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Abstrakt 

Adaptace na hypoxii je známý fenomén, který zvyšuje odolnost myokardu k 

ischemicko-reperfúznímu (I/R) poškození, podobně jako přiměřená fyzická zátěž, která 

zlepšuje kontraktilní funkce srdce. Laktát je významným energetickým substrátem pro srdeční 

sval při fyzické zátěži a v hypoxii. Metabolizmus laktátu byl a stále je spojován se svalovou 

únavou, avšak v posledním desetiletí se uvažuje o jeho významné modulační funkci 

metabolismu při zátěži na úrovni buněčné i celého organismu. Bylo prokázáno, že jeho účinky 

mohou být obdobné jako působení hypoxie a jeho oxidovaná forma, pyruvát, má 

kardioprotektivní účinky. Cílem této práce bylo porovnat expresi izoforem 

laktátdehydrogenázy LDHA a LDHB v levé a pravé komoře srdeční v kardioprotektivním 

režimu adaptace na hypoxii. Dalším cílem bylo zjistit odpověď levé komory na I/R inzult na 

modelu perfundovaného srdce adaptovaného na hypoxii ve srovnání s normoxickými 

kontrolami na úrovni exprese obou LDH izoforem. Naše výsledky ukázali rozdíly v levé i 

pravé komoře u LDHA izoformy a zvýšenou odpověď levé komory na I/R inzult u potkanů 

adaptovaných na hypoxii na úrovni exprese obou izoforem. 

 

 

Klíčová slova:  srdce, hypoxie, metabolismus, laktát, monokarboxylový transportér, 

hypoxií inducibilní faktor, laktátdehydrogenáza, laktátový výměník 
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Abstract 

Adaptation to hypoxia is a well-known phenomenon increasing myocardial resistance 

to ischemia-reperfusion (I/R) injury as an appropriate physical exercise which improves the 

contractile function of the heart. Lactate is a major energy substrate for the heart muscle 

during physical activity and hypoxia. The metabolism of lactate was and still is associated 

with muscle fatigue, but in the last decades it has been considered its significant modulating 

function of metabolism during exercise at cellular level and whole organism level. It has been 

shown that its effects might be similar to the effects of hypoxia and its oxidized form, 

pyruvate, has the cardioprotective effects. The aim of this study was to compare the 

expression of LDHA and LDHB isoforms between left and right ventricle in the 

cardioprotective scheme of adaptation to hypoxia. Another objective/goal was to determine 

the left ventricular response to I/R insult in the perfused heart model adapted to hypoxia 

compared with the normoxic controls on/at the expression level of both LDH isoforms. Our 

results showed differences in the LDHA expression in the left and right ventricle and an 

increased response of the left ventricle to I/R insult in rats adapted to hypoxia which is 

reflected at the expression level of both isoforms. 

 

 

Key words:  heart, hypoxia, metabolism, lactate, monocarboxyle tranporter, hypoxia 

inducible factor, lactate dehydrogenase, lactate shuttle
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Seznam zkratek 

 

ADP   - adenosindifosfát 

AMP   - adenosinmonofosfát 

AMPK   - adenosinmonofosfát aktivovaná kináza 

ARNT = HIF-1ß  aryl-hydrokarbonová  jaderná translokáza 

ATP   - adenosintrifosfát 

COX   - cytochrom oxidáza 

cytoLDH   cytosolická forma LDH 

Fru-1,6-P2  - fruktóza-1,6-bisfosfát 

Glu-6-P   glukóza-6-fosfát 

GNG   - glukoneogeneze 

GTP   - guanosyltrifosfát 

HIF   - hypoxií inducibilní faktor 

HIF-1α   podjednotka HIF s označení 1α 

HREs   - hypoxia response elements 

La   - laktát 

LDH   - laktát dehydrogenáza 

LV   - levá srdeční komora 

mitoLDH   mitochondriální laktátdehydrogenáza 

MCT   - monokarboxylový transportér 

MPC mitochondriální přenašeč pyruvátu (mitochondrial pyruvate 

carrier) 

NAD(P)
+
  - nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NAD
+
   - nikotinamidadenindinukleotid 

NADH   - redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NFAT   - nukleární faktor aktivovaných T-buněk 
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NMR   - nukleární magnetická rezonance 

OAA   - oxalacetát 

pKA   - disociační konstanta kyselin 

pO2   - parciální tlak kyslíku 

PYR   - pyruvát 

ROS   - reaktivní formy kyslíku 

RV   - pravá srdeční komora 

TMD   - transmembránová doména 

VHL - von Hippel-Lindau protein 
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1. Úvod 

 

Již více než třicet let je známa adaptace na hypoxii svými kardioprotektivními účinky, 

které zvyšují odolnost myokardu k ischemicko-reperfúznímu I/R poškození, snižují počet 

reperfúzních arytmií a zlepšují obnovení kontraktilní funkce. Stejně tak fyzická zátěž 

přiměřené intenzity a trvání, zlepšuje kontraktilní funkce srdce a vaskularizaci srdeční 

tkáně. Avšak mechanismy zodpovědné za tyto benefiční účinky nejsou ještě zcela známy. 

V obou těchto adaptacích hraje významnou úlohu metabolismus laktátu, neboť srdce 

jej využívá jako primární zdroj energie v zátěži na úkor mastných kyselin, které jsou 

preferované v klidovém režimu. V posledních letech bylo zjištěno, že srdce podobně jako 

ostatní oxidativní tkáně, jsou vybaveny mitochondriální laktátdehydrogenázou (LDH), 

která umožňuje přímou oxidaci laktátu na pyruvát. Dále nález specifického 

monokarboxylového transportéru na sarkolemě a dalších transportérů na mitochondriální 

membráně umožnilo vytvoření představy o existenci laktátovém výměníku 

v kardiomyocytech.  Nedávno bylo potvrzeno, že srdce dává přednost utilizaci exogenního 

laktátu, který je transportován do kardiomyocytu specifickým přenašečem MCT1, před 

enodogenním laktátem produkovaným v glykolýze. Významným nálezem v této oblasti je 

kardioprotektivní účinek podávání oxidované formy laktátu, pyruvátu. Jeho stimulační 

účinky na činnost srdce po ischemickém inzultu byly potvrzeny i na lidech a mohou být 

výhodnější pro energetickou homeostázu srdce než stimulace adrenergní signalizace 

v těchto případech.  

Laktátový metabolismus se v tomto ohledu, stává významným cílem v oblasti studia 

kardioprotektivních mechanismů vyvolaných adaptací na hypoxii a zvýšenou fyzickou 

zátěží. V této práci jsme se zabývali detailním studiem změny exprese obou LDH 

izoforem v levé a pravé komoře u normoxických potkanů a u potkanů adaptovaných na 

hypoxii, která vytváří kardioprotektivní fenotyp. Dále jsme vypracovali protokol globální 

ischemie a reperfúze, kde došlo k minimálnímu poškození buněk. A na tomto modelu 

jsme stanovili expresi obou izoforem LDH, které se podílejí na laktátovém výměníku v 

jednotlivých fázích I/R protokolu. Získané poznatky budou v příštích letech rozvinuty a 

využity pro studium těchto mechanismů v adaptaci na fyzickou zátěž.
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

 

2.1. Laktát a jeho produkce 

 

2.1.1.  Historie objevení laktátu 

Laktát byl poprvé identifikován Berzeliem v roce 1808 (Berzelius, 1808) a později 

Arakim (Araki, 1891), kteří ukázali, že koncentrace kyseliny mléčné je úměrná k práci 

zatíženého svalu a je tedy míra se kterou byla spojována  dostupnost O2. V roce 1907, 

Fletcher a Hopkins provedli sérii experimentů na izolovaných svalech obojživelníků 

rozšiřující tehdejší znalosti (Fletcher and Hopkins, 1907). Skrze postupné šetření autoři 

poukázali, že se kyselina mléčná objevuje v reakci na svalovou kontrakci, pokračující za 

nepřítomnosti kyslíku. Druhým zjištěním bylo, že nahromaděný laktát stimulované 

svalové kontrakce mizí při reoxygenaci tkáně (převzato z Gladden, 2008). 

Dvacátá léta 20. století přinesly základy pro pochopení metabolismu laktátu ve 

fyziologii fyzické zátěže. Byl identifikován a pojmenován „cyklus kyseliny mléčné“, 

popisující procesy využívající cyklické přeměny glykogenu na kyselinu mléčnou a zpět na 

glykogen, a současně byly popsány dvě hlavní cesty získávání energie pro sval – aerobní a 

anaerobní (Hill and Meyerhoff, 1923). Ze série dalších experimentů a pozorování bylo 

zjištěno, že nárůst kyseliny mléčné na počátku zátěže pracujícího svalu je důsledkem 

deficitu O2, (tedy tkáňové hypoxii) (Hill et al., 1924a,b). Tento model „kyslíkového 

dluhu“, postulovaný Hillem, se stal primárním vysvětlením zvýšeného výskytu kyseliny 

mléčné během cvičení a následné únavy (Hill, 1932). Výklad výzkumu v průběhu tohoto 

období je v mnoha ohledech důvodem, proč byl laktát považován za konečný produkt u 

většiny vědecké společnosti. S jedinou výjimkou – Coriho laboratoře, která 

demonstrovala, že laktát může být konvertován zpět na glukózu v játrech (Cori and Cori, 

1929; 1933). Výzkum v následujících 20 letech se spíše snaží přiznat laktátu funkci 

strůjce únavy než pochopit jeho funkci. 

Ukázkovým příkladem laktátové úlohy během cvičení v následujících letech bylo 

zavedení a detailní vypracování koncepce anaerobního prahu. Bylo pozorováno, že se 

během cvičení objevuje zvýšená akumulace laktátu v krvi za standardní relativní cvičební 

intenzity (≈ 60-75% VO2 max), u jedinců s různou úrovní fyzické kondice (Davis, 1985). 
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V průběhu 80. let 20. století bylo prokázáno, že laktát není jen odpadním produktem 

metabolismu (Brooks, 1985; 1986).  Některé ze studií prokázaly, že stimulovaný kosterní 

sval psa byl schopen produkovat, ale i oxidovat laktát, v podmínkách odpovídajících 

střední intenzitě výkonu, u které byl zdánlivě dostatečný přísun kyslíku (Brooks, 1985; 

Connet et al., 1986; Jobsis and  Stainsby, 1968). Z toho důvodu poukázal Brooks na to, že 

je kyslíkový deficit (anaerobióza) primárním důvodem akumulaci laktátu v krvi (Brooks, 

1986).  

V 90. letech bylo využito metody fosforové nukleární magnetické rezonance (NMR) a 

měření myoglobinové saturace a pomocí 
1
H NMR k posouzení předpokladu, zda je 

rostoucí hladina laktátu během postupného cvičení, které vede k vyčerpání, způsobena 

svalovou hypoxií či nikoliv. Bylo pozorováno, že čistý krevní laktátový výdej není 

vztažen k intracelulárnímu parciálnímu tlaku kyslíku (pO2) u všech cvičebních intenzit, 

ale je lineárně vztažen ke kyslíkové spotřebě a intracelulárnímu pH. Tyto nálezy tak 

podpořily myšlenku, že laktátový výdej při cvičení nesouvisí s pO2, čímž přestala býti 

dávána do souvislosti laktátová produkce a hypoxie (Richardson et al., 1998). 

Nejnovější studie přinesly dva nové významné poznatky v oblasti studia tvorby 

laktátu.  Zjistilo se, že laktát není vytvářen pouze za anoxických či hypoxických 

podmínek, ale je to též metabolit, který vzniká při adekvátním kyslíkovém zásobení 

(Kemper et al., 2001) 

A dále, že aerobní získávání ATP je vysoce adaptivní proces. Kosterní svalstvo má 

inherentní schopnost k adaptaci na energetickou poptávku organismu. Zdá se, že mnoho 

živočišných druhů je schopno minimalizovat náklady svalové kontrakce tak, aby buněčná 

produkce ATP splnila poptávku po ATP a zároveň udržela vysokou míru kontraktility 

(Conley and Lindstedt, 2002). Jedná se o selektivní  nerovové řízení aktivace jednolivých 

typů vláken v rámci svalu, které zajistí nejekonomičtější průběh svalové kontrakce za 

daných podmínek a utilizaci laktátu oxidativními neaktivními vlákny. Přebytek laktátu ze 

svalu se odplavuje do krve a následně do jater, kde je metabolizován na glukózu (Ledvina 

et al., 2003). 
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2.2. Metabolické cykly laktátu 

 

2.2.1. Glykolýza 

Glykolýza je sled metabolických reakcí, jimiž je převáděna glukóza přes fruktóza-1,6-

bisfosfát na pyruvát za vzniku 2 mol ATP na mol glukózy. Glykolýza, která zahrnuje 10 

enzymových reakcí, představuje pravděpodobně nejlépe prostudovaný biochemický 

proces, hraje klíčovou roli v energetickém metabolismu. Laktát je chemicky definován 

jako sůl kyseliny mléčné a vzniká v jedenácté reakci glykolýzy. Reakce je katalyzována 

laktátdehydrogenázou (LDH) a dochází v ní k redukci pyruvátu za přítomnosti NADH 

(viz Obr.1). Laktát vzniká zejména v kosterních svalech při vysokém požadavku na 

dodávku ATP, i za podmínek dostatečné dodávky kyslíku a aktivované oxidativní 

fosforylace (Voet and Voet, 2005). 

