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Anotace

Lécivo aminofylin je diky svym bronchodilatatnim 0GCinkiim uzivano zejména k Iécbé
zavaznych astmatickych stavii. Jeho aplikace zvySuje riziko vzniku tachyarytmii, hlavné
fibrilace sini. JelikoZz zmény srde¢nich inward rectifier draslikovych (Kir) proudd mohou
ptispivat ke vzniku fibrilace sini, cilem této prace bylo prostudovat vliv aminofylinu na jeden
Z podtypti srde¢nich Kir proudd, proud ks, u lidskych srde¢nich bunék. V teoretické Casti se
zabyvam ak¢nim napétim pracovniho myokardu, draslikovymi kanély a také technikou patch
clamp, jejiz modifikaci whole cell patch clamp jsem vyuzila k méfeni zmén Ix; pod vlivem
aminofylinu v této studii. Mé&feni probihala pfi teploté 37°C na lidskych srde¢nich bufikach
enzymaticky izolovanych ze srdci pacienti v kone¢ném stadiu srde¢niho selhani
podstupujicich transplantaci srdce. Jak jsem zjistila, aminofylin ptisobi na zkoumany Ix;
inhibi¢né, a to i v klinicky relevantnich koncentracich. Pozorovala jsem primérnou inhibici o
14,7, 15,9 a 24,7 % pfi aplikaci aminofylinu v koncentracich 10, 30, resp. 100 uM. V Gvodu
prace shrnuji problematiku arytmogennich poruch, které by mohly vznikat, mimo jiné, i
nasledkem ucinku aminofylinu.
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Annotation

The therapeutic drug aminophylline is used especially for treatment of serious asthma attacks
due to its bronchodilator effects. Its application increases risk of tachyarrhythmias,
particularly of the atrial fibrillation. Since changes of inward rectifier potassium (Kir)
currents can contribute to formation of the atrial fibrillation, this work was focused on
analysis of the effect of aminophylline on a subtype of the cardiac Kir currents, Ixi, in human
cardiac cells. In the theoretical part, | deal with the action potential of working myocardium,
potassium channels and also with the patch clamp technique, which was used, namely its
whole cell patch clamp modification, for measurements of Ik, changes under the effect of
aminophylline in this study. The experiments were performed at 37 °C on human cardiac cells
enzymatically isolated from hearts of patients in the final stage of the heart failure who were
undergoing the heart transplantation. | found out that aminophylline showed an inhibitory
effect on Ik, even in clinically relevant concentrations. | observed an average inhibition of
14.7, 15.9 and 24.7 % during application of aminophylline of concentrations of 10, 30 and
100 pM, respectively. In the first chapter of this work, I summarize problematics of
arrhythmogenic disorders, which could result, among others, also from the action of
aminophylline.
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Uvod

V této préci se vénuji vlivu Géinné latky aminofylinu na inward rectifier draslikovy
proud u lidskych srde¢nich bunék. Latka aminofylin je 1éCivem, které se pro svij
bronchodilata¢ni Gcinek primarné¢ vyuziva pro lécbu problémi s obstrukci (zuzenim)
dychacich cest (typicky u astmatu). Jeho aplikace vyznamné zvySuje riziko vzniku
tachyarytmii, zejména fibrilace sini. Hlavni otazkou, kterou méla zodpovédét tato prace je,
zda ma tato G¢inna latka vliv na srde¢ni draslikové kandly typu inward rectifier, jejichz
zmény jsou jednim z faktori potencialné prispivajicich ke vzniku fibrilace sini.

1.1 Aminofylin

Aminofylin se fadi do skupiny léciv, kterd pro svij bronchodilata¢ni wc¢inek
napomahaji pii 1é¢bé problému s obstrukci (zGzenim) dychacich cest (astma). Jeho sumarni
vzorec je CigH24N100s. Aminofylin se jako ucinna latka v lécich sklada z theofylinu a
ethyldiaminu. Lécivé ptipravky obsahujici aminofylin se podavaji pacientim od détstvi az po
dospclost, a to nejcasteji ve formée injekéniho roztoku, typicky béhem astmatického zachvatu.
(1 221 \/ Ceské republice je aminofylin pritomen jako G&inna latka napiiklad v 1éku s ndzvem
Syntophyllin 24mg/ml. Tento 1ék je vydan na piedpis lékafe lidem, u kterych byly
diagnostikovany problémy s dychacimi cestami. Jedna se tedy pievazné o astmatiky, pacienty
trpici  chronickou obstrukéni plicni nemoci, onkologické pacienty, ktefi maji problém
s dusnosti, a také novorozence s idiopatickou spankovou apnoe. Tento 1ék ma ale také fadu
nezadoucich ucinku jako napiiklad: nauzea, zvraceni, bolesti hlavy, nespavost, palpitace nebo
zéavraté. Preddvkovani doprovazeji hlavné gastrointestinalni (nauzea, prijem, zvraceni) a
kardiovaskularnimi ptiznaky (tachykardie, vznik arytmii, hypotenze). (1. 12

Jak vyplyva z ptedchoziho odstavce, bylo prokazano, ze lidé, ktefi byli 1éCeni
aminofylinem méli vétsi predpoklad pro vznik srdecnich arytmii, a to napiiklad fibrilace sini.
31 Patogeneze fibrilace sini je komplexni. Mimo jiné se na ni mohou Ucastnit i zmény dale
zminénych Kir kanall (viz kapitola 1.3 Draslikové kandly). Aminofylin tvofi substrat pro
vznik arytmii i pfi terapeutickych koncentracich (10-20 mg/L, tj. 24 - 48 uM). B! Proto jsme
se rozhodli zkoumat, zda aminofylin v klinicky relevantnich koncentracich ovliviiuje Kir
kanaly v srde¢nich bunkach ¢lovéka. Konkrétné jsme se zaméiili na proud lki, ktery je
hlavnim Kir kanalem aktivnim za klidového fyziologického stavu organismu.

1.2 Poruchy srde¢niho rytmu — arytmie

Poruchy srde¢niho rytmu neboli arytmie jsou poruchy tvorby elektrickych vzrucht
nebo jejich Sifeni, pfipadné mize dojit ke kombinaci obojiho. N€kdy se i za fyziologickych
okolnosti zrychli anebo zpomali srde¢ni rytmus, a to napiiklad pfi cviceni, resp. ve spanku.
Pokud je vSak rytmus abnormalné pomaly nebo naopak rychly, jedna se s velkou
pravdépodobnosti o srdecni arytmii. Dle srde¢ni frekvence rozliSujeme dva zakladni typy
arytmii:



a) Bradykardie (bradyarytmie) — jednd se o vyrazné zpomaleni srde¢niho rytmu,
konkrétné¢ pod 60 impulzii za minutu. Podkladem je obvykle to, zZe se vzruch
Vv sinusovém uzlu tvofi pomalu, a proto srdce pracuje pomalu a neni schopno pfi
zatézi zvysit svoji Cinnost. Rovnéz muze jit o dusledek pieruSeni vedeni vzruchu ze
sini na komory pres sifiokomorovy uzel.!"

