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ABSTRAKT

Adaptace na chronickou hypoxii zvySuje toleranci srdce k ischemicko-reperfuznimu poskozeni.
Tato adaptace je umoznéna radou fyziologickych zmén na bunécné Urovni. Jednou z nich je
zména v bunécéném energetickém metabolismu. Tento proces muizZe byt regulovan proteinem
FTO (z angl. fat mass and obesity associated), demetylazou epigeneticky regulujici bunécnou
syntézu proteind. Srdecni metabolismus mizZe byt také modulovan adipokiny leptinem a
adiponektinem. Cilem tohoto projektu bylo proto studovat roli FTO a adipokinl v chronicky
hypoxickém srdci. Dospéli samci potkand kmene Sprague Dawley byli adaptovani na dva
modely kontinualni normobarické hypoxie (CNH; 12 % Oz a 10 % O; 3 tydny). CNH (10 % 0,)
redukovala u téchto zvifat rozsah infarktu myokardu o 20 %. CNH (12 % O) nebyla
kardioprotektivni. Hladina proteinu FTO byla mérena v tkani levych (LV) a pravych (RV) komor,
stejné jako v jatrech a koncovém mozku hypoxickych i normoxickych zvifat. Za normoxie je
hladina FTO vRV o 50 % vysSi nez vLV. Ve vysoce metabolicky aktivnich tkanich jater a
koncového mozku jsou pak hladiny FTO vyssi dokonce 6krat a 11krat. CNH (12 % O;) vedla
k signifikantnimu narlstu hladiny proteinu FTO v srdci. Jednalo se 0 21% narlst vLV a 27%
v RV. Hladiny v jatrech a koncovych mozcich nebyly CNH ovlivnény. Silnéjsi CNH (10 % O)
zvysuje protein FTO v tkdni LV vyraznéji, a to o 77 %. Podle mérteni v srdecnich apexech neni
v srdci Zadna cirkadianni rytmicita FTO (3 vzorky odebirany kazdé 3 hodiny od 8:00 do 8:00
dalsiho dne). V pfipadé adipokinl jsme vlivem CNH (12 % O,) pozorovali signifikantni 52%
pokles adiponektinu v plazmé a 25% narlst leptinu v tkani LV, ktery vSak nebyl statisticky
signifikantni. Ziskané vysledky prokazuji, Ze CNH zvysSuje v srdci hladinu demetylazy FTO, ktera

tak mUze prispivat ke vzniku kardioprotektivniho fenotypu.

Klicova slova: srdce, kardioprotekce, hypoxie, FTO, adipokiny



ABSTRACT

Adaptation to chronic hypoxia renders the heart more tolerant to ischemia/reperfusion injury.
This adaptation is enabled by many physiological changes on the cellular level. One of these
changes is a shift in the cellular energy metabolism. This process can be regulated by fat mass
and obesity associated (FTO) protein, demethylase epigenetically regulating cell protein
synthesis. Heart metabolism can be also modulated by adipokines leptin and adiponectin. This
project aimed to study the role of FTO and adipokines in the chronically hypoxic heart. Adult
male Sprague Dawley rats were adapted to two models of continuous normobaric hypoxia
(CNH; 10% Oz and 12% O»; 3 weeks). CNH (10% O3) reduced the size of myocardial infarction by
20 % in these animals. CNH (12% 0O) was not cardioprotective. The FTO protein level was
measured in the tissues of left (LV) and right (RV) ventricles of the heart and moreover in the
liver and the cerebrum of both hypoxic and normoxic animals. Under the normoxic conditions,
the level of FTO in the RV was by 50% higher than in the LV. In the highly active metabolic
tissues of the liver and the cerebrum, the levels of FTO were even 6 times and 11 times higher
than in the LV. CNH (12% 0,) led to a significant increase of FTO protein level in the heart by
21% in the LV and by 27% in the RV. In the liver and the cerebrum, the levels were unaffected
by CNH. According to the analyses in the heart apexes, there is no circadian rhythmicity (3
samples collected every 3 hours from 8 AM to the next day 8 AM) of FTO protein in the heart.
Regarding adipokine levels after CNH (12% O;) adaptation, we observed significantly lower
levels of adiponectin (52% decrease) in the plasma and slightly increasing trend of leptin levels
in the LV (25% increase), which was not statistically significant. Our results show that CNH
increases level of the demethylase FTO in the heart, which may potentially participate in the

ischemia-resistant phenotype.

Key words: heart, cardioprotection, hypoxia, FTO, adipokines
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SEZNAM ZKRATEK

AAR ischemii ohroZena oblast

ABH AlkB homolog

AdipoR adiponektinovy receptor

AGRP z angl. Agouti-related protein

Akt proteinkinaza B

ALKHB5 AlkB homolog 5

AMPK 5‘-AMP aktivovand proteinkinaza

BAD protein z rodiny Bcl-2 Ucastnici se apoptdzy
BAX protein z rodiny Bcl-2 Ucastnici se apoptdzy
BIM protein z rodiny Bcl-2 Ucastnici se apoptdzy
BW télesna hmotnost

cDNA komplementdrni DNA

CNH kontinualni normobaricka hypoxie

CRP C-reaktivni protein

CTD C-koncovd doména

DNA deoxyribonukleova kyselina

EGTA z angl. ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N*-

tetraacetic acid

EKG elektrokardiogram

eNOS endotelidlni syntaza oxidu dusnatého
Erk1/2 z angl. extra.cellular signal-regulated kinase
FiO, inspiracni koncentrace kysliku

Ft z angl. fused toes

FTO z angl. fat mass and obesity associated



GLUT-1
HEK293T
HIF
HPRT
HW/BW
ICHS

IL-6

IPC

I/R poskozeni
JAK

KvVO

LV
LV/BW
m°eA
MAPK
METTL3
MGN3-1
mPTP
mRNA

mTORC1

NF-kB
NLS

NTD

glukdézovy transportér 1

z angl. human embryonic kidney 293T
hypoxii indukovany faktor
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza
hmotnostni index srdce

ischemickda choroba srdec¢ni

interleukin 6

ischemicky preconditioning
ischemicko-reperfuzni poskozeni
Janusova kinaza

kardiovaskuldarni onemocnéni

leva komora

hmotnostni index levé komory
Né-metyladenosin

mitogeny aktivovana proteinkinaza

z angl. methyltransferase like 3

z angl. mouse ghrelinoma 3-1
mitochondrialni permeabilni tranzitni pér
messenger RNA

z angl. mammalian target of rapamycin complex 1
pocet zvirat

normoxie

nukledarni faktor kappa B

jaderny lokaliza¢ni signal

N-koncova doména



Ob-R leptinovy receptor

P hladina statistické vyznamnosti

PGE; prostaglandin E;

PI3K fosfoinositid-3-kindza

POMC proopiomelanokortin

gPCR kvantitativni polymerdzova retézova reakce
RISK z angl. reperfusion injury salvage kinase pathway
rRNA ribozomalni RNA

rs z angl. reference SNP

RV prava komora

RV/BW hmotnostni index pravé komory

SiRNA z angl. small interfering RNA

SDS dodecylsulfat sodny

SEM stfedni chyba prdméru

SNP jednonukleotidovy polymorfismus

STAT-3 signalni transduktor a aktivator transkripce 3
TNF-a tumor nekrotizujici faktor a

10



1. UvOD

| pres velky pokrok v mediciné zlstavaji kardiovaskuldrni onemocnéni (KVO) celosvétové stale
na prvni pricce Zebficku pric¢in smrti. Nejbéznéjsi formou KVO je pfitom ischemicka choroba
srdecni (ICHS), do které se radi nechvalné znamy infarkt myokardu. Cilem védcl po celém
svété je proto vyvinout nové, klinicky aplikovatelné kardioprotektivni metody. Jako zdroj
inspirace pfitom mohou slouZit vrozené protektivni mechanismy, které se v téle samy aktivuji,
pokud je ¢lovék vystaven chronické hypoxii. Vysledky rliznych studii ukazaly, Ze po adaptaci na
chronickou hypoxii je myokard odolnéjsi ke viem projevim akutniho nedostatku kysliku,
pficemz se kromé rozsahu infarktu sniZuje také pocet ischemickych arytmii a zlepSuje se
obnova kontraktility myokardu béhem obnoveni krevniho pritoku. Presto, Ze je jiz znama fada

signalnich molekul hrajicich potencidlni roli v kardioprotekci vyvolané adaptaci na chronickou

hypoxii, vlastni mechanismus tohoto jevu nebyl dosud pIné objasnén.

Podstatnou roli zde pravdépodobné hraje zména v bunééném metabolismu hypoxického
myokardu. Svou roli zde mlzZe mit i nedavno objeveny protein FTO (z angl. fat mass and
obesity associated), ktery metabolismus ovliviiuje, a ktery byl objeven také v srdci. Funkce FTO
spocivd v odstrafiovani metylové skupiny N®-metyladenosinu (mPfA) v mRNA. Metylace
adenosinu je pfitom vyznamnou epigenetickou modifikaci vedouci k rozkladu této nukleové
kyseliny. FTO tedy rozhoduje o osudu mRNA a ovliviiuje tak regulaci genové exprese. Hladina
FTO navic koreluje s hladinami leptinu. Tento adipokin hraje roli v energetické homeostaze
organismu, ovliviiuje metabolismus srdec¢ni svaloviny a jeho hladiny reaguji na nedostatek
kysliku. Pfesto, Ze jeho vysoké hladiny byvaji spojovany spiSe s rizikem vzniku KVO, byly u néj
také pozorovany kardioprotektivni uc¢inky. Za jednoznaéné prospésny protein byva povazovan
naopak jiny adipokin — adiponektin. | ten reguluje metabolismus myokardu a dokaze reagovat

na mnozstvi kysliku v organismu.

V této praci jsme proto analyzovali vliv dvou modelld chronické hypoxie na rozsah infarktu
myokardu. Studovali jsme, zda adaptace na chronickou hypoxii ovliviiuje hladinu demetylazy
FTO vlevé a pravé komore myokardu. Pro porovndni jsme také zkoumali vliv hypoxie na
hladinu FTO v dalSich metabolicky aktivnich tkanich — jatrech a koncovém mozku. ProtoZe
metabolismus souvisi s denni dobou, a protoZe FTO ovliviiuje expresi hodinovych gend,
zjistovali jsme také, zda se vsrdci objevuje néjakd cirkadianni rytmicita této demetylazy.
Zaroven jsme méfili hladiny adipokinl leptinu a adiponektinu v plazmé a levych komorach u

normoxickych a hypoxickych potkana.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Hypoxie

Hypoxie je stav, kdy tkan nema dostatek kysliku pro pokryti svych metabolickych potfeb. Mze
byt navozena rlznymi mechanismy. Nejcastéjsi formou hypoxie je tzv. hypoxie ischemicka
(typy hypoxii viz. tabulka 1), kterd je zplsobena omezenim nebo prerusenim krevniho toku
v korondrnich cévach (Ostadal a Kolaf, 2007). Jeji nejbéznéjsi pficinou je ischemicka choroba
srdecni (ICHS), ktera je nejcastéjsim dlvodem smrti celosvétové. Za rok 2015 na jeji nasledky
zemfrelo 8,76 milion( lidi (Svétova zdravotnicka organizace, 2017). DalSim typem hypoxie je
tzv. hypoxie hypoxickd, kdy je priatok cév normadlni, ale je snizeny parcialni tlak kysliku
v arteriadlni krvi. Tento stav je spojovan s chronickym cor pulmonale (plicni srdce) nebo se
spankovou apnoe. Existuji vSak i fyziologické formy hypoxické hypoxie. Jednou z nich je pobyt
ve vysokych nadmorskych vyskach, kde je nizky tlak vzduchu. V druhém pfipadé se jedna o
hypoxickou adaptaci plodu v déloze matky, kde parcialni tlak kysliku odpovida ptiblizné vysce
8000 m.n.m. Dale existuje také hypoxie anémicka zplsobena sniZzenou transportni kapacitou
krve a hypoxie cytotoxickd, kterd je zplsobena poskozenim mitochondridlnich enzym(

utilizujicich kyslik (Ostadal a Kolaf, 2007; Silbernagl a Despopoulos, 2004).

