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Seznam zkratek a symbolŢ 

ADP  adenosindifosforeļn§ kyselina 

AGE  pozdn² produkty glykace 

ATP  adenosintrifosforeļn§ kyselina 

a.u.  arbitr§rn² jednotky 

CaMK  kalmodulin-dependetn² kin§za 

CF  s²la kontrakce 

CICR  v§pn²kem indukovan® uvolnŊn² v§pn²ku  

CPA  cyklopiazonov§ kyselina 

DAN  diabetick§ autonomn² neuropatie 

DM  diabetes mellitus 

ECC  elektromechanick§ vazba, vazba mezi excitac² a kontrakc² 

ICaL  v§pn²kovĨ proud L-typu 

ICaT  v§pn²kovĨ proud T-typu 

i.p.  intraperitone§lnŊ 

i.v.  intraven·znŊ 

KAN  kardiovaskul§rn² autonomn² neuropatie 

KER  drasl²kem stimulovan® uvolŔov§n² 

L-NAME nitro-L-arginin metylester 

i.u.  mezin§rodn² jednotky 

MN  membr§nov® napŊt² 

mRNA  informaļn² ribonukleov§ kyselina 

NA  noradrenalin 

NCX  Na+-Ca2+ vĨmŊn²k 

NO  oxid dusnatĨ 
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PKA  proteinkin§za A 

PKC  proteinkin§za C 

PL  fosfolamban 

PMCA  sarkolem§ln² Ca2+-ATP§za 

R/2  poloļas relaxace 

RIA  radioimmunoassay 

RP   perioda neļinnosti 

RyR  ryanodinovĨ receptor 

SERCA Ca2+-ATP§za sarkoplazmatick®ho retikula 

SR  sarkoplazmatick® retikulum 

STZ  streptozotocin 

STZ1  diabetick§ zv²Śata 1 mŊs²c po aplikaci streptozotocinu 

STZ4   diabetick§ zv²Śata 4 mŊs²ce po aplikaci streptozotocinu 

STZ7   diabetick§ zv²Śata 7 mŊs²cŢ po aplikaci streptozotocinu 

TTP  ļas od zaļ§tku do vrcholu kontrakce 

[X]e  extracelul§rn² koncentrace iontu 

[X]i  intracelul§rn² koncentrace iontu 

 



 

1. ĐVOD
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Diabetes mellitus (DM) pŚedstavuje v rozvinutĨch spoleļnostech 

vĨznamnĨ medic²nskĨ probl®m. Za posledn²ch 20 let se vĨskyt diabetu v naġ² 

republice zdvojn§sobil a postihuje asi 6,5% populace. DM se dŊl² na DM  

1. typu (dŚ²ve inzulin-dependentn² diabetes mellitus), DM 2. typu (dŚ²ve inzulin 

non-dependentn² diabetes mellitus) a diabetes, kterĨ je souļ§st² jinĨch 

onemocnŊn². Kardiovaskul§rn² komplikace se u diabetikŢ vyskytuj² aģ 

desetkr§t ļastŊji neģ v nediabetick® populaci a jsou pŚ²ļinou t®mŊŚ 70% ¼mrt² 

diabetickĨch pacientŢ. Vzhledem ke klinick®mu vĨznamu probl®mu a znaļn® 

ne¼plnosti znalost² o pŢsoben² diabetu na srdeļn² sval jsme se rozhodli touto 

problematikou zabĨvat. Vyvinuli jsme experiment§ln² model DM 1. typu a 

zamŊŚili jsme se na studium vlivu diabetu a inzulinu na kontraktilitu a 

autonomn² regulaci myokardu. C²lem bylo pŚispŊt k pochopen² mechanismŢ 

pŢsoben² diabetu na srdce a jeho regulaci. Vzhledem k tomu, ģe se 

kardiovaskul§rn² komplikace vyskytuj² ve zvĨġen® m²Śe i u l®ļenĨch diabetikŢ, 

vŊnovali jsme se rovnŊģ pŢsoben² inzulinu na srdeļn² ļinnost ve snaze pomoci 

optimalizovat st§vaj²c² a vypracov§vat nov® terapeutick® moģnosti.  

VĨsledky experimentŢ tĨkaj²c² se kontraktility papil§rn²ch svalŢ i 

uvolŔov§n² noradrenalinu navazuj² na vĨzkumn® zamŊŚen² naġeho pracoviġtŊ, 

kter® se jiģ v²ce neģ tŚi des²tky let vŊnuje jak studiu kontraktiln²ch vlastnost² 

myokardu, tak i autonomn² regulaci srdce laboratorn²ho potkana v obdob² 

postnat§ln²ho vĨvoje. V roce 1998 se Đstav fyziologie pŚipojil k VĨzkumn®mu 

z§mŊru I. intern² kliniky LF UK v Plzni, zamŊŚen®mu pr§vŊ na studium 

endokrinopati².  

 

 



 12 

1.1. Kontrakce srdeļn² buŔky 

DŊje zajiġŠuj²c² kontrakci srdeļn²ho svalu jsou zah§jeny akļn²m napŊt²m 

(AN), kter® se ġ²Ś² po membr§nŊ srdeļn² buŔky. Intracelul§rn² koncentrace 

v§pn²ku ([Ca2+]i) je za klidovĨch podm²nek 10-7 mol/l. BŊhem AN doch§z² 

vlivem depolarizace k otevŚen² sarkolem§ln²ch v§pn²kovĨch kan§lŢ L-typu, 

jimiģ do srdeļn² buŔky proud² v§penat® ionty po elektrochemick®m gradientu. 

ZvĨġen² [Ca2+]i aktivuje uvolnŊn² v§pn²ku z termin§ln²ch cisteren 

sarkoplazmatick®ho retikula (SR), kter® je hlavn²m intracelul§rn²m zdrojem 

v§pn²ku. V§pn²k uvolnŊnĨ ze SR se spoleļnŊ s v§pn²kem proud²c²m do buŔky 

z extracelul§rn²ho prostŚed² nav§ģe na b²lkovinu troponin C, coģ umoģn² tvorbu 

pŚ²ļnĨch mŢstkŢ mezi kontraktiln²mi b²lkovinami aktinem a myozinem a jejich 

vz§jemnĨ posuv, kterĨ vede ke kontrakci cel®ho kardiomyocytu. V t®to f§zi se 

[Ca2+]i zvyġuje aģ na 10
-5 mol/l. Proces, pŚi kter®m elektrickĨ vzruch ġ²Ś²c² se po 

membr§nŊ buŔky zpŢsobuje mechanickou odpovŊŅ t®ģe buŔky, se oznaļuje 

jako elektromechanick§ vazba (excitation-contraction coupling, ECC) neboli 

vazba mezi excitac² a kontrakc². Elektromechanick§ vazba v myokardu je na 

rozd²l od kostern²ho svalu z§visl§ na pŚ²sunu v§pn²ku z extracelul§rn²ho 

prostŚed² a norm§ln² kontrakce srdeļn²ho svalu tedy nemŢģe dlouhodobŊ 

prob²hat v bezv§pn²kov®m prostŚed² (New a Trautwein, 1972). 

Z§kladn² podm²nkou pro ukonļen² kontrakce a zah§jen² relaxace je 

sn²ģen² intracelul§rn² kontrakce v§pn²ku. K odļerp§n² Ca2+ z cytoplazmy slouģ² 

ļtyŚi z§kladn² transportn² syst®my ï Ca2+-ATP§za SR (SERCA), sod²ko- 

-v§pn²kovĨ vĨmŊn²k (NCX), sarkolem§ln² Ca2+-ATP§za a mitochondri§ln² 

v§pn²kovĨ transport®r. V savļ²m myokardu hraj² dŢleģitou ¼lohu zejm®na 
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SERCA a NCX, zbyl® dva transportn² syst®my jsou m®nŊ vĨznamn® (Bers, 

2002).  

 

Obr. 1. HospodaŚen² s v§pn²kem v komorov®m kardiomyocytu.  

NCX ï Na+-Ca2+-vĨmŊn²k, RyR ï ryanodinovĨ receptor, PLB ï fosfolamban, SR ï 

sarkoplazmatick® retikulum, ATP ï syst®m aktivn²ho transportu, ICa ï v§pn²kovĨ proud 

L typu (upraveno podle Berse, 2002). 

 

1.1.1. UvolnŊn² v§pn²ku ze sarkoplazmatick®ho retikula 

V§pn²kovĨ kan§l L-typu 

V§pn²kov® kan§ly L-typu (ICaL) se nach§zej² na membr§nŊ vġech 

kardiomyocytŢ, jejich nejvŊtġ² vĨskyt je v komorovĨch kardiomyocytech, 

zejm®na v oblasti T-tubulŢ, kde jsou lokalizov§ny v tŊsn® bl²zkosti 

ryanodinovĨch receptorŢ SR (Scriven et al., 2000). Aktivace v§pn²kovĨch 

kan§lŢ nast§v§ pŚi membr§nov®m napŊt² (MN) kolem -30 mV. V§pn²k proud²c² 
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po elektrochemick®m gradientu do kardiomyocytu aktivovanĨm kan§lem ICaL 

difunduje k SR a otev²r§ v§pn²kov® kan§ly SR. Tento proces, kdy proud 

v§pn²ku z extracelul§rn²ho prostŚed² zpŢsob² uvolnŊn² v§pn²ku ze SR, se 

oznaļuje jako Ăv§pn²kem indukovan® uvolnŊn² v§pn²kuñ (calcium-induced 

calcium release, CICR) a byl poprv® pops§n Fabiatem v roce 1975. Bylo 

prok§z§no, ģe kan§l ICaL hraje rozhoduj²c² roli pŚi uvolnŊn² v§pn²ku ze SR a 

jeho pŚ²tomnost je pro CICR nezbytn§ (Eisner et al., 1998).  

Inaktivace kan§lŢ ICaL prob²h§ pomalu a je z§visl§ na MN a [Ca2+]i (Lee 

et al., 1985). V§pn²k uvolnŊnĨ ze SR kromŊ toho, ģe aktivuje kontraktiln² 

apar§t, pŚisp²v§ k inaktivaci ICaL (Sipido et al., 1995), kter§ je zprostŚedkov§na 

b²lkovinou kalmodulinem a br§n² nadmŊrn®mu vstupu v§pn²ku do buŔky 

(Peterson et al., 1999). Kan§l je moģno farmakologicky zablokovat 

dihydropyridiny (napŚ. nifedipin), fenylalkylaminy (napŚ. verapamil) ļi 

benzothiazepiny (napŚ. diltiazem) (v pŚehledu McDonald et al., 1994).  

 

Alternativn² cesty vedouc² k uvolnŊn² v§pn²ku ze SR 

V§pn²kovĨ kan§l T-typu (ICaT) se nach§z² zejm®na v membr§nŊ bunŊk 

pŚevodn²ho syst®mu srdeļn²ho (Hirano et al., 1989), v komorov® svalovinŊ je 

jeho vĨskyt sporadickĨ (Mitra a Morad, 1986). Kan§l je aktivov§n pŚi MN kolem 

-60 mV. Inaktivace ICaT nast§v§ pŚi MN -50 mV, na rozd²l od ICaL prob²h§ rychle 

a je pouze napŊŠovŊ z§visl§ (Catterall, 2000). Bylo prok§z§no, ģe za urļitĨch 

okolnost² je ICaT schopen spustit uvolnŊn² v§pn²ku ze SR (Sipido et al., 1998), 

ale za fyziologickĨch podm²nek se na tomto procesu pod²l² pouze malou 

mŊrou a jeho vliv je pŚekryt pŚevaģuj²c²m ¼ļinkem ICaL.  
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NCX je sarkolem§ln² transportn² mechanismus, kterĨ vymŊŔuje ionty 

sod²ku a v§pn²ku mezi extra- a intracelul§rn²m prostŚed²m. Byly identifikov§ny 

tŚi izoformy NCX, pŚiļemģ v srdci se vyskytuje izoforma NCX1 (Quednau et al., 

1997). Transsarkolem§ln² vĨmŊna iontŢ prob²h§ elektrogennŊ v pomŊru 

3Na+:1Ca2+ (Hinata et al., 2002). V z§vislosti na aktu§ln²m MN a 

koncentraļn²m gradientu obou iontŢ mŢģe NCX pracovat ve dvou reģimech - 

v norm§ln²m, kdy je v§pn²k vypuzov§n z buŔky a sod²k teļe do buŔky, a 

v obr§cen®m reģimu, kdy v§pn²k vstupuje do buŔky a sod²k je vypuzov§n 

z buŔky ven. Pokud by tedy NCX pracoval v reverzn²m modu, mohl by se 

pravdŊpodobnŊ pod²let na CICR v srdeļn² buŔce. Tato domnŊnka byla 

opakovanŊ prok§z§na t²m, ģe byl spuġtŊn CICR jak v pŚ²tomnosti blok§torŢ ICaL 

(Leblanc a Hume, 1990), tak i pŚi pozitivn²m MN, kdy je ICaL inaktivov§n (Levi et 

al., 1994). Bylo vġak zjiġtŊno, ģe n§rŢst intracelul§rn² koncentrace v§pn²ku 

vlivem proudu NCX je ve srovn§n² s mohutnĨm ICaL m®nŊ vĨraznĨ a pomalejġ². 

NCX tedy pravdŊpodobnŊ pŚisp²v§ k uvolŔov§n² v§pn²ku ze SR, avġak 

postaven² ICaL je v tomto procesu dominantn² (Sipido et al., 1997). 

Za urļitĨch specifickĨch podm²nek se na procesu uvolnŊn² Ca2+ ze SR 

mohou pod²let dalġ² mechanismy, jako je napŚ. napŊt²m aktivovan® uvolnŊn² 

v§pn²ku (Ferrier a Howlett, 2001),  inozitol (1,4,5)-trifosf§t (Perez et al., 1997), 

v§pn²kovĨ proud citlivĨ k tetrodotoxinu (Chen-Izu et al., 2001) ļi tzv. ĂpŚesmyk 

vodivostiñ (slip-mode conductance), pŚi kter®m vstupuje v§pn²k do buŔky 

kan§ly rychl®ho sod²kov®ho proudu (Santana et al., 1998). MoģnĨ pŚ²spŊvek 

alternativn²ch cest vtoku v§pn²ku do kardiomyocytu je vġak kontroverzn² a za 

hlavn² spouġtŊļ uvolnŊn² v§pn²ku ze SR v srdeļn²m svalu je povaģov§n ICaL 

(Eisner et al., 1998). 
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1.1.2. Sarkoplazmatick® retikulum  

Hlavn² funkc² SR je skladovat v§penat® ionty, uvolŔovat je do 

cytoplazmy a odļerp§vat z cytoplazmy zpŊt do SR.  

 

Ryanodinov® receptory  

 Membr§na SR je vybavena kan§ly uvolŔuj²c²mi v§pn²k (release channels), 

jejichģ pŚ²tomnost je nezbytn§ pro norm§ln² prŢbŊh ECC. SvŢj n§zev dostaly 

podle rostlinn®ho alkaloidu ryanodinu, kterĨ je schopen modulovat jejich 

vodivost (Lai a Meissner, 1989). Proto bĨvaj² tyto kan§ly nazĨv§ny 

ryanodinovĨmi receptory (RyR).  

Aģ dosud byly identifikov§ny tŚi izoformy RyR: izoforma RyR1 je 

charakterick§ pro kostern² sval, RyR2 pro myokard a izoforma RyR3 je 

vġudypŚ²tomn§ (MacLennan et al., 2002). RyR se skl§d§ ze ļtyŚ shodnĨch 

podjednotek. VŊtġ² ļ§st receptoru je obr§cena do cytoplazmy, menġ² ļ§st 

proch§z² membr§nou SR (Samso a Wagenknecht, 1998). NejvŊtġ² 

koncentrace RyR je na termin§ln²ch cistern§ch junkļn²ho SR v bl²zkosti  

T-tubulŢ, kde je nevyġġ² denzita ICaL (Scriven et al., 2000). Vzhledem k tomu, 

ģe vzd§lenost mezi termin§ln² cisternou a T-tubulem je asi 10 nm, jsou RyR  

v tŊsn® bl²zkosti sarkolemy srdeļn² buŔky (Lai a Meissner, 1989).  

RyR jsou na membr§nŊ SR rozm²stŊny v pravidelnĨch intervalech (aģ 

100 RyR na 200 nm membr§ny). V z§vislosti na ģivoļiġn®m druhu pŚipad§ na 

kaģdĨch 100 RyR od 10 do 25 kan§lŢ ICaL, coģ je dostateļnĨ poļet nutnĨ pro 

aktivaci RyR. Hlavn²m podnŊtem pro otevŚen² RyR je zvĨġen² [Ca2+]i. 

Nej¼ļinnŊjġ² aktivace RyR je zajiġtŊna prostŚednictv²m v§pn²ku tekouc²ho do 

buŔky kan§ly ICaL, pravdŊpodobnŊ vzhledem ke vz§jemn®mu geometrick®mu 

uspoŚ§d§n² RyR a ICaL (Wier a Balke, 1999).  
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Vodivost kan§lŢ RyR je rovnŊģ ovlivnŊna mnoģstv²m Ca2+ uvnitŚ SR. 

VzrŢstaj²c² intrasarkoplazmatick§ koncentrace v§pn²ku zvyġuje citlivost RyR  

k [Ca2+]i, a t²m i pravdŊpodobnost otevŚen² RyR (Shannon et al., 2000, 

Lukyanenko et al., 1996). Naopak n²zk§ koncentrace Ca2+ uvnitŚ SR br§n² 

probŊhnut² CICR, a t²m ¼pln®mu vyļerp§n² v§pn²ku ze SR. Ryanodinov® 

receptory SR jsou aktivov§ny mikromol§rn²mi koncentracemi [Ca2+]i, vyġġ², 

tedy milimol§rn²mi koncentrace [Ca2+]i, kan§ly inhibuj² (Meissner a Henderson, 

1987). Kan§ly lze rovnŊģ uv®st do otevŚen®ho stavu kofeinem (OËNeill a 

Eisner, 1990), ATP ļi cyklickou ADP-rib·zou, blok§da je moģn§ pomoc² 

hoŚļ²ku (Meissner a Henderson, 1987), u izoformy RyR1 tak® dantrolenem 

(Zhao et al., 2001).  

 

Kalsekvestrin 

V§penat® ionty jsou uvnitŚ SR nav§z§ny na b²lkovinu kalsekvestrin, 

kterĨ je lokalizov§n zejm®na v termin§ln²ch cistern§ch SR (MacLennan a 

Wong, 1971). Kalsekvestrin m§ sice malou afinitu, ale zato velkou vazebnou 

kapacitu pro v§pn²k; jedna molekula kalsekvestrinu mŢģe nav§zat 40-50 Ca2+ 

iontŢ (MacLennan et al., 2002). Pomoc² kalsekvestrinu je v§pn²k v§z§n uvnitŚ 

SR a d²ky tomu je zde asi 10 000kr§t vyġġ² koncentrace v§pn²ku neģ v okoln² 

cytoplazmŊ. Retikulum m§ tak schopnost bŊhem kr§tk® doby uvolnit nebo 

kumulovat velk® mnoģstv² Ca2+.  

 

1.1.3. Odļerp§n² v§pn²ku z cytoplazmy 

Ca2+-ATP§za sarkoplazmatick®ho retikula (SERCA) 

SERCA se nach§z² zejm®na na membr§nŊ longitudin§ln²ch tubulŢ SR. 

Hlavn² funkc² SERCA je odļerp§vat v§pn²k z cytoplazmy do SR a vytvoŚit tak 
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podm²nky nezbytn® pro zah§jen² relaxace. V tk§n²ch byly identifikov§ny tŚi typy 

SERCA, z nichģ kaģdĨ m§ nŊkolik izoforem. Izoforma charakteristick§ pro 

srdeļn² sval se oznaļuje jako SERCA2a (Tada a Toyofuku, 1996). PŚi 

rozġtŊpen² jedn® molekuly ATP pŚenese pumpa do retikula 2 molekuly v§pn²ku 

(MacLennan et al., 2002). 

Pod²l SERCA na odstraŔov§n² v§pn²ku z cytoplazmy savļ²ch 

kardiomyocytŢ je z§vislĨ na ģivoļiġn®m druhu. V srdci potkana je 

prostŚednictv²m SERCA odļerp§no aģ 92 % z celkov®ho mnoģstv² 

odstranŊn®ho v§pn²ku, u ostatn²ch ģivoļiġnĨch druhŢ (kr§l²k, fretka, koļka, 

morļe) je tento pod²l niģġ² a ļin² asi 70-75% (Bers, 1997). 

Ļinnost SERCA je nepŚ²mo regulov§na pomoc² fosfolambanu (PL). 

Jedn§ se o protein, kterĨ ovlivnŊn²m SERCA zasahuje vĨznamnĨm zpŢsobem 

do regulace srdeļn² kontraktility (Koss a Kranias, 1996). NefosforylovanĨ PL 

sniģuje afinitu SERCA k v§pn²ku a tlum² tak jej² efektivitu. Inhibiļn²mu vlivu 

fosfolambanu na SERCA je naopak zabr§nŊno jeho fosforylac² (Simerman a 

Jones, 1998). Fosforylace PL je zajiġŠov§na napŚ²klad fosforylovanou  

cAMP-dependentn² proteinkin§zou A (Li et al., 2000) nebo Ca2+/kalmodulin- 

-dependentn² proteinkin§zou (Narayanan a Xu, 1997). Mezi l§tky stimuluj²c² 

ļinnost SERCA patŚ² hormony ġt²tn® ģl§zy (Kiss et al., 1994) a inzulin 

(Algenstaedt et al., 1997). Aktivace SERCA tedy urychluje odļerp§v§n² Ca2+ 

 z cytoplazmy do SR, ļ²mģ se urychluje n§stup relaxace a zvyġuje n§loģ 

v§pn²ku uvnitŚ SR dostupn®ho pro dalġ² ECC . 
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Sod²ko-v§pn²kovĨ vĨmŊn²k (NCX) 

Ļinnost NCX v norm§ln²m reģimu, kdy vypuzuje v§pn²k z buŔky, se 

rovnŊģ pod²l² na zah§jen² procesu relaxace. U nŊkterĨch ģivoļiġnĨch druhŢ 

(fretka, kr§l²k, koļka, morļe, pes, lidskĨ myokard) odstraŔuje NCX bŊhem 

relaxace aģ jednu tŚetinu Ca2+ z cytoplazmy, v srdci laboratorn²ho potkana a 

myġi je jeho vliv na odļerp§n² v§pn²ku zanedbatelnĨ (Bers, 1997). 

 

1.1.4. Kontraktiln² apar§t kardiomyocytu 

Z§kladn² kontraktiln² jednotkou kardiomyocytu je sarkomera. Jedn§ se o 

¼tvar ohraniļenĨ dvŊma Z-liniemi. Sarkomera je tvoŚena tlustĨmi a tenkĨmi 

myofilamenty a regulaļn²mi proteiny.  

Tenk§ myofilamenta obsahuj²c² b²lkoviny aktin, tropomyozin a troponin, 

jsou ukotvena z jedn® strany do Z-lini², z druh® strany se zanoŚuj² mezi tlust§ 

myofilamenta. Z§klad tenk®ho myofilamenta tvoŚ² dvojit§ Ŭ-ġroubovice 

fibril§rn²ho aktinu, na nŊmģ jsou v pravidelnĨch intervalech um²stŊna aktivn² 

m²sta slouģ²c² k interakci mezi aktinem a hlavou myozinu. Dlouh® molekuly 

tropomyozinu v klidov®m stavu kryj² aktivn² m²sta aktinu. Molekuly troponinu 

jsou um²stŊny v pravidelnĨch intervalech pod®l tropomyozinov® molekuly. Po 

nav§z§n² Ca2+ na vazebn® m²sto troponinu dojde ke konformaļn² zmŊnŊ 

molekuly troponinu, coģ zpŢsob² n§slednĨ pohyb tropomyozinu a odkryt² 

aktivn²ch m²st aktinu. 

Z§kladem tlust®ho filamenta je b²lkovina myozin, kter§ vytv§Ś² osovou 

strukturu vl§kna a dvŊ hlavy. Hlava myozinu m§ ATP-§zovou aktivitu a 

obsahuje vazebn§ m²sta pro aktin (Brady, 1991).  
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Podstatou kontrakce je chemick§ reakce mezi tenkĨmi a tlustĨmi 

myofilamenty spojen§ s opakovanou tvorbou pŚ²ļnĨch mŢstkŢ a pohybem 

hlavy myozinu, coģ vede k zasouv§n²m tenkĨch mezi tlust§ myofilamenta. 

BŊhem tohoto procesu doch§z² k pŚibliģov§n² Z-lini², a t²m i ke zkracov§n² 

sarkomery a n§slednŊ cel® srdeļn² buŔky. Nezbytnou podm²nkou pro zah§jen² 

t®to reakce je dostateļn® zvĨġen² intracelul§rn² koncentrace v§pn²ku a pŚ²sun 

energie ve formŊ ATP. S²la kontrakce je z§visl§ na vz§jemn®m postaven² 

aktinovĨch a myozinovĨch filament a je tedy ovlivnŊna poļ§teļn² d®lkou 

sarkomery (Frank-StarlingŢv z§kon). VĨsledn§ s²la kontrakce stoup§ se 

vzrŢstaj²c² [Ca2+]i, jedn§ se o sigmoid§ln² z§vislost. Tato pozitivn² z§vislost je 

modulov§na rŢznĨmi mechanickĨmi a neurohumor§ln²mi faktory (Bers, 2002). 

