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Studium bunééné terapie infarktu myokardu (IM) vyzaduje model s idealné ischemickym poskozenim a intraluminalni apli-
kaci bunék.

Cil prace: Vyvolat subletalni IM u kralika, ovérit schopnost Zelezem znac¢enych mononuklearnich bunék kostni drené (MKD)
migrovat do poSkozeného myokardu a zhodnotit kratkodobou distribuci podanych bunék v postiZené levé komore pri intra-
luminalnim podani.

Material a metody: Subletalni IM byl navozen u 14 kralikti 18hodinovou ligaci diagonalni vétve ramus interventricularis
anterior (vykon in vivo). Pro studium distribuce MKD byl v dalsi fazi pouzit model izolovaného srdce s perfuzi Krebsova-Hen-
seleitova roztoku podle Langendorfa (vykon ex vivo). Do koronarniho obéhu bylo v prabéhu 4 min aplikovano 1,48 milionu
MKD. Izolovana srdce byla rozdélena do 4 skupin: kontrolni skupina (K, n = 4) — srdce bez infarktu s 10minutovou pe-
riodou perfuze po aplikaci MKD; skupina P1 (n = 4) s perfuzi po aplikaci 2 min, skupina P2 (n = 6) s perfuzi po aplikaci
10 min; skupina P3 (n = 4) s perfuzi 25 min. Po ukonc¢eni perfuze byl myokard levé komory histologicky vySetfen v misté
nad ligaci (nl) a v misté pod ligaci (I). V histologickych rezech byly semikvantitativné stanoveny poéty MKD v 15 nahodnych
zornych polich v cévach (C), intersticiu myokardu (M) a celkem (C + M). Vysledky jsou uvadény jako median (min; max).
Vysledky: Median (minimum; maximum) poc¢tu detekovanych MKD ve skupiné K [nl = 0,5 (0,1); I=1 (0; 2)] a P1 [nI = 2 (1; 2),
I =1 (0; 3)] byl v infarktovych zénach signifikantné nizsi nez ve skupinach P2 [nl = 1,5 (0; 18), [ =27 (19; 37)] aP3 [nl = 11
(0;19), I = 22 (18; 25)]. V intersticiu, cévach a celkem z mist nad ligaci nebyl rozdil mezi pocty detekovanych MKD v jedno-
tlivych skupinach (K, P1, P2, P3) kromé srovnani C + M u P3 vs. K (p = 0,019) a P3 vs. P1 (p = 0,019). V infarktovych loZis-
cich (I) byly signifikantni rozdily mezi K vs. P2 - C (p = 0,009), M (p = 0,020) a C + M (p = 0,010); Kvs. P3 - C (p = 0,018),
M (p = 0,032), C + M (p = 0,020).

Zavér: Infarkt myokardu se podarilo vyvolat u vSech zvirat v rozsahu, ktery dovoloval posouzeni migrace aplikovanych MKD.
Mononukleary KD znacené nanopartikulemi Zeleza prokazaly schopnost migrace do intersticia myokardu se signifikantné
vyssi afinitou k infarktem poskozené tkani.
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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 (nl). 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 [nIl = 0,5 (0.1), I = 1 (0.2)] and P1
[nl =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 [nl = 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.
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Transplantace bunék kostni dfené je v klinické
hematoonkologii vyuZzivana vice nez ¢étyricet let. Prvni
formulace koncepce kmenovych bunék a jejich ro-
le v hematopoeze byla prezentovana Maximovem
dokonce jiz v roce 1906. Postupem casu byly mimo
kostni dren objevovany a vyuzivany dalsi zdroje krve-
tvornych kmenovych bunék: periferni a pupec¢nikova
krev. AvSak teprve objevy z poslednich let, souvisejici
s vyzkumem embryonalnich i somatickych kmeno-
vych bunék, iniciovaly zvySeny zajem o jejich biologii
a uplatnéni v terapii primarné nehematologickych
patologickych procest1 a nemoci. Za impuls lze pova-
zovat poznatek, Ze u muzu, ktefi podstoupili trans-
plantaci srdce od darce Zeny, byl v myokardu de-
tekovan bunéény chimérismus.!) Soucasné bylo
zpochybnéno dogma, podle kterého mély byt soma-
tické kmenové bunky schopné diferenciace pouze
v linii bunék s morfologickymi znaky a specializova-
nou funkci tkané, ve které se nachazeji.

