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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit, jak ovlivni adaptace na chronickou hypoxii
ischemickou toleranci srdce u dvou riznych hypertenznich kmenii laboratorniho potkana.
Spontann¢  hypertenzni  potkani (SHR) a potkani konplastického kmene
SHR/Olalpcv-mt®™°" " jim7 byl zaménén mitochondridlni genom kmene SHR za
mitochondrialni genom normotenzniho kmene Brown Norway, byli vystaveni kontinualni
normobarické hypoxii (10% Oz) po dobu 3 tydnl. Kontrolni potkani byli chovani
V normoxii. Ischemickd tolerance srdce a exprese mitochondridlni akonitazy byly
analyzovany na konci adaptace. Chronicka hypoxie vedla k vyznamnému snizeni velikosti
infarktu myokardu a poklesu poctu reperfuznich arytmii u obou hypertenznich kmend. U
kmene SHR doslo také k poklesu vyskytu ischemickych arytmii. Chronickd hypoxie
neméla vliv na expresi mitochondridlni akonitdzy ani u jednoho ze studovanych kmend.
Tato prace ukazala, ze lze zvysit ischemickou toleranci srdce u SHR. Zda se vsak, ze

v

mitochondrialni genom SHR potkan nehraje vyznamngjsi tlohu v mechanismu protekce.

Klic¢ova slova: chronickd hypoxie, hypertenze, infarkt myokardu, arytmie, oxida¢ni stres
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Abstract

The goal of this thesis was to discover the influence of adaptation to chronic
hypoxia on ischemic tolerance of heart — this experiment was carried out on two different
hypertension kinds of laboratory rats. Spontaneously hypertensive rats (SHR) and rats from

BNCwhose mitochondrial genome of the SHR strain

a conplastic strain SHR/Olalpcv-mt
was replaced with a mitochondrial genome of the normotensive strain Brown Norway,
were exposed to continuous normobaric hypoxia (10% O,) for a period of 3 weeks. On the
other hand, the control group of rats was kept in normoxia. At the end of the adaptation
period, the ischemic tolerance of heart and the mitochondrial aconitase expression were
examined. In the case of both hypertensive strains, the chronic hypoxia led to a significant
drop in the size of a myocardial infarction and also to a drop in the number of reperfusion
arrhythmias. In the case of the SHR strain, the incidence of ischemic arrhythmias
decreased. Chronic hypoxia had no impact on the aconitase expression for both analysed
strains. This thesis showed that the ischemic tolerance of heart can be enhanced in the case
of the SHR strain. On the other hand, the mitochondrial genome of the SHR strain does not

seem to play any significant role in protection mechanism.

Key words: chronic hypoxia, hypertension, myocardial infarction, arrhythmias, oxidative
stress
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IRE zelezo-citliva slozka

IRP zelezo-citlivy protein
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LCA levéa koronarni arterie

LV leva srde¢ni komora

MAP stiedni arteridlni tlak

mKatp mitochondrialni ATP zavisly draslikovy kanal
MnSOD mangan superoxid dismutdza



MtDNA
NADH
NADP*
NADPH
NC

NO

pO;
re.H,O
RNA
ROS
RV

S

SDS
SDS-PAGE

SHR
T
TBS
TEMED
Tg
TTBS
Tris
TTC
VF
VT
wB
viv

w/v

mitochondridlni DNA
nikotinamidadenindinukleotid redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovany
nitrocelul6zovd membrana

oxid dusny

parcialni tlak kysliku

redestilované voda

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku

prava srde¢ni komora

jednoduché ptedcasné komorové stahy
dodecylsulfat sodny

elektroforéza v  polyakrylamidovém gelu =za
dodecylsulfatu sodného

spontanné¢ hypertenzni potkan

trojité predasné komorové stahy

fyziologicky roztok pufrovany
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
konplasticky kmen SHR/Olalpcv-mtBN/Crl
fyziologicky roztok pufrovany s Tweenem 20
tris(hydroxymethyl)aminomethan

2, 3, 5 - trifenyltetrazolium chlorid

komorova fibrilace

komorova tachykardie

télesnd hmotnost

fedéni objem/objem

fedéni hmotnost/objem

pfitomnosti


http://rgd.mcw.edu/rgdweb/report/strain/main.html?id=1642036

1 Uvod

Onemocnéni  kardiovaskularniho  systému postihujici srdce patii mezi
nejroz§ifendjsi piiciny Gmrti ve vyspélych statech svéta. Radime sem predev§im
ischemickou chorobu srdeéni a jeji akutni formu - infarkt myokardu.

Diivodem neustale se zvySujiciho se vyskytu tohoto onemocnéni je kromé
genetickych predispozic piredevsim Spatna Zivotosprava, kam se fadi nevhodné stravovani,
nedostatek pohybu, koufeni, nadmérna konzumace alkoholu. S témito faktory samoziejmeé
souvisi 1 dal§i onemocnéni, jako jsou napt. diabetes Ci obezita. Za jeden z hlavnich
rizikovych faktorti je povazovana hypertenze, tedy vysoky krevni tlak, jehoz pfic¢iny vSak
dosud nejsou zcela znamy. To vSechno jsou v soucasné dobé diivody k velmi intenzivnimu
zakladnimu a aplikovanému vyzkumu v oblasti prevence a 1é¢by hypertenze a ischemické
choroby srdecni.

NejcastéjSim experimentdlnim modelem lidské esencialni hypertenze jsou
spontann¢ hypertenzni potkani (SHR), ktefi krom¢ vysokého krevniho tlaku maji poruchy
metabolismu lipidi a glukozy.

Jednou z moznych variant, jak zvysit odolnost myokardu k ischemickému
poskozeni je adaptace na chronickou hypoxii. Bunééna odpovéd’ respektive mechanizmus
evokujici tuto kardioprotekei je do této chvile objasnén jen z malé ¢asti. Diivodem mohou
byt odlisnd ptsobeni jednotlivych protokolti hypoxie nebot’ kardioprotektivni efekt
hypoxie je pfimo na modelu adaptace zavisly (viz kapitola 2.3.1).

Velmi dilezité organely spojované se zvySenou ischemickou toleranci srdce jsou
mitochondrie produkujici nejen energii, ale také reaktivni formy kysliku (ROS). Se
vzrustajici  koncentraci ROS dochazi k modifikaci nebo inaktivaci riznych
mitochondridlnich enzymu. Jednim ztéchto enzymii je i mitochondridlni akonitiza
(Aco 2), jejiz hlavnich funkei je pfeména citratu na isocitrat v Krebsové cyklu vedouci ke
vzniku koenzymi dtileZitych pro dychaci fetézec.

Mym ukolem bylo porovnat odolnost srdce k ischemicko-reperfuznimu (I/R)
poskozeni u dvou kment SHR potkanti adaptovanych na kontinualni chronickou hypoxii.
Jako kontrola byl pouzit kmen SHR. Druhou experimentalni skupinu tvofil transgenni
konplasticky kmen odvozeny od SHR, jehoz mitochondridlni genom byl pozménén za
mitochondrialni genom kmene Brown Norway, vyznacujici se vysokou toleranci
k ichemickému poskozeni srdce vV porovnani s SHR. V biochemickych experimentech jsme

se pak zabyvali expresi Aco 2.
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2 Literarni prehled

2.1 Ischemie

Ischemicka choroba srde¢ni vznika jako disledek snizeného koronarniho prokrveni
myokardu, a to bud’ v jedné, nebo vice oblastech koronarniho stromu. Ischemie myokardu
vede ke snizeni dodavky kysliku a zivin nezbytnych pro béznou funkci a pieziti
kardiomyocyti. Bunécna homeostaze je zavisla na dodavce energetického ATP vzniklého
aerobni cestou. Pii ischemickych podminkéch, kdy je aerobni produkce ATP snizena, musi
bunika spoléhat na anaerobni tvorbu ATP, jejiz efektivita je nesrovnatelné mensi nez
béhem aerobniho metabolismu (Halestrap et al., 2004). Vysledkem dlouhotrvajici ischemie
je nedostatek energie a s nim spojena tvorba anorganického fosfatu, laktatu a H*, které
davaji vzniknout acidéze prispivajici k poskozeni kardiomyocytli a bunééné smrti. Diky
snizené funkci ATP zavislych membranovych pump a transportéri dochézi také k iontové
nerovnovdze napii¢ bunéénymi membranami. Hlavnimi dGvody nerovnovahy jsou
akumulace sodnych kationt v intracelularnim prostoru a zaroven vyluCovani draselnych
kationii do extracelularniho prostoru. To mlze zpisobit osmoticky otok buiiky a nasledné
miize dojit k poskozeni sarkolemy. Tato disbalance je vysledkem poskozeni Na'/K* ATP
zavislého vyméniku a aktivaci Na'/H" pumpy (Aschermann et al., 2004).

V casnych fazich ischemie dochazi k nadmérné akumulaci Ca®" v intracelularnim
prostoru diky aktivaci Ca®* sensitivnich kanaldi a Na'/Ca®* vyméniku. Ubytek
vysokoenergetického fosfatu vede k poruse piijmu Ca®" do sarkoplasmatického retikula,
coz zpusobuje jesté vyraznéj$i hromadéni vépenatych kationli v cytosolu. Zvysena hladina
Ca?* v intracelularnim prostoru vede k poSkozeni bunék aktivaci Ca?* dependentnich
fosfolipaz, protedz, otoku buniky a jejimu prasknuti (Ferninandy et al., 2007).

Béhem ischemie jsou bunécné systémy kromé iontové nerovnovahy naruseny
zvySenou produkci ROS. Oxidaéni stres vede k poSkozeni vSech ¢asti buiiky, tj. lipidd,
proteinli 1 DNA, coZ mé za nasledek vratné, ale i nevratné zmény a z nich vyplyvajici
zhorSenou funkci myokardu. Mezi hlavni zdroje ROS vznikajici béhem ischemie patii
mitochondrialni elektronovy dopravni fetézec, xantinoxidazy a NADPH oxida¢ni systém
(Aschermann et al., 2004). ROS také piimo ovliviluji membranové transportéry
a proteinové kanaly, membranové enzymy podilejici se na transportu iontli, peroxidaci

lipidi a zméné membranové propustnosti (Buja and Entman, 1998).
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2.2 Reperfuze

Reperfuze je obnoveni pritoku krve do organu nebo do tkén€, a z toho vyplyvajici
opctovné zéasobeni kyslikem a Zivinami. Je to velmi dilezity a nezbytny krok pii 1écbé
akutniho infarktu myokardu. Kromé obnoveni dodavky zivin a kysliku, jez jsou kritické
pro obnovu kontraktilni funkce myokardu, s sebou reperfuze piinasi i dal$i poruchy
bunécné homeostazy oznacované jako reperfuzni poSkozeni. Vysledkem obnoveni pratoku
krve v pivodné ischemickém myokardu je mitochondrialni reenergizace, rychlé obnoveni
pH, vzrist oxidagniho stresu a zvySena intracelularni koncentrace Ca®*. Tyto jevy mohou
spole¢né vést k otevieni mitochondrialnich pora a hyperkontraktilité (Yellon et al., 2007).
Mitochondrie okamzit¢ vyuzivaji opétovny piisun kysliku a dopliuji zasoby energie
ztracené béhem ischemie. Tim, ze mitochondrie produkuji velké mnozstvi kyslikovych
radikalt, ovliviuji funkci sarkoplazmatického retikula a zvysuji cytosolickou koncentraci
Ca?*. Vysok4a hladina Ca?* pfetrvavajici  z ischemické faze jeSt€ umociuje
nekontrolovatelnou myofibrilarni aktivitu (Piper et al., 2004). ROS a poskozené

kardiomyocyty aktivuji mediatory zanétu vyvolavajici bunécnou smrt (Yellon et al., 2007).

