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Abstrakt

Adaptace na chronickou hypoxii vyvolava kardioprotekci, ktera ma dlouhodobé
ucinky. Ukazali jsme, ze v mechanismu tohoto typu kardioprotekce se uplatiuje
proteinkinasa C (PKC). Doposud nebylo objasnéno, jaka isoforma PKC je zde zapojena,
ale nejpravdépodobnéjsimi adepty jsou isoformy & a 6. Cilem této studie proto bylo
sledovat zmény exprese a lokalizace PKC ¢ a PKC & po adaptaci na chronickou hypoxii.
Ukazali jsme, ze adaptace na chronickou hypoxii vede k aktivaci a translokaci PKC &
na sarkolemalni a mitochondrialni membranu. Z nasi studie vyplyva, ze PKC & hraje

v mechanismu kardioprotekce indukované chronickou hypoxii dulezitou roli.

Abstract

Adaptation to chronic hypoxia confers long-term cardioprotective effects. We have
shown, that protein kinase C (PKC) is involved in this cardioprotective phenotype. It has
not been elucidated, which PKC isoform plays a role, but the most likely candidates are
PKC ¢ a PKC 6. Therefore, the aim of this study was to analyze the expression and
localization of PKC ¢ and PKC § after the adaptation to chronic hypoxia. We have shown
that adaptation to chronic hypoxia caused the activation and tranlocation of PKC & to the
mitochondrial and sarcolemmal membranes. Our study suggests that PKC & plays an

important role in the mechanism of cardioprotection induced by chronic hypoxia.
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1 Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni, zejména ischemicka choroba srde¢ni, jsou navzdory
pokroku v 1é¢bé stale jednou z hlavnich pfi¢in mortality (WHO 2011). Spole¢nym znakem
vétsiny kardiovaskuldrnich onemocnéni je nedostatecné zasobeni myokardu kyslikem
(Peart 2008). Myokard je jako typicky aerobni tkan na nepfetrzité dodavce kysliku kriticky
zavisly (Zhu 2006). Pomoci vrozenych adaptivnich mechanismti miize organismus zvysit
odolnost myokardu vici akutnimu ¢i chronickému nedostatku kysliku (Kolat 2004).
Nejefektivnéjsi zplsob protekce myokardu vyuZivajici tyto endogenni protektivni

mechanismy reprezentuje:

e ischemicky preconditioning (IPC), tj. kratkodoba adaptace na sérii kratkych
ischemickych epizod, kterd vede ke zvySeni odolnosti myokardu vici nésledné
letalni ischemii (Murry 1986)

e dlouhodoba adaptace myokardu na stresovou zatéZ, mapi. na chronickou
hypoxii (Kolar 2004)

Pokud vsak ischemie pietrvava delsi dobu, dochazi k ireverzibilnimu poskozeni
myokardu az k bunééné smrti. Pro pteziti bunék je proto nezbytné obnoveni prutoku krve,
tzv. reperfuze. Ta vSak paradoxné zpusobuje jesté vétsi poskozeni myokardu (Budas 2007,
Hearse 1990). Rozsah poskozeni myokardu je tak zavisly nejen na dobé¢ trvani ischemie,
ale také na pribéhu obnoveni koronarni cirkulace pii reperfuzi (Budas 2007) a vlastni

odolnosti organismu vici nedostatku kysliku (Peart 2008).



2 Chronicka hypoxie

Hypoxii chapeme jako nedostate¢né zasobeni télesnych tkani nebo celého organismu
kyslikem, v jehoZz dusledku dochazi k omezeni ¢innosti piislusné tkané. Hypoxie je
vysledkem nerovnovahy mezi nabidkou kysliku a poptavkou po ném. Muze byt zptsobena
napf. snizenim parcidlniho tlaku kysliku v arterialni krvi (Ostadal 1999), ke kterému
dochazi béhem pobytu ve vysoké nadmoiské vysce. Na rozdil od ischemie je béhem
hypoxie zachovavan koronarni prutok, zasobeni myokardu substraty i odstrafiovani
odpadnich produkti (napt. laktat, H" a K*) (Moret 1980).

Adaptace na chronickou hypoxii (na vysokou nadmoiskou vysku) je spojena s fadou
funkénich zmén organismu. Tyto zmény mohou byt pozitivni, ale i negativni.

Chronicka hypoxie ovliviiuje krevni cirkulaci. Kratkodobé ptisobeni zvySuje srdeéni
frekvenci a minutovy vydej. Méni se také organova distribuce krve, Kyslikem jsou
piednostné zasobeny organy dulezité pro preziti organismu, zejména srdce a mozek (Moret
1980). Dlouhodobé vystaveni hypoxii zptisobuje zvySeni poctu erytrocytu, tudiz zvySeni
koncentrace hemoglobinu, coz vede k vétsi transportni kapacité krve pro kyslik (Kasalicky
1977, Scheel 1990).

