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Povodné prace

Vplyv vitaminu C a N-acetylcysteinu pri ischemicko-
-reperfiznom poskodeni priecne pruhovaného svalu

v experimente

MUDr. Tatiana Granda, PhD.!, doc. MVDr. Stefan Téth, PhD. 2
'Klinika cievnej chirurgie LF UPJS a VUSCH, a.s.
2Ustav histoldgie a embryoldgie LF UPJS v KoSiciach

Hlavnym cielom tejto prace bolo preskiimat protektivny ti¢inok antioxidantov na prieéne pruhované svalstvo dolnych konéatin po vyvolani
akitnej ischémie v experimente a ich vplyv na zmiernenie poSkodenia tkaniv v obdobi reperfiizie.

V pokuse boli pouzité laboratérne potkany kmeia Wistar (n=95). U vSetkych jedincov bola navodena hodinova ischémia uzaverom brus-
nej aorty cievnou atraumatickou svorkou. Rozdelené boli do 18 experimentalnych skupin. I1Ry(3,6,9,12,24,48) - skupiny s ischemicko
- reperfiznym (IR) poskodenim bez pouZitia antioxidantov, IR (3,6,9,12,24,48)C - skupiny s IR poskodenim a aplikiciou vitaminu C
a I1Rv(3,6,9,12,24,48)NAC - skupiny s IR poskodenim a aplikaciou N-acetylcysteinu (n=90). Skupina zdravych jedincov FK (n=5) zahfiiala
potkanov bez navodenia IR poSkodenia. Histologické zmeny sme analyzovali po 3, 6, 9, 12, 24 a 48 hodinach reperfiizie. Po uplynuti doby
reperfizie boli odobraté vzorky m. gracilis na dalSie histologické spracovanie.
Morfometricky sme zaznamenali signifikantny narast hriibky svalovych vidkien vo vSetkych skupindch s IR poSkodenim. Aplikaciou

vitaminu C doSlo k zabraneniu rozvoja zmien hribky svalovych viékien (***p<0,001 LR,,

R,,NAC, | R, NAC) mala hribka svalovych vlakien

néch s IR poskodenim a aplikdciou NAC s narastajiicou asovou periédou reperfizie (IR,

taktiez klesajiicu tendenciu a namerané hodnoty dosiahli fyziologické parametre.
Na zaklade naSich vysledkov konstatujeme, Ze aplikaciou vitaminu C ako aj N-acetylcysteinu doslo k zmierneniu nasledkov ischemicko

- reperfiizneho poskodenia.

vs.lR,,C; ***p<0,001 LR

vs. LR, .C). V skupi-
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Effect of vitamin C and N-acetylcysteine during ischemia-reperfusion injury in experiment

The main focus of this thesis was to analyze the protective effect of antioxidants on skeletal muscles of lower limbs after experimental
induction of acute ischemia and their impact on reduction of tissue damage during reperfusion.

Wistar rats (n=95) were the animal models used in this experiment. One hour ischemia was induced in all of the models by clipping of
abdominal aorta with atraumatic clip. The rats were divided into 18 experimental groups. I1Ry(3,6,9,12,24,48) - groups with ischemia -
reperfusion (IR) injury without the use of antioxidants, 11Ry( 3,6,9,12,24,48)C - groups with IR injury and the use of vitamin C and I1Ry(
3,6,9,12,24,48)NAC - groups with IR injury and the use of N-acetyl cysteine (n=90). Physiological control (FK) group (n=5) were healthy
rats without induced IR injury. Histologic changes were analyzed after 3, 6, 9, 12, 24 and 48 hours of reperfusion. Tissue samples of
gracilis muscle were collected after reperfusion for histologic examination.
Significant increase of muscle fiber thickness was morphometrically registered in all the groups with ischemia - reperfusion injury. Ad-
ministration of vitamin C inhibited the changes of muscle fiber thickness (***p<0,001 11R24 vs. I11R24C; ***p<0,001 I1R48 vs. ITR48C).
The muscle fiber thickness had progressively decreasing tendency upon longer reperfusion in the groups with ischemia-reperfusion
injury and the use of N-acetyl cysteine (ITR24NAC, 11R48NAC) almost to physiological levels.

Our findings conclude that the use of vitamin C and N-acetyl cysteine reduce the results of ischemia - reperfusion injury.

Key words: ischemia - reperfusion injury, rat, skeletal muscles, N-acetyl cysteine, vitamin C
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Uvod

Akatna koncatinova ischémia (ALI
- z angl. acute limb ischemia) je defi-
novana ako nahly pokles alebo zhorse-
nie prietoku krvi koncatinou (1). Aktitne
uzavery koncatinovych artérii sa radia
medzi nahle cievne prihody, ktoré vy-
Zaduj urgentna diagnostiku a nasled-
na adekvatnu lieCbu. Oneskorena, resp.
nespravna diagnostika, a tym padom

odklad nevyhnutnej terapie m6Zu mat
za nasledok ohrozenie zivota pacienta
a nutnost amputacie postihnutej konc¢a-
tiny (3, 19, 3, 15). Bez adekvatnej terapie
u 2/3 pacientov dochadza k okamzitej
amputacii (9). Mortalita u pacientov po
prekonani aktnej koncatinovej ischémie
sa pohybuje v rozmedzi 9 - 22 % (7).
Ro¢na incidencia v populacii v pri-
pade nahleho uzaveru tepien dolnych

koncatin je 14,/100 000 obyvatelov (8, 9),
v USA 15-26/100 000 obyvatelov (24).
Akatne arterialne uzavery st sposobené
embdliou, trombdzou, Grazom, pripadne
iatrogénne - punkciou tepny (10). Ku em-
bélii dochadza najmaé z kardialnych pri-
¢in, vznika predovsetkym pri neliecene;j,
pripadne nedostatocne lieCene;j fibrilacii
predsieni (22, 17). ALI je diagnostikovana
na zaklade anamnézy a fyzikalneho vy-
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Setrenia pacienta. Pacient sa staZuje na
kruta bolest a nahle stipnutie postihnutej
koncatiny, ktoré v mnohych pripadoch po-
stupne progreduje az do straty motorickej
funkcie a svalovej rigidity (6).

Zakladna liecba ALI spociva vo
v¢asnom obnoveni toku krvi do postih-
nutej oblasti. Dosledkom akttnej kon-
Catinovej ischémie a naslednej reperfu-
zie vS§ak moze dojst k vzniku lokalnych
a celkovych komplikacii (4). Toto ische-
micko - reperfizne poSkodenie moze
ohrozit Zivot pacienta (hrozi multiorga-
nové zlyhanie). Reperfuzne poskodenie
totiz zahrna aj poSkodenie vzdialenych,
predtym neischemickych organov (5).
Aj po Gspesnej revaskularizacii sa tak
pomerne ¢asto stretavame s nasledka-
mi IR poskodenia, ktorych zvladnutie
pre pacienta je mnohokrat tazsie ako
prekonanie ischémie samotnej. Preto je
nevyhnutné neustale hladat moznosti
ako tieto nasledky zmiernit.

