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Abstrakt

Sukcinat je jednim z meziprodukti Krebsova cyklu u kterého se v poslednich
letech ukazuje, Ze zasahuje i do mnoZstvi bunécnych déjii, z nichZ nékteré ovliviiuji
odolnost srdce k ischemicko-reperfuznimu poSkozeni. Cilem této prace bylo objasnit vliv
extraceluldrné podavaného sukcinatu vischemické toleranci srdce u laboratorniho
potkana. Odolnost srdce kakutni ischemii (velikost infarktu a vyskyt a zdvaZnost
ischemickych a reperfuznich arytmii) byla analyzovana za pouZiti metody izolovaného
perfundovaného srdce dle Langendorfa za konstantniho priitoku s akutnim podavanim
sukcinatu. Lokalni ischemie srdce byla navozena podvazem sestupné vétve levé
korondarni arterie.

Akutni podavani 1 mM sukcindtu pred 60minutovou ischemii nebo jen pied
reperfuzi mélo priznivy vliv na sniZeni rozsahu infarktu myokardu o 25-30 % oproti
kontrolni skupiné. Zaroven vSak zvysilo vyskyt i zavaznosti ischemickych a reperfuznich

arytmii.

Klicova slova: Sukcinat, srdce, potkan, infarkt myokardu, komorové arytmie

Abstract

Succinate is one of the intermediate in the Krebs cycle, which in recent years has
been shown to interfere with other cellular events, some of which may affect cardiac
ischemic tolerance. The aim of this project was to clarify its cardioprotective role in rat
hearts subjected to acute ischemia-reperfusion. The myocardial resistance to acute
ischemia (infarct size and incidence and severity of ischemic and reperfusion
arrhythmias) was analyzed using the Langendorff method of isolated perfused heart at a
constant flow with acute succinate administration. Local ischemia was induced by ligation
of left anterior descending coronary artery.

Acute administration of 1 mM succinate before 60 minutes of ischemia or before
reperfusion only had a beneficial effect on reducing the infarct size by 25-30 % compared
to the control group. At the same time, it had an adverse effect on the incidence and

severity of ischemic and reperfusion arrhythmias.

Key words: Succinate, heart, rat, heart-attack, ventricular arrhythmias
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Seznam pouzitych zkratek

ACoA
CAA
CaMKll
CAR
CAT
CDK
CoQl10
ETC
F1iFo-ATPaza
Glu-6-P
GPx
HIF
HSP
ICHS
I/R poskozeni
LAD arterie
LDH
mPTP
mtDNA
PKA
PDH
PFK-1
PHDs
PUFA
RAAS
ROS
SDH
SERCA
SOD
TTC
VLDL

Acetylkoenzym A

Cardiac Arrhythmias analysis
Ca%*/kalmodulin zavisla proteinkinaza II
Cardiac Arrhythmias Recorder

Katalaza

Chronické onemocnéni ledvin

Koenzym Q10

Elektronovy transportni retézec
Oxidativni fosforylaza

Glukdza-6-fosfat

Glutathion peroxidaza

Hypoxii indukovany faktor

Chaperon

Ischemicka choroba srdelni
Ischemicko-reperfuzni poskozeni
Sestupna vétev levé koronalni arterie
Laktatdehydrogendza

Mitochondridlni por pfechodné propustnosti
mitochondrialni DNA

Protein kindza A

Pyruvat dehydrogenaza
Fosfofruktokindza

Prolyl hydroxylazy

Polynenasycené mastné kyseliny
Renin-angiotenzin-aldosteronovy systém
Reaktivni formy kysliku
Sukcinatdehydrogenaza

Ca?*ATPaza sarkoplazmatického retikula
Superoxid dismutaza
2,3,5-triphenyltetrazolium chlorid

Lipoproteiny o velmi nizké hustoté



Uvod

Ischemicka choroba srdecni (ICHS) je véetné pridruzenych komorbidit necastéjsi
pri¢inou mortality a morbidity ve vyspélych zemich svéta. Vysokou prevalenci za¢inaji mit
i v rozvojovych zemich diky uspéSnému postupnému vymycovani nemoci jako je malarie
¢i AIDS. Jen na ICHS zemfe ro¢né pres 9 miliont lidi. Spolu s mrtvici dokonce pies
15 milion lidf a toto ¢islo kazdym rokem roste (WHO, 2020). Jednim z diivodi stale se
zvySujiciho poctu umrti je stdrnouci populace, protoZe se starim se zvysuje prevalence
kardiovaskuldrnich chorob a zhorsSuje se jejich priibéh i nasledné léCeni. Druhym
dlivodem je stale vice sedavy zptlisob Zivota. Ten je kviili Spatné Zivotospraveé spojované
s nadvahou, malou fyzickou aktivitou a pozivanim alkoholickych a tabakovych vyrobki
pricinou castéjstho vyskytu kardiovaskularnich onemocnénich i u mladych lidi.
Dal$im divodem je rovnéz zvySena prevalence chronického onemocnéni ledvin a diabetu
mellitus. Obé tyto onemocnéni zasadné prispivaji ke sniZené ischemické toleranci
myokardu (Widimsky et al., 2003).

Je proto logické, Ze je na oblast védy a vyzkumu v této oblasti kladen vysoky diiraz
s cilem najit nové terapeutické postupy zvySujici odolnost srdce kischemii. Jak na
prevenci, tak i na pozdéjsi dlisledky zptisobené vznikem ICHS.

Vyzkumy poslednich nékolika let ukazuji, Ze sukcinat neni jen meziproduktem
Krebsova cyklu, ale miiZze hrat velikou roli i v ischemické toleranci myokardu. O tom, zda
se jedna o ulohu protektivni nebo naopak negativni, zhorSujici ischemickou toleranci
srdce, neni zatim Uplné jasné.

Pravé potenciadlni protektivni roli sukcinatu se bude vénovat i tato diplomova

prace, ktera ma za ukol pokusit se tuto otazku bliZe objasnit.



Literarni prehled

Srdce a ischemicka choroba srdecni

Srdce je duty organ tvoreny svalovinou, jehoZ ikolem je udrZovat staly krevni obéh
a zasobovat tak vSechny tkané a organy kyslikem a Zivinami a odvadét metabolity. Zajistit
jeho funkci je energeticky velice narocné a jeho selhdni sebou nese fatalni disledky.
V klidu spotiebovava lidské srdce priblizné 12 % (9,7 ml/100 g/min) z celkové spotreby
kysliku organismu (Barret at al. 2016). Extrémni zatéZi i stresem se miiZe tato spotieba
az zpétinasobit (Duncker & Bache, 2008).

Pokud ma srdce zvySené metabolické naroky, nastava zvyseni srdec¢ni frekvence a
vasodilatace cév. JestliZe to zvySenou poptavku po kysliku a Zivindch nevyresi, dochazi
k rozvoji ICHS, jenzZ miiZe vést azZ ke vzniku infarktu myokardu. Za vétSinu pripadl vzniku
ICHS miiZe okluze koronalnich tepen, typicky kviili rozvoji korondalni aterosklerézy, kdy
jsou tepny zuzZené aterosklerotickymi platy a dojde k ruptute intimy a trombdéze v misté
platu. Platy vznikaji usazovanim cholesterolu, jinych tukovych ¢astic a vapniku pod
endotelem. To zptsobi nakupeni makrofagt, které se preménéni na v tzv. pénové burky.
Nahromadéné pénové bunky vytvori ,tukovy prouzek, ktery fibrilizuje (Necas et., 2003;
Widimsky et al., 2009). Uvadi se, Ze ICHS, je nejcastéjSi pri¢inou srde¢niho selhani.
Samotna ICHS anebo v kombinaci s hypertenzi (ta zvysi riziko aZ trojndsobné) je ve
vyspélych zemich nejcastéjsi pri¢innou umrti (Widimsky et al., 2003).

V nasledujicich kapitolach budou detailnéji probrany klicové metabolické drahy,

jeZ se mohou podilet na rozvoji srde¢niho poskozeni v diisledku ICHS.
Metabolismus srdce

Myokard spotifebovava na kontrakci velké mnozstvi energie kazdy den, po cely nas
zivot. Hlavnim mistem produkce ATP jsou mitochondrie, které u kardiomyocytt zabiraji
priblizné 30 % objemu buriky. Pro lepsi efektivitu jsou lokalizovany v blizkosti myofibril,
t-tubuld a sarkoplazmatického retikula. Zna¢né mnozstvi ATP je spotiebovano kromé
kontrakce také na funkci Ca2*ATPazy sarkoplasmatického retikula (SERCA) a
sodno-draselné pumpy udrzujici iontovou homeostazu kardiomyocytt (Barth et al., 1992;

Maack & O'Rourke, 2007).



Mitochondrie jsou membranové organely eukaryotnich bunék. Jsou obaleny
dvéma fosfolipidovymi membranami a maji vlastni genom s proteosyntetickym aparatem.
Jejich primarni funkce je poskytovat burice energii ve formé ATP. Dale se podileji na
biosyntéze aminokyselin, mastnych kyselin, vitaminovych Kkofaktori, Zelezo-sirnych
Klastri, rizeni bunécné smrti. Vnéjsi membrana obsahuje velké mnoZstvi porint, coZ ji ¢ini
propustnou pro ionty a molekuly mensi nez 5 kDA. Proteiny skrz né neprojdou a musi
pouzit specialni komplex pro transport bilkovin (tzv. TOM-TIM komplex). Dale obsahuje
enzymy, které jsou soucasti metabolismu fosfolipidi a mastnych kyselin. Vnitfni
membrana je zvinéna do krist, pro vytvoreni co nejvétsi plochy a je tvorena z velké casti
bilkovinami, pfedevSim komponenty elektronového transportniho retézce a prenaseci.
Mitochondrialni matrix je bohata na bilkoviny, zejména enzymy Krebsova cyklu. Nachazi
se zde vlastni DNA a proteosynteticky aparat. VétSina mitochondrialnich bilkovin je vSak
koédovana v jaderném DNA, syntetizovana v cytoplasmé a do mitochondrie je dopravena

az po postranslacnich upravach (Logan, 2006).
Tvorba energie za fyziologickych podminek

Hladina ATP v kardiomyocytech je relativné nizka (cca 5 pmol - g1 wet wt). Tato
nizka zasoba ATP je ale kompenzovana vysokou maximalni hydrolyzou ATP (v klidu cca
0,5 umol - g wet wt'l - s'1). Pri priblizné spotiebé 2 % ATP na stah je za klidu vSechno ATP
spotiebovano za jednu minutu. Jeho kompletni obnova vsak trva jen 10 vterin. Srdce je
tak v klidu na pouhych 15-25 % své maximalni tvorby, diky ¢emuZ ma prostor na razantni
zvySeni produkce za stresovych podminek a dosahnout vice nez 90 % své maximalni
oxidativni kapacity (Stanley et al.,, 2005; Ventura-Clapier et al., 2004).

Za normoxickych podminek je vice nez 95 % ATP tvoreno oxidativni fosforylaci
v mitochondriich (Sarkar et al., 2012; Ventura-Clapier et al., 2004). Z toho je 60-70 % ATP
spotfebovavano na kontrakci mikrofilament a zbylych 30-40 % je vyuZito na funkci
iontovych pump, primarné SERCA (Stanley et al., 2005).

Produkci ATP muZeme rozdélit na tri faze:

1) Preména substratu na acetylkoenzym A (ACoA)
2) Krebstav cyklus

3) Oxidace redukovanych koenzymi v elektronovém transportnim fetézci (ETC)
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Preména substratu

Lipidy, sacharidy a nékteré aminokyseliny jsou metabolizovany na ACoA. Z lipidt
se tvori volné mastné kyseliny, které jsou transportovany do mitochondrif a preménéné
na ACoA procesem [-oxidace. Sacharidy jsou rozStépené na glukézu. Glukdza je
glykolyzou preménéna na pyruvat a v mitochondriich na ACoA. Aminokyseliny jsou bud’

preménény na pyruvat, nebo primo na meziprodukty Krebsova cyklu (Czibik et al., 2014).

Beta-oxidace

Pies 90 % ACoA za normoxickych podminek pochazi v srdci z $-oxidace mastnych
kyselin, i kdyZ je pritomno dostatecné mnozstvi glukézy. Intenzita (3-oxidace je zavisla
hlavné na poméru volného CoA k vazanému ACoA (Jafri et al., 2001).

V plasmé se mastné kyseliny kviili své vysoké hydrofdbii nevyskytuji volné, ale jsou
navazané na jiné molekuly. V neesterifikované formé jsou vazané na albumin, kovalentné
vazané na triglycerid, tvori chylomikrony nebo lipoproteiny o velmi nizké hustoté (VLDL).
Jejich koncentrace je ovlivnéna denni dobou a pohybuje se mezi 0,2-0,8 mM. Za nékterych
stresovych podminek jako je hladovéni, diabetes mellitus, ¢i hypoxie, mtlize jejich hladina
stoupnout az na 1 mM. Do plasmy jsou uvolnovany z triglyceridt v adipocytech vlivem
hormon senzitivni lipazy, nebo z chylomikronti a VLDL pomoci lipoprotein lipazy vazané
na endotelialnich bunkach a kardiomyocytech (Stanley et al., 2005).

Do kardiomyocyti vstupuji mastné kyseliny pasivni difizi nebo pomoci prenasecu.
Po vstupu do buriiky je na mastné kyseliny navazan Acyl-CoA. Priblizné 10-30 % je dale
esterifikovano na triglycerid a slouZzi jako zasoba energie. Zbylych 70-90 % slouZi jako
substrat pro 3-oxidaci (Stanley et al., 2005).

