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Abstrakt

Maternalni diabetes negativné ovliviiuje embryondlni vyvoj a je spojen se zvySenym
rizikem vzniku vrozenych vyvojovych vad. Vedle pfimé teratogenicity dochdzi v diabetickém
intrauterinnim prostiedi k tzv. procesu fetalnitho programovani, ktery zvySuje u dospélych
potomki predispozice ke kardiovaskularnim chorobam, obezité a onemocnéni diabetes mellitus.
Molekularni mechanismy embryonalnich a fetalnich odpovédi na maternélni diabetické prostiedi
stale nejsou pIné objasnény. Na mySim modelu jsme ukdzali, ze maternalni diabetes
ovlivituje expresi gent v srdcich vyvijejicich se embryi. Nejvétsi zmény v expresi 11 vybranych
genu byly detekovany v obdobi souvisejicim s dokonCovanim septace, expanzi myokardu a
zvySenim embryondlni produkce inzulinu. Tyto geny jsou spojovany s procesem epitelo-
mezenchymové tranzice, klicového procesu ve vyvoji srdce. Pomoci imunohistochemické
analyzy jsme v srdcich embryi, které byly vystaveny materndlnimu diabetu, v kritickém stadiu
kardiovaskularniho vyvoje detekovali zvySeni hypoxie, ¢emuz odpovidalo navySeni exprese
hypoxii indukovaného faktoru 1o (HIF-1a) a vaskularniho endotelového ristového faktoru A.

Na zaklad¢ vysledkti ukazujicich zapojeni signdlni drahy HIF-1 v rozvoji diabetické
embryopatie byl pro studium vlivu maternalniho diabetu na funkci srdce dospélych potomkl
zvolen mys$i model materndlniho diabetu v kombinaci s heterozygotni globalni deleci genu Hifla
(Hifla™"). Echokardiografické analyzy ukazaly, ze Hifla™" potomci diabeti¢ek maji ve véku 12
tydnid vyznamné zhorSenou funkci srdce. Pomoci RNA-sekvenovani transkriptomu levych
srde¢nich komor jsme ukdzali, ze Hifla™" potomci diabeti¢ek maji vyznamné zmény v expresi
gentl kddujicich proteiny spojené s vyvojovymi procesy, metabolismem, apoptdzou a fyziologii
krevnich cév. Zmény v imunitnich a zanétlivych procesech byly detekovany jak u mutantnich,
tak 1 u nemutantnich potomkii diabetickych mysi. Imunohistochemické analyzy levé srde¢ni
komory ukézaly, Ze kombinace genotypu Hifla”~ a maternalniho diabetu je zodpovéna za
narusenou infiltraci makrofagl, zvySené mnozstvi pokrocilych produkti glykace a zmény ve
velkych koronarnich cévach.

Ukazali jsme, ze materndlni diabetes ovliviiuje expresi genl v srdci v pribéhu
embryonalniho vyvoje, a také, Ze jedinci, kteti byli vystaveni diabetickému intrauterinnimu
prostfedi, maji v dospé€losti zhorSenou srde¢ni funkci a vyznamné zmény v transkriptomu levé
komory. Zaroven naSe vysledky ukazuji negativni vliv kombinace vyvoje v diabetickém

prostiedi a mutace genu Hifla na rozvoj kardiovaskuldrnich chorob v dospélosti.



Abstract

Maternal diabetes mellitus negatively affects embryonic development and increases the
risk for congenital malformations. Besides direct teratogenicity, diabetic intrauterine milieu can
predispose an individual to chronic diseases later in life, including cardiovascular diseases,
obesity, and diabetes mellitus, in a process termed fetal programing. Molecular mechanisms of
embryonic and fetal responses to maternal diabetes are still not fully elucidated. Using mouse
model, we show that maternal diabetes induces gene expression changes in the hearts of
developing embryos. The most significant changes in the expression of 11 selected genes were
detected at the developmental stage associated with completion of cardiac septation, myocardial
mass expansion, and increased insulin production in the embryonic pancreas. These affected
genes encode products involved in the epithelial-to-mesenchymal transition, a crucial process in
heart development. Using immunohistochemistry, we detected increased hypoxia in the diabetes-
exposed hearts at the critical stage of cardiac development. Correspondingly to increased
hypoxia, the expression of hypoxia-inducible factor 1o (HIF1a) and vascular endothelial growth
factor A was increased in the heart of diabetes-exposed embryos.

Based on our results indicating the involvement of HIF-1-regulated pathways in diabetic
embryopathy, we investigated the combinatorial effects of Hif/a mutation and maternal diabetes
exposure on the heart of the offspring of diabetic pregnancy. We analyzed the diabetes-exposed
adult offspring with heterozygous deletion of Hifla (Hifla™"). Echocardiographic analyses

+/-

showed impaired heart function in the 12 weeks old Hifla™" offspring of diabetic pregnancy.
Transcriptome profiling by RNA-Sequencing showed significant changes associated with
development, metabolism, apoptosis and blood vessel physiology in the diabetes-exposed
Hifla™" offspring compared to diabetes-exposed wild-type mice. In contrast, immune system
processes and inflammatory responses were affected in both Hifla"" and wild-type offspring of
diabetic mothers. Immunohistochemical analyses showed that the combination of Hifla™"
genotype and maternal diabetes leads to impaired macrophage infiltration, increased advanced
glycation end products accumulation and changes in the large coronary vessels.

In summary, our results show that maternal diabetes affects gene expression in the
developing heart, and that the adult offspring of diabetic pregnancy have impaired heart function
and significant changes in the transcriptome of the left ventricle. Additionally, we show a

negative role of the combination of maternal diabetes exposure and Hifla gene mutation in the

development of cardiovascular diseases in the adult offspring.
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1. Uvod

Diabetes mellitus je nejcastéjsi metabolické onemocnéni ovliviujici predevsim
hladinu glukézy v krvi. Hyperglykemie pak negativné ovliviiuje vSechny organy v téle.
Kromé¢ toho, Ze je spojovan se zdravotnimi komplikacemi, které mohou byt pro dané¢ho
pacienta zZivot ohrozujici, pfedstavuje maternalni diabetes vyznamné riziko i pro vyvijejici se
plod. Diabetickd téhotenstvi jsou spojena se zvySenym rizikem potratu a rozvoje vrozenych
vyvojovych vad (Hod et al., 2008, Greene, 2001, Persson et al., 2009). Nejcastéji je postizena
nervova a kardiovaskularni soustava. Mezi nejCastéjSi vrozené vyvojové vady srdce patii
zejména defekty atrioventrikuldrniho septa a velkych cév. PfestoZe se jedna o operabilni vady,
ptedstavuji zatéz do budouciho zivota. Vyvoj v diabetickém prostiedi vSak ovliviluje potomka
v dospélém zivoté 1 v pripad€, ze nedojde ke vzniku vyvojovych defektd. Populacni studie
ukazaly, ze potomci diabeti¢ek maji zvySené riziko rozvoje kardiovaskuldrnich chorob,
obezity, diabetes mellitus typu 2 a metabolického syndromu (Fetita et al., 2006, Plagemann,
2004).

PiestoZze mechanismus vzniku defektii stdle neni pfesné¢ zndm, za nejvyznamngjsi
faktor je povaZovana hyperglykemie, kterda ma sama o sob¢ teratogenni efekt (Baack et al.,
2014) a je spojovana s tzv. pseudohypoxii (Williamson et al., 1993). Samotna hypoxie vede
k podobnym defektiim, jaké se objevuji u diabetické embryopatie (Dunwoodie, 2009).
Zapojeni hypoxické signalizace potvrdila studie mySich embryi, kterd ukazala jako nejvice
ovlivnénou signalizaci hypoxii indukovaného faktoru 1 (Pavlinkova et al., 2009), hlavniho

regulatoru odpovédi na hypoxii.

V predkladané praci je pro studium vlivu maternalniho diabetu na zmény v srdci
embryi a potomkli pouzit mysi model. Vyvoj srdce mysi se od vyvoje srdce ¢loveka lisi
zejména v nacasovani jednotlivych procesi. Diabetickd embryopatie se u mysi projevuje
stejnymi typy defekta jako u ¢loveka. Dostupnost mysiho modelu s deleci genu Hifla navic
umoziuje studium zmén v hypoxické signalni draze a tak se pfibliZzit pozndni procesi

ovlivnénych maternalnim diabetem.



2. Cile prace

1. Morfologické analyza embryi vystavenych maternalnimu diabetu.

2. Analyza zmén v expresi vybranych genid bé¢hem embryonalniho vyvoje srdce na
urovni mRNA a proteinu.

3. Analyza srdecnich funkci potomkt zatizenych heterozygotni deleci genu Hifla a
vyvojem v diabetickém prostredi.

4. Analyza zmén v transkriptomu levé srdeéni komory potomkd zatizenych
heterozygotni deleci genu Hifla a vyvojem v diabetickém prostredi.

5. Molekuléarni analyzy zmén v srde¢ni tkdni mutantnich potomku diabetickych matek.



3. Literarni prehled

3.1. Dospélé srdce

Srdce je duty svalovy orgén, jehoz funkci je vhanéni krve do té€lniho a plicniho ob&hu.

Lidské srdce ma hmotnost 230 az 340 g (Cihak, 2004), srdce dosp&lé mysi vazi ptiblizné 0,2

g (Wessels a Sedmera, 2003), morfologicky se vSak od lidského témér nelisi. Dospélé srdce

je tvofeno Ctyimi oddily, jeho prava a leva cast je kompletné oddé€lena septy, jak ukazuje

schéma na obrazku ¢.1. Mezisifiové (IAS, interatrial septum) a mezikomorové septum (IVS,

interventrikular septum) maji svalovinovy charakter.

Sinokomorové septum (AVS,

atrioventrikular septum), je v lidském srdci patrné jako vazivovd membrana mezi pravou sini

a odtokovou c¢asti levé komory. U mysi je AVS tvofeno svalovinou.

Mezi kazdou sini a komorou jsou atrioventrikularni cipaté chlopné (obrazek €. 2), které

IAS
RA LA
— AVS
LV
RV IVS

Obrazek ¢.1: Schematické
znazornéni srdecnich sept. Prava
a leva sinl (RA, respektive LA)
jsou navzajem oddéleny
mezisitovym septem (IAS),
podobné¢ jsou pravé a leva komora
(RV, respektive LV) oddéleny
mezikomorovym septem (IVS).
Mezi RA a LV je kratky usek
atrioventrikularniho septa (AVS).
Podle (Cihak, 2004)

pfi stahu (tzv. systole) komor brani navratu krve do
sini. Cipy chlopni drzi ve spravné poloze papildrni
svaly, které jsou umistény ve sténé srde¢nich komor.
V lidském srdci jsou tyto struktury vyraznéj$i nez
v mysim srdci (Wessels a Sedmera, 2003). Sin€ jsou
od komor izolovany vazivovym skeletem, ktery brani
prenosu signalu z myokardu sini na myokard komor.
Kazda komora je rozd€lena na vtokovou a vytokovou
¢ast. Na hranici vytokovych ¢asti obou komor a
tepennych kmenil se nachédzi polomésicité chlopné,
které brani navratu krve do srdce pfi relaxaci (tzv.
diastole) komor. PfestoZe se v usti Zil, pfivadéjicich
krev do sini, chlopné nenachazi, dochazi pti stahu sini
k navratu jen malého mnozstvi krve do zil a to

diky ¢astecnému stazeni Zilnich Usti.
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Obrazek €.2: Anatomie dospélého srdce. Dospélé srdce je rozdéleno na 4
oddily: pravou a levou siil (RA, respektive LA) a pravou a levou komoru (RV,
respektive LV), které jsou oddéleny mezikomorovym septem (IVS). Mezi
sinémi a komorami se nachazi cipaté chlopné, trojcipd na pravé strané a
dvojcipa na levé stran¢. Do RA ptivadi krev horni a dolni duta Zila, z RV krev
odchazi plicnici do pravé a levé plicni tepny. Do LA je pfivadéna krev z levé
a pravé plicni zily, z LV je krev vypuzovana do aorty. Upraveno podle
(Cihak, 2004)

Télni, jinak také zvany velky, krevni ob&h zaina srde¢ni aortou odstupujici z levé
komory (LV, left ventricle) a do srdce se krev vraci horni a dolni dutou zilou, a to do pravé
sin¢ (RA, right atrium) (obrazek €. 3). Velky krevni ob¢éh rozvadi okyslicenou krev do vSech
organt v téle, véetné srdce (Cihak, 2004). Plicni, neboli maly, krevni ob&h zaéina plicnici
odstupujici z pravé komory srdecni (RV, right ventricle). Plicnice se posléze rozdé€li na pravou
a levou plicni tepnu, které odvadi neokysli¢enou krev do plic. Okysli¢enou krev do levé siné

(LA, left atrium) ptivadi plicni Zily, zpravidla dvé z pravé a dvé z levé plice.



Oy

Télni ohéh

Obrazek ¢.3: Maly a velky krevni obéh.
Neokyslicena krev (modré Sipky) je do srdce privadéna

Vazivovy obal, ve
kterém je srdce uloZeno, se
nazyva perikard, neboli
plice osrde¢nik, a sklada se ze dvou

vrstev: nasténny list, lamina
parietalis, a vnitini list srostly
s povrcchem  srdce, lamina
visceralis, neboli  epikard
(Cihak, 2004). Srde¢ni sténa ma
tii  vrstvy zndzornéné na
obrazku €. 4, vné&jsi vrstvu tvori

epikard, pod kterym se nachazi

z télniho ob¢hu dolni a horni dutou zilou do pravé siné tenké vrstva elastického vaziva
a z pravé komory je odvadéna do plic. Okysli¢ena krev

(Cervené Sipky) je z plic pfivadéna do levé siné a z levé

pfechazejici v subepikardové

komory je aortou rozvadéna do télniho obéhu. Podle vazivo, které pokryva stiedni

(Cihak, 2004)

Vrstva myokardu v sinich a mezisinovém
septu je vyrazné ten¢i a obsahuje mezi
vlakny vice vaziva neZ svalovd vrstva
komor a mezikomorového septa. Zaroven
je svalovina LV asi tiikrat siln€j$i nez
svalovina RV, coZ je dano rozdily mezi
télnim a plicnim ob&hem, jejichZ krevni
proudéni je pohdnéno stahem komorové
svaloviny. Vnitini povrch srdce je vystlan
tenkou lesklou blanou zvanou endokard,
tu tvoii jedna vrstva endotelovych bunék

podlozenych vazivem.

svalovou vrstvu, myokard.

Subepikardové
vazivo s
koronarnimi cévami

Epikard

Myokard

Endokard

Obrazek €. 4: Schematické znazornéni
srdecni stény. Vnéjsi povrch srdce je tvofen
epikardem, pod kterym se nachézi
subepikardové vazivo s koronarnimi cévami.
Prostfedni vrstvu tvofi myokard a vnitini
povrch srdce je vystlan endokardem. Podle
(Cihak, 2004)



3.1.1. Cinnost srdce
Krev je v cévach pohanéna
opakovanymi stahy srdecni svaloviny.

Signal  pro  kontrakci  vznikd

SAN
v sinoatrialnim uzlu (SAN, sinoatrial
AVN (
e node), ktery se nachazi v pravé sini u
Hisuv
svazek Usti horni duté Zzily a je soucasti
Pravé a levé pfevodniho systému srde¢niho
raménko (obrazek ¢&. 5). (Cihak, 2004) Ten ma
charakter specializovaného myokardu
Purkynova 5 5 L o
. a kromé¢ toho, ze v ném signal vznika,
vlakna

) jej také rozvadi myokardem. Ze SAN
Obrazek ¢. 5: Prevodni systém srdecni. Signal

pro kontrakci vzniké v sinoatrialnim uzlu (SAN), vedou signal internodalni spoje do
ktery je umistén v pravé komote (RA) pii usti atrioventrikularniho  uzlu  (AVN,
hodni duté zily. Ze SAN je signal veden do _ . o 5

atrioventrikularniho uzlu (AVN), ktery je ulozen atrioventricular node), ktery je ulozen
\ mezi.siflo.vém septu na rozhrani sini a komor, vIAS na rozhrani sini a komor.
odtud je Hisovym svazkem veden do o
mezikomorového septa, kde se svazek déli na V AVN dochazi
pravé a levé raménko a dale se vétvi do k atrioventrikularnimu zpozdéni
Purkynovych vladken. LA, leva siii, RV, prava o L )
komora, LV, leva komora. Podle (Cihak, 2004) signalu. Za vyjimecnych okolnosti

muze generovat signal misto SAN. Z
AVN je signal do komor veden pouze Hisovym svazkem, ktery prochdzi vazivovym skeletem
srdce do IVS, kde se ithned po vstupu d€li na pravé a levé raménko. Ob¢ raménka se dale vétvi
na Purkynova vlakna.
Spravny priibéh srdecni systoly a diastoly je nutny pro zajiSténi postupného plnéni sini
a pak 1 komor. Béhem systoly sini dochazi k doplnéni krve do komor, které se z vétsi casti
plni pasivné¢ béhem diastoly. V prvni fazi systoly komor dochdzi k uzavieni
atrioventrukuldrnich chlopni a v druhé fazi dojde k vypuzeni krve do tepen. Diastola probiha
témet soucasné na sinich i1 komorach. Dochazi pfi ni k uzavieni polomésicitych chlopni a
plnéni komor krvi.
Stah pracovniho myokardu je dan stahem jednotlivych kardiomyocytd, ktery je

vyvolan depolarizaci cytoplasmatické membrany kardiomyocyti, sarkolemy, a spotfebovava



energii ve form¢ ATP (adenosin trifosfat) (Trojan et al., 2003, Walker a Spinale, 1999). Po
depolarizaci jsou aktivovany

A napétové fizené  véapnikové
Aktinové (Ca*") kandly, takze do buiiky

Tropomyosin  yiskno Myosinové

vlakno proudi vapenaté ionty (Ca*"),

} g g i g lli které zprostfedkovavaji sprazeni
Troponmovy excitace s kontrakci. = Malé
komplex

mnozstvi Ca®>" iontd, které se

B
dostdivd do bunky kandly
/ v sarkolemé, aktivuje
Ca’ : :
ryanodinové receptory

Obrazek €. 6: Stah kontraktilniho aparatu.

X . . - ) v sarkoplasmatickém  retikulu
V sarkomerach kardiomyocytl je kontraktilni aparat P

tvofen aktinovymi vlakny, na ktera je pfipojen (SR), ¢imZ dojde k otevieni Ca®*
tropomyosin s troponinovym komplexem.a g VSR a  zvisen
myosinovymi vldkny, jejichZ kulovité hlavice ¢ni do

prostoru. V relaxovaném stavu (A) jsou aktinova koncentrace véapniku v cytosolu

vazebna mista pro myosinové hlavice kryta
tropomyosinovym komplexem. Po depolarozaci
sarkolemy dojde k vyliti Ca®" do cytoplasmy a jeho interaguji s kontraktilnim
vazbé¢ s troponinovym komplexem (B), které vede

k odkryti vazebnych mist pro myozinové hlavice. Ty se
po vazbé na aktin za spotfeby ATP ohnou a tim dojde Kontraktilni aparat
ke zkraceni sarkomery a tedy stahu. Podle (Trojan et
al., 2003)

pfiblizng¢  100x. Ca** ionty

aparatem a vyvolaji kontrakci.

(obrazek €. 6) je tvofen
aktinovymi filamenty sloZenymi
ze dvou fetézcl aktinovych monomerd, které jsou okolo sebe navzajem obtoCeny (Trojan et
al., 2003). V pravidelnych rozestupech jsou na aktinova filamenta pfipojeny molekuly
troponinu spojené s tropomyosinovymi molekulami uloZzenymi v ryze mezi aktinovymi
fetézci. Molekuly myosinu maji tvar vlakna s kulovitym roz§ifenim na jednom konci. V1dknité
Casti jsou sefazeny ve svazcich tvoficich myosinové vldkno, ze kterého do vSech stran
vy€nivaji kulovitd zakon€eni v rozestupech odpovidajicich molekulam troponinu pfipojenych
na aktinova vldkna. V klidovém stavu zabranuje tropomyosinovy komplex vazbé myosinu
s aktinem. Po zvySeni koncentrace Ca®" iontli dojde k jejich vazb& na troponin a zméng
konformace tropomyosinového komplexu, ¢imz dojde k odkryti vazebnych mist pro myosin.

Vazbou myosinové globuldrni ¢asti na aktin dojde k aktivaci jeji ATP-azové aktivity a jejimu



ohnuti, coz zplisobi posun aktinovych vlaken a tedy kontrakci. Uvolnéni stahu je zavislé na
aktivnim od&erpani Ca" iontdi z butiky ATP-dependentni Ca** pumpou ATP2A2 (ATPase,
Ca?" transporting, cardiac muscle, slow twitch 2) lokalizovanou v membrané SR.
Z uvedeného vyplyva, ze energii spotfebovava stah i uvolnéni kardiomyocytu. Protoze je stah
vyvolan depolarizaci sarkolemy, u vétsich bunék by dochéazelo postupnym uvoliiovanim Ca**
ze SR ke zpozdéni kontrakce myofibril umisténych ve stfedu bunky (Junqueira et al., 1997).
Jednotnou kontrakci zajistuje systém piicnych (T) tubulli, coz jsou invaginace sarkolemy
zasahujici hluboko do cytoplasmy kardiomyocytu (sarkoplasmy) spojené zpravidla s jednim
SR. Tok ionti mezi jednotlivymi bunikami je zajiStovan kandly, které se nachazi
v interkalarnich discich, tj. ve spojovacich komplexech mezi jednotlivymi kardiomyocyty.

Existence interkalarnich diskli umoznuje fetézcim buncék chovat se jako syncytium a

kontrak¢ni signal probiha ve vinach od buiiky k bunice.

3.1.2. Procesy vedouci ke kardiomyopatii

Kardiomyopatie jsou onemocnéni srdce, kterd mohou mit riznou pficinu a €asto vedou
k hypertrofii srde¢niho svalu a zméndm vlastnosti myokardu. Negativni vliv na funkci srdce
ma mnoho vzajemné provazanych procesu, které v koneéném diisledku vedou k srde¢nimu
selhani. Patii sem zmény v metabolismu, organizaci sarkomer, zmény v toku Ca**, zanét,

fidnuti kapilarni sité, buné€né smrt a fibréza (Shimizu a Minamino, 2016).

3.1.2.1. Metabolismus

Srdce je organ s vysokou spotitebou energie, jejimZ zdrojem jsou latky z krevniho
ob¢hu. Dospélé srdce vyuziva jako zdroj energie z 95 % mastné kyseliny (FA, fatty acids)
(Ashrafian et al., 2007). Obecné ¢asto dochazi v selhdvajicim srdci ke snizenému vyuZzivani
FA a navySenému vyuZziti glukdzy, coZ vede k nizsi efektivité¢ produkce ATP (Doenst ef al.,
2013). Studie metabolismu v selhavajicim srdci potkant po infarktu ukazuje snizenou expresi
genll pro proteiny ucastnici se oxidativniho metabolismu a naopak navySenou expresi
glukézového transportéru SLC2A1 (solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter),
member 1) na irovni mRNA 1 proteinu (Rosenblatt-Velin et al., 2001). V srdcich potkanti
s experimentalnim zGzenim aorty vyvolavajici tlakové pietizeni, bylo detekovano snizeni
oxidativniho metabolismu jesté pfed manifestaci srde¢ni dysfunkce (Doenst et al., 2010).

V této studii nebylo zménéno vyuziti glukoézy a oxidativni kapacita mitochondrii zistala



nezménéna do doby, kdy byla detekovana zhorsena funkce srdce, coz naznacuje, ze se rozvoje
kardiomyopatie ucastni také mechanismy transportu FA do bunék (van der Vusse et al., 2000).
Pro transport dlouhych FA do kardiomyocytt je dilezita pfitomnost membranovych proteind,
mezi n¢ patii translokdza mastnych kyselin CD36 (CD36 molecule), membranovy vazebny
protein pro mastné kyseliny (FABPpm, plasmalemmal fatty acid binding protein), transportni
protein pro mastné kyseliny (FATP, fatty acid transport protein) 1 a FATP6, specificky pro
srdce (Koonen et al., 2005). CD36 je pravdépodobné nejlépe prostudovanym proteinem z této
skupiny. Translokace CD36 do sarkolemy, mista jeho funkce, je regulovdna inzulinem,
AMPK (5' adenosine monophosphate-activated protein kinase) a kontrakci kardiomyocytl
(Samovski ef al., 2012). Experimenty s kardiomyocyty izolovanymi z potkanli kmene Zucker
ukézaly, ze u obéznich jedincii je CD36 trvale translokovan do membrany ve vyssi mife nez
u Stihlych, coz zvySuje mnozstvi dlouhych FA transportovanych do bunék (Coort et al., 2004).
Zatimco v kardiomyocytech izolovanych ze $tihlych jedincti dochazelo piisobenim inzulinu
k translokaci CD36 do membrany, kardiomyocyty z obéznich jedincl byly v tomto ohledu
vuci pasobeni inzulinu odolné, coz naznacuje moznou roli CD36 v inzulinové rezistenci. U
dospélych mysi s experimentalnim zizenim aorty zptisobujicim tlakové pretizeni vedouci k
hypertrofii srdce, méla delece CD36 v kardiomyocytech za nasledek rychlejsi rozvoj
srdecniho selhani (Sung et al., 2017). Vysledky téchto studii naznacuji, Ze ackoli je srdce
velmi flexibilni, pokud jde o vyuziti energetick€ého substratu, maji tyto zmeény negativni vliv

na jeho funkci.

3.1.2.2. Zanétlivé procesy

Zanétlivé reakce lze rozdélit na akutni a chronické. Akutni zdnétliva reakce je
odpovédi na poskozeni tkang, jakym je naptiklad infarkt myokardu (Ertl a Frantz, 2005). Do
poskozené tkané vcestuji imunitni bunky, odstrani ji a nahradi vazivovou jizvou. DllezZitou
roli v regulaci hojeni tkdn¢ maji makrofagy, které se zjednodusené d€li na subtypy M1 a M2
(Pinto et al., 2014, Hulsmans et al., 2016). Makrofagy M1 maji prozanétlivé vlastnosti,
produkuji prozanétlivé cytokiny (napt. TNF-a (tumor necrosis factor-a), CCL2 (chemokine
(C-C motif) ligand 2), IL (interleukin)-1p a IL-6) a fibrolytické proteazy (napt. MMP (matrix
metallopeptidase)-1, -2, -7, -9 a -12), Gi€astni se odstranovani poSkozené tkané. Naproti tomu

IGF-1 (insulin-like growth factor 1)). Na procesu hojeni tkané se podili také produkci
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profibrotickych a angiogennich faktort (napft. transformujiciho rastového faktoru beta (TGF-
B, transforming growth factor, beta) a vaskularniho endotelového rustového faktoru A

(VEGFA, vascular endothelial growth factor A)).

Chronicky zanét mize byt zptasoben dlouhotrvajicim podnétem, napiiklad obezitou
(Hotamisligil, 2006). Cytokiny zptsobujici remodelaci myokardu mohou byt produkovany
pfimo v srdei v kardiomyocytech, endotelovych builkéch, fibroblastech, makrofazich a
infiltrovanych imunitnich buiikach, ale mohou pochazet i z jinych zdrojt, napiiklad z tukové
tkan¢€, gastrointestinalniho systému a lymfatickych tkani (Van Linthout a Tschope, 2017).
Studium vlivu zanétu na srdecni selhani komplikuje fakt, ze selhavajici srdce samo produkuje

prozanétlivé faktory a oba procesy se tudiz navzajem potencuji.

V souvislosti se srdecnim selhdnim je casto studovan TNF-a, prozanétlivy cytokin
vyskytujici se predevsim v solubilni formé, ktera se vaze na jeden ze dvou receptort TNFR
(tumor necrosis factor receptor) 1 nebo TNFR2 (Feldman et al., 2000). V solubilni formé jsou
receptory schopny vazat TNF-o a inhibovat jeho aktivitu. Studie funkce myokardu a
izolovanych kardiomyocytii ukazala, ze TNF-a ma negativni vliv na kontraktilitu (Yokoyama
et al., 1993, Eichenholz et al, 1992), prispivd k remodelaci tkané¢ indukci exprese
metaloprotedz a jejich inhibitortt (Li et al, 1999) a snizuje expresi ATP2A2, hlavniho
regulatoru toku Ca** (Tsai et al., 2015). Potkani, kterym byl podavan TNF-a, méli zhorsenou
kontraktilitu myokardu, kterd byla Castecné reverzibilni poté, co bylo poddvani TNF-a
ukonceno (Bozkurt ef al., 1998). Robustni podminéna exprese 7nf fizena promotorem genu
pro tézky myosinovy tetézec alfa (Myh6) je v piipadé mysiho modelu po odstavu letalni
v disledku srde¢niho selhdni zplisobeného vaznym zanétem myokardu (Kubota et al., 1997a).
Snizeni exprese TNF-a u stejného modelu vedlo k dilatované kardiomyopatii, ktera méla
stejné znaky jako dilatovanéd kardiomyopatie u ¢loveéka (Kubota et al., 1997b). U pacientd
s dilatovanou kardiomyopatii a u pacientl se selhavajicim srdcem bylo detekovdno navyseni
TNF-a v myokardu (Torre-Amione et al., 1996). Tyto vysledky ukazuji vyznam TNF-a pfi

rozvoji kardiomyopatie a srde¢niho selhéni.

3.2. Vyvoj srdce
Srdce se vyviji jako prvni funk¢ni organ v téle a u vSech obratlovcl se vyviji

podobnym zpusobem, 1isi se zejména Casovym rozloZzenim jednotlivych dé&ji. Vzhledem
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k tomu, Ze je tato prace zaméiena na mysi model, budou uvadény ¢asové udaje platné pro
mysi vyvoj. Nejvice poznatkl bylo ziskdno vyzkumem kufeciho a mysiho modelu. V piipadé
kuteciho modelu se embryo vyviji mimo télo matky a je tedy mozné vyvoj piimo sledovat.
Vyhodou mysiho modelu je velké mnozstvi geneticky modifikovanych zvitat, coz umoziuje
studium funkce jednotlivych genii v srdci.

Prekurzory vSech srdecnich bun€k jsou specifikovany jiz ve stadiu gastruly, nachazi
se v mezodermu a zahy, po prvotni specifikaci, dojde k jejich rozdéleni na dvé srde¢ni pole:
primarni a sekundarni (PHF, respektive SHF, primary heart field, respektive secondary heart
field) (Devine et al, 2014) (Obréazek ¢.7A). PHF a SHF jsou u mysi specifikovany
v embryondlnim dni 7,5 (E7,5) a li$i se jak expresnim profilem, tak svym osudem. Buiiky PHF
vytvoti v E8 srde¢ni trubici (Obréazek ¢.7B), do niz pak migruji buitky ze SHF (Mjaatvedt et
al., 2001), a to tak, ze pak v srdci tvoii siné, RV, dorsélni ¢ast LV a odtokovou ¢ast komor
(OFT, outflow tract).

Srde¢ni trubice se nepravidelnym rlstem stac¢i a v E8,5 vytvafi srde¢ni klicku.

D

Neuralni lista

Obrazek €.7: Vyvaoj srdce. Prekurzory kardiomyocytii (A) tvoti primarni (PHF) a
sekundarni (SHF) srde¢ni pole. PHF splyva a tvori srdecni trubici (B), ktera je jiz
rozliSena na budouci odtokovou ¢ast komor (OFT) v anteriorni ¢4sti, budouci komory
(V) ve stfedni ¢asti a budouci sin€ (A) v posteriorni ¢asti. Do srde¢ni trubice pozdéji
migruji buiiky ze SHF (C), zejména do OFT, pravé komory (RV) a budoucich sini
(A), tedy do jeji posteriorni a anteriorni ¢asti. Béhem ohybani srdecni trubice (C, D)
jsou vytvoteny sin¢€ a komory. Leva komora (LV) je tvofena pfevazné buiikami
pochazejicimi z PHF, RV, obé sin¢ (RA a LA) a OFTjsou tvotfeny pfevazné buiikami
pochézejicimi ze SHF. K vytvoteni OFT vyznamné pfispivaji také buniky pochazejici
z neuralni liSty (CNCC). Epikard (Epi) je tvoten buiitkami z proepikardového organu
(PEO), modte (C). Behem septace dochazi k ristu svalové ¢asti mezikomorového
septa (IVS) z baze komor, které se poté spoji s remodelovanou tkani endokardovych
polstari (ECC) v atrioventrikularnim kanalu. Remodelaci OFT vzniké aorta (Ao) a
plicnice (Pul) dospélého srdce (E). Upraveno podle (Santini ef al., 2016)
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Kaudalni ¢ast srdecni trubice se posouva kranialné, tim se sinus venosus dostava na Groven
truncus arteriosus (Obrazek ¢.7C,D). Balonovitym rtstem srde¢ni klicky se formuji srdecni
sin¢ a komory, které se oddé¢luji procesem septace. Mezikomorové septum vznika ristem
svalové casti na rozhrani pravé a levé komory, ktera se v atrioventrikularnim kanalu spojuje
s remodelovanymi mezenchymovymi endokardovymi postaii (ECC, endokardial cushions).
Podobné vznika i mezisiiové septum, svalova ¢ast je navic kryta mezenchymovou ¢epickou.
Ve stejné dob¢ dochazi k tvorbe velkych cév, pii které hraje roli septace truncus arteriosus
remodelaci endokardovych polstaii. Z ECC vznikaji také chlopné. Proces septace je
dokoncen v E14,5, poté dochazi k maturaci tkani (Obréazek ¢.7E).

