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Abstrakt

Adaptace na chronickou hypoxii je charakterizovananymi znénami za
Gcelem udrZzeni metabolické a energetické homeos#aynnoho let je jiz znamo, Ze
lidé a zvfata, pgirozere ZzZijici ve vysokych nadniskych vyskach, maji zvySenou
odolnost w¢i poSkozeni akutnimu ischemickému poSkozeni srleedioprotektivni
mechanismy aktivované adagn@ odpoedi na expozici chronické hypoxii, mohou byt
vysledkem zminy v transkrigni regulaci v levé konme. Zde pedladame vysledky
exprese ganve fech modelech chronicky adaptovaného srdce. &iosamci potkana
kmene Wistar byli vystaveni 21 dirbud™ kontinualni normobarické hypoxii (CCH,;
10% Q) nebo CCH gerusené denni 1-hodinovou reoxygenaci (RCH) nebél CC
pierusené dertnna 8-hodin (CIH). Kardiprotektivni efekt CCH atkqe rusi rychla
denni reoxygenace, RCH adaptace. Cilem této peacganovit myokardidlni mRNA
expresi 19 kandidatnich gerkteré jsme roziili na tii skupiny: i) Hypoxii indukovany
faktor (HIF1o) and jeho prolyl a asparaginyl hyroxylasy (PHD i Fv uvedeném
poradi), ii) izoenzymy kreatin kinazy (CK), které Hrayznamnou roli v energetické
homeostaze srdce iii) a skupina hlavnich enzymgatitkantioxidani, které udrzuji

piiméienou hladinu volnych kyslikovych radik§ROS) v buice.

Kli¢ova slova: srdce, hypoxie, kardioprotekce, mMRNAydwi indukovany transkrimi

faktor, kreatin kinaza, oxidativni stress, anti@&iu enzymy
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Abstract

Adaptation to chronic hypoxia (CH) is charactediz®y a variety of functional
changes in order to maintain metabolic and eneayydostasis. It has been known for
many years that both humans and animals indigemouadapted to high-altitude
hypoxia are more tolerant to an acute ischemicrynpf the heart. Cardioprotective
mechanisms activated by adaptive responses to ichhgpoxia can be the result of
altered transcriptional regulations in left vergg Here we report results from the gene
expression profiling of adaptive responses in tineelels of chronically hypoxic heart.
Adult male Wistar rats were exposed for 21 dayseitber continuous normobaric
hypoxia (CCH; 10% ¢ or CCH interrupted daily by 1-hour reoxygenat(®CH) or
CCH interrupted daily by 8-hour (CIH). Cardiproieet effect of CCH adaptation is
abolished by brief daily reoxygenation, RCH adamtatin the present study, we aimed to
determine myocardial mRNA expression of 19 candidgénes divided into three
important groups: i) Hypoxia inducible factor (Hdfland its prolyl and asparaginyl
hyroxylases (PHDs and FIH respectively, ii) Creatkinase (CK) isoenzymes which
play important role in energy homeostases of haadttiii) the group of main enzymatic

antioxidants which maintain appropriate ROS lemehie cells.

Key words: Heart, Hypoxia, Cardioprotection, mRN#ypoxia inducible factor,

Creatine kinase, Oxidative stress, Antioxidant emey
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Seznam zkratek :

ACO akonitaza

ADM adrenomedulin

ANP atrialni natriureticky peptid

AP-1 aktivani protein 1

ASK-1 apoptozou signakregulani kinaza 1

ATP adenosintrifosfat

BNIP3 »,BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting prot&f*
BNIP3L ,BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting priot8-like*
BNP B-typ natriuretického peptidu

CAT katalaza

CCH chronick& kontinualni hypoxie

CIH chronickd intermitentni hypoxie

CITED2 ,Cbp/p300-interacting transactivator 2*

CKB kreatinkinaza brain

CKM kreatinkindza muscle

CK kreatinkindza

DEPC diethyl pyrokarbonat — nespecificky inhibiRKAs
DNA deoxyribonukleova kyselina

DNTP deoxynukleotidtrifosafat

Egin gen kodujici PHD

ET-1 endotelin-1

ETS-1 ,V-ets erythroblastosis virus E26 oncogermadiog 1*
FAD flavin adenine dinucleotide

FIH faktor inhibujici HIF (asparagynyl hydroxylaza)
FLT1 vaskularni endotelialniistovy faktor receptor 1
FOS ,FBJ murine osteosarcoma viral oncogene horfiolog
FOSL2 .FOS-related antigen 2*

GLUT1 glukéza transporter 1

GPx glutathion peroxidaza

GSH glutathion

GSR glutathion reduktaza

GSSG oxidovany glutathion
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GST
HIF
HK2
HRE
IGFBP
INOS
IRE
IREB
IRP
LDH-A
LV
MAO
mitoCKs
mitoCKu
MRNA
MXI1

N
NADP
NADPH
NF-«B
PCr
PDGF
PFK2
PGK1
PHD
PRx
Q10
RCH
RNA
ROS
RT PCR
RV

SDS

glutathion-S-transferaza

hypoxii indukovany transkrimi faktor
hexokindza2

.nypoxia responsive element”
.insulin-like growth factor binding protein*
inducibilni NO syntaza

»iron responsive element"
~iron-regulatory element binding protein*
»ron-regulatory protein®
laktat dehydrogenaza A
leva komora srdce

monoamin oxidaza

mitochonrialni kreatinkinazesarcomeric
mitochonrialni kreatinkinazaubiquitus
mediatorova ribonukleova kyselina
MAX interaktor 1

normoxie
nikotinamidadenindinukleotidfosféat
redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
jaderny faktor lehkého polypeptidizesilové&e genu v B biikach
kreatinfosfat

Gstovy faktor krevnich desgk
fosfofruktokinaza 2

fosfoglycerat kinaza 1

prolyl hydroxylaza

peroxiredoxin

ubichinon

chronicka hypoxie s reoxygenaci
ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku

real time RT PCR (Polymerase Chain Reaction)
prava komora srdce

septum

dodecyl sulfat sodny
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SOD superoxid dismutaza

TGF tumorovy tistovy faktor

TRX thioredoxin

TXNRD thioredoxin reduktaza

Txnrd gen kodujici TXNRD

VEGF vaskularni endotelialniistovy faktor
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1. Uvod

Pokud se celémwlt nebo jen ufité oblasti nedostava takového mnoZzstvi
kysliku, jaké je adekvatni, nazyvame tento stavoRiypJe znadmo, Ze tento hypoxicky
stres ma v zavislosti na své intetzza nasledek mnohé poruchy Zivotnich funkci a je
jednim z hlavnich ii¢in srd&niho poskozeni. iimérena mira hypoxie vSakiipasi i
velmi pozitivni adaptivni €inek pro cely organismus a jednotlivé tkardedna se
piedevsim o chronickéigobeni hypoxie, ktera vede k zefek#ian fyziologickych a
metabolickych mechanisinv reakci na dlouhodd@b snizeny pisun kysliku. U
myokardu samotného, tak dochazi k aktiva@ngch signalnich drah, které umozni
zvySenou odolnost bk na nizkou dodavku kysliku a zardévenizuji rozsah poskozeni
tkare po kratkodobé ischemii a nasledné reperfuzi. Desa@dZpoznatky dokazuji, Ze
adaptace na chronickou hypoxii vede u myokardu kepSeni postischemické
kontraktility srdce, sniZzuje vyskyt srél@ich arytmii a celko¥ sniZzuje velikost
infarktem postizené tké&n AvSak existuji také negativni fyziologické &ny, které
vedou k plicni hypertenzi a nasleédkhypertrofii pravé komory.

Hlavnim regulatorem transkripce geamoziujici adaptaci busk na hypoxii je
hypoxii indukovany transkrimi faktor (HIF). Je regulovan v zavislosti na komcaci
kysliku temi prolyl hydroxylazami (PHD) a jednou asparagihydroxylazou (FIH1
téZ HIF1AN). Vice nez sto cilovych gemdIF zasahuje do mnoha ZivétaiileZitych
oblasti buiky jakymi jsou transport kysliku a glukézy, eneigey metabolismus,
rastové faktory, apoptéza, homeostaza, transkfipregulatory a posttransgiai
modifikace, atd. HIF a jeho regulatory se tak siavezbytnou sotasti vyzkumu vlivu
chronické hypoxie na myokard.

Mnohé studie poukazuji na spojeni hypoxie a nagled oxidativniho stresu
s tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS) a jejiefznamem v butné signalizaci.
Prevlada nazor, Ze ischemicko-reperfuzni posSkozenpjsobeno pevazi ROS, které
vznikaji predevsim v mitochondriich aipobenim monoamino oxidazy A (MAO A) ve
vnejSi membras mitochondrii. Proto jsou v praci sledovany antitani systémy,
jejichz ochranna aktivita setrbe podilet na prevenci béi proti oxida&nimu stresu a
toxickému misobeni ROS. Jedna se o enzymy, ktégfen@ odbouravaji ROS, enzym
superoxid dismutaza (SOD), ktera katalyzuje odbcanésuperoxidu (&) na peroxid
vodiku (HO,) a kyslik (Q), a katalaza (CAT), ktera neutralizuje vznikly®4 na vodu
a Q.

10
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Zajimavym enzymem, ktery svou aktivitou také omlije toxicitu buiky
v zavislosti na mnozstvi ROS, je akonitdza (AC@Hnbu z jejich funkci je regulovat
hladiny volného Zeleza v haoe, jehoz fipadna oxidace je pro bku vysoce toxicka.
Druhou vyznamnou ulohu v hae pini v Krebso¥ cyklu, kde katalyzuje reakci citratu
na izocitrat. Volné radikaly mohou inaktivovat akéau cestou oxidace Zelezo-sirného
klastru, ktery je pro funkci enzymu nezbytny.

Vnitroburé¢na redoxni homeostaza je udrZzovana glutathionov@sH) a
thioredoxinovym (TRX) systémem, které plni i antd&ni funkci v odpo¥di na
oxidatni stres. Glutathion gsobi jako kofaktor &kolika antioxid&nich enzyni
(glutation peroxiddza GPx, glutation-S-tansferaz8Ty; (astni se transportuigs
plazmatickou membranu, podili se n&inggm odbouravani #, pomoci GPx a
v neposlednifadé regeneruje dlezité neenzymatické antioxidanty (vit. C a E, .aj.)
Vysoké procento redukovaného stavu GSH proti asadému stavu je udrZzovano
aktivitou glutathion reduktazy (GSR). DruhynileZitym enzymatickym antioxigaim
systémem, ktery reguluje redoxni staviky v mnoha #iznych procesech souvisejici
s produkci ROS, jethioredixinovy systém. Sklada se z thioredoxinu XJRa
thioredoxin reduktdzy (TXNRD). Oba tyto enzymy mah&atalyzovat regeneraci
mnoha antioxidénich molekul ¥etrg ubichinonu (Q10), lipoové kyseliny a askorbové
kyseliny, a takeé jsobi jako reduéni katalyzatory enzymatickych reakci zahrnujicich
glutathion, peroxiredoxiny, dkteré transkripni faktory a mnoho dalSich substrat
Mimo jiné také pimo ovliviiuje apoptdézu inhilghi vazbou na apoptdézou sign&in
regulani kindsu 1 (ASK-1).

Produkce ROS v mitochondriichte byt ovlivigna aktivitou mitochondrialni
kreatinkinazy (CK), ktera je lokalizovana v intenmiganovém prostoru a na &&i
mitochondrialni membran Produktem jejich katalytické aktivity je ADP, kéemize
byt piimo prendSeno ke komplexu dychaciliezce a tak stimulovat oxidativni
fosforylaci.

11
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2. Literarni prehled

2.1. Hypoxie

Hypoxii myokardu rozumime nerovnovahu mezi dodavkgsliku a poZzadavky
na jeho spdebu. Srdce je aerobni organ, ktery vyZzaduje stébun kysliku pro svoji
Zivotaschopnost a fulkost. Je to vSak velmi flexibilni organ schopriyzpasobit se
podminkdm sniZzeného zasobeni kyslikefi. ZBomaleném pulsu se tXe spateba
pohybovat kolem 8-15 ml £min/100g tka®, coZ je podstathvice neZ jak je tomu
napiklad u mozku (kolem 3 ml £min/100g tkag). AvSak miZe také vzist na vice
nez 70 ml @min/100g srdeni tkare pii intenzivni za&kzi (Giordano 2005). Za
anaerobnich podminek neni myokard schopen produkinsiaténé mnoZzstvi energie
k udrzk® zakladnich bugtnych proces.

Existuji ¢tyfi  nejbézréjSi  mechanismy vzniku hypoxie v myokardu.
i) Ischemicka hypoxie, dZn¢ popisovana jako ischemie myokardu, je indukovana
snizenim nebo iprusSeni pitoku v koronarnich tepnach. ii) Systémova (hypo&jck
hypoxie, téZz srdmi hypoxie, je zpisobena poklesem pOv arterialni krvi pi
dostaténém pfitoku. iii) Anemick& hypoxie je pokles transportrapacity krve pro
kyslik prfi normalnim pétoku a iv) histotoxicka hypoxie, kterd vychazi zeizené
intracelularni utilizace kysliku fp dostaténé saturaci kyslikem krve i itoku
(. zpisobeno nap inhibici oxidativnich enzyih kyanidem...) (Ostadal & Kolar
2007).

Termin velice blizky hypoxii, avSak liSici se v talgolické podstétje pojem
ischemie. V pravém slova smyslu znamena nedostatek AvSak ¥tSina odbornik
dava pednost pouziti ve smyslu nedostatku kysliku a sahst¢i poZzadavkm tkare,
ktery vede k anaerobnimu metabolismu a nedastasti kontraktilni funkce (Hearse
1994). Na rozdil od ischemie, hypoxie je charakteréana sniZzenou dodavkou kysliku
pii zachovani koronarniho foku a zasobeni substraty a metabolickymi prodglety
nentni (Verdouw et al. 1998). Je nezbytné sédomit, Ze ischemie zahrnuje krém
nedostaténé dodavky kysliku a substtiétez nedostatey odvod zplodin metabolismu.
To vede k poklesu pH, akumulace produgtykolyzy a sniZzeni kontraktilni funkce. Na
rozdil od systémové hypoxie, kde je dostaéeodmyvan veskery substrat metabolismu
(Ostadal & Kolar 2007). Nasledkendchto omezeni tedy dochazi kischemickému

poskozeni tk& Rozsah ischemického poskozeni srdce zavisi negeintenzié a

12
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trvani hypoxického stimulu, ale také na stupni adsti srdéniho svalu k nedostatku
kysliku.

DalSim aspektem je ischemicko reperfazni poSkoz&aAnt vznikajici po
obnoveni pisunu kysliku ke tkanim, které je igmbeno obrovskym nastem volnych
radikai kysliku. V dneSni dab se do pofedi vyzkumu dostavaji ¢éinné
kardioprotektivni fenomény, jakymi jsou ra@daptace na chronickou hypoxii nebo

tzv. preconditioning, které snizuji miru tohoto ka&eni.

2.1.1. Chronicka hypoxie

Chronicka hypoxie je stav, kdy je organismus wmsitahypoxickym podminkam
dlouhodolé a je nucen se naénadaptovat. Negzr¢jSim modelem pro vyzkum
systémové chronické hypoxie je vysokohorské peost které se da simulovat
laboratornimi  podminkami v hypobarickych (snizer®, pcasténym odterpanim
vzduchu) a normobarickychtigena zmina sloZzeni plyh) komorach. Adaptace
v hypobarické komi® se da povazovat zéegny model vyskové hypoxie, neboizky
atmosfericky tlak v komi@ odpovida uitému atmosferickému tlaku v dané nadkse
vySce (nap pQ; = 8,5 kPa, 7000 m). Ukazalo se, Ze k rozvojeéamtai i kazdodenni
n¢kolikahodinové expozice (tzv. intermitentni hypox{©stadal & Kolar 2007). Tyto
modely umo#uji studovat prosfEné i nepiznivé adaptivni zinmy. Negativni dopad
expozice chronické hypoxii je znam jiz dlouho, zejzavazsjSi disfunkce lze
povaZovat pedevsim rozvoj plicni hypertenze (zvySeny krevat t plicnim okhu) a s

tim spojené fetizeni pravé komory a jeji nasledna hypertrofieléiKet al. 1989).
2.1.2. Kardioprotektivni t¢inek chronické hypoxie

Chronické fsobeni hypoxie, které vede k zefektimh fyziologickych a
metabolickych mechanisinv reakci na dlouhod@bsniZzeny pisun kysliku, vyvolava
fadu adaptivnich zém v myokardu, které jsou ve svémistedku povazovany za
protektivni @i akutnim infarktu myokardu. V 50. letech minulésimletibylo zjiS&no,
Ze pravdpodobnost vzniku infarktu myokardu je nizSi u lijicich dlouhodob ve
vysokych nadmiskych vysSkach (konkrétn v Peru, 4000 mnm) (Hurtado 1960).
PozdjSi studie v simulovanych podminkach na vySkovopadxyi tuto teorii potvrdily
(Kopecky & Daum 1958, Poupa et al. 1966). DalSinznamny zlomem ve

vyzkumu kardioprotektivniho t{sobeni chronické hypoxie bylo poznani tzv.
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preconditioningu, navozeného kratkymi epizodamiésnického stresured samotnym
ischemickym inzultem, ktery také prokazal kardidpkbivni (Einky v rychlé odpowdi
na stidavy hypoxicky stres (Murry et al. 1986). Tyto ldni poznatky vyzkumu
kardioprotekce vedly k rozpoutani velkého zajmemtad jev a dodnes se po celénitsv
vyzkumné skupiny viiznych modelech zabyvaji touto probmlematikou.

V dnesdni dob bylo dosaZzeno velkého posunu ve studiu kardiekoe a bylo
prokadzano, Ze adaptace na chronickou hypoxii vetienk pozitivnim fyziologickym
projevim: i) snizena velikost infarktu, ii) zlepSeni pestiemickych kontraktilnich
funkci myokardu, iii) snizeni zavaznych ischemidkya reperfaznich arytmii komor.
Studie prova#ha vyzkumnou skupinou Fyziologického Gstavu AR na samicich
potkana kmene Wistar prokazala, Ze dlouhodoba adaptha vysokohorskou
intermitentni hypoxii pinesla pozitivni vysledky ve zvySené toleranci ghismickému
a reperfuznimu stimulu ve fogsniZeni arytmii srdce a vyznamného sniZeni velikos
infarktu, které je fimoun¥rné intenzi¢ hypoxického stimulu (Neckar et al. 2002).
Prokazali takeé, Ze ischemicky preconditioningl mySsi efektivitu protekce srdce, nez
samotna chronicka hypoxie, avSak v kombinaci préi¢iemignu a chronické hypoxie
nebylo docileno takovych pozitivnich vyslédk/e svém dalSim vyzkumu zjistili, Ze
permanentni normobarickd hypoxie (10 % ©4-21 dni) ma podobny vliv na velikost
infarktu jako hypoxie intermitentni vySkova (7000 r8 h denn, 24-32 expozic)
(Neckar et al. 2003, Neckar et al. 2005). &alika ptipadech bylo i potvrzeno zlepSeni
kontraktilnich funkci pravé i levé sr&l@ komory po ischemickém stimulu na pokusech
in vitro (Zhong et al. 2002, Neckar et al. 20023jithavé zji&ni v Uloze chronické
hypoxie jako aktivatora kardioprotekce je, Ze teitimek getrvava i gkolik tydna po
ukonieni expozice a navratu k normoxickym podminkam Kdeet al. 2004).