b) Tachykardie (tachyarytmie) — jedna se o vyrazné zrychleni srde¢niho rytmu,
konkrétn¢ nad 100 impulzi za minutu. V tomto piipadé je elektricky impuls tvoren
patologicky s velkou frekvenci v pracovni svaloviné srdce (kdekoli ve svaloving sini
nebo komor), krouzi v razné veliké oblasti srdce kolem dokola (tzv. reentry) a
aktivuje tak okolni svalovinu. Prili§ rychle vytvafené vzruchy neumozni srdci se
dostate¢n¢ naplnit (k tomu dochazi pouze ve stavu relaxace svalu), navic je svalovina
drazdéna nesynchronné. Oboji vede k vyraznému poklesu vydeje krve ze srdce do
tepen, a tedy k projeviim akutniho srde¢niho selhani. I

Vznik arytmii mize byt podminén riznymi podnéty. Mezi nejcastéjsi piiciny poruch
srde¢niho rytmu patéi napiiklad ischemicka choroba srde¢ni, poruchy acidobazické
rovnovahy, poruchy myokardu (kardiomyopatie, myokarditida), naruSeni rovnovahy
vegetativniho nervového systému a samoziejmeé rtizné arytmogenni latky, mezi které se fadi i
mnou zkoumany aminofylin.

1.2.1 Diagnéza

U 1é¢by arytmii je dulezitd véasnad diagndza. K procesu stanoveni diagndzy arytmie
patfi:

1. Dukladna anamnéza, tim chapeme piesné tidaje o tzv. pfedchorobi pacienta, to znamena
informace o ptfedeslém i aktudlnim zdravotnim stavu (obtize a problémy, prodélané
operace, vaznéjsi nemoci nebo také informace o zdravotnim stavu ¢lent rodiny).

2. Fyzikalni vysetfeni — vySetfeni pacienta pomoci jednoduchych pomicek nebo vlastnich
smysld. Do fyzikalniho vySetieni spada také poslech pacienta fonendoskopem.

3. Vysetfeni pomoci elektrokardiografie (zkracené EKG). Jedna se o nejvyuzivanéjsi
metodu diagnostiky v ramci poruch srde¢niho rytmu. Zaékladnim principem EKG je
zaznamenavani elektrické aktivity lidského srdce z povrchu téla (neinvazivng) ve formé
elektrokardiogramu. Diky akénimu napéti, ktery se Sifi srdecnimi bunikami, vznikaji
v srdci mistni elektrické proudy mezi jiz depolarizovanymi (aktivovanymi) srde¢nimi
bunikami a srde¢nimi buiikami, které jsou v klidovém stavu. Ty zapfiinuji vznik
elektromagnetickeho pole. Protoze jsou télesné tekutiny velmi vodivé, 1ze snimat zmény
srdeCni ¢innosti 1 z povrchu téla. Pii elektrokardiografickém vySetfeni leZi pacient
Vv klidové poloze na lizku. Pacientu jsou na télo umistény svody, které maji za ukol
snimat srde¢ni Cinnost. Pfi tomto vySetfeni musi byt pacient absolutné v klidu, aby

nedoslo k chybnému a nepfesnému snimani. Po rychlém vySetfeni dostava lékar vytiStény
zéznam elektrokardiogramu na papir a miZe tedy hned stanovit vysledek vysetieni. !



4. Holterovska elektrokardiografie. Principem Holterovského EKG je nejcastéji 24-
hodinové (muze byt také 48-hodinové) snimani elektrické aktivity srdce pacienta pomoci
tzv. Holterova monitoru. Tuto analyzu neni potfeba provadét u vSech pacienti
s podezfenim na vyskyt arytmii. Pouzivd se prevazné u pacientl s podezienim na
narazove formy arytmogenni poruchy. Na hrudnik pacienta jsou piipojeny elektrody
propojené se snimacim a zaznamovym zatizenim. Pacient odchazi domi. Po uplynuti
stanovené doby se dostavi op&t k 1ékafi a ten miiZe vyhodnotit ziskany zaznam.!®

5. Elektrofyziologické vySetfeni je mozné provést V indikovanych piipadech. Jedna se o
zavedeni elektrodovych katétri pfimo do ruznych srde¢nich oddilti, pomoci katetrizace
srdce. Jde tedy o invazivni vySetfeni. Cilem tohoto vySetfeni je primarné potvrdit ¢i
vyloucit ptitomnost srdecni arytmie a sekundarné urcit typ srdecni arytmie. Dale také

muzeme pomoci zavedeni katétri objasnit mechanismus vzniku arytmogenniho

onemocnéni. Pfi tomto vySetfeni je totiz mozné ve zvoleném rezimu myokard drazdit a
. . .. © v o, . .o e [T

zjistovat tendenci k rozvoji arytmif pfi riizném typu &i lokalizaci drazdéni. ['!

1.2.2 Moznosti 1écby

Vv

Nejcastéjsi formou 1é¢by arytmii je farmakologicka 1é¢ba. Tato 1é¢ba je nasazena po
potvrzeni pifitomnosti a po diagnostikovani konkrétniho typu poruchy srde¢niho rytmu. Pro
1éEbu jsou pouzivana lé¢iva zvana antiarytmika. Antiarytmika mohou byt v nékterych
ptipadech piedepisovana pacientiim i preventivné. Jako kazda farmaka i antiarytmika mohou
doprovazet rizné komplikace a vedlejsi u€inky. Vedlejsimi ucinky byvaji Casto bolesti hlavy,
nevolnost a prijem. Méné cCastymi pak kiece (i zhorSeni parkinsonismu) a naptiklad
problémy s potenci. Antiarytmika mnohdy ovliviiuji také Cinnost §titné zlazy, ledvin, plic,
jater a dalSich organt. Pon¢kud paradoxné se jako neZadouci Ucinek 1écby antiarytmikem

muze vyskytnout i arytmie, typicky v disledku ovlivnéni vice proudt, z nichz né€které jsou
(8l

ovlivnény 1é€ebn¢ a jejichz zména je tedy Zadouci, ale jiné€ jsou ovlivnény nechténé.