Najdolezitejsim predpokladom pre
zabranenie rozvoja multiorganového zly-
hania nasledkom akutnej koncatinovej
ischémie je teda véasna endovaskularna
alebo chirurgicka intervencia. V mo-
dernej komplexnej terapii ischemicko
- reperfzneho poskodenia vSak nesmt
chybat antioxidac¢ne pdsobiace latky,
ktorych tlohou je znizit poskodenie
vyvolané reaktivnymi formami kyslika.

Material a metody

Experimentalna Cast bola reali-
zovana po schvaleni Statnou veterinar-
nou a potravinovou spravou Slovenskej
republiky a po schvaleni Etickou komi-
siou LF UPJS. V pokuse boli pouzité la-
boratérne potkany kmera Wistar, ktoré
pochadzali z Centralneho zvieratnika
UPJS LF v Kosiciach. I§lo o samce (n=95),
ktorych vek sa pohyboval v rozmedzi 3 -
4 mesiace a priemerna hmotnost jedinca
predstavovala 290 gramov.

Celkova anestézia bola u vSet-
kych jedincov navodena intramusku-
larnou aplikaciou anestetika (Zoletil 50
inj. sicc. ad us. vet.) v adekvatnej davke.
Po navodeni celkovej anestézie a pripra-
ve operacného pola prebiehal samotny
operacny vykon. Realizovana bola me-
dialna laparotémia, mobilizacia tenké-
ho a hrubého creva a retroperitonealne
preparacia brusnej aorty az po jej bifur-

kaciu. Tepnovy uzaver (ischemicka faza)
bol navodzovany atraumatickou cievnou
svorkou. U vSetkych jedincov bola reali-
zovana ischémia v trvani jednej hodiny.
Vybranym experimentalnym skupinam
bol v ischemickej faze, 10 minuat pred pla-
novanym navodenim reperfazie intrave-
noézne podany antioxidant. Ako antioxi-
danty boli v tomto experimente pouzité
registrované lieky, bezne dostupné na
nasom Uzemi. V projekte sme pouzivali
Vitamin C (Acidum ascorbicum biotika
sol inj 500 mg/5ml) v davke 150mg/kg
zivej hmotnosti a N-acetylcystein, do-
stupny pod nadzvom ACC injekt sol inj 300
mg/3ml (amp.skl.) v davke 250mg/kg
zivej hmotnosti. Hodinova ischémia bola
ukoncéend odstranenim cievnej svorky,
¢im bolo navodené obdobie reperfizie
3, 6,9, 12, 24 a 48 hodin). DiZka reper-
fazie bola zavisla od zaradenia zvierata
do jednotlivej experimentalnej skupiny.

Rozdelenie zvierat do
jednotlivych skupin:

A./ Kontrolnd skupina -

fyziologicka kontrola FK (n = 5)

Kontrolna skupina pozostavala
z piatich zdravych potkanov (bez na-
vodenia aktnej ischémie/reperfazie).
Z kazdého potkana boli odobraté dve kon-
trolné vzorky svalu m. gracilis a plna krv
z vena cava inferior. Vzorky boli nasled-
ne spracované a vyuZzité pre porovnanie
vzoriek so skupinami s navodenou ALI

B./ Experimentalne skupiny

1, Ry(3,6,9,1 2,24,48),

1, Ry(3,6,9,1 2,24,48)C,

|1Ry(3,6,9,1 2,24,48)NAC (n = 90)

Skupiny IR (3,6,9,12,24,48) pozo-
stavali z potkanov, ktorym bola navodena
hodinova ischémia uzaverom abdomi-
nalnej aorty subrenalne a nasledne bol
presne stanoveny ¢as reperfazie odsvor-
kovanim aorty (skupiny bez pouzitia an-
tioxidac¢ne pdsobiacich latok).

Skupiny IlRy(3,6,9,12,24,48)C pozo-
stavajtce z potkanov, ktorym bola navo-
dena obdobnym spdsobom hodinova is-
chémia a nasledne bol presne stanoveny
¢as reperflzie. Danej skupine potkanov
bol aplikovany 10 minat pred navodenim
reperfizie Vitamin C iv. v davke 150mg/
kg Zivej hmotnosti.

Skupiny LR (3,6,9,12,24,48)NAC
pozostavaja z potkanov, ktorym bola
taktiez navodena hodinova ischémia
a nasledne sa stanovila presna doba re-
perfazie. Danej skupine potkanov bol
aplikovany v 50. minate ischémie (10
minat pred navodenim reperfazie) iv.
N-acetylcystein v davke 250mg /kg Zivej
hmotnosti.

C./ Rezervna skupina R (n = 2)

Rezervna skupina experimen-
talnych zvierat s po¢tom 2 kusov, ktora
zohladnovala moznost nepredvidatel-
nych thynov z inych ako experimental-
nych pricin.

Po ukonceni ischemickej fazy
bola brus$na dutina zvierata uzavreta
a potkany boli v doznievajlicej anestézii
a analgézii vratené spit do vyhrieva-
nych klietok. Pocas doby reperfuzie boli
zvierata pravidelne kontrolované a bo-
lest bola timena podavanim tramadolu
(TRAMAL 50 mg/ml sol inj) subkutanne
v adekvatnych davkach. Po uplynuti sta-
novenej doby reperfazie bola u potkanov
opakovane navodena celkova anestézia.
Za aseptickych podmienok boli odobra-
té vzorky musculus gracilis a plna krv
z vena cava inferior. Nasledne boli vietky
experimentalne zvierata v hibokej anes-
tézii usmrtené exsangvinaciou.

Histologicka analyza

Za aseptickych podmienok sme
u potkanov odobrali bioptické vzorky ko-
strového svalu musculus gracilis (0,5 az
1,0 cm?), ktoré sme po odbere fixovaliv4 %
roztoku neutralneho paraformaldehydu
pre nasledné histologické spracovanie na
Ustave histolégie a embryologie LF UPJS
v Kosiciach. Po 48 - 72 hodinovej fixacii
sme bioptické vzorky po excidovani od-
vodnili, zaliali do paraplastu a narezali na
4-5 pm hrubé histologické rezy a farbili
prisluSnymi histologickymi farbiacimi
metddami.

Histologické rezy sme sfarbili za-
kladnou histologickou farbiacou meto6-
dou hematoxylin&eozin (H&E), ktora je
prehladna a najcastejSie pouzivana me-
toda na ziskanie histologického obrazu
tkaniva. Pri tejto metode sa bunkové jad-
ra farbia bazofilne (na modro - fialovo),
cytoplazma, kolagénové a svalové vlakna
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Obrazok 1. Farbenie Van Gieson Pikrofuchsin v skupine ITR3

bunkové jadrd - tmavohnedé aZ Cierne, sarkoplazma svalovych vidkien - ZItd, kolagénové vazivo - Cervene,
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erytrocyty v lumene krvnych kapildr — oranzové; B zvacsenie 200x, BT zvacSenie 400x

sa farbia acidofilne (ruZovo - ¢erveno),
erytrocyty v lumene krvnych kapilar na
tehlovocerveno (2). Selektivnou farbia-
cou metddou Van Gieson Pikrofuchsin
(VGP) sme zvyraznili a vzajomne rozlisili
pritomnost kolagénovych a svalovych
vlakien.