Beta-oxidace probihd primarné v matrixu mitochondrii, caste¢né i
v peroxisomech. Jejimi primarnimi produkty jsou ACoA a redukované koenzymy NADH a
FADHz2. Pres vnéjsi membranu vstupuji mastné kyseliny s navazanym Acyl-CoA prostou
difuzi. Pres vnitfni membranu vstupuji prostfednictvim karnitin acetyltranslokazy
vymeénou za volny karnitin. BEhem [(-oxidace jsou opakované odStépovany 2 uhliky
s ACoA a tvori se NADH a FADH:. Cely proces se uskutecni ve 4 reakcich, se specifickymi
enzymy pro kazdy krok a podle délky MK. Pri posledni reakci je Acyl-CoA regenerovan
pro dalsi kolo a je uvolnén ACoA, ktery vstupuje do Krebsova cyklu. NADH a FADH:

vznikaji v predchozich reakcich a presouvaji se rovnou do ETC (Stanley et al.,, 2005).
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Glykolyza

PrestoZe ma glykolyza jen minoritni podil na totalni produkci energie, tak hraje
dtllezitou roli viontové homeostaze. Glykolytické enzymy se nachazi v blizkosti iontovych
kanalli a pump sarkolemy a sarkoplazmatického retikula, kde se staraji o syntézu ATP
ptimo v blizkosti mist iontového transportu (Jafri et al., 2001).

Substrat pro glykolyzu je uvoliiovan ze zasob glykogenu nebo vychytavan z krve.
Zasoby glykogenu jsou v srdci oproti kosternim svalim priblizné pétkrat nizsi. Jeho
piripadny nariist je zplisoben zvySenym pirenosem glukézy zplasmy a/nebo pri
hyperinzulinemii. Z glykogenu je glykogen fosforylazou uvolnovana glukéza-1-fosfat,
ktera je nasledné preménéna fosfoglukomutazou na glukézu-6-fosfat (Glu-6-P), jenz
vstupuje do glykolyzy. DalSim zdrojem glukézy je jeji vychytavani zplasmy.
Do kardiomyocyti vstupuje glukéza facilitovanou difuzi pres glukozovy transportér.
Transportéry jsou uskladnéné v intracelularnich vezikulach a do membrany jsou
zabudovany vlivem insulinu, zvySené srde¢ni prace nebo ischemie. Po vstupu do buriky je
gluk6za hexakinazou preménéna na Glu-6-P (Jafri et al., 2001; Stanley et al., 2005).

Jednim z klicovym regulacnich enzymi glykolyzy je fosfofruktokinaza (PFK-1),
ktera katalyzuje prvni ireverzibilni krok, ve kterém se za spotieby ATP vytvori
frukto-1,6-bisfosfat. Aktivuje ji zvySena hladina ADP a inhibovana je alostericky, zvySenou
hladinou ATP a volnymi mastnymi kyselinami. Skrze PFK-1 je v srdci fizena pripadna
zména mitochondridlniho oxidativniho metabolismu na glykolyzu. Nasleduje série reakci
(obr. 1) jejichZ vysledkem je tvorba 2 molekul pyruvatu, 2NADH a 2ATP. Vnikly pyruvat
miiZe byt dale metabolizovan na laktat, dekarboxylovan na AcoA nebo karboxylovan na
oxalacetat ¢i malat (Stanley et al.,, 2005). Mala ¢ast vzniklé Glu-6-P se glykolyzy neucastni,
ale je metabolizovana pentozofosfatovym cyklem na rib6zu-5-fosfat vyuzitou k tvorbé
nukleotidl (Jochmanova et al.,, 2016).

Laktat je z pyruvatu vytvoren enzymem laktatdehydrogenazou (LDH) a krevnim
reCiStétm je dopraven do jater, kde je znovu metabolizovan na glukézu. Zdravé,
neischemické srdce je schopné vSechen laktat oxidovat zpatky na pyruvat a zadny tak
neuvoliiovat do krve. Uvoliiovat ho zaCne pouze v pripadé, kdy se zna¢né zvysi glykolyza
a zhorsi oxidace pyruvatu, coZ je typicky zpusobeno ischemii. Na ACoA je pyruvat
metabolizovan enzymem pyruvat dehydrogenazou (PDH) jiZ v matrixu mitochondrii.
Posledni moZnosti pyruvatu je jeho pfeména rovnou na meziprodukty Krebsova cyklu

jako je oxalacetat ¢i malat (Stanley et al., 2005).
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Krebs(v cyklus

Krebsiiv cyklus je posledni ¢ast katabolismu sacharidi a mastnych Kkyselin
preménénych na ACoA a nékterych aminokyselin, které tvori rovnou meziprodukty cyklu
(anaplerotické reakce). Do Krebsova cyklu se ACoA zacleni za vzniku citratu. Citrat je
nasledné radou reakci postupné metabolizovan aZ na oxalacetat, ktery spojenim s novym
ACoA znovu vytvori citrat (obr. 1). Jednim z meziproduktt cyklu je i sukcinat, ktery bude
detailnéji probran na strané 23. Béhem cyklu jsou mimo jiné tvoreny NADH a FADH:>
putujici dale do ETC, kde jsou pouzity k syntéze ATP. Na citratovy cyklus jsou napojené
dalsi déje jako je glukoneogeneze, lipogeneze a transaminace a deaminace aminokyselin

(Jochmanova et al., 2016).
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B) Pentozofosfdtovy cyklus. C) Glutaminolyza. D) f-oxidace mastnych kyselin (Jochmanova et al.,, 2016)
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Oxidativni fosforylace

Energie vznikla katabolismem substratu v glykolyze a Krebsové cyklu se uklada do
redukovanych koenzymiit NADH a FADH2, které putuji do ETC. Ze ziskanych 2 moli NADH
se vytvori 3 moly ATP a 1 mol FADH2 da vzniknou 2 moliim ATP (King et al., 2006).

Proteiny ETC a oxidativni fosforylaza (FiFo-ATPaza) jsou lokalizovany na vnitfni
membrané mitochondrie. Diky umisténi mitochondrii v tésné blizkosti myofilament
preruSenych pouze Z-liniemi, je F1Fo-ATPaza co nejbliZe hlavnimu mistu spotreby ATP.

Samotny ETC se sklada ze 4 enzymatickych komplexd (obr. 2). V komplexu I
dochéazi k oxidaci NADH na NAD+* a presunu elektront na ubiquinon, ktery redukuji na
ubiquinol. Na komplexu II zase dochazi k oxidaci FADH2 na FAD a rovnéz k presunu
elektronti na ubiquinon. Z ubiquinolu jsou elektrony piesunuty na komplex I11, ktery je po
jednom presouva pres vnitfni membranu na cytochrom c, ze kterého pokracuji na
komplex IV (cytochrom oxidaza), kde za spotieby kysliku vznika voda. Energie uvolnéna
prenosem elektronti skrz jednotlivé komplexy je vyuzita k transportu vodikovych iontl
do mezimembranového prostoru. Vznikly protonovy gradient je vyuzit F1Fo-ATP4azou na
tvorbu ATP fosforylaci ADP. Funkce F1Fo-ATPazy je pfimo regulovana mnozstvim ADP,
respektive pomérem ADP ku ATP. Pokud je hladina ATP vysok3, je pumpa alostericky
inhibovana (Li et al., 2013; Turrens, 2003; Zhao et al., 2019).

Mormoxia pyruwate —1

AGP ATP
H.0
Matrix
Inter-membrane
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+ CHE + +
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compiax | compex I compigx I compbex IV ATP-synthaze

Obrdzek 2 - Elektronovy transportni retézec (Chouchani et al, 2014)
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Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou kyslikaté slouceniny obsahujici alespon jeden
neparovy elektron. U¢astni se enzymatickych reakci, signalizace, aktivace transkrip¢nich
faktorti a genové exprese. Hlavnim zdrojem ROS je ETC, predevsim komplexy [ a I1I. Pokud
nejsou ROS dostatecné rychle odbouravany antioxidanty dochazi kjejich hromadéni
v bunikach. Pri vysoké koncentraci maji naopak negativni efekt. PoSkozuji DNA, proteiny
a lipidy (Bayr, 2005;_Chouchani et al.,, 2014). Mitochondrie, jako hlavni misto tvorby ROS,
jsou jejich negativnimu vlivu i nejvice vystavené. Mitochondrialni DNA (mtDNA) se
nachazi primo v blizkosti nejvétsi tvorby ROS a nema na rozdil od jaderné DNA opravné
mechanismy a dostatek histonti, které by ji ochranili. PoSkozeni a mutace v mtDNA jsou
spojovany s tvorbou dalSich ROS a kardiovaskularnimi chorobami (Misra et al., 2009).
Pfed nadmérnym oxidacnim stresem se buriky chrani antioxida¢nimy systémy (obr. 3).

Mezi enzymy antioxida¢niho systému patiti superoxid dismutaza (SOD), glutathion
peroxidaza (GPx) a katalaza (CAT). Dalsimi antioxidanty jsou napiiklad koenzym Q10
(ubiquinon), bilirubin ¢i L-karnitin. Vyznamné antioxidanty jsou také vitaminy, zejména
vitamin E, B-karoten (provitamin A) a vitamin C (askorbat). Vitamin C funguje bud’ pfimo
jako antioxidant nebo také jako kofaktor pro vitamin E (Bugger & Pfeil, 2020; Dhalla et al.,
2000; Rizzo et al., 2010; Scortegagna et al., 2003).
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Obrdzek 3 — Schématické zndzornéni tvorby a neutralizace ROS (Bugger & Pfeil, 2020)
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Ischemicko-reperfuzni poSkozeni myokardu

Ischemie myokardu vznika kvili ¢astecnému ¢i tUplnému omezeni priitoku krve
srdcem. Kromé sniZzeného prisunu Zivin a kysliku je tak rovnéz omezené i odplavovani
metabolitl. Nejcastéjsi pricinou byva okluze koronarni tepny napriklad trombem. Dal$imi
pricinami miize byt arteritida, spasmy ¢i embolie (Adeyinka & Kondamudi, 2018;
WidimsKky et al., 2009).

Reperfuze je znovuobnoveni pritoku krve ischemickou tkani a tim nastoleni
normoxie. PfestoZe je v€asna reperfuze nezbytna pro preziti postizeného myokardu, dala
by se oznacit za ,,dvojse¢nou zbran®, protoZe je ¢asto spojena s jeSté dalsim poskozenim

myokardu, nez ktery zpusobila samotna ischemie.
Ischemie myokardu

Béhem ischemie klesa efektivita oxidativni fosforylace mastnych kyselin a aerobni
glykolyza, jenZ jsou za normoxie hlavnim zdrojem ATP. Zacina prevladat anaerobni
glykolyza, ktera neni schopna pokryt poptavku ATP a jeho hladina v myokardu se sniZuje.
Klesa i hladina kreatinfosfatu (Sanada et al., 2011). ZvySenou glykolyzou dochazi ke
snizeni intracelularniho pH kvili hromadéni laktatu vzniklého zredukce pyruvatu.
Nadmérna koncentrace H* sniZuje kontraktilitu interakci s troponinem C a zabranénim
tak vytvoreni Ca2+troponin C komplexu, coz mize prispivat ke tvorbé ischemickych
arytmii (Raedschelders et al., 2012). ZvySena aciddza navic inhibuje glykolyzu a oxidaci
zbytkli mastnych Kyselin v mitochondriich, ¢imz se jesté vic sniZuje uz tak znacné
omezena tvorba energie (Buja, 2005).

Kromé acidézy dochazi absenci ATP knaruSeni iontové rovnovahy selhanim
aktivniho transportu iontl pies bunééné membrany. Kvili nefunkcénosti sodno-draselné
pumpy a SERCA a soucasnému otevienim L-typu napétové tizenych Ca?* kandld se
zvySuje intracelularni koncentrace sodnych a vapenatych iontl a dochazi k efluxu ionti
draselnych. Ke zvySeni koncentrace Na* prispiva jeSté aktivovany pH regulacni systém
zahrnujici mimo jiné Na*-HCOs-transportér a Na*-H* vyménik. Vysoka hladina Na* a nizké
pH zptsobi sniZzenou tcinnost Na*-CaZ* vyméniku na plasmatické membrané a podporuje
hromadéni CaZ* (Turrer et al., 2010). Tyto zmény vedou kbobtnani mitochondrii,
sarkoplazmatického retikula a cytoplasmy. Poskozeni mitochondrialni membrany mitize

vést k uvolnéni zasob Ca?* a dalSimu zvySeni koncentrace v cytoplasmé. S postupujici
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ischemii dochdazi vlivem trvalého zvySeni plasmatického Ca?* k aktivaci fosfolipazy.
Produkty degradace fosfolipidii se spole¢né s v mitochondriich naakumulovanych
volnych mastnych Kkyselindch, acyl karnitinu a mastnych kyselinach s navazanym
Acyl-CoA zaclenuji do membran, narusuji jejich funkci a utvareji vnich trhliny
(Buja, 2005). SniZenim gradientu Na* a zvySenou koncentraci Ca2* béZi Na*-Ca2* vyménik
na mitochondridlni membriané opacnym smérem a zvySuje Kkoncentraci Ca?*

v mitochondriich. Pokud piekroci hladina Ca2* v mitochondriich urcitou hladinu, mtZe to

zplisobit otevieni mitochondridlniho péru prechodné propustnosti (mPTP) a zpiisobit
smrt bunlky. Jeho otevreni je vSak béhem ischemie inhibovano nizkym pH bunky
(Murphy & Steenbergen, 2008).