Navzdory tomu, Ze kardioprotektivnfigmbeni chronické hypoxie je znamo jiz
pul stoleti, gesny molekularni mechanismus zvySené ischemiclegaiote neni dosud
znam. Mechanismy protekce vyvolané chronickou hiiperu stale Zhavym tématem

vyzkumu a v poslednich letech se dosahuje vetinognych vysledi
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2.2. Oxida&ni stres

2.2.1. HIF a jeho regul&ni geny

Kyslik pati mezi hlavni determinanty sréld exprese gana sniZujici se p©
béhem hypoxie nebo hypoxii navozené ischemie vedgriifikantnim zménam genové
exprese v myoardu. Nicmé&mole kysliku a procégss nim spojenych ma komplexni
charakter, mze srdci pinaSet prosgch, ale i srdéni dysfunkci a smrt. Hladina kysliku
v krvi ovliviiuje expresi geinv srdci fes transkripni faktory citlivé na kyslik, které
souvisi s tvorbou ROS a dalSimi Banycmi procesy. Normalni dodavka kysliku do
myokardu se pohybujefiplizné mezi 30-50 mmHg (Matschke et al. 2005). Naproti
tomu nedostatek kysliku,fiphypoxii srdce, kompenzuje zmou exprese kibvych
geni pro geziti (Huang et al. 2004).

Hlavnim regulatorem signalnich drah, které ved@ad#éptaci saitho organismu
na hypoxicky stimulus i dlouhotrvajici stres, jepbyii indukovany transkrimi faktor
HIF. U HIF proteinu jsou znamyitHIFa podjednotky (HIF-&, HIF-20, HIF-3a) a i
HIFB podjednotky (HIFB, ARNTZ2, ARNT3), gicemZ nejvice prozkoumanym
proteinem je HIF-& (Wang et al. 1995). Lokalizace jednotlivych podjetek se liSi jak
v mist exprese, tak v mistproteinové aktivity (Jain et al. 1998). Ob&ga znamo, ze
HIFa se vyskytuje za normoxickych podminekegevSim v cytoplaztna kthem
hypoxického stimulu se translokuje do jadra, kdetitdimer s pitomnym HIFB.
Heterodimer Hlle/p se vaze na hypoxia response elements (HRES) choggri a tim
ovliviuje jejich transkripci (Semenza et al. 1997).

Snizeny parcialni tlak kysliku a mitochondrialnioglukce ROS stabilizuje
kyslikem regulovanou HIF¢l podjednotku a HIF-1 heterodimer pakiZe zahdjit
transkripci vice nez stovky cilovych dgersouvisejici se z#mou metabolismu a
adapténich mechanisiin v hypoxii. Cilové geny ovliiuji dodavku kysliku tim, Ze
pusobi v oblasti angiogeneze (VEGF, VEGF receptor ELBngiopoetin atd.),
vazoaktivnich faktar (ET-1, INOS, ADM, ANP, BNP, hemoxygenase-1(HO-B)
metabolismu hemu (HO-1) . HIF-1 oviivje ristoveé faktory (PDGF, TGF, IGFBP) i
apoptézu (BNIP3, BNIP3L). Dale aktivuje transkip regulatory (FOS, FOSL2, ETS-
1, CITED2, MXI1) a posttrastmi modifikace extracelularni matrix (lysyl oxidase,

procolagen prolyl hydroxylace alfa podjednotky, kmiagen lysyl hydroxylasa 2,
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tk&novy inhibitor metalloproteasyl). Cilovym genem HIjeltéz carbonanhydrdza IX a
inhibitor aktivatoru plasminogenu, kfeudrZuji homeostazu. V neposlediaik HIF1
reguluje kltové geny transportu glukosy a glykolytické drahy. (31, PGK1, PFK2,
LDH-A, aldolazaC) a tim ovliuje energeticky metabolismus itky. Delece HIF-1
specifického pro myocyty vyznammvlivnilo vaskularizaci srdce, snizilo hladiny ATP
i PCR a ovlivnilo toky vapenatych iantv normoxickém srdci (Huang et al. 2004).
Vysledky pokug na HIF-2r ” mysich ukdzaly mnoketné organové patologie
(retinopatii, srdeéni hypertrofii, jaterni steatdézu, myopatii kostemmisvail, ztratu
pohyblivosti  spermii), biochemické abnormality (omhondridlni anomélie,
hypoglykémie, lakt6zova acidoza, pogminy Krebgiv cyklus, snizend oxidace
mastnych kyselin) a zény v genové expresi. Wasti pokusnych zvat vsSak tyto
poruchy nebyly letalni a ztdta se dozila dogfwsti. Dochazelo také ke snizeni exprese
primarnich antioxidaiit (katalazy, glutathion peroxidazy 1 a superoxidmiitaz
(SOD)) a naistu reaktivnich forem kysliku (ROS), o jejichz vgmmu v bugéné
signalizaci bude pojednano pa&pd Podani SOD v prenatalnim i postnatalnim stadiu
pak vedlo k eliminaci mnohych negativnichstediki HIF-20 deficience a zda se tedy,
Ze HIF-2: hraje dilezitou roli gfi homeostazi ROS (Scortegagna et al. 2003).

V pribéhu hypoxie dochézi krozvinuti respimh alkalozy vzhledem
k hyperventilaci, steghtak snizeni tepové frekvence a tlaku krvéstdva nejasné, jaké
zmeény pH mohou ovliviovat aktivaci HIF. ZvySena produkce kyseliny omié
v hypoxickém prosedi a nasledné sniZzeni pH ukézalo aktivaci HIF the, byla
neutralizovana schopnost von Hippel-Lindau ubigoiiou ligazou (pVHL) degradovat
HIF (Mekhail et al. 2004).
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Obr. 1: Genova regulace HIF-1.

HIF-1u je rychle hydroxylovan za normoxickych podminekdafickymi prolyl hydroxylazami
(PHD). Alternativni cestou hydroxylaceiie Udajg byt ROS. Hydroxylovany HIF reaguje
s VHL, hlavnimélenem E3 ubiquitin ligasového komplexu. Tato ubligyiace snéiuje HIF-1o.

k destrukci v proteozomu. &em hypoxie (snizeni £ je HIF-1o stabilizovan a dochazi
k heterodimerizaci s ARNT, ktera formuje Hlk-ha aktivni komplex, schopny vazat se na
HRE v Sirokém souboru gén zahrnutych v biologickych procesech souvisejicich
s kardiovasularnimi funkcemi. Aktivace transkrip@dOS je zde ukazana jakoriklad, jak

HIFem zprostedovana exprese gemiaze ovlivnit generaci ROS (Giordano 2005).
2.2.1.1. Strategie aktivace cilovych gé@rHIF.

Pritomnost HIF ve vSech organech jecklNa pro embryonalni vyvoj a jejich
fyziologickou funkci (Cramer et al. 2003). Hypoxiede k akumulaci kyslikem
regulované podjednotky HIF ala 2u s naslednou aktivaci jeho cilovych gen
(Rosenberger et al. 2002). Vhodné experimentalditpoky pro stabilizaci HI& in
vivo je vytvareni hypoxického protdi do 8% obsahu kysliku na jednu &¥ lpodin u
potkana (Rosenberger et al. 2002) a nebo 6% kyskkjednu az dvanact hodin u mysi
(Stroka et al. 2001). Obegrnje nutné dosahnout koncentrace kysliku nizsi gz 9
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k indukci HIF Jo funkce. HIF v byl téZ detekovan, u Zlt pi expozici mirjsi
hypoxii 15-18% Q (Stroka et al. 2001). Podle zkuSenosti Bernhardtalet 4-
6 hodin 8% Q je dostatené k akumulaci HIF d (Bernhardt et al. 2007).

2.2.1.2. Regulace HIF

Fyziologickym stimulem k aktivaci systétmu HIF jedostatek kysliku, ktery
nasledsg redukuje aktivitu hydroxylaz, jejichz hlavnim Ukah je snizovat hladinu HIF
v normoxickych podminkach. HIF proteiny jsou regidoy ¢tyimi hydroxylazami
citivymi na kyslik, a to jednou asparaginyl hydytézou (FIH, téZ HIFLAN) arémi
PHD. VSechny tyto hydroxylazy jsdlleny 2-oxoglutarat zavislé dioxygenazové rodiny
a katalyzuji hydroxylaci HI&. Zprostedkovavaji tak zrny v buré¢né koncentraci
kysliku na Hlfe hladiny, a to naslednvede k silné akumulaci a akti¥itHIFo
podjednotky v hypoxii oproti degradaci a represieghdm normoxie. HIFx
asparaginylova hydroxylace je katalyzovana faktomgmbujicim HIF«, tzv. FIH1 (téZ
HIF1AN). FIH1 hydroxyluje HIF-& na ‘Asp-803' v C-terminalni transaktiéai
domére (CAD) (Lando, Peet, Whelan et al. 2002). Fungajejkyslikovy senzor, ktery
v normoxickych podminkach hydroxylactguichazi interakci HIF-1 s transk&mgmi
koaktivatory jako jsou Cbp/p300 (Ema et al. 199B)H je tak zahrnut v represi
transkripce skrze interakci s HIF1A, VHL a histogou deacetylazami (Lando, Peet,
Gorman et al. 2002).

Druhou skupinou hydroxyldz regulujicich hypoxiidirkovany faktor HIF
v zavislosti na koncentraci gsou jiz zmigné PHD. Tyto, na kyslik citlivé enzymy
hydroxyluji za normoxickych podminek HIFula 2n podjednotky na dvou rozdilnych
prolinovych zbytcich. Nasledkem toho dochazi kratei HIF s VHL a vede k masivni
proteosomalni degradaci (lvan et al. 2001). Z rpdMD byly charakterizovanyit
hlavni hydroxyldzy schopné hydroxylovat HIF, a tblDPL (HPH3/EGLN2), PHD2
(HPH2/EGLN1) a PHD3 (HPH1/EGLN3) (lvan et al. 2002) nedavné studii byl
popsan ¢tvrty typ PHD, ozn&ované jako transmembranova doména (P4H-TM)
(Koivunen et al. 2007).

VSechny i typy PHD hydroxyluji HIF & na Pro-402 a Pro-564 a Hlle 2 jako
koofaktory maji 2-oxoglutarat (2-OG), Fe (Il) a agbat. Cislo u znéeni genu neni
vzdy shodné s oztianim gislusného enzym, tj. enzym PHD1 odpovida gegin2,
gen k enzymu PHD2 se zatidEginl a PHD3 méa ozri@ni genuEgin3 PHD1 a PHD3
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se vyskytuji v jate a cytoplaza PHD2 pouze v cytosolu. VSechny PHD mohou hrat
roli v regulaci bus¢ného fistu a PHD3 navic hrje roli vregulaci apoptozy
v neuronalnich htkach, podporuje bwidou smrt cestou kaspazového mechanismu
(Epstein et al. 2001). PHDS3 je hypoxii aktivovakardiomyocytech hypoxii, na rozdil
od zbylych dvou izoforem (Cioffi et al. 2003a).

Za hypoxickych podminek jsou tyto dva senzory ikysinaktivovany a dochazi
ke stabilizaci HIF, vytveeni heterodimeru s HIP podjednotkou, a tim vzniku
transkrigniho komplexu, schopného regulovat expresy velkéhoozstvi get

zahrnutych v adaptaci na hypoxii.
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2.2.2. ROS

Koncem 50. let 20. stoleti byly radikaly a antaeaty pro klinické a biologické
védy ténei neznamé, avSak chemici o nickddli jiz nékolik let ve spojeni s radiaci, s
polymerni a spalovaci technologii (Gutteridge & IWall 2000). Vroce 1954
Gerschman a kolektiv propojili toxickéciaky zvySené hladiny kysliku vidledku
ioniz&tni radiace a navrhli myslenku, Ze toxickéinky kysliku jsou nasledkem
formace volnych radikél (Gerschman et al. 1954). Naslédmoku 1956 v pojeti D.
Harmana byly volné radikdly charakterizovany jakeky hrajicich vyznamnou roli v
procesech starnuti, a timfaaeny jednou pro vzdy do biologickyckjil (Harman
1956). Nasledovala celéada vyzkumnych praci potvrzujicichilezitost volnych
radikaii a mechanisin jejich odbouravani v zivych systémech, kdy jednim
stéZejnich objevu v roce 1969 byl popis enzymu superoxid dismut&9D) (McCord
& Fridovich 1969).

2.2.2.1. Zdroje ROS

Oxidani reakce jsou nezbytnou s@sti normalniho metabolismu, kde kyslik je
konegnym elektronovym akceptorem v systému elektronovédbku oxidativni
fosforylace produkujici ATP (Davies 1995). Problénastava tehdy, kdyz se
elektronovy spad a energeticka produkce rozpojgaau vznikat volné elektronové
radikaly neboli reaktivni kyslikové&astice jiz zmiané ROS (Nohl et al. 2005).

VSechny zivé organismy produkuji RO&bm svych fyziologickych procésa
v odpovdi na externi stimuly. fesrgji ROS jsou nefetrzitt produkovany uvnitbuiky
jako produkty mitochondrialniho elektronového tgamu nebo jako bioprodukty
enzymi xantinoxidazy, lipoxygenézy a cyklogenazy (Szo@84). Mimoto mohou byt
ROS generovany jako nasledek intracelularniho nedisabu iznych slodenin, toxini
a l&iv pres cytochrom P450, monoxygenazy nebdi pystaveni #iznym
enviromentalnim faktdim, jako jsou nadgrné koncentrace soli Zeleza nebo UV
radiace (Ichihashi et al. 2003). DalSi zdroje RQ8uj makrofadgy a neutrofilové
obsahujici enzymy, jako je NADPH oxidazovy kompleschopny generovat
superoxidové radidly a hydrogen peroxidy (Rosenakt 1995). Dle poslednich
poznatki, je za vysokou formaci ROS v kardiomycetech zoddo@ mitochondrie a
jeji dychaciretézec, ktery je¢asto ozn&ovan jako hlavni zdroj generace ROS. Velka
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vétSina kysliku dortieného do mitochondrii, je redukovana na vodu v Herp V.
AvSak elektrony prochazejici jednotlivyn@iastmi respiréniho rettzce mohou byt
kysliku dodany natznych mistech, a ¥thto gipadech redukce neni kompletni.
Vysledkem je vzniktastén¢é redukovanych forem, speciélsuperoxidového aniontu
(O;7). Superoxidovy radikal vznikaredevsim v I. a lll. komplexu respé@ihotetszce

a za normalnich podminek je okamizdbouravan na peroxid vodiku ABb) enzymem
SOD (Murphy 2009). Nejna@ysi poznatky ukazuji, Ze vyznamnym producentem ROS
v srdci je enzym monoamin oxidaza Aspbici ve vijSi mitochonrialni membré&n

(Di Lisa et al. 2009).

Jak byloreceno kyslik je redukovan na vodu. Aby byla redukgsliku na vodu
kompletni, je zapdebi 4 elektrofi. Tento proces nastava nasleédikdyz G piijme
jeden elektron. Z toho plyne, Ze, @®dukce nevyhnutetnnazn&uje formaci zasti
redukovanych meziprodukt Fridanim prvniho elektronu vznika superooxidovy anion
(O;7) a nasleda pridanim jednoho elektronu se &nstava HO,. Dale redukce
nasledujiciho elektronu vede ke vzniku hydroxylavéhadikalu («OH) a ten
akceptovanim dalSiho elektronu wyitivEl,O (Pryor et al. 2006), jak ukazuje nasledujici
rovnice (Nordberg & Arnér 2001) :

& L3 Ifl;“‘-‘L 3

Dz&*r Dz'_br H:0,—5"0OH + UHI'HL? 2H-.0

IH 2H"

2.2.2.2. Funkce ROS v hiice

ROS jsou znamy, jako sléeniny hrajici v biice dvoji roli, benetini a
toxickou. Nadprodukce ROS (vznikajiciddw mitochondrialnim dychaciietézci nebo
nadn&rnou stimulaci NADP(H)) vede k oxidativnimu streskodlivému procesu, ktery
muze byt dilezitym mediatorem posSkozeni kignych struktur, zahrnujici lipidy a
membrany, proteiny a DNA (Valko et al. 2007), ndsteztrag burgcnych funkci a
nakonec k apoptéze nebo nekr6ze. ROS mohou véstuutkimu nekrotickému
poSkozeni. O, indukuje apoptézu vekolika odliSnych lidskych tumorovych liniich
(Lennon et al. 1991). Radikaly produkovardhém apoptozy idmo ovliviuji signalni
kaskady aktivaci nebo inhibici vyznamnych transkriph faktofi (nag. NF-B, AP-1,
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aj.) nebo nefimo ovlivrénim signalizace z#mou redoxniho stavu v bBoe (glutathione
(GSH) a thioredoxin (Trx)). Vysoké mnozstvi volnyddikali, zahrnujicich reaktivni
formy kysliku a mnoho dalSich nezadoucich Skodlivybioproduki z reakci
s tkaovymi makromolekulami, f@srEji lipidy, muze zmsobit akutni poskozeni, pokud
neni dostat@é funkéni antioxid&ni ochrana. Tento antioxitai systém se aktivuje
nejen v pipadech prevence stresu, ale i v tdritmkénosti specifickych transkrmich
faktoni (Kern & Kehrer 2005).

2.2.2.3. Odbouravani ROS v biice

Hladina ROS a nasledné toxicity jsou vysledkerchepurééné koncentrace a
acinnosti ochrannych systé&m které zahrnuji preventivni a repéméa mechanismy,
fyzickou a antioxidéni obranu. Nejvicedinnou strategii je odstiavani ROS, ktera je
enzymaticky katalyzovana SOD a peroxidazami (Ledpadbhé & Fulvio Ursini 2008,
Fridovich 1995). Skrze reakci SOD je, @ransformovan na #D,, ktery je potom
redukovan na vodu peroxidazamiew® katalazy a glutathion peroxidazy. Redukce
oxidovanych molekul rize byt téZz katalyzovana thioredoxinem a peroxyretor
(Zhao et al. 2009).