 

1.2. Autonomn² regulace srdeļn² ļinnosti 

Spont§nn² ļinnost srdeļn² svaloviny je pod vlivem obou komponent 

perifern² ļ§sti autonomn²ho nervov®ho syst®mu. Sympatikus vykazuje ¼ļinky 

kardioexcitaļn² (pozitivnŊ inotropn², chronotropn², dromotropn² a 

bathmotropn²), na rozd²l od parasympatiku, jehoģ ¼ļinky jsou kardioinhibiļn². 

ObŊ ļ§sti autonomn²ho nervov®ho syst®mu pracuj² na principu zes²len®ho 

antagonismu (Levy, 1971). Eferentn² ļ§st sympatick® a parasympatick® 

inervace m§ dvouneuronovou strukturu. BunŊļn§ tŊla pregangliovĨch 

sympatickĨch neuronŢ se nach§zej² v intermediolater§ln²ch j§drech 

postrann²ch rohŢ horn²ch segmentŢ hrudn² m²chy (Th1 - Th5-6). Pregangliov§ 

vl§kna vystupuj² z m²chy pŚedn²mi m²ġn²mi koŚeny a cestou rami 

communicantes albi vstupuj² do paravertebr§ln²ch gangli² (Barr a Kiernan, 

1988). Synapse mezi pregangliovĨmi a postgangliovĨmi neurony se nach§zej² 
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v krļn²ch a v horn²ch hrudn²ch gangli²ch (Levy a Martin, 1995). Postgangliov§ 

vl§kna (nervi cardiaci) inervuj² pracovn² svalovinu s²n² a komor. 

BunŊļn§ tŊla parasympatickĨch pregangliovĨch neuronŢ jsou uloģena 

v nucleus dorsalis nervi vagi, event. v nucleus ambiguus prodlouģen® m²chy 

(Levy a Martin, 1995). Vl§kna tŊchto neuronŢ opouġtŊj² prodlouģenou m²chu 

prostŚednictv²m bloudivĨch nervŢ, jejichģ vŊtve (rami cardiaci) se v hrudn²ku 

st§vaj² souļ§st² srdeļn² nervov® pletenŊ. Pregangliov§ parasympatick§ vl§kna 

se pŚepojuj² na postgangliov® neurony v gangli²ch srdeļn²ho plexu v tŊsn® 

bl²zkosti srdce a v intramur§ln²ch gangli²ch. Parasympatick§ inervace je 

v s²n²ch mnohem hustġ² neģ v komor§ch, kde slouģ² pŚev§ģnŊ k modulaci 

aktivity sympatiku a k inervaci koron§rn²ch c®v (Lºffelholz a Pappano, 1985). 

Nervov§ vl§kna termin§ln² srdeļn² pletenŊ jsou v intervalech 5 - 15 mm 

charakteristicky zes²lena do varikozit, kter® obsahuj² synaptick® v§ļky 

(vezikuly). V m²stech varikozit bĨv§ bunŊļn§ membr§na ztluġtŊl§ a v jej² tŊsn® 

bl²zkosti jsou v§ļky zhuġtŊny. PŚenos informace z nervovĨch vl§ken na 

kardiomyocyty je realizov§n chemicky, prostŚednictv²m pŚenaġeļŢ (medi§torŢ), 

kter® jsou uloģeny v synaptickĨch v§ļc²ch. Medi§tory se uvolŔuj² postupnŊ pŚi 

ġ²Śen² akļn²ch potenci§lŢ po nervov®m vl§knŊ (uvolŔov§n² ñen passantò; 

Burnstock, 1986; Lºffelholz a Pappano, 1985) a v§ģou se na specifick® 

receptory lokalizovan® v membr§n§ch srdeļn²ch bunŊk. KoneļnĨ efekt 

stimulace autonomn²ch neuronŢ z§vis² na jejich vzruchov® aktivitŊ, mnoģstv² 

uvolnŊn®ho medi§toru, hustotŊ specifickĨch receptorŢ v postsynaptick® 

membr§nŊ a jejich afinitŊ k pŚ²sluġn®mu medi§toru, na ¼ļinku moduluj²c²ch 

l§tek a mnoha dalġ²ch faktorech. KlasickĨm pŚenaġeļem vzruchu 

z postgangliovĨch sympatickĨch vl§ken na srdeļn² buŔky je noradrenalin (NA) 
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a pŚ²sluġn§ nervov§ vl§kna jsou oznaļov§na jako adrenergn². Acetylcholin je 

medi§torem postgangliovĨch parasympatickĨch vl§ken, kter§ jsou oznaļov§na 

jako cholinergn² (Lundberg, 1996). 

 

1.3. Kardiovaskul§rn² apar§t a diabetes mellitus 

Kardiovaskul§rn² komplikace DM zahrnuj² mikrovaskul§rn² a 

makrovaskul§rn² postiģen², diabetickou kardiomyopatii a kardiovaskul§rn² 

autonomn² neuropatii jako souļ§st diabetick® autonomn² neuropatie. VĨġe 

zm²nŊn® patologick® procesy vŊtġinou prob²haj² souļasnŊ a navz§jem se 

ovlivŔuj².  

 

1.3.1. Diabetick§ angiopatie 

Vaskul§rn² komplikace diabetu se Śad² mezi nejļastŊjġ² pŚ²ļiny smrti u 

diabetickĨch pacientŢ. Diabetick§ mikroangiopatie postihuje kapil§ry vļetnŊ 

pŚilehlĨch arteriol a venul a klinicky se manifestuje zejm®na jako diabetick§ 

retinopatie, nefropatie a neuropatie. Makroangiopatie postihuj² art®rie a 

projevuj² se arterioskler·zou. Diabetes urychluje a zhorġuje prŢbŊh 

aterosklerotick®ho poġkozen² c®v a zvyġuje zejm®na riziko vzniku mozkovĨch 

pŚ²hod, postiģen² koron§rn²ch a perifern²ch c®v. Mikrovaskul§rn² komplikace se 

ļastŊji vyskytuj² u DM 1. typu a makrovaskul§rn² sp²ġe u typu druh®ho. ObŊ 

poruchy se navz§jem ovlivŔuj², napŚ. mikroangiopatick® poġkozen² vasa 

vasorum zhorġuje makroangiopatick® poġkozen² vŊtġ²ch c®v. 

Mechanismus vzniku diabetickĨch angiopati² nen² jeġtŊ zcela objasnŊn, 

ale pravdŊpodobnŊ se jedn§ o kombinaci pŚ²ļin, kdy se metabolick§ 

(hyperglyk®mie a dyslipid®mie) a hemodynamick§ porucha projev² u geneticky 
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disponovan®ho jedince (Gugliucci, 2000). Struktur§ln²m podkladem angiopatie 

je ztluġtŊn² baz§ln² membr§ny c®v, kter® vede n§slednŊ k jejich okluzi a 

tk§Ŕov® hypoxii (Lorenzi, 1992). Z§vaģnost zmŊn vŊtġinou koreluje s hladinou 

gluk·zy v krvi; hyperglyk®mie urychluje a zhorġuje prŢbŊh vaskul§rn²ch 

komplikac². O pŚ²ļin§ch vzniku diabetick® angiopatie existuje cel§ Śada 

hypot®z, mezi kter® patŚ² aldozoredukt§zov§ teorie, vliv pozdn²ch produktŢ 

glykace, zmŊna aktivity proteinkin§zy C (PKC), oxidaļn² stres, pseudohypoxie, 

alterace lipoproteinov®ho metabolismu ļi aktivace cytokinŢ (Gugliucci, 2000), 

pŚiļemģ jako nejv²ce pravdŊpodobn® jsou uv§dŊny prvn² tŚi teorie.   

Enzym aldozoredukt§za, jehoģ aktivita se zvyġuje v dŢsledku 

hyperglyk®mie, stimuluje v tk§n²ch nez§vislĨch na inzulinu pŚemŊnu gluk·zy 

na sorbitol a jeho produkt frukt·zu. Tyto l§tky poġkozuj² integritu bunŊļn® 

membr§ny, negativnŊ ovlivŔuj² bunŊļnĨ metabolismus a dalġ² funkce buŔky 

(Gabbay, 1973). KromŊ toho se sorbitol a frukt·za kumuluj² v c®vn² stŊnŊ a 

jako l§tky osmoticky aktivn² v§ģou vodu, coģ mechanicky poġkozuje tk§Ŕ. 

Kofaktorem pŚemŊny gluk·zy na sorbitol je nikotinamid adenin dinukleotid 

fosf§t (NADPH), kterĨ je mimo jin® nezbytnĨ pro vznik oxidu dusnat®ho (NO) 

z argininu. ZvĨġen§ transformace gluk·zy na sorbitol sniģuje dostupnost 

NADPH pro dalġ² dŊje, kles§ tvorba NO, coģ vede k vasokonstrikci a ke 

zhorġen®mu krevn²mu z§soben² tk§n² (Gabbay, 1973; Greene et al., 1988).  

ZmŊny aktivity PKC zpŢsoben® diabetem jsou z§visl® na typu tk§nŊ. 

Đtlum aktivity PKC v nervov® tk§ni byl pops§n v souvislosti s diabetickou 

neuropati² (Greene et al., 1992). Naopak v hladk® svalovinŊ c®vn² stŊny je 

aktivita PKC (zejm®na izoformy ɓ) zvĨġena pravdŊpodobnŊ vlivem 

diacylglycerolu. Synt®za diacylglycerolu je stimulov§na hyperglyk®mi² (Koya a 
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King, 1998). Stimulace PKC zvyġuje citlivost bunŊk hladk® svaloviny stŊny c®v 

k vazokonstrikļn²m l§tk§m, coģ vede k poklesu prŢtoku krve tk§nŊmi. 

(Gugliucci, 2000).  

Je zn§mo, ģe zvĨġen§ nab²dka gluk·zy vede k neenzymatick®mu 

pŚipojen² cukru k proteinŢm neboli glykaci. Tento jev byl u diabetickĨch 

pacientŢ pops§n v souvislosti se vznikem glykovan®ho hemoglobinu, kterĨ je 

pouģ²v§n jako spolehlivĨ marker prŢbŊhu onemocnŊn² (Stevens, 1977). KromŊ 

vzniku ļasnĨch produktŢ glykace, mezi kter® patŚ² napŚ²klad vĨġe zm²nŊnĨ 

glykovanĨ hemoglobin, iniciuje dlouhodob§ hyperglyk®mie dalġ² f§zi glykace, 

zahrnuj²c² s®rii reakc², jeģ vedou ke vzniku tzv. pozdn²ch produktŢ glykace 

(advanced glycation end-products, AGE; Njoroge a Monnier, 1989). AGE se 

ukl§daj² ve stŊnŊ c®v, kde zpŢsobuj² ztluġtŊn² baz§ln² membr§ny, pokles 

elasticity pojivov® tk§nŊ a aktivaci komplementu s n§slednĨm vznikem 

z§nŊtliv® reakce. K tvorbŊ AGE doch§z² i u nediabetickĨch pacientŢ a tyto 

produkty jsou zodpovŊdn® za nŊkter® pŚ²znaky st§rnut² tk§n² (hromadŊn² 

pigmentu, pokles elasticity tk§n² aj.). ZvĨġen§ produkce AGE u diabetikŢ tyto 

zmŊny urychluje (Gugliucci, 2000). Glykaci a oxidaci podl®haj² rovnŊģ tuky 

(zejm. LDL- lipoproteiny o n²zk® hustotŊ), jejich modifikovan® molekuly se pak 

ukl§daj² v c®vn² stŊnŊ a d§vaj² vznik aterosklerotickĨm pl§tŢm.  

Vzhledem k tomu, ģe existuje ¼zk§ pŚ²ļinn§ souvislost mezi 

hyperglyk®mi², dyslipid®mi² a rozvojem vaskul§rn²ch komplikac², je dŢleģit® u 

diabetickĨch pacientŢ vhodnĨm zpŢsobem a vļas regulovat glyk®mii a hladinu 

lipidŢ v krvi.  
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1.3.2. Diabetick§ kardiomyopatie 

Existence diabetick® kardiomyopatie byla stanovena na z§kladŊ 

zjiġtŊn², ģe myokardi§ln² dysfunkci lze diagnostikovat i u pacientŢ-diabetikŢ, 

kteŚ² nemaj² ģ§dn® zn§mky ischemick® choroby srdeļn², poġkozen² 

chlopenn²ho apar§tu nebo hypertenzi (Paillole et al., 1989). Mechanismus 

vzniku diabetick® kardiomyopatie nen² zcela objasnŊn. Aģ dosud bylo zjiġtŊno 

nŊkolik potenci§lnŊ patogenetickĨch faktorŢ, kter® se pŚi vzniku a rozvoji 

kardiomyopatie uplatŔuj². Mezi nejdŢleģitŊjġ² vyvol§vaj²c² faktory se Śad² 

metabolick® poruchy (deplece gluk·zov®ho transport®ru GLUT-4, vzestup 

hladiny volnĨch mastnĨch kyselin, nedostatek karnitinu, zmŊny v§pn²kov®ho 

hospod§Śstv²), myokardi§ln² fibr·za (spojen§ se vzestupem hladiny 

angiotenzinu II, IGF-I a z§nŊtlivĨch cytokinŢ), poġkozen² malĨch c®v 

(mikroangiopatie se zhorġen²m koron§rn²ho prŢtoku a endoteli§ln² dysfunkc²), 

autonomn² neuropatie, doprov§zen§ denervac² a zmŊnami koncentrace 

katecholaminŢ v srdci, a inzulinov§ rezistence (Fang et al., 2004). Produkce 

ATP v diabetick®m kardiomyocytu je t®mŊŚ vĨhradnŊ z§visl§ na utilizaci 

volnĨch mastnĨch kyselin, coģ podstatnŊ zvyġuje n§roky srdeļn² tk§nŊ na 

dod§vku kysl²ku a vede ke kumulaci toxickĨch meziproduktŢ metabolismu 

volnĨch mastnĨch kyselin a k inhibici metabolismu gluk·zy (Lopaschuk, 2002). 

Toxicita oxidaļn²ch produktŢ metabolismu volnĨch mastnĨch kyselin na srdce 

je potencov§na hyperglyk®mi² (Young et al., 2002). 

Diabetick§ kardiomyopatie je charakterizovan§ v ļasn® f§zi diastolickou 

a v pozdn² f§zi systolickou dysfunkc² (Mahgoub a Abd-Alfattah, 1998), 

hypertrofi² srdeļn²ch bunŊk (Gargiulo et al., 1998) a v koneļn® f§zi i srdeļn²m 

selh§n²m (Jarret, 1989). Pro diastolickou dysfunkci srdeļn² komory je 
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charakteristick® prodlouģen² izovolumick® relaxace, zhorġen² ļasn® f§ze 

plnŊn² komor a zvĨġen² plnŊn² s²n² (Schannwell et al., 2002). Tento stav vznik§ 

v dŢsledku myokardi§ln² fibr·zy, kter§ je pravdŊpodobnŊ zpŢsobena kumulac² 

AGE v srdeļn² tk§ni (Bauters et al., 2003). AGE se mimo jin® rovnŊģ pod²lej² 

na naruġen² kalciov®ho metabolismu srdeļn²ch bunŊk (Ziegelhºffer et al., 

1997). PŚi diabetick® kardiomyopatii doch§z² k intracelul§rn² retenci v§pn²ku 

doprov§zen® vzestupem [Na+]i (Dhalla et al., 1985). NŊkter® experimenty 

prov§dŊn® na transgenn²ch myġ²ch prok§zaly, ģe se na komorov® dysfunkci 

mŢģe tak® pod²let zvĨġen§ aktivita PKC-ɓ, kter§ vede k hypertrofii lev® 

komory, nekr·ze srdeļn²ch bunŊk a multifok§ln² fibr·ze srdeļn² tk§nŊ 

(Wakasaki et al., 1997). Jak jiģ bylo zm²nŊn® dŚ²ve, jednou z pŚ²ļin zvĨġen® 

aktivity PKC-ɓ mŢģe bĨt hyperglyk®mie (Koya a King, 1998). 

 

1.3.3. Kardiovaskul§rn² autonomn² neuropatie 

Mezi pomŊrnŊ pozdŊ diagnostikovan® a m§lo prozkouman® komplikace 

diabetu patŚ² diabetick§ autonomn² neuropatie (DAN), kter§ postihuje v²ce neģ 

50% diabetikŢ. Postiģen² autonomn² inervace kardiovaskul§rn²ho apar§tu vede 

k rozvoji kardiovaskul§rn² autonomn² neuropatie (KAN). KAN postihuje 

aferentn² i eferentn² sloģku autonomn² inervace a klinicky se manifestuje 

tachykardi² (Ziegler, 1994), ortostatickou hypotenz² (Low et al., 1975), 

asymptomatickou isch®mi² myokardu (Marchant et al., 1993) a intoleranc² 

fyzick® z§tŊģe (Roy et al., 1989). PŚ²tomnost KAN zvyġuje riziko n§hl® srdeļn² 

smrti, ischemick® choroby srdeļn² ļi chronick®ho srdeļn²ho selh§n² (Gerritsen 

et al., 2001).  
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Na vzniku KAN se pod²l² metabolick® poġkozen² nervovĨch vl§ken, 

autoimunitn² vlivy, nedostatek neurohumor§ln²ch rŢstovĨch faktorŢ a poruchy 

c®vn²ho z§soben² nervŢ vznikaj²c² v dŢsledku diabetick® mikroangiopatie 

(Vinik, 1999). Metabolick® poġkozen² nervovĨch vl§ken je zpŢsobeno zejm®na 

zvĨġenou pŚemŊnou gluk·zy na sorbitol ļi na jeho produkt frukt·zu. 

K destruuj²c²mu ¼ļinku sorbitolu a frukt·zy v nervovĨch vl§knech pŚisp²v§ jiģ 

vĨġe zm²nŊnĨ osmotickĨ ¼ļinek. NADPH, kterĨ se ¼ļastn² pŚemŊny gluk·zy na 

sorbitol, m§ pŚ²mĨ toxickĨ ¼ļinek na nervovou tk§Ŕ. KromŊ toho bylo zjiġtŊno, 

ģe hyperglyk®mie sniģuje vychyt§v§n² inozitolu, kterĨ je dŢleģitĨ pro tvorbu 

myelinovĨch pochev a neuron§ln²ch membr§n. DŢsledkem jsou zmŊny 

membr§nov®ho napŊt² a porucha elektrogeneze nervovĨch bunŊk (Greene et 

al., 1988). Na vzniku nervov® hypoxie se kromŊ mikroangiopatick®ho 

poġkozen² vasa nervorum pod²l² vasokonstrikce vznikaj²c² v dŢsledku aktivace 

PKC (Veves a King, 2001). Na druhou stranu, aktivita PKC v nervovĨch 

buŔk§ch je vlivem hyperglyk®mie inhibov§na, pravdŊpodobnŊ v dŢsledku 

nedostatku inozitolu, coģ vede ke sn²ģen² aktivity Na+-K+-ATP§zy, poklesu 

vodivosti nervŢ a k degenerativn²m zmŊn§m axonŢ a SchwannovĨch bunŊk 

(Greene et al., 1992).  

 

1.3.4. Postiģen² myokardu laboratorn²ho potkana v dŢsledku 

streptozotocinov®ho diabetu 

DM 1. typu experiment§lnŊ navozenĨ pod§n²m streptozotocinu (STZ) 

laboratorn²mu potkanovi sniģuje s²lu kontrakce a to jak in vivo (Dowell et al., 

1986) tak u izolovanĨch prepar§tŢ, kdy se pokles kontrakce projevuje 

vĨraznĨm sn²ģen²m srdeļn²ho vĨdeje (Penpargkul et al., 1980; Vadlamudi et 
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al., 1982). U experimentŢ prov§dŊnĨch na izolovanĨch kardiomyocytech STZ 

potkanŢ byla pops§na redukce zkr§cen² a prodlouģenĨ ļas zkr§cen² srdeļn²ch 

bunŊk (Okoyama et al., 1994; Yu et al. 1994). PŚi sledov§n² s²ly kontrakce 

papil§rn²ch svalŢ uģ vĨsledky tak jednoznaļn® nejsou. NŊkteŚ² autoŚi prok§zali 

negativnŊ inotropn² ¼ļinek dlouhodob®ho STZ diabetu (Cameron et al., 1989), 

na druhou stranu byly pops§ny experimenty, ve kterĨch nen² ģ§dnĨ rozd²l 

v s²le kontrakce papil§rn²ho svalu mezi kontroln²mi a diabetickĨmi potkany 

(Fein et al., 1980; Takeda et al., 1988). 

Jiģ za 4 tĨdny po indukci diabetu doch§z² v pracovn²ch buŔk§ch 

komorov® svaloviny k z§vaģnĨm zmŊn§m v hospodaŚen² s v§pn²kem. Ty 

zahrnuj² pokles aktivity SERCA (Ganguly et al., 1983), kterĨ je pravdŊpodobnŊ 

zpŢsoben sn²ģen²m afinity SERCA k v§pn²ku (Kim et al., 2001), poklesem 

koncentrace (Netticadan et al. 2001) a exprese mRNA pro SERCA (Kim et al., 

2001). Navzdory tomu existuj² pr§ce, ve kterĨch pokles exprese mRNA pro 

SERCA v srdci diabetick®ho potkana prok§z§n nebyl (Zarain-Herzberg et al., 

1994). Exprese mRNA pro PL i koncentrace t®to b²lkoviny byla v srdci 

diabetick®ho potkana zvĨġena, coģ pravdŊpodobnŊ pŚisp²v§ ke sn²ģen® funkci 

SERCA u diabetickĨch potkanŢ. V ¼rovni fosforylace PL nebyl zaznamen§n 

rozd²l mezi zdravĨmi a diabetickĨmi zv²Śaty (Kim et al., 2001). Diabetick® 

poġkozen² SR bylo doprov§zeno i sn²ģenou afinitou ryanodinovĨch receptorŢ 

SR k v§pn²ku (Yu et al., 1994), aniģ by doch§zelo k redukci jejich poļtu 

(Bidasee et al., 2001). Proud nesenĨ sarkolem§ln²m NCX je v srdci 

diabetickĨch potkanŢ rovnŊģ sn²ģen ve srovn§n² s kontroln²mi zv²Śaty (Makino 

et al., 1987; Chattou et al., 1999). Redukce proudu NCX byla vysvŊtlena 

poklesem koncentrace NCX a exprese mRNA pro NCX (Hattori et al., 2000). 
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Ke zmŊn§m v§pn²kov®ho hospod§Śstv² v diabetick®m srdci pŚisp²v§ tak® 

sn²ģen² aktivity sarkolem§ln² Ca2+-ATP§zy (Heyliger et al., 1987). Poġkozen² 

transportn²ch mechanismŢ odļerp§vaj²c²ch v§pn²k z cytoplazmy vede 

k intracelul§rn²mu hromadŊn² Ca2+, coģ mŢģe pŚisp²vat k dalġ²mu rozvoji 

diabetick® kardiomyopatie (Makino et al., 1987).  

ZmŊny vyvolan® STZ diabetem lze pozorovat i na ¼rovni kontraktiln²ho 

apar§tu, kde doch§z² ke zpomalen² rychlosti tvorby pŚ²ļnĨch mŢstkŢ (Ishikawa 

et al., 1999). PŚi dlouhodob®m trv§n² STZ diabetu je V1 izoforma myozinu 

nahrazov§na izoformou V3 s niģġ² ATP§zovou aktivitu (Malhotra a Sanghi, 

1997). Sn²ģen² aktivity myozinov® ATP§zy bylo moģn® potlaļit pod§n²m 

hormonŢ ġt²tn® ģl§zy, z ļehoģ vyplĨv§, ģe zmŊna aktivity myozinov® ATP§zy 

nemus² bĨt zpŢsobena nedostatkem inzulinu, ale mŢģe bĨt dŢsledkem 

hypofunkce ġt²tn® ģl§zy, kter§ bĨv§ doprovodnĨm jevem STZ diabetu 

(Dillmann, 1982). 

STZ diabetes rovnŊģ ovlivŔuje elektrick® vlastnosti srdeļn²ch bunŊk. 

Doch§z² k redukci proudu ICaL (Chattou et al., 1999; Nobe et al., 1990).  

V experimentech s blok§torem ICaL nitrendipinem byl zjiġtŊn sn²ģenĨ poļet 

vazebnĨch m²st pro tento blok§tor (Lee et al., 1992). D§le byla prok§z§na 

redukce repolarizuj²c²ho drasl²kov®ho proudu v srdeļn²ch s²n² a komor§ch 

diabetickĨch potkanŢ, kter§ vedla k prodlouģen² akļn²ho napŊt² (Jourdon a 

Feuvray, 1993). V diabetickĨch prepar§tech bylo rovnŊģ prok§z§no sn²ģen² 

aktivity Na+-K+-ATP§zy (Ziegelhºffer et al., 2003) a Na+-H+-vĨmŊn²ku 

(Lagadig-Grossmann et al., 1988).  

