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Souhrn

Predkladana prace méla za cil ovéfit hypotézu, ze adaptace na chronickou hypoxii
nebo fyzicky trénink ovlivituje ischemickou toleranci srdce u konplastickych kment
laboratornich potkant s odliSnym mitochondrialnim genomem. Dosavadni studie odhalily,
ze chronickd hypoxie i pravidelny fyzicky trénink snizuji miru ischemicko-reperfuzniho
poskozeni srdce. Vysledky tohoto projektu by mély prispét k objasnéni ulohy
mitochondrialniho genomu pf#i infarktu myokardu a kardioprotektivni Géinek cviceni
a hypoxie. Potkani spontanné hypertenzniho kmene SHR a unikatniho konplastického kmene
SHRmt"®Y byli vystaveni kontinualni normobarické hypoxii (10% O, 3 tydny)
nebo adaptovani na fyzicky trénink (béh) za pomoci bézeckého pasu pro hlodavece (14 dni).
Na konci adaptace byl potkanim proveden podvaz koronarni arterie s cilem analyzovat
ischemickou toleranci srdce. Velikost infarktu byla hodnocena na fezech perfundované
obarvené levé komory. U vSech skupin se neliSila velikost ohrozené oblasti levé komory,
coz znadi, ze byl podvaz koronarni arterie proveden u vSech zvifat v podobném rozsahu.
Experimenty ukazaly, Ze rozdilny mitochondridlni genom nezplisobuje zmény ve velikosti
infarktu, ale byl prokézan kardioprotektivni u¢inek kontinualni chronické hypoxie u obou
kment. V pribéhu ischemie (20 minut) a v prvnich tfech minutich reperfuze byla
zaznamenavana elektrickd aktivita srdce a nasledné byl z EKG zaznamu hodnocen vyskyt
ischemickych a reperfuznich komorovych arytmii. U potkanti adaptovanych na hypoxii byla
také stanovena exprese enzymu superoxiddismutiza v mitochondriich karyomyocyta
(MnSOD), ktera byla u kontrolni 1 hypoxické skupiny kmene SHRmt"" prokazatelné niZsi
oproti SHR potkanim. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena a graficky zpracovana.

Kli¢ova slova: srdce, ischemie, hypertenze, mitochondridlni genom



Summary

The aim of this work was to verify the hypothesis, that adaptation to chronic hypoxia,
or physical training influences ischemic tolerance in the heart of conplastic rat strains with
different mitochondrial genomes. Previous studies revealed that chronic hypoxia and regular
physical training reduce the level of ischemia-reperfusion injury in the heart. The results
of this project shoud help to clarify the role of the mitochondrial genome in myocardial
infarction. Spontaneously hypertensive rats (SHR) and unique conplastic rat strain SHRmt"="
were exposed to normobaric continuous hypoxia (10 % O,, 3 weeks), or adapted for physical
training (run) using treadmill for rodents (14 days). At the end of adaptation was performed
oclusion of coronary artery in order to analyze ischemic tolerance of the heart. Infarct size
was assessed in slices of perfused and stained left ventricle. In all groups did not vary the size
of the area at risk of the left ventricle, indicating that the ligation of coronary artery performed
on all animals in the same range. Different mitochondrial genome does not cause changes
in infarct size, but it has been demonstrated cardioprotective effect of chronic hypoxia in both
strains. During ischemia (20 minutes) and the first three minutes of reperfusion was recorded
electrical aktivity of heart, and then was the ECG evaluated the incidence of ischemic and
reperfusion ventricular arrhytmias. In rats adapted to hypoxia was also determined superoxide
dismutase enzyme expresion in mitochondrial cardiomyocytes (MnSOD), which was
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significantly lower in control and hypoxic SHRmt==" groups than in SHR. The obtained data

were statistically analyzed and graphically processed.

Key words: heart, ischemia, hypertension, mitochondrial genome
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1. Uvod

v

mortality ve vice nez 50 % celkového poc¢tu Gmrti lidskych pacientd. Nejvétsi podil
na amrtich ma pak jednoznaéné akutni forma ischemické choroby srdeéni — infarkt myokardu.
Tato prace je vénovana moznému kardioprotektivnimu vlivu vyvolanému fyzickou zatézi
nebo adaptaci na chronickou hypoxii u hypertenznich potkant. Druhou oblasti, kterou se tato
prace zaobira, je porovnani vlivu zminénych kardioprotektivnich stimulii na dva kmeny
laboratorniho potkana s odliSnym mitochondridlnim genomem. Ve studii byli pouziti
LEW

spontanné hypertenzni potkani (SHR) a unikatni konplasticky kmen SHRmt™-" s odlinym

mitochondridlnim genomem (viz kapitola 3.3).

Vliv fyzické zatéze a tréninku na velikost infarktu je jiz fadu let pfedmétem mnoha
studii experimentdlnich 1 klinickych kardiologi. Z4tézZ lze délit podle intenzity a doby jejiho
trvani. V experimentalnich podminkach je pro adaptaci na fyzickou zatéz u laboratornich
potkanil vyuzivana tfada protokolii. Zvifata jsou trénovana zejména s vyuzitim plavacich
bazénd a behacich pasi pro hlodavce. Oba tréninkové modely jsou zalozeny na vyuziti
pfirozenych pohybovych schopnosti zvifat prenesenych do laboratornich podminek.
Druhy kardioprotektivni protokol je zalozeny na dlouhodobém pobytu v hypoxickém
prostiedi. Zvifata v experimentech jsou adaptovana v hypoxickych komorach a nasledné

se sleduji pozitivni a negativni efekty chronické hypoxie na srdce.

U adaptovanych jedinct jsou spolu s funkci srdce a jeho fungovanim dale hodnoceny
také zmény hladin a aktivity riznych enzymu. Jednim ze zékladnich, které se v souvislosti
s ischemii srdce sleduji je superoxiddismutiza (MnSOD). Jednd se o enzym s vyraznym
antioxida¢nim uc¢inkem, ktery v organismu zastava obrannou funkci vii¢i oxidaénimu stresu
anadslednému poskozeni buné€k. Stanoveni hodnot exprese tohoto enzymu u potkanl

adaptovanych na chronickou hypoxii bylo také jednim z cilti této diplomové prace.



2. Védecka hypotéza a cile prace

Na zakladé dostupné literatury o ischemické toleranci srdci hypertenznich potkant
a kardioprotektivnim uc¢inku chronické hypoxie a fyzického tréninku jsme si definovali

nasledujici cile:

1) Owetit, zda adaptace na pravidelnou fyzickou zatéz ma pozitivni vliv na ischemickou
toleranci srdce (vyskyt a zavaznost ischemickych a reperfuznich arytmii, velikost
infarktu) u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"™ s odlisnym

mitochondridlnim genomem.

2) Overit, zda adaptace na kontinualni chronickou hypoxii ma pozitivni vliv
na ischemickou toleranci srdce (vyskyt a zavaznost ischemickych a reperfuznich
arytmii, velikost infarktu) u SHR potkanti a konplastického kmene SHRmt-="

s odliSnym mitochondridlnim genomem.

3) Zjistit, jak ovliviiuje adaptace na kontinudlni chronickou hypoxii aktivitu enzymu
MnSOD v myokardu SHR potkant a konplastického kmene SHRmt"*" s odliSnym

mitochondrialnim genomem.



3. Literarni prehled

3.1 Ischemie srdce

Pojmem ischemie je definovano nedostatecné krevni zasobeni tkani nebo celych
organti, coz vede ke snizeni dodavky kysliku a substrati a je také omezeno odplavovani

metabolitl, predevsim iontl vodiku a kyseliny mlécné (Ost’adal et al., 2003).

Vztazeno K lidské populaci, pfevazna vétsina ischemickych epizod vznika v dtsledku
tromboembolického nebo artherotrombického vasookluzivniho onemocnéni (Kalogeris et al.,
2012). U ¢loveéka ma na vznik ischemie vliv mnoho rizikovych faktorti. Nekteré z nich Ize
kontrolovat a ovliviiovat, zbylé jsou dany genetickou predispozici a starnutim organismu.
Mezi hlavni zndmé rizikové faktory patii konzumace alkoholu, kouteni tabakovych vyrobkd,
nedostate¢na fyzickd aktivita, diabetes mellitus ¢i hypertenze (Ferdinandy et al., 2007).
Neni proto piekvapujici, ze ischemie obecné, respektive ischemie myokardu, je piedmétem
nejen mnoha klinickych studii, ale také experimentalnich praci vyuzivajicich zvifeci modely.
Simulované experimentalni podminky S sebou pfinaseji fadu pozitiv a jiz vedly k mnoha
klicovym objevim, které ovlivnily 1écbu ischemie myokardu a ukazaly nové terapeutické
postupy. Vramci experimentadlniho vyzkumu je nicméné tieba mit na paméti,
Ze V laboratornich podminkéch je vyuzivano zvifecich modelli, které svym stafim
a zdravotnim stavem nejsou identickym ekvivalentem lidskych pacienti (Kalogeris et al.,
2012).

3.2 Reperfuze

Reperfuze je situace, kdy dojde k obnoveni krevniho zasobeni organu postizené¢ho
ischemii. Do tkané nebo organu se obnovi piisun kysliku a substrati potifebnych pro
metabolismus bunék (Ferdinandy et al., 2007). V experimentalnich 1 klinickych podminkach
je reperfuze zcela kli¢ova a obnova krevniho zasobeni je hlavnim terapeutickym cilem
(Buerke et al., 1995). Bylo prokazano, zereperfuze i1 pies svlj pozitivni vliv
na ischemizovanou tkan sama o sobé muze zpusobit dalsi poSkozeni postizeného organu
(tzv. reperfuzni poskozeni) vlivem vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS) a také diky

zvysené zanétlivé odpovédi v tkani poskozené predchozi ischemii (Deng et al., 2015).



3.3 Ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce

Jak jiz bylo uvedeno vySe, mira poSkozeni organli nezdvisi jen na ischemii
nebo reperfuzi, ale jedna se o komplexni vliv obou stavii, a proto je spravné pouzivat termin
ischemicko-reperfuzni (I/R) poskozeni. Rozsah poSkozeni myokardu zptsobeny I/R je mozné
rozdélit do nekolika kategorii dle zavaznosti; od malé ptihody bez trvalého poskozeni tkané
az po velké poskozeni myokardu spojené S vyraznym snizenim jeho funkce a bunécnou smrti
kardiomyocyt. Vazné poskozeni srdecni tkané mize mit fatlni nasledky vedouci k selhani

celého organismu (Powers et al., 2007).

Obecné lze I/R srdce rozdélit do tfi skupin podle délky trvani ischemie. U potkanii
se nejnizsi stupen poskozeni objevuje v piipadé, ze ischemie trvda méné nez 5 minut.
Tento stupenn poskozeni je spojovan se vznikem ojedinélych poruch srde¢niho rytmu,
tzv. komorovych arytmii, nezptisobuje vSak zmény kontraktilni funkce srdce ani bunécnou
smrt kardiomyocytl. Druhy stupeni poskozeni je popisovan pii ischemii trvajici alespoii 5 — 20
minut. Je charakteristicky reversibilni dysfunkci kontraktility, vyskytem zavaznych
nastava pii ischemii del$i neZ 20 minut. Za téchto okolnosti dochézi k nevratnému poskozeni
kardiomyocyti a jejich smrti. Myokard ztraci kontraktilitu a snizuje se jeho schopnost
pumpovat krev (Powers et al., 2007). Poskozeni srdce dlouhotrvajici ischemii tkané je
charakteristické vznikem nekrozy (Jennings et al., 1981), ktera se nejprve rozviji v oblasti
subendokardu (vnitini vrstva myokardu) a poté se S prodluzujicim ¢asem ischemie rozsifuje

i na subepikard (Murry et al., 1986).

Arytmie, téZ poruchy srde¢niho rytmu, jsou projevem abnormalit vedeni vzruchu
pfevodnim  systémem  srdeénim a jeho propagaci v pracujicim  myokardu.
Vyskytuji se v diusledku riznych patologickych stavii véetné I/R poskozeni V rtiznych
formach a zavaznostech, od zanedbatelnych (napf. ojedin€lé extrasystoly) az po arytmie
zpusobujici ob&hové selhani (komorové tachykardie a fibrilace). Nejcastéji se zmény
srdecniho rytmu mohou projevovat jako nepravidelné zrychlené vedeni, zpomaleni
v disledku poruchy tvorby a pfevodu vzruchu srdec¢ni svalovinou, jako zachvatovité cykly
0 rizné délce trvani nebo jako arytmie chronické. U pacientl s arytmii o frekvenci vyssi
nez 100 tepd/min lIze sledovat nepravidelny (tachyarytmie) nebo pomérné pravidelny
(tachykardie) prabéh. Na vzniku tachyarytmii se podileji tii hlavni faktory — arytmogenni
substraty, spoustéci faktory amodulujici faktory, mezi které patii také ischemie

(Ost’adal et al., 2003).



3.4 Mechanismus poskozeni myokardu

V disledku uzavieni nékteré z korondrnich arterii dochazi vlivem akutni ischemie
k zasadnim zménam v metabolismu srdce. I/R je charakteristickdi zménami v oxidaci
mastnych kyselin (MK) a glukozy. Tyto zmény maji negativni vliv na srde¢ni funkci
a vykonnost (Frank et al., 2012). Pfi nedostatku kysliku zplisobeném ischemii dochazi
Kk rychlému zastaveni oxidativni fosforylace MK v mitochondriich, a tim ke ztrat¢ hlavniho
zdroje ATP pro energeticky metabolismus. Nahradnim, avSak nedostate¢nym
zdrojem produkce ATP, se stava anaerobni glykolyza, ktera vede k akumulaci vodikovych
iontd a laktatu. ZvySeni mnozstvi téchto latek v postizené tkani pak vede K vnitrobunécné
acidoze a inhibici glykolyzy. Porucha kontraktility spolu s pretrvavajici elektrickou aktivitou
se rozviji na zakladé zmén transportu iontdl pfes membrany sarkolemy a bunéénych organel.
Tento stav vytvaii prostiedi pro vznik arytmii. Na zac¢atku dochazi ke zvySenému vyplavovani
K" jontii souvisejicimu se zvySenim osmotického zatizeni bunék v disledku akumulace
metabolitd a anorganického fosfitu. S vyraznym poklesem ATP je inhibovana i Na'/K*
ATPaza. Utlumeni aktivity tohoto enzymu vede k dalSimu poklesu intracelularni koncentrace
K" iontd a narustu Na* iontd. Zvyseni koncentrace Na* a Cl iontl v buiice vede k osmotickym
zménam vyustujicim az v prasknuti buiiky. Pocate¢ni narust cytosolickych Ca?* iontd je
zpusoben  multifaktorialnimi ~ zmé&nami  transportnich  systtmu na  sarkolemé

a sarkoplasmatickém retikulu.

