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ABSTRAKT:

Kardiovaskularni choroby patfi mezi nejrozsifenéjSi onemocnéni
moderni civilizace. Mechanismy podilejici se na ochrané srdefni tkané jsou
z tohoto divodu centrem pozornosti kardiovaskularniho vyzkumu. Adaptace na
chronickou hypoxii je jiZ po dlouhd desetileti studovana v souvislosti
s priznivymi UCinky na funkci srdce a na jeho zvySenou toleranci vici
ischemicko-reperfuznimu (I/R) posSkozeni. Tato prace studujici model adaptace
na chronickou normobarickou hypoxii (CNH) popisuje ulohu kinazy Akt
v procesech vedoucich k ochrané myokardu vici /R poskozeni. Srdce samct
potkana kmene Wistar, kteri byli chovani v normoxickych nebo hypoxickych
podminkach (Oz 0.1) po dobu 3 tydnii, byla podrobena retrogradni perfuzi
okyslicenym Krebsovym-Henseleitovym pufrem, pricemz byla nasledné
navozena 10 min ischémie a 10 min reperfiuze. Na experimentalnich vzorcich
pripravenych z LV srdci byly provedeny proteinové analyzy. Adaptace na CNH
vedla ke zvySeni fosforylace Akt kinazy na Ser#73, ale neovlivnila jeji fosforylaci
na Thr3%8 ani jeji celkovou expresi. Rovnéz byl pozorovan signifikantni nartst
v poméru proteinti Bcl-2/Bax v srdcich adaptovanych na CNH. Tato prace blize
objasitiuje piisobeni kratkého ischemického insultu na Akt signalizaci a také

ohledné jeji aktivace v souvislosti s adaptaci na CNH.



ABSTRACT:

Cardiovascular diseases (CVDs) are the most widely spread diseases of
modern civilization. Mechanisms involved in the protection of myocardial tissue
are for that very reason in the focus of cardiovascular research. The adaptation
to chronic hypoxia has been studied for many years in the context of its positive
effects on heart function and its increased tolerance to ischemia-reperfusion
(I/R) injury. This Master thesis describes the role of Akt kinase in the
mechanisms leading to myocardial protection against I/R injury using the model
of adaptation to chronic normobaric hypoxia (CNH). The hearts from male
Wistar rats, that were kept in normoxic or hypoxic conditions (02 0.1) for the
period of 3 weeks, were retrogradely perfused by oxygenated Krebs-Henseleit
solution and then subjected to 10 min of ischemia and 10 min of reperfusion.
Samples prepared from left ventricles (LV) of experimental hearts were later
used for protein analyses. The adaptation to CNH leads to increased
phosphorylation of Akt kinase on Ser#73, but it did not affect the phosphorylation
on Thr3%8 nor the total protein level of Akt. A significant increase in Bcl-2/Bax
ratio was also observed in hearts adapted to CNH. This Master thesis further
elucidates, how Akt signaling pathway and its activation are affected by short

periods of ischemia in the context of adaptation to CNH.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

AIF faktor indukujici apoptozu

AMP adenosinmonofosfat

AMPK 5’AMP-aktivovana protein kinaza
ANT ADP/ATP translokaza

ATP adenosintrifosfat

Bad Bcl-2 asociovany promotér bunécné smrti
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Bax Bcl-2 asociovany X protein
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Bid agonista smrti interagujici s BH3 doménou
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CK kreatin kinaza

CVDs kardiovaskularni choroby

Cyp-D cyclophylin D

DNA-PK DNA-dependentni protein kinaza
DTT DL-dithiothreitol

ER endoplasmatické retikulum

EXT rozSireny C konec

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
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GLUT glukdézovy transportér

GMP guanosinmonofosfat

GPCR receptory sprazené s G proteiny
GSK-3 glykogen syntaza kinaza 3
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HK hexokinaza

HM hydrof6ébni motif
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LITERARNI PREHLED

1. UVOD

Kardiovaskularni choroby (CVDs, cardiovascular diseases), mezi které se
napriklad radi onemocnéni jako je infarkt myokardu, onemocnéni véncitych
tepen, hluboka Zilni trombdza €i vrozena srdecni vada, jsou nejcastéjsi pri¢inou
smrti po celém svété a podle statistickych Udaji Svétové zdravotnické
organizace (WHO, World Health Organization, http://www.who.int/en/) jim
kazdym rokem podlehne okolo 17,5 milion lidi, pricemzZ 7,4 milionu lidi zemte
na onemocnéni véncitych tepen a 6,7 milionu lidi podlehne infarktu myokardu.
Umrti v disledku CVDs tak podle statistickych tdajti z roku 2012 poskytnutych
WHO predstavuji 31% vSech umrti po celém svété. Vzhledem ke stale se
zhorsujicimu Zivotnimu stylu a pravdépodobné i z dlivodu starnuti celé populace
se toto cislo kazdym rokem zvysSuje a podle propoctli by dokonce v roce 2030
mohlo na CVDs zemfit az 23,6 miliond lidi. Z tohoto diivodu je soudoby
kardiovaskularni vyzkum zaméfen na mechanismy, které zvySuji odolnost
srdecni tkané a zmirnuji tak nasledky ischemicko-reperfuzniho (I/R) poskozeni
myokardu.

V soucasné dobé jsou znamé riazné intervence, které aktivuji endogenni
ochranné bunécné mechanismy a zvysuji tak toleranci srdce vici I/R poskozeni.
Jednim z nich je ischemicky “preconditioning”, pri kterém je myokard vystaveny
kratkym periodam ischemie a reperfuze (Murry et al., 1986). Dale byl studovany
i efekt tzv. ischemického “postconditiongu”, kdy kratké periody reperfiize jsou
nasledovany kratkymi periodami reokluze, pricemz tato metoda rovnéz snizila
velikost infarktu v podobné mire jako “preconditioning” (Heusch, 2015).
Kardioprotektivni ucinky byly dale pozorovany v pripadé pravidelného
vytrvalostniho fyzického tréninku (Kavazis et al.,, 2009; Powers et al., 2008),
kalorické restrikce o vice nezZ 15-25% (Shinmura, 2011; Speakman and Mitchell,
2011) a adaptace na chronickou hypoxii, kdy u lidi Zijicich ve vysokych

nadmorskych vyskach byl zdokumentovan nizs$i vyskyt infarktu myokardu
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(Hurtado, 1960) a rovnéz i niZ$i amrtnost na ischemickou chorobu srdecni a
onemocnéni véncitych tepen (Mortimer et al., 1977; Voors and Johnson, 1979).
Ve vySe zminénych fyziologickych adaptacich je pravdépodobné
vyznamnych regulatorem Akt kinaza, ktera po své aktivaci spousti molekularni
mechanismy podilejici se na ochrané srdce viic¢i riznym stresovym faktortim
(Aikawa et al., 2000; Armstrong, 2004; Heusch, 2015; Rohrbach et al,, 2014).
Zvlastni pozornost bude v této praci vénovana aktivaci Akt drahy v souvislosti s
ochranou mitochondrii pres aktivaci hexokinazy 2 (HK2) a fosforylaci nékterych

anti- a pro-apoptotickych proteinti.

2. ISCHEMIE MYOKARDU A ISCHEMICKO-REPERFUZNI POSKOZENI

Ischemicka choroba srdecni (neboli onemocnéni véncitych tepen) a jeji
akutni forma, infarkt myokardu, maji ze vSech kardiovaskuldrnich chorob na
svédomi nejvice obéti po celém svété. Ischemicka choroba srde¢ni ma dlouhou
asymptomatickou fazi, kterd nasledné mize vyustit az ve formovani
aterosklerotickych platl, které maji pozdéji za nasledek snizeni priichodnosti
arterie.

Ischemie myokardu nastdva v pripadé zmenSeni priméru koronarni
arterie o 50% a vice. Srdce v tuto chvili neni dostatecné zasobeno kyslikem a v
piipadé, Ze nedojde k rychlému obnoveni priitoku, mize toto nedostatecné
prokrveni vést az k ireversibilnimu poSkozeni (Kloner et al., 1983; Tousoulis et
al., 2008). V klinické praxi je proto rychlé obnoveni priitoku krve nejcastéjSim
zplisobem, jak lékari mohou zabranit dalSimu poSkozeni. Nicméné dnes uz je
znamo, Ze i samotna reperflize miiZze mit za nasledek dalsi poskozeni srdec¢ni
tkané, které mize vést i ke komorovym arytmiim a poskozeni kontraktility srdce
(Hausenloy and Yellon, 2015). Tento efekt se nazyva ischemicko-reperfuzni (I/R)
poskozeni.

Béhem srdecni ischemie dochazi ke zméné metabolismu kardiomyocytt.
Pri nedostatku kysliku buniky prechazi z aerobniho na anaerobni metabolismus
(Jennings and Reimer, 1991), coZ vede ke zvySené produkci laktatu a nasledné i

ke sniZeni intraceluldrniho pH z divodu hromadéni H* iontd, které nejsou pri
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vazné ischemii dostatecné rychle odplavovany a timto dochazi k jejich
akumulaci. Bylo prokazano, Ze zvySena koncentrace laktatu a cytosolického
NADH inhibuje glykolyzu a celkové sniZuje produkci ATP (Neely and Grotyohann,
1984). Jakmile dojde k inhibici glykolyzy, tak postupné dochazi i ke sniZeni
transportu glukézy do bunék. Piijem glukézy bunikami tak miliZe odrazet i jejich
viabilitu a tedy i poSkozeni tkané (Bricknell et al., 1981; Opie, 1996).

Intraceluldarni hromadéni H* iontl rovnéz vede k aktivaci Na*/H*
vyménného prenasSece (NHE), ktery transportuje H* ionty z buiikky vyménou za
Na* ionty, které jsou prenaSeny do intracelularniho prostoru. Koncentrace Na* v
burnice se tedy rychle zvySuje, CemuZ napomaha i to, Ze béhem vazné ischemie
neni v kardiomyocytech dostatecné mnozstvi ATP, které by pohanélo Na*/K*
ATPazu a dochazi tak k dalSimu hromadéni Na* iontii. Tato akumulace Na* iontl
v cytosolu aktivuje Na*/Ca?* vyménny prenaSe¢ (NCX), ktery za normalnich
podminek prenasi Na* ionty do intracelularniho prostoru a Ca?* ionty ven,
nicméné béhem ischemie se tento transport otoci, coz nasledné vede k Ca?*-
pretizeni kardiomyocytti (Avkiran and Marber, 2002; Frohlich et al, 2013;
Karmazyn et al., 1999).

