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Abstrakt

Akutni infarkt myokardu je dlouhodob& jednou z nejéastéjsich piicin amrti v CR
1 ve svété. Privodnim jevem nahlé piihody srdecni, stejné jako jeji bezprostiedni 1€cby,
jsou poruchy srdecniho rytmu. Blahodarné ucinky zavedenych kardioprotektivnich
rezimil na snizeni poctu ischemicko-reperfuznich (I/R) arytmii jsou zndmé a jednou
ze signalnich drah, které hraji v kardioprotekci proti infarktu 1 arytmiim
je proteinkinazaB/AKT. Nedavno prokazany beneficni G¢inek otuzovani na snizeni
velikosti I/R poskozeni srdecni tkan€ nebyl dosud pozorovan, ani studovan ohledn¢ vlivu
na vyskyt I/R arytmii. Nami zavedeny model expozice potkana mirnému chladu (8 = 1 °C
a 9+1 °C) vyvolava systémovou odpovéd v akutnim i dlouhodobém horizontu.
Ta spociva v modulaci adrenergni signalizace, metabolizmu, a to véetné aktivizace hnédé
tukové tkang, a dale zvySujici se odolnosti ke tkanovému poskozeni zplsobenému
akutnim srde¢nim selhanim. Polozili jsme si tedy nésledujici otazky: 1. Bude mit
expozice mirnému chladu protektivni ucinek, vedle zmenSeni infarktu myokardu,
také na vyskyt I/R arytmii? 2. Je piedpokladana odolnost k arytmiim zpisobena
zapojenim konexinu 43 (Cx43) a izoforem uncoupling proteini? 3. Bude mit expozice
mirnému chladu vliv na slozeni mastnych kyselin ve fosfolipidech membran
kardiomyocyti? Nase prace ukazaly, ze jiz po 10 dnech expozice mirnému chladu
dochdzi ke sniZzovani vyskyt reperfiznich arytmii, coZ je v souladu s nastupem faze
adaptace na mirny chlad, kterd dale zesiluje a signifikantné pfetrvava i po péti tydnech
expozice chladu. Béhem expozice mirnému chladu se vyznamné sniZzuje exprese AKT
a zvySuje podil antiarytmickych n-3 polynenasycenych mastnych kyselin (n-3 PUFA)
v membranovych fosfolipidech kardiomyocytu a k pfestavbé konexinu-43 ve smyslu
zmény poméru ,.end to end“ a ,side to side” spojeni. K obdobné odpoveédi dochazi
v antiarytmickém reZimu intermitentni hypobarické hypoxie na Grovni n-3 PUFA a Cx43,
avSak AKT je stimulovana a dochazi ke zméndm v kolokalizaci s mitochondridlnimi

subpopulacemi.

Kli¢ova slova: potkan, myokard, mirna chladova expozice, hypobaricka hypoxie,
reperfuzni  arytmie, n-3 PUFA, UCP, konexin-43,
proteinkindzaB/AKT



Abstract

Acute myocardial infarction has long been one of the most common causes of death both
in the Czech Republic and worldwide. Cardiac arrhythmias frequently accompany sudden
cardiac events as well as their immediate treatment. The beneficial effects of established
cardioprotective interventions on reducing the incidence of ischemia-reperfusion (I/R)
arrhythmias are well known, and one of the key signaling pathways involved
in cardioprotection against infarction and arrhythmias is the protein kinase B/Akt
pathway. The recently demonstrated protective effect of cold acclimation on reducing the
extent of myocardial I/R injury has not yet been examined with respect to its influence on
the occurrence of I/R arrhythmias. Our newly established model of mild-cold exposure
inrats (8§ £ 1 °C and 9 + 1 °C) induces a systemic response in both the acute and long-
term timeframe. This response includes modulation of adrenergic signalling
and metabolism, activation of brown adipose tissue, and an overall increase in resistance
to tissue damage induced by acute cardiac failure. We therefore asked the following
questions: 1) In addition to reducing myocardial infarct size, will mild-cold exposure
exert a protective effect on the incidence of I/R arrhythmias? 2) Is the anticipated
antiarrhythmic resistance mediated through connexin-43 (Cx43) remodelling
and involvement of uncoupling protein isoforms? 3) Will mild-cold exposure influence
the fatty-acid composition of cardiomyocyte membrane phospholipids? Our findings
show that already after 10 days of mild-cold exposure, the incidence of reperfusion
arrhythmias decreases, consistent with the onset of the adaptive phase to mild cold, which
subsequently strengthens and remains significant even after five weeks of cold exposure.
Mild-cold exposure markedly reduces Akt expression, increases the proportion
of antiarrhythmic n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) in cardiomyocyte
membrane phospholipids, and induces remodelling of connexin-43, reflected by changes
in the ratio of “end-to-end” versus ‘“side-to-side” gap-junction coupling. A similar
response is observed in the antiarrhythmic regime of intermittent hypobaric hypoxia
at the level of n-3 PUFA and Cx43; however, Akt is stimulated in this model and

alterations occur in its colocalization with mitochondrial subpopulations.

Keywords:  rat, myocardium, mild cold exposure, reperfusion arrhythmias, n-3 PUFA,

UCP, connexin-43, protein kinase B/AKT
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1 Uvod

Nahla srde¢ni piihoda je jednou z nejcastéjSich pfi¢in tmrti v celosvétovém meéftitku.
Jedna se o akutni formu ischemické choroby srdec¢ni neboli ,,infarkt myokardu®, ktery je
vyvolany lokalng, vyznamnym sniZzenym nebo zastavenym pritokem krve v korondrnim
ob¢hu. Toto onemocnéni ma za nasledek vytvoreni nekrotického loziska v srdci,
ktera pak ztraci elektrickou vodivost a schopnost kontrakce. V pribéhu onemocnéni
dochazi k zivot ohrozujicim poruchdm srdecniho rytmu jak ve fazi ischemické, tak ve fazi
obnoveni pritoku krve, v reperfuzi. Cilem 1ékaiG a experimentalniho vyzkumu je najit
smysluplnou a dostupnou prevenci, ktera by zvysila odolnost srdce k ischemii a soucasné
snizila vyskyt ischemickych i1 reperfuznich arytmii. Jiz po desetileti je znamo,
Ze vystaveni organizmu piimétené zatézi rizného charakteru (fyzické aktivita, kaloricka
restrikce, adaptace na hypoxii a nové vystaveni chladu) vede ke zvySené odolnosti srdce
k ischémii, tedy ke snizeni velikosti infarktu. Je zajimavé, Ze jenom nékteré z téchto
kardioprotektivnich rezimli snizuji vyskyt ischemickych nebo reperfuznich arytmii.
Cilem této prace je v shrnout vliv publikovanych kardioprotektivnich reZziml na vyskyt
arytmii, zjistit, zda a jaké rezimy hypoxie a chladu mohou piisobit antiarytmicky a pokud
ano, jaké jsou mechanismy na pozadi tohoto fyziologického ucinku.

K jiz zavedenym kardioprotektivnim reZimim piidala nase laboratot v roce 2015
rezim mirné chladové expozice pfi teploté prostiedi 8 + 1 °C aZ po dobu péti tydni.
Poprvé bylo experimentalné prokazano, Ze chladova expozice miize mit ochranny t¢inek
proti I/R poskozeni srdce potkana (Vebr, 2015). Nastaveni vhodného rezimu mirného
chladu bylo kli¢ové, nejen pro navozeni kardioprotekce, ale zdroven pro eliminaci
detrimentalnich G¢inkii nepfiméteného chladu nebo dokonce podchlazeni organismu.
Nami zavedeny model u potkana se vyznacuje jak zachovanim normalni télesné teploty,
tak nevykazuje zadna tkanova poskozeni, jak je popsano u nizkych teplot (Fregly, 1967).
Zde je potieba zminit, Ze nastaveni vhodné mirné teploty se mize u riznych modelovych
organismu liSit, stejn¢ tak u ¢lovéka. Celostni odpovéd’ potkana na mirnou chladovou
expozici v nasi praci doklada zvysSend aktivita adrenergniho systému a jeji néasledna
desenzitizace nebo zrani a narast hnédé tukové tkan¢ (BAT) (Tibenska et al., 2018; 2019).
Adaptaci na mirny chlad tedy miZzeme povaZzovat za bezpecny kardioprotektivni rezim,

protoze beze zmén v krevnim obrazu, bez srde¢ni hypertrofie a hypertenze snizuje
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velikost nekrotické oblasti a mnozstvi reperfuznich arytmii.Po péti tydnech chladové
expozice je modelovy organismus pln¢ adaptovany, nicméné c¢astecné adaptovany
fenotyp splné rozvinutym BAT pozorujeme jiz piiblizné od 10. dne expozice

(Marvanova et al., 2023).

2 Ischemicko-reperfuzni poskozeni jako pri¢ina arytmii

Poskozeni srdecniho svalu nedostatecnym okyslicenim, které nasleduje poskozeni
terapeutickou reoxygenaci, nazyvame I/R poSkozenim. I/R arytmie jsou zapiicinény
komplexnimi elektrofyziologickych zménami, coz vyusti v poruchy srdecniho rytmu.
Tyto arytmie mohou mit fatalni nasledky, protoze zvySuji riziko komorovych tachykardii,
fibrilaci komor a nahlé srde¢ni zéastavy. Mechanizmy vedouci k témto arytmiim jsou
rozmanité a zahrnuji jak patologické zmény zplsobené samotnou ischemii, tak nasledky
reperflze, tedy obnovy pritoku krve myokardem.

Béhem ischemie dochazi k iontové dysbalanci a naruseni klidového membranového
potencidlu, dale ke hromadéni metaboliti, v konecném dusledku dochéazi k bunécné
smrti. Reperfuze se vyznacuje ndhlym vznikem kyslikovych radikdli a jejich expanzi,
vcetné toxickych metabolitl a proteinil z nekrotizovanych kardiomyocytil, po myokardu

(Nayler, 1981).

2.1 Ischemické arytmie

Ischemie, tedy stav, kdy je omezeny pfisun kysliku do srde¢niho svalu, vyvolavé fadu
elektrofyziologickych zmén, které destabilizuji normalni elektrickou aktivitu srdce.
Aerobni glykolyza se zméni na anaerobni a v kardiomyocytech se preménuje pyruvat
laktatdehydrogendzou na kyselinu mlécnou, kterd nasledné disociuje na laktat a uvoliuje
proton. Prvnimi znamkami ischemie je proto sniZovani pH a tim zpisobené sniZeni
aktivity pH-senzitivnich ATPaz, s nasledkem sodno-draselné dysbalance.
V perfundovaném kosternim svalu se jedna o bézny fyziologicky proces bez nasledka,
protoze laktat je dale krevnim fecisStém dopraven do srdce a jater a zpétné zoxidovan
na pyruvat. V ischemickém srdci bez perfuze krvi nadale dochazi hromadénim laktatu
ke snizovani pH. Neefektivnim vyuzitim glukdzy béhem ischemie dochéazi ke sniZzovani
hladiny ATP. Vznikly nedostatek ATP je provazen poruchou funkce Na'/K*-ATPazy,
coz vede k hromadéni Na* uvnitf bunék a K* v extracelularnim prostoru (Bril, 1996; Geng

et al., 2021). Tato iontova nerovnovéha destabilizuje membranovy potencidl a zptisobuje
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depolarizaci srdeCnich bunék, a tim vytvaii idedlni podminky pro vznik krouzivych
vzruchil neboli ,re-entry* arytmii — abnormalnich elektrickych okruhti, které mohou
iniciovat zavazné tachykardie nebo fibrilace. Odpovéd’ kardiomyocytu s cilem vyrovnat
se s dysbalanci téchto zdkladnich iontl, konkrétné s vysokou koncentraci Na* iont uvniti
bunky, vede k aktivaci Na*/Ca?" vyméniku, kterd zptsobi vtok Ca?" iontil do cytoplasmy,
coz z principu zesiluje kontrakei. Nicméné toto vapnikové ptetizeni buniky brani relaxaci
a destabilizuje schopnost normalni kontrakce. Vapnikové pietizeni je kompenzovano
vétsim pfijmem Ca®' iontd do mitochondrii, coZ zpiisobuje bobtnani mitochondrii,
nasledované dysfunkci oxidativni fosforylace, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost otevieni
mitochondrialniho péru prechodné propustnosti (mPTP) (Heusch, 2020).

Dalsi patofyziologickou zménou je ztrata synchronizace repolarizace srde¢niho
svalu. Ischemie vede k opozdénym nebo Uplné chybéjicim repolarizaénim procestim
v oblastech myokardu, ktery je nedostatecné prokrven. Tento jev, znamy jako
repolarizacni heterogenita, pfispivad k elektrofyziologické instabilité¢ a zvySuje riziko
vzniku arytmii. Navic mechanické poSkozeni myokardu, které nastava v disledku snizené
kontraktility a poskozeni buné€k, zvySuje napéti na srdeCnim svalu, coz mize aktivovat
iontové kandly citlivé na mechanicky nebo oxidacni stres, jako je kanal ptechodového
receptorového potencidlu A1 (TRPA1), a tim dale podporuje vznik arytmii. Po aktivaci
TRPA1 dochazi k dalSimi vtoku vapenatych kationti do bunky a prohlubovani
vapnikového pretizeni (Cameron & Quinn, 2021).

Konexin-43 (Cx43), a jiné typy konexintl, proteiny vodivého spoje (gap junction),
hraji klicovou roli pfi udrZzovani normalni rychlosti vedeni vzruchu a prevenci arytmii.
Stav otevieni/uzavieni téchto spojlii zavisi na mnoha faktorech zahrnujici naptiklad napé&ti
mezi sousedicimi buiikami (Gonzélez et al., 2007) vnitrobuné&nou koncentraci Ca** iontii
(De Vuyst et al., 2006), hodnotu pH (Ek-Vitorin et al., 1996) nebo fosforylaci mnoha
fosforylacnich mist konexini rozlicnymi kindzami, mezi které patfi mimo jiné
extracelularni risk kindza ERK1/2 nebo proteinkindza B/AKT (Batra et al., 2014; Johnson
et al., 2013). Ischemie vede k defosforylaci Cx43, coz sniZzuje schopnost komunikace
mezi jednotlivymi buiikami a zpomaluje rychlost vedeni vzruchu. Zpomalené vedeni
ak¢niho potencialu podporuje jednosmérny blok a ,,re-entry* arytmie, zejména v hrani¢ni
zon¢ ischemickych oblasti (De Diego et al., 2008; De Groot & Coronel, 2004).
Bylo prokdzano, Ze chronicky mirny stres snizuje expresi Cx43 a zvySuje vyskyt
komorovych tachyarytmii béhem akutni ischemie myokardu. SniZeni propustnosti

vodivych spojli zhorSuje poruchy vedeni a zvySuje arytmogenezi (W. Wu et al., 2012).
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2.2 Reperfuzni arytmie

V reperfuzni fazi, po ischémii, dochdzi k obnoveni prokrveni, kter¢ by mélo vést
k obnoveni metabolickych procest a k obnove normalni funkce srde¢niho svalu. Nicméné
reperfuze je spojena s vlastnimi patologickymi zménami, které indukuji arytmie anebo je
mohou jesté vice zhorsit. Po obnoveni priatoku krve se totiz v srdci vytvaii zvysené
mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS), které zptisobuji oxidacni stres. Tyto molekuly
poskozuji bunécné struktury, véetné iontovych kanalti a membranovych proteinti, ¢imz
ptispivaji k destabilizaci elektrofyziologickych procesti a tim zvySuji nachylnost
k arytmiim. ROS rovnéz aktivuji pro-arytmogenni signalni dréhy, coz vede k dal§imu
vzniku arytmii a tim k prohlubovani poSkozeni myokardu.

V reperfuzni fazi se rovnéz dale zvySuje vtok vapenatych kationtl
do kardiomyocyti. Tento proces je dusledkem zvysSené hladiny ROS, které poskozuji
sarkoplazmatické retikulum a mitochondrie, coz vede k porucham vépnikového
metabolismu (Becerra et al., 2016; van der Weg et al., 2019). Pfetizeni vapnikem
zpisobuje opozdéné depolarizace, znamé jako DADs (delayed after-depolarizations),
které mohou spustit komorové arytmie. Tento mechanizmus je obzvlasté¢ nebezpecny,
protoze pietizené kardiomyocyty s vysokou koncentraci vapniku mohou iniciovat
»~re-entry® arytmie a zpusobit Zivot ohroZujici arytmie (Opie et al., 1988)

Dulezitym faktorem pii reperfuzi je také pomalé a netplné obnoveni iontovych
gradienttl, coz je duisledkem poskozeni iontovych pump a kanald. Tato nerovnomérna
repolarizace mezi rliznymi oblastmi srdce, zejména v ischemickych okrajovych
oblastech, vytvari podminky pro vznik arytmii. Problémy s obnovou iontovych gradientli
v kombinaci s poSkozenim membranovych proteini a dysfunkci mitochondrii zvySuji
pravdépodobnost vzniku elektrofyziologické instability, ktera se mize manifestovat jako
zivot ohrozujici patologické srdecni rytmy (Avkiran, 1994).