  

 

 

 

 

 

 

Obr.1 – Přeměna pyruvátu na laktát v glykolýze (podle Voet and Voet, 2005) 

 LDH reakce je nesmírně důležitá pro průběh celé glykolýzy, neboť zajišťuje lokální 

regeneraci NAD
+ 

který byl redukován glyceraldehydfosfátdehydrogenázou na NADH. 

Redukčních ekvivalentů je v buňce omezené množství a za přítomnosti kyslíku jsou předávány 

do mitochondrií k reoxidaci (Voet and Voet, 2005). 
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 Disociační konstanta kyseliny mléčné je pKA = 3,86, což znamená, že je plně 

disociována za normálního fyziologického stavu při  pH 7,39 ± 0,015 u mužů a 7,4 ± 

0,015 u žen (Silbernagl and Despopoulos, 2004).  

2.2.2. Glukoneogeneze 

Glukóza má centrální úlohu v metabolismu jako palivo a jako prekurzor strukturních 

sacharidů a jiných biomolekul. Buňky mozku a červené krvinky jsou téměř výhradně 

závislé na glukóze jako zdroji energie. Kapacita jater na uskladnění glykogenu postačuje 

k zásobování mozku glukózou při hladovění asi na půl dne. Při hladovění musí být většina 

glukózy doplněna glukoneogenezí, biosyntézou glukózy z necukerných prekurzorů. 

Glukoneogeneze probíhá v játrech, v menším rozsahu v ledvinách. Glukoneogeneze 

využívá glykolytické enzymy vyjma následujících tří hexokináza, fosfofruktokináza a 

pyruvátkináza, které katalyzují reakce s velkou změnou volné energie ve směru glykolýzy. 

V glukoneogenezi musí být tedy tyto reakce nahrazeny reakcemi umožňujícími 

termodynamickou výhodnou syntézu glukózy. Pyruvát je převeden na oxalacetát a poté na 

fosfoenolpyruvát pomocí pyruvátkarboxylázy a fosfoenolpyruvátkarboxykinázy (viz 

obr.2) 

 

 

 

 

 

Obr.2 – Přeměna pyruvátu na oxalacetát a poté na fosfoenolpyruvát; PEPCK - fosfoenolpyruvátkarboxykináza 

(Voet and Voet, 2005). 

  

Glukoneogeneze vyžaduje transport metabolitů mezi mitochondriemi a cytosolem. 

Přeměna pyruvátu na oxalacetát probíhá pouze v mitochondriích. Zatímco přeměna 

fosfoenolpyruvátu na glukózu se odehrává v cytosolu. Většina enzymů protisměrných 

metabolických drah glukoneogeneze a glykolýzy je společná pro obě dráhy, kromě 
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pyruvátkinázové reakce mají značně nevýhodnou změnu volné energie ve směru 

glukoneogeneze a těmi jsou: fosfofruktokinázová a hexokinázová reakce. V těchto 

bodech jsou Fru-1,6-P2 a Glu-6-P hydrolyzovány pomocí enzymu fruktóza-1,6-

bisfosfatázy a glukóza-6-fosfatázy, které jsou přítomny pouze v játrech a ledvinách. 

Toho je dosaženo hydrolýzou dvou molekul ATP a GTP na jednu molekulu glukózy 

syntetizované při glukoneogenezi navíc, než kolik by bylo syntetizováno přímým 

zvratem hydrolýzy (viz. Reakční schéma níže). 

Souhrná reakce glukoneogeneze: 

2 pyruvát + 2 NADH + 4H
+
 + 4 ATP + 2 GTP + 6 H2O → glukóza + 2 NAD

+
 + 4 

ADP + 2 GDP + 6 Pi 

Reakční schéma glukoneogeneze (převzato z Voet and Voet, 2005) 

2.2.3. Coriho cyklus 

V prvních několika hodinách po půstu, mozek spaluje glukózu rychlostí 

4 – 5 g / h, což jsou zhruba dvě třetiny jaterní produkce glukózy. Obligátně anaerobní 

tkáně též metabolizují glukózu, kterou primárně konvertují na laktát, či pyruvát.  

Játra tyto produkty glykolýzy, přinášené krevním řečištěm, vychytávají a 

využívají glukoneogeneze k regeneraci glukózy na úkor energie. Játra uvolňují 

glukózu pro tkáně závislé na jejím přísunu. Tento sled reakcí v jednotlivých tkáních 

byl nazván po jeho objeviteli jako Coriho cyklus (viz obr.3) (Boron and Boulpaep, 

2012). 
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Obr.3 – Noční púst - Na obrázku je patrné, jak jsou jednotlivé metabolické dráhy mezi sebou propojeny.   

Ornažová šipka značí Coriho cyklus, červená šipka značí glukózový-alaninový cyklus. αAA - α-aminokyselina; 

AQP9- aquaporin 9; ECF – extracelulární fluidum; αKA – α-ketokyseliny; αKG – α-ketoglutarát (Boron and  

Boulpaep, 2012)  
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2.3. Transport laktátu 

 

2.3.1. Monokarboxylový transportér (MCT) 

Monokarboxylové kyseliny hrají důležitou roli v metabolismu všech buněk, avšak 

kyselina mléčná, konečný produkt glykolýzy, hraje jednu z nejdůležitějších. Některé 

tkáně, jako např. bílá kosterní vlákna, červené krvinky a mnoho tumorových buněk, jsou 

výhradně závislé na této metabolické cestě k produkci většiny ATP za normálních 

fyziologických podmínek, zatímco všechny tkáně se na této cestě stávají závislé během 

ischémie a hypoxie. Glykolýza produkuje 2 molekuly kyseliny mléčné, respektive laktátu, 

za každou metabolizovanou molekulu glukózy a tyto dvě molekuly musí být 

transportovány ven z buňky, aby mohla být aktivita glykolýzy zachována. Pokud by výdej 

laktátu z buňky „nedržel krok“ s vlastní produkcí, vzrostla by intracelulární koncentrace, 

což by vyvolalo snížení pH cytoplazmy. Snížené pH potom inhibuje fosfofruktokinázu a 

tím i celou glykolýzu. (Halestrap and Price, 1999; Voet and Voet, 2005; Boron and 

Boulpaep, 2012). 

 Jiné tkáně, např. mozková, srdeční a červená svalová vlákna ochotně oxidují laktát, 

který se za jistých podmínek může stát hlavním zdrojem energie. Pro takové tkáně musí 

být naopak laktát rychle transportován z extracelulárního prostředí do buňky. To samé 

platí pro tkáně jakou je jaterní, v menším množství renální buňky, ve kterých probíhá 

Coriho cyklus, a využívají laktát jako dominantní substrát glukoneogeneze (Halestrap and 

Price, 1999; Boron and Boulpaep, 2012).  

Laktát, je nabitý ion a nemůže procházet plazmatickou membránu prostou difúzí, ale 

potřebuje speciální transportní systém.  

V posledních letech se zjišťuje, že monokarboxylové sloučeniny, jako je laktát a 

pyruvát, hrají důležitou roli v buněčném metabolismu a slouží též jako „metabolické 

komunikátory“ mezi tkáněmi. Zásadní pro jejich rychlý transport je nedávno objevený 

s protonem-spřažený monokarboxylový transportér (MCT). MCT rodina nyní zahrnuje 14 

členů, z níž pouze MCT1 – MCT4, byly prokázány experimentálně (Halestrap and 

Meredith, 2004). Distribuce těchto izoforem je tkáňově specifická (Halestrap and Price, 

1999). Monokarboxylové přenašeče mají 12 transmembránových domén (TMD) s N-
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terminálním i C-terminálním koncem lokalizovaným intracelulárně a velké intracelulární 

smyčky mezi TMD 6 a TMD 7 (viz obr.4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.4 Navržená membránová topologie rodiny MCT. Sekvence ukazující lidský MCT1. (Halestrap and 

Price, 1999) 

 

Tyto transportéry umožňují usnadněnou difúzi laktátu s protonem. Není zde potřebný 

žádný jiný energetický vstup než ten, který poskytuje koncentrační gradient laktátu a 

protonů.  Vedle dominantního přenosu laktátu,  MCT zprostředkovávají transport i jiných 

důležitých sloučenin – pyruvátu, alifatických oxo-kyselin odvozených od leucinu, valinu a 

izoleucinu, včetně ketolátek jako acetoacetátu (kyseliny acetylooctové), ß-

hydroxybutarátu a acetátu. 

 

2.2.2. Regulace aktivity MCT 

2.2.2.1. Krátkodobá regulace 

Důkazy pro krátkodobou regulaci aktivity MCT jsou velmi omezené. Rychlá 

stimulace činnosti MCT1 prostřednictvím cyklického AMP byla nalezena u potkaních 

endoteliálních buněk mozku, nasvědčující tomu, že protein může být regulován 

fosforylací, ale tato data se nepodařilo potvrdit (Halestrap and Wilson, 2012). 

 

2.2.2.2. Transkripční regulace 

Ve zralém srdci byla nalezena isoforma MCT1 (Baker et al., 1998) stejně jako  byla 

identifikována v mitochondriích příčně pruhovaného svalu (Butz et al., 2004; Hashimoto 

et al., 2006). 

Exprese MCT1 byla v různých tkáních regulována různým způsobem – četné studie 

prokázaly, že je jeho exprese zvýšena chronickými stimuly, či cvičením a to jak u člověka, 
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tak i potkana.  Naopak, MCT1 je snížen v reakci na denervaci svalu, či při poranění 

míchy. 

 Zvýšení exprese je spojována s reakcí na zvýšenou svalovou činnost skrze aktivaci 

genové exprese a nejspíše zahrnuje kalcium-dependentní protein fosfatázu (kalcineurin) a 

AMP-aktivovanou kinázu (AMPK), či obě tyto cesty. Koncentrace AMP i vápníku bude 

zvýšená v reakci na zvýšenou zátěž. Kalcineurin se považuje za zásadního činitele 

v expresi svalových genů prostřednictvím defosforylace a aktivace transkripčního faktoru 

NFAT (nukleární faktor aktivovaných T-buněk). V srdci byla pozorována zvýšená exprese 

MCT1 proteinů v hypertrofované levé komoře po chirurgickém podvázání hlavní větve 

věnčité tepny. S touto změnou však nebylo prokázáno zvýšení mRNA, což patrně svědčí o 

post-transkripční regulaci.  

Předpokládá se, že by se mohlo jednat o translokaci MCT1 do sarkolemy a vzniku 

nového intracelulárního poolu MCT1 spojeného téměř s cisternami t-tubulů. V srdci jsou 

též popsány změny  v expresi různých isoforem MCT během přechodu z neonatálních 

glykolytických buněk na oxidativní buňky dospělého jedince – tzn. snížení v expresi 

MCT4 a zvýšené expresi MCT1 (Halestrap, 2009). 

 

2.2.3. Zastoupení jednotlivých MCT v tkáních a jejich funkce 

 

 MCT 1 je exprimován ve většině tkání, ale je obzvláště prominentní v srdci a 

v červených svalových vláknech (viz obr.5), kde je indukována jeho exprese v reakci na 

zvýšenou pracovní zátěž, což naznačuje zvláštní úlohu v oxidaci laktátu. Naproti tomu, 

MCT 4 je nejvíce exprimován v bílých svalových vláknech a dalších buňkách 

s převládající mírou glykolýzy, jakými jsou nádorové buňky a bílé krvinky (viz obr.6), 

což naznačuje, že je exprimován v místech s převládajícím výdejem laktátu do 

extracelulárního prostoru. MCT 2 má desetkrát vyšší afinitu k substrátu než je tomu u 

MCT 1 a MCT 4 a nachází se v buňkách, kde může být požadována rychlá absorpce již 

při nízkých koncentracích, včetně proximálních tubulů ledvin, neuronů a spermií. MCT 3 

je exprimován výhradně v pigmentovém epitelu sítnice (Gene Cards databáze).  

 Je však nutné, aby proběhly další výzkumy, které budou charakterizovat vlastnosti 

různých isoforem a jejich regulaci, které mohou mít dalekosáhlé důsledky v klinickém 

uplatnění. V budoucnu by mohlo být zajímavé prozkoumat vazbu genetických chorob na 

určité MCT prostřednictvím jejich chromozomálního uspořádání.  
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Obr.5 - Distribuce MCT1 v jednotlivých tkáních (převzato z Gene Cards) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.6 – Distribuce MCT4 (fetální isoforma srdce) v jednotlivých tkáních (převzato z Gene Cards)
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2.4.  Laktátdehydrogenáza a její isoformy 

 

Laktát dehydrogenázy (LDH) jsou z rodiny oxidoreduktáz 2-hydroxykyselin, které 

současně konvertují  pyruvát na laktát, a NADH na NAD
+
. Tato reakce, která je známa 

jako mléčné kvašení, vytváří důležitý nástroj pro regeneraci NAD
+
, umožňující 

pokračování glykolýzy. Většina savců exprimuje několik isoenzymů LDH. V anaerobních 

tkáních se vyskutují  dvě hlavní isoformy LDH.  LDH M (z anglického muscle, neboli 

LDHA), nacházející se převážně v kosterních svalech a játrech a isoforma LDH H (z 

anglického heart, neboli LDHB), která převažuje v srdci. Byla identifikována i třetí 

isoforma, označena jako LDH X, která je však výhradně exprimována jen ve varlatech. 

