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Abstrakt

Ischemicko—reperfizni poskozeni srdce je jednou z vyznamnych civiliza¢nich
chorob, a proto soucasny vyzkum vénuje mnoho pozornosti jeho prevenci a poznani
moznych mechanismili ochrany srdce. Adaptace na hypoxii je znama jiz nékolik desitek
let jako kardioprotektivni intervence, avSak podstata ochrannych mechanismu
vyvolanych touto adaptaci neni jeSté zcela objasnéna. Mnoho ziskanych poznatka
potvrzuje vyznamnou ulohu mitochondrii, jako hlavnich producentii energie
a reaktivnich forem kysliku, které mohou hrat signaliza¢ni funkci v téchto
mechanismech. Ztoho divodu byl vytvofen specialni konplasticky kmen
SHR/Olalpcv-mt®NC" ktery nese jaderny genom Spontdnné hypertenzniho potkana
(SHR) a mitochondralni genom normotenzniho vysoce odolné¢ho kmene Brown Norway
(BN). Cilem této prace bylo porovnat expresi vybranych transkriptl gent v oblasti
energetického  metabolismu, gend souvisejicich s mitochondrialni  biogenezi
a signalizaci a antioxida¢nim systémem. Srovnani exprese bylo analyzovéano
mezi kmeny a po adaptaci na chronickou hypoxii, kterd u obou téchto kmenti vyvolava
kardioprotektivni fenotyp. Nase vysledky ukazaly rozdilnou expresi HIF-1a a nékterych
transkriptii energetického metabolismu jak mezi kmeny, tak po adaptaci na hypoxii.
Neprokazali jsme zmény v transkriptech souvisejicich s biogenezi mitochondrii mezi
kmeny, ale detekovali jsme zmény Vv odpovédi na hypoxii. Jednotlivé geny
antioxidacnich enzyml neprokazaly jednotnou tendenci v transkripéni odpovédi
na hypoxii, jako je obvyklé u normotenzniho kmene Wistar a mély odliSnou

transkripéni aktivitu.

Kli¢ova slova: ischemicko-reperfizni poskozeni, spontanné hypertenzni potkan, Brown

Norway, hypoxie, srdce, mitochondrie, genova exprese
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Abstract

Ischemia-reperfusion heart injury is one of the most significant diseases
affecting mankind and therefore current research pays more attention to its prevention
and knowledge of the possible mechanisms which protect the heart. Adaptation to
hypoxia has been known for several decades as a cardioprotective intervention but the
main issues of protective mechanisms which are induced by the adaptation are still not
completely understood. An important role of mitochondria as the main producers of
energy and reactive oxygen species which can play a signalizing role in these
mechanisms is confirmed in many studies. For this reason a special conplastic strain
SHR/Olalpcv-mtBN/Crl was created. This strain carries the nuclear genome of
spontaneously hypertensive rat (SHR) and the mitochondrial genome of normotensive,
highly resistant strain Brown Norway (BN). The aim of this study was to compare the
expression of selected gene transcripts in the area of energy metabolism, of genes which
are related to mitochondrial biogenesis and signaling and antioxidant systems.
Comparing the expression was analyzed between strains and after chronic hypoxia
adaptation, which cause cardioprotective phenotype in both of these strains. Our results
showed a different expression HIF-1a and some gene transcripts in the area of energy
metabolism between strains and after hypoxia adaptation. We did not observed any
differences in the level of mRNA transcripts associated with mitochondrial biogenesis
between the strains however we detected changes in response to hypoxia. Individual
genes of antioxidant enzymes did not respond to hypoxia in uniform manner, as it is

usual with normotensive strain Wistar.

Key words: Ischemia-reperfusion injury, Spontaneously hypertensive rat, Brown

Norway, hypoxia, heart, mitochondria, genes expression
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Seznam zkratek

SEZNAM ZKRATEK
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Peroxisome proliferator-activated receptor famma coactivator 1
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1. UvoD

Ischemicka choroba srde¢ni a akutni infarkt myokardu jsou zdvazna onemocnéni,
ktera patii k nejéastdj§im pii¢inam umrti v Ceské republice, a proto studium
mechanisml téchto chorob je v centru pozornosti védeckych laboratofi. PosSkozeni
bunék srdce v zasazené oblasti ischemii probihad ve dvou fazich. V prvni fazi poskozeni
je v ischemické oblasti nedostatek kysliku a zivin a hromadi se zplodiny metabolismu,
coz vytvari toxické prostfedi. Stupenn posSkozeni pak zavisi na rozsahu a délce trvani
ischemie. Druha faze poskozeni probiha v reperfuzi, kdy obnoveni pritoku okyslicené
krve koronarni arterii jesté zvySuje miru poSkozeni srdce, prevazné vysokou koncentraci
volnych radikala.

Z toho duvodu se hledaji mechanismy, které zvysuji odolnost srdce k ischemicko
reperfuznimu (I/R) poskozeni, stejné jako vhodné modelové systémy pro toto studium.
Jiz vice nez pied tiiceti lety bylo zjisténo, Ze adaptace na hypoxii snizuje velikost I/R
poskozeni, stejné¢ jako pozdé&ji objeveny preconditioning, coz je série ischemickych
inzult pted ischemii a postconditiong, coz je pomalé a pierusované obnoveni pratoku
krve v ischemické oblasti. Dale je znamo, ze k reperfiznimu poskozeni vysokou mirou
pfispivaji vysoké koncentrace reaktivnich forem kysliku (ROS), jejichz hlavnimi
producenty v kardiomyocytech jsou komplexy I a III respiranicho fetézce
mitochondrii. Proto je jeden z hlavnich smért studia kardioprotektivnich mechanismii
zamé&fen na tlohu mitochondrii v téchto procesech.

Za Ucelem studia ulohy mitochondrii v riznych patofyziologickych procesech byly
vyvinuty ve Fyziologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky specialni
konplastické kmeny potkani, které nesou mitochondrialni genom ,,zdravé* populace na
pozadi jaderného genomu spontanné hypertenznich zvifat. Spontanné hypertenzni
potkani (SHR) jsou experimentalnim modelem esencialni hypertenze S vysokou
citlivosti srdce k akutnimu I/R poskozeni.

Cilem této diplomové prace je charakterizovat hladiny mRNA transkripti u
vybranych genti, které souviseji nebo mohou souviset s bunéénym oxidativnim stresem
a  funkci mitochondrii u SHR  kmene a  konplastického  kmene
SHR/OLAIPCV-MT BNVCRL 75 normoxickych podminek a po adaptaci na hypoxii, ktera

indukuje kardioprotektivni fenotyp u obou kmeni.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. MITOCHONDRIE
2.1.1.EVOLUCE A STRUKTURA

Prvni znamky o mitochondriich pochazeji kolem roku 1850. V t¢ dobé byla
pomoci svételného mikroskopu objevena mala granula v buitkach. Altman v roce 1890
popsal skutecnost, ze tato subcelularni granula maji velmi podobny tvar a velikost
bakteriim a vyslovil myslenku, Ze jsou schopny nezavislé existence. Termin
mitochondrie znamen4 nitkovita granula a byl vymyslen v obdobi vynalezu supravitalni
techniky barveni pomoci redoxni Janosovy zelené. V této dobé nebyla funkce
mitochondrii jest¢ znama. V letech 1900-1940 probihaly prvni studie biologickych
oxidacnich reakci, kde byly mitochondrie oznafeny za centra energetického
metabolismu. V této dobé se postupné odhalovaly procesy v mitochondriich. Hans
Adolf Krebs ucinil objev Krebsova cyklu a byly izolovany jednotlivé enzymy v cyklech
(Tzagoloff 1982).

Rozdil mezi eukaryotnimi organismy oproti Archae a bakteriim je mimo jiné
V pfitomnosti mitochondrii, peroxizomii a chloroplasti. U vSech eukaryotickych
organismi jsou mitochondrie pfitomné nebo alespont maji predka, ktery mitochondrie
mel. I presto, u nékterych eukaryotickych organisml, jsou popsany tzv.
hydrogenosomy, coz jsou organely podilejici se na metabolismu cukrii. Tyto organely
také jako mitochondrie produkuji ATP a vyskytuji se u fylogeneticky vzdalenych
organismi. Zatimco hydrogenosomy uZivaji cestu fermentace pro metabolismus
pyruvatu, mitochondrie uzivaji Krebstv cyklus (Dyall and Johnson 2000).

Oblibenym modelem vysvétlujicim pivod mitochondrii je sériova
endosymbidza. Tato teorie predpokladd, Ze mitochondrie jsou piimi potomci
endosymbiotické bakterie (pravdépodobné zastupce alfaproteobakterie), kterd se stala
semiautonomni organelou v prib&hu vzniku eukaryotni buiniky. Genové sekvence
podporuji monofyleticky ptivod mitochondrii z eukaryotického ptfedchidce. Nedavné
studie na prvocich vSak naznacuji, ze mitochondrie mohla vzniknout ze spole¢ného
predka vSech eukaryot ve stejné dobé jako jaderné slozky a nikoli oddélené o néco
pozdéji (Gray, et al. 1999).

11



Diplomova prace Teoreticka cdst

Mitochondrie byly objeveny pomoci svételného mikroskopu, ale jejich struktura
byla blize popsana az diky elektronové mikroskopii S mnohem vyssimi rozliSovacimi
schopnostmi. Snimky riznych tkani z elektronové mikroskopie odhalily, Ze
mitochondrie maji stejnou ¢lenitou morfologii. Spoleénym rysem jsou dvé membrany,
které definuji dva odlisné vnitini prostory (matrix a mezimembranovy prostor). Pomér
téchto membran je jednim znakem, ktery nam tvoifi rozdily mezi mitochondriemi
raznych tkani (Obr. 1). Vné&j$i membrana obklopuje cely obsah mitochondrie a obsahuje
podstatné mnoZzstvi enzymil, mezi které patfi napiiklad monoaminooxidaza a rotenon-
necitliva NADH-cytochrom ¢ reduktdza. Membrana obsahuje i fadu enzymu spojenych
S biosyntézou fosfolipidd, jako napiiklad glycerofosfatacyltransferaza a systém
elongace mastnych kyselin. Vnitini membrana se zanotuje do nitra mitochondrie a tvoii
tzv. kristy. Zde jsou lokalizovany komplexy dychaciho fetézce, pyridinnukleotid-
transhydrogenazy, Phydroxybutyratdehydrogenazy a enzymové systémy zodpovidajici
za transport iont, substratti a nukleotidt. V lipidovém slozeni membran jsou hlavnimi
fosfolipidy fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin a kardiolipin, ktery jako jediny
dokazou mitochondrie syntetizovat de novo. Vétsi koncentrace lipidi se nachazi ve
vnéj$i membrané, coz zpisobuje jeji nizs$i denzitu. DalSim rozdilem je absence
kardiolipinu ve vnéj§i membran¢ (detekované stopové mnozstvi je pravdépodobné
nasledkem kontaminace vnitini membranou). Proteinové sloZzeni membran je odlisné
Vv zavislosti na typu tkdné. Vnéj$i membrana mitochondrii z potkanich jater obsahuje
5% z celkového mnozstvi proteinu, zatimco vnitini membréana 21%. V¢tSina ostatnich
proteint je lokalizovan v matrix, kde jsou solubilizované enzymy nezbytné pro Krebstv
cyklus a oxidaci mastnych kyselin, transkrip¢ni a transla¢ni aparat atd. V buikach
pracovniho myokardu se vV matrix nachazi pouze 30% proteinii a zbytek je vétSinou ve

vvvvvv

ktera udrzuje rovnovahu adeninovych nukleotidt (Tzagoloff 1982).
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Obrazek ¢. 1: Elektronové snimky jater (A), pankreatu (B) a srdce (C) zobrazujici

mitochondrialni profily s rozdilnym pomérem vnéjsi a vnitini membrany
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Na fezu srdcem je viditelna velmi husta sit’ vnitini membrany, z divodu lokalizace proteini dychaciho

fetézce a zavislosti srdce na aerobnim metabolismu. Pievzato z (Tzagoloff 1982).

2.1.2.MITOCHONDRIALNI DNA

Mitochondrialni  deoxyribonukleova  kyselina ~ (MtDNA, mitochondrial
deoxyribonucleic acid) byla popsana v 60. letech diky objevu elektronové mikroskopie.
Dnes je mtDNA jiz plné charakterizovana pomoci sekvenace u mnoha organismi jako
napf. veely, had’atka, kvasinky, octomilky, mysi, ryze, potkana, ale i ¢lovéka (Snustad
and Simmons 2009). MtDNA se nachézi v cirkularni form¢, ojedinéle ve formé diméru
¢i oligomeru. U nékterych fas nachazime i linearni formy mtDNA. Obsahuje predevsim
geny kodujici ribozomalni ribonukleovou kyselinu (rRNA), transferovou ribonukleovou
kyselinu (tRNA) a proteiny ucastnici se oxidativni fosforylace, konkrétn¢ 7 podjednotek
komplexu I, 1 podjednotku komplexu 111, 3 podjednotky komplexu IV a 2 podjednotky
komplexu V u ¢lovéka. MtDNA mnohobunéénych organismu studovanych do této

soucasnosti se nachdzi v cirkularni formég, kterd ma aZz na vzacné vyjimky velikost
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kolem 16 000 nukleotidd. Z analyzy pomoci restrikénich enzyml je patrné, ze
nukleotidové sekvence jsou specifické pro jednotlivé organismy (Goddard, et al. 1981).

Analyzou mtDNA pomoci detekce polymorfismu délky restriknich fragmenta
RFLP (Restriction fragment lenght polymorfism), byl laboratorni potkan Rattus
Norvegicus rozdélen do 6 kmend: Wistar, Wistar Munich, Brown Norway, Wistar
Kyoto, SHR a SHR-SP. Analyza pomoci 26 restrikénich enzymt odhalila nizkou
genetickou divergenci mezi kmeny. Mista §tépeni pomoci restrik¢nich endonukleaz
EcoRlI, Ncol a Xmnl se ukézala jako polymortni. Uziti téchto tfi enzyma ndm umoznilo
rozdélit Sest vySe zminénych kmend do ¢ty haplotypovych skupin a identifikovat
specifické markery pro kazdou z nich. Kmeny Wistar Kyoto, SHR a SHR-SP spadaji do
jedné holotypové skupiny (Tab. 1) (Hilsdorf and Krieger 1999).

Tabulka ¢. 1: Rozdéleni Sesti kmeni Rattus Norvegicus do skupin haplotypi

zaloZené na restrikénich mistech restriktaz EcoRI, Ncol a Xmnl

Clone EcoRl Necol Xmnl Strains
A I ] I Wistar
B Il 1l Il Wistar Munich
C ] | | Wistar Kyoto, SHR, SHR-SP
D ] Il | Brown Norway

Rimské &islice oznacuji §tépny vzor pro jednotlivé enzymy. Pievzato z (Hilsdorf and Krieger 1999).

Procento sekven¢ni divergence mezi vSemi pary haplotypi se pohybuje mezi 0,035
—0,33%. Tyto haplotypy jsou snadno prokazatelné RFLP analyzou a mohou byt pouzity
ke genetickému monitorovani v chovech. Vnitrodruhovy polymorfismus mtDNA
u Rattus Norvegicus byl sledovan pomoci endonukleazy EcoRI. Vzory fragmenta
po pouziti endonukledzy EcoRI nam dovoluje rozdélit potkani kmeny do dvou skupin,
typ A a typ B. (Brown and Simpson 1980; Francisco, et al. 1979; Francisco and
Simpson 1977) nasli rozsahlé inter- a intraspecifické polymorfismy mtDNA uzitim
nejen EcoRI restrikéni endonukledzy, ale také pomoci endonukleaz Hhal, HindII,
Hinflll, Hinfl and Haelll (Hilsdorf and Krieger 1999).

Jaderny a mitochondrialni genom velmi tuzce kooperuji. Do mitochondrii je

exportovana fada produktl jadernych gent, které mohou zesilovat nebo zeslabovat
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funkci mtDNA. Napiiklad mitochondridlni ribozomy jsou slozené z rRNA kdodované
mtDNA a proteint kédovanych geny jadernymi. Nejedna se pouze o ribozomy,
ale naptiklad i proteiny oxidativni fosforylace (Snustad and Simmons 2009). Proteiny
jsou importovany do mitochondrii v nesbalené formé pomoci specialnich transportnich
kanalt. Kazdy protein nese specifickou cilovou sekvenci, ktera je specificky
rozpoznana urcity kanalem. Podle této sekvence dojde Kk transportu proteinu na misto,

kam je urcen.

2.1.3.MITOCHONDRIE A JEJICH POSKOZENI

Poskozeni mitochondrii byva pievazné zplsobeno zvySenymi koncentracemi
reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen species), které mohou poskozovat
struktury mitochondrii na Grovni proteinu, lipidi i DNA. MtDNA mutuje 10x rychleji
nez DNA jadernd. To je dano jeji lokalizaci v blizkosti vnitini mitochondridlni
membrany, kde ROS uplatiiuji své mutagenni u¢inky v bezprostfedni blizkosti. Zaroven
MtDNA nema dostatecné repara¢ni mechanismy jako DNA jadernd, kterd je chranéna
histony (Kocarek 2008). Mutace mtDNA postihuji zejména tkané zavislé na oxidativni
fosforylaci, vzhledem Kk jejich velkému metabolickému obratu. Vznik ROS a nasledné
hromadéni mutaci se také dava do spojitosti s mitochondridlni teorii starnuti.

Mitochondrialni teorie starnuti je zaloZena na skute¢nosti, Ze mitochondrie jsou
hlavnim zdrojem ROS v organismu a mtDNA, ktera ma rychlejsi mutabilitu proti DNA
jaderné, muze byt snadné&ji poskozena. V dusledku toho jsou poskozeny respiraéni
komplexy a vznikaji dalsi radikaly. Jejich hromadéni rozviji srdec¢ni selhani, svalovou
slabost, diabetes mellitus, demenci a neurodegeneraci. Za prikaz mitochondrialni teorie
je povazovan Life-time Energy Potencial, kdy u vétSiny savci je délka zivota dana
sumou srde¢nich tept/spotieba kysliku (Hulbert, et al. 2007; Rodney 2011).

ROS wvznikaji v organismu za fyziologickych podminek i jako odpovéd
na extrémni stimuly. Vznikaji jako produkty intraceluldrniho metabolismu sloucenin,
toxinli a léCiv katalyzovanych cytochromem p450, makrofagh a neutrofili b&hem
fagocytozy, ale i jako meziprodukty ptisobeni enzymu (xantinooxidazy, lipoxygenazy
a cyklogenazy) (Rosen, et al. 1995; Szocs 2004). ROS jsou neustale produkovany
pfedevs§im elektronovym transportem v mitochondriich. Dle poslednich studii jsou za
vysokou koncentraci ROS v kardiomyocytech zodpovédné pravé mitochondrie a jejich

dychaci fetézec. Vétsina elektrond je v mitochondriich redukovana na vodu v komplexu
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IV, avSak béhem priichodu elektronil fetézcem nemusi byt redukce kompletni. Unikajici
elektrony z fetézce umoznuji vznik predev$im superoxidovému aniontu (I) a to hlavné
Vv komplexu I a III. Za normalnich podminek dojde ihned k odbouréani na peroxid vodiku
pomoci enzymu superoxiddismutazy (I1) (Murphy 2009). Dal$im enzymem, ktery
produkuje ROS v srdci je monoaminooxidaza A na vné&j$i mitochondrialni membrané
(Di Lisa, et al. 2009). Pro kompletni redukci kysliku na vodu jsou potieba 4 elektrony,
Z toho vyplyva, Ze se formuji ¢aste¢né redukované meziprodukty (superoxidovy anion,

peroxid vodiku, hydroxylovy radikal (111)) (W.A. Pryor, et al. 2006).

O+ e —0," Q)

O, +e + 2H" —H,0, (1
H,O,+ e —2 HO: (
2HO+ ¢ + 2H" -2 H,0 (IV)

Upraveno dle (Hondlik 2008).

Vyssi koncentrace ROS miize mit za nésledek oxidaci membran, proteint
a DNA s naslednym poskozenim celych struktur a tkani (McCord 1985). V srdci mize
mit toto poSkozeni za nasledek hypertrofii, apoptdézu bunck a intersticidlni fibrézu
(Siwik, et al. 1999). Za béznych fyziologickych podminek jsou ROS likvidovany
antioxida¢nimi enzymy, jako jsou napiiklad superoxidismutazy a glutation peroxidazy
(Toussaint, et al. 1993). Dulezitym obrannym mechanismem je také mitochondrialni
transkripéni faktor A (TFAM), ktery je kodovany nuklearnim genomem a svou vazbou
na mtDNA ji stabilizuje a brani degradaci (Scarpulla 2002).

Mitochondrie se velmi vyrazné podili na integraci signalizanich drah v reakci
na stresory. Mezi dulezit¢é mediatory, na které mitochondrie reaguji, patii ROS
a vapenaté ionty. Hladina téchto mediatori miiZze regulovat transkripci gent dychaciho
fetézce. Napftiklad zvySena koncentrace peroxidu vodiku zvysuje expresi genu PGCI
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1), hlavniho regulatoru
mitochondrialni biogeneze. Bylo shledano zmnoZeni mensich mitochondrii, které maji
vetsi pomér povrchu K objemu, coz umoznuje veétsi absorpci kysliku v adaptaci na
hypobarickou chronickou hypoxii (Friedman, et al. 1971). Jiné studie prokazaly
zvysenou mitochondridlni respiraci a syntézu ATP u zvifat adaptovanych na chronickou
hypoxii. Zmény téchto parametri pravdépodobné zavisi na intenzit¢ a dobé¢ trvani

adaptace. Zvysena koncentrace vapenatych ionti hraje vyznamnou ulohu v aktivaci
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Krebsova cyklu pfi jejich vstupu do mitochondrii s naslednou stoupajici produkci ATP.
Byla zjisténa i vyssi koncentrace fosfokreatinu, coz by odrazelo moznou odpovéd’ na
hypoxii zvySenou produkci energetickych fosfatd (Cervos Navarro, et al. 1999).
V souvislosti s hypoxii je také dilezita izoforma protein kinazy C (PKCg), ktera snizuje
propustnost ptrechodné otevieného mitochondrialniho poéru (mPTP, mitochondrial
permeability transition pore). Otevieni tohoto péru vétsinou vede k aktivaci apoptozy,
proto pusobeni PKCe je davano do souvislosti s mechanismy chranici mitochondrie.
Zaroven aktivace PKCe v prubéhu hypoxie posiluje mitochondrialni funkci v srdci a
vykazuje zvySeni mitochondrialni a bioenergetické kapacity (McCarthy, et al. 2005). Pii
silné hypoxii vSak dochazi nejen ke snizené mitochondrialni produkci, ale i k oslabeni
mitochondrialnich respiracnich funkci. Se zvySujici se tirovni hypobarické hypoxie byly

méfeny niz$i oxidacni potencialy ve svalové tkani (Green, et al. 1989).

2.1.4. MITOPATIE

Mitochondrie jsou organely, které se dédi vylu¢né od matky. V mitéze dochazi
ke zcela ndhodné distribuci mitochondrii do bunék. V zdvislosti na distribuci
mitochondrii do bun¢k si mlizeme definovat pojem heteroplazmie a homoplazmie.
Heteroplazmie popisuje vyskyt vice geneticky odlisSnych forem mitochondrii v jedné
bunice. Tento jev je komplikaci pfedev§im u stanoveni rizika pfenosu mitochondrialng
podminénych chorob z matky na potomky. Opakem heteroplazmie je homoplazmie, kdy
vSechny molekuly mtDNA v bunice (resp. organismu) jsou identické (Kocarek 2008).
Nasledkem heteroplazmie se u mitopatii (=onemocnéni zptiisobena porusenou mtDNA)
Casto setkdvame s variabilni expresi choroby, pleiotropnim uc¢inkem geni a rozdilnym
nastupem nemoci. Klinické pfiznaky se zac¢inaji projevovat pti 80 % mutované mtDNA.
Nelinearita mezi Urovni heteroplazmie a manifestaci choroby je popisovana jako
tzv.: prahovy efekt (treshold effect). Jedna se o nelinearni vztah pozorovanych projevi
choroby v zavislosti na typu tkané, kdy rtzné tkané reaguji jinak na stejnou miru
poskozeni proteint oxida¢ni fosforylace (Rossignol, et al. 2003). Mutace mtDNA jsou
asociovany piedev§im s neuromuskularnimi poruchami. Mezi typické pfiznaky
mitopatii se fadi encefalopatie (onemocnéni mozku), ataxie (ztrata kontroly volnich
pohybil), degenerace retiny, ztrata funkce zevnich okohybnych svald, myopatie, popf.
postizeni funkce jater, utlum krvetvorby, funkce Langerhansovych ostravki ¢i hluchota

(Calvo and Mootha 2010).
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Mitopatie mohou mit jak materndlni, tak mendelovskou dé&dic¢nost.
O mendelovskou dédi¢nost se jednd Vv piipadé, ze se dédi mutace genu jaderného
genomu, ktery uzce kooperuje s mitochondriemi. Jednd se o geny, které koduji
sestavovaci (assembly) faktory, proteiny ucastnici se na biogenezi proteint oxidativni
fosforylace, regulaéni geny, geny pro transport apod. Sporadicky se setkavame i

s mutacemi de novo (Calvo and Mootha 2010).

2.2. POTKAN JAKO MODELOVY ORGANISMUS

Potkan, latinsky Rattus Norvegicus, patii do tiSe Animalia (zvifeci), kmene
Chordata (strunatci), tfidy Mammalia (savct), fadu Rodentia (hlodavci), rodiny
Muridae a rodu Rattus (potkan). Jedna se o jednoho z nejrychleji starnoucich savcu ze
ze studie s tisici zvitaty, kde vysla maximalni zivotnost 3,8 roku. Hmotnost pfi narozeni
je kolem 5,819 a v dospélosti dosahuje 300g. U samic dochazi k pohlavni dospélosti ve
véku 90 dni, zatimco u samcti ve véku 70 dni. Btezost trva 21 dni (The Animal Ageing
and Longevity Database).