Adaptace na chronickou hypoxii zplsobuje zmény V energetickém metabolismu.
ZvySuje se kapacita anaerobniho metabolismu, vyuziti glukosy (hexokinasa) a roste
kapacita pro syntézu a degradaci laktatu (laktatdehydrogenasa). Na druhou stranu je snizena
schopnost odbourdvat mastné kyseliny (Deindl 2003). Zaroven se zvysuje pocet
mitochondrii (Costa 1988), nartsta aktivita sarkolemalnich ATPas a jejich afinita k ATP
(Ziegelhoffer 1987).

Adaptace na chronickou hypoxii zvysuje plicni objem, aktivni povrch plic a diftzni
kapacitu pro vyménu plynt (Moret 1980). Zatimco v systémové cirkulaci ma chronicka
hypoxie vazodilatacni G¢inky, v plicni cirkulaci ma G¢inky vazokonstrikéni (Ost'adal 2007).
Disledkem muize byt plicni hypertenze a vznik hypertrofie pravé srde¢ni komory (Kolaf
1989), ktera muze zpusobit az srde¢ni selhani (Kolaf 1991).

2.1 Kardioprotektivni ucinky chronické hypoxie

Nizsi vyskyt infarktu myokardu a nizsi mortalita v disledku koronarnich srdecnich

chorob byly u lidi zijicich ve vysokych nadmoiskych vyskach popsany jiz v padesatych



letech minulého stoleti (Hurtado 1960). Vysledky epidemiologickych studii byly nasledné
mnohokrat potvrzeny na experimentalné simulované hypoxii (Ostadal 2009). Ukéazalo
se, ze myokard je po adaptaci na hypoxii odolnéjsi vici vSem projevim akutniho
ischemického poskozeni, coz se kromé& zmenSeni velikosti infarktu (Neckai 2005,
Ravingerova 2007) projevuje i poklesem poctu ischemickych arytmii a zlepSenim obnovy
kontraktility myokardu béhem reperfuze (Neckatr 2005, Xie 2005, Rafiee 2002). Na rozdil
od preconditioningu pretrvavaji tyto kardioprotektivni uCinky tydny az mésice
od hypoxické expozice (Cai 2003, Neckatr 2004), coz ¢ini chronickou hypoxii zajimavou
Z hlediska terapeutického vyuziti.

Pfestoze jsou poznatky o ochrané¢ myokardu vyvolané dlouhodobym pobytem
ve vysoké nadmoiské vySce znamy jiz desitky let, mechanismus tohoto jevu nebyl doposud
zcela objasnén. Ptfi¢inou nejasnosti miize byt i mnozstvi pouzivanych experimentalnich
modeli a protokoltl. Rada studii v8ak naznacuje moznost zapojeni proteinkinasy C (PKC)
(Kolat  2009), fosfatidylinositol 3-kinasy/proteinkinasy B  (Ravingerova 2007),
mitochondrialnich draslikovych kanalt zavislych na ATP (mitoKarp kanalti) (Neckai 2002,
Zhu 2003), reaktivnich forem kysliku (ROS) (Kolai 2007) a mitochondrialnich
permeabilnich tranzitnich pora (MPTP) (Shanmuganathan 2005). Vzajemné vztahy mezi
témito komponentami vSak ztstavaji nejasné (Costa 2008). Tato prace se bude dale zabyvat

ulohou PKC v kardioprotektivnim ucinku chronické hypoxie.

3 PKC

Proteinkinasa C (EC 2.7.11.13) byla popsana Nishizukou a spol. jiz v roce 1977
(Inoue 1977, Takai 1977). Jedna se o rodinu piibuznych serin/threoninovych kinas, které
se ucastni celé tady signalnich drah (Steinberg 2008). Jednotlivé isoformy PKC se lisi
strukturou, tkanovou distribuci, subcelularni lokalizaci, zplisobem aktivace a substratovou
specificitou (Mackay 2007). Diky tomu mohou byt isoformy PKC zahrnuty v natolik
odlisnych dé&jich jako je diferenciace (Cutler 1993) a proliferace (Murray 1993), apoptoza
(Reyland 2009), angiogeneze (Tsopanoglou 1993), genova exprese (Huang 1990)
a energeticky metabolismus (Barnett 2007, Mackay 2007). PKC hraje roli v paméti a uceni
(Zhao 1994), alkoholové zavislosti (Newton 2007), adaptaci na bolest (Zhao 2011),
nadorovém bujeni (Koivunen 2006), hypoxii (Kolatr 2009) a preconditioningu (Otani 2008).



Isoformy PKC se nachazeji v celé fad¢ tkani a bungk, jejich vyskyt je druhové a organové
specificky (Webb 2000). V srdci se vyskytuji zejména isoformy a, 6, € a { (Rybin 1994).