Pokroky v 1éc¢bé infarktu myokardu (IM) i pres
urgentni obnoveni perfuze angioplastikou nebo kon-
vencéni medikament6zni terapii zatim stale nedokazou
nahradit zaniklé buniky myokardu vzhledem k vyraz-
né limitované schopnosti regenerace myokardu. Proto
je experimentalni koncepce zaloZena na bunéc¢né tera-
pii infarktu myokardu tak atraktivni pro studium.

CiL PRACE

Vzhledem k perspektivé pokracovani experimentu na
modelu in vivo zvolili jsme jako modelové zvire krali-
ka, tj. zvife s dostatecnou velikosti na neinvazivni
vySetfeni (zejména echokardiografie, sériové odbeé-
ry krve) a technickou proveditelnosti chirurgickych
vykonu na srdci. Z téchto divodt1 bylo cilem prace:
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® indukovat subletalni IM u kralika ligaci vétve
2. radu levé koronarni tepny,

® sledovat prestup znacenych mononuklearnich
bunék KD z cévniho feciSté do intersticialniho
prostoru myokardu,

® hodnotit kratkodobé distribuce podanych mo-
nonukleart v postiZené levé komore.

MATERIAL A METODY

Pokusna zvirata

Bylo pouzito 30 kralikii plemene Hy-Plus, sam-
¢itho pohlavi, v hmotnostni kategorii 2,5-3,5 kg,
z monitorovaného produkéniho chovu (Ing. V. Pokor-
ny, fa MaleSovice, CZ). Experimentiim predchazelo
7denni adaptacni obdobi. Zachovan byl prirozeny
svételny rezim. V adaptaénim i pokusném obdobi
byl denné klinicky kontrolovan zdravotni stav. Pred
vlastnim zarazenim do experimentu bylo u vSech
kraliki provedeno echokardiografické vySetfeni pro
odhaleni subklinickych abnormalit a ziskani fyziolo-
gického rozmezi hodnot pro planované pozdéjsi
experimenty in vivo.

Pokusni jedinci byli rozdéleni do 4 skupin:

Skupina K (n = 4, kontrola) bez indukce IM, pouze
s aplikaci Zelezem znacenych mononuklearnich
bunék kostni difené (MKD), s 10minutovou perfuzi.

Pro indukci infarktu myokardu bylo pouzito 26 kra-
likti. Do vlastniho modelu ex vivo bylo zarazeno vzhle-
dem k mortalité pri vyvolani IM 14 zvirat (skupiny P1,
P2, P3).

Skupina P1 (n = 4): indukovany IM, aplikace MKD,
2minutova perfuze po vlastni aplikaci. Skupina P2
(n = 6): indukovany IM, aplikace MKD, 10minutova
perfuze po vlastni aplikaci. Skupina P3 (n = 4): indu-
kovany IM, aplikace MKD, 25minutova perfuze po
vlastni aplikaci.
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Pokus byl proveden v souladu se zakonem c¢islo
246/1992 Sb. na ochranu zvirat proti tyrani, ve znéni
pozdéjsich predpisti.

