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Abstract

Diabetic embryopathy is one of many serious complications associated with
diabetes. It is known that maternal diabetes increases the frequency of congenital
defects up to ten times. The most common defects are cardiovascular and neural tube
defects. Molecular mechanisms of diabetic embryopathy are still not known. This work
contributes to elucidation of molecular processes leading to development of
cardiovascular defects in diabetic embryopathy. This study is based on observation that
maternal diabetes affects transcriptional regulation of hypoxia-inducible factor 1
(HIF-1) in developing embryo. To study the influence of maternal diabetes on HIF-1
signaling pathway, we used mouse model heterozygous for "knock-out" of Hif/a gene.
Our analyses showed the negative combinational effects of maternal diabetes and
Hifla™™ genotype on embryonic development and increased risk of diabetic
embryopathy. Histological analysis demonstrated the increased incidence of
cardiovascular defects, particularly defects of interventricular septum and hypoplastic

+/-

compact left ventricular wall in embryonic day (E) 14,5 Hiflo "~ embryos compared to
wt littermates from the diabetic pregnancy. Using gPCR, we analyzed gene expression
changes in the embryonic hearts at E9.5 and E10.5. We selected genes important for the
development of heart, and direct or potential target genes of HIF-1 signaling. These
analyses showed changes in the expression of genes important for overall development
of heart (Vegfa and Wt1), genes important for differentiation of cardiomyocytes (Nkx2.5
and Mef2c), genes important for chambers specification (Handl and Hand2), genes
important for septation (Gata4, Tbx5 and Bmp4) and gene important for the
specification of precursor cells and their migration to the heart (Isl1). Embryonic
MRNA expression of Vegfa, Hand2, Mef2c, Gata4, Bmp4 and Thx5 was deregulated
due to maternal diabetes. The expression of Hand2, Nkx2.5, Gata4, Vegfa and Isl1 was
significantly affected by the combination of the global reduction of Hifla gene and
maternal diabetes in the embryonic hearts. These results confirmed initial hypothesis
that maternal diabetes deregulates transcriptional program in the embryonic heart and
affects the expression of genes involved in the HIF-1 signaling in the developing
embryos. Our analysis showed that partial HIF-1a deficiency alters gene expression in
the developing heart and increases susceptibility to congenital defects in a mouse model
of diabetic pregnancy.

Key words: diabetic embryopathy, gene expression, Hifla, Vegfa, Wtl, Hand1,
Hand2, Nkx2.5, Mef2c, Gata4, Bmp4, Thx5



Abstrakt

Diabetickd embryopatie je jednou z vaznych komplikaci spojenych s diabetem.
Je znamo, ze maternalni diabetes zvySuje Cetnost vrozenych defekti az desetkrat.
NejcastéjSimi  defekty jsou kardiovaskuldrni defekty a defekty neuralni trubice.
Molekularni mechanismy vzniku diabetické embryopatie stale nejsou znamy. Tato prace
pfispiva k objasnéni molekularnich procesti vedoucich ke vzniku kardiovaskularnich
defekt v diabetické embryopatii. Studie vychazi ze zjisténi, Ze maternalni diabetes
ovliviiuje transkripéni regulaci hypoxii indukovaného faktoru 1 (HIF-1) ve vyvijejicim
se embryu. Pro studium vlivu maternalniho diabetu na HIF-1 signalni drdhu byl pouzit
mys$i model heterozygotni pro ,.knock-out” Hifla genu. Analyzy ukézaly negativni vliv
maternalniho diabetu na vyvoj embrya a vyssi riziko vzniku diabetické embryopatie u
Hifle"" mutantd v porovnani s Wt embryi vystavenymi diabetickému prostiedi.
Histologicka analyza defektii srdci v embryondlnim dni (E) 14,5 potvrdila zvySeny
vyskyt kardiovaskularnich defektl, zejména defekti mezikomorového septa a
hypoplasii kompaktni stény levé komory u Hifla*" embryi ve srovnani s wt embryi
z diabetickych téhotenstvi. Pro lepsi porozuméni molekularnich zmén byly provedeny
gPCR analyzy genové exprese v embryondlnim srdci ve veéku E9,5 a E10,5. Pro
studium zmén exprese byly vybrany geny dulezité pro vyvoj srdce, které jsou zaroven
pfimymi nebo moznymi cilovymi geny HIF-1 signalizace. Tyto analyzy ukdzaly zmény
v expresi genu dulezitych pro celkovy vyvoj srdce (Vegfa a Wtl), gent dilezitych pro
diferenciaci kardiomyocytt (Nkx2.5 a Mef2c), genti dulezZitych pro specifikaci komor
(Handl a Hand2), genu dulezitych pro proces septace (Gata4, Thx5 a Bmp4) a u genu
dilezitého pro specifikaci prekurzorovych bunék a jejich migraci do srdce (Isll).
Embryonalni exprese mRNA Vegfa, Hand2, Mef2c, Gata4, Bmp4 a Thx5 byla
deregulovana vlivem maternalniho diabetu. Exprese Hand2, Nkx2.5, Gata4, Vegfa a Isl1
byla vyznamn& ovlivnéna kombinaci diabetu a globélni redukce Hifla genu v Hifla™
embryonalnich srdcich v porovnani s wt sourozenci z diabetickych téhotenstvi. Tyto
vysledky potvrzuji vychozi hypotézy, Ze materndlni diabetes dereguluje transkripcni
program Vv embryondlnim srdci a ovliviluje expresi genti ucastnicich se HIF-1
signalizace ve vyvijejicim se embryu. Tyto expresni zmény piedstavuji molekularni
mechanismus, kdy deregulace HIF-1 drahy muize zvySovat riziko diabetické
embryopatie.

Klicova slova: diabeticka embryopatie, exprese gent, Hifla, Vegfa, Wt1,
Handl, Hand2, Nkx2.5, Mef2c, Gata4, Bmp4, Tbx5
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2. Uvod

Diabetes mellitus je jednou z nejrozsitenéjsich civiliza¢nich chorob. Existuje
nékolik druht diabetu, které¢ se navzajem lisi svou etiologii. VSechny druhy negativné
ovliviiuji metabolismus cukri. Diabetickd embryopatie pfedstavuje jednu z vaznych
komplikaci, které¢ jsou s diabetem spojeny. Jeji vznik nesouvisi s typem diabetu, kterym
t€hotna Zena trpi. Maternalni diabetes, bez ohledu na typ, zvySuje riziko vyskytu
malformaci az desetkrat. Diabetickd embryopatie postihuje vSechny télesné systémy,
mezi nejcastéjsi poSkozeni patii kardiovaskularni defekty a defekty nervové trubice. Pro
vznik defektl je kritické obdobi prvniho trimestru. | pfi planovaném téhotenstvi a
optimalni t¢hotenské péci je riziko vzniku defekti dvakrat vyssi u diabetickych
téhotenstvi nez u téhotenstvi bez vlivu diabetu. Teratogenni pisobeni maternalniho
diabetu je pfipisovano zménam v metabolismu, zvySené hypoxii a zménam v expresi
gend. Jednim z geni se zménénou expresi je transkripéni faktor Hifla, ktery patii
mezi hlavni regulatory odpovédi na hypoxii. HIF-1a je kyslikem regulovanou soucasti
dimeru hypoxyi indukovaného faktoru 1 (HIF-1), ktery reguluje transkripci mnoha
gend. Mezi cilové geny HIF-1 transkripéniho faktoru patii také geny ucastnici se
kardiogeneze.

V této praci byl studovan mysi model diabetické embryopatie se zaméfenim na
molekularni zmény ve vyvijejicim se embryonalnim srdci. Pro studium signaliza¢ni
drahy HIF-1 byl pouzit mutant s heterozygotni deleci genu Hifla. Dale byly vybrany
geny, které se vyznamnym zpusobem podileji na vyvoji srdce a jsou pfimymi nebo
moznymi cilovymi geny HIF-1 regulace. Zmény v expresi vybranych geni byly
sledovany pomoci relativni kvantitativni polymerazové tetézové reakce (,,polymerase
chain reaction”, qPCR) u embryi vyvijejicich se v diabetickém prostiedi. Byly
analyzovany dva embryonalni véky: embryonalni den 9,5 a 10,5 (E9,5 a E10,5), které
odpovidaji prvnimu trimestru téhotenstvi u cloveka, tedy obdobi, kdy se vrozené

vyvojové vady zakladaji.



3. Prehled literatury

3.1 Diabetes mellitus

Zakladnim rysem této etiopatogeneticky heterogenni skupiny chronickych
onemocnéni je hyperglykemie (Barto§ a kol. 2003). Hyperglykemie vznika pii
absolutnim nebo relativnim nedostatku inzulinu. Jako diagnosticka hodnota pro diabetes
je stanovena hladina glukoézy v celkové krvi na la¢no 6,1 mmol.I* a vys§i. Onemocnéni
je provazeno komplexni poruchou metabolismu cukrt, tukti a bilkovin. Klinicky obraz
diabetu je pestrym souborem pftiznakli, které odrdzeji priabéh a stupen zavaznosti
choroby, ale také pfitomnost komplikaci.

Podle Svétové zdravotnické organizace byla vroce 1999 zavedena nova
klasifikace, ktera zohledinuje etiologii onemocnéni (WHO 1999). Diabetes mellitus je
rozdélovan na diabetes 1. typu, diabetes 2. typu, gesta¢ni diabetes a ostatni specifické

typy diabetu.

3.1.1 Diabetes 1. typu

Tento typ diabetu je zpisobovan destrukci B bunék v Langerhansovych
ostruvcich pankreatu, ktera ¢asto vede k tplné inzulinové deficienci a plné zavislosti na
externim podavani inzulinu. Jednd se o autoimunitné podminény diabetes, zniceni
B buné¢k tedy probiha na zaklad¢ autoimunitniho procesu. Projevy onemocnéni zavisi na
jeho agresivité¢. Pfi rychlém zniCeni p bunc¢k se diabetes projevuje v détstvi a
Vv dospivani. Proces muze probihat velmi pomalu, takze zbytkova sekrece inzulinu brani
az n¢€kolik let rozvoji ketoaciddzy. V tomto pfipadé je manifestace typickd v dospélosti
a onemocnéni je nékdy nazyvano LADA (z anglického ,,latent autoimmune diabetes of
adults®).

3.1.2 Diabetes 2. typu

Nemocni nejsou zivotné zavisli na externim podavani inzulinu, protoze jejich
inzulinova deficience je spiSe relativni nez absolutni. Toto onemocnéni se projevuje
Vv pozdéjsim veku, nejéastéji po dosazeni 40 let, a jeho nastup je pozvolny, bez

typickych priznakt diabetu. Neni jasné, zda je primarni poruchou sekrece inzulinu
9



(hyperinzulinemie ¢i nedostate¢na sekrece) nebo inzulinova rezistence. Pro manifestaci

diabetu 2. typu jsou nutné obé¢ tyto poruchy, které se navzajem potencuji.

3.1.3 Gestacéni diabetes

Gestacni diabetes vznika, nebo je rozpoznany, V prubéhu téhotenstvi. PIn¢ se
rozviji nejcastéji po 20. tydnu té¢hotenstvi a po porodu dochazi k Gpravé metabolismu na
normalni Groven. Gestacni diabetes ma spole¢né znaky s diabetem 2. typu. Projevuje se
normalnim mnoZzstvim inzulinu, pfipadné hyperinzulinemii, a inzulinovou rezistenci.
Inzulinovéd rezistence b&hem t¢hotenstvi stoupd, v dobé manifestace onemocnéni
dosahuje maxima. VétSinou se nejedna o zavaznou poruchu, avSak z hlediska

ptiznivého vyvoje plodu je nutné sledovat hladinu glukdzy a vcas zahajit dietu.

3.1.4 Ostatni specifické typy diabetu

Tyto neobvyklé formy diabetu jsou charakterizovany trvalou nebo pifechodnou
hyperglykemii, ktera neni zptisobena diabetem 1. a 2. typu a gestacnim diabetem. Mezi
nejcastéjsi piiciny vzniku téchto typt diabetu patii chronické choroby exokrinniho
pankreatu a dale geneticky podminéné defekty P bunck, abnormality inzulinovych

receptorti a autozomalné¢ dominantné¢ dédicné defekty glukokinazy.

3.2 Diabeticka embryopatie

Je zndmo, Ze diabetes v t€hotenstvi ma negativni vliv na vyvoj plodu, at’ uz jde o
ptimé teratogenni Ui¢inky, nebo zvysené riziko onemocnéni diabetem Vv dospélosti (Hod
a kol. 2008). Maternalni diabetes, bez ohledu na typ, zvysuje riziko vyskytu malformaci
az desetkrat (Casson a kol. 1997). Za kritické obdobi pro vznik defektt je povazovan
prvni trimestr. Mezi nejCastéjSi poSkozeni plodu patii kardiovaskularni malformace,
defekty nervové trubice a syndrom kaudalni regrese. Pfedchozi studie na my$im modelu
ukazala jako nejCastéjsi defekty septalni defekty, perzistujici aortalni kmen a defekty
endokardialnich polstarka, tedy vyvoje chlopni (Kumar a kol. 2007). Mechanismus
teratogenniho pusobeni stale neni piesné¢ znam (Hod a kol. 2008). Za nejvyznamnéjsi
spoustéci Cinitele jsou povazovany hyperglykemie a ketonemie. Teratogenni procesy
Vv embryonalni tkéni zahrnuji zmény v signalnich drahach, jako je metabolismus

inositolu, sorbitolu, arachidonové kyseliny, reaktivnich kyslikovych radikald, stejné
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jako zmény v aktivaci izoforem proteinkindzy C. ZvySeny metabolismus glukdzy
zpusobuje hypoxii, ktera sama o sobé miize byt ptiCinou stejného typu defektl, které
jsou spojovany s diabetickou embryopatii (Li a kol. 2005). Také bylo zjisténo, Ze
maternalni diabetes ovliviiuje expresi gent dulezitych pro vyvoj embrya (Pavlinkova a

kol. 2009). Mezi deregulované geny patii Hifl o kodujici transkripéni faktor.