Béhem ischemie také vznikaji ROS a reaktivni formy dusiku v kardiomyocytech,
endotelu a aktivovanych leukocytech a hromadi se kviili omezeni antioxidacnich
mechanismi. Poskozuji DNA, membranové fosfolipidy a aktivuji proteazy, které poskozuji
cytoskelet (Buja, 2005; Rodrigo et al., 2013). Ve vysokych koncentraci mGzou zptsobit
nevratné poskozeni a smrt buriky. Déje probihajici v pribéhu ischemie jsou znazornéné

na obrazku 4.
Reperfuze myokardu

Po obnoveni priitoki se k buiitkdm dostane kyslik a Ziviny potrebné pro tvorbu ATP
a vyplavi se metabolity. Nahromadény laktat je oxidovdn na CO2z a H20 a tim se
extracelularni pH stabilizuje na fyziologické hodnoté jiZ do 2 minut od reperfuze.
Stabilizace extracelularniho pH vytvoii gradient pro H* ionty, které opoustéji buiku
vyménou za Na*. Masivni influx Na* miiZe zpiisobit reverzni chod Na*-CaZ* vyméniku na
plasmatické membrané, cozZ ma za nasledek jesté dalsi zvyseni intraceluldrniho vapniku
(Sanada et al.,, 2011), ktery miiZe vést k otevieni mPTP, jehoZ inhibice zplisobena nizkym
pH za ischemie jiZ v této fazi reperfuze pominula. To vede ke ztraté elektrochemického
potencidlu na vnitini mitochondridlni membrané, uvolnéni ROS do cytoplazmy a mizZe to
vést k zahajeni apoptoézy prostrednictvim kaspaz (Turer et al., 2010). Po otevieni mPTP
se jesté zvysi produkce ROS, kvili uniku cytochromu ¢ a NADPH z mitochondrii
(Andrienko et al., 2017). Inhibice mPTP béhem reperfuze ma tedy ptiznivy vliv na sniZeni
rozsahu infarktu myokardu vzniklého béhem reperfuze (Piot et al., 2008).

=7 an

koncentrace priliS vysoka. Behem reperfuze jejich tvorba akceleruje jiZ v prvni minuté
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kvili ptisunu nového substratu. ROS se $iti skrze gap junctions do okolniho myokardu,
poskozuji bunikky a mohou i oteviit mPTP (tzv. mechanismus ,ROS-induced ROS release”).
DalSim zdrojem ROS je enzym xantin reduktdza, ktery po obnoveni pritoku zacne
metabolizovat naakumulovany hypoxantin a xantin (vysledek degradace AMP) na
kyselinu mocovou za vzniku ROS (Boban et al., 2014; Turrer et al., 2010). Podavani
antioxidanti jako napriklad vitaminu E zptisobuje sniZeni oxidativniho stresu, kterému je
bunka vystavena, a sniZi velikost infarktu zptisobeného ischemicko-reperfuznim (I/R)
poskozenim (Dhalla et al., 2000). Stejné pozitivni ucinek na sniZeni produkce ROS ma i
infuze vitaminu C podavaného v dostatecné vysokych davkach, aby byla plasmaticka
koncentrace alespont 10 mmol/l (Rodrigo et al, 2013). Déje probihajici v pribéhu

reperfuze jsou znazornéné na obrazku 4.
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Obrdzek 4 - Schématické zndzornéni pochodii béhem ischemie a reperfuze
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Vliv reperfuzniho poskozeni na ¢innost srdce

Na velikosti finalniho infarktu myokardu se reperfuzni posSkozeni mtize podilet az
z 50 %. Poskozeni myokardu v pribéhu reperfuze se muze projevit ¢tyfmi rtznymi
formami srde¢ni dysfunkce (Yellon et al., 2007):

»Myocardial stunnig“ je doCasna srdec¢ni dysfunkce, projevujici se po reperfuzi
zhorSenou kontraktilni funkci, prestoze nedoslo k nevratnému poSkozeni myokardu.
Zasazena je systolicka i diastolicka funkce. Dysfunkce je zptisobena zvySenou koncentraci
Ca?*, snizenim citlivosti mikrofilament na Ca?* a poSkozenim sarkoplazmatického retikula
vedouci k rozptazeni excitace a kontrakce. Nezanedbatelny vliv ma také prudky vzestup
ROS béhem reperfuze, jenZ funguji jako silné vasokonstriktory sniZujici vazodilatacni
ucinky oxidu dusného na endotelové buriky a snizuji tak cirkulaci krve. Efekt vymizi
nejpozdéji do 48 hodin v zavislosti na délce ischemie (Guaricci et al., 2018).

Pod pojmem ,no-flow“ fenomén se oznacuje zhorSeny priitok krve v ischemii
postiZzené oblasti i pies dostate¢nou obnovu priichodnosti cév. Jeho rozsah je odvijen od
velikosti infarktu, doby trvani okluze a délce reperfuze. Se zvySujici se délkou reperfuze
se rapidné zvySuje poskozeni perfuze (Reffelmann & Kloner, 2006). Klinicky se projevuje
sniZenym vydejem levé komory a jeji remodelaci. Pri¢innou je edém, poskozeni endotelu
kapilar, ucpani kapilar neutrofily a trombem a zanét kviili nadprodukci ROS (Ito, 2006).
Tato dysfunkce pretrvava minimalné 4 tydny po reperfuzi, které jsou ovSem zasadni pro
uzdraveni tkané zasaZené ischemif (Reffelmann & Kloner, 2006).

Reperfuzni arytmie, zejména pak sifiové tachykardie a fibrilace jsou nejcastéjsi
pric¢iny nahlé smrti v reperfuzi. Arytmie mohou byt zptisobovany heterogennim vedenim
vzruchu, nekompletni reperfuzi, impulsy z ektopického loZiska a reentry. Hlavni pti¢inou
je aktivace Ca?*/kalmodulin zavislé proteinkinazy II (CaMKII), ktera fosforyluje napétove
vapniku. Reperfuzni ROS jeSté zvySuji oxidaci dcinnost CaMKII a tim prispivaji
k reperfuznim arytmiim (Said et al,, 2011; Zhao et al., 2010).

Letalni reperfuzni poSkozeni je termin uZivany pro smrt bunék, které na konci
ischemie jesté nebyly nereverzibilné poSkozeny (Ong et al.,, 2015). Akumulace ROS a Ca%*
arychla obnova intracelularniho pH do fyziologickych hodnot zptisobi otevireni mPTP, coz
zplsobi kolaps membranového potencialu na vnitini membrané mitochondrie a uvolnéni

cytochromu c a dalsich proapoptickych faktort do cytosolu (Argaud at al., 2005).
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Ischemicka tolerance srdce

Velikost poskozeni myokardu vzniklého v disledku I/R poskozeni neni zavislé
pouze na délce trvani ischemie a jeji intenzité, ale také na schopnosti srdce odolavat
nedostatku kysliku. Odolnost srdce na ischemii zavisi na mnoha riiznych faktorech jako

jsou vék, vaha, pohlavi a riznd onemocnéni.
Vék

Jednim z faktort sniZujici schopnost myokardu odolavat ischemii je vék. Odhaduje
se, Ze napriklad v USA se vice nez 80 % umrti zptisobenych onemocnénim koronarnich
tepen vyskytuje u pacientli starSich 65 let (Willems et al., 2005). ZmensSena schopnost
obnovit srde¢ni funkce po operaci srdce u starsich pacientl oproti pacientim mladsSim
naznacuje s vékem se zhorsujici citlivost myokardu na ischemii. Rozdily v toleranci jsou
prisuzovany ke zméndm v mitochondriich, ve kterych dochazi vinou mutaci mtDNA ke
zménam genové exprese proteini ETC a oxidativni fosforylace a tim sniZeni produkce
energie. Velikou citlivost na stafi prokazuje protein cytochrom c, ktery je kédovan
predevsim mtDNA. Jeho poSkozenti je spojovano s nékolika mitochondrialnimi nemocemi
a jeho mnozZstvi je vyrazné zmensené v kardiomyocytech u lidi nad 50 let. Vyskyt mutaci
mtDNA stejné jako jaderné DNA se zvySuje s vékem piredevsim ptlisobenim ROS (Mariani
et al.,, 2000). Citlivost na oxidativni stres se s vékem zvySuje kvili poklesu koenzymu Q10
(CoQ10). CoQ10 je integralni membranovy protein vyskytujici se predevsSim v srdci,
konkrétné hlavné v ETC, kde slouZi jako antioxidant. Podavani CoQ10 zvySuje tvorbu
energie mitochondriemi a sniZuje rozsah I/R poSkozeni (Rosenfeld et al., 2002).

Kromeé ve staii snizené efektivity produkce energie miiZe za sniZenou ischemickou
toleranci také porucha vapnikové homeostazy. S vékem se sniZuje genova exprese SERCA
a prodluzuje se trvani akéniho potenciali vedouci k delSimu otevieni napétoveé rizenych
vapenatych kanalli. Vychytavani Ca2+ zpét do sarkoplasmatického retikula se da zvysit
suplementaci w-3 polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA), kterych ve stari ubyva na
ukor kyseliny arachidonové. Pozitivni efekt je pravdépodobné zpiisobovan piisobenim

w-3 PUFA na iontové kanaly (Hano et al,, 1995).
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Pohlavi

U Zen pied menopauzou je nizsi riziko kardiovaskularnich onemocnéni oproti
muzim. Tento rozdil se po menopauze vytraci a mortalita z divodi ischemické choroby
srdecni je u obou pohlavi totoZna. Rovnéz se pohlavni rozdily nevyskytovaly pii pokusech
na mladych, jeSté pohlavné neaktivnich potkanech (Williems et al., 2005).

Estrogen ma priznivy vliv na zmenseni infarktu a zlepSeni kontraktilni funkce po
reperfuzi rlznymi signaliza¢nimi drahami. ZvySuje expresi chaperonti (HSP) a
B-adrenergnich receptorti, zvysSuje tvorbu NO, potencuje Sanci na otevieni CaZ*
aktivovanych draselnych kandali a sniZuje intracelularni hladinu Na+ a Ca2+ (Ogita et al.,
2002; Williems et al., 2005).

Za zminku také stoji rozdil v aktivité antioxidacnich enzymi CAT a GPx, ktera je
v mozcich potkanich samic vy$si nez u samctli a u obou pohlavi se jejich aktivita se staiim
sniZuje (Sobocanec et al.,, 2003). Pokud se stejny trend nachdazi i v srdci, mohl by mit také

vliv na rozdilnou ischemickou toleranci srdce v zavislosti na pohlavi.
Komorbidity

Na ischemickou toleranci srdce maji také vliv pridruZena onemocnéni, z nichZ za
nejvyznamnéjsi lze povaZovat vysoky krevni tlak neboli hypertenzi, chronické
onemocnéni ledvin (CDK) a diabetes mellitus.

Spolu s ICHS patii systémova hypertenze mezi nejvice rizikové faktory zptisobujici
chronické srdecni selhani (Widimsky et al., 2003). Hypertenze ma navic negativni vliv na
ischemickou toleranci srdce. Kviili nadmérnému afterloadu dochazi k hypertrofii levé
komory, kterd se projevuje zhorSenou systolickou funkci sniZujici praci srdce za
normalnich podminek. Rovnéz ma hypertenze negativni dopad na vaznost I/R poSkozeni
kviili zhorSenému energetickému metabolismu a iontové homeostaze, zejména vapniku.
Také se projevuje zhorSenou obnovou kontraktilni funkce a zvySenym vyskytem arytmit
(Mariani et al.,, 2000; Ravingerova et al.,, 2011). Kromé srdce poskozuje hypertenze i
mozek, oci, cévy a ledviny (Barri et al., 2008).

CKD miize byt zptisobeno jako nasledek systémové hypertenze nebo naopak mize
byt jeho pricina. Pacienti trpici CKD maji vétsSi prevalenci rozvoje ischemické choroby
srdec¢ni a imrtnost na ni. CKD se projevuje glomerulosklerézou, sniZzenou produkci oxidu

dusnatého, arytmiemi, uremii a méstnavym srde¢nim selhanim. Pravé zvysena uremie by
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mohla byt pticinou zhorsené ischemické tolerance u jedincti trpicich CKD (Dikow & Hardt,
2012; Kuczmarksi et al.,, 2014; Tonelli et al., 2016). Nahromadéna urea se v plasmé
disociuje na kyanat, ktery mize nevratné karbamylovat proteiny. To zptisobuje posSkozeni
endotelu spojeného se zhorSenou schopnosti dilatace a zvyseni tvorby aterosklerotickych
platd (Tonelli et al., 2016) a vyrazné zhorsSuje funkci mitochondrii v kardiomyocytech
(Taylor et al., 2015). JelikoZ jednou z funkci ledvin je produkce hormonu erytropoetinu,
byva CKD spojeno i s anemii kviili jeho sniZené produkci (0'Mara, 2008).

U lidi s vyskytem diabetem mellitus je vyrazné vyssi prevalence vyskytu srdecnich
onemocnéni, zejména ischemické choroby srdecni. Vyskytuje se u nich kardiomyopatie,
zvySeni I /R poskozeni, poskozeny metabolismus glukézu a sniZeni nebo az uplna inhibice
nékterych kardioprotektivnich signalnich drah. Na viné budou pravdépodobné zmény
ve sloZeni lipidovych membranach, které ovliviiuji transportni funkce, kontraktilni funkci
a elektrické jevy na membrané (Russell et al., 2017). Zaroven je diabetes mellitus jednou

z nejbéznéjsich pri¢in CKD a je spojovana s vyskytem hypertenze (Winocour, 2018).
Kardioprotektivni fenomény

Ischemickou toleranci miiZzeme ovliviiovat i na$im Zivotnim stylem. Cinnosti jako
sportovani nebo prerusovany ptlist maji priznivy vliv na ischemickou toleranci srdce. Jiné
¢innosti nam mohou zase naopak ischemickou toleranci sniZovat.

