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Abstrakt 

 

Vliv chladové adaptace neboli otužování na organismus je znám už desetiletí. Její pozitivní 

nebo negativní vliv se odvíjí především od intenzity a doby trvání. Při nižších teplotách velmi 

často dochází k poškození organismu. Naproti tomu ve studiích s otužilci byl zjištěn pozitivní 

vliv na kardiovaskulární systém jedinců. Velmi málo literárních prací se věnuje 

energetickému metabolismu a apoptóze v srdeční tkáni za podmínek chladové adaptace. 

V této práci byl využit model s mírnějšími podmínkami chladové adaptace (10ºC±1), aby 

nedocházelo k poškození experimentálních zvířat a porovnání výsledků mezi kontrolní, 

chladovou a regresní skupinou potkanů. V pokusu byly využity metody elektroforézy 

a Western blotu. Cílem této práci bylo zjistit, zda můžeme pozorovat rozdíly hodnot 

u vybraných cílových genů HIF. Dalším cílem bylo zjistit a porovnat rozdíly zvolených pro-

apoptotických a anti-apoptotických markerů.  

 

Klíčová slova: chladová adaptace, srdce, energetický metabolismus, HIF, apoptóza 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract  

 

Cold adaptation and her effects has been known for many decates. Positive or negative impact 

depends especially on its length and strength. The lower temperature can very often cause the 

stress for organism. On the other hand in expreriment with long-term adapatation were found 

positive consequences on cardiovascular system. We found the lack of studies devoted to the 

energy metabolism and apoptosis in heart tissue during long-term cold adaptation. In this 

work we used a model with milder conditions of the adaptation (10ºC±1), so there wouldn´t 

be damage of the experimental animals. We compared the resuls betwen control, cold and 

regressive group of rats. In this expreriment we used methods of electrophoresis and Western 

blot. The target of the work was found if we can find any differences betwen chosen HIF 

targeted genes. The next goal was to detect the differences betwen chosen pro-apoptotic and 

anti-apoptotic markers. 

 

Keywords: cold adaptation, heart, energetic metabolism, HIF, apoptosis 
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Seznam zkratek 

ADP – adenosindifosfát 

AIF – apoptózu indukující faktor 

ANT – translokátor adeninových nukleotidů 

ARNT – aryl-hydrokarbonová jaderná translokáza 

ASK1 – kináza regulující apoptotický signál 

ATP – adenosintrifosfát 

Bad – z anglického Bcl-2 associated agonist of cell death 

Bak – z anglického Bcl-2 homologous antagonist/killer 

Bid – z anglického BH-3 interacting domain death agonist 

BAX - z anglického Bcl-2 associated death promoter 

Bcl-2 – z anglického B-cell lymphoma 

Bid - z anglického BH-3 interacting-domain death agonist 

CAD – kaspázou aktivovaná DNáza 

CARD – kaspázová aktivační doména 

CASP – kaspáza 

CED3 – protein smrti 

cFLIP – buněčný inhibitorový protein 

CK/PCr – fosfokreatinový shuttle 

CKB – kreatinkináza mozková 

CKM – kreatinkináza svalová 

Cr – kreatin 

DIABLO – z anglického direct IAP-binding protein with low PI 

DD – doména smrti 

DISC – smrt indukující signální komplex 

DED – efektorová doména smrti 

ER – endoplazmatické retikulum 

FADD – Fas asociovaná doména smrti 

G6P – glukóza-6-fosfát 

HIF – hypoxií indukovaný faktor 

HK – hexokináza 

JNK – z anglického c-Jun N-terminal kinase 

IAP – inhibitory apoptózy 

ICE - interleukin konvertující enzym 
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ILS – laktózový shuttle 

IL-1β – interleukin 1β 

I/R – ischemické-reperfuzní poškození 

KO – knockout 

LDHH/LDHB– laktátdehydrogenáza B 

LDHM/LDHA – laktátdehydrogenáza A 

MAPKKK – mitogen-aktivovaná kináza kináza kináza 

MCT – monokarbonátový transportér 

MEF 2 – specifický kardiogenní transkripční faktor (myocyte-specific enhancer binding 

faktor 2) 

MOMP – permeabilizace vnější mitochondriální membrány 

mPTP – mitochondriální pór přechodné propustnosti 

mtCK – mitochondriální kreatinkináza 

MyoD – myogenní faktor D 

NADPH – nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

p38 – mitogen aktivovaná proteinkináza 

PAS - z anglického Per-Arnt-Sim 

PCr - fosfokreatin 

PHD – prolyl-hydroxyláza 

RIPK – receptor interagující proteinkináza 

ROS – reaktivní formy kyslíku 

SMAC – z anglického second mitochondria derived aktivator of caspases 

TNFα – tumor nekrotizující faktor α 

TNFR – receptor tumor nekrotizujícího faktoru 

TRADD – TNFα asociovaná doména smrti 

UCP – rozpřahující protein 

VDAC – potenciálně závislý aniontový kanál 

VHL - von Hippel-Lindau protein 

XIAP – X-vázaný inhibitor apoptózy 
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1. Úvod 

Chladová adaptace budí zájem již celá staletí, především od znovuobjevení vodoléčby 

Sebastianem Kneippem a Vincenzem Priessnitzem v 19. století. Její pozitivní účinky na 

imunitní a vaskulární systém jsou ovlivněny především intenzitou a dobou působení chladu. 

Studium buněčných a molekulárních mechanismů na srdeční tkáni vlivem chladové adaptace 

není v literatuře příliš zastoupeno, práce se začínají objevovat až v posledních letech. Na 

Přírodovědecké fakultě Univerzity Karlovy má studium chladové adaptace dlouhodobou 

tradici především díky doc. RNDr. Vybíralovi, CSc. a jeho práci na otužilcích. Při pokusech 

s chladovou adaptací kolem 0-4ºC bylo ovšem u experimentálních zvířat pozorováno 

poškození vylučovací soustavy. Z tohoto hlediska byl hledán model, ve kterém by došlo 

k eliminaci těchto jevů. Pro tuto práci byl zvolen model s mírnějšími podmínkami chladové 

adaptace, který byl zpracovaný v diplomové práci Marvanové (Marvanová A., 2015). 

Vycházíme také z práce s využitím tohoto modelu, kde došlo ke snížení velikosti infarktu po 

ischemicko-reperfuzním zásahu (Vebr P., 2016).  

 

Chladová adaptace má nepřehlédnutelný vliv na srdce a jeho činnost skrze aktivaci 

adrenergního systému (Šimečková et al., 2000). U akutní chladové expozice nalézáme 

zvýšené riziko kardiovaskulárních chorob. S využitím chronické chladové adaptace 

předpokládáme zvýšení kardioprotektivních mechanismů. Tyto mechanismy většinou souvisí 

s aktivací hypoxií indukovaného faktoru (HIF). Předkládaná práce se zaměřuje jaký vliv má 

chladová adaptace na energetický metabolismus a apoptózu v srdeční tkáni. V první části 

sledujeme změny zastoupení u vybraných cílových genů HIF, který je hlavním regulátorem 

reakcí při sníženému přísunu kyslíku do tkání. V druhé části se zaměříme na možné změny 

v množství pro-apoptotických a anti-apoptotických markerů v srdeční tkáni vystavené 

chladové adaptaci.  
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2. Literární přehled  

 

2.1. Chladová adaptace 

Chladová adaptace neboli otužování a jeho příznivé účinky na zdraví člověka jsou 

známy již celá staletí. Průlomovým milníkem bylo především znovuobjevení vodoléčby 

Sebastianem Kneippem a Vincenzem Priessnitzem v 19. století. Udržování stálé tělesné 

teploty neboli homoiotermie patří k typickým znakům savců, kteří věnují spoustu energie na 

její udržení. Chladovou adaptaci můžeme rozdělit na akutní a chronickou. Při akutním 

poklesu teploty dochází ke zvýšení vasokonstrikčních, koagulačních a zánětlivých markerů 

(Cai et al., 2016). Chlad tedy působí jako stresor a je spojen se zvýšenou aktivitou sympatiku 

(Jánský et al., 2007), což má za následek zvýšení srdečního tepu a krevního tlaku (Jánský 

et al., 1996). Dlouhodobým vystavením chladu dochází ke spuštění morfologických 

a biochemických změn jako reakce na snahu udržet teplotu v normální hladině (Cadena and 

Tattersall, 2014). Tím také dochází ke zvýšení tolerance na chlad, postupem času jsou 

poplachové mechanismy nahrazovány adaptačními (Vybíral et al., 2000). U jedinců můžeme 

pozorovat zvýšení aktivity imunitního systému a celkovou odolnost (Jánský et al., 2007). 

Důsledky, ať už pozitivní nebo negativní, tedy záleží především na stupni chladové expozice, 

její délce a živočišném druhu (Cadena and Tattersall, 2014). 

Na základě prací s otužilci lze obecně pozorovat tři mechanismy/úrovně podílející se 

na rozvoji chladové adaptace (Janský et al., 1996). Izolační adaptaci, kde například dochází ke 

zvýšení tepelné ochrany vasokonstrikcí. Hypotermní adaptaci, kdy práh nástupu odezvy je 

oproti kontrolám snížen. A metabolickou adaptaci, kdy v bílé tukové tkáni můžeme pozorovat 

zvýšenou expresi rozpřahujících proteinů (UCP), která je zodpovědná za tvorbu hnědé tukové 

tkáně. Při pokusech s otužilci (Vybíral et al., 2000) byla porovnávána kontrolní skupina se 

skupinou otužilců. Obě skupiny byly po dobu jedné hodiny v bazénu se studenou vodou 

o teplotě 13ºC. U kontrolní skupiny byl naměřen prudký nárůst metabolismu, zvýšení 

srdečního tepu a třes byl pozorován téměř okamžitě. Naproti tomu u skupiny otužilců se třes 

dostavil až po 40 minutách pokusu, také došlo k mírnému postupnému zvýšení metabolismu 

(Vybíral et al., 2000a). V pokusech byla také naměřena zvýšená koncentrace antioxidantů 

v krvi a vyšší odolnost na oxidativní stres (Kralova, Lesna et al., 2015). Při experimentu 

produkovali otužilci mnohem méně tepla a nedošlo ke zvýšení srdečního tepu. To znamená, 

že srdce nepřispívá k teplu produkovaného netřesovou termogenezí. Jelikož člověk má jen 

minimální množství hnědé tukové tkáně, pravděpodobně je za to zodpovědný jiný orgán, jako 

například svaly nebo bílá tuková tkáň. Hnědou tukovou tkáň odpovědnou za netřesovou 



7 
 

termogenezi můžeme nalézt u novorozenců asi jen do 8 měsíců, poté dochází k jejímu 

vymizení. Ovšem podle pokusu byla tvorba aktivní hnědé tukové tkáně prokázána i u 

dospělého člověka přibližně po deseti dnech chladové expozice (Vybiral et al., 2000). U 

malých savců dochází díky molekulárním přestavbám ke zvýšení množství hnědé tukové 

tkáně (Himms-Hagen, 1990). Hlavní adaptací u malých savců je právě přechod z třesové 

termogeneze na netřesovou (Hart et al., 1956). 

