky priemer £ SEM,n=7.
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Obr. 8. Efekt remote ischemického preconditioningu
(RPC) na ADP-stimulovanu respiraciu (stav S3) mito-
chondrii izolovanych zo srdca po jednotlivych fazach
ischemicko-reperfuzneho testu. Ako substraty boli po-
uzité maldt+oktanoylkarnitin pre objasnenie zapojenia
procesu oxidacie mastnych kyselin (FAO). Data su pre-
zentované ako aritmeticky priemer £ SEM, n=7."p <
0,05 vs. C po stabilizacii vs. C po reperfuzii,  p < 0,05 RPC
po stabilizacii vs. RPC po reperfuzii.

Meranie biochemického parametra aktivity
ATP syntazy (komplex V) ndm umoznilo sledovat
funk¢nost mitochondrii z hladiska ich schopnosti
produkovat ATP. Vplyvom ischemicko-reperfiz-
neho poskodenia dochddza k poskodeniu dy-
chacieho retazca a sice ku poskodeniu oxidac¢nej
fosforylacie, o ¢om sved¢i znizend aktivita ATP
syntazy. Remote ischemicky preconditioning sp6-
sobil Statisticky nevyznamny 7,8 % narast aktivity
ATP syntdzy srdcovych mitochondrii v porovnani
s kontrolnou skupinou vystavenou ischemicko-
-reperfuznemu poskodeniu (Obr. 9).

Aktivita ATP syntazy

i 1

{1 [ |

Cc RPC

(4]
o

[ stabilizacia
I ischémia
Il reperfizia

»
o

[umol Pi/g prot/ h]
H
o

=AY W
oo O

Obr. 9. Aktivita ATP syntazy mitochondrii izolovanych
zo srdca po kazdej faze ischemicko-reperfizneho testu
z kontrolnej (C) a remote ischemickym precondition-
gom ovplyvnenej skupiny (RPC). Data su prezentované
ako aritmeticky priemer = SEM, n =7.

Zmeny v obsahu oxidovanych izoforiem koenzy-
mu CoQ, pocas Ucinku ischemicko-reperfuzneho
poskodenia tak na kontrolnu skupinu, ako i na
skupinu podrobenu ucinku remote ischemické-
ho preconditioningu su znazornené na Obr. 10.
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Pozorovali sme signifikantné 29,3 % zvysenie oxi-
dovanej izoformy CoQ, po 30 minutovej isché-
mii u kontrolnej skupiny ¢o nepriamo podporuje
pravdepodobnost podkodenia dychacieho retazca
v dosledku ischémie. U skupiny ovplyvnenej re-
mote ischemickym preconditioningom sme zistili
signifikatné zvysenie obsahu koenzymu CoQ,
v mitochondridch po stabiliza¢nej faze ischemicko-
-reperfuzneho testu.

Obsah CoQg,, v mitochondriach
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Obr. 10. Koncentracia oxidovanych izoforiem koenzy-
mu CoQ,_v srdcovych mitochondridch u kontrolnej (C)
a remote ischemickym preconditioningom ovplyvne-
nej skupiny (RPC) po jednotlivych fazach ischemicko-
-reperfizneho testu. Data su prezentované ako aritme-
ticky priemer £ SEM, n =7."p < 0,05 C po stabilizacii vs.
C po ischémii, * p < 0,05 RPC vs. C po stabilizacii.

