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ABSTRAKT

Adaptace na chronickou hypoxii zvySuje odolnost srdce k ischemicko-
reperfuznimu (IR) poskozeni. Kardioprotektivni u¢inky adaptace jsou zavislé na intenzité
hypoxie, délce jejiho trvani a dennim rezimu adaptace. Bylo prokazano, ze nékteré
protektivni rezimy adaptace na hypoxii aktivuji proapoptotické signalni drahy. Vyzkumy
poslednich let ukazuji, Ze na regulaci apoptézy v srdci se mohou podilet i bioaktivni
molekuly sfingolipidd. Cilem této prace bylo stanovit expresi mRNA transkriptu
vybranych gend apoptotickych drah a genti metabolismu sfingolipidii. Pouzili jsme dva
hypoxické modely, kontinualni normobarickou hypoxii (CNH, 10% O) V riznych
¢asovych intervalech (4h, 48h, 120h, 21 dni), kde jsme analyzovali pravou a levou
komoru (RV, LV) a intermitentni hypobarickou hypoxii (IHH, 7000 m, 8h/denn¢), kde
byla analyzovana pouze LV. Zjistili jsme, Ze CNH zvysuje expresi proapoptotickych genti
pievazné v RV a IHH v LV. Dale, v protektivnich hypoxickych rezimech byla aktivace
exprese proapoptotickych geni doprovazena zvySenim exprese enzymu produkujicich
protektivni druhy sfingolipidi. Objasnéni piesné tlohy apoptdzy a signalnich molekul

sfingolipidi v endogenni protekci myokardu vSak vyzaduje dalsi vyzkum.

Klic¢ova slova: apoptdza, sfingolipidy, hypoxie, myokard, Real time PCR, BioMark HD
System (Fludigm), Light Cycler 480 (Roche)



ABSTRACT

Adaptation to chronic hypoxia provides myocardial protection against ischemia —
reperfusion injury (IR). Cardioprotective effect of adaptation depends on the degree and
duration of hypoxic exposure and daily regime of adaptation. Certain protective regimes
of adaptations to hypoxia have been reported to activate proapoptotic signaling pathways
and bioactive sphingolipids were recently shown to play important role in the regulation
of apoptosis in the heart. We aimed to determine the mRNA level of selected genes
related to apoptotic pathways and to sphingolipid metabolism in two models of hypoxic
adaptation, continous normobaric hypoxia (CNH 10% O,) with different exposures (4h,
48h, 120h, 21days) and intermitent hypobaric hypoxia (IHH 7000 m, 8h/day). Both
ventricles, LV and RV, were analysed after adaptation to CNH and only LV was analysed
after IHH adaptation. Our results show that both types of adaptation increased mRNA of
proapoptotic genes, CNH mainly in RV and IHH in LV. Furthermore, increased
expressions of proapoptotic genes were accompanied by the increase of expression of
enzymes producing predominantly protective kinds of sphingolipids. The exact role of
apoptosis and sphingolipid signaling molecules in endogenous myocardial protection

requires further research.

Key words: Apoptosis, Sphingolipids, Hypoxia, Myocardium, Real time PCR, BioMark
HD System (Fludigm), Light Cycler 480 (Roche)
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1. SEZNAM ZKRATEK
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AlF
Apaf-1
ARD
BAD
BAK
BAX
BCL2
BCL-xL
BID
BID
BNIP3
BW
C1pP
CASP
Cer
CERK
CerS
CERT
CNH
Cp
DAG
DES1
DIABLO
DISC
DTT

E
EGLN3
ER
ERK
FADD
FasL
FLIP

alkalicka ceramidaza
apoptosis inducting factor
apoptotic protease activating factor-1
apoptotic repressor with CARD (caspase recruitment domain)
BCL2-associated agonist of cell death
BCL2-antagonist/killer
BCL2-associated X protein
B-cell CLL/lymphoma 2
BCL-x protein long isoform
BH3 interacting domain death agonist
BH3 interacting domain death agonist
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
hmotnost téla (body weight)
ceramid-1-fosfat (ceramide-1-phosphate)
kaspaza
ceramid
ceramidkinaza
ceramidsyntaza
ceramide transfer protein
kontinualni normobaricka hypoxie
crossing point
diacylglycerol
dihydroceramiddesaturaza

(Direct IAP-Binding protein with Low PI)
death inducting signaling complex
dithiothreitol
efektivita
Egl nine homolog 3
endoplazmatické retikulum
extracellular regulated kinase
Fas-associated via death domain
Fas ligand
flice inhibitory protein



FVT-1
HIF
HM
HPRT
HtrA2
ICAD
IHH
JNK
LV
m.n.m.
MA-nSMase
MAPK
MCRMs
MDM2
MnSOD
mPTP
mTOR
NF-xB
NF-xB
PCR
PDI
PI3K
PKC
PKG
PP1
PP2A
Puma
RIN
ROS
RV
S1P
S1P1s
SDK
SDS

follicular lymphoma variant translocation-1

hypoxii indukovany faktor

homogeniza¢ni médium
hypoxantin-guaninfosforibosyltransferaza

high temperature requirement protein A2

inhibitor of caspase-activated DNAse

intermitentni hypobaricka hypoxie

c-Jun N terminal kinase

leva komora (left ventricle)

metry nad mofem

mitochondrial-associated nSMase

mitogen-activated protein kinase

mitochondrial ceramide-rich macrodomains

mouse double minute 2

manganova superoxiddismutdza

mitochondrial permeability transition pore

mammalian target of rapamycin

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
protein disulfide-isomerase

fosfatidylinositol-3-kinaza (phosphatidylinositol-3-kinase)
protein kinaza C

protein kinaza G

protein phosphatase 1

protein phosphatase 2A

p53 upregulated modulator of apoptosis

RNA integrity number

reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

prava komora (right ventricle)

sfingosin-1-fosfat (sphingosine-1-phosphate)

S1P receptory 1-5

sphingosine-dependent protein Kinase

dodecylsiran sodny



SDS-PAGE

SGMS
Smac
SMase
SMPD2
SMSr
Sph
SPHK
SPL
SPT
SPTLC1
SSSPT
TAE
TBS
TNF
TNFR
TRADD
TRAIL-R
TTBS
XIAP

elektroforézou v polyakrylovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

sfingomyelinsyntaza

(Second Mitochondria-derived Activator of Caspases)
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sfingomyelinfosfodiesteraza (sphingomyelin phosphodiesterase)
sphingomyelin synthase-related protein
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sfingosinkinaza (sphingosine kinase)
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serinpalmitoyltransferaza

serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 1

small subunit of SPT

solny roztok (tris base, acetic acid, ethylenediaminetetraacetic acid)
solny roztok (tris buffered saline)

tumor necrosis factor

tumor necrosis factor receptor

TNFR assaciated death domain

TNF-related apoptosis-inducing ligand

solny roztok (tween tris buffered saline

X-linked inhibitor of apoptosis



2. UVOD

Nejcast¢jsi pricinou umrti jsou nemoci ob&hové soustavy, mezi nimi ma nejvetsi
zastoupeni ischemickd choroba srdec¢ni. Béhem tohoto onemocnéni je omezeno krevni
zasobeni srdce, které je tedy nedostateéné vyzivovano a zasobeno kyslikem. Ischemie pak
muze vést az k odumieni bunék myokardu — Kk infarktu. Aby velikost loziska infarktu dale
nevzrastala, je dialezité co nejdiive obnovit krevni zasobeni v postizené oblasti srdce.
Reperfiize mino jiné mize vést ke smrti dalSich bunck, které byly ischemii pouze poSkozené.
Proto se stale studuji mechanismy, které mohou zmensit velikost infarktu a zmirnit
ischemicko referfuzni poSkozeni srdce. Jednim ze zpusobil, jak zvySit odolnost srdce pii
ischemii je pfedchozi adaptace na hypoxii. Poprvé byly pozorovany kardioprotektivni uc¢inky
chronické hypoxie u populaci Zijicich ve vysokych nadmotiskych vyskach. Nasledné bylo
prokazano, Ze k ochrané srdce piipiva 1 pravidelné plisobeni hypoxie jen n¢kolik hodin denné
a ze podobné ucinky mize navodit také normobaricka hypoxie, pti které je ¢ast kysliku ve
vzduchu nahrazena dusikem. Adaptace na oba typy hypoxie (kontinudlni normobaricka i
intemitentni hypobarickd) snizuji velikost infarktu, ale se 1i§i svym uc¢inkem na komoroveé
arytmie. Rozsah infarktu je snizen také tim, ze méné¢ bunc¢k podléha apoptotické bunécné
smrti. Pfesto je b&hem hypoxie apoptéza aktivovana. V souvislosti s apoptdézou jsou
studovany také bioaktivni molekuly sfingolipidi. Ty mohou stimulovat 1 potlacovat aktivaci
apoptotickych drah. Ukazuje se, ze hraji vyznamnou roli také v kardioprotekci. Cilem moji
prace proto bylo stanovit zmény genové exprese vybranych gent apoptotickych drah a
metabolismu sfingolipidd po ptisobeni kontinualni normobarické hypoxie a intermitentni

hypobarické hypoxie.



3. LITERALNI PREHLED

3.1. Hypoxie

Hypoxie je stav, pti kterém dochazi k nedostatku kysliku v tkanich vzhledem k jeho
aktualni potfebé. Podle pticiny jejiho vzniku rozeznavame nékolik typt hypoxie. V piipade,
kdy dojde k omezeni nebo pieruseni krevniho zasobeni mluvime o ischemické hypoxii
(ischemii), kde se k nedostatku kysliku jesté piidavd nedostatecné zasobeni Zivinami a
nedostate¢né odplavovani metabolitd (shrnuto v Ostadal and Kol , 1999, Hearse, 1994).
K hypoxii ale dochézi 1 pti dostatecném krevnim zasobeni v ptipade, Ze je snizend kapacita
krve pro ptenos kysliku (anemicka hypoxie) nebo v ptipadé, kdy je snizena schopnost bunék
kyslik zuZitkovat, 1 kdyZ je k nim dodavan v dostate¢ném mnozstvi (histotoxickd hypoxie).
Hypoxicka hypoxie nastava pii poklesu parcialniho tlaku kysliku v arteridlni krvi. P¥i¢inami
mohou byt na jedné stran¢ patologické stavy, jako nékterad plicni onemocnéni, vrozené srde¢ni
vady nebo spankova apnoe, ale i fyziologické podminky, se kterymi se setkavame ve
vysokych nadmotskych vyskach na strané druhé (shrnuto v Ostadal et al., 1999). Tohoto
druhu hypoxie se bude moje prace tykat a terminem hypoxie bude naddle oznacovana pravé
hypoxickd hypoxie. Jiz vice nez 50 let je znamo, ze adaptace organismu na chronickou
hypoxickou hypoxii piisobi kardioprotektivné. V roce 1960 byla publikovana studie ukazujici,
ze u osob zijicich ve vysokych nadmotskych vyskéach je snizeny vyskyt akutniho infarktu
myokardu (Hurtado, 1960). Tyto zavéry byly mnohokrat potvrzeny v laboratornich
podminkach simulujicich snizené mnozstvi kysliku v hypobarické komoie. Adaptace
organismu na chronickou hypoxii snizuje riziko vzniku akutniho infarktu myokardu,
zmensuje oblast postizenou infarktem, omezuje vznik a zavaznost arytmii po infarktu (Vovc,

1998) a prispiva k navratu kontraktility myokardu (McGrath et al., 1973; Baker et al., 1995).



3.1.1. Hypoxické modely

Studium vlivii hypoxie in vivo probiha na riznych modelovych zvitatech i za riznych
hypoxickych podminek. Uginky hypoxie se ptitom lidi podle druhu, pohlavi a staii zvifete
(shrnuto v Ostadal and Kolai, 1999; Kolar and Ostadal, 2004). Jsou ale také zavislé na stupni
hypoxie i doby jejiho ptisobeni i na tom, zda hypoxie piisobi kontinudln¢ nebo je prerusovana
navratem do normoxickych podminek. Hypoxie mlize byt kombinovana se snizenym tlakem
ve vysoké nadmotské vysce, coz lze simulovat v hypobarické komote, nebo mtize byt vliv
hypoxie studovan samostatné¢ v normobarickych podminkdch snizenim pouze parcialniho

tlaku kysliku, obohacovanim dusikem.
V této praci byli dospéli samci potkana vystaveni dvéma typim hypoxie:
1) kontinualni normobaricka hypoxie (CNH) (PO, 10%), po 4h, 48h, 120h a 21 dni

2) intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH), ve 25 expozicich podminkam
7000 m.n.m, 8h denné

Oba typy hypoxie maji kardioprotektivni efekt, ptisobi-li hypoxie dostate¢né dlouho a jsou-li
dostatec¢n¢ intenzivni. Pokud byli potkani adaptovani na normobarickou hypoxii (CNH), tak 5
denni adaptace jesté neovlivnila velikost infarktu vyvolané¢ho okluzi koronarni arterie, ovSem
15 denni adaptace uz vedla ke zmenSeni velikosti infarktu a tento protektivni efekt se jeste
prohloubil po 30 denni adaptaci. Zaroven byly po 5 denni adaptaci omezeny ischemické
komorové arytmie, po del$ich ¢asovych intervalech vSak antiarytmicky efekt vymizel (Neckar
et al., 2013; Neckar et al., 2003). Podobny trend byl pozorovan po adapaci na intermitentni
hypobarickou hypoxii (IHH). Zatimco adaptace na IHH odpovidajici nadmotské vysce 5000
m.n.m intermitentné¢ pouze 6 h denné v 30 expozicich neméla zadny vliv na velikost infarktu
(Kolar et al., 2008), po 8h adaptaci na tyto podminky (8h denné, 24-32 expozic, 5000 m.n.m.)
uz bylo pozorovano zmenSeni infarktu (Neckat et al. 2002a), které bylo jeSté vyraznéjsi pii
7000 m.n.m (8h denng, 24-32 expozic nebo 35 expozic, 7000 m.n.m) (Neckar et al., 2002b,
Neckar et al., 2004). Antiarytmicky a¢inek IHH byl zaznamenan uz pti 4000 m.n.m pii 40
expozicich trvajicich 5h (Vovc, 1998), ale na rozdil od CNH se jesté zvySoval pii
intenzivnéj$i hypoxii (8 hodin denné, v 25-30 expozic, 7000 m.n.m) (Asemu et al., 2000).

Soucasné jsou vedle adaptace na chronickou hypoxii studovany kardioprotektivni
ucinky 1 jinych modeld, jednim znich je preconditioning. Bylo zjisténo, ze kratké

nékolikaminutové ischemické epizody stiidané reperfiizi také zmensSuji rozsah experimentalné
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vyvolaného infarktu (Murry et al. 1986), nasledné snizuji vyskyt arytmii a zlepSuji
kontraktilitu (Kloner et al., 1998). Protektivni t¢inek preconditioningu je vSak pouze
kratkodoby (hodiny az dny) zvlasté ve srovnani s adaptaci na chronickou hypoxii, jejiz u¢inek
pretrvava tydny az mésice (Neckar et al., 2004). Pro uplnost je tfeba dodat, ze toto stfidani
kratkych useka ischemie a reperfize plisobi kardioprotektivng, i kdyz je aplikovano az po
dlouhodobé okluzi koronarni arterie a vzniku infarktu. V tomto pifipadé je oznacovano jako

postconditioning (Zhao et al., 2003).

3.1.2. Prava a leva komora myokardu

V této praci byl sledovan vliv hypoxie jak na levou (LV - left ventricle) tak na pravou
komoru (RV - right ventricle), které se morfologicky i funkéné lisi. Rozdily mezi komorami
se promitaji 1 do odliSné reakce na ischemii a hypoxii. Ve vétSin€ piipadii zasahne infarkt
levou komoru srde¢ni, zatimco infarkt pouze pravé komory se vyskytne ptiblizné ve 3 %
vSech ptipadt (Andersn et al., 1987). Mensi nachylnost RV k infarktu je dana tim, ze RV ma
méné svalové hmoty, Zene krev proti menSimu odporu v plicnim ob¢hu, a tudiz vykondva
meéné prace. M4 tedy mensi ndroky na krevni zasobeni, které pfivadi kyslik a Ziviny. Navic
zde neni krevni zdsobeni béhem srdecniho cyklu omezeno, jak se déje v LV. Béhem systoly
totiz tlak v tkani LV pfevysSuje hodnoty tlaku krve v korondrnich artériich, cévy jsou stlateny
a krevni zdsobeni LV je proto omezeno predevSim na diastolu. Z téchto duvodi je LV
nachylnéjsi k ischemickému poskozeni a rozvoji infarktu (shrnuto v Kinch and Ryan, 1994;
Goldstein, 1998). Proto je pti hledani mechanismu kardioprotekce pozornost soustiedéna
piredevsim na LV. Nicméné pii studiu u€inkt systémové hypoxie, je dilezité zaméfit se i na
RV. Adaptace na hypoxii totiz vyvolava vyraznéjsi zmény pravé u ni v disledku rozvoje

plicni hypertenze

Plicni hypertenze je nasledek vazokonstrikce v plicnim fecCiSti, kterd nastupuje
pomérné rychle a v ptipadé, Ze je dlouhodoba, dochazi i k zesileni vrstvy hladké svaloviny
V plicnich artériich, coz zvySuje odpor krevniho fecisté (Heath, 1977). RV se pak na zvySené
naroky adaptuje a hypertrofuje, a to jak za CNH (Morel et al., 2006; Neckar et al., 2013) tak
za IHH (Widimsky et al., 1973; Asemu et al., 2000). Hranice, kdy se u lidi rozviji plicni
hypertenze a dochazi k hypertrofii RV je 3000 m.n.m (Hurtado, 1960). RV je také nachylné&;jsi
k tvorbé nekrotickych lozisek, které vznikaji na zac¢atku adaptace na IHH (7000 m.n.m, 4
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hypoxii. Zatimco pti expozicich 4h denné 5000 m.n.n byla pozorovana pouze hypertrofie RV,
expozice 8h denn¢ 7000 m.n.m vyvolaly i hypertrofii LV (Asemu et al., 2000).

3.1.3 Mechanismy endogenni kardioprotekce

Adaptace na hypoxii je komplexni dé&j, pfi némz se uplatiiuje fada mechanismd.
Hypoxickym podminkam se ptizplsobuje energeticky metabolismus buiiky (shrnuto v Essop,
2007) 1 kontraktilni aparat myocyti (exprese izoforem tézkého fetezce myosinu), coz
pravdépodobné umoziiuje efektivnéjsi vyuziti ATP pii poklesu energie (Pissarek et al., 1997,
Letout et al., 2005). V reakci na zvySenou tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS — reactive
oxygen species) se zvysuje kapacita antioxida¢niho systému (Vigano et al. 2011; Balkova et

al., 2011). Také se zintenziviiuje degradace poskozenych proteind (Vigano et al., 2011).

Protektivni drahy aktivované za hypoxie zvySuji piezivani bunék pti nasledné ischemii
a reperfuzi. ROS, které za hypoxie a v reperfizi vznikaji ve zvySené miie, mohou poskodit
bunééné struktury. V nizkych koncentracich funguji ale zarovenn jako dulezité
kardioprotektivni signdlni molekuly. V hypoxii ROS aktivuji PKC & (proteinkindzu C 9)
(Kolat et al., 2007), zvySuji expresi antioxida¢niho enzymu manganové superoxiddismutazy
(MnSOD) (Balkova et al., 2011) a jsou nezbytnou soucasti adaptaénich mechanismu, které
snizuji velikost infarktu pii ischemii a reperfizi. Pokud bylo mnozstvi ROS béhem adaptace
na THH snizovano poddvanim antioxidantu, kardioprotektivni ¢inek hypoxie zcela vymizel
(Kolat et al., 2007; Balkova et al., 2011). Ke kardioprotektivnim G¢inkiim hypoxie ptispiva
také aktivace Katp kanalu, ktera snizuje velikost infarktu a zlepSuje postischemickou
kontraktilitu srdce (Neckar et al. 2002a). Katp kanaly by mohly byt aktivované pies PKC 6
praveé pusobenim ROS (Kolar et al., 2007). Zda se, ze aktivace Karp kanalli brani hromadéni
Ca”" iontd v bufice pii ischemii a reperfuzi (Zhu et al. 2003). Hypoxicka adaptace navic
zvySuje odolnost mitochondrii proti poskozeni nadm&rnym mnoZzstvim Ca®*. Pravé
mechanismy, které brani poruseni mitochondrii jsou zfejmé klicové (Javadov et al., 2003).
Béhem ischemie a reperfize je pro preziti bunck diilezité, aby zlstaly neporusené membrany
mitochondrii. Pokud se vytvoii por prochazejici skrz ob&é mitochondridlni membrany mPTP
(mitochondrial permeability transition pore), mizi elektrochemicky gradient nutny pro tvorbu
ATP. Navic do mitochondrie vstupuji tekutiny a ta bobtna. Pfi poskozeni hrani¢niho mnozstvi

mitochondrii butika rychle umira (shrnuto v Yang et al., 2010).



Protektivni mechanismus, ktery zabranuje vytvotfeni mPTP je dobie popsan v piipadé
preconditioningu a postconditioningu: Nejprve jsou aktivovany membranové receptory
sprazené s G-proteiny. Z nich je signal pfenaSen fadou kinaz jako PKC (protein kinaza C),
PKG (protein kinaza G), fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K), Akt (také zvana protein kinaza B)
a ERK (extracellular regulated kinase) az na mitochondrie. Soucasti tohoto mechanismu
protekce je pravé i aktivace mitochondrialniho Katp kanalu, ktera vede alkalizaci

mitochondrialni matrix a dal$i tvorbé signalnich ROS (shrnuto v Yang et al., 2010).

Signalem pro buné¢nou smrt je ale 1 vytvofeni poru pouze ve vnej$i mitochondrialni
membrané a Unik cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru, ¢imz dochazi k aktivaci
mitochondridlni apoptotické¢ drahy. Apoptoza se podili na bunééné smrti myocyti béhem
ischemie i reperfuze (Kajstura et al., 1996; Fliss and Gattinger, 1996). Bylo publikovano, Ze
adaptace na hypoxii miize snizit i apoptotickou bunéénou smrt pii nasledné ischemii (Dong et
al., 2003). Na druhou stranu ale bylo zjisténo, ze myocyty béhem hypoxie podléhaji apoptdze
(Jung et al., 2001) a antiapototické proteiny pfevazuji jen v pocatku adaptace (Lee et al.,
2006). Z vyse uvedeného je ziejmé, ze protektivni vliv adaptace na hypoxii zavisi na délce
jejiho trvani a na dennim rezimu pusobeni hypoxie. Je velmi zajimavé, ze v modelech, které
jsou protektivni, pravdépodobné dochézi k apoptotickym procesim. Z tohoto divodu jsme se
pii sledovani zmén, ke kterym dochazi béhem adaptace na kontinualni normobarickou
hypoxii CNH a po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii IHH, soustiedili na

apoptozu za téchto podminek.



