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UVOD A CILE PRACE

Thyreoidalni hormony (TH), neboli hormony Stitné&z¥, jsou jednoduché
organické latky odvozené od jodovanych defivaminokyseliny L-tyrosinu. Jednim
z dilezitych cilovych orgain pasobeni thyreoidalnich hormonje kosterni svalstvo.
Kosterni svaly sawc jsou rozmanité ve své struk&) funkci i metabolismu.
Riznorodost je  zjsobena rozdilngm  zastoupenim jednotlivych  isoforem
myofibrilarnich proteid v konkrétnich svalech. Exprese fenotypu svaloyycieini je
dana kombinaci vrihich (genetickych) i wjSich faktofi (typ inervace, mechanické a
hormonalni faktory). Fenotyp je d@n procentualnim zastoupenim jednotlivychutyp
svalovych vlaken a odpovida fyziologickym poZadawkna funkci svalu. Zgny
thyroidniho stavu (tj. z&na koncentrace kolujicich TH) vyznagovliviuji fenotyp
svalovych proteifi (Soukup and Jirmanova, 2000).

Ve zdravém organismu hraji TH bezpochyby pozitivoli, ale kdyZz jsou
ve vysoké koncentraci, nebo naopak jich je nedelstabohou tyto zmmy vést k
patofyziologickym statm organismu, nap az selhani funkce srdce. Poruchy funkce
Stitné Zlazy uclovéka pitom postihuji zhruba 5-7% populace (Limanova, 2009
Predpoklada se, Ze podavani preparérveného palmového oleje (RPO) bylm
napomahat k remodelaci a obnoveni funkce kostelirhieniho svalstva (MitaSikova
et al., 2008; B&ova et al., 2010; Tribulova et al., 2010).

Cilem pedkladané diplomové prace bylo modifikovat metoduo p
elektroforetickou separaci isofore¢kych fettzch myosinu (MyHC) a studovat vliv
raiznych hladin thyreoidalnich hormébma jejich expresi v musculus soleus (SOL,
lytkovy) a musculus extensor digitorum longus (EDhatahova prsti nohy) u
laboratorniho potkana. Pro charakterizaci navozZengeperimentalnich stavbyla
pouZzita celafrada paramelr u kterych se iedpoklada jejich ovlivéni zmEnou
thyroidniho stavu - zemy rekterych anatomickych paramétrzmeny koncentrace
celkového trijodthyroninu (tJ) a thyroxinu (tTh) a volnych frakci &chto hormoi v
krevnim séru, a také zmy aktivity mitochondrialniho flavoprotein depentigiho
enzymu glycerol-3-fosfat dehydrogenasy (GPDH). Hiav cilem prace bylo
analyzovat, jestli podavani RPOuke zlepSit patofyziologické zmy zpisobené

zmeénou hladiny thyreoidalnich hormbrnu laboratornich potkain Ziskané vysledky by



mely prokazat, zda zvolené parametry jsou vhodnynrkery thyroidniho stavu a jestli
podavani RPO e pozitivié zasahovat da&thto znén.

Prace je saiasti feSeni grantového projektu GR reg. ¢ 304/08/0256
(,Regulace svalového fenotypu za normalnich, expentalnich a patologickych

stawi"), které probiha na Fyziologickém Ustavu AR v Praze v letech 2008-2012.



TEORETICKA CAST

2.1. Kosterni svalstvo

Kosterni svalstvo tvd 36-40% ¢€lesné hmotnosti a spolu s kostrou fivo
muskuloskeletalni systém. Je to kontraktilniitkg@hopna reakce na podréid Jednou
z jejich unikatnich vlastnosti je vlaknité struldauObr. 1). Kazdy sval je tven z velmi
dlouhych mnohojadernych svalovych viaken, kteratwgru mefi 10-100um a mohou
byt dlouha az desitky centim&tiSvalova vlakna jsou sloZzena z myofibril obklopemy
sarkoplazmou. Myofibrily & v praméru 1-2 um a tvdi je dva typy myofilament —
tenkd (ptmeér 7 nm, délka lum) a tlustq (pimér 10-14 nm, délka 1,eum). Pongr

tenkych a tlustych myofilament je 6:1.

Muscle fasciculus
(made up of muscle fibers)

Muscle fiber
{made up of
myofibrils)

Zdisk—| |_ A band _ilband |

Myofibrill
{made up of 2251
myofi Iaments)

[=—=|H band —— Z disk
Mycrofilaments:
within a

sarcomere

Actin -
thin filaments —/ M line % Myosin
filaments
- "8

20000 3 1@ .0 @

*e see o s e‘e’e
se 0 e's’
T LI ) ee'e

Obr. 1: Struktura kosterniho svalu.
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Z&kladni strukturni a furtki jednotkou svalového vlakna je sarkomera
ohrantend na obou koncich Z-disky. Ve struleuZ-diski jsou kolmo ukotvena
hexagonalé uspdadana tenka filamenta. Tlusta filamenta jsou ifgéna ve $edu
sarkomery paraletn s tenkymi filamenty a osou bky. Rozdilnym usptadanim
myofilament vznikaji na myofibrildch teny$i anizotropni (A) a sitlejSi izotropni (1)
prouzky. A — prouzky jsou rozteny M linii a maji jest vnitini tzv. H — zonu, kde se
nachazeji pouze tlusta filamenta. | — prouzek jekisd Z linie k z#&atku tlustych
filament a je tvéen pouze tenkymi filametny. Ai | prouzky jsou usfaany pravidel&

v jedné rovig, svalové vlakno se pak jevi jakéigne prouhované (Kondradova, 1993).

Tenka (aktinovd) filamenta obsahufi hlavni proteiny: aktin, tropomyosin a
troponin. Zakladem jejich struktury je dvousroulm®/vlaknitého F-aktinu, ktery vznika
polymeraci globularnich mononie6 aktinu. Kazda molekula G aktinu obsahuje jedno
vazebné misto pro myosin. Kazdé vlakno F aktinzigelrg polarizovano. Kolem
dvouSroubovice F aktinu se po obou stranach cefitdenké vldknité molekuly
tropomyosinu. Tropomyosin je tenka molekula dloud@ nm tvdena demi
polypeptidovymitetézci, které jsou obiené kolem sebe. VIakno tropomyosinu nese
vazebna mista pro proteinovy komplex troponin, \kier slozen zett podjednotek —
TnT, TnC, Tnl. TnT vaZe cely komplex k tropomyosifinC ma schopnost vazat
vapenateé ionty a Tnl inhibuje interakci aktinu aasipnu. Pondr aktinu, tropomyosinu a

troponinu v tenkych filamentech je 7:1:1.

M terminus

colled-coil of two whalices light chains.,

2nm

hin /
G tarminus Inge regen

L 150 nm

Obr 2. Struktura molekuly myosinu Il.
Tlusta myofilamenta kosterniho svalu jsourarma molekulami myosinu Il (Obr.

2). Myosin Il je velky protein sloZeny ze dvou idiekych €zkychietzci (kazdy 200
kDa) a dvou par lehkych fettzci (kazdy 20 kDa). VSechnyikeé fettzce obsahuji
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globularni hlavu a dlouhé vzajeee obtéejici polypeptidovéetézce. Globularngast
myosinu obsahuje vazebné misto pro ATP, vykazujakbvou aktivitu a ma schopnost
vazat aktin. V oblasti spojeni globularni hlavylauthych polypeptidovychietzci, tzv.

.Kréku®, je navazan jeden regudla a jeden esencialni lehkgtzec (Trojan, 2003).

2.1.1. Svalova kontrakce

Myosin je prototyp tzv. molekularniho motorovéhmteinu, ktery je schopny
konvertovat chemickou energii ve fo¥mATP na mechanickou energii vedouci
k pohybu. Typickym fkladem tohoto pohybu je svalova kontrakcegi Bvalové
kontrakci dochazi k zasouvani tenkych myofilameetzntlusta myofilamenta,igemz
nedochazi k jejich zkracovani. Zakladnim krokemlmxé kontrakce je interakce mezi
aktinem a myosinem. iP nedostattném mnozstvi vapenatych idntv okoli
myofilament jsou vazebna mista pro globulagéist myosinovych molekul na
aktinovych molekulach blokovana troponin-tropomyasiym komplexem. Po navazani
vapenatych iorit na TnC podjednotku troponinu dojde k jeho konfafmiazmené a
zasunuti molekuly tropomyosinu hlatjbmezi molekuly F aktinu. Na globularnich
podjednotkach G aktinu se odkryji vazebnad mista mprosin a umozni se jeho
interakce s aktinem. Globulargéist myosinové molekuly je aktivovana navazanim
molekuly ATP a spoji se s G aktinem. Energie vznikiz&penim ATP umoZni ohnuti
ty¢inkové ¢asti molekuly myosinu a dislokaci jeho globulaéasti. Spolu s myosinem
se posune i aktinové vlakno, které je stale pevawvazano na globularsast molekuly
myosinu. Po navazani nové molekuly ATP dojde km&mil vazby mezi aktinem a
myosinem. Zasouvani aktinovych myofilament mezsthumyofilamenta trva, dokud
nejsou odstramy vapenaté ionty. Opakovani stovek dykiznikani a zanikani vazby
mezi aktinem a myosinem tkigednu svalovou kontrakci.

Svalova kontrakce jéizena eferentnimi motorickymi neurony. Interakcizme
terminalnimi Useky axonu eferentnich motorickychroai a vliakny pi¢né pruhované
svalové tkam vznikaji kosterni myoneuralni synapse — motoripkg&ténky. Zakladni
motoricka jednotka je twena eferentnim neuronem, jeho axonem a vSemi syralov
vlakny, které inervuje. Mohutnost kontrakce je d@mwtem motorickych jednotek,
které v utitém svalu byly do kontrakce zapojeny. Zatimco jestrpohybu svalu zavisi
na velikosti motorické jednotky.
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2.1.2. Isoformy €zkych Fetézci myosinu a typy svalovych viaken

ProtoZe kosterni svalstvo je extrémheterogenni tka sloZzena z tzného
mnoZstvi pomalych a rychlych svalovych vlaken ackejpodtypi, neexistuji u
Zivocicht navzajem uplé identické svaly. Velké mnoZstvi tiym vysoce organizovaneé
uspdadani svalovych vlakentigpiva k strukturni, furdni a metabolické rozmanitosti
kosterniho svalstva (Pette and Staron, 1990). bigémita individualnich svalovych
vlaken je krond jiného dana rozdilnym zastoupenim isoforépakych a lehkychetzci
myosinu. NejpouzivaijSim markerem pro rozteni typi svalovych vidken je obsah
jednotlivych isoforem &kych fetzci myosinu (MyHC). Myosin existuje v mnoha
tk&nové specifickych isoformach, které jsou kodovanyitymi skupinami gen.
NejznangjSi skupinou gel je vysoce konzervovana rodina gekodujici MyHC
isoformy (Leinwand et al., 1983). V kosternim stwalsdosglych savé byly popsany
¢tyii MyHC isoformy, které jsou ozgavany 1, 2a, 2x/d, 2b. Podle jejich obsahu byly
definovany 4 zakladni typy svalovych vlaken: jegwnalé vliakno - typ 1 ditrychla
vlakna, 2A, 2X/D a 2B uvedena vi@ai od nejpomalejSiho k nejrychlejSimu podle
hlavnich MyHC isoforem (Schiaffino and Reggiani949 Pdadi ctyi hlavnich MyHC
isoforem od nejpomalejSi je nésledujici: 1-2a-22Mx-Syntéza kazdé isoformy je
kodovana vlastnim genem.

Svalova vlakna rizeme podle sloZeni rodd na cista a hybridni. Zatimcoista
obsahuji pouze jednu MyHC isoformu, hybridni svalodakna jsou charakteristicka
zastoupenim dima a vice MyHC isoforem. Hybridni vlakna se rélmfl do podskupin
podle gevladajici MyHC isoformy (Pette and Staron, 199®jznangjSi jsou vidkna
ozna&ovana jako 1C a 2C sloZzena z obou isoforem 1 a @aném pondru. Kosterni
svaly tvai smes cistych a hybridnich svalovych vildken. Ve vyvijegici se a
regenerujicich se svalovych vlaknech jsou exprimgvambryonalni a neonatalni
MyHC isoformy. Existuji je&t dalSictyii MyHC isoformy, které se vyskytuji jen u
nékterych druli ve vysoce specializovanych svalech naxtraokularni nebo zvykaci
svaly). Jsou to pomala tonicka, extraokularni, syypgtla aa-srd&ni MyHC isoformy
(Soukup and Jirmanova, 2000).

Velmi tenka a bohat kapilarizovana pomala vlakna obsahuji MyHC typu 1.
Wuzivaji pomaly oxidéni metabolismus, pomalu se unavuji a jsdwdrgjSi pro
stavbu sval zaji'ujicich spiSe statické, polohové funkce a pomalyypo Pro vyzkum

se jako pomaly sval vyuZiva musculus soleus (S@kotry).
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Rychlé MyHC isoformy 2a, 2x/d a 2b jsou zastoupengychle kontrahujicich
svalovych vlaknech, které vyuzivaji rychly oxidéd metabolismus. Jsou dené pro
rychlé volni pohyby a jsou rychle unavitelné. Pszkum rychlych sval se vyuziva

musculus extensor digitorum longus (EDL, natakkquati nohy).

2.1.3. Embryogeneze a diferenciace svalovych vlaken

Pri tvorbé kosternich sval dochazi k fuzi mnohojadernych myoblagta vzniku
myotuhi, které jsou nasledninervovany a dozravaji do diferenciovanych svatvy
vlaken. Jiz wasném fetalnim obdobi se v myotubach diferencupfibsily a koncem
3. mesice i @icné Zihani. | v dosfosti pretrvava mal&ast myoblast jako satelitové
bunky, které maji vlastnosti kmenovych kittna uplaiiuji se g regeneraci svalovych
vlaken.

Diferenciace svalovych vlaken vyZzaduje aktivacprese wtitych geri, které
indukuji syntézu specifickych typsvalovych protei. Exprese fenotypu svalovych
proteini je zavisla na vnitich vlivech (geneticky @eny vyvoj myoblast) a vrgjSich
vlivech jako jsou nervové, hormonalni a mechanifédory, Wetné svalové aktivity.
Fenotyp je uten procentualnim zastoupenim jednotlivychitgpalovych viaken. Bylo
zZjisténo, Ze fenotyp svalovych prot&ine vyznamg ovliviovan zn¢nou koncentrace

thyreoidalnich hormain(Soukup and Jirmanova, 2000).

2.2. Thyreoidalni hormony

Thyreoidalni hormony (TH) jsou jednoduché orgagiclatky syntetizované
Stitnou Zldzou. Z chemického hlediska jsou to j@ohdv derivaty aminokyseliny L-
tyrosinu (Obr. 3). Stitna Zlaza produkuje hl&vprohormon thyroxin, 3,%,5-
tetrajodthyronin (1), ktery je prekursorem biologicky mnohem aktj&iho 3,3,5-
trijodthyroninu (Tz). VétSina, minimalg 80% procent cirkulujiciho 3T vSak vznika
dejodaci thyroxinu v perifernich tkanich, zejménatwech a ledvinach (Braverman and
Utiger, 2005). Dejodaci thyroxinu v perifernich nkéh vznik4 také ifblizné
ekvimolarni mnozstvi biologicky neaktivniho 3,3%fjodthyroninu, ozn&ovaného

jako reverzni trijodthyronin (r3).
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HO - {/ Vo 4<\—>~CHGH ~ COOH H@-{@a_c-& W = CHyH=000H

NH?
3,5,.3°.,5 —tetramduth}'runme (th}'ruxme, T4) 3,5,3 -triiodothyronine (T3)

| [
HG—{©~— G{D CH2E:E— COOH

3.3",5 -triiodothyronine (reverse T3, rT3)

Obr 3.: Struktura hormoii §titné Zlazy.