Efekt remote ischemického preconditioningu
na fluiditu membran srdcovych mitochondrii je
znazorneny na Obr. 11. Srdcia kontrolnej, ako aj re-
mote ischemickym preconditiongom ovplyvnenej
skupiny vystavené ischémii a reperfuzii vykazovali
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Obr. 11. Remote ischemickym preconditioningom
(RPC) indukované zmeny fluorescencnej anizotropie
membrany mitochondrii izolovanych zo srdca po kaz-
dej faze ischemicko-reperfizneho testu. Fluorescen¢na
anizotropia predstavuje recipro¢ni hodnotu fluidity
mitochondriovej membrany. Déata su prezentované
ako aritmeticky priemer £ SEM, n = 7. *p < 0,05 vs. C
po stabilizacii, * p < 0,05 vs. C po ischémii, * p < 0,05 vs.
C po reperfuzii.
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signifikantne zvysenu fluorescenénu anizotropiu,
¢o odraza zvysenu rigiditu mitochondriovej mem-
brany v doésledku ischemicko-reperfuzneho po-
$kodenia. Dalej sme vo vietkych fazach ischemic-
ko-reperfuzneho testu zaznamenali signifikantné
zvysenie fluidity mitochondriovej membrany vply-
vom remote ischemického preconditioningu.

DISKUSIA

Ochorenia postihujuce kardiovaskularny systém
patria v sucasnosti k najcastejsie sa vyskytujucim
ochoreniam modernej spolo¢nosti a predstavuju
jeden z najzavaznejsich zdravotnych rizik (Loza-
no a kol., 2010; Roger a kol., 2010). Z nich prave
ischemickd choroba srdca sa stava hlavnou prici-
nou letdlneho poskodenia myokardu a i napriek
neddvnym zna¢nym pokrokom v prevencii a liecby
je stale vyznamnou pric¢inou umrtnosti vo vacsine
vyspelych statov (Nichols a kol., 2014).

V sucasnej dobe patogeniticky mechanizmus
zodpovedny za ischemicko-reperfuzne posko-
denie myokardu je relativne dobre zndmy (Turer
a Hill, 2010). V désledku ischemicko-reperfizneho
poskodenia boli popisané nezvratné zmeny nie-
len vo fyziologickej funkcii myokardu, ale aj zmeny
na urovni kardiomyocytov, ako aj subcelularnych
organel. Mitochondrie sa vyznamne podielaju
na ischemicko-reperfiznom poskodeni myokardu
prave stratou ich funkcie a zvy$enou produkciou
reaktivnych kyslikovych radikdlov (Zweier a kol.,
1987). Mitochondridlna dysfunkcia, ako kluco-
vy faktor poskodenia funkénosti myokardu, za-
hifa viaceré (patologické) procesy pozostavajuce
zo zhor3enej aktivity multiproteinovych komple-
xov elektrén-transportného retazca (Chen a kol.,
2007), poruchy idnovej homeostazy, zvysenej
tvorby reaktivnych kyslikovych radikalov (Ambro-
sio a kol., 1993), vapnikového pretazenia, zvysenej
tvorby a otvarania mPTP (Li a kol.,, 2015). Ische-
micko-reperfizne poskodenie iniciuje sériu zmien
v Strukturdlnych a funkénych vlastnostiach mito-
chondrii, akymi su zvy$end permeabilita mitochon-
driovej membrany, uvolfiovanie proapoptotickych
proteinov, ako aj odpojenie oxida¢nej fosforylacie,
¢o v kone¢nom doésledku vedie k apoptédze kar-
diomyocytov (Li a kol., 2010).

