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Abstrakt

Adaptace na hypoxii je znamy fenomén, ktery zvySuje odolnost myokardu k
ischemicko-reperfuznimu (I/R) poskozeni, podobn¢ jako pfiméfena fyzicka zatéz, ktera
zlepsuje kontraktilni funkce srdce. Laktat je vyznamnym energetickym substratem pro srdecni
sval pii fyzické zatézi a v hypoxii. Metabolizmus laktatu byl a stale je spojovan se svalovou
unavou, avSak v poslednim desetileti se uvazuje o jeho vyznamné modulacni funkci
metabolismu pfi zatézi na trovni bunécné i celého organismu. Bylo prokazano, Ze jeho uc€inky
mohou byt obdobné¢ jako plisobeni hypoxie a jeho oxidovana forma, pyruvat, ma
kardioprotektivni  U¢inky. Cilem této price bylo porovnat expresi izoforem
laktatdehydrogenazy LDHA a LDHB v levé a pravé komote srde¢ni v kardioprotektivnim
rezimu adaptace na hypoxii. Dal§im cilem bylo zjistit odpovéd’ levé komory na I/R inzult na
modelu perfundovaného srdce adaptovaného na hypoxii ve srovnani s normoxickymi
kontrolami na Urovni exprese obou LDH izoforem. NaSe vysledky ukazali rozdily v levé i
pravé komoie u LDHA izoformy a zvySenou odpovéd’ levé komory na I/R inzult u potkant

adaptovanych na hypoxii na urovni exprese obou izoforem.

Klicova slova: srdce, hypoxie, metabolismus, laktat, monokarboxylovy transportér,
hypoxii inducibilni faktor, laktatdehydrogenaza, laktatovy vyménik
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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 - adenosindifosfat

AMP - adenosinmonofosfat

AMPK - adenosinmonofosfat aktivovana kinaza

ARNT = HIF-1B aryl-hydrokarbonova jaderna translokaza

ATP - adenosintrifostat

COX - cytochrom oxiddza

cytoLDH cytosolicka forma LDH

Fru-1,6-P2 - fruktdza-1,6-bisfosfat

Glu-6-P glukoza-6-fosfat

GNG - glukoneogeneze

GTP - guanosyltrifosfat

HIF - hypoxii inducibilni faktor

HIF-1a podjednotka HIF s oznaceni la

HREs - hypoxia response elements

La - laktat

LDH - laktat dehydrogenaza

LV - leva srde¢ni komora

mitoLDH mitochondrialni laktatdehydrogenaza

MCT - monokarboxylovy transportér

MPC mitochondrialni pfenaSe¢ pyruvatu (mitochondrial pyruvate
carrier)

NAD(P)" - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid

NADH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid

NFAT - nukleédrni faktor aktivovanych T-bunck
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NMR
OAA
PKA
pO2
PYR
ROS
RV
TMD

VHL

nuklearni magneticka rezonance
oxalacetat

disocia¢ni konstanta kyselin
parcialni tlak kysliku

pyruvat

reaktivni formy kysliku

prava srde¢ni komora
transmembranova doména

von Hippel-Lindau protein
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1. Uvod

Jiz vice nez tficet let je zndma adaptace na hypoxii svymi kardioprotektivnimi u¢inky,
které zvysuji odolnost myokardu k ischemicko-reperfiznimu I/R poskozeni, snizuji pocet
reperfuznich arytmii a zlepSuji obnoveni kontraktilni funkce. Stejné tak fyzickd zatéz
piiméfené intenzity a trvani, zlepSuje kontraktilni funkce srdce a vaskularizaci srdecni

tkané. AvSak mechanismy zodpovédné za tyto beneficni u€inky nejsou jesté zcela zndmy.

V obou téchto adaptacich hraje vyznamnou ulohu metabolismus laktatu, nebot” srdce
jej vyuziva jako primarni zdroj energie v zatézi na ukor mastnych kyselin, které jsou
preferované v klidovém rezimu. V poslednich letech bylo zjisténo, ze srdce podobné jako
ostatni oxidativni tkdné, jsou vybaveny mitochondrialni laktdtdehydrogenazou (LDH),
kterda umoziuje piimou oxidaci laktatu na pyruvat. Dale nalez specifického
monokarboxylového transportéru na sarkolemé a dalSich transportéri na mitochondrialni
membrané¢ umoznilo vytvofeni predstavy o existenci laktitovém vyméniku
Vv kardiomyocytech. Nedavno bylo potvrzeno, Ze srdce dava prednost utilizaci exogenniho
laktatu, ktery je transportovan do kardiomyocytu specifickym pienaseem MCTI1, pied
enodogennim laktatem produkovanym v glykolyze. Vyznamnym nélezem v této oblasti je
kardioprotektivni G¢inek poddvani oxidované formy laktatu, pyruvatu. Jeho stimula¢ni
ucinky na ¢innost srdce po ischemickém inzultu byly potvrzeny i na lidech a mohou byt
vyhodnéj$i pro energetickou homeostdzu srdce neZ stimulace adrenergni signalizace

Vv téchto ptipadech.

Laktatovy metabolismus se vV tomto ohledu, stava vyznamnym cilem v oblasti studia
kardioprotektivnich mechanismil vyvolanych adaptaci na hypoxii a zvySenou fyzickou
zatézi. V této praci jsme se zabyvali detailnim studiem zmény exprese obou LDH
izoforem v levé a pravé komofe u normoxickych potkanti a u potkani adaptovanych na
hypoxii, ktera vytvaii kardioprotektivni fenotyp. Dale jsme vypracovali protokol globalni
ischemie a reperfuze, kde doSlo k minimalnimu poskozeni bunék. A na tomto modelu
jsme stanovili expresi obou izoforem LDH, které se podileji na laktatovém vyméniku v
jednotlivych fazich I/R protokolu. Ziskané poznatky budou v pfistich letech rozvinuty a

vyuzity pro studium téchto mechanismi v adaptaci na fyzickou zatéz.
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2.1.

2. LITERARNI PREHLED

Laktat a jeho produkce

2.1.1. Historie objeveni laktatu

Laktat byl poprvé identifikovan Berzeliem v roce 1808 (Berzelius, 1808) a pozdé&ji
Arakim (Araki, 1891), ktefi ukazali, ze koncentrace kyseliny mlécné je umérna k praci
zatizeného svalu a je tedy mira se kterou byla spojovana dostupnost O,. V roce 1907,
Fletcher a Hopkins provedli sérii experimentti na izolovanych svalech obojzivelnikl
roz§ifujici tehdejsi znalosti (Fletcher and Hopkins, 1907). Skrze postupné Setfeni autofi
poukazali, Ze se kyselina mlé¢na objevuje v reakci na svalovou kontrakci, pokracujici za
nepiitomnosti kysliku. Druhym zjisténim bylo, Ze nahromadény laktat stimulované

svalové kontrakce mizi pfi reoxygenaci tkan¢ (pievzato z Gladden, 2008).

Dvacata 1éta 20. stoleti pfinesly zéklady pro pochopeni metabolismu laktatu ve
fyziologii fyzické zatéze. Byl identifikovan a pojmenovan ,.cyklus kyseliny mlééné®,
popisujici procesy vyuzivajici cyklické pfemény glykogenu na kyselinu mlé¢nou a zpét na
glykogen, a soucasné byly popsany dv¢ hlavni cesty ziskavani energie pro sval — aerobni a
anaerobni (Hill and Meyerhoff, 1923). Ze série dalSich experimentii a pozorovani bylo
zjisténo, ze narast kyseliny mlécné na pocatku zatéze pracujiciho svalu je disledkem
deficitu O, (tedy tkanové hypoxii) (Hill et al., 1924a,b). Tento model ,kyslikového
dluhu®, postulovany Hillem, se stal primarnim vysvétlenim zvySeného vyskytu kyseliny
mlécné béhem cviceni a nasledné tnavy (Hill, 1932). Vyklad vyzkumu v pribéhu tohoto
obdobi je v mnoha ohledech divodem, pro¢ byl laktat povazovan za koneény produkt u
vétSiny védecké spolecnosti. S jedinou vyjimkou — Coriho laboratofe, ktera
demonstrovala, ze laktat mize byt konvertovan zpét na glukdzu v jatrech (Cori and Cori,
1929; 1933). Vyzkum v nasledujicich 20 letech se spiSe snazi pfiznat laktatu funkci

striijce Unavy nez pochopit jeho funkei.

Ukazkovym piikladem laktatové Glohy béhem cviceni v nésledujicich letech bylo
zavedeni a detailni vypracovani koncepce anaerobniho prahu. Bylo pozorovéano, ze se
behem cviceni objevuje zvySend akumulace laktatu v krvi za standardni relativni cvicebni

intenzity (= 60-75% Vo, max), u jedinca S riznou trovni fyzické kondice (Davis, 1985).

10
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V prabéhu 80. let 20. stoleti bylo prokazano, Ze laktat neni jen odpadnim produktem
metabolismu (Brooks, 1985; 1986). Neékteré ze studii prokdzaly, ze stimulovany kosterni
sval psa byl schopen produkovat, ale i oxidovat laktat, v podminkach odpovidajicich
sttedni intenzité vykonu, u které byl zdanlivé dostate¢ny ptisun kysliku (Brooks, 1985;
Connet et al., 1986; Jobsis and Stainsby, 1968). Z toho divodu poukazal Brooks na to, ze
je kyslikovy deficit (anaerobidza) primarnim divodem akumulaci laktatu v krvi (Brooks,
1986).

V 90. letech bylo vyuzito metody fosforové nuklearni magnetické rezonance (NMR) a
méfeni myoglobinové saturace a pomoci 'H NMR K posouzeni predpokladu, zda je
rostouci hladina laktatu béhem postupného cviceni, které vede K vycerpani, zptisobena
svalovou hypoxii ¢i nikoliv. Bylo pozorovano, ze Cisty krevni laktatovy vydej neni
vztazen k intracelularnimu parcidlnimu tlaku kysliku (pO;) u vSech cvicebnich intenzit,
ale je linedrné vztazen ke kyslikové spotfebé a intracelularnimu pH. Tyto nalezy tak
podpofiily myslenku, Ze laktatovy vydej pfi cvi¢eni nesouvisi s pO,, ¢imz piestala byti

davana do souvislosti laktatova produkce a hypoxie (Richardson et al., 1998).

Nejnovéjsi studie piinesly dva nové vyznamné poznatky v oblasti studia tvorby
laktatu.  Zjistilo se, ze laktat neni vytvafen pouze za anoxickych ¢i hypoxickych
podminek, ale je to téZ metabolit, ktery vznikd pfi adekvatnim kyslikovém zasobeni

(Kemper et al., 2001)

A dale, Ze aerobni ziskavani ATP je vysoce adaptivni proces. Kosterni svalstvo ma
inherentni schopnost k adaptaci na energetickou poptavku organismu. Zda se, Ze mnoho
zivo€iSnych druhti je schopno minimalizovat néklady svalové kontrakce tak, aby bunécna
produkce ATP splnila poptdvku po ATP a zéaroven udrzela vysokou miru kontraktility
(Conley and Lindstedt, 2002). Jedna se o selektivni nerovové fizeni aktivace jednolivych
typt vldken Vv rdmci svalu, které zajisti nejekonomictéjsi pribéh svalové kontrakce za
danych podminek a utilizaci laktatu oxidativnimi neaktivnimi vlakny. Piebytek laktatu ze
svalu se odplavuje do krve a nasledné do jater, kde je metabolizovan na glukézu (Ledvina

etal., 2003).

11
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2.2.  Metabolické cykly laktatu

2.2.1. Glykolyza

Glykolyza je sled metabolickych reakci, jimiz je pfevadéna glukoza pres fruktoza-1,6-
bisfosfat na pyruvat za vzniku 2 mol ATP na mol glukoézy. Glykolyza, ktera zahrnuje 10
enzymovych reakci, pfedstavuje pravdépodobné nejlépe prostudovany biochemicky
proces, hraje klicovou roli v energetickém metabolismu. Laktat je chemicky definovan
jako sl kyseliny mlééné a vznikd v jedenécté reakci glykolyzy. Reakce je katalyzovana
laktatdehydrogenazou (LDH) a dochazi v ni k redukci pyruvatu za ptitomnosti NADH
(viz Obr.1). Laktat vznika zejména Vv kosternich svalech pii vysokém pozadavku na
dodavku ATP, i za podminek dostatecné dodavky kysliku a aktivované oxidativni

fosforylace (Voet and Voet, 2005).

pyruvit NADH

|

laktitdehydrogenass

Obr.1 — Pfeména pyruvatu na laktat v glykolyze (podle Voet and Voet, 2005)

LDH reakce je nesmirné dilezita pro pribéh celé glykolyzy, nebot’ zajistuje lokalni
regeneraci NAD™ ktery byl redukovan glyceraldehydfosfatdehydrogenazou na NADH.
Redukenich ekvivalenti je v bunice omezené mnozstvi a za pritomnosti kysliku jsou pfedavany

do mitochondrii k reoxidaci (Voet and Voet, 2005).