Reperfuze také vede k modifikacim ryanodinovych receptorti (RyR2), které hraji
klicovou roli v regulaci uvolfovani véapniku ze sarkoplazmatického retikula. Tato
modifikace zvySuje riziko nadmérného uvolnéni vapniku do cytosolu, coz déle prispiva
k elektrofyziologické instabilit€ a zvySuje nadchylnost k arytmiim (Van Oort et al., 2010).

Reperfuzni arytmie tedy vznikaji z kombinace ischemickych a reperfuznich zmén,
které naruSuji jak iontové, tak mechanické procesy v srdci. Ischemie destabilizuje

vvvvv

tuto instabilitu jeSté€ prohlubuji. Vytvafi to idealni podminky pro vznik arytmii, které
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mohou byt zZivot ohrozujici. Porozuméni témto mechanizmiim je klicové pro vyvoj
terapeutickych strategii zaméfenych na prevenci a 1écbu ischemicko-reperfiznich
arytmii, které¢ predstavuji vyznamny problém v klinické praxi, zejména u pacientli

s akutnim srde¢nim selhanim

3 Kardioprotektivni rezimy a jejich antiarytmicky efekt

Kardioprotektivni rezimy jsou souhrnné vSechny intervence ptedchézejici, probihajici
zaroven s I/R nebo bezprostiedné nasledujici I/R poskozeni srdce s potencialem sniZzovat
mnozstvi nekrotické a apoptotické tkan€. Ne vzdy je kardioprotektivni reZzim jednoznacné
antiarytmicky jak pii ischemii, tak pfi reperfuzi. Protokoly uzivané pii jednotlivych
intervencich se v literatufe v mnoha piipadech zasadné li§i, a proto dochazi Casto
k interpretaci rozporuplnych vysledkti. VétSinou jsou odliSnosti v uzitych protokolech
vazany na celkovy Cas intervence, v intenzité pouzitych stimulii, modelu, a samoziejmée
uzité¢ prosttedky k dosazeni adaptace mohou byt rizné (napt. zptsob fyzické aktivity
potkana — béhani v kole vs. plavani, nebo v pfipadé hypoxie na simulované nadmotské
vySce atd.). Rozdilné jsou i samotné protokoly I/R a modelové organismy.
V nasledujicich kapitolach bude kladen diraz na antiarytmicky efekt zavedenych
kardioprotektivnich rezimti a bude pfedstaven nové popisovany kardioprotektivni rezim

mirné chladové expozice.

3.1 Conditioning

Jsou znamé dva principy kardioprotektivniho conditioningu, ¢esky by se dal pojem
vysvétlit jako ,,zvykani“. Farmakologicky preconditioning a ischemicky conditioning.
V prvnim ptipad¢ dochézi za pouziti farmak ke zvySeni odolnosti organi k I/R poskozeni.
V druhém piipad€ je navozena opakované uméle kratkodoba ischemie, ktera, v ptipadé
preconditioningu, vede k pfipravé organii na nedostatek kysliku, nebo v ptipadé

postconditioningu zmiriiuje nasledky predchozi ischemie kratkymi epizodami reperfuze.

3.1.1 Farmakologicky conditioning

Farmakologicky conditioning (FPC) byva v klinické praxi vyuzivan relativné ztidka. Je
demonstrovan pfedev§im poznatky na zvifecich modelech primarniho vyzkumu. V lidské
mediciné dochazi k preconditioningu pfedevSim pii podavani anestetik. Bylo ovSem

zjisténo, ze 1 adenosin podany pied kardiochirurgickym zakrokem u lidi, snizuje vyskyt
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supraventrikularnich arytmii (Pomerantz et al., 2000), zaroven vSak studie na kralicich
dokldda antiarytmicky efekt Al adenosinového receptoru pouze pro ventrikuldrni
ischemické arytmie (Tissier et al., 2001). Studie Miura a kolektivu (1995) také predklada
moznost, ze ani A1 adenosinovy receptor, ale ani endogenni prostaglandiny nebo aktivace
bradykininovych receptorii nejsou vyrazné zapojeny do mechanizmu protekce pred
reperfliznimi arytmiemi zapfi¢inéné FPC. Recentni souhrnné ¢lanky se priklanéji spise
k nazoru, ze adenosin snizuje vyskyt arytmii pfes adenosinové receptory typu Al, a to
mechanizmem mirné bradykardie zpiisobené hyperpolarizaci sinovych kardiomyocyta,
zkracenim trvani akéniho potencidlu a snizenim kontraktility srde¢niho svalstva. Zaroven
literatura uvadi, Ze ostatni adenosinové receptory mohou mit obraceny, tedy
proarytmicky, efekt (Boknik et al., 2019; Maille et al., 2022; Parichatikanond et al., 2025).

Prokazatelny kardioprotektivni vliv mé i stimulace d1 opioidnich receptort, avSak
jejich antiarytmicky efekt neni zcela jasny (Fryer et al., 2000). Antiarytmicky efekt maji
i medikamenty z fad betablokatorti zpomalujicich srde¢ni rytmus nebo vapnikovych,
sodikovych a draslikovych blokatorii, které do urcité miry chrani bunku pied iontovou
dysbalanci. Jejich uziti je spiSe preventivniho charakteru (Larson et al., 2022; Wester &
Mouselimis, 2008). Mezi 1éCiva s moznym antiarytmickym efektem, tedy 1é¢iva uzitelna
jako farmakologicky preconditioning, lze zafadit i farmaka urcena primarné k 1écbé
jinych nez srdecnich onemocnéni. Jsou to napt. blokatory angiotensinovych receptorti
nebo dihydropyridinovych receptorti k 1écbé hypertenze, diuretika Setfici draslik jako
terapie zavodnéni, peroralni antidiabetika, ptipravky na 1écbu dny, steroidy a jiné. Stejné
tak n&které statiny, volatilni anestetika nebo kininy maji kardioprotektivni u€inky, jejich
antiarytmicky efekt je vSak diskutabilni a nikoli univerzalni napfi¢ sav¢i ttidou, nebo

nebyl zkouman (Li et al., 2020; Pang et al., 2012; Yang et al., 1997).

3.1.2 Ischemicky conditioning

Ischemicky conditioning je prostfedek k vyvolani endogenni ochranné reakce myokardu
na oc¢ekavany nedostatek kysliku nebo naopak jeho redistribuci. Ochranu myokardu pred
ischemii ocekavanou zajiStuje preconditioning. Postconditioning uziva stfidavou
reperfizi ke zmenSeni reperfuzniho poSkozeni po ischemii probehlé. Zvlastnim typem
conditioningu je tzv. ,,remote preconditioning® neboli vzdaleny preconditioning.
Ischemicky preconditioning (IPC) je zavedenym kardioprotektivnim rezimem

zalozenym na opakovani kratkych ischemickych epizod. Typicka pro IPC jsou dvé okna
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protekce. Prvni protektivni okno nastava bezprosttedné po ischemickych epizodéch a trva
2-3 hodiny. Druhé protektivni okno pfichdzi po 12-24 hodindch a trva az 72 hodin.
Kardioprotekce je zprostiedkovana predevsim signalnimi drahami PI3K/Akt a Mek1/2-
Erk1/2 vedoucimi k aktivaci mitochondridlniho Katp kanalu a nésledné inhibici mPTP
(Murry et al., 1990).

Vliv na vyskyt ischemickych arytmii po IPC je diskutabilni a byl pozorovéan snizeny
vyskyt komorovych fibrilaci prokdzany na psim modelu in vivo (Babai et al., 2002; Vegh
et al., 1992) a dale nizsi arytmické skore u prasat (Spannbauer et al., 2019). Ischemické
arytmie vznikaji z akutni iontové nerovnovdhy a zmén elektrického vedeni,
coz preconditioning ovliviiuje jen omezené. U ,,slow-flow* ischemie srdce potkana byl
prokazan antiarytmicky efekt IPC zprostfedkovany bradykininovymi B2 receptory
a zapficinény otevienim ATP-senzitivnich draslikovych kanalii na sarkolemé (Driamov
et al., 2004). Stejny mechanismus ucinku byl prokazan i na psim modelu, kdy byl Katp
senzitivni kanal zneprichodnén pted IPC, coz vedlo k vymizeni antiarytmického ucinku
jak béhem ischemie, tak béhem reperfiize (Végh & Parratt, 2002).

IPC snizuje vyskyt predev§im reperfuznich arytmii. Tento efekt je doloZen
na izolovanych srdcich potkana (Tosaki et al., 1994), in vivo i na jinych zvifecich
modelech (Piot et al., 1997; Vegh et al., 1992). Reperfuzni arytmie jsou siln¢ ovlivnéné
oxida¢nim stresem, vapnikovym pietiZenim a otevienim mPTP (Crestanello et al., 1996;
Javador et al., 2003; Shen & Jennings, 1972), cemuz IPC brani. Ravingerova et al (2007)
spojuje IPC i s ochranou pted ischemickymi arytmiemi, a to moZznym vlivem PI3K/Akt
signalni drahy na regulaci dihydropyridinovych kanald a nap&tové ovladanych K* kanalt.
Prestoze PI3K/Akt signalizace je dilleZita k zachovani funkci téchto kanald, jeji inhibice
vedla ke snizeni poc¢tu ischemickych arytmii na tkor velikosti nekrotické/apoptotické
tkang.

Ischemicky postconditioning (IPoC), definovany kratkymi ischemickymi cykly
na zacatku reperfuze. Jako jedna z mala kardioprotektivnich intervenci byl [PoC uspésné
implementovan i v humdnni medicin€. V klinické praxi IPoC po angioplastice snizil
mnozstvi kreatin kindzy v krvi, coz zna¢i mensi poskozeni myokardu. Zaroven
po kardiologické intervenci byl pozorovan rychlejsi navrat ST segmentu EKG
k izoelektrické linii, coZ opét znaci rychlejsi rekonvalescenci po IM. IPoC chrani proti
arytmiim modulaci ROS produkce, omezenim vapnikového pretizeni, coz vede k lepsi
elektrické stabilité¢, a to zvySenim produkce NO zmnoZenim neurdlni NO-syntazy

lokalizované na sarkoplazmatickém retikulu kardiomyocytt (L. Hu et al., 2016). Stejné
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jako IPC snizuje [PoC funk¢nost/schopnost formace mPTP, coz miize vést ke snizené
nachylnosti k arytmiim (Argaud et al., 2005; Gordan et al., 2016). Pfi srovnani IPC
alPoC na potkanim modelu bylo zjisténo, ze IPoC sniZzuje vyrazn€ji mnoZzstvi
reperfuznich arytmii (Kolettis et al., 2013). V neposledni fad¢ je u IPoC, na rozdil od IPC,
prokdzano spojeni se snizenim hodnot mikro-RNA spojenych s ischemii v ob¢hu
(Spannbauer et al., 2019).

Zvlastnim a v praxi vyuzitelnym pfistupem je ,,remote ischemic preconditioning*
(RIPC). RIPC je vyvolany ischemii v jiné tkani, naptiklad na koncetin€, ma antiarytmické
ucinky prostiednictvim pienosu humoralnich signali a aktivace nervovych drah.
Mechanizmem uc¢inku na bunééné tirovni jsou opét signalni drahy PI3K/Akt a Mek1/2 -
ERK1/2 (Murry et al., 1990). Po pouziti RIPC na jatrech byl jako antiarytmicky
mechanismus u potkaniho modelu I/R poskozeni navrzen ERK1/2 - GSK-3 (Z. Hu et
al., 2016).

3.2 Kaloricka restrikce

Kaloricka restrikce (CR) byla zpocatku zkoumdana pfedevsim ve spojitosti se zpomalenim
starnuti. Kardioprotektivnim rezimem se pomalu stavala po prelomu milénia
(Chandrasekar et al., 2001). Efekt CR se li§i v zavislosti na mife snizeni kalorického
piijmu. Je zajimavé, Ze to je jediny protektivni rezim, ktery sniZzuje velikost infarktu,
avSak neni dohledatelnd prace, kterd by dokumentovala sniZeni arytmii. Snizeny
kaloricky pfijem o 30 % po dobu 6 tydnl sniZil poSkozeni srde¢ni tkdné pii I/R inzultu
u 18mesi¢nich mySich jedinc. CR zlepSuje energeticky metabolismus myokardu u
starSich jedinci mysi prostfednictvim aktivace signalni drdhy AMP aktivované
proteinkinazy / sirtuinl / proliferdtorem peroxisomt aktivovany receptor gamma
koaktivator  l-alfa (AMPK/Sirtl/PGCla), a zaroven podporuje  expresi
superoxiddismutazy 2 (SOD2), ¢imz napoméha odolavat oxidacnimu stresu (Guo et al.,
2023). Béhem ischemie zvysuje kaloricka restrikce kapacitu anaerobni glykolyzy, ktera
nasledné zlistava aktivovand i v ¢asnych fazich reperfiuze, kdy jiz dochazi k obnoveni
B-oxidace mastnych kyselin, hlavniho zdroje energie myokardu (Liu et al., 1996).
Pozitivni vliv CR na vyskyt arytmii béhem I/R neni zfejmy, nicméné bylo zjisténo,
ze drasticka 14denni CR potkanti (40 % plvodniho pfijmu potravy) ma proarytmicky
efekt (Almeida et al., 2020) a zZe pravdépodobné existuji rozdily ve vnimavosti na takto

zavaznou CR mezi pohlavimi (De Souza et al., 2022).
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3.3 Fyzicka zatéz

Fyzicka zat¢z byla popsana jako kardioprotektivni jiz v 70. letech minulého stoleti
na potkanech, ktefi na konci tréninkového planu plavali 60 minut v bazénu s vodou
o teplot¢ 37 °C (McElroy et al., 1978). Dnes je cviCeni/zvySend fyzickd aktivita
zakladnim pilitfem zdravého zivotniho stylu. ZmenSeni loziska nekrotické tkané
myokardu bylo prokazano touto kardioprotektivni intervenci opakované (Borges et al.,
2014; Hamilton et al., 2001, 2003; Yamashita et al., 1999).

Dalsi zkoumani vlivu zvysené fyzické zatéze v 1écbé infarktu myokardu vedlo
k prvotnim poznatkim, ze dochdzi 1 kprotekci na urovni vyskytu arytmii.
Bylo prokazano, ze cviceni zvySuje prah vyskytu ischemickych komorovych fibrilaci
potkana. Hlavni z navrhovanych pficin byla zmifiovana snizena hladina cyklického AMP
(cAMP) v srdci. Diivodem jejiho sniZzeni by mohla byt zvySend parasympaticka aktivita
nebo snizené mnozstvi katecholaminii v obéhu (McElroy et al., 1978). Zvysena fyzicka
aktivita prodluzuje funkéni refrakterni periodu a zaroveii délku fibrilaéniho cyklu (¢asovy
usek mezi vyboji béhem fibrilace). Je mozZné, Ze tento efekt nemusi byt zprostiedkovan
cholinergni signalizaci, tedy nikoliv ptes n. vagus (Such-Miquel et al., 2018). Moznym
mechanizmem antiarytmického uc¢inku cviceni je aktivace ¢asti antioxidacniho systému,
konkrétné byl pozorovan antiarytmicky vliv mitochondridlni SOD2, kter4 byla piivodné
spojovana se zmenSenim infarktového loziska (Yamashita et al., 1999). Ptesny
mechanizmus plisobeni SOD2 na vyskyt arytmii ov§em neni zndm. Je mozné, ze tim,
jak snizuje oxidativni stres v mitochondriich, nepfimo udrzuje elektrickou stabilitu
(Hamilton et al., 2004). Pojitkem mezi jednotlivymi kardioprotektivnimi rezimy
vykazujici 1 antiarytmicky efekt je aktivace mitochondridlniho Katp senzitivniho kanélu.
Aktivace tohoto kanalu byla prokdzdna a spojena s antiarytmickym efektem 1 u IPC,
zvysené fyzicke aktivity a dale u nize zminéné adaptace na hypoxii. Oproti tomu blokace
sarkolemalniho Karp neméla na antiarytmicky ucinek vliv (Quindry et al., 2010). Opé&t
se vSak ukazuje variabilita v experimentalnich protokolech jako zasadni pro intepretaci
vysledki, kdyZ prace stejného tymu vylucuje vliv Katp na antiarytmicky ac¢inek cviceni,
ale vztazené na arytmie po prodlouzeném I/R inzultu. Zaroven lze tyto rozporuplné
vysledky interpretovat tak, zZe existuje urcity prah, do kterého hraji mitochondridlni Katp
kanaly roli v ochrané pfed arytmiemi, ale po pfekonani tohoto bodu zlomu je jiz
schopnost jejich u¢inku vycerpana (Quindry et al., 2012). Zcela odliSnym zptisobem

dokaze cviceni obnovit rovnovahu adrenergni signalizace u psii se zvySenou nachylnosti
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ke komorovym fibrilacim. Zminéného efektu bylo dosazeno nejspiSe desenzitizaci
B2 adrenoreceptorti (AR) (Billman et al., 2006). VétSina praci na téma kardioprotekce
zpusobené cvicenim je postavena na klasickém aerobnim cviceni a soustfedi se spiSe
na rekonvalescenci po srdecnim selhani, kde byl opakovan¢ prokazan benefi¢ni ucinek.
Recentni vysledky ukazuji, ze vysoko-intenzivni intervalovy trénink (3x tydné, 4 série
po 4 minutach na 85 % - 95 % maximalni tepové frekvence) po dobu 12 tydnii zlepsil
u pacientii s implantovanym defibrilatorem VOomax a subjektivné i vnimani kvality
zivota. Zaroven béhem tohoto narocného cviceni nedoslo ke zvyseni poctu komorovych
arytmii, ¢imz se tento rezim projevil jako vhodngj$i nez mirny kontinudlni trénink

(Nyman et al., 2023).

