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Abstract. The natural polyphenolic compound quercetin is a flavonoid that exerts various biological effects
including anti-oxidative and radical-scavenging activities. Moreover, quercetin has been shown to possess
some preventive actions in treatment of cardiovascular diseases. The aim of the present study was to ex-
plore the effects of prolonged administration of quercetin on changes induced by the repeated application
of doxorubicin in rat hearts. We focused on the ultrastructure of myocardium, biometric parameters, Akt
kinase activity, connexin-43 expression, and apoptosis induction. Our aim was also to examine the effects
of quercetin on ischemic tolerance in hearts exposed to chronic effects of doxorubicin, and to determine
possible mechanisms underlying the effects of quercetin. Our results showed that quercetin prevented
several negative chronic effects of doxorubicin: (I) it reversed doxorubicin-induced blood pressure increase;
(1) mediated improvement of deleterious effects of doxorubicin on ultrastructure of left ventricle; and (lll)
reversed effects of doxorubicin on apoptosis induction. Moreover, we showed that rat hearts exposed to the
effects of quercetin were more resistant to ischemia/reperfusion injury. The effects of quercetin on modulation
of ischemic tolerance were linked to Akt kinase activation and connexin-43 up-regulation. Taken together,
these results demonstrate that prolonged treatment with quercetin prevented the negative chronic effects
of doxorubicin on blood pressure, cellular damage, and apoptosis induction. Moreover, quercetin influenced
myocardial responses to acute ischemic stress. These facts bring new insights into the mechanisms of quer-
cetin action on rat hearts exposed to the chronic effects of doxorubicin. Fig. 4, Tab. 1, Ref. 29, online full
text (Free, PDF) www.cardiology.sk
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Abstrakt. Prirodny polyfenol kvercetin patri medzi flavonoidy - latky s viacerymi biologicky vyznamnymi
aktivitami. Medzi ne patri napriklad vychytavanie volnych radikdlov, vyznamné su aj jeho antioxidacné ucinky.
Okrem toho je kvercetin Ucinny aj v prevencii a liecbe niektorych kardiovaskuldrnych ochoreni. Cielom tejto
prace bolo zistit ucinky dlhodobého podévania kvercetinu na molekuldrne zmeny v srdcovom tkanive pot-
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kanov vyvolané opakovanou aplikaciou doxorubicinu. Zamerali sme sa na zmeny v ultrastruktire myokardu,
biometrické parametre, zmeny v aktivite Akt kindzy a expresii konexinu-43, ako aj indukcii apoptézy. Cielom
prace bolo tiez zistit vplyv kvercetinu na odolnost sidc proti ischémii u potkanov vystavenych chronickym
Ucinkom doxorubicinu, ako aj odhalit molekuldrne mechanizmy zapojené do Ucinkov kvercetinu. Nase vysledky
ukazali, Ze podavanie kvercetinu zmierfiuje niektoré negativne ucinky doxorubicinu: (I) zvySeny krvny tlak
potkanov; (Il) negativny dopad na ultrastruktiru lavej komory srdca; a (Ill) indukciu apoptédzy. Okrem toho
sme zistili, ze srdcia potkanov boli vplyvom podavania kvercetinu odolnejsie proti ischemicko-reperfiznemu
poskodeniu. Tato zvysena odolnost bola spojend s aktivaciou Akt kindzy a up-regulaciou konexinu-43. V su-
hrne nase vysledky ukézali, Ze kvercetin bol schopny zmiernit negativne ucinky doxorubicinu na krvny tlak,
ultrastrukturu buniek, a tiez zabranil indukcii apoptozy. Navyse, kvercetin pozitivne ovplyvnil odpoved sfdc
na akutny ischemicky stres. Tieto skutocnosti prindsaju novy pohlad na mechanizmy pdésobenia kvercetinu
pri srdciach vystavenych chronickym tcinkom doxorubicinu. Obr. 4, Tab. 1, Lit. 29, online full text (Free, PDF)