3.2. Typy bunéé¢né smrti

Apoptoza patii spolu s nekrézou a autofagii mezi tfi nejvice popsané typy bunécné
smrti v srdci. Pro nekrotickou bunénou smrt je charakteristické nabyvani na objemu organel i
cytoplazmy, které vede k naruSeni bunééné membrany a uvolnéni obsahu bunky do
extracelularniho prostoru. Nekréza byla dlouho povazovana za nefizeny proces odehravajici
se bez narokt na energii. Ukézalo se ale, ze toto plati pouze pti vazném poskozeni buiky, a ze
nekréza mize byt vyvolana aktivaci prisn¢ regulovanych signalnich drah. V tomto ptipadé
byva pro nekrozu pouzivan zvlastni termin nekroptoza (Degterev et al., 2005). Nekrotické
buniky vyvolavaji prozanétlivou odpovéd’ pasivnim uvoliovanim prozanétlivych latek nebo
aktivni sekreci cytokinl. Jsou odstraiiovany pomalu a az po naruseni intergity bunécné
membrany. Autofagie je regulovany proces, ktery umoznuje degradovat a recyklovat bunécné
sloZky, a tak se podili na udrzeni stdlého vnitiniho prostfedi buiiky. Nicméné¢ v umirajicich
bunkach byly pozorovany autofagické vakuoly a autofagie muze vést az k jejich zaniku (Yu et
al., 2006). Bylo prokazano, ze autofagic bunéfnou smrt spiSe doprovazi, nez ji pfimo
zpusobuje (Qu et al., 2007; shrnuto v Scarlatti et al., 2009; Duprez et al. 2009). Dalsim typem
bunééné smrti je apoptoza (Kerr et al., 1972).
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3.3. Apoptoza

Pti apoptoze dochazi k degradaci cytoskeletu a smrsténi butiky, chromatin kondenzuje,
je Stépen a formuje pro apoptéozu charakteristické plilmésicité tvary. Dale se ztraci se
asymetrie rozlozeni fosfolipidi mezi vnéjs$i a vnitini vrstvou plazmatické membrany a do
vngj$i vrstvy se dostava fosfatidylserin, ten je pak zfejmé signalem pro ostatni bunky, aby
fagocytovaly apoptoticka téliska. Béhem apoptdzy se totiz neztraci integrita bunétné
membrany a nedochazi k uvolnéni obsahu buiikky do mezibunééného prostoru, ale obsah
buiiky je rozdélen do vackt obalenych membranou — apoptotickych télisek, které jsou
pohlcené sousednimi bunikami a makrofagy (shrnuto v Buja and Vela, 2008) Cely proces
apoptdzy musi byt dobie regulovan a vyzaduje kontrolu exprese specifickych genti (shrnuto v
Suleiman et al., 2007). Podstatné clanky apoptotickych signalni drah tvoii tfida
proteolytickych enzymt — kaspazy. Kaspazy maji v aktivnim misté cystein a §tépi protein za
aspartatovym zbytkem, odtud jejich nazev (Alnemri et al., 1996). Jsou syntetizovany jako
neaktivni prokaspdzy s katalytickou doménou na C konci. Mnohé morfologické zmény
typické pro apoptozu vznikaji ¢innosti efektorovych kaspdz (kaspaza 3, 6 a 7), které jsou
z prokaspaz do své aktivni formy $tépeny signalnimi kaspazami (kaspaza 2, 8, 9, 10 a 12).
K aktivaci signalnich kaspaz dochazi ve dvou hlavnich apoptoptickych drahach: vnéjsi

receptorové a vnitini mitochondrialni (shrnuto v Crow et al., 2004).

3.3.1. Vn¢jsi draha

Vnéjsi apoptoticka draha je spuSténa aktivaci receptor nalezicich do TNFR rodiny
[jako jsou Fas a TNFR (tumor necrosis factor receptor) a TRAIL-R (TNF-related apoptosis-
inducing ligand)]. Po vazbé ligandu, kterym muaze byt membranovym proteinem jiné bunky
nebo rozpustny extraceluldrni protein, vytvari tyto receptory homotrimery a dochézi u nich ke
konformac¢ni zméné. Po zméné konformace se, pres strukturni doménu zvanou doména smrti,
na cytosolickou ¢ast receptord vazou adaptorové FADD (Fas-associated via death domain)
nebo TRADD (TNFR assaciated death domain). Pfes druhou doménu smrti je k adaptorovym
proteinim vazana prokaspdza 8, moznd i1 prokaspdza 10, a tak vznikd multiproteinovy
komplexu DISC (death inducting signaling complex). DISC miize obsahovat 1 dalsi kofaktory
a regulacni proteiny. Prokaspazy 8 se v komplexu DISC ocitaji v t€ésném kontaktu, ktery
umozni jejich dimerizaci a autoaktivaci. Aktivni kaspazy 8 pak §tépi, a tim aktivuji efektorové
kaspazy a proapoptoticky protein BID (BH3 interacting domain death agonist). Aktivace
kaspéazy 3 a BID propojuje vné¢jsi apoptotickou drahu s vnitini. Signal ptes receptory TNFR
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rodiny nemusi vzdy vést k apoptdze, mize navodit proliferaci nebo diferenciaci. Vazbou TNF
(tumor necrosis factor) na receptor dojde nejprve k vytvoreni komplexu I vazanému na
membranu, kterym jsou aktivovany NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) a MAPK (mitogen-activated protein kinase). Po endocytoze TNFR dojde
k vytvotfeni komplexu II, ktery vaze a umozni aktivaci kaspazy 8 (shrnuto v Duprez et al.,
2009).

Pti zkoumani role vnéjsi apoptotické drahy v srdci bylo zjisténo, ze zvyseni exprese
TNF-a a FasL (Fas ligand) nevedlo k vyraznému nartstu apoptotickych bunék (Nelson et al.,
2000; Li et al., 2000), Proto se ptedpokladalo, Zze vnéjsi apoptoticka draha nema na indukci
apoptozy v srdci velky podil. Signal vedouci vné€j$i apoptotickou dradhou mohou blokovat
FLIP (flice inhibitory protein) a ARD [apoptotic repressor with CARD (caspase recruitment
domain)]. FLIP ma velkou sekvenéni homologii s kaspazou 8. Pfi aktivaci Fas receptoru FLIP
kompetuje s kaspazou 8 o vazbu na adaptorovy protein FADD a znemozZiuje tak aktivaci
kaspazy 8. ARD vaze a specificky blokuje kaspazy 2 a 8 (také mize branit uvolnéni
cytochromu ¢ z mitochondrii, a tim omezuje i mitochondrialni apoptotickou cestu). V srdci je
exprese obou téchto proteini bézné vysoka (Irmler et al., 1997; Koseki et al., 1998). Urcité
stresové podminky, ale mohou expresi obou proteini snizovat: Mnozstvi FLIP se snizuje
béhem ischemie a reperfiize (Rasper et al., 1998), mnozstvi ARC zas pusobenim ROS, které
pii ischemii a reperfuzi vznikaji (Neuss et al., 2001). Ulohu vn&jsi apoptotické drahy pii
indukci apoptozy V srdci piipousti pozdéjsi studie (Lee et al., 2003), podle které mysi bez
funkéniho membranového receptoru Fas, po 30 min ischemie nasledované 24h reperfuzi,

mély o vice nez polovinu méné¢ apoptotickych myocytt nez kontrolni mysi.
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3.3.2. Vnitini draha

V centru vnitini apoptotické drahy stoji mitochondrie. Vlivem apoptotickych signali
dojde k vytvotfeni pori ve vné€j$i mitochondrialni membrané. Cytochrom ¢ se nachazi u
vnitini vrstvy mitochondrialni membrany asociovany s membranivym lipidem kardiolipinem
(Ott et al., 2002). Pokud je tvorba poru ve vnéjSi membrané¢ doprovazena uvolnénim
cytochromu ¢ od vnitfni membrany, cytochrom c spolu s dal§imi apoptogenni faktory unika
do cytoplazmy. V cytoplazmé vaze cytochrom c¢ adaptorovy protein Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1). Apaf-1 dale interaguje s dATP a/nebo ATP. To stimuluje
konformaéni zmény, které vedou k oligomerizaci Apaf-1 a navazani prokaspazy 9. Vytvoreni
apoptozomu, jak se cely tento komplex nazyva, umozni dostatecné ptiblizeni prokaspaz 9,
jejich dimerizaci a aktivaci. Aktivni kaspazy 9 pak §tépi efektorovou prokaspazu 3, ta dale ve
zpétné vazbé aktivuje dalsi prokaspazy 9. Kaspazy potom S$tépi cytoskeletarni proteiny nebo
jsou soucasti komplexnich déju jako napf. St€épenim ICAD (inhibitor of caspase-activated
DNAse) uvolni nukledzu, kterou ICAD blokuje, umozni jeji pfesun do jadra a St€peni DNA.
Z mitochondrii jsou také uvolnény Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of
caspases/direct 1AP-binding protein with low PI) a HtrA2 (high temperature requirement
protein A2), které vazou a $tépi XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis). Aktivni XIAP vaze a
inhibuje kaspazy 9, 3 a 7 a brani aktivaci prokaspazy 9. Smac/DIABLO a HtrA2 tedy inhibuji
inhibitor kaspaz. Dal§imi apoptogennimi faktory jsou AIF (apoptosis inducting factor) a
EndoG, které se po uvolnéni z mitochondrii presouvaji do jadra, kde spolupracuji a Stépi

DNA (shrnuto v Crow et al., 2004).

O tom, zda dojde k vytvofeni poru ve vnéj$i mitochondrialni membrané, rozhoduji
interakce mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi proteiny BCL2 (B-cell CLL/lymphoma
2) rodiny. Tyto proteiny jsou v normalnich podminkach v rovnovaze, ktera ovS§em muze byt
vychylena smérem k apoptdze tadou stimuli. Mezi proapoptotické stimuly se fadi vnéjsi
signaly jako nedostatek Zivin, radiace, hypoxie nebo vnitini déje jako poskozeni DNA, Spatné

skladani proteint, oxidativni stres (shrnuto v Crow et al., 2004).

Proteiny BCL2 rodiny se déli podle struktury a funkce do tii skupin. Prvni skupinu
tvoii antiapoptotické proteiny se Etyfmi BCL2 homolognimi doménami (BH). Patfi sem
napiiklad BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) a BCL-xL (Bcl-x protein long isoform). Tyto
proteiny brani apoptéze tak, ze vazi a inhibuji proteiny zbylych dvou proapoptotickych

skupin. Kazda z téchto proapoptotickych skupin BCL2 rodiny ma jinou funkci. Efektorové
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proteiny se strukturnimi doménami BH1-3 pfimo tvofi por v mitochondridlni membrané,

skupina proteinil s pouze BH3 doménou je zas vyrazn¢ ovliviiovana apoptotickymi stimuly.

V efektorové BH1-3 skupiné jsou proteiny BAX (BCL2-associated X protein) a BAK
(BCL2-antagonist/killer). Za homeostatickych podminek, kdy nejsou aktivované apoptotické
drahy, se BAX nachazi vcytosolu a BAK je v mitochondrialni membrané blokovan
antiapoptotickymi proteiny nebo, podle jiné teorie, vazbou na napétoveé zavisly aniontovy
kanal. Tyto proteiny BH1-3 skupiny jsou ovSsem po aktivaci schopné oligomerizovat, a
vytvofit tak por ve vnéjSi mitochondridlni membrané, kterym unikaji apoptogenni faktory
nebo piispét k otevieni mitochodridlniho péru mPTP propojujiciho vnitini a vnéj§i membranu

(shrnuto v Crow et al., 2004).

Druhou proapototickou skupinu tvofi proteiny pouze s BH3 doménou. Jednotlivé
proteiny této skupiny jsou schopné reagovat na odliSné stresové signaly a piendset je dal
piimo, nebo nepiimo na efektorové proteiny BH1-3 skupiny. Hypoxie stejn¢ jako ischemie a
reperfiize patii mezi stimuly schopné aktivovat BH3 proteiny. Hypoxie doprovazena acidézou
naptiklad zvySuje expresi BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3). BID
(BH3 interacting domain death agonist) je St€pen a aktivovan nejen kaspazami 8 a 3, ale i
proteinem kalpainem v reakci na zvySeni mnozstvi vapennych iontt v bunice. P¥i hypoxii nebo
ischemii jsou aktivované riizné signalni fosfatazy, které defosforyluji BAD (BCL2-associated
agonist of cell death) a uvolni ho tak z blokace proteinem 14-3-3. Poskozeni DNA zvysuje
pies transkripéni faktor p53 expresi BID; Puma (p53 upregulated modulator of apoptosis);
NOXA (latinsky poskozeni) i proteinu BH1-3 skupiny BAX (shrnuto v Logue et al., 2005).
Proteiny BH3 skupiny mohou piimo interagovat s efektorovymi BHI1-3 proteiny, navodit
konforma¢ni zménu, kterd vede k aktivaci BAX a BAK, nebo blokovat proteiny, které
aktivaci BAX a BAK brani (Walensky and Gavathiotis, 2011). Antiapoptotické proteiny
BCL2 a BCL-xL pak mohou fungovat dvéma zplsoby: mohou vazat efektorové proteiny
BH1-3 skupiny a pfimo branit jejich aktivaci nebo mohou vazat a blokovat proteiny BH3
skupiny. Nékteré proapoptotické BH-3 proteiny mohou usnadnit apoptozu tim, Ze samy
nahradi jiné BH3 proteiny, a uvolni je tak z vazby na antiapoptotické proteiny. Pfesné vztahy
a mechanismy interakci mezi jednotlivymi antioapototickymi a proapoptotickymi ¢leny BCL2
rodiny se stale zkoumaji (shrnuto v Crow et al., 2004; Walensky and Gavathiotis, 2011).
Proteiny vSech tfi skupin BCL2 rodiny mohou byt navic regulovany nejen intenzitou jejich

transkripce, ale i posttranslacnimi Gpravami (shrnuto v Wong and Puthalakath, 2008).
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Obr. &. 1: Apoptotické drahy. Vazba ligandu na receptory smrti umozni jejich konformacni
zménu, tvorbu komplexu DISC (death inducting signaling complex) a aktivaci prokaspdzy 8.
Aktivovand kaspdza 8 stépi, a tim aktivuje kaspdzu 3, kterd spolu s dalsimi efektorovymi
kaspdzami Stépi bunécné struktury a zpusobuje bunécnou smrt. Ve vnitini apoptotické drdze
Jsou vnejsi nebo vnitini apoptotické stimuly prendsené na mitochondrie pomoci BH3 proteinii,
které blokuji antiapoptotické proteiny BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) a BCL-xL (BCL-x
protein long isoform) a naopak aktivuji proapoptotické proteiny BAX (BCL2-associated X
protein) a BAK (BCL2-antagonist/killer). BAX a BAK vytvari por ve vnéjsi mitochondridalni
membrané, kterym unikaji proapotogenni faktory. Cytochrom c¢ spolu s APAF (apoptotic
protease activating factor-1) a kaspdzou 9 vytvari apoptozom a umozZnuje naslednou aktivaci
kaspazy 3. Smac/DIABLO blokuje inhibitor apoptozy XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis).
BID (BH3 interacting domain death agonist) je BH3 protein aktivovany mimo jiné i
kaspazou 8. Upraveno z Crow et al., 2004.
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3.3.3. Apoptdza v hypoxii

Apoptoéza byla pozorovana u myocytll (neonatdlnich i izolovanych z dospélych
potkanti) v bunéénych kulturach vystavenych hypoxii (Long et al., 1997; Moissac et al., 2000;
Jung et al., 2001). Piesto je mozné, Ze apoptdzu nevyvolava samotna hypoxie, ale jevy, které
ji doprovazeji jako snizeni vyuzitelné energie (ATP) a snizujici se pH. Kdyz bylo myocytim
pravidelné dodavané Cerstvé hypoxické médium obsahujici glukézu, hladina ATP sice klesla
na 75%, ale bunky si zachovaly kontraktilitu a nedochazelo k apoptoze. Naproti tomu buiky
pfi stejnych hypoxickych podminkach bez Cerstvého média apoptdze podléhaly (Bishopric et
al., 1999). Hypoxie pusobila apoptézu i v in vivo studiich. V srdcich potkani vystavenych
normobarické hypoxii s 10 % O, po dobu tii tydni (s nékolikaminutovou reoxygenaci denné
pi1 udrzbé kleci) bylo porozovano signifikantné véEtSi procento apoptotickych bunék nez
v srdcich normoxickych zvifat. Rozlozeni apoptotickych bun€k nebylo lokalizovano do
specifické oblasti a bylo rovnomérné rozdéleno mezi obé komory (Jung et al., 2001). Také
IHH (8 hodin denné, 12% kysliku) ovliviiuje apoptotické drahy v srdci. Pti krat§Sim trvani (1 a
4 dny) poklesla exprese zkoumanych proapoptotickych genii a zvySila se exprese
antiapoptotickych geni, ovSem kdyz se trvani hypoxie prodlouzilo na 1 a 2 tydny exprese

gentt BCL2 rodiny byla ovlivnéna zcela opa¢né (Lee et al., 2006).

S apoptozou by mohla souviset 1 hypoxii vyvolana hypertrofie. Je mozné, Ze
hypertrofie zvySuje citlivost kardiomyocyti k apoptoze (Condorelli et al., 1999). I kdyz
nekteré signdlni molekuly spojované s hypertrofii mohou pisobit jak proapoptoticky tak
antiapoptoticky. Ptikladem je JNK (c-Jun N terminal kinase). JNK je v srdci aktivovana
reoxygenaci a reperfuzi, kdy aktivuje signalni drahy, které pozitivné reguluji FasL, nebo mtize
fosforylovat BCL2. Antiapoptoticky vliv JNK, na rozdil od toho proapoptotického, je zavisly
na kontrole transkripce a byl popsan v neonatdlnich myocytech a diferencovanych mysich
embrionalnich kmenovych bunkach. Dalsi takovou signalni molekulou je kalcineurin, ktery je
také zapojen v navozeni hypertrofie a zaroven pusobi antiapoptoticky. Na druhou stranu f3-
adrenerni stimulace plsobi pfes kalcineurim a zvySuje uvoliovani cytochromu c. O
souvislosti hypetrofie s apoptézou by tedy mohly rozhodovat konkrétni podminky, které
hypetrofii navodily (shrnuto v Kang and 1zumo, 2003).
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3.4. Sfingolipidy v apoptéze

Jak jiz bylo fefeno, o aktivaci apoptotickych drah rozhoduje rovnovaha mezi
proapoptotickymi a antiapoptotickymi proteiny v buiice. Tato rovnovaha mize byt
vychylovéana fadou bioaktivnich molekul, mezi které patfi i rodina sfingolipidt. Sfingolipidy
sdili spole¢ny strukturni motiv — sfingoidni bazi, ale v bufice maji mnoho rozdilnych funkeci.
Dlouho se na sfingolipidy pohlizelo jen jako na strukturni slozku bunéénych membran. Az
byla v roce 1993 odhalena role ceramidu pii indukci apoptdzy (Obeid et al., 1993). Pozdé&ji se
ukazalo, Ze apoptozu mohou ovliviiovat i dals$i sfingolipidy. V nasledujicim textu bude
piiblizena role ceramidu, ktery podporuje aktivaci apoptdzy. Dale sfingosinu, ktery ve
vysokych koncentracich stejné jako ceramid indukuje apoptdézu, ale v nizkych koncentracich
zvySuje piezivani bun¢k a sfingosin-1-fosfatu, ktery spolu s ceramid-1-fosfatem apoptoze

spise brani (shrnuto v Hannun and Obeid, 2008).

3.4.1. Ceramid

Ceramid ovliviluje bunécnou signalizaci jako soucdst membrdnovych rafti ale 1
piimou interakci s proteiny. Bunécnd membrana je slozend pievazné z fosfolipida,
cholesterolu a sfingolipidt. Sfingolipidy interaguji mezi sebou navzajem i s cholesterolem, a
tak v buné¢né membrané spontanné vytvari vyélenéné oblasti — membranové rafty. Ceramidy
ovliviiuji strukturu membrany, kompetuji s cholesterolem o umisténi v membranovych
raftech, samovolné se sdruzuji a vytvareji domény s vysokym podilem ceramidii (shrnuto v
Grassmé et al., 2007). Tvorba téchto ceramidovych domén byla stimulovana signadlem pies
nékteré membranové receptory, napt. UV zafenim (Charruyer et al., 2005), virovou (Grassmé
et al., 2005) a nebo bakterialni infekci (Esen et al., 2001; Grassmé et al., 2003).
V ceramidovych doménach jsou zménény biofyzikalni vlastnosti plazmatické membrany, to
vede Kk zachyceni a koncentrovani receptorti uvnitt domén, coz je alespont v nékterych
ptipadech, nutné pro dalsi pfenos signalu témito receptory a apoptdzu (shrnuto v Grassmé et
al., 2007). Ceramidy se také mohou akumulovat ve vnéj§i mitochondridlni membrang, kde
jsou schopné samy tvofit pory dostate¢né velké pro tnik cytochromu c (Siskind et al., 2002).
Pouze malé procento ceramidii v bunice je skute¢né integrovano do mitochondrialni
membrany, ale uz tyto fyziologické koncentrace, které jsou dosaZeny pfi spousténi apoptdzy,
jsou dostateéné pro tvorbu ceramidovych pora (Siskind et al., 2006). Navic, ceramid muze
interagovat s aktivovanym BAX a spole¢né tvofit por jiz v nizkych koncentracich, ve kterych

by bez této interakce nevznikl (Ganesan et al., 2010). Ceramidové kanaly jsou ovliviiovany i
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dal$im ¢lenem BCL2 rodiny. Antiapoptoticky BCL-XL ceramidové kanaly rozlozi (Siskind et
al., 2008). Ceramid také aktivuje proteinové fosfatazy PP1 a PP2A (Chalfant et al., 1999),
které pak mohou defosforylovat dal$i proteiny a vyrazné tak rozsifit biologické funkce
ceramidu. PP2A naptiklad defosforyluje proapoptoticky BAX (¢imz ho aktivuje), a
antiapoptoticky BCL2, ktery se takto inaktivuje (Xin and Deng, 2006; Ruvolo et al., 1999).
Dalsi kinazou aktivovanou ceramidem je PKC (, ktera nasledné inativuje Akt (Zhou et al.,
1998). Ceramid také pifimo interaguje a aktivuje endolysosomalni proteazu katepsin D, ktery

dale $tépi na aktivni formu proapototicky BH3 protein BID (Heinrich et al., 2004).

