1. Prilohova ¢ast

Priloha 1A: Hmotnostni indexy: navazené hmotnosti:

BW RV S Lv RV/BW LV/BW (LV+S)/BW HW/BW
[g] [mg] [mg] [mg]
N1 412 192 217 487 0,466 1,182 1,709 2,175
N2 376 168 179 428 0,447 1,138 1,614 2,061
N3 385 201 217 533 0,522 1,384 1,948 2,470
N4 353 169 171 487 0,479 1,380 1,864 2,343
N5 416 207 201 540 0,498 1,298 1,781 2,279
N6 372 181 198 465 0,487 1,250 1,782 2,269
Pramér: 388,4 187,4 197,2 490 0,483 1,272 1,783 2,266
Odchylka: 9,55 6,60 7,1 14,5 0,010 0,038 0,043 0,052

Tabulka 1. — Hmotnostni indexy intaktnich zvifat (N1-N6): hmotnost téla (BW); hmotnost pravé
komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé komory (LV); pomér hmotnosti mezi
pravou komorou a t€lesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou komoru a télesnou
hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S);
pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW).

BW RV LV RV/BW |LV/BW RV/LV+S |HW/BW
KN1 409 221,4 263,7 657,2 0,541 1,607 0,240 2,793
KN2 402 229,8 248 666,4 0,572 1,658 0,251 2,846
KN3 387 242,2 254,9 659,6 0,626 1,704 0,265 2,989
KN4 380 211,3 201,2 735,7 0,556 1,936 0,226 3,022
KN5 384 219,8 228,1 656,3 0,572 1,709 0,249 2,876
KN6 397 257,7 246,7 729,7 0,649 1,838 0,264 3,109
Primér: 393,17 230,37 240,43 684,15 0,586 1,742 0,249 2,939
Odchylka: 4,61 6,94 9,2 15,44 0,017 0,050 0,006 0,049

Tabulka 2 — Hmotnostni indexy stabilizovanych zvitat (KN1-KN6): hmotnost téla (BW); hmotnost
pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé komory (LV); pomér hmotnosti
mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou komoru a télesnou
hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S);
pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW). BW v [g]; ostatni hmotnosti pak v [mg].




BW RV S LV RV/BW LV/BW RV/LV+S [HW/BW
IN1 361 223,4 250,5 763,5 0,619 2,115 0,220 3,428
IN2 380 267,6 284,9 761,5 0,704 2,004 0,256 3,458
IN3 393 227,5 254,6 786,7 0,579 2,002 0,218 3,228
IN4 400 260,4 262,8 791,3 0,651 1,978 0,247 3,286
IN5 378 259,3 283,1 710,4 0,686 1,879 0,261 3,314
IN6 426 294,4 296 856,6 0,691 2,011 0,255 3,397
Primér: 389,67 255,43 271,98 778,33 0,656 1,997 0,243 3,351
Odchylka: 9,11 10,82 7,56 19,56 0,020 0,031 0,008 0,036

Tabulka 3 — Hmotnostni indexy ischemickych zvifat (IN1-IN6): hmotnost té¢la (BW); hmotnost pravé
komory (RV); hmotnost srdeéniho septa (S); hmotnost levé komory (LV); pomér hmotnosti mezi
pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou komoru a télesnou
hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S);
pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW). ). BW v [g]; ostatni hmotnosti pak v [mg].

BW RV S LV RV/BW ([LV/BW RV/LV+S |[[HW/BW
IRN1 384 228,2 225,2 626,8 0,594 1,632 0,268 2,813
IRN2 370 209,6 216,8 683,3 0,566 1,847 0,233 2,999
IRN3 380 253,3 255,3 681,1 0,667 1,792 0,271 3,131
IRN4 430 316,6 269,3 603,1 0,736 1,403 0,363 2,765
IRNS5 346 246,8 212,8 602,4 0,713 1,741 0,303 3,069
IRN6 370 196,5 222,8 674 0,531 1,822 0,219 2,955
Primér: 380 241,83 233,7 645,12 0,636 1,706 0,275 2,955
Odchylka: 11,36 17,35 9,39 15,82 0,034 0,068 0,021 0,058

Tabulka 4 — Hmotnostni indexy reperftznich zvitat (IRN1-IRN6): hmotnost t€la (BW); hmotnost
pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé komory (LV); pomér hmotnosti
mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou komoru a télesnou
hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S);
pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW). ). BW v [g]; ostatni hmotnosti pak v [mg].