Systém enzymatické ochrany je paralelni s neentgkyai antioxida&nimi
mechanismy jako jsou vitaminy A, E a C, ubiquinonegate, lipoova kyselina a
glutation, flavonoidy a jiné (Giordano 2005). Enatické antioxidanty zahrnuji SOD,
CAT, GPx. Za normélnich podminek jsou tyto mechagisy rovnovaze a napomahaji
pirezivani organismu (Valko et al. 2007).

Na druhou stranu, existuje berdaii funkce ROS nastavaiprimérend nizkych,
koncentracich a zahrnuje fyziologické procesy vé&bné odpowdi na poskozujici
agens, jako je ndiklad obrana proti infelnim ¢initelim, funkce v mnoha butinych
signélnich drah&ch a indukce mitogenetické odgovle az ironii jak mnoho ROS-
mediatorovych reakci ve skdteosti chrani biikku proti ROS-indukovanym oxidativnim
stresem a znovu obnovuji a udrzuji redoxni rovnayéakdy, redoxni homeostazu.
Napiklad khem fKstu, ROS uvnit burék hraji roli druhého fenaSée
v nitroburéénych kaskadach, které indukuji a udrZuji onkogekgti fenotyp
rakovinovych buik, ale mohou také indukovat bitmé starnuti a apoptézu a mohou

proto fungovat jako anti-tumorové prvky (Valko &t2007).
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Rovnovadha mezi oxidativhimi a antioxidativnimi raatelularnimi systémy je
proto Zivotr dulezita pro buiéné funkce, regulace a adaptace fané vzistajici
podminky.

Ze zpracovanych pozndikyplyva, Ze reaktivni formy kysliku resp. oxidativ
stres hraji hlavni roli viniciaci a progresy kargaskularni dysfunkci spojenych
s onemoc#nimi jako jsou hyperlipidémie, diabetes mellitugpértenze, ischemicka
onemockni srdce a chronické srtld selhani. ROS produkované migrujicimi
zaretlivymi bunkami steji jako srdénimi buikami (endotelialni biky, srdeni hladké
svalové biiky, adventitia fibroblasts) maji jasny fulrid efekt na jednotlivé typy bih.
To se odrazi v buiném Kstu, apoptdze, migraci, expresi progfimych genmi a
regulaci matrix. ROS regulaci vaskularnich &unych funkci niize hrat centralni roli
v normalni vaskularni fyziologii a #ie podstatth prispivat k vyvoji srdénich

onemocgni (Taniyama & Griendling 2003).

2.2.3. Oxid&ni a antioxidaéni enzymy

Kyslik pati mezi fyziologické molekuly, které mohou byti pelativré vySsi
koncentraci toxické. Jeho metabolismus fjigen specifickymi antioxidaimi a
oxidatnimi systémy a provazen produkci ROS, které jsmalém mnoZstvi progpné
a mohou hrat wezitou roli v bugénych regulanich funkcich. AvSak za ¢itych
okolnosti, které nejsou zatim zcela definovanyhdac k deregulaci jejich koncentrace
a nafstu jejich aktivity, ktera vede k okamzité reakddislogickymi molekulami a

vytvareji dalSi viceti mére reaktivni derivaty.
2.2.3.1. Monoamin oxidaza A (MAO A)

Tento enzym je kddovan na chromozomu M@o a (Grimsby et al. 1991).
MAO A je monomer s kovalengnnavazanym kofaktorem FAD (Edmondson et al.
2004) a integruje do bgstnych membran, fedevSim do wSi mitochondrialni
membrany. Nejvice se vyskytuje v srdci, jatrechiciph, Stitné Zlaze, ledvinach a
cévach (Son et al. 2008). Jeji hlavni funkci jeaKaia oxidace (degradace) airiin
neurotransmitér jako je dopamin, serotonin, adrenalirti #to reakci kyslik pesouva
aminovou skupinu zivodni molekuly monoaminu a vznikd aldehyd a amaniak

Existuje také druha izoforma tohoto enzymu, MAO@x izoformy se od sebe lisi
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substratovou specifitou a inhépii citlivosti (Edmondson et al. 2004). Jakakoliibite
obou izoforem nebo naopak st jejich aktivity mize zmsobit nebo fispét k riznym
neurologickym defekim nag. Alzheimerova, Huntingtonové& Parkinsonova choroba,
deprese, poruchy osobnosti, aj.), ale i kardioviéskim porucham (Di Lisa et al.
2009). Mutace genuMao g ktera zfisobi defekt tohoto enzymu je spojovana
s mentalnimi poruchami, tzv. Brunner syndrome (Beurret al. 1993).

Jak jiz bylofeceno, MAO A se vyskytuje fiepdevSim ve wSi mitochodnrialni
membrag, kde podle nejnaysich poznatk produkuje spolu s p6& velka mnoZzstvi
ROS, konkrétd H,O,. Navazani aminové skupiny k enzymiaegchazi navazani
kysliku k danému enzymu. Z toho vychazi katalyti¢kénost MAO A, kdy v prvnim
kroku se redukci navazaného kofaktrou FAD ziskaldgehggd a amoniak spolu
s redukovanym MAO A. V druhém kroku pak dochazipktovné oxidaci MAO A
s doprovodnou produkci hydrogen peroxidyu@k).

RCH,NH, + MAO — RCHO + NH; + MAQ"educed
MAQ"educed O, — MAO + H,0,
(Di Lisa et al. 2009)

Vznikly aldehyd je okamzit metabolizovan na odpovidajici kyselinu pomoci
aldehyd dehydrogenazy. Porucha tohoto systémuenvést ke zvySenému mnoZzstvi
aldehydovych prvk a jejich hromaéghi.

Bylo prokadzano, Zze MAO A hrajeikbZitou roli v srdénim poskozeni dhem
postischemické reperfaze. Za normalnich podmineknyecytech jsou ROS
produkované enzymem MAO odbouravany antiokmdiani systéemy. AvSakgsobenim
patologickych stimuil, kterymi miZe byt postischemicka reperflze, dojde ke spuist
signalnich drah, i kterych dochazi k uvobmi katecholamifh z endogennich
zasobaren. Ty jsou tak schopny vyznénpiispivat ke katabolickéinnosti MAO A.
Nasledkem tohoto nedochazidstu hladiny ROS v mitochondriich natolik, Ze jejich
produkce pevazi nad obrannymi antioxil@mi systémy a to nasledinvede ke
kontraktilnim disfunkcim, otvirani propustnych trénich pét, burs¢né smrti a

srde&nimu selhani (Di Lisa et al. 2009).
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2.2.3.2. Katalaza (CAT)

Enzym katalaza je kodovan gen€@at, nachazi se na 11 chromosomu. Struktura
proteinu pedstavuje tetramer skladajici se ze 4 polypeptidovgtezci a 4 hemovych
skupin (Quan et al. 1986). Z bttmych kompartmerit se enzym vyskytuje hlagn
v membraf peroxizomu vSech bgh vystavenych kysliku, kdeiedstavuje khiovy
enzym chranici hiku pred oxidativnim stresem (Chelikani et al. 2003). dbarze
EntrezGene uvadi fftomnost mMRNA v dalSich bdgdnych kompartmentech -
v mitochondriich, lysosomech, Golgiho komplexu, erdpmatickém retikulu,
plazmatické membr&na cytosolu. Kataldza se nachazi wkach téndi vSech orgain
s pisunem kysliku. Ve zvySené koncentraci proti ostattkanim pak v kostnitdni,
srdci, jatrech, plicich adZi. Hlavni funkci tohoto enzymu je katalyza reaktemsny
peroxidu vodiku na vodu a kyslik, a tim zmije jeho toxické &inky v buice
(Chelikani et al. 2003). DalSimi funkcemi s toutakci spojenymi jsou n&glad UV
protekce v epitelu pokozky (Rezvani et al. 20084zba NADP a NADPH, negativni
regulace apoptosy (Putnam et al. 2000), atd.

2.2.3.3. Superoxid dismutaza (SOD)

Izoformy SOD tvéi vSudygitomnou rodinu antioxidanich enzynmd primarre
pusobicich jako katalyzatoryippdbouravani kyslikovych radikalv buice (Zelko et al.
2002). Podle charakteru navazaného kofaktoru hyhigeny ti typy SOD. Pokud je
jako kofaktor navazana &, jedna se o intracelularni dimer, ozogany jako CuZn-
SOD (SOD1) a nachazejici se v cytoplézmadernych kompartmentech a lysosomech
(Crapo et al. 1992). Jako SOD2 je cxm&an enzym vytvéjici tetrametr, ktery je
lokalizovan v mitochondriich a vazajici mangan tekgickém centru (Barra et al.
1984). Posledni znAmé SOD je extracelularni ned@apsany tetramer vazajici také
meéd’ a zinek a oznmvan jako Ec-SOD (SOD3) (Culotta et al. 2006).

Jak jiz bylo uvedeno, rodinatdhto enzymi puasobi jako jedna z hlavnich
antioxid&ni sloZzek pro biiku. Chrani citlivy reduéni systém biiky pred poSkozenim
tim, Zze ,neutralizuji* nepmerené mnozstvi superoxidovych anibmia kyslik a peroxid
vodiku. Pra¢ metalové klastry, navazané v aktivnim centru engyrkatalyzuji
v prvnim kroku oxidaci jednoho elektron a v druhkroku redukci druhého elektronu

superoxidového aniontu a tim uzaviraji proces jetloourani na vysledny B, a Q.
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VSechny izoformy SOD vyZadujif@chod redoxniho aktivniho kovu do aktivniho mista
pro uskuténéni katalytického odbourani kyslikovych radikalMetaloenzymaticka

reakce odbourani kyslikovych radikgé vyjadena nasledujidgiadou reakci :

MoXidized _ gyp 4+ o.= Mmreduced_ sop + Q

Mreduced_ SOD + Q__ + 2H+ - Moxidized_ SOD + Fiog

20, + 2H = O, + H0
(Culotta et al. 2006)

2.2.3.4. Akonitaza (ACO)

Zajimavym enzymem, ktery svou aktivitou také omije toxicitu buiky
v zavislosti na mnozstvi ROS, je akonitaza (ACO).

Je to enzym, ktery se v s@eh buikach vyskytuje ve dvou izoformach. ACO1
se vyskytuje fevazr v cytosolu a cytoplazén a je kdédovan genenAcol na
chromosomu 9. Druhd izoforma ACO2 se nachazi mitodhalni matrix a je kddovana
genemAco2 na 22 chromosomu (Mirel et al. 1998). Oba typy insgol&né rysy.
Obsahuji navazany kofaktor [4FedS]castni se metabolickych prode&rebsova
cyklu, vazi ionty Zeleza, aj. AvSak liSi se od salegen intracelularni lokalizaci, ale i
mirou funkce ve dvouiznych metabolickych procesech.

Izoforma ACOL1 je téZ nazyvana jako “iron-regulgtqrotein 1” (IRP1) nebo
“iron-regulatory element binding protein 1” (IREB1)eji hlavni funkci je schopnost
vazat se na mRNArps “iron-responsive elements” (IREs), ktery se aacima 5' UTR
(5' neprekladanéa oblast) mRNA pro ferritin a 3' UTR (3" tiekladana oblast) mRNA
pro transferinovy receptor a tim regulovat trandiacitinu a transferinového receptoru,
tak ze v nizké koncentraci FeSe nachazi v optimalni konformaci pro vazbu nasiRE
vysledkem represe translace mRNA pro ferritin aibite degradace mRNA pro
transferrinovy receptor, ktery je jinak odbourawéimi rychle. Takto udrzuje ACO1
buné¢nou homeostazu iotzeleza (Dupuy et al. 2006, Wang et al. 2007).

Hlavni funkce ACO2 je katalytickad, kdy v Krebsowyklu prevadi citrat
na isocitrat. Obsahuje v aktivnim n#styramidovy [4Fe4Sf* klastr se f'emi atomy
Zeleza navazanymi na cysteinovych zbytcich, anacgg@rsirny atom atyii nestabilni
atomy Zeleza (Fe). Tento Fea se liSi tim, Ze neni vazany na proteinovy cystali@ena

hydroxylovou skupinu substratu a vody (Beinertletl896). Nestabilni Fe-se uvolni
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velmi rychle po oxidaci [4Fe4S] klastru v blizkosti superoxidu a geo pomaleji v

piitomnosti peroxinitritu a *NO (Flint et al. 1993}, to inaktivuje enzym. Bylo tak
prokazano, Ze tato Zelezo-sirnfiex je vysoce citliva na zvySenou hladinu kyslikclvy
radikali (O;) v mitochondriich (Gardner & Fridovich 1992).

2.2.3.4. ROS a mechanismy udrzeni redoxni homeosya

Volné radikaly a reaktivni diamagnetické latky odené od radikél operuji v
nizkych, ale pesto v ndfitelnych koncentracich. Jejich koncentrace je Zavisa
rovnovaze systéin zajif'ujicich jejich produkci a odbouravani. Kazdanka je
charakterizovana specifickou koncentraci elektrofneboli redoxnim stavem)
produkovanych v mnoha b&mych kompartmentech. Jéegmé, Ze redoxni stav bky
a jeho oscilace determinuji véitém snéru funkeni vlastnosti bu&ného prosedi
(Schafer & Buettner 2001). V poslednich letech meddxni stav popisovan pouze jako
pomgr redoxnich paru jako jsou GSSG/GSH, AsdAscH , aj. ale je jiZ chapan
v mnohem obecSim kontextu celkového redox stavu Bémého prosedi. Redoxni
stav buiky je udrzovan ve velmi Uzkém rozmezi blizko nomiéh hodnot, podokin
jako je udrzovéano stalé pH tky v biologickych systémech. V patolologickych stak
muze dochazet k vykydim na ol¥ strany. Vykyv o 30 mV znamend v redoxnim stavu
10-ti ndsobnou z#mu v pongru mezi reduknimi a oxid&nimi elementy (Schafer &
Buettner 2001).

Vnitroburg¢nd redoxni homeostaza a redoxni odbouravani je opedb
primarre aktivitou glutathion (GSH) a thioredoxin (TRX). @athion (2GSH/GSSG) je
prezentovan jako hlavni b&my redoxni tlumi, a proto je povazovan za
reprezentativniho indikatora redoxniho predt buiky (Drége 2002, Schafer &
Buettner 2001). # zvySeném oxidativnim stresu, mnozstvi GSSG rasi2,zgsobuje
obratem narst smiSenych disulfid Signifikatni pd&et proteidi zahrnutych
v signalizaci, majici kritické thiolové skupiny ka receptory, protein kinazy akterée
transkrigni faktory, mohou byt pozémény ve svych funkcich formaci se smisenymi
disulfidy. Z toho pohledu se zda byt GSSG jako eesjrka signalni molekula. Vysoké
procento redukovaného stavu GSH a TRX proti oxidéwau stavu je udrZzovano
aktivitou glutathion reduktazy (GSR) a thioredoxieduktazy (TXNRD). Oba tyto
thiolové systémy fisobici jako ,redox pufr‘ maji ochranny efekt kigact rostouciho

oxidativniho stresu v intracelularnim prostoru. TRXGSH jsou spolu s antioxidativni
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funkci v buice téz zahrnuty v bétiné signalizaci (Drége 2002, Thannickal & Fanburg
2000).

2.2.3.4.1. Glutathionovy systém

Glutathion je hlavni thiolovy antioxidant a redéxtiumi¢ nachazejici se
v cytosolu (1-11 mM), jae (3-15 mM) a v mitochodnriich (5-11 mM). Terciarni
struktura vytvéi tripeptid (Masella et al. 2005) a vime se nachazi du
v redukovaném stavu (GSH) a nebo v oxidované é&ofako glutathion disulfid
(GSSG). Glutathion je syntetizovan v cytosolu sekaé cinnosti glutamat-cysteinové
ligazy a glutathion syntetazy kyseliny glutamovésteinu a glycinu. #tomnost
v mitochondrii vyZaduje membranovy transport pomalsiou mitotochondrialnich
elektroneutrélnich antiportnichrgnaseéda, které maji kapacitu pro transport GSH do
mitochondrie. Jedna se o dikarboxyl&maseéovy protein a 2-oxoglutarati@naseovy
protein. Bylo prokadzano, Zefidavek externiho GSH je okamZitransportovan do
mitochondrii az do 8mM GSH koncentrace v mitochandr matrix (Shen et al. 2005).

Intranuklearni GSH udrZzuje redoxni stav rozhodcificprotein sulfhydryl
nezbytnych pro obnovu a expresi DNA. Oxidovana #rgiutathionu se akumuluje
v buice a ponir GSH/GSSG je dobrym ¢&ritkem oxidativniho stresu. Vysoka hladina
GSSG niize oxidaci zniit funkci mnoha bu&nych enzynmi (Nogueira et al. 2004,
Jones et al. 2000).

Existuje rekolik cest, kterymi glutathion plni svou antioxisté Ulohu v obra#é
proti oxida&nimu stresu. i) NZe slouzit jako kofaktor detoxikaich enzyni
(nag. glutathion peroxidazy (GPx), glutathion transtsrdGST), aj.). ii) dastni se
aminokyselinového transporturgs plazmatickou membranu. iii) GSH se podili na
piimém odbouravani hydroxylovych radikala singletoveho kysliku; detoxikuje
peroxid vodiku a lipidové peroxidy katalytickatinnosti glutathion peroxidazy. iv)
GSH je schopny regenerovaileizité antioxidanty jako ndftad vitamin C a E zfi do
jejich aktivni redukované formy. Redukuje tokofenp} radikal vitaminu E bdi pfimo
nebo nepimo cestou redukce semidehydroaskorbatu na askdbgeneréni kapacita
glutathionu je Uzce spojena s redoxnim stavem pénathion disuflidu a dvojitého
glutathionu (GSSG/2GSH) (Pastore et al. 2003).