Odbér kostni dfené

Odbér vzorku kostni dfené byl proveden 21 dni
pred indukci IM u zvirat v celkové anestezii. Po pre-
medikaci (i. v. pentazocin 3 mg/kg zivé hmotnosti
(z. h.) + xylazin 5 mg/kg Z. h.) nasledovala standard-
ni priprava pro odbér (depilace, dezinfekce). Po 5 mi-
nutach byla rychle aplikovana polovina vypocitané
davky ketaminu (35 mg/kg z. h.). Jeho dalsi aplikace
(étvrtinova davka) byla indikovana podle klinického
stavu s cilem dosahnout nulovou obrannou reakci na
aspiraci kostni drené. Odbér byl proveden asepticky
z tuber ischiadicum pomoci jehly 18G do strikacky
predplnéné 0,1 ml roztoku heparin : fyziologicky roz-
tok (1 : 1).

Separace, kultivace a znaéeni mononuklearnich
bunék kostni dfené nanoc¢asticemi Fe

Aspiraty kostni drené byly zpracovany metodou
centrifugace na hustotnim gradientu (Histopaque
1077). Mononuklearni bunky byly kultivovany 14-21
dni v médiu ,cell-free” pro hematopoetické bunky
(H 3000, Stem Cell Technologies, Canada) s nano-
¢asticemi oxidu Zeleza (Resovist, Schering, Némecko).
V den implantace byly bunky odebrany z kultivace,
proplachnuty a resuspendovany v Hanksové roztoku
se 4% albuminem. Pred aplikaci do koronarnich arte-
rii byly bunky prefiltrovany pres nylonovy filtr 70 um
a byl odebran vzorek k analyze poc¢tu bunék.

Histologické vySetieni

Mistem odbéru vzorku pro histologické vySetreni
byla svalovina levé komory nad zdravym myokardem
a pod mistem ligace (lozisko IM). Rez byl veden asi
0,5 cm nad mistem ligace, resp. pod nim. V kontrol-
ni skupiné se odebirala svalovina z baze a srde¢niho
hrotu. Od kazdého kralika byly tedy posuzovany dva
vzorky. Zpracovani vzorku bylo provedeno standard-
nim zpusobem zalitim do parafinu. Parafinové rezy
byly po odvodnéni barveny hematoxylinem-eozinem
(HE) a turnbullovou modfi. Zpracovani vzorkll bylo
provedeno v Brné, v Ustavu histologie a embryologie
Lékarské fakulty.

Semikvantitativnimu hodnoceni poc¢tu znacénych
podrobeny pouze preparaty barvené na pritomnost
Zeleza (turnbullovou modrfi). Pfi meandrovitém zpu-
sobu prohlizeni bylo hodnoceno kazdé druhé zorné
pole (ZP) pri zvétSeni 400x. Celkovy pocet vyhodno-
cenych ZP na jeden vzorek byl 15. Jako pozitivni
nalez byla hodnocena kazda Zelezem znacena bunka,
resp. lozisko velikosti, tvarem a intenzitou zabarveni
odpovidajici takovéto bunce. V kazdém ZP byly
zvlast pocitané bunky v cévach a zvlast bunky vyce-
stované do tkané.

Indukce infarktu myokardu

Vzhledem k planovanému chirurgickému vykonu
byla tfi dny pred indukci infarktu provedena s. c. apli-
kace enrofloxacinu (5 mg/kg z. h.). Kralici byli nejprve
uvedeni do celkové anestezie i. m. aplikaci diazepamu
(0,5 mg/kg z. h.) v kombinaci s xylazinem (5 mg/kg Z. h.)
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a ketaminem (35 mg/kg Z. h.). Anestezie byla priibéz-
né udrzovana podle klinického stavu reaplikaci keta-
minu v pavodni nebo poloviéni davce.