2.2.1. Biosyntéza thyreoidalnich hormot

K biosyntéze thyreoidalnich hormon(Obr. 4) dochazi na povrchu higné
membrany folikularnich butk Stitné zlazy. Pro syntézu TH je esencialnim pmvied.
Rizné formy jodu fjimaného v potray jsou gemenovany na jodid. Ten je akti¢n
transportovan jodidovou pumpou proti elektrocher@iok gradientu a akumulovan v
koloidu folikula tvorenych thyreocyty. Jodidova pumpa je'Nakotransportni systém
vyuzivajici iontové kanaly twené integralnimi membranovymi proteiny. Zatimco dva
sodikové kationty putuji z extracelularniho prostodo thyreocytu po sénu
potenciadlového gradientu, jeden jodidovy anion f@ngportovan proti jodidovému
gradientu. Aktivni transport jodidu probihd za $pby energie, kterou poskytuje
Na'/K*-ATPasa. Nkteré anionty jako thiokyanat (SCNnebo perchlorat (ClD)
inhibuji jodidovy transport. Jodid je v thyreocytemejprve oxidovan enzymem
thyreoidalni peroxidasou (TPO)figemz akceptorem elektronje peroxid vodiku.
Vznikajici jod se naslednvaze do polohy 3 tyrosylovych zbyitkvazanych v

thyreoglobulinu.
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Obr. 4: Schema hlavnich Kraki biosynteze thyreoldalnich hormo(Braverman and

Utiger, 2005).

Thyreoglobulin je protein sloZzeny ze dvou podjedko Jeho molekulova
hmotnost je 660 kDa. Vznika jako monomer v drsnémloplasmatickém retikulu
thyreocyfi. Spojenim dvou podjednotek vznika dimer, kteryytucovan exocytosou
do koloidu folikulki. V jedné molekule thyreoglobulinu je vazano 128osylovych
zbytkdi, z nichz v8ak pouze 6-8 je naslédrabudovano do thyreoidalnich hornion
Navazanim jodu do polohy 3 tyrosylového zbytku kaninonojodtyrosin (MIT), ktery
je dale jodovan v poloze 5 za vzniku dijodtyros(iT). Kondenzaci dvou molekul
DIT vznika T, a odStpuje se dehydroalaninovy zbytek. Stejako oxidace jodidu a
jodace tyrosinovych zbytk i tyto kondenzéni reakce jsou katalyzovany TPOz T
vznika spojenim jedné molekuly MIT a DITfippaném pdadi kondenzace se o
rTs. Stitna Zlaza produkuje tedy 3 jodothyroningblizné v nasledujicim mnoZstvi:
thyroxin 90ug denr, trijodthyronin 5-8ug a reverzni trijodthyronin 1-ag. Koloid
s thyreoglobulinem a navazanymi jodothyroniny jel@ytosou véebavan do buik,
kde je rozruSen na kapénky, které nastesplyvaji s lysosomy. Pro uvani T; a Ty je
nezbytné rozgpeni vazeb mezi thyreoglobulinem a jodothyroninytoTvazby Stpi
proteasy fitomné v lysosomech. VolnésTa T, jsou sekretovany do cytoplasmy a

nasledg do krevniho othu. Molekuly MIT a DIT, které nebyly zabudovany d#l,
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jsou enzymaticky dejodovany specifickou dejodasotalkdo ziskany jodid je znovu
vyuzit k syntéze TH.

Hypothyreosa (hypothyroidismus) je stav organistkdy dochazi ke snizeni
produkce TH. Tento stavi®e vzniknout g nedostaténém gisunu jodu v potray pri
poruchach regulace biosyntézy TH a takiérngkterych poruchach funkce Stitné zlazy
(nag. z divodu nedokonalého vyvinuti, agii nebo autoimunitniho onemeai).
Hypothyroidismus se projevuje snizovanim urdvoazalniho metabolismu a stim
spojenou snizenou produkci tepla, zpomalenim Wostmistu, gibiranim na vaze,
utlumenim nervové&tinnosti a rkdy i depresemi. d28i formou hypothyreosy je
myxedém, kdy seifznaky projevuji ve zvySené tai

Naopak pi nadbytku TH vznika hyperthyreosa (hyperthyroidisnprojevujici se
zrychlenim bazalniho metabolismu, naginou produkci tepla, Ubytkemélésné
hmotnosti, celkovou podra&dosti a v Bkterych gipadech vznikem strumy, niap
Graves-Basedowova choroba (Braverman and Utig§)20

2.2.2. Regulace sekrece thyreoidalnich hormdn

Stejre jako u \¥tSiny jinych endokrinnich Zlaz j&nnost Stitné Zlazy regulovana
vicestupoveé, negativnim zgtnovazebnym mechanismem (Obr. 5). Hlavnim
regulatorem funkce §&titné Zlazy je hormon thyreutro(TSH), ktery je tvien
v adenohypofyze. TSH je sloZzeny ze dvou podjednaiekdze se na specifické
receptory na povrchu thyreo@ytPisobenim TSH se zvySuje prokrveni Stitné zlazy a
syntéza § a T;. TSH stimuluje také biosyntézu thyreoglobulinuchytavani a oxidaci
jodidu a inkorporaci jodu do tyrosylovych zbytk kondenzaci jodotyrosin a
endocytosu koloidu. Nedostatek TH vede&tapu vazbou ke zvySeni sekrece TSH a
naopak. Sekrece TSH je dale stimulovana thyreatiben (TRH) syntetizovanym tzv.
TRH neurony, které se nachazeji v hypotalamu. Itdrp sekrece TSH jsou
somatostatin, dopamin nebo glukokortikoidy. Udradvénhyreoidalni sekrece zavisi
tedy na zptnovazebnych vztazich mezi TRH, TSH a thyreoidaitionmony.
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Obr 5.: Mechanismus zjpnovazebné regulace biosyntézyiaqbeni TH.

2.2.3. Metabolismus thyreoidalnich hormoii

V perifernich tkanich podléhaji TH cefdd® metabolickych gemén (Obr. 6).
NejdilezitejSi z nich jsou postupné dejodace katalyzované ifsgamu skupinou
selenoproteis - jodothyronin dejodasami. Dosud jsou znarfiésbenzymy dejodas,
jodothyronin-5-dejodasy typu 1 a 2 (D1 a D2, respektive) a jogathin-5-dejodasa
typu 3 (D3). K dejodacim TH dochazi v jatrech, liedeh, mozku, tukove tkéani a také v
fadk dalSich tkani, &etné hypofyzy a S§titné Zlazy. Monodejodaci ha vrgjSim
fenolickém kruhu (outer ring deiodination = ORDhika 80-85% biologicky aktivniho
Ts. ORD probiha za katalyzy D1 a D2, ThiZze byt také dejodovan na wmim
tyrosylovém kruhu (inner ring deiodination = IRD& katalyzy D3. Produktem této
reakce je ri. D3 také katalyzuje konverzigha 3,3'-dijodthyronin (3,3'-7). Vzhledem

k tomu, Ze r§ i 3,3-T, jsou biologicky neaktivni, zastavd enzym D3 v oigamn
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ochrannou funkci a chrani tk&mpied Skodlivymi @inky nadbytku TH (Starka, 1999).

T3 a rT; jsou déle konvertovanyes dijodthyroniny (3) az na thyronin (g).

deodination

) ,
1) \
)

eiodination

HOE %- b«:{}cwrcu-cocu 0350«@0 2-CH-COOM ‘,\”"
NH2 HH2
jugal
T 49lucuronide C\Wuga o T‘ sulphate |
A Ho CHy~Cha-NH,
2

I | I
ether
ol orensiong oo (o
cleavage |
I NH, | !

33.55 ~Telraiodothyronamine (Tetram)

DIt T | |
N Qo{@wm
v ) I |
@ ) 3.3 55 ~Tetraiodothyroacetic acid (Telrac)
deiodination - g

uo-\_}o@uz-ca ~COOH HO@W@C 2—cu-coc:-u & Ny
T3
doiodinalion

Obr. 6: Metabolické peneny thyreoidalnich hormah(Braverman and Utiger, 2005).

V jatrech podléhaji TH dalSim metabolickymep¥nam, zejména konjugaim
reakcim fenolového hydroxylu za vznikutigluSsnych sulfat a glukuronid.
Glukuronidy vznikaji reakci jodothyronirs kyselinou glukuronovou za katalyzy UDP-
glukuronyltransferasou. Tato modifikace tyrosylowétruhu zvySuje hydrofilitu TH a
usnaduje jejich vyloweni Zlwi. K sulfataci TH dochaziipnosem sulfatové skupiny
z univerzalniho donoru PAPS (3"-fosfoadenosin-Sfdsulfatu) na fenolicky hydroxyl
za katalyzy jodothyronin sulfotransferasami. Sulosferasy jsou obsazené
v cytoplasmatické frakci jater, ledvin, mozku afest. Sulfokonjugace zvySuje
hydrofilitu TH a napomaha jejich ireverzibilni degaci. Steja jako vSechny ostatni

aminokyseliny podléhaji TH také dekarboxylaci adativni deaminaci.

2.2.4. Biologické éinky thyreoidalnich hormoni
Thyreoidalni hormony hrajitdezitou roli ve vyvoji mnoha tkani a v regulaci €el

tady fyziologickych proces Ucinky TH na bugéné trovni Ize rozdlit na kratkodobé a
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dlouhodobé. Kratkodobéciinky trvaji fadow jen minuty. Dochazi ip nich k grimé
interakci TH se specifickymi proteiny zejména vauhiondriich, ale také v cytoskeletu,
plasmatické membré&nnebo cytoplaséh Dlouhodobé &inky se projevuji fadow
hodiny az dny. TH tvid komplexy se specifickymi jadernymi receptory, ritgsou
schopné se vazat na DNA a ovlowat tak expresi géna nasledé proteosyntézu.

Hlavnim &inkem TH na arovni tkani a celého organismu je slane spateby
kysliku v metabolicky aktivnich tkanich - tzv. ketgenni &inek, spojeny se zvysenou
produkci tepla. Kalorigenni¢inek TH je zmisoben zasti zvySenym metabolismem
mastnych kyselin a viistem aktivity membranové R '-ATPasy. Timto zfisobem
TH &inkuji témei ve vSech metabolicky aktivnich tkanich krfommozku, pohlavnich
Zlaz, lymfatickych uzlin, adenohypofyzy a slezifiy. i T4 jsou nezbytné pro spravny
pribéh proteosyntézy, proto oviiwji rist a vyvoj. Wastni se také regulace
metabolismu lipid a zvySuji resorpci sachatidze steva (Ganong, 2005). Cefada
biologickych &inka TH je zavisla pedevSim na koncentraciz Tv intracelularnim
prostoru. TH vyznamhovliviiuji vyvoj mozku a jejich nedostatek v rannych siddi
ontogeneze vede k nevratnym mentalninérzam az ke vzniku kretenismu. Vétsing
téchto pipadi se jedna o hypothyreosu vzniklou nedostayen pijmem jodu
v potraw. Na centralni nervovou soustavu maji vliv TH iosglosti. Nadbytek TH
zkracuje reaéni dobu reflex, nedostatek TH Zsobuje motorickou rigiditu.

TH maji také nezastupitelnou roltipiferenciaci, @istu i novotvorl kosti. Ve
svalové tkani TH fisobi na sodno-draselnou i kalciovou pumpu a takéynhlost
svalové kontrakce. Ovliwji také expresi génpro MyHC v kosternim i srdaim

svalu.

2.3. Jaderné receptory a genova exprese

Ueinky thyreoidalnich hormahjsou zprogedkovany vazbou na jejich receptory,
které paiti do rodiny jadernych hormonalnich recefitddnikatni vlastnosti jadernych
receptod, oproti jinym ¥idam receptdr, je jejich schopnost se po navazani ligandu
piimo vazat na DNA a regulovat expresi ciloveého geNuklearni receptory tedy
funguji jako ligandem indukované transkuip faktory. Navazani ligandu na receptor
zpasobi jeho konform&i zmenu a aktivaci receptoru. Jaderné receptory majiazce
odliSnou strukturu nez receptory membranové. Recepé proteiny jsou slozené z

n¢kolika domeén, které vykonavaji samostatapecifické funkce. Typicky jaderny
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receptor (Obr. 7) se sklada z velmi variabilni N¥tmalni oblasti (A/B), konzervované
oblasti C s DNA-vazebnou doménou (DBD), spojovadiasti D a konzervované E
oblasti obsahujici ligand-vazajici doménu (LBDXkieré jaderné receptory obsahuji
také C-terminalni oblast (F) se zatim neznamou dunBouasti jadernych recepior
jsou rovréz oblasti zodpo¥dné za aktivaci transkripce. Jednou z nich je Adefinéna,
ktera je nezavisla na ligandu a nachazi se v 6Bt Druhou transkripné aktivni
doménou je AF-2, jeji lokalizace je v C-terminattilasti ligand-vazajici domény. Na
rozdil od AF-1, AF-2 strikté vyZaduje pro svou transkeipi aktivitu vazbu ligandu na
receptor a je nezbytna pro navazani koaktivat@ a E jsou nezbytné pro tvorbu
dimert (Aranda and Pascal, 2001).

Ligand binding
Dimerization

: : -
@E=l c (o] E
L L
AF-1 AF-2
DNA binding

Obr. 7: Struktura jaderného receptoru.

2.3.1. Receptory pro thyreoidalni hormony

Jaderné receptory byly rodny do 6 podskupin. Receptory pro thyreoidalni
hormony (TR), spolu s receptory pro kyselinu retmo (RAR) a vitamin D (VDR),
pati do prvni skupiny (Aranda and Pascal, 2001). U jgdu TR koédovany dima
geny, THRA a THRB, lokalizovanymi na chromosomu i&spektive 3. Gen THRA
koduje ti proteinoveé isoformy TR1, TRu2 a TRi3, které se liSi svym karboxylovym
koncem v dsledku alternativniho sé#tu jejich mRNA (Lu and Cheng, 2010). &R
vaze & a reguluje tak expresi cilového genuy.vBak neni schopen vytia represor
z vazby na TR2 a TRi3, exprese genu nepridine a tim jsou potteny jeho dinky
(lzumo and Mahdavi, 1988). THRB kdduje&dproteinové isoformy, TRL a TR32,
liSici se N-terminalnim koncem. Expreséchto proteinovych isoforem se lisi
v odliSnych tkanich a v pbéhu ontogenetického vyvoje, coZigpiva ke komplexé
v regulaci biologickych &inka thyreoidalnich horman TRol je hojré exprimovan
v kosternim svalstvu, srdci a ¢dé tukové tkani, zatimco TR v mozku. Exprese
TRB1 je nejvysSi v jatrech, ledvinach a mozku. Nejvy3gskyt TR32 je
v adenohypofyze a hypotalamu (Lu and Cheng, 2010).
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Stejre jako ostatni jaderné receptory TR obsahuji ligaazhjici doménu
lokalizovanou na C-konci peptidu a DNA-vazebnou damumisinou v centralnéasti
receptoru. DNA-vazebna domeéna je nejvice konzemowadoménou a umadije
receptoru rozpoznat specifickou cilovou sekvenddN&. V pripact TR tvai strukturu
DNA-vazebné domény dvuspdadani, oznéované jako zinkové prsty. Bwsadyctyr
cysteinovych zbytk tetrahedricky obklopuji vzZzdy jeden zimaty iont. Pray
cysteinové zbytky jsou zodp&dné za vysokou afinitu domény k DNA. Jadro DBD je
tvoreno d¥ma a-helixy. Jeden je rozpoznavaci a vaze se do velkihioku DNA.
Druhy je orientovan kolmo k prvnimu a spojuje jgji€-terminalni konce. Je tedy
zodpovdny za dimerizaci (Aranda and Pascal, 2001). Porniogiovych prsi se TR
specificky vazou na specifickou regémd sekvenci na DNA, tzv. thyroid hormone
response element (TRE) a reguluji tak transkrifilového genu. S TRE interaguji TR
jako monomery, homodimery nebo heterodimery. TRiitvioeterodimery s vice
jadernymi receptory, n&stji vSak s retinoidnimi receptory (RXR) (Lu and Chen
2010). Vtomto pipact RXR receptor nevaze kyselinu 9-cis retinovou, &afeazre
zvySuje vazbu TR na DNA (Ganong, 2005).