Identita sekvencí aminokyselin mezi H a M isoformou je vysoká (≈ 75%), ale byly 

sledovány velmi rozdílné kinetické vlastnosti obou těchto isoforem, při např. pH = 6 

vykazuje M4 isoforma 3-10 krát vyšší KM (Michealisova konstanta) pro pyruvát než H4 

isoforma (Read et al., 2001; Voet and Voet, 2005). 

Obě LDH isoformy M a H, vytvářejí homo- či heterotetramery, konkrétně: H4, H3M, 

H2M2, HM3, M4, jejichž exprese je též tkáňově specifická (viz obr.7) (Brooks et al., 1998). 

A u obou isoforem je známa krystalická struktura v ternárním komplexu s NADH a 

oxamátem, který působil jako inhibitor vazby substrátu. 

Ze studia dostupné literatury je zřejmé, že učebnice/monografie zabývající se studiem 

fyziologie fyzické zátěže a biochemie vztahují směr reakce k isoformě vyskytující se ve 

tkáni. Zdá se tedy, že převládající M-isoforma v heterotetrameru bude primárně 

katalyzovat reakci ve směru tvorby  laktátu, naproti tomu převládající H-isoforma bude 

naopak katalyzovat obrácenou reakci. de Oliveira Cruz uvádí, že vedle tohoto  spíše 

konzervativního pohledu, je třeba si uvědomit, že buněčná členění a asociace LDH se 

specifickými buněčnými strukturami (např. se sarkoplazmatickým či mitochondriálním 

retikulem) mohou hrát důležitou roli při určení koncentrace laktátu a pyruvátuv každém 

z intracelulárních kompartmentů, bez ohledu na přítomnost či absenci dané isoformy.  

Tento stav je smysluplný mimo jiné i proto, že LDH katalyzuje reakci probíhající blízko 

rovnováhy a tato reakce není regulována alostericky či kovalentním způsobem, namísto 

toho je regulován koncentracemi jeho substrátu a produktu (de Oliveira Cruz et al., 2012).  

Dále de Oliveira Cruz vyslovil/a  hypotézu o vysoké pravděpodobnosti směru LDH 

reakce v cytoplazmě. Uvádí, že LDH reakce směřující k pyruvátu v cytoplazmě nemůže 

probíhat, jelikož charakteristika enzymu i charakter prostředí cytoplazmy tuto reakci 



David Kolář  Metabolismus laktátu v hypoxii 

 
21 

 

v tomto směru nedovolují. Tímto je vytvořen předpoklad teorie laktátového výměníku (viz 

dále) (de Oliveira Cruz et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.7 – Agarózová gelová elektroforéza – zastoupení jednotlivých isoforem LDH v tkáních. M4 je 

homotetramer LDHA podjednotek, H4 je homotetramer LDHB podjednotek, HM3,H2M2 a H3M jsou 

heterotetramery LDHA a B podjednotek (Brooks et al., 1999).  
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2.5.  Laktátový výměník ( = Lactate shuttle)  

Před více než dvaceti lety byla vyslovena hypotéza laktátového transportu mezi 

orgány, která připouštěla jeho transport z míst jeho produkce (cytoplazmy) do okolních 

buněk i tkání, kde je potom dále oxidován (Brooks, 1986). Tato hypotéze je v současné 

době potvrzena a dokonce je známo, že ve smíšených svalech je laktát produkovaný 

glykolytickými vlákny přímo metabolizován vlákny oxidativními (Boron and Boulpaep, 

2012) 

Později, s objevením celé rodiny monokarboxylových přenašečů, byly do původní 

teorie transportu laktátu zhrnuty i intracelulárníckomponenty a byla vytvořena představa 

intracelulárního laktátového výměníku neboli „Lactate shuttle“ (Brooks et al., 1998). 

Princip tohoto systému závisí na přítomnosti MCT na mitochondriální membráně a 

mitochondriální LDH (mitoLDH), která konvertuje laktát, v okamžiku vstupu do 

mitochondrie, na pyruvát a umožní jeho vstup do Krebsova cyklu. 

Tuto teorii se posléze snažili vyvrátit studie, které tvrdily, že by tak laktát vstupující 

do mitochondrie vytvořil zbytečný cyklus, kterým by byl pyruvát redukován na laktát 

v mitochondrii a přesně naopak v cytosolu. Tato situace by pak vyvolala 

ohrožení energetické produkce, protože jak redoxní stav buňky, tak požadovaný směr toku 

substrátu by byl obrácen (Rasmussen et al., 2002). 

Jak již však bylo prokázáno Laughlinem (viz výše), musí existovat 

intramitochondriální laktátový metabolismus (Lauglin et al., 1993).  A nejnovější studie se 

též přiklánějí k teorii laktátového výměníku (Brooks, 2009; Chatman et al., 2001). Laktát 

je tedy produkován pomocí laktátdehydrogenázové reakce a je exportován z cytoplazmy 

pomocí monokarboxylového přenašeče, čímž je redistribuován k různým funkčním 

celkům. Tato redistribuce se může probíhat na úrovni mezibuněčné, či v rámci jedné 

jediné buňky a vytvářet tak intracelulární laktátový výměník (viz obr.8). Tato teorie byla 

podpořena několika dalšími nálezy, zejména objevením MCT1 v mitochondriích příčně 

pruhovaných svalů a kardiomyocytů a  kolokalizace MCT1 s cytochrom oxidázou (COX) 

na vnitřní membráně mitochondrií (Butz et al., 2004). Dále identifikace LDH asociované 

s vnitřní mitochondriální membránou a matrix u kostenrího svalu m.pectoralis a u srdce 

potkana (Baba et al., 1971). V souladu s těmito nálezy je již starší objev unikátní isoformy 

LDH C a její schopnosti oxidovat laktát v mitochondriích spermií (Hochachka, 1980) a 
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průkaz že izolované svalové mitochondrie mohou oxidovat laktát (Brooks et al., 1998). 

V kardiomyocytech byla prokázána přednostní  oxidace exogenního laktátu před laktátem 

endogenně produkovaným při glykolýze v kardiomyocytech (Chatham et al., 2001).  

 

 

 

 

 

Obr.8 – Metabolické schéma znázorňující kompartmentaci metabolismu laktátu (Chatham et al., 2001). GT – 

glukózový transportér; MCT – monokarboxylový transportér; G-6-P – glukóza-6-fosfát. 
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2.6. Utilizace laktátu 

2.6.1. Tkáně spotřebovávající laktát 

2.6.1.1.  Kosterní svalstvo 

Z historie výzkumu o laktátu víme, že jedním z primárních producentů laktátu je 

svalstvo. Nynější výzkumy však ukazují, že svaly jsou též primárním konzumentem. 

Nejdůležitějšími faktory ovlivňující čistý laktátový příjem a jeho spotřebu jsou: 

a) Rychlost metabolismu / metabolický obrat 

b) Krevní průtok 

c) Koncentrace laktátu v plazmě [La]pl 

d) Koncentrace vodíkových iontů [H
+
] 

e) Typ svalového vlákna 

f) Vytrvalostní trénink 

Svaly zřejmě spotřebovávají více laktátu při rovnoměrném výkonu díky zvýšené 

oxidaci laktátu, neboť zrychlení transportu je při akutním zvýšení činnosti pouze malé. 

Pro optimální spotřebu laktátu by měl být zachován dostatečný krevní průtok k udržení 

přechodu laktátu a H
+
 z vnějšího prostředí do nitra  svalu. Stejně tak bude narůstající 

gradient laktátu směrem do vnitřku buňky a vzrůstající koncentrace laktátu uvnitř buňky 

zvyšovat jeho využití a stimulovat sarkolemální laktátový transport. Podobně tomu bude i 

v případě signifikantního gradientu H
+
 směrem dovnitř buňky, který bude stimulovat 

sarkolemální laktátový příjem. Zatímco vzrůstající nitrosvalová koncentrace H
+
 může 

stimulovat exogenní laktátové využití inhibicí endogenní laktátové produkce. Oxidativní 

svalová vlákna jsou metabolicky vhodná pro oxidaci laktátu a mají též větší kapacitu 

sarkolemálního transportu laktátu než vlákna glykolytická. Vytrvalostní trénink též 

zvyšuje kapacitu svalu pro využití laktátu a zvýšený transmembránový přenos laktátu 

pravděpodobně díky zvýšení MCT1 na membráně a je možné zvýšení i dalších isoforem 

(Gladden, 2000). 

2.6.1.2. Játra 

Játra hrají v metabolismu laktátu hlavní roli vzhledem k tomu, že jsou metabolicky 

vybavena ke glukoneogenezi a laktát je hlavním substrátem pro glukoneogenezi,. Ve 

skutečnosti byl metabolismus laktátu tradičně přisuzován funkci cytosolické 

laktátdehydrogenáza (cytoLDH), navzdory prokázání laktátové oxidace mitochondriemi a 
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existencí mitoLDH ve vnitřních prostorách mitochondrií izolovaných z potkaních jater 

(Brooks et al., 1998). V nedávné studii bylo ukázáno, že externě přidaný L-laktát (L-

LAK) může být oxidován v matrix pomocí mitoLDH za současné redukce 

intramitochondriálního NAD(P)
+
 a vzniku mitochondriálního elektrochemického 

protonového gradientu. Byl zkoumán mitochondriální transport laktátu a bylo zjištěno, že 

míra metabolismu laktátu in vitro je limitována mírou laktatátového transportu do 

mitochondrií. Byly objeveny tři samostatné laktátové translokátory, které se lišily od 

transportérů pro pyruvát, či D-laktát. Jedná se o: 

 

a) L-LAK / H
+
 importér, který pumpuje L-LAK do mitochondrií 

b) L-LAK / oxalacetátový (OAA) antiportér 

c) LAK / PYR antiportér 

 

Poslední dva zmíněné zprostředkovávají výdej oxalacetátu respektive pyruvátu, nově 

nesyntetizované v důsledku mitochondriálního laktátového metabolismu. Na druhou stranu L-

LAK /PYR výměník byl zrekonstruován in vitro kombinací činnosti cyto- a mitoLDH a L-

LAK / PYR antiportéru (viz. obr.9) (de Bari et al., 2004).  

 

¨ 

 

 

 

 

Obr.9 – Laktátový transport a metabolismus v mitochondriích hepatocytů potkana (de Bari et al., 2004). Na 

obrázku je patrný pohled na vnitřní mitochondriální membránu (MIM), ve kterém jsou umístěny jednotlivé typy 

přenašečů – Laktátový symportér (L-LAC); Pyruvátový symportér (PYR); Pyruvátový/oxalacetátový antiportér 

(PYR/OAA); Lakátový/oxalacetátový antiportér (L-LAC/OAA); Laktátový / pyruvátový antiportér (L-

LAC/PYR); Pyruvátový/malátový antiportér (PYR/MAL); Dikarboxylový přenašeč (DIC); Fosfátový přenašeč 

(Pi). 
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2.6.1.3. Srdce 

Arteriální koncentrace laktátu je u savců během trvalého výkonu nízká, protože jeho 

produkce je dána nejen jeho známým využitím v glukoneogenezi, ale spíše  - 

mitochondriální oxidací. Srdce je aktivní laktátový spotřebitel a zdravý myokard současně 

spotřebovává a vytváří laktát i za klidového režimu. Rychlost resorpce laktátu z krve je 

závislá  na  dodávce laktátu myokardu a liší se v klidu či při zátěži (Stanley, 1991).  

V souladu s tím, se stává z laktátu preferované palivo pro srdeční sval, pokud se 

arteriální koncentrace laktátu zvýší. V tomto případě se veškerý laktát okamžitě oxiduje 

na CO2 (Stanley, 1991; Chatham et al., 2001).  

Tradiční pohled byl, že k oxidaci laktátu dochází v cytosolu prostřednictvím cytoLDH 

a vzniklý pyruvát vstupuje do mitochondrií, kde se oxiduje. Nicméně, asi 20 let po první 

zprávě o existenci mitoLDH v srdci (Baba and Sharma, 1971) bylo prokázáno, že u 

pracujícího myokardu psa, infúze [
13

C]laktátu označila mitochondriální substrát, 2-

oxoglutarát, ale již nedošlo k označení cytosolického pyruvátu či alaninu, což jednoznačně 

dokazuje přítomnost intramitochondriálního laktátového metabolismu. Při použití 

[
13

C]pyruvátu k tomuto efektu nedošlo, (Laughlin et al., 1993).  

Důkazem, že mitochondrie myokardu potkana mohou metabolizovat laktát, byla 

rekonstrukce L-LAK / PYR výměníku, který nebyl inhibován nízkými dávkami α-cyano-

4-hydroxycinnamátu, které inhibují mitochondriální transportér pro pyruvát MPC 

(mitochondrial pyruvate carrier) (Valenti et al., 2002; Hildyard and Halestrap, 2003). 