Jak jiZ bylo receno, cytosolické pH béhem ischemie klesa pod hodnotu 7.0,
toto kyselé prostfedi brani otevieni mitochondrialniho poéru prechodné
propustnosti neboli MPT péru (MPTP, mitochondrial permeability transition
pore). AvSak béhem reperfuze dojde k obnoveni fyziologického pH odplavenim
metabolitl s naslednou aktivaci riiznych bunéc¢nych prenaseci (Lemasters et al.,
1996). MPT por jiZz neni dale inhibovan a dochazi tak k poskozeni az smrti
kardiomyocytl. Tyto poznatky byly potvrzeny i pokusy na potkanech a kralicich,
kdy reperfize kyselym pufrem miize zna¢né snizit velikost poSkozeni srdce
(Bond etal., 1993; Cohen et al,, 2007; Qian et al., 1997).

Béhem reperfize je rovnéZ znovu aktivovan elektronovy transportni
retézec a dochazi tak k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS, reactive oxygen
species). ROS primo poskozuji bunéfnou a hlavné mitochondrialni DNA,
zplisobuji denaturaci proteini a destabilizuji membrany mitochondrii a
sarkoplasmatického retikula, coZ nasledné umozZni transport malych
nespecifickych molekul pres membrany a mize vést az k tzv. “bobtnani”

mitochondrii (mitochondrial swelling) a apoptéze (Zhou et al.,, 2015). ROS se
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rovnéZz podileji na otevieni MPTP a jelikoZ maji negativni vliv na funkci
sarkoplasmatického retikula, tak dale prispivaji k Ca?*-pretiZeni bunék (Harman
and Maxwell, 1995). Jak je prehledné zobrazeno i na Obrazku ¢. 1, ROS také
aktivuji stresové a pro-zanétlivé kaskady, jejichZ nadmérna aktivace napomaha
dalSimu poskozeni postiZzené tkané v okoli infarktu (Marchant et al, 2012;

Meldrum MD et al,, 1998).

Blood vessel -
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Obrazek ¢. 1: Schéma ukazujici hlavni mechanismy pitsobici pii I/R
poskozeni (Hausenloy and Yellon, 2013) .
MPTP: mitochondridlni pér prechodné propustnosti, ROS: reaktivni formy kysliku,

SR: sarkoplazmatické retikulum

2.1 Ochrana srdce vici ischemicko-reperfiiznimu poskozeni

I pres veskery pokrok v porozuméni mechanismi zptsobujici poruchy
srdce, v dnesni dobé je bohuZel poskozeni myokardu u pacientti, ktefi prodélali

chirurgicky zakrok, stale relativné bézné. PriCemz I/R poskozeni je hlavnim

rozhodujicim faktorem zptisobujici zhorseni funkce myokardu. Z tohoto diivodu
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se stale hledaji nové postupy, které by mohly sniZit poSkozeni srdce nasledujici
po I/R (Calafiore et al., 2003; Turer and Hill, 2010).

Jednim z téchto postupi je jiZz zminény ischemicky “preconditioning”
(IPC) , ktery byl poprvé dokumentovan jizZ v roce 1986 na psech, kdy byly pred
40-ti minutovou ischemii provedeny 4 cykly 5-ti minutové okluze, které byly
pokazdé nasledovany 5-ti minutovou reperfuzi. Tento protokol ukazal, Ze
velikost infarktu se sniZila az o 75% (Murry et al, 1986). Pozdéji byla
publikovana studie, podle které je hlavnim mediatorem IPC nashromaZzdény
adenosin, ktery posléze aktivuje adenosinové A1 receptory v srdci a srdce je tak
odolnéjsi vii¢i nadchazejicimu ischemickému insultu (Liu et al.,, 1991).

[ prestoze byl IPC studovan i u lidi, jeho klinické pouZiti je velice
limitované (Yellon et al., 1993). Srdce je po IPC chranéno ve dvou fazich, kdy
prvni faze zac¢ind okamZzité po provedeni IPC protokolu a chrani srdce proti
nekroze po dobu 2-4 hodin. Druha faze IPC nastava 12-24 hodin po intervenci a
po dobu 2 - 3 dni chrani srdce vii¢i tzv. omraceni (myocardial stunning), coz je
reversibilni porucha kontraktility srdce a nastava pri reperfuzi po akutni
ischemii (Kloner et al.,, 1998; Marber et al., 1993). IPC rovnéZ neni vhodné pro
klinickou praxi z divodu vysokého rizika poskozeni hlavnich arterii a vystavuje
tak srdce priliSnému stresu (Vaage and Valen, 2003).

Dal§i metodou studovanou v souvislosti kardioprotekce vici I/R
poskozeni je vzdaleny ischemicky “preconditioning” (RIPC, remote ischemic
preconditioning). RIPC byl odvozen z matematického modelu a byl nejdrive
povaZzovan spiS za laboratorni kuriozitu a byl tedy védeckou komunitou
opomijen (Whittaker and Przyklenk, 1994). Nicméné pozdéji bylo ukazano, Ze
RIPC poskytuje srdci ochranu vici [/R poskozeni srovnatelnou s IPC i v pripadé
pouziti metody “preconditioningu” na organy, které jsou srdci velmi vzdalené
(Gho et al., 1996; Takaoka et al., 1999).

Nicméné obé formy “preconditioningu” nejsou v klinické praxi mozné u
pacientli s akutnim infarktem myokardu, kdy v dobé pfijmu pacienta do
nemocnice je véncitd tepna jiZ nepriichodna. Terapie, kterou by bylo mozné
pouzit béhem reperflze, by byla 1épe realizovatelna v klinickém prostredi a tak
byl v roce 2003 popsan fenomén nazvany ischemicky “postconditioning” (IPOC,

ischemic postconditioning), kdy bylo zjisténo, Ze pokud byla 60-ti minutova
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okluze koronarni tepny nasledovana 3-mi cykly 30 s reperfuze a 30 s okluze,
velikost infartku myokardu byla signifikantné zmensSena (Zhao et al, 2003).
vyzkum je nutny pro objasnéni jednotlivych mechanismii uplatiiujicich se pfti
[POC (Hahn et al,, 2013; Luo et al., 2007; Sorensson et al., 2010; Staat et al,,
2005).

Na zakladé vyzkumi ischemickych “conditioningi” se zac¢inaji objevovat i
studie, které se snazi vyvinout latky, které by byly schopné spustit stejné
protektivni mechanismy. Jiz byly studovany efekty agonisti A; a Az receptort
nebo i kardioprotektivni ucinky §-opioidl ¢i atridlniho natriuretického peptidu
(ANP, atrial natriuretic peptide) (Dana et al., 2000; Fryer et al., 1999; Kitakaze et
al., 2007; Takano etal., 2001; Yang et al., 2006).

Kromeé vySe zminénych intervenci ma kardioprotektivni uc¢inky i adaptace
na chronickou hypoxii, ktera vyrazné zvySuje toleranci myokardu k I/R
poskozeni, coZ se napriklad projevilo sniZzenim posSkozeni tkané po infarktu
myokardu i mens$im vyskytem komorovych arytmii po adaptaci na intermitentni
hypobarickou hypoxii (Neckar et al, 2004) i na chronickou normobarickou
hypoxii (Kasparova et al., 2015).

Nicméné dalSi vyzkum je nutny pro objasnéni a lepSi porozuméni

molekularni podstaty téchto ochrannych mechanismf.

3. HYPOXIE A JE]i KARDIOPROTEKTIVNIi UCINKY

Hypoxie tkané nastava v pripadé, kdy poZadavky tkané na dodavku
kysliku prevysuji jeho skutecnou dostupnost a dochazi tedy k nedostatku kysliku
v tkani. Je dtilezité rozlisit terminy ischemie a hypoxie, které byvaji v popularné
naucné, ale i v odborné literature zaménovany. Ischemie nastava pri sniZeném
zasobeni krvi ¢i uplném zastaveni pritoku krve tkani, coZ ma za néasledek
snizené zasobovani tkdné substraty a také snizené odvadéni metabolitii, hlavné
laktatu a protonovych ionti. BEhem hypoxie je perfuze tkané ve vétsiné pripadi
normalni a dochazi tak k odmyvani metaboliti, hlavné produkti glykolyzy

(Essop, 2007; Ostadal et al., 1999).

15



v

Na zakladé priciny miizeme hypoxii fadit do 4 hlavnich podtypt (Ostadal
and Kolar, 2007; Ost’adal and Kolar, 1999):

Ischemickad hypoxie neboli ischemie myokardu je zptsobena, jak jiZ bylo
feceno, snizenim nebo prerusenim priitoku krve koronarnich arterii, pricemz
srdce tak neni dostate¢né zasobeno kyslikem a Zivinami vétSinou z divodu
nashromazdéni aterosklerotickych plati. Pokud dojde k uplnému zastaveni
pratoku krve, mliZe ischemicka hypoxie vést az k infarktu myokardu.

V pripadé, Ze je tkan dostatecné prokrvena i zasobena kyslikem, ale neni
schopnd intracelularni kyslik vyuzit, tak tento stav nazyvame histotoxicka
hypoxie. Tento typ hypoxie miiZze nastat, pokud jsou naptiklad inhibovany
enzymy oxidativni fosforylace v diisledku otravy kyanidy.

Anemickd hypoxie nastava v pripadé, Ze i pfi normalnim parcidlnim tlaku
kysliku (pO2) neni tkan dostatecné zasobena z diivodu sniZené transportni
kapacity krve pro kyslik. Miize to byt tedy zplsobeno nedostatkem erytrocyti
nebo hemoglobinu nebo jeho neschopnosti prenaset kyslik.

Systémovd hypoxie nastava pri snizeni pO; v arteridlni krvi, pficemz
prokrveni je dostatecné. Tato hypoxie nastava i za fyziologickych podminek
béhem perinatalniho vyvoje a také je ji vystaveno srdce pri pobytu ve vysokych
nadmorskych vyskach.

Souvisla dodavka kysliku je pro vétSinu organismi nezbytna pro Zivot, z
tohoto dlivodu se vytvorili mechanismy, které umoziuji preklenout obdobi
akutniho nedostatku kysliku a nebo se tomuto prostredi prizptsobit. Mezi tyto
mechanismy napriklad patfi zvySena erytropoéza ¢i angiogeneze pro zlepSeni
transportu Kkysliku a substrati, dale se zvysuje i kapacita anaerobniho
metabolismu a spotieba ATP se stava efektivnéjsi (Ostadal et al., 1999).

Bylo prokazano, Ze zminéné mechanismy souvisejici s adaptaci na hypoxii
hraji vyznamnou roli v ochrané srdce. U populaci Zijicich ve vysSich
nadmorskych vyskach je napriklad nizsi vyskyt hypertenze, infarktu myokardu i
arytmii v disledku ischemie a reperfize a je pozorované i rychlejsi obnoveni
kontraktilni funkce srdce po ischemickém insultu (Asemu et al., 1999; Baker et
al,, 1997; Hurtado, 1960).