3.1 Struktura PKC

Rodina sav¢ich PKC obsahuje 10 isoenzymu, které sdileji urcité strukturni znaky
(obr. 1). Jsou tvofeny jedinym polypeptidovym fetézcem slozenym z N-koncové regulaéni
oblasti (20-40 kDa) a C-koncové katalytické oblasti (~45 kDa) (Steinberg 2008, Newton
2010). Molekula PKC se sklada az ze 4 konzervativnich domén (C1-C4), mezi kterymi jsou
oblasti s mensi homologii — variabilni domény (V1-V5). Regulaéni a katalytickou cast
enzymu odd€luje variabilni doména 3 (V3). Regulaéni oblast obsahuje autoinhibi¢ni
pseudosubstratovou sekvenci a také oblasti nutné pro navazani enzymu na membranu
(Steinberg 2008). Pseudosubstratova oblast interaguje pii absenci aktivatort s vazebnym
mistem pro substrat v katalytické oblasti enzymu, a udrzuje tak enzym v neaktivnim stavu.
Katalyticka oblast obsahuje domény nezbytné pro vazbu ATP a substratt (Newton 1995,
Webb 2000, Steinberg 2008). Pro funkci PKC je podstatna také variabilni doména 5 (V5).
V5 obsahuje ,, furn*“ motiv a hydrofébni motiv, na kterych dochazi k fosforylacim enzymu,
které jsou dulezitym prvkem regulace PKC (Steinberg 2008).

Rodinu PKC délime na zékladé rozdilné struktury N-koncové regulacni oblasti,
tudiz na zaklad¢ odlisnych pozadavkid na aktivatory, do tfi skupin (Barnett 2007, Steinberg
2008, Duquesnes 2011):

1. konvené¢ni PKC
e isoformy: a, Bi, Bu, ¥
e aktivatory: diacylglycerol (DAG), fosfatidylserin (PS), Ca?*
e struktura: regula¢ni oblast je tvofena doménou C1 a C2. Doména C1 obsahuje
misto pro vazbu DAG a PS, doména C2 obsahuje misto pro vazbu Ca?*. Katalyticka
oblast enzymu je tvofena doménou C3 a C4. Doména C3 obsahuje vazebné misto

pro ATP, doména C4 obsahuje vazebné misto pro substrat (Duquesnes 2011).

2. nové PKC
e isoformy: 6, ¢, 1, 0
e aktivatory: DAG, PS



e struktura: na rozdil od konven¢nich PKC maji v primarni struktuie domény C1

a C2 v opac¢ném poradi (Duquesnes 2011).

3. atypické PKC
e isoformy: , VA
e aktivatory: PS
e struktura: na rozdil od konven¢nich PKC neobsahuji doménu C2 citlivou
na Ca’*, ani typickou doménu Cl1. Jejich atypickd doména C1 nevaze DAG.
Obsahuji doménu PB1 (Duquesnes 2011).

Posledni znamou isoformou je PKC p. Na rozdil od ostatnich isoforem PKC
neobsahuje pseudosubstratovou oblast, ale ma plekstrinovou doménu (Ron 1999). Z tohoto

divodu nebyva fazena do zadné ze tii skupin PKC (Ron 1999).

Obr. 1: Struktura PKC
C1-C4 — konzervativni domény, DAG — diacylglycerol, PB1 — domény Phox a Beml, PS — fosfatidylserin,
V1-V5 — variabilni domény. Pfevzato a upraveno (Duquesnes 2011).
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3.2 PKC a chronicka hypoxie
Adaptace na chronickou hypoxii zptsobuje zmény relativniho zastoupeni
specifickych isoforem PKC, jejich subcelularni redistribuci nebo aktivaci v myokardu levé

komory. Bylo prokéazano, ze obecny inhibitor PKC, chelerytrin, podany pted ischemii



kompletné rusi kardioprotektivni ucinky vyvolané chronickou hypoxii a specificky
inhibitor PKC 9, rottlerin, tyto ucinky ¢aste¢né potlacuje (Neckar 2005).

Ulohu isoforem PKC v kardioprotektivnim mechanismu chronické hypoxie
se doposud nepodafilo uplné¢ objasnit. Zda se vsak, ze se zde uplatiuji isoformy PKC &
aPKC ¢ (Kolar 2009). Analyzu komplikuje nejen velké mnozstvi experimentalnich

modelt, ale i odlisné druhy a stafi pokusnych zvirat.

3.2.1 PKC ¢ v ischemickém myokardu

O tloze PKC ¢ v kardioprotekci vyvolané IPC se dlouze spekulovalo. Pocatecni
vysledky byly kontroverzni a definitivni potvrzeni pfiSlo az s pouzitim specifického
antagonisty PKC & oznacovaného &Vi, (Gray 1997), jehoz podani vedlo ke zruseni
kardioprotekce vyvolané IPC. Aplikace agonisty PKC & yeRACK naopak kardioprotekci
vyvolavala (Dorn 1999). Presna uloha PKC & v mechanismu kardioprotekce vyvolané
chronickou hypoxii vSak stale zlistava nejasna.

Jednim z cili PKC ¢ jsou MPTP. Za fyziologickych podminek se nachdzeji
v uzaviené konformaci, béhem reperfuze vSak dochazi k jejich otevieni. Vnitini
mitochondrialni membrana Se stane propustnou pro ionty a metabolity, dochazi ke kolapsu
potencialu mitochondrialni membrany a nekroze (Budas 2007). Ukazalo se, ze PKC ¢
fosforyluje MPTP, a inhibuje tak jejich otvirani (Baines 2003), ¢imz chrani kardiomyocyty
pied poskozenim.