Burgény cyklus je charakterizovan kolisanim redoxnihcavist buky

zprostedkovanym  pedevSim zrgnami intracelularni  koncentrace glutathionu
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(Kern & Kehrer 2005). Glutathion hraje vyznamnouli re ochraré bunky pred
apoptézou. Ubytek GSHijnici vnitini prostedi buiky vice oxidované, byl zaznamenan
jako pravodni je v peatku apoptdézy. Obeén vice redukované viiiti prostedi
(udrzované zvySenym mnozstvim GSH a TRXjkystimuluje proliferaci a nepatrny
posun k mirad oxidovanému prostdi snéfuje k burgéné diferenciaci. DalSi posun
k vice oxidovanému prastdi buiky vede k apoptéze a nekrdéze. Apoptdéza je
indukovana mirnymi oxidaimi stimuly a nekréza je indukovana intenzivnimi
oxidativnimi efekty (Voehringer et al. 2000). Jelytepatrné, Ze redoxni prosti je
kriticky determinant spou&ti apopt6zy. Dosavadni studie indikuji, Ze mechagjs
kterymi GSH, TRX a Ref 1 udrzuji intracelularni ogdi Gtlum, mohou byt ithodrg
pouzity ve vyzkumu sgfujicimu k protekci proti karcinomu a terapeutickyi&div
(Evens 2004).

Glutathion peroxidazy (GPx), vyznamné antioXitiaenzymy hoja rozStené v
sawich buikach, kde existujttyii izorofomy (GPx1-GPx4) obsahujici selenocystein
(Ursini et al. 1995). GPx1 a GPx4 (fosfolipidovergpedazy) jsou cytosolické formy
hojné ve vSech tkanich (Mates et al. 1999, de Hetaral. 1998). GPx1 chrani
hemoglobin v erytrocytech f@d oxidativnim poSkozenim. Dale GPx2 (tzv.
gastrointestinalni GPx) chrani savaeg toxictou organickych peroxidvznikajicich
pii zazivani, naflklad hydroperoxidové linoleove kyseliny, avsak alik fosfotidyl
cholinu. GPx3 (tzv.extracelularni nebo plasmati@#x) chrani biikky a enzymy jed
oxidativnim poSkozenim a jsou vyhradaxprimovany v gastrointestinalnim traktu a
v ledvindch. Je zajimavé, Ze GPx3zm byt katalyticky regenerovana thioredoxinovym
systémem a TRX-R se zda mit velice podobny expresoiec v ledvinach jako ma
GPx3 (Rundlof et al. 2000). GPx4 byl shledan japraavy enzym nutny pro normalni
rozvoj sandi fertility s troji funkci ve spermatickych bliach v ptibéhu zrani i zralosti,
téZ mé svoji roli v ochranproti peroxidim lipida vznikajicich v zazivacim traktu a
chrani buiky pred apoptdzou (Ursini et al. 1999).

VSechny glutathion peroxidazy mohou katalyzovalukei peroxidu vodiku
s pouzitim glutathionu jako substratu. Mohou takélukovat jiné peroxidazy (nap

lipidové peroxidazy v busgnych membranach) na alkoholy.

ROOH + 2GSH— ROH + GSSG + kD
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Katalyticky mechanismus redukce hydroperoxidu poin@®Px zahrnuje oxidaci
aktivniho mista selenolatu (Se ) na kyselinu semnqSeOH). Na zakladpridani
jedné molekuly GSH, je kyselina selenova transfa@ma na adni sloweninu
selenylsulfid s glutathionem (Se-SG), kteryza byt regenerovan na aktivni selenolat a
glutathion disulfid (GSSG) fiddnim druhé molekuly GSH. V této reakci jsou¢dv
molekuly GSH oxidovany na GSSG, kteryabe byt nasledh redukovan glatuthion
redutazou (GSR), ktery je hlavnim gaw reduktantem GSSG.

GSR je homodimericky flavoprotein s navazanym H&ddaktorem a je&lenem
disulfidové oxidoreduktazové rodiny (Savvides & Rlais 1996). Redukuje GSSG na
redukovanou formu GSH za pomoci NADPH. Z kazdéh&sGS NADPH vzniknou
dvé¢ molekuly redukovaného GSH, kteryuhe dale plnit svou antioxidai funkci
odbouravanim ROS v hae (Krohne-Ehrich et al. 1977). Aktivita GSR jewétia jako
indikator oxidativniho stresu.

Vedle udrzovani redukovaného cytosolického pgeslt GSH také napomaha
elektrofilnimu odbouravaniips glutathion S-transferazu (GST), ktera zgeaitovava
konjuga&ni reakce a nasledreliminace konjugatu exportnimi pumpantep zZl¢ a
ledviny (Keppler 1999). GST patmezi hlavni detoxikéni enzymy biky. Katalyzuje
konjugaci mnoha hydrofébnich a elektrofilnich koment s GSH (Hayes & Pulford
1995). VSechny eukaryotickeé tiky obsahuji tuto cytosolickou a membradaézanou
super rodinu izoenzyim kdy jednotlivi zastupci plni rozmanité kataly@cKunkce i
nekatalytické vazebné vlastnosti. Cytosolické engyjsou kodovany nejménpéti
vzdalert pribuznymi genovymi rodinami (ozti@né jakoitida alfa, mu, pi, sigma nebo
theta GST) (Wilce & Parker 1994), na rozdil od mefmb\w vazanych enzyif) tj.
mikrosomalni GST a leukotrien C4 syntaza, které jgddovany jednotlivymi geny a
oba geny jsou jednotlyodvozeny od cytosolickyclist (Sheehan et al. 2001). Je
ocividné, Ze velikost exprese GST je&lvy faktor utujici citlivost buiek na Siroké
spektrum toxicych latek (Douglas 1987).

Mnoho studii ukazuje, Ze GSH je rychle exportovadmuzk, u kterych byla
vyvolana apoptéza. Proto tedy snizeni GSH, jakiggtw elektrofilniho poskozeni,
muze zmsobit toxické interakce s dalSimialdZzitymi a méw pocetnymi entitami
v buice. Doplrni burtk GSH nezabrani apoptoze, velmi prgwldobré vzhledem k
rapidnimu exportu GSH z blky, coZ je podloZzeno zji&im, Ze sniZzeni procesu
exportu snizuje apoptozu (Ghibelli et al. 1998)drdhé strany, antioxidanty mohou

poskytovat protekci proti apoptdéze zpomalenim oxiekdch proced vedoucich k

30



Dita KaSparova Chronicka hypoxie a expreseaigen

absenci adekvatniho GSH (Slater et al. 1995). Padubrist mnoZstvi oxidovanych
lipida, coz mize doprovazet ztratu GSH,ude spustit apoptoticky aparat jako odgdiv
buiky na poruchu, ktera nastala. Poddlpko je jeho nezadmitelna funkce kofaktoru
pro glutathion peroxidazu, je GSH zahrnut v reddigdovych hydroperoxidaz (které
indukuji apoptdzu) na alkoholy (neindukujici apautp Tento fakt nazrikaje, Ze ztrata
GSH mize ulelit, ale ne zfisobit, nastup apoptézy.

DalSi skupina protein blizce gibuzna GSH jsou glutaredoxiny (Grx)
s funkcemi pekryvajicimi thioredoxiny. Hlavni kvalitativni roddmezi Grx a TRX je,
Ze Grx mohou byt redukovany GSH a jsou schopnykedat GSH smiSené protein
disulfidy formovany @i oxidativnim stresu, coz @ie hrat dlezitou roli v celkové

bung¢né antioxidani obra (Holmgren 2000).

2 H,0 NADPH + H*. , GSSG GrXred Reducing equivalents to:

e Protein
GPx GR e GSH-mixed disulfides
H,0, NADP* 2 GSH GXox *  Low Mw-compounds
N > GS-conjugate + H ™

GST
substrate

Obr. 2 : Glutathionovy asociovany antioxid&ni systém
Peroxidvodiku je redukovan GPx oxidaci dvou molekul GSH/zaiku GSSG, ktery fize byt
nasledd redukovan GSR za sgeby NADPH. GSH také redukuje Grx , které tak mohou
redukovat mnoho substfatSpecificka vlastnost Grx je, Zze mohou redukov&HGsmisSené
protein disulfidy jako jsou glutathionylatové primte. GST katalyzuje konjugaci GSH s jinymi
molekulami, a tim funguje jako intermedialni krokdstoxikaci rozmanitych toxickych
substanci (Nordberg & Arnér 2001).

Zawrem lzetici, ze, vgerpani GSH mize zgisobit apoptdzu, coz je pozorovano
u mnoha xenobiotik, ale samostatse zda byt nedostajici k indukci masivni
apoptozy pokud rozsahla spetta neni udrzovana po dloubasové periody. AvSak
typicka vysoka koncentrace GSH vilkach jasi demonstruje jeho velmiiatezitou roli

v mnoha bu&nych procesech.
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2.2.3.4.2. Thioredoxinovy systém

Thioredoxinovy systém se sklddé z thioredoxin kédlzy (TXNRD) ve spojeni
s thioredoxinem (TRX) a to tak vSudypitomny oxidoreduktivni systém
s antioxid&ni a redukné regula@ni roli v sa¥ich i prokaryotickych biikach .

Thioredoxiny jsou 12kD proteiny s &wa redoxg aktivnimi cysteiny, které
katalyzuji redukci disulfidovych fistkii v mnoha proteinech (Holmgren 1985). TRX je
redukovan z NADPH skrze flavoenzym thioredoxin dddau (TXNRD) a spokané
tvoii thioredoxinovy systém (Holmgren & Bjérnstedt 1999 RX jsou kddovany
nékolika geny Txn).Nejznangjsi je genTxnlkddujici cytosolickou izoformulxn2 je
genem pro mitochondrialni izoformu, ktera v cytosobbsahuje N-terminalni
mitochondrialni 60 aminokyselin dlouhou signalnivanci (Spyrou et al. 1997), a ta je
po vstupu do intermembranového prostoru &uita, ¢imz hraje dlezitou roli
v mitochondrialnim membranovém potencidlu a prdtekoti oxidanty indukované
apopt6ze (Damdimopoulos et al. 2002). TXN 3 takd 5 (sperm-specific TRX) je
exprimovan vyhradhive spermatozoidech a je to prvniit&ge specificky protein z této
rodiny enzyni (Vizuete et al. 2001).

VSechny TRX izoformy maji zachované -Cys-Gly-Prgs€C aktivni misto
podstatné pro jeho hlavni funkci protein disulfixidoreduktazy (Holmgren 1985\
sav@ maji extracelularni formy TRX cytokininovy efekiTRX je specificky
elektronovy donor pro mnoho peroxiredakxirvelice dilezitych pro redukci peroxid

(Chae et al. 1999), tyto peroxiredoxiny se profortazyvaiji thioredoxin peroxidasy.
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Mitochondrion
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Obr. 3. Model mechanismu protekce peroxiredoxin/tforedoxinového systému
proti ROS a NOS v mitochondrii.

Komplex | a Ill v dychacintetzci mitochondrie jsou hlavnimi zdroji superoxidu,(Q) ktery

je enzymem Mn-SOD spontandismutovan na pD, Oxid dusny (NO) generovany
z cytosolické syntazy oxidu dusného (NOS)zm difundovat do mitochondrialniho matrix a
reagovat s § za vzniku peroxinitritu (ONOQ, ktery inaktivuje Mn-SOD a tim zvysi
generaci ROS. Mitochondridlni peroxiredoxin (PRX)okl s redukovanym ekvivalentem
(NADPH) poskytovanym thioredoxinem, eliminuji jaN@O™ tak hydroperoxidy (Pedrajas et
al. 2010).

Déle také redukovany TRX redukuje disulfid v pméeh a peptidech jako je
nag. glutathion disulfidech (GSSG) (Nordberg & Arnéd(0). Tim zajiguje jednu z
cest regeneraceuldkzitého antioxidéniho systému. Mimoto redukce TRXeplchazi
apoptoze cestou inhilniho navazani apoptdzové sigriahegulani kinasy 1 (ASK-1),
pficemzZ toto navazani je ztraceno, pokud je TRX oxiddi&aitoh et al. 1998). Exprese
TRX je aktivovana oxidamim stresem, coz iie vyvolat skrze ¢ho odpo¥d’ jinych
antoxidaich faktof (Taniguchi et al. 1996).

Databaze Gene card uvadi, Ze bylo identifikovanomo substratthioredoxinu
zahrnujicich ribonukleazy, choriogonadotropiny, gidacnin faktory, glukokortikoidni
receptor a insulin. Mezi substraty TRX fiat n¢které transkripni faktory zahrnujici
p53, NFxB a AP-1. AP-1 je aktiwani protein 1 regulujici expresi gen odpowdi na

mnohém stimuly zahrnujici cytokininyistovy faktor, stres, bakterialni a viralni
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infekce. Jeho aktivita ovliwje procesy kterymi jsou diferenciace, proliferaae
apoptdésa (Ameyar et al. 2003).

AP-1 upreguluje transkripci gérvazajicich TPA DNA response element a vaze
se na DNA sekvenci skrze zakladni aminokyselinagianu, po konformani zmeng,
kdy se vytvai dimericka struktura cestou ,leucin zippeRegulace AP-1 navazanim na
DNA je dale mediatorovan endonukledzou Ref-1. RefalSuje AP-1 DNA navazani
spolu s redukovanym TRX (Hirota et al. 1997).

DalSim cilovym faktorem je NkB (NF-kappaB), proteinovy komplex, ktery je
transkrignim regulatorem aktivovanym mnoha extra a intrdéehimi podrty, jako
jsou cytokiny, ROS, UV, bakterialni a viralni prédy, podobr jako AP-1.
Aktivovany NFxB se translokuje z cytoplazmy do jadra a stimulejypresy geh
raznych fyziologickych funkci, jakymi jsou zéttivé reakce, itstova kontrola, apoptéza
a jako jediny transkrigni faktor eukaryotickych bwk pfimo odpovida na oxidativni
stres v witych typech busk (Schreck et al. 1991). Aktivace NiB je pimo
inhibovana redukovanym TRX v cytosolu a jinymi antdanty (Galter et al. 1994).

Druhym podstatnynilenem thioredoxinoveho systému je thioredoxin reélzk
(TXNRD). TXNRD vyssich eukaryot je 112+130 kDa hatimoerni seleno-dependentni
flavoprotein se Sirokou substratovou specifitou ukegici i nedisulfidové
(Arnér & Holmgren 2000). TXNRD p#tdo rodiny pyridine nukleotide oxidoreduktaz
(Gasdaska et al. 1996). Tento protein redukuje¢diaxin v gitomnosti NADPH stejé
jako jiné substraty a hraje roli v metabolismu sal@ protekci oxidativhimu stresu.
Tento homodimerni enzym pouziva FAD jako kofaktorjednotlivé podjednotky
obsahuji selenocysteinovy zbytek, ktery je podgtapro katalyticou aktivitu
(Nordberg & Arnér 2001). TXNRD ma stejnako TRX rekolik izoforem. Databaze
EntrezGene uvadfitznamé izoformy liSici se lokalizaci. TXNRD1 jeda@vana genem
Txnrla jedna se o cytosolickou izoformu. V mitochondagivyskytuje druhd izoforma
TXNRD2 dlouhd 524AA kédovana genelxnr2 Tieti izoforma se pravgodobr
vyskytuje v nej¥tSim pd@tu burgcnych komponent, a to cytoplagm jadre,
mikrozomech a endoplazmaticém retikulu a je kédavggnenTxnr3

Diky reaktivie TXNRD je enzym inhibovan mnoha klinickymi elektilafmi
sloweninami zahrnujicimi nitrosondovinu, thioglukésozlatnan, platinové staminy a
derivaty kyseliny retinové aj. (Nordberg & Arnér ). Vlastnosti TXNRD
v kombinaci s funkcemi TRX stavi tento systém jasted burcné thiol redoxni

kontroly a antioxidani obrany. TXNRD katalyzuje regenera@knolika antioxid&nich
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komponent zahrnujicich vit C a vit E (Buettner 1998lenové substance, lipoové
kyseliny (Arnér et al. 1996) a ubichinon (Q10) (Xé& al. 2001) - stavd se tak
vyznamnym antioxid&nim systémem ROS.

TXNRD vykazuje rozsahlou substratovou specificauyelo by byt zdirazréno,
Ze fyziologické efekty buitné TXNRD aktivity jsou Uzce spojeny &nymi
burg¢nymi funkcemi TRX, pesto TXNRD niize zastavat funkce nesouvisejici s timto
TRX.

Dehydroascorbic acid

o i ASK-1T  apoptosis
Ascorbic acid «J NADPH + H TrxS; — igdgcc(;
Lipid hydroperoxides
(ROOH)  Alcohols : TrxR ASK-1{  apoptosis
4 -'_—_’-‘___’ p p
(ROH) 4 NADP Trx(SH); repressed
a-lipoic acid / ~ > GSSG
DHLA AP-1
activation 2GSH
PDI-S,

NF-kB
repression .. GPN:‘;\PD“@HJ:
(in cytosol)

Prx d
™ GPxed  H,0+0,

Obr. 4. Schéma hlavnich fyziologickych funkci saiiho thioredoxinového systému.
Redukce hydrogen peroxidu a regenerace aktivnitebanglutathion peroxidazy jsou reakce,
které mohou byt takétfmo katalizovany TXNRD. Redukce hydrogen peroxidéyisla na
thioredoxinovém systému, ke byt také vysoce efektivni ve spojeni s peroxiréay a také
glutathion peroxidazami,ckoli ty tuto funkci pIni i bez spojeni s thioredogvym systémem
cestou GSH a GR (Nordberg & Arnér 2001).

Redukovany thioredoxinipdchazi apoptozeigs inhibéni vazbu na ASK-1,
pificemZ v oxidovaném stavu se tato vazba rusi. To gevuje v klinické praxi, kdy
napiklad TRX chrani¢ocku pred oxidativnim stresem a kataraktem (Reddy et al.
1999), inhibuje reperfuzni arytmie v modelu srdéeté et al. 1996) a extraceluldrn
pusobi na cytokininy, chemotaxe a dalSi imunofunkeey&uje se v séru u revmatitidy
(Yoshida et al. 1999).

Exprese TRX je indukovana oxidativnim stresem {diachi et al. 1996) a
dalSimi faktory @gsobicimi na antioxidai responsivni element v TRX promotoru (Kim
et al. 2001). ZvySena exprese TRXiZza vest k zvySeni redukce intracelularnich

proteini a dalSich biomolekul jako s&ésti antioxida&ni obrany. Antioxidani efekt
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TRX mize pisobit i nepimo tak, Ze obe@én TRX reguluje signak transdukni
vlastnosti ROS snahou redukovat intracelularni &y indukované ROS &imym
snizovanim ROS (Sen 2000). Yipact transkrignich fakto, TRX a dalSich
antioxidanti bylo shledano zesileni AP-1 aktivace skrze jeactioxida&ni potencial
(Arrigo 1999). AvSak je zajimavé, Ze oxidanty mohéi aktivovat AP-1(Sen & Packer
1996). Aktivace dalSiho transkiipiho faktor NFxB je inhibovana redukovanym TRX
v cytosolu a dalSimi antioxidanty (Schenk et aB4)9 Oxidativni stres translokuje TRX
do jadra, kde reguluje vazbu AP-1 a NB-na DNA (Wei et al. 2000), coz si vy&luji
tak, Ze snizeni aktivity redukovanym TRX brani slakaci do jadra, avSak oxidativni
stres zfisobuje pesun TRX do jadra, stajrtak gresun NFzB, a tak pitomnost TRX
Vv jadre zesiluje vazbu NgkB na DNA. TRX misobi extracelulagi intraclularrgé. Jeho
intranuklearni psobeni spg&iva v regulaci NRB, kdy redukce ktovych cystein
zbytkl zvySuje vazbu na DNA po jeho translokaci do jafveatthews et al. 1992).
TRX téZ zvySuje vazbu na DNA u AP-1gs Ref-1 v jatke (Wei et al. 2000).