Aktivita TR je zavisla na vazbthyreoidalniho hormonu. Bez navazani TH je na
TR navazan korepresor a tim je snizena efektivétaskripce. Vazba hormonu na TR
zpasobi jeho konformini zmenu a disociaci korepresoru. Poté se navazou naycilo
promotor koaktivatorové komplexy, dojde krozwsih chromatinu a zvySeni
transkrigni aktivity (Obr. 8). Thyreoidalni hormony tedy tégji transkripci tim, Ze
piepinaji receptor ze stavu transknfho represoru do stavu transknfho aktivatoru
(Chin and Yen, 1997).3;Ima mnohem &si afinitu kK TR nez 7. Proto misobi rychleji a
je priblizneé 5 krat €inngjSi. Reverzni Tse na TR vaze s ca. 1000 krat nizSi afinitou nez
T3 a je tedy biologicky neaktivni.

TR bez ligandu TR po navazani T3

HAT

=wnTm= == e qgEl)—

Obr. 8 : Thyreoidalni receptor v inaktivni foda po navazani ligandusT
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2.3.2. Vliv TH na diferenciaci fenotypu svalovych haken

Je jiz davno zndmé, Zéigné pruhované svalstvo je privilegovanou cilovou tkani
pro thyreoidalni hormony (D’Albis and Butler-Browr,993). Winky TH na
diferenciaci fenotypu svalovych viaken jsou zpfedkovany modulaci exprese gen
pro MyHC isoformy. VSeobeénse gedpoklada, ze exprese MyHC dgeje primarré
kontrolovana na transkidpi Urovni. Regulace exprese rodiny MyHC figa vysoce
komplexni. Stejné MyHC geny mohou byt TH ovlovany v fiznych svalech odlign
Dusledkem toho je nadpriazny obsah proteinovych MyHC isoforem ve vyvijecggha
v dosgglych kosternich svalech (Fitzsimons et al., 1990).

Perinatalni vyvoj u savcje spojen se zémami koncentrace thyreoidalnich
hormoni v krevni plasm. U embryi a novorozenych potkaje koncentrace sl'sotva
detekovatelna. &em rekolika dni vzhista a koncem druhého tydne po narozeni
dosahuje vrcholu. Nasledirkoncentrace 3 mirré klesa, az se ustali na konstantni
hodnot jako u dosplého potkana. Uvedené schéma émmkoncentrace 3 bylo
pozorovano u vSech studovanych savBéhem vyvoje dochazi zarowes ristem
koncentrace 7k postupnému pottavani exprese zaroéige a novorozenecke isoformy
myosinu a k aktivaci exprese rychlé isoformyzie u dosgych jedind@i (Bandman,
1985). U hyperthyroidnich zkdt doslo k pechodu na expresi rychlé isoformy rychleji
oproti zviatim v hypothyroidnim stavu (Butler-Browne et al., 428Na zvySenou
hladinu endogennich TH nebo experimetalni navobgpb- nebo hyperthyroidniho
stavu Bhem ontogenetického vyvoje odpovidaji vSechny swatjtého zvfete. Ne
vSechny svaly vSak reaguji na&m koncentrace TH stajnRazné kosterni svaly totiz
obsahuji izné mnozstvi receptibipro thyreoidalni hormony a proto vykazuji odliSnou
citlivost k TH (d"Albis et al., 1990).

Thyreoidalni hormony ovliji také expresi geén pro MyHC a zastoupeni
jednotlivych isoforem v kosternim svalstvu délgph savé. Obecr plati, Ze
hypothyroidni stav zvySuje expresi pomalé MyHC asofy 1 u kosterniho i srdeiho
svalu a snizuje expresi genrychlych MyHC isoforem MyHC 2a, 2x/d a 2b.
Hyperthyroidni stav navozuje oprg znény (Caiozzo et al., 1992). Bylo také z§iso,

Ze pomalé svaly, jako je musculus soleus, reagujphem citligji na znmeEny
thyroidniho stavu nez svaly rychlé (Fitzsimonsleti®90).
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2.4.Cerveny palmovy olej

Cerveny palmovy olej (red palm oil, RPO) vznika ekti z oleje pochézejiciho z
mesokarpu plodu tropické rostlinfzlaeis guineensigpalma olejna). Diky nay
vyvinutym technologiim je &em rafinace oleje zachovano vice stopovych forvk
vitamint a karotenoid. Pra¥ vysoka koncentrace karotendid zpisobuje
charakteristick&ervené zbarveni RPO (Bester et al.,, 2010). Palmaey obsahuje
shodné mnozstvi nasycenych (SFA) a nenasycenycknyeshskyselin. Z celkového
mnozstvi SFA (51%) je nejhajj zastoupena kyselina palmitova (44%), zbylych 7%
tvori kyselina myristova a stearova. VWsoky podil kirsepalmitové odliSuje palmovy
olej od vSech ostatnich ole{(Edem, 2002). Mononenasycené mastné kyseliny (MUFA
jsou zastoupeny z 39%, z toho nejligijrkyselina olejova. Polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) tvei 10% vSech mastnych kyselin v palmovém oleji avihiia
zastupcem je kyselina linolovh. RPO mé& podobnéesiioinastnych kyselin jako
palmovy olej, s 51% SFA, 38% MUFA a 11% PUFA. Hlawan aktivnimi sloZzkami
RPO jsou PUFA #ady n-3 {islovka oznauje pdadi prvni dvojné vazby) — kyselina
eikosapentaenova (EPA) a kyselina dokosahexaeri), které jsou pro lidsky
organismus esencialni. Klinické studie prokazatyppdavani n-3 PUFA sniZuje vyskyt
kardiovaskularnich onemo&mi, maji protektivni &inky proti srd€énim arytmiim a
snizuji krevni tlak. Antiaritmické protektivnicinky byly prokazany také na zeicich
modelech (Tribulova et al., 2010; MitaSikova ef 2008; B&ova et al., 2011). Krom
mastnych kyselin je v RPO obsazeno velké mnozsimpovych prvk. Hojr¢ jsou
zastoupeny také karotenoidy, hlawnr a p-karoten, v mensim mnozstvi jsokitpmné
y-karoten, lykopen a xantofyly. RPO je unikatni prgsoky obsah vitaminu E (560-
1000 ppm), z toho tokoferoly@dstavuji 18-22%, zatimco tokotrienoly 78-82% <ira
z RPO olej s nejvy3Sim obsahem tokotriénoé vSech rostlinych olij(Bester et al.,
2010). Nejhojsji zastoupenym tokotrienolem v RPO+eokotrienol, ktery je &inym
antioxidantem. RPO obsahuje také skvalen, fytokterokoenzym Q10. Shodné
zastoupeni nasycenych a nenasycenych mastnych irkyg#ltomnost znéného
mnozstvip-karotenu (provitaminu A) a vitaminu E spé&h& s minimélnim obsahem
linolové (2-11%) a linolenové (0,1-0,2%) kyselitgni z cerveného palmového oleje
oxidativne nejstabilijSi dietni olej na sst¢ (Edem, 2002).
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2.4.1. Nutriéni vyznam palmoveého oleje

90% produkce palmového oleje je po celémt&wyuzivano pro potravirkaké
ucely. Cerveny palmovy olej je nejbohatsim zdrojem karothov potraw.
Karotenoidy spokn¢é s vitaminem E a kyselinou askorbovou jsteny biologického
systému antioxidafit Konvertuji vysoce reaktivni radikaly a volné padwmvé radikaly
na meér aktivni latky a tim brani hiky pred oxidativhim poskozenim. Kram
poskytnuti vysoké energie je RPO takégnim zdrojenf-karotenu, ktery rize byt
konvertovan na vitamin A. RPO je tedyinny v prevenci komplikaci Zygobenych
nedostatkem vitaminu A, ktery je nutny pro tvorlsakového pigmentu rhodopsinu, pro
spravny vyvoj atst a je dlezity také pi syntéze sexudalnich steroidnich horron
RovreZz je nezbytny pro vyvoj a diferenciaci kigného epitelu, regulaci b&&ného
déleni a zlepSeni imunitni odpési (Edem, 2002).

2.4.2. ltinky RPO

Zdravi prospsSné @inky cerveného palmového oleje jsou spojené hiagn
vysokym obsahem vitaminu E. Vitamin E je souhrngmamovani pro skupinu
piirodnich latek, mezi &t pati ctyii isoformy (@, B, v, 8) tokoferolu actyii isoformy
tokotrienolu. Studie zabyvajici s€idky vitaminu E na zdravi prokazaly vyzna&si
roli tokotrienoli v porovnani s tokoferoly. Na rozdil od tokoférohaji tokotrienoly ve
své struktie isoprenoidni farnesylovgtézec s temi dvojnymi vazbami (Obr. 9). Diky
tomu mohou snadji prochazet do buik a plnit metabolické funkce mnohem

efektivngji nez tokoferoly.

Obr. 9: Struktura tokoferolu (dole) a tokotrienolervenymi krouzky jsou vyzfeny
t7i dvojné vazby ve strukte tokotrienok. Diky nim maji tokotrienoly vyrazjsi

fyziologicky dinek oproti tokoferaim.
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NejvyznamujSi prosgsné @inky tokotrienofi na zdravi se tykaji jejich vlivu na
imunitni odpo¥d’, rakovinu a reprodukci. Maji také kardioprotekiividinky a sniZuji
tak riziko vzniku gkterych kardiovaskularnich onemaci. Nedavné studie ukazaly, ze
tyto protektivni @dinky jsou spojené se schopnosti tokotriéngthbilizovat proteasomy,
které mohou byt poSkozenéi jischemickych chorobach sridch (Das et al., 2008).
Tokotrienoly jsou takéffirodni antioxidanty, SestkratiangjSi nez tokoferoly (Bester et
al., 2010). Maji schopnost eliminovat volné radykal chranit tak buwtné membrany
pied lipidovou peroxidaci.

Jednou z hlavnichifgin amrti ve ¥tSiné zemi jsou kardiovaskularni oneméon
(CVD). Souvislost mezi obsahem fuk dieg€ a CVD budi zajem @erveny palmovy
olej. Pozornost je upna hlavi na vliv RPO na profil sérovych lipid Nasycené
mastné kyseliny byly identifikovany jako hlavni the priciny aterosklerézy.
Ateroskleréza je charakteristicka ukladanim éstdrolesterolu a ostatnich fukvéetrg
triacylglyceroli) v pojivové tkani arterialnich &. Ze sérovych lipid je nejvice
sledovan prav cholesterol ve vztahu ke zvySeni hladiny séroviki a vyskytu
ischemické choroby srdei (ICHS) a ateroskler6zy. Hypocholesterolomickgkefpoly-
(PUFA) a mononenasycenych mastnych kyselin (MUFR&ob nasycenym mastnym
kyselinam (SFA) byl pozorovan u #af i u clovéka. Konzumace SFA vede také ke
zvySeni krevniho tlaku, zatimco tuky obsahujici R MUFA maji opény efekt.
MUFA a PUFA relaxuji krevni cévy a vyvolavaji zvygel produkci vazodilataich
prostaglandift PGF1 a PGI2, které maji antihypertenztinék (Edem, 2002).

2.5. Mitochondrialni glycerolfosfat dehydrogenasa

Pro stanoveni thyroidniho stavu (koncentrace thigégnich hormot) ve tkanich
se vyuziva stanoveni aktivity enzynft.,. mnozZstvi pislusnych proteil), u nichz je
exprese kédujicich géncitliva na znénu koncentrace thyreoidalnich horniorizv.
marker enzymy. Jednim z nich je flavoprotein depata enzym mitochondrialni
glycerolfosfat dehydrogenasa (mt GPDH). mt GPDHaouftigpa na zrény koncentrace
TH vysoce specificky (Ruegamer, 1965) a pomoci atani jeji aktivity lze
charakterizovat hyper- i hypothyroidni stav.

Glycerolfosfat dehydrogenasa (GPDH) je enzymenngatiekého metabolismu a
v buikdch se vyskytuje ve dvou isoformach. Tyto isoforsg 1iSi molekulovou

hmotnosti, koenzymem aftquwevsim citlivosti & zménam thyroidniho stavu.
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Cytosolova GPDH (glycerol-3-fosfat: NADbxidoreduktasa) ma relativni molekulovou
hmotnosti 37 kDa. Katalyzuje redukci dihydroxyaeefosfatu na glycerol-3-fosfat za
piitomnosti koenzymu NADH, ktery se oxiduje na NADExprese geh pro
cytosolovou GPDH neni ovliwma znénou hladiny TH. Druha isoforma se nazyva
mitochondriaini GPDH (glycerol-3-fosfat: FAD oxidoreduktasa) a ma relativni
molekulovou hmotnost 80 kDa. Je to flavoproteinedefentni enzym kédovany v j&d

a lokalizovany na WwjSi strarg vnitfni mitochondrialni membrany. Katalyzuje transport
elektroni ze substratu na ubichinonovy cyklus v respifen fettzci. Jeho enzymova
aktivita v jatrech, kosternim a skggém svalstvu savc je vyznamg ovliviiovana
thyreoidalnimi hormony. Enzymova aktivita mt GPDIld proto povaZzovana za
spolehlivy marker zgn thyroidniho stavu (Dimmler et.21996).

CYTOSO0L MATRIX
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Obr. 10: Glycerolfosfatovylunek a jeho zapojeni do dychacitetzce.

Stanoveni enzymové aktivity mt GPDH jako markeméz thyroidniho stavu se
vyuziva jiz od 60. let. Bve se jednalo hlawno negima fotometricka stanoveni.
V sowasné dob se vyuziva takéifmych metod, které kvantifikuji mnozstvi mRNA
piislusné mt GPDH. Meziipmé metody pdt nag. Northern blotting nebo kvantitativni
RT-PCR. V roce 1996 zjistili autoDimmler et al., pomoci zminych metod, Ze po
podani § laboratornim potkaim se zvysSila v jatrech tvorba mRNA pro mt GPDH 10-
15krét. Odpovd’ na podani Ise dostavila uz po 4-6 hodinich. V men&ientioslo ke
zvySeni koncentrace mRNA pro mt GPDH také v srdciedvindch. Ze vSech
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mitochondrialnich proteinkodovanych v jaik se nejtive dostavuje odp@d’ praw mt
GPDH.

Od 60. az do 80. let se hejpouzivalo fotometrické stanoveni aktivity mt GPDH
vyuZivajici systému dvou ustych akceptol elektrori PMS (fenazin methosulfat) a
INT (2-p-jodofenyl-3p-nitrofenyl-5-fenyltetrazolium chlorid). INTijima elektrony od
PMS a ndni se v barevny produkt jodoformazan, jehoz abswbae néi pri 500 nm.
PMS uvohuje elektrony vlivem sitla. Tato metoda je vSak zatizena systematickou
chybou. Alternativou je metoda popsana Gardneredi4)la Okamurou et al. (1981),
kdy se jako urdly akceptor pouziva pouze INT. Absorbance s&impst pii 500 nm.
Citlivost této metody je vSak mnohem mensSi. V ra®&&5 provadii Lee and Lardy
meéieni enzymové aktivity mt GPDH v souvislosti se si@vim vlivu fiznych hladin §
vramci jednotlivych organ a mezi organy. Zjistili, Ze nejcitlySi na zndny
koncentrace 3 je mt GPDH v jatrech, a poté v srdci, ledvinachsternich svalech,
branici, slinnych Zlazach a pankreatu. V mozkwiph, slezi&, lymfatickych uzlinach,
brzliku a pohlavnich organech neni aktivita mt GPEZ#isla na koncentraci;TDalSi
alternativou je vyuZzitéasti respiranihoietézce, kdy se fotometricky stanovuje redukce
cytochromu c. Mt GPDH iigdava elektrony na FAD, ktery je tak redukovan ABH,.
Elektrony jsou peneseny na ubichinonigs cytochrom c-reduktasu a redukuji
cytochrom c. Redukovany cytochrom ¢ ma jiné ahsdrppektrum nez jeho oxidovana

forma.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pros¥edky k realizaci

3.1.1. Specielni chemikélie a radiochemikalie

VétSina pouzivanych chemikalii byla od firmy SigmaiAth nebo C. Roth.
Inhibitory proteas (PIC, PMSF) pochazely od firmyiga-Aldrich, kyselina
bicinchoninova (BCA) od firmy Fluka a¢hné anorganické sléaniny od firmy
Lachema. Chemikalie pouZivané pro stanoveni enzgmaktivity GPDH byly
v nejvyssi dostupnéstott (p.a.). Jako substrat byl pouZzit glycerol-3-fosfiatlikatorem
pro mefeni aktivity byl cytochrom ¢ a pro zablokovani aftoomoxidasy, posledniho
¢lanku respiraniho fetszce, slouzil NaCNCerveny palmovy olej (RPO) byl darem od

profesora Van Rooyena (South Africa).