3.4 Adaptace na hypoxii

Adaptace na hypoxii je jedna znejzndméjSich kardioprotektivnich metod zkoumana
od 50. let minulého stoleti, kdy byl poprvé pozorovan vliv vysoké nadmoiské vysky
na vyskyt infarktu myokardu (Hurtado, 1960). Béhem desitek let studii se ustalily
nasledujici modely. Normobarickd hypoxie, hypobarickd hypoxie v zavislosti na zpiisobu
snizeni obsahu kysliku v prostfedi, a to vrizné intenzit€¢ adaptace v zavislosti
na parcidlnim tlaku kysliku ve vzduchu. Normobaricka hypoxie je v principu snizeni
parcialniho tlaku kysliku za zachovani normalniho atmosférického tlaku vzduchu,
zatimco hypobarickd hypoxie je sniZeni tlaku vzduchu. V zavislosti na délce hypoxického
stimulu jsou experimenty provadény na kontinudlné hypoxickych nebo stfidavé
(intermitentn¢) hypoxickych zvitfatech. Délka trvani hypoxickych a reoxygenacnich fazi
je variabilni, stejné¢ jako parcidlni tlak kysliku ve vzduchu. Vnimavost k navozeni
protekce hypoxii se 1i§i v rdmci pohlavi (Ostadal et al., 1984), rozhodujici roli mé vék
(Kolaf et al., 1989) nebo slozeni diety (Hlavackova et al., 2007) a variabilni je schopnost
snizen¢ho obsahu kysliku v prosttedi pfispéla dlouholetd kontinuita experiment
pracovnikil Fyziologického tistavu AV CR, v. v. i.

Vliv chronické hypoxie na arytmogenezi byl poprvé pozorovan na konci 80. let.
Byl prokazan benefiéni i€inek adaptace na mirnou intermitentni hypoxii, simulujici 5000
m n.m. po dobu 6 hodin dennég, na vyskyt ischemickych arytmii (Meerson et al., 1987 in
Park et al., 2024). Pozd¢ji bylo pozorovano snizeni poctu ischemickych 1 reperfiznich

arytmii po adaptaci na mirnou intermitentni hypobarickou hypoxii, simulujici
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5000 m n. m., 4 hod/den, 5 dni/tyden (Asemu et al., 1999, 2000; Neckar, Papousek, et al.,
2002). Zatimco zvySena rezistence proti infarktu myokardu trva piiblizné¢ pét tydnt
od navratu do normoxie, zvySena odolnost arytmiim vyprcha pfiblizné€ po tydnu (Neckar
et al., 2004). Zaroven intermitentni hypobarickd hypoxie simulujici 7000 m n. m., tedy
velmi naro¢né podminky pro zivot savcl, pusobi antiarytmicky (Kohutova, et al., 2019;
Neckar et al., 2002). Jedinym dal$im prokdzanym zivociSnym druhem kromé potkana,
u kterého byl prokdzan antiarytmicky vliv adaptace na hypoxii u dospé€lého jedince — a to
vyrazné snizeni poctu komorovych fibrilaci — byl pes (Zong et al., 2004).

K tplnému pochopeni mechanizmi antiarytmického ptsobeni hypoxie stale chybi
relevantni ucelené informace. Né&které dil¢i signdlni drédhy a zmény na urovni
kardiomyocytll byly odhaleny ptfedev§im ve vztahu ke zvySené odolnosti k infarktu
myokardu. Zasadni roli v antiarytmickém G¢inku mohou mit, stejné jako u IPC, Katp
kanaly. Podani selektivniho blokatoru mitoKatp kanalu, 5-hydroxydekanoatu, vedlo
ke zruseni antiarytmického efektu, zatimco selektivni aktivator mitoKarp, diazoxid,
vyrovnal odolnost proti ischemickym arytmiim u normoxické skupiny se skupinou
adaptovanou na chronickou intermitentni hypobarickou hypoxii (Asemu et al., 1999;
Neckafr et al., 2002).

Moznym antiarytmickym mechanizmem zapfi¢inénym chronickou intermitentni
hypoxii je zlepSena schopnost vapnikové homeostaze béhem I/R inzultu. MoZnou roli
v lepSim véapnikovém hospodateni miiZze hrat zvySena aktivita ryanodinovych receptorti
tipu 2 zprosttedkovana proteinkindzou A (PKA) a zaroven zvySenou aktivitou
sarkolemalniho NCX vyméniku zprostiedkovanou proteinkinazou C (Yeung et al., 2007).
Dlouho aktivované vapnikové kandly, stejné jako napétim ovladané K* kanély, mohou
byt 1 cilem plisobeni PI3K/Akt signdlni drahy, stejn¢ jako u IP, nicméné u chronické
hypoxie je vliv této drahy jesté vice rozporuplny nez u IPC (Ravingerova et al., 2007).

Studie na$i laboratofe ve spolupraci s laboratofi Vyvojové kardiologie
AV CRv. v.i. prokazala remodelaci vodivych spoji spoéivajici ve zméné poméru
»end to end* a ,,side to side* spojeni ve prospéch spojeni bunécnych konct nad bo¢nimi
vodivymi spoji. Zaroven doslo ke zvySené expresi konexinu 43 (Cx43) a fosforylaci Cx43
na Ser368, kterd zajiStuje spojeni konctli, a zvySené fosforylaci Cx43 na Ser364/365,

jez vede k zachovani vodivosti spojti. Fosforylace je opét nejspiSe zprostfedkovana PKA
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a proteinkindzou C. Zaroven stim doslo ke zméné poméru n-3 polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA) a n-6 PUFA ve prospéch antiarytmickych n-3 PUFA.
Tyto zmény mohou zajistovat vétsi odolnost srdce proti ischemickym arytmiim

(Kohutova et al., 2019).

3.5 Dieta se zvySenym podilem n-3 PUFA

Mastné kyseliny rozdélujeme, mimo jiné, dle po¢tu nenasycenych vazeb v uhlikovém
fetézci na nasycené (SFA) mononenasycené¢ (MUFA) a polynenasycené (PUFA). VSichni
savci jsou schopni si syntetizovat de novo SFA a MUFA zprekurzoru glukozy
nebo aminokyselin. Prekurzory PUFA, linoleova kyselina (18:2) pro n-6 PUFA
a o-linoleové kyselina (18:3) pro n-3 PUFA, jsou esencidlni, a je tedy tfeba je pfijimat
v potrav€. V zapadnim svéte jsou jejich hlavnimi zdroji predevsim rostlinné oleje (Nair
et al, 1997). Mastné kyseliny spojované s antiarytmickym efektem jsou
eikosapentaenova kyselina (EPA, 20:5 n-3) a dokosahexaenova kyselina (DHA, 22:6 n-
3) fazené mezi antiarytmické agens (Lei et al., 2018).

Blahodarny vliv n-3 PUFA byl popsin na epidemiologické studii spojujici
konzumaci rybiho oleje gronskymi Eskymaky se snizenym vyskytem kardiovaskularnich
onemocnéni projevujicich se aterosklerézou (Bang et al., 1976). Preventivni ucinek
PUFA proti kardiovaskularnim onemocnénim se zakladd na sniZené nachylnosti
k trombdze (Goodnight, 1990) a hypertriglyceridemii (Phillipson et al., 1985). Samotny
kardioprotektivni vliv b&hem I/R inzultu je zplsoben i jinymi mechanizmy,
a to predevsim leps$i funkci transmembranovych kanald, receptorti nebo enzymu
asociovanych s buné¢nou membranou (Clandinin et al., 1991).

Antiarytmicky efekt PUFA byl pozorovan napfic sav¢i tfidou u potkant, psi, prasat
nebo primati, a to in vivo 1 in vitro. PUFA byly podavany v rizném mnoZstvi, podobé
arizn¢ dlouhy ¢asovy interval. Antiarytmicky efekt se v riznych védeckych pracich
projevoval jako snizeni poctu komorovych fibrilaci, tachykardii, zvySenym prahem
pro vyskyt komorovych fibrilaci i sniZenim poctu piedcasnych komorovych komplexd,
snizenym poctem ektopickych komorovych uderti (B. Culp et al., 1980; Kang & Leaf,
1995; McLennan, 1993; McLennan et al., 1993).

Mechanizmus antiarytmického efektu PUFA je pravdépodobné viceuroviiovy.
Prvnim z nich je zména v metabolismu eikosanoidi. EPA a DHA kompetuji s kyselinou

arachidonovou (AA, 20:4 n-6) na nékolika urovnich. Zaprvé vibec blokuji syntézu AA
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(Garg et al., 1988). Dle studie na krevnich destickach se n-3 PUFA vazou na membranové
fosfolipidy a snizuji tim mnozstvi AA v plazm¢ i v bunce (Siess et al., 1980).
EPA je stejné jako AA substratem pro cyklooxygenazu (COX). EPA tlumi produkci
tromboxanu A> (TXA>) a prostaglandinu I, (PGL2) z AA tim, ze COX zpracovava jako
substrat pravé EPA na vysledny TXAj3; a PGIl;, coz doklada studie na endotelidlnich
bunkach (Fischer & Weber, 1984). Vyssi produkce COX metabolitii z EPA v neprospéch
TXA> a PGl, znamenala sniZzeni poctu komorovych fibrilaci (Coker et al., 1982).
Podani antagonisty TXA» pied I/R inzultem vedlo ke snizeni poctu ischemickych i
reperfuznich arytmii (Coker & Parratt, 1985). Neesterifikované n-3 PUFA, které nejsou
soucasti triacylglycerolti nebo fosfolipidd, byly prokazany jako kardioprotektivni (s nimi
i a-linolové nebo linolenova kyselina) s moznym ¢inkem na rychlé Na* a pomalé Ca®*
kanaly (Kang & Leaf, 1996). Obecné lze tvrdit, Ze n-3 PUFA zkracuji akéni potencial,
coz muze pusobit antiarytmicky v pfipadé nékterych poruch vedeni a v experimentalnim
modelu, ktery pouziva k vyvolani arytmii exogenni drazdéni srde¢niho svalu. Béhem
ischemie, kdy se akéni potencial zkracuje, muze byt tento efekt spi§ proarytmicky
(Moreno et al., 2012). PUFA dile mohou piisobit i na pfenaseCe nebo receptory.
EPA véazana v sarkolem& zvratila GCinky ouabainu (inhibitoru Na'/K" ATPazy),
tedy nedoslo k sodikovému a nasledné véapnikovému pietizeni kardiomyocytd in vitro.
Utinek nastal pravdépodobné piimo vazbou na dihydropyridinovy receptor (Hallaq et al.,
1990, 1992). DalSim uc¢inkem EPA by mohlo byt zmnoZeni, a tim zvySend aktivita,
Ca**/Mg?* ATPazy, udrzujici vapnikovou homeostizu, a tim oddalujici nastup
komorovych arytmii (Kinoshita et al., 1994). Vyssi zastoupeni DHA v sarkolemé snizilo
afinitu B-adrenergnich receptori k ligandu, ¢imzZ byla snizena produkce cAMP (Grynberg
et al., 1995), jehoz zvySend hladina je povazovana za spousté¢ komorové tachykardie

(Lerman et al., 1986).

3.6 Chladova Expozice

Celotélova hypotermie nebo podchlazeni organti se uzivaji v transplantacni mediciné
pro zpomaleni metabolizmu, tedy pro sniZeni detrimentdlnich néasledkii anoxie nebo
hypoxie (Kohlhauer et al., 2015). Hlavnim benefitem takového akutniho podchlazeni je
pomalejSi snizovani pH, zpomaleni produkce ROS, coz vede k pomalejsi nekroze
a apoptoze bunék. Hypotermie v hodnotach nad 30 °C, oznaCovand jako mirna,

by na rozdil od té hluboké neméla pisobit proarytmicky, a naopak by arytmogenezi méla
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bréanit (Polderman, 2009). Akutni zchlazeni téla ovSem dle jinych zdrojii mze plsobit
i proarytmicky (Dietrichs et al., 2020). Byl popsan i vliv zimnich mésicti na vyssi
incidenci kardiovaskularnich onemocnéni vCetné srde¢niho selhani (Fares, 2013).

Odlisnym zptGsobem vSak ptisobi otuzovani, tedy adaptace na chlad. Hlavnim
rozdilem oproti podchlazeni je zachovani normalni teploty télesného jadra. Beneficni
ucinky adaptaci navic pretrvavaji delsi ¢asovy usek nez jen po dobu pisobeni pfi¢iny
adaptace. Dale jsou adaptace obecné charakterizovany novymi bazalnimi hodnotami
ruznych télesnych parametrt, idealné pii zachovani vSech normalnich funkci organismu
(Selye, 1946).

Adaptaci na chlad rozdélujeme dle projevenych ucinkl na organismus. U clovéka
byly popsany nasledujici tfi typy — metabolickd, hypotermicka a inzulativni. Metabolicka
adaptace je charakteristickd zvySenim povrchové teploty kiize z diivodu zvySeného
metabolického obratu k produkci tepla pii zachovéani teploty télesného jadra.
Hypotermické piizptisobeni se chladu se projevuje nizkou metabolickou odpovédi
resultujici ve snizenou teplotou télesného jadra. Inzulativni adaptace je vyznacovana
vnitini télni teploty (Bittel, 1992). Adaptace potkana je charakteristickd zhoustnutim
a naCechranim srsti a zvySenim objemu zasobnikii hnédé tukové tkané¢ (BAT) na
typickych mistech — mezi pletenci pfednich koncetin na hibetu, kde je nejvétsi, a dale
v okoli ledvin a podél bfiSni aorty, v mezizebii, a to pfiblizné desaty den kontinudlni
chladové expozice (Marvanova et al., 2023). U ¢loveéka je BAT pfitomna v menSich
depozitech v poméru k t€lu nez u potkana. U novorozencii je pfitomna pro jejich
neschopnost tfesové termogeneze a se vzrlstajicim vékem se loziska BAT cloveka
zmensuji na minimum a zlstavaji pod kli¢nimi kostmi a v oblasti krku a ledvin (Lidell et
al., 2013). Funkci BAT je produkovat teplo. Tuto schopnost ma kvili zvySenému
mnozstvi proteinu rozptazeni (UCP) na vnitfnich membranach mitochondrii (Nicholls et
al., 1978). Na rozdil od bilé tukové tkan¢ jsou v BAT nepomérné mensi tukové vakuoly
a zmnozené mitochondrie, coz davad BAT typickou barvu (Park et al., 2014). Aktivace
UCP v BAT je regulovana B3 AR. Cela akutni odpovéd’ na sniZenou teplotu okoli probiha
jako reakce na stres, tedy dochazi k vyplaveni katecholamint do krevniho fecisté (Jansky
et al., 2008; Jansky et al., 1996; Vybiral et al., 2000), ty pak aktivuji f3 AR, coz ma
za nasledek proliferaci, maturaci BAT a aktivitu UCP1.