Dalsi moznosti 1€¢by je implantace, a to bud’ kardiostimulatoru nebo implantabilniho
kardioverteru-defibrilatoru. Implantace mtze byt doc¢asnd, ale také trvala (definitivni feSeni
vaznych piipadi). Podstatou funkce kardiostimulatoru je elektrickd stimulace srdce, které
neni schopno samostatné ¢innosti. Podstatou kardioverteru-defibrilatoru je schopnost detekce
arytmogenni poruchy a zahajeni terapie elektrickym vybojem, kterou je mozné piedejit nahlé
srde¢ni piithod€ z diivodu srde¢ni zastavy. 9]

Mezi cCasto vyuzivané metody 1éCby arytmogennich onemocnéni patii také
radiofrekvencni katétrova ablace. Podstatou této 1éCby je pruchod elektrického proudu o
frekvenci 500-1000 kHz (vysilaného z katetru zavedeného do srdce) srde¢ni svalovinou, coz
zapri€ifluje vznik tepla. Lécba je cilena na oblast myokardu, v némz napt. vznikaji nezddouci
vzruchy. Teplotou nad 46°C zacina nekroza (odumieni) postizenych bunék. Nekroticka ¢ast
myokardu se nasledn¢ hoji formou jizvy, tedy nevodivé tkan€, vniz jiz nedochazi
k nezadoucimu vedeni ani tvorb& vzruchu. 1%




1.2.3 Prehled arytmogennich onemocnéni
Mezi zakladni druhy arytmogennich onemocnéni patii:

1. Arytmie se zachovanym sinusovym rytmem. Sem patii sinusova tachykardie a sinusova
bradykardie. Pfi sinusové tachykardii vychazi srde¢ni impuls normalné ze sinoatrialniho
uzlu, ale klidova srde¢ni frekvence stoupa nad hodnoty 100 tepi za minutu. Sinusova
bradykardie je charakteristicka sinusovou frekvenci pod 60 tept za minutu.™

2. Extrasystoly jsou jedny z nejcastéj$im arytmogennim onemocnénim. Jedna se o pred¢asné
vznikly vzruch, ktery vznikl jinde nez v sinoatridlnim uzlu, ktery je jedinym fyziologicky
se uplatiujicim centrem elektrické stimulace srdce. Podle toho, kde vzruch vznikl, se
extrasystoly d€li na sifiové, junkéni (vznikaji na v oblasti atrioventrikularni junkce) a
komorové. Tim, Ze se extrasystolou pifedbéhne normalni vzruch, dochazi k piedcasné
depolarizaci srde¢niho myokardu a jeho stahu. Na vzniku extrasystol se ¢asto podili
koufeni, ptejidani, alkohol, kolisani krevniho tlaku, emocni vykyvy a drogy. Lécbu
zahajuje zpravidla doporuceni Gpravy Zivotospravy nebo psychoterapie. Déle se ordinuji
antiarytmika.l*!

3. Fibrilace sini se taktéz fadi mezi jedny z nejcastéjSich arytmogennich onemocnéni. Riziko
tohoto onemocnéni se zvysuje u lidi nad padesat let. Tento typ arytmie je také nejcastéji
spojen s aplikaci aminofylinu, kde se pak fibrilace sini mize vyskytnout i u pacienta
vyrazn€ mladsiho. Jedna se ¢aste¢né i 0 dédiéné onemocnéni. Principem je vznik velkého
mnozstvi vzruchtll ve svaloving sini, z nichz vétSinu ale sitokomorovy uzel nepusti dél do
komor (z dtivodu zpozdéni vedeni vzruchu v siiokomorovém uzlu). Chréani tak komory
pted pietizenim. Sing i komory se tudiz kontrahuji nepravidelné a nesynchronné. Fibrilace

MV Mrwe

sini je pfiinou palpitace, sniZeni minutového vydeje, mize zapfic¢inovat srdecni selhani a

ma také podil na vzniku cévni mozkové piihody (prostfednictvim ucpani nékteré

Z mozkovych cév embolem uvolnénym z trombl vznikajicich v nesynchronné a slabé se

kontrahujicich sinich). Lécba probihd pomoci antiarytmik a také pomoci katétrové
amblace.™!
4. Arytmie s pomalym rytmem:

a) Sinusova zastava — jeji podstatou je Spatna ¢innost sinusového uzlu. Vzruchy
vznikajici v sinoatridlnim uzlu v tomto ptipadé zcela chybi. Pfi del$im trvani mize
zptisobit zavraté a slabost. !

b) Sick sinus syndrom neboli Cesky syndrom chorého uzlu je taktéz arytmogenni
onemocnéni souvisejici s poruchou tvorby vzruchii sinoatrialnim uzlem. Podstatou je

zachvatova nebo trvald sinusova bradykardie az vySe zminéna sinusova zastava.
Bradykardie byva stifidana tachykardii. Nej€astéjSimi ptiznaky jsou zavraté a slabost.
Tyto ptiznaky jsou Casto doprovazeny pady a zranéni, coZ nemocnému snizuje kvalitu
zivota. Sick sinus syndrom neohrozuje Zivot pacienta, ale jak jsem jiz zminila, snizuje
kvalitu jeho Zivota. Nejéast&jsi 16&bou je zde trvala implantace kardiostimulatoru."

c) Atrioventrikularni blokady vznikaji zpomalenim nebo pierusenim pievodu vzruchu
ze sini na komory. Pfi¢inou mohou byt 1é¢ba antiarytmiky ¢i digoxinem, ischemie
V oblasti sifiokomorového uzlu, trauma a Sok. Lécba probiha pomoci antiarytmik,
Gpravou davkovani 1éku nebo piipadné implantaci kardiostimulatoru. !
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d) Elektroaktivita bez hmatného tepu predstavuje terminalni stav (stav kdy pacient
umird). EKG signal je na obrazovce viditelny, ale mechanickd aktivita srdce
(kontrakce) neni patrna, nelze slySet srde¢ni ozvy, ani nahmatat tep. Pfi¢inou jsou
obvykle bud organické poskozeni srdce (opakované defibrilace, akutni infarkt
myokardu nebo plicni embolie) nebo jeho toxické poskozeni (hyperkalemie - zvySeni
obsahu drasliku v krvi; hypokalcemie - snizeni obsahu vapniku v Krvi; negativné
inotropni latky).M.

Nahl4 srdedni smrt se v§znamné podili na celkovém poctu amrti.™ Tvoii asi 50 % umrti

Z kardiovaskularnich pfic¢in. NejcastéjSim mechanismem ndhlé srdecni smrti je vznik

komorové tachykardie degenerujici do fibrilace komor s naslednou asystolii.l'y! Tento

mechanismus stoji za vznikem asi 95 % vSech ptipad. Nahla srde¢ni smrt také cCasto
vznika jako dusledek ischemické choroby srde¢ni. Moznosti redukce nahlé srde¢ni smrti
je hlavné eliminace rizikovych faktord, jako jsou hypertenze, koufeni, diabetes a nadvaha.

V neposledni fad¢ pak ¢asné diagnostika ischemické choroby srdec¢ni. [11]
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2. Elektricka ¢innost srdce

2.1 Prevodni systém srdecni

Aby srdce mohlo vykonavat svou hlavni funkci, tj. pumpovat krev do plicniho i
systémového krevniho obé¢hu, je pohdnéno elektrickymi impulsy. Tyto elektrické impulsy
zpusobuji, ze se sin¢ a komory stahuji (kontrahuji), ¢imz vznika srde¢ni rytmus, tj. pravidelné
stfidani kontrakce a relaxace srde¢niho svalu.

