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Studium bunûãné terapie infarktu myokardu (IM) vyÏaduje model s ideálnû ischemick˘m po‰kozením a intraluminální apli-
kací bunûk. 
Cíl práce: Vyvolat subletální IM u králíka, ovûfiit schopnost Ïelezem znaãen˘ch mononukleárních bunûk kostní dfienû (MKD)
migrovat do po‰kozeného myokardu a zhodnotit krátkodobou distribuci podan˘ch bunûk v postiÏené levé komofie pfii intra-
luminálním podání.
Materiál a metody: Subletální IM byl navozen u 14 králíkÛ 18hodinovou ligací diagonální vûtve ramus interventricularis
anterior (v˘kon in vivo). Pro studium distribuce MKD byl v dal‰í fázi pouÏit model izolovaného srdce s perfuzí Krebsova-Hen-
seleitova roztoku podle Langendorfa (v˘kon ex vivo). Do koronárního obûhu bylo v prÛbûhu 4 min aplikováno 1,48 milionu
MKD. Izolovaná srdce byla rozdûlena do 4 skupin: kontrolní skupina (K, n = 4) – srdce bez infarktu s 10minutovou pe-
riodou perfuze po aplikaci MKD; skupina P1 (n = 4) s perfuzí po aplikaci 2 min, skupina P2 (n = 6) s perfuzí po aplikaci 
10 min; skupina P3 (n = 4) s perfuzí 25 min. Po ukonãení perfuze byl myokard levé komory histologicky vy‰etfien v místû
nad ligací (nI) a v místû pod ligací (I). V histologick˘ch fiezech byly semikvantitativnû stanoveny poãty MKD v 15 náhodn˘ch
zorn˘ch polích v cévách (C), intersticiu myokardu (M) a celkem (C + M). V˘sledky jsou uvádûny jako medián (min; max).
V˘sledky: Medián (minimum; maximum) poãtu detekovan˘ch MKD ve skupinû K [nI = 0,5 (0,1); I = 1 (0; 2)] a P1 [nI = 2 (1; 2),
I = 1 (0; 3)] byl v infarktov˘ch zónách signifikantnû niÏ‰í neÏ ve skupinách P2 [nI = 1,5 (0; 18), I = 27 (19; 37)] a P3 [nI = 11
(0;19), I = 22 (18; 25)]. V intersticiu, cévách a celkem z míst nad ligací nebyl rozdíl mezi poãty detekovan˘ch MKD v jedno-
tliv˘ch skupinách (K, P1, P2, P3) kromû srovnání C + M u P3 vs. K (p = 0,019) a P3 vs. P1 (p = 0,019). V infarktov˘ch loÏis-
cích (I) byly signifikantní rozdíly mezi K vs. P2 – C (p = 0,009), M (p = 0,020) a C + M (p = 0,010); K vs. P3 – C (p = 0,018),
M (p = 0,032), C + M (p = 0,020).
Závûr: Infarkt myokardu se podafiilo vyvolat u v‰ech zvífiat v rozsahu, kter˘ dovoloval posouzení migrace aplikovan˘ch MKD.
Mononukleáry KD znaãené nanopartikulemi Ïeleza prokázaly schopnost migrace do intersticia myokardu se signifikantnû
vy‰‰í afinitou k infarktem po‰kozené tkáni.
Klíãová slova: Infarkt myokardu – Kmenové buÀky – Znaãení Ïelezem – Zvífiecí model – Králík
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ÚVOD

Transplantace bunûk kostní dfienû je v klinické
hematoonkologii vyuÏívána více neÏ ãtyfiicet let. První
formulace koncepce kmenov˘ch bunûk a jejich ro-
le v hematopoeze byla prezentována Maximovem
dokonce jiÏ v roce 1906. Postupem ãasu byly mimo
kostní dfieÀ objevovány a vyuÏívány dal‰í zdroje krve-
tvorn˘ch kmenov˘ch bunûk: periferní a pupeãníková
krev. Av‰ak teprve objevy z posledních let, související
s v˘zkumem embryonálních i somatick˘ch kmeno-
v˘ch bunûk, iniciovaly zv˘‰en˘ zájem o jejich biologii
a uplatnûní v terapii primárnû nehematologick˘ch
patologick˘ch procesÛ a nemocí. Za impuls lze pova-
Ïovat poznatek, Ïe u muÏÛ, ktefií podstoupili trans-
plantaci srdce od dárce Ïeny, byl v myokardu de-
tekován bunûãn˘ chimérismus.(1) Souãasnû bylo 
zpochybnûno dogma, podle kterého mûly b˘t soma-
tické kmenové buÀky schopné diferenciace pouze
v linii bunûk s morfologick˘mi znaky a specializova-
nou funkcí tkánû, ve které se nacházejí.