Tabulka 1: Typy tkdriové hypoxie dle pficiny

Typ hypoxie PFitina

Ischemicka nedostatecné prokrveni tkané
Hypoxicka nizky parcialni tlak kysliku v krvi
Anémicka sniZena transportni kapacita krve
Cytotoxicka poskozeni mitochondrialnich enzymi

2.1.1. Kardioprotektivni Ucinek chronické hypoxie

Bunky vystavené dlouhotrvajici chronické hypoxii se na tento stav snaZzi adaptovat fadou
fyziologickych zmén. Tyto fyziologické zmény pak umoZiuji bunkam l|épe se vyporadat
s pripadnym akutnim nedostatkem kysliku, jehoz klasickym pfikladem je infarkt myokardu.
Adaptace na chronickou hypoxii na druhou stranu plsobi na kardiovaskularni systém také
negativné. Dochazi k rozvoji plicni hypertenze vedouci k hypertrofii pravé komory srdecni

(Ostadal a Kolat, 2007).
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Kardioprotektivni ucinek chronické hypoxie je znam jiz od 50. let dvacatého stoleti. Tehdy byl u
skupiny peruanskych obyvatel And pozorovan signifikantné nizsi vyskyt infarktu myokardu nez
u lidi Zijicich blize hladiny more. Tento jev byl spravné pfipisovan adaptaci na nizky parcialni
tlak kysliku ve vétSich nadmotskych vyskach (Burtscher, 2013; Hurtado, 1960) a byl potvrzen
také experimentalné (Poupa a kol., 1966). Vysledky rliznych studii ukazaly, Ze po adaptaci na
chronickou hypoxii je myokard odolnéjsi ke viem projevim akutniho nedostatku kysliku,
pficemz se kromé zmenSeni rozsahu infarktu snizuje také pocet ischemickych arytmii a zlepSuje

se obnova kontraktility myokardu béhem reperfuze (shrnuto v Kolar a Ostadal, 2004).

Kardioprotekci navozenou adaptaci na chronickou hypoxii nelze déle prohlubovat ischemickym
preconditioningem (IPC) ani pravidelnou fyzickou zatézi (Alanova a kol., 2017; Neckar a kol,
2002). Je proto ziejmé, Ze tyto dalsi protektivni modely sdili s adaptaci na chronickou hypoxii
stejné signdlni drahy. Hypoxie ma vsak proti fyzické aktivité a IPC podstatnou terapeutickou
vyhodu. Kardioprotektivni ucinky IPC a fyzické aktivity totiz trvaji par dni (Bolli, 2000; Lennon a
kol., 2004), zatimco efekt adaptace na chronickou hypoxii pretrvava az nékolik tydnd (Neckar a

kol., 2004).

2.1.1.1. Molekuldrni mechanismus kardioprotekce zprostfedkované adaptaci na chronickou
hypoxii

V dnesni dobé je zndma jiz celd fada molekuldrnich mechanisml ucastnicich se hypoxii

zprostifedkované kardioprotekce. Svou roli zde hraji ATP senzitivni draslikové kanaly, reaktivni

formy kysliku a dusiku, cytokiny, erytropoetin nebo rlzné druhy proteinkinaz a transkripcnich

faktord (Chytilova a kol., 2015; Kolaf a Ostadal, 2004). Detailni mechanismus bunééné

kardioprotektivni signalizace aktivovany adaptaci na chronickou hypoxii vSak stdle neni plné

objasnén.

Podstatnou ulohu zde pravdépodobné maji hypoxii indukované faktory (HIFs). Jedna se o
heterodimerni transkripéni faktory, které se skladaji z podjednotky HIFa (HIF-1a, HIF-2a ¢i HIF-
3a), kterd je v pripadé dostatku kysliku degradovana, a stabilni podjednotky HIFB (opét HIF-13,
HIF-2B ¢i HIF-3B). Nepostradatelnym genem, jehoz delece je u savcl letdlni jiZz v prenatalnim
obdobi, je HIF-1 (Formenti a kol.,, 2010). Exprese, stabilita i transkripéni aktivita jeho
podjednotky HIF-1a se pfi hypoxii exponencialné zvysuje (Michiels a kol., 2002). HIF-1a je
stézejni mediator pro zvyseni transportu kysliku skrze zvyseni exprese hormonu erytropoetinu
a vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru. Jakykoliv nedostatek kysliku v tkani, at uz in
vivo nebo in vitro, pravdépodobné slouZi jako stimul pro aktivaci HIF-1a zprostfedkované

adaptivni odpovédi (Haddad a Harb, 2005; Wenger, 2002). Hypoxie vede také k aktivaci
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transkripéniho faktoru oznacovaného jako nuklearni faktor kappa B (NF-kB). ZvySena exprese
téchto transkripcnich faktorl vede v hypoxickém myokardu také ke zvyseni glykolytické
kapacity bunék. Dochazi kzvyseni exprese glukdzového transportéru 1 (GLUT-1)
zprostiedkujiciho vstup glukdzy do bunék a dalsich glykolytickych gend (Van der Heiden a kol.,
2010; Wenger, 2002). To umoziuje zvyseni metabolismu glukdzy. Metabolismus mastnych
kyselin, primarniho energetického substratu myokardu, je pfitom sniZzen. ZvySuje se také
biogeneze mitochondrii. Diky tomu se v hypoxickém myokardu posiluje Ucinnost produkce
energie a zesiluje se jeho mitochondridlni bioenergetickd kapacita, coz umoZznuje zachovani
dostatecné srdecni kontraktility i béhem hypoxického stavu (Essop, 2007). Zména metabolismu
zpUsobena adaptaci na chronickou hypoxii je na systémové Urovni doprovazena také snizenim
prijmu potravy a s tim souvisejicim poklesem vahy, coz bylo potvrzeno jak u ¢lovéka, tak na
zvitecich modelech (Raff, 2003; Tschop a Morrison, 2001). Za timto jevem muZe stat hypoxii
stimulované zvyseni exprese anorexigeniho hormonu leptinu, zpUsobené aktivitou
transkripéniho faktoru HIF (Grosfeld a kol.,, 2002; Chaiban a kol., 2008). Leptin je sice
produkovan predevsim bilou tukovou tkani, nicméné v mensi mife je exprimovan také v dalSich
tkanich véetné srdce (Purdham a kol., 2004). Leptin tedy na organové urovni pravdépodobné
plsobi také na myokard a hraje zde roli v hypoxii zprostfedkované kardioprotekci (Bouhidel a

kol., 2008; Smith a kol., 2006).

Chronicka hypoxie tedy na bunécné uUrovni vyvolava zménu exprese urcitych proteind, které
burice dale pomdhaji vyporadat se s nedostatkem kysliku, napfiklad zménou bunécéného
metabolismu. Jednim z moznych mechanismu, kterymi lze ovlivnit expresi téchto cilovych
proteinll je zvySeni stability jejich ,,messenger” RNA (mRNA). Bylo zjisténo, Ze pritomnost
Né-metyladenosinu (m®A) v mRNA vede k jejimu rozpadu (Wang a kol., 2014). Regulace této
epigenetické modifikace mRNA tak mlze mit klicovou roli v adaptaci bunécného metabolismu

na chronickou hypoxii a s ni spojené kardioprotekci.

2.2. FTO

Gen pro FTO (z angl. fat mass and obesity associated) byl objeven jiz v roce 1999 jako jeden z 6
deletovanych genG u mysi s tzv. Ft (z angl. fused toes — ,srlstani prst(“) fenotypem. Pro svou
velikost byl tehdy pojmenovan jako Fatso (,tlustoch”). Pravé odtud pak pochazi zkraceny nazev
tohoto genu, respektive proteinu (Larder a kol., 2011; Peters a kol., 1999). Kromé mysi se FTO
vyskytuje i u dalSich obratlovcll, v€etné clovéka. Jeho vysoce konzervované homology byly

objeveny také u fas. Oproti tomu nebyly doposud nalezeny u rostlin, hub ani u bezobratlych

Zivocichl (Robbens a kol., 2008).
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2.2.1. Biochemicka funkce FTO

Produktem FTO genu je 58 kDa protein (Peters a kol., 1999) ze skupiny dioxygenaz, jejichz
funkce je zavisla na pritomnosti 2-oxoglutardtu a Zeleznatych iontl. Tyto enzymy pattici do
rodiny ABH (AlkB homolog; eukaryotické homology DNA-repara¢niho enzymu bakterie
Escherichia coli) odstranuji pomoci oxidativni dealkylace z dusikatych bazi nukleovych kyselin
alkylové skupiny, pficemz jako vedlejsi produkt vznikd sukcindat, formaldehyd a oxid uhlicity

(Gerken a kol., 2007; Gulati a Yeo, 2013).

In vitro experimenty odhalily, Ze biochemickd funkce FTO spocivd zejména v demetylaci
ribonukleovych kyselin. Hlavnim substrdtem pro FTO je pfedeviim m®A zmRNA, je? je
pfeménovan na adenosin (obrazek 1). Mozind je vSak také demetylace 3-metyluridinu
z ribosomalni RNA (rRNA) na uridin. Snizsi afinitou byla pozorovana i demetylace
jednofetézcovych DNA, a sice op&t mPA na adenosin nebo 3-metylthymidinu na thymidin (Jia a

kol., 2008; Jia a kol., 2011).

HN/@ NH,

O sukcinat
+

2-oxoglutarat

4 \, < " /
<NI | . 2 FTO + Fe** < N/)

formaldehyd
RNA RNA
Né-metyladenosin adenosin

Obrazek 1: Biochemickda funkce FTO - demetylace ribonukleovych kyselin, zejména

Né-metyladenosinu
Prevzato a upraveno z (Gulati a Yeo, 2013).

Metylace adenosinu je nejcastéjsi modifikaci bunécné mRNA (Desrosiers a kol., 1974). lJe
zprostifedkovavana metyltransferdzovym komplexem s katalytickou podjednotkou METTL3
(z angl. methyltransferase like 3) a hraje duleZitou roli v mnoha fyziologickych procesech, od
gametogeneze aZ po karcinogenezi (shrnuto Wu a kol., 2016). PFitomnost m°A v mRNA totiZ
vede k jejimu rozpadu a tim vyznamné reguluje syntézu proteind (Wang a kol., 2014). Aktivita
demetyldzy FTO tak muZe regulaci této epigenetické modifikace ménit syntézu cilovych
proteind a tim ovliviiovat celou fadu bunécnych proces. FTO vsak neni jedinou znamou
demetyldzou mPA. Byla objevena také demetyldza ALKBH5 (AlkB homolog 5), kterd vsak
narozdil od FTO demetyluje m®A bez tvorby vedlejsich produkt(i (Zheng a kol., 2013). Daldim
podstatnym rozdilem téchto dvou demetylaz je jejich distribuce v tkanich. Zatimco exprese

FTO je nejvyraznéjsi v mozku, ALKBH5 je nejvice exprimovan ve varlatech, coz naznacuje
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rozdilné fyziologické funkce obou demetylaz (Gerken a kol., 2007; Wu a kol., 2016; Zheng a
kol., 2013).

Existuji také indicie, Ze FTO muze pusobit dokonce jako transkripcni koaktivator, protoze
zvysSuje vazbu transkripénich faktort (konkrétné CCAAT/enhancer binding proteins) na DNA.
Tyto faktory pritom hraji dlilezitou uUlohu v procesu regulace adipogeneze (Wu a kol., 2010).
UvaZuje se také o tom, Zze by FTO mohlo slouzit jako senzor cirkulujicich aminokyselin skrze
pUsobeni na mTORC1 (z angl. mammalian target of rapamycin complex 1) signalizaci (Gulati a
kol., 2013). Tato signalizace koordinuje bunéény rist s nutriénim stavem bunék (Dyachok a
kol., 2016). Degradace FTO zplsobena deprivaci esencialnich aminokyselin vede k nizsi aktivaci

MTORC1 drahy a tim ke zpomaleni bunééného ristu (Gulati a kol., 2013; Cheung a kol., 2013).