Elektrické impulsy vznikaji ve specializovaném pievodnim systému srde¢nim (PSS).
PSS ma tfi zdkladni vlastnosti. Jsou to autonomie, automacie a rytmicita. Autonomie neboli
nezavislost znamena, Ze je srdce v tvorbé impulsii nezavislé na dalSich prvcich, naptiklad na
centralni nervové soustavé. Automacie neboli samoc¢innost znamena, ze srdce je schopné
samocinné vytvaiet pravidelné se opakujici podnéty k vlastni kontrakci. Rytmicita znamen4,
7e podnéty ke kontrakci (impulsy) srdce vytvaii pravidelng tj. s uritou frekvenci. 14 3]

PSS se sklada z nekolika ¢asti (Obr. 1). Samotny impuls ve formé akéniho napéti
vznika v sinoatrialnim (SA) uzlu. Je to shluk bun¢k nachazejici se ve sténé v horni ¢asti pravé
sin¢ srdeCni. SA uzel je tzv. pacemaker, tedy udava¢ rytmu. Konkrétné jde o primarni
pacemaker, protoze za fyziologického stavu je hlavnim pacemakerem, udava rytmus celému
srdci. Rytmus, ktery pochazi z SA uzlu, oznacujeme jako sinusovy rytmus. Z SA uzlu se §iti
impulsy na pracovni myokard sini. Dale se ptemist'uji pomoci preferen¢nich drah, kterymi
jsou naptiklad Jamesiiv svazek, Thoreliv svazek, Wenckebachiv svazek nebo Bachmanova
draha az do sinokomorového (neboli atrioventrikularniho, AV) uzlu. Preferenénimi drahami
se vzruch §ifi daleko rychleji neZ pracovnim myokardem sini. AV uzel se nachazi v dolni
¢asti prepazky mezi sinémi. Tento uzel vede impuls velmi pomalu. Pokud je SA uzel
poskozen, AV uzel nahrazuje jeho funkci vytvafeni impulsu (sekundarni pacemaker),
analogickym mechanismem jako SA uzel, avsak v nizsi frekvenci (tzv. nodalni rytmus). Za
fyziologickych okolnosti se ¢innost AV uzlu znatelné neprojevuje a jeho funkci je regulovany
ptevod impulsti na svalovinu komor (umoznény fyziologicky pfitomnym zpomalenim vedeni
vzruchu timto uzlem). Na AV uzel navazuje Histv svazek, ktery se dale déli na pravé a levé
Tawarovo raménko. Pravé Tawarovo raménko vede vzruch ke svalovin€ pravé komory a
naopak levé Tawarovo raménko vede impuls ke svaloviné levé komory. Impuls je déale
rozveden na pracovni myokard obou komor pomoci Purkyfiovych vlaken. "2 ¥ Ty jsou
V pfipadné absence vytvaieni vzruchu v SA ¢i AV uzlu schopny rovnéz spontanni tvorby
vzruchu (terciarni pacemaker), avsak ve velmi nizké frekvenci, ktera jiz nestaci pro udrzeni
dostate¢ného prokrveni tkani.

Pracovni myokard nema funkci vytvafeni impulsti (tuto schopnost ziskava pouze za
patologickych podminek), jeho hlavni funkci je kontrakce (sila potfebnd k udrzeni pratoku
krve cévnim systémem, a tedy i tkanémi).[*?

12



Sinusovy uzel

Siflokomorovy !
uzel

PS - prava sii
PK - prava komora |
LS - leva sin

LK leva komora

Obrazek 1: Pfevodni systém srdeéni a jeho &asti. Pfevzato z ref. [12].

2.2 Elektrické vlastnosti srde¢nich bunék pracovniho myokardu

Buiiky pracovniho myokardu mezi impulsy pfichazejicimi z PSS udrzuji na své
membrané tzv. klidové membranové napéti, které se typicky pohybuje kolem -80 mV. Po
podrazdéni buniky pracovniho myokardu impulsem vzniklym a Sificim se PSS, dojde
k vychyleni membranového napéti do pozitivnich hodnot, tj. vznikne akéni napéti, a srde¢ni
buiika se stahne (kontrahuje).™

AkEni napéti srdeéni bufiky ma tii hlavni faze, depolarizaci, fazi platé a repolarizaci
(Obr. 2). Depolarizace je velmi rychld, trva asi 2 ms a je zahajena pti napéti -60 az -70 mV
(tzv. prahové napéti). P¥i tomto napéti dojde k aktivaci napétim fizenych Na* kanald, jejichz
prostfednictvim vstupuji Na* ionty do buiiky - tede tzv. sodikovy proud Iys, ktery buiiku
depolarizuje az transpolarizuje (obvykle k +30 az k +40 mV; faze 0 akcniho napéti).
Propustnost pro Na* rychle vzroste, protoze hustota Na* kanaléi v bunééné membrané srdeéni
buiiky je vysoka. Na' ionty proudi do buiiky jak ve sméru svého koncentraéniho gradientu
(extracelularni koncentrace Na* je vy$§i neZ ta intracelularni), tak ve sméru elektrického
gradientu (vnitfni strana membrany je negativni oproti vn&jsi strang). Na® kanaly se
spontanné a velmi rychle inaktivuji a ziistdvaji inaktivovany az do faze konecné repolarizace.
Proto je vtomto obdobi membrana srdecni bunky refrakterni k jakymkoliv stimulim
(prevence tetanického stahu — viz dale).

Néasleduje faze pocatecni rychlé repolarizace (faze 1 akéniho napéti), zptisobena
jednak inaktivaci Na® kanali a také aktivaci jednoho z draslikovych kanald, ktery je ale
aktivni pouze prechodné. Draslikové kanaly se vyrazné podileji hlavné na repolarizaci
ak¢éniho napéti, protoze s sebou cestou z bunky odnaseji kladny naboj. Diky tomu se
membranové napéti posune na napéti kolem 0 az +15 mV, které je ideéalni pro vtok Ca** do
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srde¢ni bunky, nezbytného pro zahdjeni kontrakce srdecnich bun¢€k, pies napétim fizené Ca*
kanaly béhem tzv. faze platéd (tyto kanaly se za¢inaji pomalu aktivovat pii napéti -30 az -40
mv). [14

Féze plat6 (faze 2 ak¢niho napéti) je v ramci excitabilnich tkani typicka zejména pro
srdecni bunky. Je charakteristickd udrzovanim pomérné stabilniho membranového napétim
po dobu stovek milisekund diky vyrovnanému vtoku Ca?* do buiiky a vytoku K* z buiiky.
Hodnota tohoto stabilniho membranového napéti se udrzuje v pozitivnich hodnotach a to
piiblizn¢ +15 mV. Diky tomu probéhne kontrakce srdecni bunky z vétSiny jesté béhem tzv.
refrakterni faze, kdy neni mozno srdecni buitku znovu podrazdit. Jde o prevenci tetanického
stahu, ktery je typickou variantu zvétSovani sily stahu kosterniho svalu. U srde¢ni buniky by
vsak byl podobny typ stahu kontraproduktivni, ba ptfimo Skodlivy, jelikoz srdce se musi
stiidaveé stahovat a relaxovat, aby mohlo byt naplnéno krvi ptred nasledujici kontrakci. [15]