12
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Disocia¢ni konstanta kyseliny mlééné je pKa = 3,86, coz znamena, ze je plné
disociovana za normalniho fyziologického stavu pii pH 7,39 + 0,015 u muzi a 7,4 +

0,015 u zen (Silbernagl and Despopoulos, 2004).
2.2.2. Glukoneogeneze

Glukéza ma centralni ulohu v metabolismu jako palivo a jako prekurzor strukturnich
sacharidii a jinych biomolekul. Buitky mozku a cervené krvinky jsou téméf vyhradné
zavislé na glukoze jako zdroji energie. Kapacita jater na uskladnéni glykogenu postacuje
k zasobovani mozku glukdzou pii hladovéni asi na pil dne. Pti hladovéni musi byt vétSina
glukézy doplnéna glukoneogenezi, biosyntézou glukézy znecukernych prekurzort.
Glukoneogeneze probihd v jatrech, v menSim rozsahu v ledvindch. Glukoneogeneze
vyuziva glykolytické enzymy vyjma nasledujicich tfi hexokinaza, fosfofruktokindza a
pyruvatkinaza, které katalyzuji reakce s velkou zménou volné energie ve sméru glykolyzy.
V glukoneogenezi musi byt tedy tyto reakce nahrazeny reakcemi umoziujicimi
termodynamickou vyhodnou syntézu glukézy. Pyruvat je pfeveden na oxalacetat a poté na
fosfoenolpyruvat pomoci pyruvatkarboxylazy a fosfoenolpyruvatkarboxykindzy (viz

obr.2)

0 0 e ey 0 0 0O 0
2 I ”‘ pyruvatkarboxylasa . } PEPCK I
CHy—C—C—0 e T T CH,—C—C—0 s > CHy=C—C—0
/ B oxulpcetit { P fostacnolpyruvit (PIEP)
+ ATP ADP + P, | GDP +

pyruvat

Obr., 2
Pleména pyruvatu na oxalacetat a poté na fosfoenolpyruvét zahmuje pyruvatkarboxylasu (1)
a P-Pyr-karboxykinasu (PEPCK; 2),

Obr.2 — Pieména pyruvatu na oxalacetat a poté na fosfoenolpyruvat, PEPCK - fosfoenolpyruvatkarboxykinaza
(Voet and Voet, 2005).

Glukoneogeneze vyzaduje transport metabolitl mezi mitochondriemi a cytosolem.
Pfeména pyruvatu na oxalacetat probiha pouze v mitochondriich. Zatimco pfeména
fosfoenolpyruvatu na glukézu se odehrava v cytosolu. VEtsina enzymt protismérnych

metabolickych drah glukoneogeneze a glykolyzy je spole¢na pro ob¢ drahy, kromé

13
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2.2.3.

pyruvatkinazové reakce maji znaén€¢ nevyhodnou zménu volné energie ve sméru
glukoneogeneze a témi jsou: fosfofruktokindzova a hexokindzova reakce. V téchto
bodech jsou Fru-1,6-P, a Glu-6-P hydrolyzovany pomoci enzymu fruktdza-1,6-
bisfosfatazy a glukdza-6-fosfatazy, které jsou piitomny pouze Vv jatrech a ledvinach.
Toho je dosazeno hydrolyzou dvou molekul ATP a GTP na jednu molekulu glukozy
syntetizované pfi glukoneogenezi navic, nez kolik by bylo syntetizovano pfimym

zvratem hydrolyzy (viz. Reak¢ni schéma nize).

Souhrna reakce glukoneogeneze:
2 pyruvat + 2 NADH + 4H" + 4 ATP + 2 GTP + 6 H,0 — glukdza + 2 NAD" + 4
ADP + 2 GDP + 6 P;

Reakéni schéma glukoneogeneze (pievzato z Voet and Voet, 2005)
Coriho cyklus

V prvnich nékolika hodinach po pulstu, mozek spaluje glukézu rychlosti
4 —5 g/ h, coz jsou zhruba dvé tietiny jaterni produkce glukozy. Obligatné anaerobni

tkan¢ téZ metabolizuji glukdzu, kterou primarné konvertuji na laktat, ¢i pyruvat.

Jatra tyto produkty glykolyzy, pfinaSené krevnim feCiStém, vychytavaji a
vyuzivaji glukoneogeneze k regeneraci glukdézy na ukor energie. Jatra uvoliuji
glukozu pro tkdné€ zavislé na jejim piisunu. Tento sled reakci v jednotlivych tkanich
byl nazvan po jeho objeviteli jako Coriho cyklus (viz obr.3) (Boron and Boulpaep,
2012).
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Obr.3 — No¢ni pust - Na obrazku je patrné, jak jsou jednotlivé metabolické drahy mezi sebou propojeny.
Ornazova Sipka zna¢i Coriho cyklus, ¢ervena Sipka znaci glukézovy-alaninovy cyklus. aAA - a-aminokyselina;
AQP9- aquaporin 9; ECF — extracelularni fluidum; aKA — a-ketokyseliny; aKG — a-ketoglutarat (Boron and

Boulpaep, 2012)
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2.3. Transport laktatu

2.3.1. Monokarboxylovy transportér (MCT)

Monokarboxylové kyseliny hraji diilezitou roli v metabolismu vSech bunck, avSak
tkang, jako napft. bild kosterni vlakna, cervené krvinky a mnoho tumorovych bunék, jsou
vyhradné zavislé na této metabolické cesté k produkci vétSiny ATP za normalnich
fyziologickych podminek, zatimco vSechny tkdné se na této cesté stavaji zavislé behem
ischémie a hypoxie. Glykolyza produkuje 2 molekuly kyseliny mlé¢né, respektive laktatu,
za kazdou metabolizovanou molekulu glukézy a tyto dvé molekuly musi byt
transportovany ven z buiiky, aby mohla byt aktivita glykolyzy zachovana. Pokud by vydej
laktatu z bunky ,,nedrzel krok* s vlastni produkci, vzrostla by intracelularni koncentrace,
coz by vyvolalo sniZeni pH cytoplazmy. SniZené pH potom inhibuje fosfofruktokinazu a
tim i celou glykolyzu. (Halestrap and Price, 1999; Voet and Voet, 2005; Boron and
Boulpaep, 2012).

Jiné tkang, napt. mozkova, srdecni a Cervena svalova vldkna ochotné oxiduji laktat,
ktery se za jistych podminek mtiZze stat hlavnim zdrojem energie. Pro takové tkan€ musi
byt naopak laktat rychle transportovan z extracelularniho prostiedi do bunky. To samé
plati pro tkan¢ jakou je jaterni, v men$im mnozstvi renalni bunky, ve kterych probiha
Coriho cyklus, a vyuzivaji laktat jako dominantni substrat glukoneogeneze (Halestrap and
Price, 1999; Boron and Boulpaep, 2012).

Laktat, je nabity ion a nemize prochdzet plazmatickou membranu prostou difuzi, ale

potiebuje specidlni transportni systém.

V poslednich letech se zjistuje, Ze monokarboxylové slouceniny, jako je laktat a
pyruvat, hraji dalezitou roli v bunééném metabolismu a slouzi téZ jako ,,metabolické
komunikatory* mezi tkanémi. Zasadni pro jejich rychly transport je nedavno objeveny
S protonem-spfazeny monokarboxylovy transportér (MCT). MCT rodina nyni zahrnuje 14
¢lend, zniz pouze MCT1 — MCT4, byly prokazany experimentalné (Halestrap and
Meredith, 2004). Distribuce téchto izoforem je tkanoveé specificka (Halestrap and Price,

1999). Monokarboxylové pienaSeCe maji 12 transmembranovych domén (TMD) s N-
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terminalnim i C-termindlnim koncem lokalizovanym intracelularné¢ a velké intracelularni

smyc¢ky mezi TMD 6 a TMD 7 (viz obr.4)

Obr.4 Navrzend membranova topologie rodiny MCT. Sekvence ukazujici lidsky MCT1. (Halestrap and
Price, 1999)

Tyto transportéry umoznuji usnadnénou difuzi laktatu s protonem. Neni zde potiebny
zadny jiny energeticky vstup nez ten, ktery poskytuje koncentrani gradient laktitu a
protont. Vedle dominantniho pfenosu laktatu, MCT zprosttedkovavaji transport i jinych
dualezitych sloucenin — pyruvatu, alifatickych oxo-kyselin odvozenych od leucinu, valinu a
izoleucinu, vcetné¢ ketolatek jako acetoacetdtu (kyseliny acetylooctové), B-

hydroxybutaratu a acetatu.

2.2.2. Regulace aktivity MCT
2.2.2.1. Kratkodoba regulace

Dtkazy pro kratkodobou regulaci aktivity MCT jsou velmi omezené. Rychla
stimulace ¢innosti MCT1 prostiednictvim cyklického AMP byla nalezena u potkanich
endotelidlnich bun¢k mozku, nasvédCujici tomu, Ze protein mize byt regulovan

fosforylaci, ale tato data se nepodatilo potvrdit (Halestrap and Wilson, 2012).

2.2.2.2. Transkrip¢ni regulace

Ve zralém srdci byla nalezena isoforma MCT1 (Baker et al., 1998) stejné jako byla
identifikovana v mitochondriich pti¢n¢€ pruhovaného svalu (Butz et al., 2004; Hashimoto
et al., 2006).

Exprese MCT1 byla v rznych tkanich regulovana riznym zplisobem — Cetné studie

prokazaly, Ze je jeho exprese zvySena chronickymi stimuly, ¢i cvi¢enim a to jak u ¢lovéka,
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tak i potkana. Naopak, MCTL1 je sniZen V reakci na denervaci svalu, ¢i pfi poranéni
michy.

ZvySeni exprese je spojovana s reakci na zvysenou svalovou ¢innost skrze aktivaci
genoveé exprese a nejspisSe zahrnuje kalcium-dependentni protein fosfatazu (kalcineurin) a
AMP-aktivovanou kinazu (AMPK), ¢i obé tyto cesty. Koncentrace AMP i vapniku bude
zvySend vreakci na zvySenou zatéz. Kalcineurin se povazuje za zasadniho Cinitele
Vv expresi svalovych genii prostfednictvim defosforylace a aktivace transkripcniho faktoru
NFAT (nuklearni faktor aktivovanych T-bunék). V srdci byla pozorovana zvySena exprese
MCT1 proteini v hypertrofované levé komote po chirurgickém podvazani hlavni vétve
veéncité tepny. S touto zménou vsak nebylo prokazano zvyseni mRNA, coz patrn€ svédci o
post-transkrip¢ni regulaci.

Piedpoklada se, Ze by se mohlo jednat o translokaci MCT1 do sarkolemy a vzniku
nového intracelularniho poolu MCT1 spojeného témét s cisternami t-tubull. V srdci jsou
téZ popsany zmény V expresi riznych isoforem MCT béhem piechodu z neonatalnich
glykolytickych bunék na oxidativni bunky dospélého jedince — tzn. snizeni v expresi
MCT4 a zvysené expresi MCT1 (Halestrap, 2009).

2.2.3. Zastoupeni jednotlivych MCT v tkanich a jejich funkce

MCT 1 je exprimovan ve vétSiné tkani, ale je obzvlasté prominentni v srdci a
v ¢ervenych svalovych vlaknech (viz obr.5), kde je indukovana jeho exprese Vv reakci na
zvySenou pracovni zatéZ, coZ naznacuje zvlastni tlohu v oxidaci laktatu. Naproti tomu,
MCT 4 je nejvice exprimovan v bilych svalovych vlaknech a dalSich bunkach
s prevladajici mirou glykolyzy, jakymi jsou nadorové buiiky a bilé krvinky (viz obr.6),
coz naznacuje, Ze je exprimovan v mistech s pfevladdajicim vydejem laktatu do
extracelularniho prostoru. MCT 2 ma desetkrat vyssi afinitu k substratu nez je tomu u
MCT 1 a MCT 4 a nachazi se v buiikach, kde mtze byt pozadovéana rychla absorpce jiz
pfi nizkych koncentracich, véetné proximalnich tubulll ledvin, neuronii a spermii. MCT 3
je exprimovan vyhradné v pigmentovém epitelu sitnice (Gene Cards databaze).

Je vSak nutné, aby probehly dal§i vyzkumy, které budou charakterizovat vlastnosti
ruznych isoforem a jejich regulaci, které mohou mit dalekosdhl¢ disledky v klinickém
uplatnéni. V budoucnu by mohlo byt zajimavé prozkoumat vazbu genetickych chorob na

urcité MCT prostfednictvim jejich chromozomalniho uspofadani.