Komplexna histologicka analy-
za kostrovej svaloviny (m. gracilis) bola
zamerana na nasledujtce histomorfo-
logické parametre prie¢ne pruhovanej
kostrovej svaloviny:

1. Morfometricka analyza hrubky sva-
lového vldkna (@ pm)

2. Semikvantitativne hodnotenie inten-
zity prie¢neho pruhovania

3. Semikvantitativne hodnotenie zmeny
bazofilie bunkovych jadier svalovych
vlakien

V tkanivovych rezoch m. graci-
lis farbenych met6édou H&E pripadne
metddou VGP sme hodnotili celkovy
histopatologicky obraz poSkodenia
architektary prie¢ne pruhovanej ko-
strovej svaloviny v obraze svetelnej
mikroskopie. Nasledne sme kvanti-
fikovali priemernt hrabku svalovych
vlakien morfometricky na prie¢nom
priereze, semikvantitativne hodnotili
histomorfologické zmeny zakladnych
cytologickych komponentov svalovych
vlakien - zmeny zretelnosti prie¢neho
pruhovania svalovych vlakien a zmeny
intenzity bazofilie bunkovych jadier
na zaklade vytvoreného skorovacie-
ho histomorfologického systému (18).
V 10-tich ndhodne vybranych zornych
poliach svetelného mikroskopu pri
400-nasobnom zvac¢seni sme morfo-
metrickym programom QuickPHOTO
Industrial 2.3 (Image analyzer softwa-
re, Promicra, Praha, Ceska republika)
sme morfometricky merali hrabku

svalovych vlakien na prie¢nom reze.
V 10-tich ndhodne vybranych zornych
poliach mikroskopu pri 400-nasobnom
zvacSeni sme taktieZ semikvantitativ-
ne posudili pritomnost a zretelnost
prieéneho pruhovania a zmeny bazo-
filie bunkovych jadier svalovych vlakien
(tabulka1a 2).

Statisticka analyza

Statisticka analyza bola vykonana
pomocou programu GraphPad In-Stat
v 3.01 (GraphPad Software, San Diego,
CA). Kvantitativne vysledky (morfomet-
ricka analyza hrubky svalovych vla-
kien) boli hodnotené pomocou one-way
ANOVA testu a Tukey-Kramer post-hoc
testom. Semikvantitativne vysledky
(analyza prie¢neho pruhovania a zmien
bazofilie bunkovych jadier) boli hodno-
tené pomocou neparametrického ANOVA
testu Kruskal-Wallis a neparametrickym
Dunnovym post-hoc testom. Vysledky
boli vyjadrené ako aritmeticky priemer
(M) £ Standardna chyba merania (S.E.M.).
Hodnoty p mensSie ako 0,05 sa povazovali
za §tatisticky vyznamné.

Vysledky

U zdravych jedincov, t.j. v kontrol-
nych skupinach (FK) zvierat bez ische-
micko - reperfazneho (IR) poskodenia
sme zaznamenali Gplne normalnych ob-
raz architektlry priecne pruhovanej ko-
strovej svaloviny. Morfometricky nezme-
nené svalové vlakna boli s priemerom vo
fyziologickom intervale (30,72+2,62 um).
Histologicky boli pritomné krvné cievy
a nervové vlakna bez znamok histolo-
gického poskodenia a 1ézii. Histologicky
sme nezaznamenali zmeny zretelnosti,
pripadne intenzity analyzovanych pa-
rametrov svalovych vlakien - prie¢neho

Tabul'ka 1. Histomorfologicky skdrovaci systém
postdenia zretelnosti priecneho pruhovania (PP) sva-
lovych vldkien (zdroj: doc. MVDr. Stefan Téth, PhD.)

Charakter Celkovy
histomorfologickych zmien: stupen:
Norma (BPN) 0
Mierne znizeny stupen PP 1
Stredne znizeny stupen PP 2
Zretelne vyrazné znizenie stupfa PP

. ] 3
az absencia PP

Tabul'ka 2. Histomorfologicky skérovaci systém
posudenia zmien intenzity bazofilie bunkovych

jadier (zdroj: doc. MVDr. Stefan Téth, PhD.)

Charakter Celkovy
histomorfologickych zmien: stupen:
Norma (BPN) 0
Mierne zvy$ena intenzita bazofilie 1
bunkového jadra

Pykndza bunkového jadra 2
Karyolyza/strata bunkovych jadier 3

pruhovania sarkoplazmy a ani zmeny
bazofilie bunkovych jadier svalovych
vlakien.

Skupiny s IR poskodenim

Patologicky histologicky obraz
sme zaznamenali vo vSetkych experi-
mentalnych skupinach s IR poskodenim,
bez podania antioxida¢ne pdsobiacich
latok (LR,, LR, IR, IR, [R,, IR,), pri-
¢om s narastajacou dobou reperfazie
boli zndmky poskodenia svalového tka-
niva v zmysle narastu hrabky svalovych
vlakien vyraznejSie. Morfometricky sme
zaznamenali signifikantny narast hrabky
svalovych vlakien vo v§etkych skupinach
LR, Statisticka v§znamnost **p<0,01
pri porovnani experimentalnych skupin
IR, IR, IR, vs. FK a ***p<0,001 pri po-

1773 176 179
rovnani IR IR, vs. FK.

177247 717748

V skupinach IR, ,al R, doslo k zre-
telnej hypertrofii svalovych vlakien, ale
aj k miernej atrofii vlakien, pykno6ze bun-
kovych jadier, edematizacii endomyzia
aperimyziaa dilatacii ciev s venostazou.

Pri farbeni H&E sme sa v experi-
mentalnych skupinach s IR poskodenim
zamerali na sledovanie zmien intenzi-
ty prie¢neho pruhovania sarkoplazmy
svalovych vlakien. V skupinach I R;, Ry
LR, sme semikvantitativne zaznamena-
li signifikatné zniZenie stupia zretel-
nosti priecneho pruhovania (**p<0,01

IR, vs. FK; *p<0,05 [R,vs. FK IR, vs.