Kromé& PHF a SHF je zdrojem srde¢nich prekurzorovych bunék také proepikardidlni
organ (PEO, proepicardial organ), ktery se vyviji okolo E9,5 z mezenchymu (Obréazek ¢.7C).
Bunky z PEO migruji na povrch srdecni trubice a vytvari epikard a z n¢j pak procesem epitelo-
mezenchymové tranzice (EMT) vycestovavaji buiikky do subepikardialniho prostoru, kde tvofi
zaklad koronarnich cév. Epikard je dilezity pro vyvoj myokardu, pokusy na mySich ukézaly,
ze po odstranéni epikardu dochazi ke ztenceni myokardu. To je ddno nejen tim, ze buiky
epikardu vycestovavaji také do kompaktni vrstvy myokardu (Zhou et al., 2008), ale predevsim
tim, Ze z epikardu vychazi signaly pro proliferaci (Chen et al., 2002).

DalSim zdrojem prekurzorovych bunck srdce je neurdlni liSta, tzv. buiiky srdecni
neuralni listy (CNCC, cardiac neural crest cells) migruji do oblasti odtokové ¢asti komor a
prispivaji ke spravnému utvoreni velkych cév (Miyagawa-Tomita ef al., 1991).

Vyvoj srdce je tedy proces, pii kterém hraje vyznamnou roli spravné nacasovani

signall pro migraci a proliferaci jednotlivych skupin prekurzorovych bunék.

3.2.1. Geny ucastnici se vyvoje srdce

Pti vyvoji srdce se uplatiiuje velké mnoZzstvi gentl, jejichz zmény exprese se mohou
navzajem kompenzovat. Nicmén¢, bylo objeveno n€kolik genti, které jsou pro spravny vyvoj
srdce nepostradatelné. Mespl (mesoderm posterior 1) je pravdépodobné prvni gen, ktery je
exprimovan v kardiogennim mezodermu (Saga et al., 1999). Delece Mesp! je embryonalné
letalni do E10,5, pravdépodobné v disledku kardiovaskuldrnich defektd. Srdce mutantnich
embryi vykazuji rizny stupen defektd splynuti srdecni trubice, od kompletni cardia bifida po
¢aste¢nou bifurkaci, a ndhodny proces ohybani srde¢ni trubice. Jeho pravdépodobnou ulohou

je ve spolupraci s Mesp2 (mesoderm posterior 2) tvorba mezodermu behem gastrulace a
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regulace dalSich gena, které se podileji na vyvoji srdce (Saga et al., 2000). Samotny Mesp?2
neni pro spravny vyvoj srdce nezbytny (Saga et al., 1997), ale jeho exprese v kardiogenni
oblasti je velmi podobna oblasti, ve které je exprimovan Mespl a pretrvava déle u mysich
embryi s deleci Mesp! (Kitajima et al., 2000). Dvojita delece Mespl i Mesp2 vede k absenci
kardiogenniho mezodermu.

Klonalni analyza potvrdila, ze bunky exprimujici Mespl zahrnuji prekurzory
srdecnich bun€k a objevuji se i v dal§ich derivatech mezodermu (Devine et al., 2014).
Podskupina Mespl bunék exprimuje Smarcd3 (SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily d, member 3) , ktery pravdépodobné definuje
srde¢ni prekurzory. Delece genu Smarcd3 je embryondlné letalni, zdvaznost fenotypu zavisi
na genetickém pozadi (Sun ef al., 2018). VéEtSina embryi se smiSenym genetickym pozadim
umird do E14,5, v pfipadé¢ embryi s inbrednim genetickym pozadim C57Bl/6 je fenotyp
konzistentnéj$i a embrya neptezivaji E13,5. Jejich srdce maji ztencenou sténu komor,
v disledku snizené proliferace kardiomyocytdl, a Spatné vyvinuté mezikomorové septum
(IVS). Exprese Smarcd3 ptedchazi expresi kardiogennich markerti jako jsou napt. Mef2c
(myocyte enhancer factor 2C), Tbx5 (T-box 5) a Isll (ISLI transcription factor) a je mozné,
ze jejich expresi indukuje.

Nékteré geny jsou v kardiogenni oblasti exprimovany v PHF i SHF a pozdé&ji
uniformné v celém myokardu. Patfi sem napf. geny pro transkripéni faktory Nkx2-5
(NK2 homeobox 5) (Lints et al., 1993, Moses et al., 2001) a Gata4 (GATA binding protein 4)
(Heikinheimo et al., 1994). Delece kazdého z téchto genti je embryonalné letalni. V piipadé
delece Nkx2-5 dojde k vytvofeni linearni srde¢ni trubice, ale ne k jejimu ohnuti, embrya
umiraji mezi E9 a E10 (Lyons ef al., 1995). Delece Gata4 zptUsobuje defekt ohybani celého
embrya, takze nemulze byt uzavieno do Zloutkového vacku (Kuo et al., 1997). U casti
mutantnich embryi se vytvaii dvé srdecni trubice, pokud se vytvofi jedna trubice, nedochézi
k jejimu ohnuti a embrya umiraji v E10,5. Jak ukédzaly analyzy mutantnich embryi, oba geny
zodpovidaji spiSe za sprdvnou migraci kardiogennich prekurzorii nez za specifikaci
kardiomyocytu.

Jednim z genli exprimovanych v PHF a tedy ovliviiujicim pfedevSim vyvoj LV, je
Tbx5 (Bruneau et al., 1999), jehoz mutace vede u ¢lovéka k Holt-Oramovu syndromu, ktery

je spojen mimo jiné s kardiovaskularnimi defekty (Al-Qattan a Abou Al-Shaar, 2015). Timto
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syndromem trpi také mysi heterozygotni pro deleci 7hx5 (Bruneau et al., 2001). Jeho
kompletni delece je embryonalné¢ letalni v dusledku zastaveni vyvoje srdce ve fazi linearni

trubice. TBXS5 interaguje s mnoha geny a tak je diilezity i pro dalsi procesy.

Mezi geny, které jsou exprimovany v tkdnich odvozenych ze SHF, tedy pfedev§im RV
a OFT, patii Is/] a Mef2c (Engleka et al., 2012, Dodou et al., 2004). Delece obou je letalni do
E10,5 v dasledku defektniho vyvoje srdce (Lin et al., 1998, Cai et al., 2003). Stejné jako u
embryi s deleci 7hxJ5, 1 u téchto mutantii nedochazi k ohybani srdecni trubice. Isl] a Mef2c

hraji roli pii migraci kardiogennich bun¢k.

3.2.1.1. Signalizace TGF-f

Rodina gent Tgfb (transforming growth factor, beta) koduje signalizacni cytokiny
ovliviiujici mnoho signalnich drah (Massague, 2000).

mRNA genu 7gfb/ je u mysi exprimovana jiz v kardiogennim mezodermu v E7, po
vytvoreni srdecni trubice se v E8 jeho exprese v srdci omezuje na oblast endokardu a od E9,5
je jiz pouze v endokardu prekryvajicim ECC v atrioventrikularnim kanalu a OFT (Akhurst et
al., 1990). Kromé¢ toho byla mRNA Tgfbl detekovana také v endotelu velkych cév a
roztrousené v epikardu, zejména v oblasti sulcus atrioventricularis (Molin et al., 2003).
Delece genu 7gfb/ nema za nasledek vyvojové defekty, nicméné homozygotni mutantni mysi
umiraji pfiblizn€ tii tydny po narozeni v disledku multifokalniho zanétu (Shull et al., 1992).

mRNA Tgfb2 je také exprimovana jiZ v kardiogennich prekurzorech (Dickson ef al.,
1993). V linearni srde¢ni trubici je 7gfb2 exprimovan zejména v kaudalni ¢asti, rostralnim
smérem jeho exprese ubyva. Béhem E8,5 — E9,5 byl detekovan v myokardu a endokardu
atrioventrikularniho kanalu a OFT, zatimco exprese v sinich a komorach je nizka. Pozdéji je
exprimovan predev§im v mezenchymu ECC a déle ve strukturach z nich odvozenych. Také je
siln€¢ exprimovan v proepikardidlnim orgénu a pozdéji v epikardu, kde jeho exprese od E12,5
postupné klesa (Molin et al., 2003). Krom¢ toho je exprimovan v pfevodnim systému
srdeénim. Delece Tgfb2 je u myS$i perinatilné letdlni a projevuje se mnohocetnymi
vyvojovymi defekty, mimo jiné defekty IVS a remodelace velkych cév (Sanford et al., 1997)

Tegfb3 je v srdci vyznamnéji exprimovan az od E11,5 a to v hladkych svalovych
bunkach velkych cév a v epikardu (Molin et al., 2003). V E12,5 se ve sténé¢ velkych cév

objevuje také ve fibroblastech, v epikardu se omezuje na sulcus atrioventricularis a od E12,5
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je exprimovan také v ECC atrioventrikularniho kanalu a OFT. Tento expresni vzorec
pretrvava do E15,5, kdy je Tgfb3 exprimovan v chlopnich a vazivovém skeletu srdce. Mysi
s deleci Tgfb3 umiraji kratce po narozeni, maji rozstép patra a defektn¢ vyvinuté plice, ale
normalné€ vyvinuté srdce (Kaartinen ef al., 1995).

Z toho, Ze jsou geny Tgfb exprimovany zejména ve strukturach, které prochazi EMT,
1ze predpokladat, ze se ji také Gcastni. Pokusy s explantovanymi kufecimi proepikardialnimi
organy ukézaly, ze jak Tgfbl, tak Tgfb2 indukuji EMT (Olivey et al., 2006). To potvrzuje i
fenotyp delece Tgfb2, ktery v srdci ovlivituje struktury vznikajici procesem EMT (Sanford et
al., 1997).

Pienos signalu TGF-B zprosttedkovéavaji receptory se serin/threonin a tyrosin
kinazovou funkci, které po vazbe nékterého z ligandi TGF-f tvofi heterotetramerni komplexy
dvou receptort typu I a dvou receptort typu II (Heldin a Moustakas, 2016, Nickel et al., 2018).
Klicovym receptorem, ktery vaze ligandy z rodiny TGF-$, je TGFBR1 (transforming growth
factor, beta receptor I), a jeho spravnd funkce je nezbytnd pro spravny vyvoj
kardiovaskularniho systému (Larsson et al., 2001). Systémova delece genu 7gfbrl v mysSim
modelu je letalni do E11,5 a to v disledku defektni vaskularizace zloutkového vacku. Studie
jiného mysiho modelu, u kterého byla pouzita tkdnové podminénd delece Tgfbr!
v jednotlivych vrstvach srdecni stény (epikardu, myokardu a endokardu), ukdzala dalezitost
Tgfbrl pro indukci EMT v bunkach epikardu a endokardu (Sridurongrit et al., 2008).
TGFBR1 je nezbytny také pro spravné mezibunécné interakce epikardovych bunék
s myokardovymi bunkami, jak ukazuje fenotyp delece Tgfbrl v epikardu, kterd v mySim
modelu vede ke ztenceni myokardu a jeho defektni vaskularizaci. Studie endotelovych bunék
izolovanych z mySich embryi s deleci Tgfbrl ukazala, Ze tyto buniky nejsou v in vitro
podminkach schopny ménit svou migraci v odpoveéd’ na signalizaci TGF-B (Larsson et al.,
2001). Tkanoveé podminénd delece 7gfbr! v bunikach neurdlni liSty mySich embryi méla za
nasledek defekty OFT, zplisobené zvysenou apoptdzou (Wang et al., 2006).

V dospélém srdci je signalizace TGF-B spojena sremodelaci tkdn€, zejména
s akumulaci kolagenu, tedy fibrézou (Dobaczewski et al., 2011). V signaliza¢ni draze TGFf
se patrn¢ uplatiiuji také katepsiny (Flanagan-Steet ef al., 2018). Pokusy s mySim modelem
ukézaly, Ze katepsin S (kodovany genem Ctss) se podili na remodelaci tkdn€ (Pan ez al., 2012)

a angiogenezi (Shi ef al., 2003). Béhem embryonalniho vyvoje srdce je vSak signalizace TGF-
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B dilezita zejména pro spravny pritbéh EMT.

3.2.1.2. Wil

Wtl (Wilms tumor I homolog) je tumor supresorovy gen, ktery je ve vyvoji srdce
nezbytny pro vznik epikardu z PEO, kde je exprimovan od E9 (Moore et al., 1999). Bunky
z PEO putuji na povrch srdce a do E10,5 pokryvaji myokard komor a sini. Mezi E11,5a E12,5
dochazi k vycestovavani epikardialnich bunék do subepikardidlniho prostoru a dale do
myokardu. V E14,5 exprimuji WT1 vSechny buniky epikardu, individualni pozitivni buniky
byly detekovany také v IVS, subepikardidlnim prostoru a komorovém myokardu, zejména
v endotelovych bunkéch koronarnich cév a endokardu (Rudat a Kispert, 2012). Slaba exprese
byla detekovana také v kardiomyocytech, coz bylo potvrzeno v jiné studii, ktera ukazala, ze
bunky z epikardu, které exprimuji WT1, maji potencial pro diferenciaci v plné funkéni
kardiomyocyty (Zhou et al., 2008). Nicméné, studium osudu bun¢k pochazejicich z epikardu
za pomoci Cre-rekombindzy je problematické, protoZe pouZzité modely nejsou 100% ucinné
nebo pii jejich pouziti dochazi k nahodné rekombinaci (Rudat a Kispert, 2012). Kompletni
delece genu Wt je embryondlné letalni okolo E13, v dasledku kardiovaskularnich defekti.
Mutantni embrya maji srdce se ztencenou sténou komor, defektné se vyvijejicim epikardem,
subepikardem a koronarnimi cévami (Kreidberg et al., 1993, Wagner et al., 2005). Delece
Wtl v epikardu vede k embryonalni letalit¢ v E16,5 — E18,5 na nasledky srdecniho selhdni
(Martinez-Estrada et al., 2010). Ne¢ktera mutantni embrya méla tenc¢i srdecni st€nu pravé
komory s perikardidlni krvacenim a nebyly u nich vytvofeny koronarni cévy. WT1 je kliCovy
pro vytvofeni epikardu a koronarnich cév, je otdzkou, zda-li je zten¢eni myokardu u
mutantnich embryi ndsledkem nedostatecné vaskularizace nebo tim, Ze je epikard zdrojem

signalizace pro proliferaci kardiomyocyta.

3.2.1.3. Adaml10

Aktivita proteind, které jsou soucasti rodiny metaloprotedz zndmych pod anglickym
nazvem ,,a disintegrin and metalloprotease” (ADAM) zavisi na pfitomnosti zine¢natych
kationt (Zn?") slouzicich jako kofaktory (Blobel, 2005). Pravdépodobn& nejlépe
prozkoumanou funkci proteinli z této rodiny je proteolytické odstépeni extracelularnich
domén transmembranovych proteinti. OdStépené domény pak piisobi jako solubilni ligand a

mohou aktivovat jiné receptory a tim ovliviiovat buiiky na vétsi vzdalenost. Stépeny mohou
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byt 1 samotné receptory a to jak s aktivacnim tak s deaktivaénim ucinkem. Jednim z nejlépe
prostudovanych proteinti této rodiny je ADAMI10.

Delece genu Adam10 je u mysi embryonalné letalni v E9,5 (Hartmann et al., 2002).
Nejvétsi defekty méla mutantni embrya v oblasti srdce, jehoz vyvoj se zastavil ve stadiu
linerani srde¢ni trubice tésné po splynuti. Tkanove specificka delece v endotelovych bunkach
ma za nasledek bud’ embryonalni letalitu v E10,5, nebo mysi pifezivaji do dospélosti s
organove specifickymi defekty, v zavislosti na tom, doslo-li k deleci v E7,5 nebo okolo E12,5
(Alabi et al., 2016). Embryonaln¢ letalni delece Adam 10 v endotelovych buiikach se u mysi
projevuje defekty ohybani srdecni trubice a krevniho prutoku. Histologickd analyza
embryonalnich srdci ukéazala, ze v E9,5 nebyl iniciovan proces EMT a v E10,5 byly $patné
vyvinuté trabekuly. Stejné tak in vitro kultivace srdec¢ni tkané izolované z mutantnich embryi
ukazala, ze ADAMI10 je nutny k iniciaci EMT. Ve vSech zminénych studiich bylo ukazano,
ze delece genu kodujiciho ADAMIO0 je nutnd pro spravnou aktivaci signalizace Notch, ktera

je nezbytna pro spravny vyvoj srdce (Niessen a Karsan, 2008).

3.2.14. Vegfa

Vaskularni endotelovy rustovy faktor A je nejvyznamnéj$im a pravdépodobné nejlépe
prostudovanym c¢lenem rodiny VEGF, ktera zahrnuje také placentarni ristovy faktor (PLGF,
placental growth factor), VEGFB, VEGFC a VEGFD (Holmes a Zachary, 2005). Jejich funkci
zprostiedkovavaji tyrosin kindzové receptory. VEGFA se vaze k receptorim FLT1 (FMS-like
tyrosine kinase 1, jinak nazyvany také VEGFR1) a KDR (kinase insert domain protein
receptor, jinak také VEGFR2). VSechny VEGF proteiny jsou schopné regulovat angiogenezi,
VEGFA je nezbytny pro embryonélni vyvoj a uplatituje se také pti patologickych procesech.

Pomoci vlozeni reportérového genu pro P-galaktozidazu za sekvenci Vegfa byla
prostudovana jeho exprese béhem embryondlniho vyvoje mysi. VEGFA je exprimovan jiz
v E4, v primitivnim endodermu blastocysty, a az do E7,5 je pfitomen pouze
v extraembryondlnich tkanich (Miquerol et al., 1999). V této dobé probihd vaskularizace
zloutkového vacku. Vaskularizace samotného embrya zacind mezi E8 a E9, coz je také doba,
kdy se objevuje VEGF v embryonalnim endodermu. Od E8,5 je siln€ exprimovan v myokardu
a ¢asti endokardu. V E9 exprimuje VEGF endokard celé srde¢ni trubice, ale jiz v E9,5 je jeho
exprese v endokardu omezena na oblasti OFT a atrioventrikularniho kanalu. V buiikdch ECC,

které proSly EMT jiz exprimovan neni. Po vytvoteni chlopni a ECC pfetrvava endokardova
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exprese VEGF v OFT a ve vystupu aorty. V E14,5 je VEGF siln¢ exprimovan v komorach a
slabé&ji v sinich, v kompaktnim myokardu i v trabekulech.

Vyznam VEGF pro vyvoj embrya ukazuje delece jediné alely Vegfa, kterd vede
k embryonalni nekroze, abnormalné vyvinutym cévam a letalit¢ do E12 (Carmeliet ef al.,
1996). V homozygotnim stavu ma delece za nasledek vyraznéjsi defekty stejného typu.
Podminéna delece Vegfa tizend Mlc2v-Cre, markerem komorovych kardiomyocytl, je také
embryonaln¢ letalni, a to okolo E15,5 avSak s variabilni penetranci, 60 % mutantnich potomkt
se dozivalo dospélosti (Giordano et al., 2001). Srdce mutantti méla dilatované komory s tenci
sténou a snizenou kontraktilitou.

Podobné 1 zvySeni exprese VEGFA vedlo k embryonalni letalit€¢ mezi E12,5 a E14,5
v disledku srde¢niho selhani (Miquerol et al., 2000). Srdce téchto embryi byla abnormalné
velkd s tenkou sténou komor a vétSim mnozstvim trabekul naruSujicich mezikomorové
septum.

Piisné€ regulované dynamické zmény v expresi VEGF naznacuji, Ze by mohl regulovat
vice procesti. Béhem vyvoje mysiho srdce je exprese VEGF v myokardu atrioventrikularniho
kanalu zvySena kratce po zacatku tvorby ECC, tedy v E10,5, a buiky, které prosly EMT,
neexprimuji receptory pro VEGF, FLT1 a KDR (Dor et al., 2001). In vitro experimenty
s explantaty z atrioventrikuldrniho kanalu ukazaly, Ze VEGF inhibuje EMT, a toto zjisténi
bylo potvrzeno také in vivo. U ptiblizné poloviny embryi, kterym bylo indukovano pfedcasné
navySeni exprese VEGF v myokardu o jeden den, tedy v E9,5, nedoSlo k osidleni ECC
bunikami jak v atrioventrikuldrnim kanalu, tak v OFT. Velka ¢ast indukovanych embryi navic
mela nékolikavrstevny endokard, pravdépodobné v dusledku toho, Ze si endokardové bunky

ponechaly vlastnosti epitelu.

3.2.1.5. Kdr

Delece KDR je embryonalné letalni, a to do E10,5 (Shalaby et al., 1995). V E9,5 byla
mutantni embrya mensi, ale ne vyvojové opozdénd, méla rozsitenou perikardovou dutinu a
zcela jim chybéla organizovand vaskularni sit, coZ je moznda pfi¢ina nekrozy, kterd byla
detekovdna pomoci histologie. V E7,5 je KDR exprimovan v mezenchymovych shlucich
predstavujicich zaklady krevnich ostrivki, ty ale chybi u embryi homozygotnich pro deleci
KDR. In vitro pokusy s mySimi embryonalnimi kmenovymi bunikami ukazaly, Ze z bunck

exprimujicich KDR mohou vznikat nejen endotelové buriky, ale také kardiomyocyty a bunky
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hladké svaloviny cév (Kattman et al., 2006).

3.2.1.6. Flt1

Hlavni funkci FLT1 je pravdépodobné negativni regulace KDR, protoze se siln¢ vaze
k VEGFA, ale jeho kindzova aktivita je slabd (Koch a Claesson-Welsh, 2012). Béhem
embryonalniho vyvoje mysi byla mRNA Flt] detekovana v obdobi organogeneze (E9,5 —
E12,5), v obdobi rtstu (E14,5 — E16,5) dochézi k poklesu jeho exprese, po narozeni je jeho
exprese opét silna (Peters et al., 1993). Jeho delece ma za nasledek embryondlni letalitu do
E11,5, ale jiz v E9 vykazuji mutantni embrya opozdény vyvoj (Fong et al., 1995).
Diferenciace endotelovych bun€k nebyla deleci F/¢/ naruSena, ale misto normélnich cév se
jak v extra-, tak v intraembryonélnich strukturdch, vyvijely velké cévy s vlozenymi shluky
endotelovych bun¢k. Navic nebyly detekovany zadné defekty vaskularizace u mysi, které
exprimovaly FLT1 s deleci kindzové domény (Hiratsuka et al., 1998). Pravdépodobny t¢inek
FLT1 na angiogenezi nejspiSe spociva v jeho inhibici signalizace VEGFA pies KDR (Kappas
et al., 2008). In vitro pokusy s cévami odvozenymi od embryonélnich kmenovych bunck
potvrdily vysledky in vivo analyz, tedy ze delece FltI ma za nasledek zvySenou proliferaci
endotelovych bunék a snizuje jejich schopnost organizace do cévni sit€. mRNA Flt] existuje
ve dvou sestfihovych variantach, které se piekladaji do solubilni (sFLT1) a membranové
(mFLT1) formy receptoru (Shibuya, 2006). Indukce sFLT1 i mFLT1 &asteéné obnovuje
normalni fenotyp, pokud jde o proliferaci endotelovych bunék (Kappas et al., 2008). VEtveni
cévni sité ale bylo 1épe obnoveno po indukei sFLT1. Uvedené vysledky naznacuji, Ze by FLT1
mohl plnit funkci inhibitoru signalizace VEGFA a tim ji modulovat pro zajisténi spravného

vyvoje cév.

3.2.1.7. Efnb2

Ephrin B2 (kédovany genem Efnb2) je transmembranovy ligand vaZzici tyrosin
kinazové receptory (Pasquale, 2008). V mysich embryich je jiz od E8,25 siln¢ exprimovan
v zadnim mozku a somitech, slabsi exprese byla detekovana také v srdci a v aorté (Wang et
al., 1998). Jeho delece méd za nasledek embryondlni letalitu okolo E11. Ve Zloutkovych
vaccich wt (divoky typ, z anglického wild type) embryi se v E8,5 formuje primarni pletenec
vlase¢nic a od zacatku vykazuje bilateralni rozdé€leni na Cast tepennou, kterd exprimuje Efnb2

a Cast zilni, ktera exprimuje jeho receptor Ephb4 (Eph receptor B4). Delece Efnb2 ma
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za nasledek defekty vaskularizace zloutkového vacku, v tepenné i v zilni ¢asti cévniho
systému, a v oblasti hlavy. Také byl detekovan Spatny vyvoj trabekul v srde¢nich komorach.
Delece Efnb?2 specificka pro endotelové a endokardové buiiky se projevuje stejnymi defekty
jako globalni delece (Gerety a Anderson, 2002), coz naznacuje, Ze je jeho exprese nutna
predevsim v téchto buiikach. Spravna funkce EFNB2 je nezbytna pro aktivaci membranovych

receptorti odpovidajicich na VEGF (Wang et al., 2010, Sawamiphak et al., 2010).

3.2.1.8. Itgav

Integrin a V kodovany genem [ltgav patii do rodiny integrinti, které slouzi jako
receptory pro bunéénou adhezi (Barczyk ef al., 2010). Mysi embrya s deleci /tgav se vyvijeji
normalné az do E9,5 (Bader et al., 1998). V pozd¢jsich stadiich jsou mutantni embrya rastové
opozdéna a ¢ast z nich ma otok perikardu. V E11,5 mélo 80 % mutantnich embryi vazné
defekty vaskularizace nebo jiz byly absorbované. Zbyvajicich 20 % se narodilo s vaznym
krvacenim do mozku a umiralo perinatalngé. Myokard mutantnich embryi byl ztenceny a
trabekuly tvofily méné komplexni strukturu. Dalsi studie ukézaly, Ze delece ltgav vede
k porusené¢ komunikaci endotelovych bunék s okolnimi buitkami, coz je pravdépodobné
pri¢inou snizené integrity cév (McCarty et al., 2002). ltgav tedy pravdépodobné neni nezbytny

pro vyvoj cév, ale pro jejich spravnou funkci ve vztahu k okolnim tkanim.

3.2.1.9. Bazlb

Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B (Bazlb) koduje transkripéni faktor
Williamsova syndromu (WSTF, Williams syndrome transcription factor), ktery je soucasti tfi
chromatin-remodelujicich komplexii: WINAC, B-WICH a WICH (Barnett a Krebs, 2011).
WSTF ma dvoji tlohu: remodelaci chromatinu a kovalentni vazbu k histoniim. Je jednim
z gen, které se nachazi v oblasti, jejiz delece v heterozygotnim stavu je ddvana do souvislosti
s Williamsovym syndromem (Lu et al., 1998). Pacienti s touto poruchou maji typické rysy
v obli¢eji, které byvaji oznaCovany za elfi, vyrazné sniZenou inteligenci a pfestoze jsou
typicky hypersociélni a povidavi, velka ¢ast z nich splituje diagnosticka kritéria pro izkostnou
poruchu (Collins, 2013). Nejcastéjsi pricinou smrti téchto pacientli jsou kardiovaskuldrni
defekty. Strukturni abnormality kardiovaskularniho systému se vyskytuji pfiblizné u 80 %
pacientl s Williamsovym syndromem. Nejcastéji jde o zuZeni aorty v oblasti nad chlopnémi

a plicni tepny, vzacngji se ziZeni tepen vyskytuje jinde, napf. na koronarnich tepnach ¢i
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v sestupné Casti hrudni aorty. U ¢asti pacientd se vyskytuji i defekty mezikomorového septa,
zejména v jeho svalové Casti, a defekty chlopni.

Snizené exprese Bazlb v prekurzorech neuronti méla na zmény v transkripci podobny
efekt jaky byl pozorovan v buiikéch izolovanych od pacientli s Williamsovym syndromem
(Lalli et al., 2016). Hlavni zménou byla deregulace signalizace Wnt, ktera hraje velmi
dualezitou roli pti vyvoji srdce (Marvin et al., 2001). Pokusy s zabimi embryi prokazaly, ze je
Bazlb dulezity pro migraci a pteziti bun€k z neurdlni listy (Delorme et al., 2016), ktera je
zdrojem bunék dulezitych pro spravné dokoncéeni vyvoje srdce (Jiang et al., 2000). Skupina
studujici vliv delece Bazlh na embryondlni vyvoj mysi, véetné defektd srdce, své ¢lanky
stdhla, nicméné 1 pfes chybégjici validni data se lze domnivat, Ze Baz/bh ma vliv na vyvoj

velkych cév.

3.2.1.10. Cxadr

Coxsackievirus and adenovirus receptor (CXADR) je transmembréanovy protein, ktery
zprostiedkovava infekci coxsackie virt skupiny B (Bergelson ef al., 1997, Tomko et al.,
1997). Béhem embryonalniho vyvoje mysi je siln€¢ exprimovan ve vyvijejici se centralni
nervové soustaveé, v perifernich nervech, srdci a endotelovych buikdch riznych organt
(Tomko et al., 2000, Dorner et al., 2005). V endotelovych bunikach byl detekovan i
v dospélosti. Experimenty se srdcem potkana ukézaly, Ze jeho exprese po narozeni klesa
(Kashimura et al., 2004). Zatimco u novorozencii byl lokalizovan na celém povrchu
kardiomyocytl, s postupujici polarizaci kardiomyocyti zustdval CXADR lokalizovan
na polech bunck, kde byly bunécné spoje. V dospélém srdci byl tedy lokalizovan predevsim
v misté interkalarnich diskii, kde byl koexprimovan s konexinem 43 (CX43, connexin 43).
Cozje v souladu s jinou studii ukazujici lokalizaci CXADR v oblasti tésnych bunécnych spojt
(Cohen et al., 2001). Delece Cxadr ma u mysi za nasledek embryonalni letalitu mezi E11,5 a
E13,5 (Dorner et al., 2005). Mutantni embrya m¢la otok perikardu, mensi lumen komor,
zvétsené endokardové polstare a dilatované velké cévy, avSak zmény v poctu proliferujicich
nebo apoptotickych bun€k nebyly detekovany. Myofibrily v kardiomyocytech vSak byly
Spatné organizovany, svazky byly mensi a krat$i nez v kardiomyocytech w¢ embryi. Také
morfologie mitochondrii byla zménéna, v kardiomyocytech mutantnich embryi byly
mitochondrie velké prstencovité. Myofibrily kardiomyocytli se upinaji do mezibunécnych

spoju (Atherton a Behnke, 1988), je tedy mozné, Ze Cxadr je nezbytny pro spravnou tvorbu
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spoju a tim padem organizaci myofibril, coZ ma zasadni vliv na funkci kardiomyocyta a tim

1 celého srdce.

3.2.1.11. Pdgfra

Platelet derived growth factor receptor alpha (PDGFRa), kodovany genem Pdgfra, je
jednou ze dvou receptorovych podjednotek (PDGFRa a PDGFR), které v reakci na vazbu
ligandu tvofi homo- nebo heterodimery a procesem autofosforylace tyrosinovych zbytkl
slouzi pro vazbu adaptorovych proteint, které pak iniciuji pfenos signalu (Hoch a Soriano,
2003, Andrae et al, 2008). Ligandy, které se vazi na extracelularni doménu
transmembranového receptoru, jsou Ctyii: PDGF-A, -B, -C a —D. Signalizace PDGF ma vliv
na proliferaci, migraci a pfeziti bunék. PDGFRa je nezbytny pro embryonalni vyvoj, jeho
delece je embryonalné letalni ve dvou fazich (Bax et al., 2010). Pfiblizn¢€ 60 % embryi umira
v E8,5, zbyvajici embrya prezivaji do E16,5. Moznou pfic¢inu imrti v prvni viné ptedstavuje
defekt tvorby srdecni trubice (Bloomekatz ef al., 2017). Pouziti reportérového zeleného
fluorescen¢niho proteinu ukdzalo, Ze je PDGFRa exprimovan v E9,5 v PEO a zilnim pdlu
sinus venosus, roztrousené pozitivni buiiky byly detekovany i v myokardu sini a komor
(Gallini et al., 2016). V E10,5 je exprimovan ve velkych cévach vcetné jejich chlopni, SAN,
buitkdch mesenchymové Cepicky mezisiiového septa a ECC v atrioventrikularnim kanalu
1 OFT. V sinich a komorach jiZ v tomto stadiu exprimovan neni. Takova exprese pietrvava az
do E14,5.