18



David Kolai Metabolismus laktatu v hypoxii

SLC16A1 Protein expression data from MOPED and PaxDb: About this image improved

Estimated protein expression logiq (pmol).
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Obr.5 - Distribuce MCT1 v jednotlivych tkénich (pfevzato z Gene Cards)

SLC16A3 Protein expression data from MOPED and PaxDb: About this image improved

Estimated protein expression logio (pmol).
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Obr.6 — Distribuce MCT4 (fetalni isoforma srdce) v jednotlivych tkanich (pfevzato z Gene Cards)
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2.4.  Laktatdehydrogenaza a jeji isoformy

Laktat dehydrogenazy (LDH) jsou zrodiny oxidoreduktdz 2-hydroxykyselin, které
souc¢asné konvertuji pyruvat na laktat, a NADH na NAD". Tato reakce, ktera je znama
jako mlééné kvaseni, vytvaii dilezity nastroj pro regeneraci NAD®, umoziujici
pokracovani glykolyzy. VétSina savell exprimuje nékolik isoenzym LDH. V anaerobnich
tkanich se vyskutuji dvé hlavni isoformy LDH. LDH M (z anglického muscle, neboli
LDHA), nachézejici se pievazné v kosternich svalech a jatrech a isoforma LDH H (z
anglického heart, neboli LDHB), ktera ptevazuje v srdci. Byla identifikovana i tieti
isoforma, oznaCena jako LDH X, kterd je vSak vyhradné exprimovana jen ve varlatech.
Identita sekvenci aminokyselin mezi H a M isoformou je vysokd (= 75%), ale byly
sledovany velmi rozdilné kinetické vlastnosti obou téchto isoforem, pii napt. pH = 6
vykazuje M, isoforma 3-10 krat vys$si Ky (Michealisova konstanta) pro pyruvat nez Hy
isoforma (Read et al., 2001; VVoet and Voet, 2005).

Ob¢ LDH isoformy M a H, vytvareji homo- ¢i heterotetramery, konkrétné: Ha, H3M,
H2oM,, HM3, My, jejichz exprese je téz tkanove specificka (viz obr.7) (Brooks et al., 1998).
A u obou isoforem je zndma krystalicka struktura v ternarnim komplexu s NADH a
oxamatem, ktery ptsobil jako inhibitor vazby substratu.

Ze studia dostupné literatury je ziejmé, Ze ucebnice/monografie zabyvajici se studiem
fyziologie fyzické zatéZe a biochemie vztahuji smér reakce k isoformé vyskytujici se ve
tkani. Zda se tedy, ze prevladajici M-isoforma v heterotetrameru bude primarné
katalyzovat reakci ve sméru tvorby laktatu, naproti tomu pievladajici H-isoforma bude
naopak katalyzovat obracenou reakci. de Oliveira Cruz uvadi, ze vedle tohoto spise
konzervativniho pohledu, je tfeba si uvédomit, Ze bunétna Clenéni a asociace LDH se
specifickymi bunéénymi strukturami (napf. se sarkoplazmatickym ¢i mitochondrialnim
retikulem) mohou hrat dualezitou roli pii uréeni koncentrace laktatu a pyruvatuv kazdém
Z intracelularnich kompartmentt, bez ohledu na piitomnost ¢i absenci dané isoformy.
Tento stav je smysluplny mimo jiné i proto, ze LDH katalyzuje reakci probihajici blizko
rovnovahy a tato reakce neni regulovana alostericky ¢i kovalentnim zptisobem, namisto
toho je regulovan koncentracemi jeho substratu a produktu (de Oliveira Cruz et al., 2012).

Dale de Oliveira Cruz vyslovil/a hypotézu o vysoké pravdépodobnosti sméru LDH
reakce v cytoplazmé. Uvadi, ze LDH reakce sméfujici k pyruvatu v cytoplazmé nemize

probihat, jelikoz charakteristika enzymu i charakter prostfedi cytoplazmy tuto reakci
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Vv tomto sméru nedovoluji. Timto je vytvoien piedpoklad teorie laktatového vymeéniku (viz

dale) (de Oliveira Cruz et al., 2012).
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Obr.7 — Agardzova gelova elektroforéza — zastoupeni jednotlivych isoforem LDH v tkanich. 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.  Laktatovy vyménik ( = Lactate shuttle)

Pied vice nez dvaceti lety byla vyslovena hypotéza laktatového transportu mezi
organy, ktera pfipoustéla jeho transport z mist jeho produkce (cytoplazmy) do okolnich
bunék i tkani, kde je potom dale oxidovan (Brooks, 1986). Tato hypotéze je v soucasné
dobé potvrzena a dokonce je znamo, ze ve smiSenych svalech je laktat produkovany
glykolytickymi vlakny pfimo metabolizovan vlakny oxidativnimi (Boron and Boulpaep,
2012)

Pozdé¢ji, s objevenim celé rodiny monokarboxylovych pienasecti, byly do pivodni
teorie transportu laktatu zhrnuty i intracelularnickomponenty a byla vytvofena ptedstava
intracelularniho laktatového vymeéniku neboli ,Lactate shuttle” (Brooks et al., 1998).
Princip tohoto systému zavisi na pfitomnosti MCT na mitochondridlni membrané a
mitochondrialni LDH (mitoLDH), ktera konvertuje laktat, v okamziku vstupu do

mitochondrie, na pyruvat a umozni jeho vstup do Krebsova cyklu.

Tuto teorii se posléze snazili vyvratit studie, které tvrdily, Ze by tak laktat vstupujici
do mitochondrie vytvoril zbyte¢ny cyklus, kterym by byl pyruvat redukovan na laktat
vV mitochondrii a pfesné naopak vcytosolu. Tato situace by pak vyvolala
ohroZeni energetické produkce, protoZe jak redoxni stav bunky, tak poZadovany smér toku

substratu by byl obracen (Rasmussen et al., 2002).

Jak jiz vSak bylo prokdzdno Laughlinem (viz vySe), musi existovat
intramitochondrialni laktatovy metabolismus (Lauglin et al., 1993). A nejnové;jsi studie se
téz priklanéji k teorii laktatového vyméniku (Brooks, 2009; Chatman et al., 2001). Laktat
je tedy produkovan pomoci laktatdehydrogenazové reakce a je exportovan z cytoplazmy
pomoci monokarboxylového pienasece, ¢imz je redistribuovan k riiznym funkénim
celkim. Tato redistribuce se miZe probihat na Urovni mezibunétné, ¢i v ramci jedné
jediné bunky a vytvaret tak intracelularni laktatovy vyménik (viz obr.8). Tato teorie byla
podpotena nékolika dalsimi ndlezy, zejména objevenim MCT1 v mitochondriich pficné
pruhovanych svalt a kardiomyocyti a kolokalizace MCT1 s cytochrom oxidazou (COX)
na vnitini membrané mitochondrii (Butz et al., 2004). Dale identifikace LDH asociované
S vnitini mitochondrialni membranou a matrix u kostenriho svalu m.pectoralis a u srdce
potkana (Baba et al., 1971). V souladu s t€émito nalezy je jiz star$i objev unikatni isoformy

LDH C a jeji schopnosti oxidovat laktat v mitochondriich spermii (Hochachka, 1980) a
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priukaz ze izolované svalové mitochondrie mohou oxidovat laktat (Brooks et al., 1998).
V kardiomyocytech byla prokazana piednostni oxidace exogenniho laktatu pred laktatem

endogenné¢ produkovanym pfi glykolyze v kardiomyocytech (Chatham et al., 2001).

Glucose G-6-P +—— Glycogen

Lactate Lactate «f== Pyruvate < » Alanine

\\

.
Acetyl-CoA

. “Pyruvate <= *Alanine

*Lactate

Obr.8 — Metabolické schéma znazorfiujici kompartmentaci metabolismu laktatu (Chatham et al., 2001). GT —

glukézovy transportér; MCT — monokarboxylovy transportér; G-6-P — gluk6za-6-fosfat.
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2.6.

Utilizace laktatu

2.6.1. Tkané spotfebovavajici laktat

2.6.1.1. Kosterni svalstvo

Z historie vyzkumu o laktatu vime, Ze jednim z primarnich producenti laktatu je

svalstvo. Nyngjs$i vyzkumy vSak ukazuji, ze svaly jsou téz primarnim konzumentem.

wewvr

a) Rychlost metabolismu / metabolicky obrat
b) Krevni pratok

c) Koncentrace laktatu v plazmé [La]y,

d) Koncentrace vodikovych iontt [H']

e) Typ svalového vlakna

f) Vytrvalostni trénink

Svaly ziejmé spotiebovavaji vice laktatu pti rovnomémém vykonu diky zvySené
oxidaci laktatu, nebot’ zrychleni transportu je pii akutnim zvySeni ¢innosti pouze malé.
Pro optimalni spotiebu laktatu by mél byt zachovan dostateény krevni pratok k udrzeni
prechodu laktdtu a H' z vné&jsiho prostfedi do nitra svalu. Stejné tak bude nartistajici
gradient laktatu smérem do vnitfku buiky a vzrustajici koncentrace laktatu uvnitt buniky
zvySovat jeho vyuziti a stimulovat sarkolemalni laktatovy transport. Podobné tomu bude i
Vv piipadé signifikantniho gradientu H® smérem dovnité buriky, ktery bude stimulovat
sarkolemalni laktatovy pifjem. Zatimco vzristajici nitrosvalova koncentrace H® mize
stimulovat exogenni laktatové vyuZiti inhibici endogenni laktatové produkce. Oxidativni
svalovéa vldkna jsou metabolicky vhodna pro oxidaci laktatu a maji téz vétSi kapacitu
sarkolemalniho transportu laktatu nez vlakna glykolytickd. Vytrvalostni trénink téz
zvySuje kapacitu svalu pro vyuziti laktatu a zvySeny transmembranovy ptenos laktitu
pravdépodobné diky zvyseni MCT1 na membrané a je mozné zvyseni i dalSich isoforem
(Gladden, 2000).

2.6.1.2. Jatra

Jatra hraji v metabolismu laktatu hlavni roli vzhledem k tomu, Ze jsou metabolicky
vybavena ke glukoneogenezi a laktat je hlavnim substratem pro glukoneogenezi,. Ve
skutecnosti byl metabolismus laktatu tradi¢n€¢ pfisuzovan funkci cytosolické

laktatdehydrogenaza (cytoLDH), navzdory prokazani laktatové oxidace mitochondriemi a
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existenci mitoLDH ve vnitfnich prostorach mitochondrii izolovanych z potkanich jater
(Brooks et al., 1998). V nedavné studii bylo ukazano, ze externé ptidany L-laktat (L-
LAK) muze byt oxidovdn v matrix pomoci mitoLDH za soucasné redukce
intramitochondridlntho NAD(P)" a vzniku mitochondrialniho elektrochemického
protonového gradientu. Byl zkouman mitochondridlni transport laktatu a bylo zjisténo, ze
mira metabolismu laktatu in vitro je limitovana mirou laktatatového transportu do
mitochondrii. Byly objeveny tfi samostatné laktatové translokatory, které se lisily od

transportéra pro pyruvat, ¢i D-laktat. Jedna se 0:

a) L-LAK /H" importér, ktery pumpuje L-LAK do mitochondrii
b) L-LAK / oxalacetatovy (OAA) antiportér
¢) LAK /PYR antiportér

Posledni dva zminéné zprostfedkovavaji vydej oxalacetatu respektive pyruvatu, noveé
nesyntetizované v duisledku mitochondridlniho laktatového metabolismu. Na druhou stranu L-
LAK /PYR vyménik byl zrekonstruovan in vitro kombinaci ¢innosti cyto- a mitoLDH a L-
LAK /PYR antiportéru (viz. obr.9) (de Bari et al., 2004).

r — gluconeogenesis
GLUCOSE

L-lactate/pyruvate
G3-P shutdle 1y

NAD' NADH+H"
P ] NADH+H'

L-LAC 2

H /
| rLLac

N v ,7ATP ADP | v
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W opyr — At 0AA /\\__' YR /
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Obr.9 — Laktatovy transport a metabolismus v mitochondriich hepatocyti potkana (de Bari et al., 2004). Na
obréazku je patrny pohled na vnitini mitochondridlni membranu (MIM), ve kterém jsou umistény jednotlivé typy
pienasecii — Laktatovy symportér (L-LAC); Pyruvatovy symportér (PYR); Pyruvatovy/oxalacetatovy antiportér
(PYR/OAA); Lakatovy/oxalacetatovy antiportér (L-LAC/OAA); Laktatovy / pyruvatovy antiportér (L-
LAC/PYR); Pyruvatovy/malatovy antiportér (PYR/MAL); Dikarboxylovy pfenase¢ (DIC); Fosfatovy prenasec

(Pi).
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2.6.1.3. Srdce

Arterialni koncentrace laktatu je u savcl béhem trvalého vykonu nizka, protoze jeho
produkce je dana nejen jeho znamym vyuzitim v glukoneogenezi, ale spise -
mitochondrialni oxidaci. Srdce je aktivni laktatovy spotiebitel a zdravy myokard soucasné
spotiebovava a vytvaii laktat i za klidového rezimu. Rychlost resorpce laktatu z krve je
zavisla na dodavce laktatu myokardu a 1i8i se v klidu ¢i pii zatézi (Stanley, 1991).