2.3  Chronicka hypoxie

Hypoxie je vysledkem nerovnovédhy mezi dodavkou a mnoZstvim kysliku, ktery
srdec¢ni bunika potfebuje. Tkan myokardu je schopna zlepSit dodavku kysliku z divodu
velké arteriovendzni diference pouze zvySenim pratoku v koronarnich tepnach, nikoliv
zvySenou extrakei (obrazek ¢. 1). Existuje vice mechanismi, v jejichz dusledku vznika
hypoxie v srde¢nim svalu, které lze rozdélit do nasledujicich ¢tyf kategorii. Snizenim
nebo pierusenim pratoku krve v koronarnich tepnach je vyvolana tzv. ischemickad hypoxie,
n¢kdy také oznacovana jako ischemie myokardu. Anemicka hypoxie je zptisobena snizenou
transportni schopnosti krve pro kyslik pfi normalnim parcialnim tlaku kysliku (pO2). (napft.
niz8i koncentrace hemoglobinu, otrava oxidem uhelnatym). Naproti tomu histotoxicka
hypoxie je vysledkem snizeného vyuziti kysliku uvniti buriky, zpisobeného napf. otravou
kyanidy, nedostatkem vitaminu B ¢1 inhibici oxidativnich enzymt pii dostate€né saturaci
krve a krevnim pratoku. Systémova (hypoxicka) hypoxie, nebo také srdecni hypoxie vznika
v disledku snizeni pO, V tepenné krvi pii dostatecném prutoku (Ost'adal a Kolair 1999).

Tento stav je u lidi povazovan za fyziologicky ve dvou ptipadech. Prvnim z nich jsou
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cey

populace trvale zijici ve vysokych nadmotskych vyskach (napi. Andy, Tibet) a druhym je

myokard plodu, ktery je vystaven hypoxii odpovidajici nadmoiské vysce cca 8000 m.

Srdeéni hypoxie/ischemie

Erevni Srdecm
zasobeni | bunky
Piizsun Spofeba
loyslilu L kysliku
1 . A Tw
Koronami . — :
prittok krve ifﬁf_ﬂ;;‘ﬂi}?ﬂummmﬁm Srdefni  Napéti stény
4 » ysakova frekvence | .
diference

Aortalni Koronami Komorovy Komorovy

tlak cenm objem tlak
rezistence

Obrazek ¢. 1: Faktory ovliviiyjici dodavku a spotiebu kysliku v myokardu (Upraveno podle Ostadal a Kolaf,
1999).

Konstantni, neptetrzita dodavka kysliku je zakladni podminkou zivota. Dlouhodobé
vystaveni ¢lovéka a zvitat hypoxickému prostfedi vyvolava kardiopulmondlni zmény, které
umoziuji zachovat tkdfiovou homeostazu a ob&hové pozadavky bchem omezené
dostupnosti kysliku. Prvni zpravy o tom, Ze adaptace na chronickou hypoxii je i€¢innym
fenoménem, ktery zvySuje ischemickou toleranci srdce, pochazi z konce padesatych let
dvacatého stoleti (Hurtado, 1960; Kopecky a Daum, 1958). Jak ukazaly nasledné studie,
nejenom dlouhodobé vystaveni pernamentni hypoxii, ale i intermitentni charakter hypoxie
muze byt efektivni pti vyvolani kardioprotektivni adaptivni odpovédi (Neckar a kol., 2002;
Widimsky a kol., 1973). Intermitentni hypoxie nastava ptirozen¢ v piipad¢ opakovaného
pobytu ve vysokohorském prostiedi. Muze byt vsak také dusledkem tzv. syndromu
spankové apnoe, kdy v priabéhu spanku dochazi k zastavé dychani na nékolik desitek
vtefin, po kterych nasleduje intenzivni nadech a normalizace dychani. V soucasnosti se

vyzkum vlivu hypoxie na odolnost srdce k ischemii zamétuje predevSim na délku,

13



intenzitu a pocet hypoxickych epizod béhem dne, nebot’ pravé tyto parametry maji
vyznamny vliv na kladné ¢i negativni dusledky intermitentni hypoxie (Neckat a kol., 2013;
Asemu et al., 2000).

Adaptaci na chronickou hypoxii dochazi ke zvySené tvorbé erytrocyti z divodu
zvySené dodavky kysliku. Dtlezitou souc¢asti je i metabolicka reorganizace, jejimz tkolem
je zvysit vyuziti efektivnéjSiho vyuziti substratu (napt. sacharidy) vztazeného na spotiebu

kysliku (Essop, 2007).

2.3.1 Kardioprotektivni u¢inky

Zvysena odolnost k I/R poskozeni vyvolana chronickou hypoxii se projevuje
omezenim velikosti infarktu (Meerson et al., 1973), snizenym vyskytem a zavaznosti
ischemickych a reperfuznich arytmii (Asemu et al., 1999) a zlepSenou obnovou
postischemickych kontraktilnich funkci srdce (Kolar a Ostadal, 2004). Po navratu k
normoxickym podminkdm dochézi postupné k normalizaci hypoxii indukovanych zmén,
vcetné zvysené ischemické tolerance srdce. Z klinického hlediska je jisté velmi zajimavym
nalezem skutecnost, Ze kardioprotektivni Gc¢inek chronické hypoxie na velikost infarktu
pretrvava jesté alespon pét tydnt od posledni hypoxické expozice (Neckar a kol., 2004).
Rozdily v ptisobeni chronické hypoxie na myokard nejsou pouze v délce a mife expozice,
ale také v ramci pohlavi. Pokud dojde k vystaveni chronické hypoxii v postnatalnim veku,
samice vykazuji vys$i odolnost myokardu k nedostatku kysliku (Ostadal a kol., 1984),
zatimco pi1 expozici v prenatdlnim obdobi se v pozdéjSim veéku ukazala zvySena

ischemicka tolerance pouze u samci (Netuka a kol., 2010).

2.3.2 Nepriznivé dasledky adaptace na chronickou hypoxii

Jak uz to tak byva, 1 chronicka hypoxie ma odvracenou stranu mince, a to v podobé
nepiiznivého dopadu na kardiopulmonélni systém. Piikladem je pfestavba plicnich cév,
z ni vyplyvajici rozvoj plicni hypertenze a v jejim dusledku vznik hypertrofie pravé srde¢ni
komory (Hampl a kol., 2006). V piipadé téchto negativnich dopadd se zda, Ze neni rozdil
mezi vystavenim organismu pernamentni nebo intermitentni hypoxii v hypoxické komoie

(Hampl a kol., 2000).
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2.3.3 Molekularni mechanismy Kkardioprotektivniho pilisobeni chronické

hypoxie

Soucasny vyzkum se intenzivné zabyva timto fenoménem a bylo poukédzdno na
mnoho bunéénych struktur a proteini hrajici dualezitou roli v mechanismu protekce,
nicmén¢ detailni molekularni mechanismy zlstavaji ne zcela objasnény. Jednu z klicovych
roli hraji mitochondrie a jejich ATP zavislé draslikové kanaly (Katp), lokalizované na
vnitini membrané (mKatp) (Neckar a kol., 2002). Chronickéd hypoxie zptsobuje tonickou
zvy$enou aktivitu tdchto kanald a s tim souvisejici zvyseny vtok K* do mitochondrie
vyvolavajici sniZzenou tvorbu ATP a zvySenou produkci ROS. Tvrzeni, Ze mKatp jSOU
dalezitou soucasti kardioprotekce vyvolanou hypoxii podporuji napt. prace Neckai a kol.,
(2002); Eells et al., (2000), které ukazaly, ze aktivatory mKatp kanali zmensuji velikost
infarktu u normoxickych jedincii, zatimco blokatory mKatp kanali inhibovaly
kardioprotektivni efekt chronické hypoxie (Asemu et al., 1999).

Na wvnitini mitochondridlni membrané se krom¢ mKarp kandlll nachazi jesté
draslikové kanaly aktivované vapenatymi ionty, tzv. BKc, kanaly (Borchert et al., 2011).
V dusledku jejich otevieni a zvysujicim se vtokem K* do matrix, buiika predchézi pietizeni
Ca?*. Dochéazi také ke zvySené produkci ROS, stejné jako v piipad¢ otevieni mKatp
fada dal$ich molekul, jakymi jsou napft. oxid dusny (NO) nebo protein kinaza C (viz Kolafr

a Ost’adal, 2004).

2.4 Hypertenze

Vysoky krevni tlak se fadi mezi tzv. civilizac¢ni choroby, je vyznamnym rizikovym
faktorem pro kardiovaskuldrni choroby, onemocnéni ledvin a dal§i nemoci ve vétSing
rozvinutych zemi svéta. Jako hypertenzi oznacujeme zdravotni stav jedince, kdy je pfi
opakovaném méfeni krevniho tlaku hodnota diastolického tlaku vyS$s$i neZ 90 mm Hg
a systolického nad 140 mmHg; u starych jedinci muze byt zvySena hodnota systolického
tlaku na 160 mm Hg. Nésledky vysokého krevniho tlaku zplisobuji kazdy rok 42 % umrti
v Evropé. Zaketnost této choroby spociva v absenci ptiznakt pred nastupem zavaznych
obtizi, kdy uz v mnoha piipadech dochazi k nezvratnému poSkozeni tkani a organa
(Svétova zdravotnicka organizace). Pro zlepSeni preventivnich opatieni je nutné pochopeni
casnych zmén rozvoje hypertenze piedchdzejici klinickym projeviim, nebo jinych nemoci s
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ni spojenych. Znalosti o tom, jak se rizikové faktory méni v prub&hu ¢asu, umoziuje 1épe
pochopit soucasnd experimentalni kardiologie. Ta vyuzivd vhodnych zvifecich modeld,
které jsou ekonomicky dostupné, pouzivané v kardiovaskularni fyziologii a jsou geneticky
dostateCné¢ definované. Jako nejvhodnéj$i se ukazuje pouzivani laboratornich potkant.
K dispozici je Siroké spektrum experimentalnich hypertenznich modelt liSici se v
genetickych a environmentalnich podminkéach indukujicich zvySeni krevniho tlaku (Zicha
a Kunes, 1999).

Pro studium esencialni lidské hypertenze, jejiz ptic¢inou je individualni fenotyp,
ktery je vysledkem rtizného tc€inku jednotlivych alel, se nejCastéji vyuzivaji SHR potkani.
Byli vyslechténi v Sedesatych letech dvacatého stoleti jako patofyziologicky model pro
lidskou hypertenzi neurogenniho pivodu. Tento kmen, stejné jako mnoho dalSich, byl
vySlechtén z piivodné nehomogennich populaci potkanii, neustdlou po tfadu generaci
trvajici selekei jedincti s nejvysSim krevnim tlakem. Diky sourozeneckému pafeni se po
vice jak 20 generacich stali vSichni jedinci daného kmene geneticky shodni, tzn. vznik

imbredniho kmene s fixovanou systémovou hypertenzi (Okamoto, 1963).