K operativnimu vykonu byl zvolen levostranny pri-
stup. Preparace po vrstvach s provedenim thorakoto-
mie byla provedena v 3. interkostalnim prostoru. Pro
indukci infarktu myokardu byl ligovan podle aktual-
nich anatomickych pomért ramus proximalis ventri-
culi sinistri (RPVS), jako prvni ventralni vétev ramus
circumflexus a. coronariae sinistrae, nebo Casteji
ramus collateralis distalis, jako druha horizontalni
vétev ramus interventricularis paraconalis (u lidi RIA)
a. coronariae sinistrae. Cilem bylo ischemizovat hrot
levé komory ligaci dominantni vétve zasobujici tuto
oblast. Podvaz byl ponechan in situ do nasledujiciho
dne. Dutina hrudni byla uzaviena standardnim zpti-
sobem apozici svalovych vrstev s naslednym odstra-
nénim pneumothoraxu. Celkova doba vykonu ne-
prekrocila 60 min véetné premedikace.

Extrakce a perfuze izolovaného srdce
podle Langendorfa

Po uplynuti 18-24 hodin od indukce IM, byla
u kralikii navozena celkova anestezie respektujici
vySe popsany protokol. Po uvedeni do toleran¢niho
stadia anestezie nasledovala eutanazie predavkova-
nim anestetik (X + K) dalsi plnou inicialni davkou,
aplikovanou i. v. Pri dosaZeni zastavy dechu byla
urgentné provedena sternotomie a srdce bylo oddéle-
no od velkych cév. Izolovany organ byl ihned ulozen
v ledové tristi fyziologického roztoku NaCl a srdce
bylo fixovano na kanylu umisténou v aorté a nasled-
né pripojeno k perfuznimu systému. Celkova doba
studené ischemie trvala maximalné 5 minut, doba
teplé ischemie nejvyse jednu minutu. Nasledovala
perfuze izolovaného srdce podle Langendorfa. Obsah
kolony, ke které bylo srdce fixovano, byl tvoren Kreb-
sovym-Henseleitovym roztokem s albuminem syce-
nym smési O,/CO, 95 : 5. Teplota v koloné se udrzo-
vala v rozmezi 37-38 °C, vySka vodniho sloupce byla
udrzovana na hodnoté 80 cm. Po stabilizaci zave-
Seného preparatu ex vivo, ktera trvala 15 minut,
nasledovalo odstranéni ligace koronarni tepny
a nasledovala dalsi 5minutova perfuze.

Aplikace autolognich mononuklearnich
bunék kostni drené

Suspenze Zelezem znacenych mononuklearnich
bunék KD se podavala pomoci katetru pres trojcest-
ny ventil. Priimérny pocet bunék 1 480 000 v objemu
1,8 ml byl aplikovan frakcionované po dobu zhruba
4 min. Spontanni perfuze byla ukonc¢ena za 2 min
(skupina P1), 10 min (skupiny P2 a K) a 25 min (sku-
pina P3). Nasledovala bminutova intravazalni fixace
srdce 2,5% roztokem glutaraldehydu v objemu 20 ml.
Odebrané vzorky svaloviny byly rutinné zpracovany
metodou histologickych rezti (viz vyse).

Statisticka analyza

Ke statistickému zpracovani vysledkti byl vyuzit
program SPSS 14.0. Vysledky poc¢tta bunék jsou uva-
dény jako median (minimum; maximum). Ke srovna-
ni jednotlivych skupin byl pouzit neparametricky
Manntiv-Whitneytv test. Nulova hypotéza byla zamit-
nuta na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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VYSLEDKY

Ve skupiné 28 kraliku byl proveden IM ligaci vétve
koronarni tepny. U preZivSich 14 zvirat probihala
intrakoronarni aplikace Zelezem znacenych mono-
nuklearnich bunék kostni dfené po uplynuti 18-24
hodin na modelu izolovaného srdce s perfuzi podle
Langendorfa. Perfuze po aplikaci buné€k u skupin P1
probihala 2 min, u P2 10 min a u P3 25 min. V kon-
trolni skupiné K byla provedena pouze aplikace zna-
¢enych bunék ex vivo na stejném modelu s 10minu-
tovou perfuzi.