17712

FK). Vo vSetkych tychto skupinach bol
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Graf 1. Morfometrické zmeny hribky svalovych vlakien (um) v skupindch s IR poskodenim

Analyzovany histologicky parameter: Hribka svalovych vilakien (pm)
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v perimyziu pritomny zapalovy infil-
trat prevazne tvoreny populdciou PMNL.
Najvyraznejsie zmeny nastali po 6 hodi-
nach reperfuzie, kedy dochadzalo k lo-
kalnemu rozpadu celistvosti svalovych
vlakien, postupne k vymiznutiu priec¢-
neho pruhovania sarkoplazmy, miestami
k vzniku izolovanych diseminovanych
loZisk s nekrézou. (**p<0,01 LR, vs. FK).
Vskupinach IR, ,al R, sme vak opét vo
vyhodnocovanom bioptickom materiali
nezaznamenali vyrazné rozdiely voci FK
v zmysle zniZenia zretelnosti prie¢ne-
ho pruhovania sarkoplazmy svalovych
vlakien. Vramci dalSieho histologické-
ho hodnotenia sme sa zamerali na se-
mikvantitativnu analyzu zmien bazofi-
lie bunkovych jadier svalovych vlakien
v skupinach s IR poskodenim, bez po-
davania antioxida¢ne posobiacich latok.
Zaznamenali sme vo v§etkych skupinach
s ischemickym poSkodenim, bezohladu
na diZku reperftzie, narast intenzity
bazofilie voci zdravym jedincom (FK),
u ktorych Ziadne zmeny bazofilie po-
zorované neboli. V skupine IR, zmeny
intenzity eSte neboli Statisticky vy-
znamné, ale v skupinach s dlh§ou do-
bou reperfazie (6, 9, 12, 24 a 48 hod.)
bol pozorovany histologicky vyznamny
narast intenzity bazofilie (*p<0,05 LR,
vs. FK; *p<0,05 IR, vs. FK; *p<0,05 IR,
vs. FK; *p<0,05 IR, vs. FK; *p<0,05 LR,
vs. FK), zaznamenali sme taktieZ v tych-
to skupinach pyknotizaciu jadrového
chromatinu, ¢ize doSlo k regresivnym
zmenam bunkového jadra.

,&0

A

!
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Skupiny s IR poskodenim

a pridanim antioxidacne

posobiacich latok

V skupinach s IR poskodenim po
podavani vitaminu C sme morfometric-
ky zaznamenali Statisticky vyznamny
narast hrbky svalovych vlakien (um) je-
dine v skupine I R,C v porovnani s fyzio-
logickou kontrolou (**p<0,01[R,C vs. FK).
Farbenim H&E sme v skupine LR,C na
prie¢nom reze zaznamenali iba ojedine-
14 pritomnost hypertrofickych svalovych
vlakien. Po 3 hodinach reperftzie doslo
prechodne k vzniku opuchu svalovych vla-
kien, ten mal vSak tendenciu s narastajucou
reperfaznou periédou ustupovat.

Vo vSetkych ostatnych experimen-
talnych skupinach s aplikaciou vitaminu C
(IR.C, IR,C,IR,C, IR,,C, IR C) sa hriibka
svalovych vlakien pohybovala vo fyziologic-
kom rozmedzi. AZ 46 %-nu redukciu hrab-
ky svalovych vlakien sme detegovali po 24
a 48 hodinach reperfuzie (IR,,C,IR,.C) pri
vzajomnom porovnani s experimentalnou
skupinou (IR) bez aplikacie antioxidantov. Na
zéklade uvedenych vysledkov nasich analyz
mozeme usudit, Ze aplikaciou vitaminu C
doslo k zabraneniu rozvoja morfometric-
kych zmien hrabky svalovych vlakien, a te-
da k zmierneniu nasledkov IR poskodenia.

Svalové vlakna na prie¢nom re-
ze v skupinach IR.C,IR,C,1R,C, IR, C,
L R,,C vykazovali normalnu morfometriu,
nepozorovali sme hypertrofiu svalovych
vlakien, histomorfolégia bunkovych ja-
dier bola v norme. Vazivové obaly a krvné
cievy boli histologicky intaktné.

V ramci semikvantitativnej ana-
lyzy prie¢neho pruhovania sarkoplazmy
svalovych vlakien sme zaznamenali po
3 hodinach reperfuzie v skupine I R,C
signifikatné zniZenie stupna zretelnos-
ti prie¢neho pruhovania a pritomnost
ojedinelych PMNL v perimyziu. V tejto
skupine dochadzalo k fragmentacii ce-
listvosti sarkolemy a sarkoplazmy svalo-
vych vlakien, az k vymiznutiu prie¢neho
pruhovania sarkoplazmy. Tieto zmeny
boli Statisticky vyznamné (**p<0,011R,C
vs. FK). V skupine [ R,C doslo taktiez
k zniZeniu stupna zretelnosti prie¢neho
pruhovania, iplné vymiznutie prie¢neho
pruhovania sme vSak uZ nespozorovali
a pritomnost populacie PMNL v peri-
myziu bola len ojedinela (*p<0,05 IR.C
vs. FK). V experimentalnych skupinach
s narastajiicou ¢asovou periodou reper-
fazie - IR,C, IR,,C, IR,,C alR,.CuZbolo
prie¢ne pruhovanie opét mikroskopicky
viditelné a zretelné. Histologicky obraz
v skupine IR ,C bol obdobny ako v sku-
pinach zdravych jedicov (FK).

Vramci semikvantitativneho hod-
notenia sme u experimentalnych skupin
s IR poskodenim a aplikaciou vitaminu
C najmenej vyrazné zmeny pozorovali
v zmene intenzity bazofilie bunkovych
jadier svalovych vlakien. K signifikant-
nému narastu intenzity bazofilie az pyk-
notizacii bunkového jadra voci zdravym
jedincom (u ktorych neboli pritomné
ziadne zmeny bazofilie) doslo po 3 a 6
hodinach reperfizie (*p<0,05 [ R,Cvs.
FK; IR, Cvs. FK). Po 9,12, 24 a 48 hodinach
reperflzie tieto zmeny neboli Statisticky
vyznamné.

V skupinach s IR poskodenim po
podavani N-acetylcysteinu po hodinovej
ischémii a naslednej 3 hodinovej reper-
fazii (1 R,NAC) sme zaznamenali hrubku
svalovych vlakien, ktora sa pohybovala
vo fyziologickom rozmedzi. Na rozdiel od
skupin s aplikaciou vitaminu C, ku vzniku
vyraznej hypertrofie svalovych vlakien
dochadzalo aZ po 6 hodinach reperfazie
(skupina I R,NAC). V histologickom obra-
ze bola pritomna aj pyknéza bunkovych
jadier. Rovnaké zmeny boli pozorované
aj v skupine [[R)NAC (**p<0,01 [R.NAC
vs. FK; **p<0,01 LR, NAC vs. FK). V tychto
experimentalnych skupinach sme vS§ak
nepozorovali vyrazné regresivne zmeny
morfometrie svalovych vlakien, ako tomu
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Obrazok 2. Mikrofotografie histologickej analyzy v experimentalnej skupine ITR3C, farbenie hemato-
xylin&eozin

ol =

svalové vldkna na priecnom reze s temer normalnou morfometriou, iba ojedineld pritomnost hypertrofie sva-

lovych vidkien (*), histomorfoldgia bunkovych jadier v norme, vazivové obaly a krvné cievy bez histopatolo-

gického ndlezu; A zvacsenie 200x, AT zvacsenie 400x

Graf 2. Morfometrickd analyza hribky svalovych vldkien (um) v skupindch s IR poskodenim po apli-

kdcii N-acetylcysteinu
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Obrazok 3. Reprezentativne mikrofotografie histologického hodnotenia v experimentélnej skupine

I,R,,NAC

p© @ G50
:\IJ.- I_._._-:.':\G.-._ i .'_.'l" :

o i

nRINac VW aii. —_— - — IRI2ZNAC

B - farbenie hematoxylin&eozin, B, - farbenie Van Gieson Pikrofuchsin:
pritomnd ojedineld lokélna hypertrofia svalovych vldkien na prie¢nom reze s pritomnostou pykndézy bunko-
vych jadier (=), edematizdcia endomyzia a perimyzia, bez znamok zvysenej fibrotizdcie (zva¢senie 200 az

400x, detail v pravom hornom rohu 600x)

bolo v skupinach s IR poskodenim bez
podavania antioxidantov.