V sulade s literaturou, aj nase vysledky potvrdili,
ze v dosledku ischemicko-reperfuzneho posko-
denia myokardu dochadza ku zhorseniu funkcie
mitochondrii. Pre sledovanie respiracnej aktivity
mitochondriisme sme vyuzili metédu vysoko-
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ucinnej oxygrafie s pouzitim vhodnej kombinacie
viacerych substratov. Vysledky Studie po 30-minu-
tovej ischémii a 40-minutovej reperfizii potvrdili
znizeny stav S3 mitochondrii, teda znizenu spot-
rebu kyslika pri oxidac¢nej fosforylacii, uré¢enu pri-
danim ADP a substratov pre komplex | (glutamat
a malat, ako aj malat a oktanoylkarnitin). Rovnako
aktivita komplexu V, zodpovedného za produkciu
energie vo forme ATP, bola po ischémii a reperfuzii
znizenda. Pozorovanu znizenu funkciu mitochon-
drii pripisujeme hlavne skodlivému ucinku reaktiv-
nych foriem kyslika. Mitochondrie su povazované
za jeden z permanentnych producentov reak-
tivnych foriem kyslika, kde dochadza k uniku elek-
trénov pri zaverec¢nej redukcii kyslika na vodu, ale
aj v elektrén-transportnom retazci mitochondrif
(Murphy, 2009). U postischemicko-reperfuznych
vzoriek srdcovych mitochondrii sme pozorovali
vyssi obsah oxidovanych izoforiem CoQ, nepria-
mo odzrkadlujucich vyssiu produkciu volnych kys-
likovych radikélov. KedZze volné kyslikové radikaly
vo zvysenej miere prispievaju k lipoperoxidacii
sledovali sme aj dalsi biofyzikdlny parameter -
fluiditu mitochondriovej membrany(Cano-Ra-
mirez a kol., 2012). Pre toto meranie sme vyuzili
fluoresce¢nu sondu difenylhexatrién. Je to hydro-
fébna molekula, ktord sa do 20 minut spontanne
inkorporuje do mitochondriovej membrany a jej
orientacia a pohyb v membrane suvisi s usporia-
danim fosfolipidovych molekul. Potom hodnoty
meranej fluorescen¢nej anizotropie poskytuju
informacie o rigidite lipidovej dvojvrstvy mito-
chondriovej membrany a je recipro¢nou hodno-
tou membranovej fluidity. Ischémia a reperfuzia
myokardu spésobila zvysenie fluorescencénej ani-
zotropie sondy DPH, vypovedajlicej o zniZenej
fluidite mitochondriovej membrany (Shinitzky
a kol, 1984). To podporuje skuto¢nost, Zze v dosled-
ku zvysenej tvorby volnych kyslikovych radikalov,
dochadza ku ich interakcii s membranou mito-
chondrii a ich membranovymi komplexami a pria-
mo ako aj nepriamo, prostrednictvom zniZenia
fluidity mitochondriovej membrany, dochadza ku
zmene Struktury a funkcie komponentov elektréon-
transportného retazca v mitochondriach, ¢o vy-
ustuje v zniZenie ich aktivity ako aj oxidac¢nej fosfo-
rylacie mitochondrii (Paradies a kol., 2009). Znizend
membranova fluidita mitochondrii, ako aj znizend
aktivita mitochondriovej ATP syntazy bola pozoro-
vana Fan a jeho kolektivom (Fan et al., 2005). Dalej
bola dokazana znizend aktivita mitochondriovej
Ca**-ATPazy, ako aj aktivita sarkolemalnej Na*/K*-

ATPazy. Zaznamenany pokles v respiraé¢nej funkcii
mitochondrii a odpojenie oxidac¢nej fosforylacie
kolektiv Hana a Chena pripusuje, ako pri¢inu zni-
zenej produkcie ATP (Han a Chen, 2002).

V poslednom dvadsatroci sa spolu s prehlbuju-
cimi znalostami patogenetickych mechanizmov
zodpovednych za vznik ischemicko-reperfuzneho
poskodenia opakovane objavuju snahy o protek-
tivne ovplyvnenie reperfundovaného myokar-
du s cieflom predist tomuto poskodeniu. Jednym
z WCinnych kardioprotektivnych intervencii zvysu-
jucich ischemicku toleranciu srdca sa ukézal byt is-
chemicky preconditioning (Murry a kol, 1986), ako
aj remote ischemicky preconditioning popisany
v roku 1993 kolektivom Przyklenkovej (Przyklenk
a kol,, 1993). Zmeny, ktoré su indukované krat-
kymi ischemickymi impulzami preconditioningu
spustaju mechanizmy endogénnej ochrany myo-
kardu. Aj napriek viacerym studidm poukazujucim
na kardioprotektivny ucinok preconditioningu
v pokusoch na zvieratach, sa ukazuje byt studium
na ludoch stédle potrebny. Pre efektivne klinické
vyuzitie tohto kardioprotektivneho fenoménu
sU nevyhnutné podrobné znalosti a sledovanie
bunkovych a molekuldrnych mechanizmov nielen
na urovni upregulacie kardioprotektivnych génov
(Guo et al. 1998, Bolli 2007).