2.2.2. Struktura FTO

Krystalografické studie ukazaly, Ze se FTO sklada ze dvou domén (obrazek 2). N-koncova
doména (NTD) obsahuje katalytické jddro enzymu tvorené zejména beta-helixy. Alfa-helikalni
C-koncova doména (CTD) pak pravdépodobné pomaha stabilizovat NTD. NTD obsahuje také
jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), dlleZity pro transport enzymu do jadra buriky, kde se primarné
lokalizuje (Gerken a kol., 2007, Han a kol., 2010, Chen a kol., 2016). Je vSak pfitomny také
v cytosolu (Gulati a kol., 2014).

-

T..b
5
%
3
s

NLS

S A A . 4

ik

S Sy

[ jaderny lokalizagni signal (NLS})

B katalytické jadro enzymu

[[J substrat vazebné sekvence

[ c-kencovéa doména

# konzervované AMK zbytky st&%eini pro vazbu 2-0G a Fe®’

Obrazek 2: Struktura lidského FTO
AMK — aminokyseliny; 2-0OG — 2-oxoglutardt. Prevzato a upraveno z (Larder a kol., 2011).
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2.2.3. Fyziologicka funkce FTO

Exprese FTO je ubikvitni. Vyrazna je v mozku, zejména v hypothalamickych jadrech
zodpovédnych za regulaci pfijmu potravy, jakymi jsou nucleus arcuatus, ncl. paraventricularis,
ncl. dorsomedialis a ncl. ventromedialis. V ostatnich organech, vcetné srdce, je pak exprese
FTO podstatné nizsi, nicméné pfitomna, z cehozZ Ize usuzovat o regulaci organové specifickych
funkci (Gerken a kol.,, 2007). FTO zfejmé hraje dllezitou roli v riznych fyziologickych i
patofyziologickych procesech (obrazek 3), napf. v regulaci pfijmu potravy, metabolismu nebo

adipogenezi (Larder a kol., 2011).

demetylace

hypotalamicka jednoietézcové RNA

regulace pfijmu
potravy

role v \
energetickém 2
metabolismu srdce

S /

regulace y

. -
adipogeneze koaktivace transkripce
role v lipogenezi a

mitochondrialni funkci -
kosterniho svalu
aminokyselin

demetylace DNA

Senzor cirkulujicich

Obrazek 3: Funkce FTO

Prevzato a upraveno z (Larder a kol., 2011).

Globalni delece FTO u mysi vedla, pfepocteno na vahu, ke zvySenému pfijmu potravy, ale také
ke zvySenému metabolickému vydeji. Fyzicka aktivita byla oproti kontroldm nizsi. Vysledkem
bylo signifikantni sniZzeni hmotnosti zvifat. Zvifata sdeleci FTO prokazovala zvySenou
postnatalni Umrtnost, prezivsi jedinci potom trpéli celoZivotnimi r{stovymi retardacemi
(Fischer a kol., 2009). V experimentu smySmi s nadmérnou ubikvitni expresi FTO byl
pozorovan taktéz zvysSeny prijem potravy. Vtomto pfipadé ovsem nebyl zvysen metabolicky

vydej a zvitata proto nabyvala na vaze (Church a kol., 2010).

Zvyseni exprese FTO v hypothalamickém jadru ncl. arcuatus vedla u potkant ke sniZzeni prijmu
potravy, zatimco jeho potlatend exprese zde vedla k jejimu zvySeni. Hladiny mRNA
Agouti-related proteinu (AGRP), proopiomelanokortinu (POMC) ani neuropeptidu Y, tedy

protein(l klasicky spojovanych s kontrolou ptijmu potravy, zde nebyly nijak ovlivnény. Doslo

17



ovsem ke zméné exprese signalniho transduktoru a aktivatoru transkripce 3 (STAT-3), molekuly
dllezité v leptinové signalizaci (Tung a kol.,, 2010). Leptin, anorexigenni adipokin snizujici

v hypothalamu chut k jidlu, zde sniZuje expresi FTO (Wang a kol., 2011).

Hladina FTO koreluje také s hladinami orexigennich latek. V bunéénych liniich mysich MGN3-1
(z angl. mouse ghrelinoma 3-1) a lidskych HEK293T (z angl. human embryonic kidney 2937)
buikdch zvySend exprese FTO zvySuje expresi a hladinu proteinu ghrelinu, hormonu
vyvoldvajiciho chut k jidlu. To se déje zfejmé diky demetylaci m®A jeho mRNA. Obdobny efekt
byl prokdzan u lidi s mutaci v genu pro FTO, zodpovédné za vyssi expresi tohoto genu. V jejich
krevnich bunkach bylo pozorovano zvySené mnoiZstvi ghrelinové mRNA a také snizena

metylace m®A v této mRNA (Karra a kol., 2013).

Je zndmo, Ze FTO ovliviiuje také metabolismus kosterni svaloviny. Na lidskych myocytech bylo
pozorovano, Ze zvyseni exprese FTO vede ke zvysené expresi gen( kli¢ovych pro lipogenezi, coZ
zde zpUsobuje signifikantni zvySeni lipogeneze a akumulaci tukovych zasob. Ruku v ruce s tim
FTO v téchto bunkach navozuje také pokles oxidativni funkce mitochondri (Bravard a kol.,

2011).

Mutace vedouci ke ztraté funkce FTO pozorovana u deviti pfibuznych jedincl jedné palestinské
rodiny vedla u postizenych k postnatalnim rlstovym retardacim, mikrocefaliim, opozdénim
psychomotorického vyvoje a oblicejovym dysmorfiim. V nékterych pfipadech se objevily také
mozkové malformace, rozStépy patra a srdecni defekty. Rozsahla poskozeni vedla ke smrti
béhem 3 let Zivota (Boissel a kol., 2009). Ukazalo se také, ze lidé trpici diabetem 2. typu maji ve
svych svalech vyznamné zvySené mnoiZstvi FTO. Svalové defekty charakteristické pro tuto

nemoc tak mohou byt ¢astecné zprostfedkovany pravé FTO (Bravard a kol., 2011).

2.2.3.1. Fyziologickd funkce FTO v srdci

FTO je kromé ostatnich tkani exprimovdno i vsrdci, kde se pravdépodobné také ucastni
urcitych fyziologickych a patofyziologickych procest. U mysi s globdlni deleci genu pro FTO byla
pozorovana proarytmogenni remodelace myokardu (Carnevali a kol.,, 2014). V srdci také
dochazi kinterakcim FTO svyznamnym anorexigennim  adipokinem leptinem.
V kardiomyocytech leptin signifikantné zvysuje expresi FTO (plsobi zde tedy opacné nez
v mozku). Tato bunécna signalizace vede pravdépodobné pres dlouhou isoformu leptinového
receptoru (Ob-Rb) na plazmatické membrané kardiomyocytl a dale pokracuje aktivaci STAT-3,
transkripéniho faktoru umoziujiciho pfepis FTO genu. Neni proto prekvapivé, Ze protilatka
proti leptinovému receptoru Ob-Rb u kardiomyocytl expresi FTO snizuje. Leptin zpUsobuje v

srdci hypertrofii kardiomyocytd. Downregulace FTO pomoci small interfering RNA (siRNA)
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tomuto jevu zabranuje. FTO se tedy v myokardu podili na hypertrofii kardiomyocytl

zprostredkované leptinem (Gan a kol., 2013).

Je jiz dobfe znamo, Ze FTO reguluje metabolismus kosterni svaloviny. Role FTO v regulaci
metabolismu srdce vSak nebyla doposud studovana. Objasnit tuto roli by mohla pomoci pravé
adaptace na chronickou hypoxii, béhem které dochazi ke zméné bunééného metabolismu

srdce.

2.2.4. Jednonukleotidové polymorfismy v genu pro FTO

Celogenomové asociacni studie vroce 2007 prokazaly, Ze urcité jednonukleotidové
polymorfismy (SNP; z angl. single nucleotide polymorphism) vintronu 1 lidského FTO genu
(chromozom 16) jsou spojeny se zvySenym rizikem obezity (Frayling a kol., 2007; Hinney a kol.,
2007). Od té doby bylo v genu pro FTO objeveno mnoho rdznych, v populaci rozsitenych SNP,
které maji negativni vliv na zdravi ¢lovéka. Tyto SNP jsou v literatufe oznacovany identifikacnim

Cislem, kterym predchazi pismena ,rs“ (z angl. reference SNP).

RGzné genetické varianty FTO jsou spojovany také s rizikem KVO. V roce 2009 bylo zjisténo, Ze
FTO rs9939609 je asociovano svysokymi hladinami C-reaktivniho proteinu (CRP) v plazmé
(Fisher a kol., 2009). CRP je ptitom rizikovym faktorem KVO (Pearson a kol., 2003). Zvysena
frekvence KVO u lidi s rs9939609 byla nasledné skutecné pozorovana (Aijala a kol., 2015;
Lappalainen a kol., 2011; Liu a kol., 2013). Byla také zjisténa spojitost tohoto SNP se zvysenym
krevnim tlakem a s rizikem aortalni stendzy (Pausova a kol., 2009; Thron a kol., 2015). FTO
rs17817449 je zase spojovano s rizikem vzniku akutniho koronarniho syndromu (Hubacek a
kol., 2010). Vsechny tyto klinické studie ukazuji, Ze fyziologickd role FTO v myokardu je

vyznamna.

2.3. Adipokiny

V roce 1987 bylo zjisténo, Ze bila tukova tkan neslouzi pouze jako zasobarna energie, tepelna
izolace a mechanickd ochrana pro vniténi organy, ale Ze funguje také jako endokrinni organ
(Siiteri, 1987; Kershaw a Flier, 2004). Chemické mediatory produkované adipocyty zacaly byt
pozdéji souhrnné oznacovany jako adipokiny ¢i adipocytokiny. Vyznamnym milnikem ve studiu
adipokinG byl objev leptinu vroce 1994. Kromé leptinu se mezi adipokiny radi také
adiponektin, resistin, visfatin, apelin, omentin, ale napfiklad také cytokiny jako TNF-q,
interleukin 6 (IL-6) a mnoho dalsich (shrnuto v Bluher a Mantzoros, 2015; Fasshauer a Bliuher,
2015; Mattu a Randeva, 2013). Adipokiny jsou vsak v urcitém mnoZstvi tvofeny i v jinych
tkanich vcetné srdce, kde mohou lokalné ovliviiovat fyziologické procesy (Mattu a Randeva,

2013).
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2.3.1. Leptin

Leptin, prvni popsany adipokin, je 16 kDa protein kédovany obese (ob) genem (Zhang a kol.,
1994). Produkce leptinu je vyraznd zejména v bilé tukové tkadni a primarné ovliviiuje pfijem
potravy a vydej energie skrze signalizaci v hypothalamu (Ashima, 2005). Signalizace
zprostfedkovana leptinem probiha pres vazbu na receptory v plazmatické membrané cilovych
bunék. Bylo popsano 6 isoforem leptinového receptoru Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re a
Ob-Rf. Hlavni roli v leptinové signalizaci hraje dlouhd isoforma leptinového receptoru Ob-Rb
(Lee a kol., 1996). Navazanim leptinu na Ob-Rb dochazi k aktivaci tzv. Janusovy kindzy 2 (JAK2),
ktera dale fosforyluje transkripéni faktor STAT-3, ten dimerizuje a translokuje do jadra, kde
umozZiuje expresi specifickych gend, véetné FTO (Gan a kol., 2013; Zabeau a kol., 2003). Tato
bunééna signalizace byvad oznacovana jako tzv. JAK/STAT draha. Kromé této hlavni signalni
drahy leptin aktivuje také 5-AMP aktivovanou proteinkindazu (AMPK). Bylo prokazano, Ze leptin
skrze AMPK drahu ovliviiuje metabolismus kosterniho svalu zvySenim oxidace mastnych kyselin
(Minokoshi a kol., 2002). Leptin ddle dokaze aktivovat MAPK (mitogeny aktivovana
proteinkinaza) a PI3K (fosfoinositid-3-kinaza) drahy (Friihbeck, 2006).