Na Piirodovédecké fakulté¢ Univerzity Karlovy v Praze byl studovan vliv

dlouhodobé¢ chladové expozice na Cloveka prof. Janskym a doc. Vybiralem. Zkoumani
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jedinci pobyvali ve vodé o teploté 14 °C po dobu jedné hodiny, 3x tydné po dobu 4-6
tydnt. Adaptovani jedinci vykazovali snizenou, ale fyziologickou, povrchovou teplotu
1 teplotu télesného jadra, odpovéd organismu na snizeni teploty piichazela pozdéji
nez u kontrolnich jedinci a subjektivné vnimali adaptovani jedinci sniZzeny ties.
Tyto skutecnosti znaci snizeni hypotalamického prahu pro indukci termogeneze (Jansky
et al., 1996). Na tyto poznatky a vSeobecné uznavany nazor, ze otuzovani je benefi¢ni
pro kardiovaskularni systém, navazala laboratot doc. Zurmanové exaktnim vyzkumem

vlivu chladové adaptace na I/R poskozeni srdce.

3.6.1 Akutni chladova expozice

Akutni chladova expozice je charakteristicka periferni vazokonstrikci, tfesovou
termogenezi, zvySenou produkci tepla (Castellani & Young, 2016). Produkce tepla byla
po 2 hod ve vodé o teploté 10 °C zajisténa predevsim zvySenou oxidaci glukézy v plazmé,
svalového glykogenu pii svalovém tfesu, ale nejvice (asi z 50 %) oxidaci lipidii (Haman
et al., 2002). Jak bylo napsano vyse, akutni reakce na expozici chladu je stresova. V srdci
jsou pfitomny predevsim B1 (~75 %) a dale B2 (~22 %) 1 B3 AR (~3 %). Lisi se pfedevSim
afinitou k adrenalinu a noradrenalinu, lokalizaci a naslednou intracelularni signalni
kaskddou (Parichatikanond et al., 2024). Bl AR maji stejnou afinitu k adrenalinu
i noradrenalinu, kterd je u obou katecholaminl vyssi nez u f2 AR. Bl AR jsou tedy
aktivovany jak autonomnim nervovym systémem, tak adrenalinem z dfen¢ nadledvin.
B1 AR jsou sprazené s heterotrimernimi Gs proteiny, jejichz a-podjednotka stimuluje
adenylatcyklazu, ktera pfeménuje ATP na cAMP. Dale se cAMP vaze na PKA,
ktera fosforyluje své cilové proteiny zdsadni pro srde¢ni regulaci, coz nakonec piisobi
pozitivné chronotropné a inotropné€. Zaroven, a v souladu s tim, se zvySuje intracelularni
koncentrace Ca®" iontdi (Greenstein et al., 2004). 2 AR maji spole¢nou signdlni dréhu
jako Bl AR (Gs, PKA), ale zadroven mohou byt B2 AR fosforylaci PKA desenzitizovany
a navic aktivovano jejich spfazeni s Gj proteiny, které maji opacny efekt nez Gs (Bokoch
et al., 1984; Daaka et al., 1997). B3 AR jsou spfazeny s Gi proteiny (Gauthier et al., 1996)
a jejich aktivace je systémem ochrany proti chronicky zvySené aktivaci f1 AR nejspise
1 cestou stimulace endotelidlni a neurdlni NOsyntazy (Aragon et al., 2011). Akutni
expozice chladu dle (Xing et al., 2014) trva az 3 tydny, dle ndmi naméfenych hodnot
vykazuje potkan ptfechod z akutni do chronické fadze chladové expozice po cca deseti

dnech v chladu (Marvanova et al., 2023).
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3.6.2 Chronicka chladova expozice

O chronické chladové expozici mizeme, dle nasich vysledki, uvazovat jako o cca
10denni az nékolikatydenni (Tibenska et al., 2018, Marvanova et al. 2023). Dle Xinga
a jeho kolektivu (2014) trva druhd etapa ptizptisobeni chladu zhruba dalsi tfi tydny.
V tomto obdobi se snizuje tvorba tepla v jatrech a kosternich svalech, zatimco v BAT
dochazi k vyraznému zvySeni aktivity klicovych proteini UCP nebo enzymu
lipoproteinové lipazy. Zrychluje se tim odbouravéani triglyceridd v plazmatickych
lipoproteinech, coz vede jednak k produkci tepla, jednak k tbytku visceralniho tuku.
Obligatorni termogeneze je konstantni, fizend u¢inkem hormont §titné zlazy a probiha
neptetrzit¢ ve vSech tkdnich a organech. Naopak fakultativni termogeneze reaguje
na akutni potieby téla, je regulovana hormony dfené nadledvin a nejvyraznéji se uplatiiuje
v BAT av kosternim svalstvu (L. Jansky, 1995). V souladu s tim je dlouhodoba chladova
expozice charakterizovana nasledujici drahou: Vylev katecholaminti, aktivace AR,
adenylatcyklaza, cAMP, PKA, p38 kinaza, transkripéni faktory vedouci ke zvySeni
exprese UCP v BAT a lipolyza (Maslov & Vychuzhanina, 2015).

Nadmérna dlouhodoba stimulace B1 AR plisobi hypertrofii v disledku
vapnikového pretizeni a muze vést k apoptdze cestou otevirani mPTP a dale az
ke srdecnimu selhdni (Feng & Anderson, 2017; Gauthier et al., 1998; Lohse et al., 2003).
Model nami zavedené chladové adaptace vSak hypertenzi ani hypertrofii LV nevykazuje,
a naopak je vyznacovan aktivitou B2 a B3 AR, které inhibuji signdlni kaskadu p1 AR.
Bylo prokéazéano, Ze kardioprotektivni efekt neni zprosttedkovan B1 AR, a naopak existuje
silné podezieni, ze B2 a B3 AR hraji v kardioprotekci navozené chladovou adaptaci
alespont ¢astecnou roli (Tibenska et al., 2020). Data popisujici vliv mirné chronické

chladové expozice na arytmogenezi béhem I/R poskozeni nebylo moZzné dohledat.
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4 Cile diserta¢ni prace

1.

Stanovit vliv kratkodobé a dlouhodobé expozice mirnému chladu (9 £1 °C;
8+1°C vuvedeném potfadi) na vyskyt ischemicko-reperfiznich arytmii
v intervalech 3D, 10D, 5 tydnti (CA) a 5 tydna nasledovanych 2 tydny ve 24 °C
(CAR) scilem najit nejkrats§i moznou dobu, kterd vyvolava ochranu

pred arytmiemi.

Stanovit zmény v zastoupeni tfid mastnych kyselin a jednotlivych mastnych

kyselin v membranovych fosfolipidech kardiomyocytii béhem chladové expozice.

Stanovit expresi izoforem UCP (UCP 1, 2, 3) ve vztahu k antiarytmickému efektu

kratkodobé a dlouhodobé expozice mirnému chladu.

Sledovat zmény v distribuci konexinu-43 po dlouhodobé expozici mirnému

chladu.
Zjistit odpoveéd AKT izoforem na kardioprotektivni antiarytmicky

rezim chronické intermitentni hypobarické hypoxie v mitochondridlnich

subpopulacich myokardu.
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5 Pouzité metody

5.1 Chov potkanii, chladova expozice

Byly zvoleny dva rezimy mirné chladové expozice, a to kratkodoba expozice (9 £ 1 °C)
a dlouhodobé expozice (8 £ 1 °C).

Na zékladé nemnohé literatury, zabyvajici se neposkozujici chladovou expozici,
byl vybran pro kratkodobou chladovou expozici interval 3denni (3D), kdy je aktivovana
ttesova termogeneze. Dale 10denni (10D) chladova expozice, béhem niz dochézi
k netfesové termogenezi u lidi pfi teploté mezi 15 °C a 16 °C a byla zaznamenana zvysSena
aktivita BAT (van der Lans et al., 2013). Po konzultaci s doc. Vybiralem byla dale
zvolena, pro plné vyvinutou adaptaci, Stydenni chladova expozice (CA). Pro zjisténi
potencidlné pretrvavajiciho U€inku CA byla zvolena 2tydenni teplotni regrese
ve 24 + 1 °C (CAR). Experimentalni zvitata byla kvuli stresu z transportu ponechéna
minimalné tyden pied chladovou expozici v termoneutralni teploté (24 £ 1 °C), aby si
zvykla na nové prostfedi. Potkani ur¢eni pro CA a CAR byli prvni tyden chladové
expozice postupné zvykadni na 8=+ 1°C stfidavou chladovou expozici (po dobu
8 hodin/den v8=+ 1°C a 16 hodin ve 24 £1 °C). Potkani ur¢eni pro 3D a 10D,
byli umisténi do teploty o stupen vyssi (9 £ 1 °C) na potiebnou dobu chladové expozice
bez predchoziho zvykani. V experimentech byly pouZity dvé kontrolni skupiny jedna
pro 3D a 10D, druha pro CA a CAR. Hmotnost zvifat byla na konci vSech experimentl
pfiblizné stejnd. Tedy navozena ischemie myokardu a odbé&ry pro proteinové a obrazové
analyzy byla provadéna na stejné starych zvitratech.

Zvitata byla chovana po dvojicich s podestylkou, aby bylo zamezeno
environmentalnimu a socidlnimu stresu, pii svételném rezimu 12/12. K ovéteni udrzeni
stalé¢ teploty télesného jadra potkani byla meéfena rektalni teplota. Zvifatim byla
podavana standardni dieta ST1 1 voda ad libitum. K experimentim byli pouZiti samci
kmene Wistar, chovné jadro Charles River (Velaz s.r.0.). VSechna zvitata byla pfivezena
do vivaria PfF UK s hmotnosti 180-220 g. Po tydnu byla ¢ast pouZita pro protokol
chronické chladové adaptace, zatimco zvitata pro akutni expozici chladu byla vystavena

chladu az po dosazeni hmotnosti 300-350 g.
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5.2 Intermitentni hypobaricka hypoxie

K adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii (IHH) byli pouziti dospéli (8tydenni)
samci potkana kmene Wistar, pochdzejici z chovné stanice Fyziologického ustavu
Akademie véd. Zvirata méla pristup k vod¢ a k laboratorni diet¢ ST1 v rezimu 12 hodin
svétlo / 12 hodin tma ad libitum. Experimenty byly provedeny dle zakona na ochranu
zvitat €. 246/1992 Sb., proti tyrani a v souladu s manuélem ,,Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals”, publikovanym US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996), a byly schvélena etickou komisi Fyziologického
stavu AV CR v. v. i.

Potkani byli vystaveni IHH v hypobarické komote. Adaptace trvala 25 dni v rezimu
8 hodin denné, 5 dni v tydnu. Barometricky tlak byl snizovan plynule tak,
aby po 13 expozicich simuloval nadmotskou vysku 7000 m n. m. Béhem adaptace byla
v komote zajisténa cirkulace vzduchu a teplota byla udrzovana mezi 21 °C - 23 °C.
Kontrolni skupina potkanii byla chovana v normoxickych podminkach odpovidajicich
nadmoftské vySce 200 m n. m. v tychZ teplotnich podminkach jako IHH (Asemu et al.,
2000; Waskova-Arnostova et al., 2015).

5.3 Chirurgické navozeni ischemicko-reperfizniho poskozeni

Veskeré experimentalni protokoly byly realizovany v souladu se zakonem Ceské narodni
rady na ochranu zvifat proti tyrani (zékon ¢. 246/1992 Sb.). Potkani byli anestetizovani,
v piipadé 3D, 10D a CA v mistnosti uré¢ené pro chladovou expozici, podanim Thiopentalu
(1. p. 60 mg/100 g). Kvalita anestezie a teplota télesného jadra byly kontrolovany béhem
celého experimentu. Invazivni méfeni arteridlniho krevniho tlaku bylo provadéno v praveé
karotidé. Byla provedena tracheostomie pro zajiSténi vstupu pro ventilaci, nasledné
torakotomie v oblasti patého mezizebii. Potkani byli ventilovani plicnim ventilatorem
(UGO Basile, Italy) dechovym objemem 1,2 ml/100 g, pt1 68—70 cyklech/min. Dale byl
odstranén perikard, poté provedena pfiprava pro podvaz predni sestupné vétve levé
koronarni artérie ptiblizné 1-2 mm pod silovym ouSkem (Sici materidl od Chirmax).
Podvéazéanim arterie zapocalo 10 minut stabilizace. Srde¢ni ¢innost byla sledovana pomoci
EKG (PowerLab a LabChart 8 software; ADInstrument). Po 10minutové stabilizaci byla
zapocata 20minutova ischemické fadze provedenim okluze pfedni sestupné vétve levé
korondrni artérie chirurgickou svorkou (Medin). Nasledovala reperfuzni faze v délce

3 hodin. Béhem prvnich 5 min reperfuze byl potkan nadale monitorovan pomoci EKG
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pro detekci reperfuznich arytmii. Po odsati vzduchu a pfipadné tekutiny z hrudni dutiny
byl hrudnik chirurgicky uzavien. Potkan byl odpojen od plicniho ventiladtoru, byla
vyjmuta kanyla z karotidy. Dale byl potkan temperovan na vyhtivané podlozce k udrzeni
télesné teploty 37 °C, kde spontann¢ dychal v hluboké anestézii béhem 3hodinové

reperfize (Marvanova et al., 2023; Neckaf et al., 2017; Tibenska et al., 2020, 2021).

5.4 Hodnoceni komorovych arytmii

Komorové arytmie vyvolané ischémii a reperfuzi byly hodnoceny podle Lambethské
konvence oddé¢len¢ a rozd€leny podle poctu predCasnych komorovych komplexta (PVC)
na singly (1 PVC), salvy (2 nebo 3 po sobé jdouci PVC) a komorové tachykardie (4 a vice
kontinudlnich PVC). Ilustrace jednotlivych typt hodnocenych PVC v pfiloze ¢. 1.
Reperfuzni arytmie se vyskytuji na potkanim modelu typicky ihned po zacatku reperfize
a zpravidla netrvaji déle nez prvni tfi minuty. Proto byla srde¢ni akce potkanli
monitorovana jesté prvnich pét minut reperfuze pomoci EKG. Béhem nami provadénych
experimentll nedoslo u zadné skupiny zvifat k fibrilaci komor, proto v této metodice

nejsou komorové fibrilace uvazovany.

5.5 Priprava vzorki srdecni tkané

Experimentalni 1 kontrolni skupiny potkand byly v misté ustdjeni uvedeny do hluboké
anestézie (Thiopental, 80 mg/kg, i. p.), srdce byla rychle vyjmuta a kratce promyta
v ledovém fyziologickém roztoku slouzicimu ke zpomaleni metabolizmu a odkrveni.
Srdce byla na ledu rozdélena na tii ¢asti; volna sténa pravé komory (RV) a septum byly
oddé€leny od levé komory (LV); LV byla podélné rozdélena na dvé ¢asti. VSechny vzorky
byly rychle zmrazeny v tekutém dusiku, zvazeny, a az do pouziti skladovany pfi teploté
-80 °C. Vzorky volné stény LV byly pouZzity pro analyzy exprese proteind

v experimentech spolupracovnikil a septa pro analyzy mastnych kyselin.

5.6 Analyza mastnych kyselin

Zmrazena srde¢ni septa kontrolnich potkanli a potkanti vystavenych vSem chladovym
protokolim (3D, 10D a CA, CAR) byla rozdrcena pod tekutym dusikem ve tfecich
miskach a ze vzorkd tkané€ byly extrahovany fosfolipidy podle Folchovy metody (Folch
et al.,, 1957) modifikované tak, jak bylo jiz dfive popsdno (Jezkova et al., 2002).

Extrahované celkové fosfolipidy byly separovany jednorozmérnou tenkovrstvou
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chromatografii na silikagelu H ve smési hexan-ether-kyselina octova (80:20:3).
Pro analyzu mastnych kyselin (MK) byly fosfolipidové skvrny vizualizovany v UV svétle
po obarveni 0,005% 2,7-dichlorfluoresceinem v methanolu, oddéleny a uloZeny
v dusikové atmosfére pti -20 °C do nasledujiciho dne, kdy byly pfipraveny metylestery
MK. Stejn¢ jako pii pripravé metylesteri MK byl do zkumavek se silikagelem ptidan
metanolat sodny a zkumavky byly inkubovany 60 minut pfi pokojové teploté ve tmé.
Metylestery byly extrahovany hexanem. Extrakt byl odpafen pod proudem dusiku
aulozen v -20 °C. Metylestery byly separovany pomoci plynového chromatografu
CP438A (Chrompack, Middelburg, Nizozemsko) se stiedni polarni kolonou CP WAX
52CB (25 m x 0,25 mm i. d.). Teplota pece byla naprogramovana od 145 °C do 230 °C
rychlosti 2 °C/min. Nosnym plynem byl vodik. MK byly identifikovany pomoci smési
metylesterit MK (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) (Tvrzicka et al., 2002).