Postupna inaktivace Ca®* kanald a zvySujici se uroveti aktivace K* kanald vede ke
koneéné repolarizaci srde¢ni buiky (faze 3 akéniho napéti). Membranové napéti zacne klesat
zp&t do zapornych hodnot diky inaktivaci Ca®* kanald. Touto zménou dojde i k navyseni
propustnosti draslikovych kanalti. Nasledné dojde k obnové klidové hodnoty membranového
napéti. Platd faze a repolarizace trvaji u srde¢ni buiiky pracovniho myokardu komor
dohromady asi 200-250 ms. [*4

RD Plateau RR
+20 \\
0
=S
E
©
—
(=
g -40
o}
o
Q
S -60
0
5
s -80 |
-100
100msec

Obrézek 2: Priibéh akéniho napéti srdeénich bunék v zakladnich téech fazich (RD = faze depolarizace, Plateau
= faze plato, RR = faze repolarizace). Pievzato z ref. [16].
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2.3 Draslikove kanaly

Draslikové kanaly, jak jiz bylo zminéno vyse, hraji velmi dilezitou a vyznamnou roli.
Zprostiedkuji pasivni transport iontd K* pfes cytoplazmatickou membranu srde¢nich (i
jinych) bun&k béhem klidového i akéniho napéti. Jejich primér je asi 0,3 nm (Obr. 3). ]

Obrazek 3: Rez draslikovym kandlem. Fialova ¢astice ve stfedu znazoriiuje prochazejici K*. Prevzato z ref.
[18].

Existuje mnoho podtypi draslikovych kanalti. DéEli se primarn€ podle toho, ¢im jsou
fizeny. Mohou byt fizeny Ca®*, ATP, excitaénimi aminokyselinami nebo klasicky nap&tove.
Napét'ove fizené draslikové kandly 1ze velmi hrubé rozdélit na neinaktivujici se a inaktivujici
se. Neinaktivujici se jsou béhem akéniho napéti v podstaté permanentné otevieny. Naopak
béhem klidového napéti buniky zistavaji nitrobunécnd vratka téchto kanald uzaviena a ionty
pres kanal neprochazi. Tyto kanaly mohou byt blokovany tetraetylamoniem (TEA).
Inaktivujici se draslikové kanal vedouci piechodny proud z buiky (l,) je béhem akéniho
napéti otevieny pouze kratce, na jeho pocatku, a je zodpovédny za fazi pocatecni rychlé
repolarizace (fazi 1 akéniho napéti). Blokdtorem téchto kanalt je naptiklad 4-aminopyridin.
[17

V této praci se déale vénuji proudu prochéazejicimu pies jeden z podtypli napétim
fizenych draslikovych kanali. Jde o kanal, ktery se fadi do rodiny tzv. inward rectifier
draslikovych (zkracené¢ Kir) kanald. Podili se vyznamné jak na udrzovani klidového
membranového napéti, tak na konec¢né fazi repolarizace akéniho napéti. %" Jejich zmény
mohou pfispivat ke vzniku fibrilace sini i komor. [19]
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3. Metodické pristupy pii studiu elektrickych vlastnosti
srdecnich bunék

3.1 Izolace srde¢nich bunék

Abychom mohli zkoumat draslikové kandly, métit proudy, které jimi protékaji,
musime nejdiive ziskat vhodny material, napt. izolovat srde¢ni buiiky. V nasem ptipadé byly
komorové bunky izolovany z lidského srdce. Jedna se o srdce pacienta v kone¢ném stadiu
srdecniho selhani, kterému bylo transplantovano srdce zdravého darce a ktery pied
transplantaci podepsal informovany souhlas s vyuzitim svého srdce pro experimentalni tcely.
Po explantaci je nemocné srdce transportovano co nejrychleji do laboratofe (béhem 15-20
min po vyjmuti z hrudniku pacienta), nalozené v ledu, aby se zmirnil dopad ischémie.
V jinych piipadech se izolace srdecnich bun¢k pro experimentalni ti¢ely provadi nejcastéji ze
srdci malych laboratornich zvifat, napf. potkana. VSechny pokusy na laboratornich zvitatech
jsou samoziejmé provadény s respektovani doporuceni European Community Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals a schvaleni projektu pokusti podléha jak lokalni etické
komisi, tak Ministerstvu Skolstvi, mladeze a té€lovychovy.

Hned po pievozu byla do explantovaného lidského srdce zavedena kanyla pies aortu
do vétve levé koronarni cévy a upevnéna pomoci chirurgické niti. Kanyla se srdcem byla
napojena na Langendorffovo perfuzni zatizeni. Cast myokardu kolem kanyly byla promyvéna
Tyrodovym roztokem s velmi nizkym obsahem CaCl, (0,06 uM; cca 10 min). Tyroduv
roztok mél nasledujici slozeni (v mM): NaCl 135, KCI 5,4, MgCl, 0,9, HEPES 10, NaH,PO,
0,33, glukéza 10; pH bylo korigovano na 7,4 piidanim NaOH.

Nésledovala aplikace traviciho enzymu (kolagendza A, 1 mg/ml, Roche Diagnostics
GmbH) po dobu cca 35 min - ¢as se voli podle stdfi pacienta a stavu srdce (Ize se orientovat
pohmatem natravované tkané, ktera postupné mékne). Dale néasledovala opét aplikace
Tyrodového roztoku s 0,06 uM CacCl; po dobu cca 10 min. Vsechny roztoky byly sycené 100
% O, a zahtivany na teplotu 37 °C, aby spravné fungovaly travici enzymy.

Natrdvena tkan byla odebrand do kadinek a pomoci ntzek nastifhana na mensi
kousky. Smés byla prefiltrovana pifes jemna sitka. Ziskana bunécna suspenze byla dale
Cisténa jak gravitacné (opakovana sedimentace bunék v roztoku a odsati supernatantu
s doplnénim ¢istého roztoku; provedeno dvakrat), tak za pomoci centrifugace (v poslednim
tretim kroku).

3.2 Metoda patch clamp

Metoda patch clamp neboli ¢esky metoda teréikového zamku (Cesky termin se prilis
neujal) je vyuzivana k méfeni membranovych proudid a napéti izolované bunky pomoci
mikroelektrody. Je to jedna ze z&kladnich metod v bunééné fyziologii. Tato metoda ma své
kofeny jiz v letech 1976-1981, kdy ji predstavili svétu Erwin Neher a Bert Sakmann. Za svij
objev ziskali v roce 1991 Nobelovu cenu. Podstatou této metody je to, Ze se sklenéna
mikroelektroda (nékdy ozna¢ovand jako mikropipeta) s hrotem o priméru 0,5 — 1 pm ptiblizi
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Obrazek 4: N&zorné zobrazeni zakladni metody patch clamp. Pievzato z ref. [20].