Cely genom potkana je velky 2,75 Gb, obsahuje 23 153 gent lokalizovanych na
20 parech autozomu a jednom paru gonozomda (Obr. 2). Jednotlivé geny koduji proteiny
a 27 genu koduje RNA. Tyto data pochazeji z celogenomové sekvenace kmene Brown
Norway. Potkani, my$i a lidské genomy koduji podobny pocet gend. VétSina jich
pretrvava bez deleci ¢i duplikaci od posledniho spole¢ného piedka. Intronové struktury
jsou vysoce konzervované. Téméf vSechny zndmé lidské geny, které jsou asociovany
s chorobami, maji orthology v potkanim genomu, ale maji vyrazné odliSnou mutacni
rychlost synonymni substituce od ostatnich gend. Zhruba 3% genomu potkana obsahuji
velké segmentalni duplikace vyskytujici se pfevazné v pericentromerickych regionech.
Cast eukaryotického jadra potkana (5-6% genomu) vykazuje selektivni omezeni u

hlodavci a primatd, zatimco zbytek se vyvijel neutralné (Weinstock and Gibbs 2004).
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Obrazek ¢. 2: Karyotyp Rattus Norvegicus
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Prevzato z www.ensembl.org.

Po staleti jsou potkani uzivani ke studii kardiovaskuldrniho systému. Zviteci
modely umoznuji studovat kardiovaskularni nemoci v raném stadiu, zjiStovat
mechanismy patogeneze a u¢inky léki. Cilem téchto studii je stanovit jasné pfistupy pro
vybrana vysetieni u clovéka. Idedlni zvifeci model pro kardiovaskularni onemocnéni u
lidi by mél spliiovat pét bodi: napodobovat lidské nemoci, umoznovat studium
Vv chronickém stddiu nemoci, generovat predvidatelné a kontrolovatelné symptomy,
spliiovat ekonomické a technické podminky (v¢etné dobrych zivotnich podminek zvifat)
a umoznit méteni prislusnych srde¢nich, biochemickych a hemodynamickych parametri
(Doggrell and Brown 1998).

Uziti potkani jako modelovych organismi je ekonomické a navic jiz bylo
vyvinuto mnoho technik pro méfeni piislusnych funkénich parametrid. Uziti téchto
modelid vSak skyta i mnohé problémy. Kardiovaskuldrni onemocnéni, jako je napiiklad
hypertenze a srde¢ni selhani, jsou spjaty prevazné s vysokym vékem, a pfesto se pokusy
provadi na dospé€lych, ale mladych potkanech. Déle se naptiklad setkdvame s odlisSnym
pohledem na vyvoj aterosklerdzy, kde u potkani je vyvoj aterosklerézy velmi
neobvykly 1 za trvale zvySené pfitomnosti krevnich lipidi, zatimco u ¢lovéka se jedna o
vyznamny faktor hypertenze a srde¢niho selhani. V neposledni fad¢ jsou tyto nemoci u
lidi obvykle pomalu se vyvijejici S neurohumoralni adaptaci. Naproti tomu u zvifecich
modell se Casto jednd o vyvolani symptoml akutné pomoci 1€k nebo chirurgicky
(Doggrell and Brown 1998). V tomto ptipad¢ je dulezité zvolit vhodny pfistup.
Kdispozici mame dva zakladni modely experimentalni hypertenze. U tzv.

indukovanych modelit se jednd o vyvoldni hypertenze farmakologickym nebo
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opera¢nim zéasahem, ktery vede k definované zméné krevniho tlaku u normotenznich
kmenti. Druhym typem jsou genetické modely, u kterych k hypertenzi dochazi
genetickou zménou, kterd se béhem vyvoje projevi zvysenim krevniho tlaku, at” uz

spontanné nebo indukované (Havlenova 2008).

2.2.1. KMEN SHR

Spontanné hypertenzni potkan (SHR, Spontaneously hypertensive rat) je velmi
uzivany model lidské esencidlni hypertenze a s ni spojené hypertenze levé komory
srdecni. Jedna se o inbredni kmen laboratorniho potkana, ktery byl vyvinut japonskymi
védci z potkaniho kmene Wistar. Hypertenze u tohoto modelu je zplisobena zvysenou
periferni rezistenci vyvolanou v po¢atecnich stadiich funkéni neurogenni vazokonstrikci
a pozdéji udrzovanou strukturalnimi zménami cév. Z SHR, jako zdkladniho kmene,
byly vyselektovany dal§i podkmeny. Existuji varianty zvifat se spontdnni obezitou,
ischemickou chorobou srdec¢ni, spontanni trombogenni aktivitou nebo kmeny s 80%
vyskytem iktu ve véku 9-13 mésict (Havlenova 2008).

Pro nasi studii byl pouzit podkmen SHR/Olalpcv. Jedna se o inbredni kmen
potomkti SHR, ktefi jsou piivodné z Narodniho institutu zdravi. K udrZzovani tohoto
kmene v Akademii véd Ceské republiky dochazelo kiizenim bratra a sestry po dobu
vice nez 15 let. Tento kmen byl vyuzit napiiklad ve studii, kdy byly navrzeny QTL
(Quantitative trai loci) useky DNA asociované S regulaci krevniho tlaku a velikosti
srdce. Jeden z téchto lokusi se nachazel na chromozomu 2. Vznikl novy kongenni
kmen, kde usek chromozomu 2 mezi D2Ratl171 a D2Arb24 byl nahrazen usekem od
normotenzniho kmene Brown Norway (BN). Vysledkem méfeni bylo, ze SHR kongenni
kmen nesouci segment z BN ma signifikantné mensi systolicky a diastolicky tlak. Toto
snizeni hypertenze bylo navic doprovazeno zlepSenim srde¢ni hypertrofie. Tato studie
poukazuje na to, Ze geny piimo Souvisejici se zménami krevniho tlaku se
pravdépodobné nachazi v nahrazeném tGseku chromozomu 2 (Pravenec, et al. 2001).

Tento kmen byl podroben vice podobnym pokustim, jejichz vysledky nam tvofi
charakteristiku tohoto kmene. Tento kmen se vyznacCuje témito néslednymi
fenotypovymi znaky: mensi télesnd hmotnost, zvySend hmotnost srdce, inzulinova
rezistence, zvyseny systematicky arterialni krevni tlak a zvySeny systematicky arterialni
systolicky krevni tlak. V uvedené databdzi lze nalézt vSechny studie spjaté s vyse
uvedenymi fenotypovymi znaky (Rat Genom Database).
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2.2.2. KMEN BN

Kmen Brown Norway (BN) pochazi puvodné zroku 1976 z Institutu
Radiobiologie v Nizozemsku, odkud byl pfedan do Charles River ve Wilmingtonu
vroce 1977. V tinoru 1989 se dostal do chovu Charles River v Némecku. Pivodné byl
tento kmen kiizen za zamérem seclekce histokompatibility hnédé mutace v kmeni
divokych potkand. Barva srsti je non-agouti hnéda. Ve vyzkumu se vyuziva ke
genetickému mapovani, ke studiu zanétii dychacich cest, dysfunkci imunitniho systému,

starnuti a pfi vyzkumu transplantaci (Velaz 2013)

2.2.3. KMEN SHR/OLAlIpCY-MTBN/CRE

Vztah mezi variantami mtDNA a rizikovymi faktory diabetu typu II a ostatnich
spoleénych nemoci ziskdva velkou pozornost. Poznani Vv této oblasti je bohuzel
limitovano Z mnoha divodu. Jednim z nich je ten, ze fenotypovy efekt variant mtDNA
lze jen velmi téZko izolovat a tedy rozpoznat od nuklearniho genomu, fenoménu
imprintingu a environmentalnich faktord. Dal$im divodem je malé mnozstvi zvifat,
které je dostupné pro piimé zkoumani vlivu mtDNA na komplexni metabolicky fenotyp
in vivo. Variantou, jak izolovat u¢inky mitochondrialniho genomu je jeho nahrazeni na
stejném nuklearnim genetickém pozadi u konplastickych kment. Nové konplastické
SHR kmeny vznikly nahrazenim mitochondrialniho genomu SHR mitochondrialnim
genomem od kmene BN a tak vznikl kmen SHR/OLAIPCV-MT BVCRE ktery pro
zjednoduseni bude oznacen Vv celém spisu zkratkou SHR-mtBN. Vzhledem k tomu, ze
SHR konplastické kmeny a SHR progenitorové kmeny jsou geneticky identické,
s vyjimkou rozdilného mitochondridlniho genomu, mizeme fenotypové zmény pficist
sekvenénim rozdilim v jejich mtDNA (Pravenec, et al. 2007).

Sekvenéni analyza odhalila rozdily mitochondrialniho genomu SHR a BN.
Srovnani kompletnich mtDNA sekvenci odhalilo n€kolik polymorfismi, které by mohly
mit potenciondlné funkéni vyznam. Jedna se o 7 genii pro MRNA ze 13, 5 genil pro
tRNA z22 a oba geny pro rRNA. Zidny zpozorovanych rozdili mezi
mitochondridlnimi genomy SHR a BN nejsou asociované s heteroplazmii. Detekované
polymorfismy v mRNA zputisobuji rozdily v sedmi genech. Predikuji aminokyselinovou

substituci v mitochondrialni cytochrom ¢ oxidazové podjednotce I, ATP syntazové
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podjednotce 6, ATP syntazové podjednotce 8, cytochromu b, NADH dehydrogenazové
podjednotce 2, NADH dehydrogenazové podjednotce 4 a NADH dehydrogenazové
podjednotce 6. Rozdily v mtDNA obou kmenu jsou pichledné shrnuty v tabulce ¢. 2
(Pravenec, et al. 2007).

Tabulka ¢. 2: Varianty mtDNA kédujici rozdilné aminokyseliny kmene SHR a
SHR-mtBN

Kodon Aminokyselina
Gen Nukleotid | BN SHR BN SHR
mt-Nd2 3956 GTA | GCA | Vval Ala

4352 AAC | AGC | Asn Ser
4633 ACA | GCA | Thr Ala
4696 GCA | ACA | Ala Thr
mt-Col 5326 CTC | TTC Leu Phe
mt-Atp8 7930 ACC | ATC Thr lle
mt-Atp6 8021 GAA | AAA | Glu Lys
mt-Nd4 10227 1TC | ACC lle Thr
11225 GCA | ACA | Ala Thr

11360 GTC | ATC Val lle
11374 ATC | ATA lle Met
mt-Nd6 13647 ATT GTT lle Val

13974 CTT TTT Leu Phe
mt-Cyb 14775 GAC | AAC Asp Asn
15135 ATC | GTC lle Val

V tabulce jsou shrnuty mitochondrialni geny (mt-ND2,4,6 — NADH dehydrogenazova podjednotka 2,4,6,
Col - cytochrom ¢ oxidaza, podjednotka 1, Atp6,8 — ATP syntazova podjednotka 6,8, Cyb — cytochrom
b), které jsou polymorfni mezi kmeny SHR a BN, suvedenou pozici polymotfniho nukleotidu,
konkrétnim polymorfnim kodénem a fenotypovou zménou aminokyselin. Upraveno dle (Pravenec, et al.
2007).

Ke vzniku kongennich i konplastickych kmen dochazi klasickym zpétnym
kiizenim a selekci. Kongenni kmeny maji cilené¢ vnesenou ¢ast genomu od jednoho
inbredniho kmene na genetické pozadi jiného inbredniho kmene. Konplastické kmeny
jsou specidlnimi pfipady kmenti kongennich, kdy se vnasi jaderny genom inbredniho
kmene do odlisného cytoplazmatického prostiedi s odliSnymi mitochondriemi kmene
odlisného. Pro nasi studii byly tedy pfipraveny konplastické kmeny (Silver 1995). F1
kiizenci dvou inbrednich kment (v nasem piipadé SHR, BN) se zpétné kiizi s kmenem,
ze kterého ma vzniknout konplasticky kmen (SHR) s nékterou vlastnosti kmene

druhého (BN) (Pravenec, et al. 2007). Tradi¢ni vznik konplastickych kmenti zpétnym
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kiizenim se opird o Mendelovy zédkony. Genom darce je redukovan na 50% s kazdym
zpétnym kitizenim hostitelského inbredniho kmene. Po 10 generacich kfizeni se selekci
je kongenni kmen z 99,9% identicky hostitelskému inbrednimu kmenu (Obr. 3) (Harbor
2001).

Obrazek ¢. 3: Procento hostitelského genomu se vzrustajicim poctem generaci
zpétného kiiZeni
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Na ose x jsou znazornéné generace zpétného kiizeni a na ose y procento hostitelského genomu v dané

generaci. Prevzato z (Harbor 2001).

Tato metoda je bohuZel Casové narocna a obvykle zabere vice neZ 3 roky.
Existuji dva zpisoby urychleni tohoto procesu. (1) ,,marker-assisted, tzv. vznik
rychlych kmenti nebo (2) uziti superovulace k produkci ,,supersonic® kongennich
kmenii. Oba piistupy se také daji kombinovat. Tzv. rychlé kongenni kmeny vznikaji
pomoci panelu zmapovanych SSLP markert, které pokryvaji cely genom (kromé X a' Y
chromozomu) a jsou polymorfni mezi obéma inbrednimi kmeny. Tato metoda vyuZziva
faktu, Ze potomci zpétného kiiZeni maji celou fadu genomickych identit. Detekci téchto
markertt se mohou vybrat potomci, ktefi obsahuji nejvétsi procento hostitelského
genomu a ty pouzit do dalSiho kiiZeni. Diky tomuto pfistupu miiZzeme dosahnout 99%
hostitelského genomu u kongenniho kmene po 5 generacich (cca 12-16 mésica) (Harbor
2001).

23



Diplomova prace Teoreticka cdst

Ke vzniku SHR-mtBN kmene byl pouzit pfistup ,,SUpersonic popsany
Behringerem (Landa, et al. 2010). V kazdé generaci zpétného kiizeni, mezi SHR
samcem a BN samici, byly superovulovany 4tydenni F1 samice, které byly oplodnéné
SHR samcem. Superovulace byla vyvolana podanim gonadotropinu produkovaného
chorionem bftezi klisny (PSMG, pregnant mare’s serum gonadotropin) s naslednou
aplikaci lidského choriového gonadotropinu (hCG, human chorionic gonadotropin) po
48h. Oplozena vajicka byla nasbirana proplachnutim vejcovodd V prvnim dni
té¢hotenstvi a nasledné¢ byla pienesena v poctu 7-9 dvoubunéénych embryi do
pseudopregnantni SHR samice, ktera byla pfes noc pafena s potkanem sterilizovanym
vazektomii. K pfenosu embryi do vejcovodl pseudopregnantni samice doslo v prvni
den faleSné biezosti. Vysledkem byly SHR té€hotné matky ,,péstounky*. Za 3 tydny byly
narozené samicky pouzity k dal§imu zpétnému ki¥izeni. Potomci byli superovulovani a
kdyz dorostli véku 4 tydnu, byli nakryti SHR samci a cyklus se opakoval. Témito
navaznymi procesy doslo ke kompresi délky kazdého zpétného kiizena na celkem 7
tydnt (Pravenec, et al. 2007).

Ke studiim byli pouziti samci konplastickych potkant, kteii byli vysledkem
sedmého az devatého zpétného kiizeni. Po sedmi az deviti zpétnych kiizenych bude
vznikly konplasticky kmen totozny s inbrednim partnerem v 98,4-99,6% genomu
(Silver 1995). Na téchto kmenech byla provedena genotypova analyza polymorfnich
markerl rozmisténych od sebe ~10 cM napfi¢ jadernym genomem, ktera neodhalila
rozdily mezi konplastickym a progenitorovym SHR kmenem. Z tohoto divodu je
vysokd pravdépodobnost, ze konplastické a progenitorové kmeny pouzivané v této
studii jsou homozygotni v kazdém z danych lokusti v jaderném genomu (Pravenec, et al.
2007).

Bez sekvencnich analyz jaderného genomu nemiizeme mit absolutni jistotu, ze
se v organismu nenachazi ani jeden heterozygotni usek, a proto byla zvolena doplikova
metoda testovani. Samice F1 generace maji identické jaderné genomy, ale rozdilné
genomy mitochondridlni podle toho, ktery matefsky kmen byl ke kiizeni pouzity.
Potomstvo generace F1, ktera vznikla kiizenim SHR samce a BN samice ziska BN
mitochondrialni genom, zatimco potomstvo generace F1 vzniklé kiiZenim BN samce a
SHR samice ziskd SHR mitochondrialni genom. Protoze SHR a BN progenitorové
kmeny jsou zcela inbredni po vice nez 40 generaci, vSichni potkani generace F1 musi
mit stejné jaderné genomy. Studie na samicich F1 generace mohou vylouc¢it zmény

V jaderném genomu, ale nemohou vyloucit potencialni efekt matetského prostiedi a
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genového imprintingu, zatimco studie konplastickych kment efekty prostfedi a
imprintingu odstranuje. Proto doplitkové studie u samic vzajemnych F1 hybridd spolu
se studiemi konplastickych potkanich samct poskytuji dobré podminky na izolované
posuzovani miry vlivu variant mitochondridlniho genomu na komplexni fenotyp

(Pravenec, et al. 2007).

2.3. HYPOXIE

Hypoxie je stav, ktery je definovany nerovnovdhou mezi dodavkou a poptavkou
kysliku. Za normoxickych podminek, kdy je v okolnim prosttedi 21% kysliku, je
dostupnost kysliku pro embryondlni nebo zralé builkky velmi odliSna. Koncentrace
kysliku v jejich bezprostfedni blizkosti se vétSinou se pohybuje ve velmi nizkych
hodnotach v intervalu mezi 2 az 9% kysliku, coz odpovida 14,4 az 64,8 mmHg. (Simon
and Keith 2008) . Spotieba kysliku v srdci, které je vysoce aerobnim organem, kolisa
Vv zavislosti na jeho vytiZzenosti. P¥i pomalém pulsu se spotieba pohybuje mezi 8-15ml
02/min/100g srde¢ni tkané. Pii vysoké fyzické zatézi se vSak spotieba muze zvysit
zhruba 5x tj. az na 70ml 02/min/100g srde¢ni tkan¢ (Giordano 2005). Dostate¢né
zasobeni srdce kyslikem je zékladni podminkou pro zachovani jeho zdravé funkce a
optimalni produkce energie Kudrzeni zakladnich bunétnych procesu. Hypoxie je
charakterizovana snizenou dodavkou kysliku pii zachovani pratoku koronarnimi cévami
a zasobeni substraty bez zmény metabolickych produkt, na rozdil od ischémie
(Verdouw, et al. 1998). Ischémie popisuje stav, kdy dochazi k nedostate¢nému zasobeni
tkani krvi, coZ vede nejen k nedostatku zésobeni kyslikem, ale 1 energetickymi
substraty. Timto dochazi k posunu Kk anaerobnimu metabolismu a insuficienci
kontraktilni funkce. Ischemie zahrnuje nejen nedostate¢né zasobeni, ale 1 nedostatecny
odvod zplodin metabolismu, které se hromadi. Nasledkem toho dochazi
k ischemickému poskozeni tkané, jehoz rozsah je zavisly na vice faktorech, napt. na
dobé a intenzité¢ hypoxického stimulu a stupni odolnosti srde¢ni tkané (Ostadal and
Kolar 2007).

Podle mechanismu vzniku hypoxie v myokardu mizeme definovat 4 zakladni
typy. Hypoxickou (anoxickou) hypoxii, ktera je zplisobena poklesem parcialniho tlaku
kysliku v arteriich, ischemickou (stagnac¢ni), kterd je indukovéna sniZenim nebo
nedostateénym prutokem krve, anemickou, u které je snizena koncentrace nebo funkce

hemoglobinu transportujiciho kyslik a histotoxickou, kdy tkan neni schopna vyuzit
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dostatecné privadény kyslik z ditvodu existujiciho toxického poskozeni. Posledni piipad
nastava napiiklad u 1ékové inhibice proteinti dychaciho fetézce (Ostadal and Kolar
2007).

Experimentalné jsou v laboratofich simulované podminky vysokohorského
prostiedi pomoci hypoxickych komor. Komory uzivané k témto simulacim jsou bud’
hypobarické, kde dochazi ke snizeni pO; ¢asteénym odcerpanim vzduchu a nebo

normobarické, kde je podminek docileno fizenou smési plyna.

2.3.1. ADAPTACE NA CHRONICKOU HYPOXII

Hypoxické pasobeni na myokard je provazeno ftadou morfologickych
a fyziologickych zmén, které jsou zavislé na druhu a stupni hypoxie, délce trvani ale
i stafi zvifete. Adaptace na chronickou hypoxii indukuje kompenza¢ni mechanismy,
které obecné zahrnuji zvySenou tvorbu erytrocytli a rozvoj angiogenniho systému za
ucelem zvySeni dodavky kysliku. Dlouhodobé adaptacni mechanismy jsou
charakterizovany celou fadou zmén, jak protektivnich tak Skodlivych, za ucelem
udrzeni energetické a metabolické homeostazy (Semenza 1999).

Hypoxie zptusobuje vazokonstrikci a naslednou remodelaci cév Vv plicnim feéisti,
které se stavaji vice rezistentni. Nasledkem je zvySeni odporu v celém plicnim ob¢hu,
coz klade vysoké mechanické naroky na pravou komoru srdecni, kterda musi odpor
pirekonat. Timto dochazi k plicni hypertenzi, ktera mechanicky zatézuje ¢innost pravé
komory a ma za nasledek jeji hypertrofii (Setty, et al. 2008). Nasledkem pietiZzeni
dochazi také ke zvySené syntéze extracelularnich proteinti a to predevsim kolagenu | a
Il (Pelouch, et al. 1997), coz snizuje elasticitu myokardu (Jalil, et al. 1989). Ke
zméndm vSak dochézi i na molekularni urovni, kde se setkdvame se zménou genové
exprese kontraktilnich proteinti, enzymi energetického metabolismu i metabolické
aktivity nékterych enzymi. Hlavnim zdrojem energie se stava glykogen (Opie 1969)
diky aktivaci anaerobniho metabolismu glukézy. V disledku hypoxie se také meéni
vodivost nékterych iontovych kanall, ¢imz se prodluzuje akéni potencial (Sharma, et al.
2004).

Adaptace na chronické plsobeni hypoxie odpovidajici 5000 az 7000 m.n.m.
vede ke tfem fyziologickym zménam, které zvySuji odolnost srdce k ischemii (Ostadal
and Kolar 2007). Jedna se o protektivni mechanismy, které se manifestuji jako (1)

zmensSeni infarktového loziska, (2) zlepSeni postischemickych kontraktilnich funkci
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srdce, (3) snizeni ischemickych a reperfiznich arytmii komor. Kardioprotektivni uc¢inky
Vv rychlé odpovédi na sttidavy hypoxicky stres prokazal také tzv. preconditioning, ktery
je navozen kratkymi epizodami ischemického stresu pfed vlastnim ischemickym
inzultem. Pfi studiich exprese v levé komoie srde¢ni po adaptaci na chronickou hypoxii
dochdzi ke zménam trovné exprese riznych gent ze skupiny antioxidacnich systému a
energetické metabolismu (Neckar, et al. 2002). Z poslednich studii vyplyva velmi
dilezité postaveni mitochondrii, které jsou diky adaptaci na chronickou hypoxii vice
odolné¢ k akutnimu nedostatku kysliku v dasledku ischémie (Zemanova 2007).
Mitochondrie vykazuji zvySenou respiracni funkci pro udrzeni a zvySeni efektivnosti

vyroby energie pro zachovani kontraktility srdce (Lomnicky 2010).

2.3.2. HYPOXIi INDUKOVANY FAKTOR (HIF)

Hypoxii indukovany faktor (HIF) je hlavnim transkripnim faktorem
aktivovanym hypoxii, ktery je hlavnim reguldtorem homeostazy v odpovédi na kyslik.
V srdci ma dvé majoritni izoformy: obecné ptritomnou HIF-1 izoforomu a tkanové vice
specifickou izoformu HIF-2. HIF-1 se sklada ze dvou podjednotek, inducibilné
epxrimovana HIF-1a podjednotka a konstitutivné exprimovana HIF-1p podjednotka,
znama také jako ARNT (aryl hydrocarbon nuclear translocator). Stabilita a aktivita
HIF-1a podjednotky je regulovana na posttranskripéni trovni hydroxylaci, ubikvitinaci,
acetylaci a fosforylaci. Za normoxickych podminek dochédzi k hydroxylaci dvou
specifickych prolinovych zbytkd (Pro402 a Pro564) v ODDD (oxygen dependent
degradation domain) oblasti a asparaginylového zbytku (Asp 803) na C-TAD doméné.
ODDD oblast obsahuje dva motivy pro hydroxylaci a to bazické helix-loop-helix a
PER-ARNT-SIM (PAS). Tyto domény jsou spolecné obéma izoformam HIFo. Tato
hydroxylace spousti asociaci HIF-1a podjednotky s pVHL E3 ligazovym komplexem a
jeho naslednou degradaci prostiednictvim ubikvitin-proteazomové drahy. Polocas
rozpadu proteinu se uvadi kolem 5Smin. V hypoxickém stavu je HIF-la podjednotka
stabilizovdna a interaguje s koaktivatory transkripéni aktivity, jako je napftiklad
p300/CBP (CAMP responce element-binding protein binding protein/p300). Domény
v ODDD oblasti jsou zodpovédné za vznik heterodiméru HIF-1a a HIF-1p, ktery se
poté translokuje do jadra, kde se vdze na DNA, konkrétn€ na elementy odpovidajici na
kyslik HRE (Hypoxia response element). Timto mechanismem ovliviiuje expresi fady

cilovych gend smnoha rozlicnymi funkcemi. Komplexni ovlivnéni metabolismu
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aktivaci tohoto transkripéniho faktoru nastinuje obrazek ¢. 4. (Costa 2006; Semenza
2000).

Obrazek ¢. 4: HIF signaliza¢ni draha
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Obrazek zobrazuje komplexni ovlivnéni bunééného i celotélového metabolismu, které indukuje aktivace
hypoxii indukovaného faktoru (HIF). Pfevzato z (Schofield and Ratcliffe 2004).