3.3 Hypoxii indukovany faktor 1

Hypoxii indukovany faktor 1 (hypoxia inducible factor 1, HIF-1) je heterodimer
s funkci transkrip¢niho faktoru (Wang a kol. 1995). Sklada se z podjednotek HIF-1a a
HIF-1B. Obé podjednotky maji podobnou strukturu, jak je ukédzdno na obrazku ¢. 1.
Kazd4 obsahuje na N-konci DNA vazebnou doménu se zdkladni helix smycka helix
(,,basic helix loop helix“, bHLH) strukturou a dvé PAS domény, které zajist'uji interakci
dimeriza¢nich partnerd . Na  C-konci podjednotky HIF-1a se nachazi 2 transaktivacni
domény, zatimco C-konec HIF-1B podjednotky obsahuje pouze 1 transaktivacni
doménu. Tyto domény se ucCastni transkripéni regulace. Sestaveni heterodimeru je
regulovano mnozstvim kysliku v bunice (Dunwoodie 2009). Obé podjednotky jsou
exprimovany konstitutivné, ale podjednotka HIF-lo je v pfitomnosti normalni
koncentrace kysliku (5 %) hydroxylovana proteiny s prolyl hydroxyldzovou doménou
v oblastech N-terminalnich a C- terminalnich degrada¢nich boxu (Bruick a McKnight
2001). Hydroxylace prolinovych zbytkti je nezbytna pro vytvoieni komplexu s von
Hippel-Lindau tumor supresorovym proteinem. VVon Hippel-Lindau supresorovy protein
je komponenta rozpoznavana E3 ubiquitin ligdzou, kterd zajiSt'uje ubiquitinylaci HIF-1a
podjednotky a jeji proteazomalni degradaci. Pokud klesne koncentrace kysliku v butice
pod 5 %, klesa uroven hydroxylace, dochazi k akumulaci HIF-1a a tvorbé heterodimeru.
Ke spojovani podjednotek dochdzi po jejich translokaci do jadra, kde se muze
heterodimer vazat na DNA.

U savct hraje HIF-1 transkripéni systém vyznamnou roli nejen pfi reakci na
fyziologickou a patologickou hypoxii, ale je také nezbytny pro embryonalni vyvoj
(Okazaki a Maltepe 2006). Mysi embrya homozygotni pro deleci Hifla nejsou
zivotaschopna V disledku kardiovaskularnich defeti a defektd nervové trubice se
dozivaji maximaln¢ véku E11 (lyer a kol. 1998a; Kotch a kol. 1999; Compernolle a kol.
2003). Tyto studie ukazaly, ze HIF-1a je nezbytny pro vytvoieni srde¢ni klicky a pro
migraci a preziti bun¢k neuralni listy (lyer a kol. 1998a; Kotch a kol. 1999). Nasledné
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studie na mysich embryich s kombinaci homozygotni delece Hifla v kardiomyocytech a
globalni heterozygotni delece Hifla ukazaly, Ze se srdce vyviji abnormélnim zplisobem
a tato embrya umiraji ve véku E11,5 v disledku kontraktilni dysfunkce (Krishnan a kol.
2008). Nekolik dalsich praci potvrdilo, ze HIF-1 transkripéné reguluje geny dilezité pro
kardiovaskularni vyvoj. Mezi pfimo interagujici partnery patii MEF2C, TBXS5
(Krishnan a kol. 2008), WT1 (Wagner a kol. 2003) a VEGFA (Manalo a kol. 2005),
které jsou regulovany pozitivné. Pravdépodobnym cilovym genem HIF-1 regulace je
také Bmp4 (Lenox a kol. 2005). NKX2.5 je také pozitivné ovliviiovan HIF-1 (Krishnan
a kol. 2008), piima interakce vSak dosud prokazana nebyla. Dalsim faktorem pozitivné
ovlivnénym expresi HIF-1 je HAND1 (Compernolle a kol. 2003). Tyto studie jasné
ukazaly, ze HIF-1 ovliviluje geny ucastnici se kardiogeneze a je nezbytny pro

kardiovaskularni vyvoj.

HIF- 1o

or{ [[A] 67 N I
bHLH [[ A B N < 1

HIF-1B

Obrazek €. 1: Struktura hypoxii indukovaného faktoru

Ob¢ podjednoty maji na N-konci DNA vazebnou doménu s bHLH strukturou (bHLH) a
dvé PAS domény (A a B), které zajist'uji specifitu vzajemnych interakci. Na C-konci
podjednotky HIF-1a se nachazi dvé transaktiva¢ni domény N a C, zatimco na C-konci
HIF-1p podjednotky se nachazi pouze jedna transaktivacni doména Q. Upraveno podle
(Ruas a Poellinger 2005)
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3.4 Morfologie srdce

Srdce dospélé mysi vazi priblizné 0,2 g a ma tepovou frekvenci okolo 500 — 600
uderd za minutu (Wessels a Sedmera 2003). Hlavnimi funk¢énimi buiikami jsou
kardiomyocyty, nicmén¢ pro spravnou funkci jsou nutné také buiky hladké svaloviny,
endotelové bunky koronarnich cév a endokardu, fibroblasty a dalsi buiiky pojivovych
tkani a bunky spojené s imunitnim systémem (Tirziu a kol. 2010). Srdce se sklada ze tii
vrstev: vnitiniho endokardu, stiedniho myokardu a vnéjSiho epikardu (Fox 2007).
Epikard pfedstavuje tenkou vldknitou vrstvu, kterd obsahuje malé krevni a lymfatické
cévy. Myokardialni vrstva je tvofena kardiomyocyty s centralné ulozenym jadrem. Je
bohaté zdsobena krvi diky tenkosténnym arterioldm, venulim a dobfe organizované
kapilarni siti. Z vnitini strany je myokard lemovan endotelem.

Srdce lezi v hrudni dutin€ a je obklopeno perikardem. Sklada se ze 4 oddila: 2
sini oddé¢lenych svalovym mezisinovym septem (septum interatrialis, IAS) a 2 komor

oddélenych svalovym

mezikomorovym septem (Septum
interventricularis, 1VS), jak

ukazuje obrazek ¢. 2.

Sinokomorové septum (septum
atrioventricularis, AVS), které je
v lidském srdci patrné jako
vazivovd membrana, se u mysi
sklada ptevazné ze svalové tkang.
AVS se svou vetsi Casti nachazi
v IAS a oddé€luje pravou sin od

odtokové c¢asti levé komory. Siné

a komory jsou odd¢€leny cipatymi
Obrazek ¢. 2: Morfologie srdce dospélé mysi

Spravn€ vyvinuté srdce je rozdé€lené sifovym
septem (nezobrazeno) na pravou (RA) a levou (LA) | krve do sini. Mezi pravou sini a
sin a mezikomorovym septem (IVS) na pravou
(RV) a levou komoru(LV). Trojcipa chlopen (TV)
brani navratu krve z RV do RA. Mezi LA a LV plni | trojcipa chlopen, mezi levou sini
tuto funkci dvojcipa chlopenn (BV) Névratu krve
Z aorty (Ao) a plicniho kmene (P) do srdce brani
polomésicité chlopné (SV). dvojcipé (mitralni) chlopeni. Proti
Upraveno podle (Cohen a kol. 2008)

chlopnémi, které brani navratu

pravou komorou se mnachazi

a levou komorou se nachazi
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ciplim chlopni jsou v srde¢ni sténé umistény papilarni svaly, které za pomoci $lasinek
drzi cipy chlopni ve spravné poloze. V lidském srdci jsou tyto struktury vyrazn€j$i nez
v mysim srdci (Wessels a Sedmera 2003). Kazda komora je rozdélena na ¢ast vtokovou
a vytokovou. Na vnitini strané¢ srdecni stény komor jsou svalové trdmce zvané
trabekuly, které jsou

soucasti ptevodniho systému srde¢niho. V mySim srdci se narozdil od lidského nelisi
morfologie trabekul pravé a levé komory. Na vystupu z komor se nachazi polomésicité
chlopné. Prava polomésicitd chlopenn odd€luje odtokovou cast pravé komory a plicni
kmen, levé polomésicitd chlopent odd€luje odtokovou cast levé komory a aortalni kmen.
Kazda se sklada ze tii polomésicitych kapes tvaru vlaStovéiho hnizda a brani navratu

krve do srdce pfi roztazeni komor.

3.5 Vyvoj srdce

Srdce je prvni funkéni organ ve vyvijejicim se embryu. Pochazi z bunck
mezodermalniho zarode¢ného listu (Zaffran a Frasch 2002). Vyvoj srdce probiha v péti
fazich:

1. specifikace prekurzorovych kardiogennich bunék

2. migrace srdeCnich prekurzorovych buné€k a fuze krevnich ostravki

3. rotace srdecni trubice

4. formace srde¢nich sini a komor

5. septace a formace chlopni

Jako prvni krok ve vyvoji srdce probiha tvorba prekardidlniho mezodermu.
Mezodermalni buiikky vytvofené v rané fazi gastrulace migruji anterolateralné do dvou
bilateralnich kardiogennich oblasti (Lough a Sugi 2000). Diferenciaci prekardiogennich
mezodermalnich bunék se tvofi myokardidlni a endokardidlni progenitory. V
kardiogenni zon€ se u mysiho embrya tvoii dvé bilateralni oblasti tvaru podkovy, které
splynou ve véku E7,5 do utvaru zvaného srdecni srpek. Buiky srde¢niho srpku tvofi
primarni srdecni policko (primary heart field, PHF) a sekundarni srdecni policko
(secondary heart field, SHF), které k PHF tésné ptiléha (Harvey a Rosenthal 1999). Z
PHF se vytvaii levd komora. Ze SHF pochazi buiiky pravé komory, vytokovy trakt
(outflow tract, OFT) a bunky, ze kterych se nasledné vyvijeji sing.

V mysim embryu starém 8 dni materidl srde¢niho srpku splyva, luminizuje a
vytvoii tak ve ve€ku ES8,5 bijici linearni srde¢ni trubici (Zaffran a Frasch 2002).
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V lidském embryu tento d&j za¢ina probihat ve 20. dni vyvoje (Cihak a kol. 2004).
Porovnani ¢asového pribc¢hu vyvoje srdce mysi a cloveéka uvadi tabulka ¢. 1. Srdecni
trubice je tvofena dvéma epitelidlnimi vrstvami — vnitinim endokardem a vnéjSim
myokardem, mezi nimi je vrstva extracelularni matrix. Kranialni ¢ast srde¢ni trubice je
arterialni, kaudalni ¢ast je vendzni. Trubice se v E8,5 — E10,5 esovité staci doprava tak,
Ze z ni nerovnomérnym rustem a lokalnimi zménami tvaru bunék vznikd srdecni klicka.
Pribéh ohybani srdeéni trubice ukazuje obrazek ¢. 3. Ve véku E8,5 je srde¢ni trubice jiz
rozdélena na 3 oblasti: bulbus cordis (budouci prava komora), primitivni leva komora a
sinovy oddil (Savolainen a kol. 2009). V mysim organismu je srdce brzy po utvofeni
linearni trubice osidleno mezenchymalnimi bunikami, coz vede k tvorbé OFT a
atrioventrikularnich endokardidlnich polStarka, dorzalniho mezokardu a zakladim
siiového septa (Kruithof a kol. 2003). OFT se objevuje ve véku E9,5 a vznikaji v ném
endokardialni polStatky. Endokardidlni polstatky se v tomto v&ku zakladaji také
Vv atrioventrikularnim kanalu, ktery oddé€luje silovou a komorovou ¢ast srdecni klicky.
Endokardiélni polstarky tvoii zédklady septa a chlopni. Ve v€ku E9,5 je mozné rozlisit
nékolik ¢asti: sinus venosus, sinovou c¢ast a primitivni levou komoru spojenou
bulboventrikularnim kanalem s primitivni pravou komorou. Ve véku E10,5 dochazi
K rozliseni budouci pravé a levé siné. Proces tvorby myokardu z mezenchymalnich
bunék zacina ve véku E12. Rust sept a chlopni z endokardidlnich polstaika se déje
epitelialné-mezenchymalni tranzici (EMT) (Snarr a kol. 2008), tedy procesem, pfi
kterém jsou endotelidlni buiikky uvoliovany do extracelularni matrix a je ménén jejich
transkripéni program a tim i fenotyp (Radisky 2005). Septace srdce je dokoncena ve
véku E14,5.

Tabulka €. 1: Porovnani ¢asového priibéhu vyvoje ¢lovéka a mysi ve vybranych
stadiich

V tabulce jsou uvedena vybrana Carnegieho vyvojova stadia a jim odpovidajici vék
ve dnech od poceti. Ve stadiu 8 se tvori linearni srdecni trubice, ve stadiu 20 je
dokoncena septace srdce.

Ptevzato Z
http://php.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=Mouse_Timeline_Detailed

stadium | 7 8 10 12 14 16 18 20
¢lovék |15-17 |17-19 | 22 28 33 40 44 52
mys$ 7 8 9,5 10,5 11,5 12,5 13,5 14,5
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r N

srdeéni srpek  linearni trubice  srdecni klicka tvorba komor a maturace a septace
sini

v

A

E7.75 E8.25 E8.5—E12 E12.5-15

Obrazek €. 3: Vyvoj mysiho srdce

V embryonalnim veéku E7,75 se vytvaii srdeéni srpek, ktery ve véku E8,25 splyne a
vytofi linedrni trubici rozdélenou na odtokovou ¢ast komor (OFT), budouci komory
(V), siné (A) a sinus venosus (SV). Ve véku E8,5 se linearni trubice sta¢i do srde¢ni
klicky a probiha diferenciace na pravou (RV) a levou komoru (LV) a pravou (RA) a
levou siit (LA), od véku E12,5 probihd septace a maturace srde¢ni tkané, OFT se
septem déli na aortu (Ao) a plicni kmen (P) .

Upraveno podle (Dunwoodie 2009)

3.6 Geny dilezité pro vyvoj srdce

3.6.1 Gata4

Pravdépodobné nejdiive exprimovanym markerem prekurzorti srde¢nich bunék
je transkrip¢ni faktor ,,GATA binding protein 4 (Gata4). (Molkentin 2000). GATA4
patti do rodiny proteintt s DNA vazebnou doménou skladajici se ze dvou motivli
zinkového prstu, jejiz cilové misto ma nukleotidovou sekvenci (A/T)GATA(A/G).
Exprese mediatorové RNA (mRNA) Gata4d béhem embryonalniho vyvoje byla
pozorovana V srdci, proximalnim a distdlnim travicim traktu, varlatech, vaje¢nicich,
jatrech, viscerdlnim endodermu a parietdlnim endodermu. U mySich embryi
homozygotnich pro deleci genu Gata4 se nevytvarela linearni srde¢ni trubice a embrya
umirala kratce po E8,5 (Kuo a kol. 1997). Pokusy sbunécnymi kulturami in vitro
ukazaly, Ze zvysSena exprese GATA4 urychluje diferenciaci bun¢k v kardiomyocyty a
také zvySuje proliferaci bunék (Grepin a kol. 1997). GATA4 vsak neni nezbytny pro
specifikaci kardiomyocytti (Molkentin a kol. 1997). Mysi embrya se specifickou deleci
Gata4 v bunkach odvozenych zendotelu méla defekty chlopni a septace, protoze
neprobihala EMT (Rivera-Feliciano a kol. 2006). Defekty septace a chlopni méla

V heterozygotnim stavu za nasledek také zaména aminokyseliny glycinu na pozici 296
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za serin, vedouci ke snizeni transkripéni aktivity GATA4 (Misra a kol. 2012).
V homozygotnim stavu se mutace projevila embryonalni letalitou v E11,5. Embrya
m¢éla ten¢i sténu komor a byla u nich detekovana snizena proliferace kardiomyocyti.
Tyto vysledky naznacuji, ze GATA4 se pifi vyvoji srdce Ucastni EMT a ovliviluje

proliferaci bungk.