3.4.2. Sfingosin

Dal$im bioaktivnim sfingolipidem je sfingosin, ktery je ve vysokych koncentracich
také spojovan s indukci apoptozy. Sfingosin, stejné jako ceramid, ovliviiuje Cleny BCL2
rodiny. Podani exogenniho sfingosinu snizilo expresi antiapoptotického BCL2 (Sakakura et
al., 1996). Na rakovinnych buiikach bylo ukazano, Ze sfingosin je schopny snizit expresi také
dalsiho antiapoptotického proteinu BCL-xL (Shirahama et al., 1997). Sfingosin ovliviiuje
aktivitu mnoha kinaz, mezi n¢€ patii i kindzy specificky aktivované pouze sfingosinem (a N,N-
dimetylsfingosinem). Tyto kinazy byly pojmenované SDK (sphingosine-dependent protein
kinase) (Megidish et al., 1995; Megidish et al., 1998). Mezi substraty SDK patfi chaperonové
proteiny endoplazmatického retikula PDI (protein disulfide-isomerase) a kalretikulin, ktery
reguluje mnozstvi vapniku v buiice. SDK také fosforyluje proteiny 14-3-3 rodiny (Megidish
et al., 1995; Hamaguchi et al., 2003). Autofi navrhuji, ze by fosforylace 14-3-3 proteind
mohla ovlivnit jejich schopnost vytvaret dimery, a mit tak dopad na jejich funkci. Fosforylace
14-3-3 proteini by mohla uvolnit vazbu na BAD nebo BAX, umoznit tvorbu poéri
Vv mitochondrialni membrané a vést k apoptoze (Hamaguchi et al., 2003). Bylo také zjisténo,
ze sfingosin muze byt v lysosomech vlivem kyselého prosttedi protonovan a pisobit jako
detergent lysosomalni membrany. Vysledky naznacuji, Ze by z lysosomti mohly diky naruSeni
membrany unikat proteazy, napf. katepsin D, ktery Stépi a aktivuje BID. Sfingosin by tedy
mohl navodit apoptdézu i1 plisobenim na lysosomy (Kagedal et al., 2001). Ve vSech téchto
experimentech vSak byly pouzity velmi vysoké koncentrace sfingosinu (5 uM a vyssi).
Nov¢jsi studie potom ukazuji, Ze sfingosin v niz§ich, fyziologickych, koncentracich (0,4 pM)
muze pusobit protektivné a spolu s S1P branit bunééné smrti po ischemii a reperfuzi. Vliv
sfingosinu a S1P je aditivni a ob¢ latky aktivuji rozdilné signalni drahy (Vessey et al., 2008a;
Vessey et al., 2008b; Vessey et al., 2009a).
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3.4.3. Sfingosin-1-fosfat

Sfingosin-1-fosfat (S1P) je sekretovan do extracelularniho prostoru, kde se jako ligand
vaze na membranové receptory spiazené s G-proteiny (Lee et al., 1998). Diky tomu muze
ovliviiovat migraci, diferenciaci a pfezivani bunck, je dulezity pro udrzeni kontaktu mezi
bunkami a embryonalni vyvoj. Dosud bylo identifikovano pét S1P receptorti S1P.s (shrnuto v
Chun et al., 2010). Tti z nich S1P;.3 se nachazeji v srdci (Mazurais et al., 2002), kde zajistuji
pfezivani myocytil za hypoxie a po ischemii nasledované reperfiizi. Ué¢inek SIP je v tomto
ptipadé zprostfedkovany aktivaci protektivni proteinkinazy Akt (Means et al., 2007; Zhang et
al., 2007). S1P mize pusobit i pfes dalsi kinazy (PI-3 kinaza, proteinkinaza C) malé GTPazy
a ovlivnénim intracelularni hladiny vapenatych iontd (shrnuto v Mendelson et al., 2014). S1P
pusobi také intraceluldrné, nezavisle na svych membranovych receptorech. V jadie naptiklad
vaze histonové deacetylazy a inhibuje jejich enzymatickou aktivitu, timto zptisobem ovliviiuje
transkripci (Hait et al., 2009). Je zajimavé, Zze v membrané¢ mitochondrii S1P a jeho
degradacni produkt hexadecenal podporuji proapoptotické proteiny BAX a BAK ve vytvareni
poru ve vné€jsi mitochondrialni membrané (Chipuk et al., 2012). Na rozdil od extracelularniho

pusobeni ma tedy S1P v mitochondriich proapototicky u¢inek.

3.4.4. Ceramid-1-fosfat

Stejné jako S1P také ceramid-1-fosfat (C1P) ptisobi antiapoptoticky, stimuluje syntézu
DNA a dé¢leni bunék (Gomez-Muifoz et al., 1995; Gémez-Muioz et al., 2004; Goémez-Mufioz
et al., 2005). Také zvySuje fizi membran, a je tak pravdépodobné zapojen do procest jako je
fagocytoza (Hinkovska-Galcheva et al., 2005) nebo uvoliiovani neurotransmitera (Bajjalieh et
al., 1989). C1P se podili i na pfenosu zanétlivé odpovédi. Piimo aktivuje cytosolickou
fosfolipazu A2. Zvysuje tak uvoliovani arachidonové kyseliny a tvorbu eikosanoida (Pettus
et al., 2004). Pasobeni C1P, stejné jako S1P, vede k fosforylaci a aktivaci Akt. Akt potom
muze pres transkripcni faktor NF-xB aktivovat transkripci antiapoptotického proteinu BCL-
xL, jak bylo uk4zano v buiikdch mySich makrofagii (Gémez-Muioz et al., 2005). C1P také
ovliviiyje transport iontli iontovymi kandly zavislymi na napéti a Na/K ATPazou (Tornquist et

al., 2004; Milescu et al., 2009; Kreydiyyeh and Dakroub, 2014).
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Obr. & 2: Zobecnény pohled na regulaci apoptozy sfingolipidy Sfingolipidy primo
ovliviiuji mitochondrie. Ceramid (Cer) primo tvori pory ve vnéjsi mitochondrialni membrané
nebo zde vytvari makrodomény (MCRMs mitochondrial ceramide-rich macrodomains) a
spolupracuje s BAX (BCL2-associated X protein) na vytvoreni poru. Ceramid také aktivuje
proteinovou fosfotazu PP2A, ktera defosforyluje a aktivuje proapoptoticky BAX. Sfingosin-1-
fosfat (S1P) a jeho degradacni produkt hexadecenal také podporuji proapoptotické proteiny
BAX a BAK (BCL2-antagonist/killer) ve vytvdireni poru ve vnéjsi mitochondidlni membrané.

i) Lyzozomy: Ceramid primo vaze a aktivuje katepsin D, ktery Stépi a aktivuje proapoptoticky
BID (BH3 interacting domain death agonist). Sfingosin (Sph) miize byt v lyzozomalni
membrane protonovan, coz vede knaruseni lyzozomani membrany (LMP lysosomal
membrane permeabilization) a Stépeni BID.

i) BCL2 rodina: Sfingosin sniZuje mnozstvi antiapoptotickych proteini BCL2 (B-cell
CLL/lymphoma 2) a BCL-xL (Bcl-x protein long isoform). Ceramid pres PP2A inaktivuje
BCL2.

iii) Kinazy: Ceramid primo aktivuje proteinkindzu C { (PKC (), ktera zprostiedkuje aktivaci
JNK (c-Jun N-terminal kinase) a inhibici protektivni kinazy Akt. S1P potlacuje aktivaci JNK a
aktivuje signalizaci protektivnimi kinazami Akt/mTORC1 (mammalian target of rapamycin),
MAPK/ERK (mitogen-activated protein kinase/ extracellular signal-regulated kinase) a
transkripcnim faktorem NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) tim, Ze se vize na membranové receptory. Sfingosin podporuje apoptozu tim, Ze
potlacuje MAPK/ERK signalizaci. Upraveno z Young et al., 2013.
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3.5. Drahy produkce a degradace biokativnich molekul
sfingolipidu

Sfingolipidy je souhrnné ozna¢ni pro molekuly obsahujici zdkladni 18 uhlikatou
animo-alkoholovou kostru nazyvanou sfingoidni baze. Nékteré sfingolipidy jsou soucasti
bunénych membran nebo ptsobi jako signalni molekuly. O jejich vyznamu svédci fakt, ze
delece enzymu syntetickych a degradacnich drah spingolipidd jsou ¢asto letalni. Jak ukazuje
obr. 3, vznik vsech sfingolipidii umoznuje reakce, v niz je syntetizovana sfingoidni baze. Ta
je pak upravovana sérii syntetickych a degradacnich reakci, az je nakonec v posledni
degradac¢ni reakci rozstépena na dvé molekuly, které uz se netadi ke sfigolipidim (shrnuto v
Gault et al., 2010). Néekteré sfingolipidy vznikajici v téchto reakcich mohou ovliviiovat

apoptotické drahy.
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Obr. & 3: Zakladni drahy produkce a degradace bioaktivnich molekul sfingolipidii.
Serinpalmitoyltransferaza (SPT) katalyzuje prvni reakci pri syntéze sfingolipidu, ve které
vznika sfingolipidovd kostra — sfingoidni bdze. Ta je ddle upravovina enzymy 3-
ketodihydrosfingosinreduktiza, ceramidsyntaza (CerS) a desaturdaza (DES) za vzniku
bioaktivniho ceramidu. Ceramid pak miize byt substratem pro syntézu komplexnich
sfingolipidii, mezi které se radi sfingomyelin. Syntézu sfingomyelinu z ceramidu katalyzuje
sfingomyelinsyntaza (SGMS), degradaci sfingomyelinu na ceramid sfingomyelinaza (SMase).
Ceramid miize byt také fosforylovan ceramidkindzou (CERK) na ceramid-1-fosfat nebo stépen
na sfingosin ceramiddzou. SfingOsin je dale fosforylovan sfingosinkinazou (SPHK) na
sfingosin-1-fosfat, ktery je Stépen sfingosin-1-fosfat-lyazou (SPL). V této reakci je
katabolyzovana sfingoidni baze, jeji produkty se uz neradi mezi sfingolipidy.

Substraty a produkty reakci jsou znacené cerne, bioaktivni sfingolipidy cervené a enzymy
modre.
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3.5.1. Syntéza

Serinpalmitoyltransteraza

Prvni rychlost limitujici reakce pii de novo syntéze sfingolipidi je katalyzovana
enzymem serinpalmitoyltransferazou (SPT). Tento enzym Kkatalyzuje kondenzaci
cytosolického serinu a palmitoyl-CoA za tvorby 3-ketodihydrosfingosinu. SPT je
heterodimer tvofeny podjenotkou SPTLC1 (serine palmitoyltransferase, long chain base
subunit 1) a jednou zizoforem druhé podjednotky SPTLC2 nebo SPTLC2L (serine
palmitoyltransferase, long chain base subunit 2 nebo 2L; SPTLC2L je také nazyvana
SPTLC3), a asociuje s dalsimi malymi podjednotkami ssSPT (small subunit of SPT), které
zvysuji jeho aktivitu. SPT je, stejné jako vSechny enzymy podilejici se na syntéze ceramidu,
vazana v membrané endoplazmatického retikula (ER) s aktivnim mistem exponovanym do
cytosolu (shrnuto v Tidhar and Futerman, 2013). Bylo prokazano, ze tplna delece jedné
z podjednotek SPTLC1 nebo SPTLC2 je letalni uz b€hem embriondlniho vyvoje.
Heterozygoti pouze s jednou funkéni kopii SPTLC1 nebo SPTLC2 vykazovali signifikantni
zmény v obsahu sfingolipid (ceramidu a S1P) v plazmé. Z této studie také vyplyva, Ze bez

vzajemné interakce se stabilita obou podjednotek snizuje (Hojjati et al., 2005).

3-ketodihydrosfingosinreduktdaza

3-ketodihydrosfingosinreduktaza katalyzuje reakci, v niz je karbonylova skupina na 3-
ketodihydrosfingosinu redukovana na hydroxylovou skupinu a vznika dihydrosfingosin (také
nazyvany sfinganin). Tato reakce probihd velmi rychle, proto je mnozstvi 3-
ketodihydrosfingosinu v burice nizké. V sav¢ich bunkach je 3-ketodihydrosfingosin reduktaza
kodovana genem nazyvanym FVT-1 (follicular lymphoma variant translocation-1) podle

mista jeho ptedchozi identifikace (Kihara and Igarashi; 2004, shrnoto v Gault et al., 2010).
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Dihydroceramidsyntaza, ceramidsyntaza a dihyvdroceramiddesaturaza

Vznikly dihydrosfingosin je dale acylovan jednou z Sesti (dihydro)ceramidsyntdz
(CerS). CerS1-6 jsou kodovany Sesti riznymi geny. Jednotlivé CerS pirednostné katalyzuji
reakce sruzné dlouhymi acyl-CoA a davaji tak vzniknout (dihydro)ceramidiim s odli§nou
délkou acylovych fetézcti — 14-30 uhlikti. Ceramid je tedy souhrnné oznaceni pro molekuly
s rozdilnou délkou uhlikatych fetézct, ktera jim dava odlisné vlastnosti (shrnuto v Grosch et
al., 2012). Obsah jednotlivych ceramidt se mezi tkanémi lisi, stejné jako exprese jednotlivych
CerS. Slozeni ceramidi v tkéni neni zavislé na dostupnosti jednotlivych acyl-CoA a ne vzdy
piesné¢ odpovida expresi a aktivité¢ jednotlivych CerS. Zda se, Ze je ovlivnéno 1 dal$imi
enzymy sfingolipidové drahy (Schiffmann et al., 2013). Cinnosti CerS je tedy
z dihydrosfingosinu syntetizovan dihydroceramid. Z dihydroceramidu vznika ceramid
vytvorenim dvojité vazby mezi uhliky C4-C5 alkoholu. Tato reakce je katalyzovana enzymem
dihydroceramiddesaturaza 1 (DES1). Ceramid se podili na regulaci apoptotické odpovédi na
stres, stimuluje vnéj$i (Grassmé et al., 2001) i vnitini apoptotickou drahu (Siskind et al.,
2002; Chalfant et al., 1999; Heinrich et al., 2004).

Sfingomyelinsyntaza, protein transferujici ceramid

Sfingomyelin je nejvice zastoupenym sfingolipidem v savéim organismu. Pro jeho
syntézu musi byt Spatné€ rozpustny ceramid dopraven z membrany ER do Golgiho komplexu.
Déje se tak v membranovych vaccich nebo je ceramid pfepravovan vazany v hydrobobni
kapse proteinu CERT (ceramide transfer protein). Inhibice CERT snizuje de novo syntézu
sfingomyelinu a zda se, Zze by pieprava ceramidu do Golgiho aparatu mohla byt snizena
fosforylaci CERT (shrnuto v Hanada 2010). Sfingomyelin je tvofen pfenosem fosfocholinové
skupiny z fosfatidylcholinu na primarni hydroxylovou skupinu ceramidu. Z fosfatidylcholinu
tak soucasn¢ vznika diacylglycerol (DAG). Byly identifikovany dvé sfingomyelinsyntazy
(SGMS), které se nachazi ve vétsiné lidskych tkani (Huitema et al., 2004), tfetim ¢lenem této
rodiny jsou SMSr (SMS-related) enzymy, které ale vyhradné tvoii ceramidfosfoetanolamin
(Vacaru et al., 2009; Ternes et al., 2009). Sfingomyelinsyntazy 1 i 2 se ob& nachazeji
vV membrané trans Golgi, ale pouze sfingomyelinsyntaza 2 je pfitomnd i v plazmatické
membrang a orientovand do extraceluldrniho prostoru (Huitema et al. 2004). Na biologickou
funkci SGMS Ize pohliZet ze dvou thla. VyuZivaji proapototicky ceramid jako substrat, a tim

snizuji jeho mnoZstvi. Zaroven vSak tvoii sfingomyelin, ktery je stejn¢ jako ceramid soucasti
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membranovych rafti dilezitych pro agregaci receptortt TNFR rodiny, tvorby DISC a aktivaci
vnéjsi apoptotické drahy (shrnuto v Holthuis and Luberto, 2010).

Ceramidkinaza

Ackoliv je ceramid substratem pro tvorbu sfingosinu a dalSich komplexnich
sfingolipidii, muze byt také fosforylovan. Fosforylaci ceramidu na C1P katalyzuje enzym
ceramidkinaza (CERK). Piestoze byla CERK identifikovand na zdkladé¢ podobnosti se
sfingosinkinazou, je specificka pouze pro ceramid. Sfingosin 1 dihydroceramid fosforyluje
s velmi nizkou aktivitou. CERK mRNA byla pfitomna ve vétsing tkani, ale lisila se intenzita
jeji exprese. Nejvyssi mnozstvi CERK mRNA bylo v srdci (Sugiura et al., 2002). C1P Pusobi
proliferaéné¢ nebo brani bunééné smrti at’” uz tim, Ze se jeho tvorbou snizuje mnozstvi

proapoptotického ceramidu, nebo ptimo aktivaci proteinti protektivnich drah.

3.5.2. Degradace

V katabolické draze mohou byt komplexni sfingolipidy St€peny a znovu tvofit
ceramid. Tyto reakce brani akumulaci komplexnich sfingolipidii v bufice. Nedostate¢na

funkce enzymi katabolizujicich sfingolipidy je pii¢inou mnoha chorob.

Sfincomvelinazy

V lidskych bunkach je z komplexnich sfingolipidi nejvice zastoupeny sfingomyelin.
Rovnovaha v jeho syntéze a hydrolyze je udrzovana sfingomyelinazami rozdélovanymi do tii
kategorii podle jejich optimalniho pH: kyseld, neutrdlni a alkalickd. Alkalicka
sfingomyelinaza (alk-SMase) se nachazi se pouze ve stfevni mukéze a u lidi i ve zlu¢i (Cheng
et al., 2002). Kysela sfingomyelinaza (aSMase acid sphingomyelinase) je kodovana jedinym
genem, ale exprimovany protein prochazi fadou posttrasla¢nich modifikaci. Tyto posttraslacni
upravy rozhoduji, zda bude aSMase sekretovana na povrch bun&éné membrany nebo
sméfovana do lysosomtl, kde je nejvhodnéjsi prostiedi pro jeji aktivitu. Aktivita aSMase je
podporovand ftadou stimulli, mezi nimi jsou ligandy receptori smrti, radiace,
chemoterapeutické latky, patogeny a cytokiny. Vytvofené ceramidy pak moduluji signdlni
drahy, at’ uz svym ucinkem na tvorbu membranovych raftli nebo pfimo vazbou na proteiny
(shrnuto v Zeidan and Hannun, 2010). Dalsi skupinu tvofi neutralni sfingomyelinazy

(nSMase): nSMasel kodovana genem SMPD2 (sphingomyelin phosphodiesterase), nSMase2
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(gen se nazyva SMPD3), nSMase3 (SMPD4) a MA-nSMase (mitochondrial-associated
nSMase; kédovana genem SMPD5). Jsou kli¢ové pro tvorbu ceramidu béhem stresu. Nejlépe
prozkoumand je nSMase2, ktera ovliviluje mineralizaci kosti, zastaveni bunécného rustu a
zanétlivou odpovéd. nSMase2 se nachdzi ve vnitini vrstvé plazmatické membrany a
v membran¢ Golgiho aparatu, pticemz se zda, ze stresové stimuly mohou vyvolat pfemisténi
nSMase2 do plazmatické membrany, kde je jeji aktivita vyssi (Clarke et al., 2008; Milhas et
al., 2010). nSMase1 byla prvni identifikovanou sfingomyelinazou této skupiny (Tomiuk et al.,
1998), ptesto neni jeji role v lipidovém metabolismu jasna (Sawai et al., 1999) stejné jako
uloha MA-nSMase objevené az vroce 2010 (Wu et al.,, 2010). V souvislosti s vlivem
ceramidi na apoptozu se predpoklada vyskyt MA-nSMase v mitochondriich a ER (shrnuto v
Airola and Hannun, 2013).

Ceramidazy

Ceramid je dale stépen na sfingosin. Ackoliv cela skupina sfingolipida ziskala své
jméno podle sfingosinu, ten neni u savcu syntetizovan de novo, ale vznika pouze St€penim
ceramidu. Sav¢i desaturaza totiz neni schopna pieménit dihydrosfingosin na sfingosin (Michel
et al., 1997). Ceramidazy jsou také rozdélované podle svého pH optima na kyselou, neutrani a
tf1 alkalické. Kysela ceramidaza je lysosomalni enzym, ktery deacyluje ceramidy vzniklé
degradaci sfingolipidii plazmatické membrany. Neutrdlni ceramidaza je ve velkém mnozstvi
exprimovana ve stfevnim epitelu, kde pfispiva k trdveni sfingolipidi piijatych v potravé.
Rodina alkalickych ceramidaz (ACER) ma tfi Cleny, kteii se liSi rozmisténim v bufice i
specifitou pro substraty. ACERI je pfevdzné exprimovana v epidermis a neStépi
dihydroceramidy a fytoceramidy. ACER2 a ACER3 se nachazi ve vSech tkanich. ACER3
Stépi prednostné fytoceramidy (shrnuto v Gault et al., 2010). Zatimco ceramid vzdy podporuje
proapoptotické drahy, sfingosin k apoptdze pfispiva nebo ji potlacuje, podle koncentrace

V burice.