Studie provedené na laboratornich zviratech rovnéz ukazaly mnohé

v

ochranné ucinky hypoxie za pouziti hypobarické (Neckar et al.,, 2002; Poupa et
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al, 1966; Widimsky et al, 1973) nebo normobarické komory (Neckar et al,
2013).

Protektivni uUcinek hypoxie zavisi na intenzité a délce trvani hypoxie.
Nicméné se objevuji i studie, které poukazuji na urcité intermitentni reZimy
hypoxického pisobeni, které by mohly simulovat cykly spankové apnoe, které
jsou naopak nepriznivé. Napriklad studie skupiny Joyeux-Faure z roku 2005,
studovala vliv modelu chronické intermitentni hypoxie na ochranu srdce viici
I/R poskozeni. Jejich protokol se sklddal ze stridani repetitivnich 1-min cykId,
kdy po dobu 40 s byl pOz udrZovan na 5% a po zbylych 20 s byl pOz udrZzovan na
21%, pricemz byl tento protokol aplikovan 8 hodin denné po dobu 35 dni. V této
studii adaptace na hypoxii naopak vedla ke zvySené citlivosti srdce k infarktu
myokardu (Joyeux-Faure et al., 2005). I dalsi studie poukazuji na dtleZitost typu
hypoxie a jeji doby trvani a takeé intenzity expozice, priCemz tyto faktory potom
urcuji, zda ma hypoxie na organismus pozitivni nebo nepriznivé ucinky (Béguin
et al., 2005; Park and Suzuki, 2007). Dale Neckar a kol. ukazali, Ze 1 hod
reoxygenace denné v pribéhu 3-tydenni adaptace ztraci piiznivé ucinky

chronické adaptace (Kasparova et al,, 2015).

4. AKT KINAZA

Protein kinaza B (PKB) nebo-li Akt kindza se mize uplatiiovat v mnoha jiz
vySe zminénych kardioprotektivnich intervencich a je vyznamnym regulatorem
bunécného riistu, energetického metabolismu, preziti a proliferace bunék a také
1ékové rezistence. Mize tedy hrat duleZzitou roli v ochrannych mechanismech
myokardu vici stresovym faktortim (Aikawa et al, 2000; Armstrong, 2004).
Z tohoto dlivodu jsme se na ni v této praci zamérili ve spojeni s antiapoptotickou
funkci hexokinazy (Miyamoto et al.,, 2007a; Roberts et al,, 2013).

Akt byla poprvé objevena Stephenem Staalem v roce 1987 jako proto-
onkogen v mySim retroviru leukemie Akt8 (Staal, 1987). Nicméné v nasledujicich
letech vyzkum v-akt genu neptinesl mnoho dalSich poznatkii a totoZnost a funkce
tohoto genu zlstavala nadale skryta. AZ v roce 1991 byla Akt popsana jako

homolog protein kinaz A a C a byla nazvana RAC-PK kinazou (Related to A and C-
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protein kinase), coz bylo jesté tentyZz rok zménéno na PKB (Coffer and Woodgett,
1991; Jones et al., 1991a) a zaroven bylo potvrzeno, Ze PKB je homologem v-Akt
(Bellacosa et al., 1991).

V dnesni dobé je jiZ dobre znamo, Ze Akt je kinazou katalyzujici fosforylaci
na serinovych ¢i threoninovych zbytcich proteind a nalezi do rodiny AGC kindz,
které jsou pribuzné AMP/GMP kindzam a protein kinaze C (Brazil and
Hemmings, 2001; Kumar and Madison, 2005). V savc¢ich bunkach byly na
odliSnych chromosomech identifikovany tri geny kodujici 3 isoformy Akt, které
byly nazvany Aktl (PKBa), Akt2 (PKB) a Akt3 (PKBy) (Brodbeck et al., 1999;
Cheng et al,, 1992; Jones et al.,, 1991b). Struktura isoforem je velice homologni
(Kumar and Madison, 2005) a vSechny se skladaji z N-terminalni PH domény
(pleckstrin homology domain) zajiStujici vazbu Akt na fosfatidylinositoly,
piricemz Akt se svou PH doménou miize vazat jak na fosfatidylinositol-3,4,5-
trisfosfat (PIP3, phosphatidylinositol  3,4,5-trisphosphate), tak i na
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate)
(James et al., 1996; Lietzke et al.,, 2000; Milburn et al., 2003). V centralni oblasti
molekuly Akt se dale nachazi centralni katalytickd doména (CAT, catalytic
domain), kterd je nasledovana rozsirenym C-koncem (EXT, C-terminal
extension). Soucasti CAT je také jedno z dulezitych fosforylacnich mist, kdy pri
fosforylaci na Thr3%8 (v pripadé Akt1l) dochazi k ¢astec¢né aktivaci Akt. Pro plnou
aktivaci je jeSté nutna fosforylace na Ser4’3, ktery je lokalizovan v oblasti
regulatniho hydrofébniho motivu (HM, hydrophobic motif) v EXT (Kumar and
Madison, 2005; Peterson and Schreiber, 1999).

activation
segment hydrophobic
motif
kinase domain —a— 481
Lys-146 Thr-309 Asp-441  Ser-474

Obrazek €. 2: Schématicka struktura Akt (Yang et al,, 2002)
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4.1 Aktivace a regulace drahy Akt

K aktivaci signaliza¢ni drahy Akt dochazi v odpovéd’ na mnoho rtznych
signdlnich podnéti. K nejzndméjSim patii insulin, insulinu-podobny riistovy
faktor 1 (IGF-1, insulin-like growth factor 1), estrogen a kardiotropin (Aikawa et
al, 2000; Kuwahara et al.,, 2000; Patten et al., 2004; Yamashita et al, 2001).
Nicméné zvySena aktivace Akt byla pozorovana i v odpovéd’ na kanabinoidy pres
kanabinoidni receptory CB1 (Hiley and Ford, 2004) nebo na morfin v pripadé
kardioprotekce vyvolané opioidy (Gross et al., 2006).

Vedle toho jsou dnes znamé i prirodni latky pritomné v potravé, které
také mohou mit pozitivni ucinky na aktivaci Akt a tim i vliv na ochranu srdce.
Jednou z téchto latek je napriklad resveratrol pritomny v cerveném viné (Chong
et al, 2015; Das et al, 2005; Goh et al, 2007), mezi dalsi patfi polyfenoly
pritomné v zeleném caji (Baron-Menguy et al, 2007) nebo fytoestrogeny
obsazené v so6ji (Gardner et al., 2008). Kromé chemickych latek miiZze aktivaci Akt
ovlivnit i adaptace na hypoxii a mechanicky nebo osmoticky stres (Chen et al,,
2001a; Galvez et al., 2003; Kim et al., 2002).

V odpovéd na tyto a mnoho dalSich podnéti dochazi k aktivaci
membranovych receptori razného typu, vcetné tyrosinkinazovych receptori
(RTK, receptor tyrosin kinase) (Alessi et al., 1996) a receptort sprazenych s G
proteiny (GPCR, G protein-coupled receptor) (Chesley et al, 2000). Na tyto
aktivované receptory se dale vaZze fosfatidylinositol-3-kinaza (PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase) SH2 (Src homology 2) doménou své regulacni
podjednotky p85, ¢imz se tak dostava do blizkosti plazmatické membrany. V této
pozici miiZze nasledné svou Kkatalytickou podjednotkou p110 katalyzovat
fosforylaci hlavné fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP2) na fosfatidylinositol-
3,4,5-trisfosfat (PIP3) (Milburn et al,, 2003; Watton and Downward, 1999). Tyto
molekuly dale tvori vazebna mista pro proteiny obsahujici PH doménu, mezi nez
patrii Akt kinaza, a navozuji jejich translokaci k cytoplasmatické mebrané.

Za klidovych podminek je u Akt kinazy PH doména asociovana s
katalytickou doménou, a tim je Akt udrzovana v inaktivnim stavu (Calleja et al,,
2007). V pritomnosti PIP3 se Akt svou PH doménou navaZze na membranu a tato

vazba vede ke zméné jeji konformace, coz umozni jeji fosforylaci na Thr38 v

19



centralni katalytické doméné fosfoinositid dependentni protein kinazou 1
(PDK1, phosphoinositide-dependent kinase 1), kterd rovnéZ obsahuje PH
doménu (Anderson et al., 1998; Milburn et al., 2003; Stephens et al., 1998).

Po fosforylaci na Thr3%8 se aktivita Akt kinazy zvySuje aZ 100-nasobné,
avSak pro dosaZeni maximalni aktivity je nutna fosforylace i na C-terminalnim
Ser#73 zbytku (Alessi et al., 1996; Sarbassov et al., 2005). Dlouho nebylo zrejmé,
ktera kinaza je zodpovédna za fosforylaci Akt na Ser#’3, nicméné dnes se
predpoklad3, Ze hlavni kinazou je komplex 2 cilové molekuly pro rapamycin u
savcl (mTORC2, mammalian target of rapamycin complex 2) (Sarbassov et al,,
2005). Jinym kandidatem je také dalSi PI3K-pribuzna protein kinaza (PIKK,
Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase) s nazvem DNA-dependentni
protein kinaza (DNA-PK, DNA-dependent protein kinase), ktera hraje roli v
aktivaci Akt hlavné v navaznosti na poskozeni DNA (Bozulic et al., 2008).

Obé fosforylacni mista vyrazné ovliviiuji aktivitu Akt kinazy. I prestoze
doposud neni plné objasnéno, jaky podil na regulaci fosforylace a aktivité Akt ma
fosforylace na serinovém zbytku, nové studie poukazaly na moZnost, Ze tato
fosforylace miiZe nasledné ovlivnit i fosforylaci na threoninovém zbytku (Garcia-
Martinez et al., 2009) nebo miiZe mit vliv na specifitu signalizace Akt (Guertin et
al,, 2006; Moore et al,, 2011).

K ukonceni signalizace pres PI3K/Akt miize dochazet nékolika zptlisoby.
Jednim z nejznaméjsich zplisobl je regulace pies protein fosfatdzu a homolog
tensinu (PTEN, protein phosphatase and tensin homolog), kdy PTEN
defosforyluje PIP3 a tim tak sniZuje i aktivaci Akt (Cai and Semenza, 2005).
Nicméné k deaktivaci Akt miize dochazet i primou defosforylaci pres protein
fosfatazu 2 (PP2, protein phosphatase) defosforylujici Akt na Thr3°¢ (Hoehn et
al, 2015) a PHLPP (z anglického PH domain leucine-rich repeat phosphatase),
ktera defosforyluje Akt na Ser#’3 (Gao et al., 2005).