Po 12 hodinach reperfuzie
(IR,,NAC) sme zaznamenali mierny po-
kles hriibky svalovych vlakien, pritomna

bola len ojedinela lokalna hypertrofia

svalovych vlakien na prie¢nom reze,
pravdepodobne ako stcéast adaptaénych
reakcii svalového tkaniva. S pribtidaji-
cou dobou reperfuzie (IR, ,NAC, R, NAC)
mala hrabka svalovych vlakien celko-

vo klesajacu tendenciu, nezaznamenali

sme hypertrofiu a namerané hodnoty
dosiahli fyziologické parametre. Pricom
v skupinach IR bez podavania antioxi-
daé¢nych latok v rovnakom reperfiiznom
obdobi bola pritomna vyrazna hyper-
trofia, ale aj atrofia svalovych vlakien,
pyknéza bunkovych jadier, edém endo-
myzia a perimyzia s dilataciou ciev so
stazou krvi. Numericky rozdiel v hriibke
svalovych vlakien pri vzajomnom porov-
nani experimentalnych skupin I R,,NAC,

IR ,NAC so skupinami IR,, a IR, dosia-
hol az 45%. Na zaklade vysledkov nasich
analyz mozeme skonStatovat, Ze podava-
nie N-acetylcysteinu taktieZ zmiernilo
nasledky IR poskodenia v zmysle zlep-
Senia celkového histologického obrazu
kostrovej svaloviny.

Semikvantitativhym hodnote-
nim prie¢neho pruhovania sarkoplaz-
my svalovych vladkien experimental-
nych skupin po IR poskodeni s podanim
N-acetylcysteinu sme mikroskopicky
pozorovali v skupine I R,NAC zretelné
prie¢ne pruhovanie, po 3 hodinovej re-
perfazii nedoslo k zniZeniu zretelnosti
priecneho pruhovania, bunkové jadra
svalovych vlakien na pozdiZnom reze boli
bez dystrofickych zmien, s normalnou
morfologiou a nespozorovali sme v tejto
skupine ani pritomnost zapalového infil-
tratu vo vézivovych obaloch.

Po 6, 9 a 12 hodinovej reperfa-
zii sme v experimentalnych skupinach
[R,NAC, [R)NAC a [R,,NAC zazname-
nali zniZzenie zretelnosti prie¢neho
pruhovania a pozorovali sme ojedinelé
PMNL v histologickom obraze, pricom
Statisticky vyznamné zmeny priecnej
pruhovanosti boli detegované v skupine
LR,NAC (*p<0,05 LR ,NAC vs. FK). K tipl-
nému vymiznutiu prie¢neho pruhovania
sarkoplazmy vSak nedoslo. Po 24 hodino-
vej reperfuzii dochadzalo k normalizacii
zretelnosti prie¢neho pruhovania a ne-
zaznamenali sme uz pritomnost zapalo-
vého infiltratu. NajzretelnejSie prie¢ne
pruhovanie sarkoplazmy svalovych vla-
kien bolo pozorované v skupine IR ,NAC
a dosiahlo normalny obraz porovnatelny
s fyziologickou kontrolou zvierat.

Semikvantitativhym hodnotenim
zmien intenzity bazofilie bunkovych ja-
dier svalovych vlakien sme u experimen-
talnych skupin s IR poskodenim a aplika-
ciou N-acetylcysteinu pozorovali Statis-
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ticky vyznamny narast intenzity bazofilie
aregresivne hypobioptické zmeny bun-
kového jadra voci FK iba v skupine po 3
hodinach reperfazie (*p<0,05 [R,NACvs.
FK). Po 6, 9, 12, 24 a 48 hodinach reper-
fzie boli tieto zmeny nevyrazné a Sta-
tisticky nevyznamné.

Vzajomné porovnanie

jednotlivych experimentélnych

skupin

Prehladné porovnanie vysledkov
jednotlivych histologickych analyz je vy-
obrazené v Tab. 3,4 a 5.

Statistické hodnotenie:

Hribka svalovych vlakien na
priecnom reze:
***p<0,001: IR,, al R vs. FK; IR, vs.
IR,,C;IR,vs.IR, C; IR, vs. IR, NAC, IR,
vs. [ R,;NAC
**p<0,01: IR, [ R, IR, IR, R,C,IR.NAC
al[R,NAC vs. FK; [R, vs.1R,,C, [R.NAC

a I R,NAC vs. [ R ;NAC

Zmeny intenzity priecneho
pruhovania sarkoplazmy
svalovych vlakien:

**p<0,01: [ R,a [ R,C vs. FK

*p<0,05: IR, IR, IR.Ca IR NAC vs FK;

17797 170120 11773 17712
alR,vs.

IR,IR alR, vs.IR, ;IR IR

17767 "1°°9 17712 17724 17767 1779
IR, IR,Cvs. IR C
Zmeny bazofilie bunkovych
jadier svalovych vlakien:
*p<0,05: [R,, [R,, IRy, LR, IR,

alR,NAC vs. FK

IR,C

Diskusia

Hlavnym cielom tejto prace bolo
preskimat protektivny G¢inok antioxi-
dantov - vitaminu C a N-acetylcysteinu
na prie¢ne pruhované svalstvo dolnych
konéatin v reperfiznom obdobi a ich
vplyv na zmiernenie IR poSkodenia v ex-
perimente u potkanov kmena Wistar.
Ocakavali sme zmiernenie poskodenia
vyvolané reaktivnymi formami kyslika.

Ako zakladny experimentalny
model sme si zvolili pouzite 1 hodino-
vej ischémie vyvolanej tiplnou oklaziou
abdominalnej aorty cievnou svorkou
a nasledné vyhodnocovanie zmien po
3,6,9,12, 24 a 48 hodinach reperfuzie.
Stasko (18) vo svojej dizertac¢nej praci

Tabul'ka 3. Morfometricka analyza priemeru svalovych vlékien (um) v jednotlivych experimentélnych

skupinach
Analyzovany histoparameter: Hriibka svalovych vlakien (pm)
Ischémia/reperfiizia Aplikacia vitaminu C Aplikacia N-acetylcysteinu
M+S.E.M. M+S.E.M. M+S.E.M.
IR3 41,8811,39** ITR3C 38,76+2,57** ITR3NAC 34,1440,39
ITR6 47,83+1,19%* ITR6C 37,6241,73 ITR6NAC 39,2041, 21 *#4#
ITR9 47,75+1,15%*% ITR9C 36,94+3,10 ITRINAC 38,6041,21%*#4
MR12 | 49,92+2,07** ITR12C | 30,50£2,97 [TR12NAC 35,4410,38
ITR24 | 59,6813,15%** ITR24C | 32,38+0,70 ITR24NAC | 34,8411,61
ITR48 | 54,5641,62%** ITR48C | 30,42+1,64 [TR48NAC | 30,08+0,13##
FK 30,7212,62%*/***

(Statistickd vyznamnost pri porovnani experimentalnych skupin s FK: #*p<0,01, ***p<0,001; ¢asovo z4vislé
zmeny v ramcei jednotlivych experimentalnych skupin: ##p<0,01, ###p<0,01)

Tabul'ka 4. Porovnanie zmien priecneho pruhovania sarkoplazmy svalovych vlakien medzi jednotli-

vymi experimentalnymi skupinami

Analyzovany histoparameter: Zmeny priecneho pruhovania sarkoplazmy svalovych vlakien

Ischémia/reperfiizia Aplikécia vitaminu C Aplikacia N-acetylcysteinu
M1S.E.M. M1S.E.M. MzS.E.M.