Jak ukazaly vyzkumy poslednich let hlavni roli v letalnim I/R poskozeni sehrava
tzv. MPT por (Mitochondrial Permeability Transition pore), neselektivni kandl na vnitini
membrané mitochondrii. Otevieni tohoto kanalu vede ke snizeni membranového potencialu
mitochondrie a zastaveni oxidativni fosforylace. To ma za nasledek spotiebovani zbyvajici
zasoby ATP a buné¢nou smrt. Béhem ischemie myokardu ztstava MTP pér zavieny a otevira
na zacatku reperfuze jako odpovéd” mitochondrie na vyrazné zvySeni intracelularni
koncentrace Ca®* iontdi, zmény pH bunék a vy&erpani zasob ATP. Intracelularni zmény
iontové homeostazy béhem I/R, jako jsou hromad&ni Ca®* a H" ionti a vedou ke vzniku ROS,

které také vyrazné ovliviuji citlivost MPT pori k otevieni (Frank et al., 2012).



3.5 Kardioprotektivni intervence

Jako kardioprotektivni intervence jsou oznaCovany zasahy do funkce organismu,
které maji za cil zmensit nebo vyrazné omezit poskozeni srdce zptisobené I/R. V klinické
| experimentalni praxi jsou za timto ucelem pouzivany kratkodobé i dlouhodobé stimuly
nebo farmakologické intervence. Efektivni protekce srdce pted I/R poskozenim je jednim

vvvvvv

a Ostadal, 2004).

V piipadé kratkodobych intervenci se jedna o rychlé Kkardioprotektivni zasahy
provedené bezprostiedné pied zacatkem ischemie (tzv. preconditioning) nebo ihned v zacatku
reperfuze (tzv. postconditioning) (viz. kapitola 3.2.1). Dlouhodobé kardioprotektivni
fenomény jsou aktivovany v delSim cCasovém horizontu ptfed nastupem ischemie a jejich
ucinnost byla sledovédna i n€kolik hodin ¢i dnti od ischemického stimulu. Zndmymi néstroji

dlouhodobé kardioprotekce jsou adaptace na chronickou hypoxii a pravidelny fyzicky trénink.

Paradoxni je, ze na rozdil od kratkodobych kardioprotektivnich fenoménti objevenych
u zvitat Vv laboratofich (tzv. conditioning), protektivni uéinky chronické hypoxie a zvySeni
fyzické aktivity byly nejprve objeveny v lidské populaci a jejich mechanismus je dnes

intenzivne studovan.

3.5.1 Preconditioning, postconditioning

Fenomén kratkodobé protekce, tzv. preconditioning, je aktivovan vystavenim srdce
nckolika kratkym ischemickym epizodam pied samotnou déle trvajici ischemii.
Stézejni studie o protekci myokardu ischemickym preconditioningem byla publikovana v roce
1986 védeckym tymem Charlese E. Murryho. Tato studie vyuzivajici model regionalni
ischemie u pst ukazala, Zze v prubéhu kratkych ischemickych epizod spojenych s reperfuzi
dochazi ke zpomaleni rozpadu ATP a také kefektivnimu vyplavovani katabolitt,
které se v poskozené tkani béhem ischemie vytvafi. Pro kardioprotektivni ucinek
preconditioningu je klicova aktivace protektivni intracelularni signalizace v pribéhu kratkych
ischemii spojenych s reperfuzi vedouci ke snizeni dusledkit v nésledné dlouhodobé ischemii

myokardu.



Postconditioning je podobnou formou kratkodobé protekce, nicméné aktivovany
na zacatku reperfuze. Je vyuzivan jako protektivni zdsah pro zmirnéni reperfuzniho
poskozeni. Postconditioning efektivné snizuje velikost infarktu myokardu u vsech zatim
testovanych zivo¢isnych modelu a protektivné pusobi i u lidi. Tato vysoce efektivni protekce
musi byt aplikovana bezprostfedné po zacatku reperfuze, nebot’ reperfuzni poskozeni bunék
nastava jiz béhem jejich prvnich sekund ¢i minut. Mechanismus postconditioningu funguje
na zéklad¢ uvolnéni dilezitych cytokinti, udrzeni nizkého pH Vv prubéhu casné reperfuze,
aktivaci proteinkinaz, ochrany mitochondrialnich funkci a zabranéni otevieni MPT poéra
(Marzilli et al., 2012). Na rozdil od preconditioningu, protektivni u¢inek postconditioningu
ma klinicky potencial, nebot’ jej lze efektivné vyuzit u pacienti s akutnim infarktem
myokardu. Model ischemického preconditioningu a postconditioningu je znazornén

na Obrazku 1.

Ischemie Reperfuze
/ ﬁ \ / ﬁ |
{ Smin \ £ 15s
/ \
/ / \
" Preconditioning " Postconditioning *

Obrazek 1: Protokol ischemického preconditioningu a postconditioningu. Modifikovano z Marzilli et al.
(2012).

3.5.2 Modely dlouhodobé protekce

3.5.2.1 Fyzicka zatéz

Pravidelné cviceni, jako jedna z forem fyzické zatéZe, je zndmé pro své piiznivé
ucinky na organismus. Je doporuc¢ovano pro zdravé jedince jako prevence, stejné tak jako ¢ast
terapie pro pacienty postizené nckterymi druhy onemocnéni vcetné nemoci obéhového
systému a srdce (Natali et al., 2015). Mezi tato onemocnéni patii zejména infarkt myokardu
nebo chronické srdecni selhani po ischemické epizodé¢ (Manfroi et al., 2002). Jak bylo
ukazano, fyzicky trénink vyznamnym zplisobem sniZzuje vyskyt rizikovych faktord pro vznik
infarktu myokardu, jako jsou hypertenze, obezita a rezistence k insulinu a snizuje mortalitu

U pacientti po infarktu myokardu (Morris et al., 1980).



Experimentalni vysledky i klinickd data dokladaji pozitivni vliv cviceni na zlepSeni
kardiovaskularnich a hemodynamickych funkci srdce. Za hlavni fyziologicky mechanismus
kardioprotekce vyvolané cvi¢enim byva povazovano snizeni oxidativniho stresu a zanétu
(Masson et al., 2015). Mezi jedny z potencialnich mechanismt kardioprotekce zaloZzené
na fyzickém tréninku patii dale zlepSeni prutoku krve cévami, pfedev§im pak jeho zvySeni
na zacatku reperfuze (postischemicka hyperaemia). Cviceni zlepSuje reaktivitu cév, jak bylo
prokdzano u mnoha pokusnych modelt (Laughlin et al., 1998), jen malo studii se vSak
vénovalo sledovani prutoku krve a zaroven analyzovalo velikost infarktu indukovanou I/R

(Brown et al., 2005).

Fyzickou zatéz 1ze rozdélit podle nékolika kritérii, jakymi jsou intenzita cvi¢eni a doba
jeho trvani. Dle délky trvéani rozliSujeme fyzickou zatéz jako na kratkodobou, stfednédobou
a dlouhodobou. V experimentalnich podminkach, kde se pro adaptaci na fyzickou zatéz velmi
Casto Vyuzivaji laboratorni potkani, se setkdvame se dvéma zdkladnimi modely tréninku.
Neékteré védecké skupiny vyuzivaji ve svych studiich plavani laboratornich potkant
Vv bazénech pro hlodavce (Garciarena et al., 2008), dalsi pak pouzivaji béhaci pasy (Bowles
etal., 1992; Hamilton et al., 2000; Bertagnolli et al., 2008; Alanova et al., 2017)
nebo tzv. kolotoce (Mizuno et al., 2015; Collins et al., 2004). Oba tréninkové modely jsou
zaloZeny na vyuziti ptirozenych vlastnosti a fyziologickych schopnosti téchto zvitat, tj. béhat
a plavat. Ve vétsiné studii byva pevné stanovena doba tréninku (nejcastéji 60 minut),
po kterou zvifata vybranou aktivitu vykonavaji. Intenzitu cvifeni lze u béhacich past

regulovat sklonem pasu a rychlosti jeho posunu.

Jak je popséano nize, vystaveni organismu laboratornich potkani cvi¢eni ma pozitivni
vliv na ischemickou toleranci srdce. Zvolena fyzicka zatéz sama o sob& nemusi byt vzdy
dostatecné intenzivni kardioprotektivni intervenci a jeho vliv na organismus miize byt tlumen
faktory vnégjsiho prostfedi. V dostupnych pracich (napt. Bowles et al., 1992; Hamilton et al.,
2000; Collins et al., 2004; Bertagnolli et al., 2008; Mizuno et al., 2015; Alanova et al., 2017)
byla zvifata adaptovana na zatéz chovdna ve standartnich podminkach regulovaného
svételného dne (12 hodinové cykly svétla a tmy) S adaptaci na cviceni ve svételné Casti dne.
Potkan je vSak zvife S vyraznou no¢ni aktivitou a naCasovani cviceni do svételné ¢asti dne
by mohlo mit vliv na efektivitu kardioprotektivniho t¢inku. Druhym problémem pii adaptaci
potkanti na cvifeni je nemoznost zvifete zvolit si v experimentalnich podminkach délku

aintenzitu zatéze dle individualnich predpokladi. Obatyto problematické faktory



experimentalni adaptace na fyzickou zatéz dosud nebyly cilenym pfedmétem védeckych
studii a je tfeba mit je na paméti.

Zvysena ischemicka tolerance srdce u fyzicky aktivnich jedinci je zavisla
Napiiklad Brown et al. (2003) ve své praci prokazali, ze pro snizeni velikosti infarktu
myokardu u laboratornich potkant bylo potieba alespon 20 tydnd cviceni. Na druhou stranu
Lee et al. (2012) uvedli, Ze pro zmenseni velikosti infarktu stacilo pouze 3 — 5 dnu fyzické
zatéze.

Odolnost srdce kischemii se také muze li§it mezi jednotlivymi kmeny. Napiiklad
Bowles et al. (1992) pouzili pro sledovani vlivu fyzické zatéze na srdce kmen potkant Fisher
344 (F344). Dospéli samci byli adaptovani na cviceni po dobu 11-16 tydnd s rGznou
intenzitou zatizeni. Tti skupiny zvifat byly trénovany na b&hacim péasu se shodnou dobou
trvani, ale rozdilnou rychlosti béhu a sklonu pasu. Srde¢ni funkce byla hodnocena pied
ischemii a ve 25. minuté¢ ischemie na modelu izolovaného perfundovaného srdce.
Postischemicka kontraktilni funkce byla prokazateln€ vyssi u vSech trénovanych skupin oproti

kontrolnim netrénovanym potkantim.

V roce 1998 provedli Powers et al. hodnoceni vlivu fyzické zatéze na ischemickou
toleranci srdce u samic kmene Sprague-Dawley (SD). Zvifata byla na cviceni adaptovana
po dobu 10 tydnid a poté jim byla provedena okluze koronarni arterie in vivo (ischemie 20
minut, reperfuze 10 minut). V porovnani s kontrolni netrénovanou skupinou vykazovala
trénovana zvifata po celou dobu I/R vys§i hodnoty systolického krevniho tlaku.
U trénovanych samic byla také zaznamendna niZ§i tepova frekvence. Trénink vyvolal
v myokardu pokusnych zvifat signifikantni narGst komorovych neproteinovych thiold,
proteinli tepelného Soku (HSP), aktivitu SOD, sniZil uvolnéni laktat dehydrogenazy a hodnoty
lipoperoxidace. Vsechna tato data potvrzuji, ze fyzicky trénink ma pozitivni ucinek
na kontraktilitu myokardu jak pted tak po ischemii. Zvyseni hodnot exprese SOD znamena,
Ze je zvySena také antioxidac¢ni ochrana bunky, ktera zamezuje poskozeni bun¢k vlivem ROS,
které se v myokardu tvofi v pribéhu ischemie. Z vySe uvedenych piikladi experimentalnich
studii vyplyva, ze pro studium kardioprotektivnich fenoménd lze pouzit rizné kmeny
potkanti. Nicméné, citlivosti srdce Kischemii u riznych kment potkanti vystavenych
pravidelné¢ fyzické zatézi se dosud nikdo systematicky nevénoval a neexistuje zadna

srovnavaci studie.



Kontraktilitou myokardu a expresi HSP v pribéhu I/R se v roce 2000 zabyval tym
Karyn L. Hamiltonové. Ve své praci pouzili potkany kmene SD, které vystavili tfidennimu
fyzickému tréninku na bézeckém pasu v rozdilnych teplotnich podminkach. Zvifata byla
rozdélena na kontrolni skupinu, trénujici skupinu v chladu (4°C) azvifata béhajici
pfi normalni teploté (25°C). Nasledné vystavili potkany 20 minutam ischemie a 30 minutim
reperfuze. V pribéhu cviceni sledovali mimo jiné teplotu téla zvitat. U jedinct vystavenych
cvideni ve 4°C nedoslo po jedné hoding cviceni k prokazatelnému zvyseni télesné teploty,
zatimco u zvifat b&hajicich pii standardni teploté (25°C) doslo vlivem cviceni ke statisticky
prikaznému naristu télesné teploty. Oba protokoly tréninku vedly ke kardioprotektivnimu
ucinku na myokard béhem I/R. Cviceni pfi normalni teploté prukazné vedlo ke zvyseni HSP,
béhani pii nizké teploté expresi HSP neménilo. Tyto vysledky ukazaly, Ze fyzicka zatéz je

efektivni protektivni intervence nezavisla na vnéjsich teplotnich podminkach a expresi HSP.

Demirel et al. (2001) naopak sledovali vliv kratkodobého cviceni a tepelného stresu
na I/R toleranci srdce in vivo. V pokusu byly pouzity samice kmene SD adaptované na cviceni
na béhacim pasu s naslednou 30 minutovou okluzi koronarni arterie a 30 minutovou reperfuzi.
Zvitata byla rozdélena do skupin na kontroly a cviéici potkany (3 nebo 5 po sobé jdoucich
dnti, 60 minut cviceni/den). Operac¢ni faze pokusu nasledovala u vSech skupin 24 hodin
po poslednim tréninku. Vystaveni organismu potkani tfem i péti dnim cvi¢eni vedlo
ke zlepSeni kontraktility srdce v prabéhu ischemie i reperfuze, které¢ doklada zvyseni hladin
redukovaného a oxidovaného glutathionu v myokardu a zvySeni exprese MnSOD.
Oproti kontrolni skupiné¢ byl u vSech ostatnich zvifat zaznamenan také pokles tepové
frekvence v pribéhu ischemie a statisticky prikazné zvysSeni rozvoje tlaku v levé komoie
(LVDP) v prubéhu I/R. Oba tyto jevy jsou znamkou pozitivni odpovédi srdce na ischemicky

zasah.