Chladová adaptace má zásadní vliv na srdce a jeho činnost skrze aktivaci adrenergního 

systému (Šimečková et al., 2000). Zatímco u akutní expozice bylo prokázáno zvýšené riziko 

kardiovaskulárních chorob, včetně hypertenze, infarktu nebo srdečního selhání (Mavri et al., 

2001), vlivem chronické expozice dochází ke zvýšení kardiovaskulární reaktivity (Menkes 

et al., 1989). Většina kardioprotektivních intervencí souvisí, ať už přímo nebo nepřímo, 

s aktivitou HIF. To můžeme pozorovat především u fyzické zátěže (Pinho et al., 2012), 

v hypoxii (Ong et al., 2014) nebo při ischemickém preconditioningu (Cai et al., 2013).  

Podrobnější informace o dlouhodobém působení chladové adaptace na buněčné úrovni jsou 

velmi omezené, až v posledních letech se objevují studie na toto téma. Dle současných 

poznatků tedy závisí především na stupni a délce chladu. S ohledem na negativní následky 

adaptace při nízkých teplotách jsme pro tento pokus zvolili model s vyšší teplotou (10ºC). 

Vycházíme z prací, které s využitím tohoto modelu prokázaly sníženou velikost infarktu po 

ischemicko-reperfuzním (I/R) poškození (Vebr P., 2016). 

 

 

2.2. Hypoxií indukovaný faktor 

Kyslíková homeostáza případně její narušení a nedostatečné zásobení tkání kyslíkem 

je spojeno s fyziologickými a patofyziologickými stavy. Hlavním regulátorem 

a zprostředkovatelem prvotních transkripčních reakcí na snížený přísun kyslíku do buněk je 

hypoxií indukovaný faktor (HIF). Ten se skládá ze dvou podjednotek. Kyslík senzitivní 

podjednotka alfa, která se dále může vyskytovat ve třech izoformách HIF-1α, HIF-2α a HIF-

3α (Lisy and Peet, 2008) a konstitutivní jaderná podjednotka beta neboli aryl-hydrokarbonová 

jaderná translokáza (ARNT). Obě podjednotky společně tvoří heterodimer (Semenza, 2000). 

Obsahují základní helix-loop-helix doménu a PAS (z anglického Per-Arnt-Sim) motiv, které 

jsou nezbytné pro heterodimerizaci a vazbu na DNA (Yee Koh et al., 2008).  

V případě, že je v buňkách dostatečné množství kyslíku, je podjednotka HIF-α 

konstitutivně hydroxylována enzymy z rodiny kyslík senzitivních prolyl-hydroxyláz (PHD) 

(Semenza, 2001) a následně degradována specifickým proteinovým komplexem von Hippel-
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Lindau tumor supresorem (VHL). Ubiquitinace je katalyzována a podjednotka HIF-α je 

následně rozštípána v proteasomu. Hydroxylace je kyslík dependentní enzymatická reakce, 

tudíž je regulována právě množstvím kyslíku (Kaelin, 2002). Ke správné funkci hydroxyláz 

jsou potřeba jako kofaktory železité ionty a také 2-oxoglutarát, jelikož se jedná o reakci 

spřaženou s dekarboxylací a konverzí na sukcinát jako akceptor pro kyslík. Dalším 

regulačním faktorem je tedy také aktivita Krebsova cyklu, který poskytuje již zmíněný 

intermediát 2-oxoglutarát (Lisy and Peet, 2008). Zatímco podjednotka HIF-β je konstitutivně 

exprimována v jádře a její aktivita není ovlivněna hypoxií (Li et al., 1996).  

V případě nedostatečného zásobení kyslíkem klesá aktivita hydroxyláz a HIF-α 

podjednotka není degradována. Je transportována do jádra, kde dimerizuje 

s podjednotkou HIF-β. Za účasti transkripčních koaktivátorů se váží na hypoxia response 

element v promotorové oblasti cílových genů, čímž dochází ke zvýšení transkripce těchto 

genů (Nguyen et al., 2013) (Obr. 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Proces přeměny a interakce podjednotek HIF α a β za normoxických a hypoxických podmínek 

a rozsáhlé pole působení cílových genů HIF (Carroll and Ashcroft, 2006) 

 

Geny, které jsou regulované HIF, se účastní velkého množství procesů, včetně 

glukózového a energetického metabolismu, proliferace, erytropoézy, apoptózy, angiogeneze 



9 
 

(Semenza et al., 2006), a dále například i diferenciace rakovinných buněk (Rankin and 

Giaccia, 2008). Nedávné studie s využitím genetických nebo farmakologických stabilizátorů 

HIF za normoxických podmínek nebo inhibitorů PHD také naznačují úlohu HIF při 

kardioprotektivních procesech. Experimentální studie potvrdily jeho benefiční úlohu zejména 

při ochraně myokardu proti hypoxickému stresu (Eckle et al., 2008). Významnou roli také 

hraje při pokusech s využitím preconditioningu (Cai et al., 2008) a jako ochrana před 

detrimentálními následky I/R poškození. I přesto, že mechanismus zůstává detailněji 

neobjasněný, je přičítán transkripční aktivitě genů asociovaných s kardioprotekcí (Ong and 

Hausenloy, 2012). 

Skupina cílových genů HIF v dnešní době čítá více než sto zástupců a stále roste. Část 

genů je aktivovaná ve všech hypoxických buňkách, zatímco další cílové geny HIF, se 

vyskytují jen v některých specializovaných buňkách (Kaluz et al., 2008). Následně pak 

proteiny kódované těmito geny, hrají ústřední roli v adaptaci na hypoxii (Semenza, 2001). Do 

této skupiny můžeme právě zařadit geny rozhodující o fungování buňky za stresových 

podmínek, jako jsou například hexokináza 2 (HK2) nebo laktátdehydrogenáza A (LDHA). 

Mezi stresové podmínky můžeme v tomto případě zařadit i chlad. 

 

2.2.1.Kreatinkináza 

Kreatinkináza (CK) je enzym, který katalyzuje reverzibilní reakci, při níž dochází 

k přenosu fosfátu z ATP (adenosintrifosfát) na kreatin (Cr) za vzniku vysokoenergetického 

fosfokreatinu (PCr) a ADP (adenosindifosfát) (Obr. 2). Tato látka hraje klíčovou roli 

v udržování energetické homeostáze a jako energetický zásobník především v energeticky 

náročných tkáních (Voháňka, 2012). 

 

 

 

 

 
 

 

Obr. 2 Reakce Cr a ATP za vzniku PCr a ADP, katalyzovaná enzymem CK (Young, 2002). 

 

Fosfokreatinový shuttle (CK/PCr) je důležitým především v rychlé resyntéze ATP pomocí 

CK (Soboll et al., 1997). Zároveň ale udržuje rovnováhu, bez které by po hydrolýze ATP 
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rostlo množství ADP, fosfátu a H+, čímž by došlo k okyselování cytosolu. Tento jev by 

následně vedl k inhibici svalové kontrakce a dalších buněčných procesů (Bertin et al., 2007). 

Zodpovědným enzymem k udržení této rovnováhy je právě CK (Obr. 3). U obratlovců 

můžeme nalézt její čtyři izoformy, které najdeme ve svalové tkáni, v ledvinách, v mozku, 

v retině, v nervových buňkách nebo ve spermatoziích (Wallimann et al., 1992). Cytosolické 

formy CKM a CKB vznikají kombinací dvou podjednotek jako homo- nebo heterodimery. 

CKM se exprimuje především v kosterních svalech, CKB v mozku, v ledvinách, ve 

spermatozoích a dalších tkáních. V srdeční tkáni můžeme nalézt oba podtypy (Wallimann et 

al., 2011). Mitochondriální kreatinkináza (mtCK) existuje ve dvou podtypech. Sarkomerická, 

která se vyskytuje v kosterních svalech a myokardu a ubiquitární, kterou můžeme nalézt ve 

všech tkáních, kromě příčně pruhovaných svalů. Obě mají asi z 80 % homologní strukturu 

(Anflous et al., 1997) a vyskytují se ve formě homodimeru nebo homooktameru (Wallimann 

et al., 2011). Můžeme je nalézt v intermembránovém prostoru mitochondrií (Jacobs et al., 

1964). Na jedné straně sousedí s voltage-dependentním aniontovým kanálem (VDAC) 

lokalizovaným na vnější mitochondriální membráně a na druhé straně s adenin nukleotidovým 

translokátorem (ANT) (Schlattner et al., 2006). Transkripce jednotlivých izoforem je 

regulována řadou faktorů, mezi které patří například myogenní faktor D (MyoD) (Lassar et 

al., 1989), myocyte-specific enhancer binding faktor 2 (MEF 2) (Buskin and Hauschka, 1989) 

a HIF (Glover et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3 V mitochondriích dochází díky mtCK k reakci kreatinu s ATP generovaného oxidativní 

fosforylací. Toto funkční spojení mtCK a produkce ATP díky blízké lokalizaci ANT je klíčový element 

přenosu energie na PCr (Schlattner et al., 2006). Toto spojení také redukuje produkci volných 

radikálů ROS a inhibuje průchod látek přes mitochondriální membránu v počátku apoptózy 
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(Wallimann et al., 2011). V cytosolu je rovnováha PCr/Cr a poměru ATP/ADP udržována 

cytosolickou frakcí CK. Další část je také spojena s glykolytickými enzymy a ATP z glykolýzy.  Tento 

cyklus CK/PCrshuttle spojuje vysokoenergetické látky PCr a Cr, produkci ATP a jeho následnou 

spotřebu a využití pomocí ATPáz v iontových pumpách nebo ATP závislých procesech (Wallimann et 

al., 2011) (Neubauer, 1998). 

 

2.2.2. Hexokináza 

Glukóza je základním metabolitem všech organismů. Glykolytický metabolismus je 

hlavním generátorem energie ve formě ATP a metabolity, které vznikají v průběhu sledu 

reakcí, slouží dále jako prekurzory biosyntézy dalších buněčných složek (Wilson, 2003). 