Popisané boli viaceré pravdepodobné signalne
drahy, ktoré su zahrnuté v mechanizme ucinku
remote ischemického preconditioningu (Przyk-
lenk and Whittaker, 2011, Carnické a kol., 2013).
Avsak doteraz previazanost a mechanizmus jeho
protektivneho pdsobenia na myokard pocas is-
chémie a reperfuzie nie su zatial Uplne popisané
a pochopené. V sucasnosti absentuju najma in-
formacie o kardioprotekcii remote ischemického
preconditioningu na Urovni energetiky myokardu.
Na zdklade poznatkov Caoa o zapojeni vapnikom
aktivovanych K* kandlov do mechanizmu kardio-
protekcie predpokladame, Zze do zmien induko-
vanych remote ischemickym preconditioningom
sposobujucich zvysenu odolnost myokardu voci
ischémii mo6zu byt zahrnuté zmeny na Urovni dy-
chacich funkcii mitochondrii a ich membranovych
vlastnosti. Rovnako poznatky o senzitivite funkcie
myokardu na metabolické faktory zahffajuc pre-
dovsetkym intraceluldrne pH (Orchard a Kentish,
1990) napoveda o pravdepodobnom zapojeni bio-
energetiky mitochondrii do sledu reakcii induko-
vanych remote ischemickym preconditioningom.

V' predchdadzajucich $tudiach bola popisana
zhor$ena mitochondriova respiracia v priebehu
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reperfliznej fazy myokardu, hlavne cez komplex |
(Paradies a kol., 2004; Tompkins a kol., 2006), a jej
zlepsenie indukované vplyvom ischemického pre-
conditioningu (Lim a kol., 2002). Avsak v nasom
experimente sme obdobné zlepsenie mitochon-
driovej respiracnej aktivity vplyvom remote ische-
mického preconditioningu nepozorovali. Remote
ischemicky preconditioning nezlepsil funkciu elek-
trén-transportného retazca mitochondrii. Za pri-
tomnostirespiracnych substratov glutamat+malat,
¢i malat+oktanoylkarnitin (stav S2, bazalna respi-
racia), ako aj pri stimulacii respiracie pridanim ADP
(stav S3, ADP-stimulovana respiracia) sme nepo-
zorovali Statisticky vyznamné zmeny v spotrebe
kyslika mitochondrii izolovanych zo stdc ovplyv-
nenych remote ischemickym preconditioningom.
Meranie aktivity komplexu V v mitochondriovej
frakcii v obratenej reakcii v pritomnosti iénov Mg?*
a rozpojovaca 2,4-dinitrofenolu, odzrkadluje pro-
ces tvorby energie pre myokard. Zvysenie aktivity
tohto komplexu by pravdepodobne zabezpetilo
udrzanie spojenia oxidacie s fosforylaciou (tvorba
ATP), ktoré je pocas ischémie a hypoxie v myokar-
de zhorsené. U preconditioningovanych vzoriek
srdcovych mitochondrii nebolo preukdzané statis-
ticky vyznamné zlep3enie aktivity komplexu V, ATP
syntazy: skupina ovplyvnena remote ischemickym
preconditioningom po 40-minutovej reperfizii
vykazovala len 7,85%-tné zlepsenie ATP syntdzo-
vej aktivity oproti kontrolnej skupine.