2.4.1 Hypertenze a ischemicka tolerance

Kromé hypertenze, byla u SHR potkant také prokazéana fada jinych fyziologickych
a metabolickych odli$nosti. Patfi mezi né napt. srdecni hypertrofie, rendlni dysfunkce,
dyslipidémie nebo inzulinova rezistence. I pfes tyto potiZe, se u nich neprojevuji cévni
problémy, nemaji tendenci k rozvoji cévni mozkové ptihody, aterosklerézy nebo cévni
trombozy. (Yamori, 1994). Rada studii v§ak ukazuje na zvysenou citlivost k I/R poskozeni
srdce (Yano et al., 2011; Kolaf a Parratt 1997; Snoeckx et al., 1986). Snizena ischemicka
tolerance srdce mize byt dana zhorSenou schopnosti regulovat vapnikovy metabolismus.
Trvale vysoka koncentrace Ca®' v cytosolu zptisobuje zvysenou kontrakturu, ktera vede ke
kompresi mikrocév myokardu a snizeni pratoku krve (Piper et al., 2003). N¢které studie
naznaCuji, 7e i nadmémé mnoZstvi Na® vV intracelularnim prostoru nebo snizeny
antioxidacni potencial mohou mit vyznamny podil na citlivosti srdce k I/R poskozeni
(Golden et al., 1994).
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2.4.2 Hypertenze a chronicka hypoxie

Dosud neexistuji zadné studie, které by se systematicky zabyvaly I/R poSkozenim
srdce u dospélych potkani kmene SHR v souvislosti s chronickou hypoxii. Charvatova
a kol. (2012) publikovala studii, kterd analyzovala ischemickou toleranci srdce u
jednodennich a desetidennich mlad’at kmene SHR, ktera byla adaptovana na chronickou
intermitentni hypoxii. Ukazalo se, ze chronicka hypoxie nema vliv na odolnost
neonatdlniho srdce k I/R poskozeni. U dospélych potkantt SHR chronickd intermitentni
hypoxie mize potencovat rozvoj hypertenze (Belaidi et al., 2009). Jiné studie zase ukazuji
chronickou hypoxii jako jeden z moznych zpisobu snizeni systolického krevniho tlaku
(Janssens et al., 1994; Hentley and Trucker, 1987). Otazky tykajici se adaptace SHR
potkanii na chronickou hypoxii zlstavaji stile predmétem zkoumani a nelze zatim

vyvozovat zadné konkrétni zavéry.

2.5 Akonitaza

Proteiny obsahujici vazbu mezi atomem Zeleza a siry (Fe-S) tvofi jednu z nejvice se
vyskytujicich a funkéné¢ mnohoucelovych skupin metaloproteinti. Vice nez 120 bilkovin
skladajicich se z Fe-S klastri se podili na zakladnich procesech jako je dychani,
fotosyntéza, fixace dusiku nebo hraji roli prostfednika v metabolismu. Esencidlnim
enzymem cyklu kyseliny citronové (nebo také Krebstv cyklus) obsahujici v jadie [4Fe-4S]
Klastr je akonitaza. V sav¢ich buiikach se vyskytuji dvé isoformy liSici se svymi funkcemi.
Aco 2 méa vyznamnou ulohu v Krebsov€ cyklu, zatimco bifunkéni cytosolovy enzym
(Aco 1) se podili i na regulaci metabolismu Zeleza (Beinert et al., 1997). Studie na
kvasinkach ukézaly, ze Aco 2 mize hrat vyznamnou tlohu v drzbé mitochondridlni DNA
(MtDNA) bez ohledu na jeji enzymatickou aktivitu (Chen et al. 2005). Bunécna
1 systémova regulace hladiny téchto enzymii mize mit vliv na fadu bunécnych aktivit, a to
jak v ramci normalnich i patofyziologickych podminek.

Akonitaza je znamé piedevSim pro svou schopnost katalyzovat reverzibilni
pfeménu citratu na isocitrat pres cis-akonitat v Krebsove cyklu. Je znamo, ze citrat patii
mezi klicové meziprodukty nckterych energeticky vyznamnych drah a je nezbytnym
metabolickym zprostfedkovatelem. V mitochondrii, citrat preméinuje acetyl-CoA na dvé
molekuly oxidu uhli¢itého a zaroven dochazi k produkci NADH a FADH,. Jejich reoxidaci
ptes elektron transportni fetézec vznikaji molekuly ATP (Lawlis and Roche 1980).

17



Rovnovéaznd uloha akonitdzy a spotieba citrdtu zavisi na aktivitt NADP*
dependentni isocitrat dehydrogendze patiici mezi tfi rychlost limitujici enzymy. Isocitrat
dehydrogenaza vyuziva produkty katalyzované akonitazou a skrz inhibici ATP a NADH
fidi jednu z Casti citratového cyklu.

Pokud tedy neni potieba syntézy ATP vysokd, dochazi k akumulaci citratu, ktery je
transportovan pres vnitini mitochondridlni membranu pomoci vhodnych pienaseci do
cytosolu a sméfuje do biosyntézy mastnych kyselin, kde je skladovan na energetické
vyuziti, pfipadné miize pusobit jako reaktant a inhibovat enzymy piedchoziho kroku.
V cytosolu je citrdt substratem pro ATP-citrat lyazu, kterd dava vnik acetyl-CoA,
nepostradatelného pro cholesterol a biosyntézu mastnych kyselin v jatrech a tukové tkéni.
V procesu, kdy je citrat metabolizovan Aco 1 a NADP'-dependentni isocitrat
dehydrogenazou dochazi k redukci NADP® na NADPH za vzniku o-ketoglutaratu.
NADPH je vyznamny kofaktor pro fadu enzymatickych reakci, které jsou soucasti
biosyntézy lipidi a cholesterolu tak i glutationového metabolismu. Citrat méa také
vyznamnou regulaéni roli v glykolyze, syntéze mastnych kyselin a oxidaci. Inhibice
akonitazy, vznikla bud’ nedostatkem zeleza nebo oxidacnim stresem, vede ke snizeni
produkce ATP, zvySuje pravdépodobnost hromadéni tuku, snizeni glykolyzy a sniZeni
oxidace mastnych kyselin (Voet, 2008; Comte et al., 2002).

Biochemické a fylogenetické studie naznacuji, ze béhem vyvoje akonitdzové rodiny
dochdzi diky casné genové duplikaci k nezavislému vyvoji Aco 1 navyvoji Aco 2.
Nasledna duplikace Aco 1 dava vzniknou dvéma homologtim, které poté ziskavaji
schopnost vazat se na RNA obsahujici zelezo citlivé slozky (IRE). V sav¢ich bunkach ma
zelezo-citlivy protein (IRP1) funkci akonitazy i RNA vazebnou funkci, zatimco druhy
homolog, IRP2, slouzi jako RNA vazebny protein. Pokud neni pfitomen Fe-S klastr u IRP1
dochdzi ke ztrat¢ akonitdzové aktivity a ke spojeni IREs. KdyZ je Zelezo opét pfitomno
Vv dostatecném mnozZstvi, klastr se regeneruje a dochdzi tim k obnové akonitazové aktivity.
IRP1 a IRP2 jsou vysoce homologni, pracuji s cytosolovym Zelezem riznymi mechanismy.
IRP2 je regulovany pies proteiny degradovanymi Zelezem a kyslikem, zatim co IRP1
zaznamenava cytosolové zelezo a oxidacni stres skrze Fe-S klastr (Pantopoulos, 2004;
Pitula et al., 2004).

I kdyz Aco 2 neni povazovana za limitujici faktor, snizeni jeji aktivity v srde¢nich
bunkach vede k poklesu toku citratového cyklu. Patii také mezi jeden z cilti oxida¢niho
poskozeni pii starnuti. Bunéénd inaktivace je zpisobena enzymovou citlivosti

k oxida¢nimu stresu a dostupnosti Zeleza, stabilitu Fe-S klastru a proteinu muze také
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ovlivnit fosforylace. U obou isoforem akonitazy muize byt Fe-S klastr narusen vystavenim
ROS, NO, NO®>. Uvolnéni reaktivniho Zeleza mize také vyvolat oxidativni poskozeni
bunéénych slozek (Vasquez-Vivar et al., 2000).

Vystavenim myokardu ischemii s naslednou reperfuzi dochazi k vycerpani
vysokoenergetickych fosfati. Zvysené mitochondridlni produkce ROS vyvolané oxida¢nim
stresem modifikuje bunécné komponenty, strukturdlni proteiny, transportni ionty
a enzymy. Mezi srdeCni enzymy podléhajici pravé diky ROS riiznym modifikacim ¢i
inaktivacim patii napf. enzymy glykolyzy (fosfofruktokinaza (Knott et al., 2005; Carperter
and Hand, 1986) a glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (Ishii et al., 2003)), Krebsova
cyklu (mimo jiné akonitaza (Bulteau et al., 2005) a malat dehydrogenaza (Eaton et al.,
2002)), intracelularniho transportu energie (kreatinkindzy (White et al.,, 2005))
a antioxida¢ni obrany (glutathion reduktazy, glutathion peroxidaza (Yim, 1999) a glukéza-
6-fosfat dehydrogenazy (Mallet et al., 2002)). Dle zavaznosti oxida¢niho stresu, mohou byt
enzymatické modifikace reversibilni nebo ireverzibilni. Ukazalo se, ze buiiky obsahuji
takové enzymatické systémy, které jsou schopny zvratit modifikaci proteinu nebo obnovit
jeho funkci. Jsou jimi thioredoxin reduktaza/thioredoxin, glutoredoxin, metionin sulfoxid
reduktaza a sulfiredoxin. Nékteré receptor a enzym zprostiedkované systémy katalyzuji
produkci volnych radikalt jako odpoveéd’ na intracelularni a extracelularni zmény (Biteau
et al., 2003). Proto je dilezité divat se na volné radikdly vzniklé pii fyziologickych
a patofyziologickych podminkach nejen jako na latky vyvoladvajici Skodlivé procesy, ale
jako na latky indukujici dalezité odpovédi na zmény v homeostazi.

Akonitaza patfi mezi enzymy, jejichZ aktivita béhem akutniho infarktu myokardu
nebo srdecni zéstavy klesd, ale diky obnoveni krevniho toku se jeji aktivita vraci do
normalniho stavu. Pravdépodobné protektivni pusobeni akonitazy  je
pfipisovana mitochondridlnimu Zelezu vazajicimu proteinu frataxin. Jejich interakce chrani
akonitdzu vyhradné pfi reperfuzi, a to pfed rozpadem klastu, ireverzibilni inaktivaci
a degradaci. Ztrata aktivity akonitazy je dana odtrzenim nestalého oFe z [4Fe-4S]** klastru,
1 kdyz nékteré studie ukazuji, ze ztrata aktivity akonitazy béhem reperfuze nekoresponduje
se zvySujici se hladinou klastru 3[Fe-4S]** (Flint et al., 1993). Stejné tak miZe prod&lat
reverzibilni oxidativni inhibici, aniz by doSlo ke zméné struktury klastru. To nasvédcuje
potencialni protekci vyplyvajici z interakce enzymu s frataxinem, ktery se jevi jako
chaperon protein (Bulteau et al., 2004). Nicmén¢ je velmi podstatné si uvédomit, ze tenkou
hranici mezi reverzibilni a nevratnou ztratou mitochondridlni funkce tvoii cela fada

proménnych. Mohou jimi byt délka ischemie, mira oxida¢niho stresu, vek atd..
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2.6 Model konplastickych SHR potkant

V posledni dobé se ukazuje, Ze velmi dilezitou roli v dédi¢nosti nékterych
zavaznych onemocnéni mize hrat mtDNA. Proto byl pro zjistovani genl zpusobujicich
vysoky krevni tlak a metabolické poruchy u kmene SHR vytvofen novy kmen, a to
prenesenim mtDNA z normotenzniho kmene Brown Norway (BN/Crl) na genetické pozadi
spontanné hypertenznich potkant SHR/Ola, ve spolupraci Fyziologického tstavu AV CR
a Biologického tustavu 1. Lékarské fakulty UK.  Vznikly konplaticky kmen
SHR/Olalpcv-mt®Ve" se 1isi od SHR v nékolika mutacich na mitochondrialnim genomu,
ale jaderny genom maji oba kmeny shodny (Pravenec a kol., 2007).