3.6.2 Nkx2.5

Dal§im zrané¢ exprimovanych genti je homeoboxovy gen ,NK class
homeodomain protein“ (Nkx2.5). Transkripty Nkx2.5 byly detekovany v tkanich mysich
plodi i dospélych jedincu (Lints a kol. 1993). Prvnimi pozorovanymi bunikami
exprimujicimi NKX2.5 byly prekurzory kardiomyocyti ve véku E7,5. Tato exprese o
nékolik hodin pfedchazela myogenni markery a je tedy pravdépodobné, ze gen Nkx2.5
piedurCuje vyvoj a/nebo diferenciaci bunék myokardialni linie. Pokusy sin vitro
kultivacemi bungk, které v srdci exprimovaly NKX2.5, ukazaly jeho moznou tlohu pfi
urceni osudu prekurzorti myocytd (Wu a kol. 2006). Bunky izolované ze srdce embryi
E9,5 se béhem nasledné kultivace in vitro diferencovaly v bunky srde¢ni svaloviny nebo
v bunky hladké svaloviny. Delece Nkx2.5 v8ak ukazaly, ze tento gen neni nezbytny pro
vyvoj bunééné linie kardiomyocytt (Tanaka a kol. 1999). Mysi embrya heterozygotni
pro kompletni deleci Nkx2.5 se vyvijela normaln¢, v homozygotnim stavu se delece
projevovala zastavenim vyvoje srdce a embryonalni letalitou do véku E10,5. Bylo
pozorovano, ze exprese NKX2.5 je nutna pro iniciaci ohybani srde¢ni trubice a tvorbu
endokardialnich polstarka (Lyons a kol. 1995). Delece Nkx2.5 vyrazné snizila expresi
lehkého myosinového fetézce 2v, ktery je u wt embryi exprimovan v oblasti komor.

Tyto vysledky poukazuji na moznou roli NKX2.5 ve specifikaci komor.

3.6.3 Bmp4

Rodina gentt Bmp (,,Bone morphogenetic protein®) je nezbytna pro spravny
vyvoj celého embrya (Uchimura a kol. 2009). Jednim z nejlépe prostudovanych gent
Z této rodiny je Bmp4. V srdci mySiho embrya se exprese BMP4 objevuje ve staii E8,5
v sinu venosu a OFT, v jehoz derivatech ptetrvava az do porodu (Jiao a kol. 2003). Ve
véku E9,0 se vyskytuje exprese Vv oblastech, kde se zaina tvofit sifové septum a
endokardialni polStatky. Mys$i embrya s kompletni deleci genu Bmp4 umirala ve staii

E6,5 az E9,5 (Winnier a kol. 1995). Studie deleci genu Bmp4 v srdci mysich embryi
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ukazala jeho dulezitou ulohu pfi septaci srdce a tvorbé chlopni (Jiao a kol. 2003).
Delece vcelém organismu V heterozygotnim stavu i delece specificka pro
kardiomyocyty v homozygotnim stavu vedla k abnormalitim mezisiového septa a
inkompletnim defektim atrioventrikularniho kanalu (kanal je v rizném stupni
naznacené¢ho rozdeleni). Kompletni delece specifickd pro kardiomyocyty na pozadi
haploinsuficientni exprese v celém organismu vedla ke kompletnim defektim
atrioventrikularniho kanalu (dochazi k miseni krve ze vSech dutin). V endokardialnich
polstafcich byla detekovana sniZzend proliferace bunék. Stupen zavaznosti defektd
Vv zavislosti na genetickém pozadi naznacuje zavislost septace srdce na davce BMP4. Ve
shod¢ stimto pozorovanim je 1 hyperplasie srde¢nich chlopni zplsobend inaktivaci
Smad6, inhibitoru specifického pro geny rodiny Bmp (Galvin a kol. 2000). Tyto
vysledky ukazuji na pfisn¢ regulovanou ulohu BMP4 pii tvorbé sept a chlopni

z endokardidlnich polstarka.

3.6.4 Isll

Jednim z prvnich genli exprimovanych bunikami SHF je transkripéni faktor se
dvémi N-terminalnimi LIM doménami a jednou C-terminalni homeodoménou: ,,Islet 1*
(Isl1) (Cai a kol. 2003). Pokusy na mysich embryich dokazaly, Ze ISL1 je nezbytny pro
migraci progenitorovych bun¢k do srdce. Analyza bunéénych linii ukazala, ze buiky,
které¢ v SHF exprimovaly ISL1, tvoii pozd¢€ji velkou c¢ast OFT, pravé komory, sini, a
dorzalni ¢ast levé komory. Exprese ISL1 ve vyvijejicim se srdci byla ve shod¢ s touto
analyzou (Sun a kol. 2007). Ve stadiu E8,5 byla exprese ISL1 proteinu detekovana
v OFT a ¢asti pravé sin€. Migrace progenitorovych bun€k do srde¢ni trubice podle této
studie ustala ve stadiu E9,0. U embryi homozygotnich pro ,,knock-out* genu Isl1 byl
pozorovan opozdény vyvoj a embryonalni letalita v E10,5 (Cai a kol. 2003). Ve véku
E9-E9,5 byly pozorovany vazné abnormality pfi vyvoji srdce, které bylo na prvni
pohled Spatné tvarované a nesto¢ené. Mutantni embrya dale postradala pravou komoru a
OFT. Heterozygotni mutanti ptezivali bez zjevného fenotypu. Exprese ISL1 je nutnd ke

specifikaci prekurzorovych buné¢k v SHF a jejich pfispéni k tvorbé srdce.
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3.6.5 Mef2c

Piimym cilovym genem ISL1 v SHF je ,,myocyte-specific enhancer factor 2 c*
(Mef2c), ¢len rodiny gend s konzervovanou MADS doménou (Dodou a kol. 2004).
MEF2C protein ma specifickou DNA vazebnou funkci rozpoznavajici konzervovany
usek bohaty na A-T pary, ktery se nachazi v regula¢ni oblasti mnoha gent specifickych
pro svalovou tkan (Gossett a kol. 1989). MEF2C vazebna mista byla nalezena u mnoha
genu srde¢ni svaloviny, coz naznacuje, ze MEF2C je nezbytny pro jejich transkripci v
srdeéni svaloving, a pomaha diferenciaci svalovych bunék (Zhu a kol. 1991). Béhem
mysiho embryonalniho vyvoje byla pozorovana lokalizace proteint MEF2C piedevsim
vsrdci a somitech (Subramanian a Nadal-Ginard 1996). V srdcich mysich embryi
starych E8,5 byl MEF2C detekovan predevsim v OFT. Ode dne E9,5 byla pozorovana
zvySena exprese MEF2C v OFT a byla detekovana také v komorach. Ve véku E11 byl
pozorovan pokles mnozstvi exprimovaného MEF2C. ,,Knock-out“ mutace Mef2c u
mysi méla za nasledek embryonalni letalitu ve véku E10,5 (Lin a kol. 1997). Srdce
mutantnich embryi se nestaCela do srdecni klicky a chybéla budouci prava komora.
Byly pozorovany kardiovaskularni defekty spojené se zvySenym mnozstvim
extracelularni matrix, zménami tvaru a nahodilou orientaci endotelidlnich bunék
v endokardu, rozSifenim cév a snizenim jejich mnozstvi (Bi a kol. 1999). MEF2C

napomaha specifikaci a diferenciaci svalovych bunék.

3.6.6 Thx1

Negativnim regulatorem MEF2C je transkrip¢ni faktor s konzervovanou T-box
doménou: T-box 1 (Tbx1) (Pane a kol. 2012). TBXI hraje vyznamnou tlohu pfi vyvoji
OFT a septaci srdce (Zhang a Baldini 2008). Pozorovana exprese TBX1 se u mysi ve
véku E7,5 ¢asteéné piekryvala sexpresi NKX2.5 (Brown a kol. 2004). Ve véku E8,5
nebyla pozorovana exprese TBX1 v srde¢ni trubici, jeho exprese byla detekovana
Vv oblasti zabernich obloukt a hlavového mezenchymu. V srdci embrya starém E9,5 dne
byl TBX1 exprimovan v budouci pravé komote a OFT. V embryonalnim véku E10,5
byla patrna exprese v oblasti budouciho mezikomorového septa, v E14,5 byla
detekovana i v ¢asti levé komory. Funkce Tbx1 je zavisla na jeho mnozstvi (Liao a kol.
2004). Delece Thx1 mé¢la v homozygotnim stavu za nasledek perzistujici aortalni kmen,
V heterozygotnim stavu byl pozorovan zvySeny vyskyt poruch aortidlniho oblouku a

Fallotovy tetralogie. ZvySend exprese TBX1 méla za nasledek také poruchy vyvoje
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aortalniho oblouku a perzistujici aortalni kmen. TBX1 je tedy dilezity zejména pti
tvorbé OFT a jeho derivatu.

3.6.7 Tbhx5

T-box 5 (Thx5) je dalsim genem zrodiny T-box transkripénich faktord. U
Clovéka je spojovan s Holt-Oramovym syndromem, jenz je charakterizovan defekty
koncetin a srdce, nejcastéji defekty septace (Li a kol. 1997). Exprese TBX5 byla u
mysich embryi detekovana v srde¢nim srpku v E7,5 spolu s expresi NKX2.5 (Liberatore
a kol. 2000). Béhem diferenciace srde¢ni trubice bylo pozorovano omezeni exprese
TBX5 na posteriorni segment, ktery dava vznik sinim a sinus venosus. Béhem ohybani
srdce ve stadiu E8,5 — E9 bylo detekovano rozsiteni exprese TBXS anteriorné do oblasti
budouci levé komory (Bruneau a kol. 1999). V ohnutém srdci, kde komory presly
z antero-posteriorniho uspofadani do levo-pravého (E9,0), byla exprese TBX5 omezena
na levou stranu srde¢nich komor. V homozygotnim stavu mé¢la delece Tbx5 za nasledek
embryonalni letalitu ve stafi E10,5 (Bruneau a kol. 2001). Ve véku E8,5 méla mysi
embrya s deleci Thx5 deformovanou srde¢ni trubici. Budouci sin¢ a leva komora byly
vyrazné hypoplastické, zatimco rtst pravé komory a OFT pokracoval az do véku E9,5.
Ohybani srdce u téchto embryi neprobéhlo. V heterozygotnim stavu zpusobovala delece
Tbx5 abnormalni rozsifeni komor a sini a defekty IAS a IVS. Piisna regulace TBXS je
dilezitd pro spravny vyvoj chlopni a sept, nicméné TBXS se Ucastni vyvoje celého

srdce.

3.6.8 Handl a Hand2

Handl (,,heart and neural crest derivatives expressed transcript 1¢) i Hand2
(,,heart and neural crest derivatives expressed transcript 2*) jsou transkripcni faktory s
bHLH doménou (Hollenberg a kol. 1995), které mezi sebou vytvaii homo- a
heterodimery a reguluji tak transkripci (Firulli a kol. 2000). Tyto dva geny maji
komplementarni expresni vzorce, které se navzajem Caste¢né piekryvaji (Srivastava a
kol. 1995), jak ukazuje obrazek ¢. 4. Exprese HAND1 byla pozorovana v oblastech, ze
kterych se vyviji leva komora a OFT, zatimco exprese HAND2 byla detekovana
pfedev§im v oblasti budouci pravé komory (Srivastava a kol. 1997). Pozorovana
exprese HAND1 a HAND2 je specificka pro levou, respektive pravou komoru, neni

fizena levo-pravym rozlozenim (Thomas a kol. 1998).
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Handl je dulezitym genem pro regulaci srde¢nich prekurzort (Risebro a kol.

2006). Ve stadiu srde¢ni klicky byla exprese HANDI1 pozorovana v buiikkach

odvozenych z PHF a SHF. Exprese HANDI1 byla pozorovana ve vyvijejicim se srdci a

perikardu mysiho embrya od E8,5 (Cserjesi a kol. 1995). HANDL1 byl exprimovan

predevs§im Vv oblasti budouci levé komory, sini a v OFT. V dalsich stadiich vyvoje byl

porozovan pokles exprese HAND1 a jeji omezeni na oblast endokardialnich polstarka

HAND2

linearni srdecni trubice srdecni klicka

HAND1

Obrazek €. 4: Expresni vzorec HANDI1 a
HAND?2

Ve stadiu linearni srde¢ni trubice je HAND2
exprimovan v celém srdci, po ohnuti a vytvofeni
srdeni klicky je jeho exprese (fialova barva)
omezena na odtokovou ¢ast komor (OFT) a pravou
komoru (RV), v levé komoie (LV) je exprimovan
VmenSim mnozstvi (rGzova barva), zatimco
Vv sinich (A) neni exprimovan vubec. Exprese
HANDI1 (modra barva) je ve stadiu linearni srde¢ni
trubice v oblastech OFT, LV a A, po vytvoieni
srdecni kli¢ky zistavda HANDI exprimovan v OFT
a endokardidlnich polstarcich.

Upraveno podle (Srivastava 1999)

(E13,5) a poté chlopni (E14,5).
Kompletni delece Hand1 méla za
nasledek

ranou  embryonalni

letalitu zpusobenou
extraembryonalnimi defekty
(Riley a kol. 1998). Pomoci
tetraploidni byly

kompenzovany extraembryonalni

agregace

defekty a bylo umoznéno
pozorovat defekty vsrdci. Ve
véku E9,5 bylo u homozygotnich
selhani

mutantd  pozorovano

ohybani, defektni rozdélovani
sini a komor a absence trabekul.
Exprese HAND2 byla ve
vyvijejicim se srdci mySiho
embrya pozorovéna také ode dne
E8,5 (Srivastava a kol. 1995).
Specifikace expresniho vzorce
byla pozorovana béhem ohybani
srde¢ni trubice a HAND2 byl

detekovan predevsim Vv oblasti

budouci pravé komory
(Srivastava a kol. 1997). Od véku
E10,5 byl HAND2 v srdci

pozorovan V mensi mife. Delece Hand2 méla za nasledek embryonalni letalitu ve stadiu

E10,5 (Srivastava a kol. 1997). Srdce mutantnich embryi se morfologicky vyvijela

normalné az do stadia linearni trubice, po zacatku ohybani bylo pozorovano vytvoteni
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pouze levostranné komory a rozSifeni aorty, které postupovalo az do vytvofeni
balonovité struktury. Geny Handl a Hand2 jsou hraji vyznamnou roli zejména ve

specifikaci komor.