Obecné z rodiny HIF proteind rozpoznavame ti o podjednotky: HIF-1a, HIF-
20, HIF-3a a tfi B podjednotky HIF1 B/ARNT, ARNT2, ARNT3. Podjednotky se mezi
sebou lis§i mistem a mirou exprese, cilovymi geny, ale 1 schopnosti reagovat na kyslik
a dimerizovat. Casové a mistni rozdily se prokazatelné vyskytuji u embryogeneze mysi
(Jain, et al. 1998). Tyto odlisnosti pravdépodobné zodpovidaji za odlisnou citlivost
riznych tkani na koncentraci kysliku. Nejprozkoumangjsi podjednotkou je HIF-1a a
HIF-1B, na kterych byl popsan vySe uvedeny mechanismus degradace. Ostatni
podjednotky maji vys$si specificnost pro tkané. Homologie HIF-20 s HIF-1a je
v primarni sekvenci V48%, a proto maji také strukturni (Obr. 5) a biochemické
podobnosti. Na rozdil od vsudypfitomné HIF-la, se HIF-2a vyskytuje specificky
v plicich a endothelialnich bunkach. Vyssi koncentrace HIF-2a byla také detekovana
naptiklad v myokardu v hypoxickych podminkach a vyssi exprese mRNA HIF-2a byla
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prokazdna v embryondlni tkéni. HIF-3a, ktery byl objeven nejpozd€ji je také
exprimovany v riznych typech tkani, dimerizuje s HIF-1B podjednotkou a vdze se na
HRE. Byla objevena také zkracena forma HIF3a IPAS (inhibitory PAS) exprimovana
v Purkynovych bunikdch mozecku a epitelu rohovky. IPAS nema zaddnou endogenni
transaktivacni aktivitu, ale spiSe interaguje s aminoterminalni koncem HIF-la a brani
jeho vazbé na DNA. Pisobi tedy jako negativni regulator HIF-1a. IPAS muze byt také
indukovany hypoxii v srdci a plicich, coz piispiva k negativni zpétné aktivit¢ HIF-1a

(Costa 2006).

Obrazek ¢. 5: Doménové struktury HIFa podjednotek
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HIF-1a — hypoxii indukovany faktor 1, a podjednotka, HIF-2a — hypoxii indukovany faktor 2, o
podjednotka, HIF-3a — hypoxii indukovany faktor 3, a podjednotka. Pfevzato z (Costa 2006).

HIF reguluje velké spektrum gent, které posiluji metabolismus glukézy a
dostupnost kysliku. Mezi tyto geny patii naptiklad transportéry glukozy, enzymy
anaerobni glykolyzy, vasodilata¢ni faktory, angiogenni faktory a jiné. Jak jiz bylo
teCeno, HIF reguluje geny pies vazbu na HRE nebo jemu podobny element na DNA.
Tento element byl prozatim identifikovan jen u nékterych genti, které jsou tedy pfimo
regulované. Jedna se o gen pro cévni endotelialni rustovy faktor A (VEGF-A, Vascular
endothelial growth factor A) a jeho receptory, erytropoetin, placentarni rustovy faktor,
endotelialni syntaza oxidu dusného, SDF-1 (stromal derivated factor-1) a jeho receptor,
endothelin 1, cyklooxygenaza 2, kinazy sfingokinazy 1 (Fong 2008). Ostatni geny
prozatim nemaji HRE element identifikovany nebo jsou regulované neptimo. Do této
skupiny patii napiiklad gen pro pyruvatdehydrogendzovou kinazu, glukozovy
transportér 1, fosfoglyceratkinazu 1, atridlni a mozkové natriuretické peptidy a fadu

rastovych faktord jako naptiklad PDGF (platelet-derived growth factor B, rtstovy faktor
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B odvozeny od trombocyti), TGFa, B (transforming growth factor, a and p,
transformuyjici rustovy faktor a a B) (Bernardt, et al. 2007).

Pfeifer se spolupracovniky fesil, zda zvySeni plazmatické koncentrace atrialniho
natriuretického peptidu (ANP, atrial natriuretric factor) béhem hypoxie je disledkem
hypoxii indukované upregulace ANP v srdci nebo tlakovym pfetizenim pravé komory
srdeCni. Z jeho studii vyplyva, ze opozdénd upregulace genu ANP naznacuje, ze
hypoxie sama o sobé neni vyznamnym stimulem a zvySeni je zpusobeno spiSe
pretizenim pravé komory. Upregulace ANP v levé komote vSak zatim neni uplné
objasnéna (Pfeifer, et al. 1997). Adaptivni odpovéd na hypoxii zahrnuje upregulaci
hemoxygenazy 1 (HMOX1) skrze aktivaci iINOS (inducible NOS) v srde¢nich bunkach.
HMOX1 pomaha regulovat cévni tonus pfes oxid dusnaty a tim se podili na dilezitém
obranném mechanismu (Grilli, et al. 2003).

HIF ovliviiyje transkripci n€kterych gent i negativné. Napiiklad HIF-1a se vaze
na gen Mxil, jehoz transkripéni aktivitu zvySuje. Tim se Mxil stava zvyhodnénym
vazebnym partnerem pro dimerizaci s Max proteinem, oproti transkripénimu faktoru c-
Myec. Timto dochézi k inhibici cilovych genl c-Myc, které jsou pozitivné regulovany
pouze dimerem c-Myc/Max. Mezi timto zpusobem negativné regulované geny patii

napiiklad PGCI1, ktery je zodpovédny za biogenezi mitochondrii (Zhang, et al. 2007).

2.4. GENY ENERGETICKEHO METABOLISMU

Srdce je organ, ktery je zcela zavisly na aerobnim metabolismu. Z toho divodu
témet 40% cytoplazmatického prostoru vypliiuji mitochondrie (Voet and Voetova
1995). Za anaerobnich podminek je vétSina energie pro srde¢ni sval ziskavana
Z mitochondrii procesem oxidativni fosforylace, do kterého za klidovych podminek
rovnomé&rné piispivaji mastné kyseliny, glukéza a laktat jako primarni substraty.
Z Krebsova cyklu a z [ oxidace mastnych kyselin se uvoliiuje velké mnozstvi
redukovanych adeninovych dinukleotidi (FADH2) a (NADH+H"), které jsou
transportovany k vnitini mitochondrialni membrané. Zde odevzdaji redukéni
ekvivalenty (elektrony a protony), které jsou transportovany multiproteinovymi
komplexy dychaciho fetézce za doprovodného vzniku koncentraéniho gradientu H' na

vnitini mitochondrialni membrané (Kolar 2011). Za normalnich podminek, jsou takto
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zpracovavany substraty mastné kyseliny : glukéza : laktat v poméru 1:1:1, zatimco
V hypoxickych podminkach se vSak tento pomér rapidné¢ méni ve prospéch laktatu a to

na 1/7:1/5:2/3 (Silbernagel and Despopoulos 2004).

2.4.1. PROTEIN KINAZA B (PKB NEBOLI AKT)

Gen pro AKT1 (murine thymoma viral oncogene homolog 1) je lokalizovan na
chromozomu 6 v pozici q32. Vyskytuje se pod riznymi nazvy, jako naptiklad protein
kinasa B, RAC-alpha serine/threonine-protein kinase, thymoma viral proto-oncogene
apod. Koéduje protein AKT, serin-threoninovou Kkinazu, ktera je aktivovana skrz
fosfatidylinositol-3-kinazovou (PI3) signalni drahu. AKT je vazebnym proteinem pro
ATP a protein kinasu C (PKC). AKT signalni draha téz ovliviiuje transport glukozy
zavisly na inzulinu, aktivaci vezikuld s gluk6zovym transportérem v srdci. (Rat Genom
Database).

AKT hraje centrdlni ulohu v regulaci metabolismu, bunééného piezivani,
transkripci a progresi bunééného cyklu. Klicovou ulohu v signalizaci hraje svou
interakci s fosfatidylinositol-3-kinazou (PI3K), ktera je asociovana s receptory na
buné¢ném povrchu a tvoii s nimi komplexy po jejich aktivaci ligandem (Gudernova
2011). Enzym PI3K se vaze na fosforylovany thyrosin vnitrobunééné domény EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor). Timto se dostane do blizkosti katalyticka doména
PI3K s fosfoinositidy vazanymi v cytoplazmatické membrané, které fosforyluje na 3.
pozici. Fosfatidylinositol-3-fosfaty ovliviiuji fadu proteind a mezi nimi i AKT. Ta se
Castecné aktivuje a premistuje se na plazmatickou membranu. Pro Gplnou aktivaci je
nezbytna protein dependentni kinaza 1 (PDK1) a protein dependentni kinaza 2 (PDK?2).
PDK1 fosforyluje treoninovy zbytek a PDK2 tyrosinovy zbytek v aktivacnim misté
AKT. PIn¢ aktivovana AKT se uvolni z plazmatické membrany a fosforylaci inaktivuje
proapoptotické proteiny a transkripcni faktor FOXO3 (forkhead box O3), ktery
ovlivituje tvorbu dalSich proapoptotickych proteini. DalSim plsobenim AKT je
navozeni transkripce gend pro bunéné piezivani a proliferaci (Tamura, et al. 1999).
Aktivovand AKT také fosforyluje HK2, pod trankrip¢ni kontrolou HIF1, kterd asociuje
s VDAC porem na vnéj$i mitochondrialni membrané (Riddle, et al. 2000).

Homologni protein AKT2 (murine thymoma viral oncogene homolog 2) je
lokalizovan na chromozomu 1 v pozici q22. Kéduje ATP a protein kinazu C vazebny

protein se serin/treoninovou aktivitou. Je zahrnuty do bunééné odpovédi na chemické,
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hormonalni a inzulinové stimuly. Ucastni se stejné jako AKT1 v PI3K/AKT dréze, v
transportu glukozy zavislém na inzulinu a E-cadherinové signalizani draze. Je
lokalizovéan v cytosolu, kompartmentech reagujicich na inzulin a na vnitini membrané
organel (Rat Genom Database). AKT2 reguluje vSechny izoformy AKT a podporuje
odolnost vici hypoxii prostiednictvim miRNA 21 pfi nedostatku kysliku. Tato
skutecnost byla zjiSténa na pokusu s normélnimi a tumorovymi builkami. Oba typy
bunck exprimujici AKT2 jsou vice rezistentni vi¢i hypoxii nez buinky exprimujici
AKT1 nebo AKT3. Toto je dano odliSnou regulaci miRNA 21, kterd je upregulovana
v hypoxii v AKT2 exprimujicich buinikach. Upregulaci miRNA 21 pomoci hypoxie
AKT2 downreguluje PTEN (phosphatase and tensin homolog) a aktivuje vSechny tii
formy AKT (Polytarcho, et al. 2011). PTEN je fosfataza, které mize defosforylovat
serinové, treoninové a thyrosinové zbytky. Jeji nejdilezitéjsi funkei je defosforylace

fosfatidylinositol-3-fosfatt a tak pisobit jako jejich antagonista (Tamura, et al. 1999).

2.4.2. HEXOKINAZA (HK)

Gen pro HK1 je u potkana Rattus Norvegicus lokalizovan na chromozomu 20
v pozici ql1. HK1 je enzym, ktery piedev§im katalyzuje prvni krok glykolyzy, a to
pfeménu glukézy na glukdza-6-fosfat. Nadale se ucastni v ATP katabolickych
procesech, raznych typech fosforylaci, proteinové autofosforylaci, reguluje aktivitu
aniontovych kanald a negativné reguluje apoptotické procesy. Je lokalizovan
Vv kaveolach, v cytosolu, v membranovych raftech, na vngj$i mitochondrialni membrané,
v mitochondriich a v jadie (Rat Genom Database).

Gen pro HK2 je lokalizovan na chromozomu 4 v pozici q34. HK2 patii mezi
cilové geny HIF a hraje vyznamnou tlohu v ochrané¢ kardiomyocyti v ischemii. Za
fyziologickych podminek je pfevazné v cytosolu avSak za ischemickych podminek, pod
vlivem aktivace protein kindzy B/AKT, je translokovana na wvnéjSi membranu
mitochondrii, kde brani otevieni mPTP poru a tim chrani mitochondrie a sniZuje
pravdépodobnost vzniku apoptéozy (Miyamoto, et al. 2008). Béhem adaptace na
hypoxické podminky jsou upregulovany geny gluk6zového metabolismu, kde je
sledovan narust exprese HK2 (Suzette, et al. 2000).

Ob¢ izoformy jsou v aktivni formé& tetramerem a pii jejich aktivité dochazi
k fosforylaci glukdzy za piitomnosti komplexu Mg”*-ATP. Volné ATP, které neni

vazano v komplexu s manganatym iontem, pisobi naopak jako kompetitivni inhibitor
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reakce. Vlastni reakce probiha podle ndhodného bi-bi-mechanismu. HK tvofi ternalni
komplex s glukézou a komplexem Mg?*-ATP. Mg, ktery je vazan ke kyslikovym
atomim fosfatové skupiny odstifiuje jeji negativni ndboj, ¢imz se atom fosforu stane
pristupny nukleofilnimu ataku hydroxylové skupiny na Sestém uhlikovém atomu
glukdzy. Glukédza navazana na HK zpiisobuje jeji velké konformacéni zmény, kdy laloky
tvorici aktivni misto se k sobé piiblizi a uzaviou do sebe molekulu glukézy. Tento
pohyb vytla¢i vodu, a proto HK katalyzuje pfenos fosfatu na glukozu 40 000 x rychleji
nez na vodu, i kdyZ by pfenos na vodu byl energeticky vyhodné&jsi (Voet and Voetova
1995).

2.4.3.KREATINKINAZA (CK)

CK je enzym, ktery se nachédzi ve vysoké koncentraci ve vSech excitabilnich

bunikach, napf. ve svalu a nervové tkani, kde katalyzuje nasledujici reverzibilni reakci:

kreatinfos fat(PCr) + MgADP + H* <« kreatin(CK) + MgATP

Izoformy CK v buiice funkéné spojuji mista produkce a spotieby ATP a tim
zajistuji pohotovostni regeneraci ATP v okamziku jeho ndhlé poptavky a soucasné
stimuluji respiraci mitochondrii pfimou dodavkou ADP ke komplexu V respiracniho
fetézce (Wallimann, et al. 1998). Rozeznavame 4 CK izoformy. Dvé cytosolické mezi
které patii izoforma svalova (CKM, creatine kinase muscle) a mozkova (CKB, creatine
kinase brain). Dalsi dvé izoformy jsou mitochondrialni a patii sem sarkomericka (CKs,
creatine kinase sarcomeric) a vsudypiitomna (CKu, creatine kinase ubiquitous).
Izoforma CKB, je kodovana genem lokalizovanym na chromozomu 6 v pozici g32, k
jehoz expresi dochazi piedev§im ve vyvoji mozku a srdce a za patologickych stavil.
Izoforma CKM je lokalizovana na chromozomu 1 v pozici 21 a hraje dileZitou tlohu
v blizkosti ATP4z, kde pi¥imo regeneruje ATP a reguluje koncentraci H iontii. Timto se
vyznamné podili na udrZzeni energetické homeostazy pii svalové kontrakei.
Mitochondrialni izoforma CK-mtlB (creatine kinase, mitochondrial 1B), jinak
nazyvana také CKu, ma lokalizovany gen na chromozomu 3 v pozici g35. Tento protein
je zahrnut predevsim ve fosfokreatinovych biosyntetickych procesech v Sirokém spektru
tkani, vyjma srdce. Dale CK-mt2 (creatine kinase, mitochondrial 2), jinak nazyvana

CKs (creatine kinase, sarcomeric), s lokalizaci genu na chromozomu 2 Vv pozici q12, je
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op¢t zahrnuta Vv fosfokreatinovych biosyntetickych procesech a je typicka pro svalovou
tkan (Rat Genom Database).

Mitochondrialni izoformy CK (mtCK) jsou lokalizovany na vnitini
mitochondrialni membrané se zasahem do intermembranového prostoru (Wyss and
Kaddurah-Daouk 2000). Ke kotveni do vnitini mitochondrialni membrany dochézi diky
domén¢ na C konci, ktera je bohata na kladné nabitou aminokyseliny lysin (Schlattner,
et al. 2004). Tato doména mize snadno vazat aniontové lipidy, ze kterych je
vyskytuje pouze u izoformy CK-mt1B. Mt CK dokaze reverzibilné oligomerizovat, diky
¢emuz je schopna propojit vnitini a vnéj$i membranu mitochondrii a umoznit transport
lipidi mezi membranami (Stachowiak, et al. 1996). Tento transport je vSak také
termodynamicky fizen koncentraci CK. CK muze oligomerizovat do dimerni nebo
oktamerni formy, pfi¢emz oktamerni forma aniontové lipidy vaze mnohem rychleji
(Rojo, et al. 1991).

Fosfatova skupiny z ATP (adenosin triphosphate) vzniklého v mitochondriich je
pomoci MtCK pienesena na kreatin, za vzniku ADP (adenosin diphosphate) a
kreatinfosfatu. Kreatinfosfat je dilezitA makroergni sloucenina ze skupiny
guanidinofosfati (Miller, et al. 1993). ADP je zpét transportovano do mitochondrialni
matrix pomoci translokdzy adeninovych nukleotidd (ANT), kde dojde opét
k defosforylaci na ATP. Fosfokreatin se transportuje do mist Spotieby ATP a po
odevzdani fosfatu difunduje vznikly kreatin zpét do mitochondrie. Timto mechanismem
dochazi ke stimulaci oxidativni fosforylace (Wyss and Kaddurah-Daouk 2000).
Oktamerni forma mtCK je vedle ANT funkéné propojena s napétové ovladanym
iontovym kanalem (VDAC) (Adams, et al. 1989) a plni tak dtlezitou strukturalni
funkci, ktera brani otevieni MPT poru (Abu-Hamad, et al. 2008) (Obr. 6).
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Obrazek €. 6: Schéma funkce mitochondrialni CK
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MtCK — mitochondridlni kreatinkinaza, je funkéné propojena s ANT — translokdzou adeninovych
nukleotidii a VDAC - napétové ovladanym iontovym kanalem, kde plni strukturni funkci a stimuluje
oxidativni fosforylaci ptimou dodavkou ADP — adenosindifosfatu ke komplexu V respiraéniho fetézce.
ADP je produkovano, pfenosem fosfatové skupiny z ATP - adenosintrifosfat na Cr — kreatin, za vzniku
PCr — fosfokreatinu. Pievzato z (Schlattner 2009).

Pii anemické hypoxii (nedostatek Zeleza v potravé) nebyla detekovana zména
celkové aktivity CK v srdci, ale byl zde detekovan narlist mitochondridlni CK, stejné
jako narust kapacity mitochondridlni respirace stimulované kreatinem a ADP. Vzestup
fosfofruktokinazové aktivity (0 20%) byl interpretovan jako signifikantni narast
glykolytické aktivity v srdci. Detekovan byl i nardst enzymu laktatdehydrogenazy (o
30%), coz naznaCuje posun metabolismu ve prospéch laktatu a tim padem podporu

anaerobni glykolyzy. Zaroven byl detekovan pokles ATP (Field, et al. 1994).

2.4.4. CYTOCHROM C OXIDAZA (COX)

Gen pro cytochrom c oxidazu, podjednotku IV, izoforomu I (COX4.1) je
lokalizovan na chromozomu 19 v pozici q12. Tento gen koduje protein s cytochrom c
oxidazovou aktivitou. Nachazi se na vnitini mitochondrialni membrane,
vV mitochondriich a jadfe. Druhou izoformou genové kdédovanou na chromozomu 3
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v pozici g41 je cytochrom c oxidaza, pojednotka IV, izoforma II (COX4.2). Tato
izoforma je vSak pouze mitochondrialn¢ lokalizovana (Rat Genom Database).

COX je terminalni enzym dychaciho fetézce na vnitini mitochondrialni membrané
piebirajici elektrony od cytochromu ¢ a pienasejici je na kyslik, jako kone¢ny akceptor
elektronit v procesu mitochondrialni respirace (Voet and Voetova 1995). V savéich
bunkach je kyslikem regulovana exprese izoforem COX4.1 a COX 4.2. Za hypoxickych
podminek HIF-1 reguluje expresi téchto podjednotek aktivaci geni kodujicich COX 4.2
a mitochondrialni proteazy LON, zodpovidajici za degradaci COX 4.1. Efekt exprese a
aktivity COX, ATP produkce, spotieba kysliku a produkce ROS naznacuje, ze prepnuti
exprese COX 4 podjednotky mezi obéma izoformami je soucasti homeostatické
odpovédi, ktera optimalizuje G¢innost respirace v rozdilnych kyslikovych

koncentracich.

2.5. GENY MITOCHONDRIALNI SIGNALIZACE A BIOGENEZE

2.5. 1. KOAKTIVATOR PEROXIZOMALNI PROLIFERACI AKTIVOVANEHO
RECEPTORU GAMMA (PGC1)

Gen pro PGCla je lokalizovan na chromozomu 14, v pozici gqll, gen pro
PGC1p je lokalizovan na chromozomu 18 pozici q12.1 (Rat Genom Database). PGCla
je ¢lenem rodiny transkripénich koaktivatorti, které hraji tUstfedni roli v regulaci
energetického metabolismu. Interaguje s velkym mnoZzstvim transkripcnich faktord,
které maji vysoce variabilni buné¢nou odpovéd’, v€etné reakce na chladovou adaptaci.
PGCla stimuluje mitochondrialni biogenezi a podporuje remodelaci svalové tkané na
kompozici vldknitého typu, kterd je metabolicky vice oxidativni a méné glykolyticka
(Liang and Ward 2006). Caste¢né se podili na regulaci sacharidii a lipida. S vysokou
pravdépodobnosti je zapojen do poruch, jako je obezita, diabetes a kardiomyopatie (Rat
Genom Database).

K regulaci exprese mitochondrialnich proteini dochazi nejcastéji na transkripéni
urovni. Jedna se o velmi propojenou sit’ ko-regulator a DNA vazebnych transkripcnich
faktori, které tidi celou fadu jadernych geni, kodujicich mitochondrialni proteiny.
PGCla je hlavnim regulatorem energetického metabolismu na rovni genové exprese.
Prostiednictvim interakce s mnoha transkripcnimi faktory, jako jsou receptory

aktivované peroxizomovymi proliferatory (PPARs, peroxisome proliferator-activated
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receptors), jaderné receptory pro estrogen (ERRs, estrogen receptor related receptors)
nebo jaderné respiracni faktory (NRFs, nuclear respiratory factors) (Obr. 7). PGCla
zvysuje mitochondridlni kapacitu oxidace mastnych kyselin a oxidativni fosforylace a
spousti koordinovanou expresi jadern¢ a mitochondridlné koédovanych gent
vztahujicich se Kk mitochondrialni biogenezi. Ve skutecnosti PGClo také aktivuje
transkripci a replikaci mtDNA pomoci transkripénich aktivatort a koaktivatort NRFs,
které¢ aktivuji transkripci nukledrné¢ kodovaného mitochondridlniho transkripéniho
faktoru (TFAM) a dvou proteinti, které interaguji se savcimi mirochondrialnimi RNA
polymerazami a TFAM, TFBIM a TFB2M (Kelly and R.C. 2004; Puigserver and
Spiegelman 2008; Ventura-Clapier, et al. 2008).

Obrazek ¢. 7: Regula¢ni kaskada PGCla/p
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PGC-1a — Koaktivator peroxizomalni proliferaci aktivovaného receptoru 1a/f je ovliviiovan fadou
faktorti a fadu transkripénich faktorti ovliviiuje. Mezi tyto faktory patii estrogenové jaderné receptory
(ERRs, estrogen receptor related receptor), jaderné respiraéni faktory (NRFs, nuclear respiratory
factor), receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (PPARS, peroxisome proliferator-activated
receptors). Tyto faktory jsou znamé tim, Ze reguluji energeticky metabolismus, angiogenezi a

mitochondridlni biogenezi a oxidaci mastnych kyselin. Pfevzato z (Rowe, et al. 2010).
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PGCla patii do malé rodiny koaktivatorti spolu s PGC1p a PGC1 souvisejicim
koaktivatorem PRC (PGC1 related coactivator) (Scarpulla 2008). Dulezitéjsi je vSak
genova exprese vzajemné zastupitelnych PGCla a PGC1B. Genova exprese na urovni
MRNA je u PRC vyrazné niz8i a nevykazuje ve tkani specificky zptusob exprese
(Ventura-Clapier, et al. 2010).

Mitochondrialni ~ biogeneze  zahrnuje  také  morfologické  zmény
mitochondrialniho retikula ve formé faze a $tépeni (fusion and fission) mitochondrii,
dale import a upravy proteini a biosyntézu kardiolipinu. Fusion and fission
mitochondrialnich membran uréuje tvar a velikost mitochondrii a je zprostfedkované
proteiny s GTPazovou aktivitou na N-terminalni doméné. Fision zahrnuje dynamin
souvisejici proteiny (DRP1, dynamin-related proteins) a jejich receptory Fisl, zatimco
fussion je zprostiedkovan dvéma dynamin-pfibuznymi proteiny mitofusinem (Mfnl a
2), ktery je zapojen do fuze vnéjSich membran a OPA1 (optic atrophic type 1 protein),
ktery uzce souvisi s fizi membran vnitinich. Fusion and fission jsou vyvazené procesy,
kdy posun rovnovdhy mezi nimi muize zpusobit dezorganizaci mitochondridlni sité a
dysfunkci. Mitochondrialni dynamika zatim bohuzel nebyla dobfe popsana pro zralé
kardiomyocyty. Exprese téchto proteind v srdci je vysoka, ale neni vylouceno, ze tento
jev muze byt zapojen v mnohem pomalejSich procesech a hrat naptiklad roli béhem
mitochondridlni biogeneze bchem srde¢niho rlistu a postnatilni bunécné maturace.
Zatim neni pfili§ jasné, zda je transkripéni regulace téchto procesii zahrnuta ve stejné
nebo podobné kaskadeé. Nicméné v kosternim svalu PGCla a mitochondridlni obsah
siln¢ koreluje s expresi proteinii zapojenych do mitochondrialni dynamiky a tpravy

proteini (Ventura-Clapier, et al. 2008).

2.5.2. PROTEIN SOUVISEJiCi S DYNAMINEM (DRP1)

DRP1 (Dynamine-related protein 1) je lokalizovany na chromozomu 11,
v pozici 923 (Rat Genom Database). DRP1 je hlavnim regulatorem mitochondrialniho
déleni ve vétsin¢ eukaryotnich organismil. Jedna se o rozpustny protein, obsahujici N
terminalni GTPazovou doménu a C terminalni GTPazovou efektorovou doménu, ktera
umoznuje vzajemné usporadavani. Buiiky s deleci genu pro DRP1 vykazuji vysokou
propojenost mitochondrialni sité, ktera je dusledkem probihajiciho procesu fussion

s absenci fission aktivity (Westermann 2010).
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2.5.3.DESMIN (DES)

Gen pro desmin je lokalizovany na chromozomu 9 v pozici q33. Koduje protein,
ktery véaze cytoskeletdlni proteiny. Nachazi se ve svalech kosternich a srde¢nim.
V ramci svalovych vlaken je desmin dulezity cytoskeletalni protein udrzujici struktury
sarkomer, které jsou nezbytné ke svalovému tonu a soucasné ma integralni signalni
funkci mezi kontraktilnim apardtem, mitochondriemi a sarkolemalnimi strukturami.
Desmin propojuje Z disky a spojuje sousedni sarkomery do myofibrily (Kouloumenta,
et al. 2007). Studie uvadi, ze v piipadé delece genu kodujiciho desmin, dochazi
Kk prikaznéj$imu mechanickému poskozeni a k niz$i izometrické sile v odpovédi na

mechanicky stres (Sam, et al. 2000).