Jak jiz bylo zminéno, jednim z diskutovanych problému spojovanych s experimenty
zkoumajicimi ischemickou toleranci srdce bylo vyuzivani pfili§ mladych zvifat,
ktera neodpovidaji klinicky ekvivalentnim situacim. Touto otdzkou se pii hodnoceni vlivu
fyzické zatéze na rozsah postizeni myokardu pii infarktu se ve své praci vénovali Starnes
etal. (2003). V pokusu byli pouziti potkani kmene F344 ve veéku 4, 12 a 21 mésica.
Podvaz koronarni arterie probéhl na izolovaném perfundovaném srdci. Den pied usmrcenim
zvifete a vyjmutim srdce byli potkani vystaveni 60 minutam cviceni. Ischemie trvala 22,5
minuty a po ni nasledovala 30 minutova reperfuze. V porovnani s kontrolnimi netrénovanymi

skupinami potkani doSlo u vSech trénovanych skupin ke zlepSeni srde¢ni funkce
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a systolického tlaku. Nejlepsi efekt cviceni byl pozorovan u zvifat ve 12 meésicich stafi,
tzn. piiblizné v poloving bézné délky jejich zivota. Tyto vysledky potvrzuji, ze odpoveéd
organismu na I/R a ptipadny vliv kardioprotektivnich intervenci vcetné pravidelného
fyzického tréninku provedenych pied okluzi koronarni arterie muze byt ovlivnén faktory
vnéjsiho i vnitiniho prostiedi a vek je jednim z faktort, ktery ovliviiuje ischemickou toleranci

srdce u potkand.

V roce 2004 Collins et al. sledovali vliv kazdodenniho cviceni na snizeni doby trvani
tachyarytmii (komorové tachykardie a fibrilace) vznikajicich vlivem ischemického
poskozenim myokardu. Pravé komorové fibrilace jsou hlavni pfi¢inou umrti pii infarktu
myokardu. Collins et al. (2004) pouzili ve svych pokusech SHR potkany a normotenzni kmen
Wistar-Kyoto (WKY). Zvitata byla rozdélena do skupin na netrénujici a trénujici,
kde trénovana zvifata méla voln¢ k dispozici ,,koloto¢e* na béhani (4-6 tydnt) pied infarktem
myokardu. Trénujici potkani byli do kleci s koloto¢i umisténi také po provedeni okluze
koronarni arterie a zde ponechani dalSich 4-6 tydnd. Pied ischemii, v Sestém tydnu adaptace
na dobrovolny fyzicky trénink, dosahovaly naméfené hodnoty ubéhnuté vzdalenosti 7,7 + 1,3
km/den. Pfi méteni v 10. tydnu (po okluzi korondrni arterie a zavedeni telemetrickych sond
pro snimani elektrické aktivity srdce) byla aktivita zvifat témef stejna jako pred operaci (5,4 £
0,9 km/den). Fyzicky trénink prokazatelné snizil hodnoty stfedniho arterialniho tlaku a zkratil
dobu trvani a vyskyt tachyarytmii U hypertenznich zvifat oproti normotenznim kontrolam.
U cvidicich potkant doslo pied okluzi také k vyraznému snizeni tepové frekvence oproti
kontrolnim skupinam, ale vlivem I/R doslo k prodlouzeni doby trvani tachyarytmii oproti
normotenzni i kontrolni hypertenzni skupiné. Podle vysledkt této studie ma u hypertenznich
potkanll cvic¢eni pozitivni vliv na sniZeni tepové frekvence, které je pro poskozené srdce

prospésné, ale miize pisobit negativné na rozvoj zavaznych komorovych arytmii.

Z ptedlozeného textu je ziejmé, ze v pokusech jsou vyuzivany rozdilné kmeny
laboratornich potkan obou pohlavi. Zavislosti vlivu pohlavi na ischemickou toleranci srdce
po adaptaci na fyzickou zatéz se zabyvali Brown et al. (2005). V jejich pokusu byli pouziti
samci asamice kmene SD, ktefi byli adaptovani nal nebo 5 dni fyzického tréninku
na bézeckém pasu pro hlodavce. Ischemie byla provedena namodelu izolovaného
perfundovaného srdce po dobu 1 hodiny s naslednou dvouhodinovou reperfuzi. V kazdém
srdci byla hodnocena velikost infarktu, vyvinuty tlak a pritok perfuzniho roztoku srdcem.
Mezi samci 1 samicemi nedoslo v obdobi pfed ischemii ke zménam tlaku a pratoku krve,

stejné tak jako nedoSlo ke zmén¢ téchto hodnot vlivem cvi€eni. U netrénujicich zvifat mély
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samice oproti samcim signifikantn€ mensi velikost infarktu. Vlivem kratkodobé adaptace
na fyzicky trénink doslo usamct ke zmenSeni velikosti infarktu po 1 i 5 dnech cviceni.
U samic nedoslo k prikaznému zmenSeni velikosti infarktu po 1 dni cvi€eni, ale po 5 dnech
cvifeni doslo k vyraznému zmenSeni velikosti oblasti poSkozené infarktem. U netrénujicich
samct SD byla prokazana vyssi aktivita MnSOD oproti samicim a tyto hodnoty se vlivem
cviceni neménily. Dle hodnot aktivity MnSOD jsou samci vnimavéjsi ke kardioprotektivnimu
ucinku i kratké fyzické zatéze. Naproti tomu K ischemii rezistentnéj$i samice S piirozené
niz8imi hodnotami aktivity antioxida¢niho enzymu MnSOD reaguji silnéji nez samci
na stimul dlouhodobéjsiho tréninku, ale kratkodoby trénink nezplsobuje prokazatelné snizeni

jiz zlepSené ischemické tolerance srdce.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, v casti zabyvajici se studii Collinse et al. (2004),
ischemickou toleranci srdce mize negativné ovliviiovat vyskyt hypertenze a zni pramenici
hypertrofie srdce. V jiné studii Bertagnolli et al. (2008) analyzovali efekt cviceni na odolnost
srdce kischemii u samct SHR potkanii. V experimentu byla zvifata rozdélena do skupin
na netrénujici a trénujici a byl pouzit desetitydenni protokol tréninku. Potkani béhali 1 hodinu
denn€¢ 5 dni vtydnu. U trénovanych zvifat doSlo k mirnému nérustu té€lesné hmotnosti
a ke statisticky signifikantnimu zmenseni relativni hmotnosti srdce, ktera je jinak
U hypertenznich potkant vyssi. Tento pokles mohl ukazovat pozitivni vliv cviceni
na myokard, ktery byl v disledku hypertenze hypertrofovan. V pokusu byla u potkanti mimo
jiné sledovana i tepova frekvence, u které nedoslo na rozdil od studie Collinse et al. (2004)
k vyraznéj§im zménam, a hodnota stfedniho arteridlniho tlaku, kde doslo vlivem fyzické

zatéze k jeho prokazatelnému sniZeni, coZ mohlo pozitivné ovlivnit hmotnost LV.

V jiné studii Masson et al. (2015) pouzili ve své praci také potkany kmene SHR
a WKY, na kterych sledovali vliv kratkodobého cvi¢eni na kardiovaskularni a autonomni
funkce. Pfi porovnani netrénovanych zvitat vykazovali SHR potkani vyssi tepovou frekvenci
a vyssi hodnotu stredniho arterialniho tlaku krve oproti kontrolni normotenzni skupiné¢ WKY.
Vlivem 14 dnt tréninku nedoslo ke snizeni tlaku krve v ramci jednotlivych kment, ale doslo
k pomérné vyraznému poklesu tepové frekvence u trénovanych SHR potkand. Snizeni tepové

frekvence se odrazilo na zmenseni poskozeni srde¢ni tkané v disledku hypertenze.

Problematikou odpovédi kardiovaskularniho systému SHR potkanii na cviceni
se ve své praci zabyvali také Mizuno et al. (2015). V pokusech porovnavali zmény hodnot
vyvolané cvicenim u kment WKY a SHR. V pokusu byl pouzit tfimési¢ni tréninkovy

protokol adaptace na cviceni s vyuzitim béhacich kol pro hlodavce, ktera méla zvirata
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k dispozici v kleci po celou dobu pokusu a mohla si sama urcovat intenzitu a dobu fyzické
aktivity. Po tfech mésicich adaptace u trénované skupiny SHR klesly hodnoty MAP.
Trénovana zvirata vykazovala také vyssi t€lesnou hmotnost a niz§i pomérnou hmotnost srdce
vac¢i hmotnosti téla oproti kontrolnim skupinam. Pfi kontrole v osmém tydnu tréninku
vykazovala trénovana skupina SHR signifikantné del$i ubéhnutou vzdalenost oproti trénované
skupin¢ WKY. Delsi ubéhnuta vzdalenost pfi dobrovolném cviceni u SHR potkanti a zaroven
snizeni MAP vlivem cviceni mize naznacovat, ze sniZzeni piirozen¢ vysokého krevniho tlaku
pravidelnym cvicenim piisobi na tato zvifata pozitivné a zvifata sama dobrovolné efektu
cviceni vyuzivaji.

Jedna z nejnovéjsich praci zabyvajici se fyzickym tréninkem jako kardioprotektivnim
nastrojem pro zvyseni ischemické tolerance srdce potkanii vyuziva pfi cviceni také druhého
kardioprotektivniho fenoménu, chronické hypoxie (Alanova et al. 2017). V této studii byli
pouziti samci kmene WKY rozdéleni do ¢ty skupin na normoxicka necvicici, normoxicka
cvicici, hypoxickd necvicici a hypoxicka cvi¢ici. Pro adaptaci na fyzicky trénink byl pouzit
model béhaciho pasu. Zvifata adaptovana na chronickou normobarickou hypoxii byla
adaptovana v hypoxické komote a zde probihala také adaptace na fyzicky trénink.
Vlivem cviceni doslo unormoxickych trénovanych zvifat ke zmenseni velikosti infarktu
oproti kontrolni normoxické netrénované skupiné. Vlivem hypoxie doslo u netrénujicich
potkani K vyrazngj§imu snizeni velikosti infarktu, ov§em pfi spojeni kardioprotektivniho
vlivu cviceni a hypoxie jiz nedoslo k prohloubeni kardioprotektivniho efektu (Alanova et al.,

2017).

Tyto poznatky tedy naznacuji, Ze v disledku adaptace na chronickou hypoxii doslo
K maximalni aktivaci endogennich protektivnich mechanismut, a proto nedoslo kaditivnimu
protektivnimu efektu v kombinaci cviceni a chronické hypoxie. Z vyse uvedenych poznatka
lze souhrnné konstatovat, ze fyzicky trénink sniZzuje velikost infarktu myokardu napfi¢
studovanymi kmeny laboratornich potkani. U SHR potkanii dochdzi vlivem cviceni
ke snizeni tepové frekvence, a hodnot MAP, ale v ucincich tréninku na vyskyt a zavaznost
komorovych arytmii se vysledky dosud publikovanych studii neshoduji. Pozitivni vliv fyzické
zatéZe na ischemicky myokard pravdépodobné souvisi se zvySenou expresi enzymu MnSOD,
ktery ma v buiikach antioxidac¢ni a ochrannou funkci. Byl prokdzéan vliv véku na ischemickou
toleranci srdce k ischemii, a také vliv pohlavi na ucinnost protektivni funkce kratkodobé

fyzické zatéze.
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3.5.2.2 Chronicka hypoxie

Chronickd hypoxie je stav organismu, ktery vznikd na zdklad¢ disproporce
mezi piisunem kysliku do tkdni a jejich narokem na né&j. Tento stav muze byt vyvolan
nekolika zplisoby. NejbeznéjsSim typem chronické hypoxie je hypoxie ischemicka, vyvolana
¢asteCnym nebo Uplnym pterusenim proudéni krve koronarnimi cévami. Druhym typem je
hypoxie systémova, ktera je charakteristickd poklesem parcidlniho tlaku kysliku v arterialni
krvi. Tteti typ hypoxie tzv. anemicka hypoxie vznikd snizenim kapacity krve pro pienos

kysliku pfi normélnim parcialnim tlaku kysliku arterialni krve (Ost'adal et al., 2007).

Pfirozenym modelem pro studium chronické hypoxie je vysokohorské prostiedi.
V experimentalnich podminkdch vsak lze hypoxické prostfedi simulovat Vv hypoxickych
komorach. Prostfedi hypoxickych komor muze byt bud’ normobarické (vznikd fizenou
zménou slozeni plynl) nebo hypobarické (vznikd sniZzenim parcidlniho tlaku kysliku

¢asteCnym odcerpanim vzduchu).

Pozitivni kardioprotektivni vliv chronické hypoxie na organismus miize byt navozen
dvojim zptsobem. Prvnim je dlouhodobé vystaveni daného jedince hypoxickému prostiedi
(v pfirozenych podminkach zivot ve vysoké nadmoiské vysSce). Druhym zpisobem
je intermitentni vystavovani organismu hypoxickému prostiedi prostiednictvim opakovanych
hypoxickych expozic. Na rozvoj disledku intermitentni formy chronické hypoxie ma vliv
délka a intenzita expozic, pocet hypoxickych epizod za den a celkova doba, po jakou byl
organismus hypoxii vystaven (Asemu et al., 2000). Jak bylo nedavno ukazano, rychle
se opakujici stfidani hypoxie s normoxii (vtefinové intervaly) tzv. model spankové apnoe
je skodlivy, na rozdil od nékolikahodinovych expozic hypoxie vykazujicich protektivni efekt.
Skodlivy vliv spankové apnoe na odolnost srdce k ischemii byl prokazan u hypertenzniho
kmene SHR i1 normotenzniho kmene WKY (Belaidi et al., 2008).

Kromé hypoxie vyvolané v laboratornich podminkéach existuji dva piipady ptirozené
hypoxie. Prvnim je jiz zminéné permanentni vystaveni organismu hypoxii u obyvatel zijicich
ve vysokych nadmotskych vyskach, druhym pak myokard plodu, ktery je in utero vystaven
hypoxii odpovidajici cca 8000 metri nad mofem. Ostéadalova et al. (2002) ukézala,
ze hypoxicky fetalni obéh zplsobuje u plodu vétsi odolnost kischemii oproti dospélym

jedincim. Po narozeni vSak dochazi k postupnému snizovani ischemické tolerance srdce.