5.7 Imunofluorescencni analyza srdecni tkané

Imunoflurescenc¢ni analyza byla provedena na akutnim (K, 3D,10D) i chronickém chladu
(K, CA, CAR). Kazda tato skupina méla vlastni kontrolu. Pocet vzorkli do skupiny 3.
Dale, pro analyzu AKT 6 vzorki LV ze skupiny IHH a odpovidajici normoxické kontroly.
Vsechny vzorky byly fixovany dvouminutovou perfuzi celého srdce 4%
paraformaldehydem na Langendorffové aparature. Nasledné¢ byla srdce sejmuta
a odd¢lené levé komory byly dale fixovany ponofenim do pufrovaného 4% formaldehydu
po dobu dvou hodin. Vzorky LV byly poté inkubovany pies noc ve 20% roztoku
sacharozy v PBS. LV byly nasledné¢ zmrazeny v kapalném dusiku. Kryofezy (6 um;
cryostat Leica CM3050, Leica Microsystems) byly pfipraveny vzdy ze stejné ¢asti LV
ve smyslu bazo-apikdlniho a ventro-laterdlntho sméru tak, aby kardiomyocyty
v tkanovych kryofezech byly orientovany podélné. Kryofezy z jednotlivych
experimentalnich skupin byly pouzity k imunodetekci a naslednym analyzam podilu
»end-to-end* Cx43 a dale ke stanoveni kolokalizace subpopulaci mitochondrii s AKTI,
2aUCPI, 2, 3. Kryofezy byly permeabilizovany v ledovém metanolu a oplachnuty v 1%
SDS pro odmaskovani epitopti. Po tfech pétiminutovych promytich v PBS nasledovala
90minutova inkubace fezli v blokacnim roztoku (10% osli a kozi sérum v PBS, 0,3%
Triton X-100, 1% BSA, 0,3M glycin, osli anti-krali¢i IgG a kozi anti-mysi IgG; Sigma-
Aldrich). Bloka¢ni roztok zabranuje nespecifické vazb& primarnich a sekundarnich

protilatek. Nasledné byly kryofezy opét tfikrat promyty (3 X 5 min) a inkubovany
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ptes noc pii 4 °C s krali¢imi protilatkami proti Cx43 (1:200, Sigma-Aldrich) nebo AKT]1,
2 nebo UCP1, 2, 3 (1:200, Abcam). Po dal$im promyti v PBS (3 x 5 min) byly primarni
protilatky detekovany pomoci osli anti-krali¢i 1gG konjugované s Alexa Fluor 488
(Thermo Fisher Scientific). Sarkolema byla vizualizovana pomoci aglutininu
z pSeni¢nych klickli (wheat germ agglutinin, WGA) konjugovaného s Alexa Fluor 647
(Thermo Fisher Scientific), ktery se specificky vaze na kyselinu sialovou v bunécnych
membranach. Mitochondrie byly vizualizovany pomoci mixu mysSich primarnich
protilatek proti jednotlivym komplexiim OXPHOS (Total OXPHOS Blue Native WB
Antibody Cocktail, ab110412, Abcam), detekovanych sekunddrni anti-mys$i IgG
konjugovanou s Alexa 647 (Thermo Fisher Scientific). Nakonec bylo na fezy aplikovano
kryci médium ProLong Gold Antifade (Invitrogen) s jadernym markerem DAPI
(4',6-diamidino-2-fenylindol; Invitrogen), pfikryty krycim skli¢kem a uchovany pii 4 °C.
Ptispévek autofluorescence k celkovému fluorescencnimu signalu byl otestovan pomoci
kontrolnich kryotezli, kde byly vynechdny jak primarni, tak sekundarni protilatky.
Nespecifita vazby sekundarni protilatky byla otestovdna na kryotfezech, kde byla
vynechédna primarni protilatka. Imunofluorescenéni signal Cx43, UCPI, 2,3 a AKTI, 2
byl snimédn pomoci ,wide-field“ invertovaného mikroskopu NikonTi2 (Nikon)
s nadstavbou pro imunofluorescenéni snimani.
Mira kolokalizace byla hodnocena pomoci pluginu Colocalization Threshold
v open-source platform¢ FIJI (Schindelin et al., 2012). Pro kazdou experimentalni
skupinu bylo nasnimano 10 mikroskopickych snimkl. Kazdy snimek byl podroben
zdkladni a jednotné uprave, tj. pomoci funkce Subtract Background ve FIJI
Bylo odecteno pozadi a snimkim byl nastaven jednotny préh. VyuZzitim pluginu
Colocalization Threshold byly nésledné vypolteny dva parametry kolokalizace:
Pearsoniiv kolokaliza¢ni koeficient (PCC), vyjadfujici linearni korelaci intenzit mezi
kanaly, a Manderstv koeficient 2 (tM2), udavajici podil signalu jednoho kanalu, v plose
signalu druhého. Vypocty byly provedeny z nesaturovanych obrazovych dat v celé plose
snimku. Hodnoty PCC a tM2 byly nasledné pouZzity pro statistické porovnani mezi
experimentalnimi skupinami. Distribuce Cx43 na sarkolem¢ kardiomyocyti byla
hodnocena v open source programu FIJI.
Surové snimky byly kalibrovany podle parametrii objektivu a rezimu akvizice,
coz vedlo k vysledné velikosti pixelu 0,3225 x 0,3225 um. Nehomogenni osvétleni bylo
korigovano pomoci algoritmu Background Subtraction ve FIJI s polomérem ,,rolling ball*

nastavenym na 50 pixeld (Castle & Keller, n.d.). U kaZzdého snimku byl ru¢né nastaven
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préh tak, aby doslo k vybéru vSech komplexti Cx43. Kazdy komplex Cx43 byl ulozen
jako ROI pro dalsi analyzu a u kazdé byl uréen smér osy. Barveni WGA bylo pouzito
jako marker uspofddani kardiomyocytu. Na zakladé¢ uhlu sevieného podélnou osou
kardiomyocytu a osou komplexti Cx43 byl rozlisen typ vodivého spoje. Uhel v rozmezi

90° + 20° ur¢oval formaci ,,end to end*.

5.8 Statistické hodnoceni

Statistick¢é zpracovani dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 10.3.1
(GraphPad). Pro analyzu rozdili mezi primeéry jednotlivych skupin u vysledkt
zakladnich télesnych parametrt, slozeni mastnych kyselin, distribuce Cx43, UCPI, 2, 3
byla pouzita jednofaktorovd ANOVA nasledovand Dunnettovym vicenasobnym
porovnanim, v ptipadé porovnani distribuce Cx43 v IHH byl pouzit neparovy t-test.
Dvoufaktorovd ANOVA s opakovanymi méfenimi byla uZita u hodnoceni kolokalizace
AKTI,2 se subpopulacemi mitochondrii. Celkova mnozstvi pfed¢asnych komorovych
komplexi a celkovd doba trvani tachyarytmii byla vyhodnocena pomoci
neparametrického Kruskal-Wallisova testu s Dunnovym post-hoc vicendsobnym
porovnanim v pfipadé vice nez dvou experimentdlnich skupin, v pfipadé dvou
experimentalnich skupin byl pouzit Mann—Whitney U test. Incidence arytmii byla
hodnocena Fisherovym exaktnim testem. Za statisticky vyznamné byly povaZovany

hodnoty P <0,05. Data jsou uvedena jako primér + SD.
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6 Vysledky

Charakterizace modelu expozice mirnému chladu

Byly sledovany ctyfi experimentalni skupiny exponované chladu, z toho dvé pro akutni
az subchronickou expozici (3D a 10D), které vstoupily do experimentu vystaveni chladu
v hmotnosti 350 + 19 g. Dvé experimentalni skupiny vystavené chronickému chladu (CA)
a nasledujici teplotni regresi (CAR) vstupovaly do experimentu v hmotnosti 200 =23 g
se zamérem priblizné stejné hmotnosti experimentalnich zvirat napfi¢ v§emi zkoumanymi
skupinami v den navozeni I/R poSkozeni nebo odbért tkané pro dalsi analyzy (obr. 1A).
Mira adaptace byla ovéfena hmotnosti BAT, ktery byl odebran z mezilopatkové oblasti
(obr. 1B). Hmotnost BAT (BATW) se pohybovala od 272 mg u Cst do 679 mg v piipadé
CA. K signifikantnimu nartstu relativni hmotnosti BAT (BATW/BW) doslo az po 10D
expozice chladu o 51 %. Po CA doslo k dalSimu signifikantnimu nartstu proti 10D

0 61 %, coz znamena narast o 108 % oproti odpovidajici kontrole Crt (obr. 1C).
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Obrazek 1: Télesna hmotnost a hmotnost hnédé tukové tkané. Kratkodoba expozice chladu
(9+1°C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a prislusna kontrolni skupina (24 + 1 °C; Csg), dlouhodobad
expozice chladu (8 = 1 °C; 5 tydnii; CA), nasledné zotaveni (24 £ 1 °C; 2 tydny; CAR) a prislusna
kontrolni skupina (24+1°C; Ciy). Télesna hmotnost (BW), hmotnost hnédé tukové tkané
(BATW). Hodnoty jsou uvedeny jako priumer £SD; n = 6; *p <0,05; **p <0,01 ***p <0,001 ve
srovnani s prislusnou kontrolni skupinou. K analyze byl pouZit jednofaktorovy ANOVA test s
Tukeyho vicendasobnym porovnanim.
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Kardioprotektivni rezim chronické intermitentni hypoxie ptsobi hypertrofii ptfedevsim
pravého srdce (Gonzélez-Candia et al., 2023), zatimco napiiklad zvySena fyzick4 aktivita
zpusobuje sice fyziologickou, ale piesto hypertrofii srdce levého (Chen et al., 2022).
Podobné vysledky jako u cvic¢eni byly pozorovany i u LV mysi adaptovanych na 4 °C,
nicméné v obou piipadech se hypertrofie jevila témét zcela reverzibilni a bez
patologickych projevt (Burns et al., 2024). Z vyse uvedenych diivoda byla po vybranych
casovych intervalech expozice mirnému chladu monitorovéana relativni hmotnost srdce
(HW) ku telesné hmotnosti (BW; obr. 2A), relativni hmotnost levé komory srde¢ni
(LVW) dohromady s hmotnosti mezikomorového septa (SW) ku BW (obr. 2B)
a hmotnost pravé komory srde¢ni (RVW) ku BW (obr. 2C). Namétfené hodnoty

nevykazovaly statisticky vyznamné rozdily s kontrolou.
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Obrazek 2: Hmotnostni parametry srdce. Kratkodoba expozice chladu (9+1°C) v 3. a 10. dni
(3D, 10D) a prislusna kontrolni skupina (24 + 1 °C; Csy), dlouhodoba expozice chladu (8 + 1 °C;
5 tvdnii; CA), nasledné zotaveni (24=+1°C; 2 tydny; CAR) a prislusna kontrolni skupina
(24 +£1°C; Crp). Hmotnost srdce (HW), hmotnosti téla (BW), hmotnost levé komory (LVW),
hmotnost mezikomorového septa (SW), hmotnost pravé komory (RVW). Hodnoty jsou uvedeny
jako prumer+SD; n =6, Kanalyze byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test s Tukeyho
vicendsobnym porovnanim
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Vliv kratkodobé expozice mirnému chladu na vyskyt ischemicko-reperfuznich
arytmii.

Akutni expozice mirnému chladu neovlivnila statisticky vyznamné vyskyt celkovych
ischemickych komorovych extrasystol (PVCs; obr. 3A). Doba trvani celkové ischemické
tachyarytmie byla nicméné statisticky vyznamné zkracena o 74 % po 3D mirného chladu,
zatimco ve skupin€ exponované chladu po dobu 10D je pozorované snizeni statisticky
nevyznamné (obr. 3B). V reperfuzi, ve které dochazi obecné k mensimu poctu arytmii,
ato zpravidla v prvnich 3 minutach, nebyly naméteny rozdily ani v celkovém poctu

PVCs (obr. 3C), ani v celkové dob¢ trvani tachyarytmii (obr. 3D).
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Obrazek 3: Ischemické a reperfuzni arytmie po krdtkodobé expozici mirnému chladu.
Kratkodoba expozice chladu (9+1°C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a prislusna kontrolni skupina
(24 +1°C; Csyp), celkové predcasné komorové komplexy (PVCs). Hodnoty jsou uvedeny jako
prumér £SD; n = 11 *p <0,05. K analyze byl pouzit Kruskal-Wallisiiv test s Dunnovym post-hoc
vicendsobnym porovnanim.
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Vliv dlouhodobé expozice mirnému chladu a nasledné 2tydenni regrese na mnozZstvi

ischemicko-reperfuznich arytmii.

Po 5Stydenni chladové expozici (CA) 1 nasledné 2tydenni teplotni regresi (CAR) nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v celkovém poctu PVCs, ani v celkové dobé
trvani tachyarytmii po ischemii (obr. 4A, obr. 4B). Narozdil od ischemie doslo béhem
prvnich 5 minut reperfuze ke statisticky vyznamnému poklesu celkového poctu PVCs
052 % ve skupiné CA, a doba trvani reperfizni arytmie byla v téze skupin€ zkracena
vyrazné o 82 % oproti odpovidajici kontrole. Po dvou tydnech od navratu
do termoneutralnich podminek antiarytmicky efekt pozorovany ve skupiné CA

vymizel (Obr. 4 C, D).
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Obrazek 4: Ischemické a reperfuzni arytmie po dlouhodobé expozici mirnému chladu.
Peétitydenni expozice chladu (9+1 °C; CA), ndsledovana dvoutydennim zotavenim (24 1 °C;
CAR) a prislusna kontrolni skupina (24 =1 °C; Cyrg), celkové predcasné komorové komplexy
(PVCs). Hodnoty jsou uvedeny jako priumeér £ SD; n = 13; *p <0,05; ***p <0,001. K analyze byl
pouzit Kruskal-Wallisiiv test s Dunnovym post-hoc vicendsobnym porovndnim.

37



Zastoupeni tfid mastnych kyselin a jednotlivych mastnych kyselin v membranovych

fosfolipidech myokardu po kratkodobé a dlouhodobé chladové expozici

Zmeéna ve slozeni lipidové slozZky membran kardiomyocytu obohacené o n-3 PUFA,
stejné jako adaptaci na intermitentni hypobarickou hypoxii vedla ke snizeni po¢tu arytmii
(Kohutova et al., 2019). Uginky chladu na zastoupeni tiid mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidech kardiomyocyti jsou prezentovany na obr 5. Podil
nasycenych mastnych kyselin (SFA) zistal ve vSech experimentalnich skupinach
nezménény (obr. 5A, B). Podil mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) byl
vyznamné snizeny o 14 % po 10 dnech expozice chladu (obr. 5C), pfi¢emz po chronické
adaptaci (CA) doslo k dalsimu poklesu o 20 % (obr. 5D). Obsah antiarytmickych
n-3 polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) ve fosfolipidech membran mél pouze
tendenci k nartstu a proarytmické n-6 PUFA mély tendenci k poklesu po 10 dnech
(obr. SE). Tyto zmény vedly k vyznamnému snizeni poméru n-6/n-3 PUFA o 34 % jiz
po 10D expozici chladu (obr. 5I). Dalsi pokles n-6 PUFA o 10 % (obr. 5F) a nartst
n-3 PUFA 048 % po CA (obr. 5H) vedly k signifikantnimu snizeni poméru n-6/n-3 PUFA
0 37 % (obr. 5J). VSechny hodnoty se po CAR vratily na kontrolni hodnoty.
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Obrazek 5: Zména v zastoupeni tiid mastnych kyselin v membranovych fosfolipidech
myokardu. Nasycené mastné kyseliny (SFA), mononenasycené mastné kyseliny (MUFA), n-6
polynenasycené mastné kyseliny (n-6 PUFA), n-3 polynenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA)
v mol%, a jejich pomér (n-6/n-3 PUFA) po kratkodobé chladové expoziciv 3. a 10. dni (3D, 10D;
9+1 °C), po petitydenni chladové adaptaci (CA; 8+ 1°C) a po ndsledné dvoutydenni
rekonvalescenci (CAR; 24 + 1 °C) a prislusné kontrolni skupiny (24 + 1 °C; Csr, Cr). Hodnoty
Jjsou uvedeny jako primer = SD; n = 6 u kratkodobé, n = 8 u dlouhodobé expozice mirnému
chladu; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001. Pouzita byla jednofaktorova ANOVA s Tukeyho
vicendsobnym porovndnim.
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Jednotlivé mastné kyseliny v membranach myokardu mezikomorového septa jsou
uvedeny v Tabulce 1. po kratkodobé expozici mirnému chladu. Jiz po 3D doslo
k signifikantnimu zvySeni podilu kyseliny dokosapentaenové (22:5n-3, DPA) o 39 %.
Po 10D jsme pozorovali snizeni podilu kyseliny vakcenové (18:1n-7) o 12 % a kyseliny
linolové (18:2n-6) o 19 %. Dale expozice mirnému chladu vyvolala vyznamné zvySeni

hladin adrenové kyseliny (22:4n-6) o 27 %. Zastoupeni DPA se zvysSilo o dalSich 14 %

oproti 3D na 59 % oproti Cst. Index nenasycenosti (UI) zlistal nezménén.