www.cardiology.sk
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Kvercetin (3,5,7,3'4 -pentahydroxyflavén) patri do skupiny
latok nazyvanych polyfenoly, ktoré sa prirodzene vyskytuju
v takych zlozkach potravy, ako zelenina, ovocie, ale napriklad
aj v ¢ervenom vine (1). Tento flavonoid sa vyznacuje viacery-
mi biologicky vyznamnymi vlastnostami, ku ktorym patria
jeho antioxidac¢né, protizapalové, antikoagulacné efekty, ako
aj schopnost vychytavat volné radikaly (2 - 4). V ostatnych
rokoch sa ukazalo, ze kvercetin mé pozitivne a¢inky v preven-
cii a lie¢be kardiovaskularnych ochoreni (5 - 11). V experi-
mentalnych $tadiach sa zistilo, Ze kvercetin ma vazodilata¢né
ucinky a znizuje krvny tlak u potkanov s dedi¢ne vyvinutou
hypertenziou, tzv. spontanne hypertenznych potkanov (5, 6),
ako aj u potkanov kfmenych diétou s vysokym obsahom tuku
a sacharozy (7). Akdatna aplikacia kvercetinu pred ischémiou
alebo pocas reperfuzie mé ochranny uéinok na srdcia vystave-
né ischemicko-reperfiznemu poskodeniu (8, 9). V inej studii
sa zase preukazalo, Ze kvercetin zmens$uje rozsah infarktového
loziska u normélnych aj diabetickych potkanov (10). Tieto
vysledky poukazujice na schopnost kvercetinu modulovat
odolnost stdc proti ischemicko-reperfuznemu poskodeniu
u diabetickych potkanov naznacuju, ze kvercetin by mohol
ovplyvnit aj odolnost stdc vystavenych inému dlhodobému
stresovému stimulu.

Aplikacia antracyklinu doxorubicinu vyvoldva chronické
patologické zmeny v tkanive srdca. Doxorubicin sa uspe$ne
vyuziva v liecbe réznych onkologickych ochoreni, ako su
napriklad solidne tumory, leukémie, lymfémy ¢i sarkémy
miékkych tkaniv (12). Jeho klinické pouzitie vSak znacne
obmedzuji jeho negativne vedlajsie uc¢inky na srdce. Medzi
mechanizmy podielajice sa na kardiotoxickych tc¢inkoch
doxorubicinu patri napriklad zlyhanie ¢innosti mitochondrii
sposobené nahromadenim vépnika a reaktivnych foriem
kyslika, ¢o vedie k oxida¢nému stresu, nekrdze a spusteniu
pro-apoptotickej signalizacie (12 - 14). Aplikacia doxorubicinu
tiez mdze ovplyvnit citlivost srdca na ischemické poskodenie,
¢o sa ukazalo v neddvnej $tudii, kde podanie doxorubicinu
vyznamne zvacsilo rozsah infarktového loziska v dosledku
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ischémie (15). Na druhej strane, v urditych fizach svojho
posobenia moze doxorubicin vyvolat aj adapta¢né odpovede
srdca (16).

Cielom tejto prace bolo sledovat u¢inky dlhodobého poda-
vania kvercetinu na zmeny, ktoré vyvolava v srdciach potkanov
opakovana aplikdcia doxorubicinu. Zamerali sme sa najmi
na zmeny v ultrastruktire srdcového tkaniva a biometrické
parametre, ako aj zmeny v indukcii apoptdzy. Okrem toho
bolo ciefom prace otestovat vplyv kvercetinu na odolnost stdc
u zvierat, ktorym bol dlhodobo podéavany doxorubicin, proti
ischémii a zmapovat molekuldrne mechanizmy, podielajice
sa na uc¢inkoch kvercetinu.

Material a metody

Experimentalny model

V stadii sa pouzili 11-tyzdnové potkany kmena Wistar,
ktoré sa pocas experimentu drzali pri kons$tantnej teplote
22 - 24 °C a S$tandardna peletova strava a pitna voda im
boli k dispozicii ,ad libitum® Potkany boli rozdelené do
$tyroch experimentalnych skupin: kontrolnej (C), liecenej
doxorubicinom (DOX), lie¢enej kvercetinom (QCT) a lie-
¢enej doxorubicinom + kvercetinom (DOX-QCT). Doxoru-
bicin bol aplikovany intraperitonedlne v siedmich injekciach
aplikovanych kazdy treti den v kumulativnej davke 15 mg/
kg. Kontrolnym zvieratdm sa rovnakym spésobom namiesto
doxorubicinu podaval fyziologicky roztok. Kvercetin sa
zvieratam podaval rozpusteny v etanole nakvapkany na
piskotu, kontrolné zvierata dostavali piskotu s etanolom bez
kvercetinu. Podavanie kvercetinu zacalo v ten isty den, ked
potkany dostali prvu injekciu doxorubicinu (fyziologického
roztoku) a pokracovalo este tri tyzdne po ukonceni aplikacie
doxorubicinu (spolu teda Sest tyzdiov). Osem tyzdnov po
ukoncenti aplikacie doxorubicinu/fyziologického roztoku boli
zvieratd uvedené do hlbokej anestézie s pouzitim tiopentalu
(50 mg.kg, i. p.). Srdcia potkanov boli vynaté z organizmu



a pouzité bud na perfaziu podla Langendorffa a testovanie
odolnosti proti I/R poskodeniu, alebo na izolaciu vzoriek
tkaniva lavej komory.