Pro radioimunoanalytické stanoveni koncentraceotjpgonini v séru byly
pouzity komeéni RIA kity pro stanoveni celkového thyroxinu XIT#1447) a

trijodthyroninu (tT3, #1699) v lidském séru od firmy IMMUNOTECH (Beckma

Coulter company, Praha). Od firmy MP BiomedicalsSA) byly pouzity preparaty
radioaktivié znasenych **I-jodothyronini: L-[3",5"-**]-thyroxin, L-[3"-'*7]-3,3",5-
trijodthyronin a L-[5"%?3]-3,3",5 -trijodthyronin (r'E). VSechny ostatni pouZivané

bézné chemikalie a rozpousiia byly nejvyssi dostupnistoty (p.a.).

3.1.2. Histroje

Kromeé bézneho laboratorniho #iaeni, jako jsou ndgklad vahy, homogenizatory,
automatické mikropipety, mikrozkumavky, apod. byppttebné i velmi nakladné
pristroje, dostupné na hlavnifasitelském pracovisti na Fyziologickém Gstavu &R
v Praze. Pro ifpravu mitochondrialni a mikrosomové frakce se \vyaly chlazena
centrifuga Janetzki K23 s vykyvnym rotorem se ZaélyZzcelkem pro 16 kyvet o objemu
15 ml, chlazena centrifuga Janetzki K24 s uhlovytonem pro 12 kyvet o objemu 10
ml a chlazenéa vakuova ultracentrifuga Sorvall RCOBIX® rotorem AT4, umdidijici
centrifugovat mala mnozstvi vzorkii p 100 000 g.

Pro neéteni enzymové aktivity mt GPDH v mitochondrialniglakcich jater byl

pouzit spektrofotometr UV-1700 PharmaSpec (Shimpddary byl gipojen k p@itadi
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a tizen programem UV Probe. Tento spektrofotometr jpyuzit i pro stanoveni

celkovych bilkovin pomoci metody s kyselinou bidinainovou.

125
Pro n&teni radioaktivity | pti radioimunoanalytickém stanoveni celkovéhpal

T4 byl pouzit vicedetektorovy gama<ita¢ Packard Cobra Il nebo gamaéped
Packard Minaxi 5000.

Elektroforegramy ziskané ftip stanoveni jednotlivych proteinovych MyHC
isoforem byly oskanované s vyuzitim laserového sean LAS-1000. Pomoci

specielniho softwaru AIDA (Raytest, ¢Mecko) bylo vyhodnoceno a stanoveno

16
procentuelni zastoupeni jednotlivych MyHC isoforgatogram rozliSuje 2 odstini

z¢ernani a umaiije tak velmi pesnou kvantifikaci jednotlivych skvrn na gelu.

3.2. Metody

V néasledujicich odstavcich jsou popsany vSechnipdyepouzité fi stanoveni a

vyhodnoceni vysledkexperimentalnéasti prace.

3.3. Farmakologické experimenty na potkanech

Na Fyziologickém Gstavu Akademi&d/Ceské republiky v Praze (FGU - AUR)
byly provedeny ii rozsahlé experimenty (RPO 11/1, RPO 11/2 a RP@3)lha
laboratornich potkanech, u kterych byl experimewtalavozen hypothyroidni nebo
hyperthyroidni stav. Krogh navozeni zrny thyroidniho stavu byl laboratornim
potkarim podavan také&erveny palmovy olej (RPO). Experimenty byly prowag
podle vnitnich snérnic FGU-AVCR, odvozenych ze zékona na ochranuatvproti
tyrani (246/1992 Sb). Pro experimenty byli poud#boratorni potkani ziskani ze
zvetince FGU - AVCR.

3.3.1. Zmena thyroidniho stavu

Hypothyroidni stav (HY) byl vyvolan podavanim 0,05% roztoku methimazolu
(2-merkapto-1-methylimidazol, Sigma) v pitné ¥ddzdy den a tak udrzovan po celou
dobu experimentalniho obdobi.

Hyperthyroidni stav (TH) byl navozen a udrZovan po celou dobu experimentu
podavanim roztoku sodné soli L-thyroxinugT(Sigma, ca. 16.7 ug/100 g¢ldésné
hmotnosti) a 3, 3’,5-triiodo-L-thyronin ¢J (Sigma, 3.3 pg/100 glesné hmotnosti) v
pitné vod kazdy den. Koncentrace, @ Tz v roztoku byla upravovana kazdy druhy den
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tak, aby zwfata po celé experimentalni obdobi dostavala stemgzstvi thyreoidalnich
hormoni na 100 g jejichdesné vahy (podle toho jak se&mila jejich hmotnost).
Potkani veuthyroidnim (EU) stavu byly samci drZzeni na standardni diétez
aplikace jakychkoliv farmak, pochazejici ze stemehu jako experimentalni Zaita.
RPO
Experimentalnim zvatim byl také podavan RPO v davkach 800mgidgsné
hmotnosti kazdy denébem celého experimentalniho obdobi. Pro snaZSkaagplbyl

RPO (ve ztuhlém stavu) podavan potkanna pisSkotech.

3.3.2. Experiment RPO 11/3

V experimentélniéasti diplomové prace uvadim pro ilustraci jen vgkie
z experimentu RPO 11/3. 30 saimaboratorniho potkana bylo raddno do 6 skupin
podle podavanych farmak ighled vTab. 2 ve vysledkovécasti). Ri zahajeni
farmakologického experimentu byli potkani 2sice sté. Zvifata byla chovanaip
teplog 23 °C s pravidelnym s#telnym rezimem 12/12 hodin @&lo 6.00 -18.00 h.).
Byla jim podavana standardni peletovana dieta {Smihapajeni byli vodovodni vodou

napajeékami. Experiment trval po dobu sedmi tydn

3.3.3. Odkér biologického materialu

Po ukoreni experimentu byli potkani zabiti, uvedenim dahaké éterové
narkézy a pestizenim juguléarni Zily. Zvata byla vykrvdcena a krev byla sbirana
v maximalnim dosazitelném mnozstvi. Krev se neckakgulovat po dobu 20 minut
pii laboratorni teplat a poté byla st®ena v chlazené centrifuzei 2000 rpm. Ziskané
krevni sérum bylo uloZenoied analyzou # -20°C. Od kaZzdého zkdte byly také
vypreparovany organy pro dfeni anatomickych parameétr Stitna zlaza (GT), srdce
H), jatra (L) arada dalSich. Z jater byly nasledwyizolovany mitochondrie (Rauchova
et al., 2011), ostatni tk&rbyly rychle zamrazeny v kapalném dusiku radodalSim
zpracovanim byly uloZenyip-80°C v hlubokomrazicim boxu.

3.4. Stanoveni koncentrace thyreoidalnich hormainv krevnim séru
Koncentrace thyreoidalnich hormorv krevnim séru potkain byla stanovena

pomoci radioimunoanalyzy (RIA). RIA jsou izotopoviéunochemické metody
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zalozené na kompetici mezi radioakévrzna&enym antigenem a stanovovanym
nezngenym antigenem o vazebnad mista na monoklonalniilfioet. Po dosazeni
rovnovahy se odseparuje volny antigen od antigegmaneho protilatkou a &ir se
aktivita jedné nebo obou frakct?@-znaseny antigen vyzaije snadno a ipsré
kvantifikovatelné nizkoenergetické gamaresd. Obsah analytu ve vzorku seciur

z kalibrasni zavislosti.

3.4.1. RIA stanoveni koncentrace celkovéhosz& T,

Stanoveni celkovych koncentraci TH{tTesp. tT) ve vzorcich krevnich sér bylo
provedeno pomoci kom@&rich souprav od firmy IMMUNOTECH (Beckman Coulter
company), které jsou &eny pro stanoveni hormorv lidskych sérech; s dostareu
piesnosti |ze vSak tyto soupravy vyuZit i pro stamdwesérech laboratornich potkan
Fyziologické hodnoty koncentrace thyreoidalnichnhamni (u lidi) se u euthyroidnich
jedinai pohybuji v rozmezi 1,2-2,8 nmol/l proz10-160 nmol/l pro t7.

Souéasti soupravy byly zkumavky potaZzengsfuSnou monoklonalni protilatkou,
129.znateny tracer (zngeny T, resp. ), kontrolni séra a standardni roztoky. Pro
stanoveni celkovych koncentraci je nutn&sgit TH z vazby na specifické transportni
plazmatické bilkoviny, proto je vroztoku tracerubsazena kyselinaa-

naftalensulfonova.

Pracovni postup

Rozmrazené vzorky krevnich sér bylgkthdné promichany na vortexu a kratce
odstedny na mikrocentrifuze. Vzorky spolu se standardyoatrolnimi séry byly dle
nadvodu napipetovany na dno zkumavky potazenélgiaiu. Celkového tyroxinu je
v séru piblizné osmdesatkrat vice nez celkového trijodthyronindsisd byl do
zkumavek pidan tracer. Sk se inkubovala za intenzivnihtepani pi laboratorni
teplo€. Analyt sou¢zi behem inkubace stracerem o vazebnd mista omezeného
mnoZstvi protilatky vdzané na zkumavce. Po inkubaygla provedena separace
vazaného antigenu od nenavazané frakce odsatimoktoztbylého traceru a slozek
vzorku ze zkumavky. Poté bylo provedengiemi aktivity, ktera je nggmo un€rna
mnozstvi analytu ve vzorku.

Pro neteni radioaktivity vazanych frakci TH byl pouZicitac Packard Cobra

5000 s pti identickymi scintil&nimi detektory. Scintiléni detektor pevadi ionizujici
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z&eni na elektrické impulsy dvoustigrym procesem. lonizujici #ni dopada na
detektor (monokrystal Nal aktivovany 1% TI) augpbuje uvoléni elektrori.
Elektrony se pohybuji krystalem a tgobuji excitaci desitek atdm Atomy

v excitovaném stavuipchazeji zgt na svou zakladni energetickou hladinu faom
dochazi k emisi sila, které dopadéd na &locitlivou katodu (fotodiodu). Dopadajici
fotony zpisobuji uvolgni fotoelektrori, které dopadaji na dynodu a vyrdzeji z ni
sekundarni elektrony. Timto @gobem je signal amplifikovan. Vhodnoceni kalioia
zavislosti a poté odeeni koncentrace analytu ve vzorku je prairam zabudovanym

pocitatovym programem (Pavelka, 2012).

3.4.2. Volné frakce

Stanoveni volnych frakci TH (T resp. fT) je zaloZzeno na stejném zékladnim
principu — radioaktivé zna&ena je protilatka a zkumavky jsou potazené analogem
analytu (T, resp. ). Ke stanoveni volnych frakci bylo pouZzito korreich sed firmy
IMMUNOTECH (Beckman Coulter company), které jsodeamy pro stanoveni volnych
frakci TH v lidském séru. Fyziologické hodnoty (idi), stanovené timto setem
meienim hladiny volnych TH u euthyroidnich jedinse pohybuji v rozmezi 2,5-5,8

pmol/l pro fT3 a 11,5-23 pmol/l pro ff

Volna frakce T3

Komegni set pro stanoveni volné frakce ®bsahoval zkumavky potazené
analogem 3,5,3"-trijodo-L-thyroninu, monoklon&lnioflatku proti T; znaseou **,
lyofilizovana kontrolni séra a standardni roztokizorek (standard nebo kontrolni
sérum) byl v mnoZstvi uvedeném v navodu pipetovdndno zkumavky, potazené
analogem 7, a nasled& k €mu byla gidana monoklonalni zgana protilatka. Bhem
inkubace probihala kompetice mezi volnygWe vzorku a ligandem. Po skami doby
inkubace byl obsah zkumavky odsan a nasldmia zneiena navdzana aktivita, ktera

je negimo ungrna mnozstvi analytu ve vzorku.

Volna frakce T4
Stanoveni volné frakce,Tbylo zaloZzeno na sloZj§im principu. Do systému je
zapojen dalSi amplifikujici systém — biotin-avidivitamin biotin miZze byt snadno

konjugovan Kad biomolekul, wetrg protilatek a avidin ma k molekule biotinu
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vysokou afinitu. Komemi set obsahoval zkumavky potazené avidinem, hjlatrany
ligand (analog 7), monoklonalni protilatku proti 4T znaienou radionukliden*3
(tracer), standardni roztoky a lyofilizovana kofhiioséra. Nejdve byl na dno
zkumavky potazené avidinem napipetovan dle navodorek (standard, kontrolni
sérum), a nasledrk nému byl gridan tracer a biotinylovany ligand.éBem inkubace
doslo ke kompetici mezi volnym, Ve vzorku a ligandem o vazebné mista na protilatce
Protilatka, kterd byla vazana na ligand, se nagapal thu zkumavky, protoze je
ligand biotinylovan. Po inkubaci byl odsan obsalimkvky a naslednbyla zn€fena

vazana aktivita, ktera je némo Unmérna mnozstvi analytu ve vzorku.

3.5. Fiprava mitochondriélnich frakci jaterni tkan é

Pro stanoveni enzymové aktivity mitochondrialni B&P bylo tteba pipravit

z jaterni tk&s mitochondrialni frakce (Rauchova et al., 2011).

Zasobni roztoky

PIC (Protease inhibitor cocktail, Sigma P2714) —<€smmhibitoi proteas (Bestatin,
Leupeptin, Aprotinin a AEBSF)

100 mM PMSF v isopropanolu (fenylmethylsulfonylfiid) - inhibitor serinovych
proteas

250 mM sacharosa

500 mM Tris-HCI pufr, pH=7,2

100 mM EDTA, pH=7,2

Izolaéni médium STE pro pfipravu homogenati tkani

250 mM sacharosa

10 mM Tris-HCI pufr, pH 7,2

1 mM EDTA, pH 7,2

0,2 mM PMSF (qul do 1 ml alikvotu)

PIC (2ul do 1 ml alikvotu)

(97d sacharosa?d Tris pH 7,24d EDTA) — do 1ml alikvotu fidat 2 pl PIC a 5 pl
PMSF (&srg pied pouzitim!)
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Pracovni postup

Nejprve bylo pipraveno izolani STE médium smichanim zasobnich ro#tok
sacharosy, Tris-HCl a EDTA v pamu 97:2:1. Bsre pied pouzitim bylo k médiu
piidano na 1 ml jeho alikvotu gl PIC a 5ul PMSF. Ripravené STE médium, stejn
jako homogenizator a kyvety, byly stale uchovavearkprytku s ledem. Na digitalnich
vahach bylo odvazeno 750 mg jaterni tkawmdvazeny vzorek byl ipnesen do
homogenizatoru a bylo fijdano 3 ml STE média. Homogenizace probihala
v homogenizatoru typu teflon-sklo s motorovym pafton Poté nasledovala frak

centrifugace:

1. centrifugace homogenatu pro o&kti nuklearni frakce (sediment),
centrifuga Janetzki K23, 10 min./2000 rpm/4 °C

2. centrifugace supernatantu pro &ddi mitochondrialni frakce (sediment),
centrifuga Janetzki K24, 10 min./22000 rpm/4 °C

Sedimenty z 2. centrifugace se resuspedovaly &sipivodniho objemu STE
meédia. Suspenze se kratce zhomogenizovala. Homiygeeagelily do PP kyvet a
provedla se recentrifugace 5 min./13000 rpm (cd20Q5y) i 4 °C, aby se odstranily
mikrosomy, glykogen a dalSi b&imé slozky.

