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Abstrakt

Vliv chladové adaptace neboli otuZovani na organismus je zndm uZ desetileti. Jeji pozitivni
nebo negativni vliv se odviji pfedevSim od intenzity a doby trvani. Pfi niz§ich teplotach velmi
casto dochazi k poskozeni organismu. Naproti tomu ve studiich s otuzilci byl zjistén pozitivni
vliv na kardiovaskuldrni systém jedincii. Velmi malo literarnich praci se vénuje
energetickému metabolismu a apoptéze v srdeni tkani za podminek chladové adaptace.
V této praci byl vyuZit model s mirnéjSimi podminkami chladové adaptace (10°Ct1), aby
nedochézelo k poSkozeni experimentdlnich zvifat a porovndni vysledkli mezi kontrolni,
chladovou a regresni skupinou potkand. V pokusu byly vyuZzity metody elektroforézy
a Western blotu. Cilem této praci bylo zjistit, zda muzeme pozorovat rozdily hodnot
u vybranych cilovych genti HIF. DalS§im cilem bylo zjistit a porovnat rozdily zvolenych pro-

apoptotickych a anti-apoptotickych markert.

Kli¢ova slova: chladova adaptace, srdce, energeticky metabolismus, HIF, apopt6za



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 (10°C£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 — adenosindifosfat

AIF — apoptozu indukujici faktor

ANT - translokator adeninovych nukleotidii

ARNT - aryl-hydrokarbonova jaderna translokaza

ASK1 — kinéza regulujici apoptoticky signal

ATP — adenosintrifosfat

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 - kaspazou aktivovana DNaza

CARD - kaspazova aktivaéni doména

CASP — kaspaza

CED3 — protein smrti

cFLIP — bunécny inhibitorovy protein

CK/PCr — fosfokreatinovy shuttle

CKB - kreatinkindza mozkova

CKM - kreatinkinaza svalova

Cr — kreatin

DIABLO - z anglického direct IAP-binding protein with low PI
DD — doména smrti

DISC — smrt indukujici signdlni komplex

DED - efektorova doména smrti

ER — endoplazmatické retikulum

FADD - Fas asociovand doména smrti

G6P — glukdza-6-fostat

HIF — hypoxii indukovany faktor

HK — hexokindza

JNK - z anglického c-Jun N-terminal kinase

IAP — inhibitory apoptozy

ICE - interleukin konvertujici enzym



ILS — laktézovy shuttle

IL-1p — interleukin 1

I/R — ischemické-reperfuzni posSkozeni

KO — knockout

LDHH/LDHB- laktatdehydrogenaza B

LDHM/LDHA - laktatdehydrogenaza A

MAPKKK — mitogen-aktivovana kindza kindza kinaza
MCT — monokarbonatovy transportér

MEF 2 — specificky kardiogenni transkripéni faktor (myocyte-specific enhancer binding
faktor 2)

MOMP — permeabilizace vnéj$i mitochondridlni membrany
mPTP — mitochondrialni por pfechodné propustnosti

mtCK — mitochondrialni kreatinkinaza

MyoD — myogenni faktor D

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat

p38 — mitogen aktivovana proteinkinaza

PAS - z anglického Per-Arnt-Sim

PCr - fosfokreatin

PHD - prolyl-hydroxylaza

RIPK — receptor interagujici proteinkinaza

ROS — reaktivni formy kysliku

SMAC — z anglického second mitochondria derived aktivator of caspases
TNFa — tumor nekrotizujici faktor a

TNFR — receptor tumor nekrotizujiciho faktoru

TRADD — TNFa asociovana doména smrti

UCP — rozptahujici protein

VDAC — potencialn¢ zavisly aniontovy kanal

VHL - von Hippel-Lindau protein

XIAP — X-véazany inhibitor apoptozy



1. Uvod

Chladové adaptace budi zajem jiz cela staleti, pfedevsim od znovuobjeveni vodolécby
Sebastianem Kneippem a Vincenzem Priessnitzem v 19. stoleti. Jeji pozitivni u€inky na
imunitni a vaskularni systém jsou ovlivnény pfedevsim intenzitou a dobou plsobeni chladu.
Studium bunéénych a molekularnich mechanismt na srdecni tkani vlivem chladové adaptace
neni v literatufe pfili§ zastoupeno, prace se zacinaji objevovat az v poslednich letech. Na
Ptirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy méa studium chladové adaptace dlouhodobou
tradici pfedev$im diky doc. RNDr. Vybiralovi, CSc. a jeho praci na otuZilcich. Pii pokusech
s chladovou adaptaci kolem 0-4°C bylo ovSem u experimentdlnich zvifat pozorovano
poskozeni vylucovaci soustavy. Z tohoto hlediska byl hledan model, ve kterém by doslo
k eliminaci téchto jevil. Pro tuto praci byl zvolen model s mirn€j$imi podminkami chladové
adaptace, ktery byl zpracovany v diplomové praci Marvanové (Marvanova A., 2015).
Vychazime také z prace s vyuzitim tohoto modelu, kde doSlo ke snizeni velikosti infarktu po

ischemicko-reperfuznim zasahu (Vebr P., 2016).

Chladova adaptace ma nepiehlédnutelny vliv na srdce a jeho ¢innost skrze aktivaci
adrenergniho systému (Simeckova et al., 2000). U akutni chladové expozice nalézime
zvySené riziko kardiovaskularnich chorob. S vyuzitim chronické chladové adaptace
piredpokladame zvysSeni kardioprotektivnich mechanismii. Tyto mechanismy vétSinou souvisi
s aktivaci hypoxii indukovaného faktoru (HIF). Piedkladana prace se zamétuje jaky vliv ma
chladovéa adaptace na energeticky metabolismus a apoptézu v srde¢ni tkani. V prvni Casti
sledujeme zmény zastoupeni u vybranych cilovych gend HIF, ktery je hlavnim regulatorem
reakci pfi snizenému prisunu kysliku do tkani. V druhé ¢asti se zaméfime na mozné zmény
v mnozstvi pro-apoptotickych a anti-apoptotickych markeri v srde¢ni tkdni vystavené

chladové adaptaci.



2. Literarni prehled

2.1. Chladova adaptace

Chladova adaptace neboli otuZovani a jeho piiznivé U¢inky na zdravi ¢loveéka jsou
znamy jiz celd staleti. Prilomovym milnikem bylo pfedevsim znovuobjeveni vodolécby
Sebastianem Kneippem a Vincenzem Priessnitzem v 19. stoleti. Udrzovani stalé¢ télesné
teploty neboli homoiotermie patii k typickym znakiim savci, ktefi vénuji spoustu energie na
jeji udrzeni. Chladovou adaptaci miizeme rozdélit na akutni a chronickou. Pii akutnim
poklesu teploty dochéazi ke zvySeni vasokonstrikénich, koagulacnich a zanétlivych markert
(Cai et al., 2016). Chlad tedy ptisobi jako stresor a je spojen se zvySenou aktivitou sympatiku
(Jansky et al., 2007), coz ma za nasledek zvySeni srde¢niho tepu a krevniho tlaku (Jansky
etal.,, 1996). Dlouhodobym vystavenim chladu dochdzi ke spusténi morfologickych
a biochemickych zmén jako reakce na snahu udrZet teplotu v normalni hladiné (Cadena and
Tattersall, 2014). Tim také dochazi ke zvySeni tolerance na chlad, postupem casu jsou
poplachové mechanismy nahrazovany adapta¢nimi (Vybiral et al., 2000). U jedinci mizeme
pozorovat zvyseni aktivity imunitniho systému a celkovou odolnost (Jansky et al., 2007).
Dusledky, at’ uz pozitivni nebo negativni, tedy zalezi predev§im na stupni chladové expozice,
jeji délce a zivocisném druhu (Cadena and Tattersall, 2014).

Na zakladé praci s otuzilci 1ze obecné pozorovat tfi mechanismy/trovné podilejici se
na rozvoji chladové adaptace (Jansky et al., 1996). 1zola¢ni adaptaci, kde naptiklad dochazi ke
zvySeni tepelné ochrany vasokonstrikei. Hypotermni adaptaci, kdy préh nastupu odezvy je
oproti kontrolam snizen. A metabolickou adaptaci, kdy v bilé tukové tkdni mizeme pozorovat
zvysenou expresi rozpiahujicich proteini (UCP), kterd je zodpoveédna za tvorbu hnédé tukové
tkané. Pti pokusech s otuzilci (Vybiral et al., 2000) byla porovnavéana kontrolni skupina se
skupinou otuzilci. Ob¢ skupiny byly po dobu jedné hodiny v bazénu se studenou vodou
o teplot¢ 13°C. U kontrolni skupiny byl naméfen prudky nariist metabolismu, zvySeni
srdec¢niho tepu a ties byl pozorovan témét okamzité. Naproti tomu u skupiny otuzilct se ties
dostavil az po 40 minutach pokusu, také doslo k mirnému postupnému zvySeni metabolismu
(Vybiral et al., 2000a). V pokusech byla také naméfena zvySend koncentrace antioxidantii
v krvi a vyssi odolnost na oxidativni stres (Kralova, Lesna et al., 2015). Pfi experimentu
produkovali otuzilci mnohem méné¢ tepla a nedoslo ke zvySeni srdecniho tepu. To znamena,
ze srdce nepfispiva k teplu produkovaného netfesovou termogenezi. JelikoZ ¢lovék ma jen
minimalni mnozstvi hnédé tukové tkané, pravdépodobné je za to zodpoveédny jiny organ, jako

napiiklad svaly nebo bild tukova tkan. Hnédou tukovou tkan odpovédnou za netiesovou

6



termogenezi muzeme nalézt u novorozenct asi jen do 8 mésicl,, poté dochazi k jejimu
vymizeni. OvSem podle pokusu byla tvorba aktivni hnédé tukové tkané prokdzéna i u
dospélého Cloveka priblizné po deseti dnech chladové expozice (Vybiral et al., 2000). U
malych savct dochazi diky molekularnim ptestavbam ke zvySeni mnozstvi hnédé tukové
tkan¢ (Himms-Hagen, 1990). Hlavni adaptaci u malych savct je pravé prechod z tiesové
termogeneze na netfesovou (Hart et al., 1956).

Chladova adaptace ma zéasadni vliv na srdce a jeho ¢innost skrze aktivaci adrenergniho
systému (Simeckova et al., 2000). Zatimco u akutni expozice bylo prokazano zvy3ené riziko
kardiovaskularnich chorob, v¢etné hypertenze, infarktu nebo srde¢niho selhani (Mavri et al.,
2001), vlivem chronické expozice dochazi ke zvySeni kardiovaskularni reaktivity (Menkes
etal., 1989). VétSina kardioprotektivnich intervenci souvisi, at’ uz pfimo nebo nepiimo,
s aktivitou HIF. To mizeme pozorovat predevSim u fyzické zatéze (Pinho et al., 2012),
v hypoxii (Ong et al., 2014) nebo pifi ischemickém preconditioningu (Cai et al., 2013).
Podrobnéjsi informace o dlouhodobém ptisobeni chladové adaptace na bunééné Grovni jsou
velmi omezené, az v poslednich letech se objevuji studie na toto téma. Dle soucasnych
poznatkl tedy zéavisi predevSim na stupni a délce chladu. S ohledem na negativni nésledky
adaptace pfi nizkych teplotach jsme pro tento pokus zvolili model s vyssi teplotou (10°C).
Vychézime z praci, které s vyuzitim tohoto modelu prokézaly sniZzenou velikost infarktu po

ischemicko-reperfuznim (I/R) poskozeni (Vebr P., 2016).