3.6.9 Wt1

,Wilms® tumor 1 (Wtl) je tumor supresorovy gen, jehoz mutace zpusobuji
nadory ledvin (Scholz a Kirschner 2005). Wtl je dilezity také pro vyvoj srdce, zejména
epikardu. In situ hybridizace odhalila silnou expresi WT1 v proepikardu srdce mysich
embryi starych E9,5 (Rudat a Kispert 2012). Dale byl WT1 detekovan v nékolika
epikardialnich bunkach, které osidlily myokard v atrioventrikuldrnim sulku. Ve
véku E14,5 byl pozorovan WT1 v celé epikardialni vrstvé, v mezikomorovém septu a
v subepikardu a myokardu komor. WT1 se pravdépodobné ucastni EMT, béhem které
vznika subepikard (Moore a kol. 1999). Kompletni delece Wil vedla k embryonalni
letalit¢ okolo E13. Tato embrya méla malformovana srdce se ztencenou sténou komor,
nesouvisle se vyvijejicim epikardem a redukovanym subepikardem (Kreidberg a kol.
1993). Epikardialné podminény ,,knock-out“ Wtl genu vedl k embryonalni letalité¢ ve
véku E16,5 — E18,5 na nasledky srde¢niho selhani (Martinez-Estrada a kol. 2010). U
nekterych mutantnich embryi byla pozorovana v porovnani s wt (,,wilde type®, divoky
typ) embryi tenc¢i srde¢ni sténa pravé komory s perikardialni krvacenim a koronarni

cévy nebyly vytvoreny. WT1 se i€astni pfedevsim tvorby epikardu a koronarnich cév.

3.6.10 Vegfa

VEGFA (vascular endothelial growth factor A) je klicovym regulatorem
vaskulogeneze, tedy vzniku cév z krevnich ostravki a jejich dalSiho rtstu. Sestithem
vznikd nejméné 12 izoforem, nékteré maji pro-angiogenni ucinky a nékteré izoformy
maji anti-angiogenni ucinky (Nowak a kol. 2008). Tyto dvé rodiny izoforem se lisi
svymi C-konci.

Transkripty VEGFA byly vmysSich embryich detekovany ve dni E7,0,
v myokardu pak ve staii E8,5 (Dumont a kol. 1995). VEFGA je nezbytny pro vyvoj
mysiho embrya, jak ukazaly pokusy s deleci genu Vegfa, ztrata jediné alely vedla
k embryonalni letalit¢ mezi dny E11 a E12 (Carmeliet a kol. 1996). Embrya byla
nekrotickd s abnormdlné vyvinutymi cévami. V homozygotnim stavu se delece

projevovala vyraznéj§imi defekty stejného typu. Delece Vegfa specificka pro
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kardiomyocyty méla za nasledek embryonalni letalitu s variabilni penetranci (Giordano
a kol. 2001). Srdce embryi s deleci Vegfa méla dilatované komory s ten¢i sténou a
snizenou kontraktilni funkci. Podobné zvySeni exprese VEGFA vedlo k embryonalni
letalit¢ ve dni E12,5 (Miquerol a kol. 2000). Srdce téchto embryi byla abnormalné velka
s tenkou sténou komor, vétSim mnoZstvim trabekul a defekty septace. Tyto vysledky

ukazuji na nutnost piisné regulace Vegfa béhem embryonalniho vyvoje.

23



4. Cile prace

Vychozi hypotézy diplomové prace:

1) Diabetes v téhotenstvi dereguluje genovou expresi béhem embryonalniho vyvoje
a tim negativné ovlivituje vyvojové procesy a zvysuje riziko vzniku vyvojovych
defektl, zejména kardiovaskularnich defekti.

2) HIF-1 transkrip¢ni regulace je zménéna u embryi ovlivnénych diabetem a tato
deregulace vede ke vzniku diabetické embryopatie.

3) Snizena exprese HIF-la u heterozygotnich embryi pro deleci genu Hifla
zvySuje riziko vyvojovych vad u téchto embryi vystavenych diabetickému

prostiedi.

Vychozi hypotézy diplomové prace jsou podlozeny predchozimi vysledky:

1) Maternalni diabetes vyznamné ovliviiyje transkripéni profil embryi (Pavlinkova
a kol. 2009).

2) Maternalni diabetes dereguluje HIF-1 signalni drahu ve vyvijejicim se embryu a
zvysuje riziko diabetické embryopatie (Pavlinkova a kol. 2009; Bohuslavova a
kol. 2013).

3) Kompletni delece genu Hiflo ma za nasledek kardiovaskularni defekty a
defekty nervové trubice, coz jsou nejCastéjsi defekty diabetické embryopatie
(lyer a kol. 1998a).

4) Maternalni diabetes vyvolava u embryi stav podobny hypoxii (Li a kol. 2005).

Hlavnim cilem diplomové prace byla pfedevSim analyza HIF-1 signédlni drahy a jeji
ulohy pii vzniku diabetické embryopatie.
Cile:
1. Morfologické posouzeni embryonalniho vyvoje.
2. Zjisténi zmén exprese vybranych gentu v srdecni tkani pomoci qPCR.
3. ldentifikace indika¢nich genii pro specifické abnormality v

kardiovaskularnim vyvoji.
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5. Material a metody

5.1 Material

5.1.1 Komeréni soupravy

e JumpStart" Taq DNA Polymerase, Sigma
e SYBR®Green JumpStart™ Tag ReadyMix™ , Sigma
e RevertAid H Minus First Strand cDNA synthesis Kit, Fermentas

5.1.2 Primery

Seznam pouzitych primert je uveden v tabulce ¢. 2.

5.1.3 Chemikalie

e Agarosa, Sigma

e Citratovy pufr 20mM, Sigma

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PQO,), Penta

e Dimehtylsulfoxid (DMSQO), Sigma

e Disodna stl ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA), Sigma

e DPX ,Mountant for histology* smés distyrenu, zmékéovace (dibutylftalat) a
xylenu (z anglického ,,distyrene, plasticizer, xylene®), Sigma

e dNTP Mix (10mM), Fermentas

e Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma

e _Eosin G o Y* ethanolovy roztok, Bamed

e Ethidium bromid, Sigma

e Ethylakohol (ethanol), Penta

e GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas

e Glykogen 20 mg/ml, Sigma

e Hematoxylin, Bamed

e Hydrogenfosfore¢nan sodny, (Na,HPO,), Penta

e Chlorid draselny (KCl), Penta

e Chlorid sodny (NaCl), Penta
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Izopropylakohol (izopropanol), Penta
Kyselina borita (H;BO3), Sigma
Kyselina chlorovodikova
Paraformaldehyd (PFA), Sigma
RediLoad, Invitrogen

Streptozocin (STZ), Sigma

Tris, Sigma

Trizol Reagent, Invitrogen

Voda bez DNaz a RNaz, Sigma
Xylen, Sigma

5.1.4 Enzymy

Proteinaza K 20 mg/ml, Sigma

5.1.5 SloZeni pouZzitych roztoku

Elektroforeticky pufr 0,5x TBE:

45 mM Tris, 45 mM H3BO3;, 1 mM EDTA, pH 8,0
Lyzacni pufr:

50 mM Tris, 100 mM EDTA,100 mM NaCl, 1 % SDS (w/v), pH 8,0
PBS pufr:

10 mM NazHPO,, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PQO,4, pH 7,4
Kysely ethanol:

100 ml 96% (Vv/v) ethanol, 4 kapky koncentrované HCI

5.1.6 Pocitacové programy

Bio-Rad CFX Manager 3.0

GraphPad Prism 5.04, GraphPad Software, USA

ImageJ 1.45s, National Institutes of Health, USA

LinRegPCR, Heart Failure Research Center, Academic Medical Center,
Nizozemsko

ND-1000 V.3.3.0, NanoDrop Technologies, USA

NIS Elements D 3.2, Nikon, Japonsko
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Tabulka ¢. 2: Seznam pouZitych primeri

Nazev NCBI Sekvence (5‘— 3¢) Ukel
Reference
Sequence:
Neo-F ACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTG
Neo-R GTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAG PCR
Bmpa-F TAAACCGTCTTGGAGCCTGC
Bmpa-R | \M0075542 | f ATGGCACTACGGAATGGCT aPCR
Gatad-F AATGCGGAAGGAGGGGATTC
Gataa-r | NM0080923 | o\ rracTGGAGTTACCGCTG 9PCR
Hand1-F CAAGCGGAAAAGGGAGTTG
Hand1-R | \M-0082132 | oroececeTTTAATCCTCTT PCR
Hand2-F CCTTCAAGGCGGAGATCAAGA
Hand2-R | NM-0104024 1 rerecaaeeTTTRGTTTTC 9PCR
HprtL-F GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG
Hprtl-R | NMO135962 | v A AGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT | 9PCR
ISIL-F CTATTTGCCACCTAGCCACAG
sitr | NMO21494 o A AGGGAAATCAGACGTTTT aPCR
Mef2c-F TCCACCTCGGCTCTGTAACT
Mefoc-R | \M0252823 | 10 A GATAAATGAGTGCTAGTGCAA PCR
NKx2.5-F GACGTAGCCTGGTGTCTCG
Nkx2.5-R | NM0087002 | ot o1 GGAATCCGTCGAAAGT aPCR
ToxL-F CCGGTGAAGAAGAACCCGAA
Toxt-R | NMOUS3ZL | rreacTTGGAACGTGGGGA PCR
Tox5-F AATTGAGAACAACCCCTTCG
ToxsR | NMOLSST3 | oo 16GGAACCACAGGATACTC aPCR
Vegfa-F ACTGGACCCTGGCTTTACTG
Vegfa-R | WM_0010252%0 | w0 e acTTCTGCTCTCCTTC PCR
WIL-F CACGGCACAGGGTATGAGAG
wi-r | \M144783.2 | 11 6GGGCCACTCCAGATAC aPCR
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5.1.7 Modelovy organismus my$ domaci

5.1.7.1Charakteristika modelového organismu

Experimentalni prace se zvitaty probéhla v souladu se zakonem ¢. 246/1992 Sb.
ve znéni jeho naslednych novel a vyhlasky ¢. 39/2009 Sb. Diabetus mellitus byl vyvolan
u samic inbredniho kmene FVB (&islo 207, Charles River) (wt, Hifla™"). Diabetické a

MUY nulovou

nediabetické samicky byly kiizeny se samecky heterozygotnimi pro Hifla
alelu (lyer a kol. 1998b), na FVB geneticky definovaném pozadi. Ziskana embrya byla
rozdélena do skupin podle véku (E9,5, E10,5), typu pokusu (diabeticky, nediabeticky) a
genotypu (wt, Hifla™).

Heterozygotni Hifla deficientni mysi byly ziskany od prof. Gregga L. Semenzy

z Johns Hopkins University School of Medicine, USA.

5.1.7.2Hifla nulova alela
Pro studium HIF-1 signalni drahy byla pouzita embrya heterozygotni pro

nulovou alelu Hifla™™ (Hifla™). Konstrukce transgenni alely je zndzornéna na
obrazku ¢islo 5. Za pouziti virového vektoru byl v genu Hifla nahrazen exon 2, ktery je
piekladan jako bHLH DNA vazebna doména, genem pro rezistenci k neomycinu.
Rekombinantni protein tedy postradda bHLH DNA vazebnou doménu a neplni funkci

transkripcniho faktoru.
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bHLH PAS

TAD

protein :-

. RV RI' IH3 H3 RV
wild type T N L, 1
lokus Exon2  wildtype— 14 kb
RV RITY Eiz H3

vektor L , . :

neomycin thymidinkindza

\/ H3
transgenni RV RI I_:3 RIV
lokus mutant— 12 kb ’

Obrazek &. 5: Konstrukce transgenni alely Hifla™ "™

Na obrazku je znazornéna struktura proteinu, ,wild type” lokusu, vektoru a
transgenniho lokusu. Ve struktufe proteinu jsou dilezitymi funkénimi doménami
bHLH a PAS doména, které jsou nutné pro dimerizaci a vazbu na DNA, a
transaktivacni doména TAD. Ve struktufe DNA reprezentuje exon 2 doménu bHLH.
Homologni rekombinaci (kfize) byl zaménén exon 2 za gen pro rezistenci k neomycinu

S opacnou orientaci sméru transkripce (Sipka).
Upraveno podle (lyer a kol. 1998a).
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5.2 Metody

5.2.1 Indukce diabetu

Pro sledovani vlivu diabetu na embryonalni vyvoj byly pouzity mys$i samicky
kmene FVB staré 6 tydni, kterym byl vyvolan diabetes pomoci dvou
intraperitonealnich injekci streptozotocinu (STZ), ktery selektivné ni¢i B bunky v
pankreatu. Pied aplikaci STZ byla samickam zméfena hladina glukozy v Krvi odebrané
z hlavni ocasni tepny pomoci glukometru Contour TS (Bayer, Svycarsko) a mysi byly
zvazeny. STZ byl aplikovan v mnozstvi 100 mg/kg télesné hmotnosti rozpustény
v 10mM citratovém pufru tak, ze druhd injekce nasledovala 1 tyden po prvni injekci. Po
2 tydnech od prvni injekce byla zméfena hladina glukozy v krvi. Za diabetické byly
povazovany samicky, u nichz byla namétena hladina glukézy veétsi nebo rovna

13,9 mmol/l. Jako kontrolni skupina byly pouZity stejné staré FVB samicky.

5.2.2 Izolace embryi ve véku E9,5 a E10,5

Jako pocatek t€hotenstvi byl stanoven den nalezeni vaginalni zatky. Tento den je
oznacovan jako embryonalni den 0,5. T¢hotné samicky byly v poledne 9., respektive 10.
dne po nalezeni vaginalni zatky zvazeny a byla jim zméfena hladina glukézy v krvi.
Samicky byly usmrceny cervikalni dislokaci, embryonalni vacky byly vyjmuty,
spocitany a umistény do ledového PBS. Izolace embryi a zjisténi poétu absorbovanych
embryi probihalo okamzité¢ po vyjmuti embryonalnich vacku pod stereomikroskopem
SMZ 1500 (Nikon, Japonsko) v PBS pufru. Cast embryonalni tkané byla odebrana pro
izolaci DNA. Srdce ve véku E9,5, respektive E10,5 byla umisténa do 100 pl, respektive
300 pl Trizolu. Vzorky v Trizolu byly uskladnény v -80 °C.

Velikosti embryi a plochy srdei byly zméfeny pomoci programu
NIS Elements D 3.2. Jednotlivé skupiny byly porovnany dvouvybérovym neparovym
t-testem v programu GraphPad Prism 5.04.

5.2.3 lzolace DNA a genotypizace

Pro zjisténi genotypu embryi byla odebrana ¢ast embryonalni tkané K izolaci

DNA vysrazenim izopropanolem z vodného roztoku. Tkan byla pies noc inkubovana
s 300 ul lyza¢niho pufru a 6 ul proteinazy K [20 mg/ml] v rota¢ni hybridiza¢ni peci
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pii 55 °C. Zlyzovana tkan byla zvortexovana a nasledné centrifugovana 12 min pfi
14 000 g, 18 °C v centrifuze Z216 MK (Hermle, Némecko). Supernatant byl pfenesen
do cisté sterilni mikrozkumavky. K supernatantu bylo ptidano 300 pl izopropanolu a
pomalym pievracenim mikrozkumavky byla vysrazena DNA. Po centrifugaci 1 min
pti 14 000 g, 18 °C v centrifuze Z216 MK (Hermle, Némecko) byla peleta odsolena
v 500 pl 70% (v/v) ethanolu a nasledné odvodnéna 500 ul absolutniho ethanolu. Peleta
DNA byla vysuSena a nasledné rozpousténa pies noc v termostatu pii 55 °C v 50 ul
vody. Koncentrace DNA byla méfena pomoci spektrofotometru N1000 (NanoDrop
Technologies, USA) pii 260 nm a méfeni bylo vyhodnoceno pomoci pocitacového
programu ND-1000 V.3.3.0.