Aplikace STZ vedla tak® k degenerativn²m zmŊn§m sympatickĨch nervŢ 

laboratorn²ho potkana, kter® byly pozorov§ny jiģ za 24 hodin po pod§n² STZ 

http://web5s.silverplatter.com/webspirs/doLS.ws?ss=Ziegelhoffer-A+in+AU
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(Monckton a Pehowich, 1980). Rozvoj autonomn² neuropatie u STZ diabetu 

byl rovnŊģ prok§z§n Śadou funkļn²ch studi² (Kimball et al., 1992). Byla 

pops§na klidov§ bradykardie, sn²ģen® cirkadi§nn² kol²s§n² srdeļn² frekvence a 

pokles tonu sympatick® a parasympatick® inervace za klidovĨch podm²nek 

(Hicks et al., 1998).  

 

Multifaktori§ln² pŚ²ļiny rozvoje diabetick®ho poġkozen² srdce dokl§daj² 

experimenty, pŚi kterĨch byly rŢznĨmi intervencemi potlaļeny ļi zm²rnŊny 

projevy srdeļn²ho poġkozen². U STZ potkanŢ bylo prok§z§no, ģe 

adrenomedulin normalizuje hodnoty srdeļn²ho vĨdeje (Dobrzynski et al., 

2002). Blok§tor angiotenzin konvertuj²c²ho enzymu cilazapril zlepġuje 

koron§rn² prŢtok a s²lu stahu lev® srdeļn² komory (Udayachalerm et al., 2001), 

Poklesu s²ly srdeļn² kontrakce lze rovnŊģ zabr§nit bosentanem, coģ je 

blok§tor endotelinov®ho receptoru (Verma et al., 2001). L-NAME a blok§tor 

ICaL nifedipin normalizuj² hodnoty srdeļn² frekvence (Smith et al., 1997; Shah 

et al., 1995). Dalġ² blok§tor ICaL verapamil zamezuje zmŊn§m na ¼rovni 

kontraktiln²ho apar§tu (Afzal et al., 1989). KromŊ toho bylo zjiġtŊno, ģe 

intervence upravuj²c² plazmatickou koncentraci lipidŢ u STZ potkanŢ, napŚ²klad 

pod§v§n² cholinu a methioninu (Heyliger et al., 1986), karnitinu (Rodrigues et 

al., 1990) a probukolu (Tada et al., 1992) zpomaluj² rozvoj diabetick® 

kardiomyopatie.  

 

1.4. Kardiovaskul§rn² apar§t a inzulin 

PŚ²ļinou DM 1. typu je absolutn² nedostatek inzulinu (inzulinopenie). 

Inzulin, hormon produkovanĨ ɓ-buŔkami LangerhansovĨch ostrŢvkŢ 
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endokrinn² ļ§sti pankreatu, vĨznamnĨm zpŢsobem zasahuje do metabolismu 

cukrŢ, tukŢ a lipidŢ. KromŊ toho m§ inzulin i Śadu m®nŊ zn§mĨch 

nemetabolickĨch ¼ļinkŢ vļetnŊ vlivu na kardiovaskul§rn² apar§t. Z ļasov®ho 

hlediska lze ¼ļinky inzulinu rozdŊlit na bezprostŚedn², kdy inzulin moduluje 

membr§novou permeabilitu, transmembr§novĨ pŚenos ļi fosforylaci nŊkterĨch 

enzymŢ, a na dlouhodob® ¼ļinky ovlivŔuj²c² proteosynt®zu buŔky.  

Bylo zjiġtŊno, ģe inzulin ovlivŔuje permeabilitu membr§ny vzruġivĨch 

tk§n² a zpŢsobuje hyperpolarizaci. Vzestup membr§nov®ho napŊt² je 

vysvŊtlov§n redukc² permeability membr§ny pro sod²k (Zierler a Wu, 1988) a 

zvĨġenou aktivitou Na+-K+-ATP§zy, kterou popsali LaManna a Ferrier (1981). 

Naproti tomu Gupta et al. (1986) stimulaci Na+-K+-ATP§zy inzulinem 

v srdeļn²ch buŔk§ch neprok§zali. Inzulin rovnŊģ ovlivŔuje krevn² obŊh ï jeho 

pod§n² vede k vazodilataci a zvĨġen² prŢtoku v kostern²m svalu  

(Yki-Jªrvinen a Utriainen, 1998), pŚi stavu hyperglyk®mie a hypetriglycerid®mie 

zvyġuje plazmatickou koncentraci blok§toru plazminogenov®ho aktiv§toru a 

pŢsob² tak antifibrinolyticky (Calles-Ascandon et al., 1998),  

u inzulinorezistentn²ch pacientŢ vykazoval i proagregaļn² efekt (Baldi et al., 

1996). Stimulac² sympatick® ļ§sti autonomn²ho nervov®ho syst®mu zrychluje 

inzulin srdeļn² frekvenci, zvyġuje hodnotu systolick®ho tlaku a zvyġuje hladinu 

noradrenalinu v plazmŊ (Rowe et al., 1981). 

Inzulin tak® vĨznamnĨm zpŢsobem zasahuje do v§pn²kov®ho 

hospod§Śstv² kardiomyocytŢ. Bylo pops§no, ģe v srdci laboratorn²ho potkana 

stimuluje ICaL. Tento ¼ļinek je z§vislĨ na d§vce inzulinu a je pravdŊpodobnŊ 

zprostŚedkov§n cestou proteinkin§zy A (Aulbach et al., 1999). PodobnĨ vliv 

inzulinu na proteinkin§zu A byl nalezen i v lidskĨch kardiomyocytech (Maier et 
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al., 1999). Na druhou stranu, v srdci diabetickĨch pacientŢ nebyl stimulaļn² vliv 

inzulinu na v§pn²kovĨ proud L-typu prok§z§n (Maier et al., 2001). 

V 80. letech minul®ho stolet² bylo zjiġtŊno, ģe inzulin stimuluje proud 

nesenĨ NCX (Kato a Kako, 1988; Gupta et al., 1986). PozdŊji bylo prok§z§no, 

ģe efekt inzulinu na NCX je inhibov§n v pŚ²tomnosti blok§toru PKC 

staurosporinu a existuje tedy moģn§ spojitost mezi ¼ļinkem inzulinu na NCX a 

sign§ln² cestou PKC (Ballard et al., 1994). 

PomŊrnŊ m§lo dostupnĨch informac² je zn§mo o pŚ²m®m ¼ļinku 

inzulinu na SERCA. Studie Gupty et al. (1989) prok§zaly stimulaļn² ¼ļinek 

inzulinu na SERCA2 v kardiomyocytech prasete. PozdŊji byla pops§na moģn§ 

interakce mezi substr§tem inzulinov®ho receptoru a dvou izoforem v§pn²kov® 

pumpy (SERCA1, SERCA2), kter§ je ovlivŔov§na inzulinem stimulovanou 

tyrozinkin§zovou cestou (Algenstaedt et al., 1997). 

Đļinek inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce vykazuje mezidruhov® rozd²ly. 

PozitivnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu byl zaznamen§n v srdci morļete (von Arnim 

a Bolte, 1980), kr§l²ka (Snow, 1976), koļky a kotŊte (Lee a Downing, 1976).  

V srdci prasete byl pops§n bif§zickĨ efekt inzulinu; inici§ln² negativnŊ inotropn² 

¼ļinek byl n§sledov§n zes²len²m srdeļn² kontrakce (Lee a Downing, 1976). 

Sloģitost inotropn²ho pŢsoben² inzulinu dokumentuj² vĨsledky experimentŢ 

prov§dŊnĨch na myokardu veverky, kde inzulin vykazoval negativnŊ inotropn² 

¼ļinek u bdŊlĨch zv²Śat. VĨjimku tvoŚila tzv. letn² skupina zv²Śat, u kter® niģġ² 

d§vka inzulinu vedla k zes²len² kontrakce, zat²mco vyġġ² d§vka inzulinu 

vyvolala negativnŊ inotropn² efekt. U hibernuj²c²ch zv²Śat nebyla s²la kontrakce 

inzulinem vĨznamnŊ ovlivnŊna (Nakipova et al., 2000). Informace o ¼ļinku 

inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce u laboratorn²ho potkana jsou ponŊkud 
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nejednotn®. Liter§rn² zdroje informuj² o pozitivnŊ inotropn²m (Sethi et al., 

1991), negativnŊ inotropn²m (Farah a Alousi, 1981), popŚ²padŊ ģ§dn®m ¼ļinku 

inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce (Ren et al., 1999; Schmidt a Koch, 2002).  

 

1.5. Diabetick® srdce a inzulin 

STZ zv²Śata, kter§ jsou dlouhodobŊ l®ļena inzulinem, vykazuj² 

normalizaci hodnot srdeļn² frekvence a krevn²ho tlaku (Pfaffman, 1980). 

Pravideln® pod§v§n² inzulinu diabetickĨm zv²ŚatŢm rovnŊģ zabr§nilo zmŊn§m 

s²ly kontrakce papil§rn²ho svalu, poklesu aktivity myozinov® ATP§zy a n§hradŊ 

V1 izoformy myozinu za izoformu V3 (Fein et al., 1984). Inzulinov§ l®ļba vedla 

nejprve k normalizaci biochemickĨch parametrŢ (normoglyk®mie), s urļitĨm 

ļasovĨm odstupem doġlo i k ¼pravŊ zmŊn vznikaj²c²ch pŢsoben²m diabetu na 

srdce. ĐroveŔ ¼pravy funkļn²ch vlastnost² srdce je pŚ²mo ¼mŊrn§ dobŊ 

pod§v§n² inzulinu (Fein et al., 1981). 

Akutn² aplikace inzulinu na levokomorovĨ papil§rn² sval potkanŢ 

s kr§tkodobĨm diabetem (5-7 dn²) vedla k vzestupu s²ly kontrakce, avġak 

trv§n² kontrakce ani relaxace nebylo inzulinem ovlivnŊno. V izolovanĨch 

kardiomyocytech diabetickĨch zv²Śat inzulin zvyġoval vĨskyt v§pn²kovĨch 

pŚechodŢ (Ren et al., 1999).  

Vļasn§ a spr§vnŊ veden§ l®ļba diabetikŢ inzulinem sniģuje rychlost 

rozvoje kardiovaskul§rn²ch komplikac² (Srikanthan a Hsueh, 2004). Dosud 

nezodpovŊzenou ot§zkou vġak zŢst§v§, zda diabetiļt² pacienti v²ce profituj² 

z metabolickĨch ¼ļinkŢ inzulinu ļi z pŚ²m®ho ¼ļinku inzulinu na srdce nebo se 

na l®ļebn®m procesu pod²l² kombinace obou faktorŢ.  
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1.6. C²le disertace 

Z vĨġe uveden®ho pŚehledu je zŚejm®, ģe interakce diabetu a inzulinu 

v srdeļn²m svalu jsou nesm²rnŊ komplexn² a dosud nejasn®. Dlouhodob® 

pod§v§n² inzulinu zabr§n² rozvoji nŊkterĨch zmŊn, kter® se objevuj² v dŢsledku 

pŢsoben² diabetu na srdce a jeho inervaci. Nicm®nŊ u vŊtġiny studi² 

experiment§ln²ho diabetu je aplikace inzulinu zah§jena bezprostŚednŊ po 

indukci diabetu, coģ nekoresponduje s klinickĨmi podm²nkami, kdy je u 

diabetikŢ l®ļba zah§jena s rŢznŊ dlouhĨm ļasovĨm odstupem po n§stupu 

onemocnŊn². Informace o pŚ²m®m pŢsoben² inzulinu na srdce 

nekompenzovanĨch diabetickĨch subjektŢ jsou pomŊrnŊ spor® a v oblasti 

srdeļn² kontraktility protichŢdn®. Tuto ot§zku jsme se proto rozhodli 

prozkoumat podrobnŊji. V r§mci disertaļn² pr§ce jsme se zabĨvali akutn²m 

jednor§zovĨm ¼ļinkem inzulinu na kontraktilitu izolovan®ho papil§rn²ho svalu 

intaktn²ho potkana a potkana s dlouhodobĨm (16 tĨdnŢ) nekompenzovanĨm 

diabetem. C²lem bylo prozkoumat, zda inzulin vykazuje pŚ²m® ¼ļinky na 

srdeļn² kontraktilitu bez souļasn® hyperglyk®mie a zda jsou tyto ¼ļinky 

v diabetick®m srdci zmŊnŊny.  

Druh® t®ma Śeġen® v pŚedloģen® disertaļn² se vztahuje k srdeļn² 

diabetick® neuropatii (viz vĨġe). Informace o autonomn² regulaci pŚi diabetu 

jsou dosud omezen® a data mapuj²c² vliv dlouhodob®ho diabetu na 

sympatickou inervaci srdeļn²ho svalu nejsou jednotn§. ZmŊna autonomn² 

regulace diabetickĨch jedincŢ mŢģe bĨt podm²nŊna zmŊnami v uvolŔov§n² 

medi§torŢ nebo zmŊnŊnou bunŊļnou odpovŊd² (alterace nitrobunŊļnĨch 

sign§ln²ch kask§d). V r§mci disertaļn² pr§ce jsme se zamŊŚili na prvn² 

moģnost, tedy jakĨm zpŢsobem nekompenzovanĨ diabetes ovlivŔuje srdeļn² 
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metabolismus jednoho z hlavn²ch autonomn²ch medi§torŢ ï noradrenalinu, 

vļetnŊ sledov§n² jeho tk§Ŕov® koncentrace, uvolŔov§n² a zpŊtn®ho 

vychyt§v§n². 
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2. METODY
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2.1. Zv²Śata 

K  pokusŢm jsme pouģili dospŊl® laboratorn² potkany kmene Wistar 

z konvenļn²ho chovu firmy VELAZ (Praha, ĻR). Poļet laboratorn²ch potkanŢ 

v jedn® kleci byl maxim§lnŊ pŊt. Zv²Śata mŊla volnĨ pŚ²stup k potravŊ a vodŊ, 

pokud nebylo v r§mci experimentu nutn® prov§dŊt odbŊry nalaļno. Do pokusu 

byla zv²Śata zaŚazena nejdŚ²ve po dvoutĨdenn² adaptaci. Vġechny experimenty 

na zv²Śatech byly prov§dŊny v souladu s Evropskou smŊrnic² pro ochranu 

obratlovcŢ pro experiment§ln² a dalġ² vŊdeck® ¼ļely (European Directive for 

the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other 

Scientific Purposes, 86/609/EU) a byly schv§leny Odbornou komis² pro pr§ci 

s laboratorn²mi zv²Śaty L®kaŚsk® fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. ObŊ studie 

prezentovan® v t®to disertaļn² pr§ci prob²haly souļasnŊ. Laboratorn² zv²Śata 

jsme rozdŊlili dle pohlav², pro experimenty zabĨvaj²c² se kontraktilitou jsme 

pouģ²vali samce, pokusy studuj²c² autonomn² regulaci byly prov§dŊny na 

samic²ch laboratorn²ho potkana. V budoucnu budou pokusy prov§dŊny na 

zv²Śatech opaļn®ho pohlav², abychom mohli zohlednit i pŚ²padn® pohlavn² 

rozd²ly. 

 

2.2. Experiment§ln² model diabetu 

2.2.1. Indukce streptozotocinov®ho diabetu  

K vyvol§n² diabetu jsme pouģ²vali STZ (Sigma-Aldrich, USA). STZ byl 

rozpuġtŊn v citr§tov®m pufru (pH 4,5) a pod§n jednor§zovŊ do ocasn² ģ²ly 

laboratorn²ho potkana v d§vce 65 mg/kg (Junod  et al., 1967; Stauffacher et 

al., 1970; Ganda et al., 1976). Kontroln²m zv²ŚatŢm byl aplikov§n citr§tovĨ pufr 

v adekv§tn²m objemu. 
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2.2.2. OvŊŚen² diabetick®ho modelu  

U experiment§ln²ch zv²Śat jsme pravidelnŊ sledovali hladinu gluk·zy 

v krvi a tŊlesnou hmotnost. D§le jsme mŊŚili hladinu gluk·zy v moļi, 

plazmatickou koncentraci inzulinu, koncentraci inzulinu v pankreatu, prov§dŊli 

jsme gluk·zovĨ toleranļn² test a histologick® vyġetŚen² pankreatick® tk§nŊ.  

 

Glyk®mie 

Glyk®mie v krvi byla mŊŚena vģdy pŚed aplikac² STZ (event. citr§tov®ho 

pufru), 48 hodin po aplikaci STZ (event. citr§tov®ho pufru) a d§le v tĨdenn²ch 

intervalech aģ do 20. tĨdne, u vybranĨch pokusŢ kaģdĨ mŊs²c aģ do jednoho 

roku po prvn²m pod§n² STZ (event. citr§tov®ho pufru). Krev byla odeb²r§na 

pomoc² sklenŊnĨch heparinizovanĨch kapil§r z retrobulb§rn²ho plexu. PŚed 

odbŊrem byla zv²Śata uvedena do lehk® ®terov® nark·zy. Odebran§ krev byla 

vypuġtŊna do zkumavek s odparkem K2EDTA (draseln§ sŢl 

etylendiaminotetraoctov® kyseliny). Ke stanoven² glyk®mie byl pouģita 

enzymatick§ metoda (Bio-La-Test, Lachema, Brno, Ļesk§ republika), pŚi n²ģ je 

gluk·za oxidov§na kysl²kem za katalĨzy gluk·zooxid§zou na peroxid vod²ku a 

glukon§t. VzniklĨ peroxid vod²ku byl stanoven oxidaļn² kopulac² se 

substituovanĨm fenolem a 4-aminofenazonem za katalĨzy peroxid§zou. 

Absorbance vznikl®ho vzorku byla stanovov§na na spektrofotometru (Spekol, 

NDR) proti slep®mu vzorku pŚi vlnov® d®lce 492 nm a porovn§na s hodnotou 

standardu.  

TŊsnŊ pŚed usmrcen²m zv²Śete jsme mŊŚili glyk®mii osobn²m 

glukometrem AccutrendÈ GC (Roche Diagnostics, ĠvĨcarsko) pomoc² 
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diagnostickĨch prouģkŢ. Krev byla odeb²r§na z retrobulb§rn²ho plexu do 

sklenŊnĨch heparinizovanĨch kapil§r. 
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Obr. 2.1. Hodnota glyk®mie (A) a tŊlesn® hmotnosti (B) u kontroln²ch a 

diabetickĨch potkanŢ.  

Pr§zdn® ļtverce: kontroln² potkani (n=20), jednor§zov§ aplikace citr§tov®ho pufru. 

Pln® krouģky: diabetiļt² potkani (n=25) ï jednor§zov§ aplikace STZ v citr§tov®m 

pufru. * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u 

kontroln²ch zv²Śat, p<0,05. 

 

Jednor§zov§ aplikace STZ do ocasn² ģ²ly dospŊl®ho laboratorn²ho 

potkana (st§Ś² 60 dnŢ) vedla k vĨznamn®mu vzestupu hladiny gluk·zy v krvi. 
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Glyk®mie u STZ zv²Śat byla zvĨġena jiģ 24 hodin po injekci STZ, a to na 

hodnoty vyġġ² neģ 20 mmol/l. Tato vĨrazn§ hyperglyk®mie se u STZ zv²Śat 

udrģela po celou dobu pokusu (obr. 2.1.A). Pokud u STZ potkanŢ dva dny po 

aplikaci STZ nedosahovala glyk®mie hodnoty 18 mmol/l, byla zv²Śata z pokusu 

vyŚazena. U kontroln²ch potkanŢ, kterĨm byl aplikov§n pouze citr§tovĨ pufr, 

nedoġlo k vzestupu glyk®mie nad 12 mmol/l po celou dobu experimentu (obr. 

2.1.A). 

 

TŊlesn§ hmotnost 

Ve stejnĨch ļasovĨch intervalech jako koncentraci gluk·zy v krvi jsme 

sledovali hmotnost zv²Śat.  

Hmotnost kontroln²ch potkanŢ progresivnŊ rostla po celou dobu 

experimentu (obr. 2.1.B) z vĨchoz² hodnoty 207 Ñ 7 g (st§Ś² 60 dnŢ) aģ na 300 

Ñ 19 g (st§Ś² 200 dnŢ), zat²mco u STZ potkanŢ tŊlesn§ hmotnost stagnovala a 

nebyla statisticky vĨznamnŊ odliġn§ na zaļ§tku a na konci pokusu (obr. 2.1.B) 

ï vĨchoz² hodnota 208 Ñ  4 g (st§Ś² 60 dnŢ) a 228 Ñ 19 g (st§Ś² 200 dnŢ).  

 

Glykosurie 

Pro stanoven² koncentrace gluk·zy v moļi byla zv²Śata um²stŊna do 

metabolickĨch klec² a moļ byla sb²r§na do zkumavek po dobu tŚ² hodin. 

Z²skanĨ vzorek moļi byl zŚedŊn destilovanou vodou v pomŊru 1:10 a d§le 

zpracov§n stejnĨm zpŢsobem jako vzorek krve pomoc² Bio-La-Testu.  

PŚi mŊŚen² glykosurie jsme u nelaļnĨch kontroln²ch zv²Śat zaznamenali 

pouze stopov® mnoģstv² gluk·zy v moļi pŚed i po aplikaci citr§tov®ho pufru 

(obr. 2.2).  
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U nelaļnĨch diabetickĨch zv²Śat se hodnota gluk·zy v moļi vĨraznŊ 

zvĨġila jiģ bŊhem prvn²ho tĨdne po aplikaci STZ a po celou dobu experimentu 

se udrģovala na hodnot§ch vyġġ²ch neģ 45 mmol/l (obr. 2.2).  
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Obr. 2.2. Hodnota koncentrace gluk·zy v moļi u kontroln²ch a diabetickĨch 

laboratorn²ch potkanŢ.  

Pr§zdn® ļtverce: kontroln² potkani (n=20), jednor§zov§ aplikace citr§tov®ho pufru. 

Pln® krouģky: diabetiļt² potkani (n=25) ï jednor§zov§ aplikace STZ v citr§tov®m 

pufru. * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u 

kontroln²ch zv²Śat, p<0,05. 

 

Imunohistochemie pankreatu 

Slinivka bŚiġn² byla vyŔata bezprostŚednŊ po usmrcen² zv²Śete a 

fixov§na 4% formaldehydem. Vzorek tk§nŊ byl vloģen do parafinu a nakr§jen 
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na Śezy o tlouġŠce 5 Õm. Endogenn² peroxid§zov§ aktivita byla blokov§na 

roztokem peroxidu vod²ku (1 d²l) a metanolu (50 d²lŢ). řezy byly inkubov§ny 

s prim§rn² polyklon§ln² morļec² protil§tkou (1:150; Dako, CA, USA) po dobu 

dvan§cti hodin pŚi teplotŊ 4ÁC. D§le jsme pouģili Novostain Super ABC 

Universal Kit (Novocastra Laboratories Ltd., VB) a aplikovali jsme sekund§rn² 

protil§tku (45 min, 37ÁC) a avidin-biotin peroxid§zovĨ komplex (45 min, 37ÁC). 

Nakonec byla tk§Ŕ obarvena GillovĨm hematoxylinem (30 s; Bio-Optica, It§lie). 

   

Obr. 2.3. Histologick® sn²mky LangerhansovĨch ostrŢvkŢ pankreatu kontroln²ch 

potkanŢ (A) a diabetickĨch potkanŢ za 24 hodin (B) a 48 hodin (C) po aplikaci 

STZ. 

Endokrinn² ļ§st pankreatŢ kontroln²ch potkanŢ obsahovala hojn® mnoģstv² ostrŢvkŢ 

pravideln® architektoniky s vysokou imunoreaktivitou na inzulin (A). Jeden den po 

aplikaci STZ doġlo k ¼bytku ostrŢvkŢ a ke sn²ģen² pozitivity na inzulin (B). Po 48 

hodin§ch pŢsoben² STZ byl vyj§dŚen vĨznamnĨ ¼bytek ostrŢvkŢ a bunŊk tvoŚ²c²ch 

inzulin (C). 

 

HistologickĨ n§lez pankreatick® tk§nŊ STZ potkanŢ korespondoval 

s rostouc² glyk®mi², kdy 24 hodin po aplikaci STZ mŊla zv²Śata glyk®mii  

20,2 Ñ 1,2 mmol/l (n=6) a ve vzorc²ch pankreatick® tk§nŊ byl menġ² poļet 

LangerhansovĨch ostrŢvkŢ s nepravidelnou architektonikou, kter® vykazovaly 

sn²ģenou imunoreaktivitu na inzulin (obr. 2.3.B). Po 48 hodin§ch mŊli STZ 

A B C 
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potkani (n=5) glyk®mii 23,1 Ñ 1,1 mmol/l, endokrinn² ļ§st jejich pankreatŢ 

obsahovala ostrŢvky nepravideln® stavby pouze ojedinŊle a buŔky ostrŢvkŢ 

vykazovaly slabou aģ nulovou pozitivitu na inzulin (obr. 2.3.C). 