2.2. Hypoxii indukovany faktor

Kyslikova homeostaza ptipadné jeji naruSeni a nedostatecné zdsobeni tkani kyslikem
je spojeno s fyziologickymi a patofyziologickymi stavy. Hlavnim reguladtorem
a zprostfedkovatelem prvotnich transkripénich reakci na snizeny ptisun kysliku do bunék je
hypoxii indukovany faktor (HIF). Ten se skldda ze dvou podjednotek. Kyslik senzitivni
podjednotka alfa, ktera se dale mize vyskytovat ve tfech izoformach HIF-1a, HIF-2a a HIF-
3a (Lisy and Peet, 2008) a konstitutivni jadernd podjednotka beta neboli aryl-hydrokarbonova
jaderna translokdza (ARNT). Ob¢ podjednotky spole¢né tvoii heterodimer (Semenza, 2000).
Obsahuji zakladni 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 pfipad€, ze je v builkkach dostatecné mnozstvi kysliku, je podjednotka HIF-a
konstitutivné hydroxylovdna enzymy z rodiny kyslik senzitivnich prolyl-hydroxylaz (PHD)

(Semenza, 2001) a nasledn¢ degradovana specifickym proteinovym komplexem von Hippel-
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Lindau tumor supresorem (VHL). Ubiquitinace je katalyzovdna a podjednotka HIF-a je
nasledné rozstipana v proteasomu. Hydroxylace je kyslik dependentni enzymaticka reakce,
tudiz je regulovdna pravé mnozstvim kysliku (Kaelin, 2002). Ke spravné funkci hydroxylaz
jsou potieba jako kofaktory Zzelezité¢ ionty a také 2-oxoglutarat, jelikoz se jednd o reakci
spfazenou s dekarboxylaci a konverzi na sukcinat jako akceptor pro kyslik. Dal$im
regulacnim faktorem je tedy také aktivita Krebsova cyklu, ktery poskytuje jiz zminény
intermediat 2-oxoglutarat (Lisy and Peet, 2008). Zatimco podjednotka HIF-f je konstitutivné
exprimovana v jadie a jeji aktivita neni ovlivnéna hypoxii (Li et al., 1996).

V ptipad¢ nedostatecného zasobeni kyslikem klesd aktivita hydroxylaz a HIF-a
podjednotka neni degradovana. Je transportovana do jadra, kde dimerizuje
s podjednotkou HIF-B. Za ucasti transkripcnich koaktivatorti se vazi na hypoxia response
element v promotorové oblasti cilovych gentli, ¢imz dochdzi ke zvySeni transkripce téchto

genl (Nguyen et al., 2013) (Obr. 1).

a Normoxia

(o 6D

Ascnrbate -
#HDY #Ho3

b Hypoxia j
. Proteolytic
. degradation
MNucleus

" HIF-1 target genes

Angiogenesis A// \\ Proteclysis

Erythropoiesis pH regulation

Apoptosis Glucose metabolism

Cell proliferation and survival

HIF-1w regulation by proline hydroxylation
Expert Reviews in Molecular Medicine 2005 Published by Cambridge University Press

Obr. 1 Proces premeny a interakce podjednotek HIF o a ff za normoxickych a hypoxickych podminek
a rozsahlé pole piisobeni cilovych genii HIF (Carroll and Ashcroft, 2006)

Geny, které jsou regulované HIF, se ucastni velkého mmnozstvi procest, vcetné

glukézového a energetického metabolismu, proliferace, erytropoézy, apoptodzy, angiogeneze



(Semenza et al., 2006), a dale naptiklad i diferenciace rakovinnych bunék (Rankin and
Giaccia, 2008). Nedavné studie s vyuzitim genetickych nebo farmakologickych stabilizatort
HIF za normoxickych podminek nebo inhibitori PHD také naznacuji ulohu HIF pfi
kardioprotektivnich procesech. Experimentalni studie potvrdily jeho benefi¢ni ulohu zejména
pti ochrané¢ myokardu proti hypoxickému stresu (Eckle et al., 2008). Vyznamnou roli také
hraje pfi pokusech s vyuzitim preconditioningu (Cai et al., 2008) a jako ochrana pied
detrimentalnimi nasledky I/R poSkozeni. I pfesto, Ze mechanismus zistavd detailnéji
neobjasnény, je pricitan transkripcni aktivité genid asociovanych s kardioprotekci (Ong and
Hausenloy, 2012).

Skupina cilovych gent HIF v dne$ni dobé &itd vice neZ sto zastupcii a stale roste. Cést
genll je aktivovana ve vSech hypoxickych bunkéch, zatimco dals§i cilové geny HIF, se
vyskytuji jen v nékterych specializovanych buikich (Kaluz et al., 2008). Nasledné pak
proteiny kodované témito geny, hraji Gstfedni roli v adaptaci na hypoxii (Semenza, 2001). Do
této skupiny muzeme praveé zaradit geny rozhodujici o fungovani bunky za stresovych
podminek, jako jsou napiiklad hexokinaza 2 (HK2) nebo laktatdehydrogenaza A (LDHA).

Mezi stresové podminky miizeme v tomto ptipad¢ zaradit i chlad.

2.2.1.Kreatinkinaza

Kreatinkinaza (CK) je enzym, ktery katalyzuje reverzibilni reakci, pfi niz dochazi
k prenosu fosfatu z ATP (adenosintrifosfat) na kreatin (Cr) za vzniku vysokoenergetického
fosfokreatinu (PCr) a ADP (adenosindifosfat) (Obr. 2). Tato latka hraje klicovou roli
v udrzovani energetické homeostaze a jako energeticky zasobnik predevsim v energeticky

naro¢nych tkanich (Voharka, 2012).

MH MH
MH2 P
Ha a
| = t
H3C O + ATP = - ks + ADP + W'
HO Creatine Kinass
HO O
Creatine Phosphocreatine

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

Fosfokreatinovy shuttle (CK/PCr) je dillezitym pfedevsim v rychlé resyntéze ATP pomoci
CK (Soboll et al., 1997). Zaroven ale udrzuje rovnovahu, bez které by po hydrolyze ATP
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rostlo mnozstvi ADP, fosfitu a H', ¢imz by doslo k okyselovani cytosolu. Tento jev by
nasledn¢ vedl k inhibici svalové kontrakce a dalSich bunécénych procesu (Bertin et al., 2007).
Zodpovédnym enzymem k udrZeni této rovnovahy je pravé CK (Obr. 3). U obratlovci
muizeme nalézt jeji Ctyfi izoformy, které najdeme ve svalové tkani, v ledvinach, v mozku,
v retin€, v nervovych bunikach nebo ve spermatoziich (Wallimann et al., 1992). Cytosolické
formy CKM a CKB vznikaji kombinaci dvou podjednotek jako homo- nebo heterodimery.
CKM se exprimuje pifedev§im v kosternich svalech, CKB v mozku, v ledvinach, ve
spermatozoich a dalSich tkénich. V srde¢ni tkdni mizeme nalézt oba podtypy (Wallimann et
al., 2011). Mitochondrialni kreatinkinaza (mtCK) existuje ve dvou podtypech. Sarkomericka,
ktera se vyskytuje v kosternich svalech a myokardu a ubiquitarni, kterou mizeme nalézt ve
vSech tkanich, kromé& ptfi¢né pruhovanych svali. Ob& maji asi z 80 % homologni strukturu
(Anflous et al., 1997) a vyskytuji se ve form& homodimeru nebo homooktameru (Wallimann
et al., 2011). MiZeme je nalézt v intermembranovém prostoru mitochondrii (Jacobs et al.,
1964). Na jedné strané sousedi s voltage-dependentnim aniontovym kandlem (VDAC)
lokalizovanym na vn¢j$i mitochondriadlni membrané a na druhé strané s adenin nukleotidovym
translokatorem (ANT) (Schlattner et al., 2006). Transkripce jednotlivych izoforem je
regulovana fadou faktorii, mezi které patii napiiklad myogenni 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).

Mitochondria Sarcoplasm

PCr ADP \

Contraction

M~ Cr ATP /

( Porin (VDAC)

i Oxidative
‘phosphorylation

\‘ ATP

<> Adenine nucleotide translocase (ANT)

Obr. 3 V mitochondriich dochazi diky mtCK kreakci kreatinu s ATP generovaného oxidativni
fosforylaci. Toto funkcni spojeni mtCK a produkce ATP diky blizké lokalizaci ANT je klicovy element
prenosu energie na PCr (Schlattner et al., 2006). Toto spojeni také redukuje produkci volnych

radikalt ROS a inhibuje prichod latek pres mitochondrialni membranu v pocdtku apoptozy
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(Wallimann et al., 2011). V cytosolu je rovnovaha PCr/Cr a poméru ATP/ADP udrZovana
cytosolickou frakci CK. Dalsi cast je také spojena s glykolytickymi enzymy a ATP z glykolyzy. Tento
cyklus CK/PCrshuttle spojuje vysokoenergetické latky PCr a Cr, produkci ATP a jeho ndaslednou
spotrebu a vyuziti pomoci ATPaz v iontovych pumpdch nebo ATP zavislych procesech (Wallimann et

al., 2011) (Neubauer, 1998).

2.2.2. Hexokinaza

Glukoza je zakladnim metabolitem vSech organismi. Glykolyticky metabolismus je
hlavnim generatorem energie ve formé ATP a metabolity, které vznikaji v pribéhu sledu
reakci, slouzi déale jako prekurzory biosyntézy dalSich bunécnych slozek (Wilson, 2003).
Prvotnim ireverzibilnim krokem v metabolismu glukézy je fosforylace na gluk6zu-6-fosfat
(G6P). Ta dale muze vstupovat do glykolyzy, pentdézofostatové drahy, syntézy glykogenu
nebo poskytuje prekurzory pro biosyntézu glykoproteinti a glykosaminoglykanti. Tato reakce
je katalyzovana enzymem hexokinazou (HK). Tento enzym se tedy ucastni velkého mnozstvi
procesit jako je organizace katabolickych a anabolickych wvyuziti glukézy, modulace
bunécnych apoptotickych procesii interakci s VDAC a je také regulaénim komponentem
mPTP. Hraje tedy ustfedni roli nejen v bunééném metabolismu, ale i v bunééném prezivani,

které je s tim izce spojeno (Calmettes et al., 2015) (Obr. 4).