2.5.4. KONEXIN (CX43)

CX43 je koédovany genem Gjal lokalizovanym na 20 chromozomu v pozici q11
(Rat Genome Database). Jedna se o strukturni protein, ktery se sklada v hexamerni
strukturu konexonu, zakladni jednotku mezerového vodivého spoje mezi bunikami. Tyto
spoje maji svou dalezitou Glohu v bunécné komunikaci a regulaci (Forejtnikova and
Kubinova 2009). Dochazi pies né k pasivnimu transportu malych hydrofilnich molekul
do velikosti 1kDa (ionty, druzi poslové) (Kumar and Gilula 1996). Protein je zahrnuty i
v transportu ATP a apoptotickych procesech (Rat Genome Database).

CX43 hraje dulezitou roli v protekci vyvolané tzv. preconditioningem. Studie na
myS$im mozku s deleci genu pro tento protein neprokazaly protektivni efekt v odpovédi
na hypoxicky preconditioning, zatimco u wild-type dochazi timto mechanismem
k signifikantni redukci infarktu. Studie ukazuje, Ze preconditioning snizuje degradaci
CX43 (Lin, et al. 2008). Mutace v genu pro tento protein a v genu pro CX40 zptisobuji
srdecni arytmie, které jsou ndsledkem poruchy pfenosu signalu mezi sousednimi

burnikami zprosttedkované pravé konexiny (Masopust 2005).

2.5.5.CITRATSYNTAZA (CS)

CS je enzym kodovany genem Cs lokalizovanym na chromozomu 7 v pozici q11
(Rat Genome Database). Tento enzym Kkatalyzuje prvni krok Krebsova cyklu, kdy

dochazi ke kondenzaci acetyl-CoA a oxalacetatu za vzniku citratu podle rovnice:
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Acetyl — CoA + oxalacetét +H,O — Citrat + CoA

Pievzato z (Gerike, et al. 1998). Za normoxickych podminek je glukdza hlavnim
zdrojem acetyl-CoA pro citratovy cyklus. V nékterych typech bunék za hypoxickych
podminek se glutamin stava hlavnim zdrojem citratu. Glutamin odvozeny od
aketoglutaratu je redukéné karboxylovany pomoci mitochondrialni NADH-dependentni
izocitratdehydrogenazou za vzniku izocitratu, ktery miize byt izomerovany na citrat.
Tato reduk¢ni karbonylace glutaminu je soucasti metabolické zmény pod vlivem HIF-1

(Wise, et al. 2011).

2.5.6.ALDEHYDDEHYDROGENAZA (ALDH)

ALDH je enzym, ktery oxiduje aldehydy na karboxylové kyseliny v jatrech. Ty
jsou dale metabolizovany ve svalech a v srdci (Crabb, et al. 2004). Existuji tfi izoformy.
Gen pro protein ALDHI1 je lokalizovan na chromozomu 1, V pozici q51 a jedna se o
protein lokalizovany v cytoplazmé a jadie. Mitochondridln€ lokalizovana je izoforma
ALDH2 kédovana genem na chromozomu 12, v pozici q16 (Rat Genome Database).
Treti izoforma ALDH3 maé specifickou lokalizaci v zaludku, rohovce a nékterych
nadorech (Crabb, et al. 2004). Mitochondrialni izoforma ALDH2 hraje dulezitou roli
v metabolismu acetaldehydu a dalSich toxickych aldehydi vyvolanych ROS.

Nové studie poukazuji na moznou protektivni ulohu aktivace ALDH2 u
ischemického poSkozeni srdce. Podavani etanolu pied ischemickym inzultem mizZe
zvysit aktivitu ALDH2 a zpomalovat vznik 4-hydroxy-2nonenal (4-HNE) proteinovych
adukt. 4-HNE, specificky elektrofilni reaktivni aldehyd je schopen klicové inhibice
enzymu. 4-HNE muze byt produkovan v disledku I/R poskozeni v riznych tkanich,
véetné srdce, kde uklad4d toxické myokardialni toxiny, souvisejici se zhorSenou
kontraktilitou. Nové poznatky naznacuji, ze zvySeni 4-HNE mize modifikovat
napiiklad cAMP dependentni proteinkinazu a AKT. Je mozné tedy spekulovat o funkci
ALDH2 v I/R poskozeni skrz detoxikaci toxickych aldehydt (Ma, et al. 2011).
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2.6. GENY ANTIOXIDACNIHO SYSTEMU

Oxidacni stres v bunice navozuje jak fyziologické, tak patofyziologické zmény a
je vysledkem rovnovahy mezi ptisobenim pfirozenych systému, které ROS produkuji a
degraduji. Pii koncentraci 21% kysliku (Grovenn hladiny mote) je cytoplazma vSech
aerobnich savcli udrzovana v redukované formé a jsou vni detekovany volné
sulfhydrylové skupiny. K udrzovani v redukované formé dochazi pies dva hlavni

systémy: thioredoxinovy a glutathionovy (Koharyova and Kolarova 2008).

2.6.1. THIOREDOXINOVY SYSTEM

Thioredoxiny (TRX) spolu s thioredoxinreduktazou (TXNRD) tvoii dulezity
oxidoreduk¢ni systém s antioxidaéni roli (Holmgren 1985). Rozeznavame dvé hlavni
izoformy thioredoxinu. Gen pro Trx1, je lokalizovan na chromozomu ¢islo 5, na pozici
q24 a koduje protein s cytoplazmatickou lokalizaci. Gen pro Trx2 je lokalizovan na
chromozomu 7, na pozici q34 a kdéduje protein, ktery se vyskytuje prevazné
v mitochondriich (Rat Genom Database). Je popsana jesté tieti izoforma Txn3 neboli
SpTRX (sperm specific TRX), ktera neni uvedena v databazi RGD (Rat Genom
Database). Jedna se o prvni specificky exprimovany enzyme Ve spermatozoidech
(Miranda-Vizuete, et al. 2001).

Thioredoxin je maly protein s dvéma redoxné aktivnimi cysteiny v aktivnim
misté. Jeho funkci je elektronovy transport pomoci reverzni oxidace dvou sousednich
-SH skupin proteinu na disulfidicky mustek. Oxidovand forma TRX je regenerovana
redukéni aktivitou TXNRD. Redukovana forma TRX umoziuje redukci disulfidickych
mustki na cystinovych zbytcich, které vznikaji nasledkem oxidace —SH skupin a tim
moduluji aktivitu proteini. Thioredoxinovy systém se sklada z NADPH, flavoproteinu
TXNRD, TRX a redox aktivnich proteind, které reguluji aktivitu riznych enzymu,
véetn¢ antioxidaénich (Holmgren 1989). Thioredoxinovy systém je vyznamny
antioxidacni systém k udrzeni redoxniho stavu uvnitt bunky, ktery zaroveil redukuje
ROS a pfimo inhibuje proapoptotické bilkoviny, jako je napiiklad apoptoticky signal
regulujici kinaza (ASKI1, apoptotic signal-redgulated kinase). Jeho inhibice vede
k apoptoze (Tonissen and G 2009).

Mezi substraty TRX patii napiiklad ribonukleazy, glukokortikoidni receptor,

inzulin, ale mimo 1 jiné i transkripéni faktory, jako jiz vySe zminény protein p53, NF-xB
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a AP-1 (activator protein 1) (Obr. 8) (Ameyar, et al. 2003). Exprese TRX1 mize byt
indukovana pomoci TNFa. Takto indukovana exprese TRX1 indukuje DNA vazebnou
aktivitu a expresi NF-kB. Toto naznacuje, Ze TRX1 muze byt pozitivnim regulatorem
NF-kB a hrat roli v zanétlivé reakci (Sakurai, et al. 2004). AP-1 komplex patii do téidy
signalnich faktorli pouZzivajicich cysteinovy motiv, ktery mize reverzibilné upravovat
specifické proteiny signalni kaskady upravujici dalsi proteiny. AP-1 komplex s redox
senzitivnim cysteinem reaguje na oxidativni stres. Je modifikovan pomoci DNA
reparaéniho enzymu REF-1 (redox factorl), ktery ma endonukleazovou aktivitu a jeho
aktivita je modifikovana pravé TRX. AP-1 reguluje expresi dalSich geni ovliviiujicich

proliferaci, diferenciaci a apoptozu (Hirota, et al. 1997).

Obrazek ¢. 8: Pusobeni thioredoxinu

Dehydroascorbic acid
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Schéma zobrazuje spektrum substratu, které jsou redukované pomoci redukovaného
thioredoxinu (Trx(SH),, ktery je v redukovaném stavu udrzovan pomoci TrxR (thioredoxinreduktazy).
Pfevzato z (Nordberg and Arnér 2001)

Studie na bunkach produkujicich mutantni nebo normalni formu TRX ukazaly
zvySenou apoptotickou aktivitu, na rozdil od bunék, které nadprodukovaly TRX a byly
pred apoptdzou chranény. Zaroven byla zjiSténa aktivace proteinu p53 a Chk1/Chk2
proteinu v mutantnich a normalné exprimujicich burikach, zatim co u posledni skupiny,
s nadmémou produkci TRX, se aktivace neprokazala. PfestoZe bylo prokazano, Ze
hypoxie indukuje tvorbu ROS v mitochondriich, které na to odpovidaji expresi proteinu
p53, data ztéto studie ukazuji, Zze hypoxii indukovana exprese proteinu p53 a
fosforylace je nezavisla na ROS. Celkov¢ tedy ze studie vyplyva, ze redoxni stav TRX
je modulovan Vv hypoxii, je nezdvisly na ROS a je rozhodujicim reguldtorem bunécného

cyklu (Muniyappa, et al. 2009).
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TXNRD ma tfi izoenzymy. TXNRDI, kodovana genem Txnrdl na 7
chromozomu v pozici q13, TXNRD2 s genem Txnrd2 na chromozomu 11 v pozici 923
a TXNRD3 kodované genem Txnrd3 na chromozomu 4 v pozici q34. VSechny
izoenzymy maji za funkci redukovat thioredoxin a jiné substraty za pfitomnosti NADH
(Rat Genom Database). Lisi se v lokalizaci, pficemz TXNRDI1 se vyskytuje v cytosolu a
druhd izoforma TXNRD2 v mitochondriich. TXNRD3 se vyskytuje ve vétSing
bunénych kompartmentii a to Vv jadie, cytoplazmé, endoplazmatickém retikulu a

mikrozomech (Rat Genom Database).

2.6.2.PEROXIREDOXINY (PRX)

PRX se také nazyvaji thioredoxin peroxiddzami z toho divodu, ze pravé TRX
poskytuje elektrony pro jejich redukci (Chaea, et al. 1999). Jedna se o skupinu enzymtl,
které mimo jiné¢ fidi peroxidem indukované cytosiny, které hraji dilezitou roli
v signalizaci v sav¢ich bunkach. Jejich regulace probihda pomoci fosforylace, zménou
redoxnich stavii nebo oligomerizace. PRX rozdélujeme do 3 skupin, typické 2-Cys,
atypické 2-Cys a 1-Cys PRX. VSechny skupiny maji stejny katalyticky mechanismus
aktivniho mista s cysteinem, ktery je peroxidovym substratem oxidovany na kyselinu
sulfanilovou (Wood, et al. 2003).

Savci maji 6 izoforem peroxiredoxini: PRX1 az PRX6. PRX3, ktery je
lokalizovan na chromozomu 1 vpoloze 55 koduje protein s cysteinovou
endopeptidazovou inhibi¢ni aktivitou zahrnutou v apoptotickém procesu. Podili se na
negativni regulaci apoptozy (redukci peroxidu vodiku), bunécné odpovédi na oxidacni
stres, katabolickych procesech peroxidu vodiky a je lokalizovan v mitochondriich.
Stejné tak v mitochondriich nalézame PRXS, protein s antioxidacni aktivitou, ktery
obsahuje RNA polymeraza III regulac¢ni oblast se schopnosti vazby na DNA. Tento
protein je lokalizovan také na chromozomu 1, ale v bliz§i pozici q43 (Rat Genom

Database).

2.6.3.SUPEROXID DISMUTAZA (SOD)

SOD je dalsi dulezity antioxidacni enzym, zrodiny metaloenzymt, ktery
katalyzuje pfeménu superoxidového radikalu na peroxid vodiku. Rozeznavame jeho 4

izoformy a to Cu/ZnSOD (SOD1), MnSOD (SOD2), Cu/ZnSOD (SOD3) a FeSOD.
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FeSOD se vyskytuje u prokaryotickych organismii a nékterych vyssich rostlin. MnSOD
a Cu/ZnSOD se nachazi jak u prokaryotickych (Cu/ZnSOD jen u nékterych), tak i u
eukaryotickych organismi (Rat Genom Database).

Cu/ZnSOD, ktera ma svou zkratku odvozenou od obsahu médnatych a
zine¢natych iontl se vyskytuje v cytoplazmée jako homodimér. Dvé 26kDA podjednotky
jsou propojeny disulfidickym mistkem (Furukawa and Halloran 2006). Jeji gen Sod1 je
lokalizovan na chromozomu 11 v pozici ql11. Protein negativné reguluje apoptotické
procesy a je zahrnuty, jak uz je z jeho funkce vyplyva, do biosyntetické drahy peroxidu
vodiku (Rat Genom Database).

MnSOD je 80kDA tetrametr, ktery se vyskytuje v mitochondrialni matrix. Je
kodovany genem Sod2 na chromozomu 1 v pozici q21. Funkci ma stejnou jako vyse
zminénd SOD, ale navic je jesté zahrnuty v bunéné odpovédi na ethanol.

Existuje jesté treti forma SOD u eukaryotickych bun¢k a to SOD3, ktera
obsahuje stejné¢ jako Cu/ZnSOD médnaté a zineCnaté ionty, ale jedna se o
homotetramer o hmotnosti 30kDA, ktery je lokalizovan v extracelularnim prostoru
(Wispé, et al. 1989). Je zahrnuty do buné¢nych odpovédi na hladinu méd’natych iontd,
oxidaéni stres a oxidoreduk¢énich procesech. Gen Sod3 pro tento protein se nachazi na
chromozomu 14 v pozici q11 (Rat Genom Database).

Liu a spolupracovnici ve své studii srovnavali efekt chronické hypoxie (pO; cca
15 Torr) na peritonealni makrofagy v porovnéni s alveolarnimi, na mozku, plicich, srdci
a kosterni svalovin€ u mysi. Peritonealni makrofagy mély prokazatelné nizsi aktivitu
SOD, nez makrofagy alveolarni. Niz§i SOD <¢innost byla zaznamenana také
vV homogenatech plic a mozku, zatimco Vsrdci a kosterni svaloviné nedoslo

k signifikantni zméné (Liu et al., 1977).

2.6.4. MONOAMINOOXIDAZA (MAO)

MAO jsou flavoproteinové enzymy (kovalentné vazi FAD) ze skupiny
oxidoreduktaz, které se u€astni degradace neurotransmiterti. Existuji dvé izoformy A a
B. Izoforma A odbouravad preferencné serotonin, adrenalin a noradrenalin, zatimco
izoforma B odbourava betafenyletylamin a tryptamin. Izoforma B se nachazi prevazné
v lidském mozku (Saura, et al. 1996). Gen Maoa, kédujici enzym MaoA metabolizujici
monoaminy, je lokalizovan na chromozomu X, v pozici ql12. Je zahrnuty v metabolické

cesté fenylalaninu, serotoninu a Katabolické cest¢ dopaminu (Rat Genome Database).

44



Diplomova prace Teoreticka cdst

Tato reakce probihd za vzniku aldehydu a amoniaku. MaoA je lokalizovan na vnéjsi
mitochondridlni membrang, kde zastavd funkci hlavniho producenta ROS, konkrétné

peroxidu vodiku (Di Lisa, et al. 2009).

2.6.5.AKONITAZA (ACO)

Gen Acol, lokalizovany na 5 chromozomu v pozici 922, koduje RNA vazebny
protein, ktery je zahrnuty predevsim v udrzeni homeostazy zeleza a v Krebsové cyklu.
Nachdzi se v solubilni formé v cytosolu, endoplazmatickém retikulu a Golgiho
komplexu (Rat Genom Database). Protein obsahuje elementy odpovidajici na
koncentraci zeleza (IREs, iron responsive elements), které spolu s proteiny odpovidajici
na koncentraci zeleza (IRPs. iron responsive proteins) hraji dalezitou tlohu v regulaci
zeleza. IREs jsou vlasenkové struktury na obou koncich neptekladanych oblasti (UTR,
untranslated regions) mRNA kodujicich Zelezem regulované proteiny. V piipadé
nedostatku zeleza, IRPs vazi IREs, ¢imz dojde k ovlivnéni tvorby proteinii metabolismu
zeleza, ve prospéch zadrzovani zeleza bunkou. V ptipadé nadbytku Zeleza brani cluster
IRP1 vazbé na IREs, ¢imz dojde k destabilizaci mRNA a snizené expresi transferinu.
Ve stavu nizké koncentrace Zeleza se IRP1 vazi pravé na mitochondrialni akonitazu
(ACQO2), ¢imz je blokovana jeji translace (Sedlackova and Racek 2009).

Vyse zminéna mitochondridlni akonitaiza ACO2 je koédovéna genem Aco2,
lokalizovaném na chromozomu ¢. 7 v pozici q34. Funkéni rysy ma stejné jako ACOI.
Hlavni funkci mitochondridlni izoformy je pfeména citratu na izocitrat v Krebsove
cyklu (Rat Genom Database). Obsahuje [4Fe-4S]** klastr v aktivnim mistd enzymu,
ktery muze byt oxidovan superoxidem za vzniku inaktivni akonitazy s klastrem [3Fe-
4S]**. Produktem této reakce jsou Fe?*, které vstupuji do Fentonovy reakce, kde se
spolu s peroxidem vodiku podileji na vzniku hydroxylovych radikali (Gourley, et al.
2003).

2.6.6.HEMOXYGENAZA (HMOX)

Gen pro HMOX 1 je lokalizovan na chromozomu ¢. 19 v pozici pl1. Koduje
protein, ktery se uplatiuje v angiogenezi, bunééné smrti a bunécné odpoveédi na nutriéni
stav. Je lokalizovan v kaveolach, cytosolu a endoplazmatickém retikulu, kde parcitipuje

v HIF signaliza¢ni draze a katabolismu hemu (Rat Genom Database). Jedna se o
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inducibilni izoformu, reagujici na hypoxii, stres a cytokiny. Druhou konstitutivné
exprimovanou izoformou je HMOX2. Ob¢ izoformy katalyzuji konverzi hemu na
zlucova barviva (antioxida¢ni biliverdin a bilirubin) za doprovodné produkce Zeleza a
oxidu uhelnatého. U tohoto enzymu, ktery reguluje vnitrobunéénou oxidacni
rovnovahu, byly prokazané antioxidacni, prozanétlivé a antiapoptotické ucinky (ldriss,
et al. 2008). Gen pro HMOX2 je lokalizovan na chromozomu ¢. 10 v pozici q12 (Rat
Genom Database). Vyskytuje se specificky v nervovych bunkach. V mozku produkuje
CO, ktery zde funguje jako neurotransmiter. CO signalizace je silné¢ spjata s NO
signalizaci a regulace téchto systému je provdzand. Dal$i znadmou izoformou je
HMOX3, kterd byla nalezena ve slezing, thymu, srdci, jatrech, prostaté, ledvinéch,
mozku a varlatech (Santa Cruz Biotechnology). Vyskytuje se také pod nazvem
HMOX2, pseudogen 1, lokalizovany na chromozomu 2 v pozici g4l. (Rat Genom
Database).

HMOX2 je znama také jako potenciondlni kyslikovy senzor. Relativni obsah CO
v arteridlni krvi, ktery odrazi celkové mnozstvi endogenni degradace hemu, ukazuje u
my$i dynamické zmény v adaptaci na normobarickou hypoxii. U analyzy na mySich
jatrech byla po 7 dnech adaptace snizena hladina HMOX 1 o 20% a HMOX2 o 40%.
Hladiny se po 14 dnech dostaly na bazalni urovné exprese. U analyzy srdce byla naopak
zjiSténa 2x vyssi exprese u HMOXI1 a 1,3x vyssi exprese u HMOX2. Tyto vysledky
naznacuji, Ze zmény HMOX v adaptaci na hypoxii jsou zavislé na bunécném

mikroprostiedi (Hana, et al. 2005).

2.7. PRINCIPY POUZITYCH METOD

2.7.1. ELEKTROFOREZA

Elektroforéza je zakladni separani metoda, kterd slouzi k rozdéleni proteini
s hmotnosti heterogenitou na zaklad¢ izoelektrického bodu. Hlavni veli¢inou této
elektromigraéni separacni metody je mobilita m neboli pohyblivost. ,,Mobilita je
definovana jako rychlost pohybu nabitych castic v kapalném prostiedi ve

stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzit¢:
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m=v/E  [m]=m?Vis?,

kde v je rychlost pohybu Vv elektrickém poli o intenzité E.* Po dosazeni dalSich vzorci
na vypocet intenzity elektrického pole (pro piehled (Kasicka 1997)) ziskame rovnici, ze
které vyplyva, Ze pohyblivost iontu je pfimoimeérna naboji a nepiimotimeérna poloméru
a viskozité roztoku.

Elektroforeticka vodivost je ovlivnéna samoziejm¢ dalSimi faktory v zavislosti
na typu latky. Na piiklad u silnych elektrolyta je diilezita teplota, u slabych elektrolyti
jejich schopnost disociace, tedy pH prostfedi. Tento fakt se tyka i bilkovin a peptidi.
Proto se elektroforéza bilkovin provadi v pH, pfi kterém jsou maximalni efektivni
rozdily pohyblivosti sledovanych latek (Kasi¢ka 1997).

Podle elektroforetického média miizeme elektroforézu rozdélit na gelovou nebo
zonovou. U zdénové elektroforézy jsou castice o rizné mobilit¢ unaseny
elektroosmotickym pufrem kapilarou az k detektoru. Dochazi k detekci jak kationtt, tak
anionti a neutralnich ¢astic, které jsou ssebou v uzké kapilafe strhavany tokem
kationtd. U gelové elektroforézy dochazi k separaci na zdkladé mobility a velikosti
port. Podle zptisobu ulozeni gelu, se elektrofézy déli na vertikalni, horizontalni a
kapilarni (Fajkus 2011). Pro separaci makromolekul je nejvyuzivanéj$i horizontalni
gelova elektroforéza. Velikost poru mizeme ovlivnit zménou koncentrace agardzy.
Separace je potom zavisld jak na pohyblivosti latek, tak na jejich velikosti, pficemz

velké molekuly putuji gelem pomaleji.

2.7.2.REAL-TIME RT PCR (LIGHTCYCLER LC480, ROCHE APPLIED
SCIENCE)

Reverzni transkripce (RT) néasledovand polymerdzovou fetézovou reakci (PCR)
je technika analyzy exprese mRNA. Jedna se o vysoce senzitivni techniku, umoznujici
analyzu vzacnych transkriptt a identifikaci malych zmeén exprese (Pfaffl 2001).

Principem je snimani fluorescence vzorku v kazdém cyklu PCR a vyneseni jeho
intenzity do kiivky proti ¢islu cyklu. Pocateni templatova koncentrace koreluje
nepiimo az do detekce prvniho fluorescencniho signalu. Signal se objevi tim dfive, ¢im
vy$$i je koncentrace templatu. Protoze PCR produkty rostou exponencionalné, je

korelace logaritmicka (The Wittwer Lab for DNA Analysis). Kdyz vyneseme
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fluorescenci proti Cislu cyklu, dostaneme ktivku, kterd se podoba kiivce bakterialniho

ristu. RozliSujeme 3 faze - latentni, exponencionalni a plato fazi (Obr. 9).

Obrazek ¢. 9: Kiivka pribéhu real-time PCR reakce s oddélenymi fazemi

background expotential growth plateau

amount of PCR product 2

number of cycles >

Na ose x je smérem doprava rostouci pocet cykli, na ose y mnozstvi PCR produktu. Prevzato z (PCR

Applications Manual, Roche).

Latentni faze konc¢i v dobé, kdy fluorescence produktu piekro¢i signal pozadi
systému. Exponencionalni faze rlstu zacind, kdyZ je nahromadéné dostatecné mnozstvi
produktu, které je detekovano nad signalem pozadi a kon¢i v dobé upadku efektivity
ristu. Béhem exponenciondlni faze plati matematicky vzorec popisujici narist kopii
PCR produktu:

Nn = No X (Econst)"”
kde N, je pocet molekul v n cyklu, Np je iniciaéni pocet molekul, Econst je konstantni
efektivita amplifikace a n je pocet cykla.

Exponencionalni faze je obvykle detekovana mezi 4 a 40 cyklem. Po
exponencionalnim ristu dojde k vyCerpavani reakénich komponent a nadchazi faze
plato, kterd je definovana vzorcem:

Np = No X (Evar)"

Kde Eyar neni znam a Ng neni mozno spocitat (PCR Applications Manual, Roche).
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Vsechny real-time PCR systémy detekuji emisi fluorescen¢niho barviva
(fluoroforu) a koreluji tento fluorescenéni signal s mnozstvim PCR produktu.
K fluorescenéni detekci je mozné vyuzit sekvenéné specifické proby nebo sekvenéné
nezavislou metodu (Obr. 10). Detekce pomoci prob je zalozena na hybridizace
oligonukleotidovych sond s komplementarni sekvenci na PCR produktu. Na 5’konci
proby je kovalentné vazany fluorofor a na 3 konci zhase€. Princip je zaloZen na vyuziti
5’-3"exonukledzové aktivité Taq DNA polymerazy. Mnozstvi detekované fluorescence
je pfimo timérné mozstvi fluorochromu uvolnéné z DNA v reakci (Obr. 10) (Caplin, et
al. 1999). Vyhodou této metody je specifita ke komplementarni sekvenci, kde
nemusime testovat specifitu produktu a nenachazime vyskyt primerovych dimerd (PCR
Applications Manual, Roche).