V souladu s tim, se stava z laktatu preferované palivo pro srdecni sval, pokud se
arterialni koncentrace laktatu zvysi. V tomto piipadé se veSkery laktat okamzité oxiduje
na CO, (Stanley, 1991; Chatham et al., 2001).

Tradi¢ni pohled byl, Ze k oxidaci laktatu dochazi v cytosolu prostfednictvim cytoLDH
a vznikly pyruvat vstupuje do mitochondrii, kde se oxiduje. Nicméné¢, asi 20 let po prvni
zpravé o existenci mitoLDH v srdci (Baba and Sharma, 1971) bylo prokazano, Ze u
pracujiciho myokardu psa, infuze [13C]lakté1tu oznacila mitochondrialni substrat, 2-
oxoglutarat, ale jiz nedoslo k oznaceni cytosolického pyruvatu ¢i alaninu, coz jednozna¢né
dokazuje pritomnost intramitochondrialniho laktatového metabolismu. Pii pouziti
[“C]pyruvatu k tomuto efektu nedoslo, (Laughlin et al., 1993).

Diikazem, Ze mitochondrie myokardu potkana mohou metabolizovat laktat, byla
rekonstrukce L-LAK / PYR vymeéniku, ktery nebyl inhibovan nizkymi davkami a-cyano-
4-hydroxycinnamatu, které inhibuji mitochondridlni transportér pro pyruvat MPC

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

2.6.1.4. Mozek

Vyzkumy poslednich dvou dekadd poukazuji na to, ze laktat je téz dilezitym
oxidativnim substratem mozku (Philp et al., 2005; Shurr, 2006). Mozkové buniky mohou
resorbovat laktat z krve, castecné¢ béhem intenzivniho cviceni, stejn¢ tak jako v prvnich
minutach po zatézi. Navic byl objeven ,,astrocytalni-neuronalni laktatovy vymeénik*, ktery
vyuzivd endogenni laktat produkovany glykolyzou v astrocytech. Laktat je exportovan
Z astrocytl do extracelularniho prostoru pomoci MCT1, ze kterého je resorbovan neurony
pomoci MCT2 a vyuzit jako hlavni palivo pro mitochondrialni respiraci (Pellerin and
Magistretti, 1994).

Jak jiz bylo feceno, v posledni dobé se uvazuje nad tim, ze lakat je primarnim
produktem glykolyzy nezavisle na tom, zda je, ¢i neni k dispozici kyslik i v oxidativnich

tkanich (Shurr, 2006). Laktatovy metabolismus se muze vyskytovat i v mitochondriich
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oxidativniho typu bunék, nebot’ existence mitoLDH ve vnitinich prostorach mitochondrii
zde byla prokazana imunologickou a enzymatickou analyzou. Externé¢ podany laktat
vstupuje do mitochondrii, pravdépodobné pomoci L-LAK/H" symportéru a je oxidovan
(Atlante et al., 2007).

L-LAK / PYR vyménik se vyskytuje v neuronech (de Bari et al., 2004; Valenti et al.,
2004). Zda jsou mitoLDH, MCT1 a MCT2 ptitomny v mitochondridlnim retikulu, které
byly detekovany v mozku potkana a primarnich neuronalnich kulturach, musi byt jesté
ovéteno (Hashimoto and Brooks, 2008).

2.6.2. Uloha laktatu
2.6.2.1.  Signaliza¢ni molekula

Brooks navrhl zcela novou roli laktatu jako metabolického signalu na trovni celého
organismu a uvazuje o tom, ze laktat muze pusobit jako pseudo-hormon (Brooks, 2002).
V ramci tohoto modelu jsou hladina glukézy v krvi a glykogenové rezervy v riznych
tkanich regulovany dostupnosti laktatu, ktery pak muze byt lokalné vyuzit v bunkach,
které ho produkuji nebo mize byt pfepravovan pies intersticium a vaskularizaci do
sousedici bunky. V této roli se laktat stdva kvantitativné dileZitym oxidovatelnym
substratem a glukoneogenetickym prekurzorem, stejné jako prostiedek, kterym muze byt
koordinovan metabolismus v riznych tkanich. Laktat umoziuje regulovat redoxni stav
bunky, tim, Ze snadno prechazi na svlij sndze oxidovatelny analog, pyruvat, a ovlivituje
tak pomér NAD" / NADH. Laktat je tedy uvoliiovan do systémové cirkulace a vychytavan
distalnimi tkanémi a orgadny, kde takto ovliviiuje redoxni stav bungk.

Zvyseni lokélni extracelularni koncentrace laktatu na 2-3 mmol 1™ v ranach potkant
kmene Sprague-Dawley, indukovanych hydrolyzovatelnym polyglykolem, vedlo ke
zvySeni VEGF exprese a k 50%-nimu nartstu v ukladani kolagenu. Tato data naznacuji,
ze laktat sam o sobé navozuje bunéénou odpoveéd, kterd je charakteristickd pro stavy se
snizenou dostupnosti Oy, a timto navozuje pseudo-hypoxické prostiedi. V kombinaci
Stouto reakci, okysliCend tkan umoziuje endotelidlnim builkam a fibroblastim
podporovat ukladani kolagenu a neovaskularizaci. Pro zji$téni, zda skute¢né laktat funguje

jako signaliza¢ni molekula, je vSak nutny dal$i vyzkum (Trabold et al., 2003).

2.6.2.2.  Uloha v uréeni paliva

Jak bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, laktat je ve srovndni s glukézou a

pyruvatem v srdecnim svalu vyuzivan piednostn¢ (Laughlin et al., 1993). Byla potvrzena
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jeho vyssi selektivita pro naslednou oxidaci s pouzitim [13C] laktatu a [13C] glukozy
(Chatham et al., 2001). Infize laktatu byla pirednostné oxidovana a to jak v klidové zatézi,
tak 1 b€hem cviceni u lidi (Miller et al., 2002).

Autofi dospéli k zavéru, ze laktat, ktery byl podan introven6zni infuzi, se choval jako
,,Sporic* glukdzy, coz umoziuje zachovat glukézu a glykogen na obdobi zvyseného stresu
vyvolané¢ho vysokou fyzickou zatézi. Tyto metody umoznily vyzkum role laktatu,
nicméné¢ podminky nebyly zcela fyziologické, nebot’ pouzily laktat nezavisle na vyuziti
glukdzy. Zvysend koncentrace laktatu by tedy mohla slouZzit k ochromeni glykolyzy, jako
krok, ktery by Setfil koncentrace glukozy na vhodné&jsi dobu. Infaze laktatu, v ptipadé
spravné funkce intracelularniho laktdtového vymeéniku, obejde glykolyzu, je snadno
ptijata do mitochondrii, kde je pfeveden laktat na pyruvat pomoci mitoLDH. Z tohoto
divodu by se pak syntéza laktatu v cytoplazmé snizila diky soucasné zvySené koncentraci
H" a vzhledem ktomu, Ze tvorba pyruvatu zlaktitu pfijima H* zNADH a za
fyziologického pH, kys.pyrohroznova téz disociuje zcela. Tato zvySena acidifikace by
mohla potlacit glykolyzu inhibici fosfofruktokindzové aktivity a zaroven tak ovlivnit

redoxni stav buniky (Miller et al., 2002; Brooks, 2009).
2.6.2.3.  Protektivni funkce via pyruvat

Pyruvat, metabolicky produkt glykolyzy a oxidovatelného palivo v myokardu, zvysuje
srdecni kontraktilitu a energetick¢ rezervy, a to zejména, kdyz je podan v
suprafyziologickych koncentracich. Inotropni ucinky pyruvéatu jsou nejplisobivejsi v
lidskych srdcich, které byly reverzibilné poskozeny ischémii ¢i reperfuznim stresem.
Glukéza se zda byt zasadni spolupracujicim substratem pyruvatu a jeho ptiznivych vlivii v
ochromeném srdci, ale existuji 1 dalsi paliva, v€etné laktatu, acetatu, mastnych kyselin a

ketolatek.

Na rozdil od farmakologického inotropismu pomoci katecholamind, metabolicky
inotropismus stimulovany podanim pyruvatu zvySuje srdeCni energetické rezervy a

upeviiuje endogenni glutation-antioxidacni systém.

Mechanismy, které se podileji na zlepSeni srde¢ni funkce po podani pyruvatu mohou
mit svoji podstatu ve zvySeni cytoplazmatického potencidlu fosforylace a Gibbsovy volné

energie hydrolyzou ATP, ve zvySeni vstiebavani a uvolnovani vépnikovych iontl
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sarkoplazmatickym retikulem, a také ve snizeni koncentrace -cytoplazmatického
anorganického fosfatu. Pyruvat se muze podilet na aktivaci systému souvisejicich s
odstranovanim kyslikovych radikald pomoci piimé neutralizaci peroxidy, a nebo
zvySenim intracelularniho glutationu -NADPH antioxida¢niho systému. Metabolismus
pyruvatu muze ovlivnit uzavieni mitochondrialnich permeabilnich transition pord, jejichz
otevieni vede k apoptoze (pro ptehled Mallet, 2000). Tyto mechanismy nejsou jesté zcela

potvrzeny a jisté si zaslouZi svoji pozornost
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2.7. Hypoxie

2.7.1. Srdec¢ni hypoxie a ischémie

Srdecni hypoxie je vysledkem disproporce mezi zasobovanim kysliku a skute¢nou
potiebou organismu (viz obr.10). Vzhledem k vysokému koronarnimu arteriovendéznimu
rozdilu neni myokard schopen zvysit piivod kysliku zvySenou extrakci kysliku z krve.
Jedinym zpusobem, jak akutné zvysit dodavku kysliku je zvySeni prutoku, pfi chronické
hypoxii dochazi k rozvoji abiogeneze. Hypoxii mizeme klasifikovat dle jejiho ptvodu.
Systémova hypoxie je charakterizovana poklesem pO; v arteridlni krvi pfi nezménéné
perfuzi. Pii anemické hypoxii je arteridlni pO, normalni, ale transportni kapacira krve pro
kyslik je snizena. Histotoxicka hypoxie vznikd v disledku snizeného intracelularni vyuziti
kysliku pii dostate¢ném nasyceni a adekvatnim pritoku krve (napf. inhibice respiraéniho

fetézce v dusledku otravy kyanidem) (Ostadal and Kolat, 1999).

Pii fyzické namaze nebo pii psychickém vzruSeni stoupa potfeba O, v myokardu
ptedevsim proto, ze v disledku aktivace sympatiku roste tepova frekvence i1 kontraktilita
myokardu. Zdravé srdce na to reaguje snizenim odporu koronarnich cév az zhruba na 20%
klidové hodnoty, aby 1 pfi takové zat€zi umoznilo odpovidajicim zvySenim koronarniho
pratoku krve opét vyrovnat kyslikovou bilanci. Tato mozZnost zvySeni pritoku krve az na cca
pétindsobek klidové hodnoty se nazyva koronarni rezerva. Tento Siroky rozsah velikosti
pritoku krve je dan tim, Ze vitalni koronarni cévy jsou v klidu ve stavu konstrikce a dilatuji se
teprve v piipad¢ potieby. Charakteristickym rysem ischemické choroby srde¢ni je snizena
koronarni rezerva, coz vede k tomu, ze nabidka O, pfi zatéZzi neni schopna pokryt potiebu.
Tato ischemickd anoxie na sebe ¢asto upozorni tim, ze pfi télesné namaze nebo pfi emocnim
rozruseni vede predevsim k levostrannym bolestem na prsou, pazi a v krku (angina pectoris)

(Silbernagl and Despopoulos, 2004)

Pojmy "hypoxie" a "ischémie" mohou byt zaménovany i v odborné literatute, i pies
skute¢nost, Ze dlsledky obou mechanismil na bunééné tirovni jsou velmi odlisné. Pfi ischémii
nejen klesd dodavka kysliku a substrati, ale také se vyrazné snizuje odstraiiovani metaboliti,
zejména kyseliny mlécné a protond, intraceluldrni pH se rychle snizuje v disledku hromadéni
kyselych produkti glykolyzy. Naproti tomu pfi hypoxii dochdzi k perfizi a vymyvani
kyselych produktii glykolyzy, a tim se zpomali rychlost vyvoje aciddzy. Systémova hypoxie

je obvykle generalizovany jev difizné zahrnujici cely myokard, oproti tomu, ischémie se
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omezuje na oblast postizené véncité tepny. Ischemicka hypoxie se klinicky projevuje zejména
u ischemické choroby srdecni a jeji akutni formy, infarktu myokardu, pfi¢emz systémova
hypoxie je spojena s chronickou plicni hypertenzi rdzného piavodu, cyanozou diky
hypoxemické vrozené srdecni vadé nebo zménami vyvolanymi v kardiopulmonalnim systému
poklesem barometrického tlaku ve vysokych nadmotskych vyskach. Existuji dva fyziologické
ptipady systémové hypoxie: (i) fetalni myokard, ktery je vystaven hypoxii odpovidajici vysce
8 000 m ("Mount Everest in utero"), a (ii) myokard jedinct zijicich trvale ve vysokych
nadmoiskych vyskach. V obou piipadech je myokard vyrazné¢ odolnéjsi proti akutnimu

nedostatku kysliku, zatimco v populaci Zijici v niZinach je tato odolnost k ischémii ztracena

brzy po narozeni (Ost'adal and Kolat, 1999)

Ani ischémie ani hypoxie nemtiZze byt definovana v absolutnich hodnotéch, protoze pritok
krve a mnozstvi kysliku potfebné pro podporu myokardu v ramci jednoho souboru podminek,
nemusi byt nutné relevantni u dal§iho souboru podminek. Za bazalnich podminek u ¢lovéka,
je obvykle postacujici krevni pratok o objemu 60 - 90 ml / min na 100 g myokardu. Na
druhou stranu, pokud je srde¢ni ¢innost a jeji metabolické pozadavky vyrazné€ snizeny, miize
byt Zivotaschopnost myokardu udrZovana pfi mnohem niZ§im prokrveni, pfiblizn€¢ 10 az 20
ml / min na 100 g nebo dokonce pii do¢asném pieruseni perfiize, napt. v hypotermii, nebo po

podani nitroglycerinu ¢i 1€k, které blokuji B-adrenoreceptory.