Hexokinase
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Obr 4. Reakce glukozy s ATP katalyzovana HK. Vyuziti G6P v buiikach (Hexokinase - Worthington
Enzyme Manual).
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HK miizeme v organismech nalézt ve ctyfech izoformach s riiznou lokalizaci. HK1 je
asociovana s vn¢j$i mitochondrialni membranou. Kontakt je zprostfedkovany diky hydrofobni
N-termindlni doméné, kterd je insertovand do vnéjsi hydrofobni mitochondridlni membrany
(Kropp and Wilson, 1970). Zde HK interaguje s mitochondridlnim VDAC kanalem, ktery
slouzi k priichodu metabolitti skrz vnéj$i membranu. Diky tomu mohou HK ovliviiovat vnitini
apoptotickou drahu (Azoulay-Zohar et al., 2004). HK1 mizeme nalézt pfedevSim v mozkové
tkani, lymfocytech, fibroblastech a erytrocytech. HK2 se exprimuje ptfedev$im v cytosolu v
kosternich a srde¢nich svalech, v tukové tkani arychle rostoucich tumorech (Katzen and
Schimke, 1965), kde hraje dilezitou roli v rezistenci tumora k apoptéze (Pastorino and Hoek,
2003). HK2 stejné¢ jako HKI1, tedy na rozdil od dalSich podtypi, interaguje na vnéjsi
mitochondridlni membrané¢ s VDAC, ktery je v kontaktu sadeninovym nukleotidovym
translokatorem (ANT), ¢imz je dosaZeno propojeni vnéjsi a vnitini membrany (Robey and
Hay, 2006). Tim padem se jedna také o spojeni glykolyzy s oxidativni fosforylaci. ADP
generované katalytickou aktivitou HK se vraci zpét do mitochondrie (Nelson and Kabir,
1986). GO6P katalyzovany HKI1 vstupuje primarné do glykolyzy, naproti tomu HK2
translokuje mezi mitochondrialni a cytosolickou frakci. G6P vznikly v cytoplazmé plisobenim
HK2 se vyuziva predevsim k syntéze glykogenu a lipidd (Wilson, 2003). HK je také jednim
z enzymi, kterd je zpétn¢ alostericky regulovana mnozstvim svého produktu, tedy GOP.
Zaroven navazani HK na mitochondridlni membranu pravdépodobné brani nasednuti pro-
apoptotickych markerit BAX/Bak, a tim brani vyliti cytochromu ¢ z mitochondrie a spusténi
apoptotické kaskady (Pastorino and Hoek, 2003). Dalsi izoformy HK3 a HK4 neobsahuji
hydrofobni N-terminélni sekvenci, tudiz je nalezneme v cytoplazmé. HK3 mutizeme nalézt
naptiklad v krvi. V poslednich studiich byla demonstrovdna jeji asociace s jadernou
membranou. Ctvrty podtyp HK4 se exprimuje pfedeviim ve slinivce a v jatrech (Katzen and

Schimke, 1965) a ucastni se hlavné anabolickych déja.

2.2.3. Laktatdehydrogenaza

Laktatdehydrogozenaza (LDH) je intraceluldrni enzym, ktery konvertuje pyruvat na
laktat v procesu glykolyzy. Zahrnuje pfitom také oxidaci/redukci NADH na NAD" (Everse
and Kaplan, 1973). Ve tkéanich se vyskytuje v péti izoformach LDHI1-5. Kazda z nich je
slozena ze ¢tyt podjednotek a tvoii homo- nebo heterotetramery (Cahn et al., 1962). Jeji rizné
formy jsou produktem tfi rGznych gent: Ldh-a, Ldh-b a Ldh-c, které koéduji jednotlivé
podjednotky (Li, 1989) (Obr. 5).
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Podjednotku LDHM (LDHA), kodovanou genem Ldh-a, nalezneme ptedevs$im
v kosternich svalech a jatrech. Druha podjednotka LDHH (LDHB), koédovana genem Ldh-b,
pfevazuje v srdci (Spriet et al., 2000). Podjednotka, kédovana genem Ldh-c, byla nalezena
pouze ve varlatech (Coonrod et al., 2006). Konverze laktitu na pyruvat je také nazyvano
laktatovy shuttle. Diive se ptredpokladalo, ze se nachazi prilehly na mitochondrii.
V pozdégjsich studiich byla vyslovena hypotéza o intraceluldrnim laktozovém shuttlu (ILS),
ktery bychom nasli pravdépodobné v intracelularnim prostoru mitochondrii (Hashimoto and
Brooks, 2008). Laktat je ve tkanich transportovan rodinou monokarbonéatovych transportért
(MCT) (Hashimoto et al., 2006). Vzhledem k dostupnym informacim je mozné, ze se smér
reakce vztahuje k jednotlivym izoformam enzymi v riiznych tkanich. Stim, ze LDHA
primarné katalyzuje reakce sméru tvorby laktatu a LDHB katalyzuje obracenou reakci (Cruz

et al., 2012).
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Obr. 5 Laktatdehydrogendza a geny kodujici jeji izoformy LDHI-5. LDH katalyzuji preménu laktatu
na pyruvat a zpet (Porporato et al., 2011)

2.3. Apoptoza

Apoptdza neboli programovana bunécnd smrt je jednim z typtt bunééné smrti. Poprvé
byl koncept apoptdzy popsan v 60. letech 20. stoleti, a i presto, Ze od t¢ doby doslo ke
klasifikaci a identifikaci specifickych procest, kompletni mechanismus je stale nejasny (Kerr
et al., 1972). Jedna se o komplex biochemickych dé&ji zprostiedkovany kaspazami z rodiny
cysteinovych protedz (CASP) (Thornberry and Lazebnik, 1998). Kaspazami indukované
apoptotick¢ déje zahrnuji celou Skalu udélosti, od fragmentace DNA, dekondenzace
chromozomtl, az po smrstovani buiiky a odStépovani apoptotickych télisek. Apoptdza miize

byt indukovana dvéma cestami. Vné&jsi apoptoticka draha zahrnuje vazbu ligandu na receptor
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smrti a naslednou aktivaci kaspazové kaskady. Spusténi vnitini apoptotické drahy pochazi
z nitra bunky, z mitochondrie. Od prvniho signalu, az po smrt samotné builky, muzeme
pocitat minuty, ale také dny (Green, 2005) (Obr. 6).

Vnéjsi draha zaind signalem z vnéjSiho prostfedi. Nejprve dochdzi k navazani ligandu
na receptor smrti, tim muze byt, jednak Fas receptor nebo TNFR (receptor tumor
nekrotizujicitho faktoru). Fas ligand 1 ¢lenové TNF rodiny patii do proteinové skupiny
cytokinintl, které ovliviiuji bunéénou diferenciaci a proliferaci tim, ze se vazi na specifické
transmembranové receptory cilovych bunék (Nagata, 1997). Po jejich navazani na receptor
dochazi k ptichodu adaptorovych molekul. Receptor obsahuje takzvanou doménu smrti (DD)
a dochazi k interakci s adaptorovymi proteiny FADD (z anglického FAS-associated DD
protein) nebo TRADD (z anglického TNFR-associated DD protein). Dohromady formuji
takzvany receptor indukujici signalni komplex smrti (DISC) (Roy and Nicholson, 2000).
Nasledné dochdzi k navazani a aktivaci kaspazy 8 (CASPS). Ta poté aktivuje vykonné
kaspazy 3 (CASP3) nebo 7 (CASP7). Jako mezikrok n¢které buiiky vyuzivaji aktivaci BH-3
proteinu Bid (z anglického BH-3 interacting-domain death agonist). Ten poté€, co je rozstépen
CASPS, je schopen aktivovat pro-apoptotické d&je, které indukuji permeabilizaci vné&jsi
mitochondrialni membréany, ¢imz dochéazi k propojeni s vnitini apoptotickou drahou (Chipuk
and Green, 20006).

Vnitini neboli mitochondridlni apoptotickd draha je spusténa vreakci na stres,
zpusobeny naptiklad oxidativnim stresem, poSkozenim DNA nebo dalSimi faktory. Proces
vyusti v permeabilizaci vnéjs$i mitochondridlni membrany (MOMP). K tomu miize dojit
dvéma zptsoby. V prvnim pfipadé jsou za to odpovédné pro-apoptotické faktory z rodiny
Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma). Pravé BAX (z anglického Bcl-2-associated X protein)
a Bak (z anglického Bcl-2-associated death promoter) vytvareji ve vnéj$i mitochondridlni
membrané poéry. Druha moznost mize byt iniciovana rtiznymi intracelularnimi signaly,
napiiklad Ca®" ionty nebo reaktivnimi formami kysliku (ROS), které oteviraji malé kanaly
vnitini mitochondrialni membrany, ¢imz umoznuji vstup také vodé. Diky tomu dochazi
k bobtnani mitochondridlni matrix a ndslednému prasknuti vné;j$i mitochondrialni membréany
(Hao et al., 2005). V obou ptipadech dochédzi k uvolnéni proteinli z intermembranového
prostoru do cytosolu. Hlavnim z nich je cytochrom c, ktery indukuje oligomerizaci Apaf-1
a spolecn¢ aktivuji kaspazu 9 (CASP9) a formuji apoptozom (Danial and Korsmeyer, 2004).
Tim opét dochazi k aktivaci vykonnych CASP3 a CASP7 (Chipuk and Green, 2005). Ve hie
jsou také inhibitory kaspaz (IAPs), které se snazi zastavit kaspazovou kaskadu. Do rodiny

inhibitord apoptézy fadime naptiklad XIAP (X-vazany inhibitor apoptézy) nebo cIAP1
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(bunéény inhibitor apoptoézy 1). Dalsi proteiny jako jsou SMAC/DIABLO (z anglického
second mitochondria-derived aktivator of caspases), uvolnéné z mitochondrie se soucasné
vazi k IAPs a inaktivuji je (Favaloro et al., 2012). I pfesto, Ze zalezi na poméru pro-
apoptotickych (Bak, BAX) a anti-apoptotickych (Bcl-2, Bcl-xL) faktorti, v pfipadé naruSeni
integrity mitochondrie, by ke smrti buiikky doslo v kazdém ptipad¢, s ohledem na toxické latky
uvolnéné z mitochondrie a ztratu nepostradatelné funkce mitochondrie samotné (Chipuk and
Green, 2005). Morfologické zmény charakteristické pro apoptdézu nasledné vyulsti az ve

formovani apoptotickych télisek (Hengartner, 2000).
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Obr. 6 Vnitini a vnéjsi apoptotickd draha. Vnéjsi apoptoticka draha zahrnuje vazbu ligandu na
receptor, aktivaci CASPS a nasledné vykonné CASP3. Vnitini apoptoticka draha je charakteristicka
permeabilizaci vnéjsi mitochondrialni membrany, formovanim apoptozomu a aktivaci CASP3.
Vykonné kaspazy nasledné pres dalsi medidtory iniciuji kondenzaci chromozomii, fragmetaci DNA

a vznik apoptotickych télisek (Ghavami et al., 2009).