Vsetky experimenty na zvieratach prebehli v sulade s na-
riadenim vlady ¢. 289/2003 schvalenym Stétnou veterindrnou
a potravinovou spravou SR a schvalené etickou komisiou
Ustavu pre vyskum srdca SAV, projekt &. 1873/11-221.

Meranie systolického tlaku krvi a srdcovej frekvencie

Systolicky tlak krvi a srdcova frekvencia boli merané
s pouzitim neinvazivnej metdédy pomocou chvostovej man-
zety s vyuzitim pristroja PowerLab 4/30. Tieto parametre sa
merali dvakrat v priebehu experimentu, prvy raz pred prvym
podanim doxorubicinu/fyziologického roztoku a druhy raz
osem tyzdnov po ukonceni aplikdcie doxorubicinu.

Perfuzia izolovanych sfdc

Na zistenie odolnosti sfdc proti ischemicko-reperfiz-
nemu poSkodeniu boli srdcia vynaté z organizmu zvierat
a perfundované metédou podla Langendorffa a vystavené
protokolu ischémie a reperfuzie (17). Experimentalny protokol
pozostaval z 30-minutovej globalnej ischémie sfdc navodenej
zastavenim prietoku perfuzneho roztoku a ndslednej 40-mi-
nutovej reperfizie. Funk¢né parametre sfdc sa merali pocas
celej reperfuzie a ich postischemicka obnova bola vyjadrena
ako percento z predischemickych hodnét.

Priprava vzoriek srdcového tkaniva

Na konci ,,in vivo“ fazy experimentu boli zvieratd anes-
tetizované pomocou tiopentalu (50 mg/kg, i. p.) a po rychlej
torakotémii sa im okamzite vynali srdcia. Dalsie spracovanie
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tkaniva bolo prispdsobené metodickym potrebam stanovenia
konkrétneho parametra, zmrazenim v tekutom dusiku pre
biochemické analyzy alebo zafixovanim do glutaraldehydu
pre elektrénovi mikroskopiu.

Transmisna elektronova mikroskopia

Vzorky tkaniva lavej komory srdca sa spracovali rutinnym
sposobom pre elektronova mikroskopiu (17). Ultrastruktura
jednotlivych vzoriek tkaniva sa nasledne pozorovala pomocou
elektrénového mikroskopu Tesla 500.

Analyza vybranych proteinov

Expresia vybranych proteinov sa stanovila metodikou
~Western blot“ vo vzorkach vyizolovanych zo zmrazeného
tkaniva lavej komory nami §tandardne pouzivanou izola¢nou
metodou (18). Proteiny obsiahnuté vo vzorkach sa rozdelili
podla molekulovych hmotnosti pomocou gélovej elektroforézy
(SDS-PAGE), preniesli metédou Western blottingu na nitro-
celul6zovii membranu a detegovali s vyuzitim $pecifickych
protilatok s naslednou detekciou pomocou met6dy zosilnenej
chemiluminiscencie (ECL).

Statistické vyhodnotenie tidajov

Statisticky vyznamné rozdiely sa vyhodnocovali vzdy me-
dzi dvoma konkrétnymi experimentalnymi skupinami: u¢inky
DOX a/alebo QCT sa hodnotili vzdy vzhladom na kontrolnt
skupinu, kombinované podanie DOX+QCT sa porovnéavalo
vzdy so skupinou, ktorej sa aplikoval len DOX (DOX-QCT
vs. DOX). Pre urcenie Statisticky vyznamnych rozdielov sa
pouzila jednocestna analyza variancie (one-way ANOVA)
s naslednym Bonferoniho post-hoc testu alebo Studentovho

Tabulka 1 Vplyv kvercetinu na biometrické parametre kontrolnych potkanov a potkanov vystavenych chronickym tuc¢inkom doxorubicinu

Table 1 Effects of quercetin on biometric parameters in normal and doxorubicin-treated rats

Parameter C QCT DOX DOX-QCT
Hmotnost tela 432,7 +13,3 428,6 +21,3 384,6 +16,8* 3554+ 17,1
(Body weight (BW) (g)

Prirastok hmotnosti 154,8 + 11,9 153,5 + 14,4 107,2 +13,2° 89,3 +16,3
(Weight gain) (g)

Hmotnost srdca 1,43 £ 0,09 1,37 £ 0,12 1,26 £ 0,07 1,11 £ 0,06
(Heart weight (HW) (g)

Hmotnost srdca/tela 3,325+ 0,196 3,162 £ 0,211 3,282 +0,176 3,170 £ 0,174
(HW/BW) (x100)

Hmotnost Iavej komory 870,6 +51,3 841,7 + 86,3 822,7 £39,5 740,8 + 34,0
(Left ventricle weight) (mg)

Systolicky tlak krvi 113+4 120+ 3 137 +4* 118 £5°
(Systolic blood pressure) (mmHg)