Pokroky v léãbû infarktu myokardu (IM) i pfies
urgentní obnovení perfuze angioplastikou nebo kon-
venãní medikamentózní terapií zatím stále nedokáÏou
nahradit zaniklé buÀky myokardu vzhledem k v˘raz-
nû limitované schopnosti regenerace myokardu. Proto
je experimentální koncepce zaloÏená na bunûãné tera-
pii infarktu myokardu tak atraktivní pro studium. 

CÍL PRÁCE

Vzhledem k perspektivû pokraãování experimentu na
modelu in vivo zvolili jsme jako modelové zvífie králí-
ka, tj. zvífie s dostateãnou velikostí na neinvazivní
vy‰etfiení (zejména echokardiografie, sériové odbû-
ry krve) a technickou proveditelností chirurgick˘ch
v˘konÛ na srdci. Z tûchto dÛvodÛ bylo cílem práce:

� indukovat subletální IM u králíka ligací vûtve 
2. fiádu levé koronární tepny, 

� sledovat pfiestup znaãen˘ch mononukleárních
bunûk KD z cévního fieãi‰tû do intersticiálního
prostoru myokardu,

� hodnotit krátkodobé distribuce podan˘ch mo-
nonukleárÛ v postiÏené levé komofie.

MATERIÁL A METODY

Pokusná zvífiata
Bylo pouÏito 30 králíkÛ plemene Hy-Plus, sam-

ãího pohlaví, v hmotnostní kategorii 2,5–3,5 kg,
z monitorovaného produkãního chovu (Ing. V. Pokor-
n˘, fa Male‰ovice, CZ). ExperimentÛm pfiedcházelo
7denní adaptaãní období. Zachován byl pfiirozen˘
svûteln˘ reÏim. V adaptaãním i pokusném období 
byl dennû klinicky kontrolován zdravotní stav. Pfied
vlastním zafiazením do experimentu bylo u v‰ech
králíkÛ provedeno echokardiografické vy‰etfiení pro
odhalení subklinick˘ch abnormalit a získání fyziolo-
gického rozmezí hodnot pro plánované pozdûj‰í
experimenty in vivo.

Pokusní jedinci byli rozdûleni do 4 skupin:
Skupina K (n = 4, kontrola) bez indukce IM, pouze

s aplikací Ïelezem znaãen˘ch mononukleárních
bunûk kostní dfienû (MKD), s 10minutovou perfuzí. 

Pro indukci infarktu myokardu bylo pouÏito 26 krá-
líkÛ. Do vlastního modelu ex vivo bylo zafiazeno vzhle-
dem k mortalitû pfii vyvolání IM 14 zvífiat (skupiny P1,
P2, P3).

Skupina P1 (n = 4): indukovan˘ IM, aplikace MKD,
2minutová perfuze po vlastní aplikaci. Skupina P2
(n = 6): indukovan˘ IM, aplikace MKD, 10minutová
perfuze po vlastní aplikaci. Skupina P3 (n = 4): indu-
kovan˘ IM, aplikace MKD, 25minutová perfuze po
vlastní aplikaci. 

St. Anna University Hospital, Brno, Czech Republic). Distribution of labeled bone marrow mononuclear cells in the 
post-ischemic myocardium (an ex vivo model of the rabbit heart). Cor Vasa 2006;48(10):334–339.