Kontraktilita

Koronar_m krevni Arterlolvenr':zm Tepovd frekuerice Napétive
pritok kyslikovy sténé
rozdil
Ventrikuldrni objem f
Tlak Rezistence
aorty korondrnich cév Ventrikularni tlak

Obr.10 - Faktory ovliviiujici kyslikové zasobobovani a poptavku myokardu (Ost'adal and Kolat, 1999)
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2.7.2. Hypoxii indukovany faktor

Spotteba kysliku a jeho dostupnost pro myokard musi byt v rovnovaze, aby byla zajisténa
normalni srdecni funkce a tim zivotaschopnost celého organismu. Ackoli existuji rizné
fyziologické mechanismy, které koordinuji tuto rovnovdhu dynamicky v reakci na akutni, ¢i
subakutni zmény v srdecnim vykonu, zmény ve struktufe genové exprese také hraji klicovou
roli, obecné jako adaptivni odpovédi na srdeCni stresory, které méni bud’ O spotiebu
myokardu (napt. tlakové ,,pfetizeni®) nebo O, dodavku (napi. ischemicka choroba srdec¢ni).
Genova exprese je upravena v kyslikovém zasobovani v srdci nékolika mechanismy, véetné
regulace genové transkripce hypoxii inducibilni zakladni helix-loop-helix transkripéni faktor

hypoxii indukovany faktor 1a (HIF-1a) (Huang et al., 2004).

HIF-1a reguluje transkripci rozsahlého repertoaru genti, které prispivaji ke zvysSeni
dodavky kysliku na vice Grovnich a soucasné k ptizpisobeni metabolismu bunék na jeho
nedostatek. Do téchto procesi patii rozvoj angiogeneze a remodelace cév, zvySeni tvorby
cervenych krvinek, ovlivnéni metabolismu, apoptdzy, kontroly ROS, vazomotorické

reaktivity a cévniho tonu a zanétu (Iyer et al., 1998; Ryan et al., 1998).

HIF-1o se stava transkripéné aktivni po dimerizaci s aryl-hydrokarbonovou jadernou
translokazou (ARNT, nebo-li HIF-1B) a interakci s dalsim kofaktory jako je napt. p300. Poté
se muze vazat na konkrétni oblasti DNA na tzv. ,,na hypoxii odpovidajici elementy* (hypoxia
response elements,HREs) v regula¢nich oblastech cilovych gent. HIF1f podjednotka je
konstitutivné exprimovana, a tak dostupnosti HIF-1a je regulovana transkrip¢ni aktivita HIF.
Hlavni mechanismem regulace HIF-1a hladiny v bunce v zavislosti na dostupnosti kysliku
zahrnuje posttranslaéni regulaci HIF-lo podjednotky. Pii fyziologické hlading kysliku
dochazi k hydroxylaci HIF-1a podjednotky specifickymi prolyl hydroxylazami (Semenza,
2001). Tato hydroxylace produkuje vazebné misto von Hippel-Lindau proteinu (VHL)
(Kaelin, 2002). VHL, podrobuje HIF-1a polyubiquitylaci, tim, ze jej cilené znaci pro rychlé
zni¢eni v proteozému. Kdyz je kyslik méné hojny, k prolyl-hydroxylaci nedochazi, a proto se
VHL nevaZe na a ubiquitylate HIF-1a. HIF-1a se hromadi v bunice, asociuje s HIF1-B, vaze
HREs v cilovychych genech a méni transkripci téchto genii. Tato post-translaéni uroven
regulace zarucuje, ze k HIF-zprostiedkované transkripéni odpovédi na hypoxii dochazi

rychle.
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Specifické delece HIF-1a u kardiomyocytd vedly ke zménéné expresi mnohocetnych
gend u normoxickych srdci, coz znaci, ze HIF-1a hraje diilezitou roli v koordinaci genové
exprese s kyslikovou dostupnosti v normalnim rozmezi pO2 a zvlasté ve vyvoji srdce.
Bylo potvrzeno, ze exprese HIF-1a v kardiomyocytech je potfebna k udrzeni normalniho
metabolismu myokardu, jeho prokrveni, Kk optimalnimu hospodateni s vapnikem a udrzeni
kontraktilnich funkci za normoxickych podminek. HIF ma téz vyrazny efekt na expresi
genl zapojenych do srde¢niho metabolismu, véetné vsech glykolytickych enzymd,

transportéru glukézy a laktatdehydrogenazy (Huang et al., 2004).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

e Piipravit experimentalni protokol pro ischemicko-reperfuzni (I/R) inzult, ktery je
na hranici bunééného poskozeni srdce.

o Zmctit expresi LDHA a LDHB isoforem v levé komote potkana v jednotlivych
fazich /R inzultu u normoxickych zvifat.

e Zmctit expresi LDHA a LDHB isoforem v levé komote potkana v jednotlivych
fazich /R inzultu u zvifat adaptovanych na hypoxii.

e Porovnat expresi LDHA a LDHB v levé a pravé komofe u normoxickych a

hypoxickych skupin.
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4. METODIKA

4.1.  Experimentalni zvifata, adaptace na hypoxii a odbér srdce:

Pro experimentalni Cast této diplomové prace byli pouziti samci dospélych potkana
inbredniho kmene Wistar dodané spolecnosti Anlab z chovu Charles River, USA. Zvitata byla
chovana na svételném rezimu 12h tma / 12h svétlo, krmena standardni dietou ST1 a
dostupnost vody ad libitum. Chovani a veskeré zachdzeni s experimentalnimi zvitaty bylo
v souladu se smérnici Evropské Unie — EU Council Directive (86/609EEC) a experimenty
byly schvaleny etickou komisi Fyziologického tistavu AV CR v.v.i.. Prace byla podpoiena
Grantovou agenturou akademie véd CR grantem &islo IAAX 01110901. V tomto pokusu
bylo pouzito celkem 48 zvitat, kterd byla rozdélena do 8 experimentalnich skupin. Polovina
poctu zvirat (24) byla chovéna v normoxickych podminkéch (skupina N) kontinualn€ po dobu
3 tydni. Druha polovina zvifat byla adpatovana na hypoxii (skupina H) v normobarickych
hypoxickych komorach, jejichz prostiedi odpovida nadmoiské vysce 5000 m.n.m. (10% O,),
kontinualn¢ po dobu 3 tydnii.

Vsechna zvifata byla usmrcena cervikalni dislokaci v normoxii, srdce bylo vyjmuto a
vhozeno do fyziologického roztoku z divodu zbaveni krevnich elementt. U experimentalnich
skupin poté nasledovaly experimenty na perfundovaném srdci podle Langendorfa dle jiz diive
pouzivaného protokolu na FGU AV CR (Ravingerova et al., 2007). A nasledné byla oddélena
leva (LV) a prava (RV) komora na ledu a téz septum (S). Vzniklé ¢asti srdce byly osuSeny,
ihned zmraZeny v tekutém dusiku a nasledné zvazeny (viz Ptiloha 1A). Vzorky byly

skladovany v tekutém dusiku az do doby dal$iho zpracovani.

4.2. Experimentalni protokol

Normoxicka a hypoxicka zvifata byla rozdélena do Ctyf experimentalnich skupin, které
byly podrobeny nasledujicim experimentalnim perfiznim protokolim. Perfuze srdci in vitro
byla provedena na Langendorfové pristroji pii teplot¢ 37°C s pouzitim Krebs-Henseleitova

pufru jehoZ slozeni je uvedeno v Ptiloze 1C.

35



David Kolai Metabolismus laktatu v hypoxii

Experimetélni skupiny:

I. Intaktni kontrolni zvifata — skupina N a H.

Srdce byla rozd€lena a zmrazena ihned po usmrceni zvifat .

Il.  Kontrolni skupina stabilizace — vznik skupin KN, KH:

Srdce bylo zavéseno beéhem 30 sec az jedné minuty od usmrceni na Langendorfav
ptistroj a perfundovano okyslicenym Krebsovym-Hanseleitovym pufrem o prutoku 10 ml
/ g tkdan€¢ * min.po dobu 15 minut pti 37°C (viz priloha 1A). Po té bylo rozdé¢leno,

jednotlivé ¢asti zmrazeny.

I1l- Vyvolani ischémie — vznik skupin IN, 1H:

Srdce zvifat prosla periodou stabilizace, dale byla navozena ischemicka perioda
s dobou trvani 10 minut zastavenim pratoku perfuzniho média a uzavienim pfivodni
kanyly bez moznosti difuze kysliku. V okoli srdce byla vytvotena dusikova atmosféra
vhanénim dusiku k srdei do komory Langendorfova pfistroje. V této fazi srdce prestalo

bit.

IV. Reperfuze — vznik skupin IRN, IRH:

Srdce téchto experimentalnich skupin prosla periodou KN,IN, respektive KH,IH, a
naslednou reperfuzi po dobu 10 minut; obnoveni pritoku pufru, coz vedlo k obnoveni
kontraktility. Tento model byl experimentdlné stanoven, tak aby nedoslo k bunécnému
poskozeni srdce a mohla byt sledovana pouze odpovédbunécného metabolismu na
ischémii a reperfazi. V prubéhu reperfuze byl odebiran efluent v objemu V = 0,5ml, ve
kterém byla pozdé&ji stanovena LDH aktivita, jak indikator miry bunééného poskozeni.
Efluent byl odebiran v ¢asovych intervalech — 10s, 20s, 30s, 60s a 3 minuty po zacatku

obnoveni prutoku (viz obr.11). Srdce v této fazi obnovila kontraktilni funkci.

Casovy pribéh experimentu je zaznamendn na obrdzku ¢.11, kde jsou barevné

zobrazeny jednotlivé periody a odbér efluentu.
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STABILIZACE ISCHEMIE REPERFUZE

Obr.11 — Schéma exprimentalniho protokolu, kde jsou znazornény ¢asové poméry mezi jednotlivymi kroky

metodiky (pomérna $ife odpovida dobé trvani) a odebirani efluentu v reperfuzi (zobrazeno sipkami)

4.3. Homogenizace srde¢niho svalu

LV a RV jednotlivych experimentalnich a kontrolnich skupin byly pfineseny v tekutém
dusiku a rozdrceny v pfedem vychlazenych tfecich miskach (pomoci tekutého N») na jemny
prasek s tekutym dusikem. Poté byly velmi rychle pfeneseny do pfipravené piedvazené
mikrozkumavky s 0,5 ml homogeniza¢niho média 1 (HM1) (slozeni viz ptiloha 1C — slozeni
jednotlivych roztoki) a n¢kolika sklenénymi kuli¢kami pomoci vychlazené kovové Spachtle.
Mikrozkumavka byla po nékolika sekundach, kdy se vyrovnaly teploty tkanového prasku a
média, uzaviena a dynamicky protiepana rukou a prudce zvortexovana, aby se cely vzorek
promisil s médiem. Nasledné¢ byly mikrozkumavky kratce centrifugovany a zvazeny. Po
zvazeni se médium doplnilo tak, aby byl pomér hmotnosti tkan¢ a homogeniza¢nim média 1:8

(na 1 mg tkang ptipadlo 8 pul média HM1).