2.3.1.1. Fyziologickd funkce leptinu v srdci

Leptin a jeho receptory jsou pfitomny v srdeci tkani a jejich produkce byla potvrzena také
pfimo v kardiomyocytech. MulzZe se zde tak ucastnit lokdlnich fyziologickych i
patofyziologickych procest (Karmazyn a kol., 2008; Purdham a kol., 2004). Hlavni funkci leptinu
v srdci je snizeni srdecniho vydeje (Nickola a kol., 2000). Leptin vSak ovliviiuje také srdecni
metabolismus. Bylo zjisténo, Ze vsrdci aktivuje oxidaci mastnych kyselin a lipolyzu
triacylglycerol, a to, na rozdil od kosterniho svalu, zejména nezavisle na AMPK (Atkinson a
kol., 2002; Sharma a kol.,, 2009). Zde se tak zfejmé déje skrze aktivaci JAK/STAT drahy
stimulujici produkci oxidu dusnatého (NO), ktery spousti MAPK drahu vedouci ke zvysené
oxidaci mastnych kyselin (Sharma a kol., 2009). Je vsak nutné zminit, Ze u izolovanych
kardiomyocytl byla role AMPK v tomto procesu pozorovana (Palanivel a kol., 2006), coz muze
byt vysvétleno odliSnou signalizaci v kardiomyocytech a dalSich typech bunék myokardu. Leptin
taktéZ zvySuje translokaci transportérl mastnych kyselin do plazmatickych membran
kardiomyocytl, ¢imZ prispiva ke zvySené oxidaci mastnych kyselin v srdecnich bunkach
(Palanivel a kol., 2006). V souvislosti s metabolismem lipidii se dale ukazalo, Ze leptin
ochranuje myokard pred myopatiemi zplsobenymi lipotoxicitou, tedy hromadénim lipid( v
srdci (Lee a kol.,, 2004). Leptin také ziejmé zplsobuje hypertrofii kardiomyocytl
(Rajapurohitam a kol., 2003). Role leptinu v hypertrofii je vSak kontroverzni. Existuji studie

prokazujici jeho Ulohu v hypertrofii levé komory, zatimco jiné ukazuji, Ze zde leptin hypertrofii
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naopak potlacuje (Ghantous a kol., 2015). Podle studie autord Gan a kol. na nizsich Urovnich
leptinové signalizace vedouci k hypertrofii hraje vyznamnou ulohu pravé FTO. Prokazali totiz,
Ze snizeni exprese FTO pomoci siRNA hypertrofickému efektu zabrariuje (Gan a kol., 2013).
V neposledni tadé je o leptinu zndmo, Ze zvySuje toleranci myokardu k ischemicko-
reperfuznimu (I/R) poskozeni (Smith a kol., 2010). Skrze znamou kardioprotektivni drahu RISK
(z angl. reperfusion injury salvage kinase pathway) totiz aktivuje kindzy Akt (proteinkindza B) a
Erk1/2 (z angl. extra-cellular signal-regulated kinase), které fosforyluji a tim inhibuji kaspazy
(kaspdzy 3 a 9 ucastnici se v apoptotické kaskddé) a proapoptotické proteiny BIM, BAX, BAD.
Tim zabranuji uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii, jehoz pfitomnost v cytosolu je signdlem
pro zahdjeni apoptdzy. Dale fosforyluji a tim aktivuji endotelidlni syntazu oxidu dusnatého
(eNOS), coz vede kinhibici mitochondridlniho permeabilniho tranzitniho péru (mPTP),
dllezitému kroku v ochrané bunék pred bunéénou smrti (Hausenloy a Yellon, 2004; Smith a
kol., 2010). K inhibici mPTP vede téz JAK/STAT draha, ktera tak také zprostfedkovava leptinem
indukovanou protekci vaéi I/R poskozeni (Smith a kol.,, 2010). Bylo pozorovano, ze v
hypoxickém prostiedi stoupd exprese leptinu, coZz je umoznéno aktivitou transkripéniho

faktoru HIF (Ambrosini a kol., 2002; Grosfeld a kol., 2002; Chaiban a kol., 2008).

Ob-Ra
Ob-Rc
Ob-Rd
Ob-Re
Signalizace v myokardu Ob-Rf
+JAK/STAT
+ERK1/2 a p38
+PI3K/AKT

Biologicky Gcinek

11 Hypertrofie levé komory
1 Oxidativni stres (tROS)

1 Sympatikus

t Apoptdza

1 Oxidace mastnych kyselin

Obrazek 4: Funkce leptinu v srdci

AKT — proteinkinaza B; ERK1/2 — proteinkindza (z angl. extra-cellular signal-regulated kinase 1/2); JAK — Janusova
kindza; Ob-R — leptinovy receptor; p38 — proteinkindza (z angl. p38 mitogen-activated protein kinase); PI3K —
proteinkinaza (z angl. phosphoinositide 3-kinase); ROS — reaktivni formy kysliku; STAT — signalni transduktor a
aktivator transkripce. Symboly (+) a (1) reprezentuji aktivaci, (J/) reprezentuje inhibici. Pfevzato a upraveno z
(Ghantous a kol., 2015).

21



2.3.2. Adiponektin

Adiponektin je protein syntetizovany kromé adipocytl také kosterni svalovinou nebo
kardiomyocyty (Mattu a Randeva, 2013). V hojném mnoZstvi se nachazi v cirkulaci, jednd se o
jeden z nejhojnéjsich proteinl krevni plazmy (Park & Sweeney, 2013). Na rozdil od leptinu zde
mnoZstvi adiponektinu negativné koreluje s mnozstvim tukové tkané (Mattu a Randeva, 2013).
Adiponektin je 30 kDa protein, biologickou aktivitu vSak nesou i jeho globuldrni fragmenty
(Scherer a kol.,, 1995; Waiki a kol., 2005). V organismu se adiponektin nachazi ve trech
formdach: jako nizkomolekularni trimer, hexamer a vysokomolekularni polymer slozeny z 12-18
monomerl (Ghantous a kol., 2015). Fyziologické funkce adiponektinu, zprostfedkované
zejména jeho vysokomolekuldarni formou, spodivaji v antidiabetickych, protizanétlivych,
antiatherosklerotickych a kardioprotektivnich tcincich na organismus (Hui a kol., 2012; Park a
Sweeney, 2013). Adiponektin silné potlacduje glukoneogenezi v jatrech a svym lokdalnim
plsobenim v metabolicky aktivnich tkanich zesiluje senzitivitu bunék k inzulinu, ¢imz pfispiva
k udrZovani télesné homeostdzy (Wang a Scherer, 2016). Signalizace zprostifedkovana
adiponektinem probihad skrze stimulaci tfi typ( receptorl AdipoR1, AdipoR2 a T-kadherinu
(Kadowaki a Yamauchi, 2005; Hug a kol., 2004) a ddle zahrnuje aktivaci zejména AMPK drahy
vedouci naptiklad k zvySovdani senzitivity inzulinu nebo zvySené oxidaci mastnych kyselin
v tkanich. Kromé AMPK vsak adiponektin spousti drahy PI3K, MAPK a také aktivuje
cyklooxygenazu 2 (Mattu a Randeva, 2013). Bylo prokazano, Ze béhem adaptace na chronickou

hypoxii dochazi ke sniZeni exprese adiponektinu (Chaiban a kol., 2008).

2.3.2.1. Fyziologickd funkce adiponektinu v srdci

Srdce produkuje adiponektin a jsou zde pritomny i vSechny jeho receptory, v nejvétsi mire pak
AdipoR1 (Doyle a kol., 1998; Fujioka a kol., 2006; Palanivel a kol., 2007). O adiponektinu, stejné
jako o leptinu, je znamo, Ze ovliviiuje srdecni metabolismus. Adiponektin zvySuje pfijem
glukdzy a mastnych kyselin do kardiomyocytd a zaroven zvysuje jejich oxidaci (Palanivel a kol.,
2007). Dale ochranuje myokard pred lipotoxicitou a zvysuje zde inzulinovou senzitivitu (Park a
Sweeney, 2013). V klinickych studiich bylo zjisténo, Ze vysoké hladiny adiponektinu v lidské
plazmé koreluji se snizenim rizika infarktu myokardu (Pischon a kol., 2004). Tato pozorovani
podporuji také experimenty na zvifatech (Shibata a kol., 2005). Mysi s inaktivovanym genem
pro adiponektin mély oproti kontrolam po aplikaci ischemie a nasledné reperfuze rozsahlejsi
infarktova loZiska. Naopak podavani rekombinantniho adiponektinu zvifatim pred, béhem
nebo po ischemii vedlo ve vSech pripadech ke snizeni velikosti infarktu myokardu, a to u obou
skupin zvifat (Shibata a kol.,, 2005). Adiponektin pravdépodobné zvySuje viabilitu

kardiomyocytl skrze aktivaci AMPK (Shibata a kol., 2005). Kardioprotekce zprostfedkovana
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adiponektinem je vsak také umoZnéna jeho protizanétlivymi uUcinky. Bylo zjisténo, Ze
adiponektin snizuje srdeéni produkci prozdnétlivého TNF-a jak in vitro, tak in vivo. Tento efekt
adiponektinu je umoznén diky aktivaci cyklooxygenazy 2, jez umoziuje v srdecnich burikdch
pfeménu kyseliny arachidonové na prostaglandin E; (PGE), ktery vede ke sniZzeni TNF-a
(Shibata a kol., 2005). U samotného PGE; uz byl kardioprotektivni ucinek také prokazan (Xiao a
kol., 2004). Jeho hladina v srdci se po adaptaci na chronickou hypoxii zvySuje (Micova a kol.,

2016).

———» Adiponektin

AdipoR1
AdipoR2
T-kadherin

Signalizace v myokardu

+AMPK

+COX-2

-NF-xB

-TNF-a

Biologicky Gcinek

| Hypertrofie

| Apoptéza

| Zanét

| Oxidativni stres

1 Uptake glukdzy a mastnych kyselin

Obrazek 5: Funkce adiponektinu v srdci

AdipoR — adiponektinovy receptor; AMPK — 5-AMP aktivovana proteinkindza; COX-2 — cyklooxygenaza 2; NF-kB —
nuklearni faktor kappa B; TNF-a — tumor nekrotizujici faktor a. Symboly (+) a (1) reprezentuji aktivaci, (-) a ()
reprezentuji inhibici. Pfevzato a upraveno z (Ghantous a kol., 2015).