Jednodussi a nami uzivanou metodou detekce je pouziti SYBR Green |,
fluorescen¢niho barviva, které se nespecificky vaze do dvouvlaknové DNA a dochazi

k detekci nartstajici fluorescence v okamziku vytvoreni dSDNA (Morrison, et al. 1998).

Obrazek ¢. 10: Srovnani detekce pomoci TagMan sondy a SYBR Greenu

TaqMan: SYBR Green:
1. Polymerizace: Fluorescenéni substrat (reporter - R) a 1. Navazani: SYBR® Green | se vaZe béhem kaZzdého
jeho zhasec (Q) jsou navazany na 5’ a 3' konce TagMan cyklu na dvouvidknovou DNA.
sondy.
FORWARD PRIMER PROGE 5 I 1
5 Q 9 3 > @® @ E) @ ®
3 5
5 3
5
REVERSE PRIMER
2. Elongace fetézce: Dokud je sonda intaktni zaZeni 2. Denaturace: Ve fazi denaturace DNA je SYBR®
emitované substratem R je pohlcovano blizkym Green | uvolnén z vazby na DNA a celkova fluorescence
"zhasecem". dramaticky klesa.
2
g T 9 .
3 5 @ e
5 3
5
3. Odstépeni: kdy2 Tag polymerdza dorazi k zacatku 3. Polymerizace: B&hem annealingu primeru a elongace
sondy, postupné ji odchlipuje aZ od$tépi fluorofor. Ten se fetézce se Sybr Green opét zaina navazovat na
timto oddali od zhasece a emitované svétlo pfestane byt vznikajici dvouviaknovou DNA - fluorescence stoupa.
pohlcovano - detekovana fluorescence stoupa.
& | s FORWARD Pouani &
-0 == °
ey e .
= Qs e =
3 5
D
5. g: SEVIRSE PN
4. Polymerizace ukon&ena: reporterova barva oddélena 4. Ukonéeni polymerizace: Emitovana fluorescence
od zhasece emituje charakteristickou fluorescenci, dosahuje maxima
!/ ) )
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5

Upraveno dle (Applied Biosystems, 2010).
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Pti pouziti Sybr Green I musi byt generovana kiivka tani, pro ovéfeni specifity
produktu. Tato analyza se provadi na konci PCR reakce, protoze se jedna o separaci
komplementarnich dvoufetézcovych DNA indukovany postupnym zvySovanim teploty.
DNA taje nejrychleji vrozsahu teplot, blizici se tzv. teploté¢ tani Tp. Systém
zaznamenava celkovou fluorescenci v zavislosti na zméné teploty Vv redlném case a
generuje nam kiivku, kterd ma nejvetsi strmost v okoli Tr,. Teplota v inflexnim bodé
kiivky se rovna Tp, a vyjadiuje se pomoci druhé derivace této kiivky, kde se zobrazi
jako amplituda. Analyza kiivky tani nam také odhali pfipadnou ptitomnost dimeru.
(PCR Applications Manual, Roche).

Diky malé velikosti jsou dimery viditelné obvykle pfed vlastnim produktem.
Ptitomnost nespecifickych sekundarnich produktl a primerovych dimeri nam miize
snizovat amplifikacni efektivitu a sniZovat pfesnost dat. Dimery navic mohou limitovat
dynamiku rozsahu standardni kfivky diky kompetici (Brisson 2000). Dalsi nevyhodou
SYBR Green je nespecifita signalu u rizn¢ dlouhych produkti a omezené pouziti pro
multiplex PCR (analyza dvou a vice odliSnych DNA tseku v jedné reakci) (Applied
Biosystems, 2002).

Kvantifikace v této metod¢ zahrnuje determinaci cp (crossing point). Cp
oznacuje cyklus, ve kterém fluorescence piekro¢i signdl pozadi a jsou prvni
detekovatelna data. Na ktivce je cp viditelny jako bod, kdy za¢ne ostfe stoupat kiivka.
Tento bod koresponduje s maximem druhé derivace kiivky. Cp je automaticky
vypocteny softwarem Lightcycler® Carousel-Based systém Roche (PCR Applications
Manual, Roche).

Kvantifikace je mozna absolutni, zaloZena na kalibrac¢ni kiivce nebo relativni,
kdy se vztahuje k referenénimu neboli housekeeping genu. Za referen¢ni gen miZzeme
povazovat gen, jehoz exprese je potvrzena jako stabilni ve sledované tkani za danych
experimentalnich podminek. Vzhledem k tomu, Ze mnoho studii poukazuje na variabilni
expresi v riznych experimentalnich podminkach, je nezbytné tento gen stanovit pro
konkrétni experiment (Bhatia, et al. 1994; Zhang and Snyder 1992).

V absolutni kvantifikaci je koncentrace prezentovana v konkrétnich jednotkach
(napf. pg/ul). Metoda absolutni kvantifikace pouziva kalibracni kiivku sestavenou
z vn¢jSich standardfi o znamé koncentraci k urceni koncentrace nezndmého vzorku. Tato
metoda poskytuje platné vysledky pouze, pokud standard a neznamy vzorek jsou
amplifikovany a detekovany se stejnou efektivitou. Standardy jsou amplifikovany

Vv separatnich reakcich, ale ve stejné analyze jako vzorky. Koncentrace zvolené pro
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sestaveni kalibra¢ni kiivky by mély spadat do ocekdvané¢ho rozmezi koncentrace
neznamého vzorku. Pro vyssi pfesnost by méla analyza obsahovat dostatecné mnozstvi
standardli pro zvysSeni presnosti standardni kiivky. Metoda absolutni kvantifikace je
velmi vhodna ve virologii a mikrobiologii, kde je potieba urcit pocet kopii specifického
produktu. Pokud pouzivime dvé fluorescencni sondy, mizeme absolutni kvantifikaci
kombinovat s vnitinim standardem tzv. multiplex PCR (PCR Applications Manual,
Roche).

V relativni kvantifikaci je cilena koncentrace prezentovana jako pomér cilového
a referen¢niho genu. Referencni gen, je neregulovana oblast nukleové kyseliny, ktera se
nachazi za danych podminek experimentu v konstantni hladin€. Relativni kvantifikace
odrazi rozdily v kvalit¢ a kvantit¢ mezi jednotlivymi vzorky (zvifaty), kam miiZzeme
zahrnout naptiklad variabilitu zvifat, efektivity syntézy c¢cDNA nebo i chyby pfi
pipetovani (PCR Applications Manual, Roche).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Stanovit vhodny referen¢ni gen pro relativni kvantifikaci mRNA transkripti
Vv levé komote srde¢ni potkana pomoci real-time RT PCR u konplastickych
kmeni SHR a SHR-mtBN chovanych v normoxickych podminkach a

adpatovanych na chronickou normobarickou hypoxii.

Stanovit expresi v levé komofie srdeéni potkana u vybranych genti na Grovni
MRNA transkripti, které pfimo a nepfimo souvisi S oxidativnim stresem a
s funkci mitochondrii. Zjistit pfipadné rozdily mezi jednotlivymi kmeny (SHR
vs SHR-mtBN) a v adaptaci na hypoxii.

Sledované geny jsou roz¢lenény do 3 skupin:

(1) geny energetického metabolismu pfimo souvisejici s mitochondrialni funket,
(Aktl, Akt2, CKmt2, Hk1, Hk2, Cox4il, Cox4i2, Cs)

(2) geny mitochondridlni signalizace a biogeneze,
(Des, Gjal, Dnmll, Ppargcl, Aldh2, Hifla, Hif2a)

(3) geny piimo souvisejici s oxidativnim stresem.

(MaoA, Sodl, Sod2, Txnrd2, Txn2, Prdx3, Prdx5, Acol, Aco2, Hmox2)
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4. MATERIAL A METODY

4.1. ADAPTACE A ODBER VZORKU

V této diplomové praci byly pouzity konplastické kmeny potkanti detailné
charakterizované V teoretické Casti v kapitole 2.2. Potkan jako modelovy organismus -
kmen SHR a SHR-mtBN. Oba kmeny byly adpatovany na hypoxii a tim byly vytvotreny
4 experimentalni skupiny, kdy byla kontrolni skupina od kazdého kmene chovana po
dobu 21 dni vnormoxii a experimentalni skupina adaptovana V kontinualni
normobarické hypoxii odpovidajici 5000 m.n.m, dle nésledujiciho schématu (Obr. 11).

Pocet zvitat v kazdé skupiné byl osm.

Obrazek €. 11: Experimentalni skupiny potkani

Experimentalni skupiny potkant

SHR-mtBN

SHR
Normoxie

B Hypoxie
HSHR-mtBN

HSHR

usmrceni 21.den

Dny

SHR — spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim
genomem kmene Brown Norway, H-SHR — spontinné hypertentni potkan v adaptaci na kontinualni
chronickou hypoxii, H-SHR-mtBN - spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene

Brown Norway Vv adaptaci na kontinualni chronickou hypoxii.

Zvitata byla narozena 10. tnora 2012, adaptace probihala od 18. dubna do 9.
kvétna 2012 po dobu 21 dni. Na konci adaptace byla vSechna zvifata 24 hodin
v normoxickych podminkach a nasledné¢ usmrcena cervikalni dislokaci. Srdce bylo

okamzité operativné vyjmuto a vloZeno do vychlazeného fyziologického roztoku a
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ponechano po nékolik uderti, aby byla vypuzena zbyld krev. Srdce bylo na ledu
rozdéleno na jednotlivé casti: leva komora, prava komora a septum. Tyto ¢ésti byly
ihned vhozeny do tekutého dusiku (LN) a zvazeny. Leva komora, ktera byla pouzita
k nasledujicim experimentiim, byla vzhledem ke své vysoké hmotnosti rozstiizena na
dve ¢asti. K Real-time RT-PCR analyzam byla pouzita ¢ast levé komory oznacena jako
LV1. VSechny casti byly uschovany v LN do doby zpracovéni. V tabulce ¢. 3

Vv ptilohové casti je piehled hmotnosti zvifat a jednotlivych ¢asti jejich srdce.

4.2. ZPRACOVANI VZORKU A ANALYZA PCR

Pro veskeré zpracovani vzorku byly pouzity sterilni plasty a originalni roztoky

pro PCR, byly dodrZzovany zéasady sterilni préce.

4.2.1. HOMOGENIZACE VZORKU

Homogenizace vzorkt uchovanych v tekutém dusiku (-196°C) byla provedena
za podminek zachovévajicich stale velmi nizkou teplotu vzorku, aby nedochazelo
Kk otepleni tkan¢ a nastartovani degrada¢nich mechanismui. Pied vlastni homogenizaci
byly oznaceny 2ml mikrozkumavky, do kterych byly vlozeny 3 malé a 3 velké sklenéné
kulicky pro budouci homogenizaci tkan¢ pomoci MIXER MM200, Retsch a 0,5ml
RNAZzolu. RNAzol je ¢inidlo na bazi guanidium chloridu a fenolu uzivané k rychlé
jednostupnové izolaci RNA z tkang. Takto pfipravené mikrozkumavky byly zvazeny na
analytickych vahach s pfesnosti na 4 desetinna mista a byly vychlazeny na ledu. Pro
izolaci RNAzolem je idealni mnozstvi 80 - 120ug tkané.

V digestofi byla piipravena polystyrenova krabice s tekutym dusikem,
do které byly vloZeny tfeci misky, tloucky, pinzeta a Spachtle k vychlazeni.
Do vychlazené misky s malym obsahem tekutého dusiku byla pfenesena svalova tkan
a vychlazenym tlou¢kem byla rozbita a rozmélnéna o stény misky na jemny prasek. Ten
byl ihned pieveden do vychlazené 2ml mikrozkumavky s kulickami a 0,5 ml RNAzolu.
Tkan byla ihned zakapnuta dal$im 0,5ml RNAzolu a provedeno dal$i vazeni. Pokud
bylo v mikrozkumavce vice tkané nez 100 ug, bylo ptidano 0,5ml nebo 1ml RNAzolu,
které bylo imérné nadbytku tkané. Hmotnosti mikrozkumavek v jednotlivych krocich a

vypocet mnozstvi svalové tkané jsou uvedeny V tabulce ¢. 4 Vv ptilohové casti. Po
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zakapnuti RNAzolem byly mikrozkumavky dynamicky protiepany v ruce,
zcentrifugovany na ruéni centrifuze a vraceny zpatky na led.

Homogenizace byla provadéna ve vychlazenych kyvetach na homogenizatoru
MIXER MM200, Retsch po dobu 10min pii frekvenci 30Hz. Poté nasledovala
centrifugace ve vychlazené centrifuze pti 11000g po dobu 10min. Ziskany supernatant
v objemu 1ml byl pfeveden do nové oznacené 2ml mikrozkumavky a uchovan v -80°C

do dalsiho zpracovani.

4.2.2. 1zoLACE RNA

K supernatantu (1 ml) z pfedchozi homogenizace bylo ptidano 400ul vody a
dynamicky promichano. Voda uZivand pro PCR je ultraistd dvakrat klavovana
miliporQ voda nebo DEPC (diethyl pyrokarbonat) oSetiena voda firmy Roche nebo
Fermentas, dale jen voda. Prob¢hla 15min inkubace pii pokojové teploté a nasledna
centrifugace 15 min pii 12000g. 1ml supernatantu obsahujici RNA byl odebran do nové
ozna¢ené mikrozkumavky, kde byla provedena precipitace RNA piidanim 1ml
izopropanolu a 10min inkubaci. Nésledovala centrifugace 10min pii 12000g v chlazené
centrifuze. Poté bylo pifiddno 400ml 75% ethanolu, ktery byl Cerstvé pfipraveny
z destilovaného 96% etanolu. Mikrozkumavka byla lehce promichana pieklopenim a
centrifugovana 2min pii 4000g. Vznikla srazenina RNA a ethanol byl odebran. Postup
S pfidanim ethanolu byl jesté jednou zopakovan. Po konecném odebrani ethanolu se
nechaly mikrozkumavky minutu vyschnout v termostatickém bloku vyhiivaném na 37°,
aby doslo k jeho plnému odpateni. Ke srazeniné bylo ptidano 200ul vody, ve které se
srazenina RNA rozpustila. Ve vzniklém roztoku byla v nasledujicim kroku méfena

Sistota a koncentrace RNA.

4.2.3. MERENI KONCENTRACE RNA

Do malych mikrozkumavek bylo napipetovano 9ul  0,5% SDS
(dodecylsulfatsodny) pufru a lul roztoku s izolovanou RNA, ¢imzZ se nam roztok 10x
natedil. Vznikly roztok byl spektrofotometricky analyzovéan na pfistroji Nanodrop proti
samotnému SDS, uzZitému jako blank. Jako méfitko Ccistoty se pouzivda pomér
absorbance pii 260 a 280nm, ktery by se mél pohybovat mezi 2,0 — 2,2 pro ¢istou RNA.

Pokud je ¢islo niz$i, mize se jednat o pfitomnost latek absorbujicich v blizkosti méfené
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absorbance, jako napftiklad fenoly ¢i proteiny (manual NanoDrop Technologies, 2007).
Dulezitym faktorem je také pH roztoku, kdy kyselé roztoky mohou pomér snizovat o
0,2 — 0,3 a naopak zasadité tento pomér zvySovat (Wilfinger, et al. 1997).
Nezanedbatelna je také iontova sila roztokt. Vysledky z méfeni byly pouzity jako

vstupni informace pro reverzni transkripci.

4.2.4. ELEKTROFOREZA

Elektroforéza je separani metoda, kterd se vyuziva k déleni latek s odliSnou
pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. V naSem ptipad¢ pouzita jako kontrola
Cistoty a pripadné degradace izolované RNA, kde fosfatové skupiny RNA nesouci
zaporny naboj umoznuji pohyb molekul ke kladnému pdlu. Analyza byla provadéna na
piistroji pro horizontalni gelovou elektroforézu v 1xTAE (Tris base, acetic acid, EDTA)
pufru. Byla pouzita smés LE (Low Electroendosmosis) a GTG (Genetic Technology
Grade) agar6zy v koncentraci 1,5%. Do rozpusténé agardzy byl ptidan ethidium bromid
pro vizualizaci transiluminatorem.

Koncentrovany pufrt SOXTAE je slozen z 40mM TRIS, 20mM kyseliny ledové
octové a 2mM NaEDTA. Gel byl vyroben rozvafenim 125mg LE a 250mg GTG
agardzy v 25ml vody s naslednym pfidanim 500ul 50xTAE pufru a 5Sul ethidium
bromidu. Pii teplot¢ kolem 60°C byl gel nalit na elektroforetickou misticku s
hiebinkem. Po ztuhnuti gelu byl Zebti¢ek vyndan, gel byl prelit elektrodovym pufrem a
do jamek byly nanaSeny vzorky.

Vzorky byly naneseny ve smési s nanaSecim pufrem (,,loading buffer”), ktery
obsahuje glycerol a zptisobi usazeni vzorku na dno jamky. Dalsi slozkou nanaSeciho
pufru je bromfenolovd modf, kterd roztok obarvi, coZ umoZiuje snadnéjSi nanaSeni
vzorku do gelové jamky. Bylo naneseno 0,5ug (1ug pouze u prvni skupiny SHR) RNA
na jamku. Nanasky byly spocitany z koncentrace RNA zméfené spektrofotometrickym
systémem Nanodrop (Tab. 5 v piilohové ¢asti).

Zdroj byl nastaven na 80V, bez omezeni proudu po dobu 60min. Poté byl gel
exponovan UV zafeni v translumindtoru a okometricky zhodnocen. Ukdzka
agar6zového gelu je na obrazku ¢. 12, kde vidime 2 typické bandy pro ribozomalni
podjednotky 28SRNA a 18SRNA. V ptipad¢ ptitomnosti DNA by byl detekovan band,

ktery by zistal na startu v jamce.
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Obrazek ¢&. 12: Ukazka elektroforetického agarézového gelu u vybranych vzorki

hypoxické skupiny HSHR-mtBN

4.2.5. REVERZNI TRANSKRIPCE

Reverzni transkripce (RT) je poslednim krokem pted vlastni real-time RT PCR,
ktera kvantitativné pfevede RNA na cDNA. Abychom docilili €0 nejpiesnéjsi
kvantifikace genové exprese, vnasime do reakce lpg RNA, ktery je vypocitany
Z koncentrace RNA zméfené systémem Nanodrop a provadime RT ve vSech skupinéch
najednou. Piepocet jednotlivych vzorkti na mnozstvi ul RNA shrnuje tabulka ¢. 6
v ptilohové ¢asti. RNA byla fedéna vodou do objemu 11 pl. Nésledné byl pfidan 1 pl
oligo (dT)1s a smés byla inkubovana 5min pii 65°C. Po inkubaci byla ihned zchlazena
na ledu. Ke kazdému vzorku bylo ptfidano 7,9 pl premixu, ktery se sklada z téchto
komponent: 4 pl 5X reaction buffer, 0,95 ul Ribolock, 2 pl 10 nM dNTP mix a 0,95 pl
H-Minus. Premix byl vytvotfen jako jedna smés a nasledné pipetovan po 7,9 ul, aby
byly zachovany stejné podminky pro vSechny vzorky. Po pfidani premixu byly
mikrozkumavky inkubovany pii 42°C 60 minut. Reakce byla zastavena Sminutovou
inkubaci pti 70°C a naslednym zchlazenim na ledu. Screening primerd a testovani
housekeeping genil bylo testovdno na CDNA z jedné RT. Pro vyssi vytéznost cDNA na

vlastni analyzu byla provedena dvojitd RT.

4.2.6. REAL TIME RT-PCR

Princip celé metody je uveden v kapitole 2.7.2. Real-time RT PCR (Lightcycler
LC480, Roche Applied Science). K vlastni reakci byly pouzity primery od firmy
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Eurogentec, jejichz sekvence a efektivity jsou uvedeny v tabulce ¢. 33 v pfilohové ¢asti.
Primery byly dodany v lyofilizované formé, c¢isténé odsolenim a nasledné byly
nafedény na zasobni koncentraci 500 uM. V této podob¢ byly uchovany v -20°C. Pro
PCR reakci byly oba primery pro dany gen, tzn. leva (L) - forward (F) i prava- reverse
(R) forma, roziedény na SuM. Vysledny roztok pro PCR reakci tedy obsahoval smés
pravého i levého primeru v roztoku Premix Sybr Green od firmy Eurogentec a vody.
Premix pro celou desti¢ku byl vypocitan z poétu PCR reakci s patii¢nou rezervou. Na
kazdou PCR reakci ptipadlo: 5ul Sybr Green premix, 3ul vody a 1ul primeru (smés
reverse + forward formy), podle navodu Light Cycler 480 DNA SYBR Green | Master
(Roche Applied Science).

Pied vlastni analyzou byly vSechny primery testovany na specifitu produktu
pomoci kiivky tani, stanoveni efektivity z kalibra¢ni kiivky a dostate¢ny odstup
negativnich kontrol nejméné 10 cp. Byla pouzita 3bodova kalibra¢ni kiivka s fedénim
desitkovou soustavou. Kalibra¢ni kifivky byly téz analyzovéany pro kazdy premix.

Samotna PCR reakce probihala na cykleru LightCycler ® 480 Real-Time PCR
na 384 jamkové desticce s objemem reakce 10 ul (9 pl premixu + 1 ul ¢cDNA) dle
nasledujiciho protokolu. Preinkubace pfi teplot€ 95° po dobu 10 minut s naslednymi 50
cykly s teplotnim profilem: 95°C/10 sec; 60°C/30 sec; 72°C/1 sec. Dale byla v kazdém
protokolu vygenerovana ktivka tani produktii. Poslednim krokem je zchlazeni na teplotu

40°C. Zmény teploty dokumentuje obrazek ¢. 13.

Obrazek €. 13: Zmény teploty béhem PCR reakce

100

I

b 01015 1503 12756 13550 4542 53R 10328 11223 12108
Estimated Time (h:mm:ss)

Na ose X je Casovy zaznam, na ose y teplota ve stupnich Celsia.

Kazdy vzorek byl na desticce méfen v triplikatech a k vypoctu pramérné
hodnoty cp méfeného genu byly pouzity hodnoty, které nepiesahly smérodatnou
odchylku 0,4. Pro pfesny vypocet relativni hodnoty mRNA, byla efektivita jednotlivych

primerti pocitdna ze standardni kiivky. Hladina analyzované trankriptu byla
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normalizovana na hladinu referen¢niho genu ribozomalni podjednotky S18 s ohledem

na efektivitu podle vzorce:

(1 + E]c: referencni transkript

Normalizované mnozsstvi = (14 )= Aedovany wanskripe

Upraveno dle (Pfaffl 2004).

Ke statistickému hodnoceni dat byl vyuzit software GRAPHPAD Prism6. Data
byla analyzovana neparovym neparametrickym Mann-Whitneyho testem, kde pocet
testovanych zvitat byl n=8 (kromé DRP1, kde jsou u skupiny HSHR testovana pouze

Ctyfi). Data hodnotime na hladiné vyznamnosti testu p<0,05.

4.3. TESTOVANI HOUSEKEEPING GENU

Vzhledem ke skute¢nosti, ze analyzy na srdci v hypoxické adaptaci u téchto
konplastickych kmeni jsou nové a prozatim téméf nikde nepublikované, byly
otestovany mozné referencni geny. Byly analyzovany tyto geny: HPRT (hypoxanthine
fosforibozyl transferdza), GAPDH (glyceraldehyde-3-fosfat dehydrogendza), B2M
(beta-2 microglobulin), Cyclophilin, S18 (ribozomdlni protein) a Actin. Tfi vybrané
kandidatni geny byly po prvnim screeningu analyzovany opakované za tucelem
potvrzeni reprodukovatelnosti. Po vyhodnoceni redprodukovatelnosti, efektivity a
stability byl vybran nejvhodnéj$i housekeeping geny uZity ke kvantifikaci genové
exprese.

Kazdy z vybranych kandidatnich genti byl proméfen na vSech zvitatech vSech
experimentalnich skupin, tj. na 32 vzorcich. Zaroven byly sestrojeny 3bodové kalibracni
ktivky a odecteny efektivity. Vystupy z téchto analyz ve formé cp byly vlozeny do dvou
softwarovych systémi a vyhodnoceny. Byly pouzity dva modely vypoctu
Vv softwarovém programu Genex 5.0. Jedna se o model, ktery vyhodnocuje smérodatnou
odchylku (SD, standard deviation) mezi vS§emi méfenimi genu (analyza NormFinder) a
vyhledé nejstabilnéjsi gen. Druhy model vypocitava stfedni hodnotu, konkrétné¢ medidn

(analyza GeNorm) a hleda nejvhodnéjsi kombinaci dvou gent.
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5. VYSLEDKY

Pied vlastni analyzou gent, byl zvolen vhodny referen¢ni gen, ke kterému byla
vztahovana relativni kvantifikace. Pfi analyze pomoci softwaru NormFinder byly
stanoveny nejvhodnéjsi kandidatni geny HPRT, S18 a cyclophilin. Graf ¢. 1 a 2
v piilohové ¢asti nam zobrazuje testované geny V zavislosti na smérodatné odchylce a
znazornuje odchylky méfeni. Tyto 3 geny byly dale testovany na jejich
reprodukovatelnost. Vystupem tohoto testovani je graf ¢. 3 v prilohové ¢asti, ktery nam
ukazuje vysokou heterogenitu mezi méfenimi cyclophilinu a graf ¢. 4 s dirazem na
odchylky méteni. HPRT a S18 maji stale podobnou smérodatnou odchylku. HPRT ma
(0,2409), zatimco S18 ma své SD homogenni (0,196; 0,2315; 0,2436; 0,2634), i kdyZ s o néco
vétsi odchylkou. Softwarovy program GeNorm vyhodnotil ve screeningu housekeeping
genu jako nejvhodnéjsi kombinaci HPRT a Cyclophilinu (Graf 5 v ptilohové ¢asti) a
potvrdil heterogenitu cyclophilinu (Graf 6 v piilohové ¢asti). Gen pro ribozomalni
podjednotku S18 byl na tfetim misté (Graf 5 v ptilohové ¢&asti). Cyclophilin byl
vylou¢en na zaklad¢ heterogenity potvrzené obéma programy. Analyza HPRT
transkriptu vykazoval nizkou efektivitu (Tab. 33 v piilohové ¢asti), a proto byl nakonec
zvolen jako nejvhodnéjsi kandidat gen pro ribozomalni podjednotku S18.