BW RV S v RV/BW LV/BW (LV+S)/BW HW/BW
[g] [mg] [mg] [mg]
H1 340 438 207 482 1,288 1,418 2,026 3,315
H2 317 388 226 453 1,224 1,429 2,142 3,366
H3 333 433 193 501 1,300 1,505 2,084 3,384
H4 327 375 195 501 1,147 1,532 2,128 3,275
HS5 315 400 226 492 1,270 1,562 2,279 3,549
H6 350 436 213 472 1,246 1,349 1,957 3,203
Prameér: 330,3 411,7 210 483,5 1,246 1,464 2,103 3,346
Odchylka: 4,66 9,49 4,99 6,454 0,019 0,028 0,038 0,041

Tabulka 5. — Hmotnostni indexy intaktnich zvitat adaptovanych na hypoxii (H1-H6): hmotnost téla
(BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé komory (LV);
pomér hmotnosti mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou
komoru a télesnou hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a
septa (RV/LV+S); pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW)..



BW RV S LV RV/BW |LV/BW |RV/LV+S |HW/BW
KH1 375 425,2 301,5 627,4 1,134 1,673 0,458 3,611
KH2 377 548,8 277,1 739,5 1,456 1,962 0,540 4,152
KH3 332 409,5 315,8 691 1,233 2,081 0,407 4,266
KH4 340 313 248,3 605,2 0,921 1,780 0,367 3,431
KH5 333 475,3 288,4 649 1,427 1,949 0,507 4,242
KH6 365 551 325,2 778,1 1,510 2,132 0,499 4,532
Pramér: 353,67 453,8| 292,72 681,7 1,283 1,928 0,466 4,038
Odchylka: 8,59 37,21 11,4 27,44 0,093 0,072 0,027 0,173

Tabulka 6 — Hmotnostni indexy zvifat adaptovanych na hypoxii ve stabiliza¢ni fazi (KH1-KH6):
hmotnost téla (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé
komory (LV); pomér hmotnosti mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér
hmotnosti mezi levou komoru a télesnou hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a
hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); pomér hmotnosti srdce k hmotnosti t€la (HW/BW). BW v
[g]; ostatni hmotnosti pak v [mg].

BW RV S LV RV/BW LV/BW RV/LV+S |HW/BW
IH1 324 376,4 286,8 703,6 1,162 2,172 0,380 4,219
IH2 341 556,4 321,9 832,7 1,632 2,442 0,482 5,018
IH3 321 368,6 274,3 703,4 1,148 2,191 0,377 4,194
IH4 341 439,9 303,6 700,5 1,290 2,054 0,438 4,235
IH5 340 667,5 327,8 763,6 1,963 2,246 0,612 5,173
IH6 340 446,2 234,4 639,3 1,312 1,880 0,511 3,882
Primér: 334,5 475,83 291,47 723,85 1,418 2,164 0,467 4,453
Odchylka: 3,82 47,18 14,1 27,05 0,130 0,077 0,036 0,211

Tabulka 7 — Hmotnostni indexy zvifat adaptovanych na hypoxii v ischemické fazi (IH1-1H6):
hmotnost t€la (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé
komory (LV); pomér hmotnosti mezi pravou komorou a t€lesnou hmotnosti (RV/BW); pomér
hmotnosti mezi levou komoru a té€lesnou hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a
hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); pomer hmotnosti srdce k hmotnosti t€la (HW/BW). BW v
[g]; ostatni hmotnosti pak v [mg].

BW RV S LV RV/BW |LV/BW |RV/LV+S |HW/BW
IRH1 350 423,9 279,5 730,5 1,211 2,087 0,420 4,097
IRH2 367 356,3 304,9 622 0,971 1,695 0,384 3,496
IRH3 340 452,6 293,2 608,6 1,331 1,790 0,502 3,984
IRH4 335 348,7 241,2 608,6 1,041 1,817 0,410 3,578
IRH5 355 372,7 264,8 659,7 1,050 1,858 0,403 3,654
IRH6 353 398 256 674,8 1,127 1,912 0,428 3,764
Pramér: 350| 392,03 273,27 650,7 1,120 1,859 0,424 3,760
Odchylka: 4,65 16,58 9,72 19,49 0,054 0,054 0,017 0,096

Tabulka 8 — Hmotnostni indexy zvifat adaptovanych na hypoxii v reperfuzni fazi (IRH1-IRH6):
hmotnost t€la (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé
komory (LV); pomér hmotnosti mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér
hmotnosti mezi levou komoru a télesnou hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a
hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); pomér hmotnosti srdce k hmotnosti t€la (HW/BW). BW v
[g]; ostatni hmotnosti pak v [mg]..