Apoptdza ma 1 svou klicovou roli v riznych onemocnénich. Pocinaje rakovinou, kde
pravé defekty apoptotickych drah jsou odpovédné za rezistenci buné€k k terapii a naddory jsou

diky tomu schopny vyhnout se imunitni reakci (Burz et al., 2009). Nezastupitelnou roli ma
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apoptdza také napiiklad ve vyvoji centralni nervové soustavy. V dospélosti je ovSem jeji
vyznam spiSe spojen s patologickym puasobenim. Typickym piikladem jsou akutni
onemocnéni jako mrtvice nebo neurodegenerativni nemoci jako Alzheimerova a Parkinsonova
choroba (Hengartner, 2000). Stejn¢ tak i1 v akutni i chronické patologii srdce dochdzi ke
zvySenému vyskytu apoptdézy. Tu muzeme pozorovat piedevsim u infarktu, ischemicko-
reperfuzniho poskozeni a srdec¢niho selhani (Whelan et al., 2010). Detailnéj$i popséani procesu
apoptdzy samoziejmé vede k vyvoji novych terapeutickych 1€k, které jsou a budou vyuzity

pfi terapii a 1é€be téchto onemocnéni.

2.3.1.Kaspazy

Kaspazy patii do rodiny cysteinovych protedz a jsou hlavnimi reguldtory
programované bunééné smrti a zanétu. Prvni byla objevena koncem minulého tisicileti jako
protedza odpovédnd za maturaci interleukinu - 18 (IL-1B) (Cerretti et al., 1992). Kaspaza,
zpocatku pojmenovéana podle své funkce interleukin konvertujici enzym (ICE), je dnes
kaspaza 1. O né€kolik mésicti pozdé&ji byl u Caenorhabditis elegans nalezen enzym se stejnou
funkci. Zacal se nazyvat CED3 (Yuan et al., 1993). Postupem casu byly objeveny dalsi
kaspazy a jejich funkce a zapojeni do procesti apoptdzy. V zivocisnych druzich bylo zatim
identifikovano 18 rdznych kaspaz (Eckhart et al., 2008). V buiikkdch se za normalnich
podminek vyskytuji ve formé inaktivnich proenzymii a az v pfipad¢ iniciace dochazi
k pfeméné na aktivni formu. Obsahuji malou (10-12 kDa) a velkou (17-20kDa) podjednotku a
dalsi specifickou doménu (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). Jejich zastoupeni se ovSem
v ruznych zivocisnych druzich muze lisit. Kaspazy bychom mohli rozdélit na dvé skupiny, na
zanétlivé (CASPI, 4, 5, 11 a 12), které hraji roli pfi iniciaci procest vedoucich k zanétu, a
apoptotické, ucastnici se bunécnych pochodi konéicich smrti. Druhou skupinu déle délime na
a vykonné neboli efektorové kaspazy (CASP3 ,6 a 7). Ty jsou poté koncovym bodem
piedchéazejicim smrti buiiky, degraduji strukturni proteiny, signalni molekuly a nésledné i
DNA (Obr. 7). I ptesto, Ze hraji kli€¢ovou roli v apoptoze, jsou nedilnou soucasti 1 velké fady
dalsich bunécnych procesti jako je diferenciace, remodelace, tumorogeneze, synapticka
plasticita, metabolismus a starnuti (Shalini et al., 2015).

Jednou z vykonnych kaspaz je pravé CASP3. Miize byt aktivovana na zakladé podnét
vedoucich ve vnéj§i i vnitini apoptotické drdze CASP8 a 9. Jakmile je tato kaspaza
aktivovana, spousti fetézec nevratnych dé&ji vedoucich ke smrti builkky. Nasledkem toho

dochazi ke kondenzaci chromozomil a fragmentaci DNA. Jednim z mediator je naptiklad
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CAD (Caspase-activated DNase) endonukleaza, ktera degraduje DNA (Porter et al., 1999).
Mimo jiné ovSem hraje i kliCovou roli v neuronalni apoptdze, synaptické aktivite a je nedilnou
soucasti vyvoje centralni nervové soustavy (Snigdha et al., 2012). Mysi s knockoutem genu
pro CASP3 umiraly velmi brzy po narozeni, ztrata ma tedy fatalni disledky (Su et al., 2001).
Naproti tomu jeji zvySena aktivita ve starnoucim mozku ma detrimentalni dusledky, které usti
v degenerativni onemocnéni jako je napiiklad Alzheimerova choroba (Su et al., 2001).

zacatku kaspazové kaskady a je aktivatorem vykonnych kaspdz. CASP8 se ucastni vnéjsi
apoptotické drahy a je aktivovana po navazani ligandu na receptor. Tim dochazi k formovani
smrt indukujiciho signdlniho komplexu (DISC), ktery obsahuje mimo adaptorovy protein i
CASPS (Kischkel et al., 1995). Jeji aktivaci se spousti apoptotické procesy zahrnujici aktivaci
CASP3, 6 a 7 a poskozeni mitochondrii. Dochdzi k bobtnani, poskozeni vné&jsi
mitochondridlni membrany a vyliti cytochromu ¢ do cytosolu (Salvesen and Dixit, 1997).
CASP8 je také nedilnou soucasti procest nekrdzy, regulovanych kinazami z rodiny receptor
interagujicich proteinkindz (RIPK) (Feltham et al., 2017). Mimo ucasti v apoptotickych
procesech ma CASP8 nezastupitelnou roli 1 v zabezpeceni prezivani bun€k. Odlisna funkce je
regulovédna interakci se specifickym inhibujicim proteinem (cFLIP). Piesny mechanismus
interakce a prepinani mezi apoptotickou a piezivaci funkci je zatim nejasny (Salvesen and
Walsh, 2014). Béhem sav¢iho vyvoje jeji koncentrace roste, vysoké zastoupeni muzeme
nalézt pfedevSim v srdei, v zabernich obloucich a v zarodcich koncetin (Cohen, 1997).

V piipad¢ mutace je tato ztrata letalni jiz u embrya (Varfolomeev et al., 1998).
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Obr. 7 Klasifikace kaspaz podle funkce, druhové specifité a strukturalni doméné. U iniciacni skupiny

miuizeme nalézt velkou N-terminalni doménu a domény DED u CASPS a 10, a doménu CARD u CASP2
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a 9. Tato skupina je exprimovana jako monomer a k aktivaci je nutna dimerizace. Naproti tomu
u efektorové skupiny nalezneme kratsi N-terminalni doménu a inaktivni kaspazy se vyskytuji ve formé
dimerickych zymogemi. K jejich aktivaci je nutné proteolytické Stépeni mezi malou a velkou

podjednotkou (Shalini et al., 2015).

2.3.2. Rodina Bcl-2

Proteiny rodiny Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma) patii ke klicovym regulatorim
vnitini mitochondrialni apoptotické drahy (Danial and Korsmeyer, 2004) Prvni clen byl
identifikovan v B-lymfocytech v 80. letech 20. stoleti jako protoonkogen Bcl-2, ktery
necekan¢ blokoval apoptotické procesy (Bakhshi et al., 1985). Rozdélit je dnes miizeme do tii
skupin podle funkce a specifické domény: anti-apoptoticka (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL),
multidoménové pro-apoptoticka (BAX, Bak) a pro-apoptoticka s BH3-doménou (Bid, Bad,
NOXA). Jejich aktivace mlzZe byt odpoveédi na velké mnozZstvi signali jako je poskozeni
DNA, nedostatek rtstovych faktort nebo aktivace onkogent. Aktivace nastdva transkripéni
nebo posttranskripéni modifikaci (Nakano and Vousden, 2001).

VétSina Clenti obsahuje 4 specifické BH domény, které tvoii piiblizné stejné alfa
helixy, predikujici tvar i funkci proteinu. Anti-apoptotickd skupina jako jedind obsahuje
vSechny C¢tyfi domény. Naproti tomu multidoménova pro-apoptoticka skupina obsahuje BH-
domény 1-3. Ta také ke své aktivaci a nasledné interakci s Bcl-2 nebo Bcl-X potiebuje
aktivacni podnét. Pfesny mechanismus neni popsan, ale pravdépodobné je zprostiedkovan
diky aktivaci ¢lentt s BH-3 doménou (Kim et al., 2006). Tteti pro-apoptotickd skupina je
specifickd praveé tim, ze obsahuje pouze BH-3 doménu. Pravé ona je vétSinou prvotnim
ptijimacem signalu a pfes ni dochazi ke spojeni s BAX/Bad, coz zpusobi jejich transformaci a

aktivaci (Letai et al., 2002) (Obr. 8).
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Obr. 8 Srovnani jednotlivych skupin proteinii rodiny Bcl-2. Zastoupeni charakteristickych BH-domén
(Yip and Reed, 2008).
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Bcl-2 je inhibitorem apoptotickych déja. Vyskytuje se na mitochondrialni membrang,
endoplasmatickém retikulu a jaderné membrané (Lithgow et al., 1994). Jeho hlavnim tkolem
je predevsim brénit uvolnéni apoptogennich faktorti jako je cytochrom c (Liu et al., 1996)
nebo apoptdézu indukujici faktor (AIF) zintermembranového prostoru mitochondrii do
cytosolu (Susin et al., 1996). Jejich uvolnénim totiz okamzité¢ dochazi k aktivaci kaspazové
kaskady. Pti pokusech se zvySenou expresi Bel-2 doslo k blokaci uvolnéni cytochromu ¢ do
cytosolu v reakci na apoptotické stimuly (Kluck et al., 1997).

Ze skupiny pro-apoptotickych faktord byl jako prvni identifikovan BAX (odvozeno
z anglického Bcl-2 associated death promoter), pravé diky své interakci s Bel-2 (Oltvai et al.,
1993). Pfi pokusech s vyuzitim lidskych bun€k s KO pro oba geny BAX i1 Bak byla zjisténa
naprosta rezistence na podnéty vnitini apoptotické drahy (Wei et al., 2001). Jsou tedy nutnou
branou ke spusténi apoptozy. V bunkach se vyskytuji ve formé¢ monomerd. Inaktivni BAX
nalezneme piedevsim v cytosolu, pfipadn¢ malé mnozstvi v kontaktu s vnéjsi mitochondrialni
membranou (Suzuki et al., 2000). Po prvotnim signalu vedoucimu k apoptéze se BAX vsune
do mitochondridlni membréany, kde dochazi k aktivaci, zméné konformace a oligomerizaci.
Nésledna kaskada vede k permeabilizaci vn&j$i mitochondridlni membrany (Cartron et al.,
2004), pravdépodobné vznikem pord (Muchmore et al., 1996). Dale k uvolnéni proteint
z intermembranového prostoru mitochondrii, v€etné cytochromu c¢ do cytosolu. Nasleduje

formovani apoptozomu a aktivace kaspazové kaskady (Obr. 9).
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Obr. 9 Zobrazeni situace bunky za normdalnich podminek, kdy pro-apoptotické a anti-apoptoticka

faktory jsou vrovnovaze. Naproti tomu pokud je bunka vystavena stresovému stimulu, dochdzi
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k poruseni rovnovahy, aktivaci pro-apoptotickych faktori, vylevu cytochromu c a spusténi kaspdazové

kaskady (Clark, 2012).