Prvotním ireverzibilním krokem v metabolismu glukózy je fosforylace na glukózu-6-fosfát 

(G6P). Ta dále může vstupovat do glykolýzy, pentózofosfátové dráhy, syntézy glykogenu 

nebo poskytuje prekurzory pro biosyntézu glykoproteinů a glykosaminoglykanů. Tato reakce 

je katalyzována enzymem hexokinázou (HK). Tento enzym se tedy účastní velkého množství 

procesů jako je organizace katabolických a anabolických využití glukózy, modulace 

buněčných apoptotických procesů interakcí s VDAC a je také regulačním komponentem 

mPTP. Hraje tedy ústřední roli nejen v buněčném metabolismu, ale i v buněčném přežívání, 

které je s tím úzce spojeno (Calmettes et al., 2015) (Obr. 4).  

 

 

 

 

 

    

 

    

 

 

 
 

Obr 4. Reakce glukózy s ATP katalyzovaná HK. Využití G6P v buňkách (Hexokinase - Worthington 

Enzyme Manual). 
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HK můžeme v organismech nalézt ve čtyřech izoformách s různou lokalizací. HK1 je 

asociována s vnější mitochondriální membránou. Kontakt je zprostředkovaný díky hydrofobní 

N-terminální doméně, která je insertovaná do vnější hydrofobní mitochondriální membrány 

(Kropp and Wilson, 1970). Zde HK interaguje s mitochondriálním VDAC kanálem, který 

slouží k průchodu metabolitů skrz vnější membránu. Díky tomu mohou HK ovlivňovat vnitřní 

apoptotickou dráhu (Azoulay-Zohar et al., 2004). HK1 můžeme nalézt především v mozkové 

tkáni, lymfocytech, fibroblastech a erytrocytech. HK2 se exprimuje především v cytosolu v 

kosterních a srdečních svalech, v tukové tkáni a rychle rostoucích tumorech (Katzen and 

Schimke, 1965), kde hraje důležitou roli v rezistenci tumorů k apoptóze (Pastorino and Hoek, 

2003). HK2 stejně jako HK1, tedy na rozdíl od dalších podtypů, interaguje na vnější 

mitochondriální membráně s VDAC, který je v kontaktu s adeninovým nukleotidovým 

translokátorem (ANT), čímž je dosaženo propojení vnější a vnitřní membrány (Robey and 

Hay, 2006). Tím pádem se jedná také o spojení glykolýzy s oxidativní fosforylací. ADP 

generované katalytickou aktivitou HK se vrací zpět do mitochondrie (Nelson and Kabir, 

1986). G6P katalyzovaný HK1 vstupuje primárně do glykolýzy, naproti tomu HK2 

translokuje mezi mitochondriální a cytosolickou frakcí. G6P vzniklý v cytoplazmě působením 

HK2 se využívá především k syntéze glykogenu a lipidů (Wilson, 2003). HK je také jedním 

z enzymů, která je zpětně alostericky regulována množstvím svého produktu, tedy G6P. 

Zároveň navázání HK na mitochondriální membránu pravděpodobně brání nasednutí pro-

apoptotických markerů BAX/Bak, a tím brání vylití cytochromu c z mitochondrie a spuštění 

apoptotické kaskády (Pastorino and Hoek, 2003). Další izoformy HK3 a HK4 neobsahují 

hydrofobní N-terminální sekvenci, tudíž je nalezneme v cytoplazmě. HK3 můžeme nalézt 

například v krvi. V posledních studiích byla demonstrována její asociace s jadernou 

membránou. Čtvrtý podtyp HK4 se exprimuje především ve slinivce a v játrech (Katzen and 

Schimke, 1965) a účastní se hlavně anabolických dějů.  

 

2.2.3. Laktátdehydrogenáza 

Laktátdehydrogozenáza (LDH) je intracelulární enzym, který konvertuje pyruvát na 

laktát v procesu glykolýzy. Zahrnuje přitom také oxidaci/redukci NADH na NAD+ (Everse 

and Kaplan, 1973). Ve tkáních se vyskytuje v pěti izoformách LDH1-5. Každá z nich je 

složena ze čtyř podjednotek a tvoří homo- nebo heterotetramery (Cahn et al., 1962). Její různé 

formy jsou produktem tří různých genů: Ldh-a, Ldh-b a Ldh-c, které kódují jednotlivé 

podjednotky (Li, 1989) (Obr. 5). 
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Podjednotku LDHM (LDHA), kódovanou genem Ldh-a, nalezneme především 

v kosterních svalech a játrech. Druhá podjednotka LDHH (LDHB), kódovaná genem Ldh-b, 

převažuje v srdci (Spriet et al., 2000). Podjednotka, kódovaná genem Ldh-c, byla nalezena 

pouze ve varlatech (Coonrod et al., 2006). Konverze laktátu na pyruvát je také nazýváno 

laktátový shuttle. Dříve se předpokládalo, že se nachází přilehlý na mitochondrii. 

V pozdějších studiích byla vyslovena hypotéza o intracelulárním laktózovém shuttlu (ILS), 

který bychom našli pravděpodobně v intracelulárním prostoru mitochondrií (Hashimoto and 

Brooks, 2008). Laktát je ve tkáních transportován rodinou monokarbonátových transportérů 

(MCT) (Hashimoto et al., 2006). Vzhledem k dostupným informacím je možné, že se směr 

reakce vztahuje k jednotlivým izoformám enzymů v různých tkáních. S tím, že LDHA 

primárně katalyzuje reakce směru tvorby laktátu a LDHB katalyzuje obrácenou reakci (Cruz 

et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5 Laktátdehydrogenáza a geny kódující její izoformy LDH1-5. LDH katalyzují přeměnu laktátu 

na pyruvát a zpět (Porporato et al., 2011) 

 

 

2.3. Apoptóza 

Apoptóza neboli programovaná buněčná smrt je jedním z typů buněčné smrti. Poprvé 

byl koncept apoptózy popsán v 60. letech 20. století, a i přesto, že od té doby došlo ke 

klasifikaci a identifikaci specifických procesů, kompletní mechanismus je stále nejasný (Kerr 

et al., 1972). Jedná se o komplex biochemických dějů zprostředkovaný kaspázami z rodiny 

cysteinových proteáz (CASP) (Thornberry and Lazebnik, 1998). Kaspázami indukované 

apoptotické děje zahrnují celou škálu událostí, od fragmentace DNA, dekondenzace 

chromozomů, až po smršťování buňky a odštěpování apoptotických tělísek. Apoptóza může 

být indukována dvěma cestami. Vnější apoptotická dráha zahrnuje vazbu ligandu na receptor 
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smrti a následnou aktivaci kaspázové kaskády. Spuštění vnitřní apoptotické dráhy pochází 

z nitra buňky, z mitochondrie. Od prvního signálu, až po smrt samotné buňky, můžeme 

počítat minuty, ale také dny (Green, 2005) (Obr. 6). 

Vnější dráha začíná signálem z vnějšího prostředí. Nejprve dochází k navázání ligandu 

na receptor smrti, tím může být, jednak Fas receptor nebo TNFR (receptor tumor 

nekrotizujícího faktoru). Fas ligand i členové TNF rodiny patří do proteinové skupiny 

cytokininů, které ovlivňují buněčnou diferenciaci a proliferaci tím, že se váží na specifické 

transmembránové receptory cílových buněk (Nagata, 1997). Po jejich navázání na receptor 

dochází k příchodu adaptorových molekul. Receptor obsahuje takzvanou doménu smrti (DD) 

a dochází k interakci s adaptorovými proteiny FADD (z anglického FAS-associated DD 

protein) nebo TRADD (z anglického TNFR-associated DD protein). Dohromady formují 

takzvaný receptor indukující signální komplex smrti (DISC) (Roy and Nicholson, 2000). 

Následně dochází k navázání a aktivaci kaspázy 8 (CASP8). Ta poté aktivuje výkonné 

kaspázy 3 (CASP3) nebo 7 (CASP7). Jako mezikrok některé buňky využívají aktivaci BH-3 

proteinu Bid (z anglického BH-3 interacting-domain death agonist). Ten poté, co je rozštěpen 

CASP8, je schopen aktivovat pro-apoptotické děje, které indukují permeabilizaci vnější 

mitochondriální membrány, čímž dochází k propojení s vnitřní apoptotickou dráhou (Chipuk 

and Green, 2006). 

Vnitřní neboli mitochondriální apoptotická dráha je spuštěna v reakci na stres, 

způsobený například oxidativním stresem, poškozením DNA nebo dalšími faktory. Proces 

vyústí v permeabilizaci vnější mitochondriální membrány (MOMP). K tomu může dojít 

dvěma způsoby. V prvním případě jsou za to odpovědné pro-apoptotické faktory z rodiny 

Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma). Právě BAX (z anglického Bcl-2-associated X protein) 

a Bak (z anglického Bcl-2-associated death promoter) vytvářejí ve vnější mitochondriální 

membráně póry. Druhá možnost může být iniciována různými intracelulárními signály, 

například Ca2+ ionty nebo reaktivními formami kyslíku (ROS), které otevírají malé kanály 

vnitřní mitochondriální membrány, čímž umožňují vstup také vodě. Díky tomu dochází 

k bobtnání mitochondriální matrix a následnému prasknutí vnější mitochondriální membrány 

(Hao et al., 2005). V obou případech dochází k uvolnění proteinů z intermembránového 

prostoru do cytosolu. Hlavním z nich je cytochrom c, který indukuje oligomerizaci Apaf-1 

a společně aktivují kaspázu 9 (CASP9) a formují apoptozom (Danial and Korsmeyer, 2004). 

Tím opět dochází k aktivaci výkonných CASP3 a CASP7 (Chipuk and Green, 2005). Ve hře 

jsou také inhibitory kaspáz (IAPs), které se snaží zastavit kaspázovou kaskádu. Do rodiny 

inhibitorů apoptózy řadíme například XIAP (X-vázaný inhibitor apoptózy) nebo cIAP1 
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(buněčný inhibitor apoptózy 1). Další proteiny jako jsou SMAC/DIABLO (z anglického 

second mitochondria-derived aktivator of caspases), uvolněné z mitochondrie se současně 

váží k IAPs a inaktivují je (Favaloro et al., 2012). I přesto, že záleží na poměru pro-

apoptotických (Bak, BAX) a anti-apoptotických (Bcl-2, Bcl-xL) faktorů, v případě narušení 

integrity mitochondrie, by ke smrti buňky došlo v každém případě, s ohledem na toxické látky 

uvolněné z mitochondrie a ztrátu nepostradatelné funkce mitochondrie samotné (Chipuk and 

Green, 2005). Morfologické změny charakteristické pro apoptózu následně vyústí až ve 

formování apoptotických tělísek (Hengartner, 2000).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Obr. 6 Vnitřní a vnější apoptotická dráha. Vnější apoptotická dráha zahrnuje vazbu ligandu na 

receptor, aktivaci CASP8 a následně výkonné CASP3. Vnitřní apoptotická dráha je charakteristická 

permeabilizací vnější mitochondriální membrány, formováním apoptozomu a aktivací CASP3. 