Exprese TRX je zvySena nasledkem snizené hladdykovaného TRX a
zvySenim celkového oxidativniho stresu (Das etl@B9). Sekrece je pragpodobrE
zesilena p zvySené koncetraci intracelularnich ROS a udradovERX v oxidované
form¢ (Arnér 1999). TRX a TRX80 aktivuji specifické cigtny a chemokininy a tim
zvysuji imunologickou odpad’ na inhibici TXNRD (Yodoi & Tursz 1991). ZvySena
exprese reduktazy. Pokud iy prezivaji intenzivni oxidativni stres, tak zvySuji
expresy no¥ syntetizované TXNRD a tim udrzuji fyziologickourheostazu. ZvySena
exprese reduktazy byla zgéia pod vlivem peroxidu, DNCB, kalcium ionofigrPMA,
IL-1beta, lipopolysacharidy a vitamin D3 (Rundlof al. 2001). SniZzena aktivita
reduktazy snizuje regeneraci mnoha svych subs#dion celou antioxidai kapacitu.
Mnoho znamych inhibitdr reduktazy inaktivuji enzym v nizkych koncentracéchylo
provedeno mnoho studii naikéch nebo in vitro. SniZzeni aktivity reduktazy avjgs
produkci ROS a mezi dalSimi efekty poskozuji funlkRX (Finkel 1998). DalSim
nasledkem je snizeni hladiny redukovaného glutathioa zvySena oxidace
intracelularniho prosgedi (Nordberg & Arnér 2001).
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2.2.4. Enzymy energetického metabolismu

2.2.4.1. Kreatin kinaza

Kreatinkinaza (CK) vytvi v buice dimysIné propojeny systém, ktery na jedné
strar¢ zaji¥uje rychlou regeneraci ATP v mistech jeho gploy (blizko ATPéaz), na
druhé straé v mistech produkce ATP zdjife tvorbu dostata¢ velké zasobarny
kreatinfosfatu (PCr) a tim udrZzuje energetickou bostazu v excitabilnich tkanich
v okamziku nahlého poZadavku na vysokou dodavkugemgSaks et al. 2007). V
kardiomyocytech se vyskytuji vSechityii izoformy CK; dw cytosolické (CK M -
musclea CK B -brain), které vytvéi v srdci funkni homo- i hetero- dimery. CKM
dimer se vaze v M-linii sarkomery (Hornemann et28103), kde regeneruje ATP pro
¢innost myosinové ATPazytimo odebira produkty ADP a H+ ionty a tim udrZzgg |
vysokou aktivitu. Déle existuji @dvmitochondrialni izoformy (mitoCKsarcomeric
mitoCKu-ubiquitug, které v intermembranovém prostoru mitochondriytvaii
dimerické az oktamerické struktury, asociovanéenamvym translokatorem (ANT) a
napstoveé zavislym aniontovym kanalem (VDAC) (Speer et abD02). V tomto
strategickém umishi mitoCK ma vyznamnou Ulohu ve stimulaci Bamého dychani
piimou dodavkou ADP v komplexu dychacikeizce (Brdiczka et al. 2006). Tento
regul&ni mechanismus takfino ovliviiuje potencial na vnihi mitochondrialni
membras, ktery souvisi s produkci ROS v komplexech | ag#llll (O'Gorman et al.
1996). Proto je mitoCK povaZzovéana zaefitého kandidata, ktery by se mohl podilet
na kardioprotektivnim mechanismu adaptace na cotkoni hypoxii. Dalsi funkci
mitoCK je uvolreéni PCr, ziskaného z ATP dychacitekzce, do cytosolu. PCr je, ve
srovnani s ATP, zhruba 6krat vice a vzhledem k toheuje malou molekulou, iie
snaze difundovat k migh spoteby energie. Blezitou funkci celého tohoto systému je
udrZeni vysokého potru ATP/ADP v mistech spiby energie pro optimalni funkci
ATPas (Ventura-Clapier et al. 2004).
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2.2.4.1.1._Cytosolické CK izoformy

V cytoplasmn¢ srde&niho svalu se vyskytuji dvizoformy CK, dominant& se
vyskytuje svalova izoforma CKM (43,1kD) je kodovagenemckm lokalizovanym na
19 tém chromozomu. Mozkova izoforma CKB (42,6 kI®) Fastoupena iadow
menSim mnozstvi a vytvidCKBB homodimery v srdci a mnoha jinych tkanichjuice
vSak v mozku. CKMB heterodimery se tvopouze v srdanim svalu. Jak uvadi
databaze EntrezGene, géhb je lokalizovan na 14-tém chromozomu. CKMM dimer se
na rozdil od CKB izoformy vaze N-koncem do M4, Md@hy M-linie sarkomery, kde
interaguje s myomesinem (Hornemann et al. 2003)le Daésociuje dale pobliz
Na/Katpazy na sarkoleimna Ca ATPazy na membrérsarkoplasmatického retikula
(Rossi et al. 1990). \&thto mistech plIni svoji funkcifpdnostni dodavky ATP a
souasre odebira ADP a H+ ionty. U CKB nebyly dosud proké&z&adné vazebné

schopnosti se subcelularnimi strukturami.

2.2.4.1.2._Mitochondrialni izoformy

Mitochondrialni izoformy existuji i, ztoho d¥ jsou lokalizované na
chromozomu 15, tzv. vSudiippmné (mitoCKubiquitoud znatené CKMT1 (kysely
typ) a CKMT2 (kysely typ) a jedna na chromozomu riena CKMT2 (mitoCK-
sarcomeric,bazicky typ). Vyskytuji se jako dimery, které pgsté vytvareji oktamer
vazany na kardiolipin vnihi membrany mitochondrii v intermembranovém prastor
ANT, se kterym CK kolokalizuje, je téZ ukotven nardiolipinu (Epand et al. 2007).
MitoCK v této oblasti se vaze na fosfolipidy &si membrany a VDAC (Speer et al.

2005) a tak vytvA virtualni spoj vnitni a vr€jSi membrany.
Kreatinkinazovy systém je vysoce kompartmentalagyspolu s hexokindzou

(HK) a adenylat kinazou (AK), coz umidje lokalni regulaci pH a vyznamych
energetickych pogfri, jako je pondr ATP/ADP, ADP/AMP¢iI PCr/PCr+Creatin.
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3. Cile diplomové prace

1.

Z&avést metodu izolace RNA ze sédétkars a RNAGgiSteEni.

Navrhnout vhodné primery a optimalizovat Real TirRd@ PCR pro

vybranych 20 gein

Zmetit hladiny mRNA vybranych génpomoci Real Time RT PCR v levé
komae srdce u potkan ktefi byli adaptovani na chronickou hypoxii podle
téi protokoli: tj. kontinualni, intermitentni s 8 hodinovou reggeanaci a s 1

hodinovou reoxygenaci.

39



Dita KaSparova Chronicka hypoxie a expreseaigen

4. Metodika

4.1. Adaptace potkar na hypoxii

K pokugim byli pouZziti laboratorni potkani kmene Wistareiktbyli adaptovani
na chronickou hypoxii v normobarické koieos obsahem kysliku 10% coz odpovida

5000 m.n.m. dle nasledujiciho protokolu po ddabtytna.

dennirezim
(24 h) usmrceni

CCH
3 tydny

. normoxie . hypoxie

N normoxie

CIH chronicka intermitentni hypoxie

RCH chronicka hypoxie s 1-hodinovou reoxygenaci
CCH chronicka kontinualni hypoxie

Kazda jednotliva skupina obsahovala 5 jediné¢motnosti jednotlivych zvat a
srdci jsou uvedeny vifohovécasti, str. 83, tab. 24.

Prvni skupina byla ozgana N, jednalo se o kontrolni aia, kterd nebyla
vystavena hypoxii. Druhd skupina oZeaa CIH (chronickd intermitentni hypoxie)
meéla denni rezim nastaven tak, Ze potkani byli vz@yhadin v hypoxické konie a na
zbylych 8 hodin byli vyjmuti ven do normoxickych grminek. Feti skupina nazvana
RCH (chronickd hypoxie s 1-hodinovou reoxygenacilabv hypoxické komie
23 hodin den& a vzdy ve stejnou denni dobu na 1 hodinu vyjmwatandrmoxickych
podminek a poté @p vracena do komory. Posleddivrta skupina ozngna CCH
(chronicka kontinuélni hypoxie) byla v hypoxické mkafe po celou dobu trvani

adapténiho procesu (3 tydny).
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Po uplynuti ttitydenni adaptani doby byly vSechny skupiny ve stejnou dobu
usmrceny a na ledu byly odebrany vzorky k gggidhu zpracovani viz. kap iiprava
vzorki.

Pro vesSkeré prace byla pouzita ulistéé voda, bd miliporeQ voda dvakrat
klavovana nebo DEPC ogena (firma Roche nebo Fermentas). Dale jiz jen voda
Veskery pouzity plast byl téZ vysokeéstoty, u€en pro PCR, tj bez DNAs, RNAs a
pyrogerii. Tkare byly skladovany v tekutém dusiku a vSechny vzork$0°C, pokud

neni uvedeno jinak.

4.2. lzolace RNA

4.2.1. Riprava vzorki

Potkani byli usmrceni cervikalni dislokaci. Nasi€dylo na ledu operativn
vyjmuto srdce, vloZzeno do kadinky s chlazenym fimickym roztokem a ponechano
po dobu dvou a#itudei, aby doslo k Uplnému vyprazémn komor od krve. Poté bylo
srdce zvazeno a na ledu rého na levou komoru (LV), pravou komoru (RV) a
septum (S), Jednotlivéasti byly bul’ zvazenycerstvé ped vlozenim do 1,5 ml
Eeppendorf zkumavky (dale jen zkumavky) (prvni &gl chronické expozice) a nebo
ihned zmrazeny v tekutém dusiku a nastedrazeny (druhé odby - akutni expozice).
V prvnich odirech byla tké vSech experimentalnich skupin vloZertanm do Trizolu
v predvazenych zkumavkach atfieiny na ledu chirurgickymi ttkami. Druh&
experimentalni skupina byla homogenizovana v tekuthusiku viz. nize. Srovnani
reprodukovatelnosti zpracovani je zhodnocendilRovécasti str.85, tab. 26.

Hmotnosti jednotlivych¢asti srdce jsou uvedeny YilBhové casti, str. 84,
tab. 25.

Vzorky byly bul’ okamzi¢ zpracovany v dalSim postupu nebo byly uloZzeny v -
80°C k pozdjSimu pouZziti.

Déle byly gipraveny dle pétu vzorki 2 ml zkumavky, do kterych byly vioZzeny
vzdy i malé a ti velké sklegné kuliky a 0,5 ml Trizolu. Zkumavky byly zvazeny a
hodnoty zapsany, aby se pégdlala stanovit pesna hmotnost svalové tkévzorku.

41



Dita KaSparova Chronicka hypoxie a expreseaigen

4.2.2. Homogenizace srd@iho svalu

Jednotlivé vzorky ulozené v tekutém dusiku bylgdm@eny na jemny prasek ve
vychlazené keramickéeci mistéce s tekutym dusikem. Poté byly velmi rychle, aby
nedoSlo k rozmrznuti svaloviny,fgneseny vychlazenou kovovou Spacktiu do
piipravené zkumavky s Of8l Trizolu a rekolika sklergnymi kulickami, tak aby jeji
hmotnost dosahla 80-120 mg. lhned byla zakapanaindaD,5 ml Trizolu, takze
vysledné mnozstvi Trizolu bylo 1 ml. Zkumavka byla rekolika sekundach, kdy se
vyrovnaly teploty svaloviny a tekutiny, uzana a dynamicky prigpana rukou, aby se
cely vzorek promisil s tekutinou a kratce centrdugna. Vzorek ve zkumavce byl
Znovu zvazen, a byla stanovena hmotndstamé svaloviny. Pdfpac se mohlo malé
mnozstvi doplnit.

Vzorky byly dale homogenizovany ve vychlazenyclvééach homogenizéatoru
(MIXER MM200, Retsch) po dobu 15 minuttipfrekvenci 30 Hz. Nasledovala
centrifugace po dobu 10 minutid1000 g. V této fazi je nutné odebrat supernatant
ktery je mozné ulozit v -8C k pozdjSimu zpracovani a nebo pokoxat rovnou
s izolaci RNA.

4.2.3. lzolace RNA

K supernatantu odebranému od sedimentu po horiregebylo gidano 200ul
destilovaného chloroformu. Zkumavka se dynamickgtippala a nechala inkubovat
3 minuty @ pokojové teplat. Poté byl vzorek znovu centrifugovan 15 mindt p
12000 g. Ze vzniklychit fazi byla odebrana nejsvraljgi prithledna vrstva, obsahujici
pievazre RNA.

4.2.4. Precipitace RNA

Odebrané faze byla vloZena do n@isté zkumavky a bylo k nifglano 500ul
destilovaného izopropanolu, &pdynamicky promichano a ponechani pokojove
teplo€ inkubovat 10 minut. Nasledovala centrifugace 10uhipi 11000 g. Od

vzniklého sedimentu byl odebran supernatant.
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4.2.5. Promyvani RNA

K sedimentu byl fidan 1 ml 75% EtOH. Zkumavka byla lehce promichana
pomalym chodemiépaky a znovu centrifugovana 5 minutip7500 g. Ethanol byl
odebran a zkumavka se sedimentem po dobu 5-10 mysuSovana i teplog 40°,
aby se odpd zbytek EtOH.

4.2.6. Rozpoudini RNA

RNA sediment byl rozpu&t v 100ul RNase-free vody a inkubovan 10 minut
pri 50-60°C.

4.2.7. MEréni koncentrace RNA

Koncentrace a kvalita RNA Dbyla stanovena spektoohetricky na
spektrofotometru weného pro réreni malych objerin (1 ul) Nanodrop (Lab Mark) {1l
vzorku byl 10x zedtn pomoci 0,5% SDS (1:9) a roztok SDS byl pouZibjdank.
Poner absorbanceip 260 a 280 nm je pouzivan jakogtitko cistoty DNA a RNA.
Pontr odpovidajici 1,8 je obe&miijiman jakocista DNA. Pongr 2,0 - 2,2 je obeen
prijiman jakocista RNA. Pokud je totdislo nizsi, nez je uvedeno, indikujétpmnost
proteini, fenoki nebo dalSich kontaminantkteré silg absorbuji v/nebo blizko 280 nm
(manual NanoDrop Technologies, 2007).

Malé zneny v pH roztoku mohou Zisobit kolisani poru 260/280 (Wilfinger
et al. 1997). Kyselé roztoky mohou sniZzovat goraz o 0,2 - 0,3, zatimco alkalické
roztoky mohou tento po&n o uvedené hodnoty zvySovatulBzitym faktorem je téz
iontova sila roztoku.

Vysledky meteni koncentrace byly pouzity Kgpatu nanasky pro nasledn@steni
RNA.

4.2.8. Cisténi RNA

Cisteni vzorki bylo provedeno dle protokolu DNA-fr8& Kit Applied
Biosystems Ambion. Principem metody je smiseni wadlekho mnoZstvi vzorku
s DNAsou a nasledna inaktivace DNAsy precipitacvoldi jsme protokol, ktery
predpokladal vstupni mnozstvi deisttni 10ug RNA. Dle nangienych udaj

koncentrace vzoik byl spa@itdn objem vzorku, RNA nutny pro jednu reakdteni,
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nanesen a dopin do 50ul Nuclease-free vodou tak, aby finalni mnoZstvi Riyo

10 ug. Dale bylo postupovano dle protokolu. Byldano 5ul 10X DNase | Buffer a

1 ul rDNase I, lehce promichano a inkubovano 20-30umnpii 37°C. Poté byl fidan

5ul DNase Inactivation Reagent a za cabného promichavani gkou bylo
inkubovano 5 minut i pokojové teplot. Na za¥r byly vzorky centrifugovany 5 minut
pii 10000 g. Od sedimentu byl opatrodebran supernatant obsahujici RNA a vloZen do
cisté zkumavky a ozwkan jako RNA ,clean“. Tatatista RNA byla znovu rfena
stejnym postupem na Nanodropu jako iippdE nepra@isttné RNA a stanovena

koncentrace.

4.3. Reverzni transkripce

Reverzni transkripcerpvadi RNA na cDNA, ktera je stabi#jsi a vhodna pro
PCR reakci. Na reverzni transkripci byl pouZit pkatl RevertAid” H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit od spoétesti (Fermentas). Do reakce vzdy vstupovalo
mnozstvi lug RNA. Z gedchoziho réfeni koncentrace bylo vypiidno mnoZstvi
procisttné RNA, které bylo vloZzeno do reakce a déptmdo 11ul vodou a 1ul oligo
(dT)1s primeru (0.5ug/ pl). Nasledovala inkubacefip70°C 5 minut. Poté byly vzorky
zchlazeny na ledu a bylo pokmvano gidanim 4ul reaction buffer, il RiboLock™
RNase inhibitor (20ud), 2 ul 10 mM DNTP mix a 1ul RevertAid™” H Minus M-
MuLV RT (200Ufl) promichano, lehce zcentrifugovano a inkubovarm dgobu
60 minut @i 42°C. Reakce byla ukdéena zakivanim g 70°C 10 minut. Pak byly

vzorky zchlazeny na ledu a ozeay jako cDNA pro pozjSi pouZziti.