Background/aims: Experiments in stem cell treatment of myocardial infarction (MI) require a model with ideally ischemic
lesion and intravascular application of cells. The goal of our trial was to induce sub-lethal MI in rabbit to prove the ability
of iron labeled mononuclear cells (IL-MNC) from bone marrow to migrate into the injured myocardium and to evaluate the
short-term distribution of intravascularly administered cells in the damaged left ventricle. 
Material and methods: Sub-lethal MI was induced successfully in 14 rabbits using 18-hour ligation of diagonal branches
of the left anterior descending coronary artery (in vivo interposition). For study of distribution of transplanted IL-MNC, we
used a model of isolated heart with perfusion according to Langendorf (ex vivo interposition). A total of 1.48 million of
IL-MNC were administered into the coronary arteries of each rabbit over 4 minutes. Isolated hearts were divided into 
4 groups: control group K (n = 4), where IM was not induced and 10-minute perfusion with isotonic Krebs-Henseleit 
solution was applied after IL-MNC infusion, group P1 (n = 4) with 2-minute perfusion, P2 (n = 6) with 10-minute perfusion,
and P3 (n = 4) with 25-minute perfusion. Myocardial histology was performed after perfusion from MI zones (I) and non-MI
zones (nI). Numbers of IL-MNC in the histological slides were determined semi-quantitatively from 15 randomized viewing
fields in vessels (V), myocardial interstitial tissue (MIT), and altogether (T).
Results: Median (min, max) of numbers of detected IL-MNC from MI zones in groups K [nI = 0,5 (0.1), I = 1 (0.2)] and P1
[nI = 2 (1.2), I = 1 (0.3)] were significantly lower when compared with groups P2 [nI = 1.5 (0.18), I = 27 (19.37)] and P3 [nI = 11
(0.19), I = 22 (18.25)]. There were no significant differences in non-MI zones in comparison of IL-MNC numbers in vessels and
myocardium among all groups (K, P1, P2, P3), except of comparison of total cell number in P3 vs. K (p = 0.019) and P3 
vs. P1 (p = 0.019). In MI zones, significantly more cells were intercepted in group P2 vs. controls (V p = 0.009, MIT p = 0.020
and T p = 0.010) and in group P3 vs. controls (V p = 0.018, MIT p = 0.032, T p = 0.020).
Conclusion: In all animals, we successfully induced MI to an extent allowing analysis of IL-MNC migration. Iron-labeled
mononuclear cells from bone marrow were able to migrate into myocardial interstitial space with significantly enhanced 
affinity to injured tissue. 
Key words: Myocardial infarction – Stem cells – Iron labeling – Animal model – Rabbit
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Pokus byl proveden v souladu se zákonem ãíslo
246/1992 Sb. na ochranu zvífiat proti t˘rání, ve znûní
pozdûj‰ích pfiedpisÛ.

Odbûr kostní dfienû
Odbûr vzorku kostní dfienû byl proveden 21 dní

pfied indukcí IM u zvífiat v celkové anestezii. Po pre-
medikaci (i. v. pentazocin 3 mg/kg Ïivé hmotnosti
(Ï. h.) + xylazin 5 mg/kg Ï. h.) následovala standard-
ní pfiíprava pro odbûr (depilace, dezinfekce). Po 5 mi-
nutách byla rychle aplikována polovina vypoãítané
dávky ketaminu (35 mg/kg Ï. h.). Jeho dal‰í aplikace
(ãtvrtinová dávka) byla indikována podle klinického
stavu s cílem dosáhnout nulovou obrannou reakci na
aspiraci kostní dfienû. Odbûr byl proveden asepticky
z tuber ischiadicum pomocí jehly 18G do stfiíkaãky
pfiedplnûné 0,1 ml roztoku heparin : fyziologick˘ roz-
tok (1 : 1). 

Separace, kultivace a znaãení mononukleárních
bunûk kostní dfienû nanoãásticemi Fe

Aspiráty kostní dfienû byly zpracovány metodou
centrifugace na hustotním gradientu (Histopaque
1077). Mononukleární buÀky byly kultivovány 14–21
dní v médiu „cell-free“ pro hematopoetické buÀky
(H 3000, Stem Cell Technologies, Canada) s nano-
ãásticemi oxidu Ïeleza (Resovist, Schering, Nûmecko).
V den implantace byly buÀky odebrány z kultivace,
propláchnuty a resuspendovány v Hanksovû roztoku
se 4% albuminem. Pfied aplikací do koronárních arte-
rií byly buÀky pfiefiltrovány pfies nylonov˘ filtr 70 µm
a byl odebrán vzorek k anal˘ze poãtu bunûk.

Histologické vy‰etfiení
Místem odbûru vzorku pro histologické vy‰etfiení

byla svalovina levé komory nad zdrav˘m myokardem
a pod místem ligace (loÏisko IM). ¤ez byl veden asi
0,5 cm nad místem ligace, resp. pod ním. V kontrol-
ní skupinû se odebírala svalovina z báze a srdeãního
hrotu. Od kaÏdého králíka byly tedy posuzovány dva
vzorky. Zpracování vzorkÛ bylo provedeno standard-
ním zpÛsobem zalitím do parafinu. Parafinové fiezy
byly po odvodnûní barveny hematoxylinem-eozinem
(HE) a turnbullovou modfií. Zpracování vzorkÛ bylo
provedeno v Brnû, v Ústavu histologie a embryologie
Lékafiské fakulty.

Semikvantitativnímu hodnocení poãtu znaãn˘ch
bunûk v fiezu byly z dÛvodu snadnûj‰í identifikace
podrobeny pouze preparáty barvené na pfiítomnost
Ïeleza (turnbullovou modfií). Pfii meandrovitém zpÛ-
sobu prohlíÏení bylo hodnoceno kaÏdé druhé zorné
pole (ZP) pfii zvût‰ení 400×. Celkov˘ poãet vyhodno-
cen˘ch ZP na jeden vzorek byl 15. Jako pozitivní
nález byla hodnocena kaÏdá Ïelezem znaãená buÀka,
resp. loÏisko velikostí, tvarem a intenzitou zabarvení
odpovídající takovéto buÀce. V kaÏdém ZP byly
zvlá‰È poãítané buÀky v cévách a zvlá‰È buÀky vyce-
stované do tkánû.

