ERRATA

V této praci nebyla urCena exprese uUseku mRNA transkriptu spolecného obéma
sfingosinkindzdm (SPHK1 a SPHK2), ale pouze exprese sfingosinkinazy 1 (SPHKI)
na arovni mRNA.



Sfingosinkinaza 1

SPHK1 putsobi kardioprotektivné a antiapoptoticky. Také v tomto piipad¢ jsme
pozorovali nartist exprese SPHK 1 po 120 hodinovém a 21 dennim pasobeni CNH. V LV

nebyly zaznamenany signifikantni zmény.

Graf ¢. 11: Relativni exprese mRNA sfingosinkinazy 1
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Relativni exprese MRNA transkriptu genu SPHK [ (sfingosinkindza 1) vztazena k referencnimu genu
HPRT (hypoxantin-guaninfosforibosyltransferdza) vV levé komove (LV) a v pravé komoie (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 pruméry £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 genti 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 i
SPTLC1
SGMS2
SMPD2
ACER2
CERK
SPHK1

Byla sledovina exprese genii: CASP3 (kaspiza 3), CASPS (kaspdza 8), BCL2 (B-cell
CLL/lymphoma2), BAX (BCL2-associated X protein), SPTLC1 (podjednotka
serinpalmitoyltransferdzy), SGMS2 (sfingomyelinsyntaza 2), SMPD_2 (sfingomyelinfosfodiesteraza 2),
ACER? (alkalicka ceramiddza 2), CERK (ceramidkindza), SPHK1 (sfingsinkindzal).

Cervend barva znaci signifikatni zvySeni exprese danych genii viici kontrole, modra znaci
signifikantni pokles. N — kontrolni normoxicka skupina;, H — skupiny vystavené akutni normobarické
hypoxii 4, 48 a 120 hodin; CH — chronickd 21 denni normobaricka hypoxie.
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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-
guaninfosforibosyltransferaza) v LV myokardu potkami, pro geny syntetické drahy sfingolipidu
podjednotka STLCL serinpalmitoyltransferdazy (4) a SGMS2 (sfingomyelinsyntiza 2) (B); genu
katabolické drahy SMPD?2 (sfingomyelinfosphodiesterdza 2) (C) a ACER2 (alkalické ceramiddaza 2)
(D); gemii kindz CERK (ceramidkindza) (E) a SPHKI (sfingosinkindza 1) (F). N — kontrolni
normoxicka skupina; IHH — skupina adaptovana na intermitentni hypobarickou hypoxii. Hodnoty jsou
vyjadreny jako prumeéry +£SEM, rozdil kN hodnocen na hladine vyznamnosti (p<0,05)
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V této praci jsme se dale zamétili na sledovani exprese vybranych enzymi
metabolismu sfingolipidii. Sfingolipidy maji dulezitou strukturni funkeci v bunéénych
membrandach, ale jsou to také bioaktivni molekuly, které mohou chranit buiiku pied apoptézou
nebo naopak apoptdzu aktivovat. Nase vysledky naznacuji, ze n€které sfingolipidy by mohly
byt soucasti protektivnich mechanisma aktivovanych béhem hypoxie a mohly by plsobit jako

proti vaha proapoptotickych signala.

Exprese vSech proapototickych gent, které jsme métili (CASP3, CASP8 a BAX), je
zvySena v RV po 120h a 21 dnech plsobeni CNH. Soucasné jsme ale v téchto expozicich
zaznamenaly zvySeni exprese sfingosinkinazy 1 a ceramidkindzy. Tyto enzymy pusobi
protektivné a brani apoptoze. V LV, kde se béhem CNH nezvySuje exprese proapoptotickych
genll, jsme podobné nepozorovali zménu exprese zadné z téchto kinaz, které produkuji
protektivni sfingolipidy. Sfingosinkindza 1 (SPHK1) fosforyluje sfingosin a vznika sfingosin-
1-fosfat (S1P). Role S1P pii ochrané¢ srde¢nich bunék za hypoxie i ischemie a repefiize byla
mnohokrat prokazana jak pii 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). S1P je uvolnovan cardiomyocyty béhem conditioningu a stejné jako dalsi latky, které
zprostiedkuji t¢inek preconditioningu a postconditioningu, se vaze na membranové receptory
sprazené s G-proteiny. V srdci se nachazeji tii z celkovych péti specifickych S1P receptord,
S1P; S1P, a S1P 3 (Mazurais et al., 2002). A bylo prokazano, ze blokace S1P; a S1P3 snizuje
kardioprotektivni G¢inky preconditionigu (Vessey et al, 2009b). Soucasné¢ se
sfingosinkindzou vzrostla také exprese ceramidkindzy, ktera z ceramidu tvoii ceramid-1-
fosfat (C1P). Role CIP v srdci zatim neni pfili§ studovand, v jinych bunécnych typech vsak
CI1P stejné jako S1P brani apoptoze, stimuluje syntézu DNA a déleni bun¢k (Gomez-Muiioz
et al., 1995; Gémez-Muifioz et al., 2004). Také aktivuje signdlni drahu, v dusledku které se
zvySuje  exprese  antiapoptotického  BCL-xXL  (Gomez-Muiioz et al, 2005).
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PRILOHOVA CAST 2