Cilené vystavovani se chronické hypoxii napriklad pobytem ve vysokych
nadmorskych vyskach je jednim ze zptsobd, jak si doCasné zlepsit ischemickou toleranci
srdce (Kolar & Ostadal, 2004). U zvirat adaptovanych na chronickou hypoxii dochazi
k mensimu infarktu myokardu, sniZeni ischemickych arytmii a zlepSeni kontraktilnich
funkci po ukonceni ischemie (OStadal & Kolat, 2007). Dalsim zplisobem je pravidelné
cviceni. Prospésnost kratkodobého cviceni ukazali ve své praci Demirel et al (2001), ktefi
nechali potkany denné béhat hodinu na béZzeckém pasu pii 60-70 % VO2 max po dobu
3 nebo 5 dni. Skupiny podrobené cviceni vykazovaly zlepSenou ischemickou toleranci
srdce oproti kontrolam. DoSlo u nich ke zvySeni aktivity mitochondrialni SOD a zvySeni
mnozstvi glutatahionu a HSP72, coz vede ke zlepseni antioxida¢nich mechanismi. Také
doslo ke zlepSeni kontraktility ischemii nezasazené oblasti srdce. DalSimi moZnymi
mechanismy zptsobujici zlepSeni jsou zlepSeny energeticky metabolismus a zlepSena

vapnikova homeostaza.
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PireruSovany plst je trendem poslednich let. Jedna se o typ diety s kalorickou
restrikci s tim, Ze vSechny Kkalorie se musi pfrijmout pouze v urcité denni dobé. Lidé
praktikujici tuto dietu prokazuji sniZzeny krevni tlak a zlepSenou regulaci krevni glukézy.
U potkant ridicich se touto dietou dosSlo po mozkové mrtvici k mensi dmrtnosti neuront
a zlepSenému neurologickému zotaveni (Vemuganti & Arumugam, 2020). V srdci
vyvolava hladovéni zvySenou aktivitu proteinu siturin 1, ktery podnécuje autofagii.
Aktivovani autofagie vsrdci béhem ischemie vede ke sniZeni rozsahu infarktu
(Sala-Mercado et al., 2010; Yamamoto & Sadoshima, 2011).

Naopak nadmérné piejidani vedouciho k obezité je jednim z faktori, kterym si
miiZzeme ischemickou toleranci srdce snizit. V pokusech provadénych skupinou Clark et
al. (2011) na potkanech, vedla obezita k dyslipidémii, zvySené hladiné inzulinu a glukézy
a inzulinové toleranci. Tyto faktory zptisobily vétsi rozsah infarktu po in vivo vyvolané
ischemii. I zde hralo roli pohlavi, ponévadZ samice béhem vysokokalorické diety
nenabraly takovou vahu a vSechny jejich hodnoty vCetné rozsahu infarktu byly oproti
samclm lepsi. Dal$im negativnim faktorem je koureni, které zvySuje Sanci na onemocnéni
ledvin (Tonelli et al., 2016) a tvorbu aterosklerotického platu (Widimsky et al., 2003).

Ischemickou toleranci srdce také milizeme ovliviiovat podavanim riznych latek
zasahujicich do déji béhem I/R. Podavani enzymu Nampt inhibuje apoptézu a podporuje
autofagii (Hsu et al., 2009), cyklosporin zase inhibuje otevieni mPTP (Ong et al., 2015),
rotenon snizuje produkci ROS béhem reperfuze inhibici komplexu I ETC (Lesnefsky et al.,
2004) a podavani nitroglycerinu zmensuje vyskyt reperfuznich i ischemickych arytmif
(Yui et al,, 2011). Také suplementace antioxidantt jako CoQ10 (Rosenfeld et al., 2002),
vitamin E (Coombes et al., 2000) nebo vitamin C (Spoelstra-de Man et al., 2018) zlepSuje
odolnost srdce viici oxidativnimu stresu a snizuje velikost I/R poskozeni.

V poslednich nékolika letech se ukazuje, Ze i sukcinat by mohl mit vliv na zlepSeni
ischemické tolerance srdce, proto se zacina vénovat zvySend pozornost jeho ucinkiim

nejenom v ramci Krebsova cyklu.
Sukcinat

Sukcinat je anion kyseliny jantarové, bézné se vyskytujici v prirodé ve vSech
zivociSnych a rostlinnych tkanich, raSeliné anebo napriklad uhli. Je jednim
z meziproduktd v Krebsové cyklu, ve kterém je tvoren ze sukcinyl-CoA a ndasledné je

preménén na fumarat, ktery v cyklu pokracuje dal (Saxena et al., 2017).
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V matrixu mitochondrii je cinnosti sukcinyl-CoA syntetdzy ze sukcinylu-CoA
odstranéna CoA-SH skupina a vznika tim sukcinat. Ten se piesouva k vnitini membrané
mitochondrii, kde je ukotven enzym sukcinatdehydrogenaza (SDH). SDH je jediny enzym
Krebsova cyklu volné se nenachazejici v matrixu mitochondrii, ale je ukotven na vnitini
membrané jako soucdst ETC (komplex II). Sukcinat tak slouZi i jako primy donor
elektronti do ETC. SDH se sklada ze 4 podjednotek. SDHC a SDHD jsou hydrofobni a slouzi
k ukotveni v membrané. Mezi nimi je uloZena molekula hemu B. SDHA a SDHB jsou
hydrofilni a maji enzymatickou aktivitu. SDHA je flavoprotein a obsahuje vazebné misto
pro sukcinat a hlavni vazebné misto pro ubichinon. SDHB je protein obsahujici Fe-S
klastry a spojuje SDHA s kotvou. Sukcinat se vaze na SDHA, dochazi k jeho oxidaci na
fumarat a uvolnéni. SoucCasné je FAD redukovan na FADH:2. Elektrony z FADH:2 jsou
nasledné presouvany mezi Fe-S klastry v podjednotce SDHB aZ na ubichinon, coZ ho
redukuje na ubichinol (Sun et al., 2005; Tretter et al., 2016; Zhao et al., 2019).

Koncentrace sukcinatu v mitochondriich je za normoxie priblizné 0,5 mM. Vlivem
ischemie muzZe tato koncentrace vystoupat aZ na 6 mM (Prag et al,, 2021; Tretter et al,,
2016) a nasledné miize dojit kjeho efluxu do cytosolu. Pfes vnitfni mitochondridlni
membranu je prenesen pomoci sukcinat-fumarat/malatového transportéru. Pies vnéjsi

pak jiZ prostupuje volné pomoci porini (Selak et al., 2005).

Plsobeni sukcinatu mimo mitochondrie

V cytosolu muze sukcinat zasahovat do rznych procesti (obr. 5). Neptimo zptisobi
zvySeni hladiny hypoxii indukovaného faktoru (HIF) inhibici degrada¢nich enzym HIF,
prolylhydroxylaz (Selak et al., 2005). Zvyseni sukcinatu vede ke zvySeni sukcinyl-CoA,
ktery v cytosolu a jaddfe mize sukcinylovat proteiny a tim modifikovat jejich vlastnosti.
Sukcinat se vaze aminovou vazbou nejcastéji k lysinovym zbytkiim. V zavislosti na pH
cytosolu se mliZe vazat i na histidinové a argininové zbytky (Tretter et al., 2016). Inhibici
demethyldz podporuje methylaci DNA a histonti, coZ miize mit nejriiznéj$i dopad na
zménu genové exprese (Murphy el al,, 2018; Xiao et al,, 2012).

Béhem reperfuze se priblizné 50 % ischemii naakumulovaného sukcinatu vrati do
mitochondrii, kde je oxidovan. Zbytek je transportovan pires cytoplasmatickou membranu
do krevniho reciSté symportem s H* pres monokarboxylovy transportér 1. Hnacf silou je

rozdil pH mezi cytosolem a krevnim recistém (Prag et al., 2021; Reddy et al., 2020).
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PUsobeni sukcindtu v krevnim recisti

Fyziologicka hladina sukcinatu v krevnim recisti je u ¢lovéka 2-20 pM a fyzickou
zatézi mlze vystoupat aZ téméi na 100 pM (Grimolizzi & Arranz, 2018). Rovnéz se jeho
koncentrace zveda pri hypertenzi, diabetu mellitus (Sadagoban et al,, 2007) a pri I/R
poskozenti, kdy jeho hladina primo koreluje s vaZnosti poSkozeni (Kohlhauer et al., 2018).

Receptorem pro extracelularni sukcinat je receptor vazany s G-proteinem, GPR91.
Podle tkané interaguje GPR91 s Gi nebo Gq proteinem a predpokldda se, ze muze
interagovat i s Gs proteinem, takzZe odpovéd' vyvolana jeho aktivaci je velmi variabilni.
GPRI1 je exprimovan v ledvinach, jatrech, srdci, adipocytech, retiné a rliznych krevnich
bunkach (de Castro et al., 2016; Grimolizzi et al., 2018). Koncentrace, pri které vyvola
aktivace GPR91 polovinu maximalni odpovédi je 30-70 uM. To ukazuje, Ze staci pouze
mirné zvysSeni hladiny krevniho sukcinatu k aktivaci GPR91 (Sadagopan et al., 2007).

Jatra jsou cilem mnoha ristovych hormont, které se vazi primo na hepatocyty,
nebo dalsi bunky jako jsou napriklad stelarni bunky. Vlivem oxidativniho stresu se
v hepatocytech tvori sukcinat, opousti je a aktivuje stelarni buniky vazbou na GPR91, které
zaCinaji tvorit a-aktin 2, kolagen I a TGF-f. Vretiné je GPR91 exprimovan predevSim
v gangliovych bunikkach a vazba na receptor zpusti neovaskularizaci. V cévach zase zpusti
proliferaci endotelovych bunék. V ledvinach vede signalizace pres GPR91 k aktivaci bunék
macula densa, které stimuluji bunky juxtaglomeluralniho aparatu k sekreci reninu. Renin
pres renin-angiotenzin-aldosteronovy systém (RAAS) zptisobi zvySeni krevniho tlaku
vasokonstrikci perifernich cév (de Castro et al., 2016). Béhem fyzické zatéZe je sukcinat
ze svall uvolnovan do mezibunécného prostoru, kde interaguje s GPR91 receptory na
kosternich svalech a indukuje jejich remodelaci, zlepsuje citlivost na inzulin a ptispiva
k regulaci inervace svalu (Reedy et al., 2020).

V srdecni svaloviné hraje signalizace sukcinatem dtleZitou roli v regulaci tloustky
komor a regulaci krevniho tlaku. Dlouhodobé vystaveni sukcindtu muze vést k srdec¢ni
hypertrofii. K té dochdazi i pti paralelni inhibici RAAS. Jedna se o pfimou aktivaci GPR91
v srdci, a ne diisledek zvySeného krevniho tlaku zplisobeného aktivaci GPR91 v ledvinach.
Aktivace GPR91 se zda byt dokonce esenciadlni spoustéc hypertrofie, protoZe u GPR91-KO
potkanti, kterym byl sukcinat podavan nedoslo k rozvoji hypertrofii a v jejich krvi nebyly
ani pritomny markery prokazujici hypertrofii, které byly naopak u kontrol ve

dvounasobné koncentraci (Aguiar et. al., 2014).
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Obrdzek 5 - Schematické zndzornéni signdlnich kaskdd zahrnujici sukcindt (Grimolizzi & Arranz, 2018)

26



Hypoxii indukovany faktor

HIF je klicovy transkrip¢ni faktor v bunééné odpovédi na hypoxii. Pfimou regulaci
exprese stovek genti zplisobuje zmény v metabolismu glukézy, signalizaci, vasodilataci a
remodelaci cév, migraci bunék a erytropoézu (Wang et al., 1995). Jeho prima souvislost s
hladinou intracelularniho kysliku je dana podjednotkou HIFa, ktera je za normoxie
degradovana. Podjednotka HIFf3 je na kysliku zcela nezavisla (De Jesus et al., 2018)

Hlavnimi regulatory intracelularni koncentrace HIF za normoxie jsou enzymy
PHDs, patrici do skupiny dioxygenaz, které hydroxyluji prolinové zbytky na HIFa (Bugg,
2003). Ke své funkci potrebuji a-ketoglutarat, dvojmocné Zelezo a predevsim kyslik
(Kanelakis et al, 2009). Cinnost PHDs je kromé absenci substratu inhibovana ROS a
sukcinatem (Yang et al., 2014) Po hydroxylaci prolinovych zbytkli na protein nasedne
von Hippel-Lindau tumor suppresor a oznaci podjednotku k degradaci 26S proteozomalni
cestou (King et al.,, 2006; Leung & Ohh, 2002). Za hypoxie nemtZe kviili absenci kysliku
dojit k hydroxylaci prolinovych zbytk(. HIFa se presouva do jadra a dimerizuje s HIFf3
(Jain et al., 2016). Zde mize byt regulovan dalsi dioxygenazou, faktorem inhibujicim HIF,
ktery je vSak rovnéz za hypoxie nefunk¢ni (Zhang et al.,, 2010).