Embrya s deleci genu Pdgfra, maji abnormalni orientaci plicni Zily, kratSi chlopné a
mensi mezenchymovou cCepicku na mezisinovém septu, kterd pozdéji neflizovala s ECC
v atrioventrikularnim kanalu, coz bylo pfic¢inou defektu septace (Bax et al., 2010). V E9,5 byl
zmenSeny PEO, v pozd¢j$im vyvoji, bylo zjisténo odlouceni epikardu od myokardu a nebyly
detekovany vcestované buiikky odvozené z epikardu.

U kufecich embryi, kterd jsou Casto pouzivana pro studium PEO, bylo zjisténo,
ze mechanickd inhibice migrace bunék z PEO ma stejny efekt na vyvoj epikardu jako
chemickd inhibice signalizace PDGF, tedy chybé&jici subepikardovou vrstvu
mezenchymovych bunék (Bax ef al., 2009).

K vyvoji velkych cév pfispivaji také builky odvozené ze srde¢ni neurdlni liSty
(Miyagawa-Tomita et al., 1991), Wntl-Cre tizend delece Pdgfra je perinatiln¢ letalni a

projevuje se defekty oblouku aorty a mezikomorového septa a véznymi rozStépy patra

22



(Tallquist a Soriano, 2003). Mezi defekty remodelace velkych cév byl detekovan napf.
perzistujici truncus arteriosus a dvojodtokova LV. Nebyla vSak zjisténa pticina defektq,
protoze diferenciace do hladkych svalovych bunék, migrace, proliferace i apoptdza byly beze

zmény. Uvedené vysledky ukazuji, ze PDGFRa je dilezity zejména pro proces EMT.

3.2.1.12. Cx43

Konexin 43, znam také jako GJA1 (gap junction protein alpha 1), patfi do rodiny
konexinll z nichz 3 (CX43, CX40 a CX 45) jsou exprimovany v kardiomyocytech (Gros et
al., 2004). CX43 je hlavni konexin sav¢iho srdce, kromé SAN, AVN, Hisova svazku a
proximalnich ¢asti ramének prevodniho systému je uniformné exprimovan ve vSech ¢astech
srdce. Mysi s deleci genu Cx43 umiraji kratce po porodu na uduseni zplsobené obstrukci
odtokové Casti RV (Reaume ef al., 1995). Ackoli je Cx43 exprimovan v celém srdci, defekty
spojené s jeho deleci jsou omezené na ¢ast spojujici OFT a RV. To je zpiisobeno opozdénym
pribéhem ohybani srdce mutantnich embryi, které vede k nesprdvnému prostorovému
umisténi RV ve vztahu k OFT (Ya ef al., 1998). Kromé toho bylo ukdzano, ze CNCC, které
ptispivaji k remodelaci OFT, exprimuji Cx43 (Lo et al., 1997) a delece Cx43 v neuralni listé
ma za nasledek narusenou migraci CNCC do srdce a tedy defekty OFT (Liu et al., 2006).

Bé&hem raného embryondlniho vyvoje, v obdobi, kdy myokard siln¢ exprimuje Cx43 1
Cx40, neméa delece Cx43 vliv na rychlost vedeni signalu myokardem (Vaidya ef al., 2001).
V pozdégjsich stadiich, kdy klesa exprese Cx40, a tedy vzrista vyznam Cx43, dochazi v srdci
k vyznamnému sniZeni rychlosti vedeni signalu. V E16,5 je pokles jest¢ omezen na RV, a
od E18 jiz postihuje obé komory. V heterozygotnim stavu ma delece Cx43 za nésledek
snizenou rychlost vedeni signalu pouze v RV 1 po porodu. Pro studium role CX43 v srdcich
dospélych mysi byla pouzita podminéna delece Cx43 tizena a-Mhc-Cre, ktera vedla k letalité
do dvou mésicti po porodu v diisledku néhlé spontanni arytmie (Gutstein et al., 2001). Srdce
my$i s podminénou deleci Cx43 byla nachylna k arytmii a méla sniZenou rychlost vedeni

signalu.

CX43 je tedy nezbytny pro spravné ohybdni srdecni trubice, komunikaci CNCC

migrujicich do OFT a pienos signalu v srdci dospé€lych jedinci.
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3.3. Hypoxii indukovany faktor 1
Hypoxii indukovany faktor 1 (HIF-1, Hypoxia-inducible factor 1) je hlavnim
regulatorem odpovéedi na hypoxii. Skladé se ze dvou podjednotek HIF-1a a HIF-1p, které jsou
kédovany geny Hifla, respektive Hif1b. Ob¢ podjednotky jsou exprimovany konstitutivng,
ale stabilita podjednotky HIF-la je regulovdna pfitomnosti kysliku (Kaluz et al., 2008).
V normoxickém prostiedi je HIF-1a degradovan, jak ukazuje schéma na obrazku ¢.8. Nejdiive

jsou pomoci proteini s prolyl hydroxylazovou doménou (PHD) hydroxylovany

Normoxie Hypoxie

DO D

cytoplasma

Degradace

Obrazek ¢. 8: Regulace HIF-10 pFritomnosti kysliku.

V podminkéach normoxie, tedy za pfitomnosti kysliku, je HIF-1a rozpoznavan
proteiny s prolyl hydroxylazovou doménou (PHD), které hydroxyluji proliny

v degradac¢ni doméné zavislé na kysliku. Hydroxylované proliny (OH) jsou
rozpoznavany von Hippel-Lindauovym proteinem (VHL) a ubiquitinovany (Ub).
Ubiquitinace oznacuje HIF-1a pro degradaci v proteazomu. V hypoxickych
podminkach nedochézi k hydroxylaci a ob& podjednotky, HIF-1a a HIF-1f jsou
transportovany do jadra, kde tvoii dimer rozpoznavajici HRE sekvenci na DNA (tzv.
hypoxia-responsive element) a plni funkci transkripéniho faktoru. Upraveno podle
(Ruthenborg et al., 2014)
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Obrazek ¢.9. Delece Hifla.
Srovnani wt embrya (+/+) a
zivého embrya s deleci genu
Hifla (-/-) v E10 (A) ukazuje
defektni vyvoj mutantnich
embryi, véetné opozdéného ristu.
Detailni zobrazeni mutantnich
embryi (B,C) ukazuje spektrum
defektd zahrnujici otok perikardu
(PS, pericardial sac), Spatn¢
stocené srdce (H, heart), defektni
VYVO0j nervove soustavy:
neuralnich vali (NF, neural folds)
a zadniho mozku (HB, hindbrain)
(Iyer et al., 1998).

proliny v oblasti degradacni domény zavislé
na kysliku. Hydroxylované proliny pak rozpoznava
von Hippel-Lindau protein (VHL), ktery plni funkci
E3 ubiquitin ligdzy a zna¢i HIF-la pro degradaci
v proteazomu 26S. V hypoxickych podminkéach
nedochazi k hydroxylaci, obé podjednotky jsou
translokovany do jadra, kde tvoii heterodimer, vazi se
na HRE useky DNA (z anglického hypoxia-
responsive elements) a aktivuji transkripci gent
ucastnicich se odpovédi na hypoxii. HIF-1 reguluje
nékolik set gend, mnohé z nich nepiimo (Semenza,
2011). Mezi hlavni procesy regulované signalizaci
HIF-1 patii prechod z oxidativni fosforylace na
glykolyzu, angiogeneze, erytropoéza a prezivani
bun¢k. HIF-1 reguluje také geny dilezité pro vyvoj
srdce, napt. Mef2c, Thx5, Nkx2-5, Isll, Gata4, Vegfa,
Wtl, Tgfbl, Pdgfra a Cx43 (Krishnan et al., 2008,
Yuan et al., 2017, Nagao et al., 2008, Manalo et al.,
2005, Wagner et al., 2003, Han et al., 2013, Chang et
al., 2018, Tittarelli et al., 2015)

3.3.1. Vliv HIF-1 na vyvoj srdce

Fakt, Ze funk¢ni dimer proteintt HIF-1a a HIF-
1B je lokalizovan v jadre, je tfeba zohlednit pfi studiu
jeho funkce v srdci. Nuklearni lokalizace proteinu
HIF-1a je v mySim embryondlnim srdci detekovana
od E8 (Krishnan et al., 2008). V E9,5 starém embryu
je nuklearni lokalizace proteinu HIF-la uniformné
detekovana v myokardu komor, sini i OFT, ale ne
v perikardu (Menendez-Montes et al., 2016). Béhem
dalsiho vyvoje, v E10,5 — E11,5, je jeho lokalizace v

jadite  postupné omezovana v trabekulech,
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v kompaktnim myokardu klesa az v E14,5. V tomto stadiu je v jadrech v ojedinélych shluk
bunék v kompaktnim myokardu a IVS. Podle jiné studie je vSak v E9,5 HIF-1a téméf vylucné
v cytoplasmé a v jadie je detekovan az v pozd¢jSich vyvojovych stadiich (v E12,5 a E14,5),
ovSem pouze na rozhrani kompaktniho myokardu a trabekul (Guimaraes-Camboa et al.,
2015). S tim, jak postupuje vaskularizace myokardu, mizi i exprese HIF-1a a zaroven piestava
byt transportovan do jadra. Rozdily mezi vysledky jednotlivych studii mohou byt dany tim,
ze HIF-la je znamy pro svou komplikovanou detekovatelnost imunohistochemickymi
metodami. Je vSak ziejmé, Ze s postupujicim vyvojem cévniho systému vyznam HIF-1a klesa.
Pokusy s deleci genu Hifla ukazuji jeho nezbytnost pro sprdvny vyvoj srdce v ¢asnych
stadiich.

Globalni delece Hifla (Hifla”) byla vytvofena nahrazenim exonu 2, ktery kéduje
bHLH doménu majici hlavni podil na vazbé k DNA, genem pro rezistenci k neomycinu
(Compernolle ef al., 2003, lyer et al., 1998, Kotch et al., 1999). V homozygotnim stavu je
delece Hifla embryonalné letalni do E10,5 v diisledku kardiovaskularnich defektii (obrazek
¢.9) (Iyer et al., 1998), které zahrnuji celé spektrum od $patné vytvorené srdecni trubice, coz
vede ke vzniku cardia bifida, po defektni proces ohybani srdecni klicky a tedy abnormalni
morfologii komor (Compernolle et al., 2003). Jina studie ukazala, ¢ myokard Hifla”
vyvijejiciho se srdce je hyperplasticky (Iyer ef al., 1998). Kromé toho maji mutantni embrya
defekty nervové trubice a zabernich oblouk, pfic¢inou je pravdépodobné zvySena apoptoza a
naruSend migrace buné¢k z neuralni liSty. V heterozygotnim stavu nema delece Hifla na
embryonalni vyvoj vliv, Hifla™~ embrya se morfologicky nelisi od wt embryi. Stejné tak i
embrya s deleci Hifla specifickou pro kardiomyocyty (Mlc2v-Cre/Hifld""*%) se vyvijeji
normdln¢ (Huang et al., 2004). AvSak kombinace této tkanovée specifické delece s globalni
deleci, tedy tkanové specificka delece na pozadi globalni heterozygotni delece (Mlc2v-
Cre/Hifla"), je embryonalné letalni do E12 (Krishnan et al., 2008). Podobné jako embrya
s Uplnou deleci, maji tato embrya defekty ohybani srde¢ni klicky a hyperplasticky myokard.
Detekovand zvySend exprese mRNA gent dilezitych pro priichod bunéénym cyklem a
snizend mRNA inhibitordt bunéné¢ho cyklu naznacuje roli signalizace HIF-1 v regulaci
bunécné proliferace. U dalsiho mySiho modelu vyuzivajici tkdnove specifické delece v srdci
v kombinaci s globalni deleci Hifla (Nkx2-5-Cre/ Hifla’*) probéhla delece i¢inné pouze u

73 % mutantnich embryi, ta neptezivala E17,5 (Guimaraes-Camboa et al., 2015). Na rozdil
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od vyse zminénych studii méla embrya Nkx2-5-Cre/ Hifla™"*

, u kterych prob¢hla uc¢inna
delece, kromé defekt IVS, které v piredchozich studiich nemohly byt detekovany z divodu
letality pfed ukoncenim septace, také hypoplasticky myokard v disledku snizené proliferace
kardiomyocytl. Tyto protikladné vysledky by mohly byt dany druhem pouzité nulové alely.
Mysi modely s hyperplastickym myokardem vyuzivaji pro globalni deleci Hifla"™"/* ktera
je ve vsSech buiikkach pochazejicich ze zygoty, ovliviiuje tedy jak embryonalni, tak
extraembryonalni tkan. Naproti tomu model s hypoplastickym myokardem vyuziva pro
vytvoreni nulové alely Meox2-Cre, pomoci néhoz je Hifla deletovan v epiblastu, to znamena,
Ze neovliviiuje extraembryonalni tkdné (Tallquist a Soriano, 2000). Mysi embrya exprimujici
v endotelovych buiitkach dominantn€ negativni mutaci, kterd inhibuje signalizaci fizenou jak
HIF-1, tak HIF-2 neptezivaji E11,5 (Licht et al., 2006). Mutantni embrya maji ztenceny
myokard a Spatn¢ vyvinuté trabekuly, jde tedy o dalsi ptiklad naruseni signalizace HIF-1
majici za nasledek hypoplasii myokardu. Tyto studie naznacuji, ze pro vyvoj srdce je dulezita
také komunikace intraembryonélnich a extraembryonalnich tkéni.

Delece genu Vhl, ktera vede ke zvysené stabilité¢ proteinu HIF-1a, je embryonalné
letalni mezi E10,5 a E12,5 v dasledku defektniho vyvoje placenty (Gnarra et al., 1997).
Zpozdéni Gcinku delece VAl pomoci indukce tamoxifenem v E10,5 vedlo ke zpozdéni letality
(Hong et al., 2006). Mutantni embrya umirala mezi E14,5 a E15,5, pravdépodobné v dasledku
posSkozené cévni sit¢ zloutkového vacku, a vykazovala silné krvaceni, jaterni nekrézu a
rozSifené cévy.

Tyto experimenty ukazuji nejen to, Ze aktivni signalizace HIF-1 je nezbytna pro

embryonalni vyvoj, ale také to ze jeji nadmérna aktivace ma za nasledek embryonalni letalitu.

3.3.2. HIF-1 v dospélém srdci

V dobfte prokrveném srdci, které neni vystaveno hypoxii, vyznam signalizace HIF-1
klesa, ale nezanika, jak ukazuji studie zmény exprese Hifla v dosp€lém srdci. Specificka
delece Hifla v kardiomyocytech mé negativni vliv na kontraktilitu a expresi gent dalezitych
pro metabolismus glukozy (Huang et al., 2004). Konstitutivné navySena exprese Hifla v srdci
naopak vede k navySeni vyuziti glukozy a kardiomyopatii u starnoucich mysi (Holscher et al.,
2012). Zmény v metabolismu glukézy a srdecnich funkcich jsou detekovatelné uz tfi dny po
aktivaci exprese transgenu kodujiciho stabilni protein HIF-1a (Bekeredjian et al., 2010).

Uvedena studie zaroven ukazuje, Zze zmény zpiisobené kratkodobym zvySenim exprese HIF-
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la jsou reverzibilni. Dal§i moznosti, jak konstitutivné zvysit stabilitu proteinu HIF-la v
kardiomyocytech, je tkanové specifickd delece genti Phd2 a Phd3, nebo delece genu Vhl
(Moslehi et al., 2010, Lei et al., 2008). Oba tyto mysi modely vykazuji srde¢ni dysfunkci,
predcasnou imrtnost a v souladu s vySe uvedenymi studiemi u nich bylo potvrzeno hromadéni
glykogenu a lipidi. Ackoli je zdravé dospélé srdce dobie zasobeno kyslikem a jako
energeticky substrat vyuziva pfevazné volné mastné kyseliny, je ziejmé, ze zachovani
schopnosti vyuzivat glukézu je pro jeho spravnou funkci nezbytné. Nadmérné vyuzivani
gluk6zy ma vSak na srde¢ni funkci také negativni vliv. Dosavadni poznatky naznacuji, ze HIF-

la ma v procesu zachovani metabolické rovnovéhy klicovou tlohu.

3.4. Perinatalni zmény v srdci

Fetalni srdce se od dospélého vyznamné lisi, béhem maturace tkdni dochazi ke
zménam v energetickém metabolismu a v morfologii kardiomyocytl, které zajistuji
maximalni efektivitu pfi vyuziti zvySeného piijmu ATP. Soucasné poznatky naznacuji, ze
hlavnim reguldtorem téchto zmén by mohl byt HIF-1 (Iruretagoyena et al., 2014, Menendez-
Montes et al., 2016). Dospéla srde¢ni svalovina kombinuje vlastnosti pfi¢né pruhovanych a
hladkych svalovych bunék, takze mize pracovat rychle a bez nutnosti odpocinku. Dospélé
kardiomyocyty na rozdil od kosterni svaloviny netvofi soubuni, misto toho maji jedno az dvé
jadra v disledku nedokoncené¢ho bunééného déleni. Kontraktilni proteiny jsou vSak
v cytoplasmé organizovany do sarkomer, které se na histologickych preparatech jevi jako
pficné pruhovani.

Béhem embryonalniho vyvoje jsou v kardiomyocytech myofibrilarni proteiny
neuspofadané a mezibunécéné spoje obklopuji bunky po celém jejich obvodu (Hirschy et al.,
2006). Po porodu jsou mezibunétné spoje organizovany v mistech pfipojeni myofibrilarnich
proteint, které jsou organizovany podél dlouhé osy bun€k. Dochézi také k proméné izoforem
proteinti sarkomer, ktera souvisi se zvysenou citlivosti k pfenosu signdlu pomoci Ca*" a
zvysenou efektivitou stahu (Siedner et al., 2003). U mysi roste citlivost k Ca?" jiz b&hem
druhého embryonélniho tydne a pravdépodobné souvisi zejména se zménou izoforem
troponinovych proteinl. Zména kosterni izoformy troponinu (Tn) T na srdec¢ni probiha
ptedevsim pted E16,5, kdy jiZ srde¢ni forma pfevlada. Naproti tomu zména kosterni izoformy
Tnl na srdecni izoformu probiha az v obdobi okolo porodu. Podobné¢ je B izoforma tézkého

myosinového fetézce (MHC, myosin heavy chain), kterd pfevlada v obdobi okolo porodu,
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nahrazena izoformou a-MHC a celkovy pomér myosinovych proteinti k aktinovym se po
porodu zvysuje. Moznou souvislost téchto zmén se signalizaci HIF-1 naznacuje studie
ukazujici, Ze in vitro kultivované kardiomyocyty vystavené hypoxii nebo farmakologickému
stabilizatoru HIF-10 vykazuji zvySenou expresi genu Myh?7, ktery kéduje B-MHC (Bino et al.,
2017). Tento efekt navic chybi v bunkach postradajicich HIF-1a.

Cinnost vlaken obsahujicich a-MHC je rychlejsi, neZ u vlaken s B-MHC (Galler et al.,
2002) a také vyzaduje vétsi mnozstvi ATP (Wang et al., 2013). VEtsi spotiebu ATP umoziuje
ptechod na oxidativni fosforylaci, kterd vyuziva predevsim lipidy a produkuje vic energie.
Embryonélni metabolismus je relativné neprobadana oblast, nicméné nékolik studii bylo
provedeno a za hlavni zdroj energie pro embryo je povazovana glykolyza, protoze vyvoj
probiha v relativné hypoxickém prostiedi (Jauniaux et al., 2001, Rodesch et al., 1992). Béhem
prvnich fazi vyvoje vyuzivd embryo jako hlavni zdroj energie pyruvat a glykolyza neni
detekovatelna (Houghton et al., 1996). Ve stadiu blastocysty nartistd spotieba kysliku, coz je
pravdépodobné impulsem pro zahdjeni aerobni glykolyzy a omezeni spotfeby pyruvatu. Tato
zména metabolismu na glykolyticky vede k normalizaci spotteby kysliku a chrani tak embryo
pted nefyziologickou hypoxii. Béhem embryondlniho vyvoje se vSak i nadéle uplatiiuje i
fyziologick4 hypoxie, omezena na urcité oblasti, jako je napiiklad nervova trubice nebo srdce
(Lee et al., 2001). Glykolyza by ale mohla mit i jiny vyznam, neZ je jen ochrana pied hypoxii.
Je znamo, Ze vysoce proliferujici rakovinné builkky vyuZzivaji aerobni glykolyzu 1 v dobfe
cévné zasobenych nadorech (Bartrons a Caro, 2007, Vander Heiden et al., 2009). Jde o
energeticky méné vyhodnou strategii, nicméné proliferujici buiiky nepotiebuji pouze ATP,
ale také stavebni material (Vander Heiden et al., 2009). VyuZiti aerobni glykolyzy umoziuje
presmérovani casti uhlovodikii do jinych metabolickych drah, které zajistuji syntézu
zakladnich stavebnich kamenii, jako jsou nukleotidy a aminokyseliny. Analyza
embryonalniho metabolomu skutecné prokdzala vyuziti uhlovodikd odvozenych z glukozy
v pentozovém cyklu (Miyazawa et al., 2017).

Perinatalni zména ve vyuziti energetického substratu je dana také dostupnosti Zivin.
Zatimco glukdza je hlavnim zdrojem energie, ktery prechazi pres placentu do fetalniho ob&hu
(Herrera a Amusquivar, 2000), diky kojeni matetskym mlékem se zvysi dostupnost lipidi
(Ascuitto a Ross-Ascuitto, 1996). Metabolismus se méni predevsim v obdobi po porodu do

odstavu, ale jak ukazuje studie lidskych fetalnich srdci, prvni zmény v expresi genil dilezitych
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zmény jsou zavislé nejen na Case, ale také na konkrétni tkani. Jak bylo zminéno vyse, studie
mysiho embryonélniho srdce ukazala, ze je HIF-1a v pocate¢nich stadiich vyvoje uniformné
v celém srdci lokalizovan v jadfe bungk, ale postupné je jeho mnozstvi v jadfe snizovano
(Menendez-Montes et al., 2016). Nejdiive mizi v trabekulech a od E14,5 je jeho nuklearni
lokalizace snizovana v celém srdci. Zmény v jaderné lokalizaci HIF-1a koreluji se zménami
exprese cilovych gent signalizace HIF-1, které jsou zaroven dulezité pro metabolismus
glukézy, jako jsou SLC2AI1, Ldha (lactate dehydrogenase A) a Pdkl (pyruvate
dehydrogenase kinase, isoenzyme 1). V oblastech s klesajici jadernou lokalizaci HIF-1a byly
detekovany také zmény v poctu a morfologii mitochondrii, které jsou také dilezitou soucasti
prechodu na oxidativni fosforylaci, nebot’ jsou zdrojem 95 % ATP v dospélém srdci
(Ashrafian et al., 2007). Fetalni mitochondrie jsou malé a kulaté, zatimco v perinatalnim
obdobi mitochondrie fuzuji, rostou a kristy jejich vnitini membrany jsou hustsi a uniformné;jsi
(Neary et al., 2014). Celkov¢ se oblast obsazena mitochondriemi mezi E16,5 a postnatalnim
dnem 10 ztrojnasobuje. U mysi s podminénou konstantni aktivaci signalizace HIF-1, pomoci
aMHC-Cre/VHL"/* | se mitochondrie jevi jako nematurované a buiiky jsou vice zavislé na
glykolyze nez u wt mysi. To dale podporuje hypotézu, ze sniZeni vlivu signalizace HIF-1 se

podili na maturaci srde¢ni svaloviny a jejim pfechodu na oxidativni fosforylaci.

3.5. Diabetes mellitus a pridruzené komplikace

Onemocnéni diabetes mellitus (DM) se projevuje zvySenou hladinou glykémie
v disledku absolutniho ¢1 relativniho nedostatku inzulinu, jehoz pfi¢iny jsou znacné
rtiznorodé (Skrha, 2009).

Az do objeveni inzulinu na poc¢atku 20. stoleti bylo onemocnéni diabetem nelécitelné
(Karamitsos, 2011). Pfestoze jiz diabetes neni neléCitelnym onemocnénim, stile je to
onemocnéni nevylécitelné, velmi vazné a jsou s nim spojeny vazné zdravotni komplikace
postihujici vSechny organové systémy v téle, jako naptiklad kardiovaskularni systém, ledviny,
zrak a nervy, véetné vyvijejiciho se plodu, pokud je Zena t€hotnd. Podle udaji International
Diabetes Federation bylo v roce 2015 na celém svété odhadem 415 miliona lidi trpicich
diabetem (Rahelic, 2016). Pocet diabetiku stale roste, zejména v dusledku rozsitujiciho se
zépadniho zZivotniho stylu. Do roku 2040 je predikovan nariist poctu pacientii o vice nez 50

%, a to jak u DM typu 1, tak zejména u DM typu 2.
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3.5.1. Klasifikace DM

Podle etiologie 1ze DM Kklasifikovat do ¢tyt zakladnich skupin: DM typ 1 (DM1), DM
typ 2 (DM2), gestacni DM (GDM) a dalsi specifické typy (American Diabetes, 2014).
Diagnostickym kritériem DM je, podle zpravy svétové zdravotnické organizace z roku 2016,

glykémie nalacno 7 mmol/l a vyssi (World Health, 2016).

3.5.1.1. DM typ 1

DMI1 byl dfive znam jako inzulin-dependentni diabetes, protoze je charakteristicky
destrukci B-bun¢k v Langerhansovych ostriivcich pankreatu a tudiz nedostatkem inzulinu,
ktery je nutno podavat externé (gkrha, 2009, American Diabetes, 2014, Bartos, 2000).
Typicky se jedna o autoimunitni onemocnéni, u které¢ho je mozné detekovat autoprotilatky.
Predispozice k jeho rozvoji jsou dédi¢né, sama geneticka slozka vsak tvoti pouze 1/3 rizika.
Je znama asociace s geny kodujicimi lidské leukocytové antigeny. Pro vyvolani
autoimunitniho procesu je nutny styk s virovou infekci ¢i jingym exogennim nebo endogennim
agens.

DMI1 je diagnostikovan u 5 — 10 % vSech diabetickych pacientti. Pritbé¢h onemocnéni
zavisi na agresivit¢ inzulitidy. Zanikaji-li B-bunky velmi rychle, projevi se onemocnéni
zpravidla v détstvi nebo dospivani. Pfi pomalejsi ztrat¢ B-bunék dochazi k manifestaci
onemocnéni az v pozd¢jsim veéku, které pak byva Casto zameénovano s DM2, je vSak mozna
detekce autoprotilatek. Tento typ je nazyvan latentni autoimunitni diabetes dospélych (LADA,
latent autoimmune diabetes of adults).

V africké a asijské populaci se vyskytuje idiopaticky DM1, jehoZ etiologie neni
znama. Nejsou u néj detekovany autoprotilatky, pacienti jsou vSak zavisli na podéavani

inzulinu.

3.5.1.2. DM typ 2

DM2 je spojen s polygenni genetickou predispozici a fadou dal$ich rizikovych faktort
jako je obezita, stres, mald fyzickd aktivita a koufeni. Hyperglykemie vznikd v
disledku inzulinové rezistence, ktera je doprovéazena poruchou sekrece inzulinu (Skrha, 2009,
American Diabetes, 2014, Bartos, 2000). Samotna inzulinova rezistence znamena snizenou
citlivost perifernich tkani na ptsobeni inzulinu. Lécba inzulinem obycejné neni pro preZziti

nutna.
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Pti¢iny vzniku nejsou piesn€ znamy, nicméné obezita spojena s nedostatkem pohybu
je vyznamnym rizikovym faktorem. Vzhledem k nérGistu obezity v populaci proto neni
ptekvapenim, ze 90 — 95 % diabetickych pacientii trpi DM2 a zaroven je tato forma nejrychleji

se roz§ifujicim typem diabetu (Rahelic, 2016).

3.5.1.3. Gestaéni DM

GDM se rozviji v prubéhu téhotenstvi, typicky ve druhém a tfetim trimestru, po porodu
spontanné mizi (Skrha, 2009). Za GDM je povazovan stav projevujici se jako DM i jako
porusend glukézova tolerance. Vzhledem k teratogenité nelé¢eného DM bez ohledu na typ,

provadi se u t€éhotnych Zen orélni gluk6zovy tolerancni test.

3.5.14. Dalsi specifické typy DM

Moznych p#i¢in rozvoje poruchy glukézové homeostazy je velké mnozstvi (Skrha,
2009, Bartos, 2000). Do této obsahlé skupiny jsou zahrnovany:

o monogenné podminéné defekty funkce B-bunék: MODY (maturity-onset
diabetes of the young) (napt. MODY 1 — defekt v genu pro HNF-4a (hepatic nuclear factor 4,
a), MODY?2 — defekt v genu pro glukokinazu)

o genetické defekty ucinku inzulinu (napft. leprechaunismus, typ A inzulinové
rezistence, lipoatroficky diabetes)

. pankreaticky DM vyvolany poskozenim exokrinniho pankreatu (napf.
pankreatitida, neoplasie, cysticka fibroza, pankreaktomie)

. endokrinopatie (napt. akromegalie, Cushingliv syndrom, hyperthyreoza)

. chemikéliemi a I¢ky indukovany diabetes (napf. pentamidin, kyselina
nikotinova, glukokortikoidy)

o diabetes provazejici genetické syndromy (napt. Downiiv syndrom,

Klinefeltertiv syndrom, Turnertiv syndrom)

3.5.2. Hranicni poruchy gluk6zové homeostazy

Stoji mimo kategorii DM, ale piedstavuji riziko rozvoje onemocnéni DM (Skrha,
2009). Patfi sem hrani¢ni glykémie nalacno (6,1 — 6,9 mmol/l (World Health, 2016)) a
porusena gluk6zova tolerance zjiSténa pii oralnim glukézovém toleran¢nim testu (7,8 — 11,1
mmol/l ve 120. minuté, pfi glykemii na laéno pod 7 mmol/l (World Health, 2016)). Kromé&

rizika vzniku diabetu jsou hrani¢ni poruchy glukézové homeostazy také rizikovym faktorem
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pro rozvoj kardiovaskuldrnich onemocnéni, protoZze jsou asociovany se syndromem

inzulinové rezistence (Bartos, 2000).

3.5.3. Diabeticka kardiomyopatie

Hlavni pfi¢inou umrti diabetikti jsou kardiovaskularni komplikace (Rybka, 2007,
Gleissner et al., 2007). DM zhorSuje prub¢h aterosklerozy a zvySuje tak riziko vzniku
ischemické choroby srdecni, infarktu myokardu a cerebrovaskularnich piihod. Postihuje ale
také srdec¢ni svalovinu, pojivové tkan€, pfevodni systém srdecni a koronarni cévy.