Vysledkem vlastni analyzy genli jsou grafy S tabulkou vychozich hodnot,
uvedené v prilohové ¢asti, dokumentujici eventuelni zmény genové exprese. Na grafech
jsou znazornéné relativni hladiny mRNA vybranych genti u dvou sledovanych kmenti
v normoxii (SHR; SHR-mtBN) a jako odpovéd na adaptaci na chronickou hypoxii
(HSHR; HSHR-mtBN). Vysledky jsou statisticky hodnoceny neparovym
neparametrickym Mann-Whitney testem (p<0,05) a interpretovany jako pramérna
hodnota + smérodatna odchylka.

Sledované geny jsou rozClenény do 3 skupin: (1) geny energetického
metabolismu, (2) geny mitochondridlni signalizace a biogeneze (3) geny antioxida¢niho

systému.

Geny energetického metabolismu
Kvantitativni analyza hladiny mRNA genu Aktl, kodujiciho stejnojmenny

protein AKT1 prokazala rozdil mezi kmeny v normoxii a v odpovédi na hypoxii u
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kmene SHR-mtBN. Signifikantn¢ vyssi hladinu jsme zaznamenali u SHR-mtBN
(0,114+0,017) proti SHR (0,091+0,013) v normoxii. V odpovédi na hypoxii u kmene
HSHR-mtBN, byl detekovan pokles na hodnotu 0,094+0,011, ktery se od HSHR nelisil.
U kmene SHR v odpovédi na hypoxii vSak neni vyznamna zména (Tab. 7a, graf. 7b
v ptilohové ¢asti). U jeji izoformy AKT2 nebyla detekovana zadna zména mezi kmeny
ani v odpovédi na hypoxii (Tab. 8a, graf 8b v ptilohové casti). Efekt hypoxie je vSak
potvrzen ve zmén¢ exprese genu pro hexokinazu 1 (Hk1). V normoxii se u kmene SHR
pohybuje na hladin¢ 0,023+0,005 a v hypoxii nariista na hodnotu 0,0032+0,008. U
kmene SHR-mtBN je také sledovan narist a to z normoxické hladiny 0,019+0,005 na
0,021+0,008 (Tab. 9a, graf 9b v prilohové casti). Hypoxicky efekt je také sledovan u
izoformy Hk2, kterd odpovidd na hypoxicky stimulus nasledujicim signifikantnim
zvySenim. Hladina u kmene SHR se zveda znormoxie 0,008+0,003 na hladinu
0,011+0,003 v hypoxii. Narust je i u kmene SHR-mtBN a to z 0,009+0,002 na
0,015+0,005. U HK2 muzeme vidét signifikantni rozdil i mezi kmeny v adaptaci na
hypoxii. Kmen HSHR-mtBN ma o cca 60% vyssi expresi s vy$§im naristem v odpovédi

na adaptaci nez kmen HSHR (Tab. 10a, graf 10b v piilohové ¢asti).

Vybrané geny mitochondrialni signalizace a biogeneze

U mitochondrii by mohlo dojit k poklesu jejich biogeneze u obou kment
v hypoxii. Tento pokles naznacuje snizena exprese genu Ppargcl, kodujiciho protein
PGCl. U kmene SHR je viditelny pokles z hladiny 0,048+0,005 v normoxii na
0,037+0,006 v hypoxii. U kmene SHR-mtBN z 0,051+0,007 v normoxii klesa na
0,036+0,007 v hypoxii (Tab. 1l1a, graf 11b v pfilohové ¢asti). Z dalSich
mitochondrialnich markerti, u kterych nebyla detekovana signifikantni zména exprese
se stanovovala hladina desminu, konexinu 43 a DRP1. Hladina desminu u kmene SHR
V normoxii je 2,207+0,268, v hypoxii 2,565+0,893. U kmene SHR-mtBN nalézdme
normoxické hodnoty 2,246+0,297 a hypoxické hodnoty 2,739+1,139 (Tab. 12a, graf
12b v prilohové ¢asti). Hladina konexinu 43 u kmene SHR ma v normoxii hodnotu
0,354+0,037, v hypoxii 0,344+0,060. Kmen SHR-mtBN v normoxii 0,367+0,077 a
V hypoxii 0,376+0,069 (Tab. 13a, graf 13b v ptilohové casti). Gen pro DRP1 ma
v normoxii hladiny mRNA u SHR kmene 0,031+0,012, v hypoxii 0,038+0,004 a kmen
SHR-mtBN v normoxii 0,040+0,007, v hypoxii 0,041+0,006 (Tab. 14a, graf 14b
Vv piilohové ¢asti). Dalsi mitochondrialni markery souvisejici s Krebsovym cyklem a

respiranim fetézce vykazaly ur¢ité zmény. Jedna se o gen pro citratsynthasu (CS), u
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které byl detekovan pokles MRNA v hypoxii u kmene SHR-mtBN a to z 0,174+0,053
na 0,096+0,019, zatimco u kmene SHR jsou hodnoty v normoxii (0,1514+0,034) a
V hypoxii (0,138+0,033) bez vyznamné zmény (Tab. 15a, graf 15b v piilohové ¢asti).
Stejné tak zaznamenavame pokles u prvni i druhé izoformy mitochondrialné kodované
¢tvrté podjednotky cytochrom c oxidazy, COX4.1 a COX4.2. U COX4.1 kmene SHR je
pokles z 1,947+0,098 v normoxii na 1,410+0,519 v hypoxii. U kmene SHR-mtBN je
zachovan stejny trend pii normoxickych hodnotach 2,045+0,113 na hypoxické hodnoty
1,600+0,150 (Tab. 16a, graf 16b v piilohové ¢asti). U druhé izoformy COX4.2
detekujeme pokles v hypoxii jen u kmene SHR-mtBN a to z0,009+0,001 na
0,007+0,001, zatimco u SHR k signifikantni zméné€ nedochézi (normoxie 0,009+0,001,
hypoxie 0,008+0,002) (Tab. 17a, graf 17b v ptilohové ¢asti). Dalsi pokles v adaptaci na
hypoxii jsme zaznamenali u mitochondrialni kreatinkinazy (CKS). U kmene SHR doslo
k poklesu z 1,374+0,120 na 1,086+0,207 a u kmene SHR-mtBN z normoxické hodnoty
1,427+0,248 na 1,078+0,225 (Tab. 18a, graf 18b v ptilohové casti). Jediny gen
z métenych mitochondrialnich markert, ktery zaznamenava v hypoxii vzestup je
mitochondridlni aldehyd dehydrogendza (ALDH2). Jeji hodnota mRNA stoupa
v hypoxii u kmene SHR z 0,296+0,053 na 0,396+0,087. U kmene SHR-mtBN je také
viditelny narist, avSak pod hranici vyznamnosti (normoxie 0,323+0,093, hypoxie
0,435+0,113) (Tab. 19a, graf 19b v ptilohové ¢asti).

Vybrané geny antioxida¢niho systému

U genil kodujicich proteiny antioxidacniho systému sledujeme snizeni mRNA
V hypoxii u thiredoxinového systému, tedy jak u thioredoxinu 2 (TXN2), tak u
thiredoxinreduktazy 2 (TXRD2). TXN2 u kmene SHR klesa v hypoxii z normoxické
hladiny 0,137+0,020 na hladinu 0,1104+0,018. U kmene SHR-mtBN je pokles z hodnoty
0,143+0,014 na hodnotu 0,097+0,010 (Tab. 20a, graf 20b v pfilohové ¢asti). U TXRD2
je stejny trend. U kmene SHR je pokles z 0,112+0,014 na 0,092+0,014 a z SHR-mtBN
z0,119+0,025 na 0,087+0,013 (Tab. 21a, graf 21b v pfilohové ¢asti). Pokles
vV odpovédi na hypoxii nachdzime i u peroxiredoxinu 5 (PRXS5), u kmene SHR
Z hodnoty 0,415+0,044 na 0,348+0,033 a u SHR-mtBN z 0,469+0,059 na 0,353+0,046
(Tab. 22a, graf 22b v piilohové ¢asti). U izoformy PRX3 muzeme sledovat zménu mezi
kmeny. V hypoxii se jedna o vyznamny rozdil, kdy hodnota u HSHR 0,270+0,062 je
nizs§i oproti hodnot¢ HSHR-mtBN (0,398+0,070). Stejny trend v rozdilu mezi kmeny

muzeme vidét 1 v normoxii, avSak pod hladinou vyznamnosti (SHR 0,275+0,096, SHR-
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mtBN 0,366+0,076) (Tab. 23a, graf 23b v pfilohové casti). Dal§imi vyznamnymi
antioxidacnimi enzymy jsou superoxiddimutazy (SOD). Zatimco u cytosolické CuSOD
zaznamenavame u obou kment pokles v adaptaci (SHR pokles z 1,856+0,691 na
1,217+0,457, SHR-mtBN pokles z 1,624+0,149 na 1,365+0,086) (Tab. 24a, graf 24b
v ptilohové ¢asti) U mitochondrialni MnSOD nevidime zadné zmény (SHR v normoxii
0,603+0,052, v hypoxii 0,541+0,086; SHR-mtBN v normoxii 0,635+0,118, v hypoxii
0,541+0,065) (Tab. 25a, graf 25b v ptilohové ¢asti). Vyznamny vzestup (cca o 50%)
v adaptaci vSak vidime u vyznameného producenta ROS a to enzymu
monoaminooxiddzy (MAOA). U kmene SHR stoupé hladina z hodnoty 0,245+0,053 na
0,504+0,100 a u kmene SHR-mtBN z hodnoty 0,184+0,035 na 0,442+0,108 (Tab. 26a,
graf 26b v ptilohové casti). U genu Cat, kodujiciho protein katalazu vidime v adaptaci
vzestup u kmene SHR-mtBN z hodnoty 0,012+0,003 na 0,017+0,005, zatimco u kmene
SHR neni zména (normoxie 0,014+0,002, hypoxie 0,013+0,002) (Tab. 27a, graf 27b
Vv prilohové ¢asti). Zajimavym enzymem ovliviiyjicim toxicitu bun¢k v odpovédi na
ROS je akonizaza (ACO). Ani u jedné z jejich izoforem neni detekovana zména. ACO1,
udrzujici homeostazu zeleza, md u kmene SHR v normoxii hladinu 0,00059+0,00010,
V hypoxii 0,00063+0,00014 a u kmene SHR-mtBN Vv normoxii 0,00070+0,00015 a
V hypoxii 0,00062+0,00012 (Tab. 28a, graf 28b v piilohové casti). ACO2, ktera ma
katalytickou t¢ast v Krebsové cyklu ma u kmene SHR v normoxii hodnotu 0,282+0,035
a Vv hypoxii 0,236+£0,051. Kmen SHR-mtBN ma v normoxii hodnotu 0,310+0,061 a
Vv hypoxii 0,260+0,040 (Tab. 29, graf 29b v pfilohové ¢asti). Poslednim predstavitelem
Vv této skupiné je konstitutivné exprimovana hemoxygenaza (HMOX2), jejiz exprese se
snizuje v adaptaci u kmene SHR-mtBN z 0,089+0,012 na 0,069+0,007, zatimco u
kmene SHR je beze zmény (normoxie 0,090+0,008, hypoxie 0,081+0,011) (Tab. 30a,
graf 30b v piilohové ¢asti).

Hypoxicka odpovéd velkého mnozstvi proteinti je pod pfimou ¢i nepfimou
regulaci hypoxii indukovaného faktoru (HIF). U HIF-1a byl zjistén v hypoxii
ofekavany narst u kmene SHR z 0,0007+0,0001 na 0,0009+0,0002, u kmene SHR-
mtBN z 0,0008+0,0001 na 0,00124+0,002 (Tab. 31a, graf 31b v ptilohové Ccasti).
Signifikantni rozdil je i mezi kmeny v hypoxii. Avsak HIF2 se v adaptaci na hypoxii
snizuje u obou kment. U kmene SHR z 0,164+0,023 na 0,139+0,020 a u kmene SHR-
mtBN z 0,186+0,023 na 0,116+0,020 (Tab. 32a, graf 32b v ptilohové ¢asti). V tabulce
¢. 33 vptilohové c¢asti jsou uvedeny sekvence a prislusné efektivity jednotlivych
primert.
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6. DISKUZE

Tato diplomova priace méla zjistit vyznamnost mitochondridlniho genomu
v ischemicko-reperfuznim poskozeni srdce v adaptaci na hypoxii u konplastickych
kmeni SHR a SHR-mtBN, které byly vySlechtény velmi nedavno (Pravenec, et al.
2007). Proto ma tato studie charakter screeningu na tirovni mRNA, ktery by mél ptispét
k charakteristice rozdili mezi témito kmeny a zaroven sledovat odlisnosti v odpovédi
téchto kmentl na hypoxii. Byly vytvofeny 4 experimentalni skupiny. Jednalo se kmen
SHR a SHR-mtBN v normoxii a oba tyto kmeny v adaptaci na 21 dni dlouhou
kontinudlni chronickou hypoxii navozenou pomoci normobarické hypoxické komory.
Laboratorni kmen, BN vykazuje obecné lepsi odolnost myokardu, a proto byl jeho
mitochondrialni genom vnesen do spontanné hypertenzniho potkana (SHR) (Baker, et
al. 1999). Cilem tohoto pokusu bylo zjisténi, zda mitochondrialni genom z odolné&jsiho
kmene na pozadi stejného jaderného genomu mize mit protektivni vliv. Na zacatku je
dulezité zdaraznit, Ze se jedna o expresi na irovni mRNA. Vysledkem analyzy jsou tedy
hypotézy. Cesta od mRNA k proteinu a jeho funkci jde pfes mnohé posttranslacéni
regulace a modifikace. Vezmeme-li v uvahu komplexitu regulac¢nich kaskad, moznosti
modifikaci proteinli a jejich funkci, 1ze usuzovat pouze na aktivaci transkripnich
faktori ptislusnych geni a jen velmi obtizné lze urcit, jaky dopad méa zména v expresi
na metabolismus samotny.

Na uvedenych konplastickych kmenech bylo v Akademii véd Ceské republiky
Pavlinou Zajickovou provadéno méteni velikosti infarkti pod vedenim RNDr. Jana
Neckate, PhD. Experimentalni skupiny byly stejné jako v této praci. Infarkt myokardu
byl navozen podvazem levé koronarni arterie a poté byly zhotoveny pficné fezy
svalovinou a histochemické obarveni. Vysledky (Graf 33) potvrzuji signifikantni
zmenSeni infarktového loZiska vzhledem k oblasti ohroZzeni (AR, area of risk) u zvirat
adaptovanych na hypoxii proti kontrolam, jak u kmene SHR, tak u kmene SHR-mtBN.
Jak je patrné na grafu, konplasticky kmen SHR-mtBN ma tendenci k men$imu
infarktovému lozisku i1 v normoxii, ale tento rozdil neni signifikantni. Tato tendence

vSak napovida, ze by konplastické kmeny SHR-mtBN mohly mit zvySenou odolnost.
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Graf €. 33: Velikost infarktového loziska u kmene SHR a SHR-mtBN v normoxii a

v adaptaci na hypoxii
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Velikost infarktového loziska ve vztahu k oblasti ohroZeni (AR), u kmene SHR (spontanné hypertenzniho
potkana) s SHR-mtBN (spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown

Norway) v normoxii a v adaptaci na hypoxii, (*p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny.

Co se tyka rozdili v mRNA genové expresi mezi témito dvéma testovanymi
kmeny, vidime rozdil jen u n€kolika mélo z vybranych genii. Jednim z téchto geni je
Aktl kodujici protein AKT1, ktery moduluje pfijem glukozy do bunky a mimo jiné
fosforyluje HK2, ktera pak zvySuje odolnost mitochondrii (Miyamoto, et al. 2008).
Kmen SHR-mtBN ma cca o 20% vice mRNA kodujici HK2 v normoxickém stavu
vzhledem k SHR a v hypoxii se signifikantné snizuje, na rozdil od kmene SHR, kde
zUstava beze zmény. DalSimi geny, které zaznamendvaji zménu mezi kmeny je HKI,
ktera je v hypoxii o tfetinu niz§i u kmene SHR-mtBN proti SHR. U kmene SHR
dochazi v hypoxii k narustu HK1 také cca o 1/3, coz odpovida vy$si snaze srdce
glykolytického metabolismu v kyslikové deprivaci. U kmene SHR-mtBN nedochazi
V hypoxii ke zméné. Rozdil mezi kmeny v hypoxii je 1 u HK2, kterd je o cca 30% vyssi
u konplastického kmene SHR-mtBN. U obou kment je signifikantni nartst v hypoxii, u
SHR-mtBN je vSak rapidngjsi. HK2 v hypoxii zvySuje svou expresi, aby zvysila
efektivitu glykolyzy. Tomu ze HKI1 se u konplastického kmene v hypoxii nezvysuje,

odpovidd kompenzacné vétsi zvySeni exprese HK2. Je tedy otdzka pro€ je snizena HK1
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Vv konplastickém kmeni. MiZeme usuzovat, ze u kmene SHR-mtBN je niz§i hladina
HK1 v hypoxii kompenzovana zvysenou expresi HK2 a v souvislosti se zvySenou Aktl
expresi u konplastického kmene SHR-mtBN, to miize svéd¢it o tendenci dosahnout
vysSiho piijmu glukézy do kardiomyocyti. Tyto otdzky budou pfedmétem dalsi nasi
studie. Dalsi gen, ktery zaznamendva rozdil mezi kmeny v odpovédi na hypoxii je gen
pro HIF-1a, ktery je transkripénim faktorem pro HK2. Trankrip¢ni faktor pro HK1 u
eukaryot, dle naseho Setieni, neni dosud znam. HIF-1a exprese je po adaptaci u kmene
SHR-mtBN o 25% vyssi nez u kmene SHR. Znamenalo by to efektivnéj$i regulaci
gent, spadajicich do regula¢ni drahy HIF. U HIF proteinu je ale vice vypovidajici jeho
Vlastni transkripéni aktivita, kterd se métfi vazbou na DNA nez exprese mRNA.
Poslednim genem, ktery zaznamenava signifikantni rozdil v hypoxii mezi kmeny je
PRX3. Ten je u SHR-mtBN cca o 30% vice exprimovany nez u kmene SHR, coz je
Vv souladu s cilovym genem HIF, HK2 i v souladu s upregulaci HIF-1o samotného. U
PRX5 je potvrzen motiv ACGTG sekvence HRE v promotoru, ktery je potencialni
vazebné misto pro HIF1, stejné tak je znam dal$i motiv TGACNNNGC sekvence ARE/
EpRE (antioxidant/electrophile response element), ktery je potencialnim vazebnym
mistem pro NF-kappa-B a na RARE motiv AGGTSMNNAGWTCR (Alu-associated
retinoic acid-response element) (Krutilina, et al. 2006). Ztoho lze usuzovat, ze
peroxiredoxiny reaguji jak na hypoxii a oxidativni stres, tak na zanétlivou reakci. U
PRX3 jsem takto detailni studie nenalezla. PRX3 negativné reguluje apoptdzu, coz by
vypovidalo o lepsi obranné tohoto kmene efektivnéjsi redukci peroxidu vodiku.

Efekt hypoxie zptsobuje signifikantni zmény u velké Skaly testovanych gent,
které jsou rozdéleny do tii skupin: (1) geny energetického metabolismu, (2) Geny
mitochondrialni signalizace a biogeneze (3) geny antioxida¢niho systému. Geny
energetického metabolismu Aktl, Akt2, Hk1 a Hk2 a jejich zmény byly diskutovany jiz
ve vySe uvedeném odstavci diky signifikantnim zméndm mezi kmeny. Co se tyka druhé
skupiny, genl souvisejicich s mitochondriemi, byla stanovena exprese velice dilezitého
koaktivatoru PGCI, ktery ovliviiuje celou fadu dalSich gend. Exprese genu tohoto
koaktivatoru neni nijak rozdilnd mezi kmeny, ale je zde vidét signifikantni pokles
V hypoxii. Tento cca 20% pokles u obou kmenti miize naznaovat pokles biogeneze
mitochondrii. PGCla podporuje remodelaci svalové tkdn€¢ ve prospéch oxidativniho
typu, ktera je metabolicky vice oxidativni a méné glykolyticka (Liang and Ward 2006).
Pokles nam tedy koreluje se snizenou remodelaci na oxidativni typ v zdvislosti na

snizené dodavce kysliku a se zvySenou expresi Hk za ucelem zefektivnéni glykolytické
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aktivity a aktivaci AKT drahy pro zvySeni dodavky glukézy. Geny kodujici desmin,
konexin 43 a DRPI nemaji zadnou signifikantni zménu exprese. Tento fakt nam
poukazuje na to, ze nedochdzi k zddnému poSkozeni mitochondrii a ani k vyraznému
posunuti rovnovahy v procesu fussion and fission. MtCK nam v hypoxii u obou kment
signifikantné klesa o cca 20%, coz je pravdépodobné kompenzovano expresi HK.
V literatufe je uvadén nardst mitochondridlni CK v odpovédi na anemickou hypoxii
(Field, et al. 1994), avsak naSe vysledky na kmeni Wistar ukazuji narust po adaptaci na
normobarickou hypoxii (nepublikovana data). Prvni reakce Krebsova cyklu, kdy
dochdzi ke kondenzaci acetylkoenzmymu A s oxaldtem za vzniku citratu a koenzymu A
je katalyzovana enzymem CS. Exprese genu Cs se nam vyznamné snizuje v odpovédi
na hypoxii u kmene SHR-mtBN o cca 45%, zatimco u kmene SHR zlistava nezménéna.
Toto sniZzeni vypovida o snizeni aerobniho podilu glykolyzy ve prospéch anerobniho
rezimu a o snizené efektivit¢ Krebsova cyklu a tudiz snizené dodavce redukénich
ekvivalentli. Dochazi tedy kutlumu spoleéné metabolické drahy aerobni oxidace
sacharidu, lipidi a proteind. V souvislosti s dychacim fetézcem byla stanovena expresu
genu pro cytochrom c¢ oxidazu, podjednotku 4, izoformu 1 a 2. U COX4.1 dochazi ke
snizeni exprese o 38% u kmene SHR a 0 27% u kmene SHR-mtBN. Izoenzym této
podjednotky se podle literatury v hypoxii snizuje, pod kontrolou HIF, diky HIF
aktivovanym mitochondridlnim protézam LON, které ho degraduji. HIF zaroven
aktivuje geny kodujici COX 4. 2 izoformu, kterd by méla mit zvySenou afinitu ke
kysliku. Signifikantni aktivace vSak byla prokdzéana pouze v jatrech a plicich. U srdce
nebyla viditelna vyznamna zména exprese a je pozorovana spiSe tendence k poklesu
(Fukuda 2007), stejn¢ tak jako v nasi analyze u kmene SHR. U kmene SHR-mtBN
v nasi analyze doSlo ke sniZzeni o 28%. Dal§im mitochondridlnim enzymem, ktery
katalyzuje oxidaci aldehydl je druha izoforma aldehyddehydrogendzy. U ALDH2
zaznamenavame signifikantni nardst v hypoxii u kmene SHR o 33%. U kmene SHR-
mtBN je také tendence zvySovani v hypoxii, ale bez signifikance. Znamena to tedy,
snizenou tvorbu aldehydu v jatrech u kmene SHR-mtBN proti SHR v hypoxii, coz by
nasvédcovalo jistému zlepSeni kondice metabolismu u kmene SHR-mtBN (Crabb, et al.
2004). Aldehydy jsou intermediaty glykolyzy a ALDH je oxiduje na karboxylové
Kyseliny, soucasné jsou vsak Vv srdci metabolizovany aldehydy vznikajici v jatrech pti
detoxikacnich reakcich. Vzhledem Kk tomu, Ze jatra jsou téz vysoce oxidativni organ,

muze byt jejich metabolismus zasazen hypoxii.
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Thioredoxinovy systém, ktery tvoii thioredoxin a thioredoxinreduktaza, je
signifikantné¢ snizen u obou kmenll v odpovédi na adaptaci. Snizena exprese
thioredoxinu 0 20% u SHR a 0 33% u SHR-mtBN muze byt odpovédi na snizeni
thioredoxinreduktazy, u SHR o 18% a SHR-mtBN o 17%. Efekt thioredoxinu se
neodviji jen od jeho exprese, ale i od stavu ve kterém se nachazi
(oxidovany/redukovany). Podle literatury je redoxni stav modulovan hypoxii a je
nezavisly na tvorbé ROS (Muniyappa, et al. 2009). Thioredoxinovy systém redukuje
ROS a inhibuje proapoptotické bilkoviny (Tonissen and G 2009). Jeho snizena exprese
by tedy mohla znamenat mensi ochranou reakci nebo nedostatecnou stimulaci produkci
ROS (tomu ale odporuje literatura, uvadéjici nezavislost na ROS). Snizena aktivita
reduktazy umoznuje zvyseni produkce ROS. Thioredoxin v redukované formé redukuje
peroxirodexin, ktery redukuje peroxid vodiku. Peroxiredoxin 5, ktery je
mitochondrialné lokalizovan, ma v hypoxii také signifikantné snizenou expresi u obou
kment Vv této praci. Toto snizeni koreluje se snizenim aktivity thioredoxinového
systému, diky jejich provazanosti se snizenou funkci tohoto antioxidac¢niho systému u
sledovanych kment. Tyto vysledky jsou v souladu se snizenim transkripéniho faktoru
PGCL1 v hypoxii, jehoz jsou peroxiredoxiny cilovymi geny. AvSak na dalsi izoformé
peroxiredoxinu 3 nepozorujeme zadné signifikantni zmény v odpovédi na hypoxii. Lu a
kol. ukéazali, Ze delece genu pro PGC1 nevedl ke zmén¢ exprese PRX3 na urovni
mRNA, zatimco u PRXS5 je detekovan signifikantni pokles (Lu, et al. 2010). Tento efekt
by mohl tedy znamenat, ze PRX3 je na PGC1 méné zavisly nez PRXS a mohl by byt
regulovan dal$imi mechanismy. Nase vysledky tedy potvrzuji vy$e uvedenou studii, kdy
pozorujeme u PRX3 vyse popsany rozdil mezi kmeny v hypoxii, kdy SHR-mtBN ma
tendenci ke zvysSeni oproti SHR v normoxii a v hypoxii dochazi u HSHR-mtBN k
signifikantnimu zvySeni oproti HSHR. Tato vys§i exprese by mohla vypovidat o
zlepSeni antioxida¢ni kapacity u konplastického kmene SHR-mtBN oproti kmeni SHR.
Dal§imi antioxidaénimi enzymy jsou superoxidismutazy. Tyto enzymy katalyzuji
pfeménu superoxidového radikalu na peroxid vodiku a obé¢ vnitrobunééné izoformy jsou
povazovany za cilovy gen HIF-2a (Scortegagna, et al. 2003). Exprese cytoplazmatické
CuSOD je v hypoxii snizena ve shodé se svym transkripénim faktorem. Toto snizeni by
mohlo odpovidat opét snizené ochrané¢ pted ROS a nebo také odpovéd na nizsi
koncentraci ROS. ROS jsou produkovany ezymem MaoA na vnéjsi mitochondrialné
membrané, ktery ma u obou kmenti cca 100% narist v expresi v hypoxii. Toto zvySeni

by mohlo znamenat zarovei i zvySenou produkci ROS a z toho diivodu je nutna otazka,
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které antioxidacni systémy zde udrzuji redoxni rovnovahu. MnSOD, ktera se vyskytuje
V mitochondrialni matrix a ma stejnou funkci mé svou expresi nezménénou. HMOX2,
ktera reguluje koncentraci NADPH v buiice a rozhoduje o antioxida¢ni metabolické
ochrané se nam u kmene SHR-mtBN také snizuje po adaptaci na hypoxii. Toto by opét
mohlo souviset se snizenou antioxida¢ni kapacitou obou kmentd, o néco vice vSak
postihujici kmen SHR-mtBN. Dalsi enzymy s antioxida¢ni funkci, které nevykazuji
zadné zmény v mRNA expresi, jsou izoformy akonitazy. Cytozolicka ACO1 udrzuje
piredevSsim homeostazu iontl Zeleza, zatimco ACO2 meénici citrat na isocitrat pies
intermediat cis-akonitat, Kkatalyzuje druhy krok Krebsova cyklu. Vyznamnym
antioxidantem se stava katalaza, ktera je zvySena v hypoxii u kmene SHR-mtBN o cca
40%. Katalaza, kterad katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu, ndm tedy ukazuje
smér antioxidacnich mechanismi, které jsou indukovany. Jednd se tedy o efektivni
degradaci peroxidu vodiku (produkt SOD) a negativni regulaci apoptézy. Zvysena
exprese katalazy v hypoxii koreluje se zvySenou expresi monoaminooxidazy v hypoxii.
Znamenalo by to buné¢nou reakci na oxidacni stres a jeho G€inné zvladnuti butikou.
Zvyseni MaoA miize zvySovat hladinu aldehydu v kardiomyocytech, na které reaguje
Aldh2 zvySenim své exprese.