Hodnoty genové exprese

Tabulka s hodnotami exprese SPHK1 (sfingosinkinaza 1) vztazené k HPRT (hypoxantin-
guanin fosforibosyltransferaza) za kontinualni normobarické hypoxie v levé (LV) a pravé

komoie (RV)

SPHK1
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 | 0,0112 | 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
pramér | 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.




Tabulka s hodnotami exprese SPHK1 (sfingosinkinaza 1) vztazené k HPRT
(hypoxantin-guaninfosforibosyltransferaza) po adaptaci na intermitentni hypobarickou
hypoxii v levé komofe.

SPHK1

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 normoxicka skupina; IHH — skupina adaptovana na intermitentni hypobarickou
hypoxii.

Tabulka s hodnotami exprese geni 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
pramér 8,7440 7,9230 pramér 6,5570 | 10,1100
SEM 0,8139 0,7418 SEM 0,9468 0,3482

Tabulka ukazuje primérné hodnoty ze ¢tyi mefeni. 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 normobaricka hypoxie CH Akutni normobaricka hypoxie CH
Gen N H4 H48 H120 21 DNI N H4 H48 H120 21 DNI
CASP3 Normilni rozloZeni 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
CASPS Normilni rozloZeni 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 Normilni rozloZeni 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 Normalni rozloZeni 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 rozlozeni 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 Normalni rozlozeni 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
SGMS2 Normilni rozlozeni 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
SMPD2 Normalni rozlozeni 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 Normalni rozloZeni 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 Normilni rozloZeni 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
SPHK1 Normilni rozlozeni 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 testli relativni exprese vybranych genli na urovni
MRNA. Kolmogorov-Smirnovym testem bylo testovano, zda data maji normalni rozloZeni.
Na zakladé téchto vysledkl byl zvolen statisticky test — ANOVA pfi normalnim rozlozeni dat
nebo Kruskal-Wallistiv 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 znazoriiuje
signifikantni zvySeni exprese oproti normoxii modra signifikantni sniZzeni. N — kontrolni
normoxickd skupina; H — skupiny vystavené akutni normobarické hypoxii 4, 48 a 120 hodin;
CH — chronicka 21 denni normobarickd hypoxie. Byla sledovana exprese genti: CASP3
(kaspaza 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), SPHKL (sfingosinkindza 1)


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

Tabulka: Shrnuti vysledki statistickych testii exprese na irovni mRNA po adaptaci na

IHH

Gen CASP3 CASP8 BCL?2 BAX
Normilni 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
Normilni 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 SPHK1

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 testli relativni exprese vybranych genli na urovni
mRNA. Pro statistické testy (T- test pro data s normalnim rozlozenim a Mann Whitney test
pro data Snenormalnim rozloZzenim) byly pouzity na zakladé vysledkti Kolmogorov-
Smirnovova testu normality. Cervena barva znazorfiuje signifikantni zvySeni 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), SPTLCl1 (podjednotka
serinpalmitoyltransferazy), SGMS2 (sfingomyelinsyntdza 2), SMPD2
(sfingomyelinfosfodiesteraza 2), ACER2 (alkalicka ceramidiza 2), CERK (ceramidkindza),
SPHK1 (sfingosinkindza 1)

Tabulka ¢. 4: Shrnuti vysledku 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 gentll na Grovni
proteinu. Pro statistické testy (T- test pro data S normalnim rozlozenim a Mann Whitney test
pro data s nenormalnim rozlozenim) byly pouzity na zakladé vysledkd Kolmogorov-
Smirnovova testu normality. Cervena barva znazorfuje signifikantni zvyseni 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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