Sfingosin mliZe byt znovu acylovan, a byt tak pfeménén zpét na ceramid. Tuto reakci
také katylyzuji ceramidsyntazy (CerS). Ceramid tedy vznika ¢innosti CerS bud’ pii syntéze de
novo pies meziprodukt dihydroceramid nebo piimo ze sfingosinu. Stejné tak dihydroceramid

miiZe byt Stépen ceramidazami na dihydrosfingosin.
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Sfingosinkinaza

Pokud je sfingosin fosforylovan, vyrazné to méni jeho vlastnosti. S1P pak aktivuje
dréhy dulezité pro pohyb bunék, organizaci cytoskeletu, vaskularizaci, bunécny rist, preziti a
imunitni odpovéd’ (shrnuto v Karliner 2013). S1P ma také vyrazny kardioportektivni efekt a
zvySuje prezivani kardiomyocytt béhem hypoxie (Karliner et al., 2001; Zhang et al., 2007;
Vessey et al.,, 2009b). Syntéza S1P je katalyzovana dvéma izoformami sfingosinkinazy
SPHK1 a SPHK2 (sfingosinkinaza 1 a 2) pro kazdou z nich existuji jesté sestiihové varianty.
Fenotyp mysi, které mély funkéni pouze jednu z izoforem, se vyrazné nemeénil (Allende et al.,
2004, Vessey et al., 2011), ale delece obou izoforem byla letalni uz béhem embryonalniho
vyvoje (Mizugishi et al., 2005). Proto se zda, ze sfingosinkinazy jsou vzajemn¢ zastupitelné.
Ackoliv se ob¢ sfingosinkinazy nachazi ve vSech tkédnich, mira jejich exprese se ve tkanich
1isi (shrnuto v Alemany et al., 2007), v srdci potkani se dokonce méni pomér obou kinaz
s vékem (Vessey et al., 2009a). Lisi se také lokalizace izoforem sfingosinkinaz v bunce. Obé
kinazy jsou schopné kromé¢ sfingosinu fosforylovat 1 dihydrosfingosin a jiné substraty, avSak
jejich specifita pro jednotlivé substraty se liSi. Sfingosinkinazy se mohou liit také svym
ucinkem, SPHKI1 putisobi proliferatné a zvySuje piezivani bunék (Olivera et al., 1999),
SPHK2 naopak mutize vyvolat apoptézu. Na druhou stranu srdce mysi s nefunkéni SPHK2

byla vice poSkozena exprimentalni ischemii a reperfuzi (Vessey et al., 2011).

Sfingosin-1-fosfatfostatiza

S1P je defosforylovan dvéma tfidami fosfataz nespecifickymi lipidovymi fosfatazami
a S1P specifickymi fosfatazami. Lipidové fosfatazy jsou membranové proteiny s Katalytickym
mistem mificim do extraceluldrniho prostru nebo do lumen nitrobunécnych membran. Mohly
by tak ovliviiovat mnozstvi SIP pusobiciho z vnéjSku builkky na receptory spojené s G
proteiny i mnozstvi S1P uvnitt buiiky. S1P specifické fosfatdzy se oproti tomu nachazi v ER a

predpoklada se, ze zvySuji mnozstvi sfingosinu pro syntézu ceramidu (shrnuto v Pyne et al.,

2005).
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S1P-lydza

S1P-lyaza (SPL) zprostiedkuje posledni reakci pii degradaci sfingolipidt, v které jsou
fosforylované sfingoidni baze (S1P, dihydrosfingosin-1-fosfait a fytosfingosin-1-fosfat)
Stépené na hexadecenal a fosfoetanolamin. Je tedy dulezitd pro udrzeni homeostazy
sfingolipida a jeji nedostatecna funkce se poji s vyvojovymi a funkénimi defekty (anémie,
defekty kosti a vaskularizace, imunitni odpovédi) (shrnuto v Serra and Saba, 2010). SPL je
membranovy protein lokalizovany do ER pfitomny ve vSech tkanich (Ikeda et al., 2004).
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4. CILE PRACE:

e  Oveiit presnost Cipové analyzy BioMark HD Systém, Fluidigm pomoci Real time PCR
v systému LightCycler 480, Roche Applied Science

e Stanovit expresi vybranych genti apoptotickych drah a metabolismu sfingolipidi
vievée a pravé komotfe srdce potkana v pribéhu adaptace na kontinudlni
normobarickou hypoxii

e Stanovit expresi vybranych genti apoptotickych drah a metabolismu sfingolipidi
Vv levé komofte srdce potkana po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii
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5. MATERIAL A METODY

5.1. Adaptace potkant

Samci dospélych potkantt kmene Wistar byli v nasledujicich experimentech chovani

v rezimu 12h tmy/ 12h svétla a krmeni standardni dietou s dostupnosti vody ad libitum.

V této praci byly sledovany ucinky dvou typt hypoxie — kontinualni normobarické

hypoxie (CNH) a intermitentni hypobarické hypoxie (IHH):

Pro prvni experimentalni ¢ast byli potkani rozdéleni do 5 skupin po 6 jedincich.
Kontrolni skupina byla chovana po dobu tfi tydnii v normoxii, (skupina N). Ostatni Ctyfi
skupiny byly vystaveny rizné dlouhé expozici kontinualni normobarické hypoxie (10% O), a
to 4 hodiny (skupina H4), 48 hodin (skupina H48), 120 hodin (skupina H120) nebo 21 dni
(skupina CH).

Ve druhé experimentdlni casti bylo 8 potkani vystaveno hypobarické hypoxii
(odpovidajici 7000 m.n.m.) intermitentn¢ 8 hodin denné¢ po dobu 5 tydnd v celkem 25
expozicich (skupina IHH). DalSich 8 potkanli tvofilo kontrolni skupinu a bylo chovano

Vv normobarickych podminkach (skupina N).

5.2. Odbér tkané

Potkani vystaveni CNH byli na konci expozice usmrceni piimo v normobarickych
komorach cervikalni dislokaci. Potkani adaptovani na IHH byli usmrceni nasledujici den po
posledni expozici stejnym zpusobem. Nasledn¢ bylo operativné vyjmuto srdce a po dobu
dvou az tfi tdert ponechano v kéddince s chlazenym fyziologickym roztokem, aby doslo
k vyprazdnéni komor od krve. Poté bylo srdce na ledu rozdéleno na pravou komoru, levou
komoru a septum. Jednotlivé vzorky byly zmraZeny v tekutém dusiku, zvaZeny a dale byly

uchovény v tekutém dusiku pro dals$i zpracovani.
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5.3. Analyzy mMRNA transkriptu

5.3.1. Homogenizace srdeCni tkané a izolace RNA pro analyvzy mRNA
transkriptii

Pro izolaci veskeré RNA byly pfipraveny zkumavky se tfemi malymi a tfemi velkymi
sklenénymi kuliCkami a 0,5 ml RNAzolu. Zkumavky s timto obsahem byly zvazeny pro
pozdé¢jsi ureni hmotnosti srde¢ni tkdné. Srde¢ni tkan rozdrcend v tekutém dusiku byla
prenesena do takto pfipravenych zkumavek a okamzité¢ zalita dalsimi 0,5 ml RNAzolu.
Zkumavka byla uzaviena a jeji obsah dynamicky protfepan rukou tak, aby tkan rozmrzla az
pii styku s RNAzolem. Dale byl obsah zkumavky promichan na tfepacce Vortex a kratce
zcentrifugovan. Poté byla zkumavka zvaZena a byla ur¢ena hmotnost vzorku tkané. Pokud

hmotnost tkané prevySovala 120 mg, bylo ke vzorku pfidano dalsich 0,5 ml RNazolu.

Vzorky byly homogenizovany ve vychlazenych kyvetaich homogenizatoru (MIXER
MM200, Retsch) po dobu 10 minut pfi frekvenci 30 Hz a centrifugovany po dobu 10 minut
pi1 11000 g. Odebrany supernatant byl ulozen k pozdéjSimu zpracovani v -80 °C

5.3.2. Izolace RNA

K supernatantu odebranému po homogenizaci tkan¢ a centrifugaci bylo pfidano 400 ml
RNAse-free vody. Zkumavka byla ru¢né nékolikrat preklopena a ponechana inkubovat se pti
pokojové teploté po dobu 15 minut. Po 15 minutové centrifugaci pii 1200 g byl odebran 1 ml
supernatantu. K 1 ml odebraného supernantu byl pfidan 1 ml izopropanolu. Zkumavka byla
opét nékolikrat preklopena, aby se obsah jemné zamichal, a ponechana inkubovat se 10 minut
pii pokojové teploté. Po 10 minutach centrifugace pii 12000 g byl odstranén supernatant.
K sedimentu precipitované RNA bylo nasledné pfidano 400 ml 75% etanolu, zkumavka byla
nékolikrat promichdna pieklopenim a znovu centrifugovdna 3 minuty pii 8000 g. Po té byl
etanol dikladné odstranén a cely krok se jesté jednou opakoval. Po koneéném odebrani
etanolu byly zkumavky na minutu pfemistény do termostatického boxu vyhiivaného na 37 °C,

aby se odpatily i posledni zbytky etanolu.

RNA sediment byl rozpustén ve 100 ul RNAse-free vody pii 55 °C po dobu 5 minut. Po té byl

vzorek zchlazen na ledu.
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5.3.3. Méfeni koncentrace RNA

Koncentrace a Cistota RNA byly stanoveny spekrofotometricky na spektofotometru
pro méteni malych objemd (1 ul) Nanondrop (Lab Mark). 1 ul vzorku izolované RNA byl 10x
fedén v 0,5 % SDS (dodecylsiran sodny). 0,5% roztok SDS byl pak pouzit jako blank.

O distot¢ RNA vypovidd pomér absorbanci pti vinové délce 260 a 280 nm. U Cisté
DNA je tento pomér 1.8, pro Cistou RNA 2-2,2. Pfitomnost fenold, proteinti a dalSich
kontaminantl sniZzuje hodnotu toho poméru. Hodnotu poméru 260/280 dale ovliviiuje iontova
sila roztoku a pH. Kyselé roztoky mohou sniZzovat pomér o 0,2-0,3, bazické roztoky ho o tyto

hodnoty zvysuji.

5.3.4. Ovéreni kvality RNA

Kvalita vzorkl byla kontrolovana horizontalni elektroforézou na agarovém gelu.
Vzorky RNA (0,2 ug RNA/ 2 ul RNAse-free vody, s 1 ul loading pufru) byly naneseny na
1,5% agar6zovy gel v denaturujicim prostfedi s obsahem ethidium bromidu pro néslednou
vizualizaci. Elektroforéza probihala v pufru TAE (40mM Tris base, 20mM acetic acid, 2mM
EDTA) pii napéti 80 V po dobu 60 min. RNA s inkorporovanym ethidium bromidem bylo na
gelu vizualizovano pii osviceni UV paprsky. RNA ve vzorku je povazovana za neporusenou,
jestlize jsou na gelu patrné dva ostie ohrani¢ené pruhy rRNA 18S a 28S r RNA. 28S RNA by

méla mit zhruba dvakrat intenzivngjsi signal. Signal ve vysokych molekulovych hmotnostech

muze vypovidat o kontaminaci vzorku DNA.

Déle byla ovétfena integrita celkové RNA u 24 nahodné vybranych vzorkl servisnim
pracovistém BTU AVCR na pfistroji Agilent bioanalyzer. Zde je sledovana fluorescence
elektroforeticky rozdélenych vzorki RNA. Vysledkem analyzy je -elektroforetogram,
z kterého software automaticky vyjadii hodnotu RIN (RNA integrity number). Pro intaktni
RNA je hodnota RIN = 10, silné¢ degradovand RNA mé hodnotu RIN = 1. Testované vzorky
se pohybovaly mezi hodnotami RIN 7,70 — 9,90. Bylo tedy dosazeno vysoce uspokojivych
vysledkd.
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5.3.5. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce pfevadi RNA na stabilngjsi cDNA. Reverzni transkripce
probihala podle protokolu RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Termo
Scientific, Fermentas). Do reakce vstupoval vzdy 1 ug RNA a 1ul oligo(dT) primeru (0,5 pg/
ul), objem byl doplnén do 7 pl sterilni injek¢éni) vodou. Smés byla po dobu 5 min inkubovana
pti 65°C, aby doslo k denaturaci RNA. Nasledné byly vzorky zchlazeny na 4°C po dobu 5
min, aby do$lo k nasednuti primerti, a kratce centrifugovany. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 12,9 ul premixu, ktery byl pfedem ptipraven pro vSechny vzorky tak, aby do kazdé
reakce vstupovalo stejné mnozstvi komponent a to: 4 ul 5 x Reaction Buffer, 0,95 ul
RiboLock Rnase Inhibitor (20u/ul), 2 pl 10mM dNTP Mix a 0,95 ul RevertAid H Minus M-
MuLV Reverse Transkriptase (200u/pul) a 5 pl DEPC vody. Po promichdni a rychlé
centrifugaci reakéni smési probihala reverzni transkripce po dobu 60 min pii 42 °C. Reakce
byla ukoncena zahfivanim pfi 70 °C po dobu 5 min. Po ukonceni reakce byly vzorky
ochlazeny a nafedény v poméru 1:4 sterilni injekéni vodou. Tyto nafedéné vzorky byly
uloZzeny v -80 °C k pozd€jSimu zpracovani pod oznacenim cDNA. Reakce vzorki z IHH

skupiny a z odpovidajici kontrolni skupiny potkanti probihala v dvojnasobném mnozstvi.

5.3.6. Real time PCR (Light Cycler 480, Roche Applied Science)

Mc¢feni Real time PCR reakci probihala podle protokolu Light Cycler 480 DNA SYBR
Green I Master (Roche Applied Science) v 384 jamkové destiGce v piistroji LightCycler®480
System (Roche Applied Science)

Protokol reakci byl nasledujici — preinkubace pii teploté 95 °C po dobu 10 min
nasledovana 50 cykly s timto teplotnim profilem: 95 °C/ 10 sec, 60 °C/ 30 sec, 72 °C/ 1 sec.
Pro kazdy produkt reakce byla nasledné zaznamenana kiivka tani. Poslednim krokem bylo

ochlazeni na teplotu 40 °C.

Do reakce vstupoval 1 ul cDNA a 9 ul reakéni smési ptipravené pro vSechny reakce
zaroven tak, aby na kaZdou reakci pfipadlo: 5 ul SYBR Green premixu (Eurogentec), 3 ul

sterilni injekéni vody a 1 pl zasobniho roztoku obou primerd 5 pmol/l.

Efektivita primert byla vzdy testovdna na smési cDNA vSech vzorkil fedéné 1x, 10x,
100x. Analyzou kfivky tani se urcovalo, zda PCR reakce méla pouze jeden specificky

produkt. Byl kontrolovan dostatecny odstup pfi tvorbé produkttit PCR reakce u negativnich
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kontrol — nejméné 10 Cp (crossing point). Kazdy vzorek byl na desti¢ce méten v triplikatech.
Vyslednd hodnota Cp je prumérem ze vSech tfi méfeni, pokud smérodatnd odchylka

neptesahla 0,5.

5.3.7. Real time PCR ¢&ipova analvza (BioMark HD System, Fluidigm)

Cipova analyza exprese vybranych genti metodou Real time PCR v systému BioMark
HD System (Fluidigm) byla provedena na zakazku pracovistém BTU AVCR. Vzorky cDNA
vstupujici do Real time PCR reakce mély v obou systémech méfeni, v systému BioMark HD
Systém, Fluidigm (dale jen BioMark) i v systému Light Cycler 480,Roche Applied Science
(dale jen LC Roche), stejnou koncentraci, ktera odpovida koncentraci 10 ng/ul ptivodni RNA.

Koncentrace smési obou primerti pro ¢ipovou analyzu byla 10 pmol/I.

Preamplifikace

cDNA byla nejprve preamplifikovana pomoci Real time PCR s pouzitim LC Roche.
Preamplifikace probihala ve dvou kolech, v kazdém byly vyuzity primery pro polovinu
meétfenych gent. Vzdy byly pouzity 3 pl smési obou primerti fedéné 6 pl vody. Do reakce dale
vstupovaly 2 pl cDNA, 5 ul IQ SuperMix BioRad, 1,25 ul 200 nM preamplifika¢ni primer
mix (final. konc. 25 nM), 1,75 ul Po pocatecni preinkubaci 95 °C/ 3 min probihala
preamplifikace v 18 cyklech s teplotnim profilem: 95 °C/ 15 s; 59 °C/ 4 min. Po obou kolech
preamplifikace byly cDNA 10x nafedény a teprve potom smichdny dohromady v poméru 1:1.

Real time PCR

Cipovou analyzou BioMark byla méfena exprese 96 genti v 96 vzorcich cDNA. P&t pl
vzorkového premixu Fludigm se skladalo z téchto reagencii: preamplifikovand 20x fedéna
cDNA 1 pl; SG loading buffer Fluidigm 0,25 pl; Sso Fast Eva Green Mastermix 2,5 pl;
Invitrogen ROX (4x diluted) 0,1 pl a H,O 1,15 pl. Kazdy vzorkovy premix byl pak
kombinovan s 5 ul primerového premixu, ktery obsahoval: smés obou primerti 2 pl; 2x assay
loading reagent Fluidigm 2,5 ul a H,0 0,5 pl. Objem jedné Real time PCR reakce byl 6,7 nl
(podle Vymetalkova et al., 2014). Reakce probihaly za nasledujicich teplotnich podminek 50
°C/ 5s, 98°C/ 40s; nasledované 30 cykly s teplotnim profilem: 95 °C/10s, 60°C/ 40s.
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Pro kazdy produkt reakce byla nasledné¢ zaznamenana kiivka tani. Pokud reakce méla dle

kiivky tani vice nez jeden specificky produkt, byla vyfazena z nasledné analyzy dat.

5.3.8. Vyjadieni relativni exprese

Exprese studovanych genli na urovni mRNA byla vyjadfena relativné k hladiné
transkriptu referenéniho genu hypoxantin-guaninfosforibosyltransferiza (HPRT) v daném
vzorku (Bohuslavova et al., 2010). Vysledné hodnoty Cp ziskané z obou systémt méfeni (LC
Roche a BioMark) byly piepoéteny podle stejného vzorce (Pfaffl, 2001, Zurmanova et al.,
2008):

Relativni exprese = (1+E) P referenéni transkript/ (1+E)“Psledovany transkript

Efektivita (E) byla na zakladé predbéznych méfeni pii testovani primert na piistoji LC Roche

stanovena E =1

5.3.9. Statistické vvhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit software GenEx a GraphPad Prism6. Data
pochézeji ze dvou pokusii. V prvnim pokusu byly porovnany ctyfi skupiny vystavené po
riznou dobu CNH s kontrolni skupinou v normoxii. V druhém pokusu byly porovnavany
pouze dvé skupiny — skupina adaptovana na IHH s odpovidajici kontrolni skupinou

V NOrmoxii.

Nejprve bylo Kolmogorov-Smirnovym testem testovano, zda data maji normalni

rozloZeni.

Na zaklad¢ téchto vysledkl byla data prvniho pokusu vyhodnocena parametrickym
testem ANOVA nebo neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem. Rozdily mezi kontrolni
skupinou v normoxii a skupinami vystavenymi CNH byly porovnany naslednym posttestem:

Dunnettovym parametrickym testem nebo Dunnovym neparametrickym testem.

Data druhého pokusu (IHH) o dvou skupinich byla na zakladé svého rozlozeni

vyhodnocena parametrickym T-testem nebo neparametrickym Mann-Whitneyho testem.

Vysledky vSech testli byly povaZzovany za statisticky vyznamné, pokud byla hladina

pravdépodobnoti mensi nez p<0.05.
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5.4. Proteinové analyzy

5.4.1. Homogenizace srdecniho svalu pro proteinové analyzy

Vzorky byly rozdrceny v tekutém dusiku ve vychlazené tfeci misce s tlouckem na
jemny prasek. Rozdrcena srdecni tkan byla ptfenesena do pfedem zvazené 2ml zkumavky se
ttemi sklenénymi kulickami a 300 pl homogeniza¢niho média HM1 (viz ptilohova ¢ast 1).
Obsah zkumavky byl okamzité promichan na tfepacce Vortex a centrifugovan. Zkumavka
byla znovu zvéazena pro urceni hmotnosti srdecni tkan€é. Do zkumavky bylo pfidano takoveé
mnozstvi homogeniza¢niho média HM1, aby kone¢ny pomér média a tkané€ byl 8:1. Vzorky
byly homogenizovany ve vychlazenych kyvetach homogenizatoru (MIXER MM200, Retsch)
po dobu 10 minut pfi frekvenci 30 Hz. Homogenaty byly dale dofedény homogenizacnim
médiem HM1 na stejnou koncentraci. Aby se docililo lepsi solubilizace proteini, bylo ke
vzorkiim v poméru 1:1 pfiddno homogenizacni médium s vysokym obsahem mocoviny HM2
(viz ptilohova ¢ast 1). Takto upravené vzorky byly oznaCeny jako zasobni a byla v nich
zméfena koncentrace proteint. Cast z kazdého zasobniho vzorku byla pak nafedéna na
koncentraci 4 pg proteinu/pul smési homogeniza¢nich médii HM1 a HM2 v poméru 1:1,
rozdélena do mikrozkumavek a uchovana k dal§imu zpracovani v -80 °C. Pro pfipravu

veskerych roztokl byla pouzita deionizovana voda.

5.4.2. Stanoveni proteina

Koncentrace proteinii v homogenatech byla stanovena podle Bradfordové komerénim
setem (Bio-Rad). Méfeni probihalo v pfistoji Varioscan (Thermo Scientific) na 96- jamkové
mikrotitracni desticce typu P (Gama, s.p.) Kalibra¢ni kiivka byla tvofena roztoky o
koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 pg/pl roziedénych ze zasobniho roztoku
hovéziho sérového albuminu (2 mg/ml, Bio-Rad). Pro méfeni bylo malé¢ mnozZstvi
homogenatii nafedéno vodou ptiblizné na koncentraci 0,5 pg/ul. Voda tvotici blank, roztoky
kalibra¢ni kfivky a natfedéné vzorky byly naneseny v objemu 10 ml na jamku a ponechany
inkubovat se s 250 ml Bradfordového ¢inidla po dobu 10 minut. Nasledné bylo provedeno
spektrofotometrické stanoveni absorbance pii vlnové délce 595 nm. VSechny vzorky byly

méfeny v triplikatech.
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5.4.3. Detekce proteinid metodou Western blotting

Proteiny v homogenatu byly nejprve rozdéleny podle své molekulové hmotnosti
elektroforézou v polyakrylovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE).
Z gelu byly nasledné ptevedeny v elektrickém poli na nitrocelulézovou membranu, na které

byly identifikovany specifickou protilatkou za nasledujicich podminek:

5.4.4. Piiprava vzorku pro elektroforézu

Vzorky o koncentraci proteinti 4 pg/ul byly fedény na findlni koncentraci 2,8 pg/ul
Laemmliho pufrem (4x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad). K pufru byl vzdy Cerstvé pridan
DTT (DL-dithiothreitol, Sigma) do finalni koncentrace ve vzorku 50 mM. Vzorky byly poté
inkubovany pii 100 ° C po dobu 5 min a zchlazeny na pokojovou teplotu. Takto byly

pfipraveny k naneseni na gel.