V mechanismu kardioprotektivniho puisobeni PKC & patrné hraje roli také
konexin 43 (Cx43). Cx43 je hlavni slozkou ,,gap junctions* kardiomyocyta. ,, Gap
Jjunctions “* zajistuji elektrické a metabolické spojeni mezi kardiomyocyty, které je nezbytné
pro koordinaci funkce myokardu (van Veen 2006). Bylo prokazano, ze u Cx43 deficitnich
transgennich mys$i neni mozné vyvolat kardioprotekci ani farmakologickym
ani ischemickym preconditioningem (Schwanke 2002, Heinzel 2005). Zaroven se ukazalo,
ze zvySena tolerance vuci ischemicko-reperfuznimu poskozeni je spojena se zvySenou
fosforylaci Cx43, kterou zprostfedkovava pravé PKC & (Doble 2000, Solan 2007,
Srisakuldee 2009). Naopak defosforylace Cx43 zpasobuje poSkozeni myokardu
(Matsushita 2006).

PKC ¢ interaguje také scytochrom c oxidasou, ktera je jako soucast dychaciho
fetézce klicova v regulaci produkce ATP. PKC ¢ interaguje s podjednotkou IV cytochrom ¢

oxidasy, a zvysuje tak jeji aktivitu (Barnett 2008).



Ukazalo se také, ze PKC ¢ aktivuje aldehyddehydrogenasu 2 (ALDH2). Tento
enzym hraje dilezitou roli nejen v detoxikaci reaktivnich aldehydd, ale také v bioaktivaci
glyceroltrinitratu pouzivaného pii 1é¢b¢ kardiovaskularnich onemocnéni (Chen 2008,
Churchill 2009). Bylo prokazano, Ze aktivita ALDH2 pozitivné koreluje s kardioprotekci
(Chen 2008).

PKC & by mohla hrat svou roli v kardioprotekci také prostiednictvim fosforylace
kinasy glykogensynthasy 3 (GSK3B) (McCarthy 2011). Tato fosforylace vede k inaktivaci
GSK3B, dochazi ke zvysené syntéze glykogenu, snizené glykolyze a snizené produkci H*
béhem reperfuze (McCarthy 2011).

PKC ¢ pravdépodobné hraje ulohu i v rozvoji hypertrofie (Dorn 2005).

3.2.2 PKC 6 v ischemickém myokardu

Dosavadni poznatky o funkci PKC & v ischemicko-reperfiznim poskozeni
a kardioprotekci jsou velmi kontroverzni. Tato isoforma miZze mit patrné pozitivni,
ale i negativni roli, a to v zavislosti na tom, jak dlouho pfed ischemickym podnétem dojde
k jeji aktivaci (Kolar 2009).

Pokud je PKC 6 aktivovana béhem reperfuze, dochazi k dalsimu poskozeni
myokardu, které je patrné zptuisobené zvysenou produkci ROS a aktivaci proapoptotickych
drah, resp. ovlivnénim rovnovdhy mezi proapoptotickymi a antiapoptotickymi
enzymy (Murriel 2004). Zvysuje se hladina proapoptotického Bad a zaroven se snizuje
hladina antiapoptotického Bcl-2 a Bcl-x.. Dochazi ke zvySenému uvolhovani
cytochromu c, stépeni poly(ADP-ribosy)polymerasy (PARP) a fragmentaci DNA (Murriel
2004). Bylo prokazano, ze inhibice PKC & béhem reperfuze chrani srdce pted ischemicko-
reperfiznim poskozenim (Sivaraman 2009).

PKC & také pravdépodobné interaguje s d-podjednotkou FiFy ATPasy a béhem
dlouhotrvajici ischemie zpusobuje inhibici tvorby ATP, coz by mohlo pfispivat
k ischemicko-reperfuznimu poskozeni zpomalenim obnovy aerobni produkce ATP.
Na druhou stranu by tato interakce mohla byt kardioprotektivni, a to v pfipadé inhibice
reverzni reakce F1Fo ATPasy prostiednictvim PKC 6 béhem ischemie (Nguyen 2008).

Na nervovych bunikdch bylo ukéazdno, ze pfi oxida¢nim stresu aktivuje PKC &
dynamin-related protein 1 (Drpl) (Qi 2010). Drpl je jednim 2z hlavnich proteini

mitochondrialni fize. Jeho aktivace zvySuje fragmentaci mitochondrii, ¢imz muze pfispivat



k poskozeni vyvolanému oxida¢nim stresem. Zaroven bylo zji§téno, ze inhibice Drpl
chrani srdce pied ischemicko-reperfuznim poskozenim (Ong 2010).

Zvyseny relativni obsah PKC 6 ma ulohu v rozvoji hypertrofie myokardu (Chen
2001).

Pokud je vSak PKC 9§ aktivovana dostate¢né dlouho pfed vystavenim myokardu
iIschemii, mtze fungovat i jako mediator riznych forem kardioprotekce (Kolat 2009).
Inagaki a spol. ukazali, ze aktivace PKC & dostate¢né dlouho pied ischemii vede k aktivaci
PKC ¢ a nasledné kardioprotekci (Inagaki 2005). Pozitivni iloha PKC & v kardioprotekci
byla zaroven potvrzena i u preconditioningu. Mayr a spol. zaznamenali u PKC ¢ deficitnich
mysi ztratu kardioprotektivnich ucinkt standardné vyvolanych preconditioningem (Mayr
2004a). Ukazalo se také, Ze protektivni prechod od aerobniho k anaerobnimu metabolismu,
vyvolany IPC, je podminén piitomnosti PKC 6 (Mayr 2004b).