Jisté stoji také za zminku, Ze v pripadé defosforylace Akt v hydrofébnim
motivu, tedy na zbytku Ser473, se aktivita Akt mize snizit az o 90%. Pres toto
velké snizeni aktivity byla pozorovana fosforylace nékterych substratid v
bunkach, kde byla pritomna Akt fosforylovana pouze na Thr3%. Tyto pozorovani

mohou poukazovat na odliSnou substratovou specifitu v zavislosti na fosforylaci
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Akt nebo na zapojeni jesté dalSich kinaz, které by mohly Akt substituovat v

pripadé€ jeji nedostatecné aktivace (Newton and Trotman, 2014).

a3 (& S 3 PP, O PP,

RTK PIP, PIP, PIP,
|

Inactive .. T308

Akt
—I:. S473
PH
domain
@@

} Activation e

loop
Hydrophobic
motif 5 o
Active
Akt

@ +——PP2A

_l-—. p——PHLPP

Obrazek ¢. 3: Schéma popisujici aktivaci Akt (Hers et al,, 2011)

GF: riistovy faktor, mTORC2: komplex 2 cilové molekuly pro rapamycin u savct, P:
fosfatova skupina, PDK1: fosfoinositid dependentni kindza 1, PI3K:
fosfatidylinositol-3-kindza, PIP;: fosfatidylinositol-4,5-bisfosfdt, PIP3:
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat, PTEN: fosfatdza a homolog tensinu, RTK:

tyrosinkindzovy receptor

4.2 Struktura a funkce isoforem Akt kinazy

Jak jiz bylo zminéno vySe, existuji 3 isoformy Akt a kaZzda z nich je
koédovana odliSnym genem, nicméné jejich struktura i jejich domény jsou si na

aminokyselinové urovni navzajem velice podobné (Kumar and Madison, 2005). V
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srdci se vyskytuji vSechny 3 isoformy Akt kinazy, pricemz Aktl a Akt2 jsou
majoritni. U vSech zminénych isoforem je pritomna N-terminalni PH doména,
ktera se sklada z priblizné 100 aminokyselin a zprostredkovava vazbu Akt na
fosfatidylinositoly (Ferguson et al., 2000; Lietzke et al., 2000). PH doména je
nasledovana centralni katalytickou doménou (CAT, catalytic domain), ktera sdili
vysokou podobnost s doménami PKA a PKC (Jones et al., 1991b), v ramci této
domény Akt kinazy je také jedno z aktivacnich fosforylacnich mist na threoninu
(T308 u Aktl), jehoZ pozice se mezi isoformami lisi jen velice malo. Druhé
regulacni fosforylacni misto se nachazi na serinu (S473 u Aktl) v C-terminalnim

hydrofébnim konci (Alessi et al., 1996)(rovnéz viz. Obrazek ¢. 4).

PH ] I kinase l regulatory | PKBa/Akt1

8124
Y315

Y326
—T450

[P [ kinase [ reguiatory | PKBP/AKL2
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8 @ o8y @

i ’f - ’
H PH l l kinase regulatoryJ PKBy/Akt3
15 107 148 405 10

gg
. | 1

[ PH I Akinase . regulatory PKBy-1
18 107 148 465 465

—s123
|—Taa7

Obrazek ¢. 4: Struktura Akt isoforem (Nicholson and Anderson, 2002)

Vzhledem k vysoké homologii mezi isoformami Akt by se dalo
predpokladat, Ze isoformy by mély byt schopné fosforylovat stejné substraty,
nicméné mnohé analyzy ukazaly, Ze se isoformy svymi rolemi v bunkach velice

lisi.
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U Aktl je znamo, Ze se vyskytuje ve vétSiné tkani, pricemZ nejvice je
exprimovana v srdci, plicich a mozku (Coffer and Woodgett, 1991). Mezi jeji
hlavni funkce patfi regulace bunécného riistu a preziti bunék (Chen et al.,, 2001b;
Cho et al,, 2001a). Isoforma Akt2 se nejvice vyskytuje ve svalech a hnédém tuku
a je znama tim, Ze se podili na metabolismu gluk6zy (Altomare et al., 1998; Jones
et al., 1991b), pricemz jeji nedostateCnd exprese mize vést az k diabetu mellitu
(Cho et al, 2001b). Akt2 se rovnéz podili na diferenciaci svalovych bunék
(Vandromme et al,, 2001). Isoforma Akt3 byla nejvice studovana v mozku, kde se
hojné vyskytuje, ale rovnéz je exprimovana v kosternim svalu, plicich, ledvinach
a jatrech (Brodbeck et al, 1999; Nakatani et al, 1999; Yang et al., 2005). U
jednotlivych isoforem bylo také zjiSténo, Ze kromé odliSné tkanové exprese se
isoformy lisi i lokalizaci v samotnych bunkach. Aktl byla nejvice pozorovana v
cytosolu, Akt2 se podle studii nejvice vyskytuje v okoli mitochondrii a Golgiho
aparatu a u Akt3 je dnes znama jeji translokace do jadra (Santi and Lee, 2010).
Tato fakta poukazuji na moZnost, Ze jednotlivé isoformy mohou byt i specificky
nezavisle na sobé aktivovany nebo regulovany dal$imi kindzami. Nedavna studie
napriklad ukazala, Ze spojovaci segment neboli tzv. “linker region”, jehoz funkci
je pravdépodobné regulace katalytické domény (CAT), je mezi isoformami Akt1 a
Akt2 znacné odliSny, coZ umoziuje specifickou aktivaci Aktl isoformy kasein
kinazou 2 (CK2, casein kinase 2) a ma za nasledek selektivitu k substratu, v
tomto pripadé palladinu (Girardi et al.,, 2014).

V srdeCnich bunkach jsou v urcité mife exprimovany vSechny isoformy
Akt, nicméné isoformy Aktl a Akt2 jsou pritomny nejvice (Matsui and
Rosenzweig, 2005). Aktl je ze vSech 3 isoforem nejvice znama svymi
kardioprotektivnimi tucinky, podporuje naptiklad fyziologicky rlst, spravnou
funkci srdce a preZziti bunék v pripadé poskozeni (Hers et al,, 2011). U Akt1 byla
rovnéz zjiSténa translokace do bunécného jadra, kde ma nasledné pozitivni vliv
na funkci komor a kontraktilitu myocyti (Rota et al., 2005). Isoforma Akt3 byla
rovnéZ studovana v souvislosti s ristem srdce, priCemz bylo zjiSténo, Ze
nadmérna exprese Akt3 vede k maladaptivni hypertrofii (Taniyama et al., 2005).
U isoforem Aktl a Akt3 byla dale zkoumana jejich role ve vyvoji a funkci

kardiovaskularniho systému, nebot u mysi s deleci genti Akt1 a Akt3 (Aktl-/- a
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Akt3+/-) bylo pozorovano nahlé srdecni selhani, které mohlo byt zplisobeno i
Spatnym vyvojem kardiomyocytd a celého srdce (Yang et al., 2005).

[soforma Akt2 se primarné zapojuje do regulace insulinem fizeného
prijmu glukézy bunkami a ma tak vliv na udrZeni homeostazy metabolismu
glukozy. Ddle se tato isoforma pravdépodobné podili na ochrané kardiomyocytt
pred apoptozou, nebot bylo zjisténo, Ze u mysi s deleci genu AktZ2 (Akt2-/-)
dochazi po infarktu myokardu k daleko vétSimu poSkozeni srdce nez u

kontrolnich mysi (“wild-type”) (DeBosch et al., 2006).

5. ULOHA AKT V KARDIOPROTEKTIVNiICH MECHANISMECH

Akt kindza se v buiice ucastni ¢etnych procest (viz. Obrazek ¢. 5), které
mohou hrat podstatnou roli v ochranych mechanismech. Substraty Akt ovliviiuji
pirevaznou vétSinu déjli odehravajici se v buiikach, véetné bunécéného ristu,
proliferace, preziti, transkripce genti a také komunikace (pro piehled Sussman et
al,, 2011).

Akt kindza se regulaci téchto déji podili na ochrané srdce vici I/R
poskozeni (Fujio et al., 2000), tlakovému pietizeni (Ceci et al., 2007) nebo viici
oxidativnimu stresu (Aikawa et al.,, 2000).

V této kapitole budou bliZe popsany vybrané procesy, kterym Akt kinaza
chrani bunky pred spusSténim apoptotické drahy, hlavné pres mechanismy

udrZujici spravnou funkci mitochondrii.
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Obrazek ¢. 5: Signalizace Akt kinazy v kardiomyocytech (Sussman et al.,

Proliferation

2011). Toto schéma shrnuje nékteré bunécné procesy v myokardu, na jejichz
regulaci se Akt podili. Akt kindza reguluje riist bunék, translaci proteind,

metabolismus i preZziti bunék.

5.1 Role Akt kinazy v ochrané mitochondrii

Mitochondrie jsou nepostradatelné bunécné organely, jejichZ primarni

funkce ve zdravych bunkach je zajistit dostatek adenosintrifosfatu (ATP,

adenosine triphosphate) pres oxidativni fosforylaci (Dyall et al., 2004). Srde¢ni

bunky jsou na mitochondrie zvlasté bohaté a jsou lokalizovany pod sarkolemou,

mezi myofibrilami a v okoli jadra, pricemz predstavuji priblizné 30% objemu
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kardiomyocytl a jsou schopné pokryt vétSinu energetickych pozadavki svalu
(Andrienko et al., 2003; Javadov et al,, 2009).

Mitochondrie jsou rovnéz velice dllezitymi regulatory bunécné smrti
(Kroemer et al., 2007) odpovidajici na celou fadu stresovych podnétii, mezi které
patri oxidativni stres, poSkozeni DNA ¢i I/R insult spusténim tzv. programované
bunécné smrti.

Dnes jsou znamy 3 hlavni apoptotické drahy vedouci pres membranové
receptory, endoplasmatické retikulum nebo tzv. vnitini apoptotickou drahu,
ktera je spuSténa samotnou bunkou v odpovéd na naruSeni celistvosti
mitochondridlni membrany, coZ zptsobi vyliti aktivatori této apoptotické drahy
do cytosolu, napriklad cytochromu c (Gorman et al., 2012; Miyamoto et al., 2009;
Newmeyer and Ferguson-Miller, 2003; Weiss et al., 2003).