Semikvantitativné byla hodnocena schopnost
mononuklearnich bunék znacenych zZelezem osidlit
oblast infarktového loziska. Jako pozitivni nalez by-
la hodnocena kazda zZelezem znacena bunka, resp.
lozisko velikosti, tvarem a intenzitou zabarveni odpo-
vidajici takovéto bunce. V kazdém zorném poli (ZP)
byly zvlast pocitany znac¢ené bunky v cévach a zvlast
znacené bunky vycestované do tkané, a to nad mis-
tem ligace a pod nim.

Semikvantitativni hodnoceni migrace znacenych
bunék v ramci skupin prokazalo v kontrolni skupiné
pouze ojedin€le pritomnost znacenych bunék jak
v oblasti baze srde¢ni, tak v oblasti hrotu. Stejné tak
zachyt znacenych bunék nad mistem ligace a pod nim
ve skupiné P1 - tj. s 2minutovou perfuzi — byl spora-
dicky. Naproti tomu ve skupiné P2 - {j. s 10minu-
tovou perfuzi — byly pod mistem ligace zaznamenany
maximalni hodnoty poc¢tu znacenych bunék jak
v cévach (33/15 ZP), tak ve svaloviné (37/15 ZP).
Srovnani poc¢tu nad mistem ligace a pod nim ve sku-
piné P2 prokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi
poctem znacenych bunék v cévach (p = 0,009), v inter-
sticiu (p = 0,004), a tim i celkem (p = 0,004), coz sveéd-
¢1 o vyrazné tendenci znacenych mononuklearnich
bunék migrovat do mista poskozené tkaneé. Ve skupi-
né P3 (. s 2bminutovou perfuzi) byly statisticky
vyznamné zmény v zachytu znacenych bunék v inter-
sticiu (p = 0,043) mezi loZisky pod mistem ligace a nad
nim. Tyto zmény ve skupiné P3 se promitly i do signi-
fikantnich zmén v jejich celkovych poétech (p = 0,028).
Pri srovnani poc¢tu znacenych bunék v cévach nad
mistem ligace a pod mistem ligace nebyl ve skupiné P3
zjistén signifikantni rozdil.

Vysledky mediant a interval minimum-maximum
poctt znacenych bunék v 15 ZP v jednotlivych loka-
lizacich u vSech skupin shrnuje tabulka I.

Pri vzajemném srovnani jednotlivych skupin neby-
ly rozdily v poctu znac¢enych bunék v lokalizaci nad
mistem ligace v cévach a intersticiu statisticky
vyznamné s vyjimkou celkového poc¢tu bunék (tj. cévy
+ intersticium), a to mezi skupinou K a P3 (p = 0,019)
a dale mezi skupinou P1 a P3 (p = 0,019).

Tabulka II ukazuje statistické srovnani poctu zna-
cenych bunék nalezenych v infarktovém lozisku
(oblast pod ligaci koronarni tepny). Lze zdtraznit sig-
nifikantni vzestup v poc¢tu znacenych bunék ve vSech
sledovanych lokalitach (cévy, intersticium i celkem)
jak pri srovnani skupin K a P1 se skupinou P2, tak
skupin K a P1 se skupinou P3. Na druhé strané nebyl
shledan rozdil v poc¢tu MKD mezi skupinou K vs. P1
a stejné tak mezi skupinou P2 vs. P3.

Z 26 kralikti, kterym byl navozen IM, uhynulo 12
kralikti. Exitus nastal v dutsledku vzniku fibrilace
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Tabulka |
Median a interval minimum-maximum poc¢ta znacenych
bunék v 15 nahodnych zornych polich

Neischemizovany myokard - nad ligaci

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 lozisko - pod ligaci

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)

Format uvedenych hodnot: median (minimum-maximum)

Tabulka I
Hodnoty p Mannova-Whitneyova testu u srovnani poctt
znacenych bunék v 15 nahodnych zornych polich
v oblasti IM (pod ligaci). Tuéné zvyraznéné hodnoty
ukazuji statisticky vyznamné rozdily

Cévy

Skupiny P3 P2 Pl
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

komor. Fibrilace komor se objevila zhruba 5-10 mi-
nut po podvazu. Celkova mortalita zptisobena induk-
ci infarktu myokardu ¢inila 46,2 %.