Na Obrazku 4 je schematicky zobrazeno uspotadani z&kladni varianty metody patch
clamp. Princip spociva v elektrické izolaci malého kousku bunétné membrany od okolniho
prostifedi a nasledné registraci proudd nebo napéti z méfeného useku, piipadné i z celé
bunééné membrany. 200 7o se provadi sklenénou mikrokapilarou, ktera se vyrabi pomoci
tahace elektrod. Mikroelektroda, ktera je naplnénd elektrolytem se pomoci
mikromanipulatoru pfiblizi k bunééné membrang. Diky vytvofenému podtlaku mezi
bunéénou membranou a mikroelektrodou se membrana pevné pfichyti. Toto pfilnuti vyvola
prudky nardst ohmického odporu (vySe zminény gigaseal) a vymizeni proudu mezi méfici a
referenéni elektrodou. Proud kanaly je zaznamenavan Ag/AgCl métici elektrodou (stiibrna
elektroda pokrytd vrstvou chloridu stfibrného), kterd se nachézi uvnitt sklenéné
mikroelektrody a je pfipojena k inventujicimu vstupu opera¢niho zesilovace. Membranovy
proud o velikosti v fadu jednotek pA se uzavird ptes rezistor ve zpétné vazbe, takze napéti na
vystupu operaéniho zesilovace sleduje jeho prﬁbéh.[ZO] Vysoky odpor méfeného objektu je
dalezity pro dokonalejsi elektrickou izolaci bunééné membrany a také pro snizeni Sumu,

ktery by mohl narusit dobré ¢asové rozliSeni registrovanych pritbéhtl. [20]

3.2.1 Konfigurace patch clamp techniky

Technika patch clamp byla od svého zavedeni Neherem a Sakmannem vylepsena a
modifikovana pro rizné aplikace v zavislosti na cili vyzkumu. Je mozno zkoumat iontové
proudy prochazejici celou bunikou nebo i jednotlivymi iontovymi kandly. U kazdé
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z modifikovanych technik je duleZité nastoleni stavu nazyvaného gigaseal (viz vySe). Jedna
se o gigaohmové spojeni buniky a elektrody. Béhem tohoto gigaohmového spojeni jsou od
sebe mikrokapildra a bunééna membrana vzdaleny pouze jeden nm. Bézné se pouziva pét
modifikaci metody patch clamp (Obr. 5 a 6: 1%

1.

technika cell-attached - vyhodou této techniky je jednoduché realizace v porovnani

S ostatnimi technikami; béhem této techniky ziistdva bunééna membrana neporusena a
zkouma se pouze zaznam proudi z jednoho jediného kanalu, ktery se nachazi v okrsku
bunééné membrany izolovaném métici mikroelektrodou;

technika inside-out — v tomto pfipadé je hned po dosazeni gigaseal elektroda od bunécné
membrany prudce odtrzena, utrzek porusené membrany zlstava na Spicce elektrody; touto
metodou je mozno zkoumat kanaly ovladané vnitrobunéénym ligandem a je taktéz mozno
regulovat koncentraci tohoto ligandu pomoci zmény externiho roztoku;

technika outside-patch - vychazi z metody perforated-patch (viz dale); u této metody je
bunécnd membrana zniena sanim; plusem je opét moznost ovlivnéni koncentrace latek,
tentokrat v§ak z vnéjsi strany bunéné membrany;

lehké sani lehké sani

cell-attached inside-out

Obrazek 5: Technika cell-attached a z ni vychazejici technika inside-out. P¥evzato z ref. [20].

4.

technika perforated-patch - je zaroven modifikaci techniky whole-cell; do mikrokapilary
je ptidano antibiotikum, tim je zplisobeno naruseni bunééné membrany a ziskani
elektrického kontaktu a vnitinim prostfedim buriky; nevyhodou této metody je ale sériovy
odpor, ktery zapticifiuje Sum, ktery rusi pozorovani;

technika whole-cell patch clamp - Ize ji provadét ve dvou rezimech, a to bud’ v rezimu
vnuceného proudu (current clamp), kdy jsou membrané vnucovany proudové impulsy a je
mozné zaznamenat napétovou odpovéd membrany (akéni napéti), nebo v rezimu
vnuceného napéti (voltage clamp), kdy jsou membrané naopak vnuceny napétové
impulsy a zkoumame jeji proudové odezvy; tuto metodu jsem vyuzila ve své praci jako
techniku k méfeni, a proto se ji budu jeste¢ podrobnéji vénovat dale v kapitole 4.1.
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Obrazek 6: Technika cell-attached, whole-cell, outside-out a perforated-patch. Pievzato z ref. [20].

3.3 Analyza dat

Nameéfené hodnoty byly zpracovany a ze zdznamil proudl byly analyzovany velikosti
proudu (nA) na konci aplikovaného stimula¢niho impulzu na -110 mV v ustaleném stavu
v daném roztoku. Vysledky byly vyhodnoceny jako primér + stfedni chyba priméru ze tii
naméfenych bunék s pomoci programt Clampfit (Molecular Devices, San Jose, CA, USA) a
OriginPro (verze 8.5.1; OriginLab Corporation). Pomoci programu OriginPro byla nasledné
provedena i statisticka analyza ziskanych vysledka (parovy Studenttv t-test).
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4. Prakticka cast

Cilem této studie bylo zjistit vliv G¢inné latky aminofylinu ve vybranych klinicky
relevantnich koncentracich na Kir proud lx; lidskych srde¢nich bunék. K tomu bylo poticba
nejdiive bunky izolovat. Izolace byla provedena z volné stény levé komory srdce pacienta
Vv kone¢ném stadiu srde¢niho selhéni, kterému bylo transplantovano srdce zdravého dérce, a
probéhla tak, jak je popsano v kapitole 3.1. Nasledné byly pro méfeni technikou patch-clamp
pouzity srde¢ni bunky ty¢inkovitého tvaru S dobfe patrnym piicnym pruhovanim. V nasem
piipadé se jednalo o modifikaci whole-cell patch clamp, pfesnéji o voltage clamp tedy
metodu vnuceného napéti.

4.1 Méreni technikou whole-cell patch clamp

Celé méfeni bylo provadéno na elektrofyziologickém pracovisti. Jeho zakladem je
Faradayova klec, ktera chrani méfici zatizeni pred elektromagnetickym polem z okoli. Mé&ftici
aparatura se sklada z invertovaného mikroskopu, pomoci kterého jsou vybirany bunky
k méfeni, a kontroluje se, zda je mikroelektroda ve spravné pozici. Nachazi se zde také
makromanipulator a mikromanipulator potiebné pro ovladani pozice mikroelektrody.
K omyvani bun€k roztoky slouzi perfuzni systém slozeny ze stiikacek, ventill a silikonovych
hadicek a rovnéz z zké koncovky, kterou je mozné umistit do tésné blizkosti métené buiiky,
coz umoziiuje rychlou vyménu roztoku v okoli métené bunky (do 2 s). Slozeni zédkladniho
Tyrodova roztoku bylo jiz popsano v kapitole 3.1. Béhem méteni tento roztok navic obsahuje
0,9 mM CaCl,, piipadné dalsi slozky dle pozadavki konkrétniho pokusu. Aplikované roztoky
jsou z méfici komarky odsavany pomoci peristaltické pumpy. Méfici komurka se nachazi na
pracovnim stolku mikroskopu. Do ni byla pfed méfenim umisténa suspenze izolovanych
lidskych bungk (izolace - viz kapitola 3.1). V komurce se rovnéz nachazi kovova referenéni
elektroda. Metoda patch clamp vyzaduje stabilni pracovisté, aby mohlo dojit k pevnému
kontaktu mezi buitkou a mikroelektrodou. Proto se celd aparatura nachazi na antivibra¢nim
stole. Méfeni touto technikou by také nemohlo byt realizovano bez pocitace s monitorem,
ktery je pies zesilova¢ a prevodnik dat propojen s méfici elektrodou (Axopatch 200B
equipment and pPCLAMP 9.2 software; Molecular Devices, San José, CA, USA).