Indukce infarktu myokardu
Vzhledem k plánovanému chirurgickému v˘konu

byla tfii dny pfied indukcí infarktu provedena s. c. apli-
kace enrofloxacinu (5 mg/kg Ï. h.). Králíci byli nejprve
uvedeni do celkové anestezie i. m. aplikací diazepamu
(0,5 mg/kg Ï. h.) v kombinaci s xylazinem (5 mg/kg Ï. h.)

a ketaminem (35 mg/kg Ï. h.). Anestezie byla prÛbûÏ-
nû udrÏována podle klinického stavu reaplikací keta-
minu v pÛvodní nebo poloviãní dávce.

K operativnímu v˘konu byl zvolen levostrann˘ pfií-
stup. Preparace po vrstvách s provedením thorakoto-
mie byla provedena v 3. interkostálním prostoru. Pro
indukci infarktu myokardu byl ligován podle aktuál-
ních anatomick˘ch pomûrÛ ramus proximalis ventri-
culi sinistri (RPVS), jako první ventrální vûtev ramus
circumflexus a. coronariae sinistrae, nebo ãastûji
ramus collateralis distalis, jako druhá horizontální
vûtev ramus interventricularis paraconalis (u lidí RIA)
a. coronariae sinistrae. Cílem bylo ischemizovat hrot
levé komory ligací dominantní vûtve zásobující tuto
oblast. Podvaz byl ponechán in situ do následujícího
dne. Dutina hrudní byla uzavfiena standardním zpÛ-
sobem apozicí svalov˘ch vrstev s následn˘m odstra-
nûním pneumothoraxu. Celková doba v˘konu ne-
pfiekroãila 60 min vãetnû premedikace.

Extrakce a perfuze izolovaného srdce 
podle Langendorfa

Po uplynutí 18–24 hodin od indukce IM, byla
u králíkÛ navozena celková anestezie respektující
v˘‰e popsan˘ protokol. Po uvedení do toleranãního
stadia anestezie následovala eutanázie pfiedávková-
ním anestetik (X + K) dal‰í plnou iniciální dávkou,
aplikovanou i. v. Pfii dosaÏení zástavy dechu byla
urgentnû provedena sternotomie a srdce bylo oddûle-
no od velk˘ch cév. Izolovan˘ orgán byl ihned uloÏen
v ledové tfií‰ti fyziologického roztoku NaCl a srdce
bylo fixováno na kanylu umístûnou v aortû a násled-
nû pfiipojeno k perfuznímu systému. Celková doba
studené ischemie trvala maximálnû 5 minut, doba
teplé ischemie nejv˘‰e jednu minutu. Následovala
perfuze izolovaného srdce podle Langendorfa. Obsah
kolony, ke které bylo srdce fixováno, byl tvofien Kreb-
sov˘m-Henseleitov˘m roztokem s albuminem syce-
n˘m smûsí O2/CO2 95 : 5. Teplota v kolonû se udrÏo-
vala v rozmezí 37–38 °C, v˘‰ka vodního sloupce byla
udrÏována na hodnotû 80 cm. Po stabilizaci zavû-
‰eného preparátu ex vivo, která trvala 15 minut,
následovalo odstranûní ligace koronární tepny
a následovala dal‰í 5minutová perfuze.

Aplikace autologních mononukleárních 
bunûk kostní dfienû

Suspenze Ïelezem znaãen˘ch mononukleárních
bunûk KD se podávala pomocí katetru pfies trojcest-
n˘ ventil. PrÛmûrn˘ poãet bunûk 1 480 000 v objemu
1,8 ml byl aplikován frakcionovanû po dobu zhruba 
4 min. Spontánní perfuze byla ukonãena za 2 min
(skupina P1), 10 min (skupiny P2 a K) a 25 min (sku-
pina P3). Následovala 5minutová intravazální fixace
srdce 2,5% roztokem glutaraldehydu v objemu 20 ml.
Odebrané vzorky svaloviny byly rutinnû zpracovány
metodou histologick˘ch fiezÛ (viz v˘‰e).