ITR3 0,66£0,21 ITR3C 1,5010,22*%# [TR3NAC 0,90+0,10
ITR6 1,66£0,21%*# ITR6C 1,10£0,10%* [TRENAC 1,30£0,30
ITR9 1,5040,22%# ITR9C 0,80+0,12 ITRONAC 1,20£0,13
[TR12 1,5040,22%# ITR12C 0,9040,10 ITR12NAC 1,30£0,12*
[TR24 0,50+0,22# [TR24C 0,70£0,12 [TR24NAC 1,10+0,10
ITR48 0,4040,24# ITR48C 0,500,164 [TR48NAC 0,500,16
FK 0,20+0,12%/**

(Statistickd vyznamnost pri porovnani experimentélnych skupin s FK: *p<0,05, **p<0,07; Gasovo zavislé
zmeny v ramei jednotlivych experimentalnych skupin: #p<0,05)

Tabulka 5. Porovnanie zmien bazofilie bunkovych jadier svalovych vidkien medzi jednotlivymi expe-

rimentalnymi skupinami

Analyzovany histoparameter:
Zmeny bazofilie bunkovych jadier svalovych vlakien

Ischémia/reperfiizia Aplikacia vitaminu C Aplikacia N-acetylcysteinu
M1S.E.M. M1S.E.M. MzS.E.M.

ITR3 0,40£0,30 ITR3C 0,80£0,20 ITR3NAC 1,10£0,10*
ITR6 0,83+0,31* ITR6C 0,90£0,10* ITRENAC 1,00£0,27
ITR9 1,1510,26% ITR9C 0,70£0,12 ITRONAC 0,80+0,12
[TR12 1,10+0,31* ITR12C 0,50+0,16 ITR12NAC 0,9040,10
1TR24 0,80+0,31* ITR24C 0,70£0,12 ITR24NAC 0,90£0,10
ITR48 1,00£0,01* ITR48C 0,30+0,30 ITR48NAC 0,50%0,16
FK 0,10£0,10%*

(Statistickd vyznamnost pri porovnani experimentélnych skupin s FK: *p<0,05)

porovnaval jednotlivé modely ischémie
u potkanov kmena Wistar. Ako prvy zvolil
model hodinovej ischémie s naslednou
3 hodinovou reperfaziou (I1R3AO), pri-
¢om ischémiu navodil Gplnou oklaziou
aorta abdominalis. Ako druhy pouzil
model I1IR3AO+AF, kde diZka ischémie
a reperfuzie bola rovnaka ako v prvom
pripade, avSak ischémiu navodil Gplnym
uzaverom aorta abdominalis a zaroven
okliiziou obidvoch aa. femorales com-

munes. V tretej skupine I1R3L ischémiu
navodil okltziou distalnej Casti laloka
m. gracilis po jeho mobilizacii a resekcii
proximalnej ¢asti. Rovnaky sposob navo-
denia ischémie pouzili vo svojej praci aj
Lakyova a kol. (11), kedy kolektiv skiimal
pouzitie LLLT pri IR poSkodeni. Model
uplnej ischémie musculus gracilis u 24
psov pouZzil vo svojom experimente aj
Vajé (20), ked dizka ischémie trvala 4
hodiny.
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Stasko (18) pouzil zakladné his-
tologické farbenia a v skupinach I1IR3A0O
a [IR3AO+AF pozoroval IR poskodenie.
Medzi skupinami [1IR3AO vs [1IR3AO+AF
v8ak signifikantny rozdiel v IR poskodeni
nezaznamenal. V skupine I1R3L v porov-
nani s obomi predchadzajacimi spésobmi
navodenia ischémie doSlo k signifikant-
nejSiemu IR poskodeniu a degeneracii
svalovych vlakien. Aj napriek tomuto fak-
tu, z nasho pohladu model IIR3AO ver-
nejSie simuluje realny stav, ku ktorému
dochadza u pacientov s ALI pri uzavere
abdominalnej aorty (zachovanie ¢o i len
minimalneho pévodného kolateralne-
ho rieciska). Z uvedeného doévodu sme
v nasom experimente zvolili postup na-
vodenia ischémie Gplnou okluziou aorta
abdominalis.

Sener et al. (16) vo svojej pra-
ci hodnotili Gt¢inky melatoninu (MEL)
a N-acetylcysteinu pri ischemicko -
reperfiznom poskodeni pecene v ex-
perimente u potkanov kmena Wistar.
Navodzovali 45 minttov( ischémiu, po
ktorej nasledovalo 60 mintitové obdobie
reperfazie. V experimente pouzivali MEL
v davke 10mg /kg a NAC v davke 150mg/
kg. Antioxidanty aplikovali intraperito-
nealne, bud samostatne alebo v kom-
binacii. Za i¢elom posudenia funkcie
pecene vyhodnocovali hladiny AST a ALT
v sére, z tkaniva pecene stanovovali hod-
noty malondialdehydu (MDA), ktory je
produktom lipidovej peroxidacie, dalej
hladiny GSH, koncentraciu karbonylov
proteinov (PO) - Specifického markera
oxidaé¢ného poskodenia proteinov a ak-
tivitu myeloperoxidazy (MPO), ktora je
nepriamym ukazovatelom infiltracie
neutrofilmi. V tejto praci dospeli k za-
veru, ze obe latky, melatonin a taktiez
N-acetylcystein majl priaznivy efekt pri
IR poskodeni pecene. Poukazali na to,
Ze ak st aplikované stucasne, m6zu mat
ovela vyraznejsi protektivny tc¢inok na
pecen.