Srdcova frekvencia 369 £5 376 £ 16 392+6° 368 +9°

(Heart rate) (min™)

C - kontrolné zvierata (control rats); QCT - zvierata, ktorym sa podéaval kvercetin (quercetin-treated rats); DOX - zvierata vystavené ti¢inkom doxorubicinu (doxorubi-
cin-treated rats); DOX-QCT - zvierata, ktorym sa podaval doxorubicin aj kvercetin (rats treated with both doxorubicin and quercetin). Udaje sa prezentované ako priemer
+ stredn4 chyba priemeru (SEM) (n = 12 per group). Statistick4 vyznamnost rozdielov medzi skupinami bola postidend s pouzitim jednocestnej analyzy ANOVA
a nasledného Bonferroniho post-hoc testu. Vyznamnost rozdielov bola vyhodnocovana medzi skupinami C a DOX (alebo QCT) (a), ako aj medzi skupinami DOX
a DOX-QCT (b),a p< 0,05 vs. C, b p < 0,05 vs. DOX. (Data are presented as the mean + SEM (n = 12 per group). Statistical differences: °p < 0.05 vs. G, *p < 0.05 vs. DOX. Statistically

significant changes are marked in bold).

279



Cardiology Lett. 2016;25(4):277-285

Obrazok 1 Ultrastruktura tkaniva Iavej komory sfdc vizualizovana pomocou transmisného elektronového mikroskopu

Figure 1 Electron microscopic images showing qualitative changes in ultrastructure of the left ventricle of rat hearts.

(A) Tkanivo srdca u zvierata z kontrolnej skupiny vykazuje normalnu truktiru kardiomyocytov a ziadne zmeny v extraceluldrnom priestore (ECS).
(B) Struktira tkaniva srdca zo zvierata, ktorému sa pod4val kvercetin. (C) Zmeny v $trukture tkaniva po poddvani doxorubicinu - zmeny Struktiry
kardiomyocytov a zmeny v ECS vyzna¢ené Sipkami. (D) Ultrastruktira tkaniva srdca po kombinovanom podani doxorubicinu a kvercetinu. Sipkami
vyznacené pozitivne zmeny oproti zvieratdm po podani samotného doxorubicinu. ECS - extraceluldrny priestor; cmc — kardiomyocyty; cap — kapilara;
col - kolagén; mit — mitochondria; vac — vakuola; fib — fibroblast. (A) zvic¢Senie x8000; (B) zvicSenie x8000; (C) zvacsenie x6000; (D) zvacsenie x6000.
(A) Electron micrograph of control rat heart showing normal architecture of cardiomyocytes and without changes in extracellular space (ECS); (B) Electron micrograph of the
myocardium after treatment with quercetin; (C) Electron micrograph of the myocardium affected with doxorubicin demonstrating subcellular alterations of cardiomyocytes and
extracellular space (arrows); (D) Ultrastructure of the myocardium of rats treated with both quercetin and doxorubicin. Arrows indicate improvement of some deleterious subcellular
alterations induced by doxorubicin. ECS: extracellular space; cmc: cardiomyocytes; cap: capillary; col: collagen; mit: mitochondria; vac: vacuole; fib: fibroblast. (A) magnification

x8000; (B) magnification x8000; (C) omagnification x6000; (D) magnification x6000.

neparového t-testu. Rozdiely boli vo vsetkych testoch pova-
Zované za $tatisticky vyznamné ak P < 0,05.

Vysledky

Utinky kvercetinu na biometrické parametre

Aplikacia samotného kvercetinu neovplyvnila sledované
biometrické parametre a nezaznamenali sme Ziadne vyznam-
né rozdiely oproti kontrolnej skupine. Pozorovali sme vsak
znizent hmotnost zvierat, ako aj znizeny prirastok hmotnosti
u potkanov, ktorym sa podaval doxorubicin (tabulka 1).
Podavanie kvercetinu zvieratam vystavenym ucinkom do-
xorubicinu nemalo vplyv na tieto parametre. Aplikdcia
samotného doxorubicinu, rovnako ako aplikdcia samotného
kvercetinu, nemala ziadny u¢inok na hmotnost stdc potkanov,
ani na hmotnost lavej komory tychto sfdc. Osem tyzdnov po
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poslednom podani doxorubicinu sme zaznamenali zvySeny
systolicky krvny tlak a srdcovu frekvenciu u potkanov, ktorym
sa podaval samotny doxorubicin oproti kontrolnej skupine.
Podavanie kvercetinu zabranilo tomuto narastu krvného tlaku
a srdcovej frekvencie, vyvolanému tc¢inkom doxorubicinu
(tabulka 1).