Statistická anal˘za
Ke statistickému zpracování v˘sledkÛ byl vyuÏit

program SPSS 14.0. V˘sledky poãtÛ bunûk jsou uvá-
dûny jako medián (minimum; maximum). Ke srovná-
ní jednotliv˘ch skupin byl pouÏit neparametrick˘
MannÛv-WhitneyÛv test. Nulová hypotéza byla zamít-
nuta na hladinû v˘znamnosti p < 0,05.
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V¯SLEDKY

Ve skupinû 28 králíkÛ byl proveden IM ligací vûtve
koronární tepny. U pfieÏiv‰ích 14 zvífiat probíhala
intrakoronární aplikace Ïelezem znaãen˘ch mono-
nukleárních bunûk kostní dfienû po uplynutí 18–24
hodin na modelu izolovaného srdce s perfuzí podle
Langendorfa. Perfuze po aplikaci bunûk u skupin P1
probíhala 2 min, u P2 10 min a u P3 25 min. V kon-
trolní skupinû K byla provedena pouze aplikace zna-
ãen˘ch bunûk ex vivo na stejném modelu s 10minu-
tovou perfuzí.

Semikvantitativnû byla hodnocena schopnost
mononukleárních bunûk znaãen˘ch Ïelezem osídlit
oblast infarktového loÏiska. Jako pozitivní nález by-
la hodnocena kaÏdá Ïelezem znaãená buÀka, resp.
loÏisko velikostí, tvarem a intenzitou zabarvení odpo-
vídající takovéto buÀce. V kaÏdém zorném poli (ZP)
byly zvlá‰È poãítány znaãené buÀky v cévách a zvlá‰È
znaãené buÀky vycestované do tkánû, a to nad mís-
tem ligace a pod ním. 

Semikvantitativní hodnocení migrace znaãen˘ch
bunûk v rámci skupin prokázalo v kontrolní skupinû
pouze ojedinûle pfiítomnost znaãen˘ch bunûk jak
v oblasti báze srdeãní, tak v oblasti hrotu. Stejnû tak
záchyt znaãen˘ch bunûk nad místem ligace a pod ním
ve skupinû P1 – tj. s 2minutovou perfuzí – byl spora-
dick˘. Naproti tomu ve skupinû P2 – tj. s 10minu-
tovou perfuzí – byly pod místem ligace zaznamenány
maximální hodnoty poãtu znaãen˘ch bunûk jak
v cévách (33/15 ZP), tak ve svalovinû (37/15 ZP).
Srovnání poãtu nad místem ligace a pod ním ve sku-
pinû P2 prokázalo statisticky v˘znamn˘ rozdíl mezi
poãtem znaãen˘ch bunûk v cévách (p = 0,009), v inter-
sticiu (p = 0,004), a tím i celkem (p = 0,004), coÏ svûd-
ãí o v˘razné tendenci znaãen˘ch mononukleárních
bunûk migrovat do místa po‰kozené tkánû. Ve skupi-
nû P3 (tj. s 25minutovou perfuzí) byly statisticky
v˘znamné zmûny v záchytu znaãen˘ch bunûk v inter-
sticiu (p = 0,043) mezi loÏisky pod místem ligace a nad
ním. Tyto zmûny ve skupinû P3 se promítly i do signi-
fikantních zmûn v jejich celkov˘ch poãtech (p = 0,028).
Pfii srovnání poãtu znaãen˘ch bunûk v cévách nad
místem ligace a pod místem ligace nebyl ve skupinû P3
zji‰tûn signifikantní rozdíl.

V˘sledky mediánÛ a interval minimum-maximum
poãtÛ znaãen˘ch bunûk v 15 ZP v jednotliv˘ch loka-
lizacích u v‰ech skupin shrnuje tabulka I.

Pfii vzájemném srovnání jednotliv˘ch skupin neby-
ly rozdíly v poãtu znaãen˘ch bunûk v lokalizaci nad
místem ligace v cévách a intersticiu statisticky
v˘znamné s v˘jimkou celkového poãtu bunûk (tj. cévy
+ intersticium), a to mezi skupinou K a P3 (p = 0,019)
a dále mezi skupinou P1 a P3 (p = 0,019).

Tabulka II ukazuje statistické srovnání poãtu zna-
ãen˘ch bunûk nalezen˘ch v infarktovém loÏisku
(oblast pod ligací koronární tepny). Lze zdÛraznit sig-
nifikantní vzestup v poãtu znaãen˘ch bunûk ve v‰ech
sledovan˘ch lokalitách (cévy, intersticium i celkem)
jak pfii srovnání skupin K a P1 se skupinou P2, tak
skupin K a P1 se skupinou P3. Na druhé stranû nebyl
shledán rozdíl v poãtu MKD mezi skupinou K vs. P1
a stejnû tak mezi skupinou P2 vs. P3.