Pomér mezi pro- a anti-apoptotickymi faktory jako je BAX/Bcl-2 vytvaii takzvany
reostat, ktery urCuje hranici pteziti bunky pifi vnitini apoptotické draze (Danial and
Korsmeyer, 2004). Osud bunky i celych bunéénych linii je dany pravé timto pomérem,

zastoupenim pro-apoptotickych a anti-apoptotickych markera.

2.3.3. Kinaza regulujici apoptoticky signal

Kindza regulujici apoptoticky signal (ASK1) je dalsi zclent pro-apoptotickych
markertt zapojenych v apoptotickych kaskédach. Patfi do rodiny mitogen-aktivovanych
proteinkindz kindz kindz (MAPKKK). Jeji aktivace mtize byt spusténa skrze mnozstvi signala
jako je lipopolysacharidovy septicky Sok, ER indukovany stres, zvySend hladina ROS,
pretizeni Ca®" a dalsi molekuly jako je TNFo nebo FAS ligand (Hayakawa et al., 2006).
Signal ASK1 je nasledné aktivovan skrze aktivaci mitogen-aktivované proteinkinazy p38
nebo kinazy JNK (z anglického c-Jun N-terminal kinase) (Hayakawa et al., 2006). Aktivovana
draha ASK1-JNK vede ke ztrat¢ potencialu mitochondridlni membrany (Furuhata et al.,
2009). JNK nasledné¢ inaktivuje Bcl-2 a indukuje presun BAX z cytosolu do mitochondrie a
tim ovliviiuje MOMP a aktivaci kaspazové kaskady (Takada et al., 2006). V pokusech
s vyuzitim ASKI1 deficientnich my$i byl pozorovan sniZeny rozsah infarktu azvySena
rezistence myokardiakalnich bun¢k k apoptéze (Hayakawa et al., 2012). V posledni dobé se
také objevuji podklady pro predpoklad, ze ASK1 ptisobi i jako aktivator CASP11 (Choi et al.,
2009) (Obr. 10).

ASK1
R Bcel-2 ‘. :l NK
p38 Bcl-2
) Bax
Bax ;
; Bcel-2
. v
Bcl:2 Bax h
"fé‘,‘sl' asei-lsf“": ....................

Obr. 10 ASK1 a spusteni apoptotickych drah skrze aktivaci kindz JNK/p38 (Guo et al., 2016).
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Mimo to je také schopna regulovat dal$i bunécné procesy jako diferenciace keranocyti
(Sayama et al., 2001) a zaroven hraje diilezitou roli ve vrozené imunité skrze kindzu p38
(Matsuzawa et al., 2005). Jeji role je v souCasné dobé také spojovana Alzheimerovou a
Huntingtonovou chorobou, kdy jeji zvySend koncentrace souvisi se stresem zER
zpusobujicim smrt neuronalnich bunék (Cho et al., 2009). Aktivace osy ASKI1-JNK/p38
indukuje apoptézu v neuronovych bunkéch a v kardiomyocytech. To mtze byt do budoucna
terapeuticky cil v 1é€be neurodegenerativnich a kardiovaskularnich onemocnéni (Hayakawa et

al., 20006).
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3. Cile diplomové prace
1. Zjistit, zda protektivni rezim chladové adaptace souvisi s aktivaci HIF cilovych
proteini (CKB, HK2, LDHA, OXPHOS).
2. Zjistit, zda pfi chladové adaptaci dochéazi k aktivaci pro-apoptotickych a anti-
apoptotickych drah (Bcl-2, BAX, CASP3, CASP8, ASK1).
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4. Material a metody
4.1. Chladova adaptace experimentalnich zvirat

Pro chladovou adaptaci byli vyuziti potkani samci kmene Wistar, chovné jadro
Charles River. V experimentu bylo 22 zvifat rozdéleno do tii skupin. Kontrolni skupina
(6 jedinctl) byla chovéna v mistnosti s teplotou 25+1°C. Chladové (10 jedinct) a regresni
(6 jedinctl) skupiny byly chovany po dobu jednoho tydne s postupnou adaptaci sniZzenim
teploty na 10£1°C. Nésledné zde byly chladova i regresni skupina chovany pfi této teploté po
dobu 5-ti tydnti. Po 5-ti tydnech byla regresni skupina nasledné jesté premisténa na dalsi
2 tydny do mistnosti se stejnou teplotou, ve které byla uchovana kontrolni skupina (26£1°C)
(Obr. 1). Po adaptaci byla potkanim odebrana srdce. Pied odbérem byla potkanim
peritonealn¢ podana anestezie thiopentalu v ddvce 100 mg na kg télesné vahy. Potkanovi poté
bylo vyjmuto srdce a hned ponofeno do vychlazeného fyziologického roztoku na ledu.
Nasledné bylo srdce rozdéleno na jednotlivé ¢asti: prava komora, levd komora a septum.
Vsechny ¢asti byly pfeneseny do tekutého dusiku a zamrazeny (-196 °C), kde byly uchovany

az do zpracovani. Odbér srdci provedla Mgr. Aneta Marvanova.

25°C I

10°C 1T~

| | | | | | | | S
7

[ I I I [ [ [ [
8 tydnt

Obr. 1 Rozvrzeni adaptace potkanii. Oranzove kontrolni skupina v 25°C. Zelené regresni skupina po

S5-ti tydnech v 10°C prenesena do 25°C. Modre chladova skupina chovana pri 10°C.
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4.2. Metody

4.2.1. Zpracovani vzorki, homogenizace

V dalsim kroku byly vzorky za sterilnich podminek a pfi zachovani nizké teploty
zhomogenizonany. Levé komory srdce byly vybrany ztekutého dusiku a pieneseny do
piipravenych vychlazenych tiecich misek s tlou¢kem, kde byly rozdrceny na jemny prasek.
Rozdrcenou tkén jsme nasledné ptenesli do zkumavek se tremi sklenénymi kulickami a 300
ul homogeniza¢niho média HM1 (Ptiloha 1B). Zkumavky byly zcentrifugovany a do kazdé
znich bylo pfidino HMI1 na findlni pomér média:tkdn 8:1. Nasledné byly vzorky
zhomogenizovany v homogenizatoru (MIXER MM200 Retch) po dobu 10 min pfi frekvenci
30 Hz.

Ve vzorcich byla zméfena koncentrace proteini metodou Bradfordové s vyuzitim
komeréniho setu (dodano spolec¢nosti BioRad) na pftistroji Varioscan (Thermo Scientific).
Byla vytvofena kalibra¢ni kiivka s roztoky o koncentracich 0,025; 0,05; 0,1; 0,2; 0,6; 0,8
a lug/ul roziedénych ze zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) (dodané
spole¢nosti BioRad). Mala ¢ast homogenatii byla nafedéna na koncentraci 0,5 pg/ul. Do 96
jamkové desticky byly naneseny roztoky kalibracni kiivky i nafedéné homogenaty v objemu
10 pl na jamku. VS$e jsme nechali inkubovat s 250 pl ¢inidla Bradfordové po dobu 10 min pii
pokojové teploté. Poté bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni absorbance pii vinové
délce 595 nm.

Po zméteni koncentrace bylo ke vzorkim pifiddno homogeniza¢ni médium HM2
s vysokym obsahem mocoviny (Pfiloha 1B) v poméru 1:1. Ve vSech vzorcich byla opét
zméiena koncentrace proteintt metodou Bradfordové. Jednotlivé vzorky byly poté rozd€leny
do mikrozkumavek a uschovany v -80°C pro elektroforézu, Western blot a pro méfeni

enzymatické aktivity bylyodebrany aliquoty pted pfidanim HM2.

4.2.2. Separace pomoci SDS-PAGE elektroforézy

Elektroforéza je separani metoda, kterd se pouziva k déleni proteinti. Vyuziva ptitom
jejich odlisnou pohyblivost v elektrickém poli. Jako nosice se vyuzivaji zejména agar6zové,
v tomto piipad¢ polyakrylamidové gely. Trojrozmérna sit’ gelu tvoii pory, které slouzi jako
molekulové sito. Rychlost pohybu je zavisld na velikosti ndboje a molekulové hmotnosti
daného proteinu, ale také na intenzité¢ elektrického pole a porozité gelu. Pfi SDS-PAGE
elektroforéze (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) se vzorky

pripravuji s ptidavkem SDS, ¢imz ziskaji zaporny néboj. Proto se pohybuji od zaporného polu
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ke kladnému. Malé proteiny se gelem pohybuji rychleji, proteiny o vyssi molekulové
hmotnosti naopak neprochézeji gelem tak snadno a pohybuji se pomaleji.

Ke kazdému z 22 vzorkl — 6 kontrol, 10 chladi, 6 regresi — bylo pfidano SLB, DTT,
HM:UREA (Ptiloha 1A). Na elektroforézu byl ptipraven nejprve rychle tuhnouci 10 % délici
gel (Priloha 1B). Po 40 min tuhnuti byl pfidan 5 % zaostfovaci gel a opét nechan 40 min
tuhnout (Ptiloha 1B). Mezitim byly vzorky umistény na 5 min do termostatu a povatfeny pfii
teploté 100°C a tim doSlo k denaturaci proteint. Po vytuhnuti geld bylo naneseno vSech 22
vzorkll v koncentraci 20 pg na jamku, vzdy pod elektrodovy pufr. Na kazdy gel byl pfidan
molekulovy standard Precision plus protein standard (dodano spole¢nosti BioRad) o objemu
1,5 pl pro spravné urceni dané¢ho proteinu na membrané podle molekulové hmotnosti. Po
sestaveni celé aparatury a =zaliti elektrodovym pufrem (Pfiloha 1B) byla spusténa
elektroforéza. Program zac¢inal na konstantnim napéti 100 V a po ptechodu cela elektroforézy
do zaostfovaciho gelu bylo zvySeno napéti na konstantnich 150 V. Zhruba 10 min pied
koncem elektroforézy bylo napéti zvySeno na 200 V konst, kviili lepSimu zaostieni proteini.

Elektroforéza trvala 60-90 min podle velikosti sledovanych proteinti (Obr. 2).

Obr. 2 Vzorky SDS-PAGE elektroforéza

4.2.3. Western Blot

Western blot je analyticka technika pouzivana k detekci specifického proteinu. Tato
metoda, vyuZziva blotovaciho zafizeni, soustavy anody a katody. Pasobenim elektrického
proudu dochéazi k pfenosu separovanych proteinti z gelu na PVDF nebo nitrocelulézové
membrany. Zaporn¢ nabité proteiny jsou pfitahovany k anod¢ a pienesou se z gelu na povrch
membrany.