4.4. Real Time RT PCR

Primery a sondy pouzityfpReal Time RT PCR reakci byly navrzeny vyuZitim
databaze UPL Library Roche, jejich nazvy a sekvgasoa uvedeny vifilohové ¢asti
(viz. Prilohovacast str.86-87, tabulka 27). Primery byly objednarfirmy Eurogentec
(Belgie) v lyofilizované podoy ¢isténé odsolenim. Byl radkn zasobni roztok do
500uM koncentrace a zamrazen v -20°C. Pouzivané rozpokyeri byly fedny na
5 uM koncentraci a téz zamrazeny v -80°C. Proby bybyizity piimo ze zasobnich

roztokd.
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PCR reakce byla provedena podle navodu Light €Cy@80 Probes Master Mix
(Roche), kdy na jednu reakci s objememullObyly jednotlivé reagenty smichany v

nasledujicim pogru :

reagent [ul]

H20 3,1
MixRoche 50
primer (R+T) 0,8
proba 0,1
cDNA 1,0

Pred pouzitim kazdého nového primeru byki®n specificky produkt pomoci
iQ™ Syber green Bio-Rad Kitu dikky tan.

Pro stanoveni efektivity PCR reakce byly provedkalbraini kiivky Sesti az
deseti nasobnyrredénim pro kazdy primer.

Samotna PCR reakce byla provedena na cykléru Ligie€® 480 Real-Time
PCR dle porotokolu na obrazku5, byly pouzity destky s patem jamek 384, objem
reakce 1Qul.

Obr. €. 5 : Nastaveni protokolu cykléru.

nazev programu: |Preinkubace
pocet cykll 1
podminky prubéhu :
teplota [C] acquisition mode | ¢as [hh:mm:ss] | rychlost vzrustu [T/s]
95 none 00:10:00 4,8
nazev programu: | Amplifikace - kvantifikace
pocet cykll 50
podminky prabéhu:
teplota [C] acquisition mode | ¢as [hh:mm:ss] | rychlost vzrustu [T/s]
95 none 00:00:10 4,8
60 single 00:00:30 2,5
72 none 00:00:01 4,8
nazev programu: |Zchlazeni
pocet cykll 1
podminky prabéhu:
teplota [C] acquisition mode | ¢as [hh:mm:ss] | rychlost vzrustu [T/s]
40 none 00:00:30 2,5
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4.5. PCR

Testovani prime# (Bustin et al. 2009)

a) Pro kazdy primer byla stanovendivka tani pomoci SyberGreen BioRad
(fluorescerni proby, kterd se vaze nespecificky na ds DNAgtoTKivka
uréuje paet PCR produkt daného primery a byl tedy dale pouzivan pouze
takovy primer, ktery @&l pouze jeden produkt.

b) Dale byla promitena kalibrani kfivka, kterd dava hodnotucimnosti reakce
(efektivity E) pro kazdy par primémutnou pro kvantifikaci

c) VSechny vzorky PCR reakce bylyéheny v triplikatech a neliSily se o vice nez
0,5 Cp (hodnota Cp zdiapacet cykii).

d) Hladina analyzovaného transkrtiptu byla normalizav& hladig transkriptu
referedniho genu GAPDH s ohledem na efektivitu pro kaZygn takto
(Klusonova et al. 2009)

Normalizované mnozstvi = (1+EY" referenéni transkript/ (1+E)“" sledovany
transkript

Statistické hodnoceni

Vysledné hodnoty normalizovaného mnozstvi bylytae@ny na normalitu
rozloZeni, kterou imvazna vetSina z nich nesplnila. Proto, byl pronooeni pouZzit
nepérovy neparametricky Mann-Whitney test (stafistiprogram GrandPad Prison5).
Hodnoty jsou vyjateny jako pimér + SEM (standart error median), p < 0,05, n=5.
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5. Vysledky

Vysledky @inési relativni hladiny mRNA vybranych gerkteré byli rozdleny
do i sjednocujicich skupin. i) HIF a jeho regtiiageny, ii) oxidoreduéni systémy a
iii) enzymy energetického metabolismu.

Prvni sledovand skupina genHIF a jeho regukni geny, je centralnim
regulatorem buktnych reakci za snizenéhéigunu kysliku. HIF samotny aktivuje vice
nez sto cilovych gen které se podileji na adaptaci na hypoxii. U HbFgbdjednotky
je znama dast hypoxické stimulace. Dle naSich vyslked#osahla hladina mRNA
v normoxii hodnoty 1,364 + 0,088, a ta se¢mita na hranici signifikantnosti pouze u
RCH na hodnotu 1,172 + 0,151 (viz.{ilBhova c¢ést str. 58, grafla,
tabulka 1b).V ostatnich adaptacich nedoSlo k Zaigéifikantni zngné. Vyznamnym
regulatorem HIF za normoxickych podminek je FIH&p@agynyl-hydroxylaza). Jeji
hladina mRNA oproti normoxii (0,36 + 0,044) se sfiantné snizila ve dvou
expozicich hypoxie RCH (0,254 + 0,054) a CCH (022420,051) (viz. Ellohovacast
str. 59, graf 2a, tabulka 2b). V CIH se hladinanginré neznénila.

DalSimi regulatory HIF na udrovni proteinu jsou lgkdydroxylazy (PHD),
inaktivovany za hypoxie. Zabyvali jsme se izoformidD3 (genEgin3) indukovanou
hypoxii v kardiomyocytech a vSudiffomnou PHD1 (geftgin2). Zatimco u PHD3 se
oproti normoxické hodnét (4,948 + 0,491) hladina mRNA signifikagtmeznenila
v Zzadné z expozic (viz. fRohova c¢ast str. 61, graf 4a, tabulka 4lgin2 dosahlo
v normoxii hodnoty 17,218 + 1,131 a signifikatitse zvySila hodnota u CCH na
22,526 + 2,763 (viz. #ohovacast str. 60, graf 3a, tabulka 3b). U expozice RCEiH
se oproti normoxii hladiny signifikanémezngnily. Porovnani piméri hodnot mRNA
obou izoforem v jednotlivych expozicich ukazuje amapi zastoupeni vSudypomné
PHD1 oproti PHD3 v srdci (viz.iRohovacast str. 81, graf 24).

Do oxidoreduknich systém jsme z#adily enzymy, které jsouipmymi (SOD
Mn, SOD Cu, CAT) i nepmymi (ACO, TXNRD,GSR, GST) odbour&siaROS, ale i
enzym, ktery je dle nejn@jsich poznatik vyznamnym producentem ROS (MAO A).
Posledni zntiovany enzym MAO A byl v nedavné dbldentifikovan jako podstatny
producent ROS v mitochondriich. Naséieni poskytlo vysledky, které uvadi relativni
hladinu mRNA v normoxi 7,452 + 1,522 a ostanichaeigich se hladiny signifikanén

neznenily (viz. Prilohovacast str. 62, graf 5a, tabulka 5b).
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Prvnim dilezitym antioxidgnim enzymem je SOD (superoxid dismutéaza).
Cytoplazmaticka izoforma, SOD Cu, dosahla v noringglativni hodnoty mRNA
13,716 £ 1,522 a v ostatnich expozicich nedoSlgifikantni znéné (viz. Frilohova
cast str. 64, graf 7a, tabulka 7b). AvSak mitoch@idr izoforma, SOD Mn, ktera &ha
relativni hladinu mRNA v normoxii 8,408 + 0,419, signifikantré snizila v CCH na
hodnotu 6,62 + 1,283 a vRCH na 7,218 + 0,390. M Gk hodnota signifikann
neznenila (viz. Filohovacast str. 65, graf 8a, tabulka 8b). NaSe vysledkyzuj, Ze
porovnani piméra hodnot mRNA obou izoforem v srdci je vyjgéd dominantim
zastoupenim SOD Cu (vizribhovacast str. 81, graf 25). U enzymu CAT (katalaza)
jsme nangiili normoxickou hodnotu 0,296 + 0,027, a ta se Hilgantné zvySila v CCH
na hodnotu 0,444 + 0,050. V CIH a RCH se hodnota signifikantré nezngnila (viz.
Prilohovacast str. 63, graf 6a, tabulka 6b).

Nas prvni enzym, {sobici nefimo na regulaci hladiny ROS je ACO
(akonitaza). ACOL1, cytoplazmaticka izoforma, seotipnormoxické hodnet hladiny
MRNA (0,942 + 0,069) nezénila v Zadné z hypoxicych expozic (viztilBhova cast
str. 66, graf 9a, tabulka 9b). St&jtak tomu je i s druhou mitochondrialni izoformou
ACO2, ktera ma v normoxii hodnotu 34,77 + 2,829 &CGH, CIH a RCH se
signifikantre nezngnila (viz. Rilohovacast str. 67, graf 10a, tabulka 10b). Porovnani
praméra  hodnot MRNA obou izoforem ukazuje zcela majoritaastoupeni
mitochodnrialni ACO2 (viz. Plohovacast str. 82, graf 26) Z glutathionového systému
nami vybranad GSR (glutathion reduktazaglannangtenu relativni hladinu mRNA
v normoxi 3,408 + 0,296. Ta se signifikaéitenizila v RCH (2,616 + 0293) a v CCH
(3,008 + 0,095). V CIH se hladina vyznaineznénila (viz. Filohova cast str. 68,
graf 11a, tabulka 11b). Druhym nami zvolenym zastup tohoto systému je GST
(glutathion-S-transferaza), jehoz hladina v normd@®i938 + 0,082) se v zadneé
z hypoxickych expozic nezimnila (viz. Rilohova ¢éast str. 69, graf 12a, tabulka 12b).
Z thioredoxinové komplexu jsme zvolili TXNRD (thedoxin reduktazu), resp.
izoformu cytoplazatickou TXNRD1 (gefixnrdl) a mitochondrialni TXNRD2 (gen
Txnrd?d. TXNRD1 méla v normoxii hodnotu 0,64 + 0,041 a v ostatniclpazicich
zmena signifikantni nebyla (viz.ifohovacast str. 70, graf 13a, tabulka 13b). Stepk
tomu bylo u druhé izoformy TXNRD2, kdy hodnota wmoxii byla 2,526 + 0,309 a
ostatni expozice tuto hodnotu signifikanbeznenily (viz. Prilohova ¢ast str. 71,

graf 14a, tabulka 14b). Porovnaniupera hodnot mRNA obou izoforem ukazuje
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dominantni zastoupeni mitochondrialni TXNRD2 oprotitosolické izoform (viz.
Prilohovacést str. 82, graf 27).

Posledni sjednocujici skupina, tykajici se enryenergetického metabolismu,
zahrnuje d¥ mitochondrialni izoformy, mitoCKu (mitochondrialriireatinkinazu -
ubiquitug, mitoCKs (mitochonrialni kreatinkindza sarcomerig, a dw¥ cytosolické
izoformy CK M (kreatinkinaza - muscle) a CK B knekindza - brain. MitoCKu
dosahla relativni hladiny mRNA v normoxii 2,3*10+ 0,00001 a &menila se
signifikantre v Zadné jiné expozici (viz.ifPohovacast str. 72, graf 15a, tabulka 15b). U
mitoCKs nEla hladina v normoxii hodnotu 92,44 + 6,444 a doBlsignifikantnimu
snizeni v RCH o ifblizné¢ 17% na hodnotu 77,96 £ 5,079. V CIH a CCH se hiadi
vyznamm neznenila (viz. Rilohovacast str. 73, graf 16a, tabulka 16b). U cytosolické
izoformy CK M jsme narili normoxickou hodnotu hladiny mRNA 102,81 + 9,542
Ta se signifikanté sniZila o 20% u RCH expozice na hodnotu 82,79601.8Ve
zbylych dvou expozicich k vyznamné &mi nedoslo (viz. Hlohova ¢ast str. 74,
graf 17a, tabulka 17b). U druhé cytosolické izofpr@K B byla normoxicka hodnota
2,125 £ 0,414 a z nasSich vyslédikychazi signifikantni posun u dvou expozic. V CIH
se hladina mRNA snizila o 53% na hodnotu 1,00828®, V RCH doslo také ke
sniZzeni na hodnotu 1,057 + 0,062, tfibpzné o 50%. V CCH nedoSlo k vyznamné
zmeéné hladiny mRNA (viz. Filohovacast str. 75, graf 18a, tabulka 18b).
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6. Diskuze

Tato prace ma za cil poskytnout screening vybranych {gesouvisejicich
s oxidoreduknimi systémy a tykajicich se kardioprotektivnicinia raiznych expozic
chronické hypoxie. Pokusy byly provad na dosplych samcich potkan kmene
Whistar. Chronickd hypoxie byla navozena v normici@r hypoxické komie, kde
bylo mnozstvi Q@ snizeno na 10%. Byly vytveny ¢&tyti experimentalni skupiny
s riznym casovym rozvrhem expozice hypoxie: i) normoxicka ,(N) chronicka
kontinualni hypoxie (CCH-10% £ 24 h den#, 21 expozic), iii) chronicka
intermitentni hypoxie (CIH-10% £ 8 h deng, 21 expozic), iv) reoxygedai
chronicka hypoxie s hodinovou reoxyganaci (RCH%10,, 23 h den#, 21 expozic).
Ne u vSech &hto expozic je zcela znam kardioprotektivnéingk. Nejvice
prozkoumanym modelem je chronicka intermitentnikey& (hypobarickd) hypoxie,
kterd snizuje velikost infarktu, srél@ch arytmii a zlepSuje obnovu kontraktilnich
funkci myokardu. Kontinualni chronick& hypoxie nagna v normobarické korf®ma
pozitivni vliv na velikost infarktu, avSak bylo gd@zano, Zze ngmasi antiarytmicky
ucinek. Objevem posledniho roku labon&d-yziologického Ustavu AV je zjisti, Ze
jednohodinova reoxygenace zhasSi veSkeré kardidgiaté Ucinky (Ustni sdleni J.
Neck&).

Vysledky @inasi relativni hladiny mRNA vybranych gerkteré byli rozdleny
do i sjednocujicich skupin. i) HIF a jeho regtiiageny, ii) oxidoreduéni systémy a
iil) enzymy energetického metabolismu. Hladiny mREy vztaZzeny k housekeeping
genu GAPDH. Hodnoty jsou vyjéehy jako ptimér + SEM (standard error median),
p < 0,05, n=5.

Prvni sledovana skupina zahrnuje, HIF, ktery ma&atgitelnou Ulohu
v burg¢né odpo¥di myokardu na ischemické poskozeni, a hydroxyl&tsré reguluji
jeho hladinu na proteinové Urovni cestou kyslik etefentni proteolyzy v normoxii.
V hypoxii nhaopak doch&zi ke stabilizaci jeho alfadjednotky inhibici hydroxylaz a
HIF ve forme o/ dimeru zisk& svoji transkidpi aktivitu, kdy ntize ovlivnit az stovky
gerni (Wang et al. 1995). Z literatury vyplyva, ze ef€dHH a CCH v akumulaci HIF se
liSi v nasledujicich aspektech: i) intenzita a mivACIH je vice dinna v iistu HIF ko
proteinu nez CH (Yuan et al. 2005), ii) CIH udrzgeySeny HIF i po navratu do
normoxie, zatimco u CH dochazi k jeho poklesu @gZLp min navratu do normoxickych
podminek (Yuan et al. 2008). NaSe vysledky ukazadi, se jeho mRNA hladina
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signifikantre neliSila od normoxie (1,364 + 0,088) v CIH ani CQHz. Frilohovacast
str. 58, graf 1a, tabulka 1b). V RCH je trend kéZeni o 15% (1,172 = 0,151 )
(p=0,055). Stroka et al. potvrdili na mySich (ktejgou k hypoxii vice odolné nez
potkani), Zze v normoxii je exprese HIF rozdilnaizmych organech (HIF jefftomny
ledvinami; jeho kinetika se téZ v jednolivych orgéh velmi liSi. Naist exprese je spis
zalezitost akutni; v jatrech a ledvinach dosahugxima po jedné hodénhypoxie a
navraci s k norhpo 4 hodinach, avsak v mozku dosahuje maxima a&hpa po 12h
klesne k jivodnim hodnotam (Stroka et al. 2001). Aktivace skaipce HIF v akutni
fazi hypoxie vys¥tluje, prat jsou naSe vysledky v chronické expozici v CIH aHCC
neznénény. RCH patri piinasi jiny typ stresu, na ktery je obtizné se aolagit(nema
protektivni efekt), a proto tize byt trend exprese HIF afrgy. Je velmi pravgpodobné,
Ze po dlouhodobé adaptaci na CCH a CIH sikpumachazeji jiz v rovnovazném stavu
a proto “turn over” této mRNA se neliSi od kontrol.

Nase vysledky Ize v séasné dob srovnat s odpovidajicimi literarnimi Gdaji jen
sporadicky, nelb o expresi existuje po¥mé malo informaci na velmi nesourodych
modelech. ¥tSina praci uvadi zvySeni HIF 1 mRNA po kratkénil@ésn hypoxickém
stimulu na bui&nych kulturach. Na primarni kulturu z neonatélnkeindiomyocyi byl
aplikovan anoxicky stimulus, trvajici 20 min a p&mnasledovala 36 h hypoxie (1-
2% ), ktery téz zvysil experi HIF1Stejre tak silny kratkodoby hypoxicky stimulus
6,5-7,5% Q po dobu 0,5 aZz 2 hodiny vyvolal zvySenou exprel$illd (Wiener et al.
1996). In vitro studie na HL-1 likach ukazuje zvySeni HIFImMRNAdetné proteinu)

v reakci na 1% po dobu 12 a 24 (Nguyen & Claycora®9). Weiner et al. ukazali, Ze
HIF 1 mRNA se nezvysila v LV u potkan po 60 min Bgexpozice (Wiener et al.
1996).

AvSak existuji i studie adagtai, které popisuji zvySeni HIF exprese u srdite p
adaptaci na 10% HavsSak neniiejmé, zda se jedna o hypobarickbunormobarickou
hypoxii. Forkel et al (2003) uvéfd zvySeni eprese HIF 1 u srdce v adaptaci stejné
nadmdské vysky, avSak pouze po dobu dvou tydpp normobaricka — hematokrit
63%) (Forkel et al. 2004).fPadaptaci 3 tydny na 10%,Mypoxii (z prace neni jasné,
zda jde o normobarickoti hypobarickou expozici) doslo téz ke zvySeni HIMRNA
zhruba o 15% (Lam et al. 2008)

Nenelo by se téZ opominout, Zgipadna patba doplgni ¢i zvySeni hladiny

MRNA se nfize realizovat nepravidaelina v podstat pulsre (0 tom sedci akutni
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studie). TudiZ by byla ndhoda v chronické expozastihnout tuto epizodu. Zajimaveé
by bylo zn#tit HIF v hypobarii, nebt ta poskytuje sil&Si hypoxicky stimulus nez
normobarick& hypoxieipstejné koncentraci £a ma silny kardioprotektivni charakter.