Na udrzZeni stability mitochondrialni membrany se vyznamné podili
rodina proteinti Bcl-2, do které patii anti-apoptotické i pro-apoptotické proteiny
(Chen et al, 2002). Akt kindza raznymi zplsoby (genovou expresi Ci
posttranslacné) reguluje tyto proteiny a udrZuje tim spravnou funkci
mitochondrii a brani apoptéze. Pro ilustraci zapojeni Akt kindzy do rady
signalnich drah regulujicich preziti bunék je pouZit Obrazek 6.

Prvnim znamym proteinem regulovanym Akt kinazou je pro-apoptoticky
protein Bad. Pokud Akt tento protein fosforyluje na Ser3¢, Bad neni schopen
tvorit heterodimery s anti-apoptotickymi proteiny Bcl-2 a Bcl-xL, které se
nasledné naopak mohou ucastnit protektivnich signalnich drah (Datta et al,
1997; Julian, 2004).

Akt kinaza reguluje i dalSi pro-apoptoticky protein Bax, ¢imZ zabranuje
tvoreni oligomert nebo heterodimert s proteinem Bak. Molekularni komplex
Bax/Bak nasledné zptlisobuje tvoreni pérd v mitochondridlni membrané vedouci
k vyliti jiz zminénych pro-apoptotickych faktori (Li et al., 1997; Reed, 2006; Wei
et al., 2001). Akt kinaza fosforyluje Bax na Ser!84, ¢imZ zplisobi zménu jeho
konformace a tim zabranuje jeho interakci s mitochondrialni membranou
(Yamaguchi and Wang, 2001) a zaroven podporuje jeho vazbu s nékterymi anti-
apoptotickymi proteiny, jako je napriklad Bid (Sussman, 2009).

Kromé fosforylace pro- i anti-apoptotickych proteint reguluje Akt kinaza

preziti bunék i pres potlaceni funkce faktord, které jsou v pripadé spusténi
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apoptotické drahy uvolnény z intermembranového prostoru mitochondrii, mimo
jiné i faktor indujici apoptézu (AIF, apoptosis inducing factor) a proteiny
degradujici inhibitory kaspaz HtrA2/Omi (Chen et al., 2001c; Yang et al., 2007).

DalSi regulacni signalni drahou, kterda se podili na zachovani spravné
funkce mitochondrii, je draha vedouci pres stabilizaci mitochondrialni
hexokindzy na vnéjsi mitochondrialni membrané. Hexokinaza (HK) je enzym
katalyzujici prvni krok glykolyzy, kdy je glukéza fosforylovana na glukézu-6-
fosfat (Fueger, 2005). Nicméné vedle jeji funkce v glukézovém metabolismu
hraje hexokinaza dtlezitou roli i v kardioprotektivnich mechanismech (viz.
Obrazek ¢. 6 i 7). Jeji asociace s vnéjSi mitochondridlni membranou stimuluje
oxidativni fosforylaci, sniZuje produkci ROS a oxidativni stres. Dale také soutézi o
vazebna mista na mitochondridlni membrané, na ktera by se jinak mohly vazat
pro-apoptotické proteiny a je prokazano, Ze porucha v jeji funkci vede k vétsi
citlivosti srdce k I/R poskozeni (Wu etal., 2011, 2012).

U hexokinazy jsou znamy 4 isoformy (1-4), nicméné v srdci jsou prevazné
exprimovany HK1 a HK2, pricemZ u obou isoforem byla pozorovana vazba na
vnéjsi mitochondrialni membranu (Southworth et al,, 2007). Obé isoformy se
mohou navazat na tuto membranu ptes sviij N-konec a asociuji zde s napétovée
zavislym iontovym kanalem (VDAC, voltage-dependent anion channel) (Shoshan-
Barmatz et al, 2009). Predpoklada se, Ze tento kanal je rovnéZz soucasti tzv.
mitochondridlntho péru prechodné propustnosti (MPTP, mitochondrial
permeability transition pore), ktery pri otevireni propousti do cytosolu rtzné
apoptotické faktory. Soucasti tohoto poru je také pravdépodobné i ADP/ATP
translokaza (ANT, adenine nucleotide translocase) a cyclophilin D (Cyp-D),
nicméné na jeho otevieni se mohou podilet i mnohé dalsi proteiny, pricemZ i role
stavajicich predpokladanych casti komplexu neni stale dostatecné prostudovana
(Rasola and Bernardi, 2007).

Asociace  HK2 s vazebnymi misty na mitochondridlni membrané
zapricinuje zvysSeni tolerance srdecni tkané vici I/R poSkozeni a je nezbytna pro
kardioprotektivni mechanismy spusténé ischemickym “preconditioningem”
(IPC) (Smeele et al., 2011). Bylo prokazano, zZe Akt kinaza primo fosforyluje HK2
na Thr#73, ¢imzZ tuto jeji asociaci s mitochondrialni membranou zvySuje (Roberts

etal, 2013).
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Jak jiz bylo receno, Akt kinaza zastava v bunkach cetné funkce a podili se
na ochrané bunék pres radu signalnich drah, jejichZ vyzkum je v dnesSni dobé
stale centrem pozornosti. Presné molekularni mechanismy a proteinové
interakce v ramci kardioprotektivnich procesti stidle jesté nebyly dokonale

objasnény a je zapotrebi podrobnéjsiho vyzkumu.
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Obrazek ¢. 6: Akt kinaza se zapojuje v c¢etnych signalnich drahach, které
chrani funkci mitochondrii a brani tak kardiomyocyty vici apoptédze
(Sussman, 2009). Na tomto schématu je vidét, Ze Akt mliZe mit jak inhibic¢ni tak
stimulacni efekt. Nicméné vSechny tyto signalni drahy slouzi k zachovani
integrity a funkcnosti mitochondrii a zabranuji spusténi apoptotické drahy.

ER: endoplasmatické retikulum, GSK3: glykogen syntdza kindza 3, HK: hexokindza,
IAP: inhibitor apoptdzy, NCX: Na*/Ca?* vyménny prenasec, NHE: Na*/H* vyménny
prenasec¢, P: fosfatovd skupina, MPT-pore: mitochondridlni pdr prechodné

propustnosti, mtPTP, SR: sarkoplazmatické retikulum
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Obrazek ¢. 7: Signalni kaskada Akt/HK regulujici vyplaveni cytochromu c a
integritu mitochondrii v odpovéd’ na pro- i anti-apoptotické signaly
(Sussman, 2009). A) V pripadé navazani rlistovych faktorti na receptory dochazi
k aktivaci PI3K, coz vede k aktivaci Akt, ktera nasledné fosforyluje i HK, ktera pak
vice asociuje s mitochondriemi, kde zabranuje vyliti cytochromu c z
mezimembranového prostoru. Na membrané mitochondrii soutéZzi HK s pro-
apoptotickym komplexem proteinti Bax/Bak. B) V pripadé dlouhodobé disociace
HK s mitochondrialni membranou dochazi k “natékani” mitochondrii, protrzeni
mitochondrialni membrany a vyliti cytochromu c.

ANT: ADP/ATP translokdza, CK: kreatin kindza, HK: hexokindza, PCr: fosfokreatin,

VDAC: napétove zdvisly iontovy kandl
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6. CILE DIPLOMOVE PRACE:

* Stanovit vliv adaptace na chronickou normobarickou hypoxii na expresi a
aktivaci Akt kinazy v levé komore potkana
* Posoudit vliv ischemie a reperfize na expresi a aktivaci Akt kinazy a na

expresi Bcl-2 a Bax v levé komore potkana
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7. MATERIAL A METODY

I. Experimentalni zvirata

Pro tuto diplomovou praci byli pouziti dospéli samci potkana inbredniho
kmene Wistar, kteri byli ziskani z chovu Charles River (USA) Fyziologickym
tistavem Akademie véd CR (FGU AV CR). Zvirata byla ustajena a adaptovana na
hypoxii na odd. Vyvojové kardiologie FGU AV CR. Byla krmena standardni dietou
ST1 s dostupnosti vody ad libitum a chovana na svételném reZimu 12 tma / 12
svétlo. Chovani a veSkeré zachazeni s experimentalnimi zviraty bylo v souladu se
smérnici Evropské Unie - EU Council Directive (86/609EEC) a experimenty byly
schvaleny etickou komisi Fyziologického ustavu AV CR v.v.i. Prace byla
podpoiena Grantovou agenturou akademie véd CR grantem ¢islo IAAX

01110901 a Grantovou agenturou Univerzity Karlovy grantem cislo 542113.

II. Adaptace zvirat na hypoxii

Pro experiment bylo pouZzito 48 zvirat, ktera byla rozdélena do 8
experimentalnich skupin. Polovina zvirat (24) byla chovdna v normoxickych
podminkach kontinudlné (24h/denné) po dobu 3 tydnl. Druha polovina zvirat
byla kontinudlné po dobu 3 tydnii chovana v normobarické hypoxické komote
pri sniZené koncentraci kysliku (pO2z 0.1) odpovidajici nadmorské vysSce 5500 m.

Zvirata méla k dispozici potravu a vodu po celou dobu experimentu.

III. Protokol Ischemicko-reperfizni

Po adaptaci byla zvirfata v normoxii usmrcena cervikalni dislokaci.
Experimentalni srdce byla nasledné vyjmuta, zavéSena na Langendorfliv aparat,
kde byl proveden ischemicko-reperfuzni protokol dle nasledujictho schématu

(Obrézek & 8).
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(10% O,)

Obrazek ¢. 8: Schéma ischemicko-reperfuzniho protokolu (upraveno dle
disertacni prace P. Waskové, 2014)

N - potkani chovani za normoxickych podminek, H - potkani adaptovani na
chronickou normobarickou hypoxii, KN - stabilizace u normoxickych srdci, KH -
stabilizace u hypoxickych srdci, IN - ischemie u normoxickych srdci, IH - ischemie u
hypoxickych srdci, IRN - ischemie-reperfiize u normoxickych srdci, IRH - ischemie-

reperfize u hypoxickych srdci

Srdce byla perfundovana okyslicenym Krebsovym-Henseleitovym pufrem
(sloZeni viz. Priloha 1) o pritoku 10 ml / g tkdné srdce * min. Hmotnost srdce
byla odvozena od hmotnosti potkant s pouzitim tabulky vypracované na odd.
Vyvojové kardiologie, kdy se dlouhodobé sledoval pomér hmotnosti srdce a
télesné hmotnosti potkana. Srdce podrobena ischemicko-reperfiiznimu
protokolu byla rozdélena do 3 experimentalnich skupin:

i. stabilizace - srdce zavéSend na Langendorfiv pristroj a
perfundovana po dobu 15 min (KN, KH)
ii. ischemie - srdce stabilizovana po dobu 15 min a nasledné
vystavené 10 min globalni ischemii (IN, IH)
iii.  ischemie-reperfuze - srdce stabilizovana po dobu 15 min
vystavené 10 min globalni ischemii a poté 10 min reperfuzi (IRN,
IRH)

Tento model byl experimentalné stanoven tak, aby nedoslo k buné¢nému

poskozeni srdce a mohla byt sledovana pouze odpovéd bunécného metabolismu

na kratkodobou ischémii a reperfuzi. Pro ustanoveni velikosti poskozeni bunék
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byly po zacatku reperfuze odebrany vzorky efluentu (po 0,5ml) pro analyzu
aktivity LDH v intervalech 10 s, 20 s, 30 s, 60 s, 3 min a 10 min (dle Obrazku ¢. 8).
LDH aktivita byla stanovena s vyuzitim komerc¢ni soupravy (LDH LIQUI-UV,
Stanbio Laboratory). K obnoveni kontraktilni funkce po ischemii doslo do 3 min.
Srdce byla po ukonceni experimentu na ledu rozdélena na levou (LV) a
pravou komoru (RV) a septum (S), jednotlivé ¢asti byly osuSeny, zmraZeny v
tekutém dusiku a nasledné zvazeny a uchovany v tekutém dusiku pro nasledné

zpracovani.