 

2.6.1.4.  Mozek 

Výzkumy posledních dvou dekád poukazují na to, že laktát je též důležitým 

oxidativním substrátem mozku (Philp et al., 2005; Shurr, 2006). Mozkové buňky mohou 

resorbovat laktát z krve, částečně během intenzivního cvičení, stejně tak jako v prvních 

minutách po zátěži. Navíc byl objeven „astrocytální-neuronální laktátový výměník“, který 

využívá endogenní laktát produkovaný glykolýzou v astrocytech. Laktát je exportován 

z astrocytů do extracelulárního prostoru pomocí MCT1, ze kterého je resorbován neurony 

pomocí MCT2 a využit jako hlavní palivo pro mitochondriální respiraci (Pellerin and 

Magistretti, 1994). 

Jak již bylo řečeno, v poslední době se uvažuje nad tím, že lakát je primárním 

produktem glykolýzy nezávisle na tom, zda je, či není k dispozici kyslík i v oxidativních 

tkáních (Shurr, 2006). Laktátový metabolismus se může vyskytovat i v mitochondriích 



David Kolář  Metabolismus laktátu v hypoxii 

 
27 

 

oxidativního typu buněk, neboť existence mitoLDH ve vnitřních prostorách mitochondrií 

zde byla prokázána imunologickou a enzymatickou analýzou. Externě podaný laktát 

vstupuje do mitochondrií, pravděpodobně pomocí L-LAK/H
+
 symportéru a je oxidován 

(Atlante et al., 2007). 

L-LAK / PYR výměník se vyskytuje v neuronech (de Bari et al., 2004; Valenti et al., 

2004). Zda jsou mitoLDH, MCT1 a MCT2 přítomny v mitochondriálním retikulu, které 

byly detekovány v  mozku potkana a primárních neuronálních kulturách, musí být ještě 

ověřeno (Hashimoto and Brooks, 2008). 

2.6.2. Úloha laktátu 

2.6.2.1. Signalizační molekula 

Brooks navrhl zcela novou roli laktátu jako metabolického signálu na úrovni celého 

organismu a uvažuje o tom, že laktát může působit jako pseudo-hormon (Brooks, 2002). 

V rámci tohoto modelu jsou hladina glukózy v krvi a glykogenové rezervy v různých 

tkáních regulovány dostupností laktátu, který pak může být lokálně využit v buňkách, 

které ho produkují nebo může být přepravován přes intersticium a vaskularizaci do 

sousedící buňky. V této roli se laktát stává kvantitativně důležitým oxidovatelným 

substrátem a glukoneogenetickým prekurzorem, stejně jako prostředek, kterým může být 

koordinován metabolismus v různých tkáních. Laktát umožňuje regulovat redoxní stav 

buňky, tím, že snadno přechází na svůj snáze oxidovatelný analog, pyruvát, a ovlivňuje 

tak poměr NAD
+
 / NADH. Laktát je tedy uvolňován do systémové cirkulace a vychytáván 

distálními tkáněmi a orgány, kde takto ovlivňuje redoxní stav buněk. 

Zvýšení lokální extracelulární koncentrace laktátu na 2-3 mmol 
 
l
-1 

v ranách potkanů 

kmene Sprague-Dawley, indukovaných hydrolyzovatelným polyglykolem, vedlo ke 

zvýšení VEGF exprese a k 50%-nímu nárůstu v ukládání kolagenu. Tato data naznačují, 

že laktát sám o sobě navozuje buněčnou odpověď, která je charakteristická pro stavy se 

sníženou dostupností O2, a tímto navozuje pseudo-hypoxické prostředí. V kombinaci 

s touto reakcí, okysličená tkáň umožňuje endoteliálním buňkám a fibroblastům 

podporovat ukládání kolagenu a neovaskularizaci. Pro zjištění, zda skutečně laktát funguje 

jako signalizační molekula, je však nutný další výzkum (Trabold et al., 2003).  

 

2.6.2.2.  Úloha v určení paliva 

Jak bylo zmíněno v předchozích kapitolách, laktát je ve srovnání s glukózou a 

pyruvátem v srdečním svalu využíván přednostně (Laughlin et al., 1993). Byla potvrzena 
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jeho vyšší selektivita pro následnou oxidaci s použitím [
13

C] laktátu a [
13

C] glukózy 

(Chatham et al., 2001). Infúze laktátu byla přednostně oxidována a to jak v klidové zátěži, 

tak i během cvičení u lidí (Miller et al., 2002).  

Autoři dospěli k závěru, že laktát, který byl podán introvenózní infúzí, se choval jako 

„spořič“ glukózy, což umožňuje zachovat glukózu a glykogen na období zvýšeného stresu 

vyvolaného vysokou fyzickou zátěží. Tyto metody umožnily výzkum role laktátu, 

nicméně podmínky nebyly zcela fyziologické, neboť použily laktát nezávisle na využití 

glukózy. Zvýšená koncentrace laktátu by tedy mohla sloužit k ochromení glykolýzy, jako 

krok, který by šetřil koncentrace glukózy na vhodnější dobu. Infúze laktátu, v případě 

správné funkce intracelulárního laktátového výměníku, obejde glykolýzu, je snadno 

přijata do mitochondrií, kde je převeden laktát na pyruvát pomocí mitoLDH. Z tohoto 

důvodu by se pak syntéza laktátu v cytoplazmě snížila díky současné zvýšené koncentraci 

H
+
 a vzhledem k tomu, že tvorba pyruvátu z laktátu přijímá H

+
 z NADH  a za 

fyziologického pH, kys.pyrohroznová též disociuje zcela. Tato zvýšená acidifikace by 

mohla potlačit glykolýzu inhibicí fosfofruktokinázové aktivity a zároveň tak ovlivnit 

redoxní stav buňky (Miller et al., 2002; Brooks, 2009). 

2.6.2.3.  Protektivní funkce via pyruvát 

Pyruvát, metabolický produkt glykolýzy a oxidovatelného palivo v myokardu, zvyšuje 

srdeční kontraktilitu a energetické rezervy, a to zejména, když je podán v 

suprafyziologických koncentracích. Inotropní účinky pyruvátu jsou nejpůsobivější v 

lidských srdcích, které byly reverzibilně poškozeny ischémií či reperfúzním stresem. 

Glukóza se zdá být zásadní spolupracujícím substrátem pyruvátu a jeho příznivých vlivů v 

ochromeném srdci, ale existují i další paliva, včetně laktátu, acetátu, mastných kyselin a 

ketolátek. 

Na rozdíl od farmakologického inotropismu pomocí katecholaminů, metabolický 

inotropismus stimulovaný podáním pyruvátu zvyšuje srdeční energetické rezervy a 

upevňuje endogenní glutation-antioxidační systém.  

Mechanismy, které se podílejí na zlepšení srdeční funkce po podání pyruvátu mohou 

mít svoji podstatu ve zvýšení cytoplazmatického potenciálu fosforylace a Gibbsovy volné 

energie hydrolýzou ATP, ve zvýšení vstřebávání a uvolňování vápníkových iontů 
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sarkoplazmatickým retikulem, a také ve snížení koncentrace cytoplazmatického 

anorganického fosfátu. Pyruvát se může podílet na aktivaci systémů souvisejících s 

odstraňováním kyslíkových radikálů pomocí přímé neutralizaci peroxidy, a nebo 

zvýšením intracelulárního glutationu -NADPH antioxidačního systému. Metabolismus 

pyruvátu může ovlivnit uzavření mitochondriálních permeabilních transition pórů, jejichž 

otevření vede k apoptóze (pro přehled Mallet, 2000). Tyto mechanismy nejsou ještě zcela 

potvrzeny a jistě si zaslouží svoji pozornost 

. 
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2.7. Hypoxie 

2.7.1.  Srdeční hypoxie a ischémie 

Srdeční hypoxie je výsledkem disproporce mezi zásobováním kyslíku a skutečnou 

potřebou organismu (viz obr.10). Vzhledem k vysokému koronárnímu arteriovenóznímu 

rozdílu není myokard schopen zvýšit přívod kyslíku zvýšenou extrakcí kyslíku z krve. 

Jediným způsobem, jak akutně zvýšit dodávku kyslíku je zvýšení průtoku, při chronické 

hypoxii dochází k rozvoji abiogeneze. Hypoxii můžeme klasifikovat dle jejího původu. 

Systémová hypoxie je charakterizována poklesem pO2 v arteriální krvi při nezměněné 

perfúzí. Při anemické hypoxii je arteriální pO2 normální, ale transportní kapacira krve pro 

kyslík je snížena. Histotoxická hypoxie vzniká v důsledku sníženého intracelulární využití 

kyslíku pří dostatečném nasycení a adekvátním průtoku krve (např. inhibice respiračního 

řetězce v důsledku otravy kyanidem) (Ošťádal and Kolář, 1999).  

Při fyzické námaze nebo při psychickém vzrušení stoupá potřeba O2 v myokardu 

především proto, že v důsledku aktivace sympatiku roste tepová frekvence i kontraktilita 

myokardu. Zdravé srdce na to reaguje snížením odporu koronárních cév až zhruba na 20% 

klidové hodnoty, aby i při takové zátěži umožnilo odpovídajícím zvýšením koronárního 

průtoku krve opět vyrovnat kyslíkovou bilanci. Tato možnost zvýšení průtoku krve až na cca 

pětinásobek klidové hodnoty se nazývá koronární rezerva. Tento široký rozsah velikosti 

průtoku krve je dán tím, že vitální koronární cévy jsou v klidu ve stavu konstrikce a dilatují se 

teprve v případě potřeby. Charakteristickým rysem ischemické choroby srdeční je snížená 

koronární rezerva, což vede k tomu, že nabídka O2 při zátěži není schopna pokrýt potřebu. 

Tato ischemická anoxie na sebe často upozorní tím, že při tělesné námaze nebo při emočním 

rozrušení vede především k levostranným bolestem na prsou, paži a v krku (angina pectoris) 

(Silbernagl and Despopoulos, 2004)  

Pojmy "hypoxie" a "ischémie" mohou být zaměňovány i v odborné literatuře, i přes 

skutečnost, že důsledky obou mechanismů na buněčné úrovni jsou velmi odlišné. Při ischémii 

nejen klesá dodávka kyslíku a substrátů, ale také se výrazně snižuje odstraňování metabolitů, 

zejména kyseliny mléčné a protonů, intracelulární pH se rychle snižuje v důsledku hromadění 

kyselých produktů glykolýzy. Naproti tomu při hypoxii dochází k perfúzi a vymývání 

kyselých produktů glykolýzy, a tím se zpomalí rychlost vývoje acidózy. Systémová hypoxie 

je obvykle generalizovaný jev difúzně zahrnující celý myokard, oproti tomu, ischémie se 
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omezuje na oblast postižené věnčité tepny. Ischemická hypoxie se klinicky projevuje zejména 

u ischemické choroby srdeční a její akutní formy, infarktu myokardu, přičemž systémová 

hypoxie je spojena s chronickou plicní hypertenzí různého původu, cyanózou díky 

hypoxemické vrozené srdeční vadě nebo změnami vyvolanými v kardiopulmonálním systému 

poklesem barometrického tlaku ve vysokých nadmořských výškách. Existují dva fyziologické 

případy systémové hypoxie: (i) fetální myokard, který je vystaven hypoxii odpovídající výšce 

8 000 m ("Mount Everest in utero"), a (ii) myokard jedinců žijících trvale ve vysokých 

nadmořských výškách. V obou případech je myokard výrazně odolnější proti akutnímu 

nedostatku kyslíku, zatímco v populaci žijící v nížinách je tato odolnost k ischémii ztracena 

brzy po narození (Ošťádal and Kolář, 1999)  

Ani ischémie ani hypoxie nemůže být definována v absolutních hodnotách, protože průtok 

krve a množství kyslíku potřebné pro podporu myokardu v rámci jednoho souboru podmínek, 

nemusí být nutně relevantní u dalšího souboru podmínek. Za bazálních podmínek u člověka, 

je obvykle postačující krevní průtok o objemu 60 - 90 ml / min na 100 g myokardu. Na 

druhou stranu, pokud je srdeční činnost a její metabolické požadavky výrazně sníženy, může 

být životaschopnost myokardu udržována při mnohem nižším prokrvení, přibližně 10 až 20 

ml / min na 100 g nebo dokonce při dočasném přerušení perfúze, např. v hypotermii, nebo po 

podání nitroglycerinu či léků, které blokují ß-adrenoreceptory. 

 

 

 

 

 

 

Obr.10 - Faktory ovlivňující kyslíkové zásobobování a poptávku myokardu (Ošťádal and Kolář, 1999) 
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2.7.2. Hypoxií indukovaný faktor 

Spotřeba kyslíku a jeho dostupnost pro myokard musí být v rovnováze, aby byla zajištěna 

normální srdeční funkce a tím životaschopnost celého organismu. Ačkoli existují různé 

fyziologické mechanismy, které koordinují tuto rovnováhu dynamicky v reakci na akutní, či 

subakutní změny v srdečním výkonu, změny ve struktuře genové exprese také hrají klíčovou 

roli, obecně jako adaptivní odpovědí na srdeční stresory, které mění buď O2 spotřebu 

myokardu (např. tlakové „přetížení“) nebo O2 dodávku (např. ischemická choroba srdeční). 

Genová exprese je upravena v kyslíkovém zásobování v srdci několika mechanismy, včetně 

regulace genové transkripce hypoxií inducibilní základní helix-loop-helix transkripční faktor 

hypoxií indukovaný faktor 1α (HIF-1α) (Huang et al., 2004).  