5.4.5. Elektroforéza

Elektroforéza byla provedena s vyzitim systému Mini PROTEAN Tetra Cell (Bio-
Rad). Polyakrylovy gel o tlousce 1 mm byl tvofen 12% separaénim a 5 % zaostfovacim gelem
s 15 jamkami (slozeni uvedeno v ptilohové ¢asti). Vzorky byly nanaSeny v mnozstvi 21 ug
/7,5 ul proteinu na jamku. Elektroforéza probihala v elektrodovém pufru (viz ptilohova cast
1) pti pokojové teploté pii konstantnim napéti 200 V pii maximalné 700 mA po dobu cca 60

min, az ¢elo vzorkl doputovalo na konec gelu.

5.4.6.Pfenos proteini na membranu

Po skonceni SDS-PAGE byly proteiny z gelu pieneseny na nitrocelulosovou
membranu. Pfenos probihal v aparatufe Trans-Blot® Turbo™ Transfer System po dobu 30
min pifi konstantnim napéti 25 V a maximalnim proudu 1 A s pouzitim komeréniho
transferového pufru (Tris/Glycine Buffer, 10x, Bio-Rad) pfipraveného dle navodu vyrobce

(viz ptilohova ¢ast 1)
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5.4.7. Blokovani nespecifickvch interakci

Pro kontrolu nanasky proteinti a uspésnosti prenosu byly proteiny na nitrocelulé6zové
membrané reverzibiln¢ detekovany barvenim Ponceau (viz prilohova ¢ast 1), pozadi
membrany bylo odbarveno v neionizované vodé. Po detekcei proteint timto zpiisobem byla
membrana odbarvena v pufru TBS (viz ptilohova ¢ast 1) a 15 min inkubovana v pufru TTBS
(viz ptilohova ¢ast 1). Membrana byla po dobu 1 hodiny inkubovana v 5% bloka¢nim pufru
(susené nizkotu¢né mléko v TTBS) pred detekei proteinu BAX a v 2% bloka¢nim pufru pied
detekci proteinu BCL2 a poté tiikrat kratce promyta v TTBS, vSe pti pokojové teploté.

5.4.8. Detekce

Po zablokovani nespecifickych interakci a odmyti bloka¢niho roztoku byly membrany
inkubovany s primarni protildtkou proti BCL2 (SAB 4500003, SIGMA) nebo s primarni
protilatkou proti BAX (ab7977, Abcam) fedénymi v poméru 1:1000 v 2 % mléku v TTBS.
Inkubace probihala ptes noc pii 4 °C, po té byla membrana opét tiikrat po 15 min promyvana
vTTBS. Dale byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou konjugovanou
s kienovou peroxidazou (NA934V, GE Healthcare Life Sciences) fedénou v poméru 1:50 000
po dobu 1h. Membrana byla promyta TBS aplikovanym tfikrat po 10 min. VSechny kroky
probihaly pfi pokojové teploté. Detekce na principu oxidace luminalu pomoci kienoveé
peroxidazy byla provedena chemiluminiscencni smési (Supersignal West Dura Extended
Duration Substrate, Thermo Scientific Pierce). Chemoluminiscen¢ni signal na membranach
byl detekovan v pfistroji LAS-4000 (Fujifilm). Detekovany signal byl nasledné

densitometricky vyhodnocen pomoci kvantifika¢niho programu Quantity One (BioRad).

5.4.9. Statistické vvhodnoceni

Naméfena data méla podle Kolmogorov-Smirnova testu normalni rozlozeni, proto byla
statisticky vyhodnocena neparovym T-testem v programu GraphPad Prism 6. Vysledky vSech
testll byly povaZovany za statisticky vyznamné, pokud byla hladina pravdépodobnoti mensi

nez p<0.05.
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6. VYSLEDKY

6.1. Hmotnostni parametry

Urc¢ili jsme hmotnosti zvifat a hmotnosti komor myokardu Vv nasledujicich

experimentalnich skupinach:

1) Kontinualni normobaricka hypoxie (CNH): leva (LV) a prava komora (RV)
potkanti vystavenych normobarické hypoxii (10% O3) o délce expozice 4h, 48h,
120h a 21dni.

2) Intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH): leva komora potkani adaptovanych
na hypobarickou hypoxii (7000 m.n.m.) 8 hodin denng, 5 tydnu, 25 expozic.

Tabulka ¢. 1: Hmotnostni parametry téla potkani a komor myokardu v pribéhu
adaptace na kontinualni normobarickou hypoxii

skupina N H4 H48 H120 CH

BW/[q] 472+11 440+7 433+9 421+15 * 401415 *
LV[mgl/BW[g] | 1,217+0,041 1,2710,050 1,33140,061 1,287+0,064 1,276+0,034
RV[mg]//BW[g] | 0,5070£0,019 | 0,5705+0,013 | 0,5382+0,022 | 0,7543%0,028 * | 1,138+0,075*

Tabulka ukazuje priimérné hodnoty = SEM téla potkamii (BW), relativni hmotnost levé komory
(LV/BW) a relativni hmotnost pravé komory (RV/BW). N — kontrolni normoxickd skupina; H — skupiny
vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin;, CH — chronicka 21 denni normobaricka
hypoxie, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)

Tabulka ¢. 2: Hmotnostni parametry téla potkani a komor myokardu po adaptaci na
intermitentni hypobarickou hypoxii

skupina N IHH

BW [q] 546423 35548 *

LV[mg]/BW[g] 1,236+0,052 1,642+0,076 *

RV[mg]//BW[g] | 0,4850+0,020 | 1,019+0,056 *

Tabulka ukazuje priimérné hodnoty hmotnosti téla potkanii (BW), relativni hmotnost levé komory
(LV/BW) a relativni hmotnost pravé komory (RV/BW) = SEM. N — kontrolni normoxicka skupina; IHH
— skupina adaptovana na intermitentni hypobarickou hypoxii. * znaci signifikantni rozdil (p<0,05)

39



6.2. Ovéreni presnosti ¢ipové analyzy BioMark HD System,
Fluidigm pomoci Real time PCR v systému LightCycler 480,
Roche Applied Science

Porovnavali jsme statistické vysledky dat ze dvou systémi LightCycler 480, Roche
Applied Science (LC Roche) a BioMark HD, Fluidigm (BioMark). Obéma systémy byla
Vv totoznych vzorcich méfena exprese genl vztazena k referenénimu genu hypoxantin-
guaninfosforibosyltransferaza (HPRT). Data ze syst¢ému LC Roche jsou prumérem ze tii
meéfeni, v systému BioMark byla exprese méfena v kazdém vzorku pouze jednou. Pokud
nékterd reakce v systému BioMark selhala, byl dany vzorek vyfazen 1 ze statistického
hodnoceni v systému LC Roche. Srovnali jsme statistické vysledky zmény exprese gent Ve

vSech experimentalnich skupinach pro oba typy hypoxie CNH a IHH.

6.2.1. Kontinualni normobaricka hypoxie

Za CNH byla pro srovnani systémt métena exprese celkem 6 genti v LV a 5 genil
v RV. Nejprve bylo Kolmorov-Smirnovym testem testovano, zda data maji normalni
rozlozeni. Data byla dale vyhodnocena statistickym testem ANOVA nebo v piipadé
nenormalniho rozlozeni Kruskal-Wallisovym testem. Naslednymi posttesty byl hodnocen
rozdil v expresi genit mezi skupinami vystavenymi hypoxii a kontrolni skupinou v normoxii.
V piipadé¢ normalniho rozlozeni dat byl pouzit Dunnettiv posttest, pro data s nenormalnim

rozlozenim Dunntiv posttest.

Pti porovnani vysledki ze systému LC Roche a BioMark vysly statistické testy na 5%
hladin¢ vyznamnosti odlisn¢ ve dvou piipadech z jedenacti (tabulka ¢ 3. statistické testy s
cervenym pozadim). V piipadé HIFla v RV ukazala signifikantni zménu pouze data ze
systému BioMark, naopak v druhém piipadé byla zména exprese EGLN3 v LV zaznamenana
pouze systémem LC Roche. Posttesty pak odhalily dal§i rozdily mezi daty z obou systému
méfeni (tabulka €. 3 rGzové pozadi). Stejné vysledky posttesti jsme ziskali v 6 ptipadech.
Ve tfech ptipadech se vysledky posttestlii méfeni stejnych vzorkd systémem LC Roche a
BioMark neshodovaly (HIF2 v LV i RV, BCL2 v LV). Data z LC Roche ukazala pro tato
méfeni vice signifikatnich rozdili, zatimco data ze systému BioMark vykazovala pouze

trendy ke zménam. Vysledky statistickych testl a posttestti jsou uvedené v tabulce ¢. 3.
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Tabulka ¢. 3 Vysledky statistickych testu ze systému LC Roche a BioMark ¢ip

Leva komora Prava komora
Akutni normobaricka hypoxie CH Akutni normobaricka hypoxie CH
Gen N H4 H48 H120 | 21 DNi N H4 H48 H120 | 21 DNi
HIFL ot ot ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,0015
LC Roche |p-hodnota posttestu >=0,05 <0.05 <0.05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 | >=0,05 | >=0,05
HIF1 Normalni rozloZeni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,0008
BioMark |p-hodnota posttestu >=0,05 <0.05 <0.05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
HIF2 R ano ano ano ano ano ano ne ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota <0.0001 Kruskal-Wallis p-hodnota 0,0017
LC Roche |p-hodnota posttestu >=0,05 <0.05 <0.05 <0.05 >=0,05 | >=0,05 < 0.05 < 0.05
HIF2 Normélni rozlofenf ano ano ano ano ne ano ano ano ano ne
Test Kruskal-Wallis p-hodnota 0,0002 Kruskal-Wallis p-hodnota 0,0022
BioMark  |p-hodnota posttestu >=0,05 <0.05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 | >=0,05 <0.05
EGLN3  |Normélni rozloZeni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota P<0.0001
LC Roche |p-hodnota post testu >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 <0.05 >=0,05 < 0.05 < 0.05 < 0.05
EGLN3  |Normalni rozloZeni ne ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota P<0.0001
BioMark  |p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0.05 <0.05 <0.05
BCL2 oAl et ano ano ano ano ano ano ne ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,0149 Kruskal-Wallis p-hodnota 0,0500
LC Roche |p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 <0.05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
BCL2 Normilni rozloZeni ano ano ano ano ano ano ano ne ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,0436 Kruskal-Wallis p-hodnota 0,0643
BioMark  |p-hodnota posttestu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
BAX oA ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,3899 ANOVA p-hodnota P<0.0001
LC Roche |p-hodnota posttestu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0.05 <0.05
BAX Normalni rozloZeni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,2153 ANOVA p-hodnota P<0.0001
BioMark  |p-hodnota posttestu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0.05 <0.05
MDM2  |Normalni rozloZeni ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota 0,1821
LC Roche |p-hodnota posttestu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
MDM?2 Normalni rozloZeni ne ano ano ano ano
Test Kruskal-Wallis p-hodnota 0,0574
BioMark |p-hodnota posttestu | >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 | | | |

Souhrn vysledkii statistickych testii. Kolmorov-Smirnovym testem bylo testovano, zda data maji
normalni rozloZeni. Data byla dale vyhodnocena statistickym testem ANOVA a v pripade
nenormalniho  rozlozeni  Kruskal-Wallisovym  testem.  Ndslednymi  posttesty — Dunnettovym
parametrickym testem nebo Dunnovym neparametrickym testem byl hodnocen rozdil v expresi geni
mezi skupinami vystavenymi hypoxii 4 hodiny (H4), 48 hodin (H48), 120 hodin (H120); 21 dni (CH) a
kontrolni skupinou v normoxii (N). Cervend barva Cisel zndzoriuje signifikantni zvySeni exprese
oproti normoxii, modra signifikantni snizeni. Cervené pozadi maji statistické testy ANOVA a Kruskal -
Wallis s rozdilnymi vysledky pro data ze systémii BioMark a LC Roche. Riizové jsou podbarvené
tabulky, kde se statistické vyhodnoceni dat lisilo mezi obéma systémy. HIF (hypoxii indukovany
faktor), EGLN3 (Egl nine homolog 3), BCL2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2), BAX (BCL2-asociovany X
protein), MDM2 (mouse double minute 2)

41



6.2.2. Intermitentni hypobaricka hypoxie

V experimentalni skupin¢ THH byla pro ucely srovnani obou systémui stanovena
exprese 14 gentl. Hodnoty relativni exprese gentl na urovni mRNA byly nejprve testovany na
normalitu rozlozeni. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit studentiv T-test. V nékolika
ptipadech, kdy hodnoty nemély normalni rozlozeni, byl pouzit Mann-Whitneyiv test. Na
hladin¢ vyznamnosti 0,05 vedly oba testy vzdy ke stejnym zavérim. Ze 14 testovanych genti
jsme ve 12 ptipadech dospéli ke stejnym statistickym zavérim u obou systémti (LC Roche a
BioMark). Signifikantni zména relativni exprese mezi skupinami byla obéma systémy
prokazana u 3 genti (HIF1la, EGLN3 a CASP3) a 9 geni se po adaptaci signifikantné neliSilo
vzhledem ke kontrole (tabulka ¢ 4). Statistické vysledky exprese dvou gend nebyly v souladu
u LC Roche RT-PCR a ¢ipové analyzy BioMark. Systém LC Roche zaznamenal u gent
MFN1 a MFN2 signifikantni sniZeni exprese. Cipova analyza ukazala v téchto piipadech také
trend k poklesu, ovsem nebyl signifikantni.

Tabulka ¢. 4. Vysledky statistickych testt ze systému LC Roche a BioMark

LC Roche BIO‘!\./lal’k
¢ip
p-hodnoty statistickych testi
Mann Mann
Gen T-test Whitney T-test Whitney
HIFla 0,0039 P<0.0001
HIF2o 0,6847 0,6148
EGLN3 0,0041 0,0043 P<0.0001
MDM2 0,3343 0,6978
BCL2 0,5952 0,3852
BAX 0,4585 0,5190 0,2457
CASP3 0,0193 0,0053
HK1 0,5593 0,9348
HK2 0,9008 1,000 0,3199
MEN1 0,0371 0,2594 0,3290
MEN2 0,0392 0,1401
DRP1 0,5766 0,3195
TXN1 0,9742 0,2170
OPAl 0,1885 1,000 0,1979 0,9307

Souhrn vysledkii statistickych testii. Rozdily mezi skupinami N a IHH byly hodnoceny parametrickym
T-testem a neparametrickym Mann-Whitneyovym testem v pripade, Ze Kolmogorov-Smirnoviy test
neukdzal normalni rozloZeni dat. Cervend barva zndzoriuje signifikantni zvySeni exprese oproti
normoxii modra signifikantni snizeni. HIF (hypoxii indukovany faktor o), EGLN3 (Eglnine homolog 3),
MDM2 (mouse double minute 2), BCL2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2), BAX (BCL2-asociovany X
protein), CASP3 (caspase 3), HK (hexokindza), MFN (mitofusin), DRPI (dystrophinrelated protein 1),
TXNL1 (thioredoxin), OPA1 (opticatrophy).
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Ve vétsiné piipadt se statistické vysledky dat z obou systémi LightCycler 480, Roche
Applied Science (LC Roche) a BioMark HD, Fluidigm (BioMark) shodovaly. Proto budou
V nadchdzejicich oddilech prezentovany vysledky pochazejici pfevazné z Cipové analyzy

systémem BioMark.
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6.3. Exprese vybranych genii apoptotickych drah a metabolismu
sfingolipidi v pribéhu adaptace na kontinualni normobarickou
hypoxii

Byla méfena exprese mRNA vybranych genl zapojenych v regulaci apoptézy nebo
metabolismu sfingolipidid. Byl srovnan akutni vliv kontinualni normobarické hypoxie (CNH)
o délce expozice 4 hodiny, 48 hodin a 120 hodin a vliv chronické normobarické hypoxie
trvajici 21 dni vLV a RV myokardu potkana. Méfeni byla provedena ¢ipovou analyzou
systémem BioMark a v piipadé gentit CASP8, CERK a SPHK byla provedena na systému LC
Roche.

6.3.1. Geny apoptotickych drah

Kaspdza 3

Efektorova kaspaza 3 (CASP3) je aktivovana obéma apoptotickymi cestami, vnej$i —
pfes receptor smrti a vnitini mitochondridlni. 120 hodinova a chronicka 21 denni expozice
CNH vedly ke zvySeni exprese mRNA kaspdizy 3 VRV. V LV nebyly zaznamenany

signifikantni zmény.

Graf ¢. 1: Relativni exprese mRNA kaspazy 3
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu CASP3 (kaspdza 3) vztazend k referencnimu genu HPRT
(hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdaza) vV levé komore (LV) a v pravé komore (RV) myokardu
potkana. N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48
a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako priiméry
+SEM, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)
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Kaspadza 8

Kaspaza 8 (CASPS8) je aktivovana signalem ptrenaSenym pies receptory smrti
plazmatické membrany a je schopna Stépit a aktivovat efektorové kaspazy. Je tedy soucasti
vngjsi apoptotické drahy. Exprese kaspdzy 8, stejné jako kaspdzy 3, je zvysena v RV po 120
hodinové a 21 denni expozici CNH, jak lze pozorovat na grafech ¢. 1B a 2B

Graf ¢. 2: Relativni exprese mRNA kaspazy 8
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu CASPS (kaspdza 8) vztazend k referencnimu genu HPRT
(hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) v levé komore (LV) a v pravé komore (RV) myokardu
potkanii. N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48

a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobarickd hypoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako primeéry
+SEM, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)
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B-Cell CLL/Lymphoma 2

Graf ¢. 3 ukazuje, Ze se relativni exprese mRNA antiapoptotického proteinu BCL2 (B-
Cell CLL/Lymphoma 2) za zadnych sledovanych podminek v CNH signifikantné nelisi od

exprese u normoxické kontroly.

Graf ¢&. 3: Relativni exprese mRNA B-Cell CLL/Lymphoma 2
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu BCL2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2) vztazend k referencnimu
genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) vV levé komore (LV) a v pravé komore (RV)
myokardu potkani. N — kontrolni normoxicka skupina, H — skupiny vystavené akutni normobarické
hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobarickda hypoxie. Hodnoty jsou vyjddieny
jako priuméry £SEM, rozdil k N hodnocen na hladiné vyznamnosti (p<0,05)
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BCL2-asociovany X protein

Protein BAX (BCL2-asociovany X protein) po aktivaci oligomerizuje ve vnéjsi
mitochondridlni membrané a vytvaii v ni por, kterym se z mitochondrii uvolni apoptogenni
faktory. V RV lze pozorovat narlst relativni exprese genu BAX na trovni mRNA po 120
hodinové a chronické 21 denni adaptaci na CNH (graf €. 4).

Graf ¢. 4: Relativni exprese mRNA BCL2 asociovaného proteinu
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Relativni  exprese mRNA transkriptu genu BAX (BCL2-asociovaného X protein) vztaZend
K referencnimu genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) Vv levé komore (LV) a v pravé
komore (RV) myokardu potkanii. N — kontrolni normoxicka skupina;, H — skupiny vystavené akutni
normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin, CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. Hodnoty
jsou vyjadreny jako priiméry £SEM, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)
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Pomér exprese mRNA genii BCL2/BAX

Pomér exprese gentit BCL2/BAX je vyuzivan jako indikator aktivace apoptotickych
signalnich drah. Snizeny pomér, ktery odrazi proapoptotické tendence, 1ze pozorovat po 120

hodinové expozici CNH v LV a po 48 hodinové, 120 hodinové a 21 denni expozici hypoxii
v RV myokardu.

Graf ¢. 5:Pomér exprese mRNA genii BCL2 a BAX
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Pomeér exprese mRNA transkriptiigenii BCL2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2) a BAX (BCL2-asociovaného
X protein) v levé komore (LV) a v pravé komore (RV) myokardu potkanii. N — kontrolni normoxickad
skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin, CH — chronickad 21

denni normobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako prumery £SEM, * signifikantni rozdil k N
(p<0,05)
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6.3.2. Geny metabolismu sfingolipidu

Serinpalmitoyltransferaza, podjednotkal

Serinpalmitoyltransferaza je heterodimer podjednotek SPTLC1 a SPTLC2 (serine
palmitoyltransferase, long chain base subunit). Tento enzym katalyzuje prvni reakci — jediny
vstupni bod pro syntézu sfingolipidit de novo. Relativni exprese podjednotky SPTLC1 se na

urovni mRNA signifikantné neméni v zaddném sledovaném intervalu béhem adaptace na

CNH.

Graf ¢. 6: Relativni exprese mRNA SPTLC1 podjednotky serinpalmitoyltransferazy
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu podjednotky SPTLCI serinpalmitoyltransferazy vztaZena
k referencnimu genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) v levé komore (LV) a v pravé
komore (RV) myokardu potkani. N — kontrolni normoxicka skupina;, H — skupiny vystavené akutni
normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobaricka hypoxie. Hodnoty
Jsou vyjadreny jako priuméry +SEM, rozdil k N hodnocen na hladiné vyznamnosti (p<0,05)
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Sfingomvelinsyntaza 2

Sfingomyelinsyntaza 2 (SGMS2) je dalsim enzymem syntetické drahy sfingolipidu.

Katalyzuje ptipojeni fosfocholinu z fosfatidylcholinu na ceramid. Z ceramidu tak vznika

sfingomyelin a z fosfatidylcholinu diacylglycerol. V LV ani v RV nebyla zaznamenana zadna

signifikantni zména relativni exprese sfingomyelinsyntazy 2 (SGMS2) mezi potkany

vystavenymi CNH a kontrolni normoxickou skupinou.