Diabetickd kardiomyopatie je definovana jako ventrikularni dysfunkce za
neptitomnosti postizeni korondrnich cév a hypertenze (Boudina a Abel, 2010, Bugger a Abel,
2009, Rybka, 2007). Charakteristickym projevem je diastolickd dysfunkce u
asymptomatickych osob, v pozd¢jsim stadiu dochazi také k systolické dysfunkci. Zmény ve
struktuie myokardu vedouci k rozvoji diabetické kardiomyopatie zahrnuji zvySenou fibrézu,
akumulaci lipiddi, tvorbu pokrocilych produkth glykace (AGE, advanced glycation end
products), zmény myosinovych izoforem, zvySenou apoptéozu v tkéni, mitochondridlni
dysfunkci a zmény ve vyuziti energetického substratu. Za normalnich podminek vyuziva srdce
predevsim oxidativni fosforylaci volnych FA s malym pfispénim glykolyzy (Ashrafian et al.,
2007). Za urcitych podminek jsou vSak myokardem jako energeticky substrat vyuZivany také
laktat, ketony nebo dokonce acetat (Kodde et al., 2007). Hlavnim zdrojem energetického
substratu je krev, protoze dospélé srdce ma jen velmi malou kapacitu pro skladovani
energetickych zasob. Hyperglykémie ma vSak za nésledek sniZeni vyuzivani glukozy, a
zvyseni oxidace mastnych kyselin, které vede ke zvySené produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS, reactive oxygen species) (Lorenzo et al., 2013). Jejich produkce je zvySena také
v disledku zvySeného mnozstvi AGE zprostiedkované jejich receptory (Goldin ef al., 2006).
ROS 1 AGE modifikuji proteiny v intra- 1 extracelularnim prostfedi, coz vede ke zvySené
rigidité¢ tkan¢ a zménam mechanickych vlastnosti. Kromé toho ale také zvysuji oxidativni
stres, ktery aktivuje zanétlivé procesy. Chronicky zanét sim o sob¢ vede k srde¢ni dysfunkci

(Mann, 2015).
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3.5.4. Diabeticka embryopatie

Diabetes v t€hotenstvi ma teratogenni ucinky a piedstavuje zvysené riziko perinatalni
mortality a onemocnéni diabetem v dospélosti (Hod et al., 2008). Novorozenci vystaveni
maternalnimu diabetu Casto trpi makrosomii, ktera komplikuje porod piirozenou cestou
(Mitanchez et al., 2015). Mén¢ Castou komplikaci je intrauterinni rastova retardace, coz
znamend, ze maji novorozenci podprimérnou télesnou hmotnost nebo délku vzhledem ke
svému gestaCnimu staii. Ze studii na zvifatech vyplyva, ze makrosomie je spojend spiSe
s dobie kontrolovanou glykémii béhem téhotenstvi, zatimco tézka trvalad hyperglykemie vede
k rastové retardaci (Fetita ef al., 2006).

Riziko vzniku vrozenych vyvojovych vad je u diabetickych téhotenstvi az desetkrat
vys$si nez u nediabetickych (Casson et al., 1997). Kriticky obdobim je prvni trimestr, to je
doba, kdy dochdzi k vyvoji orgdnt plodu. To je pravdépodobné divodem, pro¢ bylo
v nedavné populacni studii provedené v Dansku zjisténo, Ze pregestacni diabetes je pro rozvoj
defektd srdce mnohem rizikovéjsi nez gestacni diabetes, ktery vznikd ve druhém a tfetim
trimestru (Oyen et al., 2016). Postizeny mohou byt vSechny organové systémy, nejcastéjsi
jsou v8ak defekty nervové, kardiovaskularni a kosterni soustavy (Gabbay-Benziv et al., 2015,
Farrell ef al., 2002). Mezi nejcastéjsi kardiovaskularni defekty patii defekty mezikomorového
septa, velkych cév a chlopni (Kumar et al., 2007, Wren et al., 2003). Mechanismus
teratogenniho pisobeni stale nebyl piesné objasnén, avSak hyperglykemie je povaZovéna za
nejvyznamnéj$i faktor. Samotnd hyperglykemie bez maternalniho diabetu mé teratogenni
efekt (Baack et al., 2014). Glukoza je pro vyvijejici se embryo hlavnim zdrojem energie,
prochazi placentarni bariérou usnadnénou difuzi (Lager a Powell, 2012). Maternalni
hyperglykemie tedy vede k hyperglykémii embryonélni. Teratogenni procesy zahrnuji zmény
v metabolismu inositolu, sorbitolu, arachidonové kyseliny, reaktivnich kyslikovych radikalu,
stejn¢ jako zmény v aktivaci proteinkindzy C (Hod et al., 2008). Analyza metabolomu
plodové vody Zen s gestaCnim diabetem ukazala zmény nejen v metabolismu glukdzy, ale také
mastnych kyselin a aminokyselin (O'Neill et al., 2018). Tyto zmény navic byly zavislé na
pohlavi plodu.

Analyza celych embryi v E10,5 ukazala, ze jednou z drah vyznamné ovlivnénych
materndlnim diabetem je signalizace HIF-1 (Pavlinkova ef al., 2009). Vzhledem k tomu, Ze

hypoxie sama o sobé vede k podobnym defektim, jaké jsou typické pro diabetickou
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embryopatii (Ornoy et al., 2010), zda se pravdépodobné, ze regulace HIF-1 hraje klicovou
roli. To je podpofeno experimenty s mysSimi embryi in vitro, které ukazaly, ze hyperglykemie
vede k zvysené spotiebé kysliku (Li et al., 2005). NasSe laboratoft jiz diive publikovala studii
ukazujici u embryi s globalni deleci genu Hifla v heterozygotnim stavu zvySenou letalitu a
nachylnost k defektim srdce a nervové trubice indukovanych maternalnim diabetem
(Bohuslavova et al., 2013). Kromé toho byla srdce téchto embryi vyrazné hypoplasticka
v disledku snizené proliferace kompaktniho myokardu a méla zménénou expresi geni
dalezitych pro vyvoj srdce, mezi nimi 7bx5, Nkx2-5, a Mef2c. Jednim z deregulovanych gent
byl Vegfa, jehoz deregulace je embryonalné letalni (Carmeliet et al., 1996, Giordano et al.,
2001, Miquerol et al., 2000) a je zndmym cilem signalizace HIF-1 (Manalo et al., 2005). U
embryi s vysokou hyperglykémii byla exprese Vegfa snizena (Bohuslavova et al., 2013).

Diabetes tedy ovliviiuje expresi genil nezbytnych pro spravny vyvoj srdce.

3.5.5. Fetalni programovani

Krom¢ toho, Ze maternélni diabetes zplisobuje vrozené vyvojové vady, maji potomci
diabetickych matek zvysSené riziko zdravotnich komplikaci v pozdé&jsim zivoté. Vyvoj
v prostifedi maternalniho diabetu zvySuje riziko kardiovaskularnich chorob, obezity, DM2 a
metabolického syndromu (Fetita et al., 2006, Plagemann, 2004). Meta-analyza populac¢nich
studii dava do souvislosti s materndlnim diabetem také zhorSeny mentéalni a psychomotoricky
vyvoje ditéte (Camprubi Robles et al., 2015).

Jedinci, ktefi se narodili matkdm poté, co se u nich rozvinul diabetes, maji v dospélosti
vy$$§i riziko rozvoje DM2 a vy$§i BMI (body mass index), nez jejich sourozenci, ktefi se
bylo naopak BMI nésledkem vystaveni maternalnimu diabetu sniZeno. V prvnich 18 mésicich
zivota je dokonce prirtistek potomki diabeticek snizeny oproti potomkiim nevystavenych
maternalnimu diabetu (Touger et al., 2005). Po kratkém obdobi je vSak rust dohnan a
ptiristkem na véaze dokonce pied¢i potomky z nediabetickych téhotenstvi. Novorozenci
vystaveni maternalnimu diabetu cCasto trpi hyperinzulinémii, jako reakci na vyvoj
v hyperglykemickém prostiedi (Westgate et al., 2006), ktera je spojovana s trvalymi zménami
v hypotalamu vedoucimi k pfejidani a obezit¢ (Plagemann, 2004). Ke zvySenému riziku
obezity a rozvoje onemocnéni DM neni nutné, aby byl plod vystaven maternalnimu diabetu

po celou dobu vyvoje, jak ukézala studie soustfed’ujici se pouze na GDM (Abokaf et al.,
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2018), ktery se typicky vyviji ve druhém a tfetim trimestru.

Jednou z vaznych komplikaci u potomkt diabetickych matek je riziko rozvoje
kardiovaskularnich chorob. ZhorSend funkce srdce a hypertrofie myokardu byla u déti
diabetickych matek detekovéana jiz béhem prenatdlniho vyvoje a byla ddna do souvislosti
s hladinou glykemie v dob¢ poceti (Gardiner et al., 2006). Maternalni diabetes také vede jiz
v détském véku k vysSimu krevnimu tlaku (Tam et al., 2008) a vyssi hladin€ cirkulujicich
markert naruSené funkce endotelovych bunék, které by mohly souviset s nejranéjsimi stadii
preklinické aterosklerozy (West ef al., 2011). U potkanii narozenych diabetickym matkdm
byla ve véku 5 mésicli detekovana zvySena fibréza v myokardu a sniZena exprese CX43
(Musikant ef al., 2018), ktery je nezbytny pro spravny pienos signalu mezi kardiomyocyty
(Vaidya et al., 2001). Zvysena fibréza u téchto potomkl by mohla souviset s detekovanou
zvySenou expresi Mmp-2 (matrix metaloprotease 2) a Ctgf (connective tissue growth factor)
(Musikant et al., 2018). Nicméné, u téchto potomkil byla detekovana také zvySend glykemie,
inzulinemie a hladina triglyceridl v krvi, cozZ jsou rizikové faktory zatézujici kardiovaskularni
systém (O'Donnell a Elosua, 2008). Fetalni programovani zahrnuje rozsahly soubor zmén

v organismu, které jsou stale predmétem vyzkumu.

3.5.6. HIF-1 a diabetes

Hlavnim znakem diabetu je hyperglykemie, kterd byvd spojovana s tzv.
pseudohypoxyi (Williamson et al., 1993), charakterizovanou zvySenym pomérem
NADH/NAD" (pomér redukované a oxidované formy nikotinamid adenin dinukleotidu)
zpiisobenym zvySenym tokem glukézy pies polyolovou dréhu (Gleissner et al., 2007).
V prostfedi hypoxie k tomuto jevu dochézi v diisledku narusené oxidace NADH (Williamson
et al., 1993). Zapojeni hypoxie do patologickych procest indukovanych diabetem podporuje
také to, ze byla detekovana zvysSena hypoxie v tkdnich diabetickych mysi (Sada ef al., 2016).
Hypoxie sama o sobé navic zplisobuje podobné vyvojové defekty srdce jako diabetes
(Dunwoodie, 2009), kritické je zejména obdobi septace (Ream et al., 2008, Kenchegowda et
al., 2014). Pasobeni hypoxie v tomto obdobi vede ke sniZzené proliferaci bunc¢k a s tim
spojenému ztenceni myokardu, Casté jsou také defekty septace a remodelace OFT.

Na urovni mRNA byla u diabetickych potkant detekovdna navySena exprese Hifla

stabilizovan v hypoxickém prostiedi, ale také produkty aerobni glykolyzy, ptedev§im
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pyruvatem (Lu et al., 2002). Hyperglykemie vede k modifikaci jeho koaktivatoru p300 a tim
snizuje transkripcni aktivitu HIF-1 (Thangarajah et al., 2009) bez toho, aby byla ovlivnéna
stabilita proteinu HIF-1a (Thangarajah et al., 2010). Pokud vsak hyperglykemie a hypoxie
pusobi zaroven, dochdzi k degradaci HIF-1a, jak ukdzaly pokusy s bunéénymi kulturami
(Catrina et al., 2004, Ramalho et al., 2017). Diabetes tedy kromé jiného zptisobuje hypoxii,

ale zaroven naruSuje signalizaci HIF-1.
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4. Material a metody

4.1. Modelovy organismus mus musculus

Experimentalni prace se zvifaty prob¢hla v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb. ve
znéni jeho naslednych novel a vyhlasky ¢. 39/2009 Sb. Experimentalni diabetes mellitus byl
vyvolan u samic inbredniho kmene FVB (&islo 207, Charles River, USA) (wt, Hifla™").
Diabetické a nediabetické samice byly kiizeny s nediabetickymi w¢ samci, za ucelem ziskani
wt embryi, nebo s nediabetickymi samci heterozygotnimi pro nulovou alelu Hifla™""
(Hifla™")(1yer et al., 1998) na geneticky definovaném pozadi FVB, za Gi¢elem ziskdni mlad’at
s genotypem wt a Hifla™". Mutantni Hifla™~ mysi byly ziskany od prof. Gregga L. Semenzy

z Johns Hopkins University School of Medicine, USA.

4.1.1. Nulova alela Hifla

Pro studium signalni drahy HIF-1 byla pouzita embrya heterozygotni pro nulovou
alelu Hifla™"" (Hifla™"). Konstrukce transgenni alely je zndzornéna na obrazku ¢&islo 10. Za
pouziti virového vektoru byl v genu Hifla nahrazen exon 2, ktery je ptekladdn jako bHLH
(basic helix loop helix) DNA vazebna doména, genem pro rezistenci k neomycinu s opa¢nou

orientaci transkripce, v disledku ¢ehoz nedochazi k produkcei funkéniho proteinu HIF-1a.

4.2. Indukce diabetu

Diabetes byl indukovan wt samicim ve véku 6 - 9 tydni pomoci dvou
intraperitonealnich injekci streptozotocinu (STZ, Sigma-Aldrich, USA), ktery selektivné nici
B buniky v pankreatu a vyvolava tak DM1. Pfed aplikaci STZ byla samicim zmé&fena hladina
glukozy v krvi odebrané z hlavni ocasni tepny pomoci glukometru Contour TS (Bayer,
Svycarsko) a mysi byly zvazeny. STZ byl aplikovan v mnoZstvi 100 mg/kg télesné hmotnosti
rozpu$tény v 10 mM citratovém pufru, druhd injekce nasledovala 1 tyden po prvni aplikaci.
Po 2 tydnech od prvni injekce byla zmétena hladina glukézy v krvi. Za diabetické byly
povazovany samice, u nichz byla namétena hladina gluk6zy vétsi nebo rovna 13,9 mmol/l.

Jako kontrolni skupina byly pouZity stejné staré FVB samice.
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bHLH PAS TAD

protein _
_ RV RI ' IH3 H3 RV
wild type M B L |
lokus Exon2  wildtype— 14 kb
Rv RITY HE H3
vektor L . : '
neomycin thymidinkinaza
RV H3
transgenni RV R'h I_:3 RIV
lokus mutant—12 kb ’

Obriazek & 10: Konstrukce transgenni alely Hifla™Uhu

Na obrazku je znazornéna struktura proteinu, wild type lokusu, vektoru a transgenniho
lokusu. Ve struktufe proteinu jsou dualezitymi funkénimi doménami bHLH a PAS
domény, které jsou nutné pro dimerizaci a vazbu na DNA, a transaktiva¢ni doména
TAD. Ve struktute DNA reprezentuje exon 2 doménu bHLH. Homologni rekombinaci
(kiize) byl zaménén exon 2 za gen pro rezistenci k neomycinu s opa¢nou orientaci
sméru transkripce. Upraveno podle (Iyer et al., 1998)

4.3. lIzolace embryi
Jako pocatek bifezosti byl stanoven den nalezeni vagindlni zatky. Tento den je
oznacovan jako EO0,5. Bfezi samice byly v poledne E8,5 — E18,5 po nalezeni vaginalni zatky
zvaZeny a byla jim zméfena hladina glukoézy v krvi. Samice byly usmrceny cervikalni
dislokaci, embryonalni vacky byly vyjmuty, spocitiny a umistény do ledového PBS 1x.
Izolace embryi a zjiSténi poctu absorbovanych embryi probihalo okamzité¢ po vyjmuti

embryonalnich vacki pod stereomikroskopem SMZ 1500 (Nikon, Japonsko) v PBS 1x pufru.
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4.4. Perfuze dospélych potomkii a izolace srdci

Pro molekularni analyzy potomkut diabetickych matek byla pouzita srdce 12 tydna
starych samcii.

Srdce uréend pro histologické analyzy byla pted izolaci perfuzovédna, aby doslo
k odstranéni krevnich bunék z tkan€. Mysi byly pied ukonem uspany inhalaci chloroformu,
poté¢ bylo pomoci injekéni jehly a peristaltické pumpy (TP-50 Tubing pump, JND
ADVANCED, Cina) do t&lniho cévniho systému pies LV vpraveno 15 ml PBS 1x a 15 ml 4%
paraformaldehydu (PFA) pro lepsi fixaci tkan€. Srdce byla vyjmuta z hrudniho kosSe a
fixovana 1 hod ve 4% PFA pii pokojové teploté. Poté byla ptenesena do 0,4% PFA (w/v) a
uloZena ve 4 °C.

Pro molekularni analyzy mRNA a proteint byla pouzita neperfuzovana srdce, ktera
byla ihned po vyjmuti zhrudniho koSe pifenesena do ledového PBS 1x a pod
stereomikroskopem SMZ 1500 (Nikon, Japonsko) byla oddélena LV. Izolovand LV byla
thned ptfenesena do 1 ml Trizolu (Trizol Reagent, Invitrogen, USA), pro izolaci RNA, nebo

zvazena a prenesena do RIPA pufru v mnozstvi odpovidajicim 1000 pl/100 mg tkané.

4.5. Echokardiograficka analyza funkce srdce

Analyza srdeCnich funkci byla provedena u potomku diabetickych a nediabetickych
matek obou pohlavi ve véku 1 tydne a ve véku 12 tydnii bylo méfeni opakovano. Funkce a
rozméry LV byly méteny pomoci GE Vivid 7 Dimension (GE Vingmed Ultrasound, Norsko)
s linearni sondou typu matrix M12L pii 12 MHz. Pro anestezii 12 tydnt starych zvifat byla
pouzita inhalace 2% isofluranu (Aerrane, Baxter), télesnd teplota byla métena v kone¢niku a
v prubehu méteni byla udrzovana mezi 36.5 - 37.5 °C pomoci ohifivaciho stolku. Mlad’ata
stard 1 tyden byla analyzovana bez anestezie. Analyzovany byly nasledujici systolické a
diastolické rozméry LV: tloustka posteriorni a anteriorni stény a primér dutiny v diastole a v
systole (LVDp, respektive LVDs, left ventricle diameter, diastolic, respektive systolic).
Z téchto rozméra byl podle nasledujici rovnice vypocitan funkéni parametr frakéni zkraceni

(FS, fractional shortening): FS [%] = 100 x (LVDp — LVDs)/LVDp.
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4.6. Izolace DNA a genotypizace

Pro zjisténi genotypu odstavenych mysi byla odebrana Cast ocasni tkané k izolaci
DNA metodou vysrazeni izopropanolem z vodného roztoku. Tkan byla ptfes noc inkubovana
s 600 pl lyza¢niho pufru (50 mM Tris, 100 mM EDTA,100 mM NacCl, 1% SDS (w/v), pH
8,0) a 12 ul proteinazy K ([20 mg/ml], Sigma-Aldrich, USA) v rota¢ni hybridizacni peci pfi
55 °C. Zlyzovana tkan byla vortexovana a nasledn¢ centrifugovana 12 min pti 14 000 g, 18
°C. Supernatant byl pienesen do Cisté sterilni mikrozkumavky. K supernatantu bylo pfidano
600 pl izopropanolu a pomalym pievracenim mikrozkumavky byla vysrazena DNA. Po
centrifugaci 1 min pfi 14 000 g, 18 °C byla peleta odsolena v 500 pl 70% (v/v) ethanolu a
nasledné odvodnéna 500 pl absolutniho ethanolu. Peleta DNA byla vysuSena a nésledné
rozpousténa pies noc v termostatu pii 55 °C v 50 ul vody. Koncentrace DNA byla métena
pomoci spektrofotometru N1000 (NanoDrop Technologies, USA) pii 260 nm a méteni bylo
vyhodnoceno pomoci pocitacového programu ND-1000 V.3.3.0 (NanoDrop Technologies,
USA).

Genotypizace byla provadéna pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR,
polymerase chain reaction) (Dalgaard et al., 2016) za pouziti specifickych primera
umoziujicich detekci alely Hifla™". Primery detekuji vloZeny gen pro rezistenci
k neomycinu. Reagencie pro PCR a sekvence primerit Neo-R a Neo-F jsou uvedeny

v tabulce €. 1. Celkovy objem reakéni smési byl 20 pl.

Tabulka €. 1: SloZeni PCR reakéni smési

Slozka V [ul]
PCR mastermix 5x HOT FIREPol® Blend Master Mix Ready to Load with 10 4
mM MgCl, (04-25-02020, Solis BioDyne, Némecko)

primer Neo-F: 5> ACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTG 3’ (10uM) 1
primer Neo-R: 5> GTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAG 3’ (10uM) 1
voda 13
DNA 1,0

PCR reakce probihala v termocyklerech BIOER (Genepro, Cina) a Biometra TRIO
(Analytik Jena, Némecko) podle protokolu uvedeného v tabulce €. 2.
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Tabulka €. 2: Schéma PCR reakce

Krok Teplota [°C] | Doba [min] Opakovani
aktivace polymerazy 95 5 1
denaturace DNA 95 0,5

nasedani primerQ 63 0,5 34
elongace 72 0,5

konecna elongace 72 5 1

Produkty PCR reakce byly detekovany pomoci horizontélni elektroforézy na 2% (w/v)
agardzovém gelu s piidavkem ethidia bromidu (0,01 ul/ml) v 0,5x TBE pufru (45 mM Tris,
45 mM H3BOs3;, | mM EDTA, pH 8,0). Jako velikostni marker byl pouzit GeneRuler 50 bp
DNA Ladder (Fermentas, Kanada). Elektroforéza byla provadéna pti konstantnim napéti 130
V. PCR produkty byly vizualizovany pod UV svétlem.

Pozitivni vysledek PCR reakce predstavuje genotyp Hifla™" a negativni vysledek predstavuje

+/+

genotyp Hiflo™"", ptiklad agar6zového gelu je na obrazku ¢. 11.

oSS 4 5 6 P N

Obrazek ¢. 11: Produkty PCR genotypizace
vizualizované na agarézovém gelu

Pozitivni signal piedstavuje genotyp Hifla™",
negativni signal predstavuje genotyp Hifla™*

M: velikostni marker 50 bp, 1 — 6: vzorky DNA,
P: pozitivni kontrola, N: negativni kontrola

4.7. 1Izolace RNA z embryonalni tkané

K izolaci embryonéalni RNA metodou fenol/chloroformové extrakce byla pouzita cela
embrya ve véku E8,5 a embryonalni srdce stard E9,5 — E18,5.

V Trizolu (Trizol Reagent, Invitrogen, USA) zmrazené vzorky byly rozpustény a poté
homogenizovany pomoci sterilni jehly. Zhomogenizovana tkan byla 3 x temperovana 3 min
pii 55 °C a vortexovana. Do kazdé zkumavky byl ptidan chloroform v mnozstvi odpovidajici
1/5 objemu Trizolu, ve kterém byl vzorek homogenizovan. Vzorky byly promichany
pfevracenim 3 x 15 s a poté inkubovany 5 min pfi pokojové teploté a nasledné centrifugovany

15 min pii 14 000 g, 4 °C. Po centrifugaci byla odebrana vrchni vodna faze obsahujici RNA
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a prenesena do Cisté mikrozkumavky. K vodné fazi bylo ptidano 0,5 pl glykogenu (G1767-
1VL, Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 20 mg/ml a izopropanol vytemperovany na -20 °C
v mnozstvi odpovidajici 1/2 objemu Trizolu, ve kterém byl vzorek homogenizovan.
Ptevracenim mikrozkumavky byla vysrazena RNA a vzorky byly inkubovény 30 min v
- 80 °C. Po skonceni inkubace byly vzorky centrifugovany 10 min pti 14 000 g, 4 °C. Ziskana
peleta byla promyta v 500 pl 75% (v/v) ethanolu vytemperovaném na -20 °C a centrifugovana
5 min pii 7 500 g, 4 °C. Kroky promyti a centrifugace byly opakovany 3 x. Peleta byla

ponechédna v 75% (v/v) ethanolu a uskladnéna v -80 °C.

4.8. Izolace RNA z LV dospélych srdci

Srdce urc¢ena pro izolaci RNA nebyla promyta, aby byla minimalizovdna moZnost
degradace RNA. Pod stereomikroskopem byla oddé€lena LV od zbytku srdce a pfenesena do
1 ml Trizolu (Trizol Reagent, Invitrogen, USA) a ulozena v -80 °C. V den izolace byly vzorky
rozmrazeny a tkan byla dikladn€ zhomogenizovana elektrickym homogenizatorem, poté byly
vzorky ponechany 30 min pii pokojové teploté a stoceny 15 min pii 12 000 g a 2 °C. Ke
stazenému supernatantu bylo pfiddno 0,2 ml chloroformu a vzorky byly promichény na
vortexu. Po 5 min stani pti pokojové teploté byly vzorky sto¢eny 15 min pii 12 000 ga 2 °C
a byla odebrana vodna faze, ke které bylo ptidano 0,5 ml izopropanolu vytemperovaného na
-20 °C a jemnym michanim byla vysraZena RNA. Po 10 min stani pii pokojové teploté byly
vzorky stoceny 10 min pii 12 000 g a 2 °C. Peleta byla 3 x promyta v 0,5 ml 75% (v/v)

ethanolu vytemperovaného na -20 °C a uloZena v poslednim oplachovém roztoku do -80 °C.

4.9. Reverzni transkripce RNA

Metoda reverzni transkripce umoznuje prepis sekvence RNA do sekvence kodujici
DNA (cDNA) za pomoci enzymu reverzni transkriptazy.

Mikrozkumavka s peletou RNA v 75% (v/v) ethanolu byla centrifugovana 5 min pfi
7500 g, 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant slit a peleta byla vysuSena. RNA byla
rozpousSténa 20 min ve 12 pl nebo 100 pl vody v zéavislosti na tom, pochazela-li RNA
z embryondlniho, nebo dospélého srdce. K rozpusténé RNA byl ptidan 1 ul DNasy (1 u/pl,
#ENO0525, Fermentas) pro odstranéni mozné kontaminace DNA. DNasa ptisobila 30 min pfi
37 °C a poté byla inaktivovana pfidanim 1 ul EDTA a pisobenim 65 °C, 10 min. Koncentrace
RNA byla zméfena pomoci spektrofotometru N1000 (NanoDrop Technologies, USA) pfi
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vlnové délce 260 nm a méteni bylo vyhodnoceno pomoci pocitacového programu ND-1000

V.3.3.0 (NanoDrop Technologies, USA).

Tabulka ¢. 3: SloZeni reakéni smési pro 2-krokovou reverzni
transkripci

Reagencie MnoZstvi
(celkovy objem 12 ul)
RNA 500 ng
primer: oligo(dT):s (0,5 pug/ul) 1 pul
1. krok | primer: ndhodné hexamery 1 ul
(0,2 pg/pl) "
Voda doplnéno do 12 pl
Reagencie MnoZstvi
(celkovy objem 20 ul)
5x reakéni pufr 4 ul
RiboLock RNas Inhibitor (20 u/ul) | 1 pl
2. krok | ANTP Mix (10mM) 2 ul
RevertAid H Minus M-MulV L ul
reverzni transkriptaza (200 u/ul) H

Pro reverzni transkripci byly pouzity termocyklery BIOER (Genepro, Cina) a

Biometra TRIO (Analytik Jena, Némecko).
Reverzni transkripce RNA 1zolované z embryondlnich srdci probihala ve 2 krocich za pouZiti
RevertAid H Minus First Strand cDNA synthesis Kit (Fermentas, Kanada). V prvnim kroku
byla RNA inkubovéna s primery 5 min pii 65 °C. Slozeni reakéni smési ukazuje tabulka €. 3.
Béhem inkubace doslo k denaturaci sekundéarnich struktur RNA. Po ukonc¢eni inkubace byla
smés rychle ochlazena na ledu, v této fazi doslo k nasednuti primerit na RNA. Ve 2. kroku
reverzni transkripce byla syntetizovana cDNA v reakéni smési podle tabulky €. 3 pfi teploté
42 °C po dobu 60 min s naslednou inkubaci pfti teploté 70 °C, 5 min.

Reverzni transkripce RNA izolované z LV srdci dospélych mysi probihala v 1 kroku
za pouziti TATAA GrandScript cDNA Supermix (TATAA Biocenter AB, Svédsko).
Do reakce byly pipetovany 4 pl reakéniho mixu obsahujici 5x koncentrovany roztok pufru,
MgCly, oligo(dT) primery a ndhodné primery, dNTP, inhibitor RNasy, reverzni transkriptazu
a stabilizatory. Objem pfidavané vody byl dopocitan tak, aby bylo jejim pfiddnim k 1pug RNA
ziskano 16 pl a celkovy objem reakéni smési mél 20 pl. Reakéni smés byla inkubovana
v termocykleru 5 min pti 25 °C, 30 min pii 42 °C, 5 min pfi 85 °C a poté byla zchlazena.

Ziskana cDNA z obou reakci byla nafedéna vodou 20 x a uloZena pii -80 °C.
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Tabulka €. 4. Sekvence primeri pro qPCR

Nazev genu | Sekvence (5‘— 3°)

Hprtl 996 F | GTTGGGCTTACCTCACTGCT

Hprtl 996 R | TCTACCAGAGGGTAGGCTGG
Hprtl F GCTTGCTGGTGAAAAGGACCTCTCGAAG
Hprtl R CCTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT
Adamli0F AAGCAGTGCAGTCCGAGTCAA
Adaml0R | GGATCAGATGCTGGGCAAAG

Axl F CATCCTCAAGGTCGCTGTGA

AxI R CATGACGTTGGGGTGGTCAA
Bazlb F GTTTGAGGCCCGGGTCAT

Bazlb R CTGCTTAGGCGCCATAAATCC
Ccl9F AGCCTTTTCATACTGCCCTCT

Ccl9 R CAATTTCAAGCCCTTGCTGTG
Cd248 F GCAGCCTTACAGGGGTACAG
Cd248 R TGTGGTCTCAGCCATGTGTC

Cd36 F GCTCGTTTCAACTCTCACACAC
Cd36 R TACGTGGCCCGGTTCTACTA

CfpF CCATGTAGTCCCAACGCCAC

Cfp R TCTCACCCTGACCTTCAACC

Ctss F CGCCAGCCATTCCTCCTT

Ctss R ATGATTCACATTGCCCGTACAG
Cxadr F CCTGGGGTTGCAAATAAGAA
Cxadr R GATCCATCCACGAAGCATCT
Efmb2 F AGATGCAAGTTCTGCTGGATCAG
Efnb2 R TGCCATCGGTGCTAGAACCT

Fbnl F GCAGAAACACGATTGGCTCC
Fbnl R GTTCCCGTTTCCAGTTGCAC

Fltl F GAGGAGGATGAGGGTGTCTATAGGT
Fltl R GTGATCAGCTCCAGGTTTGACTT
Herc3 F TTGAAGGAACTGTCACCAACTG
Herc3 R TGTCTTCACCGGGGTAATCT

Icam F GAGACGCAGAGGACCTTAACA
Icam R ACAGTTACTTGGCTCCCTTCC
ll6st F GTTCCTGATCCTTCCAAGAGTCAT

1l6st R

CACAACGCTTACATCAGTGAAATTG
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Tabulka ¢. 4. pokracovani

Nazev genu | Sekvence (5‘— 3°)

Itgav F TTCGCCGTGGACTTCTTC

Itgav R CTGGGTCGTGTTCGCTTT

Kdm3a F GGGAATGTCAACAAGGAGAATAA
Kdm3a R TTGTTCAGAGGGGGCAAG

Ldha F GCACTGACGCAGACAAGG

Ldha R TGATCACCTCGTAGGCACTG
Lrpl F ACTGGACTAACTGGCACACG
Lrpl R CGATACCCCTCGGCATCTTC
Msrl F GGGAAGTGGATAAATCAGTGCT
Msrl R CCTCTTGTTCATGAGGGCAGA
Mylk3 F ACTTTGGTAGGGTCCACATTCC
Mylk3 R CTAGAGGCGTCAGCTTGCAC
Pdgfral F GTCCCCATGCTTGAAAGGAA
Pdgfral R CATCGTCCGAAAGGAGGTTTT
Pil6 F TGGCACGAGGAGCATGAGTA
Pil6 R GGGAGCCACAGCCAATTCTC
Tegfbl F GCTGAACCAAGGAGACGGAA
Tefbl R ATGTCATGGATGGTGCCCAG
Tgfbrl F CGCGCTGACATCTATGCAAT
Tefbrl R AGGTACAAGATCATAATAAGGCAACTGA
Tgfbr2 F CGATTACATCATCTTTTCGGAAG
Tefbr2 R TGGACACGGTAGCAGTAGAAGA
Timpl F GGCATCTGGCATCCTCTTGT
Timpl R TGGTCTCGTTGATTTCTGGGG
Vegfa F ACTGGACCCTGGCTTTACTG
Vegfa R TGGGACTTCTGCTCTCCTTC

4.10. Navrh primeru

Primer 3 software

Blast

Sekvence primeri byly navrzeny pomoci nastroje

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) a Primer tool

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) tak, aby jejich délka byla 18 — 24

nukleotidd, teplota tani mezi 58 a 60 °C, obsah guaninu a cytosinu 40 — 60 %. Pro vylouceni
amplifikace potencialni kontaminace genomickou DNA byly primery navrZzeny na rozhrani
dvou exond.