Výkonné kaspázy následně přes další mediátory iniciují kondenzaci chromozomů, fragmetaci DNA 

a vznik apoptotických tělísek (Ghavami et al., 2009). 

 

Apoptóza má i svou klíčovou roli v různých onemocněních. Počínaje rakovinou, kde 

právě defekty apoptotických drah jsou odpovědné za rezistenci buněk k terapii a nádory jsou 

díky tomu schopny vyhnout se imunitní reakci (Burz et al., 2009). Nezastupitelnou roli má 
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apoptóza také například ve vývoji centrální nervové soustavy. V dospělosti je ovšem její 

význam spíše spojen s patologickým působením. Typickým příkladem jsou akutní 

onemocnění jako mrtvice nebo neurodegenerativní nemoci jako Alzheimerova a Parkinsonova 

choroba (Hengartner, 2000). Stejně tak i v akutní i chronické patologii srdce dochází ke 

zvýšenému výskytu apoptózy. Tu můžeme pozorovat především u infarktu, ischemicko-

reperfuzního poškození a srdečního selhání (Whelan et al., 2010). Detailnější popsání procesu 

apoptózy samozřejmě vede k vývoji nových terapeutických léků, které jsou a budou využity 

při terapii a léčbě těchto onemocnění.  

 

2.3.1.Kaspázy 

Kaspázy patří do rodiny cysteinových proteáz a jsou hlavními regulátory 

programované buněčné smrti a zánětu. První byla objevena koncem minulého tisíciletí jako 

proteáza odpovědná za maturaci interleukinu - 1β (IL-1β) (Cerretti et al., 1992). Kaspáza, 

zpočátku pojmenována podle své funkce interleukin konvertující enzym (ICE), je dnes 

kaspáza 1. O několik měsíců později byl u Caenorhabditis elegans nalezen enzym se stejnou 

funkcí. Začal se nazývat CED3 (Yuan et al., 1993). Postupem času byly objeveny další 

kaspázy a jejich funkce a zapojení do procesů apoptózy. V živočišných druzích bylo zatím 

identifikováno 18 různých kaspáz (Eckhart et al., 2008). V buňkách se za normálních 

podmínek vyskytují ve formě inaktivních proenzymů a až v případě iniciace dochází 

k přeměně na aktivní formu. Obsahují malou (10-12 kDa) a velkou (17-20kDa) podjednotku a 

další specifickou doménu (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). Jejich zastoupení se ovšem 

v různých živočišných druzích může lišit. Kaspázy bychom mohli rozdělit na dvě skupiny, na 

zánětlivé (CASP1, 4, 5, 11 a 12), které hrají roli při iniciaci procesů vedoucích k zánětu, a 

apoptotické, účastnící se buněčných pochodů končících smrtí. Druhou skupinu dále dělíme na 

kaspázy iniciační (CASP8, 9 a 10), které nalezneme na začátku apoptotické kaskády 

a výkonné neboli efektorové kaspázy (CASP3 ,6 a 7). Ty jsou poté koncovým bodem 

předcházejícím smrti buňky, degradují strukturní proteiny, signální molekuly a následně i 

DNA (Obr. 7). I přesto, že hrají klíčovou roli v apoptóze, jsou nedílnou součástí i velké řady 

dalších buněčných procesů jako je diferenciace, remodelace, tumorogeneze, synaptická 

plasticita, metabolismus a stárnutí (Shalini et al., 2015).  

Jednou z výkonných kaspáz je právě CASP3. Může být aktivována na základě podnětů 

vedoucích ve vnější i vnitřní apoptotické dráze CASP8 a 9. Jakmile je tato kaspáza 

aktivována, spouští řetězec nevratných dějů vedoucích ke smrti buňky. Následkem toho 

dochází ke kondenzaci chromozomů a fragmentaci DNA. Jedním z mediátorů je například 
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CAD (Caspase-activated DNase) endonukleáza, která degraduje DNA (Porter et al., 1999). 

Mimo jiné ovšem hraje i klíčovou roli v neuronální apoptóze, synaptické aktivitě a je nedílnou 

součástí vývoje centrální nervové soustavy (Snigdha et al., 2012). Myši s knockoutem genu 

pro CASP3 umíraly velmi brzy po narození, ztráta má tedy fatální důsledky (Su et al., 2001). 

Naproti tomu její zvýšená aktivita ve stárnoucím mozku má detrimentální důsledky, které ústí 

v degenerativní onemocnění jako je například Alzheimerova choroba (Su et al., 2001). 

Do protilehlé skupiny iniciačních kaspáz můžeme zařadit CASP8. Právě ona stojí na 

začátku kaspázové kaskády a je aktivátorem výkonných kaspáz. CASP8 se účastní vnější 

apoptotické dráhy a je aktivována po navázání ligandu na receptor. Tím dochází k formování 

smrt indukujícího signálního komplexu (DISC), který obsahuje mimo adaptorový protein i 

CASP8 (Kischkel et al., 1995). Její aktivací se spouští apoptotické procesy zahrnující aktivaci 

CASP3, 6 a 7 a poškození mitochondrií. Dochází k bobtnání, poškození vnější 

mitochondriální membrány a vylití cytochromu c do cytosolu (Salvesen and Dixit, 1997). 

CASP8 je také nedílnou součástí procesů nekrózy, regulovaných kinázami z rodiny receptor 

interagujících proteinkináz (RIPK) (Feltham et al., 2017). Mimo účasti v apoptotických 

procesech má CASP8 nezastupitelnou roli i v zabezpečení přežívání buněk. Odlišná funkce je 

regulována interakcí se specifickým inhibujícím proteinem (cFLIP). Přesný mechanismus 

interakce a přepínání mezi apoptotickou a přežívací funkcí je zatím nejasný (Salvesen and 

Walsh, 2014). Během savčího vývoje její koncentrace roste, vysoké zastoupení můžeme 

nalézt především v srdci, v žaberních obloucích a v zárodcích končetin (Cohen, 1997). 

V případě mutace je tato ztráta letální již u embrya (Varfolomeev et al., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Klasifikace kaspáz podle funkce, druhové specifitě a strukturální doméně. U iniciační skupiny 

můžeme nalézt velkou N-terminální doménu a domény DED u CASP8 a 10, a doménu CARD u CASP2 
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a 9. Tato skupina je exprimována jako monomer a k aktivaci je nutná dimerizace. Naproti tomu 

u efektorové skupiny nalezneme kratší N-terminální doménu a inaktivní kaspázy se vyskytují ve formě 

dimerických zymogenů. K jejich aktivaci je nutné proteolytické štěpení mezi malou a velkou 

podjednotkou (Shalini et al., 2015). 

 

2.3.2. Rodina Bcl-2 
Proteiny rodiny Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma) patří ke klíčovým regulátorům 

vnitřní mitochondriální apoptotické dráhy (Danial and Korsmeyer, 2004) První člen byl 

identifikován v B-lymfocytech v 80. letech 20. století jako protoonkogen Bcl-2, který 

nečekaně blokoval apoptotické procesy (Bakhshi et al., 1985). Rozdělit je dnes můžeme do tří 

skupin podle funkce a specifické domény: anti-apoptotická (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL), 

multidoménová pro-apoptotická (BAX, Bak) a pro-apoptotická s BH3-doménou (Bid, Bad, 

NOXA). Jejich aktivace může být odpovědí na velké množství signálů jako je poškození 

DNA, nedostatek růstových faktorů nebo aktivace onkogenů. Aktivace nastává transkripční 

nebo posttranskripční modifikací (Nakano and Vousden, 2001). 

Většina členů obsahuje 4 specifické BH domény, které tvoří přibližně stejné alfa 

helixy, predikující tvar i funkci proteinu. Anti-apoptotická skupina jako jediná obsahuje 

všechny čtyři domény. Naproti tomu multidoménová pro-apoptotická skupina obsahuje BH- 

domény 1-3. Ta také ke své aktivaci a následné interakci s Bcl-2 nebo Bcl-X potřebuje 

aktivační podnět. Přesný mechanismus není popsán, ale pravděpodobně je zprostředkován 

díky aktivaci členů s BH-3 doménou (Kim et al., 2006). Třetí pro-apoptotická skupina je 

specifická právě tím, že obsahuje pouze BH-3 doménu. Právě ona je většinou prvotním 

přijímačem signálu a přes ni dochází ke spojení s BAX/Bad, což způsobí jejich transformaci a 

aktivaci (Letai et al., 2002) (Obr. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 8 Srovnání jednotlivých skupin proteinů rodiny Bcl-2. Zastoupení charakteristických BH-domén 

(Yip and Reed, 2008). 
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Bcl-2 je inhibitorem apoptotických dějů. Vyskytuje se na mitochondriální membráně, 

endoplasmatickém retikulu a jaderné membráně (Lithgow et al., 1994). Jeho hlavním úkolem 

je především bránit uvolnění apoptogenních faktorů jako je cytochrom c (Liu et al., 1996) 

nebo apoptózu indukující faktor (AIF) z intermembránového prostoru mitochondrií do 

cytosolu (Susin et al., 1996). Jejich uvolněním totiž okamžitě dochází k aktivaci kaspázové 

kaskády. Při pokusech se zvýšenou expresí Bcl-2 došlo k blokaci uvolnění cytochromu c do 

cytosolu v reakci na apoptotické stimuly (Kluck et al., 1997).  

Ze skupiny pro-apoptotických faktorů byl jako první identifikován BAX (odvozeno 

z anglického Bcl-2 associated death promoter), právě díky své interakci s Bcl-2 (Oltvai et al., 

1993). Při pokusech s využitím lidských buněk s KO pro oba geny BAX i Bak byla zjištěna 

naprostá rezistence na podněty vnitřní apoptotické dráhy (Wei et al., 2001). Jsou tedy nutnou 

branou ke spuštění apoptózy. V buňkách se vyskytují ve formě monomerů. Inaktivní BAX 

nalezneme především v cytosolu, případně malé množství v kontaktu s vnější mitochondriální 

membránou (Suzuki et al., 2000). Po prvotním signálu vedoucímu k apoptóze se BAX vsune 

do mitochondriální membrány, kde dochází k aktivaci, změně konformace a oligomerizaci. 