Genotypizace byla provadéna pomoci PCR (Mullis a kol. 1986) za pouziti
specifickych primerd umoZiujicich detekci alely Hifla™ ™. Primery detekuji vlozeny
gen pro rezistenci k neomycinu a jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 2 pod nazvy Neo-R a Neo-

F. Reagencie pro PCR jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Celkovy objem reakéni smési byl 25

ul.

Tabulka €. 3: SloZzeni PCR reak¢éni smési

Slozka V [pl]
10x PCR pufr 2,5
MgCl, (15mM) 15
dNTP (10mM) 0,5
Rediload 2,5
primer 1 (10uM) 1
primer 2 (10uM) 1
DMSO 1,25
JumpStart TagDNA Polymerase (2,5 u/ul) | 0,15
H,O 13,5
DNA 1,0

PCR reakce probihala v termocykleru BIOER (Genepro, Cina) podle protokolu

uvedeného v tabulce ¢. 4.
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Tabulka ¢. 4: Schéma PCR reakce

Krok Teplota [°C] Doba [min] | Opakovani
aktivace polymerazy 95 5 1
denaturace DNA 95 0,5

nasedani primert 63 0,5 34
elongace 72 0,5

konecna elongace 72 5 1

Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci horizontalni elektroforézy na

2% (w/v) agarézovém gelu v 0,5x TBE pufru s ptidavkem 5 pl ethidia bromidu
(0,01 pl/ml). Jako velikostni marker byl pouzit GeneRuler 50 bp DNA Ladder.

Elektroforéza byla provadéna pfi konstantnim napéti 130 V. PCR produkty byly

vizualizovany pod UV svétlem.

Pozitivni vysledek PCR reakce piedstavuje genotyp Hifla™ a negativni

vysledek piedstavuje genotyp Hifla

+/+

, ptiklad agar6zového gelu je na obrazku €. 6.

BRSNS 568 P N

Obrazek ¢. 6: Produkty PCR genotypizace
vizualizované na agarozovém gelu
Pozitivni signal predstavuje genotyp Hifl ot
negativni signal predstavuje genotyp Hifla
M: velikostni marker 50 bp, 1 — 6: vzorky DNA, P:
pozitivni kontrola, N: negativni kontrola

+/+

5.2.4 lzolace RNA

K izolaci RNA byla pouzita metoda fenol/chloroformové extrakce. Pro ziskani

dostatecného mnozstvi RNA pro reverzni transkripci bylo nutné spojit izolovana srdce

embryi E9,5 vzdy po dvou na zakladé¢ stejného genotypu a pouze v ramci jednoho vrhu.

RNA ze srdei veku E10,5 byla izolovéana jednotlivé.
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Zmrazené vzorky v Trizolu byly vytemperovany na 55 °C a poté
homogenizovany za pomoci Sterilni jehly a injekéni stiikacky. V tomto kroku byly
vzorky ur¢ené ke spojeni prevedeny do jedné mikrozkumavky. Zhomogenizovana tkan
byla temperovana 3 min pii 55 °C a vortexovana, tento postup byl 3 krat opakovan. Do
kazdé zkumavky byl ptidan chloroform v mnozstvi odpovidajici 1/5 objemu Trizolu, ve
kterém byl vzorek homogenizovan. Vzorky byly promichdny pfevracenim 3 krat 15 s a
poté inkubovany 5 min pii pokojové teploté a nasledné centrifugovany 15 min
pii 14000 g, 4 °C v centrifuze Z216 MK (Hermle, Némecko). Po centrifugaci byla
odebrana vrchni vodna faze obsahujici RNA a pfenesena do Cist¢ mikrozkumavky.
K vodné fazi bylo ptidano 0,5 pl glykogenu o koncentraci 20 mg/ml a izopropanol
vytemperovany na -20 °C v mnozstvi odpovidajici 1/2 objemu Trizolu, ve kterém byl
vzorek homogenizovan. Prevracenim mikrozkumavky byla vysrazena RNA a vzorky
byly inkubovany 30 min v -80 °C. Po skonceni inkubace byly vzorky centrifugovany
10 min pii 14 000 g, 4 °C v centrifuze Z216 MK (Hermle, Némecko). Ziskana peleta
byla promyta v 500 ul 75% (v/v) ethanolu vytemperovaném na -20 °C a centrifugovana
5 min pii 7 500 g, 4 °C. Kroky promyti a centrifugace byly opakovany 3 krat. Peleta

byla ponechana v 75% (v/v) ethanolu a uskladnéna v -80 °C.

5.2.5 Reverzni transkripce

Metoda reverzni transkripce (RT-PCR) umoziuje piepis sekvence RNA do
sekvence kodujici DNA (cDNA) za pomoci enzymu reverzni transkriptazy.

Mikrozkumavka s peletou RNA v 75% (v/v) ethanolu byla centrifugovana
5 min pii 7 500 g, 4 °C v centrifuze Z216 MK (Hermle, Némecko). Po centrifugaci byl
supernatant slit a peleta byla vysuSena. RNA byla rozpusténa ve 12 pl vody.
Koncentrace RNA byla zméfena pomoci spektrofotometru N1000 (NanoDrop
Technologies, USA) pii vinové délce 260 nm a méfeni bylo vyhodnoceno pomoci
pocitacového programu ND-1000 V.3.3.0.

RT-PCR probihala ve dvou krocich v termocykleru BIOER (Genepro, Cina).
V prvnim kroku byla RNA inkubovédna s primery 5 min pii 65 °C. SloZeni reak¢ni
smési ukazuje tabulka ¢. 5. Béhem inkubace doslo k denaturaci sekundarnich struktur
RNA. Po ukonfeni inkubace byla smés rychle ochlazena na ledu, v této fazi doslo

Kk nasednuti primerti na RNA.
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Ve 2. kroku reverzni transkripce byla syntetizovana cDNA pfi teploté 42 °C po
dobu 60 min s naslednou 5 minutovou inkubaci pii teploté¢ 70 °C. Ziskana cDNA byla

nafedéna vodou 20 x a ulozena v -80 °C.

Tabulka €. 5: SloZeni reakéni smési pro RT-PCR

Reagencie MnoZstvi
g (celkovy objem 12 ul)
RNA 500 ng
Primer: oligo(dT)15 (0,5 ng/ul) 1ul
1. krok SR ;
Primer: ndhodné hexamery 1l
(0,2 pg/ul)
Voda doplnéno do 12 ul
Reagencie MnoZstvi
g (celkovy objem 20 ul)
5x reakéni pufr 4 pul
RiboLock RNas Inhibitor (20 u/ul) | 1 ul
2. krok
dNTP Mix (10mM) 2 ul
RevertAid H Minus M-MuLV Lul
reverzni transkriptaza (200 u/pl) H

5.2.6 Kvantitativni polymerazova reakce v realném case

Pomoci metody relativni kvantitativni polymerazové reakce v redlném cCase
(,,quantitative real time PCR*“, qPCR) bylo zjistovano relativni mnozstvi molekul
daného genu prepsanych z DNA do RNA. Jako templat pro qPCR byla pouzita ziskana
cDNA. Mnozstvi CDNA sledovanych genti bylo normalizovdno k mnoZstvi
cDNA konstitutivné  exprimovaného genu Hprtl (,hypoxanthine - guanine
phosphoribosyltransferase 1°).

Reak¢ni smés byla pripravena podle tabulky ¢. 6.
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Tabulka €. 6: Reak¢éni smés pro qPCR

Reagencie Objem [ul]
cDNA, 20 x 4

Primer F (10uM) 0,25
Primer R (10uM) 0,25

voda 0,5

2x Syber®Green JumpStart™ Tag ReadyMix™ 5

Pouzité primery pro qPCR vybranych gent jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Reakce
probihala v termocykleru s detekénim systémem pro real time PCR: CFX384 Touch™
Real-Time PCR Detection System (Biorad, USA) podle schématu uvedeného

v tabulce ¢. 7.

Tabulka €. 7: Schéma qPCR reakce

Krok Teplota [°C] | Doba [s] | Po¢et opakovani
aktivace polymerazy 94 120 1

denaturace 94 15

nasedani primerti + elongace 60 60 40

5.2.7 Statistické vyhodnoceni

Z vysledki qPCR byly programem Bio-Rad CFX Manager 3.0 vypocitany
hodnoty Cq (,,crossing point*). Z technickych duplikatd byly vypocitany primérné
hodnoty Cq, které byly normalizovany ke kontrolnimu genu Hprtl podle vzorce:
ACq = Cqgn - COuprz. Tyto hodnoty byly vyhodnoceny v programu
GraphPad Prism 5.04 testem analyza rozptylu jednoduchého tiidéni (,,one-way
ANOVA®“) a naslednym dvouvybérovym neparovym t-testem, pii kterém byly

porovnavany vsechny skupiny se vzorky wt nediabetickych embryi, tedy kontrolou.
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Relativni zména exprese genu byla urena na zakladé Gcinnosti (E) reakce
gPCR, ktera byla vypocCitina pomoci programu LinRegPCR, a diference (A)

ptechodového bodu (Cq) experimentalniho vzorku vii¢i kontrole podle vzorce ¢. 1.

ACq gen (primér kontrola - primér EXP)
E

Een
ACq Hprel (pramér kontrola - primér EXP)

Hprtl

relativni exprese =

Vzorec ¢. 1: Vypocet relativni exprese
Kontrola: nediabeticky wt; EXP: diabeticky wt, nediabeticky Hifla*", diabeticky
Hifla™ ", ACq, diference piechodového bodu, E, uc¢innost reakce

5.2.8 Histologicka analyza

5.2.8.1 Priprava fezi

Pro histologickou analyzu fezi hrudnikem byla pouzita embrya ve véku E14,5.
Embrya byla po izolaci fixovana ve 4% (w/v) PFA. Nasledné byla embrya omyta v PBS
pufru pro odstranéni fixativa z tkané, odvodnéna ethanolovou tfadou (25%, 50% a 70%
(v/v) ethanol), pfevedena do xylenu a prosycena parafinem. Odvodnéni, pievedeni do
xylenu a prosyceni parafinem prob&hlo v odvodnovacim tkanovém automatu ASP 200
(Leica, Némecko). Vzorky byly poté zalévany do parafinu pomoci zalévaciho automatu
EG 1150 (Leica, Némecko). Parafinové bloCky byly krajeny pomoci mikrotomu
RM2255 (Leica, Némecko) na fezy o tloust’ce 8 um. Jednotlivé fezy byly napinany na
hladiné vodni lazné¢ NB-303 (N-Biotek, Korea) vytemperované na 39 °C a pfenaseny na
podlozni skla s nabojem (Superfrost® PLUS, Thermo scientific, USA). Kone¢n4 fixace
fezii na sklech byla provedena inkubaci na vyhfivaném napinacim stolku OTS 40

(Medite, Némecko) pti 42 °C.

5.2.8.2 Barveni a fixace Fezu

Pied barvenim byly fezy zbaveny parafinu postupem uvedenym v tabulce ¢. 8.
Po odparafinovani byly tezy barveny hematoxilyn-eosinem dle schématu, které je
uvedeno v tabulce ¢. 9. Po odvodnéni tkani (krok 7 az 13 v tabulce ¢. 9) byly pfipraveny

trvalé preparaty nanesenim DPX média a ptilozenim kryciho skla.

5.2.8.3 Histologické vyhodnoceni Fezt

Na obarvenych fezech hrudnikem byla provedena morfologicka analyza
embryonalniho srdce a derivatt OFT. Pocty defekti byly statisticky porovnany
Fisherovym testem v programu GraphPad Prism 5.04. Pomoci programu ImageJ 1.45s
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byl vyhodnocen objem kompaktniho myokardu a pomér plochy trabekul na plochu
kompaktniho myokardu. Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita ,,one-way ANOVA*

s naslednym dvouvybérovym neparovym t-testem v programu GraphPad Prism 5.04.

Tabulka ¢. 8: Postup odparafinovani fezi

Cislo kroku Cinidlo (% v/v) Cas [min]
1 xylen 15

2 100% ethanol 5

3 96% ethanol 5

4 90% ehtanol 5

5 80% ethanol 3

6 70% ethanol 5

7 destilovana voda o0

Tabulka €. 9: Schéma barveni H-E

Cislo kroku Cinidlo Cas
1 hematoxilin 40s
2 tekouci voda 5 min
3 kysely ethanol 5s

4 voda z vodovodu 5 min
5 eosin 5s

6 destilovana voda 10s
7 70% ethanol 10s
8 80% ethanol 10s
9 90% ethanol 10s
10 96% ethanol 10s
11 100% ethanol 5 min
12 xylen 3 min
13 xylen 3 min
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6. Vysledky

6.1 Izolovana embrya

Ve véku E9,5 bylo ziskano celkem 72 embryi ze 7 vrhli neovlivnénych diabetem
a 87 embryi z 11 diabetickych vrhii. Ve véku E10,5 bylo ziskano 46 embryi z 5 vrhii
bez vlivu diabetu a 40 embryi z5 vrhii ovlivnénych diabetem. Absolutni poéty
izolovanych embryi a pocty embryi rozdélenych podle genotypu ukazuje tabulka ¢. 10.
Porovnani primérného po¢tu embryi Vjednom vrhu ukazuji grafy na obrazku ¢. 7.
Negativni vliv diabetu, v kombinaci s vlivem genotypu Hifla*” byl patrny ve véku
E9,5.

Tabulka ¢. 10: Absolutni pocty izolovanych embryi

Celkem wt Hifla" | Po&et vrhi
E9,5 nedia 72 34 38 7
E9,5 dia 87 64 23 11
E10,5 nedia 46 28 18 5
E10,5 dia 40 22 18 5
M nedia :
. E95 L. " E10,5 B rede
12 - . 1 1
10 | | pwa 10 -
8 - MM 8
6 6
4 4
2 2
0 - ' . . 0 |
celkem wt Hifla+/- celkem wt Hifla+/-

Obrazek ¢. 7: Primérny pocet embryi v 1 vrhu

Hodnoty ptredstavuji pramérny pocet + stiedni chyba priméru. Pro statistické
vyhodnoceni byl pouzit dvouvybérovy neparovy t-test. (E9,5: nedia, N = 7, dia, N =
11; E10,5: nedia, N =5, dia, N =5, * P < 0,05, **, P <0,01)
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Pomoci programu NIS Elements D 3.2 byla zméfena temenokostréni délka
embryi. Primérnou velikost embryi zobrazuji grafy na obrazku ¢. 8. Ve vSech
skupinach je patrny trend negativniho vlivu diabetu na velikost embryi. Tabulka ¢. 13
ukazuje poCty absorbovanych embryi. Za absorbovand embrya jsou povazovana takova,
kde byl nalezen pouze prazdny embryonalni vacek a nebylo mozné provést
genotypizaci.