Sedimenty pecisténych mitochondrialnich frakci se resuspendovalg.vic- 2 mi
STE média, fenesly do 2 ml zkumavek ozremychmt. Z kazdé zkumavky se odebral
alikvot presre 20 ul do 1,5 ml zkumavky ozianéprot./mt pro stanoveni celkového
mnozstvi proteinu. Mt frakce a alikvoty byly uscioy v hlubokomrazicich boxeclhtip
teplot -80°C.

3.6. Stanoveni enzymové aktivity GPDH

Aktivita GPDH byla stanovena spektrofotometricky nvtochondrialni frakci
zhomogenizované jaterni tkAnRegistrovala se z¢na absorbance vase i vinové
délce A=550 nm pi laboratorni tepldt po dobu 5 minut. Nfeni enzymové aktivity
GPDH v mitochondriélnich frakcich jater se prosiadna spektrofotometru UV-1700

PharmaSpec od vyrobce Shimadizaenym z PC programem UV Probe.
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Z&sobni roztoky
pufr 20mM Tris/ 50mM KCI/ 1mM EDTA, pH 7,4
100 mM NaCN

2 mM cytochrom c (v pufru)

500 mM glycerol-3-fosfat

Pracovni postup

Do sklergné kyvety se napipetoval pufr, NaCN, cytochrom cvzorek
mitochondrialni jaterni tkanpodle Tab. 1. Reakce se nastartoval@idavkem 25ul
glycerol-3-fosfatu a ihned se spustila registracgrz absorbanceip550 nm po dobu
300-400 s.

Tab. 1Inkuba’ni roztok @i stanoveni enzymové aktivity GPDH (v 1 ml sikiérkyvet)

Roztok Konetna koncetrace
430ul 0,1 M pufr /

10pl 0,1 M NaCN 2 mM

25ul 2 mM cytochrom c 0,1 mM

10 ul vzorek mt (50-10Qug proteinu) 0,1-0,2 mg il

25ul 0,5 M glycerol-3-fosfat (start) 25 mM

3.7. Stanoveni koncentrace celkovych protein bicinchoninovou

metodou

Pro stanoveni celkového obsahu prateinv jednotlivych  frakcich
zhomogenizovanych tkani byla pouZzita bicinchoninovétoda (Smith et al., 1985).
Tato metoda je modifikaci klasické Lowryho metodgn®veni celkovych protein
Méd'naté ionty reaguji s proteiny v alkalickém predi a katalyzuji oxidaci
hydroxylové skupiny tyrosylovych zbyikve stanovovanych proteinech. Zart\jsou
méd’naté ionty redukovany na ionty édiné, které nasledninteraguji s kyselinou
bicinchoninovou (BCA; kyselina 2,2'-bichinolin-44fikarboxylovd). BCA tvéi
s méd’nymi ionty intenzivi purpuro¥ zbarveny komplex. Je velmi stabilni se stalym
zbarvenim a absorbujégipinové délce 562 nm. K &teni intenzity zabarveni se tedy

vyuziva fotometrické stanoveni. Optimalni hodnokh gro tuto reakci je 11,25. Tato
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metoda umofuje stanoveni mikrogramovych mnoZzstvi probeire velmi zedénych
roztocich. Vyhodou je také dlouhodoba stabilit&kéeéch roztok.

Reakéni dinidla
Roztok A
1% vodny roztok BCA - Na(Fluka # 14339)
2% NaCO03.H,0
0,16% K, Na vinan
0,4% NaOH
0,95% NaHC@
Na pH 11,25 byl roztok upraven jdanim koncentrovaného NaOH nebo pevného

NaHCGQ; dle poteby.

Roztok B
4% CuSQ-5 HO
Roztoky A a B byly smichanydné pred pouzitim v porgru 50:1. Tim vznikla reaini

smss intenzivig zeleného zbarveni.

Pracovni postup

Pred samotnym stanovenim celkového obsahu proteinuzgecich bylo nutné
zmefit kalibraéni zavislost. Jako standard byl pouzit émvsérovy albumin (BSA) o
koncentraci 1 mg/ml. BSA byl napipetovan do miknaziavek v mnozstvi 1-1Qg
v kong&ném objemu 1%l. Do vSech mikrozkumavek bylaidano 300ul realkéni smesi
a vzniklé roztoky byly inkubovany po dobu 30 minutermostatu (suchém bloku)
vyhidtém na 37°C. Po ukoeni inkubace byla reakce zastaven#espnutim
mikrozkumavek do polystyrenového korytka s ledelhmedl byla zrétena absorbance
roztoki pii vinové délce 562 nm a sestrojena kalfimickiivka.

Koncentrace bilkovin ve frakcich homogeangdnotlivych tkani byla stanovena
obdobr. Vzorky byly nejprve pedredény destilovanou vodou podle typu tkanebo
burééné frakce. Optimélnfedni bylo stanoveno experimentéltak, aby mnoZstvi
proteinu v reaéni snesi nabyvalo hodnot vrozmezi kalibrda kiivky. Vlastni
stanoveni koncentrace proteinu ve vzorcich se pitwav triplikatech, pi tiech
raznych konénychtedinich. Do kazdé mikrozkumavky bylo nanesenoul Baredné

suspenze aimano 300ul reakni snEsi pripravené smichanim roztoku A a B.
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Nasledovala 30 minutova inkubaci B7°C ve vyltivaném suchém bloku. Po uplynuti
30 minut byla reakce zastavengemesenim mikrozkumavek do ledu. Bezpiexhts
poté byla zmifena absorbance &la o vinové délce 562 nm na spektrofotometru
PharmaSpec UV 1700 (ShimadzuHodnoty koncentrace celkovych protéin
obsaZenych ve vzorku byly afteny z gedem pipravené kalibrani kiivky.

3.8. Extrakce €zkych iFetézca myosinu
Z pomalého lytkového svalu (musculus soleus, S®tychlého svalu natahoia
prsti nohy (extensor digitorum longus, EDL) experimemith zviat byly extrahovany

téZkétfetzce myosinu.

Z&sobni roztoky Promyvaci pufr (WB — washing b.)
1 M NacCl 4,4 mM NagxH,POy.2H,O

0,2 M EGTA,pH 7,0 4,0 MM NaHPQO,.12H,0

0,1 M NaP,0;.10H:0, pH 8,4 20 mM NaCl

0,25 M DTT 1 mMEGTApH 7,0

0,2 M NaHPQO,.2H,0 Extrak &ni pufr (EB — extraction b.)
0,2 M NgHPO,.12H,0 5 mM EGTA, pH 7,0

100% glycerol 1 mMDTT

0,1 mM pyrofosforénan sodny, pH 8,4

Pracovni postup

Do predem pipravenych zkumavek o objemu 1 ml byltepré navazeno 50 mg
zmrazeného svalu a zkumavky byly uréist do nadoby s ledem. Do kazdé zkumavky
bylo piidano 250ul promyvaciho pufru (WB) a pomoci malych ostrycivek byly
svaly gimo na ledu homogenizovany. Ra#isané svaly byly ékladné zcentrifugovany
na stolni centrifuze umisté v chladové mistnosti (4°C). Centrifugace prolaita
minut @i 12 000 rpm. Supernatant byl odstama do kazdé zkumavky bylaigano
trojnasobné mnoZzstviagpodniho mnoZstvi navazeného svalu (&§Cextrakniho pufru
a dikladre rozmichano kopistkou. Taktaipravené vzorky byly umishy do nadoby
s ledem naiepaku. Extrakce&Zkychietzci myosinu (MyHC) probihala po dobu 30
minut @i 120 kmitech za minutu. Mezitim bylyipraveny no¥ oznaené zkumavky na
supernatant a vzorek pro elektroforézu. Po uply@@i minut byly vzorky ogt
centrifugovany v chladové mistnosti po dobu 10 rhipti 12 000 rpm. Déle byl
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supernatantignesen do n@oznaenych zkumavek a kkmu pridano stejné mnozstvi
87% glycerolu. Obsah zkumavek byikidné zvortexovan a odebran alikvotib na

elektroforézu. Vzorky byly promichany a zamrazeny.

3.9. Elektroforéza €zkych ietézci myosinu

V experimentalnéasti mé diplomové prace bylglény isoformy &Zkychietzcai
myosinu pomoci elektroforézy v polyakrylamidovénmuge pritomnosti dodecylsulfatu
sodného (SDS-PAGE). Metoda byla modifikaci provédeodle Tallmadge a Roy
(1993), ale vzhledem k tomu, Ze se jednalo o sepaslkych a velmi podobnych
proteini, probihala elektroforéza po dobu cca 20 hodirdpC, aby doSlo k uplnému

a spravnému rozteni isoforem.

Zasobni roztoky

30% Akrylamid-Bisakrylamid

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

0,5M Tris-HCI, pH 6,8

1M glycin

100 mM EDTA, pH 7,0

10% SDS (dodecylsulfat sodny)
10% Peroxosiran amonny (WS,0g

Vnit ¥ni elektrodovy pufr

150 mM glycin
0,1 M Tris-baze
0,1 % SDS

VnéjSi elektrodovy pufr

Vnitini elektrodovy pufr a destilovana
voda (1:1)

Predied’ovaci pufr (PP)

70 mM Tris-HCI, pH 6,8

20% glycerol

Vzorkovy pufr (VP)

125 mM Tris-HCI, pH 6,8

20% glycerol

1 mM EDTApH 7,0

5% SDS

0,1% bromofenol blue

5% B-merkaptoethanol

Detergent SDS ve vzorkovém pufruispbuje denaturaci a poskytuje protam

negativni naboj, Tris-HCI udrzuje vhodné pH. Glyaena vyssi specifickou hmotnost

a zajifuje tak klesnuti vzorku ke dnu jamky v gelu. Preedsivani pibchu

elektroforézy se uziva modré barvivo bromfenol blue
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SloZeni gel

Pro SDS-PAGE byly pouzity dva gely, které byly woeny polymeraci
akrylamidu a N’,N"-mehtylenbisakrylamidu. Gely $& kvoji hustotou, coZ je dano
stuprém zesigni. Koncentrani (stacking) gel byl pouZzit pro dosazeni nerozmgeh
prouzki ve vysledku. V sepataim (separating) gelu se jiz protein§lity na zaklad

své molekulové hmotnosti. SloZzeni obouigel uvedeno v nasledujici tabuldab. 2).

Tab. 2: SloZeni sepatmiho a koncentreniho gelu

Vychozi roztoky Separating gel Stacking gel
Vychozi koncentrace mi Finalni koncentrace ml Fin&bncentrace
30% Acrylamid(A)- 0 o 7 0 0
bisakrylamid(B) (50:1) 2.667 8% A+ 0,16% B 0,66 4% A + 0,08% B
100% Glycerol 3,74 37,40% 1,87 37,40%
Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 1,333 0,2M - -
Tris-HCI 0,5M, pH 8,8 - - 0,7 70 mM
1M Glycin 1 0,1M - -
100mM EDTA (pH 7,0) - - 0,2 4 mM
10% SDS 0,4 0,40% 0,2 0,40%
dest. HO 0,754 - 1,307 -
10% Peroxosiran amonny 0,1 0,10% 0,05 0,10%
TEMED 0,006 0,06% 0,006 0,12%

Pracovni postup

Nejdiive byly sloZzeny formy na gely a podlab. 2 namichany roztoky. Mezi skla
byla nalita smis pro sepakai gel a po zpolymerovani (ztuhnuti gelu) byl vyemy gel
pievrstven smési pro koncentrini gel, do které byl nasledrvlozen ,Hebinek" pro
vytvoieni jamek. Redem pipravené vzorky (extrakty na elektroforézu) bylyetdiny
piedred’ovacim pufrem na koncentraci celkovych proielnmg/ml. Redredéné vzorky
byly dale smichany se vzorkovym pufrem v gom1:4 (1 dil vzorku s PP a 4 dily VP).
Vzorky v dikladre ozn&enych zkumavkéch s propichnutyméky byly zvortexovany
a 3 minuty povéeny na vodni lazni. Taktoripravené vzorky byly v mnozstvi|d dale
nanaseny do jamek gelu. NanasSeni bylo préwddco nejpesrdji a nasleda byly

vzorky opatr@g prevrstveny vninim elektrodovym pufrem. Gely byly vioZzeny do
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nadob na elektroforézuradre utsreny. Mezi gely byl nalit vniini elektrodovy pufr a
zevre do nadoby byl nalit wWjSi elektrodovy pufr tak, aby se vyrovnaly hladiolyou
pufri. Oba pufry byly vychlazené na 4°Getrg vody potebné na fipravu vrgjsiho
elektrodového pufru. Cela soustava elektroforézg pkesunuta do chladové mistnosti
(3-5°C).

Elektroforéza probihala zadhto podminek:
Pri napsti 45V 30 minut
Pri napeti 100V 19 hodin
Pri napeti 150V 1 hodinu

Lid and tank 4

Casting stand ¢ &

Casting
frame

Short plates

Sample Spacer plates W
loading ﬁ ﬁ
guides é

Combs ﬁ

Obr. 11: Souprava Mini PROTEAN 3 od firmy Bio-Rad.

3.10. Barveni skibrem

Po rozdleni jednotlivych isoforem ¢kkych ftetzca myosinu  (MyHC)
elektroforézou byly pro jejich identifikaci ziskaméektroforegramy barveny metodou
barveni stibrem (Blum et al., 1987).
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Zasobni roztoky VWvijeci roztok

50% ethanol 2,9% NaCGOs

0,02% NaS,03.5H,0 0,0004% Na-thiosulfat
formaldehyd 0,18% formaldehyd
Fixaéni roztok redestilovana voda
45% methanol Stop roztok

10% kyselina octova 45% methanol
0,018% formaldehyd 10% kyselina octova
Barvici roztok redestilovana voda
0,2% AgNQ

0,027% formaldehyd

Pracovni postup

Rozdlené proteinové isoformy v gelu byly néje zafixovany ve fixénim
roztoku (podle pdeby mize fixace trvat 1 hodinu aZkolik dni). Fixace probihala na
trepace @i pokojové teplat. Po fixaci byly elektroforegramy promyty 3x po 20
minutach ethanolem. Nasledovalo promivani 2x30 rs&ky02% Na-thiosulfatem. Dale
byly elektroforegramy promyvany 3x20 sekund red@ginou vodou pro odstrani
0,02% Na-thiosulfatu. Formaldehyd do barviciho okatbyl gridan €sné pred vliastnim
barvenim. Jednotlivé proteiny na gelu byly barvenparvicim roztoku po dobu 20
minut ve tn¢ za pomaléhoiépani. Po obarveni nasledovalo promyvani redeatilow
vodou, 3x po 20 sekundach. Taktéz do vyvijecihdotaz byl gidan formaldehyd az
tésne pred pouzitim. Wvijeni probihalo tak dlouho, dokuebgly vidét tmavé pruhy.
Poté nasledovalo rychlé promyti vodou po dohikolika sekund. Reakce byla
zastavena stop roztokem. Doba vyvijeni ngantrvat @iliS dlouho, jinak dochazelo
k rozmyvani prouzk proteimi a nasled& k obtiznému vyhodnocovani elektroforegiam
a identifikaci proteid.