Utinnost jednotlivych parii primert byla stanovena pomoci fedici fady PCR produktu.
Testovany par primert byl pouzit pro PCR se stejnymi reagenciemi a podminkami jako

kvantitativni PCR v redlném Case (QPCR, quantitative real-time PCR). 2 ul produktu reakce
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byly pouzity pro vychozi roztok fedici fady ve vysledném objemu 200 pl (fedéni 100x).
Z vychoziho roztoku byla vytvofena fedici fada s fedénim 10x. Redéni 10° — 10° byly pouzity
pro qPCR s testovanym primerem podle standardniho protokolu v technickych duplikétech.
Vyslednd ucinnost byla vypocitana pomoci programu Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Biorad,
USA). Pro qPCR byly pouzity pouze primery s u¢innosti vyssi nez 80 %.

4.11. Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

Pomoci metody qPCR bylo zjistovano relativni mnozstvi molekul daného genu
ptepsanych z DNA do RNA. Jako templat pro qPCR byla pouzita ziskand cDNA. Mnozstvi
cDNA sledovanych genii bylo normalizovano k mnozstvi cDNA konstitutivné
exprimovaného genu Hprtl (hypoxanthine - guanine phosphoribosyltransferase 1), ktery byl
vybran jako nejleps$i referencni gen z panelu 12 kontrolnich genti (TATAA Biocenter AB,
Svédsko).

Pouzité primery pro qPCR vybranych genil jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Reakce
probihala v termocykleru s detekénim systémem pro real time PCR: CFX384 Touch™ Real-
Time PCR Detection System (Biorad, USA) podle schématu uvedeného v tabulce ¢. 6.
Pro analyzy embryi byl pouzit SYBR®Green JumpStart™ Tag ReadyMix™ (Sigma-Aldrich,
USA), pro analyzy srdci dospélych mysi byl pouzit TATAA SYBR® GrandMaster® Mix
(TATAA Biocenter AB, Svédsko). Reakéni smés byla piipravena podle tabulky &. 5.

Tabulka €. 5: Reakéni smés pro qPCR

Reagencie Objem [pl]
cDNA, 20 x 4
primer F (10uM) 0,25
primer R (10uM) 0,25
voda 0,5

2x Syber®Green JumpStart™ Tag ReadyMix™/2x 5
TATAA SYBR® GrandMaster® Mix
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Z vysledkti qPCR byly pomoci programu Bio-Rad CFX Manager 3.0 vypocitany
hodnoty Cq (pfechodovy bod, crossing point). Z technickych duplikatt byly vypocitany
pramérné hodnoty Cq, které byly normalizovany ke kontrolnimu genu Hprtl podle vzorce:
ACq = Cqgen — Cquprri.

Relativni zména exprese genu byla urcena na zaklad€ Gc¢innosti (E) reakce qPCR a
diference (A) prechodového bodu (Cq) experimentdlniho vzorku vié¢i kontrole podle
vzorce €. 1.

Hodnoty ziskané pomoci PCR byly analyzovany programem GenEXS5
(http://www.multid.se/genex/, MultiD Analyses AB, Svédsko). Vysledné hodnoty pochazejici

z analyz embryi byly vyhodnoceny v programu GraphPad Prism 5.04 (GraphPad Software,
USA) dvouvybérovym neparovym t-testem. Pro vyhodnoceni vysledkil analyz potomki
diabetickych matek byla pouZzita dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA, Analysis of

Variance) s ndslednym post hoc Tukeyho-testem.

Tabulka €. 6: Schéma qPCR reakce

Krok Teplota Doba [s] Pocet opakovani
[°C]
aktivace ’ 95 600 1
polymerazy
denaturace 95 15
nasedani primeril 60 60 (embryonalni vzorky)/ 40
+ elongace 30 (dospéla srdce)

ACq gen (priumér kontrola - primér EXP)
Egen

ACq Hprt1(primér kontrola - primér EXP)

Hprt1

Vzorec ¢. 1: Vypocet relativni exprese. Kontrola: nediabeticky w¢; EXP: diabeticky wt,
nediabeticky Hifla*", diabeticky Hifla™, ACq, diference prechodového bodu, E,

ucinnost reakce

relativni exprese =

4.12. Sekvenace transkriptomu
Pro zjisténi zmén v transkriptomu potomk diabetickych mysi byla pouzita metoda
sekvenace RNA (RNA-Seq). Celkova frakce RNA byla izolovana z LV 12 tydni starych
samcl. Kvalita izolované RNA byla zkontrolovana za pomoci kapilarni elektroforézy

(Bioanalyzer 2100, Agilent, USA). Funkéni test sestdval z reverzni transkripce s oligodT
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primery a nasledné qPCR v readlném case detekujici 996 bp dlouhy produkt genu Hprtl
detekovany parem primerti uvedenym v tabulce €. 4 pod oznacenim Hprtl 996. Tii vzorky
RNA od kazdé skupiny, skladajici se z biologickych replikati z riznych vrht, byly zaslany
do Genomics Core Facility (EMBL Heidelberg, Némecko), kde byly podle navodu od vyrobce
pripraveny 3'-seq knihovny a provedeno sekvenovani nové generace na piistroji Illumina
NextSeq sequencer (HiSeq2000, Illumina, USA) pii nastaveni, které¢ umoziuje jednosmeérnou
detekci 75 bp a indexti. Primérmny pocet ¢teni byl 42 miliond (minimum 32 milionl a
maximum 72 milionll), sekvence s nizkou kvalitou a indexy byly odfiltrovany pomoci
TrimmomaticPE v. 0.36 (Bolger et al., 2014) s nastavenymi parametery: “CROP:75
HEADCROP:12 ILLUMINACLIP:~/TruSeq-PE3.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3
SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36”. Ribozomalni a mitochondridlni RNA byly
odfiltrovany pomoci SortMeRNA v. 2.1b (Kopylova et al., 2012) za pouziti zakladniho
nastaveni. OCi$ténd Cteni (prumérny pocet 28 milionl, minimum 20 milioni a maximum 48
milionii ¢teni) byla pomoci STAR v. 2.5.2b (Dobin ef al., 2013) pfifazena ke genomu Mus
musculus, verze GRCm38 anotovana verze MS8. Tabulka poctd sekvenci byla vytvorena
pomoci python script htseq-count v. 0.6.1p1, (Anders ef al., 2015) s nastavenym parametrem
»—m union®. Nezpracovand data byla uloZena do vefejné databaze Gene Expression Omnibus

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Setfazené sekvence byly analyzovany pomoci DESeq?2 v.

1.15.51 (Love et al., 2014) s nastavenymi parametry: test = c("Wald"), fitType =
c("parametric"), betaPrior = FALSE, full = ~ Condition, minReplicatesForReplace = 7,
modelMatrixType = "standard", parallel = FALSE. Seznam odli§né exprimovanych gent
(DEQG, differentially expressed genes) byl vytvofen z gend, jejichZ exprese byla signifikantné
zménéna (padj < 0.1) vici alespont jedné skuping.

Funkéni klasifikace byla provedena pomoci on-line nastroje DAVID Functional

Annotation tool (https://david.ncifcrf.gov/). Pro vytvofeni Vennova diagramu byly pouZity

DEQG, jejichz exprese byla zménéna alespoii 0 30 % ve srovnéni s wt potomky nediabetickych
matek. Analyza obohaceni transkriptomu o specifické procesy byla v jednotlivych skupinach
provedena  pomoci g:GOST Gene Group Functional Profiling; g:Profiler

(http://biit.cs.ut.ee/gprofiler/). Pro analyzu obohaceni transkriptomu ve skuping Hifla™"

potomkli diabetickych matek o savéi fenotypové terminy byl pouZzit on-line nastroj

Mammalian phenotype ontology enrichment analysis of MGI (www.informatics.jax.org). Pro
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identifikaci pfimych a ptredpokladanych cilovych geni signalizace HIF-1 byla provedena

analyza literatury a databdze Harmonizome (Rouillard et al., 2016).
4.13. Histologicka analyza

4.13.1. Priprava parafinovych Fezi

Pro histologickou analyzu byla izolovana embrya a perfuzovana srdce fixovana ve 4%
(w/v) PFA. Nasledné byla tkan omyta v PBS 1x pufru pro odstranéni fixativa z tkané,
odvodnéna ethanolovou tfadou (25%, 50% a 70% (v/v) ethanol), pfevedena do xylenu a
prosycena parafinem. Odvodnéni, pfevedeni do xylenu a prosyceni parafinem probéhlo
v odvodiovacim tkanovém automatu ASP 200 (Leica, Némecko). Vzorky byly poté zalévany
do parafinu pomoci zalévaciho automatu EG 1150 (Leica, Némecko). Parafinové blocky byly
krajeny pomoci mikrotomu RM2255 (Leica, Némecko) na fezy o tloust’ce 7 um (embrya) a 8
um (dospéla srdce). Jednotlivé fezy byly napinany na hladiné vodni 1azné vytemperované na
39 °C a prenaseny na podlozni skla s nabojem (Superfrost® PLUS, Thermo scientific, USA).
Konec¢na fixace fezl na sklech byla provedena inkubaci na vyhiivaném napinacim stolku pti

42 °C.

4.13.2. Priprava vibratomovych ezt

Perfuzovana srdce byla po fixaci 4% (w/v) PFA omyta v PBS 1x a zalita do 4% (w/v)
agardzoveho gelu. Zalita srdce byla ponechana 20 min pii 55 °C, aby doslo k prosyceni tkang.
Po ztuhnuti byly blocky vychlazeny pii 4 °C a ponofené v PBS 1x krijeny na vibratomu
VT1000 S (Leica, Némecko) na 100 um tlusté fezy. Rezy byly skladovany v 0,4% (w/v) PFA
pii 4 °C.

4.13.3. Barveni hematoxylin-eosinem

Pfed barvenim byly fezy zbaveny parafinu omyvanim v xylenu (15 min) a poté
alkoholovou tadou (100%, 96%, 90%, 80% a 70% ethanol, po 5 min ) pievedeny do
destilované vody. Po odparafinovani byly fezy barveny hematoxilyn-eosinem dle schématu,
které je uvedeno v tabulce €. 7. Po odvodnéni tkani v alkoholové fad¢ (70%, 80%, 90% a 96%
ethanol po 10 s, 100% ethanol 5 min) a pfevedeni do xylenu (2 x 3 min) byly pfipraveny trvalé
preparaty nanesenim DPX ,,Mountant for histology* (Sigma-Aldrich, USA) a pfiloZzenim
kryciho skla.
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Tabulka ¢. 7: Schéma barveni H-E

Cislo kroku Cinidlo Cas

1 hematoxilin 40 s
2 tekouci voda 5 min
3 kysely ethanol 5s

4 voda z vodovodu 5 min
5 eosin 5s

6 destilovana voda 10s

Obarvené transversalni fezy hrudnikem embryi E14,5 byly pouzity k analyzam
embryonalniho srdce a derivati OFT za pomoci svételného mikroskopu Nikon Eclipse 501
(Nikon, Japonsko). Pocty defektl byly statisticky porovnany Fisherovym testem v programu
GraphPad Prism 5.04.

Obarvené sagitalni fezy embryi E14,5 byly pouZzity k vyhodnoceni relativni velikosti
organt k télu za pomoci svételného mikroskopu Nikon Eclipse 50i (Nikon, Japonsko) a
programu NIS-elements podle (van Dijk et al., 2016). Od kazdého ze 3 embryi ve skupiné

byly analyzovany 2 po sob¢ jdouci fezy.

4.13.4. Biochemicka detekce kolagenu

Kolagen v myokardu byl detekovan pomoci Picrosirius Red Stain Kit (24901-250,
Polysciences, USA), ktery detekuje kolagen typu I a II (Rittie, 2017). Transversalni
parafinové fezy srdcem 12 tydni starych potomkii diabetickych matek byly odparafinovany
v xylenu (15 min) a alkoholovou fadou (100%, 96%, 90%, 80% a 70% ethanol, po 5 min)
pfevedeny do destilované vody. Jadra byla obarvena hematoxylinem (5 min hematoxylin,
5 min oplach tekouci vodou), skla byla oplachnuta v destilované vodé&. Poté byly fezy kyvany
2 min v kyselin¢ fosfomolybdenové, oplachnuty destilovanou vodou a 60 min kyvany
v barvicim roztoku ,,Picrosirius Red F3BA Stain”. Nasledné¢ byly fezy 2 min v 0.1 N kyseliné
chlorovodikové, oplachnuty v 70% (v/v) ethanolu a po dehydrataci v alkoholové fad¢ (70%,
80%, 90% a 96% ethanol po 10 s, 100% ethanol 5 min) a pievedeni do xylenu (2 x 3 min)
byly pfipraveny trvalé preparaty nanesenim DPX , Mountant for histology* (Sigma-Aldrich,
USA) a ptiloZzenim kryciho skla.

4.13.5. Biochemicka detekce pokrocilych produkti glykace
Pokrocilé produkty glykace byly u 12 tydnt starych mysi detekovany pomoci barveni
kyselinou perjodistou a Schiffovym ¢inidlem (Periodic Acid-Schiff (PAS) Kit, 395B, Sigma-
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Aldrich, USA). Odparafinované fezy (xylen 15 min) byly alkoholovou fadou (100%, 96%,
90%, 80% a 70% ethanol, po 5 min ) pifevedeny do deionizované vody, kde byly 15 min
oplachovany, nasledn¢ byly 5 min inkubovany s kyselinou perjodistou a 3 x 5 min
oplachovany v deionizované vodé. Nasledovalo 15 min barveni Schiffovym ¢inidlem, 5 min
oplachovani pod tekouci vodou, 60 s barveni hematoxylinem a 5 minut oplach pod tekouci
vodou. Po odvodnéni ezl v alkoholové tadé (70%, 80%, 90% a 96% ethanol po 10 s, 100%
ethanol 5 min) a pfevedeni do xylenu (2 x 3 min) byly pfipraveny trvalé preparaty nanesenim

DPX ,,Mountant for histology* (Sigma-Aldrich, USA) a pfilozenim kryciho skla.

4.13.6. Detekce apoptozy v tkani

Detekce apoptotickych bunék byla provedena enzymatickym znacenim zlomi DNA
pomoci terminalni deoxynukleotidyl transferdzy, ktera pfidava na konce DNA modifikované
nukleotidy (TdT-mediated dUTP-X nick end labeling, TUNEL, #1684795, Roche).
Transversalni parafinové fezy 12 tydnd starymi srdei potomka diabetickych matek byly
odparafinovany pomoci xylenu a pfevedeny alkoholovou fadou do PBS 1x. Poté byly vzorky
inkubovany pii 37 °C ve vlhké komirce s proteindzou K (20 mg/ml, EO0492, Fermentas)
v 10 mM-tris-HCI, pH 8. Jako pozitivni kontrola byl pouzit fez inkubovany 12 min pfi
pokojové teploté s 1,5 ul DNasy I (1 u/ul, #EN0525, Fermentas) v 50 ul reakéniho pufru
s MgClz a 450 pl Sigma vody. Poté byly fezy 2 x 15 min omyty v PBS 1x. Pro samotnou
reakci byl namichén Cerstvy reakcni roztok ve slozeni 5 pl Tunel-Enzyme a 45 pl Tunel-Label
na 1 sklo. Vzorky s reakénim roztokem byly inkubovany 60 min v temnu pii 37 °C. Jako
negativni kontrola byl pouzit fez inkubovany s Tunel-Label roztokem bez Tunel-Enzyme.
Jadra byla obarvena Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, USA). Apoptotické bunky byly
v jednotlivych ¢astech srdce (LV, RV a septum) manudlné pocitany ve 3 po sobé jdoucich
fezech od kazdého ze 4 jedincli na skupinu za pouziti fluorescen¢niho mikroskopu Nikon
Eclipse 400 (Nikon, Japonsko). Celé tezy byly vyfoceny spomoci fluorescencniho
stereomikroskopu Leica MZFLIII (Leica, Némecko) a plocha jednotlivych ¢asti srdce byla
zmétena pomoci programu NIS Elements D 3.2 (Nikon, Japonsko). Pocty apoptotickych

bunck byly normalizovany k ploSe.
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4.13.7. Imunohistochemie parafinovych Fezu

Odparafinované fezy byly pievedny alkoholovou fadou do PBS 1x, pH 7,4 a omyty 2
x 15 min. Poté byla provedena tepelna indukce obnoveni antigenii. Rezy byly 20 min vaieny
v tlakovém hrnci v citratovém pufru 1x, pH 6. Pouze fezy urcené pro detekci PECAMI1 byly
vafeny v Tris-EDTA pufru (10mM Tris Base, ImM EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9.0). Po
vyjmuti z tlakového hrnce byly vzorky 15 min omyvéany v PBT (PBS 1x, 0,1% Tween) a 60
min piedinkubovany pii pokojové teploté ve vlhké komtirce v bloka¢nim roztoku (kozi sérum
v PBT, 1:10). Poté byla aplikovana primarni protilatka zfedéna v bloka¢nim roztoku (anti-
VEGFA, ziedéni 1:50, #sc-7269, Santa Cruz Biotechnology, anti-WTl1, ziedéni 1:200,
#CA1026, Calbiochem a anti-PECAM-1, zfedéni 1:50, Ab28364, Abcam). Inkubace s
primarni protilatkou probihala ptes noc pii 4 °C.

Druhy den byly fezy omyty v PBT (0,1% Tween, PBS 1x), 3 x 10 min pfi pokojové
teploté a 90 min inkubovéany v temnu pfi pokojové teploté se sekundarni protilatkou zfedénou
v bloka¢nim roztoku 1:500 (Alexa Fluor® 488 AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L), 115-
545-146, Jackson ImmunoResearch, Alexa Fluor® 594 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L), 111-585-144, Jackson ImmunoResearch). Po skonéeni inkubace byly fezy oplachnuty
3 x 12 min v PBT, zamontovany do montovaciho media DAPI Fluoromount-G™ (#17984-
24, Electron Microscopy Sciences, USA) a analyzovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu
Nikon Eclipse 400 (Nikon, Japonsko) a konfokalniho mikroskopu Zeiss LSM 880 (Zeiss,
Némecko). Zmény v expresi byly kvantifikovany pomoci programu NIH Imagel

(http://imagej.nih.gov/ij/download.html (Schneider et al., 2012)).

4.13.8. Detekce hypoxickych oblasti v tkani

Diabetickym a nediabetickym samicim byl 10 dni po nalezeni vaginalni zatky
intraperitonealné¢ podadn Pimonidazole HCl (Hypoxyprobe, USA) v mnozstvi 60 mg/kg
télesné hmotnosti mysi. Samice byly usmrceny 2 hod po podani Pimonidazole HCI a byla
izolovéana embrya ve v€ku E10,5, kterd byla ptes noc pii 4 °C fixovana ve 4% PFA v PBS 1x,
pH 7.4 a podle standardniho protokolu zalita do parafinu a na mikrotomu RM2255 (Leica,
Némecko) nakrajena na 7 pum tlusté tfezy. Hypoxické oblasti byly detekovany pomoci
imunohistochemické reakce (podle protokolu v kapitole 4.13.7. Imunohistochemie
parafinovych fezl) s primarni protilatkou proti Pimonidazole HCI (CCI-103F, Hypoxyprobe,
USA) ve ziedéni 1:250. Jadra byla obarvena Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, USA).
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4.13.9. Imunohistochemie vibratomovych rezi

Vibratomové fezy byly odtu¢nény v 70% ethanolu, 1 hod a rehydratovany postupnym
fedénim odtuc¢novaciho roztoku PBS 1x (1:1, 3 x 30 min) a néslednou inkubaci s PBS 1x,
30 min. Rehydratované fezy byly 1 hod, pii pokojové teploté blokovany v bloka¢nim roztoku
(2,5% kozi sérum, 0,5% Tween, PBS 1x). Nasledovala inkubace s primarni protilatkou
ziedénou v bloka¢nim roztoku (anti-F4/80, zfedéni 1:500, MCA497R, Biorad), 3 dny, 4 °C.

Po inkubaci s primarni protilatkou byly fezy omyty PBS 1x (6 x 30 min, pii pokojové
teploté) a opét 1 hod, pfi pokojové teploté blokovany v bloka¢nim roztoku. Nasledovala
inkubace se sekundarni protilatkou zfedénou v bloka¢nim roztoku (Alexa Fluor® 488-
conjugated AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-Rat IgG (H+L), zfedéni 1:400, 712-547-
003, Jackson ImmunoResearch), kterd probihala pies noc,v temnu pii 4 °C.

Druhy den byly fezy omyty v PBS 1x, 5 x 30, jadra byla obarvena Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich, USA). Po promyti PBS 1x (3 x 1 hod) byly fezy zamontovany pomoci
antifade (21,2% (w/v) N-propylgalat, 0,2M Tris pufr pH 8, 90% (v/v) glycerol) a analyzovany
pomoci konfokéalniho mikroskopu Zeiss LSM 880 (Zeiss, Némecko). Zmény v expresi byly
kvantifikovany pomoci programu NIH Image] (http://imagej.nih.gov/ij/download.html
(Schneider et al., 2012)).

4.13.10. Izolace proteini

Pro izolaci celkové frakce proteinii byla pouzita metoda homogenizace tkané v RIPA
pufru s inhibitory protedz a s inhibitory fosfatdz (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1% SDS,
0.5% deoxycholat sodny, 1% NP40, 1 mM fenylmetansulfonyl fluorid, Protease Inhibitor
Cocktail (P8340, Sigma-Aldrich, USA)). Embryonalni srdce byla ihned po izolaci
homogenizovana v 25 pl pufru a uloZzena v -80 °C. LV komory z dospé€lych srdci byly
homogenizovany v mnozstvi RIPA pufru, které odpovidalo 1000 pl na 100 mg tkané a 2
hodiny inkubovéany na kyvacce pii 4 °C. Poté byly vzorky stoceny 15 min pii 12 000 ga 4 °C,
a ulozeny v -80 °C. Pfed western blotem byla zméfena koncentrace proteinti v jednotlivych
vzorcich pomoci ,,Protein Assay Kit II* (Bio-Rad, USA), dle protokolu vyrobce. Koncetrace
proteinti byla urcena spektrofotometricky pti vlnové délce 595 nm pomoci c¢inidla
Coomassie® Brilliant Blue G-250 podle Bradfordové (Bradford, M. M., 1976). Jako standard
byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) (Bio-Rad, USA).
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4.13.11. Western blot

Elektroforetické rozdéleni proteinti izolovanych z embryonalni a dospélych srdci
probéhlo v 8%, respektive v 10% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE). K25 pg embryonalnich proteint, respektive k 50 ug proteini
z dospélych srdci v 10 ul bylo piidano 10 ul Laemmli vzorkovaciho pufru (Bio-Rad, USA).
Takto pfipravené vzorky byly zahiaty na 99 °C po dobu 5 min, poté byly ochlazeny na 4 °C.
Pro SDS-PAGE byla pouzita elektroforetickd aparatura Mini PROTEAN® Tetra systém (Bio-
Rad, USA). Na gel byly naneseny vzorky a komercni proteinovy standard (Bio-Rad, USA).
Rozdé€leni proteinii probihalo pii 200 V po dobu 2 h v elektroforetickém pufru (Tris-glycin-
SDS pufr 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% (w/v) dodecylsulfat sodny, pH 8,3).

Pfenos proteinill na nitrocelul6zovou membranu byl proveden v prosttedi pfenosového
pufru (Tris-glycinovy pufr, 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% (v/v) methanol, pH 8,3) pii
30 V po dobu 2 h v aparatute Mini PROTEAN® Tetra systém. Po pienosu byla membrana
obarvena barvicim roztokem Ponceau (Sigma-Aldrich, USA) a zdokumentovana. Toto
barveni slouzi ke kontrole pfenosu proteinii na membranu. Po dokumentaci byl barvici roztok
z membrany omyt oplachem 3 x 10 min v TBST (50 mM Tris, 150 mM chlorid sodny,
0,05% (v/v) Tween®20, pH 7,6). Dale byla membrina blokovdna po dobu 60 min
v roztoku 5% (w/v) mléka v TBST. Po blokaci byla membrana inkubovédna pies noc
s primarni protilatkou pfi 4 °C (anti-HIFla 1:750 (#NB100-105; Novus Biologicals), UK,
anti-CX43 1:6000 (C6219, Sigma), anti-pCX43 1:1000 (3511, Cell Signaling) a anti-TNFR2
at 1:1000 (sc-7862, Santa Cruz Biotechnology)) v 5% (w/v) BSA v TBST). Poté byla
membréana 3 x oplachovdna po dobu 10 min pii 4 °C. Nasledovala inkubace se sekundarni
protilatkou (1:10000 ,,Anti-Mouse IgG-Peroxidasa“ (Sigma-Aldrich, USA) v 1% (w/v) mléce
v TBST) po dobu 60 min pii 4 °C, poté byla 3 x oplachovana po dobu 10 min v TBST. Po
ukonceni omyvani bylo na membranu naneseno 750 pl chemiluminiscenéniho substratu
komeréni soupravy SuperSignal* West 300 Dura Chemiluminescent Substrate (#P1A34075;
Thermo Scientific, USA) a SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(#34095; Thermo Scientific, USA) pro detekci proteinti embryonalniho, respektive dospélého
srdce. Postup odpovidal protokolu od vyrobce. Chemiluminiscen¢ni signal byl detekovan a
zdokumentovan pomoci LAS4000 (GE Healthcare and Life Science, Svédsko). Intenzita

signdlu byla vyhodnocena denzitometricky v pocitacovém programu Image] software
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(http://imagej.nih.gov/ij/download.html). Jako kontrola mnoZzstvi proteinti nanesenych na gel,
byl pouzit pro embryonalni srdce B-actin (anti-B-actin, zfedéni 1:5000, #5125, Cell Signaling
Technology, USA) a hodnota pozitvniho signalu k nému byla vztazena. Pro kontrolu
nanesenych proteint izolovanych z dospélych srdci bylo pouzito barveni Ponceau (0,1% (v/v)
ponceau v 1% (v/v) kyselin¢ octové) (Lalli ef al., 2016, Lee ef al., 2016). Denzitometricky
byly hodnoceny proteiny o velikosti 30 kDa, 40 kDa, 45 kDa a 50 kDa. Takto ziskané hodnoty
byly secteny a soucet byl pouzit k normalizaci mnozstvi proteinu, které bylo naneseno na gel.

Hodnota pozitvniho signalu byla vztazena k tomuto souctu.
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5. Vysledky

5.1. Zmény béhem embryonalniho vyvoje

Pro studium vlivu materndlniho diabetu na embryondlni vyvoj byl pouzit Siroce
uzivany inbredni kmen FVB a model STZ indukovaného DM1 (Pavlinkova et al., 2009,
Salbaum et al., 2011, Bohuslavova et al., 2013). Pro porovnani vnéjSich morfologickych zmén
ve vyvoji diabetickych a nediabetickych embryi byla izolovdana embrya ve véku E10,5 az
E18,5. Nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi mnoZzstvim absorbovanych embryi
v diabetickych (15 %) a v nediabetickych vrzich (12 %, P = 0,5451, Fisheruav test), stejné tak
nebyl diabetem ovlivnén primérny pocet embryi ve vrhu. Avsak, jak ukazuje obrazek ¢. 12,
u diabetickych embryi se jiz ve véku E10,5 vyskytovalo mnozstvi externé viditelnych defekti,
které zahrnovaly defekty nervové trubice (Obrazek ¢.12E, F), kardiovaskularni defekty
projevujici se krvacenim a otoky (Obrazek ¢.12B, C, D, E) a opozdény vyvoj (Obrazek ¢.12B).
U embryi ve vécich E10,5, E12,5, E14,5 a E18,5 byl zméfenim temeno-kostréni délky ve
vSech skupinach detekovan opozdény riist diabetickych embryi (Tabulka €. 8). Relativni
velikost srdce vici télu byla vSak u diabetickych embryi v E14,5 vétsi, zatimco jatra byla

v porovnani k velikosti t€la mensi (Obrazek ¢. 13). Relativni velikost ledvin nebyla rozdilna.

Tabulka ¢. 8: Zmény v ristu embryi

vék E10.5 E12.5 E14.5 E18.5

nediabetické 4.64 + 0.09 8.96 £0.23 11.09 £0.10 20.83+1.0
N=28 N=8 N=22 N=6

diabetické 4.11+0.12 7.74 +£0.17 10.38 £0.10 17.41+£0.34
N=22 N=15 N=43 N=6

t-test P=0.0009 P=0.0004 P<0.0001 P=0.0075

Zmény v temeno-kostréni délce mezi nediabetickymi a diabetickymi embryi byly
porovnany pomoci neparového dvoucestného #-testu.

Jiz dfive publikovand studie ukazuje, Ze kardiovaskularni defekty se vyskytuji
v diabetické embryopatii nejcastéji a projevuji se krvacenim, otoky a v n€kterych ptipadech
také anémii (Bohuslavova et al., 2013). V E14,5 jsou vytvoieny vSechny struktury
embryonalniho srdce, v€etné velkych cév a sept mezi komorami a sinémi (Savolainen et al.,
2009), byly proto analyzovany transversalni fezy embryonalnim hrudnikem pravé v E14,5. U

embryi vyvijejicich se v prostfedi materndlniho diabetu byly ve 28 % ptipada (5 embryi z 18

57



analyzovanych) detekovany defekty srdce, coz je signifikantni navySeni oproti 15
nediabetickym embryim bez identifikované¢ho defektu srdce (P = 0,048, Fisheriv test). Ve
vétsSing pripadil se jednalo o defekty IVS (80 %) (Bohuslavova et al., 2013). VSechna srdce

embryi vystavenych materndlnimu diabetu méla zten¢enou vrstvu kompaktniho myokardu

v komorach (Obrazek ¢.12G, H).

nediabetické diabetické

nediabetické
diabeticke

Obrazek ¢.12. Morfologické zmény u diabetickych embryi starych E10,5 a E14,5.
Porovnani embryi z nediabetickych vrhli (A) s embryi z diabetickych vrhti (B-F)

v E10,5 ukazuje, ze s maternalnim diabetem byly nejcastéji spojeny kardiovaskularni
defekty a defekty nervové trubice. Defekty nervové trubice se projevovaly jako
poruchy uzavieni trubice (E,F, Sipka) a kardiovaskularni defekty se projevovaly
krvacenim (B, C, D) a otoky (E, Sipka). N¢ktera embrya byla viditeln€ ristove a
vyvojoveé opozdénd (B). Transversalni fez hrudnikem v E14,5 ukazuje, ze diabeticka
embrya (H) méla oproti nediabetickym (G) ztenceny myokard (G, H, Sipka). M¢titko
predstavuje 2,5 mm (A-F) a 500 um (G, H) (Bohuslavova et al., 2015).
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Obrazek ¢.13: Relativni velikost organii. Sagitalni fezy nediabetickym (A) a
diabetickym (B) embryem byly pouzity pro analyzu plochy jednotlivych organti a
jejich porovnani viici plose téla v E14,5. Graf (C) ukazuje, Ze srdce bylo vlivem
maternalniho diabetu v porovnani k télu zvétSené a jatra byla zmensend. Relativni
velikost ledvin nebyla ovlivnéna. Hodnoty v grafu ukazuji primér + SEM,

N =2 tezy/3 embrya ve skuping. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit dvoucestny
neparovy ¢-test: *, P < 0,05, métitko: 2 mm (Bohuslavova ef al., 2015).

5.2. Maternalnim diabetem indukované zmény v embryonalni genové expresi
Pro analyzy zmén na molekularni rovni bylo vybrano 11 gentl, které se G€astni transkripcni
modulace (Bazlb), regulace ptenosu signalu (Pdgfra, Tgfbrl, Adaml0, Itgav, Cxadr, Efnb2,
1l6st, Vegfa a Fltl) a remodelace tkdné€ (Ctss). Analyza exprese v embryonalnich stadiich od
E10,5 do E18,5 umoznila sledovani jednotlivych zmén v Case (Obrazek €.15). Jednotlivé
vysledky ukazuji, ze geny Cxadr a Ctss jsou maternalnim diabetem ovlivnény relativné malo.
Naproti tomu ostatni studované geny jsou vyrazné deregulované, kiivky ukazujici zmény
v ¢ase naznacuji, Ze vykyvy objevujici se v normdalné se vyvijejicim srdci jsou vlivem
maternalniho diabetu potlaeny. Specifickym piipadem je Itgav, jehoz exprese v diabetickém

srdci ptiblizné odpovida profilu u normélné se vyvijejiciho se srdce, ale od E13,5 se zmény
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déji o jeden den diive. Grafické zndzornéni intenzity zmeén na obrazku ¢. 14 ukazuje vliv
diabetu a je z n¢j patrné, Ze nejvetsi zmeény probehly v E13,5, E14,5 a E18,5. Také ukazuje
rozdeleni genti do dvou skupin podle zmén v jejich expresi. V jedné skupin€ jsou geny Baz1b,
Efnb2, ll6st, Tgfbrl, Cxadr, Pdgfra, Itgav a Ctss, ve druhé skuping pak jsou geny Vegfa, Flt]
a Adaml0. Zajimavé je, ze vSechny geny, které byly signifikantné¢ zménéné v diabetickych
srdcich, mély v E13,5 snizenou expresi a v E14,5 byla jejich exprese naopak navySena
(Obrazek ¢.16).