Pred koncem elektroforézy byly nejprve PVDF membrany asi 2 min aktivovany

v MetOH. V piipad¢ pouziti nitrocelulézovych membran se aktivace v MetOH neprovadéla.
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Nasledné byly membrany ekvilibrovany v blotovacim pufru (Pfiloha 1B) po dobu 10 min
v lednici spolu s filtraénimi polstarky a gely po skonceni elektroforézy. Pti sestavovani
blotovaciho ,,sendwiche* byly vytla¢eny vSechny bubliny mezi membrianou a gelem

a zahajeno blotovani pii konstantnim napéti 100 V po dobu 60 min.

4.2.4. Imunodetekce

Po skonceni blotovaciho programu byly membrany promyty 15 min v TBS (Pfiloha
1B). Nasledné bylo nutné povrch membrany zablokovat. V tomto ptipadé bylo vyuzito 5%
nizkotu¢né susené mléko rozpusténé v TTBS, které se navazalo na vSechna mista, kde nebyly
pieneseny proteiny zgelu na membranu v prubéhu blotovani. Tim se zabranilo
nespecifickému navazani primarni protilatky. Blokovanim také dochdzi ke sniZeni
negativnich efektd, jako je Sum v pozadi. Po promyti membran v TBS byly tedy membrany
umistény do 5 % mléka v TTBS po dobu 1 hod pti pokojové teploté.

Po blokaci byly opét membrany promyvany 15 min v TTBS. Po promyti byly
membrany umistény do primdrni protilatky, vii¢i danému proteinu pies noc v lednici za

stalého pomalého houpani. (Tabulka 1)

Tabulka 1:
Primarni protilatka Redéni | Sekundarni protilatka Redéni

CKmt | CKmt scl15168 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 HK?2 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 | CASPS8 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 primarni protilatce byly membrany opét promyvany 3x15 min v TTBS.
Poté byly inkubovany v sekundarni protilatce 1 hod pii pokojové teploté (Tabulka 1). Po
hodinové inkubaci byly membrany promyty 3x10 min v TTBS a nésledovala detekce
proteinti. Detekce probihala pomoci konjugace sekundarni protilatky s enzymem
umoziujicim  vizualizaci.  Pomoci  enzymu  peroxidazy  dochdzi  k pfeméné
chemiluminiscen¢niho substratu na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje vyzarenim kvanta
svétla. Uvoliiovani svétla je poté detekovano piilozenim svétlocitlivého filmu nebo s pouZitim
CCD kamer.

V tomto pokusu byly vyuzity obé metody. V prvnim ptipadé doslo k naneseni 300 ul
chemiluminiscen¢niho barviva (Supersignal West Dura Extended Duration Substrate, Thermo
Scientific Pierce) na kaZzdou membranu. Ty byly poté umistény do svétlu-vzdorné kazety
a v temné mistnosti vyvolany na film na pfistoji Optimax X-Ray Film Processor. V druhém
pfipadé byly membrany opét po nandsce 300 pl barviva vyvolany pomoci programu Image-

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

Obr 3. LAS 4000

Pro kvantifikaci dat z filmt ¢1 Image-reader LAS 4000 byla vyuzita densitometrie a
nasledné byla vSechna vystupni data zpracovana v programu QuantityOne (BioRad). VSechny
vzorky byly pro jednotlivé protilatky analyzovany nékolikrat a vznikly pramér byl vyuzit do

statistického hodnoceni.

4.2.5. Statistické hodnoceni
Ziskané hodnoty byly nasledné statisticky zpracovany v programu GraphPadPrism 5.
Pro hodnoceni byla pouzita ANOVA, post test Dunnett dle rozlozeni hodnot, hladina

vyznamnosti p<0,05 pro n=6 a n=10.
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5. Vysledky

V této praci byl pouzit model chladové adaptovanych zvitat pii teploté +10°C.
Experimentalni zvifata byla rozdélena do tfi skupin — kontrolni (n=6), chladova (n=10)
a regresni (n=6). Cilem diplomové prace bylo pomoci metody elektroforézy, Western blotu a
imunodetekce zjistit relativni expresi vybranych proteini a postihnout rozdily mezi

jednotlivymi skupinami.

5.1. Cilové geny HIF
V prvni ¢asti jsme zjisStovali mnozstvi cilovych gent HIF, a zda mé chladové adaptace

vliv na energeticky metabolismus skrze tyto proteiny.

5.1.1. Kvantifikace kreatinkinazy

Zjistili jsme signifikantni ndrast exprese proteinu CKmt o 31 % (n=10) po 5-ti tydenni
chladové adaptaci (Graf 1a), zatimco u zvifat regresni skupiny doslo k poklesu, ktery se od
kontroly jiz nelisil. Exprese CKB se vlivem chladové adaptace u chladové skupiny nezménila.
U regresni skupiny signifikantné poklesla o 30 % (n=6). (Graf 1b). U izoformy CKM

nedochazi k zddnym zméndm (Graf 1c).
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Graf 1a, 1b, 1c: Relativni hladiny proteinu izoforem CKmt, CKB a CKM vztazené na 100 %
kontroly (K) u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni

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

U namétfenych hodnot exprese HK1 se neprojevil zadny rozdil u chladové skupiny
nebo regresni skupiny (Graf 2a). Z grafu pro HK2 mizeme z naméfenych hodnot vycist
signifikantni nartst u chladové skupiny o 18 % (n=10). U regresni skupiny jsme zjistili mirny

pokles o 5 % (n=6) oproti kontrole (Graf 2b).
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Graf 2a, 2b: Relativni hladiny proteinu izoforem HK1 a HK2 vztazené na 100 % kontroly (K)
u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni regresi

(CLR), * p<0,05, n=6-10.
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5.1.3. Kvantifikace Oxphosu
V reakci na zvysujici se hladinu HK2 u chladové adaptované skupiny byla zméiena
jesté exprese vSech péti komplexi oxidativni fosforylace. Zde znaméfenych hodnot

nepozorujeme zadny rozdily mezi kontrolni, chladovou a regresni skupinou (Graf 3a, 3b, 3c,

3d, 3e).
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Graf 3a, 3b, 3c, 3d, 3e: Graf 1a, 1b, 1c: Relativni hladiny proteinu Oxphos komplext 1-5
vztazené na 100 % kontroly (K) u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL)

a naslednou 2 tydenni regresi (CLR), * p<0,05, n=6-10.
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5.1.4. Kvantifikace laktatdehydrogenazy

U izoformy LDHA pozorujeme u chladové skupiny signifikantni pokles o 29 %
(n=10). U regresni skupiny byl také zaznamenén pokles o 24 % (n=6) oproti kontroldm (Graf
4a). V ptipad¢ izoformy LDHB nepozorujeme mezi skupinami zadné rozdily (Graf 4b).

Laktatdehydrogenaza A Laktatdehydrogenaza B

150+ 150+

100 p——m

1004 *

[21]
o
1
a
T

o
o

Imunoreaktivita 100% kontroly
Imunoreaktivita 100% kontroly

Graf 4a, 4b: Relativni hladiny proteinu izoforem LDHA a LDHB vztazené na 100 % kontroly (K)
u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni regresi

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

31



5.2. Apoptotické markery
Druhym cilem této prace bylo zjistit mnozstvi pro-apoptotickych a anti-apoptotickych

markert a jejich vyvoj v chladové, kontrolni a regresni skupiné.

5.2.1. Kvantifikace kaspaz

U CASP3 klesla hodnota exprese u chladové skupiny o 13 % (n=10) a u regresni
0 14 % (n=6) (Graf 5a). U CASPS8 jsme zaznamenali signifikantni pokles hodnot exprese
u chladové skupiny o 32 % (n=10) a u regresni skupiny jsme nezaznamenali zddnou zménu

(Graf 5b).
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Graf Sa, Sb: Relativni hladiny proteinu CASP3 a CASP8 vztazené na 100 % kontroly (K)
u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni regresi

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

U antiapoptotického faktoru Bcl-2 jsme nezaznamenali prakticky zadné rozdily mezi
skupinami (Graf 6a). Naproti tomu u apoptotického faktoru BAX jsme zjistili pokles mezi
kontrolni a chladovou skupinou o 15 % (n=10). Pfi porovnani kontrolni a regresni skupiny
jsme zaznamenali signifikantni pokles az o 40 % (n=6) (Graf 6b). Pii vyneseni poméru
BAX/Bcl-2 miizeme také sledovat signifikantni rozdil mezi kontrolni a chladovou skupinou

az 0 30 % a mezi kontrolni a regresni skupinou az o 40 % (Graf 6c).
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Graf 6a, 6b, 6¢: Relativni hladiny proteinu faktori Bel-2 a BAX vztazené na 100 % kontroly (K)
u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni regresi
(CLR), * p<0,05, n=6-10. Na grafu 6¢c je vynesen pomér BAX/Bcl-2 vztazeny na 100 % kontroly (K)
u experimentalnich skupin s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni regresi

(CLR), * p<0,05; ** p<0,01; n=6-10.
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5.2.3. Kvantifikace ASK1
U ASKI1 byl u chladové skupiny zjistén pokles o 6 % (n=10). U regresni skupiny jsme

zaznamenali signifikantni pokles o 12 % (n=6) v porovnani s kontrolou (Graf 7).
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Graf 7: Relativni hladiny proteinu ASK1 vztazené na 100 % kontroly (K) u experimentalnich skupin
s 5-ti tydenni chladovou adaptaci (CL) a naslednou 2 tydenni regresi (CLR), * p<0,05, n=6-10.
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6. Diskuze

Chladové adaptace je navozovana opakovanymi expozicemi chladu. V prvnich fazich
chladové adaptace dochdzi ke chladovému stresu, kdy organismus odpovidd zvySenou
adrenergni signalizaci a kompenzuje tepelné ztraty svalovym tfesem (Jansky et al., 1996).
Nasledné dochazi k plné adaptaci organismu, ktera je doprovazena tvorbou hnédé tukové
tkan¢ u malych Zivocichl nebo tzv. hnédnutim razového tuku (,,browning*) a nasledkem toho
ttesova termogeneze je nahrazena netiesovou termogenezi. Nahly chladovy stres se u ¢loveka
opakovang prokazal jako detrimentalni (Ronger D., 2012), naproti tomu mizeme poukézat na
dlouhodobé zkusSenosti s chladovou adaptaci, ktera posiluje odolnost organismu (Vybiral et

al., 2000b).