Z 26 králíkÛ, kter˘m byl navozen IM, uhynulo 12
králíkÛ. Exitus nastal v dÛsledku vzniku fibrilace

Tabulka II

Hodnoty p Mannova-Whitneyova testu u srovnání poãtÛ
znaãen˘ch bunûk v 15 náhodn˘ch zorn˘ch polích 

v oblasti IM (pod ligací). Tuãnû zv˘raznûné hodnoty 
ukazují statisticky v˘znamné rozdíly

Cévy
Skupiny P3 P2 P1

K 0,018 0,009 0,122
P1 0,029 0,010
P2 0,392

Intersticium
Skupiny P3 P2 P1

K 0,032 0,020 0,435
P1 0,020 0,010
P2 0,201

Celkem
Skupiny P3 P2 P1

K 0,020 0,010 0,102
P1 0,021 0,011
P2 0,240

Tabulka I

Medián a interval minimum-maximum poãtÛ znaãen˘ch
bunûk v 15 náhodn˘ch zorn˘ch polích

Neischemizovan˘ myokard – nad ligací
Skupina Cévy Intersticium Celkem 

K 0 (0–0) 0,5 (0–3) 0,5 (0–3)
P1 0,5 (0–2) 2 (1–2) 2,5 (2–3)
P2 0,5 (0–3) 1,5 (0–18) 4 (0–19)
P3 1 (0–8) 11 (0–19) 11 (8–21)

Infarktové loÏisko – pod ligací
Skupina Cévy Intersticium Celkem 

K 0 (0–1) 0,5 (0–2) 1 (0–2)
P1 1,5 (0–3) 1 (0–3) 2,5 (1–5)
P2 8,5 (7–33) 27 (19–37) 45 (26–55)
P3 12 (3–23) 22 (18–25) 34 (21–48)

Formát uveden˘ch hodnot: medián (minimum-maximum)

komor. Fibrilace komor se objevila zhruba 5–10 mi-
nut po podvazu. Celková mortalita zpÛsobená induk-
cí infarktu myokardu ãinila 46,2 %.

DISKUSE

V pfiedkládané práci byla ovûfiována moÏnost navoze-
ní subletálního infarktu myokardu u králíka ligací
vûtve koronární tepny. V experimentu byl pouÏit mo-
del izolovaného srdce s perfuzí podle Langendorfa.
Hodnotila se schopnost autologních mononukleár-
ních bunûk kostní dfienû po jejich oznaãení nanopar-
tikulemi oxidu Ïeleza migrovat z koronárního fieãi‰tû
a kolonizovat po‰kozené loÏisko.

Model perfuze izolovaného srdce má v‰echny nedo-
statky orgánového modelu. Jeho pouÏití neredukuje
poãet pokusn˘ch zvífiat. Také nelze zohlednit neuro-
humorální mechanismy, jeÏ v prÛbûhu patofyziologic-
ké odpovûdi na po‰kození regulují situaci na úrovni
rÛzn˘ch orgánov˘ch systémÛ. Na druhé stranû ale
umoÏÀuje zkoumat myokard vãetnû jeho metabolic-
k˘ch funkcí zpÛsobem, kter˘ by in situ nebyl jinak
z hlediska praktického provedení moÏn˘. Z hledis-
ka vytãeného cíle, na‰e uspofiádání modelu v˘raznû
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usnadnilo intrakoronární aplikaci znaãen˘ch bunûk.
Model umoÏÀuje lehce a úãinnû zhodnotit schopnost
migrace znaãen˘ch bunûk (ovûfiení viability a ne-
po‰kozené funkce znaãen˘ch bunûk) a zmûfiit poãet
zachycen˘ch bunûk (prost˘ rozdíl mezi aplikovan˘m
poãtem a poãtem vyplaven˘ch bunûk).

Indukce infarktu myokardu mÛÏe b˘t dosaÏeno
více zpÛsoby. Z hlediska simulace akutního infarktu
myokardu u ãlovûka lze povaÏovat za vhodné metody
zaloÏené na ischemickém po‰kození myokardu. Z to-
hoto dÛvodu jsme zvolili k navození IM ligaci vûtve
koronární tepny. U králíka jsme dominantnû prová-
dûli ligaci r. collateralis distalis rami interventricula-
ris paraconalis levé vûnãité tepny. 

Vhodnost tohoto postupu jsme prokazovali na zá-
kladû hodnocení mortality a histopatologick˘ch zmûn.
Ná‰ experiment byl zatíÏen mortalitou 46,2 %. Exakt-
ní srovnání tohoto ukazatele s údaji v literatufie je ale
obtíÏné, neboÈ experimentální protokoly nejsou stej-
né. Pokusíme-li se pfiesto o komparativní pfiistup,
mÛÏeme konstatovat, Ïe námi zji‰tûná mortalita se
v˘raznû neli‰ila od v˘sledkÛ kryogennû navozeného
IM u králíka, získan˘ch Thompsonem a spol. (38,9 %);
indukci IM ligací provádûli téÏ Norol a spol. a Terrovi-
tis a spol. s mortalitou 50 %, resp. 47,4 %.(2–4)