Po nasednuti stabilizovaného HIF na DNA se spusti transkripce az 1000 rtiznych
cilovych genti zasahujicich do nejraznéjsich bunécnych pochodt. U nékterych gent HIF
pfimo reguluje jejich genovou expresi, jiné reguluje nepfimo prostrednictvim dalSich
transkripcnich faktord (Semenza, 2014).
oxida¢niho stresu a zmény v metabolismu glukézy. Nadprodukci ROS v mitochondriich
miiZe sniZit Upravami v ETC, omezenim pristupu pyruvatu do mitochondrif a transkripci
antioxida¢nich enzymt SOD, GPx a CAT (Li et al., 2013; Scortegagna et al., 2003). Expresi
glukozovych transportérii 1 a 3 podporuje anaerobni glykolyzu zvySenym prisunem
glukdzy do cytosolu (Chen et al,, 2001). Na organové urovni zase HIF podporuje adaptaci
na hypoxii predevSim erytropoézou a neovaskularizaci. Erytropoézu podporuje jednak
expresi erythropoetinu a jeho receptoru a jednak i transkripci dalsich genti regulujicich
absorpci, transport a utilizaci Zeleza (Prabhakar & Semenza, 2012). Proces
neovaskularizace v hypoxickych tkanich je po stabilizaci HIF zahajen transkripci
vaskularnich endotelidlnich ristovych faktori a angiopoetint, které stimuluji

endotelialni buniky (Novotny & Zikan, 2010).
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Cile prace

1) Zjistit, jak ovlivni akutni podani sukcinatu pred ischemii a v priibéhu reperfuze
ischemickou toleranci srdce
a. Rozsah infarktu myokardu
b. Vyskytischemickych a reperfuznich arytmii
2) Zjistit, jak ovlivni akutni podani sukcinatu pouze v pribéhu reperfuze akutni
ischemickou toleranci srdce
a. Rozsah infarktu myokardu

b. Vyskyt reperfuznich arytmii
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Metodika

Vsechny pokusy jsem provadél na Fyziologickém ustavu (FgU) Akademie véd
Ceské republiky (AVCR) na oddéleni Vyvojové kardiologie pod vedenim 3kolitele a
v souladu se schvalenym projektem pokusti (75/2016).

Experimentalni zvirata

K pokustim se vyuzivali dospéli samci potkanti z kmene Wistar pochazejici z chovu
FgU. Po pievozu z hlavniho zvétince byla zvifata ponechana alespoii dva dny v klidu
v priru¢nim zvérinci, aby pfipadny stres z pfevozu neovlivnil planované experimenty.
Zvirata byla chovana po 2-3 jedincich v plastovych boxech s podestylkou z pilin.
V mistnosti byla udrZovana konstantni teplota na 21-23 °C a 12hodinovy rezim
svétlo/tma. K vodé i potravé ve formé granuli méli pristup ad libidum. V den pokusu

potkani vazili primérné 349 + 8 g a byli staii 3-4 mésice.
Material a chemikalie

Ischemicka tolerance srdce byla testovdna na modelu izolovaného
perfundovaného srdce podle Langendorffa za konstantniho priitoku, kdy byl pouzit
Krebs-Henseleitliv roztok jako Zivné médium. Roztok byl pripravovan novy vzdy v den
pokusu. Na jeho pripravu je potreba destilovana voda, chlorid sodny (NaCl), chlorid
draselny (KCl), dihydrat chloridu vapenatého (CaClz:2H20), heptahydrat siranu
hote¢natého (MgS04-7H20), hydrogenuhlic¢itan sodny (NaHCOs3), dihydrogenfosfore¢nan

draselny (KH2PO4) a bezvoda gluk6za v mnozZstvi uvedeném v tabulce ¢. 1.

Chemikalie [mM] [g/5]]
NaCl 118,0 34,50
KClI 4,7 1,75
CaClz:2H20 2,5 1,84
MgS04-7H20 1,2 1,48
NaHCOs 25,0 10,50
KH2PO4 1,2 0,82
Glukoza 7,0 6,30

Tabulka ¢ 1 - Chemikdlie a jejich mnoZstvi potiebné na pripravu Krebs-Henseleitova roztoku pouZitého na
2-3 pokusy, podle hmotnosti zvirat a délky experimentdIniho protokolu
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Aparatura pro model izolovaného perfundovaného srdce s necirkulujicim
roztokem je sloZena ze zasobnich nadob, infuzniho setu s filtrem, spirdlovym chladicem,

bubble trapu, kovové kanyly a ochranné komtrky s odtokem (obr. 6).

1- Zasobni nadoba Krebs-Henseleitova roztoku se saturaénim zafizenim.
2 - Filtr infuzniho setu.

3 - Bubble trap.

4 - Aortalni kanyla.

5 - Nédoba pro odvod perfuzatu a ochranny kryt perfundovaného srdce.

Obrdzek 6 - Aparatura pro model izolovaného perfundovaného srdce podle Langendorfa (Skutovd, 2018)
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Celda aparatura byla vZdy na zacatku dne i po pokusech diikladné promyta
destilovanou vodou a vycisténa. Filtr infuzniho setu, nutny pro finalni oc¢iSténi perfuzniho
roztoku, se ménil kazdy den. Jednotlivé hadi¢ky, kterymi roztok protékal, se ménily dle
vyskytu lokalniho znecisténi, které bylo pravidelné kontrolovano na pocatku dne. Dle
potieby se davalo také laboratorni sklo na 48 hodin do kyseliny chromsirové
k diikladnému ocisténi.

Zasobni banky, chladic, bubble trap i ochranna komitirka s odtokem byly vyhtivany,
aby mél proudici Zivny roztok stalou teplotu 37 °C. Roztok v zasobnich bankach byl po
celou proceduru probublavan karbogenem (95 % 02, 5 % CO2).

Konstantni pratok roztoku aparaturou byl zajistén peristaltickou pumpou, jejiz
rychlost se nastavovala individualné pro kazdé zvire v zavislosti na vaze srdce. Vychazelo
se z predpokladu, Ze by mélo srdce o hmotnosti 1 gram byt perfundovano cca 10 ml Krebs-
Henselitova roztoku za minutu. Vaha srdce se odhadovala podle hmotnosti zvirete, z dat
ziskanych FgU AVCR v letech 2012-2017 (obr. 7). Pokud méli potkani vy$si hmotnost, nez
byla v tabulce, tak byla rychlost priitoku dopocitana a rozdil v rychlostech byl nasledné

odecten od rychlosti vychazejici pro nejvyssi hmotnost.

m m srdce m m srdce m m srdce
potkana potkana potkana
250 642,2 284 7334 318 8251
251 644,9 285 736,1 319 827,8
252 647,5 286 7388 320 8306
253 650,2 287 741,5 321 8333
254 652,9 288 744,2 322 836
255 655,6 289 746,9 323 838,7
256 658,2 290 749,6 324 8414
257 660,9 291 752,3 325 8441
258 663,6 292 755 326 846,8
258 666,3 293 757,7 327 8495
260 669 294 760,4 328 852,2
261 671,6 295 763,1 329 8549
262 674,3 296 765,7 330 857.6
263 677 297 768,4 331 860,3
264 679,7 298 771,1 332 863
265 6824 299 773,8 333 865,7
266 685,1 300 776,5 334 868,4
267 687,7 301 779,2 335 871,2
268 690,4 302 7819 336 8739
268 693,1 303 784,6 337 876.,6
270 695,8 304 7873 338 879,3
271 698,5 305 750 339 882
272 701,2 306 792,7 340 8847
273 703,9 307 795,4 341 8874
274 706,5 308 798,1 342 890,1
275 709,2 309 800,82 343 892,8
276 7119 310 803,5 344 895,6
277 714,6 311 806,2 345 898,3
278 717,3 312 B808,9 346 Q01
279 720 313 211,6 347 S03,7
280 722,7 314 814,3 348 906,4
281 725,4 315 817 349 909,1
282 728 316 819,7
283 730,7 317 8224

Obrdzek 7 - Pravdépodobnd hmotnost srdce odvozena z hmotnosti zvifete u kmene Wistar na zdkladé kiivky
linedrni regrese, y = 0,884x + 593,3; m = hmotnost
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Koronalni tlak byl méfen a zaznamendvan po celou dobu pokusu v boc¢nim
raménku aparatury umisténym tésné nad aortdlni kanylou snimacem pripojenym na
zesilovac. Pro méreni srdecni frekvence a EKG byly pouzZity dvé elektrody umisténé na
apex komor a ous$ko pravé siné. Zaznam byl nahravan programem Cardiac Arrhythmias
Recorder (CAR) a hodnocen programem Cardiac Arrhythmias Analysis (CAA). Oba

programy byly vytvoreny pfimo na oddéleni Vyvojové kardiologie.
Pribéh pokusu

Pokusy byly provadény v dopolednich aZ brzkych odpolednich hodinach. Za jeden
den byly obvykle provedeny dva experimenty, vyjimecné i tieti. Pokud byly za den
provadény pokusy tfi, tak bylo potieba pied poslednim znovu vymeénit filtr infuzniho setu,

protoZe jiz byval zanesen a mohl tak zpomalovat pritok roztoku srdcem.
Priprava roztoku

Jednotlivé chemikalie byly podle tabulky ¢. 1 navaZeny a za stalého michani
pridavany do 5] nadoby s destilovanou vodou, kterd byla na ohtevu. Z praktického
hlediska se chemikalie rozmichavaly zprvu pouze ve 2 litrech destilované vody a zbytek
byl dolit po pridani a rozmichani posledni chemikalie. Kvili riziku vysrazeni a tim
znehodnoceni roztoku se CaCl2.2H20 pripravil zvlast v 11 odmérném valci a byl doplnén
do findlniho média aZ jako posledni. Nasledné byl roztok saturovan alespoii 20 minut
karbogenem. Po dostate¢né dlouhé saturaci a dosazeni teploty roztoku 37 °C (méfreno
rtutovym teplomérem) byl plastovou pipetou pridavan po kapkach koncentrovany roztok
kyseliny chlorovodikové nebo hydroxidu draselného, aby se ustalilo pH roztoku na 7,40.
PoZzadované pH se mérilo elektrickym pH metrem, jenZ byl pred kazdym métfenim nové
kalibrovan tristupniovou kalibraci. Poté byl roztok prefiltrovan za pomoci vakuové pumpy
s filtracnim nastavcem (filtracni membrana méla velikost péri 1,2 pm), aby se zbavil
prachu a dalSich moznych necistot. Roztok se sukcinatem se pripravil tak, Ze se po
prefiltrovani ¢ast roztoku odlila a rozpustil se v ném sukcinat sodny (0,27 g/1), aby vznikl
1 mM roztok. Kviili velmi dobré rozpustnosti sukcinatu stacilo prosté rozmichani

v odmérném valci. Finalni roztoky se prelily do zasobnich valcti aparatury.
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Pribéh experimentu

Potkani byli uspani intraperitonealni (i. p.) aplikaci pentobarbitalu sodného (150
mg/kg vahy). Hloubka anestezie se testovala Stipnutim do konce ocasu a rohovkovym
reflexem. Nasledné byl proveden pri¢ny ez dutinou btisni tésné pod hrudnim koSem.
Nasledovalo odstranéni branice a prestrizeni Zeber po obou stranach hrudniho koSe a
jeho odklopeni. Srdce bylo i s aortou vystriZzeno a co nejrychleji napojeno pres aortu na
kovovou kanylu sjiZ tekoucim perfuznim roztokem a provizorné uchycené svorkou.
Uchyceni svorkou bylo co nejdrive nahrazeno hedvabnou niti, ktera zamezila protékani
roztoku okolo aortalni kanyly. UstfiZena aorta musela dosahovat dostatecné délky, aby
mohla byt kovova kanyla v takové vysce, kdy se roztok mtize dostat do koronarnich tepen,
tj. tésné nad bazi srdce. Mezi otevienim hrudniho koSe a utaZeni hedvabné nité byla
prodleva, ve které se srdce nachazelo kompletné mimo obéh, maximalné do 90 vtefin.
Tepajici perfundované srdce se ocistilo od prebytecné extrakardialni tkdné a chirurgickou
jehlou se Sicim vlaknem se pripravil podvaz okolo sestupné vétve levé koronalni (LAD)
arterie (obr. 8). Pfesna poloha arterie byla odhadovana podle srdec¢ni vény, jenz je na
obnaZeném srdci jasné vidét a prochazi tésné vedle LAD arterie. Do pravého ouska a

apexu komor se pripevnily elektrody pro registraci EKG a srde¢ni frekvence.

Left coronary
artery

Circumflex

artery

Left (obtuse)
Right marginal
coronary artery
artery Left anterior

descending
Right artery
(acute)
marginal

artery

Diagonal
arteries

Obrdzek 8 - Cévni zdsobeni srdce, Sipkou je zndzornéné idedIni misto podvazu omezujici priitok sestupnou
vétvi levé korondlIni arterie (left anterior descending artery; Wills, 2017)
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Srdce se nechalo stabilizovat v perfuznim systému po dobu 20 minut pied okluzi
koronalni arterie (obr. 9A). Po celou dobu experimentu bylo srdce chranéno umisténim
v komirce, rovnéz vyhrivané na teplotu 37 °C. V 19. minuté stabilizace bylo zapnuté
nahravani EKG a tlaku a po 30 vterinach byla provedena lokalni ischemie utaZenim
podvazu provléknutého tenkou trubic¢kou, ktera tak tlacila na LAD arterii a omezovala
priitok (obr. 9B). Utazeny podvaz byl zajistén svorkou. Uspésny podvaz byl indikovan
okamzitym zvysSenim perfuzniho tlaku. V ischemii se srdce nachazelo 45 nebo 60 minut,
podle konkrétniho pokusu. Ischemie byla zakon¢ena uvolnénim svorky a nasledovalo 60
minut reperfuze. Méreni EKG bylo zastaveno v 10. minuté reperfuze. Méreni tlaku
probihalo az do konce faze reperfuze. BEhem celého experimentu se podle potieby riizné
prechazelo mezi zasobnimi barkami s Krebs-Hanseleitovym roztokem a Krebs-

Hanseleitovym roztokem s rozpusténym sukcinatem o koncentraci 1 mM.