Navic bylo zjisténo, ze PKC 6 translokuje na srde¢ni mitochondrie, kde fosforyluje
komplex pyruvatdehydrogenasy a udrzuje ho v neaktivnim stavu (Budas 2007). Tim
pravdépodobné pfispivd k posunu od aerobniho k anaerobnimu metabolismu, ktery je
pozorovan i u srdci adaptovanych na chronickou hypoxii (Bass 1989).

Protektivni U¢inky PKC 6 souvisi také s aktivaci mitochondrialnich, a/nebo
sarkolemalnich Karp kandlti (mitoKatp sarcKarp kanali) (Kong 2001, Neckai 2002, Zhu
2003). Bylo zjisténo, Ze podani blokatorti mitoKartp a/nebo sarcKatp kanalt vede k zruseni
kardioprotekce vyvolané adaptaci na chronickou hypoxii (Kong 2001, Neckai 2002, Zhu
2003), ale i preconditioningem (Kaneda 2008).
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4 Cil prace

Cilem této prace bylo sledovat ulohu isoforem PKC ¢ a PKC & v kardioprotektivnim
ucinku chronické hypoxie. Po adaptaci na chronickou hypoxii bylo v myokardu levé
komory potkani kmene Wistar pomoci metod Western blot a kvantitativni
imunofluorescenéni mikroskopie analyzovano:

e relativni zastoupeni celkové a fosforylované formy PKC ¢ (Ser 729)

e relativni zastoupeni celkové a fosforylované formy PKC 6 (Ser 643)

e cfekt inhibitoru PKC 3, rottlerinu, na relativni zastoupeni PKC 6 a jeji detailni

subcelularni distribuci
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5 Metodika

Dospéli potkani kmene Wistar byli adaptovani na intermitentni hypobarickou
hypoxii (dale v textu hypoxie, popf. chronicka hypoxie). Adaptace probihala v hypobarické
komoie 8 hod/den, 5 dnii/tyden, po celkovou dobu 5 tydnl. Hodnota parcidlniho tlaku
kysliku (poz = 8,5 kPa) v komote odpovidala nadmotské vysce 7 000 m. Kontrolni skupina
zvifat (dale v textu normoxie) byla po dobu 5 tydni v normoxickych podminkach
odpovidajicich nadmotské vysce 200 m. Po adaptaci byla zvifata usmrcena a bylo jim

vyjmuto srdce, které bylo ndsledné¢ zmrazeno v kapalném dusiku a pouzito k analyzam.

5.1 Frakcionace a metoda Western blot

Myokard levé komory byl homogenizovan pod kapalnym dusikem a nasledné
frakcionovan na partikularni (Part) (100 000 x g, 60 min), nuklearné-cytoskeletarni (Nukl)
(1000 x g, 10 min), mitochondrialni (Mito) (8 000 x g, 10 min), mikrosomalni (Mikro)
(100 000 x g, 60 min) a cytosolickou frakci (Cyto). Relativni zastoupeni proteinti bylo
Vv jednotlivych frakcich stanoveno pomoci SDS-PAGE elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu, nasledoval pfenos na nitrocelulézové membrany
a imunostanoveni pomoci specifickych primarnich protilatek. Jednotlivé bandy byly
vizualizovany metodou zesilené chemiluminiscence. Vyhodnoceni bylo provedeno

Vv programu ImageQuant.

5.2 Kvantitativni imunofluorescen¢ni mikroskopie

Kryofezy (5 um) apexi myokardu byly inkubovany s pfislusSnymi protilatkami
a nasledné vizualizovany pomoci imunofluorescenéni mikroskopie. Pro detekci jader byl
pouzit 4',6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), pro mitochondrie protilaitka pro komplexy
oxidacéni fosforylace (OXPHOS) a pro sarkolemu agglutinin z pseni¢nych klicka (WGA —

wheat-germ agglutinin). Vyhodnoceni bylo provedeno v programu SlideBook™.

Detailni metodika viz piiloha.
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6 Vysledky

Vysledky byly pievzaty z publikace Hlavackové a spol.: Up-regulation
and redistribution of protein kinase C-d in chronically hypoxic heart (Hlavackova 2010)

(viz ptiloha str. 30).

6.1 Analyza PKC ¢ metodou Western blot

Adaptace na hypoxii vedla k poklesu PKC & v homogenatu a partikularni frakci
(obr. 2A). Relativni zastoupeni fosforylované formy PKC & (p-PKC ¢) v homogenatu,
cytosolu a partikularni frakci se po adaptaci na hypoxii nezménilo (obr. 2B). Pokles
celkové PKC ¢ v kombinaci s neménnou hladinou fosforylované PKC ¢ tak u hypoxické
skupiny zvitat vedl ke zvySeni poméru fosforylovana vs. celkova PKC ¢ (obr. 2B).
Podrobna analyza partikularni frakce ukdzala u hypoxické skupiny pokles PKC ¢

vV mitochondrialni a mikrosomalni frakci (viz piiloha).