MK, Cst 3D 10D
mnoistvi [Mol%]

16:0 12,41 +1,86 13,94 + 2,00 13,37 +£2,02
18:0 23,8+2,29 24,30+2,93 25,74 +3,24
18:1n-9 3,83+0,26 3,63+0,42 3,37+0,20
18:1n-7 5,35+0,42 5,12+0,44 4,72 £0,21 *
18:2n-6 22,66+2,14 19,49 + 2,02 18,26 £ 13,29 *
20:4n-6 19,99 + 2,43 20,26 +3,19 20,06 + 3,12
22:4n-6 1,32+0,14 1,49+0,19 1,68 +0,26 *
22:5n-3 1,11+0,21 1,54 +0,23* 1,76 £ 0,30 ***
22:6n-3 5,46 +£1,50 6,22 +1,37 7,06 £1,50
ul 184,4 + 19,50 186,4 + 22,95 190 + 23,03

Tabulka 1: Jednotlivé mastné kyseliny (MK) v membrdanovych fosfolipidech kardiomyocytii po
kratkodobé chladové expozici. Kratkodoba expozice chladu (9+1°C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a
prislusna kontrolni skupina (24 =1 °C; Csg); n = 6; kyselina palmitova (16:0), stearova (18:0),
olejova (18:1n-9), vakcenova (18:1n-7), linolova (18:2n-6), arachidonova (20:4n-6), adrenova
(22:4n-6), dokosapentaenova (22:5n-3), dokosahexaenova (22:6n-3), mastna kyselina (MK);
index nenasycenosti (Ul) byl vypocitin jako molarni % jednotlivych nenasycenych MK
vyndsobené poctem dvojnych vazeb. Uvddeény jsou pouze MK, které dosahly alespon 1 % z
celkového mnozstvi MK. Hodnoty jsou uvedeny jako priimér £ SD; n = 6, *p <0,05, ***p <0,001.
K analyze byl pouZit jednofaktorovy ANOVA test s Tukeyho vicendasobnym porovnanim.
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Jednotlivé mastné kyseliny zastoupené v membranovych fosfolipidech kardiomyocytt
po dlouhodobé expozici mirnému chladu jsou uvedeny v Tabulce 2. Kyselina stearova
(18:0) vykazovala zvySeni o 19 % po pétitydenni adaptaci na mirny chlad (CA).
Zastoupeni kyseliny vakcenové (18:1n-7) po CA pokleslo o 27 %. StéZejnim zjiSténim
je, ze vlivem CA byly podily kyseliny dokosapentaenové (DPA; 22:5n-3) a kyseliny
dokosahexaenové (DHA; 22:6n-3) zvySeny o 44 %, respektive 46 %. Dvoutydenni pobyt
v termoneutralnim prostfedi (CAR) obnovil vSechny hodnoty MK na troven kontrolni
skupiny, s vyjimkou kyseliny vakcenové, kdy zlstala sniZzena o 9 % oproti Crt. Index

nenasycenosti (UI) zistal nezménén.

MK, Cur CA CAR
Mnoistvi [Mol%]

16:0 12,18 +1,23 12,12 +1,56 12,24 +1,42
18:0 22,05+1,95 26,16 + 4,00 * 24,02 £ 2,57
18:1n-9 3,68 £0,36 3,53+0,24 3,851+0,34
18:1n-7 5,82 £0,52 4,27 £ 0,22 *** 5,30+0,29 *
18:2n-6 22,11+ 2,82 18,29+ 3,04 20,93 +£3,70
20:4n-6 21,87 £2,18 20,44 £ 2,93 21,36+ 2,90
22:4n-6 1,27 £ 0,25 1,51+0,39 1,35+0,14
22:5n-3 1,12+0,13 1,61 £ 0,25 *** 1,16 £ 0,17
22:6n-3 5,74 £ 0,88 8,36 +2,13 ** 5,94 +1,53
ul 192,3+13,70 190,7 + 26,10 190,3 + 18,79

Tabulka 2: Jednotlivé mastné kyseliny v membrandch kardiomyocytit mezikomorového septa
po dlouhodobé chladové expozici. Pétitydenni expozice chladu (9+1°C; CA), nasledovana
dvoutydennim zotavenim (24 = 1 °C; CAR) a prislusna kontrolni skupina (24 £ 1 °C; Cr); n = 6;
kyselina palmitova (16:0), stearova (18:0), olejova (18:1n-9), vakcenova (18:1n-7), linolova
(18:2n-6), arachidonova (20:4n-6), adrenova (22:4n-6), dokosapentaenova (22:5n-3) a
dokosahexaenova (22:6n-3), mastnd kyselina (MK), index nenasycenosti (Ul) byl vypocitan jako
molarni % jednotlivych nenasycenych MK vynasobené poctem dvojnych vazeb. Uvadény jsou
pouze MK, které dosahly alesponi 1 % z celkového mnozstvi MK. Hodnoty jsou uvedeny jako
primer=SD; n=8; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001; K analyze byl pouzit jednofaktorovy
ANOVA test s Tukeyho vicenasobnym porovndnim.
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Lokalizace UCP izoforem (UCP1, 2, 3) v levé komoie srdecni v priibéhu expozice

mirnému chladu

Netfesova termogeneze.je zalozena na zvySené expresi UCP proteinu v hnédé tukoveé
tkani, zjistovali jsme, zda dochazi ke zmén¢ exprese UCP izoforem i v srde¢ni tkani
v prubehu akutni expozice a dlouhodobému vystaveni mirnému chladu. Regulace UCP
proteinti je zprostfedkovana B3AR. V praci (Tibenska et al., 2020) jsme ukézali, ze B3AR
kolokalizuje po CA ve zvySené¢ mife se sarkolemou. Proto piepokladame zménu
v lokalizaci izoforem UCP na vnitini mitochondridlni membrané¢ mitochondrii LV,
kterd byla stanovena jako mira kolokalizace UCP izoforem s komplexy OXPHOS.
Akutni expozice chladu ve 3D a 10D nezptsobila signifikantni zmény v asociaci UCP1
s mitochondriemi, zatimco asociace UCP2 s vnitfni mitochondrialni membranou byla
snizena o 18 % hodnocena Menders2 koeficientem (tM2), respektive 20 % Pearsenovym
kolokaliza¢nim koeficientem (PCC) po 3D, a snizena o 32 % (tM2), respektive o 33 %
(PCC) po 10D oproti kontrole. (obr. 6B, C). UCP3 kolokalizace s mitochondriemi se
snizila o 30% (tM2), respektive 25 % (PCC) po 3D, a sniZzena o 27 % (tM2), respektive
021 % (PCC) po 10D oproti kontrole. Reprezentativni obrazky kolokalizace UCP1, 2, 3
s OXPHOS komplexy po kratkodobé expozici mirnému chladu jsou uvedeny v obr. 6A.
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Obrazek 6: Kolokalizace izoforem UCP s mitochondriemi v levé komore srdecni po krdtkodobé
expozici mirnému chladu. Kratkodoba expozice chladu (9+1°C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a
prislusna kontrolni skupina (24 +1 °C; Csg), kolokalizace vyjadiena Menders2 koeficientem
(tM2) a Pearsenovym kolokalizacnim koeficientem (PCC). Zelenou barvou znaceny specifické
UCP izoformy, cervenou barvou znaceny mitochondrie markerem OXPHOS, modrou barvou
DAPI znacena bunécna jadra. Hodnoty jsou uvedeny jako priumér+SD; n =3 *p<0,05;
**p <0,01, ***p <0,001. K analyze byl pouzit jednofaktorovy ANOVA test s Tukeyho
vicendsobnym porovnanim. Méritko 20 um.

Chronicka expozice mirnému chladu nezpusobila signifikantni zmény v asociaci
UCP1 s mitochondriemi, zatimco kolokalizace UCP2 s vnitini mitochondrialni
membranou vykazovala tendenci ke zvySeni po CA, ale sniZzena byla signifikantné o 13
% (tM2) po dvoutydenni teplotni regresi oproti CA. UCP3 kolokalizace s mitochondriemi
se zvysila statisticky vyznamné po CA o 25 % (tM2), nésledujici teplotni regrese navratila
hodnotu kolokalizace na troveit CALr, kdy doslo k poklesu o 23 % na plivodni hodnotu.
(obr. 7B). Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami Crt, CA a CAR neukézala
analyza obrazu za uziti PCC, nicmén¢ trend ristu a poklesu hodnot zlstava zachovan
(obr. 7C) v poméru s analyzou pomoci tM2. Reprezentativni obrazky kolokalizace
UCP1, 2, 3 s OXPHOS komplexy po dlouhodobé expozici mirnému chladu jsou uvedeny
v obr. 7A.
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Obrazek 7: Kolokalizace UCP izoforem s mitochondriemi v levé komorie srdecni po dlouhodobé
expozici mirnému chladu. Pétitydenni expozice chladu (8+1°C; CA), ndsledovana
dvoutydennim zotavenim (24+1°C; CAR) a prislusna kontrolni skupina (24+1°C; Ciy),
kolokalizace vyjadrena Menders2 koeficientem (tM2) a Pearsenovym kolokalizacnim
koeficientem (PCC). Zelenou barvou znaceny specifické UCP izoformy, ¢ervenou barvou znaceny
mitochondrie markerem OXPHOS, modrou barvou DAPI znacena bunécna jadra. Hodnoty jsou
uvedeny jako priumer+SD; n = 3 *p <0,05. K analyze byl pouZit jednofaktorovy ANOVA test s
Tukeyho vicendsobnym porovnanim. Meéritko 20 um.
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Srovnani distribuce Cx43 v antiarytmickém reZimu IHH a CA

Intermitentni hypobarickd hypoxie (IHH) snizuje velikost tkanového I/R poskozeni.
Prokazali jsme i jeji antiarytmicky efekt (obr. 8). Vyskyt komorovych tachyarytmii
béhem 10minutové koronarni okluze byl u potkanti adaptovanych (IHH) signifikantné
nizsi nez u jejich normoxickych protéjska, a to o 59 % (obr. 8A) pfi kratsi celkové délce
tachyarytmii o 81 % (obr. 8B). IHH takeé statisticky vyznamné snizila pocet PVCs 0 70 %,
at’ §lo o singly, salvy nebo tachykardie (obr. 8C).
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Obrazek 8: Tachyarytmie béhem prvnich deseti minut ischemie po adaptaci na IHH.
Intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH; 7000 m n. m.), normoxie (N) predcasné komorové
komplexy (PVCs); Hodnoty jsou uvedeny jako primeér+=SD; n = 13; *p <0,05. K analyze byl
pouczit Fisheriiv exaktni test pro incidence arytmii, Mann-Whitney U test pro celkovou délku trvani
tachyarytmii a celkovy pocet PVCs.

Podil konexinu-43 (Cx43) ve formaci ,end to end” je vpraci Kohutové
a kolektivu (2019) po IHH zvySen o 20 %, coz predstavuje 78 % z celkového poctu
vodivych spojii mezi kardiomyocyty (obr. 9), coz vedlo ke snizeni poctu komorovych

tachyarytmii v prvnich deseti minutach ischemie (obr. 8).
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Obrazek 9: Zména v distribuci konexinu-43 po adaptaci na IHH. Intermitentni hypobaricka
hypoxie (IHH; 7000 m n. m.), normoxie (N), konexin-43 (Cx43); zelenou barvou znacen Cx43,
cervenou barvou (WGA) znacena sarkolema, modrou barvou DAPI znacena bunécna jadra, Sipky
znaci formace Cx43,; Hodnoty jsou uvedeny jako priomér £SD; n = 6; **p <0,01. K analyze byl
pouzit nepdrovy t-test. Meritko 20 um. (Kohutovd, 2019).
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Po zjisténi zmén v zastoupeni n-3 PUFA v membranéch kardiomyocyti LV bylo logické
analyzovat distribuci Cx43 na sarkolemé vzhledem k popsané spolecné interakci
(Radosinska et al., 2015). V pribéhu rané chladové expozice nedoslo ke statisticky
vyznamné zmené v antiarytmické konformaci Cx43 ,,end to end“, zatimco po CA byl
podil Cx43 v této lokalizaci zvysen oproti odpovidajici kontrole o 15 % (obr. 10).
Tim se zvysilo zastoupeni vodivych spojii na interkalarnich discich na 83 % ku 17 %
na podélnych strandch kardiomyocyti. Nami zjiSténa zména pomeéru ,.end to end*

a ,,side to side* podporuje antiarytmicky fenotyp po adaptaci na mirny chlad v souladu

se zjisténou zménou béhem IHH (obr. 9).
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Obrazek 10: Zména v distribuci konexinu-43 po dlouhodobé expozici mirnému chladu.
Pétitydenni expozice chladu (9+1 °C; CA), nasledovand dvoutydennim zotavenim (24 1 °C;
CAR) a prislusna kontrolni skupina (24 £ 1 °C; Ciy), konexin-43 (Cx-43); zelenou barvou znacen
Cx43, cervenou barvou (WGA) znacena sarkolema, modrou barvou DAPI znacena bunécna
jadra. Hodnoty jsou uvedeny jako primer+SD; n=3; *p<0,05. K analyze byl pouzit
Jjednofaktorovy ANOVA test s Tukeyho vicenasobnym porovndanim. Méritko 20 um.
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Lokalizace izoforem AKT v pravé a levé komoie srde¢ni po IHH (7000 m n. m.) v

mitochondridlnich subpopulacich.

Adaptace ITHH simulujici 7000 m n. m. je drastickd pro sav¢i organismus, nicméné
se u potkana projevuje antiarytmickym fenotypem (Kohutovd et al. 2019).
Mitochondrialni subpopulace v myokardu se déli na tii typy dle své lokalizace.
Bylo prokazano, ze jednotlivé populace se od sebe lisi produkci ROS, mnozstvim enzymu
OXPHOS a dalsimi parametry (Hollander et al., 2014). Obr. 10 ilustruje jednotlivé typy
subpopulaci — perinuklearni (obr. 11A), intermyofibrilarni (obr. 11B), subsarkolemalni
(obr. 11C). Ve spodni ¢asti panelu jsou snimky z fluorescencniho a odpovidajici snimky

z elektronového mikroskopu potizené Dr. Barbarou Elsnicovou.