Sener et al. (16) vich experimente
aplikovali melatonin aj N-acetylcystein
potkanom ¢i uz samostatne alebo
v kombinacii, vo dvoch davkach. Prva
podavali 15 minat pred samotnym na-
vodenim ischémie, druht tesne pred
navodenim reperftzie. Bolcal et al. (23)
sktimali protektivny uc¢inok koenzymu
Q,,» B-glukanu a N-acetylcysteinu pri

IR posSkodeni dolnych koncatin v expe-
rimente u 44 novozélandskych bielych
kralikov, pricom koenzym Q,, poda-
vali experimentalnej skupine kralikov
peroralne v davke 15mg/kg 2x denne
pocas 10 dni pred samotnym navode-
nim ischémie, dalSej skupine aplikovali
B-glukan intraperitonealne 1x denne po
dobu 10 dni pred navodenim ischémie
a experimentalnej skupine s pouzitim
N-acetylcysteinu aplikovali samotny
NAC v davke 50mg/kg intravenézne
eSte pred navodenim anestézie u po-
kusnych zvierat, ¢iZe pred navodenim
ischémie samotnej. V nasom experi-
mente sme sa rozhodli pre jednorazovt
aplikaciu antioxidantu - podavali sme
intravenoézne vitamin C v davke 150mg/
kg a N-acetylcystein v davke 250mg/
kg, avSak podanie sme realizovali aZ po
50. minatach ischemickej fazy, 10 mintt
pred planovanym navodenim reperfa-
zie a nie pred samotnym navodenim
ischémie. Ak ma mat nas experiment
prinos pre klinicktl prax u pacientov
s ALI, tak sme vychadzali z faktu, Ze do
zdravotnickeho zariadenia sa dostane
pacient az po vzniku akuatnej koncati-
novej ischémie, t.j. v ischemickej faze.
Preto sme sa rozhodli pre aplikaciu na-
mi zvolenych antioxidantov aZ v tomto
obdobi a nasim cielom bolo zistit, aka
bude G¢innost vitaminu C a NAC, ak je
uz ischémia rozbehnuta. Podanie latky
pred samotnym navodenim ischémie
by znamenalo, Ze kazdy zdravy c¢lovek
by musel preventivne uzivat vitamin C
a N-acetylcystein.

U pacientov po tspe$§nom obno-
veni toku krvi do ischémiou postihnute;j
koncatiny ako prvé pozorujeme vznik
reperfazneho edému svalstva konca-
tiny s vyraznou palpa¢nou citlivostou.
PoSkodenie tkaniv v zmysle opuchu po
ischémii popisali aj Sagara et al. (26). Pri
tazsich a protrahovanych formach isché-
mie dochadza bezprostredne po obnove
cirkulacie az k vzniku kompartment syn-
dromu s nevyhnutnou okamZitou reali-
zaciou fasciotomie (21). Preto bolo tilohou
tohto experimentu preskiimat vitamin C
a N-acetylcystein z hladiska jeho protek-
tivneho Gc¢inku na rozvoj opuchu.

V ramci histologického vySetre-
nia sme sa preto v tomto experimente
zamerali ako prvé na hodnotenie zmien

hribky svalového vlakna pri ischemicko
- reperfiznom poSkodeni bez a po poda-
ni antioxida¢ne posobiacich latok. Dalej
sme sa pri semikvantitativnom hodnote-
ni zamerali na sledovanie zmien intenzity
prie¢neho pruhovania sarkoplazmy sva-
lovych vlakien a zmien bazofilie bunko-
vych jadier svalovych vlakien.

Vo vSetkych experimentalnych
skupinach s IR poskodenim bez poda-
nia antioxida¢ne posobiacich latok sme
zaznamenali patologicky histologicky
obraz v zmysle vyrazného narastu hribky
svalovych vlakien, pri¢om s narastajiicou
reperfuznou periddou boli znamky po-
Skodenia svalového tkaniva vyraznej-
Sie. Ischémia bola vo vSetkych experi-
mentalnych skupinach v trvani jednej
hodiny a sledovali sme zmeny hrabky
svalovych vlakien po 3, 6, 9, 12, 24 a 48
hodinach reperftzie. Morfometricky sme
zaznamenali signifikantny narast hrabky
svalovych vlakien vo v§etkych skupinach
s IR poskodenim, ¢o potvrdzuje fakt, Ze
pri IR poskodeni dochadza ku vzniku
edému (13, 14, 21, 25).

Farbenim H&E sme v experi-
mentalnej skupine I R,C zaznamenali
len ojedinela pritomnost hypertrofic-
kych svalovych vlakien. Po 3 hodinach
reperftzie doslo prechodne k vzniku
opuchu svalovych vlakien. To znamena,
ze aplikaciou vitaminu C sice nedoslo
k tplnému zabraneniu vzniku edému,
avSak opuch mal pri podani vitaminu C
(na rozdiel od skupin s IR poSkodenim
a bez podania antioxidantu) tendenciu
s narastajacou dobou reperfizie ustu-
povat. Uz po 6 hodinach reperfizie sa
hriabka svalovych vlakien pohybovala
vo fyziologickom rozmedzi. AZ 46%-nu
redukciu hribky svalovych vlakien sme
zaznamenali po 24 a 48 hodinach re-
perfizie, v skupinach IR, C a IR C, pri
vzijomnom porovnani s experimental-
nou skupinou (IR) bez aplikacie antio-
xidantov. Na zaklade tychto vysledkov
usudzujeme, Ze aplikaciou vitaminu C
doslo k zabraneniu rozvoja morfomet-
rickych zmien hrubky svalovych vlakien,
a teda k zmierneniu nasledkov IR posko-
denia. V skupinach s IR poskodenim po
podavani N-acetylcysteinu po hodinovej
ischémii a naslednej 3 hodinovej reper-
fazii (I R,NAC) sme zaznamenali hrubku
svalovych vlakien vo fyziologickom roz-
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medzi. Na rozdiel od skupin s aplikaciou
vitaminu C, ku vzniku vyraznej hypertro-
fie svalovych vlakien, ¢ize vzniku edému
dochadzalo az po 6 hodinach reperfu-
zie (skupina IR NAC), Co sivysvetlujeme
moznym neskorsim nastupom ¢inku
N-acetylcysteinu, nakol'ko s pribtdaja-
cou dobou reperftzie mala hriibka svalo-
vych vlakien taktiez klesajicu tendenciu.
Numericky rozdiel v hrtubke svalovych
vlakien pri vzajomnom porovnani expe-
rimentalnych skupin LR, NAC, IR,_NAC

17724 1717748
so skupinamilR,, al R, dosiahol aZ 45 %.

17724 17748
Na zaklade vysledkov moéZeme konsta-
tovat, ze podavanim N-acetylcysteinu
doslo taktieZ k regresii hribky svalovych
vlakien, a teda k zmierneniu nasledkov
IR poSkodenia.