Priloha 1B: Data ziskana z kvantifikace jednotlivych vzorkd:

N

H

32,546230

67,453770

35,359700

64,640310

27,421660

72,578350

31.255890

68,744110

24,885970

75,114030

33,174560

66,825440

Tabulka 9 - LDHA RV: Naméfené hodnoty exprese LDHA isoformy v pravé srde¢ni komoie u
normoxickych potkani (N) a potkanti adaptovanych na kontinualni hypoxii (H)

N

H

37,723540

62,276460

43,142520

56,857480

37,061670

62,938330

39,373620

60,626380

35,294390

64,705610

44,419710

55,580290

Tabulka 10 - LDHA LV: Namétené hodnoty exprese LDHA isoformy v levé srde¢ni komote u
normoxickych potkanil (N) a potkanii adaptovanych na kontinualni hypoxii (H)

N

H

52,67036

47,32964

53,62015

46,37985

48,64582

51,35418

45,41178

54,58822

48,32402

51,67598

52,42622

47,57378

Tabulka 11 - LDHB RV: Namétené hodnoty exprese LDHB isoformy v pravé srde¢ni komote u
normoxickych potkani (N) a potkanti adaptovanych na kontinualni hypoxii (H)




N

H

48,18604 | 51,81396

49,7421 | 50,2579

54,9059 | 45,0941

51,4833 | 48,5167

52,54301 | 47,45699

46,33649 | 53,66351

Tabulka 12 - LDHB LV: Namétené hodnoty exprese LDHB isoformy v levé srdeéni komote u
normoxickych potkanii (N) a potkanii adaptovanych na kontinudlni hypoxii (H)

KH IH

IRH

100,9162 | 95,78384

78,27471

86,80556 | 137,1104

86,16193

116,7936 | 108,9141

77,60304

97,35143 | 118,4986

166,5701

129,5403 | 124,5716

104,8871

138,495 [ 182,7561

179,175

Tabulka 13 - LDHA Hypoxie: Naméfené hodnoty expre

se LDHA isoformy u potkand adaptovanych

na kontinualni hypoxii po stabilizaci (KH), ischémii (IH) a reperfizi (IRH)
KN IN IRN
118,62 | 90,39 | 94,41
131,89 | 121,72 | 86,15
94,31 76 91,82
104,87 | 99,75 | 82,46
103,1 | 70,5 | 91,66
116,75 | 129,5 | 118,61

Tabulka 14 - LDHA Normoxie: Naméfené hodnoty exprese LDHA u normoxickych potkant po

stabilizaci (KN), ischémii (IN) a reperfuzi (IRN)

KH IH

IRH

128,4266 | 138,6165

128,2341

140,1797 | 151,4763

132,7856

99,57095 | 104,2904

112,9813

116,8228 | 112,6273

109,5723

128,1888 | 131,1735

103,3801

115,1747 | 136,2535

126,1668

Tabulka 15 - LDHB Hypoxie: Namétené hodnoty exprese LDHB potkant adaptovanych na

kontinudlni hypoxii po stabilizaci (KH); ischémii (IH) a

reperfuzi (IRH)



KN IN IRN
101,5 | 114,82 | 105,21
107,35 [ 104,44 | 95,47
114,48 | 116,16 | 103,84
114,4 ] 119,79 | 101,1
1094 | 84,7 | 1129

Tabulka 16 - LDHB Normoxie: Naméfené hodnoty exprese LDHB normoxickych potkanti po
stabilizaci (KN); ischémii (IN) a reperfuzi (IRN)



Priloha 1C - sloZeni jednotlivych roztoki / pufrii:
SloZeni Krebsova-Henseleitova pufru:
1. 118 mM NaCl (dodano spole¢nosti PENTA)
2. 4,7 mM KCIl (dodano spole¢nosti PENTA)
3. 1,2 mM MgSO, (dodano spole¢nosti PENTA)
4. 1,25 mM CaCl; (dodano spoleénosti PENTA)
5. 1,2 mM KH,PO, (dodano spoleénosti PENTA)
6. 25 mM NaHCOj; (dodéano spolecnosti PENTA)
7. 11 mM glukéza (dodano spole¢nosti SIGMA)

Zasobni roztok byl predpiipraven bez glukozy, ktera byla ptidana vzdy Cerstvé do rozotku. Roztok se
dale sytil pomoci kysliku (95% O, / 5% CO,) do doby nez se pH dostalo na hodnotu 7,4.