Graf ¢. 7: Relativni exprese mRNA sfingomyelinsyntazy 2
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu SGMS?2 (sfingomyelinsyntdiza 2) vztazena k referencnimu
genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) vV levé komore (LV) a v pravé komore (RV)
myokardu potkanii. N — kontrolni normoxickd skupina;, H — skupiny vystavené akutni normobarické
hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadreny

jako prumeéry +SEM, rozdil k N hodnocen na hladiné vyznamnosti (p<0,05)
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Sfingomvelinfosphodiesteraza 2

Neutralni sfingomyelinaza 1 kdédovana genem SMPD? (sfingomyelinfosfodiesterdaza 2)
katalyzuje pfeménu sfingomyelinu na ceramid, a tak se podili se na mnohych fyziologickych
odpovédich bunky — zastaveni rustu nebo bunétného cyklu, apoptdze, rozvoji zanétu.
Na grafu ¢. 8 je patrné, ze zatimco se v LV relativni exprese SMPD2 na urovni mRNA

zvySuje po 4 hodinové expozice hypoxii, v RV naopak klesa, a to po 48 hodinovém plisobeni
CNH.

Graf ¢. 8: Relativni exprese mRNA sfingomyelin fosphodiesterazy 2
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu SMPD2 (sfingomyelinfosphodiesterdza 2) vztaZend
k referencnimu genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) Vv levé komore (LV) a v pravé
komore (RV) myokardu potkani. N — kontrolni normoxicka skupina;, H — skupiny vystavené akutni
normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. Hodnoty
Jjsou vyjadreny jako priméry +SEM, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)

51



Alkalicka ceramidaza 2

V savéich bunkach neni sfingosin syntetizovan de novo, ale vznika pouze hydrolyzaci
ceramidu katalyzovanou ceramiddazami. Sfingosin ve velkych koncentracich zastavuje
bunéény rust a provokuje apoptéozu. Mirn€¢ zvysena aktivita ACER2 vSak mulze pusobit
protektivné. V LV se relativni exprese mRNA genu alkalické ceramiddzy 2 (ACER2) zveda
po 4 hodinach hypoxie, pifi delsi expozici znovu poklesne, ale jak je vidét na grafu ¢. 9A,
nevrati se zcela na normoxickou hladinu a znovu dosahuje signifikatniho rozdilu po 21 dnech
CNH. V RV byl zaznamenan signifikantni nartst relativni exprese vii¢i kontrolni normoxické

skupiné po vSech zkoumanych intervalech ptisobeni CNH s vyjimkou 48 hodin (graf ¢. 9B).

Graf ¢. 9: Relativni exprese mRNA alkalické ceramidazy 2
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu ACER (alkalickdceramidaza) vztazena K referencnimu genu
HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) Vv levé komore (LV) a v pravé komore (RV)
myokardu potkanii. N — kontrolni normoxicka skupina, H — skupiny vystavené akutni normobarické
hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronicka2l denni normobaricka hypoxie. Hodnoty jsou vyjadreny
Jjako priumery £SEM, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)
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Ceramidkinaza

Ceramidkindza (CERK) ptsobi proliferaéné a brani bunééné smrti. Exprese tohoto

enzymu na urovni mRNA se zvySuje po 120 hodinové a chronické 21 denni expozici IHH
Vv RV (graf ¢. 10B).

Graf ¢. 10: Relativni exprese mRNA ceramidkindzy
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu CERK (ceramidkindza) vztazena k referencnimu genu HPRT
(hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) vV levé komore (LV) a V pravé komore (RV) myokardu
potkanii. N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48
a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobarickd hypoxie. Hodnoty jsou vyjadreny jako primeéry
+SEM, * signifikantni rozdil K N (p<0,05)
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Sfingosinkinaza

Sledovali jsme expresi obou sfingosinkinaz (SPHK 1 a 2) zaroven v oblasti se
spole¢nou sekvenci. Zvlast¢ SPHK1 pasobi kardioprotektivné a antiapoptoticky. Role SPHK2
neni zcela zifejmd. SPHK2 je spojovana s vyvolanim apoptdzy, ale jeji delece zvysSovala
velikost infarktu pii ischemii a reperfuzi myokardu. Také v tomto pfipadé jsme pozorovali
narist exprese SPHK 1 a 2 po 120 hodinovém a 21 dennim pisobeni CNH. V LV nebyly

zaznamenany signifikantni zmény.

Graf ¢. 11: Relativni exprese mRNA sfingosinkindz
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Relativni exprese useku mRNA transkriptu spolecneho obéma SPHK (sfingosinkinaza 1 a 2) vztazena
k referencnimu genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) v levé komore (LV) a v pravé
komore (RV) myokardu potkanii. N — kontrolni normoxicka skupina;, H — skupiny vystavené akutni
normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobaricka hypoxie. Hodnoty
Jjsou vyjadreny jako priuméry +SEM, * signifikantni rozdil k N (p<0,05)
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6.3.3. Souhrn vysledku

Pro snadnéjSi orientaci je zde vlozena tabulka ¢. 5, kterd shrnuje prezentované

vysledky exprese genil v kontinudlni normobarické hypoxii.

Tabulka €. 5: Souhrnné znazornéni relativni exprese mRNA sledovanych geni

Leva komora Prava komora

Akutni normobaricka hypoxie CH Akutni normobaricka hypoxie CH
Zkratka H4 H48 H120 21 DNI H4 H48 H120 21 DNI
CASP3
CASP8
BCL2
BAX
BCL2/BAX e
SPTLC1
SGMS2
SMPD2
ACER2
CERK
SPHK

Byla sledovina exprese genii. CASP3 (kaspiza 3), CASPS (kaspdza 8), BCL2 (B-cell
CLL/lymphoma2), BAX (BCL2-associated X protein), SPTLC1 (podjednotka
serinpalmitoyltransferazy), SGMS2 (sfingomyelinsyntaza 2), SMPDZ2 (sfingomyelinfosfodiesterdaza 2),
ACER? (alkalicka ceramidadza 2), CERK (ceramidkindza), SPHK (sfingsinkindzy).

Cervend barva znaci signifikatni zvySeni exprese danych genii wici kontrole, modrd znaci
signifikantni pokles. N — kontrolni normoxicka skupina;, H — skupiny vystavené akutni normobarické
hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobarickad hypoxie.
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6.4. Exprese vybranych genii apoptotickych drah a metabolismu
sfingolipidi po adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii

Byl hodnocen vliv intermitentni hypobarické hypoxie (IHH) na expresi vybranych
genti zapojenych Vv regulaci apoptdozy a metabolismu sfingolipidd v LV myokardu potkana.
Me¢fteni exprese na urovni mRNA byla provedena ¢ipovou analyzou systémem BioMark a

v ptipadé genit CASP8,CERK a SPHK byla provedena na systému LC Roche.

6.4.1. Geny apoptotickych drah

Exprese na urovni mRNA

Ze zkoumanych proteinti apoptotické kaskady se signifikantn€ ménila pouze relativni
exprese mRNA gentl kaspdzy 3 a kaspazy 8. Kaspaza 8 je signalni kaspaza vnéjsi apoptotické
drahy. Kaspaza 3, jakozto efektorovd kaspaza, mize byt aktivovana vnéj$i 1 vnitini
apoptotickou drahou. Na trovni mRNA se exprese obou téchto kaspaz zvySuje po adaptaci na
IHH, coz naznacuje aktivaci apoptotické drahy. Relativni exprese antiapoptotického genu

BCL2 ani proapoptotického Bax po adaptaci na IHH nezménily.

Grafy ¢. 12: Relativni exprese mRNA kaspdzy 3 a kaspazy 8
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Relativni exprese mRNA transkriptu genitCASP3 (kaspaza 3) (A) a CASPS (kaspaza 8) (B) vztazené
kK referencnimu genu HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) vV levé komore myokardu
potkanii. N — kontrolni normoxicka skupina;, IHH - skupina adaptovand na intermitentni
hypobarickou hypoxii. Hodnoty jsou vyjadreny jako priméry £SEM, * znaci signifikantni rozdil
(p<0,05)
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Grafy ¢&. 13: Relativni exprese mRNA B-Cell CLL/Lymphoma 2 a BCL2-asociovaného X
proteinu a jejich pomér
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Relativni exprese mRNA transkriptu genu BCL2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2) (A), BAX (BCL2-
asociovaného X protein) (B) vztazend kreferencnimu genu HPRT (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza) v levé komore myokardu potkanii. Pomér exprese mRNA transkriptigenii
BCL2 a BAX v levé komore myokardu potkanii (C). N — kontrolni normoxickad skupina; IHH — skupina
adaptovana na intermitentni hypobarickou hypoxii. Hodnoty jsou vyjddreny jako priumeéry £SEM,
rozdil k N hodnocen na hladiné vyznamnosti (p<0,05)
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Exprese na urovni proteinu

Pro BCL2 a BAX bylo kromé exprese na urovni mRNA stanoveno i mnozstvi proteinu
v homogenatu LV (graf ¢ 14). Ackoliv se exprese mRNA BCL2 ani BAX signifikantné
nemeénila, zaznamenali jsme zvySeni mnozstvi proapoptotického proteinu BAX po adaptaci na
IHH. Signifikantni zvySeni proteinu BAX ovlivnilo i pomér proteini BCL2/BAX, ktery
signifikantn€ poklesl, jak ilustruje graf¢. 14.

Graf ¢. 14 Exprese proteinu B-Cell CLL/Lymphoma 2 (BCL2) a BCL2-asociovaného X
proteinu (BAX)
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Exprese proteinu BCL2 (B-Cell CLL/Lymphoma 2) a BAX (BCL2-asociovaného X protein) v levé
komore myokardu potkanii a ukazka signalu na membrané s oznacenim jednotlivych vzorkii v nanasce
21 ug na jamku. N — kontrolni normoxicka skupina;, IHH — skupina adaptovand na intermitentni
hypobarickou hypoxii. Hodnoty grafu jsou vyjadieny jako procenta z celkového chemiluminiscencniho

signalu 12 vzorkii na membrané. Hodnoty jsou vyjadreny jako primery £SEM, * znaci signifikantni
rozdil (p<0,05)

Graf ¢. 15 Pomér exprese proteinii BCL2 a BAX
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6.4.2. Geny metabolismu sfingolipidu

Po adaptaci na IHH jsme v LV na urovni mRNA nepozorovali signifikantni zménu
exprese zadného sledovaného genu metabolismu sfingolipidt. Na grafu ¢. 16A a B si vSak lze
povSimnout nesignifikantniho nartistu relativni exprese mRNA gent syntetickych enzymii:
serinpalmitoyltransferazy, ktera zprostfedkovavd prvni vstupni reakci pii syntéze
sfingolipidi, a sfingomyelinsyntazy. Za intermitentni hypobarické hypoxie jsme také
zaznamenali trend ke zvySeni mnozstvi spoleéného transkriptu obou sfingosinkindz (SPHK1 a
SPHK?2).
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Grafy ¢. 16: Relativni exprese mRNA genii metanolismu sfingolipidi
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Relativni  exprese  mRNA  transkriptu, vztaZend k referencnimu genu HPRT (hypoxantin-
guaninfosforibosyltransferdza) v LV myokardu potkanii, pro geny syntetické drdhy sfingolipidui
podjednotka STLCI serinpalmitoyltransferazy (A) a SGMS2 (sfingomyelinsyntiza 2) (B); genii
katabolické drahy SMPD2 (sfingomyelinfosphodiesterdza 2) (C) a ACER?2 (alkalické ceramiddza 2)
(D); genii kindz CERK (ceramidkindza) (E) a SPHK (sfingosinkinazy 1 i 2) (F). N — kontrolni
normoxicka skupina; IHH — skupina adaptovana na intermitentni hypobarickou hypoxii. Hodnoty jsou
vyjadieny jako pruméry +SEM, rozdil kN hodnocen na hladiné vyznamnosti (p<0,05)
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7. DISKUZE

7.1. Ovéreni presnosti ¢Cipové analyzy

V prvni ¢asti prace jsme se zamefili na porovnani vysledkd ziskanych z Cipové
analyzy exprese genl v systému BioMark HD, Fluidigm (dale jen BioMark) a vysledki
ziskanych pomoci Real Time PCR systémem LightCycler 480, Roche Applied Science (dale
jen LC Roche) na shodnych vzorich cDNA. V systému BioMark probiha najednou 9216
reakci, a mize tak byt stanovena exprese 96 gent v kazdém z 96 vzorkl. Stejné mnozstvi
reakci odpovida 24 destickam s 384 jamkami, ve kterych by bylo nutné opakované
méfeni referenéniho genu, protoze se nedd predpokladat, ze by reak¢éni podminky byly na
vSech destiCkach absolutné shodné. Systém BioMark tedy nabizi velkou ¢asovou tsporu, ale i
usporu reagencii a vzorkll. Nespornou vyhodnou ¢ipové analyzy jsou téZ shodné podminky
pro vSechny analyzované geny. I kdyz premamplifikace predchazejici C¢ipové analyze by
teoreticky mohla vnést do celého procesu jistou proménlivost. Izolovand RNA a pouzita
cDNA podIéha vysokym kvalitativnim kritériim, ktera byla u analyzovanych vzorkt ovéfena
a potvrzena pomoci Agilent Chip. Systém Biomark je pro stanoveni genové exprese bézné
vyuzivan, pro publikaci je vSak nékdy vyzadovano ovétreni vysledka ¢ipové analyzy metodou
Real time PCR (Korenkova ustni sd¢leni). Nejsem si védoma, Ze by existovala studie
srovnavajici vysledky CcCipové analyzy Vv systému BioMark s vysledky Real time PCR
v systému LC Roche s pouzitim SYBR Green pro detekci obecné, ani ve vzorcich srde¢ni
tkédn€. Prvnim cilem této prace proto bylo ovéieni presnosti ¢ipové analyzy BioMark pomoci
Real time PCR v systému LC Roche. Statistické vysledky dat ziskanych z obou systémi byly
nejprve porovnany v modelu CNH u 6 genid vLV a5 geni v RV. V tomto modelu ukazaly
statistické testy stejny vysledek u dat z obou systémil v 6 ptipadech z 11. Ve 4 ptipadech
ukdzala data ze systému LC Roche signifikantni rozdily tam, kde data ze systému BioMark
vykazovala pouze podobné trendy, ale nebylo dosazeno signifikantnich zmén. Ve zbyvajicim
jednom piipadé ukazal signifikantni zménu v expresi pouze systém BioMark. Dale jsme
pomoci obou systémti vyhodnocovali zmény exprese 14 genti v LV po adaptaci na IHH. Ve
12 ptipadech jsme na zakladé dat zobou systémi dospéli ke shodnym statistickym
vysledkim. Ve dvou piipadech ukdzal signifikantni zménu jen LC Roche, avSak data ze

systému BioMark méla vzdy stejné trendy.

Obéma systémy jsme tak ve vice nez dvou tfetinich méfeni dospéli ke shodnym
vysledkiim. Pokud se systémy liSily, byla vétSinou zména exprese zaznamendna systémem

61



LC Roche (celkem 6x). Pouze jednou ukazal signifikantni zménu systém BioMark tam, kde
nebyla doloZena pomoci LC Roche. Z mého pohledu je tedy Cipova analyza BioMark piesna
metoda pro stanoveni velkého mnozstvi mRNA transkripti. V pfipadé¢ zmén na hranici
signifikance, je ale vhodné ovétit vysledky pomoci jiného systému Real time PCR. Rozdil
V pfesnosti mezi systémy mitize byt dan teoreticky také tim, ze méfeni v systému LC Roche
probihala v triplikatech, zatimco v systému BioMark byl kazdy vzorek méfen pouze jednou.
Tato varianta ale neni pfili§ pravdépodobna, protoze ptesnost BioMark systému je ovéfena na
technickych triplikatech (Korenkova ustni sdéleni) a také pii analyze naSich vzorkt bylo 12
cDNA méfeno v jednom opakovani s vysokou piesnosti (data neuvedena). Je ale nutné zminit,
ze z celkového mnozstvi 96 genl analyzovanych systémem BioMark bylo 14 vylouéeno
z diivodu nasobnych produkt u kiivek tani. A to 1 pfes to, ze kazdy par primerti byl pred
¢ipovou analyzou testovan v systému LC Roche a byly zvoleny pouze primery s jednim
specifickym produktem a efektivitou blizici se hodnoté 1. Zd4 se tedy, Ze nespecifické
produkty v ¢ipové analyze nutné nesouvisely pouze s primery, ale s jinym efektem této
metody. Zvlasté proto, Ze se nespecifické produkty objevovaly v nékterych piipadech pouze
unckolika vzorkl z experimentalni skupiny. Kazdd cDNA byla pro cipovou analyzu
preamplifikovana ve dvou krocich. V kazdém kroku bylo vyuzito jinych 48 pard primerd.
Otazkou je, zda byly tyto primery pied analyzou dostatecné odstanény nasobnym fedénim.
V systému BioMark nebyly kvtli Gispofe mista stanoveny kalibra¢ni kiivky. Pro vypocty jsme
na zaklad¢ predbéznych méteni na LC Roche pouzili jednotnou efektivitu pro vSechny reakce
E=1. Toto pouziti bylo opravnéné vzhledem k tomu, ze jsme porovnavali miru exprese genu

mezi experimentalnimi skupinami a neporovnavali jsme miru exprese mezi jednotlivymi

geny.
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7.2. VIiv hypoxie na genovou expresi vybranych proteini
apoptotickych drah a metabolismu sfingolipidi

Dale byla sledovana exprese vybranych genl apoptotickych drah a metabolismu
bioaktivnich sfingolipidd. Exprese byla stanovena béhem adaptace na kontinualni
normobarickou hypoxii (CNH) v n€kolika ¢asovych intervalech (4, 48, 120 hodin a 21 dni)
v LV a RV myokardu potkana a po 21 denni adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii
(IHH) pouze v LV.

Nejvyraznéjsi zmény exprese genti apoptotickych drah jsme zaznamenali v RV po 120
hodinach a 21 dnech pasobeni CNH, kdy se zvysila exprese vSech métfenych
proapoptotickych genti: CASP3, CASP8 a BAX. Tyto vysledky naznacuji, ze po 120 hodinach
a 21 dnech CNH je v RV aktivovana jak vnéjsi apoptoticka draha, jejiz soucasti je signalni
CASP8 (Muzio et al., 1996; Medema et al., 1997), tak vnitini mitochondrialni apoptoticka
draha zastoupend BAX, ktery je schopny tvofit por ve vnéjsi mitochondridlni membrang, a tak
umoznit uvolnéni cytochromu c a dalSich apoptogennich faktord z mitochondrii (Wei et al.,
2001; shrnuto v Crow et al., 2004). Efektorova kaspaza 3 je pak aktivovana obéma
apoptotickymi drahami a podili se na proteolytickém rozlozeni bunky, které doprovazi
apoptozu (Lakhani, 2006, Scaffidi et al., 1998). Exprese antiapoptotického genu BCL2 (Oltval
et al., 1993) se béhem adaptace na CNH v RV neménila ani po jednom ze sledovanych
casovych intervali (4, 48, 120 hodin a 21 dni). MnoZzstvi a aktivita proapototickych
a antiapototickych proteini BCL2 rodiny odréazi citlivost buiiky na apoptotické stimuly
a snizeny pomér BCL2/BAX vypovida o proapoptotickych tendencich v buiice (Condorelli et
al., 1999; Jung et al., 2001; Dong et al., 2003). V RV byl pomér exprese BCL2/BAX na urovni
MRNA snizZen jiz po 48 hodindch plsobeni CNH a toto sniZzeni ptetrvavalo i po 21 dnech
hypoxie. Snizeni poméru exprese BCL2/BAX jsme zaznamenali také v LV, ale az po 120
hodinové expozici CNH. Zadna dalsi zména exprese sledovanych genti apoptotickych drah

nebyla v levé komote béhem adaptace na CNH pozorovana.

Po adaptaci na IHH, kterd byla dal$im sledovanym hypoxickym modelem, se v LV
zvysila exprese genli CASP3 a CASPS. I kdyz na Grovni mRNA nebyl zaznamenan nartst
exprese jinych genl apoptotickych drah, na Urovni proteinu se zvySovala exprese
proapoptotického BAX, a tim i klesal pomér proteini BCL2/BAX. Tyto vysledky vypovidaji
o aktivaci apoptotickych drah 1 vLV za podminek IHH, kdy je srdce déle vystaveno

drastictéjS$i hypoxii stfidané s normoxii ve srovnani s CNH. Také vtomto piipadé jsou
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zapojeny obé apoptotické drahy, vnéjsi (CASPS) a vnitini (BAX). Zda se proto, ze IHH
stimuluje v LV silné&ji proapototické drahy, neZ je tomu v LV po adaptaci na CNH.

V této praci jsme z ¢asovych divodi nesledovali vliv adaptace na THH také v RV.
Daji se zde ale ocekavat vyraznéjsi zmény exprese genti apoptotickych drah nez u LV, stejné
stresovym podminkam b&éhem hypoxie. Za hypoxie se vyrazné zvysSuje odpor v plicnim
ob¢hu, protoze zde pokles O, vyvolava vazokonstrikci a pozdéji zesileni hladké svaloviny
V plicnich artériich. Plicni hypertenze tak zvySuje ndroky na vykon RV, kterd hypetrofuje. Za
nami studovanych podminek dochazi k hypertrofii RV pii obou modelech hypoxie, IHH
i CNH. Hypertrofie LV se rozviji az pti drasti¢téjSich hypoxickych podminkach pti mensim
parcialnim tlaku kysliku nebo pii delsi expozici hypoxii (Widimsky et al., 1973; Morel et al.,
2006). Pokud CNH (10% O;) pusobila 30 dni, nastala hypertrofie RV i LV (Neckar et al.,
2013). V nasem modelu, kdy CNH pusobila kratsi dobu, jsme ov§em zaznamenaly hypertrofii
pouze RV, a to po 120h a po 21 dnech. Stejné tak pii IHH odpovidajici 5000 m. n. m. (4h
nebo 8 denné, 25 -30 expozic) byla zaznamenana hypertrofie pouze u RV, zatimco expozice
hypoxii odpovidajici 7000 m.n.m. vyvolala hypertrofii i u LV (Asemu et al., 2000; Neckar et
al., 2002a). Tyto vysledky pii hypoxii 7000 m.n.m jsme v nasi praci potvrdili. Je znamo, Ze
patologicka hypertrofie je spojena s aktivaci apoptdzy. Pokud byla hypertrofie RV navozena
piimo podvazem hlavni plicni artérie, po 3 tydnech se zvySilo mnozstvi proapoptotického
proteinu BAX, protein BCL2 se neménil, takze pomér BCL/BAX poklesl. Zaroven se zvysilo
mnozstvi aktivované CASP3 (Braun et al., 2003). Tyto zmény na trovni proteinii piesné
odpovidaji zménam exprese genil na urovni mRNA, které jsme zaznamenaly v naSem modelu
CNH v RV. To podporuje nas piedpoklad, ze zvySeni exprese téchto geni apoptotickych drah
uzce souvisli srozvojem plicni hypertenze a srdecni hypertrofii. Pii patofyziologické
hypertrofii dochazi ke zvySeni poctu apoptotickych bunék také v LV. Zaroven stoupa
mnozstvi proteinu BAX, snizuje se exprese proteinu BCL2 a klesa pomér BCL2/BAX (Kong
et al., 2005; Krishnan et al., 2009). K podobnym vysledkiim v LV jsme dospéli v této praci po
adaptaci na IHH.