DISKUSE

V predkladané praci byla ovéfovana moznost navoze-
ni subletalniho infarktu myokardu u kralika ligaci
vétve koronarni tepny. V experimentu byl pouzit mo-
del izolovaného srdce s perfuzi podle Langendorfa.
Hodnotila se schopnost autolognich mononuklear-
nich bunék kostni dfené po jejich ozna¢eni nanopar-
tikulemi oxidu Zeleza migrovat z koronarniho recisté
a kolonizovat poskozené lozisko.

Model perfuze izolovaného srdce ma vSechny nedo-
statky organového modelu. Jeho pouziti neredukuje
pocet pokusnych zvirat. Také nelze zohlednit neuro-
humoralni mechanismy, jez v prabéhu patofyziologic-
ké odpovédi na poskozeni reguluji situaci na urovni
ruznych organovych systémti. Na druhé strané ale
umoznuje zkoumat myokard vcetné jeho metabolic-
kych funkci zptisobem, ktery by in situ nebyl jinak
z hlediska praktického provedeni mozny. Z hledis-
ka vytceného cile, nase usporadani modelu vyrazné
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usnadnilo intrakoronarni aplikaci znac¢enych bunék.
Model umoznuje lehce a ti¢inné zhodnotit schopnost
migrace znacenych bunék (ovéfeni viability a ne-
poskozené funkce znacenych bunék) a zmérit pocet
zachycenych bunék (prosty rozdil mezi aplikovanym
poctem a poctem vyplavenych bunek).

Indukce infarktu myokardu muize byt dosazZeno
vice zpuisoby. Z hlediska simulace akutniho infarktu
myokardu u ¢lovéka lze povazovat za vhodné metody
zalozené na ischemickém poskozeni myokardu. Z to-
hoto diivodu jsme zvolili k navozeni IM ligaci vétve
koronarni tepny. U kralika jsme dominantné prova-
deéli ligaci r. collateralis distalis rami interventricula-
ris paraconalis levé véncité tepny.

Vhodnost tohoto postupu jsme prokazovali na za-
kladé hodnoceni mortality a histopatologickych zmén.
Nas experiment byl zatizen mortalitou 46,2 %. Exakt-
ni srovnani tohoto ukazatele s udaji v literature je ale
obtizné, nebot experimentalni protokoly nejsou stej-
né. Pokusime-li se presto o komparativni pristup,
muzeme konstatovat, Ze nami zjisténa mortalita se
vyrazné neliSila od vysledkti kryogenné navozeného
IM u kralika, ziskanych Thompsonem a spol. (38,9 %);
indukeci IM ligaci provadéli téz Norol a spol. a Terrovi-
tis a spol. s mortalitou 50 %, resp. 47,4 %.2

Nami zvoleny model indukovaného infarktu myo-
kardu s délkou trvani do 24 hod. skyta uré¢itou moz-
nost redukce ¢asné mortality. Orlic a spol. uvadéji, ze
mortalita dramaticky stoupa mezi 3.-6. dnem po
indukci IM.® Pri délce trvani nami vyvolaného IM
(18-24 hod.) jsme dosahli synchronizace rozvoje
histopatologickych zmén a minimalizace mortality.
V literature uvadény model s reperfuzi po jednohodino-
vé ligaci jsme nepouzili z obavy interference s nasledky
mozné reperfuzni toxicity (negativniho uéinku reaktiv-
nich forem kysliku).®

Antiarytmika a resuscitace nebyly pouzity pro nut-
nost standardizace protokolu, resp. obtizné odfiltro-
vani vlivu délky resuscitace/zastavy, protektivniho
vlivu betablokatoru, resp. i jiné medikace na hodno-
cené vysledky.