V literatufe nalezneme velké mnozstvi studii pracujicich s chronickym chladem pfi
teplotach 0-4°C, kdy byla zvitata bez podestylky individualné v klecich (Vybiral et al., 1985).
Pti téchto teplotach byl ovSem zjistén negativni dopad na vylucovaci soustavu a srazlivost
krve (Fregly et al., 1989). U naseho modelu, kdy byly experimentalni skupiny vystaveny 5-ti
tydenni chladové adaptaci pfi teploté¢ 10°C s podestylkou a v parech a s naslednou 2 tydenni
regresi pti teplot¢ 25°C, nebyl zjiStén negativni dopad na krevni obraz a hmotnostni
parametry srdce ani morfologii ledvin (Marvanova A., 2015). V mirnéj$ich podminkach také
dochazi k posileni endogennich protektivnich mechanismti srdce a zvySené odolnosti
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni. U diplomové prace Pavla Vebra (Vebr P., 2016), byl
pii pokusu s I/R poskozenim potvrzen mensi rozsah infarktem zasazené ¢asti tkané u chladové

adaptované skupiny oproti kontrolni skuping.

V této praci jsme sledovali expresi vybranych cilovych proteini HIF (CKB, HK2
a LDHA), jelikoz zvySeni transkripéni aktivity HIF bylo mnohokrat prokdzano jako
protektivni (Rossignol et al., 2003;Semenza, 2003). Jednim z cilovych genti HIF je LDH
vyskytujici se ve dvou izoformach. U izoformy LDHA, ktera katalyzuje ptedevsim reakci ve
sméru tvorby laktatu (Cruz et al., 2012), byl u chladové skupiny pozorovan signifikantni
pokles o 30 % oproti kontrolni skupiné. U regresni skupiny jsme zjistili pokles o 25 %
v porovnani s kontrolni skupinou. Jelikoz hladina laktatu v krvi odpovidd poméru mezi jeho
tvorbou a odbouravanim, snizena exprese LDHA by tedy mohla pfispét ke snizené tvorbé
laktatu, coz odpovida praci, kde byly zjistény klesajici hodnoty hladiny laktatu u otuzilcii
(Rossignol et al., 2003). Naproti tomu za podminek hypoxie, je reakce presn¢ obracena.

V téchto pracich miizeme nalézt rostouci hladiny exprese LDHA, coz odpovida faktu, ze se
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jedna o cilovy gen HIF, ktery je v podminkach hypoxie aktivovan (Semenza, 2007). Pfestoze
izoforma LDHB ma v srdci vétsi zastoupeni, nezaznamenali jsme zde prakticky zadny rozdil.
Z toho vyplyva, ze i ptesto, ze LDHA ma v srdci malé zastoupeni, vyznamné reaguje na
podminky chladové adaptace, a ovliviiuje tak metabolismus laktatu. Tento vysledek naznacuje
vys$§i miru oxidativniho vyuziti glukézy po adaptaci na chlad a dlouhodobé pietrvani této

zmény.

DalSim enzymem energetického metabolismu jsou izoformy kreatinkinazy. U CKB,
jako u dalsiho z fady cilovych genti HIF, jsme zaznamenali pokles o 30 % az u regresni
skupiny. U hodnot exprese CKM jsme zménu nezaznamenali a pravdépodobné neni ovlivnéna
chladovou adaptaci. CoZ je v souladu s ostatnimi pracemi, nebot’ exprese CKM je v srdci
velmi stabilni (Fontanet HL., 1991). Pro porovnani pfi pokusech s I/R poskozenim, dochazi
ke zvySené expresi CKM a tedy ke zlepSeni kinetiky ATP a mechanické funkce svalu (Akki et
al., 2012). V ptipadé¢ mitochondrialni izoformy CKmt jsme naméfili u chladové skupiny
signifikantni nardst az o 31 %, coZ je v pfimém souladu s pozorovanym poklesem LDHA.
V regresni skupiné¢ se hladina exprese CKmt vratila na troven kontrolni skupiny. To
koresponduje s vysledky z pokusu s chronickou hypoxii, kde byl také zaznamenén narist
exprese CKmt (Waskova-Arnostova et al., 2014). To pravdépodobné¢ tedy piedstavuje
kompenzacni mechanismus zvySujici oxidativni metabolismus. ZvySena hladina CKmt
zvySuje mnozstvi ADP pro komplex V respiraéniho fetézce, coz pozitivné¢ ovliviiuje
mitochondridlni membranovy potencial a snizuje tvorbu ROS (Saks V. A., 1991). Bylo
ukazano, ze zvySend aktivita CKmt snizuje pravdépodobnost otevieni MPTP
a pravdépodobnost aktivace apoptdzy (Dolder M., 2001). Pokles hodnot exprese CK je také
spojovan se srdeCnim selhdnim, kde aktivita CK klesd (Fowler et al., 2015). Chladova
adaptace tedy zachovava, pifipadné zvysSuje hodnotu exprese CK, piedevsim CKmt, coz

podporuje pripadné zmirnéni nasledkt po srde¢nim selhani.

Dal$im donorem ADP pro komplex V je izoforma HK1, kterd je v srdci lokalizovana
prevazné na vnéj$i mitochondridlni membrané v asociaci s VDAC. V jeji expresi jsme zadné
zmény nezaznamenali. U izoformy HK2, kterd se nachazi v cytosolu a za kritickych
podminek translokuje na mitochondrie, jsme zaznamenali mirny nartist o 18 % u chladoveé
skupiny oproti kontrole. Narist exprese HK2 byl prokazan jako protektivni, nebot’ miize
zvySovat vstup glukézy do kardiomyocytl a v soucinnosti s transportéry GLUT (Abel ED.,

2004), dochazi ke zvysené produkci G6P, jehoz osud je v bufice velmi rozmanity (Voet et
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Voet, 2010). Nekteré drahy jako aktivace pentozofosfatového cyklu a zvySena syntéza
hexosaminu, byly téz prokdzany jako kardioprotektivni. To koresponduje se zjiSténim
z pokusii s adaptaci na hypoxii, kde také dochéazelo k narlstu exprese HK2, zpisobeného
aktivaci HIF, ktery umocnil transkripéni aktivitu HK2 (Waskova-ArnoStova et al., 2014).
Dale jsme stanovili exprese vSech komplextt OXPHOS, kde jsme nepozorovali zadné rozdily.
Toto zjisténi je v rozporu s vysledky diplomové prace E. Flégrové (Flégrova E., 2016), kde
byla zjisténa sniZzend exprese komplexu L. na Grovni izolovanych mitochondii, ktery se nejvice
podili na tvorb€ volnych radikald (Kussmaul and Hirst, 2006). Vznikly rozdil je
pravdépodobné zpisoben odliSnymi podminkami chladové adaptace a jinym zpracovanim
tkané. Témei konstantni hladina exprese nami namétenych jednotlivych komplexti potvrzuje
neménné mnozstvi mitochondrii a stabilni mitochondridlni biogenezi. Jelikoz v srdci fidi
dychani pravé dychaci fetézec, je neménici se hodnota komplexii pravdépodobné odrazem

spravné funkce mitochondrii i v podminkéach chladové adaptace (Rossignol et al., 2000).

Z vyse uvedené¢ho poklesu hladiny exprese LDHA a CKB vyplyva, ze patrné
nedochézi k aktivaci HIF vlivem chladové adaptace, coz je v souladu s tdaji prace Marvanové
(Marvanova A., 2015), ktera zjistila snizené hodnoty exprese NRF2, ktery je transkripénim
faktorem pro antioxidanty. Soucasné se v jeji praci neménily hodnoty mRNA HIF. Relativni
hodnota mRNA HK2 v praci Marvanové mirné¢ poklesla v regresni skupin€, coz ukazuje na
odliSnou posttranslacni regulaci proteinu. Chladovad adaptace tedy vede k vyuziti glukozy
predevs§im oxidativni cestou, coz by pravdépodobné mohlo korespondovat se sniZenou

produkci ROS, ktera vede ke ztraté¢ redoxné zavislych transkripénich faktort.

V souvislosti s ptedchozim zjiSténim jsme se ve druhé Cc¢asti prace zabyvali
problematikou, do jaké miry mé chladovéa adaptace vliv na apoptotické déje v srde¢ni tkani.
Z toho divodu jsme zjistovali exprese kaspaz a dalSich faktorti ti€astnicich se apoptotickych

procest.

Jednim =z klicovych faktori zahrnutych v mechanismu apoptézy je rodina
cysteinovych protedz. At uz je apoptoza aktivovand vnéjs$i nebo vnitini cestou, kazdopadné
dochazi k aktivaci vykonné CASP3, ptipadné CASP7 (Griitter, 2000). Zjistili jsme tendenci
k poklesu u exprese CASP3 piiblizné o 13 % u chladové 1 regresni skupiny. U CASP8 jsme
pozorovali signifikantni pokles o 32 % u chladové skupiny a nasledny navrat k hodnotdm

odpovidajicim kontrole u regresni skupiny. V porovnani s pouzitim I/R poskozeni na srde¢ni
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tkan mizeme u CASP8 pozorovat opacny trend. Ta v ptipad¢ I/R poskozeni je totiz béhem
ischemie neménna a jeji hladina exprese roste az v reperfuzi (Scarabelli et al., 2002). To
podporuje nasi domnénku, Ze chladova adaptace mimo jiné sniZzuje pro-apoptotické markery a

jeji indukce ma na srdce protektivni vliv.

Stejné¢ tak mlzeme pozorovat pokles hodnot u pro-apoptotického faktoru BAX u
chladové skupiny o 15 % a s vyraznéjSim signifikantnim poklesem az o 40 % po 2 tydenni
regresi. Stejny trend mizeme nalézt i v pokusech s I/R poSkozenim, kde dochéazi k poklesu
exprese BAX a snizeni nasledkt I/R poskozeni (Dong et al., 2003). Naopak rozdilny trend ve
zménach hladiny hodnot nalezneme pii srovnani s pokusy, vyuzivajici chronickou hypoxii.
V téchto pokusech mizeme pozorovat zvysSenou hladinu exprese genu pro BAX u chronicky
adaptované skupiny v kontrastu s kontrolni (Aliparasti et al., 2015). Hladina anti-
apoptotického faktoru Bcl-2 zlstala u chladové skupiny nezménéna. Mirny ndrast o 12 %
muizeme pozorovat aZ u regresni skupiny, coz koresponduje s praci Zhang a spol. (Zhang et
al., 2015). Snizeni pro-apoptotickych genl aktivovanych oxidativnim stresem potvrzuje
sniZzenou produkci ROS a ukazuje na pozitivni vliv chladové adaptace. Dalsi klicovy ukazatel
procesii smétujicich k apoptdze je pomér pro- a anti-apoptotickych faktort BAX/Bcl-2. Ten
v naSem provedeném pokusu taktéz vykazoval klesajici tendenci. To tedy také podporuje nase
tvrzeni, ze adaptace na chlad po 5-ti tydnech sniZzuje pravdépodobnost apoptozy. A tato

adaptace pretrvava jesté nasledujici dva tydny.