A B C

perinuklearni intermyofibrilarni subsarkolemalni

Obrazek 11: Subpopulace mitochondrii. Jednotlivé subpopulace mitochondrii oznaceny bilymi
Sipkami. Cervenou barvou znaceny mitochondrie markerem OXPHOS, modrou barvou DAPI
znacena bunécna jadra. Mévitko ve snimcich z IF = 5 um, méritko ve snimcich z TEM =1 um.
(autorka: Dr. Barbara Elsnicova)
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Proteinkinaza B/AKT je spojovana s kardioprotektivnimi a antiarytmickymi bunéénymi
kaskddami (Ravingerova et al., 2007). NasSe prace na normobarické hypoxii ukézala
zmény fosforylace AKT béhem I/R protokolu in vitro (D. Kolar et al.,, 2017).
Aktivace signalni drahy AKT vede az ke stabilizaci mPTP, tedy zvySuje odolnost
mitochondrii. V hypobarické hypoxii se mira kolokolazice AKT1 s jednotlivymi
subpopulacemi mitochondrii neméni ve srovnani s odpovidajici subpopulaci kontrol
at uz vLV nebo v RV (obr. 12A, obr. 12B). Nicméné po IHH se v LV kolokalizace
AKT1 s mitochondriemi subsarkolemalni populace 1isi signifikantné o 20 procentnich
bodli od kolokalizace subpopulace intermyofibrilarni. (obr. 12A) V RV k zadnému
signifikantnimu efektu IHH nedoslo (obr. 12B).
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Obrazek 12: Kolokalizace AKTI s mitochondridalnimi populacemi po adaptaci na IHH v levé
(A) a pravé komoie myokardu (B). Intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH; 7000 m n. m.),
normoxie (N), intermyofibrilarni (interM), perinukledrni (periN), subsarkolemalni (subS)
mitochondrie, kolokalizace vyjadiena Menders2 koeficientem (tM2) a Pearsenovym
kolokalizacnim koeficientem (PCC). Hodnoty jsou uvedeny jako priumer = SD; n = 6 *p <0,05.
K analyze byla pouZita dvoufaktorova ANOVA s opakovanymi mérenimi.
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Naproti tomu AKT2 v LV je asociovana s mitochondriemi subsarkolemalni populace
0 19 procentnich bodi vice v porovnani s intermyofibrilarni subpopulaci v normoxii,
respektive o 20 procentnich bodi vice nez s intermyofibrilarni subpopulaci po THH
(obr. 13). Tento stav je zachovan i u RV o0 17 procentnich bodii v normoxii
a 29 procentnich bodu po IHH, tedy piiblizné ve stejném poméru. Navic bylo dosazeno
statisticky vyznamného rozdilu v asociaci AKT2 s mitochondriemi mezi subpopulaci
intermyofibrilarni a perinuklearni i mezi perinuklearni a subsarkolemalni, kde je vyssi

v prvnim piipadé o 14 procentnich bodl a ve druhém o 16 procentnich bodi (obr. 13B).
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Obrazek 12: Kolokalizace AKT 2 s mitochondrialnimi populacemi po adaptaci na IHH v levé
(A) a prevé komore myokardu (B). Intermitentni hypobaricka hypoxie (IHH; 7000 m n. m.),
normoxie (N), intermyofibrilarni (interM), perinukledarni (periN), subsarkolemalni (subS)
mitochondrie, kolokalizace vyjadiena Menders2 koeficientem (tM2) a Pearsenovym
kolokalizacnim koeficientem (PCC). Hodnoty jsou uvedeny jako priimér+SD; n = 6 *p <0,05,
*p <0,01, ***p <0,001. K analyze byla pouzita dvoufaktorova ANOVA s opakovanymi
mérenimi.
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7 Diskuze

7.1 Expozice mirnému chladu

Po desetileti je znamy beneficni G¢inek otuzovani na kardiovaskularni systém, ktery byl
prevazné chapan jako blahodarny na cévni reaktivitu (Sendowski et al., 1997) imunitni
systém (El-Ansary et al., 2024) a pozd¢ji bylo vystaveni chladu navrzeno k prevenci
obezity (Huo et al., 2022). AvSak vliv chladu na srdce nebyl systematicky zkoumén
na zvifecich modelech a uloha signélnich drah v adaptaci srdce na chlad nebyla popsana.
Na PiF UK se vyzkumu na otuzilcich vénovali docenti Jansky, Vybiral a Lesna,
(L. Jansky et al., 2007; Jansky et al., 1996; P. Jansky & Jansky, 2002; Vybiral et al.,
2000), kde byla prokazana desenzitizace adrenergni signalizace u otuzilct po akutnim
ponoteni do studené vody 12 °C a nasledném podéani noradrenalinu (Vybiral et al., 2000).
Na tuto tradici jsme navazali v roce 2012, kdy jsme ve spolupraci s doc. Vybiralem
a dr. Petrou Alanovou udé¢lali pilotni experimenty na potkanech adaptovanych na chlad,
které naznacily kardioprotektivni potencial mirného chladu na srdce potkana. Literatura
hojné doklada, Ze se metabolicka odpovéd’ organizmu na opakovanou imerzi do studené
vody 1i8i od modelu vystaveni chladnému vzduchu (Blondin et al., 2014; Gordon et al.,
2019), a proto tyto vysledky nelze jednoduse srovnavat. Z podstaty je zfejmé, ze ponoteni
do studené vody zpusobuje rychlejsi tepelnou ztratu a na suchozemskych zviratech lze
tézko studovat z diivodu vyvolani vedlejsiho stresu. Vzhledem ke vzristajici popularité
otuZzovani a jeho protektivniho potencidlu, je téma mirné chladové expozice stile
atraktivnéjsi.

Predkladand disertacni prace navazuje na prioritni objev mé diplomové prace,
kde jsme prokazali na modelu perfundovaného srdce in vitro, Zze vhodny rezim expozice
chladu (8-9 °C) mize vyznamné snizit velikost infarktu po globdlni ischemii
bez vedlejSich negativnich U¢inki (Vebr, 2016). V t¢ dob& byla vétsSina literatury
zaloZena na experimentech ve vyznamné nizSich teplotach s rozmezim 2-4 °C, které
pusobily u potkanti mnoho nezadoucich ucinkt jako je poSkozeni ledvin, nekrotické 1éze
v nadledvinkach (Fregly, 1967), hypertenzi a naslednou hypertrofii srdce (Burns et al.,
2024; Fregly et al., 1989). Teplotu aklimace jsme proto dle nasich zkuSenosti nastavili na
(8-9 °C) a pozdé¢ji nase volba byla potvrzena praci (Lemo et al., 2020), kde autoti ukazali,
Ze samec potkana ma prah tfesu v 7 °C. Nami zvolena teplota tedy byla nastavena tésné
nad teplotou tohoto prahu. Navic jsme pouzili dostate¢né podestlani a chov v paru,

abychom eliminovali socidlni a environmentalni stres, coZ nebylo obvyklé v pfedchozich
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metodikach u praci zkoumajici vliv chladu na organizmus (Hauton et al., 2011;
Shechtman et al., 1991; Sun et al., 2005). Dalsi nase prace pokracovaly na modelu in vivo
(Tibenska et al., 2019), kde jsme opakované prokazali protektivni u¢inek mirného chladu
na infarkt a postupné odhalili mozné zakladni mechanizmy této protekce po chronické
pétitydenni expozici s pouzitim specifickych inhibitord B-adrenergnich receptort
(Tibenska et al. 2019; Tibenska et al., 2020). Po 10 dnech expozice jsme nasledné zjistili
zmény Vv systémové imunitni odpovédi béhem akutni faze expozice (Marvanova, 2015,
Marvanova et al.,, 2023). Vroce 2019 jsme sdileli své zkuSenosti stymem
doc. Magdalény Krulové, kterd ve spolupraci s nami rozvinula studium imunitni
odpovédi na tomto modelu a tomuto tématu se nadale vénuje (Vasek, 2019; Vasek et al.,
2024).

Vliv chladu na vyskyt arytmii byl dosud zkouman a publikovan pouze u akutni
expozice chladu, ktera arytmie zhorSovala (Dietrichs et al., 2020). Proto cilem této
dizerta¢ni prace bylo zjistit, jaka je citlivost srdce na vyskyt tachyarytmii béhem I/R
protokolu v jednotlivych fazich adaptace na mirnéjsi chlad. Zjistili jsme, Ze chronicka
adaptace na chlad po dobu 5 tydnili snizuje vyskyt reperfuznich arytmii o 52 % (Vebr et
al. 2025). Toto poznani zatradilo expozici mirnému chladu mezi plnohodnotné
kardioprotektivni intervence. Do soucasné doby, bylo v literatufe popsano, ze chladovy
stimulus piisobi jako nespecificky stresor (El Marzouki et al., 2021), a soucasné bylo
dokumentovéno, Ze v ramci rozvoje netfesové termogeneze ma tvorba BAT specifické
ucinky na metabolismus, kosterni sval, podporuje uvoliiovani batokini a myokint
do krevniho obéhu (Martinez-Sanchez & Imbernon, 2024). Vystaveni experimentalnich
potkanii velmi nizkym teplotdm (kolem 4 °C) zptsobilo dehydrataci (Fregly, 1967),
coz vedlo ke sniZenému objemu krevni plazmy, ale i1 k patologii kardiovaskularniho
systétmu (Lu & Xu, 2013). Pfi nami zvolené teploté nevedla expozice zvifat k vyse
uvedenym Skodlivym u¢inkim ani na tUrovni homeostdzy vody, ani na urovni
kardiovaskularni, tj. k hypertenzi a hypetrofii (Marvanova, 2015; Tibenska et al., 2019;
Marvanova et al., 2023).

Kratkodoby chladovy stimulus byl mapovén v pfed-adaptacni fazi ve tfech a deseti
dnech (3D, 10D) (Marvanova et al., 2023). Pozorovali jsme zde mirné zvySeni
koncentrace T3 v plazmé& uz po 3 dnech aklimace (Marvanova, 2015). Pfi pouziti drsného
chladu 4 °C bylo u potkani prokdzéno, Ze bchem této akutni faze dochdzi téz
k tyroidni aktivaci (Tsibulnikov et al., 2019). Prace na otuzilcich a adrenergni signalizaci

po imerzi otuzilych dobrovolniku do vody 12 °C ukazala zvySeni noradrenalinu (Vybiral
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et al., 2000). Adrenergni draha je ptfitom dulezita pro prechod z faze tfesové termogeneze
na netfesovou termogenezi, zajiStovanou BAT (Van Der Lans et al., 2013). NaSe prace
po 3 dnech mirného chladu neukazaly stimulaci adrenergni signalizace, ale naslednou
desenzitizaci na urovni snizeni B1 AR receptort jiz po 3 dnech (Marvanova et al., 2023).

Zjistili jsme, ze v membranovych fosfolipidech kardiomyocytl se zvySuje podil
anti-arytmickych n-3 PUFA na tkor MUFA a pro-arytmickych n-6 PUFA. Dalsi dulezity
nalez potvrdil zménu distribuce konexinu-43 (Cx43) na sarkolem¢ ve prospéch
antiarytmickych ,end to end“. Lokalizovali jsme jednotlivé izoformy UCP
na membranach kardiomyocytii a ukazali jsme, Ze ptitomnost UCP3 se po mirném chladu
zvySuje na mitochondridlni membrané o 25 %. (Vebr et al., 2025) Je znamo, ze UCP3
chréni srdce pied pro-arytmickym plsobenim ROS (Nabben et al., 2008; Ozcan et al.,
2013).

Zvyseny podil n-3 PUFA na ukor n-6 PUFA je v souladu s diive popsanym
antiarytmickym fenotypem po adaptaci na chronickou hypobarickou hypoxii
(Hlavackova et al., 2007; Kohutova et al., 2019). Hlavnimi n-3 PUFA, které¢ po expozici
mirnému chladu zvySily svij podil v membranovych fosfolipidech byly kyselina
dokosapentaenova (DPA) a dokosahexaenova (DHA). Nicméné, podil kyseliny
eikosapentaenové (EPA) je v membranach kardiomyocytii minoritni, pohybuje stale
okolo 1 mol% (Jezkova et al., 2002; Balkova et al., 2009; McLennan et al., 2012).
Experimentalni prace ukazuji, Ze zvySeny piijem n-3 PUFA dietou s rybimi oleji také
zvysuje jejich podil ve fosfolipidech membran kardiomyocyth. I tato dietni intervence
sniZzuje incidenci arytmii za podminek I/R inzultu. Déle bylo zjisténo, Ze pii dieté
se zvySenym obsahem DHA+EPA se zvySuje zastoupeni MK kardiolipinu, fosfolipidu
vnitini mitochondridlni membrany (Jiang et al., 2022). Také kardiolipin je jak po hypoxii,
tak po dieté s rybimi oleji podstatné obohacen n-3 PUFA (JeZkova et al., 2002). Zmény
ve sloZzeni MK kardiolipinu pfevazné v subpopulaci intermyofibrilarnich mitochondrii
mohou zpomalit otevirani mPTP pfi vadpnikovém pietiZzeni u zdravého, a tim zvysit jeho
odolnost. U selhdvajiciho srdce byl tento efekt pozorovéan, nebyl vSak statisticky
vyznamny (p = 0,09) (O’Shea et al., 2009). Kardiolipin mé navic schopnost pufrovat
protony vzniklé pti oxidativni fosforylaci na vnitini mitochondridlni membrané a existuje
teorie, ze muze fungovat jako pfimy most pro protony od komplext dychaciho fetézce
k ATP syntadze. ZvySuje tak v konecném disledku efektivitu syntézy ATP (Haines &
Dencher, 2002). Tato skutecnost mize souviset s antiarytmickym efektem dlouhodobé

expozice mirnému chladu tak, ze efektivnéj$i produkce ATP znamena dostateCné
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mnozstvi substratu pro ATPazy zajist'ujici iontovou rovnovahu myocyti. Navic, vyssi
zastoupeni DHA v sarkolemé snizilo afinitu f1 a B2AR k ligandu, ¢imz byla sniZzena
produkce cAMP (Grynberg et al., 1995). ZvySend hladina cAMP je pfitom povazovana
za spoustéC¢ komorové tachykardie (Lerman et al., 1986). Nami diive publikované
vysledky ukazuji na zvySenou fosforylaci f2AR, které se néasledn¢ sprahuji misto s Gs
spiSe s Gj proteiny, coZ ma za nasledek vyssi miru preziti kardiomyocytti (Chesley et al.,
2000; DeGeorge et al., 2008). Toto naSe zjisténi v porovnani s Grynbergovym (1995)
tvrzenim o vlivu DHA na B1 a B2AR podporuje kardioprotektivni potencial expozice
mirnému chladu, vcetné antiarytmického, protoze bylo zjisténo, ze fosforylace
ryanodinového receptoru typu 2 pomoci PKA mize pasobit proarytmicky vapnikovym
ptretizenim (Wehrens et al., 2006; Zheng et al., 2025). Navic, bylo klinicky potvrzeno,
ze fosfodiesteraza8B2, ktera je selektivni pro cAMP a neinteraguje tedy s cGMP, inhibuje
rozkladem cAMP na AMP pfislu$nou signalni kaskddu PKA, a tim snizuje vylev Ca*"
do bunky dihydropyridinovymi receptory. Tento mechanizmus snizuje u lidi pocet
sitovych fibrilaci (Grammatika Pavlidou et al., 2023).

Pfi srovnéani antiarytmického rezimu IHH, ve kterém jsme popsali zvySeny podil
n-3 PUFA na ukor n-6 PUFA, a chladové adaptace, je patrny rozdil v antiarytmickém
vlivu na ischemické arytmie, ktery po expozici mirnému chladu nenastal. V prvnich
deseti minutach ischemie byl rozdil mezi IHH a odpovidajici kontrolou v poctu
pfedcasnych komorovych tdert 70 %. Mizeme pouze spekulovat, jak by se arytmie
projevily ve zbylych 10 minutich ischemie a jestli IHH pouze nezdrzela nastup arytmii.
Antiarytmicky rezim IHH byl doprovazen ~30 % zvySenim zastoupeni n-3 PUFA
v membrané kardiomyocyti (Kohutova et al., 2019), zatimco po Stydenni expozici
mirnému chladu doslo k navySeni n-3 PUFA o 48 %. Podivame-li se na konkrétni
hodnoty, podil n-3 PUFA v membranach po IHH byl ~13 mol%, zatimco
samotné kontroly téchto dvou experiment.

Dalsi vysledek podporujici antiarytmicky fenotyp se tykéa lokalizace 3 izoforem
,uncoupling proteinu® (UCP1, 2, 3) v mitochondriich, kterd byla sledovana na tGrovni
kolokalizace s vnitini mitochondridlni membranou. Byl pozorovan rozdil namétenych
hodnot kolokalizace u kontrolnich potkani u UCP1 a UCP3, které jsou u akutni chladové
skupiny vyznamné niz8i nez u chronické. MoZznym vysvétlenim je odbér srdci v rizné
casti roku. Ackoliv byly vSechny protokoly expozice mirnému chladu provadény

v pozdné podzimnim, zimnim a rané jarnim obdobi (listopad az duben) jako obvykle,
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zdd se, ze vramci cirkanudlnich rytma patrné dochazi ke zménam i v ramci tohoto
obdobi, nebot’ akutni chlad byl odebran v lednu a chronicky chlad v bfeznu. Otazka zni,
zda dispozice k arytmiim se béhem zimniho a jarniho obdobi lisi, ale sezonni vliv
na arytmie byl popsan (Castelletti et al., 2023; Fares, 2013).

Dale je tieba vzit v ivahu, ze podle internetové databaze lidskych gent neni dle
recentnich poznatki UCP1 exprimovano v lidském srdci (GeneCards, 2025).
Proto aplikace naseho zjisténi o zménach kolokalizace UCP1 s vnitini mitochondrialni
membranou nebude pravdépodobné relevantni k lidské fyziologii. Nicméné, UCP2
a UCP3 exprimovany v lidském srdci jsou a jejich role by méla spoc¢ivat v ochrané
srde¢ni tkan¢ pfed ROS (Bo et al., 2008; Nabben et al., 2008. Vysoka hladina ROS je
zdrojem dysbalance hladin hlavnich ionti ovliviiujicich membranovy potencial (K*, Na®,
Ca?"), coz narusuje vedeni akéniho potencialu a ziroveih ROS ovliviuji propustnost
vodivych spoju tvofenych Cx43, ¢imz dochazi k nespravnému vedeni vzruchu mezi
jednotlivymi kardiomyocyty (Jeong et al., 2011). Tim maji ROS potencial pasobit
arytmogenné. Zaroven zvySend hladina UCP2 vedla k mitochondrialni autofagii béhem
I/R protokolu, a tim piisobila kardioprotektivné (H. Wu et al., 2019).