IV. Homogenizace levé komory myokardu

LV experimentalnich a kontrolnich skupin byly umistény do tekutym
dusikem vychlazenych trecich misti¢ek, kde byly rozdrceny na jemny prasek.
Tento prasek byl nasledné prenesen kovovou Spachtli do predvazenych 2 ml
mikrozkumavek s 0,5 ml homogenizacniho média 1 (HM1) (sloZeni viz. Priloha
1) a s nékolika sklenénymi kulickami. Mikrozkumavka byla nasledné protrepana
a dale rychle promichana, aby doSlo k radnému smichani prasku s
homogenizacnim médiem jeSté pred rozmrznutim. Zkumavky byly poté kratce
zcentrifugovany a zvazeny, ¢imz se stanovila hmotnost cCisté tkané svalu. Do
zkumavky se nadale doplnilo HM1 tak, aby pomér hmotnosti tkané a hmotnosti
homogenizacniho média byl 1:8 (tedy na 1 mg tkané pripadlo 8 ul HM1). Vzorky
byly zhomogenizovany ve vychlazenych kyvetach homogenizatoru (MIXER
MM200, Retsch) po dobu 10 minut pfti frekvenci 30 Hz.

Po zhomogenizovani vzorkii byla koncentrace proteini stanovena
metodou podle Bradforda (komercni set od spolecnosti Bio-Rad), dle instrukci
vyrobce. VSechny vzorky byly nasledné naredény homogeniza¢nim médiem HM1
na koncentraci nejméné koncentrovaného vzorku a jejich koncentrace byla
znovu premérena. Po zjiSténi finalni koncentrace homogenatu byla ¢ast vzorku
odebrana na stanoveni enzymatické aktivity a dalSi ¢ast homogenatu byla urcena
na stanoveni exprese proteinli. Tato ¢ast homogenatu byla pak dale redéna
pomoci homogenizacnitho média s vysokym obsahem mocoviny - HM2 (viz

Priloha 1), v poméru 1:1, tak aby doSlo k dokonalé solubilizaci kontraktilnich
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proteind. Nasledné byla znovu zmérena koncentrace proteint ve vzorcich. Ze
vzorkl byly dale odebrany aliquoty o objemu odpovidajicim objemu potfebnému
na 4 gely. Aliquoty i originalni vzorky byly uschovany pro dals$i analyzu pri

teploté -80°C v mrazicim boxu.

V. SDS-PAGE a Western Blotting (WB)

Separace proteint z jednotlivych homogenizovanych vzorkil probéhla za
denaturujicich podminek pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v
piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE) na 12% délicim a 5%
zaostrovacim polyakrylamidovém gelu (sloZeni viz. Priloha 1) za pokojové
teploty a napéti 200 mV (Mini-PROTEAN TetraCell, Bio-Rad). Pro pripravu vSech
roztokdl byla pouzita filtrovand voda Milipore (mQH20; filtr: 0,22um). K
jednotlivym vzorkiim v mikrozkumavkach bylo pied nanesenim ptidano 11,3ul
Laemmliho vzorkového pufru (sloZeni viz. Priloha 1) a 2,3ul 1M DTT (DL-
dithiothreitol; SIGMA), ¢imzZ byl vzorek naredén na finalni koncentraci 2,1ug/pl.
Nasledné byly vzorky inkubovany pri teploté 100°C po dobu 5 min.

Gely byly zality vnitfnim elektrodovym pufrem (sloZeni viz. Priloha 1) a
vzorky byly v nahodném poradi naneseny na gel v koncentraci 21 pug proteinu na
jamku (10ul vzorku). K nanesenym vzorkiim byl priddn hmotnostni marker
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standard od spolecnosti Bio-Rad pro
identifikaci hmotnosti jednotlivych sledovanych proteint. Jako kontroly k
experimentalnim vzorkim slouZily homogenaty ze stabilizace (KN, KH)
ischemicko-reperfuzniho protokolu a pro kontrolu nanasky byla pouZita exprese
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy (GAPDH, Santa Cruz Biotechnology).

Po naneseni vzorkl byl do vnéjsi nadoby aparatury pro elektroforézu
nalit vnéjsi elektrodovy pufr a elektroforéza probihala za konstantniho napéti
200 mV pti pokojové teploté do té doby, nez odjelo celo gel.

Po skonceni elektroforézy byly gely vyjmuty z aparatury a oplachnuty v
mQH20. Pomoci Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad) byly proteiny
nasledné preneseny na nitrocelul6zové (v pripadé pSer-Akt, Akt, Bcl-2, Bax) Ci

PVDF membrany (v pripadé pThr-Akt), které byly nékolik minut predtim
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inkubovany v prenosovém pufru (viz. Priloha 1) spoletné s filtratnimi papiry.
Pienos proteinii probihal pii napéti 25 V a proudu 1 A po dobu 30 min.

Po skonceni elektrického prenosu byly gely barveny v Coomassie Brilliant
Blue R250 a Bismark brown R po dobu priblizné 30 min a pozadi bylo odbarveno
odbarvovacim roztokem (sloZeni viz. Priloha 1). Gely byly pro pripadnou
kontrolu vyfoceny a obrazky zalohovany.

Membrany byly nasledné oplachnuty v mQH20 a v pripadé
nitrocelul6zovych membran barveny pomoci Ponceau (viz. Priloha 1) po dobu 5
minut. Nasledné byly naskenovany a zcela odbarveny v pufru TBS (viz. Priloha
1). Poté byly membrany inkubovany po dobu 15 min v pufru TTBS (TBS s 0,05%
TWEEN®20 od spolecnosti Sigma-Aldrich) a v pripadé uskladnéni v mrazicim

boxu (-20°C) pro dalsi pouZiti byly rovnéz osusSeny a uzavreny do félie.

VL. Imunodetekce

Po WB a promyti v TTBS byly membrany inkubovany v bloka¢nim pufru
(5% suSené nizkotucné mléko a TTBS) po dobu 1 hodiny pri pokojové teploté.
Poté byly 3-krat promyty v TTBS pokazdé po dobu 15 min a nasledné byly
membrany inkubovany v primarnich protilatkach redénych v 2% mléce v TTBS o
riznych koncentracich protilatek (viz Tabulka 1) pies noc pti 4°C.

DalSi den byly membrany znovu 3-krat promyty v TTBS po 15 min a dale
inkubovany v sekundarni protilatce konjugované s peroxidazou (Anti-Rabbit IgG
Peroxidase Conjugate, Sigma-Aldrich) pri redéni 1:40 000 v 3% mléce v TTBS po
dobu 1 hodiny pri pokojové teploté. Nasledné byly membrany 3-krat promyty 15
min v TBS a po osuSeni byla na membrany na 5 min nanesena
chemiluminiscen¢ni detek¢éni smés, zaloZena na principu oxidace luminalu
pomoci krenové peroxidazy (Supersignal West Dura Extended Duration
Substrate, Thermo Scientific Pierce). Proteiny na membranach byly nasledné
detekovany na pristroji LAS-4000 (Genetica, FujiFilm) nebo pomoci detekce na
filmu za pouziti pristroje OPTIMAX X-Ray Film Processor (PROTEC
Medizintechnik GmbH). Po vyvolani byly vSechny membrany denzitometricky

vyhodnoceny pomoci kvantifika¢niho programu Quantity One (BioRad). Kazdy
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vzorek byl nezavisle analyzovan na dvou az ¢tyfech membranach pro vSechny

protilatky. Priimér z téchto hodnot byl pouzit do statistického hodnoceni.

Kat. cislo primarni

Detekovany protein  protilatky Spolecnost Redéni
Akt 4691 Cell Signaling Technology, Inc. 1:2000
pAkt (Thr308) 4056 Cell Signaling Technology, Inc. 1:1000
pAkt (Ser+73) A00272 GenScript, Antibodies-online GmbH 1:4000
Bcl-2 SAB4500003 Sigma-Aldrich 1:1000
Bax ab7977 Abcam 1:1000

Tabulka €. 1: Pouzité protilatky pro experimenty

VII. Statistické vyvhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni byla pouZita ANOVA (post hoc test: Tukey’s
multiple comparisons test). Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu

GraphPad Prism 5.
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8. VYSLEDKY

I. Efekt kratkodobé ischemie a reperfiize na expresi a fosforylaci Akt Kinazy

Cilem této prace bylo porovnat proteinové hladiny Akt kinazy a jeji
fosforylaci v jednotlivych fazich ischemicko-reperfuzniho (I/R) protokolu u
normoxickych (N) a hypoxickych zvirat (H) (Graf 1-4). Hodnoty jsou vyjadreny
jako arbitrarni jednotky a.u., kdy soucet vSech hodnot na jedné membrané (KN,
IN, IRN, KH, [H a IRH) je roven 100. Jako kontroly k I/R protokolu slouZili srdce
podrobené stabilizaci (KN, KH).

Mezi hladinami proteinu Akt kindzy nebyl pozorovan v jednotlivych fazich
[/R protokolu signifikantni rozdil (Graf 1). V pripadé fosforylace Akt kinazy na
Thr3%8, bylo zjiSténo, Ze rovnéZ neni vyznamné ovlivnéna [/R protokolem (Graf
2). Nasledné jsme se zamérili na fosforylaci Akt kinazy na Ser#73. Ischemie (IH)
vyrazné zvysila fosforylaci Akt na Ser#73 oproti stabilizaci (KH) u hypoxickych
zvirat. I/R inzult (IRH) rovnéz zvysil fosforylaci Akt na Ser4’3 u hypoxickych

zvirat oproti potkaniim chovanych v normoxickych podminkach (IRN) (Graf 3).