V preklinickych studiich bylo v souvislosti s bu-
nécnou terapii IM v humanni mediciné odzkouseno
jiz nékolik bunéénych typti: skeletalni myoblasty inji-
kované do lozZiska a jeho okoli, mononuklearni bunky
kostni drfené (KD) aplikované do koronarni tepny,
hematopoetické kmenové bunky KD a mononuklear-
ni bunikky KD aplikované primo do infarktového loziska,
resp. u ngj. Y Ve vsech pripadech bylo pozorovano
jisté zlepSeni funkce levé komory.

V nami dostupnych pracich prevlada intramyokar-
dialni podavani bunék, at jiZ primo do loZiska posko-
zeni, nebo do periinfarktové zony.(12-1® To ale nevypo-
vida o potencialni schopnosti bunék aktivné nidovat
v infarktovém lozisku pfi jejich autologni transplan-
taci. Tyto bunky v lozisku pasivné prezivaji, aniz by
doslo k jejich rejekci. Proto jsme pristoupili k apli-
kaci bunék do koronarniho recisté, coz by mohlo byt,
na rozdil od intramyokardialniho podani, vyuzito
v poznavani zakonitosti terapie.

K autologni transplantaci bunék kostni dfené jsme
pristoupili z divodu vylouceni jakékoliv nezadouci
reakce na jejich podani, byt kratkost trvani experi-
mentu a model ex vivo by patrné neovlivnily ani jejich
alogenni aplikaci.
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K identifikaci aplikovanych bunék lze pouzit rady
metod, zejména imunofluorescenénich. S ohledem na
perspektivni vyuziti modelu pri neinvazivnim monito-
rovani pribéhu bunécné terapie IM jsme pouZzili
metodu detekce podavanych bunék zaloZenou na
inkorporaci ¢astic Zeleza, coZz u imunofluorescenc-
nich metod nelze. U pouzitého znaceni neni uvadéna
zvysena toxicita po jejich inkubaci se Zelezem a navic
Ize tyto slouceniny identifikovat prostfednictvim své-
telného mikroskopu.6:17

Pri semikvantitativnim hodnoceni migrace poda-
nych bunék bylo nutné definovat pozitivni nalez.
Podobné jako Orlic a spol. i my jsme jej definovali
jako pritomnost bunék bez naruseni charakteristické
morfologie.® Tim jsme se snazili vylouéit falesné po-
zitivni reakce vyplyvajici ze samotného histologického
zpracovani vzorku, tzn. vzniklé vymytim c¢astic zeleza
z aplikovanych bunék do tkan€. Stejné tak Jackson
a spol. povazovali za pozitivni nalez kazdou bunku,
resp. shluk bunék, ktery nebylo mozné blize kvantifi-
kovat.!® Pro spravnost naseho postupu hovori fakt,
Ze i ve vzorcich pochazejicich z organu perfundova-
ného 25 minut nebyla celistvost bunék ve srovnani
s ostatnimi pozménéna. Principem barveni turnbullo-
vou modri je prakaz pritomnosti Fe?* v reakci s hexa-
kyanozelezitanem, ktera vyzaduje volné Zeleznaté
(Fe?*) ionty. Z tohoto dtivodu bylo snadné vyloucit fa-
leSné pozitivni reakce, ke kterym by mohlo dochazet
v pritomnosti agregata erytrocyti. Stejné tak jsme
nepredpokladali — jednak na zakladé klinického vy-
Setfeni, véku a makroskopického posouzeni organti
po extrakci srdce — zkresleni vysledkt, ke kterému by
mohlo dojit v pripadé zvySené koncentrace hemoside-
rinu v organismu.