2.3.3. Pomér leptinu k adiponektinu jako marker kardiovaskularnich onemocnéni

Plazmatické hladiny leptinu a adiponektinu mohou slouzit jako markery nékterych zavaznych
chorob. Vysoké hladiny leptinu, stejné jako nizké hladiny adiponektinu v plazmé koreluji napf.
se vznikem inzulinové rezistence, metabolického syndromu nebo KVO (Bliiher a Mantzoros,
2015; Fasshauer a Bliher, 2015; Finucane a kol., 2009). Z tohoto divodu se v posledni dobé
zaCina studovat také pomér téchto dvou adipokin(, ktery k predikci vzniku nebo pfitomnosti
onemocnéni mlze byt vhodnéjsi. To se u srdecnich chorob potvrzuje (Kappelle a kol., 2012;
Lekva a kol., 2017; Liao a kol., 2013). Na izolovanych kardiomyocytech bylo také pozorovano,

Ze nizky pomér leptinu k adiponektinu potlacuje bunécnou hypertrofii. Pravdépodobné se tak
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déje skrze aktivaci AMPK drahy adiponektinem. Jejich vysoky pomér ji naopak podporuje

hypertrofickym plsobenim leptinu (Bairwa a kol., 2016).
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. CiLE PRACE

e Adaptace na chronickou hypoxii zvysuje odolnost srdce kI/R poskozeni, coZ se
projevuje zmensenim rozsahu infarktu myokardu (Ostadal a Kolaf, 2007). Kontinualni
normobarickd hypoxie (CNH; 10 % O,) je klasicky kardioprotektivni model chronické
hypoxie vyuZivany nasi laboratofi (Chytilovd a kol.,, 2015). V posledni dobé vsak
testujeme také mirnéjsi formu adaptace na CNH (12 % O,). Zvitata takovouto adaptaci
[épe sndsi a lze ji proto kombinovat s jinymi kardioprotektivnimi modely — napf.
adaptaci na fyzickou zatéz (Aldanova a kol., 2017).

o Cilem bylo porovnat miru kardioprotekce obou modelti chronické hypoxie
stanovenim rozsahu infarktu myokardu na potkanech kmene Sprague
Dawley.

e FTO ovliviiuje metabolismus (Larder a kol., 2010). Myokard levé a pravé komory
vykazuje znacné metabolické odlisnosti (Phillips a kol., 2011; Waskova-Arnostova a
kol., 2013). Pfedpokladame tedy, Ze se hladina FTO bude mezi obéma komorami lisit.

o Cilem bylo porovnat distribuci FTO v levé a pravé komofre srdce, ktera byla
ddle porovndna s metabolicky vysoce aktivnimi tkdnémi jater a koncového
mozku.

e Béhem adaptace na chronickou hypoxii dochazi k fadé fyziologickych zmén vedoucich
ke zvySené toleranci myokardu k I/R poskozeni (Ostadal a Kolar, 2007). Jednou z nich je
transformace srde¢niho metabolismu (Essop, 2007). Na zakladé toho predpokladame,
Zze FTO muze hrat roli v této kardioprotektivni zméné bunécného metabolismu. Jeho
hladiny by v tom pfipadé mély byt adaptaci na chronickou hypoxii ovlivnény. Otazkou
také je, zda tento efekt bude ovlivnén mirou hypoxie.

o Cilem bylo analyzovat efekt CNH (12 % O;) na hladinu proteinu FTO v levé a
pravé komofre a zaroven v jatrech a koncovém mozku.

o Cilem bylo porovnat vliv obou modeld chronické hypoxie — CNH (12 % O,) a
CNH (10 % 0O,) — a to na hladiné proteinu FTO v levé komofre.

e Regulace metabolismu, jedna z hlavnich fyziologickych funkci FTO, je uUzce spjata
s denni dobou (Shi a Zheng, 2013). FTO navic ovliviiuje expresi hodinovych gend (Wang
a kol., 2015).

o Cilem bylo stanovit, zda FTO v srdci vykazuje cirkadianni rytmicitu.

e Metabolismus srdce ovliviiuji také adipokiny — leptin a adiponektin (Palanivel a kol.,
2006; Palanivel a kol., 2007). Oba adipokiny dokazi pozitivné regulovat rozsah
ischemického poskozeni myokardu (Shibata a kol., 2005; Smith a kol., 2010). Leptin
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navic v srdci zvySuje expresi FTO (Gan a kol., 2013). Na zakladé toho predpokladame,
Ze hladiny téchto adipokin( se budou vlivem adaptace na chronickou hypoxii ménit.
o Cilem bylo analyzovat efekt CNH (12 % 0,) na koncentrace adipokini leptinu

a adiponektinu v levych srde¢nich komorach a plazmé.
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4. METODIKA

4.1. Laboratorni zvifata a adaptace na chronickou hypoxii

K experimentlim byli pouZiti dospéli samci potkanl kmene Sprague Dawley. Zvitata byla
adaptovéana po dobu 3 tydnl na podminky CNH. Obsah kysliku byl snizen z normoxické
hodnoty 21 % (FiO; = 0,21) na 12 % (FiO; = 0,12) respektive na 10 % (FiO, = 0,1) pomoci
generatord hypoxie Everest Summit (Hypoxico Inc., NY, USA). Kontrolni skupina zvifat byla po
stejnou dobu chovana ve standardnich normoxickych podminkdach. Vtomto pokusu byly
pouzity dvé skupiny zvifat. Z prvni skupiny o celkovém poctu 16 zvifat starych 3 mésice bylo
8 potkant adaptovano na CNH (12 % 0,) a 8 zvifat bylo kontrolnich. Z druhé skupiny o
celkovém poctu 11 zvitat starych 4 mésice byli 4 potkani adaptovani na CNH (10 % O,), zatim

co zbylych 7 zvifat bylo kontrolnich.

4.2. Odbér tkané

Usmrceni zvitat bylo provedeno v hypoxickém prostiedi pomoci cervikalni dislokace. Srdce byla
vystfizena z dutiny hrudni, omyta ve studeném fyziologickém roztoku a na ledu rozdélena na
levou komoru (LV), pravou komoru (RV) a septum. Odebrany byly také vzorky jater a
koncového mozku. Vsechny vzorky byly ihned zmraZeny v kapalném dusiku a zvazeny. Zvifatim
byla odebrana také krev, z které byla nasledné pripravena plazma (centrifugace 15 min pfi
2000 x g ve 4 °C). Vzorky byly nasledné uchovavany v tekutém dusiku. Srdce pro stanoveni
cirkadianni rytmicity FTO byla odebirdna po 3 hodinach od 8:00 do 8:00 dalsiho dne, pficemz
na kazdy casovy bod byla odebrdna srdce ze 3 zvitat (vzorky byly poskytnuty doc. RNDr.

Zdenkou Bendovou, Ph.D. z Katedry fyziologie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy).

4.3. Homogenizace vzork(

Vzorky byly rozdrceny v tfecich miskach naplnénych kapalnym dusikem. Vznikly jemny prasek
byl pfenesen do Potter-Elvehjemova homogenizdtoru a smichdn vpoméru 1:8
s homogenizac¢nim pufrem o sloZeni: 12.5 mM Tris-HCI (pH 7.4), 2.5 mM EGTA, 250 mM
sacharéza, 6 mM B-merkaptoethanol, inhibitory fosfataz (PhosSTOP; Roche) a inhibitory
protedz (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail; Roche). Homogenizace byla uskutec¢néna 15
pohyby pistu nahoru a doll. Ve vzorcich byla zméfena koncentrace celkového proteinu dle

Bradforda. Homogenaty byly posléze v mikrozkumavkach uskladnény pfi teploté -80 ° C.

4.4. SDS-PAGE, Western blot a imunodetekce

Homogenaty urcené pro elektroforézu byly naredény v poméru 1:6 vzorkovym pufrem

(2x koncentrovanym) s B-merkaptoethanolem (1 dil B-merkaptoethanolu na 49 dill
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vzorkového pufru) a inkubovany pfti teploté 100 °C po dobu 3 minut. Nanaska tvofila v kazdém
vzorku 20 pg proteinu. Déleni proteind jednotlivych vzorkd bylo provedeno v 10% BIS-
akrylamidovych gelech za pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS) v elektroforetické
soupravé Mini-Protean Ill apparatus (Bio-Rad) pfi konstantnim proudu 25 mA/gel po dobu 85
minut. Po skonceni elektroforézy byly proteiny pfeneseny na PVDF membrany (Bio-Rad). Pro
kontrolu Uspésnosti prenosu byly membrany obarveny v roztoku Ponceau S. Nasledné byly
blokovany v 5% roztoku nizkotu¢ného mléka v TTBS (Affymetrix) s 0,1% zastoupeni Tweenu 20
(Sigma) po dobu 80 minut. Poté byly pouzity primarni a sekundarni protilatky (tabulka 2).
Vizualizace imunoblotu byla provedena pomoci metody zesilené chemiluminiscence na
autoradiografickém filmu (AGFA) ¢i pomoci pfristroje Fuji LAS-1000. Relativni zastoupeni
analyzovaného proteinu bylo denzitometricky vyhodnoceno v programu Imagel. Pro sprdvnou
identifikaci FTO byly pouZity standardy molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards; Bio-RAD; #161-0374), rekombinantni protein (FTO Recombinant Human
Protein, N-His Tag; ThermoFisher; 12125H07E25) a pozitivni kontrola (mozkova tkan). Pouzit
byl také blokacni peptid (FTO, Blocking Peptide; MyBioSource; MBS822680), ktery byl pfidan
k primarni protilatce (rabbit polyclonal anti-FTO antibody; MyBioSource; MBS820687)
v molarnim poméru 1:2 ve prospéch blokacniho peptidu. K analyze vzorkl z vice membran byl
na kazdou membranu nanesen stejny vzorek, ktery slouZil k prepoctu jako vniténi kontrola. Pro
zpfesnéni analyzy byly hodnoty relativniho zastoupeni FTO vztazeny na hodnoty protein(,
které se vlivem adaptace na CNH neméni, tzv. referencni proteiny. K tomuto ucelu byl vyuzit

aktin, citratsyntaza a a-tubulin.
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Tabulka 2: Seznam pouZitych primdrnich a sekunddrnich protilatek

Prlrr.wfrnl Vyrobce Redéni | Inkubace | Hmotnost Sekur.u:,larnl Vyrobce Redéni | . Doba
protilatka protilatka inkubace
FTO pfes noc anti- Thermo 1 hod
2b92821 Abcam 1:1200 4°C 58 kDa mouse Fischer 1:10000 20°C
31432
FTO ) pfes noc anti-rabbit . . 1 hod
MBS820687 MBS 1:1000 4°C 58 kDa 170-6515 BioRad 1:20000 20 °C
aktin . 1 hod anti-rabbit . 1 hod
A2066 Sigma 1:10000 20°C 42 kDa 170-6515 BioRad 1:10000 20°C
citratsyntaza ) 1 hod anti-rabbit . . 1 hod
2b96600 Abcam 1:10000 20°C 52 kDa 170-6515 BioRad 1:10000 20°C
a-tubulin . 1 hod anti-rabbit . 1 hod
15168 Sigma 1:10000 20 °C 50 kDa 170-6515 BioRad 1:10000 20 °C
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4.5. ELISA

Koncentrace proteinli pomoci metody ELISA byly méfeny v plazmé a tkani LV. Byly k tomu
vyuzity komercni kity (Leptin rat ELISA kit; Enzo; ADI-900-015A) a (Adiponectin Rat ELISA kit;
Abcam; ab108784). Plazma byla nafedéna v poméru 1:1 pro analyzu leptinu a 1:400 pro
analyzu adiponektinu. Homogenaty LV byly pro analyzu leptinu zfedény v poméru 1:4 a pro
analyzu adiponektinu pak 1:240. Kfedéni byl pouzit pufr z pfislusnych komercénich kitQ.
Postupy analyzy déle probihaly dle protokolld od vyrobce. Koncentrace proteinl v tkani byla

pfepoctena na mg celkového proteinu.

4.6. gPCR

Nejprve byla wvyizolovana totdlni RNA. Vzorky tkdni byly rozdrceny v tfecich miskach
naplnénych kapalnym dusikem. Pfiblizné 100 mg vzniklého prasku bylo pfeneseno do
mikrozkumavek s 1 ml RNAzolu (RNAzol® RT; RN 190). K takto vytvofenému homogenatu bylo
pfidano 0,4 ml vody a po 15 minutach byl stocen pfi 12000 x g po dobu 15 minut. Supernatant
s RNA byl odebrdn od peletu obsahujiciho DNA a proteiny a byl k nému ptidan isopropanol
v poméru 1:1. Po patnacti minutach byla smés opét stocena pfi 12000 x g po dobu 10 minut.
Takto precipitovana RNA byla dvakrat promyta v 0,4 ml 75% ethanolu. BEhem promyvani byla
pokaidé stocena pii 3000 x g po dobu 3 minut. Cistd RNA byla poté rozpusténa ve vodé.