Následná kaskáda vede k permeabilizaci vnější mitochondriální membrány (Cartron et al., 

2004), pravděpodobně vznikem pórů (Muchmore et al., 1996). Dále k uvolnění proteinů 

z intermembránového prostoru mitochondrií, včetně cytochromu c do cytosolu. Následuje 

formování apoptozomu a aktivace kaspázové kaskády (Obr. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9 Zobrazení situace buňky za normálních podmínek, kdy pro-apoptotické a anti-apoptotická 

faktory jsou v rovnováze. Naproti tomu pokud je buňka vystavena stresovému stimulu, dochází 
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k porušení rovnováhy, aktivaci pro-apoptotických faktorů, výlevu cytochromu c a spuštění kaspázové 

kaskády (Clark, 2012). 

 

Poměr mezi pro- a anti-apoptotickými faktory jako je BAX/Bcl-2 vytváří takzvaný 

reostat, který určuje hranici přežití buňky při vnitřní apoptotické dráze (Danial and 

Korsmeyer, 2004). Osud buňky i celých buněčných linií je daný právě tímto poměrem, 

zastoupením pro-apoptotických a anti-apoptotických markerů.  

 

2.3.3. Kináza regulující apoptotický signál 

Kináza regulující apoptotický signál (ASK1) je další z členů pro-apoptotických 

markerů zapojených v apoptotických kaskádách. Patří do rodiny mitogen-aktivovaných 

proteinkináz kináz kináz (MAPKKK). Její aktivace může být spuštěna skrze množství signálů 

jako je lipopolysacharidový septický šok, ER indukovaný stres, zvýšená hladina ROS, 

přetížení Ca2+ a další molekuly jako je TNFα nebo FAS ligand (Hayakawa et al., 2006). 

Signál ASK1 je následně aktivován skrze aktivaci mitogen-aktivované proteinkinázy p38 

nebo kinázy JNK (z anglického c-Jun N-terminal kinase) (Hayakawa et al., 2006). Aktivovaná 

dráha ASK1-JNK vede ke ztrátě potenciálu mitochondriální membrány (Furuhata et al., 

2009). JNK následně inaktivuje Bcl-2 a indukuje přesun BAX z cytosolu do mitochondrie a 

tím ovlivňuje MOMP a aktivaci kaspázové kaskády (Takada et al., 2006). V pokusech 

s využitím ASK1 deficientních myší byl pozorován snížený rozsah infarktu a zvýšená 

rezistence myokardiakálních buněk k apoptóze (Hayakawa et al., 2012). V poslední době se 

také objevují podklady pro předpoklad, že ASK1 působí i jako aktivátor CASP11 (Choi et al., 

2009) (Obr. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 10 ASK1 a spuštění apoptotických drah skrze aktivaci kináz JNK/p38 (Guo et al., 2016).  
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Mimo to je také schopna regulovat další buněčné procesy jako diferenciace keranocytů 

(Sayama et al., 2001) a zároveň hraje důležitou roli ve vrozené imunitě skrze kinázu p38 

(Matsuzawa et al., 2005). Její role je v současné době také spojována Alzheimerovou a 

Huntingtonovou chorobou, kdy její zvýšená koncentrace souvisí se stresem z ER 

způsobujícím smrt neuronálních buněk (Cho et al., 2009). Aktivace osy ASK1-JNK/p38 

indukuje  apoptózu v neuronových buňkách a v kardiomyocytech. To může být do budoucna 

terapeutický cíl v léčbě neurodegenerativních a kardiovaskulárních onemocnění (Hayakawa et 

al., 2006).  
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3. Cíle diplomové práce 

1. Zjistit, zda protektivní režim chladové adaptace souvisí s aktivací HIF cílových 

proteinů (CKB, HK2, LDHA, OXPHOS). 

2. Zjistit, zda při chladové adaptaci dochází k aktivaci pro-apoptotických a anti-

apoptotických drah (Bcl-2, BAX, CASP3, CASP8, ASK1). 
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4. Materiál a metody 

4.1. Chladová adaptace experimentálních zvířat 

Pro chladovou adaptaci byli využiti potkaní samci kmene Wistar, chovné jádro 

Charles River. V experimentu bylo 22 zvířat rozděleno do tří skupin. Kontrolní skupina 

(6 jedinců) byla chována v místnosti s teplotou 25±1°C. Chladové (10 jedinců) a regresní 

(6 jedinců) skupiny byly chovány po dobu jednoho týdne s postupnou adaptací snížením 

teploty na 10±1°C. Následně zde byly chladová i regresní skupina chovány při této teplotě po 

dobu 5-ti týdnů. Po 5-ti týdnech byla regresní skupina následně ještě přemístěna na další 

2 týdny do místnosti se stejnou teplotou, ve které byla uchována kontrolní skupina (26±1ºC) 

(Obr. 1). Po adaptaci byla potkanům odebrána srdce. Před odběrem byla potkanům 

peritoneálně podána anestezie thiopentalu v dávce 100 mg na kg tělesné váhy. Potkanovi poté 

bylo vyjmuto srdce a hned ponořeno do vychlazeného fyziologického roztoku na ledu. 

Následně bylo srdce rozděleno na jednotlivé části: pravá komora, levá komora a septum. 

Všechny části byly přeneseny do tekutého dusíku a zamraženy (-196 ºC), kde byly uchovány 

až do zpracování. Odběr srdcí provedla Mgr. Aneta Marvanová. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Rozvržení adaptace potkanů. Oranžově kontrolní skupina v 25°C. Zeleně regresní skupina po 

5-ti týdnech v 10°C přenesena do 25°C. Modře chladová skupina chována při 10°C. 
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4.2. Metody 

 

4.2.1. Zpracování vzorků, homogenizace 

V dalším kroku byly vzorky za sterilních podmínek a při zachování nízké teploty 

zhomogenizonány. Levé komory srdce byly vybrány z tekutého dusíku a přeneseny do 

připravených vychlazených třecích misek s tloučkem, kde byly rozdrceny na jemný prášek. 

Rozdrcenou tkáň jsme následně přenesli do zkumavek se třemi skleněnými kuličkami a 300 

µl homogenizačního média HM1 (Příloha 1B). Zkumavky byly zcentrifugovány a do každé 

z nich bylo přidáno HM1 na finální poměr média:tkáň 8:1. Následně byly vzorky 

zhomogenizovány v homogenizátoru (MIXER MM200 Retch) po dobu 10 min při frekvenci 

30 Hz.  

Ve vzorcích byla změřena koncentrace proteinů metodou Bradfordové s využitím 

komerčního setu (dodáno společností BioRad) na přístroji Varioscan (Thermo Scientific). 

Byla vytvořena kalibrační křivka s roztoky o koncentracích 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,6; 0,8 

a 1µg/µl rozředěných ze zásobního roztoku hovězího sérového albuminu (BSA) (dodané 

společností BioRad). Malá část homogenátů byla naředěna na koncentraci 0,5 µg/µl. Do 96 

jamkové destičky byly naneseny roztoky kalibrační křivky i naředěné homogenáty v objemu 

10 µl na jamku. Vše jsme nechali inkubovat s 250 µl činidla Bradfordové po dobu 10 min při 

pokojové teplotě. Poté bylo provedeno spektrofotometrické stanovení absorbance při vlnové 

délce 595 nm.  

Po změření koncentrace bylo ke vzorkům přidáno homogenizační médium HM2 

s vysokým obsahem močoviny (Příloha 1B) v poměru 1:1. Ve všech vzorcích byla opět 

změřena koncentrace proteinů metodou Bradfordové. Jednotlivé vzorky byly poté rozděleny 

do mikrozkumavek a uschovány v -80ºC pro elektroforézu, Western blot a pro měření 

enzymatické aktivity bylyodebrány aliquoty před přidáním HM2.  

 

4.2.2. Separace pomocí SDS-PAGE elektroforézy 

Elektroforéza je separační metoda, která se používá k dělení proteinů. Využívá přitom 

jejich odlišnou pohyblivost v elektrickém poli. Jako nosiče se využívají zejména agarózové, 

v tomto případě polyakrylamidové gely. Trojrozměrná síť gelu tvoří póry, které slouží jako 

molekulové síto. Rychlost pohybu je závislá na velikosti náboje a molekulové hmotnosti 

daného proteinu, ale také na intenzitě elektrického pole a porozitě gelu. Při SDS-PAGE 

elektroforéze (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) se vzorky 

připravují s přídavkem SDS, čímž získají záporný náboj. Proto se pohybují od záporného pólu 
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ke kladnému. Malé proteiny se gelem pohybují rychleji, proteiny o vyšší molekulové 

hmotnosti naopak neprocházejí gelem tak snadno a pohybují se pomaleji.   

Ke každému z 22 vzorků – 6 kontrol, 10 chladů, 6 regresí – bylo přidáno SLB, DTT, 

HM:UREA (Příloha 1A). Na elektroforézu byl připraven nejprve rychle tuhnoucí 10 % dělící 

gel (Příloha 1B). Po 40 min tuhnutí byl přidán 5 % zaostřovací gel a opět nechán 40 min 

tuhnout (Příloha 1B). Mezitím byly vzorky umístěny na 5 min do termostatu a povařeny při 

teplotě 100°C a tím došlo k denaturaci proteinů. Po vytuhnutí gelů bylo naneseno všech 22 

vzorků v koncentraci 20 µg na jamku, vždy pod elektrodový pufr. Na každý gel byl přidán 

molekulový standard Precision plus protein standard (dodáno společností BioRad) o objemu 

1,5 µl pro správné určení daného proteinu na membráně podle molekulové hmotnosti. Po 

sestavení celé aparatury a zalití elektrodovým pufrem (Příloha 1B) byla spuštěna 

elektroforéza. Program začínal na konstantním napětí 100 V a po přechodu čela elektroforézy 

do zaostřovacího gelu bylo zvýšeno napětí na konstantních 150 V. Zhruba 10 min před 

koncem elektroforézy bylo napětí zvýšeno na 200 V konst, kvůli lepšímu zaostření proteinů. 