Vsucasnej dobe sa dostava do popredia nazor, ze
reaktivne formy kyslika, generované elektrén-tran-
sportujucimi komplexami respira¢ného retazca
mitochondrii, mézu participovat na iniciacii proce-
su kardioprotekcie sprostredkovanej ischemickym
preconditioningom (Otani, 2004; Saini a kol., 2004,
Das a kol., 1999). Stanovenie obsahu oxidovanych
izoforiem koenzymu CoQ, v mitochondriach
ndm poskytlo informaciu o tvorbe a nepriamom
uc¢inku volnych radikalov na funkciu dychacieho
retazca mitochondrii. Zaujiimavym nalezom je, ze
remote ischemicky preconditioning sposobil $ta-
tisticky vyznamny nérast oxidovanych izoforiem
koenzymu CoQ,  pocas 15 mindtovej stabilizacie
v porovnani s kontrolnou skupinou. Tento nélez
rovnako nasvedcuje tvrdeniu, ze vzniknuté volné
radikaly v mitochondridch maju skor signalny ako
poskodzujuci charakter.

V poslednych 15 - 20 rokoch sa do popredia
dostava prave uloha membranovej fluidity v su-
vislosti so samotnym mebranovym systémom
myokardu. Rychlo stupajuci pocet studii potvrdil

regula¢nu dlohu membranovej fluidity pre fun-
kciu subceluldarnych membranovych systémov
myokardu vo fyziologickych aj patologickych pod-
mienkach (Ziegelhoffer-Mihalovicova a kol., 2003;
Ziegelhoffer a kol., 1997). Ukazalo sa, Ze zmenami
membranovej fluidity srdcovych mitochondrii sa
moze uplatnit regulacny vplyv na mobilitu systé-
mov, ktoré su viazané na membranu a tym kontro-
lovat ich funkciu (Ziegelhoffer a kol, 2012). Teériu
o signélnej ulohe volnych kyslikovych radikalov
potvrdzuju i vysledky membranovej fluidity. Ako
bolo uz prezentované pri obr. 11, u vietkych sku-
pin ischemicko-reperfuzneho testu ovplyvnenych
remote ischemickym preconditioningom sme za-
znamenali signifikantny (p<0,05) pokles anizotro-
pie (odpovedajuci nérastu membranovej fluidity).
Predpokladédme uzky suvis medzi pozorovanym
narastom fluidity mitochondriovych membran
s miernym narastom aktivity ATP syntazy, ktord
je viazand na membranu. Mitochondriovd ATP
syntaza je lokalizovana na vnutornej membrane
mitochondrii a prechadza cez lipidovu dvojvrst-
vu. Pre udrZanie dostato¢nej rotacie ATP syntazy
potrebnej pre jej pracu je nevyhnutna dostatoc¢-
na fluidita mitochondriovych membran. Z tohto
dovodu sa paralelne so stanovenim aktivity ATP
syntazy vyhodnocuje aj fluidita mitochondriovych
membran a obsah konjugovanych diénov v mi-
tochondriovej membréane. Oba parametre uréuju
stav mitochondriovych membran, fluidita odzr-
kadluje tekutost membrany, konjugované dié-
ny nepriamo urcuju stupen poskodenia lipidickej
dvojvsrtvy mitochondriovych membran (Shinitzky
a kol, 1984).