Obarvené elektroforegramy byly naslédsskanovany s vyuzitimiistroje LAS-
1000, pomoci softwaru AIDA byly vyhodnoceny a byktanoveno procentuelni
zastoupeni jednotlivych MyHC isoforem.
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4. VYSLEDKY

Navozeni #izného thyroidniho stavu u experimentalnichiava vliv podavani
RPO byly dokumentovany ¢enim zngn paramett, u nichZ se fedpoklada, Zze budou
ovlivnény zmenou thyroidniho stavu. Btenymi hodnotami byly zémy neékterych
anatomickych paraméir zmény koncentrace celkového trijodthyroninu {fTa
thyroxinu (tT) a volného trijodthyroninu (fj) a thyroxinu (fT;) v krevnim séru, a dale
zmeny aktivity mitochondrialniho flavoprotein depentigiho enzymu glycerol-3-fosfat
dehydrogenasy (mt GPDH).

4.1. Anatomické parametry

Z anatomickych paramétibyla métena absolutni hmotnost potkarabsolutni a
relativni hmotnosti srdce a Sstitné zZlazy v zavislogm thyroidnim stavu. Relativni
hmotnosti srdce a Stitné Zlazy bylyimny jako podil absolutni hmotnosti srdce (Stitné

Zlazy) v miligramech a celkové hmotnosiet potkana v gramech (mg/qg).

V Tab. 3 je prehledré popsano navrzeni farmakologického experimentu RPO
11/3. Experimentalni ziata jsou v tabulce roztbna do 6 skupin podle jejich
farmakologického ovlivéni. Jsou zde zaznamenany absolutni hmotneékstj Etitne
Zlazy a srdce, relativni hmotnosti Stitné Zlazydces a také mmérné hodnoty dchto
parametit ve skupindch zvat. Jiz z pimérnych hodnot anatomickych paranietr
v Tab. 3 Ize vidt vyrazné zminy ve skupinach siznym thyroidnim stavem. Z&ny
anatomickych paraméir v zavislosti na vlivu thyreoidalnich hormibnspol&né

s vlivem RPO jsou graficky znadzamy v nasledujicich grafech.
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Tab. 3: Prehledny popis uspédani farmakologického experimentu RPO 11/3.

Zleva: Farmakologické ovlivéni acislo skupiny,cislo zviete a vzorku, hmotnostla
(BW), absolutni hmotnost §titné Zlazahs. GTW) a jeji pmérna hodnota ve skupin
relativni hmotnost Stitné zlazyRél. GTW) a jeji paimérna hodnota ve skupin
absolutni hmotnost srdcAl§s. HW) a jeji pmérna hodnota a relativni hmotnost srdce
(Rel. HW) a jeji pimérna hodnota ve skupin

5915| 3 | 386 | 50 0,130 1,29 3,34
5916| 4 | 413 | 50 0,121 1,32 3,20
E Il | 5917 | 27| 396 60 52 | 0,152 | 0,13 | 1,46 | 1,32 | 3,69 | 3,39
5918 |28| 410 | 62 0,151 1,16 2,83
5919 | 13| 354 | 37 0,105 1,38 3,89
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Z Tab. 3 Ize vyist, Ze hmotnostita se signifikant& neliSily mezi EU, HY a TH
potkany. Ani podavani RPO né€hn na €lesnou hmotnost potkanvyrazny vliv.

Thyreoidalni hormony isobi zrychleni srdmi ¢innosti, ¢imz je ovlivrena i
velikost srdce. Proto byla post mortem srdce vazemad#solutni a relativni hmotnosti
srdce pouzity jako marker thyroidniho stavuGy¥afech 1 a 2jsou zaznamenany
absolutni a relativni hmotnosti srdce potkame skupinach siznym farmakologickym

ovlivnénim.

Absolutni hmotnost srdce

[*8]
u
J

EES

2,5 1

2,0 A

Hi

EE
1,5 4

HA

Absolutni hmotnost srdce (g)

0,5 A

0,0

HY (n=5) EU (n=4) TH (n=6)

Graf 1. Porovnaniabsolutni hmotnosti srdce u eu- (EU), hypo- (HY) a
hyperthyroidnich (TH) potkan Statistickd vyznamnost: **p<0,01 a ***p<0,001
signifikantni rozdily HY nebo TH proti EU potkéam.

V Grafu 1 vidime, Ze u potkan kterym byla podavana kombinace & T, (TH)
doSlo k vyraznému zvySeni absolutni hmotnosti srftre35%) oproti kontrolnim
zviratim v euthyroidnim (EU) stavu. Naopak u potkankterym byl podavan

methimazol (HY) poklesla absolutni hmotnost srdeebt kontrolnim zviatim o 29%.
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Relativni hmotnost srdce

ol
b‘j_l
E EES
= 6 4
%]
©
5
7 -
2 4] T =
2
£ 3 - L
£
51
T 17
&

0

HY (n=5) EU (n=4) TH (n=6)

Graf 2: Porovnanrelativni hmotnosti srdce u eu- (EU), hypo- (HWyperthyroidnich
(TH) potkani. Statisticka vyznamnost: *p<0,05 a **p<0,8ignifikantni rozdily HY
nebo TH proti EU potkaim.

Vysledky stanoveni relativni hmotnosti srdc&rafu 2 koreluji s gedchozimi
vysledky ngieni absolutni hmotnosti srdce. U TH jediryla relativni hmotnost srdce
zvySena 0 26% a 0 17% sniZzena u HY jedlmporovnani s EU skupinou.

Kromé kardiovaskularniho systému je chronickou ¢mou thyroidniho stavu
ovliviiovana také Stitna Zlaza. Absolutni a relativni st Stitné Zlazy proto slouzily
jako dalSi anatomické parametry citlivé naé¢aon koncentrace thyreoidalnich hornion
(Grafy 3 a 4).
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Absolutni hmotnost Stitné zlazy
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Graf 3: Porovnaniabsolutni hmotnosti Stitné Zlazy u eu- (EU), hyfpoy) a

hyperthyroidnich (TH) potkan
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Graf 4: Porovnantelativni hmotnosti stitné zZlazy u eu- (EU), hyfidY) a
hyperthyroidnich (TH) potkan Statistickd vyznamnost: *p<0,05 a **p<0,01
signifikantni rozdily HY nebo TH proti EU potkam.

Hodnoty vGrafu 3 a 4 znazotuji absolutni a relativni hmotnosti Stitné zlazy
v jednotlivych skupinach podle farmakologickéhoianéni. Vyrazny néiist absolutni i
relativni hmotnosti byl zaznamenan u Stitné ZIaxy avirat, kdy absolutni hmotnost
byla zvySena o 40% a relativni hmotnost dokoncel%.6U TH zvfat doSlo naopak
k poklesu absolutni hmotnosti 0 41% a relativni tmosti Stitné zZlazy o 46%

v porovnani s kontrolnimi zkdty v EU stavu.

47



Vliv RPO v kombinaci se znénou thyroidniho stavu na anatomické parametry

Hormony §titné Zlazy hraji nepochybwe zdravém organismu pozitivni roli, ale
kdyZ jsou v piliS vysoké nebo naopakips nizké koncentraci, mohou vyvolavézné
patofyziologické stavy kosterniho a std@ho svalstva. Nap prestavby &chto tkani
spojené se zémami exprese mnoha protéjn které mohou eventualnvést az
k plnému  selhani srdei cinnosti. Bylo zjiS¢no, Ze RPO rive byt uzZitény v
lécb¢ selhani srdce a k prevendep negativni festavbou srdmi tkare (MitaSikova et
al., 2008).

Cilem mé préce bylo, krofmstanoveni vlivu zrméného thyroidniho stavu na
anatomické parametry, také analyzovat mozny proekefekt RPO na tyto zémy
jednotlivych anatomickych parameétn hyperthyroidnich a hypothyroidnich potkav
Grafech 5a 6 jsou kron¢ skupin potkaf se zn¢nénym thyroidnim stavem uvedeny

také skupiny hyper- a hypothyroidnich potkakterym byl sodasré podavan RPO.

Absolutni hmotnost srdce
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Graf 5: Porovnanabsolutni hmotnosti srdce u eu- (EU), hypo- (H¥)pdrthyroidnich
(TH), hypothyroidnich potkankrmenych RPO (HY+RPO) a hyperthyroidnich
potkari krmenych RPO (TH+RPO)

Graf 5 znazotiuje hodnoty absolutni hmotnosti srdce ve skupirschnEnénym
thyroidnim stavem a ve skupinach, kde byl kéomménéného thyroidniho stavu
podavan také RPO oproti #afim v euthyroidnim stavu (EU). Z grafu jéemmé, ze
RPO potlguje zneény vyvolané alteraci thyroidniho stavu, resp. pofla (Einky
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thyreoidalnich hormahn U hyperthyroidnich zvat (TH) dochazi v fipact absolutni
hmotnosti srdce vlivem RPO k jejimu sniZeni #blZeni hodnot k hodnotam
kontrolnich zvfat (EU). | u zvifat, kterym byl podavanim methimazolu navozen
hypothyroidni stav dochaziipobenim RPO kijblizeni hodnot absolutni hmotnosti
srdce k hodnotdm kontrolnich ¥af v euthyroidnim stavu oproti skupijnkteré byl

podavan jen methimazol (HY).

Relativni hmotnost stitné zlazy
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Graf 6: Porovnantelativni hmotnosti stitné zlazy u eu- (EU), hyfidy),
hyperthyroidnich (TH), hypothyroidnich potkakrmenych RPO (HY+RPO) a
hyperthyroidnich potkankrmenych RPO (TH+RPO)

Také zGrafu 6 lze vyist pozitivni vliiv RPO na pott@ni zneén thyroidniho
stavu, tentokrat dokumentované na hodnotach relativmotnosti Stitné Zzlazy
jednotlivych experimentalnich skupin. Ve skupimyperthyroidnich zwat, kterym byl
podavan RPO (TH+RPO) doSlo ke zvySeni relativni tnwsti Stitné Zlazy aflizeni
tak k hodnotam kontrolni skupiny (EU) oproti hypsmoidnim zviatim bez podavani
RPO (TH). Mirny posun k hodnotam kontrolnich favilze pozorovat i u skupiny
hypothyroidnich zvat s aplikaci RPO oproti hypothyroidnim iatim (HY).
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4.2. Stanoveni koncentrace thyreoidalnich hormainv krevnim séru
Jelikoz cilem mé prace bylo sledovani vlivu TH ewpresi ¢zkych fetzca
myosinu, bylo také nezbytnéditrkoncentrace TH v krevnim séru. Tato stanoveoi js
prvni volbou pro zjidini thyroidniho stavu jedince. Bylo zvoleno standveejen
celkové koncentrace TH v krevnim sér@réfy 7 a 8), ale v laborath bylo now
zavedeno i stanoveni koncentrace volnych frakci Til.daleko Iépe a vyrazji

vypovidaji o realné dostupnosti TH tkanim a jsopSien odrazem thyroidniho stavu
jedince (vizGrafy 9 a10).

Koncentrace celkového T3 v séru
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Graf 7: Porovnani koncentrace celkového trijodthyroning)(iTkrevnim séru u eu-
(EV), hypo- (HY) a hyperthyroidnich (TH) potkarnStatisticka vyznamnost: *p<0,05
signifikantni rozdily HY nebo TH proti EU potkam.

V Grafu 7 vidime, Ze hodnoty sérové koncentrace jsbu u kontrolni skupiny
v rozmezi fyziologickych hodnot (na spodni hranitl TH potkari se zvySila sérova
koncentrace t3priblizné 2,5 krat oproti kontrolni skupézvirat. Naopak u skupiny HY
doslo ke sniZzeni sérové koncentracedJednuctvrtinu oproti kontrolni skupig
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Koncentrace celkového T, v séru
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Graf 8: Porovnani koncentrace celkového thyroxinu)tTkrevnim séru u eu- (EU),
hypo- (HY) a hyperthyroidnich (TH) potkan

V Grafu 8 je znazortina zavislost sérové koncentrace celkového thyroiifu)
na farmakologickém ovliwmni. Steji jako v gipact tTs; i koncentrace t7 vzrostla u
TH skupiny giblizné 2,5 krat oproti kontrolni skupén Koncentrace tJ u kontrolni
skupiny ovSem leZi pod hranici fyziologického rozimev porovnani st vyvoval
hypothyroidni stav vyrazysi snizeni hladiny tJ{o 72%) oproti kontrolni skupén

Koncentrace volného T; v séru
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Graf 9: Porovnani koncentrace volneho trijodthyroninu)ff krevnim séru u eu-
(EV), hypo- (HY) a hyperthyroidnich (TH) potkiarStatistick& vyznamnost: *p<0,05 a
**p<0,01 signifikantni rozdily HY nebo TH proti Epotkaram.
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V Grafu 9 je znazortina koncentrace volného trijodthyroninu {fTv krevnim
séru v zavislosti na thyroidnim stavu iati Koncentrace ffu kontrolni skupiny lezi
mimo fyziologické rozmezi. Stejrjako v gipad tTzatT,doslo ke zvySeni koncentrace
fT3 priblizné 2,5 krat u TH skupiny v porovnani s kontrolni skqu. Vyrazna zréna
koncentrace fJ byla zaznamenana u hypothyroidnich fayi kdy oproti kontrolni
skupire doslo k poklesu o 84%.

Zmeénu sérové koncentrace volného thyroxinu g(fipasobenim TH vidime
v Grafu 10.

Koncentrace volného T, v séru
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Graf 10: Porovnani koncentrace volného tyroxinugff¥ krevnim séru u eu- (EU),
hypo- (HY) a hyperthyroidnich (TH) potkanStatisticka vyznamnost: *p<0,05 a
**p<0,01 signifikantni rozdily HY nebo TH proti Epotkarim.

Hodnoty sérové koncentracesf§e u kontrolni skupiny zkat pohybuji v rozmezi
fyziologickych hodnot (blize ke spodni hranici).H)Y potkani se sniZila koncentrace

fT4 0 74%, zatimco u TH potkénvzrostla koncentrace §To 161% v porovnani

s kontrolni skupinou.

Vliv RPO v kombinaci se znénou thyroidniho stavu na biochemické parametry
Stejre jako u anatomickych parametr byl pozorovan vliv RPO také na

koncentraci celkovych a volnych frakci TH. Grafickéazorgni vysledk je uvedeno
v Grafech 11a12
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Koncentrace celkového T; v séru
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Graf 11: Porovnani koncentrace celkového thyroxinu)#krevnim séru u eu- (EU),
hypo- (HY), hyperthyroidnich (TH), hypothyroidniglotkari krmenych RPO
(HY+RPO) a hyperthyroidnich potkakrmenych RPO (TH+RPO)

Koncentrace volného T, v séru
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Graf 12: Porovnani koncentrace volného thyroxinu)tr krevnim séru u eu- (EU),
hypo- (HY), hyperthyroidnich (TH), hypothyroidniplotkarmi krmenych RPO
(HY+RPO) a hyperthyroidnich potkakrmenych RPO (TH+RPO)

Vysledky zGrafa 11 a 12 ukazuji, Zze u skupiny hyperthyroidnich potkan
s pidavanim RPO (TH+RPO) v dietloSlo k viditelnému sniZeni koncentrace &TfT,

oproti hyperthyroidnim poktam, kterym RPO nebyl podavan (TH). U skupinyiavi
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v hypothyroidnim stavu nebyla zma koncetrace tI'a fT; vlivem podavani RPO
vyrazna. Tyto vysledky, stejrjako vysledky zGrafa 5 a6, ukazuji, Ze RPO potiaje
acinky TH.
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4.3. Stanoveni celkového proteinu bicinchoninovou @todou

v mitochondrialnich frakcich jater

Stanoveni celkového proteinu bylo nutné pro wgbospecifické enzymoveée
aktivity mt GPDH. Obsah celkové bilkoviny v jednefich frakcich byl stanoven
fotometricky bicinchoninovou metodou a vyhodnocesmpci gedem nadefinované
Sablony (Obr. 12).