V adaptaci na hypoxii je samoziejmé velmi dilezity HIF, ktery reguluje expresi
vétSiny genll v odpovédi na dostupnost kysliku. mMRNA exprese HIF-1a, regulovaného
hypoxii, se nam v adaptaci zvySuje podle ptedpokladu u kmene SHR o cca 30% a u
kmene SHR-mtBN aZz o 50%. Exprese genu pro HIF-2 se nam v hypoxii piekvapivé
snizuje a to u kmene SHR o 20% a u kmene SHR-mtBN 0 38%. HIF-1 velmi dobfe
koreluje s poklesem PGC1 v hypoxii, ktery je negativné regulovan pravé HIF. Mezi
cilové geny HIF-2 se fadi PRX3, cytozolické izoformy SOD i katalaza (Bertout 2009).
Snizena odpoveéd’ exprese téchto antioxidantl je v souladu se snizenou expresi HIF-2.
Na druhé strané rostouci exprese HK2 je v souladu se zvySenou expresi HIF-1, jehoz je
cilovym genem.

Na stejnych experimentalnich skupinach byly provadény analyzy Romanou
Weissovou, studentkou navazujiciho magisterského oboru bunééné biologie PTFUK pod
vedenim Doc. RNDr. Martina Kalouse, CSc. Jednalo s o kvantitativni proteinové
analyzy pomoci Western blotu a analyzy enzymové aktivity. V piilohové Casti jsou
uvedeny grafy proteint, které byly zaroven analyzovany metodou real-time RT PCR
V této praci, abychom mohli ziskat vyssi vypoveédni hodnotu. Jak mizeme vidét na grafu

%

¢. 33 vpftilohové casti, aktivita CS je u obou kmenli v obou experimentalnich
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podminkach velmi podobna. Stejn¢ tak nezaznamenavame rozdil v aktivité u celkové
cytochrom c oxidazy (Graf ¢. 34 v prilohové casti).

Co se tyka kvantifikace proteind, v hypoxii je signifikantni pokles Cu/ZnSOD
v hypoxii u kmene SHR-mtBN (Graf 35 v ptilohové c¢asti), ktery koreluje s poklesem
genové exprese. V analyze pomoci real-time PCR nam klesa signifikantné v hypoxii i u
kmene SHR. U proteinové analyzy je tento pokles také patrny, ale neni statisticky
vyznamny. MnSOD nevykazuje Zadné vyznamné zmény jak v kvantité¢ proteinu (Graf
36 Vv prilohové casti), tak v expresi. Dal§im kvantifikovanym proteinem je katalaza, u
které v hypoxii detekujeme velmi vyrazny vzestup u obou kment na proteinu (Graf 37
v piilohové ¢asti), zatimco v expresi MRNA se nam zvySuje pouze u kmene SHR-
mMtBN. Z toho plyne, Ze se zde uplatiiuji jesté jiné regulacni mechanismy nez pouze na
urovni transkripce, napi. posttransla¢ni modifikace ¢i inhibice degradace atd. Pomoci
western blotu byly analyzovany vSechny podjednotky komplexti oxidac¢ni fosforylace
(Graf 38 v ptilohové casti). Pro nas je velmi zajimavy pokles COX4, zaznamenany
protilatkou proti obéma izoformam, COX4.1 i CO4.2 v hypoxii. Stejny pokles
zaznamenavame na mRNA expresi u obou COX izoforem separatné. V proteinové
analyze byla samostatn¢ zpracovana mitochondrialn¢ kodovana podjednotka COX4.1,

ktera pokles také potvrzuje.
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7. ZAVER

Prace je soucasti rozsahlého projektu zaméfeného na  studium
kardioprotektivnich mechanismti vyvolanych adaptaci na chronickou hypoxii a je
vysledkem spoluprace prirodovédecké fakulty s odd€lenim vyvojové kardiologie
Fyziologického tistavu AV CR. Na konplastickém kmeni hypertenzniho potkana SHR-
mtBN, ktery je nositelem mitochondridlniho genomu z velmi odolného normotenzniho
kmene BN a jeho kontrole SHR, byla stanovena hladina mRNA transkripti gend, které
reprezentuji tfi zékladni skupiny. Do prvni skupiny byly zafazeny vybrané geny
energetického metabolismu pfimo souvisejici s mitochondridlnim metabolismem, kde
bylo zjisténo, ze mtCK, ktera je velmi citliva na oxidativni stres, se mezi kmeny nelisi a
po adaptaci na hypoxii klesa. Zda se, Ze jeji funkce ptimé dodavky ADP pro komplex
V respiracniho fetézce, ktera brani nadmérné tvorbé ROS, je kompenzovana nartstajici
expresi hexokindzy po této adaptaci, ktera plni stejnou funkci pokud je vazana na vné&jsi
membranu mitochondrii. Zde je zajimavy nalez, ve kterém se kmeny li§i. Zatimco SHR
kompenzuje mtCK deficit v hypoxii vyraznym zvySenim izoformy HK1, konplasticky
kmen SHR-mtBN zvySuje HK2. Vzhledem k odlisné funkci a regulaci téchto izoforem,
se budeme touto skute¢nosti dale zabyvat. V souladu s timto nalezem ma SHR-mtBN
vys$si expresi AKT1, ktera HK2 fosforyluje a pies drahu mTOR — HIF-1 mize regulovat
1 jeho expresi. Vysledky ziskané ve druhé sledované skupiné gentl, kterd se zabyvala
oxidativnim stresem jsme zjistili, ze vyrazné roste mRNA transkript producenta volnych
radikald MaoA v obou kmenech. Tento nartist jsme u normotenznich potkani nikdy
nepozorovali. Avsak jediné antioxidanty, z nami zvolenych gent, které odpovidaji na
tuto zvySenou prokukci ROS zvysenim mRNA, je PRX3 a CAT po adaptaci na hypoxii
u konplastického kmene SHR-mtBN. Ve vySe zminénych skupinich gend tedy
pozorujeme urCité posileni antioxidacni ochrany pomoci HK2, PRX3 a CAT u
konplastického kmene SHR-mtBN v levé komote srde¢ni. Tteti skupina zahrnovala
vybrané transkripty geni pro mitochondrialni signalizaci a biogenezi v hypoxii.
Z téchto vysledki vyplyvd, ze nedochazi k zddnym vyraznym zméndm na Grovni
komunikace mitochondrii, avSak sv€d¢i o mirném sniZeni mitochondrialni biogeneze
V hypoxii, na kterou usuzujeme z poklesu PGCIl a snizené COX4.1 a COX4.2
respiracniho fetézce. AvSak je tfeba zminit, Ze CS se nesnizila. Co se tykd indukce
transkripce izoforem HIF v hypoxii, doslo k vy$§imu néarGstu HIF-la u SHR-mtBN,

avsak k poklesu HIF-2a u obou kmenti, coz povazujeme za zajimavy nalez, ktery bude
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pfedmétem dalSitho studia. Zavérem Ilze fici, Ze manifestace ,,zdravého*
mitochondridlniho genomu na pozadi genetickych zmén u hypertenzniho kmene SHR,
piineslo zajimavé vysledky, které naznacuji pozitivni zmény v signalnich drahach
souvisejicich s posilenim mechanismii antioxidacni ochrany mitochondrii. Zde je nutné
zdaraznit, ze se nejednda se o geny kdédované mtDNA a z toho usuzujeme na piimy vliv
kondice mitochondrii, které¢ jsou hlavnimi producenty ROS v kardiomyocytech, na

signalni drahy bunécné adaptace a ochrany.
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8. PRILOHOVA CAST

Tabulka €. 3: Hmotnosti zvirat a jednotlivych ¢asti srdce.

Prilohovd cast

Zvitata BWIg] | RV[mg] | S [mg] | LV [mg] [LV1[mg]|LV2[mg]
SHR1 298 178 227 551 245 306
SHR2 308 194 232 580 181 399
SHR3 319 208 262 569 251 318
o SHR4 292 203 230 519 212 307
5 SHR5 307 179 237 566 227 339
SHR6 298 166 216 609 263 346
SHR7 319 188 216 626 239 387
SHRS8 300 179 216 552 237 315
HSHR1 274 392 244 581 242 339
HSHR2 260 405 237 572 247 325
x HSHR3 288 382 233 631 261 370
o |  HSHR4 275 303 227 508 293 305
é HSHR5 250 350 212 585 255 330
2 HSHR6 244 330 226 538 271 267
HSHR7 260 381 232 614 269 345
HSHRS8 255 389 204 610 245 365
SHR-mtBN1 270 172 242 582 239 343
SHR-mtBN2 284 163 225 544 223 321
Z | SHR-mtBN3 251 139 206 568 207 361
£ | SHR-mtBN4 264 189 234 591 260 331
o | SHR-mtBN5 273 143 177 639 302 337
% | SHR-mtBNG 269 175 209 563 252 311
SHR-mtBN7 272 180 228 556 220 336
SHR-mtBNS8 266 180 237 557 214 343
HSHR-mtBN1 | 232 379 203 552 243 309
5 HSHR-mtBN2 | 214 332 228 546 293 253
£ | HSHR-mtBN3 | 229 346 228 538 236 302
X | HSHR-mtBN4 | 245 368 215 669 328 341
“ | HSHR-mtBN5 | 199 376 210 488 235 253
§ HSHR-mtBN6 | 259 389 246 598 203 305
=| HSHR-mtBN7 | 213 309 185 496 244 252
HSHR-mtBNS | 232 327 207 595 240 355
BW (Body weight)- vadha zvifete; RV (Right ventricle) — prava komora, S - septum,

LV (Left ventricle) — leva komora. SHR — spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné

hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, HSHR — spontanné hypertentni

potkan v adaptaci na kontinualni chronickou hypoxii, HSHR-mtBN

- spontanné hypertenzni potkan

s mitochondriadlnim genomem kmene Brown Norway v adaptaci na kontinudlni chronickou hypoxii.
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Tabulka ¢. 4: Hmotnosti eppendorfek a vypocet hmotnosti svalu

Prilohovd cast

m1[g]

Cislo ] m2[g] ind +ml
(epp + kulick - m tkané [mg]

vzorku IDvz pir?z,gmg | el 1 (mo-mi-0.55671060) | RNAZO!
1 SHR1 1,8136 2,4510 81,40
2  |SHR2 1,7918 2,4330 85,20
3 |SHR3 1,7987 2,4580 103,30
4 SHR4 1,8112 2,4740 106,80
5 SHR5 1,7823 2,4653 127,00 300
6 SHR6 1,7578 2,4400 126,20 300
7 SHRY 1,7763 2,4512 118,90
8 SHR8 1,7779 2,4215 93,60
9 |HSHR1 1,7800 2,4536 117,63 200
10 |HSHR2 1,8017 2,4780 120,27 200
11 |HSHR3 1,7853 2,4870 145,66 500
12 |HSHR4 1,7474 2,4456 142,15 500
13 |HSHR5 1,7693 2,4427 117,40
14 |HSHR6 1,7804 2,4595 123,14 200
15 |HSHR7 1,7571 2,4668 153,73 500
16 |HSHRS8 1,8169 2,4998 126,93 200
17 |SHR-mtBN1 1,7682 2,4234 99,21
18 |SHR-mtBN2 1,7970 2,4820 129,03 300
19 | SHR-mtBN3 1,7585 2,4237 109,21
20 |SHR-mtBN4 1,8040 2,5077 147,72 500
21  |SHR-mtBN5 1,7989 2,4507 95,76
22 |SHR-mtBN6 1,7822 2,4402 102,02
23 |SHR-mtBN7 1,7681 2,4323 108,15
24 | SHR-mtBN8 1,7572 2,4480 134,82 300
25 |HSHR-mtBN1 1,8015 2,4684 110,87
26 |HSHR-mtBN2 1,7742 2,5045 174,30 600
27 |HSHR-mtBN3 1,7370 2,3766 83,62
28 |HSHR-mtBN4 1,7688 2,4425 117,68
29 |HSHR-mtBN5 1,7688 2,4115 86,74
30 |HSHR-mtBN6 1,7051 2,4242 163,10 600
31 |HSHR-mtBN7 1,7859 2,4611 119,18
32 |HSHR-mtBN8 1,7924 2,4400 91,63

pozn.: 0,5ml RNAzolu = 0,5569

SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim

genomem kmene Brown Norway, HSHR — spontanné hypertentni potkan v adaptaci na kontinualni

chronickou hypoxii, HSHR-mtBN - spontanné hypertenzni potkan s mitochondriadlnim genomem kmene

Brown Norway v adaptaci na kontinualni chronickou hypoxii.
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Tabulka ¢. 5: NanaSka RNA a pufru na agaroézovy gel

Prilohovd cast

Cislo kolik ul RNA | nanaska |nanask| total
vzorku Sample ID do reakce RNAna |apufru| volume
(1ug) gel [ul] |6xkonc| [ul]
1  |SHR1 1,9 1,9 1 29 | _
2 |SHR2 1,7 17 1 27 |Z
3  |SHR3 16 16 1 26 |+
4 |SHR4 1,7 1,7 1 27 |ZE
5 |SHR5 15 15 1 25 |z 3
6 |SHR6 1,9 1,9 1 29 |&
7 |SHR7 13 13 1 23 | g
8 |SHR8 16 16 1 2,6
9 |HSHR1 14 0,7 15 22 |+
10 |HSHR?2 23 11 15 | 26 |¥
11 [HSHR3 1,9 0,9 15 | 24 |RZ2
12 |HSHR4 1,3 0,7 15 22 |7 3
13 |HSHR5 1,4 0,7 1,5 22 |83
14 |HSHR6 2,3 1,2 15 27 |23
15 |HSHR7 13 0,6 15 21 |'€
16 |HSHRS 16 08 15 23 |E
17 |SHR-mtBN1 1,9 1,0 15 25 |t
18 |SHR-mtBN2 16 0,8 15 | 23 %
19 |SHR-mtBN3 1,9 1,0 1,5 25 |"%&
20 |SHR-mtBN4 2,1 1,1 1,5 26 |o 3
21 | SHR-mtBN5 2,4 1,2 1,5 27 |©5
22 | SHR-mtBN6 14 0,7 1,5 22 |25
23 |SHR-mtBN7 1,7 0,8 15 | 23 |8
24 |SHR-mtBNS8 3,2 16 15 31 | &
25 |HSHR-mtBN1 13 0,6 15 21 |+
26 |HSHR-mtBN2 23 11 15 | 26 %
27 |HSHR-mtBN3 18 0,9 15 24 | &
28 | HSHR-mtBN4 18 0,9 15 24 |2 3
29  |HSHR-mtBN5 1,6 0,8 1,5 23 |©5
30 |HSHR-mtBNG 2,0 1,0 1,5 25 |85
31 |HSHR-mtBN7 1,4 0,7 15 | 22 |&
32 |HSHR-mtBN8 16 08 15 23 | &

SHR — spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim

genomem kmene Brown Norway, HSHR — spontanné hypertentni potkan v adaptaci na kontinudlni

chronickou hypoxii, HSHR-mtBN - spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene

Brown Norway v adaptaci na kontinualni chronickou hypoxii.
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Tabulka €. 6: Vypocet mnoZstvi RNA vstupujiciho do RT

Prilohovd cast

5 kolik ul
0 1260/280 | Sample ID | ugul [:g}l?u Ffr’:ﬁ(feo ulH,0 | 2xRNA | 2xvoda
(1ug)
1 (211 SHR1 0,0539 0,54 1,9 9,1 3,7 18,3
2 2,14 SHR2 0,0576 0,58 1,7 9,3 3,5 18,5
3 |2,10 SHR3 0,0618 0,62 1,6 9,4 3,2 18,8
4 211 SHR4 0,0600 0,60 1,7 9,3 3.3 18,7
5 2,05 SHR5 0,0665 0,67 1,5 9,5 3,0 19,0
6 |2,05 SHR6 0,0534 0,53 1,9 9,1 3,7 18,3
7 2,13 SHR7 0,0747 0,75 1,3 9,7 2,7 19,3
8 ]210 SHRS 0,0625 0,63 1,6 9,4 3,2 18,8
9 [210 HSHR1 0,0714 0,71 1,4 9,6 2,8 19,2
10 |2,26 HSHR2 0,0435 044| 23 8,7 4.6 17,4
11 |2,00 HSHR3 0,0534 0,53 1,9 9,1 3,7 18,3
12 |212 HSHRA4 0,0745 0,75 1,3 9,7 2,7 19,3
13 |2,12 HSHR5 0,0713 0,71 1,4 9,6 2,8 19,2
14 |2,25 HSHR6 0,0427 043| 23 8,7 4,7 17,3
15 |2,08 HSHR7 0,0791 0,79 1,3 9,7 2,5 19,5
16 |2,16 HSHRS8 0,0613 0,61 1,6 9,4 33 18,7
17 2,17 SHR-mtBN1 0,0523 0,52 1,9 9,1 3,8 18,2
18 |27 SHR-mMtBN2 0,0621 0,62 1,6 9,4 3,2 18,8
19 2,02 SHR-mtBN3 0,0515 0,52 1,9 9,1 3,9 18,1
20 (2,14 SHR-mtBN4 0,0472 0,47 2,1 8,9 42 17,8
21 2,20 SHR-mtBN5 0,0415 0,42 2,4 8,6 48 17,2
22 (2,18 SHR-mMtBN6 0,0705 0,71 1,4 9,6 2,8 19,2
23 (219 SHR-mMtBN7 0,0599 0,60 1,7 9,3 3.3 18,7
24 11,90 SHR-mtBN8 0,0308 031 32 7,8 6,5 15,5
25 (219 HSHR-mtBN1 | 0,0775 0,78 1,3 9,7 2,6 19,4
26 2,39 HSHR-mtBN2 | 0,0442 044| 23 8,7 45 17,5
27 2,30 HSHR-mtBN3 | 0,0557 0,56 1,8 9,2 3,6 18,4
28 |24 HSHR-mtBN4 | 0,0564 0,56 1,8 9,2 3,5 18,5
29 [213 HSHR-mtBN5 | 0,0635 0,64 1,6 9,4 3,1 18,9
30 (2,00 HSHR-mtBN6 | 0,0490 049 20 9,0 41 17,9
31 [215 HSHR-mtBN7 | 0,0702 0,70 1,4 9,6 2,8 19,2
32 [216 HSHR-mtBN8 | 0,0632 0,63 1,6 9,4 3,2 18,8

SHR — spontanné hypertenzni potkan,

SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim

genomem kmene Brown Norway, HSHR — spontanné hypertentni potkan v adaptaci na kontinualni

chronickou hypoxii, HSHR-mtBN - spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene

Brown Norway v adaptaci na kontinudlni chronickou hypoxii.
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Graf ¢. 1: Testované housekeeping geny (NormFinder)
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Na ose x mame jednotlivé geny a na ose y hodnotu smérodatné odchylky.

Graf ¢. 2: Testované housekeeping geny s grafickym znazornénim odchylek
(NormFinder)
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Na ose x mame nazvy méfenych gent, na ose y cp daného genu. Hranice barevného sloupce jsou dany
25% a 75% percentilem a jeho stfed urcuje hodnota medianu. Minimalni a maximalni hodnoty jsou
graficky znazornény tzv. ,.fouskd* (whiskers). Barevné body nad a pod minimalnimi a maximalnimi

hodnotami zobrazuji extrémné odlehlé hodnoty.
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Graf ¢. 3: Reprodukovatelnost méfeni (NormFinder)
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Na ose x mame jednotlivé geny (Cisla v zavorce znazoriiuji pocet méteni jednotlivého genu) a na ose y

hodnotu smérodatné odchylky.

Graf ¢. 4: Reprodukovatelnost jednotlivych méreni s grafickym znazornénim

odchylek (NormFinder).
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Na ose x mame nazvy méfenych gentl, na ose y cp daného genu. Hranice barevného sloupce jsou dany
25% a 75% percentilem a jeho stfed urcuje hodnota medianu. Minimalni a maximalni hodnoty jsou

graficky znazornény tzv. ,.fouskd (whiskers). Barevné body nad a pod minimalnimi a maximalnimi

hodnotami zobrazuji extrémné odlehlé hodnoty.
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Graf ¢. 5: Screening housekeeping genii (GeNorm)
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Na ose X mame jednotlivé testované geny a na ose y odchylku mezi jednotlivymi méfenimi prezentované

stiedni hodnotou.

Graf ¢. 6: Reprodukovatelnost méi‘eni (GeNorm)
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Na ose x mame jednotlivé geny (Cisla v zavorce znazoriiuji pocet méteni jednotlivého genu) a na ose y

odchylku mezi jednotlivymi méfenimi prezentované stfedni hodnotou.
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Tabulka ¢. 7a: Relativni hodnoty Graf ¢. 7b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro AKT1
skupin
Skupiny [ SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN AKTL
0,111 0,132] 0,089 0,092 015
0,103 0127 0135 0,115 x O sHR
0,077 0,117 0,119 0,096 - T, ¢ BB SHRmBN
0,108 0138] 0,084 0081  §°° = =
0,078 0,096 0,085 0,076 2
0,073 0,095] 0,098 0,086 Z 005
0,082 0,084] 0,070 0,105 E
0,094 0,119] 0,111 0,099 ool V7 17
Primér | 0,091 0,114 0,099 0,094 Normoxic Hypoxic
SD 0,013 0,017[ 0,019 0,011

Relativni kvantifikace mRNA exprese V-akt murine thymoma viral oncogene 1 (AKT1) k referenénimu
genu S18 ribozomalni podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontann¢ hypertenzni potkan, SHR-
mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hlading.

Tabulka ¢. 8a: Relativni hodnoty Graf ¢. 8b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro AKT2
skupin
Skupiny [ SHR [SHR-mtBN[ HSHR [HSHR-mtBN AKT2
0,046 0,062] 0,043 0,041 0.08;
0,053 0,058] 0,064 0,053 g 2:2_“%
0,046 0,047] 0,051 0,048 Z 006 -
0,056 0,057 0,047 0,047 E = T o
0,043 0,047| 0,039 0,038 2 004
0,044 0,041] 0,054 0,054 % 0ol
0,035 0,044 0,056 0,053
0,041 0,073 0,051 0,052 oooll . / : ,
Primér | 0,046 0,054 0,051 0,048 Normoxic Hypoxic
SD 0,006 0,010] 0,007 0,005

Relativni kvantifikace mRNA exprese V-akt murine thymoma viral oncogene 2 (AKT2) k referen¢nimu
genu S18 ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-
mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.