Jiz v 50. letech minulého stoleti byla v ramci klinicko-epidemiologického pozorovani

ey

poprvé odhalena mensi nachylnost k infarktu myokardu u lidi zijicich ve vysSich
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nadmoftskych vyskach (Hurtado, 1960). Kardioprotektivni ucinky hypoxie byly poprvé
experimentalné studovany v roce 1958 v Praze (Kopecky et Daum, 1958). V této prvni studii
bylo zjisténo, Ze vystaveni laboratornich potkanii prostiedi simulujicimu nadmotskou vysku
7000 m (kazdy druhy den po dobu 6 tydnu) vyrazné zvySuje postischemickou kontraktilni
funkci srde¢niho svalu v prubéhu reperfuze oproti kontrolni skuping. Dale bylo zjisténo,
ze kardioprotektivni ti¢inky chronické hypoxie 1ze navodit jak u samct tak samic. Svalovina
izolovaného srdce samic laboratorniho potkana je vice tolerantni k nedostatku kysliku a tento
fenomén pietrvava i ptes to, Zze vlivem chronické hypoxie dochazi ke zvySeni tolerance srdce
na nedostatek kysliku u obou pohlavi (Ost'adal et al., 1984). Vétsina experimentalnich studii
prokazala, ze u dospélych zvifat ma adaptace na chronickou hypoxii pozitivni U¢inek
na zmenSeni velikosti infarktu a lepsi kontraktilni funkce srdce po ischemii. Jak jiz bylo
nekolikrat zminéno, I/R poskozeni srdce s sebou nepiinasi pouze nevratné poskozeni bunck
myokardu a vedouci k postischemické kontraktilni dysfunkci, ale vede také ke vzniku arytmii.
Pravé arytmiim se ve své praci vénovali Neckai et al. (2002). V praci byl sledovan vliv
adaptace na intermitentni hypobarickou hypoxii (7000m, 8 h/den, 24-30 expozic) spojeny
s ischemickym preconditioningem (2 nebo 5 pé&timinutovych okluzi s nasledujici 5 minutovou
reperfuzi) narozvoj ischemického poskozeni myokardu. Intermitentni chronicka hypoxie
méla pozitivni vliv na snizeni hodnoty skore ischemickych arytmii, coZ znamena, Ze arytmie
vyskytujici se v pritbéhu ischemie byly méné zavazné. Vlivem adaptace byla také zmensena
velikost infarktu. Ischemicky preconditioning vyznamnéji snizil hodnotu arytmického skore
V porovnani s chronickou hypoxii. Pouziti preconditioningu u adaptovanych zvifat nevedlo
k dalsimu zmensSeni velikosti infarktu oproti kontrolni skupiné. Ze ziskanych vysledku

vyplynulo, Ze hypoxie a preconditioning nemaji aditivni ucinek.

Kardioprotektivni ucinky hypoxie byly dale zkoumany také ve studii Neckare et al.
(2004), kde byla sledovéana ischemické tolerance srdce po skonceni adaptace, pfi zotaveni
v normoxickych podminkach. Zvifata byla adaptovana na podminky intermitentni
hypobarické hypoxie (7000 m, 8 hodin/den, 35 epizod). 24, 7, 35 a 90 dni po adaptaci
na hypoxii byla potkanim provedena okluze koronarni arterie o délce 30 min s naslednou
¢tythodinovou reperfuzi. Kardioprotektivni efekt hypoxie na snizeni velikosti infarktu byl
patrny iV 35 dni po ukonceni adaptace na hypoxii. Chronicka hypoxie méla také vliv
nasnizeni vyskytu ischemickych areperfuznich komorovych arytmii. Zde vSak
kardioprotektivni efekt vymizel v pribéhu prvniho tydne =zotavovani v normoxii

(Neckar etal., 2004). Tytovysledky ukazaly, ze na rozdil od preconditioningu
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nebo postconditioningu, kardioprotektivni Gi¢inek chronické hypoxie pretrvava v ramci tydnd,

coz jej ¢ini velmi zajimavym z klinického hlediska.

3.3 Model SHR potkani

Inbredni spontann¢ hypertenzni kmen laboratorniho potkana (SHR) byl vyslechtén
z kmene Wistar-Kyoto (WKY). Jedna se o nejvyuzivanéjsi kmen potkana s vrozenou
hypertenzi neurogenniho puvodu (Kurtz et al., 1988; Pravenec et al., 2010). Chov SHR
potkanti pro laboratorni ucely byl Narodnim institutem pro zdravi povolen az po plné
inbredizaci tohoto kmene (po 20 generacich pfipafovani bratri a sester) v roce 1969.
DodrZzeni této zasady vedlo k vytvofeni pftirozené hypertenzniho kmene laboratorniho
potkana, ktery se nelisi schopnosti rustu ani hodnotami krevniho tlaku, i kdyz se jedna
0 jedince z ruznych chovatelskych zdroju (Kurtz et Morris, 1992). Hypertenze u kmene SHR
zpusobuje hypertrofii srdce, perifernich arterii a arteriol (Masson et al., 2015). SHR je
vhodnym modelem geneticky indukované hypertenze, na kterém je mozné studovat nemoci
spojené s hypertenzi u clovéka. Ve specifickych podminkdch vné&jSiho prostiedi,
napftiklad pfi konzumaci stravy bohaté na fruktézu se mohou u SHR potkanl rozvinout také
pridruzené jevy metabolického syndromu zahrnujici naptiklad resistenci Kk inzulinu.
Stejné jako u lidi tvoii i u SHR potkani spontanni hypertenze a ptidruzené metabolické
poruchy komplexni polygenni znaky. Identifikace genti zodpovédnych za hypertenzi u SHR
potkani by mohla poslouzit pro studium tlohy lidskych ortholognich gent

v kardiovaskularnich a metabolickych onemocnénich (Pravenec a Kurtz, 2000).

Dlouhodoba hypertenze mize vyznamnym zpisobem ovlivnit citlivost myokardu
k ischemii. Nadruhou stranu i V patologicky zménénych srdcich hypertenznich zvirat
by mohla pfetrvavat vnitini ischemicka tolerance myokardu, ktera mize byt modifikovana
dlouhodobym nebo kratkodobym vystavenim organismu stresovym podminkam (Ravingerova
et al., 2011). V souvislosti s adaptaci na stresové prostiedi byl proveden experiment,
ve kterém byli pouziti samci SHR a WKY. Jako stresovy faktor bylo pouZzito umisténi vétsiho
poc¢tu zvifat (5) do kleci dimenzovanych pro dvé zvifata tzc crowding. Ve stresovych
podminkach byla sledovand zvifata ponechédna 8 tydnii. Na konci pokusu byla vSem
potkanim provedena okluze koronarni arterie a nasledné¢ hodnocena velikost infarktu,
tlak krve a dalsi pfidruzené parametry. U obou stresovanych skupin doslo K signifikantnimu

zkraceni doby trvani VT a ke zmenSeni velikosti infarktu oproti nestresovanym kontrolam.
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Pti porovnani stresovanych a nestresovanych hypertenznich zvitat byla doba trvani VT kratsi

U normotenznich zvifat, stejn¢ jako byla mensi velikost infarktu.

Odpovédi organismu na stres je zvysSeni ischemické tolerance srdce, které se projevi
zmenSenim velikosti infarktu 1 zkrdcenim doby trvani zavaznych komorovych arytmii.
U zvifat, jejichz srdce je ovlivnéno zménami v dasledku hypertenze (napt. hypertrofie
myokardu), kterd by sama o sob¢ mohla na organismus pusobit jako vnitini stresovy faktor,
nedochazi vlivem plsobeni vnéjsiho stresoru k tak vyrazné protektivni odpovédi myokardu

jako u zvifat normotenznich, jejichz organismus neni zatizen zadnym onemocnénim.

3.3.1 Konplastické kmeny

Bézn€ pouzivané inbredni kmeny laboratornich potkant lze rozdélit do ¢tyf skupin
podle rozdilnych haplotypit DNA mitochondridlniho genomu. Tyto kmeny jsou Brown
Norway (BN), Lewis (LEW), Fisher 344 (F344) a spontann¢ hypertenzni potkani (SHR).
Ve Fyziologickém ustavu AVCR byly vytvoteny 3 SHR konplastické kmeny potkanii
charakteristické tim, Ze maji totozné jaderné geny, ale 1iSi se mitochondrialnim genomem.
Mitochondrialni proteiny jsou kodovany jak jadernym tak pravé mitochondridlnim genomem.
Usavcll se na chromozomech nachazi pfes 1000 mitochondridlnich genti koédovanych
jadernym genomem, zatimco mitochondridlni DNA (mtDNA) obsahuje pouze 37 genil
kodujicich 13 mRNA pro zakladni peptidy respiratorniho fetézce. I pies to, ze mtDNA koduje
vznik pouze malého mnozstvi proteinli, mohou pravé tyto proteiny mit vyznamny vliv
na fungovani organt vcéetné srdce (Neckar et al., 2017). Konplastické kmeny vznikly vice
nez 10 zpétnymi kfizenimi samct vySe zminénych kmend BN, F344 a LEW se samicemi
kmene SHR (Housték et al., 2014). Tyto kmeny tak piedstavuji zajimavy model pro studium
ulohy mitochondridlnich gent na ischemickou toleranci srdce. Zmény v mitochondrialnim
genomu mohou pfispivat ke zméné¢ miry bunétné smrti kardiomyocyti zapfic¢inéné I/R
poskozenim prostiednictvim vytvafeni nadmérného mnozstvi ROS, Ca®" iontli a zmén
citlivosti MTP pora (Muravyeva et al., 2014).

Pfi tvorb& konplastického kmene SHRmt"5"

pouzitého v nasich experimentech byl
transportovan mitochondridlni genom inbredniho kmene LEW na genetické pozadi
progenitorového inbredniho kmene SHR. Pro urychleni $lechténi byla pouzita Behringerova
Slechtitelska strategie. Podle Silverovy formule jsou po 12 kfiZzenich homozygotni vSichni

jedinci v 99,95 % vSech lokust. Pomoci sekvenovani byly prokazany relativné malé rozdily
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mezi mitochondridlnimi genomy SHR a SHRmt"®". Kompletni analyza sekvenci
mitochondridlni DNA (mtDNA), ktera porovnavala kmen SHR a SHRmt"5" odhalila zaménu
aminokyselin v mitochondridlnim enzymatickém komplexu NADH dehydrogenaza (komplex
I) v podjednotkach 2, 4 a 5. Dvé z téchto variant na podjednotce 4 (mt-Nd4) se nachazi blizko
gend, které jsou u cloveéka asociovany S omezenou schopnosti vyssi fyzické aktivity
adiabetem. U konplastického kmene SHRmt"*™ bylo prokézino zvySeni hladin
neesterifikovanych MK v séru a resistence k inzulinem stimulované inkorporace glukozy
do lipida tukové tkané (Housték et al., 2011).

V ramci studovani lohy mitochondridlniho genomu u potkanti s genetickym prozatim
SHR byly jiz provedeny nékteré experimenty na konplastickych kmenech SHRmt™*
(Houstek et al., 2014) a SHRmt®" (Neckaf et al., 2017). Pii porovnavani konplastického
kmene SHRmt™* skmenem SHR bylo zji§téno mnoho rozdilu v mitochondridlni DNA
zahrnujici substituce v genech kodujicich proteiny, mutace Vv genech tRNA a rRNA,
které byly spojeny se snizenim funkce enzymu oxidativni fosforylace (OXPHOS) v srdci,
svalech a ledvinach. Stejn& jako u SHRmt®™ a SHRmt"®" byl i u SHRmt™** prokézan snizeny
obsah a aktivita proteinovych komplexi OXPHOS oproti SHR kontrolam.
Zménou mitochondridlniho genomu u SHRmt™* doslo také k mirnému zvétSeni relativni

hmotnosti srdce, které nebylo zavislé na tlaku krve, nebot’ SH Rmt™*

méli podobnou miru
hypertenze jako SHR. Zjisténé vysledky ukazuji, ze pivodni mitochondrialni haplotyp SHR
zajiStuje relativni ochranu LV pfed hypertrofii indukovanou vrozenou hypertenzni,
zatimco U mitochondrialniho genomu z kmene F344 je tento protektivni efekt nizsi, coz mize
byt zplsobeno jiz zminénym sniZenim obsahu a enzymatické aktivity systému OXPHOS

(Houtek et al., 2014)

U konplastického kmene SHRmt®™ byla Neckérem et al. (2017) analyzovéana uloha
mitochondridlniho genomu pfi kardioprotektivnim pusobeni chronické hypoxie k ischemii
myokardu. U normoxickych potkani nebyl prokazan rozdil ve velikosti infarktu. Vlivem
3 tydenni adaptace na CNH doslo k signifikantnimu snizeni velikosti infarktu jak u kmene
SHR, tak i SHRmt®N. U konplastického kmene adaptovaného na CNH byla velikosti infarktu
V porovnani s hypoxickymi SHR mensi, coz znaci, ze mtDNA pienesend z kmene BN je vice
vnimava ke kardioprotektivni stimulaci myokardu vyvolanou hypoxii, nez pivodni mtDNA
SHR. Pfi sledovani aktivity OXPHOS byl po adaptaci na CNH zjistén pokles aktivity enzymi
komplexu IV respiratorniho fetézce. U konplastického kmene SHRmt=V byly zmény
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v dychacim fetézci mitochondrii pozorované také v komplexu I, ale vliv kardioprotektivniho

ucinku hypoxie ani fyzické zatéze se neprojevil.

4. Material a metody

4.1 Experimentalni zvirata

V pokusech byli pouziti dospéli samci laboratorniho potkana (Rattus norvegicus).
Kontrolni skupinu tvofili spontdnné hypertenzni potkani (SHR). Dale byli pro adaptaci
na fyzickou zatéz a chronickou kontinudlni hypoxii (CNH) pouziti potkani konplastického

LEW

kmene Lewis (SHRmt—"). Charakteristika experimentalnich skupin zvifat je uvedena

v Tabulce 1.

Tabulka 1: Skupiny experimentalnich zvirat.

SHR Kontrolni skupina, netrénujici, normoxicka

T-SHR Kontrolni skupina adaptovana na fyzickou zatéz

H-SHR Kontrolni skupina adaptovana na CNH

SHRmt™=" Skupina konplastického kmene SHRmt™™" netrénujici, normoxicka

T-SHRmt™™" | Skupina konplastického kmene SHRmt"=" adaptovana na fyzickou zat&?

H-SHRmt"=" | Skupina konplastického kmene SHRmt =" adaptovani na CNH

4.2 Modely protekce
V diplomové préci byly studovany dva modely protekce myokardu. Prvni série pokust
byla v€novéana vlivu adaptace na fyzickou z4téz a druhd vlivu adaptace na kontinualni

chronickou hypoxii na ischemickou toleranci srdce laboratorniho potkana.

4.2.1 Adaptace na fyzickou zatéz
V prvni ¢asti diplomové prace byl sledovan vliv pravidelné fyzické zatéze
laboratornich potkan na ischemickou toleranci srdce. Zvifata byla postupné adaptovana

zvySujici se zatézi po dobu 14 dni. Pro adaptaci na fyzickou zatéz byl pouzit béhaci pas
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,Exer-3/6 Treadmill for Mice and Rats* (Columbus Instruments, USA). Toto zafizeni
umoznovalo trénink az 3 potkanii najednou. V priabéhu adaptace byla navySovéana rychlost
behu, doba trvani tréninku a tim se zvySovala i1 celkova ubcéhnuta vzdalenost. Potkani
absolvovali vzdy pét dni tréninku (pracovni dny) a dva dny odpocinku (vikend). Trénink
probihal v dopolednich hodinach. Poradi skupin v tréninku se stiidalo.

Trénované skupiny zvitat (T-SHR, T-SHRmt®W

) zahdjily cviceni pii pocatecni
rychlosti pohybu pasu 20 m/min po dobu 10 minut. V priabéhu prvniho tydne byl ¢as tréninku
vzdy prodlouzen o 10 minut se zvySujici se rychlosti (viz Tabulka 2). Na konci prvniho tydne
(5. den adaptace) zvirata absolvovala trénink o celkovém c¢ase 50 minut pifi maximalni
stanovené rychlosti 30 m/min. Primérnd ub&hnuta vzdalenost byla 1445 metrG. Druhy tyden

adaptace behali potkani jednu hodinu denné rychlosti 30 m/min s primérnou ub&hnutou

vzdalenosti 1750 metru.