Jak jiz bylofe¢eno, vyznamnym regulatorem HIF za normoxickych pivdik
jsou specifické hydroxylazy. Recentni studie (Bacale 2010) ukazala, Ze inhibice
téchto hydroxylaz lokalé zvySuje HIF L, ktery aktivuje abiogenezi a remodelaci srdce,
coz zlepSuje celkovou sr&td funkci pred ischemickym poskozenim. V naSi praci jsme
stanovili expresiti hydroxylaz souvisejicich s regulaci HtFY srdci (asparagynyl-
hydroxyldza FIH1 a EGLN1, EGLN3). Hladina mRNA FIMasi praci (0,36 + 0,044)
signifikantre klesla oproti normoxii ve dvou expozicich hypoxRCH, CCH,) o0 27 a
33% v uvedeném padi, (viz. Rilohovacast str. 59, graf 2a, tabulka 2b), coZd¥v o
vyznamneé funkci této hydroxylazy v regulaci HIF yplxickém srdci. In vitro prace na
bunkach HEK293 a Hep3B ukazali, Ze mRNA FIH1 se smiauhypoxii (1% @), coz
je v souladu s naSimi vysledky ziskanymi s 10xinggoxii (Mahon et al. 2001).

DalSimi regulatory HIF na arovni proteinu jsou ptdlydroxylazy (PHD), které
jsou inaktivovany za hypoxie. Hladina mRNA PHD3r{g®In3 se oproti normoxické
hladins (4,948 £ 0,491) signifikanthnezngnila v Zadné z expozic (viz.ifohovacast
str. 61, graf 4a, tabulka 4b). V bigmych studijich se ho¥do zvySeni PHD3 mRNA
po 4 h vysoce hypoxického stimulu (1%)@ lidskych kardiomyocyt, zatimco EgIn2
MRNA se nezrnila (Cioffi et al. 2003). U 8 tydennich potkaraklimatizovanych
v normobarickych komorach na 8%, @o dobu 8 h (perflaze srdce, infarkt) rostla
MRNA PHD3 po ischemickém zasahu (Willam et al. 2006

Mnozstvi vSudypitomné PHD1 €gln2 v naSich experimentech doséahlo
v normoxii hodnoty 17,218 + 1,131 a signifika&itse zvySila 0 30% u CCH na 22,526
+ 2,763 (viz. Rilohovéa ¢ast str. 60, graf 3a, tabulka 3b). U expozice RCBIld se
oproti normoxii hladiny signifikanthnezngnily.

Uloha oxidativniho stresu v ischemicko/reperflznipo3kozeni srdce je
povazovana za velmi vyznamnou. Na druhé sti€olad et al. nedavno prokazali, Ze
podani NAC (N-acetyl cystein) snizujici GSH/GSSHnpo (a tedy miru oxidativniho
stresu), zcela poitdo kardioprotektivni dinek hypobarické CIH (Kolar et al. 2007).

Tento nélez finesl potebu zmapovat antioxidai systém v myokardu za
raznych adaptaci @etre RCH, ktera kardioprotektivni mechanismy hypoxidggwije),
neba se zda, Ze ipnéena mira oxidatvniho stresu souvisi s aktivaci

kardioprotektivnich mechanismVybrali jsme tedy do p@teiniho screeningu mRNA
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hlavnich antioxidénich enzynmi zastupce, které jsourimymi (SOD Mn, SOD Cu,
CAT) i negimymi (ACO, TXNRD,GSR, GST) odbour&tieROS.

SOD (superoxid dismutaza) giglezitym antioxidgnim enzymem a jeji aktivace
je spojovana nejen se zvysenim odolnodti VR poSkozeni a oxidativnimu stresu, ale
je spojovana i se zétlivymi procesyc¢i aktivovanymi heat shock proteinyifélesné
zaezi (Hamilton et al. 2001, Shiro Hoshida et al. 200Qytoplazmaticka izoforma,
SOD Cu nebyla v naSich modelech émdna (viz. Rilohova ¢ast str. 64, graf 7a,
tabulka 7b). AvSak mitochondrialni izoforma, SOD Bmv CCH snizila 0 22% (6,62 +
1,283) proti normoxii (8,408 + 0,419), k poklesuStiotéz v RCH o 14% (7,218 +
0,390). V nové skupin zvitat vS8ak k&mto poklesm nedoSlo, tak je nezbytné tyto
vysledky jeSt opakovat na dalSi skug@nV literature se uvadi &reni SOD aktivity
vétSinou v kontextu navozeného stresu podanis®,Hs kratkych ¢asovych usecich.
Vyzkumna skupina Yamashita et al. prodadmeieni exprese a aktivity SOD Mn na
neonatalnich myocytech potkana in vitro, které ay$a 1h hypoxii pomoci
hypoxického roztoku (>94% N, 5% GQAL%(Q) a nasledné reoxygenaci. V reoxygenaci
doSlo ke zvySeni aktivity, ktera nad normoxickynadhotami petrvavala az 36 h, a
dale ke zvySeni exprese, kter4 vyvrcholila 20-4hunhipo hypoxickém stimulu
(Yamashita et al. 1994). Podobnych vysledkySeni exprese SOD Mn po promyvani
H.O, dosahla i skupina Rohrdanz et al. (Rohrdanz & K&BB8). AvSak u
perfundovaného srdce po 30 minutovém promyvai@,Hk nafistu SOD Mn mRNA
nedoSlo (Csonka et al. 2000). NejblizSim modelerBicha podminek adaptace na
hypoxii byl vyzkumny projekt, provamy na prasatech. V LV doSlo ke zvySeni aktivity
a exprese mitochondrialni SOD Mn po adaptaci nabgpckou CIH (5000m, 6h/den,
28 expozic), avSak u cytosolické SOD Giu giejnych podminkach k zadnym &nam
exprese ani aktivity nedosSlo (Guo et al. 2009).

CAT je druhym pimym odbouravéem v metaboliké draze ROS. Jeji aktivita
byla jiz nékolikrat potvrzena jako hlavni determinant v Bémé obrag proti HO;
toxicit¢ v riznych typech butk (Yamada et al. 1991, Spitz et al. 1992, Kasugai &
Yamada 1992), stejntak, jako jeji zvySena exprese v odpdivna HO, (Tate et al.
1995, Clerch et al. 1991). Z naSickmmi vyplyva signifikantni zvySeni hladiny mRNA
proti normoxii (0,296 = 0,027) v CCH o 50% na hotin6,445 + 0,055, coz potvrzuje
kardioprotektivni gsobeni CCH a s tim koreluje naSe signifikantniemi RCH o 7%
(0,2025 + 0,068), kdy RCH je znama jako zkéd&ardioprotekce. V jiz zminém studii
na guinejskych prasatech (Guo et al. 2009), byiant&ena aktivita a exprese CAT v
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srdci, gicemZ hypobaricka CIH hladinu CAT mRNA indukovalagjst jako jeji
aktivitu. AvSak naSe vysledky zmu hodnoty v normobarické CIH nepotvrdily (viz.
Prilohovacast str. 63, graf 6a, tabulka 6b). Jak ukazekiteré dalSi studie, kratkodoby
hypoxicky stimulus in vitro mize vyvolat dokonce snizeni exprese a aktivity CAT
(Rohrdanz & Kahl 1998), ale také nemusi (Csonkale®000). Je tedy @&p velmi
podstatné, jaky model byl k pokusu vyuZit a za g@kgodminek.

ACO je vyznamnym regulatorem homeostazy Zeleza (taner redukované a
oxidované formy) a népmo zasahuje do regulace hladiny ROS #dau Homeostaza
Zeleza je vedle kysliku, vyznamnym regulan faktorem aktivity hydroxylaz, jak PHD,
tak FIH, nebé redukovana forma BE je jejich gimym kofaktorem spot®é s
ascorbatem. Z toho plyne, Zdimpérent zvySeny oxidativni stres sniZuje aktivitu
hydroxylaz a tim aktivuje HIF, ktery je ve zvySemée je toxicky. Zde mizeme hledat
kardioprotektivni fisobeni piméieného hypoxického stimulu, ktery utlumigmbeni
hydroxylaz a aktivuje HIF, ktery se podili na roj\amgiogeneze, metabolické adaptaci
a remodelaci myokardu podporujici jeho viabilitypoxii. Cytoplazmatické izoforma,
ACO1, se oproti normoxické hodrohladiny mRNA (0,942 + 0,069) nezmila
v Zzadné z hypoxicych expozic (viziiPhovacast str. 66, graf 9a, tabulka 9b). Stejn
tak tomu je i s druhou mitochondrialni izoformou @€, kterd ma v normoxii hodnotu
34,77 + 2,829 a v CCH, CIH a RCH se signifikantreznenila (viz. Rilohovacast str.
67, graf 10a, tabulka 10b).

Co se tykd GSR, tak jedina studie o expresi GSRogelu hypoxie byla
provedena vyzkumnou skupinou Farias et al., kdy lsghnoveny hladiny aktivity a
exprese proteinu ve varlatech a nadvarlatech u &daptovanych na hypobarickou
intermitentni hypoxii (4600m) (96 h hypoxie — 96nermoxie po dobu 32 di.
Vysledky @inesly redukci aktivity a signifikantni snizeni egpe CAT mRNA (Farias
et al. 2010). ZnaSich vysletlkvyplyvd podobny zaw, kdy dochazi u GSR
k signifikantnimu snizeni v RCH (2,616 + 0293) @&@28proti normoxii (3,408 + 0,296)
a steji tak v CCH 0 13% (3,008 * 0,095). V CIH se hladuyanamr neznénila (viz.
Prilohovacast str. 68, graf 11a, tabulka 11b). Vysledky skyarada et al. in vitro na
mySich buikdch (neuroblastoma), které byly dgety selenem a nasledexponovany
v hypoxickém roztoku (3% £ 92% N and 5% CGQ) po dobu 48 h, finesly zajimavé
vysledky, propojujici glutathionovy systém s fun&®D. Po oSéeni burgk selenem a
nasledné hypoxii doSlo ke zvySeni GSH, aktivity GERPXx a stefhtak SOD aktivity.

Bunky vystavené pouze hypoxii (bez a®eti) nezvySily aktivitu ani jednoho
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z uvedenych enzyin Z vysledki vyplyva, Ze dostatmy piisun selenu zajiije
odpovidajici aktivitu GSR a PRXx, které udrzuji ogilni redukni stav biiky (Sarada
et al. 2008). V tomto optimalnim vnitrobtimém prosiedi mize SOD fsobit jako
ochranny element. Naopakils vysoky oxidativni stres v tomtdipadct naopak sniZzuje
jeji aktivitu. Tyto vysledky jsou v souladu s naSimi nélezy, kdyS©OD mRNA Mn/Cu
hladiny nergni v normobarické expozici, avSak SOD Cu signifiken klesa
v hypobarické hypoxii (neuvedeny vysledek v praci).

Druhym nami zvolenym zastupcem tohoto systému BT glutathion-S-
transferaza), jehoz hladina v normoxii (0,938 +82)0 se v zadné z hypoxickych
expozic nezrénila (viz. Rilohovacast str. 69, graf 12a, tabulka 12b).

Z thioredoxinové komplexu jsme zvolili TXNRD (thiedoxin reduktazu), resp.
izoformu cytoplazatickou TXNRD1 (gefixnrdl) a mitochondrialni TXNRD2 (gen
Txnrdd. Txnrdlméla v normoxii hodnotu 0,64 + 0,041 a v ostatnicpaicich zn¢na
nebyla signifikantni (viz. Mlohovacast str. 70, graf 13a, tabulka 13b). Stdjgk tomu
bylo u druhé izoformyTxnrd2 kdy hodnota v normoxii byla 2,526 + 0,309 a astat
expozice tuto hodnotu signifikanneznénily (viz. Prilohova ¢ast str. 71, graf 14a,
tabulka 14b).

Izoformy CK jsou nedilnou sdasti energetického metabolismu srdce a
mitochondrialni CK je v této praci ziwovana v kontextu udrZzeni potencidlu na
mitochondrialni membr&nptimou dodavkou ADP komplexu V dychaciliettzce a
s tim souvisejiciho snizeni produkce ROS. Namioslada skupina zahrnuje ®b
mitochondrialni izoformy, mitoCKu (mitochondrialnkreatinkindzu - ubiquitug,
mitoCKs (mitochonriélni kreatinkinaza sarcomeri¢, a ol& cytosolické izoformy
CK M (muscle) a CK B (brain). V souvislosti se sdtbyly publikovany udaje ziskané
metodou Nothern blotting, které uvdgid Ze zectyr izoforem pouze mitoCKu neni
v srdci exprimovana (Anflous et al. 1997). Tutooimhaci jsme potvrdily u vSech
expozic (viz. Filohovacast str. 72, graf 15a, tabulka 15b) pomoci RealeTRii PCR.
Naméiené hodnoty mRNA pro CK izoformy ukazakkolik zajimavych skuténosti.
Majoritni exprese dosahly izoformy CK [402,81 + 9,542) a mitoCKs (92,44 + 6,444)
a ol izoformy se v normoxii i v ostatnich expozicichdjemré od sebe neliSily.
Soutasre v soutech jejich exprese doslo k signifikantnimu poklesuvSech typech
expozice (CIH, RCH a CCH) o 13%, 17% a 15% v uvédempdadi (viz. Rilohova
¢ast str. 77, graf 20a, tabulka 20b). V odpovidefichomogenatech byla zpena
aktivita (neni sotast prace), kter4d naopak stoupla &&ma dvojnasobek ve vSech
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expozicich. To se da vy&tlit tim, Ze CK je regulovana na urovni expresesféoylace
pomoci AMPK (Ponticos et al. 1998) a ubiquitinyla@hao et al. 2007). Rostouci
aktivita tedy jednoznmé souvisi s Utlumem fosforylaceg degradace proteinu, o tom
rozhodne WB analyza. Podstatnééledi na arovni mRNA je tedy, Ze exprese
majoritnich izoforem v cytosolu a mitochondriich\jgpontru CK M/mitoCKs velmi
blizkém jedné, ktery jen migrpoklesl a je velmi stabilni ve vSech expoziciclpdwie.
Pokles exprese je tedy rovnémy u obou izoforem (viz. #ohova ¢ast str. 78,
graf 21a, tabulka 21b). U obou izoforem doslo kigantnimu poklesu u RCH. U CK
M o 19,5% na hodnotu 82,796 + 8,009 a u mitoCKsa £7% (77,96 +5,079). Tyto
nalezy mohou nagdcovat o stejd fizené transkrigni aktivitt u genu pro CK M a
mitoCKs. Zde bych si dovolila zminit naSe (ve viglieh neuvedené nalezy) na vSech
adaptacich, kde je trend zvySeni transkripce u MIRCH (viz. Rilohovacast str. 76,
graf 19a, tabulka 19b) na hranici signifikance rktgle proti snizeni mitoCKs. To by
v ohledu pimé dodavky ADP do mitochondriifipasociaci s ANT mohlo it o
funkénim spojeni, tedy vzajemném zastoupe&thto dvou enzyrin Tyto nalezy je
vSak nutné studovat na proteinové urovni a v prostam kontextu jeho ysobeni
v buice, zvla3t pak asociace HK2 s ¥8i mitochondridlni membranou (Wilson 2003).
Podivame—li se na pampraméra dvou cytosolickych izoforem CK M a CK B
dosahuje v normoxii hodnoty 48 (poloZeno 100%),M & RCH dochéazi k jeho distu
70% a 60% v uvedeném iaali. V CCH ponar praméra klesa o 14% pod normoxickou
hodnotu (viz. Flohova ¢ast str. 79, graf 22a, tabulka 22b). Tato skubst givadi
pozornost na ulohu CK B izoformy, kterd je domimémt genem v embryonalnim srdci
a jeji exprese je snizena v déigisti na dobe detekovatelnou uroiie Exprese je
indukovana v dosftosti v pripact patologickych stimdui, jako je ischemie, hypertofie a
srdeni selhani (pro ifghled Ventura-Clapier et al. 2004). V naSi pra@kvk indukci
exprese nedochazi a kstu pongru naopak dochéazi jejim poklesem v RCH a CIH.
V CCH, kde je prokazana kardioprotekce se nelishaunoxie (viz. Fllohovacast str.
75, graf 18a, tabulka 18b).
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7. Z&wRr

Zawrem lzetici, Ze:
1. Byla zavedena metoda izolace mRNA ze &nilékare véetné vhodnehatisteéni
MRNA.

2. Byly navrZzeny optimalni primery pro 20 gen

3. Byly zmeteny hladiny mRNA vybranych génve tech typech adaptace na
chronickou hypoxii a rozteny do ti skupin podle své fyziologické ulohy.

M¢éteni @inesla tyto nalezy:

i) HIF1a sniZuje svoji expresi pouze v adaptaci na RCH@ddvysledk dale vyplyva,
Ze jeho regulace v hypoxii obechy mohla byt ovlivina gevazre cestou FIH, jehoz
exprese poklesla ve vSech adaptacich. V CCH dé&l& poklesu u PHD1. PHD3 na

arovni mMRNA neprokazala Zadné &my na tchto modelech.

i) U oxidatnich a antioxidénich systérd naSe vysledky ukazali nepéi zneny

v expresi MRNA u CAT, a to dvojnasobnym zvySenimrege v CCH. Podobny trend
jiz nenastal u Zzadného z antioxidéch enzyni a naopak doSlo ke sniZzeni exprese
v RCH a CCH u SOD Mn a GSR.

iii) Izoformy kreatin kinazy vykazaly zsmy v expresi u vSech zastupckroms
mitoCKu, jejiz hladina se blizi nule. RCH vyznahsmiZila expresi vSectiitizoforem,
piicemZ u CK B doslo navic k signifikantnimu poklesGN.

Exprese ostatnich sledovanych mRNA se rdyy coz s¢déi o tom, Ze
kontinualni chronicka adaptace na hypoxii vytw@vnovazny stav, kdy se jiz hladina
na urovni proteinu dynamicky neémi a dochazi tak k vyvazenym podminkam aktivace

exprese a odbouravani proteinu.
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8. Prilohova éast

V priloze jsou uvedeny grafy a tabulky proéty¥i experimentalni stavy :

N normoxie

CIH chronicka intermitenti hypoxie

RCH chronicka hypoxie s 1-hodinovou reoxygenaci
CCH kontinualni chronicka hypoxie

mRNA relativni

Graf ¢. 1a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu HIF1a (* p=0,06).

Tab €. 1b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibiggoxie

HIF-1a

EXP N CIH RCH CCH
1.3 1,51 1,44 1,36
131 1,34 1,06 1,23
1,46 1,23 1,02 1,44
1,48 1,16 1,11 1,07
1,27 1,26 1,23 0,8
PRUM 1,364 1,3 1,172 1,18
SMODCH 0,088 0,120 0,151 0,228
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Graf ¢. 2a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu FIHL (* p<0,05).