Izolovana embrya byla morfologicky zhodnocena. V tabulkach ¢. 11 a ¢. 12 jsou
vypsany poCty embryi s opozdénym a defektnim vyvojem ve véku E9,5, respektive
E10,5. Na obrazku ¢. 9 jsou piiklady embryi s opozdénym a defektnim vyvojem ve
véku E9,5. Na obrazku ¢. 10 jsou ptiklady embryi s defektnim vyvojem ve véku E10,5.

E9,5 lnfed|a E10,5 lnfed|a
6000 - Odia 6000 - ok Odia
s 3k ke I s 3k ke s 3k ke !
5000 i ok I 1 I 1
4000 © s J. " 4000 -
1 | —
3000 -
2000 - 2000 -
1000 A
0 B T T 1 0 B T T 1
celkem wt Hifa1+/- celkem wt Hif1a+/-

Obrazek ¢. 8: Primérna velikost embryi

Byla méfena temenokostréni délka embryi pomoci programu NIS Elements D 3.2.
Hodnoty ptedstavuji primér v um =+ stiedni chyba priiméru. Pro statistické vyhodnoceni
byl pouzit dvouvybérovy neparovy t-test. (E9,5: celkem nedia, N = 71, dia, N = 85, wt
nedia, N = 34, dia, N = 63, Hifla™" nedia, N = 37, dia, N = 22; E10,5: celkem nedia, N
= 44, dia, N = 39, wt nedia, N = 27, dia, N = 22, Hifla*" nedia, N = 17, dia, N = 17;
*** P <0,001)

Tabulka ¢. 11: Po¢ty abnormalné se vyvijejicich embryi ve véku E9,5
Hodnoty reprezentuji poéty embryi s vyvojovou abnormalitou/celkovy
pocet embryi ve skupiné

+/-
wit i
E95 - _ _ Hifla _
nedia dia nedia dia
Opozdény vyvoj 1/34 7164 1/38 2123
Defektni vyvoj 0/34 0/64 0/38 1/23
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Tabulka €. 12: Poéty abnormalné se vyvijejicich embryi ve véku E10,5
Hodnoty reprezentuji pocty embryi s Vyvojovou abnormalitou/celkovy

pocet embryi ve skupiné

+/-
Wt -
E105 . . . Hifla .
nedia dia nedia dia
Opozdény vyvoj 0/17 0/22 0/29 0/18
Defektni vyvoj 0/17 2/22 1/29 2/18

Tabulka €. 13: Poéty absorbovanych embryi
Hodnoty reprezentuji absolutni poc¢ty absorbovanych embryi/ absolutni

pocty ziskanych neabsorbovanych embryi

vék nedia dia
E9,5 3/72 26/87
E10,5 1/46 1/40

Obrazek ¢. 9: Diabeticka embryopatie ve véku E9,5
Na obrazku A je normaln¢ se vyvijejici embryo ve véku E9,5, na obrazcich B a C
jsou vyvojové opozdénd embrya, na obrazku D je vyvojové defektni embryo.
Me¢fitko predstavuje 1000 pm.
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Obrazek €. 10: Diabeticka embryopatie ve véku E10,5

Na obrazku A je normalné se vyvijejici embryo ve véku E10,5, na obrazku B je
embryo s defektem neuralni trubice (Sipka) a kardiovaskularnimi defekty, na
obrazku C je zcela defektni, nezivotaschopné embryo s defektem neuralni trubice
(bila Sipka) a kaudalni regresi (Cervena Sipka) a na obrazku D je embryo
s otevienou neurdlni trubici (bila Sipka), kardiovaskularnimi anomaliemi a
defekty zabernich obloukt (Cervena Sipka). Métitko predstavuje 1000 um.
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6.2 Izolovana srdce

Po izolaci srdei byla zméfena jejich plocha pomoci programu
NIS Elements D 3.2. Primérnou plochu srdci ukazuji grafy na obrazku ¢. 11. V obou
vékovych skupinach je ziejmy negativni vliv diabetu. U vSech izolovanych srdci byla
také hodnocena externi morfologie, zda odpovida z hlediska vyvoje vékim E9,5 a

E10,5 (obrazek ¢. 12).

= nedia W nedia
Eg!s O dia E10!5 Odia
* %
ok * %
—_
900000 - ok ok 900000 - i
800000 - ; . 800000 -
700000 | #*r ol 700000 -
600000 - 600000 -
500000 -+ 500000 -
400000 - 400000 -
300000 - 300000 -
200000 - 200000 -
100000 - 100000 -
0 - T ! 0 - ; T
celkem wt Hifla+/- celkem wt Hif1a+/-

Obrazek €. 11: Priumérna plocha srdci

Srdce byla semikvantitativné méfena pomoci programu NIS Elements D 3.2. Jednotlivé
skupiny byly porovnany dvouvybérovym neparovym t-testem.

Hodnoty reprezentuji primér v pm? + stiedni chyba praméru (E9,5: celkem nedia, N =
69, dia, N = 77, wt nedia, N = 32, dia, N = 56, Hifla*" nedia, N = 36, dia, N = 20;
E10,5: celkem nedia, N = 40, dia, N = 37, wt nedia, N = 25, dia, N = 29, Hifla™" nedia,
N =15, dia, N = 18; **, P < 0,01, *** P < 0,001)
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Obrazek ¢. 12: Izolovana srdce

Na obrazku A je vyvijejici se srdce ve ve€ku E9,5, na obrazku B je vyvijejici se srdce ve
véku E10,5. Na obou obrazcich jsou vidét formujici se siné (bild Sipka) a komory
(Cervena Sipka). Méfitko predstavuje 100 pm.

6.3 Histologicka analyza srdci E14,5

Pro plné zhodnoceni vyskytu a typu kardiovaskularnich defektd u naseho
modelu diabetické embryopatie byly zkoumany histologické fezy celym hrudnikem
embryi ve véku E14,5. Ptiklady fezl jsou uvedeny na obrazku ¢. 13. V tomto véku je
dokonéena posledni faze vyvoje srdce: septace, a tim je mozné bezpetné urcit
morfologické defekty véetné defektl septa a defektd OFT. Bylo ziskdno 17 embryi
Hif/o™ a 18 embryi Wt z celkem 6 vrhti ovlivnénych diabetem a 13 embryi Hif/ ot a
15 embryi wt z celkem 4 vrhti bez vlivu diabetu. U embryi vyvijejicich se v diabetickém
prostiedi byla pozorovana zvySena incidence kardiovaskularnich defektd. Jednalo se
predevsim o defekty IVS, pozorovan byl i perikardialni otok v kombinaci s defekty 1IVS
(65 %, respektive 12 % kardiovaskularnich defekti). Hiflo*" embrya z diabetickych

" embryi z téhotenstvi bez ovlivnéni diabetem

tehotenstvi méla v porovnani s Hif/a"
zvySenou incidenci kardiovaskularnich defektli o 47 % (n = 8 s defekty/17 embryi
celkem, P = 0,004, Fischertv test). Obdobn¢ méla wt embrya ovlivnéna diabetem
zvySenou incidenci kardivaskularnich defekti o 28 % (n = 5 s defekty/18 embryi
celkem; P = 0.048, Fishertv test). HIF-1o moduluje migraci bun€k neuralni listy, které

ptispivaji k formaci OFT a aortalnich oblouki (Compernolle a kol. 2003). Z tohoto
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duvodu byl morfologicky analyzovan piedev§im plicni a aortalni kmen.
Ze 35 analyzovanych wt a Hif7 o't embryi z diabetickych t€hotenstvi, byl identifikovan
pouze jeden piipad perzistujictho aortalniho kmene a to u Hifla""embrya. Nebyl
identifikovan Zadny pfipad transpozice velkych cév nebo dvojvytokové pravé komory.
Na obrazku ¢. 13 je zfejmé snizeni ventrikularniho kompaktniho myokardu, které bylo
zaznamenano u vSech embryi vystavenych diabetickému prostiedi v porovnani s embryi

Z t€hotenstvi bez ovlivnéni diabetem.

Dia
B 2
e "': L4 =
0 w & RV
A RV L
VS _ /
- Lk 4 5
£ L.
C
. _
+ )
o ;
— 70
=
T % ®
\ LV SOURVL [ 8 74
N .

Obrazek &. 13: Rez celym hrudnikem embrya ve véku E14,5

Na obrazcich A a C jsou fezy morfologicky normalné se vyvijejicim srdcem bez vlivu
diabetu. Na obrazku B je fez srdcem s defektem mezikomorového septa (Sipka) wt
genotypu vyvijejici se v diabetickém prostiedi. Na obrazku C je fez srdcem s defektem
mezikomorového septa (Sipka) a snizenym objemem ventrikularniho myokardu
(zavorka). M¢fitko reprezentuje 500 um. (LV, leva komora, RV, prava komora, IVS,
mezikomorové septum)

Objem myokardu komor byl méfen pomoci programu ImageJ 1.45s a porovnan
»one-way ANOVA®, snaslednym t-testem. Graf zobrazujici vysledky porovnani
objemu myokardu komor je na obrazku ¢. 14 A. V obou komorach bylo pozorovano
vyznamné snizeni objemu kompaktniho myokardu u embryi vyvijejicich se
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v diabetickém prostiedi oproti embryim bez vlivu diabetu. V levé komote byl
pozorovan také vyznamny vliv genotypu. Embrya Hif10c+/' ovlivnéna diabetem m¢éla
mensi objem kompaktniho myokardu oproti wt embryim ovlivnénych diabetem. Dale
byla méfena plocha trabekul, ta byla vztazena K plose kompaktniho myokardu. Graf na
obrazku ¢. 14 B ukazuje, Ze embrya vyvijejici se v diabetickém prostfedi méla

V porovnani s embryi neovlivnénymi diabetem zvétSenou plochu trabekul.

A Objem myokardu  guega 5 Pomér: plocha  mnedia
komor Odia trabekul/plocha komor cdi
F3 *
[um?®] — . * L * ,
*k r—\* * *
600000 - [ ) * 06 4 —F— —*
— 1
400000 | 04 -
200000 | 0,2 -
0 0 - T T . )
LV wt LV Hifla+/~- RV wt RV Hifta+/~ LV wt LV Hifla+/- RV wt RV Hif1a+/-

Obrazek ¢. 14: Vliv diabetu na sténu komor

V grafu A je zobrazeno porovnani objemu kompaktniho myokardu komor embryi ve
véku E14,5. Hodnoty reprezentuji objem v [umg] + stiedni chyba pruméru. V grafu B je
zobrazeno srovnani pomért plochy trabekul/plochu kompakty u embryi ve véku E14,5.
Hodnoty reprezentuji pomér + stfedni chyba primeéru. Pro statistické vyhodnoceni byla
pouzita ,,one-way ANOVA® a nasledny dvouvybérovy neparovy t-test. (A, N = 5, B,
LV wt nedia, N = 4, wt dia, N = 4, Hifla™" nedia, N = 5, Hifla™" dia, N = 4, RV wt
nedia, N = 3, wt dia, N = 4, Hifla™" nedia, N = 5, Hifla*" dia, N = 5; * P < 0,05, **, P
<0,01, LV, levd komora, RV, prava komora)
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6.4 Relativni exprese vybranych kandidatnich genu

Pomoci qPCR byla métena relativni exprese 11 genti, kterd byla normalizovana
ke konstitutivné exprimovanému genu Hprtl. Relativni exprese vSech skupin byla
pomoci dvouvybérového neparového t-testu porovnana s kontrolni skupinou wt embryi
bez vlivu diabetu.

Byly vybrany geny, které¢ ovliviiuji vyvoj srdce a jsou znadmymi, piipadné
moznymi cilovymi geny pro HIF-la. Grafy se srovnanim relativnich expresi
jednotlivych geni byly rozdéleny do skupin s ohledem na jejich funkci.

Geny Vegfa a Wtl jsou znamymi cily pfimé regulace transkripénim faktorem
HIF-1 (Wagner a kol. 2003; Manalo a kol. 2005). Relativni exprese téchto gent jsou
zobrazeny v grafech na obrazku ¢. 15. Mnozstvi mRNA Vegfa bylo signifikantné
snizeno u embryi Hiflo*" neovlivnénych diabetem ve véku E9,5, coz je v souladu
s Hif /o haploinsuficienci. Naopak ve v€ku E10,5 bylo mnozstvi mRNA ve srovnani
s kontrolou, wt neovlivnénych diabetem, vyznamné zvySeno ve vSech skupinach.
Statistické porovnani navic ukézalo signifikantni rozdil i mezi Hifla™" embryi
ovlivnénymi diabetem a wt embryi ze stejnych téhotenstvi. V piipadé genu Wtl je
patrny trend snizené exprese mRNA ve skupiné wt embryi ovlivnénych diabetem ve
véku E9,5. Ve v€ku E10,5 byla statisticky vyznamné zvysena exprese mRNA u embryi
Hif/a™" ve skuping bez vlivu diabetu i ve skuping ovlivnéné diabetem ve srovnani
s kontrolni skupinou. Statisticky vyznamné zvySeni exprese bylo pozorovéano také u

diabetickych Hif/ ot embryi v porovnani s diabetickymi wt embryi.
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E9,5: Vegfa ™ E10,5: Vegfa °*

W Hifla+/- . m Hifta+/-
[ ]
2,00 2,00 * % * k
I 11 1
*
[
1,50 % %k 1,50
1,00 1,00
0,50 0,50
0,00 0,00
nedia dia nedia dia
Owt .
ES,5: Wil : E10,5: Wt1 Owt
W Hifla+/- m Hif1ae/-
2,00 200 * %k k
! |
* ¥
 —
1,50 1,50

1,00 1’00
0,50 0,50
0,00 0,00

nedia nedia dia

Obrazek ¢. 15: Relativni exprese genu Vegfa a Wil

V grafech jsou uvedeny hodnoty relativni exprese gent ziskané pomoci qPCR
normalizované ke kontrolni skupiné wt nedia embryi. VSechny skupiny byly

s kontrolni skupinou porovnany ,,one-way ANOVA* a naslednym
dvouvybérovym neparovym t-testem. Hodnoty reprezentuji pramér =+ stfedni
chyba priméru (Vegfa E9,5: nedia wt, N = 4, nedia Hif /o™, N = 6, dia wt, N =
6, dia Hif /o™, N = 7;E10,5: nediawt, N = 7, nedia Hif/a"", N = 8, dia wt, N =
8, dia Hifla"", N =8; Wtl E9,5: nedia wt, N = 5, nedia Hif/a*", N = 4, diawt, N
=5, dia Hif/a™", N = 5; E10,5: nedia wt, N = 7, nedia Hif/¢*", N = 7, dia wt, N
=8, dia Hif /o™, N = 7; * P < 0,05, **, P < 0,01, *** P < 0,001)
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HAND1 a HAND?2 se ucastni specifikace budoucich komor (Thomas a kol.
1998). Grafy relativni exprese téchto gent jsou zobrazeny na obrazku ¢. 16. Exprese
genu Handl, ktery se exprimuje specificky v levé komoie, byla u embryi Hifla™"
Vv nediabetickém prostiedi oproti kontrole signifikantn¢ snizena ve véku E9,5. Naproti
tomu ve véku E10,5 nebyla exprese Handl signifikantné ovlivnéna v zadné skuping.
Trend sniZené exprese Hand1 je detekovatelny u Hif/o"~ embryi ovlivnénych diabetem
obou vékovych skupin v porovnani s wt embryi. Tento trend naznacuje vliv Hif/a™*"
genotypu. V kontrastu stim byla exprese Hand2 ve véku E9,5 oproti kontrole
vyznamné zvySena u Hiflo*" embryi ovlivnénych diabetem. Ve véku E10,5 byla

exprese Hand2 ve vSech experimentalnich skupinach oproti kontrole naopak snizena.
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E9,5: Hand1 o E10,5: Hand1l ©°