Vzorky byly didle homogenizovany ve vychlazenych kyvetach homogenizatoru (MIXER
MM200, Retsch) po dobu 10 minut pfi frekvenci 30 Hz. Nasledné byla stanovena koncentrace
proteinu pomoci Bradfordovy metody komerénim setem (Bio-Rad), dle instrukci vyrobce.
Poté byl stanoven vzorek s nejnizs$i koncentraci proteinu, a na tuto koncentraci byly ostatni
vzorky nafedény homogenizatnim mediem HMI1. Tim byla ziskédna teoreticky stejné
koncentrace proteinti ve vSech vzorcich a redlnad koncentrace byla znovu pfeméfena. Byla
oddélena ¢ast homogenatu na stanoveni enzymatické aktivity LDH a nasledné rozdélena na
aliquoty pro jednotlivd méfeni. Dalsi ¢ast homogenatu byla oddé€lena pro stanoveni exprese
proteint. Tyto vzorky byly déle fedény pomoci homogeniza¢niho média s vysokym obsahem
mocoviny HM2 (viz. Ptiloha 1C) vpomeéru 1:1, coz =zajistilo dokonalou solubilizaci

kontraktilnich proteinti. Po té byla opét stanovena koncentrace proteinti ve finalnich vzorcich
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a byly nasledné fedény na finalni koncentraci 3 pg / ul Laemmliho pufrem a tim piipraveny
k analyze pomoci western blottingu. Vzorky byly v aliquotech do dalsi analyzy v mrazicim

boxu (t = -80°C).

4.4.  Aktivity LDH

Specificka enzymaticka aktivita LDH byla hodnocena metodou zaloZenou na principu
sprazenych enzymatickych reakcich s vyuzitim komeréni soupravy (LDH LIQUI-UV, Stanbio
Laboratory). THR test je konkrétné zalozen na redukci NAD" prostiednictvim spiazené
reakce s glukoza-6-fosfat dehydrogenazou a jejim specifickym produktem NADH, rychlost
tvorby byla stanovena méfenim absorbance pti 340 nm v 96-jamkovych destickach s pouzitim
multireaderu Synergy™ HT (BioTek Instruments). Test byl pfipraven smisenim roztoku R1 a
roztoku R2 v poméru 5:1 vzdy Cerstvé. Nanaska ¢inila vzdy 30 pg na jamku, coz odpovidalo
objemu V=200 pl. Aktivita LDH byla méfena pfi teploté 37°C po dobu 10 minut. Specifické
aktivity LDH byly vztazeny na mg proteinu (viz Vysledky).

4.5. Separace pomoci SDS-PAGE

Z homogenatt kazdého vzorku LV a RV byly metodou SDS-PAGE, jak je uvedeno
V praci nasi laboratofe Waskova-Arnostova et al., 2013, s pouzitim Mini Proteanu 3 (Mini-
PROTEAN TetraCell, Bio-Rad) separovany jednotlivé isoformy LDH (LDHA, LDHB). Pro
pfipravu vSech roztokii byla pouZita filtrovand voda Milipore (mQH20O; filtr: 0,22um).
Koncentrace polyakrylamidového separa¢niho gelu byla 12% a zaostfovaciho gelu byla 5%
(viz ptiloha 1C — sloZeni jednotlivych roztoki). K jednotlivym vzorkiim v mikrozkumavkach
byly pfidany 2 pul IM DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA), vzorky byly poté inkubovany pfti
100°C po dobu 5 minut.

Nasledné byly vzorky naneseny v koncentraci 15 pg proteinu na jamku pokazdé
V nahodném potfadi. Hmotnost sledovanych proteint byla identifikovana pomoci
molekulového markeru (BLUeye Prestained Protein Ladder; Genedirex). Jako kontroly byly
pouzity tzv. univerzalni kontroly, které byly pfipraveny smisenim vzorkd intaktnich
normoxickych LV (UN) a intaktnich hypoxickych LV (UH). Jednotliva zvifata ze skupiny N

a H se mezi sebou vyznamné nelisila, coz bylo potvrzeno pomoci imunodetekce a LDHA
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protilatky (viz obr.12). Gely byly zality nejprve vnitinim pufrem a naneseny vzorky, po té
byl vngjsi elektrodovy pufr nalit do vnéjsi nadoby. Slozeni puft je uvedeno v piiloze (viz.
ptiloha 1C), elektroforéza probihala za konstantniho napéti U = 200 mV, po dobu 1 hodiny a
nastavenim proudu | =400 mA a pii teploté t =25°C.

—— =" W T —
N1RV  H1RV N2RV H2RV  N3RV  H3RV N4RV H4RV  N5RV  HS5RV

Obr.12 — Zastoupeni jednotlivych vzorku ze zvifat 1-5. Rozdil v mnoZstvi isoformy LDHA v pravé komoie
srdeéni (RV) mezi normoxickymi (N1-N5) zvitaty a zvitaty adaptovanymi na kontinualni hypoxii (H1-H5) je

znatelny jiz pouhym okem.
4.6. Western blotting (WB)

Jednotlivé gely byly vyjmuty z aparatury pro elektroforézu, oplachnuty v mQH,0 a
inkubovany v Towbin pufru (viz pfiloha 1C — sloZeni jednotlivych roztokl) minimalné po
dobu 15 minut. Nasledn¢ byly proteiny transformovany na nitrocelul6zové membrany (0,2
um, Protran BA 83, Whatman) za konstantniho napéti 100V, proudu 350 mA po dobu jedné
hodiny pfti 4°C za pouziti Mini-Trans Blot systému od formy Bio-Rad.

Po skonceni elektrického transferu byly membrany lehce oplachnuty v mQH>0 a
obarveny pomoci Ponceau roztoku (viz pfiloha 1C — slozeni jednotlivych roztoki) inkubaci
trvajici 5 minut. Membrany byly naskenovany a definitivné odbarveny v pufru TBS (viz
ptiloha 1C — slozeni jednotlivych roztokid). Po dikladném odbarveni byly membrany
inkubovany po dobu 15 minut v pufru s detergentem TTBS (viz ptiloha 1C — sloZeni
jednotlivych roztoktli). Nasledn¢ byly membrany osuseny filtraénim papirem a uzavieny do

folie a uskladnény v mrazicim boxu (t = -20°C).
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4.7. Imunodetekce

Membrany byly inkubovany v 2% blokacnim pufru (susené nizkotu¢né mléko a TTBS) po
dobu 1 h pii pokojové teploté. Membrany byly néasledné 3x promyty v TTBS a 15 minut. Poté
byla na membrény aplikovana primarni protildtka — 2% mléko v TTBS + protilatka (LDHA
v poméru 1:1000; LDHB v poméru 1:10000; LDHA — Cell Signaling technology, P#00338;
LDHB — Novus Biologicals, EP1566Y). Inkubace membrany v primarni protilatce porbihala u
LDHA pies noc pti 4°C a u LDHB 1 h pii pokojové teploté. Posléze byly membrany 3x
promyty v TTBS a 15 minut. Dale byly inkubovany v sekundarni protilatce konjugované
s kienovou peroxidazou (2% mléko v TTBS + protilatka ECL™ Anti-Rabbit 1gG; fedéni
1:50000 — GE Healthcare Amersham) po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté. Nasledné byly
membrany promyty 3x v TBS a 10 minut, osuSeny a byla na né¢ nanesena chemiluminiscencni
detekéni smeés, zaloZzend na principu oxidace luminalu pomoci kienové peroxidazy.
(Supersignal West Dura Extended Duration Substrate, Thermo Scientific Pierce). Po inkubaci
5 minut byly membrany detekovany na ptistroji LAS-4000 (Genetica, FujiFilm ) (viz obr.13).
Nésledné byly vSechny membrany densitometricky vyhodnoceny pomoci kvantifikaéniho
programu Quantity One (BioRad). Kazdy vzorek byl nezédvisle analyzovdn na ctyfech
membranach pro obé LDH protilatky. Primér z téchto hodnot byl pouzit do statistického

hodnoceni.

4.8. Statisticka hodnoceni

Nameétené hodnoty byly statisticky zhodnoceny pomoci statistického programu GraphPad
Prism 6. Ve statistickém hodnoceni byla testovana normalita rozloZeni dat. Pro hodnoceni
rozdili mezi srde¢nimi komorami byl pouZzit Mann-Whitney nepérovy test. Pro hodnoceni
vice nez dvou skupin byla pouzita ANOVA Bonferroni nebo Kruskal-Wallis test dle rozlozeni
hodnot, hladina vyznamnosti p<0.05, n=5 a n=6.
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—— = "RN IRH UN UH IH IN

KN KH

Obr.13 — Ukazka vyvolané membrany z LAS-4000. V tomto ptipadé se jedna o LDHA isoformu, nastaveni
pfistroje — Chemiluminiscence; Precision 1 min, High Binning. KN — klidova normoxicka zvifata; KH — klidova
hypoxicka zvitata; IRN — Ischémie-reprfize normoxickych zvifat; Ischémie — reperfuze hypoxickych zvifat; UN
— univerzalni normoxicka kontrola; UH — univerzalni hypoxické kontrola; IH — ischémie u hypoxickych zvifat;

IN — ischémie u normoxickyh zvifat.
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5. VYSLEDKY

5.1. Hmotnostni indexy

Normoxicka zvifata i zvifata po adaptaci byla ndhodn¢ rozd€lena do 8 experimentanich
skupin (N, KN, IN, IRN a H, KH, IH a IRH). Po provedeni experimentt byla srdce rozdélena
na LV, RV a septum, jejichz hmotnostni parametry jsou znazornény na nasledujicich grafech.
Graf 1 (viz graf 1; Tab.1-8, Ptiloha 1A) znazoriuje srde¢ni index, tedy pomér hmotnosti srdce
vmg vu¢i hmotnosti téla v gramech. Signifikantni nardst hmotnostniho indexu
experimentalnich skupin KN, IN 1 IRN, svéd¢i o vzniku edému reperfuzi, ktery byl nejvyssi
v IN a dosahl 48% vzhledem k N a v IH 33% vuéi H. Signifikantni narast byl tézZ mezi N a H,
kde dosahl 48 %, tento rozdil je dan rozvojem hypertrofie srdce v prub&hu adaptace. Graf 2
(viz graf 2; Tab.1-8, Piiloha 1A) znazoriiuje hmotnostni index levé komory a télesné
hmotnosti, kde v priabéhu perfiize doslo k rozvoji edému a maximalnimu nartstu hmotnosti v
IN 057% vzhledem k N a v IH o0 48% vuci H. Zde neni patrny rozvoj hypertrofie nasledkem
adaptace. Graf 3 (viz graf 3; Tab.1-8, Ptiloha 1A) znazorfiuje hmotnostni index pravé komory
a télesné hmotnosti, zde neni patrny rozvoj edému, avSak hypertrofie je velice rozsahla a

zvysila hmotnost RV 0 158%.

HW/BW

Hmotnostni index

Graf 1 — Pomér hmotnosti srdce (HW) a celkové hmotnosti t€la (BW) u jednotlivych vzorki. Stabilizaéni faze
normoxickych zvitat (KN); ischemicka faze u normoxickych zvifat (IN); reperfiizni faze u normoxickych zvitat
(IRN); intaktni normoxické zvife (N-intaktni); stabilizacni faze zvifat adaptovanych na kontinualni hypoxii
(KH); ischemicka faze zvirat adaptovanych na kontinualni hypoxii (IH); reperfuzni faze zvirat adaptovanych na
kontinualni hypoxii (IRH); intaktni zvife adaptované na kontinualni hypoxii (H-intaktni). Chybové usecky
ptedstavuji £ SEM, n=6, *p<0.05 vs kontrola intaktni N; + p<0.05 vs kontrola intaktni H a $ p<0.05 kontrola
intaktni N vs H.
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5.2.  Testovani viability kardiomyocyti

Ve fazi reperfuze byly odebirany efluenty pro stanoveni LDH aktivity, nebot’
uvoliovani LDH z bunék je jednim z indikatort miry bunééného poskozeni. V ¢asnych
fazich reperfuze (10 a 20s) nebyla aktivita LDH v efluentu patrna. Prvni métitelné
hodnoty byly az u odbéru effluentu v 30 s. U normoxickych zvifat dosahovala hodnoty
0,6220 £ 0,2286 U/l (n=6), u zvirat adaptovanych na kontinualni hypoxii byla tato
hodnota niz$i, konkrtétn¢ 0,2976 = 0,2767 U/1, (n=6). V effluentu odebiraném v 60 s byl
patrny pokles aktivity jak u normoxickych (0,4101 + 0,1352 U/l, n=6); tak 1 u zvitat
adaptovanych na kontinudlni hypoxii (0,2457 + 0,2145, n=6). Po tfech minutach
reperflze jiz nebyly naméfeny z4dné hodnoty. (viz graf 4). Naméfené hodnoty ve 30. a

60. sekund¢ jsou velmi malé a svéd¢i o naprosto zanedbatelném poskozeni

kardiomyocyta.
LDH aktivita
1.0
0.8 1
5
c
$  0.6-
o
= 0.4
> 0.2 1
0.0 T T T T Y Y 1 T T T

Q Q Q Q Q Q Q Q Q Q
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Graf 4 — Naméfené hodnoty LDH aktivit u odebiranych efluentll normoxickych (N) a na kontinualni hypoxii
adaptovanych zvitat (H) v jednotlivych ¢asovych intervalech reperfuzni faze (10, 20, 30, 60 a 180 sekund).
Chybové tsecky predstavuji = SEM, n=6, p<0.05 vs kontrola intaktni.
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5.3.  LDH izoformy v pravé a levé komoie

Druhym cilem prace bylo zkvantifikovat jednotlivé isoformy LDH, tedy LDHA a LDHB
a porovnat jejich expresi vlevé (LV) a pravé (RV) komoie srde¢ni mezi normoxickymi
zvitaty a zvifaty adaptovanymi na kontinualni hypoxii. Hodnoty jsou vyjadieny jako
arbitrarni jednotky a.u., kdy soucet hodnot LV a RV je roven 100.