Dalsim z pro-apoptickych faktori je ASK1, kterd mize byt v apoptotickych procesech
aktivovana skrze velké mnozstvi podnéta (Hayakawa et al., 2006). U chladové skupiny jsme
zjistili pokles 0 6 % ve srovnani s kontrolni skupinou. U regresni byl detekovan signifikantni
pokles o 12 %. To opét znaci kardioprotektivni ti€inek a snizeni rizika apoptozy. To souhlasi

i s pokusy s ischemii, kde byla detekovana jeji zvySena aktivita (Watanabe et al., 2005).

Podle dostupnych studii dochazi pii akutnim vystaveni chladu u saveli ke zménam
v metabolické rychlosti, disbalanci antioxida¢niho systému, zvySeni oxidativniho stresu
aROS (Kaushik and Kaur, 2003). K tomu si organismy vyvinuly mnozstvi obrannych
a adaptacnich strategii (Marinho et al., 2016). V kontrastu s aplikaci chronické chladové
adaptace ziskdvame dle dostupnych studii odlisné vysledky. V pokusu s pouzitim akutni
a chronické chladové adaptace (12°C+1) na skupiny kufat byl zjistén signifikantni pokles

celkové antioxidacni kapacity u akutniho chladu. AvSak u chronicky chladové adaptované
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skupiny celkova antioxidaéni kapacita roste (Zhao et al., 2014). Pii pokusech s otuzilci byla
zjisténa zvySend koncentrace antioxidacnich markerdt vkrvi. Pfi pokusu s potkany
dlouhodobé adaptovanymi na chlad byl také zjiStén narGst antioxidantl jako superoxid
dismutaza nebo glutathion peroxidaza. Naopak pii akutnimu vystaveni chladu byl detekovan
mirny pokles superoxid dismutdzy a signifikantni pokles glutathion peroxidazy (Ohno et al.,
1991). Podle prace Marvanové ovSem u chronicky adaptované skupiny nedochdzelo ke
zméndm hodnot naméfenych mRNA (Marvanova A., 2015). Podle dostupnych zjisténi by

tedy v chladové adaptaci pravdépodobné mohl oxidativni stres klesat.

Ze ziskanych poznatkli tedy vyplyva, ze vlivem dlouhodobé chladové adaptace
dochazi k posileni oxidativniho metabolismu glukézy, aniz by doslo ke zvySené biogenezi
mitochondrii. Soucasné¢ mlzeme pozorovat snizeni exprese vybranych pro-apoptotickych
faktorli, coz potvrzuje protektivni vliv chladové adaptace na srde¢ni tkan. Do budoucna
budeme pokracovat v oveétovani vlivu HIF a aktivaci dalSich transkripénich faktorti v modelu

chladové adaptace s mirn¢jSimi podminkami.
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7. Zavér

Chladovéa adaptace a jeji vliv na organismus maji nezastupitelné misto na poli
védeckého vyzkumu. Na toto téma bylo vypracovanych mnoho praci liSicich se predev§im
podminkami chladové adaptace. My jsme v tomto pokusu vyuzili adaptaci s mirnéj$imi
podminkami (10+1°C), vychézejici z prace Marvanové, kde nebylo zjisténo poskozeni
experimentalnich zvifat. Za téchto podminek bylo také zjiSténo posileni endogennich

mechanismu srdce.

V prvni ¢asti naSeho vyzkumu jsme zjistovali hodnoty exprese vybranych cilovych
gentt HIF. U hodnot CKB a LDHA jsme zaznamenali vyrazny pokles oproti kontrolnim
skupindm, coz potvrzuje na§ predpoklad, Ze v chladové adaptaci nedochéazi k aktivaci HIF.
Vysledek také naznaCuje predevSim oxidativni vyuziti glukézy. U izoformy CKmt jsme
naopak zaznamenali narist hodnot, z ¢ehoZ mizeme usuzovat, Ze buiika méa dostatek ADP pro
dychaci fetézec, ktery tedy neni chladovou adaptaci ovlivnén. Naopak zvysené hladiny CKmt
ukazuji nizs$i pravdépodobnost otevieni MPTP, coz znaci snizené riziko indukce apoptozy.
I u izoformy HK2 jsme zaznamenali signifikantni narast hodnot, ktery pravdépodobné ptisobi
protektivng, nebot’ zvySuje vstup glukézy do bunék. Nésledné pii preméfeni exprese vSech
komplexti dychaciho fetézce nebyly zjistény zaddné rozdily, z ¢ehoz mlizeme usuzovat, ze se

neméni mnozstvi mitochondrii v bunkéch a jejich biogeneze.

V druhé ¢asti jsme poté mefili hodnoty proteinové exprese pro-apoptotickych a anti-
apoptotickych faktord, jelikoz jsme ptredpokladali protektivni vliv chladové adaptace na
srdecni tkan a tedy snizeni aktivace apoptotickych drah. Tento pfedpoklad se ndm potvrdil,
nebot’ z naméfenych hodnot miizeme u pro-apoptotickych faktord (CASP3, CASP8, BAX
a ASK1) pozorovat pokles u chladové adaptované skupiny. Stejné tak pomér BAX/Bcl-2,
ktery je hlavnim indikatorem spusténi apoptdzy, také klesal. Naopak anti-apoptoticky faktor

Bcl-2 nezaznamenal zadné rozdily mezi skupiny.

Zavérem muzeme fict, Ze chladovd adaptace s mirnéjSimi podminkami nesouvisi
s aktivaci HIF, ale zaroven pozitivné ovlivituje aktivaci apoptdzy, snizenim aktivity pro-
apoptotickych faktorti. Do budoucna si kardioprotektivni mechanismy vznikajici ptisobenim

chladu rozhodné zaslouZzi nasi pozornost a dalsi studium.
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10. P¥ilohy

A4

1A Priprava vzorku

kontroly

chlad

2 tydny regrese

DTT

1M
fedéni | objem final final. | final.
vzorek | konc. Vz Vi SLB 4x | 50mM) | homogenait:urea(1:1) |konc. | Objem | load/gel | protein
ugul | xkrat | ul ul ul ul ugul| ul ul | naline
1 8,36 4,18 24 2.5 0,5 4,6 2,00 10 10 20
2 8,74 4.37 2,3 2.5 0.5 4.7 2,00 10 10 20
3 11,86 5,93 1,7 2.5 0.5 5.3 2,00 10 10 20
4 7,45 3.73 2,7 2.5 0.5 4.3 2,00 10 10 20
5 8,64 432 2,3 2.5 0.5 4,7 2,00 10 10 20
6 12,56 6,28 1,6 2.5 0.5 5.4 2,00 10 10 20
7 10,68 5,34 1,9 2.5 0.5 5.1 2,00 10 10 20
8 10,08 5,04 2,0 2.5 0.5 5.0 2,00 10 10 20
9 10,60 5.30 1,9 2.5 0.5 5.1 2,00 10 10 20
10 10,59 5,29 1,9 2.5 0.5 5.1 2,00 10 10 20
11 10,81 541 1,8 2.5 0.5 5.2 2,00 10 10 20
12 12,28 6,14 1,6 2.5 0.5 5.4 2,00 10 10 20
13 9,89 4.94 2,0 2.5 0.5 5.0 2,00 10 10 20
14 9,73 4.86 2,1 2.5 0,5 4,9 2,00 10 10 20
15 8,25 413 2.4 2.5 0.5 4.6 2,00 10 10 20
16 9,35 4,68 2,1 2.5 0.5 4.9 2,00 10 10 20
17 8,90 4.45 2,2 2.5 0.5 4.8 2,00 10 10 20
18 9,40 4.70 2,1 2.5 0.5 4.9 2,00 10 10 20
19 8,56 428 2.3 2.5 0.5 4.7 2,00 10 10 20
20 7,91 3.96 2,5 2.5 0.5 4.5 2,00 10 10 20
21 7,64 3,82 2,6 2.5 0.5 4.4 2,00 10 10 20
22 7,19 3.59 2.8 2.5 0,5 4,2 2,00 10 10 20
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1B SloZeni roztoku

SloZeni homogeniza¢niho média HM1, 10 ml pH 7,4:

1. 16,04 mg TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2.9,52 mg EDTA (dodané spolecnosti SIGMA)

3.2,92 mg EDTA (dodané spolecnosti SIGMA)

4. 0,86 g sachardza

5. 1 tableta inhibitory protedz

6. 200 pl complete inhibitors 50x koncentrované

7.7,71 mg DTT (dithiotreitol)

SloZeni homogeniza¢niho média HM2, 10 ml:

1. 3 g mocoviny

2. 1,55 g thiomocoviny

3. 45 mg tetrasodium pyrofosfatu dekahydratu

Vsechny komponenty byly smichdny a dofedény 2-merkaptoethanolem na 10 ml mQ H,O.

SloZeni gelii:

Na 2 gely 10% délici gel | 5% zaostirovaci gel
H,O 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

AA —30% akrylamigovy roztok (dodané spole¢nosti SIGMA)
TRIS pufr pH 8,9
1. 9,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA) + 345 ul TEMED (dodané
spole¢nosti SIGMA) bylo rozpusténo v mQ H,O. Nésledné bylo upraveno pH pomoci
HCI na hodnotu 8,8 a doplnéno na 100 ml.
TRIS pufr pH 6,8
1. 10,462 g BIS-TRIS (dodané spolecnosti SIGMA) + 345 pul TEMED (dodané
spole¢nosti SIGMA) bylo rozpusténo v mQ H,O. Nésledné bylo upraveno pH pomoci
HCI na hodnotu 6,8 a doplnéno na 100 ml.
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SDS — sodium dodecyl sulfat (dodané spole¢nosti SERVA)
APS — ammonium persulfat 60 mg do 5 ml mQ H,O (dodané spolecnosti P-lab)
DTT - dithiotreitol

SloZeni elektrodového pufru, 11:

1. 30,3 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolec¢nosti SIGMA)
2. 144 g Glycin (dodané spole¢nosti SIGMA)

3. 10 g SDS (dodan¢ spolecnosti SERVA)

Navazené mnozstvi bylo rozpusténo v 11 mQ H,O. Pfed pouzitim byl roztok natedén

v poméru 1:9 — pufr: mQ H,O.

SloZeni Towbin pufru — blotovaci pufr, 11:
1. 3,03 g TRIS (25mM) - (TRIZMA® base; dodané spolec¢nosti SIGMA)
2. 14,4 g Glycin (192mM) - (dodané spolecnosti SIGMA)

Navazené mnozstvi bylo rozpusténo v 500 ml mQ H,O. Nasledné ptidano 200 ml methanolu

(dodané spolecnosti PENTA) a doplnéno do 1 1 mQ H,O.
Slozeni TBS, 5l:
1. 12,1 g TRIS (20mM) - (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)

2.146,2 g NaCl (500mM) - (dodano spolecnosti PENTA)

Navazené mnozstvi bylo rozpusténo ve 4 1 mQ H,O. Poté bylo upraveno pH na 7,5 a

doplnéno mQ H,O do 5 1.

SloZeni TTBS, 11:
Pted pouzitim bylo do 1 1 TBS ptidano 500 pl Tween 20 (dodano spole¢nosti SIGMA)
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