SloZeni Laemmliho pufru:

1. 2mlSDS ((ch,=0,1g/ ml; SDS dodané spole¢nosti SIGMA)

2. 1 ml glycerolu (dodano spole¢nosti SIGMA)

3. 0,6 ml Bis-Tris roztoku (slozeni viz dale)

4. 1,4 ml mQH,0

5.  Bromfenolova modi (Bromophenol Blue ACS reagent, dodané spole¢nosti SIGMA)
SloZeni homogenizacniho média 1:

1. 16,04 mg TRIS (c = 12,5mM; TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)

9,52 mg EGTA (c = 2,5mM,; ethylenediaminetetraacetic acid, dodané spole¢nosti SIGMA)
2,92 mg EDTA (c= 1mM,; etylene glykol-bis(3-aminoethylether)-N,N,N,N‘-tetraacetic acid,
dodané spolecnosti SIGMA)

4. 0,86 gsacharoza (c = 250mM; dodano spolecnosti PENTA)

w ™

Takto zvazené mnozstvi se rozpustilo v 20 ml mQH,O a pH na 7,4. Posléze bylo piidano 7,71 mg
DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA). Nasledné byly pfidany inhibitory proteaz (Complete, Roche
Diagnostics) a inhibitory fosfataz (PhosSTOP, Roche Diagnostics).



SloZeni homogeniza¢niho média 2:

Mocovina 3,0 g
Thiomocovina 1,55 g
Tetrasodium pyrofosfat dekahydrat 45 mg

MowobdhdE

2-merkaptoetanol 13 pl

Toto mnozstvi chemikalii vlozime do kadinky a doplnime objem na vyslednych 10 ml pomoci

12%-ni SEPARATING GEL (mnoZstvi potiebné na dva gely):

3,4 ml mQH,0

4,0 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané spole¢nosti SIGMA)
2,5 ml pufru TRIS (pH = 8,8) (viz dale)

100 pul SDS (¢ =0,1g / ml; SDS dodané spolecnosti SIGMA)

50 ul APS (cm=0,1g/ ml; APS dodané spolecnosti )

10 ul TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

S A

5%-ni STACKING GEL (mnozZstvi potiebné na dva gely):

2,85 ml mQH,0

0,85 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané spole¢nosti SIGMA)
1,25 ml pufru BIS-TRIS (pH = 6,8) (viz dale)

50 ul SDS (cm = 0,1g/ ml; SDS dodané spole¢nosti SIGMA)

25 ul APS (¢ = 0,19/ ml; APS dodané spole¢nosti )

5 ul TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

o akrwhE

SloZeni pufru TRIS (pH = 8,8):

9,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spole¢nosti SIGMA) rozpusténo ve 100 ml mQH,0 a pH
upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,8.

SloZeni pufru BIS-TRIS (pH=6,8):

10,462 g BIS-TRIS (dodané spolecnosti SIGMA) rozpusténo ve 100 ml mQH,0O a pH upraveno
pomoci HCI na hodnotu 6,8.



SlozZeni elektrodového pufru koncentrovaného:

1. 30,3 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 144 g Glycin (dodané spolecnosti SIGMA)
3. 10 g SDS (dodané spole¢nosti SIGMA)

Takto zvaZzené mnozstvi bylo pfeneseno do kadinky a doplnéno na objem 1 litru. Takto
koncentrovany elektrodovy pufr byl fedén v poméru 1 : 9 (PUFR: mQH,0). Rozdil mezi vnitinim a
vnéjsim elektrodovym pufrem neni v jejich slozeni, nybrz v jejich schopnosti mnohonasobného
vyuziti. Vnitini elektrodovy pufr (v pfimém kontaktu s gely) byl po kazdé elektroforéze vylit do
odpadu. Vngjsi elektrodovy pufr (vypliujici prostor aparatury) maximalné 5x recyklovan.

Slozeni Ponceau roztoku:

0,1% Ponceau (v/v) (dodané spole¢nosti SIGMA) v 5% kyseliné octové (dodané spoleénosti
PENTA)

SloZeni Towbin pufru:

1. 3,03 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 14,4 g Glycin (dodané spole¢nosti SIGMA)

Takto zvazené mnozstvi bylo rozpusténo v 500 ml mQH,0. Posléze bylo piidano 200 ml
metylalkoholu (dodané spolecnosti PENTA) a celkovy objem doplnén na V =1 litr.

Slozeni TBS:

1. 12,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 146,2 g NaCl (dodano spole¢nosti PENTA)

Takto zvazené mnozstvi bylo rozpusténo ve 4 litrech mQH,0. Pomoci HCI bylo upraveno pH na
hodnotu 7,5 a objem byl doplnén na celkovy objem 5 litri.

Slozeni TTBS:

Do 1 litru TBS bylo pfidano 0,5 ml Tween 20 (dodano spole¢nosti SIGMA)