Akt protein
25+
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Immunoreactivity (A.U.)
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Graf 1: Exprese Akt kindzy v LV z normoxickych (N) a hypoxickych (H) potkanti,
které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN, IH) a I/R (IRN, IRH).
Chybové usecky predstavuji + SEM, n=>5.
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Graf 2: Fosforylace Akt kindzy na Thr3% v LV z normoxickych (N) a hypoxickych
(H) potkanti, které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN, IH) a 1/R
(IRN, IRH). Chybové usecky predstavuji + SEM, n=6.
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Graf 3: Fosforylace Akt kindzy na Ser*’3 v LV z normoxickych (N) a hypoxickych
(H) potkanti, které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN, IH) a 1/R
(IRN, IRH).* p<0,05 vs KH, # p<0,05 vs IRN. Chybové usecky predstavuji + SEM, n=6.
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Graf 4: Representativni pruhy na imunodetekéni membrdné ukazujici expresi
celkové Akt, pAkt (Thr3%8), pAkt (Ser*’3) a GAPDH v LV z normoxickych (N) a
hypoxickych (H) potkanti, které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN,
IH) a 1/R (IRN, IRH).

II. Efekt kratkodobé ischemie a reperfiize na expresi Bcl-2 a Bax

Nasledné jsme se zamérili na analyzu a porovnani exprese 2 proteini
patrici do rodiny Bcl-2, jmenovité anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a pro-
apoptotického proteinu Bax (viz. Grafy 5-8). Hodnoty jsou znovu vyjadreny jako
a.u., kdy soucet vSech hodnot (KN, IN, IRN, KH, IH a IRH) je roven 100. Jako
kontroly k I/R protokolu jsme pouzili vzorky srdci podrobenych stabilizaci (KN,
KH).

V ramci I/R protokolu nedoSlo k vyznamym zménam hladin anti-
apoptotického proteinu Bcl-2 ani v kontrolach ani po chronické normobarické
hypoxii (CNH) (viz. Graf 5). U pro-apoptotického proteinu Bax nebyly u
normoxickych srdci v ramci I/R protokolu pozorovany Zadné rozdily hladin
proteinu. Avsak, signifikantni sniZeni hladiny proteinu Bax bylo pozorovano u
hypoxickych srdci podrobenych I[/R (IRH) ve srovnani s hypoxickou stabilizaci
(KH) i normoxickou skupinou podrobenou I/R (IRN) (viz. Graf 6).

Pomér Bcl-2/Bax, kterym se v literature vyjadfuje mira apoptoézy v
bunkach, byl vyznamné zvySen v I/R skupiné po hypoxii (IRH) oproti
normoxické I/R skupiné (IRN) i vzhledem k hypoxickym kontrolam (KH) (viz.
Graf 7).
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Graf 5: Hladiny proteinu Bcl-2 v LV z normoxickych (N) a hypoxickych (H)
potkantl, které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN, IH) a I/R (IRN,
IRH). Chybové usecky predstavuji + SEM, n=6
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Graf 6: Hladiny proteinu Bax v LV z normoxickych (N) a hypoxickych (H) potkanti,
které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN, IH) a 1/R (IRN, IRH). *
p<0,05 vs KN, # p<0,05 vs IRN. Chybové usecky predstavuji + SEM, n=6
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Graf 7: Pomeér hladin proteinii Bcl-2/Bax v LV z normoxickych (N) a hypoxickych
(H) potkanti, které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN, IH) a 1/R
(IRN, IRH). * p<0,05 vs KN, # p<0,05 vs IRN. Chybové usecky predstavuji + SEM, n=6
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Graf 8: Hladiny proteinti Bcl-2, Bax a GAPDH v LV z normoxickych (N) a
hypoxickych (H) potkanti, které byly podrobené stabilizaci (KN, KH), ischemii (IN,
IH) a I/R (IRN, IRH) zobrazené na representativnich membrdndch.
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9. DISKUZE

Protein kindza B neboli Akt kinaza je dilezitym efektorem PI3 kinazy a je
zapojena v regulaci cetnych esencidlnich biologickych procest. Porucha v jeji
funkci mize vést k radé onemocnénim (Dummler and Hemmings, 2007). Akt
vyznamné ovliviiuje napiiklad energeticky metabolismus, proliferaci, rist i
preziti bunék v zavislosti na modelu a jeji isoformé (pro prehled Sussman et al,,
2011). Jeji aktivita v burice je prevazné regulovana na posttranslacni trovni, a to
fosforylaci prevazné na Thr3%8 pomoci kinazy PDK1 (Anderson et al, 1998;
Milburn et al, 2003; Stephens et al, 1998) a fosforylaci na Ser#’3, ktera je
zprostredkovana komplexem mTORC2 (Sarbassov et al., 2005).

Obé fosforyla¢ni mista byla povaZzovana za nezbytna pro plnou aktivaci
Akt kinazy (Alessi et al., 1996; Bellacosa et al., 1998), neZ Moore a kol. (2011)
ukazali, Ze fosforylace Akt na Ser#73 probiha v adipocytech a krevnich destickach
nezavisle na Thr3%. Fosforylace Akt na Ser4’3 nebyla rovnéZ v krevnich
destickach pro aktivaci Akt podstatnd, ale byla dtlezita pro aktivaci Akt v
adipocytech (Moore et al, 2011). Tyto vysledky poukazuji na rozdilné
mechanismy aktivace Akt i v zavislosti na typu tkané. Aktivace Akt tedy
pravdépodobné podléha dalsi regulaci, kterou je nutné blize prozkoumat.

Ukazuje se, Ze u experimentid, které pouZzivaji model izolovaného
perfundovaného srdce by bylo zapotrebi zohlednit i efekt samotného modelu na
miru fosforylace a mozna i exprese riiznych proteinti. Teprve v nedavné dobé
byla publikovana studie zabyvajici se vlivem perfuze srdce na fosforylaci kinaz,
které hraji roli v ochrané bunék. Hlavnim zjiSténim této publikace bylo, Ze u
nékterych kinaz byl pozorovan narust fosforylace po 20 min perfizi srdce a
vyrazny pokles fosforylace po 50 min perftzi na aparatu. Vedle toho u Akt kinazy
byl sledovan pokles fosforylace po 20 min perfazi a signifikantni pokles po 50
min perfuzi (Stenslgkken et al., 2009).

[ presto, Ze existuji teorie, pro¢ dochazi k tomuto efektu (Aliev et al.,
2011), mechanismus zodpovédny za tento fenomén neni doposud znam a je

nutné dalsich experimenti k vysvétleni téchto nalezi.
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V nasi laboratori jsme rovnéz sledovali rozdil mezi fosforylaci v intaktnich
srdcich zvirat chovanych v normoxickych a hypoxickych podminkach a v
izolovanych perfundovanych srdcich. PredbéZné vysledky ukazaly, Ze k poklesu
fosforylace u Akt opravdu dochazi. Na druhé strané je ziejmé, Ze tento pokles je
konstantni a nesniZuje vypovidaci hodnotu dat. Ziskané vysledky ukazovaly
konzistentni zmény, které byly reprodukovatelné a byly i v souladu s jiz
publikovanymi studiemi.

NaSe experimenty zatim wukazaly, Ze adaptace na chronickou
normobarickou hypoxii (CNH) neméla Zadné ucinky na expresi celkové Akt
kindzy v rlznych fazich ischemicko-reperfuzniho (I/R) protokolu. Fosforylace
Akt na Thr3%8 rovnéZ neni ovlivnéna I/R protokolem. Nicméné vyznamna zmeéna
nastava ve fosforylaci Akt kinazy na jejim druhém fosforylacnim misté na Ser473.
U hypoxickych potkanii se po navozené ischemii tato fosforylace vyznamné
zvySila v porovnani s hypoxickou stabilizaci a zvySena fosforylace nadale
pretrvavala i ve skupiné podrobené I/R insultu. Oproti tomu, byl u potkani
chovanych v normoxickych podminkach pozorovan viditelny pokles fosforylace
Akt na Ser#73 po I/R insultu.

Tyto vysledky jsou v souladu se studiemi, které poukazuji na nezavislou
fosforylaci obou aminokyselinovych zbytkl (Alessi et al., 1996; Guertin et al,,
2006; Mora et al, 2005). Adaptace na chronickou normobarickou hypoxii
pravdépodobné zvySuje aktivitu Akt v odpovéd na ischemicky insult pres
fosforylaci na Ser#73, pricemz fosforylace na Thr3%8 neni ovlivnéna.

Kardioprotektivni mechanismy regulované Akt kindzou v odpovédi na
ischemii i reperfuzi byly jiz studovany v souvislosti s dalSimi signalnimi drahami
(Hausenloy et al, 2004). ZvySena aktivita Akt kinazy vedouci ke sniZeni
poskozeni srde¢nich bunék je pravdépodobné primo propojena s ochranou
mitochondrif a se zabranénim spusténi apoptdzy (Halestrap et al., 2007).

Jiz drive bylo ukazano, Ze Akt fosforyluje HK2 na Thr#73, ¢imZ zvySuje
interakci HK2 s vnéjsi mitochondrialni membranou (Pastorino and Hoek, 2008;
Roberts et al, 2013). Vyzkum z naSi laboratore (Waskova 2014 - Disertacni
prace) ukazal zvySenou expresi obou isoforem hexokinazy, HK1 a HK2, a i
zvySenou celkovou aktivitu HK po ischemii, coZ koreluje se zvySenou fosforylaci

Akt kinazy na Ser473. Toto zjisSténi by mohlo poukazovat na jejich vzajemnou
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interakci. ZvySena aktivita HK by mohla rovnéz souviset s jeji zvySenou asociaci s
mitochondriemi (Miyamoto et al., 2007b; Roberts et al., 2013), coZ chrani HK
vUci zpétné inhibici jejim vlastnim produktem, glukéza-6-fosfatem (Depré et al.,
1998; Roberts et al., 2013) a zabranuje tak jeji casné degradaci (Pedersen et al,,
2002). Interakce HK2 s vnéjSi mitochondridlni membranou také zvysuje jeji
vazebnou afinitu k ATP (Bustamante and Pedersen, 1980), ¢cimZ HK ziska lepsi
pristup k ATP vytvoreném mitochondriemi (Arora and Pedersen, 1988).

Asociace HK2 s mitochondrialni membranou nema vliv pouze na
metabolismus glukézy, ale vyznamné se podili na ochrané bunék vii¢i apoptoze:
zabranuje navazani pro-apoptotického proteinu Bax a rovnéz snizuje i oxidativni
stres (Robey and Hay, 2006; Santiago et al., 2008).