Cistota a koncentrace extrahované RNA byla kvantifikovadna za pouziti NanoDropu.

K 1 pg totalni RNA z predchozi izolace byl ptidan 1 pl oligo (dT):is primeru. Smés byla doplnéna
vodou prostou nukledz do objemu 8 pl a inkubovana 5 minut pfi 65 °C a nasledné zchlazena po
dobu 10 minut pfi 4 °C. Ddle byl ke smési pfidan pfedem pfipraveny roztok obsahujici 4 pl vody
(prosté nukledz), 4 ul 5x koncentrovaného reakéniho pufru, 1 pl RiboLock RNase inhibitoru (20
U/ul), 2 pl 10nM dNTP mixu a 1 pl RevertAid H Minus M-MulLV reverzni transkriptazy (200
U/ul). Vysledny objem tedy ¢inil 20 ul. Takto pFipravena smés byla jemné promichéna $pickou.
Syntéza cDNA probihala po dobu 60 minut pfi 42 °C. Nakonec byla inaktivovana transkriptaza
pfi 70 °C po dobu 5 minut.

Nejprve byla pfipravena smés obsahujici (na jeden vzorek) 14,1 ul vody, 4 pl master mixu (5x
HOT FIREPol Probe gPCR Mix Plus (ROX); Solis BioDyne), 0,6 pl fluorescen¢éné znac¢eného (VIC)
HPRT (hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza) primeru (ThermoScientific) a 0,3 pl
fluorescenéné znaceného (FAM) FTO primeru (ThermoScientific). Tato smés byla spolu s 1 pl
roztoku cDNA nanesena na desticku. Kvantitativni polymerazovd retézova reakce (qPCR)
probihala v termocykleru (ViiA 7; ThermoScientific), kde byla nejprve béhem 15 minut pfi

teploté 95 °C aktivovana polymeraza. Po této fazi nasledovalo 40 opakujicich se cykl(, které se
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skladaly z 20s intervalu o teploté 95 °C, béhem kterého dochazelo k denaturaci cDNA, a z 60s
intervalu o teploté 60 °C, ktery slouZzil k nasednuti primerl a nasledné elongaci. Relativni
koncentrace byly uréeny pouzitim metody standardni kfivky. Nasledné byl stanoven pomér

koncentrace cilového genu FTO ku referenénimu HPRT.

4.7. Experimentalni model infarktu myokardu

Anestezovanym potkanlm (pentobarbital sodny, 60 mg/kg intraperitonealné; Sigma-Aldrich)
byla provedena tracheostomie a pomoci endotrachealni kanyly byli udrZzovani na umélé plicni
ventilaci (Rodent Ventilator 7026; Ugo Basile). Dechovy objem ¢inil 1,2 ml na 100 g télesné
vahy zvifete a frekvence byla nastavena na 68 nadechli za minutu. Potkandm byla béhem
celého procesu udrzovdna stald télesnd teplota mezi 36,5 a 37,5 °C pomoci vyhfivaného
operacniho stolku. Po celou dobu byl také zaznamendvan krevni tlak v levé karotidé a
jednosvodovy elektrokardiogram (EKG). Zviratiim byla provedena levostranna torakotomie. Po
nasledné desetiminutové stabilizaci byla indukovana regiondlni ischemie myokardu ligaturou
predni sestupné vétve levé korondrni arterie, kterd se projevuje poklesem krevniho tlaku a
charakteristickymi zménami EKG kfivky. Po 20 minutach byla okluze povolena a krevni pratok
obnoven. Reperfuze trvala 3 hodiny. Po této fazi byla srdce vystfizena a promyta 20 ml
fyziologického roztoku vpraveného do srdce retrogradné skrz aortu. Nasledné byla
perfundovanad ¢ast myokardu obarvena roztokem 5% manganistanu draselného (Pliva-
Lachema, Brno, Ceska republika) a pro determinaci Zivé tkané zischemii ohroZené oblasti
(AAR; zangl. area at risk) bylo srdce obarveno také 1% roztokem 2,3,5-trifenyltetrazolium
chloridu (Sigma-Aldrich). Pak bylo srdce horizontalné rozifezano na priblizné 1 mm silné rezy,
které byly pres noc uchovany v roztoku 10% formaldehydu. Dalsi den byly z fez( odstranény
RV a obé strany ezl LV byly vyfotografovany. Operace zvitat byla provedena RNDr. Janem
Neckafem, Ph.D. Velikost LV, ischemii ohroZené oblasti a infarktu byla méfena pocitacovou

planimetrickou metodou pomoci softwaru Ellipse (ViDiTo).
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5. VYSLEDKY

5.1. Hmotnostni parametry zvifat

Hmotnostni parametry zvifat adaptovanych na CNH (12 % O;) a CNH (10 % O,) vcéetné zvitat
kontrolnich jsou uvedeny vtabulce 3 a 4. Hmotnosti hypoxickych zvifat oproti zvifatim
normoxickym vykazuji klesajici trend, ktery vSak neni signifikantni. Rozdily v hmotnostech
zvitat adaptovanych na CNH (12 % O,) a na CNH (10 % 0,), véetné odpovidajicich kontrol, jsou
zpUsobeny odlisnym stafim skupin (3 a 4 mésice). Hmotnostni index srdce (HW/BW; pomér
hmotnosti srdce v miligramech proti hmotnosti téla zvifete v gramech) vykazuje u hypoxickych
zvirat signifikantni narlst (pro obé skupiny P < 0,0001) v dlsledku vzniku srde¢ni hypertrofie
béhem adaptace. Hmotnostni indexy pro levé (LV/BW) a pro pravé (RV/BW) komory ukazuji, ze
narGst HW/BW u adaptovanych zvitat je zpdsoben hypertrofii pravé komory. Zatimco pomér
LV/BW se béhem adaptace vyraznéji neméni, pomér RV/BW signifikantné roste (pro obé
skupiny P < 0,0001). Tento jev se projevuje vice u zvifat adaptovanych na silnéjsi CNH
(10 % 03), kde je nardst RV/BW o 124 %, neZ u zvirat adaptovanych na slabsi CNH (12 % O,),
kde narlst Cini 89 %. U hypoxickych potkan( dochazi také k signifikantnimu zvyseni hodnot
hematokritu (pro obé skupiny P < 0,0001). | vtomto parametru je nardst patrnéjsi u CNH

(10 % 0,).

Tabulka 3: Hmotnostni parametry zvirat adaptovanych na CNH (12 % O;)

vzorek BW (g) HW/BW LV/BW RV/BW | hematokrit

N
g 480+8 |2,59+0,03|1,41+0,03|058+001| 47+1
n=
et 3,01+0,01 1,09+0,05| 58%1
(12%0,) | 464+8 |,  |145£004 | " .
n=8

BW — hmotnost zvifat; CNH — kontinualni normobarickd hypoxie; HW/BW — hmotnostni index srdce; LV/BW —
hmotnostni index levé komory; N — normoxie; RV/BW — hmotnostni index pravé komory. Hodnoty jsou vyjadieny
jako pramér + SEM. *** — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,0001).
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Tabulka 4: Hmotnostni parametry zvirat adaptovanych na CNH (10 % O;)

vzorek BW (g) HW/BW LV/BW RV/BW | hematokrit
N
S, | 57719 |235£0041,29£0,030,50£0,02| 461
n-=
et 3,16 £ 0,08 1,13+0,03| 74%1
(10%0z) | s48+18 |7,  |141+006| ", o
n=4

BW — hmotnost zvifat; CNH — kontinualni normobarickd hypoxie; HW/BW — hmotnostni index srdce; LV/BW —
hmotnostni index levé komory; N — normoxie; RV/BW — hmotnostni index pravé komory. Hodnoty jsou vyjadieny

jako pramér + SEM. *** — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,0001).

5.2.

Zvitata adaptovana na CNH (12 % O,) neprojevovala znamky kardioprotektivniho fenotypu
(graf 1). V pripadé adaptace na silnéjsi CNH (10 % O) jiz Cinil rozdil ve velikosti infarktu
myokardu mezi kontrolnimi a adaptovanymi potkany 20 % (P = 0,023) (graf 1; obrazek 6).
Velikost AAR byla ve vSech skupinach stejna — pfiblizné 40 % LV. Velikosti LV, AAR a infarktu

Velikost infarktu myokardu: efekt adaptace na CNH (12 % O2) a (10 % 0,)

byla mérena pocitacovou planimetrickou metodou pomoci softwaru Ellipse (ViDiTo).
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Graf 1: Velikost infarktu myokardu: efekt adaptace na CNH (12 % O;) (A) a (10 % O;) (B)

CNH — kontinualni normobarickd hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako primér = SEM. n (N) = 10;
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n (CNH; 12 % 0;) = 10; n (CNH; 10 % O3) = 9. * — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,05).
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Obrdzek 6: Kardioprotektivni ucinek CNH (10 % O;): typicky priklad infarktu myokardu
normoxické (A) a hypoxické (B) skupiny zvifat

5.3. Detekce FTO v tkanich

Pro potvrzeni spravné identifikace proteinu FTO v tkanich metodou Western blot byl pouZit
standard molekulovych hmotnosti (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; Bio-RAD;
#161-0374) a rekombinantni protein (FTO Recombinant Human Protein, N-His Tag;
ThermoFisher; 12125H07E25). Bylo vyuzito také blokacniho peptidu k protilatce (rabbit
polyclonal anti-FTO antibody; MyBioSource; MBS820687). Jeho inkubace s primarni protilatkou
proti FTO vedla k vymizeni signdlu v oblasti pfiblizné 60 kDa u vzorkd LV i u nanasky
s rekombinantnim proteinem, zatimco nespecifické zény o jinych molekulovych hmotnostech
byly u nanasek LV zachovany (obrazek 7). Tento vysledek prokazuje spravnost identifikace
signalu FTO na imunoblotu. Pro dalsi experimenty byla pouzivana jiz protilatka (mouse

monoclonal anti-FTO antibody; Abcam; ab92821) z divodu vétsi specifity barveni (obrazek 8).

-
. .

mo— @

50 kDa — blokaéni peptid

75 kDa

R Lv R Lv

Obrazek 7: Ovéreni detekce FTO - pouZiti blokacniho peptidu
LV — levéd komora; R — rekombinantni protein. Nanaska: rekombinantni protein — 0,3 ng; levd komora — 30 ug
proteinu.
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Obdzek 8: Detekce FTO v tkdnich — primdrni protilatka (mouse monoclonal anti-FTO
antibody; Abcam; ab92821)

L — jatra; LV — levd komora; R — rekombinantni protein; RV — prava komora; TC — koncovy mozek. Nanaska:
rekombinantni protein — 0,5 ng; leva komora — 40 pg proteinu; prava komora — 40 ug proteinu; jatra — 20 ug
proteinu; koncovy mozek — 10 pg proteinu.

5.3.1. Celkovy protein v tkanich
V pfipadé zastoupeni FTO v tkanich byla hladina FTO normalizovdna na celkové mnozstvi
proteinu. Hladina celkového proteinu se béhem adaptace na chronickou hypoxii v jednotlivych

tkanich neméni (tabulka 5).

Tabulka 5: MnoZstvi celkového proteinu v tkanich: vliv CNH (12 % O;)

Tkan Normoxie / Hypoxie Celkovy protein pg/ul
. N 14,67 +0,43
levd komora
CNH (12 % 05) 13,79+ 0,52
‘ N 14,18 £ 0,63
prava komora
CNH (12 % 0O3) 15,02+0,4
. N 17,53+0,84
jatra
CNH (12 % 05) 16,24 + 0,44
N 11,77 +0,1
koncovy mozek
CNH (12 % 05) 11,82 + 0,22

CNH — kontinudlni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako prdmér = SEM. n = 8.