HIF-1α reguluje transkripci rozsáhlého repertoáru genů, které přispívají ke zvýšení 

dodávky kyslíku na více úrovních a současně k přizpůsobení metabolismu buněk na jeho 

nedostatek. Do těchto procesů patří rozvoj angiogeneze a remodelace cév, zvýšení tvorby 

červených krvinek, ovlivnění metabolismu, apoptózy, kontroly ROS, vazomotorické 

reaktivity a cévního tonu a zánětu (Iyer et al., 1998; Ryan et al., 1998). 

HIF-1α se stává transkripčně aktivní po dimerizaci s aryl-hydrokarbonovou  jadernou 

translokázou (ARNT, nebo-li HIF-1β) a interakcí s dalším kofaktory jako je např. p300.  Poté 

se může vázat na konkrétní oblasti DNA na tzv. „na hypoxii odpovídající elementy“ (hypoxia 

response elements,HREs) v regulačních oblastech cílových genů. HIF1 podjednotka je 

konstitutivně exprimovaná, a tak dostupností HIF-1α  je regulována transkripční aktivita HIF. 

Hlavní mechanismem regulace HIF-1α  hladiny v buňce v závislosti na dostupnosti kyslíku 

zahrnuje posttranslační regulaci HIF-1α podjednotky. Při fyziologické hladině kyslíku 

dochází k hydroxylaci HIF-1 podjednotky specifickými prolyl hydroxylázami (Semenza, 

2001). Tato hydroxylace produkuje vazebné místo von Hippel-Lindau proteinu (VHL) 

(Kaelin, 2002). VHL, podrobuje HIF-1α polyubiquitylaci, tím, že jej cíleně značí pro rychlé 

zničení v proteozómu. Když je kyslík méně hojný, k prolyl-hydroxylaci nedochází, a proto se 

VHL neváže na a ubiquitylate HIF-1α. HIF-1α se hromadí v buňce, asociuje s HIF1-, váže 

HREs v cílovýchých genech a mění transkripci těchto genů. Tato post-translační úroveň 

regulace zaručuje, že k HIF-zprostředkované transkripční odpovědi na hypoxii dochází 

rychle. 
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Specifické delece HIF-1α u kardiomyocytů vedly ke změněné expresi mnohočetných 

genů u normoxických srdci, což značí, že HIF-1α hraje důležitou roli v koordinaci genové 

exprese s kyslíkovou dostupností v normálním rozmezí pO2 a zvláště ve vývoji srdce.  

Bylo potvrzeno, že exprese HIF-1α v kardiomyocytech je potřebná k udržení normálního 

metabolismu myokardu, jeho prokrvení, k optimálnímu hospodaření s vápníkem a udržení 

kontraktilních funkcí za normoxických podmínek. HIF má též výrazný efekt na expresi 

genů zapojených do srdečního metabolismu, včetně všech glykolytických enzymů, 

transportéru glukózy a laktátdehydrogenázy (Huang et al., 2004). 
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3. CÍLE DIPLOMOVÉ PRÁCE 

 

 Připravit experimentální protokol pro ischemicko-reperfúzní  (I/R) inzult, který je 

na hranici buněčného poškození srdce. 

 Změřit expresi LDHA a LDHB isoforem v levé komoře potkana v jednotlivých 

fázích I/R inzultu u normoxických zvířat. 

 Změřit expresi LDHA a LDHB isoforem v levé komoře potkana v jednotlivých 

fázích I/R inzultu u zvířat adaptovaných na hypoxii. 

 Porovnat expresi LDHA a LDHB v levé a pravé komoře u normoxických a 

hypoxických skupin. 
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4. METODIKA 

4.1.  Experimentální zvířata, adaptace na hypoxii a odběr srdce: 

 

Pro experimentální část této diplomové práce byli použiti samci dospělých potkanů 

inbredního kmene Wistar dodané společností Anlab z chovu Charles River, USA. Zvířata byla 

chována na světelném režimu 12h tma / 12h světlo, krmena standardní dietou ST1 a 

dostupnost vody ad libitum. Chování a veškeré zacházení s experimentálními zvířaty bylo 

v souladu se směrnicí Evropské Unie – EU Council Directive (86/609EEC) a experimenty 

byly schváleny etickou komisí Fyziologického ústavu AV ČR v.v.i.. Práce byla podpořena 

Grantovou agenturou akademie věd ČR grantem číslo  IAAX 01110901.  V tomto pokusu 

bylo použito celkem 48 zvířat, která byla rozdělena do 8 experimentálních skupin. Polovina 

počtu zvířat (24) byla chována v normoxických podmínkách (skupina N) kontinuálně po dobu 

3 týdnů. Druhá polovina zvířat byla adpatována na hypoxii (skupina H) v normobarických 

hypoxických komorách, jejichž prostředí odpovídá nadmořské výšce 5000 m.n.m. (10% O2), 

kontinuálně po dobu 3 týdnů.  

Všechna zvířata byla usmrcena cervikální dislokací v normoxii, srdce bylo vyjmuto a 

vhozeno do fyziologického roztoku z důvodu zbavení krevních elementů. U experimentálních 

skupin poté následovaly experimenty na perfundovaném srdci podle Langendorfa dle již dříve 

používaného protokolu na FGÚ AV ČR (Ravingerová et al., 2007). A následně byla oddělena 

levá (LV) a pravá (RV) komora na ledu a též septum (S). Vzniklé části srdce byly osušeny, 

ihned zmraženy v tekutém dusíku a následně zváženy (viz Příloha 1A). Vzorky byly 

skladovány v tekutém dusíku až do doby dalšího zpracování. 

 

4.2. Experimentální protokol 

  

Normoxická a hypoxická zvířata byla rozdělena do čtyř experimentálních skupin, které 

byly podrobeny následujícím experimentálním perfúzním protokolům. Perfúze srdcí in vitro 

byla provedena na Langendorfově přístroji při teplotě 37°C s použitím Krebs-Henseleitova 

pufru jehož složení je uvedeno v Příloze 1C. 
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Experimetální skupiny: 

 

I. Intaktní kontrolni zvířata – skupina N a H. 

Srdce byla  rozdělena a zmrazena ihned po usmrcení zvířat . 

 

II.  Kontrolní skupina stabilizace – vznik skupin KN, KH:  

 Srdce bylo zavěšeno během 30 sec až jedné minuty od usmrcení na Langendorfův 

přístroj a perfundováno okysličeným Krebsovým-Hanseleitovým pufrem o průtoku 10 ml 

/ g tkáně * min.po dobu 15 minut při 37°C (viz příloha 1A). Po té bylo rozděleno, 

jednotlivé části zmraženy.  

  

III-  Vyvolání ischémie – vznik skupin IN, IH: 

 Srdce zvířat prošla periodou stabilizace, dále byla navozena ischemická perioda 

s dobou trvání 10 minut zastavením průtoku perfúzního média a uzavřením přívodní 

kanyly bez možnosti difúze kyslíku. V okolí srdce byla vytvořena dusíková atmosféra 

vháněním dusíku k srdci do komory  Langendorfova přístroje. V této fázi srdce přestalo 

bít. 

 

IV. Reperfúze – vznik skupin IRN, IRH: 

Srdce těchto experimentálních skupin prošla periodou KN,IN, respektive KH,IH, a 

následnou reperfúzí po dobu 10 minut; obnovení průtoku pufru, což vedlo k obnovení 

kontraktility. Tento model  byl experimentálně stanoven, tak aby nedošlo k buněčnému 

poškození srdce a mohla být sledována pouze odpověďbuněčného metabolismu na 

ischémii a reperfúzi. V průběhu reperfúze byl odebírán efluent v objemu V = 0,5ml, ve 

kterém byla později stanovena LDH aktivita, jak indikátor míry buněčného poškození. 

Efluent byl odebírán v časových intervalech – 10s, 20s, 30s, 60s a 3 minuty po začátku 

obnovení průtoku (viz obr.11). Srdce v této fázi obnovila kontraktilní funkci. 

 

Časový průběh experimentu je zaznamenán na obrázku č.11, kde jsou barevně 

zobrazeny jednotlivé periody a odběr efluentu.  
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     STABILIZACE     ISCHÉMIE      REPERFÚZE 

 

Obr.11 – Schéma exprimentálního protokolu, kde jsou znázorněny časové poměry mezi jednotlivými kroky 

metodiky (poměrná šíře odpovídá době trvání) a odebírání efluentu v reperfúzi (zobrazeno šipkami)  

 

4.3.  Homogenizace srdečního svalu 

LV a RV jednotlivých experimentálních a kontrolních skupin byly přineseny v tekutém 

dusíku a rozdrceny v předem vychlazených třecích miskách (pomocí tekutého N2) na jemný 

prášek s tekutým dusíkem. Poté byly velmi rychle přeneseny do připravené předvážené 

mikrozkumavky s 0,5 ml homogenizačního média 1 (HM1) (složení viz příloha 1C – složení 

jednotlivých roztoků) a několika skleněnými kuličkami pomocí vychlazené kovové špachtle. 

Mikrozkumavka byla po několika sekundách, kdy se vyrovnaly teploty tkáňového prášku a 

média, uzavřena a dynamicky protřepána rukou a prudce zvortexována, aby se celý vzorek 

promísil s médiem. Následně byly mikrozkumavky krátce centrifugovány a zváženy. Po 

zvážení se médium doplnilo tak, aby byl poměr hmotnosti tkáně a homogenizačním média 1:8 

(na 1 mg tkáně připadlo 8 µl média HM1). 

 Vzorky byly dále homogenizovány ve vychlazených kyvetách homogenizátoru (MIXER 

MM200, Retsch) po dobu 10 minut při frekvenci 30 Hz. Následně byla stanovena koncentrace 

proteinu pomocí Bradfordovy metody komerčním setem (Bio-Rad), dle instrukcí výrobce. 

Poté byl stanoven vzorek s nejnižší koncentrací proteinu, a na tuto koncentraci byly ostatní 

vzorky naředěny homogenizačním mediem HM1. Tím byla získána teoreticky stejná 

koncentrace proteinů ve všech vzorcích a reálná koncentrace byla znovu přeměřena. Byla 

oddělena část homogenátu na stanovení enzymatické aktivity LDH a následně rozdělena na 

aliquoty pro jednotlivá měření. Další část homogenátu byla oddělena pro stanovení exprese 

proteinů. Tyto vzorky byly dále ředěny pomocí homogenizačního média s vysokým obsahem 

močoviny HM2 (viz. Příloha 1C) v poměru 1:1, což zajistilo dokonalou solubilizaci 

kontraktilních proteinů.  Po té byla opět stanovena koncentrace proteinů ve finálních vzorcích 
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a byly následně ředěny na finální koncentraci 3 µg / µl  Laemmliho pufrem a tím připraveny 

k analýze pomocí western blottingu. Vzorky byly v aliquotech do další analýzy v mrazicím 

boxu (t = -80°C). 

 

4.4.  Aktivity LDH 

 

Specifická enzymatická aktivita LDH byla hodnocena metodou založenou na principu 

spřažených enzymatických reakcích s využitím komerční soupravy (LDH LIQUI-UV, Stanbio 

Laboratory). THR test je konkrétně založen na redukci NAD
+
 prostřednictvím spřažené 

reakce s glukóza-6-fosfát dehydrogenázou a jejím specifickým produktem NADH, rychlost 

tvorby byla stanovena měřením absorbance při 340 nm v 96-jamkových destičkách s použitím 

multireaderu Synergy
TM

 HT (BioTek Instruments). Test byl připraven smísením roztoku R1 a 

roztoku R2 v poměru 5:1 vždy čerstvě. Nanáška činila vždy 30 µg na jamku, což odpovídalo 

objemu V= 200 µl. Aktivita LDH byla měřena při teplotě 37°C po dobu 10 minut. Specifické 

aktivity LDH byly vztaženy na mg proteinu (viz Výsledky). 

 

 

4.5. Separace pomocí SDS-PAGE 

 

Z homogenátů každého vzorku LV a RV byly metodou SDS-PAGE, jak je uvedeno 

v práci naší laboratoře Wasková-Arnoštová et al., 2013, s použitím Mini Proteanu 3 (Mini- 

PROTEAN TetraCell, Bio-Rad) separovány jednotlivé isoformy LDH (LDHA, LDHB). Pro 

přípravu všech roztoků byla použita filtrovaná voda Milipore (mQH2O; filtr: 0,22µm). 

Koncentrace polyakrylamidového separačního gelu byla 12% a zaostřovacího gelu byla 5% 

(viz příloha 1C – složení jednotlivých roztoků). K jednotlivým vzorkům v mikrozkumavkách 

byly přidány 2 µl 1M DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA), vzorky byly poté inkubovány při 

100°C po dobu 5 minut.  