Analyza expresnich zmén v srdcich embryi s kardiovaskuldrnimi defekty ¢i
dysfunkcemi v E14,5 (Obrazek ¢. 17) ukazala pon¢kud jiny obrazek. V té€chto srdcich byly
deregulovany také geny, které nebyly signifikantné zménény v srdcich stejné starych
diabetickych embryi bez detekovanych defektl, patii sem Cxadr, Adaml10, Ctss, Vegfa a
Pdgfbra. Naopak beze zmény byly geny Bazlb, 1l6st a Flt. Kromég toho, geny deregulované
v srdcich obou skupin diabetickych embryi (Efnb2, Tgfbrl a ltgav) mély sniZzenou expresi u
embryi s kardiovaskularnimi defekty, zatimco v srdcich diabetickych embryi bez defektl
byla jejich exprese navySena. Nejvyraznéjsi zmeéna byla v expresi genu Vegfa, ktera byla
navysena a zaroven vykazovala variabilitu. Obrazek ¢.18 ukazuje, ze embrya s nejmensimi
externimi defekty méla nejmensi zmény v expresi Vegfa, zatimco embryo s 4,9 ndsobnou
expresi (obrazek ¢. 19C) mélo nejvétsi otok a krvaceni ukazujici zdvaznou dysfunkci
kardiovaskularniho systému.

Uvedené vysledky naznacuji, Zze by zmény v expresi Vegfa u diabetickych embryi
mohly souviset s kardiovaskularnimi defekty, nebot’ jakékoli deregulace tohoto genu vede
k embryondlni letalit¢ v disledku kardiovaskularnich defektd (Zhang et al., 2016, Holler et
al., 2016, Karaca et al., 2016) . Zarovenn byla u tohoto genu jako u jedin¢ho detekovéna
signifikantné¢ zménéna exprese v srdcich E10,5 starych embryi vystavenych maternalnimu
diabetu (Obrazek ¢.16). V pozdé¢jsich stadiich nebyla zména statisticky signifikantni. Z toho
divodu byly doplnény analyzy z ptedchozich véka (Obrazek ¢.18). V E8,5 byla exprese Vegfa
vlivem diabetu sniZend, nicmén¢ analyzovano bylo celé embryo a tyto zmény zahrnuji také
ostatni tkdn¢, zejména nervovou trubici. V srdci byla o den pozdéji, tedy v E9,5, exprese Vegfa
vlivem diabetu velmi variabilni.

Jako dalsi krok byla provedena imunohistochemicka detekce VEGFA v srdci v E10,5,
ktera potvrdila, ze zvySena exprese mRNA se piekladd do proteinu (Obrazek ¢.20A-E). Jak
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LV, tak RV byly analyzovany zvlast, nicméné v obou komorach byl stejny trend. Nebyla
detekovana ani zadna specifickd oblast se zvySenou expresi VEGFA. Vzhledem k tomu, ze
maji diabetickd embrya ztenéeny myokard (Bohuslavova et al., 2013), byl analyzovan také
WTI, ktery se ucastni vyvoje epikardu a epikardidlni EMT. V expresi WT1 nebyly
detekovany rozdily (Obréazek ¢.20A, B, F).

Jednim z hlavnich regulatorti Vegfa je HIF-1, hlavni regulator transkrip¢nich odpovédi
na hypoxii (Semenza, 2011). Hypoxie je ddvana do souvislosti s patologickymi zménami
souvisejicimi s diabetem (Williamson et al., 1993), a signalizace HIF-1 je deregulovéana
vlivem maternalniho diabetu (Pavlinkova et al., 2009, Bohuslavova ef al., 2013). Byla proto
provedena detekce hypoxie v embryonalnim srdci ve véku E10,5 (Obrazek ¢.21 A - C), ktera
potvrdila navySeni hypoxie vlivem maternalniho diabetu. Tomu odpovidaly i vysledky
analyzy HIF-1a, ktera byla provedena pomoci western blotu (Obrazek ¢. 21D, E). Jak hladina
hypoxie, tak mnozstvi HIF-1a jsou tedy v embryondlnim srdci signifikantné navySeny vlivem

maternalniho diabetu.
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Obrazek €.14: Zmény v genové expresi v srdcich diabetickych
embryi. Grafické znazornéni intenzity zmén v expresi genil v srdcich
diabetickych embryi na irovni mRNA. Ve sloupcich jsou znazornény
zmény exprese jednotlivych geni, v fadcich jsou studovana vyvojova
stadia. Cervena a zelena barva piedstavuje zvyseni, respektive snizeni
exprese na urovni mRNA izolované z celého embryonalniho srdce.
Shlukova analyza byla provedena metodou Wardova shlukovani

s vyuzitim vysledki qPCR, nediabetickd embrya, n = 4, diabetickd
embrya, n = 6 — 10 (Bohuslavova et al., 2015).
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Obrazek &. 15: Casovy pritbéh zmén v expresi genii v embryonalnich srdcich

vystavenych maternalnimu diabetu. Grafy zobrazuji primérné hodnoty Delta Cq

ziskané pomoci qPCR v jednotlivych vécich od E10,5 do E18,5. Nediabetickd embrya,

n =4, diabetickd embrya, n = 6 — 10 (Bohuslavova et al., 2015).
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Obrazek €. 16: Zmény v expresi gent v srdcich diabetickych embryi ve vécich
E10,5, E13,5 a E14,5. (Bohuslavova et al., 2015)
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Obrazek €. 16: Zmény v expresi genii v srdcich diabetickych embryi ve vécich
E10,5, E13,5 a E14,5. Hodnoty piedstavuji primérnou relativni zménu v srdcich
diabetickych embryi + SEM. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit dvoucestny
neparovy ¢ — test, nediabeticka embrya, n = 4, diabetickd embrya, n=6 — 10, * P <
0,05.
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Obrazek €. 17: Zmény v expresi gent v srdcich diabetickych embryi

s kardiovaskularnimi defekty v E14,5. Hodnoty piedstavuji primérnou relativni
zménu v srdcich diabetickych embryi + SEM. Ke statistickému vyhodnoceni byl
pouzit dvoucestny neparovy ¢ —test, n =4, * P < 0,05 (Bohuslavova et al., 2015).
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Obrazek €. 18: Zmény v rané expresi Vegfa. Zmény v expresi mRNA Vegfa v E8,5
v celém embryu a v E9,5 v celém embryonélnim srdci byly analyzovany pomoci
qPCR. Grafy ukazuji primérnou zménu a individualni hodnoty. Celé embryo ES8,5:

n = 8 nediabetickych, n = 6 diabetickych embryi; srdce E9,5: n = 8 nediabetickych,

n = 13 diabetickych embryi. Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit dvoucestny
neparovy t-test, *, P < 0.05 (Bohuslavova et al., 2015).

66



Obrazek €. 19: Zmény v externi morfologii diabetickych embryi E14,5
pouzitych pro qPCR. Porovnani normalné se vyvijejicich embryi z nediabetickych
vrhi v E14,5 (A ,B) s diabetickymi embryi s kardiovaskularnimi defekty (C-D)
projevujicimi se otoky (C, E, F, bilé Sipky) a krvacenim (C, D, zluté Sipky). Ryega,
relativni exprese Vegfa, métitko: 5 mm (Bohuslavova et al., 2015).
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Obrazek ¢. 20: Exprese VEGFA a WT1 v embryonalnim srdci. (Bohuslavova et al.,
2015)
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Obrazek ¢. 20: Exprese VEGFA a WT1 v embryonalnim srdci. Transversalni
fezy embryonalnim srdcem nediabetickych embryi (A) a diabetickych embryi (B)

v E10,5 byly pouzity pro imunohistochemickou detekci VEGFA (zelend) a WT-1
(Cervena), bunécna jadra byla obarvena pomoci Hoechst (modrd). Vlivem diabetu
byla zvySena exprese VEGFA (E) v srdci diabetickych embryi (B) v porovnani se
srdci nediabetickych embryi (A). LV 1 RV byly analyzovany zvlast, stejn¢ tak
myokard a trabekuly, trend zmény byl ve vSech oblastech stejny, nebyla
identifikovana specificka oblast s vyssi expresi VEGF-A. Detekovana oblast exprese
VEGF-A byla analyzovana pomoci ImageJ v diabetickych (D) a nediabetickych (C)
embryich. Exprese WT-1 nebyla zménéna (A ,B, F). Hodnoty v grafech ptfedstavuji
primér = SEM, pro statistické vyhodnoceni byl pouzit dvoucestny neparovy z-test, *,
P <0,05.
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Obrazek ¢. 21: Detekce hypoxickych oblasti a proteinu HIF-1a v srdci v E10,5.
Transversalni fez LV embryondlniho srdce v E10,5 ukazuje hypoxické oblasti (zeleng,
Sipky) v nediabetickych (A) a diabetickych (B) embryich. Jadra byla obarvena pomoci
Hoechst (modra), autofluorescence je Zluta. V diabetickych srdcich byla detekovana
zvySena hypoxie (C), n = 2 fezy/4 embrya/ skupina, métitko: 100 pm. Western blotem
(D,E) bylo detekovéano zvyseni celkového mnoZzstvi HIF-1a v diabetickych
embryonalnich srdcich v E10,5 normalizované k mnozstvi -aktinu, nediabeticka
embrya, n = 8, diabetickd embrya, n = 2, hodnoty v grafech predstavuji primeér +
SEM, pro statistické vyhodnoceni byl pouZzit dvoucestny neparovy z-test, C,*, P <
0,0007, E, *, P <0,05 (Bohuslavova et al., 2015).

70



5.3. Potomci diabetickych matek

Dalsi vyzkum byl zaméten na vliv materndlniho diabetu na potomky a proces zvany
fetalni programovani. Vystaveni maternalnimu diabetu béhem intrauterinniho vyvoje vede
v dospélosti mimo jiné ke zvySenému riziku rozvoje metabolického syndromu, diabetu a
kardiovaskularnich onemocnéni (Fetita et al., 2006, Plagemann, 2004). Vzhledem k tomu, ze
piredchozi vyzkum ukazal, ze maternalni diabetes dereguluje HIF-lo a Zze embrya
heterozygotni pro deleci Hifla (Hifla™") maji vy$§i nachylnost krozvoji defekth
(Bohuslavova et al., 2013), byly analyzovani wt i Hifla™" potomci diabetickych mysi. Wt
samice, kterym byl pomoci STZ indukovan diabetes, byly kiizeny se samci Hifla™", ¢imz

bylo zamezeno moznému vlivu maternalniho genotypu.

Primérny pocet narozenych Hifla™ mlad’at vystavenych materndlnimu diabetu byl
sniZzeny (obrazek ¢. 22A), coz je v souladu s vysledky ptedchozi studie ukazujici zvySenou
embryonalni letalitu mutantnich embryi z diabetickych vrhii (Bohuslavova ef al., 2013). Ob¢
skupiny potomkii vyvijejicich se v diabetickém prostiedi mély nizsi télesnou hmotnost
(obrazek ¢. 22B), av§ak hmotnost srdce mély snizenou pouze wt potomci diabetickych matek
(DiaM) (obrazek ¢. 22C), coz znamend, ze poméer hmotnosti srdce k télesné hmotnosti,
ukazatel zvétSeni srdce, byl u Hifla"" potomk@ DiaM signifikantn& zvysen (obrazek ¢&. 22D).
Morfologie hlavnich srde¢nich struktur zlistala nezménéna (obrazek ¢. 22E-H), pouze srdce
Hifla™" potomki DiaM byla kulatéjsi, jak vyplyva z poméru pravo-levé a apiko-bazalni osy,
tedy $itky a délky, kterd u Hifla™ potomki DiaM ¢inila primémé 1,03, zatimco u wt a
Hifla"" potomki kontrolnich matek a wt potomk@ DiaM byly priimérné hodnoty 1,38, 1,39,
respektive 1,38.

Echokardiograficka analyza ukazala, Ze zatimco ve véku 1 tydne nebyla funkce srdce,
vyjadiend jako FS, ovlivnéna, ve véku 12 tydnid bylo FS sniZzeno u obou skupin potomki
DiaM viici kontrolnim skupindm (obrazek ¢.23D). Zaroven byla detekovana zhorSena funkce
srdce Hifla*~ vii&i wt v kontrolnich skupindch. FS vyjadiuje rozdil mezi diastolickym a
systolickym rozmérem dutiny LV a tedy intenzitu srde¢niho stahu. Diastolické rozméry
nebyly zménény, rozdil ve FS tedy byl dan pfedevS§im vétsimi rozméry dutiny pfi systole
(tabulka €.9) a souvisel jak s diabetem, tak s genotypem. Vlivem diabetu byla ve véku 12
tydnii snizena také tepova frekvence (obrazek ¢.23F), coz naznafuje mozné zmény

v autonomni regulaci srdce (Jordan a Tank, 2014). Zmény detekované echokardiografickou
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analyzou byly podobné u samcti 1 samic (tabulka ¢.9, 10), pro dalsi analyzy byli pouziti pouze
samci.

Fetélni programovani je pomérné nova a neprobadana oblast, proto bylo pro analyzu
molekularnich zmén v LV srdei 12 tydnt starych potomkt diabetickych matek zvoleno
sekvenovani transkriptomu. Grafické zndzornéni intenzity zmén v expresnim profilu (obrazek
&.24A) ukazuje, ze nejodlisngjsi jsou Hifla™ potomci DiaM a potomci kontrolnich matek
jsou si navzajem nejpodobnéjsi. Signifikantné zménéné geny (Padj < 0,1) ve skupiné Hifla™"
potomkid DiaM v porovnéni s jinymi skupinami patii do kategorii ,,Gene Ontology* kddujici
proteiny Ucastnici se vyvojovych, metabolickych a imunitnich procesii, regulace bunécné
proliferace, angiogeneze, odpovédi na stres, mezibunééné komunikace a dal$ich, jak ukazuje
graf na obrazku ¢. 24B. Jednotlivé geny pro uvedené kategorie jsou vypsany v tabulce ¢. 11.
Pro dalsi analyzy byla uplatnéna hranice 30% zmény ve vSech skupinach viici wt potomkiim
kontrolnich matek (tabulka ¢.13). Venntliv diagram (obrazek ¢. 24C) ukazuje, Ze z celkovych

v +/-

144 bylo nejvice genu (95, tabulka ¢. 12) zménéno pouze u Hifla™ potomki DiaM.
Z celkovych 135 geni zménénych ve skuping Hifla™" potomkt DiaM bylo 53 % genti pomoci
databaze Harmonizome (Rouillard ef al., 2016) a vyhledavani v literatute identifikovano jako
pfimé nebo ptredpovézené cile HIF-1 (tabulka ¢. 14). Analyza obohaceni kategorii
biologickych procest pomoci programu gProfiler (Reimand et al., 2016) ukazala, Ze zménéné
geny vobou skupinach potomkii DiaM byly navySeny v kategoriich souvisejicich
s imunitnimi procesy (obrazek &. 24D). Ve skupiné Hifla™ potomkd DiaM byly navic
obohaceny kategorie biologickych procesii souvisejici s vyvojem, odpovédi na stres,
apoptdzou, bunécnou proliferaci a komunikaci a angiogenezi (tabulka ¢. 15). Kategorie
savCich fenotypovych ontologii (tabulka ¢. 16) byly obohaceny o kategorie souvisejici
s homeostazou a metabolismem (63 geni), imunitnim syst¢émem (60 gend) a abnormalni
vrozenou imunitou (25 genil). Kromé toho byly obohaceny kategorie spojené s abnormalni
fyziologii krevnich cév (17 gent,) a s fyziologii hladké svaloviny cév (9 genll). Zmény
v expresi vybranych genl zjisténé pomoci RNA-Seq byly ovéfeny pomoci qPCR
(obrazek ¢€. 25).
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5.3.1. Zmény v morfologii tkané LV

Zmény ve funkci LV mohou byt spojené se zménami v myokardu. Jednou z takovych
zmeén je zvySend apoptoza, kterd byla detekovéana u obou skupin potomkti diabetickych matek
jak v LV, tak v RV a v septu (obrazek ¢. 26).

Protoze jsou makrofagy nezbytné pii opravé poskozenych tkani, véetné srdce (Zhou
et al., 2016), byla analyzovana jejich infiltrace do myokardu. Poc¢et makrofagii, detekovanych
imunohistochemicky jako bunky exprimujici F4/80, byl navy$en v myokardu LV wt potomka
DiaM, nikoli v§ak v myokardu LV Hifla™" potomka DiaM (obrazek &. 27A-E). Tomuto
zjisténi odpovidala i snizena exprese TNFR2 v LV Hifla™ potomki DiaM (obrazek &.
27F,G), nebot’ delece TNFR2 ma za nasledek snizenou infiltraci makrofagl (Defer et al.,
2007, Luo et al., 2006).

Dal$im vyznamnym faktorem ovliviiuyjicim funkci myokardu jsou zmény
v extracelularni matrix (ECM). Mezi proteiny ECM pievazuje kolagen, v srde¢ni tkani je to
predevsim kolagen typu I (Bashey et al., 1992). Pfitomnost fibrozy je vyznamnym ukazatelem
probihajicich patologickych procest (Travers et al., 2016). Biochemickéa detekce kolagenu
vSak ukdzala snizeny obsah kolagenu v tkéni v obou skupindch potomkti vystavenych diabetu
a také u Hifla™" potomkt kontrolnich matek (obrazek ¢&. 28A-I). Produkce kolagenu v tkani
je spojena se signalizaci TGFp (Frangogiannis, 2014). Exprese Tgfbl/ na trovni mRNA
odpovidala svym trendem mnozstvi detekovaného kolagenu v tkéani (obrazek ¢. 28J).

V hyperglykemickém prostredi dochazi k tvorbé AGE, které ovliviluji vlastnosti jak
intracelularnich, tak extracelularnich proteini a lipida a tim vlastnosti myokardu (Vlassara a
Striker, 2011). Biochemicka detekce ukézala zvysené mnozstvi AGE v LV Hifla™" potomkii
DiaM (obrazek ¢. 29A-I).

Vyznamnou soucasti spravné fuknce myokardu je také spravny prenos signalu. Jednim
z hlavnich proteini tvoficich mezibunécné spoje mezi kardiomyocyty je CX43 a jeho
dysfunkce je spojena se Spatnou funkci myokardu (Gutstein ef al., 2001). Exprese CX43 je
regulovana signalizaci HIF-1 (Waza et al, 2014) a v hypoxickém prostiedi ma
kardioprotektivni funkci (Tittarelli et al., 2015). Kromé& toho se pisobenim diabetu méni
pomér fosforylované a nefosforylované izoformy CX43 v tkdni (Sato et al., 2002). VLV
Hifla"" potomkii DiaM bylo snizené mnozstvi obou izoforem, fosforylované (pCX43) i

nefosforylované (obrazek ¢. 29J,K). Fosforylace serinu na pozici 368 je diilezita pro funkci
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CX43 (Benes et al., 2011), detekované snizené mnozstvi pCX43 by tedy mohlo mit zasadni

vliv na funkci srdce.
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vahu srdce potomkii.
(Cerychova et al., 2018)
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Obrazek €. 22: Vliv mutace a maternalniho diabetu na preziti a vahu srdce
potomkii. Primérny pocéet Hifla™ mlad’at ve vrzich diabetickych matek byl vyrazné
sniZzen ve srovnani s ostatnimi skupinami (A). Ve véku 12 tydnit méli potomci

z diabetickych vrhii mensi hmotnost, nezévisle na genotypu (B). Snizenou hmotnost
srdce vsak méli jen wt potomci diabetickych matek (C), cozZ se projevilo zvySenym
pomérem hmotnosti srdce k hmotnosti téla (D). Hodnoty piedstavuji prumér + SEM, A:
n = 11 nediabetickych vrhii, n = 10 diabetickych vrhii; B-D: n = 20 wt z nediabetickych
vrhil, n = 15 wt z diabetickych vrhii, n = 15 Hifla™" z nediabetickych vrhi, n = 10
Hifla™" z diabetickych vrhil. Statistické vyhodoceni pomoci dvoufaktorové ANOVA
ukazalo vliv diabetu na: poc¢et mlad’at ve vrhu, P = 0.0391; télesna hmotnost,

P <0.0001; hmotnost srdce, P = 0.0124; hmotnost srdce/téla, P = 0.0003; vliv interakce
genotypu s diabetem na: pomér hmotnosti srdce/téla, P = 0.0362. * znaci statistickou
signifikanci detekovanou pomoci post hoc Tukeyho testu, *P < 0.05, **P <0.01. E-H:
Reprezentativni mikrofotografie posteriorni poloviny srdce 12 tydna starych mysi ze
skenovaciho elektronového mikroskopu ukazuji vS§eobecné porovnatelnou strukturu
v§ech srdci, pouze Hifla*" potomci diabeti¢ek méli srdce kulatéjsi.
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Obrazek ¢. 23: Echokardiograficka analyza funkce srdce.
(Cerychova et al., 2018)
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Obrazek ¢. 23: Echokardiograficka analyza funkce srdce. Reprezentativni zaznam
struktur LV v M-modu, podélny pohled na srdce w¢ samce z nediabetického vrhu (A) a
Hifla"™" samce z diabetického vrhu (B). Frakéni zkraceni (FS) saméich potomki ve véku
1 tydne (C) nebylo ovlivnéno diabetem ani genotypem. Ve véku 12 tydnt (D) bylo FS
snizeno ve vSech skupinach v porovnani s wt samci z nediabetickych téhotenstvi. Tepova
frekvence nebyla u samcti zménéna ve véku 1 tydne (E), ve véku 12 tydnu (F) byla
sniZzena u samcti obou genotypu pochdzejicich z diabetickych vrha.

v porovnani s wt samci z nediabetickych vrhii. Hodnoty pfedstavuji primér + SEM, stafi
1 tyden: n = 20 wt z nediabetickych vrhi; n = 14 wt z diabetickych vrhi; n = 17 Hifla™"
z nediabetickych vrhii; n = 9 Hifla™" z diabetickych vrhi; stati 12 tydnii: n = 20 wt

z nediabetickych vrhi; n = 15 wt z diabetickych vrhii a Hifla™" z nediabetickych vrhiy;

n = 10 Hifla"" z diabetickych vrhii. Statistické vyhodoceni pomoci dvoufaktorové
ANOVA ukézalo vliv genotypu na FS, P <0.001, a vliv diabetu na: FS, P <0.0001,
tepovou frekvenci, P <0.0001. * zna¢i statistickou signifikanci detekovanou pomoci
post hoc Tukeyho testu, , *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <0.001, **** P <(0.0001.

78



B Signifikantné zménéné geny

ostatni, 79

bu:necna
komunikace,

vrhy vrhy

C
Hifla"" wi
diabetické diabetické
vrhy vrhy

e

Hifla*"
nediabetické vrhy

apoptoza, 28

organizace
extracelularni
matrix, 10

angiogeneze, 11

odpovéd na
stres, 63

Vyvojove
procesy, 79

metabolické
procesy. 73

procesy
imunitniho
systému, 55

regulace
bunééné
proliferace, 33

D Analyza obohaceni

organizace extracelulami matrix
migrace leukocyti

odpovéd na sires

endocytosa

bunétna proliferace

regulace angiogencze
apoptotické procesy

bun&éna komunikace

odpovédi na podnét

VYVO0]OVE procesy

procesy imunitniho systému

procesy imunitniho systému

zangtlivd odpoved’

0 50 100

B Hifla diabetické vihy  [Jjj w* diabeticke vrhy

Obrazek ¢. 24: Kombinace maternalniho diabetu a mutace Hifla ovliviiuje
transkriptom v LV dospélych potomkii.

(Cerychova et al., 2018)

79



Obrazek ¢. 24: Kombinace maternalniho diabetu a mutace Hifla ovliviiuje
transkriptom v LV dospélych potomkii. Grafické znazornéni vysledkii RNA-Seq
analyzy ukazuje intenzitu celkovych zmén v transkriptomu LV wt a Hifla™" potomk z
nediabetickych a diabetickych vrhii a hierarchické shlukovani zménénych genii (n = 3)
(A). Geny se zménénou expresi ve skupiné Hifla™" z diabetickych téhotenstvi byly
klasifikovany pomoci webového néstroje DAVID (B), hodnoty ptedstavuji pocet genti
v jednotlivych kategoriich. Pro vytvofeni Vennova diagram (C) byly pouzity geny,
jejichz zména byla v jednotlivych skupinach ve srovnani s wt z nediabetickych

vrhli > 30 %. Analyza obohaceni kategorii biologickych procest (D) byla provedena
pomoci webového nastroje g:Profiler. Hodnoty piedstavuji pocet gent v jednotlivych
kategoriich biologickych procest.
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Obrazek ¢. 25: Validace vysledkit RNA-Seq pomoci qPCR.
Vybrané odlisné exprimované geny byly analyzovany pomoci qPCR. Hodnoty
predstavuji primér = SEM, RNA-Seq, n = 3, qPCR, n = 8 (Cerychova et al., 2018).
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Obrazek ¢. 26: Diabetes zvySuje apoptozu v tkani 12 tydnu starych potomkii.
Apoptotické buiiky byly detekovany metodou TUNEL (Cervené Sipky ukazuji
apoptické bunky, zelend), bunééna jadra byla obarvena pomoci Hoechst (modra) (A-
D), métitko: 100 um. Grafy (E-G) ukazuji zvySeny pocet apoptotickych bun¢k na
plochu tkan€ v jednotlivych ¢astech srdce. Hodnoty piedstavuji primér = SEM, n =4
jedinci/ 3 fezy. Statistické vyhodoceni pomoci dvoufaktorové ANOVA ukazalo vliv
interakce diabetu a genotypu v LV, P = 0.016, a vliv diabetu v RV, P <0.0001 a
septu: P <0.0001. * znaci statistickou signifikanci detekovanou pomoci post hoc
Tukeyho testu, **P <0.01, ***P < 0.001.
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Obrazek ¢. 27:Infiltrace makrofagii do myokardu a zmény v expresi TNFR2.
A-D: Makrofagy byly ve vibratomovych fezech myokardem imunohistochemicky
detekovany pomoci markeru F4/80 (zelend, ¢ervené Sipky), jadra byla obarvena
pomoci Hoechst (modré), méfitko: 50 um. E: Kvantifikace F4/80" bun&k

v zobrazené oblasti myokardu LV. Hodnoty ptedstavuji primér + SEM, n = 1 fez/2-
5 z-rovin/4 jedinci/skupina. F, G.: Reprezentativni western blot a kvantifikace
exprese TNFR2 v myokardu LV. Hodnoty piedstavuji primér + SEM, n = 3.
Statistické vyhodoceni pomoci dvoufaktorové ANOV A ukazalo vliv interakce
diabetu a genotypu na: F4/80, P = 0.0002, TNFR2, P =0.0133, vliv genotypu na
F4/80, P =0.0159 a vliv diabetu na F4/80, P = 0.0042. * znaci statistickou
signifikanci detekovanou pomoci post hoc Tukeyho testu, *P <0.05, **P < 0.01,
%P <0.001. AU, arbitrarni jednotky (Cerychova et al., 2018).
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Obrazek €. 28: Obsah kolagenu v myokardu.

A-H: Reprezentativni mikrofotografie barveni picrosirius red, které detekuje kolagen
v tkani. Vyznacena oblast kolagenu pomoci programu Adobe Photoshop je na
obrazcich B, D, F, H. Méftitko: 100 um. I: Relativni kvantifikace kolagenu v tkani
stanovena jako procentualni podil kolagenu v ploSe fezu pomoci programu ImageJ.
Hodnoty piedstavuji primér + SEM, n = 4. J: Relativni exprese 7gfb/ v myokardu
LV stanovend pomoci qPCR. Hodnoty ptfedstavuji primér £ SEM, n = §. Data jsou
normalizovana k expresi mRNA kontrolniho genu Hprtl. Statistické vyhodoceni
pomoci dvoufaktorové ANOVA ukazalo vliv genotypu na obsah kolagenu v tkani, P
=0.0089 a vliv diabetu na obsah kolagenu, P = 0.0007; Tgfbl, P = 0.0079. * znaci
statistickou signifikanci detekovanou pomoci post hoc Tukeyho testu, *P < 0.05,
**P <0.01 (Cerychova et al., 2018).
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5.3.2. Zmény v metabolismu

Se srde¢nimi patologiemi jsou vyznamné spojeny zmény ve vyuziti substrati pro
energeticky metabolismus (Kolwicz et al., 2013). Vzhledem k tomu, Ze analyza transkriptomu
ukazala jako jednu z vyznamné ovlivnénych kategorii geny kodujici proteiny ucastnici se
metabolismu, byly analyzovany dva cilové geny signalizace HIF-1: Cd36 (Mwaikambo et al.,
2009) a Ldha (Semenza et al., 1996). CD36 je receptor, ktery umoziuje lipoproteinim a
mastnym kyselindm z nich odvozenych vstupovat do bun¢k (Yang et al., 2007) a LDHA je
enzym katalyzujici posledni krok anaerobni glykolyzy, pfeménu pyruvatu na laktat. Exprese
Cd36 byla zménéna pouze u Hifla"" potomkd DiaM, zatimco exprese Ldha byla snizena

v porovnani s wt potomky kontrolnich matek ve vSech skupinach (obrazek ¢.30).

A Obrazek ¢. 30: Metabolické zmény
1.4 4 b Relativni exprese mRNA genu Cd36
1.2 * (A) a genu Ldha (B) v myokardu LV

o * . .

Q10 stanovena pomoci qPCR. Hodnoty

Vos - predstavuji primér + SEM, n = 8.

o | Data jsou normalizovéna k expresi

% 0' 4 ] mRNA kontrolniho genu Hpril.