Nase vysledky jsou také v souladu s mnoha studiemi in vitro, které ukazaly, Ze
hypoxie vede u kardiomyocytl k aktivaci apoptozy (Tatsumi et al., 2003; Adachi et al., 2001)
a upozornily na roli vnitini (Ekhterae et al., 1999; Moissac et al., 2000) i vné¢jsi (Tanaka et al.,
1994) apoptotické cesty. Schopnost hypoxie navodit apoptézu byla prokazana také v in vivo
modelech. Potkani vystaveni CNH (10% O-) po dva (Morel et al., 2006) a tii tydny (Jung et
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al., 2001) méli v srdci signifikantné zvySené mnozstvi apoptotickych bunék (detekovanych
metodou TUNEL). Nartist apoptdzy byl ale zaznamenan uz po hodinové expozici hypoxii a
pretrvaval i po 23h. Po dvou tydnech v CNH vsak byla aktivace apoptozy sledovana touto
metodou mnohem vyraznéjsi (Morel et al., 2006). Po tii tydenni adaptaci byla navic
stanovena i exprese proteind apoptotickych drah. Zvysené mnozstvi apoptotickych bunck bylo
doprovazeno vzriistem proapototického proteinu BAX a poklesem antiapoptotického proteinu
BCL2 (Jung et al., 2001). Vliv IHH na indukci apoptozy v srdci byl také studovan. Potkani
byli vystaveni hypoxii odpovidajici 5500 m.n.m 8 h denné kratkodobé 1 a 4 dny nebo
dlouhodobé po 1 a 2 tydny. Zatimco kratkodoba hypoxie byla provdzena nartstem exprese
antiapoptotického genu BCL2 a poklesem exprese proapoptotického BNIP3, pii dlouhodobém
pusobeni hypoxie byla exprese BNIP3 zvysSena a BCL2 snizena a to ve vSech pfipadech jak na
urovni mRNA, tak na urovni proteinu. Aktivace apoptdzy ale v tomto piipad¢ nebyla ovéfena

metodou TUNEL (Lee et al., 2006).

Zda se tedy, Ze hypoxie vede k aktivaci apoptotickych drah a zvySuje mnozZstvi
apoptotickych bun¢k v srdci. Pfesto bylo prokazano, ze adaptace na oba druhy hypoxie CNH
(10% O, - Neckar et al., 2013) i IHH (8h denné¢, 24-32 nebo 35 expozic, 7000 m.n.m (Neckar
et al., 2002b; Neckar et al., 2004) pusobi kardioprotektivné tim, Ze snizuje velikost infarktu
pii ischemii. Na buné¢né smrti pii infarktu se podili také apoptoza (Takashi and Ashraf, 2000;
Kajstura et al., 1996). A adaptace na hypoxii mliZze sniZovat pfimo mnozstvi apoptotickych
bunék pfi infarktu myokardu (Dong et al., 2003; Xu et al., 2011). Je tedy pravdépodobné, Ze
za hypoxie jsou soucasn¢ s apoptotickymi drahami aktivovany i protektivni mechanismy,
které sice zcela nezabrani aktivaci apoptotickych drah pifi hypoxii, ale projevi se béhem

ischemie, kdy pfedchozi adaptace miize zvySovat odolnost bun¢k k apoptoze.

Tento princip je dobie popsan v ptipad¢ reaktivnich forem kysliku. Za hypoxie stoupa
tvorba ROS, které jsou schopné poskodit DNA, proteiny a lipidovou slozku bunéénych
membran, zaroven ale pfispivaji k aktivaci protektivnich mechanismi a v reakci na né také
stoupa kapacita red/oxsystému. V nasi laboratofi jsme ukézali, Ze v srdci jsou ROS nezbytné
pro aktivaci protektivni kindzy PKC-6 a zvySeni aktivity antioxida¢niho enzymu MnSOD
béhem adaptace na IHH. Poddvani antioxidantu b&hem adaptace na IHH totiz snizilo
protektivni €inek adaptace na velikost infarktu a zabranilo aktivaci PKC-0 1 narGstu aktivity

MnSOD (Koléaf et al., 2007; Balkova et al., 2011).
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V této praci jsme se dale zamétili na sledovani exprese vybranych enzymi
metabolismu sfingolipidii. Sfingolipidy maji dulezitou strukturni funkci v bunéénych
membrandach, ale jsou to také bioaktivni molekuly, které mohou chranit buiiku pied apoptézou
nebo naopak apoptdzu aktivovat. Nase vysledky naznacuji, ze nékteré sfingolipidy by mohly
byt soucasti protektivnich mechanism aktivovanych béhem hypoxie a mohly by pisobit jako

proti vaha proapoptotickych signala.

Exprese vSech proapototickych gent, které jsme méfili (CASP3, CASP8 a BAX), je
zvySena v RV po 120h a 21 dnech pisobeni CNH. Souc¢asné jsme ale v téchto expozicich
zaznamenaly zvySeni exprese sfingosinkindz a ceramidkindzy. Tyto enzymy pisobi
protektivné a brani apoptoze. V LV, kde se béhem CNH nezvySuje exprese proapoptotickych
genll, jsme podobné nepozorovali zménu exprese zadné z téchto kindz, které produkuji
protektivni sfingolipidy. Sfingosinkinazy (SPHK1 a SPHK2) fosforyluji sfingosin a vznika
sfingosin-1-fosfat (S1P). Role S1P pfi ochrané srde¢nich bun€k za hypoxie i ischemie a
repefize byla mnohokrat prokazana jak pfi in vitro studiich s cardiomyocyty (Karliner et al.,
2001; Zhang et al., 2007; Vessey et al., 2009b), tak na izolovanych srdcich (Jin et al., 2007;
Duan et al., 2007) SIP je uvoliiovan cardiomyocyty béhem conditioningu a stejné jako dalsi
latky, které zprostiedkuji ucCinek preconditioningu a postconditioningu, se vaze na
membranové receptory sprazené s G-proteiny. V srdci se nachazeji tii z celkovych péti
specifickych S1P receptort, S1P; S1P, a S1P 3 (Mazurais et al., 2002). A bylo prokazano, Ze
blokace S1P; a S1P3 snizuje kardioprotektivni u¢inky preconditionigu (Vessey et al., 2009b).
Zatimco tloha pii tvorbé S1P béhem conditioningu je pfipisovana pfedev§im SPHKI1 (Jin et
al., 2007; Duan et al., 2007), role SPHK2 v kardioprotekci zlstava kontroverzni. Na jednu
stranu bylo ukazano, ze SPHK2 podporuje apoptdzu, interaguje s antiapoptotickym BCL-XL,
ktery ziejmé blokuje (Liu et al., 2003) a snizeni exprese SPHK2 zvySuje odolnost bunék vici
apoptoze (Chipuk et al., 2012). Na druhou stranu mys$i bez SPHK2 mély po ischemii a
reperfizi zasazenou vétsi oblast srdce infarktem a preconditioning u nich velikost infarktu
nezmensil (Vessey et al.,, 2011; Gomez et al., 2011). Také se li§i tidaje o tom, ktera ze
sfingosinkinaz je v srdci dominantni (Fukuda et al., 2003; Liu et al., 2000), coz mtze byt dané
tim, ze se jejich pomér méni s vékem (Vessey et al., 2009a). Z téchto diivodl jsme se rozhodli
stanovit expresi obou sfingosinkinaz najednou. Stanovili jsme mnozstvi transkriptu v oblasti,
kde maji obé kinazy stejnou sekvenci. V budoucnu chceme sledovat expresi obou kinaz

oddé€lené, a urcit tak jejich podil na pozorované zméné exprese v RV po 120 h a 21 dnech
CNH.
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Soucasné se sfingosinkinazami vzrostla exprese také ceramidkinazy, ktera z ceramidu
tvofi ceramid-1-fosfat (C1P). Role CIP v srdci zatim neni pfili§ studovand, kazdopadné
Vv jinych bunécnych typech CIP stejné jako S1P brani apoptoze, stimuluje syntézu DNA a
déleni bun¢k (Gomez-Muiloz et al., 1995; Gomez-Muioz et al., 2004). Také aktivuje signalni
dréhu, v disledku které se zvysuje exprese antiapoptotického BCL-xL (Gémez-Muioz et al.,

2005).

Dalsim enzymem, jehoz exprese je také zvySena v RV po 4h, 120h a 21 dnech
pusobeni CNH je ACER2. Exprese tohoto enzymu se zvySuje i v LV a to po 4 h a 21 dnech
CNH. ACER?2 je alkalickd ceramidaza S§tépici ceramid na sfingosin. Snizuje tedy v bunce
koncentraci ceramidu, ktery ptispiva k aktivaci apoptozy (Esen et al., 2001; Grassmé et al.,
2003; Siskind et al., 2006; Ganesan et al., 2010; Heinrich et al., 2004). Mnozstvi ceramidu se
také zvySuje béhem ischemie a reperfuze (Bielawska et al., 1997). Jeho tloha v bunécné smrti
byla potvrzena praci, kterd ukazala, Ze sniZeni hladiny ceramidu mélo podobny efekt jako
protektivni preconditioning (Argaud et al. 2004). Podobné proapoptoticky, ale ve vysSich
koncentracich piisobi i sfingosin, ktery vSak v nizkych koncentracich piisobi protektivné
(Vessey et al., 2008a; Vessey et al., 2008b; Vessey et al., 2009a). Bylo publikovano, ze velky
narist aktivity ACER2 (20x) vedl ke smrti HeLa bunék. OvSem pokud aktivita vzrostla jen
mirné (5x), zvysilo se pieziti bun€k po stresu. ACER2 neovliviiovala jen hladinu sfingosinu,
ale podstatné se zvysilo i mnozstvi S1P (Xu et al., 2006). Protoze sfingosin piisobi na rozdil
od ceramidu ve fyziologickych koncentracich protektivné, a protoze v naSem piipad¢ zvyseni
exprese ACER2 bylo mirné, mizeme predpokladat, ze by ACER2 mohla pozitivné ovliviiovat

piezivani bun¢k a byt soucasti protektivnich mechanismti aktivovanych béhem adaptace na

CNH.

V pribehu adaptace na CNH jsme zaznamenali zmény exprese jesté dalSitho enzymu —
SMPD2. SMPD2 je jedna ze tifi neutrdlnich sfingomyelindz (nSMase), které S§tépi
sfingomyelin na ceramid. Sfingomyelinazy tedy zvySuji mnoZstvi proapoptotické¢ho ceramidu,
a tak i citlivost buniky na apoptotické stimuly (Luberto et al., 2002; Chipuk et al., 2012).
Aktivita nSMase stoupala, stejné jako hladiny ceramidu, v cardiomyocytech kratce po hypoxii
a reoxygenaci (Hernandez et al., 2000; O’Brien et al., 2003). Zjistili jsme, Ze exprese SMPD2
narostla v LV po 4h ptsobeni CNH a naopak klesla v RV po 48h CNH. Tyto zmény exprese
nelze v kontextu méfenych genti jednoduse vysvétlit. VLV by SMPD2 mohla vytvafet
substrat pro dalsi reakci katalyzovanou ACER2 (ktera také nartsta po 4h hypoxii), a pfispivat

ke zvySeni mnozstvi protektivnich druhi sfingolipidi. To by ale odporovalo jeji roli pfi
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aktivaci apoptdzy Pokles SMPD?2 je jedind zména v expresi, kterou jsme zaznamenali mezi
v§emi méfenymi proteiny v obou komorach po 48h hypoxii. Je mozné, ze souvisi s expresi
nékterych z proteinli metabolismu sfingolipidii nebo apoptotickych drah, které¢ jsme v této
praci nesledovali. V indukci apoptdzy hraje roli také kysela sfingomyelinaza (Charruyer et al.,
2005; Grassmé et al., 2005; Esen et al., 2001; Grassmé et al., 2003), bylo by zajimavé

porovnat jeji expresi s expresi SMPD?2.

V RV ani LV jsme bé¢hem adaptace na hypoxii nezaznamenali zménu dvou enzymu
metabolismu sfingolipidd. Jedna se o SPTLCI a SGMS2. Oba enzymy katalyzuji syntetické
reakce. SPTLCI je jednou z podjednotek dimeru serinpalmitoyltransferazy, ktera katalyzuje
prvni, rychlost limitujici, reakci ptfi syntéze sfingolipidii a ovliviiuje narGst ceramidu a
apoptozy (shrnuto v Hanada, 2003). Druhym enzymem je sfigomyelinsyntaza. Katalyzuje
reakci ceramidu s fosfatidylcholinem, jejimiz produkty jsou sfingomyelin a diacylglycerol.
Role sfingomyelinsyntazy v apoptdéze neni jednoznacna. Podle publikaci miize snizeni jeji

exprese snizovat (Ding et al., 2008) i zvySovat (Separovic et al., 2008) apoptozu.

Pfestoze je po adaptaci na IHH v LV zvySena exprese proapoptotickych genti (CASP3
a CASP8 na urovni mRNA, BAX na urovni proteinu), neménila se zde signifikantné exprese
zddného ze sledovanych enzyma sfingolipidového metabolismu. Protektivni ulohu
sfingolipidia v LV po adaptaci na ITHH, ale nelze uplné vyloucit. Pozorovali jsme trend
K narastu exprese SPTLC1, SGMS2 a SPHK, coz by mohlo svéd¢it o zvySené syntéze
sfingomyelinu, ktery by mohl byt katabolizovan az na kardioprotektivni S1P.
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7.3. Souhrn

Cipovou analyzou exprese genii systémem BioMark HD, Fluidigm jsme dospéli
k vysledkiim srovnatelnym s vysledky Real time PCR v systému systémem LightCycler 480,
Roche Applied Science

V RV se béhem adaptace na CNH po 120h a 21 dnech zvysila exprese CASP3,
CASPS8, BAX, CERK a SPHK. Exprese ACER2 byla zvysend po 4h, 120h a 21 dnech. Pomér
exprese BCL2/BAX se snizil po 48h, 120h a 21 dnech CNH. Exprese SMPD?2 byla snizena po
48h pisobeni CNH.

Béhem adaptace na CNH se v LV na urovni mRNA zvysila exprese SMPD2 a ACER2
po 4h, exprese ACER2 se zvysila i po 21 dnech CNH. Po 120h CNH v LV se snizil pomér
exprese BCL2/BAX.

Po adaptaci na IHH byla v LV zvySend exprese CASP3 a CASP8 na tirovni mRNA a

BAX na urovni proteinu. Pomér proteint BCL2/BAX se sniZil.

8. ZAVER

Nase vysledky ukazuji, Ze v srdci adaptovaném na oba typy hypoxie, CNH a IHH,
dochazi k aktivaci apoptotickych drah, coz doklada snizeni poméru BCL2/BAX. Potvrdili
jsme tedy, Ze za podminek, kdy hypoxie indukuje v srdci protektivni drahy, mtize byt zvysena
exprese proapototickych proteini. Jako protivaha proapoptotickych signali by vSak mohly
pusobit protektivni sfingolipidy, protoze jsme ukézali, Ze se zvySuje exprese enzymil, které je
syntetizuji. Jejich produkce zalezi na typu hypoxie, na délce jejiho trvani a také zalezi, zda jde
o RV, nebo LV. Objasnéni ptfesné ulohy apoptdézy a signalnich molekul sfingolipida

v endogenni protekci myokardu vSak vyzaduje dalsi vyzkum.
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PRILOHOVA CAST 1

Roztoky a chemikalie pro proteinové analyzy

HOMOGENIZACE

e Homogeniza¢ni médium HM1

TRIS 16,04mg
EGTA 9,52 mg
EDTA 2,92 mg
sacharosa 0,869
Inhibitory proteaz (phos STOP inhibitors) 1 tableta
Complete inhibitors 400ul (1 tableta na 2 ml mQH,0)
DTT (Cerstvé dodané) 7,71 mg

e Homogeniza¢ni médium HM2 pH 7,4
mocovina 3049
thiomocovina 155¢
Tetrasodium pyrofosfat dekahydrat 45 mg

2- merkaptoethanol
doplnéno do 10 ml mQH,0

SDS-PAGE
e TRISpH 88
Tris 91¢g
rozmichano v cca 95 ml mQH,0O, pH upraveno pomoci HCI (36%), doplnéno do 100 ml
mQH,0

uchovano pti 4 °C
e Bis-TRISpH 6,8

Bis-Tris 52¢g
rozmichano v cca 95 ml mQH,0O, pH upraveno pomoci HCI (36%), doplnéno do 100 ml
mQHZO
uchovano pfti 4 °C
e APS
1 g APS na 10 ml mQH,0
e SDS

10 g SDS na 100 ml mQH,0O
e Separacni gel (12%)
objem dostate¢ny na dva gely

mQH,0 3,4 ml
30% akrylamid/bis-akrylamid 4,0ml
TRIS pH 8,8 2,5ml
SDS (10%) 100 pl

tésn¢ pred nalitim gelu ptidano
APS (10%) 25 ul
TEMED 5ul



e Zaostirovaci gel (5%)
objem dostatecny na dva gely

mQH:0 2,85 ml
30% akrylamid/bis-akrylamid 0,85 ml
TRIS pH 6,8 1,25 ml
SDS (10%) 50 ul
tésn¢ pred nalitim gelu ptidano
APS (10%) 25 ul
TEMED S5ul
e elektrodovy pufr 10 x koncentrovany
TRIS 30,3 ¢
glycin 144 ¢
SDS 10¢g

e elektrodovy pufr
100 ml 10 x koncentrovaného pufru dopInéno do objemu 1 1 mQH,0O

WESTERN BLOT

e transferovy pufr Towbin
10x Tris/Glycine Buffer, 10x, Bio-Rad 20 ml

mQ H20 140 ml
metanol 40ml

10x koncentrovany tris/glycinovy Bio-Rad pufr obsahuje: 25 mM Tris, 192 mM glycine, pH
8.3
BLOKOVANI NESPECIFICKYCH INTERAKCI
e Ponceau S

Ponceau 1g
kyselina octova 50 ml
doplnéno do 1 1 mQH,0

e TBS
TRIS 12,19
NaCl 146,2 g

rozpusténo v 4 | mQH,0, pH upraveno pomoci HCI (36%) na 7,5, doplnéno do 5 1 mQH,0
e TTBS

TBS 11

Tween 20 500 wl



PRILOHOVA CAST 2

Hodnoty genové exprese

Tabulky

S

hodnotami

exprese

vztazené

k HPRT

(hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza) pro geny za kontinualni normobarické hypoxie v levé (LV) a pravé
komoie (RV)

CASP3
LV RV
skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH
0,0207 | 0,0182 | 0,0227 | 0,0189 | 0,0228 | 0,0301 | 0,0104 | 0,0190 | 0,0511 | 0,0386
0,0234 | 0,0195 | 0,0192 | 0,0197 | 0,0205 | 0,0239 | 0,0200 | 0,0192 | 0,0386 | 0,0313
0,0172 | 0,0222 | 0,0200 | 0,0227 | 0,0209 | 0,0234 | 0,0193 | 0,0288 | 0,0454 | 0,0278
0,0171 | 0,0170 | 0,0109 | 0,0251 | 0,0262 | 0,0198 | 0,0182 | 0,0211 | 0,0687 | 0,0506
0,0162 | 0,0249 | 0,0154 | 0,0307 | 0,0177 | 0,0238 | 0,0233 | 0,0154 | 0,0426 | 0,0451
0,0176 | 0,0285 | 0,0179 | 0,0200 | 0,0217 | 0,0195 | 0,0195 | 0,0167 0,0388
pramér | 0,0187 | 0,0217 | 0,0177 | 0,0228 | 0,0216 | 0,0234 | 0,0185 | 0,0200 | 0,0493 | 0,0387
SEM | 0,0011 | 0,0018 | 0,0017 | 0,0018 | 0,0012 | 0,0016 | 0,0018 | 0,0019 | 0,0053 | 0,0035
CASP8
LV RV
skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH
0,0265 | 0,0224 | 0,0237 | 0,0232 | 0,0208 | 0,0353 | 0,0172 | 0,0504 | 0,0658 | 0,0500
0,0227 | 0,0322 | 0,0201 | 0,0216 | 0,0199 | 0,0288 | 0,0258 | 0,0380 | 0,0695 | 0,0495
0,0223 | 0,0247 | 0,0237 | 0,0205 | 0,0307 | 0,0280 | 0,0324 | 0,0497 | 0,0501 | 0,0728
0,0265 | 0,0208 | 0,0220 | 0,0243 | 0,0233 | 0,0308 | 0,0303 | 0,0370 | 0,0793 | 0,0550
0,0250 | 0,0275 | 0,0206 | 0,0200 | 0,0266 | 0,0330 | 0,0354 | 0,0313 0,0614
0,0204 | 0,0255 | 0,0227 | 0,0177 | 0,0214 | 0,0376 | 0,0333 | 0,0303 | 0,0485 | 0,0572
primér | 0,0239 | 0,0255 | 0,0222 | 0,0212 | 0,0238 | 0,0322 | 0,0291 | 0,0394 | 0,0626 | 0,0576
SEM | 0,0010 | 0,0016 | 0,0006 | 0,0010 | 0,0017 | 0,0015 | 0,0027 | 0,0036 | 0,0059 | 0,0035
BCL2
LV RV
skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH
0,0464 | 0,0357 | 0,0364 | 0,0296 | 0,0380 | 0,0599 | 0,0302 | 0,0432 | 0,0591 | 0,0664
0,0427 | 0,0461 | 0,0470 | 0,0282 | 0,0314 | 0,0537 | 0,0583 | 0,0424 | 0,0549 | 0,0479
0,0293 | 0,0517 | 0,0325 | 0,0419 | 0,0329 | 0,0430 | 0,0481 | 0,0461 | 0,0603 | 0,0364
0,0320 | 0,0349 | 0,0221 | 0,0300 | 0,0486 | 0,0448 | 0,0308 | 0,0438 | 0,0649 | 0,0727
0,0437 | 0,0711 | 0,0268 | 0,0352 | 0,0397 | 0,0553 | 0,0697 | 0,0302 | 0,0512 | 0,0571
0,0405 | 0,0551 | 0,0303 | 0,0459 | 0,0497 | 0,0420 | 0,0441 | 0,0451 0,0614
priimér | 0,0391 | 0,0491 | 0,0325 | 0,0351 | 0,0401 | 0,0498 | 0,0469 | 0,0418 | 0,0581 | 0,0570
SEM | 0,0028 | 0,0055| 0,0035 | 0,0030 | 0,0031 | 0,0031 | 0,0063 | 0,0024 | 0,0023 | 0,0054

N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48
a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. CASP3 (kaspaza 3), CASPS8
(kaspaza 8), BCL2 (B-cell CLL/lymphoma2).