Analyza ultrastruktary tkaniva favej komory pomocou
elektronovej mikroskopie

Analyza vzoriek srdcového tkaniva kontrolnych zvierat
pomocou elektronovej mikroskopie ukazala, Ze u tychto
zvierat je $truktura tkaniva intaktnd, neporusend, bez znamok
abnormalit v extraceluldrnom priestore (obrazok 1A). V Iavej
komore stdc potkanov, ktorym sa podéaval samotny kvercetin,
sme taktiez nepozorovali Ziadne zmeny ultrastruktury, ani
ziadne znamky poskodenia buniek ¢i zmien v extracelularnom
priestore (obrazok 1B). Na druhej strane, aplikicia doxoru-
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Obrazok 2 Utinky kvercetinu a doxorubicinu na markery indukcie apoptozy v lavej komore srdca

Figure 2 Effects of quercetin and doxorubicin on markers of apoptosis induction in the left ventricle of the heart

(A) Hladiny $tiepenej kaspédzy-3 a Stiepeného PARP-u, detegované pomocou metédy Western blotting s pouzitim $pecifickych protildtok. Nandska
proteinov vizualizovanad pomocou detekcie hladin GAPDH; (B) Kvantifikdcia §tiepenej kaspazy-3 normalizovana na hladiny GAPDH. (C) Kvantifikdcia
$tiepeného PARP-u normalizovand na hladiny GAPDH; Udaje st znazornené ako priemer + strednd chyba priemeru (S.E.M.); Statistika: *p < 0,05 vs. C;
bp < 0,05 vs. DOX. (A) The protein levels of cleaved caspase-3 and cleaved PARP determined by Western blot analysis using specific antibodies. The protein loading is documented

using GAPDH; (B) Quantification of cleaved caspase-3 content normalized to the GAPDH protein levels; (C) Quantification of cleaved PARP content normalized to the GAPDH
protein levels. Data are presented as mean + S.E.M. Statistics: ap < 0.05 vs. C; bp < 0.05 vs. DOX.

bicinu viedla k heterogénnym subcelularnym abnormalitdim
kardiomyocytov, ako aj k remodelacii extracelularneho
priestoru (obrazok 1C). Tieto abnormality sa prejavili najma
zvy$enou hustotou proteinov v extraceluldrnej matrix, aku-
muldciou perivaskularneho kolagénu, pritomnostou velkych
a/alebo malych vakuol a fibroblastov. Aplikacia kvercetinu
u zvierat, ktorym sa poddval zdroven doxorubicin, viedla
k zmierneniu poskodenia ultrastruktdry srdcového tkaniva
vyvolaného doxorubicinom (obrazok 1D).

Vplyv kvercetinu na indukciu apoptozy

Pouzitie Specifickej protilatky proti Stiepenej/aktivovanej
forme PARP [,,poly(Adenosine Diphosphate-Ribose) Polyme-
rase“] ukazalo zvySené hladiny tohto pro-apoptoticky pdsobia-
ceho enzymu v tkanive lavej komory u potkanov vystavenych
uc¢inkom doxorubicinu (obrazky 2A, 2B). Indukcia apoptozy
v ddsledku podavania doxorubicinu sa potvrdila aj zvy$enou
aktivaciou pro-apoptotickej kaspazy-3 (obrazky 2A, 2C). Na
druhej strane, kvercetin zabranil indukcii apoptdzy vyvolanej

podavanim doxorubicinu, ¢o sa prejavilo zabrdanenim narastu
aktivnej (Stiepenej) kaspazy-3 (obrazky 2A, 2C), ako aj ak-
tivneho PARP-u (obrazky 2A, 2B).

Vplyv kvercetinu na odolnost stdc proti ischémii

Pred ischémiou sa funkéné parametre izolovanych stdc
neodliovali navzdgjom medzi skupinami, doxorubicin ani
kvercetin neovplyvnili bazdlne hodnoty funkénych paramet-
rov stdc. Po vystaveni stdc ischémii a ndslednej reperfuzii
sme odolnost sfdc hodnotili ako percento obnovy funke-
nych parametrov proti bazalnym hodnotam. V 40. mintte
reperflizie sme zaznamenali vyznamne zlep$ent obnovu
parametrov LVDP a —(dP/dt)_ u stdc z oboch skupin
zvierat lieCenych kvercetinom oproti ich zodpovedajucim
kontrolnym skupinam (kontrolnej, respektive lieCenej len
doxorubicinom) (obrazky 3A, 3B). Podobnu tendenciu sme
pozorovali aj pri postischemickej obnove parametra +(dP/
dt)__, rozdiel vak bol vyznamny len pri porovnani skupin
DOX-QCT a DOX (obrazok 3C). Pocas celého experimentu
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Obrazok 3 Utinky kvercetinu a doxorubicinu na ischemicki toleranciu sfdc