Obrdzek 9 - Model izolované perfundované srdce za konstantniho priitoku s pripojenymi elektrodami a
pripravenym podvazem (Bell et al, 2011) A) Srdce ve fdzi stabilizace. B) Srdce ve fdzi ischemie

Barveni a foceni vzorkU

Na konci pokusu se utdhla sutura dvojitym uzlem a srdce, stale pripevnéné na
kovové kanyle, bylo presunuto z aparatury na injekcni stiikacku, ze které bylo promyto
2-3 ml 5% roztoku manganistanu draselného (KMnOa4). Tim se odliSily ischemické oblasti,
u kterych nedoslo k obarveni, od normalné perfundované oblasti jenz byly zbarvené do
hnéda az Cerna. Hnédé zbarveni bylo zpisobeno redukci manganistanu na oxid
manganicity (burel), vyznacujici se pravé temné hnédou barvou. Nasledovalo promyvani
vychlazenym fyziologickym roztokem od prebytecného KMnOs, dokud ze srdce
odkapavajici tekutina nebyla bez zndmek zabarveni. Poté byly odstfihnuty cévy a siné a

komorovy myokard byl osuSen v buniciné.
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Nabarvené a osusené srdce bylo uloZeno do plastové Petriho misky a umisténo do
mrazaku o teploté -20 °C alespon na 1 hodinu, aby dostatecné promrzlo a bylo jej mozné
nakrajet. Po vyndani z mrazaku byly Ziletkou odstranéné zbytky sini a komory byly
nakrajené na 6-8 platkid podobné tloustky (ptiblizné 1 mm). Rezy byly vedené kolmo na
dlouhou osu levé komory. Platky se pinzetou piesunuly do sklenéné lahvi¢ky s 8 ml 1%
roztoku 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridu (TTC) ve fosfatovém pufru (pH 7,4). Zde se
nechaly 30 min inkubovat ve vodni lazni o teploté 37 °C. TTC pozitivné barvi tkan, ktera
odolala ischemii (Cervend), a negativné nekrotické oblasti (bild). Dlivodem zbarveni je
redukce tetrazoliové soli za vzniku karminové ¢erveného formazanu. K redukci je nutna
pritomnost koenzymi, které se v nekrotické oblasti nenachazeji

Po 30 minutach byl roztok TTC nahrazen 7 ml 10% roztoku formaldehydu, ve
kterém se nechaly platky zhruba tyden vlednici fixovat pro zlepSeni kontrastu mezi
barevnymi oblastmi jenZ ischemii preZily, a témi co ischemii nepreZily. Po tydnu byly u
jednotlivych platka odstrizeny zbytky pravé komory a byly nafoceny z apikalni i bazalni
strany. Cely proces experimentu je graficky znazornén na obrazku 10.

Pri foceni byly rezy v Petriho misce ponorené ve formaldehydu (10%), aby se
zlepsila rozlisitelnost jednotlivych oblasti. K foceni byl pouzit digitalni fotoaparat NIKON
D60 s makro objektivem umistény na stativu. Petriho miska byla nasvicena kruhovym
osvétlenim. Kazda strana se fotila nékolikrat s rliznym nastavenim korekce clony, tak aby
byly ziskany fotografie s optimalni expozici.

Podavani suckinatu
40./55, minuta| 15. minuta

Mm

Pcdauam 5uckmatu

15. minuta[ |15. minuta

Obrdzek 10 - Casovd osa celého protokolu sklddajici se z faze stabilizace (20 min), ischemie (45-60 min),
reperfuze (60 min), mraZeni (alesport 60 min), inkubace (30 min) a fixace (7 dni). A) Ddvkovdni sukcindtu u
skupin, které byl poddvdn jen béhem reperfuze. B) Ddvkovdni sukcindtu u skupiny, které byl poddvdn béhem
ischemie i reperfuze
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Vyhodnocovani rozsahu infarktu

Ziskané fotky se vyhodnocovaly na pocita¢i programem Cardiac Ischemia 1.0
(obr. 11). V programu byla na fezech vyznacena jejich celkova plocha (LV). Vté byla
nasledné vyznacend ohroZena oblast (AR), kterd byla ischemizovana, a vni oblast
nekroticka (IS). Namérené hodnoty program prepisoval do Excelu, kde je spojil pro
apikalni i bazalni strany ezl a vypocital relativni velikost infarktu vztaZenou na velikost
celé komory (IS/LV), relativni velikost ohroZené oblasti vztazenou na velikost celé
komory (AR/LV) a relativni velikost nekrotické oblasti vztaZzenou na velikost ohroZené
oblasti (IS/AR). Pro kaZdou z hodnot IS/LV, AR/LV a IS/AR byla vypocitana primeérna

hodnota na celé srdce.

Obrdzek 11 - Nabarveny pricny rez levou srdecni komorou vyhodnoceny programem Cardiac Ischemia 1.0.
A) NeohroZend oblast. B) OhroZend oblast. C) Nekrotickd oblast
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Vyhodnocovani arytmii

EKG bylo zaznamenavano po celou dobu ischemie a prvnich 10 minut reperfuze
programem CAR. Na EKG zaznamu byla programem CAA sledovan cetnost vyskytu
jednotlivych typi arytmii a jejich pocet. U tachykardii a fibrilaci se rovnéz analyzovala

délka jejich trvani.

Typy hodnocenych arytmii ze zaznamu EKG:
1) Jednoduché predcasné komorové stahy
2) Dvojité predcasné komorové stahy
3) Trojité predCasné komorové stahy
4) Tachykardie - ¢tyfti a vice po sobé jdouci pred¢asné komorové stahy

5) Komorova fibrilace

VySe zminéné typy arytmii jsou zobrazené na obrazku 12. Po vyhodnoceni bylo
kazdému srdci pridéleno bodové hodnoceni, tzv. skore, zvlast za pribéh ischemie a za
pribéh reperfuze (tabulka 2). Dvojité a trojité predcasné stahy byly souhrnné oznacovany

jako salvy.
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Obrdzek 12 - EKG zdznam s vyskytem riiznych srdecnich arytmii. A) Normdlni srdec¢ni rytmus. B) Singly (S),
doubly (D) a triplety (T). C) Komorovd tachykardie. D) Komorovd fibrilace (Boudikovd, 2010)
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Typ arytmie Bodové ohodnoceni

Bez arytmii 0
Singly

Salvy
Tachykardie

Reverzibilni fibrilace

uT s W N

Ireverzibilni fibrilace

Tabulka 2 - Bodové hodnocenti skore dle vyskytu jednotlivych typil arytmii

Statistické vyhodnocovani vysledkd

Vysledky byly statisticky a graficky zpracovany v programu GraphPad Prism v
9.1.2. Namérené vysledky, kromé vyskytu arytmii, jsou uvadény jako priimér + stiedni
chyba priméru (SEM). Arytmie jsou uvadéné jako median s rozpétim hodnot. Statistické
rozdily mezi dvéma skupinami snormadalnim rozloZenim byly hodnoceny t-testem.
Ischemické a reperfuzni arytmie, které nemaji normalni rozlozeni byly hodnoceny
Mann-Whitneyho testem. Pro zjisténi statistické vyznamnosti mezi tfemi skupinami byla
pouzita jednocestna ANOVA s Newman-Keulsovym testem. Za staticky vyznamné byly

povaZovany rozdily s P < 0,05.
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Vysledky

Vramci této diplomové prace byl metodou izolovaného perfundovaného srdce
zkouman vliv sukcinatu na ischemickou myokardu potkana. Hlavnimi sledovanymi

parametry byly rozsah infarktu a vyskyt a zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii.
Rozsah infarktu

Pro méreni rozsahu infarktu myokardu bylo nejdiive pouzito 22 potkani o
primérné hmotnosti 406 g (min. 309 g, max. 542 g) rozdélenych na 2 skupiny. Faze

ischemie u obou skupin trvala 45 minut:

1) Kontrolni skupina (Kontroly - K; n = 12)
2) Skupina, jenZ byl podavan sukcinat od poslednich 5 minut ischemie po 15.

minutu reperfuze (Succ R - S; n = 10)

Pokud srdce neprezilo az do konce experimentu, bylo z hodnoceni vyrazeno. Takto
byla vyrazena dvé srdce z kontrolni skupiny, kterd béhem reperfuze méla pretrvavajici
komorovou fibrilaci.

Obé skupiny mély podobnou relativni velikost ohroZené oblasti udavanou
v procentech levé komory (K: 41,3 * 2,47 %; S: 42,4 + 2,52 %; graf 1A), ve které se
statisticky vyznamné neliSily. Velikost infarktu vztaZena na velikost ohroZené oblast se u
skupiny se sukcinatem nijak vyrazné nelisila oproti kontrolni skupiné (K: 8,6 + 1,01 %;
S: 7,1 £ 1,07 %; graf ¢. 1B). Tyto experimenty presto naznacily urcity kardioprotektivni
potencidl sukcinatu, ktery vSak nebyl statisticky vyznamny. Pfi vyneseni hodnot kazdého
pokusu do grafu (graf ¢ 2) ukazujici zavislost velikosti infarktu na velikosti ohrozené
oblasti, mizeme u kontrolni skupiny sledovat oc¢ekavany trend, tj. Ze velikost nekrotické
oblasti se bude zvySovat imérné s velikosti ohroZené oblasti. U skupiny se sukcinatem je
ziejmé, Ze u srdci s vétsi velikosti ohroZené oblasti se velikost infarktu neméni nebo

dokonce klesa.
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Graf 1 - Vysledky kontrolni skupiny (kontroly) a skupiny, které byl béhem reperfuze poddvdn sukcindt (Succ R),
podrobenych 45 minutdm regiondlIni ischemie srdce. A) Relativni velikost ohroZené oblasti vztaZend na velikost

levé komory. B) Relativni velikost nekrotické oblasti vztazené na velikost ohroZené oblasti. Hodnoty jsou

uvddeény jako primér + SEM
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Graf 2 - Zavislosti relativni velikosti infarktu myokardu ku ohroZené oblasti vztaZenych na velikost levé komory
u kontrolni skupiny (kontroly) a skupiny, které byl béhem reperfuze poddvdn sukcindt (Succ R), podrobenych
45 minutdm regiondlnich ischemie srdce. r = korelacni koeficient
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Kvili relativné malému infarktu myokardu u obou skupin po 45 minutach
ischemie, byl tento pokus zopakovan. Tentokrat vsak byla ischemicka faze prodlouZena a
trvala 60 minut. PouZito bylo celkem 45 potkan o priimérné hmotnosti 322 g

(min. 261 g, max. 415 g) rozdélenych na 3 skupiny:

1) Kontrolni skupina (Kontroly - K; n = 15)

2) Skupina, jenZ byl sukcinat podavan od poslednich 5 minut ischemie po 15.
minutu reperfuze (Succ R - S20; n =17)

3) Skupina, jenZ byl sukcinat podavan od poslednich 5 minut stabilizace po 15.

minutu reperfuze (Succ [+R - Sgo; n = 13)

Opét byly z hodnoceni vyrazena srdce, ktera nepreZila aZ do konce experimentu.
Vyrazené byly takto 2 srdce ze druhé skupiny (Succ R - Sz0) ktera zfibrilovala béhem
reperfuze a 1 ze skupiny kontrolni (Kontroly - K), které zfibrilovalo v pozdni fazi
ischemie. Nebyl u nich hodnocen rozsah infarktu ani vyskyt arytmii, ale bylo jim pridélené
bodové hodnoceni 5 (dle tabulky 2).

VSechny tii skupiny mély podobnou velikost ohroZené oblasti udavanou
v procentech levé komory (K: 46,2 + 1,96 %; S20: 49,2 + 1,69 %; Sso: 49,1 *+ 2,42 %; graf
¢. 3A), ve které se statisticky vyznamné nelisily. Velikost nekrotické oblasti vztaZené na
velikost ohrozené oblasti se tentokrat mezi kontrolni skupinou oproti skupindm se
sukcinatem liSila. Pozorovali jsme statisticky signifikantni pokles velikosti infarktu o
25-30 % u obou skupin s podanym sukcintem (K: 53,0 + 2,93 %; S20: 37,5 * 3,39 %; S80:
40,0 = 2,90 %). Mezi skupinami se sukcinatem nebyl vyznamny rozdil (graf ¢. 3B). Pri
vyneseni jednotlivych hodnot do grafu ukazujici zavislost velikosti infarktu myokardu na
velikosti ohroZené oblasti (graf ¢. 4) je patrny protektivni G¢inek u obou skupin se
sukcindtem (Succ R, Succ [+R) Oproti kontroldm doSlo k posunu korela¢nich primek

smérem doli a snizil se jejich sklon.
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Graf 3 - Vysledky kontrolni skupiny (kontroly), skupiny, které byl béhem reperfuze poddvdn sukcindt (Succ R)
a skupiny, které byl sukcindt poddvdn behem ischemie i reperfuze (Succ I+R), podrobenych 60 minutdm
regiondlini ischemie srdce. A) Relativni velikost ohroZené oblasti vztaZend na velikost levé komory. B) Relativni
velikost nekrotické oblasti vztaZené na velikost ohroZené oblasti. Hodnoty jsou uvddeény jako priimér + SEM.