 

2.2.3. Dlouhodob® sledov§n² diabetickĨch potkanŢ 

BŊhem prvn²ch pŊti mŊs²cŢ po aplikaci STZ jsme u laboratorn²ch 

potkanŢ nach§zeli charakteristick® zn§mky DM 1. typu. Vzhledem k tomu, ģe 

jsme hodlali studovat srdeļn² tk§Ŕ zv²Śat s chronickĨm diabetem, zaj²malo n§s, 

zda jsou dosaģen® vĨsledky trval® a zda budou zv²Śata vykazovat zn§mky 

diabetu dlouhodobŊ, tj. za jeden rok po indukci diabetu. Protoģe jsme 

v ģ§dn®m ze sledovanĨch parametrŢ nenalezli vĨznamn® mezipohlavn² 

rozd²ly, pouģili jsme zv²Śata obou pohlav² (n=200). T®mŊŚ 25% potkanŢ 

uhynulo pŚed dokonļen²m experimentu. U zbĨvaj²c²ch zv²Śat (n=152) jsme 

pravidelnŊ kaģdĨ mŊs²c stanovovali koncentraci gluk·zy v krvi a na z§kladŊ 

hodnot glyk®mie jsme zv²Śata rozdŊlili do dvou skupin. V prvn² skupinŊ 

oznaļen® STZa (n=92) byla zv²Śata, jejichģ glyk®mie neklesla pod 18 mmol/l 

ve sledovan®m obdob² 12 mŊs²cŢ. Do druh® skupiny (STZb; n=60) byla 

zaŚazena zv²Śata, u nichģ byla glyk®mie v prvn²ch ġesti mŊs²c²ch po indukci 

diabetu vyġġ² neģ 18 mmol/l, avġak v druh®m pŢlroce nepŚes§hla hodnotu 13 

mmol/l. Ostatn² zv²Śata byla z experimentu vyŚazena. Hodnoty glyk®mi² 

v jednotlivĨch mŊs²c²ch pokusu jsou uvedeny na obr§zku 2.4.A.  

TŊlesn§ hmotnost vġech STZ zv²Śat se v prvn²ch ġesti mŊs²c²ch pokusu 

nezmŊnila, na rozd²l od kontroln²ch potkanŢ, jejichģ hmotnost progresivnŊ 

rostla. Ani ve druh®m pŢlroce se hmotnost potkanŢ STZa nemŊnila, zat²mco u 



 46 

skupiny zv²Śat STZb jsme registrovali pravideln® pŚ²rŢstky hmotnosti. VĨvoj 

hmotnosti potkanŢ dokumentuje obr§zek 2.4.B. 
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 Obr. 2.4. Hodnoty glyk®mie (A) a tŊlesn® hmotnosti (B) u laboratorn²ho potkana 

v prŢbŊhu jednoho roku. 

Pr§zdn® ļtverce: kontroln² potkani (n=40), jednor§zov§ aplikace citr§tov®ho pufru. 

Pln® krouģky: STZa potkani (n=92) ï jednor§zov§ aplikace STZ v citr§tov®m pufru, 

glyk®mie >18 mmol/l po celou dobu experimentu. Pln® troj¼heln²ky: STZb potkani 

(n=60) - jednor§zov§ aplikace STZ v citr§tov®m pufru, glyk®mie >18 mmol/l v prvn²m 

pŢlroce pokusu a <13 mmol/l v druh®m pŢlroce pokusu. * statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch zv²Śat, # statisticky vĨznamnĨ 

rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u zv²Śat skupiny STZa, p<0,05.  
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 Obr. 2.5. Koncentrace inzulinu v plazmŊ u laboratorn²ho potkana v prŢbŊhu 

jednoho roku.  

Pr§zdn® ļtverce: kontroln² potkani (n=40), jednor§zov§ aplikace citr§tov®ho pufru. 

Pln® krouģky: STZa potkani (n=92) ï jednor§zov§ aplikace STZ v citr§tov®m pufru,  

glyk®mie >18 mmol/l po celou dobu experimentu. Pln® troj¼heln²ky: STZb potkani 

(n=60) - jednor§zov§ aplikace STZ v citr§tov®m pufru, glyk®mie >18 mmol/l v prvn²m 

pŢlroce pokusu a <13 mmol/l ve druh®m pŢlroce pokusu. * statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch zv²Śat (p<0,01). # statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u zv²Śat skupiny STZa 

(p<0,05). 
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Stanoven² koncentrace inzulinu v plazmŊ 

Odebran§ krev byla sm²ch§na s protisr§ģlivĨm ļinidlem K2EDTA a 

centrifugov§na (1000 x g, 4ÁC, 15 min). Pot® jsme do zkumavek ods§li plazmu 

a skladovali jsme ji pŚi teplotŊ -20ÁC. Koncentrace inzulinu v plazmŊ byla 

stanovena pomoc² komerļn²ho RIA setu (LINCO Research, MO, USA), kterĨ 

obsahuje potkan² inzulin znaļenĨ I125 a antis®rum z²skan® od morļete 

obsahuj²c² protil§tky proti inzulinu.  

Obr§zek 2.5 dokumentuje plazmatickou koncentraci inzulinu u potkanŢ 

zaŚazenĨch do dlouhodob®ho pokusu. U zv²Śat STZa byla koncentrace inzulinu 

v plazmŊ aģ pŊtkr§t niģġ² neģ u odpov²daj²c²ch kontroln²ch zv²Śat, zat²mco u 

skupiny STZb byla plazmatick§ koncentrace vyġġ² neģ u skupiny STZa a bl²ģila 

se k hodnot§m namŊŚenĨm u kontroln²ch zv²Śat. 

 

Stanoven² koncentrace inzulinu v pankreatick® tk§ni 

 Slinivka bŚiġn² byla vyjmuta co nejdŚ²ve po usmrcen² zv²Śete a oļiġtŊna 

od okoln²ch tk§n². Pot® jsme pankreatickou tk§Ŕ zmrazili, zv§ģili a 

zhomogenizovali pŚi teplotŊ 4ÁC v 10 objemech kysel®ho alkoholov®ho roztoku 

(75% [vol/vol] etanolu, 23,5% redestilovan® vody a 1,5% 10 mol/l HCl). 

Homogen§t jsme centrifugovali (5000 x g, 4ÁC, 20 min), supernatant jsme 

ods§li a skladovali pŚi teplotŊ -20ÁC. Koncentrace inzulinu v pankreatick® tk§ni 

jsme stanovili pomoc² komerļn²ho RIA setu (LINCO Research, MO, USA). 

Koncentrace inzulinu v pankreatick® tk§ni kontroln²ch zv²Śat st§Ś² 3 

mŊs²ce byla 18,7 Ñ 2,2 ng/g a vĨznamnŊ se nemŊnila s pŚibĨvaj²c²m vŊkem, 

kdeģto pankreatick§ koncentrace inzulinu u skupiny STZa byla vĨraznŊ niģġ² 

ve srovn§n² s kontrolami (1,25 Ñ 0,21 ng/g na konci prvn²ho mŊs²ce po aplikaci 
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STZ) a nemŊnila se v prŢbŊhu experimentu, tj. 1,97 Ñ 0,32 ng/g v dev§t®m a  

1,68 Ñ 0,21 ng/g ve dvan§ct®m mŊs²ci po aplikaci STZ. U skupiny STZb se 

koncentrace inzulinu v pankreatu zvĨġila v druh®m pŢlroce pokusu, 

dosahovala hodnot 10,3 Ñ 1,5 ng/g (9.mŊs²c) a 13,8 Ñ 1,7 ng/g (12. mŊs²c). 

Tyto hodnoty nebyly statisticky vĨznamnŊ odliġn® od hodnot namŊŚenĨch u 

pŚ²sluġnĨch kontrol.  

   

Obr. 2.6. Imunohistoch emick® mikrosn²mky endokrinn² ļ§sti pankreatu potkanŢ 

STZa (A), STZb (B) a kontroln²ch zv²Śat (C).  

Distribuce bunŊk imunopozitivn²ch na pŚ²tomnost inzulinu a architektonika 

LangerhansovĨch ostrŢvkŢ pankreatŢ STZb (B) odpov²d§ n§lezu intaktn²ch zv²Śat (C). 

Atrofick® ostrŢvky v pankreatech STZa (A) obsahuj² minimum zachovalĨch ɓ-bunŊk, 

kter® jsou rozptĨleny mezi pŚevl§daj²c²mi inzulin-negativn²mi buŔkami. Đseļka 

odpov²d§ 50 ɛm. 

 

Rozd²l koncentrace inzulinu v pankreatick® tk§ni mezi skupinami zv²Śat 

STZa a STZb byl patrnĨ i u histologickĨch prepar§tu. Vzorky pankreatu 

odebran® od potkanŢ STZb obsahovaly dobŚe ohraniļen® ostrŢvky se 

zachovalĨmi ɓ-buŔkami (obr. 2.6.B) a vykazovaly podobnost se 

vzorky kontroln²ch zv²Śat (obr. 2.6.C). V pankreatick® tk§ni potkanŢ STZa byl 

menġ² poļet malĨch ostrŢvkŢ, kter® mŊly nepravidelnĨ tvar a ve srovn§n² 

A B 

 
  
C 
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s kontrolami byly hŢŚe ohraniļen®. BuŔky obsahuj²c² inzulin nebyly pŚ²tomny 

vŢbec nebo jen v minim§ln²m poļtu (obr. 2.6.A). 

 

Gluk·zovĨ toleranļn² test 

Gluk·zovĨ toleranļn² test jsme prov§dŊli u laboratorn²ch potkanŢ po 

dvan§ctihodinov®m laļnŊn². Zv²Śata jsme anestezovali uretanem (1,5 g/kg 

tŊlesn® hmotnosti). Gluk·zu (2 g/kg) jsme aplikovali intraperitone§lnŊ. Ve 

vzorc²ch krve z retrobulb§rn²hu plexu, kter® jsme odeb²rali 15, 30, 60, 90, 120, 

150 a 180 minut po pod§n² gluk·zy, jsme stanovovali glyk®mii a plazmatickou 

koncentraci inzulinu.  

PŚestoģe jsme v pokroļilĨch st§di²ch onemocnŊn² nenalezli vĨznamnĨ 

rozd²l v glyk®mii a v plazmatick® koncentraci inzulinu mezi kontroln²mi a STZb 

potkany, prŢbŊh gluk·zov®ho toleranļn²ho testu byl u vĨġe zm²nŊnĨch skupin 

zv²Śat odliġnĨ. PrŢbŊh glykemick® kŚivky gluk·zov®ho toleranļn²ho testu 

prov§dŊn®ho v 9. a 12. mŊs²ci experimentu vykazoval u STZb zv²Śat 

patologick® hodnoty podobnŊ jako u skupiny STZa a vĨraznŊ se liġil od 

prŢbŊhu kŚivky z²skan® od kontroln²ch zv²Śat (obr. 2.7.A). ObŊ skupiny STZ 

zv²Śat reagovaly na gluk·zovou z§tŊģ sn²ģenou sekrec² inzulinu ve srovn§n² 

s kontroln² skupinou (obr. 2.7.B).  
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Obr. 2.7. Glykemick§ kŚivka (A) a plazmatick§ koncentrace inzulinu (B) pŚi 

gluk·zov®m toleranļn²m testu u kontroln²ch a diabetickĨch potkanŢ 12 mŊs²cŢ 

po aplikaci STZ.  

Pr§zdn® ļtverce: kontroln² potkani (n=40), jednor§zov§ aplikace citr§tov®ho pufru. 

Pln® krouģky: STZa potkani (n=92). Pln® troj¼heln²ky: STZb potkani (n=60).  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch 

zv²Śat, p<0,05. 

 

VĨsledky dlouhodob®ho sledov§n² STZ potkanŢ ukazuj², ģe prvn²ch 6 

mŊs²cŢ po indukci diabetu byl model DM 1. typu stabiln² a vykazoval 

charakteristick® laboratorn² zn§mky diabetu, zat²mco v druh®m pŢlroce u cca 

40% pŚeģivġ²ch potkanŢ doġlo ke spont§nn² ¼pravŊ glyk®mie, koncentrace 

inzulinu v plazmŊ a v pankreatick® tk§ni. Navzdory tomu, vĨsledky 
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gluk·zov®ho toleranļn²ho testu tŊchto zv²Śat vykazovaly zn§mky poruġen® 

gluk·zov® tolerance. U zbĨvaj²c²ch potkanŢ (cca 60%) laboratorn² vĨsledky 

svŊdļily pro pŚetrv§v§n² tŊģk®ho diabetu. PŚi pl§nov§n² dalġ²ch pokusŢ bylo 

nutno poļ²tat se skuteļnost², ģe se u starġ²ch zv²Śat s tŊģkĨm diabetem 

zvyġuje mortalita a ģe u urļit® ļ§sti pŚeģ²vaj²c²ch zv²Śat doch§z² k ļ§steļn® 

spont§nn² regeneraci. PŚi studiu kontraktiln²ch vlastnost² a inervace srdce jsme 

do pokusu zaŚazovali pouze ta zv²Śata, jejichģ glyk®mie byla vyġġ² neģ 18 

mmol/l. 

 

2.3. MŊŚen² kontraktility 

2.3.1. Volba prepar§tu 

Vzhledem k tomu, ģe jsme v experimentech hodlali pouģ²t pomŊrnŊ 

intenzivn² intervence do v§pn²kov®ho hospod§Śstv², kter® nejsou sluļiteln®  

s in vivo situac², bylo nutn® zvolit vhodnĨ izolovanĨ prepar§t. Do ¼vahy 

pŚich§zely izolovan® perfundovan® srdce, multicelul§rn² prepar§t nebo 

izolovan® kardiomyocyty. Proti pouģit² izolovan®ho perfundovan®ho srdce 

hovoŚilo obt²ģn® sledov§n² frekvenļnŊ z§vislĨch jevŢ. PŚi pokusech na 

izolovanĨch kardiomyocytech lze dostupnĨmi metodami mŊŚit pouze kontrakci 

nezat²ģen® buŔky (Ăunloaded contractionñ). D§le bychom u tohoto typu 

prepar§tu vylouļili vz§jemn® ovlivnŊn² bunŊk a vliv zmŊn prostŚed² 

v mezibunŊļnĨch prostorech (kumulace iontŢ, metabolickĨch zplodin apod.). 

Proto jsme se rozhodli prov®st experimenty na multicelul§rn²m prepar§tu. 

Vzhledem k zamŊŚen² pr§ce na sledov§n² s²ly svalov® kontrakce byl potŚebnĨ 

prepar§t se stejnosmŊrnĨm uspoŚ§d§n²m svalovĨch vl§ken. Tomuto 

poģadavku nejl®pe vyhovoval papil§rn² sval. PŚi volbŊ m²sta odbŊru svalŢ 
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hovoŚil pro pravou komoru fakt, ģe pravokomorov® papil§rn² svaly jsou ve 

srovn§n² s levokomorovĨmi svaly podstatnŊ tenļ² a prost§ dif¼ze kysl²ku 

z pracovn²ho roztoku zabezpeļ² dostateļn® okysliļen² prepar§tu bez 

hypoxickĨch loģisek uvnitŚ prepar§tu.  

 

2.3.2. PŚ²prava prepar§tu 

Laboratorn²m potkanŢm byl intraperitone§lnŊ aplikov§n heparin  

(500 i.u.) a deset minut pot® byli anestezov§ni intraperitone§ln² injekc² uretanu 

(1,5 g/1 kg). Srdce bylo rychle vyjmuto z dutiny hrudn² a vloģeno do Tyrodova 

roztoku, kde byly z prav® srdeļn² komory vystŚiģeny vhodn® papil§rn² svaly. 

Prepar§t byl upnut b§z² do otvoru pŚep§ģky dvoukomorov® stimulaļn² l§znŊ 

s TyrodovĨm roztokem a ġlaġinkovĨ konec byl silonovou nit² pŚipojen k 

mechanoelektrick®mu pŚevadŊļi F30 (Hugo Sachs, SRN) (obr. 2.8). Pro 

pokusy jsme pouģili pouze ty svaly, kter® nevykazovaly spont§nn² aktivitu. 

MŊŚen² byla provedena v pseudoizometrick®m reģimu. Klidov® napŊt² svalu 

bylo nastaveno tak, aby s²la kontrakce dosahovala 90-95% maxima pŚi 

stimulaļn² frekvenci 1 Hz. Sval byl elektricky stimulov§n pravo¼hlĨmi impulsy 

pŚiv§dŊnĨmi prostŚednictv²m optoizolaļn² jednotky z komerļn²ho stimul§toru 

Pulsemaster A300 (WPI, USA). D®lka stimulaļn²ho pulsu byla 1 ms, amplituda 

byla o 50% vyġġ² neģ nalezenĨ stimulaļn² pr§h.  

BŊhem ¼vodn² tŚicetiminutov® stabilizace jsme prepar§t stimulovali 

frekvenc² 1 Hz. PŚi vlastn²m experimentu jsme pouģili n§sleduj²c² intervence: 

¶ rŢzn® frekvence stimulace (3; 2; 1; 0,5; 0,3; 0,2; 0,1 Hz) v ust§len®m stavu 

¶ vliv periody neļinnosti - ust§lenĨ stav (stimulaļn² frekvence 1 Hz) byl 

pŚeruġen rŢznŊ dlouhou periodou neļinnosti (10, 30, 60, 120, 300 s). 
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Obr. 2.8. Sch®ma komŢrky pro mŊŚen² na multicelul§rn²m prepar§tu.  

MEP ï mechanoelektrickĨ pŚevadŊļ, SE ï stimulaļn² elektroda. Baze 

pravokomorov®ho papil§rn²ho svalu je upevnŊna v otvoru pŚep§ģky oddŊluj²c² levou a 

pravou ļ§st experiment§ln² komŢrky. ĠlaġinkovĨ konec prepar§tu je pomoc² nitŊ 

pŚipojen k mechanoelektrick®mu pŚevadŊļi.  

 

2.3.3. Registrace srdeļn² kontrakce, sledovan® parametry 

PŚi pokusech na papil§rn²ch svalech jsme sledovali jak ļasov®, tak i 

mechanick® parametry (obr. 2.9). Klidov§ tenze odpov²dala nule. Sign§l 

z mechanoelektrick®ho sn²maļe byl zes²len a ļasovŊ derivov§n jednotkou 

zkonstruovanou na Đstavu fyziologie (ing. Bart§k). VĨstupn² sign§l z jednotky 

byl pŚiveden do A/D pŚevodn²ku (ADVANTECH PCL-812/PG) a zpracov§n 

programem DiSys (Merlin, Ļesk§ republika).  

1) mechanick® parametry 

a) CF ï je maxim§ln² intenzita izometrick® kontrakce. Ud§v§no 

v arbitr§rn²ch jednotk§ch (a.u.). 

SE 

papil§rn² sval MEP 

SE 
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b) CFpost-rest/CFSS ï pomŊr s²ly kontrakce 1. stahu po periodŊ neļinnosti a 

s²ly stahu pŚed periodou neļinnosti. 

2) ļasov® parametry ï vġechny ļasov® parametry jsou ud§v§ny 

v milisekund§ch. 

a) TTP ï ļas do vrcholu kontrakce mŊŚenĨ od zaļ§tku kontrakce do 

okamģiku, kdy kontrakce dos§hla maxim§ln² hodnoty. 

b) R/2 ï poloļas relaxace je ļasovĨ interval mŊŚenĨ od okamģiku, kdy 

kontrakce dos§hla maxim§ln² hodnoty do okamģiku, kdy kontrakce 

poklesla na polovinu maxim§ln² hodnoty. 

c) R90 - ļasovĨ interval mŊŚenĨ od okamģiku, kdy kontrakce dos§hla 

maxim§ln² hodnoty do okamģiku, kdy kontrakce poklesla na 10% 

maxim§ln² hodnoty. 

d) R50-90 ï ļasovĨ interval mŊŚenĨ od okamģiku, kdy s²la kontrakce klesla 

na polovinu maxim§ln² hodnoty do okamģiku, kdy kontrakce poklesla na 

10% maxim§ln² hodnoty. 
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Obr. 2.9.  Sledovan® parametry kontrakce papil§rn²ho svalu 

CF ï s²la kontrakce, TTP ï ļas do vrcholu kontrakce, R ï relaxace.  

 

 

2.3.4. Roztoky a chemik§lie 

PŚi mŊŚen²ch na papil§rn²ch svalech jsme pouģ²vali modifikovanĨ 

TyrodŢv roztok (sloģen² v mmol/l: NaCl 137; KCl 4,5; MgCl2 1; CaCl2 2; gluk·za 

10; Hepes 5; pH upraveno na 7,4 pomoc² NaOH). Ve vybranĨch pokusech 

byla koncentrace CaCl2 sn²ģena na tŚetinu (0,67 mmol/l) nebo zvĨġena na 

trojn§sobek (6 mmol/l). Z§sobn² roztok, kterĨ trvale prot®kal experiment§ln² 

l§zn² rychlost² 6-10 ml/min, byl oxygenov§n ļistĨm O2 a zahŚ²v§n na teplotu 

36ÜC. 

Inzulin byl rozpuġtŊn v 1 ml 1M HCl, pŚid§n do Tyrodova roztoku a pot® 

bylo znovu upraveno pH roztoku pomoc² NaOH. Nifedipin byl rozpuġtŊn v 1 ml 
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dimetyl sulfoxidu a pot® pŚid§n do roztoku, kterĨ byl chr§nŊn pŚed svŊtlem. 

Inzulin byl pouģit v koncentraci 2,8 mg/l (= 80 i.u./l), nifedipin a kyselina 

cyklopiazonov§ byly uģity v koncentraci 3 ɛmol/l. Veġker® chemik§lie byly od 

firmy Lachema nebo Sigma.  

 

2.4. PŚ²prava tk§nŊ pro stanoven² noradrenalinu 

Potkani byli usmrceni dekapitac². Srdce bylo rychle vyjmuto a 

propl§chnuto ledovŊ chladnĨm fyziologickĨm roztokem. PŚi dalġ² preparaci, 

kterou jsme prov§dŊli rovnŊģ v ledovŊ chladn®m fyziologick®m roztoku, jsme 

srdce oļistili od tukov® a vazivov® tk§nŊ a rozdŊlili na pravou s²Ŕ a levou s²Ŕ 

vļetnŊ mezis²Ŕov®ho septa. Po zv§ģen² byly vzorky extrahov§ny v 0,4 mol/l 

HClO4 a centrifugov§ny po dobu 20 minut pŚi 5000 x g. Ze vznikl®ho 

supernatantu jsme odebrali 150 ɛl a pŚidali k nŊmu 1000 ɛl destilovan® vody. 

Koncentrace NA byla mŊŚena metodou RIA pomoc² diagnostick®ho setu firmy 

IBL Hamburg (NŊmecko).  

 

2.5. UvolŔov§n² noradrenalinu 

2.5.1. Baz§ln² a stimulovan® uvolŔov§n² noradrenalinu 

Po dekapitaci zv²Śete jsme rychle vyjmuli srdce a vypreparovali srdeļn² 

s²nŊ v oxygenovan®m KrebsovŊ-HenseleitovŊ roztoku tohoto sloģen² (v 

mmol/l): NaCl 113; NaHCO3 25; KCl 4,75; CaCl2 2,5; MgSO4 1,19; gluk·za 

11,1; Na2EDTA 0,029; kyselina askorbov§ 0,289. Ke stanoven² mnoģstv² NA 

uvolnŊn®ho ze srdeļn²ch s²n² za baz§ln²ch podm²nek a po stimulaci 

uvolŔov§n² vysokou koncentrac² K+ v perfuzn²m roztoku jsme pouģili 

temperovanĨch (37ÁC) komŢrek o objemu cca 0,5 ml promĨvanĨch roztokem 



 58 

pomoc² peristaltick® pumpy o vysok® pŚesnosti (ICN, ĠvĨcarsko). KomŢrky 

byly zhotoveny v ĐstŚedn²ch d²ln§ch LF UK v Plzni podle dokumentace 

laskavŊ poskytnut® Sylvi² Bourgoin a Michelem Pohlem z INSERM U288 

v PaŚ²ģi (Pohl et al., 1989). V pokusech jsme srdeļn² s²nŊ sdruģovali tak, aby 

hmotnost tk§nŊ byla 70 - 100 mg. Vypreparovan® s²nŊ jsme promĨvali 

rychlost² 0,15 ml/min baz§ln²m roztokem, kterĨ byl oxygenov§n smŊs² O2 a 

CO2 v pomŊru 95%:5%. V pŚ²pravnĨch experimentech jsme urļili, kdy se 

uvolŔov§n² NA po vloģen² tk§nŊ do komŢrek ust§l² a v jakĨch intervalech je 

nejvhodnŊjġ² stanovit baz§ln² a stimulovanĨ vĨdej medi§toru. 

            

0     10          20           30           40            50            60            70           80           90           100     
min 

 

         B1   S1      B2          S2 
         B1-DES  S1-DES      B2+DES          
S2+DES          
         B1+Ca  S1+Ca      B2-Ca         S2-Ca 
 
Frakce  :                          1           2           3           4           5           6           7 

 

 

 

 

Obr. 2.10. Sch®ma perfuzn²ho experimentu 

Tlust® ¼seļky vyjadŚuj² 10minutov§ sbŊrn§ obdob² pŚi rychlosti perfuze 0,15 ml/min. 

Koncentrace NA byla mŊŚena ve frakc²ch ļ. 1, 3, 5 a 7, oznaļenĨch B1, S1, B2 a S2. 

OkamģitŊ po sbŊru frakc² B1 a B2 byl baz§ln² roztok vymŊnŊn za roztok s 50 mmol/l 

KCl a po sbŊru frakce S1 byl naopak stimulaļn² roztok vymŊnŊn zpŊt za baz§ln². 

Indexy oznaļuj² pŚ²tomnost (+) ļi absenci (-) dan® l§tky v perfuzn²m roztoku: DES ï 

desipramin (10-7 nebo 10-6 mol/l); Ca ï v§penat® ionty.  