Stanoveni proteinu
Mé&fil: Jourova Datum:  1.11.2011

Parametry méreni Vyhodnotil: Jourova Pofadi: 6
Objem 1 zk. 15(pl Souborr:  RPO 11/3
Inkubaéni doba 30| minut - ~
Inkubacni teplota 37| 1200
Kalibrace pramérna 1000 4, =0,0024+0,1185x + 0,0243 4
H,0 St. BSA Absorbance Assz |00 | oD
[pn [ [pg] | pocatek | konec | primér
15 0 0 0.000(|oe00 -
14 1 1 0186| 0143| 0,165
13 2 2| 0292] 0243] 0.268||"* ]
ik 4 4] 0467) 0437 0452|570 |
g b 6| 0613 0672 0,643
7 8 a6l 0,798 0812] 0,820([0w0 : I : : p i
5 10 100 0945 1,012 0,979
Vyhodnoceni triplikati N vy
wytadit z priméru pokud je rozdil od ostatnich dvou polofek nebo 0% rovnice pro vypotet
opakovat méreni vzorku pokud je rozdil vEech poloZek vetsi nez W=2 87227 58T=—0,138
Protein
Cislo |Redéni ve zk. [nef.vz.| praimér Nazev vzorku
(-krat) | Asgz ol | [pg/mil | [mgimi] pozn. exp vzorek

7k

1 60 0,224 1,71 6824
2 26,7 0,357 294 521 5.8 OK!' |RPO 11/3| mtL 5919
3 16 0,562 503 5369
4 60 0,184 1,36 5422
5 26,7 0,430 3,66 6499 6,1 OK! |RPO 11/3| mtL 5927
] 16 0,657 6,09 6493
T 60 0,199 1,49 5943
8

9

10

11

12

267 | 0426 362 6428 6,3 Okl |RPO 11/3| mtL 5928
16 0,671 6,256 B663
60 0,243 1,88 7502

26,7 | 0473 409 7277 7,6 OK!' |RPO 11/3| mtL 5933
16 0,761 7,300 7isb

Obr. 12 : Sablona vyhodnoceni stanoveni celkové bilkovingochondrialnich
frakcich jater u potkadcislo 5919, 5927, 5928, 5933 bicinchoninovou metodou
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4.4. Stanoveni specifické enzymové aktivity glycdr8-fosfat

dehydrogenasy

Mitochondrialni glycerolfosfat dehydrogenasa (nP[3H) odpovida na zémy
koncentrace TH vysoce specificky (Ruegamer, 196ppmoci stanoveni jeji aktivity
Ize charakterizovat hyper- i hypothyroidni stav.

Specifickh enzymova aktivita mt GPDH byla¢iena na spektrofotometru
Shimadzu UV-1700 PharmaSpec napojeném n#tgdoa tizeném programem UV-
Probe. K vyhodnoceni &eni byla pouzita funkce Operations — Main Tables kglo
mozné vybrat intervaly, ve kterych se sledoval&marabsorbance dase. Vysledek byl
uveden v miliabsorbancich za minutdAssodmin). Aktivita GPDH byla stanovena
spektrofotometricky jako rychlost redukce cytochtom katalyzovana mitochondrialni
frakci ve vzorku i nadbytku substratu glycerol-3-fosfatu (t.j. staowala se glycerol-
3-fosfat: cytochrom c oxidoreduktadza).cMa se zngna absorbancefipvinové délce
A=550 nm pi laboratorni tepldt po dobu 3 minut. Molarni absami koeficient
redukované formy cytochromu c§e19 000 M* cm™.

Vypodet: Specifickd enzymova aktivita - [nmol cyt ¢/min/mg prot]
An [nmol] = Ac [mol/f] - V [1] - 10°
AAssy AAgso/min

Mg =€ Ac-1=> Ac= 3= Ac fmol/l] = Torrem Ve T fom]
AAsso/min - 10° - 5 - 107
An [nmol] = 19000
 AAgymin-26316 AmAso/min - 26,316
specificka aktivita = mg prot/zk - ug prot/zk

V Grafu 13 je uvedeno absopi spektrum redukovaného cytochromu cs#né

pomoci spektrofotometru Shimadzu UV 1700 PharmaSpec
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Graf 13: Absorgini spektrum redukované formy cytochromu c

Grafy 14 a 15 jsou originalni zaznamy (ze spektrofotometru ShinwaUV 1700,
PharmaSpecdjasového prbéhu enzymové reakce mt GPDH v prvnich 400 sekundach
v pripact vybranych vzorlk mitochondrialni frakce jater. Vysledky byly vyhamtreny

pomoci softwaru UV-Probe.
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Graf 14: Zaznam zrany absorbance &ase pi fotometrickém stanoveni enzymové
aktivity GPDH v mt frakci jater hyperthyroidniho5g26, TH) potkana

Graf 14 uvadi zaznam zémy absorbance &ase v pipadt vzorku mt frakce jater
TH potkana, z &hoz je patrny vyrazny linearni dlouhodoby ieir absorbance
(AA550/min).
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Graf 15: Zaznam zmany absorbance &ase pi fotometrickém stanoveni enzymové
aktivity GPDH v mt frakci jater euthyroidniho (#891EU), hyperthyroidniho (#5927,
TH) a hypothyroidniho (#5916, HY) potkana

Z Grafu 15 je patrny vyrazny nast AAssgdmin v giipadt vzorku jater potkana,
kteréemu byla podavana kombinaceal T, (TH) oproti kontrolnimu zukti na standardni

diett (EU), coz potvrzuje hyperthyroidni stav @te. Naopak u potkana, kterému byl
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béhem experimentu podavan methimazol (HY), doslo genzaleni nérstu AAssy/min
v porovnani se zwaty v euthyroidnim stavu (EU), &hoZz Ize usuzovat na
hypothyroidni stav potkana. Z grafu jéegné, Ze mirenim enzymové aktivity mt
GPDH je mozno jednoztie¢ prokazat hyperthyroidni stav. Lze prokazat i
hypotrhyroidni stav, ale vysledky nejsou tak jedramé, jako u hyperthyroidniho
stavu.

Grafy 16 a 17 uvadi vysledky rsreni enzymoveé aktivity mt GPDH u skupin EU,
TH a HY potkari. Méteni byla roviz provagna pomoci spektrofotometru Shimadzu
UV 1700 PharmaSpec a programu UV Probe, ale zazigtgydale upraveny pomoci
programu Microsoft Excel.

Enzymova aktvita mt GPDH

Absobrbance

Graf 16: Zaznam zminy absorbance &ase pi fotometrickém stanoveni enzymové
aktivity GPDH v mitochondrialni frakci jater hypkytroidnich (TH) a euthyroidnich
(EV) potkari.

Z Grafu 16 vyplyva, Ze u kontrolnich zkat krmenych standardni dietou (EU) je
narist AAssg/min ponerné maly. Naopak u zvat, kterym byla podavana kombinace
thyreoidalnich hormaih (TH) je patrny znény naist AAssdmin, coZ potvrzuje
hyperthyroidni stawéthto potkad.
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Stanoveni enzymové aktivity mt GPDH bylo pro¥a také ve vzorcich mt
frakci jater potkad, kterym byl Bhem experimentu podavan methimazol a tak ot
navozen a udrzovan hypothyroidni stav (H¥ghto zvfat. Riklad vysledk téchto
meieni ukazujeGraf 17. Je teba si vSimnout rozdilnych jednotek na ose yrizmezi

hodnot, ve kterych se pohybuji Zny absorbance §ase) oprotiGrafu 16.

Enzymova aktvita mt GPDH
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0,11 A —=59038
= 5909
@
0,09 -1
2 v ——5915
=
=]
wn
S 005 - EU
EU
0,03 A
___—HY
0,01 1 HY
-0,01 0 100 200 300 400
Cas (s)

Graf 17: Zaznam zminy absorbance §ase pi fotometrickém stanoveni enzymové
aktivity GPDH v mt frakci jater hypothyroidnich (H¥a euthyroidnich (EU) potkén

V Grafu 17 je patrny pokles rychlosti néstu AAssg/min v piipact vzorka jater
potkari krmenych methimazolem (HY) oproti kontrolnim iatim v euthyroidnim

stavu (EU), Zehoz Ize usuzovat na hypothyroidni st&hto zvfat.
Pro sériova stanoveni enzymové aktivity GPDH \ootibndrialnich frakci jater

byly vybrdny vzorky ze skupin euthyroidnich (EU)ypbthyroidnich (HY) a
hyperthyroidnich (TH) potkanVysledky neéteni jsou uvedeny Grafu 18.
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Graf 18: Porovnani enzymoveé aktivity mt GPDH u eu- (EU), biy(HY) a
hyperthyroidnich (TH) potkan Statistickd vyznamnost: **40,001 signifikantni
rozdily TH proti EU potkafim.

ZGrafu 18 je zZtejmé, Ze zmny thyroidniho stavu vedly k signifikantnim
zménam enzymoveé aktivity mt GPDH. V porovnani s EU kaoly podavani
methimazolu zfisobilo u HY potkaif pokles aktivity mt GPDH vic jak o 50%, zatimco
u TH potkari byla aktivita zvySena o 433%.

4.5. Exprese proteinovych isoforem MyHC

Ve shod s pedchozimi literarnimi Udaji byl vmé praci pozoravaliv
zmeénéného thyroidniho stavu potkama expresi proteinovych isoforem MyHC v jejich
kosternich svalech. Ziskané elektroforegramy bykkaoovany a vyhodnoceny

S pouzitim peoitacového softwaru AIDA.

Bez ohledu na thyroidni stav byly v SOL experinaémich dosplych potkari
pomoci SDS-PAGE detekovany pouze pomala isoformBl®{ a rychla isoforma 2a,
zatimco v EDL dosglych potkari byly identifikovany vSechnytyii hlavni proteinové
isoformy MyHC 1, 2a, 2x/d a 2b (Obr. 13).
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Obr. 13: Elektroforetické rozéleni proteinovych isoforem MyHC 1, 2a, 2x/d a ZhGL
a EDL u euthyroidniho potkana #5907.

V SOL dosplého euthyroidniho potkana je zastoupenaétéwyhradré pomala
isoforma MyHC 1 a malé mnozstvi rychlé isoformy ERIL potkana v euthyroidnim
stavu obsahuje nejvice nejrychlejsi isoformy 2mes0 %), dale jsou zastoupeny také
rychlé isoformy 2x/d a 2a. Pomala isoforma 1 j&EDL detekovatelna, ale jen v

nepatrném mnozstvi

45.1. Zmény obsahu proteinovych MyHC isoforem v SOL v zavisisti na
thyroidnim stavu
Zastoupeni jednotlivych MyHC isoforem v pomalémlsv@OL bylo stanoveno
také u experimentélnich zat s navozenym hyperthyroidnim a hypothyroidninvesta
Na Obr. 14 je vidét elektroforeticka separace MyHC isoforem u hypgudidniho a

hypothyroidniho potkana v porovnani seretém v euthyroidnim stavu.

63



Obr. 14: Elektroforetické rozéleni proteinovych isoforem MyHC 1 a 2a v SOL
hypothyroidniho (#5916, HY), euthyroidniho (#5989) a hyperthyroidniho (#5927,
TH) potkana.

V SOL hypothyroidnich potkandoS$lo k naiistu pomalé MyHC isoformy 1 a
poklesu obsahu rychlé MyHC isoformy 2a , zatimcpdnthyroidni stav byl spojen s
naristem obsahu rychlé isoformy MyHC 2a a snizeni abssdformy MyHC 1 oproti

euthyroidnimu stavu.

4.5.2. Zmény obsahu proteinovych isoforem MyHC v EDL v zaviststi na
thyroidnim stavu
Stejre jako u SOL bylo stanoveno zastoupeni MyHC isoforem
hyperthyroidnich, hypothyroidnich a euthyroidniatkanm také u rychlého svalu EDL
(Obr. 15).

2a
2/

D — — .
1 =

HY EU TH

Obr. 15: Elektroforetické rozéleni proteinovych isoforem MyHC 1, 2a, 2x/d a DL
hypothyroidniho (#5917, HY), euthyroidniho (#5988) a hyperthyroidniho
(#5926, TH) potkana.
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Hyperthyroidni stav vedl u EDL k sniZeni obsahu Mykoformy 2a a pomalé
isoformy MyHC 1, jejiz obsah byl snizen zhruba dopmu oproti euthyroidnimu
stavu. Doslo naopak k ni&tu obsahu ,nejrychlejsi* isoformy MyHC 2b. U EDLigat
s indukovanym hypothyroidnim stavem byly pozorovapiesrE opané zngny,
probihala tedy transformace fenotypu veéemMyHC 2b— MyHC 2x/d—>MyHC
2a—->MyHC 1

Obr. 16 je oskanovany elektroforegram 8 vzéikosternich sval SOL a EDL po
rozc&kleni MyHC isoforem.

m SOL1 EDL2 SOL2 SOL4 Smés EDL4 EDLS

g3 4 5 6 7 8

-

9

Obr. 16: Oskanovany elektroforegram po rékhi MyHC isoforem pomoci SDS-PAGE
a barveni stibrem. Ramékem je oznéena oblast, kde se nachazeji rdedé MyHC
isoformy. Pod ram&em jsou popsany drahy 2-9, které odpovidaji tabliab. 4.

Zastoupeni jednotlivych isoforem se vyjjgdodle vzorce:

plocha MyHC x int. z¢.
%MyHC x = 100 x2.vSech pioch MyHC x int. z¢.

(x = libovolna forma MyHC,; int. & = intenzita Zernani)

Vysledky vyhodnoceni elektroforegrartkvantifikace isoforem MyHC), ziskané s
pouzitim programu AIDA, jsouighledr shrnuty do tabulky (Tab. 4) s uvedenim
oznaeni vzorku, typu svalovych vlaken a procentueln@staupenim jednotlivych
MyHC isoforem.
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Tab. 4: Kvantitativni vyhodnoceni elektroforegramu uvedengd Obr. 16

. Obsah skvrn
fg Vzorek )
a # Typ Integral %
1 2a 1528870 11,2
2 | 2xd 4 583 241 33
3 2b 7 496 278 55
2 EDL1 4 1 109778,4 0,8
5 BG 0 0
Total 13718166 100
6 2a 816114,4 12
7 | 2xd 91 861 1
3 SoL 1 8 2b 159 034 2
9 1 6 047 320 85
10| BG 0 0
Total 7114329 100
11 2a 613901,6 6.5
12| 2wd 2133950 227
13 2b 6211105 66,1
4 EDL 2 14 1 444601 47
15| BG 0 0
Total 9403557 100
16 2a 1585556 14,8
17| 2w/d 206538,2 1,9
18 2b 507217 4,7
5 SOL 2 19 1 8410119 78.6
20| BG 0 0
Total 10709430 100
21 2a 543579 5,5
22| 2xd 344636,1 3,5
23 2b 928701,3 9,4
6 SOL 4 24 1 8043363 816
25| BG 0 0
Total 9860280 100
31 2a 685061,9 7
32| 2xd 3001 994 30
33 2b 6 045 125 60
8 EDL 4 34 1 282 250 3
35| BG 0 0
Total 10014432 100
36 2a 869379,4 13
37| 2x/d 2015110 30,6
38 2b 3580279 54,4
9 EDL S 39 1 111 590 2
40| BG 0 0
Total 6576359 100
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5. DISKUSE

Markery thyroidniho stavu — anatomické parametry

Jednim z cil prace bylo experimentalmavodit hyperthyroidni a hypothyroidni
stav a tuto zrmu thyroidniho stavu potvrdit vhodnymi parametry, kterych se
piedpoklada, Zze budou touto &nou ovlivrény. Protoze thyreoidalni hormony vyra&zn
ovliviwji Stitnou Zlazu a kardiovaskularni systém (Rauéhet al., 2004), sledovala
jsem znmény hmotnosti srdce a Stitné Zlazy u potkan nichZz byl experimentain
navozen hyperthyroidni nebo hypothyroidni stav kopnani s potkany v euthyroidnim
stavu. Hypothyroidni potkani vykazovali vyznagnmizsi relativni a absolutni hmotnost
srdce a satasré vysSi relativni a absolutni hmotnost S&titné Zlazporovnani
s kontrolnimi potkany. Naopak hyperthyroidni stadivk opg&nym zménam relativni a
absolutni hmotnosti srdce a Stitné Zlazy oprothywidnimu stavu. Ziskana data pro
absolutni a relativni hmotnosti srdce a Stitnychz zbotkah pri raizném thyroidnim
stavu ([ab. 2) jsou ve shod s vysledky pedchazejicich experimén{Rauchova et al.,
2011; Rauchové et al., 2004; Soukup et al., 2001).