Figure 3  Effects of quercetin and doxorubicin on ischemic tolerance of hearts

(A) Postischemické obnova LVDP; (B) Postischemicka obnova +(dP/dt)max; (C) Postischemicka obnova —(dP/dt)max; (D) Postischemickéd obnova koro-
narneho prietoku. Obnova parametrov sa merala v 40. minute reperfizie po 30-minttovej globalnej ischémii. Obnova v$etkych parametrov je vyjadrena
percentualne oproti pred-ischemickym hodnotam. Udaje st znazornené ako priemer + stredna chyba priemeru (S.E.M.); Statistika: °p < 0,05 vs. C; °p <
0,05 vs. DOX. (A) Postischemic recovery of LVDP; (B) Postischemic recovery of +(dP/dt)max; (C) Postischemic recovery of —(dP/dt)max; (D) Postischemic recovery of the coronary
flow. The recovery of parameters was determined after 30 min lasting global ischemia followed by a 40-min reperfusion. The recovery of parameters was expressed as a percentage
of pre-ischemic baseline values. Data are presented as mean + S.E.M. Statistics: ap < 0.05 vs. C; bp < 0.05 vs. DOX.

sme nezaznamenali Ziadne vyznamné rozdiely v hodnotich
korondrneho prietoku medzi experimentalnymi skupinami
(obrazok 3D).

Vplyv kvercetinu na aktivaciu Akt kindzy a expresiu
konexinu-43

Za ucelom zistenia molekularnych mechanizmov za-
pojenych do kardioprotektivnych u¢inkov kvercetinu sme
sledovali zmeny v expresii a aktivacii Akt kindzy v lavej
komore srdca. Ukdzalo sa, Ze ani vplyvom doxorubicinu ani
vplyvom kvercetinu nedoslo k zmenam v celkovej hladine Akt
kindzy a nezaznamenali sme Ziadne vyznamné rozdiely medzi
skupinami (obrazok 4A). Detekcia fosforylovanej formy Akt
kinazy pomocou fosfo-$pecifickej protilatky vsak ukazala
zvy$enu fosforylaciu Akt kindzy na serine 473 u zvierat lie-
cenych kvercetinom oproti zvieratam, ktorym bol podavany
len fyziologicky roztok, respektive len doxorubicin (obrazok
4A). Pozorovali sme aj vyznamne zvy$enu fosforylaciu Akt
kindzy v dosledku dlhodobého podavania samotného do-
xorubicinu oproti kontrolnej skupine. Z hladiska moduldcie
ischemickej tolerancie stdc je dolezité zddraznit, Ze aplikacia
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kvercetinu este potencovala tato aktivaciu. Aktivacia Akt
kindzy pod vplyvom kvercetinu sa preukazala aj zvySenim
pomeru fosforylovanej formy Akt kindzy oproti celkovej
hladine Akt kinazy (obrazok 4B).

Expresiu konexinu-43 sme analyzovali v [avej komore sfdc
s pouzitim $pecifickej protilatky, ktora deteguje fosforylovanu
aj nefosforylovana formu tohto proteinu. Podavanie samot-
ného doxorubicinu viedlo k zniZeniu expresie konexinu-43,
no podévanie kvercetinu zabranilo tomuto zniZeniu expresie
(obrazok 4C, 4D). Kvercetin navy$e zvySoval expresiu kone-
xinu-43 aj u zvierat, ktorym sa nepodaval doxorubicin.

Diskusia

V tejto praci sme ukdzali, ze dlhodobé podavanie
kvercetinu vykazuje pozitivne ucinky na srdcia vystavené
dlhodobym tu¢inkom doxorubicinu, ¢o sa prejavilo znize-
nim systolického krvného tlaku zvierat, zniZenou mierou
poskodenia ultrastruktdry tkaniva lavej komory srdca a zni-
zenim indukcie apoptozy. NavySe sme zistili, Ze kvercetin
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Obrazok 4 Ulinky kvercetinu a doxorubicinu na Akt kindzu a konexin-43

Figure 4 Effects of quercetin and doxorubicin on Akt kinase and connexin-43

(A) Western blot poukazujtci na hladiny a $pecificka fosforylaciu Akt kinazy (Ser473); (B) Kvantifikdcia fosforylacie Akt kinazy vyjadrend pomerom
fosfo-Akt ku celkovej Akt; (C) Western blot hladin konexinu-43 (Cx-43): vrchny band zodpoveda vysoko fosforylovanému Cx-43, spodny band zodpoveda
menej fosforylovanej forme Cx-43; (D) Kvantifikicia menej fosforylovanej formy Cx-43. Udaje st znédzornené ako priemer + stredna chyba priemeru
(S.E.M.); Statistika: *p < 0,05 vs. C; °p < 0,05 vs. DOX. (A) Western blot records showing the changes in protein levels and specific phosphorylation of Akt kinase (Ser473);
(B) The quantification of Akt kinase phosphorylation expressed as a ratio of content of phosphorylated Akt kinase to total Akt kinase; (C) Western blot analysis of protein levels of
Connexin-43 (Cx-43), the upper band represents the expression of highly phosphorylated Cx-43, the lower band corresponds to Cx-43 phosphorylated to a lower degree; (D) Quan-
tification of content of the lower phosphorylated form of Cx-43. Data are presented as mean + S.E.M. Statistics: ap < 0.05 vs. C; bp < 0.05 vs. DOX.