Elektroforéza trvala 60-90 min podle velikosti sledovaných proteinů (Obr. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 2 Vzorky       SDS-PAGE elektroforéza 

 

4.2.3. Western Blot 

Western blot je analytická technika používaná k detekci specifického proteinu. Tato 

metoda, využívá blotovacího zařízení, soustavy anody a katody. Působením elektrického 

proudu dochází k přenosu separovaných proteinů z gelu na PVDF nebo nitrocelulózové 

membrány. Záporně nabité proteiny jsou přitahovány k anodě a přenesou se z gelu na povrch 

membrány. 

Před koncem elektroforézy byly nejprve PVDF membrány asi 2 min aktivovány 

v MetOH. V případě použití nitrocelulózových membrán se aktivace v MetOH neprováděla. 
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Následně byly membrány ekvilibrovány v blotovacím pufru (Příloha 1B) po dobu 10 min 

v lednici spolu s filtračními polštářky a gely po skončení elektroforézy. Při sestavování 

blotovacího ,,sendwiche“ byly vytlačeny všechny bubliny mezi membránou a gelem 

a zahájeno blotování při konstantním napětí 100 V po dobu 60 min.  

 

4.2.4. Imunodetekce 

Po skončení blotovacího programu byly membrány promyty 15 min v TBS (Příloha 

1B). Následně bylo nutné povrch membrány zablokovat. V tomto případě bylo využito 5% 

nízkotučné sušené mléko rozpuštěné v TTBS, které se navázalo na všechna místa, kde nebyly 

přeneseny proteiny z gelu na membránu v průběhu blotování. Tím se zabránilo 

nespecifickému navázání primární protilátky. Blokováním také dochází ke snížení 

negativních efektů, jako je šum v pozadí. Po promytí membrán v TBS byly tedy membrány 

umístěny do 5 % mléka v TTBS po dobu 1 hod při pokojové teplotě.  

Po blokaci byly opět membrány promývány 15 min v TTBS. Po promytí byly 

membrány umístěny do primární protilátky, vůči danému proteinu přes noc v lednici za 

stálého pomalého houpání. (Tabulka 1) 

Tabulka 1: 

 Primární protilátka Ředění Sekundární protilátka Ředění  

CKmt CKmt sc15168 goat 1:400 Sc 2033 anti-goat 1: 40 000 

CKM CKM mbs248823 goat 1:1000 Sc 2033 anti-goat 1: 20 000 

CKB CKB aa 100-150 rabbit 1:1000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 20 000 

HK1 HK1 ab78420 rabbit 1:4000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 40 000 

HK2 HK2 ab78259 rabbit 1:5000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 40 000 

LDHA LDHA 2012S rabbit 1:1000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 20 000 

LDHB LDHB EP1566Y rabbit 1:1000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 20 000 

CASP3 CASP3 ab4051 rabbit 1:1000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 20 000 

CASP8 CASP8 ab25901 rabbit 1:500 A9169-2ML anti-rabbit 1: 20 000 

ASK1 ASK1 ab131506 rabbit 1:500 A9169-2ML anti-rabbit 1: 20 000 

Oxphos OXPHOS ab 110413 Rovent 1:250 32430 anti-mouse 1: 10 000 

Bcl-2 Bcl-2 sab4500003 rabbit 1:1000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 40 000 

BAX BAX ab7977 rabbit 1:1000 A9169-2ML anti-rabbit 1: 10 000 
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Po inkubaci v primární protilátce byly membrány opět promývány 3x15 min v TTBS. 

Poté byly inkubovány v sekundární protilátce 1 hod při pokojové teplotě (Tabulka 1). Po 

hodinové inkubaci byly membrány promyty 3x10 min v TTBS a následovala detekce 

proteinů. Detekce probíhala pomocí konjugace sekundární protilátky s enzymem 

umožňujícím vizualizaci. Pomocí enzymu peroxidázy dochází k přeměně 

chemiluminiscenčního substrátu na nestabilní produkt, který se stabilizuje vyzářením kvanta 

světla. Uvolňování světla je poté detekováno přiložením světlocitlivého filmu nebo s použitím 

CCD kamer.  

V tomto pokusu byly využity obě metody. V prvním případě došlo k nanesení 300 µl 

chemiluminiscenčního barviva (Supersignal West Dura Extended Duration Substrate, Thermo 

Scientific Pierce) na každou membránu. Ty byly poté umístěny do světlu-vzdorné kazety 

a v temné místnosti vyvolány na film na přístoji Optimax X-Ray Film Processor. V druhém 

případě byly membrány opět po nanášce 300 µl barviva vyvolány pomocí programu Image-

reader LAS 4000 (Genetica, FujiFilm) (Obr. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr 3. LAS 4000 

Pro kvantifikaci dat z filmů či Image-reader LAS 4000 byla využita densitometrie a 

následně byla všechna výstupní data zpracována v programu QuantityOne (BioRad). Všechny 

vzorky byly pro jednotlivé protilátky analyzovány několikrát a vzniklý průměr byl využit do 

statistického hodnocení. 

 

4.2.5. Statistické hodnocení 

Získané hodnoty byly následně statisticky zpracovány v programu GraphPadPrism 5. 

Pro hodnocení byla použita ANOVA, post test Dunnett dle rozložení hodnot, hladina 

významnosti p<0,05 pro n=6 a n=10. 
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5. Výsledky 

V této práci byl použit model chladově adaptovaných zvířat při teplotě ±10°C. 

Experimentální zvířata byla rozdělena do tří skupin – kontrolní (n=6), chladová (n=10) 

a regresní (n=6). Cílem diplomové práce bylo pomocí metody elektroforézy, Western blotu a 

imunodetekce zjistit relativní expresi vybraných proteinů a postihnout rozdíly mezi 

jednotlivými skupinami.  

 

5.1. Cílové geny HIF 

V první části jsme zjišťovali množství cílových genů HIF, a zda má chladová adaptace 

vliv na energetický metabolismus skrze tyto proteiny. 

 

5.1.1. Kvantifikace kreatinkinázy 

Zjistili jsme signifikantní nárůst exprese proteinu CKmt o 31 % (n=10) po 5-ti týdenní 

chladové adaptaci (Graf 1a), zatímco u zvířat regresní skupiny došlo k poklesu, který se od 

kontroly již nelišil. Exprese CKB se vlivem chladové adaptace u chladové skupiny nezměnila. 

U regresní skupiny signifikantně poklesla o 30 % (n=6). (Graf 1b). U izoformy CKM 

nedochází k žádným změnám (Graf 1c). 
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Graf 1a, 1b, 1c: Relativní hladiny proteinu izoforem CKmt, CKB a CKM vztažené na 100 % 

kontroly (K) u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní 

regresí (CLR), * p<0,05, n=6-10.                           
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5.1.2. Kvantifikace hexokinázy 

U naměřených hodnot exprese HK1 se neprojevil žádný rozdíl u chladové skupiny 

nebo regresní skupiny (Graf 2a). Z grafu pro HK2 můžeme z naměřených hodnot vyčíst 

signifikantní nárůst u chladové skupiny o 18 % (n=10). U regresní skupiny jsme zjistili mírný 

pokles o 5 % (n=6) oproti kontrole (Graf 2b). 
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Graf 2a, 2b: Relativní hladiny proteinu izoforem HK1 a HK2 vztažené na 100 % kontroly (K) 

u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní regresí 

(CLR), * p<0,05, n=6-10.                           
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5.1.3. Kvantifikace Oxphosu 

V reakci na zvyšující se hladinu HK2 u chladově adaptované skupiny byla změřena 

ještě exprese všech pěti komplexů oxidativní fosforylace. Zde z naměřených hodnot 

nepozorujeme žádný rozdíly mezi kontrolní, chladovou a regresní skupinou (Graf 3a, 3b, 3c, 

3d, 3e). 
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Graf 3a, 3b, 3c, 3d, 3e: Graf 1a, 1b, 1c: Relativní hladiny proteinu Oxphos komplexů 1-5 

vztažené na 100 % kontroly (K) u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) 

a následnou 2 týdenní regresí (CLR), * p<0,05, n=6-10.                           
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5.1.4. Kvantifikace laktátdehydrogenázy 

U izoformy LDHA pozorujeme u chladové skupiny signifikantní pokles o 29 % 

(n=10). U regresní skupiny byl také zaznamenán pokles o 24 % (n=6) oproti kontrolám (Graf 

4a). V případě izoformy LDHB nepozorujeme mezi skupinami žádné rozdíly (Graf 4b). 
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Graf 4a, 4b: Relativní hladiny proteinu izoforem LDHA a LDHB vztažené na 100 % kontroly (K) 

u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní regresí 

(CLR), * p<0,05, n=6-10.                           
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5.2. Apoptotické markery 

Druhým cílem této práce bylo zjistit množství pro-apoptotických a anti-apoptotických 

markerů a jejich vývoj v chladové, kontrolní a regresní skupině.  

 

5.2.1. Kvantifikace kaspáz 

U CASP3 klesla hodnota exprese u chladové skupiny o 13 % (n=10) a u regresní 

o 14 % (n=6) (Graf 5a). U CASP8 jsme zaznamenali signifikantní pokles hodnot exprese 

u chladové skupiny o 32 % (n=10) a u regresní skupiny jsme nezaznamenali žádnou změnu 

(Graf 5b). 
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Graf 5a, 5b: Relativní hladiny proteinu CASP3 a CASP8 vztažené na 100 % kontroly (K) 

u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní regresí 

(CLR), **p<0,01, n=6-10.                           
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5.2.2. Kvantifikace členů rodiny Bcl-2  

U antiapoptotického faktoru Bcl-2 jsme nezaznamenali prakticky žádné rozdíly mezi 

skupinami (Graf 6a). Naproti tomu u apoptotického faktoru BAX jsme zjistili pokles mezi 

kontrolní a chladovou skupinou o 15 % (n=10). Při porovnání kontrolní a regresní skupiny 

jsme zaznamenali signifikantní pokles až o 40 % (n=6) (Graf 6b). Při vynesení poměru 

BAX/Bcl-2 můžeme také sledovat signifikantní rozdíl mezi kontrolní a chladovou skupinou 

až o 30 % a mezi kontrolní a regresní skupinou až o 40 % (Graf 6c). 
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Graf 6a, 6b, 6c: Relativní hladiny proteinu faktorů Bcl-2 a BAX vztažené na 100 % kontroly (K) 

u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní regresí 

(CLR), * p<0,05, n=6-10. Na grafu 6c je vynesen poměr BAX/Bcl-2 vztažený na 100 % kontroly (K) 

u experimentálních skupin s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní regresí 

(CLR), * p<0,05; ** p<0,01; n=6-10.                            
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5.2.3. Kvantifikace ASK1  

U ASK1 byl u chladové skupiny zjištěn pokles o 6 % (n=10). U regresní skupiny jsme 

zaznamenali signifikantní pokles o 12 % (n=6) v porovnání s kontrolou (Graf 7). 
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Graf 7: Relativní hladiny proteinu ASK1 vztažené na 100 % kontroly (K) u experimentálních skupin  

s 5-ti týdenní chladovou adaptací (CL) a následnou 2 týdenní regresí (CLR), * p<0,05, n=6-10.  
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6. Diskuze 

Chladová adaptace je navozována opakovanými expozicemi chladu. V prvních fázích 

chladové adaptace dochází ke chladovému stresu, kdy organismus odpovídá zvýšenou 

adrenergní signalizací a kompenzuje tepelné ztráty svalovým třesem (Jánsky et al., 1996). 