Obr. 2A: Vliv chronické hypoxie na relativni zastoupeni celkové PKC ¢.

Cyto — cytosol, Homo — homogenat, Part — partikularni frakce. Nanasky pro PKC &: cytosol — 15 pg,
homogenat — 10 pg, partikularni frakce — 5 pg.

Chybové usecky vyjadiuji S.E.M., n =5.

* — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr. 2B: Vliv chronické hypoxie na relativni zastoupeni p-PKC ¢ (Ser 729) a pomér

p-PKC g (Ser 729) vs. celkova PKC &.

Cyto — cytosol, Homo — homogenat, Part — partikularni frakce. Nandsky pro p-PKC &: cytosol — 50 pg,
homogenat — 40 pg, partikularni frakce — 40 pg.

Chybové tsecky vyjadiuji S.E.M., n =5.

* — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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6.2 Analyza PKC 6 metodou Western blot

Adaptace na hypoxii zpusobila zvyseni celkové i fosforylované PKC & (p-PKC §)
v homogenatu, cytosolu i partikularni frakci (obr. 3A). Pomér fosforylovana vs. celkova
PKC & se vSak nezménil (obr. 3B). Podani inhibitoru PKC 6, rottlerinu, neovlivnilo
relativni zastoupeni PKC & v homogenatu U normoxickych, ani u hypoxickych potkant (viz

ptiloha). Analyza subcelularnich frakci vSak ukazala, ze po adaptaci na hypoxii dochazi
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ke zvyseni PKC 6 ve vSech sledovanych frakcich (obr. 4A) s nejvétsim nardstem
vV mitochondrialni a mikrosomalni frakci. Akutni podani rottlerinu snizilo u zvifat
adaptovanych na hypoxii obsah PKC & v mitochondrialni frakci, naopak v cytosolické

a nuklearné-cytoskeletarni frakci doslo k narastu (obr. 4B).

Obr. 3A: Vliv chronické hypoxie na relativni zastoupeni celkové PKC 6 a p-PKC §
(Ser 643).

Cyto — cytosol, Homo — homogenat, Part — partikularni frakce. Nanasky pro PKC &: cytosol — 15 pg,
homogenat — 10 ug, partikularni frakce — 5 pg, nanasky pro p-PKC &: cytosol — 50 pg, homogenat — 40 pg,
partikularni frakce — 40 pg.

Chybové tsecky vyjadiuji S.E.M., n = 6.

* — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05).
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Obr. 3B: Vliv chronické hypoxie na pomér p-PKC 6 (Ser 643) vs. celkova PKC 6.
Cyto — cytosol, Homo — homogenat, Part — partikularni frakce.
Chybové tsecky vyjadiuji S.E.M., n = 6.
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Obr. 4: Vliv chronické hypoxie na relativni zastoupeni PKC & Vv subcelularnich
frakcich (4A). Vliv rottlerinu na relativni zastoupeni PKC § v subcelularnich frakcich
chronicky hypoxickych potkani (4B).

Cyto — cytosol, Mikro — mikrosomalni frakce, Mito — mitochondrialni frakce, Nukl — nuklearné-cytoskeletarni
frakce. Nanasky pro PKC &: cytosol — 15 pg, homogenat — 10 pg, mikrosomalni frakce — 5 pg,
mitochondrialni frakce — 10 pg, nuklearné-cytoskeletarni frakce — 5 pg.

Chybové tsecky vyjadiuji S.E.M., n =5.

* _ statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05), T — statisticky vyznamny rozdil hypoxie
s rottlerinem vs. hypoxie bez rottlerinu (p < 0,05).
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6.3 Analyza PKC ¢ a PKC 6 metodou imunofluorescen¢ni mikroskopie

Pomoci imunofluorescencni analyzy jsme zaznamenali kolokalizaci PKC 6 s jadrem
u normoxickych i hypoxickych srdci (5A, 6). Adaptace na hypoxii vyvolala redistribuci
PKC & a zvysenou kolokalizaci PKC & se sarkolemou (5A, 6) a mitochondriemi (5B, 6).
Podani rottlerinu inhibovalo piesun PKC 6 na sarkolemu (5A, 6). Hypoxie vedla
ke zvySené kolokalizaci PKC & s mitochondriemi, kterou potlacilo podani rottlerinu (5B, 6).
V normoxické skupiné rottlerin distribuci PKC & neovlivnil (5B, 6). U PKC ¢ jsme
pozorovali ¢astecnou kolokalizaci s mitochondriemi. Hypoxie ani rottlerin distribuci PKC ¢

neovlivnily (obr. neuveden).

Obr. 5: Distribuce a kolokalizace PKC 6 se sarkolemou (5A) a mitochondriemi (5B)

v normoxickych a hypoxickych srdcich.

Zeleny signal — PKC 8, modry signal — jadra, 4¢,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI), &erveny signal —
sarkolemalni glykokalyx, agglutinin z pSeni¢nych klicki (WGA) (5A); mitochondrie, komplexy oxida¢ni
fosforylace (OXPHOS) (5B).