**¥P < 0,01 oproti kontrolni skupiné
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Graf4 - Zavislosti relativni velikosti infarktu myokardu ku ohroZené oblasti vztaZenych na velikost levé komory
u kontrolni skupiny (kontroly), skupiny, které byl béhem reperfuze poddvdn sukcindt (Succ R) a skupiny, které
byl sukcindt poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R), podrobenych 60 minutdm regiondln{ ischemie

srdce. r = korelaéni koeficient
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Arytmie

Arytmie, at uz ischemické ¢i reperfuzni, byly ztechnickych davodi

zaznamenavany a nasledné analyzovany aZ u skupin s trvanim faze ischemie 60 minut.
Ischemické arytmie

Ischemické arytmie byly zaznamenavany po celou dobu ischemie. Arytmie se
nejvice vyskytovaly v rozmezi od 10. do 25. minuty ischemie. ProtoZe ve fazi ischemie
nebyl mezi kontrolni skupinou a skupinou Succ R rozdil (sukcinat byl podan az béhem
reperfuze), tak jsou hodnoty vyskytu a zdvaznosti ischemickych arytmii slouceny do jedné
skupiny (Kontroly). Hodnocen byl celkovy pocet singlii (graf ¢. 5A), salv (graf ¢. 5B),
tachykardif (graf ¢. 5 C) a celkova doba trvani tachykardii (graf ¢. 5D). VSechny tyto
parametry byly vyssi ve skupiné, které byl podavan sukcinat pred ischemii oproti
kontrolni skupiné a dosahovaly statistické vyznamnosti alespoii P < 0,1. Singly: K: 71
(357), Sso: 111,5 (316); salvy: K: 22 (116), Sso: 82 (270); tachykardie: K: 62 (1053),
Sso 235,5 (1963); celkova doba trvani tachykardii: K: 10 (92) sec, Sso: 28 (167) sec.
Celkovy pocet ischemickych arytmii (graf ¢. 6) tak byl u skupiny se sukcinatem
signifikantné (P < 0.05) vySsi oproti kontrolni skupiné; K: 176 (1148), Sso: 553,5 (2481).
Hodnocena byla i doba vyskytu prvni ischemické tachykardie (K: 14. min; Sso: 11. min;
graf ¢7). 1 zde lze usuzovat o zhorSeni vyskytu ischemickych arytmii u skupiny se
sukcindtem oproti kontrolni skupin€, nebot arytmogeneze zacala drive. Tento parametr
vSak nedosahoval statistické vyznamnosti. U skupiny Succ [+R se vyskytovaly komorové
tachykardie ve vSech pokusech, u kontrolni skupiny u 92,0 %. Kvtili vyskytu komorovych
tachykardii témér pri vSech pokusech, maji obé skupiny podobné bodové hodnoceni

(graf ¢. 8).
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Graf ¢. 5 - Celkovy pocet jednotlivych typii arytmii béhem regiondlIni ischemie srdce u kontrolni skupiny
(kontroly) a skupiny, které byl sukcindt poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). A). Celkovy pocet
singlil. B) Celkovy pocet salv. C) Celkovy pocet tachykardii. D) Celkovd doba trvdni tachykardii. Hodnoty jsou
uvddéné jako medidn s mezikvartilovym rozpétim. *P < 0,05 oproti kontrolni skupiné; (*)P < 0,1 oproti
kontrolni skupiné
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Graf ¢. 6 - Celkovy pocet arytmii béhem regiondlni ischemie srdce u kontrolni skupiny (kontroly) a skupiny,
které byl sukcindt poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). Hodnoty jsou uvddéné jako medidn
s mezikvartilovym rozpétim. *P < 0,05 oproti kontrolni skupiné
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Graf ¢. 7 - Vyskyt prvni ischemické arytmie u kontrolni skupiny (kontroly) a skupiny, které byl sukcindt
poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). Hodnoty jsou uvddény jako priimeér + SEM
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Graf ¢ 8 - Bodové hodnoceni ischemickych arytmii u kontrolni skupiny (kontroly) a skupiny, které byl sukcindt
poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). Hodnoty jsou uvddény jako priimeér + SEM

Reperfuzni arytmie

Reperfuzni arytmie byly zaznamenavany prvnich 10 minut reperfuze. Arytmie se
vyskytovaly predevsim v prvnich dvou minutach od uvolnéni okluze korondarni arterie.
Stejné jako u ischemie se hodnotily singly (graf ¢. 9A), salvy (graf ¢. 9B), tachykardie (graf
¢. 9C) a celkova doba trvani tachykardii (graf ¢. 9D). Stejné jako u ischemickych arytmii
méla vétSina téchto parametrt arytmogemeze tendenci ke zvySenému vyskytu u skupin
vystavenych sukcinatu, ale nejednalo se o staticky vyznamné zmény. Navic bylo patrné
zhorSeni v po¢tu arytmii mezi skupinami se sukcinatem (Succ R vs. Succ [+R). Vyskyt
témér vSech typl arytmii mél tendenci stoupat s dobou vystaveni sukcinatu, tj. vice bylo
vyskytu u skupiny Succ [+R oproti skupiné Succ R. Singly: K: 6,5 (26), S20: 11 (26), Sso: 12
(43); salvy: K: 2 (4), S20: 5 (17), Sso0 :2,5 (27); tachykardie: K: 0 (75), Sz20: 15 (58), Sso: 19,5
(513); celkova doba trvani tachykardii: K: 0 (11) sec, Sz0: 2 (8) sec, Sso: 2,5 (40) sec.
Celkovy pocet reperfuznich arytmii (graf ¢. 10) mél jasny trend byt vysSsi u skupiny
Succ [+R; K: 11,5 (83), S20: 36 (72), Sso: 65,5(509). Z hlediska bodového hodnoceni skore
(graf €. 11) na tom byly kontroly 1épe oproti skupindm vystavenym sukcinatu (P < 0,05),
protoze se u nich béhem reperfuze vyskytovaly komorové tachykardie méné casto

(K:1,9 £ 0,3; S20: 2,8 £ 0,2; Sso: 3,0 £ 0,0).
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Graf ¢. 9 - Celkovy pocet jednotlivych typii arytmii béhem reperfuze po regiondlIni ischemii srdce u kontrolni
skupiny (kontroly), skupiny, které byl béhem reperfuze poddvdn sukcindt (Succ R) a skupiny, které byl
sukcindt poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). A) Celkovy pocet singli. B) Celkovy pocet salv.

C) Celkovy pocet tachykardii. D) Celkovd doba trvdni tachykardii. Hodnoty jsou uvddéné jako medidn

s mezikvartilovym rozpétim. (*)P < 0,1 oproti kontrolni skupiné

47



120- ()
E 80+
-
© N
3
o 40- —_
o .
| 77 N\
| |
@v\ & &
& %\50 oo
& &

Graf ¢ 10 - Celkovy pocet arytmii béhem reperfuze po regiondIni ischemii srdce u kontrolni skupiny
(kontroly), skupiny, které byl béhem reperfuze poddvdn sukcindt (Succ R) a skupiny, které byl sukcindt
poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). Hodnoty jsou uvddéné jako medidn s mezikvartilovym
rozpétim. (*)P < 0,1 oproti kontrolni skupiné
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Graf ¢. 11 - Bodové hodnoceni reperfuznich arytmii po regiondIni ischemii srdce u kontrolni skupiny
(kontroly), skupiny, které byl poddvdn sukcindt béhem reperfuze (Succ R) a skupiny, které byl sukcindt
poddvdn béhem ischemie i reperfuze (Succ I+R). Hodnoty jsou uvddeény jako priimér + SEM. **P < 0,01 oproti
kontrolni skupiné; *P < 0,05 oproti kontrolni skupiné
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Hemodynamické hodnoty

Sledovanymi hemodynamickymi parametry byly perfuzni tlak a tepova frekvence.
Jejich hodnoty byly stanoveny pied zahajenim ischemie (PE/fE), na konci ischemie (PI/fI),
v 10. minuté reperfuze (fR) a na konci reperfuze (PR). ProtoZe v dobé stabilizace nebyl
mezi kontrolami a skupinou Succ R rozdil, tak jsou jejich hodnoty opét sloucené
dohromady (tabulka ¢. 3 a 4). Znovu byly z technickych divodi tlak i frekvence méreny
az u skupin s trvanim faze ischemie 60 minut.

Mezi skupinami se nevyskytovaly Zadné signifikantni rozdily v ani jednom ze
sledovanych parametrii ve vSech ¢asovych usecich experimentu. Podavani sukcinatu do

perfuzniho média tedy nemélo zasadni vliv na srdec¢ni frekvenci a perfuzni tlak.

Skupina Pocet jedinci Perfuzni tlak [mm Hg]
ve skupiné PE PI PR
Kontroly 13 33,7+0,8 63,8+ 3,6 41,5+2,1
Succ R 15 57,3+4,0 42,3+3,8
Succ I+R 10 32,6 0,9 62,2+5,1 36,3+2,6

Tabulka 2 - Perfuzni tlak jednotlivych experimentdlnich skupin v riiznych fazich pokusu. PE = tlak na konci
stabilizace; PI = tlak na konci ischemie; PR = tlak na konci reperfuze. Hodnoty jsou uvddény jako primér *
SEM

Skupina Pocet jedinci Tepova frekvence [min-1]
ve skupiné fE fl fR
Kontroly 11 2158+ 6,5 234,6 £ 13,2 239,4 + 18,1
SuccR 15 236,3+17,6 246,2 11,2
Succ I+R 10 199,3 + 8,6 238,2+12,6 238+22,0

Tabulka 3 - Tepovd frekvence jednotlivych experimentdlnich skupin v riiznych fazich pokusu. fE = tepovd
frekvence na konci stabilizace; fl = tepovd frekvence na konci ischemie; fR = tepovd frekvence v 10. minuté
reperfuze. Hodnoty jsou uvddény jako priimér + SEM
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Diskuze

Vtéto diplomové praci jsem se zabyval studiem ucCinku akutniho podavani
sukcinatu sodného na ischemickou toleranci srdce potkana in vitro. PouZita byla metoda
izolovaného perfundovaného srdce dle Langendorfa za konstantniho pritoku. Lokalni
ischemie byla u srdce potkana navozena podvazem LAD artérie.

Tento experimentalni model byl zvolen, kviili své jednodussi operacni fazi, nez
tomu je tomu u modelu anestetizovaného uméle ventilovaného potkana, jenz je na naSem
pracovisti rovnéZz zaveden. Nevyhodou (ale i vyhodou) této metody oproti in vivo
experimentliim je izolovani srdce od vlivu autonomniho nervového systému a humoralni
signalizace. Vysledky tak mohou byt odliSné oproti experimentlim na celém zvireti.
Napiiklad srdce potkana, které je normalné hlavné pod vlivem sympatiku, tak ma
v pripadé modelu izolovaného perfundovaného srdce nizsi tepovou frekvenci.

Vyhodou je, Ze studovana latka, v naSem pripadé sukcinat, neni metabolizovana
ostatnimi organy a je zkouman pouze jeji vliv na srdce bez vlivii na dalsi organové

systémy, které mohou modifikovat ischemickou toleranci srdce (Zhang et al., 2018).
Vliv sukcinatu na ischemickou toleranci srdce

Podavani sukcinatu béhem ischemie a reperfuze, a i pii podavani pouze béhem
reperfuze mélo priznivy vliv na sniZeni rozsahu infarktu myokardu o 25-30 %
(graf ¢. 3 a 4). Oba protokoly podani sukcinatu (pied ischemii a na zacatku reperfuze vs.
jen na zacatku reperfuze) mély podobny protektivni vliv na rozsah infarktu myokardu. To
naznacCuje, Ze sukcinat ptisobi Kkardioprotektivné na rozsah letdlniho bunécného
poskozeni piredevsim v Casné reperfuzi. Naopak jeho pilisobeni béhem ischemie nemusi
byt vidy positivni, jak bylo patrné ze signifikantniho zvySeni celkovych ischemickych
arytmif o 108,9 % (graf ¢. 6).

Mechanismus, jakym sukcinat ovliviiuje ischemickou toleranci srdce nebyl dosud
uspokojivé objasnén. Mnoho jinych skupin jiZ také zkoumaly roli sukcinatu v ischemické
toleranci srdce a dospély k podobnym, ¢i naopak zcela odliSnym vysledkiim. Diivodem
pravdépodobné miize byt jeho lokalizace a piivod sukcinatu, tzn. je treba rozliSovat, jestli
se jednalo o vliv exogenniho ¢i endogenniho sukcinatu. V naSich pokusech byl pouZivan

sukcinat exogenné, tzn. primarné ptlisobil na buiiky z krevniho tecisté. Do néj se miize
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vyplavovat ze vSech hypoxickych bunék celého organismu, véetné téch, na které nasledné
plisobi. Farmakologicky zvySend hladina sukcinatu v krevnim recisti se podle naSich
vysledki a nékterych dalsich studii (viz niZe) zda byt ku prospéchu ischemické toleranci
srdce. Plisobeni endogenniho, predevSim mitochondridlniho sukcinatu, se naopak
ukazuje jako Skodlivé a ischemickou toleranci srdce sniZuje. Rozdily v plsobeni
exogenniho vs. endogenniho sukcindtu na odolnost srdce k ischemie se bliZe zabyvaji

nasledujici kapitoly diskuze.
PGsobeni endogenniho sukcinatu

Béhem ischemie dochazi v mitochondridlnim komplexu II ETC k prechodu do
reverzniho médu toku elektronti, kdy misto jako SDH funguje jako fumarat reduktaza,
pouzivajici k redukci elektrony dodavané z komplext I a IIl. Tato zména ¢astecné prispiva
k ischemické akumulaci sukcinatu v mitochondriich a tvorbé ROS, protozZe pri reakcich
témér vSech flavoproteinovych enzymi vznikaji ROS (Tretter et al., 2016; Zhang et al.,
2018). Na zakladé vyzkuml na bunécnych kulturdch Paddenberg et al. (2003)
predpokladaji, Ze je fumarat reduktaza alostericky inhibovana, protoZe zvySeni
koncentrace sukcinatu béhem ischemie vedlo ke snizeni ROS. Tuto hypotézy podporil
vyzkum Chouchani et al. (2014), ve kterém byl béhem ischemie podavan malonat,
kompetitivni inhibitor SDH vaZici se na aktivni misto enzymu, coZ vedlo vyraznému
poklesu sukcinatu v kardiomyocytech.