zlepSuje postischemicktl obnovu funkénych parametrov
sfdc u zvierat vystavenych ucinkom doxorubicinu a tieto
kardioprotektivne ucinky kvercetinu su spojené s aktiva-
ciou Akt kindzy a zvy$enim expresie konexinu-43 v lavej
komore tkaniva sfdc.

Nase vysledky demonstrovali, ze kvercetin zabraiuje
zvy$eniu krvného tlaku v désledku posobenia doxorubicinu.
Je zaujimavé, Ze kvercetin zniZoval krvny tlak len u zvierat
s hypertenziou v désledku podavania doxorubicinu, nie u nor-
motenznych zvierat, ktorym nebol podavany doxorubicin.
Podobny antihypertenzny ucinok kvercetinu sa pozoroval
u viacerych inych experimentidlnych modelov hypertenzie,
tento flavonoid znizoval krvny tlak napriklad u spontanne
hypertenznych potkanov (5), Dahlovych na sol senzitivnych
potkanov (19), ako aj u potkanov kfmenych diétou s vysokym
obsahom tuku a sachardzy (7). Bolo popisanych niekolko
moznych mechanizmov, potencialne zapojenych do antihy-
pertenznych ucinkov kvercetinu, ako napriklad zniZzovanie
oxida¢ného stresu a zlep$enie vaskuldrnych funkcii, podporené

antioxida¢nymi a vazodilata¢nymi tc¢inkami kvercetinu na
artérie potkana (20).

Je zname, Ze chronické ucinky antracyklinov su spojené
s remodelaciou morfoldgie a funkcie tkaniva lavej komory srdca,
ako aj so zmenami kolagénovej siete v srdci (21). V nasej praci
sme zistili, Ze dlhodobé podévanie doxorubicinu vedie k hete-
rogénnym subceluldarnym zmendam v tkanive favej komory sfdc.
Podévanie kvercetinu viedlo k prevencii tychto zmien, a to tak
subcelularnych, ako aj zmien v extracelularnom priestore.

V nasej praci sme dalej zistili, Ze kvercetin ma preventivny
ucdinok na aktivaciu pro-apoptotickej signalizacie v tkanive
srdca v dosledku chronického podavania doxorubicinu.
Kvercetin redukuje aktivaciu apoptozy spdsobenti aplikaciou
doxorubicinu, ¢o sa prejavilo na znizeni aktivacie kaspazy-3
a Stiepenia PARP-u. Zisteny anti-apoptoticky efekt kvercetinu
moze suvisiet so zmenami v aktivitich SOD (17, 22) a je
v stlade s popisanymi antioxida¢nymi a anti-apoptotickymi
funkciami kvercetinu, ako aj s jeho schopnostou vychytavat
volné kyslikové radikély (2).
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Zistili sme tiez, ze dlhodobd aplikdcia kvercetinu ma
pozitivne uc¢inky nielen na zmeny vyvolané chronickym poda-
vanim doxorubicinu, ale navy$e dokaze posilnit odolnost stdc
proti naslednému akttnemu stresu vyvolanému vystavenim
stdc ischémii a reperfuzii. Nase vysledky ukazali, Ze kvercetin
zvy$uje post-ischemicku obnovu funkénych parametrov srdc
oproti srdciam kontrolnym, respektive vystavenych tc¢inkom
doxorubicinu, ¢o poukazuje na zvy$ent odolnost stdc proti
ischémii v ddsledku chronického podavania kvercetinu. Tieto
protektivne ucinky kvercetinu sa prejavili najméd v lepsom
zachovani kontraktilnej funkcie stdc po ischémii u zvierat
vystavenych uc¢inkom kvercetinu. Nase dal$ie udaje naznacuju,
ze ochranny ucinok kvercetinu na srdcia vystavené ischémii
a reperfizii by mohol byt sprostredkovany aj endogénnou
aktivaciou Akt kindzy. Zistenie, Ze aplikacia kvercetinu po-
tencuje aktivaciu Akt kindzy nielen u potkanov, ktorym bol
podavany fyziologicky roztok, ale aj u potkanov vystavenych
uc¢inkom doxorubicinu, je velmi vyznamné pre vysvetlenie
faktu, ze zlepSenie ischemickej tolerancie stdc bolo maximaélne
u skupin s kombinovanou terapiou doxorubicinom a kver-
cetinom. V literatire bolo popisané, ze aplikdcia kvercetinu
pred ischémiou (,preconditioning®) alebo pocas reperfizie
(»postconditioning®) ma ochranny ucinok na srdce proti
ischemicko-reperfiznemu poskodeniu (8, 9). V nasej praci
sme zistili, ze kardioprotektivne u¢inky kvercetinu sa prejavili
niekolko tyzdinov po ukonceni jeho aplikacie. Zaujimavé je
tiez zistenie, Ze kadioprotektivne ucinky kvercetinu boli este
viac zosilnené u zvierat, ktoré boli vystavené dlhodobym
ucinkom doxorubicinu.