Následně byly vzorky naneseny v koncentraci 15 µg proteinu na jamku pokaždé 

v náhodném pořadí. Hmotnost sledovaných proteinů byla identifikována pomocí 

molekulového markeru (BLUeye Prestained Protein Ladder; Genedirex). Jako kontroly byly 

použity tzv. univerzální kontroly, které byly připraveny smísením vzorků intaktních 

normoxických LV (UN) a intaktních hypoxických LV (UH). Jednotlivá zvířata ze skupiny N 

a H se mezi sebou významně nelišila, což bylo potvrzeno pomocí imunodetekce a LDHA 
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protilátky (viz obr.12).  Gely byly zality nejprve vnitřním pufrem a naneseny vzorky, po té 

byl vnější elektrodový pufr nalit do vnější nádoby. Složení pufů je uvedeno v příloze (viz. 

příloha 1C), elektroforéza probíhala za konstantního napětí U = 200 mV, po dobu 1 hodiny a 

nastavením proudu I = 400 mA a při  teplotě t = 25°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr.12 – Zastoupení jednotlivých vzorků ze zvířat 1-5. Rozdíl v množství isoformy LDHA v pravé komoře 

srdeční (RV) mezi normoxickými (N1-N5) zvířaty a zvířaty adaptovanými na kontinuální hypoxii (H1-H5) je 

znatelný již pouhým okem.  

 

4.6. Western blotting (WB) 

 

Jednotlivé gely byly vyjmuty z aparatury pro elektroforézu, opláchnuty v mQH2O a 

inkubovány v Towbin pufru (viz příloha 1C – složení jednotlivých roztoků) minimálně po 

dobu 15 minut. Následně byly proteiny transformovány na nitrocelulózové membrány (0,2 

µm, Protran BA 83, Whatman) za konstantního napětí 100V, proudu 350 mA po dobu jedné 

hodiny při 4°C za použití Mini-Trans Blot systému od formy Bio-Rad. 

Po skončení elektrického transferu byly membrány lehce opláchnuty v mQH2O a 

obarveny pomocí Ponceau roztoku (viz příloha 1C – složení jednotlivých roztoků) inkubací 

trvající 5 minut. Membrány byly naskenovány a definitivně odbarveny v pufru  TBS (viz 

příloha 1C – složení jednotlivých roztoků). Po důkladném odbarvení byly membrány 

inkubovány po dobu 15 minut v pufru s detergentem TTBS (viz příloha 1C – složení 

jednotlivých roztoků). Následně byly membrány osušeny filtračním papírem a uzavřeny do 

fólie a uskladněny v mrazicím boxu (t = -20°C).  
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4.7. Imunodetekce 

 

Membrány byly inkubovány v 2% blokačním pufru (sušené nízkotučné mléko a TTBS) po 

dobu 1 h při pokojové teplotě. Membrány byly následně 3x promyty v TTBS à 15 minut. Poté 

byla na membrány aplikována primární protilátka – 2% mléko v TTBS + protilátka (LDHA 

v poměru 1:1000; LDHB v poměru 1:10000; LDHA – Cell Signaling technology, P#00338; 

LDHB – Novus Biologicals, EP1566Y). Inkubace membrány v primární protilátce porbíhala u 

LDHA přes noc při 4°C a u LDHB 1 h při pokojové teplotě. Posléze byly membrány 3x 

promyty v TTBS à 15 minut. Dále byly inkubovány v sekundární protilátce konjugované 

s křenovou peroxidázou (2% mléko v TTBS + protilátka ECL
TM 

Anti-Rabbit IgG;  ředění 

1:50000 – GE Healthcare Amersham) po dobu 1 hodiny při pokojové teplotě. Následně byly 

membrány promyty 3x v TBS à 10 minut, osušeny a byla na ně nanesena chemiluminiscenční 

detekční směs, založená na principu oxidace luminalu pomocí křenové peroxidázy. 

(Supersignal West Dura Extended Duration Substrate, Thermo Scientific Pierce). Po inkubaci 

5 minut byly membrány detekovány na přístroji LAS-4000 (Genetica, FujiFilm ) (viz obr.13). 

Následně byly všechny membrány densitometricky vyhodnoceny pomocí kvantifikačního 

programu Quantity One (BioRad). Každý vzorek byl nezávisle analyzován na čtyřech 

membránách pro obě LDH protilátky. Průměr z těchto hodnot byl použit do statistického 

hodnocení. 

 

 

4.8. Statistická hodnocení 

 Naměřené hodnoty byly statisticky zhodnoceny pomocí statistického programu GraphPad 

Prism 6. Ve statistickém hodnocení byla testována normalita rozložení dat. Pro hodnocení 

rozdílů mezi srdečními komorami byl použit Mann-Whitney nepárový test. Pro hodnocení 

více než dvou skupin byla použita ANOVA Bonferroni nebo Kruskal-Wallis test dle rozložení 

hodnot, hladina významnosti p0.05, n=5 a  n=6. 
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Obr.13 – Ukázka vyvolané membrány z LAS-4000. V tomto případě se jedná o LDHA isoformu, nastavení 

přístroje – Chemiluminiscence; Precision 1 min, High Binning. KN – klidová normoxická zvířata; KH – klidová 

hypoxická zvířata; IRN – Ischémie-reprfúze normoxických zvířat; Ischémie – reperfúze hypoxických zvířat; UN 

– univerzální normoxická kontrola; UH – univerzální hypoxická kontrola; IH – ischémie u hypoxických zvířat; 

IN – ischémie u normoxickýh zvířat. 
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5. VÝSLEDKY 

5.1. Hmotnostní indexy 

 

Normoxická zvířata i zvířata po adaptaci byla náhodně rozdělena do 8 experimentáních 

skupin (N, KN, IN, IRN a H, KH, IH a IRH).  Po provedení experimentů byla srdce rozdělena 

na LV, RV a septum, jejichž hmotnostní parametry jsou znázorněny na následujících grafech. 

Graf 1 (viz graf 1; Tab.1-8, Příloha 1A) znázorňuje srdeční index, tedy poměr hmotnosti srdce 

v mg vůči hmotnosti těla v gramech. Signifikantní nárůst hmotnostního indexu 

experimentálních skupin KN, IN i IRN, svědčí o vzniku edému reperfúzí, který byl nejvyšší 

v IN a dosáhl 48% vzhledem k N a v IH 33% vůči H. Signifikantní nárůst byl též mezi N a H, 

kde dosáhl 48 %, tento rozdíl je dán rozvojem hypertrofie srdce v průběhu adaptace. Graf 2 

(viz graf 2; Tab.1-8, Příloha 1A) znázorňuje hmotnostní index levé komory a tělesné 

hmotnosti, kde v průběhu perfůze došlo k rozvoji edému a maximálnímu nárůstu hmotnosti v 

IN o 57%  vzhledem k N a v IH o 48% vůči H. Zde není patrný rozvoj hypertrofie následkem 

adaptace. Graf 3 (viz graf 3; Tab.1-8, Příloha 1A) znázorňuje hmotnostní index pravé komory 

a tělesné hmotnosti, zde není patrný rozvoj edému, avšak hypertrofie je velice rozsáhlá a 

zvýšila hmotnost RV o 158%. 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 1 – Poměr hmotností srdce (HW) a celkové hmotnosti těla (BW) u jednotlivých vzorků. Stabilizační fáze 

normoxických zvířat (KN); ischemická fáze u normoxických zvířat (IN); reperfúzní fáze u normoxických zvířat 

(IRN); intaktní normoxické zvíře (N-intaktní); stabilizační fáze zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii 

(KH); ischemická fáze zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii (IH); reperfúzní fáze zvířat adaptovaných na 

kontinuální hypoxii (IRH); intaktní zvíře adaptované na kontinuální hypoxii (H-intaktní). Chybové úsečky 

představují ± SEM, n=6, *p0.05 vs kontrola intaktní N; + p0.05 vs kontrola intaktní H a $ p0.05  kontrola 

intaktní N vs H. 
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Graf 2 – Hmotnostní poměr levé srdeční komory (LV) a celkové tělesné hmotnosti (BW) u jednotlivých vzorků. 

Stabilizační fáze normoxických zvířat (KN); ischemická fáze u normoxických zvířat (IN); reperfúzní fáze u 

normoxických zvířat (IRN); intaktní normoxické zvíře (N-intaktní); stabilizační fáze zvířat adaptovaných na 

kontinuální hypoxii (KH); ischemická fáze zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii (IH); reperfúzní fáze 

zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii (IRH); intaktní zvíře adaptované na kontinuální hypoxii (H-intaktní). 

Chybové úsečky představují ± SEM, n=6, *p0.05 vs kontrola intaktní N a +p0.05  vs kontrola intaktní H. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 3 – Hmotnostní poměr pravé srdeční komory (RV) a hmotnosti celého těla u jednotlivých vzorků. 

Stabilizační fáze normoxických zvířat (KN); ischemická fáze u normoxických zvířat (IN); reperfúzní fáze u 

normoxických zvířat (IRN); intaktní normoxické zvíře (N-intaktní); stabilizační fáze zvířat adaptovaných na 

kontinuální hypoxii (KH); ischemická fáze zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii (IH); reperfúzní fáze 

zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii (IRH); intaktní zvíře adaptované na kontinuální hypoxii (H-intaktní). 

Chybové úsečky představují ± SEM, n=6, *p0.05  kontrola intaktní N vs H. 
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5.2.  Testování viability kardiomyocytů 

Ve fázi reperfúze byly odebírány efluenty pro stanovení LDH aktivity, neboť 

uvolňování LDH z buněk je jedním z indikátorů míry buněčného poškození. V časných 

fázích reperfúze  (10 a 20s) nebyla aktivita LDH v efluentu patrná. První měřitelné 

hodnoty byly až u odběru effluentu v 30 s. U normoxických zvířat dosahovala hodnoty 

0,6220 ± 0,2286  U/l (n=6), u zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii byla tato 

hodnota nižší, konkrtétně 0,2976 ± 0,2767 U/l, (n=6). V effluentu odebíraném v 60 s byl 

patrný pokles aktivity jak u normoxických (0,4101 ± 0,1352 U/l, n=6); tak i u zvířat 

adaptovaných na kontinuální hypoxii (0,2457 ± 0,2145, n=6). Po třech minutách 

reperfúze již nebyly naměřeny žádné hodnoty. (viz graf 4). Naměřené hodnoty ve 30. a 

60. sekundě jsou velmi malé a svědčí o naprosto zanedbatelném poškození 

kardiomyocytů.   
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Graf 4 – Naměřené hodnoty LDH aktivit u odebíraných efluentů normoxických (N) a na kontinuální hypoxii 

adaptovaných zvířat (H) v jednotlivých časových intervalech reperfúzní fáze (10, 20, 30, 60 a 180 sekund). 

Chybové úsečky představují ± SEM, n=6, p0.05 vs kontrola intaktní. 
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5.3.  LDH izoformy v pravé a levé komoře 

 

Druhým cílem práce bylo zkvantifikovat jednotlivé isoformy LDH, tedy LDHA a   LDHB 

a porovnat jejich expresi v levé (LV) a pravé (RV) komoře srdeční mezi normoxickými 

zvířaty a zvířaty adaptovanými na kontinuální hypoxii. Hodnoty jsou vyjádřeny jako 

arbitrární jednotky a.u., kdy součet hodnot LV a RV je roven 100.  

Naměřené hodnoty exprese isoformy LDHA u normoxických zvířat v  LV dosahovaly 

hodnoty 39.50 ± 1.464 (n=6) a u zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii se signifikantně 

zvýšily na 60.50 ± 1.464 (n=6) (viz Příloha 1B, Tabulka 9-12). Obdobně exprese isoformy 

LDHA  u normoxických zvířat v  RV dosahovala hodnoty 30,77 ± 1,59 (n=6) a u zvířat 

adaptovaných na kontinuální hypoxii vzrostla na 69,23 ± 1,59 (n=6) (viz Příloha 1). Adaptací 

na hypoxii tedy došlo k signifikantnímu nárůstu LDHA v obou komorách srdce potkana (viz 

graf 5a, 5b). Naměřené hodnoty exprese isoformy LDHB u normoxických zvířat v  RV 

dosahovaly hodnoty 50.18 ± 1.31 (n=6) a u zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii se 

tyto hodnoty nelišily (49.82 ± 1.31) (n=6) (viz Příloha 1B, Tabulka 9-12). Výsledky exprese 

isoformy LDHB u normoxických zvířat v  LV dosahovaly hodnoty 50.53 ± 1.262 (n=6); u 

zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii 49.47 ± 1.262 (n=6) (viz Příloha 1B, Tabulka 9-

12). U potkanů nebyla zaznamenána změna v expresi isoformy LDHB vlivem adaptace na 

hypoxii ani v jedné ze srdečních komor (viz graf 6a, 6b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 5a; 5b: Porovnání exprese isoformy LDHA mezi normoxickými potkany (N) a potkany adaptovanými na 

kontinuální hypoxii (H) v levé (LV) a pravé (RV) komoře. * p<0,05. Chybové úsečky představují ± SEM, n=6.  
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Graf 6a; 6b: Exprese isoformy LDHB mezi normoxickými potkany(N) a potkany adaptovanými na kontinuální 

hypoxii (H) v levé (LV) a pravé (RV) srdeční komoře. Chybové úsečky představují ± SEM, n=6. 