Ukazali jsme také vliv adaptace na CNH na expresi proteinu Bax prevazné
v odpovéd na I[/R insult, kdy hladina proteinu Bax signifikantné klesla v
porovnani s normoxickou I/R skupinou a také v porovnani s normoxickou
stabilizaci. Bax je pro-apoptoticky protein pattici do rodiny Bcl-2 proteint. V
pripadé apoptotického stimulu se Bax casto spolecné s proteinem Bak
translokuje do membrany mitochondrii, kde mohou tvorit péry propoustéjici
molekuly z intermembranového prostoru mitochondrii, jako napftiklad
cytochrom c, coz mize vést az k bunécné smrti (Li et al., 1997; Reed, 2008).

Nasledné jsme zmérili i expresi anti-apoptotického proteinu Bcl-2, ktery
se podili na udrZeni celistvosti mitochondrialni membrany a tedy i zabranuje
spusténi apoptézy (Reed, 2008). Hladina proteinu Bcl-2 nepodléhala v ramci I/R
protokolu Zadnym zménam. Nicméné zajimavym zjiSténim je, Ze pomér Bcl-
2/Bax byl vyznamné zvySen v hypoxické skupiné vystavené I/R insultu oproti
normoxickym srdcim po I/R insultu. Tento pomér je v literature pouZzivan jako
ukazatel miry apoptézy v bunkach a nasSe vysledky tedy ukazuji, Ze adaptace na
CNH vyznamné snizuje pravdépodobnost spusSténi apoptotické drahy v pripadé
vystaveni tkané I/R insultu.

NasSe prace ukazala, Ze adaptace na chronickou normobarickou hypoxii
miize vést k ochrané myokardu pred ischemicko-reperfiznim poskozenim

pravdépodobné pres aktivaci Akt signalni drahy.
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10. ZAVER

Adaptaci organismi na podminky chronické hypoxie se ve védeckych
kruzich vénuje velké pozornosti jiz celd desetileti, prevazné z toho diivodu, Ze
zvySuje toleranci myokardu vici ischemicko-reperfuznimu (I/R) poskozeni.
Molekularni mechanismy stojici za kardiprotektivnimi ucinky vsSak stale jeSté
nejsou zcela objasnény, a proto jsou studovany i vdnes$ni dobé.

Uloha Akt kinazy v kardioprotekci a jeji navozeni adaptaci na hypoxii byla
jiz studovana. Milano a kol. (2013) napriklad potvrdili, Ze rezim intermitentni
hypoxie zvysil fosforylaci Akt kinazy, coZ nasledné vedlo k mensimu poskozeni
srdce a k jeho lepsi funkci (Milano et al.,, 2013). Inhibice PI3K/Akt signalni drahy
nadto vedla k zvétSeni poskozeni tkané po navozeni infarktu myokardu
(Ravingerova et al., 2007).

Nicméné jeji uloha stale neni dokonale objasnéna. Napriklad neni k
dispozici dostatek informaci a studii ohledné specifickych uloh jednotlivych
aktivac¢nich aminokyselinovych zbytki.

V této praci jsme se vénovali vlivu chronické normobarické hypoxie
(CNH) na expresi a aktivitu Akt kindzy po ischemii nebo I/R insultu a také jejimu
vlivu na pomér proteinii Bcl-2/Bax kardiomyocytech. Prestoze exprese Akt
nebyla adaptaci ovlivnéna, tak jsme pozorovali signifikantni narist fosforylace
Akt na jejim druhém aktivacnim fosforylaCnim misté na Ser*’3 po ischemickém
insultu, pricemz tato aktivace Akt pretrvavala i b€hem reperfuze. Akt kinaza se
tak po své aktivaci mlize dcastnit riznych protektivnich mechanismii v srde¢nich
bunkach.

Signalnich drah, ve kterych se Akt podili na regulaci procesu v burikach, je
cela fada a vyznacuji se velkou komplexitou. Urcité by bylo zajimavé blize
prostudovat interakce Akt kindzy s dalSimi dllezitymi reguldtory ochranych
procesti v bunikach, jako je naptiklad 5’AMP-aktivovana protein kindza (AMPK)

nebo PIM-1 kinaza a jejich vzajemné propojeni.
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Predkladana prace prinesla originalni vysledky o plisobeni kratkého
ischemického insultu na Akt signalizaci. Tyto vysledky v kombinaci s nalezy
tykajici se exprese a lokalizace hexokinazy 2, smysluplné dopliuji jiz

publikované prace a dokresluji tak pribéh téchto déja.
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12. PRILOHOVA CAST

Priloha 1 - sloZeni jednotlivych roztoku / pufri:

SloZeni Krebsova-Henseleitova pufru:

1.

~

118 mM NaCl (dodano spolec¢nosti PENTA)
4,7 mM KCl (dodano spolecnosti PENTA)

1,2 mM MgS04 (dodano spolecnosti PENTA)
1,25 mM CaCl; (dodano spolec¢nosti PENTA)
1,2 mM KH2PO4 (dodano spolecnosti PENTA)
25 mM NaHCO3 (dodano spolec¢nosti PENTA)

11 mM glukéza (dodano spolec¢nosti SIGMA)

Zasobni roztok byl predpripraven bez glukozy, ktera byla pridana vzdy cerstvé

do rozotku. Roztok se dale sytil pomoci kysliku (95% 02 / 5% COz) do doby nez

se pH dostalo na hodnotu 7,4.

SloZeni Laemmliho pufru:

=

2 ml SDS ((cm = 0,1g/ml, SDS dodané spolecnosti SIGMA)

1 ml glycerolu (dodano spolec¢nosti SIGMA)

0,6 ml Bis-Tris roztoku (viz. dale)

1,4 ml mQH20

Bromfenolova modr (Bromphenol Blue ACS reagent, dodané spolecnosti

SIGMA)

SloZeni homogeniza¢niho média 1:

1.
2.

16,04 mg TRIS (c = 12,5mM; TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
9,52 mg EGTA (c = 2,5mM; ethylenediaminetetraacetic acid, dodané
spolec¢nosti SIGMA)
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3. 2,92 mg EDTA (c= 1mM; etylene glykol-bis(f3-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-
tetraacetic acid, dodané spole¢nosti SIGMA)

4. 0,86 g sacharoza (c = 250mM; dodano spolec¢nosti PENTA)

Takto zvaZzené mnoZstvi se rozpustilo v 20 ml mQH20 a pH na 7,4. Posléze bylo
pridano 7,71 mg DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA). Nasledné byly pridany
inhibitory proteaz (Complete, Roche Diagnostics) a inhibitory fosfataz

(PhosSTOP, Roche Diagnostics).

SloZeni homogeniza¢niho média 2:
1. Mocovina3,0g
2. Thiomocovina 1,55 g
3. Tetrasodium pyrofosfat dekahydrat 45 mg
4. 2-merkaptoetanol 13 pl

Namérené mnoZstvi chemikalii vloZime do kadinky a doplnime objem na

vyslednych 10 ml pomoci mQH-O.

12%-ni délici gel (mnozstvi potfebné na dva gely):
1. 3,4 mlmQH20
2. 4,0 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané spolec¢nosti SIGMA)
3. 2,5 ml pufru TRIS (pH = 8,8) (viz dale)
4. 100 pl SDS (cm = 0,1g / ml; SDS dodané spole¢nosti SIGMA)
5. 50 pl APS (cm =0,1g / ml; APS dodané spolecnosti )
6. 10 pl TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

5%-ni zaostrovaci gel (mnoZstvi potiebné na dva gely):

2,85 ml mQH20

0,85 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané spolecnosti SIGMA)
1,25 ml pufru BIS-TRIS (pH = 6,8) (viz dale)

50 ul SDS (cm = 0,1g / ml; SDS dodané spolecnosti SIGMA)

25 pul APS (cm = 0,1g / ml; APS dodané spolecnosti )

5 ul TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

A T o )
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SloZeni pufru TRIS (pH = 8,8):
9,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA) rozpusténo ve 100 ml
mQH:0 a pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,8.

SloZeni pufru BIS-TRIS (pH=6,8):
10,462 g BIS-TRIS (dodané spolecnosti SIGMA) rozpusténo ve 100 ml mQH:0 a

pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 6,8.

SloZeni elektrodového pufru koncentrovaného:
1. 30,3 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 144 g Glycin (dodané spolecnosti SIGMA)
3. 10 g SDS (dodané spolecnosti SIGMA)

NavaZené mnozstvi bylo v kadince rozmichano ve finalnim objemu 1 litr. Takto
koncentrovany elektrodovy pufr byl fedén v poméru 1 : 9 (PUFR: mQH:0).
Vnitini elektrodovy pufr (v pfimém kontaktu s gely) byl po kazdé elektroforéze
vylit do odpadu. Vnéjsi elektrodovy pufr (vyplnujici prostor aparatury)

maximalné 5x recyklovan.

SloZeni Ponceau roztoku:
0,1% Ponceau (dodané spole¢nosti SIGMA) v 5% kyseliné octové (dodané

spolecnosti PENTA)

SloZeni prenosového pufru:
1. 40 ml methanolu (dodané spolecnosti Lach:Ner s.r.o.)
2. 140 ml mQH20
3. 20 ml 10x koncentrovany Tris/Glycin pufr (dodané spolec¢nosti Bio-Rad)

Namérené objemy byly smichany v kadince a membrany byly v pufru

inkubovany nékolik minut pred pouZzitim.
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Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB) a Bismark Brown R (BBR) (na 0,51
roztoku):

1. 1gCBB

2. 250 mg BBR

3. 200 ml methanolu (dodané spole¢nosti Lach:Ner s.r.o.)

4. 35 ml 99% kyseliny octové (dodané spolecnosti PENTA)

5. 256 ml mQHz0

Pripraveny roztok byl uchovavan pri pokojové teploté.

Odbarvovaci roztok (na 0,5 1 roztoku):
1. 200 ml methanolu (dodané spolec¢nosti Lach:Ner s.r.o.)
2. 35ml 99% kyseliny octové (dodané spolecnosti PENTA)
3. 256 ml mQH20

Pripraveny roztok byl uchovavan pri pokojové teploté a recyklovan filtraci za

pouziti praskového aktivniho uhli.

SloZeni TBS:
1. 12,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 146,2 g NaCl (dodano spolecnosti PENTA)

NavaZzené mnoZstvi bylo rozpusténo ve 4 litrech mQH20. Pomoci HCI bylo

upraveno pH na hodnotu 7,5 a objem byl doplnén na celkovy objem 5 litrt.

SloZeni TTBS:
Do 1 litru TBS bylo pridano 0,5 ml Tween 20 (dodano spole¢nosti SIGMA)
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