VĨmŊna za  
K

+
 roztok 
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+
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Ļasov® sch®ma experimentu ukazuje obr§zek 2.10. Po 30 minut§ch 

promĨv§n² tk§nŊ se vĨdej NA ust§lil a mohl bĨt zah§jen sbŊr 10minutovĨch 

frakc² pŚi teplotŊ 0ÁC. Baz§ln² vĨdej NA byl stanoven ve frakc²ch 1 a 5, kter® 

jsme oznaļili jako B1 a B2. OkamģitŊ po sbŊru B1 a B2 bylo uvolŔov§n² NA 

stimulov§no depolarizac² 50 mmol/l KCl v perfuzn²m roztoku, ve kter®m jsme 

¼mŊrnŊ sn²ģili koncentraci NaCl, aby osmolalita roztoku zŢstala zachov§na. 

ZbĨvaj²c² sloģen² stimulaļn²ho roztoku bylo stejn® jako u baz§ln²ho roztoku. 

Stimulovan® uvolŔov§n² NA bylo stanoveno ve frakc²ch 3 a 7, oznaļenĨch S1 

a S2. 

Po ukonļen² experimentu jsme perfuz§ty zmrazili, tk§nŊ zv§ģili a 

extrahovali pomoc² 0,1 mol/l HClO4, abychom stanovili obsah NA v tk§ni 

pomoc² diagnostick®ho setu firmy IBL Hamburg (NŊmecko).  

 

2.5.2. UvolŔov§n² noradrenalinu pod vlivem desipraminu  

 Desipramin (DES) se pouģ²v§ jako inhibitor zpŊtn®ho vychyt§v§n² NA 

neuron§ln²m transport®rem (Dart et al., 1984; Bogdanski, 1985). Jeho ¼ļinek 

na uvolŔov§n² NA byl u vġech skupin kontroln²ch zv²Śat a u diabetickĨch zv²Śat 

1 mŊs²c po indukci diabetu (STZ1) ovŊŚov§n stejnĨm experiment§ln²m 

protokolem, kdy byly pouģity dvŊ koncentrace DES (10-6 a 10-7 mol/l). U 

potkanŢ se ļtyŚ- a sedmimŊs²ļn²m diabetem (STZ4 a STZ7) byl pouģit 

v koncentraci 10-6 mol/l. Baz§ln² a stimulovanĨ vĨdej NA byl mŊŚen bez DES 

(frakce B1-DES a S1-DES) a v pŚ²tomnosti DES v perfuzn²m roztoku (frakce 

B2+DES a S2+DES).   
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2.5.3. UvolŔov§n² NA v bezv§pn²kov®m prostŚed² 

 Abychom odliġili pod²l NA uvolnŊn®ho kalcium-dependentn² exocyt·zou 

od pod²lu NA uvolnŊn®ho kalcium-independentn²m pŚenaġeļem, provedli jsme 

mŊŚen² vĨdeje NA v bezv§pn²kov®m prostŚed². K mŊŚen² baz§ln²ho vĨdeje NA 

v nepŚ²tomnosti v§pn²ku (B2-Ca) byl z§kladn² perfuzn² roztok modifikov§n 

(sloģen² v mmol/l): NaCl 118; NaHCO3 25; KCl 4,75; MgSO4 1,19; gluk·za 

11,1; Na2EDTA 0,029; kyselina askorbov§ 0,289. Ke stimulovan®mu vĨdeji NA 

v bezv§pn²kov®m prostŚed² byl pouģit roztok bez v§penatĨch iontŢ, ve kter®m 

byla koncentrace KCl zvĨġena na 50 mmol/l a ¼mŊrnŊ tomu byl sn²ģena 

koncentrace NaCl.  

 

2.6. Stanoven² koncentrace noradrenalinu 

 Koncentraci NA jsme stanovili v tk§ŔovĨch extraktech a v perfuz§tu s²n² 

pŚi uvolŔov§n² in vitro RIA metodou. Vyuģ²vali jsme diagnostickou soupravu 

Catecholamine TriCatTM firmy IBL Hamburg (NŊmecko). NA byl extrahov§n 

z biologick®ho materi§lu a enzymaticky konvertov§n katechol-O-

metyltranfer§zou. Dalġ² postup byl analogickĨ klasick® RIA, zaloģen® na 

kompetici znaļen®ho a neznaļen®ho antigenu o limitovan® mnoģstv² 

protil§tky. Po dosaģen² rovnov§ģn®ho stavu byl komplex antigen-protil§tka 

precipitov§n a centrifugov§n. V§zan§ aktivita precipit§tu byla mŊŚena na gama 

ļ²taļi. Koncentrace NA v nezn§mĨch vzorc²ch byla zjiġŠov§na pomoc² 

standardn² kŚivky. Rozsah stanoven² byl 0,1 - 10 ng/ml, specifita protil§tky (v 

%): noradrenalin 100; normetanefrin 0,38; dopamin 0,09; adrenalin 0,6.  
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 Z²skan® koncentrace jsme pŚepoļetli na 1 g tk§nŊ pŚi stanoven² obsahu 

NA v srdeļn²ch s²n²ch nebo vyj§dŚili v ng/g/min pŚi mŊŚen² mnoģstv² NA 

uvolnŊn®ho z promĨvan® tk§nŊ.  

 

2.7. Prezentace vĨsledkŢ a statistika 

 Jednotliv® vĨsledky jsou v pr§ci uvedeny jako prŢmŊr Ñ stŚedn² chyba 

prŢmŊru (SEM). PŚi testov§n² statistick® vĨznamnosti rozd²lnosti prŢmŊrŢ byl 

pouģit podle okolnost² p§rovĨ nebo nep§rovĨ StudentŢv t-test a pŚi srovn§n² 

v²ce souborŢ analĨza rozptylu ANOVA. Rozd²ly na hladinŊ vĨznamnosti 

p<0,05 jsou povaģov§ny za statisticky vĨznamn® a v grafech jsou oznaļeny 

symboly * nebo #. PŚi poļ²taļov®m zpracov§n² vĨsledkŢ, grafŢ a statistiky jsme 

pouģili software Origin (Microcal Software, USA), statistick® hodnocen² jsme 

prov§dŊli pomoc² statistiky BMDP (BMDP Inc., USA). 
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3. VħSLEDKY A DISKUSE
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3.1. Đļinek inzulinu na kontrakci papil§rn²ho svalu kontroln²ch a 

diabetickĨch potkanŢ
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3.1.1. Đvod 

 Jednou z nejz§vaģnŊjġ²ch komplikac² DM 1. typu je diabetick§ 

kardiomyopatie, kter§ v koneļn® f§zi mŢģe v®st aģ k srdeļn²mu selh§n² 

(Jarret, 1989). Vļasn® a spr§vn® zah§jen² l®ļby diabetu inzulinem dok§ģe 

zabr§nit vlivu diabetu na myokard nebo alespoŔ odd§lit fat§ln² dŢsledky 

diabetu na srdeļn² tk§Ŕ (Fein et al., 1981; Schaible et al., 1983; Srikanthan a 

Hsueh, 2004). O pŚ²m®m ¼ļinku inzulinu na srdeļn² kontrakci jak intaktn²ch tak 

diabetickĨch zv²Śat existuj² v dostupn® literatuŚe jen ojedinŊl® informace, kter® 

jsou, jak jiģ bylo zm²nŊno dŚ²ve, rozporupln® (Farah a Alousi, 1981; Sethi et al., 

1991; Ren et al., 1999; Schmidt a Koch, 2002). Akutn² ¼ļinek inzulinu na 

kontrakci pravokomorov®ho papil§rn²ho svalu podle naġich znalost² dosud 

pops§n nebyl. 

 V t®to ļ§sti pr§ci jsme se pokusili popsat akutn² ¼ļinek inzulinu na s²lu a 

ļasovĨ prŢbŊh kontrakce papil§rn²ho svalu prav® komory kontroln²ch a 

diabetickĨch zv²Śat. Vzhledem k tomu, ģe inzulin ovlivŔuje nŊkter® ļl§nky 

v§pn²kov®ho metabolismu srdeļn²ch bunŊk, provedli jsme mŊŚen² rovnŊģ po 

intervenci do kalciov®ho metabolismu (zablokov§n² SERCA a ICaL). D§le n§s 

zaj²malo, zda naopak zmŊna extracelul§rn² koncentrace v§pn²ku ovlivn² 

inotropn² ¼ļinek inzulinu, a proto jsme sledovali ¼ļinek inzulinu pŚi sn²ģen® a 

zvĨġen® koncentraci Ca2+ v pracovn²m roztoku. 

 Do pokusu bylo zaŚazeno 45 dospŊlĨch samcŢ laboratorn²ho potkana. 

Diabetes byl indukov§n STZ (n=25), kontroln²m zv²ŚatŢm (n=20) byl aplikov§n 

pouze citr§tovĨ pufr. PodrobnĨ postup indukce DM 1. typu byl pops§n 

v kapitole ñMetodyñ. Za diabetick§ byla povaģov§na zv²Śata, jejichģ glyk®mie 

nalaļno po aplikaci STZ  byla vyġġ² neģ 18 mmol/l (n=22).  
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 Detailn² popis mŊŚen² na papil§rn²ch svalech, vļetnŊ sledovanĨch 

parametrŢ a sloģen² roztokŢ je uveden v kapitole ñMetodyñ. 

 

3.1.2. VĨsledky 

 

Z§kladn² parametry diabetickĨch potkanŢ 

U kontroln²ch i diabetickĨch zv²Śat jsme pravidelnŊ sledovali tŊlesnou 

hmotnost, koncentraci gluk·zy v krvi a inzulinu v plazmŊ. PŚed aplikac² STZ 

nebyla hmotnost potkanŢ v obou experiment§ln² skupin§ch vĨznamnŊ odliġn§ 

(obr. 3.1.1). Glyk®mie u kontroln²ch potkanŢ nepŚes§hla hodnotu 9 mmol/l po 

celou dobu experimentu (16 tĨdnŢ), zat²mco glyk®mie u diabetick® skupiny 

zv²Śat vĨraznŊ stoupla uģ v prvn²m tĨdnu po aplikaci STZ a na zvĨġenĨch 

hodnot§ch se udrģela aģ do ukonļen² experimentu (obr. 3.1.1). TŊlesn§ 

hmotnost kontroln²ch zv²Śat postupnŊ narŢstala, pŚ²rŢstek tŊlesn® hmotnosti 

diabetickĨch zv²Śat byl signifikantnŊ niģġ² neģ u zv²Śat kontroln²ch (obr. 3.1.1). 

Koncentrace inzulinu v plazmŊ u kontroln²ch potkanŢ byla t®mŊŚ konstantn² 

v cel®m prŢbŊhu pokusu, kdeģto u diabetickĨch zv²Śat signifikantnŊ poklesla 

(obr. 3.1.1)  
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 Obr. 3.1.1. Glyk®mie, tŊlesn§ hmotnost a koncentrace inzulinu v plazmŊ u 

kontroln²ch a diabetickĨch potkanŢ.  

Pr§zdn® sloupce: kontroln² zv²Śata (n=20), pln® sloupce: STZ zv²Śata (n=22).  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l od hodnot namŊŚenĨch u kontroln²ch zv²Śat (p<0,05),  

# statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi pŚed aplikac² STZ 

nebo citr§tov®ho pufru (p<0,05). 

 

Đļinek diabetu a inzulinu na kontrakci papil§rn²ho svalu  

Dlouhodob® trv§n² diabetu zpŢsobilo vĨznamnĨ pokles s²ly srdeļn² 

kontrakce (CF) papil§rn²ho svalu (obr. 3.1.2.A). Z§vislost s²ly kontrakce na 

stimulaļn² frekvenci byla u diabetickĨch zv²Śat m®nŊ vyj§dŚena, zejm®na pŚi 

niģġ²ch frekvenc²ch stimulace (<1 Hz) (obr. 3.1.2.B, 3.1.2.C). Akutn² pod§n² 

inzulinu (80 i.u./l) pŚekvapivŊ zpŢsobilo oslaben² srdeļn² kontrakce u obou 
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experiment§ln²ch skupin. PŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz poklesla hodnota CF 

z 47 Ñ 2,8 a.u. na 35 Ñ 2,8 a.u. (n=5, p<0,05) u kontroln²ch potkanŢ a z  

23 Ñ 2,9 a.u. na 14 Ñ 1,7 a.u. (n=6, p<0,05) u diabetickĨch potkanŢ (obr. 

3.1.2.A). NegativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu jsme nalezli pŚi vġech 

sledovanĨch frekvenc²ch. U kontrol byl inotropn² efekt inzulinu v²ce vyj§dŚen pŚi 

niģġ²ch frekvenc²ch stimulace, zat²mco u diabetickĨch zv²Śat pŚi vyġġ² frekvenci 

stimulace (obr. 3.1.2.B, 3.1.2.C).  

U obou experiment§ln²ch skupin se ļas od zaļ§tku do vrcholu 

kontrakce (TTP) zkracoval s rostouc² stimulaļn² frekvenc². TTP byl u 

diabetickĨch potkanŢ signifikantnŊ delġ² neģ u kontrol pŚi vġech frekvenc²ch 

stimulace (obr. 3.1.3). Akutn² pod§n² inzulinu kontroln²m potkanŢm vedlo ke 

zkr§cen² TTP pŚi vġech stimulaļn²ch frekvenc²ch (obr. 3.1.3.A), zat²mco 

ļasovĨ prŢbŊh kontrakce diabetickĨch zv²Śat pod§n²m inzulinu ovlivnŊn nebyl 

(obr. 3.1.3.B). PŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz byl TTP u kontroln²ch skupiny   

70,6 Ñ 2,6 ms v kontroln²m roztoku a 56,5 Ñ 2,4 ms v roztoku s inzulinem, 

zat²mco u STZ zv²Śat byl TTP pŚi stejn® stimulaļn² frekvenci 77,5 Ñ 2,3, resp. 

73,7 Ñ 3,4 ms. 

 



 71 

0

10

20

30

40

50

+ inz

- inz

 

1
0

 a
.u

.

50 ms

 

+ inz

- inz

 

 

#

#

A

*

*

STZkontroly

C
F

 (
a
.u

.)

0 1 2 3
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

 

*****

*
*

s
ta

n
d
a
rd

iz
o
v
a
n
á
 C

F

0 1 2 3
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

 

*****
**

CB

frekvence stimulace (Hz)

Obr. 3.1.2. Đļinek inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ. 

A. S²la kontrakce (CF) pŚi frekvenci stimulace 1 Hz. Lev§ ļ§st: kontroln² potkani (n=5), 

prav§ ļ§st: STZ potkani (n=6). Pr§zdn® sloupce: kontroln² roztok, pln® sloupce: roztok 

s inzulinem (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami 

namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05), # statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s 

hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch zv²Śat (p<0,05). B. Z§vislost CF na frekvenci 

stimulace u kontroln²ch zv²Śat (n=5). C. Z§vislost CF na frekvenci stimulace u 

diabetickĨch zv²Śat (n=6). Hodnoty byly standardizov§ny na hodnotu CF v kontroln²m 

roztoku pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz. Pr§zdn® ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: 

inzulin (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi 

v kontroln²m roztoku (p<0,05). LevĨ inset: vliv inzulinu na CF pŚi stimulaļn² frekvenci  

1 Hz u kontroln²ch potkanŢ. PravĨ inset: Vliv inzulinu na CF pŚi stimulaļn² frekvenci  

1 Hz u diabetickĨch potkanŢ. ï inz: roztok bez inzulinu, + inz: roztok s inzulinem (80 

m.j./l). 
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 Obr 3.1.3. Đļinek inzulinu na trv§n² kontrakce kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ. 

A. Z§vislost trv§ni kontrakce (TTP) na stimulaļn² frekvenci u kontroln²ch potkanŢ 

(n=5). B. Z§vislost TTP na stimulaļn² frekvenci u diabetickĨch potkanŢ (n=6). Pr§zdn® 

ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: inzulin (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05), # statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch zv²Śat (p<0,05). 

 

Poloļas relaxace (R/2) se jak u kontroln²ch tak u diabetickĨch potkanŢ 

zkracoval s rostouc² stimulaļn² frekvenc². R/2 byl podobnŊ jako TTP 

signifikantnŊ prodlouģen u STZ potkanŢ (ve srovn§n² s kontroln²mi zv²Śaty) pŚi 

vġech stimulaļn²ch frekvenc²ch (obr 3.1.4). U kontroln²ch zv²Śat inzulin zkr§til 

R/2 (obr. 3.1.4.A), zat²mco u STZ potkanŢ nemŊl ģ§dnĨ vliv na ļasovĨ prŢbŊh 

relaxace (obr. 3.1.4.B). 
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Obr 3.1.4. Đļinek inzulinu na trv§n² relaxace kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ. 

A. Z§vislost trv§ni relaxace (R/2) na stimulaļn² frekvenci u kontroln²ch potkanŢ (n=5). 

B. Z§vislost R/2 na stimulaļn² frekvenci u diabetickĨch potkanŢ (n=6). Pr§zdn® 

ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: inzulin (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05), # statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch zv²Śat (p<0,05). 

. 

Đļinek inzulinu pŚi rŢznĨch koncentrac²ch v§pn²ku v extracelul§rn² roztoku 

 V t®to ļ§sti experimentŢ jsme se pokusili ovŊŚit, zda zmŊna 

koncentrace v§pn²ku v extracelul§rn²m prostŚed² mŢģe ovlivnit ¼ļinek inzulinu 

na s²lu kontrakce a trv§n² kontrakce a relaxace papil§rn²ho svalu. Nejprve jsme 

mŊŚili parametry kontrakce v z§kladn²m roztoku s norm§ln² koncentrac² kalcia 

(2 mmol/l). Pot® jsme prov§dŊli mŊŚen² v roztoku buŅ se sn²ģenou (0,67 
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mmol/l), nebo zvĨġenou koncentrac² v§pn²ku (6 mmol/l) koncentrac² v§pn²ku. 

Na z§vŊr jsme do roztoku modifikovan®ho zmŊnou koncentrace v§pn²ku pŚidali 

inzulin (80 i.u./l) a opŊt jsme zaznamenali z§kladn² parametry srdeļn² 

kontrakce. 

 Sn²ģen² koncentrace v§pn²ku v pracovn²m roztoku vedlo k vĨrazn®mu 

poklesu CF jak u kontroln²ch, tak u diabetickĨch zv²Śat. PŚi frekvenci stimulace 

1 Hz se sn²ģila CF u kontroln²ch zv²Śat aģ na 25%, u diabetickĨch zv²Śat na 

30% hodnoty v kontroln²m roztoku (obr. 3.1.5). Po pŚid§n² inzulinu do roztoku  

s tŚetinovou koncentrac² v§pn²ku se hodnota CF u kontroln²ch zv²Śat 

signifikantnŊ zvĨġila pŚi vġech pouģitĨch stimulaļn²ch frekvenc²ch, ale 

nedos§hla hodnoty namŊŚen® v kontroln²m roztoku (obr. 3.1.5.A). OdliġnĨ 

n§lez jsme zaznamenali u STZ potkanŢ, u kterĨch inzulin t®mŊŚ neovlivnil CF 

v roztoku se sn²ģenou koncentrac² kalcia (obr. 3.1.5.B). Ve vġech typech 

roztoku u obou experiment§ln²ch skupin jsme zaznamenali z§vislost s²ly 

kontrakce na frekvenci stimulace; CF se sniģovala s rostouc² frekvenc² 

stimulace. Inzulin v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku u kontroln²ch 

zv²Śat zesiloval CF a pŢsobil tedy pozitivnŊ inotropnŊ, na rozd²l od ¼ļinku 

v roztoku s norm§ln² koncentrac² kalcia, kde byl jeho ¼ļinek negativnŊ 

inotropn². 
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 Obr. 3.1.5. Đļinek inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku. 

A. Z§vislost CF na frekvenci stimulace u kontroln²ch zv²Śat (n=5). B. Z§vislost CF na 

frekvenci stimulace u diabetickĨch zv²Śat (n=6). Hodnoty byly standardizov§ny na 

hodnotu CF v kontroln²m roztoku pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz. Pr§zdn® ļtverce: 

kontroln² roztok, pln® krouģky: sn²ģen§ koncentrace v§pn²ku (0,67 mmol/l), pln® 

troj¼heln²ky: sn²ģen§ koncentrace v§pn²ku (0,67 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m 

roztoku (p<0,05), # statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi 

v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku. 

 

TTP, kterĨ byl v kontroln²m roztoku signifikantnŊ delġ² u STZ potkanŢ, 

nebyl sn²ģen²m koncentrace Ca2+ v pracovn²m roztoku ovlivnŊn u ģ§dn® ze 

sledovanĨch skupin (obr. 3.1.6). Pod§n² inzulinu zkr§tilo TTP u kontroln²ch 
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zv²Śat, pŚi frekvenci stimulace 1 Hz byl TTP v kontroln²m roztoku 64 Ñ 3 ms, 

v roztoku s tŚetinovĨm Ca2+ 67 Ñ 1.3 ms a po pŚid§n² inzulinu 50 Ñ 2 ms  

(obr. 3.1.6.A). U STZ zv²Śat nebyl ļasovĨ prŢbŊh kontrakce inzulinem ovlivnŊn 

ani v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku (obr. 3.1.6.B).  
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Obr. 3.1.6. Đļinek inzulinu na trv§n² srdeļn² kontrakce kontroln²ch a 

diabetickĨch potkanŢ v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku. 

A. Z§vislost trv§n² kontrakce (TTP) na stimulaļn² frekvenci u kontroln²ch potkanŢ 

(n=5). B. Z§vislost TTP na stimulaļn² frekvenci u diabetickĨch potkanŢ (n=6). Pr§zdn® 

ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: sn²ģen§ koncentrace v§pn²ku (0,67 mmol/l), 

pln® troj¼heln²ky: sn²ģen§ koncentrace v§pn²ku (0,67 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m 

roztoku (p<0,05), # statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u 

kontroln²ch zv²Śat (p<0,05). 
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Obr. 3.1.7. Đļinek inzulinu na poloļas relaxace kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku. 

A. Z§vislost poloļasu relaxace (R/2) na stimulaļn² frekvenci u kontroln²ch potkanŢ 

(n=5). B. Z§vislost R/2 na stimulaļn² frekvenci u diabetickĨch potkanŢ (n=6). Pr§zdn® 

ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: sn²ģen§ koncentrace v§pn²ku (0,67 mmol/l), 

pln® troj¼heln²ky: sn²ģen§ koncentrace v§pn²ku (0,67 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m 

roztoku (p<0,05), # statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u 

kontroln²ch zv²Śat (p<0,05). 

  

Sn²ģen² koncentrace v§pn²ku v pracovn²m roztoku vedlo u kontroln²ch zv²Śat ke 

zkr§cen² R/2, pŚi frekvenci stimulace 1 Hz se R/2 zkr§til z 40,3 Ñ 0,3 ms na 

34,7 Ñ 2,6 ms. N§sledn§ aplikace inzulinu t®mŊŚ nezmŊnila hodnotu R/2 (pŚi 
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stimulaļn² frekvenci 1 Hz 32,9 Ñ 2 ms; obr. 3.1.7.A). U diabetickĨch potkanŢ, 

jejichģ R/2 v kontroln²m roztoku bylo ve srovn§n² s intaktn²mi zv²Śaty 

signifikantnŊ delġ², nebylo trv§n² relaxace ovlivnŊno ani zmŊnou extracelul§rn² 

koncentrace v§pn²ku ani inzulinem (obr. 3.1.7.B) 

 

ZvĨġen² extracelul§rn² koncentrace v§pn²ku v pracovn²m roztoku 

vĨraznŊ zes²lilo CF u kontroln²ch zv²Śat pŚi vġech sledovanĨch frekvenc²ch 

stimulace. PŚi niģġ²ch frekvenc²ch stimulace (< 1 Hz) hodnota CF vzrostla na 

200%, pŚi vyġġ²ch frekvenc²ch stimulace (Ó 1 Hz) aģ na 250% kontroln²ch 

hodnot. Inzulin v tomto pŚ²padŊ nevykazoval inotropn² ¼ļinek (obr. 3.1.8.A). U 

diabetickĨch zv²Śat nebylo CF ovlivnŊno zvĨġen²m koncentrace v§pn²ku ani 

n§slednĨm pod§n²m inzulinu (obr. 3.1.8.B).  

TTP u kontroln²ch potkanŢ se vlivem zvĨġen² koncentrace v§pn²ku 

v pracovn²m roztoku vĨznamnŊ zkr§til, pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz ze  

70 Ñ 2,3 ms na 57,3 Ñ 1,7 ms. Inzulin pŚi trojn§sobnŊ zvĨġen® koncentraci 

kalcia zkr§til TTP pouze pŚi vyġġ²ch stimulaļn²ch frekvenc²ch (> 1 Hz), ļasov® 

trv§n² kontrakce pŚi niģġ²ch frekvenc²ch stimulace nebylo inzulinem ovlivnŊno ï 

pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz byla hodnota TTP 53,6 Ñ 3 ms (obr. 3.1.9.A). TTP 

diabetickĨch potkanŢ nebyl v dŢsledku vĨġe zm²nŊnĨch intervenc² 

signifikantnŊ ovlivnŊno (obr. 3.1.9.B). 
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Obr. 3.1.8. Đļinek inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ v roztoku se zvĨġenou koncentrac² v§pn²ku. 