V souvislosti s timto kmenem bylo nedavno ukazano, ze rozdily v mtDNA mohou
byt velmi tzce spojeny s rizikovymi faktory dédi¢nosti u diabetu 2 (Pravenec a kol., 2007).
Jiné studie zabyvajici se timto kmene dosud nebyly publikovany, ale existuji 1 prace na
jinych konplastickych kmenech, které se snazi objasnit funkci mtDNA (napf. HouStek
a kol, 2012).
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3 Cile diplomové prace

Na zéklad¢ dostupné literatury o vlivu chronické hypoxie na ischemickou toleranci

srdce u spontdnné hypertenznich potkant jsme si definovali nasledujici cile:

1)

2)

3)

Zjistit, zda zdména mitochondrialniho genomu hypertenznich potkani kmene
SHR za mitochondridlni genom normotenznich zvifat kmene Brown Norway

ovlivni ischemickou toleranci srdce k I/R poskozeni.

Zjistit, jak adaptace na kontinualni normobarickou hypoxii ovlivni ischemickou
toleranci srdce k I/R poskozeni u spontanné hypertenznich a konplastickych

potkand.
Zjistit, zda je exprese enzymu Aco 2 u spontanné hypertenznich

a konplastickym potkant odli$na a jaky vliv ma chronicka kontinualni hypoxie

na expresi tohoto enzymu.
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4 Metodika

4.1 Laboratorni zvirata

Dospéli samci potkanti kmene SHR a konplastického kmene SHR/Olalpcv-mt®V<"!

(Tg) byli rozdéleni do dvou experimentalnich skupin na normoxické a adaptované na
kontinualni normoxickou hypoxii (CNH). Po uplynuti adapta¢ni faze byly pokusy

realizovany na ¢tyfech skupinach zvifat.

4.2 Model chronické hypoxie

Béhem adaptacni faze byli potkani vystaveni CNH. Adaptace probihala po dobu tii
tydnt (24hod/den, 7dni/tyden) v normobarické hypoxické komote. Hypoxické podminky
(10% kysliku) byly vytvofeny pomoci hypoxickych generatorti a v komote byla udrzovéana

stala teplota a vihkost.

Charakteristika experimentalnich skupin

1.skupina

Potkani kmene SHR chovani po celou dobu adaptace v normoxickych podminkach.
2.skupina

Potkani kmene SHR adaptovani na CNH.

3.skupina

Tg potkani chovani po celou dobu adaptace v normoxickych podminkéch.
4.skupina

Tg potkani adaptovani na CNH.
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4.2.1 Model regionalni ischemie koronarni artérie

Standardni metodou pro studium ischemické tolerance myokardu u laboratornich
potkant je model srdce in situ. Podstatou tohoto pfistupu je vyvolani regionalni ischemie
myokardu okluzi koronarni arterie u narkotizovaného a uméle ventilovaného zvitete.
V disledku uzavieni cévy dochazi k nedostatecnému zéasobovani srdeCnich bunck
kyslikem vedouci k odumirani bun¢k a vzniku akutniho infarktu myokardu. Jednim
z dalsich projeva akutniho infarktu myokardu je také vyskyt komorovych arytmii, které 1ze

zaznamenavat béhem ischemie a na zacatku reperfuze.

4.2.1.1 Operacéni faze

Jako anestetikum byl experimentdlnim potkanti podan pentobarbital sodny
intraperitonealné (i.p.; Sigma-Aldrich) v davce 60 mg/kg. Hloubka anestezie byla
testovana pied operacni fazi Stipnutim zvitete chirurgickou pinzetou do konce ocasu. Poté
byli potkani pfemisténi na vyhiivany operacni stolek, ktery udrzoval télesnou teplotu
béhem celého pokusu v rozmezi 37 az 38 °C, ktera byla monitorovana pomoci rektalniho
teploméru. Ze vzorku ocasni krve byl méfen hematokrit. Smésna krev byla odebrany do
kapilar (Vitrex Medici), které byly centrifovany (10000 otacek, 5 min) v mikrocentrifuze
(Micro 20, Hettich) a nasledné byl stanoven pomér ¢ervenych krvinek pomoci od¢itaciho
pravitka.

Operacni faze byla zahdjena kanylaci levé arterie karotis (pro méfeni krevniho
tlaku) heparizovanou polyethylenovou kanylou (Portex) a naslednym zavedenim trachealni
kanyly do pridusnice. V dalsim kroku doslo k otevieni hrudniku asi 1 cm pod spojnici
piednich koncetin v oblasti 4. mezizebti. Nasledovalo okamzité napojeni trachealni kanyly
na ventila¢ni pumpu (Ugo Basile), ktera byla nastavena na frekvenci 65 - 70 cyklt/min
a dechovy objem 1,2 ml vzduchu/100 g zvifete. Po napojeni potkana na umélou ventilaci
a stabilizaci dychéani, byl pomoci ntzek zvétSen hrudni otvor pro vlozeni retraktoru
umoziujici lepsi ptistup k srdci. Odstranénim perikardu pomoci chirurgické pinzety byla
zptistupnéna sestupna vétev levé koronarni arterie (LAD), pod kterou bylo podvléknutu
sici vlakno, K provedeni okluze, pomoci chirurgické jehly (Chimax). Podvaz byl umistén
1-2 mm distalné od mista odstupu LAD od levé koronarni arterie (LCA). Po zavedeni

vldkna byla na oba konce nasazena polyethylenova kanyla, kterd byla zajiSténa
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chirurgickou svorkou. Aby nedochéazelo k osychani tkani v pribéhu experimentu, byla
operacni rana zakryta vlhkou buni¢inou. V dalSim kroku byl potkan napojen na méfeni
EKG. To bylo méteno pomoci tii jehlovych snimacich elektrod, které byly rozmistény na
povrch potkana tak, aby byl EKG signal co nej¢itelné;jsi.

Dale byl méfen arteridlni krevni tlak. K monitorovani arteridlniho krevniho tlaku
byla vyuzita nakanylovana arterie karotis. Tlak byl meéfen piimo pomoci vnéjsiho
tlakového snimace (Gould P23Gb).

Jak EKG, tak arteridlni krevni tlak byly zaznamenavany programem CAR,
vytvofeném na oddéleni Vyvojové kardiologie FgU AV CR. Méieni probihalo od zagatku
stabilizace, v prib¢hu celé faze ischemie a v prvnich tfech minutach reperfuze.

Po ukonceni ischemické faze pokusu a na zaCatku faze reperfuzni, byl pomoci
n¢kolika stehti uzavien hrudnik zvifete. Z hrudni dutiny byl odsat vzduch a sekrety pomoci
podtlaku vytvoteného injek¢éni stiikackou. Potkan byl nésledné odpojen od dychaci pumpy
a spontanné dychajici byl pfemistén na vyhtivanou podlozku. V priubéhu reperfuzni faze

byla pravideln¢ kontrolovana hloubka anestézie.

4.2.1.2 Experimentalni protokol

V pribéhu celého experimentu byla monitorovana ventilace, teplota a spanek
zvifete. Pii zvySené reakci potkana na vnéjsi podnéty byl podan pentobarbital sodny i.p.
v davce odpovidajici 1/4 davky pGvodni. VSechny experimentalni skupiny podstoupily
operacéni fazi pokusu. Po deseti minutdch od napojeni na méfeni EKG a tlaku (stabilizace)
byly experimentalni skupiny podrobeny regionalni ischemii levé komory s naslednou
reperfuzi. Okluze byla navozena tlakem polyethylenové kanyly proti arterii v misté
podvazu a upevnénim kanyly na Sicim vldkné chirurgickou svorkou. Pro zajisténi stability
upevnene trubi¢ky byla pouzita vlhkd buni¢ina. Po uplynuti 20 minut byla sejmuta svorka
a kanyla byla sejmuta z vlakna. Nasledovala reperfuzni faze trvajici tfi hodiny. Po
skonceni této Casti bylo vyjmuto srdce z téla potkana a pouZito pro stanoveni velikosti

infarktu.
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4.2.1.3 Stanoveni velikost infarktu

Po ukonceni reperfuze bylo srdce pomoci nlizek opatrné vystfizeno z hrudniku
zvifete a okamzité vlozeno do kadinky se studenym fyziologickym roztokem. Na kanylu
sinjekéni stiikackou, ktera byla napied proplachnuta heparinem a nasledné¢ naplnéna
fyziologickym roztokem, byla napojena aorta. Poté bylo srdce promyto tak, aby krev
V korondrnim fecisti a dutindch komor byla vypuzena.

Po dikladném promyti byla znovu provedena okluze LAD koronarni arterie. Poté
bylo srdce jednorazové promyto 2 ml 5 % roztokem KMnO, (Lachema), aby doslo
k barevnému odliseni normalné perundované tkané od okludované oblasti. KMnOy je silné
oxidacni Cinidlo, sam se tedy v perfundované casti redukoval na MnO; zplsobujici
hnédocerné zbarveni dané tkan¢.

Po aplikaci KMnQO,4 byl jeho piebytek v koronarnim fecisti a dutinach komor
peclivé vyplachnut injekéni stiikackou s fyziologickym roztokem, kterd byla nasazena na
aortalni kanylu. Az poté, co odkapavajici fyziologicky roztok ztratil fialové zabarveni, byla
uvolnéna ligatura.