5.3.2. Referenéni proteiny pro hypoxii

Kvantifikace FTO v normoxickych a hypoxickych tkanich byla zpfesnéna vztazenim na tzv.
referencni proteiny, které se béhem adaptace na chronickou hypoxii neméni, a tudiz by jejich
hodnoty v normoxickych i hypoxickych tkanich mély byt stejné. Za timto ucelem byly testovany
tfi rlzné proteiny — aktin, citratsyntdza a a-tubulin. Vhodnost jejich pouziti pro jednotlivé
tkané je shrnuta vtabulce 6. Ukazky reprezentativnich imunoblotl vybranych referencnich

proteinll pro jednotlivé tkané jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 6: Referencni proteiny pro CNH (12 % O5)

Tkar Referen¢ni protein N CNH (12 % 0,) | Vhodnost
) aktin 1+0,02 0,82 £ 0,04 ** X
leva komora — -
citratsyntaza 1+0,03 0,94 +0,03 v
., citratsyntaza 1+0,04 0,93 + 0,06 v
prava komora -
a-tubulin 1+0,06 1,27 + 0,07 ** X
Stra citratsyntdza 1+0,05 0,88 + 0,06 p_ 4
J a-tubulin 1+0,05 1,03 £0,04 v’
koncovy mozek citratsyntaza 1+0,06 0,99 +0,05 v~

CNH — kontinualni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadfeny jako prdmér + SEM. n = 8. ** —
statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (P < 0,01).

Tabulka 7: Reprezentativni imunobloty vybranych referencnich proteinii pro jednotlivé tkané

Tkan Referenéni protein Reprezentativni vzorek imunoblotu
N CNH N CNH N CNH
leva komora citratsyntaza —
prava komora citratsyntaza
jatra a-tubulin
koncovy mozek citratsyntaza

CNH — kontinualni normobaricka hypoxie (12 % 0O,); N — normoxie. Nanaska: leva komora — 20 ug proteinu; prava
komora — 20 ug; jatra — 20 pg proteinu; koncovy mozek — 10 pg proteinu.

5.4.  Cirkadidnni rytmicita FTO v srdci

Analyza cirkadianni rytmicity FTO v myokardu potkand chovanych za standardnich
normoxickych podminek byla provedena pomoci metody Western blot. Vzorky pro méreni
cirkadidnni rytmicity FTO v myokardu byly odebirany od 8:00 po 3 hodinidch az do 8:00
nasledujiciho dne. Vysledky ukdazaly (graf 2), Ze hladina FTO v srdecni tkdni béhem dne

nevykazuje zadné rytmické vykyvy.
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Graf 2: Cirkadidnni rytmicita FTO v myokardu
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM. n = 8.

5.5.  Zastoupeni FTO v tkanich

Analyza hladiny FTO v tkanich potkanl chovanych za standardnich normoxickych podminek
byla provedena pomoci metody Western blot. Hladina FTO byla vztazena na celkové mnoZstvi
proteinu. Vysledky ukdzaly (graf 3), Ze v RV je hladina proteinu FTO 1,5x vyssi nez v LV (P <
0,0001). MnoiZstvi FTO v jatrech prevysuje hladinu proteinu v LV pfiblizné 6,5x (P < 0,0001).
Nejvyssi zastoupeni proteinu FTO je pak v koncovém mozku, kde prevySuje LV cca 11x

(P < 0,0001).
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Graf 3: Hladina FTO v normoxickych tkanich
Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SEM. n = 3. Nandska: 20 ug proteinu.
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5.6. Hladina FTO v tkanich: efekt adaptace na CNH

5.6.1. Hladina FTO v tkanich: efekt adaptace na CNH (12 % O,)
Jednim z hlavnich cil( prace bylo stanovit vliv chronické hypoxie na hladinu FTO v jednotlivych

tkanich potkand, zejména pak v srdci. PouZitim metody Western blot bylo zjisténo, Ze adaptace
na CNH (12 % O3) vede v LV k signifikantnimu narlstu hladin FTO o 21 % (P = 0,007) a v pravé
komore o 27 % (P = 0,027). Hladina v jatrech ani koncovém mozku neni CNH (12 % O,)
ovlivnéna (graf 4). Kvantifikace hladiny proteinu FTO byla vztazena na hladiny citratsyntazy,
ktera se vlivem adaptace na CNH v LV, RV, ani koncovém mozku neméni. V jatrech vsak dochazi

k jejimu lehkému poklesu, v tomto pfipadé byla proto nahrazena jinym referencnim proteinem

a-tubulinem.
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Graf 4: Hladina FTO v levé komore (A), pravé komore (B), jatrech (C) a koncovém mozku (D):
efekt adaptace na CNH (12 % O;)

CNH — kontinudlni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadfeny jako prdmér * SEM. n = 8.
Nanaska: levd komora — 20 pg proteinu; prava komora — 20 pg proteinu; jatra — 20 ug proteinu; koncovy mozek — 10
ug proteinu. * — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,05). ** — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N
(P<0,01).
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5.6.2. Hladina mRNA a proteinu FTO v levé komore: efekt adaptace na CNH (12 % O>) a
(10% 02)

Adaptace na CNH (12 % 0,) vede ke zvySeni hladiny FTO v LV potkan( o 21 % (P = 0,007).

Silnéjsi CNH (10 % 0,) zvysuje hladinu daleko vyraznéji o 77 % (P = 0,043) (graf 5). Na hladiné

MRNA jsme Zzadné rozdily prakticky nepozorovali. Pouze u zvifat adaptovanych na CNH

(12 % 0,) jsme zaznamenali mirny, ale statisticky vyznamny pokles (graf 6).
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Graf 5: Hladina proteinu FTO v levé komore: efekt adaptace na CNH (12 % O;) (A) a (10 % O;)
(B)

CNH — kontinudlni normobarickd hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SEM. n (CNH; 12 %
0,; véetné kontrol) = 8; CNH (10 % O»; vcetné kontrol) = 4. * — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,05). ** —
statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,01).

1.5+ 1.5-
*%
E 1.0 g — E 1.0 pe——
<& s
[ g [ g
EQC ER
L 0.5+ ] 0.5+
0.0 0.0
N CNH (12 % O,) N CNH (10 % O,)

Graf 6: Hladina FTO mRNA v levé komor¥e: efekt adaptace na CNH (12 % O;) (A) a (10 % O.)
(B)

CNH — kontinualni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako prdmér + SEM. n (CNH; 12 %
0,; véetné kontrol) = 8; n (CNH; 10 % O;) = 4 (kontrol 7). ** — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,01).
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5.7. Hladina adipokint v levé komore a plazmé: efekt adaptace na CNH
(12 % 0,)

Koncentrace adipokind leptinu a adiponektinu v homogenatech LV a plazmé byla mérena

pomoci metody ELISA.

5.7.1. Hladina leptinu v levé komore a plazmé: efekt adaptace na CNH (12 % O>)
U zvifat adaptovanych na CNH (12 % O;) byla namérena zvysena koncentrace leptinu v tkani LV
pfiblizné o ¢tvrtinu, nejednalo se vsak o signifikantni rozdil (P = 0,116). V plazmé jsou hodnoty

adaptaci na tento model hypoxie nezménény (graf 7).
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Graf 7: Hladina leptinu v levé komore (A) a plazmé (B): efekt adaptace na CNH (12 % O;)

CNH — kontinudlni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako prdmér = SEM. n = 6.
5.7.2. Hladina adiponektinu v levé komore a plazmé: efekt adaptace na CNH (12 % O3)
U zvifat adaptovanych na CNH (12 % 0,) dochazi k signifikantnimu sniZeni koncentrace

adiponektinu v plazmé pfriblizné o 52 % (P = 0,0017). Na koncentraci adiponektinu v tkani LV
nema CNH (12 % 0,) zadny efekt (graf 8).
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Graf 8: Hladina adiponektinu v levé komore (A) a plazmé (B): efekt adaptace na CNH
(12 % 0,)

CNH — kontinualni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadieny jako prdmér + SEM. n (LV) = 6;
n (plazma, N) = 5; n (plazma, CNH) = 6 ** — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,01).

5.7.3. Pomér hladin leptinu a adiponektinu v levé komore a plazmé: efekt adaptace na
CNH (12 % O3y)

Zvitata adaptovana na CNH (12 % O,) maiji v tkani LV pfiblizné o 26 % zvySeny pomér leptinu

k adiponektinu (graf 9). Tyto zmény vsak nejsou signifikantné vyznamné (P = 0,2). Signifikantni

narQst poméru téchto dvou adipokinl se vsak objevuje v plazmé, kde se zvySuje pfiblizné o

117 % (P = 0,0458).
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Graf 9: Pomér hladin leptinu a adiponektinu v levé komore (A) a plazmé (B): efekt adaptace
na CNH (12 % O;)

CNH — kontinualni normobaricka hypoxie; N — normoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako tisicinasobek prdméru + SEM.
n (LV) = 6; n (plazma, N) = 5; n (plazma, CNH) = 6. * — statisticky vyznamny rozdil CNH vs. N (P < 0,05).
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6. DISKUZE

6.1. Hmotnostni parametry zvirat

V této préci bylo vyuZito dvou modell CNH. V klasickém modelu vyuZzivaném nasi laboratofi je
parcialni tlak kysliku snizen z 21 % (FiO; = 0,21) na 10 % (FiO; = 0,1). V posledni dobé vsak
testujeme také mirnéjsi formu adaptace na chronickou hypoxii, kde je parcidlni tlak kysliku
snizen pouze na 12 % (FiO, = 0,12). Zvifata takovouto adaptaci |épe sndasi a je mozné ji proto
kombinovat s jinymi kardioprotektivnimi modely, napf. s adaptaci na fyzickou zatéz (Alanova a
kol., 2017). Z tohoto dlivodu je prace zamérena zejména na tento mirnéjsi model chronické
hypoxie. V porovnani s klasickym modelem CNH (10 % O3) zde dochdazelo k mensimu narlstu
hematokritu. Zatimco u zvifat adaptovanych na CNH (10 % O,) dosahoval hematokrit 78 %,
v pripadé adaptace na CNH (12 % O,) Cinil pouze 58 %. Mirnéji se také rozvijela hypertrofie
pravé komory. Hmotnostni indexy pravych komor u zvifat adaptovanych na CNH (10 % O,) byly
oproti kontroldm zvyseny o 124 %, zatimco narGst u CNH (12 % O3) byl pouze 89 %. Tyto
vysledky se shoduji s efekty CNH o dané sile v jinych experimentech (Aldnova a kol., 2017;
Chytilova a kol., 2015; Maslov a kol., 2013). Namérené hmotnostni parametry zvifat ukazuji, ze
rozdil mezi 10 a 12 % parciadlniho tlaku O, ve vdechovaném vzduchu je dostatecné velky na to,

aby se vyznamné projevil na mite fyziologické odpovédi.

6.2. Velikost infarktu myokardu: efekt adaptace na CNH (12 % O;) a (10 % O2)

U zvifat adaptovanych na chronickou hypoxii dochazi k redukci velikosti infarktu myokardu
oproti zvifatim kontrolnim (Kolaf a Ostadal, 2004). Tento znamy fenomén jsme potvrdili u
potkan( kmene Sprague Dawley adaptovanych na CNH (10 % O,), kde rozdil v rozsahu infarktu
u kontrolnich a adaptovanych zvifat dosahoval 20 %, coZ odpovida klasické mire
kardioprotekce zprostfedkované adaptaci na chronickou hypoxii (Chytilovd a kol.,, 2015;
Maslov a kol., 2013; Neckar a kol., 2004). Zvitata adaptovana na mirnéjsi formu hypoxie — CNH
(12 % 0O,) — vsak uZ v nasem pfripadé nevykazovala zndmky kardioprotekce a velikost infarktu u
nich byla témér stejna jako u zvifat normoxickych. Kardioprotektivni Ucinek této formy hypoxie
vSak v nasi laboratofi byl jiz v minulosti prokazan, kdy dospéli samci potkant kmene Wistar
vykazovali po adaptaci na CNH (12 % O,) zvySenou toleranci k I/R poskozeni (Alanova a kol.,
2017). DGvodem kontroverznich vysledkl muZe byt vyuZiti rdznych kmenl potkant v obou
experimentech. Je znamo, Ze rGzné kmeny potkand a mysi jsou rGzné citlivé k I/R poskozeni
(Baker a kol., 2000; Reichelt a kol., 2009). Je tedy mozZné, Ze na hypoxii reaguji kmeny Wistar a
Sprague Dawley odliSné, coz se také odrazi v prahové hodnoté FiO, nutné k projeveni

kardioprotektivnich ucinkd. V pfipadé potkan( Sprague Dawley tedy tato prahova hodnota
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pravdépodobné leZi nékde mezi hodnotami 0,1 a 0,12. Toto zjisténi také podporuji pozorované
vyznamné rozdilné hodnoty hematokritu, hypertrofie pravé komory a hladiny FTO mezi zvifaty

adaptovanymina CNH (10 % 05) a (12 % O5).