A NORMOXIE HYPOXIE NORMOXIE+ROT HYPOXIE+ROT
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Obr. 6: Intenzita fluorescence PKC & vsarkolemé (WGA) a mitochondriich
(OXPHOS) u normoxickych a hypoxickych potkani.

OXPHOS — komplexy oxidacni fosforylace, WGA — agglutinin z pSeni¢nych klicku.

Chybové tsecky vyjadiuji S.E.M., n = 3.

* — statisticky vyznamny rozdil hypoxie vs. normoxie (p < 0,05), T — statisticky vyznamny rozdil hypoxie
s rottlerinem vs. hypoxie bez rottlerinu (p < 0,05).
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7 Diskuze

Adaptace na chronickou hypoxii, ktera ma kardioprotektivni Géinky (Rafiee 2002,
Neckat 2005, Xie 2005), zpisobila v myokardu levé komory potkani naruast relativniho
zastoupeni PKC 6, ktery byl spojen se zvysenou fosforylaci na Ser 643 a zvySenou
kolokalizaci PKC & s mitochondriemi a sarkolemou. Specificky inhibitor PKC 9, rottlerin,
potlacil zmény Vv subcelularni redistribuci PKC & pozorované u hypoxicky adaptovanych
zvirat. Adaptace na hypoxii zpusobila snizeni celkového zastoupeni PKC & a neovlivnila

distribuci ani relativni zastoupeni fosforylované PKC & (Ser 729).

7.1 PKC ¢ v mechanismu kardioprotekce

Zatimco uloha PKC & v mechanismu ruznych forem preconditioningu byla
opakované potvrzena (Gray 1997, Dorn 1999), jeji role v Kardioprotekci vyvolané
chronickou hypoxii je stale sporna. V této studii jsme stejné jako v nasi piedchozi studii
(Hlavackova 2007) pozorovali pokles relativniho zastoupeni PKC ¢ Vv homogenatu
a partikularni frakci. Pokles obsahu PKC ¢ v homogenatu zaznamenali i Li a spol. (Li 2004)
na modelu kontinualni normobarické hypoxie (24 hod/den, 7 tydnt, 10 % O,). Na druhou
stranu Ding a spol. (Ding 2004) pozorovali v myokardu po adaptaci na mirn&jsi stupen
hypobarické hypoxie (6 hod/den, 6 tydntli, 5 000 m) zvySeni relativniho zastoupeni PKC ¢
Vv partikularni frakci. Pfi¢inou kontroverznich vysledki by mohlo byt pouziti odliSnych
modelll hypoxie. Modely se lisi intenzitou hypoxie (nadmotska vyska, popt. obsah
kysliku), typem komor (normobaricka x hypobaricka), ale také délkou adaptace a frekvenci
pfipadnych reoxygenacnich period.

Analyza fosforylované formy PKC ¢ ukézala, Ze po adaptaci na hypoxii nedoslo
k zadnym zménam relativniho zastoupeni v homogenatu, cytosolu ani partikularni frakci.
Vzhledem k poklesu celkové PKC ¢ se vsak zvysil pomér fosforylovana vs. celkova forma
PKC €. Po adaptaci na hypoxii si tedy myokard udrzuje stejnou urovein fosforylované
(aktivni) PKC ¢ jako u kontrolnich zvitat. Zapojeni této isoformy v kardioprotekci vyvolané

hypoxii proto nemizeme zcela vyloucit.
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7.2 PKC & v mechanismu kardioprotekce

Adaptace na hypoxii vedla k nartstu relativniho zastoupeni PKC 6 v homogenatu,
cytosolu i partikularni frakci, coz je v souladu s naSimi pfedchozimi studiemi (Neckar
2005, Hlavackova 2007, Kolar 2007). ZvySeni relativniho zastoupeni PKC o Vv partikularni
frakci po adaptaci na mirnéjsi stupen hypobarické hypoxie (6 hod/den, 6 tydni, 5 000 m)
pozorovali také Ding a spol. (Ding 2004).

Ukazali jsme, ze chronicka hypoxie zpiisobila také zvysenou fosforylaci PKC o
na Ser 643 a zvysenou kolokalizaci PKC & s mitochondriemi a sarkolemalni membranou.
Fosforylace PKC 6 na Ser 643 a translokace na mitochondrie byla pozorovéana také
u kardioprotekce vyvolané farmakologickym preconditioningem (Uecker 2003). Zda
se tedy, ze pozitivni uloha PKC § je spojena zejména S translokaci PKC & na mitochondrie
a/nebo na sarkolemu (Uecker 2003, Bouwman 2004, Hirotani 2005, Marinovic 2005,
Bouwman 2006). Zaroven bylo zjisténo, ze kardioprotekce spojena s translokaci PKC &
na sarkolemalni membranu je zavisla na Na*/Ca?* vyméniku (Bouwman 2006). Na*/Ca®*
vymeénik je kli€ovym proteinem regulujicim vstup Ca?* do bungk. Inhibice jeho zp&tného
chodu snizuje translokaci PKC o na sarkolemu a zaroven zmenSuje kardioprotektivni
ucinek vyvolany farmakologickym preconditioningem (Bouwman 2006). ZvySena
kolokalizace PKC 8 se sarkolemalnimi membranami by tedy v protekci myokardu vyvolané
hypoxii mohla hrat svou roli.