Pri farbeni H&E sme v experimen-
talnych skupinach s IR poskodenim bez
podania antioxidacne pdsobiacich latok
sledovali zmeny intenzity prie¢neho
pruhovania sarkoplazmy svalovych vla-
kien. Po 6, 9 a 12 hodinach reperftzie
sme semikvantitativnhe zaznamenali
signifikatné zniZenie stupna zretelnos-
ti priecneho pruhovania, pritomnost
zapalovového infiltratu, najmid PMNL
v perimyziu. NajvyraznejSie zmeny sme
pozorovali po 6 hodinach reperfuazie,
kedy dochadzalo k lokalnemu rozpadu
celistvosti svalovych vlakien az k vymiz-
nutiu prie¢neho pruhovania sarkoplaz-
my, miestami az k vzniku izolovanych
diseminovanych lozisk s nekrézou. Po
24 a 48 hodinach sme v8ak opat vo vy-
hodnocovanom bioptickom materiali ne-
zaznamenali vyrazné rozdiely voci FK
v zmysle zniZenia zretelnosti priecneho
pruhovania sarkoplazmy svalovych vla-
kien. Tento nalez si vysvetlujeme tym,
Ze morfologické zmeny, ktoré nastali po
hodinovej ischémii a naslednej reperfa-
zii neboli ireverzibilné. Pravdepodobne
doslo v skupinach s IR poskodenim
k adapta¢nym zmenam s nastupom re-
generac¢ného procesu. V experimentalne;j
skupine s IR poskodenim a aplikaciou vi-
taminu C doslo po 3 hodinach reperfuzie
(LR,C) k fragmentacii celistvosti sarkole-
my a sarkoplazmy svalovych vlakien, az
k vymiznutiu prie¢neho pruhovania sar-
koplazmy. V skupine I R.C doSlo taktieZ
k zniZeniu stupnia zretelnosti prie¢neho
pruhovania, iplné vymiznutie priecneho
pruhovania sme v8ak uz nespozorovali.

V experimentalnych skupinach s naras-
tajacou ¢asovou periddou reperfuzie -
IR,C,IR,C,IR, CalR,CuZbolopriecne
pruhovanie opat mikroskopicky viditelné
a zretelné. Histologicky obraz v skupi-
ne IR,.C bol rovnaky ako v skupinach
zdravych jedincov (FK). U experimental-
nych skupin po IR poskodeni s podanim
N-acetylcysteinu sme mikroskopicky
po 3 hodinovej reperfazii nepozorovali
znizenie zretelnosti prie¢neho pruhova-
nia, bunkové jadra svalovych vlakien boli
s normalnou morfoloégiou a nespozoro-
vali sme v tejto skupine ani pritomnost
zapalového infiltratu vo vazivovych oba-
loch. Po 6, 9 a 12 hodinovej reperfazii sme
v experimentalnych skupinach [ R NAC,
LR,NAC a IR ,NAC zaznamenali zniZenie
zretelnosti prie¢neho pruhovania, pri-
tomnost ojedinelych PMNL v histologic-
kom obraze. Statisticky vyznamné zmeny
prie¢nej pruhovanosti boli detegované
v skupine I R ,NAC, pricom rovnaké zme-
ny sme zaznamenali v skupine s aplika-
ciou vitaminu C, ale v 6. a nie 12. hodine
reperfuzie (I, R,C). Po 24 hodinovej reper-
ftzii dochadzalo k normalizacii zretel-
nosti prie¢neho pruhovania a nezazna-
menali sme uz pritomnost zapalového
infiltratu. NajzretelnejSie prie¢ne pruho-
vanie sarkoplazmy svalovych vlakien bolo
pozorované v skupine IR, ,NAC a dosiahlo
normalny obraz porovnatelny s fyziolo-
gickou kontrolou zvierat. Z uvedeného
nam vyplyva, Ze k normalizacii zmien
v zmysle znovuobjavenia sa prie¢neho
pruhovania v skupinach s IR poskodenim
a aplikaciou N-acetylcysteinu docha-
dzalo pomalSie ako v experimentalnych
skupinach s aplikaciou vitaminu C. Pre
mozny neskors$i nastup uc¢inku NAC by
bolo vhodné aplikovat ho skor ako vi-
tamin C.

V ramci semikvantitativneho his-
tologického hodnotenia zmien bazofilie
bunkovych jadier svalovych vlakien do-
§lo vo vSetkych skupinach s ischemic-
kym poskodenim bez podavania anti-
oxdaénych latok, bez ohladu na dizku
reperflzie, k narastu intenzity bazofilie
vo¢i zdravym jedincom (FK), u ktorych
Zziadne zmeny bazofilie pozorované
neboli. V experimentalnych skupinach
s dobou reperfuzie 6, 9, 12, 24 a 48 hod.
sme pozorovali histologicky vyznamny
narast intenzity bazofilie, zaznamena-

li sme v tychto skupinach pyknotizaciu
jadrového chromatinu, a to znamens, ze
doslo k regresivnym zmenam bunko-
vého jadra. U experimentalnych skupin
s IR poskodenim a aplikaciou vitaminu
C k signifikantnému narastu intenzi-
ty bazofilie az pyknotizacii bunkového
jadra doslo po 3 a 6 hodinach reperftzie
(LR,Ca LR,C), pricom u experimental-
nych skupin s IR poskodenim a poda-
vanim N-acetylcysteinu sme Statisticky
vyznamny narast intenzity bazofilie a re-
gresivne zmeny bunkového jadra pozo-
rovali iba v skupine po 3 hodinach reper-
fazie (I1R,NAC). Po 9,12, 24 a 48 hodinach
reperflzie (u NAC uz aj po 6 hodinach)
v skupinach s IR poskodenim a aplikaciou
antioxidantov neboli pritomné Ziadne
zmeny bazofilie - histologicky obraz ako
u zdravych jedincov (FK). Opét sa teda
prejavil kladny G¢inok nami skimanych
antioxidantov.

Zéver

Akatna koncatinova ischémia patri
medzi urgentné stavy v medicine, ktoré
si vyzaduja urychlent diagnostiku a na-
slednt adekvatnu liecbu. Pre zabranenie
nezvratného poskodenia tkaniva je ne-
vyhnutné obnovenie toku krvi do ische-
mickej oblasti. Nasledna reperftzia v§ak
moze vyustit do lokalneho a systémového
zépalu, ktory modze prehibit tkanivové
poskodenie eSte viac ako ischémia
samotna (ischemicko - reperfazne po-
Skodenie). Najcastejsie sa v klinickej pra-
xi v ramci pracoviska cievnej chirurgie
stretavame s ALI v $tadiu R IIb, u kto-
rej je indikovana okamzita chirurgicka
revaskularizacia. Jedna sa bud o mlad-
Sich pacientov, ktori nemaja dostatoc¢-
ne rozvinuty kolateralny obeh, druhou
skupinou st pacienti, u ktorych samotna
ischémia trvala prili§ dlho. Aj po Gspes-
nejrevaskularizacii sa tak pomerne ¢asto
stretavame s nasledkami IR poskodenia,
ktorych zvladnutie pre pacienta je mno-
hokrat tazSie ako prekonanie ischémie
samotnej. Preto je nevyhnutné neustale
hladat moznosti zmiernenia nasledkov IR
poskodenia. V tomto experimentne sme
sktimali protektivny G¢inok vybranych
antioxidantov na svalstvo dolnych kon-
Catin a dokazali sme, Ze podavanim anti-
oxidantov, vitaminu C aj N-acetylcysteinu
dochadza k vyraznej redukcii hrtibky sva-
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A

lovych vlakien, ¢o je dolezité v klinickej
praxi pre zmiernenie reperfizneho edé-
mu. Zaroven by stalo za zvazZenie poda-
vanie tychto latok synergicky.
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