Zvitata byla po celou dobu pokusu sledovana a individualn€¢ hodnocena. U kazdého
zvitete byla hodnocena adaptabilita na zat¢z a ochota béhat pomoci klasického znamkovaciho

schématu na stupnici od 1 (nejlepsi) do 5 (nejhorsi) (viz Tabulka 3).

Tabulka 2: Protokol tréninku.

Den adaptace — doba trvani zatéze (min)
Rychlost 1 2 3 4 5 7-12
20 5 5 1 1 1 1
22,5 5 - - - - -
25 - 5 4 4 4 4
27 - - 5 5 5 5
30 - 10 20 30 40 50

Tabulka 3: Kritéria hodnoceni adaptability na trénink

Hodnoceni | Popis

Bé&Zi a nedotyka se dratu, nebo jen vyjimecné

Bézi a obcas se kratce dotkne dratli, nepisti nebo jen vyjimecné
Casto se dotyka dratli a pisti, ale vice nez 50 % Gasu b&zi

Casto sedi na dratech, ob&as b&zi — méné nez 50 %

Nebézi nebo jen vyjimecné

QAW IN (P
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4.2.2 Adaptace na kontinualni chronickou hypoxii (CNH)

Pfirozenym modelem pro vyzkum vlivu chronické hypoxie je vysokohorské prostiedi
(tzv. vyskova hypoxie). V experimentalnich podminkach lze pokusna zvifata adaptovat
V hypoxickych komorach, kde je vysledné hypoxické prostiedi normobarické (hypoxie
navozena fizenou zménou slozeni plynd) nebo hypobarické (snizeni pO, CéasteCnym
odcerpanim vzduchu z komory). Tyto modely umoziuji sledovani pozitivnich 1 negativnich
adaptivnich zmén na organismus, prabéh desadaptace a pfipadné provadét také
farmakologickou terapii s cilem zabranit nepfiznivym projevim adaptace na chronickou
hypoxii. Normobaricka i hypobarickd hypoxie miize mit kontinudlni nebo intermitentni
pribeh.

V diplomové praci byl sledovan vliv normobarické chronické kontinualni hypoxie
(CNH) napotkany kmene SHR a konplastického kmene SHRmt""". Zvifata byla
v normobarické hypoxické komote adaptovana pomoci hypoxickych generatort (Hypoxico)
po dobu tiech tydnti (24 hod/den, 7 dni/tyden) pii hypoxii 10% O,. Pozadovaného slozeni
vzduchu v komoie bylo dosazeno pted zahajenim pokusu. Hypoxické podminky véetné

teploty a vlhkosti se v pribéhu adaptace neménily.

4.3 Experimentalni model srdce in situ

Model srdce in situ je standardni metoda cilena na studium citlivosti bunék myokardu
k latentnimu poskozeni v disledku infarktu myokardu u laboratornich zvifat. Metoda je
zaloZena na akutni okluzi koronarni arterie u anestetizovaného zvitete, kterad vyvola regionalni
ischemii myokardu. Ke vzniku infarktu myokardu vedou ireverzibilni zmény kardiomyocyta
zpiisobené nedostatecnym zasobenim kyslikem v pribéhu ischemie. Pfi ischemii, stejné jako
v dobé reperfuze lze sledovat 1 dalsi projevy akutniho infarktu myokardu jako je vyskyt
komorovych arytmii. Na konci experimentu Ize histochemicky ¢i histologicky zjistit velikost

infarktu.

4.3.1 Operacni faze experimentu

Laboratorni potkani byli anestetizovani intraperitonealné (i.p.) pentobarbitalem
sodnym (60 mg/kg). Ucinek a hloubka anestezie byly kontrolovany kornealnim reflexem

a Stipnutim  zvifete do koncové ¢asti ocasu. Zvife v hluboké anestezii bylo pfeneseno
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na vyhfivany operacni stolek. Po celou dobu pokusu byla télesna teplota monitorovana
pomoci rektalniho teploméru a udrzovana v rozmezi 36,5 - 37,5°C. Kondetiny zvitete byly
k operacnimu stolku lehce fixovany gumickami. Byla provedena kanylace a. carotis
heparinizovanou polyethylenovou kanylou. Nasledn¢ byla provedena tracheotomie
a do trachey byla zavedena polyethylenova kanyla. Zvife bylo napojeno na ventilator
pro hlodavce (Ugo Basile, Italy); parametry nastaveni byly: 65-70 nadechu/min a dechovy
objem 12 ml/kg télesné hmotnosti. Dalsim krokem bylo provedeni levostranné thorakotomie.
Hrudnik potkana byl otevien pfiblizné 1 cm pod spojnici pfednich koncetin v oblasti
5. mezizebii. Otvor v hrudniku byl zvétSen pomoci nizek. Pro rozsifeni prostoru mezi zebry
asnaz$i piistup k srdci byl pouzit oftalmologicky retraktor. Perikard srdce byl odstranén
chirurgickou pinzetou. Nasrdci byla lokalizovana sestupna vétev levé koronarni arterie
(LAD). Arterie byla podvazana za pomoci chirurgické jehly a Siciho vlakna (Chiramax,
Ceska republika) piiblizné 1-2 mm distalng od odstupu LAD od hlavni vétve levé koronarni
arterie. Oba konce Siciho vlakna byly pomoci pinzety provleceny polyethylenovou kanylou
a zajistény chirurgickou svorkou. Poté byl potkan napojen na méfeni EKG a tlaku. Arterialni
krevni tlak byl méfen pomoci nakanylované a. carotis tlakovym snimacem (Gould P23Gb).
Pro méteni EKG bylo zvife pfipojeno na tii jehlové snimaci elektrody. Hodnoty z obou
méfeni byly zaznamenavany programem CAR. Zaznam hodnot probihal od zacatku
stabilizace, v prubéhu ischemie (20 min) a v prvnich tfech minutach reperfuze. Poté byl
Z hrudniku vyjmut retraktor, operacni rana byla zaSita n¢kolika stehy a z hrudniku byl odsat
prebyteény vzduch a télesné tekutiny. Potkan byl odpojen od ventildtoru a ptfemistén
na vyhiivanou podlozku. Zde byl spontanné dychajici udrZzovadn v hluboké anestezii

po zbyvajici dobu reperfuze (3 hodiny).

4.3.2 Stanoveni velikosti infarktu

Po tfech hodinach reperfuze byla potkanovi v hluboké anestezii rozstfizena bfiSni
dutina, prostfizena branice, otevien hrudnik a vystfizeno srdce. Srdce bylo pfemisténo
do kadinky s ledovym fyziologickym roztokem. Srdce bylo napojeno pfes aortu na kovovou
kanylu napojenou s injekéni stfikacku naplnénou fyziologickym roztokem a pfipevnéna Sicim
vlaknem. Nasledn¢é bylo dukladné proplachnuto. Infuzi se srdce zbavilo zbytkl krve z komor
a koronarniho fecisté. Na promytém srdci bylo opétovné provedeno uzavieni LAD.

Pro odliSeni okludované a normaln¢ perfundované oblasti bylo v dal§im kroku srdce pomoci
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injekéni stiikacky perfundovano 5% roztokem manganistanu draselného. Poté bylo srdce opét

proplachnuto fyziologickym roztokem a byl uvolnén podvaz LAD.

Srdce bylo uvolnéno z kovové kanyly a odstiizenim zbaveno srde¢nich sini a odstupujicich
cév. Nasledn¢ bylo osuseno filtracnim papirem a vlozeno do mrazaku. Zmrazené komory byly
nakrajeny na 6-8 pricnych fezl. Pfipravené fezy byly vlozeny do lahvicky s 10 ml 1% 2, 3, 5
— trifenyltetrazolium chlorid (TTC) ve fosfatovém pufru o pH 7,4. Roztok TTC byl udrzovan
pii teplot¢ 37 °C tak, Ze lahvicky sfezy byly vlozeny do kadinky s teplou vodou.
Po 30 minutach byl roztok TTC v lahvickdch vyménén za 10% roztok neutradlniho

formaldehydu. Takto fixovana srdce byla ulozena do lednice.

4.3.3 Vyhodnoceni experimentalné ziskanych dat

4.3.3.1 Analyza velikosti infarktu

Velikost infarktu byla stanovena na zékladé hodnoceni ptficnych fezd levé komory
(Viz Obrdzek 2). Sest az osm fezii myokardu levé komory (priméma tloustka 1 mm) bylo
V Petriho misce rozlozeno s malym mnoZstvim fyziologického roztoku. Takto srovnané fezy
byly nafoceny z obou stran digitalnim fotoaparatem (Nikon D50 s makroobjektivem).
Pro dosaZeni co nejvyssi kvality potfizenych snimkti a kontrastu byla Petriho miska poloZena
na modry papir. Do misky byly k fezlim pfidany také identifikacni Stitky s ¢islem vzorku.
Nafocené fezy byly pfeneseny do pocitace. V programu Adobe Photoshop byly ze snimkl
vyfezany jednotlivé fezy levé komory (viz Obrdzek 3). Vzniklé soubory byly hodnoceny
v programu Ellipse (ViTiDo, Slovenské republika). Tento program umoziiuje planimetricky
analyzovat velikost infarktu. V programu Ellipse byla stanovena celkova velikost LV,
AR a oblasti zasazené infarktem (IS). Zjisténé hodnoty byly zaneseny do tabulky v programu
Microsoft Excel. V témze programu byla stanovena relativni velikost IS vztazena na velikost
AR (IS/AR, %), k velikosti celé LV (IS/LV, %) a relativni velikost AR k celé velikosti LV
(AR/LV, %). Reprezentativni vysledek stanoveni jednotlivych oblasti srdce je znazornén

na Obrazku 2 a 3.
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Obrazek 2: Fotografie rezii obarveného myokardu po 20 min okluzi LAD korondrni arterie a 3 h reperfuzi.

TTC pozitivni barveni

normalné perfundovana
oblast

TTC negativni barveni

Obrazek 3: Pricny rez obarveného srdce. Hneda barva — normalné perfundovanda oblast, cervena barva — TTC
pozitivai barveni (oblast AR, kde bunky odolaly ischemickému poskozeni), bild barva — TTC negativni barveni
(oblast AR - nekroticka tkan).
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4.3.3.2 Analyza ischemickych a reperfuznich arytmii

Elektricka aktivita srdce byla hodnocena po dobu 20 minut ischemie a V prvnich
3 minutach reperfuze. V této dobé jsme sledovali a hodnotili 5 typt arytmii — singly, dably,

triplety, komorové tachykardie a komorové fibrilace (viz Tabulka 4).

Tabulka 4: Typy arytmii.

Singly (S) Jednoduché pred¢asné komorové stahy

Dably (D) Dvojité pfed¢asné komorové stahy

Triplety (T) Trojité predcasné komorové stahy

Komorové tachykardie Ctyfi a vice po sobé jdouci piedéasné komorové stahy
Komorové¢ fibrilace (VF) | Heterogenni nekoordinovana elektricka aktivita

EKG zaznamy byly uloZeny v pocitaci a nasledné¢ analyzovany. K hodnoceni arytmii
byl pouzit program CAR, ve kterém jsme hodnotili celkové pocty jednotlivych typid arytmii
ke kazdému  zvifeti pfifazena hodnota arytmického skoére (viz Tabulka 5).
Toto semikvantitativni hodnoceni slouzi k rychlé identifikaci vyskytu zavaznych komorovych
arytmii. Hodnoty ziskané programem CAR byly pievedeny do tabulek programu Microsoft

Excel a dale statisticky zpracovany.

Tabulka 5: Skore ischemickych a reperfuznich arytmii.

Skore | Typ arytmii
0 Bez arytmii
Pouze jednoduché komorové stahy (S)
Dvojité (D) a trojité (T) pfed€asné komorové stahy
Komorové tachykardie
Reverzibilni komorové fibrilace
Ireverzibilni komorové fibrilace

OB WwWN|F-
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4.4 Stanoveni exprese SOD

V biochemickych experimentech jsme se zaméfili na stanoveni MnSOD v myokardu
potkani. MnSOD je duleZzitym enzymem nachazejicim se v matrix mitochondrii

a prispivajicim k antioxida¢ni a antiapoptické ochrané kardiomyocytu.

V pokusech byli pouziti dospéli samci laboratornich potkanti kmene SHR
a konplastického kmene SHRmt"=". Zvitata byla rozd&lena do dvou skupin (viz kapitola 3.1).
Kontrolni skupiny (SHR, SHRmt"*") byly po celou dobu pokusu umistény v normoxickych
podminkach. Sledované skupiny (H-SHR, H-SHRmt®") byly adaptovany v hypoxické
komofte. V podminkach 10% kontinualni hypoxie byla zvifata ponechédna po dobu 3 tydnii

(viz kapitola 3.2.2).

4.4.1 Piiprava vzorku

Pro biochemické analyzy byly adaptovany samostatné skupiny potkanti na CNH.
Na konci experimentu byla zvifata usmrcena cervikalni dislokaci. Bezprostfedné poté byla
rozstfizena dutina bfisni, otevien hrudnik a vystiizeno srdce, které bylo umisténo
na chlazenou Petriho misku. Srdce bylo rozdéleno na 5 ¢asti — pravou komoru, septum
alevou komoru (3 casti). Kazd4 ¢ast byla zamraZena v tekutém dusiku, zvézena, uloZena

do alobalu a popsana pro pozdé¢jsi identifikaci. Takto pfipravené vzorky byly uloZzeny

do mraziciho boxu pii -80°C.

4.4.1.1 Homogenizace

Pro stanoveni exprese MnSOD byl pouzit vzdy jeden vzorek LV o hmotnosti
cca 200 mg. Zmrazeny kousek LV byl z alobalu pfemistén do tfeci misky, kde byl spolu
s tekutym dusikem rozmélnén do konzistence prasku. Poté byl vzorek ptenesen do 1 ml
homogenizaéniho pufru o nasledujicim slozeni: 12,5 mM TRIS-HCI (pH 7,4), 2,5 mM
EGTA, 250 mM sachar6za, 6 mM B-mercaptoethanol, destilovana voda). Zkumavka s pufrem
byla zvazena pied i po ptidani vzorku a z vysledného rozdilu bylo stanoveno mnozstvi pufru
pottebného k doplnéni celkového objemu. Pfipravené vzorky doplnéné o pufr byly prevedeny
do homogeniza¢ni aparatury (sklenéna zkumavka s hrdlem, keramicky homogenizator

na tyCince). Vzorek v aparatuie byl 15x promichdn a hotovy homogenat byl ptepipetovan zpét
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do zkumavky o objemu 5 ml. Ze zasobniho vzorku bylo odebrano 4x10 pl pro stanoveni
mnozstvi proteinu metodou podle Bradforda a 4x10 pl pro Western blot. Pfipravené alikvoty
i zasobni homogenat byly umistény do mraziciho boxu. Cely proces homogenizace vyzadoval
umisténi zkumavek ihomogeniza¢ni aparatury v ledové tFisti, aby se piedeslo degradaci

proteind v dusledku vyssi teploty.