6.3. Zastoupeni FTO v tkanich

FTO, demetylaza ucastnici se regulace metabolismu, byla objevena také v srdci (Gerken a kol.,
2007). V této praci byla analyzovana hladina FTO v normoxické srdecni tkani LV a RV, nebot je
znamo, ze myokard pravé a levé komory vykazuje vyznamné metabolické odliSnosti (Phillips a
kol, 2011; Waskova-Arnostovda a kol.,, 2013). Hladiny v srdecnich komorach byly také
porovnavany s hladinami v metabolicky aktivnich tkanich jater a koncového mozku. Relativni
zastoupeni FTO v tkanich bylo vztazeno na celkové mnoiZstvi proteinu. Vysledky ukazuji, Ze
protein FTO je u potkan( pfitomen ve vsech ¢tyfech typech tkani. Nejmensi mnozstvi je ho
v LV. Jeho hladina v RV je pak 1,5x, v jatrech 6,5x a v koncovém mozku dokonce 11x vyssi. Gao
a kol. sledovali distribuci FTO v mysich tkanich, kterou stejné jako my normalizovali na
mnozstvi celkového proteinu (Gao a kol., 2010). Jejich vysledky se shoduji s nasimi. Chen a kol.
detekovali protein FTO v srdci prasat, ale prekvapivé ho viibec nedetekovali v prasecich jatrech

(Chen a kol., 2016).

V analyze distribuce proteind je problematické rozdilné mnoistvi celkového proteinu
v jednotlivych tkdnich. Videnticky pfipravenych tkanovych homogenatech jater a koncového
mozku jsme napfiklad namérili o 50 % vyssi koncentraci celkového proteinu ve prospéch jater
(viz. kapitola 6.3.). Néktefi autofi proto normalizuji mnozstvi FTO napftiklad na hladinu B-aktinu
(Chen a kol., 2016). Rozhodnuti vztahovat mnozstvi FTO k celkovému proteinu, spiSe neZ ke
konkrétnimu referenénimu proteinu, vSak umoZniuje lepsi orientaci pfi volbé vhodného

mnozZstvi homogenatu dané tkané k analyze metodou Western blot.

6.4. Cirkadianni rytmicita FTO v srdci

FTO ovliviiuje také expresi hodinovych genl a hraje tak urcitou roli v cirkadianni rytmicité
organismu (Wang a kol., 2015). Je téZ znamo, Ze regulace metabolismu je Uzce spjata s denni
dobou (Shi a Zheng, 2013). Nase vysledky ukazuji, Ze hladiny proteinu FTO v srdci nevykazuji
zadnou cirkadianni rytmicitu. Tuto analyzu bylo nutné provést pro planované experimenty

s inhibitorem FTO in vivo vzhledem k dobé jeho aplikace a pro samotny odbér tkani.

6.5. Hladina FTO v tkanich: efekt adaptace na CNH

Béhem adaptace na chronickou hypoxii dochazi v srdci ke zméné energetického metabolismu.

Tato zména umoznuje myokardu lépe se vyporadat s pfipadnym akutnim nedostatkem kysliku
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(Essop, 2007). DllezZitou roli v adaptaci metabolismu srdce by pfitom mohl hrat protein FTO,
ktery je schopny epigeneticky regulovat expresi proteind, a tim ovliviiovat rlizné bunécné
procesy. Cilem této prace bylo proto stanovit, zda adaptace na chronickou hypoxii ovliviiuje
hladinu proteinu FTO v srdec¢ni tkani. Podle predpokladl se skutec¢né ukazalo, Ze hladiny
proteinu FTO v srdci béhem adaptace na CNH rostou. V LV potkant rozdil ¢inil pfiblizné 21 %,

v RV pak zhruba 27 %. Hladiny v jatrech i v koncovém mozku pfitom zUstaly na plvodni Grovni.

Rozdily v obou modelech hypoxie jsou kromé hmotnostnich parametrd patrné také na hladiné
proteinu FTO v tkani adaptovanych zvifat. Pro porovnani obou modell jsme se zaméfili na
hladinu FTO v LV. Zatimco béhem CNH (12 % O,) zde dochazi k zvyseni hladiny FTO o 21 %, u
CNH (10 % 0,) je toto zvyseni 77%. Zajimavé je, Ze prestoZe hladiny proteinu FTO v LV béhem
adaptace na chronickou hypoxii stoupaji, tak nebyl pozorovan zadny narlist mRNA FTO v této
tkdni. V pfipadé CNH (10 % O3) byly hladiny mRNA nezménény a u CNH (12 % O,) se prekvapivé
objevil dokonce 10% pokles.

Tyto vysledky podpofily teorii, Ze FTO muze epigeneticky ovliviiovat bunécné procesy
navozené adaptaci na chronickou hypoxii a potencialné tak prispivat ke zvysené toleranci
myokardu kI/R poskozeni. Cilem do budoucna je proto testovat roli FTO v odolnosti
izolovanych kardiomyocytd vUici simulované ischemii/reperfuzi a také in vivo vischemické

odolnosti srdce pomoci nedavno ptipraveného inhibitoru FTO (Zheng a kol., 2014).

6.6. Hladina adipokint v levé komore a plazmé: efekt adaptace na CNH (12 %
02)

Dalsim cilem této prace bylo vyhodnotit efekt CNH (12 % O,) na hladinu leptinu a adiponektinu

v plazmé i tkani LV. O obou téchto adipokinech je totiZz zndmo, Ze dokdZi reagovat na zmény

v parcidlnim tlaku kysliku (Chaiban a kol., 2008). Mimo to ovliviiuji bunécny metabolismus a

zfejmé také existuje urcitd spojitost mezi jejich hladinami a aktivitou FTO (Duicu a kol., 2016).

Oba adipokiny navic dokaZi ovliviiovat toleranci myokardu k I/R poskozeni (Shibata a kol.,

2005; Smith a kol., 2010).

V pfipadé leptinu jsme po adaptaci pozorovali zvySeni jeho hladin vLV o 25 %, které vsak
nebylo statisticky vyznamné. O leptinu je zndmo, Ze v kardiomyocytech zvysuje hladinu FTO
(Gan a kol., 2013). Jeho nar(st v LV by tak odpovidal ndmi pozorovanému narastu FTO v této
tkani. V plazmé nebyly v pripadé leptinu pozorovany 7adné zmény. Chaiban a kol. vsak
zaznamenali u neonatdlnich potkanl adaptovanych na CNH (10 % O,; 8 tydn() signifikantni
narUst hladin leptinu v plazmé, ktery se ale objevil az po vztazeni na hmotnost zvitat (Chaiban a

kol., 2008). V nasem pripadé k narastu leptinu v plazmé nepomohl ani tento prepocet.
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V pripadé adiponektinu jsme po adaptaci pozorovali pokles jeho hladin v plazmé o 52 %. Tento
pokles byl statisticky signifikantni. Pokles koncentraci adiponektinu v plazmé u hypoxickych
zvitat pozorovali také Chaiban a kol., ktefi studovali vliv adaptace CNH (10 % O,; 8 tydni) na
hladinu adiponektinu u neonatélnich potkant (Chaiban a kol., 2008). V tkani LV byla hladina

adiponektinu nezménéna.

V posledni dobé se ukazuje, Ze spiSe neZ hladiny téchto adipokinli samy o sobé, je zajimavéjsi
jejich pomér, ktery muize byt markerem rlznych onemocnéni, vcéetné onemocnéni
kardiovaskuldrnich (Kappelle a kol., 2012). Pomér leptinu k adiponektinu po adaptaci na CNH
(12 % O3) v nasem experimentu vykazoval narast jak v plazmé, tak v tkani LV. V plazmé narQst
Cinil pfiblizné 117 % a byl statisticky signifikantni. V LV rostl nesignifikantné o 25 %. Vysoky
pomér leptinu k adiponektinu je pro zdravi povazovan za skodlivy (Kappelle a kol., 2012). Je
vsak moZné, Ze jeho mirné zvyseni mlze byt naopak protektivni, stejné jako je tomu napfriklad

u koncentraci prozadnétlivého cytokinu TNF-a (Chytilova a kol., 2015; Lecour a James, 2011).
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7. ZAVER

Adaptace na chronickou hypoxii je zndmy fenomén, ktery zvySuje toleranci srdce k ischemii i
nasledné reperfuzi. Tato adaptace je umozinéna fadou fyziologickych zmén na bunécné i
tkariové drovni. Jednou z nich je zména v bunééném energetickém metabolismu. Zde muze
hrat svou roli i neddvno objeveny protein FTO, ktery metabolismus ovliviiuje. Funkce FTO
spocivd zejména v demetylaci m®A v mRNA, jehoZ pFitomnost v této ribonukleové kyseliné
vede k jejimu rozpadu. Demetyldza FTO tak touto modifikaci ovliviiuje stabilitu mRNA a mize
tak modulovat syntézu proteind Ucastnicich se metabolické remodelace myokardu navozené
adaptaci na chronickou hypoxii. Metabolismus srde¢ni tkané také ovliviuje leptin a

adiponektin. U téchto dvou adipokind jiz byly objeveny jejich protektivni uc¢inky na myokard.

Cilem této prace bylo porovnat miru kardioprotekce dvou modell chronické hypoxie u
potkan( kmene Sprague Dawley. Dale pak zjistit, zda u potkan(i adaptovanych na chronickou
hypoxii dochdzi ke zméné hladiny FTO v myokardu levé a pravé komory. Zaroven bylo nasim
cilem analyzovat vliv chronické hypoxie na hladiny leptinu a adiponektinu v tkani levé komory a

plazmé.
Nase vysledky ukazaly, Ze:

e adaptace na CNH (10 % O,) vede u potkand kmene Sprague Dawley k signifikantnimu
snizeni rozsahu infarktu myokardu, zatimco adaptace na CNH (12 % O,) nema na
velikost infarktu myokardu vliv

e hladina FTO je vyssi v pravé komore, nez v komore levé; proti jatrdm a koncovému
mozku je vSak v obou komorach nizka

e FTO v srdci nevykazuje cirkadianni rytmicitu

e mnoiZstvi demetyldzy FTO v hypoxickém myokardu je vy3Si neZ v myokardu
normoxickém, a to zavisle na mife hypoxie

e adaptace na CNH (12 % 0,) vede u potkant kmene Sprague Dawley k signifikantnimu
snizeni plazmatickych hladin adiponektinu a zvySeni poméru leptinu k adiponektinu

v plazmé

FTO tak muZe béhem adaptace na chronickou hypoxii svym epigenetickym plsobenim na
MRNA cilovych proteinl prispivat k regulaci energetického metabolismu a tim ke zvySené
toleranci myokardu vaéi I/R poskozeni. Ktomu muze pravdépodobné prispivat také leptin,
jehoZ hladiny naznacovaly v hypoxickych srdcich rostouci, i kdyZ statisticky nesignifikantni,

trend. Kardioprotekce zprostfedkované adaptaci na chronickou hypoxii se naopak
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pravdépodobné nepodili adiponektin, jehoZ hladiny v srdci zlstavaji nezménény a v plazmé

dokonce naopak klesaji.
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