A. Z§vislost CF na frekvenci stimulace u kontroln²ch zv²Śat (n=5). B. Z§vislost CF na 

frekvenci stimulace u diabetickĨch zv²Śat (n=6). Hodnoty byly standardizov§ny na 

hodnotu CF v kontroln²m roztoku pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz. Pr§zdn® ļtverce: 

kontroln² roztok, pln® krouģky: zvĨġen§ koncentrace v§pn²ku (6 mmol/l), pln® 

troj¼heln²ky: zvĨġen§ koncentrace v§pn²ku (6 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m 

roztoku (p<0,05). 
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Obr. 3.1.9. Đļinek inzulinu na trv§n² srdeļn² kontrakce kontroln²ch a 

diabetickĨch potkanŢ v roztoku se zvĨġenou koncentrac² v§pn²ku. 

A. Z§vislost trv§ni kontrakce (TTP) na stimulaļn² frekvenci u kontroln²ch potkanŢ 

(n=5). B. Z§vislost TTP na stimulaļn² frekvenci u diabetickĨch potkanŢ (n=6). Pr§zdn® 

ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: zvĨġen§ koncentrace v§pn²ku (6 mmol/l), pln® 

troj¼heln²ky: zvĨġen§ koncentrace v§pn²ku (6 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m 

roztoku (p<0,05), # statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi 

v roztoku se sn²ģenou koncentrac² v§pn²ku. 

 

R/2 nebyl vlivem zvĨġen® koncentrace Ca2+ v pracovn²m roztoku 

ovlivnŊn ani u jedn® ze sledovanĨch skupin (obr. 3.1.10). Pod§n² inzulinu 

zkr§tilo R/2 u kontroln²ch zv²Śat, pŚi frekvenci stimulace 1 Hz byla hodnota R/2  
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v kontroln²m roztoku 43,8 Ñ 1,9 ms, v roztoku s trojn§sobnĨm Ca2+ 44,1 Ñ 1 ms 

a po pŚid§n² inzulinu 36,3 Ñ 1,9 ms (obr. 3.1.10.A). U STZ zv²Śat nebyl ļasovĨ 

prŢbŊh kontrakce v roztoku se zvĨġenou koncentrac² v§pn²ku inzulinem 

ovlivnŊn (obr. 3.1.10.B).  
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Obr. 3.1.10. Đļinek inzulinu na poloļas relaxace kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ v roztoku se zvĨġenou koncentrac² v§pn²ku. 

A. Z§vislost poloļasu relaxace (R/2) na stimulaļn² frekvenci u kontroln²ch potkanŢ 

(n=5). B. Z§vislost R/2 na stimulaļn² frekvenci u diabetickĨch potkanŢ (n=6). Pr§zdn® 

ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: zvĨġen§ koncentrace v§pn²ku (6 mmol/l), pln® 

troj¼heln²ky: zvĨġen§ koncentrace v§pn²ku (6 mmol/l) + inzulin (80 i.u./l),  

* statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m 

roztoku (p<0,05). 
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NegativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu a sarkoplazmatick® retikulum 

S²la kontrakce po periodŊ neļinnosti (RP) je u potkanŢ vŊtġ² ve 

srovn§n² se s²lou kontrakce pŚed RP. Tento jev se nazĨv§ post-rest zes²len² 

kontrakce a je spojen zejm®na s ļinnost² NCX a SERCA (Shattock a Bers 

1989, Bers a Christensen 1990). Abychom z²skali v²ce informac² o ¼ļinku 

diabetu a inzulinu na kontraktilitu, sledovali jsme post-rest zes²len² 

v kontroln²m roztoku a v roztoku s inzulinem u obou experiment§ln²ch skupin. 

Stimulace v ust§len®m stavu (1 Hz) byla pŚeruġena periodou neļinnosti 

rŢzn®ho trv§n² (od 10 do 300 s). S²la prvn² kontrakce po RP u kontroln² 

skupiny byla vģdy zes²len§ ve srovn§n² se s²lou kontrakce v ust§len®m stavu 

s t²m, ģe maxim§ln² n§rŢst s²ly jsme pozorovali po RP trvaj²c² 60 s. Inzulin u 

kontrol neovlivnil post-rest zes²len² (obr. 3.1.11.B). 

V srdci diabetickĨch potkanŢ byla post-rest potenciace rovnŊģ pŚ²tomna. 

Ve srovn§n² s kontroln²mi zv²Śaty byla vġak m®nŊ vyj§dŚena, rovnŊģ jej² 

z§vislost na d®lce trv§n² RP byla m®nŊ vĨrazn§ (obr. 3.1.11.C). Inzulin, na 

rozd²l od kontroln²ch zv²Śat, vĨznamnŊ zvĨġil post-rest potenciaci u 

diabetickĨch potkanŢ (obr. 3. 1.11.C). 

Abychom l®pe objasnili roli SR v ¼ļinku inzulinu a dlouhotrvaj²c²ho 

diabetu, pouģili jsme cyklopiazonovou kyselinu (CPA), coģ je selektivn² 

blok§tor SERCA. Cyklopiazonov§ kyselina (3 ɛmol/l) zpŢsobila negativnŊ 

inotropn² ¼ļinek u kontroln²ch i diabetickĨch zv²Śat, pŚi stimulaļn² frekvenci  

1 Hz poklesla CF z 47 Ñ 2,8 a.u. na 26 Ñ 2,7 a.u. (n=5, p<0,05) u kontroln²ch 

potkanŢ a z 23 Ñ 2,9 a.u. na 14 Ñ 1,5 a.u. (n=6, p<0,05) u diabetickĨch potkanŢ 

(obr. 3.1.12.A).  
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Obr. 3.1.11. Đļinek inzulinu na post-rest zes²len² kontrakce u kontroln²ch a 

diabetickĨch zv²Śat.  

A. S²la kontrakce (CF) pŚed periodou neļinnosti (RP) pŚi frekvenci stimulace 1 Hz. 

Lev§ ļ§st: kontroln² potkani (n=5), prav§ ļ§st: STZ potkani (n=6).  Pr§zdn® sloupce: 

kontroln² roztok, pln® sloupce: roztok s inzulinem (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ 

rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05), # statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi u kontroln²ch zv²Śat (p<0,05). 

B. Efekt inzulinu na post-rest zes²len² u kontrol (n=5). LevĨ inset: CF pŚed a po RP 

v kontroln²m roztoku. PravĨ inset: CF pŚed a po RP v roztoku obsahuj²c²m inzulin. C. 

Efekt inzulinu na post-rest zes²len² u diabetickĨch zv²Śat. LevĨ inset: CF pŚed a po RP 

v kontroln²m roztoku. PravĨ inset: CF pŚed a po RP v roztoku obsahuj²c²m inzulin. 

Pr§zdn® ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: inzulin (80 i.u./l), * statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05). 

ï inz: roztok bez inzulinu, + inz: roztok s inzulinem (80 m.j./l). 
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Obr. 3.1.12. NegativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu v pŚ²tomnosti CPA 

A. S²la kontrakce (CF) pŚi frekvenci stimulace 1 Hz. Lev§ ļ§st: kontroln² potkani (n=5), 

prav§ ļ§st: STZ potkani (n=6). Pr§zdn® sloupce: kontroln² roztok, ġrafovan® sloupce: 

CPA (3 ɛmol/l), pln® sloupce: CPA (3 ɛmol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05), 

# statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v roztoku s CPA 

(p<0,05). B. CF pŚi rŢznĨch frekvenc²ch stimulace (0,1 ï 3 Hz) u kontroln²ch zv²Śat 

(n=5). C. CF pŚi rŢznĨch frekvenc²ch stimulace (0,1 ï 3 Hz) u diabetickĨch zv²Śat 

(n=6). Hodnoty byly standardizov§ny na hodnotu CF v kontroln²m roztoku pŚi 

stimulaļn² frekvenci 1 Hz. Pr§zdn® ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: CPA (3 

ɛmol/l), pln® troj¼heln²ky CPA (3 ɛmol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ 

rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05), # statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v roztoku s CPA (p<0,05). 

LevĨ inset: vliv CPA a CPA + inzulinu (inz) na CF pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz u 
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kontroln²ch potkanŢ. PravĨ inset: Vliv CPA a CPA + inzulinu na CF pŚi stimulaļn² 

frekvenci 1 Hz u diabetickĨch potkanŢ.  
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 Obr. 3.1.13. Vliv CPA a CPA+ inzulinu na prŢbŊh relaxace 

A. Trv§n² relaxace u kontroln²ch potkanŢ (n=5). B. Trv§n² relaxace u STZ potkanŢ 

(n=6). Pr§zdn® ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: CPA (3 ɛmol/l), pln® 

troj¼heln²ky: CPA (3 ɛmol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve 

srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05). 

 

Aplikace inzulinu do roztoku s CPA d§le prohloubila pokles CF 

zpŢsobenĨ cyklopiazonovou kyselinou opŊt u obou experiment§ln²ch skupin 

(obr. 3. 1.12). NegativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu byl v pŚ²tomnosti CPA (obr. 

3. 1.12) podobnĨ jako v roztoku bez CPA (obr. 3. 1.12).  

 CPA neovlivnila trv§n² kontrakce, ale vĨznamnŊ prodlouģila trv§n² 

relaxace, a to zejm®na jej² druh® poloviny jak u kontroln²ch tak u diabetickĨch 
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potkanŢ (obr. 3.1.13).  PŚi stimulaļn² frekvenci 2 Hz se ļasovĨ parametr R90 

prodlouģil z 57,2 Ñ 2,4 ms (kontroln² roztok) na 70,4 Ñ 1,9 ms (CPA) u kontrol a 

z 68,8 Ñ 3,4 ms (kontroln² roztok) na 98,7 Ñ 4,5 ms (CPA) u STZ zv²Śat. Inzulin 

normalizoval trv§n² relaxace, ovġem pouze u kontroln²ch a nikoliv u 

diabetickĨch potkanŢ (obr. 3.1.13).  

 

NegativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu a ICaL 

 Dalġ²m pravdŊpodobnĨm m²stem inotropn²ho ¼ļinku inzulinu by mohl 

bĨt L-typ Ca2+ kan§lu, kterĨ slouģ² transsarkolem§ln²mu transportu v§pn²ku. 

Z tohoto dŢvodu jsme v dalġ² s®rii pokusŢ studovali ¼ļinek inzulinu 

v pŚ²tomnosti nifedipinu ï blok§toru ICaL. Nifedipin (3 ɛmol/l) oslabil CF v obou 

experiment§ln²ch skupin§ch (obr. 3.1.14). Tento efekt nifedipinu byl z§vislĨ na 

stimulaļn² frekvenci, jak jiģ bylo pops§no dŚ²ve (Schouten a ter Keurs, 1991). 

NegativnŊ inotropn² ¼ļinek nifedipinu byl v²ce vyj§dŚen pŚi vyġġ²ch frekvenc²ch 

stimulace (obr. 3.1.14.B, 3.1.14.C), napŚ²klad CF u kontroln²ch potkanŢ 

v pŚ²tomnosti nifedipinu byla redukov§na pŚi stimulaļn² frekvenci 0,1 Hz pouze 

na 91 Ñ 0,7% kontroln² kontrakce, kdeģto pŚi stimulaļn² frekvenci 3 Hz aģ na 

9,4 Ñ 4,9% (n=5, p<0,05); u diabetickĨch potkanŢ za stejnĨch podm²nek 

poklesla CF na 89,3 Ñ 5,2%, resp. 27,1 Ñ 1,8% (n=6, p<0,05). Aplikace inzulinu 

do roztoku s nifedipinem s²lu kontrakce d§le neovlivnila. ZmŊny po pŚid§n² 

inzulinu jsme nepozorovali ani pŚi niģġ²ch stimulaļn²ch frekvenc²ch, pŚi kterĨch 

byl efekt nifedipinu minim§ln² (obr. 3.1.14.B, 3.1.14.C). 
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Obr. 3.1.14. Đļinek inzulinu na s²lu kontrakce v pŚ²tomnosti nifedipinu 

A. S²la kontrakce (CF) pŚi frekvenci stimulace 1 Hz. Lev§ ļ§st: kontroln² potkani (n=5), 

prav§ ļ§st: STZ potkani (n=6). Pr§zdn® sloupce: kontroln² roztok, ġrafovan® sloupce: 

nifedipin (3 ɛmol/l), pln® sloupce: CPA (3 ɛmol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky 

vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05). 

B. CF pŚi rŢznĨch frekvenc²ch stimulace (0,1 ï 3 Hz) u kontroln²ch zv²Śat (n=5). C. CF 

pŚi rŢznĨch frekvenc²ch stimulace (0,1 ï 3 Hz) u diabetickĨch zv²Śat (n=6). Hodnoty 

byly standardizov§ny na hodnotu CF v kontroln²m roztoku pŚi stimulaļn² frekvenci 1 

Hz. Pr§zdn® ļtverce: kontroln² roztok, pln® krouģky: nifedipin (3 ɛmol/l), pln® 

troj¼heln²ky nifedipin (3 ɛmol/l) + inzulin (80 i.u./l), * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve 

srovn§n² s hodnotami namŊŚenĨmi v kontroln²m roztoku (p<0,05). LevĨ inset: vliv 

nifedipinu (nif) a nifedipinu + inzulinu (inz) na CF pŚi stimulaļn² frekvenci 1 Hz u 

kontroln²ch potkanŢ. PravĨ inset: Vliv nifedipinu a nifedipinu + inzulinu na CF pŚi 

stimulaļn² frekvenci 1 Hz u diabetickĨch potkanŢ.  
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3.1.3. Diskuse  

Prioritn²m n§lezem uvedenĨch mŊŚen² je skuteļnost, ģe inzulin 

vykazoval negativnŊ inotropn² ¼ļinek u papil§rn²ch svalŢ kontroln²ch i 

diabetickĨch potkanŢ. Inotropn² ¼ļinek inzulinu byl z§vislĨ na koncentraci 

v§pn²ku v extracelul§rn²m prostŚed². U kontroln²ch zv²Śat mŊl inzulin pŚi 

sn²ģen® koncentraci v§pn²ku pozitivnŊ inotropn² ¼ļinek a pŚi zvĨġen® 

koncentraci s²lu kontrakce neovlivnil. ZmŊna koncentrace v§pn²ku v roztoku u 

diabetickĨch zv²Śat potlaļila inotropn² ¼ļinek inzulinu. Naġe vĨsledky 

naznaļuj², ģe negativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu by mohl souviset s ļinnost² 

kan§lu ICaL a s procesem uvolŔov§n² v§pn²ku ze SR. Naopak, proces plnŊn² 

SR v§pn²kem, zejm®na aktivita SERCA, k tomuto inzulinov®mu efektu 

pravdŊpodobnŊ nepŚisp²v§. Naġimi experimenty jsme d§le potvrdili negativnŊ 

inotropn² vliv chronick®ho diabetu, popsanĨ jiģ dŚ²ve (Penpargkul et al., 1980; 

Brown et al., 2001).  

 

Inotropn² ¼ļinek inzulinu v srdci intaktn²ho potkana 

 Đļinek inzulinu na srdeļn² kontraktilitu u laboratorn²ho potkana je jev 

pomŊrnŊ m§lo studovanĨ a dosud prezentovan® vĨsledky nejsou jednotn®. Byl 

pops§n pozitivnŊ inotropn² ¼ļinek (Sethi et al., 1991), negativnŊ inotropn² 

¼ļinek (Farah a Alousi, 1981) a dokonce nulovĨ ¼ļinek (Schmidt a Koch, 

2002; Ren et al., 1999) inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce. V naġich 

experimentech inzulin (80 i.u./l) sniģoval s²lu kontrakce papil§rn²ho svalu 

v prŢmŊru o 25 % hodnoty u kontroln²ch zv²Śat.  

 DŢvody rozd²lnĨch vĨsledkŢ vĨġe uvedenĨch prac² jsou zat²m nejasn®, 

jednou z pŚ²ļin by mohly bĨt rozd²ln® experiment§ln² podm²nky. Extracelul§rn² 
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koncentrace v§pn²ku ([Ca2+]e) v pracovn²m roztoku je jedn²m z urļuj²c²ch 

faktorŢ s²ly srdeļn²ho stahu. Ve vĨġe uvedenĨch studi²ch byly pouģity rŢzn® 

koncentrace [Ca2+]e, coģ mohlo pŚispŊt k rŢznorodosti dosaģenĨch vĨsledkŢ. 

Z§vislost inotropn²ho ¼ļinku inzulinu na extracelul§rn² koncentraci v§pn²ku jiģ 

byla prok§z§na na izolovan®m srdci laboratorn²ho potkana a morļete, kdy byla 

mŊŚena s²la kontrakce lev® komory. PŚi [Ca2+]e 1,25 mmol/l a niģġ² vyvolal 

inzulin (64 i.u./l) pozitivnŊ inotropn² ¼ļinek, pŚi [Ca2+]e 5 mmol/l byl 

zaznamen§n negativnŊ inotropn² ¼ļinek a pŚi [Ca2+]e 2,5 mmol/l nemŊl inzulin 

ģ§dnĨ ¼ļinek (Schmidt a Koch, 2002). V naġich experimentech prov§dŊnĨch 

na papil§rn²ch svalech jsme rovnŊģ prok§zali, ģe [Ca2+]e ovlivŔuje charakter 

inotropn²ho ¼ļinku inzulinu u intaktn²ch zv²Śat. PŚi [Ca2+]e 2 mmol/l inzulin 

zeslaboval CF papil§rn²ho svalu, pokles [Ca2+]e na tŚetinu (0,67 mmol/l) zmŊnil 

negativnŊ inotropn² ¼ļinek na pozitivn² a vzestup [Ca2+]e na trojn§sobek  

(6 mmol/l) inotropn² ¼ļinek inzulinu potlaļil. ZodpovŊdŊt ot§zku, co je pŚ²ļinou 

rozd²lnĨch kontraktiln²ch ¼ļinkŢ inzulinu pŚi rŢznĨch [Ca2+]e, je vzhledem ke 

sloģitosti v§pn²kov®ho metabolismu velmi tŊģk®. Lze vġak spekulovat, ģe pŚi 

rŢznĨch [Ca2+]e se mŊn² vĨznam jednotlivĨch transportn²ch syst®mŢ Ca
2+ a 

jejich ovlivnŊn² inzulinem pro vĨslednou kontrakļn² odpovŊŅ.  

 Dalġ²m dŢleģitĨm faktorem rozd²lnĨch vĨsledkŢ mŢģe bĨt m²sto pŢvodu 

papil§rn²ho svalu. V experimentech Rena et al. (1999) inzulin neovlivnil s²lu 

kontrakce levokomorovĨch papil§rn²ch svalŢ, zat²mco v naġem pŚ²padŊ mŊl 

inzulin negativnŊ inotropn² efekt na pravokomorov® papil§rn² svaly. Rozd²ly 

 elektrofyziologickĨch a mechanickĨch vlastnost² mezi pravou a levou komorou 

byly pops§ny jiģ dŚ²ve (Nand et al., 1997; Casis et al., 1998).  
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 Z informac² dostupnĨch v literatuŚe lze usuzovat, ģe inotropn² ¼ļinek 

inzulinu z§vis² rovnŊģ na velikosti pouģit® d§vky. Ren et al. (1999) dosahoval 

pozitivnŊ inotropn²ho ¼ļinku s d§vkou od 1 do 15 m.j./l, vyġġ² d§vky (70 m.j./l) 

kontrakci zeslabovaly. V pokusech Schmidta a Kocha (2002) v roztoc²ch  

s extracelul§rn² koncentrac² kalcia (2,5 mmol/l) bylo zaznamen§no nejvŊtġ² 

zes²len² kontrakce v rozmez² koncentrace inzulinu 8-16 m.j./l, pŚi pouģit² vyġġ² 

koncentrace inzulinu (30 m.j./l) mŊl inzulin negativnŊ inotropn² efekt. Naġe 

vĨsledky tedy koresponduj² s vĨġe uvedenĨmi ¼daji, kdy n§mi pouģit§ d§vka 

inzulinu (80 m.j./l) je vyġġ² a vyvolala negativnŊ inotropn² ¼ļinek. 

 Aplikace inzulinu ovlivnila rovnŊģ trv§n² kontrakce a relaxace, kdy 

v srdci kontroln²ch potkanŢ doġlo ke zkr§cen² jak TTP, tak i R/2. Toto zkr§cen² 

odpov²d§ ¼dajŢm o ¼ļinc²ch inzulinu na ¼rovni buŔky ï inzulin stimuluje L-typ 

v§pn²kov®ho kan§lu (Aulbach et al., 1999), NCX (Ballard et al., 1994) a 

interakci mezi substr§tem inzulinov®ho receptoru a SERCA2 (Algenstaedt et 

al., 1997). 

   

Mechanismus negativnŊ inotropn²ho ¼ļinku inzulinu 

 O myokardu potkana je zn§mo, ģe na periodu neļinnosti reaguje 

zes²len²m kontrakce po t®to periodŊ (post-rest potenciace). Na tomto jevu se 

pod²l² zejm®na NCX, kterĨ u potkana bŊhem pauzy ļerp§ Ca2+ do buŔky, a 

n§slednŊ SERCA (Shattock a Bers, 1989; Bers a Christensen, 1990). V naġich 

experimentech inzulin neovlivnil post-rest zes²len² u zdravĨch zv²Śat,  

u diabetickĨch potkanŢ inzulin post-rest zes²len² kontrakce dokonce zvyġoval. 

Tyto vĨsledky naznaļuj², ģe negativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu 

pravdŊpodobnŊ nesouvis² s procesem plnŊn² SR v§pn²kem. Abychom ovŊŚili 
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tuto domnŊnku, provedli jsme mŊŚen² v pŚ²tomnosti CPA, blok§toru SERCA. 

PŚid§n² inzulinu do roztoku s CPA oslabilo s²lu stahu podobnĨm zpŢsobem 

jako v nepŚ²tomnosti CPA, a to jak u kontroln²ch, tak i u diabetickĨch potkanŢ. 

Tato nez§vislost ¼ļinku inzulinu a CPA jasnŊ naznaļuje, ģe proces plnŊn² SR 

v§pn²kem pomoc² SERCA2 nen² rozhoduj²c²m ļinitelem negativnŊ inotropn²ho 

¼ļinku inzulinu a ģe je tŚeba hledat jinĨ mechanismus inzulinov®ho efektu.  

  Dalġ²m pravdŊpodobnĨm m²stem inotropn²ho ¼ļinku inzulinu by mohl 

bĨt sarkolem§ln² v§pn²kovĨ proud nesenĨ v§pn²kovĨm kan§lem L-typu (ICaL). 

Nifedipin, blok§tor ICaL, zeslaboval CF a to v z§vislosti na stimulaļn² frekvenci, 

coģ bylo pops§no jiģ dŚ²ve (Schouten a ter Keurs, 1991). Inzulin pŚidanĨ do 

roztoku s nifedipinem jiģ d§le neovlivŔoval s²lu stahu. NegativnŊ inotropn² 

¼ļinek inzulinu se neprojevil ani pŚi niģġ²ch stimulaļn²ch frekvenc²ch, kde 

nifedipin oslaboval CF pouze minim§lnŊ. Na z§kladŊ tŊchto experimentŢ by 

bylo moģn® vyslovit hypot®zu, ģe inzulin inhibuje ICaL a ģe redukce tohoto 

proudu zpŢsobuje negativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu. Vliv inzulinu na ICaL byl 

v kardiomyocytech potkana jiģ studov§n pŚ²mo pomoc² techniky patch-clamp a 

bylo nalezeno, ģe ICaL je inzulinem naopak stimulov§n (Aulbach et al., 1999). 

Pokud lze pŚedpokl§dat, ģe podobnĨ stimulaļn² ¼ļinek inzulinu na ICaL nast§v§ 

i u multicelul§rn²ho prepar§tu, nejpravdŊpodobnŊjġ²m mechanismem 

negativnŊ inotropn²ho ¼ļinku inzulinu by mohlo bĨt naruġen² procesu 

spouġtŊn² a uvolŔov§n² v§pn²ku ze sarkoplazmatick®ho retikula (zhorġen² 

efektivity tohoto procesu). 
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NegativnŊ inotropn² ¼ļinek diabetu  

 Potkani se STZ diabetem vykazovali vġechny charakteristick® zn§mky 

diabetu: zvĨġen² hladiny gluk·zy v krvi, pokles plazmatick® koncentrace 

inzulinu, stagnace tŊlesn® hmotnosti. Ġestn§ct tĨdnŢ trvaj²c² diabetes vedl 

v naġich podm²nk§ch k poklesu s²ly srdeļn² kontrakce. KromŊ toho doġlo 

k prodlouģen² prŢbŊhu jak kontrakce tak i relaxace. Naġe vĨsledky se shoduj² 

se z§vŊry prac² publikovanĨch dŚ²ve (Ren et al., 1999; Brown et al., 1996). PŚi 

zkoum§n² mechanismu negativnŊ inotropn²ho pŢsoben² diabetu bylo 

provedeno mnoho experimentŢ na diabetickĨch zv²Śatech, a to na bunŊļn® i 

molekul§rn² ¼rovni. Byla pops§na Śada zmŊn ve v§pn²kov®m hospod§Śstv² 

srdeļn² buŔky, kter® vznikly v souvislosti s rozvojem diabetu: redukce ICaL (Lee 

et al., 1992), sn²ģenĨ poļet ryanodinovĨch receptorŢ SR (Yu et al., 1994; 

Teshima et al., 2000), pokles koncentrace mRNA i proteinu SERCA2 (Kim et 

al., 2001), inhibice SERCA2 zvĨġenou hladinou nefosforylovan®ho 

fosfolambanu (Kim et al., 2001), pokles koncentrace mRNA a proteinu NCX 

(Hattori et al., 2000), alterace ļinnosti sarkolem§ln² Ca2+-ATP§zy (Heyliger et 

al., 1987). Byly prok§z§ny tak® vĨznamn® zmŊny na ¼rovni kontraktiln²ch 

proteinŢ: pokles senzitivity k v§pn²ku, pŚemŊna V1 izoformy myozinu na 

izoformu V3, kter§ m§ niģġ² ATP§zovou aktivitu (Malhotra a Sanghi, 1997) a 

zpomalen² rychlosti tvorby pŚ²ļnĨch mŢstku mezi aktinem a myozinem 

(Ishikawa et al., 1999).  