) Statistické vyhodoceni pomoci
0':; | dvoufaktorové ANOVA ukézalo vliv
, ' P genotypu na mRNA Cd36, P =
B wi Hifla 0.0118, MRNA Ldha, P =0.0034 a
14 - vliv diabetu na mRNA Cd36, P =
x 0.0061. * znadi statistickou
1.2 1 * . . . ’
S 104 signifikanci detekovanou pomoci

S post hoc Tukeyho testu, *P < 0.05,

=087 #*P < (.01 (Cerychova et al., 2018).
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Obrazek ¢. 31: Zmény v expresi Vegfa A: Relativni exprese mRNA genu Vegfa

v myokardu LV, hodnoty ptfedstavuji primér £ SEM, n = 8. Data jsou normalizovana
k expresi mRNA kontrolniho genu Hprtl. B: Relativni kvantifikace VEGFA v cévach
byla stanovena jako procentualni podil VEGFA™ oblasti ve sténé cév. Hodnoty
ptredstavuji primér + SEM, n = 4. C-F: Reprezentativni mikrofotografie

z konfokalniho mikroskopu ukazuji imunohistochemické barveni VEGFA (zelend) ve
sténé velkych koronarnich cév LV, jadra byla obarvena pomoci Hoechst (modra),
méfitko: 50 um. Statistické vyhodoceni pomoci dvoufaktorové ANOVA ukazalo vliv
diabetu na mRNA Vegfa, P = 0.0003, a vliv interakce diabetu a genotypu VEGFA v
cévach, P = 0.0382. * znaci statistickou signifikanci detekovanou pomoci post hoc
Tukeyho testu, *P < 0.05, **P < 0.01 (Cerychova et al., 2018).
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5.3.3. Zmény v cévach

Maternalni diabetes je spojen se zvySenym rizikem rozvoje kardiovaskularnich chorob
v dospélosti (Manderson et al., 2002), proto byla analyzovana exprese Vegfa, ktery je dilezity
pro vaskularizaci a zaroven je cilem signalizace HIF-1. Na urovni mRNA byla v LV exprese
Vegfa snizena v obou skupinach potomki DiaM (obrazek ¢. 31A). Imunohistochemicka
detekce PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule 1), ktery zna¢i endotelové
bunky, neodhalila zZadné zmeény v kapilarni siti (obrazek ¢. 32). Proto byl VEGFA
imunohistochemicky analyzovan specificky ve velkych koronarnich cévach myokardu LV,
kde byla jeho exprese naopak zvysena u Hifla"~ potomki DiaM ve srovnani s wt potomky
vystavenymi maternalnimu diabetu (obrazek ¢. 31B-F). Rozdil mezi vysledky kvantifikace
VEGFA z celého myokardu a velkych cév naznacuje odlisnou regulaci Vegfa v riznych
strukturach. Podobné byla detekovéana odlisnd exprese Vegf na irovni mRNA v myokardu a
velkych cévéch diabetickych pacienti (Semenza, 2011), coz ukazuje, Ze rozdil v expresi mezi

jednotlivymi tkdnémi neni dan translaci mRNA do proteinu.
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nediabetické diabetické
vrhy vrhy Obrazek €. 32: Vaskularizace
A myokardu
A-D: Reprezentativni
mikrofotografie endotelovych
buiiky kapilar v myokardu LV,
které byly imunohistochemicky
detekovany pomoci PECAM-1
C (Cervend), bunécna jadra byla
obarvena pomoci Hoechst
(modra), métitko: 50 um. E-H:
Vyznacena PECAM-1" oblast,
pomoci programu Adobe
Photoshop. I: Relativni
E F e kvantifikace byla stanovena jako
e S Uity procentualni podil PECAM-1"
: ' barveni v zobrazené oblasti
pomoci programu ImageJ.
Hodnoty ptedstavuji primér +
g AN SEM, n = 4. . Statistické
; H = vyhodoceni pomoci
-4 ' ' dvoufaktorové ANOVA ukazalo
L Al oy vliv genotypu P = 0.0302,
pomoci nasledného post hoc
Tukeyho testu nebyl detekovan
signifikantni rozdil (Cerychova
etal.,2018).
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Tabulka ¢.9: Vysledky echokardiografického méfeni potomkii samc¢iho pohlavi
z nediabetickych a diabetickych vrhu ve véku 1 tydne a 12 tydni

1 tyden stari samci

skupina/(n) AWTdLVDd PWTd AWTs LVDs PWTs FS % HR BW

it mediabetick ) 7 95 039 062|086 [0.67 555 fas B
vrhy/(n=20)

SEM 001 003 oI 002 003 ool |12 |16 [0.09
wi diabetické 1) 1 o o4 Jose 074 065 |63 W31 P8
vrhy/(n=14)

SEM 001 006 0.0l (002 [0.04 003 |24 |16 [0.19
Hif1a+/'

nediabetické (0.4 1.99 1041 10.62 093 [0.68 [53.5 {21 [3.7
vrhy/(n=17)

SEM 0.01 10.03 ]0.01 [0.02 [0.04 ]0.02 |1.68 |14 0.1
Hl‘.f]a+/'

diabetické 0.37 |1.74 1038 [0.55 [0.83 |0.59 |52.9 431 [3.0
vrhy/(n=9)

SEM 0.01 0.1 0.01 [0.02 10.07 [0.03 |2.05 [22 0.253

12 tydna stari samci

skupina/(n) AWTAdLVDd PWTd AWTs LVDs PWTs FS % HR BW

winediabetickely 76 oy o7 17 R3r [L22 pr2tslzrs pson
vrhy/(n=20)

SEM 0.02 .06 002 0.02 [0.05 02 o6 6 |15
we diabeticke 1 oo 1373 e 102 35 [1.06 7.0 ka0 P36t
vrhy/(n=15)
SEM 0.01 [0.04 Jo.01 0.2 0.04 [0.02 o4 |0 |06
Hma#—

nediabetické [0.75 [3.93 [0.70 [1.10 [2.46 [1.13 [37.57% [469% [27.6™"
vrhy/(n=15)

SEM 0.02 [0.09 10.02 [0.03 ]0.09 [0.03 |I.1 10 0.8

Hl:f]ll+/'
diabetické 0.62 [3.85 [0.61 091 [2.64 [0.93 [B1.4"HU25" [4.0™
vrhy/(n=10)

SEM 0.01 10.04 [0.01 [0.02 [0.03 0.03 0.6 10 0.7

AWTd, diastolicka tloustka anteriorni stény; LVDd, diastolicky rozmér dutiny levé
komory; PWTd, diastolicka tloustka posteriorni stény; AWTs systolicka tloustka
anteriorni stény; LVDs, systolicky rozmér dutiny levé komory; PWTs, systolicka
tloustka posteriorni stény; FS%, frakéni zkraceni; HR, tepova frekvence; BW, télesna
hmotnost. Statisticky signifikantni rozdily byly stanoveny pomoci post hoc Tukeyho
testu; ", P < 0.05 v porovnani s wt z nediabetickych vrhi; T, P < 0.05 v porovnani s wt
z diabetickych vrhii; ¥, P < 0.05 v porovnani s Hifla™" z nediabetickych vrhi; %, P <
0.05 v porovnani s Hifla"" z diabetickych vrhi.
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Tabulka €.10: Vysledky echokardiografického méreni potomki samiciho pohlavi
z nediabetickych a diabetickych vrhu ve véku 1 tydne a 12 tydni

1 tyden staré samice

skupina/(n)  |AWTdLVDd [PWTd/AWTs|LVDs [PWTs |[FS % |[HR |BW
wi nediabeticke | 30|y g5 | 033 | 0.60 | 0.83 | 0.64 | 556 | 439 | 36
vrhy/(n=19)

SEM 0.01 | 0.03 [ 001 [002]004]002]147] 14 |0.10
we diabetické | 35 |y 25 | 039 | 061 | 079 | 0.64 | 549 | 427 | 3.1
vrhy/(n=18)

SEM 0.01 | 0.05 [ 0.01 [ 001 ] 003|002 1.14] 12 |0.15
Hif7a+/'

nediabetické | 0.38 | 1.90 | 0.40 | 0.62 | 0.83 | 0.67 | 56.1 | 429 | 3.4
vrhy/(n=22)

SEM 0.01 | 0.03 [ 001 [002]002]002]1.07] 13 |o0.11
Hif]a+/.

diabetické 039 | 1.71 | 0.40 | 057 | 0.77 | 0.61 | 549 | 416 | 3.0
vrhy/(n=7)

SEM 0.01 | 0.06 | 0.01 | 0.01 | 0.04 [ 002 | 1.44 | 31 | 021

12 tydnii staré samice

skupina/(n) JAWTdLVDd PWTd AWTs LVDs PWTs FS % HR BW
wenediabeticke | o7 | 355 | 065 | 1.08 | 229 | 1.09 [38.175| 419 [22.87
vrhy/(n=22)

SEM 0.01 [ 0.03 001|001 [002]002] 04 | 11 | 04
wi diabeticke | ¢\ | 30| 064 | 093 | 2.35 | 1.01 [34.47] 434 [2087%
vrhy/(n=19)

SEM 0.01 | 0.05 | 001 ]002004]002] 04 | 10 | 05
Hiﬂa+/'

nediabetické | 0.71 | 3.68 | 0.7 | 1.02 | 2.35 | 1.07 [36.1"%| 406 | 22.5"
vrhy/(n=23)

SEM 0.01 [ 0.03[002]002[003[002] 051 9 [ 03
Hiﬂa+/'

diabetické 0.65 | 3.58 | 0.57 | 0.86 | 2.44 | 0.86 |31.8"™% 449 [19.7%
vrhy/(n=7)

SEM 0.01 [ 0.09 | 0.01 | 002]009]002] 12 14 | 05

AWTd, diastolicka tloustka anteriorni stény; LVDd, diastolicky rozmér dutiny levé
komory; PWTd, diastolicka tloustka posteriorni stény; AWTs systolicka tloustka
anteriorni stény; LVDs, systolicky rozmér dutiny levé komory; PWTs, systolicka
tloust’ka posteriorni stény; FS%, frak¢ni zkraceni; HR, tepova frekvence; BW, télesna
hmotnost. Statisticky signifikantni rozdily byly stanoveny pomoci post hoc Tukeyho
testu; *, P < 0.05 v porovnani s wt z nediabetickych vrhii; T, P < 0.05 v porovnani s wt
z diabetickych vrhii; ¥, P < 0.05 v porovnani s Hifla™" z nediabetickych vrhi; ¥, P <

0.05 v porovnani s Hifla™" z diabetickych vrhi.
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Tabulka & 11: Seznam rozdilné exprimovanych geni ve skupiné Hifla"- potomki z
diabetickych vrhi v jednotlivych kategoriich biologickych procesi.

Kategorie
biologickych Seznam genii
procest (N genii)

Ackr2, Aldhlal, Anxal, Clga, Clgb, Clgc, C3arl, Carl,
Casp4, Ccl2, Cclo, Ccl7, Ccl9, Cdi4, Cd55, Cd9, Claspl,
Clec4n, Col3al, Corola, Cotll, Ctss, Cul4a, Cxcll, Dab2, Dhx9,
Odpovéd’ na stres/ Duoxl, Duoxal, Ecml, Fl3al, Fcgr2b, Fcna, Fstll, Icaml,
(63 genii) Ifitml, 1133, Impact, Itgam, Lmcdl, LoxI2, Lyz2, Maltl, Mrcl,
Mylk3, Myocd, Nekl, Nlrpl0, Pf4, Plek, Ptgsl, Ptprj, Rps6kbl,
Serpinb6a, Setd2, Sfipl, Srpx, Stabl, Tgfbr2, Tirl3, Txnip,
Tyrobp, Vavl, Vidlr

Adrala, Aldhlal, Amigo2, Anxal, Clgb, Clgc, C3arl, Clarl,
Casp4, Ccdcl41, Ccdc80, Ccl2, Ccl7, Ccl9, Cd248, Cd53, CdY,
Cepl26, Claspl, Clec3b, Col3al, Corola, Ctsc, Cul4a, Cxcll,
Dab2, Dact2, Dclkl, Duoxl, Duoxal, Ecml, Fbnl, Gas7, Hcls1,
Vyvojové procesy/ Hexa, Icaml, Ifitm1, 1133, Ildr2, Impact, Itgam, Kcnab2, Kdm3a,
(79 genii) Kdm5a, LoxI2, Lrpl, Maltl, Mfap5, Mknk2, Mmpl9, Mylk3,
Myocd, Nbll, Nekl, Nrnl, Pf4, Pil6, Pirb, Pkp2, Plek, Ptgsl,
Ptprj, Rpn2, Rps6kbl, Rpsa, S100al0, Serpinb6a, Setd2, Sfipl,
Stabl, Stmn4, Synel, Tgfbr2, Txnip, Tyrobp, Usp9x, Vavl, Vidlr,
Zbtb7b

A4galt, Adgrdl, Adrala, Anxal, Arell, Asbll, Asbl5, B3gat3,
Clga, Clgb, Clgc, C5arl, Casp4, Ccl2, Ccl6, Ccl7, Ccl9, Cd535,
Clec3b, Clkl, Col3al, Ctsc, Ctss, Cul4a, Dab2, Dcaf3, Dclkl,
Ddost, Dok2, Dusp27, Ecml, Eeflg, Fil3al, Fbnl, Fcna, Hclsl,
Herc3, Icaml, 1133, Ildr2, Impact, Itgam, Kdm3a, Kdm5a, LoxI2,
Maltl, Marchl, Mknk2, Mmpl19, Mylk3, Myocd, Nekl, Pcolce,
Pf4, Pfkfb2, Pil6, Plek, Pm20d2, Ppplr37, Psmdl, Ptprj, Rpn2,
Rps6kbl, Rpsa, Serpinb6a, Setd2, Sfrpl, Tgfbr2, Tiri3, Trim33,
Txnip, Usp9x, Vidlr

Metabolické
procesy/ (73 genii)

Anxal, Clga, Clgb, Clgc, C3arl, CSarl, Casp4, Ccl2, Ccl6,
Ccl7, Ccl9, Cdl4, Cd248, Cd300ld, Cd55, Clec4n, Col3al,
Corola, Ctsc, Ctss, Culda, Cxcll, Dab2, Dact2, Ddost, Ecml,
Fbnl, Fcgr2b, Fcna, Fyb, Hclsl, Icaml, Ifitml, 1133, Itgam,
Kcnab2, Lmcdl, Maltl, Marchl, Mfap5, Mknk2, Mrcl, Myolg,
Nbll, Nlrpl0, Pf4, Pirb, Plek, Ptprj, Sfipl, Tgfbr2, Tirl3,
Tyrobp, Vavl, Zbtb7b

Procesy imunitniho
systému/ (55 genii)

Anxal, C3arl, Csarl, Ccl2, Cd248, Cd9, Corola, Cul4a, Cxcll,
Regulace bunécné Dab2, Dpt, Ecml, Fcgr2b, Fgfl6, Folr2, Hclsl, Ifitml, 1I33,
proliferace/ (33 gent) | ltgam, LoxI2, Lrpl, Maltl, Myocd, Pf4, Pkp2, Ptgsl, Ptprj,
Rpsokbl, Sfrpl, Srpx, Tgfbr2, Txnip, Wdrl3
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Tabulka €. 11: pokracovani

Angiogeneze/ (11genti)

C3arl, CSarl, Ccdc80, Ccl2, Ecml, LoxI2, Mmp19, Pf4, Setd?,
Stabl, Tgfbr2

Organizace
extracelularni
matrix/ (10 genii)

Ccdc80, Ccl2, Claspl, Col3al, Ctss, Dpt, Loxl2, Mfap5, Mmp19,
Mrc2

Bunécéna smrt/
(28 genii)

Aldhlal, Amigo2, Anxal, Arell, C5arl, Casp4, Ccl2, Cd248,
Corola, Ctsc, Dab2, Emp3, Fcgr2b, Hclsl, Icaml, 1133, Impact,
Ivnslabp, Lrpl, Maltl, Mknk2, Myocd, Pf4, Rps6kbl, Sfipl,
Srpx, Tefbr2, Txnip

Bunééna komunikace/
(76 genii)

Ackr2, Adgrdl, Adrala, Anxal, Asbll, Asbl5, C3arl, Clarl,
Casp4, Ccl2, Ccl6, Ccl7, Ccl9, Cdi4, Cd53, Cd9, Clec4n,
Col3al, Corola, Ctsc, Cxcll, Dab2, Dact2, Dclkl, Dok2, Duoxl,
Ecml, Fbnl, Fcgr2b, Fcna, Fgfl6, Frat2, Fyb, Gpr22, Hclsl,
Hexa, Icaml, 1133, Ildr2, Impact, lqgap2, Itgam, Ivnslabp,
Kdm3a, Lmcdl, Lrpl, Maltl, Mknk2, Myolg, Myocd, Nbll, Ncln,
Olfr78, P2ry6, Pf4, Pfkfb2, Pirb, Pkp2, Plek, Ptgs1, Ptprj, Rabl5,
Rps6kbl, Rrad, Sfrpl, Snx13, Srpx, Stabl, Tgfbr2, Tirl3, Trim33,
Txnip, Tyrobp, Usp9x, Vavl, Vidlr

Transport/ (24 genii)

Anxal, Atp8al, Atp9a, Ccl2, Cdl4, Cd9, Claspl, Corola, Dab2,
Fegr2b, Lrpl, Mrcl, Mrc2, Msrl, Myolg, Osbpl6, Plek, Rabl5,
S100al0, Srpx, Synel, Tgfbr2, Vavl, Vidlr

Ostatni/ (79 genii)

Adamtsl3, Adamtsl4, Adssll, Aldhla2, Ankrd28, Arpclb, Arpc3,
Atfob, Axl, Blk, Cadm3, Capg, Ccser2, Cd320, Cdk2ap2, Cfp,
Chd4, Clpx, Cmah, Cpn2, Creldl, Ctsa, Ctsz, Dhdh, Efhd2,
Emcl0, Emilin2, Fbinl, Fbin2, Fgl2, Fmrinb, Fxyd5, Fycol,
GOs2, Gusb, Hck, Hnl, Igfbp4, Itgb2, Kap, Laptm5, Lbp, Luzp2,
Lyvel, Mat2a, Mmp9, Mpegl, Mpped2, Ms4a6d, Myhll, Ncfl,
Ncf4, Nxpe5, Pacsin2, Pcfll, Pknox2, Plala, Plekhhl, Plod3,
Ptchd3, Ptgis, RplS, Sacs, Scin, Sla, Slc35e2, Slc7a7, Tcn2,
Timpl, Tmem245, Ttc39b, Ubn2, Vwf, Wfdcl7, Xpo4, Zbtbll,
Zfp397, Zfp442, Zfp655
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Tabulka €. 12: Seznam gent v jednotlivych skupinach Vennova diagramu.

Skupina/ geny (N)

Seznam genii

Hifla"” diabetické
vrhy/ (135 genii)

Itgb2, Cfp, Timpl, Vwf, Scin, Axl, Plala, Hck, Cadm3, Fbinl,
GOs2, Fxyd5, Aldhla2, Blk, Adamtsl4, Ncfl, Lbp, Cmah, Igfbp4,
Mmp9, Ptgis, Myhll, Ccl6, Ccl9, Plek, Myolg, Myocd, Rabl5,
Iggap?2, Xpo4, Stmnd4, Dok2, Fyb, Dab2, Sla, Zbtbll, Ccdc80,
Fstll, Helsl, Cpn2, Clec4n, Pil6, Emilin2, Zfp397, Ms4ab6d, 1133,
Msrl, Ptprj, Ifitml, Clec3b, Gsta3, Col3al, Cd55, Dpt, Fcgr2b,
Mrcl, Fcna, Fbnl, Tspanl8, Duoxal, Dclkl, Ecml, Laptm),
Kcnab2, Pf4, Cxcll, Arpclb, Mfap5, Ctsc, Tyrobp, Corola, Itgam,
Lyvel, Cotll, Rrad, Tgfbr2, Maltl, Folr2, Kap, Gas7, Duoxl,
Casp4, Tlri13, Vavl, LoxI2, Cd300ld, Ccl7, Ccl2, Pknox2, Marchl,
Clga, Clqc, Clgb, Ctss, F13al, Nrnl, Ptchd3, Fgl2, Emp3, Lrpl,
C3arl, 1ldr2, Cd53, Nbll, Pcf1l, Sic35e2, Stabl, Olfr78, Adgrdl,
Gpr22, Ackr2, Adrala, Mpegl, Ptgsl, Nxpe5, Frat2, A4galt,
Amigo2, P2ry6, Dact2, C5arl, Cdh20, Cdl4, Kdm3a, Pm20d2,
Cd248, Capg, Pirb, Fmrinb, Luzp2, Lyz2, Wfdcl7, Adamtsi3,
Ncf4, Srpx

wt diabetické vrhy/
(39 genii)

Scin, Axl, Fxyd5, Aldhla2, Ncfl, Ptgis, Ccl6, Ccl9, Mknk2, Rab15,
Stmn4, Fyb, Sla, Ms4abd, 1133, Msrl, Gsta3, Fbnl, Tspanls$,
Cxcll, Lyvel, Tsc22d3, Kap, Tiri3, Ccl2, Marchl, Txnip, Ctss,
Fgl2, Cd53, OIlfr78, Frat2, Amigo2, Cdh20, Aldhlal, Fmrinb,
Cytll, Luzp2, Trp53ill

Hif]aﬁ_
nediabetické vrhy/
(17 genii)

Mmp9, Rabl5, Hifla, Duoxal, Itgam, Kap, Ccl7, Ccl2, Nrnl,
Ptchd3, Olfr78, Ackr2, Frat2, Cdh20, Plekhhl, Fmrinb, Zfp442

Hifla”" diabetické
vrhy + Wt
diabetické vrhy/
(26 genii)

Ctss, Lyvel, 1133, Ccl6, Stmn4, Tspanl8, Gsta3, Fgl2, Scin, Ccl9,
Aldhla2, Axl, Ms4a6d, Amigo2, Sla, Ptgis, Msrl, Cd53, Tiri3,
Fbnl, Fyb, Luzp2, Cxcll, Ncfl, Marchl, Fxyd5

Hifla”" diabetické

vrhy + Hifla"
nediabetické vrhy/
(7 gentt)

Ackr2, Duoxal, Nrnl, Mmp9, Ccl7, Itgam, Ptchd3

Hifla”" diabetické
vrhy + wt
diabetické vrhy +
I iﬂa+/-
nediabetické vrhy/
(7 gentt)

Frat2, Cdh20, Olfr78, Ccl2, Kap, Fmrinb, Rabl5
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Tabulka €. 13: Seznam genii, jejichZ exprese je zménéna o > 30%.

Skupina/ (N genii)

Seznam genii

Geny se zvySenou expresi/
(111 gent)

Itgh2, Cfp, Timpl, Vwf, Axl, Plala, Hck, Cadm3,
Fbinl, Fxyd5, Aldhla2, Adamtsl4, Ncfl, Lbp, Cmah,
Igfbp4, Ptgis, Cclo, Ccl9, Plek, Myolg, Rabl5, Stmn4,
Dok2, Fyb, Dab2, Sla, Ccdc80, Fstll, Hclsl, Clec4n,
Pil6, Emilin2, Ms4ab6d, 1133, Msrl, Ptprj, Ifitml,
Clec3b, Gsta3, Col3al, Cd55, Dpt, Fcgr2b, Mrcl,
Fcna, Duoxal, Dclkl, Ecml, Laptm5, Kcnab2, Pf4,
Cxcll, Arpclb, Mfap5, Ctsc, Tyrobp, Corola, Lyvel,
Cotll, Rrad, Tgfbr2, Folr2, Gas7, Duoxl, Casp4,
Tiri3, Vavl, LoxI2, Cd300ld, Pknox2, Marchl, Clqa,
Clgc, Clgb, Ctss, Fl3al, Fgl2, Emp3, Lrpl, C3arl,
1ldr2, Cd53, Nbll, Stabl, Adgrdl, Mpegl, Ptgsl,
Nxpel, Frat2, A4galt, Amigo2, P2ry6, Dact2, CSarl,
Cdl4, Cd248, Capg, Pirb, Lyz2, Wfdcl7, Adamtsi3,
Ncf4, Srpx, Mknk2, Tsc22d3, Aldhlal, Cytll, Hifla,
Plekhhl, Zfp442

Geny se sniZenou expresi/
(25 genii)

Scin, G0s2, Blk, Myhll, Myocd, lqgap?2, Xpo4, Zbtbl1l,
Cpn2, Zfp397, Tspanl8, Maltl, Nrnl, Ptchd3, Pcfll,
Slc35e2, OIlfr78, Gpr22, Adrala, Cdh20, Kdm3a,
Pm20d2, Luzp2, Txnip, Trp53ill

Geny se zménénou expresi/
(8 genti)

Mmp9, Itgam, Kap, Ccl7, Ccl2, Ackr2, FmrInb, Fbnl
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Tabulka ¢. 14: Seznam cilu signalizace HIF-1

Kategorie

Geny N/ % ze 135
genll

Seznam gent

Piimé cile HIF-1

9 genl1/6.7%

Udgrdl, Axl, Cd55, Cfp, Kdm3a, LoxI2, Lipl,
\Pcfl1, Sla

Exprese genu
spojena s Hifla

18 geni/13.3%

Aldhla2, Capg, Cd248, Col3al, Corola,
Cxcll, Dclkl, Ifitml, 1133, Lyvel, Msrl,
\Myhll, Ptgis, Ptgsl, Ptprj, Srpx, Tgfbr2,
Timpl

Exprese genu
spojena s hypoxii

42 gent/31.1%

Adrala, Amigo2, Clga, Clgb, Ccl2, Ccl7,
Ccl9, Cd53, Cpn2, Ctsc, Ctss, Dpt, Ecml,
Emp3, Fl3al, Fbinl, Fbnl, Fcgr2b, Fgl2,
Folr2, Frat2, Fstll, Fxyd5, Fyb, G0s2, Gas7,
Gsta3, Igfbp4, Itgh2, Kap, Lbp, Mmp9, Mpegl,
\Myocd, Ncfl, Nrnl, Pirb, Rabl5, Rrad, Stabl,
Vavl, Vwf

Predpokladané cile
HIF-1

12 genti/8.9%

CSarl, Capg, Ccdc80, Ctss, Fmrinb, Fyb,
[tgh2, Mmp9, Myocd, Ptgis, Rabl5, Vwf

Geny patfici do
rodiny s
predpokladanym
cilem HIF-1

62 gen1/45.9%

Ackr2, Adamtsi3, Adamtsl4, Adgrdl, Aldhla2,
Amigo2, Arpclb, Clga, Clgb, Clgc, Casp4,
Ccl2, Ccl6, Ccl7, Ccl9, Cdil4, Cd248,
Cd300ld, Cd53, Cd55, Cdh20, Clec3b, Clec4n,
Col3al, Corola, Ctsc, Cxcll, Ecml, Emilin2,
Emp3, Fbinl, Fcna, Frat2, Fxyd5, Gas7,
Gpr22, Gsta3, Ifitml, 1I133, Itgam, Kcnab2,
Kdm3a, Lbp, Mfap5, Mrcl, Ms4ab6d, Myhll,
Myolg, Nxpe5, Olfr78, P2ry6, Plek, Ptchds,
Ptgsl, Ptprj, Slc35e2, Tgfbr2, TIrl3, Vavl,
Wfdcl7, Zbtbll, Zfp397

Seznam genil se zménénou expresi 0 > 30 % ve skupiné Hifla" potomki z diabetickych
vrhi (N = 135) byl pouzit pro ru¢ni vyhledani ptimych cilii signalizace HIF-1 a gent, jejich

exprese je ovlivnéna zménami Vv expresi Hifla nebo hypoxii.

Pro vyhledani

predpokladanych cila a genil patticich do rodin s predpokladanym cilem signalizace HIF-
1 uréenych na zékladé pfitomnosti motivu odpovidajiciho vazebnému mistu (HRE) byla
pouzita databdze Harmonizome (Rouillard et al., 2016).
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Tabulka €. 15: Seznam genii v obohacenych kategoriich biologickych procesi.

Biologické
procesy/ geny
) Seznam geni
Zangtliva
£ | odpoved/ Axl, Nefl, Ptgis, Ccl6, Cel9, 1133, Cxcll, Tlrl3, Cel2, Ctss
& | (10 gend)
% P=0.000151
E Procesy
£ ;m;;l;‘;ho Scin, Axl, Nef1, Cel6, Ccl9, Mknk2, Fyb, Sla, 1133, Fbnl, Cxcll,
3 (f6 ’ Tsc22d3, Tirl3, Cel2, Marchl, Ctss
gentl)
P=0.00173
Procesy Itgb2, Cfp, Scin, Axl, Hck, Blk, Ncf1, Lbp, Mmp9, Ccl6, Ccl9,
- munitniho Plek, Myolg, Fyb, Sla, Hclsl, Clec4n, 1133, Ptprj, Ifitml,
systému/ Col3al, Cd55, Mrcl, Fcna, Fbnl, Ecml, Kcnab2, Pf4, Cxcll,
(54 gent) Mfap3, Ctsc, Tyrobp, Corola, Tgfbr2, Maltl, Casp4, Tlri3,
P=2 77E-16 Vavl, Cd300ld, Ccl7, Ccl2, Marchl, Clga, Clgc, Clgb, Ctss,
) Lrpl, C3arl, Nbll, Dact2, C5arl, Cdl4, Cd248, Pirb
Itgh2, Timpl, Scin, Axl, Hck, Fbilnl, Aldhla2, Blk, Adamtsl4,
Mmp9, Ptgis, Myhll, Ccl9, Plek, Myocd, Stmn4, Dab2, Sla,
2| Vyvojové Hclsl1, 1133, Msrl, Ifitml, Clec3b, Gsta3, Col3al, Fbnl,
2| procesy/ Duoxal, Dclkl, Ecml, Kcnab2, Pf4, Cxcll, Mfap3, Ctsc,
:% (61 genil) Tyrobp, Corola, Tgfbr2, Maltl, Duoxl, Casp4, Vavl, LoxI2,
g | P=0.00226 Ccl7, Ccl2, Clgc, Clgb, Nrnl, Lrpl, C3arl, Ildr2, Cd53, Nbll,
2 Stabl, Adrala, Ptgsl, Amigo2, Dact2, C5arl, Kdm3a, Cd248,
= Pirb
s Itgh2, Cfp, Timpl, Vwf, Axl, Hck, Fbinl, GOs2, Aldhla2, Blk,
% Ncfl, Lbp, Igfbp4, Mmp9, Ptgis, Ccl6, Ccl9, Plek, Myolg,
Myocd, Iqgap2, Dok2, Fyb, Dab2, Sla, Fstll, Hcls1, Clec4n,
Odpovédi na 1133, Msrl, Ptpryj, Ifitml1, Clec3b, Gsta3, Col3al, Cd55, Mrcl,
podnét/ Fena, Fbnl, Tspanl8, Duoxal, Dclkl, Ecml, Laptm35, Pf4,
(90 gentl) Cxcll, Arpclb, Ctsc, Tyrobp, Corola, ltgam, Lyvel, Cotll,
P=3 38F.-6 Rrad, Tgfbr2, Maltl, Duoxl, Casp4, Tiri3, Vavl, LoxI2, Ccl7,
' Ccl2, Marchl, Clga, Clgc, Clgb, Ctss, F13al, Lrpl, C3arl,
1ldr2, Cd53, Nbll, Stabl, Olfr78, Adgrdl, Gpr22, Ackr2,
Adrala, Ptgsl, Frat2, P2ry6, Dact2, C5arl, Cdl4, Kdm3a,
Pirb, Lyz2, Srpx
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Pokracovani tabulky €. 15

Biologické
procesy/ geny
) Seznam genti
Itgh2, Timpl, Axl, Hck, Fbinl, G0s2, Aldhla2, Blk, Ncfl, Lbp,
Igfbp4, Mmp9, Ptgis, Ccl6, Ccl9, Plek, Myolg, Myocd, Iggap?,
Bunééna Dok2, Fyb, Dab2, Sla, Hclsl, Clec4n, 1133, Ptprj, Col3al,
komunikace/ Mrcl, Fena, Fbnl, Tspanl8, Dclkl, Ecml, Pf4, Cxcll, Ctsc,
(69 genii) Tyrobp, Corola, Itgam, Lyvel, Rrad, Tgfbr2, Maltl, Duoxl,
P=0.00108 Casp4, Tlr13, Vavl, Ccl7, Ccl2, Lrpl, C3arl, lldr2, Cd53,
Nbl1, Stabl, Olfr78, Adgrdl, Gpr22, Ackr2, Adrala, Frat2,
P2ry6, Dact2, C5arl, Cd14, Kdm3a, Pirb, Srpx
Arlz)zgzm/“’ke Timpl, Scin, Axl, Hek, GOs2, Aldhla2, Adamisi4, Nefl, Mmp9,
1(32 6 et}llﬁ) Ptgis, Myocd, Dab2, Hcls1, 1133, Pf4, Ctsc, Corola, Tgfbr2,
B & Maltl, Casp4, Ccl2, Lrpl, Amigo2, CSarl, Cd248, Srpx
P=0.0455
Regulace
angiogeneze/ .
>
Z| (9 gentt) Itgh2, Ptgis, Ecmli, Pf4, Tgfbr2, Ccl2, C3arl, Stabl, C5arl
Z | P=0.0244
2
';.,:': Bunécna Timpl, Scin, Hck, Fbinl, Aldhla2, Blk, Ncfl, Igfbp4, Mmp?9,
< | proliferace/ Mpyocd, Sla, Hclsl, 1133, Ptprj, Ifitml, Dpt, Ecmli, Pf4, Cxcll,
= | (30 genlt) Corola, Tgfbr2, Maltl, Folr2, Loxl2, Ccl2, Lrpl, Ptgsl, C5arl,
$e P=0.00159 Cd248, Srpx
S
S8 Ergd;gr};%(;sa/ Axl, Hck, Lbp, Myolg, Dab2, Msri, Mrcl, Corola, Tgfbr2,
P=0.00025 Vavl, LoxI2, Ccl2, Lrpl, Stabl, Ackr2, Cdl14, Ncf4, Srpx
Itgh2, Cfp, Timpl, Vwf, Axl, Hck, Fbinl, Blk, Ncfl, Lbp, Igfbp4,
Odpovéd na Mmp9, Ptgis, Ccl6, Ccl9, Plek, Myocd, Sla, Fstll, Clec4n, 1133,
stres/ Ifitml1, Col3al, Cd55, Mrcl, Fcna, Duoxal, Ecml, Pf4, Cxcll,
(55 genth) Tyrobp, Corola, Cotll, Tgfbr2, Maltl, Duoxl, Casp4, Tlri3,
P=1.84E-09 Vavl, LoxI2, Ccl7, Ccl2, Clga, Clgc, Clgb, Ctss, F13al,
C3arl, Stabl, Ackr2, Ptgsl, C5arl, Cdl4, Lyz2, Srpx
Migrace
leukocytti/ Itgh2, Lbp, Mmp9, Ccl6, Ccl9, Myolg, 1133, Ecml, Pf4, Cxcll,
(17 genit) Corola, Vavl, Ccl7, Ccl2, C3arl, Nbll, CSarl
P=9.51E-09
Organizace
ECM/ Fbinl, Adamtsi4, Mmp9, Myhll, Ccdc80, Col3al, Dpt, LoxI2,
(9 gentt) Ctss
P=0.0121
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Tabulka €. 16: Obohacené kategorie sav€ich fenotypovych ontologii

Holm-

Obohacené kategorie sav€ich fenotypovych ontologii Bonferroni [Pocet genu
Abnormalni vrozena imunita [MP:0002419] 3.93E-10 25
Abnormalni fyziologie krevnich cév [MP:0000249] 5.85E-06 17
Abnormalni fyziologie cévni hladké svaloviny [MP:0005595]  /0.002573 9
Abnormalni fyziologie imunitniho systému [MP:0001790] 2.10E-08 51

Fenotyp imunitniho systému [MP:0005387] 2.74E-07 60

Fenotyp homeostasy/metabolismu [MP:0005376] 0.000693 63
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6. Diskuse

Predkladana prace hodnoti vliv maternalniho diabetu na vyvoj srdce v prenatalnim a
postnatalnim obdobi. Prvni cast prace je zaméfena na embryondlni vyvoj v prostiedi
maternalniho diabetu. Mezi poCty embryi z nediabetickych a diabetickych vrhli nebyl zjistén
rozdil, stejné tak mnozstvi absorbovanych embryi nebylo statisticky signifikantné¢ zménéno.
Nicméné, u diabetickych embryi byl detekovan opozdény rast (Tabulka ¢. 8), coz
koresponduje se studiemi, které spojuji intrauterinni riistovou retardaci s pre-gestacnim
maternalnim diabetem (Mitanchez et al., 2015, Fetita et al., 2006). Porovnani relativnich
velikosti organti ve vztahu k té€lu ukdzalo zvétSeni srdce (Obrazek €. 12), to odpovida zaveérim
studie provedené¢ na potkanim modelu maternalniho diabetu (Lehtoranta et al, 2013).
Hypertrofie srdce byla pozorovéana také u déti narozenych diabetickym matkdm (Lin et al.,

2017). Hypertrofie myokardu je sama o sob¢ patologickym znakem (Shimizu a Minamino,

2016).