W Hifla+/- m Hiflat/-
1,50
1,50 N
1,00 1,00
0,50 0,50
0,00 0,00
nedia dia nedia dia
. Owt . Owt
E9,5: Hand2 . E10,5: Hand2
W Hifla+/- .
* W Hifla+/-
1,50 , , 150 A & % % .
% %k %
) 1
*
1,00 1,00
0,50 050
0,00 0,00
nedia dia nedia dia

Obrazek €. 16: Relativni exprese geni Hand1 a Hand2

V grafech jsou uvedeny hodnoty relativni exprese ziskané pomoci qPCR
normalizované ke kontrolni skupiné¢ wt nedia embryi. VSechny skupiny byly

s kontrolni skupinou porovnany ,,one-way ANOVA* a naslednym
dvouvybérovym neparovym t-testem. Hodnoty reprezentuji primér =+ stiedni
chyba priméru (Hand1 E9,5: nedia wt, N = 7, nedia Hif7a™", N = 8, dia wt, N
=5, dia Hifla™", N = 5; E10,5: nedia wt, N = 6, nedia Hifla™", N = 5, dia wt, N
=8, dia Hifla™", N = 6; Hand2 E9,5: nedia wt, N = 8, nedia Hifla™", N = 8, dia
wt, N = 5, dia Hifla™", N = 6; E10,5: nedia wt, N = 8, nedia Hifla™", N = 6, dia
wt, N = 8, dia Hifla™", N = 6; *, P < 0,05, ** P < 0,01, ***, P < 0,001)
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Produkty Nkx2.5 a Mef2c gent se pravdépodobné ucastni diferenciace bungk,
oba jsou nezbytné pro iniciaci ohybani srde¢ni trubice (Lints a kol. 1993; Lin a kol.
1997). Exprese Nkx2.5 je ovlivnéna transkripénim faktorem Hif/a (Krishnan a kol.
2008). Mef2c s Hifla fyzicky interaguje. Jejich relativni exprese je znazornéna
v grafech na obrazku ¢. 17. Nkx2.5 je ve véku E9,5 deregulovan u Hif/ ot embryi bez
vlivu diabetu i u Hif/a"" embryi ovlivnénych diabetem. U diabetem ovlivnénych
Hif/a™" embryi je exprese Nkx2.5 oproti kontrole sniZena, u Hif/a™ embryi bez vlivu
diabetu je jeho exprese naopak zvySena. Ve véku E10,5 bylo pozorovano statisticky
vyznamné snizeni exprese Nkx2.5 u diabetickych Hif1 ot embryi oproti wt embryim ve
vrzich ovlivnénych diabetem. Exprese Mef2c byla ve ve€ku E9,5 oproti kontrole
signifikantn& sniZena u obou skupin embryi (Wt, Hif/a™") ovlivnénych diabetem. Tento
trend Ize pozorovat i u Hif/a™" embryi vyvijejicich se v nediabetickém prostiedi. Ve
véku E10,5 byla exprese Mef2c u Hiflo*" embryi vyvijejicich se v nediabetickém
prostiedi oproti kontrole vyznamné zvySena. Stejné€ jako u E9,5 diabetem ovlivnénych
embryi byla exprese Mef2c u obou skupin embryi (wWt, Hif/a™) vyvijejicich se

Vv diabetickém prostfedi signifikantné sniZena.
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Obrazek €. 17: Relativni exprese genii Nkx2.5 a Mef2c
V grafech jsou uvedeny hodnoty relativni exprese ziskané pomoci qPCR
normalizované ke kontrolni skupiné wt nedia embryi. VSechny skupiny byly
s kontrolni skupinou porovnany ,,one-way ANOVA* a naslednym
dvouvybérovym neparovym t-testem. Hodnoty reprezentuji primér =+ stiedni
chyba priméru (Nkx2.5 E9,5: nedia wt, N = 6, nedia Hifla", N = 5, dia wt, N =
5, dia Hifla™", N = 5; E10,5: nedia wt, N = 5, nedia Hiflo"", N = 7, diawt, N =
7, dia Hifla™, N = 7; Mef2c E9,5: nedia wt, N = 6, nedia Hifla™", N = 5, dia wt,
N =5, dia Hifla™", N = 6; E10,5: nedia wt, N = 5, nedia Hiflo"", N = 6, dia wt,
N =8, dia Hifla™, N =8; * P < 0,05, ** P <0,01, *** P < 0,001)
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GATAA4 ve vyvijejicim se srdci ovliviiuje proces EMT (Rivera-Feliciano a kol.
2006) a proliferaci bunék (Grepin a kol. 1997). Graf ukazujici relativni expresi Gata4 je
na obrazku ¢. 18. V ptipadé tohoto genu byla pozorovéana statisticky vyznamna zména
exprese oproti kontrole pouze ve véku E10,5 ve skupiné wt embryi vyvijejicich se
v diabetickém prostiedi. Porovnani s ostatnimi skupinami (wt, Hif/ o nedia, Hif/ o

dia) prokazalo statistickou vyznamnost naznacujici vliv genotypu.

Owt
E9,5: Gata4d _ E10,5: Gata4 ~"
W Hifla+/- W Hifla+/-
2,00 2,00 4 g ok k \
* %k
' % %
r
1,50 1,50 -
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Obrazek ¢. 18: Relativni exprese genu Gata4

V grafech jsou uvedeny hodnoty relativni exprese ziskané pomoci qPCR
normalizované ke kontrolni skupin€ wt nedia embryi. VSechny skupiny byly

s kontrolni skupinou porovnany ,,one-way ANOVA* a naslednym
dvouvybérovym neparovym t-testem. Hodnoty reprezentuji pramér =+ stfedni
chyba priméru (Gata4 E9,5: nedia wt, N = 5, nedia Hifla™", N = 5, dia wt, N
=5, dia Hiflo™", N = 6; E10,5: nedia wt, N = 6, nedia Hifl/a™", N = 7, dia wt, N
= 6, dia Hifla™", N = 8;* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001)

BMP4 i TBX5 se tcastni vyvoje sept a chlopni (Bruneau a kol. 2001; Jiao a kol.
2003), grafy ukazujici jejich relativni exprese jsou na obrazku ¢. 19. U genu Bmp4 byla
pozorovana signifikantni zména v jeho expresi oproti kontrole ve véku E10,5. VSechny
zkoumané skupiny mély ve srovnani s kontrolni skupinou wt embryi sniZenou expresi.
V ptipadé genu Thx5 byla signifikantni zména exprese pozorovana také pouze ve véku
E10,5, ukazujici na vliv diabetu a Hifla™" genotypu. Relativni exprese Thx5 byla ve
srovnani s kontrolou (wt embrya neovlivnéna diabetem) také ve vSech skupinach

snizena v E10,5.
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Obrazek €. 19: Relativni exprese geni Bmp4 a Thx5
V grafech jsou uvedeny hodnoty relativni exprese ziskané pomoci qPCR
normalizované ke kontrolni skupiné¢ wt nedia embryi. VSechny skupiny byly
s kontrolni  skupinou porovnany ,one-way ANOVA* a naslednym
dvouvybérovym neparovym t-testem. Hodnoty reprezentu,ii pramér + stfedni
chyba priméru (Bmp4 E9,5: nedia wt, N = 7, nedia Hifla"", N = 6, dia wt, N =
5, dia Hifla™, N = 6; E10,5: nedia wt, N = 6, nedia Hif/a™", N = 5, dia wt, N =
7, dia Hifla™, N = 5; Tbx5 E9,5: nedia wt, N = 6, nedia Hifla™", N = 8, dia wt,
N = 5, dia Hifla™", N = 6; E10,5: nedia wt, N = 8, nedia Hifla*", N = 7, dia wt,
N =8, dia Hifla™, N = 6; *, P < 0,05, **, P < 0,01, *** P < 0,001)

ISL1 je zodpovédny za specifikaci progenitorovych bunék v SHF a jejich
migraci do srdce (Cai a kol. 2003). Relativni exprese mRNA genu Isll jsou zobrazeny
v grafech na obrazku ¢. 20. Exprese Isl1 byla ve véku E9,5 oproti kontrolni skupiné

signifikantn& snizena u Hif/a™" embryi vyvijejicich se v diabetickém prostiedi. Stejny
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trend byl zaznamenan i1 u wt embryi. Ve véku E10,5 nebylo moZzné statistické
vyhodnoceni z dtvodu p#ili§ velkého rozptylu ziskanych hodnot (obrazek ¢. 21).
Vyrazné rozptyly hodnot mRNA byly naméfeny zejména u embryi z diabetickych
téhotenstvi, naznacujici deregulaci exprese Isl1 v disledku diabetického prostiedi a

kombinovany vliv Hif/a™" genotypu a diabetu.
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Obrazek ¢. 20: Relativni exprese genu Is|1

V grafech jsou uvedeny hodnoty relativni exprese ziskané pomoci gPCR normalizované
ke kontrolni skupin¢ wt nedia embryi. VSechny skupiny byly s kontrolni skupinou
porovnany ,,one-way ANOVA* a naslednym dvouvybérovym neparovym t-testem.
Hodnoty reprezentuji primér + stiedni chyba priméru (Isl1 E9,5: nedia wt, N = 5, nedia
Hifla™, N =6, diawt, N = 4, dia Hifla™", N = 4; E10,5: nedia wt, N = 5, nedia Hifla™"
,N =8, diawt, N =6, dia Hifla"", N = 5; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001)

Obrazek ¢. 21: Rozptyl

E10,5: Isl1 hodnot relativni exprese
, genu Isll ve véku E10,5
nedia wt 4 vy H‘ﬁ, Hodnoty reprezentuji deltaCq
normalizované ke
dia wt . ﬂ‘lﬁ . konstitutivné exprimovanému
genu Hprtl + stiedni chyba
nedia HifLa+/-- oo priméru (E10,5: IslL nedia
wt, N = 5, nedia Hiflo'",
dia Hifla+/- 8 b s N = 8, diawt, N = 6, dia
: : : : . Hifla™" N = 5)
0 2 4 6 8 10

delta Cq

Expresi genu Thx1 nebylo mozné vyhodnotit. Mnozstvi Thx1 mRNA v tkani

bylo pod urovni detekce, z toho ditvodu nejsou vysledky uvedeny.
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7. Diskuze

Jednou z vaznych komplikaci onemocnéni diabetes mellitus je diabeticka
embryopatie. U diabetickych téhotenstvi se riziko vyskytu vrozenych vyvojovych vad
zvySuje az desetkrat (Casson a kol. 1997). Diabetickd embryopatie mtze ovlivnit
kterykoli vyvijejici se orgadnovy systém, ale nejcastéjSimi defekty jsou defekty
kardiovaskularniho systému. NejcastéjSimi srde¢nimi malformacemi diagnostikovanymi
u lidskych diabetickych téhotenstvi jsou defekty IVS, syndrom hypoplastického levého
srdce a perzistentni aortalni kmen. (Kucera 1971; Martinez-Frias 1994; Wren a kol.
2003). Stejné typy kardiovaskularnich defektti byly popsany také u zvifecich modelu.
Tyto studie ukazaly, Ze hyperglykemie, hypoxie a abnormalni matefsky/fetalni
metabolismus negativné ovliviiuji embryonalni vyvoj (Ellington 1997; Sadler 1997,
Gutierrez a kol. 2007). Molekularni mechanismy, které dereguluji genovou expresi a
V kone¢ném disledku vedou ke vzniku vrozenych vad, vSak stidle nejsou plné
objasnéné.

Tato diplomova prace vychazi z nékolika poznatki, které¢ ukazuji, Ze maternalni
diabetes vyznamné méni genovy expresni profil embryi a dochazi k vyznamnému
ovlivnéni HIF-1 regulovanych signalnich drah ve vyvijejicim se embryu (Pavlinkova a
kol. 2009). Dale bylo ukazano, ze kompletni delece Hiflo zpusobuje defekty, které
odpovidaji fenotypu diabetické embryopatie (lyer a kol. 1998a; Kotch a kol. 1999;
Compernolle a kol. 2003)

Heterozygotni Hiﬂa+/' embrya se vyvijeji normdln¢, avSak v diabetickém
prostfedi jsou nachylnéjsi ke vzniku diabetické embryopatie, v porovnani s wt embryi
(Bohuslavova a kol. 2013). Analyzy spojené stouto diplomovou praci potvrdily
negativni vliv diabetu a deregulace HIF-1 signalni drahy na vyvoj plodu Vv nasem
modelu. Trend snizeného primérného poctu embryi v jednom vrhu byl zaznamenan u
obou zkoumanych vékt, E9,5 a E10,5 u diabetickych téhotenstvi. Ve véku E9,5 byl
pozorovan negativni vliv kombinace diabetu a genotypu Hifla'™", kdy poget diabetem
ovlivnénych Hifl ot" embryi na jeden vrh byl vyznamné snizen v porovnani nejen
s nediabetickymi kontrolnimi t€¢hotenstvimi, ale také s pocty wt embryi z diabetickych
téhotenstvi (obrazek ¢. 7). Byla potvrzena statisticky vyznamné mensi velikost plodu
vyvijejich se v diabetickém prosttedi (obrazek ¢&. 8), ktera je u c¢lovéka

asociovana s vysSim vyskytem vrozenych vyvojovych vad u diabetickych
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t€hotenstvi (Casson a kol. 1997). Pozorovana mensi plocha srdci u embryi vyvijejicich
se V diabetickém prostfedi odpovida pozorované mensi celkové velikosti diabetem
ovlivnénych embryi (obrazek ¢. 11). U embryi vyvijejicich se v diabetickém prostiedi
byl pozorovan castéjsi vyskyt opozdéného a defektniho vyvoje, 2 nediabeticka embrya
oproti 9 diabetickym embryim, respektive 1 nediabetické embryo oproti 5 diabetickym.
S tim souvisi také pozorovani zvySené¢ho vyskytu absorbovanych embryi v diabetem
ovlivnénych vrzich (27 embryi) ve srovnani s vrhy bez vlivu diabetu (4 embrya, tabulka
¢. 11).