Zjistili jsme také, Ze adaptace na hypoxii vede ke zvySenému oxidacnimu stresu,
ktery jsme dokumentovali zvySenou tvorbou nitrotyrosinu (viz ptiloha). Disledkem by
mohly byt zmény katalytické aktivity enzymu (Pacher 2007) a ovlivnéni jejich translokace
(Balafanova 2002). Tyto vysledky jsou ve shodé¢ se studii Kolafe a spol., ve které
se ukazalo, ze zvySené zastoupeni PKC 0, ale 1 kardioprotektivni Gi¢inky (snizena velikost
infarktu) pozorované po adaptaci na chronickou hypoxii, jsou zavislé na ROS (Kolat 2007).
Chronické podéavani antioxidantu béhem adaptace na hypoxii totiz potlacilo jak zvySeni
PKC 9, tak kardioprotektivni ti¢inky vyvolané adaptaci na hypoxii (Kolar 2007).

Podani inhibitoru PKC 5, rottlerinu, potlaéilo redistribuci PKC 6 do mitochondrialni
frakce pozorovanou po adaptaci na hypoxii, ale neovlivnilo celkové mnozstvi této isoformy
vV homogenatu. Inhibice translokace PKC 6 na mitochondrie (Fryer 2001) a na jadro
(Uecker 2003) byla zaznamenana i pfi akutnim podani rottlerinu pfed vystavenim zvifat
preconditioningu. Imunofluorescenéni mikroskopicka analyza ukéazala, ze rottlerin

zpusobuje CasteCnou blokaci hypoxii vyvolané kolokalizace PKC & se sarkolemou
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a mitochondriemi. Tyto vysledky jsou v souladu se studii Neckate a spol., ve které vedlo
podani rottlerinu k vymizeni zvySené ischemické tolerance pozorované standardné
u potkanti adaptovanych na chronickou hypoxii (Neckar 2005).

Funkce PKC 6 v srde¢nim ischemicko-reperfiznim poskozeni a jeji presna tiloha
v mechanismu kardioprotekce ziistava stale nejasna. Jednou z pfi¢in by mohla byt vysoka
schopnost PKC 6 (v porovnani s ostatnimi isoformami) ovliviiovat odlisné bunécné funkce
(Steinberg 2004). Pfesné nacasovani aktivace PKC 6, ale také jeji subcelularni lokalizace,
jsou patrné kritickymi faktory pro to, jestli bude mit PKC & protektivni nebo Skodlivé
ucinky. Zatimco aktivace PKC & béhem reperfuze vede k apoptdze a zhorSeni poskozeni
myokardu (Inagaki 2003), aktivace PKC 6 dostate¢né brzy pied vlastni ischemii ma naopak
kardioprotektivni u¢inky (Inagaki 2005). Piedpokladame, ze zvySené zastoupeni PKC &
Vv buné¢nych membranach je podstatné v indukci kardioprotekce u naseho modelu
chronické hypoxie.

Zda se také, Zze mezi PKC 6 a PKC ¢ dochazi k vzajemné regulaci (Rybin 2003,
Rybin 2007), ktera je v mechanismu kardioprotekce dulezitda. Mayr a spol. ukazali,
ze inhibice PKC & ma za nasledek kompenzacni fosforylaci PKC & a jeji translokaci
na mitochondrie (Mayr 2009). Ve shodé¢ s touto hypotézou jsou i naSe pozorovani, kde
doslo v myokardu potkanii béhem chronické hypoxie k nardstu relativniho zastoupeni
PKC & a translokaci PKC & do mitochondrii, zatimco zastoupeni PKC & nebylo ovlivnéno,
popiipadé doslo k nepatrnému poklesu (Neckatr 2005, Hlavackova 2007, Kolai 2007).

Vysledky této studie naznacuji, ze PKC & skute¢né hraje ulohu v kardioprotektivnim
mechanismu chronické hypoxie. Vzhledem ke kompletni inhibici kardioprotekce pomoci
obecného inhibitoru PKC, chelerytrinu, a pouze ¢aste¢né inhibici pomoci specifického
inhibitoru PKC 9, rottlerinu, (Neckat 2005) vsak nemtizeme vyloucit ani ptipadné zapojeni

ostatnich isoforem PKC.
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8 Zavér

Zvysené relativni zastoupeni PKC & v myokardu potkant adaptovanych
na chronickou hypoxii je patrné zejména v sarkolemdlnich a mitochondridlnich
membranach. Podani inibitoru PKC 9, rottlerinu, tento piesun potladuje a Castecné rusi
kardioprotekci (Neckatr 2005) vyvolanou adaptaci na chronickou hypoxii. Zda se tedy,
ze PKC 6 v kardioprotektivnim uc¢inku chronické hypoxie hraje svou roli. Piesné
porozuméni signalnim draham kardioprotekce by mohlo pfispét k 1é¢bé kardiovaskularnich

onemocnéni.
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