Kontakt  sintracelularnim  prosttedim  bunky  zajistuji  mikroelektrody
Z borosilikatového skla vytvoiené programovatelnym horizontalnim taha¢em z mikrokapilar
ptimo v laboratofi. Programovatelny taha¢ mikrokapilar (Zeitz-Instruments Vertriebs GmbH,
Martinsried, Germany) funguje tak, Ze se stfed vlozené kapilary nahieje a nasledné se fizenou
silou kapilara natdhne az k pretrzeni. Vzniknou tak dvé identické mikroelektrody. S
vyrobenymi mikroelektrodami je nasledné dilezité manipulovat velmi opatrné, aby nedoslo
k poskozeni jejich tenkého hrotu nebo k jejich znecisténi.

Pokus byl zahajen tim, Ze se do roztoku v métici komtrce pomoci mikromanipulatoru
ponotila pfedem naplnéna mikroelektroda (slozeni roztoku pro plnéni métici mikroelektrody
v mM: L-aspartat 120, KCI 15, MgCl; 1, K;ATP 5, EGTA 1, HEPES 5, GTP 0,1, Na,-
kreatinfosfat 3; pH bylo korigovano na 7,25 pfidanim KOH) a pomalu se za mikroskopické
kontroly ptiblizila ke zvolené bunice. Jakmile doslo k dotyku mikroelektrody a bunécné
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membrany, doslo ke zvySeni ohmického odporu a zaroven klesla proudova odezva na
aplikovany napétovy impuls. Nasledné se pomoci injekéni stiikacky sanim vytvofil lehky
podtlak, diky kterému se k sobé buné¢na membrana a vnitini sténa mikroelektrody pfichytily.
Béhem gigaseal doslo k vymizeni veskerého proudu (Obr. 7). ProtrZzeni bunécné membrany
uvniti mefici mikroelektrody se uskutecnilo opét v disledku sani a podtlaku. Nastal tak
moment, kdy bylo dosazeno pfimého kontaktu s intracelularnim prostfedim buiiky. 2%

A B C D

priblizeni k bunce dotyk gigaseal otevreni bunky

) _sklénéna
)/// mikroelektroda

O

vnucovany
napét'ovy impuls
zaznamenavana o
proudova stopa . l ) lé«alpéakcnm
I L e B J\_lp !

Obrazek 7: Jednotlivé kroky techniky whole-cell patch clamp. Ptevzato z ref. [20].

Burice byly néasledné vnucovany pfedem zvolené napétové impulzy, coz umoznilo
méfeni iontového membranového proudu pies zvoleny iontovy kanal (voltage-clamp).
Me¢éteni byla provedena pii teploté 37°C.

4.2 Vysledky: Vliv aminofylinu na I, u lidskych srdeénich bunék

V ramci této studie byly do blizkosti métenych lidskych srdeénich bunék jednotlivé
aplikovany tfi rizné koncentrace G¢inné latky aminofylinu, konkrétn¢ 10, 30 a 100 pM.
Velikost kontrolniho proudu lIk; byla zjistovana béhem oplachu méfené bunky zakladnim
Tyrodovym roztokem, jak pied, tak po aplikaci dané koncentrace aminofylinu. Stimulacni
protokol byl tvofen dvéma napétovymi impulzy trvajicimi 500 ms, prvnim na -50 mV a
druhym na -110 mV, které byly méfené buiice vnuceny z klidového napéti -85 mV kazdych 5
S (Obr. 8A). Ik1 byl odecitan jako primérny proud na konci impulzu na -110 mV, jak je
naznaceno svislymi ¢arkovanymi ¢arami na Obr. 8B.

Kromé ki je na Obr. 8B mozné vidét i tzv. kapacitni proud, vzdy na zacatku a na
konci napét'ového impulzu (na obrazku vyznaceno zelenymi Sipkami), ktery je dan vybijenim
kapacity bunééné membrany, ktera se chova jako kondenzator. Dale je na zacatku prvniho
impulzu zobrazen i sodikovy depolarizaéni proud Ina. Vapnikovy proud lc, byl béhem
provadénych meétfeni blokovan specifickym blokatorem, konkrétné ionty kobaltu (C02+, 2
mM).
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Obrazek 8:

A: Napétovy impuls aplikovany béhem méteni.

B: Originalni zdznam proudu ptes Na* kanal (ly,) a pies zkoumany lg; kanal (proud b&hem druhého impulzu
mezi svislymi ¢arkovanymi ¢arami). Zelené Sipky vyznacéuji tzv. kapacitni proud (vice viz text).

C: Graf ukazuje zmény velikosti lx; v ase zavisici na pfidani G¢inné latky (aminofylinu) a vyplachu (kontrola)
u reprezentativni builky. Plsobenim aminofylinu se velikost lg; snizovala (negativni proud, takze pokles
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smérem nahoru, k 0). Behem vyplachu se velikost lx; zvySovala zhruba zpét na ptivodni uroven, takze blokada
byla vratna.

Obrazek 8C ilustruje zmény velikosti Ix; u reprezentativni méfené buiiky v ¢ase, po
aplikaci u¢inné latky (aminofylin) a pti jejim vyplachu kontrolnim roztokem (kontrola).

Aminofylin v koncentracich 30 a 100 pM Ik; ¢asteéné blokoval (pfi -110 mV jde o
negativni proud, takze kiivka sméfuje nahoru, smérem k 0). Blokada Ix; zpusobena
aminofylinem byla reverzibilni, tj. béhem vyplachu dochézelo k navraceni proudu zhruba
zpéet na puvodni velikost.

4.2.1 Zmény l; po aplikaci aminofylinu

Obréazek 9 znazoriuje prumérné hodnoty velikosti lx; pii -110 mV (v absolutnich
hodnotach; pti -110 mV je lx; negativnim proudem sméfujicim do bunky — Obr. 8), jak
v odpovidajici kontrole, tak v ustaleném stavu po aplikaci aminofylinu ve vSech tfech
zkoumanych koncentracich. Vysledna data pro vytvofeni tohoto grafu byla sestavena
z pruméru jednotlivych hodnot vSech tfi zkoumanych bunék. Vysledky vztahujici se
k jednotlivym koncentracim jsou odlieny barvou paneld.