80



Diplomova prace Prilohova cast

Tabulka €. 9a: Relativni hodnoty Graf ¢. 9b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro HK1
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN HK1
0,020 0,029 0,021 0,006 0041 . .
0,024 0,021] 0,044 007 - 72 SN
0,022 0,022] 0,043 0,016 7§ 003 x
0,035 0,019 0,022 0021 § | __ T
0,018 0,017] 0,023 0019] <%
0,022 0,009 0,037 0029 ]
0,020 0,015 0,033 0,032
0,021 0,023 0,031 0,029 T LKz
Primér | 0,023 0,019] 0,032 0,021 Normoxic Hypoxic
SD 0,005 0,005 0,008 0,008

Relativni kvantifikace mRNA exprese hexokinazy 1 (HK1) kreferenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (¥*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (4<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Tabulka ¢. 10a: Relativni hodnoty Graf ¢. 10b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro HK2
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN
0,007 0,008| 0,007 0,005 HK2
0,007 0,007] 0,014 0,015 0.0201 ex O sk
0,005 0,011 0,010 0,011 = 0015 T SHR-mtBN
0,015 0,009] 0,008 0017 2 -
0,007 0,006] 0,009 0014] o010 _ —
0,009 0,006] 0,014 0021 £ —
0,006 0,009] 0,014 0,020]  Eo00s
0,007 0,013] 0,010 0,018 ool : . :
Pramér | 0,008 0,009] 0,011 0,015 Normoxic Hypoxic
SD 0,003 0,002] 0,003 0,005

Relativni kvantifikace mRNA exprese hexokinazy 2 (HK2) kreferenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.
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Tabulka €. 11a: Relativni hodnoty Graf ¢. 11b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro PGC1
skupin
Skupiny | SHR_[SHR-mtBN | HSHR [HSHR-mtBN pGCL
0,042 0,051 0,031 0,027 006
0,045 0,044 0,050 0,045 - O sHR
0,042 0,052] 0,036 0,032 = = o o SHR-mIBN
0,056 0,052] 0,031 0,035 g 0044 -
0,047 0,042] 0,030 0,027 E
0,054 0,048 0,044 0,034 2 0o
0,050 0,049] 0,036 0,046 E
0,045 0,067 0,037 0,045
Primér | 0048 0051 0,037 0,036 R Hypoxic
) 0,005 0,007| 0,006 0,007

Relativni kvantifikace mMRNA exprese koaktivatoru peroxizomalni proliferaci aktivovaného receptoru
gamma 1 (PGC1l) kreferenénimu genu S18 ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR -
spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem
kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny, (4<0,05) signifikantni rozdil v

adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Tabulka €. 12a: Relativni hodnoty Graf ¢. 12b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro Des
skupin
Skupiny | SHR_|SHR-mtBN] HSHR |HSHR-mtBN Des
2,236 2,640 2,035 1,045 N
2,230 2194 2,143 1,127 0 SHR
1,965 2841 1582 1898 o, T SHR-mBN
2,738 2,033] 1,358 3039 2 — T
1,887 2,158 3,736 3640, T
1,856 2,278 3,781 4789 £
2,485 2,326 3,701 3170 £
2,260 2,938 2,181 3,205
Primér | 2,207 2426] 2,565 2,739 o-bl—L¥X —
SD 0,268 0,297] 0893 1,139 Normoxie Hypoxic

Relativni kvantifikace mRNA exprese desminu (Des) k referenénimu genu S18 ribozomalni podjednotce
v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan
s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny,

(#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.
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Tabulka €. 13a: Relativni hodnoty Graf ¢. 13b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro CX43
skupin
Skupiny [ SHR [SHR-mtBN [ HSHR [HSHR-mtBN
0,371 0438 0317 0,264 Cx43
0,392 0,380] 0418 0,488 057 O SR
0,329 039 0371 o431 | - — SHR.MEBN
0,388 0,365 0,281 0281 § = -
0,307 0291 0,214 0345| B o3
0,388 0274 0367 0430 < ,,]
0,284 0,270 0,383 0,359 anc
0,376 0521] 0,399 0,413 011
Primér | 0,354 0367] 0,344 0,376 ool . . /
SD 0,037 0,077 0,060 0,069 Normoxic Hypoxic

Relativni kvantifikace mRNA exprese konexinu 43 (CX43) kreferenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (¥*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Tabulka ¢. 14a: Relativni hodnoty Graf ¢. 14b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro DRP1
skupin
Skupiny | SHR |SHR-mtBN| HSHR |HSHR-mtBN DRP1
0,042 0047| 0,033 0,030 0,05+
0,015 0,044 0,048 - SR
0,015 0,032 0,040 g 0041 - - €2 SHR-miBN
0,015 0,042 0037 £ gl
0,044 0035 0,033 0,036 e
0,040 0,035 0,046 0,050 é 0.021
0,035 0,029] 0,040 0,040 E oL
0,042 0052| 0,038 0,046
Primér 0,031 0,040 0,038 0,041 0.0 “f ; T
Normoxic Hypoxic
SD 0,012 0,007| 0,004 0,006

Relativni kvantifikace mRNA exprese proteinu souvisejiciho s dynaminem 1 (DRP1) k referenénimu
genu S18 ribozomalni podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-
mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.
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Tabulka ¢. 15a: Relativni hodnoty Graf ¢. 15b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro CS
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN | HSHR [HSHR-mtBN cs
0,125 0.176] 0,102 0,060 025
0,177 0216] 0172 0,122 ' O SHR
0,142 0198 0,145 0114 g 0201 T €2 SHR-mEN
>
0213 0192 0,099 0,094 £ o1s] L -
0,140 0122| 0,084 0,071 s ¢
0,189 0,086 0,173 0,111 z %19 7
0,123 0125 0,170 0,090 E 005
0,101 0273[ 0,160 0,109 oo
Primér 0,151 0,174| 0,138 0,096 ' Normoxic "Hypoxic
SD 0,034 0,053 0,033 0,019

Relativni kvantifikace mRNA exprese citratsyntazy (CS) K referenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (¥*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (4<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Tabulka ¢. 16a: Relativni hodnoty Graf ¢. 16b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro COX4.1
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN coxal.
1,967 2247|1316 1433 25
2,017 2,057 1,999 1,704 _ O] SHR
1,994 1,913] 1539 1463 g % o ¢ BommeN
1,996 2,061 1364 1553] % 15 T v
1,742 2,021] 0,064 1412) 2 |
1,886 1966] 1821 1602 E
1,868 1891 1575 1,901 E 05
2,103 2,207] 1,604 1,728 ol 17 |7
Priimér 1,947 2,045 1,410 1,600 Normoxic Hypoxic
SD 0,098 0,113 0519 0,150

Relativni kvantifikace mRNA exprese cytochrom ¢ oxidazy, podjednotky IV, izoforomy | (COX4.1)
k referenénimu genu S18 ribozomalni podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni
potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown
Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii

oproti normoxické hlading.
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Tabulka €. 17a: Relativni hodnoty Graf ¢. 17b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro COX4.2
skupin
Skupiny [ SHR_[SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN CoX4.2.
0,010 0,010 0,007 0,007 0015
0,010 0,009] 0,012 0,007 O SHR
0,008 0,009] 0,008 0007]
0,011 0,008 0,006 0006]  FO0010{ = __ .
0,007 0,007] 0,008 0005 ® - %
0,008 0,008] 0,006 0008 %
0,009 0,009] 0,007 0007 %%
0,011 0,011 0,007 0,008
Primér | 0,009 0,009] 0,008 0,007 0000l . ; .
SD 0,001 0,001] 0,002 0,001 Normoxic Hypoxic

Relativni kvantifikace mRNA exprese cytochrom ¢ oxidazy, podjednotky IV, izoforomy 2 (COX4.2)
k referenénimu genu S18 ribozomalni podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni
potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown
Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii

oproti normoxické hlading.

Tabulka ¢. 18a: Relativni hodnoty Graf ¢. 18b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro CKS
skupin
Skupiny | SHR_[SHR-mtBN | HSHR |HSHR-mtBN CKS
1,410 1,426] 0919 0,612 ”0-
1,352 1579 1519 1,286 O sHR
1,327 1390 1,092 0,996 = 15 - €2 SHR-mBN
1,319 1,496 1,045 0,962 2 = ¢ o
5 T _-T
1,647 1,168] 0,787 0905 £ 105
1,456 1,259] 1,301 1369 2
1,187 1,100 1122 1,196 E 051
1,294 1,995 0,906 1,207
Primér | 1374 1427] 1086 1,078 R, Hypoxic
) 0,120 0,248 0,207 0,225

Relativni kvantifikace mRNA exprese sarkomerické kreatinkinazy (CKS) kK referenénimu genu S18
ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (4<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.
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Tabulka €. 19a: Relativni hodnoty Graf ¢. 19b: Relativni hodnoty mMRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro ALDH2
skupin
Skupiny | SHR _[SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN ALDH2
0,270 0354 0322 0,266 0.
0342 0450 0515 0,533 O SHR
0,293 0,314 0,409 0,538 - _t_ T &3 SHRmBN
0,341 0,326] 0,360 0391  §°4 -
0,320 0,232] 0,220 0431] 2 -
0,376 0,195] 0,511 0637 2 oo
0,215 0229] 0443 0,289 E
0,210 0486 0,387 0,397
Primér | 0296 0,323] 0,396 0435 OO o Hypoxic
sD 0,053 0,093 0,087 0,113

Relativni kvantifikace mRNA exprese aldehyddehydrogenazy 2 (ALDH2) K referenénimu genu S18
ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.

Tabulka ¢&. 20a: Relativni hodnoty Graf ¢. 20b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro TXN2
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN[ HSHR [HSHR-mtBN TXN2
0,136 0,155] 0,097 0,086 0.20- O
SHR
0,139 0134 0118 o115 2 RN
0,136 0,144 0,103 0098  FO| = > N
0,163 0,160 0,084 0084 B = ¢
0,086 0,132[ 0,150 0085 <" 7
0,147 0129 0122 0104 & .
0,137 0,122] 0,098 0,104
0,148 0,167] 0,110 0,101 ool 1¥Z —
Pramér | 0,137 0,143[ 0,110 0,097 Normoxic Hypoxic
SD 0,020 0,014 0,018 0,010

Relativni kvantifikace mRNA exprese thiredoxinu 2 (TXN2) Kk referenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (4<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hladiné.
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Tabulka ¢. 21a: Relativni hodnoty Graf ¢. 21b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro TXRD2
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN TXRD2
0,109 0,131] 0,082 0,076 0.15,
0115 0145 0,114 0,104 — g A
0,110 0,095] 0,096 0088 g |rT * o
0,127 0,144] 0,083 oo76| E" T
0,128 0,096| 0,063 0068 %
0,128 0,094| 0,106 0108] & 0o,
0,089 0,087| 0,096 0,081
0,091 0,157| 0,097 0,094 ool 1EZ 17
Primér | 0,112 0,119] 0,092 0,087 Normoxic Hypoxic
SD 0014 0,025] 0,014 0,013

Relativni kvantifikace mRNA exprese thioredoxinreduktazy 2 (TXRD2) K referenénimu genu S18
ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.

Tabulka ¢. 22a: Relativni hodnoty Graf ¢. 22b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro PRX5
skupin
Skupiny | SHR _[SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN PRX5
0,475 0454] 0316 0,270 06-
0,345 0478] 0,407 0,423 O] SHR
0,487 0447|0336 038l t | = X . ¢ 2w
0,404 0544] 0,331 0,367 £ o4 - ==
0,443 0475|0349 0285 =
0,398 0446] 0,393 0394 & o2
0,364 0344 0357 0361 F
0,405 0563 0,295 0,340 7 7
Pramér 0,415 0,469 0,348 0,353 Normoxic Hypoxic
SD 0,044 0,059 0,033 0,046

Relativni kvantifikace mRNA exprese peroxiredoxinu 5 (PRX5) k referen¢nimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.
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Tabulka ¢. 23a: Relativni hodnoty Graf ¢. 23b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro PRX3
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN[ HSHR [HSHR-mtBN PRX3
0,379 0352| 0,236 0,264 051 .
0,301 0,403] 0,298 0,478 - 03 SHR
0,343 0332] 0,208 0366] g ] T €2 SHR-mEN
0,023 0340 0473 0,403 o3| T -
0,274 0,289] 0,233 0341 % |
0,307 0385 0378 0,513 z
0,251 0275 0351 0,378 E 04
0,324 0,550] 0,280 0,444 ool : . ;
Priamér 0,275 0,366 0,270 0,398 Normoxic Hypoxic
SD 0,096 0,076/ 0,062 0,070

Relativni kvantifikace MRNA exprese peroxiredoxinu 3 (PRX3) k referen¢nimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (4<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hladin¢.

Tabulka €. 24a: Relativni hodnoty Graf ¢. 24b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro CuSOD
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN CuSOD
1,598 1,801 1,479 1,218 ’s.
1,670 1,483 1671 1,486 0 SHR
1,586 1540 1,358 1,397 e200 T 2 SHR-mtBN
1,656 1,735 1216 1,362 £ o] = * o
1,630 1564 1,170 1,218 E T
1,520 1529 1,508 1,393 z 107
1,402 1,433] 1,337 1,445 E 05
3,782 1,907] 0,000 1,399 0oLl . . .
Primér 1,856 1,624 1,217 1,365 Normoxic Hypoxic
) 0,691 0149] 0457 0,086

Relativni kvantifikace mRNA exprese Cu superoxidismutazy (CuSOD) Kk referen¢nimu genu S18
ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.
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Tabulka ¢. 25a: Relativni hodnoty Graf ¢. 25b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich transkriptu pro MnSOD
skupin
Skupiny | SHR |SHR-mtBN| HSHR |HSHR-mtBN MNnSOD
0,651 0,778| 0,445 0,484 08-
0,596 0,752| 0,753 0,647 — z:i_mtBN
0,546 0,501 0516 0,528 g 06{ == -
0,680 0,579] 0,451 0,456 £
0,647 0,502 0,567 0,461 2 04
0,616 0,590 0,490 0,593 g
0,499 0539] 0573 0,533 E 021
0,591 0,836 0,535 0,627 0oLl . . .
Primér 0,603 0,635 0,541 0,541 Normoxic Hypoxic
SD 0,052 0,118/ 0,086 0,065

Relativni kvantifikace mRNA exprese Mn superoxidismutizy (MnSOD) K referen¢nimu genu S18
ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.

Tabulka ¢. 26a: Relativni hodnoty Graf ¢. 26b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro MaoA
skupin
Skupiny | SHR_[SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN MaoA
0,302 0210] 0518 0,355 06- . o
0,274 0211] 0484 0,223 T ¢ SHR
0319 0173|0520 0502] & T B sHrmen
0,247 0,215] 0,602 0,505 kS 041
0,276 0,160] 0440 0389 % =  *
0,222 0,123] 0615 0,627 % 021
0,146 0,144] 0586 0,428
0,176 0237] 0,265 0,510 N7 17
Primér | 0,245 0,184] 0,504 0,442 Normoxic Hypoxic
SD 0,053 0,035 0,100 0,108

Relativni kvantifikace mRNA exprese monoaminooxidazy A (MaoA) kreferenénimu genu S18
ribozomalni podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.
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Tabulka ¢. 27a: Relativni hodnoty Graf ¢. 27b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro CAT
skupin
Skupiny [ SHR [SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN CAT
0,013 0013] 0012 0,010 0025-
0,012 0,018] 0,017 0,022 . g g:g o
0,012 0010 0013 0015] g °% T o
0,010 0013 0,013 0,014 Boosy = __ _
0,018 0,009] 0,009 0,014 % ool
0,017 0011] 0016 0,029 &z
0,012 0,008 0012 0,016 € 0005
0,015 0015/ 0013 0,018 I 17 7
Priamér 0,014 0,012 0,013 0,017 Normoxic Hypoxic
sD 0,002 0,003] 0,002 0,005

Relativni kvantifikace mRNA exprese katalazy (CAT) k referen¢nimu genu S18 ribozomalni podjednotce
V levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan
S mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny,

(#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Tabulka ¢. 28a: Relativni hodnoty Graf ¢. 28b: Relativni hodnoty mRNA
MRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro ACO1
skupin
Skupiny [ SHR _[SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN ACOL
0,00052]  0,00077| 0,00042 0,00036 00010-
0,00072|  0,00076| 0,00087 0,0007 O SHR
0,00054] _ 0,00067] 0,00058] __ 0,00067| g ™ - EA SHRmeN
0,00073|  0,00067| 0,00049 0,00056| ¥ oooos == — 5
0,00047]  0,00065| 0,00048 000051 % ,onoud
0,00068]  0,00045] 0,00079 00008] &
0,00047 0,0006] 0,00064 0,00067 000021
0,00055]  0,00105] 0,00073 0,00067 o000 ¥ ¥z
Praim¢r | 0,00059|  0,00070] 0,00063 0,00062 Normoxie Fiypoxie
sD 0,00010]  0,00015] 0,00014 0,00012

Relativni kvantifikace mRNA exprese akonitazy 1 (ACOIl) kreferenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komoie (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hladin¢.
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Tabulka €. 29a: Relativni hodnoty Graf ¢. 29b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro ACO2
skupin
Skupiny | SHR_[SHR-mtBN| HSHR [HSHR-mtBN ACO2
0,293 0345] 0183 0,187 041 o om
0322 0358] 0319 0323 — A
0,249 032 0243 0288 § 03 = —
0,337 0304] 0,191 0,244 % ol —
0,289 0239 0148 0221 g
0,297 0254] 0275 0306] %]
0,223 0229] 0251 0,237
0,248 0433] 0279 0,272 — prw—
Primer | 0,282 0310] 0,236 0,260 ormoxe ypoxte
sD 0,035 0061 0,051 0,040

Relativni kvantifikace mRNA exprese akonitazy 2 (ACO2) K referenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (¥*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (4#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Tabulka ¢. 30a: Relativni hodnoty Graf ¢. 30b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro HMOX2
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN[ HSHR [HSHR-mtBN HMOX2
0,086 0,110] 0,069 0,065 0104 o
- T SHR
0,097 0,096] 0,104 0,074 ooe T o @ SR
0,091 0077 0078 0,066 g =
0,097 0,083 0073 0,059 & 0061
0,090 0,076] 0,071 0,059 < oo
0,098 0,079 0,096 0,078 &
0,072 0,081 0,080 0,073 0021
0,085 0,107] 0,078 0,080 B —
Primér | 0,090 0,089] 0,081 0,069 Normoxie Hypoxic
SD 0,008 0,012] 0,011 0,007

Relativni kvantifikace mRNA exprese hemoxygenazy 2 (HMOX2) Kk referenénimu genu S18 ribozomalni
podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné
hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05) signifikantni rozdil

mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hladiné.
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Tabulka ¢. 31a: Relativni hodnoty Graf ¢. 31b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro HIF-1a
skupin
Skupiny | SHR |[SHR-mtBN| HSHR |HSHR-mtBN HIF1a
0,0007 0,0008| 0,0008 0,0009 0.0015-
0,0007 0,0008] 10,0012 0,0013 * _If g 2:;* e
0,0006 0,0007| 0,0009 0,0012 g .
0,0007 0,0009| 0,0009 0,0009 F 000101 _ -
0,0007 0,0007|  0,0006 0,0012 :
0,0008 0,0007| 0,0011 0,0016 Z 0.0005]
0,0006 0,0006] 0,0009 0,0011 E
0,0007 0,0011] 0,0008 0,0013 0000, / . /
Pramér | 0,0007 0,0008] 0,0009 0,0012 Normoxic Hypoxic
SD 0,0001 0,0001] 0,0002 0,0002

Relativni kvantifikace mRNA exprese hypoxii indukovaného faktoru la (HIF-1la) K referenénimu genu
S18 ribozomalni podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontdnné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.

Tabulka €. 32a: Relativni hodnoty Graf ¢. 32b: Relativni hodnoty mRNA
mRNA jednotlivych experimentalnich  transkriptu pro HIF-2
skupin
Skupiny | SHR [SHR-mtBN | HSHR [HSHR-mtBN HIE2
0,156 0,208] 0,095 0,091 025+
0,193 0,200 0,163 0,164 S e
0,182 0189 0,141 o4 2 __ g% o
0,202 0,192 0,110 0,113 B 0154 AR
0,135 0181 0,110 0,094 < 010 =
0,166 0135 0,138 0,128 &
0,130 0164 0,148 0,115 0.054
0,149 0218 0,135 0,112 oooll 17 17
Primér | 0,164 0,186] _ 0,130 0,116 Normoxic Hypoxic
sD 0,023 0,023] 0,020 0,020

Relativni kvantifikace mRNA exprese hypoxii indukovaného faktoru 2a (HIF-2a) Kk referenénimu genu
S18 ribozomalni podjednotce v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN —
spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway, (*p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (#<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.
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Tabulka €. 33: Sekvence a efektivita primeri pro dané trankripty

Transkript Efektivita

Leva forma primeru

Prava forma primeru

forward F reverse R
ACO1 2,261 ttgctgtgtctgagattgaaaag  cttgaaaacctttaaatccttgct
ACO2 1,872 cgccttacagectactggtc ggcagaggccacatggta
Actin 2,008 tacaacctccttgcagctcc ttctgacccatgcccacca
AKT1 1,876 aacgacgtagccattgtgaa ccatcattcttgaggaagt
AKT?2 1,974 ccgctattatgccatgaagat tgtgggcgacttcatcct
ALDH2 1,956 agacgtcaaagatggcatga ttgaggatctgcatcactgg
B2M 1,879 cgctcggtgaccgtgatctttctg  ctgaggtgggtggaactgagacacg
CK-S 1,941 gccaccccttcattaagactg caaaaaggtcagcaaacacct
COX14.1 1,969 cactgcgcttgtgctgat cgatcaaaggtatgagggatg
COX 4.2 2,037 agaactcaagggacacacagc tcaacatagggggtcatcct
CS 1,987 agacatcggttcttgatcatcctg gccaaaataagccctcaggt
CuSOD 1,881 taagaaacatggcggtcca tggacacattggccacac
CX43 1,9 agcctgaactctcatttttcctt ccatgtctgggcacctct
Cyclophilin 1,751 agcatacaggtcctggcat tcaccttcccaaagaccac
Desmin 1,893 gatcaaccttccgatccaga ttgctcagggctggtttct
DRP1 2,003 gctggtccacgtttcacc ccccattcttetgcttcaac
GAPDH 1,841 cccctctggaaagcetgtg ggatgcagggatgatgttct
HIFla 2,249 aagcactagacaaagctcacctg ttgaccatatcgctgtccac
HIF2a 1,87 gcaactacctgttcaccaacc ttcatcaaagttctggcttcc
HK1 2,017 tctgggcttcaccttctcat atcaagattccacagtccaggt
HK2 1,968 ccagcagaacagcctagacc  agatgccttgaatccctttg
HMOX2 1,901 tacggcaccagaaaaggaaa  gtgcttccttggtcccttc
HPRT 1,575 gaccggttctgtcatgtcg acctggttcatcatcactaatcac
KAT 1,979 cagcgaccagatgaagca ggtcaggacatcgggtttc
MaoA 2,026 tggtatcatgacccagtatgga  tgtgcctgcaaagtaaatcct
MnSOD 1,887 tggacaaacctgagccctaa gacccaaagtcacgcttgata
PGC1 1,966 aaagggccaagcagagaga gtaaatcacacggcgctctt
PRX3 1,89 aatgaccttccggtggtaaa gctgttggacttggcttgat
PRX5 1,892 gactatggccccgatcaa aaaacacctttcttgtccttgaa
S18 1,911 tctagacaacaagctgegtga  cctctatgggcetcggatttt
TXN2 1,9 cacacagaccttgccattga acgtccccgttcttgatg
TXRD2 1,852 gcacatggtgaagctacctaga  gctccatccacatcttctcag

Primer pro trankript genu beta2mikroglobulin byl na screening zaptijéen z Akademia véd Ceské republiky

a jeho sekvence je prevzata z literatury (Sladek, et al. 2007).
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Graf ¢&. 33: Aktivita CS
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Aktivita enzymu citratsyntazy (Cs) Vv levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-

mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (#p<0,05)

signifikantni rozdil mezi kmeny, (*<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické

hladiné.

Graf ¢. 34: Aktivita COX
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Aktivita enzymu cytochrom c oxidazy (COX) v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan,

SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway,

(#p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny, (*<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti

normoxické hladiné.
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Graf ¢. 35: Kvantitativni analyza Cu/Zn SOD pomoci metody Western blot
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Kvantitativni analyza proteinu Cu/Zn superoxiddismutazy (Cu/ZnSOD; SOD2) metodou Western blot
v levé komote (LV). SHR - spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan
s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (#p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny,

(*<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.

Graf ¢. 36: Kvantitativni analyza Mn SOD pomoci metody Western blot
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Kvantitativni analyza proteinu Mn superoxiddismutazy (MnSOD) metodou Western blot v levé komote
(LV). SHR - spontann¢ hypertenzni potkan, SHR-mtBN - spontanné hypertenzni potkan
s mitochondrialnim genomem kmene Brown Norway, (#p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny,

(*<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické hlading.
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Graf ¢. 37: Kvantitativni analyza CAT SOD pomoci metody Western blot
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Kvantitativni analyza proteinu katalazy (Cat) metodou Western blot vlevé komoie (LV). SHR -
spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN — spontanné hypertenzni potkan s mitochondriadlnim genomem
kmene Brown Norway, (#p<0,05) signifikantni rozdil mezi kmeny, (*<0,05) signifikantni rozdil v

adaptace na hypoxii oproti normoxické hladinég.

Graf ¢. 38: Kvantitativni analyza jednotlivych podjednotek komplexi oxidacni

fosforylace pomoci metody Western blot
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Kvantitativni analyza mitochondrialné kédovanych proteini oxida¢niho fetézce metodou Western blot.
Ndufa9 (NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex subunit 9), Sdha (succinate
dehydrogenase complex, subunit A), Ugcrc2 (ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 1), COX-4
(cytochrom ¢ oxidaza 4), MTCOI (mitochondridlné kodovana podjednotka cytochrom c¢ oxidazy),
Atpbal (ATP synthase subunit alpha, mitochondrial), SHR — spontanné hypertenzni potkan, SHR-mtBN
— spontanné hypertenzni potkan s mitochondridlnim genomem kmene Brown Norway. (#p<0,05)
signifikantni rozdil mezi kmeny, (*<0,05) signifikantni rozdil v adaptace na hypoxii oproti normoxické
hlading.
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9. INTERNETOVE ZDROJE

Applied Biosystems 2002
http://www.icmb.utexas.edu/core/DNA/Information_Sheets/Real-time%20PCR/7900syberProtocol.pdf

Applied Biosystems 2010
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/PCR/real-time-pcr/gpcr-
education/tagman-assays-vs-sybr-green-dye-for-gpcr.html

Manual NanoDrop Technologies, 2007
http://bio.classes.ucsc.edu/bio100I/MANUALS/SPECTROPHOTOMETERS/nd1000.pdf

PCR Applications Manual, Roche

http://www.gene-quantification.de/ras-pcr-application-manual-3rd-ed.pdf

Rat Genom Database — RGD
http://rgd.mcw.edu/

Roche Applied Science - Light Cycler 480 DNA SYBR Green | Master
http://www.cbmg.umd.edu/files/cbmg/corelab/SYBRGreen.pdf

The Animal Ageing and Longevity Database
http://genomics.senescence.info/species/entry.php?species=Rattus _norvegicus

The Wittwer Lab for DNA Analysis
https://dna.utah.edu

Velaz
http://www.velaz.cz/product/brown-norway/
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