Poté byly z myokardu odstranény srde¢ni siné a odstupujici cévy. Srdce bylo
pomoci filtraéniho papiru osuseno a zabaleno do potravinaiské folie. Takto ptipravené bylo
vlozeno do mrazaku (-20 °C) na alespon 1 h z diivodu fixace pro nasledné natfezani komor
na Imm tenké fezy. Prvni fez byl veden v bazalni ¢asti komor kolmo na podélnou osu levé
komory (LV) tésné pod atrioventrikularni chlopni, coz ur¢ovalo rovinu pro nasledujici
fezy. Timto zptisobem bylo pfipraveno 6-8 ezl (obrdzek ¢. 2). Takto pfipravené fezy byly
perfundovany v 10-ti ml 1 % 2,3,5-trifenyltetrazolium chloridu - (TTC; Sigma-Aldrich) ve
fosfatovém pufru o pH 7,4 (0,1 g TTC+10 ml pufru) (pro ptiprava pufru o pH 7,4 bylo
smichano: 7,75 ml 0,1 M roztoku Na,HPO, (3,58 g Na,HPO,/100 ml v dionizované vodg;
Penta) a 2,25 ml 0,1 M roztoku NaH,PO, (1,56 g NaH,PO4/100 ml dionizované vodg¢;
Penta)) po dobu 30 min ve 37 °C vodni lazni. Nasledné byl roztok TTC vylit a nahrazen 10
% roztokem formaldehydu, ktery zafixoval obarvené srde¢ni fezy. Takto pfipravené fezy
byly vloZeny do lednice. Po 2-3 dnech byla z fezi odstranéna prava komora. Poté byly
fezy premistény na Petriho misku a vyfoceny z apikdlni 1 bazalni strany digitalnim
fotoaparatem (Nikon D70) pfi konstantnim osvétleni laboratorni lampou. Vznikly soubor
fotografii byl pouzit pro analyzu velikosti infarktu pomoci programu Ellipse (ViDiTo).
Velikost infarktového loziska (IS), velikost ohrozené oblasti (AR) a velikost LV byla

stanovena pomoci pocitacové planimetrie.
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Obrazek ¢. 2: Fotografie fezi obarveného myokardu.

4.2.1.4 Vyhodnoceni experimentilné ziskanych dat

4.2.1.4.1 Velikost infarktu

Pro stanoveni velikosti IS byly pouzity fotografie pficnych fezli LV. Pomoci
programu Adobe Photoshop byly z kazdého snimku postupné vyfiznuty jednotlivé fezy
srdce a ulozeny jako samostatné soubory (obrdzek ¢ 3). Poté byl kazdy ze souboru
vyhodnocen v programu Ellipse, umoznujici analyzu jednotlivych ploch, a to na principu
barevného rozliSeni jednotlivych ploch daného fezu vzniklého diky roztoku KMnOg4
a TTC. Hnédé zbarveni piedstavovalo normalné perfundovanou tkan neovlivnénou okluzi,
bila barva odpovidala nekrotickému lozisku a tkan zabarvena do Cervena predstavuje

oblast, ktera sice byla oddélena od krevniho zasobeni v prubéhu ischemie, ale piezila.
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Obrazek ¢. 3: PtiCny fez obarveného srdce. Cernohnédéd barva - oblast normalné perfundovana; Cervena

barva - oblast, ktera odolala ischemickému poskozeni v ohrozené oblasti; bila barva - nekroticka tkan.

Jednotlivé fezy byly prolozeny tfemi pfipravenymi sitémi bodil (35 X 35 bodi).
V prvni siti byly vybrany vSechny body, které nalezely danému tfezu. Pocet téchto bodu
odpovidal velikosti LV. V druhé¢ siti byly oznaceny body nachdzejici se v hnédé oblasti,
jejichz pocet korespondoval s velikosti normalné perfundované tkané. Rozdil mezi poétem
bodu ziskanych v prvni siti a poctem bodu ze sit¢ druhé odpovidal velikost AR. Tteti sit’
byla vyuzita na oznaceni bodi lezicich v Cervené zbarvené oblasti. Odecteni bodu z tieti

sit€¢ od velikosti AR jsme ziskali velikost IS.

4.2.1.42 Ischemické a reperfuzni arytmie

Komorové arytmie byly sledovany béhem celé faze ischemie a prvnich tifi minut

reperfuze.

Na EKG zaznamu jsme hodnotili 5 typt arytmii (obrdzek ¢. 4):

Jednoduché pred¢asné komorové stahy — tzv. singles (S);

Dvojité predcasné komorové stahy tésné po sob¢ nasledujici — tzv. doublets (D);

Trojité predcasné komorové stahy tésn€ po sob¢€ nasledujici — tzv. triplets (T);
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Komorov¢ tachykardie (VT) projevujici se pravidelnymi pfedasnymi komorovymi stahy o
minimalnim poctu Ctyt a vice;
Komorov¢ fibrilace (VF) ptedstavujici rychlé heterogenni stahy komor.

Zaznamy EKG pro jednotliva zvitata byly ulozeny V pocitaci, kde jsme pomoci
programu CAR analyzovali jednotlivé typy arytmii. Programem vytvofeny dokument

obsahujici tidaje o zastoupeni jednotlivych typl arytmii v pribéhu ¢asu béhem ischemie

a reperfuze jsme déle vyuzili pro statistické zpracovani.

Obrazek ¢. 4: Typy ischemickych arytmii: 1. fadek - normalni rytmus; 2. fadek - singl (S), doublet (D), triplet
(T); 3. fadek - komorova tachykardie (VT); 4. fadek - komorova fibrilace.

Podle zastoupeni jednotlivych typl arytmii jsme ke kazdému ze zdznamu ptifadili

hodnotu arytmetického skore (tabulka ¢. 1).
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Body Typ arytmii

g B~ W NP

bez arytmii

jednoduché predCasné komorové stahy (singles; S)

dvojité (doubles; D) a trojité (triplets T) pfed¢asné komorové stahy
komorové tachykardie (VT)

reverzibilni komorové fibrilace (VF)

ireverzibilni komorové fibrilace

Tabulka ¢. 1: Bodové hodnoceni arytmii (skore).

4.2.2 Stanoveni exprese enzymu Aco 2

4.2.2.1 Zdroje pouzivanych chemikalii

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny zdroje pouzivanych chemikalii.

Zdroj Chemikalie

Bio-Rad | BSA standard 2 mg/ml

Lachema | glycerol, kyselina octova

Lach-Ner | methanol

Roche Protein inhibitor cocktails tablets

Sigma Acrylamid-bisacrylamid (37,5:1) 30%, APS for electrophoresis (98%),
bis-TRIS, BPB, BSA, ¢inidlo bradfordové, DTT, EDTA, Glycin for
electrophoresis (min. 99%), Ponceau 28, sacharoza, Tris

Serva SDS (cryst. Research grade), TEMED, Tween-20 (pure)

Penta NaCl p.a.

Pierce Super signal ® West Dura Extended duration substrate

Tabulka ¢. 2: Zdroje chemikalii.

4.2.2.2 Priprava vzorki — homogenizace srdecni tkané

Po vyjmuti vzorkd z tekutého dusiku byla srdec¢ni tkan (jeji LV) rozmrazena
vV homogeniza¢nim pufru (0,250 M sachar6za; 0,020 M Tris; 0,001 M EDTA; pH 7,4)
a nasledné pomoci niizek rozttihdna na stejné velké kousky (cca 1 mm). Vznikla suspenze

byla homogenizovana homogenizatorem typu Potter-Elvehjem (10 tahi teflonovym pistem
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otaCejicim se 1300 rpm). Vytvoifeny homogenat byl po piefiltrovani pfes 3 vrstvy gazy
op¢t homogenizovan sklenénym homogenizatorem typu Tenbroeck. Takto byl pfipraven
desetiprocentni homogenat.

Pro imunodetekci byl ke vzorkiim ptidan koktejl inhibitori proteaz (Protease
inhibitor cocktail tablets — Sirokospektralni smés inhibitorti pro inhibici metaloproteaz,

serinovych a cysteinovych proteaz).

4.2.2.3 Stanoveni koncentrace proteini

Pro zjisténi koncentrace proteinti na zaklad¢ absorbance byla pouzita metoda podle
Bradforda. Zakladnim principem je navdzani modrého barviva Coomassie Brilliant Blue
(slozka ¢inidla Bradfordové) na neznamy protein, kde je jeho mnozstvi vztazeno na riizna
mnozstvi standardniho proteinu (BSA-hovézi sérovy albumin; 2 mg/ml). Koncentra¢ni
ktivka byla vytvotena v koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 pg BSA/ul.
Na 96-jamkovou desticku typu P (Gama) byly vzdy napipetovany blank (redestilovana
voda), standardy a vzorky v tripletu po 10 ul. Do kazdé jamky bylo pfidano 250 ul
Bradfordova ¢inidla. Po desetiminutové inkubaci byla na této desticce spektrofotometricky
zméfena absorbance na pfistroji Varioscan (Varioscan Flash, micro plate reader, Thermo
Scientific, software Skanlt pro Varioskan Flash) pfi vlnové délce 595 nm. Vysledné
koncentrace jednotlivych vzorkl byly vypocteny z kvadratické rovnice kalibra¢ni kiivky
(grafc. 1).

Koncentrace vzorktu byla dale upravena pfidanim vzorkového pufru (0,3 M Tris,
10 % (v/v) glycerol, 0,2 % (w/v) BPB, 0,13 M DTT, pH 6,8) do kone¢né koncentrace
1,2 pg/ pl. Poté byly umistény do mrazaku (-80 °C).
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Graf ¢ 1: Kalibraéni kiivka pro odecteni koncentrace proteinti ve vzorcich. y — rovnice regrese.

4.2.2.4 Diskontinualni elektroforéza polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti SDS
(SDS-PAGE)

K separaci proteinit byla zvolena denaturaéni metoda zvana SDS-PAGE (sodium
dodecyl sulfat — polyakrylamid gel elektroforéza) s pouzitim 8 % d¢lictho a 5 %
zaosttovaciho polyakrylamidového gelu. Rozdé€leni proteinid probehlo pti pokojoveé teploté,
pti napéti 100 mV, které bylo po 40 min zvySeno na 200 mV, a to do doby, nez ¢elni strana

migrujicich proteinli doséhla spodni hranice gelu.

4.2.2.4.1 Priprava gelu

Gely byly pfipraveny s pouzitim skel o rozmérech 10 x 8 cm s 0,75 mm mezerou. Ta byla
k sobé pfipevnéna pomoci drzaku a umisténa do stojanu na tésnici gumicku zabranujici
vytékani gelu spodnim otvorem mezi skly. Délici gel (8 %; ptiprava Vviz tabulka ¢. 3) byl

nanesen pomoci Pasteuerovy pipety mezi skla, 1cm pod okraj. Pomoci stiicky byl gel
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ptevrstven isopropylalkoholem a ponechén polymerovat 45 min. Poté byl izopropylalkohol
odsat pomoci filtracniho papiru. Nasledné byl do zbyvajiciho prostoru mezi skly nad délici
gel nanesen zaostiovaci gel (5 %; Viz tabulka ¢. 4)) do kterého byl ihned zasunut hiebinek
pro vytvoreni 15 jamek na nanaSeni vzorkt. Po uplynuti 45 min, kdy gel polymeroval, byl
opatrn¢ vyjmut hiebinek a vzniklé¢ jamky peclivé vyplachnuty redestilovanou vodou
(re.H20). Poté byla skla umisténa do elektroforetické soustavy (Bio-Rad) a zalita
elektrodovym pufrem (0,1 M Tris, 0,5 % (w/v) SDS, 0,96 M glycin, pH 8,3).

Chemikalie 8%
re.H20 4,7 ml
Acrylamid-bisacrylamid (37,5:1) 30 % 2,7 ml
bis-TRIS pH 8,8 2,5 ul
SDS (cryst. Research grade) 100 pl
APS for electrophoresis (98 %) 50 pl
TEMED 5ul

Tabulka ¢. 3: Ptiprava 8 % déliciho gelu na elektroforézu (mnozstvi chemikalii odpovida piipravé dvou

gell).