 

 

5.4.  Globální ischémie a reperfúze 

Třetím cílem práce bylo kvantifikovat obě LDH isoformy v LV na modelu globální 

ischemie. V jednotlivých experimentálních skupinách, u, které postihují jednotlivé 

experimentální stavy v průběhu navození I/R poškození tedy normoxických zvířat KN, 

IN, IRN a u zvířat adaptovaných na hypoxii   KH, IH a IRH byly stanoveny exprese 

LDHA a LDHB. Výsledky jsou vyjádřeny v a.u. a hodnota intaktních kontrol N a H jsou 

rovné 100.  

Naměřené hodnoty exprese LDHA isoformy v LV u normoxických potkanů dosáhly 

následujících hodnot.  Ve stabilizační fázi KN vzrostla hodnota exprese na111.6 ± 5.489 

(n=6) a ve fázi ischémie IN nedošlo k žádné změně (97.98 ± 9.757, n=6) a ani reperfúze 

IRN nedosáhla žádných významných rozdílů (94.19 ± 5.198, n=6) (viz graf 7) (celková 

data viz Příloha 1B). 

Ve stabilizační fázi KH měl tendenci ke vzrůstu (111.7 ± 8.173, n=6) a v průběhu 

ischemické fáze IH již dosáhla signifikantního zvýšení hodnotou 127.9 ± 12.36, n=6.  Při 

reperfúzi IRH, tato hodnota opět nevýznamně poklesla (115.4 ± 18.67, n=6) (viz graf 8) 

(celková data viz Příloha 1B, Tabulka 13-16). Závěrem lze říci, že došlo v normoxii 

k signifikantnímu nárůstu LDHA pouze zásahem stabilizace a u hypoxických zvířat až 

v ischemické fázi protokolu. 

Výsledky exprese LDHB isoformy  v LV dosáhly následujících hodnot. Stabilizace KN 

expresi signifikantně zvýšila na hodnotu 109.4 ± 2.423 (n=5), v ischemické fázi IN se 

hodnota příliš nezměnila (108.0 ± 6.355, n=5), avšak nedosáhla významného rozdílu 
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vzhledem k většímu rozptylu hodnot. Ve fázi reperfúze IRN nastal pokles v expresi na 

hodnotu 103.7 ± 2.841 (n=5) (viz graf 9) (celková data viz Příloha 1B, Tabulka 13-16). 

Výsledky exprese LDHB isoformy v levé srdeční komoře potkanů adaptovaných na 

kontinuální hypoxii se při stabilizaci KH signifikantně zvýšily na hodnotu 121.4 ± 5.728 

(n=6). Další, již mírný, nárůst byl zaznamenán v ischemické fázi IH, kde dosáhla hodnoty 

129.1 ± 7.150 (n=6) a v reperfúzní fázi IRN pak došlo k poklesu na hodnotu 118.9 ± 4.815 

(n=6) (viz graf 10) (celková data viz Příloha 1B, Tabulka 13-16). Shrneme-li tato data, je 

zřejmé že u LDHB došlo k větším změnám, než u LDHA  a v hypoxii dosáhlo zvýšení ve 

všech fázích signifikantních změn. 

 

 

5.5. LDH aktivita 

 

Výsledné enzymatické aktivity jsou vyjádřeny v jednotkách U/g proteinu a jejich hodnoty 

u normoxických intaktních zvířat (N) dosahovaly hodnoty 751,1 ± 37,94 (n=6); tato hodnota 

se ve stabilizační fázi KN signifikantně zvýšila na 1097 ± 32,26 (n=6); v ischemické fázi IN 

hodnota nadále rostla, ale již ne tak patrně: 1159 ± 53,30 (n=6); v reperfúzní fázi  IRN  

hodnota naopak klesla zhruba na hodnotu před ischemickou fází: 1018 ± 46,82 (n=6) (viz graf 

11). Výsledné aktivity u potkanů adaptovaných na hypoxii dosahovaly u intaktních zvířat H 

hodnoty 722,7 ± 6,487 (n=6). Ve stabilizační fází KH došlo k nárůstu aktivity na hodnotu 

1128 ± 54,78 (n=6). V ischemické fázi IH aktivita nadále rostla na hodnotu 1153 ± 43,78 

(n=6). V reprfúzní fázi došlo ke snížení aktivity před stabilizační hodnotu na 1076 ± 50,60 

(n=6). Trend je tedy velice podobný případu normoxických zvířat, všechny fáze protokolu 

signifikantně zvýšily LDH aktivitu (viz graf 12). 
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Graf 7: Exprese isoformy LDHA u normoxických zvířat po 15-ti minutové stabilizaci (KN), 10-ti minutové 

ischémii (IN), 10-ti minutové reperfúzi (IRN). Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (100%; červená 

přerušovaná linie). * p<0,05, vztaženo ke kontrole (100%). Chybové úsečky představují ± SEM, n= 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 8: Exprese isoformy LDHA u zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii po 15-ti minutové stabilizaci 

(KH), 10-ti minutové ischémii (IH), 10-ti minutové reperfúzi (IRH). Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech 

kontroly (100%; červená přerušovaná linie). * p <0,05, vztaženo ke kontrole (100%). Chybové úsečky 

představují ± SEM, n = 6. 
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Graf 9: Exprese isoformy LDHA u normoxických zvířat po 15-ti minutové stabilizaci (KN), 10-ti minutové 

ischémii (IN), 10-ti minutové reperfúzi (IRN). Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech kontroly (100%; červená 

přerušovaná linie). * p<0,05, vztaženo ke kontrole (100%). Chybové úsečky představují ± SEM, n = 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 10: Exprese isoformy LDHB u zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii po 15-ti minutové stabilizaci 

(KH), 10-ti minutové ischémii (IH), 10-ti minutové reperfúzi (IRH). Hodnoty jsou vyjádřeny v procentech 

kontroly (100%; červená přerušovaná linie). * p<0,05, vztaženo ke kontrole (100%). Chybové úsečky 

představují ± SEM, n=6. 
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Graf 11 – Výsledky aktivit LDH u normoxických zvířat (N) po 15-ti minutové stabilizaci (KN), 10-ti minutové 

ischémii (IN), 10-ti minutové reperfúzi (IRN). * p<0,05, vztaženo k N. Chybové úsečky představují ± SEM,  

n =6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 12 – Výsledky měření enzymatických aktivit  LDH u zvířat adaptovaných na kontinuální hypoxii (H) po 

15-ti minutové stabilizaci (KH), 10-ti minutové ischémii (IH), 10-ti minutové reperfúzi (IRH). * p<0,05, 

vztaženo k H. Chybové úsečky představují ± SEM, n=6.  
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6. DISKUZE 

V této práci jsme zjistili, že LDHA se v LV zvýšila o 20% pod vlivem adaptace na 

hypoxii.  Zatímco u LDHB vlivem hypoxie nedošlo k žádným změnám. Exprese LDHA po 

stabilizační perfúzi na Langendorfově aparatuře měla tendenci ke zvýšení o 10% a po 

ischemii došlo k signifikantnímu 30% nárůstu; v reperfúzi  poklesla zpět na hodnotu 

stabilizace. Naproti tomu u LDHB  po adaptaci na hypoxii nedošlo k žádným změnám.  

Stabilizační perfúze vyvolali signifikantní nárůst LDHB zhruba o 20%. Ischémie dosáhla 

téměř 30% změny, ve shodě s LDHA  a v reperfúzi hodnota exprese poklesla na úroveň 

stabilizace. U adaptovaných zvířat měly tedy změny LDHB obdobný charakter jako u LDHA, 

avšak ve stabilizační fázi a reperfúzi byly výraznější a dosáhli signifikance. U normoxických 

zvířat u LDHB došlo k mírnému, ale signifikantnímu nárůstu pouze ve stabilizační fázi a u 

LDHA nedošlo k žádným změnám, v reperfúzi byla dokonce tendence k poklesu. Můžeme 

tedy říci, že adaptace na hypoxii zesílila odpověď obou LDH  isoforem na ischemický podnět 

a následnou reperfúzi.  

Obě sledované isoformy vytváří funkční heterotetramery a jsou tak zastoupeny 

v cytoplazmatické i mitochondriální formě LDH. Brooks a kolegové (Brooks et al., 1998) 

stanovili jednotlivé poměry isoforem LDH v cytoplazmě a v mitochondriích – podle jejich 

výsledků je poměr LDH v cytosolu zhruba 40:60 (LDHA:LDHB); poměr v mitochondriích 

zhruba 25:75 (LDHA:LDHB); a nejpodstatněji, že exprese isoformy LDHB mnohonásobně 

převyšuje expresi LDHA isoformy v srdečním svalu.  I přes to z našich výsledků zatím 

nemůžeme usuzovat na rozložení LDH mezi cytosolem a mitochonodriemi a budou doplněny 

měřením aktivity LDH a exprese proteinu na mitochondriální a cytoplazmatické frakci 

v pokračující studii. Zůstává tedy otázka, jak se tento poměr bude měnit po adaptaci na 

hypoxii a v ischemické zátěži srdce.  

Cílem práce bylo zjistit jaká je odpověd LV na úrovni exprese minoritní izoformy LDHA 

a majoritní izoformy LDHB na ischemický inzult, pro který je typická zvýšená acidosa; a 

následnou reperfúzi, která je charakteristická zvýšenou tvorbou ROS. Je též nezbytné brát 

v úvahu, že srdce během prvních minut ischémie přestalo tepat a tím snížilo požadavek na 

dodávku ATP a stejně tak minimalizovalo produkci zplodin metabolismu, které se během 

ischemie hromadí v buňkách i jejich blízkém okolí. Z toho důvodu byly tyto fáze analyzovány 

odděleně. 
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Naše výsledky ukázaly velmi podobný vzorec v odpovědi obou isoforem na ischémii u 

normoxických zvířat a u zvířat adaptovaných na hypoxii, což by svědčilo o stejné regulaci na 

proteinové úrovni, která byla zesílena adaptací zvířat. Zdá se, že se nejedná o regulaci na 

úrovni transkripce, neboť mRNA transkript se významně neměnil (nepublikované výsledky). 

Tyto výsledky jsou zajímavé na pozadí samotné odpovědi levé komory na hypoxii, neboť ta, 

se zásadně liší u obou isoforem. LDHA jako minoritní isoforma zvyšuje hladinu proteinu o 

20%, zatímco majoritní isoforma LDHB se po adaptaci nemění. To by bylo v souladu 

s poznatky, že LDHA je cílovým genem HIF (Rossignol et al., 2003; Semenza et al., 1996; 

Semenza, 2007) a reaguje tedy na hypoxické podmínky zvýšením exprese. Avšak na úrovni 

mRNA transkriptu byla v těchto modelech pouze patrná tendence ke zvýšení jak po adaptaci, 

tak v ischemickém protokolu. Kromě toho je zde velký rozptyl hodnot v čipové analýze. Tyto 

hodnoty budou upřesněny pomocí Real Time PCR. Zůstává tedy otázka, co je podstatou 

tohoto jevu a jaké mechanismy zodpovídají za další zvýšení proteinové úrovně obou isoforem 

(o 10-30% ) v řádu pouhých deseti minut u těchto adaptovaných zvířat. Nabízí se možnost 

inhibice konstitutivní degradace, která se zatím v literatuře neuvádí. Avšak poločas života byl 

stanoven na 4 dny (Lindy, 1974), což svědčí o poměrně velké stabilitě v rámci našeho 40 min 

protokolu.  Je známo, že zvýšení exprese LDH je cAMP závislé a odpovídá na sympatickou 

stimulaci (Jungmann et al., 1983). To by jistě mohlo souviset s nárůstem exprese  LDHA 

v adaptaci na hypoxii, nikoliv však s nárůstem proteinu na izolovaném denervovaném srdci 

v experimentu globální ischemie. Stejně tak již byly zjištěny rychlostní konstanty pro syntézu 

LDHA a její degradaci v srdci. Překvapivě je v srdci nejpomalejší syntéza a nejrychlejší 

degradace ve srovnání s játry a kosterním svalem (Fritz et al. 1969). Tato skutečnost však 

dobře vysvětluje její velmi nízkou hladinu v srdci. Zdá se tedy, že LDHA je sice minoritní 

izoformou, ale může hrát podstatnou úlohu v metabolismu laktátu v srdci, neboť velmi citlivě 

reaguje na změny podmínek hypoxie i ischemie. Zatímco LDHB nereagovala přímo na 

adaptaci na hypoxii, ale pod jejím vlivem se stala citlivější k ischemickému podnětu.   

 Nedávné experimenty prokázaly revitalizační účinky podávání oxidované formy laktátu –

pyruvátu na post-ischemickém srdci, které byly úspěšně aplikovány i u lidí (Mallet, 2000). 

Poté byla vyslovena a částečně podložena hypotéza o působení laktátu jako modulátoru 

metabolismu v zátěži na buněčné úrovni i na úrovni celého organismu (Brooks et al., 1998). 