Histologickd analyza fezli hrudnikem embryi ve v€ku E14,5 z diabetickych
téhotenstvi potvrdila zvySeny vyskyt kardiovaskuldrnich defektii, zejména defekti IVS
a zmény v myokardu komor (obrazek ¢. 13). Navic bylo ve vrzich ovlivnénych
diabetem pozorovano, ze Hifl ot" embrya maji tenci levou kompaktni sténu komor nez
wt embrya (obrazek €. 13A). Dale bylo pozorovano zvySené mnozstvi komorovych
trabekul u embryi vyvijejicich se v diabetickém prostfedi (obrazek ¢&. 13B).
Pravdépodobnou funkei trabekul je zvétSeni povrchu myokardu pro vstiebavani kysliku.
Tyto vysledky jsou v souladu s hypotézou, Ze diabetické prostfedi zplisobuje tkanovou
hypoxii a aktivuje kompenzacni mechanismy k zajiSténi dostatecné hladiny kysliku
Vv tkanich.

Zkoumané geny byly vybrany s ohledem na jejich funkci ve vyvoji srdce a na
jejich moznou regulaci HIF-1 signalni drahou. Analyza exprese genl Ucastnicich se
vyvoje srdce potvrdila vychozi hypotézu, ze diabetes v t€hotenstvi dereguluje genovou
expresi béhem vyvoje embrya a tim negativné ovliviiuje vyvojové procesy a zvysuje
riziko vzniku vyvojovych defekti. Relativni exprese genu Vegfa byla signifikantné
zménéna v obou pozorovanych embryonalnich vécich (obrazek ¢. 15). Exprese VEGFA
je pfimo aktivovana transkripcnim faktorem HIF-1 (Manalo a kol. 2005), je tedy mozné,
ze se jedna o pfimy vliv genotypu. Nicméné VEGFA ma nékolik sestfihovych variant,
znichz nékteré maji angiogenni uc¢inek a jiné plsobi antiangiogenné
(Nowak a kol. 2008). Vegfa primery pouzité v této diplomové praci byly navrzeny tak,
aby detekovaly vSechny primarni Vegfa izoformy: VEGF 120, VEGF 164, a
VEGF 188. Ve v&ku E9,5 byla v§znamn& sniZena exprese Vegfa u Hifla " embryi
z nediabetickych te€hotenstvi v porovnani s wt, coz odpovida Hifla nedostate¢né funkci
vazané K tomuto genotypu (obrazek ¢. 15). Naopak trend ukazujici zvySenou Vegfa
expresi u Hiflo"embryi z diabetickych tshotenstvi naznaduje moznou kompenzaci

Hiﬂa”"genotypu. Ve véku E10,5 bylo vporovnani swt embryi neovlivnénymi
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diabetem pozorovano statisticky vyznamné zvyseni exprese Vegfa u wt embryi
z diabetickych t€hotenstvi (obrazek ¢. 15). Tyto vysledky jsou v souladu s piedchozi
publikaci, kde bylo ukazano, Ze maternalni diabetes zvySuje expresi Vegfa v E10,5
embryich (Pavlinkova a kol. 2009). Zvysena exprese VEGFA byla dana do souvislosti
s negativni regulaci EMT v endokardialnich polstafcich (Dor a kol. 2001), zten¢enou
sténou komor, zvySenym mnozstvim trabekul a defekty IVS (Miquerol a kol. 2000).
Vysledky ziskané v ramci této diplomové prace naznacuji, Zze Vegfa je gen, ktery by se
mohl podilet na vzniku fenotypu diabetické embryopatie.

Dalsim genem, ktery je indukovan transkripénim faktorem HIF-1 je Wil
(Wagner a kol. 2003). V ptipadé tohoto genu byla piekvapivé pozorovana statisticky
vyznamné zvySena exprese ve veéku E10,5 ovlivnéna genotypem Hif]a”'
(obrazek ¢. 15). Je mozné, ze se jedna o mechanismus majici za kol kompenzovat
chyb¢jici alelu genu Hifla.

Handl je také pravdépodobné indukovan HIF-1 (Compernolle a kol. 2003).
V mysich embryich deficientnich pro HIF-la nebyla jeho exprese detekovatelna.
Pozorovana snizena exprese V této praci ve v€ku E9,5 u Hifl ot embryi neovlivnénych
diabetem by tedy mohla znamenat pfimy vliv HIF-1 regulace (obrazek ¢. 16). Ve
skupiné Hif1 ot embryi ovlivnénych diabetem byl pozorovan trend snizené exprese u
obou analyzovanych véki, odpovidajici nedostatecné funkci HIF-1a u embryi s timto
genotypem. Studie mysich embryi s deleci Handl v srdci odhalily defekty IVS a
chlopni zptisobené zvySenou proliferaci bunék v endokardidlnich polstafcich
(McFadden a kol. 2005). V ramci této diplomové prace byla zjisténa zvysSena exprese
Vegfa ve véku E10,5, ktera proces proliferace bun¢k v endokaridalnich polStaicich
inhibuje, jak ukazali Dor a kol. (2001). Toto zvySeni by mohlo znamenat kompenza¢ni
mechanismus snizené exprese Hand1.

Hand2 mutze Ccastecné suplovat funkci Handl v piipadé jeho deficience
(McFadden a kol. 2005). Je tedy mozné, Ze pozorovana zvysena exprese ve véku E9,5 u
Hifl ot" embryi ovlivnénych diabetem je nasledek snizené exprese Handl
(obrazek €. 16). Ve veku E10,5 byla ve srovnani s wt kontrolou pozorovana sniZzena
exprese ve vSech skupinach embryi. Tyto vysledky naznacuji, ze je Hand2 ovliviiovan
diabetem a také Hifla™" genotypem..

Nkx2.5 je gen, ktery je pravdépodobné neptimo ovlivnén HIF-1 transkripénim
faktorem (Krishnan a kol. 2008). Exprese tohoto genu byla vyznamné zménéna u

Hiﬂa”" embryi ve v€ku E9,5, coz naznaCuje, ze gen Nkx2.5 je ovlivnén HIF-1
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signalizaci (obrazek €. 17). Je zajimavé, ze v Hifl ot skupiné neovlivnéné diabetem
byla pozorovana zvysena exprese Nkx2.5 a v Hifl ot" skupin¢ ovlivnéné diabetem byla
pozorovana snizena exprese. U wt embryi ovlivnénych diabetem byla ve véku E10,5
pozorovana snizend exprese u Hifla™ embryi oproti wt ebryim z diabetickych
téhotenstvi (obrazek €. 17). Na mySich embryich bylo ukédzano, ze kardiomyocyty
exprimujici Nkx2.5 jsou nutné pro tvorbu endokardialnich polstarka (Tanaka a kol.
1999). Vysledky ziskané vramci této diplomové prace naznacuji, ze Nkx2.5 je
regulovan HIF-1 signalizaci, nicméné je pravdépodobné, ze zde hraji roli dalsi regula¢ni
mechanismy. Deregulace Nkx2.5 by mohla hrat funkéni roli pfi vzniku diabetické
embryopatie.

V této diplomové praci byly pozorovany zmény exprese Mef2c, které ukazuji na
vyznamny vliv diabetu (obrazek ¢. 17). V obou skupinach embryi ovlivnénych diabetem
(wt a Hifl a+/') byla ve véku E9,5 a E10,5 pozorovéana snizena exprese. Je zajimavé, ze
ve véku E10,5 byla pozorovdna zvySend exprese u Hif]a”’ embryi neovlivnénych
diabetem. Naopak, ve véku E9,5 byl pozorovan trend snizené exprese u Hifl ot embryi
neovlivnénych diabetem, nevysel vSak statisticky signifikantni. Je mozné, Ze se jedna o
kompenzacni mechanismus vlivem heterozygotniho stavu mutace. Tyto vysledky jsou
v souladu s publikovanymi vysledky ukazujici, ze Mef2c je pfimym cilovym genem
regulace HIF-1 (Krishnan a kol. 2008).

GATA4 ve vyvijejicim se embryonalnim srdci ovlivituje proces EMT a jeho
hypomorfni mutace ma za nasledek defekty septace a vyvoje chlopni (Misra a kol.
2012). Piekvapivé byla Vv této praci pozorovana zvysena exprese ve véku E10,5 u wt
embryi vyvijejicich se v diabetickém prostfedi (obrazek ¢. 18). U mysi se specifickou
deleci Gata4 v kardiomyocytech byla pozorovana zhorSena odpovéd’ na zvySenou zatéz
(Oka a kol. 2006). Je mozné, ze pozorovana zvysena exprese je reakci na zatéz, kterou
predstavuje diabetes. Naopak neschopnost reakce na diabetické prostiedi u Hz‘ﬂa”’
mutantd muze predstavovat zvySené riziko diabetické embryopatie, které u diabetem
ovlivnénych Hif1 ot embryi naznacuji analyzy i publikované vysledky nasi laboratoie
(Bohuslavova a kol. 2013). Vysledky ziskané v ramci této diplomové prace naznacuji,
ze Gata4 je pravdépodobné ovlivnén HIF-1 signalizaci.

Bmp4 je pravdépodobnym cilovym genem HIF-1 regulace (Lenox a kol. 2005),
coz by mohlo byt divodem pozorované snizené exprese tohoto genu u obou skupin
Hifla™" embryi (diabetem ovlivn&na i neovlivnénd) ve véku E10,5. Bmp4 hraje

dilezitou tlohu pfii tvorbé sept a chlopni (Jiao a kol. 2003). V ramci této diplomové
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prace byla pozorovéana sniZzena exprese Bmp4 ve v€ku E10,5 u vSech skupin embryi (wt
ovlivnéna diabetem a Hif! o' diabetem ovlivnéna i neovlivnénd) porovnavanych s wt
embryi neovlivnénymi diabetem (obrazek ¢. 19), ktera naznacuje, ze se Bmp4 funkéné
ucastni procestt v diabetick¢é embryopatii. V ramci skupiny diabetem ovlivnénych
embryi se zda trend sniZzené exprese vyraznéjsi u Hifl ot embryi. Statistické porovnani
skupiny wt a Hif]a”’ embryi vSak neprokdzalo signifikantni rozdil. Tyto vysledky
naznacuji, ze Bmp4 je ovlivnén diabetickym prostiedim a HIF-1 signalizaci.

Dalsim genem, ktery se Gcastni septace srdce je Thx5 (Bruneau a kol. 2001). V
heterozygotnim stavu je delece Thx5 spojena s vrozenymi vyvojovymi vadami, které
zahrnuji srde¢ni hypoplasii a sitokomorové defekty septa (Bruneau a kol. 2001). Také u
Tbx5 genu ve véku E10,5 byla pozorovana ve srovnani s kontrolni skupinou (wt embryi
bez vlivu diabetu) snizena exprese ve vSech skupinach embryi (obrazek ¢&. 19).
U Hifl ot embryi neovlivnénych diabetem je moznym diivodem pozorované snizené
exprese piimy vliv genotypu, protoze bylo dokazano, ze Tbx5 je pfimym cilovym
genem HIF-1 regulace (Krishnan a kol. 2008). Pozorované sniZzeni exprese uWwt a
Hifla™ embryi z diabetickych tehotenstvi naznaduje, e exprese tohoto genu je
ovlivnéna diabetickym prostiedim a deregulace tohoto genu by mohla zvySovat riziko
vzniku defektl septa pfi diabetické embryopatii.

ISL1 je nutny pro migraci prekurzorovych bunék do oblasti srde¢ni trubice (Sun
a kol. 2007). Migrace bun¢k kon¢i pfiblizné ve veéku E9,0. V modelu diabetické
embryopatie, ktery byl studovan v ramci této diplomové prace, byla ve véku E9,5 ve
srovnani s kontrolni skupinou pozorovana signifikantn¢ snizena exprese Isl1 u Hif1 ot
embryi vyvijejicich se v diabetickém prostiedi (obrazek ¢. 20). Trend sniZzené exprese
byl pozorovéan i u wt embryi ovlivnénych diabetem, tato zména exprese vSak nebyla
statisticky potvrzena. Tyto vysledky naznacuji, Ze diabetes ovliviluje migraci
prekurzorovych bun¢€k do vyvijejiciho se srdce. Ve véku E10,5 byl pozorovan trend
sniZzené exprese vlivem genotypu u Hifl ot embryi ovlivnénych diabetem 1 u Hifl att
embryi bez vlivu diabetu, nebylo v§ak mozné stanovit statistickou signifikanci z divodu
velkého rozptylu hodnot v jednotlivych skupinach, jak ukazuje graf na obrazku ¢.21.
Tato zvySena variabilita genové exprese souvisi s patologickym vlivem diabetu na
embryondlni vyvoj.

Maternalni diabetes indukuje specifické morfologické defekty, které predstavuji
Castecné penetrantni fenotyp. V mySim modelu diabetické embryopatie jsou zkoumana

embrya se stejnym genetickym pozadim a se stejnou expozici diabetickému prostiedi,
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pfesto je pozorovan rizny stupen postizeni (Gutierrez a kol. 2007; Kumar a kol. 2007,
Pavlinkova a kol. 2009). Mozné vysvétleni etiologie diabetické embryopatie vazané na
zmény genové exprese zduraznuje dvé komponenty, deregulace genové exprese a
zvySeni variability genové exprese (Salbaum a Kappen 2010). V studii pfedstavuji
Hifla*" genotyp a zvySena variabilita genové exprese rozdily mezi embryi, které mohou
byt spoustécim mechanismem patologickych zmén vedoucich ke vzniku diabetické

embryopatie.
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8. Souhrn

Tato prace byla zaméfena na studium molekularnich zmén ve vyvijejicim se

embryonalnim srdci mysiho modelu, které jsou zpisobeny maternalnim diabetem.

V ramci této diplomové prace bylo zjisténo nasledujici:

e Maternalni diabetes ma za nasledek snizeny primérny pocet embryi ve
vrhu, ve véku E9,5 byl pozorovan negativni vliv kombinace genotypu
Hifl o' a diabetu. Embrya vyvijejici se v diabetickém prostfedi maji mensi
primérnou velikost nez nediabetickd embrya a vys$i vyskyt vyvojovych
abnormalit.

e Mysi embrya vyvijejici se v diabetickém prostiedi maji zvySeny vyskyt
vyvojovych defektl srdce, zejména defekty mezikomorového septa. Embrya
vyvijejici se v diabetickém prostfedi maji snizeny objem myokardu a
zvySené mnozstvi trabekul.

e Diabetes dereguluje u embryi nasledujici geny: Vegfa, Mef2c, Gata4, Bmp4,
Hand2 a Tbx5. Kombinace vlivu genotypu Hifla'" a diabetického prostiedi
zpusobila zmény v expresi Hand2, Vegfa, Nkx2.5, Gata4, a Isl1. U gent
Hand1 a Wtl byla potvrzena jejich ucast v HIF-1 signalizaci.

e Ziskané vysledky naznacuji, ze deregulace genii dilezitych pro vyvoj srdce
by mohla hrat funk¢ni roli v diabetické embryopatii.

Vysledky uvedené v této praci budou pouzity v odborném clanku, ktery bude

publikovan v zahrani¢nim odborném casopisu.
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