 

Inotropn² ¼ļinek inzulinu v srdci diabetick®ho potkana 

  NegativnŊ inotropn² efekt inzulinu byl u STZ zv²Śat ve srovn§n² 

s kontrolami v²ce vyj§dŚen ï pokles CF v pŚ²tomnosti inzulinu byl u STZ 
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potkanŢ t®mŊŚ 40%, u intaktn²ch zv²Śat 25 %. N§rŢst s²ly kontrakce po RP byl 

u diabetickĨch zv²Śat stimulov§n inzulinem. Inzulin u diabetickĨch zv²Śat 

neovlivnil trv§n² kontrakce ani relaxace. Na rozd²l od kontroln²ch potkanŢ 

nemŊl inzulin u STZ skupiny ģ§dnĨ vliv na CF ļi ļasovĨ prŢbŊh kontrakce a 

relaxace v roztoc²ch se zmŊnŊnou koncentrac² v§pn²ku.  

 Kontraktiln² ¼ļinky inzulinu v diabetick®m srdci tedy vykazuj² celou 

Śadu rozd²lŢ ve srovn§n² s norm§ln²m srdcem. PŚ²ļinou jsou patrnŊ 

mnohoļetn® ¼ļinky diabetu na v§pn²kov® hospod§Śstv² (viz vĨġe), kter® 

nastavuj² novou z§kladn² situaci s odliġnĨmi relativn²mi pŚ²spŊvky jednotlivĨch 

komponent Ca2+ metabolismu.  

 V inotropn²m ¼ļinku inzulinu u diabetickĨch potkanŢ pravdŊpodobnŊ 

hraje svoji roli i trv§n² diabetu. Papil§rn² svaly potkanŢ s kr§tkodobĨm 

diabetem trvaj²c²m 5-7 dnŢ reagovaly na pod§n² inzulinu zes²len²m kontrakce 

(Ren et al., 1999). Naproti tomu naġe mŊŚen² byla prov§dŊna u potkanŢ 

s dlouhodobĨm diabetem (16 tĨdnŢ) a inzulin mŊl v tomto pŚ²padŊ negativnŊ 

inotropn² ¼ļinek. Je tedy moģn®, ģe po urļit® dobŊ trv§n² onemocnŊn², 

doch§z² v srdci STZ zv²Śat k takovĨm zmŊn§m, kter® vedou ke zmŊnŊ ¼ļinku 

inzulinu na s²lu srdeļn² kontrakce.  
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3.2. UvolŔov§n² noradrenalinu v srdeļn²ch s²n²ch laboratorn²ho 

potkana 



 96 

 

 



 97 

3.2.1. Đvod 

Diabetick§ autonomn² neuropatie doprov§z² pozdŊjġ² st§dia diabetu a 

pŚisp²v§ k n§rŢstu morbidity a mortality diabetickĨch pacientŢ (Burger et al., 

1999). Na z§kladŊ ļetnĨch pozorov§n² diabetickĨch pacientŢ lze Ś²ci, ģe DM  

1. typu poġkozuje jak sympatickou, tak i parasympatickou ļ§st autonomn²ho 

nervov®ho syst®mu (Hilsted 1982, Eckberg et al., 1986; Lishner et al., 1987). 

Kvantitativn² ¼daje o vlivu diabetu na sympatickou inervaci srdeļn²ho svalu 

nejsou jednotn®. V ļasnĨch st§di²ch onemocnŊn² bylo pops§no, ģe se 

koncentrace noradrenalinu (NA) v srdci zvyġuje (Paulson a Light, 1981; 

Akyiama et al., 1989; Ganguly et al., 1987), nebo nemŊn² (Gando et al., 1993; 

Patel et al., 1997), v pozdŊjġ²ch st§di²ch diabetu byl pozorov§n jej² pokles 

(Wisniewska a Wisniewski, 1996; Schmidt et al., 1999), nebo ģ§dn§ zmŊna 

(Felten et al., 1982, Vadlamudi a McNeill, 1984; Zola et al., 1988). RovnŊģ 

obrat nebo uvolŔov§n² NA v srdci diabetick®ho potkana byl zvĨġen (Ganguly et 

al., 1987), nezmŊnŊn (Patel et al., 1997) nebo redukov§n (Gando et al., 1993). 

Plazmatick§ koncentrace katecholaminŢ byla buŅ zvĨġena (Paulson a Light, 

1981; Wisniewska a Wisniewski, 1996), nebo nezmŊnŊna (Christensen, 1979). 

VĨġe zm²nŊn® rozd²ln® vĨsledky mohou souviset s odliġnostmi 

experiment§ln²ho modelu, napŚ. s trv§n²m a z§vaģnost² diabetu, pohlav²m, 

druhem a vŊkem zv²Śete ļi s rozd²ly v pouģitĨch metod§ch.  

C²lem t®to ļ§sti pr§ce bylo posoudit, jak diabetes ovlivn² koncentraci, 

uvolŔov§n² a zpŊtn® vychyt§v§n² NA v sympatickĨch vl§knech inervuj²c²ch 

srdce samic laboratorn²ho potkana v ļasn®m a pozdŊjġ²m st§diu onemocnŊn², 

tj. 1, 4 a 7 mŊs²cŢ po indukci diabetu. UvolŔov§n² NA ze srdeļn²ch s²n² bylo 

studov§no in vitro za baz§ln²ch podm²nek a po stimulaci depolarizac², kter§ 
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byla navozena zvĨġen²m extracelul§rn² koncentrace drasl²ku (K+ evoked 

release, KER). Obr§zek 3.2.1 ukazuje uvolŔov§n² NA v s²n²ch kontroln²ch 

zv²Śat pŚi pŚ²pravnĨch pokusech. BŊhem 30-minutov® stabilizace byla 

stanovena koncentrace NA ve tŚech desetiminutovĨch vzorc²ch oznaļenĨch A, 

B a C. Baz§ln² vĨdej NA (B1 a B2) byl asi desetkr§t niģġ² neģ vĨdej 

stimulovanĨ vysokou koncentrac² drasl²ku (S1 a S2).  

Diabetes byl u samic laboratorn²ho potkana (st§Ś² 50 dnŢ) indukov§n 

aplikac² STZ zpŢsobem podrobnŊ popsanĨm v kapitole ñMetodyñ. Diabetick§ 

zv²Śata byla sledov§na 1, 4 a 7 mŊs²cŢ po indukci diabetu, rozdŊlena do tŚ² 

skupin a oznaļena jako STZ1, STZ4 a STZ7. Kontroln² potkani, kterĨm byl 

pod§n citr§tovĨ pufr bez STZ, byli tak® rozdŊleni do tŚ² skupin oznaļenĨch 

Cont1, Cont4 a Cont7. Koncentrace NA byla rovnŊģ stanovena u 

dvoumŊs²ļn²ch kontroln²ch zv²Śat (Contr0). Za diabetick§ byla povaģov§na 

zv²Śata, jejichģ glyk®mie nalaļno po aplikaci STZ byla vyġġ² neģ 18 mmol/l 

(n=22). Experiment§ln² protokol popisuj²c² uvolŔov§n² NA z izolovanĨch 

perfundovanĨch s²n² a stanoven² koncentrace NA jsou uvedeny v kapitole 

ñMetodyñ. 
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Obr. 3.2.1. VĨdej NA ze srdeļn²ch s²n² kontroln²ch potkanŢ Cont0 v pŚ²pravnĨch 

pokusech.   

P²smena A, B a C oznaļuj² 10minutov® intervaly stabilizace prepar§tu. B1, B2 ï 

baz§ln² vĨdej NA. S1, S2 ï stimulovanĨ vĨdej NA. 

 

3.2.2. VĨsledky 

Obecn® 

PŚed pod§n²m STZ ļi citr§tov®ho pufru nebyly mezi zv²Śaty vĨznamn® 

rozd²ly v tŊlesn® hmotnosti a hladinŊ gluk·zy v krvi. TŊlesn§ hmotnost 

kontroln²ch zv²Śat se postupnŊ zvyġovala z 205 Ñ 4 g ve vŊku 2 mŊs²cŢ aģ na 

355 Ñ 10 g ve vŊku 9 mŊs²cŢ. TŊlesn§ hmotnost STZ potkanŢ se vĨraznŊ 

nemŊnila v prŢbŊhu cel®ho experimentu, ve vŊku 2 mŊs²cŢ (tj. pŚed aplikac² 

STZ) byla 195 Ñ 5 g a v dev²ti mŊs²c²ch 198 Ñ 11 g (skupina STZ7). Glyk®mie 

nalaļno u kontroln²ch zv²Śat nepŚesahovala hodnotu 7 mmol/l. Ļ§st 
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diabetickĨch potkanŢ bŊhem pokusu uhynula (25%) nebo u nich doġlo 

ke spont§nn² regeneraci ɓ-bunŊk LangerhansovĨch ostrŢvkŢ (35%), coģ 

sn²ģilo poļet zv²Śat v experiment§ln² skupinŊ STZ4 a STZ7 ve srovn§n² 

s kontroln²mi skupinami. 

 

Koncentrace NA v srdeļn²ch s²n² kontroln²ch potkanŢ 

Vliv vŊku na koncentraci NA v srdeļn²ch s²n²ch zdravĨch potkanŢ 

zobrazuje obr§zek 3.2.2. Hodnoty koncentrace NA z lev® i prav® s²nŊ byly 

srovnateln® ve vġech vŊkovĨch skupin§ch. Ve vŊku 2 mŊs²cŢ (Cont0) byla 

koncentrace NA 1594 Ñ 137 ng/g a 1552 Ñ 93 ng/kg v prav®, resp. lev® s²ni. U 

potkanŢ st§Ś² 3 a 6 mŊs²cŢ (Cont1, resp. Cont4) byly hodnoty koncentrace NA 

v obou s²n²ch srovnateln® s hodnotami namŊŚenĨmi u dvoumŊs²ļn²ch zv²Śat. 

Hodnota koncentrace NA u dev²timŊs²ļn²ch potkanŢ (Cont7) byla v obou 

s²n²ch vĨznamnŊ niģġ² (p < 0,05, vzhledem ke Cont0).  

 

Koncentrace NA v srdeļn²ch s²n²ch diabetickĨch potkanŢ 

Diabetes vĨraznŊ ovlivnil koncentraci NA v srdeļn²ch s²n²ch (obr. 3.2.3). 

Po poļ§teļn²m signifikantn²m vzestupu koncentrace NA v s²n²ch potkanŢ 

skupiny STZ1 (p < 0,05, vzhledem k odpov²daj²c²m kontrol§m) doch§zelo 

k postupn®mu poklesu koncentrace, kterĨ byl, ve srovn§n² s pŚ²sluġnĨmi 

kontrolami, statisticky vĨznamnĨ u skupiny STZ7 (p < 0,05).  
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Obr. 3.2.2. Koncentrace noradrenalinu (NA) v  srdeļn²ch s²n²ch kontroln²ch 

potkanŢ.  

RA ï prav§ s²Ŕ, LA ï lev§ s²Ŕ; Cont0, Cont1, Cont4 a Cont7 kontroln² dvou, tŚ², ġesti a 

dev²timŊs²ļn² potkani. * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami skupiny 

Cont0 (p<0,05), n=6 pro kaģdĨ odd²l i skupinu.  

 

Baz§ln² a stimulovan® uvolŔov§n² NA za kontroln²ch podm²nek 

U kontroln²ch zv²Śat se hodnota spont§nnŊ uvolnŊn®ho NA (B1 a B2) 

neliġila v jednotlivĨch vŊkovĨch kategori²ch a pohybovala se mezi 0,199 Ñ 0,01 

ng/g/min v Cont7 a 0,224 Ñ 0,01 v Cont1 s²n²ch. Baz§ln² uvolŔov§n² NA se 

vĨznamnŊ neliġilo v s²n²ch STZ1 a STZ7 (0,239 Ñ 0,02 a 0,185 Ñ 0,03 

ng/g/min) a z§roveŔ bylo srovnateln® s vŊkovŊ odpov²daj²c²mi kontrolami. 
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Rozd²l byl u STZ4, kde bylo baz§ln² uvolŔov§n² NA vĨznamnŊ vyġġ²  

(0,371 Ñ 0,03 ng/g/min).  
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Obr. 3.2.3. Koncentrace noradrenalinu (NA) v  srdeļn²ch s²n²ch diabetickĨch 

potkanŢ.  

Koncentrace NA je vyj§dŚena v % hodnot odpov²daj²c²ch kontroln²ch zv²Śat. RA ï 

prav§ s²Ŕ, LA ï lev§ s²Ŕ; * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami 

odpov²daj²c²ch kontroln²ch zv²Śat (p<0,05), n=6 pro vġechny kontroln² skupiny, STZ1 a 

STZ4, n=4 pro skupinu STZ7.  

 

Ve srovn§n² s baz§ln²m uvolŔov§n²m bylo stimulovan® uvolŔov§n² NA 

(S1 a S2) u vġech vŊkovĨch skupin vĨraznŊ vyġġ², a to jak u kontrol, tak u STZ 

zv²Śat (obr. 3.2.4). PomŊr hodnot stimulovan®ho uvolŔov§n² S2/S1 byl u 

kontroln²ch a diabetickĨch zv²Śat srovnatelnĨ a ļinil 1,07 Ñ 0,1 v s²n²ch 
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kontroln²ch zv²Śat a 0,99 Ñ 0,2 v s²n²ch STZ zv²Śat. Naproti tomu absolutn² 

hodnoty stimulovan®ho uvolŔov§n² NA u diabetickĨch zv²Śat byly vyġġ² v 1. a 4. 

mŊs²ci po indukci diabetu, pozdŊji doch§zelo k jejich poklesu (ve srovn§n² 

s intaktn²mi zv²Śaty).  
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Obr. 3.2.4. UvolŔov§n² noradrenalinu (NA) ze srdeļn²ch s²n² kontroln²ch a 

diabetickĨch (STZ) potkanŢ.  

VĨdej NA stimulovanĨ vysokou koncentrac² K+ v perfuzn²m roztoku bŊhem prvn² a 

druh® stimulace (S1, resp. S2) ze s²n² diabetickĨch potkanŢ 1, 4 a 7 mŊs²cŢ po 

indukci diabetu (1M, 4M, 7M). * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami 

odpov²daj²c²ch kontroln²ch zv²Śat (p<0,05), n=5 pro vġechny kontroln² skupiny, STZ1 a 

STZ4, n=4 pro skupinu STZ7. 

 



 104 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

* *

*

*

*

 

1M                              4M                                7M

S1
-DES

   S2
+DES

                S1
-DES

     S2
+DES

               S1
-DES

     S2
+DES

v
ý
d

e
j 
N

A
 (

n
g

/g
/m

in
)

 kontroly

 STZ

 Obr. 3.2.5. UvolŔov§n² noradrenalinu (NA) ze srdeļn²ch s²n² kontroln²ch a 

diabetickĨch (STZ) potkanŢ bez a s  desipraminem (DES).  

VĨdej NA stimulovanĨ vysokou koncentrac² K+ v perfuzn²m roztoku bŊhem prvn² a 

druh® stimulace (S1-DES, resp. S2+DES) ze s²n² diabetickĨch potkanŢ 1, 4 a 7 mŊs²cŢ po 

indukci diabetu (1M, 4M, 7M). Inhibitor zpŊtn®ho vychyt§v§n² NA desipramin byl 

pŚid§n do perfuzn²ho roztoku pŚi sbŊru frakce S2. * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve 

srovn§n² s hodnotami odpov²daj²c²ch kontroln²ch zv²Śat (p<0,05), n=5 pro vġechny 

kontroln² skupiny, STZ1 a STZ4, n=4 pro skupinu STZ7. -DES: perfuzn² roztok bez 

desipraminu, +DES: pracovn² roztok s desipraminem. 

 

Đļinek desipraminu na uvolŔov§n² NA 

U skupin Cont1 a STZ1 jsme do perfuzn²ho roztoku pŚi sbŊru frakc² 

B2+DES a S2+DES pŚidali desipramin (DES) ve dvou koncentrac²ch (10-7 a 10-6 



 105 

mol/l). DES neovlivnil mnoģstv² NA uvolnŊn® za baz§ln²ch podm²nek, ale 

zvyġoval stimulovan® uvolŔov§n² NA (S2+DES) ze s²n² kontroln²ch (Cont1) a 

diabetickĨch (STZ1) zv²Śat a jeho efekt byl pŚ²mo ¼mŊrnĨ pouģit® koncentraci. 

Tento ¼ļinek DES byl vĨraznŊ niģġ² u vzorkŢ STZ1 neģ u Cont1. PomŊr 

S2+DES/S1-DES byl v s²n²ch Cont1 1,35 Ñ 0,09 pŚi koncentraci DES 10-7 mol/l a 

1,89 Ñ 0,09 pŚi koncentraci DES 10-6 mol/l. V s²n²ch STZ1 nemŊl DES 

v koncentraci 10-7 mol/l ģ§dnĨ ¼ļinek (S2+DES/S1-DES = 0,96 Ñ 0,16) a  

v koncentraci 10-6 byl jeho efekt zŚejmĨ, avġak ve srovn§n² s kontrolami niģġ² 

(S2+DES/S1-DES = 1,55 Ñ 0,12). Nicm®nŊ vyġġ² koncentrace DES signifikantnŊ 

zvyġovala stimulovanĨ vĨdej NA v s²n²ch STZ1.  

Naprosto odliġn§ situace byla u skupiny STZ4, kde DES (10-6 mol/l) 

vĨznamnŊ inhiboval stimulovan® uvolŔov§n² NA. Je tak® zaj²mav®, ģe baz§ln² 

vĨdej NA u STZ4, kterĨ byl vĨraznŊ vyġġ² neģ u kontrol (viz vĨġe), byl 

v pŚ²tomnosti DES inhibov§n. 

Baz§ln² a stimulovan® uvolŔov§n² NA bez DES (B1-DES a S1-DES) i 

v pŚ²tomnosti DES (B2+DES a S2+DES) se u Cont4 a Cont7 neliġilo od Cont1. 

PomŊr S2+DES/S1-DES byl 2,11 Ñ 0,15 u Cont4 a 0,74 Ñ 0,07 u STZ4. U skupiny 

STZ7 DES neovlivnil stimulovanĨ vĨdej NA (obr. 3.2.5). 

 

UvolŔov§n² NA v bezv§pn²kov®m prostŚed² 

Stimulovan® uvolŔov§n² NA v bezv§pn²kov®m prostŚed² u kontroln²ch 

zv²Śat dosahovalo srovnatelnĨch hodnot s baz§ln²m vĨdejem v kontroln²m 

roztoku a v cel®m prŢbŊhu pokusu nepŚes§hlo 11% hodnot KER pŚi norm§ln² 

koncentraci Ca2+ (pomŊr S2-Ca/S1+Ca se pohyboval od 0,06 Ñ 0,01 do  

0,1 Ñ 0,01 ve vġech kontroln²ch skupin§ch). StimulovanĨ vĨdej NA 
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v bezv§pn²kov®m prostŚed² byl u diabetickĨch potkanŢ za 1 mŊs²c po indukci 

diabetu ponŊkud vyġġ² neģ u kontroln²ch zv²Śat (pomŊr S2-Ca/S1+Ca =  

= 0,17 Ñ 0,01), maxima dos§hl u STZ4 (pomŊr S2-Ca/S1+Ca = 0,29 Ñ 0,02) a u 

potkanŢ STZ7 dosahoval rovnŊģ vyġġ²ch hodnot (pomŊr S2-Ca/S1+Ca =  

= 0,27 Ñ 0,02) ve srovn§n² s intaktn²mi zv²Śaty (obr. 3.2.6).  
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Obr. 3.2.6. UvolŔov§n² noradrenalinu (NA) ze srdeļn²ch s²n² diabetickĨch (STZ) 

potkanŢ s v§pn²kem a v  bezv§pn²kov®m prostŚed². 

VĨdej NA stimulovanĨ vysokou koncentrac² K+ v perfuzn²m roztoku bŊhem prvn² a 

druh® stimulace (S1+Ca, resp. S2-Ca) ze s²n² diabetickĨch potkanŢ 1, 4 a 7 mŊs²cŢ po 

indukci diabetu (1M, 4M, 7M). S²nŊ byly promĨv§ny roztokem s v§pn²kem (+Ca) nebo 

bez v§pn²ku (-Ca). * statisticky vĨznamnĨ rozd²l ve srovn§n² s hodnotami 

odpov²daj²c²ch kontroln²ch zv²Śat (p<0,05), n=5 pro vġechny kontroln² skupiny, STZ1 a 

STZ4, n=4 pro skupinu STZ7. 
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3.2.3. Diskuse  

V t®to ļ§sti pr§ce jsme shrom§ģdili nŊkter§ nov§ data tĨkaj²c² se 

sympatick® inervace srdce u diabetickĨch samic laboratorn²ho potkana. 

Koncentrace NA se v obou srdeļn²ch s²n²ch vĨznamnŊ sniģovala s vŊkem 

zv²Śat, nejvŊtġ² pokles jsme zaznamenali mezi jedinci st§Ś² 6 ï 9 mŊs²cŢ (40%). 

Naġe vĨsledky jsou v souladu s vĨsledky longitudin§ln² studie zamŊŚen® na 

mŊŚen² koncentrace NA v srdci samce laboratorn²ho potkana (McLean et al., 

1983). 

Bylo zjiġtŊno, ģe uvolŔov§n² a zpŊtn® vychyt§v§n² NA v rŢznĨch ļ§stech 

srdce laboratorn²ho potkana kles§ s vŊkem (Docherty, 1996; Snyder et al., 

1998a; Snyder et al., 1998b). Snyder et al. (1998c) zaznamenali, ģe pokles 

schopnosti adrenergn²ch zakonļen² uvolŔovat NA je signifikantnŊ niģġ² u 

samic ve srovn§n² se samci. Naġe vĨsledky naopak neprok§zaly, ģe by st§Ś² 

zv²Śat ovlivŔovalo uvolŔov§n² ļi vychyt§v§n² NA v izolovanĨch srdeļn²ch s²n²ch 

samic laboratorn²ho potkana. Z toho vyplĨv§, ģe n§mi pozorovanĨ pokles 

koncentrace NA v srdeļn² tk§ni nemŢģe bĨt pravdŊpodobnŊ zpŢsoben 

zhorġenou funkc² transportn²ho mechanismu nervovĨch zakonļen².  

Koncentraci NA v srdeļn²ch s²n²ch diabetickĨch zv²Śat jsme sledovali po 

dobu 7 mŊs²cŢ. Poļ§teļn² m²rnĨ vzestup hodnoty NA (28%) v s²n²ch byl 

n§sledov§n trvalĨm poklesem, kdy za 7 mŊs²cŢ po indukci diabetu dosahovala 

koncentrace NA u STZ zv²Śat 60% hodnoty kontroln²ch zv²Śat. Tak® 

koncentrace NA v myokardu stanovovan§ post mortem u lid² s dlouhodobĨm 

diabetem byla vĨraznŊ sn²ģena (Neubauer a Christensen, 1976). 

S pŚihl®dnut²m k tŊmto skuteļnostem lze konstatovat, ģe experiment§ln² STZ 
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diabetes trvaj²c² m®nŊ neģ 4 mŊs²ce nemŢģe vŊrnŊ simulovat situaci, kter§ by 

byla srovnateln§ s obrazem chronick®ho diabetu u lid². 

Mechanismus uvolŔov§n² NA ze zakonļen² postgangliovĨch 

sympatickĨch vl§ken je pomŊrnŊ podrobnŊ prostudov§n. UvolnŊn² medi§toru 

je iniciov§no depolarizac², kter§ zpŢsob² vtok v§pn²ku do termin§ly nervov®ho 

vl§kna, coģ vede k migraci synaptickĨch mŊchĨŚkŢ s medi§torem smŊrem 

k nervov® membr§nŊ a k exocyt·ze. UvolnŊnĨ NA je odstraŔov§n ze 

synaptick® ġtŊrbiny zejm®na zpŊtnĨm vychyt§v§n²m do nervov®ho vl§kna 

pomoc² neuron§ln²ho pŚenaġeļe (Nedergaard, 1988). NA je transportov§n 

symportem s Na+ a Cl-, hnac² silou pŚenaġeļe je koncentraļn² gradient sod²ku 

zajiġŠovanĨ ļinnost² Na+-K+-ATP§zy (Rudnick a Clark, 1993). Za urļitĨch 

podm²nek, napŚ. pŚi poklesu koncentraļn²ho gradientu pro Na+ nebo pŚi 

vzestupu koncentrace NA uvnitŚ nervov®ho vl§kna mŢģe doj²t k obr§cen² 

smŊru neuron§ln²ho pŚenaġeļe a NA je vypuzov§n z buŔky ven (Langeloh et 

al., 1987; Trendelenburg, 1990; Levi a Raiteri, 1993). Blok§tor neuron§ln²ho 

pŚenaġeļe desipramin inhibuje transport NA v obou smŊrech (Levi a Raiteri, 

1993).  