Semikvantitativni hodnoceni migrace bunék zna-
c¢enych zelezem v ramci skupin prokazalo v kontrolni
skupiné pouze ojedinéle pritomnost znacenych
bunék jak v oblasti baze srdeéni, tak v oblasti hrotu.
Na zakladé téchto vysledkt lze konstatovat, Ze u ne-
poskozeného myokardu dochazi k minimalnimu
zachytu aplikovanych bunék. Chaby zachyt bunék ve
skupiné P1 - tj. po 2 minutach perfuze — se signifi-
kantné neliSil od zachytu v kontrolni skupiné. Vzhle-
dem k zptisobu aplikace jde o ¢as, kdy lze predpokla-
dat, Ze velka cast aplikovanych bunék neni jesté
aktivné uchycena v kapilarnim recisti. Statisticky
vyznamné rozdily mezi misty nad ligaci a pod ligaci
v obou sledovanych lokalizacich (cévy, intersticium)
ve skupiné P2 - tj. s 10minutovou perfuzi — naznacu-
jl vyraznou tendenci znacenych mononuklearnich
bunék migrovat do mista posSkozeni. Signifikantni
rozdil v celkovém poc¢tu bunék i ve svaloviné me-
zi mistem nad ligaci a pod ni ve skupiné P3 - j.
s 2bminutovou perfuzi — vypovida o schopnosti bu-
nék perzistovat v poskozeném lozisku.

Pri vzajemném srovnani jednotlivych skupin
v poctu znacenych bunék nad mistem ligace nebyly
rozdily v cévach a svaloviné statisticky vyznamné.
Toto zjiSténi je ve shodé s nasi hypotézou, Ze v misté
neposkozeného myokardu nedochazi k zvySenému
zachytu znac¢enych bunék. Prekvapivé byly pouze sig-
nifikantni rozdily v celkovém poc¢tu znac¢enych bunék
nad mistem ligace mezi skupinou K a P3 a dale mezi
skupinou P1 a P3. Pri¢inou téchto vysledkti by mohl
byt rozdilny rozsah IM zptisobeny podvazem, ktery
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byl proveden mirné proximalnéji nez obvykle zvolené
misto podvazu.

Srovnanim skupin K a P1 se skupinou P2 (10minu-
tova perfuze) se prokazal signifikantni vzestup cel-
kového poc¢tu znacenych bunék, ktery se promitl i do
signifikantniho vzestupu bunék jak v cévach, tak ve
svaloviné. Lze tedy konstatovat, Ze zvoleny casovy
interval 10 min od aplikace postacuje k tomu, aby
bunky na zakladé signalu migrovaly z koronarniho
recisSté do oblasti tkanového poskozeni. To je v soula-
du s udaji, jez uvadéji Sait a spol., avSak v modelu
in vivo u laboratorniho potkana.'” Stejné tak pfi srov-
nani skupin K a P1 se skupinou P3 (25minutova per-
fuze) byl v zachytu znacenych bunék ve svaloviné
a v ukazateli celkem pod mistem ligace zjiStén signi-
fikantni vzestup. Znamena to, Ze podané burnky per-
zistuji v lozisku i po 25 minutach perfuze a nejsou
z mista poskozeni vyplavovany. Svéd¢i o tom rovnéz
zjistény nesignifikantni rozdil mezi skupinami P2 a P3.

ZAVER

Ovérili jsme moZnost indukce subletalniho infarktu
myokardu ligaci vétve koronarni tepny u kralika.
Infarkt myokardu se podarilo vyvolat u vSech zvi-
rat v rozsahu, ktery dovoloval posouzeni migrace
aplikovanych mononuklearnich bunék. Z hlediska
cile prace bylo postacujici prezivani zvirat v prvnich
24 hodinach.

Mononuklearni bunky KD znac¢ené nanopartikule-
mi Zeleza prokazaly schopnost migrace do intersticia
myokardu se signifikantné vyssi afinitou k infarktem
poskozené tkani.
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