Béhem kratkodobé expozice mirnému chladu mira kolokalizace UCP3 s vnitini
mitochondrialni membranou klesala proti kontrole. Dostupna literatura neuvadi
informace o kolokalizace UCP s mitochondriemi na modelu chladu, ale byla sledovéana
exprese, na hladiné mRNA Ucp3 v BAT, ktera vzrostla po chladovém stimulu, stejné jako
po podani hormonu trijodtyroninu. Nicméng, v kosternim svalu chladovy stimulus takovy
efekt nemél, hladina mRNA byla zvySena pouze po podani trijodtyroninu (Larkin et al.,
1997). Vzhledem ke zvySené tyroidni signalizaci béhem akutni faze chladové adaptace
(Tsibulnikov et al., 2016; Tibenskd, 2021), a jejimu organov€ odlisSnému vlivu,
jsou mozné zmény v expresi Ucp3 mRNA a nésledné definitivni zabudovani proteinu
do vnitini  mitochondridlni membrany kardiomyocytii  prozatim tajemstvim.
Nami pozorované zvySeni kolokalizace UCP3 s vnitini mitochondridlni membranou
po péti tydnech expozice mirnému chladu o 25 % podporuje myslenku vyssi odolnosti
mitochondrii k produkci ROS, a tim k rozvoji anti-arytmického fenotypu. Zaroven
se po nasledujicich dvou tydnech teplotni regrese mira kolokalizace vratila do pivodnich
hodnot a v souladu s hypotézou o ochran€ UCP3 pfed ROS, antiarytmicky efekt vymizel.
Antiarytmicky aspekt zvySené kolokalizace UCP izoforem s mitochondriemi

po pétitydenni expozici mirnému chladu je v souladu s tvrzenim, ze zvySené ROS
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v reperfuzi naruSuji spravné fungovani mitochondrii, které vede az k vapnikovému
pretizeni (Becerra et al., 2016; van der Weg et al., 2019).

Co se tykd zvySeného podilu n-3 PUFA v membranidch kardiomyocytu,
je spojovany se zvysenym mnozstvim Cx43 na sarkolemé nebo s fosforylaci Cx43, ktera
zajistuje funkeni otevieni vodivych spoji u potkand s diabetes mellitus 11. typu
(Radosinska et al., 2015). Vodivé spoje mezi kardiomyocyty slouzi k vedeni elektrického
signalu z jedné bunky na druhou. Vodivé spoje v levé komote srdecni, tvoifené prave
Cx43, zaujimaji dvoji pozici na sarkolemé. Pozice ,side to side* mezi bunkami
sousedicimi podélné je povazovana za pro-arytmickou. Pozice ,,end to end” je vdzana
vyhradné na interkalarni disky, tvofi tedy vodivé spojeni kardiomyocytl, které spolu
sousedi krat§i stranou sarkolemy. V literatufe je zmiflovdna tato pozice jako
antiarytmickd z divodu spravného sméru vedeni akéniho potencidlu (Araujo et al., 2025).
Nami provedeny protokol expozice mirnému chladu zpasobil zménu poméru
»end to end”: ,;side to side™ ve prospéch ,,end to end” (Vebr et al., 2025), ¢imz je opét

podpofien antiarytmicky efekt adaptace na chlad.

7.2 AKT v antiarytmickém reZimu intermitentni hypobarické hypoxie

Intermitentni hypobarickd hypoxie (IHH) je kardioprotektivnim rezimem, ktery stiida
epizody hypoxie a normoxie. Modely studia I/R poSkozeni a vyskytu arytmii byly
studovany na modech in vitro perfundovaného srdce podle Langendorffa a in vivo
na otevieném hrudniku. Bylo zjiSténo, Ze protekce na arytmie se na t€chto modelech lisi.
Stiidava stimulace hypobarickou hypoxii vykazuje antiarytmicky efekt na srdci in vitro
v rezimu 5000 m n. m, 5-6 hod/den, 40-45 dni, avSak antiarytmicky efekt na stejném
modelu in vitro vymizel pti zvySeni nadmotské vysky (7000 m n. m. v ¢asovém reZzimu
8 hod/den, 24-30 dni). Naproti tomu protokol I/R poSkozeni provedeny na potkanim srdci
in vivo vykazuje antiarytmicky efekt pii simulaci obou vysek, a to dokonce v piimé
umeérnosti se simulovanou vyskou (Asemu et al., 2000; Neckar et al., 2004).

Jak je uvedeno vySe, signdlni draha PI3K/AKT hraje roli v protekci srdce proti
arytmiim. V srdci jsou sledovany dvé izoformy AKT. AKTI, kterd souvisi
s antiapoptotickym pusobenim a AKT2, kterd je vice spojena s metabolismem (DeBosch
et al., 2006). Bylo popsano, ze AKT reaguje na nastaly stres migraci do mitochondrii

a svou akumulaci v mitochondrialni matrix a na vnittni 1 vn€j$i membrané (Bijur & Jope,
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2003). Nas model IHH (7000 m n. m., 8 hod/den, 24-30 dni) je pro savce velmi zavaznou
zménou, kterd ptisobi jako silny stresor.

Vysledky predkladané disertaéni prace tykajici se kolokalizace subpopulace
mitochondrii a AKT v IHH navazuji na nasi publikaci (Kolaf et al., 2017), kde jsem
provadéel protokol I/R in vitro. Prace Kolafe a kolektivu (2017) fesi asociaci AKT
izoforem s mitochondriemi u normobarické hypoxie (10 % O2 =5000 m n. m 5 tydni).
Je zajimavé, ze celkové mnozstvi AKT nebylo vlivem hypoxie zménéno, ale zdsadné
se zvysila jeho fosforylovana forma na Ser*’?, ktera zptisobi fosforylaci hexokinazy 11
a jeji naslednou asociaci s mitochondriemi. Tato asociace byla pozorovana (Waskova-
Arnostova et al., 2015) na modelu IHH a je znamo, ze zvySuje odolnost mitochondrii
béhem I/R inzultu (Roberts et al., 2013).

Bylo tedy nasnadé zjistit, jestli se 1i$i kolokalizace izoforem AKT s jednotlivymi
subpopulacemi mitochondrii po IHH. V srdecnim svalu rozliSujeme tfi typy
mitochondrialnich subpopulaci — subsarkolemalni, intermyofibrilarni, perinuklearni
(Hollander et al., 2014). Zaroven v srde¢nim svalu nachazime 2 izoformy AKT1 a AKT2.

V souhrnném pohledu jsou podstatné dvé véci. Prvni, AKT2 vykazovala vyznamné
vyss§i  kolokalizaci s mitochondriemi nez AKTI1. Druhd, ob¢ izoformy nejvice
kolokalizovaly s subsarkolemani populaci mitochondrii. Dale v detailu, AKTI1
vykazovala signifikantni rozdil v kolokalizaci s mitochondriemi pfi srovnani
intermyofibrilarni a subsarkolemalni mitochondrialni subpopulace kardiomyocytii levé
komory srde¢ni pouze po adaptaci na IHH. Rozdily v kolokalizaci AKT1 s jednotlivymi
subpopulacemi mitochondrii v pravé komote srdecni nebyly zjiStény.

AKT2 vykazuje rozdil v kolokalizaci s mitochondriemi mezi intermyofibrilarni
a subsarkolemalni subpopulaci mitochondrii jak u kontrolnich, tak u IHH skupin,
atovobou srdecnich komordch. V pravé komoife srdecni byl naméfen rozdil
v kolokalizaci mezi v§emi skupinami mitochondrialnich subpopulaci po IHH. Nenaméfili
jsme rozdily mezi odpovidajicimi populacemi normoxické a IHH skupiny. Kolokalizace
vyjadiend PCC neukazuje celkové mnoZstvi proteinu, ale pouze a jen asociaci enzymu
s vybranym bunéénym kompartmentem. Proteinovd kaskdda PI3K/AKT fosforylace
antiapoptotickych proteini vede az ke stabilit¢ mPTP a tim pteziti mitochondrii
v ischemii a reperfizi (Ravingerova et al., 2007; Su et al., 2015). Zaroven Ravingerova
s kolektivem diskutuje moznost, Zze PI3K/AKT se nelcastni antiarytmického efektu
v ischemii (Ravingerova et al., 2007), nicmén¢ dle jiné literatury tato kaskada plsobi

antiarytmicky v reperfuzi (Hirata et al., 2005).
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Dtivodem nami zjiSténych statisticky vyznamnych rozdilti v kolokalizaci AKT1, 2
izoforem s mitochondriemi v pravé a levé komote srde¢ni by mohla byt relativni blizkost
subsarkolemalnich mitochondrii ke zdroji kysliku pii uplatiovani principu difuze béhem
distribuce kysliku v reperfuzi. Zajisténi jejich pfeziti je pak vyhodné tim,
Ze po reoxygenaci maji substrat pro oxidativni fosforylaci jako prvni a mohou tak dodévat
ATP pottebné pro aktivni transport iontl ptfes sarkolemu. AKT2 mimo jiné
zprostfedkovava translokaci gluk6zového prenaSece 4 na sarkolemu a tim zvysSuje piijem
glukozy z plazmy (Kohler et al., 2023). Perinuklearni mitochondrie pak dodavaji energii
pro syntézu RNA proteint potfebnych k reakci na I/R poskozeni. Dle namétenych hodnot

Vv

preziti.

7.3 Srovnani antiarytmickych kardioprotektivnich rezimi

Po srovnéni kardioprotektivnich rezimt IHH a chladové adaptace je patrny rozdil
v protekci pred arytmiemi. IHH sniZzuje mnozstvi reperfuznich arytmii, stejné jako
adaptace na mirny chlad, ale navic i mnozstvi ischemickych arytmii, jak je jiz uvedeno
vyse. V prvnich deseti minutdch ischemie byl rozdil mezi IHH a odpovidajici kontrolou
v poctu pred¢asnych komorovych udert 70 %. Muazeme pouze spekulovat, jak by se
arytmie projevily ve zbylych 10 minutach ischemie a jestli IHH pouze nezdrZela nastup
arytmii, coz je samo o sob¢ téZ beneficnim uCinkem. Antiarytmicky rezim IHH byl
doprovazen ~30% zvySenim =zastoupeni n-3 PUFA v membrané kardiomyocyt
(Kohutova et al., 2019). Po Stydenni expozici mirnému chladu doSlo k navySeni
zastoupeni n-3 PUFA o 48 %. Podil n-3 PUFA v membranach po IHH byl ~13 mol%
zatimco po dlouhodobém chladu ~10 mol%, nutno v8ak zminit, Ze rozdil zastoupeni mezi
antiarytmické rezimy s reZimem zvySeného pfijmu n-3 PUFA, miZeme si v§imnout, Ze
rybi olej podavany lidem po dobu 26-63 dni zvysil zastoupeni celkového mnoZstvi
n-3 PUFA v membranovych fosfolipidech lidi na hodnotu ~14 %. U pst byl jen samotny
podil EPA po diet¢ srybim olejem na 10 mol% v krevnich desti¢kach (Pepe &
McLennan, 2002), zatimco my jsme v membrandch kardiomyocytd LV potkana
nedetekovali po 5 tydnech mirného chladu mnozstvi vyssi nez 1 mol% (Vebr et al., 2025).
Nicméné druha nejcastéji zminovand n-3 PUFA s antiarytmickym uU¢inkem — DHA

zaujimala v krevnich destickdch po suplementaci 5,8 mol% detekovanych mastnych
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kyselin, ale po pétitydenni expozici mirnému chladu asi 8,4 mol%. Opé€t nutno zminit,
ze hodnota po suplementaci rybim olejem byla pfiblizn¢ stejnd jako hodnota kontrol
expozice mirnému chladu (B. R. Culp et al., 1980).

Pojitkem mezi antiarytmickymi rezimy je aktivace Katp senzitivniho kanalu, ktery
je aktivovan na mitochondriich i na sarkolemé v rezimu ischemického preconditioningu
(Driamov et al., 2004; Végh & Parratt, 2002). V ischemii se mitochondriadlni Katp
senzitivni kanal podili na antiarytmickém efektu po adaptaci na IHH (5000 m n. m.) stejné
tak po zvysené fyzické zatézi (Quindry et al., 2010). U savct neni efekt chladu na aktivitu
Kartp senzitivniho kanalu zndm, avSak u ektotermni ryby (Carassius auratus) chladné
okolni prostiedi zvySovalo aktivitu tohoto kanalu. Autofi spojuji tuto aktivaci s vyssi
odolnosti k nizkym teplotdm okolniho prostfedi (Ganim et al., 1998). Zapojeni Katp
senzitivniho kanélu v antiarytmickém vlivu v reperfiizi v modelu adaptace na mirny chlad
z divodu podchlazeni neni pravdépodobné, protoze experimentdlni potkani méli
zachovanou teplotu t&lesného jadra. Ulohu Katp senzitivniho kandlu je potfeba zkoumat
u endotermnich Zivoc¢ichli po adaptaci na chlad, aby bylo potvrzeno nebo vyvraceno,
ze hraje roli 1 v této antiarytmické intervenci. Pokud by se tloha Katp kandlu potvrdila,
lze soudit, ze antiarytmické intervence vyvolané chladem, hypoxii a fyzickou zatézi
pusobi jako nespecificky stresor, ktery se 1isi od pasivniho energetického stresu
vyvolaného kalorickou restrikci, jeZ neni protektivni proti arytmiim.

Adrenergni signalizace v srdci zpiisobuje vyssi kontraktilitu, ke které je potieba
vice ATP (Bovo et al., 2015). Stejné tak, pokud dojde adrenergni signalizaci ke zmnozeni
UCP, je mozné, ze zkratovany protonovy gradient, ktery je tfeba k funkci ATP-syntazy
kanaly. Na pankreatickych B-buiikdch byl popsan mechanismus, pfi kterém jsou Karp
senzitivni kandly uzavieny dostatkem ATP vzniklym zvySenou oxidativni fosforylaci
glukozy. To zplisobi depolarizaci a vylev Ca** do bufiky, coz méa za nésledek vylev
inzulinu. Pfi rozptazeni UCP2 nedoSlo k vyrobé dostatecného mnoZstvi ATP a tim
nedoslo k inzulinové reakci (Divakaruni & Brand, 2011). Proto je podle nami
namétenych vysledki zvysené kolokalizace UCP2 a UCP3 s mitochondriemi (Vebr et al.,
2025) mozné, Ze po adaptaci na mirny chlad dochazi v reperfuzi k aktivaci Karp
senzitivnich kanald, jako je tomu u ischemického preconditioningu, intermitentni

hypobarické hypoxie nebo zvysené fyzické zatéze.
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8 Zavér

Nova kardioprotektivni intervence, expozice mirnému chladu mé& potencial
v implementaci do lidskych Zivotl pfedevsim pro svou ¢asovou, finan¢ni a geografickou
nenarocnost. Jeji beneficni ucinky jsou nejen antiapoptotické a antinekrotické,
ale 1 antiarytmické. Zjistili jsme, Ze antiarytmicky efekt je dosazen v reperfuzi
po 5 tydnech expozice mirnému chladu. V souladu, sjiz dfive popsanymi pfi¢inami
snizeni poctu tachyarytmii zavedenymi kardioprotektivnimi rezimy, jsme i my pozorovali
zvySeny podil n-3 PUFA v membranach kardiomyocytl levé komory srde¢ni, zplisobeny
vy$$i hladinou DHA v membranovych fosfolipidech. Transmembranové kanély tvorené
Cx43, pozitivné ovliviiované n-3 PUFA, byly zmnoZené ve formaci na interkalarnim
disku, coz podporuje spravné vedeni akéniho potencidlu a tim plisobi antiarytmicky.
Daéle jsme po chladové adaptaci pozorovali vyssi miru kolokalizace UCP3 s vnitini
mitochondridlni membranou, kterd dle dostupné literatury mutze ptsobit antiarytmicky
omezenim produkce ROS a pfispénim ke stabilizaci vapnikové homeostazy. V rezimu
antiarytmické intermitentni hypobarické hypoxie jsme ukézali vyssi kolokalizaci AKT2
nez AKT1 s mitochondriemi, pfi¢emz nejvyssi kolokalizaci vykazovala subsarkolemalni
populace mitochondrii, kterd mize ukazovat na prioritizaci jejich prezivani. Expozice
chladu je sice ve fyziologii dobfe etablovand, nicméné jeji pfimy ucinek na I/R poSkozeni
myokardu stale pfedstavuje malo prozkoumanou a védecky vyznamnou kapitolu

vzhledem ke svému potencialu.
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Priloha 1: Ilustrace jednotlivych typu pired¢asnych komorovych komplexi.
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Piiloha 1: Ilustrace jednotlivych typii predcéasnych komorovych komplexi. Samostatny
predcasny komorovy komplex ,,Single“ (A), Salvy — dvojice ,, Double “ (B), trojice ,, Triple“ (C),
tachykardie (D). Modra krivka predstavuje hodnoty arterialniho krevniho tlaku, zelend krivka
predstavuje filtrovany zaznam EKG.
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