Chemikalie 5%
re.H20 2,85 ml
Acrylamid-bisacrylamid (37,5:1) 30 % 0,85 ml
bis-TRIS pH 6,8 1,25 ul
SDS (cryst. Research grade) 50 ul
APS for electrophoresis (98 %) 25 ul
TEMED 5ul

Tabulka ¢. 4: Ptiprava 5 % zaostfovaciho gelu na elektroforézu (mnozstvi chemikalii odpovida ptipraveé dvou

gell).
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4.2.2.4.2 Vzorky —nanaska

Vzorky byly béhem tuhnuti gelti vyndany z mrazaku (-80 °C) a ponechany na ledu.
Po jejich uplném rozmrazeni byly 15 s centrifugovany a nasledné 3 min inkubovéany
Vv blocku pii 100 °C, vraceny na led a opét stoceny na centrifuze po dobu 15 s.

Pied nanesenim do jamky byl kazdy vzorek dikladné promichan pomoci vortexu.
Velikost nanaSek byla 6 pg. Po aplikaci vzorkt byl elektroforeticky aparat umistén do vany
k tomu urcené a po rysku dolit elektrodovy pufr.

Po ukonceni elektroforézy byly skla s gely vyjmuty z elektroforetické vany,
odd¢leny ze skel pomoci Spachtle, proplachnuty v re. vodé a nasledné ekvilibrovany 15

min v Towbin pufru.

4.2.2.5 Western Blotting

Rozdélené proteiny byly pieneseny z gelu na nitrocelul6zovou membranu (NC;
Protran nitrocelul6zova membrana, pory 0,45 pm) pusobenim elektrického proudu
metodou Western blot (WB).

Blotovaci polstarky, filtraéni papiry (Bio-Rad) a NC membrany byly inkubovany
v Towbin pufru (0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3) 10 min.
Nasledné byl do kazety na WB sestaven sendvi¢ (obrdzek ¢. 5) slozeny z komponent
V nésledujicim pofadi: polStarek, filtracni papir, gel, NC membrana, filtraéni papir
a polstarek. Opatrnym valenim zkumavky mezi jednotlivymi vrstvami byly vytlaceny
ptipadné vzduchové bublinky zabranujici kvalitnimu elektropifenosu. Takto pfipravené
sendvice byly vloZeny do blotovaciho aparatu, ktery byl zasunut do vany. Nasledné bylo
pridano chladici téleso a vSe po rysku zalito Towbin pufrem. Takto pfipravend aparatura

byla pfemisténa do lednice, kde probihal elektropienos pii 100 mV po dobu 80 min.
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HC membrana

Obrazek ¢. 5: Sendvi€ pro elektropienos proteinti na NC membranu.

Po ukonleni transferu byla NC membriana namocena na nékolik sekund do
barviciho roztoku Ponceau 2S (0,1 % (w/v) Cerven Ponceau 2S v1 % (v/v) kyseling
octové) pro ovéieni spravného prenosu proteind. Poté byla oplachnuta v re. vodé a do

odbarveni proplachovana v roztoku TBS (0,1 M Tris, 2,5 M NaCl, pH 7,5).

4.2.2.6 Imunodetekce

K detekci proteini na NC membrané byla pouzita primarni protilatka (ab129105,
Abcam) a HPR konjugovana sekundarni protilatka (NA934V GE, Healthcare) proti krali¢i
primarni protilatce a chemoluminescenéni smés Super West Dura (Thermo Scientific).
Zavérecné vyvolani bylo u¢inéno pomoci piistroje LAS-4000 (Fujifilm).

Promyvani membran a inkubace byla provadéna v plastovych miskach za
neustalého michani na laboratorni kyvacce.

Po odbarveni membrany v roztoku TBS byla pfemisténa do roztoku TTBS (0,1 M
Tris, 2,5 M NaCl, pH 7,5 - 0,5 % (v/v) Tween 20), kde byla 15 min inkubovana. Poté byla
na membrané blokovana nespecifickd vazebna mista 2 % roztokem nizkotucného susené¢ho
mléka (ProMil) v TTBS po dobu 1 hodiny. Pied pfidanim primarni protilatky byla
membrana promyta 3 X 5 min v TTBS pro odstranéni prebyte¢ného bloka¢niho média. Poté
byla membrana inkubovana v primarni protilatce pfes noc pii 4 °C. Primarni protilatka
byla fedéna 1 % nizkotuénym suSenym mlékem v poméru 1:25000. Po sliti protilatky,

ktera byla znovu pouzita, byla membrana znovu promyvana 3 X 15 min v TTBS. Posléze
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byla inkubovéna jednu hodinu v sekundarni protilatce fedéné 1 % roztokem nizkotu¢ného
suseného mléka v TTBS v poméru 1:50000. Poté byla membrana promyta 3 X 10 min
v TBS.

Po osuSeni membrany filtracnim papirem byla umisténa na sklenénou desku
s parafinem (p-Lab), ktery omezil stékani chemoluminescen¢ni smési z membrany na
nerovné desce pracovniho stolu. Na takto pfipravenou membranu byla nanesena
chemoluminescencni smés (800 pl) a pomoci pipetovaci Spicky rovnomérné rozprostiena.
Po uplynuti inkuba¢ni doby 3 min byla membréana osusena filtranim papirem, pfemisténa
do prihledné folie a vlozena do tmy. Nésledovala chemoluminescen¢ni detekce na ptistroji

uvedeném vyse.

4.3 Kvantifikace

Intenzita bandl byla kvantifikovdna pomoci programu Imagel verze ¢. 1.43

4.4 Statistické zpracovani namérenych dat

Vysledky jsou uvadény jako primeéry + stfedni chyba priméru (SEM). Pro zjisténi
statistické vyznamnosti mezi tfemi a vice skupinami byla pouZita jednocestna ANOVA
S naslednym Newman - Keulsovym testem. Za statisticky vyznamny byl povaZovan rozdil
s hladinou vyznamnosti P < 0,05. Data byla graficky zpracovéana v pocitacovém programu

GraphPad Prism verze €. 6.
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5 Vysledky

V ramci diplomové prace bylo celkem provedeno 50 experimentll zamétenych na
dva cile. Prvni série pokusil, analyzujici efekt chronické hypoxie na velikost infarktu
a vyskyt ischemickych a reperfuznich arytmii, zahrnovala 36 pokusii na 4 definovanych
experimentalnich skupinach. Velikost skupin, pocet vyhodnocenych zaznamii arytmii

a pocet analyzovanych velikosti infarktii pro jednotlivé skupiny uvadi tabulka ¢. 5.

Pocet Analyza | Analyza velikosti
Skupina | experimenti | arytmii infarkta
Normoxie
SHR 6 6 5
Tg 6 6 5
Hypoxie
SHR 12 12 10
Tg 12 11 11

Tabulka ¢ 5: Pocet provedenych pokusi, vyhodnocenych zaznamt ischemickych arytmii a provedenych
analyz velikosti infarktu u normoxickych a chronicky hypoxickych potkant. SHR - spontanné hypertenzni

potkani, Tg - konplasticti potkani.

Do hodnoceni velikosti infarktu nebylo zafazeno 5 experimentti. U jednoho
myokardu (ze skupiny SHR) byly $patn¢ nabarveny métené oblasti. U ¢tyf potkant doslo
pravdépodobné vlivem vyrazného ischemického poskozeni k srde€nimu selhdni béhem
reperfuze. Zastoupeni téchto potkant bylo: 1 z Tg, 1 z Tg adaptovanych na hypoxii a 2 ze
skupiny SHR adaptovanych na hypoxii. Jeden zaznam EKG (ze skupiny Tg adaptovanych
na hypoxii) nebyl zafazen do konecné statistiky z diivodu velmi odliSnych hodnot od

ostatnich ve skuping.

5.1 Zakladni sledované parametry

Tabulka ¢. 6 ukazuje télesnou hmotnost (BW) a tepové frekvence (HR)

v definovanych casovych intervalech béhem experimenti pro jednotlivé skupiny.
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Primérna télesna hmotnost stejné starych potkani kmene SHR byla 284 + 18 g, u Tg
potkanti 323 + 11 g. U skupin adaptovanych na chronickou hypoxii byla primérna vaha
SHR potkanti 266 + 7 g a 281 + 9 g u skupiny Tg, coz je vyznamny pokles o 13 % oproti
normoxickym zvifatim kmene Tg. Adaptace SHR na chronickou hypoxii neméla
vyznamny vliv na télesnou hmotnost. Graf ¢ 2 znézornuje BW jednotlivych
experimentalnich skupin. Namétfené hodnoty HR se mezi jednotlivymi skupinami na
pocatku experimentu a ani v jeho prub¢hu signifikantné nelisily. V ramci skupiny SHR
doSlo po prvnim zméfeni (HR1) tepové frekvence k signifikantnimu poklesu u obou
nasledujicich méteni (HR2, 3).

Télesna hmotnost (g) Tepova frekvence (min ™)
Skupina BW HR1 HR2 HR3
Normoxie
SHR 284 + 18 396+6 363+14% 348+9%
Tg 323+ 11 382+12  369+9 388+ 13
Hypoxie
SHR 266+ 7 3835 374+ 6 356 £11
Tg 281 + 9% 389+ 7 387+7 385+ 8

Tabulka ¢ 6: Télesna hmotnost (BW) a tepova frekvence (HR) ve vybranych ¢asovych intervalech:
HR1 - pfed ischemii, HR2 — na konci ischemie, HR3 - na konci 3 hod reperfuze. SHR - spontinné
hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina

&Pp < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. HR1

V tabulce ¢. 7 jsou uvedeny hodnoty stfednich arterialnich tlaki (MAP) zmétené ve
vybranych c¢asovych intervalech. U kmene Tg adaptovaného na hypoxii doslo
k signifikantnimu poklesu tlaku oproti normoxickym zvifatim pouze na konci ischemie. U
druhého kmene nebyl vyznamny rozdil v Zzadném ze tii méfeni MAP. Na konci ischemie
doslo také k vyznamnému poklesu tlaku u normoxickych Tg oproti SHR. Jiné zmény mezi

kmeny v ramci hypoxie a normoxie nebyly statisticky signifikantni.
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Arterialni tlak (mmHg)
Skupina P1 P2 P3
Normoxie
SHR 149+ 14 152+ 15 118 +19
Tg 117+10 113+9%  116+9
Hypoxie
SHR 152+2 151+2 132+ 10
Tg 145+10 149+£8* 128 £ 8

Tabulka ¢. 7: Stredni arterialni tlak (MAP) ve vybranych ¢asovych intervalech: P1 - pted ischemii, P2 - na
konci ischemie, P3 - na konci reperfuze. SHR - spontdnné hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.
* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina

# P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici SHR skupina

Graf ¢. 3 ukazuje hodnoty hematokritu (normoxie — SHR 46,9 + 0,8 %; Tg
47,9 + 0,7 %; hypoxie — SHR 69,7 + 0,8 %; Tg 71,4 + 1,0 %). U obou kmenu
adaptovanych na hypoxii doslo ke statisticky vyznamnému nariistu hematokritu. U kmene

SHR i Tg to bylo 0 49 %. K vyznamnym zménam mezi kmeny nedoslo.
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Graf ¢ 2: Prumérna télesna hmotnost potkanti v jednotlivych experimentalnich skupinach. SHR - spontdnné
hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf ¢ 3: Hematokrit stanoveny ze vzorku krve odebrané z ocasu. SHR - spontanné hypertenzni potkani,
Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil vs. odpovidajici normoxicka skupina
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5.2 Velikost infarktu

Graf ¢. 4 ukazuje relativni velikost ohrozené oblasti vztazené na velikost levé
komory (AR/LV) u jednotlivych skupin. Hodnoty AR/LV se mezi experimentalnimi
skupinami neli$ily (normoxie — SHR 41,2 + 3,0 %; Tg 44,1 £+ 6,2 %; hypoxie - SHR
42,0 = 3,1 % Tg 48,4 = 3,3 %). Mohli jsme proto hodnotit primérnou relativni velikost
infarktu v jednotlivych skupinach, protoZze nemohlo dojit ke zkresleni vysledka rozdilnou
velikosti ohrozené oblasti.