Namétené hodnoty exprese isoformy LDHA u normoxickych zvifat v LV dosahovaly
hodnoty 39.50 + 1.464 (n=6) a u zvifat adaptovanych na kontinualni hypoxii se signifikantné
zvysily na 60.50 £ 1.464 (n=6) (viz Ptiloha 1B, Tabulka 9-12). Obdobn¢ exprese isoformy
LDHA u normoxickych zvifat v RV dosahovala hodnoty 30,77 + 1,59 (n=6) a u zvifat
adaptovanych na kontinualni hypoxii vzrostla na 69,23 + 1,59 (n=6) (viz Ptiloha 1). Adaptaci
na hypoxii tedy doslo k signifikantnimu narustu LDHA v obou komorach srdce potkana (viz
graf 5a, 5b). Namétené hodnoty exprese isoformy LDHB u normoxickych zvifat v RV
dosahovaly hodnoty 50.18 + 1.31 (n=6) a u zvitat adaptovanych na kontinualni hypoxii se
tyto hodnoty nelisily (49.82 + 1.31) (n=6) (viz Ptiloha 1B, Tabulka 9-12). Vysledky exprese
isoformy LDHB u normoxickych zvifat v LV dosahovaly hodnoty 50.53 £+ 1.262 (n=6); u
zvitat adaptovanych na kontinualni hypoxii 49.47 + 1.262 (n=6) (viz Ptiloha 1B, Tabulka 9-
12). U potkanl nebyla zaznamenana zména v expresi isoformy LDHB vlivem adaptace na

hypoxii ani v jedné ze srde¢nich komor (viz graf 6a, 6b)

LDHA LV LDHA RV
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Graf 5a; 5b: Porovnani exprese isoformy LDHA mezi normoxickymi potkany (N) a potkany adaptovanymi na

kontinualni hypoxii (H) v levé (LV) a pravé (RV) komote. * p<0,05. Chybové tsecky piedstavuji £ SEM, n=6.
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Graf 6a; 6b: Exprese isoformy LDHB mezi normoxickymi potkany(N) a potkany adaptovanymi na kontinualni

hypoxii (H) v levé (LV) a pravé (RV) srdeéni komoie. Chybové Gsecky piedstavuji £ SEM, n=6.

5.4.

Globalni ischémie a reperfuze

Ttetim cilem prace bylo kvantifikovat obé LDH isoformy v LV na modelu globalni
ischemie. V jednotlivych experimentalnich skupinach, u, které postihuji jednotlivé
experimentalni stavy v pribéhu navozeni I/R poskozeni tedy normoxickych zvifat KN,
IN, IRN a u zvifat adaptovanych na hypoxii KH, IH a IRH byly stanoveny exprese
LDHA a LDHB. Vysledky jsou vyjadfeny v a.u. a hodnota intaktnich kontrol N a H jsou
rovné 100.

Naméfené hodnoty exprese LDHA isoformy v LV u normoxickych potkanti dosahly
nasledujicich hodnot. Ve stabiliza¢ni fazi KN vzrostla hodnota exprese nal11.6 + 5.489
(n=6) a ve fazi ischémie IN nedoslo k zadné zmén¢ (97.98 + 9.757, n=6) a ani reperfuze
IRN nedosahla zadnych vyznamnych rozdilt (94.19 £ 5.198, n=6) (viz graf 7) (celkova
data viz Pfiloha 1B).

Ve stabiliza¢ni fazi KH mél tendenci ke vzristu (111.7 = 8.173, n=6) a v prib&hu
ischemické faze IH jiz dosahla signifikantniho zvySeni hodnotou 127.9 + 12.36, n=6. Pfi
reperfuzi IRH, tato hodnota opét nevyznamné poklesla (115.4 + 18.67, n=6) (viz graf 8)
(celkova data viz Ptiloha 1B, Tabulka 13-16). Zavérem lze fici, Ze doslo v normoxii
k signifikantnimu nardstu LDHA pouze zasahem stabilizace a u hypoxickych zvifat az
V ischemické f4zi protokolu.

Vysledky exprese LDHB isoformy v LV dosahly nasledujicich hodnot. Stabilizace KN
expresi signifikantné zvysila na hodnotu 109.4 + 2.423 (n=5), v ischemické fazi IN se

hodnota pfili§ nezménila (108.0 = 6.355, n=5), avSak nedosahla vyznamného rozdilu
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vzhledem Kk vétSimu rozptylu hodnot. Ve fazi reperfuze IRN nastal pokles v expresi na
hodnotu 103.7 £ 2.841 (n=5) (viz graf 9) (celkova data viz Pfiloha 1B, Tabulka 13-16).
Vysledky exprese LDHB isoformy v levé srde¢ni komote potkanl adaptovanych na
kontinualni hypoxii se pfi stabilizaci KH signifikantn¢ zvysily na hodnotu 121.4 £ 5.728
129.1 £ 7.150 (n=6) a v reperfuzni fazi IRN pak doslo k poklesu na hodnotu 118.9 + 4.815
(n=6) (viz graf 10) (celkova data viz Pfiloha 1B, Tabulka 13-16). Shrneme-Ili tato data, je
ziejmé ze u LDHB doslo k vét§im zménam, nez u LDHA a v hypoxii dosahlo zvySeni ve

vSech fazich signifikantnich zmén.

5.5. LDH aktivita

Vysledné enzymatické aktivity jsou vyjadieny v jednotkach U/g proteinu a jejich hodnoty
u normoxickych intaktnich zvitat (N) dosahovaly hodnoty 751,1 = 37,94 (n=6); tato hodnota
se ve stabilizacni fazi KN signifikantné zvysila na 1097 £+ 32,26 (n=6); v ischemické fazi IN
hodnota nadale rostla, ale jiz ne tak patrné: 1159 + 53,30 (n=6); v reperfuzni fazi IRN
hodnota naopak klesla zhruba na hodnotu pted ischemickou fazi: 1018 + 46,82 (n=6) (viz graf
11). Vysledné aktivity u potkanti adaptovanych na hypoxii dosahovaly u intaktnich zvifat H
hodnoty 722,7 + 6,487 (n=6). Ve stabilizacni fazi KH doslo k narGstu aktivity na hodnotu
1128 + 54,78 (n=6). V ischemické fazi IH aktivita nadale rostla na hodnotu 1153 + 43,78
(n=6). V reprfuzni fazi doslo ke snizeni aktivity pted stabiliza¢ni hodnotu na 1076 + 50,60
(n=6). Trend je tedy velice podobny pfipadu normoxickych zvifat, v§echny faze protokolu

signifikantné zvysily LDH aktivitu (viz graf 12).
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Graf 7: Exprese isoformy LDHA u normoxickych zvitat po 15-ti minutové stabilizaci (KN), 10-ti minutové

ischémii (IN), 10-ti minutové reperfuzi (IRN). Hodnoty jsou vyjadreny v procentech kontroly (100%; cervena

pferuSovana linie). * p<0,05, vztazeno ke kontrole (100%). Chybové usecky predstavuji + SEM, n=6
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Graf 8: Exprese isoformy LDHA u zvitat adaptovanych na kontinualni hypoxii po 15-ti minutové stabilizaci

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

kontroly (100%; Cervend pieruSovana linie). * p <0,05, vztazeno ke kontrole (100%). Chybové usecky

predstavuji + SEM, n = 6.
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Graf 9: Exprese isoformy LDHA u normoxickych zvitat po 15-ti minutové stabilizaci (KN), 10-ti minutové

ischémii (IN), 10-ti minutové reperfizi (IRN). Hodnoty jsou vyjadfeny v procentech kontroly (100%; Cervena

prerusovana linie). * p<0,05, vztazeno ke kontrole (100%). Chybové Gsecky predstavuji = SEM, n = 5.
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Graf 10: Exprese isoformy LDHB u zvifat adaptovanych na kontinualni hypoxii po 15-ti minutové stabilizaci

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

kontroly (100%; Cervena ptrerusovana linie). * p<0,05, vztazeno ke kontrole (100%). Chybové tsecky

predstavuji = SEM, n=6.
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Graf 11 — Vysledky aktivit LDH u normoxickych zvifat (N) po 15-ti minutové stabilizaci (KN), 10-ti minutové

ischémii (IN), 10-ti minutové reperfizi (IRN). * p<0,05, vztazeno k N. Chybové usecky piedstavuji = SEM,
n =6.
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Graf 12 — Vysledky méfeni enzymatickych aktivit LDH u zvifat adaptovanych na kontinualni hypoxii (H) po
15-ti minutové stabilizaci (KH), 10-ti minutové ischémii (IH), 10-ti minutové reperfuzi (IRH). * p<0,05,
vztazeno k H. Chybové tisecky piedstavuji £ SEM, n=6.
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6. DISKUZE

V této préci jsme zjistili, ze LDHA se vLV zvysila o 20% pod vlivem adaptace na
hypoxii. Zatimco u LDHB vlivem hypoxie nedoslo k zadnym zménam. Exprese LDHA po
stabilizacni perfuzi na Langendorfové aparatufe méla tendenci ke zvysSeni o 10% a po
ischemii doslo k signifikantnimu 30% narastu; v reperfuzi poklesla zpét na hodnotu
stabilizace. Naproti tomu u LDHB po adaptaci na hypoxii nedoSlo k Zadnym zménam.
Stabilizacni perfuze vyvolali signifikantni nardst LDHB zhruba o 20%. Ischémie dosahla
témeét 30% zmeény, ve shodé¢ s LDHA a v reperfuzi hodnota exprese poklesla na troven
stabilizace. U adaptovanych zvitat mély tedy zmény LDHB obdobny charakter jako u LDHA,
avSak ve stabilizacni fazi a reperfuzi byly vyraznéjsi a dosahli signifikance. U normoxickych
zvitat u LDHB doSlo k mirnému, ale signifikantnimu ndrastu pouze ve stabilizacni fazi a u
LDHA nedoslo k zd&dnym zménam, v reperfazi byla dokonce tendence k poklesu. Mlzeme
tedy fici, ze adaptace na hypoxii zesilila odpovéd’ obou LDH isoforem na ischemicky podnét

a naslednou reperfuzi.

Obé sledované isoformy vytvaii funkéni heterotetramery a jsou tak zastoupeny
Vv cytoplazmatické i mitochondridlni form& LDH. Brooks a kolegové (Brooks et al., 1998)
stanovili jednotlivé poméry isoforem LDH v cytoplazmé a v mitochondriich — podle jejich
vysledkt je pomér LDH v cytosolu zhruba 40:60 (LDHA:LDHB); pomér v mitochondriich
zhruba 25:75 (LDHA:LDHB); a nejpodstatnéji, ze exprese isoformy LDHB mnohonasobné
prevySuje expresi LDHA isoformy v srdeénim svalu. 1 pfes to znaSich vysledkl zatim
nemutizeme usuzovat na rozlozeni LDH mezi cytosolem a mitochonodriemi a budou doplnény
méfenim aktivity LDH a exprese proteinu na mitochondrialni a cytoplazmatické frakci
V pokracujici studii. Zistava tedy otazka, jak se tento pomér bude ménit po adaptaci na

hypoxii a v ischemické zatézi srdce.