Je pravdepodobné, ze zvySend membranova
fluidita mitochondrii spolu so stimulaciou mito-
chondriovej ATP syntazy by mohli zlepsit ener-
getické poziadavky myokardu pocas ischemicko-
-reperfuzneho poskodenia. Narast membranovej
fluidity srdcovych mitochondrii u skupiny ovplyv-
nenej remote ischemickym preconditioningom
naznacil zvysenu odolnost myokardu voci isché-
mii a nasledne i zlep3ent obnovu myokardu po re-
perfuzii. Z nasich vysledkov preto usudzujeme, Ze
remote ischemicky preconditioning prostrednic-
tvom procesu udrzania zvySenej membranovej
fluidity mitochondrii Ciasto¢ne eliminuje ische-
micko-reperfuzne poskodenie. Tento proces zara-
dujeme medzi endogénne ochranné mechanizmy,
ktoré ucinnou remodeldciou mitochondriovych
membran vyvijaju dostatocny protektivny ucinok,
¢o v kone¢nom doésledku napomdha k udrzaniu
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myokardu voci energetickej deficiencii pocas pa-
tologickej zataze (Ferko a kol, 2015). Zaroven po-
zorovany pokles obsahu oxidovanych izoforiem
koenzymu CoQ,_, ako i pozitivny fluidizalny efekt
mitochondriovych membran potvrdzuji udrzatel-
nost systému bez masivneho rozvoja tvorby vol-
nych radikélov pocas patologickej zataze vplyvom
ucinku protektivnych mechanizmov remote ische-
mického preconditioningu.

V nasej $tudii sme pouzili protokol remote is-
chemického preconditioningu  vyuzivajuceho
na propagaciu svojho ucinku tri 5-mindtové is-
chemicko-reperfuzne cykly aplikované okluziou
descendentnej vetvy stehennej tepny na pravej
zadnej koncatine potkana. Vysledky doterajsich
klinickych studii ukazuju, ze optimalny protokol
pre indukovanie remote ischemického precondi-
tioningu nebol doteraz stanoveny (Vasdekis a kol.,
2013). Avsak protokol s tromi sériami 5-minuto-
vych ischemicko-reperfuznych cyklov sa v klinic-
kych studiach zda byt efektivny (Hoole a kol., 2009;
Xie akol.,2012; Ahmed akol.,2013; Slagsvold a kol.,
2014). Studia Ahmeda a jeho kolektivu ukazala, ze
s ohladom na elektrofyziologické, biochemické
a histologické zmeny, lokdlny ischemicky precon-
ditioning poskytuje uUc¢innejsii kardioprotektivny
efekt ako remote ischemicky preconditioning
(Ahmed a kol., 2012). Na zaklade tychto vysledkov
predpokladame, Ze pouzitie protokolu s vyssim
poctom ischemickych cyklov by mohlo vyznamne
ovplyvnit nase vysledky. Vy3si pocet ischemicko-
-reperfuznych cyklov méze reprezentovat silnejsi
protektivny stimul podobnému ako v pripade is-
chemického preconditioningu, ktory by sa mohol
prejavit aj na funkénych vlastnostiach srdcovych
mitochondrii.

ZAVER

Remote ischemicky preconditioning prostred-
nictvom mechanizmov endogénnej protekcie
myokardu indukuje rozsiahle zmeny vo funkénych
parametroch srdcovych mitochondrii s ohfadom
na biofyzikalny stav ich membran. Vysledky nasej
prace ukazali, Ze remote ischemicky preconditio-
ning sposobuje zvysenie fluidity mitochondriovej
membrany po vietkych fazach ischemicko-reper-
fuzneho testu a indukuje tvorbu volnych radika-
lov pocas stabilizacnej fazy. Kedze zvysenu tvor-
bu volnych kyslikovych radikdlov nesprevadzal

.....

radikalom pripisujeme prevazne signalny charak-

ter smerovany ku iniciacii kardioprotektivnych
endogénnych mechanizmov. Remote ischemicky
preconditioning neposkytol Statisticky vyznamné
zlepsenie respiracnej aktivity mitochondrii, ADP-
-stimulovanej respiracie, ako ani aktivity ATP
syntazy po ischemicko-reperfuznom poskode-
ni myokardu. Avsak predpokladame, Ze pouzitie
protokolu s vy3sim poctom ischemickych cyklov
predstavujucich silnejsi protektivny stimul podob-
ny ischemickému preconditioningu by mohlo 3ta-
tisticky vyznamne ovplyvnit doterajsie vysledky.
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