Analyza vné¢j$i morfologie embryi ukdzala v diabetickych vrzich vyznamné navysSené
mnozstvi defektll nervové trubice a kardiovaskularnich defekti, jako jsou otoky a krvaceni
(Obrazek ¢. 12), coz jsou vysledky konzistentni s jiz publikovanou literaturou, podle které
jsou tyto soustavy k defektim zplusobenych materndlnim diabetem nejnachylnéjsi
(Bohuslavova et al., 2013, Gabbay-Benziv et al., 2015, Farrell et al., 2002). Histologicka
analyza srdci v E14,5, kdy je dokoncen vyvoj vSech struktur (Savolainen et al., 2009),
ukdzala, ze nejcastéjSi vyvojovy defekt zplsobeny vlivem maternalniho diabetu je
nekompletni uzavieni mezikomorového septa (Obrazek ¢. 12). Kromé toho méla vSechna
srdce diabetickych embryi ztenceny myokard, ktery je pravdépodobné zplisoben sniZenou

proliferaci detekovanou v srdcich diabetickych embryi (Bohuslavova et al., 2013).

Casovy profil zmén v expresi mRNA izolované z embryonélniho srdce od E10,5 do
E18,5 byl ziskan analyzou zmén v expresi genli vybranych na zakladé vysledki predchozi
studie zmén v mRNA izolované z celych embryi, kterd ukazala zmény v expresi zejména u
genl kddujicich transkripéni faktory (Pavlinkova et al., 2009). Bylo vybrano 11 gend, jejichZ
deregulace v embryondlnim srdci by na zdklad€ literatury mohla pfispivat k rozvoji

kardiovaskularnich defektd. Porovnani zmén v pribéhu embryonalniho vyvoje od E10,5
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po E18,5 ukazalo deregulaci vybranych genti v srdci vlivem diabetu (Obrazek €. 15). Grafické
znazornéni intenzity expresnich zmén (Obrazek ¢. 14) ukazuje, ze nejveétsi zmény v expresi
byly detekovany v E13,5, E14,5 a E18,5. Embryonalni dny 13,5 a 14,5 jsou spojeny s ristem
kompaktni vrstvy myokardu komor, kompaktace tkan€, expanze srde¢nich komor a dokonceni
septace (Risebro a Riley, 2006, Sedmera et al., 2000). Mimo jiné dochdzi v tomto obdobi
k sekundarni tranzici béhem vyvoje pankreatu a k diferenciaci B-bunék, coz vede ke
stondsobnému zvyseni produkce inzulinu (Green et al., 2010). Embryonalni nadprodukce
inzulinu v diabetickém prostredi predstavuje jeden z moznych faktorti ovlivitujicich genovou
expresi. VIiv inzulinu na embryondlni vyvoj je podporovan také studiemi ukazujicimi, ze
zatimco nedostatek inzulinu vede k opozdénému ristu plodu (Travers et al., 1989, Vambergue
a Fajardy, 2011), hyperinzulinemie je spojovana s makrosomii, tedy abnormalné velkymi

novorozenci (Schwartz et al., 1994, Hoegsberg et al., 1993).

S diabetickou embryopatii jsou nejcastéji spojovany defekty septace, transpozice
velkych cév, perzistentni truncus arteriosus, dvojodtokovd prava komora a syndrom
hypoplasie levé komory (Kumar et al., 2007, Wren et al., 2003). U mysSich embryi
vystavenych materndlnimu diabetu bylo také pozorovano ztenceni myokardu (Bohuslavova
et al., 2013). Siroké spektrum defektl naznaGuje, e materndlnim diabetem neni ovlivnén
pouze jeden proces, mnoho z vySe zminénych defektli vSak Ize spojit s poruchou EMT a
vyvoje, ¢1 migrace bun€k ze srdecni neurélni listy. Behem vyvoje srdce se EMT uplatiiuje pii
tvorb& endokardovych polstait, a pii vycestovavani bunck z epikardu. Buiiky neurélni liSty
migruji do odtokové ¢asti komor a tim se podileji na spravném vytvofeni velkych cév
(Miyagawa-Tomita et al., 1991). Mimo to byl ztenceny myokard asociovan s naruSenym
procesem epikardidlni EMT (Kreidberg et al., 1993, Wagner et al., 2005, Chen et al., 2002,
Zhou et al., 2008). EMT je proces, ktery je spojen také s defekty atrioventrikularniho septa,
protoze se podili na tvorbé endokardovych polstait, které tvoii jeho ¢ast (Sedmera et al., 2000,
Wessels a Sedmera, 2003). V dob¢, kdy dochazi k zavérecnym procestim v tvorbé sept a
remodelaci velkych cév, tedy v E13,5, bylo detekovano sniZeni exprese genu ltgav, Tgfbrl,

Pdgfra, Il6st, Efnb2 a Bazlb.

Delece Itgav je letalni, vétSinou v prenatalnim stadiu (Bader ef al., 1998). Projevuje se

defekty vaskularizace, otokem perikardu a ztenCenim myokardu. 7igfbrl je obecné dilezity
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pro EMT, jeho delece v epikardu vede k naruseni ristu myokardu a abnormalitam korondrnich
cév (Sridurongrit et al., 2008). Delece Tefbrl v endokardu vede k hypoplasii endokardovych
polstari (Sorensen et al., 2003). Celkova delece Tgfbrl je embryonalné letalni v dusledku
defektli cév placenty a zloutkového vacku (Larsson et al., 2001). Podobné i delece 1l6st je
embryonaln¢ letalni, ma za néasledek vyvoj srdce se ztencenym myokardem avsak beze zmény
ve vrstvé trabekul a defekti septa (Yoshida er al, 1996). Defekty mezisiiového a
mezikomorového septa, ale také dvojodtokovou pravou komoru zpisobuje delece Pdgfra
(Bax et al., 2010). Defektni vyvoj cév zloutkového vacku byl pozorovan u embryi s deleci
Efnb2 a Vegfa (Adams et al., 1999, Carmeliet et al., 1996, Ferrara et al., 1996). Delece Efnb2
a Pdgfra jsou ddvany do souvislosti také se zménami ve vyvoji bun¢k z neuralni listy (Bax et
al., 2010, Davy a Soriano, 2007). Krom¢ toho naruSuje inaktivace Pdgfra proces EMT
z epikardu a ma za nasledek zmény v proliferaci a diferenciaci bunék odvozenych z epikardu
(Mellgren et al., 2008). Geny, jejichz sniZena exprese byla detekovana v E13,5, tedy mohou
byt ve svétle téchto poznatkli dany do souvislosti s pozorovanym zten¢enim myokardu.
Zvyseni exprese mRNA gentl 116st, Baz1b a Itgav pozorované v E14,5 by mohlo byt projevem
kompenzacnich mechanismt, nicméné je mozné, ze nebylo dosazeno optimalni urovné, ktera
se v ¢ase muze rychle meénit, jak ukazuji grafy ¢asovych profilli zmén v expresi na obrazku

¢. 15.

Navic byly zminéné geny spolu s Cxadr, Adam10, Ctss a Vegfa v E14,5 zménény také
u embryi s kardiovaskularnimi defekty (obrazek €.17). V E14,5 byla v§ak u embryi s defekty
exprese 1l6st, BazIb a Itgav sniZzena, na rozdil od embryi bez defektl, coz déale podporuje
hypotézu, ze se deregulace téchto geni mize podilet na ztenc¢eni myokardu pozorovaném u
embryi vystavenych maternalnimu diabetu (Bohuslavova et al., 2013). U diabetickych embryi
s defekty byla nejvyraznéji zménéna exprese genu Vegfa, ktera nebyla v E13,5 a E14,5
signifikantné zménéna u diabetickych embryi bez defektli (obrazek ¢.16). Nicméné zmény
v expresi Efnb2 a Fltl, které se podili na modulaci pienosu signalu VEGFA (Kappas et al.,
2008, Wang et al., 2010), naznacuji deregulaci této signalni drahy.

Exprese VEGFA je béhem embryonalniho vyvoje ptisné regulovana. Jeho deregulace
vede k embryonalni letalit¢ v disledku kardiovaskuldrnich defekt (Miquerol et al., 2000,

Carmeliet et al., 1996, Ferrara et al., 1996). Delece Vegfa v heterozygotnim stavu je
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embryonaln¢ letalni v E9,5 a podobné¢ i dvoj- az trojnasobné zvyseni exprese vede k vaznym
defektlim ve vyvoji srdce a je letalni mezi E12,5 a E14,5. Jak sniZena, tak zvySena exprese
Vegfa ma za nasledek zten¢eni myokardu, v piipadé zvySeni exprese je to navic doprovazeno
navySenim mnozstvi trabekul (Miquerol et al., 2000). Podobny efekt ma také vystaveni
embryi materndlnimu diabetu (Bohuslavova et al., 2013). Vysledky ukazujici snizeni exprese
Vegfa v celych embryich v E8,5 (obrazek ¢. 18) vlivem maternalniho diabetu jsou s témito
poznatky v souladu, podobn¢ jako studie ukazujici snizenou expresi Vegfa ve zloutkovych
vaccich embryi kultivovanych v hyperglykemickych podminkdch (Pinter er al., 2001).
V srdcich embryi starych E9,5 vystavenych diabetu byla exprese Vegfa variabilni (obrazek
¢. 18), nekterd embrya méla hladinu mRNA Vegfa sniZzenou, a nékterd méla expresi zvySenou.
V srdcich embryi starych E10,5 vystavenych diabetu byla exprese Vegfa naopak signifikantné
zvySena oproti embryim z nediabetickych vrhii (obrazek €. 16). Vysokou variabilitu v expresi
Vegfa zplsobenou vlivem maternalniho diabetu ukazaly i1 dal$i studie, které se vénovaly
studiu mRNA 1 proteinu VEGFA v srdcich v pozdéjsich vyvojovych stadiich (Kumar et al.,
2008, Roest et al., 2009). V ptedkladané praci bylo na trovni proteinu zjisténo zvyseni
exprese VEGFA v srdci ve véku E10,5 (obrazek €. 20), které koresponduje se zvySenou
expresi na irovni mRNA. Vegfa je cilem signalizace HIF-1 (Shweiki et al., 1992, Ryan et al.,
1998), hlavniho regulatoru odpovédi na hypoxii. Detekce hypoxie v tkani potvrdila zvySeni
hypoxie v srdcich diabetickych embryi starych E10,5 a s tim souvisejici navySeni stabilizace
proteinu HIF-1a ve srovnani s nediabetickymi embryi (obrazek €. 21). Hypoxii indukované
navysSeni VEGFA vede k inhibici EMT, ktera je nutné pro vytvofeni endokardovych polStati
v atrioventrikularnim kandlu, a vyvoji zten¢eného myokardu (Dor et al., 2001). MoZnou
souvislost zmény v expresi Vegfa vlivem maternalniho diabetu a rozvoj defektii podporuje
analyza zmén mRNA v srdcich embryi starych E14,5, u kterych byly zjistény kardiovaskularni
defekty, kterd ukazuje, Ze tato embrya méla zménénou expresi mRNA Vegfa (obrazek ¢.16).
VétSina kardiovaskularnich defektl, véetné defektit AVS, vznika v disledku naruseni tvorby
endokardovych polstari (Srivastava a Olson, 2000). Defekty septace jsou nejcastéjSimi
kardiovaskularnimi defekty vznikajicimi vlivem materndlniho diabetu a to i v pouZzitém

experimentalnim modelu (Bohuslavova et al., 2013).

Kromé toho, 7¢ mé& maternalni diabetes teratogenni efekt béhem embryonalniho

vyvoje, predstavuje 1 pro potomky, ktefi se narodi bez vrozenych vyvojovych vad, zvysené
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riziko rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni (Oyen et al., 2016, Manderson et al., 2002,
West et al., 2011, Holemans et al., 1999). V druh¢ casti predkladané prace byly analyzovany
zmény v srdci potomkt diabetickych matek. Vzhledem k tomu, Ze je diabetes spojovan
s hypoxii v tkanich (Williamson et al, 1993), a ptedchozi vysledky ukéazaly zmény
v signalizaci HIF-1, byly zatfazeny také mysi heterozygotni pro globalni deleci genu
kodujiciho HIF-1a, tedy podjednotku hlavniho regulatoru odpovédi na hypoxii, ktera je
v pritomnosti kysliku degradovana (Kaluz et al., 2008). Homozygotni delece Hifla je
embryonaln¢ letalni (Compernolle ef al., 2003, Kotch et al., 1999, lyer et al., 1998),
heterozygotni delece Hifla nemé na embryonalni vyvoj vliv. Pokud jsou embrya s genotypem
Hifla™" vystavena maternalnimu diabetu, jsou nachylng&j$i k vrozenym vyvojovym vadam,
vcetné zvysené letality v porovnani s wt embryi (Bohuslavova et al., 2013). Tomu odpovida
snizené mnozstvi narozenych Hifla"~ mlad’at diabetickym matkdm (obrazek ¢. 22). Snizenou
hmotnost t&la méli potomci diabeti¢ek obou genotypti (obrazek ¢&. 22), aviak Hifla™" potomci
diabeti¢ek méli v porovnani s potomky nediabetickych matek véts§i pomér hmotnosti srdce
k hmotnosti t&la (obrazek ¢&. 22), coz ukazuje na hypertrofii srdce. Hifla™" potomci diabeticek
také méli kulatéjsi srdce (obrazek ¢. 22), tento jev byl pozorovan také u déti vystavenych
chronické intrauterinni hypoxii, kterd méla za néasledek opozdény rist (Crispi ef al., 2010). U
téchto déti byla detekovana, podobné jako ve zde zkoumaném mySim modelu, systolicka

dysfunkce srdce.

U potomki diabetickych mysi nebyly detekovany zmény v srde¢ni funkci ve véku
1 tydne (obrazek €. 23), avSak ve véku 12 tydnti méli ve srovnani s wt potomky nediabetickych
matek zhorSenou funkci jak Hifla™" potomci, ktefi nebyli vystaveni diabetu, tak obé& skupiny
potomktl diabeti¢ek, pricemz u Hifla™ potomki doslo k nejvétsimu zhorSeni funkce
(obrazek &. 23), coz ukazuje, Ze genotyp Hifla™" je sam o sobé zatézi do budouciho Zivota,
stejné jako materndlni diabetes, ale jejich kombinace urychluje zhorSovani srde¢ni funkce. Jak
wt, tak Hifla*" potomci diabeti¢ek méli ve véku 12 tydnt snizenou frekvenci srde¢niho tepu
(obrazek €. 23), coz naznacuje vliv expozice materndlnimu diabetu na autonomni inervaci

srdce.

Analyza transkriptomu ukazala nejvétsi zmeény v expresi gent v LV 12 tydnii starych

Hifla"" potomki diabeti¢ek (obrazek ¢&. 24), coz indikuje zménu transkripéniho programu
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vlivem expozice maternalnimu diabetu. Z této skupiny gentli bylo 53 % spojeno se signalni
drahou transkripcniho faktoru HIF-1, at’ uz jako potvrzené nebo predikované cilové geny
regulace HIF-1. Kombinace maternalniho diabetu a genotypu Hifla™ tedy vede
k vyznamnym zméndm v transkripénim programu v myokardu LV dospélych potomkd.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o globalni deleci ovliviiujici vSechny tkan€, nelze vyloucit vliv
placentalni dysfunkce, protoze jeji spravny rust a vyvoj je ovlivnén maternalnim diabetem a
také transkripcni regulaci HIF-1 (Oyen et al., 2016, Ornoy et al., 2015, Salbaum et al., 2011,
Kenchegowda et al., 2017, Burton et al., 2016, Patterson et al., 2012, Dong et al., 2016).
Hypoxii indukovand placentalni dysfunkce byla také déna do souvislosti s fetdlnim

programovanim.

Mezi procesy zménéné v LV Hifla™"

potomkii diabeticek patfily podle analyzy
transkriptomu zejména metabolické procesy, zmény ve vrozenych i1 adaptivnich imunitnich
odpovédich, apoptdéze a zmény v transkripci genl spojenych s vyvojovymi procesy
(obrazek ¢. 24). Naproti tomu ve skupiné w¢ potomkt diabeti¢ek byly identifikovany jako
zménéné pouze procesy spojené s imunitnimi a zanétlivymi reakcemi. Z klinickych studii
vyplyva, ze Zeny trpici gestacnim diabetem maji zvySené riziko kardiovaskularnich chorob,
které souvisi se zménami v zanétlivych procesech (Goueslard et al., 2016, Vilmi-Kerala et al.,
2017, Lekva et al., 2016, Lekva et al., 2017). V souladu s témito vysledky bylo v nasem
modelu u LV wr potomkti diabeti¢ek zjisténo zvySené mnozstvi infiltrovanych makrofagt
exprimujicich F4/80, které viak nebylo pozorovéano ve skupiné Hifla"™" potomkii diabetiek
(obrazek ¢&. 27). Narusena schopnost makrofigli migrovat do myokardu Hifla™" potomki je
v souladu s nedavnym zjisténim, Ze HIF-la je nezbytny pro makrofdgovou zanétlivou
odpovéd (Cramer et al., 2003). Pozorované navyseni apoptozy v tkani LV potomku diabeti¢ek
obou genotypt detekované metodou TUNEL (obrazek ¢. 28) naznacuje, Ze zhorSend migrace
makrofighi u Hifla"" potomkil by mohla vést ke sniZeni fagocytdzy apoptotickych bunék a
tim déle negativné ovliviiovat integritu tkané, coz vede k dalsimu zhorSeni srde¢ni funkce

(Cramer et al., 2003).

Kromé apoptdzy, kterd negativné ovlivituje funkci srdce (Wencker et al., 2003), je
vyznamnym procesem v remodelaci myokardu také fibroza, ktera méni vlastnosti tkan¢ a

pfispiva k srde¢ni dysfunkci (Fan ef al., 2012). Hlavnim proteinem stimulujicim sekreci
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kolagenu v srdci je TGF-B1 (Petrov et al., 2002). Ackoli je pro remodelaci tkané vlivem
diabetického prostiedi charakteristickd zvySena fibroza (van Heerebeek et al., 2008), u
potomkti diabeticek obou genotypl bylo paradoxné detekovano snizeni mnozstvi kolagenu
v tkani LV, stejné jako snizend exprese 7gfb/ (obrazek ¢. 28). Snizeni mnozstvi kolagenu bylo
detekovano také u Hifla"" potomki nediabetickych matek. HIF-1 reguluje mnoho kroku
v biogenezi kolagenu, inhibice podjednotky HIF-1a vede k jeho snizeni (Gilkes et al., 2013).
To je v souladu s prezentovanym zjisténim, ze Hifla™" genotyp ovliviiuje mnozstvi kolagenu
1 bez expozice diabetu. Podobn¢, diabetické prostiedi destabilizuje HIF-la a ovliviiuje
signalizaci HIF-1 (Catrina et al., 2004, Bosch-Marce et al., 2007), kterd muze ovlivnit
metabolismus kolagenu v srdci tak, ze dojde ke snizeni jeho mnozZstvi. Pii vyzkumu procesu
fetdlniho programovani je vSak tfeba brat v tvahu, ze intrauterinni vyvoj v diabetickém
prostiedi a zhorSeni srde¢ni funkce v dospélosti je ovlivnéno mnoha faktory, které mohou byt
pfitomny v riznych fazich vyvoje. Kromé toho je samotnd akumulace kolagenu zéavisla na
véku a délce trvani choroby. Snizené mnozstvi kolagennich vldken v tkdni mize znamenat
mezistupen, kdy dochazi k degradaci pivodnich vldken pifed tim, nez se vytvoii nova
kolagenni struktura (King et al., 2003). Ztrata kolagennich vlaken je spojovana s remodelaci
LV béhem objemového pietiZzeni a s degradaci ECM u dilatované kardiomyopatie (Spinale,
2007), také byla zjisténa u déti s vrozenym selhavanim jedné komory (Nakano et al., 2017).
Ackoli neni mozné urcit, je-li uvadéné snizeni mnozstvi kolagenu v tkani zplsobeno
remodelaci ECM, které piedstavuje predispozici pro srde¢ni dysfunkci, je ziejmé, ze
kombinace vystaveni materndlnimu diabetu a haploinsuficience Hif/a ma vliv na strukturu

ECM v myokardu.

Dal$im mechanismem spojovanym s patofyziologii diabetického prosttedi je zvySena
produkce AGE. Glykacni reakce méni fyziologické vlastnosti proteint ECM a zplsobuji
vnitrobunééné zmény v tkani myokardu a cév (Vlassara a Striker, 2011), coz vede ke
zvySenému riziku mikro- a makrovaskularnich komplikaci u diabetickych pacientti (Nin et al.,
2011). ZvySené mnozstvi téchto pro-oxidativnich diabetogennich produkti koreluje se
zvySenym oxidativnim stresem, zanétem a apoptozou v tkanich diabetickych zvifat a jejich
potomkt (Peppa et al., 2003). V piedkladané praci bylo u Hifla™ potomkl diabetickych
matek detekovano zvySené mnoZstvi AGE (obrazek €. 29), coZ ptredstavuje novy pohled na

roli haploinsuficience Hifla a nachylnost ke zvysené akumulaci AGE v tkanich vystavenych
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maternalnimu diabetu. Vzhledem k tomu, Zze HIF-1 reguluje metabolismus glukozy a
glykolyzu za tcelem minimalizace oxidativniho stresu (Semenza, 2011) a ze diabetické
Hifla™ mysi maji ve srovnani s diabetickymi wt zvysenou hladinu glukoézy a AGE v séru
(Bohuslavova et al., 2017) a narusenou glukézovou homeostazu (Cheng et al., 2010), je
mozné spekulovat o tom, Ze nedostatecna regulace HIF-1 béhem embryonalniho vyvoje mize
vyustit vnavySeni AGE v srdeéni tkani Hifla™~ potomki diabeti¢ek jako disledek

systémovych zmén v metabolismu glukézy a oxidativniho stresu.

Krom¢ strukturnich zmén v myokardu ovliviiuji srdecni funkci také zmeény
v energetickém metabolismu. Ackoli je srdce schopno metabolizovat jakykoli energeticky
substrat, pro jeho funkci je nejvyhodnéjsi oxidativni metabolismus FA doplnény z ptiblizné 5
% glykolyzou (Ashrafian et al, 2007). Zmény v poméru vyuziti FA a glukézy jsou
nejCastéjSimi zménami spojovanymi s patologii myokardu (Kolwicz ef al., 2013). Béhem
perinatadlniho remodelovani srdce dochazi k pfechodu z glykolytického metabolismu na
oxidativni metabolismus FA. V diabetickém prostfedi je fetalni srdce vystaveno
abnormalnimu mnozstvi energetického substratu, které miize vést k trvalym zméndm
v energetickém metabolismu. U Hifla™ potomkil diabeti¢ek byla ve srovnani s ostatnimi
skupinami zji§téna sniZzend exprese mRNA translokazy FA, Cd36 (obrazek ¢. 30). SniZzené
mnozstvi CD36 v myokardu bylo ukazano jako Skodlivé, nebot’ 1 v nepfitomnosti zvySeného
mnozstvi cirkulujicich FA pfispiva k srdecni dysfunkci (Sung et al., 2017). Kromé& toho je
Cd36 regulovan signalizaci HIF-1 (Mwaikambo et al., 2009). Cilovym genem signalizace
HIF-1 je také Ldha ucastnici se glykolyzy (Hu et al., 2003). Exprese mRNA Ldha byla
signifikantn& snizena u obou skupin Hifla™" potomkii (obrazek ¢. 30). Oba tyto vysledky
spolu s analyzou transkriptomu, ktera ukazala vyznamné zmény v expresi genli ucastnicich se
energetického metabolismu (obrazek ¢. 24), naznacuji poruSeni rovnovahy energetického

metabolismu, které mlize pfispivat ke zhorSené srde¢ni funkci.

Analyza transkriptomu ukazala také zmény v expresi gend kodujicich proteiny
souvisejici s angiogenezi, proto byla analyzovéana exprese VEGFA. V LV potomkt diabeticek
bez ohledu na genotyp byla detekovéana sniZzena exprese mRNA Vegfa (obrazek €. 31), coz je
v souladu s n€kolika studiemi ukazujicimi sniZeni Vegfa na Urovni mRNA 1 proteinu

v myokardu zvitat trpicich diabetem a inzulinovou rezistenci a u diabetickych pacientii (Yoon
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et al., 2005, Chou et al., 2002). VEGFA byl navic asociovan s cévnimi abnormalitami
v diabetickém srdci a diabetickou kardiomyopatii (Yoon et al., 2005). Delece Vegfa v
kardiomyocytech ukazuje, ze kardiomyocyty jsou hlavnim zdrojem VEGFA v srdci a ze vyvoj
a spravna funkce koronarnich cév je kompenzovan expresi Vegfa v jinych buiikach (Giordano
et al., 2001). Z téchto analyz vyplyva rizny mechanismus regulace VEGFA signalizace
v angiogenezi a vaskulogenezi myokardu a v koronarnich cévach. Tomu odpovida
detekovany rozdil v expresi mRNA Vegfa v myokardu LV a proteinu VEGFA ve sténach
velkych cév, kdy byla exprese VEGFA ve sténach cév Hifla™" potomki diabeti¢ek zvysena
(obrazek €. 31). Podobny vysledek se snizenou expresi Vegfa v srdecni tkdni a navySenou
expresi Vegfa ve velkych cévach byl pozorovan také u diabetickych pacientii (Zygalaki et al.,
2008). Tyto vysledky naznacuji existenci lokdlnich regula¢nich faktorti, které se lisi
v myokardu a cévach, a je mozné, ze diabetes méni expresi Vegfa jak v cévach, tak

v myokardu.
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7. Zavér
Této prace je zaméfena na objasnéni nékterych molekuldrnich mechanismi
embryonalnich a fetalnich odpovédi na diabetické intrauterinni prostfedi. Ke studiu zmén ve
vyvijejicim se srdci a také v srdci dospélych jedincti byl pouzit mysi model STZ

indukovaného maternalniho diabetu.

Diive publikované vysledky nasi laboratofe ukdzaly, ze model STZ indukovaného
maternalniho diabetu vede ke stejnym vyvojovym defektiim, jaké se vyskytuji u ¢loveka, a
mezi nejcastéjsi patii defekty septace (Bohuslavova et al., 2013). Studiem exprese genll na
urovni mRNA byla identifikovana tii vyvojova stadia s nejvétsimi zménami: E13,5, E14,5 a
E18,5, pricemz obdobi mezi E13,5 a E14,5 souvisi s dokonCovanim septace, s expanzi
kompaktniho myokardu a zvySujici se produkei inzulinu v embryondlnim pankreatu (Green
etal.,2010). Geny Tgfbrl, Pdgfra Efnb2 a Vegfa souvisi s procesem EMT, ktery je nezbytny
pro tvorbu endokardovych polstait, detekované zmeény v expresi téchto genid tedy mohou vést
k defektim septa. Analyzou zmén v expresi genil v srdcich embryi s kardiovaskularnimi
defekty byl jako klic¢ovy gen identifikovan Vegfa, jehoz ptisnd regulace je zasadni pro
normalni kardiovaskularni vyvoj embrya (Carmeliet et al., 1996, Miquerol et al., 2000).
Exprese Vegfa je regulovana signalizaci HIF-1, ktera fidi odpovédi na hypoxii (Shweiki ef al.,
1992, Ryan et al., 1998, Semenza, 2011). Analyza embryondlnich srdci v E10,5, klicovém
vyvojovém stadiu, kdy byla u diabetickych embryi navySena exprese Vegfa na trovni mRNA
1 na Urovni proteinu, prokazala zvySenou hypoxii v srde¢ni tkéni a zvySenou expresi kyslikem
regulované podjednotky HIF-1a. Vzhledem k tomu, Ze Vegfa je cilovym genem signalni
drahy HIF-1 a jeho deregulace vede k embryondlni letalité, naznacuji uvedené vysledky, ze
VEGFA je KkliCovym proteinem vrozvoji kardiovaskuldrnich defekth pisobenim

maternalniho diabetu.

Populacni studie ukazuji, Ze potomci diabetickych matek maji zvySené riziko diabetu,
obezity, metabolického syndromu a kardiovaskularnich chorob (Fetita et al, 2006,
Plagemann, 2004). Na zaklad¢ ptedchozich vysledkli ukazujicich zmény v expresi HIF-1a a
zapojeni signalni drahy HIF-1 do rozvoje diabetické embryopatie (Bohuslavova ef al., 2013),
byl pro studium vlivu materndlniho diabetu na funkci srdce dospélych potomkti zvolen model

STZ indukovaného maternalniho diabetu v kombinaci s heterozygotni globélni deleci genu
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Hifla. Vysledky ukézaly, ze Hifla"" potomci diabeti¢ek maji na rozdil od ostatnich skupin
hypertrofované srdce a jejich srdce je kulatéjsi, také méli nejvice zhorSenou srde¢ni funkci
méfenou frakénim zkracenim. Analyza transkriptomu LV ukézala, Ze jsou ve skupiné Hifla™"
potomkd nejvyraznéjSi zmény v expresi gent, které koduji proteiny uCastnici se
metabolickych, imunitnich a vyvojovych procesti, odpovédi na stres, angiogeneze a apoptozy.
Dalsi analyzy prokazaly zvySenou apoptdzu v myokardu LV, avSak infiltrace makrofagt byla
zvySena pouze u wt potomkil diabetickych matek, coz naznacCuje naruseny proces

odstrafiovani odumielych bun&k u Hifla™

potomkii diabeti¢ek, ktery muze negativné
ovlivitovat funkci srdce. Dale byly zjiStény zmény v mnoZstvi kolagenu a AGE, které
ovliviiuji mechanické vlastnosti tkdn€ a mohou tak mit vliv na kontraktilitu. Pomoci western
blotu bylo zjisténo snizené mnozstvi CX43 i jeho funkéni fosforylované formy pCX43, coz
ovlivituje schopnost pfenosu signalu myokardem, kterd je nutnd pro spravny pribéh
kontrakce. Na irovni mRNA bylo potvrzeno snizeni exprese genltt Cd36 a Ldha, regulovanych
transkripcnim faktorem HIF-1, které koduji proteiny ti€astnici se energetického metabolismu.
Tyto vysledky ptedstavuji prvni molekularni analyzy srdci dospélych potomki diabetickych
matek, které ukazuji konkrétni procesy ovlivnéné vyvojem v diabetickém prostiedi. Zaroven

je poprvé ukdzan negativni vliv kombinace vyvoje v diabetickém prostfedi a mutace genu

Hifla na rozvoj kardiovaskularnich chorob v dospélosti.
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