4.4.1.2 Stanoveni mnoZstvi proteini

Celkové mnozstvi proteinu ve vzorcich bylo stanoveno Bradfordovou metodou.
Ta je zaloZend na navazani proteind ve vzorku na barevné ¢inidlo, ¢imz dochazi k posunu
absorp¢niho maxima k vinové délce 595 nm a nasledném spektrofotometrickém stanoveni.
Nejprve byly ptipraveny roztoky pro stanoveni kalibrac¢ni kiivky (destilovana voda, Bovinni
sérovy albumin). Poté se rozmrazené vzorky homogenatu natredily 20x (10 pl vzorku, 190 pl
vody). Obsah kazdé zkumavky byl fadn¢ promichan na vortexu a poté bylo naneseno 10 pl
vzorku v tripletech na 96 jamkovou desticku. Do jamek bylo ptidano 250 pl Bradfordova
¢inidla a 10 minut inkubovano. Po uplynuti doby inkubace byla vyhodnocena absorbance
vzorkt na reederu Synergy HT (Bio Tek) pti vinové délce 595 nm. Hodnoty z ptistroje byly

Vv pocitaéi pievedeny do tabulky v programu Microsoft Excel.

4.4.1.3 Elektroforéza

Pro elektroforézu byla pouzita standardni aparatura Mini-Protean 11l apparatus (Bio-
rad, Herkules, CA, USA). Déleni proteint v jednotlivych vzorcich bylo provedeno v 10%
BIS-akrylamidovych gelech za ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS). Piipraveny gel byl
nalit mezi skla, zbyly prostor nad gelem byl vyplnén pomoci injekéni stiikacky
redestilovanou vodou. Doba tuhnuti gelu byla 40 minut. Pfed uplynutim doby tuhnuti prvniho
byl piipraven 4% zaostfovaci gel. Po uplynuti doby tuhnuti prvniho gelu byla z aparatury
odstranéna piebyte¢nou voda a mezera mezi skly byla vysusena filtraénim papirem. Poté byl
nalit do aparatury az po okraj skel zaostfovaci gel. Do zaostfovaciho gelu byly vloZeny
plastové hiebeny pro vytvoreni jamek na vzorky. Doba tuhnuti zaostfovaciho gelu byla 30
minut. Po uplynuti doby tuhnuti druhého gelu byly vyjmuty hicbeny a jamky vyplachnuty
redestilovanou vodou. Skla byla vyjmuta zaparatury aocisténa z vnéjSich stran

od ptebytecného gelu. V pribéhu tuhnuti zaostfovaciho gelu byly pfipraveny vzorky,
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které byly fedény pufrem 40% (10 pul homogenatu + 390 pl fediciho pufru). Pufr byl pfipraven
z 2x koncentrovaného Sample buffer (Biorad, Praha, Ceska republika) a p-merkaptoethanolu.

Ke kazdému vzorku bylo pfidano Stanovené mmnozstvi pufru a byly ponechany
3 minuty inkubovat pii 100 °C. Po inkubaci byly vzorky stodeny na minicentrifuze (30 s).
Skla s gely byla vlozena aparatury pro elektroforézu. Prostor mezi skly byl vyplnén fedénym
elektronovym pufrem (10x TGS). Vzorky byly nanaseny pipetou se specidlnimi Spickami
do jamek v gelu dle nanaSeciho protokolu. Jako prvni byl na gel nanesen standard, do druhé
jamky kontrolni vzorek mozku a do zbylych jamek analyzované vzorky. Mezi nanaskami byla
Spicka 3x proplachnuta redestilovanou vodou pro moznost opakovaného pouziti. Po naneseni
vzorkd byl doplnén do prostoru mezi skly a také z vnéjsi strany skel az pod okraj nanasek
fedény elektronovy pufr. Aparatura byla pfipojena ke zdroji s nastavenym konstantnim
napétim (U) aproudem (I) — pro dva gely 30 mA/85 min dle molekulové hmotnosti
stanovovaného proteinu. Po zanofeni nanasek do gelu (cca 10 - 15 minut) byl zvysSen proud
na dvojnasobnou hodnotu a elektroforéza bézela po zbytek Casu. Po skonceni elektroforézy
byly gely pieneseny do plastovych krabi¢ek naplnénych Cerstvym transferovym pufrem (10%
TG).

4.4.1.4 Western Blot (WB)

Pro Western blot byla pouzita standartni aparatura (BioRad, Praha, Ceska republika).
Do drzéku byly vlozeny &erné houbi¢ky, PVDF membrana (BioRad, Praha, Ceska republika),
gel apapir pro western blot. Houbi¢ky a papiry (10x7,5 cm) pro WB byly namoceny
do transferového pufru (10x TG). PVDF membrany byly na 5 minut vloZzeny do plastové
misky s methylalkoholem. VSechny pfipravené komponenty byly postupné navrstveny
do drzaku a pfipravena aparatura byla umisténa do plastové vani¢ky. Do vzniklého prostoru
mezi vanickou a aparaturou byla vlozena chladici desticka. Vanicka s aparaturou byla vloZena
do polystyrenové krabice naplnéné ledovou tfisti a do vani¢ky byl doplnén transferovy pufr.
Aparatura byla pfipojena ke zdroji s proudem nastavenym na 350 mA na 60 minut.

Po skonéeni ptenosu bylo provedeno kontrolni obarveni membrany Ponceau S.
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4.4.1.5 Imunodetekce

Membrany byly vlozeny do krabicek s 50 ml 5% suSeného mléka rozpusténého
v TTBS (5g suSené¢ho mléka do 100ml TTBS) a 60 minut inkubovany na ,kyvacce®.
Po blokaci membrany v roztoku suSeného mléka byla pfipravena primarni protilatka. Ta byla
fedéna dle doporuceni s roztokem 10% suseného mléka. Protilatku s membranou byla vlozena
do velké zkumavky a ponechéana ptes noc inkubovat na rotatoru. Po konci inkubace s primarni
protilatkou byla membrana promyta v TTBS (3x5 minut). Pro stanoveni MnSOD bylo
pro 2 membrany piipraveno 15 ml roztoku s primarni protilatkou z TTBS 10% suSeného
mléka a primarni protilatky (MnSOD — Sigma S5069, rabbit) s fedénim 1:2000. Po ukonéeni
doby inkubace s primarni protilatkou a oplachnuti membran byl k membranam ptidan roztok
sekundarni protilatky (Bio-Rad anti-rabbit 170-6515) s fedénim 1:30 000 a membrany byly
inkubovany 60 minut. Na konci inkubace se sekundarni protildtkou byly membrany opét 3x
po 5 minutach proplachnuty v roztoku TTBS. Oplachnuté membrany byly zality cerstvym
roztokem TTBS a tim pfipraveny k vyvolani. Pro vyvolani membrdny jsme pouzili
vyvolavaci roztok z peroxidu vodiku a luminolu. Obé slozky byly napipetovany do zkumavky
a promichany. Poté byla kaZzda membrana piesunuta do prazdné krabicky, kde byla zalita 500
pl pfipraveného vyvoldvaciho roztoku a takto ponechana 5 minut. Poté byla vyvolana
na pristroji LAS sexpozici 10 s. Data ziskana metodou Western Blot byla hodnocena

v programu ImageJ, ktery analyzuje mnozZstvi proteinu ve vzorku.

4.5 Statistické zpracovani dat, grafické zpracovani vysledku

Grafické a statistické zpracovani vysledki bylo provedeno v programu GraphPad
Prism. Vysledky jsou uvadény jako primér + stfedni chyba priméru (SEM). Statistické
rozdily mezi dvéma experimentalnimi skupinami byly hodnoceny t-testem nebo Mann —
Whitneyho testem v pfipadé dat snenormalnim rozlozenim. Pro zjisténi statistické
vyznamnosti mezi tremi a vice skupinami byla pouzita jednocestna ANOVA s naslednym
New-Keuls post-testem. Za statisticky vyznamné byly povazovany rozdily na trovni P
< 0,05.
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5. Vysledky

V ramci diplomové prace bylo provedeno 103 experimentd, jejichz tcelem bylo

analyzovat stanovené cile (viz kapitola 3.2). Prvni série pokust byla ur€ena pro stanoveni

LEW

ischemické tolerance srdci potkant SHR a SHRmt adaptovanych na dlouhodobou

fyzickou =zatéz. U zvifat byla stanovena velikost infarktu a vyskyt ischemickych

a reperfuznich komorovych arytmii. Velikost skupin a pocet sledovanych zvifat je uveden

v Tabulce 6.

Tabulka 6: Pocet provedenych pokusii, stanoveni velikosti infarktu a vyskyt komorovych arytmii (ARH) LV

U experimentalnich skupin.

Skupina Pocet zvifat | I/R poskozeni | ARH
SHR 13 11 11
T-SHR 15 10 10
SHRmt"=" 13 9 9
T-SHRmt"=" 15 7 7

Legenda: SHR — kontrolni skupina, T-SHR — kontrolni skupina adaptovand na fyzickou zdtéz, SHRmt"=" —
skupina konplastickych SHR potkanii s mitochondridlnim genomem kmene Lewis (LEW), T- SHRmt"®" — skupina
konplastickych SHR potkanit s mitochondrialnim genomem kmene Lewis (LEW) adaptovana na fyzickou zatez.

V tabulce 6 chybi 19 stanoveni velikosti I/R poskozeni a 19 hodnoceni vyskytu
arytmii. Divodem bylo tmrti 1 potkana ze skupiny T-SHR a 1 potkana ze skupiny T-
SHRmt"*™ v priibshu reperfuze, $patné obarveni vyjmutého srdce u 1 potkana ze skupiny
SHR, 1 potkana skupiny SHRmt"5", 1 potkana skupiny T-SHR a 1 potkana ze skupiny T-
SHRmt"®Y. Ve zbylych ptipadech nebyla hodnocena velikost infarktu nebo vyskyt
a zavaznost arytmii z davodu velkych odchylek sledovanych hodnot, pfedev§im malé
velikosti podvazané oblasti.

Druhd série pokusi byla zaméfena na vliv chronické kontinudlni hypoxie
na ischemickou toleranci srdce a vyskyt komorovych arytmii u potkani SHR a SHRmt"®"
adaptovanych na podminky kontinudlni normobarické hypoxie. U zvifat byla stanovena
velikost infarktu I/R poskozeni LV a vyskyt komorovych arytmii. Velikost skupin a pocet

sledovanych zvirat jsou uvedeny v Tabulce 7.
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Tabulka 7: Pocet provedenych pokusii, stanoveni I/R poSkozeni a vyskyt komorovych arytmii (ARH) LV

U experimentdlnich skupin.

Skupina Pocet zvitat | I/R poskozeni | ARH
SHR 13 11 11
H-SHR 10 10 10
SHRmt"=W 13 9 9
H-SHRmt"=W 13 10 10

Legenda: SHR — kontrolni skupina, H-SHR — kontrolni skupina adaptovand na CNH, SHRmi"®" — skupina
konplastickych SHR potkanii s mitochondridlnim genomem kmene Lewis (LEW), H-SHRmt"=" — skupina
konplastickych SHR potkanii s mitochondrialnim genomem kmene Lewis (LEW) adaptovand na CNH.

V tabulce 7 chybi 9 stanoveni velikosti I/R poskozeni a 9 hodnoceni vyskytu arytmii.
Dtivodem bylo Spatné obarveni vyjmutého srdce u 1 potkana ze skupiny SHR a 1 potkana
skupiny SHRmt"*". Ve zbylych pripadech nebyla hodnocena velikost infarktu nebo vyskyt
komorovych arytmii z divodu velkych odchylek sledovanych hodnot, pfedev§im malé

velikosti podvazané oblasti.

Treti série pokusi byla zaméfena na stanoveni mnozstvi MnSOD v LV potkant.
Zvitata v tomto pokusu byla adaptovana na CNH. Pocet zvifat a charakteristika skupin je

uvedena v Tabulce 8.

Tabulka 8: Pocet provedenych pokusii, pocet pouZitych vzorkii.

Skupina Pocet zvitat | Pocet pouzitych vzorkl
SHR 6 6
H-SHR 6 6
SHRmt-EW 6 6
H-SHRmt="W 6 6

Legenda: SHR — kontrolni skupina, H-SHR — kontrolni skupina adaptované na CNH, SHRmt"=" — skupina
konplastickych SHR potkanii s mitochondridlnim genomem kmene Lewis (LEW), H-SHRmt®" — skupina
konplastickych SHR potkanii s mitochondrialnim genomem kmene Lewis (LEW) adaptovand na CNH.

V pokusu bylo pouzito celkem 24 zvifat. Sest samcti kmene SHR a 6 samcil
konplastického kmene SHRmt"™™ bylo ponechano v normoxickych podminkach jako
kontrolni skupina. Sest samcii kmene SHR a 6 samcii konplastického kmene SHRmt™=" bylo
po dobu ttech tydnii adaptovano na CNH. Ze ziskanych homogenatii (viz kapitola 3.3.1) byly

pouzity reprezentativni vzorky z kazdé experimentalni skupiny.
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5.1 Zakladni fyziologické parametry

Mezi sledovanymi zakladnimi fyziologickymi parametry, které jsou zaroven
vyznamnymi ukazateli vlivu fyzické zatéze resp. CNH na kardiovaskuldrni systém patii
télesna hmotnost (BW), tepova frekvence (HW) a stfedni arterialni tlak krve (MAP). Rozdily
Vv télesnych hmotnostech u jednotlivych experimentalnich skupin jsou ukézany v Grafu 1.

LEW

Snizeni hmotnosti u kmene SHRmt " vlivem tréninku i hypoxie byl statisticky signifikantni.
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Graf 1: Primérnd télesnd hmotnost (g) u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"*adaptovanych
na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeny jako priumér + stiedni chyba priiméru.
* P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil: Kont vs. Trénink i Hypoxie

Hodnoty tepové frekvence (HR) spolu se stfednim arterialnim tlakem krve (MAP)
byly zaznamenavany ve stabilizacni fazi pokusu (pfed ischemii), na konci dvaceti minutové
ischemie ana konci tfihodinové reperfuze. Hodnoty HR a MAP jsou u jednotlivych skupin

zvifat zaznamenany v souhrnné Tabulce 10.
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Tabulka 6: Hodnoty tepové frekvence (HW) a stiredniho arteridlniho tlaku (MAP).