Následně dochází k plné adaptaci organismu, která je doprovázena tvorbou hnědé tukové 

tkáně u malých živočichů nebo tzv. hnědnutím růžového tuku (,,browning“) a následkem toho 

třesová termogeneze je nahrazena netřesovou termogenezí. Náhlý chladový stres se u člověka 

opakovaně prokázal jako detrimentální (Ronger D., 2012), naproti tomu můžeme poukázat na 

dlouhodobé zkušenosti s chladovou adaptací, která posiluje odolnost organismu (Vybíral et 

al., 2000b).  

 

V literatuře nalezneme velké množství studií pracujících s chronickým chladem při 

teplotách 0-4°C, kdy byla zvířata bez podestýlky individuálně v klecích (Vybíral et al., 1985). 

Při těchto teplotách byl ovšem zjištěn negativní dopad na vylučovací soustavu a srážlivost 

krve (Fregly et al., 1989). U našeho modelu, kdy byly experimentální skupiny vystaveny 5-ti 

týdenní chladové adaptaci při teplotě 10°C s podestýlkou a v párech a s následnou 2 týdenní 

regresí při teplotě 25°C, nebyl zjištěn negativní dopad na krevní obraz a hmotnostní 

parametry srdce ani morfologii ledvin (Marvanová A., 2015). V mírnějších podmínkách také 

dochází k posílení endogenních protektivních mechanismů srdce a zvýšené odolnosti 

k ischemicko-reperfuznímu poškození. U diplomové práce Pavla Vebra (Vebr P., 2016), byl 

při pokusu s I/R poškozením potvrzen menší rozsah infarktem zasažené části tkáně u chladově 

adaptované skupiny oproti kontrolní skupině. 

 

V této práci jsme sledovali expresi vybraných cílových proteinů HIF (CKB, HK2 

a LDHA), jelikož zvýšení transkripční aktivity HIF bylo mnohokrát prokázáno jako 

protektivní (Rossignol et al., 2003;Semenza, 2003). Jedním z cílových genů HIF je LDH 

vyskytující se ve dvou izoformách. U izoformy LDHA, která katalyzuje především reakci ve 

směru tvorby laktátu (Cruz et al., 2012), byl u chladové skupiny pozorován signifikantní 

pokles o 30 % oproti kontrolní skupině. U regresní skupiny jsme zjistili pokles o 25 % 

v porovnání s kontrolní skupinou. Jelikož hladina laktátu v krvi odpovídá poměru mezi jeho 

tvorbou a odbouráváním, snížená exprese LDHA by tedy mohla přispět ke snížené tvorbě 

laktátu, což odpovídá práci, kde byly zjištěny klesající hodnoty hladiny laktátu u otužilců 

(Rossignol et al., 2003). Naproti tomu za podmínek hypoxie, je reakce přesně obrácená. 

V těchto pracích můžeme nalézt rostoucí hladiny exprese LDHA, což odpovídá faktu, že se 
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jedná o cílový gen HIF, který je v podmínkách hypoxie aktivován (Semenza, 2007). Přestože 

izoforma LDHB má v srdci větší zastoupení, nezaznamenali jsme zde prakticky žádný rozdíl. 

Z toho vyplývá, že i přesto, že LDHA má v srdci malé zastoupení, významně reaguje na 

podmínky chladové adaptace, a ovlivňuje tak metabolismus laktátu. Tento výsledek naznačuje 

vyšší míru oxidativního využití glukózy po adaptaci na chlad a dlouhodobé přetrvání této 

změny. 

 

Dalším enzymem energetického metabolismu jsou izoformy kreatinkinázy. U CKB, 

jako u dalšího z řady cílových genů HIF, jsme zaznamenali pokles o 30 % až u regresní 

skupiny. U hodnot exprese CKM jsme změnu nezaznamenali a pravděpodobně není ovlivněna 

chladovou adaptací. Což je v souladu s ostatními pracemi, neboť exprese CKM je v srdci 

velmi stabilní (Fontanet HL., 1991). Pro porovnání při pokusech s I/R poškozením, dochází 

ke zvýšené expresi CKM a tedy ke zlepšení kinetiky ATP a mechanické funkce svalu (Akki et 

al., 2012). V případě mitochondriální izoformy CKmt jsme naměřili u chladové skupiny 

signifikantní nárůst až o 31 %, což je v přímém souladu s pozorovaným poklesem LDHA. 

V regresní skupině se hladina exprese CKmt vrátila na úroveň kontrolní skupiny. To 

koresponduje s výsledky z pokusu s chronickou hypoxií, kde byl také zaznamenán nárůst 

exprese CKmt (Waskova-Arnostova et al., 2014). To pravděpodobně tedy představuje 

kompenzační mechanismus zvyšující oxidativní metabolismus. Zvýšená hladina CKmt 

zvyšuje množství ADP pro komplex V respiračního řetězce, což pozitivně ovlivňuje 

mitochondriální membránový potenciál a snižuje tvorbu ROS (Saks V. A., 1991). Bylo 

ukázáno, že zvýšená aktivita CKmt snižuje pravděpodobnost otevření MPTP 

a pravděpodobnost aktivace apoptózy (Dolder M., 2001). Pokles hodnot exprese CK je také 

spojován se srdečním selháním, kde aktivita CK klesá (Fowler et al., 2015). Chladová 

adaptace tedy zachovává, případně zvyšuje hodnotu exprese CK, především CKmt, což 

podporuje případné zmírnění následků po srdečním selhání.  

 

Dalším donorem ADP pro komplex V je izoforma HK1, která je v srdci lokalizována 

převážně na vnější mitochondriální membráně v asociaci s VDAC. V její expresi jsme žádné 

změny nezaznamenali. U izoformy HK2, která se nachází v cytosolu a za kritických 

podmínek translokuje na mitochondrie, jsme zaznamenali mírný nárůst o 18 % u chladové 

skupiny oproti kontrole. Nárůst exprese HK2 byl prokázán jako protektivní, neboť může 

zvyšovat vstup glukózy do kardiomyocytů a v součinnosti s transportéry GLUT (Abel ED., 

2004), dochází ke zvýšené produkci G6P, jehož osud je v buňce velmi rozmanitý (Voet et 
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Voet, 2010). Některé dráhy jako aktivace pentozofosfátového cyklu a zvýšená syntéza 

hexosaminu, byly též prokázány jako kardioprotektivní. To koresponduje se zjištěním 

z pokusů s adaptací na hypoxii, kde také docházelo k nárůstu exprese HK2, způsobeného 

aktivací HIF, který umocnil transkripční aktivitu HK2 (Wasková-Arnoštová et al., 2014). 

Dále jsme stanovili exprese všech komplexů OXPHOS, kde jsme nepozorovali žádné rozdíly. 

Toto zjištění je v rozporu s výsledky diplomové práce E. Flégrové (Flégrová E., 2016), kde 

byla zjištěna snížená exprese komplexu I. na úrovni izolovaných mitochondií, který se nejvíce 

podílí na tvorbě volných radikálů (Kussmaul and Hirst, 2006). Vzniklý rozdíl je 

pravděpodobně způsoben odlišnými podmínkami chladové adaptace a jiným zpracováním 

tkáně. Téměř konstantní hladina exprese námi naměřených jednotlivých komplexů potvrzuje 

neměnné množství mitochondrií a stabilní mitochondriální biogenezi. Jelikož v srdci řídí 

dýchání právě dýchací řetězec, je neměnící se hodnota komplexů pravděpodobně odrazem 

správné funkce mitochondrií i v podmínkách chladové adaptace (Rossignol et al., 2000).  

 

Z výše uvedeného poklesu hladiny exprese LDHA a CKB vyplývá, že patrně 

nedochází k aktivaci HIF vlivem chladové adaptace, což je v souladu s údaji práce Marvanové 

(Marvanová A., 2015), která zjistila snížené hodnoty exprese NRF2, který je transkripčním 

faktorem pro antioxidanty. Současně se v její práci neměnily hodnoty mRNA  HIF. Relativní 

hodnota mRNA HK2 v práci Marvanové mírně poklesla v regresní skupině, což ukazuje na 

odlišnou posttranslační regulaci proteinu. Chladová adaptace tedy vede k využití glukózy 

především oxidativní cestou, což by pravděpodobně mohlo korespondovat se sníženou 

produkcí ROS, která vede ke ztrátě redoxně závislých transkripčních faktorů.  

 

V souvislosti s předchozím zjištěním jsme se ve druhé části práce zabývali 

problematikou, do jaké míry má chladová adaptace vliv na apoptotické děje v srdeční tkáni. 

Z toho důvodu jsme zjišťovali exprese kaspáz a dalších faktorů účastnících se apoptotických 

procesů.  

 

Jedním z klíčových faktorů zahrnutých v mechanismu apoptózy je rodina 

cysteinových proteáz. Ať už je apoptóza aktivovaná vnější nebo vnitřní cestou, každopádně 

dochází k aktivaci výkonné CASP3, případně CASP7 (Grütter, 2000). Zjistili jsme tendenci 

k poklesu u exprese CASP3 přibližně o 13 % u chladové i regresní skupiny. U CASP8 jsme 

pozorovali signifikantní pokles o 32 % u chladové skupiny a následný návrat k hodnotám 

odpovídajícím kontrole u regresní skupiny. V porovnání s použitím I/R poškození na srdeční 
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tkáň můžeme u CASP8 pozorovat opačný trend. Ta v případě I/R poškození je totiž během 

ischemie neměnná a její hladina exprese roste až v reperfuzi (Scarabelli et al., 2002). To 

podporuje naši domněnku, že chladová adaptace mimo jiné snižuje pro-apoptotické markery a 

její indukce má na srdce protektivní vliv.  