Tab €. 2b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

FIH1
EXP N CIH RCH CCH
0,34 0,27 0,26 0,25
0,30 0,27 0,16 0,32
0,40 0,35 0,30 0,22
0,34 0,23 0,24 0,18
0,42 0,22 0,31 0,22
PRUM 0,360 0,268 0,254 0,2425
SMODCH 0,044 0,046 0,054 0,051
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Graf ¢. 3a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu EGLN2 (* p<0,05).

Tab €. 3b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

EGLN2

EXP N CIH RCH CCH
17,59 19,2 19,03 21,47
18,6 16,85 15,7 23,35
15,15 17,08 15,95 20,68
17,47 17,29 18,87 19,64
17,28 19,24 19,16 27,49
PRUM 17,218 17,932 17,742 22,526
SMODCH 1,131 1,061 1,570 2,763
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Graf ¢. 4a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu EGLN3 (* p<0,05).

Tab ¢. 4b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expermentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronickd intermitentni hypoxie, RC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinualni chroniblggoxie

EGLN3
EXP N CIH RCH CCH
4,71 5,44 5,76 4,75
4,79 4,41 4,55 4,75
5,78 3,93 4,72 5,4
5,14 4,58 6,15 3,96
4,32 4,08 6,25 2,6
PRUM 4,948 4,488 5,486 4,292
SMODCH 0.491 0,529 0,716 0,961
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Graf ¢. 5a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu MAOA ( * p<0,05).

Tab €. 5b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

MAO A
EXP N CIH RCH CCH
8,45 5,25 7,69 7,16
5,23 5,49 10,59 6,11
9,07 5,62 7,17 7,78
8,47 8,1 10,62 8,96
6,04 9,79 10,83 7,04
PRUM 7,452 6,85 9.38 7.41
SMODCH 1,522 1,796 1,603 0,941
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Graf ¢. 6a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu CAT( * p<0,05).

Tab €. 6b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

CAT

EXP N CIH RCH CCH
0,26 0,22 0,20 0,44
0,32 0,15 0,31 0,51
0,33 0,14 0,21 0,49
0,3 0,4 0,14 0,39
0,27 0,47 0,15 0,39
PRUM 0,296 0,276 0,202 0.444
SMODCH 0,027 0,135 0,060 0,050
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Graf &. 7a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu SODCu (* p<0,05).

Tab €. 7b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

SOD Cu

EXP N CIH RCH CCH
13,9 16,71 12,4 12,8
13,35 11,34 14,88 16,68
12 1131 10,26 13,96
12,84 10,4 11,13 10,65
16,49 9,81 12,61 17,72
PRUM 13,716 11,914 12,256 14,362
SMODCH 1,522 2,466 1,567 2,570
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mRNA relativni

Graf ¢. 8a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu SODMn ( * p<0,05).

Tab €. 8b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

SOD Mn

EXP N CIH RCH CCH
8,25 9,81 7,9 6,62
7,98 7,6 6,91 7,94
8,1 7,08 6,78 8,04
8,56 7,55 7,19 5,85
9,15 7,11 7,31 4,65
PRUM 8,408 7.83 7,218 6,62
SMODCH 0,419 1,013 0,390 1,283
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Graf ¢. 9a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu ACQL (* p<0,05).

Tab €. 9b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych experimentélnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibggoxie

ACOI1
EXP N CIH RCH CCH
1,06 1,27 1,18 1,06
0,91 0,89 0,72 1,01
0,95 0,88 0,91 1,13
0,94 1,1 1,07 0,99
0,85 0,94 1,04 0,37
PRUM 0,942 1,016 0,984 0,912
SMODCH 0,069 0,149 0,158 0,275
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mRENA relativni

Graf ¢. 10a: Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu ACO2 (* p<0,05).

Tab ¢. 10b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

ACO2
EXP N CIH RCH CCH
33,62 43,29 34,64 31,45
31,36 26,90 26,22 35,94
35,13 20,72 33,67 33,72
39,88 37,50 37,51 26,27
33,86 32,29 36,73 31,80
PRUM 34,77 32,14 33,754 31,84
SMODCH 2,829 7,886 4,013 3.210
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Graf ¢. 11a: Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu GR (* p<0,05).

Tab ¢. 11b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

GSR

EXP N CIH RCH CCH
3,68 2,99 2,62 2,94
3,25 2,76 2,11 2,94
3,3 3,21 2,74 3,17
3,81 3,52 2,85 2,98
3 2,96 2,76 3,01
PRUM 3,408 3,088 2,616 3,008
SMODCH 0,296 0,259 0.293 0,095
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Graf ¢. 12a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu G ( * p<0,05).

Tab ¢. 12b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

GST
EXP N CIH RCH CCH
1,00 1,20 0,72 0,83
0,98 1,04 0,88 1,47
0,80 1,00 0,74 0,86
0,89 0,79 1,07 1,04
1,02 0,64 0,86 0,88
PRUM 0,938 0,934 0,854 1,016
SMODCH 0,082 0,197 0.125 0,238
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Graf ¢. 13a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu TXNRD1 (* p<0,05).

Tab ¢. 13b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

TXNRD 1
EXP N CIH RCH CCH
0,66 0,73 0,64 0,63
0,62 0,55 0,53 0,67
0,59 0,55 0,52 0,61
0,71 0,65 0,56 0,48
0,62 0,55 0,63 0,30
PRUM 0,64 0,606 0,576 0,538
SMODCH 0,041 0,073 0,050 0,135
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Graf ¢. 14a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu TXNRD2 (* p<0,05).

Tab ¢. 14b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

TXNRD 2
EXP N CIH RCH CCH
2,42 3,08 2,54 2,53
2,25 2,32 2,66 2,93
2,43 2,19 2,16 2,44
2,40 2,34 2,23 3,67
3,13 2,34 2,58 2,63
PRUM 2,526 2,454 2,434 2,893
SMODCH 0,309 0,318 0,200 0.485
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Graf ¢. 15a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu mioCKu ( * p<0,05).

Tab ¢. 15b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

mitoCKu
EXP N CIH RCH CCH
0,000029| 0,000054| 0,000029| 0,000016
0,000028| 0,000029| 0,000107| 0,000082
0,000029| 0,000019| 0,000041| 0,000049
0,000017| 0,000032| 0,000041| 0,000048
0,000045| 0,000028| 0,000017| 0,000022
PRUM 0,0000298 | 0,0000324| 0,000047 | 0,0000434
SMODCH 0,00001 0,00001 0,00003 0,00002
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Graf ¢. 16a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu mioCKs (* p<0,05).

Tab ¢. 16b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibg@oxie

mitoCKs

EXP N CIH RCH CCH
87,22 108,67 80,47 76,24
98,58 87,20 83,46 96,61
86,89 87,22 68,47 80,80
101,06 84,04 77,91 70,46
93,43 72,09 79,50 85,37
PRUM 93,44 87,84 77,96 81,90
SMODCH 6,444 11,808 5,079 8,861

73




Dita KaSparova Chronicka hypoxie a expreseaigen

CKM
150+
'c
=
= 100+ -
2
>
o 504
E
0-
oS
c’Cz

Graf ¢. 17a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu CKM ( * p<0,05).

Tab €. 17b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expemmentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronick&
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinualni chroniblggoxie

CKM

EXP N CIH RCH CCH

119,23 103,10 95,24 60,47

102,04 66,46 80,42 108,25
99,24 53,43 83,27 101,50

89,72 103,51 84,75 91,41

103,80 92,35 70,30 59,02

PRUM 102,81 83,77 82,796 84,13
SMODCH 9.542 20,283 8.009 20,624
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Graf €. 18a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu CKB (* p<0,05).

Tab €. 18b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expemmentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronickd

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinualni chroniblggoxie

CKB

EXP N CIH RCH CCH
2,88 1,48 1,10 1,05
2,00 0,83 1,01 2,39
1,62 0,60 1,04 2,78
2,00 1,06 1,14 1,07
2,126 1,07 0,99 2,81
PRUM 2,125 1,008 1,057 2,02
SMODCH 0.414 0,292 0,062 0,798
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Graf €. 19a : Relativni hladiny mRNA v LV potkana genu HK2 (* p=0,06).

Tab ¢. 19b : Relativni hodnoty mRNA v jednotlivych expeimentalnich skupinach.
N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinuélni chronibiggoxie

HK2
EXP N CIH RCH CCH
0,27 0,44 0,38 0,34
0,25 0,13 0,41 0,40
0,30 0,11 0,36 0,43
0,38 0,41 0,34 0,20
0,34 0,29 0,39 0,34
PRUM 0,308 0,276 0,376 0,342
SMODCH 0,047 0,137 0,024 0,079
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Graf ¢. 20a : Suma relativnich hodnot mRNA majoritnich inforem CK M a

Tab ¢. 20b : Suma relativnich hodnoty mRNA CK M a mitoCKs.
N-normoxie, CIH-chronickd intermitentni hypoxie, REC chronicka

hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinualni chroniblggoxie

SUMA CK M a mitoCKs

EXP N CIH RCH CCH
206,45 180,5| 175,71 136,71

200,62| 153,66| 163,88 170,2

200,3| 140,65| 151,74 182,3

176,61 187,55| 162,66 161,87

197,23| 164,44| 160,77 144,39

PRUM 106,242|  165,36| 162,952| 159,094
SMODCH 10,259| 17,146 7,671 16,654
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Graf ¢. 21a : Ponér relativnich hodnot mMRNA majoritnich izoforem CK M a
mitoCKs ( * p< 0,05)

Tab ¢. 21b : Porér relativni hodnoty mMRNA CK M a mitoCKSs.
N-normoxie, CIH-chronickd intermitentni hypoxie, RC chronicka
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinualni chroniblggoxie

POMER CK M a mitoCKs
EXP N CIH RCH CCH
1,367 0,949 1,184 0,793
1,035 0,762 0,964 1,120
0,982 0,613 1,216 1,256
1,033 1,232 1,088 1,297
1,111 1,281 0,777 0,691
PRUM 1,106 0,967 1,046 1,032
SMODCH 0,137 0,259 0,160 0,246
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Graf €. 22a : Ponér relativnich hodnot mRNA cytosolickych izoforem CKM a

ckB (X

Tab ¢. 22b : Ponér relativni hodnoty mMRNA CK M a CK B.

<0,05).

N-normoxie, CIH-chronicka intermitentni hypoxie, REC chronick&
hypoxie s reoxygenaci, CCH - kontinualni chroniblggoxie

POMER CK M a CK B
EXP N CIH RCH CCH
41,399 69,662 86,190 57,590
51,020 80,072 79,624 45,293
61,259 89,050 80,067 36,511
42,201 97,651 74,342 85,430
51,900 86,308 71,010 21,004
PRUM 49,556 84,549 78,247 49,166
SMODCH 7,283 9,345 5214 21,699
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Graf €. 23a : Porovnani relativnich hodnot mRNA izoforemCK v normoxii ( *
<0,05).

Tab ¢. 23b : Relativni hodnoty mRNA izoforem CK v normii.

normoxie

EXP CKM CK B mitoCKs | mitoCKu
119,23 2,88 87,22| 0,000029
102,04 2,00 98,58| 0,000028
99,24 1,62 86,89| 0,000029
89,72 2,00 101,06| 0,000017
103,80 2,13 93,43| 0,000045
PRUM 102,806 2,125 93,436 | 0,000030
SMODCH 9,542 0,414 5,763 0,00001

80



Dita KaSparova Chronicka hypoxie a expreseaigen

Izoformy EGLN

100+

Graf ¢. 24 : Porovnani piméra hodnot mRNA izoforem EGLN2 a EGLN3 ve
vSech expozicich (* <0,05).
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Graf €. 25 : Porovnani ptiméria hodnot mRNA izoforem SOD Cu a SOD Mn ve
vSech expozicich (* <0,05).
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Graf €. 26 : Porovnani ptiméra hodnot mRNA izoforem ACO1 a ACO?2 ve vSech
expozicich (* <0,05).
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Graf ¢. 27 : Porovnani piméra hodnot mRNA izoforem TXRD1 a TXRD2 ve
vSech expozicich (* <0,05).
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Tab. ¢. 24 : Télesné hmotnosti a hmotnosti srdci jednotlivych z¥at.

Sample BW [g] HW [g]
chronic hypoxia
N1 330 0,831
N2 320 0,776
N3 280 0,642
N4 292 0,732
N5 316 0,804
CIH1 323 0,789
CIH2 306 0,752
CIH3 290 0,720
CIH4 262 0,615
CIH5 281 0,695
RCH1 271 0,629
RCH2 282 0,739
10% O2 RCH3 272 0,698
RCH4 285 0,772
RCH5 291 0,665
CCH1 293 0,790
CCH2 293 0,759
CCH3 342 0,862
CCH4 298 0,722
CCH5 305 0,827

BW télesna hmotnost (body weight)
HW hmotnost srdce potkana (heart weight)

N normoxie

CIH chronicka intermitenti hypoxie

RCH chronicka hypoxie s 1-hodinovou reoxygenaci
CCH kontinualni chronicka hypoxie
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Tab. ¢. 25 : Hmotnosti jednotlivych ¢asti srdce.

Sample LV RV S LV PCR
[mg] [mg] [mg] [mg]
chronic hypoxia

N1 470 175 186 104
N2 440 161 175 75
N3 330 137 175 47
N4 425 145 162 123
N5 466 168 170 85
CIH1 420 176 193 190
CIH2 451 160 141 105
CIH3 420 156 144 100
CIH4 316 137 162 77
CIH5 389 150 156 89
RCH1 340 138 151 80
RCH2 392 195 152 83

10% O2 |RCH3 402 157 139 85
RCH4 444 203 125 99
RCH5 354 165 146 77
CCH1 365 229 196 89
CCH2 383 206 170 99
CCH3 452 233 177 96
CCH4 387 193 142 84
CCH5 380 249 198 93

LV  leva komora

RV  prava komora

S septum

N normoxie

CIH chronickd intermitenti hypoxie

RCH
CCH

chronickéa hypoxie s 1-hodinovou reoxygenaci
kontinualni chronicka hypoxie
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Tab. ¢. 26 : Chronicka expozice (prvni odbr levé komory LV) koncentrace a
kvalita RNA pied a po ¢isténi. Tabulka dokumentuje rutinni
zvladnuti purifikace mRNA.

LV | RNApFed | 260/280 | 260/230 | RNA*po | ,q4 500 | 2607230
Sample | PCR | €isténim pred pred ¢iSténim wivr w o vl x

mg] | [ug/pl] | &i&ténim | &dténim | [ugiun | PO C'SteNt PO cisten
21, 104 0,560 227 1,75 0,203 236 1,73
2. 75 0,360 2,07 1,90 0,204 2,02 1,82
23, 47 0,490 221 212 0,192 2,03 2,00
24, 123 0,550 217 215 0,187 2.06 1,94
o5, 85 0,470 2,09 2,24 0,185 212 231
26. 190 0,200 2,01 1,58 0,087 2,03 1,94
27, 105 0,420 232 1,03 0,188 2,32 1,86
28, 100 0,510 218 1,02 0,194 211 1,76
29. 77 0,430 215 1,34 0,199 2,04 1,26
30. 89 0,360 213 1,78 0,179 2,34 1,73
3L 80 0,480 213 1,65 0,213 2,09 1,67
32. 83 0,250 1,90 1,00 0,089 2,63 1,71
33. 85 0,260 213 1,50 0,172 221 1,39
34. 99 0,710 218 1,96 0,199 2,21 1,88
35, 77 0,480 2,16 1,57 0,191 1,76 1,49
36. 89 0,470 2,20 1,60 0,181 2,48 1,60
37. 99 0,400 213 1,41 0,087 1,97 1,97
38. 96 0,620 2,05 1,65 0,175 233 1,62
39. 84 0,380 2,22 1,23 0,188 214 1,20
40. 93 0,250 213 0,67 0,020 1,17 1,13

* na ¢isténi byla nanasSka RNA 10y
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Tab. ¢. 27 : Nazvy a sekvence primeru a sond navrzenych@Real Time RT PCR.

nazev sekvence (5' > 3" proba ¢islo
primeru (UPL)
DNA XCAT L cagcgaccagatgaagca 12
DNA XCAT_R ggtcaggacatcgggtttc
DNA XCKM_L ccgcagcatcaagggtta 16
DNA XCKM_R cccgtcaggcetgttgaga
DNA XCKB_L ccacttcctcttcgacaagc 84
DNA XCKB_R ggaacgtcttattgtcattgtgc
DNA xCKU1 L gcacaccactgaccttgatg 129
DNA xCKU1 R aggctggagggagactgag
DNA XCKS L gccaccccttcattaagactg 83
DNA XCKS R caaaaaggtcagcaaacacct
DNA XGSR_L ttcctcatgagaaccagatcc 64
DNA XGSR_R tgaaagaacccatcactggtta
DNA XGSTO1 L | aagcttgccagaagatgacc 126
DNA XGSTO1_R | ctcttcgccctaataaaactcg
DNA XTXNRD1_L | agcaccattggcatccac 71
DNA XTXNRD1 R | ccacactggggcttaacct
DNA XTXNRD2 _L | gcacatggtgaagctacctaga 97
DNA XTXNRD2_R | gctccatccacatcttctcag
DNA XMAOA L tggtatcatgacccagtatgga 20
DNA XMAOA R tgtgcctgcaaagtaaatcct
DNA xSODCu_L | taagaaacatggcggtcca 5
DNA xSODCu_R | tggacacattggccacac
DNA xSODMn_L | tggacaaacctgagccctaa 67
DNA xSODMn_R | gacccaaagtcacgcttgata
DNA XACO1 L ttgctgtgtctgagattgaaaag 125
DNA XxACOl1l R cttgaaaacctttaaatccttgct
DNA XACO2_L cgccttacagcctactggtc 81
DNA xACO2 R ggcagaggccacatggta
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DNA HIFla_L catgatggctcccttttica 18
DNA HIFla_R acatagtaggggcacggtca

DNA XHIF1AN L |tgagaaactacaagctatccagca 7
DNA xHIF1AN_R | cggtgtcattgagtgtttgc

DNA XEGLN2_ L | cagcctatgccaccaggta 66
DNA XEGLN2_R | tgtcccgatgctagctgata

DNA XEGLN3 L | acgccatgactgtctggtact 29
DNA XEGLN3_R | gcaagagcagattcagtttttct

DNA XGPDH3 L | cccctectggaaagcetgtg 43
DNA XGPDH3 R | ggatgcagggatgatgttct

DNA xHK2_L ccagcagaacagcctagacc 101
DNA xHK2_R agatgccttgaatccctitg

87



Dita KaSparova Chronicka hypoxie a expreseaigen
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