HR (tep/min) MAP (mmHqg

Skupina Preischemie | Ischemie | Reperfuze | Preischemie | Ischemie | Reperfuze
SHR 421+15 |413+10| 388+19 | 136+15 [111+13]| 81+10"
T-SHR 394+9 | 403+6 | 410+9 1269 [ 11010 | 10067
H-SHR 383+£5*% | 374+6 | 356+ 11 152 +2 151+£2 | 132+10
SHRmt"=W 417+12 [ 425+10| 389+97 135+8 | 11310 102+ 10
T-SHRmt"=W 392 +8 405+9 | 386+6 128410 | 117+13 | 96+97*
H-SHRmt"=W 428 + 8 434+7 | 409+11 | 156+x4* | 130+6 | 119+77

Legenda: SHR — kontrolni skupina, H-SHR — kontrolni skupina adaptovand na CNH SHRmi*=" — skupina

konplastickych SHR potkanii s mitochondrialnim genomem kmene Lewis (LEW), H-SHRmt

LEW

— skupina

konplastickych SHR potkanii s mitochondrialnim genomem kmene Lewis (LEW) adaptovana na CNH. Vysledky
jsou uvddeny jako priimeér + stiedni chyba priiméru.
*P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: Preischemie vs. Reperfuze

* P <0,05: statisticky vyznamny rozdil: Kont. vs. Trénink, Hypoxie

5.2 Vliv fyzické zatéze

Pti sledovani ischemické tolerance srdce a vlivu protektivnich faktorti je dulezitou

velikost AR apoté velikost infarktu myokardu v této oblasti. Zadanym kardioprotektivnim
cilem je zmenseni oblasti postizené infarktem. V diplomové praci jsme se vénovali porovnani
dvou hodnot. Prvni byl vliv kardioprotektivnich opatfeni (trénink a CNH) na SHR
a SHRmt"®". Druhym pak vliv genetického pozadi (SHR vs. SHRmt"®") na ischemickou

toleranci.

Pomér velikosti AR vzhledem K velikosti celé LV (AR/IS, %) je zobrazen v Grafu 2.

U obou kmenti se relativni velikost AR vyznamné neliSila, coz napovida, ze u vSech

experimentalnich skupin byl proveden podobny podvaz koronarni artérie.

Nasledujici Graf 3 ukazuje relativni velikost infarktu normalizovanou na velikost AR.

Pravidelny fyzicky trénink mirné zmensil velikost infarktu ze 71 + 3,2 % u kontrolnich SHR

potkanl na 59 = 7,7 %. Tento pokles vSak nedosahoval statisticky vyznamného rozdilu.

U SHRmt"5" nebyl trend ke zmenseni velikosti infarktu pozorovan.
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Graf 2: Relativni velikost ohrozené oblasti normalizovand na velikost levé komory (AR/LV, %) u SHR potkanii
a konplastického kmene SHRmt""adaptovanych na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadény jako
prumeér + stredni chyba primeéru.
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Graf 3: Relativni velikost infarktu normalizovand na velikost ohroZené oblasti (IS/AR, %) u SHR potkanii a konplastického
kmene SHRmt"®“adaptovanych na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvidény jako priimér + stiedni chyba priméru.
* P < 0,05; statisticky vyznamny rozdil: Kont vs. Hypoxie
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Dalsi parametr, ktery byl v ramci nasich experimentii sledovan, byl vyskyt a zadvaznost
ischemickych a reperfuznich arytmii (viz kapitola 2.1.3.3). Celkovy pocet jednoduchych
predCasnych komorovych stahii (singly) a dvojitych a trojitych pred¢asnych komorovych
stahti (souhrnné salvy) je zobrazen v Grafech 4 a 5. Pti porovnani poc¢tu singlti V ramci kmene
SHR i SHRmt"*" je v obou piipadech patrné sniZeni jejich po¢tu vlivem cvieni (SHR 195 +
37; T-SHR 137 + 29; SHRmt"=" 202 + 42; T-SHRmt"¥V 115 + 39). Tyto rozdily vsak nebyly
signifikantni. Snizeni poctu pired¢asnych komorovych stahli bylo patrné i na mnoZzstvi salv.
Zde doslo vlivem fyzické zatéze k poklesu z 84 =22 u SHR na41 + 17 u T-SHR a z 83 + 29
u SHRmt"®" na 56 + 19 u T- SHRmt"®Y. Rozdil v &etnosti vyskytu salv nebyl statisticky

signifikantni.
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Graf 4: Pocet jednoduchych komorovych stahii u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"*adaptovanych

na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou wuvddeny jako primér + stfedni chyba priméru.
* P < 0,05, statisticky vyznamny rozdil: Kont vs. Hypoxie
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Graf 5: Pocet dvojitych a trojitych komorovych stahii (salvy) u SHR potkanii a konplastického kmene
SHRmt"*Vadaptovanych na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvddény jako primér + stiedni chyba
primeru.

Mezi velmi zédvazné poruchy srde¢niho rytmu vznikajici v priib&hu ischemie patii VT.
Jejich celkovy pocet ukazuje Graf 6. U kmene SHR nedoslo vlivem adaptace na fyzickou
zatéz k vyznamné zméné poctu VT (SHR 580 + 357 a T-SHR 547 + 343). U konplastického
kmene SHRmt"=" doslo ke zvyseni mnoZstvi komorovych tachykardii v porovnani s kmenem
SHR (580 £ 357 vs. 961 £+ 401). V ramci skupin konplastického kmene SHRmt"=" pak doslo
u trénovanych zvirat k vyraznému snizeni poctu VT z 961 + 401 na 483 + 211. Diky vysoké
variabilité vyskytu vSak tyto zmény nedasahovaly statistické signifikance. S hodnotami poctu
VT koreluje také doba trvani tachyarytmii (VT + VF). Pfi porovnani skupin na zakladé
rozdilného mitochondridlniho genotypu byla doba trvani tachyarytmii vyrazné delsi
u konplastického kmene SHRmt"=™ (100 + 42 s) oproti kontrolni skupiné SHR (62 + 38 s).
Porovnanim kontrolnich a trénovanych skupin bylo zjisténo mirné sniZzeni doby trvani
tachyarytmii v dasledku fyzické zatéze (SHR 62 + 38 s; T-SHR 49 + 31 s; SHRmt"®" 100 +
42 s, T-SHRmt"EW 64 + 23 ). Zjisténé rozdily vsak ani v tomto piipadé nedosahovaly prahu

statistické vyznamnosti.
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Graf 6: Pocet komorovych tachykardii u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"*"adaptovanych
na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeny jako priimeér + stiedni chyba priiméru.
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Graf 7: Doba trvéni tachyarytmii (s) u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"=Y adaptovanych na fyzicky
trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeény jako priumér + stiedni chyba primeéru.
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Celkovy pocet ischemickych arytmii je vyobrazen v Grafu 8. Pfi porovnani mezi
kmeny je patrny mirn& vy3si vyskyt poctu arytmii u konplastického kmene SHRmt"*" (1246
+ 453) v porovnani s SHR (860 + 379) v dusledku zvySeného vyskytu komorovych
tachykardii. U kmene SHR doSlo vlivem tréninku ke snizeni poctu ischemickych arytmii
na 725 + 335. Stejny pokles byl pozorovan i u konplastického kmene SHRmt"*", kde bylo
snizeni po&tu ischemickych arytmii patrn&jsi (SHRmt"=" 1246 + 453; T-SHRmt"®V 654 +

223), nicméné ani tento pokles o 52,5 % nedosahoval statistické vyznamnosti.

Zavaznost ischemickych arytmii ukazuje Graf 9, ktery hodnoti semikvantitativni
parametr skore. Je patrné, ze u kontrolnich skupin se hodnoty skore témét neméni (SHR 3 +
0,17; SHRmt"®V 2,9 + 0,28). Vlivem fyzické zatéZe bylo skore ischemickych arytmii sniZeno
u skupiny T-SHR na 2,6 + 0,28 a u skupiny T-SHRmt"=" naopak zvyseno na 3,3 + 0,39.
Rozdily v zavaznosti ischemickych arytmii vyjadifenych v hodnotach skore nebyly statisticky

prikazné.
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Graf 8: Celkovy pocet ischemickych arytmii u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"="

na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeény jako primeér + stiedni chyba priumeru.

adaptovanych
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Graf 9: Skore ischemickych arytmii u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"®"

trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeny jako + stredni chyba primeru.

adaptovanych na fyzicky

Stejné¢ jako v ischemii lze i v reperfuzi sledovat vyskyt arytmii a hodnotit jejich
zévaznost. Vyskyt reperfuznich arytmii se ukézal odliSny v porovnani s ischemickymi
arytmiemi. Celkovy pocet reperfuznich arytmii (Graf 10) se vramci porovnani kment
s rozdilngm mitochondrialnim genomem vyrazn&ji neménil (SHR 52 + 24; SHRmt"™" 60 +
16). U kmene SHR doslo vlivem tréninku k naristu mnozstvi reperfuznich arytmii na 88 + 30.
U trénovanych jedinc konplastického kmene naopak dosSlo ke snizeni poctu reperfuznich

arytmii na 38 + 19.

Graf 11 hodnoti zavaznost reperfuznich arytmii parametrem skore. Na zakladé
ziskanych udaji je zifejmé, Ze s rostoucim poctem reperfuznich arytmii u skupiny T-SHR
rostla 1 jejich zavaZnost (skore SHR 2,2 + 0,36; skore T-SHR 2,8 = 0,21). U konplastického
kmene SHRmt"*" byla hodnota skére u trénovanych zvitat (T-SHRmt"=V nizsi (1,9 + 0,5)
oproti SHRmt"*" (2,6 + 0,31). U T-SHRmt"*" se v reperfuzi vyskytovalo mensi mnoZzstvi

méné zavaznych arytmii.
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Graf 10: Celkovy pocet reperfuznich arytmii u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt™="adaptovanych

na fyzicky trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeny jako priimeér + stiedni chyba priimeéru.
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Graf 11: Skére reperfuznich arytmii u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt""

trénink nebo CNH. Vysledky jsou uvadeny jako primér + stredni chyba priiméru.

adaptovanych na fyzicky
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5.3 Vliv CNH

Druhym kardioprotektivnim modelem, ktery byl vramci této diplomové prace
sledovan, byla adaptace na chronickou kontinualni hypoxii. Grafické zpracovani dat bylo

provedeno pomoci souhrnnych grafii (viz kapitola 4.2) znazornujicich vliv tréninku i hypoxie.

Stejné jako u fyzické zatéze i u kontinudlni hypoxie byla analyzovéana velikost AR,
velikost IS a poruchy srde¢niho rytmu vyvolané I/R poSkozenim. Velikost AR se vyznamné
neliSila mezi normoxickymi a chronicky hypoxickymi kmeny (SHR 43 + 3 %; H-SHR 41 £ 3
%; SHRmt"" 44 + 4 %; H-SHRmt"®V 45 + 3 9%). Nasledna analyza velikosti infarktu (Graf
3) ukazuje statisticky vyznamné snizeni u obou sledovanych kmeni v disledku adaptace
na CNH. Velikost infarktu u kmene H-SHR klesla ze 71 + 3 % na 46 + 4 %. Velikost infarktu
u konplastického kmene H-SHRmt"™" byla 43 + 7 % oproti 71 + 4 % u normoxickych
SHRmt-=".

Hypoxie méla také vyznamny vliv na mnozstvi singld a salv. Stejné jako pfi cviceni
doslo i po adaptaci na CNH ke zmenseni jejich po¢tu (Grafy 4 a 5). U kmene SHR bylo
u adaptovanych jedinci zaznamenano 138 =+ 35 singll (u kontrolnich SHR 195 + 37),
u adaptovanych jedincti konplastického kmene SHRmt®" pouze 69 + 16 singli
(u kontrolnich SHRmt"=" 202 + 42). Celkovy pokles poctu singlt u konplastického kmene H-
SHRmt"™™ dosahl statistické signifikance v porovnani s normoxickou  skupinou.
U kmene SHR bylo zaznamenano 84 + 22 salv a jejich pocet klesl na 60 = 22 po adaptaci
na CNH. U konplastického kmene SHRmt"=" byl zaznamenén podobny pokles (83 + 29

vs. 50 £ 16). Rozdily mezi skupinami vSak nedosahovaly statistické vyznamnosti.

CNH neméla vyrazny vliv na mnozstvi komorovych tachyarytmii (Graf 6)
ani na délku jejich trvani (Graf 7). U obou kmena doslo k nevyraznému zvyseni poctu VT
a prodlouzeni doby jejich trvani, které nebylo statisticky signifikantni (SHR 580 + 357 a 62
+ 38 s; H-SHR 656 + 217 a 68 + 23 s; SHRmt™"" 961 + 401 a 100 + 42 s; H-SHRmt"" 1016
+369 a 101 £36s).

U ischemickych arytmii nedoSlo k vyraznéjSimu poklesu celkového poctu
ischemickych arytmii ani hodnoty skore (SHR: 860 =379 a 3 +£0,17; H-SHR: 855 £ 214 a 3,1
+0,11; SHRmt"™": 1246 + 453 a 2,9 + 0,28; H-SHRmt"®": 1132 + 391 a skére 2,7 + 0,32)
(Grafy 8a9).

V piipadé reperfuznich arytmii (Graf 10) a jejich skore (Graf 11) doslo ke sniZeni
poctu jejich vyskytu (SHR 52 + 24; H-SHR 33 £ 16), ale soucasné k mirnému zvySeni
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hodnoty jejich skore (SHR 2,2 + 0,36; H-SHR 2,5 + 0,24), coz znamena vyskyt zavaznéjSich
forem reperfuznich arytmii. Rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné. U konplastického
kmene SHRmt®V doslo ke sniZeni poétu reperfuznich arytmifihodnoty jejich skore
(SHRmt"EW 60 + 16 a skore 2,6 + 0,31; H-SHRmt"EW 24 + 13 a skore 1,5 + 0,45).

5.4 Exprese SOD

V homogenatech z ¢asti LV bylo nejprve stanoveno celkové primérné mnozstvi
proteinu ve vzorcich u jednotlivych skupin zvitat. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce
10.