Vzhledem k moznému vyuziti RPOftiplécbé selhani funkce srdce a k
prevenci pjed negativni festavbou srdmi tkare (MitaSikova et al., 2008) jsem
sledovala také jeho vliv na anatomické parametriivagvané thyroidnim stavem
(Grafy 5 a 6). Cilem nebylo kvantifikovat {sobeni RPO, ale analyzovat zda ma na
pusobeni TH pozitivni vliv. Zsrafda 5 a6 je Zejme, Zze RPO pottaje &inky TH, coz
je vsouladu s vysledky pilotnich studii, které dga pozitivni &inky RPO na
patofyziologické znsny zpisobené vlivem TH (MitaSikova et al., 2008;¢Bea et al.,
2010; Tribulova et al., 2010).

Biochemické parametry

DalSim sledovanym parametrem thyroidniho stavuo bgtanoveni celkové
koncentrace TH v krevnim sér@irafy 7 a 8). Sérova koncentrace 4Ta tT, u TH
potkami vzrostla piblizné¢ 2,5 krat, zatimco u HY potkandoSlo k poklesu sérova
koncentrace t a tT; 0 25%, resp. 0 72% v porovnani s EU skupinou. \Gdne
k tomu, Ze byla TH skupénzvirat podavana kombinace @ T,, jsou tyto vysledky ve

shod s predchozimi experimenty (Rauchova et al., 2004; Sputwal., 2001).
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V laboratdi bylo now zavedeno i stanoveni koncentrace volnych frakci T
daleko |épe a vyrazji vypovidaji o realné dostupnosti TH tkdnim a jskepSim
odrazem thyroidniho stavu jedince (@zafy 9 a 10. U TH zvitat vzrostla koncentrace
fT3i fT4 v krevnim séru 0 161%, zatimco HY stav vyvolalagné snizeni koncentrace

fT3 (0 84%) a fT (0 74%)v krevnim séru v porovnani s kontrolni skupinou.

Také vysledky réreni vlivu RPO na koncentraci 4 & T, v krevnim séruGrafy
11 a 12) potvrzuji pozitivni dinky RPO na potleeni vlivu TH. U skupiny
hyperthyroidnich potkah s gidavanim RPO (TH+RPO) v dietdoslo k viditelnému
snizeni koncentrace tTa fT; oproti hyperthyroidnim poktaim, kterym RPO nebyl
podavan (TH).

Stanoveni enzymoveé aktivty GPDH

ProtoZe je znamo, Ze thyreoidalni hormony majiazgy vliv na aktivitu mt
GPDH v fiznych savich organech, jako jsou jatra a kosterni nebocsidevaly (Lee
and Lardy, 1965; Dummler et al., 1996), byla enzyéaktivita jaterni mt GPDH
zvolena jako dalSi marker pro potvrzeni¢oy thyroidniho stavu. Pro &eni enzymové
aktivity mt GPDH jsem vybrala soubory vzdrkaterni tkag samd@ potkana, kterym
byl podavan bd methimazol (HY), nebo kombinace; B Ts;, a vzorky kontrolnich
zvirat bez podavani jakychkoliv farmak (EU). Z vyslédkeéreni Graf 18) vyplyva, Ze
podavani jak methimazolu, tak i kombinacg & T, vedlo k signifikantnim zRnam
enzymové aktivity mt GPDH. U TH potkardoSlo k zvySeni enzymové aktivity mt
GPDH 0 433%, zatimco HY stav vedl ke snizeni alstivice jak o 50%. Vysledky
meéieni enzymoveé aktivity jsou ve shod pedeSlymi experimenty (Rauchova et al.,
2011; Rauchova et al., 2004).

M¢érenim hmotnostida, absolutnich a relativnich hmotnostéce a Stitné zlazy,
koncentrace celkového trijodthyroninu §Ta thyroxinu (t%), volného trijodthyroninu
(fT3) a thyroxinu (fT;) v krevnim séru a enzymové aktivity mt GPDH bylatyszeno,
Ze vSechny tyto zvolené parametry jsou vhodnymipalehlivymi markery pro
stanoveni thyroidniho stavu potkariNejcitlivéjSim markerem zgmy thyroidniho stavu
je enzymova aktivita mt GPDH.

Na zménu thyroidniho stavu reaguji samci i samice potkaamice ale reaguji na
zmeénu hladiny thyreoidalnich hormarrcitliveji (Novak et al., 2010; Rauchova et al.,

2011). \&tSi citlivost samic na dinky TH oproti samaém Ize vys¥tlit protektivnimi
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(cinky testosteronu proti thyreotoxikdze, zatimco ragen rozvoj onemocéni
populace, ale po#én postizenych Zen a maizje 6-8:1 (Limanova, 2011). Vmé
diplomové praci jsem pouzila pro ilustraci vysledéyperimentu RPO 11/3, wmZz

byli pouziti jen samci potkana.

Elektroforeticka separace proteinovych MyHC isoforen

Pomoci SDS-PAGE a barventibtem jsem stanovovala zastoupeni jednotlivych
isoforem €Zkych fettzci myosinu (MyHC) ve specifickych typech kosternicfals.
Nejdtive bylo nutné upravit metodu SDS-PAGE (Tallmadgée Roy, 1993), aby doSlo
k Uplnému a spravnému rageni velmi podobnych protein- MyHC isoforem.
Experimentala bylo zjiS€no, Ze elektroforéza musi probihat po dobu ccadlnhgi
4°C, aby doslo k spravnému r@kehi MyHC isoforem. V pomalém svalu SOL jsem ve
shod s literaturou (Fitzimons et al., 1990; Caiozzo abt, 1998; Schiaffino and
Reggiani, 1994; Pette and Staron, 2000) detekg@@lae pomalou isoformu MyHC 1 a
rychlou isoforma 2a, zatimco v EDL potkabyly zastoupeny vSechndtyii hlavni
proteinové isoformy MyHC 1, 2a, 2x/d a 2btr. 13).

Vliv thyroidniho stavu na expresi MyHC isoforem

Dale jsem sledovala remodelaci tkdfitkového svalu (SOL) a svalu natahoga
prsti nohy (EDL) — zastoupeni jednotlivych proteinovyisloforem €zkych fetzci
myosinu v zavislosti na thyroidnim stavu potkalv SOL hypothyroidnich potkan
doSlo k naiistu pomalé MyHC isoformy 1 a k poklesu obsahu diyHC isoformy
2a, zatimco hyperthyroidni stav byl spojerfespe opanymi zmgnami.

U rychlého svalu EDL vedl TH stav k sniZzeni obsatoformy MyHC 2a a
vyraznému snizeni pomalé isoformy MyHC 1. Naopadal& nafistu obsahu isoformy
MyHC 2b. HY stav u rychlych svalindukoval transformaci fenotypu ve sm MyHC
2b— MyHC 2x/d—MyHC 2a—»MyHC 1. Vysledky vlivu thyroidniho stavu na expresi
proteinovych isoforem MyHC v SOL i EDL odpovidajfedchozim experimetn
(Fitzimons et al., 1990; Caiozzo et al., 1992; vidla Butler Browne, 1993; Soukup a
Jirmanova, 2000; Soukup et al., 2002; Vadaszowah ,2006a; Vadaszova et al., 2006b).

Z vysledki vlivu thyroidniho stavu na zastoupeni jednotliviidyHC isoforem
v SOL a EDL Qbr. 14 a 15) lze vist, Ze HY stav uz jen nepatrzpomalil uz tak
.pomaly“ sval SOL a naopak, Ze TH stav jen malochty ,rychly* EDL. Tato
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skute&nost potvrzuje, Ze \Bi faktory (v mém fipadt TH) ovliviiuji fenotyp svalovych
vlaken jen vrozsahu geneticky determinovanych &dafch mozZnosti svalovych
vlaken (Bandman, 1985; D"Albis and Butler-Brown@93; Pette and Staron, 1997).
Tyto vysledky jednoznaé potvrzuiji, Ze kosterni svalstvo je vyznamnym cjlov
organem thyreoidalnich hormibn které vyraza prispivaji k paibéhu diferenciace

fenotypu kosternich swval
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6. ZAVER

Cilem prace bylo experimenté&lmavodit hyperthyroidni a hypothyroidni stav u
potkani, jako model patofyziologického stavu organismu,méienim celé fady
parametii definovat dosazenou zZmu thyroidniho stavu. Jako parametry, u kterych se
piedpokladalo, Ze budou ovlit¥ny zmenou thyroidniho stavu, jsem zvolila jednak
zmeny reékterych anatomickych parametfabsolutni a relativni hmotnosti srdce a stitné
Zlazy), jednak zrmy biochemickych paraméitr- koncentrace celkového trijod-
thyroninu (tT3) a thyroxinu (tT) a volného trijodthyroninu (fj) a thyroxinu (fT) v
krevnim séru, a také zmy aktivity mitochondrialniho flavoprotein depentigiho
enzymu glycerol-3-fosfat dehydrogenasy (mt GPDHjISDn cilem bylo sledovat vliv
thyroidniho stavu na remodelaci tkagtkového svalu (SOL) a svalu natahogagrst
nohy (EDL) — zastoupeni jednotlivych proteinovysbforem &zkychtetzci myosinu
(MyHC) v téchto kosternich svalech. A dale analyzovat, jestize podavani preparatu
cerveného palmového oleje (RPO) v dipbzitivré zasahovat dasthto znén, jak se

ocekavalo, ale zatim nebylo prokédzano.

» Provedla jsem &kolik farmakologickych experimetitin vivo na laboratornich
potkanech, kterym byla po vzdy dobu 7 tydkontinual® podavana hdi
kombinace thyreoidalnich hormdmebo methimazol, bez nebo gdavkem
RPO. Na konci experimentéalniho obdobi byli potkatriaceni a byly z nich
odebrany vzorky krve a tkani, které byly nadskedpracovany pro izolaci frakci.

» U experimentalnich ziat se podédlo navodit hypo- a hyperthyroidni stav a
definovat ho celoufadou parameir Zvolené parametry, u kterych se
piedpokladalo, Ze jejich hodnoty budou ovbwy &inky thyreoidalnich

hormoni, byly potvrzeny jako vhodné a spolehlivé markéryroidniho stavu.

» Modifikovanou metodou (s pouzitim spektrofotomet8himadzu UV-1700
PharmaSpec napojeném nacipa a fizeném programem UV-Probe) jsem
stanovila enzymovou aktivitu mt GPDH v sériich \kformitochondrialnich
frakci jater, pipravenych ze skupin zZtdt s fiznym farmakologickym
ovlivnénim. Potvrdila jsem, Ze mt GPDH velice ciliveaguje na zgmy
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koncentrace thyreoidalnich hormiorJ TH potkar doSlo k zvySeni enzymové
aktivity mt GPDH v paméru o 433%, zatimco HY stav vedl ke sniZzeni aktivity

vice jak 0 50% ve srovnani se skupinou euthyrold(it)) potkar.

Upravila jsem stavajici metodu SDS-PAGE pro sepasaspravnou detekci
jednotlivych isoforem &kych rettzci myosinu. V pomalém svalu SOL byla
takto detekovana pouze pomala isoforma MyHC 1 hléyisoforma 2a, zatimco
v EDL potkari byly zastoupeny vSechng§tyti hlavni proteinové isoformy
MyHC 1, 2a, 2x/d a 2b.

V SOL HY potkari doSlo k naistu pomalé MyHC isoformy 1 a k poklesu
obsahu rychlé MyHC isoformy 2a, zatimco hyperthyndi stav byl spojen
s presré opanymi zmeénami. U rychlého svalu EDL vedl TH stav k snizeni
obsahu isoformy MyHC 2a a vyraznému sniZzeni ponsaé&ormy MyHC 1.
Naopak doSlo k néstu obsahu isoformy MyHC 2b. HY stav u rychlychlgva
indukoval transformaci fenotypu ve 8 MyHC 2b— MyHC 2x/d—MyHC
2a—->MyHC 1. Vysledky stanoveni vlivu thyroidniho stavoba expresi
proteinovych isoforem MyHC v SOL i EDL jsou v sodias vysledky jiz tive

na pracovisti dosazenymi.

Z vysledki me¢ieni anatomickych i biochemickych parandewyplyva, Zze RPO
potla&uje &inky TH. To potvrzuje moZznost vyuZziti RPCOridécbe selhani
srdeéni ¢innosti, a také jeho protektivni vliv na nezadopi@stavbu srdmiho a

kosterniho svalstva.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS
B
BCA
BSA
CvD
cyt
D1
D2
D3
DBD
dieta ST
DIT
DTT
EDL
fT3)
GPDH
GT

H
ICHS
INT
IRD

LBD

MIT

MMI

ms

mt GPDH
MUFA
MyHC

adenosin-5‘'-fosfosulfat

mozek

kyselina bicinchoninova (kyselina 2,2'-bichimol4,4'-dikarboxylova)

howzi sérovy albumin
kardiovaskularni onemoéni (cardiovascular diseases)
cytosolové frakce
jodothyronin dejodasa typu 1
jodothyronin dejodasa typu 2
jodothyronin dejodasa typu 3
DNA-vazebna doména (DNA binding domain)
standardni laboratorni dieta
3,5-dijodtyrosin
1,4-dithiotreitol
natahova prsti nohy (musculus extensor digitorum longus )
volna frakce %)
glycerol-3-fosfat dehydrogenasa
Stitna Zlaza (glandula thyroidea)
srdce (heart)
ischemickéa choroba sriad
2-p-jodofenyl-3p-nitrofenyl-5-fenyltetrazolium chlorid
dejodace na vrttim kruhu (inner ring deiodination)
ledviny (kidney)
jatra (liver)
ligand-vazajici doména (ligand binding domain)
sval (muscle)
3-monojodtyrosin
1-methyl-2-merkaptoimidazol, methimazol
mikrosomova frakce
mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogea
mononenasycené mastné kyseliny (monounsatlifatey acids)

téZkérettzce myosinu (myosin heavy chains)
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ORD
PAPS
PIC
PMS
PMSF
post-mt sup
PTU
PUFA
RIA
RAR
RPO
rTs
RXR
SDS-PAGE
SD
SFA
SOL
To

T2

T3

Ta
TPO
TR
TRE
TRH
TSH
tT30)
VDR

dejodace na ¥sim kruhu (outer ring deiodination )
3‘-fosfoadenosin-5‘-fosfosulfat
protease inhibitor cocktail, gsinhibitori proteas
fenazin methosulfat
fenylmethylsulfonylfluorid, inhibitor proteas
postmitochondrialni supernatanty
6-n-propyl-2-thiouracil
polynenasycené mastné kyseliny (angl. polywmated fatty acids)
radioimunoanalyza
receptory pro kyselinu retinovou
cerveny palmovy olej (red palm oil)
reversni 3,3',5’-trijodthyronin
retinoidni receptory
sodium dodecyl sulphate-polyacrylamideetgtrophoresis
snérodatna odchylka
nasycené mastné kyseliny (saturated fatty acids
lytkovy sval (musculus soleus)
thyronin
3,3'-dijodthyronin
3,5,3'-trijodthyronin
3,5,3',5'-tetrajodthyronin, thyroxin
thyreoidélni peroxidasa
receptory pro thyreoidalni hormony
thyroid response element
thyreotropin uvalujici hormon
thyreotropin (hypofyzarni thyroideu stimulujf@rmon)
celkova frakce tJ)

receptory pro vitamin D
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