Tabulky s  hodnotami  exprese vztazené kHPRT  (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza) pro geny za kontinualni normobarické hypoxie v levé (LV) a pravé
komoie (RV)

BAX

LV RV

skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0835| 0,0814 | 0,0998 | 0,0805| 0,0854 | 0,0931 | 0,0565| 0,0886 | 0,1517 | 0,1251

0,0888 | 0,0797 | 0,0870 | 0,0838 | 0,0780) 0,0870 | 0,0875| 0,0776 | 0,1366 | 0,1142

0,0631 | 0,0851 | 0,0827 | 0,0847 | 0,0825) 0,0705| 0,0962 | 0,1142 | 0,1430 | 0,0960

0,0701 | 0,0708 | 0,0457 | 0,0756 | 0,0914) 0,0721 | 0,0724| 0,0982 | 0,1734 | 0,1616

0,0698 | 0,1094 | 0,0623 | 0,1005| 0,0788 | 0,0767 | 0,0960 | 0,0661 | 0,1502 | 0,1388

0,0733 | 0,1202 | 0,0789 | 0,0990 | 0,0909 | 0,0799 | 0,0846 | 0,0675 0,1185

primér | 0,0748 | 0,0911 | 0,0761 | 0,0873 | 0,0845| 0,0799 | 0,0822 | 0,0853 | 0,1510 | 0,1257

SEM 0,0039 | 0,0079 | 0,0078 | 0,0041 | 0,0024 | 0,0036 | 0,0063 | 0,0077 | 0,0062 | 0,0092

SPTLC1
LV RV
skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0418 0,0506 | 0,0375 | 0,0336 | 0,0543 | 0,0263 | 0,0378 0,0415
0,0433 | 0,0448 0,0469 | 0,0467 0,0437 | 0,0383

0,0356 | 0,0467 | 0,0413 | 0,0420 0,0352 | 0,0488 | 0,0400

0,0364 0,0432
0,0302 | 0,0515 | 0,0289 0,0293 | 0,0382 | 0,0501 | 0,0346 | 0,0382 | 0,0533
0,0331 | 0,0540 0,0409 0,0345 0,0395 0,0448
prumér | 0,0368 | 0,0467 | 0,0403 | 0,0401 | 0,0315 | 0,0418 | 0,0430 | 0,0390 | 0,0409 | 0,0445
SEM 0,0025 | 0,0030 | 0,0063 | 0,0014 | 0,0022 | 0,0038 | 0,0056 | 0,0014 | 0,0027 | 0,0032

SGMS2

LV RV

skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0286 | 0,0198 | 0,0205 | 0,0225| 0,0233 | 0,0518 | 0,0217 | 0,0283 | 0,0431 | 0,0332

0,0289 | 0,0408 | 0,0215| 0,0232 | 0,0301 | 0,0418 | 0,0394 | 0,0251 | 0,0387 | 0,0387

0,0238 | 0,0330 | 0,0226 | 0,0233 | 0,0215 | 0,0367 | 0,0309 | 0,0324 | 0,0472 | 0,0337

0,0104 | 0,0181 | 0,0105| 0,0274 | 0,0210 | 0,0187 | 0,0157 | 0,0270 | 0,0417 | 0,0354

0,0143 | 0,0163 | 0,0183 | 0,0132 | 0,0054 | 0,0254 | 0,0217 | 0,0211 | 0,0411 | 0,0216

0,0208 | 0,0205 | 0,0192 0,0194 | 0,0359 | 0,0274 | 0,0346 0,0342

prumér | 0,0212 | 0,0247 | 0,0188 | 0,0219 | 0,0201 | 0,0350 | 0,0261 | 0,0281 | 0,0423 | 0,0328

SEM 0,0031 | 0,0040 | 0,0018 | 0,0024 | 0,0033 | 0,0048 | 0,0034 | 0,0020 | 0,0014 | 0,0024

N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48
a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. BAX (BCL2-associated X
protein), SPTLC1 (podjednotka serinpalmitoyltransferazy), SGMS2 (sfingomyelinsyntaza 2).




Tabulky s  hodnotami  exprese vztazené kHPRT  (hypoxantin-guanin

fosforibosyltransferaza) pro geny za kontinualni normobarické hypoxie v levé (LV) a pravé
komoie (RV)

SMPD2

LV RV

skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0471| 0,0555| 0,0576 | 0,0531 | 0,0482 | 0,0760 | 0,0303 | 0,0364 | 0,0626 | 0,0623

0,0531 | 0,0594 | 0,0500 | 0,0500 | 0,0514 | 0,0726 | 0,0486 | 0,0371 | 0,0717 | 0,0589

0,0357 | 0,0580 | 0,0461 | 0,0563 | 0,0417 | 0,0500 | 0,0545| 0,0385 | 0,0773 | 0,0441

0,0361 | 0,0484 | 0,0282 | 0,0418 | 0,0424 | 0,0527 | 0,0457 | 0,0483 | 0,0728 | 0,0666

0,0357 | 0,0682 | 0,0398 | 0,0579 | 0,0333 | 0,0564 | 0,0624 | 0,0399 | 0,0552 | 0,0764

0,0425 | 0,0889 | 0,0499 | 0,0475| 0,0502 | 0,0519 | 0,0586 | 0,0535 0,0679

primér | 0,0417 | 0,0631 | 0,0453 | 0,0511 | 0,0445 | 0,0599 | 0,0500 | 0,0423 | 0,0679 | 0,0627

SEM 0,0030 | 0,0058 | 0,0042 | 0,0024 | 0,0028 | 0,0046 | 0,0047 | 0,0028 | 0,0040 | 0,0044

ACER?2

LV RV

skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0465 | 0,0905| 0,0615| 0,0485| 0,0569 | 0,0735| 0,0792 | 0,0640 | 0,0820 | 0,0949

0,0418 | 0,0914 | 0,0584 | 0,0530 | 0,0512 | 0,0605 | 0,1001 | 0,0522 | 0,0668 | 0,0709

0,0413 | 0,0968 | 0,0592 | 0,0518 | 0,0669 | 0,0513 | 0,0853 | 0,0526 | 0,0936 | 0,0994

0,0393 | 0,0399 | 0,0530 | 0,0795 | 0,0716 | 0,0563 | 0,0728 | 0,0470 | 0,1067 | 0,1159

0,0442 | 0,0750 | 0,0471 | 0,0538 | 0,0492 | 0,0653 | 0,0914 | 0,0738 | 0,0826 | 0,1052

0,0381 | 0,0880 | 0,0490 | 0,0566 | 0,0499 | 0,0518 | 0,1003 | 0,0705 0,0895

prumér | 0,0419 | 0,0803 | 0,0547 | 0,0572 | 0,0576 | 0,0598 | 0,0882 | 0,0600 | 0,0864 | 0,0960

SEM 0,0013 | 0,0086 | 0,0024 | 0,0046 | 0,0039 | 0,0035 | 0,0046 | 0,0045 | 0,0066 | 0,0062

CERK

LV RV

skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0763 | 0,0591 | 0,0755 | 0,0736 | 0,0666 | 0,0745| 0,0480 | 0,0771 | 0,0986 | 0,1101

0,0789 | 0,0698 | 0,0582 | 0,0692 | 0,0639 | 0,0635 | 0,0655 | 0,0720 | 0,0942 | 0,0873

0,0814 | 0,0802 | 0,0559 | 0,0624 | 0,0902 | 0,0567 | 0,0714 | 0,1033 | 0,1098 | 0,1145

0,0708 | 0,0553 | 0,0715| 0,0767 | 0,0902 | 0,0634 | 0,0994 | 0,0846 | 0,1277 | 0,1131

0,0595 | 0,0778 | 0,0537 | 0,0670 | 0,0648 | 0,0535 | 0,0789 | 0,0684 0,1150

0,0683 | 0,0638 | 0,0635 | 0,0611 | 0,0561 | 0,0490 | 0,0644 | 0,0834 | 0,1137 | 0,0892

prumér | 0,0725| 0,0677 | 0,0631 | 0,0683 | 0,0720 | 0,0601 | 0,0713 | 0,0815| 0,1088 | 0,1049

SEM 0,0033 | 0,0041 | 0,0036 | 0,0025 | 0,0059 | 0,0037 | 0,0070 | 0,0051 | 0,0059 | 0,0053

N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48
a 120 hodin; CH - chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. SMPD2
(sfingomyelinfosfodiesteraza 2), ACER2 (alkalicka ceramidadza 2), CERK (ceramidkindza).




Tabulky s  hodnotami  exprese vztazené kHPRT  (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza) prospole¢ny transkript geni sfingosinkinaza 1 a sfingosinkinaza 2 za
kontinualni normobarické hypoxie v levé (LV) a pravé komoie (RV)

SPHK

LV RV

skupina N H4 H48 | H120 | CH N H4 H48 | H120 | CH

0,0179 | 0,0072 | 0,0169 | 0,0364 | 0,0214] 0,0133 | 0,0088 | 0,0199 | 0,0329 | 0,0394

0,0640 | 0,0154 | 0,0077 | 0,0233 | 0,0292 | 0,0222 | 0,0083 | 0,0088 | 0,0347 | 0,0240

0,0464 | 0,0087 | 00112 | 0,0146 | 0,0638 | 0,0117 | 0,0085 | 0,0203 | 0,0219 | 0,0528

0,0109 | 0,0121 | 0,0070 | 0,0209 | 0,0264| 0,0102 | 0,0107 | 0,0180 | 0,0364 | 0,0350

0,0121 | 0,0185| 0,0104 | 0,0186 | 0,0205] 0,0066 | 0,0158 | 0,0073 0,0304

0,0204 | 0,0137 | 0,0191 | 0,0218 | 0,0131| 0,0096 | 0,0131 | 0,0166 | 0,0209 | 0,0297

primér | 0,0286 | 0,0126 | 0,0121 | 0,0226 | 0,0291 | 0,0123 | 0,0109 | 0,0152 | 0,0294 | 0,0352

SEM 0,0088 | 0,0017 | 0,0020 | 0,0030 | 0,0073] 0,0022 | 0,0012 | 0,0023 | 0,0033 | 0,0041

N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48
a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka hypoxie. SPHK (sfingosinkinaza 1 a 2).




Tabulky s  hodnotami  exprese vztazené kHPRT  (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza) pro geny po adaptaci na intermitentni hypobarickoku hypoxii v levé
komof‘e.

CASP3 CASP8 BCL2

skupina N IHH skupina N IHH skupina N IHH
0,0131 0,0173 1,3300 0,5600 0,0436 0,0307

0,0098 0,0199 1,1000 0,7800 0,0226 0,0320
0,0153 0,0179 0,9500 1,3100 0,0385 0,0364
0,0128 0,0214 1,7000 0,9000 0,0320 0,0364
0,0152 0,0270 1,1900 0,9600 0,0527 0,0364

0,0293 0,0176 1,1400 1,0400 0,0878 0,0288

0,0072 0,0336 1,5600 0,7000 0,0167 0,0435
0,0228 0,9100 0,7300 0,0384

prumér | 0,0147 0,0222 pramér 1,235 0,8725 pramér | 0,0420 0,0353
SEM 0,0027 0,0020 SEM 0,0988 0,0828 SEM 0,0089 0,0017

BAX SPTLC1 SGMS?2

skupina N IHH skupina N IHH skupina N IHH
0,0751 0,0789 0,0393 0,0134 0,0300

0,0516 0,0749 0,0223 0,0161 0,0281

0,0810 0,0719 0,0376 0,0362 0,0031 0,0118

0,0585 0,0692 0,0371 0,0416 0,0169 0,0148
0,0737 0,0963 0,0299 0,0092
0,1648 0,0679 0,0170 0,0302
0,0392 0,0894 0,0187 0,0569 0,0036 0,0249
0,0884 0,0321
prumér | 0,0777 0,0796 prumér | 0,0310 0,0449 pramér | 0,0143 0,0226
SEM 0,0155 0,0037 SEM 0,0043 0,0062 SEM 0,0035 0,0033

SMPD?2 ACER?2 CERK

skupina N IHH skupina N IHH skupina N IHH
0,0410 | 0,0405 0,0525 | 0,0344 1,9700 | 1,8700
0,0215 | 0,0452 0,0395 2,1300 | 1,8400
0,0433 0,0352 0,0273 0,0289 1,3200 2,0400
0,0441 | 0,0387 0,0531 | 0,0445 2,4500 | 1,8100
0,0459 | 0,0565 0,0430 | 0,0456 2,1700 | 2,4700
0,0990 | 0,0426 0,0394 | 0,0428 1,4700 | 1,9100
0,0242 | 0,0665 0,0509 | 0,0447 2,0700 | 1,3100
0,0718 0,0608 1,8100 1,3900
pramér | 0,0456 | 0,0496 pramér | 0,0444 | 0,0426 pramér | 1,9240 | 1,8300
SEM 0,0097 0,0048 SEM 0,0041 0,0033 SEM 0,1328 0,1286

N — kontrolni normoxické skupina; IHH — skupina adaptovand na intermitentni hypobarickou
hypoxii. CASP3 (kaspaza 3), CASP8 (kaspaza 8), BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), BAX
(BCL2-associated X protein), SPTLC1 (podjednotka serinpalmitoyltransferazy), SGMS2
(sfingomyelinsyntdza 2), SMPD2 (sfingomyelinfosfodiesteraza 2), ACER2 (alkalicka
ceramidaza 2), CERK (ceramidkinaza).



Tabulky s hodnotami exprese vztazené k HPRT (hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza) pro spole¢ny transkript SPHK1 a SPHK?2 (sfingosinkinaza 1 a
2) po adaptaci na intermitentni hypobarickoku hypoxii v levé komofte.

SPHK
skupina N IHH
0,4000 | 0,3300
0,4200 0,2800
0,2900 0,5300
0,6400 0,3900
0,4900
0,3800 0,4400
0,8400 0,2900
0,4700 0,2700
prumér | 0,4913 0,3614
SEM 0,0613 0,0367
N — kontrolni normoxickd skupina; IHH — skupina adaptovand na intermitentni

hypobarickou hypoxii.

Tabulka s hodnotami exprese genii na urovni proteinu za intermitentni hypobarické
hypoxie

BCL2 BAX

skupina N IHH skupina N IHH
11,7220 5,0328 6,1459 9,5865
8,7890 6,4783 7,2856 8,8472
5,6091 8,4736 3,6417 10,1006
7,9056 9,9963 5,7737 10,1288
9,1208 8,8341 5,8653 11,3090
9,3179 8,7207 10,6313 10,6845
prumér 8,7440 7,9230 pramér 6,5570 | 10,1100
SEM 0,8139 0,7418 SEM 0,9468 0,3482

Tabulka ukazuje primérné hodnoty ze ¢tyf méfeni. Hodnoty jsou vyjadiené jako procenta
z celkového signalu na membrané. N — kontrolni normoxicka skupina; IHH — skupina
adaptovana na intermitentni hypobarickou hypoxii. BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2),
BAX (BCL2-associated X protein)



PRILOHOVA CAST 3
VysledKky statistickych testi

Tabulka: Shrnuti vysledkii statistickych testii exprese na irovni mRNA v CNH

Leva komora Prava komora
Akutni normobarické hypoxie CH Akutni normobarické hypoxie CH
Gen N H4 H48 H120 21 DNI N H4 H48 H120 21 DNI
CAsp3  [Normilni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,1199 ANOVA p-hodnota = 2,20E-07
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0,01 <0,01
CASPg  [Normilni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,1646 ANOVA p-hodnota < 0,0001
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0,01 <0,01
BCL2 Normdlni ano ano ano ano ano ano ano ne ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,0434 Kruskal Wallis p-hodnota = 0,0643
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
BAX Normélni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,2138 ANOVA p-hodnota = 2,20E-07
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0,01 <0,01
BCL2/BAX [Normalni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,9638 ANOVA p-hodnota = 0,1576
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 < 0,05 >=0,05 >=0,05 <0,05 <0,01 <0,01
SPTLC1  [Normilni ano ano ano ano ano ano ne ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,1042 Kruskal Wallis p-hodnota = 0,6516
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
SGMsz  [Normilni ano ne ano ano ano ano ano ano ano ne
Test Kruskal Wallis p-hodnota = 0,7981 Kruskal Wallis p-hodnota = 0,0159
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05
smMpD2  [Normilni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano
Test ANOVA p-hodnota = 0,0045 ANOVA p-hodnota = 0,0018
p-hodnota post testu <0,01 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0,05 >=0,05 >=0,05
IACER2  |Nermilni ano ano ano ne ano ano ano ano ano ano
Test Kruskal Wallis p-hodnota = 0,0040 ANOVA p-hodnota = 2,72E-05
p-hodnota post testu <0,01 >=0,05 >=0,05 < 0,05 <0,01 >=0,05 <0,01 <0,01
CERK Normlni ano ano ano ano ano ano ano ano ano ne
Test ANOVA p-hodnota = 0,4854 Kruskal Wallis p-hodnota = 0,0005
p-hodnota post testu >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 >=0,05 <0,05 <0,05
SPHK Normdlni ano ano ano ano ne ano ano ano ano ano
Test Kruskal Wallis p-hodnota = 0,0105 ANOVA p-hodnota < 0,0001
p-hodnota post testu | >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 | >=0,05 | <0,05 ] <0,01

Tabulka shrnuje vysledky statistickych testi relativni exprese vybranych genti na urovni
mRNA. Kolmogorov-Smirnovym testem bylo testovano, zda data maji normalni
rozlozeni. Na zaklad¢ téchto vysledkli byl zvolen statisticky test — ANOVA pfi
normalnim rozlozeni dat nebo Kruskal-Wallistv test. Rozdily mezi kontrolni skupinou v
normoxii a skupinami vystavenymi normobarické hypoxii byly porovnavany naslednym
posttestem: Dunnettovym parametrickym testem nebo Dunnovym neparametrickym
testem. Cervena barva znazoriuje signifikantni zvyseni exprese oproti normoxii modra
signifikantni sniZzeni. N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupiny vystavené akutni
normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronicka 21 denni normobaricka
hypoxie. Byla sledovana exprese geni: CASP3 (kaspdza 3), CASP8 (kaspdza 8), BCL2
(B-cell CLL/lymphoma 2), BAX (BCL2-associated X protein), SPTLC1 (podjednotka
serinpalmitoyltransferdzy), SGMS2 (sfingomyelinsyntdiza 2), SMPD2
(sfingomyelinfosfodiesteraza  2), ACER2 (alkalicka  ceramidiza 2), CERK
(ceramidkindza), SPHK (sfingosinkindza)


http://en.wikipedia.org/wiki/Kolmogorov%E2%80%93Smirnov_test

Tabulka: Shrnuti vysledki statistickych testii expese na irovni mRNA po adaptaci
na IHH

Gen CASP3 CASP8 BCL2 BAX

Skupina N IHH N IHH N IHH N IHH
Normélni rozlozeni ne ano ano ano ano ano ne ano
Test Mann Whitney T-test T-test Mann Whitney

p-hodnota post testu p-hodnota = 0,0140 || p-hodnota = 0,0139 || p-hodnota = 0,4472 [ p-hodnota = 0,3969

Gen BCL2/BAX SPTLC1 SGMS2 SMPD2

Skupina N IHH N IHH N IHH N IHH
[Normélni rozlozeni ano ano ano ano ano ano ne ano
Test T-test T-test T-test Mann Whitney

p-hodnota post testu p-hodnota = 0,0580 || p-hodnota = 0,1068 || p-hodnota = 0,1024 || p-hodnota = 0,6943

Gen ACER2 CERK SPHK
Skupina N IHH N IHH N IHH
[Normilni rozlozeni ano ano ano ano ano ano
Test T-test T-test T-test

p-hodnota post testu p-hodnota = 0,7546 || p-hodnota = 0,6199 | p-hodnota = 0,1036

Tabulka shrnuje vysledky statistickych testa relativni exprese vybranych genti na urovni
MRNA. Pro statistické testy (T- test pro data s normalnim rozlozenim a Mann Whitney
test pro data s nenormalnim rozlozenim) byly pouzity na zakladé vysledkt Kolmogorov-
Smirnovova testu normality. Cervena barva znazorfiuje signifikantni zvy$eni exprese
oproti normoxii. N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupina vystavena hypobarické
hypoxii. Byla sledovana exprese genti: CASP3 (kaspdza 3), CASP8 (kaspdza 8), BCL2 (B-
cell CLL/lymphoma 2), BAX (BCL2-associated X protein), SPTLC1 (podjednotka
serinpalmitoyltransferazy), SGMS2 (sfingomyelinsyntdza 2), SMPD2
(sfingomyelinfosfodiesteraza  2), ACER2 (alkalicka  ceramidiza 2), CERK
(ceramidkindza), SPHK (sfingosinkindza)

Tabulka ¢. 4: Shrnuti vysledki statistickych testii exprese na urovni proteinu po

adaptaci na IHH

Gen BCL2 BAX BCL2/BAX
Skupina N IHH N IHH N IHH
[Normalni rozloZeni ano ano ano ano ano ano
Test T-test T-test T-test
p-hodnota post testu p-hodnota = 0,4729 || p-hodnota = 0,0055 || p-hodnota = 0,0024

Tabulka shrnuje vysledky statistickych testl relativni exprese vybranych genil na Grovni
proteinu. Pro statistické testy (T- test pro data s normalnim rozloZzenim a Mann Whitney
test pro data s nenormalnim rozlozenim) byly pouzity na zakladé vysledkti Kolmogorov-
Smirnovova testu normality. Cervena barva znazorfuje signifikantni zvy3eni exprese
oproti normoxii. N — kontrolni normoxicka skupina; H — skupina vystavena hypobarické
hypoxii. BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), BAX (BCL2-associated X protein)
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