 

Stejně tak můžeme pozorovat pokles hodnot u pro-apoptotického faktoru BAX u 

chladové skupiny o 15 % a s výraznějším signifikantním poklesem až o 40 % po 2 týdenní 

regresi. Stejný trend můžeme nalézt i v pokusech s I/R poškozením, kde dochází k poklesu 

exprese BAX a snížení následků I/R poškození (Dong et al., 2003). Naopak rozdílný trend ve 

změnách hladiny hodnot nalezneme při srovnání s pokusy, využívající chronickou hypoxii. 

V těchto pokusech můžeme pozorovat zvýšenou hladinu exprese genu pro BAX u chronicky 

adaptované skupiny v kontrastu s kontrolní (Aliparasti et al., 2015). Hladina anti-

apoptotického faktoru Bcl-2 zůstala u chladové skupiny nezměněna. Mírný nárůst o 12 % 

můžeme pozorovat až u regresní skupiny, což koresponduje s prací Zhang a spol. (Zhang et 

al., 2015). Snížení pro-apoptotických genů aktivovaných oxidativním stresem potvrzuje 

sníženou produkci ROS a ukazuje na pozitivní vliv chladové adaptace. Další klíčový ukazatel 

procesů směřujících k apoptóze je poměr pro- a anti-apoptotických faktorů BAX/Bcl-2. Ten 

v našem provedeném pokusu taktéž vykazoval klesající tendenci. To tedy také podporuje naše 

tvrzení, že adaptace na chlad po 5-ti týdnech snižuje pravděpodobnost apoptózy. A tato 

adaptace přetrvává ještě následující dva týdny.  

 

Dalším z pro-apoptických faktorů je ASK1, která může být v apoptotických procesech 

aktivována skrze velké množství podnětů (Hayakawa et al., 2006). U chladové skupiny jsme 

zjistili pokles o 6 % ve srovnání s kontrolní skupinou. U regresní byl detekován signifikantní 

pokles o 12 %. To opět značí kardioprotektivní účinek a snížení rizika apoptózy. To souhlasí 

i s pokusy s ischemií, kde byla detekována její zvýšená aktivita (Watanabe et al., 2005). 

 

Podle dostupných studií dochází při akutním vystavení chladu u savců ke změnám 

v metabolické rychlosti, disbalanci antioxidačního systému, zvýšení oxidativního stresu 

a ROS (Kaushik and Kaur, 2003). K tomu si organismy vyvinuly množství obranných 

a adaptačních strategií (Marinho et al., 2016). V kontrastu s aplikací chronické chladové 

adaptace získáváme dle dostupných studií odlišné výsledky. V pokusu s použitím akutní 

a chronické chladové adaptace (12°C±1) na skupiny kuřat byl zjištěn signifikantní pokles 

celkové antioxidační kapacity u akutního chladu. Avšak u chronicky chladově adaptované 
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skupiny celková antioxidační kapacita roste (Zhao et al., 2014). Při pokusech s otužilci byla 

zjištěna zvýšená koncentrace antioxidačních markerů v krvi. Při pokusu s potkany 

dlouhodobě adaptovanými na chlad byl také zjištěn nárůst antioxidantů jako superoxid 

dismutáza nebo glutathion peroxidáza. Naopak při akutnímu vystavení chladu byl detekován 

mírný pokles superoxid dismutázy a signifikantní pokles glutathion peroxidázy (Ohno et al., 

1991). Podle práce Marvanové ovšem u chronicky adaptované skupiny nedocházelo ke 

změnám hodnot naměřených mRNA (Marvanová A., 2015). Podle dostupných zjištění by 

tedy v chladové adaptaci pravděpodobně mohl oxidativní stres klesat.   

 

Ze získaných poznatků tedy vyplývá, že vlivem dlouhodobé chladové adaptace 

dochází k posílení oxidativního metabolismu glukózy, aniž by došlo ke zvýšené biogenezi 

mitochondrií. Současně můžeme pozorovat snížení exprese vybraných pro-apoptotických 

faktorů, což potvrzuje protektivní vliv chladové adaptace na srdeční tkáň. Do budoucna 

budeme pokračovat v ověřování vlivu HIF a aktivaci dalších transkripčních faktorů v modelu 

chladové adaptace s mírnějšími podmínkami.  
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7. Závěr 

Chladová adaptace a její vliv na organismus mají nezastupitelné místo na poli 

vědeckého výzkumu. Na toto téma bylo vypracovaných mnoho prací lišících se především 

podmínkami chladové adaptace. My jsme v tomto pokusu využili adaptaci s mírnějšími 

podmínkami (10±1°C), vycházející z práce Marvanové, kde nebylo zjištěno poškození 

experimentálních zvířat. Za těchto podmínek bylo také zjištěno posílení endogenních 

mechanismů srdce.  

  

V první části našeho výzkumu jsme zjišťovali hodnoty exprese vybraných cílových 

genů HIF. U hodnot CKB a LDHA jsme zaznamenali výrazný pokles oproti kontrolním 

skupinám, což potvrzuje náš předpoklad, že v chladové adaptaci nedochází k aktivaci HIF. 

Výsledek také naznačuje především oxidativní využití glukózy. U izoformy CKmt jsme 

naopak zaznamenali nárůst hodnot, z čehož můžeme usuzovat, že buňka má dostatek ADP pro 

dýchací řetězec, který tedy není chladovou adaptací ovlivněn. Naopak zvýšené hladiny CKmt 

ukazují nižší pravděpodobnost otevření MPTP, což značí snížené riziko indukce apoptózy. 

I u izoformy HK2 jsme zaznamenali signifikantní nárůst hodnot, který pravděpodobně působí 

protektivně, neboť zvyšuje vstup glukózy do buněk. Následně při přeměření exprese všech 

komplexů dýchacího řetězce nebyly zjištěny žádné rozdíly, z čehož můžeme usuzovat, že se 

nemění množství mitochondrií v buňkách a jejich biogeneze. 

  

V druhé části jsme poté měřili hodnoty proteinové exprese pro-apoptotických a anti-

apoptotických faktorů, jelikož jsme předpokládali protektivní vliv chladové adaptace na 

srdeční tkáň a tedy snížení aktivace apoptotických drah. Tento předpoklad se nám potvrdil, 

neboť z naměřených hodnot můžeme u pro-apoptotických faktorů (CASP3, CASP8, BAX 

a ASK1) pozorovat pokles u chladově adaptované skupiny. Stejně tak poměr BAX/Bcl-2, 

který je hlavním indikátorem spuštění apoptózy, také klesal.  Naopak anti-apoptotický faktor 

Bcl-2 nezaznamenal žádné rozdíly mezi skupiny.  

 

Závěrem můžeme říct, že chladová adaptace s mírnějšími podmínkami nesouvisí 

s aktivací HIF, ale zároveň pozitivně ovlivňuje aktivaci apoptózy, snížením aktivity pro-

apoptotických faktorů. Do budoucna si kardioprotektivní mechanismy vznikající působením 

chladu rozhodně zaslouží naši pozornost a další studium. 
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10. Přílohy: 

1A Příprava vzorků 
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1B Složení roztoků 

Složení homogenizačního média HM1, 10 ml pH 7,4: 

1. 16,04 mg TRIS (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA) 

2. 9,52 mg EDTA (dodané společností SIGMA) 

3. 2,92 mg EDTA (dodané společností SIGMA) 

4. 0,86 g sacharóza 

5. 1 tableta inhibitory proteáz  

6. 200 µl complete inhibitors 50x koncentrované 

7. 7,71 mg DTT (dithiotreitol) 

 

Složení homogenizačního média HM2, 10 ml: 

1. 3 g močoviny 

2. 1,55 g thiomočoviny 

3. 45 mg tetrasodium pyrofosfátu dekahydrátu 

Všechny komponenty byly smíchány a doředěny 2-merkaptoethanolem na 10 ml mQ H2O. 

 

Složení gelů: 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

AA – 30% akrylamigový roztok (dodané společností SIGMA) 

TRIS pufr pH 8,9  

1.  9,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA) + 345 µl TEMED (dodané 

společností SIGMA) bylo rozpuštěno v mQ H2O. Následně bylo upraveno pH pomocí 

HCl na hodnotu 8,8 a doplněno na 100 ml.  

TRIS pufr pH 6,8  

1. 10,462 g BIS-TRIS (dodané společností SIGMA) + 345 µl TEMED (dodané 

společností SIGMA) bylo rozpuštěno v mQ H2O. Následně bylo upraveno pH pomocí 

HCl na hodnotu 6,8 a doplněno na 100 ml. 

Na 2 gely 10% dělící gel 5% zaostřovací gel 

H2O 3,57 ml 2,62 ml 

AA 3,34 ml 0,83 ml 

Tris 8,9 2,5 ml 0 

Tris 6,9 0 1,25 ml 

SDS 0,1 ml 0,05 ml 

APS 0,5 ml 0,25 ml 
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SDS – sodium dodecyl sulfát (dodané společnosti SERVA) 

APS – ammonium persulfat 60 mg do 5 ml mQ H2O (dodané společností P-lab) 

DTT - dithiotreitol 

 
Složení elektrodového pufru, 1l: 

1. 30,3 g TRIS (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA)  

2. 144 g Glycin (dodané společností SIGMA)  

3. 10 g SDS (dodané společností SERVA)  

 

Navážené množství bylo rozpuštěno v 1l mQ H2O. Před použitím byl roztok naředěn 

v poměru 1:9 – pufr: mQ H2O.  

 

Složení Towbin pufru – blotovací pufr, 1l:  

1. 3,03 g TRIS (25mM) - (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA)  

2. 14,4 g Glycin (192mM) - (dodané společností SIGMA)  

 

Navážené množství bylo rozpuštěno v 500 ml mQ H2O. Následně přidáno 200 ml methanolu 

(dodané společností PENTA) a doplněno do 1 l mQ H2O. 

 

Složení TBS, 5l:  

1. 12,1 g TRIS (20mM) - (TRIZMA® base; dodané společností SIGMA)  

2. 146,2 g NaCl (500mM) - (dodáno společností PENTA)  

 

Navážené množství bylo rozpuštěno ve 4 l mQ H2O. Poté bylo upraveno pH na 7,5 a 

doplněno mQ H2O do 5 l. 

 

Složení TTBS, 1l:  

Před použitím bylo do 1 l TBS přidáno 500 µl Tween 20 (dodáno společností SIGMA) 
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