Depolarizace vyvolan§ zvĨġen²m [K+]e ovlivŔuje ļinnost rŢznĨch 

pŚenaġeļŢ rŢznŊ. Okuma a Osumi (1986) na Śezech mozku potkana popsali, 

ģe uvolŔov§n² dopaminu (DA) indukovan® pomoc² KCl je na v§pn²ku 

nez§visl®, na rozd²l od elektricky stimulovan®ho uvolŔov§n² DA. Avġak oba 

zpŢsoby uvolŔov§n² NA (KER a elektrick§ stimulace) jsou na v§pn²ku z§visl®. 

RovnŊģ v potkan²m srdci je drasl²kem indukovan® uvolŔov§n² NA z§visl® na 

v§pn²ku (Dumont et al., 1997). Dosavadn² vĨsledky vġak naznaļuj², ģe NA je 

vlivem KER uvolŔov§n jak exocyt·zou, tak pomoc² neuron§ln²ho pŚenaġeļe 
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(Yamazaki et al., 1998). Vzhledem k tomu, ģe drasl²kem indukovanĨ vĨdej NA 

byl v pŚ²tomnosti DES zvĨġen u vġech kontroln²ch skupin, lze z vĨsledkŢ 

naġich experimentŢ in vitro usoudit, ģe drasl²kem indukovanĨ vĨdej NA byl 

zprostŚedkov§n kalcium-dependentn² exocyt·zou.  

Obrat a vĨdej NA v srdci diabetickĨch potkanŢ byl studov§n za rŢznĨch 

experiment§ln²ch podm²nek jak in vivo, tak in vitro. Ganguly et al. (1986) 

zaznamenali vzestup koncentrace a obratu NA v srdci samcŢ potkana 

Sprague-Dawley 8 tĨdnŢ po indukci diabetu. KromŊ toho zjistili, ģe 

intraneuron§ln² mŊchĨŚky s NA mohou bĨt v dŢsledku diabetu defektn², coģ 

pŚisp²v§ ke zvĨġen² vĨdeje NA z cytoplazmy (Ganguly et al., 1987). Porucha 

vĨdeje NA exocyt·zou v lev® srdeļn² s²ni byla rovnŊģ pops§na u diabetickĨch 

samcŢ kmene Wistar 8-12 tĨdnŢ po aplikaci STZ (Gando et al., 1993). 

V naġich experimentech nebyl baz§ln² vĨdej NA v srdeļn²ch s²n²ch 

kontroln²ch ani diabetickĨch potkanŢ ovlivnŊn s vĨjimkou skupiny zv²Śat STZ4, 

u nichģ byl vĨdej NA vĨraznŊ vyġġ² neģ u kontrol a z§roveŔ byl inhibov§n 

v pŚ²tomnosti DES, coģ svŊdļ² sp²ġe pro vĨdej NA cestou neuron§ln²ho 

pŚenaġeļe. Tento n§rŢst baz§ln²ho ne-exocyt·zov®ho uvolŔov§n² NA mŢģe 

pŚisp²vat k poklesu koncentrace NA v s²n²ch STZ potkanŢ.  

Absolutn² hodnoty NA uvolnŊn®ho vlivem KCl byly zvĨġeny u vzorkŢ 

STZ1 a STZ4. Pokud by vġak hodnota tk§Ŕov® koncentrace NA (zvĨġen§ u 

STZ1 a sn²ģen§ u STZ4) byla vztaģena k hodnotŊ vĨdeje NA, vŊtġ² pod²l NA 

by se uvolŔoval pouze ze s²n² potkanŢ STZ4. V tomto st§diu diabetu je vĨdej 

NA signifikantnŊ inhibov§n v pŚ²tomnosti DES a relativnŊ velk§ ļ§st vĨdeje NA 

(30%) je na v§pn²ku nez§visl§. Zd§ se tedy, ģe neuron§ln² transport®r hraje 

vĨznamnou roli v kalcium-independetn²m uvolŔov§n² NA v t®to f§zi diabetu. 
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Existuj² dŢkazy, ģe [Na+]i
 je u diabetu vĨznamnŊ zvĨġena (Schaffer, 1991; 

Doliba et al., 2000). Koncentraļn² gradient pro sod²k je tedy podstatnŊ sn²ģen, 

coģ mŢģe v®st k ovlivnŊn² ļinnosti neuron§ln²ho pŚenaġeļe. Nav²c zvĨġen§ 

koncentrace NA uvnitŚ buŔky mŢģe zvyġovat afinitu intracelul§rn² ļ§sti 

pŚenaġeļe k NA (Langeloh et al., 1987). KromŊ toho bylo zjiġtŊno, ģe inzulin 

moduluje ļinnost NA pŚenaġeļe v SK-N-SH buŔk§ch (buŔky izolovan® 

z lidsk®ho neuroblastomu) (Apparsundaram et al., 2001). Proto by vliv 

dlouhodob® inzulinopenie na aktivitu NA transport®ru zasluhoval dalġ² studium. 

Na z§kladŊ uvedenĨch dat je obt²ģn® vysvŊtlit, proļ DES neovlivnil 

vĨdej NA v srdeļn²ch s²n²ch STZ7 zv²Śat. Đdaje o dlouhodob®m STZ diabetu 

potkanŢ jsou pomŊrnŊ spor®, protoģe jen pomŊrnŊ mal§ ļ§st zv²Śat pŚeģ²v§ 

bez ļ§steļn® kompenzace diabetu. Existuj² pr§ce, ve kterĨch je vyuģ²v§n  

11C-hydroxyefedrin - radioaktivn² analog NA, kterĨ je aktivnŊ vychyt§v§n 

termin§lami srdeļn²ch sympatickĨch nervŢ. U zv²Śat s diabetem trvaj²c²m 6 a 9 

mŊs²cŢ je izotop m®nŊ zadrģov§n, pravdŊpodobnŊ v dŢsledku poruchy 

neuron§ln²ho vychyt§v§n² (Schmidt et al., 1999). DlouhodobĨ diabetes nav²c 

zpŢsobuje z§vaģn® morfologick® zmŊny sympatickĨch nervŢ inervuj²c²ch 

srdce, vļetnŊ poġkozen² varikosit, ¼bytku SchwannovĨch bunŊk a degenerace 

nervovĨch termin§l (Felten et al., 1982; Tomlinson a Yusof, 1983; Addicks et 

al., 1993).  

Z§vŊrem lze tedy konstatovat, ģe zvĨġenĨ, drasl²kem stimulovanĨ vĨdej 

v srdeļn²ch s²n²ch diabetickĨch potkanŢ mŢģe m²t pŚ²ļinu v dysfunkci 

neuron§ln²ho pŚenaġeļe. 



 

 

4. ZĆVŉR
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Z§vŊrem se pokus²m shrnout nejdŢleģitŊjġ² poznatky vyplĨvaj²c² 

z vĨsledkŢ naġich pozorov§n² a nast²nit smŊr dalġ²ho vĨzkumu. PŚedloģen§ 

disertaļn² pr§ce pŚin§ġ² nŊkter® nov® poznatky o vlivu inzulinu na kontraktiln² 

funkce papil§rn²ho svalu a o sympatick® inervaci zdravĨch a diabetickĨch 

laboratorn²ch potkanŢ. 

 

Diabetes jsme u potkanŢ indukovali farmakologicky pomoc² STZ. Tento 

experiment§ln² model diabetu 1. typu u laboratorn²ho potkana je stabiln² a 

mnoha badateli ovŊŚenĨ. PodobnŊ jako u nel®ļen®ho diabetika je STZ 

diabetes charakterizov§n hyperglyk®mi², polydipsi², polyuri² a poklesem 

tŊlesn® hmotnosti (Hebden et al., 1986; Tomlinson et al., 1992). V prŢbŊhu 

nŊkolika tĨdnŢ po aplikaci STZ doch§z² k naruġen² systolickĨch i diastolickĨch 

funkc², kter® je pozorov§no i u ļlovŊka v r§mci rozvoje diabetick® 

kardiomyopatie. StejnŊ jako u STZ potkanŢ jsou zn§mky poġkozen² myokardu 

diabetickĨch pacientŢ v²ce vyj§dŚeny pŚi zvĨġen² srdeļn² z§tŊģe, napŚ. pŚi 

cviļen² (Vered et al., 1984; Zola et al., 1986). PŚestoģe srdeļn² funkce jsou  

u diabetikŢ ovlivnŊny i dalġ²mi faktory (hypertenze, ateroskler·za, 

mikroangiopatie, neuropatie), existuj² ļetn® dŢkazy pro pŚ²m® poġkozen² 

kardiomyocytŢ, kter® je tak® podrobnŊ pops§no u experiment§ln²ho modelu 

(Gotzsche, 1986). Vzhledem k tomu, ģe laboratorn² potkan je pomŊrnŊ 

rezistentn² k ateroskler·ze, poskytuje STZ model relativnŊ neovlivnŊnĨ obraz o 

pŢsoben² hyperglyk®mie a inzulinopenie na srdeļn² sval (Tomlinson et al., 

1992). Na druhou stranu odolnost potkanŢ k  ateroskler·ze omezuje vyuģit² 

tohoto modelu pro studium makrovaskul§rn²ch komplikac² diabetu, kter® jsou 

ļastĨm chronickĨm doprovodnĨm jevem cukrovky u ļlovŊka.  
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U zv²Śat s experiment§ln²m STZ diabetem doch§z², kromŊ alterace 

kardiovaskul§rn²ho apar§tu, rovnŊģ k naruġen² funkce Śady dalġ²ch syst®mŢ 

(endokrinn², ren§ln², nervovĨ), kter® zpŊtnŊ ovlivŔuj² ļinnost srdce a c®v. 

Dysfunkce nŊkterĨch org§nŢ, napŚ. ledvin, je dŢsledkem pŚ²m®ho vlivu STZ, 

inzulinopenie a hyperglyk®mie pouze potencuj² nefrotoxickĨ efekt STZ 

(Tomlinson et al., 1992). 

Je tŚeba m²t na zŚeteli, ģe STZ model reflektuje obraz hum§nn²ho 

diabetu pŚed urļen²m spr§vn® diagn·zy a zah§jen²m odpov²daj²c² l®ļby. 

Vzhledem k tomu, ģe je t®mŊŚ nemoģn® prov®st diagn·zu DM u ļlovŊka 

bezprostŚednŊ po vzniku onemocnŊn², d§v§ STZ model neocenitelnou 

moģnost z²skat informace o ļasnĨch zmŊn§ch srdeļn² tk§nŊ, kter® mohou 

pozdŊji v®st k naruġen² srdeļn²ch funkc² aģ k srdeļn²mu selh§n². Lze tedy Ś²ci, 

ģe i pŚes jist® odliġnosti od prŢbŊhu DM 1. typu u lid² je STZ model diabetu u 

laboratorn²ho potkana ļasto pouģ²v§n, zejm®na pro svou spolehlivost a 

jednoduchost indukce. 

 

V prvn² ļ§sti studie jsme se zabĨvali studiem vlivu inzulinu na 

kontraktilitu pravokomorovĨch papil§rn²ch svalŢ intaktn²ch a diabetickĨch zv²Śat 

a pokusili jsme se o vysvŊtlen² moģn®ho mechanismu inotropn²ho ¼ļinku 

inzulinu. D§le jsme se pokusili charakterizovat zmŊny mechanickĨch vlastnost² 

srdeļn²ho svalu, ke kterĨm doch§z² v dŢsledku chronick®ho diabetu. 

 ĻtyŚi mŊs²ce trvaj²c² diabetes vedl u potkanŢ k vĨznamn®mu sn²ģen² 

s²ly kontrakce, coģ je v souladu s jiģ dŚ²ve publikovanĨmi vĨsledky (Ren et al., 

1999; Brown et al., 1996). PŚ²ļinou je pravdŊpodobnŊ porucha kalciov®ho 

metabolismu kardiomyocytŢ (redukce ICaL, pokles poļtu RyR, sn²ģen§ funkce 
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SERCA2, NCX aj.). Pro vĨrazn® poġkozen² v§pn²kov®ho metabolismu 

srdeļn²ch bunŊk v dŢsledku dlouhodob®ho diabetu svŊdļ²  rovnŊģ prodlouģen² 

kontrakce a relaxace ve srovn§n² s hodnotami z²skanĨmi od kontroln²ch zv²Śat. 

 DM 1. typu je mimo jin® charakterizov§n hypoinzulin®mi². U potkanŢ 

s kr§tkodobĨm diabetem bylo zjiġtŊno, ģe aplikace inzulinu vyvolala pozitivnŊ 

inotropn² ¼ļinek (Ren et al., 1999). V naġich pokusech jsme sledovali, zda 

akutn² ¼ļinek inzulinu dok§ģe zabr§nit poklesu s²ly kontrakce u zv²Śat 

s chronickĨm diabetem. Liter§rn² ¼daje o vlivu inzulinu na kontraktilitu 

intaktn²ho myokardu nejsou jednotn®. Dosud byl pops§n negativnŊ inotropn² 

(Farah a Alousi, 1981), pozitivnŊ inotropn² (Sethi et al., 1991) a nulovĨ ¼ļinek 

(Schmidt a Koch, 2002) inzulinu na myokard potkana. Po  poļ§teļn²ch 

pokusech s d§vkou 8 m.j./l, kdy inzulin v naġich podm²nk§ch nevykazoval 

ģ§dnĨ ¼ļinek, jsme pŚistoupili k pouģit² desetin§sobnŊ vyġġ² d§vky. Z vĨsledkŢ 

naġich experimentŢ vyplĨv§, ģe inzulin v d§vce 80 m.j./l m§ negativnŊ 

inotropn² ¼ļinek jak u kontroln²ch, tak u diabetickĨch zv²Śat. U kontroln²ch 

zv²Śat inzulin zkr§til trv§n² kontrakce a relaxace. U diabetickĨch zv²Śat nebyly 

tyto ļasov® parametry inzulinem ovlivnŊny. Je tedy zŚejm®, ģe poġkozen² 

srdce u STZ potkanŢ je natolik z§vaģn®, ģe jednor§zov® pod§n² inzulinu 

nemŢģe normalizovat zmŊny trv§n² srdeļn² kontrakce a relaxace vznikl® 

v dŢsledku dlouhodob®ho diabetu.  

Schmidt  a Koch (2002) popsali z§vislost inotropn²ho ¼ļinku inzulinu na 

[Ca2+]e v pracovn²m roztoku v izolovan®m srdci intaktn²ho potkana a morļete. 

OvlivnŊn² ¼ļinku inzulinu zmŊnou [Ca2+]e jsme prok§zali i v pokusech 

prov§dŊnĨch na papil§rn²ch svalech intaktn²ch jedincŢ. PŚi sn²ģen®m [Ca2+]e 

v pracovn²m roztoku vyvolal inzulin pozitivnŊ inotropn² ¼ļinek, pŚi zvĨġen®m 
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[Ca2+]e s²lu kontrakce neovlivnil. U STZ potkanŢ v roztoc²ch se zmŊnŊnou 

[Ca2+]e se inotropn² ¼ļinek inzulinu neprojevil.  

 Abychom objasnili podstatu negativnŊ inotropn²ho ¼ļinku inzulinu, 

rozhodli jsme se sledovat jeho vliv na kontraktilitu v pŚ²tomnosti CPA, kter§ 

blokuje SERCA, a nifedipinu - blok§toru ICaL. Pod§n² CPA nezabr§nilo 

negativnŊ inotropn²mu ¼ļinku inzulinu. Z toho tedy vyplĨv§, ģe proces plnŊn² 

SR v§pn²kem prostŚednictv²m SERCA nen² pravdŊpodobnŊ zodpovŊdnĨ za 

vĨġe zm²nŊnĨ inotropn² efekt inzulinu. Oslaben² s²ly srdeļn² kontrakce 

v pŚ²tomnosti nifedipinu bylo pops§no jiģ dŚ²ve (Schoulen a ter Kurs, 1991). 

V naġich experimentech aplikace inzulinu na papil§rn² sval ovlivnŊnĨ 

nifedipinem vĨznamnŊ nezmŊnila s²lu stahu pŚi ģ§dn® z pouģitĨch stimulaļn²ch 

frekvenc². Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ mŢģeme Ś²ci, ģe pravdŊpodobnĨm 

m²stem inotropn²ho ¼ļinku inzulinu by mohl bĨt ICaL. V experimentech 

prov§dŊnĨch na izolovanĨch kardiomyocytech vġak bylo zjiġtŊno, ģe inzulin 

stimuluje ICaL (Aulbach et al., 1999; Maier et al., 1999). PodobnĨ stimulaļn² 

¼ļinek inzulinu bychom mohli pŚedpokl§dat i u multicelul§rn²ho prepar§tu. Lze 

tedy spekulovat, ģe za negativnŊ inotropn²m ¼ļinkem inzulinu stoj² zhorġen² 

procesu spouġtŊn² a uvolnŊn² v§pn²ku ze SR, kter® je indukov§no pr§vŊ zejm. 

v§pn²kovĨm proudem L-typu.  

 Naġe dosavadn² vĨsledky vġak mohou slouģit pouze jako nepŚ²mĨ 

dŢkaz vĨġe popsan® hypot®zy. K objasnŊn² mechanismu inotropn²ho ¼ļinku 

inzulinu pl§nujeme prov®st mŊŚen² iontovĨch proudŢ (ICaL) a nitrobunŊļnĨch 

v§pn²kovĨch pŚechodŢ u izolovanĨch kardiomyocytŢ intaktn²ch a STZ potkanŢ. 

 K vyuģit² poznatkŢ o inotropn²m ¼ļinku inzulinu v klinick® praxi se na 

z§kladŊ dosavadn²ch znalost² nelze vyj§dŚit. Byly pops§ny vĨznamn® 
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mezidruhov® rozd²ly v ¼ļinky inzulinu (Snow 1976; Lee a Downing, 1976; von 

Arnim a Bolte, 1980; Sethi et al., 1991; Farah a Alousi 1981; Ren et al., 1999; 

Schmidt a Koch, 2002). Proto by bylo vhodn® si nejprve ovŊŚit, zda se 

negativnŊ inotropn² ¼ļinek inzulinu projevuje i v lidsk®m myokardu. KromŊ 

toho je tŚeba vz²t v ¼vahu, ģe inzulin byl v naġich experimentech pod§n 

jednor§zovŊ. Nab²z² se zde tedy ot§zka, zda chronick® pod§v§n² inzulinu (jako 

je tomu v pŚ²padŊ diabetickĨch pacientŢ) bude m²t podobn® nebo rozd²ln® 

¼ļinky. V kaģd®m pŚ²padŊ by bylo vhodn® pŚi inzulinov® l®ļbŊ diabetu br§t 

v ¼vahu moģnost pŚ²mĨch ¼ļinkŢ inzulinu na srdeļn² inotropii. 

 

Druh§ ļ§st pr§ce byla zamŊŚena na studium zmŊn koncentrace, 

uvolŔov§n² a zpŊtn®ho vychyt§v§n² noradrenalinu v srdeļn²ch s²n²ch 

laboratorn²ho potkana s vyv²jej²c²m se dlouhodobĨm diabetem (7 mŊs²cŢ) ve 

srovn§n² s kontroln²mi zv²Śaty. 

Koncentrace NA v srdeļn²ch s²n²ch se u kontroln²ch i diabetickĨch 

zv²Śat sniģovala s vŊkem. Hodnota NA v srdci diabetickĨch zv²Śat ve srovn§n² 

s intaktn²mi zv²Śaty byla za 1. mŊs²c po indukci diabetu lehce zvĨġena, 

v dalġ²ch mŊs²c²ch trv§n² onemocnŊn² naopak klesala. Za 7 mŊs²cŢ po aplikaci 

STZ dosahovala koncentrace NA pouze 60% hodnoty namŊŚen® u kontroln²ch 

zv²Śat. Podobn® zmŊny v koncentraci NA byly pops§ny rovnŊģ v srdci pacientŢ 

s dlouhodobĨm diabetem (Neubauer a Christensen, 1976).  

VĨdej NA jsme zkoumali za klidovĨch podm²nek a pŚi stimulaci vysokou 

koncentrac² K+ v perfuzn²m roztoku (KER). Spont§nn² ani stimulovanĨ vĨdej 

NA u kontroln²ch zv²Śat se v prŢbŊhu experimentu nemŊnil. U skupin STZ1 a 

STZ7 se spont§nn² uvolŔov§n² NA neliġilo od kontroln²ch jedincŢ, pouze u 
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skupiny STZ4 jsme zaznamenali signifikantn² zvĨġen² spont§nn²ho vĨdeje NA. 

StimulovanĨ vĨdej NA u diabetickĨch potkanŢ byl u skupin STZ1 a STZ4 

zvĨġen ve srovn§n² s kontrolami, u skupiny STZ7 naopak sn²ģen. Podle 

dostupnĨch ¼dajŢ uvolŔov§n² NA vlivem KER u diabetickĨch potkanŢ dosud 

nebylo pops§no. 

NA mŢģe bĨt z nervovĨch zakonļen² uvolŔov§n buŅ ze synaptickĨch 

mŊchĨŚkŢ termin§l nervov®ho vl§kna exocyt·zou nebo obousmŊrnĨm 

neuron§ln²m pŚenaġeļem. Nejprve jsme se pokusili zdokumentovat, jakou 

mŊrou se na uvolŔov§n² NA pod²l² neuron§ln² transport®r. K tomuto ¼ļelu jsme 

pouģili desipramin, kterĨ blokuje ļinnost transport®ru v obou smŊrech. 

Desipramin zvyġoval stimulovanĨ vĨdej NA u vġech kontroln²ch zv²Śat a tak® u 

STZ1 skupiny, skupinu STZ7 vĨznamnŊ neovlivnil. U skupiny STZ4 byl vĨdej 

NA desipraminem inhibov§n. To svŊdļ² pro domnŊnku, ģe NA byl u zv²Śat 

STZ4 uvolŔov§n zejm®na cestou neuron§ln²ho pŚenaġeļe a nikoliv 

exocyt·zou. UvolŔov§n² NA exocyt·zou je z§visl® na pŚ²sunu v§pn²ku 

z extracelul§rn²ho prostŚed². Abychom popsali pod²l exocyt·zy na uvolŔov§n² 

NA, provedli jsme pokusy v bezv§pn²kov®m prostŚed². U skupiny STZ4 byl 

stimulovanĨ vĨdej NA v bezv§pn²kov®m prostŚed² ve srovn§n² s kontrolami 

vĨznamnŊ zvĨġen. Tato skuteļnost je dalġ²m nepŚ²mĨm dŢkazem pro 

hypot®zu, ģe v tomto st§diu diabetu hraje neuron§ln² transport®r nez§vislĨ na 

v§pn²ku rozhoduj²c² roli v uvolŔov§n² NA.  

Z naġich vĨsledkŢ tedy vyplĨv§, ģe mechanismus uvolŔov§n² NA u 

potkanŢ s chronickĨm diabetem je pravdŊpodobnŊ odliġnĨ od mechanismu u 

kontroln²ch zv²Śat a mŢģe pŚisp²vat k poklesu koncentrace NA v srdeļn²ch 

s²n²ch STZ zv²Śat. 
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Je zn§mo, ģe zmŊny v ļinnosti neuron§ln²ho pŚenaġeļe pro NA mohou 

pŚisp²vat ke vzniku z§vaģnĨch srdeļn²ch onemocnŊn². Bylo napŚ²klad zjiġtŊno, 

ģe zhorġen² funkce tohoto transport®ru m§ pod²l na rozvoji srdeļn²ho selh§n² 

(Backs et al., 2001). Analogicky lze uvaģovat, ģe zmŊna funkce pŚenaġeļe 

v srdci STZ potkanŢ by mohla pŚisp²vat ke vzniku diabetick®ho poġkozen² 

srdce. Jak jiģ bylo dŚ²ve zm²nŊno, inzulin stimuluje ļinnost neuron§ln²ho 

pŚenaġeļe pro NA v SK-N-SH buŔk§ch (Apparsundaram et al., 2001). D§le 

bylo pops§no, ģe v neuronech laboratorn²ho potkana vedlo chronick® 

pod§v§n² inzulinu k poklesu exprese mRNA pro tento transportn² syst®m 

(Figlewicz et al., 1993). Vliv inzulinu na neuron§ln² pŚenaġeļ pro NA 

v myokardu podle naġich znalost² dosud pops§n nebyl. V budoucnu pl§nujeme 

studium akutn²ho ¼ļinku inzulinu na transport®r kontroln²ch a diabetickĨch 

potkanŢ a sledov§n² ļinnosti neuron§ln²ho pŚenaġeļe v srdci 

nekompenzovanĨch STZ potkanŢ a STZ potkanŢ l®ļenĨch inzulinem. 
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