Tabulka 10: Mnozstvi proteinu v éasti LV (velikost cca 200 ug) u SHR potkanii a konplastického kmene
SHRmt""™adaptovanych na CNH. Vysledky jsou uvadény jako primér + stiedni chyba priméru

Skupina Mnozstvi proteinu (Lg)
SHR 14,7 + 0,53
H-SHR 13,68 £ 0,59
SHRmt-=" 15,2 + 0,46
H- SHRmt=" 12,48 + 0,6

MnSOD je mitochondrialni enzym hrajici v buitkach antioxida¢ni a ochrannou ulohu
a je v ramci kardioprotektivnich stimulti sledovanym ukazatelem. V piipadé této diplomové

prace jsme se zam&fili na jeho stanoveni v myokardu SHR a SHRmt“FW

potkanti
adaptovanych na CNH a normoxickych kontrol. Zmény v expresi MnSOD jsou zobrazeny

v Grafu 12.
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Graf 12: Mnozstvi MnSOD (ug) u SHR potkanii a konplastického kmene SHRmt"*Vadaptovanych na CNH.
Vysledky jsou uvddeny jako + stiredni chyba priiméru.
*P < 0,05: statisticky vyznamny rozdil: SHR vs. SHRm¢"*"; H-SHR vs. H-SHRmt"="

Exprese MnSOD byla signifikantné niz§i v normoxickych srdcich konplastickych
potkani kmene SHRmt"5" (0,56 £ 0,11; 0,63 = 0,1) v porovnani s kontrolnimi SHR (1,29
+0,16; 1,55 £ 0,2). Vlivem adaptace na CNH nedoSlo k vyraznéj§im zménam v expresi
MnSOD u kmene SHR ani u konplastického kmene SHRmt"*". U H-SHR skupiny vzrostla
exprese SOD 0 20,1% (1,29 + 0,16; 1,55 + 0,2); u H-SHRmt"5" pak 0 13% (0,56 + 0,11; 0,63
+ 0,1). Tytorozdily nejsou statisticky prukazné. Pro ovéfeni spravnosti métfeni bylo
provedeno hodnoceni exprese enzymu citrat syntazy tzv. housekeeping protein,
které spravnost zjistenych hodnot MnSOD potvrdilo (SHR 1,96 nug; H-SHR 2,8 pg;
SHRmt"*" 1,63 pg; H- SHRmt"®" 1,71 pg).
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6. Diskuse

V ramci této diplomové prace jsme se pokusili prispét k objasnéni kardioprotektivniho
ucinku fyzické zatéze a chronické hypoxie na myokard laboratornich potkanti se systémovou
hypertenzi. Kardioprotekce aktivovana t€émito stimuly se u normotenznich jedincti projevuje
zmensenim velikosti infarktu myokardu a snizenim vyskytu zavaznych komorovych arytmii
v ischemii a reperfuzi. Dale jsme se v ramci prace zaméfili na rozdily v ischemické toleranci
srdce mezi hypertenznimi potkany kmene SHR a u unikatnim konplastickym kmenem
SHRmt"*™. Tyto experimenty mély blize objasnit vliv mitochondridlniho genomu
na sledované parametry ischemické tolerance srdce. V ramci studia kardioprotektivniho
ucinku hypoxie, ktery je v nasi laboratofi pfedmétem zajmu, byla analyzovana také exprese

antioxida¢niho enzymu MnSOD.

6.1 Vliv fyzické zatéZe a hypoxie

Dostupné védecké ¢lanky analyzujici vliv fyzické zatéze na ischemickou toleranci
srdce u laboratornich potkanti se zabyvaji riznymi modely fyzického tréninku, které byly
aplikovany na ob¢ pohlavi vybranych kment potkant (SD, F344, WKY a SHR). V nasi praci
byli pouziti potkani spontdnné¢ hypertenzniho kmene SHR a od n€j odvozend transgenni

konplasticka zvifata SHRmt"="

. Heterogenita studovanych experimentalnich modelti zuzuje
moznost porovnat ndmi dosazené vysledky s literarnimi prameny, nicméné je mozné vyuZzit
zjisténych poznatkli pro dalsi vyzkum studujici rozdily u konplastickych zvitat vytvotrenych

Z téchto jednotlivych potkanich kmeni.

Stejné jako v nasich pokusech Hamilton et al. (2000), Demirel et al. (2001), Brown et
al. (2005) nebo Bertagnolli et al. (2008) a jini pouzili pro trénink potkanii béZecké pasy,
kdy byli potkani nuceni béhat. Kdyz pomineme fakt, ze v kazdé z vySe uvedenych praci byl
pouzit jiny kmen laboratorniho potkana, vedly experimenty téchto autord Kk podobnym
vysledkiim. Vlivem cviceni doslo v pribéhu adaptace, ale i v pribéhu ischemie, ke sniZeni
tepové frekvence a k jejimu zvySeni v pribéhu reperfuze V porovnani s netrénovanymi
jedinci. Stejny trend vykazovaly hodnoty stiedniho arterialniho tlaku. Tato data se také
shoduji s vysledky Collinse et al. (2004), kteii ve svych pokusech pouzili potkany SHR

a WKY. Vysledky této studie ukazuji prospésné snizeni krevniho tlaku vlivem pravidelného
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cviceni u hypertenznich zvifat a sniZeni tepové frekvence ptred ischemii u vSech trénovanych

zvirat.

V naSich pokusech doSlo vlivem cviceni k mirnému snizeni velikosti infarktu
myokardu, avSak pouze u kmene SHR, zmény vSak nedosahovaly statistické vyznamnosti.
Snizeni velikosti infarktu vlivem cviceni u SHR c¢astecné koresponduje s vysledky Alanové
etal. (2017), kdystejny protokol fyzické zatéze signifikantné snizil velikost infarktu
U normotenznich potkanti kmene WKY. Zda se tedy, ze pro aktivaci kardioprotekce u SHR
kmenii nebyl nédmi zvoleny protokol fyzické zatéZze dostateCny. Nelze proto vyloucit,
ze prodlouzeni doby béhani, respektive jeho intenzity, by mohlo ke zvySeni ischemické
tolerance srdce vést.

Vlivem adaptace na kontinualni hypoxii doSlo vnaSi praci ke statisticky

signifikantnimu zmen3eni velikosti infarktu myokardu jak u SHR tak i SHRmt"="

potkanti.
Ziskand data odpovidaji diive publikovanym vysledkiim experimenti provedenych v nasi
laboratoti (Neckar et al., 2002; 2004) a také vysledktim nejnovéjsi prace vzniklé na oddéleni
Vyvojové kardiologie AV CR (Alénova et al., 2017). Viechny tfi zminéné studie ukazaly
silny kardioprotektivni u¢inek hypoxie, ktery byl prokazan i v kombinaci s dal$imi
kardioprotektivnimi stimuly jako je ischemicky preconditioning nebo fyzicka zatéz.
Pti pouziti dvou kardioprotektivnich stimulii (chronickd hypoxie + cviceni), méla hypoxie
vzdy vétsi ucinnost, nicméné aditivni pisobeni s cvicenim nebylo prokdzano. Tyto vysledky
naznacuji, ze chronicka hypoxie by mohla byt dostate¢né silnym stimulem i pro zmenSeni
velikosti infarktu u hypertenznich zvitat, zatimco intenzita fyzické zatéze, v nami stanoveném
protokolu, byla pro SHR kmeny nedostate¢na. U SHR adaptovanych na chronickou hypoxii
doslo také ke statisticky signifikantnimu snizeni tepové frekvence pted ischemii v pribéhu
ischemie ireperfuze. Na druhou stranu, CNH vedla ke zvyseni hodnot MAP u obou
hypertenznich skupin zvifat, coZz mlze naznacovat zlepSeni kontraktilni funkce ptredevsim

v reperfuzi.

Kardioprotektivni u¢inek obou fenoménii se projevil 1 na vyskytu piedCasnych
komorovych stahli a zavaznych komorovych tachyarytmii. U SHR doslo ke snizeni vyskytu
singlil, stejné jako u SHRmt"®", kde jejich pokles v diisledku adaptace na CNH dosahoval
statistické vyznamnosti. Cvi¢eni i CNH vedly knizs§imu vyskytu salv, ale vyraznéji
neovlivnily vyskyt tachykardii ani dobu jejich trvani. To je v rozporu s praci Collinse et al.
(2004), kde bylo pozorovano zkraceni doby trvani tachyarytmii u SHR i WKY potkant

vlivem cviceni. Zmény v dob¢ trvani tachyarytmii v praci Collinse et al. (2004) mohly byt

45



zpusobeny vybérem odlisného tréninkového protokolu fyzické zatéze, ktery se od nami
pouzitého modelu cviceni lisil délkou adaptace (6 tydnd, oproti 2 tydnim v na$i praci)
| pouzitym tréninkovym modelem (dobrovolné bé&hani v béhacim kole, oproti fizenému
béhani na béhacim pasu). Souhrné v nasi praci nedoslo vlivem kardioprotektivnich intervenci
k statisticky signifikantnim zménam v celkovém poctu komorovych tachyarytmii, byt v fadé
sledovanych parametrl jsme zaznamenali jasné trendy k jejich redukci. Nelze také vyloucit,
Zze navysenim poctu zvifat v jednotlivych experimentalnich skupinach by bylo dosazeno

statisticky vyznamnych rozdilu.

Zavaznost arytmii Vv ischemii i reperfuzi nevykazovala vlivem hypoxické adaptace
¢ifyzické zatéze statisticky prikazné zmeény, nicméné trend ke snizeni hodnoty skore
ischemickych arytmii u trénovanych SHR potkanti byl zjevny. U konplastického kmene
SHRmt"*" doslo vlivem cviteni i CNH ke zmenseni po&tu reperfuznich arytmii a snizeni
jejich zavaznosti. Tyto vysledky se shoduji s pracemi Neckaie et al. (2002) a Szaroszie et al.
(2017), kde byl prokazan pozitivni vliv chronické hypoxie na vyskyt a zavaznost reperfuznich
arytmii u normotenznich potkant. Zd4a se tedy, Ze sniZeni vyskytu ischemickych
a reperfuznich arytmii vlivem chronické hypoxie muze piispivat (alespon z ¢asti) ke zvySené

odolnosti hypertenznich potkani k ischemicko-reperfuznimu poskozeni srdce.

6.2 Uloha mitochondriglniho genomu v ischemické toleranci srdce

Jak ukdzaly naSe experimenty, modifikace mitochondridlniho genomu neméla vliv
na ischemickou toleranci srdce u obou hypertenznich kmeni potkant. Otazkou proto zlistava,
zda by se rozdil v mitochondridlnim genomu projevil za vyrazngjSich naroki na fyzickou
zatéz. Témto otdzkdm se chceme vénovat v nésledujicich studiich.

Po adaptaci na chronickou hypoxii bylo naopak prokazano signifikantni snizeni
velikosti infarktu jak u kmene SHR, tak i u konplastickych zvifat SHRmt"=Y,
Protekce vyvolana CNH vSak vykazovala u obou kmenid podobnou intenzitu.
Vlivem chronické hypoxie na ischemickou toleranci srdce u transgennich hypertenznich
potkani kmene SHRmt®™ (konplasticky kmen s mitochondridlnim genomem z kmene BN)
se ve své praci zabyvali Neckat et al. (2017). Vysledky této studie ukazaly, ze chronicka
hypoxie vyznamn¢ snizila velikosti infarktu u obou kment, nicméné jeji siln€jsi protektivni
U¢inek byl prokazan u konplastického kmene SHRmt®". Z dostupné literatury studujici

proteiny komplexii dychaciho ftetézce vyplyva, ze u konplastického kmene SHRmt"®"
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dochazi ke zméné¢ dychaciho fetézce na komplexu | (Housték et al., 2012). Naproti tomu
ve studii Neckare et al. (2017) bylo zjisténo u kmene SHRmt®™, Ze v dychacim fetézci doslo
ke zméné na komplexu IV, coz bylo provazeno zvysSenou ischemickou toleranci v porovnani
s kontrolnimi SHR potkany. Pravé t€émto zménam na trovni tohoto komplexu jsou mimo jiné
piigitany kardioprotektivni w¢inky CNH u konplastického kmene SHRmt®™, ktery je
k protekci chronickou hypoxii vnimavéjsi nez vychozi kmen SHR. Moznym vlivem zmén
komplexti dychaciho fetézce se zabyvali také Housték et al. (2014), kteti prokazali snizenou
prirozenou kardioprotektivni funkci srdce u konplastického kmene SH Rmt™*, ktera mohla
byt vyvolana pravé zménou na nékterém z komplexd. V nasi praci jsme se vSak zménami
v komplexech dychaciho Fetézce v mitochondriich srdce SHRmt"®" nezabyvali, a proto nelze
potvrdit ani vyloucit jejich ulohu v ischemické toleranci srdce u konplastickych hypertenznich
zvitat. Nicméné o jejich blizsi analyze vazn¢ uvazujeme v nasledujicich studiich.

Ukazatelem zvysené ischemické tolerance srdce a piirozené kardioprotektivni funkce
myokardu je stanoveni exprese enzymu MnSOD. Uloha MnSOD v protekci srdce vyvolané
CNH u normotenznich potkant byla prokazana v praci Chytilové et al. (2015). V této studii
byli pouZiti potkani kmene WKY adaptovani na podminky CNH, u kterych doslo
k signifikantnimu narustu exprese MnSOD oproti normoxickym kontrolam, ktery byl
provazen zvySenou ischemickou toleranci srdce.

Pfi méfeni exprese MnSOD v nasi praci jsme u konplastického kmene SHRmt"="

zjistili niz8i hodnoty exprese tohoto antioxida¢niho enzymu oproti zvifatim kmene SHR.
Vlivem CNH nedoslo ke zménam exprese MnSOD ani u jednoho z kment. Na zakladé téchto
vysledkt by se dalo usuzovat, Ze chronicka hypoxie by neméla mit kardioprotektivni Géinek.
Adaptace na CNH vSak vedla ke zmenSeni velikosti infarktu, jeji pozitivni ucinek
na ischemickou toleranci srdce se tedy projevil nezavisle na nezménéné expresi MnSOD.
Podobnych vysledki ve své praci dosdhli také Hahnova et al. (2017), ktefi mimo jiné
sledovali expresi MnSOD po vystaveni potkanii chronické hypoxii U konplastického kmene
SHRmt®N. Stejné jako v nasi praci nedoslo vlivem chronické hypoxie ke zm&nam v expresi
MnSOD, ale byl prokazan jeji kardioprotektivni ucinek na velikost infarktu u SHR
i SHRmt®™. Vysledky téchto experimentdi naznaduji, ¢ MnSOD nehraje kli¢ovou roli
v ischemické toleranci srdce u hypertenznich potkanit SHR ani znich odvozenych
konplastickych kmenti a je pravdépodobné, ze se v ptirozené protekci myokardu téchto zvirat

mohou uplatiovat spiSe jiné antioxida¢ni enzymy nebo kardioprotektivni mechanismy.

47



7. Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala kardioprotektivnim vlivem fyzické zatéze
a chronické kontinuadlni hypoxie na ischemickou toleranci srdce hypertenznich potkana
kmene SHR a konplastického kmene SHRmt"™™. Krom& pouziti pfirozenych
kardioprotektivnich intervenci, jsme se také zabyvali vlivem mitochondridlniho genomu
ve schopnosti  srdce odolat I/R poskozeni. Na zakladé provedenych experimentt

a stanovenych cili jsme dospéli k témto zaveérim:

1) Adaptace na fyzickou zatéz nevedla u kmene SHR ani konplastického kmene
SHRmt"®" k signifikantnim zménam ve velikosti infarktu myokardu ani ke zmé&nam

ve vyskytu komorovych ischemickych a reperfuznich arytmii a jejich zavaznosti.

2) Adaptace na chronickou hypoxii vedla u kmene SHR i konplastického kmene
SHRmt"®" Kk signifikantnimu zmen3eni velikosti infarktu myokardu a ke sniZeni

mnozstvi vyskytu jednoduchych pred¢asnych komorovych stah.

3) Adaptace na CNH neovlivnila expresi MnSOD v ramci jednotlivych kmend,
ale u konplastického kmene SHRmt"™" byla exprese MnSOD signifikantng nizsi
oproti SHR.
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