Na grafu ¢ 5 jsou zobrazeny relativni velikosti infarkti vztazené na velikost
ohrozen¢ oblasti (IS/AR) u jednotlivych skupin (normoxie — SHR 71,2 = 4,4 %; Tg
63,9 £ 6,5 %; hypoxie — SHR 48,9 + 59 %; Tg 39,7 = 5,6 %). U obou kmenu
adaptovanych na hypoxii doslo k vyznamnému poklesu IS, u kmene SHR 0 31 % a u
kmene Tg o 38 %. Mezi kmeny, v ramci normoxie a hypoxie, k Zadnym vyznamnym
zméndm nedoslo pifedevsim v disledku vyssi variability. Nicméné jak u normoxickych tak
hypoxickych Tg potkant byl jasny trend k mensi velikosti infarktu v porovnani s SHR
potkany.

5.3 Ischemické a reperfuzni arytmie

Graf ¢. 6 znazoriuje celkovy pocet predcasnych komorovych stahi béhem
ischemie u jednotlivych skupin (normoxie — SHR 1386,0 = 164,6; Tg 1505,0 + 182,3;
hypoxie — SHR 765,3 + 189,0; Tg 1502,0 + 332,3). Vyznamné statistické snizeni o 45 %
vykazoval kmen SHR adaptovany na hypoxii oproti normoxickym potkantim.

Graf ¢. 7 ukazuje typové zastoupeni ischemickych arytmii u jednotlivych skupin —
pocet singld, salv a komorovych tachykardii. (A) Singly (normoxie — SHR 352,8 + 78,2;
Tg 258,5 + 45,5; hypoxie — SHR 119,9 + 21,2; Tg 153,1 + 49,6). K signifikantnimu
poklesu poctu jednoduchych stahti doslo pouze u kmene SHR adaptovaného na hypoxii, a
to 0 66 %. (B) Salvy (normoxie — SHR 142,0 + 29,0; Tg 133,2 + 24,2; hypoxie — SHR 55,1
+ 17,1; Tg 73,83 = 20,0). Opét doslo k vyznamnému poklesu, o 61 %, pouze u potkanil
SHR adaptovanych na hypoxii. (C) komorové tachykardie (normoxie — SHR
974,7 + 262,5; Tg 1364 + 330,4; hypoxie — SHR 590,3 + 183,3; Tg 1275 + 322,2). U

tohoto typu arytmii jsme nezjistili Zadny statisticky vyznamny rozdil.
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Graf ¢. 8 ukazuje parametr zavaznosti ischemickych arytmii, bodovou hodnotu tzv.
skore arytmii (normoxie — SHR 3,3 + 0,2; Tg 3,5 + 0,2; hypoxie — SHR 2,9 + 0,3; Tg
3,4 + 0,2). Adaptace na chronickou hypoxii vyvolala pokles u obou kment, ale jen o
nevyznamny rozdil 12 % u SHR a0 2 % u Tg.

Na grafu ¢. 9 je zndzornéna Casova distribuce ischemickych arytmii v pribéhu
20 min ischemie. Arytmogeneze u vSech skupin zacala okolo 5. minuty a arytmie témet
odeznéni ischemické arytmogeneze v porovnani s hypoxickym kmenem Tg.

Na grafu ¢. 10 je znazornén celkovy pocet pred¢asnych komorovych arytmii béhem
reperfuze u jednotlivych skupin (normoxie — SHR 155,8 + 39,3, Tg 262,2 + 58,5; hypoxie
— SHR 17,8 £ 5,2, Tg 50,3 + 23,0). U obou kmenii adaptovanych na hypoxii doslo
k signifikantnimu poklesu reperfuznich arytmii. U kmene SHR doslo k poklesu 0 89 % a u
skupiny Tg o0 81 %.

Graf'¢. 11 znézornuje zavaznost reperzuznich arytmii, bodové hodnoty (normoxie —
SHR 2,5 £ 0,5; Tg 3,2 £ 0,2; hypoxie — SHR 2,2 + 0,3; Tg 1,7 £ 0,5). Stejné jako u
ischemickych arytmii, vyvolala chronick4 hypoxie pokles bodovych hodnot u obou kmentii.

K signifikantn¢ vyznamnému poklesu, 0 47 %, doslo u skupiny Tg.
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Graf ¢ 4: Relativni velikost ohroZené oblasti vztazené na velikost levé komory (AR/LV). SHR - spontinné

hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.
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Graf ¢é 5: Relativni velikost infarktu vztazend na velikost ohroZené oblasti (IS/AR). SHR - spontdnné
hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: : vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf ¢ 6: Celkovy pocet predéasnych komorovych stahi béhem ischemie. SHR - spontdnné hypertenzni
potkani, Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf ¢ 7: Typové zastoupeni ischemickych arytmii: A - jednoduché stahy, B - salvy, C - komorové
tachykardie. SHR - spontanné hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf ¢ 8: Bodové hodnoceni ischemickych arytmii (skoére). SHR - spontdinné hypertenzni potkani,

Tg -konplasticti potkani.
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Graf ¢& 9: Casové rozlozeni ischemickych arytmii v priibéhu 20 min ischemie: A - u normoxickych skupin,

B - u hypoxickych skupin. SHR - spontdnné hypertenzni potkani, Tg - konplasticti potkani.
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Graf ¢ 10: Celkovy pocet predcasnych komorovych staht béhem reperfuze. SHR - spontanné hypertenzni
potkani, Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf & 11: Bodové hodnoceni reperfuznich arytmii (skore). SHR - spontdnné hypertenzni potkani,
Tg - konplasticti potkani

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Druhé série pokust byla urcena k analyze exprese enzymu Aco 2 v homogenatu

srdei 4 experimentalnich skupin. Velikost skupin a pocet méteni shrnuje tabulka ¢. 8.

Pocet Analyza mnoZstvi
Skupina experimentu Aco 2
Normoxie
SHR 6 6
Tg 6 6
Hypoxie
SHR 6 6
Tg 6 6

Tabulka ¢ 8: Pocet provedenych pokust a provedenych analyz mnozstvi Aco 2 U homogenizovanych srdci
normoxickych a chronicky hypoxickych potkan. SHR - spontdnné hypertenzni potkani, Tg - konplasticti

potkani.

Graf ¢. 12 ukazuje BW jednotlivych experimentalnich skupin (normoxie — SHR
325,8 + 3,4 g; Tg 327,2 + 8,2 g; hypoxie — SHR 260,0 + 4,2 g; Tg 274,2 £ 59 @g). K
signifikantnimu poklesu primérné télesné hmotnosti doslo u obou skupin adaptovanych na
chronickou hypoxii. U skupiny SHR 0 20 % au Tg 0 16 %.

Na grafu ¢. 13 je znazornéna hmotnost pravé komory (RV) vztazena na télesnou
hmotnost zvifete (normoxie — SHR 0,6 + 0,02 mg/g; Tg 0,6 = 0,02 mg/g; hypoxie — SHR
1,4+ 0,05 mg/g; Tg 1,4 + 0,03 mg/g). U obou skupin adaptovanych na chronickou hypoxii
je patrny signifikantni nartst hmotnosti RV, a to 0 133 % u obou.

V piipadé méfeni exprese Aco 2 pomoci western blottingu jsme nezaznamenali, at’
uz v ramci adaptace na chronickou hypoxii nebo mezi skupinami, Zadny rozdil jak ukazuje

graf ¢. 14.
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Graf ¢ 12: T¢lesna hmotnost jednotlivych experimentalnich skupin. SHR - spontdanné hypertenzni potkani,
Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf ¢ 13: Hmotnost pravé komory vztazené na télesnou hmotnost. SHR - spontanné hypertenzni potkani,
Tg - konplasticti potkani.

* P < 0,0001: statisticky vyznamny rozdil: vs. odpovidajici normoxicka skupina
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Graf ¢ 14: Mnozstvi Aco 2 stanovené western blottem. SHR - spontdnne hypertenzni potkani,

Tg - konplasticti potkani.
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6 Diskuze

Redeni otdzek tykajicich se wilohy mitochondrialniho genomu u fady rtiznych
onemocnéni budi v posledni dobé zna¢nou pozornost (Pravenec a kol., 2007; Calvo et al.,
2006; Lowell and Shulman, 2005; Wallace, 2005). Nejinak tomu je i v pfipad¢ vlivu
chronické hypoxie na kardiovaskuldrni systém. Obecné plati, Ze chronicka hypoxie
pozitivné i negativné ovliviiuje kardiovaskularni systém. Mezi prospésné dusledky
adaptace fadime zvySenou ochranu srdce proti ischemii, mezi nezddouci patii napf.
hypertrofie RV v dasledku hypoxické plicni hypertenze (Neckar, 1998; Ostadal
a Widimsky, 1985; Widimsky a kol., 1973). Dosud vsak neexistuji zadné studie, které by
se ptimo zabyvaly vlivem chronické hypoxie ve spojeni s kardioprotektivnimi ucinky
a hemodynamickymi zménami u hypertenznich potkant. Zabyvali jsme proto vyznamem
mitochondrialniho genomu v I/R poskozeni srdce u SHR potkand a transgennich SHR
jedinct s mitochondrialnim genomem normotenzniho kmene BN, ktefi byli adaptovani na

chronickou hypoxii.

6.1 Vliv chronické hypoxie na sledované parametry

NaSe vysledky ukdazaly, ze kontinualni normobarickd hypoxie vede ke zpomaleni
télesného rlstu a zaroven k vyznamnému zvyseni hematokritu u obou skupin. Mezi kmeny
jsme ale Zzadné vyznamné zmény nepozorovali. Tato zjisténi se shoduji s vysledky
experimentll provadénych na normotenznich potkanech kmene Wistar, kde je efekt
chronické hypoxie zavisly na form¢ (intermitentni vs. kontinuélni), celkové dobé expozice
a také na typu pouzité komory (normobaricka vs. hypobarickd) (Zemanova, 2007; Neckart
a kol., 2004). Teprve dalsi studie ukazi, zda bude mit adaptace SHR potkani na
intermitentni hypobarickou hypoxii v porovnani s kontinualni normobarickou hypoxii
vyraznéjsi vliv na zpomaleni télesného ristu a produkci ¢ervenych krvinek, tak jak tomu
bylo u potkantit Wistar (Zemanova, 2007).