Námi zvolen˘ model indukovaného infarktu myo-
kardu s délkou trvání do 24 hod. sk˘tá urãitou moÏ-
nost redukce ãasné mortality. Orlic a spol. uvádûjí, Ïe
mortalita dramaticky stoupá mezi 3.–6. dnem po
indukci IM.(5) Pfii délce trvání námi vyvolaného IM
(18–24 hod.) jsme dosáhli synchronizace rozvoje
histopatologick˘ch zmûn a minimalizace mortality.
V literatufie uvádûn˘ model s reperfuzí po jednohodino-
vé ligaci jsme nepouÏili z obavy interference s následky
moÏné reperfuzní toxicity (negativního úãinku reaktiv-
ních forem kyslíku).(6)

Antiarytmika a resuscitace nebyly pouÏity pro nut-
nost standardizace protokolu, resp. obtíÏné odfiltro-
vání vlivu délky resuscitace/zástavy, protektivního
vlivu betablokátoru, resp. i jiné medikace na hodno-
cené v˘sledky. 

V preklinick˘ch studiích bylo v souvislosti s bu-
nûãnou terapii IM v humánní medicínû odzkou‰eno
jiÏ nûkolik bunûãn˘ch typÛ: skeletální myoblasty inji-
kované do loÏiska a jeho okolí, mononukleární buÀky
kostní dfienû (KD) aplikované do koronární tepny,
hematopoetické kmenové buÀky KD a mononukleár-
ní buÀky KD aplikované pfiímo do infarktového loÏiska,
resp. u nûj.(7–11) Ve v‰ech pfiípadech bylo pozorováno
jisté zlep‰ení funkce levé komory. 

V námi dostupn˘ch pracích pfievládá intramyokar-
diální podávání bunûk, aÈ jiÏ pfiímo do loÏiska po‰ko-
zení, nebo do periinfarktové zóny.(12–15) To ale nevypo-
vídá o potenciální schopnosti bunûk aktivnû nidovat
v infarktovém loÏisku pfii jejich autologní transplan-
taci. Tyto buÀky v loÏisku pasivnû pfieÏívají, aniÏ by
do‰lo k jejich rejekci. Proto jsme pfiistoupili k apli-
kaci bunûk do koronárního fieãi‰tû, coÏ by mohlo b˘t,
na rozdíl od intramyokardiálního podání, vyuÏito
v poznávání zákonitostí terapie. 

K autologní transplantaci bunûk kostní dfienû jsme
pfiistoupili z dÛvodu vylouãení jakékoliv neÏádoucí
reakce na jejich podání, byÈ krátkost trvání experi-
mentu a model ex vivo by patrnû neovlivnily ani jejich
alogenní aplikaci. 

K identifikaci aplikovan˘ch bunûk lze pouÏít fiady
metod, zejména imunofluorescenãních. S ohledem na
perspektivní vyuÏití modelu pfii neinvazivním monito-
rování prÛbûhu bunûãné terapie IM jsme pouÏili
metodu detekce podávan˘ch bunûk zaloÏenou na
inkorporaci ãástic Ïeleza, coÏ u imunofluorescenã-
ních metod nelze. U pouÏitého znaãení není uvádûna
zv˘‰ená toxicita po jejich inkubaci se Ïelezem a navíc
lze tyto slouãeniny identifikovat prostfiednictvím svû-
telného mikroskopu.(16,17)

Pfii semikvantitativním hodnocení migrace poda-
n˘ch bunûk bylo nutné definovat pozitivní nález.
Podobnû jako Orlic a spol. i my jsme jej definovali
jako pfiítomnost bunûk bez naru‰ení charakteristické
morfologie.(5) Tím jsme se snaÏili vylouãit fale‰nû po-
zitivní reakce vypl˘vající ze samotného histologického
zpracování vzorku, tzn. vzniklé vymytím ãástic Ïeleza
z aplikovan˘ch bunûk do tkánû. Stejnû tak Jackson
a spol. povaÏovali za pozitivní nález kaÏdou buÀku,
resp. shluk bunûk, kter˘ nebylo moÏné blíÏe kvantifi-
kovat.(18) Pro správnost na‰eho postupu hovofií fakt,
Ïe i ve vzorcích pocházejících z orgánu perfundova-
ného 25 minut nebyla celistvost bunûk ve srovnání
s ostatními pozmûnûna. Principem barvení turnbullo-
vou modfií je prÛkaz pfiítomnosti Fe2+ v reakci s hexa-
kyanoÏelezitanem, která vyÏaduje volné Ïeleznaté
(Fe2+) ionty. Z tohoto dÛvodu bylo snadné vylouãit fa-
le‰nû pozitivní reakce, ke kter˘m by mohlo docházet
v pfiítomnosti agregátÛ erytrocytÛ. Stejnû tak jsme
nepfiedpokládali – jednak na základû klinického vy-
‰etfiení, vûku a makroskopického posouzení orgánÛ
po extrakci srdce – zkreslení v˘sledkÛ, ke kterému by
mohlo dojít v pfiípadû zv˘‰ené koncentrace hemoside-
rinu v organismu.