Ve vSech koncentracich aminofylinu doslo k poklesu velikosti Ix; oproti odpovidajici
kontrole. Vzhledem k malému poctu dat (3 buriky) nebyly zmény signifikantni (P < 0.05 ve
vSech piipadech). Zména velikosti lx; V pfitomnosti 30 uM aminofylinu se K hranici
statistické vyznamnosti blizi (P = 0,0719; prostfedni panel). Proto pfedpokladam, ze navySeni
poctu dat by prokazalo signifikantni zmény |k, minimalné v pfitomnosti 30 uM aminofylinu.

0.7 - U/} kontrola
' I 10 «M aminofylin P =0.0719
1 V] kontrola e
0.6 [ 30 M aminofylin
U/} kontrola
—_ 1 I 100 M aminofylin
< 054
£
o 0.4
-
)
sz 0.3 A
o
o
S
© 0.2+
o
0.1 1
0.0

Obrézek 9: Graf zmén velikosti Ik, (v absolutnich hodnotach) v zévislosti na koncentraci aplikované ué¢inné
latky.
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4.2.2 Cas nastupu a ustupu acinku aminofylinu na I,

Nastup U¢inku aminofylinu a jeho ustup pfi vyplachu byli rychlé (Obr. 8C). Béhem
aplikace tfi koncentraci aminofylinu do téi bunék jsme pozorovali urcité rozdily mezi
jednotlivymi ¢asy nastupu a Gstupu Géinkti aminofylinu (Obr. 10A). Kdyz jednotlivé hodnoty
vazici se ke koncentracim zprimeérujeme, dostaneme vysledné primérné hodnoty nastupt a
ustupi ucinkti aminofylinu (Obr. 10B).

Primérna hodnota ¢asového intervalu nastupu Géinku 10 pM aminofylinu (do
dosazeni ustalené¢ho stavu) byla 43,4 s, 30 M aminofylinu 34,6 s a 100 uM aminofylinu
39,8 s. Nebyl nalezen signifikantni rozdil mezi casy ndstupu jednotlivych koncentraci
aminofylinu (repeated measures ANOVA test). Cas nastupu G¢inku se tedy nezda byt na
aplikované koncentraci aminofylinu zavisly.

Hodnota doby tstupu tG¢inku béhem nasledného vyplachu 10 pM aminofylinu byla
109,8 s, 30 uM aminofylinu 92,7 sa 100 uM aminofylinu 93,5 s. | zde nebyly pramérné
hodnoty signifikantné rizné, takze rychlost vyplachu nezavisi na aplikované koncentraci
aminofylinu.

160 1 B 10 M aminofylin
A | % /) vyplach
140 4 I 30 M aminofylin
| o V] vyplach
120 - Z I 100 1M aminofylin
1 V) vyplach
100 +
s %z
>O 80 Z
60 +
40
20+
O - e ~
Burika 1 Burika 2 Burika 3
Il 10 1M aminofylin
vyplach
140 1 [ 30 «M aminofylin
B 1 vyplach
120 4 Il 100 1M aminofylin
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100 Z
o 80 Z
[4v] ]
O 60

40
0

Obréazek 10: Casy nastupti a ustupt u&inkd aminofylinu
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A: Graf znazornuje casové intervaly nastupt G¢inkd riznych koncentraci latky (aminofylinu) a Casové intervaly
ustuptl u€¢inkl behem vyplachu této latky v jednotlivych méfenych bunkach.
B: Zprimérované hodnoty ¢asu nastupu ucinku G¢inné latky (aminofylinu) a vyplachu vsech tii bunék.

4.2.3 Blokada lx; aminofylinem

Primérné blokada ks u vSech 3 méfenych bunck byla 14,7, 15,9 a 24,7 % pii aplikaci
aminofylinu v koncentracich 10, 30, resp. 100 uM.

35+

I 10 M aminofylin
3017 M 30 uM aminofylin

I 100 1M aminofylin
25 -

20+

15—-
10-
s
0.

Obrazek 11: Priimérna blokada ly; G¢inkem 10, 30 a 100 uM aminofylinu u lidskych srde¢nich bunék.

Blokada (%)

5. Diskuse: Mozné disledky vlivu aminofylinu na g,

Jak je obecné znamo, draslikové Kir kanaly se vyznamné podileji na prabéhu akéniho
napéti, konkrétn¢ zejména na udrzovani klidového membranového napéti a na konecné
repolarizaci srde¢ni buniky. Lze proto predpokladat, Ze jejich naruSenim dochazi k pozménéni
elektrofyziologie buiiky. Timto naruSenim chépu naptiklad ve vysledcich zminénou blokadu
Ik1, kterou jsme pozorovali po aplikaci 10 — 100 uM aminofylinu u lidskych srde¢nich bun¢k
(terapeuticka plazmaticka koncentrace se pohybuje mezi 24 - 48 uM 1. Vysledné naruseni
elektrické ¢innosti srde¢ni buiiky by mohlo piipadné vyvolat az poruchu srde¢niho rytmu
(arytmii). Pozorovana blok&da Ix; by konkrétné mohla vést k depolarizaci klidového
membranového napéti a k prodlouzeni akéniho napéti, coz by mohlo pfispivat k rozvoji
arytmii. Skute¢ny vliv aminofylinu na klidové a akéni napéti srde¢nich bun€k bude potieba
provéfit v dalsich pokusech.
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6. Zaver

Piedlozena prace je zaméfena na analyzu vlivu lé¢iva aminofylinu na proud lx; u
lidskych srde¢nich bunék. Cilem prvni kapitoly prace je seznamit ¢tenate s problematikou
akéniho napéti srde¢nich buné€k, -elektrickymi vlastnostmi pracovniho myokardu a
zkoumanymi K* kanaly. V druhé &asti prace se jiz pfistupuje k objasnéni metodiky prace
(izolace srde¢nich bunék a metoda patch clamp) a k charakteristice uc¢inné latky aminofylinu.
Nasleduje prakticka cast, ktera je zaméfena a praci s lidskymi burikami a méfeni metodou
whole-cell patch clamp, piesnéji o méfeni modifikaci voltage clamp tedy metodou vnuceného
napéti. Namétend data byla analyzovéna a zpracovana do grafi. Vysledkem prace a odpovedi
na otazku, zdali a jak ovliviiuje aminofylin Ik; je fakt, Ze vSechny tii aplikované koncentrace
aminofylinu v rozmezi 10 az 100 uM lk; blokovaly. Z toho mtizeme usoudit, Ze G¢inna latka
aminofylin maze v klinicky relevantnich koncentracich ovlivnit elektrofyziologii buiiky, a tak
naruSit procesy, které v ni probihaji. lx; kanadly se podileji na repolarizaci srde¢ni buniky
béhem prabéhu akéniho napéti a rovnéz na udrzovéni jejiho stabilniho klidového
membranového napéti ve vyrazné negativnich hodnotach (kolem -80 az -90 mV). Aminofylin
muze tedy svym vlivem na lx; tyto procesy velmi pravdépodobné narusit. Tim se muize stat
zodpovédnym za vznik arytmogennich poruch, kterym jsem se vénovala v Uvodu prace.
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