Chronické podavanie doxorubicinu malo za nasledok
poskodenie ultrastruktiry srdcového tkaniva a stimulovalo
apoptdzu, nemalo vsak negativny dopad na odolnost izolova-
nych stdc proti ischémii. Domnievame sa, Ze tto diskrepanciu
mobhla zapricinit aktivacia Akt kindzy v dosledku podavania
doxorubicinu s naslednym ochrannym ucinkom na srdce
pocas ischémie-reperftzie. Toto vysvetlenie je v sulade so
znamym faktom, ze PI3/Akt signaliza¢na drdha ma dolezita
ulohu pri adaptdcii srdca na rozne patologické situacie (23,
24), jej aktivacia je spojena s redukciou infarktového loZiska
po ischémii (25), ako aj s prevenciou poskodenia srdca po
ischémii srdca in vivo (26). Na zéklade tychto poznatkov
sa domnievame, Ze aktivacia Akt kindzy ma dolezita ulohu
v prevencii negativnych dc¢inkov doxorubicinu na srdce
v nasej praci. Tato domnienka je podporena aj zistenim, ze
uroven aktivacie Akt kinazy v nasej praci mala tzky vztah
s uroviou kardioprotekcie (postischemickej obnovy funkcie
srdca). Tieto dva parametre boli zhodne najvyssie u zvierat
s kombinovanou terapiou doxorubicinom a kvercetinom.

Nase vysledky dalej poukdzali na moznost, Ze kardio-
protektivne ucinky kvercetinu by mohli byt spojené s mo-
duléciou tesnych spojeni v kardiomyocych (“gap junctions”)
prostrednictvom konexinu-43 (Cx-43). Tento protein zohrava
klacova tlohu v mnohych bunkovych procesoch v srdci, ako
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napriklad pri prenose vnutrobunkovych signalov, kontrole
bunkovej proliferdcie, ako aj pri koordinacii srdcovej kon-
trakcie, pricom sa predpoklada, Zze zohrdva dolezitd dlohu
aj v patofyziologickom procese ischemicko-reperfuzneho
poskodenia myokardu (27, 28). V naSej sucasnej praci sme
zistili, Ze kardioprotektivne ucinky kvercetinu st spojené so
zvySenou expresiou Cx-43. V stlade s nas$imi vysledkami
su aj zistenia inych autorov poukazujice na indukciu Cx-
43 v pripade kardioprotektivneho posobenia ischemického
“preconditioningu” a diazoxidu u izolovanych sfdc potkana
(27). Ukazali sme tiez, ze dlhodobé pdsobenie doxorubicinu
vedie k zniZeniu expresie Cx-43 v favej komore srdca, pricom
toto zniZenie bolo inhibované podévanim kvercetinu. Nega-
tivny a¢inok doxorubicinu na expresiu Cx-43 sa pozoroval aj
14 dni po podavani doxorubicinu u mysi (29), ¢o je v sulade
s nasimi vysledkami.

Zaver

Vysledky naSej prace ukazali, Zze dlhodobé podavanie
kvercetinu zabranilo negativnym t¢inkom chronickej aplikacie
doxorubicinu na krvny tlak, ultrastruktiru srdcového tkaniva
a indukciu apoptozy v tkanive lavej komory srdca. Podavanie
kvercetinu malo pozitivne G¢inky nielen na negativne dopady
chronického stresu vyvolaného doxorubicinom, ale viedlo aj
k zvy$enej odolnosti sfdc proti ischemicko-reperfiznemu
poskodeniu. Nase vysleky naznacuju, Ze aktivacia Akt kindzy
a up-regulacia konexinu-43 mozu zohravat dolezitu ulohu
v pozitivnych t¢inkoch kvercetinu proti negativinym uc¢inkom
doxorubicinu, ako aj pocas ischémie-reperfizie srdca.
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