Semikvantitativní hodnocení migrace bunûk zna-
ãen˘ch Ïelezem v rámci skupin prokázalo v kontrolní
skupinû pouze ojedinûle pfiítomnost znaãen˘ch
bunûk jak v oblasti báze srdeãní, tak v oblasti hrotu.
Na základû tûchto v˘sledkÛ lze konstatovat, Ïe u ne-
po‰kozeného myokardu dochází k minimálnímu
záchytu aplikovan˘ch bunûk. Chab˘ záchyt bunûk ve
skupinû P1 – tj. po 2 minutách perfuze – se signifi-
kantnû neli‰il od záchytu v kontrolní skupinû. Vzhle-
dem k zpÛsobu aplikace jde o ãas, kdy lze pfiedpoklá-
dat, Ïe velká ãást aplikovan˘ch bunûk není je‰tû
aktivnû uchycena v kapilárním fieãi‰ti. Statisticky
v˘znamné rozdíly mezi místy nad ligací a pod ligací
v obou sledovan˘ch lokalizacích (cévy, intersticium)
ve skupinû P2 – tj. s 10minutovou perfuzí – naznaãu-
jí v˘raznou tendenci znaãen˘ch mononukleárních
bunûk migrovat do místa po‰kození. Signifikantní
rozdíl v celkovém poãtu bunûk i ve svalovinû me-
zi místem nad ligací a pod ní ve skupinû P3 – tj.
s 25minutovou perfuzí – vypovídá o schopnosti bu-
nûk perzistovat v po‰kozeném loÏisku. 

Pfii vzájemném srovnání jednotliv˘ch skupin
v poãtu znaãen˘ch bunûk nad místem ligace nebyly
rozdíly v cévách a svalovinû statisticky v˘znamné.
Toto zji‰tûní je ve shodû s na‰í hypotézou, Ïe v místû
nepo‰kozeného myokardu nedochází k zv˘‰enému
záchytu znaãen˘ch bunûk. Pfiekvapivé byly pouze sig-
nifikantní rozdíly v celkovém poãtu znaãen˘ch bunûk
nad místem ligace mezi skupinou K a P3 a dále mezi
skupinou P1 a P3. Pfiíãinou tûchto v˘sledkÛ by mohl
b˘t rozdíln˘ rozsah IM zpÛsoben˘ podvazem, kter˘
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byl proveden mírnû proximálnûji neÏ obvykle zvolené
místo podvazu.

Srovnáním skupin K a P1 se skupinou P2 (10minu-
tová perfuze) se prokázal signifikantní vzestup cel-
kového poãtu znaãen˘ch bunûk, kter˘ se promítl i do
signifikantního vzestupu bunûk jak v cévách, tak ve
svalovinû. Lze tedy konstatovat, Ïe zvolen˘ ãasov˘
interval 10 min od aplikace postaãuje k tomu, aby
buÀky na základû signálu migrovaly z koronárního
fieãi‰tû do oblasti tkáÀového po‰kození. To je v soula-
du s údaji, jeÏ uvádûjí Sait a spol., av‰ak v modelu
in vivo u laboratorního potkana.(19) Stejnû tak pfii srov-
nání skupin K a P1 se skupinou P3 (25minutová per-
fuze) byl v záchytu znaãen˘ch bunûk ve svalovinû
a v ukazateli celkem pod místem ligace zji‰tûn signi-
fikantní vzestup. Znamená to, Ïe podané buÀky per-
zistují v loÏisku i po 25 minutách perfuze a nejsou
z místa po‰kození vyplavovány. Svûdãí o tom rovnûÏ
zji‰tûn˘ nesignifikantní rozdíl mezi skupinami P2 a P3. 

ZÁVùR

Ovûfiili jsme moÏnost indukce subletálního infarktu
myokardu ligací vûtve koronární tepny u králíka.
Infarkt myokardu se podafiilo vyvolat u v‰ech zví-
fiat v rozsahu, kter˘ dovoloval posouzení migrace
aplikovan˘ch mononukleárních bunûk. Z hlediska
cíle práce bylo postaãující pfieÏívání zvífiat v prvních
24 hodinách. 

Mononukleární buÀky KD znaãené nanopartikule-
mi Ïeleza prokázaly schopnost migrace do intersticia
myokardu se signifikantnû vy‰‰í afinitou k infarktem
po‰kozené tkání.
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