DalSim analyzovanym parametrem byla HR v urcitych casovych intervalech, a to
pfed ischemii, b&hem ischemie a Vv pribéhu reperfuze. V nasich pokusech jsme
zaznamenali signifikantni pokles srde¢niho rytmu v pribéhu métfeni u normotenznich SHR
potkand. Je zndmo, ze chronickd hypoxie mulZe vyvolat, mimo jiné, hyperpolarizaci

plazmatické membrany, tedy zkraceni akéniho potenciélu, v jehoZ disledku se zvySuje HR
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(Kuwahira et al., 1993). Zajimavé take je, ze u pacientli sledovanych pro vétsi predispozici
k ischemii myokardu, dochazelo pied vznikem akutniho infarktu ke zvyseni HR v klidu
(bez fyzické zatéze). Ukazuje se, Zze doba trvani vyssi HR muze byt jednim z parametra
predpovidajicich akutni srde¢ni ptihodu (McLenechan et al., 1991).

MAP byl méfen stejné jako HR ve tfech casovych intervalech a nevypozorovali
jsme zadny jednoznaény trend v ramci jednotlivych normoxickych ¢i hypoxickych skupin.
U hypoxické Tg skupiny jsme zjistili narGst MAP ve vSech tfech méfenich, jako
signifikantni se ukdzal pouze druhy c¢asovy interval, oproti normoxickym kontrolam.
K mens$imu narastu doslo i u hypoxické skupiny SHR oproti normoxické kontrole. To je
vsouladu s vysledky popula¢nich studii, které ukazuji, ze adaptaci organismu na
chronickou hypoxii dochazi ke zvySeni MAP (Calbet, 2003). Faktory, které mohou byt
spojeny se zvySenim arteridlniho tlaku chronickou hypoxii, jsou zvySend viskozita krve,
snizena zakladni produkce NO (Fletcher, 2001) nebo zvysené odstranovani NO kvuli vyssi
koncentraci hemoglobinu v krvi (Pawloski et al., 2001). Na rozdil od lidi, ktefi maji
vyznamné geny regulujici krevni tlak situované v blizkosti genu pro angiotensinogen
(Agt) na chromozomu 1 (Caulfield et al., 1996; Jeunemaitre et al., 1992), SHR potkani
maji takové misto na chromozomu 19. Zda se tedy, Ze u SHR potkanti nebude existovat
vztah mezi Agt a krevnim tlakem (Hiibner et al., 1994). Proto byl vytvofen novy kmen
SHR.BN-Agt kongenni kmen, ktery by mél slouzit jako model pro zkoumani jinych gent
na chromozomu 19, které by mohly pfispivat k rozvoji hypertenze (St Lezin et al., 1999).

Je znamo, Ze chronicka hypoxie zptisobuje hypertrofii RV. NaSe vysledky ukazuyji,
ze adaptace na chronickou hypoxii u obou kmenl vyvolala signifikantni zvétSeni
hmotnosti RV. Tyto vysledky jsou v souladu s fadou provedenych studii (napf. Blumberg
et al., 2002; Elmedal et al., 2004).

6.2 Vliv chronické hypoxie na ischemické poSkozeni srdce

Adaptace potkanti na hypoxické podminky vede k vétSi odolnosti srdce k I/R
poskozeni. Dusledkem je zmenSeni velikosti infarktu myokardu, niZs§i pocet ischemickych
arytmii a vyrazné lepsi obnova kontraktility myokardu. Nase vysledky ukazaly, ze CNH
(10% O, 3 tydny) snizuje velikost infarktu u obou skupin hypertenznich potkani. Zadné

rozdily v normoxii a hypoxii v ramci kmenii jsme nezaznamenali.
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Uz vroce 1986 vznikla studie (Snoeckx et al., 1986), ktera ukazala na modelu
globélniho I/R poskozeni, ze dospéli potkani SHR oproti normotenznim potkanim Wistar
maji vyrazné zhorSenou postischemickou obnovu kontraktilni funkce myokardu. Na jiném
modelu srde¢ni hypertrofie, vyvolaného konstrikei aorty, doslo po vystaveni potkant
akutni ischemii myokardu ke zvySené pooperacni umrtnosti v disledku vyskytu letalnich
arytmii (Linz et al., 1996). Ukazuje se, ze v mnoha modelech srde¢ni hypertrofie je vyskyt
arytmii z velké Casti zavisly na tvorbé ROS (Ravingerova a kol., 1999), respektive souvisi
se zménami oxidaéniho stresu a redox stavu myokardu (Simko a Pechafiova, 2010).
Abnormalni produkce NO v srdci také mutze prispivat k vyraznéjSimu I/R poskozeni srdce
SHR potkani (Berges et al., 2003). ZvySena aktivita syntézy NO vsrdci SHR
(Ravingerova a kol., 2011), zvySena produkce ROS spojend s abnormalni intraceluldrni
homeostazou vedouci ke snizené expresi proteind a genli sarkoplazmatického retikula Ca*
ATPazy v srdci hypertenznim zvifat (Kang et al., 2007), mGze mit negativni vliv na
zotaveni po I/R poskozeni a zvySenou arytmogenezi u SHR zvifat (Ravingerova a kol.,
2011).

Existuje fada studii potvrzujicich kladny Gc¢inek adaptace na chronickou hypoxii, at’
uz jde o kontinudlni ¢i intermitentni expozice, na IS u potkani kmene Wistar (napt. Neckar
a kol., 2004; Asemu et al., 2000). U SHR potkanti takové studie dosud chybi, respektive
dosud byly publikovany velmi omezené. Charvatova a kol. (2012) se zabyvali vlivem
chronické hypoxie na ischemickou toleranci srdce 1 a 10 dni starych mlad’ata kmene SHR
a Wistar. Ukazali, Ze jednodenni normoxickd mldd’ata kmene SHR maji zvySenou srdec¢ni
toleranci k ischemii oproti stejné starym mlad’atim kmene Wistar. Desetidenni mlad’at
obou kmenl vykazovala pokles odolnosti myokardu, kterd se ani preconditioningem ¢i
adaptaci na intermitentni vySkovou hypoxii nezvysila. Jind studie ukazuje, ze adaptace na
chronickou intermitentni hypoxii simulujici syndrom spankové apnoe (rychlé stfidani
normoxie a hypoxie v fadu sekund) zvySuje IS a rozviji hypertenzi u devititydennich SHR
potkanil ve srovnani se stejné starymi potkany kmene Wistar (Belaidi et al., 2009). Zda se
tedy, ze i pro hypertenzni potkany plati, Ze odolnost myokardu k ischemii, u jedinct

adaptovanych na chronickou hypoxii, je zavisla na modelu adaptace (Neckai a kol., 2013).

Dal$im sledovanym parametrem byl vyskyt ischemickych arytmii - jejich pocet
a zavaznost. Jak ukézaly naSe vysledky, mezi kmeny nebyl zjiStén vyznamny rozdil
Vv zddném ze sledovanych parametri pifi normoxickych podminkdch. Adaptace na

chronickou hypoxii zpisobila vyznamné snizeni vyskytu a poc¢tu ischemickych arytmii
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pouze u kmene SHR a u obou kmenti doSlo k signifikantnimu poklesu reperfuznich
arytmii. U singltl a salv jsme pozorovali jejich snizeny vyskyt u obou kment, ale pouze u
ischemickych arytmii - VT, se u obou skupin snizil, nicmén¢ se jednalo pouze o trend.
Myokard SHR potkan je charakterizovan, nejen srde¢ni hypertofii (Lindpaintner et
al.,, 1996) a snizenou toleranci Kischemii (Yano et al., 2011), ale také zvySenou
pravdépodobnosti vyskytu ischemickych komorovych arytmii (Leenen and Yuan, 2001).
To potvrzuje 1 studie Kolar a Parratt (1997), kde po ischemické periodé tvajici 30 min byl
celkovy pocet komorovych arytmiii signifikantné vys$si u SHR ve srovnani s potkany
Wistar. Snizeni incidence vSech typi komorovych arytmii vyvolala u obou kmeni
ischemicky preconditioning. Dal§im z moZnosti, jak lze snizit arytmogenezi u SHR
potkanii je lé€ba pomoci inhibitori angiotensin konvertujictho enzymu jako je napf.
enalapril nebo ramipril, jak ukazaly studie (Nguyen et al., 1998; Pahor et al., 1991).
Chronickd hypoxie ma protektivni ucinek, na vyskyt a zavaznost ischemickych
arytmii, jehoz velikost zavisi na pouzitém modelu (Neckai a kol., 2004; Asemu et al.,
2000). Hledani nejvhodnéjsiho protokolu je stile predmétem probihajicich studii, ale ve

spojeni s SHR potkany tuto problematiku zatim nikdo nezkoumal.

6.3 Vliv chronické hypoxie na expresi enzymu Aco 2

V réamci této diplomové prace jsme také sledovali, jak ovlivni chronicka hypoxie
expresi enzymu Aco 2 v myokardu levé komory srde¢ni. Nami zjisténé vysledky ukazaly,
Ze mnozstvi tohoto enzymu se neli§i v rdmci kmeni a ani chronickd hypoxie neméla vliv
na jeho mnozstvi. Je znamo, Ze pti ischemii myokardu dochazi k nérlistu oxidacniho stresu,
a tedy k ovlivnéni exprese a aktivity celé fady enzymi Krebsova cyklu, oxidacni
fosforylace a k nartstu koncentrace antioxida¢nich enzymu (Dhalla et al., 1999). Pti
adaptaci na chronickou hypoxii také dochazi k odpovédi tkani a organti na oxidacni stres
ve form¢ narlstu antioxidacni kapacity (Balkova a kol., 2011; Nakanishi et al., 1995).
Nicméné ROS tvofené v zavislosti na adaptaci na chronickou hypoxii nemusi pouze
negativné ovlivilovat myokard, ale mohou se také podilet na kardioprotektivni signalizaci
(Kolat a Ostéadal, 2004). Experimenty, provedené v ramci grantového projektu
zabyvajiciho se vlivem chronické hypoxie na myokard Tg a SHR potkani, respektive na

expresi klicovych metabolickych enzymii ukazuji, Ze antioxidac¢ni systémy (enzymy
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CuSOD, MnSOD), s vyjimkou kataldzy, nemusi pravdépodobné hrat vyznamnéjsi roli
Vv kardioprotektivnim puasobeni chronické hypoxie. Za zminku také stoji, ze chronicka
hypoxie vyvolala u obou kment snizeni mnozstvi podjednotek komplexu IV oxida¢ni

fosforylace (Weissova, 2013; Brabcova, 2013).
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7 Zavér

Tato diplomovd prace se zabyvala ischemickou toleranci srdce a expresi
mitochondrialni akonitdzy u normoxickych a chronicky hypoxickych srdci hypertenznich
potkani kmene SHR a konplastického kmene SHR/Olalpcv-mt®V Na zaklads

realizovanych experimentii jsme dospé¢li k témto zaveér:

1) Zaména mitochondridlniho genomu hypertenznich potkani kmene SHR za
mitochondrialni genom normotenznich zvifat kmene Brown Norway vyznamné
neovlivnila citlivost jejich srdci k projeviim akutniho I/R poskozeni (ischemické

a reperfuzni arytmie, velikost infarktu).

2) Adaptace na chronickou hypoxii vyznamné snizila velikost infarktu myokardu
a vyskyt reperfuznich arytmii u obou hypertenznich kment. V disledku chronické
hypoxie doSlo také k vyznamnému poklesu vyskytu ischemickych arytmii, ale

pouze u kontrolniho kmene SHR.

3) Exprese mitochondrialni akonitazy se neliSila mezi obéma kmeny; chronicka

hypoxie neméla vliv na expresi tohoto enzymu.
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