Cilem prace bylo zjistit jak4 je odpovéd LV na urovni exprese minoritni izoformy LDHA
a majoritni izoformy LDHB na ischemicky inzult, pro ktery je typickd zvysena acidosa; a
naslednou reperfuzi, ktera je charakteristickd zvysSenou tvorbou ROS. Je téz nezbytné brat
V Gvahu, Ze srdce béhem prvnich minut ischémie piestalo tepat a tim snizilo pozadavek na
dodavku ATP a stejn¢ tak minimalizovalo produkci zplodin metabolismu, které se béhem
ischemie hromadi v bunikach i jejich blizkém okoli. Z toho diivodu byly tyto faze analyzovéany

oddélené.
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Nase vysledky ukazaly velmi podobny vzorec v odpovédi obou isoforem na ischémii u
normoxickych zvifat a u zvifat adaptovanych na hypoxii, coz by svédcilo o stejné regulaci na
proteinové urovni, kterd byla zesilena adaptaci zvirat. Zda se, Ze se nejedna o regulaci na
urovni transkripce, nebot’ mRNA transkript se vyznamné neménil (nepublikované vysledky).
Tyto vysledky jsou zajimavé na pozadi samotné odpovédi levé komory na hypoxii, nebot’ ta,
se zasadné 1i$i u obou isoforem. LDHA jako minoritni isoforma zvySuje hladinu proteinu o
20%, zatimco majoritni isoforma LDHB se po adaptaci neméni. To by bylo v souladu
s poznatky, ze LDHA je cilovym genem HIF (Rossignol et al., 2003; Semenza et al., 1996;
Semenza, 2007) a reaguje tedy na hypoxické podminky zvySenim exprese. AvSak na urovni
MRNA transkriptu byla v téchto modelech pouze patrna tendence ke zvyseni jak po adaptaci,
tak v ischemickém protokolu. Kromé toho je zde velky rozptyl hodnot v ¢ipové analyze. Tyto
hodnoty budou upifesnény pomoci Real Time PCR. Zistava tedy otazka, co je podstatou
tohoto jevu a jaké mechanismy zodpovidaji za dalsi zvySeni proteinové trovné obou isoforem
(0 10-30% ) v fadu pouhych deseti minut u téchto adaptovanych zvitat. Nabizi se moznost
inhibice konstitutivni degradace, kterd se zatim v literatufe neuvadi. AvSak polocas Zivota byl
stanoven na 4 dny (Lindy, 1974), coz svéd¢i o pomérné velké stabilité v ramci naSeho 40 min
protokolu. Je znamo, Ze zvySeni exprese LDH je cAMP zavislé a odpovida na sympatickou
stimulaci (Jungmann et al., 1983). To by jist¢ mohlo souviset s nartistem exprese LDHA
v adaptaci na hypoxii, nikoliv v§ak s nartistem proteinu na izolovaném denervovaném srdci
Vv experimentu globalni ischemie. Stejné tak jiz byly zjistény rychlostni konstanty pro syntézu
LDHA a jeji degradaci v srdci. Piekvapiveé je v srdci nejpomalejsi syntéza a nejrychlejsi
degradace ve srovnani s jatry a kosternim svalem (Fritz et al. 1969). Tato skute¢nost vSak
dobie vysvétluje jeji velmi nizkou hladinu v srdci. Zda se tedy, ze LDHA je sice minoritni
izoformou, ale miiZze hrat podstatnou tlohu v metabolismu laktatu v srdci, nebot’ velmi citlivé
reaguje na zmény podminek hypoxie i ischemie. Zatimco LDHB nereagovala pfimo na

adaptaci na hypoxii, ale pod jejim vlivem se stala citlivéjsi K ischemickému podnétu.

Nedavné experimenty prokazaly revitalizani u€inky podavéani oxidované formy laktatu —
pyruvatu na post-ischemickém srdci, které byly tspésné aplikovany i u lidi (Mallet, 2000).
Poté byla vyslovena a c¢astecné podlozena hypotéza o plsobeni laktatu jako modulatoru
metabolismu v zatézi na bunééné urovni i na Grovni celého organismu (Brooks et al., 1998).
Uginky jeho podani lokalné vyvolavaji podobnou odpovéd’ jako samotna hypoxie (Trabold et
al., 2003), coz navozuje uvahy o modulaci transkripce cilovych gent HIF laktatem ci

vyznamnou ulohou laktatu v této signalni draze. Uvazuje se o pfimych ucincich laktitu na
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redoxni stav bunky, coz vyplyva Cist¢ z charakteru LDH reakce a dava logicky smysl
V pohledu na funkéni i strukturdlni organizaci LDH systému v butice. Z toho usuzujeme, Ze i
timto zplsobem by mohl laktat ovliviiovat HIF stabilizaci, nebot jeho regulace

prolylhydroxyldzami je citliva na zmény v hladn¢ ROS v buiice (Semenza, 2007).
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7. ZAVER

Adaptace na hypoxii a fyzickd zatéz jsou znamé fenomény, které zvysuji odolnost
srdce k ischemickému poskozeni. AvSak mechanismy tohoto plisobeni nejsou jesté zcela
znamy. Srde¢ni sval je vysoce oxidativni tkan, jehoz vyznamnym metabolickym
substratem v klidovém rezimu jsou mastné kyseliny. AvSak bylo prokazano, ze i za téchto
podminek je v pifiméfené mife produkovan laktat v terminalni reakci glykolyzy. Pii
fyzické zatézi dochdzi ke zvySovani koncentrace laktatu v krvi a srdce se stava jeho
vyznamnym konzumentem. Tento exogenni laktat je transportovan do kardiomyocytu a
nasledné do mitochondrii, kde je pfednostné oxidovan mitochondridlni LDH na pyruvat za

vzniku NADH.

Nedavné studie poukazuji na dal§i vyznamné oblasti psobeni laktatu, které vyplyvaji
z charakteru LDH reakce. Jednou z téchto oblasti je vliv na lokalni redoxni stav v buiice,
ktery ovliviluje funkci nékterych antioxidacnich systémti a mohl by mit signalni
charakter. Cilem prace bylo zjistit jaka je odpovéd’ LV na urovni exprese isoformy LDHA
a LDHB na ischemicky inzult a néslednou reperfuzi. Nase vysledky prokazali narlst
exprese isoformy LDHA na proteinové tirovni v levé i pravé komote srdce po adaptaci na
hypoxii, zatimco hladina LDHB se nezménila. Druha c&ast studie, provedena na
perfundovaném srdci in vitro, prokazala vyssi zvySeni LDHB v levych komorach potkant
adaptovanych na hypoxii ve srovnani s normoxickymi kontrolami. Obdobny efekt hypoxie
byl pozorovan u exprese LDHA isoformy. Nase vysledky ukazali zesileni odpovédi LDH
systému v levé komofe potkana na ischemicky inzult u zvifat adaptovanych na hypoxii

v kardioprotektivnim reZimu.
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8. Prilohova ¢éast

Priloha 1A: Hmotnostni indexy: navazené hmotnosti:

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

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

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

Tabulka 2 — Hmotnostni indexy stabilizovanych zvitat (KN1-KN6): hmotnost téla (BW); hmotnost
pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé komory (LV); pomér hmotnosti
mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou komoru a télesnou
hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S);
pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW). BW v [g]; ostatni hmotnosti pak v [mg].
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BW RV S LV RV/BW LV/BW RV/LV+S [HW/BW
IN1 361 223,4 250,5 763,5 0,619 2,115 0,220 3,428
IN2 380 267,6 284,9 761,5 0,704 2,004 0,256 3,458
IN3 393 227,5 254,6 786,7 0,579 2,002 0,218 3,228
IN4 400 260,4 262,8 791,3 0,651 1,978 0,247 3,286
IN5 378 259,3 283,1 710,4 0,686 1,879 0,261 3,314
IN6 426 294,4 296 856,6 0,691 2,011 0,255 3,397
Primér: 389,67 255,43 271,98 778,33 0,656 1,997 0,243 3,351
Odchylka: 9,11 10,82 7,56 19,56 0,020 0,031 0,008 0,036

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

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

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

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

Tabulka 5. — Hmotnostni indexy intaktnich zvitat adaptovanych na hypoxii (H1-H6): hmotnost téla
(BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé komory (LV);
pomér hmotnosti mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér hmotnosti mezi levou
komoru a télesnou hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a hmotnosti levé komory a
septa (RV/LV+S); pomér hmotnosti srdce k hmotnosti téla (HW/BW)..
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BW RV S LV RV/BW |LV/BW |RV/LV+S |HW/BW
KH1 375 425,2 301,5 627,4 1,134 1,673 0,458 3,611
KH2 377 548,8 277,1 739,5 1,456 1,962 0,540 4,152
KH3 332 409,5 315,8 691 1,233 2,081 0,407 4,266
KH4 340 313 248,3 605,2 0,921 1,780 0,367 3,431
KH5 333 475,3 288,4 649 1,427 1,949 0,507 4,242
KH6 365 551 325,2 778,1 1,510 2,132 0,499 4,532
Pramér: 353,67 453,8| 292,72 681,7 1,283 1,928 0,466 4,038
Odchylka: 8,59 37,21 11,4 27,44 0,093 0,072 0,027 0,173

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

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

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

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

Tabulka 8 — Hmotnostni indexy zvifat adaptovanych na hypoxii v reperfuzni fazi (IRH1-IRH6):
hmotnost t€la (BW); hmotnost pravé komory (RV); hmotnost srde¢niho septa (S); hmotnost levé
komory (LV); pomér hmotnosti mezi pravou komorou a télesnou hmotnosti (RV/BW); pomér
hmotnosti mezi levou komoru a télesnou hmotnosti (LV/BW); pomér hmotnosti pravé komory a
hmotnosti levé komory a septa (RV/LV+S); pomér hmotnosti srdce k hmotnosti t€la (HW/BW). BW v
[g]; ostatni hmotnosti pak v [mg]..
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Priloha 1B: Data ziskana z kvantifikace jednotlivych vzorkd:

N

H

32,546230

67,453770

35,359700

64,640310

27,421660

72,578350

31.255890

68,744110

24,885970

75,114030

33,174560

66,825440

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

N

H

37,723540

62,276460

43,142520

56,857480

37,061670

62,938330

39,373620

60,626380

35,294390

64,705610

44,419710

55,580290

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

N

H

52,67036

47,32964

53,62015

46,37985

48,64582

51,35418

45,41178

54,58822

48,32402

51,67598

52,42622

47,57378

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

H

48,18604 | 51,81396

49,7421 | 50,2579

54,9059 | 45,0941

51,4833 | 48,5167

52,54301 | 47,45699

46,33649 | 53,66351

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

KH IH

IRH

100,9162 | 95,78384

78,27471

86,80556 | 137,1104

86,16193

116,7936 | 108,9141

77,60304

97,35143 | 118,4986

166,5701

129,5403 | 124,5716

104,8871

138,495 [ 182,7561

179,175

Tabulka 13 - LDHA Hypoxie: Naméfené hodnoty expre

se LDHA isoformy u potkand adaptovanych

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

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

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

KH IH

IRH

128,4266 | 138,6165

128,2341

140,1797 | 151,4763

132,7856

99,57095 | 104,2904

112,9813

116,8228 | 112,6273

109,5723

128,1888 | 131,1735

103,3801

115,1747 | 136,2535

126,1668

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

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

reperfuzi (IRH)
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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
1094 | 84,7 | 1129

Tabulka 16 - LDHB Normoxie: Naméfené hodnoty exprese LDHB normoxickych potkant po
stabilizaci (KN); ischémii (IN) a reperfuzi (IRN)
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Priloha 1C - sloZeni jednotlivych roztoki / pufrii:
SloZeni Krebsova-Henseleitova pufru:
1. 118 mM NaCl (dodano spole¢nosti PENTA)
2. 4,7mM KCI (dodano spole¢nosti PENTA)
3. 1,2 mM MgSO, (dodano spolec¢nosti PENTA)
4. 1,25 mM CaCl, (dodano spole¢nosti PENTA)
5. 1,2 mM KH,PO, (dodano spole¢nosti PENTA)
6. 25 mM NaHCO; (dodano spolecnosti PENTA)
7. 11 mM glukéza (dodano spolec¢nosti SIGMA)

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

SloZeni Laemmliho pufru:

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

2. 1 ml glycerolu (dodano spolecnosti SIGMA)

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

4. 1,4 ml mQH,0O

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

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

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

3. 2,92 mg EDTA (c= 1mM; etylene glykol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N*,N‘-tetraacetic acid,
dodané spolecnosti SIGMA)

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

Takto zvazené mnozstvi se rozpustilo v 20 ml mQH,O a pH na 7,4. Posléze bylo piidano 7,71 mg
DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA). Nasledné byly pfidany inhibitory proteaz (Complete, Roche
Diagnostics) a inhibitory fosfataz (PhosSTOP, Roche Diagnostics).
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SloZeni homogeniza¢niho média 2:

Mocovina 3,0 ¢

Thiomocovina 1,55 g

Tetrasodium pyrofosfat dekahydrat 45 mg
2-merkaptoetanol 13 pl

MowobdhdE

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

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

3,4 ml mQH,0

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

100 pl SDS (¢ = 0,1g / ml; SDS dodané spole¢nosti SIGMA)

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

10 ul TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

S A

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

2,85 ml mQH,0

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

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

25 ul APS (¢ = 0,1g / ml; APS dodané spolecnosti )

5 ul TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

o akrwhE

SloZeni pufru TRIS (pH = 8,8):

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

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

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

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

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

Slozeni Ponceau roztoku:

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

SloZeni Towbin pufru:

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

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

Slozeni TBS:

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

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

Slozeni TTBS:

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