Tento mechanismus by se mohl ¢astecné podilet na sniZen{ rozsahu infarktu pri
podavani sukcinatu béhem ischemie, pokud by se sukcinat dokazal transportovat az do
mitochondrii, respektive pokud by alespon zvySenou koncentraci v cytosolu sniZil tok
sukcinatu unikajiciho z mitochondrii po koncentracnim gradientu do cytosolu. Musime
vzit ale vpotaz i druhou stranu mince, kdy béhem reperfuze je v prvnich nékolika
minutach naakumulovany sukcinat v mitochondriich masivné oxidovan SDH za tvorby
velkého mnoZstvi ROS (Chouchani et al., 2014). Je to zptsobeno hyperpolarizaci vnitini
membrany a reverznim chodem ETC, protoZe nadmérnou aktivitou komplexu II jsou
komplexy III a IV na maximu své kapacity a elektrony jsou tak presouvany z komplexu Il
i na komplex I, ktery tvori ROS. Vznikly oxidativni stres je pak hlavni pfic¢inou
ireverzibilniho poskozeni bunék béhem reperfuze v diisledku otevieni mPTP (Chouchani
et al., 2014; Murphy et al., 2018). Nadmérna produkce ROS komplexem II by také mohla

¢astecné vysvétlovat tendenci ke zvySeni poctu ischemickych a reperfuznich arytmii u
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skupiny se sukcinatem oproti kontroldam pozorovanou v nasich experimentech, zvlasté
pak na zacatku reperfuze, kdy se ROS na vzniku arytmii dominantné podili (Akar et al.,
2005; Hicks et al,, 2007). Bylo prokazano, Ze inhibici komplexu II béhem reperfuze
malonatem dojde ke sniZeni rozsahu infarktu, a to jak na modelu anestetizovaného uméle
ventilovaného zvirete (Consegal et al., 2021; Prag et al., 2020), tak i pfi pouziti metody
izolovaného perfundovaného srdce (Jespersen et al., 2020; Valls-Lacalle et al., 2016). To
dokazuje negativni vliv endogenniho sukcinatu na ischemickou toleranci srdce. Zaroven
tak muze negativné pusobit i sukcinat, ktery byl transportovan béhem ischemie
z krevniho reciSté do cytosolu, nebot béhem reperfuze se priblizné 50 % cytosolického
sukcinatu presune pravé do mitochondrii, kde je oxidovano v ETC (Prag et al,, 2021).
ROS uvolnéné do cytosolu aktivuji HIF-1la prostfednictvim inhibice enzymt PHDs
(Murphy et al., 2018). Je proto zrejmé, Ze k objasnéni vlivu endogenniho sukcinatu na

ischemickou toleranci srdce bude tieba jesté dalSich studii.
PlUsobeni exogenniho sukcindtu

Jak bylo uvedeno vyse, plisobeni predevsim endogenniho sukcinatu na ETC ma na
ischemickou toleranci srdce hlavné negativni vliv. Musi zde byt proto dal$i mechanismy,
které jsou naopak kardioprotektivni, jak ukazuji vysledky této prace.

Nejpravdépodobnéjsi misto, ve kterém by mohl exogenni sukcinat pulsobit
protektivné je v cytosolu. Sem muze pronikat jak naakumulovany endogenni sukcinat
z mitochondrii, tak i exogenni sukcinat z krevniho recisté. V cytosolu ma sukcinat proti
ischemii prokazatelné protektivni ucinek, protoze vazbou do aktivniho centra
kompetitivné inhibuje PHDs a tim stabilizuje HIF-1a. Tento fenomén je béZny u vysoce
vaskularizovanych nadort s mutaci SDH, ktera zpiisobuje akumulaci a eflux endogenniho
sukcindtu a navozuje stav tzv. pseudohypoxie, kdy je transkrip¢ni aktivita HIF-1a
spusténa i za normoxickych podminek (Grimolizzi et al., 2018; Murphy et al., 2018; Selak
et al., 2005). V srdci zplisobi stabilizace HIF-1a lepsi toleranci na ischemické poskozeni
(Ong et al., 2012; Wu et al., 2013). Pseudohypoxii vyvolava i pravé podavani exogenniho
sukcinatu (Li et al., 2018). Ke stabilizaci HIF-1a sice dochazi samo uz v diisledku hypoxie,
ale pridanim jesSté dalSiho jejich inhibitoru by mohlo aktivitu HIF-1a spustit jeSté o néco
diive u skupiny Succ I+R a u obou sukcinatovych skupin zvysit jeho ucinek, vcCetné

prodlouZeni trvani aktivace i po reperfuzi. Tato moznost ptisobeni sukcinatu se shoduje

52



svyzkumem Neckaie et al, 2018, ktefi pouZili jako moZny inhibitor PHDs
epoxyeikosatrinovou kyselinu, respektive jeji analog. Pfi podavani pred ischemii nebo jen
pfed reperfuzi bylo zaznamenano sniZzeni rozsahu infarktu myokardu. Této
kardioprotekci bylo zcela zabranéno pridanim inhibitort HIF-1a pied reperfuzi. Jiné
pokusy, kde byla pouzita jako inhibitor PHDs latka ZYAN1 na hlodavcich, doslo také ke
zlepSeni funkci zprostiredkovavanych aktivaci HIF-1a jako je zvySeni krvetvorby (Jain et
al,, 2016; Jain 2019) nebo pfi podavani zdravym dobrovolniklim (Kansagra et al., 2018).
Stejné pozitivni ucinky na krvetvorbu zprostredkovanou inhibici PHDs meéla latka
roxadustat (Singh et al, 2020) nebo dimethyloxalylglicin, ktery zabranil apoptdze
mezenchymalnich bunék inhibici vypusténi cytochromu c do cytosolu (Liu et al., 2009).

O protektivnim ucinku farmakologicky zvySené hladiny sukcinatu pojednava i
prace Sakamoto el al., 1998, kteri rovnéZ pouzili model izolovaného perfundovaného
srdce. Pfi podavani 10 mM sukcinatu pozorovali zlepSeni postischemické obnovy
kontraktilni funkce levé komory a zvySené mnozstvi energeticky bohatych fosfati
v reperfuzi oproti kontrolni skupiné. Béhem ischemie vsak pritomnost sukcinatu neméla
ziejmy vliv na hladinu vysokoenergetickych fosfatu To podporuje nasi domnénku, Ze
exogenni sukcinat miize plisobit kardioprotektivné hlavné na zacatku reperfuze.

Sukcinat plisobi protektivné zlepsSenim ischemické tolerance i kdyZ je jeho hladina
zvySend neprimo. Dal$im zdrojem sukcinatu vznikajiciho béhem ischemie je degradace
pyruvatu. Cast pyruvatu je metabolizovdna na a-ketoglutarat, ktery je pfeménény na
sukcinyl-CoA, ze kterého je nasledné enzymem sukcinyl-CoA syntetdzou vytvoren
sukcinat za vzniku ATP (GTP). Nahromadény sukcinat se pak jiZ popsanymi mechanismy
dostava do cytosolu a do krevniho reciSté (Zhang et al., 2018). Tato metabolicka draha,
respektive uz tvorba pyruvatu, je inhibovana mastnymi kyselinami, které inhibuji
glykolyzu. U potkant s diabetem mellitus typu 2 byla kviili zvySené hladiné mastnych
kyselin sniZena aktivita HIF-1a, ktera ovSem byla normalizovana podavanim sukcinatu
(Dodd et al.,, 2018). Snizeni hladiny HIF-1a kvtli snizené tvorbé sukcinatu zptlisobené
vysokou hladinou mastnych kyselin by také mohl byt dalsi diivod sniZené ischemické
tolerance srdce u lidi trpicich diabetem mellitus.

Jiny neptimy zplisob zvySeni hladiny sukcinatu je zvySenim hladiny ketolatek
v krvi ketodietou, nebo primou infuzi (Puchowicz et al., 2008). BEhem preméné ketolatek
na ACoA vznika jako vedlejsi produkt sukcinat. Pri pokusech provadénych skupinou

Puchowicz et al. (2008), byl u potkanti vystavenych lokalni ischemii mozku pozorovan
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znacné mensi rozsah infarktu spolu se zvySenou hladinou HIF-1a a sukcinatu u skupiny
na ketodieté oproti kontrolni skupiné. K podobnym vysledkiim dosli i po intravenéznim
podavani ketolatky -hydroxybutaratu.

Protektivné ptlisobi i podavani aminokyselin preménujicich se na meziprodukty
Krebsova cyklu, nebo piimo podavani meziproduktli Krebsova cyklu, které jsou
metabolizovany na sukcinat (Czibik et al., 2014). V praci Wiesner et al., 1988 pii pokusech
na potkanech vystavenych regionalni ischemii srdce doSlo po akutnim podavani
a-ketoglutarat, malatu nebo fumaratu (kazdy po 5 mM) ke zvySeni hladiny sukcinatu
3-4x. Také doslo ke sniZeni systolického i diastolického tlaku levé komory, zlepSeni
relaxace a zvySeni hladiny ATP. Podobné protektivné plsobi i podavani glutamatu
(Lomivorotov et al, 2011). Glutamat reaguje spyruvatem za vzniku alaninu a
a-ketoglutaratu, ktery pokracuje v Krebsové cyklu a je postupné metabolizovan na
sukcinat za vzniku ATP (Wiesner et al., 1989).

Kromé vyse popsanych kardioprotektivnich vlivii ma vSak dlouhodoba akumulace
sukcinatu v cytosolu i negativni efekt (exogenniho i endogenniho). Sukcinat se preménuje
na sukcinyl-CoA, ktery spontanné sukcinyluje proteiny a méni jejich vlastnosti. Pri
hypersukcinylaci dochazi kzhorSeni funkci mitochondrii sukcinylaci PDH a
palmitoyltransferazy (Li et al., 2015; Zhang et al., 2017).

Dal$im negativni vliv exogenniho sukcindtu na ischemickou toleranci srdce je
zplisobena pres GPRI1 receptor, ktery je exprimovan mimo jiné i v myokardu. Jednim
z disledkd, které zplisobi jeho aktivace v srdci je hypertrofie myokardu, ktera se ovSem
pfi akutnim podavani nestihad projevit. Hypertrofie zvySuje citlivost na I/R poskozeni
kviili zménam v energetickém metabolismu (Ravingerova et al., 2011, Sambandam et al.,
2002). DalSim negativnim uc¢inkem pies GPR91 receptor je aktivace apoptdzy pres
protein kinazu A (PKA) signalni cestou. Prace Aguiar et al. (2010) ukazuje, Ze dlouhodobé
vystaveni vysoké hladiné sukcinatu (10 mM po dobu alespont 60 minut) vede nadmérnou
aktivitou GPR91 receptoru k apoptéze kardiomyocyta kvtli zvySené ¢innosti kaspazy 3.
Delsi vystaveni sukcinatu by tedy mohlo byt jedno z moZnych vysvétleni, pro¢ je u skupiny
Succ [+R, ktera byla 1 mM sukcinatu vystavena po dobu 80 minut, lehce zvySeny infarkt
oproti skupiné Succ R, ktera byla sukcinatu vystavena pouze 20 minut. Navic aktivovana
PKA fosforyluje ryanodinové receptory a L-typ napétové rizenych Ca2* kanali ¢imz
zvySuje intracelularni koncentraci Ca%* (Aguiar et al., 2010). Toto zvySeni vapniku by

mohlo byt zase diivodem signifikantniho zvysSeni komorovych arytmii béhem ischemie.
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Shrnuti

Plisobeni sukcinatu na ischemickou toleranci srdce je komplexni déj zahrnujici
negativné i pozitivné pisobici procesy. Akutni zvysSeni sukcinatu v krevnim fecisti se
ukazuje jako priznivé na sniZeni rozsahu infarktu myokardu, jak demonstruje tato
diplomova prace a nékteré piredchozi studie. Sukcinat pravdépodobné piisobi protektivné
v cytosolu, kde inhibuje degradaci HIF, ktery je hlavnim transkripénim faktorem
zodpovédnym za zmény citlivosti bunék knedostatku kysliku. Negativni pusobeni
sukcinatu pres GPR91 receptor nebo sukcinylaci proteinli zifejmé nemusi mit vliv na
velikost infarktu myokardu prfi akutnim podani, nebo je vykompenzovan

kardioprotektivni stabilizaci HIF.
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Zaver

Tato diplomova prace se zabyvala vlivem sukcinatu na ischemickou toleranci srdce

potkana. Na zakladé vysledki z provedenych experimenti jsem dospél k zavérim Ze:

1

2)

Sukcinat podany akutné pred ischemii a na zacatku reperfuze, resp. podany
pouze v reperfuzi snizil velikosti infarktu na modelu izolovaného
perfundovaného srdce u potkana. Mezi skupinou, které byl podavan sukcinat
pred i po ischemii a skupinou, ktera dostavala sukcinat pouze béhem reperfuze
nebyl statisticky vyznamny rozdil. Lze proto usuzovat, Ze kardioprotektivni
plisobeni sukcinatu snizujici velikost infarktu se uplatiiuje predevsim v ¢asné
reperfuzi.

Na rozdil od protektivniho plisobeni na velikost infarktu, sukcinat podany pied
ischemii a na zacatku reperfuze, zvySoval vyskyt ischemickych i reperfuznich
arytmii. OdliSného piisobeni sukcinatu na velikost infaktu a vyskyt a zdvaznost
komorovych arytmii vischémii a reperfuzi bude tfeba objasnit dalSimi

experimenty v budoucnosti.
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