Účinky jeho podání lokálně vyvolávají podobnou odpověď jako samotná hypoxie (Trabold et 

al., 2003), což navozuje úvahy o modulaci transkripce cílových genů HIF laktátem či 

významnou úlohou laktátu v této signální dráze. Uvažuje se o přímých účincích laktátu na 
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redoxní stav buňky, což vyplývá čistě z charakteru LDH reakce a dává logický smysl 

v pohledu na funkční i strukturální organizaci LDH systému v buňce.  Z toho usuzujeme, že i 

tímto způsobem by mohl laktát ovlivňovat HIF stabilizaci, neboť jeho regulace 

prolylhydroxylázami je citlivá na změny v hladně ROS v buňce (Semenza, 2007). 
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7. ZÁVĚR 

Adaptace na hypoxii a fyzická zátěž jsou známé fenomény, které zvyšují odolnost 

srdce k ischemickému poškození. Avšak mechanismy tohoto působení nejsou ještě zcela 

známy. Srdeční sval je vysoce oxidativní tkáň, jehož významným metabolickým 

substrátem v klidovém režimu jsou mastné kyseliny. Avšak bylo prokázáno, že i za těchto 

podmínek je v přiměřené míře produkován laktát v terminální reakci glykolýzy. Při 

fyzické zátěži dochází ke zvyšování koncentrace laktátu v krvi a srdce se stává jeho 

významným konzumentem. Tento exogenní laktát je transportován do kardiomyocytu a 

následně do mitochondrií, kde je přednostně oxidován mitochondriální LDH na pyruvát za 

vzniku NADH.  

Nedávné studie poukazují na další významné oblasti působení laktátu, které vyplývají 

z charakteru LDH reakce. Jednou z těchto oblastí je vliv na lokální redoxní stav v buňce, 

který ovlivňuje funkci některých antioxidačních systémů a mohl by mít signální 

charakter. Cílem práce bylo zjistit jaká je odpověď LV na úrovni exprese isoformy LDHA 

a LDHB na ischemický inzult a následnou reperfúzi. Naše výsledky prokázali nárůst 

exprese isoformy LDHA na proteinové úrovni v levé i pravé komoře srdce po adaptaci na 

hypoxii, zatímco hladina LDHB se nezměnila. Druhá část studie, provedená na 

perfundovaném srdci in vitro, prokázala vyšší zvýšení LDHB v levých komorách potkanů 

adaptovaných na hypoxii ve srovnání s normoxickými kontrolami. Obdobný efekt hypoxie 

byl pozorován u exprese LDHA isoformy. Naše výsledky ukázali zesílení odpovědi LDH 

systému v levé komoře potkana na ischemický inzult u zvířat adaptovaných na hypoxii 

v kardioprotektivním režimu. 
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8. Přílohová část 

Příloha 1A: Hmotnostní indexy: navážené hmotnosti: 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 1. – Hmotnostní indexy intaktních zvířat (N1-N6): hmotnost těla (BW); hmotnost pravé 

komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé komory (LV); poměr hmotnosti mezi 

pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou 

hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); 

poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW).  

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 2 – Hmotnostní indexy stabilizovaných zvířat (KN1-KN6): hmotnost těla (BW); hmotnost 

pravé komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé komory (LV); poměr hmotnosti 

mezi pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou 

hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); 

poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW). BW v [g]; ostatní hmotnosti pak v [mg].  

 

 

 

 

 

 

 

BW RV S 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

Průměr: 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

BW                       
[g]

RV                
[mg]

S                             
[mg]

LV                 
[mg]

RV/BW LV/BW (LV+S)/BW HW/BW

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

Průměr: 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
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Tabulka 3 – Hmotnostní indexy ischemických zvířat (IN1-IN6): hmotnost těla (BW); hmotnost pravé 

komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé komory (LV); poměr hmotnosti mezi 

pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou 

hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); 

poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW). ). BW v [g]; ostatní hmotnosti pak v [mg].  

  

 

 

 

 

 

Tabulka 4 – Hmotnostní indexy reperfúzních zvířat (IRN1-IRN6): hmotnost těla (BW); hmotnost 

pravé komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé komory (LV); poměr hmotnosti 

mezi pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou 

hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); 

poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW). ). BW v [g]; ostatní hmotnosti pak v [mg].  

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 5. – Hmotnostní indexy intaktních zvířat adaptovaných na hypoxii (H1-H6): hmotnost těla 

(BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé komory (LV); 

poměr hmotnosti mezi pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr hmotnosti mezi levou 

komoru a tělesnou hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a 

septa (RV/LV+S); poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW).. 

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

Průměr: 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

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

IRN5 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

Průměr: 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

BW                       
[g]

RV                
[mg]

S                             
[mg]

LV                 
[mg]

RV/BW LV/BW (LV+S)/BW HW/BW

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

H5 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

Průměr: 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
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Tabulka 6 – Hmotnostní indexy zvířat adaptovaných na hypoxii ve stabilizační fázi (KH1-KH6): 

hmotnost těla (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé 

komory (LV); poměr hmotnosti mezi pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr 

hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a 

hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW). BW v 

[g]; ostatní hmotnosti pak v [mg]. 

 

 

 

 

 

Tabulka 7 – Hmotnostní indexy zvířat adaptovaných na hypoxii v ischemické fázi (IH1-IH6): 

hmotnost těla (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé 

komory (LV); poměr hmotnosti mezi pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr 

hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a 

hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW). BW v 

[g]; ostatní hmotnosti pak v [mg].  

 

 

 

 

 

 

Tabulka 8 – Hmotnostní indexy zvířat adaptovaných na hypoxii v reperfúzní fázi (IRH1-IRH6): 

hmotnost těla (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srdečního septa (S); hmotnost levé 

komory (LV); poměr hmotnosti mezi pravou komorou a tělesnou hmotností (RV/BW); poměr 

hmotnosti mezi levou komoru a tělesnou hmotností (LV/BW); poměr hmotnosti pravé komory a 

hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); poměr hmotnosti srdce k hmotnosti těla (HW/BW). BW v 

[g]; ostatní hmotnosti pak v [mg]..

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

Průměr: 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

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

Průměr: 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

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

Průměr: 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
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Příloha 1B: Data získaná z kvantifikace jednotlivých vzorků: 

 

 

 

Tabulka 9 - LDHA RV: Naměřené hodnoty exprese LDHA isoformy v pravé srdeční komoře u 

normoxických potkanů (N) a potkanů adaptovaných na kontinuální hypoxii (H) 

 

 

 

 

 

Tabulka 10 - LDHA LV: Naměřené hodnoty exprese LDHA isoformy v levé srdeční komoře u 

normoxických potkanů (N) a potkanů adaptovaných na kontinuální hypoxii (H) 

   

 

 

 

 

 

Tabulka 11 - LDHB RV: Naměřené hodnoty exprese LDHB isoformy v pravé srdeční komoře u 

normoxických potkanů (N) a potkanů adaptovaných na kontinuální hypoxii (H) 

 

 

 

 

 

 

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 

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 

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 
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Tabulka 12 - LDHB LV: Naměřené hodnoty exprese LDHB isoformy v levé srdeční komoře u 

normoxických potkanů (N) a potkanů adaptovaných na kontinuální hypoxii (H) 

 

    

 

 

Tabulka 13 - LDHA Hypoxie: Naměřené hodnoty exprese LDHA isoformy u potkanů adaptovaných 

na kontinuální hypoxii po stabilizaci (KH), ischémii (IH) a reperfúzi (IRH) 

 

 

 

 

 

Tabulka 14 - LDHA Normoxie: Naměřené hodnoty exprese LDHA u normoxických potkanů po 

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

 

 

 

 

 

 

Tabulka 15 - LDHB Hypoxie: Naměřené hodnoty exprese LDHB potkanů adaptovaných na 

kontinuální hypoxii po stabilizaci (KH); ischémii (IH) a reperfúzi (IRH) 

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 

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 

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 

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 
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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 

109,4 84,7 112,9 

 

 

Tabulka 16 - LDHB Normoxie: Naměřené hodnoty exprese LDHB normoxických potkanů po 

stabilizaci (KN); ischémii (IN) a reperfúzi (IRN)
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Příloha 1C – složení jednotlivých roztoků / pufrů: 

Složení Krebsova-Henseleitova pufru: 

1. 118 mM NaCl (dodáno společností PENTA) 

2. 4,7 mM KCl (dodáno společností PENTA) 

3. 1,2 mM MgSO4 (dodáno společností PENTA) 

4. 1,25 mM CaCl2 (dodáno společností PENTA) 

5. 1,2 mM KH2PO4 (dodáno společností PENTA) 

6. 25 mM NaHCO3 (dodáno společností PENTA) 

7. 11 mM glukóza (dodáno společností SIGMA) 

Zásobní roztok byl předpřipraven bez glukózy, která byla přidána vždy čerstvě do rozotku. Roztok se 

dále sytil pomocí kyslíku (95% O2 / 5% CO2) do doby než se pH dostalo na hodnotu 7,4. 

 

Složení Laemmliho pufru: 

1.  2 ml SDS ((cm = 0,1g / ml; SDS dodané společností SIGMA) 

2.  1 ml glycerolu (dodáno společností SIGMA) 

3.  0,6 ml Bis-Tris roztoku (složení viz dále) 

4. 1,4 ml mQH2O 

5.  Bromfenolová modř (Bromophenol Blue ACS reagent, dodané společností SIGMA) 

Složení homogenizačního média 1: 

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

2. 9,52 mg EGTA (c = 2,5mM; ethylenediaminetetraacetic acid, dodané společností SIGMA) 

3. 2,92 mg EDTA (c= 1mM; etylene glykol-bis(ß-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-tetraacetic acid, 

dodané společností SIGMA) 

4. 0,86 g sacharóza (c = 250mM; dodáno společností PENTA) 

Takto zvážené množství se rozpustilo v 20 ml mQH2O a pH na 7,4. Posléze bylo přidáno 7,71 mg 

DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA). Následně byly přidány inhibitory proteáz (Complete, Roche 

Diagnostics) a inhibitory fosfatáz (PhosSTOP, Roche Diagnostics). 
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Složení homogenizačního média 2: 

1. Močovina 3,0 g 

2. Thiomočovina 1,55 g 

3. Tetrasodium pyrofosfát dekahydrát 45 mg 

4. 2-merkaptoetanol 13 µl 

Toto množství chemikálií vložíme do kádinky a doplníme objem na výsledných 10 ml pomocí 

mQH2O. 

 

12%-ní SEPARATING GEL (množství potřebné na dva gely): 

1. 3,4 ml mQH2O 

2. 4,0 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané společností SIGMA) 

3. 2,5 ml pufru TRIS (pH = 8,8) (viz dále) 

4. 100 µl SDS (cm = 0,1g / ml; SDS dodané společností SIGMA) 

5. 50 µl APS (cm = 0,1g / ml; APS dodané společností ) 

6. 10 µl TEMED (dodané společností SERVA) 

 

5%-ní STACKING GEL (množství potřebné na dva gely): 

1. 2,85 ml mQH2O 

2. 0,85 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané společností SIGMA) 

3. 1,25 ml pufru BIS-TRIS (pH = 6,8) (viz dále) 

4. 50 µl SDS (cm = 0,1g / ml; SDS dodané společností SIGMA) 

5. 25 µl APS (cm = 0,1g / ml; APS dodané společností ) 

6. 5 µl TEMED (dodané společností SERVA) 

 

Složení pufru TRIS (pH = 8,8): 

9,1 g TRIS (TRIZMA
®
 base; dodané společností SIGMA) rozpuštěno ve 100 ml mQH2O a pH 

upraveno pomocí HCl na hodnotu 8,8. 

 

Složení pufru BIS-TRIS (pH=6,8): 

10,462 g BIS-TRIS (dodané společností SIGMA) rozpuštěno ve 100 ml mQH2O a pH upraveno 

pomocí HCl na hodnotu 6,8. 
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Složení elektrodového pufru koncentrovaného: 

1. 30,3 g TRIS (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA) 

2. 144 g Glycin (dodané společností SIGMA) 

3. 10 g SDS (dodané společností SIGMA) 

Takto zvážené množství bylo přeneseno do kádinky a doplněno na objem 1 litru. Takto 

koncentrovaný elektrodový pufr byl ředěn v poměru 1 : 9 (PUFR: mQH2O). Rozdíl mezi vnitřním a 

vnějším elektrodovým pufrem není v jejich složení, nýbrž v jejich schopnosti mnohonásobného 

využití. Vnitřní elektrodový pufr (v přímém kontaktu s gely) byl po každé elektroforéze vylit do 

odpadu. Vnější elektrodový pufr (vyplňující prostor aparatury) maximálně 5x recyklován. 

 

Složení Ponceau roztoku:  

0,1% Ponceau (v/v) (dodané společností SIGMA) v 5% kyselině octové (dodané společností 

PENTA) 

 

Složení Towbin pufru: 

1. 3,03 g TRIS (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA) 

2. 14,4 g Glycin (dodané společností SIGMA) 

Takto zvážené množství bylo rozpuštěno v 500 ml mQH2O. Posléze bylo přidáno 200 ml 

metylalkoholu (dodané společností PENTA) a celkový objem doplněn na V = 1 litr. 

 

Složení TBS: 

1. 12,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA) 

2. 146,2 g NaCl (dodáno společností PENTA) 

Takto zvážené množství bylo rozpuštěno ve 4 litrech mQH2O. Pomocí HCl bylo upraveno pH na 

hodnotu 7,5 a objem byl doplněn na celkový objem 5 litrů. 

 

Složení TTBS: 

Do 1 litru TBS bylo přidáno 0,5 ml Tween 20 (dodáno společností SIGMA) 
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8. INTERNETOVÉ ZDROJE: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 

http://genecards.org/ 

http://www.signaling-gateway.org/molecule 

http://www.jstor.org 
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